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Einleitung 4

1 Einleitung

1.1 Einfdhrung in die Thematik

Die Lungen sind paarige Organe und liegen im Brustraum (Thorax) beidseits des
Mittelfellraumes (Mediastinum) in jeweils einer Pleurahdhle, deren Begrenzung
das Zwerchfell darstellt. Zu den Seiten und nach oben wird die Lunge durch den
Brustkorb abgegrenzt. Die Lungenspitzen ragen in die obere Thoraxspitze und
stehen hoher als die erste Rippe. Jede Lunge wird durch tiefe Einschnitte in eine
bestimmte Anzahl von Lungenlappen unterteilt, die sich ihrerseits wieder in
Segmente unterteilen lassen. Jedes Segment wird von jeweils einem
Segmentbronchus versorgt. An der zum Mittelfell gerichteten Seite befindet sich
die Lungenpforte. Hier treten Bronchien, Arterien und vegetative Nerven ein sowie
Venen und Lymphgefal3e aus. Die Bronchien teilen sich im Lungengewebe unter
kontinuierlicher Abnahme ihrer Durchmesser. Von der Endverzweigung des
Bronchialbaumes (Bronchioli terminales) zweigen mehrere kleine Aste ab
(Bronchioli respiratorii), von denen jeder in zwei Alveolargange (Ductuli alveolares)
mindet. Diese fuhren schliel3lich in die Alveolarsackchen (Sacculi alveolares).
Zusammen besitzen beide Lungen ca. 300 Mio. Lungenblaschen, von denen jedes
einen Durchmesser von etwa 0,2 mm besitzt. Demnach hat ein erwachsener
Mensch eine Flache von ca. 100m? fiir den Gasaustausch zur Verfiigung. Die Aste
der Lungenarterien folgen dem Bronchialbaum bis zu den Alveolen, welche von
dem Kapillarnetz koérbchenartig umgeben sind. An dieser Stelle erfolgt der
Gasaustausch (Faller 1995).

Die Hauptfunktion der Lunge besteht in der &auf3eren Atmung. Zusatzlich
transportiert sie kleinste Schmutzpartikel Uber das Flimmerepithel ab. Die
pulmonale Strombahn unterscheidet sich in wesentlichen Punkten von den
Strombahnen anderer Organe. Anders als im Korperkreislauf herrschen hier
niedrigere Dricke. Die arteriellen Dricke und vaskuldren Widerstande betragen
nur 1/8 der Werte des grof3en Kreislaufs. Der daraus resultierende niedrigere
Perfusionswiderstand ergibt sich aus der Anatomie der kleinen Lungenarterien, die

nur bis zu einer GefalRweite von 80um eine kontinuierliche Muskularisierung
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besitzen. Gefalde, die sich weiter distal befinden, sind partiell muskularisiert. Im
weiteren Verlauf gehen sie in nicht-muskularisierte GefalRe lber. Divergierend
zum Korperkreislauf fuhrt Hypoxie in der Lunge zu einer Vasokonstriktion und

nicht zur Vasodilatation (Seeger et al. 2000).

Die pulmonale Hypertonie (PH) ist eine Erkrankung, die den Lungenkreislauf
betrifft. Sie ist gekennzeichnet durch einen zunehmenden Anstieg des
GefalRwiderstandes und einen Anstieg des Blutdrucks im Lungenkreislauf.
Unbehandelt ist diese Erkrankung mit einer schlechten Prognose behaftet. Die
gravierendste Folge der PH besteht in der chronischen Rechtsherzbelastung, die
zur Ausbildung des Cor pulmonale bis hin zum Rechtsherzversagen fuhren kann.
Die PH kann entweder auf Grund einer Lungenkrankheit oder als priméare Form,
d.h. ohne erkennbare Ursache, vorliegen. Nach der aktuellen Klassifikation
(Venedig 2003) wird die pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH) von den anderen
Formen der pulmonalen Hypertonie abgegrenzt. Unter dem Begriff der PAH
wurden nach der neuen WHO-Klassifikation die idiopatischen (IPAH), die
familiaren (FPAH) und die assoziierten (APAH) Formen sowie die PAH mit
vendser oder kapillarer Beteiligung zusammengefasst (Simonneau et al. 2004).
Die Pathogenese der PAH ist multifaktoriell, und die genauen Pathomechanismen,
die zur Entwicklung der pulmonal-arteriellen Hypertonie fuhren, konnten bis heute
noch nicht ausreichend geklart werden. Aktuelle genetische und
pathophysiologische Untersuchungen zeigen, dass die Kombination genetischer
Faktoren und assoziierter Erkrankungen und/oder Triggermechanismen zur
Manifestation der Erkrankung fuhren. Bei der Entstehung der PAH werden als
pradisponierende Faktoren die Mutationen im
bone-morphogenetic-protein-receptor-3 (BMPR2) und activin-like-kinase-type-1
(ALK1) diskutiert (Newman et al. 2004). Diese Rezeptoren sind Mitglieder der
Transforming growth-factor-R3- (TGF-R) Familie. Da die Mutationen jedoch nur eine
geringe Penetranz von 5-20 % aufweisen, sind sie lediglich als pradisponierende
Faktoren anzusehen. Diese Ergebnisse zeigen, dass neben der genetischen
Pradisposition  weitere  Mechanismen  existieren  muissen, die die
Pathomechanismen in Gang setzen, damit es zur Gefal3schadigung und zum
pulmonal-hypertensiven Status kommt (Rubin u. Galie 2004). Diskutiert werden

u.a. Anomalien in zellularen Signalwegen. Innerhalb dieser existieren
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verschiedene Mediatorsysteme, die Endothelin-1-, Prostazyklin- und NO-
vermittelte Signale beinhalten. Diese Faktoren stellen den therapeutischen
Angriffspunkt der derzeit zugelassenen medikamentbsen Therapieoptionen dar.
Damit eine Behandlungsstrategie jedoch effektiv ist, muss sich diese gegen das
schwere pulmonal-vaskulare Gefal3remodeling richten, damit es zu einer
Regression der Krankheit kommt. Die aktuellen Therapiemdglichkeiten zielen
deshalb vor allem auf eine Verbesserung der Vasoreaktivitat, der Verbesserung
der Lebensqualitat und Erhéhung der Lebenserwartung ab.

In Verbindung mit dem Krankheitsbild der pulmonalen Hypertonie wird
korperliches Training als eine zusatzliche unterstitzende Therapiemal3nahme
kontrovers diskutiert. In der letzten Zeit verdichten sich jedoch die Hinweise dafr,
dass es einen Nutzen in der Therapie der pulmonalen Hypertonie bieten kdnnte.
Erst kirzlich konnte eine Studie Anhaltspunkte dafiur liefern. Entgegen der
gangigen Lehrmeinung profitierten Patienten mit pulmonaler Hypertonie unter
kontrollierter Therapie von einem wohldosierten kdrperlichen Training (Mereles et
al. 2006). Diese Untersuchung konnte aber keinen Aufschluss uber die zugrunde
liegenden Mechanismen geben. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zu der
Frage leisten, ob das fuhrende Geschehen bei pulmonaler Hypertonie, der
GefalBumbauprozess, durch eine praventive Trainingsintervention positiv

beeinflusst werden kann.

1.2 Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (HPV)

Eine angemessene Sauerstoffzufuhr ist fir alle hoheren Lebewesen,
insbesondere fur den Menschen, von besonderer Bedeutung. Sauerstoff spielt
zum einen als Oxidationsmittel eine wichtige Rolle bei der Energiegewinnung zur
Bildung von ATP in den Mitochondrien und ist zum anderen auch als Substrat an
verschiedenen enzymatischen Prozessen beteiligt. Da der Sauerstoffversorgung
des Korpers eine so wichtige Rolle zukommt, ist eine Optimierung des
Gasaustausches in der Lunge besonders wichtig. In diesem Zusammenhang
besitzt die HPV eine wichtige Rolle. Sie ist als physiologische Antwort der Lunge

auf die sich standig &ndernden lokalen Ventilationsbedingungen zu sehen.
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Die HPV wird in zwei Phasen eingeteilt: 1. die akute alveolédre Hypoxie (entsteht
binnen Sekunden bis Minuten), 2. die protrahierte alveolare Hypoxie (Stunden),
welche zu den chronischen Hypoxieprozessen Uberleitet, und 3. die chronische
Hypoxie, die zur pulmonalen Hypertonie mit verbundenem Gefallumbau fihrt
(Weissmann et al. 2001).

1.2.1 Akute und protrahierte alveoléare Hypoxie

Auf normobare und hypobare Hypoxie reagiert der Organismus mit einer Reihe
von Adaptionsmechanismen. Normobare Hypoxie ist durch eine Herabsetzung
des Sauerstoffpartialdruckes in der Umgebungsatmosphéare gekennzeichnet. Von
hypobarer Hypoxie spricht man, wenn die Gaskonzentration der Atmosphére
unverandert ist, jedoch durch den Aufenthalt in groRen Hbhen ein geringerer
Druck vorliegt. Dieser niedrigere Druck fuhrt zu einer Reduzierung des
Sauerstoffpartialdrucks (pO_) in den Alveolen. In dieser Situation kommt es zu

einer erschwerten Sauerstoffaufnahme.

Einer der wichtigsten Adaptionsmechanismen des Organismus zur Optimierung
des Gasaustausches liegt in der Anpassung der Perfusion an die Ventilation und
ist als Antwort der Lunge auf alveoldre Hypoxie zu verstehen. Minderbeliftete
Lungenareale reagieren mit einer Erhohung des GefalRtonus prakapillarer
LungengefalRe. Daraus resultiert eine Drosselung des Blutflusses zugunsten
besser bellfteter Areale (siehe Abbildung 1). Dadurch wird der Gasaustausch
optimiert und einer arteriellen Hypoxadmie entgegengewirkt. Von Euler und
Lillestrand beschrieben 1946 erstmals das Phanomen der hypoxischen
pulmonalen Vasokonstriktion (HPV). Dieses Phanomen ist als physiologische
Antwort auf alveolare Hypoxie den meisten Saugern gemeinsam. Schon durch
vergleichsweise milde Hypoxie (<80 mmHg) koénnen die kompensierenden
Mechanismen der HPV ausgelost werden (Weissmann et al. 1995). Die
Kontraktion wird durch die Stimulation mehrerer Signalwege eingeleitet, die
letztendlich eine Erhéhung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration bewirken
(Aaronson et al. 2006). lhre Intensitdt hangt von der Starke und Dauer der

alveolaren Hypoxie ab. Von Euler und Liljestrand fanden bei ihren
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Untersuchungen heraus, dass der pulmonal-arterielle Druck wahrend
Ventilationsphasen mit einer O,-Konzentration von 10% ansteigt. Dieser Anstieg
war reversibel und kehrte in Phasen der Ventilation mit Raumluft auf den
Ausgangswert zurtck. Obwohl die Frage nach dem genauen Sauerstoffsensor
und des hierdurch aktivierten Signaltransduktionsweges noch nicht
zufriedenstellend geklart ist, werden als Sensor- und Effektorzellen die
pulmonal-arteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) beschrieben, da sich diese
isoliert unter Hypoxie kontrahieren kdénnen und ein Anstieg des intrazellularen
Kalziums messbar ist (Madden et al. 1992; Murray et al. 1990; Weissmann et al.
2006). Neueste Untersuchungen zeigen, dass verschiedenen Enzymen innerhalb
der Atmungskette, wie z.B. NAD(P)H-Oxidasen (Marshall et al. 1996),
Cythochrom P450-Enzyme (Zhu et al. 2000), Hadmoxygenase-2 (Hoshi u. Lahiri
2004), ADP-Ribosezyklase und der cADP-Ribose-Hydrolase (Wilson et al. 2001)

in diesem Zusammenhang eine wichtige Rolle zukommen konnte.

Abbildung 1: Effekt der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion. Das Schema zeigt den Einfluss
der HPV auf den Blutfluss (Q) in der Lunge. Durch Konstriktion der GefaRe (dinne rote Linie) in
Regionen niedrigen Sauerstoffpartialdruckes (kleiner blauer Kreis, oberer Teil der Darstellung) wird
Blut in Regionen hohen Sauerstoffpartialdruckes (groRer blauer Kreis) dirigiert (dicke rote Linie, im

unteren Teil der Darstellung).

Die Reaktion der Gefal3e auf akute Hypoxie verlauft in 2 Phasen. In der ersten,
akuten Phase kommt es innerhalbo von Sekunden zum Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes, der nach weiteren 5 bis 15 Minuten teilweise

nachlasst. Danach folgt bei Anhalten der Hypoxie die zweite, subakute oder
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protrahierte Phase, die durch eine erneute Zunahme der Vasokonstriktion
gekennzeichnet ist. Nicht alle Untersucher finden eine biphasische Reaktion, sie
ist jedoch fir intakte Lungenmodelle und isolierte pulmonal-arterielle GefalRe
beschrieben (Bennie et al. 1991; Weissmann et al. 1995; Weissmann et al. 2001).
Bisher liegen nur wenige Untersuchungen vor, die sich mit dem Verlauf der HPV
uber mehrere Stunden befassen. Daruber hinaus konnte noch nicht ausreichend
geklart werden, ob die erste und zweite Vasokonstriktion unter protrahierter
Hypoxie durch identische oder unterschiedliche Mechanismen reguliert wird.
Dabei scheint gerade diese Phase der HPV wichtig zu sein, da es unter
chronischer Hypoxie zum GefalRumbau der Lungengefal3e kommt.

1.2.2 Chronische Hypoxie

Durch die generalisierte chronische Hypoxie findet die HPV in der gesamten
Lunge statt, und fuhrt so zur Erhéhung des Lungenwiderstandes,
Rechtsherzhypertrophie und Umbauprozessen in den Lungenarterien, dem
vaskularen Remodeling (siehe Abbildung 2). Das vaskulare Remodeling der
kleinen Pulmonalarterien beinhaltet die Proliferation der glatten Muskelzellen der
GefalBmedia und die Einwanderung von Fibroblasten aus der Adventitia in die
Media (Stenmark et al. 2002; Stenmark et al. 2006). Dieser Prozess fuhrt zu einer
Mediaverdickung. Zusatzlich findet eine de-novo-Muskularisierung kleiner unter
Normoxie nicht-muskularisierter Gefal3e statt. (Humbert et al. 2004). Diese
strukturellen Umbauprozesse fuhren zu Querschnittsverlegung (Obliteration).
Zusatzlich kann es zu einem Gefaldverlust (Rarefikation) (Stenmark u. Mc Murty
2005) und folglich zu einem erhéhten Lungenwiderstand mit verbundenem
Druckanstieg, verbundener Rechtsherzhypertrophie und einer Reduktion des
Herz-Zeit-Volumens (HZV) kommen. Als zu Grunde liegender Mechanismus wird
der direkte Einfluss von Hypoxie auf das Zellwachstum diskutiert, der mit der
Proliferation von Fibroblasten (Welsh et al. 1998; Das et al. 2002), Hemmung des
endothelialen Zellwachstums (Tucci et al. 1997) und Stimulation des
pulmonal-arteriellen Zellwachstums (Dempsey et al. 1991) einhergeht. Dadurch
treten Inbalancen zwischen verschiedenen Wachstumsfaktoren und vasoaktiven

Substanzen wie z.B. NO, Endothelin-1, Serotonin und Thromboxan auf, die auf
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den Vasotonus und das Zellwachstum Einfluss nehmen. Diese Mediatoren stehen
unter physiologischen Bedingungen in einem Kkontinuierlichen Gleichgewicht.
Unter Einfluss von Hypoxie wird die Produktion und/oder Freisetzung
vasodilatativer Mediatoren zu Gunsten vasokonstriktiver Mediatoren verschoben
(Budhiraja et al. 2004). Die chronische Verengung der Lungengefal3e fuhrt zu
einem erhohten Blutdruck im Lungenkreislauf und muindet somit in das
Krankheitsbild der PH.

a) akute Hypoxie b) chronische Hypoxie
— q
0
normales Vasokonstriktion vaskulares
Lungengefald Remodeling

Abbildung 2: Effekte von akuter und chronischer Hypoxie auf die Lungenarterien. Akute Hypoxie
fuhrt zu einer physiologischen Vasokonstriktion (a). Chronische Hypoxie fihrt zu Umbauprozessen
in den Lungenarterien und zu einer Verengung des Lumens (b). Die pulmonale Vasokonstriktion
unter akuter Hypoxie stellt einen reversiblen Prozess dar. Vaskuldares Remodeling ist gegeniber

akuter re-Exposition unter Normoxie irreversibel.

1.3 Definition und Klassifikation der pulmonalen Hypertonie
(PH)

1.3.1 Definition

Die pulmonal-arterielle  Hypertonie (PAH) ist eine schwere, oftmals
lebensbedrohliche Erkrankung der pulmonalen Strombahn, bedingt durch die
Folgen pathologisch anhaltender Vasokonstriktion und von Umbauprozessen im
pulmonalen GefalRbett in Form von Mediahypertrophie, Intimafibrose,

Endothelzellproliferation und plexiformen Lasionen (Seeger et al. 2000). Von PH
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spricht man, wenn ein pulmonal-arterieller Mitteldruck (mPAP) zwischen 20 und 25
mmHg in Ruhe vorliegt. Ab 25 mmHg spricht man von einer manifesten PH
(Hoeper et al. 2008). Die geschétzte Inzidenz der IPAH liegt bei ein bis zwei Fallen
pro 1 Mio. Personen. Zudem liegt eine Pradisposition bei Frauen im jungen und
mittleren Alter vor. Ungefahr 10% der Falle treten familiar gehauft auf (Gaine u.
Rubin 1998). Ohne effiziente Therapie ist der naturliche Verlauf der Erkrankung
durch eine hohe Letalitat und eine begrenzte Lebenserwartung von im
Durchschnitt 2,8 Jahren nach Diagnosestellung gekennzeichnet (D"Alonzo et al.
1991). Die haufigste Todesursache stellt bei diesen Patienten das Herzversagen
dar. Da keine spezifischen Symptome der PH existieren, ist die Diagnostik
schwierig. Die anfanglich unspezifischen Beschwerden veranlassen den Patienten
erst spat, einen Arzt aufzusuchen. Die vorherrschende klinische Symptomatik
schliel3t herabgesetzte Belastbarkeit, Mudigkeit und Dyspnoe ein. Erschopfung gilt
als haufiges Frihsymptom. Bestehen bereits Angina pectoris und Synkopen, kann
von einem fortgeschrittenen Stadium ausgegangen werden (Rubin 1997). Neue
antiproliferative Therapieansatze verbesserten die Prognose sowie die
Versorgung der Patienten. Auf der vierten Weltkonferenz fir pulmonale Hypertonie
in Kalifornien (2008) wurde jungst klargestellt, dass die PH keine unheilbare
Krankheit mehr ist (Humbert 2008).

1.3.2 Klassifikation

Die Klassifikation und Nomenklatur der PH wurde auf der dritten Weltkonferenz fur
pulmonale Hypertonie, die im Jahre 2003 in Venedig stattfand, grundlegend
verandert (Simonneau et al. 2004). Ein Grund war, dass man Fortschritte im
Verstandnis Uber Mechanismen, die im Zusammenhang mit der Pathogenese der
PH stehen, erkannt hatte. Nach dieser neuen Klassifikation wird die PAH von
anderen Formen der PH abgegrenzt, die als Folge von Linksherzerkrankungen,
chronischen Lungenerkrankungen, thrombo-embolischen Ereignissen oder
anderen Erkrankungen auftreten konnen. In der folgenden Abbildung wird die
Einteilung der PAH nach deren Ursache aufgefthrt.
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1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)
Idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie (IPAH)
Familidre pulmonalarterielle Hypertonie (FPAH)

3. Pulmonalarterielle Hypertonie assoziiert mit (APAH)

Bindegewebserkrankungen

Angeborenen systemisch-pulmonalen Shunts (u.a. Herzfehler)

Portaler Hypertension

HIV-Infektion

Medikamenten und Giftstoffen

Anderen Erkrankungen (Schilddruse, Glykogenspeicherkrankheit, Morbus Gaucher, Splenektomie usw.)

4. Pulmonalarler\el\e Hypertonie mit relevanter ven&ser oder kapillarer Beteiligung
1. Pulmonale veno-okklusive Erkrankung (PVOD)
2. Pulmonale kapillare Hdmangiomatose (PCH)
5. Persistierende pulmonalarterielle Hypertonie des Neugeborenen (PPHN)
2. Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankungen
1. Erkrankungen des linken Vorhofes oder Ventrikels
2. Mitral- oder Aortenklappenfehler
3. Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankung und/ oder Hypoxie
Chronisch Obstruktive Lungenerkrankung
Interstitielle Lungenerkrankung
Schlafapnoe-Syndrom
Alveoldre Hypoventilation
Chronische Hohenkrankheit
Anlagebedingte Fehlbildungen
4, Pulmonale Hypertonie aufgrund chronischer Thrombembolien (CTEPH)
Thrombembolischer Verschluss proximaler Lungenarterien

N =

QR wN =

(=2

oo e wN =

—_

2. Thrombembolischer Verschluss distaler Lungenarterien
3. Nicht-thromboembolische Lungenembolien (Tumoren, Parasiten, Fremdkdrper)
5. Verschiedenes (Sarkoidose, Histiozytose X, Lymphangiomatose usw.)

Abbildung 3: Klinische Klassifikation der pulmonalen Hypertonie, Venedig 2003

1.4 Experimentelle Tiermodelle

Fur die weiterfihrende Erforschung der genauen Ursachen und Mechanismen der
PH ist es bedeutsam, experimentelle Tiermodelle heranzuziehen, die die
pathologischen Prozesse, die bei der Entstehung und Erhaltung der PH eine Rolle
spielen, aufweisen. Die Literatur beschreibt verschiedene Madglichkeiten zur
Induktion der pulmonalen Hypertonie in Tieren. Die Exposition unter Hypoxie und
die Injektion von Monocrotalin (MCT) stellen dabei die am h&aufigsten genutzten
Modelle dar. Diese Tiermodelle werden nicht nur eingesetzt, um die zu Grunde
liegenden pathophysiologischen Mechanismen zu ergriinden, sondern auch, um
neue Einsichten in mdgliche Therapiestrategien zu erforschen (Campian et al.

2006). Im Folgenden werden diese beiden wichtigsten Modelle vorgestellt. Sie
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dienen abschlieliend als Diskussionsgrundlage fur die innerhalb dieser Arbeit
gestellten Fragestellungen.

1.4.1 Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie im Maus-Modell

Chronische Exposition unter Hypoxie fuhrt zur Ausbildung der pulmonalen
Hypertonie (Urbanova et al. 1973). Innerhalb der verschiedenen Spezies bestehen
Unterschiede in der Empfanglichkeit fir den hypoxischen Stimulus. So zeigen
Kaninchen fast keinerlei Reaktion, Rinder entwickeln hingegen die starkste
Vasokonstriktion (Reeve et al. 1979). Weitere Arbeitsgruppen zeigten
Unterschiede innerhalb der Hypoxieantwort beim Menschen (Naeije et al. 1982,
Weitzenblum u. Chaouat 2001). Intermittierende Hypoxie fuhrt im Tiermodell —
weitgehend unabhéngig von der Dauer der Intervalle zwischen Hypoxie und
Normoxie — zur Ausbildung der PH (Widimsky et al. 1980). Die Rickkehr unter
normoxische Bedingungen fuhrt zu einer partiellen Revertierung des pulmonalen
Gefallumbaues im Rattenmodell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie
(Ressl et al. 1974; Hislop u. Reid 1977; Meyrick u. Reid 1980; Fried u. Reid 1984).
Dieser Adaptationsvorgang stellt einen natirlichen physiologischen Prozess dar.
Bis zum jetzigen Zeitpunkt liegen jedoch noch keine detaillierten Untersuchungen
zur Revertierung des Gefallumbaus im Mausmodell der Hypoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie vor. Diese Untersuchungen sind aber nicht nur von grof3er
Bedeutung, um die zeitliche Abfolge der Revertierung des GefalBumbaus zu
zeigen, sondern stellen dartber hinaus die Basis dar, zugrunde liegende
molekulare Mechanismen zu beleuchten. In diesem Zusammenhang machen
genetisch-veranderte Tiere eine gezielte Untersuchung spezieller
Stoffwechselwege denkbar. Studien zeigten dabei die Bedeutung des
NO-cGMP-Stoffwechselweges in Hinblick auf die Entwicklung struktureller
Lungengefal3veranderungen unter chronischer Hypoxie (Fagan et al. 2001; Ozaki
et al. 2001). Die genauen pathophysiologischen Mechanismen sind bis heute noch

nicht vollstandig geklart.
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1.4.2 Monocrotalin-induzierte pulmonale Hypertonie im Ratten-
Modell

Lalich und Merkow beschrieben 1961 erstmals das Modell der
Monocrotalin-induzierten pulmonalen Hypertonie (Lalich u. Merkow 1961). Es
basiert auf einer einzigen Injektion von Monocrotalin (60mg/kg intraperitoneal oder
subkutan). Monocrotalin ist ein Pflanzenalkaloid aus der Pflanze Crotalaria spec.,
die zu der Familie der Leguminosen gehort. Dieses Modell wird verwendet,
seitdem gezeigt wurde, dass es ahnliche pathologische und pathohistologische
Verdnderungen erzeugt, wie sie bei der idiopathischen pulmonal-arteriellen
Hypertonie des Menschen zu finden sind (Meyrick u. Reid 1980). Durch die
Kombination von einer MCT-Injektion und einer einseitigen Pneumektomie werden
sowohl die neointimalen Veranderungen als auch der Verschluss Kkleiner
Lungenarteriolen herbeigefihrt. In der Leber werden die Pyrrolizidinalkaloide
durch mischfunktionelle Oxidasen (Cytochrom-P450-Enzyme) metabolisiert.
Dadurch entstehen pyrrolische Dehydroalkaloide (Mattocks 1968). Diese
Verbindungen sind sehr reaktiv und werden von der Leber in die Blutbahn
abgegeben und induzieren in der Lunge charakteristische Gefallasionen.
Zusatzlich entstehen durch Monocrotalin auch in anderen Organen nennenswerte
Veranderungen. Diese umfassen Leberzellnekrose und Leberzellhyperplasie,
Leberzirrhose sowie -fibrose, veno-okklusive Lebererkrankungen,
Glomerulopathien und schlie3lich sekundare Veréanderungen am
Zentralnervensystem, die durch die Leberschadigung und damit verbundene
erhdhte Freisetzung von Ammoniak entstehen. Es existieren Unterschiede in der
Empfanglichkeit und damit verbundenen Ausbildung der Monocrotalin-induzierten
pulmonalen Hypertonie zwischen den Spezies. Speziell Mause reagieren in deren
Folge resistent und entwickeln keine PH, sondern zeigen akute
Lungenschadigung mit fibrotischen Veranderungen. Anders als Ratten verfligen
Mause Uber einen Reparaturmechanismus dieser Lasionen (Dumitrascu et al.
2008). Widerspruchlich dazu ist eine andere Arbeit, in der die
Monocrotalin-induzierte PH bei der Maus beschrieben wurde (Raoul et al. 2007).
Weitere Anwendung findet dieses Modell bei Hunden (Takahashi et al. 2004),
Kaninchen (Gunaydin et al. 2002) und Lammern (Katayama et al. 1995).
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1.5 Der NO/cGMP Signaltransduktionsweg

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein leicht diffundierendes Gas, das den Gefaldtonus
bereits in sehr geringer Konzentration reduziert und als potenter Vasodilatator
darstellt. NO wird im Wesentlichen in der Lunge durch NO-Synthasen generiert.
Hauptbildungsort ist das Gefallendothel und das Atemwegsepithel (Ghofrani et al.
2004). Bis heute konnten drei NO-Synthasen identifiziert werden: die endotheliale
NO-Synthase (e-NOS, NOS3), die induzierbare NO-Synthase (i-NOS, NOS2) und
die neuronale NO-Synthase (n-NOS, NOS1). Innerhalb des kardio-vaskuléren
Systems stellt die e-NOS die wichtigste NOS-Isoform dar. NO wird durch die
endotheliale NO-Synthase aus der Aminosdure L-Arginin und Sauerstoff
hergestellt. Vom Entstehungsort aus diffundiert NO durch die Zellmembran in die
darunter liegende Muskelschicht und aktiviert die l6sliche Guanylatzyclase (sGC),
ein Ham-Protein (Ignarro et al. 1987). Dadurch kommt es zu einer vermehrten
Produktion von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP), einem second
messenger, und einer daran anschlielenden Gefal3dilatation. Seine Wirkung bei
der Signaltransduktion entfaltet cGMP Uber die cGMP-abhangige Proteinkinase G
(PKG). Das cGMP-Signal wird durch Phosphodiesterasen beendet, die den
second messenger zu Guanosinmonoposphat (5-GMP) hydrolysieren (Beavo u.
Brunton 2002).

Neben der Rezeptor-vermittelten Aktivierung induzieren insbesondere Scherkréfte
(shear stress) eine gesteigerte e-NOS-Aktivitat und sind demzufolge Schlissel-
Regulatoren der NO-Synthese. Eine erhohte Blutflussrate bewirkt durch die
Phosphorylierung von e-NOS eine erhohte NO-Synthese (Corson et al. 1996).
Dieser akut einsetzende vasodilatative Effekt wird durch verschiedene
Scherkraft-sensitive Mechanorezeptoren Ubermittelt (siehe Abbildung 4). Die
vermehrte NO-Synthese fuhrt zu einer schnellen Anpassung an die erhéhte
Blutflussrate mit einhergehender Vasodilatation und folglich zu verminderter
Scherkraft. Die Blockierung der NO-Synthese durch den Antagonisten
NG-Monomethyl-L-Arginin verstarkt hingegen die hypoxische Vasokonstriktion
(Archer et al. 1989). Patienten mit pulmonaler Hypertonie zeigen eine reduzierte
NO-Verfligbarkeit (Xu et al. 2004). Es gibt sowohl klinische Studien, in denen bei

diesen Patienten eine verminderte e-NOS-Expression festgestellt wurde (Giaid u.
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Saleh 1995), als auch Studien, in denen im Gegenteil dazu eine erhdhte e-NOS-

Expression gezeigt wurde (Xue u. Johns 1995).

Kdérperliche Belastung Rezeptorstimulation
- z.B. Katecholamine
(Sympathikusaktivierung)
Scherkrifte l

= Rezeptor

ProstacyclinT ( NO-Synthase

o —— Endothelini

L AN

Vasodilatation Antiinflammatorisch Antiproliferativ Remode!lng
\-—_
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Abbildung 4: Flussabhangige und rezeptorabhangige Freisetzung von NO (aus Britten, 2000)

1.6 Phosphodiesterasen in pulmonaler Hypertonie

Die Aufreinigung und Charakterisierung von Phosphodiesterasen (PDE) wurde
erstmals von Butcher und Sutherland 1962 beschrieben (Butcher 1962).
Phosphodiesterasen sind eine Gruppe von Metallophosphohydrolasen, welche die
second messenger cGMP und CcAMP abbauen. Zu den allgemeinen
Strukturmerkmalen gehért eine homologe katalytische Domane aus ca.
300 Aminosauren am C-Terminus und Histidin als wichtigste Aminosaure in
diesem Bereich. Proteindoménen, die an der Regulation der enzymatischen
Aktivitdat und der subzellularen Lokalisation beteiligt sind, befinden sich
gro3tenteils im N-terminalen Teil. Derzeit sind 21 PDE-Gene identifiziert, die in
11 Gruppen zusammengefasst wurden (Raja u. Nayak 2004). Sie unterscheiden
sich bezuglich ihrer strukturellen Ahnlichkeiten wie Sequenzhomologie,
Proteindomé&nen oder enzymatische Eigenschaften (Substratspezifitat, Kinetik,

Sensitivitat gegentber endogenen Regulatoren und Inhibitoren) (Kulkarni u. Patil
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2004). Die einzigartigen Charakteristika jeder PDE-Genfamilie werden durch die

N-terminalen Proteindoméanen definiert.

1.7 Der Phosphodiesterase-Inhibitor Sildenafil als

Standardtherapeutikum zur Behandlung der PH

Phosphodiesterasen spielen in der Pathogenese der pulmonalen Hypertonie eine
besondere Rolle. Die bedeutsamste Phosphodiesterase-lsoform in der Lunge ist
die PDE-5, eine cGMP-abbauende PDE. Bei Patienten mit PH wurde eine
Uberexpression der PDE-5 in der Lunge nachgewiesen (Sanchez et al. 1998;
Murray et al. 2002). Sildenafil ist ein selektiver PDE-5-Inhibitor, der seit 1998 flr
die Behandlung erektiler Dysfunktionen eingesetzt wird (Morales et al. 1998;
Cheitlin et al. 1999). Wegen der oralen Verfugbarkeit und einer hohen Selektivitat
zu cGMP-hydrolisierenden PDE-5, ist Sildenafil seit 2005 auch in Europa und den
USA unter dem Handelsnamen Revatio® zur Behandlung der PH zugelassen
(Ghofrani et al. 2002; Ghofrani et al. 2003).

(H3CH20 HN

(H2CH2CH3

025
N

N
k/ ~~(H3

Abbildung 5: Strukturformel von Sildenafil (aus Béhm et al., 2004)

Neben einer hohen Selektivitdt zu der cGMP-hydrolysierenden PDE-5 besitzt
Sildenafil eine weitaus schwéachere zu PDE-1 und PDE-6 (Raja et al. 2006). Die
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Therapie mit Sildenafil erfolgt in einer Dosierung von jeweils 3-mal taglich je 20 mg
(Galie et al. 2005). Der Wirkstoff wird schnell resorbiert, die hdchste Konzentration
wird ca. 60 Minuten nach Gabe erreicht. Die dann eintretenden Effekte, wie der
Abfall des mittleren pulmonal-arteriellen Druckes (PAP) und der des pulmonalen
GefalRwiderstandes (PVR), halten fur ca. vier Stunden an (Hoeper et al. 2000;
Lepore et al. 2002), ohne grof3en Einfluss auf den systemisch-arteriellen Druck
auszuiben (Cohen et al. 1996). Das hepatische Cytochrom P450 3A4
metabolisiert den Wirkstoff, der anschlie3end zu 80 % uber den Stuhl und 20 %
Uber die Nieren ausgeschieden wird. Die Sildenafil-Plasmakonzentrationen sind
bei Patienten mit Leberschaden, schweren Nierenschaden und gleichzeitiger
Einnahme von Cytochrom P450-Inhibitoren erhdht (Krenzelok et al. 2000). Unter
regelmaRiger Therapie mit Sildenafil konnte eine Verringerung der Proliferation
glatter pulmonal-arterieller Muskelzellen gezeigt werden (Garg u. Hassid 1990;
Lee et al. 1996) In-vivo Studien in verschiedenen Tiermodellen bestatigen die
praventiven und zur reversiblen GefalRumstrukturierung neigenden Effekte des
PDE-5-Inhibitors (Rondelet et al. 2004; Itoh et al. 2004; Schermuly et al. 2004).

1.8 Der Einfluss kdrperlichen Trainings auf die vaskulare

Funktion

Kdrperliches Training gilt als wichtiger Faktor in der Pravention kardio-vaskularer
Erkrankungen (Gielen et al. 2001; Kojda u. Hambrecht 2005). Training induziert
sowohl Scherkrafte als auch oxidativen Stress. Der Beitrag jeder dieser Effekte zu
der gesteigerten e-NOS-Expression ist nicht bekannt (Gewaltig u. Kojda 2002).
Die hohere endogene NO-Produktion fuhrt zu einer groReren Expression der
extrazellularen Superoxiddismutase (ecSOD) und verbessert demzufolge die
antioxidative Kapazitat der GefaBwand (Fukai et al. 2000). Diese
Trainings-induzierten Adaptationsprozesse reduzieren im weiteren Verlauf den
oxidativen Stress (Kojda et al. 2001). An Hunden, Schweinen und Ratten konnte
gezeigt werden, dass korperliches Training zu einer Steigerung der e-NOS
Expression in der Aorta und an den Herzkranzarterien fuhrt (Woodman et al. 1997,
Delp u. Laughlin 1997). Korperliche Inaktivitat verursachte hingegen bei gesunden

Mausen eine Funktionsstérung des Endothels, welche sich jedoch nach
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moderatem korperlichen Training vollstandig umkehren liel3 (Suvorava et al.
2004). Daruber hinaus bewirkt korperliches Training eine gewebe-abhéngige
NO-Produktion in der Niere und Lunge (Miyauchi et al. 2003). Zusatzlich zu den
Akuteffekten beeinflusst eine gesteigerte NO-Produktion die Hamostaseparameter
positiv, wirkt antiproliferativ, hemmt die Leukozytenmigration und wirkt so
atherogenen Inflammationsprozessen in der koronaren und peripheren
Gefallwand entgegen (Traub u. Berk 1998).

Der Endothel-abhéngige vasodilatorische Effekt von kdrperlichem Training auf das
Endothel der Lungengefal3e wird weitaus kontroverser diskutiert. Zum einen
konnte eine verbesserte Lungenendothel-vermittelte Vasorelaxation bei Kaninchen
und Schweinen gezeigt werden (Chen u. Li 1993; Johnson et al. 2001). Andere
Studien kamen jedoch zu einem gegensatzlichen Ergebnis (Mitani et al. 1999;
Johnson u. Laughlin 2000).

1.9 Pulmonale Hypertonie und kdrperliches Training

Mehrere Studien zeigten, dass derzeitige Therapieméglichkeiten zu einer
Verbesserung der Uberlebenszeit, Symptomauspragung und Belastbarkeit
wahrend der 6-Minuten Gehstrecke und einer Besserung in der Hamodynamik
fuhren kdonnen (Channick et al. 2001; Rubin et al. 2002; Blumberg et al. 2002;
Galie et al. 2003). Unter diesen Bedingungen nimmt das Risiko kardio-vaskularer
Dekompensation ab (Desai u. Channick 2008). Zu den aktuellen Therapieoptionen
gehodren: Phosphodiesterase-5-Inhibitoren, Endothelinrezeptorenantagonisten,
Prostazykline und deren Kombinationstherapien. Friher wurde die Ansicht
vertreten, dass Sport und koérperliche Belastung zu einer Verschlimmerung der
klinischen Symptomatik fihren kénnen (Badesch et al. 2004). Bei schweren Fallen
wurde eine Vermeidung jeglicher korperlicher Anstrengung empfohlen (Gaine u.
Rubin 1998). Entgegen gangiger Lehrmeinung zeigte eine kirzlich veroéffentlichte
Arbeit, dass die Symptomauspragung durch kontrollierte Belastung verbessert
werden kann, so dass bei diesen Patienten im Rahmen von
Rehabilitationsprogrammen ein wohldosiertes Training erwogen werden kann

(Mereles et al. 2006). Zudem belegen Studien, dass verminderte Lebensqualitat,
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Mobilitatseinschrénkungen und soziale Isolation, als Folge der Erkrankung, zu
Angst und Depression beim Patienten fihren kdnnen (Lowe et al. 2004; White et
al. 2006). Training kann einen forderlichen Einfluss auf bestehende
Komorbiditaten haben und sich dadurch positiv auf die bestehenden Symptome
auswirken. Korperliches Training scheint demnach bei schwerer PH unter
Therapie sicher.

Bei der oben angefuhrten Patientenstudie ist verstandlicherweise der objektive
Trainingseffekt auf den GefalBumbauprozess nicht nachweisbar. Tierversuche
besitzen daruber hinaus eine bessere Kontrollierbarkeit. Aus diesen Griinden sind
weitere Untersuchungen noétig, da bis heute nur wenige Daten zum direkten
Zusammenhang von korperlichem Training und den in der Pathogenese

malfdgeblichen Variablen, wie z.B. dem pulmonalen Gefal3bett, existieren.

1.10 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Reversibilitdt und neue Therapieansatze bei
Hypoxie-induzierter pulmonaler Hypertonie zu untersuchen. Durch die Etablierung
eines entsprechenden Mausmodells sollte zunachst tberpruft werden, ob eine
Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie prinzipell reversibel ist, um in einem
zweiten Teil der Arbeit zu klaren, ob ein kdrperliches Training die Entstehung der
pulmonalen Hypertonie verhindern kann und zu einer positiven Beeinflussung des
Krankheitsbildes fiuhrt.

Zur Bearbeitung dieses Themenkomplexes wurden die Tiere im Anschluss an eine
3-wdchige Hypoxieexposition unter Normoxie gehalten und in einer
abschlieRenden Untersuchung zu verschiedenen Zeitpunkten — 7, 14, 21, 28 und
42 Tage — nach Normoxieexposition untersucht.

Im Anschluss daran sollte dann der Einfluss praventiven korperlichen Trainings
auf den Verlauf der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie im Mausmodell
untersucht werden und dieser im Vergleich zu einer Standardtherapie mit dem
Phosphodiesterase-5-Inhibitor Sildenafil (Revatio®) beurteilt werden. Zusatzlich
sollte die Frage nach synergistischen Effekten medikamentéser Therapie und

korperlichen Trainings beantwortet werden. Fir die Bestimmung des
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rechtsventrikular-systolischen Drucks wurden in einer wenig invasiven
Operationsmethode telemetrische Transmitter in den rechten Ventrikel implaniert.
Die weitere Evaluation der Trainingsintervention und deren gesundheitlicher
praventiver Nutzen sollte im Anschluss an das 3-wéchige Trainingsprotokoll
mittels histologischer und morphologischer Parameter untersucht und diskutiert

werden.

Kdrperliches Training stellt in Verbindung mit dem Krankheitsbild der pulmonalen
Hypertonie eine in der Vergangenheit kontrovers diskutierte Thematik dar.
Darlber hinaus existiert zu dieser Fragestellung nur eine einzelne randomisierte
Studie, die in diesem Zusammenhang einen positiven Nutzen von korperlichem
Training auf das Krankheitsbild aufzeigt (Mereles et al. 2006). Somit sollten durch
die vorliegende Arbeit neue Erkenntnisse uber die praventiven Effekte eines

korperlichen Trainings bei pulmonaler Hypertonie gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden mannliche
C57Bl/6J-Mause (Charles-River Deutschland GmbH, Sulzfeld, Deutschland)
eingesetzt. Um das Krankheitsbild der pulmonalen Hypertonie des erwachsenen
Menschen vergleichen zu kdnnen, wurden bereits adulte Mause (22-309)
eingesetzt. Die Tiere wurden wahrend der Versuche im Tierstall des Zentrums fur
Innere Medizin der medizinischen Klinik 1l des Universitatsklinikums Giel3en unter
der Betreuung eines Tierpflegers versorgt. Sie erhielten Wasser und Futter
(Altromin® Standarddiatfutter) ad libitum. Des Weiteren waren die Tiere bei einer
durchschnittichen Raumtemperatur von 24°C einem natirlichen Tag-Nacht-

Rhythmus ausgesetzt.

2.2 Tierversuchsgenehmigung

Die nétigen Versuche fur die vorliegende Arbeit wurden vom Regierungsprasidium
Giel3en genehmigt. Die fur die Versuche geltenden Tierversuchsantrage ,Training
und pulmonale Hypertonie* sowie ,Genregulation des reversiblen pulmonalen
Gefaliremodelings” kénnen unter dem Aktenzeichen Gl 20/10 Nr. 04/200 und Gl
20/11 Nr. 34/2006 eingesehen werden.
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2.3 Injektionslésungen und Substanzen

Xylazin Rompun® Pharmacia,
Erlangen, Deutschland
Ketaminhydrochlorid Ketamin® Pharmacia,

100mg/ml

Erlangen, Deutschland

physiologische

Kochsalzlésung

zum Spilen und

Befeuchten

Baxter S.A

Minchen, Deutschland

Enrofloxacin

Baytril 2,5%®

Bayer Vital GmbH

Leverkusen, Deutschland

Heparin Liguemin N 25000 ® Roche

Basel, Schweiz
Beatmungsgas 50% O Air Liquid

50% N Siegen, Deutschland

Natronlauge 1N Merk

Darmstadt, Deutschland
Salzsaure 1N Merk

Darmstadt, Deutschland
Isofluran Forene® Abbott

Wiesbaden, Deutschland
Sildenafil (Pulverform) Pfizer,

Karlsruhe, Deutschland
Methylcellulose gebrauchsfertige Sigma Aldrich,

Verdinnung zu 2%

Steinheim, Deutschland

2.4 Verbrauchsmaterial

Einmalspritzen
1ml, 2ml, 10ml

Inject Luer®

Braun

Melsungen, Deutschland

Kanulen
26G (0,9mmx25mm)

BD Microlance 3®

Becton Dickinson
Heidelberg, Deutschland

medizinisches Klebeband

Durapore®

3M
St. Paul,MN, Deutschland
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Trachealtubus Vasocan® Braun
20G Melsungen, Deutschland
auf 1 cm gekdrzt
Einmalhandschuhe Transaflex® Ansell

Surbiton Surrey, GB
Heidelberger M. Schilling GmbH
Verlangerung Gelnhausen, Deutschland
150cm
Mulltupfer Beese

Barbuttel, Deutschland
Dreiwegehahn Discofix® Braun

Melsungen, Deutschland

Zellulose-Handtiicher

Tork

Mannheim, Deutschland

Warmeunterlage

Thermo-Lux®

Witte und Suttor
Murrhardt, Deutschland

Operationsbesteck

Martin Medizintechnik

Tuttlingen, Deutschland

Haushaltsbindfaden

wasserfeste gelbe
Unterlage

Einmalspritze,
50m|

Original-Perfusor®-
Spritze OPS

Braun

Melsungen, Deutschland

Stativ

zum Halten der Spritzen

wéahrend des Spilens

Eppendorf-Caps

Braun

Melsungen, Deutschland

Falconrohrchen Braun
Melsungen, Deutschland
Nahtmaterial, Ethibond Exel® Ethicon GmbH

nicht-resorbierbar

Norderstedt, Deutschland

Kapillaren, heparinisiert
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2.5 Gerate

PC und Monitor

Dell,
Bracknell, GB

Beatmungspumpe

SAR-830A/P

IITH Inc. Life Science,
Woodland Hills, CA, USA

Druckwandler

Braun

Melsungen, Deutschland

Hkt-Zentrifuge

Adams Autocrit

Adams

Centrifuge Parsippany, NY, USA
Vergrof3erungs-Lupe MS5 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
O,-Controller Modell 4010 Labotect, Gottingen

CO»-Absorbent

Sodasorb®, Grace,
Columbia

2.6 Histologische Untersuchungen

Rotationsmikrotom RM 2165 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Objekttragerstrecktisch HI 1220 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Paraffinstreckbad HI 1210 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Paraffinausgussstation EG 1140H Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Kihlplatte EG 1150C Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
geschlossener Vakuum- TP 1050 Leica Microsystems
Gewebeinfiltrations- Nussloch, Deutschland
automat
Stereomikroskop DMLA Leica Microsystems

Nussloch, Deutschland
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Digitale Kamera

DC 300F

Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland

Isopropanol (99,8%)

Fluka Chemie

Buchs, Schweiz

Ethanol (70%, 95%, 99%)

Fischer
Saarbricken,

Deutschland

Methanol, reinst. Fluka Chemie

Buchs, Schweiz
Formaldehyd saurefrei = Roth
37% Karlsruhe, Deutschland
Roti-Histol Roth

Karlsruhe, Deutschland
Xylol Roth

Karlsruhe, Deutschland
Wasserstoffperoxid 30% Merk

pro analysi Darmstadt, Deutschland

Deckglaser 24x36mm R. Langenbrinck
Emmendingen,
Deutschland

Universal- Leica Microsystems

Einbettkassetten mit
Deckel

Nussloch, Deutschland

Objekttrager

Superfrost Plus®

R. Langenbrinck
Emmendingen,

Deutschland

Mikrotomklingen S 35

Feather

Osaka, Japan

Paraffin Einbettmedium Paraplast Plus® Sigma Aldrich
Steinheim, Deutschland
Pikrinsédure, wassrig Fluka Chemie

gesattigt

Buchs, Schweiz
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Eindeckmedium Pertex® Medite GmbH,
Burgdorf, Deutschland
Natriumchlorid Roth
pro analysi Karlsruhe, Deutschland
Dinatriumhydrogen- Merk
phosphatdihydrat, Darmstadt, Deutschland
pro analysi
Kaliumchlorid, pro analysi Merk
Darmstadt, Deutschland
Kaliumhydrogenphosphat, Merk
pro analysi Darmstadt, Deutschland
Trypsin Digest All® Zytomed

Berlin, Deutschland

Avidin-Biotin-Blocking-Kit

Vector/Linaris
Wertheim-Bettingen,
Deutschland

Normal Goat-Serum

Alexis Biochemicals

Grinberg, Deutschland

Vectastain Elite ABC-Kits
anti-rabbit

Vector/Linaris
Wertheim-Bettingen,
Deutschland

M.O.M-Kit

Vector/Linaris
Wertheim-Bettingen,
Deutschland

Vector-VIP Substrat-Kit

Vector/Linaris
Wertheim-Bettingen,

Deutschland

DAB Substrat-Kit

Vector/Linaris
Wertheim-Bettingen,

Deutschland

Methylgrin

Counterstain

Vector/Linaris
Wertheim-Bettingen,
Deutschland
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Hamatoxylin QS

Counterstain

Zymed Kit, California,

USA

Sekundarantikorper,
ImmPRESS  Kit  Anti-
Rabbit Ig Peroxidase

Vector/Linaris
Wertheim-Bettingen,
Deutschland

2,5% Normal Horse
Serum, ImmPRESS Kit

Anti-Rabbit Ig Peroxidase

Vector/Linaris
Wertheim-Bettingen,

Deutschland

Anti-alpha smooth muscle
Actin, clone 1A4

monoklonal, mouse anti-

Verdinnung 1:900

Sigma Aldrich
Steinheim, Deutschland

human
Anti-von-Willebrand Verdinnung 1:900 Dako Cytomation
Faktor Hamburg, Deutschland

polyklonal, rabbit anti-

human

Anti-PDE 5A rabbit anti- Verdinnung 1:10 Fab Gennix, Inc.

human International, Frisco, USA

clone PD5A-101AP

PC Q 550 IW Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland

Software Q Win V3 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland

Makro entwickelt von Herrn

-far Christoph Frank, Leica

Muskularisierungsgrad

Microsystems

2.7 Telemetrische rechtsventrikulare Blutdruckmessung

Software

Dataquest A.R.T
Version 3.0
Analysis Software

Data Science Inc.

DSI

Data Science
International, St. Paul,
USA
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Receiver

Physio Tel ™ Receiver
Model RCP-1

DSl

Data Science
International, St. Paul,
USA

Datenkonvertierer

(analog-digital)

Data Exange Matrix

DSI

Data Science
International, St. Paul,
USA

Ambient Pressure

Model APR-1

DSI

Reference Data Science
International, St. Paul,
USA

PC+Monitor Dell,
Bracknell, GB

DSI-Transmitter TA11PA-C10 Implant DSI

Data Science
International, St. Paul,
USA

antithrombotisches Gel

Regel-Syringe.50CC

DSI

Data Science
International, St. Paul,
USA

Glutaraldehyd-L6sung

2%ige Endlésung

Fluka Chemie GmbH

Buchs, Schweiz

2.8 Laufband/Zubehor

Metabolic Performance

Testing System

Messung von VO, max
und der

Belastungsintensitat

entwickelt von Herrn
Arnfinn Sira

NTNU

Fysiologiog
Biomed.Teknikk

Trondheim, Norwegen
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2.9 Normoxie-induzierte Revertierung des vaskularen

Gefallumbaus bei Hypoxie-induzierter PH

In diesem ersten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob eine voll-etablierte
pulmonale Hypertonie generell reversibel ist.

2.9.1 Experimentelles Design

Fur die Durchfiihrung der Versuche wurden die Tiere nach dem Zufallsprinzip in 7
gleichstarke Gruppen mit jeweils n=7 aufgeteilt.

- 21 d Hypoxie

- 21 d Hypoxie + 7 d Normoxie

- 21 d Hypoxie + 14 d Normoxie

- 21 d Hypoxie + 21 d Normoxie

- 21 d Hypoxie + 28 d Normoxie

- 21 d Hypoxie + 42 d Normoxie

- Kontrolle: 63 d Normoxie

2.9.2 Haltung der Tiere wahrend des Versuchs

Méannliche C57BI/6J-Mause (Charles-River Deutschland GmbH, Sulzfeld,
Deutschland) mit einem durchschnittlichen Gewicht von 22-30 g wurden unter
Normaldruckverhaltnissen in einer ventilierten Kammer unter Hypoxie bei einer
O,-Fraktion (FiO;) von 0,10 gehalten (siehe Abbildung 6). Mithilfe eines
autoregulatorischen Kontrollsystems (Model 4010, O,-Controller, Labotect,
Gottingen) konnte die Sauerstoffkonzentration konstant gehalten werden, indem
entweder Stickstoff (N) oder Sauerstoff (O,) in das in sich geschlossene System
eingelassen wurde. Die durch Kondensation Uber ein Kiuhlsystem entstandene
Uberschissige Feuchtigkeit aus der Abatmung wurde taglich entfernt. Das
entstandene CO, wurde durch Bindung an Natronkalk (Sodasorb®
CO,-Absorbent, Grace, Columbia) aus dem System kontinuierlich eliminiert. Die
zur Kontrolle mitgeftihrten Tiere wurden unter vergleichbaren Konditionen in einer

Kammer bei einer FiO, von 0,21 gehalten. Die Tiere erhielten Futter und Wasser
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ad libitum. Einmal taglich wurde die Kammer zum Saubern, Tranken und Futtern
der Tiere geodffnet. Die Temperatur wurde bei 22-24 °C gehalten wéhrend eines

Tag-Nacht-Zyklus von jeweils 12 Stunden.

Pumpe O: -Controller

Hypoxiekammer

- Wasserbad Natronkalk

Abbildung 6: Schematische Ubersicht der ventilierten Hypoxiekammer

2.9.3 Hamodynamische Messungen am Ganztier

Nach Beendigung der Expositionszeit wurden die Tiere aus der Hypoxie-bzw.
Normoxiekammer entnommen. Die Narkose erfolgte durch eine Injektion von
Ketamin und Xylazin in einer Mischspritze (120 mg/kg Ketamin + 16 mg/kg
Zylazin). Danach wurden die beiden Substanzen mit isotonischer Kochsalzlésung
auf 10 ml verdinnt und anschlieend 0,1 ml/10g intraperitoneal gegeben.
Nachdem die Tiere das Bewusstsein verloren hatten und keine Reflexe mehr
zeigten, wurden sie auf eine beheizbare Platte verbracht, um die
Kdrpertemperatur im physiologischen Bereich zu halten. Danach erhielten sie eine
intramuskulare Injektion Heparin/NaCl. Das Programm Labtech Pro® (Labtech
Notebook Runtime Version 9.02) wurde vor Beginn der Aufzeichnungen der

Parameter (RVSP und Beatmungsdruck (VP)) gestartet. Nach blasenfreier
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Spulung der Druckaufnehmer und Schlauche mit physiologischer Kochsalzlésung
wurden die Ausgangswerte fur RVSP und VP durch Einstellung am Druckwandler
auf 0 mmHg eingestellt. Dann wurde das Tier mithilfe eines median der Trachea
gefuhrten  Hautschnittes, daran  anschlieRender  Durchtrennung  der
Kehlgangsmuskulatur und Freipraparieren der GIl. mandibulares intubiert. Die
kinstliche Atemfrequenz betrug 120 Zige/min (SAR830A/P, IITH Inc. Life
Science, Woodland Hills, CA, USA) mit einem Atemvolumen von 10 ml/kg. Um
eine Verunreinigung des Operationsfeldes mit Haaren zu vermeiden, wurde das
Fell mit Braunol®-Losung befeuchtet. Anschlie3end wurde ein Teil des Felles und
der Haut entfernt, um dann durch einen Schnitt in der Linea alba Zugang zum
Brustausgang (Apertura thoracis caudalis) zu erhalten. Darauffolgend wurde durch
einen kleinen Schnitt das Diaphragma perforiert, um in anschlielBender
Praparation dasselbe von umgebenen Rippen freizupraparieren. Als nachstes
wurde ein flussigkeitsgefullter Druck-Katheter (Braun, Melsungen, Deutschland)
direkt in die rechte Herzspitze eingefuhrt. Die Aufzeichnungen wurden je Tier 20
Minuten belassen und anschlieRend im Programm gespeichert. Die Daten lie3en
sich so spater aufrufen und auswerten. Danach wurden die Tiere durch eine

Uberdosierung von Ketamin euthanasiert.

294 Blutentnahme zur Hamatokritmessung

Der Thorax wurde mit seitlich befestigten Klemmen an den Rippenbdgen
auseinandergespreizt. Durch die Perforation des rechten Ventrikels erfolgte die
Blutentnahme unter Zuhilfenahme einer heparinisierten Kapillare. Der

Hamatokritwert wurde durch die Hamatokrit-Zentrifuge bestimmt.

2.9.5 Entnahme der Lunge

Die Luftrohre (Trachea) wurde vom umliegenden Gewebe freiprapariert und
mittels Unterflhrung einer stumpfen Pinzette vorgelagert und inzisiert. Im weiteren
Verlauf wurde der linke Ventrikel durch einen kleinen Schnitt nahe der Herzspitze
(Apex cordis) eroffnet. Nun wurde ein Schlauch mit isotoner Kochsalzlésung und

einem Druck von 22 cm-Wassersaule durch die Offnung des rechten Ventrikels in
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die Pulmonalarterie (A. pulmonalis) vorgeschoben. Anschlie3end wurde die Lunge
blutfrei gespiilt. Als Abfluss der Spiilflussigkeit diente die Offnung des linken
Ventrikels. In die Tracheotomiestelle wurde nun ein mit isotoner Kochsalzldsung
geflllter Schlauch mit einem Druck von 12 cm Wassersaule eingefihrt und die
Lunge dadurch geblaht. Die Lunge wurde zur Perfusionsfixierung tber die A.
pulmonalis 10 Minuten lang bei einem Druck von 22 cm Wassersaule mit
Zamboni's Fixativ (2 %iges Formaldehyd in 0,1M Phosphatpuffer mit 15 %
Prikrinsaure; pH 7,3-7,4 gespult (Zamboni et al. 1967). In einem weiteren Schritt
wurden die A. pulmonalis und die Trachea ligiert, um ein Verbleiben des
Zamboni’s Fixativ in der Lunge zu erwirken. Die Lunge wurde anschliel3end
entnommen und in ein mit Zamboni's Fixativ gefilltes Falcon-Réhrchen tberfuhrt
und Uber Nacht bei 4°C fixiert. Im nachsten Arbeitsschritt teilte man die Lunge in
ihre einzelnen Lungenlappen auf. Fur die weiteren histologischen Untersuchungen
wurden der linke und der rechte obere Lungenlappen bendtigt. Diese wurden von
dem anderen Gewebe prapariert (Trimmen) und einzeln in Einbettkassetten
verbracht, in denen sie bis zur Entparaffinierung in 0,1 M PBS bei 4°C aufbewahrt

wurden.

2.9.6 Praparation des Herzens

Nachdem das Herz durch das Trimmen des Lungengewebes vom umliegenden
Gewebe freiprapariert wurde, konnten die Arterien und Herzklappen mit einer
Vergrolierungslupe (MS5, Leica Microsystems, Nussloch, Deutschland) entfernt
werden. Die Trennung der Ventrikel wurde direkt am Septum durchgefuihrt, wobei
letzteres am linken Ventrikel verblieb. AnschlieBend wurden beide Halften 3
Wochen lang bei Raumtemperatur getrocknet. Folgend wurde die Herzratio, d.h.
das Verhéltnis des rechten Ventrikel zum linken Ventrikel plus Septum
(RV/(LV+S)) als Index der Rechtsherzhypertrophie gebildet. Diese Mehode ist
allgemein gebréuchlich zur Bestimmung der Rechtsherzhypertrophie (Fulton et
al.1952).
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2.9.7 Immunhistochemische Untersuchungen

Die Entwasserung der entnommenen Lungen erfolgte Gber Nacht im
Routineprogramm des geschlossenen Vakuum-Gewebeinfiltrationsautomaten
(Modell TP 1050, Leica). Anschlie3end wurden die Lungensegmente durch die
Paraffinausgussstation (Modell EG 1140H) in Paraffin eingegossen und auf einer
integrierten  Kohlplatte (Modell EG 1150C) heruntergekthlt, bis die
Einbettkassetten mit dem Lungengewebe entnommen werden konnten. Es wurden
3um dicke Schnitte angefertigt, die auf Objekttrager aufgezogen wurden und zum
Trocknen auf eine Heizplatte gebracht wurden. Danach blieben die Schnitte bis zu
den spater durchgefiihrten immunohistochemischen Farbungen bei 37°C im
Warmeschrank. Als Positivkontrolle wurde bei der immunohistochemischen
Doppelfarbung (Anti-alpha actin/Factor VII) Darmgewebe der Maus mitgefuhrt. Der
Immunfarbung ging das Entparaffinieren und Rehydrieren in einer absteigenden
Alkoholreihe der Gewebeschnitte voraus. Zwischen den einzelnen Schritten wurde

mehrmals jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen.

15 Minuten Block endogener 20ml 30% H,0; in 190ml
Peroxidasen Methanol

10 Minuten Block unspezifischer Trypsin Digest All® 1:3
Bindungen

15 Minuten Block endogenen Avidins | Avidin-Reagenz

15 Minuten Block endogenen Biotins | Biotin-Reagenz

15 Minuten Block unspezifischer 10% BSA-Block
Bindungen

60 Minuten Mouse |IG-Blocking- M.O.M Kit
Reagenz

5 Minuten Proteinblocking M.O.M Kit
30 Minuten Primarantikorper Anti-alpha smooth muscle
actin (1:900)

10 Minuten biotinylierter M.O.M Kit

Sekundarantikorper




Material und Methoden 35

5 Minuten ABC-Reagenz Vectastain ABC Kit
ca. 3 Minuten violettes Chromogen Vector VIP®
15 Minuten Block unspezifischer 10% BSA-Block
Bindungen
20 Minuten Serumblock | IMMPRESS Kit Anti-
Rabbit Ig
30 Minuten Primarantikorper VWF
aus Kaninchen (1:900)
30 Minuten Sekundarantikorper IMMPRESS Kit Anti-
Rabbit Ig
40 Sekunden braunes Chromogen Vector DAB®
3 Minuten Darstellung der Zellkerne | Methylgrin

Im Anschluss an die Immunfarbung wurden die Schnitte dehydriert und mit Pertex
eingedeckt.

Die morphologischen Auswertungen erfolgten durch ein computergestitztes
Analysesystem (Leica Q Win Standard Analyzing Software) in Kombination mit

speziell fur die Gefallmorphometrie entwickelter Makros.

Die Schnitte wurden fur die Auswertung geblindet, so dass keine Ruckschlisse
auf die Tier-Gruppen erfolgen konnten. Zur Bestimmung des
Muskularisierungsgrades wurden die nach Protokoll (Anti-alpha actin/Faktor
VIII) gefarbten Schnitte bei einer 400 fachen Vergrél3erung unter dem Mikroskop
ausgewertet. Dazu wurden pro Tier insgesamt 200 Gefal3e (100 Gefalie aus dem
rechten und 100 GefalRe aus dem oberen linken Lungenlappen) untersucht.

Die Gefal3e wurden in folgende Kategorien gefasst:

Kategorie 20-70um - 80 GefalRe/Tier
Kategorie 71-150um - 15 GefalRe/Tier
Kategorie 151-1000um -5 GefalRRe/Tier

Innerhalb der Grollen-Kategorie wurde jedes Gefald in eine weitere vom

Muskularisierungsgrad abhéangige Kategorie eingeteilt.
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Die Grenze zwischen den einzelnen Kategorien wurde wie folgt festgelegt:

nicht muskularisiert : < 5% Anteil von smooth muscle alpha actin positiven
Bereichen in der GefalRmedia

partiell muskularisiert : < 75% Anteil von smooth muscle alpha actin positiven
Bereichen in der Gefallmedia

voll muskularisiert : > 75% Anteil von smooth muscle alpha actin positiven
Bereichen in der GefalRmedia

Um den Muskularisierungsgrad bestimmen zu kénnen wurde der Anteil anti-alpha
smooth muscle actin positiver GefalRwandbereiche ermittelt. Diese Bereiche waren
durch das Substrat (Vector-VIP Substrat-Kit) violett dargestellt und konnten somit
durch die Analysesoftware im Rahmen einer kolorimetrisch-spektrometrischen
Analyse erkannt werden. Nicht-muskularisierte Gefal3e, nur markiert durch den
endothelialen anti-von Willebrand-Faktor (braun), konnten daher von
muskularisierten- bzw. teilweise-muskularisierten Gefal3en unterschieden werden
(siehe Abbildung 7).

Das System ordnete die Ergebnisse nach oben beschriebenen Kriterien und
Uberfuhrte und speicherte diese in einer Excel Tabelle. Sie konnten so zu einem

spateren Zeitpunkt abgerufen und ausgewertet werden.
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a) b) c)

d) e) f)

Abbildung 7: Verfahren der vaskularen Morphometrie. Markierung des GefaBes und
Farbbildbearbeitung durch das Analyseprogramm in a)+b). Erkennung und Kontrolle des
GefalBinnenraumes in c)+d). Ermittelung anti-alpha smooth muscle actin positiver
GefaBwandbereiche in e). AbschlieBende Berechnung der prozentualen vaskularen

Muskularisierung in f).
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2.10 Training und pulmonale Hypertonie

In diesem Teil der Arbeit sollte der Einfluss eines praventiven kdrperlichen
Trainings auf den Verlauf der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie im
Mausmodell untersucht werden und dieser im Vergleich zu einer Standardtherapie
mit dem Phosphodiesterase-5-Inhibitor Sildenafil (Revatio®) beurteilt werden.
Zusatzlich soll die Frage nach synergistischen Effekten medikamenttser Therapie

und koérperlichen Trainings beantwortet werden.

2.10.1 Experimentelles Design

Die Tiere wurden zu Beginn gewogen und in 5 verschiedene Gruppen eingeteilt:
- 21 d Normoxie, tagliche Behandlung mit 2 %iger Methylcellulose
- 21 d Hypoxie, tagliche Behandlung mit 2 %iger Methylcellulose
- 21 d Hypoxie, tagliche Behandlung mit Sildenafil
- 21 d Hypoxie, tagliche Behandlung mit Sildenafil, tagliches Training
- 21 d Hypoxie, tagliche Behandlung mit 2 %iger Methylcellulose, tagliches
Training

Die Anzahl der Tiere pro Gruppe betrug n=6

Die Tiere wurden wahrend der Zeit der Versuche zu oben bereits beschriebenen

Bedingungen gehalten.

2.10.2 Applikation von Sildenafil

In der Pathogenese der pulmonalen Hypertonie spielen Phosphodiesterasen eine
besondere Rolle. Die bedeutendste Phosphodiesterase-lsoform in der Lunge
reprasentiert die PDE-5. Bei Patienten mit PH wurde eine Uberexpression der
PDE-5 in der Lunge nachgewiesen (Sanchez et al. 1998; Murray et al. 2002).

Immunohistochemisch  lalRt sich in den  LungengefdBen  kranker,

Hypoxie-exponierter Mause eine vermehrte Reaktivitat des PDE-5A-Antigens im
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Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren feststellen. PDE-5 ist vorwiegend in
glatten Muskelzellen lokalisiert. Zusatzlich zeigt PDE-5A weitere Immunreaktivitat

in den Bronchien.

a) hypoxische Lungen

(@) (b) (€)

b) normoxische Lungen

(d) (e) (f)

Abbildung 8: (a)-(f): Immunohistochemische Farbungen: (Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode) mit
anti-alpha-SMA (Substrat VectorVIP), (a)+(d); anti-PDE-5A (Substrat NovaRed) (b)+(e) in
gesunden Tieren und nach 3-wdchiger Exposition unter Hypoxie. (c)+(f) sind die H.E.-

Ubersichtsfarbungen. Dargestellt sind periphere Lungenarterien. (alle 630x VergréRerung).

Der Nachweis der Uberexpression von PDE-5A gelang immunohistochemisch
auch in humanen Lungen. Gesunde Patienten zeigten eine geringere
PDESA-Immunreaktivitat als Patienten mit IPAH. Auch hier befanden sich die
positiven Zellen in der Gefalimedia, deckungsgleich mit den positiven Bereichen

des alpha smooth muscle actins.
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(a) Lunge IPAH 40x (alpha sma) (b) Lunge IPAH 40x (PDE5A)

(c) Lunge Spender 40x (alpha-sma) (d) Lunge Spender 40x (PDE5SA)

Abbildung 9: (a)-(d): Immunohistochemische Farbung (Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode) von
glattmuskuldarem alpha-sma (Substrat VectorVIP) und PDE-5A (Substrat NovaRed) in
Lungenschnitten gesunder Spender bzw. Patienten mit idiopathischer pulmonaler Hypertonie.
PDE5-A ist in Lungengewebe von Patienten mit IPAH in den glattmuskuldren Zellen stark

exprimiert. VergréRerung (a)-(d): 400x

Diese Daten sind in Einklang mit der Tatsache, dass Sildenafil als PDE-5 Inhibitor,
seit 2005 auch in Europa und den USA unter dem Handelsnamen Revatio® zur
Therapie der PH beim Menschen zugelassen ist (Ghofrani et al. 2002; Ghofrani et
al. 2003). Innerhalb dieser Arbeit wurde Sildenafil als Standardtherapeutikum
eingesetzt, um daran den Effekt eines korperlichen Trainings zu bemessen.
Sildenafil zeigte in zahlreichen Kklinischen Studien positive Effekte, wie die
Reduktion des PAP und PVR, bei Patienten mit PAH (Michelakis et al. 2002,
Ghofrani et al. 2002). Neben einer hohen Selektivitdt zu cGMP-hydrolysierenden
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PDE-5 besitzt Sildenafil eine weitaus schwachere zu PDE-1 und PDE-6 (Raja et
al. 2006).

Zur Herstellung der gebrauchsfertigen Substanz wurde der Wirkstoff in 2%iger
Methylcellulose gel6st. Als Placebo diente die alleinige Gabe von Methylcellulose.
Wahrend der Exposition unter Hypoxie bzw. Normoxie erhielten die Tiere taglich,
nach Ableistung des halbstindlichen Trainings, eine einmalige Gabe Sildenafil
(100mg/kg/d) via Futterungssonde. Die Effektivitat der gewéhlten Dosis konnte
bereits in anderen Tiermodellen an Ratte und Maus (Zhao et al. 2001; Sebki et al.
2003) gezeigt werden. Eine einmalige Gabe stellt dariber hinaus einen
ethisch-moralischen Kompromiss dar. Durch eigene Untersuchungen ist bekannt,
dass bereits eine einmalige Gabe Sildenafil wichtige Signalwege aktiviert. Die
Kontrolltiere erhielten das gleiche Volumen Methylcelullose. Die Substanz wurde

taglich frisch zubereitet.

2.10.3 Versuchsablauf

Zu Beginn der Studie gewéahrte man den Tieren 2-3 Tage zur Eingew6hnung an
den Tierstall, danach wurden sie gewogen und es erfolgte eine randomisierte
Einteilung in Tiergruppen. Die eingangs durchgefiihrte Leistungsdiagnostik fand
auf einem luftdicht verschlossenen Laufband (Treadmill for mice, entwickelt von
Herrn Arnfinn Sira Trondheim, Norwegen, siehe Abbildung 10) und der
dazugehdrigen Analysesoftware (Metabolic Performance Testing System, MPTS)

statt. Danach setzte man die Tiere in die Hypoxie- bzw. Normoxiekammer ein.

AbnehmbarerDeckel |

Luftschlauch \

Laufband

Hohenverstellung

Elektromotor

Abbildung 10: Treadmill for mice, entwickelt von Herrn Arnfinn Sira Trondheim, Norwegen
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Das Messsystem basiert auf dem Prinzip der Spirometrie, bei dem
Leistungsparameter wie die VO,max und die O,-Aufnahme erfasst werden
konnen. Durch einen Elektromotor wird ein Endlosband Uber eine Rolle
angetrieben. Die Steigungseinstellung lasst sich in 5°-Schritten von 0° bis 45°
verandern. Es besitzt eine Steigung zur Horizontalen von 25°, welche der Vorliebe
von Mausen, bergaufwarts zu laufen, entgegenkommt. Zu Beginn jeder
Leistungsdiagnostik wurde die Kalibrierung des Gerates vorgenommen (siehe
Kapitel 2.10.4).

Ziel der anfanglichen Leistungsdiagnostik, an der alle Tiere teilnahmen, lag in der
Bestimmung der maximal erreichten Geschwindigkeit (Vmax), um die tagliche
Trainingsintensitat festzulegen. Der Maus wurden zunéchst einige Minuten auf
dem Laufband zur Eingewdhnung ermdglicht. In dieser Zeit wurde das Laufband
auf ca. 0,01-0,02 m/s beschleunigt. Danach erhdhte man die Geschwindigkeit auf
0,15 m/s und die Datenaufzeichnung begann. Nach jeweils 3 Minuten wurde die
Laufbandgeschwindigkeit stufenweise um 0,05 m/s gesteigert. Bei Erschépfung
des Tieres wurde der Test abgebrochen und die maximale Geschwindigkeit und

die VO,max festgehalten.

Im weiteren Verlauf wurden die Tiere bei 60% der initial bestimmten
Leistungsintensitat an funf Tagen wdochentlich fur jeweils eine halbe Stunde
trainiert. Einmal wochentlich wurde eine Leistungsdiagnostik zur Uberpriifung der
VO,max durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.10.4), die dem Zweck diente,
Verschlechterungen oder Verbesserungen der Leistung aller Tiere zu erfassen,
um im nachsten Schritt eine Anpassung vorzunehmen. Zur besseren
Vergleichbarkeit der Gruppen verbrachten die Kontrolltiere
(Placebo+Sildenafil-Tiere) die Zeit des taglichen Trainings unter normoxischen
Druckverhdltnissen. Die ubrige Zeit verlebten die Tiere in der Hypoxie- bzw.
Normoxiekammer. Zur Messung des Blutdruckes im rechten Ventrikel des
Herzens wurden kleine implantierbare Transmitter genutzt, die telemetrisch Daten
ubermitteln. Die Implantation von Transmittern erfolgte, bevor die abschlie3ende
Leistungsdiagnostik nach 21 Tagen durchgefiihrt wurde. Ein Vorteil der
Implantation von Transmittern besteht darin, dass in-vivo-Messungen Uber einen

bestimmten Zeitraum unter anndhernd physiologischen Bedingungen durchgefihrt
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werden konnen. Danach wurden die Tiere euthanasiert und es erfolgte die
Probenentnahme und Auswertung (Ubersicht siehe Abbildung 11).

Randomisierung

und

Leistungsdiagnostik 1. Leistungsdiagnostik 2. Leistungsdiagnostik 3. Leistungsdiagnostik und
RVSP-Messung

Organentnahme
und
Auswertung

1.Tag 7.Tag 14.Tag ‘ 21.Tag

Transmitterimplantation
19.Tag

Abbildung 11: Uberblick tiber den zeitlichen Ablauf des Versuches

2.10.4 Leistungsdiagnostik

Die Tiere wurden zur Eingewdhnung zunachst einige Minuten ohne weitere
Interventionen auf dem Laufband belassen, um mdoglicherweise aufkommenden
Stress wahrend der Messungen weitestgehend minimieren zu kénnen. Simultan
fand die Eichung bzw. Kalibration von O,- und CO,- Gehalt der umgebenden Luft
statt. Anschliel3end wurde die zu testende Maus auf das Laufband gesetzt und der
Deckel aufgesetzt. Danach fand eine Kalibration des O,- und CO,- Gehaltes der
Kammer statt. Von einer Pumpe wurde eine voreingestellte definierte Menge Luft
(0,5l/min) Uber einen Schlauch der geschlossenen Kammer zugefuhrt. Am
hinteren Ende fuhrte ein zweiter Schlauch die Luft aus der Kammer zurlick zur
Gas-Analyseeinheit, in der die Gaskonzentrationen gemessen wurden. Letztere
war mit einem PC verbunden. Uber die Software MPTS konnten die gemessenen
Daten gespeichert und ausgewertet werden.

Waren die Tiere mit dem Laufband und ihrer weiteren Aufgabe vertraut, konnte die
Geschwindigkeit des Laufbandes langsam gesteigert werden und die

Daueraufzeichnung beginnen. Das Leistungsdiagnostikprotokoll umfasste eine
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3-minutige anfangliche Belastungsintensitat von 0,15 m/s, die im Abstand von
weiteren 3 Minuten um jeweils 0,05 m/s erhdht wurde. Der Erschdpfungszustand
wurde definiert als Unwillen des Tieres weiterzulaufen. Zu diesem Zeitpunkt wurde
der Test beendet und die Maus wurde nach einer kurzen Auslaufphase bei
niedrigem Tempo von dem Laufband genommen und in ihrem separaten Kéfig
wieder in die Kammer eingesetzt. Die Daten zu jeder Leistungsdiagnostik wurden

gespeichert und zu einem spateren Zeitpunkt ausgewertet.

Abbildung 12: Die gesamte Analyseeinheit zur Aufzeichnung der VO,max und Regulation der

Laufbandgeschwindigkeit bei Mausen.

2.10.5 Vorbereitung und Implantation der Transmitter

Die Katheter wurden vor der Implantation mit einem antithrombotischen Gel
(Regel-Syringe.50CC, DSI, St. Paul, USA) geflllt und tber Nacht zur Desinfektion
in 2 %ige Glutaraldehydlésung verbracht. Die Mause wurden durch den
Nackengriff fixiert und erhielten anschlielend eine intraperitoneale Injektion (i.p.)
mit Ketaminhydrochlorid/Xylazin/NaCl im Verhéltnis 20ul Ketaminhydrochlorid/20ul
Xylazin/40ul NaCl in einer Mischspritze. Nach kurzer Zeit und Eintritt des

Bewusstseinsverlustes wurden die Tiere auf eine beheizbare Platte verbracht, um
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die Korpertemperatur im physiologischen Bereich zu halten. Nun wurde das Fell
mit Braunol-L6sung® befeuchtet, um Verunreinigungen des Operationsfeldes
durch Haare zu vermeiden. Das Operationsfeld wurde anschlieRend im Bereich
der Halsunterseite und im Nackengebiet grundlich rasiert. Im weiteren Verlauf
wurde ein medianen Hautschnitt im Bereich der Halsunterseite durchgefuhrt, um
durch vorsichtiges stumpfes Praparieren die Unterkieferdrisen (Gll. mandibulares)
und die rechte Drosselvene (V. jugularis) darzustellen. Die rechte V. jugularis
wurde kranial ligiert.

Nun wurde ein kleiner Hautschnitt caudal der Ohren durchgefuhrt, der als
Hauttasche fur den Transmitter diente. Dieser wurde anschlieBend in diese
vorgeschoben und dort fixiert. Der Katheter wurde subkutan bis in das
Praparationsfeld an der Halsunterseite gefuhrt. Die V. jugularis wurde gespannt

und anschliefend inzisiert.

Abbildung 13: Schematische Darstellung des telemetrischen Sensors in-vivo. Lage des
Transmitters in situ (roter Kasten) im seitlichen subkutanen Halsbereich. Der flissigkeitsgeftllte
Katheter wurde Uber die V. jugularis in die rechte Herzkammer vorgeschoben und in dieser

Position in die V. jugularis eingebunden.

Den flussigkeitsgeflllten Katheter, der mit dem Transmitter (Modell
TA11PA-C10-Implant) verbunden war, fihrte man anschlieRend unter akustischer
Kontrolle (Radiowelle AM) bis in den rechten Ventrikel des Herzens vor. Nachdem
die korrekte Lage des Katheters durch die typischen Druckamplituden des rechten
Ventrikels (siehe Abbildung 14) auf dem Monitor Uberprift wurde, erfolgte die
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Fixierung des Katheters mit Hilfe eines chirurgischen Knotens an der Vene und

dem umliegenden Gewebe.

Druck [mmHa]

Vena cava, rechter Vorhof Rechter Ventrikel Arteria pulmonalis

Abbildung 14: Druckkurve bei unterschiedlicher Lage des Katheters

Anschlie3end wurde die Wunde durch eine fortlaufende Hautnaht verschlossen
und man verbrachte die Tiere in Einzelkafige. Hier stand ihnen gegen die
narkosebedingte Hypothermie eine Warmequelle zur Verfigung. Die Tiere
erhielten in den anschlieBenden Tagen zur Vorbeugung gegen
Wundheilungsstorungen Baytril®-oral in einer Konzentration von 1 ml/250ml
Leitungswasser. Im weiteren Verlauf erfolgte eine engmaschige Uberwachung der
Tiere. Nach abgeschlossener Rekonvaleszenz (ca. 2-3 Tage) durchliefen die Tiere
das Leistungsprotokoll zur Abschlussdiagnostik. In dieser letzten Messung wurden
sowohl VO,;max als auch der rechtsventrikulédre systemische Spitzendruck (RVSP)
Uber die Daueraufzeichnung erfasst und abgespeichert. Die Daten lieRen sich zu

einem spéateren Zeitpunkt erneut aufrufen und auswerten.

2.10.6 Explantation der Transmitter

Im Anschluss an die letzte Leistungsdiagnostik wurden die Tiere erneut durch eine
intraperitoneale Injektion (i.p.) mit Ketaminhydrochlorid/Xylazin/NaCl im Verhaltnis
20ul Ketaminhydrochlorid/20ul Xylazin/40ul NaCl in eine tiefe Narkose verbracht.

Nachdem die Tiere keine Reflexe mehr zeigten, wurden durch einen medianen
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Hautschnitt im Bereich der Halsunterseite die GIl. mandibulares und die V.
jugularis freiprapariert. Durch vorsichtiges Durchtrennen der Ligatur entfernte man
den Katheter ohne weiteren zuséatzlichen Blutverlust. Die Enthahme des Blutes,
der Lunge und des Herzens und anschlieRende Arbeitsschritte gestalteten sich

wie in Kapitel 2.9.4-2.9.6 bereits beschrieben.

2.10.7 Immunhistochemie: Anti-alpha Aktin/Faktor VIII und Anti-PDE
5A

Die Durchfiihrung der Immunofarbung gegen Anti-alpha smooth muscle actin und
Faktor Il gestalteten sich wie in Kapitel 2.9.7 bereits beschrieben. Zusatzlich

wurde eine Immunfarbung gegen Anti-PDE 5A durchgeflhrt.

Der Immunofarbung ging das Entparaffinieren und Rehydrieren in einer
absteigenden Alkoholreihe der Gewebeschnitte voraus. Zwischen den einzelnen

Schritten wurde mehrmals jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen.

20 Minuten Serumblock 2,5 % Normal Horse
Serum ImmPRESS Kit
Anti-Rabbit |g Peroxidase

Uber Nacht Anti-PDESA Fab Gennix
Primarantikorper (1:10)

30 Minuten Sekundarantikdrper IMMPRESS Reagent
Anti-Rabbit |g Peroxidase

5 Minuten Substrat NovaRED (rot)

3 Minuten Gegenfarbung (violett) Hamatoxylin QS/Vector
Zymed Kit

Im Anschluss an die Immunfarbung wurden die Schnitte dehydriert und mit Pertex

eingedeckt.
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2.11 Statistische Auswertung

Die n-Zahl der jeweiligen Tiergruppen entspricht, soweit nicht anders angegeben,
den vorausgehend im Kapitel ,Aufteilung der Tiergruppen® angegebenen
Tierzahlen. FiUr die statistische Analyse wurden die Daten zundchst mit dem
Kolmogorov-Smirnov Test (P-Werte>0,10 fur a=0,05) auf Normalverteilung hin
untersucht. Alle Daten bis auf die des rechtsventrikularen systolischen Druckes in
Abb. 23 waren normalverteilt.

Fur die normalverteilten Daten erfolgte die Darstellung als Mittelwerte (MW) +
Standardfehler (SEM). Entsprechend wurden die Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen des kurativen Ansatzes durch Varianzanalyse und einen
Student-Newman-Keuls post hoc Test analysiert.

Die Daten des praventiven Ansatzes wurden auf signifikante Unterschiede im
Vergleich normoxisch vs. chronisch hypoxisch gehaltene Tiere durch einen
Bonferroni post hoc Test statistisch bewertet. Effekte des Trainings und der
Behandlungen wurden im Zuge einer Varianzanalyse und einem Dunnett post hoc
Test im Vergleich zur hypoxischen Kontrollgruppe durchgefuhrt. Ein p-Wert <0.05
wurde als signifikant angesehen. Fir die Darstellung in Balkendiagramme
reprasentieren die Balkenhdhen die jeweiligen Mittelwerte und die Fehlerbalken
(Wiskers) die Standardfehler.

Fur die nicht normalverteilten Daten (Abb. 23) erfolgte die Darstellung als Median
und Spannweite (Range) in Form des Minimal — und Maximalwertes. Hier erfolgte
die statistische Analyse mit dem Kruskal-Wallis test incl. Dunn’s post test, p-Werte

< 0,05 wurden als signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Normoxie-induzierte Revertierung des vaskularen

Gefallumbaus bei Hypoxie-induzierter PH

Ein Ziel dieser Arbeit war es, innerhalb eines initial durchgefihrten
Analyse-Screenings zu untersuchen, ob eine voll-etablierte Hypoxie-induzierte
pulmonale Hypertonie im Mausmodell generell reversibel ist und zu einer
Revertierung des GefaRumbaus fihrt. Daran sollte sich in einem weiteren Schritt
eine Genanalyse anschliel3en, die allerdings nicht Teil dieser Arbeit war. Diese soll
zur Erfassung neuer, bisher nicht identifizierter Target-Gene und Signalmolekiile
dienen. Im weiteren Verlauf werden die Ergebnisse des ersten Teils dieser Arbeit

vorgestellt.

3.1.1 Gewichtsentwicklung unter Hypoxie

Die Tiere zeigten im Verlauf der Exposition unter Hypoxie- bzw. Normoxie keine
klinischen Anzeichen allgemeinen Unwohlseins. Das anfangliche Gewicht der
Tiere betrug vor dem Einsetzen in die Hypoxie- bzw. Normoxiekammer im
Durchschnitt 21,3 £0,4g. Im weiteren Verlauf zeigte sich nach 3-wéchiger
Hypoxieexposition eine Gewichtsreduktion auf 20,9 + 0,5g. Jenes ist begrindet
durch die Umstellung der Tiere und den damit einhergehenden Stress sowie durch
kompensatorische Adaptationsmechanismen, wie z.B. Hohendiurese. Nachdem
die 3-wdchige Expositionszeit abgeschlossen war, wurde ein Teil der Tiere in die
Normoxiekammer eingesetzt (It. Gruppeneinteilung, siehe Kapitel 2.9.1). Dort
verbrachten sie die weitere Zeit bis zur jeweiligen Endzeitpunktmessung und
Probenentnahme. Die Hypoxie-Kontrollgruppe wurde nach 3 Wochen, die
Normoxie-Kontrollgruppe nach 9 Wochen zur Endzeitpunktmessung und
Probenentnahme aus der jeweiligen Kammer genommen. Nach Re-Exposition
unter Normoxie nahmen die Tiere in der folgenden Zeit an Gewicht zu. Nach

7 Tagen unter Normoxie wiesen sie ein durchschnittiches Gewicht von
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21,9 £0,5g auf, welches sich kontinuierlich bis auf 28,1 +0,5g erhthte. Die
normoxischen Kontrolltiere, die zeitgleich eingesetzt wurden, nahmen

kontinuierlich an Gewicht zu und wiesen ein Endgewicht von 28,0 + 0,8g auf.
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Abbildung 15: Darstellung der Gewichtsentwicklung innerhalb der verschiedenen Gruppen. Die
Messung erfolgte an hypoxischen Tieren, an Tieren mit nachfolgender normoxischer Exposition
nach 7, 14, 21, 28 und 42 Tagen und an einer normoxischen Kontrollgruppe mit jeweils n=7 (63 d

Normoxie). *p<0,05 vs. 21 Tage Hypoxie

3.1.2 Hamatokrit

Am Anfang der Praparation wurden fir die Hamatokritbestimmung pro Maus 40 ul
Blut aus dem rechten Ventrikel des Herzens via Kapillare entnommen und
anschlieBend mit Hilfe einer Zentrifuge der Hamatokritwert bestimmt. Nach
3-wdchiger Exposition unter Hypoxie entwickelten die Tiere einen Hamatokritwert
von 57,3 £1,4%. Bei diesem Adaptationsmechanismus handelt es sich um eine

bekannte physiologische Reaktion. Hypoxie fihrt zu einer verstarkten
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Erythropoese, um den relativen Sauerstoffmangel Uber die Vermehrung der
Sauerstoff-bindenden  Zellen auszugleichen. Im weiteren Verlauf der
Untersuchung und Exposition der Tiere unter Normoxie kam es zur Regression
des Hamatokritwertes. Nach 7 Tagen Normoxie zeigten die Tiere einen Mittelwert
von 53,9 +1,3%. Im weiteren Verlauf unter Normoxie sank der Hamatokritwert
nach 42 Tagen auf 39,3 +1,8%. In den gesunden Kontrolltieren wurde nach 63

Tagen Normoxieexposition ein Mittelwert von 41,3 £+ 1,2% ermittelt.
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Abbildung 16: Darstellung des Hamatokritwertes innerhalb der verschiedenen Gruppen. Die
Messung erfolgte an hypoxischen Tieren, an Tieren mit nachfolgender normoxischer Exposition
nach 7, 14, 21, 28 und 42 Tagen und an einer normoxischen Kontrollgruppe mit jeweils n=7 (63 d

Normoxie). *p<0,05 vs. 21 Tage Hypoxie
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3.1.3 Invasiv bestimmter rechtsventrikularer systolischer Druck
(RVSP)

Nach Normoxie- bzw. Hypoxieexposition wurden die Tiere zum Abschlul3 des
Versuches in das Stadium der chirurgischen Toleranz (Stadium IlI) verbracht. Im
Rahmen der Bestimmung des RVSP wurde der rechte Ventrikel des Herzens mit
Hilfe einer flussigkeitsgefiullten Kantle punktiert. Im Anschluss erfolgte eine
15-minutige Aufzeichnung des rechtsventrikularen systemischen Druckes in Form
einer Druckkurve. Aus dieser Kurve wurden die gemittelten systolischen

Druckwerte zur Darstellung herangezogen.
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Abbildung 17: Darstellung des rechtsventrikuldr systolischen Druckes (RVSP) innerhalb der
verschiedenen Tiergruppen. Die Messung erfolgte an hypoxischen Tieren, an Tieren mit

nachfolgender normoxischer Exposition nach 7, 14, 21, 28 und 42 Tagen und an einer

normoxischen Kontrollgruppe mit jeweils n=7 (63 d Normoxie) *p<0,05 vs. 21 Tage Hypoxie

Nach dreiwdchiger Exposition unter Hypoxie zeigten die Tiere einen RVSP von
30,2 + 1,9 mmHg. Tiere, die anschlieend 7 bzw. 14, 21, 28 und 42 Tage in
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Normoxie verbrachten, wiesen einen RVSP von 30,3+0,7 bzw. 25,4 +13;
26,0+1,0; 23,8+1,3; 24,0£1,6 mmHg auf. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit lassen darauf schlieRen, dass bereits nach 14-tagiger normoxischer
Behandlung eine deutliche Regression der Dricke im rechten Ventrikel vorlag.
Diese unterschieden sich jedoch noch nicht signifikant von denen der
Kontrollgruppe (21 Tage Hypoxie). Erst im weiteren Verlauf unter Normoxie (21
Tage Hypoxie + 28 bzw. 42 Tage Normoxie) traten Signifikanzen zu der
hypoxischen Kontrollgruppe auf. Bei den gesunden Kontrolltieren betrug der
Mittelwert 22,7 + 1,1 mmHg und stellte sich folglich gegeniber der hypoxischen
Kontrollgruppe (21 Tage Hypoxie) signifikant dar.
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3.1.4 Bestimmung der Rechtsherzhypertrophie

Die Tiere entwickelten im Verlauf der Erkrankung als Folge der erhodhten

pulmonalen Driicke eine Rechtsherzhypertrophie.
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Abbildung 18: Darstellung des Verhaltnisses von rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel plus
Septum (RV/(LV+S)) in den einzelnen Gruppen als Index fir die Rechtsherzhypertrophie mit
jeweils n=7. *p<0,05 vs. 21 Tage Hypoxie.

Nach dreiwochiger Hypoxieexposition zeigten die Tiere einen Mittelwert von
0,40 £0,02. In Folge der normoxischen ,Behandlung“ von 7 Tagen sank diese
signifikant auf 0,32 £ 0,01 ab. Die weitere Exposition unter Normoxie fuhrte nach
42 Tagen zu einer Rechtsherzratio von 0,26 +0,01. Die Herzratio in gesunden
Kontrolltiere ergab einen Wert von 0,26 +0,01. Dieser stellte sich signifikant

reduziert gegenuber der Kontrollgruppe (21 Tage Hypoxie) dar.
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3.1.5 Morphometrische Analyse der Lungengefal3e

Im Zuge der Ausbildung der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie kommt
es zu einer Muskularisierung von unter Normoxie nicht-muskularisierten, distalen
LungengefalRen. Um die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
quantitativ  bestimmen zu kénnen, wurde am Lungengewebe eine
immunhistochemische Doppelfarbung durchgefiihrt. Sie enthadlt zum einen die
Farbung gegen glattmuskulares alpha-Aktin, die mit einem violetten Chromogen
(VectorVIP®) entwickelt wurde, und zum anderen eine Farbung gegen den
endothelialen Von-Willebrand-Faktor, welcher mit einem braunen Chromogen
(VectorDAB®) entwickelt wurde. Auf diese Weise konnte zwischen nicht- (£ 5%
Anteil glattmuskularem alpha-Aktin in positiven Bereichen in der Gefalimedia),
teilweise- (£ 75 % Anteil) und voll-muskularisierten GefaRen (> 75 % Anteil)

differenziert werden.

(@) (b) ()

Abbildung 19: Immunhistochemische Doppelfarbung kleiner peripherer Pulmonalarterien
(analysiert bei einer 400-fachen VergrofRerung) gegen endothelialen Faktor VIII (braun) und
glattmuskuldres alpha-Aktin (violett). (a)+(b) in gesunden Mausen sind die kleinen peripheren
Pulmonalarterien nicht- oder nur teilweise-muskularisiert. (c) im Verlauf der Progression der

pulmonalen Hypertonie unter Hypoxie erfolgt eine Zunahme des Muskularisierungsgrades.
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Abbildung 20: Prozentualer Anteil voll-, teilweise- oder nicht-muskularisierter peripherer
Pulmonalarterien in den einzelnen Tiergruppen (mit jeweils n=7) bezogen auf die Gesamtsumme
der ausgezahlten GefalRe. Morphometrisch analysiert wurden pro Tier jeweils 160 periphere
Pulmonalarterien mit einem Durchmesser von 20-70 pm.

Nach 3-wochiger Exposition unter hypoxischen Konditionen entwickelten die Tiere
eine Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie mit einem Umbau der peripheren
LungengefalRe. Im Rahmen der Analyse wurde bei den hypoxischen Kontrolltieren
innerhalb der GefalRkategorie von 20-70um 40 +5,0% voll-muskularisierte
periphere LungengefalRe, 49 +5,0% teilweise-muskularisierte LungengefalRe und
11 £ 2% nicht-muskularisierte Lungengefal3e erfasst. Im Verlauf der normoxischen
re-Exposition kam es zu einer Regression der voll-muskularisierten Gefalle tuber
die bestehende Zeitdauer hinweg. Nach 7 Tagen Normoxie betrug deren Antell
30 +3,0% nach 14 Tagen 15+ 3,0% und nach 42 Tagen unter normoxischen
Konditionen 18 £2%. Der Anteil der nicht-muskularisierten peripheren
LungengefalRe nahm hingegen innerhalb des Zeitverlaufes zu und verhielt sich
folglich gegenlaufig zu den voll-muskularisierten Gefallen. Nach 7 Tagen
Normoxie betrug diese 9 + 2%; nach 14 Tagen 16 + 2% und nach 42 Tagen

18 £2%. In gesunden Kontrolltieren (63d Normoxie) wurden in der zu
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untersuchenden Kategorie (20-70um) 16 +2% voll-muskularisiert, 68 + 4%
teilweise-muskularisiert und 15 + 4% nicht-muskularisierte Gefal3e analysiert. Der
Anteil an teilweise-muskularisierten Lungengefal3en erhdhte sich zum Zeitpunkt
der 7-tagigen Behandlung auf 61 + 3% und nach 14 Tagen auf 69 + 11%. Nach 42
Tagen unter Normoxie veranderte sich dieser Wert nur minimal (MW 64 + 2%).
Diese Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass die Normoxie-bedingten Effekte
auf die Revertierung der kleinen peripheren Geféal3e nach einer 14-tagigen re-
Exposition vollstandig erfolgt sind. Die Werte sind in der folgenden Tabelle noch

einmal zusammengefasst.

Muskularisierungsgrad (%)

Tiergruppen nicht teilweise voll
(MW+SEM) (MW+SEM) (MW+SEM)

21d Hypoxie 11 +2 49 +5 40 +5

21d Hypoxie+ 912 61+3 30 + 3*

7d Normoxie

21d Hypoxie+ 16 +2 69 £11 15 + 2*

14d Normoxie

21d Hypoxie+ 18+2 64 +2 18 + 2*

42d Normoxie

63d Normoxie 15+4 68 +4 16 £ 2*

Tabelle 1: Effekte der Re-Exposition von chronisch hypoxischen Mausen in einer normoxischen
Atmosphéare auf die Muskularisierung kleiner peripherer voll-, teilweise- und nicht-
muskularisierter pulmonalarterieller Gefal3e (20-70um externer Querdurchmesser) im Zeitverlauf

der Behandlung. *p<0,05 vs. 21 d Hypoxie fir die voll-muskularisierten Gefalle.
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3.2 Training und pulmonale Hypertonie

3.2.1 Gewichtsentwicklung der Tiere

Die Tiere wiesen zum Zeitpunkt der Randomisierung ein durchschnittliches
Gewicht von 24,3 g auf. Zum Ende der Studie zeigten sie ein innerhalb der
verschiedenen Gruppen homogenes durchschnittliches Gewicht von 23,9 g, die
normoxischen Kontrolltiere wogen im Durchschnitt 26,5 g. Die Tiere lieRen

wahrend des Versuchs keine klinischen Anzeichen von Unwohlsein erkennen.

3.2.2 Gehstrecke

Die 6-Minuten-Gehstrecke (6-MWT) wird in der Humanmedizin als ein leicht zu
ermittelnder Parameter fur die Schwere der pulmonalen Hypertonie und die
Prognose des Patienten eingesetzt (Solway et al. 2001; Runo u. Loyd 2003). Der
Test misst die zurticklegbare Gehstrecke innerhalb von 6 Minuten. Im Rahmen der
vorliegenden Studie ist die Anwendung aufgrund der generell guten
Laufbereitschaft der Mause nur bedingt mdglich und sinnvoll. Aus diesen Griinden
wurde die gesamte Gehstrecke der Tiere bis zur Ermidung ermittelt. Zu diesem
Zweck wurde ein standardisiertes Protokoll eingesetzt, welches eine
kontinuierliche Geschwindigkeitserhéhung des Laufbandes um 0,05 m/s alle 3

Minuten vorsah.
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Abbildung 21: Darstellung der Gehstrecke in m. Ermittelung nach Abschluss der 3-wochigen
Expositionszeit in den einzelnen Gruppen (mit jeweils n=6). Die Messung erfolgte auf einem
Laufband (Treadmill for mice, entwickelt von Herrn Arnfinn Sira, Trondheim, Norwegen) und der
dazugehorigen Analysesoftware (Metabolic Performance Testing System, MPTS). *p<0,05 vs.

gesunde Kontrollgruppe (Normoxie); ¥ p<0,05 vs. kranke Kontrollgruppe (Hypoxie).

Die normoxischen untrainierten Tiere (MW 125,7 + 1,8 m) legten eine signifikant
erhohte Gehstrecke gegeniber den hypoxischen untrainierten Placebo-Tieren
(MW 88,9 £8,1 m) zurtck. Trainierte hypoxische Placebo-Tiere legten eine
Distanz von 117,4 +10,6 m zurtick. Untrainierte, hypoxisch gehaltene Méause, die
mit einer taglichen Gabe Sildenafil (Revatio®, 100mg/kg/d) behandelt wurden,
legten eine Gehstrecke von 102,5 + 13,0 m zurtick. Jene Tiere, die zusatzlich zu
der Therapie ein tagliches halbstiindiges Training absolvierten, erzielten eine
signifikant erhdhte Gehstrecke (146,4 £ 13,1 m) im Vergleich zu den hypoxischen
untrainierten Placebo-behandelten Tieren.
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3.2.3 VO,max in ml O,/min/kg Koérpermasse

Die maximale Sauerstoffaufnahme (VO,max) gibt an, wieviel ml Sauerstoff der
Kdrper im Zustand der hoéchsten Belastung maximal pro Minute verwerten kann.
Die Angabe erfolgt in ml Sauerstoff pro Minute (ml O./min/kg Kdrpermasse)
(Benzo et al. 2007). Die VO,max kann als Kriterium fir die Bewertung der
Ausdauerleistungsfahigkeit eines Menschen herangezogen werden. Der
VO,max-Wert stellt bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie einen zuverlassigen
Prognoseparameter dar (Wenzel et al. 2002). Bei diesen Patienten kommt es bei
der Uberbeanspruchung des rechten Herzens wahrend korperlicher Anstrengung
und der damit verbundenen erhdhten Nachlast zu einem verminderten
Herzzeitvolumen (HZV), das zu einer Unterversorgung der arbeitenden Muskulatur
mit O, fuhrt. Die Leistungsfahigkeit bei diesen Patienten ist durch eine
eingeschrankte Steigerung des HZV an den erhdhten peripheren O,-Bedarf bei
korperlicher Belastung limitiert.

Die Erfassung der individuellen VO,max-Werte fand auf einem Laufband statt,
welches mit einem Deckel verschlossen wurde und somit ein in sich
geschlossenenes System darstellte. Die Analyseeinheit erlaubte eine
spirometrische Erfassung der O,-Aufnahme und der CO,-Abgabe. Von einer
Pumpe wurde eine voreingestellte definierte Menge Luft (0,51/min) Uber einen
Schlauch der geschlossenen Kammer des Laufbandes zugefuhrt. Am hinteren
Ende der Kammer fuhrte ein zweiter Schlauch die Luft aus der Kammer zurtick zur
Gasanalyseeinheit, in der die Gaskonzentrationen gemessen wurden. Die
Ermittlung der VO,max-Werte erfolgte anschlieBend durch die speziell fir das
System entwickelte Software namens ,Metabolic Performance Testing System*
(MPTS). Die Speicherung der Daten erlaubte eine Auswertung zu einem spéateren
Zeitpunkt.

Bei der anfanglichen und abschlieBenden Leistungsdiagnostik wurde der
VO,max-Wert in  allen Tiergruppen erfasst. Dazu wurde der in der
Eingangsleistungsdiagnostik ermittelte VO,max-Wert auf 100 % festgelegt. In der
Abschlussdiagnostik nach 3 Wochen wurde die VO,max als prozentuale Anderung

dieses Wertes angegeben.
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Abbildung 22: Darstellung der maximalen Sauerstoffaufnahme (VO,max) der abschlieRenden
Leistungsdiagnostik in den einzelnen Gruppen (mit jeweils n=6). Die innerhalb der ersten
Leistungsdiagnostik ermittelten absoluten Werte wurden als 100% festgelegt. Die Graphik stellt die
prozentuale Anderung der anfangs ermittelten VO,max-Werte gegeniiber der Abschlussmessung

dar. *p<0,05 vs. gesunde Kontrollgruppe (Normoxie); ¥p<0,05 vs. kranke Kontrollgruppe (Hypoxie).

Verglichen mit den gesunden Kontrolltieren (MW 102,4 + 1,5%) war die maximale
Sauerstoffaufnahme in  der Placebo-Gruppe vermindert (MW 93,3 £ 2,9%).
Sildenafil-therapierte Tiere (MW 107,1 +1,3%) und Tiere, die zusatzlich ein
halbstundliches tagliches Training absolvierten (MW 105,5 + 2,2%), zeigten eine
signifikante Steigerung der VO.max gegenuber der kranken Kontrollgruppe.
Trainierte, hypoxisch gehaltene Tiere (MW 102,2 + 3,0%) lagen auf dem Niveau
der gesunden Tiere und zeigten gegeniber den Kontrolltieren eine signifikante

Verbesserung in der maximalen Sauerstoffaufnahme.
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3.2.4  Telemetrisch ermittelter rechtsventrikularer Druck (RVSP)

Fur die Messung des RVSP wird Uber eine kleine Inzision der V. jugularis eine
Messsonde bis in den rechten Ventrikel vorgeschoben und verbleibt dort
dauerhaft. Bei dieser Methode handelt es sich um eine minimal-invasive
Operationstechnik. Der Vorteil dieser Methode liegt in der komplikationslosen
Durchfihrung und der raschen postoperativen Erholungszeit gegentiber den in der
Literatur beschriebenen stéarker invasiven Methoden, wie z. B. durch Thorakotomie
(Hess et al. 1996; Pozeg et al. 2003; Sebki et al. 2003). Der wesentliche Vortell ist
jedoch die Mdoglichkeit, in-vivo Messungen Uber einen langeren Zeitraum unter
anndhernd physiologischen Bedingungen durchzufiihren. Nach Implantation des
telemetrischen Sensors und einer zweitdgigen Rekonvaleszenz wurde der RVSP
im Rahmen der abschlieBenden Leistungsdiagnostik ermittelt. Die
unterschiedliche Anzahl der Tiere innerhalb der Gruppen ist durch Ausfalle
aufgrund einer fehlerhaften Position des Katheters, die sich in einer
postoperativen Phase ergeben kann, begrindet. Tiere, bei denen bereits nach
Aufhebung der Narkose eine fehlerhafte Lokalisation des Katheters festgestellt
wurde, wurden in einem weiteren Eingriff erneut operiert. Spatere
Lokalisationsveranderungen konnten jedoch nicht mehr korrigiert werden. Fur die
weitere Auswertung wurden auch Organe der Tiere verwendet, bei denen der
RVSP aus oben genannten Griunden nicht ermittelt werden konnte. Um die
verschiedenen Tiergruppen innerhalb der Leistungsdiagnostik miteinander zu

vergleichen, wurde eine Geschwindigkeit gewahlt, die alle Tiere erreichten.
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Abbildung 23: Darstellung des mittels telemetrischer Sensoren gemessenen RVSP in den
verschiedenen Tiergruppen (mit unterschiedlichen n-Anzahlen, s.Text). Die Messung wurde im
Rahmen der abschlieRenden Leistungsdiagnostik durchgefiihrt. Die ermittelten rechtsventrikularen
Dricke wurden bei einer Geschwindigkeit von 0,20m/s gemessen. *p<0,05 vs. gesunde

Kontrollgruppe (Normoxie).

Der RVSP wurde bei einer Laufbandgeschwindigkeit von 0,20 m/s ermittelt. In den
gesunden Kontrolltieren (n=4) betrug der Median 24,5mmHg (Minimum
18,25mmHg/Maximum 30,9mmHg). Im Vergleich dazu zeigte die Hypoxie-
Kontrollgruppe signifikant erhéhte Dricke (43,2 mmHg, n=3, Minimum
41,0mmHg/Maximum 58,3mmHg). Mit Sildenafil (Revatio®, 100mg/kg/d)
therapierte Tiere (n=3) wiesen einen Druck von 37,0 mmHg (Minimum
27,0mmHg/Maximum 43,9mmHg) auf. Bei Tieren, die sowohl mit Sildenafil

behandelt wurden als auch an einem taglichen halbstiindigen Training teilnahmen,
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betrug der Mittelwert 28,6mmHg (n=4, Minimum 25,0mmHg/Maximum
37,6mmHg). Die trainierte Placebo-Gruppe (n=4) wies einen durchschnittlichen
rechtsventrikularen Druck von 27,0mmHg (Minimum 21,2mmHg/Maximum
29,4mmHg) auf. In samlichen Trainings- und Behandlungsgruppen war der RVSP

nicht signifikant gegenuber dem der gesunden Kontrolltiere erhoht.

3.2.5 Bestimmung der Rechtsherzhypertrophie

Eine 3-wochige Exposition unter Hypoxie fuhrt durch die Hypoxie-bedingten
Gefallumbauprozesse und dem daraus resultierenden erhohten
pulmonal-vaskularen Perfusionswiderstand zu einer progressiven Belastung des
rechten Herzens. Dieser Zustand fuhrt zu einer Adaptation des rechten Ventrikels,

der sich in einer rechtsventrikularen Hypertrophie zeigt.
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Abbildung 24: Darstellung des Verhaltnisses von rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel plus
Septum (RV/(LV+S)) in den einzelnen Gruppen (mit jeweils n=6) als Index fir die

Rechtsherzhypertrophie. *p<0,05 vs. gesunde Kontrollgruppe (Normoxie).
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In den gesunden Kontrolltieren betrug der Mittelwert 0,24 +0,00. Die hypoxische
Placebo-Gruppe entwickelte im Zuge der Erkrankung als Folge der erhdhten
pulmonalen Dricke eine Rechtsherzhypertrophie (MW 0,29 £0,01). Die
Rechtsherzratio der mit Sildenafil (Revatio®; 100mg/kg/d) therapierten Tiere
(MW 0,30 £0,01), der Sildenafil/Training-Gruppe (MW 0,31+£0,01) und der
Placebo/Training-Gruppe (MW 0,29 +0,01) stellte sich nicht signifikant reduziert
gegenuber der kranken Placebo-Kontrollgruppe (MW 0,29 +£0,01) dar. Dieses
Ergebnis kdnnte die Annahme stitzen, dass ein Hypoxie-Stimulus per se zu einer
Hypertrophie des rechten Herzens fuhrt. Auf diese Hypothese wird in der
Diskussion naher eingegangen.

3.2.6 Muskularisierungsgrad der pulmonal-arteriellen Gefale

In Folge eines hypoxischen Stimulus kommt es zu einer akut einsetzenden
Vasokonstriktion, die Uber eine protrahierte Form zu den chronischen
Umbauprozessen uberleitet. Diese fuhrt auf dem Niveau des Lungengefal3bettes
zu der Muskularisierung kleiner, ehemals nicht-muskularisierter Lungengefalie.

Diese Gefal3e konnen durch eine quantitative Morphometrie bestimmt werden.

Muskularisierungsgrad %

Tiergruppen nicht teilweise voll
(MW+SEM) (MW+SEM) (MW+SEM)
gesund (21d Normoxie) |31 x5 56+3 13+£2
Placebo (21d Hypoxie) 6+£1* 62 +2 31+2*
Sildenafil (100mg/kg/d) |19 +3 ¥ 61+3 21+41%
Sildenafil+Training 21+3 % 63+3 16+ 3§
Placebo+Training 21+51% 62 +2 17+5%

Tabelle 2: Effekte der Behandlung mit Sildenafil, Training und deren Kombinationen auf die
Muskularisierung kleiner peripherer Pulmonalarterien (20-70um externer Querdurchmesser).

*p<0,05 vs. gesunde Kontrollen (Normoxie) ; ¥ p<0,05 vs. kranke Kontrollgruppe (Hypoxie).
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Abbildung 25: Prozentualer Anteil voll-, teilweise- oder nicht-muskularisierter peripherer
Pulmonalarterien in den einzelnen Tiergruppen bezogen auf die Gesamtsumme der ausgezéahlten
GefaRe. Morphometrisch analysiert wurden pro Tier (mit jeweils n=6) jeweils 160 periphere

Pulmonalarterien mit einem Durchmesser von 20-70 ym.

Der Anteil voll-muskularisierter Gefal3e betrug in der hypoxischen Placebo-Gruppe
31+2% wund in der gesunden Kontrollgruppe 13+2%. Der Anteil
nicht-muskularisierter Gefal3e machte bei der Placebo-Gruppe 6 = 1% und bei der
gesunden Kontrollgruppe 31 £5% aus. Der Anteil der teilweise-muskularisierten
Gefalle differierte zwischen den beiden Gruppen nur unwesentlich (Placebo
MW 62 + 2% vs. gesunde Kontrollgruppe MW 56 + 3%). In den verschiedenen
Therapie-Gruppen kam es zu einer signifikanten Verringerung der
voll-muskularisierten GefaRe (Sildenafil MW 21 £+ 4%; Sildenafil/Training MW
16 £ 3%; Placebo/Training MW 17 +5%) gegenuber der Placebo-Gruppe (MW
31 +£2%) und einer signifikanten Erhdhung der nicht-muskularisierten Gefalle
(Sildenafil MW 19 + 3%; Sildenafil/Training MW 21 + 3%, Placebo/Training MW
21% + 3) gegenuber der Placebo-Gruppe (MW 6 *1%). Der Anteil der
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teilweise-muskularisierten peripheren Lungengefal3e in den verschiedenen
Gruppen verhielt sich auf ahnlichem Niveau und unterschied sich in den einzelnen
Therapie-Gruppen (Sildenafii MW 61 £ 3%; Sildenafil/Training MW 63 £ 3%;
Placebo/Training MW 62 * 2%) gegenuber der Placebo-Gruppe (MW 62 + 2%)

nicht signifikant voneinander.
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4 Diskussion

4.1 Normoxie-induzierte Revertierung des vaskularen

Gefallumbaus bei Hypoxie-induzierter PH

4.1.1 Wahl des Tiermodells

Um tiefere Einblicke in die Pathogenese der pulmonal-arteriellen Hypertonie beim
Menschen zu bekommen und um neue Therapieansatze zu testen, wurden
verschiedene Tiermodelle entwickelt, um die pathophysiologischen und klinischen
Veranderungen der IPAH nachzuahmen. Trotz intensiver langjahriger Forschung
existiert bis heute kein ideales Modell. Man weiss jedoch, dass Hypoxie bei fast
allen Saugern den gleichen Effekt besitzt. Dartiber hinaus konnten sowohl durch
das Mausmodell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie als auch durch
das Rattenmodell der Monocrotalin-induzierten pulmonalen Hypertonie bereits
erfolgreich neue Therapiekonzepte zur Behandlung der pulmonalen Hypertonie

entwickelt werden.

Durch mehrere Quellen ist bekannt, dass chronische Hypoxie zur Ausbildung der
PH fahrt (Rabinovitch et al. 1979; Meyrick u. Reid 1983; Weissmann et al. 2003;
Dumitrascu et al. 2006). Die oben angefuhrten Modelle stellen bei der Erforschung
der PH die beiden gangigsten Modelle dar, da sie die pathologischen
Verdnderungen der PH am besten wiedergeben. Die Hypoxie-induzierte
pulmonale Hypertonie im Mausmodell spiegelt die physiologischen
Adaptationsprozesse und daraus hervorgehenden Umbauvorgdnge in den
LungengefalRen, wie sie auch bei Hypoxie im Menschen stattfinden, wider.
Monocrotalin ist ein Pflanzenalkaloid, das neben der Ausbildung der PH noch
zahlreiche weitere unerwinschte Veranderungen hervorruft, wie Leberzellnekrose
und Leberzellhyperplasie, Leberzirrhose sowie -fibrose, veno-okklusive
Lebererkrankungen, Glomerulopathien und schlief3lich sekundare Veranderungen

am Zentralnervensystem.
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Die Veranderungen einer Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie gleichen
denen, die bei Personen mit obstruktiven und restriktiven Lungenerkrankungen
oder Adaptation in hoheren Lagen vorkommen. (Carbone et al. 2005). In der
Venedig-Klassifikation der PH von 2003 wird diese Form der pulmonalen
Hypertonie von den anderen Formen der pulmonalen Hypertonie abgegrenzt. Sie
entsteht durch Erkrankungen des respiratorischen Systems mit oder ohne
Entwicklung einer Hypoxamie. Diese Erkrankungen koénnen entweder durch
Hohenaufenthalte, COPD (chronic obstructive pulmonary disease), das
Schlafapnoesyndrom oder pulmonale Entwicklungsstérungen hervorgerufen
werden. Daruber hinaus konnen alle weiteren Erkrankungen, die zu einer
alveolaren Hypoventilation fuhren eine Hypoxie-induzierte PH auslésen. Der
GefalBumbau stellt einen integralen Anteil des Krankheitsbildes der PH dar.
Ungeachtet der Atiologie zeigen alle Patienten mit pulmonal-arterieller Hypertonie
strukturelle Veranderungen der pulmonal-arteriellen Gefal3e (van Suylen et al.
1998). Die Ausbildung der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie ist den
meisten Saugern gemeinsam und dennoch existieren einige Ausnahmen. Das
Lama, das Schneeschwein, der Pfeifhase und das Yak sind an das Leben in
groBer HoOhe angepasst, und es konnte dort kein Hinweis auf einen
pulmonal-arteriellen Gefallumbau gefunden werden (Durmowicz et al. 1993,
Rhodes et al. 2005). Das Ausmald der Veranderungen hangt zuséatzlich von der
Spezies, dem Geschlecht und dem Entwicklungsstand des Tieres ab (Rabinovitch
et al. 1981). Durch die gezielte Ankreuzung des Yaks an nicht-adaptierte Rinder
konnte gezeigt werden, dass die abgeschwachte Antwort auf Hypoxie auf einem
autosomal-dominanten Erbgang beruht (Anand et al. 1986). Genetische
Untersuchungen bei diesen Tieren stellen die Basis dar, unser Verstandnis der
physiologischen Protektion vor PH zu verbessern und diese in einem weiteren
Schritt fur den Menschen anwendbar zu machen. Auch Tibeter sind durch
natirliche Selektion Uber Jahrtausende hinweg vollkommen an hohe Lagen
adaptiert (Moore 2001).

Das Mausmodell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie besitzt
Gemeinsamkeiten mit der IPAH beim Menschen. Es bestehen
Ubereinstimmungen in der Expression bestimmter Wachstumsfaktoren, wie z.B.

Platelet-derived-growth-factor (PDGF), Vaskular-endothelium-growth-factor
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(VEGF) und seinen Rezeptoren sowie verschiedener Entzindungsmediatoren, wie
z.B. Interleukin 1 (IL-1) und Interleukin 8 (IL-8) (Humbert et al. 1998; Budhiraja et
al. 2004; Stenmark et al. 2006). Erst kirzlich konnte im Mausmodell der
Hypoxie-induzierten PH und bei Personen mit IPAH ein weiteres Schlisselprotein
identifiziert werden. Four and a half lim domains protein 1 (Fhl-1) spielt bei der
Entstehung der PH eine wichtige Rolle (Kwapiszewska et al. 2008). Ein weiteres
Argument, Mause als Versuchstiere zu verwenden, resultiert aus dem bereits
sequenzierten  Mausegenom, welches fir die weiterhin  geplanten
molekularbiologischen Untersuchungen zur Verfigung stehen wirde. In
Anschlussarbeiten soll nun geklart werden, in welcher Weise verschiedene Gene
an der Normoxie-bedingten reversiblen Gefalumstrukturierung beteiligt sind. Zu
diesem Zweck sollen denkbare Kandidaten ermittelt werden. Die aus diesem
Ansatz resultierenden Erkenntnisse koénnen der Weiterentwicklung neuer
Behandlungsmoglichkeiten dienen, die so eine Alternative zu bereits bestehenden

Therapieoptionen bieten.

4.1.2 Normoxie-bedingte Effekte auf die pulmonalen Geféalie, die

Rechtsherzhypertrophie und die RVSP

Die Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie resultiert sowohl aus einer
anhaltenden Vasokonstriktion als auch aus den pulmonal-vaskuléaren
Umbauprozessen. Diese Umbauprozesse beinhalten die Muskularisierung kleiner,
ehemals nicht-muskularisierter prékapillarer Lungenarterien und sind als erste
zellulare Reaktion des Organismus auf Hypoxie zu sehen. Der Wegfall des
hypoxischen Stimulus fihrt zu deren Umkehr (Stenmark et al. 2006). Akute
Reoxigenierung besitzt in einer progressiv entwickelnden Hypoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie immer weniger Einfluss auf die effektive Senkung des
PAP. Auch bei Bewohnern hoher Lagen fuhrt Hypoxie zu den beschriebenen
Umbauprozessen in den Lungenarterien und daher zu einer Steigerung des PAP
(Groves et al. 1987). Dieser physiologische Adaptationsmechanismus ist unter
Normoxie teilweise reversibel (Sime et al. 1971). Die morphologischen

Verdnderungen schlielen sowohl die Verdickung der Media als auch der



Diskussion 71

Adventitia ein und wurden bereits in mehren Tiermodellen beschrieben. Die
Verdickung der Media entsteht sowohl durch eine Hypertrophie und einem
vermehrten Auftreten von glattmuskuldaren Zellen als auch durch eine Ablagerung
extrazellularer Matrixproteine. Die Verdickung der Adventitia hingegen entsteht
durch die Anhéaufung von Fibroblasten, Myofibroblasten und einem Anstieg
extrazellularer Matrixsubstanz (Stenmark et al. 2006). Der Einfluss von Hypoxie

auf die Intima ist nur gering (Meyrick u. Reid 1980).

Bis heute gibt es keine systematische experimentelle Untersuchung zur
Normoxie-bedingten Revertierung der pulmonalen Hypertonie und der
Verédnderungen der  kleinen Lungengefalle im Mausmodell der
Hypoxie-induzierten PH. In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Verlauf erstmalig
bei Mausen gezeigt werden. Es liegen bereits mehrere &altere Studien vor, in
denen der Effekt von Normoxie auf die kleinen Lungengefa3e im Rattenmodell
untersucht wurde (Hislop u. Reid 1977; Meyrick u. Reid 1980; Fried u. Reid 1984).
Die in der vorliegenden Arbeit gewahlten Untersuchungszeitpunkte — 7, 14, 21, 28
und 42 Tage Normoxie nach einer 21-tadgigen Hypoxieexposition — leiten sich aus
oben stehenden Untersuchungen ab.

Mit Hilfe der immunhistochemischen Doppelfarbung (alpha-aktin/vVWF) wurde im
Rahmen einer PC-gestitzten Analyse die eindeutige Unterscheidung zwischen
nicht-, teilweise- und voll-muskularisierter Geféalie vorgenommen. Sie ist eine
valide Methode zur Bestimmung des Muskularisierungsgrades, da sie zwischen
Endothel (vWF) und glatten Muskelzellen (alpha-Aktin) unterscheidet. Bereits nach
zweiwdchiger Normoxieexposition konnte eine vollstandige Revertierung des
Gefallumbaus gezeigt werden. Dieses Ergebnis ist widersprichlich zu den
friheren Untersuchungen an Ratten. Obwohl bereits nach zwei Wochen Normoxie
eine signifikante Verringerung der GefaBwanddicke gezeigt werden konnte,
bestand am Ende des Untersuchungszeitraumes nur eine partielle Revertierung
(Hislop u. Reid 1977). Auch andere Studien zeigten ein langsameres und
unvollstandiges Regressionsverhalten in den Untersuchungszeitraumen von 5-10
Wochen (Meyrick u. Reid 1980; Fried u. Reid 1984). In der Studie von Meyrick et.
al. wurde schon nach drei Tagen eine partielle Regression einzelner Zellen

beobachtet. In der vorliegenden Arbeit wurde keine detaillierte Analyse des
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Regressionsverhaltens einzelner Zellen durchgefuhrt. Es ist jedoch davon
auszugehen, dass einige Zellen bereits zu diesem Untersuchungszeitpunkt ihr
urspriungliches  Aussehen  wiedererlangt  haben, da zum ersten
Untersuchungszeitpunkt (nach 7 Tagen Normoxie) eine Verringerung der
voll-muskularisierten Geféal3e gezeigt werden konnte. Eine neuere Studie zur
neonatalen PH bei Ferkeln zeigte, dass die Revertierung des Gefallumbaus
altersabhangig ist und sich in den elastischen und muskularen Lungenarterien
unterscheidet (Hall et al. 2004).

Die  Abweichungen der Literatur untereinander in  Angaben Uber
Revertierungsprozesse liegen offenbar in Speziesunterschieden und einem
unterschiedlichen Regenerationspotential begriindet. Dartber hinaus hangt das
Ausmald der Veranderungen von dem Geschlecht und dem Entwicklungsstand
eines jeden Tieres ab (Rabinovitch et al. 1981). Mause verfligen u.a. Uber ein
hohes Regenerationspotential des Lungengewebes (Dumitrascu et al. 2008; Wolff
et al. 2009). Zusatzlich konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass Ratten
grundsatzlich zu einer starkeren Auspragung der Erkrankung unter Hypoxie

neigen als Mause (Ressl et al. 1974; Rabinovitch et al. 1979).

In dieser Arbeit konnte eine vollstandige Regression des RVSP gezeigt werden.
Diese Reduzierung ist als Antwort auf die niedrigeren Perfusionswiderstéande
durch eine verminderte Muskularisierung der kleinen Lungengefal3e zu bewerten.
In der Studie von Fried et. al. wurde nach nur zwei Tagen ein schneller initialer
Druckabfall im rechten Ventrikel gezeigt, jedoch bis zum Ende des
Untersuchungszeitraumes von einem Monat keine vollstandige Regression
beschrieben. In einer anderen Studie konnte eine vollstandige Regression des
RVSP gezeigt werden (Urbanova et al. 1973). Allerdings war der einzige
Untersuchungszeitpunkt erst nach 70 Tagen. In der vorliegenden Arbeit besteht
eine enge Korrelation zwischen der Revertierung des GefaBumbaus und der
Regression der hdmodynamischen Parameter. Auch in einer anderen Studie
konnte ein enger zeitlicher Zusammenhang belegt werden (Abraham et al. 1971,
Fried u. Reid 1984).

Die Hypertrophie des rechten Ventrikels ist allgemein als ein physiologischer

Prozess auf den anhaltenden erhohten Perfusionswiderstand in der Lunge zu
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verstehen. Das Verhaltnis des rechten Ventrikel zum linken Ventrikel plus Septum
((RV/ILV+S)) gilt als Index fur eine Rechtsherzhypertrophie. In der vorliegenden
Studie erholte sich der rechte Ventrikel vollstandig. In friheren Studien wurde
bereits eine komplette Erholung beschrieben (Heath et al. 1973; Ressl et al. 1974;
Meyrick u. Reid 1980). Widerspruchlich dazu verhalt sich eine andere Studie
(Fried u. Reid 1984). In der vorliegenden Arbeit korrelierte die frih einsetzende
Regression des rechten Ventrikels mit einem anfanglichen Ruckgang des
Muskularisierungsgrades der kleinen Lungengefal3e. Der invasiv am narkotisierten
Tier gemessene rechtsventrikular-systolische Druck sank erst bei der n&chsten
Zeitpunktmessung nach weiteren 7 Tagen.

Der Perfusionsdruck des Herzens setzt sich aus dem Multiplikant von cardiac
output (CO) und pulmonal-vaskularen Widerstand (PVR) zusammen. Da der
cardiac output unbekannt bleibt, kann trotz gleichem kardialen Perfusionsdruck
bereits der pulmonal-vaskulare Widerstand (PVR) gefallen sein. Dies fuhrt dann zu

einer maskierten Verbesserung kardio-pulmonaler Funktion.

Ein moglicher Grund fur die allgemein verlangsamten Revertierungsprozesse im
Rattenmodell konnte in der generell verstarkten Auspragung der Erkrankung unter
Hypoxie begriindet sein. Hypoxie fuhrt im Rattenmodell zu einer Verdoppelung
des RVSP und des Rechtsherzgewichtes (Rabinovitch et al. 1979) mit
begleitender Rechtsherzinsuffizenz (Ressl et al. 1974). Auch neuere
Untersuchungen an chronisch-hypoxisch gehaltenen Ratten zeigen einen
allgemein erhohten Schweregrad der Erkrankung bei Ratten im Vergleich zu
chronisch-hypoxisch gehaltenen Mausen (Mam et al. 2010). Hypoxie verursacht
im Mausmodell lediglich eine milde pulmonale Hypertonie. Zusatzlich verfligen
Méause, wie oben bereits erwdhnt, Gber ein sehr gutes Regenerationspotential.

Die New York Heart Association Klassifikation (NYHA) teilt die PH des Menschen
in Abhangigkeit der klinischen Symptomatik und hamodynamischen Parametern in
die Schweregrade I-IV ein. Der Schweregrad im Mausmodell der
Hypoxie-induzierten PH ist analog der Schweregrade II-lll zu bewerten, da die
Tiere nur eine leichte bis moderate Limitierung der korperlichen Aktivitat bei

ansonsten ungestortem Allgemeinbefinden zeigen.
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Klasse |

keine Limitierung der kdrperlichen Aktivitéat,
normale kdrperliche Bewegung verursacht keine Dyspnoe oder Ermiidung, Brustschmerz
oder drohende Synkopen

Klasse Il

leichte Limitierung der kdrperlichen Aktivitat, in Ruhe keine Beschwerden, normale
korperliche Bewegung verursacht Dyspnoe oder Ermidung, Brustschmerz oder
drohende Synkopen

Klasse Il

Merkliche Limitierung der kdrperlichen Aktivitat, in Ruhe keine Beschwerden, leichtere als
gewdhnliche Bewegung verursacht Dyspnoe oder Ermidung, Brustschmerz oder
drohende Synkopen

Klasse IV

Unféahigkeit, jegliche kérperliche Aktivitdt ohne Symptome auszufiihren, diese Patienten
manifestieren Anzeichen von Rechtsherzversagen, Dyspnoe und/oder Ermudung kénnen
sogar in Ruhe vorhanden sein, Beschwerden verstarkt bei jeglicher kérperlicher Aktivitéat

Abbildung 26: New York Heart Association (NYHA) Klassifikation der PH des Menschen (Hunt et
al. 2001)
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4.2 Training und pulmonale Hypertonie

4.2.1 Gegenwartige Therapien der PH

Noch vor 10 Jahren basierte die Behandlung der PH auf einem eingeschrankten
Verstandnis in der Pathogenese und war im Wesentlichen empirisch ausgerichtet
und normalerweise ineffektiv. Innerhalb der letzten Jahre kam es zu einer
deutlichen Verbesserung der Behandlungsmdglichkeiten von Patienten mit PAH
durch ein besseres Verstandnis der Krankheit (Rubin u. Galie 2004). Die
individuelle Therapie richtet sich dabei nach der prazisen Zuordnung und
Klassifizierung der PH. Um die Wirksamkeit einer Therapie zu optimieren, wurden
Therapiealgorithmen fur Patienten mit PAH eingefihrt (Galie et al. 2004). Neben
Prostazyklinanaloga und Endothelinrezeptorantagonisten zeigen
Phosphodiesterase-5-Inhibitoren, wie Sildenafil (Revatio®), positive Effekte
(Reduktion des PAP und des pulmonalvaskularen Widerstandes) (Ghofrani et al.
2002; Rosenkranz et al. 2003). Zusatzlich wird bei einer Mehrzahl der Patienten
eine Kombinationstherapie mit verschiedenen Praparaten eingesetzt. Diese
Substanzen beeinflussen verschiedene Pathomechanismen und Signalwege und
lassen demzufolge additive Effekte erwarten (Rubin u. Galie 2004). Daruber
hinaus existieren zahlreiche weitere Pathomechanismen und Mediatoren, denen
eine wichtige Rolle in der Pathogenese der PAH zugeschrieben wird und deren
Beeinflussung daher zu einer Verhinderung der Krankheitsprogression bei
Patienten mit PAH fihren koénnte. Dabei waren gentherapeutische Ansétze,
cGMP-Aktivatoren/Stimulatoren, Elastaseinhibitoren, Kaliumkanalmodulatoren,
Rho-Kinase-Inhibitoren und Tyrosinkinaseinhibitoren als Therapieansatze zu

nennen (Rosenkranz 2007).

Korperliches Training stellt als unterstitzende TherapiemalRnahme eine
kontrovers diskutierte Thematik dar. Bis heute ist wissenschaftlich nicht eindeutig
belegt, ob es in diesem Zusammenhang einen Nutzen bieten kann, oder ob es
eher zu einer Verschlechterung der Symptomatik fuhrt. Es liegen bereits
evidenzbasierte Studien vor, die kurzfristige funktionelle Effekte korperlichen
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Trainings sowie positive Auswirkungen gesteigerter korperlicher Aktivitat auf das
Wohlbefinden von Patienten mit PAH beschreiben, welche mit den gangigen
medikamentdosen Therapien vergleichbar sind. Ob diese Effekte dauerhaft
anhalten und zu einer Verbesserung der Uberlebenszeit fiihren, bleibt unbekannt.
Das Hauptproblem liegt in den eingeschrankten Studienldngen, um die
Auswirkungen korperlichen Trainings auf das Uberleben von Patienten beurteilen

zu kénnen (Newman u. Robbins 2006).

4.2.2 Wahl des Tiermodells

Die in dieser Arbeit verwendeten C57BL/6J-Mause sind sowohl in der Erforschung
der PAH (Zhao et al. 2001; Campen et al. 2005; Dumitrascu et al. 2006) als auch
in einer Vielzahl von Studien zum Ausdauertraining (Kemi et al. 2002; Evangelista
u. Krieger 2006; Davidson et al. 2006) bereits beschrieben worden. Zudem gibt es
im Wesentlichen nur bei Mausen genveranderte Tiere, die flr weitere
Untersuchungen zum Einfluss korperlichen Trainings auf die Entstehung der PAH
herangezogen werden konnten. Die Anpassung an korperliches Training ist das
Ergebnis einer aufeinander abgestimmten Antwort mehrerer Organsysteme, wie
z.B. dem Herz-Kreislaufsystem, der Lunge, des Hormonhaushaltes, des
Immunsystems und der Muskeln (Bernstein 2003). Diese
Adaptationsmechanismen sind denen des Menschen ahnlich (Wisloff et al.2001).
Aus Praktikabilitdtsgrinden wurden das tagliche Training und die
Leistungsdiagnostiken unter Normoxie durchgefihrt. Es wurde mehrfach gezeigt,
dass eine zeitlich begrenzte Exposition unter Normoxie die Ausbildung einer
Hypoxie-induzierten pulmonaler Hypertonie nicht behindern oder beeinflussen
kann (Widimsky et al. 1973; Ressl| et al. 1974). Eine Uberprifung bot dartiber
hinaus die mitgefiihrte Kontrollgruppe.

Um korperliches Training bei Mausen zu gewébhrleisten, stehen mehrere etablierte
Modelle mit Vor- und Nachteilen zur Verfigung. Schwimmen induziert bei Mausen
anhaltenden Stress und I6st den Tauchreflex aus, welcher durch Intervalle von
Hypoxie begleitet wird (Flaim et al. 1979). Zusatzlich ist Schwimmen keine

naturliche Bewegungsform bei Mausen sowie experimentell fir die Bearbeitung
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der Fragestellung dieser Arbeit nicht geeignet. Ein weiteres denkbares Modell
stellt das Laufen in einem Laufrad dar. In diesem Fall ist aber die kontinuierliche
Uberwachungsmdaglichkeit der Trainingsintensitat und des Trainingsumfangs nicht
gegeben. Dadurch kann keine Standardisierung gewahrleistet werden, was jedoch
fur eine wissenschaftliche Studie erforderlich ist. Das Training auf dem Laufband
hingegen bietet den Vorteil, die Trainingsintensitat der Mause an ihre individuelle
Leistungsfahigkeit anzupassen und zu standardisieren (Wisloff et al. 2001).
Zudem entspricht es dem Goldstandard, gesteuerten kardio-vaskularen Stress
herbeizufiuhren (Bernstein 2003). Die Wahl dieses Testverfahrens resultierte
zusatzlich aus der Tatsache, dass es mit der Spiroergometrie beim Menschen
vergleichbar ist, die neben dem 6-Minuten-Gehtest (6-MWT) ein wichtiges Mal3 fur
die Beurteilung von Schweregrad, Verlauf und Prognose bei Patienten mit PAH ist
(Olschewski et al. 2007). Die abschlieRende Messung des RVSP erfolgte Uber
telemetrische Sensoren. Bei dieser Methode wurde durch eine minimal-invasive
Operationstechnik tUber eine kleine Inzision der V. jugularis eine Messsonde bis in
den rechten Ventrikel vorgeschoben. Der Vorteil dieser Methode liegt in der
komplikationslosen Durchfihrung und der raschen postoperativen Erholungszeit
gegeniber den in der Literatur beschriebenen starker invasiven Methoden, wie
z. B. durch Thorakotomie (Hess et al. 1996; Sebki et al. 2003; Pozeg et al. 2003).
Zusatzlich kodnnen in-vivo-Messungen Uber einen langeren Zeitraum unter
anndhernd physiologischen Bedingungen durchgefiihrt werden. Im Rahmen dieser
Studie wurde eine moderate Trainingsintensitdt von 60 % der maximalen
Geschwindigkeit (Vmax) gewahlt, da diese der im Gesundheitssport
vorgeschlagenen Belastung entspricht. Die Wahl des 3-minltigen
Stufenprotokolls, das bereits in verschiedenen murinen Modellen evaluiert wurde,
lehnt sich an das in der Humanmedizin eingesetzte Protokoll an. Ein Grund, die
6-Minuten-Gehtest nicht mal3stabsgetreu auf die vorliegende Arbeit zu Gbertragen,
besteht in dessen Umsetzbarkeit und der generellen guten Laufbereitschaft der
Méause. Als Alternative wurde die gesamte zeitunabhangige Gehstrecke der Tiere
bis zur Ermidung ermittelt, da dieser Endzeitpunkt zur Bestimmung der
Ausdauerleistungsfahigkeit bei Mausen auch allgemein anerkannt ist (Fushiki et
al. 1995). Als Therapeutikum zur Behandlung der pulmonalen Hypertonie wurde
fur diese Studie der Phosphodiesterase-Inhibitor Sildenafil gewahlt. Dieser zeigte

in zahlreichen klinischen Studien positive Effekte, wie die Reduktion des PAP und
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PVR, bei Patienten mit PAH (Michelakis et al. 2002; Ghofrani et al. 2002:
Rosenkranz et al. 2003). Zudem besitzt Sildenafil einen geringen Einfluss auf den
systemisch-arteriellen Druck. Die Festlegung der verwendeten Dosis von
100 mg/kg/d orientierte sich an bestehenden Daten von Ratte und Maus (Zhao et
al. 2001; Sebki et al. 2003). Die Gabe erfolgte Uber eine Fiutterungssonde, da bei
dieser Methode, im Gegensatz zur Verabreichung Uber das Trinkwasser, eine
definiertere Kontrolle Uber die tatsachlich verabreichte Menge besteht. Die
Applikation erfolgte nur einmal pro Tag, obwohl es bei dieser Applikationsart zu
einem Abfall des Sildenafil-Plasmaspiegels kommt, da 1) in der Arbeit mdgliche
additive Effekte eines moderaten Trainings zu einer Sildenafil-Therapie untersucht
werden sollten und somit, wie die eigenen Daten zeigen, kein maximaler
therapeutischer Effekt durch Sildenafil erreicht werden sollte und 2) eine mehrmals
tagliche Gavage nicht mit dem Lauftraining kompatibel war, da gavagierte Tiere
keine Laufmotivation zeigten, wenn die Gavage nicht mehr als 5 Stunden zuriick
lag. Es war aus eigenen Untersuchungen bekannt, dass durch eine einmalige
Gabe von Sildenafil bereits eine Reduktion der pulmonalen Hypertonie erreicht

werden kann.

4.2.3 Effekte korperlichen Trainings auf die Gehstrecke und die
VO,max im Vergleich zu einer Standardtherapie

Der 6-Minuten-Gehtest stellt in der Humanmedizin einen einfachen, verlasslichen
und preiswerten Parameter dar, mit dem Schweregrad und Krankheitsprogression
bzw. therapeutische Effizienz beurteilt werden koénnen und der zudem
prognostische Bedeutung besitzt. Dieser Test misst die innerhalb 6 Minuten
zurtcklegbare Gehstecke in einem fur den Patienten angenehmen Tempo und
stellt somit einen submaximalen Belastungstest dar (Miyamoto et al. 2000).
Darlber hinaus hat sich dieses Diagnostikum bereits in der Therapie von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen als valides und verlassliches Testverfahren zur
Beurteilung der Belastbarkeit bewahrt (Scheld 2007). Neben dem 6-MWT dient vor
allem die Spiroergometrie zur weiteren Spezifizierung der
Leistungsfahigkeitsparameter. Spiroergometrie und 6-MWT werden in der

Humanmedizin als sich erganzende Diagnostika eingesetzt. Im Rahmen der
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vorliegenden Arbeit wurden Parameter der Ausdauerleistungsfahigkeit, namlich
die VOo,max und die Gehstrecke erfasst, da diese Parameter bei Patienten mit
PAH reduziert sind (D"Alonzo et al. 1987) und eine enge Korrelation zwischen der
VO,max und dem zuvor festgelegten Schweregrad nach NYHA bei Patienten mit
PAH besteht (Sun 2001).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein alleiniges Training zu
einer tendenziellen Verbesserung in der Gehstrecke fuhrt. Darliber hinaus bot
korperliches Training einen synergistischen Effekt zur Therapie unter Sildenafil
(Revatio®), Sildenafil alleine fuhrte zu keiner signifikanten Verbesserung der

Gehstrecke.

Sildenafil stellt ein Standardtherapeutikum in der Behandlung der PH dar (Galie et
al. 2005). In verschiedenen randomisierten, doppelt-geblindeten und
placebo-kontrollierten klinischen Studien wurde eine signifikante Verbesserung der
korperlichen Belastbarkeit (6-MWT) in einer mit Sildenafil (Revatio®) therapierten
Gruppe im Vergleich zu einer Placebo-Gruppe beschrieben (Bharani et al. 2003;
Sastry et al. 2004; Galie et al. 2005; Singh et al. 2006). Der Fokus dieser
Untersuchungen lag ausschlie3lich auf mdglichen therapieabhéngigen
Verbesserungen in der korperlichen Belastbarkeit und schloss den Einfluss eines
kontinuierlich durchgefihrten korperlichen Trainings aus. In der bisher einzigen
Studie, die den Fokus auf den Effekt korperlichen Trainings und Atemtrainings bei
Patienten mit schwerer PAH unter stabiler Therapie legte, konnte eine signifikante
Verbesserung in der Gehstrecke ermittelt werden (Mereles et al. 2006). Das
Patientengut und die medikamentdse Behandlung dieser Patienten stellten sich
allerdings sehr inhomogen dar.

In der vorliegenden Arbeit fuhrte nur die Kombination der Standardtherapie
(Sildenafil) mit einer Trainingsintervention zu einer Verbesserung in der
Gehstrecke. Ob koérperliches Training einen additiven Effekt zu alleiniger
Standardtherapie unter Sildenafil bieten kann, ist auf Basis dieser Daten dennoch
schwer einzuschéatzen, da die Ausdauerleistungsfahigkeit eines Individuums auch
von dessen Motivation abhangig ist (Bernstein 2003). Aus diesem Grund ist die
Beurteilung der Gehstrecke im Tiermodell kein eindeutig verlasslicher Parameter.

Das Tiermodell besitzt durch fehlende quantifizierbare und qualifizierbare
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Feed-back-Mdglichkeiten den grundlegenden Nachteil der genauen Erfassung
eines gesteigerten Wohlbefindens und einer gesteigerter Motivation.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine Bewertung der Ergebnisse in
Hinblick auf deren Aussagekraft Uber synergistische Effekte in Bezug auf die
Gehstrecke nur begrenzt moglich ist und sinnvoll erscheint. Dartiber hinaus wird
die Gehstrecke nicht, wie z.B. strukturelle und hdmodynamische Parameter, als

eine harte Kenngrol3e bewertet.

Der relative VO,max-Wert (mlO,/min/kg) gibt an, wie viel Milliliter Sauerstoff der
Korper im Zustand der Ausbelastung maximal pro Minute verwerten kann und gilt
als Kriterium fur die Bewertung der Ausdauerleistungsfahigkeit eines Individuums
(Benzo et al. 2007). Er gibt Ruckschlisse uber die Effizienz der Sauerstoffzufuhr
(Atmung), des  Sauerstofftransports  (Herz-Kreislaufsystem) und  der
Sauerstoffverwertung (Muskelzelle). Bei Patienten mit PH fihrt ein erhéhter
Perfusionswiderstand in der Lunge zu einer erhdhten Nachlast und einer
gesteigerten Herztatigkeit. Das daraus resultierende verminderte HZV fihrt zu
einer Unterversorgung der Arbeitsmuskulatur. Die Leistungsfahigkeit von
Patienten mit PH ist demnach durch eine beeintrachtigte Steigerung des HZV an
den erhdhten peripheren O,-Bedarf bei kérperlicher Belastung limitiert. Gegentber
der Gehstrecke bietet dieser Parameter den Vorteil, dass er weniger durch
Motivation beeinflussbar und daher zuverlassiger in dessen Aussage ist (Bernstein
2003). Die korrekte ergometrische Bestimmung des VO,max-Wertes setzt eine
hohe Auslastung voraus, die anhand verschiedener Kriterien beurteilt wird. Am
eindeutigsten ist das so genannte levelling-off‘, eine konstant bleibende
Sauerstoffaufnahme trotz zunehmender aul3erer Belastung (Howley et al. 1995;
Duncan et al. 1997). Der Zeitpunkt, der mit einer offensichtlichen Auslastung des

Tieres einherging, wurde als Endzeitpunkt der Datenaufzeichnungen definiert.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch ein alleiniges kérperliches
Training die maximale Sauerstoffaufnahme (VO.max) signifikant verbessert
werden konnte. Korperliches Training bietet keinen synergistischen Effekt

gegenuber Tieren, die ausschlie3lich mit Sildenafil therapiert wurden.
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Es ist bekannt, dass Sildenafii zu einer Verbesserung der
Ausdauerleistungsfahigkeit unter akuter Hypoxie fuhrt. Die genauen zugrunde
liegenden Mechanismen konnten allerdings noch nicht ausreichend geklart
werden (Faoro et al. 2007). Weitere Studien zeigten, dass der Hohen-induzierte
Abfall des VO;max-Wertes unter der Therapie mit Sildenafil geringer ausfiel.
Sildenafil verbessert den Gasaustausch und limitiert die HOhen-induzierte
Hypoxamie und den Abfall der Ausdauerleistungsfahigkeit (Richalet et al. 2005).
Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit.
DarlUber hinaus liegen Studien vor, die eine ausschlief3lich Trainings-induzierte
Optimierung der maximalen Sauerstoffaufnahme unter chronischer moderater
Hypoxie (10 Wochen) im Tiermodell der Ratte zeigen (Henderson et al. 2001).
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte eine ausschlie3lich Trainings-induzierte
Verbesserung des VO,max-Wertes gezeigt werden. Im Unterschied zu der
Henderson Studie wurde in der vorliegenden Arbeit hingegen eine starke Hypoxie
((FiO2) von 0,10) Uber einen kirzeren Zeitraum gewahlt. In einer anderen Studie
an Ratten konnte gezeigt werden, dass die Effizienz des Gasaustausches bei
hypoxisch gehaltenen Ratten durch ein Training, das unter Normoxie durchgefiihrt
wurde, verbessert werden konnte (Favret et al. 2006). Bis heute existieren noch
keine langfristigen Studien Uber synergistische Effekte von kérperlichem Training
in Kombination mit einer Standardtherapie. Hinweise dafir liefert allein eine
kurzlich erschienene Studie, in der eine Verbesserung in den Variabeln des
Gasaustausches, wie z. B. dem VO;max-Wert, gezeigt wurde (Mereles et al.
2006). Zusatzlich besteht durch eine verbesserte Sauerstoffverwertung und einen
verbesserten Metabolismus der Arbeitsmuskulatur sowie Effizienz der Atmung
(Coats et al. 1992) ein weiterer Grund zur Verbesserung der
Ausdauerleistungsfahigkeit. Die Bestimmung der VO,max ist gegenuber der
Gehstrecke vergleichsweise zuverlassiger in der Aussage Uber die
Ausdauerleistungsfahigkeit eines Individuums. Im Folgenden wird nun auf den
Einfluss des korperlichen Trainings auf die strukturellen und hamodynamischen

Parameter eingegangen.
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4.2.4 Effekte korperlichen Trainings auf den Muskularisierungsgrad

im Vergleich zu einer Standardtherapie

Durch die Atiologie der pulmonal-arteriellen Hypertonie wird schnell ersichtlich,
dass eine Therapie nur dann wirkungsvoll ist, wenn diese sich gegen die
progressiven Umbauprozesse in der Lunge richtet und zu einer Revertierung des
GefalBumbaus fuhrt.

Die Hauptaufgabe des Lungenendothels besteht in der Erhaltung des Gefal3tonus,
der Produktion von Wachstumsfaktoren, der Homéostase, der Signaltransduktion
und der Barrierefunktion. Bei Patienten mit PAH wird angenommen, dass eine
initiale Schadigung des Endothels durch Hypoxie, vermehrte Scherkrafte oder
Entzindungen in Verbindung mit einer genetischen Disposition ausgeldst werden
kann (Nicod 2007). Der genaue ursachliche Stimulus, welcher zu Imbalancen
zwischen Vasokonstriktoren und -dilatoren fihrt, bleibt unbekannt (Budhiraja et al.
2004).

Im praventiven Ansatz der Hypoxie-induzierten PH im Mausmodell konnte gezeigt
werden, dass korperliches Training einen hemmenden Effekt auf den
Muskularisierungsgrad der kleinen Lungengefal3e bietet. Training besitzt keinen

additiven Effekt zu alleiniger Therapie unter Sildenafil.

PDE-5 stellt einen attraktiven Angriffspunkt bei der Behandlung der PH durch
PDE-5-Inhibitoren (z.B. Sildenafil) dar, da Patienten mit PH eine Uberexpression
der PDE-5 in der Lunge zeigen (Sanchez et al. 1998; Murray et al. 2002). Die
Lokalisation entspricht dem von Sebki et. al. dargelegten glattmuskularen
Verteilungsmuster und bestatigt die These, dass PDE-5 in PAH uberexprimiert
wird. Die positiven Zellen in der GefalBmedia sind deckungsgleich mit den
positiven Bereichen des ,alpha-smooth-muscle-aktins“. In der vorliegenden Arbeit
konnte eine Reduktion des Muskularisierungsgrades in den Sildenafil-therapierten
Gruppen gegenuber der Placebo-Gruppe gezeigt werden. Es ist bekannt, dass
Sildenafil sowohl antiproliferative als auch vasodilative Eigenschaften besitzt, da
es die Aktivitat von cGMP verstarkt (Raja et al. 2006). Die immunohistochemische
Doppelfarbung (alpha-Aktin/VWF) ist eine verlassliche Methode zur Darstellung
und Differenzierung des Muskularisierungsgrades (Weissmann et al. 2007). In der

Literatur wurde mehrfach beschrieben, dass Sildenafil den Lungengefallumbau in



Diskussion 83

praventiven Tiermodellen hemmen kann (Zhao et al. 2001; Itoh et al. 2004;
Rondelet et al. 2004). Dies wurde auch durch die eigenen Ergebnisse bestétigt
und belegt somit die Effektivitdt dieses Therapieansatzes. Daher kann dieser

Therapieeffekt als Vergleich gegenuber einem Trainings-induzierten Effekt dienen.

Der Einfluss korperlichen Trainings auf den Muskularisierungsgrad der kleinen
Lungenarterien im Krankheitsbild der PH war bis zum jetzigen Zeitpunkt Inhalt nur
weniger Untersuchungen, da man annimmt, dass es zu einer Verschlimmerung
der Krankheit fihren konnte. In der vorliegenden Arbeit konnte nun erstmalig
gezeigt werden, dass korperliches Training im praventiven Ansatz einen
hemmenden Effekt auf die Ausbildung des Muskularisierungsgrades ausibt. Aus
dieser Verminderung folgt fir den Gesamtorganismus eine Reduktion des
Perfusionswiderstandes in der Lunge bei zusatzlich erleichterter Herztatigkeit. In
der Literatur stellt korperliches Training in Verbindung mit dem Krankheitsbild der
pulmonalen Hypertonie ein kontrovers diskutiertes Thema dar. Abgesehen von
einer randomisierten Studie bei Patienten mit schwerer PH unter stabiler Therapie
(Mereles et al. 2006), existieren nur wenige Studien, in denen Training als
Therapieansatz bei Kkardio-respiratorischen Erkrankungen, einschlie3lich der
pulmonalen Hypertonie, angewandt wird (Rogers u. Howard 1992; Mador et al.
2004). In einigen Studie konnte zwar bereits gezeigt werden, dass korperliches
Training die progressive Entwicklung der PH in chronischen und akuten
Tiermodellen begrenzt (Veras-Silva et al. 1997; Henderson et al. 2001). Allerdings
wurde keine detaillierte morphometrische Analyse der Lungengefal3e
durchgefiihrt, sondern ausschlielich hamodynamische Parameter und
O,-Transport-Variabeln erfasst. In der vorliegenden Arbeit wurde nun erstmalig der
Einfluss korperlichen Trainings auf die Morphologie der kleinen Lungenarterien
untersucht.

Eine andere Studie schloss eine positive Beeinflussung korperlichen Trainings auf
die Vasoreaktivitdt der Pulmonalarterien aus (Goret et al. 2005). Hier wurden zwar
auch Lungenarterien nach einer Trainingsintervention untersucht, aber im
Unterschied zu der vorliegenden Arbeit fand nur eine isolierte Betrachtung der
Gefalie statt. Das in der Studie von Goret gewahlte Modell spiegelt demnach nicht
die komplexen physiologischen Interaktionen eines intakten Organismus wider.

Daher konnen die uneinheitlichen Ergebnisse durch den Einsatz unterschiedlicher
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Methodiken resultieren. Ex-vivo Untersuchungen kdnnen verschiedene
Mechanismen einschlieRen, die zu einer Anderung im Gleichgewicht zwischen

Vasokonstriktion und -relaxation fuhren.

Die morphologischen Umbauprozesse, insbesondere der kleinen pulmonalen
Gefalde, sind von besonderer Bedeutung in der Entstehung und Aufrechterhaltung
der Erkrankung. Die Beobachtung, dass Training im praventiven Ansatz zu einer
Verminderung des Muskularisierungsgrades fuhrt, lasst die Frage nach den
zugrunde liegenden Mechanismen aufkommen, die auf molekularbiologischer
Ebene weiter untersucht werden miuissten, was aber nicht mehr Gegenstand
dieser Arbeit ist.

Uber den Einfluss korperlichen Trainings auf die systemischen GefalRe ist bereits
bekannt, dass vermehrte Scherkrafte (Green et al. 1996) eine erhéhte Aktivitat der
e-NOS bewirken (Graham u. Rush 2004), was zu einer Verstarkung der
Endothel-abhéangigen Vasorelaxation fihren kann (Chen et al. 1996). Es existieren
bereits Untersuchungen, die zeigen, dass Scherkrafte und eine erhohte
Lungendurchblutung auch zu einer Hochregulierung der pulmonalen e-NOS
fuhren kénnen (Black et al. 1998). Deshalb konnte der
NO-cGMP-Signaltransduktionsweg eine Rolle in dem zugrunde liegenden

Mechanismus spielen.

4.2.5 Effekte korperlichen Trainings auf den RVSP und die
Rechtsherzhypertrophie im Vergleich zu einer Standardtherapie

Kdrperliches Training fuhrte zu einer Reduzierung des RVSP unter Belastung
(0,20 m/s). Die Therapie unter Sildenafil bot keinen zusatzlichen synergistischen
Effekt.

Patienten mit PH zeigen Symptome wie Dyspnoe, Mudigkeit und Benommenheit
(Sun et al. 2001). Unter normalen physiologischen Bedingungen steigt der PAP
unter Belastung durch Dehnung der Lungenarterien und der Rekrutierung vorher

nicht genutzter Gefal3e nur minimal. Bei Patienten mit PH kann dieser adaptative
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Mechanismus durch die Umbauprozesse in der Lunge beeintrachtigt werden und
es kommt schon in Ruhe und unter geringer Belastung zu einem Anstieg im PAP
(Desai u. Channick 2008).

Diese eigene Studie konnte zeigen, dass eine alleinige praventive Therapie unter
Sildenafil wahrend einer Belastung von 0,20 m/s den Anstieg des RVSP im
Vergleich zu der Kontrollgruppe verhinderte. In verschiedenen randomisierten,
doppelt-geblindeten klinischen Studien konnte eine Reduzierung des PAP unter
Ruhebedingungen nach 6- bis 16-wdchiger Behandlung gezeigt werden (Sastry et
al. 2004; Galie et al. 2005; Singh et al. 2006). Sildenafil reduzierte den PAP in
Ruhe und unter Belastung im Rahmen moderater und starker Hypoxie bei
gesunden Probanden (Ghofrani et al. 2004). Die chronische Sildenafilgabe zeigte
im Mausmodell der Hypoxie-induzierten PH (Zhao et al. 2001) und im
Rattenmodell der Monocrotalin-induzierten PH (Schermuly et al. 2004) eine
Reduzierung des RVSP. Jedoch lassen alle oben angefiihrten Studien den Aspekt
eines kontinuierlich durchgefiihrten Trainings auf die Entwicklung der PH aul3er
Acht. Die in den eigenen Untersuchungen verwendete Dosis Sildenafil bot die
Mdoglichkeit ~ synergistische Effekte  des Trainings zu bestimmen.
Interessanterweise hatte das Training allein einen sehr starken RVSP-Anstieg
verhindernden Effekt. Eine Kombination mit Sildenafil war tendenziell schlechter.
In der bisher einzigen randomisierten Studie konnte am Ende eines 15-wéchigen
korperlichen Trainings bei den untersuchten Probanden keine signifikante
Reduktion des PAP, sowohl in Ruhe als auch unter kdrperlicher Anstrengung,
beobachtet werden (Mereles et al. 2006). Es war lediglich eine nicht signifikante
Reduktion im Verlauf der Studiendauer zu beobachten. Es bleibt anzumerken,
dass das Patientengut inhomogen war und die Probanden bereits unter einer
manifesten PH erkrankt waren, und diese Studie demnach, im Gegensatz zu
vorliegender Arbeit, einen kurativen Ansatz hatte. Zusatzlich besald diese Studie

nur eine limitierte Untersuchungsdauer.

Korperliches Training, Sildenafiltherapie und deren Kombinationen bewirken keine

Pravention vor der Rechtsherzhypertrophie.
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Es ist allgemein anerkannt, dass chronische Hypoxie zur Ausbildung einer
Rechtsherzhypertrophie fuhrt (Rabinovitch et al. 1979; Meyrick u. Reid 1983;
Weissmann et al. 2003; Dumitrascu et al. 2006). Interessanterweise korrelieren in
der vorliegenden Studie die Rechtsherzratio, der RVSP und die Muskularisierung
der kleinen pulmonal-arteriellen Gefal3e zeitlich nicht miteinander. Die Annahme,
dass Ausbildung und Aufrechterhaltung einer Rechtsherzhypertrophie per se
durch den Einfluss einer langanhaltenden Hypoxamie auf den rechten Ventrikel
hervorgehen kann, kénnte die oben beschriebenen Ergebnisse stiitzen. Auch in
einer anderen Studie, die in unserem Labor durchgefihrt wurde, konnte trotz der
Reduzierung des Muskularisierungsgrades und einer Druckminderung im rechten
Ventrikel keine Regression der Rechtsherzhypertrophie festgestellt werden (Roth
et al. 2009). Fur die oben aufgefuhrte Hypothese gibt es bis zu diesem Zeitpunkt
jedoch nur indirekte Beweise. In einer Studie konnten bereits Unterschiede in der
Antwort der beiden Ventrikel auf eine experimentelle Hypertrophie gefunden
werden. Diese Unterschiede schlossen sowohl funktionelle als auch strukturelle
Eigenschaften ein (Cihak et al. 1992).

In weiterfihrenden Studien sollte daher untersucht werden, ob ausschlief3lich ein
erhohter  pulmonal-arterieller  Druck fur die  Aufrechterhaltung einer
Rechtsherzhypertrophie verantwortlich ist, oder ob begleitend weitere
Mechanismen existieren, denen in der Pathogenese eine besondere Bedeutung
zukommt. Dariiber hinaus konnten therapieabhangige Effekte (wie z.B. durch
Sildenafil und durch korperliches Training), insbesondere auf den rechten
Ventrikel, in der Vergangenheit noch nicht eindeutig geklart werden. Es ist jedoch
bekannt, dass PDE-5 in humanen isolierten hypertrophierten Kardiomyozyten
hochreguliert ist (Nagendran et al. 2007) und Sildenafil innerhalb der Modulation
von Kardiomyozyten eine gewisse Bedeutung zukommt (Zhang et al. 2008).
Ebenso konnte im Kaninchenmodell der Hypoxie-induzierten pulmonalen
Hypertonie eine Reduktion der Rechtsherzhypertrophie nach therapeutischer
Intervention gezeigt werden (Weissmann et al. 2007). Auch in einer anderen
Studie konnte im Rattenmodell der Monocrotalin-induzierten PH eine
Trainings-induzierte Reduzierung der Rechtsherzhypertrophie gezeigt werden
(Souza-Rabbo et al. 2008). Ob diese Effekte durch Spezies- und
Dosisabhangigkeiten begrenzt sind, konnte bis heute noch nicht vollstandig geklart

werden. In weiteren Untersuchungen an Myozyten und in verschiedenen
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Tiermodellen misste der Einfluss chronischer Hypoxie in Kombination mit
verschiedenen Therapieinterventionen, unter Beriicksichtigung des rechten
Ventrikels, weiterfihrend untersucht werden.

Ein weiterer Punkt zur Erklarung der oben beschriebenen Unregelmafiigkeiten
konnte in der Druckmessung unter Narkose gesehen werden. Hamodynamische
Messungen am wachen Tier kdonnen von denen unter Narkose abweichen.
Allerdings bleibt anzumerken, dass das Herzzeitvolumen unbekannt bleibt, wobei

GefaRwiderstand und Perfusionsdruck des Herzens modulieren konnen.

Korperliches Training stellt in Verbindung mit dem Krankheitsbild der PH ein
kontrovers diskutiertes Thema dar, zumal angenommen wird, dass es auch zu
einer Verschlimmerung der Symptomatik fuhren kénnte. Deswegen scheint es
nicht verwunderlich, dass nur wenige Studien zu dieser Fragestellung vorliegen.
Zwar ist im pathologischen Verlauf der PH zunachst nur die Lunge bzw. das
pulmonale Gefal3bett betroffen, jedoch mindet ein progressiver Krankheitsverlauf
aufgrund des chronisch erhohten peripheren Widerstandes in eine Uberlastung
des rechten Ventrikels und im schlimmsten Fall in ein Cor pulmonale. Es existiert
die Annahme, dass regelmafiges korperliches Training einen Nutzen bei
Patienten mit Linksherzinsuffizienz bietet und koérperliche Aktivitat die
Endothelfunktion und die Ausdauerleistungsfahigkeit bei Patienten mit koronaren
Herzerkrankungen (Hambrecht et al. 2000) und chronischer Linksherzinsuffizienz
(Hornig et al. 1996; Hambrecht et al. 1998) verbessert.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte nun schliel3lich ein Beitrag zu praventiven
Effekten eines korperlichen Trainings bei pulmonaler Hypertonie geleistet werden.
Erstmalig wurde unter kontrollierbaren Bedingungen der praventive Nutzen eines
wohldosierten korperlichen Trainings im Mausmodell der Hypoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie gezeigt. Denn nur wenn diese Frage vollstandig geklart ist,
kann Patienten mit pulmonaler Hypertonie ein solches Training empfohlen werden,
vorausgesetzt die an der Maus gewonnenen Daten sind auf den Menschen
Ubertragbar. Zumindest fur die Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie ist jedoch
davon auszugehen, da die pathophysiologischen Erkrankungen bei allen bisher
daraufhin untersuchten S&augetieren, die unter normobaren Bedingungen leben,

weitestgehend gleich sind.
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5 Zusammenfassung

Die pulmonale Hypertonie (PH) ist eine schwere, meist lebensbedrohliche
Erkrankung, die durch einen progressiven pulmonalen GefaRwiderstand
charakterisiert ist. Unbehandelt fuhrt die Erkrankung zunachst zu fortschreitender
Dyspnoe und eingeschrankter Leistungsfahigkeit und nach wenigen Jahren meist
zum Tode durch Rechtsherzversagen. Verschiedene medikamentdse
Therapieansatze konnten die Prognose dieser Krankheit, gemessen an der
Lebenserwartung und -qualitat, signifikant verbessern.

Ziel dieser Arbeit war 1) zu untersuchen, ob eine voll ausgepragte
Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie prinzipiell reversibel ist und 2) ob ein
praventives korperliches Training die Ausbildung der Hypoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie positiv beeinflusst. Mdgliche Effekte sollten mit einer

etablierten pharmakologischen Therapie verglichen werden.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Revertierung struktureller
(Muskularisierungsgrad der kleinen PulmonalgefaRe) und hamodynamischer
Parameter (rechtsventrikularer-systolischer Druck) sowie der
Rechtsherzhypertrophie im Mausmodell der Hypoxie-induzierten pulmonalen
Hypertonie untersucht. Nach 3-wdchiger Exposition unter Hypoxie (10% Oy,
normobar) entwickelten die Tiere eine voll etablierte pulmonale Hypertonie mit den
charakteristischen Umbauprozessen der Pulmonalarterien, anhaltend erhdhten
Drucken und Ausbildung einer Rechtsherzypertrophie. Die Tiere wurden
anschlieBend unter Normoxie gehalten und zu den Zeitpunkten 7, 14, 21, 28 und
42 Tage nach normoxischer Re-Exposition auf hdmodynamische, histologische
und morphologische Parameter hin untersucht. Diese Daten wurden mit einer
normoxisch gehaltenen Kontrollgruppe verglichen.

Die Ruckfuhrung der Tiere in die Normoxie konnte die schweren
GefalBumbauprozesse der kleinen Pulmonalarterien bereits nach 14 Tagen
vollstdndig rickgadngig machen. Die pathologischen Verdnderungen des
rechtsventrikular-systolischen Druckes und die Rechtsherzhypertrophie der
pulmonalhypertensiven Tiere korrelierten dabei zeitlich eng miteinander.
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Aufbauend auf der Erkenntnis, dass die Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie
prinzipiell reversibel und somit grundsatzlich auch verhinderbar sein sollte, wurde
in einem zweiten Teil dieser Arbeit der Einfluss praventiven kdrperlichen Trainings
auf den Verlauf der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie im Mausmodell
untersucht und dieser im Vergleich zu einer Standardtherapie mit dem
Phosphodiesterase-5-Inhibitoren Sildenafil (Revatio®) beurteilt. Dartiber hinaus
wurde die Frage nach synergistischen Effekten medikamentdser Therapie und
korperlichen Trainings beantwortet. Dazu wurde ein tagliches Ausdauertraining
von 60 % der individuell im Belastungstest ermittelten Laufbandgeschwindigkeit
durchgefuhrt. Dies geschah in einem praventiven Ansatz wahrend einer
3-wochigen Hypoxieexposition. Abschliel3end wurden durch eine minimal invasive
Operationsmethode telemetrische Transmitter flr die Druckaufzeichnung in den
rechten Ventrikel implantiert.

Durch das tagliche Training konnten die Parameter der
Ausdauerleistungsfahigkeit, insbesondere die maximale Sauerstoffaufnahme,
verbessert werden. Das tagliche Kkorperliche Training konnte den
Hypoxie-induzierten Anstieg des rechtsventrikular-systolischen Druckes und die
progressive Muskularisierung kleiner Pulmonalarterien teilweise hemmen, ohne
jedoch Einfluss auf die Ausbildung der Rechtsherzhypertrophie zu nehmen.
Training hatte somit nahezu den gleichen aber keinen synergistischen Effekt wie
die Therapie mit Sildenafil.

Bisher lagen keine Daten vor, die den praventiven Nutzen eines kontrolliert
durchgefiihrten kérperlichen Trainings auf die Entstehung der PH, insbesondere

auf den schwerwiegenden GefalRumbau, untersucht haben.

Die innerhalb dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse unterstitzen die Annahme,
dass korperliche Aktivitat bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie unter stabiler
Therapie sicher sein kann und in Bezug auf einige Parameter den Effekten einer
medikamentdsen Therapie gleichkommen kann.

Vor diesem Hintergrund sollten die zugrunde liegenden Mechanismen des
positiven Effekts von korperlichem Training in weiterfihrenden Untersuchungen

aufgeklart werden.
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6 Summary

Pulmonary hypertension (PH) is a severe, life-threatening disease characterized
by a sustained elevation in pulmonary arterial pressure. If untreated, PH results in
progressive dyspnea and limited exercise capacity and finally leads to death due
to right heart failure, normally within only a few years. Recently, new therapeutic
approaches have been developed which can halt the progression but cannot cure
the disease.

Against this background the aim of the present study was 1) to investigate whether
a fully established hypoxia-induced pulmonary hypertension is reversible and 2)
whether physical exercise can prevent the development of hypoxia-induced
pulmonary hypertension and if so, to compare such effects to a pharmacological
therapy with the phosphodiesterase 5 inhibitor sildenafil. The investigations were
performed in a mouse model of pulmonary hypertension.

To address the question whether a fully established PH is reversible, the structural
vascular remodelling (degree of vessel muscularization) and haemodynamic
parameters (right ventricular pressure) as well as right heart hypertrophy were
determined in a mouse model. After exposure to chronic hypoxia (10% O,
normobaric) for three weeks, pulmonary hypertension was fully established.
Subsequent re-exposure of the animals to normoxia for 7, 14, 21, 28 and 42 days
revealed that a complete reversal of the remodelling of small arteries occurred
already after 14 days with correlating changes in right ventricular systolic pressure
and right heart hypertrophy. From this finding it could be concluded that a
preventive therapeutic approach can be successful for treatment of PH. Thus, the
effects of a preventive physical training on the development of hypoxia-induced
pulmonary hypertension were investigated. Mice were exercised daily at 60% of
their maximal exercise capacity. The daily exercise was performed during a three-
week exposure of the animals to chronic hypoxia. Right ventricular blood pressure
was determined telemetrically by transmitters.

Daily exercise improved endurance, particularly maximum oxygen consumption.
Moreover, physical exercise could partly prevent the increase in hypoxia-induced

right ventricular pressure and the muscularization of the pulmonary vasculature
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but had no positive effect on right heart hypertrophy. A comparison with a
pharmacological therapy by the phosphodiesterase 5 inhibitor sildenafil revealed
that exercise training had nearly similar but no synergistic effect compared to the
pharmacological approach.

In summary the present study is the first to describe a preventive benefit by
controlled physical exercise on the development of pulmonary hypertension,
especially on vascular remodelling in an animal model. If transferable to the
human disease, this finding suggests that physical exercise in patients with
pulmonary hypertension under stable therapy could be safe. Further studies
should decipher in detail the underlying mechanism of the beneficial effect of

exercise on pulmonary hypertension.
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