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1. EINLEITUNG

1.1. ANATOMIE UND PHYSIOLOGIE DER LUNGE

1.1.1. Das Ventilationssystem

Die Lunge dient dem Gasaustausch im menschlichen Organismus. Eingeatmete Luft
strémt Uber die Trachea in die beiden Hauptbronchien (Bronchus principalis dexter et
sinister) und weiter in die Lungenfligel (Pulmo dexter et sinister). Die Hauptbronchien
teilen sich in Lappenbronchien (Bronchi lobares, 3 rechts, 2 links) und diese weiter in
Segmentbronchien (Bronchi segmentales). Diese wiederum verzweigen sich in
knorpelhaltige Bronchi und weiter distal in knorpellose Bronchioli, die die
Lungenldppchen (Lobuli pulmonis) versorgen. Auf der letzten Ebene verzweigen sich
die Bronchioli terminales zu Bronchioli respiratorii, der Ubergangszone zu den Azini.
Der Weg bis zu den Bronchioli terminales wird als anatomischer Totraum bezeichnet
und dient nur der Luftleitung. Ein Bronchiolus terminalis enthalt 1.500 bis 4.000
Alveolen, eine menschliche Lunge ca. 300 bis 400 Mio. Alveolen. Dies ergibt eine
Gesamtflache von 70 bis 140 m? die fiir den Gasaustausch zur Verfiigung steht. Zwei
Drittel der eingeatmeten Luft gelangen tber den Totraum hinweg in die Alveolen, um

am Gasaustausch teilzunehmen **.

1.1.2. Das GefalRsystem

1.1.2.1. Gefalsystem allgemein

Das menschliche Geféal3system hat eine Gesamtlange von 20.000 bis 40.000 km und
eine innere Oberflache von 1.000 m?°, Seine Funktion besteht primér im Néhrstoff- und

Gastransport, sekundér in der Warmeverteilung und Temperaturregulation °.

Das Kreislaufsystem gliedert sich in zwei Abschnitte, einerseits die Makrozirkulation mit
Arterien und Venen, und andererseits die Mikrozirkulation oder Endstrombahn mit
Arteriolen, Kapillaren und Venulen °,

Die GefalRe sind aus drei Schichten aufgebaut, von innen nach auf3en: Tunica intima
aus Endothelzellen; Tunica muscularis (Media) aus glatter Muskulatur, welche durch
ihre Elastizitdt eine wichtige Rolle bei der Blutdruckregulation spielt; Tunica externa

(Adventitia) aus Bindegewebe, in welcher die Nerven und Vasa vasorum verlaufen.



1. Einleitung

Dazwischen befindet sich jeweils eine Membrana elastica interna, bzw. externa. Der
Wandaufbau der Venen entspricht dem der Arterien, allerdings existiert keine
Membrana elastica externa. Da Venen grof3ere Blutvolumina als Arterien aufnehmen
kénnen (Kapazitatsgefal3e), ist die Media der Venen dehnbarer. Um einen gerichteten
Blutstrom zum Herzen zu gewabhrleisten, besitzen periphere Venen im grol3en Kreislauf
Klappen °.

Kapillaren zeigen einen zweischichtigen Wandaufbau, innen Endothel und aul3en

Perizyten. Sie besitzen keine Media * ** 3,

Auch im Hinblick auf die Druck- und Stromungsverhdltnisse bestehen Unterschiede im
arteriellen und vendsen System. In den Arterien herrscht im grof3en Kreislauf ein
mittlerer Druck von 100 mmHg (13 kPa) (systolisch 120 mmHg, diastolisch 80 mmHg in
der Aorta) bei einer Stromungsgeschwindigkeit von 150 - 200 mm/s. In den
Endaufzweigungen dagegen betragt der Druck nur 35 mmHg (5 kPa) und die
Stromungsgeschwindigkeit in den Kapillaren 0,2 - 0,4 mm/s. Daraus ergibt sich eine
Austauschzeit zwischen Blut und Gewebe von 0,5 s. Der Druck in den grof3en Venen
betragt 5 - 10 mmHg (0,7 - 1,3 kPa) und kann suprakardial negativ werden, in den

Venulen findet man Driicke von 15 mmHg (2 kPa) *°.

1.1.2.2. Gefal3system der Lunge

Ausgehend vom rechten Ventrikel des Herzens gelangt arterielles sauerstoffarmes Blut
in den Truncus pulmonalis, welcher sich in rechte und linke Arteria pulmonalis teilt.
Diese verlaufen jeweils parallel zum Bronchialbaum und werden dann als Arteriae
bronchiales bezeichnet. Nach Passage des Kapillarbettes vereinigen sich die Venae
bronchiales jeweils zu zwei Venae pulmonales, welche vendses sauerstoffreiches Blut
in das linke Atrium des Herzens transportieren. Dieser Kreislauf dient der
Sauerstoffversorgung des Korpers, die GefaRe werden Vasa publica genannt. Die
Eigenversorgung der Lunge sowie der Bronchien erfolgt mit sogenannten Vasa privata

tiber Rami bronchiales aus der Aorta thoracica sowie tber Interkostalarterien %% 7%,

1.1.3. Der Gasaustausch

Gasaustausch findet in zwei Bereichen im Korper statt: Sauerstoffaufnahme und
Kohlendioxidabgabe in den Alveolen, und Sauerstoffabgabe und
Kohlendioxidaufnahme im peripheren Gewebe. Sauerstoff diffundiert aus der
Alveolarluft durch das Alveolarepithel und Kapillarendothel in das Blut

(Diffusionsstrecke 0,2 - 0,4 um) *. Im peripheren Gewebe diffundiert Sauerstoff aus
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1. Einleitung

den Kapillaren in die umliegenden Zellen. Fur Kohlendioxid gilt das Gegenteil. Die
Diffusion gehorcht dem Fick’schen Diffusionsgesetz und ist in der Lunge abhéngig von
der Differenz der Partialdricke in Alveolarluft und Kapillarblut, der Diffusionsstrecke
und der Austauschflache: V' = D*AP*(mol/(s*m?)) und D, = D*a*(A/x)

(V': Diffusionsstrom; D : Diffusionskapazitat der Lunge; AP: Differenz der Partialdriicke
von Alveolarluft und Lungenkapillarblut; D*a: Krogh-Diffusionskoeffizient; A:
Durchtrittsflache; x: Dicke der Membran; a: Loslichkeit; D: Diffusionskoeffizient des
diffundierenden Gases) *.

Treibende Kraft der Diffusion stellt der Partialdruckunterschied AP dar. In den Alveolen
herrscht beim Gesunden ein Sauerstoffpartialdruck (pO,) von 100 mmHg (13,3 kPa)
sowie ein Kohlenstoffdioxidpartialdruck (pCO,) von 40 mmHg (5,3 kPa). Im vendsen
Blut der Pulmonalarterie besteht nur ein pO, von 40 mmHg (5,3 kPa) bei einem pCO,
von 46 mmHg (6 kPa). Nach Ausgleich durch Diffusion betragen die Werte ca. 100
mmHg (13,3 kPa) fir pO, und ca. 40 mmHg (5,3 kPa) fir pCO, ** 3. O, aus der
Atemluft diffundiert dabei in die Lungenkapillaren (@ 7 - 10 pm). CO, verlasst das
Gefallsystem und diffundiert in die Lungenalveolen, um anschlieRend abgeatmet zu
werden. Die Alveolen werden Uber das Kapillarnetz taglich mit etwa 7.000 - 8.000 | Blut
durchspiilt “°. Die Kontaktzeit betragt dabei nur 0,7 - 0,8 s. Diese kann unter Belastung
bei gleichbleibender Austauschleistung auf 0,3 s verkiirzt sein *'. Die Lungenvenen
befdrdern das sauerstoffreiche arterialisierte Blut in das linke Atrium. Von dort wird es
Uber die Aorta und die Arterien des grof3en Kreislaufs im gesamten Korper verteilt. In
den Kapillargebieten der peripheren Endstrombahn erfolgen der Gasaustausch mit
dem umliegenden Gewebe und der anschlielende Riickstrom des Blutes Uber die
Venen zum Herz. Von dort flie3t das sauerstoffarme venose Blut im kleinen Kreislauf
Uber die Lungenarterien zuriick in die Lunge, um dort CO, abzugeben und erneut O,

aufzunehmen %% "', Damit ist der Kreislauf geschlossen.

1.2.DAS MITOCHONDRIUM

Mitochondrien sind Zellorganellen, die sich im Zytoplasma aller Koérperzellen, mit
Ausnahme der Erythrozyten, befinden und im Allgemeinen als ,Kraftwerke der Zelle*
bezeichnet werden. Die Anzahl der Mitochondrien schwankt abhangig vom
Energieverbrauch der Zellen, in der Leber befinden sich z.B. ca. 2.000 Mitochondrien
pro Zelle. Ihre Uberlebenszeit betragt 10 - 20 Tage. Sie sind in der Lage, faserartige
Netzwerke zu bilden, die vaskulare SMCs (smooth muscle cell(s), glatte

Muskelzelle(n)) durchflechten kénnen (“Networks that permeate vascular smc®) 3.
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1. Einleitung

Entwicklungsgeschichtlich stammen sie von Bakterien ab, ihr Entwicklungsfortschritt
wird Uber die Endosymbiontentheorie erklart. Diese besagt, dass es sich bei diesen
semiautonomen Organellen um ehemalige Prokaryozyten handelt, die als Symbionten
in die eukaryotische Zelle aufgenommen worden sind '®. Genetisch enthalten sie ein
unvollstéandiges aber eigenes Genom, die DNA liegt als Doppelstrang-DNA in Ringform

vor. Sie sind in der Lage, selbststandig RNA und Proteine zu synthetisieren.

Die ,Kraftwerke der Zelle* spielen im lebenden Organismus eine wichtige Rolle zur
Energiegewinnung. Diese erfolgt Uber die mitochondriale Atmungskette (= ETC,
electron transport chain, Elektronentransportkette), welche in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisiert ist. Diese ist ein Teil der Mitochondrien und besteht
aus einer Doppelmembran, aufgebaut aus zwei konzentrisch angeordneten
Biomembranen. Diese aufRere und innere Membran begrenzen den spaltférmigen
intermembranéren Raum. Die  stark  gefaltete und  dadurch  stark
oberflachenvergroRerte innere Membran wiederum schlie3t den Matrixraum als Ort des
Zitratzykluses und der B-Oxidation der Fettsduren ein ° °. Je nach Art der Faltelung
werden Mitochondrien vom Cristaetyp (mit Falten), Tubulustyp (mit rohrenférmigen
Tubuli) und Sacculustyp (mit blaschenférmigen Erweiterungen) unterschieden.
Mitochondrien sind in allen héheren Organismen, welche an eine sauerstoffreiche
Umgebung gewohnt sind, essenziell zur Energieproduktion. Diese erfolgt durch einen
Prozess, der oxidative Phosphorylierung genannt wird (siehe Kap. 1.2.1.2).
Mitochondrien gelten als priméare sauerstoffverbrauchende Einheit im Kérper, da sie ca.
90 % des zellularen Sauerstoffs verbrauchen ®* . Mitochondrien sind nicht in allen
Geweben identisch, unterschiedliche SMCs enthalten funktionell unterschiedliche

Mitochondrien 3 °°,

1.2.1. Die Elektronentransportkette

Die mitochondriale Atmungskette wird aufgrund des Elektronentransportes der
Atmungskettenkomplexe (Komplex | - IV) auch als Elektronentransportkette, kurz ETC
bezeichnet und ist an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert. Diese beinhaltet
den Elektronentransport jeweils vom Redox-System mit dem negativeren zum
positiveren Redoxpotenzial. Diese Redox-Systeme, auch Atmungskettenkomplexe
genannt, gelten als Einzelkomponenten der Atmungskette. Durch die freiwerdende
Energie werden von den Komplexen I, Ill und IV Protonen in den Intermembranraum

befordert. Der Protonengradient wird zur Phosphorylierung von ADP zu ATP genutzt '*
55, 85



1. Einleitung

1.2.1.1. Aufbau der Elektronentransportkette

Insgesamt  besteht die mitochondriale  Elektronentransportkette aus  vier
membrangebundenen Proteinkomplexen plus zwei nicht-membrangebundenen
Proteinen, Ubichinon (Coenzym Q, kurz Q) und Cytochrom c. Drei der vier Komplexe,
namlich 1, 1ll und IV sind Protonenpumpen. Aul3erdem besteht Uber die Succinat-
Dehydrogenase (Komplex II) eine direkte Verbindung zum Citratzyklus (Abbildung 1).
An Komplex |, der NADH-Q-Oxidoreduktase (= NADH-Dehydrogenase), werden
Elektronen von NADH, welches im Citratzyklus gebildet wird, in die Atmungskette
aufgenommen. NADH wird hierbei zu NAD" oxidiert und die Elektronen auf einen Teil
von Komplex | (FMN) Ubertragen, welches dadurch zu FMNH, reduziert wird.
Gleichzeitig werden von Komplex | 4 Protonen (H') aus dem Matrixraum in den
Intermembranraum gepumpt. Die Elektronen werden von Komplex | an Coenzym Q
abgegeben. Es entsteht QH, (= Ubichinol). Elektronen von FADH, werden mittels der
Succinat-Dehydrogenase (Komplex 1) des Citratzyklus ebenfalls an Ubichinon
abgegeben. FADH, wird dabei zu FAD oxidiert. Komplex Il dient nicht als
Protonenpumpe. Die Q-Cytochrom-c-Oxidoreduktase (Komplex IllI) beinhaltet die
Cytochrome by und b. und gibt Elektronen vom Ubichinol zum Cytochrom c weiter.
Gleichzeitig werden 4 H* in den Intermembranraum transportiert. Uber Cytochrom ¢
werden die Elektronen auf Komplex IV, die Cytochrom-c-Oxidase Ubertragen. Komplex

55

IV beinhaltet 2 Cytochrome, Cytochrom a und az; °°. Hier erfolgt die katalysierte

Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser. Dabei werden wiederum 4 H* aus

dem Matrixraum in den Intermembranraum gepumpt ** %,

1.2.1.2. Oxidative Phosphorylierung

Unter oxidativer Phosphorylierung versteht man die Umwandlung von ADP in ATP
mittels der mitochondrialen Atmungskette. Dabei werden Elektronen von NADH oder
FADH, Uber Elektronen-Carrier (Komplex | - V) auf O, Ubertragen. Durch den
Elektronentransfer entlang des Redoxpotenzialgefalles wird ein Protonengefalle
entlang der inneren Mitochondrienmembran aufgebaut. Dieser Protonengradient treibt
die ATP-Synthase (oder FoF;-ATPase) der Atmungskette an. Sie katalysiert die Bildung
von ATP aus ADP und einem Orthophosphat (P;). Hierzu beférdert der Symporter,
auch Phosphat-Transporter genannt, ein Phosphat zusammen mit einem Proton in den
Matrixraum. Die ADP-ATP-Translokase befordert das neu gebildete ATP im Austausch
mit einem ADP in den Intermembranraum und von dort weiter ins Cytoplasma
(Abbildung 1). Der Begriff wird gepragt durch die beiden vorherrschenden Vorgange,
der Oxidation von NADH / FADH, und der Phosphorylierung von ADP zu ATP.



1. Einleitung

Insgesamt werden im Citratzyklus und der Atmungskette bei vollstandiger Verbrennung
von 1 Molekiil Glukose zu CO, und H,O ca. 30 Molekiile ATP freigesetzt % %°.

ADP+P+H*>ATP+H,0

+ Matrixraum
NADH-+H* - NAD* 2 Ox*2H" > H,0
) Oligomycin

2e Antimycin A 2e
Rotenon

ADP ATP
FCCP

Innere
Mitochondrien-

membran
4H+K—/”/4H" 4H* ADP-ATP-
Coenzym Q Cytochrom ¢ Symporter Translokase
Komplex | Komplex Il Komplex Il Komplex IV Inter-
b P P P membran-
raum

Abbildung 1: Vereinfachte s chematische Darstellung der Elektronentransportkett e mit
Inhibitoren

Gelb dargestellt die verschiedenen Komplexe, rot die Hemmstoffe der Elektronentransportkette
und ATPase, griin die ablaufenden Reaktionen, blau der Elektronenfluss, lila der H*-Transport.
ADP: Adenosin-Di-Phosphat; ATP: Adenosin-Tri-Phosphat.

FAD: oxidiertes Flavin-Adenin-Dinukleotid; FADH,: reduziertes Flavin-Adenin-Dinukleotid.

FMN: oxidiertes Flavinmononukleotid; FMNH,: reduziertes Flavinmononukleotid.

NAD": oxidiertes Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid; NADH: reduziertes Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotid; F,F: kurz fur F,F,-ATPase.

FCCP: Carbonyl-Cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone.

H": Proton; e: Elektron; O,: Sauerstoff; H,O: Wasser; P;: organisches Phosphat.

a, as by, by, ¢, ¢q: kurz fur die jeweiligen Cytochrome.

Schema in Anlehnung an 110,

1.2.1.3. Inhibitoren der Elektronentransportkette und ATPase

Die mitochondriale Elektronentransportkette kann an verschiedenen Stellen gehemmt
werden. Die in dieser Arbeit verwendeten Inhibitoren diffundieren frei durch die intakte

Zellmembran.

Hemmstoffe der Elektronentransportkette blockieren den Elektronentransfer und
hemmen dadurch sowohl den Elektronentransport, als auch die oxidative
Phosphorylierung:

Rotenon hemmt die Elektronentbertragung innerhalb der NADH-Q-Oxidoreduktase
(Komplex 1) 23,30, 80, 81
Myxothiazol ist ein kompetitiver Inhibitor von Ubichinol und inhibiert damit den

Elektronentransfer proximal von Cytochrom by, in Komplex Il 81




1. Einleitung

Antimycin A blockiert als spezifischer Inhibitor in der Cytochrom-c-Oxidoreduktase
(Komplex Il1) den Elektronentransfer distal von Cytochrom by, 2% 8.

Cyanid hemmt den Elektronentransfer in der Cytochrom-c-Oxidase (Komplex 1V) .

Hemmstoffe der oxidativen Phosphorylierung hemmen den Abbau des
Protonengradienten und dadurch auch den Elektronentransport:

Oligomycin hemmt die ATP-Synthase, indem der Protonenfluss verhindert wird 2% 2’

Atmungsketten-Entkoppler vermindern den Protonengradienten und aktivieren dadurch
den Elektronentransport:

FCCP entkoppelt den Elektronentransfer von der oxidativen Phosphorylierung, indem
der Protonengradient abgebaut wird. FCCP transportiert dazu Protonen entlang des
Konzentrationsgradienten durch die innere Mitochondrienmembran. Es kann kein ATP

mehr gebildet werden und Energie wird als Warme frei ** 23,

1.3.REAKTION DER PULMONALEN GEFARE AUF HYPOXIE

1.3.1. Einteilung der Reaktion pulmonaler Gefale au  f Hypoxie

Die Reaktion der pulmonalen GeféRe auf Hypoxie kann in drei Phasen unterteilt

werden (Abbildung 2):

- Unter akuter alveolarer Hypoxie kommt es zur Vasokonstriktion der prakapillaren
Gefalle, genannt hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (HPV). Die akute
hypoxische Vasokonstriktion setzt innerhalb von Sekunden als Antwort auf
moderate Hypoxie ein und bewirkt durch bessere Koordination von Ventilation und
Perfusion einen optimierten Gasaustausch *. Das Maximum der akuten HPV ist
innerhalb von 5 bis 15 Minuten erreicht >> %2,

- Unter prolongierter Hypoxie (> 30 Minuten bis Stunden) kommt es zur
Vasokonstriktion (prolongierte HPV), welche ebenfalls zur Verbesserung des

Ventilations-Perfusions (V/Q) - Quotienten beitragt .

Typisch ist eine
Vasokonstriktion nach einer Phase der Vasodilatation, die der akuten HPV folgt %°.
Diese prolongierte HPV kann unter chronischer Hypoxie Stunden bis Tage
andauern ° und damit zu chronischen vaskularen Hypoxieprozessen uberleiten.

- Unter chronischer Hypoxie kommt es zu vaskularem Remodeling und pulmonaler

Hypertonie, die zum Cor pulmonale fithren kann .
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Alveoldre Hypoxie

e

Akute Reaktion Prolongierte Reaktion Chronische / andauernde
(Sekunden) (> 30 Minuten _bis Stunden) Reaktion
l (Stunden bis > Tage)
Vasokonstriktion: Vaskuldres Remodeling:
Verhdltnis von Lungenperfusion Pulmonale Hypertonie
und -Ventilation optimiert Cor pulmonale

pulmonalen Gasaustausch

physiologisch pathologisch

Abbildung 2 : Grafische Darstellung der  Reaktion der Lungengefale auf alveolare
Hypoxie

1.3.2. Eigenschaften der h ypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion

und Hypoxie- induziert en pulmonalen Hypertonie

Die hypoxische pulmonale  Vasokonstriktion ist eine physiologische
Anpassungsreaktion auf alveolare Hypoxie. Erstbeschreiber waren 1894 Bradford und
Dean, sie beschrieben einen erhdhten pulmonalarteriellen Druck als Antwort auf

121946 wurde von von-Euler und Liljestrand *® erstmals die adaptive

Asphyxie
Komponente des Mechanismus beschrieben, mit dem der pulmonale Blutfluss von
Gebieten alveolarer Hypoxie in  normal beluftete Gebiete mit hoéherem
Sauerstoffpartialdruck umverteilt wird. Ziel ist eine Optimierung des pulmonalen
Gasaustausches durch Verbesserung des Ventilations-Perfusions-Quotienten. Bei
Sauerstoff-Minderversorgung durch alveolare pO,-Differenzen entsteht in den
hypoventilierten Lungenarealen ein Shuntfluss. Durch Reduktion dieses Shuntflusses

wird ein héherer systemischer pO, erreicht >°.

Bei sinkendem pO, in einzelnen
Alveolen erfolgt die Vasokonstriktion in diesen Alveolen, wodurch durch zeitweise
Ausschaltung dieser ineffektiven Lungenareale ein verbesserter V/Q-Quotient resultiert
5. & 1M Als  bestimmender Faktor gilt hauptsachlich die alveolare
Sauerstoffkonzentration und weniger der pulmonalarterielle pO, *°. Vasokonstriktion als
Reaktion auf verminderten Sauerstoffpartialdruck ist in der Lunge einzigartig, im
Systemkreislauf erfolgt eine Vasodilatation. Beim Menschen resultiert aus der
Vasokonstriktion eine Steigerung des pulmonalen (Gefal3)-Widerstandes (pulmonary
vascular resistance, PVR) um ca. 50 %, wenn der alveolédre pO, auf unter 50 mmHg

(6,7 kPa) absinkt *’. Andere Autoren beschreiben sogar einen Anstieg des PVR um 50

8
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- 300 % *° (Normwerte altersabhangig fiir alveolaren pO,: 72 - 107 mmHg; 1 mmHg =

1 Torr = 133,3 Pa; 1 % £ 7,5 mmHg). Bei Untersuchungen an Freiwilligen konnte

wahrend einer Inhalation von 12,5 % O, (£ ca. 94 mmHg, 12,5 kPa) ein Abfall des

systemischen pO, auf unter 50 mmHg (6,7 kPa) beobachtet werden, wobei der PVR
um 100 - 150 % anstieg *°. Obwohl die HPV durch das Endothelium moduliert wird, gilt

55, 101 In

die glatte Muskelzelle als prinzipielle Sensor- und Effektorzelle
pathophysiologischen Situationen, z.B. dem ARDS (acute respiratory distress
syndrome, akutes Lungenversagen), dem hepatopulmonalen Syndrom oder wahrend
einer Narkose, kann es zu einer Beeintrachtigung der HPV kommen. Als Folge daraus
resultiert eine mangelhafte Oxygenierung des arteriellen Blutes. Ursachen einer
prolongierten Hypoxie sind beispielsweise der Aufenthalt in groBer Hohe oder
krankheitsbedingte Situationen in denen die Atmung beeintrachtigt wird. Dies ist vor
allem bei chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen wie COPD (chronic obstructive
pulmonary  disease, chronisch-obstruktive  Lungenerkrankung), = Pneumonie,
Lungenfibrose, Atelektasen oder teilweise bei neurologischen Erkrankungen der Fall.
Prolongierte alveolare globale Hypoxie kann aufgrund eines generalisierten und
permanent erhohten Gefal3widerstandes als Folge von prolongierter HPV und
Umbauprozessen der Lungengefal3e (= vaskulares Remodeling) zu pulmonaler

Hypertonie fiihren ** % 9. 99

Diese Hypoxie-induzierten Veréanderungen sind
ortsspezifisch, d.h. die Umbauvorgange unterscheiden sich in grof3en Gefal3en von

denjenigen in kleinen Gefal3en (siehe Kap 1.4.2).

Beim Vergleich der genannten Vorgange mit denjenigen pranatal wird deutlich, dass
die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion in Uteri physiologisch ist. Eine
Vasokonstriktion der prékapillaren LungengefalRe vermindert dabei die Perfusion der
noch nicht expandierten Lunge. Die Oxygenierung des Blutes wird zu diesem Zeitpunkt
noch Uber die Plazenta von der Mutter tGbernommen. Der durch Hypoxie offen
gehaltene Ductus arteriosus (Botalli) leitet das Blut aus der Pulmonalarterie unter
Umgehung der Lungenstrombahn direkt tiber die Aorta in den Systemkreislauf *. Post
partum erfolgt mit dem ersten Schreien und den ersten Atemziigen des Neugeborenen
die Entfaltung der Lunge bis in die Alveolen. Dies fuhrt durch den dadurch
entstandenen hoéheren alveolaren Sauerstoffpartialdruck zur Vasodilatation der
Lungengefalle und damit zum gesteigerten Blutfluss in der Lungenstrombahn. Der
postnatale Zustand kann somit auch als ,normoxische pulmonale Vasodilatation®
bezeichnet werden '°*. Der Ductus arteriosus wird nun aufgrund des steigenden pO,

verschlossen, der Saugling atmet selbststandig .
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Die Starke der HPV ist abhangig von Gattung, Alter, Geschlecht, pO, und pH-Wert.
Man findet diesen Mechanismus in Saugetieren, Végeln, Reptilien und sogar in
Fischen. Ausgeltst wird die HPV in den meisten Spezies durch milde Hypoxie
(alveolarer pO, < 100 mmHg, 13,3 kPa) '**. Das AusmaR der HPV im Menschen wird
durch wiederholte Mandver akuter Hypoxie vermindert, lasst sich aber nicht
potenzieren. Menschen und Tiere, die wie die Tibeter oder das Yak genetisch an das
Leben in groRer H6he angepasst sind, zeigen eine abgeschwachte Form oder gar
keine HPV *°. Die genauen Prozesse sind heutzutage trotz intensiver Forschung noch
nicht endgultig geklart. Die Hohe der HPV ist bei Wiederherstellung normoxischer

Konditionen schnell riicklaufig und reversibel >°.

1.4.DIE PULMONALE HYPERTONIE

Die Lunge des Menschen ist das einzige Organ, welches standig vom gesamten
Herzzeitvolumen durchstromt wird. Normalerweise ist der Lungenkreislauf ein ,high-
flow, low-resistance, low-pressure” - System, kann sich aber unter unphysiologischen
Bedingungen verandern “°. Eine Widerstandserhéhung des LungengefaRsystems wird
als pulmonale Hypertonie (PH) bezeichnet. Diese wird eingeteilt nach der Dana Point
Klassifikation. PH nach Klasse 3 der Dana Point Klassifikation ist beispielsweise
assoziiert mit Hypoxie oder anderen chronischen Erkrankungen des Atmungssystems
wie COPD, interstitiellen Lungenerkrankungen, schlafassoziierten Atemproblemen

(z.B. Schlafapnoe) sowie Aufenthalten in groRer Hohe * (siehe Kap 1.4.1).

Charakterisiert wird die PH durch einen fortschreitenden und anhaltenden Anstieg des
pulmonalvaskuldren Widerstandes, was letztendlich zum Rechtsherzversagen und
einem chronischen Cor pulmonale fiihrt °® °2. Die erste Klassifikation wurde 1998 in
Evian, Frankreich festgelegt und 2003 in Venedig, Italien modifiziert "°. Neueste Daten
kamen 2008 aus Dana Point, Kalifornien, USA, wo folgende Grenzen festgelegt
wurden: normal ist ein Pulmonalarteriendruck (PAP, pulmonary artery pressure) in
Ruhe < 20 mmHg (2,7 kPa), > 25 mmHg (3,3 kPa) gilt als manifeste PH, dazwischen
ist der PAP grenzwertig. Bei der Einteilung mithilfe der Echokardiographie gelten
folgende Grenzen: eine maximale systolische Trikuspidal-
Regurgitationsgeschwindigkeit < 2,5 m/s ist normal, > 2,8 m/s bedeutet eine manifeste
PH, dazwischen sind die Werte grenzwertig. Die Durchfihrung eines
Rechtsherzkatheters zur Diagnosesicherung ist obligatorisch und spatestens vor

Beginn der Therapie durchzufiihren *°. Die sogenannte pulmonalarterielle Hypertonie
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(PAH) Dana Point Klasse 1 kann z.B. entweder hereditar (hPAH) oder sporadisch
(idiopathisch, iPAH) auftreten °,

1.4.1. Einteilung der pulmonalen Hypertonie

Dana Point Klassifikation (2008, Dana Point, Kalifornien), leicht modifiziert nach .
1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)
1.1. idiopathische PAH (iPAH)
1.2.  erbliche PAH (hereditare PAH, hPAH)
1.2.1. BMPR2
1.2.2. ALK1, Endoglin  (mit od. ohne hereditare
haemorrhagische Teleangiektasie)
1.2.3. unbekannt
1.3. Medikamenten-, Drogen- oder Toxin-induziert
1.4.  assoziiert mit
1.4.1. Bindegewebserkrankungen
1.4.2. HIV-Infektion
1.4.3. Portaler Hypertension
1.4.4. angeborenen Herzerkrankungen
1.4.5. Schistosomiasis
1.4.6. chronisch hdmolytischer Andmie
1.5. Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen
1. Pulmonale veno-okklusive Erkrankung (PVOD) u/od pulmonale kapillare
Hamangiomatose (PCH)
2. Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankungen
2.1.  systolische Herzinsuffizienz
2.2.  diastolische Herzinsuffizienz
2.3.  Herzklappendysfunktion
3. Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankungen u/od Hypoxie
3.1. chronisch obstruktive Lungenerkrankungen
3.2. interstitielle Lungenerkrankungen
3.3. andere Lungenerkrankungen mit gemischt restriktiver u.
obstruktiver Ventilationsstérung
3.4. schlaf-assoziierte Atemstérung
3.5. alveolare Hypoventilation
3.6. chronische Hohenexposition

3.7.  Entwicklungsstérungen

11
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4. chronisch-thromboembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH)
5. Pulmonale Hypertonie aufgrund unklaren multifaktoriellen Mechanismen
5.1. hamatologische Erkrankungen: myeloproliferativ, Splenektomie
5.2.  Systemerkrankungen: Sarkoidose, pulmonale Langerhans-
Histiozytose:  Lymphangioleiomyomatose,  Neurofibromatose,
Vaskulitis
5.3.  Stoffwechselerkrankungen: Glykogenspeicherkrankheiten, Morbus
Gaucher, Schilddriisenerkrankungen
5.4. andere: Tumorobstruktion, fibrosierende Mediastinitis, chronische
Niereninsuffizienz unter Dialyse

ALKZ: activin receptor-like kinase type 1; BMPR2: bone morphogenetic protein receptor type 2;
HIV: human immunodeficiency virus.

Die PH besitzt eine hohe Mortalitdt. Dabei muss beachten werden, dass sie durch
unterschiedliche Krankheiten ausgeldst werden kann. Neben den bereits genannten
(v.a. aus Dana Point Klasse 1 u 3), gehdren dazu auch Linksherzversagen und
Klappenfehler (Klasse 2) ®. Zur PH der Klasse 3 der Dana Point Klassifikation, die mit
Erkrankungen der oberen Atemwege vergesellschaftet sind, gehéren z.B. das
Schlafapnoe- oder Pickwick-Syndrom (,Obesity-Hypoventilation-Syndrom*), aber auch
Verletzungen oder Schaden des Respirationstraktes. Diese Schaden kénnen entweder
primar (Hypoventilationssyndrom, ,Undine-Syndrom*) oder sekundar nach Traumata
oder neurologischen Erkrankungen auftreten. Einige primare Lungenerkrankungen sind
mit dem Vorhandensein chronischer Hypoxie verknupft; dazu gehéren COPD,
zystische Fibrose, diffuse interstitielle Fibrose, bronchopulmonale Dysplasie,
Strahlenfibrose, infiltrative Lungentumore sowie kollagene GefaRRerkrankungen.
Neuromuskulére Erkrankungen und Skelettfehlbildungen, welche den Thorax befallen,
wie Skoliose, Muskeldystrophie Duchenne oder Poliomyelitis kdnnen ebenfalls die
Ventilation beeintrachtigen und dadurch mit Hypoxie-induzierter PH assoziiert sein ®.
Dass auch Hypoxie alleine Lungenhochdruck und Remodeling von Pulmonalarterien
(PA) provozieren kann, leitet sich aus Beobachtungen ab, die zeigen, dass aus
langeren Aufenthalten in grof3er Hohe ebenfalls ein erhdhter pulmonalarterieller Druck
resultiert, der nur zu einem geringen Teil durch Sauerstoffgabe rickgangig gemacht

werden kann &

. In der ,Operation Everest II-Studie” konnte gezeigt werden, dass
chronische Hypoxie alleine in der Lage ist, schnelle und signifikante Veranderungen in
humanen Pulmonalarterien zu verursachen ** . Bereits nach 40 Tagen in groRer
Hohe, und damit in Hypoxie, lieRen sich signifikant hdhere pulmonalarterielle Driicke
im Vergleich zu denjenigen feststellen, welche vor dem Aufstieg gemessen wurden.

Zusatzlich konnte eine fehlende vasodilatatorische Antwort auf die Gabe von 100 %
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Sauerstoff detektiert werden. Somit wurde angenommen, dass schon nach dieser
relativ kurzen Zeitspanne eine Verédnderung im pulmonalen GeféaRRsystem induziert

werden konnte %,

1.4.2. Vaskulares Remodeling

Unter vaskularem Remodeling versteht man eine strukturelle und funktionelle
Veranderung der normalen Wandarchitektur (pulmonalarterieller) GefaRe
charakterisiert durch Zellproliferation, die fur alle Formen der PH, also auch der
Hypoxie-induzierten PH, &hnlich ist. Pathomechanismen beinhalten eine erhohte
Konzentration von intrazellularem Kalzium, vermindertem Kaliumeinstrom durch
spannungsgesteuerte Kaliumkanale, die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie
HIF-1a (hypoxia-inducible factor, Hypoxie-induzierbarer Faktor 1, Untergruppe a),
Genexpression fur proliferations-auslosende Gene, Rezeptoraktivierung von
Wachstumsfaktoren, sowie einer gesteigerten Synthese oder Aktivierung von

Endothelin-1 & 4% %

Auf genetischer Ebene konnten heterozygote Mutationen des ,bone morphogenetic
protein (BMP) receptor type 2“-Gens (BMPR 2) auf Chromosom 2g33 nachgewiesen
werden, welches fur ein Mitglied des Typ-lI-Rezeptors der Wachstumsfaktoren-Familie
(growth factor-B, TGF-B) kodiert. Diese konnten zusammen mit Mutationen der ,activin-
like kinase typ-1 (ALK)“ in > 70 % der Patienten mit vererbter PAH (hPAH) gefunden

werden *°.

Als Voraussetzung fur die Strukturveranderungen gilt die Anwesenheit von
sogenannten SM-like-cells (SM: smooth muscle, glattmuskular), welche a-SM-Aktin
exprimieren. Die Media-Verdickung resultiert aus Hypertrophie und gesteigerter
Akkumulation von SMCs, aber auch aus vermehrtem Abscheiden extrazellularer
Matrixproteine (v.a. Kollagen und Elastin). Die Verdickung der Adventitia wird einer
erhdhten Fibroblasten- und Myofibroblasten-Konzentration, sowie einer ebenfalls
gesteigerten  Matrixproteindichte  (Kollagen, Elastin, Fibronektin, Tenascin)
zugeschrieben.

Eine morphologische Besonderheit fortgeschrittener PAH stellt die sogenannte
plexiforme Lasion (,plexiform lesion®) dar. Sie ist das Ergebnis aus der Proliferation von
monoklonalen, phanotypisch fremdartigen Endothelzellen, der Migration und
Proliferation von SMCs und Myofibroblasten sowie der Ansammlung von im Blut

zirkulierenden Zellen, zu denen Makrophagen und endotheliale Vorlauferzellen
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gehoren. Diese Lasionen treten vor allem bei der idiopathischen und hereditaren PAH
auf, kdnnen aber auch bei anderen schweren Formen der PH nachgewiesen werden
68.

Eine wichtige Rolle beim Remodeling spielt die Proliferation pulmonalarterieller
Gefallmuskelzellen (pulmonary artery smooth muscle cell(s), PASMC(s)). Diese kann
durch einen Hypoxiestimulus ausgel6st werden. Im Vergleich mehrerer Studien konnte
gezeigt werden, dass die Proliferation zum einen von der Gefal3grofle und -
wandschicht, und zum anderen von der Art der Hypoxie abhéngig ist. Bei moderater
Hypoxie wurde eine verstarkte Proliferation gefunden, wohingegen diese unter
schwerer Hypoxie oder gar Anoxie abnahm. Ahnliche Unterschiede zeigten sich je

nach Dichte der Zellaussaat *°.

Muskelaussprossung / GefaBlangsschnitt
(o) |\ oJ |\
o /7 80 um O q

N

X

15 um o

Pulmonale Hypertonie gesund

Abbildung 3: Schematische Darstellung von  Muskularisierung unter Hypoxie

Rechts im Bild der GefaRlangsschnitt und die Muskularisierung in gesunden Lungen, links
dargestellt die Veranderungen bei pulmonaler Hypertonie mit Verdickung der GefalRwéande.

1.5.MECHANISMEN DER HYPOXISCHEN PULMONAL EN
VASOKONSTRIKTION UND DER HYPOXIE-INDUZIERTEN
PULMONALEN HYPERTONIE

1.5.1. Mechanismen der hypoxischen pulmonalen Vasokonstr iktion

Chronische Hypoxie gilt als Ausléser von Strukturverdnderungen in Pulmonalarterien,
und verursacht biochemische und funktionelle Verdnderungen vom Lungenhilum bis zu

peripheren und kleinsten GeféalRen in den Alveolen.

Die HPV ist ein intrinsischer Mechanismus der Lunge, als dessen Effektor- und

Sensorzellen die glatten GefaRmuskelzellen der Pulmonalarterien gelten 3 3% ', Sje
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kann durch das Endothelium und Kalzium-Sensibilisierung des kontraktilen Apparates
(z.B durch die Rho-Kinase) moduliert werden *. Als intrazellulérer Sauerstoffsensor
werden seit langem Mitochondrien vermutet. Diese bilden mdéglicherweise einen
diffusionsfahigen Redox-Mediator (wie H,0O,). Eine Hypothese besagt, dass eine
Erniedrigung des Redox-Mediators zur Hemmung bestimmter spannungsgesteuerter
Kalium-Kanéle (K,) in PASMCs fihrt. Diese K,-Kanale (v.a. K, 1.5 und K, 2.1)
regulieren das zellulare Membranpotenzial (Ey) und damit den Kalzium-Einstrom tber
spannungsgesteuerte Kalzium-Kanéle, und regeln somit den GefaRtonus °°.

Eine entgegengesetzte Hypothese postuliert, dass Mitochondrien als Folge von
Hypoxie mehr ROS (reactive oxygen species) produzieren, was Uber eine Aktivierung
verschiedener zellularer Membrankandle und mdoglicherweise Kalziumkandale des
sarkoplasmatischen Retikulums zu einem intrazellularen Kalziumanstieg fiihrt . Die
gemeinsame Endstrecke aller Formen der pulmonalen Vasokonstriktion beinhaltet die
Aktivierung des kontraktilen Apparates, bestehend aus Aktin und Myosin *°. Diese fiihrt
unter chronischer Hypoxie zusammen mit vaskularem Remodeling zu Mechanismen

der pulmonalen Hypertonie und Cor pulmonale (siehe Kap 1.4) %% 08299,

1.5.2. Verdnderungen in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen

unter chronischer Hypoxie

Der Stimulus der chronischen Hypoxie fuhrt zur Aktivierung einer intrazellularen
Signalkaskade, welche Tyrosinkinasen, Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPKS),
Protein-Kinase C (PKC), Phosphoinosityl 3-Kinase (PI3K), (SMAD)-Phosphorylierung,
Kalzium (Ca?")-Einstrom und Rho-Kinasen beinhaltet. Diese Signalwege kontrollieren
gemeinsam Wachstum, Kontraktilitat und Differenzierung sowie die Matrix-Protein-
Synthese der SMCs #. Dadurch erfolgen z.T. irreversible Strukturveranderungen der
pulmonalarteriellen Media. Dazu gehdéren SMC-Proliferation, Hypertrophie,
Matrixprotein-Produktion sowie Rekrutierung zirkulierender Zellen der Adventitia.
Endpunkt dieser Verdnderungen ist die pulmonale Hypertonie. Als Signalmediator
werden wie bei akuten hypoxischen Prozessen von Mitochondrien produzierte reaktive
Sauerstoffspezies vermutet, die Uber Interaktion mit lonenkanalen zu einer

intrazellularen Kalziumerhéhung und mdglicherweise Stabilisierung von HIF-1a flhren.

1.5.3. Die Rolle der Mitochondrien

Mitochondrien gelten als Hauptort des zellularen Sauerstoffverbrauchs (ca. 90 %).

Diese Eigenschaft im Zusammenhang mit ihrer Rolle in der Energieproduktion und als
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bestimmender Faktor des =zellularen Redox-Status, sowie die Nahe zur
Plasmamembran und zum sarkoplasmatischen Retikulum, machen sie zum idealen
Kandidaten als primaren Sauerstoffsensor und somit Ausléser der HPV, aber auch der
Hypoxie-induzierten PH >> %, Die Hypothese der Mitochondrien als Sauerstoffsensoren
bei der HPV wird grundsatzlich von zwei Faktoren gestitzt: 1) Eine Hemmung der
Elektronentransportkette fiihrt zur Hemmung der HPV ** % und 2) PASMCs ohne
funktionierende ETC zeigen keine Hypoxie-typischen Verdnderungen *°. Es ist daher
wahrscheinlich, dass Mitochondrien in bestimmten Zellen die Hypoxieantwort
modulieren kdénnen. Ob sie allerdings priméare Sensoren fir die HPV darstellen, ist
noch unklar. Im kardiovaskuldren System wurden vergleichbare Reaktionen der Zellen
auf Hypoxie und Inhibitoren der proximalen ETC (Rotenon und Antimycin A) gefunden.
Darauf beruht die Vermutung, dass Mitochondrien als vaskulare Sauerstoffsensoren
dienen konnten. Die Inhibitoren der Elektronentransportkette imitieren Hypoxie insofern
als dass sie, wie Hypoxie, die mitochondriale Atmungskette inhibieren. Ihre Applikation
fuhrte, wie Hypoxie, zu gegenteiligen Effekten in pulmonalen oder systemischen
Arterien (Konstriktion vs. Dilation) *. Von manchen Autoren werden Mitochondrien als
Sauerstoffsensoren gesehen, weil diese unter bestimmten Bedingungen ROS aus
Komplex IlI der mitochondrialen Atmungskette freisetzen kénnen, das als Mediator fr
Hypoxie-induzierte Reaktionen gilt . Chandel und Schumacker konnten hierfiir den
Nachweis erbringen, dass Hypoxie zu einem Anstieg von Superoxid in Komplex Ill
fuhren kann. Nachdem dieses Konzept primar fir die Genregulation wahrend
chronischer Hypoxie angenommen wurde, wird es mittlerweile auch fur akute und
verlangerte Hypoxie diskutiert *°. Zudem konnte gesehen werden, dass Antioxidantien
oder Hemmstoffe der proximalen ETC die HPV in Rattenlungen verringern und die
Hypoxie-induzierte Kontraktion isolierter pulmonalarterieller Myozyten hemmen
konnten . Neben dem ROS-Signaling als méglichem Ausléser der HPV iibernehmen
Mitochondrien wichtige Aufgaben in der Zelle, wie Energieproduktion und -speicherung
Uber ATP, Einleitung und Kontrolle der Apoptose, sowie Ca**-Regulation. Aufgaben,
die beim Hypoxiesensing und der Modulation des Hypoxiesignals eine wichtige Rolle

spielen kénnten **,

1.5.4. Die Rolle von mitochondrialen reaktiven Saue  rstoffspezies

Von Mitochondrien freigesetzte reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species,
ROS) wie beispielsweise H,O, (auch als AOS: activated oxygen species, aktivierte
Sauerstoffspezies bezeichnet) kénnen durch das Zytoplasma diffundieren und z.B.

durch Aktivierung sarkolemmaler Kaliumkanéle eine Vasodilatation auslosen. Sie
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spielen eine wichtige Rolle als Mediatoren in der zelluldaren Signaltransduktion.
Hauptquelle von ROS und Peroxiden sind Oxidasen, wie NADPH- und NADH-
Oxidasen, sowie Komplexe der mitochondrialen Elektronentransportkette > *°. Lange
Zeit wurden sie als toxische Nebenprodukte der ETC und als mégliche Ursache fur das
Altern angesehen. Spater schrieb man ihnen eine Funktion in der intrazellularen
Signalweitergabe zu. Eine Quelle der mitochondrialen ROS-Produktion befindet sich im
Komplex IIl der ETC. Dort wird ein freies Radikal, Semiubichinon, gebildet, welches
sein unpaares Elektron an Sauerstoff abgeben und dadurch Superoxid bilden kann.
Dieser Mechanismus erklart auch die unterschiedlichen Konsequenzen, die sich aus
einer Hemmung der ETC entweder proximal oder distal von Komplex Ill ergeben. So
konnte in isolierten und mit Puffer perfundierten Rattenlungen und isolierten PA-
Myozyten nach Inhibierung der ETC proximal von Komplex Il eine Minderung der HPV
gesehen werden. Im Vergleich dazu fiihrte eine Inhibierung der ETC distal von
Komplex Ill zu keiner Veranderung oder sogar zu einer Verstarkung der HPV . Es
konnte allerdings noch nicht einheitlich geklart werden, ob die ROS-Produktion unter
Hypoxie ansteigt oder absinkt " . Probleme bei dieser Fragestellung ergeben sich
unter anderem aus der Verwendung unterschiedlicher experimenteller Modelle
(isolierte Lungen, Gefal3e, Zellen), oder des ROS-Messortes (intra- oder extrazellular).

Zwei gegensatzliche Hypothesen werden aktuell diskutiert:

1.5.4.1. Mitochondrialer ROS-Abfall unter Hypoxie

Das erste Modell von Weir, Archer et al. beschreibt einen Abfall der mitochondrialen
ROS-Produktion unter Hypoxie und gilt als urspriingliche Redox-Theorie *°. Die daraus
resultierende Verschiebung des Redox-Status Richtung ,reduziert” bewirkt nach dieser
Hypothese die Hemmung spannungsgesteuerter K,-Kandle, woraufhin es zur
Membrandepolarisation kommt. Dies bewirkt schlie3lich einen Kalzium-Einstrom durch
spannungsgesteuerte L-type-Ca**-Kanale *°.

Die ersten Untersuchungen wurden am Modell der isolierten und mit Blut perfundierten
Rattenlunge gewonnen. Man stellte fest, dass u.a. die Gabe von Rotenon oder
Antimycin A als Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette unter normoxischen
Bedingungen zu einem erhohten vaskularen Druck und anschlielend zur Hemmung
der HPV fiihrten °” 1. Spéter konnte die Gruppe um Archer und Weir demonstrieren,
dass Hypoxie sowie Inhibitoren der proximalen ETC (Rotenon und Antimycin A) zu
einer verminderten pulmonalen ROS-Produktion fiihrten, wohingegen distale
Hemmstoffe wie Cyanid einen Anstieg der ROS-Abgabe unter Normoxie bewirkten.

Unter normoxischen Bedingungen konnte nach Gabe von Rotenon und Antimycin A
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neben einem erhéhten pulmonalarteriellen Druck eine Inhibierung der HPV gemessen
werden, wahrend es als Reaktion auf Cyanidgabe ebenfalls zu einem erhéhten
GefaRdruck kam, allerdings ohne Einfluss auf die HPV > ’. In PASMCs und isolierten
Pulmonalarterien wurde durch Gabe von Rotenon oder Antimycin A die intrazellulare
Ca®*-Freisetzung bzw. Kontraktion gehemmt. Nach Gabe dieser ETC-Inhibitoren kam
es zu sinkender ROS-Produktion, begleitet von einer Hemmung der Kalium-Kanéle in
PASMCs *° sowie einem verminderten Anstieg des intrazellularen Kalziums *. Deshalb
wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine Hemmung der ETC proximal der ROS-
freisetzenden Komplexe (I oder Ill) zu einer Verminderung des Redox-Potenziales,
einer verminderten ROS-Produktion und einer Erhdhung des pulmonalarteriellen
Druckes fuhrt. Erfolgte die Hemmung dagegen distal von Komplex Il wurden keine
Auswirkungen auf den GefaRwiderstand sichtbar **. Zusammenfassend wurde daraus
geschlussfolgert, dass Hypoxie Uber eine verringerte ROS-Freisetzung und die
darauffolgende Hemmung spannungsabhangiger Kalium-Kanéle (K,-channel) zur HPV

fuhren konnte 2.

Unter chronischer Hypoxie konnte die Gruppe um Dromparis eine vergleichbare
Signalkaskade nachweisen, und damit zeigen, dass Mitochondrien als kritische
Sauerstoffsensoren in PASMCs agieren. Hypoxie, und damit verminderte Atmung, fuhrt
zum Abfall der mitochondrialen ROS-Produktion (mROS), und zur Hemmung Redox-
sensitiver Kaliumkandle in der Plasmamembran. Dies wiederum fihrt zur
Depolarisation und Offnung spannungsgesteuerter Kalziumkanale, zum Kalzium-

Einstrom und zur Vasokonstriktion *°.

1.5.4.2. Mitochondrialer ROS-Anstieg unter Hypoxie

Im zweiten Model, das von Schumacker, Chandel et al. etabliert wurde, konnte
wahrend absinkendem pO, ein paradoxer ROS-Anstieg beobachtet werden. Dies
fuhrte ber noch ungeklarte Mechanismen zur Offnung intrazellularer Kalziumspeicher,
im weiteren Verlauf zudem zur Rekrutierung plasmalemmaler Ca®'-Kanale, dem
Beginn der Kontraktion, und letztlich zur HPV. Auch bei dieser Theorie wurde Komplex
Il der ETC als Ort der ROS-Produktion angesehen % %7 1%,

Die unter Hypoxie gesteigerte ROS-Freisetzung aus der Semiubichinon-Bindungsstelle
in Komplex Il wurde aus folgenden Ergebnissen geschlussfolgert: 1) In isolierten
Rattenlungen fuhrten proximale ETC-Hemmstoffe wie Rotenon zur Hemmung der
HPV, wohingegen distale Hemmstoffe wie Cyanid und Antimycin A keine Wirkung

9

erzielten ®. 2) Proximale Inhibitoren schwéchten auRerdem die Hypoxie-induzierte
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Kontraktion sowie den Anstieg der intrazelluldren Kalzium-Konzentration ([Ca®]) in
PASMCs ab. 3) Eine Uberexpression an Katalase inhibierte den durch Hypoxie
ausgelosten Anstieg des intrazellularen Kalziums, wie auch den Hypoxie-induzierten
Anstieg von ROS. 4) Myxothiazol schwachte ebenfalls den Hypoxie-induzierten ROS-
Anstieg ab, verhinderte die HPV und inhibierte den Hypoxie-induzierten Anstieg der
intrazellularen Kalzium-Konzentration. 5) Antimycin A zeigte keine spezifische Wirkung
auf die Hypoxie-induzierte Reaktion in isolierten Lungen oder PASMCs. In
Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen war die Inhibierung der Hypoxie-
induzierten Erhohung der intrazellularen Kalzium-Konzentration durch Rotenon in
isolierten Pulmonalarterien aus Ratten durch die Gabe von Succinat reversibel *°.

Aufgrund dieser diskrepanten Ergebnisse bezliglich einer Hypoxie-induzierten Hoch-
oder Herunterregulation von ROS wurde die Vermutung angestellt, dass eine lokale,
subzellulare und Zellkompartiment-abhangige ROS-Regulation die HPV auslést. Dabei
wird moglicherweise eine lokale ROS-Erhéhung unter Hypoxie von einer globalen

Hypoxie-induzierten ROS Verringerung tiberdeckt *°*.

Die Theorie der ansteigenden ROS-Produktion unter chronischer Hypoxie wurde
unterstltzt durch Untersuchungen an humanen Hepatozyten (Hep 3B-Zellen). Unter
chronischer Hypoxie konnte nachgewiesen werden, dass Hypoxie die mitochondriale
ROS-Produktion stimuliert. In der gleichen Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass
isolierte Mitochondrien aus Rattenleber unter Hypoxie eine steigende ROS-Produktion

an Komplex Ill aufweisen **

. Ein Hypoxie-induzierter ROS-Anstieg konnte auch in
MesenterialgefaRen in vivo sowie in PC12-Zellen nachgewiesen werden.
Voraussetzung fur den ROS-Anstieg ware nach diesen Ergebnissen eine Veranderung,
welche durch Hypoxie-induzierte Hemmung der Cytochrom-c-Oxidase und damit des

Elektronentransfers erreicht werden konnte 3.

1.5.5. Die Rolle von metabolischen Veranderungen be i der Hypoxie-

induzierten pulmonalen Hypertonie

Mitochondrien sind nicht nur dber ROS, sondern auch Uuber metabolische
Veranderungen an den Umbauvorgangen unter chronischer Hypoxie, aber auch der
pulmonalen Hypertonie allgemein beteiligt. Bereits mehrfach konnte gezeigt werden,
dass Mitochondrien bei der Entwicklung der pulmonalarteriellen Hypertonie eine
wichtige Rolle Ubernehmen. Dromparis beschreibt in der ,metabolic theory* die

Bedeutung von Mitochondrien als Sauerstoffsensoren und vergleicht die
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Entstehungsvorgange der PAH mit Pathologien, welche zu Krebserkrankungen fiihren
kénnen *°. Bei der PAH konnte eine Dysfunktion sowie eine erhéhte Apoptoserate des
Endothels nachgewiesen werden, gefolgt von der Entwicklung eines hyperproliferativen
und Apoptose-resistenten Milieus in der GefdRwand. Die letzten Verdnderungen
wurden einer Verschiebung des Metabolismus von oxidativer Phosphorylierung zu
Glykolyse zugeschrieben, wie sie bei Sauerstoffmangel auftreten kann, zu einer
normoxischen Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1la sowie einer HIF-1a-
induzierten Aktivierung der Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase, was zu einer verminderten
Aktivitdt der Pyruvat-Dehydrogenase fiihren wirde. Dies wiederum wirde den Krebs-
Zyklus inhibieren, wodurch es zu einer verminderten Mitochondrienatmung und einer
gesteigerten Glykolyse kommen wirde. Als Konsequenz wirde der Elektronenfluss
unter normoxischen Bedingungen sowie die mitochondriale ROS-Produktion
vermindert, was unter anderem Uber eine Inhibierung der Kaliumkanale proliferativ
wirken kénnte * °. Dieser sogenannte Warburg-Effekt wird bei der Entstehung und
Aufrechterhaltung von Tumorerkrankungen diskutiert . Damit kénnte die PAH als eine
proliferative, Apoptose-resistente Erkrankung mit Gemeinsamkeiten zu Neoplasien **,

und damit zwischen Entziindung und Krebs %

eingeordnet werden. Der genaue
Mechanismus der Entstehung und Folgen dieser metabolischen Verdnderung ist dabei
unbekannt. Bei Hypoxie-induzierter PH kénnte die hypoxische Stabilisierung von HIF-
la zu oben genannten Veranderungen fuhren, wahrend es bei nicht Hypoxie-
induzierter PH moglicherweise durch die Entwicklung der pseudohypoxischen
Umgebung durch ungeklarte Mechanismen zur normoxischen Aktivierung des
Transkriptionsfaktors HIF-la kommt *. Die Gruppe um Erzurum konnte in
pulmonalarteriellen Endothelzellen nachweisen, dass Zellen aus iPAH-Lungen bei
geringeren Mitochondrienzahlen einen geringeren Sauerstoffverbrauch aufwiesen, als
Zellen aus gesunden Lungen. Zudem fanden sie einen héheren ATP-Gehalt in Zellen

hypoxischer Lungen, verbunden mit einer gesteigerten Glykolyserate *°°.

1.5.6. Weitere Sauerstoffsensorkandidaten

Eine wichtige Voraussetzung, die ein pulmonalvaskularer Sauerstoffsensor erflllen
muss, ist eine Sauerstoffsensitivitat ab einem pO, von ca. 50 mmHg (6,66 kPa) ®. Die
genauen Sauerstoffsensing-Mechanismen sind jedoch immer noch unbekannt. Im
Folgenden werden die wichtigsten Sensing-Kandidaten neben den Mitochondrien kurz

aufgezeigt:
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1.5.6.1. NADH-Oxidoreduktasen

NADH-Oxidoreduktasen konnten uber Superoxide, welche in Wasserstoffperoxid
(H.0,) umgewandelt werden, ebenfalls als primare Sauerstoffsensoren fungieren. Es
wird postuliert, dass H,O, die Guanylat-Zyklase stimuliert, vasodilatierendes cGMP zu

bilden .

1.5.6.2. NADPH-Oxidasen

NADPH-Oxidasen sind Enzyme, welche in der Lage sind, nach Komplexbildung der
Untereinheiten aus Sauerstoff Superoxide zu bilden. Die klassische leukozytare
NADPH-Oxidase umfasst einen Multiproteinkomplex, bestehend aus den
membrangebundenen Einheiten gp91”" (heute NOX-2) und p22°" einer kleinen
GTPase (Rac 1 od. 2), sowie den zytosolischen Proteinen p47°", p67°"* und p40°".
Fir alle Untereinheiten konnten mittlerweile Isoformen gefunden werden ” %* 88 die
wichtigsten fiir gp91°" sind: NOX-1 als erste bekannte Isoform, welche auch in glatten
Muskelzellen vorkommt, NOX-3, NOX-4 (auch in glatten Muskelzellen) und NOX-5 **
8. Eine Hypothese besagt, dass das nicht-phagozytotische (low-output)-System der
NADPH-Oxidasen paradoxerweise durch Hypoxie aktiviert wird und anschlielend zu
einem Anstieg von Superoxiden (H,O,) fuhrt. Dieser Anstieg kénnte durch einen bisher
noch unbekannten Mechanismus eine Vasokonstriktion auslésen *°. NADPH-Oxidasen
gelten auch als Sauerstoffsensor-Kandidaten im System der Chemorezeptoren der
Atemwege * . In der Lunge hemmt der NADPH-Oxidase Hemmstoff DPI
(Diphenyleneiodonium) die HPV ®°. Allerdings ist DPI kein spezifischer Hemmstoff,
sondern inhibiert z.B. auch die mitochondriale ETC oder Kalium-Kanale. Da p47-
knockout-Mause eine reduzierte HPV und keinen Unterschied im Vergleich zu WT-
Mausen (wild type) wahrend chronischer Hypoxie zeigten, kann vermutet werden, dass
NADPH-Oxidasen an dem Sauerstoffsensing- oder Transduktionsmechanismus der
HPV beteiligt sind '°*. Ob NADPH-Oxidasen die Superoxid-Produktion unter Hypoxie
steigern oder verringern, ist noch nicht endgiltig geklart.

Fir eine ausfiihrliche Darstellung wird auf *** verwiesen.

1.5.6.3. Cytochrom P450

Das Vorhandensein eines Cytochrom-P450-abhangigen Arachidonséure-
Metabolismus, der z.B. mit der Entstehung von Hydroxyeicosatetraenoe-S&aure in den

Mechanismus der HVP integriert ist, wird vermutet .
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15.6.4. K,-Kanale

In Patch-clamp-Versuchen an PASMCs konnte gezeigt werden, dass akute Hypoxie
den Auswartsstrom von Kalium hemmt und dadurch eine Depolarisation verursacht.
Unter Hypoxie werden K'-Kanéle unterschiedlichen Typs inhibiert '’. Dies fiihrt zu
Membrandepolarisation, Aktivierung von L-type-Ca**-Kanalen, Ca**-Einstrom, Anstieg
von [Ca®']; und schlieRlich zur Zellkontraktion ** *°. Aus Studien an humanem Gewebe
und Ratten-PASMCs ist bekannt, dass hauptsachlich spannungsgesteuerte K,-Kanale
dafiir verantwortlich sind *’. Der genaue Mechanismus fiir die Inhibierung unter
Hypoxie ist noch nicht geklart. Moglicherweise wird der K*-Strom durch Anderungen im
Redox-Status, und damit in der (mitochondrialen) NAD(P)H-Oxidase-abhéngigen
Sauerstoffradikal-Bildung oder durch veranderte Verhéltnisse mitochondrialer Redox-
Paare gesteuert. Alternativ kann die hypoxie-gesteuerte Erhdhung intrazellularen Ca?*

sekundar durch Membrandepolarisation auf die K,-Kanale wirken °* %°.
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KVl

Sauerstoffsensoren:

Akute . AE,
. : > - NAD(P)H-Oxidase Ml
Hypoxie - Cytochrom P450
- K,-Kanéle [Ca] 1 HPV +
- Mitochondrien 1 aus Komplex Il > Ca?* 1 Remodeling
Chronische |:> ROS | 5 RedOx K, Ca? 1, 3
Hypoxie ATP 2 PVR 1
Oxidative P‘H

Phosphorylierung 2,

Abbildung 4: S chematische Darstellung tber die  Auswirkungen akuter und chronischer
Hypoxie auf pulmonal arterielle glatte Gefalmuskelzellen

Akute oder chronische Hypoxie fihrt Uber eine Erhéhung des peripheren vaskularen
Widerstandes (PVR?) und vaskulares Remodeling zur pulmonalen Hypertonie (PH). Die
maglichen Sauerstoffsensoren sind allerdings noch nicht endgultig geklart, in Frage kommen
(links im Oval aufgefuihrt;) NAD(P)H-Oxidasen, Cytochrom P 450, spannungsgesteuerte Kalium-
Kanale (K,), sowie die in dieser Arbeit schwerpunktmafig behandelten Mitochondrien, mittels
Anderung der Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) oder mdglicherweise
intrazellularen  Kalzium  (Ca®)-, sowie ATP  (Adenosintriphosphat)- Konzentration
(orangefarbenes Oval).

Ebenso sind die Signaltransduktionswege noch nicht vollstandig erforscht (rechts im Oval von
oben nach unten): Bekannt ist, dass die Hemmung von spannungsabhéngigen Kalium-(K,)-
Kanalen zur Depolarisation der Plasmamembran (AE,,) fuhrt, das wiederum zum Kalzium-
Einstrom ([Ca2+]i) fuhrt. Méglicherweise spielen Veranderungen der ROS-Produktion sowie ein
veranderter mitochondrialer Metabolismus mit einer erniedrigten oxidativen Phosphorylierung
und Veranderung der ATP-Quellen eine Rolle.

K.\: Hemmung der spannungsgesteuerten Kalium-Kanale, AEy]: Depolarisation, [Ca®'}it:
intrazellulare Kalzium-Konzentration steigt, ROS 1/|: ROS steigt oder sinkt mit nachfolgender
Erhéhung der Kalzium-Konzentration (Ca®*1), ATP?: Auswirkungen auf ATP sind noch
ungeklart, ebenso die Auswirkungen auf die oxidative Phosphorylierung.

ETC: mitochondriale Elektronentransportkette; RedOx: Reduktion und Oxidation, HPV:
Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion, O,: Sauerstoff.

Quellen siehe Text.

1.6.DIE ROLLE VON ENDOTHELIN IN DER PULMONALEN
HYPERTONIE

Endothelin ist eine vasoaktive Substanz, ein Peptidhormon, welches sehr wirkungsvoll
als Vasokonstriktor wirkt. Es liegt in mehreren Varianten vor 2 Zellen des
respiratorischen Epithels, Makrophagen, Fibroblasten und Herzmuskelzellen sind in
der Lage, Endothelin-1 (kurz Et-1) zu produzieren. In der Lunge wird es hauptséachlich
von Endothelzellen, aber auch von SMCs gebildet. Es wirkt v.a. an glatten

Muskelzellen. In der Lunge greift das Endothelin-System in die Regulation des Tonus
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der Bronchien sowie die Proliferation und Vasokonstriktion der BlutgefafRe ein, wodurch
die Entstehung einer PH geférdert wird ®. Durch die Interaktion mit dem Endothelin-
Rezeptor A (ETa-Rezeptor), welcher vor allem in glatter Muskulatur und damit auch in
PASMCs exprimiert wird, kommt es zum schnellen Anstieg von [Ca®'], und zu einer

verlangerten Aktivitat der Phospholipase C (PLC) & %

Diese spaltet
Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) in Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerin
(DAG). Die durch DAG vermittelte Aktivierung der PKC bewirkt eine
Membrandepolarisation durch Inhibition der spannungsabhangigen K'-Kanale oder
durch Aktivierung der Ca”**-abhangigen K*-Kanale, was zum Ca*-Einstrom durch
aktivierte spannungsabhéngige Ca**-Kanale und zum Anstieg von [Ca®"] fuhrt. Eine
Hypothese besagt, dass Endothelin (als aus dem Endothel freigesetzte Substanz) an
der protrahierten Phase der HPV beteiligt, die akute Phase aber endothelunabhangig
sei * °. Es besteht aktuell ein Diskurs, inwiefern die akute HVP ohne die Anwesenheit

von Endothel ablaufen kann 14 4064108
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2. ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Die pulmonale Hypertonie kann durch Exposition gegentber chronischer Hypoxie
sowohl im Tiermodell, als auch beim Menschen, ausgelést werden. Als mdgliche
Faktoren der Hypoxieerkennung (,sensing“) und des vaskularen Remodelings werden
Veranderungen in der ROS - Freisetzung und im Metabolismus der pulmonalarteriellen
glatten GefalBmuskelzellen ("metabolic theory") diskutiert. Mitochondrien nehmen eine

zentrale Stellung bei diesen beiden Zellfunktionen ein.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Auswirkungen von chronischer Hypoxie
auf mitochondriale Funktionen in isolierten pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen
(PASMCs) zu untersuchen (Abbildung 5).

Dazu sollten folgende Untersuchungen durchgefuhrt werden:

1. Etablierung eines Zellkulturmodells, um die Eigenschaften der
Mitochondrien in PASMCs hinsichtlich ihrer Antwort auf chronische
Hypoxieexpaosition zu untersuchen.

Der Einfluss folgender Faktoren auf die mitochondriale Atmung unter
basalen Bedingungen (Normoxie) sollte bestimmt werden:

a) Zellkulturdauer (Passage 1 und 2, Aussaat 1 und 2)

b) Versuchsdauer (Abatmung 1 und 2)

c) Menge an FCS im Kulturmedium als allgemeinen Proliferationsstimulus
d) Zusatz von Endothelin-1 als Proliferationsstimulus bei der pulmonalen

Hypertonie (PH).

2. Bestimmung

a) der Sauerstoffaffinitat (p50), als Parameter fir die Funktion der
Atmungskette unter Hypoxie

b) der mitochondrialen Atmung (Vma), als Parameter fur die maximale
endogene Atmung der Mitochondrien

¢) und des pO,-abhangigen Redox-Status mitochondrialer Cytochrome, als
Parameter flir Redox-Veranderungen unter Hypoxie

in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMCs) nach Inkubation in

chronischer Hypoxie.
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3. Vergleich der Verdnderungen in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen
(PASMCs) mit denjenigen in aortalen glatten Muskelzellen (ASMCs) nach

Inkubation in chronischer Hypoxie.

Die Arbeitshypothese besagte, dass es nach Inkubation von PASMCs in chronischer
Hypoxie zu Veranderungen kommt, die sowohl die Reaktion auf akute Hypoxie, als

auch das vaskulare Remodeling beeinflussen kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden respirometrische Messungen normoxisch und
hypoxisch inkubierter pulmonalarterieller (PASMCs) und aortaler (ASMCs) glatter
Muskelzellen in Verbindung mit der Methode der Remissions-Spektrophotometrie

durchgefihrt.
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PASMC
KV J/

Sauerstoffsensoren:

Chronische |:> - NAD(P)H-Oxidase AEyl
Hypoxie -Cytochrom P450 [Ca%]
K- 4 a2*;
K,-Kanéle 1 HPV +
24 Std - Mitochondrien 1 aus Komplex IIl > Ca®* 1 Remodeling
48 Std :> ROS l EN @OX - K\[% CaZ+T
ATP ? PVR 1
. !
Oxidative PH
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Abbildung 5 : Schematische Darstell ung der Zielsetzung der Arbeit

In der ersten Versuchsreihe (1.) wurde der Einfluss von Zellalter, Wachstumsfaktorengehalt
(FCS) und Endothelin in normoxisch und chronisch hypoxisch (24 und 48 Stunden) inkubierten
PASMCs untersucht. In der zweiten Versuchsreihe (2.) wurden unter normoxischen und
hypoxischen Versuchsbedingungen respirometrisch die Sauerstoffaffinitat (p50) und der
Sauerstoffverbrauch (Via), sowie mithilfe der Remissions-Spektrophotometrie der Redox-
Status der mitochondrialen Elektronentransportkette (ETC) bestimmt. In einem dritten Schritt
(3.) wurden die Versuche der Respirometrie mit aortalen Vergleichszellen (ASMCs)
durchgefiihrt und anschlieRend mit den Ergebnissen der PASMCs verglichen.

(Vgl. Abbildung 4: Schematische Darstellung tber die Auswirkungen akuter und chronischer
Hypoxie auf pulmonalarterielle glatte Gefal3muskelzellen).

HPV: Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion, PVR?: Erhéhung des peripheren vaskularen
Widerstandes, PH: pulmonalen Hypertonie, K,|: Hemmung der sgannungsgesteuerten Kalium-
Kandle, AEyl: Depolarisation des Membranpotenzials, [Ca’]i}: intrazelluldre Kalzium-
Konzentration steigt, ROS 1/|: Produktion reaktiver Sauerstoffspezies steigt oder sinkt mit
nachfolgender Erhéhung der Kalzium-Konzentration (Ca2+T), ATP?: Auswirkungen auf
Adenosintriphosphat sind noch ungeklart, ebenso die Auswirkungen auf die oxidative
Phosphorylierung. RedOx: Reduktion und Oxidation.

Std: Stunden, K,: spannungsgesteuerte Kaliumkandle, Ca”": Kalzium, FCS: fetales
Wachstumsserum, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzellen, ASMC(s): aortale glatte
Muskelzellen.
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3. MATERIAL

3.1.CHEMIKALIEN

Aceton

Acetyl Coenzym A

Agarose Typ VI

Antimycin A from streptomyces sp
Aqua B. Braun, Ecotainer

Braunoderm

BSA Waschmedium

Citrate Synthase (CS)

Collagenase Typ IV ca. 80 U/ml

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline)

DTNB (5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid))
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)
Eisen(ll,111)-oxid; Pulver; <5 um; 98 %
Endothelin-1

Ethanol 70 %

FCCP (Carbonylcyanide-p-
trifluoromethoxyphenylhydrazone)

FCS (Fetales Kalberserum)
Heparin-Natrium-2500-ratiopharm
HEPES (2-(4-(2-hydroxyethyl)-
piperazinyl)-1-ethansulfonate)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy,)
Ketamin (Ketavet) 100 mg/ml

Kollagen Typ |

Medium 199 (= M199)

Medium 199 without phenol red (farblos)
Methanol

Natriumchlorid (NaCl) 0,9 %
Natriumcyanid, 97 %

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
B. Braun, Melsungen AG, Melsungen

B. Braun, Melsungen AG, Melsungen
PAA Laboratories GmbH, Coélbe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Calbiochem / Merck, Darmstadt

SAYV Liquid Production, Flintsbach am Inn
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Ratiopharm GmbH, Ulm
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Pfizer Pharmacia GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Gibco / Invitrogen, Karlsruhe

Gibco / Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Diaco, Serag-Wiesner, Naila
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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3. Material

Natriumhydrogenphosphat
(Na;HPO4 x 2H,0)

Oligomycin from streptomyces
diastatochromogenes (Oligo A, B, C)
Oxalacetat

Penicillin/Streptomycin

Reagenzien zur Proteinbestimmung:
Reagenz A (alkaline copper tartrate)
Reagenz B (dilute folin)

Reagenz S (surfactant solution)
Ripa-Buffer

Rompun 2 % (Xylazin)

Rotenon

SDT. (Natriumdithionid techn) ca 85 %
Triethanolamin

Tris-HCL

Triton X-100

Trypsin EDTA 10-fach

Xylocain 1 %

Histologie
Dako Fluorescent Mounting Medium

DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole)

Tabelle 1: Liste verwendeter Chemikalien

3.2.ANTIKORPER

Primarantikorper

Collagen I, Alexa Fluor 488, rabbit anti-

human

Cytokeratin, monoclonal, Clone MNF116,

mouse anti-human

SM-a-Aktin, anti-a-smooth muscle actin,

monoclonal Clone 1A4, mouse anti-

human

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Bio-RAD Laboratories, Hercules, CA

Bayer HealthCare, Leverkusen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
AstraZeneca GmbH, Wedel

Dako Cytomation, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Invitrogen, Karlsruhe

Dako Cytomation, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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3. Material

Vimentin, monoclonal, Clone V9,
mouse anti-human
VWEF, anti-von Willebrand factor,

polyclonal, rabbit anti-human

Sekundarantikorpe r:

Goat anti-rabbit IgG, Alexa Fluor 488

(fir Collagen, VWF)

Goat anti-mouse 1gG, Alexa Fluor 488
(fur Cytokeratin, SM-a-Aktin, Vimentin)

Tabelle 2: Liste verwendeter Antikérper

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dako Cytomation, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

3.3.VERBRAUCHSMATERIALIEN

8-Well-Permanox Objekttrager
(,Chamber slides”)

Butterfly 25G Ecoflo
Deckglaschen 24 x 50 mm

sterile Rohrchen (15 ml, 50 ml)
Gewebekulturflaschen (T 25, T 75)
Mikroliter-Spritze

Kanile (15 G, 18 G) BD Microlance
Leukoplast

Leukosilk

Magnetic Particle Concentrator,
Dynal MPC-1

Perfusorspritze

Pipetten (5 ml, 10 ml, 50 ml)

Skalpell, Feather Disponsable Scalpell

Neubauer Zahlkammer

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Dispomed Witt oHG, Gelnhausen
Menzel-Glaser, Braunschweig

Cellstar, Greiner bio-one, Frickenhausen
Cellstar, Greiner bio-one, Frickenhausen
Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz,
Switzerland

Becton, Dickinson, New York, USA

BSN medical GmbH, Hamburg

3M Deutschland GmbH, Neuss

Invitrogen Dynal A.S, Oslo, Norwegen

B. Braun, Melsungen AG, Melsungen
Cellstar, Greiner bio-one, Frickenhausen
Feather Safety Razor Co, Osaka, Japan
Optik Labor, Friedrichsdorf

Tabelle 3: Liste verwendeter Verbrauchsmaterialien
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3.4.GERATE

CASY Cell Counter Model DT
ELISA BIO TEK ELX 808
Filter AL 340 - 380 nm

Filter I3L

Inkubatoren

Temp 37 C,5% CO,

Fluoreszensmikroskop Leica CTR MIC
Kamera fur Fluoreszenzmikroskop
Leica DC300FX

Leica QWin

Mikroskop

02C, CytoSPEC I

Oxygraph-2k

Sterilwerkbank (,Flow") HeraSafe
Wasserbad der Hypoxiekammer

Zentrifuge Hettich Rotana PR

Tabelle 4: Liste verwendeter Gerate

Innovatis AG, Reutlingen

BioTek Instruments, Winooski, US
Leica Microsystems, Wetzlar

Leica Microsystems, Wetzlar

Flow Laboratories, Meckenheim u.
HeraCell, Thermo Fisher Scientific Inc,
Waltham, USA

Leica Microsystems, Wetzlar

Leica Microsystems, Wetzlar

Leica Microsystems, Wetzlar

Olympus IMT-2, Olympus, Hamburg
LEA Medizintechnik, Giel3en
OROBOROS® INSTRUMENTS GmbH,
Innsbruck, Osterreich

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,
USA

Memmert GmbH & Co.KG, Schwabach
Hettich Instruments, Beverly, USA
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4. METHODEN

4.1.ZELLISOLIERUNG VON PULMONALARTERIELLEN GLATTEN
MUSKELZELLEN

Die Isolierung erfolgte nach der von Waypa und Schumacker ** ® beschriebenen
Technik und wurde den Laborbedingungen angepasst und modifiziert.

Fur die Praparation wurden Kaninchen der Rasse ,White New Zealand" mit einem
Kdrpergewicht von circa 2,5 bis 3,5 kg verwendet. Eine entsprechende Anzeige (vom
04.06.1996 sowie 21.06.2009) wurde von der zustdndigen Ilokalen Behoérde
(Regierungsprasidium GielRen) bewilligt.

Zu Beginn wurde die Ohrrandvene mit einem Butterfly punktiert und der Zugang mit
Leukoplast gesichert. Daruber erfolgte die Antikoagulation mit 1000 I.E. Heparin / kg
Korpergewicht i.v. sowie die anschlielende Gabe des Narkosegemischs (1 - 2 ml / kg
Korpergewicht eines Gemisches aus 1,5 Teilen Ketanest (50 mg/ml und 2 Teilen
Rompun 2 %). Das narkotisierte Tier wurde nun in Rickenlage locker fixiert und den
Nacken Uberstreckt. Nach Feststellung ausreichender Narkosetiefe konnte mit der
Praparation begonnen werden. Die Hals-, Thorax- und Abdomenregion wurden
grofl3ziigig mit Braunoderm desinfiziert und mit einem Gemisch aus 8 ml Xylocain 1 %
+ 2 ml NaCl eine Quaddel unterhalb des Larynx Uber die Trachea gesetzt. Nach
Entfernung des Fells an Abdomen und Hals erfolgte nach vorsichtiger Freipraparation
unter Schonung der Halsnerven und -geféf3e die Tracheotomie durch Querinzision an
der Vorderseite und das Einbinden einer Trachealkanile mit einem Bindfaden. Durch
einen medianen Schnitt folgte die Freilegung des Processus xiphoideus. Dieser wurde
mit Hilfe einer Klemme gefasst, sodass mit an beiden Seiten entlang der Rippenbdgen
gesetzten Hautschnitten der Thorax und das Abdomen eréffnet werden konnten. Das
Diaphragma wurde unter Schonung der Lungenfligel unterhalb des Processus
xiphoideus eroffnet und ein kinstlicher Pneumothorax geschaffen, wodurch das Risiko
einer Lungenverletzung minimiert wurde. Das Diaphragma wurde mit einer weiteren
Klemme befestigt, nach kaudal gezogen, fixiert und Uber beidseitige Schnitte vom
Rippenbogen gelést. Nach vorsichtiger stumpfer Ablosung des Perikards und des
Thymus vom Brustkorb erfolgte unter Schonung der Aa. mammariae internae die
Thorakotomie Uber eine mediale Sternotomie mit anschlieRender Aufspreizung und
Fixierung der beiden Thoraxhalften durch zwei mit Leukosilk am Tisch fixierten

Klemmen. Nun konnte das Perikard eroffnet und der Apex mit einer Klemme gefasst
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werden. Es folgte die vorsichtige Umschlingung und Legierung der Aorta ascendens
und des Truncus pulmonalis mit Bindfaden (Abbildung 6a) und damit die Tétung des
Tieres durch Unterbinden der zentralen GefalRe gemaR Anzeige. Uber einen Schnitt in
den rechten Ventrikel wurde der Pulmonalarterienkatheter eingefiihrt und Uber die
Ligatur in der Pulmonalarterie befestigt. Durch Entfernen der Herzspitze wurden
gleichzeitig beide Ventrikel eroffnet, um einen Abfluss der Lungenstrombahn
herzustellen. Uber den Pulmonaliskatheter wurde die Lunge nun mit DPBS (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline) + 1 % Penicillin/Streptomycin blasenfrei blutleer gespult
und anschlieBend mit einer Eisen-Agarose-Mischung (5 mg/ml Agarose Typ VII mit
niedrigem Schmelzpunkt und 5 mg/ml Eisen-1I-Oxid definierter GroRRe) gefullt
(Abbildung 6b). Dabei wurde besonders auf eine gleichmaRige und seitengleiche
Verteilung der Infusion geachtet. Zur optimalen Verarbeitung wurde das Eisen-
Agarose-Gemisch vor der Infusion in Medium 199 + 1 % Penicillin/Streptomycin geldst,
Uber 10 min im Wasserbad auf 70 T erwarmt und auf 40 <C abgeklhlt, damit sich die
Agarose vollstandig l6ste. Die Lunge farbte sich durch die Instillation schwarzlich-grau.
Die angefarbten Lungenanteile entsprechen im Wesentlichen den Prékapillargebieten
der pulmonalarteriellen Endstrecke. Die Kapillaren selbst konnten aufgrund der Gréf3e

der Eisenpartikel nicht erreicht werden.

Leber

¥Trachealkaniile

Herz mit Aorta
und Pulmonalarterie

a

Abbildung 6: Isolierung von PASMCs aus Kaninchen

a) Blick in den Situs: Links im Bild die Leber, rechts ist die Trachealkanile in die Trachea
eingebunden. Mittig dargestellt ist das Herz. Mit dem Bindfaden wird die Aorta angeschlungen.
Die Lunge ist noch nicht gespult und daher noch rosa.

b) Kandlierung des rechten Vorhofs Uber einen Pulmonalarterienkatheter. Dartiber wurde die
vorbereitete Eisen-Agarose-Mischung in die Lunge instilliert, welche sich dabei dunkel farbt.

AnschlieRend wurde eine Agarose-Mischung (10 mg/ml Agarose, gel6st in Medium 199
+ 1 % Penicillin/Streptomycin), die Uber 10 min im Wasserbad auf 70 T erwarmt und
wieder auf 40 C abgekihlt worden war, Uber die Trachealkantle in die Lunge instilliert.
Es erfolgte der Verschluss der Trachealkanile, um die noch flissige Agarose am
Auslaufen zu hindern. Danach folgte die Entnahme des Herz-Lungen-Paketes, das in

einem mit gekihltem DPBS geflillten und verschlossenen Behdlter auf Eis gelegt
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wurde. Nach ca. 10 min war die Agarose fest (Schmelzpunkt bei 36 ) und das

Lungengewebe damit schnittfest (Abbildung 7).
Abbildung 7: Zellisolierung PASMC s: praparierte Lunge

Mit Eisen und Agarose praparierte Lunge. Das pulmonalarterielle
Stromgebiet stellt sich schwarz dar, das restliche Lungengewebe durch
die Instillation von Agarose Uber die Trachea rosa.

Die Weiterverarbeitung erfolgte an der Sterilwerkbank. Es wurden nacheinander etwa 2
X 2 X 2 cm grof3e Lungenstticke in sterile 50 ml R6hrchen gegeben, mit einigen Tropfen
DPBS + 2 % Penicillin/Streptomycin befeuchtet und mithilfe drei nebeneinander
gehaltenen Scheren (,3-Scheren-Technik®) moglichst klein geschnitten. Anschliel3end
wurde der Behalter mit DPBS aufgefillt und die Stickchen im Magnetic Particle
Concentrator gewaschen. Das eisenhaltige Kapillargewebe wurde von dem Magnet an
der Wand des sterilen Rohrchens fixiert, wodurch das pulmonalarterielle
Prakapillargewebe vom restlichen Lungengewebe durch einfaches Absaugen des
ungebundenen Gewebes samt restlichem DPBS getrennt werden konnte. Dieser
Schritt wurde je dreimal wiederholt. Die nun gewaschenen Gewebeteilchen wurden
zusammen mit vorgewarmter Collagenase-Mischung (Collagenase 80 U/ml + M 199 +
1 % Penicillin/Streptomycin) in sterile Zellkulturschalen pipettiert. Im Inkubator (37 C, 5
% CO,) erfolgte nun Uber 1 Std der enzymatische Verdau. Der anschlieRende
mechanische Verdau erfolgte manuell durch Verwendung von Kanlen verschiedener
GroRRe (15G u. 18G). Im Magnetic Particle Concentrator wurde das Gewebe wiederum
mit einem Gemisch aus M 199 + 10 % FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin dreimal
gewaschen. Der Verdauungsprozess der Collagenase wurde durch das FCS
abgestoppt. Ziel des Verdaus war die Gewinnung einer Fibroblasten-freien Zellkultur,
da Fibroblasten durch den Verdau abgetttet werden.

Die gewaschenen und in M 199 + 10 % FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin gelésten
Eisenpartikel mit Lungengefal3igewebe wurden nun in sterilen T 75-
Gewebekulturflaschen ausgeséat. Die Flaschen wurden beschriftet und fir ca. 5 - 7
Tage im Inkubator kultiviert. Da Endothelzellen zur Kultur andere Bedingungen
bendtigen, als die hier verwendeten, konnten weitgehend reine PASMC-Kulturen

gezichtet werden (vgl. Immunfluoreszenzfarbungen Kap.5.1).
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4.2.ZELLISOLIERUNG VON AORTALEN GLATTEN
MUSKELZELLEN

Die Isolierung der aortalen glatten Muskelzellen erfolgte aus der Aorta thoracica und
den oberen Anteilen der Aorta abdominalis von Kaninchen. Diese wurde den toten
Kaninchen direkt nach Entnahme des Herz-Lungen-Pakets fir die Isolierung von
PASMCs entnommen. Die Weiterverarbeitung der entnommenen Aorta erfolgte an der
Sterilwerkbank (Abbildung 8). Zuerst wurde die Aorta vom umgebenden Fett- und
Sympathikusgewebe befreit. Die gesauberte, etwa 5 cm lange Aorta wurde in 2 - 3
Stiucke unterteilt, diese wurden der Lange nach aufgeschnitten und mit der Innenseite
nach oben auf einen Gummiblock gelegt. Mit Hilfe eines Skalpells wurde die
Endothelschicht (Monolayer) abgetragen. Eventuell verbliebene Endothelzellen wurden
durch die angewandten Scherkrafte beschéadigt, so dass eine Kontamination der
Zellkultur mit Endothelzellen vermieden werden sollte. Ebenfalls mit dem Skalpell
wurde in einem weiteren Schritt die Media von der Adventitia getrennt. Die Adventitia
wurde verworfen, die jetzt Endothelzellen- und Fibroblasten-freie Media mit einer
Schere in mdoglichst kleine Stickchen geschnitten. Diese wurden mit etwas
Kulturmedium (M199 + 10 % FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin) in T25-
Gewebekulturflaschen gebracht.

Abbildung 8: Zellisolierung von ASMCs

Die von Fett und Sympathikusgewebe geséuberte Aorta (a) wird langs aufgeschnitten (b). Mit
dem Skalpell werden Media und Adventitia getrennt (c). AnschlieBend wird die Media in kleinste
Stuicke geschnitten (d).

4.3.ZELLKULTUR: BEDINGUNGEN UND BEGRIFFSDEFINITION EN

4.3.1. Atmospharische Bedingungen und Zellkultur

Alle Zellen wurden, soweit nicht anders angegeben, unter Raumluftbedingungen (pO.
158 mmHg (21 kPa), pCO, 40 mmHg (5,3 kPa), Rest N,) Kkultiviert. Die
Luftzusammensetzung im Inkubator bestand bei normoxischer Inkubation aus Raumluft
+ 5 % CO,. Die hypoxische Inkubation erfolgte bei 1 % O,, 5 % CO,, Rest N..
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Die in dieser Arbeit mit ,serumreich® bezeichneten Zellen wurden mit 10 %
Wachstumsfaktoren (FCS) im Kulturmedium geziichtet und wéhrend der gesamten
Kultivierungszeit bis zur Trypsinierung damit behandelt. Bei ,serumarmen® Zellen
wurde 24 Std vor Versuchsbeginn (48 Std vor der Messung und 24 Std vor der

hypoxischen Inkubation) der FCS-Gehalt im Kulturmedium auf 1 % reduziert.

Bei den Messungen mit Endothelin-1 wurde zu Beginn des Versuches zu 2 ml
Zellsuspension aus normoxisch und mit 10 % FCS kultivierten PASMCs 21 pl

Endothelin -1 (Endkonzentration in der Kammer 10 nM) gegeben.

4.3.2. Zellalter

Das Alter der jeweiligen Zellen wird mit Hilfe zweier Begriffe beschrieben:

Aussaat (A) — Anzahl der Aussaaten ausgehend vom Ursprungsgewebe.

Passage (P) — Angabe, wie oft Zellen nach dem Vorgang der Trypsinierung auf neue
Gewebekulturplatten gesetzt wurden.

Zellen, die direkt aus dem Ursprungsgewebe oder den isolierten Gewebestlickchen
wachsen, befinden sich in der 1. Aussaat und gleichzeitig in der 0. Passage. Durch
Teilung der Zellkultur und Verteilen in neue Gewebekulturflaschen erreichten die Zellen
eine hohere Passage. Durch erneutes Aussaen von Gewebestiickchen aus dem

Ursprungs-Gewebe-Isolat wurde eine hbhere, zweite Aussaat erreicht.

4.3.3. Konfluenz

Die Wachstumsdichte der Zellkultur wird als Konfluenz bezeichnet. Eine zu geringe
Zelldichte bewirkt durch fehlende Zell-Zell-Kontakte ein langsames Wachstum,
andererseits bewirkt eine zu groRe Zelldichte mangelhaftes Wachstum durch
Kontaktinhibition. Beides fuhrt zur Verschlechterung der Zellqualitat. Optimale

Konfluenz fir die Weiterverarbeitung sind ca. 80 %.

4.3.4. Wechsel des Kulturmediums

Ein regelmafiger Mediumwechsel tauscht Stoffwechselendprodukte der Zellen gegen
neue Wachstumsfaktoren aus, und sorgt damit flr ein gleichmaRiges und gesundes
Zellwachstum. Fur diese Arbeit erfolgte alle 2 - 3 Tage ein Mediumwechsel.

Bei den PASMCs und ASMCs handelt es sich um Adhasionszellen, die am Boden der

jeweiligen Gewebekulturtrager wachsen und utber Kalzium-Briicken daran verankert
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sind. Mediumwechsel erfolgt durch Absaugen des alten und Hinzufiigen des neuen
Mediums. Zur Weiterverarbeitung missen diese Zellen trypsiniert werden, um sie von

der Gewebekulturflasche zu losen.

4.3.5. Zellteilung und Neuaussaat

Beim sog. Splitten werden Zellen einer Gewebekulturflasche oder -schale auf eine
grolRere Anzahl Gewebekulturflaschen verteilt und befinden sich dann in der néchsten
Passage. In dieser Arbeit wurde dieser Arbeitsschritt bei einer Konfluenz von ca. 70 -
80 % durchgefiihrt. Der erste Schritt erfolgte durch Waschen der Zellen mit Ca?*- und
Mg?*- freiem Medium, der zweite durch Inkubation in Trypsinlésung (Trypsin/EDTA +
HEPES + NaCl, 8:1:1), die im Inkubator fr 1 min einwirkte und durch Komplexbildung
der zellstabilisierenden Membranproteine eine Losung der Zellen vom Flaschenboden
bewirkte. Das Losungsverhalten wurde unter dem Mikroskop beurteilt und
anschlieend mit FCS gestoppt. Anschlieend wurden die Zellen entweder neu
ausgesat oder im Versuch verwendet.

Fur die Neuaussaat wurde eine Zelldichte von ca. 500.000 bis 1 Mio. Zellen pro T 75 -
Platte gewahlt. Je nach ausgesater Zelldichte und Wachstumsverhalten der Zellen
waren die Platten nach 4 - 8 Tagen wieder ca. 80 % konfluent und konnten weiter
gesplittet oder fur Versuche verwendet werden. In dieser Arbeit wurden nur Zellen der

1. und 2. Aussaat sowie der 1. und 2. Passage verwendet.

4.3.6. Zellzahlung

Die Zellzahlung erfolgte manuell mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer durch
Auszéahlen der Zellen unter dem Mikroskop, und automatisch mit dem Zellzahler
,CASY" (Innovatis AG, Reutlingen). Fir diese Arbeit wurden beide Verfahren parallel

verwendet, um moglichst genaue Zellzahlen bestimmen zu kénnen.

4.3.7. Versuchsvorbereitung

Zur Versuchsvorbereitung wurden die Zellen nach dem Trypsinieren mit 1 ml DPBS
resuspendiert und mit Waschmedium (M 199 farblos + 0,2 M HEPES, 9:1) gewaschen.
Nach 3-maligem Waschen wurden die Zellen in Medium (M 199 farblos + 0,2 M
HEPES, 9:1) resuspendiert und die Messungen durchgefuhrt. Da die Zugabe von
Farbstoffen im Medium bei Messungen durch Remissions-Spektrophotometrie zu

Stérungen fuhrt, wurde farbloses Medium 199 ohne Phenolrot verwendet. Um alle

37



4. Methoden

Zellen einheitlich zu behandeln, wurde fir alle Messungen ab dem Zeitpunkt der

Versuchsvorbereitung farbloses Medium verwendet.

4.3.8. Spezifische  Bedingungen bei der  Zellkultur v  on
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen

Die Eisenpartikel nach dem Anwachsen der 1. Aussaat wurden nach ca. 5 - 7 Tagen
durch vorsichtiges Abspilen mit Kulturmedium aus den Gewebekulturflaschen entfernt.
Die daraus gewachsenen Zellen befanden sich in der 0. Passage und wurden erneut
ausgesat. Die mit Hilfe des Magnetic Particle Concentrators gewaschenen
Eisenpartikel, an denen noch Gewebe haftete, wurden als 2. Aussaat auf mehrere

Gewebekulturflaschen verteilt.

4.3.9. Spezifische Bedingungen bei der Zellkultur v on aortalen

glatten Muskelzellen

Nach 2 - 4 Wochen waren aus den Aortenfragmenten in den Gewebekulturflaschen
jeweils kleine Zellinseln gewachsen. Die Gewebestiickchen wurden zusammen mit
dem restlichen Medium mit einer Pipette abgenommen, in ein steriles Rdhrchen
gebracht und als 2. Aussaat erneut ausgesat. Die aus der 1. Aussaat gewachsenen
Zellen wurden trypsiniert, gewaschen und ebenfalls neu auf Gewebekulturflaschen

verteilt.

4.4. INKUBATION VON ZELLKULTUREN IN CHRONISCHER
HYPOXIE

Fur die hypoxische Inkubation der Zellen wurde eine thermo-kontrollierte
Hypoxiekammer verwendet (Abbildung 9, Abbildung 10). Diese bestand aus einem
grolRen Wasserbad, in welchem auf Flaschen gelagert eine luftdicht verschlieBbare
Hypoxiekammer lag. Durch die untergelegten Glasflaschen wurde ein direkter Kontakt
der wasserdichten Kammer mit den Heizstdben des Wasserbeckens vermieden. Der
Aufbau der Hypoxiekammer in einem grof3en Wasserbad diente der Gewahrleistung
einer konstanten Temperatur von 37 . Die verwende te Gasmischung aus 1 % O,, 5
% CO,, Rest N, wurde Uber eine zwischengeschaltete Befeuchtungseinheit in die

Hypoxiekammer geleitet. Die Gewebekulturflaschen wurden in die Hypoxiekammer
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gestellt. Durch die fir Gas permeablen Verschlisse der Gewebekulturflaschen wurde
die Aquilibrierung der Zellkammern mit der hypoxischen Gasmischung erreicht. Der
Ausstrom des Gases aus der Kammer erfolgte tber ein Ventil ins Wasserbecken, das
damit als Ruckschlagventil diente. Zur Sicherstellung der gewlinschten Gasmischung
in der Kammer wurden regelmé&Rig Gasproben aus dem Ausstrom entnommen und die

jeweilige Gaszusammensetzung bestimmt.

Abbildung 9: Hypoxiekammer

Ansicht der Hypoxiekammer im Wasserbad.
In der verschlossenen Kammer befanden sich
Gewebekulturflaschen zur hypoxischen Inkubation.
Unten im Bild (rot) befindet sich der Befeuchter, tber
den das Gas eingeleitet wurde. Am Boden des
Wasserbads sind die Heizspiralen sichtbar.

Wasserbad

Wasserdichte

Hypoxiekammer Gewebekulturflaschen

| mit Zellen

Glasflaschen Heizspirale Befeuchter

Abbildung 10: S chematische Darstellun g der Hypoxiekammer

Schematischer Blick in die Hypoxiekammer: Eine verschlieBbare und auf Glasflaschen
gelagerte Kammer diente als Hypoxiekammer, darin befanden sich die zu inkubierenden
Gewebekulturflaschen. Das Hypoxiegas wurde Uber einen Befeuchter in die Kammer geleitet.
Der Aufbau im Wasserbad sorgte fir eine gleichmaRige Temperatur in der Kammer.

4.5.HIGH-RESOLUTION RESPIROMETRIE

Die Bestimmung der mitochondrialen Atmungskettenfunktion in pulmonalarteriellen
(PASMCs) und aortalen (ASMCs) glatten Muskelzellen erfolgte mit Hilfe eines High-
Resolution Respirometers, dem Oxygraph-2k (OROBOROS Instruments, Innsbruck,
Osterreich). Dieses Gerat wurde verwendet, um auch bei geringer respiratorischer
Aktivitat und niedrigen Sauerstoffkonzentrationen prazise Messungen durchfihren zu

kénnen. Das Prinzip basiert auf einer polarografischen Messung der
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Sauerstoffkonzentration in Zellsuspensionen. Der Sauerstoffverbrauch wurde aus der
1. Ableitung der Sauerstoffkonzentration berechnet. Realisiert werden konnte die
Préazision durch speziell verwendete sauerstoffneutrale Materialien, hohe Sensitivitat
der Sauerstoffelektrode und geeignete Kalibrierungsverfahren. Das Gerét besteht aus
einem Gehéuse, an dessen vorderem Ende zwei Glaskammern mit einem
Messvolumen von jeweils 2 ml eingelassen sind. An jeder dieser Kammern ist seitlich
eine Clark-Sauerstoff-Elektrode (Clark type polarographic oxygen sensor) angebracht.
Das Detektionslimit des Sauerstoffverbrauchs liegt bei 1 pmol/(s*cm®) (0,001 pM/s),
das Detektionslimit der Sauerstoffkonzentration bei 0,005 pM O, ?* 28, In den Kammern
befindet sich jeweils ein magnetischer Ruhrer (sog. Stirrer) zur besseren
Durchmischung der zu messenden  Zellsuspension. Dadurch  wurden
Diffusionsstrecken vermieden. Die Kammern wurden nach dem Befullen mit Medium
oder Zellsuspension mithilfe eines Zylinders (sog. Stopper) luftdicht abgeschlossen.
Uber eine Offnung im Stopper konnten unter Einhaltung der Luftdichtigkeit Substanzen
hinzugefigt werden. Das Messvolumen der Kammern konnte tber einen verstellbaren
Ring am Stopper verandert und auf genau 2,0 ml eingestellt werden. Die Kammern
waren beheizt und sorgten fir eine gleichméRige Temperatur von 37 T (variabel
einstellbar zwischen 2 u. 45 T +/- 0,001 ) . Durch die Anordnung zweier Kammern
nebeneinander bestand die Madoglichkeit der vergleichenden Messung zweier

Zellsuspensionen. Im Ruhezustand wurden die Kammern mit 70 % Ethanol befiillt.

4.5.1. Kalibrierungen

45.1.1. Raumluft-Kalibrierung

Vor dem Versuch wurde regelmaRig eine Zweipunkt-Kalibrierung des Messaufbaus
durchgefuihrt. Als oberen Kalibrierungspunkt wurde die Luftsauerstoffkonzentration
herangezogen. Dieser Vorgang der Raumluftkalibrierung wird auch ,air calibration”
genannt. Dazu wurde vor Beginn jeden Versuches das Medium, in welchem spater die
Zellen gelost wurden (Medium 199 farblos mit HEPES 0,2 M; 9:1) in die Kammern
geflllt. Die Kammern wurden mit dem Stopper nur soweit verschlossen, dass Uber eine
Luftblase eine Aquilibrierung des Mediums mit der umgebenden Raumluft stattfinden
konnte. Uber einen Zeitraum von mindestens 30 min wurde nun eine Aquilibrierung
durchgefuhrt. Durch Messung des Luftdruckes wahrend der Kalibrierung konnte die
Sauerstoffkonzentration in der Luft genau bestimmt und als oberen Kalibrierungspunkt

verwendet werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Air calibration

Versuchsprotokoll Gber eine halbstindige Raumluftkalibrierung. Die Sauerstoffkonzentration in
der Kammer (blaue Linie) gleicht sich der Raumluft an. Der Sauerstoffverbrauch (rote Linie)
betragt nach Aquilibrierung 0 pmol/(s*cm?).

Stopper zu: Kammer geschlossen.

4.5.1.2. Nullpunkt-Kalibrierung

Am Ende jedes Versuches wurde die sogenannte ,zero calibration® oder
Nullpunktkalibrierung durchgefiihrt. Dazu wurden ca. 10 pl Sodiumdithionid (SDT in 1
mg/ml Medium) in die verschlossenen Kammern pipettiert. SDT bindet den in der
Kammer vorhandenen Sauerstoff und fuhrt damit zu einem pO, von (nahe) 0 mmHg (0
kPa).

4.5.1.3. Hintergrund-Kalibrierung

In  regelméaRigen Abstanden wurde zusatzlich eine Hintergrund-Kalibrierung
(background calibration) durchgefiihrt, um den Sauerstoffverbrauch der pO,-Elektrode
und die sauerstoffspeichernden Eigenschaften der Messkammer zu bestimmen, und
diese aus den Messdaten korrigieren zu koénnen. Erst dadurch konnten valide
Messungen auch im niedrigen Sauerstoffkonzentrationsbereich gewonnen werden
(Abbildung 12). Uber eine 50 ml-Perfusorspritze wurde in regelmaRigen Abstanden
Stickstoff (N,) in die Luftphase der mit Medium gefillten und leicht gedffneten Kammer
geleitet. Dadurch wurde jeweils ein schrittweiser Abfall der Sauerstoffkonzentration in
der Kammer erreicht. Nach Verschluss der Kammer wurde der O,-Verbrauch bei
bestimmten O,-Konzentrationen gemessen. Damit konnte ein pO, abhangiger
Sauerstoffverbrauch der Messanordnung hergeleitet und die lineare Beziehung zur
Korrektur des gemessenen Sauerstoffverbrauchs verwendet werden. Die fir jede

Kammer erhaltenen Daten wurden online bei der Auswertung beriicksichtigt.
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Abbildung 12: Background calibration

Nach jeder der drei Gaben von Stickstoffgas (N,) fiel der Sauerstoffpartialdruck (blaue Linie) in
der Kammer ab. Uber den pO,-abhéngigen O.-Verbrauch (rote Linie) in der Plateauphase
erfolgte die Auswertung des Korrekturfaktors.

Stopper zu: Kammer geschlossen.

4.6.VERSUCHSPROTOKOLL ZUR BESTIMMUNG DER
SAUERSTOFFAFFINITAT UND MAXIMALEN ENDOGENEN
ATMUNG

Die Sauerstoffaffinitat (p50-Wert, kurz p50) ist der Sauerstoffpartialdruck bei
halbmaximaler mitochondrialer Atmung und ist ein Parameter fir die mitochondriale
Atmung bei erniedrigtem pO, (Hypoxie). Er wird bestimmt, indem der
Sauerstoffverbrauch in Abhangigkeit vom pO, gemessen wird. Die maximale endogene
Atmung aus dieser Abhangigkeit wird dabei Vi.x genannt und ist die Atmung unter
optimalen pO,-Bedingungen. Der wie unten beschrieben gemessene pO,-abhangige
Sauerstoffverbrauch verhalt sich nach der Michaelis-Menten-Kinetik, zu deren
Charakteristika die beiden MessgréRen gehdren:

e p50: der Sauerstoffpartialdruck bei halbmaximaler Atmung

(= Sauerstoffaffinitat), Einheit [kPa], 1 kPa £ ~ 1 % O, in Raumluft.

* Vna der maximale endogene Sauerstoffverbrauch, Einheit [pmol/(s*ml)]

korrigiert auf die Zellzahl, Einheit [pmol/Mio. Zellen].

Zu Beginn des Versuches wurden Kammervolumen, Zellmenge,
Sauerstoffldslichkeitsfaktor des Mediums und die Werte der aktuellen Hintergrund-
Kalibrierung in die Software eingegeben. Mithilfe dieser Daten kann der
Sauerstoffverbrauch errechnet und online angezeigt werden. Pro Versuch wurden 2,5
ml Zellsuspension mit Hilfe einer Pipette blasenfrei in die Kammer eingefiillt und die
Kammer fur ca. 10 min so verschlossen, dass Uber eine verbleibende Luftblase ein

Luftaustausch mit der umgebenden Raumluft stattfinden konnte und die Zellsuspension
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sich hinsichtlich Temperatur und Sauerstoffkonzentration aquilibrierte. Anschliel3end
wurde die Kammer mit einem Suspensionsinhalt von 2 ml luftdicht verschlossen und
Uber die Abnahme der Sauerstoffkonzentration der Sauerstoffverbrauch bestimmt
(Abbildung 13). Bei Erreichen einer kritischen Hypoxie fiel der Sauerstoffverbrauch ab
bis kein mitochondrialer Sauerstoffverbrauch bei Anoxie mehr nachweisbar war. Eine
solche Episode wird als Abatmung (Transition) bezeichnet. Nach ca. 1 min
vollstandiger Hypoxie in der Kammer wurde die Zellsuspension reoxygeniert, indem
der Verschlusszylinder etwas herausgezogen wurde und Raumluft einstromen konnte.
Nach vollstandiger Reoxygenierung wurde die Kammer wieder luftdicht verschlossen
und eine 2. Abatmung erfolgte. Um zu Uberprifen, ob es sich bei dem gemessenen
Sauerstoffverbrauch um mitochondrialen Sauerstoffverbrauch handelte, wurde 1 pl
Cyanidlésung (Endkonzentration ca. 1 mM) in die Zellsuspension pipettiert. Cyanid
hemmt Komplex IV der Atmungskette, wodurch eine vollstandige Inhibierung des

mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs resultiert.

Aus dem pO, abhangigen Sauerstoffverbrauch wurde offline gemafld der Michaelis-
Menten-Kinetik [% Vmax = (Vmax * PO2) / (p50 + pO,)] der pO, bei halbmaximaler
mitochondrialer Atmung (p50) in kPa (1 kPa 2 ~ 1 % O, in Luft, 1 mmHg £ 0,133 kPa)

errechnet *

(OROBOROS Instruments).
Vor und nach jedem Versuch wurden die Kammern jeweils dreimal mit 70 % Ethanol

. Diese Auswertung erfolgte mit Hilfe der DatLab 2 Analysis Software

und destilliertem Wasser im Wechsel gereinigt und desinfiziert. Bei Nichtbenutzung des

Gerétes blieben die Kammern mit 70 % Ethanol gefllt.

ure mmHg (5 (mmtg)
@ @ 5
23 8 S

P
@
3
02 Flowper cels (S5 (pmoks'Mill}

e

| 002337 04713
skid \Rangp, Icmmcssk 35040
\—— Stopper zu ReOx \—— Stopper zu

Abbildung 13: Bestimmung der Sauerstoffaffinitat

Versuchsablauf: Aquilibrierung bis ,Stopper zu®, 1. Abatmung, Reoxygenierung, 2. Abatmung
Rote Linie: Sauerstoffverbrauch/Millionen Zellen, Blaue Linie: pO..
ReOx: Reoxygenierung; Stopper zu: Kammer geschlossen.
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4.7.VERSUCHSPROTOKOLL ZUR BESTIMMUNG VON
PROTONENLEAK UND MAXIMALER ATMUNGSKETTEN-
KAPAZITAT

Um weitere Basiseigenschaften der Mitochondrien bestimmen zu kdénnen, wurden
zusatzlich sogenannte ,Titrations-Versuche* durchgefiihrt. Namensgebend ist die
Titration verschiedener mitochondrialer Inhibitoren / Entkoppler zur Zellsuspension in
die geschlossene Messkammer. Diese Messungen wurden parallel mit normoxisch und
hypoxisch inkubierten pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen durchgefiihrt. Der
Versuchsablauf wird in OROBOROS Protocols % beschrieben. Die Vorbereitung der
Zellen, sowie die ersten 15 Minuten des Versuchsablaufes erfolgten analog der

Versuche zur Bestimmung der Sauerstoffaffinitdét und maximalen endogenen Atmung.

Nach einer Aquilibrierungszeit von ca. 10 min erfolgten der luftdichte Verschluss der
Kammern mit Hilfe des Stoppers und der Versuchsbeginn (Abbildung 14). Nach einer
stabilen Phase des Sauerstoffverbrauchs durch endogene  Zellatmung
(,Routineatmung*) bei nicht limitierendem pO, wurde das Titrationsprotokoll gestartet.
Begonnen wurde mit der Gabe von 1 pl Oligomycin (4 mg/ml Stocklésung in 70 %
Ethanol, Endkonzentration 2 pg/ml Oligomycin) tber eine Mikroliter-Spritze. Oligomycin
inhibiert die ATP-Synthase der Atmungskette, sodass es Uber die Erhdhung des
Protonengradienten zu einer Abnahme der mitochondrialen Atmung kommt. Der
residuale Sauerstoffverbrauch spiegelt die mitochondriale Atmung, die zur
Kompensation des Protonenverlusts entlang des Gradienten benétigt wird, wider. Nach
Erreichen eines neuen stabilen Plateaus (nach ca. 10 - 15 min) begann die repetitive
Gabe von FCCP (Carbonyl-Cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone). Diese konnte
entweder manuell oder Uber die automatische Einspritzpumpe (TIP 2k) erfolgen. FCCP
ist protonophor und entkoppelt den Protonentransport von der ATP Produktion, indem
es die Mitochondrienmembran permeabilisiert. Damit fihrt es zu einer maximalen
Aktivierung der Elektronentransportkette, der  sogenannten maximalen
Atmungskettenkapazitat, die die ADP unabhéngige Aktivierung der Atmungskette
widerspiegelt und von Substratangebot sowie Funktion der einzelnen
Atmungskettenkomplexe abhangt. Es wurden 0,1 ml 10 mM FCCP im Abstand von ca.
120 s Uber etwa 15 Einzelgaben in die Kammer gespritzt, bis sich wieder ein stabiler
Sauerstoffverbrauch einstellte. Danach erfolgte die Inhibierung von Komplex | der
Elektronentransportkette durch Gabe von 1 pl Rotenon (Stockldsung in Ethanol,
Endkonzentration 0,2 mM). Anschlielend wurde durch 1 pl Antimycin A (Stocklésung

in Ethanol, Endkonzentration 5 mM) Komplex IlI gehemmt. Daraufhin sank der
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Sauerstoffverbrauch  auf ein  Niveau, das dem  nicht-mitochondrialen
Sauerstoffverbrauch  entspricht. Als letzter Schritt wurde mit SDT eine
Nullpunktkalibrierung durchgefuhrt.
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Abbildung 14: Bestimmung der endogenen Atmung, des Protonenleaks, der maxima len
Atmungskettenkapazitat und  der nicht mitochondrialen Zellatmung

Nach luftdichtem Verschluss der Kammer ,Stopper zu“ beginnt die Sauerstoffkonzentration
(blaue Linie, O, Concentration [nmol/ml], linke Y-Achse) zu sinken und die Messung des
Sauerstoffverbrauchs (rote Linie, O, Flux per Volume [pmol/(s*ml)], rechte Y-Achse). Nach
Erreichen eines stabilen Plateaus erfolgte die Gabe von Oligomycin (Oligo), woraufhin der
Sauerstoffverbrauch durch Hemmung der ATP Synthase sank. Wiederum nach Erreichen einer
stabilen Phase erfolgt die repetitve Gabe von FCCP (Carbonyl-Cyanide p-
trifluoromethoxyphenylhydrazone, hier Gabe durch die TIP-2k Injektions-Pumpe,
gekennzeichnet durch regelmafige senkrechte rote Striche (POl etc.)). AnschlieBend wurde
Rotenon (Rot) und Antimycin A (Anti A) gegeben. Dies fuhrt iber Hemmung von Komplex | und
Il zu einem Sauerstoffverbrauch nahe Null.

4.7.1. Atmungsphasen und Atmungsquotienten

Aus dem Versuchsablauf konnten nun folgende Daten gewonnen werden 2% 2% 27 2°;

Atmungsphasen (Respiratory states)

C (C = intakte Zellen, r = Routine)

C, stellt die endogene Atmung intakter Zellen unter nicht limitierenden

pO, Bedingungen (= Routineatmung) dar. Die erhaltene Grof3e entspricht
dem zellzahlspezifischen Sauerstoffverbrauch und V.. aus den
Versuchen zur Bestimmung der Sauerstoffaffinitat. Gemessen wird die
aerobe metabolische Aktivitat der Zellen unter Routinebedingungen im

verwendeten Kulturmedium.

Co (C = intakte Zellen, r = Routine, O = Oligomycin)

Bezeichnung der durch die Gabe von Oligomycin inhibierten Atmung.

Diese erfolgt primar zur Kompensation des Protonenleaks nach

Hemmung der ATP-Synthase. Indirekt ist dieser Wert damit ein Marker
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fur die Dichtigkeit der inneren mitochondrialen Membran. Sie ist
vergleichbar mit der sogenannten "state 4" Atmung, d. h. der Atmung

unter gesattigter Substratkonzentration, aber ohne Zugabe von ADP.

(C = intakte Zellen, r = Routine, u = uncoupled)
Nach Entkopplung durch FCCP wird der maximale Sauerstoffverbrauch

erreicht: Der Wert ist ein Marker fir die maximale Atmungskapazitat

entkoppelter Mitochondrien in intakten Zellen. Er ist unabhéngig von ADP

aktivierter Atmung und wird bestimmt durch das Substratangebot und
Funktion der einzelnen Atmungskettenkomplexe. Der hier gemessene
Sauerstoffverbrauch ist vergleichbar mit der sogenannten "state 3"
Atmung, d. h. Atmung mit gesattigter Substratkonzentration nach Zugabe

von ADP zur maximalen Aktivierung der Atmungskette.

CruRA

Durch Rotenon und Antimycin A inhibierte Atmung nach Hemmung von

Komplex | und Ill. Der verbleibende Sauerstoffverbrauch erfolgt durch

andere zellulare sauerstoffverbrauchende Prozesse wie z.B.

Radikalbildung.

Tabelle 5: Atmungsphasen

Atmungsquotienten (Respiratory ratios)

UCR’ Entkoppelter Kontroll-Quotient (in % = 1/UCR?)

=(CW/CY); | Gibt die maximale Atmungskapazitdt im Verhaltnis zur Ruheatmung
in % wider. Damit besagt dieser Wert in Prozent, inwieweit die endogene
= (/T Atmung im Vergleich zur maximal mdglichen Kapazitat aktiviert ist.
=(C//C'w)

RCR’ Respiratorischer Kontroll-Quotient (in % = 1/RCR")

=(CW/Cw0); | Gibt an, wie viel Prozent der maximal méglichen Atmung zur
in % Kompensation des Protonenleaks aufgebracht werden muissen. Dieser
=U(CW/C o) Wert ist ein Index fur die Kopplung der Atmungskette.

= (C'o/C')

RCRp Phosphorylierter respiratorischer Kontroll-Quotient (in %)

= (C+-Co)/ Gibt an, wie viel Prozent der Ruheatmung im Verhdltnis zur maximalen
(Cru-Crura)

Atmungskapazitét fur die ATP-Produktion verwendet werden.

X' = Werte korrigiert fir C,ra, d.h. ohne sonstige sauerstoffverbrauchende Faktoren

(automatische Berechnung bei Verwendung des O2k-DatLabAnalysis_TIP2k — Template aus Course on High-
Resolution Respiromety, OROBOROS, Austria)

Tabelle 6: Atmungsquotienten
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4.8.REMISSIONS-SPEKTROPHOTOMETRIE

Die Methode der Remissions-Spektrophotometrie wurde in einem Versuchsaufbau
kombiniert mit der Respirometrie angewendet (Abbildung 15). Mit Hilfe dieser Methode
konnte der Redox-Status der Cytochrome innerhalb der mitochondrialen Atmungskette
in Abhangigkeit vom pO, bestimmt werden. Dadurch wurde zum Einen eine von der
Respirometrie unabhangige Information zur Aktivitat der Atmungskette gewonnen, zum
Anderen konnte die spezifische Regulation unterschiedlicher Cytochrome untersucht
werden #. Da Cytochrome das Wellenlangenspektrum von Weilicht auf seinem Weg
durch das Gewebe verandern, indem sie Licht absorbieren, werden sie als
Zellfarbstoffe (griechisch: zyto = Zelle; chrdbma = Farbe) bezeichnet. Die Absorption der
mitochondrialen Cytochrome wiederum andert sich in Abh&angigkeit des
Redoxzustandes, d.h. durch Elektronenaufnahme oder -abgabe. Eine distale
Inhibierung der Atmungskette, z. B. durch Hypoxie, verhindert die Abgabe von
Elektronen, es kommt zur Reduktion der Cytochrome und zu einer Veranderung der
Absorption. Das aus dem Gewebe remittierte Weil3licht ist dadurch im Vergleich zum
eingestrahlten  Weilllicht und im Vergleich zur Normoxie in seinem
Wellenlangenspektrum verandert. Die Messung der Remissionsspektren erfolgte durch
ein Spektrophotometer des Typs ,CytoSPEC II* (LEA Medizintechnik, Giel3en). Dieses
Gerat besteht aus zwei Komponenten: einer Temperatur- und Strom-regulierten
Breitband-Lichtquelle (395 bis 670 nm); sowie einem temperaturgesteuerten
Spektrophotometer mit asymmetrisch  gekreuztem  Czerny-Turner  Design
(Detektionsbereich 390 - 650 nm, Auflésung von 1,5nm) zur Messung und

80

Quantifizierung des Lichts Die Messungen in Zellsuspensionen wurden mit

integrierten Glasfaseroptiken des CytoSPEC Il in der Messkammer des Oxygraph

durchgefunhrt.

Abbildung 15: Versuchsaufbau  fir  Remissions -
Spektrophotometrie

Links im Bild das Spektrophotometer (LEA Medizintechnik,
Giel3en), rechts das Respirometer (Oxygraph, Oroboros
Instruments, Innsbruck, Osterreich).

Das Licht wurde aus der Weililichtquelle tUber ein Glasfaserkabel in die Messkammer
geleitet, dort interagierte es mit den Zellen und wurde zurtick zu den Glasfaserkabeln
gestreut. Diese leiteten die empfangenen Signale in das Spektrophotometer, welches

aus den fur die verschiedenen Wellenlangen erhaltenen Daten Spektren errechnete
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und diese am Monitor anzeigte (Abbildung 16). Die Spektren wurden im Abstand von 8
- 300 ms ermittelt, abhangig von den optischen Eigenschaften der zu messenden

Zellsuspension, und {iber einen Zeitraum von mindestens 2 - 10 s gemittelt %°.

Spektrometer

Abbildung 16: S chematische Darstellung des Versuchsaufbaus der kombinierten
Respirometrie und Remissions -Spektrophotometrie

Das Licht wird aus der Weillichtquelle tiber die Sonde in die mit Zellsuspension gefillte und
verschlossene Kammer des Respirometers geleitet. Dort interagiert das Licht mit den Zellen
und wird wiederum Uber die Sonde zurick ins Spektrophotometer geleitet. Dort werden die

Spektren gemessen.
Quellen Bild O2C und Spektren: LEA Medizintechnik, Giel3en, vgl. 80

Die Berechnung und Darstellung der verschiedenen Spektren erfolgte durch die
CytoSPEC Il - Software. In Abbildung 17 dargestellt ist beispielhaft der zeitliche Verlauf
der gemessenen Spektren im Ubergang von Normoxie zu (durch die
Mitochondrienatmung bedingte) Hypoxie in der Kammer. Die Spektren wurden mit
einem Referenzspektrum, das unter Normoxie aufgenommen worden war, verglichen
(= '"Differenzspektren”). Ab einem bestimmten Grad der Hypoxie konnten
Absorptionsveranderungen detektiert werden. Die Absorptionsmaxima konnten
verschiedenen bekannten Absorptionsmaxima der einzelnen mitochondrialen
Cytochrome zugeordnet werden. Die gewonnenen Spektren sind somit
Summationsspektren von Einzelspektren der jeweiligen Cytochrome unter Reduktion.
In dieser Arbeit besonders betrachtet wurden Cytochrom aa3 (kurz Cytochrom a),
Cytochrom by, (kurz Cytochrom b) und Cytochrom c. Die dargestellten Diagramme
stellen die bei unterschiedlichen Wellenlangen gemessenen Intensitatswerte als
Differenz zu unter Baselinebedingungen (Normoxie) gemessenen Intensitatswerten dar
(= "Differenzspektren”). Die Normoxie in den Zellsuspensionen entspricht dem
Sauerstoffpartialdruck nach Aquilibrierung mit Raumluft (pO, ~ 130 mmHg (17,3 kPa)).
Alle angegebenen Gaskonzentrationen entsprechen Normaldruckwerten auf

Meeresniveau.

Basierend auf den Differenzspektren wurden Anderungen im Redox-Status wie folgt

ermittelt: Die Schwachung der Lichtintensitat (Differenzspektrum) ist eine nicht-lineare
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Funktion von Absorption und Streuung. FUr Kkleine Absorptionsanderungen und
ausreichende Schmalbandbetrachtungen kann ndherungsweise das Lambert-Beer-
Gesetz herangezogen werden: Ay Z1In (logy / sy), A= Hagy + Hspy (A: Wellenlange, A:
Lichtschwachung, lo: Intensitdt des einfallenden Lichtes, Is: Intensitdt des
zurlickgestrahlten Lichtes, pap): Absorption, psp): Streuung) vgl 8 Entsprechend dieser
Annaherung ist die Lichtschwachung linear abhangig von Absorption und Streuung.
Das Vorhandensein einer linearen Beziehung zwischen Lichtschwachung und
Absorption wurde bereits getestet. Bei den durchgefuhrten Versuchen konnte eine
positive Korrelation der Differenzspektren von Cytochrom c¢ mit der jeweiligen

8 Das

Konzentration von Cytochrom c¢ in Zellsuspensionen dargestellt werden
Absorptionsvermdgen ist vom Farbgehalt und Redox-Status abhangig, die Streuung
von der PartikelgréRe und -menge. Bleiben die Konzentration der Cytochrome, sowie
die Form und Anzahl der Streupartikel (v.a. Mitochondrien) konstant, so hangt die
Absorption nur noch vom Redox-Status ab. Die ersten Marker kdnnen nicht vollstandig
kontrolliert werden, da Hypoxie-bedingte Formé&nderungen von Zellen und/oder
Mitochondrien nicht ausgeschlossen werden konnen. Da Streuungseffekte
wellenlangenabhiéngig sind, wiirden starke Anderungen der Streuung in diskrepanter
Absorption in niedrigen sowie hohen Wellenldngen (415 - 460 nm beziehungsweise
500 - 620 nm) erfolgen % ® %' Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit
nur spektrale Messungen in die Analyse eingeschlossen, in denen unterschiedliche
Berechnungen von niedrigen und hohen Wellenldangen die gleichen Ergebnisse
zeigten. Der geringe Einfluss der Streuungseffekte in solch einem System wurde
bereits durch Hollis et al. * beschrieben. Somit kann ein annéhernd linearer
Zusammenhang zwischen dem Summationsspektrum und dem Redox-Status der

einzelnen Cytochrome angenommen werden.

Um den Redox-Status der einzelnen Cytochrome aus dem Summationsspektrum
guantifizieren zu koénnen, wurden die durch die Breitband-Lichtquelle detektierten
Summenspektren mithilfe der ,Methode der kleinsten Quadrate” (engl. method of least
squares) ausgewertet. Dazu wird eine Funktion zur gewonnenen Datenpunktewolke
gesucht, welche jeweils den kleinstmdglichen Abstand zu den einzelnen Datenpunkten
hat. Damit konnten die bekannten Absorptionsspektren (= Referenzspektren) der
jeweiligen Cytochrome den summierten Differenzspektren zugeordnet (,gefittet”)

werden % (TechPlot, Sftek, Braunschweig, Germany) (Abbildung 18).
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Abbildung 17: Zeitlicher Verlauf des Redox-Status d  er Cytochrome

Zeitlicher Verlauf der Spektren wahrend der Reduktion der Cytochrome. Mit zunehmender
Hypoxie zeigen die einzelnen Cytochrome Absorptionsmaxima (Zeit 0:15:27 — 0:16:55), welche
Uber definierte Wellenlangen den jeweiligen Cytochromen zugeordnet werden konnten.

cyt: Cytochrom.
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Abbildung 18: Berechnetes Summationsspektrum

Im Diagramm dargestellt sind die spezifischen Absorptionsspektren der einzelnen Cytochrome,
sowie das gemessene reduzierte Summationsspektrum und das aus den Einzelspektren unter

diesen Bedingungen berechnete Summationsspektrum aller Cytochrome.
Modifiziert nach .
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4.9. AKTIVITATSBESTIMMUNG DER MITOCHONDRIALEN CITRA T-
SYNTHASE

Die Bestimmung der Citrat-Synthase-Aktivitdt wurde als Marker fur die Menge an
Mitochondrien in  normoxischen und hypoxischen Zellen durchgefiihrt. Das
Versuchsprotokoll basiert auf dem Laborprotokoll von ,OROBOROS Protocols* . Das
Prinzip des verwendeten Assays beruht auf einer Absorptionsanderung, welche durch
den Farbumschlag des Inkubationsmediums angezeigt wird. Dabei ist die gemessene
Absorptionsanderung proportional zur Enzymaktivitat.

Die Citrat-Synthase (CS) katalysiert folgende Reaktion:

Acetyl-CoA + Oxalacetat + H,O - Citrat + CoA-SH. Im Spektrophotometer lauft
schlieBBlich folgende irreversible Reaktion, geschwindigkeitslimitiert durch die
verwendete Menge an CS, ab: CoA-SH + DTNB -2 TNB + CoA-S-S-TNB.

Das Reaktionsprodukt TNB (Trinitrobenzol) gilt als absorbierende Substanz mit einem
Absorptionsmaximum bei 412 nm Wellenldnge und ist gelb. Bestimmt wurden die zu
messenden Parameter an Zellproben, die bei der Versuchsvorbereitung fur die
Versuche zur Bestimmung der Zellatmung (,Titrations-Versuche®, vgl. Kapitel 4.7)

entnommen, sofort tiefgefroren und bei - 80T gelag ert wurden.

Zuerst erfolgte die Herstellung des Inkubationsmediums: Fir 1000 pl Endvolumen
bendtigte man 770 pl Aqua dest, 100 pl 0,1 mM DTNB (Endkonzentration 0,1 mM), 25
pl 10 % Triton X-100 (Endkonzentration 0,25 %), 50 pl Oxalacetat (Endkonzentration
0,5 mM) und 25 pl Acetyl CoA (Endkonzentration 0,31 mM). Vom fertigen
Inkubationsmedium wurden nun jeweils 50 pl zusammen mit 170 pl Aqua dest. in die
Vertiefungen einer ELISA-Platte pipettiert. Die Vorbereitung des Citrat-Synthase
Standards erfolgte durch die Mischung von 6 ml eines 0,1 M Tris-HCI-Puffers (2,4228 g
Tris / 20 ml Aqua dest + 37 % HCI, pH 8,1) mit 1 ul Citrat-Synthase (CS). Die fertige
Losung wurde ebenso wie die CS und die Zellsuspensionen auf Eis gestellt. Die
Messung der Zellsuspensionen erfolgte mit dem ELISA-Verfahren. Das
Titrationsschema sah eine Standardreihe ohne CS sowie mit drei unterschiedlichen
Konzentrationen an CS vor. Zuerst wurde die CS-Standard-Reihe in aufsteigender
Konzentration von 2,5 - 5 - 10 ul (bei hdherer CS-Aktivitat der Zellen mit 5 - 10 - 15 pl)
der zuvor hergestellten CS-L6sung gemessen. Dazu wurde die zu messende Menge
der CS-LOsung in die jeweiligen, schon mit Aqua (170 pl) und Inkubationsmedium (50
pl) vorbereiteten Vertiefungen der ELISA-Platte pipettiert. Es wurden von jeder
Zellsuspension (CS-Standard und Zellsuspension) elf Messungen im Abstand von

jeweils 30 s durchgefiihrt. Diese Zeitspanne wurde in Vorversuchen als optimale
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Versuchsdauer ermittelt. Nach jeder Messung wurde die gemessene Absorption bei
412 nm Wellenlange sowie die aktuelle Temperatur notiert. Nach Messung der
Standardreihe wurden in die mit Inkubationslosung vorbereiteten Vertiefungen jeweils
30 pl Zellsuspension pipettiert und sofort gemessen (Abbildung 19). Dieser Schritt
wurde mit jeder Zellsuspension zweimal wiederholt, sodass am Ende aus den Tripletts

Mittelwerte gebildet werden konnten. Messwerte sowie Temperatur wurden notiert.

Abbildung 19: ELISA-Platte fur das Citrat -Synthase Assay

ELISA-Platte nach Durchfiihrung des Citrat-Synthase Assays. Durch
die Reaktion der CS erfolgte der Farbumschlag von farblos nach gelb.

4.10. PROTEINBESTIMMUNG

Zur Standardisierung der Ergebnisse aus dem Citrat-Synthase Assay war die
Bestimmung des Proteingehaltes der verwendeten Zellsuspensionen notig. Aus
diesem Grunde wurde mit Proben der gleichen Zellsuspension auf3erdem ein
sogenanntes DC (detergent compatible) Protein Assay durchgefuhrt. In der
vorliegenden Arbeit wurde hierzu mit dem Instruction Manual von BIO-RAD gearbeitet
2

Die Messung erfolgte in Anlehnung an die Lowry-Methode zur Proteinbestimmung *'.
Sie beruht auf einem Farbumschlag, an Hand dessen mit Hilfe des ELISA-Gerates die
Proteinbestimmung durchgefiihrt werden kann. Der erste Schritt der Reaktion besteht
aus der Biuret-Reaktion. In alkalischer Losung bildet sich ein Komplex zwischen den
Peptidbindungen und den Kupfer(ll)-lonen. Die Ldsung farbt sich blau-violett. Im
zweiten Schritt wird zweiwertiges Kupfer (Cu(ll)) zu einwertigem Kupfer (Cu(l))
reduziert. Letzteres wiederum reduziert das Folin-Ciocalteu-Reagenz (gelb) zu
Molybdéanblau. Diese Blaufarbung wird verwendet, um mithilfe der Photometrie eine
guantitative Proteinbestimmung durchfiihren zu kénnen.

Die Zellsuspensionen wurden im Grundmedium (M 199 farblos + 0,2 M HEPES, 9:1)
1:10 verdunnt. Begonnen wurde mit der Standardreihe als Vergleichskonstante mit
bekannten Proteinkonzentrationen. Dazu wurde die ELISA-Platte nach Anleitung wie
folgt bestuckt: Reihe A und B: Blank (Leerwert nur mit 2,5 pl Ripa-Puffer und 2,5 pl
Medium), dann Standardldsungen mit den Konzentrationen 0,125 - 0,250 - 0,500 -
0,750 - 1,000 - 1,500 - 2,000 mg/ml (je 5 ul der Standardlésung, Fertigprodukt von BIO-

RAD). In die folgenden Reihen wurde je 5 pl verdunnte Zellsuspension in Triplets
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pipettiert. In jedes Well wurde anschlieend je 25 ul vom Gemisch A’ gegeben, einer
Mischung aus 1 ml Reagenz A (alcaline copper tartrate, alkalische Kupfersalzlosung) +
20 pl Reagenz S (surfactant solution, hat die Aufgabe, die Detergentien zu l6sen).
Hinzu kamen jeweils 200 pl Reagenz B (dilute folin, verdiinnte Folinldsung). Nach 15-
mindtiger Inkubation wurde die Platte im ELISA Plate Reader bei 720 nm Wellenlange

gemessen.

4.11.INDIREKTE IMMUNFLUORESZENZFARBUNG

Zum Nachweis, dass es sich bei den verwendeten Zellen um PASMCs handelte, und
zum Ausschluss anderer Zellarten, wurden Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt.
Diese erfolgten mit Antikbrpern (AK) gegen glattmuskuldres a-Aktin als geeigneten
Marker zum Nachweis von glatten Muskelzellen und damit PASMCs “°, gegen von-
Willebrand-Faktor (VWF) zum Ausschluss von Endothelzellen, gegen Cytokeratin zum
Ausschluss von Epithelzellen, sowie gegen Collagen | zum Ausschluss von
Fibroblasten. Hierzu wurde die Methode der indirekten Fluoreszenzfarbung verwendet
2 Diese Methode beruht auf dem Prinzip, dass ein primarer Antikdrper gegen das
jeweils nachzuweisende Protein gerichtet ist. Zusétzlich wird ein zweiter, gegen den
primaren AK gerichteter sekundarer AK verwendet, welcher mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Dieser Fluoreszenzfarbstoff besitzt die Eigenschatft,
dass er nach Anregung mit einer bestimmten Wellenlange Licht einer ebenfalls
spezifischen Wellenlange emittiert °%. Das Licht wird von einer Kamera detektiert und
Uber eine Software als digitales Bild dargestellt. Zum Ausschluss einer unspezifischen
Bindung des sekundaren AK dienten ohne primaren AK durchgefihrte
Kontrollfarbungen. Als positive Kontrolle, die als Nachweis fur die prinzipielle
Funktionsfahigkeit der Fluoreszenzfarbung diente, wurde ein Antikbrper gegen
Vimentin verwendet ?. Vimentin kommt in allen Zellen mesodermaler Herkunft, und
damit auch in PASMCs vor. Als sekundarer AK diente bei allen Farbungen ein FITC
(fluorescein-isothiocyanate)-konjugierter AK, welcher sich im Bild grin darstellt. Zur
Anfarbung der Zellkerne wurde bei allen Farbungen die DAPI-Farbung verwendet,
welche die Zellkerne blau farbt. Die einzelnen Bilder wurden anschlieRend mit der
dazugehoérenden Software Uberlagert, sodass auf dem Endbild sowohl die jeweilige

AK-Farbung also auch die Zellkernfarbung sichtbar wurde.

Angefarbt wurden PASMCs der 1. Aussaat und 1. Passage (Al P1).
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Die PASMCs wurden direkt auf Objekttrager in abnehmbaren Kammern (chamber
slides) ausgesat, die zuvor fur 4 Std mit einer 0,01 %-igen Kollagenlésung (Kollagen
Typ 1) beschichtet und anschlieRend mit steriler isotoner Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %)
gewaschen wurden. Pro Kammer wurden 1500 Zellen in 300 pl M 199 + 10 % FCS + 1
% Penicillin/Streptomycin ausgesat. Nach 2 - 3 Tagen bei etwa 70 % Konfluenz wurde
mit der Farbung begonnen. Dazu wurden die Zellen dreimal mit DPBS + 0,1 % BSA
gewaschen. Die Fixierung und Permeabilisierung erfolgte anschliel3end fir 5 min mit
einem -20 T kalten Gemisch aus Aceton und Methanol im Verhéltnis 1:1. Danach
erfolgten funf weitere Waschschritte mit 0,1 % BSA in DPBS (Waschpuffer aus 0,8 %
NaCl, 0,02 % KCI, 0,115 % Na,HPO,x 2H,0, 0,02 % KH,PO,, pH 7,4). Vor der
Inkubation mit den primaren Antikdrpern erfolgte die Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen mit 3 % BSA in DPBS fur 15 - 30 min bei Raumtemperatur. Nach
dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurde der mit Waschmedium verdiinnte AK
appliziert (Vimentin 1:150, SM-a-Aktin 1:450, Cytokeratin 1:50, vVWF 1:500 und
Collagen | 1:5) und fur 1 Std bei Raumtemperatur inkubiert. Als Kontrolle wurde nur
Waschpuffer ohne primaren Antikérper verwendet. Danach wurde erneut finfmal mit
Waschpuffer gewaschen. Es folgte die Inkubation des 1:100 in Waschmedium
verdiinnten FITC konjugierten sekundaren AK far 1 Std im Dunkeln bei
Raumtemperatur. Als sekundarer AK wurde bei Vimentin, SM-a-Aktin und Cytokeratin
ein AK goat anti-mouse und bei VWF und Collagen | ein AK goat anti-rabbit verwendet.
Nach weiteren finf Waschgangen mit Puffer erfolgte die Zellkernfarbung mit DAPI
(1:5000 in 0,1 % BSA) fiir 5 min, wiederum bei Raumtemperatur und im Dunkeln *%.
DAPI bindet spezifisch an Adenin und Thymin in der Doppelstrang-DNA und bildet
einen UV-Licht stabilen fluoreszierenden Komplex . Nach Ablauf der 5 min wurde
erneut funfmal mit Waschpuffer gewaschen. Danach konnten die Kammern vom
Objekttrager entfernt und dieser mit 3 Tropfen Dako Fluorescent Mounting Medium
eingedeckt werden, um das Fluoreszenzsignal zu verstarken. AnschlieRend wurde der
Objekttrager mit einem Deckglaschen abgedeckt. Die Aufbewahrung der Objekttrager
erfolgte im Dunkeln bei 4 <. Die immunfluoreszenzg efarbten Zellen wurden unter
einem Fluoreszenzmikroskop und dem daran angeschlossenen Computer mit der
Software Leica QWin (Wetzlar) innerhalb von 48 Std nach Antikdrperinkubation
beurteilt. Die Auswertung sollte aus Stabilitdtsgriinden trotz Lichtschutz mdglichst
frihzeitig erfolgen. Bei der Anregung des FITC-konjugierten sekundaren AK wurde ein
Filter der Bandbreite 450 - 490 nm (Filter I3L) verwendet, die Detektion des emittierten
Fluoreszenzlichtes mit einem Maximum bei 530 nm sowie die Digitalisierung erfolgte
durch eine angeschlossene Kamera. Die maximale Anregungswellenlange fur DAPI

liegt bei 359 nm (Filter AL, 340 - 380 nm) und das Maximum des Emissionsspektrums
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bei 461 nm. Zur besseren Vergleichbarkeit erfolgte die Aufnahme aller Bilder bei
gleicher Belichtungszeit und Verstarkung, wurde jedoch fiir jedes Bild einzeln optimiert.
Die Fluoreszenzbilder der Kontrollfarbungen wurden mit gleicher Belichtungszeit und
Verstarkung (Einstellungen) wie bei den Bildern der Primér-AK aufgenommen. Der
FITC-konjugierte sekundare AK wurde als griines Signal detektiert, die Zellkerne der
DAPI-Farbung als blaues. Die beiden korrespondierenden Bilder wurden anschlieRend
zu einem neuen Bild (Oberlagert. Eine quantitative Auswertung der

Immunfluoreszenzmethode ist grundsétzlich nicht méglich. Vgl. #.

4.12. STATISTIK

Die in der Arbeit gezeigten Ergebnisse sind alle als Mittelwert + Standartfehler (engl.

standard error of the mean, kurz: sem) dargestellt.

Fur den Vergleich zweier Gruppen wurde der Student t-Test verwendet. Bei

voneinander abhangigen Messungen wurde der gepaarte t-Test angewendet.

Fur den statistischen Vergleich von mehr als zwei Parametern wurde eine ANOVA
durchgefuhrt. Beim Vergleich der hypoxischen Gruppen gegeniber der Normoxie-
Kontrollgruppe wurde eine one-way-ANOVA mit Dunnet's post hoc test, und bei dem
Vergleich aller Gruppen gegeneinander eine one-way-ANOVA mit Bonferroni's post

hoc test durchgefiihrt.

Als Signifikanzniveaus wurden definiert: p <0,05 > *
p<0,01 > **
p <0,001 > Frx

Die Anzahl der Versuche wird mit n angegeben.
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5.1. CHARAKTERISIERUNG DER GLATTEN
GEFARMUSKELZELLEN

Zur Charakterisierung der PASMCs wurde eine indirekte Immunfluoreszenzfarbung
durchgefuhrt. Dabei diente die Farbung mit SM-a-Actin dem Nachweis von glatten
Muskelzellen, die Farbung mit von-Willebrand-Faktor dem Ausschluss von
Endothelzellen, die Farbung mit Cytokeratin dem Ausschluss von Epithelzellen und die

Farbung mit Collagen | dem Ausschluss von Fibroblasten.

Bei der Farbung mit einem AK gegen glattmuskulares a-Actin konnten glatte
Muskelzellen auf dem Objekttrager identifiziert werden (Abbildung 20). Zur genaueren
Differenzierung von pulmonalarteriellen Zellen und Fibroblasten diente die

anschliel3ende Farbung mit Collagen I.

a

Abbildung 20: Farbung mit SM- a-Actin

a) Kernfarbung mit DAPI, Vergroferung x 400. b) Farbung von Zellen mit SM-a-Actin,
VergroRerung x 400. c) Uberlagerung der Bilder der Zellfarbung und der Kernfarbung,
VergroéRRerung x 400.

Es konnten keine Zellen mit einem Antikérper gegen den von-Willebrand-Faktor
angefarbt werden (Abbildung 21a). Ebenso lie3en sich bei der Farbung mit Antikdrpern
gegen Cytokeratin (Abbildung 21b) und Collagen | (Abbildung 21c) keine Zellen
darstellen. Damit konnte ein Wachstum von Fibroblasten ausgeschlossen werden. Bei

diesen Farbungen zeigten sich nur die mit DAPI blau markierten Zellkerne.
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Abbildung 21: Farbung mit Antikdrpern
gegen a) von-Willebrand-Faktor , VergrofRerung x 400. b) Cytokeratin , Vergrof3erung x 200
und c) Collagen | , VergréRerung x 200. blau: Kernfarbung mit DAPI.

Die Farbung mit einem AK gegen Vimentin diente zur Bestatigung der Existenz von
Zellen mesenchymaler Herkunft. Die kultivierten Zellen lieRen sich mit Vimentin
anfarben (Abbildung 22).

Abbildung 22: Farbung mit Vimentin als Positivkontr olle

a) Kernfarbung mit DAPI, VergréRerung x 200. b) Farbung von Zellen mit einem Antikdrper
gegen Vimentin, VergréRerung x 200. c) Uberlagerung der Bilder der Zellfarbung und der
Kernfarbung, VergréRerung x 200.

Bei den Kontrollfarbungen zeigte sich bei keinem der sekundaren Antikérper eine

spezifische Farbung des Zytoplasmas (Abbildung 23).

Abbildung 23: Farbung ohne Primarantikdrper als Kon trollifarbungen

a) Kontrollfarbung des goat anti-mouse-Antikérpers nach Uberlagerung mit der DAPI-Farbung,
VergréRerung x 200. b) Kontrollfarbung des goat anti-rabbit-Antikérpers nach Uberlagerung mit
der DAPI-Farbung, VergréRerung x 200. blau: Kernfarbung mit DAPI.
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5.2.EINFLUSS DER ZELLKULTURBEDINGUNGEN AUF DIE
MITOCHONDRIALE ATMUNG IN PASMCS

5.2.1. Einfluss des Zellalters

Zu Beginn der Versuchsreihe wurde der Einfluss der Zellkulturbedingungen und der
Versuchsdauer auf die mitochondriale Atmung untersucht. Dazu wurde die
mitochondriale Atmung von Zellen unterschiedlicher Aussaat und Passage, sowie bei
unterschiedlicher Abatmungshaufigkeit (= Transition, T) verglichen. Zu diesem Zweck
wurden folgende Gruppen gebildet: A1P1, A1P2; A2P1, A2P2; sowie die Untergruppen
T1 und T2 (Al: 1. Aussaat, A2: 2. Aussaat, P1: 1. Passage, P2: 2. Passage, T1: 1.
Transition, T2: 2. Transition, A1P1 bezeichnet damit eine Zellprobe der 1. Aussaat und

1. Passage, Rest analog).

Anhand der gewonnenen und hier dargestellten Daten konnte gezeigt werden, dass es
bei normoxisch inkubierten und mit 10 % FCS behandelten PASMCs keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Zellen hinsichtlich unterschiedlicher Aussaat,
Passage oder Transition gibt (Abbildung 24, Abbildung 25). Die gezeigten Ergebnisse
gelten sowohl fiir die Sauerstoffaffinitat (p50-Wert), als auch fir den zellzahlkorrigierten
maximalen endogenen Sauerstoffverbrauch (V). Zellalter oder Versuchsdauer
(widergespiegelt durch Zahl der Abatmungen) spielten damit im hier beschriebenen
Versuchsaufbau eine untergeordnete Rolle. Diese Ergebnisse wurde fiir die folgenden
Versuche genutzt, um Zellen der 1. und 2. Passage sowie der 1. und 2. Aussaat
zusammenzufassen. In allen Versuchen wurde allerdings in den verschiedenen

Gruppen auf ein homogenes Mischungsverhaltnis hinsichtlich des Zellalters geachtet.
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Abbildung 24: p50 normoxisch inkubierter serumreich er PASMCs, Vergleich von
Aussaat, Passage und Transition

Es konnte kein signifikanter Unterschied fiir die Sauerstoffaffinitat der Zellen unterschiedlicher
Aussaat, unterschiedlicher Passage oder unterschiedlicher Abatmungshaufigkeit nachgewiesen
werden.

A1P1T1: n =5; A1P1T2: n = 5; A1P2T1: n = 5; A1P2T2: n = 5; A2P1T1: n = 4; A2P1T2: n = 3;
A2P2T1: n =4; A2P2T2: n = 3.

p50: Sauerstoffaffinitat, Al: 1. Aussaat, A2: 2. Aussaat, P1: 1. Passage, P2: 2. Passage, T1: 1.
Transition, T2: 2. Transition.
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Abbildung 25: V . normoxisch inkubierter serumreicher PASMCs, Vergle ich von
Aussaat, Passage und Transition

Es konnte kein signifikanter Unterschied fur den maximalen Sauerstoffverbrauch in der 1. oder
2. Aussaat oder Passage und damit durch langere Zellkulturdauer detektiert werden. Ebenso
wenig konnte eine Veranderung durch unterschiedliche Abatmungshéaufigkeiten gesehen
werden.

A1P1T1: n =5; ALP1T2: n = 5; A1P2T1: n = 5; A1P2T2: n = 5; A2P1T1: n = 4; A2P1T2: n = 3;
A2P2T1: n =4; A2P2T2: n = 3.

Vimax: Maximaler Sauerstoffverbrauch, Al: 1. Aussaat, A2: 2. Aussaat, P1: 1. Passage, P2: 2.
Passage, T1: 1. Transition, T2: 2. Transition.
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5.2.2. Einfluss des Wachstumsfaktorengehaltes

Der Wachstumsfaktorengehalt im Medium stellt konzentrationsabhangig einen
(Proliferations-) Stimulus fir die Zellen dar. Es wurde daher untersucht, ob er auch
einen Einfluss auf die mitochondriale Atmung hat. Eine Gruppe Zellen wurden dazu
jeweils 24 Std vor Beginn der respirometrischen Messungen mit einem serumarmen
Kulturmedium, bestehend aus M 199 + 1 % FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin
versetzt. Die andere Gruppe der Zellkultur wurde mit 10 % FCS (serumreich)

beibehalten.

Im Vergleich von serumarmen und serumreichen Zellen fand sich in der 2. Abatmung
ein signifikanter Unterschied im p50, wobei serumarme Zellen einen niedrigeren p50
und damit eine héhere Sauerstoffaffinitat aufwiesen (T2 serumreich p50: 0,103 + 0,004
kPa vs. T2 serumarm p50: 0,068 + 0,009 kPa, p < 0,01) (Abbildung 26).

Bei Betrachtung des maximalen Sauerstoffverbrauchs zeigte sich wahrend der 1. und
2. Abatmung eine statistisch signifikant niedrigere maximale Atmung in serumarmen
Zellen im Vgl. zu serumreichen Zellen: (T1 serumreich V. 87,2 £ 8,8 pmol/(s*Mio) vs.
T1 serumarm Vpa: 47,8 £ 13,6 pmol/(s*Mio), p < 0,05 und T2 serumreich Va: 80,8 +
10,1 pmol/(s*Mio) vs. T2 serumarm V. 34,6 = 13,0 pmol/(s*Mio), p < 0,05). In beiden
Abatmungen war die maximal erreichte Atmung in serumarmen Zellen signifikant

geringer (Abbildung 27).

Zusatzlich zeigte sich in serumarmen Zellen fur die Sauerstoffaffinitat ein signifikanter
Unterschied zwischen der 1. und 2. Transition: (serumarm T1 p50: 0,088 + 0,004 kPa
vs. serumarm T2 p50: 0,068 + 0,009 kPa, p < 0,05) (Abbildung 26).

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse wurden fir die weiteren Versuche serumreiche

Zellen aus Passage 1 und 2 sowie Aussaat 1 und 2 verwendet.
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Abbildung 26: p50 normoxisch inkubierter PASMCs, Ve  rgleich von serumreichen und
serumarmen Zellen

Serumarme PASMCs zeigten in der 2. Abatmung einen signifikant niedrigeren p50 und damit
eine hohere Sauerstoffaffinitdt als serumreiche PASMCs. In der 2. Abatmung zeigten
serumarme PASMCs einen signifikant niedrigeren Wert flir p50 im Vergleich zur 1. Abatmung.
Serumreich T1: n = 11; serumreich T2: n = 8; serumarm T1: n = 7; serumarm T2: n = 4,

p50: Sauerstoffaffinitdt, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), T1: 1. Transition,
T2: 2. Transition.
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Abbildung 27: V . normoxisch inkubierter PASMCs, Vergleich von serum reichen und
serumarmen Zellen

Serumarme PASMCs zeigten in beiden Abatmungen einen signifikant niedrigeren maximalen
Sauerstoffverbrauch im Vergleich zu serumreichen PASMCs.

Serumreich T1: n = 11; serumreich T2: n = 8; serumarm T1: n = 7; serumarm T2: n = 4.

Vimax: Maximaler Sauerstoffverbrauch, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), T1:
1. Transition, T2: 2. Transition.
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5.2.3. Einfluss von Endothelin

Um zu prifen, ob die Sauerstoffaffinitdt oder der maximale Sauerstoffverbrauch von
Endothelin-1 beeinflusst werden, wurde zu Versuchsbeginn den normoxisch
inkubierten und mit 10 % FCS kultivierten PASMCs Endothelin-1 (kurz Et-1) zugesetzt.

Die Endkonzentration in der Kammer betrug 10 nM.

Bei Betrachtung der Sauerstoffaffinitat der Versuche ohne Endothelin-1 gab es im
Vergleich zu Versuchen mit Endothelin-1 keine signifikanten Unterschiede (Abbildung
28).

Bezlglich der maximalen Atmung zeigte sich in der 2. Abatmung ein signifikanter
Unterschied zwischen mit Endothelin-1 versetzten Zellen und Zellen ohne Endothelin-
1: (T2 Normoxie Et-1 Vnax: 47,0 £ 11,5 pmol/(s*Mio) vs. T2 Normoxie ohne Et-1 Vyay:
94,2 + 12,8 pmol/(s*Mio), p < 0,05) (Abbildung 29). Der maximale Sauerstoffverbrauch
nahm dabei durch die Zugabe von Et-1 signifikant ab.
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Abbildung 28: p50 normoxisch inkubierter PASMCs, Ef ~ fekt von Endothelin-1

Endothelin-1 (Endkonzentration in der Kammer von 10 nM) hatte keinen Einfluss auf die
Sauerstoffaffinitat von PASMCs.

Endothelin: n = 4, ohne Endothelin: n = 4.

p50: Sauerstoffaffinitat, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n).
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Abbildung 29: V ,.x hormoxisch inkubierter PASMCs, Effekt von Endothel in-1

Endothelin-1 (Endkonzentration in der Kammer 10 nM) fuhrte in der 2. Abatmung zu einem
signifikant niedrigeren maximalen Sauerstoffverbrauch in PASMCs.

Endothelin: n = 4, ohne Endothelin: n = 4.

Vmax: maximaler Sauerstoffverbrauch, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n).

5.3. SAUERSTOFFAFFINITAT UND ZELLATMUNG UNTER
CHRONISCHER HYPOXIE

5.3.1. Pulmonalarterielle glatte Muskelzellen

5.3.1.1. PASMCs nach 24-stundiger hypoxischer Inkubation

Um zu untersuchen, ob PASMCs messbare Differenzen in Bezug auf Sauerstoffaffinitat
(p50) oder maximalen Sauerstoffverbrauch (Vmax) nach Inkubation in chronischer
Hypoxie zeigen, wurden die Zellen vor Versuchsbeginn hypoxisch inkubiert.

Die PASMCs wurden dazu in zwei Gruppen eingeteilt:

Die eine Halfte der Zellen wurde 24 Std in der Hypoxiekammer bei 1 % O, inkubiert.
Die andere Halfte wurde als Vergleichsgruppe tber den gleichen Zeitraum normoxisch

inkubiert.

Die Ergebnisse zeigten, dass sich der p50-Wert der 24 Std hypoxisch inkubierten
Zellen im Vergleich zu normoxisch inkubierten Zellen nicht signifikant unterschied und
damit die Sauerstoffaffinitdit nach 24-stiindiger hypoxischer Inkubation der Zellen
unverandert blieb (Abbildung 30).

Die maximale Atmung war in beiden Abatmungen in hypoxisch inkubierten Zellen im

Vergleich zu normoxisch inkubierten Zellen signifikant erniedrigt: (T1 Normoxie Vmay:
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87,2 + 8,8 pmol/(s*Mio) vs. T1 Hypoxie Vmax: 54,1 £ 6,2 pmol/(s*Mio), p < 0,01 und T2
Normoxie Vmax: 80,8 = 10,1 pmol/(s*Mio) vs. T2 Hypoxie V. 48,6 + 5,4 pmol/(s*Mio),
p < 0,01) (Abbildung 31).
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Abbildung 30

: p50 serumreicher PASMCs, Vergleich vo

n Normoxie und 24 Std Hypoxie

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied und damit keine Anderung der Sauerstoffaffinitét

durch 24-stiindige hypoxische Inkubation serumreicher PASMCs.

Normoxie T1: n = 11; Normoxie T2: n = 9; Hypoxie T1: n = 10; Hypoxie T2: n = 10.
p50: Sauerstoffaffinitdt, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), T1: 1. Transition,
T2: 2. Transition, Std: Stunde(n).

100 -

80 -

V ax [PmMol/(s*Mio)]

1. Transition

..

2. Transition

B Normoxie

|24 Std Hypoxie

Abbildung 31: V . serumreicher PASMCs, Vergleich von Normoxie und 24 Std Hypoxie

In beiden Abatmungen wurde der

hypoxischer Inkubation der PASMCs signifikant kleiner.
Normoxie T1: n = 11; Normoxie T2: n = 9; Hypoxie T1: n = 10; Hypoxie T2: n = 10.
Vimax: Maximaler Sauerstoffverbrauch, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), T1:

1. Transition, T2: 2. Transition, Std: Stunde(n).

maximale Sauerstoffverbrauch nach 24-stiindiger
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5.3.1.1.1. Einfluss des Wachstumsfaktorengehaltes in

chronischer Hypoxie

Aufgrund der unterschiedlichen p50 und Vp.x Werte der normoxisch inkubierten
serumarmen oder serumreichen Zellen wurde die Versuchsreihe mit den 24 Std
hypoxisch inkubierten Zellen ebenfalls mit serumarmen Zellen durchgefiihrt. Dazu
erfolgte 24 Std vor Beginn der hypoxischen Inkubation ein Mediumwechsel zu 1 %
FCS im Kulturmedium. In den normoxisch inkubierten Vergleichszellen wurde der FCS-
Gehalt zur gleichen Zeit ebenfalls auf 1 % gesenkt, diese blieben weiterhin im

normoxischen Inkubator.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der serumarmen hypoxisch oder

normoxisch inkubierten Zellen in Bezug auf die Sauerstoffaffinitéat (Abbildung 32).

Vmax War in der ersten Abatmung signifikant niedriger in 24 Stunden hypoxisch
inkubierten serumarmen Zellen im Vergleich zu normoxisch inkubierten serumarmen
Zellen (T1 Normoxie Vmax: 55,9 + 15,3 pmol/(s*Mio) vs. T1 Hypoxie Vma: 38,3 + 12,9
pmol/(s*Mio), p < 0,05) (Abbildung 33).
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Abbildung 32: p50 serumarmer PASMCs, Vergleich von Normoxie und 24 Std Hypoxie

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen normoxisch und 24 Stunden hypoxisch
inkubierten serumarmen PASMCs gefunden werden.

Normoxie T1: n = 5; Normoxie T2: n = 4; Hypoxie T1: n = 5; Hypoxie T2: n = 4.

p50: Sauerstoffaffinitdt, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), T1: 1. Transition,
T2: 2. Transition, Std: Stunde(n).
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Abbildung 33: V ,.x serumarmer PASMCs, Vergleich von Normoxie und 24 S td Hypoxie

In der ersten Abatmung konnte eine signifikant geringere maximale Atmung nach 24-stiindiger
hypoxischer Inkubation gemessen werden.

Normoxie T1: n = 5; Normoxie T2: n = 4; Hypoxie T1: n = 5; Hypoxie T2: n = 4.

Vimax: mMaximaler Sauerstoffverbrauch, T1: 1. Transition, T2: 2. Transition, PASMC(s):
pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).

5.3.1.2. PASMCs nach 48-stuindiger hypoxischer Inkubation

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, wie sich eine 48-stiindige Inkubation von
PASMCs in 1% O, auswirkt.

Die Sauerstoffaffinitat der 48 Std hypoxisch inkubierten Zellen nahm im Vergleich mit
den normoxisch inkubierten signifikant ab: (Normoxie T1 p50: 0,101 + 0,006 kPa vs. 48
Std Hypoxie T1 p50: 0,162 + 0,112 kPa, p < 0,001 und Normoxie T2 p50: 0,103 *
0,004 kPa vs. 48 Std Hypoxie T2 p50: 0,155 + 0,015 kPa, p < 0,01). Auch gegentber
24 Stunden hypoxisch inkubierten Zellen nahm die Sauerstoffaffinitat signifikant ab: (24
Std Hypoxie T1 p50: 0,120 + 0,008 kPa vs. 48 Std Hypoxie T1 p50: 0,162 + 0,012 kPa,
p < 0,01 und 24 Std Hypoxie T2 p50: 0,117 + 0,009 kPa vs. 48 Std Hypoxie T2 p50:
0,155 + 0,015 kPa, p < 0,05). Diese Veranderungen zeigten sich bei beiden
Abatmungen (Abbildung 34).

Beim Vergleich des maximalen Sauerstoffverbrauchs zwischen normoxisch inkubierten
und 48 Stunden hypoxisch inkubierten PASMCs konnte in beiden Abatmungen eine
signifikante Verringerung festgestellt werden (T1 Normoxie Vpma.: 87,2 *= 8,8
pmol/(s*Mio) vs. T1 48 Std Hypoxie Vma: 39,7 £ 2,6 pmol/(s*Mio), p < 0,001 und T2
Normoxie Vs 80,8 = 10,1 pmol/(s*Mio) vs. T2 48 Std Hypoxie Vi 36,2 £ 24
pmol/(s*Mio), p < 0,01). Im Vergleich 24 und 48 Stunden hypoxischer Inkubation ergab

sich keine signifikante Veranderung im maximalen Sauerstoffverbrauch (Abbildung 35).
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Abbildung 34: p50 serumreicher PASMCs, Vergleich vo  n Normoxie, 24 Std Hypoxie und
48 Std Hypoxie

Nach 48 Std hypoxischer Inkubation mit 10 % FCS nahm die Sauerstoffaffinitat im Vergleich zur
normoxischen Inkubation in beiden Abatmungen signifikant ab und damit der p50-Wert
signifikant zu.

Im Vergleich 24 und 48 Stunden hypoxischer Inkubation zeigte sich ebenfalls in beiden
Abatmungen eine signifikante Zunahme des p50 mit Zunahme der Hypoxiedauer.

Normoxie T1: n = 11; Normoxie T2: n = 9; 24 Std Hypoxie T1: n = 10; 24 Std Hypoxie T2: n =
10; 48 Std Hypoxie T1: n = 6; 48 Std Hypoxie T2: n = 6.

Normoxie und 24 Std Hypoxie = Daten aus Abbildung 30.

p50: Sauerstoffaffinitat, T1: 1. Transition, T2: 2. Transition, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte
Muskelzelle(n), FCS: Wachstumsfaktoren, Std: Stunde(n).
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Abbildung 35: V . serumreicher PASMCs, Vergleich von Normoxie, 24 St  d Hypoxie und
48 Std Hypoxie

Mit zunehmender Dauer der hypoxischen Inkubation mit 10 % FCS verringerte sich der
maximale Sauerstoffverbauch in beiden Abatmungen nach 24 und 48 Stunden jeweils
signifikant im Vergleich zur normoxischen Inkubation.

Im Vergleich von 24 Std und 48 Std hypoxischer Inkubation zeigte sich in beiden Abatmungen
kein signifikanter Unterschied.

Normoxie T1: n = 11; Normoxie T2: n = 9; 24 Std Hypoxie T1: n = 10; 24 Std Hypoxie T2: n =
10; 48 Std Hypoxie T1: n = 6; 48 Std Hypoxie T2: n = 6.

Normoxie und 24 Std Hypoxie = Daten aus Abbildung 31.

Vmax: Mmaximaler Sauerstoffverbrauch, T1: 1. Transition, T2: 2. Transition, PASMC(s):
pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), FCS: Wachstumsfaktoren, Std: Stunde(n).
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5.3.2. Aortale glatte Muskelzellen

Um zu uberprifen, ob die Veranderungen unter Hypoxie hinsichtlich Sauerstoffaffinitéat
und maximalem Sauerstoffverbrauch spezifisch fir pulmonalarterielle SMCs sind,
wurde eine weitere Versuchsreihe mit aortalen SMCs (ASMCs), die 24 Stunden
hypoxisch inkubiert wurden, durchgefiihrt. Diese Versuchsreihe erfolgte unter

Verwendung von serumreichen Zellen (10 % FCS).

5.3.2.1. ASMCs nach 24-stindiger hypoxischer Inkubation

Im Vergleich normoxisch und hypoxisch (24 Std, 1 % O,) inkubierter aortaler Zellen
zeigte sich in beiden Abatmungen eine signifikante Abnahme der Sauerstoffaffinitat in
hypoxischen Zellen: (T1 Normoxie p50: 0,106 + 0,009 kPa vs. T1 Hypoxie p50: 0,165 +
0,015 kPa, p < 0,01 und T2 Normoxie p50: 0,109 * 0,0012 kPa vs. T2 Hypoxie p50:
0,160 + 0,014 kPa, p < 0,05) (Abbildung 36).

Hinsichtlich des maximalen Sauerstoffverbrauchs konnten in beiden Abatmungen
signifikant niedrigere Werte in ASMCs nach 24-stindiger hypoxischer Inkubation
gemessen werden: (T1 Normoxie Vpyax: 67,6 = 13,9 pmol/(s*Mio) vs. T1 Hypoxie Vmax:
40,6 = 8,6 pmol/(s*Mio), p < 0,05 und T2 Normoxie Vmax: 56,3 + 12,0 pmol/(s*Mio) vs.
T2 Hypoxie Vpax: 35,4 £7,9 pmol/(s*Mio), p < 0,05) (Abbildung 37).
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Abbildung 36: p50 serumreicher ASMCs, Vergleich von Normoxie und 24 Std Hypoxie

Es konnte in beiden Abatmungen eine signifikante Zunahme von p50 und damit eine geringere
Sauerstoffaffinitdt nach hypoxischer Inkubation nachgewiesen werden.

Normoxie: n = 5, Hypoxie: n = 5.

p50: Sauerstoffaffinitat, ASMC(s): aortale glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).
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Abbildung 37: V . serumreicher ASMCs, Vergleich von Normoxie und 24 Std Hypoxie

In beiden Abatmungen zeigte sich nach hypoxischer Inkubation ein signifikant verringerter
maximaler Sauerstoffverbrauch.

Normoxie: n = 5, Hypoxie: n = 5.

Vimax: maximaler Sauerstoffverbrauch, ASMC(s): aortale glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).

5.3.3. Vergleich ASMCs und PASMCs

Im Vergleich von aortalen mit pulmonalarteriellen SMCs war sowohl im p50 als auch in
Vmax Unter normoxischen Kulturbedingungen kein signifikanter Unterschied detektierbar
(Abbildung 38, Abbildung 39).
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Abbildung 38: p50 normoxisch inkubierter Zellen, Ve rgleich von ASMCs und PASMCs

Es zeigte sich eine vergleichbare Sauerstoffaffinitat in beiden Zellarten.

ASMC T1: n=16; ASMC T2: n = 12; PASMC T1: n = 16; PASMC T2: n = 13.

p50: Sauerstoffaffinitat, T1: 1. Transition, T2: 2. Transition, ASMC(s): aortale glatte
Muskelzelle(n), PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n).
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Abbildung 39: V ,ax hormoxisch inkubierter Zellen, Vergleich von ASMCs und PASMCs

Es konnte ein vergleichbarer maximaler Sauerstoffverbrauch in aortalen und pulmonalarteriellen
Zellen nachgewiesen werden.

ASMC T1: n=16; ASMC T2: n = 12; PASMC T1: n = 16; PASMC T2: n = 13.

Vimax: Maximaler Sauerstoffverbrauch, T1: 1. Transition, T2: 2. Transition, ASMC(s): aortale
glatte Muskelzelle(n), PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n).

Im direkten Vergleich 24 Std hypoxisch inkubierter ASMCs und PASMCs zeigte sich in
beiden Abatmungen eine signifikant niedrigere Sauerstoffaffinitat aortaler SMCs
gegenuber pulmonalarteriellen SMCs: (ASMC T1 p50: 0,165 + 0,015 kPa vs. PASMC
T1 p50: 0,120 + 0,008 kPa, p < 0,05 und ASMC T2 p50: 0,160 + 0,014 kPa vs. PASMC
T2 p50: 0,117 £ 0,009 kPa, p < 0,05) (Abbildung 40).

Hinsichtlich des maximalen Sauerstoffverbrauchs konnte kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (Abbildung 41).
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Abbildung 40: p50 24 Std hypoxisch inkubierter Zell en, Vergleich von ASMCs und
PASMCs

Wahrend beiden Abatmungen wird die Sauerstoffaffinitdt in hypoxisch inkubierten ASMCs
signifikant kleiner (p50 wird grofR3er) als in den pulmonalarteriellen Vergleichszellen.

ASMC: n =5; PASMC: n = 10.

ASMCs = Daten aus Abbildung 36, PASMCs = Daten aus Abbildung 30.

p50: Sauerstoffaffinitdt, ASMC(s): aortale glatte Muskelzelle(n), PASMC(s): pulmonalarterielle
glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).
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Abbildung 41: V ax 24 Std hypoxisch inkubierter Zellen, Vergleich von ASMCs und
PASMCs

Es konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden, der maximale
Sauerstoffverbrauch blieb auch nach hypoxischer Inkubation in beiden Zellarten vergleichbar.
ASMC: n =5; PASMC: n = 10.

ASMCs = Daten aus Abbildung 37, PASMCs = Daten aus Abbildung 31.

Vimax: Maximaler Sauerstoffverbrauch, ASMC(s): aortale glatte Muskelzelle(n), PASMC(s):
pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).
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5.4. AUSWIRKUNGEN CHRONISCHER HYPOXIE AUF DAS
PROTONENLEAK UND DIE MAXIMALE ATMUNGSKETTEN-
KAPAZITAT

5.4.1. Mitochondriale Atmungsphasen nach hypoxische r Inkubation

Verschiedene Atmungsketteneigenschaften wurden unter Zuhilfenahme von
mitochondrialen Inhibitoren/Entkopplern untersucht. Um eventuelle Einflisse durch
Wachstumsfaktoren im Kulturmedium ausschlieBen zu koénnen, wurde dieses
Versuchsprotokoll nur mit serumarmen Zellen (1 % FCS 48 Stunden vor Messbeginn

und 24 Stunden vor hypoxischer Inkubation einer Gruppe) durchgefiihrt.

Es zeigten sich in der Routineatmung (C,) signifikante Unterschiede im
Sauerstoffverbrauch zwischen normoxisch und 24 Std hypoxisch inkubierten PASMCs.
(Normoxie Cr: 64,4 £ 14,1 pmol/(s*Mio) vs. Hypoxie Cr: 41,1 + 9,0 pmol/(s*Mio), p <
0,05), hypoxische Zellen wiesen eine geringere Routineatmung auf als normoxisch
inkubierte Zellen. Nach Hemmung der ATP-Synthase der mitochondrialen
Elektronentransportkette durch Oligomycin zeigte sich kein signifikanter Unterschied
der Atmung (C,o) zwischen den unterschiedlich inkubierten Zellen. Nach Entkopplung
der mitochondrialen Atmung durch FCCP konnte kein signifikanter Unterschied der
Atmung in beiden Versuchsgruppen detektiert werden, womit unter chronischer
Hypoxie der maximal erreichbare Sauerstoffverbrauch (C,,) unverandert blieb. Nach
Hemmung der Komplexe | und Il durch Rotenon und Antimycin A konnte der nicht-
mitochondriale Sauerstoffverbrauch durch andere sauerstoffverbrauchende Faktoren
(Cwira) gemessen werden. Auch dieser Parameter zeigte keine Differenz im Hinblick

auf die normoxische oder hypoxische Inkubation der PASMCs (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Atmungsphasen serumarmer PASMCs, Vergleich von Normoxie und 24
Std Hypoxie

Es zeigte sich eine signifikant erniedrigte Routineatmung hypoxisch inkubierter Zellen.
Normoxie: n = 5, Hypoxie: n = 5.

C; = Routineatmung, C,o = durch Oligomycin inhibierte Atmung, C,, = maximale Atemarbeit
nach Entkopplung durch FCCP, C,;ra = durch Antimycin A und Rotenon inhibierte Atmung,
PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).

5.4.2. Mitochondriale Atmungsquotienten nach  hypoxischer

Inkubation

Im Folgenden wurden die oben beschriebenen und in unterschiedlichen
Atmungsphasen gemessenen Werte in Relation zueinander gesetzt (Abbildung 43, vgl.
Tabelle 6: Atmungsquotienten). Der nicht-mitochondriale Sauerstoffverbrauch (C,,ra)
wurde bereits automatisch durch die OROBOROS-Software (O2k-
DatLabAnalysis_TIP2k - Template aus Course on High-Resolution Respirometry,
OROBOROS, Innsbruck, Osterreich) subtrahiert, die gewonnenen Daten zeigen somit

die reine Mitochondrienatmung.

Der Kontroll-Quotient in Prozent (C'/C’,, = 1/UCR?) gibt das Verhaltnis von endogener
Atmung zur maximalen Atmungskettenkapazitat an. Es konnte kein signifikanter
Unterschied dieses Parameters im Vergleich normoxisch und hypoxisch inkubierter
Zellen gesehen werden. Der respiratorische Kontroll-Quotient in % (C',o/C’,, = 1/RCR?)
als Marker fur den prozentualen Anteill der Atmung an der maximalen
Atmungskettenkapazitat, der zur Kompensation des Protonenleaks dient, unterschied
sich nach hypoxischer Inkubation der Zellen nicht signifikant vom Wert normoxisch
inkubierter Zellen. Der RCR,, phosphorylierter Kontroll-Quotient, welcher beschreibt,

wie viel Prozent der maximalen Atmungskettenkapazitdt zur ATP-Produktion
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verwendet werden, zeigte nach hypoxischer Inkubation ebenfalls keinen statistisch

signifikanten Unterschied.

0,7 -

0,6 - @ Normoxie
0,5 - W Hypoxie

0,4 -
0,3 -
0,2
0,1 -
0,0 -

O, Flow per cells [pmol/(s*Mio)]

C‘r/C‘ru CIrOlclru RCRP

Abbildung 43: Atmungsquotienten serumarm er PASMCs, Vergleich von Normoxie und 24
Std Hypoxie

Es konnten keine signifikanten Unterschiede durch die hypoxische Inkubation nachgewiesen
werden.

Normoxie: n = 5, Hypoxie: n = 5.

C'/C'\, = 1/JUCR" = entkoppelter Kontroll-Quotient in %; C'o/C’, = 1/RCR" = respiratorischer
Kontroll-Quotient in %; RCR, = phosphorylierter respiratorischer Kontroll-Quotient in %,
PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).

5.5.MITOCHONDRIALE CITRAT-SYNTHASE-AKTIVITAT UNTER
CHRONISCHER HYPOXIE

Die Bestimmung der Citrat-Synthase-Aktivitat dient als Marker fur die
Mitochondrienzahl. Diese Untersuchungen wurden vorgenommen, um eine mdogliche
Veranderung der Mitochondrienanzahl als Ursache fir Veréanderungen des maximalen

Sauerstoffverbrauchs unter chronischer Hypoxie detektieren zu konnen.

Beim Vergleich der Messwerte von normoxisch oder 24 Std hypoxisch inkubierten
Zellen konnte kein signifikanter Unterschied in der Citrat-Synthase-Aktivitat festgestellt

werden (Abbildung 44).

74



5. Ergebnisse

=

3 |

5 0,5

% 04 - lNorquie
% B Hypoxie
2 03 -

2.

3 0,2 A

=

£ o1 -

<

(9)] 4

3 0,0

Abbildung 44: Citrat- Synthase -Aktivitdt in serumreichen PASMCs , Vergleich von
Normoxie und 24 Std Hypoxie

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen normoxisch und hypoxisch inkubierten
serumreichen Zellen.

Normoxie: n = 7, Hypoxie: n = 7.

CS: Citrat-Synthase, PASMCs: pulmonalarterielle glatte Muskelzellen, Std: Stunde(n).

5.6.REDOX-STATUS DER MITOCHONDRIALEN
ATMUNGSKETTEN-CYTOCHROME UNTER CHRONISCHER
HYPOXIE

In diesen Experimenten wurde der sauerstoffabhangige Redox-Status einzelner
Cytochrome der mitochondrialen Atmungskette unter basalen Bedingungen
(normoxische Inkubation) und nach chronisch hypoxischer Inkubation (24 oder 48
Stunden bei 1 % O,) bestimmt. Die Spektren sind als Differenzspektren, d. h. Spektren
bei definiertem pO, minus Spektrum bei Normoxie, dargestellt. Negative Werte fur die
Intensitat beschreiben Absorptionsmaxima bei spezifischen Wellenlangen. Als
Referenzspektren fir die vollstandige Reduktion der mitochondrialen Cytochrome
wurden Spektren nach Cyanidgabe, sowie bekannte Spektren der einzelnen
Cytochrome aa3 (Absorptionsmaxima bei: 445 / 603 / 605 nm), by, (Absorptionsmaxima
bei: 430 / 532 / 562 / 566 nm) und c (Absorptionsmaxima bei: 420 / 521 / 550 nm)

verwendet.

Unter Normoxie inkubierte Zellen zeigten pO,-abhangige spektrale Veranderungen, die
mitochondrialen Cytochromen zugeordnet werden konnten. Es zeigte sich eine
Reduktion der mitochondrialen Cytochrome bei 1 % O, (7,5 mmHg, 1 kPa) und 0 % O,
(Abbildung 45).
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Abbildung 45: Sauerstoffabhangige Spektren normoxis ch inkubierter PASMCs

Dargestellt sind die einzelnen Spektren bei der jeweils angegebenen Sauerstoffkonzentration in
der Kammer. Eine visuelle Reduktion der Spektren zeigte sich erst bei <1 % O,.

Die spezifischen Absorptionsmaxima der einzelnen Cytochrome wurden in diesem Diagramm
exemplarisch dargestellt und kdnnen auf die anderen Diagramme Ubertragen werden.

n=~6.

cyt: Cytochrom, O,: Sauerstoff, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n).

Bei PASMCs, welche 24 Std bei 1 % O, hypoxisch inkubiert wurden, lielRen sich
% O, (7,5 mmHg, 1 KkPa) visuell

Wellenlangenbereich Veranderungen nachweisen, die der Reduktion mitochondrialer

ebenfalls ab 1 Uber dem gesamten
Cytochrome zugeordnet werden konnten. Die maximale Reduktion zeigte sich auch
bei 0 % O, (Abbildung 46).
Wellenlangenbereich (410 - 460 nm) ergaben sich bei normoxisch und hypoxisch
inkubierten Zellen bereits bei 3 und 5 % O, (22,5 bzw. 37,5 mmHg, 3 bzw. 5 kPa)

leichte, nicht signifikante Veranderungen.

nach hypoxischer Inkubation Im niedrigen

Bei 48 Stunden hypoxisch inkubierten PASMCs, zeigten sich visuelle Veranderungen

Uber dem gesamten Wellenlangenbereich, die mitochondrialen Cytochromen
zugeordnet werden konnen, ebenfalls bei 1 % O, (7,5 mmHg, 1 kPa). Die maximale
Reduktion zeigte sich bei 0 % O, (Abbildung 47). Im niedrigen Wellenlangenbereich
(410 - 460 nm) konnte man ebenfalls bereits bei 3 und 5 % O, (22,5 bzw. 37,5 mmHg,

3 bzw. 5 kPa) leichte Veranderungen erkennen.
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Abbildung 46: Sauerstoffabhéngige Spektren 24 Std hypoxisch inkubierter ~ PASMCs

Eine visuelle Reduktion zeigte sich erst bei <1 % O,.
n=6.

02 (0,): Sauerstoff, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).
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Abbildung 47: Sauerstoffabhéngige Spektren 48 Std hypoxi sch inkubierter PASMC s

Eine visuelle Reduktion der Spektren zeigte sich erst bei <1 % O..
n=>5.

O,: Sauerstoff, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).

Beim direkten Vergleich der unterschiedlich inkubierten PASMCs lie3en sich bei 1 %

(7,5 kPa)
Absorptionsmaxima erkennen (Abbildung 48).

mmHg, 1 Sauerstoff keine  signifikanten

Unterschiede

der

Beim direkten Vergleich bei 0 % Sauerstoff lieBen sich keine Unterschiede der
Spektren der unterschiedlich inkubierten PASMCs erkennen (Abbildung 49).
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Abbildung 48: Spektren von PASMCs bei 1 % O ,, Vergleich von Normoxie, 24 Std
Hypoxie und 48 Std Hypoxie

Vergleich der Spektren normoxisch inkubierter Zellen, 24 Std hypoxisch inkubierter Zellen und
48 Std hypoxisch inkubierter Zellen bei 1 % O,. Es zeigten sich visuell keine wesentlichen
Unterschiede.

Den dargestellten Spektren liegen die gleichen Daten zugrunde wie in den Abbildungen 45 - 47.
Normoxie: n = 6, 24 Std Hypoxie: n = 6, 48 Std Hypoxie: n = 5.

0O,: Sauerstoff, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).
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Abbildung 49: Spektren von PASMCs bei 0 % O ,, Vergleich von Normoxie, 24 Std
Hypoxie und 48 Std Hypoxie

Vergleich der Spektren normoxisch inkubierter Zellen, 24 Std hypoxisch inkubierter Zellen und
48 Std hypoxisch inkubierter Zellen bei 0 % O,. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede.

Den dargestellten Spektren liegen die gleichen Daten zugrunde wie in den Abbildungen 45 - 47.
Normoxie: n = 6, 24 Std Hypoxie: n = 6, 48 Std Hypoxie: n = 5.

0O,: Sauerstoff, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).
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5.6.1. Darstellung des sauerstoffabhangigen Redukti  onsstatus

mitochondrialer Atmungskettencytochrome

Bei Auswertung der Spektren normoxisch inkubierter PASMCs nach der Methode der
kleinsten Quadrate konnte unter akuter Hypoxie bei 5 % O, (37,5 mmHg, 5 kPa) eine
signifikante Reduktion von Cytochrom ¢ gesehen werden, bei 3 % O, (22,5 mmHg, 3
kPa) eine signifikante Reduktion der Cytochrome a und c, und bei 1 und 0 % O, (7,5
bzw. 0 mmHg, 7,5 bzw. 0 kPa) eine signifikante Reduktion der Cytochrome a, b und ¢
(Abbildung 50).

Bei 24 Std hypoxisch inkubierten Zellen zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Cytochrome a und c unter akuter Hypoxie ab 1 % (7,5 mmHg, 1 kPa) Sauerstoff. Bei O
% zeigte sich die maximale Reduktion aller Cytochrome (Abbildung 51).

Nach semiquantitativer Auswertung der Versuche mit 48 Std hypoxisch inkubierten
PASMCs konnte eine signifikante Reduktion aller drei Cytochrome unter akuter

Hypoxie erst ab einem Sauerstoffgehalt von 0 % O, gezeigt werden (Abbildung 52).

10 —o—a Normoxie
' —&—b Normoxie
- 10 |——c¢ Normoxie
# - 08
$ # Los =
# * $ o4 £
* * * ’ %
- 0,2 S
(O]
: : 00 C
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Abbildung 50: Reduktionsstatus mitochondrialer Cyto chrome von normoxisch
inkubierten PASMCs

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion von Cytochrom c ab 5 % O,, von Cytochrom a ab 3 %
O, und von Cytochrom b ab 1 % O,.

Den dargestellten Spektren liegen die gleichen Daten zugrunde wie in Abbildung 45.
n=~6.

#. Cytochrom a, $: Cytochrom b, *: Cytochrom c; a, b, c¢: kurz fir Cytochrom a, b, ¢; O,:
Sauerstoff, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n).
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Abbildung 51: Reduktionsstatus mitochondrialer Cyto chrome von 24 Std hypoxisch
inkubierten PASMCs

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Cytochrome a und ¢ ab 1 % O,, sowie von
Cytochrom b ab 0 % O,.

Den dargestellten Spektren liegen die gleichen Daten zugrunde wie in Abbildung 46.

n=~6.

#. Cytochrom a, $: Cytochrom b, *: Cytochrom c; a, b, c: kurz fur Cytochrom a, b, c; Oy:
Sauerstoff, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).
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Abbildung 52: Reduktionsstatus mitochondrialer Cyto chrome von 48 Std hypoxisch
inkubierten PASMCs

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Cytochrome a, b und c ab 0 % O,.

Den dargestellten Spektren liegen die gleichen Daten zugrunde wie in Abbildung 47.
n=>5.

#: Cytochrom a, $: Cytochrom b, *: Cytochrom c; a, b, c¢: kurz far Cytochrom a, b, c; Oy:
Sauerstoff, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).

Im nachstehenden Diagramm wurde der pO,-abhangige Redox-Status der Cytochrome
a, b und c im Vergleich der unterschiedlich hypoxisch inkubierten PASMCs dargestellt
(Abbildung 53). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied des Redox-Status der
einzelnen Cytochrome im Vergleich der normoxisch oder unterschiedlich hypoxisch

inkubierten Zellen. Beim Vergleich der einzelnen Cytochrome untereinander konnte ein
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Unterschied zwischen Cytochrom b und Cytochrome a bzw. ¢ bei normoxisch und 24
Std hypoxisch inkubierten Zellen bei 1 % O, und bei normoxisch inkubierten Zellen bei
3 % O, gefunden werden.

o
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" # B c nox
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Abbildung 53: Reduktionsstatus mitochondrialer Cyto chrome, Vergleich von Normoxie,
24 Std Hypoxie und 48 Std Hypoxie

Ubersicht tber die Redox-Stadien der Cytochrome a, b und ¢ bei 5, 3 und 1 % O,,
semiquantitativ dargestellt. Es zeigte sich die signifikante Reduktion von Cytochrom b im
Vergleich zu den Cytochromen a und ¢ bei 1 % O, der 24 Std hypoxisch und bei 3 und 1 % O,
der normoxisch inkubierten Zellen.

Normoxie: n = 6, 24 Std Hypoxie: n = 6, 48 Std Hypoxie: n = 5, Daten aus Abbildungen 50 - 52.
# = Unterschied von Cytochrom b gegentiber den Cytochromen a und c.

Zur besseren Ubersicht verwendete Abkiirzungen: nox: normoxisch inkubiert, 24 hox: 24 Std
hypoxisch inkubiert, 48 hox: 48 Std hypoxisch inkubiert. a, b, c¢: kurz fir Cytochrome a, b, c; O,:
Sauerstoff, PASMC(s): pulmonalarterielle glatte Muskelzelle(n), Std: Stunde(n).
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In dieser Arbeit wurden Veranderungen von Mitochondrien in intakten PASMCs unter
chronischer Hypoxie beziglich ihrer Atmung, Sauerstoffaffinitat und ihres
cytochromalen Redox-Status untersucht. Diese Studie wurde vor dem Hintergrund
durchgefuihrt, dass mitochondriale Dysfunktion und mitochondriale ROS-Produktion in
PASMCs eine wichtige Rolle bei der Entstehung der Hypoxie-induzierten pulmonalen
Hypertonie und hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion zugeschrieben wird & 2 102,
Als Voruntersuchungen wurden die Zellkulturbedingungen der PASMCs fur die
Messung der mitochondrialen Atmung bestimmt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass

o Zellen der 1. und 2. Passage, sowie der 1. und 2. Aussaat keinen Unterschied
hinsichtlich der Respiration und Sauerstoffaffinitit aufwiesen, aber eine
Erniedrigung von FCS und Gabe von Endothelin-1 zu einer Abnahme der
Atmung fihrten.

*  Chronisch hypoxische Inkubation der PASMCs zu einem Abfall der Atmung und
Sauerstoffaffinitat fuhrten, die sich auch in ASMCs nach chronisch hypoxischer
Inkubation zeigten, wobei ASMCs eine starkere Abnahme der Sauerstoffaffinitat
als PASMCs zeigten.

» Kein Unterschied im sauerstoffabhangigen cytochromalen Redox-Status nach

chronisch hypoxischer Inkubation messbar war.

6.1. UBERLEGUNGEN ZU MESSUNGEN AN ISOLIERTEN
GEFARMUSKELZELLEN DES KANINCHENS

Die in dieser Arbeit beschriebenen Messungen wurden an glatten Gefalimuskelzellen,
die aus kleinen Pulmonalarterien isoliert wurden, durchgefiihrt. Die Methode erlaubte
eine isolierte Gewinnung von Zellen aus kleinen prékapillaren pulmonalen GefaRen .
In Immunfluoreszenzfarbungen konnte bestétigt werden, dass nur glatte Muskelzellen
kultiviert wurden (siehe Kap. 5.1). Pulmonalarterielle GefaBmuskelzellen (PASMCs)
wurden gewahlt, da diese sowohl fur die Vasokonstriktion als Reaktion auf akute
Hypoxie, als auch fir vaskulares Remodeling unter chronischer Hypoxie, essentiell

sind. Zu letzterem tragen PASMCs durch Proliferation bei 3% 984,
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In verschiedenen Studien wurde als Effektorzelltyp der HPV bereits die prékapillare
glatte Muskelzellschicht der WiderstandsgefélRe am Eingang der Acini identifiziert. Seit
bekannt ist, dass isolierte pulmonalarterielle glatte Muskelzellen (PASMCs) mit
Kontraktion und Anstieg der intrazelluldren Kalzium-Konzentration auf Hypoxie

reagieren, gelten diese Zellen sowohl als Sensor- als auch Effektor-Zellen der Hypoxie
101

Als Vergleichszellen wurden aortale glatte Muskelzellen (ASMC) gewahlt. Aortale
Zellen werden haufig als Vergleichszellen verwendet, da sie als systemische Zellen im
Gegensatz zu pulmonalarteriellen Zellen unter Hypoxie dilatieren statt zu
konstringieren ** 4. Allgemein gilt dies fiir systemische SMCs, z.B. auch fir Zellen aus

der A. renalis 154853,

In dieser Arbeit wurden glatte GefaRmuskelzellen mit der Methode der Respirometrie
vermessen. Diese erlaubt, die mitochondriale Atmung in intakten Zellen zu
untersuchen 3% **, Der Vorteil dieser Vorgehensweise im Vergleich zur Messung an
isolierten Mitochondrien bestand darin, die physiologischen intrazellularen Verhéltnisse
zu bewahren. Zudem wurde das Risiko, die Integritdt der Mitochondrien bei der
Praparation zu verletzen, geringer **. Bei der Interpretation muss allerdings
bertcksichtigt werden, dass intra- und extrazellular gemessene Werte, z.B. in Hinblick
auf die Sauerstoffaffinitdt und den maximalen Sauerstoffverbrauch differieren kénnen
% vgl. Kapitel 6.2.1.

Um die gewonnenen Erkenntnisse besser miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden
die Versuchsreihen mit PASMCs aus Kaninchen durchgefihrt, da vorausgehende
Versuche bereits an isolierten und perfundierten Kaninchenlungen durchgefiihrt
worden waren % % 1% 7ysatzlich erlaubte die Zellisolierung aus Kaninchenlungen
hohe Zellzahlen, die fur die spektrophotometrischen Untersuchungen notwendig
waren. Kaninchenlungen gelten zudem hinsichtlich einer Einteilung nach Reaktion der

® mit moderatem

Lunge auf akute Hypoxie als intermediate responders”
Reaktionsverhalten, im Vergleich zu ,low" oder ,high responders® mit sehr geringem

bzw. hohem Ansprechen auf einen akuten Hypoxie-Stimulus.
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6.2. EINFLUSS DER ZELLKULTURBEDINGUNGEN AUF DIE
EIGENSCHAFTEN DER MITOCHONDRIEN

6.2.1. Mitochondriale Atmung von PASMCs im Vergleic  h zu anderen

Zellarten

Die in dieser Arbeit in normoxisch inkubierten PASMCs gemessenen Werte fir p50
befanden sich alle im Bereich zwischen 0,068 kPa (0,511 mmHg) (serumarm T2) und
0,118 kPa (0,887 mmHg) (serumreich T1). Fir Vqa konnten Werte zwischen 34,6
pmol/(s*Mio) (serumarm T2) und 88,6 pmol/(s*Mio) (serumreich T2) gemessen werden.
Sommer et al. konnten in PASMCs aus Kaninchenlungen p50-Werte von 0,84 + 0,03
mmHg (0,112 kPa), und damit vergleichbare Werte wie in dieser Arbeit, bestimmen .
In anderen Zellarten konnte festgestellt werden, dass in intakten Zellen gemessene
p50-Werte, abhangig vom Zelltyp und der metabolischen Aktivitat, etwa 5 bis 10 mal
grolRer waren, als aus isolierten Mitochondrien bestimmte p50-Werte. Dieser
Unterschied  spiegelt  wahrscheinlich  den  Sauerstoffgradienten  zwischen
Extrazellularraum und Mitochondrium wider *°. In intakten Endothelzellen aus humanen
Umbilikalvenen wurden, ebenfalls im Respirometer (Oxygraph), ein p50-Wert von
0,094 kPa (0,707 mmHg) und Vo von 20 pmol/(s*Mio. Zellen) gemessen
(Endothelzellkultur, Kulturmedium 199) *. Damit zeigten die PASMCs bei ahnlichem
p50 einen héheren maximalen Sauerstoffverbrauch und damit V.. Im Vergleich dazu
zeigten intakte kardiale Myozyten aus Ratten einen p50 von 0,19 kPa (1,43 mmHg)
und einen V. von 220 pmol/(s*mg). Unterschiede in der Zellatmung und im p50 sind
je nach Zellart zu erwarten, und unter anderem abhangig von ATP-Bedarf und
ZellgréRe. Besonders die ZellgréRe beeinflusst aufgrund des intrazellularen
Sauerstoffgradienten die Sauerstoffaffinitat. Daher zeigten isolierte Mitochondrien unter
Ruhebedingungen niedrigere p50-Werte von 0,02 bis 0,06 kPa (0,15 bis 0,45 mmHg)
%, In isolierten Lungenmitochondrien lag der Sauerstoffverbrauch bei ca. 6
mmHg/mg/min (mg: Lungenmitochondrien) °°. Dies ist mit den hier vorliegenden
Untersuchungen nicht zu vergleichen, da die Mitochondrien aus Lungenhomogenat
vermessen wurden und unklar ist, wie viel Milligramm Mitochondrien in einer Million
PASMCs zu erwarten waren. Insgesamt liegen die Werte der hier vorliegenden

Messungen jedoch im erwarteten Bereich der Literaturangaben.
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6.2.2. Einfluss von Aussaat, Passage und Versuchsda uer

In den vorliegenden Untersuchungen an PASMCs und ASMCs konnte kein
Unterschied zwischen der 1. und 2. Passage, sowie der 1. und 2. Aussaat hinsichtlich
der Zellatmung oder Sauerstoffaffinitat festgestellt werden. Dies wére unter Umstanden
zu erwarten gewesen, da fur ASMCs aus Kaninchen beschrieben wurde, dass diese
unter Kultivierung dedifferenzieren, Veranderungen im Zytoskelett zeigen und damit

ihre Funktion @ndern koénnen %

. Phéanotypische Veranderungen bedingt durch die
Zellkultur konnten ebenfalls in aortalen SMCs von Ratten festgestellt werden ®. Die
ASMCs dieser Studie wurden mit Medium 199 + 5 % FCS + 2 mM Glutamin kultiviert.
Diese Untersuchungen bezogen sich auf ASMCs, die in der 2. und 3. Passage kultiviert
worden waren, und bezogen sich auf die Differenzierung in ,kontraktilen“ und
»Synthetischen* Phanotyp, was den Vergleich erschwert und hier nicht weiter erdrtert
werden soll '°°. Allerdings wurden fiir PASMCs der Passagen PO, P1 und P3 in der
Immunfluoreszenz keine signifikanten Unterschiede ihres Zytoskeletts gesehen . Dies
wurde in einem Western-Blot bestatigt, in dem ein quantitativer Vergleich bestimmter
Proteinmengen (SM-a-Aktin, SM-MCH) von PASMCs der Passagen P1 und P3

durchgefiihrt wurde %,

Damit ist nicht davon auszugehen, dass eine langere
Kulturdauer, mehrmaliges Trypsinieren und Aussden, sowie die Neuaussaat der
Eisenpartikel einen Einfluss auf die mitochondriale Atmung in der hier vorliegenden

Studie haben.

Nachdem in serumreichen normoxischen PASMCs zwischen unterschiedlichen
Passagen und Aussaaten keine signifikanten Unterschiede in Hinblick auf p50 und V ax
gefunden werden konnten, wurde dies auf andere Versuchsprotokolle Ubertragen. In
diesem Sinne wurden serumarme wie serumreiche PASMCs ebenfalls jeweils
innerhalb den Vergleichsgruppen normoxisch, 24 Stunden oder 48 Stunden hypoxisch

inkubiert gepoolt. Gleiches wurde spater auf aortale SMCs Ubertragen.

Langere Versuchszeiten durch ein langeres Versuchsprotokoll im Respirometer (durch
die Durchfuihrung von zwei Abatmungen hintereinander) zeigten keinen Einfluss auf die
mitochondriale Atmung normoxischer und mit 10 % FCS Kkultivierter PASMCs, in
serumarm kultivierten PASMCs konnte jedoch in der zweiten Transition geringere
Werte fur den p50 detektiert werden (siehe Kap 5.2.1).

Insgesamt wurden fir die Untersuchungen dieser Arbeit die Ergebnisse von Zellen aus

der 1. und 2. Passage, sowie der 1. und 2. Aussaat gepoolt.
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6.2.3. Einfluss von Wachstumsfaktoren

Diese Messungen wurden durchgefiihrt, um den Einfluss von Wachstumsfaktoren auf
die mitochondriale Atmung, und den fir diese Untersuchungen optimalen FCS-Gehalt
im Kulturmedium, bestimmen zu koénnen. Messungen mit niedrigem FCS-Gehalt
werden durchgefihrt, um den Zellzyklus zu synchronisieren und damit den Einfluss des
Zellzyklus auf die Messergebnisse zu minimieren. Die Konzentration der
Wachstumsfaktoren im Kulturmedium (10 % oder 1 % FCS) wirkte sich in dieser Arbeit
auf die Ergebnisse der Respirometrie aus, wobei unter niedrigen FCS-Konzentrationen
niedrigere Werte fur p50 und V,.x gemessen wurden. Damit stieg die Sauerstoffaffinitat
in serumarm inkubierten Zellen an, wahrend die maximale Atmung abnahm.
Moglicherweise ist dies durch eine Anderung der Proliferation der Zellen unter
erniedrigtem FCS-Gehalt erklarbar. Es ist bekannt, dass eine niedrigere FCS-
Konzentration die Proliferation von PASMCs hemmen kann ** %, Dabei erscheint es
ausreichend, den Wachstumsfaktorengehalt 24 Std vor der Messung zu reduzieren,

um die Proliferation zu vermindern 7.

In der vorliegenden Arbeit wurde der FCS-Gehalt in den Zellen 24 Std vor Beginn der
Hypoxiephase bzw. 48 Std vor Beginn der Messung, verringert. Normoxisch inkubierte
serumarme Zellen zeigten einen signifikant verringerten Vs (um 45,2 % in T1 bzw.
57,2 % in T2) im Vergleich zu serumreichen Zellen. Unter fehlender
Proliferationsstimulation sind die Zellen weniger stoffwechselaktiv und benétigen daher
weniger Energie, so dass moglicherweise die mitochondriale Atmung dadurch

eingeschrankt wird.

Desweiteren zeigten mit 1 % FCS behandelte PASMCs in der zweiten Abatmung einen
um 34 % niedrigeren p50, und damit eine hdhere Sauerstoffaffinitat, als mit 10 % FCS
behandelte Zellen (siehe Kap 5.2.2). Der niedrigere p50-Wert in der 2. Transition und
die damit erhdhte Sauerstoffaffinitat kann durch verschiedene Faktoren hervorgerufen
sein. Unter anderem ist der p50 von der Substrat- und ADP Konzentration abhangig %.
Die Gruppe um Gnaiger erklarte den sinkenden p50 bei erniedrigten Substraten mit
Veranderungen der ATP/ADP-Konzentration in der Zelle. Der p50-Wert ist eine
Funktion von V. und wird von ADP kontrolliert, damit wird dieser in der sogenannten
state 4-Atmung (high ATP, d.h. hohes ATP/ADP-Verhaltnis) kleiner als in der state 3-
Atmung (high ADP, d.h. niedriges ATP/ADP-Verhaltnis) *. Die in der vorliegenden
Arbeit vermessenen serumarmen Zellen hatten méglicherweise durch Reduktion des
FCS-Gehaltes im Kulturmedium, und damit verbundener niedrigerer Proliferationsrate,

eine verminderte Stoffwechselaktivitat mit niedrigerem ATP-Verbrauch (= hohes
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ATP/ADP Verhéltnis), sowie eine geringere Menge an Substraten zur Verfligung. Dies
kénnte sich moglicherweise bei der zweiten Transition auswirken, indem es im Laufe
des Versuches zu einem Verbrauch von Substraten und Ansammlung von ATP

kommen konnte.

Somit wirkt sich die FCS-Konzentration auf die Atmung und Sauerstoffaffinitat aus.
Allerdings konnten unter Hypoxie keine Unterschiede durch erniedrigte FCS-
Konzentration auf die Hypoxie-induzierten Verdnderungen nachgewiesen werden
(siehe unten). Daher wurden aufgrund der besseren Wachstumsbedingungen fir
PASMCs unter 10 % FCS im Kulturmedium diese Konzentration fir alle weiteren

Versuche gewahlt.

6.2.4. Einfluss von Endothelin-1

Endothelin-1 (Et-1) wirkt vor allem an glatter Muskulatur und entfaltet seine
Hauptwirkung am Herz-Kreislaufsystem. Es spielt, da es pro-inflammatorisch,
konstriktorisch und proliferativ auf SMCs wirkt, auch eine Rolle in der Entstehung von

% In friheren Arbeiten zu

GefalRumbauprozessen und pulmonaler Hypertonie
Messungen der intrazellularen Kalzium-Konzentration konnte bereits gezeigt werden,
dass PASMCs auf Zugabe von Et-1 mit Kontraktion reagieren ?°. Die Reaktion der
Zelle ist dabei abhangig von der Endothelinkonzentration. Bei niedrigeren Dosierungen
(10'° M) scheint es die Sensitivitat der Kontraktion als Antwort auf den durch Hypoxie

*1-Einstrom zu erhdhen. In héheren Dosierungen (10® M) erhohte

bedingten [Ca
Endothelin [Ca*] in PASMCs %’. Es konnte nachgewiesen werden, dass Patienten mit
primarer oder sekundarer PH im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen erhdhte

Endothelin-Spiegel im Plasma haben °

. Des Weiteren fand man eine gesteigerte
pulmonale Et-1 Produktion im ,fawn-hooded rat“-Modell fiir pulmonale Hypertonie °.
Auch in COPD-Patienten konnte nachgewiesen werden, dass der Et-1 Spiegel im Blut
erhéht ist, zudem korreliert der Et-1 Spiegel negativ mit dem Grad der Hypoxie *.
Durch Endothelin-1 wird die HPV verstarkt, und es konnte gezeigt werden, dass die
HPV in isolierten pulmonalarteriellen Gefal3en nach Entfernung des Endothels teilweise
oder komplett verhindert wird 2. Daher wurde in dieser Studie untersucht, ob sich

Endothelin-1 auch auf die mitochondriale Atmung und Sauerstoffaffinitat auswirkt.

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich hinsichtlich der
Sauerstoffaffinitat kein Unterschied zwischen Versuchen, die mit oder ohne Endothelin-

1 durchgefihrt wurden. Allerdings konnte unter Zugabe von Et-1 in der

87



6. Diskussion

Endkonzentration von 10 nM ein signifikanter Abfall der maximalen Atmung um fast 50
% (T2) im Gegensatz zu PASMCs ohne Zugabe von Endothelin-1 beobachtet werden.
Es wurde bereits gezeigt, dass Endothelin-1 zu einer mitochondrialen Dysfunktion in
verschiedenen Modellen des Herzversagens fuhren kann, moglicherweise via
Erniedrigung der Aktivitat verschiedener Atmungskettenkomplexe °* *°°. Im Gegensatz
dazu konnte in isolierten Lungenmitochondrien aus isolierten und perfundierten
Rattenlungen nach Zugabe von Et-1 weder ein Unterschied in der
Mitochondrienatmung noch im ATP-Gehalt des Lungengewebes im Vergleich zu

unbehandelten Lungen nachgewiesen werden .

Moglicherweise sind die
Stoffwechselwege in isolierten Mitochondrien und intakten Zellen unterschiedlich,

wodurch sich die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren liel3en.

Daher spielt moglicherweise die Endothelin-induzierte mitochondriale Dysfunktion bei

der Entstehung der pulmonalen Hypertonie eine Rolle.

6.2.5. Zellkulturbedingungen fir die chronisch hypo xischen

Versuche

Fur die Zellkulturbedingungen, unter denen der Einfluss der Hypoxie auf die
mitochondrialen Funktionen getestet werden sollten, wurden zusammenfassend die
Bedingungen ausgewahlt, unter denen eine optimale Atmung der Zellen beobachtet
werden konnte. Dies war in Passage 1 und 2, sowie Aussaat 1 und 2 unter Kultivierung
mit 10% FCS, sowie ohne Zusatz von Endothelin-1 der Fall. Daher wurden fir die
Ergebnisse die Messungen aus Zellen der Passage 1 und 2, sowie Aussaat 1 und 2
gepoolt. Die chronisch hypoxischen Versuche fir die Hypoxiedauer von 48 Stunden
wurden mit PASMCs nur unter Kultivierung mit 10 % FCS durchgefiihrt, da die Qualitat
der mit 1 % FCS kultivierten Zellen, nach 48 Stunden Hypoxieexposition, anhand
optischer  Kriterien  beurteilt, deutlich  eingeschrankt war, worauf die
Respirationsversuche bereits hindeuteten. Gleiches galt fir die ASMCs nach 48 Std
Hypoxieexposition, so dass bei ASMCs nur Hypoxieversuche mit 24 Std
Expositionsdauer, sowie 10 % FCS durchgefihrt wurden. Die Hypoxieversuche mit
einer Expositionsdauer von 24 Std in PASMCs wurden mit 1 und 10 % FCS
durchgefihrt, bzw. die Substrat-Inhibitor Titrationsversuche nur mit 1 % FCS, da sich in
den zuvor durchgefiihrten Versuchen keine Unterschiede zwischen 1 % und 10 % FCS

bzgl. der Reaktion auf 24 Std Hypoxie ergeben hatten.
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6.3. MITOCHONDRIALE ATMUNGSKETTENFUNKTIONEN IN
PULMONALARTERIELLEN GLATTEN MUSKELZELLEN NACH
INKUBATION IN CHRONISCHER HYPOXIE

6.3.1. Die Rolle von Mitochondrien in der hypoxisch ~ en pulmonalen

Vasokonstriktion sowie der pulmonalen Hypertonie

Mitochondrien wird eine zentrale Rolle als Sauerstoffsensor in akuter und chronischer

> sowie bei pathologischen Umbauvorgéngen im Lungenkreislauf

Hypoxie
zugeschrieben. In mehreren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass
Mitochondrien als Zellorganellen eine wichtige Rolle beim vaskuldren Remodeling

spielen ** 3

. Nach neueren Studien sind Mitochondrien im Rahmen des Warburg-
Effektes (,metabolic theory”) auch an der Entstehung von Neoplasien beteiligt, deren
Entstehungsmechanismus mit demjenigen der pulmonalen Hypertonie verglichen wird
% 15 Hierbei kommt es unter anderem aufgrund von Sauerstoffmangel zu einer
Verschiebung der Energiegewinnung von oxidativer Phosphorylierung zu anaerober
Glykolyse, wodurch die Zellproliferation begiinstigt wird °, was einerseits beim
Remodeling, andererseits aber auch bei der Entstehung von Tumorerkrankungen von
Bedeutung ist. Erste Veranderungen in dieser Hinsicht konnten bereits in

Mitochondrien aus PASMCs von PAH-Lungen nachgewiesen werden *°.

6.3.2. Auswirkungen der chronisch hypoxischen Inkub ation auf

mitochondriale Sauerstoffaffinitat und Atmung

Den oben beschriebenen metabolischen Umbauprozessen ist gemeinsam, dass sie
durch chronische Hypoxie ausgeldst werden kénnen. Es wurde bereits gezeigt, dass
Zellen nicht pulmonalen Ursprungs nach hypoxischer Inkubation eine erniedrigte

Atmung der Mitochondrien zeigen 3% 3

. Diese Ergebnisse sind vereinbar mit den
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit. Nach 24 Std hypoxischer Inkubation zeigte
sich in aortalen glatten Muskelzellen eine Abnahme der maximalen Atmung. Diese war
im Vergleich zur Normoxie um 38 % (T1 bzw. 39,9 % T2) verringert. 24 Std hypoxisch
inkubierte Zellen zeigten hinsichtlich der Sauerstoffaffinitéat keine Veranderungen im

Vergleich zu normoxisch inkubierten Zellen.

Aufgrund einer moglichen Uberlagerung der Veranderungen unter Hypoxie durch den
Proliferationsstimulus durch FCS wurden die Untersuchungen unter Hypoxie mit 10 %

und 1% FCS durchgefihrt. Serumarm inkubierte Zellen zeigten im direkten Vergleich
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von normoxischer zu 24 Stunden hypoxischer Inkubation @hnliche Veranderungen wie
serumreich inkubierte Zellen. Passend zu einem geringeren V.. hach hypoxischer
Inkubation konnte auch eine signifikant verminderte Routineatmung (C,) und damit eine
signifikant verminderte endogene Atmung hypoxisch inkubierter Zellen nachgewiesen
werden. Bei Betrachtung der durch FCCP entkoppelten Atmung (C,) konnten keine
Veradnderungen der maximalen Atmungskapazitat bestimmt werden. Ebenso zeigten
sich keine Unterschiede bei Oligomycin-inhibierter Atmung oder den mitochondrialen
Atmungsquotienten.  Aufgrund &hnlichen Verhaltens von serumarmen und
serumreichen Zellen unter 24 Std Hypoxie und keiner weiteren Auffalligkeiten bei der
Analyse der Atmung unter Oligomycin und FCCP wurden diese Versuche nur mit 1 %
FCS durchgeflhrt.

Nach weiteren 24 Std, und damit insgesamt 48 Std Hypoxie, zeigte sich eine signifikant
verringerte Sauerstoffaffinitat der pulmonalarteriellen Zellen in Verbindung mit einem
ebenfalls signifikant verringerten maximalen Sauerstoffverbrauch. Respirometrisch
konnte gezeigt werden, dass PASMCs nach 48-stiindiger hypoxischer Inkubation um
60,4 % (T1 bzw. 50,5 %, T2) hohere Werte fur p50 im Vergleich zur Zellen aus
normoxischer Inkubation aufwiesen. Die maximale Atmung nahm nach 48 Std Hypoxie
um 54,5 % (T1 bzw. T2: 55,2 %) ab.

Im Vergleich zwischen 24 und 48 Stunden hypoxischer Inkubation konnte eine
signifikante  Abnahme der  Sauerstoffaffinitat bei tendenziell niedrigerem
Sauerstoffverbrauch festgestellt werden.

Die Ergebnisse zeigten demnach mit wachsender Hypoxiedauer signifikant gréf3ere
Werte fur p50, sowie niedrigere Werte fir V., gleichbedeutend mit einer geringeren

mitochondrialen Atmung unter Hypoxie.

Ursachlich dafir kann 1) eine Einschrankung der Substrate, z. B. durch Erniedrigung
von Pyruvat 2) eine Erniedrigung der Atmungskettenkomplexaktivitdt durch a)
posttranslationale Modifikationen, z.B. Phosphorylierung und oxidative Schadigung
durch ROS oder b) Verdnderung der Atmungskettenkomplexisoformen oder c)
Erniedrigung der Atmungskettenkomplexanzahl sowie 3) Erniedrigung des
mitochondrialen ADP-Produktionsbedarfs, z.B. durch erhohte glykolytische ATP-
Produktion, sein. Der auslosende Faktor hierflr ist noch nicht ausreichend geklart, es
liegen aber Daten vor, die Schaden in den Mitochondrien, z. B. durch Einfluss von
ROS, sowie einer Anpassung der Cytochrom-c-Oxidase-Untereinheit und Erniedrigung
der Pyruvatkonzentration durch Erhéhung der Pyruvatdehydrogenasekinase nahelegen
43374 Es konnte experimentell bereits nachgewiesen werden, dass die Aktivitat von

Komplex IV der ETC in pulmonalarteriellen Endothelzellen von Patienten mit iPAH
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signifikant geringer war, als in Vergleichszellen aus gesunden Lungen '®. AuRerdem
ist bekannt, dass chronische Hypoxie die Isoform-Zusammensetzung von Komplex IV

verandert ™

. Inwiefern die metabolischen Umbauvorgdnge eine Relevanz fir die
Proliferation der PASMCs bei pulmonaler Hypertonie haben, muss noch genauer
untersucht werden. Allerdings wurde bereits gezeigt, dass eine Aktivierung der
mitochondrialen Atmung mit Dichloroacetat (DCA) als selektivem Inhibitor der Pyruvat-
Dehydrogenase-Kinase (PDK) zu einer Verminderung der PH im Tiermodel fihren
kann. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass DCA zu einer selektiven Apoptose-
Induktion in pulmonalarteriellen Gefaflien, verbunden mit einer Depolarisation, einer
gesteigerten mitochondrialen ROS-Produktion (mROS), sowie einer Hemmung von HIF
fuhren kann ™ °,

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass iPAH-PAEC-Zellen (iPAH: idiopathic PAH;
PAEC: pulmonary artery endothelial cells, pulmonalarterielle Endothelzellen) vor allem
in state 3-Atmung, also unter ausreichend exogenem Substrat- und ADP-Angebot,
einen geringeren Sauerstoffverbrauch aufwiesen, als Kontrollzellen (PAEC gesunder
Spenderlungen). Dabei konnte kein Unterschied im respiratorischen Kontroll-Index,

dem Verhéltnis von Sauerstoffverbrauch und ATP-Produktion, nachgewiesen werden
106

In den hier vorliegenden Untersuchungen konnte kein signifikanter Unterschied des
phosphorylierten  Respiratorischen  Kontroll-Quotienten (RCRp), mit welchem
gemessen wurde, wie viel Prozent der Atemarbeit zur ATP-Produktion verwendet wird,
zwischen normoxisch und hypoxisch inkubierten PASMCs nachgewiesen werden. Dies
weist darauf hin, dass die mitochondriale Atmung unter Hypoxie nicht durch die
zellulare ATP-Nachfrage aktiviert wurde, obwohl die Ruheatmung, und damit die
mitochondriale ATP-Produktion, erniedrigt war. Mdoglicherweise wurde der zellulare
ATP-Bedarf von anaerober Glykolyse aufrechterhalten. Dazu passend konnte in iPAH-
PAEC gezeigt werden, dass diese trotz geringerem Sauerstoffverbrauch und
verminderter Mitochondrienfunktion unter Raumluftbedingungen &hnliche ATP-Gehalte
aufwiesen, wie gesunde Kontrollzellen . Unter Hypoxie (2 % O, fiir 4 Std) fiel der
ATP-Gehalt in iPAH-Zellen nicht signifikant, wahrend er in Kontrollzellen abfiel. Aus der
grolReren Toleranz der iPAH-Zellen gegeniber Hypoxie kann geschlussfolgert werden,
dass sie eine geringere Energie-Abhangigkeit hinsichtlich der zellularen Atmung
zeigen, was eine anaerobe zellulare Energiequelle induziert. Mithilfe eines FDG-PET-
Scans (FDG: [*®F]fluoro-deoxy-D-Glucose, PET: Positronen-Emissions-Tomografie)
konnte in intakten Lungen von iPAH-Patienten eine erhohte glykolytische Aktivitat im

106

Lungengewebe nachgewiesen werden . In ersten Studien konnte auch in PAH-
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PASMCs erhdhte glykolytische Aktivitdten gemessen werden. Interessanterweise
konnten sowohl in pulmonalarteriellen Zellen als auch in Endothelzellen aus PAH-
Lungen ahnliche Auffalligkeiten gesehen werden. Unter anderem zeigten sie eine
atypische Aktivierung von HIF-1a sowie verstarkte Glykolyseraten *°. Somit sind die in
der vorliegenden Arbeit dargestellten Daten, die auf eine verminderte mitochondriale
Atmung unter Hypoxie und Normoxie sowie eine erhéhte glykolytische ATP-Produktion
hinweisen, vereinbar mit der sogenannten metabolischen Theorie zur Entstehung der
PH “.

Die erniedrigte Sauerstoffaffinitat weist auf eine Anderung der
Atmungskettenkomplexkomposition, v.a. unterschiedliche Expression der Isoformen

der Cytochrom-c-Oxidase " ™

, oder aber auch erniedrigtes ATP/ADP Verhaltnis hin.
Wie bereits oben ausgefihrt, fihrt ein niedriges ATP/ADP-Verhéltnis unter bestimmten
Umstanden zu einem erhéhten p50 *. Eine Zunahme des p50 nach chronisch
hypoxischer Inkubation, und damit Abnahme der Sauerstoffaffinitat, kann
unterschiedliche Auswirkungen auf das Verhalten der PASMCs unter akuter Hypoxie
haben. Dies kénnte zu einem stéarkeren Hypoxiesensing fihren; spricht allerdings
gegen die bisherigen Untersuchungen, die eine verminderte HPV nach chronisch
hypoxischer Inkubation zeigten. Moéglicherweise ist der Desensibilisierungsprozess im

Down-Stream-Signaling der Hypoxie-induzierten Signalkaskade zu suchen.

6.3.3. Auswirkungen der chronisch hypoxischen Inkub ation auf die
Mitochondrienzahl

Als Ursache fur die Abnahme der mitochondrialen Atmung konnte keine Veranderung
der Mitochondrienzahl in den PASMCs, bestimmt durch die Citrat-Synthase-Aktivitat,
detektiert werden. Im Gegensatz dazu fand die Gruppe um Dromparis eine geringere
Mitochondriendichte in FHR-PAH PASMCs (FHR: fawn-hooded rats) im Vergleich zu
gesunden PASMCs. Auch hinsichtlich der Morphologie zeigten sich Unterschiede,
erstere erschienen eher unterbrochen, letztere filamentds. Es kann vermutet werden,
dass eine generelle Dysfunktion der Zellorganellen, ausgelést durch PAH, existiert,
welche das endoplasmatische Retikulum, den Golgi-Apparat und das Mitochondrium
betreffen *°. In einer anderen Studie fanden sich bei gleicher Morphologie quantitativ
geringere Mitochondrienzahlen in iPAH-Endothelzellen als in gesunden Zellen . Um
nachzuweisen, dass die in der vorliegenden Arbeit verwendeten hypoxisch inkubierten
Zellen keine veréanderte Mitochondrienzahl besafien und deshalb eine verminderte

Atmung aufwiesen, wurde die mitochondriale Citrat-Synthase-Aktivitat bestimmt. Mit
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Hilfe dieser zusatzlichen Messung konnte gezeigt werden, dass die Citrat-Synthase-
Aktivitdt in normoxisch und 24 Std hypoxisch inkubierten PASMCs vergleichbar blieb.
Auch in Versuchen mit 48 Stunden hypoxisch inkubierten pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen konnte keine Verédnderung der mitochondrialen Citratsynthaseaktivitat
gemessen werden (noch nicht veréoffentlichte Daten, Medizinische Doktorarbeit von
Phillipp Krug, freundlicherweise zur Verfugung gestellt).

Die Citrat-Synthase-Aktivitat wird haufig als Marker fir die Mitochondrienzahl
verwendet. Eine Regulation der Citrat-Synthase-Aktivitdt wurde bisher nicht
beschrieben, sie scheint bezogen auf die Proteinmenge konstant zu bleiben 2. Es kann
daher aus einer unverénderten Citrat-Synthase-Aktivitat geschlossen werden, dass die
in dieser Arbeit nachgewiesenen Verdnderungen der mitochondrialen Atmung der
PASMCs nach hypoxischer Inkubation nicht auf verminderten Mitochondrienzahlen

beruhen.

6.4.VERANDERUNGEN DES CYTOCHROMALEN REDOX-STATUS
UNTER CHRONISCHER HYPOXIE

Die mitochondriale Atmungskette wurde bereits als moglicher Sauerstoffsensor unter

% Besonders der ROS-Produktion an Komplex | oder IIl der

Hypoxie beschrieben
mitochondrialen Atmungskette wird eine essentielle Rolle beim Sauerstoffsensing unter
akuter und chronischer Hypoxie zugesprochen. Dabei existieren, wie bereits oben
ausgefuhrt, zwei gegensatzliche Hypothesen beziiglich der Rolle von ROS. Wahrend
eine Hypothese eine Erhéhung der ROS-Produktion propagiert, geht eine weitere von
einer Erniedrigung der ROS-Produktion aus. Beides wirde unter akuter Hypoxie zu
einer erhéhten Kalzium-Freisetzung und damit zur Kontraktion flhren. Unter
chronischer Hypoxie spielt mdglicherweise zusatzlich eine ROS-abhdngige HIF-1la
Regulation eine Rolle fur den vaskularen Umbauprozess, der zur pulmonalen

Hypertonie fihrt.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Aktivierung des als Transkriptionsfaktor
geltenden Hypoxie-induzierbaren Faktors (HIF-1a) eine wichtige Rolle in der
Aktivierung der Proliferation und damit dem Remodeling darstellt ®. HIF-1 besteht
unter anderem aus der sauerstoffregulierten Untereinheit HIF-1a und wird in
S&ugetieren fur die Entwicklung aller Komponenten des kardiovaskularen Systems
benétigt . Es wird wahrscheinlich in fast allen humanen Geweben sowie in Nagern

exprimiert und gilt als notwendiger Mediator fiir die O,-Homdostase . Sowohl die
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6. Diskussion

Halbwertszeit als auch die spezifische Aktivitdt von HIF-1la werden direkt durch die
zellulare O,-Konzentration reguliert **. Die Stabilisierung beginnt bei ca. 5 % O, (37,5
mmHg, 5 kPa) und nimmt mit fallender O,-Konzentration exponentiell zu **. Es konnte
aber auch gezeigt werden, dass eine Aktivierung unabhangig vom pO, auftreten kann
1 Noch unklar ist, ob HIF-1a durch eine steigende oder fallende mitochondriale ROS-
Produktion aktiviert wird. ROS tragt aber wahrscheinlich zur Stabilisierung von HIF-1a
wahrend Hypoxie bei, woflr eine funktionierende mitochondriale Atmungskette bendtigt
wird. Inhibitoren der ETC sind in der Lage, dies zu verhindern *.

AulRerdem konnte nachgewiesen werden, dass ROS, gebildet an Komplex |ll,

essentiell fir die HIF-Aktivierung ist *

. In friheren Untersuchungen konnte eine
Arbeitsgruppe aus dem Labor, in dem die vorliegende Doktorarbeit angefertigt wurde,
bereits eine Hypoxie-abhéngige Redox-Veranderung der mitochondrialen Cytochrome
darstellen . Dabei wurde Cytochrom b, das an  wesentlichen
Elektronentransferschritten im Komplex Ill beteiligt ist, bei niedrigeren pO,-
Partialdriicken reduziert, als die Cytochrome a wund c. Dies unterstreicht
maoglicherweise die Wichtigkeit von Komplex Il bei der ROS-Produktion unter Hypoxie
in dem Sinne, dass Elektronen an alternative Akzeptoren (z.B. O,), statt der down-
stream liegenden Cytochrome ¢ und a weitergegeben werden und dadurch ROS bilden

kdénnen.

Daher sollten die pO,-abhéngigen Veréanderungen des mitochondrialen cytochromalen
Redox-Status nach chronisch hypoxischer Inkubation untersucht werden. Da nach
hypoxischer Inkubation eine erniedrigte Sauerstoffaffinitat der PASMCs nachgewiesen
werden konnte, wére eine starkere pO,-abhéngige Reduktion eventuell zu erwarten
gewesen, was auf eine verédnderte ROS-Produktion bei einem bestimmten pO,
hindeuten konnte.

In den aktuellen Untersuchungen zeigte sich allerdings kein Unterschied der pO.-
abhangigen Reduktion nach 24 und 48 Std hypoxischer Inkubation. Spektren
normoxisch inkubierter PASMCs zeigten in den eigenen Untersuchungen erste
signifikante Reduktionen einzelner Cytochrome (hier Cytochrom c) bereits ab einer
Sauerstoffkonzentration von < 5 % (37,5 mmHg, 5kPa). Bei 3 % O, (22,5 mmHg, 3
kPa) zeigte sich eine Reduktion der Cytochrome a und c, die Reduktion aller
Cytochrome erfolgte bei < 1 % O, (7,5 mmHg, 1 kPa) Sauerstoff. Zudem wurde
Cytochrom b bei 1 % O, (7,5 mmHg, 1 kPa) signifikant weniger reduziert als die
Cytochrome a und c. Eine Reduktion von Cytochrom a bedeutet dabei, dass bedingt
durch die Hypoxie, der Elektronentransfer auf Sauerstoff verringert ist #. Somit zeigte

sich in diesen Messungen erneut eine hohe Aktivitait des mitochondrialen
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6. Diskussion

Elektronentransfers auch bei niedrigen O,-Konzentrationen. Dies stimmt mit der
respirometrisch bestimmten hohen Sauerstoffaffinitat der Mitochondrien in PASMCs

Uberein und wurde bereits in friheren Untersuchungen gezeigt .

Im Vergleich hinsichtlich der pO,-abh&ngigen Reduktion der Cytochrome zwischen
normoxisch und 24 Std hypoxisch inkubierten PASMCs lie3 sich kein signifikanter
Unterschied erkennen. Eine signifikante Reduktion begann ab 1 % O, (7,5 mmHg, 1
kPa). In 24 Std hypoxisch inkubierten Zellen fiel ebenfalls auf, dass Cytochrom b bei 1
% O, signifikant weniger reduziert wurde, als die Cytochrome a und c.

Ebenso zeigte sich kein Unterschied zwischen den normoxisch, 24 Std hypoxisch und
48 Std hypoxisch inkubierten Zellen. Gegebenenfalls kdnnte dies das Korrelat einer
strukturellen Zellveranderung durch chronische Hypoxie sein. Anhaltspunkte dafir
ergeben sich aus visuell lichtmikroskopisch gesehenen Zellveranderungen nach dem
Versuchsprotokoll im Respirometer. Aufgrund dieser allgemein ,schlechteren
Zellqualitat” (Lichtmikroskopische Beurteilung in Zellkultur) kdnnten sich groRRere
Schwankungsbreiten ergeben und kleine Unterschiede maoglicherweise nicht
ausreichend gemessen werden Diese Verdnderungen konnten jedoch qualitativ nicht
ausreichend beurteilt werden und sollten moglicherweise Gegenstand einer weiteren

Studie sein.

Insgesamt stof3t die in dieser Arbeit verwendete Methode der Remissions-
Spektrophotometrie auf Limitationen beziiglich der Sensitivitat. Vor allem im niedrigen
Wellenlangenbereich kommt es zu Artefakten aufgrund von Streuveré&nderungen, die
durch Veranderungen der ZellgroRe und Zellzahl wéhrend der Messungen
hervorgerufen werden. Dies erklart mdglicherweise den diskrepanten Befund
hinsichtlich der Sauerstoffaffinitat im Vergleich zu den respirometrischen
Untersuchungen. Bei diesen konnte eine erniedrigte Sauerstoffaffinitat bestimmt
werden, wahrend der fehlende Unterschied des pO,-abhéngigen Redoxstatus keinen
Hinweis auf eine unterschiedliche Aktivitat der Mitochondrien unter Hypoxie erlaubt. Zu
erwarten gewesen ware eine frihere Reduktion der mitochondrialen
Atmungskettencytochrome bei erniedrigtem pO,, wohingegen bei erhéhtem p50 eine

Reduktion bei héherem pO, zu erwarten gewesen ware.

Zusatzlich muss man einschrankend bemerken, dass der cytochromale Redoxstatus
aufgrund der Methode der Differenzspektrenmessung nur unter hypoxischen
Bedingungen im Vergleich zum normoxischen Redoxstatus dargestellt werden konnte.
Eine absolute Darstellung des Redoxstatus nach chronisch hypoxischer Inkubation im

Vergleich zu normoxischer Inkubation ist daher nicht méglich.
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6. Diskussion

Trotz dieser Einschrankungen lasst sich als wesentliches Ergebnis hervorheben, dass
es auch nach chronisch hypoxischer Inkubation unter Hypoxie (1 % O,) zu einer
geringeren Reduktion von Cytochrom b kommt, die mdglicherweise auf eine vermehrte

ROS-Produktion an Komplex Ill hinweist 2.

6.5.MITOCHONDRIALE ATMUNGSKETTENFUNKTIONEN IN
AORTALEN GLATTEN MUSKELZELLEN NACH INKUBATION IN
CHRONISCHER HYPOXIE

Um zu untersuchen, ob die Reaktion auf chronische Hypoxie spezifisch fir
pulmonalarterielle SMCs ist, wurden als Vergleichszellen aortale SMCs (ASMCs) aus
dem Kaninchen verwendet. Diese wurden als Vertreter systemischer SMCs gewahlt

und bereits in anderen Studien als Vergleichszellen verwendet % #,

Im direkten Vergleich von aortalen und pulmonalarteriellen SMCs wurden unter
normoxischen Bedingungen weder fir p50 noch flr V.« Signifikante Unterschiede
sichtbar (vgl. %).

Nach 24-stiindiger hypoxischer Inkubation aortaler Zellen wurde der p50-Wert im
Vergleich zu normoxischen aortalen Zellen um 52,8 % (T1 bzw. 46,8 % T2) groRer. Im
Vergleich zu pulmonalarteriellen hypoxisch inkubierten Zellen zeigten aortale Zellen in
beiden Abatmungen hohere Werte fir p50 (37,5 % T1 bzw. 36,8 % T2), womit
pulmonalarterielle Zellen eine signifikant hohere Sauerstoffaffinitdt nach chronisch
hypoxischer Inkubation aufweisen. Bei Betrachtung des V.« zeigte sich ein Abfall bei
hypoxisch inkubierten aortalen Zellen im Vergleich zu normoxischen aortalen Zellen
um 39,9% (T1 bzw. 37,2 % T2). Die maximale Atmung wurde damit deutlich
eingeschrankt, vergleichbar zu PASMCs nach dieser Hypoxiedauer. Im Vergleich
pulmonalarteriellen mit aortalen hypoxisch inkubierten Zellen zeigte sich kein

signifikanter Unterschied im V.

Somit scheinen die Verdnderungen der mitochondrialen Atmungskette unter
chronischer Hypoxie nicht spezifisch fur pulmonalarterielle SMCs zu sein. Allerdings
weist die erhdhte Sauerstoffaffinitat der PASMCs im Vgl. zu den ASMCs auf eine
bessere Adaptation an chronische Hypoxie hin. Ob die quantitativen Unterschiede im
Anstieg des p50-Wertes von physiologischer Relevanz sind, muss noch untersucht

werden.
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6. Diskussion

Zudem sollten die Wahl der Vergleichszellen kritisch hinterfragt werden. Wie bereits
oben erwéahnt werden aortale SMCs allerdings haufig als Vergleichszellen verwendet.
Die in dieser Arbeit vermessenen prakapillaren PASMCs sind in vivo nahezu dem
alveoldren p,O, von ca. 105 mmHg (14 kPa) ausgesetzt **. Aortale Zellen sind in vivo
aufgrund ihrer N&he zu Herz und Lunge ebenfalls einem relativ hohen p,O, von ca. 80
- 100 mmHg (ca. 11 - 13 kPa) ** ausgesetzt. Daher reagieren sie mdoglicherweise
ahnlich auf chronische Hypoxie. Mit glatten Muskelzellen aus anderen Gefal3en, z.B.
aus herzferneren Arterien wie der A. renalis (RASMC: renal artery SMC) konnten
bereits Unterschiede der Mitochondrien aufgezeigt werden. Beispielsweise zeigten
RASMCs einen signifikant niedrigeren p50 als PASMCs und ASMCs 2. Damit waren
diese Zellen eventuell besser als Vergleichszellen geeignet. Unter anderem die Gruppe
um Archer beschrieb eine gegensatzliche Reaktion von RASMCs, die mit sinkendem
[Ca*], und damit Relaxation auf Hypoxie reagierten, und PASMCs, die durch

2+]i

steigendes [Ca®']; kontrahierten **. ASMCs als systemische GefaRe reagieren damit

], und Relaxation auf Hypoxie *3. Des Weiteren waren

ebenfalls mit sinkendem [Ca
PASMC-Mitochondrien starker depolarisiert als RASMC-Mitochondrien 3. Erstere
werden durch Perfusion mit hypoxischer Losung hyperpolarisiert, wohingegen letztere

depolarisiert werden >3,

6.6. SCHLUSSFOLGERUNG

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen von chronischer Hypoxie auf
mitochondriale Funktionen in isolierten pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen
(PASMCs) aus Kaninchen zu untersuchen (Abbildung 54). Dazu wurde erfolgreich ein
Modell etabliert, um Eigenschaften der Mitochondrien unter verschiedenen
Zellkulturbedingungen vergleichen zu kénnen. In respirometrischen Messungen konnte
festgestellt werden, dass Hypoxiephasen von unterschiedlicher Dauer die

Sauerstoffaffinitdt von Mitochondrien verringerten (p 501) und den Sauerstoffverbrauch

reduzierten (Vmax!), und damit metabolische Verdanderungen in PASMCs auslésen

konnen. Unterschiede im pO,-abhéangigen mitochondrialen Redox-Status konnten nicht

gefunden werden.
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Abbildung 54: schematische Ubersicht iiber die Auswirkungen chronischer Hypoxie auf
PASMCs

Die moglichen metabolischen Veranderungen, die zur pulmonalen Hypertonie (PH) fuhren, sind
noch nicht endgultig geklart. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass
unterschiedliches  Zellkulturalter keinen Einfluss auf die mitochondriale Atmung
pulmonalarterieller Zellen hat, diese aber durch unterschiedliche Konzentration an
Wachstumsfaktoren (FCS) beeinflusst wird (p50 und V. Sinken). Durch chronisch hypoxische
Inkubation konnten signifikante Verdnderungen im Hinblick auf Sauerstoffaffinitat (p501) und
Sauerstoffverbrauch (Viaxl) gemessen werden, allerdings nicht spezifisch fir pulmonalarterielle
glatte Muskelzellen (PASMC). In aortalen glatten Muskelzellen (ASMC) konnte eine geringere
Sauerstoffaffinitdt bei vergleichbarem Sauerstoffverbrauch nachgewiesen werden. Dagegen
konnten keine signifikanten durch Hypoxie induzierten Veranderungen im Redox-Status
mitochondrialer Atmungskettencytochrome gesehen werden (vgl. Abbildung 4 und Abbildung 5).

HPV: Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion, PVR?: Erhéhung des peripheren vaskularen
Widerstandes, K,|: Hemmung der spannungsgesteuerten Kalium-Kanéle, AEy|: Depolarisation
des Membranpotenzials, [Ca2+]iT: intrazellulare Kalzium-Konzentration steigt, ROS 1/|:
Produktion Reaktiver Sauerstoffspezies steigt oder sinkt mit nachfolgender Erhéhung der
Kalzium-Konzentration (Ca2+T), ATP?: Auswirkungen auf Adenosintriphosphat sind noch
ungeklart, ebenso die Auswirkungen auf die Oxidative Phosphorylierung. RedOx: Reduktion
und Oxidation, ETC: mitochondriale Elektronentransportkette, Std: Stunde(n), p50:
Sauerstoffaffinitat, V.. maximaler Sauerstoffverbrauch, O,: Sauerstoff.

Quellen siehe Text.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (HPV) ist eine physiologische
Anpassungsreaktion der LungengefaRe an Hypoxie. Dieser als von-Euler-Liljestrand-
Mechanismus bekannte Vorgang dient zur Optimierung des Gasaustausches. Unter
chronischer Hypoxie (z.B. COPD, Hohenaufenthalt) kommt es jedoch zu
pathologischen Umbauvorgangen, die zu vaskularem Remodeling und pulmonaler
Hypertonie fuhren kénnen. Als Sensor- und Effektorzellen konnten pulmonalarterielle
glatte GefaBmuskelzellen (PASMCs) identifiziert werden, welche durch Ca?*-Einstrom
kontrahieren und angeregt durch Transkriptionsfaktoren, wie z.B. HIF proliferieren.
Mitochondrien sind sowohl am akuten Sauerstoffsensing als auch bei den chronischen
Remodelingprozessen beteiligt. Méglicherweise spielen dabei die mitochondriale ROS-

Produktion und metabolische Veranderungen eine Rolle.

Ziel dieser Arbeit war es daher zu untersuchen, ob sich die mitochondriale Atmung
sowie der Redox-Status mitochondrialer Atmungskettencytochrome in PASMCs unter
chronischer Hypoxie verandern. Verglichen wurden die Ergebnisse mit Veranderungen
in aortalen SMCs (ASMCs). In einer kombinierten Messung aus Respirometrie und
Remissions-Spektrophotometrie wurden die mitochondriale Sauerstoffaffinitat, die
mitochondriale Atmung und der Redox-Status der Cytochrome untersucht. Nach
Etablierung eines validen Zellkulturmodels wurden Messungen an 24 Std und 48 Std

hypoxisch (1 % O) inkubierten Zellen durchgefihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass bei Verwendung von 10 % FCS im Versuchsmedium
die Zellkulturbedingungen hinsichtlich Aussaat oder Passage keinen Einfluss auf die
Sauerstoffaffinitat (p50) oder den maximalen Sauerstoffverbrauch (Vna) haben.
Serumarme Zellen (1 % FCS) dagegen wiesen im Vergleich zu serumreichen Zellen
(10 % FCS) niedrigere Werte fur beide Parameter auf. Nach hypoxischer Inkubation
wurde nach 24 Std eine Abnahme von V.« gesehen, welche nach 48 Std zunahm.
Eine Reduktion der Sauerstoffaffinitit konnte nach 48 Std hypoxischer Inkubation
detektiert werden. Dabei verénderte sich die Mitochondrienzahl, gemessen an der
Citrat-Synthase-Aktivitat, nicht. In  aortalen  Vergleichszellen nahm die
Sauerstoffaffinitat nach 24 Std hypoxischer Inkubation starker als in PASMCs ab, der
maximale Sauerstoffverbrauch war vergleichbar mit demjenigen in PASMCs.

In der Spektrophotometrie zeigte sich kein Unterschied in der pO,-abhéangigen

cytochromalen Reduktion bei hypoxisch inkubierten Zellen.
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7. Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigte sich eine verminderte Atmung und Sauerstoffaffinitat
hypoxisch inkubierter PASMCs, die mdglicherweise Auswirkungen auf die Proliferation

und das vaskulare Remodeling unter chronischer Hypoxie haben.
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8. SUMMARY

Hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV) is a physiological response of the lung to
hypoxia and is also known as von-Euler-Liljestrand-mechanism, which optimizes blood
perfusion to ventilation. In contrast, chronic hypoxia (as occuring in COPD or high
altitude) leads to pathological changes and can result in pulmonary hypertension (PH)
and vascular remodeling. The precapillary pulmonary artery smooth muscle cells
(PASMCs) could be identified as sensor- and effector cells as they contract and
proliferate in response to hypoxia mediated by Ca®*-entry and transcription factors, e.g.
HIF. Mitochondria take part in both, acute oxygen sensing and chronic remodeling
processes. Mitochondrial ROS-production and metabolic changes are discussed to be

essential for these alterations.

Aim of this dissertation was to investigate, if mitochondrial respiration and cytochromal
redox-state of the mitochondrial respiratory chain complexes in PASMCs show
alterations under conditions of chronic hypoxia. These results were compared to aortal
SMCs (ASCMs). The protocol consisted of a combination of respirometry and
remissions-spectrophotometry to analyze mitochondrial oxygen affinity, oxygen
consumption and cytochromal redox state. After establishment of a valid cell culture
model, measurements in cells after 24 and 48 hours of hypoxic incubation (1 % O,)

were performed.

It could be shown that cell culture conditions with regard to passage or sowing did not
have any effect on oxygen affinity (p 50) or oxygen consumption (Vnax). Cells incubated
with 1 % FCS showed a decrease in both values compared to cells cultured with 10 %
FCS. After hypoxic incubation (1 % O,), a decrease in V. after 24 hours could be
detected, which was increased after 48 hours. In contrast, a decrease of oxygen affinity
only could be seen after 48 hours of hypoxic incubation. During 24 hours hypoxic
incubation, the number of mitochondria was constant, measured by citrate synthase
activity. In comparison to pulmonary artery cells, in aortal cells oxygen affinity was
more reduced after 24 hours of hypoxic incubation with similar values of oxygen
consumption.

In spectrophotometry, no significant difference in pO,-dependent reduction of

cytochromes could be found.
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8. Summary

In conclusion, pulmonary artery smooth muscle cells showed a decrease in respiration
and oxygen affinity after hypoxic incubation. This may affect proliferation and vascular

remodeling in conditions of chronic hypoxia.
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