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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Einfiithrung in die Thematik

In der Lunge erfolgt der Gasaustausch des Korpers. Sauerstoff (O2) wird dabei aus der
Luft aufgenommen, worauthin im Korper anfallendes Kohlenstoffdioxid (COz)
abgeatmet wird. Die eingeatmete Luft gelangt in die Lunge iiber Trachea und Bronchien,
wobei sich Letztere kontinuierlich Richtung Peripherie unter Abnahme ihres
Durchmessers verzweigen. In den Alveolen an der Endverzweigung des
Bronchialbaumes findet der eigentliche Gasaustausch mittels Diffusion in die

benachbarten Kapillaren statt, die wiederum dem pulmonalen Kreislauf entstammen.

Dariiber hinaus ist der eigenstindige pulmonale Kreislauf vom Korperkreislauf
abzugrenzen. Beide Kreislaufe laufen im Herzen zusammen. Jedoch betrigt der Druck in
den GefiBen des Lungenkreislaufes lediglich 1/5 bis 1/7 des Korperkreislaufes '2, bedingt
durch den grolen Gesamtquerschnitt der PulmonalgefiBe, der daher einem

Niederdrucksystem entspricht.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Lungen von Schafen charakterisiert. Im Aufbau
der Lunge unterscheiden sich Schafe und Menschen in wenigen Punkten. In beiden Féllen
sind die Lungen segmentiert: mit zwei linken und drei rechten Lappen. Beim Menschen
werden die jeweiligen Lungenhédlften dabei von einem rechten bzw. linken
Hauptbronchus, dem Bronchus principalis versorgt 2. Bei den Schafen existiert jedoch
noch ein dritter Bronchus, der Bronchus trachealis, durch den das obere rechte
Lungensegment beliiftet wird *!. Hauptunterschied zwischen Schaf und Mensch ist in
diesem Zusammenhang die Ausrichtung der Lunge. Durch den aufrechten Gang des
Menschen liegt die Lunge hier in der frontalen bzw. coronaren Ebene. In Folge des
Niederdrucksystems in der Lunge kommt es aufgrund der Schwerkraft zu einer
Ungleichverteilung des Blutflusses, sodass ein Perfusionsgefille beobachtet werden
kann. Die basalen Lungenabschnitte werden besser perfundiert als die apikalen, was dazu
fiihrt, dass Letztere besser ventiliert werden als die basalen Abschnitte. So entsteht in den
jeweiligen Lungenabschnitten ein unterschiedliches Ventilations-Perfusions-Verhiltnis,

t12

das von kranial nach kaudal abnimmt '“. Bei den Schafen liegt die Lunge hingegen in der

transversalen Ebene, wo ein kranial-kaudales Gefille nicht zu beobachten ist. Diskutiert

wird hier ein dorsal-ventrales Gefille, das bedeutend geringer ausgeprigt ist ''°.
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In beiden Féllen wird das Ventilations-Perfusions-Verhédltnis an die jeweiligen
Anforderungen angepasst, sodass eine optimale Sauerstoffsattigung des Blutes erreicht
werden kann. Eine Unterversorgung des Gewebes mit Sauerstoff wird dabei als Hypoxie
bezeichnet. Diese entsteht bei verschiedenen Lungenerkrankungen oder bei Aufenthalt in
groBer Hohe. Beide Spezies reagieren auf Hypoxie mit einer hypoxischen pulmonalen

Vasokonstriktion (HPV) 37 und im Kérperkreislauf mit einer Vasodilatation !,

1.2 Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion
Die im Jahre 1946 von Euler und Liljestrand > beschriebene HPV ist die physiologische

Antwort des Korpers auf wechselnde Ventilationsverhdltnisse. In schlecht beliifteten
Lungenarealen bewirkt die HPV eine Verminderung der Perfusion. Hingegen kommt es
in gut ventilierten Lungenarealen zu einer Dilatation und somit Perfusionssteigerung.
Ohne die HPV konnte die Lunge eine optimale Oxygenierung des Blutes nicht

gewdhrleisten.

Des Weiteren wird die HPV unterteilt in eine akute (innerhalb von Sekunden),
protrahierte (innerhalb von Minuten bis Stunden) sowie chronische Phase 2°+?%°, Dabei
sind die entsprechenden biochemischen Prozesse bisher nicht eindeutig geklart. In
verschiedenen Theorien und Ansédtze wird thematisiert, wie es zu den drei Phasen der
HPV kommt. Fakt ist, dass es zu einer Erhdhung der intrazelluliren Ca**-Konzentration
kommt und so die Kontraktion der Gefifle eingeleitet wird ''*129206  In diesem
Zusammenhang konnte in Modellen gezeigt werden, dass die pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen (PASMC) sowohl als Effektor- als auch Sensorzellen fungieren !"+204,
Weiterhin wird vermutet, dass die prikapilliren Widerstandsgefile in der HPV eine

dominante Rolle spielen 7>:174204,

Zudem bringt die anhaltende chronische Hypoxie das physiologische Gleichgeweicht von
vasokontraktilen und vasodilativen Substanzen durcheinander 2!*2631% Ebenso kann
beobachtet werden, dass es zu einer Dysbalance von proliferativen und antiproliferativen
Substanzen kommt 611132 Neben weiteren Faktoren fiihrt dieses Ungleichgewicht zu
einem pulmonalen GefiBumbau, der als vaskulires Remodeling bezeichnet wird '>
(s. Kap. 1.3.4). Die damit einhergehende Verringerung des GetfdBquerschnitts fiihrt zu
einem dauerhaft erhdhten pulmonalarteriellen Druck und charakterisiert die pulmonale

Hypertonie (PH) 715,
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1.3 Pulmonale Hypertonie

Die PH, von der weltweit iiber 100 Millionen Menschen betroffenen sind, ist eine

erstmals 1891 von Ernst von Romberg %15

beschriebene schwerwiegende
Lungenerkrankung, die als Anstieg des Blutdrucks im Lungenkreislauf verstanden wird.
Hervorgerufen wird dieser Hypertonus im pulmonalen Kreislauf durch eine anhaltende
Vasokonstriktion und das vaskulare Remodeling in den Gefillen. Diese Druckbelastung
fiihrt im Laufe der Zeit zu einer Volumenbelastung im rechten Ventrikel, die in einer
Rechtsherzhypertrophie miindet. Schlussendlich stellt die Herzinsuffizienz bei den

entsprechenden Patienten*innen die hiufigste Todesursache dar *’.

Dabei duBert sich die PH durch Symptome wie Kurzatmigkeit, geringe Belastbarkeit
sowie Miidigkeit. Im fortgeschrittenem Stadium sind hierbei auch Brustschmerzen,
Synkopen und periphere Odeme festzustellen 7. Aufgrund dieser teils unspezifischen
Symptome suchen Patienten*innen drztliches Fachpersonal erst sehr spit auf, sodass bei
knapp 21 % der Patienten*innen die Diagnose PH erst nach {iber zweijdhriger
Symptomatik gestellt wird 3. Nach Hoeper etal. ”® sind die allermeisten dieser
Patienten*innen nach der funktionalen WHO-Klassifikation der PH den Gruppen III und
IV zuzuordnen. Ohne weitere Therapie liegt die Lebenserwartung bei knapp drei Jahren

ab Diagnosestellung 3'.

1.3.1 Definition

Die PH wurde bis 2018 definiert als eine Erhhung des mittleren pulmonalarteriellen
Drucks (mPAP) > 25 mmHg in Ruhe, gemessen durch eine
Rechtsherz-Katheter-Untersuchung ’®. Der Normwert des mPAP liegt dabei zwischen
12-16 mmHg °. Infolge des 6. Weltsymposium zur PH in Nizza 2018 soll jedoch die
hdmodynamische Definition der PH angepasst werden. Ein mPAP > 20 mmHg, abhéngig
vom pulmonalen GefaBwiderstand und pulmonalarteriellen Verschlussdruck, wiirde dann
eine PH definieren. Dieser Vorschlag wurde im European Respiratory Journal
verdffentlicht und muss noch als Leitlinie durch die zustindigen Gremien validiert

werden %170,

1.3.2 Klassifikation

Urspriinglich wurde in eine primidre (idiopathische) und sekundére (durch andere
Grunderkrankungen hervorgerufene) PH unterteilt. Die Klassifikation wurde nach

Erkenntnissen in Hinblick auf verschiedene Pathomechanismen jedoch 2003 grundlegend

3
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gedndert '%®, sodass eine Unterteilung in fiinf verschiedene Untergruppen erfolgte. Mit
der Dana-Point-Klassifikation aus dem Jahre 2008 !”!, der Nizza-Klassifikation von 2013
169 sowie der aktuellen Nizza-Klassifikation aus dem Jahre 2018 7% kamen diesbeziiglich
Erneuerungen hinzu. Die aktuelle Nizza-Klassifikation, die auf der 6. Weltkonferenz der

PH vorgestellt wurde, ist folgendermaBen beschaffen !7°:

Tab. 1-1 Nizza-Klassifikation (2018) der PH 7’
1. Pulmonale arterielle Hypertonie (PAH)
1.1. Idiopathische PAH
1.2. Hereditire PAH
1.3. Arzneimittel- und Toxin-induzierte PAH
1.4. PAH assoziiert mit definierten Erkrankungen (Kollagenosen, HIV-Infektion,
portale Hypertension, angeborener Herzfehler, Schistosomiasis)
1.5. PAH mit Long-Term-Responder auf Kalziumkanalblocker
1.6. Pulmonale veno-okklusive Erkrankungen und/oder pulmonal-kapillare
Héamangiomatose
1.7. Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen (PPHN)
2. Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankungen
2.1. Linksventrikuldre systolische Dysfunktion
2.2. Linksventrikuldre diastolische Dysfunktion
2.3. Klappenerkrankungen

2.4. Angeborene/erworbene kardiovaskuldare Erkrankungen, mit Folge -einer
postkapillaren PH

3. Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankungen und/oder Hypoximie
3.1. Obstruktive Lungenerkrankungen
3.2. Restriktive Lungenerkrankungen
3.3. Andere Lungenerkrankungen mit gemischt restriktivem/obstruktivem Muster
3.4. Hypoxie ohne Lungenerkrankung
3.5. Entwicklungsbedingte Lungenfehlbildung
4. Pulmonale Hypertonie durch Obstruktion der Pulmonalarterie
4.1. Chronisch thromboembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH)
4.2. Andere Obstruktionen der Pulmonalarterie

5. Pulmonale Hypertonie bei unklaren multifaktoriellen Mechanismen
5.1. Hamatologische Erkrankungen
5.2. Systemisch metabolische Erkrankungen
5.3. Andere
5.4. Komplexe angeborene Herzfehler

In der vorliegenden Arbeit steht die persistierende pulmonale Hypertonie des
Neugeborenen (PPHN) im Mittelpunkt, die als Unterpunkt der PAH in der aktuellen
Nizza-Klassifikation aufgefiihrt wird.
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1.3.3 Persistierende pulmonale Hypertonie des

Neugeborenen

Die PPHN ist eine schwerwiegende Lungenerkrankung des Neugeborenen, die eine von
500 Lebendgeburten betrifft. Bleibt eine Anpassung des Lungenkreislaufes an die

postnatale Situation aus, kommt es zur entsprechenden Ausbildung.

Wihrend der Fetalperiode gelangt das oxygenierte Blut von der Plazenta iiber die
Nabelvene und untere Hohlvene zum rechten Vorhof des Herzens. Ein Teil des
sauerstoffreichen Blutes gelangt dann {iber eine Shunt-Verbindung auf Vorhofebene
(Foramen ovale) in den linken Vorhof und damit in den Kd&rperkreislauf. Das restliche
Blut aus dem rechten Vorhof gelangt in den rechten Ventrikel und von dort aus iiber eine
weitere Shunt-Verbindung (Ductus arteriosus) in die absteigende Aorta. Aufgrund des
hohen GefiBBwiderstands in der fetalen Lunge gelangen lediglich 13-259% des
rechtsventrikuldren Schlagvolumens in den Lungenkreislauf *°. Bei der Geburt kommt es
mit dem ersten Atemzug zum abrupten Abfall des LungengefaBwiderstandes, wodurch es

zu einem erhdhten Lungenblutfluss kommit.

Die PPHN tritt als Folge einer solchen fehlenden Relaxation der pulmonalen Gefa3e mit
einem Rechts-Links-Shunt von nicht oxygeniertem Blut iiber den Ductus arteriosus
und/oder Foramen ovale auf '**. Je nach Literatur liegt die Mortalititsrate der PPHN bei
10-50 % '¥2. Bei Uberlebenden liegen in 7-20 % der Fille Langzeitschéiden vor wie u. a.

chronische Lungenerkrankungen, intrakranielle Blutungen, Horverlust '8,

Die Ursachen der PPHN lassen sich in drei Gruppen einteilen: Unter- und
Fehlentwicklung sowie Fehlanpassung. Beispiele fiir eine Unterentwicklung, die zur
PPHN fithren konnen, sind die Lungenhypoplasie und Zwerchfellhernie.
Fehlentwicklungen wie die fetale Anidmie, der vorzeitige Verschluss des Ductus
arteriosus und die chronische fetale Hypoxie konnen ebenfalls zur PPHN fiihren. Eine
Fehlanpassung als Ursache der PPHN liegt hingegen vor durch z. B. Asphyxie,
Pneumonie, Sepsis, Mekoniumaspirationssyndrom (MAS) oder Atemnotsyndrom 33134,
Das MAS ist dabei die hiufigste Ursache der PPHN *°. Des Weiteren wird die chronische

fetale Hypoxie als zweithiufigste Ursache aufgezihlt °°.

Risikofaktoren, die eine Ausbildung der PPHN begiinstigen, sind laut epidemiologischen
Studien: das ménnliche Geschlecht, afroamerikanische oder asiatische Abstammung,
miitterliches Ubergeweicht, Diabetes oder Asthma, Kaiserschnitt sowie Frithgeburt und

5
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Makrosomie ">?'!. Weitere Risikofaktoren sind Chorioamnionitis '3, die Einnahme von
selektiven ~ Serotonin-Wiederaufnahme-Inhibitoren (zur Behandlung von z. B.
Depressionen °?) sowie Infektionen vorwiegend mit Streptokokken der Gruppe B 28,
Nichtsteroidale Antiphlogistika wie /buprofen standen zudem unter Verdacht, das Risiko
fiir die Ausbildung einer PPHN zu erh6hen °, der jedoch in einer umfangreichen Studie

nicht bestitigt werden konnte %%,

Die Diagnosesicherung der PPHN gelingt zum einen klinisch und zum anderen
echokardiografisch. Klinisch ist eine schlechte Sauerstoffséttigung messbar, die sich trotz
Sauerstofftherapie nicht verbessert. Dies tritt aber auch bei zyanotischen Herzfehlern
auf ¥, Mittels Echokardiografie kénnen hingegen eine schwache Myokard-
Kontraktilitit, schwache Bewegungen des intraventrikuldren Septums, eine
Verschiebung des intraatrialen Septums nach links, eine Trikuspidalklappeninsuffizienz
sowie ein Blutfluss iiber den Ductus arteriosus diagnostiziert werden, die kennzeichnend

fiir die PPHN sein koénnen '#.

Dabei wird die Therapie der PPHN unterschiedlich gehandhabt, da keine starke
evidenzbasierte Datenlage vorliegt '**. Neben AllgemeinmafBinahmen (wie Temperatur,
Herzfrequenz und Blutdruck aufrecht sowie stabil zu halten) werden weitere apparative
und medikamentdése MaBnahmen zur Therapie herangezogen. Bei unzureichender
Ventilation wird eine maschinelle Beatmung angesetzt. Unterschiedliche Studien konnten
jedoch zeigen, dass eine starke hyperoxische Therapie das Outcome der Kinder
verschlechtern kann *°. Die schon vorhandene Vasokonstriktion im GefiBbett kann sich
durch Bildung von Peroxynitrit (ONOO") aus Stickstoffmonoxid (NO), durch die
hyperoxische Therapie, verstirken °“*°, Neben giingigen medikamentdsen Therapien wie
der Gabe von Surfactant stehen auch zum Teil experimentelle medikamentdse Ansétze
zur Verfiigung. So wird versucht, die Vasodilatation der Lungengeféfle durch Gabe von
NO, Phosphodiesterase-Inhibitoren, Prostaglandin-Analoga oder Endothelin-Rezeptor-
Antagonisten zu fordern. Sind durch diese Mallnahmen weiterhin keine ausreichenden
Sauerstoffsédttigungen moglich, muss eine extrakorporale Membranoxygenierung

(ECMO) erwogen werden ',

1.3.4 Pathophysiologie und vaskuliares Remodeling

Pathophysiologisch ist die PPHN &hnlich komplex wie die PH im Allgemeinen, umfasst
jedoch einige Besonderheiten und Schliisselrollen von bestimmten Stoffen sowie

Enzymen in der Entwicklung und Reaktion des neonatalen Lungengefaf3systems. PH und
6
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PPHN haben gemeinsam, dass sie eine starke Vasokonstriktion sowie ein abnormales
vaskulires Remodeling aufweisen '8¢, Bei Letzterem kommt es u. a. zu einer Proliferation
der PASMC, die zu einer Media-Verdickung fiihrt. Ebenso kommt es zur
Muskularisierung von kleinen Arterien, die physiologisch nicht muskularisiert sind, was
als de novo Muskularisierung bezeichnet wird **17®_ Dieser GefiBumbau beschrinkt
sich jedoch nicht nur auf die Media, denn auch Intima und Adventitia werden durch
Remodeling-Prozesse verindert ”°. Vor allem in hypoxischen Versuchsmodellen konnte
nachgewiesen werden, dass sich die Fibroblasten, die sich in der Adventitia befinden, als
eine der ersten Zellen aktiveren lassen und Matrixproteine synthetisieren. Diese konnen
Richtung Media und Intima wandern sowie vasoaktive Stoffe sezernieren '”’. Diese
anhaltende Vasokontraktion und die proliferativen Prozesse in den pulmonalarteriellen
Gefdllen fiihren letztendlich zu einer GefaBBobstruktion. Dabei wird das Remodeling vor
allem durch die Dysbalance verschiedener Systeme hervorgerufen, was in Abb. 1-1

grafisch dargestellt wird:

Zelluldre und molekulare
Mechanismen

Fehiregulation des
vaskuldren Tonus
PGI2
NO-sGC-cGMP
PDE

Endothelin

Serotonin

K+ und Ca2+-Kanéle

gesund

Endothelium

Abnormale Proliferation
TGF-B, BMP

PDGF, FGF

MMPs

Zytokine

Vascular
lumen

Smooth
muscle

Fibroblasts

Hypoxie-induzierte
Vasomotion und
Remodeling

HIF

ROS

TRPC

Mitochondrien
NADPH-Oxidasen

Abb. 1-1 Zellulire und molekulare Mechanismen des vaskuliren Remodeling

AEC = alveoldre Epithelzellen; PGI2 = Prostaglandin 12; NO = Stickstoffmonoxid; sGC = losliche
Guanylatzyklase; cGMP = zyklisches Guanosinmonophosphat; PDE = Phosphodiesterase; K* = Kalium;
Ca’" = Calcium; TGF-B = Transforming Growth-Factor B; BMP = bone morphogenetic protein; PDGF
= platelet derived growth factor; FGF = fibroblast growth factor;, MMP = Matrixmetalloproteinasen, HIF
= Hypoxie-induzierter Faktor; ROS = reaktive Sauerstoffspezies;, TRPC = transient receptor potential
cation channel; NADPH = Nicotinamidadenindinukleotidphosphat; modifiziert nach Schermuly et al. /%
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Hier liegt ein Ungleichgeweicht vasoaktiver Substanzen vor. Dabei sind vasodilative
Substanzen herunterreguliert, wohingegen die vasokontraktilen Substanzen hochreguliert

2594 sowie die Konzentration von NO sind in diesem

sind. Insbesondere Prostaglandin I,
Zusammenhang erniedrigt. Beim NO-Signalweg wurden zudem nicht nur erniedrigte
Konzentrationen von c¢GMP nachgewiesen, sondern es wurde auch die
Herunterregulierung der NO-Synthase (NOS) beobachtet, die eine Gefdlldilatation
bewirkt ¢>2%7_ Auf der anderen Seite konnten erhdhte Werte von Thromboxan Az (TXA»),
Endothelin-1 (ET-1) und Serotonin (5-HT), die gefdBverengend wirken, belegt

werden 224,

Vasoaktive Substanzen konnen auch Einfluss auf die Zellproliferation haben. Dabei wirkt
NO stark anti-proliferativ, wohingegen ET-1 und 5-HT pro-proliferativ wirken 334%100,
Weiterhin sind potente mitogene Substanzen wie VEGF *$*'%7 (vascular endothelial
growth factor), TGF-a %1% (transforming growth factor alpha), FGF *'%1% (fibroblast
growth factor) und PDGF #66158221 (platelet derived growth factor) in der PH verstirkt
vorzufinden. Die erhohte Aktivitit von Matrixmetalloproteinasen und vaskuldren
Elastasen, die die Extrazellularmatrix umbauen, fiihrt zu Dysbalance zwischen anti- und

pro-proliferativen Systemen %3146,

Bei der Pathogenese der PPHN ist hervorzuheben, dass VEGF und NO das pra- sowie
postnatale GefdBwachstum der Lunge entscheidend beeinflussen. Dabei wird der
perinatale Gefdftonus vor allem durch die vasoaktiven Stoffe NO und ET-1 reguliert.
Storungen innerhalb dieser Signalkette konnen vor oder nach der Geburt zur Ausbildung

einer PPHN beitragen 32629

Ebenso tragt die Signalkette der Hypoxie-induzierten Faktoren (HIF) zum Krankheitsbild
der PH bei. So wurde in Studien ermittelt, dass HIF-Inhibitoren signifikant den
Remodeling-Prozess und die damit assoziierte chronisch Hypoxie-induzierte PH
verringern *16021% In anderen Studien wurde vermutet, dass der Aktivititsverlust von
HIF z. B. durch eine hyperoxische Therapie die pulmonale Vasokonstriktion in der

unreifen Lunge fordert 47184,

Zudem spielt oxidativer Stress in Form von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) eine
wesentliche Rolle bei der Entstehung und Schwere der PH bzw. PPHN 98199203 Dj die
Auswirkungen von ROS vielfdltig sind, werden diese im folgenden Kapitel ndher

erldutert.
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1.4 Reaktive Sauerstoffspezies

In den subzelluliren Kompartimenten werden in geringen Konzentrationen ROS
produziert. Diese sind an mehreren Signalkaskaden und regulatorischen Prozessen
innerhalb der Zelle beteiligt, wobei mehrere negative Riickkopplungsmechanismen
greifen, um eine iibermiBige Produktion zu vermeiden %92, Unter ROS lassen sich
diverse reaktive Sauerstoffderivate zusammenfassen, z. B. das Hyperoxid-Anion (O2)
und Wasserstoffperoxid (H>O2). Verbindet sich das O>” mit NO, entsteht Peroxynitrit
(ONOO"), das zur Gruppe der reaktiven Stickstoffspezies (RNS) gezihlt wird 33212,

Die Produktion der ROS ist abhidngig von der Enzymexpression und Aktivitit, aber auch
von der Substratmenge. Bei einer hyperoxischen Therapie, bei der die Sauerstofffraktion
in der Atemluft stark erhoht ist, konnten erhohte ROS Konzentrationen nachgewiesen
werden !9, Die bedeutendsten ROS produzierenden Enzyme sind die NADPH-Oxidasen
(NOX), wobei es sich um Membranproteine handelt, die Elektronen von NADPH auf
molekularen Sauerstoff iibertragen 2°2. Damit produzieren sie das Oz intra- bzw.
extrazelluldr, abhdngig von ihrer Isoform und subzelluliren Lokalisation. Die
endotheliale NOS (eNOS), die vordergriindig NO synthetisiert, kann auch ROS
produzieren, wenn sie sich im sogenannten entkoppelten Zustand befindet, bei dem
Sauerstoff inkomplett zu Superoxid reduziert wird >**>’. Es wird angenommen, dass die
erhohte NOX-Aktivitit der zentrale Trigger fiir die eNOS-Entkopplung darstellt 366,
Dariiber hinaus werden ROS auch in den Mitochondrien produziert. Dabei kann
Superoxid, das an den mitochondrialen Komplexen I, II und III generiert wird, zu
oxidativem Stress in der mitochondrialen Matrix bzw. im Intermembranraum fiihren
und diese Kompartimente unter bestimmten Umstinden verlassen !%. Dabei konnte
beobachtet werden, dass mitochondriale ROS die NOX-Aktivitdt in hypoxischen

Pulmonalarterien steigert '*°.

Des Weiteren konnen Anderungen in der Bildung und den antioxidativen Prozessen dazu
fiihren, dass es durch Konzentrationserhdhungen zu Interaktionen mit Proteinen, DNA,
RNA sowie Lipiden und damit zu GefiBschidigungen kommt !, Dabei konnte gezeigt
werden, dass eine erhohte NOX2-Expression mit einem erhohten Spiegel von Superoxid
korreliert und damit zu einer verminderten pulmonalen Vasorelaxation im Tiermodell der
neonatalen PH fiihrt !°>!, Bei der PPHN wiederum korreliert die ebenfalls erhdhte NOX4-

Expression mit erhdhten HO»-Werten in den Pulmonalarterien '*°. Hingegen ist das
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Level von NOX1 bei der chronischen intrauterinen PH in den fetalen Schafslungen

unverindert '%°.

Um die ROS in einem intakten Organismus zu regulieren, stechen dem Korper
verschiedene endo- und exogene Antioxidantien zur Verfiigung, die im folgenden Kapitel

thematisiert werden sollen.

1.5 Antioxidantien

Antioxidative Enzyme spielen eine wesentliche Rolle bei der Eliminierung der ROS.
Enzyme, die diese Rolle iibernechmen, sind die Superoxiddismutasen (SOD),

Glutathionperoxidasen (GPX) und Katalasen (CAT)

Dabei kommen SOD in verschiedenen Kompartimenten vor und werden unterteilt in
Cu/ZnSOD (SOD1), die im Zytoplasma, MnSOD (SOD?2), die in den Mitochondrien, und
EC-SOD (SOD3), die extrazellulir exprimiert werden *. Alle drei Isoformen kommen in
der Lunge vor *. SOD konvertieren O2” zu H20», das dann im nichsten Schritt von GPX

zu 2 H>O reduziert werden kann. CAT konnen ebenfalls H>O» zu 2 H>O reduzieren *.

Neben diesen endogenen Antioxidantien sind noch Vitamine zu nennen, denen ebenfalls
eine antioxidative Wirkung zugeschrieben wird. Dabei sind die Vitamine C und E

hervorzuheben, die schiitzend auf Proteine, DNA, RNA und Lipide wirken 24,

Vitamin C wurde durch Albert Szent-Gyorgyi 1928 aus Paprikaschoten und Kohl
isoliert . Wenige Jahre spiter konnte Szent-Gydrgyi nachweisen, dass Hexuronsiure
gegen die Ausbildung von Skorbut wirksam ist !7°. Im Jahr 1933 wurde die entsprechende
chemische Struktur durch Norman Haworth entschliisselt, und zusammen mit Szent-
Gyorgyi wurde der Name in L-Ascorbinsiure gedndert . Im Jahr 1937 erhielten Szent-
Gyorgyi und Haworth fiir ihre Entdeckungen den Nobelpreis fiir Medizin und Chemie.
Die meisten Wirbeltiere kdnnen aus Glucose iiber mehrere Reaktionsschritte Vitamin C
produzieren. Jedoch hat der Mensch diese Funktion im Laufe der Evolution verloren,

sodass die genannte Substanz iiber die Nahrung aufgenommen werden muss.

Vitamin C ist ein dullerst hydrophiles Antioxidans, das vor allem Hydroxylradikale,
Hyperoxidanionen und Hydrogenperoxide reduziert. Vitamin E hingegen reduziert als
ausgeprigt lipophiles Antioxidans vor allem Lipidperoxide '*!. In verschiedenen Arbeiten
wurde gezeigt, dass Ascorbinsdure (Vitamin C) nicht nur selbst als Antioxidans fungiert,
sondern auch als ein Synergist fiir Tocopherol (Vitamin E) agiert 2126, Das

10
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Tocopherol-Radikal, das beim Einfangen von ROS entsteht, wird durch Vitamin C
regeneriert und steht dem Kérper somit wieder zur Verfiigung >*. Das nun entstandene
Ascorbyl-Radikal wird dann durch NADH-abhédngige Systeme zu Ascorbinsdure
reduziert und steht so ebenfalls dem Kérper wieder zur Verfiigung '**. So kénnen die

Vitamine C und E ROS eliminieren.

AuBlerdem ist Vitamin C als Co-Faktor an verschiedenen Signalwegen beteiligt. Unter
anderem wird Vitamin C bei der Umwandlung von Dopamin in Noradrenalin als
Co-Faktor benétigt . Besonders interessant in Hinblick auf die vorliegende Arbeit ist
die Wirkung von Vitamin C auf den HIF-Signalweg. Die Aktivitit der
Prolylhydroxylasen (PHD) kann durch Vitamin C als Co-Faktor gesteigert werden,
sodass PHD vermehrt HIF-lo abbauen kénnen ®°. Durch diesen Schritt kdnnten
zahlreiche HIF-induzierte Signalwege unterbunden werden. Dariiber hinaus ist
Vitamin C auch bei epigenetischen Prozessen involviert, indem es Enzyme reguliert, die

fiir die Demethylierung der DNA und Histone verantwortlich sind !'6.

Die Wirkung von Vitamin C wurde vor allem in den 1970er und 1980er Jahren, bezogen
auf fortgeschrittene Tumorerkrankungen, erforscht. Federfithrende Untersuchungen dazu
fiihrten Linus Pauling und Ewan Cameron durch, die postulierten, dass die tdgliche Gabe
von hohen Dosen Vitamin C (hier 10g) als Zusatz zu den konventionellen
Chemotherapeutika die  Uberlebensdauer von Tumorpatienten*innen deutlich

22140 Im Jahr 1979 wurde diese These durch eine randomisierte,

verlangerte
placebokontrollierte Doppelblindstudie von Edward Creagan und Charles Moertel
widerlegt, wobei ebenfalls 10 g Vitamin C verabreicht wurden 27*°. Die beiden Studien
unterscheiden sich jedoch relevant in Bezug auf die Verabreichungsform. In der
Doppelblindstudie von Creagan und Moertel wurden die 10 g Vitamin C peroral
verabreicht, wohingegen Pauling und Cameron diese in den ersten zehn Tagen intravends

applizierten.

Die intestinale Resorption von Vitamin C wird durch Natrium-abhingige
Vitamin C-Transporter reguliert, die nach Uberschreiten einer Maximalschwelle
tiberschiissiges Vitamin C nicht mehr resorbieren. Durch die perorale Gabe konnte eine
maximale Plasmakonzentration von 0,22 mmol/l nachgewiesen werden, wohingegen die
Plasmakonzentration durch die intravendse Gabe auf mehr als 13 mmol/l gesteigert

werden konnte 3.
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Neben der Regulierung des HIF-Signalwegs sowie der antioxidativen Wirkung konnte
durch Vitamin C eine prooxidative Wirkung nachgewiesen werden '?°. Vitamin C
begiinstigt in sehr hohen Dosen die Bildung von Wasserstoffperoxid, durch starke
Reduktion von Metallkationen. Diese sind wiederum in der Lage, Elektronen auf
Sauerstoff zu iibertragen *°. Dies fiihrt dann zur Bildung von Wasserstoffperoxid 5%!1%°,
Tumorzellen scheinen im Gegensatz zu normalen Zellen wenige bis keine antioxidativen
Gene aufzuweisen. Wasserstoffperoxid scheint somit die Tumorzellen spezifisch zu
schidigen '?°. Dieser Mechanismus sowie die Inhibierung des HIF-Signalweges konnten
im Zusammenspiel die Tumorzellen angreifen bzw. an ihrem Wachstum hindern '%1%4,
Maligne Zellen brauchen fiir die Proliferation neue GefdBverbindungen. Dies wird

VEGF-vermittelt initiiert, das wiederum ein Gen des HIF-Signalwegs ist 6.

Die Kausalkette zwischen Vitamin C, HIF-Signalweg und Tumorwachstum wurde von
Campbell et al. 2 untersucht. Sie schalteten bei Miusen das Gulo-Gen aus, das im letzten
Reaktionsschritt aus Glucose Vitamin C bildet, und beobachteten eine erhohte
HIF-Aktivitit sowie eine verstirkte Tumorproliferation. Die intravendse Gabe von
Vitamin C verhinderte dabei diesen Prozess. Zudem existieren zahlreiche kleinere
Studien, in denen dieser positive Effekt von Vitamin C beschrieben wurde '07:117:134,
Grof3e Studien fehlen bisher — moglicherweise aufgrund des mangelnden Interesses der

groflen Pharmafirmen, deren Unterstiitzung in diesem Zusammenhang notig wire.

Die antioxidative Therapie stellt, so eine interessante Therapiemdglichkeit der PH dar. In

den im folgenden Kapitel beschriebenen Modellen der PH wird dies nidher beleuchtet.

1.6 Experimentelle Tiermodelle

Modelle der PPHN sind bisher in Schafen etabliert. Meist wurde dabei die PPHN in
fetalen Schafen durch Ligation, mechanische Okklusion oder pharmakologische
Konstriktion des fetalen Ductus arteriosus erzeugt >'®!18175219 Dje fetalen Schafe
zeigten dann in den histologischen Untersuchungen eine Wandstirkenzunahme der
peripheren Pulmonalarterien sowie eine de novo Muskularisierung von zuvor nicht
muskularisierten PulmonalgefiBen '®2!°. Eine weitere Methode zur Induktion der PPHN

122,127

ist die akute bzw. chronische Hypoxie-Exposition an neonatalen Ferkeln und

Ratten 2!,

Untersuchungen der PH im Zusammenspiel mit Vitamin C wurden vor allem an

Hihnen '°>215 Schweinen ' und Ratten 2'* durchgefiihrt. In Forschungen an Hihnen
12
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wurde dariiber hinaus gezeigt, dass die exogene Gabe von Vitamin Cund E die
Inaktivierung von NO durch ROS zu ONOO™ verringert, wodurch sich die
Bioverfiigbarkeit von NO erhoht. Auflerdem wurden Kofaktoren von eNOS, die NO
produziert, vor der Oxidation geschiitzt '>°. Untersuchungen an Schweinen ergaben
zudem, dass Vitamin C bei der inhalativen Therapie von NO die Bildung von
Stickstoffdioxid (NO2) verhindern kann. So konnte auch hier die Bioverfiigbarkeit von
NO erhdht werden !, Des Weiteren konnte Vitamin C die Wirkung von
Phosphodiesterase-Inhibitoren wie Sildenafil in Raten verbessern, indem die Hypoxie-

induzierte ROS Produktion inhibiert wurde?'#.

Ein Tiermodell, durch das das Zusammenspiel von PPHN und Vitamin C auf pulmonaler
Ebene untersucht, wurde von Kooperationspartnern der Arbeitsgruppe, in der ich die
vorliegende Doktorarbeit durchgefiihrt habe, entwickelt. Diese Arbeitsgruppe wird von
Prof. Dino A Giussani, Department of Physiology, Development and Neuroscience,
University of Cambridge, Vereinigtes Konigreich, geleitet. Dazu hielten sich trachtigen
Schafe im letzten Drittel der Schwangerschaft nach der Anlage von zentralvendsen und
zentralarteriellen Kathetern u. a. in hypoxischen Kammern auf (s. Kap. 2.1). Durch diesen
Ansatz wurden die Feten chronischer Hypoxie ausgesetzt, ohne mechanische oder
pharmakologische Manipulation am fetalen Ductus arteriosus, die in anderen etablierten
Modellen durchgefiihrt wird >!6118175210 Dje Kooperationspartnern aus Cambridge
haben bei der schon beschriebenen Methode 7'* bisher lediglich kardiovaskulire

Untersuchungen durchgefiihrt.
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1.7 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, das Zusammenspiel von Vitamin C und PPHN in Schafen auf
pulmonaler Ebene zu untersuchen. Das entsprechende Lungengewebe wurde von Prof.
Dino A. Giussani, University of Cambridge, Vereinigtes Konigreich, in Kooperation zur

Verfligung gestellt.

Dabei wurden nicht nur die Lungen von fetalen, sondern auch von adulten Schafen
untersucht, die in ihrer fetalen Phase unter hypoxischen Bedingungen herangewachsen
waren. Hier sollte erforscht werden, ob sich die PPHN noch in den Lungen der adulten
Schafe persistiert und ob die Vitamin-C-Therapie wihrend der Schwangerschaft

ausreichend war, um eine PH im adulten Leben zu verhindern.

Entsprechende Untersuchungen sollten auf histologischer und molekularbiologischer
Ebene erfolgen. Auf histologischer Ebene sollten dafiir die Wandstirke und der
Muskularisierungsgrad der pulmonalen GefdBle untersucht werden, wéhrend auf
molekularbiologischer Ebene der Fokus auf mogliche Verédnderungen in oxidativen und

antioxidativen Signaltransduktionswegen gelegt werden sollte.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

In der vorliegenden Arbeit wurde Lungengewebe von Schafen verwendet, das vom
Department of Physiology, Development and Neuroscience, University of Cambridge,
Vereinigtes Konigreich zur Verfligung gestellt wurde. Von dieser Arbeitsgruppe wurden
herangeziichtete trachtige Schafe im letzten Drittel ihrer Schwangerschaft (zwischen Tag
105 und 138 bei einer durchschnittlichen Schwangerschaftsdauer von etwa 145 Tagen)
in verschiedene Gruppen eingeteilt. Ahnlich wie in schon beschriebenen Versuchen 7-!®
wurden die dauerhaft katheterisierten schwangeren Schafe entweder normoxischer Luft
(21 % O2) oder hypoxischer Luft (10 % O; fiir 24 Std./Tag) ausgesetzt. Ergidnzend dazu
wurden sie tdglich intravends mit 200 mg/kg Korpergewicht Vitamin C behandelt. Als
Kontrolle dienten Schafe, denen Kochsalzlosung (NaCl) appliziert wurde. Somit ergaben

sich vier verschiedene Gruppen.

Am 138. Tag wurde ein Teil der Feten per Kaiserschnitt entbunden und Gewebe
entnommen (Anzahl N =32, nachfolgend fetale Schafe genannt). Die restlichen
neugeborenen Schafe wurden fiir weitere neun Monate unter normoxischen Bedingungen
ohne jegliche Behandlung herangeziichtet, worauthin wieder Gewebe entnommen wurde
(Anzahl N = 37, nachfolgend adulte Schafe genannt). Alle Prozeduren unterlagen den
Bestimmungen der UK Animals Scientific Procedures Act 1986 und wurden von der
Animal Welfare and Ethical Review Commiittee of the University of Cambridge unter dem
Home Office Project Licences PL70/7645 und PL80/2232 genehmigt '8,
Versuchsaufbau und -ablauf sowie die Gruppenkonstellation sind in den nachfolgenden

Abbildungen und Tabellen dargestellt (s.Abb. 2-1, Abb. 2-1, Tab. 2-1).

Schwangerschaft Geburt Aufzucht
Keine Behandlung Behandlung Keine Behandlung
0-104d 105—138 d 9 Monate

Normoxie/Hypoxie

mit
NaCl/Vitamin C
/22 _| Probenentnahme
4 "| Fetale Lungen N=32
/L /2 5
7/ 7/ ",

Probenentnahme
Adulte Lungen N=37

Abb. 2-1 Grafische Darstellung des Versuchsablaufes

15




Material und Methoden

Tab. 2-1 Gruppenkonstellation der Versuchstiere

Normoxie mit NaCl N=8 N=9
Normoxie mit Vitamin C N=8 N=9
Hypoxie mit NaCl N=8 N=9
Hypoxie mit Vitamin C N=8 N=10

vi—

ADbb. 2-2 Aufbau der Hypoxie-Kammern

Ein speziell entwickeltes stickstoffbildendes System lieferte fiir vier verschiedene Kammern isobare
hypoxische Luft. Jede Kammer war mit einem elektrisch gesteuerten Kiihldampf-Injektionssystem
ausgestattet, um die Feuchtigkeit an die Inspirationsluft anzupassen (i). Die Sauerstoff- und
Kohlendioxiddriicke sowie die Feuchtigkeit und Temperatur in sdmtlichen Kammern wurden mithilfe von
Sensoren iiberwacht (ii). Fiir experimentelle Prozeduren hatte jede Kammer eine Transferdffnung (iii), um
Material in der Kammer platzieren zu kénnen (z. B. fiir Blutentnahmen). Uber eine manuell bewegbare
Gleitplatte (iv) konnte das Mutterschaf in eine Position gebracht werden, um z. B. Blutentnahmen durch
die Handschuhficher (v) durchzufiihren. Jede Kammer enthielt eine Trinkschale zur kontinuierlichen
Wasserzufuhr und ein rotierendes Futterfach (vi) zur Bestimmung der Nahrungsaufnahme. Ein versiegelter
Transferisolationswagen konnte an dem Seitenausgang befestigt werden (vii), um Kammern miteinander
koppeln und reinigen zu kénnen. Modifiziert nach Brain et al. '8
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2.2 Materialien fiir die Histologie
2.2.1 Gerite
Tab. 2-2 Materialien fiir die Histologie — Geriite
Bezeichnung Modell Herstellfirma
Digitale Kamera DC 300F Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Kiihlplatte EG 1150C Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Objekttrager Strecktisch HI 1220 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Paraffinstreckbad HI 1210 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Rotationsmikrotom RM 2165 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Stereomikroskop DMLA Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
2.2.2 Verbrauchsmaterialien/-chemikalien
Tab. 2-3 Materialien fiir die Histologie — Verbrauchsmaterialien/-chemikalien
Bezeichnung Details Herstellfirma
Anilinblau-Férbelosung Richard-Allan Scientific,
Michigan, USA
Biebrich ,,scharlachrot® Richard-Allan Scientific,
Séurefuchsin-Losung Michigan, USA
Blockierungsreagenz Zytomed Systems,
Berlin, Deutschland
Bouin-Losung Richard-Allan Scientific,
Michigan, USA
Citratpuffer pH 6,0 Zytomed Systems,
Berlin, Deutschland
Deckgléser 24 x 50 mm R. Langenbrinck,
Emmendingen,
Deutschland

17



Material und Methoden

Eindeckmedium Pertex ® Medite GmbH, Burgdorf,
Deutschland
Einmalhandschuhe Touch N Tuff® Nitrile Ansell Healthcare
Gloves Europe, Briissel, Belgien
Eisen-Hamatoxylin Weigert A und B Waldeck GmbH & Co.
KG, Miinster,
Deutschland
Eisen-Hamatoxylin Weigert A und B Richard-Allan Scientific,
Michigan, USA
Essigsédure (100 %) C2H402 Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe,
Deutschland
Ethanol (70 %, 96 %, C2HsO Otto Fischer GmbH &
99,6 %) Co.KG, Saarbriicken,
Deutschland
Falconrohrchen Corning Science Mexico,
Tamaulipas, Mexico
Filterpapier Folded Filters Grade: 3 Sartorius Stedium,
Gottingen, Deutschland
Héamatoxylin CAT Hematoxylin Zytomed Systems,
Berlin, Deutschland
Isopropanol (99,8 %) Cs;HsO Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland
Kaliumchlorid KCl Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe,
Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat | KH2PO4 Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
Methanol, reinst CH4O Sigma-Aldrich,

Steinheim, Deutschland

Mikrotomklingen

MX35 Premier Blade

Richard-Allan Scientific,
Kalamazoo, USA

18



Material und Methoden

Natriumazid NaN3 Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe,
Deutschland
Natriumchlorid NaCl Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland
Dinatriumhydrogenphosphat | NaxHPOg4 Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
Objekttrager Superfrost Ultra Plus® R.Langenbrinck,
Emmendingen,
Deutschland
Papiertiicher Tork® Hand Towel H3 SCA Hygiene Products,
Mannheim, Deutschland
Phosphorwolfram- Richard-Allan Scientific,
Phosphormolybdénséure- Michigan, USA
Losung
Pikrinsdure, wéssrig, CsH3N307 AppliChem GmbH,
gesittigt Darmstadt, Deutschland
Proteinase K Dako Denmark A/S,
Glostrup, Denmark
Bovine serum albumin BSA Serva Electrophoresis,
Heidelberg, Deutschland
Salzsdure HCl Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe,
Deutschland
Saurefuchsin Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland
Tris-Waschpuffer TBS Zytomed Systems,
Berlin, Deutschland
Verdiinnungspuffer fiir Zytomed Systems,
Antikorper Berlin, Deutschland
Vorbehandlungsreagenz Rodent Decloaker Zytomed Systems,

Berlin, Deutschland
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Wasserstoffperoxid (30 %) H20: Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
Resorcin-Fuchsin-Lésung Waldeck GmbH & Co.
nach Weigert KG, Miinster,
Deutschland
Xylol CsHio Carl Roth GmbH & Co.
KG@G, Karlsruhe,
Deutschland
223 Kits
Tab. 2-4 Materialien fiir die Histologie — Kits
Bezeichnung Details Herstellfirma
Anti-o-glattmuskuldre- Betazoid DAB Zytomed Systems, Berlin,
Aktin-Chromogen- Chromogen Kit Deutschland
Féarbung
Anti-Von-Willebrand- Warp Red™ Chromogen | Zytomed Systems, Berlin,
Faktor-Chromogen- Kit Deutschland
Féarbung
Polymer-Detektion-Kit MACH 2 Double Stain Zytomed Systems, Berlin,
Polymer 1 Deutschland
Polymer-Detektion-Kit ZytoChem Plus AP Zytomed Systems, Berlin,
Polymer System Deutschland
224 Antikorper
Tab. 2-5 Materialien fiir die Histologie — Antikorper
Bezeichnung Details Herstellfirma

Anti-a-glattmuskuléres

Aktin

Verdiinnung 1:800

Mouse, monoklonal
Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland (Art. No
A2547)

Anti-von-Willebrand-
Faktor

Verdiinnung 1:1000

Kaninchen, polyklonal,
Dako, Hamburg,
Deutschland

(Art. No A0082)
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Isotypkontrolle (eBM2a)

(entspricht der
Konzentration des

verwendeten a-Aktin

Anti-NOS3 Verdiinnung 1:400 Kaninchen, polyklonal,
Cavalab, Umea,
Schweden
(Art. No. pab74759)
IgG2a kappa Verdiinnung 1:200 Maus,

ThermoFisher Scientific

(Art. No. 14-4724-82)

Antikorpers)
IgG Isotypkontrolle Verdiinnung 1:1750 bzw. | Kaninchen,
1:800 Merckmillipore,
(entspricht der Burlington, Massachusetts,
Konzentration des USA
verwendeten vVWF/NOS3 | (Art. No. PP64)
Antikorpers)
2.2.5 Software
Tab. 2-6 Materialien fiir die Histologie — Software
Bezeichnung Details Herstellfirma
Datenanalyse GraphPad Prism GraphPad, La Jolla, CA,
und -darstellung USA
Bestimmung des Imagel NIH
Herzwandvolumens
Morphometrische Analyse | QWin Leica Microsystems,
Nussloch, Deutschland
Makro Wandstirke Leica Microsystems,
Muskularisierungsgrad Nussloch, Deutschland
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2.3 Materialien fiir die Molekularbiologie
2.3.1 Gerite
Tab. 2-7 Materialien fiir die Molekularbiologie — Geriite
Bezeichnung Modell Herstellfirma
Aufnahmegeréit nach Molecular Imager® Bio-Rad Laboratories
Gelelektrophorese ChemiDoc™ XRS+ GmbH, Miinchen,
Deutschland
Homogenisator Precellys 24 Peqglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland
Kryomikrotom CM 1850 UV Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Lasermikroskop LMD6000 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
qPCR Stratagene Mx3000P Stratagene, Heidelberg,
Deutschland
Spektralphotometer NanoDrop® ND-1000 Peqlab Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland

Stromzufuhr fir die

Electrophoresis Power

Pharmacia Biotech, GE

1000

Gelelektrophorese Supply EPS 600 Healthcare, Miinchen,
Deutschland

Thermozykler Tpersonal 48 Biometra, Gottingen,
Deutschland

Zentrifuge Mikro 200R Hettich, Tuttlingen,
Deutschland

Zentrifuge Mikro Rotilabo® Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe,
Deutschland

Zentrifuge qPCR Platte Mini Plate Spinner MPS Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Miinchen,
Deutschland
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2.3.2

Verbrauchsmaterialien/-chemikalien

Tab. 2-8 Materialien fiir die Molekularbiologie — Verbrauchsmaterialien/-chemikalien

Bezeichnung

Details

Herstellfirma

96-Well-Platte

Multiplate™ 96-Well
Unskirted PCR Plates

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen,
Deutschland

Abdeckfolie fiir 96-Well-
Platte

Optically Clear Heat Seal

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen,
Deutschland

Agarose

Serva Electrophoresis

GmbH, Heidelberg,

Deutschland
Agarosegel-Fiarbung Sybr® Safe DNA Gel Invitrogen, Oregon, USA
Stain
Eppendorf-Tube DNAase/RNase free Sarstedt, Niimbrecht,
Deutschland
Eppendorf-Tube 8er-Strips Nerbe Plus, Winsen,
Deutschland
Ethanol fiir die Merck KGaA, Darmstadt,
Molekularbiologie Deutschland
Hémalaun Waldeck GmbH & Co.
KG, Miinster, Deutschland
Keramikkugeln Bertin, Montigny-le-

Bretonneux, Frankreich

Ladepuffer im Agarosegel

6x Loading Dye Solution

ThermoFisher Scientific

Schwerte, Deutschland

Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe,
Deutschland
Objekttrager fiir die PEN-Membrane Slides Leica Mikrosystems,
Lasermikrodissektion 2,0 um Nussloch, Deutschland
Pipettenspitzen DNAase/RNase free Nerbe Plus, Winsen,

Deutschland
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Probenfixierungsmittel

Tissue-Tek® O.C.T.™

Compound

Sakura Finetek, Alphen

aan den Rijn, Niederlande

Probenfixierungsschalen

Tissue-Tek ® Cryomold®
Intermediate Disposable

Specimen Molds

Sakura Finetek, Alphen

aan den Rijn, Niederlande

Referenzbanden im

Agarosegel

Generuler 100bp Plus

ThermoFisher Scientific,

Schwerte, Deutschland

Reinigungsspray in der

Molekularbiologie

DNAzap™

ThermoFisher Scientific,

Schwerte, Deutschland

RNase-freies Wasser

ThermoFisher Scientific,

Schwerte, Deutschland

Tubes zum

Homogenisieren

Sarstedt, Niimbrecht,
Deutschland

Hier wurden nur die Verbrauchsmaterialien/-chemikalien aufgefiihrt, die in der

Molekularbiologie zusdtzlich verbraucht worden sind.

233 Kits

Tab. 2-9 Materialien fiir die Molekularbiologie — Kits

Bezeichnung

Details

Herstellfirma

cDNA-Synthese-Kit

1Script™ cDNA Synthesis
Kit

Bio-Rad Laboratories

GmbH, Miinchen,

Deutschland
Mastermix fiir die qPCR 1Tag™ Universal SYBR® | Bio-Rad Laboratories
Green Supermix GmbH, Miinchen,
Deutschland
RNA-Extraktions-Kit RNeasy® Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden,
Lungenhomogenat Deutschland
RNA-Extraktions-Kit RNeasy® Mikro Kit Qiagen GmbH, Hilden,
Lasermikrodissektion Deutschland
234 Primer
Tab. 2-10 Materialien fiir die Molekularbiologie — Primer
Bezeichnung Details Herstellfirma
Primer fiir die gPCR Metabion International

AG, Planegg, Deutschland
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235 Software

Tab. 2-11 Materialien fiir die Molekularbiologie — Software

und -darstellung

Bezeichnung Details Herstellfirma/Internetseite
Auswertung der qPCR MxPro® Agilent Technologies,
Waldbronn, Deutschland
Auswertung Image Lab™ Bio-Rad Laboratories,
Gelelektrophorese Miinchen, Deutschland
Blastn®-Datenbank Blastn® http://blast.ncbi.nlm.nih.gov
Datenanalyse GraphPad Prism GraphPad, La Jolla, CA,

USA

Genom-Datenbank der
NCBI

Nucleotide Database

http://www.ncbi.nlm.nih.go

v/nuccore

Genom-Datenbank

Ensembl

e!Ensembl®

http://www.ensembl.org/

Primer-Software der NCBI

Primer Blast®

http://www.ncbi.nlm.nih.go

v/tools/primer-blast/

Primer-Software zur

manuellen Herstellung

Primer3®©

http://primer3.ut.ee/

Spektralphotometer-
Software fiir ND-1000

NanoDrop 1000°

Peqglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland
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24 Methoden
2.4.1 Bestimmung des Herzwandvolumens

Die Bestimmung des Herzwandvolumens wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Dino A.
Guissani (Department of Physiology, Development and Neuroscience, University of
Cambridge, Vereinigtes Kongreich) durchgefiihrt. Die fixierten Herzen wurden dazu
transversal vollstindig in Smm Scheiben geschnitten und fotografiert. Zur Bestimmung
des absoluten Herzvolumens wurde ein Punktraster mit der Imagel] Software tiber die
Bilder der Herzschnitte gelegt. Die Punkte, die auf der Ventrikelwand und dem Lumen
lagen, wurden gezdhlt. Um das Volumen zu bestimmen wurde das Cavalieri Prinzip mit

folgender Formel angewendet ©’:

V(Obj)= t XZa =t X a(p) X ZP

Vi ist dabei das Volumen des Herzkompartiments; ¢ ist die totale Wanddicke des
Herzens (Anzahl der Schnitte x Dicke der Schnitte); a,) ist die Flache, die mit jedem
Punkt assoziiert ist und XP ist die Summe der Punkte fiir dieses spezifische

Kompartiment.

2.4.2 Histologische Untersuchungen

Um den pulmonalvaskuldren GefaBumbau der Schafe zu beurteilen, die in der prénatalen
Phase unter Normoxie bzw. Hypoxie unter Gabe von NaCl oder Vitamin C aufwuchsen,
wurden histochemische und immunhistochemische Fiarbungen durchgefiihrt. Samtliche
Farbungen wurden sowohl im Lungengewebe der fetalen und adulten Schafe der

verschiedenen Behandlungsgruppen durchgefiihrt.

Aus den in Paraffin eingebetteten Lungen wurden 3 um diinne Schnitte hergestellt. Diese
wurden in einem warmen Wasserbad gestreckt, auf Objekttrager gezogen und

anschlieend auf einer Heizplatte getrocknet.
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24.2.1 Histochemische Farbungen

Elastica-Fdarbung

Die Schnitte wurden, wie bereits beschrieben 2%30:138

, entsprechend einem {iblichen
histopathologischen Verfahren nach Elastica-van-Gieson gefarbt, um die Wandstérke der
Gefdlle zu bestimmen (s. Tab. 2-12).

Tab. 2-12 Protokoll der Elastica-van-Gieson-Fiirbung
Entparaffinieren und Rehydrieren

16 Std Resorcin-Fuchsin
15 min Leitungswasser
abspiilen Aqua dest.
5 min Fe — Hamatoxylin nach Weigert A und B — 1:1
abspiilen Aqua dest.
15 min Leitungswasser
abspiilen Aqua dest.
10 min Van-Gieson-Ldsung
abspiilen (kurz) Aqua dest.

Dehydrieren und Eindecken

Die Farbung erlaubte die Differenzierung der Gewebsbestandteile. So farbten sich
elastische Fasern braunschwarz, Bindegewebe rot, Muskulatur und Epithel gelbbraun

sowie Zellkerne braunschwarz.

Trichrom-Fdrbung

Um den Kollagengehalt des Lungengewebes bestimmen und so Riickschliisse auf
eventuelle fibrotische Verdnderungen ziehen zu kénnen, wurde eine Trichromfarbung
nach Masson durchgefiihrt (s. Tab. 2-13).

Tab. 2-13 Protokoll der Trichrom-Firbung
Entparaffinieren und Rehydrieren

abspiilen Aqua dest.

60 min Bouin’s Fluid bei 59°C

5 min Leitungswasser

10 min Fe-Hamatoxylin nach Weigert A und B — 1:1

10 min Leitungswasser

5 min Biebrich-Scarlet-Acid-Fuchsin

30 sek Aqua dest.

5 min Phosphotungstic-Phosphomolybdic Acid

10 min Aniline-Blue

1 min Essigsédure 1 %
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30 sek Aqua dest.
Dehydrieren und Eindecken

Im Zuge der Féarbung stellten sich Zellkerne schwarz, Zytoplasma und Muskulatur rot

sowie Kollagen blau dar.

2422 Immunhistochemische Farbung

Doppelfirbung — a-Aktin und von-Willebrand-F aktor

Durch die immunhistochemische Methode der Doppelfarbung konnte spezifisch die
glatte Muskulatur durch einen anti-a-glattmuskuldren Aktin-Antikdrper bzw. das
Endothel durch einen Anti-von-Willebrand-Faktor(vWF)-Antikorper abgebildet werden.
Mithilfe dieser Farbung konnte der Grad der GefaBmuskularisierung dargestellt und

129,148

ausgewertet werden. Das bereits beschriebene Farbeprotokol wurde fiir das Gewebe

der Schafslungen angepasst und optimiert (s. Tab. 2-14).

Tab. 2-14 Protokoll der Doppelfirbung a-Aktin und vWF
Entparaffinieren und Rehydrieren

abspiilen Aqua dest.
20 min Kochen in Rodent Decloaker (ph 6,0)
10 min Warmbhalten in Rodent Decloaker
30 min Kiihlen in Rodent Decloaker
abspiilen Aqua dest.
20 min H>0,-Methanol-Gemisch 15 %
2 X 5 min Aqua dest.
2 X 5 min TBS
15 min Proteinase K
abspiilen Aqua dest.
4 X 5 min TBS
20 min BSA 10 %
4 x 5 min TBS
15 min Background-Sniper
4 X 5 min TBS

Primérantikorper 1:
a-Aktin 1:800

30 mi
i (Maus, monoklonal)
bzw. IgG2a kappa Isotypkontrolle 1:200
4 X 5 min TBS
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Primérantikorper 2:
vWEF 1:1000 bei 37 °C inkubieren

30 min (Kaninchen, polyklonal)
bzw. IgG Isotypkontrolle 1:1750
4 x 5 min TBS
30 min MACH 2 Double Stain Polymer 1
4 x 5 min TBS
ca. 15 sek DAB Betazoid
abspiilen Aqua dest.
ca. 1 min 30 sek WARP Red
abspiilen Aqua dest.
ca. 10 sek Hamatoxylin
abspiilen Aqua dest.
1 min TBS
5 min Leitungswasser
1 min Aqua dest.

Kurzes Dehydrieren und Eindecken

Nach dieser indirekten immunhistochemischen Férbung zeigten sich das Endothel
braunschwarz, die glatte Muskulatur rot und die Zellkerne blau. Zur Uberpriifung der
Primdrantikoperspezifitit bei der Doppelfairbung wurden Schnitte anstelle der
Primdrantikérper gegen oa-Aktin und VWF mit den jeweils spezifischen
Isotypkontrollantikorpern inkubiert. Wie in Abb. 2-3 ersichtlich kam es unter
Verwendung der Isotypkontrollantikorpern weder zur immunhistochemischen Anfarbung
des Endothels noch der glatten Muskulatur. Zusdtzlich wurde als Positivkontrolle die
Milz und die Niere des Schafes mit den Primédrantikérpern gegen a-Aktin bzw. vWF
inkubiert. Es zeigte sich auch hier das klassische Bild der Doppelfiarbung. Die glatte
Muskulatur wurde durch den a-Aktin-Antikorper in rot und das Endothel durch den vWF-
Antikorper in braun angefarbt (s. Abb. 2-4).
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o-Aktin/vWF

Maus IgG2a/Kaninchen IgG
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Abb. 2-3 Exemplarische, histologische Darstellung des Muskularisierungsgrades eines peripheren
Pulmonalgefiifies des adulten Schafes

Rechts: Doppelfirbung gegen glattmuskuldres o-Aktin (rot) und vWF (braun), links: Isotypkontrollfirbung
(analysiert bei 400-facher Vergroferung). G = Gefdfs, B = Bronchus.
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ADbb. 2-4 Exemplarische, histologische Darstellung der Muskularisierung eines Gefiifles in der Schaf-
Milz und -Niere Doppelfirbung gegen glattmuskuliires a-Aktin (vot) und vWF (braun), links Milz, rechts
Niere.

Einfachfirbung — NOS3
Fiir weiterfiilhrende Untersuchungen wurde NOS3 durch einen Anti-NOS3-Antikorper
spezifisch dargestellt. Nachfolgend ist das Farbeprotokoll dargestellt (s. Tab. 2-15):

Tab. 2-15 Protokoll der Einfachfirbung — NOS3
Entparaffinieren und Rehydrieren

abspiilen Aqua dest.
25 min Kochen in Citratpuffer (ph 6,0)
10 min Warm halten in Citratpuffer
30 min Kiihlen in Citratpuffer
abspiilen Aqua dest.
20 min H>0,-Methanol-Gemisch 15 %
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2 x 5 min Aqua dest.
2 x 5 min TBS
15 min Proteinase K
abspiilen Aqua dest.
4 x 5 min TBS
20 min BSA 10 %
4 x 5 min TBS
15 min Background-Sniper
4 x 5 min TBS
Primérantikorper:
30 min NOS3 1:400
(Kaninchen, polyklonal)
bzw. IgG Isotypkontrolle 1:800
4 x 5 min TBS
30 min AP Polymer System
4 x 5 min TBS
ca. 20 sek WARP Red
abspiilen Aqua dest.
Ca. 10 sek Hématoxylin
abspiilen Aqua dest.
1 min TBS
5 min Leitungswasser
1 min Aqua dest.

Kurzes Dehydrieren und Eindecken

Nach dieser indirekten immunhistochemischen Férbung zeigte sich NOS3 rot und die
Zellkerne blau. In der Negativkontrolle konnte NOS3 nicht detektiert werden (Abb. 3-38,
Seite 82).

2423 Histologische Analysen

Alle Schnitte wurden geblindet ausgewertet.

Eine von Leica speziell entwickelte Software namens QOWin wurde fiir die
morphometrische Analyse der Lungengefile verwendet. Die Ergebnisse wurden

automatisch in eine Excel-Tabelle libertragen und abgespeichert.
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Morphometrische Analyse der Wandstdirke

Fiir die Bestimmung der mittleren Wanddicke wurden pro Schafslunge mindestens 100
GefdBe nach der histochemischen Elastica-Farbung bei 400- und 630-facher
Vergroferung ausgezéhlt. Die Gefdle wurden zudem anhand des externen Durchmessers
in die GroBenkategorien 0-69 pm (ca. 85 % aller Gefédfle), 70-99 pm (ca. 10 % aller
GefdBe) und > 100 pm (ca. 5 % aller Gefédle) eingeteilt.

Die mittlere Wanddicke eines GefaBles wurde definiert als Abstand zwischen Lamina

elastica interna und Lamina elastica externa, errechnet aus ca. 5-8 Messpunkten. Die

mediale Wandstarke wurde wie bereits beschrieben '8

in Bezug zum externen
Durchmesser der Gefdlle angegeben. Sie wurde wie folgt berechnet und in Prozent
angefiihrt:

2 X mittlere Wanddicke

) .. o) — x
Mediale Wandstrke (%) externer Gefialldurchmesser 100

Die Adventitia konnte aus technischen Griinden beim Bestimmen des externen
GefaBdurchmessers nicht beriicksichtigt werden, sodass der Querdurchmesser die Strecke

bis zur Lamina elastica externa umfasste.

Morphometrische Analyse des Muskularisierungsgrades

Um den Muskularisierungsgrad der Schafslungen zu ermitteln, wurden pro
Gewebeschnitt mindestens 100 Gefdlle nach immunhistochemischer Doppelfarbung bei
400-facher VergroBerung ausgewertet. Dabei wurden die GefdBle in die oben bereits

genannten Kategorien nach dem externen Durchmesser zusammengefasst:

Innerhalb dieser Kategorien wurden die Gefa3e nach ithrem Grad der Muskularisierung,

wie bereits beschrieben 2*!3, folgendermaBen unterteilt:

nicht muskularisiert: < 5 % Anteil an positivem glattmuskuldrem a-Aktin in der
GefdBBmedia
teil muskularisiert: < 70 % Anteil an positivem glattmuskuldrem a-Aktin in der
GefiaBmedia
voll muskularisiert: > 70 % Anteil an positivem glattmuskuldrem a-Aktin in der

Gefillmedia

Der Anteil an positivem glattmuskuldren a-Aktin wurde durch die Software
kolorimetrisch-spektrometrisch analysiert und erkannt. Vorausgehend wurde das a-Aktin
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durch die immunhistochemische Farbung rot dargestellt und konnte so von der Software

detektiert werden.

Visuelle Beurteilung der Fibrosierung

Fir die visuelle Beurteilung der Fibrosierung diente die histochemische
Trichromfarbung, durch die spezifisch das Kollagen angefarbt wurde. Eine Fibrosierung
des Gewebes korreliert dabei mit einem erhohten Kollagengehalt. Alle Lungenschnitte
wurden unter verschiedenen VergroBBerungen betrachtet, wobei u. a. der Lungenschnitt

als Ganzes sowie die Umgebung der jeweiligen Gefdl3e beurteilt wurden.

Visuelle Beurteilung der Antikorperfirbung
Die Antikorperfarbungen von NOS3 wurden unter dem Mikroskop beziiglich der
Lokalisation von NOS3 in der Schafslunge unter verschiedenen VergroBerungen

beurteilt.

243 Molekularbiologische Untersuchungen

Neben der histologischen Charakterisierung wurden auch molekularbiologische
Untersuchungen mithilfe der quantitativen Polymerasekettenreaktion (qPCR)
durchgefiihrt. Die qPCR erlaubt es, die messenger RNA (mRNA) Expression von

entsprechenden Zielgenen zu untersuchen.

243.1 gPCR - Lungenhomogenat
Extraktion der RNA

Mittels eines Homogenisators wurde das Lungengewebe zerkleinert, sodass die Zellen
aufgeschlossen wurden. Aus diesem Homogenat wurde mithilfe eines Kits (RNeasy®
Mini Kit) die RNA extrahiert, was gemédfl Angaben des herstellenden Unternehmens
erfolgte. AnschlieBend wurde mithilfe eines Spektralphotometers (Nanodrop®) die

Konzentration und Qualitit der gewonnenen RNA bestimmt.

Synthese der komplementdren DNA (cDNA)
Entsprechend dem Protokoll aus dem cDNA-Synthese-Kit (iScript™ cDNA Synthesis
Kit) wurden 1000 ng RNA in ¢cDNA mithilfe eines Thermozyklers umgeschrieben.
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Anschlielend wurde die cDNA mit RNase-freiem Wasser im Verhéltnis 1:5 verdiinnt.

Die finale Konzentration betrug 200 ng/pl.

Herstellung der Primer

Fiir die Primer-Herstellung wurde die Primer3®-Software genutzt. Zur Kontrolle wurden
die Primer mit der Primer-Blast-Software geblastet, um unspezifische Bindungen
innerhalb des Primers bzw. zu anderen Sequenzen auszuschlieBen 2!%. Falls die
automatische Erstellung der Primer nicht gelang, wurde die gewiinschte Sequenz in der
Ensembl-Datenbank analysiert und manuell iiber die Primer3®-Software hergestellt,
worauthin die Spezifitit manuell durch die Blastn®-Datenbank-Recherche bestitigt
wurde. Lagen verschiedene Transkriptions-Splei3-Varianten der mRNA vor, wurden die
Primer so konzipiert, dass alle SpleiB3-Varianten (s. verschiedene NCBI-Reference-IDs in

der Tab. 2-16) durch den Primer abgedeckt wurden (s. Ausnahmen in der Tab. 2-16).

Die Schmelztemperatur aller Primer wurde zwischen 61 und 63 °C gewéhlt, wobei die
Linge des PCR-Produktes 100-150 bp (Basenpaare) betrug. Auflerdem wurden die
Primer immer Intron-iiberspannend designt, d. h. der Vorwirts- bzw. Riickwartsprimer
lag auf verschieden Exons. Die Lange des Introns betrug hierbei mindestens 1000 bp (s.
Ausnahmen in der Tab. 2-16). Diese Methode sowie die relative Kiirze des PCR-Produkts
verhindern die Amplifikation von genomischer DNA. Nachfolgend findet sich eine

Ubersicht aller Primer, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden (s. Tab. 2-16).

Tab. 2-16 Liste der verwendeten Primer fiir die qPCR

NCBI-Referenz-ID | Gen Primer Sequenz Prczdukt—
linge
XM _004018745.2/| ooy q | F:5-ATGGGCGGCGGAAAATTGC-3¢ 120 bp
XM_012100477.1 R: 5-“CAGTGAGCTCTCCTGCCCTC-3°
56 3¢ 105b
XM 004008676.3 | cye ¢ [F:5“GACTTCACCCGGGGAGATGG-3 p
- R: 5-“CATGCTGACCCACCCAATGC-3¢
F: 5-GAA AATTCCTCTGTGGC-3¢ 136 b
XM _004014630.1 | KCNB] |12 "GAAGECC CCTCTOTGAC P
- R: 5-GTCTGTGGTCTGGCCGAACT-3¢
F: 5*“AGAAAGCCTGGGACAACCGA-3¢ 120 b
NM_001009810.1 | EDNI1 Y AGAAAGCCTAGGACAACCGA-S P
- R: 5-TGCTGTTGCTGATGGTCTCCA-3*
F: 5*-CGATGTCAGTGGCAAGCACC-3* 143 bp
XM 004012488 1 N OS2 e CAGGCTTGGCGTGCATACTG3:
. 5e 3¢ 112b
NM 0011299011 | NOs3 [Fi3-GCACCTACCACCTCCGAGAG-3 p
- R: 5-“GCATCGAACACCTGCAGCTT-3
F: 5“AGGCCTCAGTGTGGGACCTA-3¢ 124 bp
NM_001280682.1 | VP2 s A CGATTCCTGCAACCTCCCA 3
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XM_004003285.1 TRPCI F: 5“GCTTGGCCAGTCCAGCTCTA-3¢ 137 bp
/-86.1 R: 5*-CTGCCGGGCTAGTTCCTCAT-3*
F: 5“-AAGTTCCTCGTGGTCCTCGC-3* 131 bp
XM_004015978.1 | TRPC6 R: 5*-GAGGCAGCATGTGCCACAAA-3¢
XM 004022477.1 NOX1 F: 5*-TGCAAGCCTCCCCAGTTTGA-3° 117 bp
/-78.1 R: 5*“AACCTTCTGCTGAGAGCGGT-3¢
F: 5 TGGAAGAGCCCAGGTTCCAA-3¢ 119 bp
XM_004019392.1 | NOX4 R: 5*-GGTGACTGGCTTATTGCTCCG-3*
XM_004016296.1 | pryes o F: 5 TCATAAGCCGGGCCACTGAC-3¢ 122 bp
-97.1 R: 5‘-CGTGCTGGTGTAGTGGAAGC-3¢
F: 5-“CAGGCCATTCACAAGCCCAG-3* 136 bp
XM_004007550.1 | PDE3A R: 5*-AACCAGGGGGCAAACTCCTC-3¢
F: 5-GGACCCCGCTGAGAAAGGAG-3¢ 117 bp
XM_004016587.1 | PDE3B R: 5*-TGGTCGATAGGTGGCAGACC-3*
F: 5-GCAGCAGCCTCAACGATTCC-3* 102 bp
XM_004023436.1 | PDE4A R: 5*TCAGGCCCCACTTGTTCAGG-3*
XM_004016956.1 F: 5“TCACGCTGCAGATGTCGTCC-3* 120 bp
/-57.1/-58.1/-59.1/- | PDE4D
60.1/-61.1 R: 5*-TCAACGTCATGGATTGCACTGG-3*
XM_004009586.1 | ppps |F5-CGGAAGAGCGTCGCCTATCA-3* 109 bp
/-87.1 R: 5*-TCTCTAGGTCCGTCAGCCTCT-3*
F: 5*-CAAGGACCGGGGAGGTTCTG-3* 104 bp
XM_004011555.1 | PDE10A R: 5*-GCAGAGAATGTTGCGGGTCG-3¢
F: 5“-TGGTTTTGTGCGTGCATCCC-3*¢ 118 bp
XM_004020488.1 | ROCKI R: 5*-AGGCACTAGGTCACGTGGTT-3*
F: 5*-GCTCCAGGCCTTGCACATTG-3* 121 bp
XM_004007209.1 | ROCK2 R: 5*-TCGCACAGGCAATGAAAGCC-3°
.56 3 126 b
NM 0010247371 | Epo  1F:3-TGCTGTTTCCTCTGGGCCTC-3 p
- R: 5*-CTTCTGCACAGCCCATCGTG-3*
. 5e_ 3 101 b
XM 004006045.1 | xpi ¥ -AGCTTGTCTGCCACTGGGTT-3 p
- R: 5*-CAAGCCACCCCGTAGGTGAA-3¢
.56 3¢ 130 b
XM 004016396.1 | CAT | F3-AGCAGAGGAAACGCCTGTGT-3 p
- R: 5*-AAAAGAGCCTGGATGCGGGA-3*
XM 004021459.1 F: 5*-CAAAACCAAGGCTGAGGCGAG-3¢ 121 bp
— P4HAI
/-60.1/-61.1 R: 5‘-CGTGACACCACAGGGTTTTCAT-3*
XM 004008639.1 PALIA? F: 5“AGGAGTTGCTGGCCTAGTGG-3* 134 bp
/-40.1 R: 5*-CCCAGGACACCAAGCCAGG-3°
. 5e_ 3 101 b
XM 0040167111 | pagA3 |F3 -AATGAACTCGGGGAACCGGG-3 p
- R: 5*-CAGGAACGCTGAAGTTGCCG-3¢
.56 3¢ | 135b
NM 001025110.1 | VEGFA |F:3-GGCAGAAACCCCATGAAGTGATG-3 p
- R: 5*-GCACACAGGACGGCTTGAAA-3*
NM_001145185.1 F: 5-TCCTTGTCTGCTTGGTGGGG-3* 134 bp
'I'celiﬁ h[m;on Spar.migg SODI1
OB handen R: 5-CTTTGCCTCGAAGCGGATGG-3
NM 001280703.1 | SOD2 |F: 5“GCACATCAACGCGCAGATCA-3¢ 145 bp
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R: 5*-TAACGCAGGCTGCAGAGCTA-3°

XM_004009740.1 | gop3 1 [F:5-AAAGTGGAGCCGTGGGTAGG-3* 113 bp
Transkript Variante 1 " |R: 5“CGACAGCTTGGTCGAGGTGA-3*
XM_004009741.1 | gop3 o [F:5“GTTTTCCACAGTGCCTGTCGTG-3* 100 bp
Transkript Variante 2 “ |R: 5“-GCATGGCGAGTCGAGCAC-3*
XM _004018462.1 GPX1 F: 5“CGTGCAACCAGTTTGGGCAT-3¢ 141 bp
Intron spanning nur mi
T R: 5*-GATGCGCCTTCTCGCCATTC-3
e 3¢ 120 b
XM 0040172931 | sGCql |Fi3-AGTGACACCCACGCTGTTCA-3 p
- R: 5“TGACCCAGAATGCAGCCCAA-3*
.56 3¢ 149 b
KM 004016540.1 | sGCgn | F3“TGTTGCTGCAGGGCTCCATA-3 p
- R: 5‘“GCACAGAGCCTGAGTGAATGC-3¢
-5 3¢ 138 b
XM 0040045883 | ppK1 [FL3-AAGGAAAGCTTCGGGGTGGA-3 p
- R: 5*-GCTTCCTTTGCCTTTTCCACCA-3*
F: 5“-GCTTAGAAAGCGGGACGTTCG-3* 126 bp

XM 004007950.1 | CC

B R: 5*-GCACTGGGCACACTTCTGAAC-3¢
RPS18 = Ribosomales Protein S18; CYC C = Cyclophilin C; KCNBI = Kv-Kanal 2.1; EDN = Endothelin;
NOS = NO-Synthase; UCP = uncoupling protein;, TRPC = transient receptor potential cation channel;
NOX = NADPH-Oxidase; PDE = Phosphodiesterase; ROCK = Rho-Kinase; EPO = Erythropoetin;
XDH = Xanthin  Dehydrogenase; CAT = Katalase; P4HA = prolyl-4-hydroxylase alpha;
VEGFA = vascular endothelial growth  factor A; SOD = Superoxiddismutase,
GPX = Glutathionperoxidase;, sGCo. = soluble guanylatcyclase alpha; PDK = Pyruvatdehydrogenase-
Kinase; CC = Cytochrom c,; F = forward (vorwdrts);, R = reverse (riickwdrts).

Die Primer wurden im lyophilisierten Zustand geliefert und mit RNase-freiem Wasser
aufgelost, woraus eine Konzentration von 100 uM hervorging. Vor der Verwendung
wurden die Primer 1:10 auf 10 uM verdiinnt. Die Endkonzentration fiir die qPCR betrug
0,5 uM.

Durchfiihrung der gPCR

Die qPCR wurden mit dem Mx3000P-OPCR-Gerdt unter Verwendung des iTag™
Universal SYBR® Green Supermixes nach Angaben des herstellenden Unternechmens
durchgefiihrt. Jede Probe wurde als Doppelprobe angesetzt, wobei aus den erhaltenen Ct-
Werten (cycle of threshold) der Mittelwert gebildet wurde. Zur Berechunung des ACt
Wertes wurden die Ct-Werte des Zielgens gegen den Mittelwert der Referenzgene
ribosomales Protein S18 (RPS18) und Cyclophilin C (CYC C) normalisiert. Es wurden
fiir die Normalisierung zwei Referenzgene verwendet, da ein Referenzgen zu starke
interindividuelle Schwankungen aufwies. Wie schon beschrieben '*!® kénnen so Fehler

minimiert werden. Der ACt Wert fiir jedes Zielgen wurden wie folgt berechnet:

ACt=Ct Referenzgen - Ct Zielgen
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Jeder qPCR-Ansatz hatte ein Endvolumen von 20ul/Well und waren wie folgt

zusammengesetzt (s. Tab. 2-17):

Tab. 2-17 Zusammensetzung des Mastermixes

Substanz Volumen
iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix 10 pl
RNase-freies Wasser 7 ul

Primer F/R je 0,5 ul
cDNA 2 ul

Die qPCR wurden nach folgendem Temperaturprofil durchgefiihrt (s. Tab. 2-18).

Tab. 2-18 Temperaturprofil der gPCR

Arbeitsschritt Temperatur Dauer Zyklen
Initialisierung/Enzymaktivierung 95 °C 10 min -
Denaturierung 95 °C 10 sek
Primerhybridisierung 59 °C 20 sek 40 x
Elongation 72 °C 10 sek
Denaturierung 95 °C 1 min -

Fiir jede qPCR-Platte wurde pro Gen eine non-template Kontrolle (NTC; Mastermix ohne
cDNA) durchgefiihrt, eine Kontrolle fiir eine Verunreinigung mit fremder Nukleinsdure.
Es wurden nur solche Primerpaare fiir die qPCR verwendet, die eine spezifische
Produktamplifikation zeigten (s.Abb. 2-5, Abb. 2-6) und eine negative NTC (Abb. 2-7)
aufwiesen. Die Spezifitit der Primerpaare und mogliche Verunreinigungen wurden

mittels Agarose-Gelelektrophorese liberpriift.

Agarose-Gelelektrophorese

Die qPCR Produkte wurden in einem SYBR-Safe-DNA-Gel-Stain-haltigem 1,5%-igem
Agarosegel der Grofle nach aufgetrennt. Zur Detektion wurde der Molecular Imager®
ChemiDoc™ XRS+ verwendet. Pro Tasche im Gel wurden 10 pl des PCR-Produktes mit
2 ul 6x Loading Dye Solution aufgetragen. Als Referenz diente ein /00 bp GeneRuler.
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a) Fetales Schaf

¢).Eetales Schaf
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Abb. 2-5 Primer-Optimierung fiir die qPCR im Lungenhomogenat von fetalen Schafen

a-c) Agarose-Gelelektrophorese von qPCR Produkten. b und c) Die Primer fiir SOD3, sGCa2 und CC
wurden re-designed. * - nicht-funktionierendes Primerpaar, | - neues-funktionierendes Primerpaar. Der
100 bp GeneRuler wurde benutzt, um die Grofie der gPCR Produkte abschdtzen zu kénnen.
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a) Adultes Sclla( 9

b) Adultes Schaf

¢) Adultes Schaf
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Abb. 2-6 Primer-Optimierung fiir die qPCR im Lungenhomogenat von adulten Schafen

a-c) Agarose-Gelelektrophorese von gPCR Produkten. b) und c) Die Primer fiir SOD3, sGCa2 und CC
wurden re-designed. * - nicht-funktionierendes Primerpaar, | - neues-funktionierendes Primerpaar. Der
100 bp GeneRuler wurde benutzt, um die Grofie der gPCR Produkte abschdtzen zu kénnen.
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a) Schmelzkurve
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Abb. 2-7 Non-template Kontrolle der gPCR

a) Analyse der Schmelzkurven. Abkiirzungen: 1. Schmelzkurve eines spezifischen qPCR Produkts im
Lungenhomogenat von adulten Schafen. 2. Schmelzkurve von Primerdimeren. 3. Beispiel fiir eine
Kontamination. b) Agarose-Gelelektrophorese der qPCR Produkte. Der 100 bp GeneRuler wurde benutzt,
um die Gréfie der gPCR Produkte abschdtzen zu kénnen.

2432 gPCR — Lasermikrodissektion

Mithilfe der Lasermikrodissektion (LMD) konnen spezifische Strukturen (im
vorliegenden Fall Pulmonalgeféf3e) in einem histologischen Pridparat herausgeschnitten
werden. Nach RN A-Isolation ldsst sich die Expression von Zielgenen dann speziell in den

entsprechenden Kompartimenten der Lunge untersuchen.

Fiir die LMD wurden, wie bereits beschrieben 2, aus der zuvor in Tissue-Tek fixierten
Lunge 8 pum  dicke Gewebeschnitte  hergestellt. Diese  wurden  auf
Polyethylennaphthalat(PEN)-Membran-beschichte Objekttriger gezogen, mit Himalaun
gefdrbt und in Ethanol mit aufsteigender Konzentration (70 %, 96 %, 99,6 %) entwéissert.
AnschlieBend wurden mithilfe des Lasermikroskops 40 Pulmonalgefile pro Lunge
ausgeschnitten und in einem Eppendorf-Tube aufgefangen. Aus dem so vorbereiteten
Material wurde die RNA mithilfe des RNeasy® Mikro Kits extrahiert. Dies erfolgte
gemdll Protokoll des herstellenden Unternehmens. Die darauffolgende Synthese zur

cDNA sowie die qPCR wurden wie in den Kapiteln zuvor beschrieben durchgefiihrt.
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244 Statistische Auswertung

Alle Daten der histologischen und molekularbiologischen Auswertungen wurden als
Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Um mehrere
Gruppen miteinander vergleichen zu konnen, wurde eine Two-Way-ANOVA
durchgefiihrt, die die Interaktion (unter der Abbildung angegeben) zwischen Exposition
(Normoxie/Hypoxie) und Behandlung (NaCl/Vit C) vergleicht. Bei einer signifikanten
Interaktion wurde ein Tukey’s posthoc test durchgefiihrt, um die statistischen
Unterschiede zu ermitteln (in der Abbildung angegeben). Auch bei kleinen
Stichprobenumfiangen, wie den molokularbiologischen Untersuchungen, wurde dieses
parametrische Verfahren angewendet. Im Gegensatz zu nichtparametrischen (Rang-
basierten) Verfahren konnen bei den paramtrischen Verfahren Interaktionen (nicht-
additive Effekte) untersucht werden. Durch die Rang-Bildung wiirden diese nicht-

additiven Effekte eliminiert werden 2°.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant definiert
und ist mit einem in den Abbildungslegenden definierten Symbol gekennzeichnet. Zur

Auswertung der Daten wurde die GraphPad-Prism-Software genutzt.

Die Anzahl der Tiere wurde mit einem , N und die der Gefidle mit einem ,n*

gekennzeichnet.

Im Folgendem findet sich eine Ubersicht iiber die beriicksichtigten Tiere bei der
statistischen Auswertung der histologischen Féarbungen (s. Tab. 2-19, Tab. 2-20). Fiir die
Auswertung des Muskularisierungsgrades mussten bei den fetalen Schafslungen einige
Proben ausgeschlossen werden, bedingt durch die ungeniigende Férbung bei der
immunhistochemischen Doppelfarbung. Dabei wurden solche Proben ausgeschlossen,
die nicht eindeutig die definierte Férbung vom Endothel (braunschwarz), glatte
Muskulatur (rot) bzw. Zellkern (blau) aufwiesen. Die Variationen der N-Zahlen ergaben
sich aufgrund dieser technischen Probleme, bzw. durch ungleiche Gruppengréflen im

Versuchsdesign.
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Tab. 2-19 Statistische Auswertung der fetalen Schafslungen — Histologie

Fetale Schafslungen
Gruppen > Tiere | Wandstirke | Muskularisierungsgrad | Fibrotisierung
Nox N=38 N=38 N=4 N=38
Nox + VitC | N=8 N=38 N=4 N=8
Hox N=38 N=38 N=5 N=28
Hox + VitC | N=8 N=38 N=38 N=28
> n=3210 > n=2101
Tab. 2-20 Statistische Auswertung der adulten Schafslungen — Histologie
Adulte Schafslungen
Gruppen > Tiere | Wandstirke | Muskularisierungsgrad | Fibrotisierung
Nox N=9 N=9 N=9 N=9
Nox + VitC | N=9 N=9 N=9 N=9
Hox N=9 N=9 N=9 N=9
Hox + VitC | N=10 N=10 N=10 N=10
> n=23700 > n=4643

Nachfolgend wird die Zusammenfassung der molokularbiologischen Auswertung

angefiihrt (s. Tab. 2-21). Pro Behandlungsgruppe wurden je drei bzw. vier Schafe

ausgewdhlt, wobei jene herangezogen wurden, die in der histologischen Auswertung

bereits aussagekriftige Ergebnisse zeigten.

Tab. 2-21 Statistische Auswertung — Molekularbiologie

qPCR qPCR
Lungenhomogenat Lasermikrodissektion
Gruppen S kgjétZtlsgen Adulte Schafslungen S hﬁ;illltlttifgen
Nox N=3 N=3 N=4
Nox + VitC N=3 N=3 N=4
Hox N=3 N=3 N=4
Hox + VitC N=3 N=3 N=4
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3 Ergebnisse

3.1 Stereologische Ergebnisse

Nachfolgend finden sich die stereologischen Ergebnisse, die zur Bestimmung des
rechtsventrikuldren Herzwand-Volumens durchgefiihrt wurden. Diese Resultate wurden

von den Kooperationspartnern in Cambridge generiert.

Fetale Schafe

Wie schon in Kapitel 2.1 beschrieben, waren die Feten im letzten Drittel der
Schwangerschaft normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen ausgesetzt, entweder

mit oder ohne Vitamin-C-Behandlung.

Die stereologischen Untersuchungen am fetalen Herzen ergaben ein signifikant
vermindertes rechtsventrikuldres Herzwand-Volumen in der hypoxischen Gruppe im
Vergleich zur normoxischen Gruppe. Durch die gleichzeitige Gabe von Vitamin C wurde
dieser Effekt aufgehoben. Die Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und

Behandlung (NaCl/Vit C) war statistisch signifikant (s. Abb. 3-1).
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Nox Hox Hox+VitC Nox+VitC
Interaktion: p=0,0067

Abb. 3-1 Bestimmung des rechtsventrikuliren Herzwand-Volumens der fetalen Schafe mittels
stereologischer Untersuchungen

Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C; Nox: N =135, Hox: N=6;, Hox + VitC: N=7;
Nox + VitC: N=6; * p < 0,05 (Nox) vs. (Hox); # p < 0,05 (Hox) vs. (Hox + VitC), Ergebnisse generiert
durch die AG Giussani, Cambridge.
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Adulte Schafe

Die Herzen der adulten Schafslungen, die in der Fetalperiode hypoxischen Bedingungen
ausgesetzt waren, zeigten ein signifikant erhohtes rechtsventrikuldres Herzwand-
Volumen. Dabei hob die gleichzeitige Gabe von Vitamin C diese Volumenzunahme auf.
Die Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und Behandlung (NaCl/Vit C) war
statistisch signifikant (s. Abb. 3-2).
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Interaktion: p=0,0054

Abb. 3-2 Bestimmung des rechtsventrikuliren Herzwand-Volumens der adulten Schafe mittels
stereologischer Untersuchungen

Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C; Nox: N =10; Hox: N=9; Hox + VitC: N =28,
Nox + VitC: N=9; * p < 0,05 (Nox) vs. (Hox); #p < 0,05 (Hox) vs. (Hox + VitC), Ergebnisse generiert
durch die AG Giussani, Cambridge.

3.2 Histologische Ergebnisse
3.2.1 Wandstérke
Nachfolgend finden sich die eigenen Ergebnisse in Hinblick auf die Wandstirke der

Lungengefifle von fetalen und adulten Schafen. Nach der histochemischen Elastica-
Farbung wurden die Gefdlle morphometrisch analysiert und zu kleinen (0—69 pum),

mittleren (70-99 um) und groBBen (> 100 um) GefdaBBen zusammengefasst (s. Kap. 2.4.2).
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Fetale Schafslungen

Die Wandstirke der kleinen (0—-69 um &duBerer GefaBBdurchmesser) peripheren
PulmonalgefiBe der Normoxie-Gruppe betrug 27,7 + 0,6 %. Ahnlich verhielt es sich bei
der Behandlungsgruppe Normoxie und Vitamin C mit 26,8 + 0,6 %. Fetale Schafe, die
unter hypoxischen Bedingungen aufwuchsen, zeigten einen signifikanten Anstieg der
Wandstiarke auf 63,3 = 1,9 %. In den Feten, die zusétzlich zur Hypoxie Vitamin C
bekamen, lag die Wandstirke im Bereich der zwei Normoxie-Gruppen. Dabei betrug die
mediale Wandstirke hier 27,9+1,2%. Die Interaktion von Exposition

(Normoxie/Hypoxie) und Behandlung (NaCl/Vit C) war statistisch signifikant (s. Abb.
3-3).
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Hox+Vit C

Abb. 3-3 Grafische und histologische Darstellung der medialen Wandstirke von peripheren
Pulmonalgefifien des fetalen Schafes, Kategorie 0—69 um

A (Nox), (Nox + VitC), (Hox), (Hox + VitC) mit jeweils N = 8; * p < 0,05 (Nox) vs. (Hox),; #p < 0,05 (Hox)
vs. (Hox + VitC); B Elastica-Fdarbung (analysiert bei 400-facher Vergréflerung), (a)+(b) Nox, (c)+(d)
Nox + VitC, (e)+(f) Hox, (g)+(h) Hox + VitC; Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C.

Ahnlich zeigte sich dies bei den mittleren PulmonalgefiBen (70-99 pm #uBerer
GefdBdurchmesser). Die mediale Wandstirke in der normoxischen Gruppe ergab
24,3+ 1,9 % und bei zusitzlicher Gabe von Vitamin C unter Normoxie 23,0 + 3,1 %.
Unter Hypoxie kam es auch in dieser Gefdf3-Kategorie zu einer signifikanten Zunahme
der medialen Wandstérke auf 47,6 £ 5,1 %. Bei gleichzeitiger Gabe von Vitamin C betrug
die Wandstiarke 22,0 = 2,1 % und war somit vergleichbar mit der der normoxischen
Gruppen. Die Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und Behandlung

(NaCl/Vit C) war statistisch signifikant (s. Abb. 3-4).
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Abb. 3-4 Grafische Darstellung der medialen Wandstirke von peripheren Pulmonalgefifien des fetalen
Schafes, Kategorie 70—99 um

(Nox), (Nox + VitC), (Hox), (Hox + VitC) mit jeweils N = 8; *p < 0,05 (Nox) vs. (Hox); #p < 0,05 (Hox)
vs. (Hox + VitC); Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C.

Bei den groBen PulmonalgefiBlen (> 100 um &duBerer GefaBBdurchmesser) fanden sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die mediale Wandstérke bei
den normoxischen Feten lag bei 24,1 + 3,0 % und mit Vitamin C bei 22,4 + 2,8 %. Bei
den hypoxischen Feten betrug sie 31,9 = 5,4 % und mit Vitamin C 22,0 = 3,2 %. Die
Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und Behandlung (NaCl/Vit C) zeigte
keine statistische Signifikanz (s. Abb. 3-5).
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ADbb. 3-5 Grafische Darstellung der medialen Wandstiirke von peripheren Pulmonalgefiifien des fetalen
Schafes, Kategorie > 100 um

(Nox), (Nox + VitC), (Hox), (Hox + VitC) mit jeweils N = 8; ns = nicht signifikant; Nox = Normoxie,
Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C.
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Adulte Schafslungen

Nach der Geburt wuchsen alle Schafe unter normoxischen Bedingungen ohne jegliche
Behandlung auf (s. Kap. 2.1). Dabei zeigte die morphologische Untersuchung der
Pulmonalgefif3e, dass die Zunahme der Wandstéirke durch die fetale Hypoxie-Exposition
auch im adulten Schaf persistierte. Die mediale Wandstirke der kleinen (0—69 pum dul3erer
Gefalldurchmesser) peripheren Pulmonalgefile der ehemals Hypoxie-ausgesetzten
Schafe betrug nach neunmonatigem Aufwachsen unter Normoxie 46,7 + 1,7 %. Dies ist
signifikant gegentiber den adulten Schafen, die in der Fetalperiode normoxischen
Bedingungen ausgesetzt waren. Die mediale Wandstérke in der NaCl-Gruppe betrug hier
25,2+ 1,5% und in der Vitamin-C-Gruppe 25,4 + 0,9 %. Ahnlich war die mediale
Wandstirke der adulten Schafe, die wéihrend der Fetalperiode zusitzlich zur Hypoxie mit
Vitamin C behandelt wurde. Der entsprechende Wert betrug hier 25,0 = 1,2 %. Die
Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und Behandlung (NaCl/Vit C) war
statistisch signifikant (s. Abb. 3-6).
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Nox+VitC

Hox

Hox+VitC
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Abb. 3-6 Grafische und histologische Darstellung der medialen Wandstirke von peripheren
Pulmonalgefiifien des adulten Schafes, Kategorie 0—69 um
A (Nox), (Nox + VitC), (Hox) mit jeweils N =9, (Hox + VitC) mit N = 10; * p < 0,05 (Nox) vs. (Hox), #
p < 0,05 (Hox) vs. (Hox + VitC); B Elastica-Féirbung (analysiert bei 400-facher Vergrifierung), (a)+(b)
Nox, (c¢)+(d) Nox + VitC, (e)+(f) Hox, (g)+(h) Hox + VitC; Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie,
VitC = Vitamin C.

Auch in den mittleren PulmonalgefiBBen (70-99 pm &uBerer GefdBdurchmesser)
persistierte der GefdBumbau, der durch die fetale Hypoxie induziert wurde. Die
Wandstiarke unter Normoxie lag bei 18,6 £ 1,7 % und bei zusitzlicher Gabe von
Vitamin C in der Fetalperiode bei 20,4 £+ 1,1 %. Unter fetaler Hypoxie-Exposition betrug
die signifikante Zunahme der medialen Wandstirke der adulten Schafe 34,9 + 1,0 %.
Unter Vitamin-C-Gabe blieb die Zunahme der Wandstéirke aus, sodass diese 18,9 + 1,7 %
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betrug. Die Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und Behandlung

(NaCl/Vit C) war statistisch signifikant (s. Abb. 3-7).
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Abb. 3-7 Grafische Darstellung der medialen Wandstiirke von peripheren Pulmonalgefiifien des adulten
Schafes, Kategorie 70—99 um

(Nox), (Nox + VitC), (Hox) mit jeweils N =29, (Hox + VitC) mit N=10; * p < 0,05 (Nox) vs. (Hox),
#p < 0,05 (Hox) vs. (Hox + VitC); Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C.

Ahnliche Ergebnisse lieBen sich bezogen auf die groBen Pulmonalgefifie (> 100 um
duBerer GefdaBdurchmesser) ermitteln. Unter Normoxie lag die Wandstirke bei
16,7 £ 1,4 % bzw. unter Normoxie und Vitamin-C-Gabe bei 17,4 + 1,1 %. Unter Hypoxie
betrug die signifikante Zunahme 26,4 + 1,2 % und unter Hypoxie in Verbindung mit
Vitamin-C-Gabe 16,3 £+ 1,1 %. Die Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und
Behandlung (NaCl/Vit C) war statistisch signifikant (s. Abb. 3-8).
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ADbb. 3-8 Grafische Darstellung der medialen Wandstirke von peripheren Pulmonalgefiifien des adulten
Schafes, Kategorie > 100 um

(Nox), (Nox + VitC), (Hox) mit jeweils N =9, (Hox + VitC) mit N=10; * p < 0,05 (Nox) vs. (Hox),
#p < 0,05 (Hox) vs. (Hox + VitC), Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C.
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3.2.2 Muskularisierungsgrad

Im nachfolgenden Abschnitt werden die Ergebnisse des Muskularisierungsgrades der
Lungengefifle beschrieben. Nach der immunhistochemischen Doppelfarbung gegen
glattmuskuldres o-Aktin und vWF wurden die Pulmonalgefiie morphometrisch
analysiert sowie in kleine (0—69 um), mittlere (70-99 um) und groBe (> 100 um)

Pulmonalgefdfle zusammengefasst (s. Kap. 2.4.2).

Fetale Schafslungen
Nach der Doppelfirbung fiel auf, dass die Feten, die unter normoxischen Bedingungen
aufwuchsen, eine hohe Dichte an voll muskularisierten Pulmonalgefidlen in allen

Gefallkategorien vorwiesen. Lediglich die Dicke der Muskularisierung dnderte sich (s.

Abb. 3-9).

Die voll Muskularisierung der peripheren Pulmonalgefile mit einem &duferen
Durchmesser von 0-69 um der Feten, die unter normoxischen Bedingungen aufwuchsen,
betrug 95,0 = 1,3 %. Der Anteil an nicht muskularisierten Gefdflen lag bei 0,5 + 0,3 %,
wihrend der Anteil von teil muskularisierten Gefd3en bei 4,4 + 1,4 % lag. Im Vergleich
dazu hatten die Feten, die unter hypoxischen Bedingungen aufwuchsen, einen Anteil an
voll muskularisierten Gefial3en von 94,4 + 1,7 %. Der Anteil an nicht muskularisierten
GefiBen lag bei 0 % und der von teil muskularisierten bei 5,6 + 1,7 %. Ahnlich verhielt
es sich in den Gruppen mit Vitamin-C-Behandlung (s. Abb. 3-9).
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Hox Nox+VitC Nox

Hox+VitC

. 20 pm 20 um
red _

Abb. 3-9 Grafische und histologische Darstellung des Muskularisierungsgrades von peripheren
Pulmonalgefifien des fetalen Schafes, Kategorie 0—69 um

A; (Nox), (Nox + VitC) mit jeweils N =4; (Hox) mit N =15, (Hox + VitC) mit N =8; B Doppelfdrbung
gegen glattmuskuldres a-Aktin (rot) und vWF (braun) (analysiert bei 400-facher Vergrofierung), (a)+(b)
Nox, (c)+(d) Nox + VitC, (e)+(f) Hox, (g)+(h) Hox + VitC;, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie,
VitC = Vitamin C.
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Bei den mittleren Pulmonalgefden (70-99 um duBlerer GefaBdurchmesser) traten keine

nicht muskularisierten und wenige teil muskularisierte Gefdle auf (s. Abb. 3-10).

100+ ] ] T ] O voll
|l teil
@B nicht

80—+
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15+

Pulmonalgefifie (70-99 pm)
Grad der Muskularisierung (%)

Nox Nox+VitC Hox Hox+VitC

Abb. 3-10 Grafische Darstellung des Muskularisierungsgrades von peripheren Pulmonalgefiifien des
fetalen Schafes, Kategorie 70—99 um

(Nox), (Nox + VitC) mit jeweils N =4, (Hox) mit N=15, (Hox + VitC) mit N =8; Nox = Normoxie,
Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C.

Ein &hnliches Bild ergab sich bei den groBen PulmonalgefiBien (> 100 um &uBerer
Gefafldurchmesser) (s. Abb. 3-11).
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Abb. 3-11 Grafische Darstellung des Muskularisierungsgrades von peripheren Pulmonalgefiifien des
fetalen Schafes, Kategorie > 100 um

(Nox), (Nox + VitC) mit jeweils N = 4, (Hox) mit N = 5, (Hox + VitC) mit N = 8; Nox = Normoxie, Hox =
Hypoxie, VitC = Vitamin C.
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Adulte Schafslungen

Bei den kleinen peripheren PulmonalgefiBBen der adulten Schafslungen aus der
GroBenkategorie  0-69 um lieBen sich Unterschiede im Muskularisierungsgrad
feststellen. Die adulten Schafe, die in der Fetalperiode normoxischen Bedingungen
ausgesetzt waren, wiesen im Vergleich zu den normoxischen Feten nun vor allem mehr
teil muskularisierte Gefdfle auf mit 12,8 = 1,3 %. Dadurch sank der Anteil an voll
muskularisierten Gefaflen auf 84,5 + 1,9 %. Der Anteil an nicht muskularisierten Gefal3en
lag bei 2,7 + 1,2 %. Die adulten Schafe, die in der Fetalperiode hypoxischen Bedingungen
ausgesetzt waren, zeigten dhnliche Muskularisierungsgrade wie zur Fetalzeit. So betrug
der Anteil an voll muskularisierten Gefallen 90,7 + 0,8 %, der an teil muskularisierten
GefdBen 9,3 + 0,8 % und der an nicht muskularisierten Gefd3en 0 %. Folglich ergab die
statistische Auswertung der Daten eine Signifikanz zwischen voll muskularisierten
GefdBBen der normoxischen Gruppe und den voll muskularisierten GefaBlen der
hypoxischen Gruppe. AuBBerdem anndhrend signifikant mit p=0,0556 waren die Gruppen
der nicht muskularisierten Gefdfle zwischen Normoxie und Hypoxie. Die Vitamin-C-
Gabe in der Fetalperiode unter hypoxischen Bedingungen zeigte bei den adulten Schafen
keine signifikanten Verdnderungen und war mit den normoxischen Gruppen vergleichbar
(s. Abb. 3-12).
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B
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(© ) ()
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Abb. 3-12 Grafische und histologische Darstellung des Muskularisierungsgrades von peripheren
Pulmonalgefiifien des adulten Schafes, Kategorie 0—69 um

A; (Nox), (Nox + VitC), (Hox) mit jeweils N=9; (Hox + VitC) mit N=10; § p=0,0556 (Nox) nicht
muskularisiert vs. (Hox) nicht muskularisiert; * p < 0,05 (Nox) voll muskularisiert vs. (Hox) voll
muskularisiert; B Doppelfirbung gegen glattmuskuldires a-Aktin (rot) und vWF (braun) (analysiert bei
400-facher Vergrofserung), (a)+(b) Nox, (c)+(d) Nox + VitC, (e)+(f) Hox, (g)+(h) Hox + VitC;
Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C, ns = nicht signifikant.
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Keine signifikanten Ergebnisse ergaben sich bei den mittleren Pulmonalgefdflen

(70-99 pm duBerer GefaBdurchmesser) (s. Abb. 3-13).
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Abb. 3-13 Grafische Darstellung des von peripheren Pulmonalgefifien des adulten Schafes, Kategorie

70-99 um

(Nox), (Nox + VitC), (Hox) mit jeweils N = 9, (Hox + VitC) mit N = 10, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie,

VitC = Vitamin C.

Ebenso konnten bei den gro3en PulmonalgefaBen (> 100 pm duBerer GefaBdurchmesser)

keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden (s. Abb. 3-14).
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Abb. 3-14 Grafische Darstellung des Muskularisierungsgrades von peripheren Pulmonalgefiifien des
adulten Schafes, Kategorie > 100 um
(Nox), (Nox + VitC), (Hox) mit jeweils N = 9,; (Hox + VitC) mit N = 10, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie,

VitC = Vitamin C.
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323 Fibrosierung

Lungenerkrankungen, die durch einen fibrotischen Bindegewebsumbau charakterisiert
sind, konnen auch Verdnderungen im Muskularisierungsgrad der Pulmonalgefi3e
aufweisen. Um diese fibrotischen Verdnderungen auszuschlieBen, wurde eine
Trichromfarbung durchgefiihrt. Diese Methode erlaubt die spezielle Einfirbung des

Kollagens, dem Hauptbestandteil des Bindegewebes, in einer blauen Farbe.

Fetale Schafslungen

Die fetalen Lungen zeigten eine deutliche kollagenhaltige Septen-Zeichnung. Ebenso
fanden sich unmittelbar um die Pulmonalgefifie Kollagenfasern. Diejenigen fetalen
Schafe, die unter hypoxischen Bedingungen heranwuchsen, zeigten eine vermehrte
Kollagenzeichnung um deren Gefdle (s. Abb. 3-15). Im Vergleich dazu wiesen Schafe,
die unter hypoxischen Bedingungen aufwuchsen und gleichzeitig Vitamin C bekamen,
weniger Kollagenfasern um die Geféafle auf, dhnlich zu denen, die unter normoxischen
Bedingungen aufwuchsen (s. Abb. 3-15). AuBler diesen zwei Auffilligkeiten war die

Lunge homogen und es lieB sich keine weitere Fibrosierung nachweisen (s. Abb. 3-16)

ONA+XON

ONA+XOH

ADbb. 3-15 Kollagen um die Gefiifie bei den fetalen Schafen nach Trichromfirbung
(beurteilt bei 400-facher Vergriofierung, Kollagen = blau); (a) Nox, (b) Nox + VitC, (c) Hox,
(d) Hox + VitC; Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C.
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Nas 120

DN A+XOH

Abb. 3-16 Ubersicht iiber die Kollagenverteilung bei den fetalen Schafslungen

blau); (a) Nox, (b) Nox + VitC, (c) Hox,

Vitamin C.

Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC

(beurteilt bei 100-facher Vergroferung, Kollagen

(d) Hox + VitC; Nox
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Adulte Schafslungen

Auch bei den adulten Schafslungen zeigten sich um die Pulmonalgefdlle eingefarbte
Kollagenfasern. Dabei persistierte die verdickte Kollagenschicht um die Gefidfle bei den
adulten Schafen mit fetaler Hypoxie-Exposition (s. Abb. 3-17). Die anderen Gruppen der
adulten Schafslungen (die entsprechenden Tiere erhielten Vitamin C zusitzlich zu der
fetalen Hypoxie-Exposition bzw. wuchsen unter fetaler Normoxie auf) zeigten einen
schmalen Kollagenfaserrand um die Gefédl3e (s. Abb. 3-17). In den adulten Schafslungen
waren keine kollagenhaltigen Septen nachweisbar. Ansonsten war auch hier die Lungen

homogen strukturiert, sodass sich keine Fibrosierung nachweisen lieB3 (s. Abb. 3-18).

ONA+XON

ONA+XOH

ADbb. 3-17 Kollagen um die Gefiifie bei den adulten Schafen nach Trichromfirbung
(beurteilt bei 400-facher Vergrifierung, Kollagen = blau); (a) Nox, (b) Nox + VitC, (c) Hox, (d)
Hox + VitC; Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C.
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Hoer'V'itC

Abb. 3-18 Ubersicht iiber die Kollagenverteilung bei den fetalen Schafslungen

(beurteilt bei 100-facher Vergrifierung, Kollagen = blau); (a) Nox, (b) Nox + VitC, (c) Hox, (d)
Hox + VitC; Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C.

Bemerkung: optisch scheint es sich bei dem Bild unter a) um eine andere Vergrofierung zu handeln. Eine
Uberpriifung hat die hier angegebene Vergroferung bestitigt. Mogliche optische Unterschiede kénnten
auf die Fixierung zuriickzufiihren sein.
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3.3 Molekularbiologische Ergebnisse

Um die molekularen Mechanismen der PPHN in Schafen zu untersuchen, wurde die
Genexpression von Schliisselgenen der PH untersucht. Insgesamt wurden 8 Gene fiir die
Etablierung des Referenzgens und 33 Zielgene in den fetalen sowie adulten Schafen

gescreent.

3.3.1 Etablierung des Referenzgens

Fiir die gPCR-Untersuchungen wurde im ersten Schritt nach einem Referenzgen gesucht,
da die qPCR mit Schafproben in der Arbeitsgruppe, in der diese Doktorabeit durchgefiihrt
wurde, nicht etabliert war. Hierzu wurden folgende Gene, die in anderen Spezies als

Referenzgen bei der qPCR verwendet wurden, analysiert:

Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRTI1), P2-Mikroglobulin (B2M),
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), Tubulin Beta-2A (TUBB2A),
Tyrosin-3-Monooxygenase/Tryptophan-5-Monooxygenase-aktivierendes Protein Zeta
(YWHAZ), Porphobilinogen-Desaminase (PBGD), ribosomales Protein S18 (RPS18),
Cyclophilin C (CycC)

Dabei waren die Referenzgene RPS18 und CycC am vielversprechendsten und wiesen
die geringste interindividuelle Streuung auf. Um diese Streuung dariiber hinaus so gering

13,189

wie moglich zu halten, wurde, wie bereits beschrieben , ein Mittelwert aus den beiden

Referenzgenen gebildet (s. Abb. 3-19). Dieser Wert diente dann als Referenzwert, gegen

die die mRNA-Expression der untersuchten Gene normalisiert wurde.

30+

25+ ././\
Cyc C
O 20- ././\
RPS18

154

10

Nox Nox+VitC Hox Hox+VitC

Abb. 3-19 Grafische Darstellung der mittleren mRNA-Expression der Referenzgene RPS18 und CycC
CycC = Cyclophilin C, RPS18 = ribosomales Protein S18, Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie,
Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C.
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3.3.2 Genexpression im Lungenhomogenat

3.3.2.1 Produktion von ROS

Nachfolgend wurden folgende Gene zusammengefasst, die bei der Produktion von ROS
beteiligt sind: die NADPH-Oxidasen (NOX), die NO-Synthasen (NOS), das uncoupling
protein 2 (UCP2) und die Xanthin Dehydrogenasen (XDH).

Fetale Schafslungen
Die Unterschiede in den mRNA-Expressionsdaten von NOX1, NOX4, NOS3, bzw. XDH

im Lungenhomogenat isoliert aus fetalen Schafen waren statistisch nicht signifikant. Es
konnte hier weder ein Hypoxie- noch ein Vitamin C-Effekt beobachtet werden. Die NOS2
und UCP2 mRNA-Expression hingegen wurde durch Hypoxie-, nicht aber durch
Vitamin C beeinflusst (s. Abb. 3-20).
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e) UCP2 Fetal f) XDH Fetal
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Abb. 3-20 Ubersicht der mRNA-Expression von ROS-produzierenden Proteinen in den fetalen
Schafslungen

a) NOXI1 = NADPH-Oxidase 1, b) NOX4 = NADPH-Oxidase 4, c) NOS2 = NO-Synthase 2, d) NOS3 =
NO-Synthase 3, e) UCP2 = uncoupling protein 2, f) XDH = Xanthin Dehydrogenase; Ct = cycle of
threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.

Adulte Schafslungen

Die adulten Schafslungen zeigten infolge der fetalen Aufzuchtbedingungen signifikante

Unterschiede bezogen auf die mRNA-Expression von NOX1 und NOS3.

Die mRNA-Expression von NOX1 wurde in der NaCl-Gruppe durch Hypoxie signifikant
induziert. Weiterhin war die Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und
Behandlung (NaCl/Vit C) statistisch signifikant, mit einem weniger starken Effekt in der
Vitamin C-Gruppe (s. Abb. 3-21).
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Abb. 3-21 mRNA-Expression von NOXI in adulten Schafslungen
NOXI = NADPH-Oxidase I, * p < 0,05, Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie,
VitC = Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.
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Wie NOX1 wurde auch die mRNA-Expression von NOS3 (auch eNOS genannt) in der
NaCl-Gruppe durch die Hypoxie-Exposition signifikant induziert. In der Vitamin C-
Gruppe wurde die Expression durch die Hypoxie-Exposition inhibiert. Weiterhin war die
Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und Behandlung (NaCl/Vit C)

statistisch signifikant, mit einem weniger starken Effekt in der Vitamin C-Gruppe (s. Abb.

3-22).
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Abb. 3-22 mRNA-Expression von NOS3 in adulten Schafslungen
NOS3 = NO-Synthase 3, *p < 0,05, Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie,
VitC = Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.

Die Unterschiede in den mRNA-Expressionsdaten von NOS2, UCP2 bzw. XDH im
Lungenhomogenat isoliert aus adulten Schafen waren statistisch nicht signifikant. Es
konnte hier weder ein Hypoxie- noch ein Vitamin C-Effekt beobachtet werden. NOX4

wies eine signifikante Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und Behandlung

(NaCl/Vit C) auf (s. Abb. 3-23).
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Abb. 3-23 Ubersicht der mRNA-Expression von ROS-produzierenden Proteinen in den adulten
Schafslungen

a) NOX4 = NADPH-Oxidase 2, b) NOS2 = NO-Synthase 2, ¢) UCP2 = uncoupling protein 2, d) XDH =
Xanthin Dehydrogenase; Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C, jede
Gruppe mit jeweils N = 3.

3.3.2.2 Abbau von ROS

Nachfolgend wurden Gene zusammengefasst, die am Abbau von ROS beteiligt sind.
Dabei wurden die Gene Superoxiddismutase (SOD), Glutathionperoxidase (GPX1) und
Katalase (CAT) untersucht.

Fetale Schafslungen

Zunichst wurden hier Gene untersucht, die eine Rolle beim Abbau von ROS spielen
konnen. Die Unterschiede in den mRNA-Expressionsdaten von SOD1, SOD2, der SOD3
Transkriptionsvariante 1 (SOD3.1), GPX1 bzw. CAT im Lungenhomogenat isoliert aus
fetalen Schafen waren statistisch nicht signifikant. Es konnte hier weder ein Hypoxie-
noch ein Vitamin C-Effekt beobachtet werden. Die mRNA-Expression der SOD3
Transkriptionsvariante 2 (SOD3.2) wurde durch Hypoxie beeinflusst. Eine Interaktion
zwischen Exposition (Normoxie/Hypoxie) und Behandlung (NaCl/Vit C) bestand nicht
(s. Abb. 3-24).
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Abb. 3-24 Ubersicht der mRNA-Expression von ROS-abbauenden Proteinen in den fetalen
Schafslungen

a) SOD1 = Superoxiddismutase 1, b) SOD2 = Superoxiddismutase 2, ¢c) SOD3.1 = Superoxiddismutase 3
Transkriptionsvariante 1, d) SOD3.2 = Superoxiddismutase 3 Transkriptionsvariante 2, e¢) GPXI =
Glutathionperoxidase 1, f) CAT = Katalase; Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie,
VitC = Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.

Adulte Schafslungen

Die mRNA-Expression von SOD3.2 und GPX1 wurde durch die fetalen
Aufzuchtbedingungen in den adulten Schafslungen signifikant beeinflusst. Die mRNA-
Expression von SOD3.2 wurde durch die Vitamin C-Gabe unter Hypoxie signifikant
inhibiert. Dariiber hinaus war die Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und

Behandlung (NaCl/Vit C) statistisch signifikant (s. Abb. 3-25).
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Abb. 3-25 mRNA-Expression von SOD3, Transkriptionsvariante 2, in adulten Schafslungen
SOD = Superoxiddismutase, * p < 0,05, Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC =
Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.

Die mRNA-Expression von GPX1 wurde in der Hypoxie-Gruppe durch die Vitamin C-
Behandlung signifikant inhibiert. Weiterhin war die Interaktion von Exposition

(Normoxie/Hypoxie) und Behandlung (NaCl/Vit C) statistisch signifikant (s. Abb. 3-26).
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Abb. 3-26 mRNA-Expression von GPXI in adulten Schafslungen

GPXI = Glutathionperoxidase 1, * p < 0,05, Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie,
VitC = Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.
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Die Unterschiede in den mRNA-Expressionsdaten von SOD2 und CAT im
Lungenhomogenat isoliert aus adulten Schafen waren statistisch nicht signifikant. Es
konnte hier weder ein Hypoxie- noch ein Vitamin C-Effekt beobachtet werden. Die SOD1
und die SOD3.1 mRNA-Expression zeigte eine signifikante Interaktion (s. Abb. 3-27).
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Abb. 3-27 Ubersicht der mRNA-Expression von ROS-abbauenden Proteinen in den adulten
Schafslungen

a) SOD1 = Superoxiddismutase 1, b) SOD2 = Superoxiddismutase 2, c) SOD3.1 = Superoxiddismutase 3
Transkriptionsvariante 1, d) CAT = Katalase; Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie,
VitC = Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.

3.3.2.3 NO-Signalweg
Nachfolgend wurden folgende Gene zusammengefasst, die am NO-Signalweg beteiligt
sind: die vaskuldren endothelialen Wachstumstaktoren (VEGF), die NO-Synthasen

(NOS), die 16slichen Guanylylcyclasen (sGC) mit den zwei verschiedenen Isoformen

(sGCal, sGCa2) und die Phosphodiesterasen (PDE).

Fetale Schafslungen

Die mRNA-Expression der NO-Synthase in den fetalen Schafslungen wurde bereits in
Kap. 3.3.2.1 auf' S. 64 vorgestellt. Die Unterschiede in den mRNA-Expressionsdaten von
VEGF, sGCa2, PDE2A, PDE3A, PDE4D bzw. PDESA im Lungenhomogenat isoliert aus
fetalen Schafen waren statistisch nicht signifikant. Die sGCal und PDE10A mRNA-
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Expression zeigte keine Interaktion, aber einen signifikanten Hypoxie- und einer wenigen

starken Vitamin C-Effekt. Die PDE3B mRNA-Expression zeigte ebenso keine

Interaktion, aber einen vergleichbar starken Effekt der Exposition und Behandlung. Die

PDE4A mRNA-Expression zeigte keine Interaktion, allerdings einen Vitamin C-Effekt

und einen weniger starken Hypoxie-Effekt (s. Abb. 3-28).
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Abb. 3-28 Ubersicht der mRNA-Expression von am NO-Signalweg beteiligten Genen in den fetalen
Schafslungen

a) VEGF = vascular endothelial growth factor, b) sGCal = Soluble Guanylyl-Cyclase, Isoform 1, c) sGCal
= Soluble Guanylyl-Cyclase, Isoform 2, d) PDE2A = Phosphodiesterase 24, e) PDE3A =
Phosphodiesterase 34, f) PDE3B = Phosphodiesterase 3B, g) PDE4A = Phosphodiesterase 44, h) PDE4D
= Phosphodiesterase 4D, i) PDE5SA = Phosphodiesterase 54, j) PDE10A = Phosphodiesterase 104, Ct =
cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.

Adulte Schafslungen

Die mRNA-Expression von PDE2A und PDE4A wurde durch die fetalen
Aufzuchtbedingungen in den adulten Schafslungen signifikant beeinflusst. Die mRNA-
Expression von PDE2A wurde in der NaCl-Gruppe durch Hypoxie signifikant induziert
und durch die gleichzeitige Vitamin C-Gabe unter Hypoxie inhibiert. In der Vitamin C-
Gruppe wurde die Expression durch die Hypoxie-Exposition inhibiert. Weiterhin war die
Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und Behandlung (NaCl/Vit C)

statistisch signifikant, mit einem weniger starken Effekt in der Hypoxie-Gruppe (s. Abb.
3-29).
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Abb. 3-29 mRNA-Expression von PDE2A in adulten Schafslungen
PDE2A = Phosphodiesterase 24, * p < 0,05, Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie,
VitC = Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.

Die mRNA-Expression von PDE4A wurde durch die Vitamin-C-Gabe unter Hypoxie
signifikant inhibiert. Weiterhin war die Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie)

und Behandlung (NaCl/Vit C) statistisch signifikant (s. Abb. 3-30).
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Abb. 3-30 mRNA-Expression von PDE4A in adulten Schafslungen
PDFE4A4 = Phosphodiesterase 44, * p < 0,05, Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie,
VitC = Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.
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Die Unterschiede in den mRNA-Expressionsdaten von sGCal, PDE3B, PDE4D, PDESA

bzw. PDE10A im Lungenhomogenat isoliert aus adulten Schafen waren statistisch nicht
signifikant. Die VEGF, sGCa2 bzw. PDE3A mRNA-Expression zeigte eine signifikante
Interaktion (s. Abb. 3-31). Dariiber hinaus wurde die mRNA-Expression der NO-

Synthase in den adulten Schafslungen bereits in Kap. 3.3.2.1, S. 65 vorgestellt.
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Abb. 3-31 Ubersicht der mRNA-Expression von am NO-Signalweg beteiligten Genen in den adulten
Schafslungen

a) VEGF = vascular endothelial growth factor, b) sGCal = Soluble Guanylyl-Cyclase, Isoform 1, c) sGCal
= Soluble Guanylyl-Cyclase, Isoform 2, d) PDE3A = Phosphodiesterase 34, e¢) PDE3B =
Phosphodiesterase 3B, f) PDE4D = Phosphodiesterase 4D, g) PDE5A = Phosphodiesterase 54, h)
PDE10A = Phosphodiesterase 104; Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC =
Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.

3324 Andere

Nachfolgend finden sich die Expressionen von diversen Genen, die bei der pulmonalen
Hypertonie dysreguliert sind: Erythropoetin (EPO), Endothelin 1 (EDN1), transient
receptor potential cation channel (TRPC1, TRPC6), Kalium-Kanal 2.1 (Kv),
Pyruvatdehydrogenase-Kinasen (PDK), Rho-Kinasen (ROCK), prolyl-4-hydroxylase
alpha (P4HA) und Cytochrom C (CC).

Fetale Schafslungen

Die Unterschiede in den mRNA-Expressionsdaten von EPO, EDN1, TRPC1, Kv, PDK1,
ROCKI1, ROCK2, PAHA1, PAHA2, PAHA3 bzw. CC. im Lungenhomogenat isoliert aus
fetalen Schafen waren statistisch nicht signifikant. Es konnte hier weder ein Hypoxie-
noch ein Vitamin C-Effekt beobachtet werden. Die TRPC6 mRNA-Expression zeigte
eine signifikante Interaktion (s. Abb. 3-32).
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Abb. 3-32 Ubersicht der mRNA-Expression von Genen in den fetalen Schafslungen, die in der PH
dysreguliert sind

a) EPO = Erythropoetin, b) EDN1 = Endothelin 1, c) TRPC1 = transient receptor potential cation channel
1, d) TRPC6 = transient receptor potential cation channel 6, e) Kv = Kalium-Kanal 2.1, f) PDKI =
Pyruvatdehydrogenase-Kinase 1, g0 ROCKI = Rho-Kinase 1, h) ROCK2 = Rho-Kinase 2, i) P4HAI =
prolyl-4-hydroxylase alpha 1, j) P4HA2 = prolyl-4-hydroxylase alpha 2, k) P4HA3 = prolyl-4-hydroxylase
alpha 3, 1) CC = Cytochrom C; Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin
C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.

Adulte Schafslungen
Die mRNA-Expression von EPO, TRPC1 und CC wurde durch die fetalen

Aufzuchtbedingungen in den adulten Schafslungen signifikant beeinflusst.

Die mRNA-Expressionsdaten von EPO zeigten in der NaCl-Gruppe eine signifikante
Induktion in Folge der Hypoxie-Exposition. Bei gleichzeitiger Gabe von Vitamin C fielen
sie auf das Normoxie-Niveau ab. Weiterhin war die Interaktion von Exposition

(Normoxie/Hypoxie) und Behandlung (NaCl/Vit C) statistisch signifikant (s. Abb. 3-33).
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Abb. 3-33 mRNA-Expression von EPO in adulten Schafslungen
EPO = Erythropoetin, *p < 0,05, Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC =
Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.
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Die mRNA-Expressionsdaten von TRPC1 zeigten ein dhnliches Bild wie EPO. In der
NaCl-Gruppe wurde die TRPC1 Expression signifikant durch Hypoxie induziert und fiel
durch gleichzeitige Gabe von Vitamin C auf das Normoxie-Niveau ab. Weiterhin war
auch hier die Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und Behandlung (NaCl/Vit
C) statistisch signifikant (s. Abb. 3-34).
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Abb. 3-34 mRNA-Expression von TRPCI in adulten Schafslungen
TRPC1 = transient receptor potential cation channel 1, *p < 0,05, Ct = cycle of threshold, Nox =
Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.

Auch die mRNA-Expressionsdaten von CC dhnelten denen von EPO und TRPCI1. In der
NaCl-Gruppe wurde die CC Expression signifikant durch Hypoxie induziert und fiel
durch gleichzeitige Gabe von Vitamin C auf das Normoxie-Niveau ab. Weiterhin war
auch hier die Interaktion von Exposition (Normoxie/Hypoxie) und Behandlung (NaCl/Vit
C) statistisch signifikant (s. Abb. 3-35).
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Abb. 3-35 mRNA-Expression von CC in adulten Schafslungen
CC = Cytochrom C, * p < 0,05, Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC = Vitamin
C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.

Die Unterschiede der mRNA-Expressionsdaten von EDN1, TRPC6, ROCK1, ROCK2,
P4HA1, PAHA2 bzw. PAHA3 im Lungenhomogenat isoliert aus adulten Schafen waren
statistisch nicht signifikant. Bei Kv und PDK1 war die Interaktion von Exposition

(Normoxie/Hypoxie) und Behandlung (NaCl/Vit C) statistisch signifikant (s. Abb. 3-36).
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Abb. 3-36 Ubersicht der mRNA-Expression von Genen in den adulten Schafslungen, die in der PH
dysreguliert sind

a) EDNI = Endothelin 1, b) TRPC6 = transient receptor potential cation channel 6, c) Kv = Kalium-Kanal
2.1, d) ROCKI = Rho-Kinase 1, e) ROCK2 = Rho-Kinase 2, f) P4HAI = prolyl-4-hydroxylase alpha 1, g)
P4HA2 = prolyl-4-hydroxylase alpha 2, h) P4HA3 = prolyl-4-hydroxylase alpha 3, i) PDKI =
Pyruvatdehydrogenase-Kinase 1; Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, VitC =
Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 3.

3.33 Genexpression in den Gefallen

Um die mRNA-Expression von Zielgenen speziell in einem Kompartiment der Lunge
untersuchen zu konnen, wurde eine laser-assistierte Mikrodissektion (LMD)
durchgefiihrt. Mit dieser etablierten Methode konnte die Zielgenexpression im Modell
der PPHN spezifisch in den PulmonalgefdB3en analysiert werden. Hierfiir wurde NOS3
ausgewdhlt, da bereits ein etablierter Antikorper fiir die Doppelfarbung zur Verfiigung

stand.
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Im Folgenden finden sich exemplarisch die mRNA-Expressionsdaten von NOS3 in den
PulmonalgefdBen der adulten Schafslungen, die mittels LMD isoliert wurden. Die
Unterschiede der Daten waren statistisch nicht signifikant. Weiterhin konnte weder eine
Interaktion noch ein Einfluss der Exposition (Normoxie/Hypoxie) bzw. Behandlung

(NaCl/Vit C) auf die Interaktion beobachtet werden (s. Abb. 3-37).

NOS3 Adult LMD
(s coeereroecoscnneuntintuiiiiiinitisiiiiieianenne
® NaC(Cl

A A VitC

_2 - ° A A

S 4 3 N E‘
A e
-
-6- o
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Nox Hox
Interaktion: p = ns; Hox: p=ns; Vit C: p=ns
Gruppen Nox Nox + VitC Hox Hox + VitC
A Ct -3,5 -3,4 -5.4 -3.4

Abb. 3-37 mRNA-Expression von NOS3 aus der LMD der adulten Schafslungen
NOS3 = NO-Synthase 3, LMD = Lasermikrodissektion, Ct = cycle of threshold, Nox = Normoxie, Hox =
Hypoxie, VitC = Vitamin C, jede Gruppe mit jeweils N = 4.

334 Detektion von NOS3 im Gewebe

Ausgehend von den LMD-Ergebnissen bezogen auf NOS3 wurde eine histologische
Darstellung mittels Antikorperfairbung gegen NOS3 durchgefiihrt. Bei der visuellen
Beurteilung der Féarbung zeigten die normoxischen adulten Schafslungen nur eine
schwache Positivitit gegen NOS3, unabhingig davon, ob es sich um Pulmonalgefal3e
oder Bronchien handelte. Hingegen lieen die hypoxischen adulten Schafslungen eine
starke Positivitdt gegen NOS3 im Epithel der Bronchien erkennen und eine etwas
schwéchere Farbung im Endothel der Pulmonalgeféfle. In der Negativkontrolle konnte

NOS3 nicht detektiert werden (s. Abb. 3-38).
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Abb. 3-38 Antikiorperfirbung gegen NOS3 in adulten Schafslungen

(beurteilt bei 100-facher Vergriflerung). (a) Normoxie, (b) Hypoxie, (c) Negativkontrolle; links:
Pulmonalgefifs; rechts: Bronchus. Abkiirzungen: B = Bronchus; PA = Pulmonalgefdfs; rot = NOS3.
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4 Diskussion

4.1 Limitierung und Generalisierbarkeit

Sowohl Methodik als auch Ergebnisse dieser Studie unterliegen Limitierungen beziiglich
Generalisier- und Interpretierbarkeit. Zunichst sollen dahingehend der Versuchsaufbau
und -ablauf bezogen auf die vorliegende Arbeit erdrtert werden. Die Hypoxie-Kammern
hatten fiir die trichtigen Schafe Vorteile in Hinblick auf die Ausbildung einer PPHN,
gegeniiber der Manipulation vom Ductus arteriosus (s. Kap. 4.2). Jedoch wird der Effekt
der Hypoxie bzw. der hohen intravendsen Dosen Vitamin C in der vorliegenden Arbeit
lediglich bezogen auf Lunge und Herz diskutiert. Dabei ist in diesem Zusammenhang der
Gesamtorganismus sowohl von der Hypoxie als auch den Vitamin-C-Gaben betroffen.
Gerade unter dem Gesichtspunkt, dass Vitamin C in hohen Dosen auch oxidativ wirken

kann 88,129

, 1st dies bezogen auf den Gesamtorganismus zu beriicksichtigen. Dadurch
konnten die Hypoxie und Vitamin-C-Gaben indirekte Veranderungen in Lunge und/oder
Herz herbeigefiihrt haben aufgrund extrapulmonaler und/oder -kardialer Ursachen, die
hier nicht untersucht wurden !”8. Zudem wurden die triichtigen Schafe im Rahmen der
vorliegenden Arbeit lediglich im letzten Drittel der Schwangerschaft der Hypoxie
ausgesetzt, um die frithfetale Entwicklung nicht zu stéren. Die Zeitpunkte, zu denen die
chronische Hypoxie, als Ursache der PPHN beim Menschen %, wiederum in der
Entwicklung von Feten vorliegt, unterscheiden sich betrdchtlich, sodass die hier
vorliegende Methodik und auch die entsprechenden Ergebnisse nur eingeschrinkt
generalisierbar sind. So kann bereits eine chronische Hypoxie im ersten Drittel der
Schwangerschaft bestehen, z.B. durch ungeniigende Sauerstoffversorgung iiber eine
uteroplazentire Dysfunktion ®>!%, Daneben gibt es aber auch zahlreiche andere Ursachen
fiir eine chronische fetale Hypoxie im letzten Drittel der Schwangerschaft, wie in der
vorliegenden Arbeit, z.B. durch den Gestationsdiabetes. Dieser wird vor allem im zweiten
und dritten Trimenon der Schwangerschaft beobachtet, der wiederum zu einer
chronischen fetalen Hypoxie fiihren kann #4316 Einen weiteren Unterschied im
Vergleich von Versuchsaufbau/Tiermodell und dem Menschen bildet das Ventilations-
Perfusions-Verhéltnis der Lunge. Bedingt durch den Koérperaufbau der Schafe liegt deren
Lunge in der Transversalebene, bei Menschen in der Frontalebene. Dadurch ist in den
Schafslungen kein bzw. nur ein wenig ausgeprigtes Ventilations-Perfusions-Verhéltnis

zu beobachten im Gegensatz zum Menschen !!'°, was bei der Betrachtung der Resultate
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berticksichtigt werden sollte, wobei jedoch keine gravierenden Auswirkungen auf die

Ergebnisse zu erwarten sind.

Auch technische/methodische Limitierungen miissen in Bezug auf die vorliegende Arbeit

kritisch betrachtet werden:

1) das in der vorliegenden Arbeit verwendete Untersuchungsmaterial stammte aus
Schafen. Dieses hatte zur Folge, dass die histologischen Untersuchungen (insbesondere
die immunhistochemische Firbetechnik zur Bestimmung des Muskularisierungsgrades
der PulmonalgefiBle) im Rahmen der vorliegenden Arbeit eigens etabliert werden
mussten. In der Arbeitsgruppe, in der die vorliegende Arbeit angefertigt wurde, waren
entsprechende Farbungen nur filir die menschliche sowie die Maus- und Ratten-Lungen
etabliert. Fiir die Etablierung der Farbung wurden verschiedene Antikérper und
Protokolle getestet, um das bestmogliche Farbeergebnis zu erzielen. Trotzdem konnten
nicht alle Préparate gleichermallen eindeutig gefdarbt werden, sodass diese aus der
Analyse ausgeschlossen werden mussten, was insbesondere fetale Schafslungen zur
Bestimmung des Muskularisierungsgrades betraf. Dabei wurden solche Proben
ausgeschlossen, die nicht eindeutig die definierte Farbung vom Endothel (braunschwarz),

glatte Muskulatur (rot) bzw. Zellkern (blau) aufwiesen (s. Kap. 2.4.4).

2) moglicherweise befand sich nach der Kaiserschnitt-Entbindung noch Restfruchtwasser

81114 " sodass diese nicht ausreichend fixiert werden konnten. In der

in den Lungen
Arbeitsgruppe Weillmann wird eine blutfrei Perfusion und Fixierung iiber das Gefal3- und
Bronchialsystem fiir all diejenigen Lungen durchgefiihrt, die fiir histologische
Fragestellungen verwendet werden sollen. Es wird hierzu ein standardisiertes Protokoll
angewendet, welches die immunohistochemische Charakterisierung der Lungen, ohne
Einschrankungen, erlaubt. Eine solche Perfusion und Fixierung wurde bei den
Schaflungen durch die Arbeitsgruppe Prof. Dino A. Giussani (Department of Physiology,

Development and Neuroscience, University of Cambridge, Vereinigtes Konigreich) nicht

durchgefiihrt.

3) es wurde nur ein kleiner Teil der Schaflunge histologisch untersucht, welches eine
Einschrankung der Generalisierbarkeit im Hinblick auf das Gesamtorgan darstellen
konnte. Dies betrifft auch die molokularbiologischen Untersuchungen, wo ebenfalls nur
ein kleiner Teil der Lunge zu einem Homogenat verarbeitet und analysiert wurde, sodass

eventuell auftretende regionale Unterschiede innerhalb der Lunge erfasst bzw. nicht
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erfasst werden. Bedingt ist dies durch die groBe Lunge des Schafes, im Gegensatz zu
anderen Tiermodellen z.B. der Méduse. So konnte ein Lungenhomogenat extrahiert aus
einer Maus, im Gegensatz zum Schaf, ein zuverldssigeres Gesamtbild der Genexpression

widerspiegeln.

4) die Verwendung eines Lungenhomogenats liefert keinen Aufschluss iiber die jeweilige
Expression in den unterschiedlichen Lungenkompartimenten. Die Genexpressionsmuster
in den Septen, Bronchien bzw. Gefillen/GefdaB3schichten (s. Kap. 4.6) konnen sich
deutlich unterscheiden 77-'%!. Dadurch kénnten Schwankungen der Ergebnisse innerhalb

der Gruppen erklart werden.

Um weitere mdgliche Storfaktoren in Hinblick auf die Ergebnisse zu minimieren, wurden
standardisierte Protokolle eingehalten und wann immer moglich wurde die Auswertung
geblindet durchgefiihrt. Hierbei ist zu erwdhnen, dass fiir die molekularbiologischen
Untersuchungen jene Schafe ausgewiahlt wurden, die schon histologisch aussagekréftige
Ergebnisse geliefert hatten. Durch diesen Schritt erfolgte bereits eine Vorselektion, was

wiederum eine Limitation bezogen auf die Generalisierbarkeit darstellt.

Des Weiteren wurden zur Analyse der molekularbiologischen Verédnderung in der Lunge
33 verschiedene Gene gescreent, die im Zusammenhang mit der Ausbildung der PH
stehen. Signifikate Signalwege wurden weiter untersucht, um eine Kausalitit innerhalb
des komplexen Systems aufzeigen zu konnen. Jedoch konnte nicht der gesamte
Signalweg analysiert werden, sodass hier Ungewissheit in Bezug auf die mdgliche
Kausalitdt festzuhalten ist, da andere Signalkaskaden oder Storfaktoren nicht
ausgeschlossen werden konnen. Ebenfalls sollte bei der Betrachtung der Ergebnisse
beriicksichtigt werden, dass hier mittels QPCR die mRNA-Regulation untersucht wurde.
Hingegen wurde keine Analyse auf Proteinebene mittels Western Blot durchgefiihrt. Eine
Regulation auf mRNA-Ebene fiihrt in Folge nicht immer zu einer Regulation auf
Proteinebene und umgekehrt, wodurch eine Limitation beziiglich der Generalisierbarkeit
entsteht. Aulerdem wurde bei der Auswertung der Ergebnisse das Geschlecht des Schafes
aufgrund fehlender Angaben nicht beriicksichtigt. Geschlechtsspezifische Unterschiede
bedingt durch die Sexualhormone Ostrogen und Testosteron kdnnen jedoch verschieden
starke histologische und molekularbiologische Antworten ergeben 7*. Dies sollte bei der

Betrachtung der vorliegenden Arbeit beriicksichtigt werden.
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Weitere Arbeiten (insbesondere mit einer erhohten Anzahl an Versuchstieren) sowie
Western-Blot-Analysen sind daher notwendig, um die vorliegenden Ergebnisse
replizieren, auf Proteinebene bestdtigen sowie in Hinblick auf intersexuelle Unterschiede

untersuchen zu kénnen.

4.2 Wahl des Tiermodells

Die pulmonale Hypertonie (hier im Speziellen die PPHN) ist ein Krankheitsbild mit
komplexer Pathophysiologie. Um dies besser zu verstehen, wurden verschiedene

Tiermodelle etabliert.

In diesem Zusammenhang stellt die bekannteste Technik die Manipulation am Ductus
arteriosus dar. So wurde in der Arbeit von Abman et al. 2 eine mechanische Okklusion in
Form eines aufblasbaren Okkluders im Ductus arteriosus der Limmer durchgefiihrt.
Black et al. '6, Wild et al. 2! und Morin et al. ?!° hingegen fiihrten eine Ligation des
Ductus arteriosus durch. All diese MaBBnahmen fiihren durch den Verschluss vom Ductus
arteriosus, der in der Fetalperiode einen natiirlichen Rechts-Links-Shunt gewihrleistet,
zu einem erhohten Blutdruck im pulmonalen Kreislauf. Dieser kiinstlich erzeugte
Vorgang flihrt sekundér zu einer Wandstérkenzunahme der pulmonal-arteriellen Gefdf3e
und somit u. a. dem histologischen Korrelat der pulmonalen Hypertonie 7°. In anderen
Arbeiten wie denen von Noguchi et al. '*” und Nelin et al. '?> wurden neonatale Ferkel
einer akuten bzw. chronischen Hypoxie ausgesetzt, wodurch diese im Verlauf eine PPHN
entwickelten. Weiterhin wurde ein PPHN-Modell bezogen auf Ratten von Xu et al.
beschrieben. Dabei werden die Tiere in der neonatalen Phase chronischer Hypoxie
ausgesetzt 2!7. Auch eine intratracheale Mekoniuminstallation an Ferkeln *2, ein aorto-
pulmonaler Shunt an Limmern '*° und die pharmakologische Konstriktion des Ductus
arteriosus  durch nichtsteroidale Antirheumatika bzw. selektive Serotonin-

Wiederaufnahme-Inhibitoren !”° sind als PPHN-Tiermodelle beschrieben worden.

Anhand dieser Tiermodelle werden durch die verschiedenen Ansédtze &hnliche
Veridnderungen der Lungenarchitektur deutlich, wie sie auch bei Menschen mit PPHN
auftreten. Jedes dieser Modelle weist Vor- und Nachteile bedingt durch die Komplexitit
der PPHN auf, da diese durch verschiedenste Ursachen hervorgerufen werden kann
(s. Kap. 1.3.3). Der Hauptvorteil der oben genannten Tiermodelle besteht in der
unkomplizierten Induktion der PPHN durch Manipulation am Ductus arteriosus oder

postnatale chronische Hypoxie. Jedoch ist die chronische intrauterine fetale Hypoxie, die
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als zweithiufigste Ursache der PPHN genannt wird *°, in diesen Modellen nur
unzureichend vertreten, was somit den bedeutendsten Nachteil in diesem Zusammenhang

darstellt.

Friihere Versuche zur Induktion der PPHN durch chronische intrauterine fetale Hypoxie
durch Geggle et al. °' an Ratten und Murphy et al. ' an Schweinen sind gescheitert, denn
die erwarteten physiologischen und histologischen Verdnderungen konnten nicht
nachgewiesen werden. Zwar konnte eine chinesische Arbeitsgruppe von Xu et al. 2!¢ ein
Rattenmodell etablieren, in deren Rahmen durch die chronische intrauterine Hypoxie eine
PPHN ausgelost wurde. Jedoch gelang dies nur, indem den trdchtigen Ratten zusétzlich
Indometacin verabreicht wurde. Dieses gehort zu den nichtsteroidalen Antirheumatika
und fiithrt zum Verschluss des Ductus arteriosus '%*. Damit ist dieses Modell vergleichbar
mit den anderen Tiermodellen der PPHN, bei denen eine Manipulation am Ductus

arteriosus durchgefiihrt wird.

Aus den in dieser Arbeit prasentierten Ergebnissen geht hervor, dass das hier vorgestellte
Modell, bei dem trachtige Schafe im letzten Drittel der Schwangerschaft chronischer
Hypoxie ausgesetzt werden, als PPHN-Modell bezogen auf Feten dienen kann. Zudem
persistierte die in der Fetalperiode durch Hypoxie ausgeloste PPHN auch in den adulten
Schafen, auch wenn diese unter normoxischen Bedingungen gehalten wurden. Demnach
ist das in dieser Arbeit verwendete Modell vergleichbar mit anderen etablierten Modellen
der PPHN, wobei jedoch ein wesentlicher Unterschied festzustellen ist. Das vorliegende
Modell bildet die chronische intrauterine Hypoxie als Ursache der PPHN ab, ohne
jegliche Manipulation am Ductus arteriosus. Da die genannte Hypoxieform die
zweithdufigste Ursache der menschlichen PPHN darstellt °°, trigt das in dieser Arbeit
vorgestellte Modell entscheidend dazu bei, die Pathomechanismen der PPHN weiter zu
verstehen, da es die in vivo Bedingungen des Menschen widerspiegeln kann. Auflerdem
wurde in dieser Arbeit die Unterlegenheit der peroralen Vitamin-C-Zufuhr gegeniiber der
intravendsen Gabe berlicksichtigt (s. Kap. 1.4). Die trachtigen Schafe erhielten abhéngig

von ihrem Korpergewicht tiaglich 200 mg/kg Vitamin C intravends verabreicht.

Die Folgen der PPHN beschrinkten sich jedoch nicht nur auf die Lunge, sondern konnten
auch im Herzen festgestellt werden. Nachfolgend werden diesbeziiglich die
stereologischen, histologischen und molekularbiologischen Ergebnisse des vorliegenden

Tiermodells ndher diskutiert.
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4.3 Effekt von Hypoxie und Vitamin C auf die
histomorphologischen Veranderungen in der
Lunge

Dass eine chronische Hypoxie eine PH verursacht und diese sich histologisch in Form

von Wandstirkenzunahme und vermehrter Muskularisierung, ausgelost durch eine

PASMC Hyperproliferation widerspiegelt, ist hinreichend untersucht worden, u. a. an

Ratten >!4729 ynd Mausen 384128,

Die GefiaBwandzunahme der Pulmonalgefile von Schafen in anderen Modellen der
PPHN, wie oben beschrieben (s. Kap. 4.2), wurde bereits nachgewiesen >7*21°, Dabei
konnten diese Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit mithilfe der chronischen fetalen
Hypoxie von Schafen, induziert durch die Haltung in Hypoxie-Kammern, bestdtigt
werden. Diese Verdnderungen an den Pulmonalgefilen waren persistierend in den
adulten Schafslungen nachweisbar, auch wenn diese nach der Geburt unter normoxischen

Bedingungen aufwuchsen.

Zugleich konnte die vorliegende Arbeit zeigen, dass eine Hypoxie-induzierte
Wandstiarkenzunahme der Pulmonalgefile durch die Gabe von Vitamin C in der
Fetalperiode verhindert werden kann (s. Abb. 3-3). Diese protektive Wirkung von
Vitamin C in der Fetalperiode war ausreichend und persistierend, sodass die adulten
Schafe, die unter weiterer Normoxie aufwuchsen, keine sekundire Wandstirkenzunahme

verzeichneten (s. Abb. 3-6).

Dass die Gabe von Vitamin C die Ausbildung der pulmonalen Hypertonie verringert,
wurde u. a. in Hithnern nachgewiesen. Xiang et al. 2!°> konnten dabei zeigen, dass die

Gabe von Vitamin C die Wandstédrke und GefaBmuskularisierung negativ beeinflusste.

In der vorliegenden Arbeit ldsst sich zwar ein signifikanter Unterschied bezogen auf den
Grad der Muskularisierung unter hypoxischen Bedingungen nachweisen, jedoch nur bei
adulten Schafen (s. Abb. 3-12). Durch die Gabe von Vitamin C kommt es zu tendenziell
weniger voll muskularisierten PulmonalgefdBlen in den adulten Schafen, jedoch ist dies
nicht signifikant. AuBerdem zeigten die Schafe der Kontrollgruppe, die unter
normoxischen Bedingungen aufwuchsen, einen hohen Anteil an voll muskularisierten

peripheren Pulmonalgefdf3en. Diese Beobachtung zieht sich durch alle Gefaflkategorien
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in Hinblick auf die fetalen sowie adulten Schafe. Diese Ergebnisse unterscheiden sich

demnach von den bisher publizierten Tiermodellen der PPHN 2°,

Fibrotische Veranderungen der Lunge, die schon in der normoxischen Gruppe zu dieser
deutlichen Mehrheit an voll muskularisierten GefdBen gefiihrt haben kdnnten, wurden
durch eine Trichromfiarbung ausgeschlossen. Anderweitige Lungenerkrankungen der
Kontrollgruppe, die sich mit einem bindegewebigen Umbau manifestieren wiirden,

223

wiirden den Grad der Muskularisierung beeinflussen ““°, wodurch die divergenten

Ergebnisse erkldrbar gewesen wiren.

Dass die peripheren Pulmonalgefifle der Schafe schon in der Kontrollgruppe relativ
zahlreich voll muskularisierte GefiBe aufweisen, ist bekannt 2!°. Doch in der

vorliegenden Arbeit war dieser Anteil deutlich erhoht.

Diese Ergebnisse unterscheiden sich deutlich von den Untersuchungen an anderen Tieren

wie Ratten 2%-158.190

. Diese Arbeiten zeigten eine deutliche Mehrheit von nicht
muskularisierten Gefdllen bzw. in absteigender Reihenfolge teil muskularisierten und voll
muskularisierten GefdBlen unter normoxischen Bedingungen. Die Hypoxie induzierte
wiederum einen Umbau der peripheren Pulmonalgefifle mit einer Mehrheit von voll
muskularisierten Gefdflen und in absteigender Reihenfolge teil muskularisierten und nicht

muskularisierten GefaB3en, was demnach umgekehrt verlief.

Ahnlich zu den oben genannten Tiermodellen verhilt es sich im Menschen. Beim
gesunden Menschen ist der pulmonale GefidBbaum nur bis zu einem Gefddurchschnitt
von ca. 80 um voll muskularisiert. Danach nimmt die Muskularisierung ab bis hin zu

nicht muskularisierten GefiBen 7.

Darauf bezogen erscheint eine ndhere Betrachtung der Methodik in den jeweiligen
Modellen lohnenswert. Zunichst werden diesbeziiglich die bisherigen Schafsmodelle der
PPHN betrachtet, bei denen der Grad der Muskularisierung untersucht wurde. Bei Wild

et al. 210

wurde die Unterteilung zwischen nicht muskularisierten und muskularisierten
PulmonalgefdBen rein visuell getroffen, mit der Unterscheidungshilfe, ob lediglich nur
eine Lamina elastica oder sowohl eine Lamina elastica interna als auch -externa
vorhanden war. Wie die Unterteilung zwischen teil- und voll muskularisierten Gefaf3en
getroffen wurde, ist nicht beschrieben worden. Ublicherweise wird hier differenziert, ob

die Lamina elastica interna vollstindig oder nur teilweise vorhanden ist, z. B. bei Xiang

et al. 2. Bei teil- und voll muskularisierten Gefiflen ist die Lamina elastica externa
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komplett ausgebildet. In der vorliegenden Arbeit wurde zur Bestimmung des
Muskularisierungsgrades der Anteil der Muskulatur in der GefdBwand kolorimetrisch-
spektrometrisch erfasst, nach Anfarbung der Pulmonalgefie mit a-Aktin (s. Kap.
2.4.2.3). Durch dieses Verfahren ergibt sich eine Unabhingigkeit von der visuellen
Beurteilung der Lamina elastica und sich daraus ergebenden Fehlern. Bei der
kolorimetrisch-spektrometrischen Analyse ist z. B. ein nicht muskularisiertes Gefdf3
definiert mit einem Anteil von <5 % an positivem glattmuskuldrem o-Aktin im
Verhiltnis zum gesamten Gefd3. Diese Angaben sind vor allem in Maus- und
Rattenmodellen der PH beschrieben 364128158 In der vorliegenden Arbeit wurde die
Doppelfarbung der Pulmonalgefdfie in Schafen neu etabliert, wobei fiir die Auswertung

bereits vorhandene Richtwerte verwendet wurden. Tucker et al. '®

zeigten jedoch
anschaulich in ihrer Ubersichtsarbeit, dass bezogen auf die Ausbildung der pulmonalen
Hypertonie (hier durch die Exposition in extremer Hohenlage) deutliche Unterschiede
zwischen den Tierspezies existieren. Daher stellt sich hier die Frage, ob die hier

verwendeten Richtwerte iibertragbar sind auf Schafe.

Trotz aller methodischen Uberlegungen dominierte der Anteil an voll muskularisierten
GefédBen in der vorliegenden Arbeit deutlich. Ob diese Verdnderung infolge des Aufbaus
des Modells, der Wahl der Spezies oder durch eine anderweitige Beeintrachtigung

aufgetreten ist, konnte nicht abschlieend geklart werden.

4.4 Effekt von Hypoxie und Vitamin C auf die
rechtsventrikulare Herzwand

Im vorliegenden Modell konnten anhand der stereologischen Untersuchung des rechten
Herzens, durch Prof. Dino A Giussani, Department of Physiology, Development and
Neuroscience, University of Cambridge, Vereinigtes Konigreich, die Folgen einer

persistierenden PH in den fetalen und adulten Schafen gezeigt werden.

Dass in den hypoxischen fetalen Herzen signifikant erniedrigte Volumina der
rechtsventrikuléren Herzwand vorlagen, obwohl sie histologisch eine PH aufwiesen, ldsst
sich eventuell durch den Umgehungskreislauf der Feten iiber den Ductus arteriosus %
erkldren (s. Abb. 3-1). Der infolge der PH im Lungengefaf3bett erhdhte Widerstand wiirde
zu einer Nachlasterhdhung im rechten Ventrikel fiihren. Diese wiederum kann in den
Feten tiber die Shunt-Verbindung, den Ductus arteriosus, in die absteigende Aorta
umgangen werden, sodass das Blut dem Weg des geringsten Widerstandes folgt. Die
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damit fehlende Nachlasterhohung kann somit keine rechtsventrikuldre Hypertrophie

induzieren.

Mit der Geburt verschlief3t sich jedoch der Ductus arteriosus und somit der Rechts-Links-
Shunt. Im Vergleich zu den normoxischen Gruppen war das Volumen der
rechtsventrikuliren Herzwand der adulten Schafe, die in der Fetalperiode unter
hypoxischen Bedingungen aufwuchsen, im vorliegenden Modell erhoht (s. Abb. 3-2).
Dies entspricht dem Cor pulmonale, das im Rahmen der PH entsteht. Durch den erhdhten
Lungenwiderstand steigt die Nachlast im rechten Ventrikel an, da die Shunt-Verbindung
fehlt, die kompensatorische Mechanismen induziert, die zur Hypertrophie des rechten
Ventrikelmyokards und im Verlauf zu einer Dilatation fiihren '*’. Diese Aussage kann
durch die Arbeit von Abman et al. ? bekriiftigt werden. Abman et al. fiihrten bei Schafen
im letzten Drittel der Schwangerschaft 3 bis 14 Tage lang eine Okklusion des Ductus
arteriosus durch. Die fetalen Schafe bildeten schon nach diesem kurzen Intervall der
Okklusion signifikant hohere rechtventrikuldre Herzwand-Volumina aus. Wie oben
beschrieben, fehlt hiermit der Rechts-Links Shunt, und die Nachlasterh6hung fiihrt zur

Hypertrophie des rechten Ventrikels.

Ahnliche pathophysiologische Uberlegungen sind bei Tiermodellen anzustellen, bei
denen neugeborene Tiere unter chronischer Hypoxie gehalten werden, wie bei

1 156

Saini-Chohan et a an Schweinen. Zwar bilden diese Schweine nach kurzer Hypoxie-

Phase eine rechtsventrikuldre Hypertrophie aus, jedoch sind diese und andere

Tiermodelle 22127217

allesamt an Neugeborenen durchgefiihrt worden und widersprechen
nicht den hier priasentierten Ergebnisse bezogen auf fetale Schafe. Denn in der Literatur
wird beschrieben, dass sich durch den Atemzug des Tieres bzw. Menschen der Ductus
arteriosus durch verschiedenste Mechanismen physiologisch innerhalb weniger Stunden
bzw. Tagen verschlieBt ! sodass auch hier die Ergebnisse vergleichbar sind, z. B.

bezogen auf die intrauterine Ligation vom Ductus arteriosus.

Die Frage, die sich in Bezug auf das vorliegende Modell stellt, ist, ob diese
Nachlastsenkung tiber den Ductus arteriosus in den fetalen hypoxischen Schafen so
effektiv war, dass es dadurch sogar zu signifikant erniedrigten Herzwand-Volumina kam,
oder ob hier andere Mechanismen eine Rolle gespielt haben (s. Abb. 3-1). Dies konnte

nicht abschlieBend geklart werden.
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Bei der praventiven Gabe von Vitamin C unter hypoxischen Bedingungen zeigten die
fetalen Schafe dhnliche Herzwand-Volumina wie die normoxischen Schafe. Die adulten
Schafe bildeten unter Vitamin-C-Therapie keine rechtsventrikuldre Hypertrophie aus (s.
Abb. 3-2). Pathophysiologisch bleibt die Ausbildung des Cor pulmonale aus, da sich
keine PH entwickelt. Nachfolgend wird diese ndher diskutiert.

4.5 Effekt von Hypoxie und Vitamin C auf die
molekularbiologischen Veranderungen in der
Lunge
Es wird angenommen, dass bei der Ausbildung der PH ein Ungleichgeweicht zwischen
vasoaktiven und vasodilativen Substanzen sowie zwischen proliferativen und anti-
proliferativen Substanzen vorhanden ist. ROS, deren Ungleichgewicht auch als einer der
Ausloser der PH diskutiert wird '3®'! konnten mittels Vitamin C als Antioxidans
reguliert werden. Um diese Hypothese auch darauf bezogen weiter zu erdrtern, inwiefern
dies im Modell der PPHN zu finden ist, wurden molekularbiologische Untersuchungen

durchgefiihrt, die im Folgenden diskutiert werden.

Es wurden 33 Gene ausgewdhlt, die bei der Ausbildung der PH eine Rolle spielen. Diese
lassen sich zusammenfassen in Gene, die bei der Produktion sowie dem Abbau von ROS

bzw. am NO-Signalweg und anderen Signalwegen beteiligt sind.

Nachfolgend wird zunédchst der Effekt von Hypoxie auf die molekularbiologischen
Verdnderungen der Lunge diskutiert. In den adulten Schafen sind 10 der 33 untersuchten
Gene unter Hypoxie reguliert. Diese Ergebnisse sind in der Hinsicht als interessant zu
interpretieren, da die Schafe nach ihrer Geburt alle ohne Therapie unter normoxischen
Bedingungen aufwuchsen (s. Kap. 2.1). Zunichst werden die regulierten Gene diskutiert,

die bei der Produktion von ROS beteiligt sind.

Die bedeutendsten Enzyme, die ROS produzieren konnen, sind NOX. In der vorliegenden
Arbeit war die Expression von NOX1 in den adulten Schafslungen der hypoxischen
Gruppe signifikant erhoht (s. Abb. 3-21). Die pulmonalen GefiBle exprimieren
NOXI1, 2, 4 und 5, wobei NOX5 nur im Menschen vorkommt ''?. Berkelhamer et al. '3

und Dennis et al. 3

zeigten eine erhdhte Expression von NOX1 in neonatalen Méusen
bzw. Schweinen mit PH. Veit et al. '°2 und Yu et al. 2% diskutierten, ob NOX1 auch bei

der Monocrotalin-induzierten PH eine Rolle spielt. In der Ubersichtsarbeit von Bedard et
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al. '! wurde dariiber hinaus gezeigt, dass die Expression von NOX1 in den Gefien durch
PDGF, Prostaglandin F2,, EGF und Angiotensin II stimuliert wird, die wiederum werden

unter der Hypoxie u. a. durch den HIF-Signalweg exprimiert "'

Ein weiteres Enzym, das, neben vasodilatativ wirkendem NO, ROS produzieren kann, ist
die eNOS. In den adulten Schafslungen der vorliegenden Arbeit konnte eine erhdhte
Expression von NOS3 (eNOS) in der Hypoxie-Gruppe nachgewiesen werden (s. Abb.
3-22). Wedgwood et al. 22 beschrieben in diesem Zusammenhang, dass eine erhohte
NOX-Aktivitdt den entscheidenden Trigger darstellen konnte, weshalb NOS3 sich
entkoppelt. Die Entkopplung beschreibt einen Zustand, wo NOS3 (anstelle von NO) ROS
in Form von Oz produziert. Die bedeutendsten Co-Faktoren von NOS3 sind das
Hitzeschockprotein 90 (HSP90) und Tetrahydrobiopterin (BH4). O>™ reagiert mit NO zu
ONOO, das die Verfiigbarkeit von HSP90 verringert '#!2°! sowie BH4 abbaut **!7, Der
Mangel an diesen Co-Faktoren fiihrt ebenfalls zu einer Entkopplung von NOS3.
Uberschreitet also die Entkopplung eine Schwelle, unterhilt sie sich von alleine: ein

Circulus vitiosus >*.

Ein weiterer Ort, wo ROS entstehen konnen, sind die Mitochondrien !*¢. Brookes et al. 2°
beschrieben, dass ein Ungleichgewicht des Ca®*-Haushalts (s. TRPC1, S. 94) zu einer
Storung der mitochondrialen Atmungskette und der einzelnen Atmungskomplexe fiihrt
und dies der zentrale Trigger fiir die mitochondriale ROS(mROS)-Produktion ist, die in
der vorliegenden Arbeit jedoch nicht analysiert wurde. Rathore et al. '*° konnten jedoch
zeigen, dass die mitochondriale ROS die NOX1-Aktivitdt in den PASMC triggern kann,
sodass noch mehr ROS durch NOX1 produziert wird. Somit konnten NOX1 und NOS3,
die in den adulten Schafen eine signifikant erhohte Expression zeigen, die

Produktionsstellen von ROS in diesem Tiermodell der PPHN darstellen.

Als néchstes sollen die Gene diskutiert werden, die beim Abbau von ROS beteiligt sind.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit zeigten SOD 3.2 und GPXI1 tendenziell hohere
Expressionen in den adulten Schafslungen der Hypoxie-Gruppe, was jedoch nicht
signifikant war (s. Abb. 3-25, Abb. 3-26). Karlenius et al. ¥’ wiesen in ihrer Arbeit nach,
dass oxidativer Stress iiber den Nrf2/ARE-Signalweg zur Expression von antioxidativen
Genen wie SOD und GPX1 fiihrt. In der Folge konvertiert SOD O™ zu H202, das dann
im ndchsten Schritt von GPX1 zu 2 H>O reduziert werden kann. In Studien wurde gezeigt,
dass sich die Expression von SOD1 abhdngig von der Dauer der Hypoxie verdndert. So
verringerte sich im Schafsmodell die mRNA-Expression von SOD1 in den ersten Wochen
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der Hypoxie, woraufhin ein Anstieg in den nichsten Wochen folgte '°2. Ebenso ist der
Wirkmechanismus von CAT in der PH unklar, da die Expression beim Menschen mit PH
nicht verindert ist %43, Die exogene Gabe von SOD oder CAT =zeigte in
unterschiedlichen Tiermodellen die Normalisierung von ROS #+2%  Die in der
vorliegenden Arbeit tendenziell erhohte Expression von SOD 3.2 und GPX ist dabei
gestiitzt von der These von Karlenius et al. 8" durch das Vorliegen eines mdglichen

oxidativen Stresses in Form von ROS erklarbar.

Nachfolgend werden die regulierten Gene diskutiert, die in Zusammenhang mit der
Vasokonstriktion und dem damit verbundenem NO-Signalweg sowie weiteren

Signalwegen stehen.

In der vorliegenden Arbeit zeigten die adulten Schafslungen der Hypoxie-Gruppe eine
signifikant hohere Expression von TRPC1 (s. Abb. 3-34). Malczyk et al. !'! konnten
nachweisen, dass es vor allem bei der chronischen Hypoxie iiber TRPCI1 zur
Ausbildung/Triggerung einer PH kommt, hingegen spielt TRPC6 vor allem bei der akuten
Hypoxie eine zentrale Rolle. Somit kdnnte TRPC1 auch in dem vorliegenden Modell der
PPHN bedeutsam sein. Die TRPC1-Expression wird indes durch HIF reguliert '%°. Durch
die erhohte Expression von TRPC1 kann vermehrt Ca?* in die Zelle einstrdmen, sodass

ein gestorter Ca>*-Haushalt die mitochondriale ROS Bildung begiinstigt.

Calcium, ist relevant fiir eine Vasokonstriktion und wird u. a. durch die TRPC reguliert.
Die Vasokonstriktion bzw. -dilatation ist ein komplexer Mechanismus und wird durch
verschiedene Second Messenger und Phosphodiesterasen (PDE) reguliert. In der
vorliegenden Arbeit konnte diesbeziiglich eine signifikant erhdhte Expression von
PDE2A in den adulten Schafslungen der Hypoxie-Gruppe nachgewiesen werden (s. Abb.
3-29).

Fiir die Kontraktion von glatten Muskelzellen, wie sie in den Blutgefdflen vorkommen,
wird die Myosin-leicht-Ketten-Kinase (MLCK) benotigt. Dieses Enzym fiihrt durch die
Phosphorylierung vom Myosin, in Abhédngigkeit von der Calciumkonzentration, zur
Kontraktion der Zelle. Gegenstiick der MLCK ist die Myosin-leicht-Ketten-Phosphatase
(MLCP), die eine Dephosphorylierung vom Myosin vornimmt, sodass sich die Zelle
relaxiert 3. Diese Enzyme werden in ihrer Aktivitit durch Second Messenger wie
cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und cyclisches Guanosinmonophosphat

(cGMP) gesteuert. So konnten Murthy et al. '?! und Offermanns et al. '*° zeigen, dass
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cAMP, gebildet aus Adenosintriphosphat (ATP), die Aktivitdit von MLCK durch
Proteinkinase A (PKA) inhibieren kann, sodass es zu einer verminderten Kontraktion
kommt. Aus Guanosintriphosphat (GTP) gebildetes cGMP hingegen kann die Aktivitdt
von MLCP durch Proteinkinase G (PKG) steigern, sodass es zur vermehrten Relaxation

kommt 121,130

Dabei regulieren sich cAMP und cGMP u. a. allosterisch durch die Aktivierung von PDE.
Von den bekannten 11 PDE-Typen konnen einige spezifisch cAMP oder cGMP abbauen.
Andere PDE koénnen ¢cGMP und cAMP gleichermaBen gut abbauen '*°. Dabei konnten
Omori et al. 13! zeigen, dass cGMP u. a. durch PDE2A abgebaut wird bzw. cAMP durch
PDE2A und PDE4A. Durch den Abbau beider Second Messenger kommt es folglich zur
vermehrten Vasokonstriktion. Auch ROS konnen die Aktivitidt von PDE steigern. Fetale
PASMC vom Schaf, die H20O2 ausgesetzt wurden, zeigten dabei eine erhohte Aktivitit
von PDES5 mit konsekutiver verminderter cGMP-Aktivitit 5,

Weitere vasodilative Signalwege wie der NO-Signalweg konnten durch die
moglicherweise vermehrte Bildung von ROS in ihrer Expression eingeschrinkt sein. Ein
essenzielles NO-produzierendes Enzym ist NOS3. Wie bereits oben erwihnt (s. S. 93)
wird NOS3 bei vermehrter Expression von NOX1 und fehlenden/destabilisierten Co-
Faktoren entkoppelt und kann somit selbst ROS produzieren. Daher wiirde dieses
elementare Enzym fiir die Produktion von NO ausfallen. Das vorhandene NO reagiert
zudem schnell mit O2” zu ONOO-, einer RNS. Somit wiirde NO fehlen, die tiber sGC den

Second Messenger cGMP produziert und vasodilativ auf MLCP reagieren kdnnte *°.

Folglich konnte die vermehrte Vasokonstriktion durch die signifikante Expression von
PDE2A, durch erhohte ROS Konzentrationen bedingt sein. Zudem wiirde NO mit dem
nachfolgendem Signalweg fiir die Vasorelaxation fehlen. All dies wiirde das vaskulére

Remodeling begiinstigen.

Thenappen et al. '3 konnten beschreiben, dass fiir das vaskulire Remodeling vermutlich
ein Zusammenspiel aus Proliferation, Vasokonstriktion und Apoptose-Resistenz
entscheidend ist. In den adulten Schafslungen der vorliegenden Arbeit konnte eine
erhohte Expression von Cytochrom C (CC) in der Hypoxie-Gruppe nachgewiesen werden
(s. Abb. 3-35). Der Austritt von CC aus den Mitochondrien ins Zytosol wiirde in der Zelle
zur Einleitung der Apoptose fiihren. Eine erhohte mROS-Bildung kann den Austritt von

CC aus den Mitochondrien gemil Madamachi et al. begiinstigen '%°. Hu et al. 7® jedoch
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konnten zeigen, dass die Hypoxie mitochondriale Kalium-Kanile 6ffnen kann, die den
CC-Austritt und somit die Apoptose verhindern konnen, der als moglicher Signalweg fiir
die Apoptose-Resistenz diskutiert wird. Da in der vorliegenden Arbeit das
Lungenhomogenat im Gesamten untersucht wurde, kann dahingehend keine Aussage
getroffen werden, ob die erhdhte Expression von CC in den adulten Schafslungen der
Hypoxie-Gruppe zytosolisch oder mitochondrial vorkommt und ob dies einen moglichen

Signalweg fiir die Apoptose-Resistenz in den Schafen darstellt.

Dass in den adulten Schafslungen der Hypoxie-Gruppe weiterhin hypoxische
Bedingungen herrschen bzw. der HIF-Signalweg aktiviert ist, wird anhand der signifikant
erhohten EPO-Expression deutlich (s. Abb. 3-33). Unter hypoxischen Bedingungen wird
HIF-a nicht abgebaut und verbindet sich mit HIF-B. Im Nukleolus wird die Expression
von EPO durch HIF aktiviert '®. AuBerdem kann HIF die bereits beschriebenen Gene
TRPC1 ' und NOX1 7! aktivieren. Mitochondriale ROS und ROS kénnen, gemif

1.  auch den Abbau von HIF-a verhindern, indem sie die Aktivitdt von

Guzy et a
prolylhydroxylase domain containing protein (PHD) inhibieren. Die HIF-a-Untereinheit
kann sich somit mit der HIF-B-Untereinheit zu HIF vereinen und infolgedessen auch den

HIF-Signalweg aktivieren.

Zusammenfassend konnte die Hypoxie durch den HIF-Signalweg {iber verschiedene oben
genannte Gene die vermehrte Bildung von ROS begiinstigt, die vermehrte
Vasokonstriktion und Apoptose-Resistenz gefordert sowie schlieBlich zum vaskuldren
Remodeling beigetragen haben. In der Literatur wird zwischen der akuten und
chronischen Hypoxie unterschieden, wobei die damit einhergehende ROS-Produktion
kontrovers diskutiert wird. Einerseits wird beschrieben, dass es in der akuten Hypoxie zur
verminderten und in der chronischen Hypoxie zur vermehrten Bildung von ROS kommt.
Andere Autoren*innen haben hingegen das Gegenteil ausgefiihrt, wonach es in der akuten
Hypoxie zur vermehrten und in der chronischen zur verminderten Bildung von ROS
kommt 3%172173.180.19 - AhschlieBend kann dies im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht

geklirt werden, da keine Konzentrationsmessungen von ROS durchgefiihrt wurden.

Nachfolgend finden sich mogliche Signalwege in den adulten Schafslungen der
hypoxischen Gruppe unter der Hypothese, dass die chronische Hypoxie zur vermehrten

Bildung von ROS gefiihrt hat (s. Abb. 4-1).
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Abb. 4-1 Ubersicht iiber den moglichen Signalweg in den adulten Schafslungen der Hypoxie-Gruppe
Hypoxie kénnte die Aktivitit von PHD gehemmt haben, sodass es durch die HIFa-HIF [} Dimerisierung zur
Aktivierung nachgeschaltete Signalkaskaden gekommen sein konnte, u. a. EPO, TRPCI und iiber
Zwischenschritte NOXI. Durch die vermehrte Expression von TRPCI kénnte vermehrt Ca’* in die Zelle
eingestromt sein. Das Ungleichgewicht des Ca’*-Haushalts kénnte zur Storung der mitochondrialen
Atmungskette fiihren. Dadurch konnte vermehrt mROS aus den Mitochondrien freigesetzt worden sein, und
es wiirde zur Storung des Cytochrom C-Signalweges kommen. Zudem konnten mROS sowie ROS die
Aktivitit von PHD hemmen. Auferdem kénnte mROS die Aktivitit von NOX1 gesteigert haben. NOX1 selbst
kénnte ROS produzieren sowie NOS3 zur Entkopplung triggern, sodass das entkoppelte-NOS3 ebenfalls
ROS produzieren wiirde. Die Entkopplung wiirde dabei durch die Hemmung/Abbau der Co-Faktoren von
NOS3, BH4 und HSP90 gesteigert werden. Auch das Produkt von NOS3 (NO) wiirde durch ROS abgebaut
werden. ROS wiirden iiber den Nrf2/ARE-Signalweg antioxidative Gene wie SOD und GPXI aktivieren,
die in diesem Modell in der Hypoxie tendenziell vermehrt exprimiert waren. Durch das Fehlen von NO
wiirden weitere Signalwege unterbrochen worden. So wiirde sGC weniger cGMP herstellen, das iiber PKC
die MLCP stimulieren wiirde, die zur Vasodilatation gefiihrt hditte. Das vorhandene cGMP wiederum wiirde
durch PDE abgebaut werden, wie auch cAMP. Dieses hdtte sonst iiber PKA die MLCK gehemmt, sodass
es zur verminderten Kontraktion gekommen wdre. Durch die fehlende Hemmung von MLCK und die
fehlende Stimulierung von MLCP kéiime es zur vermehrten Vasokonstriktion. Fiir die Vasokonstriktion wdre
dabei geniigend Ca’" vorhanden durch TRPCI. Die Vasokonstriktion im Zusammenspiel mit der Apoptose-
Resistenz, die durch den moglichen fehlenden Ubertritt von Cytochrom C aus den Mitochondrien ausgeldst
werden wiirde, endet schlieflich im ROS-vermittelten vaskuldren Remodeling.

PHD = prolylhydroxylase domain containing protein, HIF = Hypoxie-induzierter Faktor, EPO =
Erythropoetin, TRPC = transient receptor potential cation channel, mROS = mitochondriale ROS,
CC = Cytochrom C, ROS = reaktive Sauerstoffspezies, NOX = NADPH-Oxidase, NOS3 = NO-
Synthase 3, ENOS3 = entkoppelte NO-Synthase 3, BH4 = Tetrahydrobiopterin,
HSP90 = Hitzeschockprotein 90, NO = Stickstoffmonoxid, SOD = Superoxiddismutase,
GPXI = Glutathionperoxidase;, sGC = Soluble Guanylatzyklase, GTP = Guanosintriphosphat, GMP =
Guanosinmonophosphat, cGMP = cyclisches Guanosinmonophosphat, PKC = Proteinkinase C, ATP =
Adenosintriphosphat, AMP = Adenosinmonophosphat, cAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat,
PKA = Proteinkinase A, PDE = Phosphodiesterase, =~ MLCP = Myosin-leicht-Ketten-Phosphatase,
MLCK = Myosin-leicht-Ketten-Kinase.
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Nachdem der Effekt von Hypoxie auf die adulten Schafe diskutiert wurde, soll im
Folgenden die Auswirkung von Vitamin C wiéhrend der Hypoxie auf die

molekularbiologischen Verdnderungen der adulten Schafslungen diskutiert werden.

Zunichst sind die an der Produktion von ROS beteiligten regulierten Gene zu diskutieren,
auch in Hinblick darauf, wie diese verdndert sind unter Hypoxie mit Vitamin-C-Therapie.
Die Expression von NOX1 und NOS3 waren unter der Therapie von Vitamin C gegeniiber
der rein hypoxischen Gruppe in den adulten Schafslungen signifikant erniedrigt (s. Abb.
3-21, Abb. 3-22). Heller et al. ° konnten nachweisen, dass Vitamin C den Co-Faktor von
NOS3 (BH4) stabilisieren kann und somit dessen Abbau durch ROS verhindert. Ahnliche
Ergebnisse beschrieben auch Baker et al. 8, d’Uscio et al. *° und Panday et al. '*7. Durch
diese Arbeiten konnte auch erkldrt werden, weshalb die Vitamin-C-Therapie in der
normoxischen Gruppe der adulten Schafe eine signifikant erhohte Expression von NOS3
zeigte, verglichen mit der normoxischen Gruppe mit NaCl-Gabe (s. Abb. 3-22). Mit der
Stabilisierung von BH4 durch Vitamin C konnte die Expression/Aktivitdit von NOS3

unter normoxischen Bedingungen bereits erhoht worden sein.

Durch die Stabilisierung von NOS3 koénnte nun vermehrt NO produziert werden.
AuBerdem kann Vitamin C als Antioxidans vorhandenes ROS wie O>” reduzieren, sodass
dieses nicht mit NO zu ONOO" reagieren kann. Pleskova et al. '** konnten wiederum
feststellen, dass NO sowohl die Expression als auch die Aktivitdt von NOX1 in renalen
Mesangiumzellen vermindern kann, was in Z#hnlicher Form auch Qianet al. '#
nachwiesen. Dabei kann NO mittels Nitrosylierung (einer posttranslationalen
Modifikation) die Aktivitdit von NOX vermindern, was vor allem bei NOX1 und in
absteigender Reihenfolge bei NOX5 und NOX2 erfolgt. Die verminderte
Expression/Aktivitit von NOXI1 konnte somit auch die Entkopplung von NOS3

verhindern. Die bedeutendsten ROS-Produktionsstellen in der vorliegenden Arbeit

konnten somit durch die Gabe von Vitamin C herunterreguliert worden sein.

Als nichstes werden die regulierten Gene diskutiert, die beim Abbau von ROS beteiligt
sind, wiederum bezogen auf deren Verdnderung unter der Hypoxie mit Vitamin-C-
Therapie. Antioxidative Gene, SOD 3.2 und GPX1, waren im Rahmen der vorliegenden
Arbeit unter der Vitamin-C-Therapie gegeniiber der rein hypoxischen Gruppe signifikant
erniedrigt (s. Abb. 3-25, Abb. 3-26). In der Literatur findet sich bisher keine Arbeit, in
der der Einfluss von Vitamin C auf antioxidative Gene im Zusammenhang mit PH/PPHN
aufgezeigt wird. Rodrigues et al. '* untersuchten die Expression von SOD und Katalase
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in fibrotischen Lungen, was durch ein Herbizid induziert wurde. Hierbei zeigten die
fibrotischen Lungen der Méuse eine erhohte Expression von Katalasen, jedoch nicht von
SOD. Beide Gene waren jedoch unter der Vitamin-C-Therapie in ihrer Aktivitét
signifikant erhoht und verhinderten so die Ausbildung der Fibrose. Albokhadaim et al. ¢
untersuchten des Weiteren an Hiithnern die Auswirkung von Stress in Form von Hitze.
Infolgedessen litten diese an oxidativem Stress und damit verbundener Bildung von ROS.
Als Resultat konnte eine gesteigerte Aktivitdt von SOD, GPX und CAT nachgewiesen
werden. Jedoch verhinderte die Substitution von Vitamin C die genannte

Aktivititssteigerung.

Somit werden in der Literatur verschiedene Expressionsmuster der antioxidativen Gene
beschrieben, zum Teil mit einer Expressionssteigerung unter Vitamin-C-Therapie '>?
sowie teilweise einer Normalisierung der antioxidativen Gene unter gleichen
Bedingungen °. Aufgrund fehlender vergleichbarer Studien lisst sich hier nur vermuten,
wie SOD und GPX in diesem Zusammenhang wirken. In der vorliegenden Arbeit ist die
Hypothese aufzustellen, dass die Vitamin-C-Gaben unter hypoxischen Bedingungen
einen antioxidativen Effekt haben konnten und folglich die antioxidativen Gene nicht
reguliert werden. Unterstiitzend dafiir ist anzufiihren, dass die reine Substitution von
Vitamin C in der normoxischen Gruppe in den Schafen zu keiner vermehrten Expression
der antioxidativen Gene fiihrte. Diese Hypothese stellten auch Albokhadaim et al. ¢ in

ihrer Studie mit Hithnern auf.

Nachfolgend werden die regulierten Gene diskutiert, die in Zusammenhang mit dem HIF-
Signalweg, der Vasokonstriktion und dem damit verbundenem NO-Signalweg sowie
weiteren Signalwegen stehen, wieder bezogen auf entsprechende Verdnderungen unter

der Hypoxie mit Vitamin-C-Therapie.

Vitamin C kann als Co-Faktor von PHD dessen Aktivitdt steigern, sodass vermehrt
HIF-1o. abgebaut wird *. Durch diesen Schritt kénnten zahlreiche HIF-induzierte
Signalwege unterbunden werden. EPO als HIF-induziertes Gen sowie TRCP1 und NOX1
waren dabei in ihrer Expression durch die Gabe von Vitamin C signifikant erniedrigt
gegentiiber der rein hypoxischen Gruppe (s. Abb. 3-21, Abb. 3-33, Abb. 3-34). Durch die
verminderte Expression von TRPC1 konnte der Ca**-Einstrom verringert und somit eine

geringere Vasokonstriktion vorliegen '!!

. AuBlerdem ergibt sich an dieser Stelle
wahrscheinlich kein Ungleichgewicht im Ca®*-Haushalt, sodass auch die mitochondriale
Atmungskette und die Expression von CC nicht gestort werden. In der vorliegenden

99



Diskussion

Arbeit war die CC-Expression unter Vitamin C signifikant erniedrigt gegeniiber der rein
hypoxischen Gruppe (s. Abb. 3-35) und somit vergleichbar zu der der normoxischen
Gruppe, sodass CC nicht zur vermuteten Apoptose-Resistenz fithren wiirde "1, Die
Relaxation der glatten Muskelzellen konnte, neben dem verringertem Ca®" Einstrom,
durch die Regulation von PDE unterstiitzt worden sein. PDE verstiarken durch ihren
Abbau von Second Messengern die Vasokonstriktion . Unter Vitamin-C-Therapie war
die Expression von PDE2A und PDE4A signifikant gegeniiber der rein hypoxischen
Gruppe reduziert (s. Abb. 3-29, Abb. 3-30). Eine mogliche Erklarung dafiir liefert die
Arbeit von Farrow et al. **. Dort war die erhdhte PDES-Expression in fetalen PASMC
von Schafen durch ROS in Form von H>O; unter dem chemischem Antioxidans
N-Acetylcystein signifikant supprimiert. Vitamin C konnte als Antioxidans in der
vorliegenden Arbeit ROS eliminiert haben, sodass die Expression von PDE verringert
wurde und die Second Messenger cAMP und cGMP durch Proteinkinase A und C die

Relaxation der glatten Muskelzellen initiierten.

Zusammenfassend konnte Vitamin C in diesem Modell der PPHN in den hypoxischen
Schafen, als Modulator von Genen, durch Stabilisierung anderer Co-Faktoren, sowie als
Antioxidans, die Bildung von ROS verhindert bzw. eliminiert haben. Das vaskulére
Remodeling in den adulten Schafen bleibt demnach aus. Nachfolgend finden sich
mogliche Signalwege in den adulten Schafslungen der hypoxischen Gruppe mit

Vitamin-C-Therapie, die hier diskutiert wurden (s. Abb. 4-2).
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Abb. 4-2 Ubersicht iiber den méglichen Signalweg in den adulten Schafslungen der Hypoxie-Gruppe
mit Vitamin-C-Therapie

Vitamin C als Radikalfinger wiirde hauptsdchlich die freien ROS eliminieren, die durch die Hypoxie
gebildet werden wiirden. Aufgrund der fehlenden ROS wiirden die Co-Faktoren von NOS3 nicht
destabilisiert/abgebaut werden, und NO wiirde nicht zu ONOO" reagieren. Auch der Nrf2/ARE-Signalweg
zur Produktion von antioxidativen Genen wie SOD und GPXI wiirde in diesem Zusammenhang nicht
stimuliert werden. Des Weiteren wiirde Vitamin C den Co-Faktor BH4 stabilisieren und damit zur
Aktivitétssteigerung von NOS3 beitragen. AufSerdem wiirde Vitamin C die Aktivitdt von PHD stimulieren,
sodass trotz Hypoxie HIFo. (PHD-vermittelt) abgebaut werden wiirde. Es kdme dabei nicht zur Aktivierung
vom HIF-Signalwegs, wie es hier in der signifikant verminderten Expression von EPO, TRPCI, sowie tiber
Zwischenschritte von NOXI sichtbar war. Durch die verminderte Expression von TRPCI kime es
vermutlich auch nicht zum Ungleichgeweicht im Ca’*-Haushalt, sodass die Atmungskette nicht gestort und
es somit zu keinem Austritt von mROS und Cytochrom C kdme. Vorhandenes mROS kénnte zudem durch
Vitamin C eliminiert werden. Durch die verminderte Expression von NOXI1 wiirde NOS3 nicht entkoppelt
werden, sodass dieses mit den stabilisierten Co-Faktoren NO produzieren konnte. NO wiederum kénnte die
Expression von NOX1 hemmen. Nachfolgend wiirde NO-vermittelt iiber sGC, cGMP produziert werden,
das iiber PKC die MLCP stimulieren wiirde, die eine Vasodilatation verursachen konnte. Diese wiirde
aufserdem durch Hemmung der MLCK iiber den cAMP-PKA-Signalweg verstdrkt werden. Die Second
Messenger wiirden dann nicht vermehrt durch PDE abgebaut werden. Durch die fehlende Vasokonstriktion
sowie die Apoptose-Resistenz wiirde das vaskuldre Remodeling ausbleiben.

PHD = prolylhydroxylase ~ domain  containing  protein,  HIF = Hypoxie-induzierter ~ Faktor,
EPO = Erythropoetin, TRPC = transient receptor potential cation channel, mROS = mitochondriale ROS,
CC = Cytochrom C, ROS = reaktive Sauerstoffspezies, NOX = NADPH-Oxidase, NOS3 = NO-
Synthase 3, ENOS3 = entkoppelte NO-Synthase 3, BH4 = Tetrahydrobiopterin,
HSP90 = Hitzeschockprotein 90, NO = Stickstoffmonoxid, SOD = Superoxiddismutase,
GPXI = Glutathionperoxidase; sGC = Soluble Guanylatzyklase, GTP = Guanosintriphosphat,
GMP = Guanosinmonophosphat, cGMP = cyclisches Guanosinmonophosphat, PKC = Proteinkinase C,
ATP = Adenosintriphosphat, AMP = Adenosinmonophosphat, cAMP = cyclisches
Adenosinmonophosphat, PKA = Proteinkinase A, PDE = Phosphodiesterase, MLCP = Myosin-leicht-
Ketten-Phosphatase, MLCK = Myosin-leicht-Ketten-Kinase.
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Nachfolgend wird der Effekt von Hypoxie auf die molekularbiologischen Verdanderungen
der fetalen Schafslungen diskutiert. In diesen waren 0 der 33 untersuchten Gene unter
Hypoxie bzw. Hypoxie mit Vitamin C reguliert. Angesichts der deutlichen histologischen
Veranderungen unter Hypoxie und der Therapie von Vitamin C stellt sich hier die Frage,
ob die Ausbildung der PPHN in den Feten auflerhalb dieser untersuchten 33 Gene
reguliert wird. Nicht alle Gene, die in adulten Lungen reguliert sind, konnen auf die
fetalen Lungen iibertragen werden. So zeigten Wedgwood et al. '*°, dass die Expression
von NOXT in den fetalen Schafslungen mit PPHN nicht erhoht ist. Jedoch ist eine erhohte
Expression von NOX1 in adulten Lungen gut beschrieben 22, AuBerdem sollte an dieser
Stelle betont werden, dass hier ein neues Tiermodell fiir die PPHN etabliert wurde, die
keine Manipulation am Ductus arteriosus beinhaltet. Daher sind die gewonnenen
Erkenntnisse aus bisherigen Tiermodellen der PPHN nur begrenzt iibertragbar. Aber auch
andere Faktoren wie methodische Fehler bei der Lungenfixierung sollten diskutiert
werden. Wie bereits in Kap. 4.1 erdrtert, konnte z. B. Restfruchtwasser in den Lungen der
fetalen Schafe !!* zur unzureichenden Fixierung gefiihrt haben, was abschlieBend nicht

geklart werden konnte.

4.6 Weiterfithrende Untersuchungen

Um die mRNA-Expressionsanalyse weiter zu verifizieren, wurde eine LMD
durchgefiihrt. Dabei wurden PulmonalgefiBe dissektiert, um die mRNA-Expression

spezifisch in diesem Kompartiment untersuchen zu konnen.

Die mRNA-Expression von NOS3 war in den PulmonalgefdBen nicht signifikant durch
Hypoxie oder Vitamin-C-Gabe verdndert. FEine visuelle Auswertung der
Antikorperfarbung gegen NOS3 zeigte, dass unter Hypoxie ein stirkeres Signal in den
Bronchien und ein etwas schwicheres im Endothel der Pulmonalgefiaflen zu finden war
(s. Abb. 3-37, Abb. 3-38). Die Lokalisation von NOS3 im Epithel der Bronchien und/oder
im Endothel der pulmonalen Gefdlle wurde bereits in mehreren Spezies beschrieben
1043.139.222 1nd bestitigt daher die Beobachtungen (Lokalisation von NOS3 im Epithel der
Bronchien und Endothel der Pulmonalgeféfie) in dieser Arbeit. Das stirkere Signal in den
Bronchien konnte (als mogliche Hypothese) eine parakrine Wirkung auf die
Pulmonalgefdfle haben. Bronchien, die in diesem Fall womdglich als Sensorzellen
fungieren, konnten dabei liber parakrine Signalkaskaden das vaskulére Remodeling in den

Gefillen aufrechterhalten bzw. initiieren.
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Ahnliche Untersuchungen wurden schon in Hinblick auf das Krankheitsbild der COPD °,
aber auch bei der PPHN % durchgefiihrt. In diesen Studien wurde das
Expressionsverhalten von VEGF und dessen dazugehdrigem Rezeptor untersucht. In
diesem Zusammenhang wurde vermutet, dass VEGF vermehrt in den Bronchien bzw. der

VEGF-Rezeptor verstérkt in den Gefdflen vorzufinden ist.

Mogliche parakrine Wirkungen zwischen Endothelzellen und den PASMC wurden von
Gao et al. analysiert. Hierbei wurden die verschiedenen vasoaktiven Stoffe wie NO und
ET-1 untersucht, die iiber parakrine Wirkung die Aktivitdt der PASMC beeinflussen,
ausgeschiittet durch die Endothelzellen *°. Auch in einer jiingsten Publikation der
Arbeitsgruppe Weillmann wurde ein solcher parakriner Wirkmechanismus beobachtet. In
diesem Fall induzierte die Sekretion eines marizelluldren Proteins aus den Endothelzellen

die Proliferation der pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen !%.

Die Ergebnisse der genannten Studien sowie die Resultate der LMD und
Antikorperfarbung aus der vorliegenden Arbeit zeigen interessante Ansétze auf, um das
Krankheitsbild der PH (hier der PPHN) besser zu verstehen und zu therapieren. So
konnten bestimmte Medikamente besser iiber die Luft und andere besser {liber das Blut

wirken.

103



Ausblick

5 Ausblick

Ausgehend von den Erkenntnissen aus der vorliegenden Arbeit sollten weitere
Untersuchungen folgen. So sollte im vorliegenden Tiermodell einerseits die minimale
Vitamin C Konzentration eruiert werden, die intravends appliziert werden muss um den
gewlinschten Effekt in den Schafslungen unter Hypoxie zu erzielen. Dabei sollten
besonders Systeme aullerhalb des kardiopulmonalen Systems betrachtet werden, dies in
Hinblick auch auf die mogliche prooxidative Wirkung vom Vitamin C. Andererseits
sollten Untersuchungen folgen in der die fetalen Schafe eine lidngere Zeit Hypoxie
ausgesetzt werden (bisher nur im letzten Drittel der Schwangerschaft) und in weit dies
die histologischen und molekularbiologischen Ergebnisse verdndert. Wie schon in Kap.
4.2 beschrieben, stellt dieses Modell zielfithrender die in vivo Verhiltnisse dar, sodass
sich dies besser auf den Menschen iibertragen lidsst. Ausgehend von einem permanenten
Venenverweilkatether, den die maternalen Schafe im Versuchsaufbau hatten, konnten
verschiedenste Parameter im Blut bestimmt und analysiert werden, unter anderem die

Halbwertszeit von Vitamin C.

In weiteren Untersuchungen sollte die Muskularisierung der peripheren Pulmonalgeféal3e
eruiert werden. Die bereits beschriebenen unterschiedlichen Muskularisierung von
peripheren Pulmonalgefdflen in Schafslungen konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
bestdtigt werden. Demnach sollte gekliart werden, ob sich die hier beschriebenen
Ergebnisse wiederholen lassen und ob dies durch das hier beschriebene Tiermodell zu
erkldren ist, bei dem keine Manipulation am Ductus arteriosus durchgefiihrt wird, was
bisher etabliert war. Zudem ist zu kléren, ob sich die Ergebnisse der Muskularisierung in
Bezug auf die angewandte Methodik unterscheiden, die hier kolorimetrisch-

spektrometrisch war und in anderen Arbeiten rein visuell getroffen wurde (s. Kap. 4.3).

Da mit den molekularbiologischen Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit lediglich
eine Ubersicht iiber bzw. ein Einblick in die bekannten Signalwege vermittelt werden
sollte, konnte in nachfolgenden Arbeiten die Anzahl der Schafe pro Gruppe erhdht
werden, wobei die untersuchten Signalwege zu komplettieren wéren. Insbesondere sollte
mittels Western Blot die Regulation auf Proteinebene untersucht werden. Besonderes
Augenmerk gilt dabei den fetalen Schafslungen, wo keine signifikanten Ergebnisse zu
beobachten  waren. Ebenso  sollten  weitere = LMD-Untersuchungen  und

Antikorperfarbungen erfolgen, um die Expression in den Bronchien zu analysieren, damit
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weitere Erkenntnisse tiber das Zusammenspiel zwischen Bronchien und Gefdf3en ermittelt

werden konnen.

Zuletzt sollten die Konzentrationen von ROS und Vitamin C im Lungengewebe bestimmt
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde u. a. angenommen, dass Vitamin C seine
bekannteste Aufgabe als Radikalfanger wahrnimmt und so durch die Minimierung der
ROS die Ausbildung und Persistenz der PH unterbindet. Diese Eliminierung von ROS im
Lungengewebe gilt es demnach in weiteren Untersuchungen nachzuweisen. In diesem
Zuge konnten auch zusétzliche Experimente folgen, in denen das Zusammenspiel von
Vitamin C und Vitamin E genauer betrachtet wird, was bereits in der Einleitung erldutert

wurde.
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6 Zusammenfassung

Die persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen (PPHN) stellt eine
schwerwiegende Lungenerkrankung des Neugeborenen dar. Dabei wird die chronische
fetale Hypoxie als zweithdufigste Ursache aufgezihlt, wobei dies nur unzureichend in
den bisher etablierten Tiermodellen untersucht worden ist. Ziel dieser Arbeit war es
demnach, durch chronische fetale Hypoxie induzierte pulmonalvaskuldre Verdnderungen
sowie deren mogliche Reversibilitidt durch Vitamin C zu charakterisieren. Anhand der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wird deutlich, dass eine chronische
Hypoxie-Exposition im letzten Drittel der Schwangerschaft eine PPHN in fetalen Schafen
induzierte. Diese PPHN persistierte auch nach der Geburt in adulten Schafen, die unter
normoxischen Bedingungen aufwuchsen. Infolge der fetalen Hypoxie kam es zu einer
Wandstirkenzunahme der Pulmonalgefdle. Vermutlich fiihrt dies zu einem erhdhten
pulmonal-arteriellen Widerstand mit einer Nachlasterhohung im rechten Ventrikel.
Tatsdchlich wiesen die adulten Schafe eine rechtsventrikulire Hypertrophie auf und
bildeten so ein Cor pulmonale aus. Somit sind die hier beschriebenen Ergebnisse
vergleichbar mit denen, bisher etablierten Methoden zur Ausbildung der PPHN. Lediglich
der Muskularisierungsgrad der peripheren Pulmonalgefdf3e unterschied sich mit Blick auf
andere Studien. In den adulten Schafslungen konnten verschiedene Signalwege
identifiziert werden, anhand derer die persistierende PPHN erklért werden konnte. Dabei
lassen sich reaktive Sauerstoffspezies (ROS), als mogliches Schliisselelement vermuten.
Gene, die ROS produzieren oder abbauen kénnen, Gene des HIF-Signalweges sowie
Gene, die bei der Kontraktion/Relaxation der Pulmonalgefidfe beteiligt sind, sind in ihren
Expressionen verandert. Zusitzlich zeigte sich eine mogliche mitochondriale Beteiligung
bei der Entstehung der PPHN. Wie genau diese in adulten Schafen persistierenden
Mechanismen in den fetalen Schafen reguliert wurden, konnte jedoch nicht aufgezeigt
werden. Weiterflihrende Untersuchungen an lasermikrodissezierten Gefdllen sowie
Antikorperfarbungen zeigten eine mogliche parakrine Aktivitit der Bronchien, die das
vaskuldre Remodeling der Pulmonalgefae verstarkt / initiiert haben konnten. Vitamin C
konnte als Radikalfanger in die Dysbalance der vasoaktiven Substanzen eingegriffen
haben und unter der Eliminierung von ROS das Gleichgewicht wiederherstellt haben. Die
prinatale Vitamin-C-Gabe verhinderte die Ausbildung der PPHN sowohl in den fetalen
als auch heranwachsenden adulten Schafen, das sich anhand der stereologischen,
histologischen und molekularbiologischen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen

lasst und scheint in dem hier vorliegenden Modell somit protektiv zu wirken.
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7 Summary

Persistent pulmonary hypertension of the newborn (PPHN) is a serious lung disease
affecting newborns. Chronic fetal hypoxia is listed as the second most common cause of
PPHN, although this has only been insufficiently investigated in the animal models
established to date. The aim of this work was to characterize pulmonary vascular changes
induced by chronic fetal hypoxia and their potential reversibility by vitamin C. The
present thesis shows that chronic hypoxia exposure in the last trimester of pregnancy
induced PPHN in the fetal sheep. This PPHN persisted after birth in the adult sheep
growing up under normoxic conditions. The wall thickness of pulmonary vessels
increased as a result of fetal hypoxia. This may lead to an increased pulmonary arterial
resistance and concomitantly increased afterload of the right ventricle. This suggestion is
supported by the fact of the presence of right ventricular hypertrophy and Cor pulmonale.
The results described here are comparable with the previously established models of
PPHN. Except the degree of muscularization of the peripheral pulmonary vessels differed
from previous studies. Potential dysregulation of various signaling involved in PH
pathogenesis were screened in sheep model of PPHN. Reactive oxygen species (ROS)
are assumed to be a possible key element. Genes involved in ROS homeostasis, HIF
signaling, and PASMC contraction and relaxation were expressed differently. Moreover,
there was evidence that mitochondria might be involved in the model of PPHN in sheep.
How exactly these persistent mechanisms in adult sheep were regulated in fetal sheep
was, unfortunately, not identified. Further investigations on laser microdissected vessels
and antibody staining revealed a possible paracrine activity in the bronchi, which might
have induced or triggered pulmonary vascular remodeling. As a scavenger of free
radicals, vitamin C possibly restored the imbalance of vasoactive substances by
eliminating ROS. The protective effect of prenatal vitamin C administration prevented
the formation of PPHN in both, fetal and adult sheep, which was proven by the

stereological, histological, and molecular biological results in the present study.
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cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
CAT Katalase

CcC Cytochrom C
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cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat
CO2 Kohlenstoffdioxid
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CTEPH Chronisch thromboembolische pulmonale Hypertonie
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d Tag
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EDNI1 Endothelin-1

EGF epidermal growth factor

ENOS3 entkoppelte NO-Synthase 3
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ET-1 Endothelin-1
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H20O Wasser
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|§ 10 Wasserstoffperoxid

HIF Hypoxie-induzierter Faktor

Hox Hypoxie
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mmol Millimol

mPAP mean pulmonary arterial pressure
mRNA messenger RNA

mROS mitochondriale ROS
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NO Stickstoffmonoxid
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NOS3 NO-Synthase 3

NOX NADPH-Oxidase
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ONOO Peroxynitrit

P4HA prolyl-4-hydroxylase alpha

PAH Pulmonal-arterielle Hypertonie

PASMC pulmonary arterial smooth muscle cells
PDE Phosphodiesterase

PDH Pyruvatdehydrogenase

PDK Pyruvatdehydrogenase Kinase

PH pulmonale Hypertonie

PHD prolylhydroxylase domain containing protein
PKA Proteinkinase A

PKG Proteinkinase G

pO2 Sauerstoff-Partialdruck

PPHN persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen
qPCR quantitative Polymerasekettenreaktion
RNS reaktive Stickstoffspezies

ROCK Rho-Kinase

ROS reaktive Sauerstoffspezies

RPS18 Ribosomales Protein S18

sek Sekunde

SEM Standardfehler des Mittelwertes

sGC 16sliche Guanylatzyklase

SOD Superoxiddismutase

Std Stunden

TRPC transient receptor potential cation channel
UCP uncoupling protein

VEGF vascular endothelial growth factor

VitC Vitamin C

vWF von-Willebrand-Faktor

XDH Xanthin Dehydrogenase
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