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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Charakteristika  der hypoxischen pulmonalen
Vasokonstriktion

1.1.1 Die pulmonale Zirkulation

Die Lunge dient zum einem der Aufnahme von Sauerstoff (O>) in das Blut, zum anderen der
Abgabe von Kohlendioxid (CO;) Uber die Atemluft an die Atmosphare. Die luftleitenden
Strukturen des Atmungsorgans werden bei Saugetieren durch die Nasenhohle, den Rachen,
den Kehlkopf, die Luftréhre, die Bronchien und die Bronchiolen, die Gber den Alveolargang in

Alveolen minden, gebildet (Renz-Polster et al., 2004). In den Alveolen findet schlielich der

Lungenkreislauf

rechts links

Atrium

Ventrikel

Korperkreislauf

Abbildung 1. Der Blutkreislauf von Séugetieren. Das sauerstoffarme Blut (blau) gelangt Uiber die Hohlvene in
das rechte Atrium des Herzens. Wahrend der Diastole sammelt sich das Blut in dem rechten Ventrikel. In der
darauffolgenden Systole wird das Blut Uber die Pulmonalarterien in die Lunge gepumpt, wo es in den Kapillaren
mit Sauerstoff angereichert wird. Das sauerstoffreiche Blut (rot) fliet tber die Pulmonalvenen zuriick zum Her-
zen, wo es wahrend der Diastole aus dem linken Atrium in den linken Ventrikel fliet. Daraufhin wird wahrend der

Systole das Blut in die Aorta und damit in den Korperkreislauf gepumpt.
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Gasaustausch mit den angrenzenden Kapillargefaf3en statt (Gutierrez et al., 2007; Redfield
et al.,, 1922). Im Blutkreislauf wird folglich sauerstoffarmes bzw. kohlendioxidreiches Blut
Uber die Hohlvene in das rechte Atrium und dann in den rechten Ventrikel geleitet. Von dort
wird es Uber die Pulmonalarterie in die Lunge zum Lungengasaustausch beftrdert, worauf
anschlieBend sauerstoffreiches Blut Gber die Pulmonalvenen in das linke Atrium flief3t und
schlieBBlich Uber den linken Ventrikel und die Aorta in den Korperkreislauf geleitet wird (Lee,
1971; Comroe, 1966; siehe Abb. 1). Wie die systemischen Gefal3e besteht das Lungenge-
falsystem aus drei anatomischen Kompartimenten: den Arterien, den Kapillaren und den
Venen. Die Architektur des gesunden Lungengeféf3systems ist so konstruiert, dass ein
Netzwerk mit hoher Elastizitat und geringem Widerstand gewahrleistet wird, welches eine
grol3e Oberflache und eine geringe Diffusionstrecke fir den Gasaustausch bietet. Die Wand
der Lungenarterien besteht aus drei Schichten: der &uf3eren Schicht Tunica adventitia, der
mittleren Schicht Tunica media und der inneren Schicht Tunica intima. Im Allgemeinen um-
fasst die Adventitia pulmonaler Arterien eine extrazellulare Matrix, Fibroblasten (oder andere
interstitielle Zellen) und ein neuronales Netzwerk (Townsley, 2011). Die Zusammensetzung
der Zellwand sowie der Beitrag jeder Schicht zur Gesamtwandstéarke variiert von der proxi-

malen Pulmonalarterie bis zu den kleinsten extraalveolaren Arterien.

Tunica adventitia
Tunica media

‘ Tunica intima

Glatte Muskelzellen

Endothelzellen

Interne elastische Lamina

Externe elastische Lamina

Abbildung 2. Der Aufbau einer Pulmonalarterie. Die Arterienwand ist in drei Schichten eingeteilt: Die Tunica
adventitia, die Tunica media und die Tunica intima. Die mediale Schicht wird durch eine elastische Lamina von
den anderen Schichten, die Bindegewebe enthalten, abgegrenzt. Innerhalb der Lamina befinden sich die pulmo-
nalarteriellen glatten Muskelzellen. Das Lumen der pulmonalen Arterien wird durch einen Monolayer aus En-

dothelzellen ausgekleidet.



1. Einleitung 3

Die Klassifizierung der Lungenarterien beruht jedoch auf zwei Merkmalen der medialen
Schicht: dem Vorhandensein einer elastischen Lamina und dem Grad der Muskulatur, sprich
der Anzahl an pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMCs). Somit werden Arterien
als elastische, muskulose, Ubergangs- (mit Merkmalen sowohl der elastischen als auch der
muskularen Arterien), teilweise muskuldse oder nicht-muskulése Arterien klassifiziert. Im
gesamten Lungenarteriensystem besteht die diinne Intima aus einem nicht fenestrierten Mo-
nolayer aus Endothelzellen, die das Gefal3lumen auskleiden, sowie einem subendothelialen
Interstitium, das sich bis zur inneren elastischen Lamina erstreckt (Townsley, 2011; siehe
Abb. 2). Lungenarterien sind im Vergleich zu systemischen Arterien im Allgemeinen weniger
muskulds, dehnbarer und komprimierbarer. Darliber hinaus besitzen Lungenarterien, im Ge-
gensatz zu systemischen Arterien, die Fahigkeit bei Hypoxie zu kontrahieren (Madden et al.,
1985; Shirai et al., 1991; Michelakis et al., 2002; Yuan et al., 1990). Dies dient der optimalen
Ventilations-Perfusions-Anpassung.

1.1.2 Die Ventilations-Perfusions-Anpassung

Fur einen optimalen Gasaustausch ist die Abstimmung von alveolarer Ventilation an die Per-
fusion mit Blut essentiell (Sylvester et al., 2012). Ein optimaler Gasaustausch ist demnach
nur moglich, wenn der Antransport von O durch die Ventilation genau so grof3 ist, wie die
Aufnahme von O, in das Blut. Daraus ergibt sich das Verhaltnis aus Ventilation/Zeit (V) und
Perfusion/Zeit (Q) gleich 1. Wenn die Ventilation in einem Lungenareal eingeschrankt ist, die
Perfusion allerdings gleichbleibt, kommt es zu einer Verringerung des V/Q-Verhéltnisses in
dem eingeschrankten Bereich. Dadurch wird das Blut unzureichend oxygeniert. Eine regio-
nale Variation des V/Q-Verhéltnisses in einer gesunden Lunge ist zum einen auf die Schwer-
kraft zuriickzufiihren, welche eine relativ groRere Perfusion (und somit eine Senkung des
V/Q-Verhéltnisses) in bestimmten Lungenregionen durch Effekte auf den pleuralen und vas-
kuldaren Druck ausiibt. Zum anderen ist die Variation durch die Lungenstruktur bestimmt,
welche die grundlegenden Widerstande gegen den regionalen Luft- und dem Blutfluss fest-
legt, und durch den Tonus der Atemwege und der glatten GefaBmuskulatur, die diese Wider-
stande andern konnen (Sylvester et al., 2012). Unter pathophysiologischen Bedingungen,
wie z.B. einer Pneumonie oder dem akuten Atemnotsyndrom des Erwachsenen (ARDS), ist
das V/Q-Verhaltniss, auf Grund der Ausbildung eines Lungenédems, jedoch wesentlich dra-
matischer verringert (Dunham-Snary et al., 2017; Tsai et al., 2004). Unter diesen Bedingun-
gen hat das Blut in bestimmten Arealen der Lunge, auf Grund der unzureichenden Ventilati-
on, keine Mdglichkeit Sauerstoff aufzunehmen. Um starke Abweichungen von einem idealen
VIQ-Verhéltnis gleich 1 zu verringern, greift der Mechanismus der hypoxischen pulmonalen

Vasokonstriktion (HPV) ein (Sylvester et al., 2012). Dass die Ventilation an die Perfusion
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angepasst wird, wurde im Jahr 1946 von Euler und Liljestrand durch Studien an intakten,
anasthesierten Katzen entdeckt. Sie fanden heraus, dass der Druck in der Pulmonalarterie
durch eine Verringerung des Partialdrucks von Sauerstoff (PO,) oder eine Erh6hung des Par-
tialdrucks von CO; (PCO,) ansteigt, wahrend eine Erhéhung des PO, zu einer Verringerung
des pulmonalarteriellen Drucks (PAP) fuhrt. Demnach wird unter Hypoxie der Blutfluss zu
besser ventilierten Bereichen der Lunge umgeleitet, was zu optimalen Bedingungen fir die

Nutzung von alveolarer Luft fihrt.

1.1.3 Die klinische Relevanz der HPV

Die Vorteile einer HPV sind bei einem chirurgischen Eingriff innerhalb des Thorax, wie bei
einer Lungentumor-Resektion, von entscheidender Bedeutung (Dunham-Snary et al., 2017).
Bei dieser Operation wird der gesunde Teil der Lunge selektiv ventiliert, wahrend der opera-
tive Teil der Lunge kollabiert. Die HPV reduziert daraufhin die Perfusion innerhalb der opera-
tiven Lunge. Wirde dieser Mechanismus nicht einsetzen, wirde der Eingriff zu einer intrao-
perativen systemischen Hypoxamie flhren. Die Vorteile einer HPV kénnen jedoch auch wah-
rend einer Operation durch Anasthetika, Vasodilatoren und Hypothermie verringert werden
(Lumb & Slinger, 2015; Dunham-Snary et al., 2017). Daher ist die Wahl des Anésthetikums
und der Temperatur in Patienten mit einer Ein-Lungen-Ventilation zu beachten. Die HPV
optimiert zudem die systemische Oxigenierung in Patienten mit einer Atelektase, Pneumonie
und Asthma (Dunham-Snary et al., 2017). Sie wirkt sich jedoch nachteilig aus, wenn diese
auf Grund eines globalen Sauerstoffmangels Uber einen langeren Zeitraum in der gesamten
Lunge auftritt, da dies zu einem erhdhten Gesamt-GefalRwiderstand fuhrt (Jeffery & Morrell,
2002). Ein globaler Sauerstoffmangel in der Lunge entsteht z.B. bei einer chronisch obstruk-
tiven Lungenerkrankung (COPD) und bei der ideopathischen Lungenfibrose. COPD ist eine
Krankheit der Atemwege und des Lungenparenchyms, die durch eine anhaltende Entzin-
dung (auf Grund des Einatmens schadlicher Partikel oder Gase) und eine Verengung der
Atemwege gekennzeichnet ist, wodurch die Ventilation Gber einen langen Zeitraum beein-
trachtigt ist (Mannino & Buist, 2007). Eine verringte Ventilation kann zudem durch einen Auf-
stieg in grof3en Hohenlagen (ab 1600-2500 m) und der damit einhergehenden Entstehung
von pulmonalen Odemen verursacht werden (Sylvester et al., 2012; Swenson, 2013). Das
sogenannte Hohenlungenddem wurde erstmals 1913 von Ravenhill beschrieben. Es entsteht
innerhalb der ersten 2-4 Tage nach der Ankunft in grol3en H6henlagen und ist durch Symp-
tome wie Atemnot im Ruhezustand, Husten, allgemeine Schwache, thorakalem Engegefiihl
und Fieber gekennzeichnet. In dieser Krankheit kommt es zu einem Lungentdem, da die
erhohte und heterogene HPV zu einem schnellen Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks

fuhrt, welcher die Arterienwande so sehr belastet, dass die Basalmembran, und damit auch
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die alveolare-kapillare Barriere, zerstort wird (Dunham-Snary et al., 2017; Sylvester et al.,
2012). Zudem fUhrt Hypoxie zu einer inhibierten Aktivitdt und Expression des epithelialen
Na*-Kanals und der Na*-K*-ATPase, welche normalerweise Na*, und folglich Wasser, aus
den Alveolen transportieren (Sylvester et al., 2012). Kommt es, durch einen Aufstieg in gro-
Ben Hohen oder durch eine Lungenkrankheit, zu einer generalisierten Hypoxie und einer
protrahierten HPV, kann dies zur Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie (PH) beitragen.
Dabei kann es zu einem Anstieg des PAP auf Werte > 25 mmHg in Ruhe oder ca. 30 mmHg
wahrend einer Belastung kommen, welcher zu einer rechtsventrikulareren Hypertrophie,
Rechtsherzversagen und letztendlich zum Tode fihren kann (Rubin, 1997; Runo & Loyd,
2003; Humbert et al., 2004). Die pulmonale Hypertonie kann jedoch auch durch andere Fak-
toren ausgeldst werden, z.B. durch eine Erkrankung des linken Herzens oder einer chroni-
schen Thromboembolie, weshalb die pulmonale Hypertonie in verschiedene klinische Klas-
sen eingeteilt wird (siehe Tab. 1; Simonneau et al., 2019). Fir die erste Gruppe (pulmonalar-
terielle Hypertonie, PAH) sind bisher 5 Klassen von Medikamenten zugelassen: Calcium-
Kanal-Inhibitoren, Prostanoide, Endothelin-Rezeptor-Antagonisten, Phosphodiesterase-5-
Inhibitoren und Stimulatoren fur die l6sliche Guanylatzyklase (Wijeratne et al., 2018). Die
Behandlungen fir PAH wirken jedoch nach wie vor eher palliativ als heilend. Bisherige The-
rapien fir PAH beschranken sich auf Medikamente, die eine Vasodilatation induzieren oder
die Profileration von PASMCs inhibieren, wodurch die Symptome jedoch lediglich verbessert
und nicht geheilt werden (Humbert et al., 2004). Die Problematik der Medikamente liegt zu-
dem bei kurzen Halbwertszeiten, schnellen Toleranzentwicklungen, Katheter-induzierten
Infektionen, Thrombosen und Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen, Sehstérungen, Schwin-
del, Verdauungsstorungen, verstopfter Nase, Ubelkeit, Gelenkschmerzen, Bronchitis und
Infektionen der oberen Atemwege (Badesch et al., 2002; Barst et al., 1996; Karatza et al.,
2005; Rosenkranz et al., 2015). Die beste Behandlungsmdglichkeit fir PAH ist eine Herz-/
Lungentransplantation, allerdings ist die Lebenserwartung nach der Operation auf wenige
Jahre beschrankt (Kotloff & Thabut, 2011; Humbert et al., 2004). Zudem kostet ein Jahr Be-
handlung mit dem Medikament Sildenafil schatzungsweise 13 000 US-Dollar gegentber et-
wa 56 000 US-Dollar fur Bosenta, wohingegen die Kosten fir inhaliertes lloprost und intrave-
noses Prostazyklin 90 000 US-Dollar pro Jahr Ubersteigen (Archer et al., 2010). Zudem sind
die genannten Medikamente nicht fir eine Behandlung der PH-Gruppen 2 und 3 geeignet,
sprich auch nicht fir die Hypoxie-induzierte PH. Die bisherigen Therapien zielen daher auf
die komorbiden Zusténde, wie die systemische Hypertonie und die Herzklappenerkrankung
(Wijeratne et al., 2018). Neue therapeutische Strategien, die die protrahierte HPV inhibieren,
kdnnten weitaus wirksamer gegen die Hypoxie-assoziierte PH sein. Die genauen Mechanis-
men, die einer protrahierten HPV unterliegen, sind jedoch bis heute nicht vollstandig aufge-
klart.
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Tabelle 1. Klinische Klassifikation der pulmonalen Hypertonie (verdndert nach Simonneau et al., 2019).

1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)
1.1. Idiopathische PAH
1.2. Hereditare PAH
1.3. Medikament- und Toxin-induziert
1.4. PAH assoziiert mit:
1.4.1. Erkrankung des konnektiven Gewebes
1.4.2. HIV Infektion
1.4.3. Portaler Hypertonie
1.4.4. Angeborenem Herzfehler
1.4.5. Schistosomiasis
1.5. PAH bei der Uber eine lange Zeit die Behandlung mit Calcium-Kanal-Inhibitoren anschlagt
1.6. PAH mit offenen Merkmalen einer Involvierung der Venen/Kapillaren
1.7. Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen-Syndroms
2. PH auf Grund einer Erkrankung des linken Herzens
2.1. PH auf Grund von Herzversagen mit konservierter linksventrikularer Auswurffraktion
2.2. PH auf Grund von Herzversagen mit reduzierter linksventrikularer Auswurffraktion
2.3. Erkrankung der Herzklappen
2.4. Angeborene/erworbene kardiovaskulare Konditionen, die zu einer postkapillaren PH fuhren
3. PHauf Grund einer Lungenerkrankung und/oder Hypoxie
3.1. Obstruktive Lungenerkrankung
3.2. Restriktive Lungenerkrankung
3.3. Andere restriktiv und obstruktiv gemischte Lungenerkrankungen
3.4. Hypoxie ohne eine Lungenerkrankung
3.5. Entwicklungsstdrungen der Lunge
4. PH auf Grund von Obstruktionen der Arterien
4.1. Chronisch thromboembolische PH
4.2. Andere Obstruktionen der pulmonalen Arterien
5. PH mit unklaren und/oder multifaktoriellen Mechanismen
5.1. Hamatologische Erkrankungen
5.2. Systemische und metabolische Erkrankungen
5.3. Andere
5.4. Komplexe angeborene Herzkrankheiten
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1.1.4 Die Eigenschaften der HPV

Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion ist folglich ein intrinsischer Mechanismus des
Lungengefal3systems zur Reaktion auf eine alveolare Hypoxie, um die Ventilation an die
Perfusion anzupassen und so den Lungengasaustausch zu optimieren (Sommer et al., 2016;
siehe Abb. 3).

Ohne HPV Mit HPV

Blutfluss
%

Arterie

Kapillaren

Abbildung 3. Darstellung der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion. Ohne eine hypoxische pulmonale
Vasokonstriktion wird der Blutfluss in den pulmonalen Arterien nicht der Ventilation angepasst, so dass das Blut in
den Kapillaren mit nicht genug Sauerstoff angereichert wird und sauerstoffarmes Blut in die Venen gelangt (links).
Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion kann dies verhindern, indem pulmonale Arterien unter sauerstoffar-
mer Ventilation kontrahieren und somit den Blutfluss durch diese Regionen verringern (rechts). Somit fliel3t aus-
schlie3lich sauerstoffreiches Blut in die Venen (verandert nach Sommer et al., 2016).

Die innerhalb von Minuten auftretende HPV tritt in Menschen und in fast allen Wirbeltieren,
einschlieB3lich Saugetiere (Weissmann et al., 2004; Weissmann et al., 1995; Lindgren et al.,
1985; Peake et al., 1981), Vogel (Faraci et al., 1984), Amphibien (Malvin & Walker, 2001)
und Reptilien (Skovgaard et al., 2005) auf. Obwohl die GréRenordnung der HPV stark zwi-
schen den Spezies und Untersuchungsmodellen variiert, ist der zeitliche Verlauf der Reakti-
on auf Hypoxie bei allen Spezies mehr oder weniger konsistent. Im Allgemeinen bewirkt eine
starke Hypoxie einen anfanglichen Anstieg des pulmonalen Gefafdtonus, der innerhalb von
10 bis 15 min ein Maximum erreicht, und auf diese akute Phase folgt ein Riickgang um 20
bis 100 % wahrend der folgenden 15 bis 50 min. SchlieRlich folgt ein allmahlicher Anstieg
des pulmonalen Gefafitonus auf maximale Werte nach 30-180 min, bezeichnet als anhalten-
de oder auch protrahierte Phase der HPV (siehe Abb. 4). Im Gegensatz dazu fiihrt eine ma-
Bige Hypoxie in manchen GefafRen zu einer Vasokonstriktion, die ein Maximum wahrend der
ersten 15-30 min erreicht und nicht gefolgt von einem Rickgang des Tonus ist. Stattdessen

bleibt dieser gleich oder erhoht sich nur noch geringfligig (Sylvester et al., 2012).
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Abbildung 4. Der Verlauf der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion. Hypoxie fuhrt in vielen Spezies zu
einem anfénglichen Anstieg des pulmonalen vasomotorischen Tonus innerhalb der ersten 15 min (akute Phase).
Auf diese Phase folgen zuerst eine Dilatation und schlie3lich ein allm&hlicher Anstieg des vasomotorischen To-
nus auf maximale Werte nach 30-180 min (protrahierte Phase). Unter chronischer Hypoxie kann die HPV zu der

Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie beitragen (verandert nach Ward & McMurtry, 2009).

Die Starke der HPV hangt zudem vom PO; ab. Dabei gilt je geringer der PO, desto starker
ist die HPV ausgepragt. Wahrend einer kurzen Hypoxieexposition tritt die HPV in intakten
und isolierten Lungen aus Kalbern ab einem PO;von etwa 50 mmHg auf, erreicht 50 % des
Maximums bei einem PO;von 30 mmHg und gelangt zu einem Maximum bei einem PO, von
20 mmHg (Rudolph & Yuan, 1966). Wahrend einer langeren Exposition in Hypoxie von iso-
lierten Lungen aus Schweinen erhdhen sich die genannten PO»-Werte auf 88 mmHg um ein
Eintreten der HPV zu beobachten, 62 mmHg um 50 % des Maximums zu erreichen und 40
mmHg um eine maximale HPV zu erreichen (Hlastala et al., 2004; Sylvester et al., 2012). Die
verfliigbaren funktionalen und anatomischen Beweise zeigen zudem, dass die HPV im ge-
samten Lungengefa3system aulftritt, einschlief3lich in der mikrovaskularen Region. Die groi3-
ten und bestandigsten HPV-Reaktionen treten jedoch in kleinen Lungenarterien (sprich intra-
pulmonalen Arterien (IPAs)) auf (Sylvester et al.,, 2012). In angiographischen Studien von
isolierten Lungenlappen, die in situ in intakten Windhunden perfundiert und beatmet wurden,
verursachte Hypoxie eine reversible Verengung von Lungenarterien mit einem Durchmesser
von £ 678 ym, wahrend die Verengung in den Arterien mit einem Durchmesser von ca. 300
pm am grofdten war (Allison & Stanbrook, 1980). In &hnlicher Weise trat die HPV in Arterien
und Venen aus isolierten linken Lungenlappen von intakten Katzen mit einem Durchmesser
von 100-600 ym auf, war jedoch am gréf3ten in Lungenarterien mit einem Durchmesser von
200-300 pm (Shirai et al., 1986).
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Bisherige Studien zeigen, dass isolierte PASMCs, im Gegensatz zu systemischen glatten
Muskelzellen, auf Hypoxie mit einer Erhdhung der intrazellularen Calciumkonzentration
([Ca?']) und einer Kontraktion reagieren (Salvaterra & Goldmann, 1993; Desireddi et al.,
2010; Wang et al., 2012; Robertson et al., 1995). Dies lasst vermuten, dass in diesen Zellen
die Sensor- und Effektor-Mechanismen der HPV vorhanden sind (Murray et al., 1990; Mad-
den et al., 1992; Sham et al., 2000). Die Rolle des Lungenendothels in der HPV ist jedoch
noch nicht vollstandig verstanden. Friihere Studien haben gezeigt, dass die HPV in isolierten
intrapulmonalen Arterien aus Ratten und Schweinen vom Endothel abhangig ist (Liu et al.,
2001; Robertson et al., 2003). Interessanterweise wurde auch vermutet, dass endotheliale
Connexin 40 gap junctions fur die HPV von Bedeutung sind: In vivo Fluoreszenzstudien in
Echtzeit zeigten, dass Hypoxie eine Depolarisation der Endothelmembran in alveolaren Ka-
pillaren hervorruft, die tber Connexin 40 gap junctions zu Arteriolen Ubertragen wird. Die
Autoren gingen davon aus, dass dieses Signal eine pulmonale Vasokonstriktion auslost
(Wang et al., 2012). Es sollte jedoch erwahnt werden, dass isolierte Segmente der Arterien
von Mausen und Rindern nach vollstdndiger Denudation des Endothels immer noch auf Hy-
poxie reagierten (Kizub et al., 2016; Korde et al., 2011). Allerdings ist in den meisten Studien
mit isolierten IPAs eine Vorstimulierung (auch genannt pretone) fur die Entwicklung oder
Amplifikation einer HPV erforderlich (Sylvester et al., 2012). Dies ist jedoch in Studien an
isolierten und perfundierten Lungen nicht der Fall. Isolierte, perfundierte und ventilierte Lun-
gen reagieren auch ohne vasomotorischen Stimulus auf Hypoxie mit einem Anstieg des pul-
monalarteriellen Drucks (Weissmann et al., 2006). Dies lasst darauf schlieBen, dass andere
GefalRabschnitte oder andere Zelltypen (wie z.B. das Endothel) fur die HPV mitverantwortlich
sein kdnnten und so in dem Modell der isolierten Lunge eine endogene Vorkontrakion hervo-
rufen (Robertson et al., 2000; Weissmann et al., 2006; Weissmann et al., 1995). Obwohl der
wesentliche Mechanismus der HPV sehr wahrscheinlich in den PASMCs lokalisiert ist, kann
daher ein endothelialer Mechanismus fir die Generierung oder das Modulieren der HPV in
vivo wichtig sein (Strielkov et al., 2017).

1.2 Die Mechanismen der hypoxischen pulmonalen
Vasokonstriktion

1.2.1 Der mogliche Mechanismus zur Sauerstoff-Detektion

Da Mitochondrien die hauptséchlichen Verbraucher von O; sind ist anzunehmen, dass diese
Organellen als priméare Sauerstoffsensoren wirken kdnnen. Es wird angenommen, dass die
mitochondriale Elektronentransportkette (ETC) als Sauerstoffsensor fungiert und die Kon-
traktion von PASMCs unter Hypoxie durch die Steuerung verschiedener Kinasen und lonen-

kanale durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) auslést (Sommer et al., 2016; Michelakis et
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al., 2002). Jedoch ist der exakte Mechanismus, wie Mitochondrien Sauerstoff detektieren,
nicht komplett aufgeklart. Wahrend des Prozesses der oxidativen Phosphorylierung werden
stabile (wie Wasserstoffperoxid (H20)), sowie instabile (Hydroxyl- und Superoxidradikale)
ROS erzeugt (Liu et al., 2002; Sylvester et al., 2012; sieche Abb. 5). Es ist bekannt, dass
ROS als intrazellulare sekundare Botenstoffe fungieren kdnnen und somit verschiedene Sig-

nalwege regulieren (Wong et al., 2008).

Intermembranraum

1]
/006e. 56

\

ROS

Matrix

Abbildung 5. Die mitochondriale Elektronentransportkette. In der Elektronentransportkette werden am Kom-
plex | (NADH-Dehydrogenase) die Elektronen (e”) und Protonen (H*) von NADH abgenommen. Die H* werden
daraufhin in den Intermembranraum transportiert, wahrend die e~ an das Coenzym Q (Q) weitergeleitet werden.
Dasselbe geschieht an Komplex Il (Succinat-Dehydrogenase) mit FADHz, die H* werden tber den Komplex |l
(Cytochrom C Reduktase) in den Intermembranraum transportiert, die e gelangen zum Coenzym Q. Der Komplex
Il Gbernimmt die e von Q und leitet diese an Cytochrom C (Cyt C). Danach werden die e~ auf den Komplex IV
(Cytochrom C Oxidase) ubertragen. SchlieZlich werden die e- auf Sauerstoff (O2) Ubertragen. Der H*-Gradient
wird von der ATP-Synthase fiir die oxidative Phosphorylierung von ADP genutzt. Es wird vermutet, dass wahrend
des Elektronentransports reaktive Sauerstoffspezies (ROS) von Komplex | und Komplex Il an die Matrix abgege-
ben werden, von Komplex Il zudem an den Intermembranraum.

Die anfangliche Hypothese der Sauerstoffwahrnehmung von Weir und Archer aus dem Jahr
1995 legt nahe, dass in PASMCs die ROS-Erzeugung durch die mitochondriale Elektronen-
transportkette unter Hypoxie auf Grund einer reduzierten Verfligbarkeit von Sauerstoff ab-
nimmt. Dies kann dazu fuhren, dass die Cysteinbriicken in den spannungsabhangigen Kali-
umkanalen (Ky-Kanale) reduziert werden, wodurch die Kanale geschlossen und die Depola-
risation der Membran und der Ca?*-Eintritt induziert werden (Archer & Michelakis, 2002, Weir
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& Archer, 1995). Nach dieser Hypothese sollten Inhibitoren der Elektronentransportkette den
beginnenden Anstieg von [Ca?'] und die Vasokonstriktion nachahmen konnen. Die gleiche
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass Inhibitoren der proximalen Elektronentransportkette, wie
Rotenon und Antimycin A, die ROS-induzierte Chemilumineszenz in Rattenlungen senken
und eine Vasokonstriktion hervorrufen (Archer et al., 1993). Es ist zu beachten, dass sich die
anfanglichen ROS-Messungen auf Lucigenin verliesen, welches als membranundurchlassige
Sonde bekannt ist (Archer et al., 1989; Lee et al., 2017). Demnach impliziert die beobachtete
Abnahme der Chemilumineszenz unter Hypoxie eine Abnahme der extrazellularen Superoxi-
danionen, welche die Rate der ROS-Bildung in Mitochondrien méglicherweise nicht direkt
widerspiegelt (Strielkov et al., 2017).

Eine betréachtliche Datenmenge hat sich zugunsten der entgegengesetzten Hypothese ange-
sammelt. Diese besagt, dass Mitochondrien die ROS-Freisetzung unter Hypoxie erhéhen
(Desireddi et al., 2010; Sommer et al., 2010; Waypa et al., 2006). Waypa et al. (2010) haben
anhand eines neuen redoxsensitiven, fluoreszierenden Proteinsensors (RoGFP) gezeigt,
dass Hypoxie die ROS-Produktion in der mitochondrialen Matrix in PASMCs verringert, wah-
rend sie in dem mitochondrialem Intermembranraum ansteigt, woraufhin ROS ins Zytosol der
PASMCs diffundieren. Zudem konnnte, insbesondere bei Verwendung des Mitochondrien-
Fluoreszenzfarbstoffs MitoSOX, ein Anstieg der ROS-Bildung unter Hypoxie in Kaninchen
PASMCs nachgewiesen werden (Sommer et al., 2010). Dieser Anstieg wurde von einer posi-
tiven Verschiebung des Mitochondrien-Membranpotenzials begleitet und ging der Erhéhung
der [Ca?']; voraus. Trotz der erheblichen Evidenz fir die Zunahme der mitochondrialen ROS-
Bildung unter Hypoxie ist der mégliche zu Grunde liegende Mechanismus immer noch nicht
vollstdndig aufgeklart. Es wird vermutet, dass ROS unter Hypoxie aus dem Mitochondrien-
komplex Il in den Intermembranraum freigesetzt werden. Anféanglich beruhte diese Hypothe-
se auf Ergebnissen, die zeigten, dass die Hemmung des Komplexes | und der proximalen
Teile des Komplexes Il die hypoxischen Reaktionen hemmte, wéhrend Inhibitoren, die distal
auf die dulRere Ubichinol- (aktiviertes/elektronreiches Coenzym Q) Bindungsstelle des Kom-
plexes Il wirken, die HPV nicht reduzierten (Leach et al., 2001; Waypa et al., 2001; Waypa
et al.,, 2002). Succinat, welches die Hemmung von Komplex | durch die Bereitstellung von
Elektronen tiber Komplex Il umgeht, stellte den durch Hypoxie induzierten Anstieg von [Ca?'];
und die HPV wieder her (Leach et al.,, 2001). Zudem wurde kirzlich das Rieske-Eisen-
Schwefel-Protein (RISP) als essentiell fur die ROS-Produktion am Komplex 11l wahrend einer
Hypoxie identifiziert. Es ist bekannt, dass RISP ein Elektron von Ubichinol an Cytochrom C
Ubertragt, wodurch Ubisemichinon produziert wird, welches das zweite Elektron zu Cy-
tochrom B des Komplexes Il Ubertragt, aber auch dazu neigt, das Elektron anstelle von mo-
lekularem Sauerstoff freizusetzen, um Superoxid zu erzeugen (Korde et al., 2011). Durch die

Inhibierung der Genexpression von RISP mittels sSiRNA oder die Verwendung einer induzier-
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baren knockout-Technik wurde der durch Hypoxie induzierte Anstieg der ROS-Bildung und
der Anstieg von [Ca?"]i in PASMCs verhindert, wahrend die Uberexpression von RISP den
gegenteiligen Effekt hatte (Korde et al., 2011; Waypa et al., 2013). Dartiber hinaus wurde der
akute Anstieg des rechtsventrikuléaren systolischen Drucks als Reaktion auf Hypoxie auch bei
RISP knockout Mausen abgeschwacht (Waypa et al., 2013). Es ist jedoch erwahnenswert,
dass die Inhibierung von RISP den Elektronentransfer stromabwarts von Cytochrom C hem-
men kann und daher andere physiologische Funktionen beeinflusst, die von der Mitochond-
rienatmung abhéngen. Die erhohte ROS-Produktion am Komplex Il kann das Ergebnis einer
erhOhten Verfugbarkeit von Elektronen an der Ubichinol-Bindestelle, auf Grund von einer
Elektronenakkumulation in der ETC wahrend einer hypoxischen Reduktion des Komplexes
IV, sein (Schumacker, 2011). Diese Hypothese wird durch die Tatsache gestiitzt, dass im
PO,-Bereich hypoxischer Reaktionen von PASMCs eine kleine, aber signifikante Abnahme
der Mitochondrienatmung und eine verringerte Aktivitat von Cytochrom C beobachtet wurde
(Sommer et al.,, 2010). Darluber hinaus kdnnen Inhibitoren, die distal von der Ubichinol-
Bindestelle wirken, tatsachlich die HPV verstarken (Leach et al., 2001, Waypa et al., 2001).
Es wurde vor kurzem gezeigt, dass die Freisetzung von Superoxid aus Komplex Il wahrend
einer akuten Hypoxie durch eine Hyperpolarisierung der Mitochondrienmembran, welche
durch die Komplex IV Untereinheit 4 Isoform 2 (COX4i2) vermittelt wird, initiiert wird (Som-
mer et al., 2017; Schumacker, 2011). Diese Schlussfolgerung basiert auf der Feststellung,
dass in den Lungen von COX4i2”- Mausen keine Depolarisation der Zellmembran und keine
akute Phase der HPV zu sehen war, wahrend die chronische, Hypoxie-induzierte pulmonale
Hypertonie nur geringfiigig betroffen war. AuBerdem zeigten PASMCs von COX4i2”- Mausen
keinen durch Hypoxie induzierten Anstieg der [Ca?'];, des Superoxids und des mitochondria-
len Membranpotentials (Sommer et al., 2017). Einige Ergebnisse deuten jedoch darauf hin,
dass die Inhibierung der ETC distal des Komplexes Il nicht der einzige Mechanismus ist,
durch den Hypoxie die ROS-Produktion am Komplex Il aktiviert (Sommer et al., 2008; Striel-
kov et al., 2017). In dieser Hinsicht konnen auch spezifische Eigenschaften von Mitochond-
rien in PASMCs zur HPV beitragen. Mitochondrien von PASMCs weisen im Vergleich zu
Mitochondrien in glatten Muskelzellen systemischer Arterien hohere ROS-Freisetzungsraten
auf (Michelakis et al., 2002; Zhu et al., 2016). Zudem sind die Mitochondrien in PASMCs
deutlich n&her an der plasmalemmalen Membran angelagert als in glatten Muskelzellen der
Mesenterialarterien. Infolgedessen sind die Auswirkungen der mitochondrialen Inhibitoren
auf den Ky-Strom in PASMCs wahrscheinlich signifikant starker (Firth et al., 2009). Zusam-
mengefasst zeigen die jingsten Ergebnisse, dass Mitochondrien in PASMCs Eigenschaften
besitzen, die fir den hypoxischen Signalweg verantwortlich sein kdnnen. Allerdings ist bisher
unklar, wie der Anstieg von ROS spezifisch zu einer Erhohung der [Ca?']i und zu einer Vaso-

konstriktion fuhrt.
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1.2.2 Der downstream Mechanismus der HPV

Das Membranpotential (Em) in PASMCs wird vorwiegend durch die K*-Permeabilitdt gesteu-
ert. Es wurde gezeigt, dass K*-Strome durch Ky-Kanéle die Hauptdeterminanten fir das Ru-
hemembranpotential in PASMCs sind (Yuan, 1995; Evans et al. 1996; Post et al., 1995;
Yuan et al., 1998). Hypoxie scheint den lonenstrom durch Ky-Kanéle zu verringern und zu
einer Depolarisation der PASMCs zu fuhren (Sylvester et al., 2012). Daher sind wahrschein-
lich einige sauerstoffsensitive Ky-Kanéle an der Initiierung der HPV beteiligt, darunter Ky1.5,
Kv2.1/Kv9.3 und wahrscheinlich auch Ky1.2, sowie Kyv3.1b (Pozeg et al., 2003). Aul3erdem ist
eine verringerte Expression von Ky1.5 in mehreren Formen von pulmonaler Hypertonie fest-
gestellt worden (Michelakis et al., 2002). Zudem haben Mause, in denen die Expression von
Kv1.5 inhibiert ist, eine verringerte HPV (Archer et al., 2001). Hypoxie scheint jedoch keinen
direkten Effekt auf den Ky-Kanal zu haben. Die Hypoxie-induzierte Depolarisation findet
spezfisch in PASMCs statt, da Hypoxie nicht den lonenstrom durch Ky-Kanale in glatten
Muskelzellen von Mesenterialarterien oder Arterien aus der Niere verringert (Post et al.,
1992; Yuan et al., 1993). Zudem fiihrt Hypoxie zu keiner Verringerung des lonenstroms
durch Ky1.5, wenn der humane Ky1.5 in glatten Muskelzellen von Mesenterialarterien Uber-
exprimiert wird. Wird der Ky1.5 jedoch in PASMCs berexprimiert, so reduziert Hypoxie den
Kv1.5-lonenstrom, obwohl die Kinetik der exogen transfizierten Ky1.5-Kandle in beiden Zell-
typen vergleichbar war (Platoshyn et al., 2006). Diese Daten implizieren, dass die Hypoxie-
induzierte Inhibition der Ky-Kanale eine spezifische Eigenschaft von PASMCs ist und nicht
der Ky-Kanéle selbst.

Der zu Grunde liegende Mechanismus der Inaktivierung von Ky-Kanalen unter Hypoxie be-
findet sich derzeit in einer Debatte. Anfags wurde vorgeschlagen, dass eine Verringerung der
ROS-Konzentration unter Hypoxie zu einer Reduktion der Thiol-Gruppen der porenbildenden
Untereinheit der Ky-Kanéle fuhrt, wodurch der Kanal nicht mehr getffnet werden kann (Weir
& Archer, 1995). Laut anderen Studien reprasentieren B-Untereinheiten von Ky-Kanélen ei-
nen Sauerstoffsensor (Lépez-Lépez & Pérez-Garcia, 2007; Pérez-Garcia et al., 1999). Eine
friihere Studie zeigt, dass der Ausstrom von Ca?* der initiale Schritt fir die Inhibition der Ky-
Kanale und der Membrandepolarisation unter Hypoxie sein kénnte (Post et al., 1995). Ande-
rerseits wird vermutet, dass der K*-lonenstrom durch Anderungen des zellularen Redoxsta-
tus gesteuert wird, wobei mdglicherweise Mitochondrien- und/oder NAD(P)H Oxidasen-
abhangige Sauerstoffradikalbildungen beteiligt sind (Archer et al., 2000; Weir und Archer,
1995). Vor kurzem konnte in der Studie von Sommer et al. (2017) gezeigt werden, dass die
Applikation von HO; die Hypoxie-induzierte Depolarisation der Zellmembran von PASMCs
aus Mausen imitieren kann. Daher kann angenommen werden, dass die Erhéhung der ROS-
Konzentration unter Hypoxie auch zu der Inaktivierung der Ky-Kanéle in PASMCs fuhrt

(Strielkov et al., 2017). Die intrinsischen Mechanismen dieser Reaktion sind jedoch nach wie
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vor nicht komplett verstanden. Bisher wird davon ausgegangen, dass die Depolarisation der
Membran von PASMCs, durch die SchlieBung von Ky-Kandalen, zu einer Aktivierung von
spannungsabhangigen Ca?*-Kanalen und damit zu einer Erhohung der [Ca?']; fuhrt (Sommer
et al., 2017). Die alleinige Inhibition der Ky-Kanéle scheint jedoch nicht ausreichend zu sein,
um eine Vasokonstriktion auszulésen. In pulmonalen Arterien aus Ratten und Menschen
fuhrte die alleinige Applikation des Ky-Kanal-Inhibitors 4-AP nicht zu einer Vasokonstriktion,
obwohl es in den PASMCs aus Ratten eine Depolarisation induzierte (Peng et al., 1996; O-
sipenko et al., 1998, Sylvester et al., 2012). Demnach ist scheinbar noch mindestens ein
weiterer Mechanismus von Néten, um eine Vasokonstriktion zu induzieren.

In Anbetracht dessen konnte eine Hypoxie-induzierte Erhéhung der [Ca?]i die Ky-Kanale
sekundéar beeinflussen, wodurch die durch Hypoxie hervorgerufene Membrandepolarisation
induziert wird (Post et al., 1995; Ward & Aaronson, 1999). Wie bereits erwéhnt fihrt Hypoxie
zu einer Erhéhung der [Ca?']iin isolierten PASMCs. Bekannterweise sind Veranderungen in
der [Ca?']iund in der Ca?*-Sensitivitat des kontraktilen Apparates die zwei Hauptdeterminan-
ten fur eine Kontraktion der SMCs (Kamm & Stull, 1985; Sylvester et al., 2012). Es wurde
gezeigt, dass die protrahierte HPV scheinbar von einer Erhéhnung der Ca?*-Sensitivitat ab-
hangig ist (Robertson et al., 2000). Eine Erhthung der Ca?*-Sensitivitat kann durch eine Ak-
tiverung der Rho Kinase induziert werden. Diese inhibiert die Myosin Phosphatase, wodurch
die Phosphorylierung der leichten Myosinkette erhoéht wird (Kimura et al., 1996). Y-27632,
ein Inhibitor der Rho Kinase, inhibiert bevorzugt die protrahierte Phase der HPV, wahrend es
nur eine minimale Wirkung auf die akute Phase der hypoxischen Kontraktion in vivo, ex vivo
und in vitro aufweist (Wang et al., 2001). Dennoch wird davon ausgegangen, dass eine Er-
hohung der [Ca?*]i der letzte Schritt in der Signalkaskade der HPV ist. Die vorherigen Ge-
schehnisse, die erklaren wie z.B. Veranderungen der ROS-Konzentration letztlich zu einer
Erhohung der [Ca*]i fuhren (auBer durch die Inhibition der Ky-Kanale), sind nicht komplett
verstanden. Bisherige Studien zeigen, dass ROS moglicherweise mit Ryanodin Rezeptoren
interagieren und diese aktivieren, wodurch unter Hypoxie Ca?*-lonen aus dem sarkoplasma-
tischen Retikulum ins Zytosol von PASMCs strémen (Connolly et al., 2013; Dipp et al., 2001,
Morio & McMurtry, 2002; Liao et al., 2011; Lin et al., 2007). Die Hypoxie-induzierte Erh6hung
von ROS aktiviert zudem womdoglich den extrazellularen Ca?*-registrierenden Rezeptor,
wodurch es zu einer Erhohung der [Ca?*] kommt (Zhang et al., 2012). AuBerdem wurde ent-
deckt, dass der transient receptor potential channel 6 (TRPC6) eine wichtige Rolle fir die
akute hypoxische Reaktion spielt. Der TRPC6 ist ein nicht-selektiver Kationenkanal, der
durch Diacylgylcerol aktiviert wird. In isolierten PASMCs von Mausen, denen TRPC6-Kanéle
fehlen, fehlt der akute Anstieg der [Ca?*]. AuRerdem fehlt in isolierten Lungen von TRPC6™
Mausen die akute HPV, jedoch nicht die pulmonalvaskulare GefaRveranderung auf eine an-

haltende oder chronische Hypoxie (Weissmann et al., 2006). Neben dem TRPC6 kdnnen
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auch andere TRP-Kanale, wie der transient receptor potential vanilloid cation channel 4
(TRPV4), bei der akuten HPV eine Rolle spielen, da ein knockout des TRPV4 die akute HPV
spezifisch abschwéacht (Goldenberg et al.,, 2015). Die Ergebnisse zeigen, dass die akute
HPV in den Pulmonalarterien von Mausen mit einer Gendeletion des TRPV4s um 66% redu-
ziert wurde. Zudem war der Anstieg von [Ca?']i in PASMCs unter Hypoxie ebenfalls signifi-
kant abgeschwacht (Goldenberg et al., 2015). Da die Gendeletion von TRPC6 zu einem ahn-
lichen Effekt fuhrt, wurde vermutet, dass diese beiden Kandle einen heteromeren Kanal bil-
den und die akute HPV in Tandem vermitteln. Dennoch ist der exakte Mechanismus, der zur
Aktivierung der genannten Kanéle in PASMCs unter Hypoxie fuihrt, nicht aufgeklart.

Die Mechanismen der protrahierten Phase der HPV scheinen sich von denen der akuten
Phase zu unterscheiden. Im Gegensatz zu den Mechanismen, denen die akute HPV unter-
liegt, scheint ein zusatzlicher Faktor erforderlich zu sein, um die protrahierte Kontraktion un-
ter Hypoxie zu erzeugen. Studien an intrapulmonalen Arterien von Schweinen, Ratten und
Kaninchen legen nahe, dass ein loslicher pulmonaler Vasokonstriktor als Reaktion auf eine
verlangerte Hypoxie freigesetzt wird (Gaine et al., 1998; Talbot et al., 2003; Robertson et al.,
2001). In den Studien von Robertson und seinen Kollegen wurde Perfusat aus der hypoxi-
schen Rattenlunge gesammelt und unter Verwendung einer Fraktion von diesem hitzestabi-
len Perfusat, mit einem Molekulargewicht von weniger als 3000, konnte in isolierten pulmo-
nalen Arterien derselben Spezies eine Vasokonstriktion ausgeldst werden. Au3erdem wurde
dieser Faktor nicht wahrend normoxischer Perfusion freigesetzt und Iéste nur in intrapulmo-
nalen Arterien und nicht in Mesenterialarterien eine Kontraktion aus (Robertson et al., 2001).
Weiterhin haben Talbot et al. (2003) gezeigt, dass der unter Hypoxie, durch Kaninchen Pul-
monalarterien, freigesetzte Faktor bei 38 °C flir mehr als 60 min stabil war und fir eine signi-
fikante protrahierte Kontraktion von intrapulmonalen Arterien aus Kaninchen verantwortlich
war. Allerdings ist die Identitat des Idslichen Vasokonstriktors in der HPV noch nicht bekannt.
Bisherige Studien deuten darauf hin, dass Metabolite der Cytochrom-P450-Epoxygenasen,
sogenannte Epoxyeicosatrienséuren, diesen Faktor darstellen und fur die HPV mitverant-

wortlich sein konnten.

1.3 Die Cytochrom-P450-abgeleiteten Epoxyeicosatriensauren
1.3.1 Die Synthese und der Metabolismus von Epoxyeicosatriensauren

Cytochrom-P450 (CYP) umfasst eine Familie von membrangebundenen Hamoproteinen.
Diese allgegenwartigen Proteine sind in Pflanzen, Insekten und tierischen Geweben weit
verbreitet und werden in allen bisher untersuchten Saugetierzelltypen exprimiert (de Montel-
lano, 1995; Waxman & Chang, 1995; Nelson et al., 1996). CYP-Enzyme sind typische Mo-
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nooxygenasen, die nach der enzymatischen Spaltung von molekularem Sauerstoff das Ein-
flgen eines einzelnen Sauerstoffatoms in das Substrat (R) katalysieren, wahrend der Rest
als Wasser freigesetzt wird. Die katalytische Reaktion erfordert einen Elektronentransfer von
NADPH auf das P450-Hameisen, eine Reaktion, die durch ein membrangebundenes
Flavoprotein, die NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase, mit der folgenden Stéchiometrie ka-
talysiert wird (de Montellano, 1995):

RH + O, + NAD(P)H + H* & ROH + H,0 + NAD(P)*

Die Bindung des Substrats spiegelt sich in den spektralen Eigenschaften des Enzyms wider,
wobei die Absorption bei 390 nm zunimmt und bei 420 nm abnimmt. Wenn keine reduzie-
renden Aquivalente verfiigbar sind, kann dieser Komplex stabil bleiben, d.h. wenn Kohlen-
monoxid an reduziertes P450 bindet, wird der Katalysezyklus unterbrochen. Diese Reaktion
ergibt das klassische CO-Differenzspektrum mit einem Maximum bei 450 nm (Oliw, 1994; de
Montellano, 2005). Bei Saugetieren ist die Verbreitung von P450-Isoformen artspezifisch und
mehr oder weniger vom Alter, Geschlecht und dem Organ abhangig (Nelson et al., 1996;
Kaspera & Totah, 2009; Omata et al., 1992). Dartber hinaus wird die Menge der P450-
Isoformen auch durch den tierischen Hormonstatus, die Ernahrung und die Exposition ge-
genuber einer Vielzahl von Fremdchemikalien kontrolliert (de Montellano, 1995; Waxman &
Chang, 1995; Capdevila et al., 1995). Obwohl viele CYP-Isoenzyme in dem Metabolismus
von Medikamenten involviert sind und ein Spektrum von mehrfach ungesattigten w-6- und w-
3-Fettsauren, wie Retinsaure, Linolsaure, Eicosapentaensédure und Docosahexensaure oxi-
dieren konnen, werden sie oft als der dritte Stoffwechselweg des Arachidonsaure-
Metabolismus bezeichnet (Konkel & Schunck, 2011; Kaspera & Totah, 2009). Studien zur
Beteiligung von CYP-Epoxygenasen am Metabolismus von Arachidonsaure wurden im Jahr
1969 mit dem Nachweis eingeleitet, dass mehrere mehrfach ungesattigte Fettsauren mit der
Hamgruppe von CYP-Epoxygenasen interagieren und den Metabolismus von Medikamenten
hemmen (Di Augustine & Fouts, 1969). Die detaillierte strukturelle Charakterisierung von
Metaboliten aus mikrosomalen Fraktionen von Rattenlebern oder -nieren zeigte, dass die
CYP-Epoxygenase Arachidonsaure zu einen oder mehreren der folgenden Typen metaboli-
siert: 1.) 5-, 8-, 9-, 11-, 12- und 15-Hydroxyeicosatetraensaure (HETES) 2.) 16-, 17, 18-, 19-
und 20-Hydroxyeicosatetraensdure (OH-AAs) und 3.) 5,6-, 8,9-, 11,12- und 14,15-
Epoxyeicosatrienséduren (EETS) (Oliw, 1994; Makita et al., 1996, Capdevila et al., 1995). Die
EETSs sind bis-allylische Epoxide und als solche sind sie gegen den Angriff durch schwache
Nukleophile wie Wasser und Glutathion resistent. Zudem sind EETs biologisch aktive Meta-
bolite, die als autokrine und parakrine Faktoren fungieren und bisher fur ihre anti-
inflammatorischen, schmerzlindernden und vasodilatorischen Eigenschaften bekannt sind

(Spector, 2009; Schmelzer et al., 2006). Die I6sliche Epoxidhydrolase (soluble epoxide hyd-
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rolase, sEH) katalysiert ihre schnelle enzymatische Hydratation zu den entsprechenden
Dihydroxyeicosatriensauren (DHETS) (Spector et al., 2004; siehe Abb. 6). Jede Isoform der
CYP-Epoxygenasen produziert mehrere Regioisomere der EETs, wobei hormalerweise eine
Form vorherrscht und jedes Regioisomer zwei R/S-Enantiomerenformen in unterschiedlichen
Verhaltnissen enthalt (Capdevila et al., 2000; Spector & Norris, 2006).

Arachidonsaure

Y

Cytochrom-P450-Epoxygenasen
o] o] l l
(o] (o]
5,6-EET 8,9-EET *

losliche Epoxidhydrolase

HO, OH HO, OH
HO OH HO OH

5,6-DHET 8,9-DHET 11,12-DHET 14,15-DHET

11,12-EET 14,15-EET

Abbildung 6. Der Metabolismus der Arachidonsdure. Arachidonsdure wird von der Cytochrom-P450-
Epoxygenase zu vier Regioisomeren der Epoxyeicosatriensdure (EET) metabolisiert. Jedes EET-Regioisomer
kann daraufhin von der I8slichen Epoxidhydrolase zu den entsprechenden Dihydroxyeicosatriensauren (DHET)
hydrolisiert werden.

Vorherige Studien unterstlitzen die Annahme, dass die menschlichen CYP-Isoformen
CYP2C8, CYP2C9 und CYP2J2 die Erzeugung von EETSs in verschiedenen Geweben domi-
nieren, mit einem geringeren Beitrag von anderen CYP-Isoformen, wie CYP3A4 und
CYP1A2 (Daikh et al, 1994; Wu et al, 1996; Fer et al, 2008). CYP2J-
Unterfamilienmitglieder wurden bei vielen Spezies identifiziert, einschlief3lich Kaninchen, Rat-
ten, Mausen und Menschen (Kikuta et al., 1991; Zhang et al., 1997; Nelson, 2009; Nelson et
al., 2004; Hukkanen et al., 2002). Interessanterweise wird im Menschen nur ein einzelnes
CYP2J-Gen (CYP2J2) exprimiert, aber es gibt sieben murine CYP2J-Gene (CYP2J5,
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CYP2J6, CYP2J8, CYP2J9, CYP2J11, CYP2J12 und CYP2J13), wahrend CYP2C-
Isoformen kaum in der Mauselunge exprimiert werden (Nelson et al., 2004; Graves et al.,

2017). Dies erschwert die Untersuchung von EET-abhéngigen Signalwegen im Mausmaodell.

1.3.2 Die funktionellen Eigenschaften von EETs

Da die verschiedenen EET-Regioisomere eine Reihe &hnlicher metabolischer und funktionel-
ler Eigenschaften aufweisen, werden EETs im Allgemeinen als eine einzige Klasse von Ver-
bindungen betrachtet. Dies ist eine zu starke Vereinfachung, da es quantitative und sogar
gualitative Unterschiede in den Wirkungen der verschiedenen Regioisomere gibt (Spector &
Norris, 2006). Jedes Regioisomer spielt womdglich eine separate Rolle in der intrazellularen
Signalkaskade, indem es autokrine und parakrine Effekte erzeugt (Chen et al., 2008; Yang et
al., 2008; Spector & Norris, 2006). Obwohl EETSs in der extrazellularen Flissigkeit gewonnen
werden, wenn sie entweder aus Arachidonséure synthetisiert oder aus Phospholipiden frei-
gesetzt werden, verweilen sie wahrscheinlich lange genug in den Zellen, um eine autokrine
Reaktion auszulésen (Rosolowsky & Campbell, 1996; Weintraub et al., 1997; Weintraub et
al., 1999). Dies wird durch die Beobachtung bestéatigt, dass sich radioaktiv markiertes EET,
das anfanglich in endothelialen Phospholipiden vorhanden war, noch einige Zeit nach der
Zugabe des Calciumionophors A-23187 in der extrazellularen FlUssigkeit ansammelte. Dies
weist darauf hin, dass ein Teil der von den Phospholipiden hydrolysierten EETs wahrschein-
lich einige Minuten im Zytosol verblieb, bevor er an das Medium abgegeben wurde (Fang et
al., 2001). Ebenso scheint die zellulare Aufnahme von EETs aus der extrazellularen Flissig-
keit schnell genug zu sein, um parakrine Effekte auszuldésen. Zum Beispiel wurde der schnel-
le Einbau von extrazellularem 14,15-EET in vaskulare Phospholipide der glatten Muskelzel-
len beobachtet (Fang et al., 1997). Zudem fand im Zytosol eine schnelle Umwandlung des
neu eingebauten 14,15-EET zu 14,15-DHET statt (Zeldin et al., 1993; Fang et al., 1997).
Weitere Studien lassen vermuten, dass EETs direkt mit zellularen Proteinen interagieren
konnen. Patch Clamp-Experimente haben gezeigt, dass EETs die Aktivitat von myokardialen
Na?*-, ATP-sensitiven K*-Kanalen und L-Typ-Ca?*-Kanalen verandern (Lee et al., 1999; Lu et
al., 2001; Xiao, 2007). Sie aktivieren zudem moglicherweise L-Typ-Ca?*-Kanale in vaskula-
ren glatten Muskelzellen (Fang et al., 1999). Auf3erdem binden EETs direkt an den calcium-
permeablen Kationenkanal TRPV4 (Berna-Erro et al., 2017). Dabei fiihrte hauptsachlich 5,6-
EET in murinen Endothelzellen aus Aorten zu einer Aktivierung des TRPV4 und zu einer
erhohten [Ca?']i (Vriens et al., 2005; Watanabe et al., 2003). Wie EETs jedoch mit den ande-
ren lonenkanalen interagieren ist unklar. Die Veranderung der Position der Doppelbindung
im EET-Molekul kann zu einer antagonistischen Aktivitat fihren. Der synthetische Antagonist

zu 14,15-EET namens 14,15-EEZE unterscheidet sich insofern von der Struktur der origina-
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len Version, dass die Doppelbindungen am Kohlenstoff 8,9 und 11,12 gesattigt sind und so
die EET-induzierte Vasodilatation von Koronararterien aus Rindern inhibiert wird (Gauthier et
al., 2002). Solch eine Beziehung zwischen Struktur und Aktivitat lasst darauf schlieen, dass
eine Bindungsinteraktion im EET-induzierten Mechanismus von Noéten ist, die eine prazise
Konformation des EET-Molekils erfordert. Viele Studien schlagen daher vor, dass EETs
durch einen Rezeptor in der Plasmamembran agieren (Yang et al., 2008; Snyder et al.,
2002). So konnte z.B. ein exogen appliziertes membranundurchlassiges 14,15-EET-Derivat
die Aromataseaktivitét in glatten Muskelzellen aus Aorten genauso inhibieren, wie 14,15-EET
(Snyder et al., 2002). Studien mit radiomarkiertem 14,15-EET zeigten auRerdem eine hohe
Bindungsaffinitat zu Zellmembranen von Monozyten, U937-Zellen und mononukledren Zell-
fraktionen (Wong et al., 1993; Wong et al., 1997; Wong et al., 2000). Zudem scheint die Akti-
vitdt von EETSs Uber einen Gsa-gekoppelten Rezeptor und einer darausfolgenden Aktivierung
der Adenylatzyclase, einer Erhéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration und einer Akti-
vierung der Protein Kinase A vermittelt zu werden (Wong et al., 2000, Spector & Norris,
2006). In koronaren glatten Muskelzellen werden Ca?*-aktivierte K*-Kanéale von EETs Uber
diesen Gsa-vermittelten Mechanismus aktiviert (Li & Campbell, 1997). Die Identitat des G-
Protein-gekoppelten Rezeptors, mit einer hohen Affinitat zu EETSs, ist jedoch trotz der neus-
ten Untersuchung von 241 mdglichen Kandidaten bisher unentdeckt (Liu et al., 2017). Es
besteht die Mdglichkeit, dass EETs ebenfalls durch einen intrazellularen Mechanismus wir-
ken kdnnen, jedoch gibt es bisher keine schliissigen Beweise daflr (Spector & Norris, 2006).
Im Allgemeinen bleiben die Signalwege, die diese Auswirkungen von EETs vermitteln, un-
gewiss.

Das Interesse an den vaskularen Wirkungen von EETs war anfangs mit ihrer Identifizierung
als ,vom Endothel abgeleitete hyperpolarisierende Faktoren® (EDHF) verbunden (Campbell
et al., 1996; Fisslthaler et al., 1999). Die Synthese der EDHFs soll dabei durch einen hypoxi-
schen Stimulus oder durch Scherkréafte des Blutes aktiviert werden. Der Stimulus induziert
dabei einen Anstieg der [Ca?*];, woraufhin die Phospholipase A, im Endothel aktiviert wird,
welche Arachidonsaure aus den Membranphospholipiden freisetzt. Die Freisetzung von ED-
HFs fuhrt daraufhin zu einer Aktivierung von Ca?*-abhangigen K*-Kanalen und zu einer Frei-
setzung von K* aus den Endothelzellen, woraus die Hyperpolarisation der SMCs durch die
Aktivierung von einwartsgerichteten K*-Kanalen und/oder Na*/K*-ATPasen folgt. AuRerdem
soll die Hyperpolarisation der Endothelzellen durch gap junctions auf glatte Muskelzellen
Ubertragen werden. Alles in allem fuhrt die Freisetzung der EDHFs folglich zu einer Vasodila-
tation (Michaelis & Fleming, 2006; Fleming, 2004). Der Grund warum EETs als EDHFs an-
gesehen wurden liegt daran, dass EDHF-induzierte Reaktionen durch einen Inhibitor der
CYP-Epoxygenase und der Phospholipase A, gehemmt werden konnten. So wurde eine

EDHF-abhangige Vasodilatation in HerzkranzgefalRen und Arterien aus der Niere von Men-
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schen, Schweinen, Kihen, Hunden, Ratten und Kaninchen beschrieben (diskutiert in Fle-
ming, 2004). Es wird jedoch neuerdings vermutet, dass EETs mehr als nur Vasodilatatoren
von systemischen Gefa3en sind. Im Herzen haben EETs viele biologische Funktionen, ein-
schlie3lich, jedoch nicht beschrankt auf, Vasodilatation, Inhibierung der Expression von Cy-
tokin-induzierten Adhéasionsmolekilen von Endothelzellen und der Erhéhung der NO-
Synthese (Hercule et al., 2009; Kaspera und Totah, 2009). In der Niere férdern EETs die
Salzausscheidung in proximalen Tubuli und 5,6-EET hemmt die Na*-Reabsorption und die
K*-Sekretion im isolierten und perfundierten Sammelrohr der Kaninchenniere (Sun et al.,
2009). Daher hat die Stabilisierung der Synthese von EETs zur Verbesserung der abnorma-
len Hamodynamik der Niere und des Bluthochdrucks von Ratten beigetragen, die eine fett-
reiche Diat erhielten (Huang et al., 2007; Kaspera und Totah, 2009). Dartiber hinaus hat sich
gezeigt, dass EETs an verschiedenen biologischen Reaktionen innerhalb der am Tumor-
wachstum beteiligten Gefalle beteiligt sind. In humanen Krebsgeweben und Zelllinien ver-
starkte die Uberexpression von CYP2J2 das Tumorwachstum, erhohte die Proliferation von
Karzinomzellen, verhinderte die Apoptose von Krebszellen in vitro und erhéhte das Metasta-
sierungspotenzial in vivo bei Mausen (Jiang, 2005; Kaspera & Totah, 2009). Des Weiteren ist
bekannt, dass EETs zur pulmonalen vaskularen Reaktion auf akute Hypoxie beitragen (Zhou

et al., 2013). Darauf wird nun im folgenden Abschnitt ndher eingegangen.

1.3.3 Die mutmallliche Rolle von EETs in der HPV

Obwohl in friheren Studien gezeigt wurde, dass EETs die meisten Blutgefal3e im systemi-
schen Kreislauf relaxieren, ist deren Effekt im pulmonalen Kreislauf umstritten. EETs fiihren
z.B. an Studien in der Kaninchenlunge oder in den Lungenarterien von Ferkeln zu einer Va-
sodilatation (Fuloria et al., 1998; Tan et al., 1997). Es wurde jedoch auch gezeigt, dass sie
zu einer Kontraktion von Lungenarterien aus Kaninchen fiihren und den LungengefalRwider-
stand in isolierten, perfundierten Lungen erhéhen (Zhu et al., 2000; Stephenson et al., 2003;
Losapio et al., 2005). Der Grund fur diese Diskrepanzen ist unklar. Zudem wurde in der Stu-
die von Pokreisz et al. (2006) dargestellt, dass die gehemmte Aktivitdit der CYP-
Epoxygenase die akute hypoxische pulmonale Vasokonstriktion in Mausen signifikant redu-
ziert. Dartiber hinaus hat eine Studie von Keseri et al. gezeigt, dass die akute pulmonale
Vasokonstriktion durch den knockout der I6slichen Epoxidhydrolase, dem Enzym welches
die EETs degradiert, verstarkt wurde (Keseru et al., 2009). Zhou et al. (2013) haben die Rol-
le des CYP2J-Locus von Mausen in der HPV untersucht, indem eine Deletion erstellt wurde,
die die gesamte CYP2J-Genregion in Mausen umspannt und indem ein Mausstamm erstellt
wurde, in dem die Locusdeletion mit dem humanen CYP2J2-Gen ersetzt wurde. Damit konn-

ten sie zeigen, dass sich die systemischen und pulmonalen hAmodynamischen Messungen
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zu Beginn nicht in Wildtyp-, knockout- und komplementierten Mausen unterschieden, wohin-
gegen die HPV wahrend eines Verschlusses des linken Hauptstamms des Bronchus beein-
trachtigt und mit einer verminderten systemischen Sauerstoffversorgung in CYP2J” Mausen
verbunden war, jedoch nicht in CYP2J" Mausen, die das menschliche CYP2J2-Gen trugen
(Zhou et al., 2013). Allerdings wurde in all diesen Studien eine hypoxische Exposition von 5-
15 min gewahlt, was lediglich eine akute Phase der HPV induziert. Die Rolle von EETs in
dem Signalweg der protrahierten Phase der HPV wurde bisher nicht untersucht. Zudem ist
eine Interpretation zu der Rolle von EETs in der Regulation der pulmonalen Zirkulation auf
Grund der Diskrepanzen in der Literatur weiterhin kompliziert.

1.4 Das Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle von EETs fir die Regulation der protra-
hierten Phase der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion in Pulmonalarterien zu untersu-
chen. Um dieses Ziel zu erreichen, wurde das HPV-Modell anhand der Myographen-Technik
in isolierten intrapulmonalen Arterien von Mausen etabliert. Mit diesem Modell wurden die
Auswirkungen einer Inhibierung der Synthese und des Abbaus von EETs auf die Entwicklung
der protrahierten Phase der HPV untersucht. Die Ergebnisse anhand von intrapulmonalen
Arterien wurden durch zuséatzliche Untersuchungen in dem Modell der HPV in isolierten, per-
fundierten und ventilierten Mauselungen verifiziert. AuBerdem wurden Techniken wie [Ca?*]i-
Messungen und Patch Clamp verwendet, um die Wirkung von EETs auf isolierte PASMCs
von Mausen weiter zu Uberprifen. Zusatzlich wurde der mogliche Mechanismus der EET-

induzierten pulmonalen Vasokonstriktion untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

2.1.1 Versuchstiergenehmigung und Tiertétung

Die durchgefiihrten Zellisolationen von PASMCs und Untersuchungen an der isolierten, per-
fundierten und ventilierten Mauslunge wurden vom Regierungspréasidium Giel3en unter fol-
gendem Aktenzeichen genehmigt:

-Gl 20/10 Nr. 115/2014 (,Isolation pulmonaler Zellen®)

-Gl 20/10 Nr. 105/2014 (,Mechanismen pulmonaler Erkrankungen am Modell der isoliert ven-
tilierten und perfundierten Mauslunge (ILU)%)

Die Tiertétungen wurden unter den Meldenummern 527 _M (,Einfluss der Sauerstoffspan-
nung auf die GefaRwandkonstriktion der Pulmonalarterie®) und 640 M (,Einfluss der Sauer-
stoffspannung auf die GefaBwandkonstriktion der Pulmonalarterie in TRPC6 knockout Mau-

sen®) durchgefuhrt.

2.1.2 Mauslinien

Alle Untersuchungen an/mit Tieren wurden mit Mausen durchgefuhrt (Mus musculus). Dafur
wurden adulte, ménnliche C57BL/6J Mause (22-24 g Koérpergewicht, im Folgenden als
SWildtyp* bzw. ,WT* bezeichnet) aus der Zucht von Charles River (Sulzfeld, Deutschland)
bezogen. Bei dem Mausstamm handelt es sich um einen Inzuchtmausstamm. Des weiteren
wurden TRPC6 knockout Mause (TRPC67") wie zuvor beschrieben geztichtet (Dietrich et al.,
2005) und in den Versuchen verwendet. TRPC6** Mause, die ebenfalls mannlich und im
selben Alter wie die TRPC67 Mause waren, wurden aus derselben Kolonie wie die dazuge-
hdrigen knockout Mause bezogen und als Kontrolltiere verwendet. Diese wurden ebenfalls

im Folgenden als WT bezeichnet.

2.1.3 Versuchstierhaltung

Die Mause wurden in der Versuchstierhaltung ,Seltersberg“ in GieRen unter Standardbedin-
gungen gehalten, sprich der Hell-Dunkel-Rhythmus betrug 14/10 h, mit einem Tagbeginn um
5.00 Uhr und einem Nachtbeginn um 19.00 Uhr (nach Winterzeit). Die relative Luftfeuchte
betrug 55 = 10 % und die Raumtemperatur 22 + 2 °C. Es wurden maximal 5 Tiere pro Kéfig

zusammengesetzt (IVC-Kéafige, Typ IIL, Tecniplast, Deutschland). Den Tieren wurden Haus-
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chen, Nistmaterial und Beil3hdlzer in ausreichender Menge zur Verflgung gestellt. Futter
(Haltungsdiat fur Ratten und Mause Nr. 1324, Altromin, Deutschland) und Wasser wurden

den Mausen ad libitum zur Verfligung gestellt.

2.2  Myographie von isolierten Blutgefal3en

2.2.1 Das Myographensystem

Das 4-Kammern-Myographensystem (620M, Danish Myo Technology A/S, Danemark) er-
laubt die in vitro-Messung der kontraktilen Aktivitat von kleinen Blutgefal3en (mindestens 80
pm im Durchmesser) unter isometrischen Bedingungen. Das bedeutet, in diesem System
findet keine Verschiebung bzw. Verkirzung der kontraktilen Myofibrillen statt, sondern aus-
schlie3lich eine Kraft- bzw. Spannungsanderung. Diese Technik wurde im Jahr 1972 von
Bevan und Osher entwickelt und durch die Professoren Mulvany und Halpern (1977) weiter
verbessert. Das Myographensystem besteht aus vier einzelnen, rostfreien Edelstahlkam-
mern, mit einem Kammervolumen von max. 8 ml, die mit einer Abdeckung verschlossen
werden, um die Evaporation der Lésung zu vermeiden. Jede Kammer kann einzeln beheizt
und begast werden und Uber ein Vakuumsystem wird der Kammerinhalt geleert. In den
Kammern wird das Gewebe mit Hilfe von 40 um dicken rostfreien Edelstahldréhten einge-
spannt. Einer der Drahte wird dabei an Tragerbacken mit einem Kraftumwandler verbunden,
der andere an Tragerbacken mit einer Mikrometerschraube (siehe Abb. 7). Der Kraftum-
wandler erlaubt die Messung von Veranderungen der Wandspannung mit einem Auflésungs-
vermdgen von 0,01 mN. Zudem kdnnen mit Hilfe der Mikrometerschraube die Tragerbacken
in um-Schritten bewegt werden. Dies wird flr die Applizierung einer Vorspannung bendtigt,
da unter physiologischen Bedingungen die Blutgefal3e von Saugetieren durch den Blutdruck
kontinuierlich einer Dehnung ausgesetzt sind. Die passiven Langen-Spannungs-Verhaltnisse
konnen mit Hilfe des DMT Normalization Module (LabChart 8, ADInstruments, Australien)
individuell bestimmt werden. Dies ermdglicht die Berechnung der Menge an einer Gefal3-
dehnung, die erforderlich ist um eine Spannung zu erreichen, die &quivalent zu der in vivo
Spannung ist. Die Berechnung erfolgt dabei nach dem Gesetz von Laplace, welches die Be-
ziehung zwischen der Wandspannung und den auf sie einwirkenden Innendruck (P;) be-
schreibt (Mulvany & Halpern, 1977; Angus & Wright, 2000):

Pi = Wandspannung / [Innerer GefalRumfang / (2 * rt)]
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Kraftumwandler @ [ (ﬂ @ Mikrometerschraube

Abbildung 7. Das 4-Kammern-Myographensystem. Reprasentative Bilder vom verwendeten Myographen mit
dem 4-Kammern-System (oben links), sowie eine VergréRerung von einer Kammer (oben rechts). In der schema-
tischen Darstellung (unten) ist ein Gefal3 (G) mit Hilfe der Edelstahldréahten (D) unter den Schrauben der Trager-
backen (T) befestigt. Eine Tragerbacke ist mit einem Kraftumwandler, die andere mit der Mikormeterschraube
verbunden.

2.2.2 Isolation von pulmonalen und systemischen Gefafien

Fur die Isolation der Gefal3e wurden die Mause durch eine zervikale Dislokation getétet. Da-
nach wurde ein Schnitt unterhalb des Brustkorbs ausgefiihrt, um Zugang zum Zwerchfell zu
erhalten. Das Zwerchfell wurde durchtrennt und der Brustkorb gedffnet, sodass die Lunge
und das Herz frei gelegt waren. Diese wurden vom umliegenden Gewebe getrennt und in
eine physiologische Salzlésung (PSL, Zusammensetzung siehe Tab. 2) gelegt. Die Losung
wurde mit einem normoxischen Gasgemisch (21 % O», 5,3 % CO,, Rest N, Air Liquide,
Deutschland) begast, sodass sich ein pH-Wert von 7,4 einstellte. Fir die Isolation der extra-
pulmonalen Arterien (EPA, 500-700 um im Durchmesser), wurde die Lunge samt Herz auf
einer Petrischale (Danish Myo Technology A/S, Danemark) fixiert und der rechte und linke
Hauptstamm der EPA wurde unter einem Mikroskop (SMZ-171, Motic, Hong Kong) vom
konnektivem Binde- und Fettgewebe befreit und in 2-3 mm lange Segmente geschnitten.
Zudem wurden intrapulmonale Arterien vom linken Lobus und vom post caval Lobus isoliert.

Vorherige Experimente haben gezeigt, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen
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den Reaktionen der IPAs aus den verschiedenen Lungenlobi gibt. Um die IPAs zu isolieren,
wurde der entsprechende Lobus fixiert und ein Schnitt entlang des Bronchus ausgefiuhrt, da
IPAs entlang des Bronchus verlaufen. Der Bronchus wurde daraufhin vorsichtig entfernt und
die Segmente der groRen IPAs (450-650 um im Durchmesser) und der kleinen IPAs (80-200
um im Durchmesser) wurden vom konnektiven Gewebe befreit. Die Lokalisation der verwen-
deten Gefalie ist in Abb. 8 dargestellt. AulRerdem wurde fir manche Experimente die Aorta
und die Femoralarterie isoliert. Fur die Isolation der Aorta wurde diese samt Lunge und Herz
vom umliegenden Gewebe getrennt und in PSL gelegt. Die Aorta wurde vom Herzen ge-
trennt und ohne starke Spannung auf einer mit PSL geflillten Petrischale fixiert und dort vom
konnektivem Binde- und Fettgewebe befreit. Daraufhin wurde der thorakale Abschnitt der
Aorta in 2-3 mm lange Segmente unterteilt. Fir die Isolation der Femoralarterie wurde zu-
nachst die Haut am Femur entfernt, wodurch die entlang des Beins verlaufende Arterie und
Vene bereits sichtbar wurde. Diese wurden samt Muskelgewebe vom Femur getrennt und in
PSL gelegt. Daraufhin wurde die Femoralarterie vom umliegenden Gewebe befreit und eben-
falls in 2-3 mm lange Segmente unterteilt. Wéahrend der gesamten Isolation der Gefal3e wur-
de besonders vorsichtig prapariert, um die glatten Muskelzellen und das Endothel intakt zu
halten. Die isolierten GefaBe wurden daraufhin entweder fur die RNA-Interferenz-

Experimente verwendet oder direkt im Myographensystem eingespannt.

Abbildung 8. Schematische Darstellung der verwendeten pulmonalen Arterien von Mausen. Die grinen
Linien reprasentieren extrapulmonale Arterien (500-700 pm im Durchmesser), die blauen Linien grof3e intrapul-
monale Arterien (450-650 um im Durchmesser) und die roten Linien kleine intrapulmonale Arterien (80-200 pm im
Durchmesser). Die dicken Linien reprasentieren die fur die Versuche verwendeten Arteriensegmente. Die gestri-
chelten Linien reprasentieren den weiteren Verlauf der Arterien. A: Lobus cranialis B: Lobus medialis C: Lobus
caudalis D: Lobus accessorius E: linke Lunge F: Herz G: Trachea.
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Tabelle 2. Zusammensetzung der physiologischen Salzlésung (PSL) und der physiologischen Salzlésung
mit einem hohen Kaliumanteil (KPSL).

Substanz Konzentration PSL Konzentration Firma
_— (mM) KPSL (mM)
Natriumchlorid 118,0 38,0 Sing'SA/LdriCh’
Kaliumchlorid 4,0 80,0 Diigssr?lghr;d
Calciumchlorid 18 18 Dzzlzls?rﬂ;hr;d
Magnesiumsulfat 1,0 1,0 Dii:;?ﬁ;hr;d
Natriumdihydrogenphosphat 0,4 0,4 Dii:;?ﬁ;hr;d
Natriumhydrogencarbonat 24,0 24,0 Dce:igsskﬂghr; d
Glukose 55 55 D(ejigs?rﬂ;hn’d

2.2.3 Isometrische Kontraktionsmessung

Vor jedem Versuch wurden die Kammern unter normoxischen Bedingungen (21 % O,) auf 37
°C beheizt und mit 6 ml PSL befillt. Danach wurden die Gefal3e mit Hilfe der 40 um dicken
Edelstahldrahte in die Kammern eingespannt und die Drahte wurden mit der Mikrometer-
schraube so nah wie moglich aneinander gefihrt. Daraufhin wurde die Aufzeichnung der
Wandspannung gleich Null gesetzt. Die Arterien wurden auf eine Wandspannung aquivalent
zu einem Blutdruck von 15 mmHg und die Aorten auf eine Wandspannung aquivalent zu 100
mmHg gedehnt. Die Aufzeichnung der Wandspannung erfolgte mit LabChart 8 (ADInstru-
ments, Australien). Zu Beginn jedes Experiments wurden die GefaRe 3-mal fir 3 min mit
KPSL stimuliert, einer PSL mit 80 mM K* (siehe Tab. 2). Hiermit wurden die Vitalitat und In-
tegritat der GefalRe Gberprift. Durch die Erhéhung der extrazellularen K*-Konzentration wur-
de eine Depolarisation induziert, wodurch es zu einer Kontraktion der PASMCs kam (Cop-
pock et al., 2001). Fur die Versuche wurden lediglich GefalRe verwendet, die unter KPSL
eine Erhohung der kontraktilen Kraft von mindestens 1 mN aufwiesen. Anderungen der
Wandspannung (T) wahrend der hypoxischen Exposition oder wahrend einer gleich langen
Zeit unter Normoxie, im Vergleich zu den Ausgangswerten, werden in den Ergebnissen als
Prozentsatze der maximalen Konstriktion ausgedriickt, die durch die endgiltige Exposition

gegenuber KPSL induziert wurde (% Tk). Nach dieser Prozedur wurde 20 min gewartet, da-
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mit die Wandspannung einen stabilen Wert annehmen konnte, bevor das eigentliche Expe-
riment durchgefiihrt wurde. Da pulmonale Arterien in vivo bereits eine gewisse Vorspannung
aufweisen (Connolly et al., 2013), wurde in manchen Experimenten ein pretone appliziert,
sprich die Gefal3e wurden entweder mit 15-20 mM KCI oder mit 1-3 nM U46619 vorstimuliert.
Die exakte Konzentration eines pretones wurde fir jedes Gefal3 individuell appliziert, um
eine Kontraktion zu erreichen, die 20 % der maximalen Kontraktion unter KPSL entsprach.
Die Vorversuche haben gezeigt, dass dieser Ansatz reproduzierbare Ergebnisse liefert. So-
bald die Gefal3e daraufhin eine stabile Wandspannung aufwiesen, wurde die Begasung fur
80 min auf ein hypoxisches Gasgemisch (1 % O3, 5,3 % CO., Rest N2, Air Liquide, Deutsch-
land) umgestellt. Der Partialdruck von O in der Lésung betrug dabei 15-22 mmHg (gemes-
sen mit einem optischen, nadelartigen Sauerstoffsensor (Firesting, Pyro Science, Deutsch-
land)). Am Ende jedes Experiments wurde erneut KPSL appliziert, um zu Uberprifen, ob die
Gefal3e nach wie vor reaktionsfahig waren. In einigen Experimenten wurde vor der Messung
das Endothel entfernt, indem ein menschliches Haar in das Lumen der eingespannten Arte-
rie eingefuhrt und vorsichtig an der luminalen Oberflache gerieben wurde. Die erfolgreiche
Entfernung des Endothels wurde durch die Applikation von 10 uM Acetylcholin (Sigma-
Aldrich, USA) in Anwesenheit eines 3 UM Prostaglandin Fz,—induzierten pretones (Sigma-
Aldrich, USA) Uberprift. AuBerdem wurden fir die Experimente verschiedene Inhibitoren und

Agonisten verwendet, die in Tab. 3 aufgefihrt sind.

Tabelle 3. Verwendete Inhibitoren und Agonisten fur die Messungen im Myographensystem.

Substanz Konzentration Eirma

MS-PPOH 30,0 uM Cayman Chemical, Deutschland
14,15-EEZE 1,5uM Cayman Chemical, Deutschland
TPPU 3,0 uM Cayman Chemical, Deutschland
5,6-Epoxyeicosatriensaure 0,1-3,0 uM Cayman Chemical, Deutschland
8,9-Epoxyeicosatriensaure 0,1-3,0 uM Cayman Chemical, Deutschland
11,12-Epoxyeicosatriensaure 0,1-3,0 uM Cayman Chemical, Deutschland
14,15-Epoxyeicosatriensaure 0,1-3,0 uM Cayman Chemical, Deutschland
Dihydroxyei&_():’c?s-atriensaure 1,5uM Cayman Chemical, Deutschland

H.0, 3,0 uM Sigma-Aldrich, USA

4-Aminopyridin 1,0 mM Sigma-Aldrich, USA

Nifedipin 1,0 uyM Sigma-Aldrich, USA
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Die verwendeten Inhibitoren fir den EET-Signalweg namens MS-PPOH, 14,15-EEZE und
TPPU wurden 15 min vor der 80-mindtigen Inkubation unter Hypoxie (bzw. Normoxie fur die
Kontrollen) appliziert. Die Epoxyeicosatriensauren, sowie H2O2, 4-Aminopyridin und Nifedipin
wurden lediglich unter normoxischen Bedingungen appliziert. Bei allen Substanzen, die in
Ethanol geldst waren, wurde der Ethanol mit Stickstoff vaporisiert und durch PSL ersetzt. Flur
Substanzen, die in Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich, USA) geldst waren, wurden ent-
sprechende Kontrollen ausgefuhrt.

2.2.4 RNA-Interferenz-Experimente

Um die Involvierung von EETS in der HPV zu untersuchen, wurde eine Methode entwickelt,
um die Expression der I6slichen Epoxidhydrolase und der Cytochrom-P450-Epoxygenasen
in isolierten IPAs aus Mausen zu inhibieren. Dies geschah mit Hilfe von small interfering
RNAs (siRNAs) (ON-TARGET plus SMARTpool, Dharmacon, USA) in einer Konzentration
von 5 nM. Das SMARTpool siRNA Reagenz ist eine Mischung aus vier siRNA Duplexen, die
alle an unterschiedlichen Stellen innerhalb des spezifischen Gens binden. Die siRNA Se-
quenzen wurden mit dem SMARTSselection Design Algorithmus von Dharmacon generiert
und anschlieBend unter Verwendung einer BLAST Analyse mit einer Datenbank fir die ent-
sprechende Spezies auf signifikante Sequenzidentitat mit anderen nicht-zielgerichteten Ge-

nen analysiert (Zielsequenzen sind in der Tab. 4 dargestellt).

Tabelle 4. Zielsequenzen der verwendeten siRNAs.

Gen Zielsequenzen
Ephx2 AGUUUGAACACGCCGUUUA, GUAAAGGGUUGGGACGAAA,
GUGCGUACCAGACGGAAUU, CCAUGAAAGUUAUCCGAUC
CYP2J5 UGUCAAGAAACACGAGAAA, UGAUAUCAGAGAAGCGAAA,
GGUUAGAGAACGAAUCACA, AUGAGUAGCUAUCCAGAAA
CYP236 GUGUUAUGCAAGAACGUAU, CAUUAUGAAUCGUCCUCUA, CA-
AUCCAGCCGUUGGUGAA, AGGGAAGUAGCAAUGGAUA
CYP2J9 CAGAAUGGCUGCAACCGUU, GAGCUUAGAGGAACGAAUA,
GGGAAUGGAUUAAGUAGAU, CAAGUUAUGGGUUCAGUAA
CYP2J11 GGAAACGUAAUUAGCGUGA, GGGAACAAUUGGCCAGUUG, A-
AUCAUAUGUUCUGAGGCA, CUGCAAGGCAACAUGUAUU
CYP2J12 UAGAUGAAGCCACGUGUUU, AUGUAGUGAUUCAGCAGUU,
GGAGACAAGACUACUACAA, CCUUCAUGCUCUUGGCUCA
CYP2J13 GAGCUUAGAGCAUCGAAUU, GCGUAGAGUUGGCGGGAAU,
GAAGGAAGGUGACGGGGAA, AAUCAAGUCUGCAGUCAUU
non targeting UGGUUUACAUGUCGACUAA, UGGUUUACAUGUUGUGUGA,
SiRNA UGGUUUACAUGUUUUCUGA, UGGUUUACAUGUUUUCCUA
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Die IPAs wurden fur die Transfektion in 250 pl minimal essential medium (MEM, Sigma-
Aldrich, USA) ohne Antibiotika Uberfuhrt. Daraufhin wurden 1,25 pl vom Lipofectamine
RNAIMAX Transfektions Reagenz und 0,02 nM siRNA hinzugefugt. Die IPAs wurden darin
fur 6 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde das Medium zu 3 ml MEM + 1 % Penicil-
lin/Streptomycin (Gibco, Life Technologies, USA) gewechselt. Darin wurden die IPAs fir vier
Tage inkubiert, das Medium wurde jedoch am zweiten Tag erneuert. Am vierten Tag wurde
die kontraktile Aktivitat der IPAs mit Hilfe der Myographen-Technik untersucht. Die Uberpri-
fung des knockdowns erfolgte mittels Real-Time PCR (siehe 2.5.1.).

2.2.5 Messung der intrazellularen Ca?-Konzentration

Die Messung der intrazellularen Ca?*-Konzentration erfolgte mit dem konfokalen Myogra-
phensystem (360CW, Danish Myo Technology A/S, Danemark). Dieses System wurde spe-
ziell entwickelt, um einen nahen optischen Zugang zu dem eingespannten Gefal3 zu erlan-
gen. Die GefalRe wurden dafiir in eine Myographenkammer eingespannt, deren Boden aus
Quarzglas besteht. Somit konnten simultane Messungen der Wandspannung und der Fluo-
reszenz aufgezeichnet werden. Fir die Messung der [Ca?']; wurden die eingespannten IPAs
fir 60 min bei Raumtemperatur in einer PSL inkubiert, die mit dem intrazellular fluoreszie-
renden Calciumindikator Cal-520 (10 uM, AAT Bioquest, USA) und 0,02 % Pluronic F-127
(Thermo Fisher Scientific, USA) versetzt war. Die Begasung der PSL erfolgte mit normoxi-
schen Gas (21 % O, 5,3 % CO2, Rest N, Air Liquide, Deutschland). Danach wurde die
Kammer mit reiner PSL gewaschen und auf 37 °C erhitzt. Fir die Messung wurden alle 4 sec
ein Bild mit einer CCD-Kamera (Sensicam QE, PCO AG, Deuschland) aufgezeichnet, die an
einem invertierten Fluoreszenz-Mikroskop (IX71, Olympus, Japan) installiert war. Wéahrend
der Bildaufnahme wurden die IPAs mit 485 nm durch den Monochromator Polychrome V (Till
Photonic, Deutschland) beleuchtet. Fir die Erfassung der Fluoreszenz wurde die durch-
schnittliche Intensitat des von dem Gefal emittierten Lichts (> 510 nm) berechnet, wobei die
durchschnittliche Hintergrundintensitat von jedem Bild abgezogen wurde. Dafur wurde die
Micro-Manager Software (Edelstein et al., 2014) benutzt. Vor dem Beginn der Messung der
[Ca?']i wurde, wie bereits beschrieben, eine Vorspannung in den IPAs appliziert und mittels
3-maliger KPSL-Applikation deren Funktionalitéat Gberpruft. Alle darauffolgenden Verénde-
rungen der Fluoreszenz wurden als Prozentsatz der maximalen Fluoreszenzintensitat, die in
Antwort auf 80 mM KPSL beobachtet wurde, dargestellt (% Fk). Die Wandspannung wurde

zeitgleich mit LabChart 8 (ADInstruments, Australien) aufgezeichnet.
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2.3 Isolierte, perfundierte und ventilierte Lunge

Das Modell der isolierten, perfundierten und ventilierten Mauslunge bietet die Mdglichkeit
den kontinuierlichen, pulmonalarteriellen und pulmonalvendsen Druck im intakten Organ,
z.B. eine Vasokontraktion/Dilatation, zu messen. Die Versuche wurden unter Mithilfe von
Nasim Alebrahimdehkordi durchgefiihrt. Zu Beginn des Versuches wurde das Perfusionsys-
tem mehrfach mit destilliertem Wasser gespult und auf 4 °C gekuhlt, bevor es mit Krebs-
Henseleit-Lésung (Serag-Wiessner, Deutschland, Zusammensetzung siehe Tab. 5) befillt
wurde. Daraufhin wurden die Mause durch eine intraperitoneale Injektion mit einer Mischung
aus Ketamin (100 mg/kg Korpergewicht; Bela-Pharm GmbH & Co.KG, Deutschland), Xylazin
(20 mg/kg Korpergewicht; Ceva Tiergesundheit GmbH, Deutschland) und Heparin (50.000
I.E./kg Korpergewicht; Ratiopharm GmbH, Deutschland) anasthesiert und antikoaguliert. Die
Tiere wurden in aufrechter Rickenlage auf einem Gestell fixiert, wodurch ein Einschnitt der
Haut vom Unterkiefer zum oberen Abdomen durchgefuhrt werden konnte. Daraufhin wurde
die Trachea der Maus freiprapariert und unterhalb der Trachea wurde ein Bindfaden mit ei-
nem Knoten vorgelegt (Coats Gmbh, Deutschland). Die Trachea wurde danach oberhalb des
Knotens eingeschnitten, wodurch ein Tubus (Hugo Sachs Elektronik, Deutschland) einge-
fuhrt und mittels des vorgelegten Fadens in der Trachea fixiert wurde. Die Maus wurde da-
raufhin Uber den Trachealtubus und die angeschlossene Beatmungspumpe (Minivent Type
845, Hugo Sachs Elektronik, Deutschland) mit Raumluft beatmet. Die Beatmungspumpe war
dabei auf ein Atemzugvolumen von 150 pl pro Atemzug und 90 Atemziige pro Minute einge-
stellt. FUr die Katheterisierung der Pulmonalarterie wurde der Bauchraum und der Thorax der
Maus gedéffnet, um das Herz und die Lunge frei zu legen. Daraufhin wurde zunachst die
Herzspitze und danach der rechte Ventrikel eingeschnitten, um dort einen mit Krebs-
Henseleit-Lésung geflllten Perfusionskatheter in die Pulmonalarterie einzufihren und mit
dem vorgelegten Faden zu fixieren. Die Perfusion erfolgte mit der Masterflex Peristaltic
Pump Easy-load 7518-10 von Cole Parmer (USA). Mit dem Start der Perfusion erfolgte zu-
dem die Umstellung auf eine Ventilation mit einem normoxischen Gasgemisch (21 % O, 5,3
% CO2, Rest Ny; Air Liquide, Deutschland), um den pH-Wert der Perfusion aufrecht zu erhal-
ten. Als nachstes wurde die Trachea, die Lunge und das Herz en bloc aus dem Brustkorb
entfernt (ohne die Beatmung und Perfusion zu unterbrechen) und das Lungengewicht wurde
mit Hilfe eines Kraftwandlers (Kent Scientific, USA) tUberwacht. Ein zweiter Perfusionskathe-
ter, mit einer gebogenen Kanile an seiner Spitze, wurde Uber den linken Ventrikel in das
linke Atrium eingefuhrt und mit einem Faden fixiert. Der Perfusionsfluss wurde dabei lang-
sam von 0,2 auf 2 ml/min erhoht (gesamtes Systemvolumen betrug 10 ml). Nachdem die
Lunge mit ca. 20 ml Losung gespdult wurde (um Blutreste zu entfernen), wurde der Perfusi-
onskreislauf geschlossen und somit ein rezirkulierendes System hergestellt. Der linksarteriel-

le Druck wurde auf 2,0 mmHg eingestellt. Die isolierte und perfundierte Lunge wurde in eine
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Gehausekammer platziert, worin das ganze System auf 37,5 °C erwarmt wurde. Der Druck in
der Pulmonalarterie (pulmonary artery pressure, PAP), im linken Ventrikel und in der
Trachea wurde mittels eines Druckwandlers (Combitrans 1-fach Set Mod. Il Uni Giel3en,
Braun, Deutschland), der mit dem Perfusionskatheter verbunden war, registriert und mit Hilfe
eines Analog-Digital-Wandlers (PCLD-8115 wiring terminal board Rev.A2, Advantech,
Deutschland) digitalisiert, wodurch die Daten mit einem Computer aufgezeichnet werden
konnten (Sydykov, 2009; Malczyk, 2017).

Tabelle 5. Die Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Losung.

Substanz Konzentration (mM)

Natriumchlorid 120,0
Kaliumchlorid 4,3
Kaliumdihydrogenphosphat 11
Calciumchlorid 2,4
Magnesiumchlorid 1,3
Glukose 13,3

Hydroxyehtylamylopectin (Mole- 5 % (wt/vol)
kulargewicht 200,000)

Natriumbicarbonat 24,0

2.4  Whole Cell Patch Clamp-Experimente

2.4.1 Grundprinzipien der Patch Clamp-Technik

Die Patch Clamp-Technik ermdéglicht die Messung von lonenstrémen Uber einzelne lonenka-
nale. ,Patch” steht dabei flir den Membranbereich, der unter der Messelektrode liegt. Die aus
Glas gefertigte Messelektrode (Patch-Pipette) wird demnach nicht in die Zelle eingestochen,
sondern so nah an die Zelle herangefiihrt, bis ein sogenanntes ,giga seal“ entsteht, sprich
ein hoher elektrischer Widerstand. Dadurch wird der Membranfleck in der Messelektrode
elektrisch von der restlichen Membran isoliert und kann gezielt auf das Ein- und Ausstromen
von lonen untersucht werden. Die elektrischen Widerstande zwischen der Membran und der
Patch-Pipette liegen dabei im Gigaohm-Bereich (GQ). Mit Hilfe des giga seals werden Leck-
strome minimiert, was fur die Messung von Einzelkanalableitungen von grof3er Bedeutung
ist, da die isolierten lonenkandle lediglich eine Stromamplitude von wenigen Picoampere

(pA) aufweisen. Eine Referenzelektrode in der Badldsung erlaubt dabei die Messung des
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Membranpotentials des Patches. Das Membranpotential wird daraufhin von einem Vorver-
starker amplifiziert und an den Patch Clamp-Verstarker Ubertragen. Der Patch Clamp-
Verstarker ist fur den Vergleich zwischen dem vorhandenen Membranpotential und einem
festgelegten Sollwert zustandig. Um diesen auszugleichen, wird von dem Patch Clamp-
Verstarker ein kompensatorischer Klemmstrom generiert. Dieser wird mit Hilfe der Mes-
selektrode auf den Patch appliziert und entspricht dabei dem Uber die Zellmembran flieRen-
den Strom, jedoch mit umgekehrten Vorzeichen. Dieser Strom kann schlie3lich mit Hilfe ei-
nes Messprogramms digital dokumentiert werden. Die Messelektrode befindet sich dabei in
der sogenannten cell attached-Konfiguration und misst dabei ausschlief3lich die lonenstrome
im isolierten Membranfleck. Wird ein Unterdruck auf den Patch ausgedbt, wird dieser zerstort
und man erreicht den sogenannten Whole Cell-Modus. Dieser ermdglicht die Messung der
Summe aller lonenstrome Uber die ganze Membran (Knopp, 2015). In dieser Dissertation
wurde lediglich die Whole Cell-Konfiguration fur die Messungen verwendet. Die Versuche
wurden in Kooperation mit Dr. Fenja Knopp durchgefuhrt.

2.4.2 Isolation von PASMCs

Fur die Durchfuhrung der Patch Clamp-Versuche wurden PASMCs basierend auf dem Pro-
tokoll von Waypa et al. (2001) aus Wildtyp C57BL6/J Mausen isoliert. Daftr wurden die
Mause, wie bereits in 2.3 beschrieben, anasthesiert und antikoaguliert. Sobald die nozizepti-
ven und viszeralen Reflexe erfolgreich gelahmt waren, wurde die Maus fixiert und das Ab-
domen der Maus gedéffnet, um Zugang zur unteren Hohlvene und der Bauchaorta zu erhal-
ten. Diese wurden durchtrennt, um den Tod des Tieres zu verursachen. Daraufhin wurde das
Zwerchfell eingeschnitten und der Brustkorb getffnet, um das Herz frei zu legen. Der darauf
liegende Thymus und das Perikard um das Herz wurden entfernt, bevor eine Ligatur um die
Pulmonalarterie und die Aorta gelegt wurde. Daraufhin wurde ein Schnitt in den linken
Ventrikel durchgefiihrt, damit das Spiilen der Lunge nicht zur Ausbildung eines Odems fiihr-
te. Als nachstes wurde ein kleiner Schnitt in den rechten Ventrikel ausgefiihrt, durch den ein
Katheter in die Pulmonalarterie eingefuihrt und daraufhin eingebunden wurde. Uber diesen
wurde die Lunge mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) (Pan-Biotech GmbH, Deutsch-
land) gespult, um das restliche Blut zu entfernen und sie stattdessen mit einer 37 °C warmen
flissigen Agarose-Eisenpartikel-Suspension (2 ml Suspension/Lunge; Sigma-Aldrich, USA)
zu befullen. Die Eisenpartikel akkumulieren dabei auf Grund ihrer GréRe im préakapillaren
Bereich, da sie diesen nicht durchdringen kdnnen. Dadurch wird die Isolation von prékapilla-
ren GefalRen bzw. Zellen erméglicht. AnschlieRend wurde das Fell bis zum Unterkiefer geoff-
net und die Speicheldriisen am Hals zur Seite geklappt, damit die Trachea vom umliegenden

Muskelschlauch befreit werden konnte. Um die freiliegende Trachea wurde anschlielRend
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eine Ligatur gelegt und Uber einen Schnitt in die Trachea wurde ein Tubus eingefihrt und
eingebunden. Uber diesen Trachealtubus wurde die Lunge mit der fliissigen Agaroselésung
komplett ausgefillt. Daraufhin wurde der Trachealtubus entfernt und gleichzeitig die Ligatur
zugezogen, wodurch die fixierte Lunge aus dem Koérper herauspréapariert werden konnte. Um
die noch flissige Agaroseldsung zu festigen, wurde die Lunge in 4 °C kalte PBS gelegt. An-
schlieend wurde das Herz, die Aorta und die Trachea von der Lunge entfernt und die funf
verschiedenen Lungenlappen mit der Drei-Scheren-Technik zerkleinert und mehrfach in PBS
mit einem magnetischen Konzentrierer gewaschen. Die so erworbenen Gewebestlicke wur-
den in 37 °C warmer Kollagenaseldsung (80 Unit/ml; Sigma-Aldrich, USA) fir 1 h inkubiert
und daraufhin mit 15 G und 18 G Kanulen weiter zerkleinert und mit Hilfe des magnetischen
Konzentrierers (Invitrogen, USA) von den Gefal3en, die mit Eisenpartikeln gefillt waren, se-
pariert. Die Zersetzung durch die Kollagenase wurde durch das Waschen mit warmen Medi-
um 199 + 10 % FBS + 1 % Penicillin/Streptomycin gestoppt (siehe Tab. 6; Malczyk, 2017).
Schlie3lich wurden die isolierten PASMCs in SMC Medium + 15 % FBS + 1 % Penicil-
lin/Streptomycin (siehe Tab. 6) auf Zellkulturschalen mit Glasboden (35/10 mm, Greiner Bio-
One, Deutschland) ausgeséat und dort fir 5-6 Tage kultiviert, bevor sie fur die Patch Clamp-
Versuche verwendet wurden. Fir die Versuche wurden jedoch nur Zellen verwendet, die in
einem nicht kontrahierten oder nur teilweise kontrahierten Zustand waren und die eine spin-
delférmige Morphologie aufwiesen. Demnach wurden runde und vollstéandig kontrahierte Zel-

len von den Versuchen ausgeschlossen.

Tabelle 6. Komponenten der verwendeten Zellkultur-Medien.

Substanz Firma

Medium 199 Gibco, Life Technologies, USA

smooth muscle cell basal medi-
um (SMC Medium)

PromocCell, USA

Fetales bovines Serum (FBS) Sigma-Aldrich, USA
Penicillin Gibco, Life Technologies, USA
Streptomycin Gibco, Life Technologies, USA

2.4.3 Messung der Whole Cell-lonenstréme

Da eine Patch Clamp-Messung sehr storanféllig ist, befand sich der ganze Messaufbau auf
einem schwingungsgedampften Labortisch und dieser befand sich wiederum in einem Fara-
day’schen Kafig, der die Messung vor elektromagnetischen Strahlungen schiitzte. Zudem

wurden alle Bestandteile des Messaufbaues geerdet. Wahrend der Experimente wurden die
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Zellen kontinuierlich mit einer vorbeheizten (37 °C) extrazellular-analogen Badlésung perfun-
diert (0,5 ml/min; siehe Tab. 7). Dies geschah unter Verwendung eines durch Schwerkraft
getriebenen Perfusionssystems, in Kombination mit einem Perfusionseinsatz fur Zellkultur-
schalen (Warner Instruments, USA). Die Badlésung wurde entweder mit einem normoxi-
schem (21 % O, 5,3 % CO2, Rest Ny; Linde, Deutschland) oder hypoxischem (1 % O, 5,3 %
CO2, Rest Np; Linde, Deutschland) Gasgemisch begast, wodurch zusatzlich der pH auf 7,4
eingestellt wurde.

Tabelle 7. Verwendete Substanzen fir die extrazellulér-analoge Badlésung.

Substanz Konzentration (mM) Firma
Natriumchlorid 126,7 Sigma-Aldrich, USA
Kaliumchlorid 5,4 Carl Roth, Deutschland
Calciumchlorid 1,8 Carl Roth, Deutschland

Magnesiumchlorid 1,1 Carl Roth, Deutschland
Natriumdihydrogenphosphat 0,4 Carl Roth, Deutschland
Natriumhydrogencarbonat 22,0 Carl Roth, Deutschland
Glukose 10,0 Carl Roth, Deutschland

In der Nahe der Zelle wurde der Sauerstoffpartialdruck (PO.) mit einem optischen, nadelarti-
gen Sauerstoffsensor (Firesting, Pyro Science, Deutschland) gemessen. Mit einem DMZ
Universal-Elektrodenzieher (Zeitz, Deutschland) wurden feuerpolierte Patch-Pipetten mit
einem Spitzenwiderstand von 3-5 MQ aus Borosilikatglas-Kapillarréhrchen (Sutter Instru-
ments, Novato, USA) gezogen und mit einer intrazellular-analogen Loésung (pH eingestellt
auf 7,2; siehe Tab. 8) befillt.

Tabelle 8. Verwendete Substanzen fir die intrazellular-analoge Lésung.

Konzentration .

Substanz (mM) Firma
Natriumchlorid 4.0 Sigma-Aldrich, USA
Kaliumchlorid 25,0 Carl Roth, Deutschland
Kaliumaspartat 105,0 Sigma-Aldrich, USA

Magnesiumchlorid 1,0 Carl Roth, Deutschland
Magnesium-Adenosintriphosphat 4,0 Sigma-Aldrich, USA
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N’,N'-tetraessigsaure (EGTA) 10,0 Carl Roth, Deutschland
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséure (HEPES) 10,0 Carl Roth, Deutschland
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Alle Patch Clamp-Experimente wurden in der Whole Cell-Konfiguration, unter der Verwen-
dung eines EPC10 USB-Einzelverstarkers (HEKA, Deutschland), der von der Patchmaster-
Softwar (HEKA, Deutschland) gesteuert wurde, durchgefuhrt. Die Daten wurden bei 2,9 kHz
gefiltert und bei 100 Hz (Stromklemme) bzw. 1 kHz (Spannungsklemme) aufgezeichnet. Das
experimentell  bestimmte  Flissigkeitspotential ~ (liquid junction potential) (+12,4
mV/Stromklemme oder +3,9 mV/Spannungsklemme) wurde elektronisch korrigiert. Zur Ana-
lyse wurden Fitmaster (HEKA, Deutschland) und die IGOR Pro 6.37 Software (Wavemetrics,
USA) verwendet. Das Membranpotential wurde dabei sowohl unter Normoxie, als auch unter
Hypoxie im Stromklemmmodus (I = 0) aufgezeichnet. Die Stabilitdt des Membranpotentials
wurde fur mindestens 1 min bestimmt, bevor die Aufzeichnung begonnen wurde. In den Ex-
perimenten mit 5,6-EET wurde K* (KCl oder K*-Aspartat) in der intra- und extrazellularen
Losung durch die aquivalente Menge an Casium (CsClI, Sigma-Aldrich) getauscht, um K*-
lonenstrome zu inhibieren. 5,6-EET (1,5 uM) wurde vor dem Experiment in der Badldsung
gelost und Uber das Perfusionssystem in die Messkammer gegeben. Die 5,6-EET-
induzierten Veranderungen der lonenstrome tber die Membran wurden bei Haltepotentialen

von -40 mV bzw. -20 mV gemessen.

2.5 mRNA- und Protein-Expressionsanalysen
2.5.1 Real-Time PCR

Um die mRNA-Expression von der l6slichen Epoxidhydrolase (Ephx2) und von CYP2J5,
CYP2J6, CYP2J8, CYP2J9, CYP2J11, CYP2J12 und CYP2J13 in isolierten IPAs der Maus
zu untersuchen, wurde zunéchst die RNA aus den IPAs isoliert und daraufhin in cDNA um-
geschrieben. Dafir wurden die IPAs in 2 ml Rohrchen, in denen sich Keramikkugelchen
(Peqlab, Deutschland) und 300 ul RLT-Puffer (Qiagen, Niederlande) befand, mit dem Homo-
genizer Precellysr 24 (Peglab, Deutschland) 2-mal fir 30 sec homogenisiert. Daraufhin wur-
de die mMRNA mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Deutschland) nach Anleitung des Herstel-
lers aus den homogenisierten IPAs isoliert. Die isolierte RNA wurde im Verhaltnis 200 ng in 1
pl RNAse-freiem Wasser (Gibco, USA) gel6st und durch reverse Transkription mit Hilfe des
ISCRIPT cDNA Synthesis Kit (Bio RAD, Deutschland) unter den folgenden Konditionen in
cDNA umgeschrieben: Vorbereitung bei 25 °C fur 5 min, Reverse Transkription bei 46 °C fir
20 min, Inaktivierung der reversen Transkription bei 95 °C fur 1 min. Schliel3lich wurde die
relative Quantifizierung der mRNA-Expression der CYP2J-Isoformen und der Ephx2 mittels
Real-Time PCR erfasst. Daflr wurde der iTag SYBR Green Supermix nach Herstelleranga-
ben (Bio-RAD, Deutschland) verwendet. Pro Ansatz wurden 5 pl iTaq SYBR Green Super-

mix, 0,5 ul forward und 0,5 pl reverse Primer (Metabion, Deutschland), 3,5 pl RNAse-freies
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Wasser und 1 pl cDNA zusammengemischt. Fir jeden Versuch wurde eine Negativkontrolle
angesetzt, in der keine cDNA hinzugefugt wurde. Die bendétigten Primer wurden mit Hilfe der
Sequenzinformationen in der Datenbank vom National Center for Biotechnology Information
(NCBI, USA) designt (siehe Tab. 9). Die Real-Time PCR wurde mit dem CFX Connect PCR
System (Bio-RAD, Deutschland) unter folgenden Konditionen durchgefiihrt: 95 °C fur 5 min,
95 °C fur 10 sec, 60 °C fur 10 sec, 72 °C fur 10 sec und 95 °C fir 30 sec, dann 45 Zyklen bei
65 °C fir 30 sec. Um die Spezifitat der amplifizierten Fragmente zu tberprufen, wurde eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Die Schmelztemperatur hangt dabei von der Lange der
Fragmente ab und somit gibt die Schmelzkurve Auskunft tGber die Grof3e der amplifizierten
Fragmente. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass nur das gewlinschte PCR-Produkt
vervielfaltigt wurde. Die erhaltenen Ct-Werte der zu untersuchenden mRNA-Expressionen
wurden zu der Expression des Referenzgens GAPDH normalisiert. Die relativen Verande-
rungen der mRNA-Expression wurden mit Hilfe der AACt-Methode berechnet (Haimes und
Kelley, 2010).

Tabelle 9. Primersequenzen fur die Real-Time PCR.

Gen Forward (5- 37) Reverse (5- 31)
CYP2J5 GGGTGAACAGAGACAACATCC GACAAGCTCACCTGCCTCTTG
CYP2J6 TGGTCATAACTGGACTGCCCT | GCTCCTTCCATATTTGGCCACT
CYP2J8 TTGGGGATCCAGCCGTTTGT TGAGCCTCATCCTGTATGCGT
CYP2J9 TACCTTCAAGCCCCCAGTCAA CAAATGGGAGCAGACACCAGT

CYP2J11 GGAAAGAGAGCTTGCCCTGG ACTTCAGGCTCGGCTTCTCA
CYP2J12 ATGCTTGCTACTGAGGACACC GGGTCCTGGTGGGTAGTTCTT
CYP2J13 GTCACTGAGCCACTGCCCATA | AAGTAGGCAGGAAGCACACTG
Ephx2 CTGTGGCCAGTTTGAACACG GGCCACTCCTGGTTCTTGAAA

GAPDH TGGTGAAGGTCGGTGTGAAC TGAATTTGCCGTGAGTGGAG

2.5.2 \Western Blot

Um die Proteinkonzentration der CYP-Enzyme in den IPAs aus Mausen zu untersuchen,
wurden unter Mithilfe von Claudia Garcia Western Blots mit Proteinen aus Homogenaten von
isolierten IPAs und den Geweben, die als Kontrolle dienten (Leber, Niere, Milz und Skelett-
muskel der Maus; Zhou et al., 2013; Graves et al., 2015), durchgefuhrt. Daftr wurden die
Gewebe in Zelllyse-Puffer, der 1 mM PMSF (ein Serin-Protease-Inhibitor, beides von Cell

Signaling Technology, GroRRbritannien) enthielt, lysiert und mit Hilfe vom Precellys Glass Kit
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(2,8 mm) und dem Homogenizer Precellys 24 (Peqglab, Deutschland) homogenisiert. Darauf-
hin wurden die Proben fur 15 min auf Eis gestellt, bevor sie bei 21910 g (14000 rpm) fur 10
min zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. Um
die Proteinkonzentration des Uberstandes zu bestimmen, wurde ein spektrophotometrischer
Assay (BCA Assay, Pierce, USA) verwendet. Daraufhin wurden fur die Western Blot Analy-
sen 30 pg/pl der Proteine mit 4 x Laemmli-Probenpuffer (BioRad, USA) und -
Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA) im Verhaltnis 1:10 versetzt und fir 5 min auf 96 °C
erhitzt. Daraufhin wurden die Proben mit Hilfe einer Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE; Bio Rad, USA) aufgetrennt. Dafur wurden 12 %ige Trennge-
le und 5 %ige Sammelgele hergestellt (siehe Tab. 10).

Tabelle 10. Zusammensetzung der selbst hergestellten Gele. Der Tris-Puffer bestand aus Tris-BASE geldst in
dH20.

Konzentration Konzentration .
Substanz Firma
E— Sammelgel Trenngel
dH.0O 5,7 ml 3,4 ml Millipore, Deutschland
(V7] -
30 /‘"ge? AC 1,7 ml 4,0 ml Serva, Deutschland
rylamid
Tris-Puffer 2,5ml (0,5 M) 25ml(1,5M) Carl Roth, Deutschland
10 %iges SDS 0,1 ml 0,1 ml Carl Roth, Deutschland
TEMED 1,0 0,5 pl Carl Roth, Deutschland
APS 50ul 5,0 ul Sigma-Aldrich, USA

Nachdem die Proben und der Marker (Precision Plus Protein TM Standard, Bio Rad, USA)
auf die Gele aufgetragen wurden, wurde die Gelelektrophorese in 1-fach Laufpuffer (siehe
Tab. 11) mit den Parametern 120 V, 400 mA, 150 W flir 2 h gestartet. Anschlieend wurden
die aufgetrennten Proteine durch die sogenannte Semi-dry-Technik mit Hilfe eines Transfer-
puffers (siehe Tab. 11) auf eine 0,45 um dicke Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF; Bio
Rad, USA) ubertragen. Dies geschah bei 100 V, 115 mA und 150 W fiir 75 min. Die Memb-
ran wurde daraufhin in einer Losung mit 6 %iger Magermilch (Sigma-Aldrich, USA) in
Waschpuffer (siehe Tab. 11) mit 0,1 % Tween20 (Sigma-Aldrich, USA) fir 1 h geblockt. An-
schlieRend wurde die Membran Uber Nacht bei 4 °C mit dem Antikdrper gegen das humane
Cytochrom-P450-2J2 (Abcam, Deutschland) in einer Konzentration 1:500 oder mit dem Anti-
korper gegen GAPDH (Biolegend, USA) in einer Konzentration von 1:1000 inkubiert. Am
folgenden Tag wurde die Membran dreimal fir 10 min mit Waschpuffer gewaschen, bevor
sie fir 1 h mit einem mit Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltem sekundarem Antikorper (Pro-

mega, USA) in der Konzentration 1:5000 in Raumtemperatur inkubiert wurde. Dieser Anti-
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korper wurden ebenfalls in dem mit Milch angesetzten Puffer gel6st. Schlielich wurde die
Membran finfmal fir 5 min gewaschen. Die Detektion der Proteine erfolgte durch eine Che-
milumineszenzreaktion mit dem ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE
Healthcare, GroRbritannien) und dem ChemiDoc Touch Imaging System (Bio Rad, USA).
Um die Membran mit einem weiteren Antikérper inkubieren zu kénnen, wurde diese fir 1 h in
einer Stripping-Losung (siehe Tab. 11) inkubiert und daraufhin zweimal fir 5 min gewaschen,

bevor sie mit einem neuen Antikorper hybridisiert wurde.

Tabelle 11. Zusammensetzung der Pufferldsungen fir die Western Blot-Experimente.

Puffer Substanz Menge Firma
Tris-BASE 30,39 Carl Roth, Deutschland
Glycin 14409 Carl Roth, Deutschland
Laufpuffer (10X)

SDS 1,0 % Carl Roth, Deutschland

dH-O 1000,0 ml Millipore, Deutschland
Tris-BASE 11,69 Carl Roth, Deutschland
Glycin 58¢g Carl Roth, Deutschland
SDS 20 % 3,7 ml Carl Roth, Deutschland

Transferpuffer — _
Methanol 400.0 ml SAV Liquid Production,
Deutschland

dH-0O 2000,0 ml Millipore, Deutschland
Tris-BASE 24,2 ¢ Carl Roth, Deutschland
NaCl 88,6 ¢ Carl Roth, Deutschland

Waschpuffer (pH 7,5) : :

Tween20 1,0 ml Sigma-Aldrich, USA

dH-0O 1000,0 ml Millipore, Deutschland
Glycin 0,8¢g Carl Roth, Deutschland
Stripping-Lésung 37 %ige HCI 1,0 ml Carl Roth, Deutschland
dH-.O 90,0 ml Millipore, Deutschland

2.6  Auswertung der Daten und Statistik

Die statistische Analyse wurde unter Verwendung von Prism 6 (GraphPad Software Inc.,
USA) durchgefihrt. Alle Werte sind als Mittelwert + SEM dargestellt. Die Normalverteilung
der Proben wurde mit dem Shapiro-Wilk Normalitatstest getestet. Vergleiche wurden unter
Verwendung von Student-t-Test, Mann-Whitney-U Test, one-way und two-way ANOVA mit
Sidak-Korrektur fir mehrere Vergleiche, wie geeignet, durchgefuhrt. Der Unterschied wurde
bei * p < 0,05; ** p < 0,01 und *** p < 0,001 als statistisch signifikant angesehen. Die Einzel-
experimente sind durch ,n“ angegeben. Fir die Experimente wurden mindestens 3 verschie-

dene Mause verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Reaktion von pulmonalen Arterien aus
Mausen auf Hypoxie

3.1.1 Der Effekt von Hypoxie auf die Wandspannung von verschiedenen Ge-
nerationen der pulmonalen Arterien aus Mausen

Um die HPV in dem pulmonalen Gefal3system zu charakterisieren, wurden Myographie-
Experimente mit kleinen und grof3en intrapulmonalen Arterien (IPAs) und extrapulmonalen
Arterien (EPAs) durchgeflhrt (siehe Abb. 8). Zu Beginn jedes Experimentes wurde die Vitali-
tat der GefalRe durch die Applikation von KPSL uUberprift. Zudem wurde das Experiment
entweder ohne ein pretone durchgefihrt oder es wurde vor der 80-miniitigen Inkubation mit
Hypoxie (1 % Oz)/Normoxie (21 % O2) durch 15-20 mM KCI- bzw. durch 1-3 nM U46619 ein
pretone induziert.

In extrapulmonalen Arterien (EPAs; 500-700 um im Durchmesser; siehe Abb. 8) fuhrte die
Applikation von KPSL zu einer deutlichen Kontraktion auf bis zu 3,8 + 0,1 mN. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede im Tonus nach der 80-minutigen Inkubation mit Normoxie,
ohne vorheriger Applikation eines KCI- bzw. U46619-induzierten pretones, festgestellt wer-
den (0,5 £ 0,9 % T« nach 80 min). Unter Hypoxie wurde jedoch eine signifikante Verringe-
rung der Wandspannung erkennbar (auf -4,4 £ 2,2 % Tk nach 80 min; p < 0,05; siehe Abb. 9.
A). In EPAs, in denen ein pretone mit KCI induziert wurde, erhghte sich die Wandspannung
langsam wahrend der 80-minitigen Inkubation mit Normoxie auf bis zu 20,8 £+ 3,2 % T«. Un-
ter Hypoxie erhohte sich die Wandspannung in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones
nach 80 min auf 26,2 + 10,3 % Tk. Dabei war kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen erkennbar (siehe Abb. 9. B). Im Vergleich dazu erhéhte sich die Wandspannung
von EPAs, in denen ein pretone mit U46619 induziert wurde, nur geringfligig unter Normoxie
bis auf 8,4 + 6,9 % Tk. Unter Hypoxie verringerte sich die Wandspannung in den mit U46619
vorstimulierten EPAs auf 3,5 + 5,4 % T, allerdings waren die Werte nicht signifikant unter-
schiedlich zu denen unter Normoxie (siehe Abb. 9. C). Demnach induzierte Hypoxie in Ab-
wesenheit eines pretones eine geringe, aber signifikante Dilatation der Maus EPAs, jedoch

nicht in Anwesenheit eines KCI- oder U46619-induzierten pretones.
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Abbildung 9. Der Effekt von Hypoxie auf die Wandspannung von extrapulmonalen Arterien (500-700 pm
im Durchmesser). Statistische Darstellung von Veranderungen der Wandspannung Uber 80 min Hypoxie bzw.
Normoxie ohne pretone (A), mit KCl-induziertem pretone (15-20 mM) (B) und mit U46619-induziertem pretone (1-
3 nM) (C). n =6 pro Gruppe. * p < 0,05 fur Hypoxie vs. Normoxie.

In grof3en intrapulmonalen Arterien (IPAs; 450-650 pum im Durchmesser; siehe Abb. 8) fihrte
die Applikation von KPSL zu Beginn der Experimente zu einer deutlichen Kontraktion auf bis
zu 3,4 £ 0,1 mN. Der Tonus von grof3en IPAs veranderte sich ohne pretone nach 80-
minutiger Inkubation weder unter Normoxie (-2,8 £ 0,8 % T«), noch unter Hypoxie (-1,3 £ 2,9
% Tk; siehe Abb. 10. A). In gro3en IPAs, die mit KCI vorstimuliert wurden, erhéhte sich die
Wandspannung wéahrend der 80-minltigen Inkubation mit Normoxie auf 15,1 + 3,2 % Tk und
unter Hypoxie auf 18,4 £ 5,1 % Tk. Die Gruppen waren nicht signifikant unterschiedlich (sie-
he Abb. 10. B). In Anwesenheit eines U46619-induzierten pretones kontrahierten die grofRen
IPAs verstarkt, sowohl unter Normoxie (31,5 = 4,2 % Tk hach 80 min) als auch unter Hypoxie
(34,4 £ 4,4 % Tk nach 80 min). Auch dort gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen
den Gruppen (siehe Abb. 10. C). Demnach hatte Hypoxie keinen Effekt auf den Tonus von
grof3en IPAs.
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Abbildung 10. Der Effekt von Hypoxie auf die Wandspannung von grof3en intrapulmonalen Arterien (450-
650 um im Durchmesser). Statistische Darstellung von Veranderungen der Wandspannung tber 80 min Hypoxie
bzw. Normoxie ohne pretone (A), mit KCl-induziertem pretone (15-20 mM) (B) und mit U46619-induziertem pre-
tone (1-3 nM) (C). n = 8 pro Gruppe.

In kleinen IPAs (80-200 um im Durchmesser; siehe Abb. 8) fuhrte die Applikation von KPSL
zu Beginn der Experimente zu einer deutlichen Kontraktion auf bis zu 3,3 £ 0,0 mN. Die klei-
nen, unstimulierten IPAs wiesen nach 80-minitiger Inkubation mit Normoxie eine
Wandspannung von 2,6 £ 0,9 % Tk auf. Unter Hypoxie kontrahierten die kleinen IPAs mo-
nophasisch auf 16,2 £ 2,6 % Tk nach 80 min, somit waren die Gruppen signifikant unter-
schiedlich (p < 0,001; sieche Abb. 11. C). Die Kontraktion der kleinen IPAs unter Hypoxie
wurde durch einen KCl-induzierten pretone verstarkt. Die Wandspannung betrug nach der
80-mindtigen Inkubation unter Hypoxie 48,1 + 4,3 % Tk und war signifikant héher im Ver-
gleich zu der Wandspannung unter Normoxie in Anwesenheit eines KCl-induzierten preto-
nes. Diese betrug 7,2 + 1,4 % Tk (p < 0,001, siehe Abb. 11. A, B, D). Nach der 80-minltigen
Inkubation unter Hypoxie (ohne pretone oder mit KCl-induziertem pretone) fiihrte die Umstel-
lung auf Normoxie in den kleinen IPAs zu einem Beenden der monophasischen Kontraktion

und teilweise zu einer geringen Dilatation (siehe Abb. 11. A, B). Die Wandspannung von den
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mit U46619 vorstimulierten kleinen IPAs war nicht stabil unter Normoxie. Sie erhdhte sich
nach der 80-mindtigen Inkubation auf 22,4 £ 4,0 % Tk. Eine &hnliche Erh6hung der Wand-
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Abbildung 11. Der Effekt von Hypoxie auf die Wandspannung von kleinen intrapulmonalen Arterien (80-
200 pm im Durchmesser). A) Repréasentativer Verlauf der Wandspannung uber 80 min Hypoxie ohne pretone
und mit KCl-induziertem pretone (15-20 mM). B) Statistische Darstellung von Veranderungen der Wandspannung
auf Grund der Umstellung auf Normoxie nach 80 min Hypoxie ohne pretone und mit KCl-induziertem pretone (15-
20 mM). n = 6 pro Gruppe. Statistische Darstellung von Verdnderungen der Wandspannung tber 80 min Hypoxie
bzw. Normoxie ohne pretone (C), mit KCl-induziertem pretone (15-20 mM) (D) und mit U46619-induziertem pre-
tone (1-3 nM) (E). n = 8 pro Gruppe in C-E. ** p < 0,01 und *** p < 0,001 fiir Hypoxie vs. Normoxie.
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spannung konnte unter Hypoxie beobachtet werden (auf 22,0 + 1,9 % Tk). Dabei gab es kei-
nen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (siehe Abb. 11. E). Auf Grund dieser
Ergebnisse lasst sich schlussfolgern, dass Hypoxie lediglich in den kleinen IPAs aus Mausen
eine monophasische Kontraktion auslost und diese Kontraktion wird durch einen KCI-
induzierten pretone verstarkt. Fur die weiteren Untersuchungen wurden lediglich die kleinen

IPAs verwendet.

3.1.2 Der Effekt von Hypoxie auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus
Mausen nach Entfernung des Endothels

Die nachsten Experimente sollten Aufschluss dartiber geben, ob die Kontraktion der kleinen
IPAs aus Mausen unter Hypoxie vom Endothel abhéngig ist. Daftir wurde vor den Experi-
menten das Endothel von den kleinen IPAs entfernt. Um die erfolgreiche Entfernung des
Endothels (-E) zu Uberprifen, wurde die Reaktion auf 10 uM Acetylcholin der IPAs unter-
sucht, in denen ein 3 uM Prostaglandin Fz,.—induzierter pretone appliziert wurde. Dabei konn-
te nach der Applikation von Acetylcholin eine signifikante Dilatation von intakten IPAs festge-
stellt werden (auf -25,0 £ 2,0 % Tx), wahrend die —E IPAs keine Reaktion auf Acetylcholin
zeigten (0,5 £ 1,5 % Tk; p < 0,001; siehe Abb. 12. B). Die darauffolgenden Experimente zeig-
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Abbildung 12. Der Effekt von Hypoxie auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus Mausen nach Entfer-
nung des Endothels. A) Statistische Darstellung von Verénderungen der Wandspannung von IPAs nach Entfer-
nung des Endothels (-E) oder von intakten IPAs ber 80 min Hypoxie bzw. Normoxie in Anwesenheit eines KCI-
induzierten pretones (15-20 mM). n = 6 fur IPAs -E; n = 8 fur intakte IPAs. B) Statistische Darstellung von Veran-
derungen der Wandspannung von IPAs nach Entfernung des Endothels und von intakten IPAs nach der Applika-
tion von Acetylcholin (10 uM) in Anwesenheit eines Prostaglandin Fz.—induzierten pretones (3 pM). n = 12 pro
Gruppe. *** p < 0,001.
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ten, dass —E IPAs, in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones, auf protrahierte Hypoxie
mit einer signifikanten Erhéhung der Wandspannung reagierten (48,3 + 6,6 % Tk unter Hy-
poxie vs. 7,6 £ 3,8 % Tk unter Normoxie nach 80 min; p < 0,001), die sich nicht von der Kon-
traktion der intakten IPAs unterschied (46,6 + 5,0 % Tk unter Hypoxie vs. 11,2 + 2,7 % Tk
unter Normoxie nach 80 min; p < 0,001; siehe Abb. 12. A). Daraus lasst sich schlussfolgern,
dass Endothelzellen keinen signifikanten Beitrag fur die protrahierte HPV in kleinen IPAs aus

Mausen leisten.

3.1.3 Der Effekt von Hypoxie auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus
TRPC67 Mausen

In der isolierten, perfundierten und ventilierten Mauslunge fuhrt Hypoxie zu einer biphasi-
schen HPV, mit einer akuten und einer protrahierten Phase (Weissmann et al., 2006). In ei-
ner vorherigen Studie wurde gezeigt, dass die akute HPV in Lungen von TRPC6” Mausen
nicht vorhanden ist, wahrend die protrahierte Phase der HPV keinen signifikanten Unter-
schied zu der Reaktion von Wildtyp Mausen aufweist (Weissmann et al., 2006). Um heraus
zu finden, ob die beobachtete monophasische Kontraktion in den kleinen IPAs aus Mausen
der protrahierten HPV in der isolierten, perfundierten und ventilierten Mauslunge entspricht,
wurden Myographie-Experimente mit IPAs von TRPC67 Mausen durchgefiihrt. Die Wand-
spannung von TRPC6” IPAs war wahrend der 80-minttigen Inkubation mit Normoxie ohne
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Abbildung 13. Der Effekt von Hypoxie auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus TRPC6” Mausen.
Statistische Darstellung von Veranderungen der Wandspannung von IPAs aus TRPC67 und WT Méausen (iber 80
min Hypoxie bzw. Normoxie ohne pretone A) und mit KCl-induziertem pretone (15-20 mM) (B). n = 8 fir TRPC6
Hypoxie; n = 6 fir alle anderen Gruppen. *** p < 0,001.
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pretone stabil und nicht signifikant unterschiedlich zu der Wandspannung der WT IPAs (5,0 +
3,0 % Tk von TRPC6™ IPAs vs. 0,5 + 2,8 % T« von WT IPAs nach 80 min). Allerdings erhoh-
te sich die Wandspannung tendenziell geringfligig in Anwesenheit eines KCl-induzierten pre-
tones, dies war jedoch nicht statistisch signifikant (30,2 + 2,2 % Tk von TRPC6™ IPAs vs.
16,9 + 9,8 % T« von WT IPAs nach 80 min). Die Ergebnisse zeigen zudem, dass IPAs von
TRPC67 Mausen eine signifikante monophasische Kontraktion unter Hypoxie aufweisen, die
sich nicht von der HPV in den IPAs der entsprechenden Wildtyp Wurfgeschwister unter-
scheidet. Dies war bereits bei Experimenten ohne pretone deutlich (29,8 + 3,7 % Tk von
TRPC6™ IPAs vs. 26,7 + 4,3 % Tk von WT IPAs nach 80 min Hypoxie) und wurde zudem in
Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones bestatigt (80,1 + 5,3 % Tk von TRPC67 vs. 78 +
11,5 % Tk von WT IPAs; siehe Abb. 13). Die generierten Daten sprechen dafir, dass die
beobachtete Kontraktion von kleinen IPAs aus Mausen unter Hypoxie der protrahierten Pha-
se der HPV entspricht.

3.2 Der Effekt einer inhibierten EET-Synthese/-Degradation auf
die protrahierte hypoxische pulmonale Vasokonstriktion

3.2.1 Die Expression von CYP2J-Epoxygenase-lsoformen in kleinen IPAs aus
Mausen

Nachdem festgestellt wurde, dass nur kleine IPAs aus Méausen, im Gegensatz zu grol3en
IPAs oder EPAs, auf eine langanhaltende Hypoxie mit einer protrahierten HPV reagieren,
wurde im nachsten Schritt die Rolle von Epoxyeicosatriensauren in der HPV untersucht.
EETs werden durch Cytochrom-P450-Epoxygenasen gebildet. Die CYP2C- und CYP2J-
Unterfamilienmitglieder dominieren die Synthese von EETs in verschiedenen Geweben, al-
lerdings werden nahezu keine CYP2C-Isoformen in der M&uselunge exprimiert (Daikh et al.,
1994; Wu et al., 1996; Fer et al., 2008; Nelson et al., 2004; Graves et al., 2017). Um heraus-
zufinden, ob EETs von kleinen IPAs aus Mausen gebildet werden, wurde die Expression von
CYP2J-Isoformen mittels Real-Time PCR und Western Blot untersucht. Anhand der Real-
Time PCR-Ergebnissen ist zu sehen, dass die mRNA aller CYP2J-Epoxygenase-Isoformen,
bis auf CYP2J8, in den kleinen IPAs aus Mausen exprimiert wird. Dabei war die Expression
von CYP2J9, CYP2J11, CYP2J12 und CYP2J13 relativ hoch, im Vergleich zu der geringen
Expression von CYP2J5 und CYP2J6 (siehe Abb. 14. A). Da kein spezifischer Antikorper fir
die verschiedenen Maus CYP2J-Isoformen kommerziell erhaltlich war, wurde der humane
CYP2J2-Antikorper fur die Western Blot-Experimente verwendet. Vorherige Studien haben
gezeigt, dass der humane CYP2J2-Antikérper an alle murinen CYP2J-Proteine bindet, je-

doch nicht an Proteine der anderen CYP-Unterfamilien. Dabei kdnnen, auf Grund der unter-
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schiedlichen post-translationalen Modifikationen der verschiedenen CYP2J-Isoformen, mul-
tiple Banden auftreten (Ma et al., 2002). Die Ergebnisse zeigen, dass in kleinen IPAs aus
Mausen CYP2J-Proteine gebildet werden (siehe Abb. 14. B). Um die Spezifitdt des CYP2J2-
Antikérpers zu bestatigen, wurde dessen Immunreaktivitdt auch in anderen Geweben getes-
tet. Immunreaktive Proteine konnten in der Niere und Leber aus Méausen (Positiv-Kontrollen)
detektiert werden, jedoch nicht in den Negativ-Kontrollen Milz und Muskel. Diese Ergebnisse
unterstitzen die Annahme, dass der CYP2J2-Antikorper spezifisch mit den CYP2J-

Isoformen in den IPAs aus M&ausen interagierte.
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Abbildung 14. Die Expression von CYP2J-Epoxygenase-Isoformen in kleinen IPAs aus Mausen. A) mRNA-
Expression von CYP2J-Epoxygenase-Isoformen in kleinen IPAs aus Mausen. n = 4 pro Gruppe. B) Reprasentati-

ver Western Blot der CYP2J-Proteine in kleinen IPAs aus Mausen. GAPDH: Referenzgen. Milz, Muskel: Negativ-

Kontrolle. Niere, Leber: Positiv-Kontrolle.

3.2.2 Der Effekt des CYP-Epoxygenase-Inhibitors MS-PPOH auf die
protrahierte HPV in kleinen IPAs aus Mausen

Um die Rolle von EETs in der protrahierten HPV zu Uberprifen, wurde der Effekt des CYP-
Epoxygenase-Inhibitors MS-PPOH auf die Hypoxie-induzierte Kontraktion von kleinen IPAs
aus Mausen untersucht. Nach der 80-mindtigen Inkubation mit 30 pM MS-PPOH und
Normoxie ohne pretone unterschied sich die Wandspannung nicht signifikant von der
Wandspannung der IPAs, welche lediglich mit dem fir MS-PPOH verwendeten Lésungsmit-
tel DMSO versetzt waren (2,3 £ 3,4 % Tk vs. 0,5 = 3,0 % Tk in der Kontrolle). Dies wurde
auch in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones unter Normoxie beobachtet (18,0 + 4,6
% Tk vs. 11,2 + 2,7 % T« in der Kontrolle). Die protrahierte HPV war jedoch durch MS-PPOH
signifikant um 66 % reduziert (auf 5,6 + 4 % Tk vs. 17,5 = 4 % Tk in der Kontrolle; p < 0,01,
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siehe Abb. 15. A). Ein ahnlicher Effekt des Inhibitors wurde auch in Experimenten mit einem
KCl-induziertem pretone beobachtet. Unter MS-PPOH erhohte sich die Wandspannung nach
80 min Hypoxie lediglich auf 30,3 + 3,1 % Tk, wahrend sich die Wandspannung von den IPAs
in der Kontrolle auf 46,6 + 5 % Tk erhdhte (p < 0,01; siehe Abb. 15. B).

A B
40- , 60- KCI |
- -~ Hypoxie <=
: 30 -+ Normoxie z
< -e- Hypoxie + MS-PPOH < 404
2 Normoxie + MS-PPOH 2
2 2 2
c c
S 1o0- 8 201
3 8
& 0 s
= 2 0
< q0l— . . ' ' < ; . : , :
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 15. Der Effekt des CYP-Epoxygenase-Inhibitors MS-PPOH auf die protrahierte HPV in kleinen
IPAs aus Mausen. Statistische Darstellung von Veranderungen der Wandspannung von IPAs in An- oder Abwe-
senheit von MS-PPOH (30 puM) tber 80 min Hypoxie bzw. Normoxie ohne pretone (A) und mit KCl-induziertem
pretone (15-20 mM) (B). In (A) n = 7 fur Hypoxie; n = 5 fir Normoxie; n = 8 fir Hypoxie bzw. Normoxie + MS-
PPOH. In (B) n = 10 fir Hypoxie bzw. Normoxie; n = 7 fir Hypoxie bzw. Normoxie + MS-PPOH. ** p < 0,01 und
*** p < 0,001.

3.2.3 Der Effekt des EET-Antagonisten 14,15-EEZE auf die protrahierte HPV
in kleinen IPAs aus Méausen

Um die Involvierung des EET-Signalweges in der protrahierten HPV weiter zu untersuchen,
wurde der EET-Antagonist 14,15-EEZE verwendet. Nach der 80-minitigen Inkubation mit 1,5
UM 14,15-EEZE und Normoxie ohne pretone unterschied sich die Wandspannung nicht sig-
nifikant von den IPAs, die nicht mit 14,15-EEZE inkubiert waren (-3,2 + 2,2 % Tk vs. 0,5 + 3,0
% Tx). Auch in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones gab es keine signifikanten Un-
terschiede in der Wandspannung unter Normoxie zwischen den Gruppen (8,7 £ 5,4 % Tk mit
14,15-EEZE vs. 11,2 + 2,7 % Tk in der Kontrolle). In Anwesenheit von 14,15-EEZE wurde
jedoch die HPV komplett inhibiert. Die Wandspannung betrug dabei nach 80 min Hypoxie
ohne pretone -7,1 £ 1,9 % Tk, im Vergleich zu 17,5 = 3,9 % T« in der Kontrolle (p < 0,001;
siehe Abb. 16. A). Mit einem KCl-induziertem pretone betrug die Wandspannung nach 80
min Hypoxie in Anwesenheit von 14,15-EEZE 9,1 + 6 % Tk, im Vergleich zu 46,6 + 5,0 % Tk
in der Kontrolle. Demnach war die HPV in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones
ebenfalls signifikant inhibiert (p < 0,001; siehe Abb. 16. B).
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Abbildung 16. Der Effekt des EET-Antagonisten 14,15-EEZE auf die protrahierte HPV in kleinen IPAs aus
Mausen. Statistische Darstellung von Veranderungen der Wandspannung von IPAs in An- oder Abwesenheit von
14,15-EEZE (1,5 uM) Gber 80 min Hypoxie bzw. Normoxie ohne pretone (A) und mit KCl-induziertem pretone (15-
20 mM) (B). In (A) n = 7 fur Hypoxie; n = 5 fur Normoxie; n = 4 fir Hypoxie bzw. Normoxie + 14,15-EEZE. In (B)
n = 10 fur Hypoxie bzw. Normoxie; n = 4 fir Hypoxie bzw. Normoxie + 14,15-EEZE. *** p < 0,001.

3.2.4 Der Effekt des sEH-Inhibitors TPPU auf die protrahierte HPV in kleinen
IPAs aus Mausen

Darauffolgend wurde der Effekt von TPPU, einem Inhibitor fiir die 16sliche Epoxidhydrolase,
auf die protrahierte HPV untersucht. In den Experimenten unter Normoxie hatten 3 uM TPPU

weder in Abwesenheit eines pretones (3,8 + 3,8 % Tk vs. 0,5+ 3,0 % Tk in der Kontrolle),
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Abbildung 17. Der Effekt des sEH-Inhibitors TPPU auf die protrahierte HPV in kleinen IPAs aus Mausen.
Statistische Darstellung von Verénderungen der Wandspannung von IPAs in An- oder Abwesenheit von TPPU (3
UM) Uber 80 min Hypoxie bzw. Normoxie ohne pretone (A) und mit KCl-induziertem pretone (15-20 mM) (B). In
(A) n = 7 fur Hypoxie; n = 5 fur Normoxie; n = 7 fur Hypoxie bzw. Normoxie + TPPU. In (B) n = 10 fur Hypoxie
bzw. Normoxie; n = 8 fur Hypoxie + TPPU; n = 7 fur Normoxie + TPPU. *** p < 0,001.
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noch in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones (19,5 + 3,6 % Tk vs. 18,8 £ 4,0 % Tk in
der Kontrolle) einen Effekt auf die Wandspannung. In Anwesenheit von TPPU wurde die
HPV signifikant verstarkt. Die Wandspannung erhéhte sich nach 80 min Hypoxie in Anwe-
senheit von TPPU ohne pretone um tber 100 % im Vergleich zu der Kontrolle (40,5 + 6,1 %
Tkvs. 17,5+ 3,9 % Tk; p < 0,001; siehe Abb. 17. A). Ein ahnlicher Effekt von diesem Inhibitor
wurde in Experimenten mit einem KCl-induziertem pretone beobachtet (65,6 + 4,5 % Tk vs.
45,4 + 5,7 % T« in der Kontrolle; p < 0,001; siehe Abb. 17. B).

3.2.5 Der Effekt von MS-PPOH, 14,15-EEZE und TPPU auf KCI- bzw. U46619-
induzierte Kontraktionen von kleinen IPAs aus Mausen

Um zu Uberprifen, ob die verwendeten Inhibitoren spezifisch in den Signalweg der HPV ein-
greifen, wurde deren Effekt auf die Kontraktion von kleinen IPAs aus Mausen unter 80 mM
KCl und 30 nM U46619 untersucht. Dabei hatten MS-PPOH und TPPU keinen Effekt auf die
jeweiligen induzierten Kontraktionen. 14,15-EEZE hatte keinen Effekt auf die KCl-induzierten
Kontraktionen, allerdings verringerte es die U46619-induzierten Kontraktionen um 30 % im
Vergleich zu der Kontrolle (p < 0,01; siehe Tab. 12).

Tabelle 12. Der Effekt von MS-PPOH, 14,15-EEZE und TPPU auf KCI- bzw. U46619-induzierte Kontraktio-
nen von kleinen IPAs aus Mausen. n = 6 fur die Kontroll-Gruppen; n = 4 fur alle anderen Gruppen. ** p < 0,01.

KCI (80 mM) U46619 (30 nM)

Kontrolle 67,0+5,1% Tk 82,3+5,7 % Tk
MS-PPOH (30 uM) 74,8 £ 4,5 % Tk 111,6 +1,2 % Tk
14,15-EEZE (1,5 pM) 62,2+6,7 % Tk 56,5 + 3,0 % Tk **
TPPU (3 uM) 64,3+2,3% Tk 92,7 +11,4 % Tk

3.2.6 Der Effekt von 14,15-EEZE auf die HPV in isolierten, perfundierten und
ventilierten Lungen aus Mausen

Um den Effekt von 14,15-EEZE auf die HPV zu verifizieren, wurden Experimente mit isolier-
ten, perfundierten und ventilierten Mauslungen durchgefuhrt. Der pulmonalarterielle Druck
dient dabei als MaR fur den Grad der Kontraktion bzw. Dilatation, da die isolierte Mauselunge
mit einem konstanten Volumen perfundiert wird. Unter Hypoxie erhéhte sich der pulmonalar-

terielle Druck biphasisch, mit einem akuten Maximum wahrend der ersten 8-10 min (auf 1,0 +
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0,1 mmHg vs. -0,0 £ 0,0 mmHg unter Normoxie; p < 0,001) und einer zweiten, protrahierten
Phase (mit einem ansteigenden Druck auf 0,6 = 0,1 mmHg nach 80 min Hypoxie vs. -0,1 +
0,1 mmHg unter Normoxie; p < 0,01). In Anwesenheit von 1,5 uM 14,15-EEZE war die akute
Phase der HPV in der isolierten Mauslunge nicht signifikant verandert, sprich die Wandspan-
nung erhdhte sich nach etwa 10 min unter Hypoxie signifikant (auf 1,3 + 0,4 mmHg vs. 0,0 +
0,1 mmHg unter Normoxie; p < 0,001), allerdings war die protrahierte HPV nach 80 min
durch 14,15-EEZE signifikant inhibiert, wodurch es keinen Unterschied in der Wandspan-
nung unter Hypoxie und Normoxie gab (-0,0 = 0,3 mmHg unter Hypoxie vs. -0,2 + 0,0 mmHg
unter Normoxie; siehe Abb. 18).
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Abbildung 18. Der Effekt von 14,15-EEZE auf die HPV in isolierten, perfundierten und ventilierten Lungen
aus Mausen. Statistische Darstellung von Verdnderungen des pulmonalarteriellen Drucks in An- oder Abwesen-
heit von 14,15-EEZE (1,5 pM) uber 80 min Hypoxie bzw. Normoxie. n = 5 fur Hypoxie; n = 4 fur Normoxie und
Hypoxie + 14,15-EEZE; n = 3 fir Normoxie + 14,15-EEZE. ** p < 0,01 und *** p < 0,001.

3.2.7 Der Einfluss einer inhibierten Expression von CYP2J-Epoxygenase-
Isoformen auf die protrahierte HPV in kleinen IPAs aus Mausen

Um die Rolle der CYP2J-Epoxygenase in der protrahierten HPV weiter zu untersuchen, wur-
de im Rahmen dieser Dissertation eine Methode entwickelt, um IPAs mit SiRNA zu transfizie-
ren. Dadurch war eine gezielte, transiente Inhibition von Genexpressionen (knockdown) in
isolierten IPAs mdglich. Nach der Transfektion von kleinen IPAs aus Mausen mit einer non
targeting SiRNA (NT siRNA) oder mit einem Mix aus siRNAs gegen CYP2J5, CYP2J6,
CYP2J9, CYP2J11, CYP2J12 und CYP2J13 (CYP2Jx siRNA) wurde zunadchst die mRNA-
Expression der jeweiligen Isoform analysiert. Anhand der Real-Time PCR-Ergebnisse ist zu
sehen, dass durch die Behandlung mit den CYP2Jx siRNAs 33,8-73,0 % der mRNA der
CYP2J-Epoxygenasen erfolgreich minimiert wurde (siehe Abb. 19. A). Daraufhin wurden

Experimente mit transfizierten IPAs im Myographen durchgefuhrt. In NT siRNA IPAs konnte
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eine starke Erh6hung der Wandspannung nach 80 min Hypoxie festgestellt werden (auf 37,7
+4,7 % Tk vs. 5,5 2,6 % Tk unter Normoxie; p < 0,001). Durch den knockdown der in IPAs
exprimierten CYP2J-Isoformen wurde die HPV zu etwa 46 % reduziert (p < 0,05). Die mit
CYP2Jx siRNA behandelten IPAs wiesen nach 80 min Hypoxie eine Wandspannung von
20,6 + 7,7 % Tk auf und unter Normoxie betrug die Wandspannung 6,5 + 2,4 % Tk (p <
0,001; siehe Abb. 19. B).
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Abbildung 19. Der Effekt von CYP2Jx siRNA auf die protrahierte HPV in kleinen IPAs aus Mausen. A) Rela-
tive mRNA-Expression von CYP2J-Epoxygenase-Isoformen in kleinen IPAs aus Mausen, welche mit CYP2Jx
siRNA oder mit non targeting siRNA (NT siRNA) transfiziert wurden. n = 4 pro Gruppe. * p < 0,05. B) Statistische
Darstellung von Veranderungen der Wandspannung von transfizierten kleinen IPAs aus Mausen mit CYP2Jx
SiRNA oder NT siRNA Uber 80 min Hypoxie bzw. Normoxie. n = 6 fur Hypoxie bzw. Normoxie + CYP2Jx SiRNA;
n = 5 fiir Hypoxie bzw. Normoxie + NT siRNA. * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001.
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3.2.8 Der Einfluss einer inhibierten  Expression der l8slichen
Epoxidhydrolase auf die protrahierte HPV in kleinen IPAs aus Mausen

Darauffolgend wurde der Effekt einer inhibierten Expression der l6slichen Epoxidhydrolase
mittels siRNA (Ephx2 siRNA) auf die protrahierte HPV in kleinen IPAs aus Mausen unter-
sucht. Die Real-Time PCR-Ergebnisse zeigen in diesem Fall, dass durch die Transfektion mit
der Ephx2 siRNA 87 % der mRNA der loslichen Epoxidhydrolase in den kleinen IPAs aus
Mausen minimiert wurde (p < 0,001; siehe Abb. 20. A). Die IPAs aus Mausen, die mit Ephx2
siRNA transfiziert wurden, reagierten auf Hypoxie mit einer tGber 100 %igen Erhdhung der
HPV im Vergleich zu den IPAs, die mit NT siRNA transfiziert wurden (82,4 + 5,6 % Tk vs.
37,7 £ 4,7 % Tk; p < 0,001). Die Transfektion mit Ephx2 siRNA hatte keinen Effekt auf die
Wandspannung unter Normoxie (2,8 + 6,4 % Tk vs. 5,5 = 2,6 % Tk in der Kontrolle; siehe
Abb. 20. B).
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Abbildung 20. Der Effekt von Ephx2 siRNA auf die protrahierte HPV in kleinen IPAs aus Mausen. A) Relati-
ve mMRNA-Expression von Ephx2 in kleinen IPAs aus M&usen, welche mit Ephx2 siRNA oder mit non targeting
SsiRNA (NT siRNA) transfiziert wurden. n = 6 pro Gruppe. *** p < 0,001. B) Statistische Darstellung von Verande-
rungen der Wandspannung von transfizierten kleinen IPAs aus Méausen mit Ephx2 siRNA oder NT siRNA uber 80
min Hypoxie bzw. Normoxie. n = 6 fir Hypoxie bzw. Normoxie + Ephx2 siRNA; n = 5 fir Hypoxie bzw. Normoxie
+ NT siRNA. ** p < 0,01 und *** p < 0,001.
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3.3  Der Effekt von EETs auf den Tonus von pulmonalen Arterien
der Maus

Die bisher gezeigten Daten lassen vermuten, dass die Aktivierung der EET-Synthese unter
Hypoxie die protrahierte HPV in kleinen IPAs aus Mausen vermittelt. Allerdings ist nicht klar,
welches EET-Regioisomer die pulmonale Vasokonstriktion induziert und was der zu Grunde
liegende Mechanismus dieser Reaktion ist. Daher wurde im nachsten Schritt der Effekt einer
direkten Applikation von exogenen EETs auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus Mau-

sen untersucht.

3.3.1 Der Effekt von EETs auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus Mau-
sen in Abwesenheit eines pretones

Um zu untersuchen welches EET-Regioisomer fur die Hypoxie-induzierte Kontraktion ver-
antwortlich ist, wurde zunéchst der Effekt von 5,6-, 8,9-, 11,12- und 14,15-EET auf die
Wandspannung von kleinen IPAs aus Mausen in verschiedenen Konzentrationen von 0,1-3,0
UM nach 4-minttiger Inkubation unter Normoxie untersucht. Die Wandspannung wurde dabei
ohne die vorherige Applikation eines pretones gemessen. Wie in Tab. 13 zu sehen ist, hat
kein EET-Regioisomer, in allen verwendeten Konzentrationen, einen Effekt auf die

Wandspannung von kleinen IPAs aus Mausen in Abwesenheit eines pretones.
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Tabelle 13. Der Effekt von 5,6-, 8,9-, 11,12- und 14,15-EET auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus

Mausen ohne pretone. n = 4-8 pro Gruppe.

Regioisomer Konzentration (uM) A Wandspannung (% Tk)

0,1 -0,5+0,3

1,0 16+1,8

>.6-EET 1,5 0,7+0,6
3,0 2,6+0,8

0,1 1,0£0,8

1,0 2011

8.9-EET 1,5 0,5+0,2
3,0 3,3+1.3

0,1 -1,2+1,3

1,0 -1,1+1,3

11,12-EET 15 07+0,3
3,0 -0,9+1,0

0,1 -0,5+0,3

1,0 0,2+0,5

14,15-EET 15 02+11
3,0 0,7+x1,2

3.3.2 Der Effekt von EETs auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus Mau-
sen in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones

Als n&chstes wurde der Effekt von exogenen EETs auf die Wandspannung von kleinen IPAs
aus Mausen in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones untersucht. Dabei hatten 8,9-,
11,12- und 14,15-EET in allen verwendeten Konzentrationen keinen Effekt auf die
Wandspannung. Interessanterweise erhohte sich die Wandspannung 4 min nach der Appli-
kation von 5,6-EET signifikant und abhangig von dessen Konzentration (siehe Tab. 14 und
Abb. 21. A).
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Tabelle 14. Der Effekt von 5,6-, 8,9-, 11,12- und 14,15-EET auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus

Méausen in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones (15-20 mM). n = 4-8 pro Gruppe. *** p < 0,001 fir

5,6-EET vs. Grundspannung.

Regioisomer Konzentration (uM) A Wandspannung (% T«)
0,1 -0,4+0,9
1,0 9,1+3)9
>.6-EET 1,5 22,3 +3,2 ***
3,0 67,1+ 10,9 ***
0,1 25+1,8
1,0 3,2+0,9
8,9-EET 1,5 -0,1+1,2
3,0 6,7+1,3
0,1 0,0+0,9
1,0 -1,6+2,0
11,12-EET 15 28407
3,0 -1,1+2,1
0,1 -3,2+1,8
1,0 0,3+0,7
14,15-EET 15 11411
3,0 -1,7+1,2

Wahrend einer langen Inkubation induzierte 5,6-EET in der geringen Konzentration (0,3 uM)

eine monophasische, protrahierte Kontraktion der kleinen IPAs aus Méausen (auf 20,2 £ 2,0
% Tk vs. 11,2 £ 2,7 % Tk in der Kontrolle; p < 0,05). Ab einer Konzentration = 1,0 uM fihrte
die Inkubation der IPAs aus Mausen in 5,6-EET zu einer biphasischen Kontraktion, die aus-

gezeichnet war durch eine signifikante akute Phase, mit einem Maximum innerhalb der ers-
ten 3-4 min (auf 19,8 £ 3,3 % Tk vs. 0,7 £ 0,8 % T« in der Kontrolle; p < 0,001) und einer sig-
nifikanten protrahierten Phase, mit einem stetigen Anstieg der Wandspannung (auf 25,2 +
4,0 % Tk vs. 11,2 + 2,7 % Tk in der Kontrolle; p < 0,001; siehe Abb. 21. B). Da 1,5 uM von

5,6-EET die geringste Konzentration war, die zu einer verlasslichen biphasischen Kontrakti-

on der kleinen IPAs aus Mausen fihrte, wurde diese Konzentration fir die zukinftigen Expe-

rimente verwendet.
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Abbildung 21. Der Effekt von 5,6-EET auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus Mausen in Anwesen-
heit eines KCl-induzierten pretones. A) Statistische Darstellung von Verédnderungen der Wandspannung nach
der Applikation von 5,6-EET in den Konzentrationen 0,1-3,0 uM und in Anwesenheit eines KCl-induzierten preto-
nes (15-20 mM). n = 3 fur 0,1 uM; n = 8 fur 0,3 uM; n = 6 fir 1,0 uM; n = 12 fiir 1,5 und 3,0 uM. *** p < 0,001 fir
5,6-EET vs. Grundspannung. B) Statistische Darstellung von Veranderungen der Wandspannung nach der Inku-
bation mit 5,6-EET (0,3 und 1,5 pM) in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones (15-20 mM) tber 80 min
Normoxie. Als Kontrolle diente die 80-minitige Inkubation mit einem KCl-induzierten pretone (15-20 mM) ohne
die Applikation von 5,6-EET. n = 7 fir 0,3 uM; n = 8 fiir 1,5 pM; n = 10 fir Kontrolle. * p < 0,05 und *** p < 0,001.

Die anderen EET-Regioisomere hatten selbst wahrend einer verlangerten Inkubationszeit in
Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones und in einer Konzentration von 1,5 pM keinen
Effekt auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus Mausen. Nach der 80-minttigen Inkuba-
tion mit 8,9-EET betrug die Wandspannung 10,3 + 4,3 % Tk, in 11,12-EET 7,4 £ 2,4 % Tk
und in 14,15-EET 10,4 = 5,9 % Tk. Daher gab es keinen signifikanten Unterschied zu der
Kontrolle, in der die Wandspannung nach 80 min 11,2 £ 2,7 % Tk betrug (siehe Abb. 22).
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Abbildung 22. Der Effekt von 8,9-, 11,12-, und 14,15-EET auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus
Mausen in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones. Statistische Darstellung von Veréanderungen der
Wandspannung nach der Inkubation mit einem der EET-Regioisomere (1,5 pM) in Anwesenheit eines KCI-
induzierten pretones (15-20 mM) Uber 80 min Normoxie. Als Kontrolle diente die 80-miniitige Inkubation mit ei-
nem KCl-induzierten pretone (15-20 mM) ohne die Applikation eines EET-Regioisomers. n = 3 fur 8,9-EET, 11,12-
EET und 14,15-EET; n = 10 fur Kontrolle.

3.3.3 Der Effekt von EETs auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus Mau-
sen in Anwesenheit eines U46619-induzierten pretones

Der Effekt von EETs wurde ebenfalls auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus Méausen
in Anwesenheit eines U46619-induzierten pretones untersucht. Unter diesen Bedingungen
fuhrten EETs zu einer signifikanten, protrahierten Dilatation der IPAs, die ein Maximum nach
12-20 min erreichte. Die Wandspannung betrug nach der 80-minitigen Inkubation mit 5,6-
EET 4,4 £ 3,0 % Tk und war damit signifikant geringer, als die Wandspannung unter Kon-
trollbedingungen, die 22,9 + 4 % Tk betrug (p < 0,01). Die Applikation der anderen EET-
Regioisomere fihrte jeweils zu einer starkeren Dilatation, die nach 12-20 min stabil blieb und
die sich signifikant von der Dilatation unter 5,6-EET (p < 0,001) und zu der Kontrolle unter-
schied (p < 0,001). So induzierte 8,9-EET eine Verringerung der Wandspannung auf -16,9 +
5,4 % Tk, 11,12-EET eine Dilatation auf -12,7 + 3,9 % Tk und 14,15-EET eine Dilatation auf
-20,6 £ 5,5 % Tk nach 80-mindtiger Inkubation (siehe Abb. 23).
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Abbildung 23. Der Effekt von 5,6-, 8,9-, 11,12-, und 14,15-EET in Anwesenheit eines U46619-induzierten
pretones auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus Mausen. Statistische Darstellung von Veranderungen
der Wandspannung nach der Inkubation mit einem der EET-Regioisomere (1,5 uM) in Anwesenheit eines
U46619-induzierten pretones (1-3 nM) Uber 80 min Normoxie. Als Kontrolle diente die 80-minitige Inkubation mit
einem U46619-induzierten pretone (1-3 nM) ohne die Applikation eines EET-Regioisomers. n = 8 fur 5,6-EET;
n = 4 fiir alle anderen Gruppen. ** p < 0,01 und *** p < 0,001.

3.3.4 Die EET-induzierten Reaktionen in isolierten, perfundierten und venti-
lierten Lungen von Mausen

Um den kontrahierenden Effekt von 5,6-EET zu validieren, wurden Experimente mit isolier-
ten, perfundierten und ventilierten Mauslungen durchgefihrt. In Abwesenheit eines pretones
hatten alle EET-Regiosisomere in einer Konzentration von 1,5 uM keinen Effekt auf den PAP
von isolierten, perfundierten und ventilierten Mauselungen nach 4-mindtiger Inkubation (sie-
he Tab. 15).

Tabelle 15. Der Effekt von 5,6-, 8,9-, 11,12- und 14,15-EET (1,5 uM) auf den pulmonalarteriellen Druck von
isolierten, perfundierten und ventilierten Lungen aus Mausen in Ab- oder Anwesenheit eines KCI-

induzierten pretones (15-20 mM). n = 4-5 pro Gruppe. *** p < 0,001 fiir 5,6-EET vs. Kontrolle.

APAP (mmHg)
Ohne pretone KCl-induzierter pretone
Kontrolle -0,0+£0,0 0,1+0,0
5,6-EET -0,0x0,1 2,3+£0,5**
8,9-EET -0,1+0,1 -0,2x0,1
11,12-EET 0,0+0,1 -04+0,1
14,15-EET -0,1+0,1 -0,5x0,1
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Durch die Zugabe von 20 mM KCI zu dem Perfusionpuffer, wurde eine signifikante Erhéhung
des PAP um 2,2 + 0,4 mmHg induziert (p < 0,01). Nachdem der PAP stabil war, wurde je-
weils eines der EET-Regioisomere in einer Konzentration von 1,5 uM appliziert. Auch in die-
sem Modell fuhrte lediglich 5,6-EET zu einer signifikanten, biphasischen Erhéhung des PAP,
ahnlich zu der Kontraktion von IPAs. 4 min nach der Applikation von 5,6-EET erreichte der
PAP ein Maximum bei 2,3 £ 0,5 mmHg und unterschied sich damit signifikant von der Kon-
trolle, die 0,1 £ 0,0 mmHg betrug (siehe Tab. 15; p < 0,001). Daraufhin verringerte sich der
PAP zuerst, woraufhin ein stetiger Anstieg auf 0,7 + 0,6 mmHg nach 40-minutiger Inkubation
folgte, der sich ebenfalls signifikant von der Kontrolle, die -0,8 + 0,3 mmHg betrug, unter-
schied (p < 0,01). Alle anderen EET-Regioisomere hatten keinen Effekt auf den PAP in An-
wesenheit von KCI (siehe Abb. 24).
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Abbildung 24. Der Effekt von 5,6-, 8,9-, 11,12- und 14,15-EET auf den pulmonalarteriellen Druck von iso-
lierten, perfundierten und ventilierten Lungen aus Mausen. Statistische Darstellung von Veranderungen des
pulmonalarteriellen Drucks nach der Inkubation mit einem der EET-Regioisomere (1,5 pM) in Anwesenheit von
KCI (20 mM) unter 40 min Normoxie. Als Kontrolle diente die 40-minitige Inkubation mit KCI (20 mM) ohne ein
EET-Regioisomer. n = 6 fiir 5,6-EET; n = 4 flr 8,9-EET und 14,15-EET; n = 5 flir 11,12-EET und Kontrolle. ** p <
0,01 und *** p < 0,001.

3.3.5 Der Effekt von 14,15-EEZE auf die 5,6-EET-induzierten Reaktionen von
kleinen IPAs aus Mausen

Um herauszufinden, ob die vasomotorischen Reaktionen auf 5,6-EET das Resultat einer
direkten Aktion von diesem Regioisomer sind, wurde der Effekt von 14,15-EEZE auf die 5,6-
EET-induzierten Reaktionen getestet. Nach der 15-minitigen Inkubation mit 14,15-EEZE und
der darauffolgenden Applikation von 5,6-EET war die Erh6hung der Wandspannung nach 4

min in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones signifikant inhibiert (auf 2,1 + 1,7 % Tk
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vs. 21,5 £ 2,9 % Tk in der Kontrolle; p < 0,001). Nach 80-minitiger Inkubation betrug die
Wandspannung lediglich 3,0 £ 2,9 % Tk und war demnach hoch signifikant geringer im Ver-
gleich zu der Wandspannung nach der Inkubation mit 5,6-EET in Abwesenheit des Inhibitors.
Diese betrug 24,1 + 3,6 % Tk (p < 0,001). Die Wandspannung in Anwesenheit von 14,15-
EEZE und 5,6-EET war zudem nicht signifikant unterschiedlich zu der Wandspannung der
IPAs, die lediglich mit dem Inhibitor inkubiert wurden (9,6 £ 7,2 % Tk nach 80 min) oder der
IPAs, bei denen ausschliefilich ein KCl-induzierter pretone appliziert wurde (11,2 + 2,7 % Tk
nach 80 min; siehe Abb. 25. A). Wie bereits erwahnt inhibiert 14,15-EEZE die U46619-
induzierten Kontraktionen von I[PAs. Daher musste die Konzentration des U46619-
induzierten pretones auf bis zu 5 nM erh6ht werden, um den gewiinschten Grad an pretone
in Anwesenheit von 14,15-EEZE zu erreichen. Die Veranderungen in der Wandspannung
wahrend der 80-minltigen Inkubation der IPAs in 14,15-EEZE in Anwesenheit eines
U46619-induzierten pretones war nicht signifikant unterschiedlich zu der Wandspannung der
IPAs, die lediglich in einem U46619-induzierten pretone inkubiert wurden (9,6 = 7,2 % Tk vs.
22,9 + 4,0 % Tk). In Anwesenheit eines U46619-induzierten pretones wurde die 5,6-EET-
induzierte Dilatation der IPAs signifikant durch 14,15-EEZE inhibiert (17,6 = 7,6 % Tk mit
14,15-EEZE vs. 4,4 + 3,0 % T« ohne 14,15-EEZE nach 80 min; p < 0,01 siehe Abb. 25. B).
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Abbildung 25. Der Effekt von 14,15-EEZE auf die 5,6-EET-induzierten Verdnderungen der Wandspannung
von kleinen IPAs aus Mausen. Statistische Darstellung von Veranderungen der Wandspannung nach der Inku-
bation mit 5,6-EET (1,5 uM) in An- oder Abwesenheit des EET-Antagonisten 14,15-EEZE (1,5 pM) und in Anwe-
senheit eines KCl-induzierten pretones (15-20 mM) (A) bzw. U46619-induzierten pretones (1-3 nM) (B). Zudem
wurden IPAs in Anwesenheit eines pretones in 14,15-EEZE ohne 5,6-EET inkubiert. Als Kontrolle diente die 80-
minutige Inkubation der IPAs in einem KCI- (15-20 mM) bzw. U46619- (1-3 nM) induzierten pretone. In (A) n = 4
fur 14,15-EEZE und 5,6-EET + 14,15-EEZE; n = 12 fur 5,6-EET; n = 10 fur Kontrolle. In (B) n = 8 fur 5,6-EET;
n =7 fur 5,6-EET + 14,15-EEZE; n = 4 fir Kontrolle und 14,15-EEZE. ** p < 0,01 und *** p < 0,001.
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Demnach wurden beide Effekte von 5,6-EET, sprich die induzierte Kontraktion in Anwesen-
heit eines KCl-induzierten pretones und die induzierte Dilatation in Anwesenheit eines
U46619-induzierten pretones, durch den EET-Antagonisten 14,15-EEZE inhibiert.

3.3.6 Der Effekt von 5,6-Dihydroxyeicosatriensaure auf die Wandspannung
von kleinen IPAs aus Mausen

Es ist bekannt, dass 5,6-EET durch die Ildsliche Epoxidhydrolase zu 5,6-
Dihydroxyeicosatrienséure (5,6-DHET) umgewandelt wird (Revermann, 2010). In Anbetracht
dessen wurde untersucht, ob dieser Prozess eine Rolle bei der 5,6-EET-induzierten Kontrak-
tion von den kleinen IPAs aus Mausen spielt. In Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones
war die Wandspannung wéhrend der 80-minutigen Inkubation mit 1,5 pM 5,6-DHET nicht
signifikant unterschiedlich zu der Kontrolle (11,0 £ 3,6 % Tk vs. 11,2 + 2,7 % Tk nach 80 min;
siehe Abb. 26). Demnach ist die observierte Kontraktion der kleinen IPAs aus Mausen in den

bisher gezeigten Daten spezifisch durch 5,6-EET induziert.
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Abbildung 26. Der Effekt von 5,6-DHET auf die Wandspannung von kleinen IPAs aus Mausen. Statistische
Darstellung von Veranderungen der Wandspannung nach der Inkubation mit 5,6-DHET (1,5 uM) in Anwesenheit
eines KCl-induzierten pretones (15-20 mM). Als Kontrolle diente die 80-minitige Inkubation mit einem KCI-

induzierten pretone (15-20 mM) unter Normoxie. n = 8 furr 5,6-DHET; n = 10 flr Kontrolle.
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3.3.7 Der Effekt von 5,6-EET auf die Wandspannung von isolierten Aorten
und Femoralarterien der Maus

Um die Spezifitat der 5,6-EET-induzierten Kontraktion in Bezug auf die Lokalisation der Re-
aktion zu uberprifen, wurden Myographie-Experimente mit isolierten Aorten und Femoralar-
terien aus Mausen durchgefiihrt. In Aorten hatte die Applikation von 1,5 uM 5,6-EET in An-
wesenheit eines KCl-induzierten pretones keinen Effekt auf den Tonus (15,4 £+ 2,2 % T« vs.
17,0 £ 1,9 % Tk in der Kontrolle nach 80 min; siehe Abb. 27. A). Die Abwesenheit einer Re-
aktion auf 5,6-EET war auch in Femoralarterien aus Mausen zu beobachten (50,1 £ 6,8 % Tk
vs. 40,5 £ 7,2 % Tk in der Kontrolle nach 80 min; siehe Abb. 27. B). Demnach fuhrt 5,6-EET
scheinbar nur in pulmonalen und nicht in systemischen Arterien zu einer Kontraktion in An-

wesenheit eines KCl-induzierten pretones.
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Abbildung 27. Der Effekt von 5,6-EET auf die Wandspannung von Aorten und Femuralarterien aus Mau-
sen. Statistische Darstellung von Veréanderungen der Wandspannung von isolierten Aorten (A) und Femoralarte-
rien (B) wahrend der 80-minitigen Inkubation mit 5,6-EET (1,5 pM) in Anwesenheit eines KCl-induzierten preto-
nes (15-20 mM). Als Kontrolle diente die 80-minltige Inkubation mit einem KCl-induzierten pretone (15-20 mM).
In (A) n =5 fir 5,6-EET; n = 4 fur Kontrolle. In (B) n = 6 fiir 5,6-EET; n = 5 fiir Kontrolle.

3.4  Charakterisierung des Mechanismus der 5,6-EET-induzierten
Kontraktion

3.4.1 Der Effekt von 5,6-EET auf die lonenstrome in PASMCs von Mausen

Die Reaktion von isolierten IPAs auf 5,6-EET ist vermutlich abhangig von der Art der Vorsti-
mulierung der Arterien. Es ist bekannt, dass KCI eine Kontraktion durch eine Depolarisation

der Plasmamembran induziert, wodurch es zu einem spannungsabhangigen Ca?*-Einstrom
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kommt (Coppock et al., 2001). U46619 hingegen induziert in der verwendeten Konzentration
eine Kontraktion durch einen Ca?*-Ausstrom aus intrazellularen Calciumspeichern (Snetkov
et al., 2006). Daher wurde vermutet, dass die Reaktion von kleinen IPAs aus Mausen auf
5,6-EET durch das Membranpotential der PASMCs definiert wird. Um dies zu untersuchen,

wurden Patch Clamp-Experimente durchgefiihrt. In den Patch Clamp-Experimenten wiesen

isolierte PASMCs aus Mausen ein Ruhepotential von -36,8 + 2,0 mV auf. Vergleichbar zu ei-
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Abbildung 28. Der Effekt von 5,6-EET auf die lonenstrome in PASMCs aus Mausen. A) Statistische Darstel-
lung des Membranpotentials von PASMCs aus Mausen unter Hypoxie bzw. Normoxie. n = 8 pro Gruppe. ** p <
0,01. B) Statistische Darstellung von Whole Cell-lonenstromen induziert durch 5,6-EET (1,5 uM) bei einem Halte-
potential von -40 mV und -20 mV. n = 8 pro Gruppe. *** p < 0,001 fiir Haltepotential vs. Grundlinie. C) Repréasen-
tative Stromspuren von Whole Cell-lonenstréme Uber eine Maus PASMC-Membran bei einem Haltepotential von
-40 mV (oben) und -20 mV (unten) in Reaktion auf 5,6-EET (1,5 uM).
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ner vorherigen Studie von Sommer et al. (2017), induzierte Hypoxie eine Depolarisation der
PASMC-Membran auf -24,3 £ 2,0 mV (p < 0,01; siehe Abb. 28. A). Daraufhin wurde der Ef-
fekt von 5,6-EET auf den transmembranen lonenstrom von PASMCs untersucht, in denen
das Membranpotential auf die Werte angeglichen wurde, die dem gemessenen Membranpo-
tential unter Normoxie/Hypoxie entsprachen (-40 mV und -20 mV). Die Ergebnisse zeigen,
dass 5,6-EET bei einem Haltepotential von -40 mV einen signifikanten Auswartsstrom indu-
ziert (17,0 £ 5,7 pA; p < 0,001). Bei einem Haltepotential von -20 mV fihrte die Applikation
von 5,6-EET zu einem signifikanten Einwartsstrom (-56,0 = 15,1 pA; p < 0,001; siehe Abb.
28. B, C). Die Reaktion von kleinen IPAs aus Mausen auf 5,6-EET ist demnach sehr wahr-
scheinlich durch das Membranpotential der PASMCs definiert.

3.4.2 Der Effekt von 5,6-EET auf [Ca?*]iin kleinen IPAs aus Mausen

Im nachsten Schritt wurde der Effekt von 5,6-EET auf die intrazellulare Ca?*-Konzentration
untersucht. Daflir wurden Ca?*-Messungen mit dem 360CW Konfokalen Myographensystem
durchgefihrt. Dieses erlaubt die simultane Messung der Wandspannung und der Fluores-
zenz. Die Experimente zeigen, dass die Applikation von 5,6-EET keinen Effekt auf die
Wandspannung und die intrazellulare Ca?*-Konzentration in Abwesenheit eines KCI-
induzierten pretones hatte (1,9 + 0,8 % F«). Im Gegenteil dazu fuhrte die Applikation von 5,6-
EET in IPAs, die mit KCI vorstimuliert wurden, zu einer signifikanten Erhéhung der
Wandspannung und der intrazellularen Ca?*-Konzentration (auf 65,6 + 7,4 % Fx; p < 0,001;
siehe Abb. 29).
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Abbildung 29. Der Effekt von 5,6-EET auf [Ca?*]iin kleinen IPAs aus Mausen. A) Reprasentativer Verlauf der
Wandspannung und der Fluoreszenz unter KPSL und 5,6-EET (1,5 pM) ohne pretone (links) bzw. mit KCI-
induziertem pretone (15-20 mM) (rechts). B) Statistische Darstellung der Fluoreszenz in Anwesenheit von 5,6-

EET (1,5 uM) ohne pretone bzw. mit KCl-induziertem pretone (15-20 mM). n = 3 pro Gruppe. *** p < 0,001.

3.4.3 Der Effekt von H202 und 4-Aminopyridin auf die 5,6-EET-induzierten
Reaktionen in kleinen IPAs aus Mausen

Zusatzlich wurde untersucht, ob die 5,6-EET-induzierte Vasokonstriktion durch ROS (H20,)
oder durch einen Ky-Kanal-Inhibitor (4-Aminopyridin, 4-AP) gefordert werden kann. In einem
Konzentrationsbereich von 0,1-3,0 pM hatte H.O- keinen Effekt auf die Wandspannung von
IPAs, wohingegen Konzentrationen tber 10 uM geringe, aber irreversible Kontraktionen aus-
|6sten, die die IPAs unempféanglich fur andere Stimuli machten. Daher wurde fir die folgen-
den Experimente 3 pM H.O, verwendet. Wie erwartet, hatte 5,6-EET in Abwesenheit einer
Vorstimulierung keinen Effekt auf die Wandspannung von IPAs (3,1 £ 1,1 % Tk nach 4-

mindtiger Inkubation). Im Gegensatz dazu erhohte sich die Wandspannung signifkant unter
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Abbildung 30. Der Effekt von H202 und 4-AP auf die 5,6-EET-induzierten Reaktionen von kleinen IPAs aus
Mausen. A) Reprasentativer Verlauf der Wandspannung unter 5,6-EET (1,5 uM), H202 (3 uM) oder 4-AP allein (1
mM; oben) und nach der Applikation von 5,6-EET in Anwesenheit von entweder H202 oder 4-AP (unten). B) Sta-
tistische Darstellung von Verédnderungen der Wandspannung in Antwort auf 5,6-EET (1,5 pM) in Anwesenheit von
H202 (3 uM), 4-AP (1 mM) und Nifedipin (1 uM) nach 4 min. n = 8 fiir 5,6-EET; n = 7 fur 5,6-EET + 4-AP + Nifedi-

pin; n = 12 fiur alle anderen Gruppen. *** p < 0,001.

5,6-EET, wenn die kleinen IPAs vorher mit H.O: stimuliert wurden (auf 9,9 + 1,4 % Tk vs. 0,8
+ 0,4 % Tk nach 4-mintiger Inkubation mit H.O2; p < 0,001). Die Applikation von 1 mM 4-AP
allein fuihrte zu einer leichten Erhéhung der Wandspannung, die jedoch nicht statistisch signi-
fikant war (auf 4,3 + 0,9 % Tk nach 4-minutiger Inkubation). In Anwesenheit von 4-AP indu-
Zierte 5,6-EET eine starke, signifikante Kontraktion (auf 36,5 £ 5,7 % Tk nach 4-minltiger
Inkubation; p < 0,001). Diese Kontraktion wurde durch 1 puM Nifedipin, einem L-Typ-Ca**-
Kanal-Inhibitor, nahezu komplett blockiert (5,0 £ 1,1 % Tk nach 4-minuatiger Inkubation; p <
0,001; siehe Abb. 30). Die 5,6-EET-induzierte Kontraktion der kleinen IPAs aus Mausen ist
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demnach scheinbar von einer simultanen Erhéhung der ROS-Konzentration und der Schlie-

Bung von Ky-Kanalen abhangig.
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4. Diskussion

Intrapulmonale Arterien kontrahieren unter alveolarer Hypoxie, um das Blut zu besser venti-
lierten Arealen der Lunge zu leiten. Dadurch wird die Perfusion an die Ventilation angepasst,
um so einer systemischen Hypoxamie vorzubeugen. Obwohl die hypoxische pulmonale Va-
sokonstriktion seit mehr als 60 Jahren bekannt ist, sind die zellularen Sauerstoffsensoren
und die Signhalkaskaden, die zur Vasokonstriktion unter Hypoxie fihren, immer noch umstrit-
ten (Strielkov et al., 2017). Findet die HPV jedoch auf Grund einer generalisierten Hypoxie,
wie bei der Lungenerkrankung COPD oder bei einem Aufstieg in groRer Hohe, Uber Wochen
oder sogar Monaten statt, kann sie zur Ausbildung einer Hypoxie-induzierten pulmonalen
Hypertonie beitragen (Dunham-Snary et al., 2017; Sylvester et al., 2012). Da bisher alle The-
rapien gegen pulmonale Hypertonie nur mildernd sind, besteht ein dringender Bedarf an ge-
eigneteren Therapie-Moglichkeiten (Humbert et al., 2004). Die vorgelegte Thesis dient daher
der Untersuchung zur Rolle des Epoxyeicosatriensaure-Signalwegs in der HPV, welcher ein
neues Ziel fir die pharmakologische Behandlung von HPV-bedingten Erkrankungen darstel-

len kdnnte.

4.1 Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion in pulmonalen
Arterien von Mausen

Fur die Durchfihrung dieser Studie wurde die Myographen-Technik als Methode verwendet,
um die HPV in isolierten Arterien aus der Mauslunge untersuchen zu kénnen. Diese Methode
bietet den Vorteil die kontraktilen Eigenschaften von isolierten pulmonalen Arterien, in denen
die Interaktionen zwischen den PASMCs und Endothelzellen intakt sind, unter isometrischen
Bedingungen untersuchen zu kénnen. Der Vorteil des Mausmodells ist zudem, dass dies die
Durchfihrung von Experimenten mit isolierten Gefaf3en aus genetisch modifizierten Tieren
ermdglicht. Bislang gibt es, bis auf wenige Ausnahmen, kaum Studien zur HPV in isolierten
Pulmonalarterien der Maus (Archer et al., 2001; Korde et al., 2011). Dies mag daran liegen,
dass die Isolation von Pulmonalarterien aus Mausen und deren Einspannung in den Myo-
graphen auf Grund ihrer sehr geringen Durchmesser technisch herausfordernd und zeitauf-
wendig ist. AuBerdem ist es mit den Standardprotokollen, die bisher fir die Untersuchung
der HPV in anderen Spezies verwendet wurden, schwierig eine HPV in isolierten IPAs aus
Méusen zu induzieren (Connolly et al., 2013; Manoury et al., 2011). Dafur wurde zu Beginn
der vorgelegten Studie die Reaktionen der isolierten Pulmonalarterien aus Mausen auf Hy-
poxie charakterisiert, um ein geeignetes Protokoll fur die Untersuchung der HPV in Mausen

etablieren zu kdénnen. Zunéchst wurde der Effekt von Hypoxie (in Ab- oder Anwesenheit ei-
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nes pretones) auf unterschiedliche Generationen der pulmonalen Arterien der Maus unter-
sucht. Dabei stellte sich heraus, dass es grof3e Unterschiede zwischen den verschiedenen
Arterien-Generationen in den Reaktionen auf Hypoxie gibt, die abhangig von der GroRe der
Arterien und der Art des pretones sind. In Abwesenheit eines pretones dilatieren extrapul-
monale Arterien (500-700 um im Durchmesser) unter Hypoxie. Dies lasst vermuten, dass die
EPAs aus Mausen zum Teil Eigenschaften die denen systemischer Arterien @hneln: Syste-
mische Arterien dilatieren unter Hypoxie, um die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwi-
schen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf, wie z.B. bei einer Muskelbewegung, zu ge-
wabhrleisten. Studien belegen, dass dies durch eine NO-abhangige Erniedrigung der [Ca?']; in
glatten Muskelzellen vermittelt wird (Totzeck et al., 2014; Totzeck et al., 2012). Andere Stu-
dien zeigen, dass Hypoxie eine Hyperpolarisation in systemischen Arterien induziert. Dies
resultiert aus der Aktivierung von Ca?'- und/oder ATP-abhangigen K*-Kanadlen (Kca- bzw.
Kate-Kanale) und der darauffolgenden Inaktivierung von L-Typ-Ca?*-Kanélen in glatten Mus-
kelzellen (Armstead, 1997; Dart & Standen, 1995; Daut et al., 1990; Gebremedhin et al.,
1994; Shankar & Armstead, 1995). Da der Effekt von der Hypoxie-induzierten Kca-
Kanalaktivitat durch Antioxidantien gehemmt werden konnte, wird vermutet, dass dieser Ka-
nal durch den Redoxstatus der Zelle reguliert wird (Gebremedhin et al., 2008). Die Karp-
Kanéle werden hingegen durch den Verlust von ATP bzw. dem Anstieg von Adenosin durch
Hypoxie aktiviert, wodurch es ebenfalls zu einer Vasodilatation kommt (Kalsner, 1995; Gaut-
hier-Rein et al., 1997; Nakhostine & Lamontagne, 1993).

In den eigenen Myographie-Experimenten wurde die durch Hypoxie-induzierte Dilatation der
EPAs aus Mausen durch einen KCl-induzierten pretone verhindert. Mdglicherweise wurde
die Dilatation durch die KCl-induzierte Depolarisation auf3er Kraft gesetzt. In den mit U46619
vorstimulierten EPAs war eine Tendenz in Richtung einer Dilatation zu sehen, allerdings war
diese auf Grund der Variationen der Daten nicht signifikant.

Die groRRen intrapulmonalen Arterien (450-650 um im Durchmesser) reagierten weder in Ab-
wesenheit, noch in Anwesenheit eines pretones auf Hypoxie. Es ist anzunehmen, dass diese
Arterien als eine Art ,Ubergangs-Arterien fungieren, die auf Hypoxie weder mit einer vor-
herrschenden Vasodilatation, noch mit einer vorherrschenden Vasokonstriktion reagieren.

Im Vergleich dazu reagierten kleine intrapulmonale Arterien (80-200 pum im Durchmesser)
bereits in Abwesenheit eines pretones mit einer signifikanten protrahierten Kontraktion auf
Hypoxie, passend zu der bisherigen Vermutung, dass die HPV in kleinen intrapulmonalen
Arterien am starksten ausgepragt ist (Sylvester et al., 2012). Diese Reaktion war monopha-
sisch und startete nach etwa 30-40 min. In den Experimenten dieser Thesis mit isolierten,
perfundierten und ventilierten Mauslungen fuhrte Hypoxie zu einer bereits bekannten bipha-
sischen HPV, mit einer akuten und einer protrahierten Phase (Veith et al., 2016; Sommer et

al., 2017). Auch dort startete die protrahierte Phase nach etwa 40 min. Es ist bekannt, dass
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die akute Phase der HPV in isolierten Lungen aus TRPC6™ Mausen inhibiert ist, wahrend die
protrahierte Phase intakt ist (Weissmann et al., 2006). Um zu Uberprifen, ob die beobachtete
monophasische, protrahierte Kontraktion der kleinen IPAs aus Mausen, der protrahierten
HPV in der isolierten Mauslunge entspricht, wurde der Effekt von Hypoxie auf kleine intra-
pulmonale TRPC6™ IPAs untersucht. In der Tat war auch in den TRPC6™ IPAs eine protra-
hierte HPV unter Hypoxie zu beobachten, die vergleichbar mit der protrahierten HPV der
Wildtyp-Méause war. Dies bestatigt die Annahme, dass die protrahierte Kontraktion von Klei-
nen IPAs aus Mausen der protrahierten Phase der HPV, welche in der isolierten Mauselunge
und anderen Tiermodellen beobachtet wurde, entspricht. Warum die akute HPV in IPAs aus
Mausen nicht vorhanden ist, ist nicht geklart. Moglicherweise sind andere bzw. kleinere Arte-
rien in der Lunge fur die Generierung der akuten HPV verantwortlich. Auf Grund der ange-
wandten Technik war es nicht mdglich Arterien zu verwenden, die kleiner als 80 pm im
Durchmesser sind. Die precision cut lung slices (PCLS)-Technik bietet die Mdglichkeit die
Reaktionen von IPAs aus Mausen mit einem Durchmesser von 20-100 pm zu untersuchen.
In Studien mit dieser Technik reagierten die untersuchten GefaRe auf Hypoxie mit einer mo-
nophasischen akuten HPV, die nach etwa 15 min ihr Maximum erreichte und fur 30-40 min
anhielt, bis die GeféalRe dilatierten (Paddenberg et al., 2014). Demnach scheinen IPAs mit
einem Durchmesser kleiner als 100 um fiir die Generierung der akuten HPV verantwortlich
zu sein. Zu erklaren sind die Reaktionen der unterschiedlich groRen Gefal3e womdglich an-
hand der Verteilung von glatten Muskelzellen. Die Arterien in der Lunge verlaufen entlang
der Atemwege, teilen sich entsprechend der Bifurkationen und verringern demnach fortlau-
fend ihren Durchmesser, bis sie schlie3lich das Kapillarsystem in den alveolaren Wanden mit
Blut versorgen. Diese arterielle Zirkulation besteht aus unterschiedlichen anatomischen und
funktionalen Segmenten. Die proximalen, leitenden Arterien sind durch elastische Fasern
gekennzeichnet, wahrend die intrapulmonalen Arterien voll muskularisiert sind. IPAs gehen
jedoch Schritt flr Schritt in Segmente Uber, wo die Schicht mit glatten Muskelzellen unvoll-
standig ist. Auf Kapillarebene sind die GefaRRe vollig frei von PASMCs (Paddenberg et al.,
2014). Die sogenannten intraazinaren Arterien, die einen individuellen pulmonalen Azinus
mit Blut versorgen, sind nur teilweise muskularisiert (Paddenberg et al., 2006). Demnach
reprasentiert das pulmonalarterielle System keine einheitliche Struktur und weist stattdessen
eine ausgepragte regionale Vielfalt auf, die zudem unterschiedliche Eigenschaften aufweisen
konnte (Archer et al., 1996; Yamaguchi et al., 1998). Ein weiterer Grund fur die Abwesenheit
einer akuten HPV in den isolierten IPAs aus Mausen kdnnte das Fehlen einer Verbindung zu
den Kapillaren sein. In einer Studie von Wang et al. (2012) wurde vermutet, dass der Sauer-
stoffsensor in den alveolaren Kapillaren liegt und dass die Hypoxie-induzierte Depolarisation
der Endothelmembran durch Connexin 40-enthaltende gap junctions von der alveolaren Re-

gion zu den Endothelzellen von intrapulmonalen Arterien geleitet wird, wo schlie3lich die
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Freisetzung eines Vasokonstriktor veranlasst wird. In Anbetracht der Tatsache, dass in die-
ser Studie nur fir 10 min Hypoxie appliziert wurde, ist der vorgeschlagene Mechanismus
mdglicherweise spezifisch ausschlaggebend fir die Generierung einer akuten HPV in IPAs.
In den eigenen Myographie-Experimenten hatten die Pulmonalarterien keinen Kontakt zu
den Kapillaren, was die Abwesenheit einer akuten, transienten Phase der HPV erklaren
konnte. Erwahnenswert ist, dass Hypoxie in isolierten IPAs aus Kanninchen, Rindern und
Schweinen ebenfalls eine monophasische, protrahierte Kontraktion auslost (Talbot et al.,
2003; Gupte et al., 2010; Liu et al., 2001).

Die kleinen IPAs aus Mausen reagierten in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones mit
einer viel starkeren, monophasischen und protrahierten Kontraktion. Dies war in Anwesen-
heit eines U46619-induzierten pretones jedoch nicht der Fall. Folglich erhdht eine exogene
Depolarisation die Generierung der HPV in IPAs aus Mausen. Dies passt zu den Ergebnis-
sen einer vorangehenden Studie, die gezeigt hat, dass die HPV von einer ROS-vermittelten
Depolarisation der PASMCs aus Mausen abhéngig ist (Sommer et al., 2017). In Anwesenheit
eines U46619-induzierten pretones erhohte sich die Wandspannung der IPAs aus Mausen
nach 80 min sowohl unter Normoxie, als auch unter Hypoxie, signifikant. Es gab keinen sig-
nifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Womdéglich induziert U46619 eine Erh6hung
der [Ca?']i bereits durch @hnliche Mechanismen wie Hypoxie, sodass Hypoxie keinen zusétz-
lichen Effekt haben konnte. U46619 fuhrt in der verwendeten Konzentration bekanntlich zu
einer erhéhten [Ca?']; durch die Freisetzung von Ca?* aus intrazellularen Speichern (Snetkov
et al., 2006). Es wurde gezeigt, dass die HPV zum Teil von einer Freisetzung von Ca?" aus
den intrazellularen Speichern abhéngig ist (Gelband & Gelband, 1997; Jabr et al., 1997; Dipp
et al., 2001). Dieser Mechanismus konnte durch den Eintritt von extrazellularem Ca?*, auf
Grund der Depolarisation unter Hypoxie, aktiviert werden. Da U46619 bereits eine Freiset-
zung von Ca?" aus den intrazellularen Speichern induzierte, war dieser Effekt von Hypoxie
aul3er Kraft gesetzt.

Interessanterweise ist in isolierten IPAs aus Ratten eine andere Reaktion auf Hypoxie zu
sehen. In Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones reagieren IPAs aus der Rattenlunge
mit einer biphasischen Kontraktion auf Hypoxie, die durch eine schnelle, akute Kontraktion
gekennzeichnet ist und nach einer vollstandigen Dilatation von einer langsamen, protrahier-
ten Kontraktion gefolgt wird (Bennie et al., 1991; Strielkov et al., 2013). In Anwesenheit eines
U46619-induzierten pretones ist diese biphasische Kontraktion der Ratten IPAs sogar ver-
starkt (Strielkov et al., 2013). Warum die Reaktion auf Hypoxie von IPAs aus Ratten so un-
terschiedlich zu der Reaktion von IPAs aus Mausen ist, liegt daher wahrscheinlich an ent-
scheidenden Unterschieden in den Eigenschaften von PASMCs. Ein Unterschied ist z.B.,
dass das synthetische Analogon von Diacylglycerol, welches fur die Aktivierung von TRPC-

Kanalen bekannt ist, die lonenstrome durch diese nicht-selektiven Kationenkanale in PAS-
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MCs aus Mausen erhoht, wahrend es keinen Effekt in PASMCs aus Ratten hat (Weissmann
et al., 2006; Yoo et al., 2011). AuRerdem wird das Membranpotential in PASMCs aus Ratten
hauptséachlich durch den acid sensitive tandem-pore domain K*-Kanal (TASK-1) reguliert,
wahrend dieser in IPAs aus Mausen keine wesentliche Rolle spielt (Manoury et al., 2011).

Die HPV in IPAs aus Mausen scheint unabhéngig vom Endothel zu sein. Die erfolgreiche
Entfernung des Endothels von den kleinen IPAs konnte durch die fehlende Dilatation unter
ACh bestatigt werden, auf Grund der Abwesenheit von muskarinergen ACh-Rezeptoren in
PASMCs (Furchgott, 1983). Da die IPAs auch nach der Entfernung des Endothels mit einer
protrahierten Kontraktion auf Hypoxie reagierten, scheint die protrahierte HPV in IPAs aus
Mausen hauptséachlich von PASMCs abhangig zu sein, mit keinem oder nur einem geringen
Einfluss von Endothelzellen auf die Grundmechanismen der HPV. Die Abwesenheit von va-
sodilatierenden Faktoren, die vom Endothel freigesetzt werden (z.B. NO), kdnnte dennoch
einen Einfluss auf die Grundspannung der IPAs haben, in denen das Endothel entfernt wur-
de. Da jedoch alle untersuchten Arterien auf eine aquivalente Vorspannung gedehnt wurden,
konnten derartige Einfliisse nicht beurteilt werden. Interessanterweise ist die HPV in Rindern
ebenfalls unabhangig vom Endothel, wahrend die protrahierte HPV in IPAs aus Ratten oder
Schweinen nach einer Denudation des Endothels inhibiert ist (Kizub et al., 2016; Chettimada
et al., 2012; Robertson et al., 2003; Liu et al., 2001). Dies weist auf unterschiedliche Eigen-
schaften der Endothelzellen in den verschiedenen Spezies hin. Fur die HPV in Méausen
scheinen jedoch PASMCs fir die Hypoxie-induzierte Kontraktion hauptverantwortlich zu sein.
Interessant ist, dass die vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass das Maus-Modell wichtige
Charakteristika mit humanen intrapulmonalen Arterien gemein hat. Humane IPAs kontrahie-
ren ebenfalls, auch bereits in Abwesenheit eines pretones, mit einer monophasischen,
protrahierten Kontraktion auf Hypoxie (Ohe et al., 1992). Die HPV in humanen IPAs wird au-
Berdem durch einen pretone, der eine Depolarisation induziert, verstarkt (Hoshino et al.,
1988). AuRerdem ist diese Kontraktion von einem spannungsabhangigen Einstrom von Ca?*
und der Freisetzung von Ca?" aus intrazellularen Speichern abhéngig und durch eine Denu-
dation des Endothels erhoht, sprich die HPV in humanen IPAs wird nicht durch einen vom
Endothel-abhangigen Signalweg induziert (Ohe et al., 1992; Hoshino et al., 1988). Zusam-
mengefasst zeigen die Ergebnisse zur Charakterisierung der HPV in IPAs aus Mausen, dass
die protrahierte HPV in kleinen intrapulmonalen Arterien lokalisiert ist. Diese ist durch eine
monophasische, protrahierte Kontraktion gekennzeichnet, die unabhéngig von einem funkti-
onalen Endothel ausgebildet wird und durch eine exogene Depolarisation verstarkt werden
kann. Die generierten Daten konnten demnach fur die Untersuchung der Mechanismen der

HPV in isolierten IPAs aus Mausen nutzlich fur weitere Studien sein.
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4.2  Der Einfluss einer inhibierten EET-Synthese/-Degradation auf
die protrahierte hypoxische pulmonale Vasokonstriktion

Die Cytochrom-P450-Epoxygenase metabolisiert die Arachidonsaure zu vier verschiedenen
Epoxyeicosatriensdure-Regioisomeren: 5,6-, 8,9-, 11,12- und 14,15-EET (EETSs). EETs sind
bisher fur ihre anti-inflammatorischen, schmerzlindernden und vasodilatorischen Eigenschaf-
ten bekannt (Spector, 2009; Schmelzer et al., 2006). Die vasodilatorischen Eigenschaften
wurden hauptsachlich in GefalRen des systemischen Kreislaufs festgestellt, wo die Freiset-
zung von EETs zu einer Hyperpolarisation der glatten Muskelzellen fuhrt (Spector, 2009). Es
wurde jedoch auch gezeigt, dass die EET-Konzentration in der Mauslunge unter Hypoxie
erhot ist (Keseru et al., 2008), allerdings ist die Rolle von EETs im pulmonalen Kreislauf auf
Grund der Diskrepanzen in der Literatur sehr kontrovers. Manche Studien zeigen, dass EETs
bei der akuten Phase der HPV eine Rolle spielen (Keserl et al., 2008; Pokreisz et al., 2006;
Zhou et al., 2013). Andere Studien konnten Evidenz dafur erbringen, dass EETs eine Va-
sodilatation in Pulmonalarterien induzieren (Stephenson et al., 1998; Tan et al., 1997). Aller-
dings ist die Rolle von EETs in der protrahierten HPV bis heute nicht untersucht worden. Um
zu untersuchen, ob die EET-Synthese in der Generierung der protrahierten HPV in Mausen
involviert ist, wurde zunachst die Expression der CYP2J-Isoformen in den kleinen IPAs aus
Mausen untersucht. Vorherige Studien haben gezeigt, dass CYP2J-Isoformen in humanen
PASMCs und PASMCs aus Ratten, sowie in der Mauslunge exprimiert werden und dass
CYP2J-Isoformen mit die Hauptverantwortlichen fur die Produktion von EETs im Menschen
und in Mausen sind (Zeldin et al., 1996; Graves et al., 2015; Wu et al., 1996; de Montellano,
2005).

Die Real-Time PCR-Ergebnisse in dieser Thesis haben gezeigt, dass alle CYP2J-Isoformen,
bis auf CYP2J8, auf mMRNA-Ebene in den kleinen IPAs aus Méausen exprimiert werden. Da
es keinen kommerziell erwerblichen und spezifischen Antikdrper fir die verschiedenen
CYP2J-Isoformen von Mausen gibt, wurde der humane CYP2J2-Antikorper fiir die Western
Blot-Experimente verwendet. Vorherige Studien haben gezeigt, dass ein humaner CYP2J2-
Antikdrper an alle CYP2J-Proteine von Mausen bindet, jedoch nicht an Proteine der anderen
CYP-Unterfamilien (Ma et al., 2002). Dadurch konnten immunoreaktive Proteine in den iso-
lierten IPAs festgestellt werden, sowie in den anderen bekanntlich CYP2J-exprimierenden
Organen (Leber und Niere), wahrend keine immunoreaktiven Proteine in den nicht-CYP2J-
exprimierenden Geweben (Milz und Skelettmuskel) detektiert wurden (Zhou et al., 2013;
Graves et al., 2015). Diese Daten beweisen, dass CYP2J-Epoxygenasen in kleinen IPAs aus
Mausen exprimiert werden.

Die pharmakologische Inhibition der CYP-Epoxygenasen erfolgte mit MS-PPOH, einem Inhi-
bitor, der speziell die Epoxidation von Arachidonsdure blockiert (Wang et al., 1998). MS-

PPOH fihrte in der verwendeten Konzentration (30 pM) zu einer Reduzierung der HPV in
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IPAs aus Mausen, jedoch nicht zu einer kompletten Inhibition der HPV. In der Studie von
Brand-Schieber et al. (2000) wurde gezeigt, dass MS-PPOH in einer Konzentration von 30
UM die Epoxygenase-Aktivitat um ca. 60 % verringert, wodurch die ledigliche Reduzierung
der HPV erklart wird. Die inhibierte Expression der CYP2J-Isoformen, die in den kleinen IPAs
durch die Inkubation mit siRNA induziert wurde, flihrte ebenfalls zu einer Reduzierung der
HPV um etwa 50 %. Durch die Behandlung mit den siRNAs gegen die CYP2J-Isoformen
wurden lediglich 34-73 % der mRNA der CYP2J-Enzyme erfolgreich minimiert. Die mRNA
der meist exprimierten CYP2J-Isoformen in den kleinen IPAs aus Mausen (CYP2J9,
CYP2J11, CYP2J12 und CYP2J13) wurden zu 49-57 % reduziert, was mit dem Ausmald der
Inhibition der HPV korreliert. Méglicherweise sind auch noch andere CYP-Isoformen fir die
EET-Synthese in der protrahierten HPV von IPAs aus Mausen verantwortlich.

Komplett inhibiert wurde die HPV in den IPAs aus M&usen durch den EET-Antagonisten
14,15-EEZE. 14,15-EEZE ist ein synthetisches, strukturelles Analogon zu 14,15-EET und
unterscheidet sich insofern von der Struktur der originalen Version, dass die Doppelbindun-
gen am Kohlenstoff 8,9 und 11,12 gesattigt sind. Es wurde gezeigt, dass 14,15-EEZE nicht
nur die Reaktionen von 14,15-EET inhibiert, sondern auch die der anderen EET-
Regioisomere (Gauthier et al., 2002). In den Experimenten dieser Thesis mit isolierten, per-
fundierten und ventilierten Mauslungen inhibierte 14,15-EEZE nicht die akute HPV. Die nicht
vorhandene Inhibition der akuten HPV in der Mauslunge durch 14,15-EEZE war bereits in
der Studie von Keseril et al. (2008) zu sehen. Erst nachdem dort zusatzlich die I6sliche Epo-
xidhydrolase inhibiert wurde, konnte ein Effekt auf die akute HPV durch 14,15-EEZE erzielt
werden, da die EET-Synthese generell erhdht war (sprich bereits unter Normoxie) (Keseru et
al., 2008). Dies lasst vermuten, dass der Einfluss von EETs auf die akute HPV nicht sonder-
lich groR ist. Widerspriichlich dazu wurde in Studien von Pokreisz et al. (2006) und Zhou et
al. (2013) gezeigt, dass die gehemmte Aktivitat der CYP-Epoxygenase die akute HPV in
Mausen signifikant reduziert. Der Grund fir die Widerspriche in der Literatur ist jedoch un-
klar. Im Gegensatz dazu wurde in den Experimenten dieser Thesis mit isolierten, perfundier-
ten und ventilierten Mauslungen die protrahierte HPV durch 14,15-EEZE komplett inhibiert.
Die Igsliche Epoxidhydrolase metabolisiert Epoxide, durch eine katalytische Addition eines
Wassermolekiils, zu ihren entsprechenden Diolen (Rose et al., 2010). Die Inaktivitat der sEH
fuhrt demnach zu einem Anstieg der EET-Konzentration und einer Potenzierung der damit
verbundenen Reaktionen. Im Rahmen dieser Studie wurde der Inhibitor TPPU und eine ge-
gen Ephx2 gerichtete siRNA fir die Inhibition der sEH verwendet. TPPU ist ein substituierter,
Phenyl-enthaltender und auf Harnstoff basierender Inhibitor, der laut vorheriger Studien me-
tabolisch stabil und effektiv fir die Blockierung der sEH in Mausen und Menschen geeignet
ist (Rose et al., 2010; Liu et al., 2013). Sowohl die Inkubation mit TPPU, als auch der knock-

down des Gens der lIéslichen Epoxidhydrolase mit siRNA, fuhrte zu einer Erhéhung der HPV



4, Diskussion 75

in M&usen um uber 100 %. Sprich eine erhdhte Konzentration von EETs fuhrt unter hypoxi-
schen Begebenheiten zu einer verstarkten protrahierten HPV. Theoretisch kdnnte dies auch
bedeuten, dass Hypoxie zu einer Inhibition der sEH-Aktivitat fuhrt, anstatt zu einer Erhéhung
der Aktivitat von CYP2J-Epoxygenasen. Zu beachten ist jedoch, dass TPPU keinen Einfluss
auf die Wandspannung unter Normoxie hatte, sprich die alleinige Erhéhung der EET-
Konzentration reicht nicht aus, um eine Kontraktion auszuldésen. AulRerdem wiirde dies be-
deuten, dass eine pharmakologische Inhibition der sEH-Aktivitdt zu einer Verringerung der
hypoxischen Reaktion fuhren misste, da Hypoxie keinen weiteren Effekt auf die sEH-
Aktivitat haben kdnnte, wenn diese bereits herabgesetzt wurde. Dies war jedoch nicht der
Fall. Stattdessen wurde die HPV durch die Inaktivitat der SEH um tber 100 % verstarkt.

Zu erwahnen ist, dass die verwendeten Inhibitoren MS-PPOH und TPPU keinen Einfluss auf
KCI- oder U46619-induzierte Kontraktionen hatten und somit vermutlich spezifisch in den
Signalweg der HPV eingegriffen haben. Der EET-Antagonist 14,15-EEZE hatte keinen Ein-
fluss auf KCl-induzierte Kontraktionen, allerdings flhrte er zu einer Verringerung der
U46619-induzierten Kontraktionen. Dies mag daran liegen, dass 14,15-EEZE auch teilweise
als Agonist fungiert. Darauf wird spater naher eingegangen.

Folglich zeigen diese Ergebnisse, dass Hypoxie scheinbar eine vermehrte EET-Synthese
durch CYP2J-Epoxygenasen induziert (und womdglich auch noch durch andere CYP-
Epoxygenasen), woraus die Entwicklung der protrahierten HPV in kleinen IPAs aus Méausen

resultiert.

4.3  Der Effekt von EETs auf den pulmonalen Tonus von Mausen

Alle EET-Regioisomere hatten in Abwesenheit eines pretones keinen Effekt auf die
Wandspannung der kleinen IPAs. Die exogene Applikation von EETs auf IPAs aus Mausen
und Mauslungen hat gezeigt, dass die Reaktion auf EETs von der Art der Vorstimulierung
und vom EET-Regioisomer abhangig ist. So wurde in Anwesenheit eines KCl-induzierten
pretones nur durch 5,6-EET (und nicht durch das 5,6-EET-Metabolit (5,6-DHET) oder durch
die anderen EET-Regioisomere) eine Vasokonstriktion von IPAs aus Mausen ausgelost,
wahrend in Anwesenheit eines U46619-induzierten pretones alle EET-Regioisomere eine
Dilatation ausldsten. In diesem Fall war jedoch die Dilatation unter 5,6-EET am geringsten
ausgepragt. Interessant ist auch, dass in Anwesenheit von U46619 die Applikation von
14,15-EEZE ebenfalls zu einer Dilatation der kleinen IPAs aus Méausen fihrte. Demnach
scheint 14,15-EEZE auch teilweise als Agonist zu fungieren. Dies wurde bereits in vorheri-
gen Studien beschrieben (Gauthier et al., 2002; Harrington et al., 2004). Anhand dieser Da-
ten scheint 5,6-EET eine besondere Rolle in der Regulation des Tonus von pulmonalen Arte-

rien zu spielen. Die Tatsache, dass ein EET-Regioisomer unterschiedliche Effekte hat (ab-
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hangig von der Art der Vorstimulierung der Gefal3e), erklart zudem die Diskrepanzen in der
Literatur, in denen sowohl eine Vasodilatation als auch eine Vasokonstriktion nach der Appli-
kation von EETs beschrieben wurde (Tan et al., 1997; Stephenson et al., 1998; Fuloria et al.,
1998; Zhu et al., 2000; Zou et al., 2002; Keserl et al., 2008). Z. B. induzierte 5,6-EET in den
Studien von Tan et al. eine Vasodilatation von isolierten Kaninchenlungen, die mit U46619
vorstimuliert wurden. Diese Dilatation konnte durch einen Inhibitor fir die NO-Synthase
inhibiert werden (Tan et al., 1997). Vergleichbar dazu beobachteten Stephenson et al., dass
5,6-EET eine Verringerung des pulmonalen vaskularen Widerstands in isolierten und
perfundierten Lungen aus Hunden verursacht, die ebenfalls mit U46619 vorstimuliert wurden.
Diese Verringerung des pulmonalen vaskularen Widerstands durch 5,6-EET war nicht in
Abwesenheit eines U46619-induzierten pretones zu sehen (Stephenson et al., 1998). Erklart
wurden die vasodilatierenden Eigenschaften von EETs bisher hauptséchlich anhand von
Untersuchungen in systemischen Gefal3en. Dort wurde vermutet, dass EETSs als hyperpolari-
sierende Faktoren fungieren, die vom Endothel freigesetzt werden und eine Erhéhung der
intrazellularen cAMP-Konzentration und die Aktivierung von Calcium-aktivierten K*-Kanélen
in PASMCs induzieren (Spector, 2009). Moglicherweise ist dies auch der zu Grunde liegende
Mechanismus der EET-induzierten Vasodilatation in Anwesenheit eines U46619-induzierten
pretones in den kleinen IPAs aus Mausen.

Im Folgenden konzentriert sich die Thesis auf die Mechanismen der EET-induzierten Kon-
traktion von kleinen IPAs aus Mausen: In den Untersuchungen dieser Thesis l6ste 5,6-EET
nur in IPAs eine Kontraktion aus und nicht in isolierten Aorten oder Femoralarterien. Dies
lasst vermuten, dass 5,6-EET mdglicherweise spezifisch eine Kontraktion in pulmonalen und
nicht in systemischen Arterien ausldst. Die Tatsache, dass scheinbar eine Erhéhung der
EET-Synthese in der HPV involviert und in Mausen unabhangig vom Endothel ist, bedeutet,
dass spezifisch 5,6-EET unter hypoxischen Bedingungen in den PASMCs produziert wird
und dort wahrscheinlich als autokriner Faktor fungiert. Der mdgliche Mechanismus der EET-
induzierten pulmonalen Vasokonstriktion ist jedoch unbekannt. Die vasokontrahierenden
Eigenschaften von 5,6-EET in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones weisen darauf
hin, dass die Reaktion der IPAs auf 5,6-EET abhéngig vom Membranpotential der PASMCs
ist. Es ist bekannt, dass eine erhohte extrazellulare K*-Konzentration eine Depolarisation in
PASMCs auslost, wodurch Ca?"* in die Zelle einstromt. Das Thromboxan-Mimetikum U46619
fuhrt in der verwendeten Konzentration jedoch zu einer erhohten [Ca?*] durch die Freiset-
zung von Ca?" aus intrazellularen Speichern und hat demnach keinen signifikanten Einfluss
auf das Membranpotential der PASMCs (Snetkov et al., 2006). In Anbetracht der Tatsache,
dass 5,6-EET nur in Anwesenheit eines KCl-induzierten pretones eine Kontraktion der klei-
nen IPAs aus Mausen ausloste, kann angenommen werden, dass eine Depolarisation der

PASMC-Membran ausschlaggebend flr diese Reaktion ist.
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4.4 Die Mechanismen der 5,6-EET-induzierten Kontraktion

Anhand der Patch Clamp-Experimente war zu sehen, dass Hypoxie eine Depolarisation der
Zellmembran in PASMCs von etwa -37 mV auf -24 mV induziert. Daraufhin wurde der Effekt
von 5,6-EET bei einem Haltepotential von -40 mV und -20 mV untersucht. Dabei war zu se-
hen, dass 5,6-EET nur in depolarisierten PASMCs aus Mausen signifikante Einwartsstréme
in die Zelle induziert und nicht in PASMCs, deren Membranpotential ahnlich dem Ruhepoten-
tial war. AuRerdem konnte eine Kontraktion durch 5,6-EET in Anwesenheit von 4-AP, einem
Inhibitor fir Ky-Kandle, induziert werden. Diese Daten sprechen dafir, dass die 5,6-EET-
induzierte Kontraktion eindeutig von einer Depolarisation der PASMC-Membran abhangt.
Diese Schlussfolgerung ist passend zu der Tatsache, dass Hypoxie eine signifikante Erho-
hung des Membranpotentials von PASMCs aus Mausen induzierte. Es wird vermutet, dass
Hypoxie zu einer Depolarisation der PASMC-Membran durch die SchlieBung von span-
nungsabhangigen K*-Kanalen fuhrt. Dabei sind wahrscheinlich die Redox-sensitiven K*-
Kandale Ky1.5 und Ky2.1 in die Mechanismen der HPV involviert (Archer et al., 1998; Firth et
al., 2011). Zudem wurde vor kurzem berichtet, dass die Hypoxie-induzierte SchlielRung der
Kv-Kanéle durch eine COX4i2-vermittelte ROS-Produktion in PASMCs aus Mausen ausge-
l6st wird (Sommer et al., 2017). Paddenberg et al. (2012) haben ebenfalls gezeigt, dass die
monophasische HPV in den PCLS von M&ausen mit einer erhdhten ROS-Produktion korre-
liert, die einen funktionalen Komplex Il und lll der mitochondrialen Atmungskette benétigte.
Daher kann angenommen werden, dass eine erhthte mitochondriale ROS-Produktion eine
Grundvoraussetzung fir die 5,6-EET-induzierte pulmonale Vasokonstriktion unter Hypoxie
ist. Die Hauptfunktion von Mitochondrien ist die Produktion von Energie in Form von ATP.
Wahrend der Elektronentransportkette werden jedoch ROS (vor allem Superoxid) gebildet,
welche von der Superoxiddismutase 2 zu H,O, umgewandelt werden (Dunham-Snary et al.,
2017). H,0; ist ein diffusionsfahiger Redox-Mediator, welcher die Aktivitat von Redox-
sensitiven lonenkanalen und Enzymen verandern kann (Michelakis et al., 2002; Michelakis et
al., 2004). In der Tat fuhrte die vorherige Applikation von H2O; in den IPAs aus Mausen zu
einer Kontraktion als Antwort auf 5,6-EET (vergleichbar zu den Experimenten mit einem KCI-
induzierten pretone). Zu beachten ist, dass die vasodilatorischen Eigenschaften von EETs
wahrscheinlich unter hypoxischen Bedingungen inhibiert sind, da diese von einer Hyperpola-
risation der PASMC-Membran abhangen.

Die erhthte Konzentration von 5,6-EET unter Hypoxie konnte durch die Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase (G6PD) initiiert sein. Es wurde gezeigt, dass Hypoxie zu einer
Aktivierung der G6PD fihrt, wodurch es zu einer Erhdhung der NADPH-Konzentration in
pulmonalen Arterien kommt (Gupte et al., 2010). Der knockdown von G6PD fuihrte zudem zu
einer inhibierten HPV in IPAs aus Rindern (Rawat et al., 2010). Es ist bekannt, dass NADPH
ein Co-Faktor fir die EET-Synthese durch CYP-Epoxygenasen ist (Capdevila et al., 2000),
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daher ist es sehr wahrscheinlich, dass eine Hypoxie-induzierte Aktivierung der G6PD zu der
erhdhten EET-Konzentration fiihrt. Dies bedarf jedoch weiterer Studien.

Die 5,6-EET-induzierten Einwarststrome sind wahrscheinlich Einstrome von Ca?*-lonen, da
5,6-EET die intrazellulare Ca?*-Konzentration in depolarisierten PASMCs erhohte. In der Tat
konnte die 5,6-EET-induzierte Kontraktion durch den Inhibitor fir L-Typ-Ca?*-Kanale (Nifedi-
pin) gehemmt werden, was darauf hinweist, dass der 5,6-EET-induzierte Ca?*-Einstrom
durch L-Typ-Ca?*-Kanéle vermittelt wird. Der exakte Mechanismus, wie 5,6-EET die [Ca?*]iin
depolarisierten PASMCs erhdht und eine Kontraktion induziert, ist unerforscht. Die induzierte
SchlieBung der Ky-Kandle durch 4-AP und H,O; hatte keinen Einfluss auf die Wandspan-
nung der IPAs aus Mausen in Abwesenheit von 5,6-EET. Demnach fiihrt allein die Schlie-
Bung von Ky-Kanélen in PASMCs, ohne zusétzliche Kationenstrome, nicht zu einer Kontrak-
tion. Dies ist auch in vorherigen Studien vermutet worden (Cha et al., 2008; Sylvester et al.,
2012; Bonnet et al., 2002). AuBerdem scheinen L-Typ-Ca?*-Kanale in PASMCs aus Mausen
nur teilweise durch die Hypoxie-induzierte Depolarisation aktiviert zu werden. Ko et al. (2013)
haben beschrieben, dass L-Typ-Ca?*-Kandle in PASMCs aus Mausen zwar bei einem
Membranpotential von etwa -30 mV aktiviert werden, jedoch ist die maximale Aktivitéat bei
+10 mV erreicht. Die Hypoxie-induzierte Depolarisation auf -24 mV aktiviert die L-Typ-Ca?*-
Kandle demnach nur teilweise. Da die 5,6-EET-induzierte Kontraktion abh&ngig vom
Membranpotential war und durch Nifedipin inhibiert werden konnte, ist davon auszugehen,
dass 5,6-EET die Offnung von L-Typ-Ca?*-Kanélen unter Hypoxie in geringeren Spannungen
verstarkt und so zu einem Eintritt von Ca?* fuhrt. So wurde z.B. in Herzmuskelzellen von
Mausen, die die humane CYP2J2-Epoxygenase Uberexprimieren, ein erhéhter lonenstrom
durch L-Typ-Ca?-Kandle festgestellt, was zudem durch den Epoxygenase-Inhibitor MS-
PPOH reduziert werden konnte (Xiao et al., 2004). Es wurde zudem gezeigt, dass EETs di-
rekt mit L-Typ-Ca?'-Kanalen in Herzmuskelzellen von Schweinen interagieren kdnnen und
dass dies durch eine Interaktion Uber die Lipid-Phase entsteht (Chen et al., 1999).
Hypothetisch gesehen, kénnte 5,6-EET Ca?'- und/oder Na‘*-Einstrome in PASMCs auch
durch andere lonenkanale induzieren. Watanabe et al. (2003) haben festgestellt, dass 5,6-
EET (aber kein anderes EET-Regioisomer) den lonenstrom durch TRPV4-Kanéle (nicht-
selektive Kationen-Kanéle) erhoht. Dies soll ebenfalls durch spezifische Bindestellen fir 5,6-
EET im TRPV4-Kanal entstehen (Berna-Erro et al., 2017). Die Involvierung dieses Kanals in
der protrahierten HPV wurde jedoch bisher nicht untersucht. Interessant ist auch, dass 5,6-
EET in Anwesenheit von KCI eine Kontraktion von intrapulmonalen Arterien aus Kaninchen
ausloste, die zudem mit einer erhéhten Phosphorylierung der leichten Myosin-Kette einher-
ging und die durch den Rho Kinase-Inhibitor Y-27632 gehemmt werden konnte (Zeldin et al.,
1995; Losapio et al., 2005). Der Identifizierung des exakten Mechanismus der 5,6-

induzierten pulmonalen Vasokonstriktion bedarf jedoch weiterer Studien.
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4.5 Fazit

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse im Rahmen dieser Thesis, dass die protrahierte
HPV in Mausen durch eine Aktivierung der EET-Synthese initiiert wird. Dabei ist vermutlich
spezifisch 5,6-EET in die HPV involviert, da nur dieses EET-Regioisomer eine Kontraktion in
IPAs aus Mausen auslosen konnte. Die 5,6-EET-induzierte Vasokonstriktion scheint
aufRerdem von einer Depolarisation der Zellmembran von PASMCs abhangig zu sein, welche
unter Hypoxie auftritt. Die 5,6-EET-induzierte Kontraktion wird zudem héchstwahrscheinlich

durch den Eintritt von Ca?" Uber L-Typ-Ca?*-Kandle vermittelt (siehe Abb. 31). Der exakte
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Abbildung 31. Vorgeschlagener Mechanismus der protrahierten hypoxischen pulmonalen Vasokonstrikti-
on. Hypoxie induziert in PASMCs eine erhfhte Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) aus Mito-
chondrien, wodurch es zu einer Inhibition der spannungsabhéngigen K*-Kanéle (Kv-Kanal) und dadurch zu einer
Verringerung des Membranpotentials (A Em) kommt. Gleichzeitig werden Cytochrom-P450-Epoxygenasen akti-
viert, die vermehrt 5,6-EET bilden und in Anwesenheit eines depolarisierten Membranpotentials fihrt dies zu
einer verstarkten Aktivierung von L-Typ-Ca?*-Kanalen, wodurch die intrazellulare Ca?*-Konzentration ([Ca?*]i)

ansteigt und es folglich zu einer Kontraktion kommt.
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Mechanismus, der zur Aktivierung der EET-Synthese unter Hypoxie fuhrt, bleibt zu
untersuchen. Die Daten dieser Thesis bieten eine Basis fiir weitere Studien zur Rolle des

EET-Signalwegs in der Entwicklung der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie.

4.6 Relevanz der Ergebnisse

Die HPV ist ein wichtiger physiologischer Mechanismus, der unter lokaler alveolarer Hypoxie
die Ventilation an die Perfusion anpasst. Bestehen jedoch globale hypoxische Bedingungen
in der Lunge, wie es bei chronischen Atemwegserkrankungen oder einem Aufstieg in grofRen
Hohenlagen gegeben ist, kann die generalisierte, protrahierte HPV zu der Entwicklung einer
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie beitragen (Strielkov et al., 2017). Das Vorkom-
men der pulmonalen Hypertonie (Gruppe 1-4) steigt weiter an und betraf im Jahr 2012 127,3
Patienten in einer Population von 100.000 adulten Menschen, wahrend es im Jahr 1993
noch 99,8 Patienten waren. Zudem steigt die Mortalitatsrate weiter an und liegt 5 Jahre nach
der Diagnose von PH bei ca. 63 % und ist in der PH-Gruppe 2 und 3 am hdchsten (Wijeratne
et al., 2018). Verfluigbare Therapien gegen diese Krankheit bieten keine Heilung, sondern
lindern lediglich die Beschwerden. Die meisten angewandten Medikamente verstarken dafir
den Signalweg der Vasodilatation, um so der protrahierten Vasokonstriktion entgegen zu
wirken (Stasch et al., 2011; Ghofrani et al., 2013). Allerdings sind die bisherigen Therapien
auf Grund der geringen Verbesserung des Krankheitsverlaufs und der zahlreichen Neben-
wirkungen alles andere als optimal (Badesch et al., 2002; Badesch et al., 2004; Karatza et
al., 2005; Rosenkranz et al., 2015; Archer et al., 2010).

Eine beeintrachtigte HPV tragt stattdessen zu einer systemischen Hypoxamie bei, welche in
Patienten mit dem akuten Atemnotsyndrom, einer Sepsis und einer Pneumonie aufteten
kann. Die Ursache davon ist wahrscheinlich eine akute Entziindungsreaktion in der Lunge
mit einer verstarkten Vasodilatation (Fischer et al., 1997; McCormack & Paterson, 1993;
Rouby et al., 2000; Marshall et al.,, 1994). In Anbetracht dessen sind fur die Entwicklung
neuer Therapiestrategien zur Behandlung von HPV-bedingten Krankheiten weitere Untersu-
chungen wichtig, die zu einem umfassenden Verstandnis der zu Grunde liegenden Mecha-
nismen der HPV fiihren. Die Daten dieser Thesis zeigen zum ersten Mal, dass die protrahier-
te HPV stark von einer Aktivierung der EET-Synthese abhangt (zumindest in IPAs aus Mau-
sen). 5,6-EET scheint spezifisch fir die Vasokonstriktion der kleinen IPAs aus Mausen ver-
antwortlich zu sein, da alle anderen EET-Regioisomere keinen Effekt in Anwesenheit einer
Depolarisation-induzierten Vorstimulierung hatten. In Anwesenheit eines U44619-induzierten
pretones fuhrte 5,6-EET zu einer Vasodilatation der kleinen IPAs aus Mausen. Diese Ergeb-
nisse sprechen dafir, dass die Reaktion von PASMCs auf 5,6-EET von deren Membranpo-

tential abhangt. Dieser Mechanismus erklart die Diskrepanzen in der Literatur, da bisher so-
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wohl vasodilatierende, als auch vasokontrahierende Eigenschaften von EETs in der pulmo-
nalen Zirkulation beschrieben wurden (Tan et al., 1997; Stephenson et al., 1998; Fuloria et
al., 1998; Zhu et al., 2000; Zou et al., 2002; Keserl et al., 2008). Zudem konnte dieses Wis-
sen flr die Manipulation des vasomotorischen Tonus von IPAs unter pathophysiologischen
Bedingungen genutzt werden. So kénnte z.B. ein ,Umschalten“ des EET-Signalweges zur
Vasodilatation in Hypoxie-bedingten Krankheiten von Vorteil sein, um die protrahierte Kon-
traktion zu verhindern. Andererseits wéare eine erhdhte EET-Konzentration durch eine Inhibi-
tion der l6slichen Epoxidhydrolase fur Krankheiten von Vorteil, in denen die HPV verringert
ist. Die vorgestellte Studie erweitert damit das Wissen Uber den mdglichen Mechanismus der
protrahierten HPV und konnte so Teil einer Basis fur die Entwicklung neuer therapeutischer

Moglichkeiten zur Behandlung von HPV-bedingten Krankheiten sein.
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5. Zusammenfassung

Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (HPV) ist eine physiologische, intrinsische Reak-
tion in pulmonalen Arterien, die den Blutfluss von schlecht bellfteten Azini zu besser venti-
lierten Arealen der Lunge umleitet, um so den Gasaustausch zu optimieren. Bei langanhal-
tender, generalisierter Hypoxie, z.B. hervorgerufen durch Lungen- oder neuromuskulére Er-
krankungen oder durch einen Aufstieg in grof3er Hohe, tragt eine verstarkte protrahierte HPV
zur Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie (PH) und einem Rechtsherzversagen bei. Bis-
herige Therapien gegen PH lindern die Symptome, versprechen jedoch keine Heilung und
sind zudem mit starken Nebenwirkungen verbunden. In Anbetracht dessen ist es wichtig, ein
weiteres Verstandnis fur die zu Grunde liegenden physiologischen Mechanismen der HPV zu
erlangen, um neue therapeutische Strategien entwickeln zu kénnen. Frihere Studien zeigen,
dass die protrahierte HPV durch einen bisher unbekannten Vasokonstriktor, welcher in pul-
monalen Arterien freigesetzt wird, induziert wird. Vermutlich handelt es sich dabei um Meta-
bolite der Cytochrom-P450 (CYP)-Epoxygenase, sogenannte Epoxyeicosatriensauren
(EETs). Das Ziel der vorliegenden Thesis war es, die Involvierung von EETs in der protra-
hierten HPV zu untersuchen. Um dieses Ziel zu erreichen, wurde das Modell der HPV in iso-
lierten, pulmonalen Arterien der Maus etabliert. Dabei konnte gezeigt werden, dass kleine
intrapulmonale Arterien (IPAs; 80-200 um im Durchmesser), jedoch nicht gro3e intrapulmo-
nale Arterien (450-650 um) oder extrapulmonale Arterien (EPAs; 500-700 um), eine protra-
hierte, sich langsam entwickelnde HPV aufweisen. Die Reaktion auf Hypoxie war unabhan-
gig von der Anwesenheit des Endothels und konnte durch eine Vorstimulierung der Arterien
mit Kaliumchlorid potenziert werden. Von sieben Isoformen der EET-produzierenden CYP2J-
Epoxygenasen wurden sechs in den IPAs aus Mausen exprimiert. Die pharmakologische
Inhibition der EET-Synthese, durch MS-PPOH oder durch den knockdown der CYP2J-
Isoformen, unterdriickte die HPV in den kleinen IPAs aus Mausen. Zudem wurde die protra-
hierte HPV durch den EET-Antagonisten 14,15-EEZE in den kleinen IPAs aus Mausen und
in isolierten, perfundierten und ventilierten Mauselungen aufgehoben. Die HPV wurde durch
den knockdown des EET-degradierenden Enzyms, der loslichen Epoxidhydrolase (sEH),
oder in Anwesenheit des sEH-Inhibitors (TPPU) verstarkt. Die exogene Applikation der EET-
Regioisomere (5,6-, 8,9-, 11,12-, 14,15-EET) hatte keinen Effekt auf die Wandspannung in
Abwesenheit eines pretones, verursachte jedoch eine Dilatation der IPAs in Anwesenheit
eines U46619-induzierten pretones. Im Gegensatz dazu verursachte 5,6-EET, aber kein an-
deres Regioisomer, in Anwesenheit eines Kaliumchlorid-induzierten pretones eine biphasi-
sche Kontraktion der IPAs und eine Erh6hung des pulmonalarteriellen Drucks in isolierten
Mauselungen. Zu beachten ist, dass 5,6-EET keine Kontraktion in isolierten Segmenten der

Aorta und der Femoralarterien induzieren konnte.
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Vor kurzem wurde gezeigt, dass die HPV entscheidend von einer Inhibition der spannungs-
abhangigen Kaliumkanale in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMCs) abhangig
ist, welche unter Hypoxie durch eine Cytochrom C Oxidase Untereinheit 4 Isoform 2-
vermittelte Erhéhung der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies entsteht. In der vorlie-
genden Studie wurde gezeigt, dass Wasserstoffperoxid oder der Inhibitor fir spannungsab-
hangige Kaliumkanale, namens 4-Aminopyridin (4-AP), allein in der verwendeten Konzentra-
tion keinen Effekt auf den Tonus der IPAs haben. Jedoch fuhrte 5,6-EET in Anwesenheit von
einer der beiden Substanzen zu einer signifikanten Kontraktion. Die Reaktion auf 5,6-EET in
IPAs, die mit 4-AP vorstimuliert wurden, wurde komplett durch den L-Typ-Calciumkanal-
Antagonisten Nifedipin inhibiert. In den Patch Clamp-Experimenten induzierte Hypoxie eine
Depolarisation in PASMCs. Die Applikation von 5,6-EET fiuhrte zu Whole Cell-
Einwartsstromen in PASMCs, die auf das hypoxische Niveau depolarisiert wurden, aber nicht
in deren Ruhemembranpotential, welches unter normoxischen Bedingungen gegeben ist.
AulBerdem fuhrte 5,6-EET in depolarisierten IPAs zu einer Erhéhung der intrazellularen Cal-
ciumkonzentration. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die protra-
hierte HPV in IPAs aus Mausen durch eine Aktivierung der EET-Synthese vermittelt wird.
Unter allen anderen EETs scheint 5,6-EET spezifisch eine Rolle in der protrahierten HPV zu
spielen, da nur dieses Regioisomer in der Lage war eine Kontraktion von IPAs auszultsen.
Die generierten Daten lassen vermuten, dass die Depolarisation in PASMCs, welche unter
Hypoxie auftritt, der Schlusselfaktor fur die vasokontrahierende Antwort auf 5,6-EET ist.
Womadglich fordert 5,6-EET den Eintritt von Calcium Uber L-Typ-Calcium-Kanale. Der exakte
Mechanismus dieser Reaktion, sowie die beitragenden Faktoren zur Aktivierung der EET-
Synthese unter Hypoxie sollten in weitergehenden Untersuchungen adressiert werden. Die
eigenen Ergebnisse schaffen Ansatzpunkte fiir weitere Studien zur Rolle des EET-

Signalwegs in der Entwicklung der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie.
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6. Summary

Hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV) is a physiological reaction intrinsic to pulmonary
arteries, which redirects blood flow from poorly ventilated acini to well ventilated areas of the
lung in order to optimize pulmonary gas exchange. However, in cases of prolonged general-
ized hypoxia, caused e.g. by lung or neuromuscular diseases or at high altitude, exaggerated
sustained HPV contributes to the development of pulmonary hypertension (PH) and right
heart failure. Current treatment options can help to ameliorate PH symptoms, but they pro-
vide no cure and are often associated with significant side effects. In view of this, further un-
derstanding of the underlying physiological mechanisms of HPV is important for the devel-
opment of novel therapeutic strategies. Earlier reports indicate that sustained HPV may be
induced by a yet unidentified vasoconstrictor, which is released in pulmonary arteries. It has
been suggested that this factor may be a cytochrome P450 (CYP) epoxygenase-derived ara-
chidonic acid metabolites, epoxyeicosatrienoic acids (EETs). The aim of the thesis was to
investigate the involvement of EETSs in sustained HPV. In order to achieve the aim, the model
of HPV in isolated mouse pulmonary arteries was established. It was found that small intrap-
ulmonary arteries (IPAs, 80-200 um in diameter), but not large intrapulmonary arteries or
extrapulmonary arteries (450-650 and 500-700 um), exhibit sustained, slowly developing
HPV. This hypoxic response was not dependent on the presence of intact endothelium and
could be potentiated by precontraction of IPAs with potassium chloride. Six out of seven
isoforms of EET-producing CYP2J epoxygenases were found to be expressed in mouse
IPAs. The pharmacological inhibition of EET synthesis with MS-PPOH or deficiency of
CYP2J isoforms suppressed HPV in small IPAs. Furthermore, an EET antagonist 14,15-
EEZE abolished sustained HPV in small IPAs and isolated perfused and ventilated mouse
lungs. HPV in IPAs was enhanced by knockdown of the EET-degrading enzyme the soluble
epoxide hydrolase (sEH) or in the presence of sEH inhibitor (TPPU). Application of exoge-
nous EET regioisomers (5,6-, 8,9-, 11,12-, 14,15-EET) had no effect in the absence of
pretone, but provoked relaxation in the presence of U46619-precontracted IPAs. In contrast,
in the presence of potassium chloride-induced pretone, 5,6-EET, but not other regioisomers,
caused a biphasic contraction in IPAs and an increase in pulmonary artery pressure in iso-
lated mouse lungs. Of note, 5,6-EET was not able to elicit contraction in isolated aorta and
femoral artery segments.

It has been shown recently that HPV is critically dependent on inhibition of voltage-gated
potassium channels in pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCSs) induced in hypoxia
by an cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 2-mediated increase in reactive oxygen spe-
cies production. In the present study, it has been found that hydrogen peroxide and a volt-

age-gated potassium channel inhibitor, called 4-aminopyridine (4-AP), had no effect on IPA
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tone alone at their applied concentrations. However, in the presence of each of those agents,
5,6-EET induced significant contraction. The response to 5,6-EET in IPAs pretreated with 4-
AP was completely abolished by L-type calcium channel antagonist nifedipine. In patch
clamp experiments, hypoxia induced depolarization in PASMCs. The application of 5,6-EET
evoked inward whole cell currents in the cells depolarized to the hypoxic level, but not at their
resting membrane potential, which is given under normoxic conditions. Furthermore, 5,6-EET
evoked an increase in intracellular calcium concentration in depolarized IPAs. In conclusion,
the obtained results indicate that sustained HPV in mouse IPAs is mediated by activation of
EET synthesis. Among all EETs, 5,6-EET specifically appears to be responsible for HPV, as
only this regioisomer was able to cause contraction in IPAs. The obtained data suggest that
depolarization in PASMCs, which occurs in hypoxia, is the key factor that enables vasocon-
strictor response to 5,6-EET. It may be speculated that 5,6-EET facilitates calcium entry via
L-type channels. The exact mechanisms of this response as well as the factors contributing
to the activation of EET formation in hypoxia remain to be investigated. The own findings
provide a basis for future studies on the role of the EET signaling pathway in the develop-
ment of hypoxia-induced pulmonary hypertension.
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