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1 Einleitung

1.1 Anatomie und Physiologie der Lunge

Die Lunge der Sauger besteht in ihrem auReren Aufbau aus zwei Lungenfliigel, wobel der
rechte humane Lungenfligel aus drei und der linke aus zwei Lungenlappen besteht, die
wiederum in Lungensegmente unterteilt werden. Die Luftleitung in der Lunge erfolgt tber
die Bronchien, die sich fortlaufend verzweigen und den sogenannten Bronchialbaum
bilden, und endet in den Alveolen, in denen der Gasaustausch stattfindet. Die
Endverzweigungen des Bronchialbaums (Bronchioli terminales) teilen sich in mehrere
kleine Aste auf, die in Alveolengidnge miinden. Jeder Alveolengang fihrt dann in ein
Alveolarsickchen, in denen die Alveolen dicht nebeneinander angeordnet sind > %°. Die
Lungenbléschen, die von einem Bronchiolus terminalis aus versorgt werden, bilden
gemeinsam den sogenannten Acinus. Paralel zu den Bronchien verlaufen die
pulmonal arteriellen Blutgefalie des Lungenkreislaufs, die sich auch immer weiter aufteilen
bis sie schliefflich ein ausgedehntes Kapillarnetz um die Alveolen bilden. Blutgefal3e
bestehen grundsétzlich aus drei Schichten, wobei die einzelnen Schichten bei Arterien und
Venen unterschiedlich aufgebaut sind. Die innere Schicht (Tunica intima) besteht aus
einschichtigen Endothelzellen, die mittlere Schicht (Tunica media) vor allem aus glatten
Muskel zellen und el astischen Fasern und schlief3lich die dulRere Schicht (Tunica adventitia)
Uberwiegend aus Fibroblasten. Bei Arterien findet sich zusétzlich zwischen den drei
Schichten jeweils noch eine elastische Membran (Membrana elastica interna und
Membrana elastica externa). Arterien besitzen aul3erdem eine dickere Muskelschicht als
Venen, um gefalmotorische Funktionen wahrzunehmen. Durch Veranderung des
Gefardurchmessers infolge einer Vasodilatation bzw. V asokonstriktion kann der Blutstrom
reguliert und gesteuert werden. Im Vergleich zu Arterien bestehen Kapillaren nur aus einer
Schicht, der Tunica intima, um den Gasaustausch durch die so verkiirzte Diffusionsstrecke
zu erleichtern. Bei Venen ist die Dreischichtung der Gefal3wand nicht so stark ausgepragt
wie bei Arterien, und sie besitzen insgesamt ein grof3eres Lumen. Aul3erdem haben die
meisten Venen Venenklappen % %.

Das vendse Blut des Kdrperkreislaufs gelangt zum rechten Vorhof des Herzens und wird
Uber den rechten Ventrikel in die Pulmonal arterie gepumpt. Nach Anreicherung des Blutes
mit Sauerstoff in den Kapillaren der Lunge stromt das Blut Uber die Lungenvenen zurtick

zum Herzen in den linken Vorhof und wird schlielich Uber die Aorta in den
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Korperkreislauf gepumpt. Der Gasaustausch in den Kapillaren dient nicht nur der
Anreicherung des Blutes mit Sauerstoff, sondern auch der Abgabe von Kohlendioxid in
den Alveolarraum. Die treibende Kraft fur die Diffusion der Atemgase liegt in den
Partialdruckunterschieden zwischen den Alveolen und dem Blut. Im vendsen Blut der
Pulmonalarterie liegt der Partialdruck fur Sauerstoff etwa bei 40 mmHg und fir
Kohlendioxid bei etwa 46 mmHg, wahrend in den Alveolen der Partialdruck fir Sauerstoff
etwa bei 100 mmHg und fur Kohlendioxid bei etwa 40 mmHg liegt. Nach Angleichen der
Partialdriicke von Blut und Alveolarraum betrégt im arteriellen Blut der Sauerstoffpartial-

druck ca. 100 mmHg und der Kohlendioxidpartiadruck ca. 40 mmHg % .

1.2 Hypoxische Pulmonale VVasokonstriktion (HPV)

Eine angemessene Sauerstoffversorgung ist fur alle hoheren Lebewesen und damit auch for
den Menschen von essentieller Bedeutung, da Sauerstoff zum einen als Oxidationsmittel
eine wichtige Rolle bel der Energiegewinnung zur Bildung von ATP in den Mitochondrien
spielt und zum anderen auch als Substrat an verschiedenen enzymatischen Prozessen
beteiligt ist ®. Da der Sauerstoffversorgung des Korpers eine so gravierende Bedeutung
zukommt, ist eine Optimierung des Gasaustauschs in der Lunge besonders wichtig. In
diesem Zusammenhang nimmt die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (HPV) eine
wichtige Rolle ein, die al's physiologische Antwort der Lunge auf alveoldre Hypoxie wegen
der sich stdndig &ndernden lokalen Ventilationsbedingungen die Perfusion des Blutes an
die Ventilation anpasst. Sinkt der Sauerstoffpartialdruck in den Alveolen, bewirkt dies eine
Erhohung des prékapillaren Geféldtonus in diesem Lungenbereich. Die so erzielte
Drosselung der Durchblutung minderbel Ufteter Lungenareale leitet den Blutflul® in besser
ventilierte Lungenbezirke, d.h. solche mit htherem alveoldren Sauerstoffangebot. Dadurch
wird der Gasaustausch optimiert und einer arteriellen Hypoxamie entgegengewirkt 2 ™ 1%,
Die HPV wurde erstmals 1946 als Grund fur den Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks
bei alveoldrer Hypoxie von von Euler und Liljestrand beschrieben . Seitdem wird
kontinuierlich versucht, den der HPV zugrundeliegenden Mechanismus zu erfassen.

Der HPV kommt nicht nur im physiologischen, sondern auch im pathophysiologischen
Zustand eine wichtige Rolle zu. Eine chronische aveolére Hypoxie, wie sie bei
verschiedenen Krankheiten (z.B. COPD (chronic obstructive pulmonary disease),
Pneumonie, Fibrose) aber auch durch Aufenthalt in der Hohe auftritt, fuhrt aufgrund eines

generadlisiert und permanent erhdhten Gefdldwiderstandes zum Anstieg des
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pulmonalarteriellen Drucks und schliefdlich zur pulmonalen Hypertonie und einem
vaskul&ren GefaRumbauprozess 2 37 889,

Die HPV wird schon durch eine leichte Hypoxie, d.h. bei einem alveoldren
Sauerstoffpartialdruck von etwa 80 mmHg, ausgelost und ihre Intensitét héngt von der
Starke und Dauer der alveoldren Hypoxie ab 3 > ° |nsgesamt kann die HPV in drei
Phasen unterteilt werden: 1. die akute alveoldre Hypoxie (Sekunden bis Minuten), 2. die
protrahierte alveoldre Hypoxie (Stunden), die zu den chronischen Hypoxieprozessen
Uberleitet und 3. die chronische Hypoxie, die die pulmonale Hypertonie und einen
GefaRumbau bewirkt 4. Obwohl verschiedene Faktoren wie Spezies, Alter, Geschlecht,
pH-Wert, pCO, und auch die verwendete Forschungsmethode die Charakteristika und
Starke der HPV beeinflussen, besteht trotzdem ein grundsétzlicher Mechanismus, der von

diesen Faktoren unabhangig und hoch konserviert zu sein scheint 1% 7101,

1.3 Hypothesen zum Mechanismus der HPV

Die Bedeutung der HPV ist schon lange bekannt |, aber dennoch konnte der
zugrundeliegende Mechanismus des Sauerstoffsensors und des Signaltransduktionsweges,
der schliefdlich zur Kontraktion der pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) in
den prékapillaren Widerstandsgefalien im Eingangsbereich des Acinus fuhrt, noch nicht
umfassend ergriindet werden ' 3% % 114 Bei der Frage nach dem Sensor der HPV, zeigten
Untersuchungen, dass isolierte PASMC mit einem Anstieg der intrazelluldren Ca®*-
Konzentration ([Ca’']}) und einer Kontraktion auf Hypoxie reagierten. Dies zeigt, dass
PASMC zugleich Sensor- als auch Effektorzelle - zumindest fir die akute Hypoxie - sind
Y4 |Interessanterweise zeigten sich dabei aber Unterschiede in der Stérke der
Hypoxieantwort zwischen PASMC aus dem distalen und proximalen Bereich. Denn die
PASMC aus dem distalen Bereich (200 bis 700 um Geféldinnendurchmesser) zeigten eine
deutlich stérkere Kontraktion als PASMC aus dem proximalen Bereich (> 800 um bzw.
5-10 mm Gefainnendurchmesser) > &,

Als Sauerstoffsensor der HPV werden verschiedene Sensoren diskutiert. Dazu gehoren in
besonderer Weise die mitochondriale Atmungskette, NAD(P)H-Oxidasen, die ADP-
Ribosecyclase und cADP-Ribose-Hydrolase, Cythochrom P450-Enzyme und die
Hamoxygenase-2. Daneben kommen as Mediatoren des Signaltransduktionsweges
ebenfals verschiedene Kandidaten in Frage: Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), das

zellulére Redoxpotential, die ADP-Ribose-K onzentration, cGMP und Kohlenmonoxid. Die
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verschiedenen Hypothesen beztiglich des Mechanismus der HPV werden in der Diskussion
dieser Arbeit (Kapitel 4) ndher erlautert.

1.4 Einfluss des Endothels auf die HPV

Neben einem direkten Effekt der Hypoxie auf die PASMC wird auch ein indirekter Effekt
Uber die Freisetzung von Faktoren des Endothels diskutiert. Denn es konnte gezeigt
werden, dass die HPV ohne das Vorhandensein des Endothels teilweise oder sogar
komplett fehlte 3 *- ™ 82 Allerdings fanden andere Autoren keine oder nur kleine Effekte
auf die HPV nach Entfernung des Endothels % 2°, Somit bleibt die Rolle des Endothels
fur die Hypoxieantwort umstritten. Allerdings wird nur fir die protrahierte Phase eine
Endothel abhangigkeit diskutiert, wahrend die akute Phase endothelunabhangig ist ** 1®.
Interessanterweise scheint Endothelin-1 (ET-1), ein u.a. aus dem Endothel freigesetztes,
stark vasokonstriktiv wirkendes Peptid, das aus 21 Aminosduren aufgebaut ist %, an der
HPV beteiligt zu sein. Denn in distalen Pulmonalarterien konnte die HPV einerseits
sowohl durch Entfernung des Endothels als auch durch BQ123, einen ET-1-Rezeptor-
Agonisten, verhindert und andererseits nach Entfernung des Endothels durch Zugabe einer
Mindestkonzentration von ET-1 wiederhergestel It werden *’. AuRerdem konnte die HPV in
intakten Tieren durch die Applikation eines ET-1-Rezeptorantagonisten inhibiert werden
7 Sham et al. ® hingegen zeigte nur eine Verstarkung der Hypoxie, wenn die PASMC vor
der Hypoxiephase mit einer geringen Konzentration des ET-1 vorstimuliert wurden. In
diesen Untersuchungen bewirkte ET-1 somit nur eine Sensibiliserung der PASMC fur
Hypoxie, das nachfolgend als ,, Primen® bezeichnet wird.

Die genaue Relevanz und der Mechanismus des Effekts von ET-1 fur die HPV ist noch
unklar ®. Grundsétzlich gibt es in den pulmonalen GefaRen zwei verschiedene ET-1-
Rezeptor-Typen, ETao und ETg. Beide sind in den vaskularen SMC vorhanden und
vermitteln eine Vasokonstriktion ** ** % Der ET-1-Signalweg beinhaltet dabei die
Aktivierung der Phopholipase C (PLC), die Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP,) in
Inositoltrisphosphat (1P3) und Diacylglycerin (DAG) spaltet. Die durch DAG vermittelte
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) bewirkt eine Membrandepolarisation durch
Inhibition der spannungsabhéngigen Kaliumkandle oder durch Aktivierung der Ca?'-
abhangigen Kaliumkanalen, was zum Ca®*-Einstrom durch aktivierte spannungsabhéngige
Ca’*-Kande und einem Anstieg der [Ca?*]; fihrt. Eine Verstarkung des Effekts kann durch

Ca’*-aktivierte Kaliumkandle und eine Ca®*-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern
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bewirkt werden. Es gibt ebenfalls Hinweise, dass eine basale ET-1-Menge die Aktivitét
ATP-sensitiver Kaliumkandle in isolierten Lungen komplett herabsetzt, das dann zur
M embrandepol arisation der PASMC beitragt *°.

1.5 Die Rolle der Ca*-Kanidle im Hypoxie-induzierten Signal-

transduktionsweg

Die HPV ist mit eéinem Anstieg der intrazellul&ren Ca?*-Konzentration ([Ca?*];) in den
PASMC verknipft '®. Eine weit verbreitete Hypothese ist, dass nach Inhibition der

spannungsabhangigen Kaliumkangle (Ky-Kanae) 4 ™ 7 9

und der damit verknUpften
Membrandepolarisierung ein Ca’*-Einstrom durch spannungsabhangige L-Typ Ca*'-
Kande (VOCC) die vasokonstriktive Antwort der HPV auslost * % 8 112 Gegen diese
Hypothese spricht allerdings, dass L-Typ Ca?*-Kanalblocker keine oder nur eine teilweise
HPV-Blockierung ausldsten. Dies bedeutet aber nicht zwangslaufig, dass VOCC keine
Rolle fur die Regulation der HPV spielen, da andere Untersuchungen zeigten, dass
Hypoxie ohne ein ,Priming® keine ausreichende Membrandepolarisierung fir die
Aktivierung der VOCC verursachen kann ® %, Somit bleibt die Rolle der VOCC fir die
HPV umstritten.

Nichtsdestotrotz ging aus vielen Studien hervor, dass extrazellulare Ca?*-lonen bei der
HPV eine wichtige Rolle spielen, da ohne extrazellulare Ca’*-lonen oder durch
Blockierung des Ca?*-Einstroms der Anstieg der [Ca"]; deutlich reduziert oder verhindert
wurde 10 436,81, 84,10 1y diesem Zusammenhang schlugen besonders Robertson et a. als
weitere Hypothese vor, dass Hypoxie einen spannungsunabhangigen Ca*-Einstrom durch
nicht-selektive Kationenkanale aktiviert # %, Somit scheint ein Ca?*-Einstrom durch die
Zellmembran fur die Hypoxieantwort wichtig zu sein, was aber eine gleichzeitige Rolle
von intrazellularen Ca?*-Speichern fiir die Regulation der HPV nicht ausschlie}t. Denn
auch eine Hypoxie-induzierte Ca’*-Freisetzung aus intrazellul&ren Speichern as
Voraussetzung fiir die HPV wird diskutiert *> ** 2, die Speicher-aktivierte Kanale (SOC)
und einen kapazitativen Ca®*-Einstrom aktivieren soll '®. Tatsichlich konnte gezeigt
werden, dass Hypoxie einen kapazitativen Ca’*-Einstrom nach einer Ca’*-Freisetzung aus
intrazelluldren Speichern aktiviert und dadurch [Ca?*]; sowohl in frisch isolierten als auch
kultivierten PASMC erhoht ® 1%, Diese Hypothese wird weiterhin dadurch gestiitzt, dass
pharmakologische Substanzen, die den kapazitativen Ca*-Eintrom blockieren, aber bei

den verwendeten Konzentrationen nicht die VOCC beeinflussen, die HPV stark inhibierten
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1% Dies war ein erster Hinweis dafiir, dass bei der HPV ein kapazitativer Ca®*-Eintrom
oder zumindest eine Aktivierung der nicht-selektiven Kationenkande, die durch dieselben
pharmakologischen Substanzen wie der kapazitative Ca’*-Einstrom blockiert werden
koénnen, eine wichige Rolle spielen. Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass die
Blockade sowohl des kapazitativen Ca’*-Einstroms als auch der VOCC die hypoxische
Druckantwort verhinderte '°. Dies spricht fiir ein Zusammenspiel der beiden Wege bei der
Erhthung der [Ca®];, die fir eine Vasokonstriktion im Rahmen der HPV erforderlich ist.
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Speicher-aktivierten Kandle und andere nicht-
selektiven Kandle durch homo- oder heteromultimere TRP (transient receptor potential)-
Proteine gebildet werden %, auf die im nachsten Kapitel naher eingegangen wird.

1.6 Klassischer ,, Transient Receptor Potential* TRPC6-lonenkanal

Der zuerst in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster entdeckte TRP (transient receptor
potential)-lonenkanal ertffnete die Moglichkeit, neue TRP-Familien auch in Saugetieren
Zu identifizieren. Insgesamt sind inzwischen sechs TRP-Familien in Sadugetieren
identifiziert worden. So gibt es neben der TRPC-Familie (C steht fur ,classical” or
»canonical“) noch die TRPM (M steht fir Melastatin), TRPV (V steht fur Vanilloid),
TRPP (P steht fur ,, polycystic kidney disease”), TRPA (A steht fur Ankyrin Doméane) und
die TRPML (ML steht fiir Mucolipin) Familie " &,

TRPC6 gehort zur TRPC-Familie und ist ein nicht-selektiver Kationenkanal. Im
besonderen Mal3e wird TRPC6 im Lungengewebe exprimiert, wo ihm eine wichtige Rolle
in  pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen zukommen koénnte. Denn einige
Untersuchungen haben gezeigt, dass TRPC6 eine essentielle Komponente der nicht-
selektiven Kationenkanale in glatten Muskelzellen ist ** *3 . |m Zusammenhang mit der
HPV wird auch Uber die Beteilligung von TRP-Kandlen am Signaltransduktionsweg
spekuliert 1%
Wie bei allen TRP-Kandlen stellt sich auch bei den TRPC6-Kanden die Frage nach der

Regulation ihrer Aktivitat. Zur Zeit werden besonders zwei Mechanismen diskutiert:

, obwohl hierflr bisher keine Beweise vorliegen.

Speicher-aktivierter und Rezeptor-operierter Ca?*-Einstrom. Untersuchungen des TRPC6-
Kanals zeigten, dass dieser ein Rezeptor-aktivierter Kationenkanal (ROC) mit einer
minimalen Basalaktivitdt ist, der unabhéngig von einer PKC-Aktivierung durch DAG
stimuliert werden kann *? **. Dariiberhinaus konnte auch eine Sensitivitét des TRPC6-

Kanals gegeniber dem Arachidonsduremetabolit 20-Hydroxyel cosatetraenoicsaure
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festgestellt werden. Einen weiteren stimulierenden Einfluss auf die Kanalaktivitdt von
TRPC6 konnte durch Ca**/Calmodulin ausgel 6st werden *2 4.

1.7 Zielsetzung der vorliegenden Untersuchungen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der HPV auf der Ebene der
PASMC. Dafir sollte zunéchst eine Methode zur Isolierung der PASMC aus der Ratte in
Anlehnung an eine bereits verdffentliche Methode ** etabliert und die kultivierten
PASMC mit Hilfe der Immunofluoreszenzmethode und des Western Blots charakterisiert
werden. Zur Etablierung einer Methode fur die Untersuchung der HPV auf der Ebene der
PASMC sollten zwei verschiedene Methoden miteinander verglichen werden, zum einen
die Messung der Kontraktion, bel der die Flache der PASMC als Messparameter diente,
und zum anderen die Messung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration ([Ca®'];) durch den
Ca’*-Indikator Fura-2 AM, da eine Kontraktion mit dem Anstieg der [Ca?"]; verkniipft ist.
Dabel sollte ET-1 a's positiver, vasokonstriktiv wirkender Stimulus eingesetzt werden. Zur
Optimierung der V ersuchbedingungen hinsichtlich der zu verwendenden Zellpassage sollte
zusédtzlich die ET-1-Antwort der PASMC aus verschiedenen Passagen miteinander
verglichen werden, da bekannt ist, dass die Zellen sich durch das Kultivieren funktionell
verdndern konnen. In einem zweiten Schritt sollte der Messaufbau durch en
Perfusionssystem erweitert werden, das die Verwendung von hypoxischem Perfusat fur die
Untersuchung der Hypoxieantwort der PASMC ermoglichte.

Nach Etablierung einer Isolierungsmethode fir PASMC der Ratte und einer Methode zur
Untersuchung der HPV auf zelluldrer Ebene, sollten beide Methoden auf die Maus
Ubertragen werden, was die Verwendung von PASMC aus TRPC6-defizienten Mausen
ermdglicht. Da neuere Untersuchungen auf eine wichtige Rolle des TRPC6-Kanals bel der
Regulation der Kontraktionsfahigkeit glatter Muskelzellen hinweisen, konnte so eine Rolle
des TRPC6-Kanals fiir die Hypoxieantwort der PASMC identifiziert werden * %,
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2 Material und Methoden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Mechanismus der HPV auf zellulérer
Ebene untersucht. Zunéchst wurde die Methode zur Isolierung und Kultivierung der
PASMC aus intrapuimonalen Gefden der Ratte in der Arbeitsgruppe von

197 und in etwas modifizierter

Prof. Dr. P. Schumacker der Universitdt von Chicago erlernt
Weise in der eigenen Arbeitsgruppe in Gief3en etabliert. Fur die Charakterisierung dieser
Methode und der gewonnenen PASMC wurden eine immunohistochemische
Untersuchung, Immunofluoreszenzfarbungen und der Western-Blot herangezogen. Zur
Untersuchung der HPV auf der Ebene der isolieten PASMC wurde eine geeignete
Messmethode etabliert. Dazu wurden zwel verschiedene Messmethoden - die Messung der
Kontraktion und die Messung der intrazelluléren Ca?*-Konzentration der PASMC -
miteinander verglichen. Zur Optimierung der Versuchsbedingungen wurde dabei auch die
Reaktionsfahigkeit der PASMC verschiedener Passagen untersucht.

Die Zellisolierungsmethode und die Methode zur Messung der intrazelluldren Ca®*-
Konzentration wurden in einem zweiten Schritt zur Untersuchung der HPV auf die Maus

Ubertragen, da dies die Verwendung von PASMC aus gendefizienten Mause ermdglichte.

2.1 Isolierung und Kultivierung glatter Muskelzellen (SMC)

2.1.1 Isolierung der pulmonalarteriellen SMC (PASMC) aus Ratten

Fur die Isolierung der PASMC aus Ratten wurden mannliche Ratten des Auszuchtstammes
Sprague-Dawley (Handelsbezeichnung CD-Ratte, Charles River Laboratories, Sulzfeld)
mit einem Gewicht zwischen 250 g und 350 g verwendet. Nach Fixierung der Ratte in
einem Kleintier-Restrainer (Harvard Apparatus, March-Hugstetten) erfolgte die
Narkotisierung Uber eine intraperitoneale Injektion von 2,5 mli/kg eines Gemisches aus
Narkoren und NaCl im Verhdtnis 1:3, das einer Dosierung von 100 mg/kg Narkoren
entspricht (Narkoren = Pentobarbital-Natrium, Merial GmbH, Hallbergmoos, NaCl =
Natriumchlorid, Braun, Melsungen). Die intravendse Applikation von 1000 I.E. Heparin
(Roche, Basel, Schweiz) diente zur Antikoagulation. Zur weiteren Préparation wurde die
narkotisierte Ratte in Rickenlage fixiert und das Fell in Hals-, Thorax- und Bauchregion

entfernt. Nach Freipréparation der Trachea wurde diese durch Querinzision gedffnet und
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eine Trachealkanule eingebunden. Danach wurde die Bauchdecke angehoben und parallel
Zu den unteren Rippenbdgen aufgeschnitten. Durch stumpfes Abpréparieren des
Diaphragmas konnte der Thorax erdffnet werden. Die vollstandige Eroffnung des Thorax
erfolgte durch einen medianen Schnitt entlang des gesamten Sternums. Mit Hilfe von zwel
Klemmen wurden die beiden durch den Schnitt entstandenen Rippenenden fixiert und der
Thorax gespreizt. Nach Entfernung des Thymus und Eréffnung des Perikards wurden die
Pulmonalarterie und die Aorta ascendens gemeinsam mit einem Faden (Coats GmbH,
Kenzingen) locker umschlungen. Ein Schnitt in den rechten Ventrikel des Herzens
ermdglichte das Einfuhren einer Kantle in die Pulmonalarterie, die Uber einen Drei-Wege-
Hahn (Braun, Melsungen) mit einer leichtgangigen Spritze (Becton Dickinson, Heidelberg)
verbunden war. Da diese Einheit von der Spritze bis zur Kantlenspitze luftblasenfrel mit
DPBS (PAN Biotech, Aidenbach) beflllt war, bestand nach Einbinden der Einheit mit
Hilfe der Fadenschlinge Luftblasenfreiheit fir das gesamte System. Nach Ertffnen des
linken Ventrikels wurde die pulmonavaskul&re Strombahn Uber die Pulmonaarterie
langsam mit 15ml DPBS gespilt. Beim nun folgenden Wechseln der Spritze
gewdhrleistete das Umstellen des Drei-Wege-Hahns den Erhalt eines |uftblasenfreien
Systems. Nach Austausch der Spritze folgte die langsame Perfusion von 40°C warmem
Medium 199 (24 ml/kg, GIBCO (Invitrogen), Karlsruhe), das 1% Penicillin/Streptomycin
(PAN Biotech, Aidenbach), 0,5% Agarose mit niedrigem Schmelzpunkt (Sigma-Aldrich,
Steinheim) und 0,5% Eisenpartikel (Eisenoxid, Sigma-Aldrich, Steinheim) enthielt und
zuvor zum Losen der Agarose fur 10 Minuten bel ca. 75°C erwarmt worden war. Die
Eisenpartikel sammelten sich besonders in den prékapilléren Geféf3en, da diese nicht durch
die Kapillaren passten. Die Uberwiegend prékapilldre Lokalisation wurde histologisch
gesichert. Eine visuelle Kontrolle bestand dabei darin, dass sich die Eisenpartikel sichtbar
in der Lunge akkumulierten. Letzteresist beispielhaft in Abb. 1 dargestellt.
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Abb. 1: Lunge mit Eisenpartikel (Pfeile) in den intrapulmonalarteriellen Geféal3en bei der
Isolierung der PASMC aus der Ratte

Um das Lungengewebe anschlief3end besser zerkleinern zu kénnen, wurden die Luftwege
Uber die Trachealkanlle mit 40°C warmem Medium 199, das 1% Penicillin/Streptomycin
und 1% Agarose mit niedrigem Schmelzpunkt enthielt und ebenfalls zuvor zum Losen der
Agarose fur 10 Minuten bei ca. 75°C erwdrmt worden war, langsam mit 60 mi/kg
Korpergewicht befillt.

Fir die Entnahme des Herz-Lungen-Komplexes wurde die Trachea oberhalb der
Trachealkanule durchtrennt, die Lunge entlang der Wirbelsdule freiprapariert und
schlieflich der Osophagus, die Aorta und die Hohlvene durchtrennt. Zur Abkihlung und
der damit verbundenen Fixierung der Agarose in den Luftwegen bzw. der Agarose mit den
Eisenpartikeln in den Gefallen wurde der Herz-Lungen-Komplex in eiskaltes DPBS
transferriert. Nach 15-20 Minuten erfolgte die Abpraparation der Lungenlappen vom Herz-
Lungen-Komplex und eine intensive Zerkleinerung derselben. Nach Uberfiihrung des
zerkleinerten Lungengewebes in drei  sterile Plastikrohrchen (Greiner  bio-one,
Frickenhausen) mit jeweils 30-35 ml DPBS wurden die Plastikrohrchen in einem
Magnetkonzentrierer (Dynal A.S, Oslo, Norwegen) fixiert, das eine Ansammlung der auf
Grund der Eisenpartikel magnetischen Gewebestickchen an den Rand des
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Plastikrohrchens bewirkte. So wurde ein Absaugen des Uberstandes mit Gewebestiickchen,
die keine Eisenpartikel enthielten, ermdglicht. Nach Entnahme des Rohrchens aus dem
Magnetkonzentrierer wurde dieses wieder mit 30-35ml DPBS aufgefillt. Dieser
Waschvorgang wurde dreimal wiederholt.

Daraufhin wurden die Gewebestiickchen zum Ablésen des die Geféf3e umgebenden
Gewebes und der Fibroblasten mit 80 U/ml Kollagenase Typ IV (Sigma-Aldrich,
Steinheim) im Inkubator (Flow Laboratories, Meckenheim) bei 37°C und
5% Kohlendioxid tber einen Zeitraum von 55 Minuten angedaut. Die Kollagenase war in
Medium 199 und 1% Penicillin/Streptomycin gel6st. Das angedaute L ungengewebe wurde
mit Hilfe einer Spritze mehrfach zunéchst durch eine 15G-Kanile (Dispomed Witt,
Gelnhausen) und dann durch eine 18G-Kanule (HMD Heathcare LTD., Horsham, UK) bis
zum deutlichen Zerfall der Gewebestiickchen gezogen. Dann wurde es in ein
Plastikrohrchen mit  Zellkulturmedium, das aus Medium199 mit 1%
Penicillin/Streptomycin und 10% FCS (Fetales Kéberserum, PAA Laboratories, Colbe)
bestand, Uberfihrt. Die die Eisenpartikel enthaltenden Gefalistlickchen wurden
nachfolgend mittels des Magnetkonzentrierers selektiert und nach dem gleichen Prinzip
wie bereits oben beschrieben dreimal mit Zellkulturmedium gewaschen.

Die isolierten Gefal3stiicken wurden in Zellkulturmedium aufgenommen und entweder zur
Kultivierung in Zellkulturflaschen (T25 (Corning, Wiesbaden) oder T75 (Greiner Bio-One,
Frickenhausen) oder bei Verwendung der Passage O der PASMC direkt auf beschichtete
Deckglaser (Schilder, Giessen) ausgesédt. Zur Beschichtung der Deckglaser diente eine
0,01%ige Kollagenldsung (Typ 1, Sigma-Aldrich, Steinheim), die sich fur vier Stunden auf
den Deckglésern im Inkubator befand. Nach Entfernung der Kollagenldsung wurden die
Deckglaser mit steriler isotoner Kochsazlosung (Baxter S.A., Unterschleil3heim)

gewaschen.

2.1.2 Isolierung der PASMC aus Mausen

Fur die Versuche mit PASMC aus Méausen wurden C57BL6/N-Méuse (Charles River
Laboratories, Sulzfeld), TRPC6-Wildtyp (WT)-Mause oder TRPC6-defiziente (TRPC6™)-
Mause (Arbeitsgruppe PD Dr. A. Dietrich, Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der
Philipps-Universitdéc Marburg) verwendet, deren Gewicht in der Regel zwischen
20und 25 g lag. Die Isolierung der PASMC erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie bei
den Ratten (Kapitel 2.1.1). Der Unterschied bestand nur in der Verwendung einer

geringeren Dosis der Narkose (150 pl eines Gemisches aus Narkoren und NaCl im



Material und Methoden 14

Verhdltnis 1:9, das einer Dosierung von 2,4 mg Pentobarbital-Natrium entsprach) und des
Heparins (75 1.E.), des zum Spllen der pulmonalen Gefélie verwendeten DPBS (4 ml), des
durch die Pulmonalarterie zu perfundierenden Agarose-Eisenpartikel-Gemisches (1-2 ml)
und der zur Befillung der Atemwege verwendeten Agarose (1-2 ml). Gemal3 der kleineren
anatomischen Gegebenheiten bei Mausen wurden kleinere Kanulen fir den Zugang zur
Trachea und der Pulmonalarterie benutzt. Auf3erdem befand sich zwischen der Kanile der
Pulmonalarterie und der Spritze aufgrund des kleineren Durchmessers nur ein kurzer
Schlauch anstelle des Drei-Wege-Hahns. Zum Erhalt eines luftblasenfreien Systems beim
Wechseln der Spritze wurde der Schlauch zwischen Kanlle und Spritze abgeklemmt. Fur
die Kultivierung der Gefél3stickchen enthielt das Zellkulturmedium 20% FCS. Die
GefaRstiickchen wurden auf Deckglésern (24 mm Durchmesser, Menzel, Braunschweig)
ausgesdt, die wie am Ende von Kapitel 2.1.1 beschrieben mit 0,01% Kollagen beschichtet

waren.

2.1.3 Zellkultivierung der PASMC

Zum Kultivieren der Geféfstiickchen und der PASMC der Ratte wurde Medium 199 mit
10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin verwendet.

Im Falle der Verwendung der Passage O der PASMC fur Versuche wurden die isolierten
Gefaidstiickchen direkt auf Kollagen-beschichtete Deckglésern ausgesdt  (siehe
Kapitel 2.1.1), die je nach Verwendungszweck unterschiedliche Durchmesser besal3en.
Nach zwei Tagen wurden weitere 2ml Zellkulturmedium pro Zellkulturschale
hinzugefligt. Bereits nach drei Tagen waren PASMC vorhanden, die aus den
Gefélsstiickchen gewachsen waren. Dies wurde durch mikroskopische Beobachtung
sichergestellt (Mikroskop IMT-2, Olympus, Hamburg).

Im Fale der Verwendung von PASMC hoherer Passagen als Passage0 wurden die
isolierten Gefal3stiickchen in Zellkulturflaschen (T25 oder T75) kultiviert. Alle 3-4 Tage
wurde das Zellkulturmedium durch neues ersetzt. Nach 10-14 Tagen erfolgte die
Passagierung der Zellen. Dazu wurden nach 1-2 minitigem Einwirken von Trypsin/EDTA
(PAN Biotech, Aidenbach) im Inkubator die abgel6sten Zellen in FCS aufgenommen und
die Zellkulturflasche nochmals mit Medium 199 ausgewaschen. Mit Hilfe einer Zentrifuge
(Mikro 22, Hettich, Tuttlingen) wurde die Zellsuspension fur 5Minuten bel 250x g
zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Zellpellet in  Zellkulturmedium
aufgenommen. Die Aussaat erfolgte entweder fur Versuchszwecke auf Kollagen-

beschichtete Deckglaser oder zur weiteren Kultivierung in neue Zellkulturflaschen.
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Zum Kultivieren der Gefal3stiickchen und der PASMC der Maus wurde Medium 199 mit
20% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin verwendet. Da bei den PASMC der Maus nur
Versuche mit Passage 0 durchgefihrt wurden, entfiel das Passagieren hierbei.

2.1.4 Isolierung und Kultivierung der aortalen SMC aus Mausen

Zur Isolierung der aortalen SMC wurden C57BL6/N-Mé&use (Charles River Laboratories,
Sulzfeld) verwendet. Nach Tétung der Maus durch zervikale Dislokation wurde das Fell
der Maus entfernt, der Brustkorb ertffnet und die Aorta herausprapariert. Nach dem
Transfer der Aorta in Isolierlésung (127 mM NaCl (Roth, Karlsruhe), 59 mM KClI
(Merck, Darmstadt), 1,2mM MgCl, x 6 H,O (Sigma-Aldrich, Steinheim), 11,8 mM
Glukose (Sigma-Aldrich, Steinheim), 10 mM Hepes (Roth, Karlsruhe), 2,4 mM CaCl,
(Merck, Darmstadt)) wurde das die Aorta umgebende Gewebe entfernt, die
Adventitiaschicht abprépariert, die Aorta longitudinal aufgeschnitten, in zwei Teile geteilt
und in Ca*-freier Isolierlésung gewaschen. Danach wurden die Aortastiicke fiir
30 Minuten bei 37°C und 25 rpm in 5 ml Enzymlésung (0,1% Albumin (Sigma-Aldrich,
Steinheim), 0,07% Papain (Worthington, St. Katharinen), 0,5% Dithiothreitol (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) in Ca**-freier Isolierlésung) inkubiert. In einem weiteren Schritt
wurden die Aortastiicke for 10 Minuten bel 37°C und 25rpm in einer zweiten
Enzyml6sung folgender Zusammensetzung angedaut: 0,1% Albumin, 0,1% Kollagenase
(Sigma-Aldrich, Steinheim) und 0,1% Hyaluronidase (Sigma-Aldrich, Steinheim) in
Isolierlésung in Gegenwart von 50 uM Kalzium. Danach wurden die Aortastiicke in
0,5-1 ml Isolierl6sung tberfiihrt, mittels einer hitzepolierten Pasteurpipette mehrfach bis zu
einem sichtbaren Zerfal der Aortastlicke resuspendiert und auf Deckgléser ausgesét
(24 cm Durchmesser). Als Zellkulturmedium diente Medium 199, das 1% Penicillin/
Streptomycin und 20% FCS enthielt.
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2.2 Charakterisierung der PASMC

Zur Charakterisierung der Isolierungsmethodik der PASMC aus Ratten wurde eine
immunohistochemische Untersuchung und zur Charakterisierung der gewonnenen PASMC
Immunofluoreszenzfarbungen und der Western-Blot angewandt. Da bekannt war, dass sich
Zellen durch das Kultivieren funktionell verdndern konnen, wurde bel der
Charakterisierung der PASMC auch ein Vergleich zwischen verschiedenen Passagen
durchgefthrt. Bei der Immunofluoreszenféarbung fand dieser Vergleich zwischen den
Passagen O (= PO, d.h. drel Tage nach Isolierung), Passage 1 (= P1) sowie Passage 3 (= P3)
statt, da diese drei Passagen auch im Zuge der Optimierung einer Messmethodik fur die
Untersuchung der HPV miteinander verglichen wurden. Beim Western-Blot wurden nur P1
und P3 miteinander verglichen, dabel PO die Zellzahl zu gering war.

Nach dieser Grundcharakterisierung der PASMC wurde die Zellisolierungsmethode auf die
Maus Ubertragen. Hierbel wurde die Charakterisierung der gewonnenen PASMC mittels
der Immunofluoreszenzfarbung nur fir PO durchgefihrt, da hthere Passagen fur Versuche

mit PASMC der Maus nicht verwendet wurden.

2.2.1 Immunohistochemische Untersuchung zur Isolierung der PASMC

Ziel der immunohistochemischen Untersuchung bei der Isolierungsmethode der PASMC
war die Kontrolle der Lokalisation der Eisenpartikel in den intrapulmonalarteriellen
Gefélden.

Nach Abkuhlung des Herz-Lungen-Apparates in eiskaltem DPBS bel der Isolierung der
PASMC aus der Ratte wurde ein Lungenfltgel in 3,5%-igem Formaldehyd (Rotihistofix,
Roth, Karlsruhe) Uber Nacht bel Raumtemperatur gelagert und dann in Einbettkassetten
(Leica Microsystems, Nussloch) in 0,1 M Phosphatpuffer tGberfiihrt. In einem néchsten
Schritt wurde der Lungenfligel Uber Nacht im Routineprogramm des Vakuum-
Gewebeinfiltrationsautomaten (Leica Microsystems, Nussloch) entwassert. Danach
erfolgte das Einbetten in Paraffin (Paraplast Plus, Sigma Aldrich, Steinheim) mittels einer
Paraffinausgiefistation (EG 1140H, Leica Microsystems, Nussloch). Nach dem Schneiden
des Gewebes in 3 um dicke Scheiben mittels eines vollautomatischen Rotationsmikrotoms
(RM 2165, Leica Microsystems, Nussloch) und der Ubertragung auf einen Objekttrager
(Langenbrinck, Emmendingen) unter Zuhilfenahme eines Objekttragerstrecktisches (HI
1220, Leica Microsystems, Nussloch) wurde eine immunohistochemische Doppelfarbung

zur Farbung der glatten Muskelzellen und der Endothel zellen wie folgt durchgefiihrt.
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Nach Entparaffinierung und Rehydrierung des Gewebeschnittes wurden die endogenen
Peroxidasen mit 10 ml 30%-igem H,O, (Merck, Darmstadt) in 190 ml Methanol (Fluka
Chemie, Buchs, Schweiz) fur 15 Minuten geblockt. Darauf folgte eine 10-minttige
proteolytische Demaskierung mittels Trypsin Digest All 1:3 (Zytomed, Berlin). Der
Serumblock mit einem Gemisch aus Pferdeserum (Normal Horse Serum, Alexis
Biochemicals, Grinberg), Ziegenserum (Normal Goat Serum, Alexis Biochemicals,
Grunberg) und Histopuffer (PBS mit 3% BSA (Bovines Serumabumin, PAA Laboratories,
Colbe) und 0,2% Triton X 100 (Sigma-Aldrich, Steinheim) im Verhdltnis 1:1:2 erstreckte
sich Uber einen Zeitraum von 45 Minuten.

Im né&chsten Schritt fand die Inkubation mit einem priméren Antikorper gegen das
glattmuskulére a-Aktin (anti-a-smooth muscle actin, Clone 1A4, monoklonal, Maus anti-
Human, Sigma-Aldrich, Steinheim) bel einer Verdinnung von 1:1000 in Histopuffer fir
30 Minuten bei Raumtemperatur statt. Darauf erfolgte die Inkubation mit dem
biotinylierten sekundaren Antikorper (Vectastain ABC Elite Kit horse anti-mouse,
Vector/Linaris, Wertheim-Bettingen) fur 20 Minuten. Danach wurde das ABC-Reagenz
(Vectastain ABC Elite Kit, Vector/Linaris, Wertheim-Bettingen) fir 20 Minuten, das
violette Chromogen Vector VIP (Vector/Linaris, Wertheim-Bettingen) fir ca. 1 Minute
und das Avidin- und Biotin-Reagenz (Avidin-Biotin-Blocking Kit, Vector/Linaris,
Wertheim-Bettingen) zum Blocken endogenen Avidins bzw. Biotins nacheinander jewells
far 15 Minuten appliziert.

Im nachsten Schritt folgte die Inkubation mit einem priméaren Antikdrper gegen den von
Willebrand Faktor (anti-von Willebrand factor, polyklonal, Kaninchen anti-Human, Dako
Cytomation, Hamburg) bei einer Verdinnung von 1:1000 in Histopuffer fir 30 Minuten
bei Raumtemperatur. Danach wirkte der biotinylierte sekundére Antikorper (Vectastain
ABC Elite Kit goat anti-rabbit, Vector/Linaris, Wertheim-Bettingen) und das schon
erwdhnte ABC-Reagenz nacheinander jeweils fir 20 Minuten, das braune Chromogen
Vector DAB (Vector/Linaris, Wertheim-Bettingen) fir 15 Sekunden und Methylgrin
(Vector/Linaris, Wertheim-Bettingen) zur Gegenfarbung der Zellkerne fir 1 Minute auf
einer 60°C Heizplatte. Abschlief3end wurde der Schnitt noch dehydriert und Pertex®
(Eindeckmedium Xylol-lésich, Medite GmbH, Burgdorf) eingedeckt. Zwischen den
beschriebenen Schritten auler beim Serumblock wurde jeweils 3 x5 Minuten mit PBS

gewaschen.
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2.2.2 Immunofluoreszenzfarbung der PASMC

Als Immunofluoreszenzfarbung wurde eine indirekte Fluoreszenzférbung durchgefihrt, die
die Verwendung eines primaren Antikorpers gegen das nachzuweisende Protein und einen
sekundéaren Antikorper, der gegen den primaren Antikorper gerichtet war und einen
Fluoreszenzfarbstoff trug, beinhaltete. Bei Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes mit einer
entsprechenden Wellenlange emittierte dieser Licht einer fur den jeweiligen Farbstoff
spezifischen Wellenlange, das mittels einer Kamera detektiert und Gber eine entsprechende
Software als digitales Bild dargestellt wurde. Um bei der Signalgabe einen Eigeneffekt des
sekundédren Antikorpers ausschliefien zu konnen, wurde auch als sogenannte negative
Kontrolle die Fluoreszenzférbung ohne den priméren Antikorper durchgeftihrt. Als positive
Kontrolle, die als Nachweis fur die prinzipielle Funktionsfahigkeit der Fluoreszenzfarbung
diente, wurde ein Antikorper gegen Vimentin (Clone V9, monoklonal, Maus anti-Human,
Sigma-Aldrich, Steinheim) verwendet, das in allen Zellen mesodermaler Herkunft und
damit auch in PASMC vorkommit.

Die PASMC aus der Ratte wurden durch die Immunofluoreszenzfarbung mit Antikérpern
gegen das glattmuskuldre a-Aktin, im Folgenden als SM-a-Aktin abgekirzt (anti-o-
smooth muscle actin, Clone 1A4, monoklonal, Mausanti-Human, Sigma-Aldrich,
Steinheim), die glattmuskuldaren schweren Ketten des Myosins, im Folgenden as
SM-MHC abgekirzt (anti-myosin heavy chain, Clone SMMS-1, monoklonal, Maus anti-
Human, Dako Deutschland, Hamburg), den von Willebrand Faktor, im Folgenden als vVWF
abgeklrzt (anti-von Willebrand factor, Kaninchen anti-Human, Dako Diagnostika,
Hamburg) und Cytokeratin (Clone MNF116, monoklonal, Maus anti-Human, Dako
Cytomation, Hamburg) charakterisiert. Bel den PASMC der Maus wurden Antikérper
gegen Vimentin, SM-a-Aktin, SM-MHC und VWF verwendet.

Nach Beschichtung eines Objektrégers mit abnehmbaren Kammern (8er Permanox Slide,
Nalge Nunc, Wiesbaden) mit Kollagen nach der Vorgehensweise wie am Ende des
Kapitels 2.1.1 beschrieben wurden die Gefal3stlickchen bel PO bzw. 20.000 Zellen bel P1
und P3 pro Kammer ausgesét. Nach 3 Tagen bei PO bzw. nach 1 Tag bel P1 und P3 wurde
das Zellkulturmedium entfernt und zweima vorsichtig mit warmem Medium 199
gewaschen. Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen mittels eines eiskalten
Gemisches aus Aceton (Sigma-Aldrich, Steinheim) und Methanol (Sigma-Aldrich,
Steinheim) im Verhdltnis 1:1 fur 5 Minuten wurde vier Mal mit Waschpuffer, d.h. 0,1%
BSA in PBS, das aus 0,8% NaCl (Roth, Karlsruhe), 0,02% KCI (Merck, Darmstadt),
0,115% NaHPO4x 2H,0O (Merck, Darmstadt), 0,02% KH,PO, (Merck, Darmstadt) bei
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einem pH-Wert von 7,4 besteht, gewaschen. Darauf folgte die Abséttigung unspezifischer
Bindungsstellen mit 3% BSA in PBS fir 10 Minuten bel Raumtemperatur. Nach
anschlief3endem dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurde der primére Antikorper fur
1 Stunde bel Raumtemperatur appliziert. Die Antikorper wurden dabei in Waschpuffer wie
folgt verdinnt: Vimentin 1:150, SM-a-Aktin 1:450, SM-MHC 1:20, Cytokeratin 1:100
und VWF 1:500. Bel der negativen Kontrolle wurde nur Waschpuffer verwendet. Danach
wurde vier Mal mit Waschpuffer gewaschen und der FITC (fluorescein isothiocyanate)-
konjugierte sekundare Antikorper (1:100 in Waschpuffer verdinnt) fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur und im Dunkeln appliziert. Dabei wurde bel der Farbung gegen
Vimentin, SM-a-Aktin, SM-MHC und Cytokeratin ein Antikorper Ziege gegen Maus
(Goat F(ab’),, polyklona, Dako Cytomation, Hamburg) und beim vWF ein Antikorper
Schwein gegen Kaninchen (polyklonal, Dako Cytomation, Hamburg) verwendet. Nach
viermaligem Waschen mit Waschpuffer folgte die Farbung der Zellkerne fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur und im Dunkeln mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole, Sigma-
Aldrich, Steinheim), das 1:100 in Waschpuffer verdinnt wurde. DAPI besitzt die
Eigenschaft, spezifisch an doppelstréngige DNA zu binden und einen fluoreszierenden
Komplex zu bilden. Nach der DAPI-Farbung wurde nochmal dreimal mit Waschpuffer
gewaschen, die Kammern vom Objekttréger entfernt, der Objektréger mit Dako
Fluorescent Mounting Medium (Dako cytomation, Hamburg) eingedeckt und durch ein
Deckglas (24x50 mmm, Menzel-Gléaser, Braunschweig) abgedeckt.

Die Immunofluoreszenzfarbung der PASMC wurde unter Verwendung eines
Fluoreszenzmikroskops (Leica CTR MIC) und eines Computers mit der Software Leica
QWin (Leica Microsystems, Wetzlar) ausgewertet. Die Anregung des FITC-konjugierten
sekunddren Antikorpers erfolgte unter Zuhilfenahme eines Filters der Bandbreite
450-490 nm (Filter 13L, Leica Microsystems, Wetzlar), und die Detektion des emittierten
Fluoreszenzlichtes (Maximum des Emissionsspektrums bei 530 nm) mit anschlief3ender
Digitaliserung geschah mittels einer Kamera (Leica DC300FX, Leica Microsystems,
Wetzlar) und eines Personal computers. Die maximale Anregungswellenlange fir DAPI lag
bei 359 nm (Filter AL, 340-380 nm, Leica Microsystems, Wetzlar) und das Maximum des
Emissionsspektrums bei 461 nm.

Obwohl bei allen drei Zellpassagen fir jeden Antikorper jeweils dieselbe Belichtungszeit
und Verstarkung verwendet wurde, ist eine genaue quantitative Auswertung mit der
Immunofluoreszenzmethode grundsétzlich nicht moéglich ist.
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Die Fluoreszenzbilder der negativen Kontrolle wurden jeweils mit denselben Einstellungen
(Belichtungszeit und Verstérkung) aufgenommen wie die Bilder mit einem priméren
Antikérper. Der an den priméaren Antikorper gebundene FITC-konjugierte sekundére
Antikorper wurde als griines Signal detektiert, wahrend die Zellkerne durch die DAPI-
Farbung blau erschienen. Nach Aufnahme der beiden Fluoreszenzbilder wurden diese zu

einem neuen Bild Uberlagert.

2.2.3 Western-Blot

Fur den Western-Blot wurden die PASMC der Ratte (P1 und P3) in Kollagen-beschichtete
Zdlkulturschalen (35 mm Durchmesser, Beckton Dickinson, Heidelberg) ausgesét
(120.000 Zellen pro Schale). Die Beschichtung der Zellkulturschalen erfolgte mit einer
0,01%igen Kollagenlésung nach der Vorgehensweise wie am Ende des Kapitels 2.1.1
beschrieben. Ein Tag spater wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem DPBS gewaschen,
mit 100l verdinntem Auftragspuffer (NUPAGE SDS sample buffer (4x), Invitrogen,
Karlsruhe) abgescrappt (Scrapper von Corning, Wiesbaden) und in ein Eppendorf-
Rohrchen (Sarstedt, Numbrecht) Uberflhrt. Die gesamte Prozedur wurde auf Eis
durchgefuhrt. Nach Gewinnung der Proben wurden diese fir 10 Minuten bei 95°C mittels
eines Heizblocks (VWR, Darmstadt) aufgekocht und danach kurz in Eis abgekuhlt. Zum
Sammeln der Probe am Boden des Eppendorf-Réhrchens wurden diese kurz zentrifugiert
(Mikro 22, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen) und anschlief3end bei -20°C aufbewahrt.

Vor Verwendung der Proben fir den Western-Blot wurden diese nochmal fir 10 Minuten
bei 95°C erwé&rmt, kurz in Eis abgekuhlt und zentrifugiert. Nach Zugabe von 2%
B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim) und je nach AntikGrper einer eventuellen
Verdinnung mit Auftragspuffer, der ebenfalls 2% [B-Mercaptoethanol enthielt, (1:20 bei -
Aktin (Clone AC-74, monoklonal, Sigma-Aldrich, Steinheim), 1:80 bel SM-a-Aktin)
wurden die Proben und der Marker (SeeBlue Plus 2, Invitrogen, Karlsruhe) auf ein
Gradientengel (NUPAGE Tris-Acetat-Gel 3-8%, Invitrogen, Karlsruhe) aufgetragen. Das
aufgetragene Gesamtvolumen betrug dabei jeweils 20ul. Als Puffer for die
Gelelektrophorese wurde Tris-Acetat-Running-Puffer (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.
Die Gelelektrophorese lief spannungsgesteuert bei 100 V (E835, Consort, Turnhout,
Belgien) und Uber einen Zeitraum von 1,5 Stunden. Nach Auftrennung der Proteine
erfolgte das Blotten auf eine vorbereitete PV DF-Membran (Pall, Dreieich) mit 2 mA/cm?
und Uber einen Zeitraum von 1 Stunde und 15 Minuten. Zur Vorbereitung der PVDF-

Membran wurde diese aktiviert (5 Minuten in Methanol), dreimal gewaschen (jeweils 5
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Minuten in destilliertem Wasser) und &quilibriert (5 Minuten in Transferpuffer). Der
Transferpuffer enthielt pro Liter 5,8 g Tris (Roth, Karlsruhe), 2,9 g Glycin (Sigma-Aldrich,
Steinheim), 3,7 ml 10% SDS (Roth, Karlsruhe) und 200 ml Methanol. Die beim Blotten
verwendeten Filter wurden von Schleicher& Schuell BioScience in Dassel bezogen. Nach
funfminttigem Schwenken der Membran in Waschpuffer (100 mM Tris HCI pH 7,5 (USB
Corporation, Cleveland, Ohio, USA), 0,9% NaCl, 0,1% Tween?20 (Sigma-Aldrich,
Steinheim)) wurde diese zum Blocken der unspezifischen Bindungsstellen fir 1 Stunde in
Waschpuffer, das 5% Magermilchpulver (Sigma-Aldrich, Steinheim) enthielt, gelegt.
Darauf folgte eine einstindige Inkubation der primaren Antikorper, die im Blockpuffer
verdinnt wurden: SM-a-Aktin 1:10.000, SM-MHC 1:200 und B-Aktin 1:5.000. Nach
dreimaligem Waschen mit Waschpuffer fur jeweils 5 Minuten wurde der sekundére
Antikorper  (IgG-Peroxidase-konjugiert, Kaninchen gegen-Maus, Verdinnung im
Blockpuffer 1:10.000, Sigma-Aldrich, Steinheim) fur 1 Stunde inkubiert. Danach wurde
nochmals dreimal jeweils funf Minuten mit Waschpuffer gewaschen. Fir das
Sichtbarmachen der Proteine wurde Lumigen PS-3 (ECL plus, Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, USA) als Substrat fir den Peroxidase-gekoppelten sekundaren Antikorper
verwendet. Das chemilumineszierende Produkt wurde dann mit Hilfe eines
Videobildaufnahmesystems (ChemiGenius, Bio Imaging Systems, VWR, Darmstadt)
detektiert und mittels der zugehdrigen Software (GeneSnap from SynGene und GeneTools

from SynGene) quantifiziert.
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2.3 Messung der Kontraktion der PASMC der Ratte

Fur die Untersuchung der HPV auf der Ebene der PASMC wurden zwei Methoden
miteinander verglichen, namlich die Messung der Kontraktion und die Messung der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration der PASMC. Die Messung der Kontraktion, auf den in
diesem Kapitel eingegangen wird, wurde in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. P. Schumacker der Universitit von Chicago erlernt und dann fir eigene
Untersuchungen tibernommen 7 .

Zuerst wurde bei diesem Assay die Reaktion der isolierten PASMC der Ratte auf ET-1,
eine vom vaskularen Endothel produzierte Substanz, die bel vielen Spezies eine
Kontraktion der GefaRe verursacht % ° untersucht. Dabei wurden drei verschiedene
Passagen (PO, d.h. drel Tage nach Zellisolierung, P1 und P3) zur Optimierung der zu
verwendenden Zellpassage miteinander verglichen. In einem zweiten Schritt wurde ein
Perfusionssystem fir die hypoxischen Messungen etabliert. Dabel bestand das Prinzip des
experimentellen Aufbaus aus einer Perfusion von hypoxischem Perfusat Uber die Zellen,
die sich in einer geschlossenen Zellkammer befanden. Dabel wurden PASMC von P2 und
P3 verwendet. Zur Optimierung der Versuchsbedingungen wurde in diesem Modus auch
der EinfluB einer 24-stindigen FCS-Reduzierung von 10% auf 0,2% FCS vor
Versuchsbeginn auf die Reaktionsfahigkeit der PASMC auf Hypoxie untersucht. Denn
FCS bewirkt die Proliferation von Zellen, wodurch der funktionelle Zustand der Zellen
gedndert wird, was einen Einflul auf die Reaktionsfahigkeit der Zellen haben kann. Diese

Zellproliferation kann durch eine FCS-Reduzierung gestoppt werden " 124,

2.3.1 Experimenteller Aufbau

Fir die Messung der Kontraktion bestand der experimentelle Aufbau aus einem Mikroskop
(DM IRE2, Leica Microsystems, Wetzlar) mit Personalcomputer und einer speziellen
Software (LeicaASMDW, Leica Microsystems, Wetzlar), einer Kamera (Coolsnap HQ,
Roper Scientific), einer Zellkammer (Ludin-Zellkammer Typl, Leica Microsystems,
Wetzlar) und im Falle einer Perfusion zusétzlich aus einem Perfusionssystem. Das Ziel des
Perfusionssystems war die Schaffung einer hypoxischen Atmosphére fur die PASMC in
der Zellkammer. Dafur wurde das Perfusat (Medium 199 mit 1% Penicillin/Streptomycin)
mindestens 30 Minuten vor Versuchsbeginn mit 5% Kohlendioxid, Rest Stickstoff
(Airliquide, Siegen) begast. Im Falle einer normoxischen Perfusion wurde das Perfusat mit
21% Sauerstoff, 5% Kohlendioxid, Rest Stickstoff (Airliquide, Siegen) begast. Die
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Messung der normobaren Sauerstoffkonzentration in der Zellkammer unter Hypoxie wurde
bereitsin Kapitel 2.6 beschrieben.

Das Perfusat befand sich zur Begasung in doppelwandigen Glasgefaien (Glashbléaserei,
Fachbereich Chemie, Univeritat Gief3en) und flof3 per Schwerkraft nahezu ausschliefdich
Uber Metallleitungen zur Zellkammer. Der Flul3 wurde durch eine der Zellkammer
nachgeschalteten Schlauchpumpe (Novodirekt, Kehl/Rhein) auf 0,5 ml/min begrenzt. Das
System enthielt insgesamt drei doppelwandige Glasgefél3e, um zwischen verschiedenen
Bedingungen mittels Drei-Wege-Hahnen aus Metall (B.E.S.T. Ventil+Fitting, Frankfurt)
wechseln zu kénnen. Zur Erwarmung des Perfusats auf 36°C wurde Wasser entlang der
Metallzuleitung und durch die doppelwandigen Glasgeféf3e im Gegenstromprinzip
gepumpt (Sartorius BBI Systems, Melsungen). Die Temperatur des in die Zellkammer
flief3enden Perfusats wurde mit einem Thermometer Uberprift (Labo-Tech J. Stofer LTS,
Biel-Benken, Schweiz). Der pH-Wert des Perfusats nach Durchflul? durch die Zellkammer
betrug unter normoxischen Bedingungen 7,401+ 0,007 und unter hypoxischen
Bedingungen 7,400 + 0,005 (ABL 500, Radiometer, Copenhagen).

Eine schematische Darstellung des Perfusionssystemsist in Abb. 2 dargestellt.

doppelwandige
Glasgefalle

Mikroskop

Schlauch-
pumpe Zdl-
kammer
|ﬁ= | —]
u Metallleitung
Auffang-
behélter

Heizpumpe

Abb. 2: Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus zur Messung unter
hypoxischen Bedingungen mittels eines Perfusionssystems.
Die Pfeile geben die Fliefdrichtung an. Nahere Erlauterungen sind im Text zu finden.
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Die Temperatur des Perfusats beim Durchflu? durch die Kammer wurde durch eine
Klimabox, die sich um das Mikroskop befand und auf 36°C temperiert war,
aufrechterhalten. Das Mikroskop verflgte Uber einen Mikroskoptisch mit Scanfunktion,
das die Bildaufnahme von verschiedenen Positionen in der fokussierten Ebene zu jedem
Messzeitpunkt nacheinander ermdglichte. Diese Multipositionierung erbrachte den Vorteil,
eine grofldere Anzahl Zellen pro Experiment zu messen. Fir die Bildaufnahme wurde ein

40-faches L uftobjektiv mit einer numerischen Aperture von 0,55 verwendet.

2.3.2 Experimenteller Ablauf

Fir die Experimente mit PASMC der Passage O wurden die isolierten Gefal3stiickchen und
fur die Experimente mit PASMC der Passagel bis 3 jeweils 10.000 Zellen auf die
K ollagen-beschichteten Deckgléser (18 mm Durchmesser, Schilder, Gief3en) ausgesét und
in Zellkulturmedium kultiviert. Die Vorgehensweise bei der Beschichtung der Deckgléaser
wurde bereits am Ende des Kapitels 2.1.1 beschrieben. Die Durchfihrung der Experimente
erfolgte bel PO drei Tage nach Zellisolierung und bei den hoheren Passagen ein Tag nach
Zellaussaat. Im folgenden wird die Vorgehensweise fur die Versuche ohne und mit

Perfusion getrennt beschrieben.

2.3.2.1 Experimente ohne Perfusion

Der Effekt von ET-1 auf die PASMC der drel Passagen PO, P1 und P3 wurde als
Kontrollstimulus und zur Optimierung der Messung der Kontraktion hinsichtlich der zu
verwendenden Passage untersucht. Dabei wurden alle Experimente ohne Perfusion
durchgefuhrt. Als Versuchslésung diente eine Hepes-Ringer-Ldsung mit einem stabilen
pH-Wert von 7,4 folgender Zusammensetzung: 56 mM KClI (Merck, Darmstadt),
136,4 mM NaCl (Roth, Karlsruhe), 1 mM MgCl, (Sigma-Aldrich, Steinheim), 2,2 mM
CaCl, (Merck, Darmstadt), 11 mM Glucose (Sigma-Aldrich, Steinheim) und 10 mM Hepes
(Roth, Karlsruhe). Nach zweimaligem Waschen der PASMC mit Hepes-Ringer-Ldsung
wurde das Deckglas in die Zellkammer eingebaut. Nach Beflllung der Kammer mit 1 ml
Hepes-Ringer-Losung wurde diese auf dem Mikroskoptisch fixiert und mit einem
Deckglas (28 mm Durchmesser, Schilder, Gief3en) bedeckt. Mit Hilfe der
Multipositionierungsfunktion des Mikroskoptisches wurden zehn bis funfzehn Positionen
fur die Bildaufnahme festgelegt. Nach Start des Versuches erfolgte die Bildaufnahme alle
funf Minuten Uber einen Zeitraum von 35 Minuten. Nach Ablauf der ersten finf Minuten
wurde ET-1 appliziert (10 nM Endkonzentration, Stock: 200 uM in 5% Essigsaure gelost,
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Merck, Darmstadt). Als ET-1-Konzentration wurden 10nM gewéhlt, da isolierte
Pulmonalarterien bei ET-1-Konzentrationen zwischen 0,1 und 100 nM kontrahieren % . In
den Kontrollversuchen erfolgte nur die Zugabe des L osungsmittels in der entsprechenden

Konzentration.

2.3.2.2 Experimente mit Perfusion

Fur die Verwendung von hypoxischem Perfusat wurde das bereits in Kapitel 2.3.1
beschriebene Perfusionssystem benutzt. Nach Einbau des Deckglases in die Zellkammer
wurde die Kammer durch ein weiteres Deckglas (23,5 mm, Schilder, Gief3en) geschlossen,
luftblasenfrei in das Perfusionssystem integriert und auf dem Mikroskoptisch fixiert. Nach
Festlegung der  Positionen fur die  Bildaufnahme  mit  Hilfe  der
Multipositionierungsfunktion des Mikroskoptisches erfolgte zeitgleich zum Versuchsstart
der Wechsel der Perfusion von normoxischem zu hypoxischem oder in den
Kontrollexperimenten zu weiterhin normoxischem Perfusat. Die Perfusion erfolgte tber
einen Zeitraum von 30 Minuten mit einem Bildaufnahmeabstand von finf Minuten.

2.3.3 Auswertung

Die Kontraktion von Zellen aul3ert sich in vivo in einer Verkleinerung derselben. Deshalb
wurde in diesem Assay die Anderung der Zellflache der fokussierten Zellen als Mal fiir
eine Kontraktion verwendet wie bereits von Civelek et al. beschrieben wurde °. Zur
Bestimmung der Zellflache wurden die Zellen mit Hilfe der bereits genannten Software des
Systems ausgewertet. Als Zeitpunkt fur die Auswertung wurde in Anlehnung an das
Protokoll der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. P. Schumacker das Ende der Versuchszeit (d.h.
nach 30 Minuten) gewahlt, da zu diesem Zeitpunkt mit der maximalen Verkleinerung der
PASMC zu rechnen war. Die Grolee der Zellflache nach 30 Minuten Versuchszeit wurde
dabel in Bezug zur Groéfe der Zellflache zu Versuchsbeginn, die als 100% definiert wurde,
gesetzt.
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2.4 Messung der intrazellularen Ca’*-Konzentration ([Ca®*];) in PASMC
der Ratte

Fur die Etablierung einer Methode zur Untersuchung der HPV an PASMC wurde neben
der bereits in Kapitel 2.3 beschriebenen Messung der Kontraktion auch die Messung der
intrazelluldren Ca**-Konzentration ([Ca?*];)) der PASMC herangezogen. Dabei wurde in
einem ersten Schritt die Wirkung von ET-1 auf die [C&?"]; der PASMC der Ratte as
positive Kontrolle und dartiber hinaus zur Optimierung der Versuchsbedingungen auch in
Abhangigkeit von der Zellpassage untersucht. In einem zweiten Schritt wurde dann die
Messung der [Ca’"]; fir die Anwendung eines Perfusionssystems ebenso mittels ET-1
etabliert.

2.4.1 Prinzip der Messmethode

Fir die Messung der [Ca™]i wurde der Ca*-Indikator Fura2AM [AM =
Azetoxymethylester, Invitrogen (Molecular Probes), Karlsruhe] verwendet (Abb. 3).

(CH, CocH OCCH N(CH CCICH OCCH o
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Abb. 3: Strukturformel von Fura-2 AM &

Fura2 AM ist aufgrund seiner lipophilen Estergruppen membrangdngig. Da im
Zytoplasma vorhandene Esterasen die Estergruppe entfernen, wird das Fura-2 Molekdl
hydrophil und kann nicht mehr in den Extrazellulérraum zurtickdiffundieren. Im Zytosol
wirkt es as selektiver Ca’*-Chelator, der nach Exzitation mit unterschiedlichen
Wellenldngen (340nm, 360nm und 380 nm) Fluoreszenzlicht von 510 nm emittiert (siehe
Abb.4) %%,
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Abb. 4: Emissionsspektrum des Ca®*-Indikators Fura-2 ®. Fura-2 ist ein fluoreszierender
Ca”*-Chelator, der durch Bindung von Ca&’*-lonen bei nahezu identischem Emmisions-
spektrum sein  Exzitationsmaximum von 380nm nach 340 nm verschiebt. Der
isosbestische Punkt, d.h. die Wellenlange, welche gegeniiber der Anderung der Ca®*-
lonenkonzentration indifferent ist, liegt in Abhangigkeit vom optischen Apparat bei
358-362 nm.

Mit zunehmender Ca’*-Konzentration nimmt die Fluoreszenzemission bei einer
Anregungswellenlénge von 340 nm zu und bei einer Anregungswellenldange von 380 nm
ab, so dass sich das Maximum des Emissionsspektrums von 365 nm nach 340 nm
verschiebt. Nur die Fluoreszenzemission bei 360 nm ist unabhangig von der Ca**-
Konzentration und wird al's isosbestischer Punkt bezeichnet.

Vereinfacht 18sst sich sagen, dass der Quotient der gemessenen Fluoreszenz bel 340 nm
(=F340) und der gemessenen Fluoreszenz bel 380 nm (=F380) ein Mal3 fir die absolute
intrazelludre Ca’*-Konzentration ([Ca®*];) unabhangig von der Beladungseffizienz der
Zéelle durch den Ca?*-Indikator Fura-2 ist %°.
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2.4.2 Experimenteller Aufbau

Fir die Messung der [Ca’']; wurde ein Mikroskop (Olympus BX50 WI, Olympus,
Hamburg) verwendet, das Uber einen Quartzlichtleiter mit einem Monochromator
(Polychrome Il) verbunden war. Der Monochromator verfugte tdber eine 150 W Xenon-
Lampe. Nach Herausfiltern des Lichts der Wellenléngen 340 nm, 360 nm und 380 nm aus
dem Lampenlicht mit einem entsprechenden Anregungsfilter, wurde das Anregungslicht
durch ein 40-faches Eintauchobjektiv (numerische Aperture: 0,8) zu den Zellen geleitet.
Die Anregung von Fura-2 bewirkte die Emission von Fluoreszenzlicht, das nach Passieren
eines Emissionsfilters (510 bis 530 nm) von einer IMAGO CMOS-Kamera (Till Photonics,
Martinsried) detektiert wurde. Die aufgenommenen Bilder wurden an einen
Personalcomputer mit spezieller Software (TILLvisION v3.3, Till Photonics, Martinsried)
weitergeleitet.

Bei den Versuchen ohne Perfusion befanden sich die Deckgléser in einer offenen Schale
(Bioptechs, Butler, PA, USA). Fur die Perfusionsversuche wurde das Perfusionssystem der
Versuche zur Messung der Kontraktion, das in Kapitel 2.3.1 bereits beschrieben wurde,
verwendet. Dabei wurde nur eine andere Zellkammer (Bioptechs, Butler, PA, USA) mit
einem Kammervolumen von 500ul verwendet. Sowohl die offene Schale als auch die
Zellkammer wurde auf 33°C temperiert (Bioptechs, Butler, PA, USA). Die Begasung des
Perfusats zur Schaffung der hypoxischen Bedingung erfolgte mit 100% Stickstoff
(Airliquide, Siegen).

2.4.3 Experimenteller Ablauf

Fur die Versuche ohne Perfusion wurden entweder die isolierten Gefal3stiickchen (bei PO)
oder 10.000 Zellen (bei P1 und P3) auf die Kollagen-beschichteten Deckglaser (18 mm
Durchmesser) ausgesat. Fur die Perfusionsversuche wurden nur PASMC von PO
verwendet, so dass die Gefaidstlickchen direkt auf die Kollagen-beschichteten Deckgléser
40 mm Durchmesser, Schilder, Giessen) ausgesét wurden. Die Deckgléser waren jewells
wie in Kapitel 2.1.1 beschriecben mit Kollagen beschichtet. Die Durchfiihrung der
Experimente erfolgte bel PO nach drei bis vier Tagen und bei den héheren Passagen nach
einem Tag. Fur ale Versuche wurde as Perfusionslosung Hepes-Ringer-Losung
verwendet.

Nach zweimaligem Waschen der PASMC mit Hepes-Ringer-Ldsung wurden die PASMC
mit 5uM Fura2 AM (1 mM Stock, gelést in DMSO (= Dimethylsulfoxid, Invitrogen,
Karlsruhe)) fur 1 Stunde bei 37°C beladen. Danach wurden sie zweimal gewaschen und
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nochmals tiber einen Zeitraum von 15 Minuten bel 37°C inkubiert. Im folgenden wird nun

die Vorgehensweise fir die Versuche ohne und mit Perfusion getrennt beschrieben.

2.4.3.1 Experimente ohne Perfusion

Nach dem Transfer des Deckglases mit den Fura-2 beladenen PASMC in die offene Schale
und der Zugabe von 1 ml Hepes-Ringer-L 6sung wurde die Schale auf dem Mikroskoptisch
fixiert. Eine Position fur die Aufnahme der Bilder wurde festgelegt und das Experiment
gestartet. Zunachst wurden alle 10 Sekunden ein Bild bei 340 nm bzw. 380 nm
aufgenommen. Nach 50 Sekunden wurde dann entweder ET-1 (10 nM Endkonzentration)
oder bei den Kontrollversuchen nur das Losungsmittel in der entsprechenden
Konzentration appliziert. Die Bildaufnahme geschah in der ersten Minute in sekundlichen
Abstanden und in den darauffolgenden 9,5 Minuten alle 30 Sekunden.

2.4.3.2 Experimente mit Perfusion

Nach Einbau des Deckglases in die Zellkammer wurde die Perfusionslosung mit einer
Perfusionsrate von 0,5 ml/min Uber die PASMC geleitet und ein Bildausschnitt fur die
Messung festgelegt. Nach Start des Experiments wurden in den ersten beiden Minuten alle
30 Sekunden und nach Umschalten zum Perfusat mit 10 nM ET-1 fur die folgenden
30 Minuten alle 3 Sekunden die beiden Fluoreszenzbilder aufgenommen. In den
Kontrollversuchen wurde in dieser zweiten Phase Perfusat ohne ET-1 verwendet. Dabei
war es nicht notwendig, das Ldsungsmittel von ET-1 zu applizieren, da in den
vorangegangenen Experimenten (in Kapitel 2.4.3.1 beschrieben) das Lésungsmittel keine
Reaktion in den PASMC ausgel 6st hatte.

2.4.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit der gleichen Software (TILLvisION), mit der auch die
Fluoreszenzbilder aufgenommen wurden. Dabel wurden nur PASMC ausgewertet, bei
denen das Fura 2-Signal mindestens doppelt so stark war wie der Hintergrund. Aul3erdem
wurden nur PASMC gemessen, bei denen das Fluoreszenzsignal bei 380 nm mindestens
genauso grol3 war wie bei 340 nm, da die Zellen ansonsten eine zu hohe basale Ca®*-
Konzentration schon vor Versuchsbeginn besal3en, was auf einen unphysiologischen
Zellzustand hinwelst.
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Nach Markierung der auszuwertenden Zellen erfolgte die Bildung eines Quotienten aus
den beiden Fluoreszenzmesswerten Fsp und Fsg nach  Subtraktion eines
Hintergrundwertes. Der Mittelwert dieses Quotienten wurde mit dem Standardfehler des
Mittelwertes als Kurve Uber die Zeit dargestellt. AulRerdem wurde die Differenz zwischen
dem Quotient direkt vor ET-1-Zugabe und dem grofiten Wert (Peakwert) innerhalb
30 Sekunden nach Zugabe von ET-1 jeder einzelnen Kurve gebildet, Mittelwert und
Standardfehler des Mittelwertes berechnet und in einem weiteren Diagramm dargestellt.
Nach Ermittlung des zeitlichen Mittelwertes der Peakwerte wurde fir die entsprechenden
Kontrollversuche jewells der gleiche Zeitpunkt ausgewertet.

2.5 Untersuchungen zur Hypoxie-induzierten Erhéhung der [Ca®*];i in
PASMC der Maus

Nach Etablierung und Optimierung der Messmethodik zur Bestimmung der [Ca®*]; mit
PASMC der Ratte wurden die Experimente zur Untersuchung der HPV auf zelluldrer
Ebene mittels dieser Messmethodik mit PASMC der Maus durchgeftihrt, da dies auch die
Verwendung von PASMC aus gendefizienten Mé&usen ermdglichte. Die Durchfuhrung der
Experimente erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von PD Dr. A. Dietrich im
Institut far Pharmakologie und Toxikologie der Philipps-Universitdt Marburg (Direktor:
Prof. Dr. T. Gudermann).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben den C57BL6/N- und TRPC6-WT-Mausen auch
TRPC6”-Mause fir die Gewinnung der PASMC verwendet, um die Bedeutung des
TRPC6-Kanals fur die zelluldre Hypoxieantwort zu untersuchen. Als Rekonstitutions-
Experiment wurden PASMC von TRPC6”-Mausen mit adeno-assoziierten Viren infiziert,
die ein Konstrukt zur Expresson des TRPC6-Kanals enthielten. Die PASMC von
C57BL6/N-Méausen zeigten gegeniber PASMC von TRPC6-WT-Méausen keinen
Unterschied in ihrer Reaktion auf Hypoxie.

2.5.1 Prinzip der Messmethode

Neben der in Kapitel 2.4.1 bereits beschriebenen Methode zur Messung der [Ca?']; durch
Bestimmung des Quotienten aus der Fluoreszenzemission nach Anregung mit 340 nm bzw.
380 nm unter Verwendung von Fura-2, wurde auch die sogenannte Manganionen (Mn*")-

Quench-Methode durchgefiihrt. Dies erlaubte die Messung des loneneinstroms aus dem
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Extrazellulér- in den Intrazellulérraum durch nicht-selektive lonenkanéle, zu denen auch
TRPC6 gehort. Denn die zu untersuchenden TRPC6-Kanale sind neben Ca?*-lonen auch
fir andere lonen wie Mangan- und Strontiumionen durchlassig. Mn?*-lonen zeigen eine
stiarkere Affinitst zu Fura2 as Ca&-lonen und vermindern (,quenchen*) die
Fluoreszenzemission von Fura-2 nach Exzitation bei 360 nm, dem fir Ca®*-lonen-
unabhéngigen isosbestischen Punkt. Eine Abnahme der Fluoreszenzemission steht somit in
direkter Korrelation zur Aktivitét der TRPC6-Kandle.

2.5.2 Infektion von PASMC aus TRPC6-defizienten Mausen mit einem viralen
TRPC6-GFP (Grtin Fluoreszierendes Protein)-Konstrukt

Die rekombinanten adeno-assoziierten Viren (AAV), die den TRPC6-Kationenkanal
fusioniert mit dem grun-fluoreszierenden Protein (GFP) exprimierten, wurden von der
Arbeitsgruppe von PD Dr. A. Dietrich im Ingtitut fir Pharmakologie und Toxikologie der
Philipps-Universitdét Marburg (Direktor: Prof. Dr. T. Gudermann) bereitgestellt. Die
PASMC aus den TRPC6"-Mausen wurden mindestens drei Tage vor Versuchsbeginn
infiziert. Fir die Messung der [Ca?*]i wurden nur PASMC verwendet, bei denen eine
Fluoreszenzemission nach Exzitation bel 470 nm durch das grin-fluoreszierenden Protein
nachweisbar war. Die Uberpriifung der korrekten plasmamembranaren Lokalisation der
TRPC6-Kande in den PASMC erfolgte mittels eines konfokalen Laserscanning
Mikroskops (Zeiss LSM 510 Meta, Jena).

2.5.3 Experimenteller Aufbau

Das Messsystem zur Messung der [C&']i der PASMC der Maus war prinzipiell so
aufgebaut wie bereits in Kapitel 2.4.2 beschrieben wurde. Abweichend davon ist zu
erwahnen, dass es sich bei dem Mikroskop um ein OLY MPUS IX70 (Olympus, Hamburg)
handelte und ein 20-faches Olobjektiv (numerische Aperture von 0,80) verwendet wurde.
Aulerdem diente eine temperierbare Zellkammer (Institut fur Medizinische
Pharmakologie, Philipps-Universitdt Marburg) sowohl fir die Versuche ohne a's auch mit
Perfusion (500 uI Kammervolumen). Die Versuchstemperatur betrug 30°C. Als
Perfusionssystem diente dasselbe System, das auch fir die Messung der Kontraktion und
der Messung der [Ca?*]; der PASMC der Ratte benutzt wurde. Die genauere Beschreibung
desselben ist in Kapitel 2.3.1 zu finden. Zur Herstellung der hypoxischen Perfusionslésung
wurde Hepes-Ringer-Losung Uber einen Zeitraum von mindestens 30 Minuten vor
Versuchsbeginn mit 100% Stickstoff (Airliquide, Siegen) begast.
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2.5.4 Experimenteller Ablauf

Fur die Experimente mit PASMC der Maus wurden nur PASMC der Passage O verwendet.
Dabel befanden sich die PASMC auf Kollagen-beschichteten Deckglasern (24 mm
Durchmesser, Menzel, Braunschweig). Die Beschichtung der Deckgléser erfolgte nach
derselben Vorgehensweise wie bereits am Ende des Kapitels 2.1.1 beschrieben wurde.
Nach zweimaligem Waschen mit Hepes-Ringer-Lésung wurden die PASMC mit 5 uM
Fura2 AM in Hepes-Ringer-Lésung, das 0,1% BSA enthielt, bei 37°C mindestens
60 Minuten beladen. Nach erneutem Waschen der Fura-2 beladenen PASMC mit Hepes-
Ringer-L6sung wurde das Deckglas in die Zellkammer platziert. Bei den Versuchen ohne
Perfusion wurde dann 250 ul Hepes-Ringer-Losung in die Zellkammer pipettiert.
Dahingegen wurde die Zellkammer bel den Versuchen mit Perfusion mit einem weiteren
Deckglas (28 mm Durchmesser) verschlossen, mit Hepes-Ringer-Losung beflllt und
luftblasenfrel in das Perfusionssystem integriert. Nach Festlegung eines Bildausschnittes
fir die Messung der [Ca®]; wurde das Experiment gestartet. Im folgenden wird das

Versuchsschema fir die verschiedenen Experimente getrennt beschrieben.

2.5.4.1 Messung der [Ca*"]; der PASMC nach Applikation von Endothelin-1 (ET-1)

Zur Untersuchung der grundsétzlichen Reaktionsfahigkeit der PASMC der Maus auf einen
vasokonstriktiv wirkenden Stimulus wurde 20 nM ET-1 verwendet. Eine Minute nach
Versuchsstart  erfolgte die Applikation von ET-1, wobei die Aufnahme der
Fluoreszenzbilder in sekundlichen Absténden und Uber einen Zeitraum von elf Minuten

durchgefthrt wurde.

2.5.4.2 Messung der [Ca®']; unter Hypoxie und der EinfluR des TRPC6-Kanals auf
die Hypoxieantwort

Bel den in diesem Kapitel beschriebenen Versuchen wurde Uber einen Zeitraum von
37 Minuten alle sechs Sekunden die Aufnahme der beiden Fluoreszenzbilder durchgefihrt.
Die Hypoxiephase fur die PASMC begann immer nach zwolf Minuten. Darliberhinaus
wurden in einer Versuchsrethe die PASMC 7,5Minuten vor und wéahrend der
Hypoxiephase mit einer niedrigen Dosis ET-1 (4 nM) ,geprimt. Wie bereits in der
Literatur beschrieben sollte dies eine Sensibilisierung der PASMC fur die Hypoxieantwort
bewirken ®. In Kontrollexperimenten wurde die normoxische Bedingung wahrend des

gesamten Versuchs beibehalten. Zur Untersuchung des Einflusses der TRPC6-Kanéle auf
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die Hypoxieantwort, wurden die Hypoxieversuche mit ET-1-, Priming”* auch mit PASMC
der TRPC6”-Mause durchgefiihrt. In Rekonstitutions-Experimenten wurden PASMC aus
TRPC6”-Mausen verwendet, die zuvor mit einem adeno-assoziierten Virus infiziert
wurden, das ein Konstrukt fur TRPC6-GFP (grin fluoreszierendes Protein) enthielt (siehe
Kapitel 2.5.2).

2.5.4.3 Untersuchung der Ursache fiir den Anstieg der [Ca®']; unter Hypoxie

Der Anstieg der [Ca®']; der PASMC der Maus (C57BL6/N- und TRPC6-WT-Maus) unter
Hypoxie wirft die Frage nach der Quelle der Ca?*-lonen auf. Um den Beitrag der Ca*'-
lonen aus internen Speichern am Gesamtsignal ermitteln zu konnen, wurden Experimente
ohne extrazelluldre Ca?*-lonen durchgefiihrt. Dafiir wurde Hepes-Ringer-Lésung ohne
Ca™-lonen verwendet, das zusitzlich 2mM EGTA (Ethylene glycol-bis (2-
aminoethylether)-N,N,N’ N’ -tetraacetic acid, Sigma-Aldrich, Steinheim) als Ca?*-Chelator
enthielt. Die Aufnahme der Fluoreszenzbilder erfolgte alle sechs Sekunden Uber einen
Zeitraum von 48 Minuten. Zu Versuchbeginn wurde Ca®*-lonen enthaltende Hepes-
Ringer-Lésung verwendet, und 4 Minuten nach Versuchsbeginn fand der Wechsel zur
Hepes-Ringer-Lésung ohne Ca**-lonen statt. Nach weiteren 8 Minuten wurden die
PASMC mit 4nM ET-1 , geprimt* bis nach weiteren 8 Minuten die PASMC der Hypoxie
ausgesetzt wurden. Um die Reaktionsfahigkeit der PASMC auch ohne extrazellulére Ca®*-
lonen zu Uberprifen wurde in einem parallelen Ansatz 5,5 Minuten nach dem Wechsel zur
Hepes-Ringer-L 6sung ohne Ca®*-lonen statt des ET-1-, Primings* 20 nM ET-1 fiir weitere
11 Minuten appliziert. Dieser Versuchsmodus wurde mit PASMC aus WT- und TRPC6-
Mausen durchgefihrt.

Zur Untersuchung der Rolle der spannungsabhangigen L-Typ Ca?*-Kandle (VOCC) fir
den hypoxieabhangigen Anstieg der [Ca?*]; wurde zur Inhibition der VOCC in einem
weiteren Versuchsansatz 10 uM Nicardipin (Sigma-Aldrich, Steinheim) paralled zum
ET-1-,Priming”“ und der Hypoxiephase appliziert. Dabel wurden PASMC aus WT-Mé&usen
verwendet und die Messung nach dem gleichen Versuchsschema wie bereits in
Kapitel 2.5.4.2 beschrieben durchgefihrt.

Im weiteren wurde die TRPC6-Kanalaktivitéat unter hypoxischen Bedingungen mittels der
Mn®*-Quench-Methode (s. Kapitel 2.5.1) mit PASMC aus WT-Méusen im Vergleich zu
PASMC aus TRPC6”-Mausen untersucht. Das Versuchsschema entsprach dabei ebenfalls
dem in Kapitel 2.5.4.2 beschriebenen, alerdings wurde zusétzlich ab Beginn des ET-1-
»Primings‘ kontinuierlich 300 uM MnCl; (Sigma-Aldrich, Steinheim) appliziert.
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2.5.4.4 Untersuchungen zur TRPC6-Kanalaktivierung

Zur Aufklarung der Signalschritte bel der TRPC6-Kanalaktivierung unter hypoxischen
Bedingungen wurde untersucht, ob der TRPC6-Kanal direkt oder indirekt aktiviert wird.
Zur Untersuchung eines direkten Effekts von Hypoxie auf den TRPC6-Kanal, wurden
zundchst HEK 293-Zellen (ATCC-Nr. CRL-1573), die heterolog TRPC6-GFP
exprimierten, hinsichtlich ihrer Reaktionsfahigkeit auf Hypoxie untersucht. Zum ,, Primen*
der Zellen wurde Carbachol verwendet, das Uber den in HEK 293-Zellen exprimierten
muskarinischen Azetylcholin-Rezeptor wirkt. Carbachol wirkt somit ebenso wie ET-1 tber
einen G-Protein-gekoppelten Signalweg #’. In diesem Versuchsansatz wurde fiinf Minuten
nach Versuchsbeginn zuerst 10 nM Carbachol (Sigma-Aldrich, Steinheim) appliziert bis
die Zellen schliefflich nach weiteren zehn Minuten Uber einen Zeitraum von 33 Minuten
hypoxischen Bedingungen ausgesetzt wurden. Die Aufnahme der Fluoreszenzbilder
erfolgte dabei alle sechs Sekunden.

Zum Kultivieren der HEK 293-Zellen wurde Kulturmedium verwendet, das
1% Penicillin/Streptomycin und 10% FCS in MEM (Minimal Essential Medium) mit
Earle's-Salzen (PAA Laboratories, Colbe) enthielt.

Zur Aufklérung eines indirekten Effekts auf die TRPC6-Kanalaktivierung wurde die Rolle
intrazelluldrer Mediatoren untersucht. Dafur wurde zum einen der Einfluf von DAG durch
Inhibition der DAG-Kinase mittels des DAG-Kinase-Inhibitors R59949 (Merck,
Darmstadt), und zum anderen der Einflul3 von reaktiven Sauerstoffspezies in Form von
t-BHP (tertidres Butyl-Wasserstoffperoxid, Sigma-Aldrich, Steinheim) auf die TRPC6-
Kanalaktivitét untersucht. Dazu wurde ein Vergleich der Signalantwort zwischen PASMC
aus WT- und PASMC aus TRPC6”-Mausen vorgenommen. Die Versuche wurden in der
offenen Zellkammer, d.h. ohne Perfusion, durchgefiihrt. Eine Minute nach V ersuchsbeginn
wurde 4 nM ET-1 ds ,Priming” appliziert und nach einer weiteren Minute erfolgte die
Zugabe des DA G-Kinase-Inhibitors R59949 (100 uM Endkonzentration, 100 mM-Stock in
DMSO gelost) bzw. des t-BHP (100 uM Endkonzentration, 7,77 M-Stock in 70%-iger
wassriger Losung). Die Aufnahme der Fluoreszenzbilder fand in sekundlichen Abstéanden
statt. Beim DAG-Kinase-Inhibitor R59949 wurde der Versuch nach 13 Minuten und beim
t-BHP nach 16 Minuten gestoppt.
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2.5.4.5 Messung der [Ca®']; aortaler SMC unter Hypoxie

Neben den Versuchen mit SMC’s aus der pulmonalen Strombahn wurden auch Versuche
mit aortalen SMC’s zur Untersuchung der Reaktion auf Hypoxie vorgenommen. Dabei
sollte festgestellt werden, ob die Hypoxieantwort nur speziell bel den pulmonarteriellen
SMC zu finden ist oder auch bei SMC der systemischen Gefde. Als Versuchsschema
diente dasselbe wie bei den PASMC unter Hypoxie mit ET-1-,Priming” (siehe Kapitel
2.5.4.2).

2.5.5 Auswertung

Das Messsystem war fir die Ermittlung der [C&']; aus den Rohdaten (Quotient
F340/F380) kalibriert worden, so dass bei den Messungen die [Ca?*]; direkt mit Hilfe der
Software TILLViSION ausgewertet werden konnte. Die Grundlage zur Berechnung der

[Ca®']; bestand in der Gleichung von Grynkiewicz *°:

+ | R_Rmin Sf2
[Ca2 ]_ Kd(Rmax - RJ( SbZJ

Dabel ist der Kg-Wert die effektive Dissoziationskonstante von Fura-2, die durch die

Kalibrierung mit einer bekannten Ca’*-Konzentration ermittelt werden kann, R
(= Ratio F340/F380) ist der Quotient der Fluoreszenzemission bel einer Anregung mit der
Wellenlange von 340 nm zu der bel einer Anregung mit der Wellenlange von 380 nm, Rmax
ist dieser Quotient bei maximaler Ca**-Freisetzung und Ry, dieser Quotient in
Abwesenheit von freien Ca®*-lonen. Weiter steht S, fir die Fluoreszenzemission nach
Anregung bei 380nm in Abwesenheit von freien Ca-lonen und S fir die
Fluoreszenzemission bei einer maximalen Ca”*-Freisetzung in der Zelle nach Anregung bei
380 nm.

Die maximale Freisetzung von Ca’*-lonen wurde durch die Verwendung von 10 uM
lonomycin (Sigma-Aldrich, Steinheim) erreicht und die Abwesenheit der freien Ca?*-lonen
wurde mit Hilfe von 5 mM des Ca®*-Chelators EGTA geschaffen .

Bei den Mn?*-Quench-Versuchen wurden die Basalwerte der Fluoreszenzemission bei
einer Exzitation mit 360 nm Wellenlange al's 100% definiert. Die Mn?*-Quench-Rate unter
Hypoxie wurde aus dem linearen Teil des Fluoreszenzabfalls in %/Sekunde ermittelt.
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2.6 Messung der normobaren Sauerstoffkonzentration des hypoxischen

Perfusats

Fur die Untersuchung der Hypoxieantwort der PASMC wurde ein Perfusionssystem
verwendet, das in Kapitel 2.3.1 ndher beschrieben ist. Zur Schaffung der hypoxischen
Bedingung fur die PASMC in der Zellkammer wurde in den Experimenten das Perfusat,
das durch die Zellkammer geleitet wurde, je nach seiner Zusammensetzung mit
5% Kohlendioxid, Rest Stickstoff bzw. mit 100% Stickstoff begast.

Zur Bestimmung der normobaren Sauerstoffkonzentration des Uber die PASMC flief3enden
Perfusats wurde ein System verwendet, das aus einer Sauerstoffnadelelektrode, einer
Kalibrieckammer und einem Verstérker (Firma Science Products GmbH, Hofheim)
bestand. FUr die Messung der normobaren Sauerstoffkonzentration, nachfolgend als O,-
Konzentration benannt, wurde das Perfusat Uber einen Zeitraum von 1 Stunde mit 100%
Stickstoff begast. Nach einer Zwei-Punkt-Kalibrierung (0% und 21% Sauerstoff) der
Sauerstoffnadel elektrode bei 36°C wurde die Elektrode im Perfusionsschlauch direkt nach
der Zellkammer luftdicht fixiert, so dass die O,-Konzentration des aus der Kammer
flief3enden Perfusats gemessen wurde. Eine direkte Messung in der Zellkammer war nicht
moglich, da die Zellkammer eine geschlossene Kammer war. Nach einer funfmindtigen
normoxischen Perfusion wurde auf hypoxische Perfusion mittels des Drei-Wege-Hahns
umgestellt und die Sauerstoffmessung gestartet. In den ersten drei Minuten wurde
halbminitig gemessen und danach fir weitere 17 Minuten alle 15 Sekunden. Da die
Messung in dem der Kammer nachgeschalteten Perfusionsschlauch stattfand, hatte dies die
Konsequenz, dass der Abfal der O.-Konzentration zeitlich etwas verschoben gemessen
wurde gegenuber den Werten in der Kammer. Die Perfusion vom Ausgang der
Zellkammer bis zur Sauerstoffel ektrode dauerte etwa 1 Minute.
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2.7 Statistik

Die Daten wurden als Mittelwerte (MW) + Standardfehler (SEM) angegeben. Die n-Zahl
beinhaltet jeweils die Summe aler gemessenen PASMC. Fur die Untersuchung
hinsichtlich der Signifikanz wurde der zweiseitige t-Test bel einem Vergleich von nur zwel
Gruppen verwendet und der Student-Newman-Keuls-post-hoc-Test bei einem Vergleich

zwischen mehr as zwei Gruppen. Alle p-Werte < 0,05 galten als signifikant.
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3 Ergebnisse

Im folgenden werden zunéchst die Ergebnisse der Charakterisierung der isolierten PASMC
und der Etablierung einer Methode zur Untersuchung der HPV auf zelluldrer Ebene
dargestellt und dann die Ergebnisse der Untersuchungen zur HPV.

3.1 Charakterisierung der PASMC der Ratte

3.1.1 Immunohistochemische Untersuchung zur Isolierung der PASMC

Die Isolierung der intrapulmonalen glatten Muskelzellen basierte auf der Perfusion eines
Agarose-Eisenpartikel-Gemisches tber die Pulmonalarterie in die pulmonale Strombahn,
wobel die Eisenpartikel aufgrund ihrer Grof3e die Kapillaren nicht passieren konnten und
somit im prékapillaren Bereich akkumulierten. Da die Gesamtquerschnittsflache von der
Pulmonalarterie zu den Kapillaren hin um ein Vielfaches zunimmt, befanden sich
mengenmaldig die meisten Eisenpartikel im prékapillaren Bereich. Hinzu kam, dass sich
wahrend der Perfusion des Agarose-Eisenpartikel-Gemisches mittels einer |eichtgéngigen
Spritze die Eisenpartikel zeitlich zunehmend in der Spritze absetzten und somit gegen
Perfusionsende fast nur noch Agarose perfundiert wurde, die die Eisenpartikel in Richtung
Kapillarbett verdichtete. Durch Abkuhlen des Herz-Lungen-Préparates wurde die Agarose
und damit auch die Eisenpartikel in den Gefdl3en der pulmonalen Strombahn fixiert. Die
Eisenpartikel dienten in den folgenden Schritten der Zellisolierungsmethode zur
magnetischen Selektion der Geféaidstiickchen, aus denen dann in Kultur PASMC wuchsen.

Abb.5 zeigt beispielhaft einen immunohistochemisch geférbten Lungenschnitt mit den
Eisenpartikeln in den arteriellen Gefél3en. Dabei befanden sich die Eisenpartikel besonders
in den kleineren Gefél3en. In dem Lungenschnitt ist die immunohistochemische Farbung

gegen SM-a-Aktin (violett) und gegen VWF (braun) zu sehen.
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Abb. 5: Immunohistochemische Farbung eines Lungenschnitts der Ratte gegen das
glattmuskulére a-Aktin (SM-a-Aktin, violett) und den von Willebrand Faktor (VWF,
braun). Die Eisenpartikel stellen sich schwarz dar. Geféf3e und Alveolen sind exemplarisch
gekennzeichnet. VergrofRerung: (a) x100 und (b) x400.
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3.1.2 Immunofluoreszenzfarbung der PASMC

Zur Charakterisierung der isolierten Zellen aus der Ratte wurden diese mittels der
Immunofluoreszenztechnik untersucht. Neben der FITC-markierten Fluoreszenzféarbung
gegen verschiedene Proteine wurde auch eine Kernfarbung mittels DAPI durchgefihrt.
Nach entsprechender Anregung des fluoreszierenden Farbstoffs erschien die FITC-
markierte Fluoreszenzférbung grin und die DAPI-Farbung blau. Nach Aufnahme der
beiden Fluoreszenzbilder wurden diese mit Hilfe der Software Uberlagert. Die Aufnahme
der negativen Kontrolle, d.h. die Farbung ohne den priméren Antikorper zum Ausschluf3
eines Signals durch den sekundaren Antikorper, erfolgte mit den gleichen Einstellungen
wie die entsprechende Aufnahme der Farbung mit einem priméaren Antikorper gegen ein
bestimmtes Protein. Da Vimentin als Zytoskelettprotein in allen Zellen mesodermaler
Herkunft 2, d.h. auch in glatten Muskelzellen vorkommt, wurde die Fluoreszenzfarbung
gegen Vimentin as positive Kontrolle zum grundsdtzlichen Nachweis der
Funktionsfahigkeit der Fluoreszenzfarbung durchgefihrt.

Der Gewinnung der PASMC lag die Isolierung von intrapulmonalarteriellen Gefél3en
mittels eines in die Pulmonaarterie perfundierten Agarose-Eisenpartikel-Gemisches
zugrunde. Dieses Gemisch wurde in den Gefdlen durch Abkuthlen fixiert und das
Lungengewebe anschlief?end zerkleinert. Nach Entfernung der Adventitia durch das
Andauen mit Kollagenase und anschlief3ender mechanischer Behandlung wurden die
Gefaidstiickchen, die die Eisenpartikel enthielten, auf magnetische Weise selektiert und
anschlief3end kultiviert. In Kultur wuchsen dann Zellen direkt aus diesen Geféal3stiickchen,
weshalb bei den Bildern der immunofluoreszenzgefarbten Zellen von PO zum Teil auch die
Geféaidstiickchen mit der Agarose und den Eisenpartikeln zu sehen sind. Da die
GefaRstiickchen aus Zellen bestehen, erschienen diese nach Uberlagerung der beiden
Fluoreszenzbilder durch die Kernfarbung blaulich oder auch durch die Farbung gegen ein
bestimmtes Protein grin.

Bel der Optimierung der Versuchsbedingungen fir die Messung der Kontraktion und die
Messung der [Ca®]i mit PASMC der Ratte wurde auch ein Vergleich der
Reaktionsfahigkeit zwischen verschiedenen Passagen der PASMC auf ET-1
vorgenommen. Da aulRerdem bel der Kultivierung von PASMC die Méglichkeit besteht,
dass diese dedifferenzieren, indem sie vom ,kontraktilen® in den ,synthetischen®
Zellzustand wechseln und dadurch ihre Funktion andern % 2, wurde auch bei der
Immunofluoreszenzfarbung zur Charakterisierung der Zellen ein Passagenvergleich
durchgefihrt. Der Vergleich fand zwischen PO (d.h. drel Tage nach Zellisolierung), P1 und
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P3 statt. Bel der Aufnahme der Bilder wurden bei allen drei Passagen jeweils die gleichen
Einstellungen (Belichtungszeit und Verstarkung) gewahlt, um einen Vergleich so gut wie
moglich zu gewdhrleisten. Dabel ist allerdings zu beachten, dass eine genaue
Quantifizierung mit dieser Methode nicht moglich ist.

Abb. 6 zeigt eine positive Farbung gegen Vimentin fir alle drei Passagen. Die Farbung
gegen SM-a-Aktin, ein Protein, das nur in glatten Muskelzellen vorkommt, war ebenso bei
alen drei Passagen deutlich positiv (Abb. 7 und Abb. 8). Die negative Kontrolle der
Farbung gegen Vimentin und SM-a-Aktin ist in Abb. 9 dargestellt, bei der nur die
Kernfarbung zu sehen war. Abb. 10 zeigt die Farbung gegen SM-MHC, die schweren
Ketten des glattmuskuléren Myosins, die bei allen drei Passagen gegenlber der negativen
Kontrolle (Abb.11) positiv war. Die Farbung gegen VWF, der fir Endothelzellen
kennzeichnend ist, war bei allen drei Passagen negativ, so dass nur die Kernfarbung zu
sehen war (Abb. 12). In Abb. 13 ist die Farbung gegen das in Epithelzellen vorkommende
Cytokeratin dargestellt, die ebenfalls fir ale drei Passagen negativ war.
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Abb. 6: Immunofluoreszenzfarbung mit einem priméren Antikdrper gegen Vimentin bei
PASMC der Ratte der Passage O (P0O), Passage 1 (P1) und Passage 3 (P3). Als sekundarer
Antikorper wurde ein FITC-konjugierter Antikorper verwendet, der eine grine Farbung
bewirkte. Die Zellkerne sind durch die DAPI-Farbung blau geférbt. Vergréf3erung: x100.
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Abb. 7:  Immunofluoreszenzfarbung mit einem primaren Antikérper gegen das
glattmuskulére o-Aktin (SM-a-Aktin) von PASMC aus Ratte der PassageO (PO),
Passagel (P1) und Passage3 (P3). Als sekundérer Antikorper wurde ein FITC-
konjugierter Antikorper verwendet, der eine griine Farbung bewirkte. Die Zellkerne sind
durch die DAPI-Farbung blau gefarbt. Vergrofierung: x100.
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Abb. 8: Immunofluoreszenzfarbung mit einem primaren Antikérper gegen das
glattmuskulére a-Aktin (SM-a-Aktin) von PASMC aus Ratte der PassageO (PO),
Passagel (P1) und Passage3 (P3). Als sekundéarer Antikérper wurde ein FITC-
konjugierter Antikdrper verwendet, der eine griine Farbung bewirkte. Die Zellkerne sind
durch die DAPI-Farbung blau gefarbt. Vergrof3erung: x400.
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Abb. 9: Negative  Kontrolle, d.h. ohne  primaren  Antikorper, zZur
Immunofluoreszenzfarbung gegen Vimentin (Abb. 6) und das glattmuskuldre o-Aktin
(SM-a-Aktin, Abb. 7 und 8) von PASMC aus Ratte der Passage 0 (P0), Passage 1 (P1) und
Passage 3 (P3). Als sekundérer Antikérper wurde ein FITC-konjugierter Antikorper
verwendet, der eine grine Farbung bewirkte. Die Zellkerne sind durch die DAPI-Férbung
blau geféarbt. VergrofRerung: x100.
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Abb. 10: Immunofluoreszenzféarbung mit einem primaren Antikorper gegen die
glattmuskuléren schweren Ketten des Myosins (SM-MHC) von PASMC aus Ratte der
Passage 0 (PO), Passage 1 (P1) und Passage 3 (P3). Als sekundéarer Antikdrper wurde ein
FITC-konjugierter Antikorper verwendet, der eine grine Farbung bewirkte. Die Zellkerne
sind durch die DAPI-Farbung blau geféarbt. Vergrofierung: x100.
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Abb. 11: Negative Kontrolle, d.h. ohne priméaren Antikorper, zur Immunofluoreszenz-
farbung gegen die glattmuskul&ren schweren Ketten des Myosins (SM-MHC, Abb. 10) von
PASMC aus Ratte der Passage 0 (P0), Passage 1 (P1) und Passage 3 (P3). Als sekundarer
Antikorper wurde ein FITC-konjugierter Antikorper verwendet, der eine grine Farbung
bewirkte. Die Zellkerne sind durch die DAPI-Farbung blau geféarbt. Vergréfierung: x100.
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Abb. 12: Immunofluoreszenzfarbung mit einem priméren Antikdrper gegen den von
Willebrand Faktor (VWF) von PASMC aus Ratte der Passage O (P0O), Passage 1 (P1) und
Passage 3 (P3). Als sekundérer Antikorper wurde ein FITC-konjugierter Antikorper

verwendet, der eine grine Farbung bewirkte. Die Zellkerne sind durch die DAPI-Férbung
blau gefarbt. VergrofRerung: x100.
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Abb. 13: Immunofluoreszenzférbung mit einem priméaren Antikoérper gegen Cytokeratin
von PASMC aus Ratte der PassageO (P0O), Passagel (Pl) und Passage3 (P3). Als
sekundarer Antikorper wurde ein FITC-konjugierter Antikorper verwendet, der eine griine
Farbung bewirkte. Die Zellkerne sind durch die DAPI-Fabung blau geférbt.
VergrofRerung: x100.
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3.1.3 Western-Blot

Fur einen quantitativen Vergleich der Proteinmenge von SM-a-Aktin und SM-MHC fir
die verschiedenen Passagen der isolierten PASMC, wurden die PASMC von vier
unterschiedlichen Zellisolierungen mittels eines Western-Blots untersucht. Da die Anzahl
der Zellen bei PO, d.h. drei Tage nach Zellisolierung, fir die Verwendung in einem
Western-Blot zu gering war, wurde nur ein Vergleich zwischen P1 und P3 vorgenommen.
Die quantitative Auswertung zeigte dabei sowohl fir SM-a-Aktin als auch fir SM-MHC
keinen signifikanten Unterschied zwischen diesen beiden Passagen (zweiseitiger t-Test).
Als Standard-Protein wurde B-Aktin verwendet. In Abb. 14 ist der Western-Blot einer
Zellisolierung exemplarisch dargestellt.

230kDa —» SM-MHC
42 kDa —» SM-a-Aktin
42kDa —» B-Aktin

Abb. 14: Western-Blot mit PASMC der Passage 1 (P1) und Passage 3 (P3) der Ratte mit
Antikorpern gegen die glattmuskuléren Proteine SM-MHC und SM-a-Aktin. Als
Standard-Protein wurde -Aktin verwendet.
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3.2 Messung der normobaren Sauerstoffkonzentration des hypoxischen

Perfusats

Zur Untersuchung der HPV auf der Ebene der PASMC wurde fur die Versuche unter
Hypoxie das Perfusat mit Stickstoff begast und Uber eine temperierte Metallleitung zur
Zellkammer geleitet. Ein zweites Glasgefald enthielt unbegastes Perfusat, das somit
normoxisch war. Nach normoxischer Perfusion zu Versuchsbeginn wurde auf hypoxische
Perfusion mittels eines Drei-Wege-Hahns umgestellt. In Abb. 15 ist die Kinetik der
normobaren Sauerstoffkonzentration - nachfolgend als O,-Konzentration abgeklrzt - nach
Umstellung der Perfusion auf Hypoxie Uber einen Zeitraum von 20 Minuten dargestellt
(n=3). Der Abfal der O,-Konzentration begann nach drei Minuten, unterschritt nach
weiteren 6,5 Minuten den 5%-Wert und sank maximal auf 2,3%. Die Messung erfolgte mit
einer Sauerstoff-Nadel el ektrode direkt am Ausgang der Zellkammer, da die Kammer selbst
geschlossen war und somit eine Messung direkt in der Kammer nicht ermdglichte. Deshalb
ist beim zeitlichen Verlauf der O,-Konzentrationskurve zu beachten, dass eine geringe
Zeitverzdgerung zu den eigentlichen Werten in der Kammer vorhanden ist und somit diein
Abb. 15 dargestellte Kinetik zu den jeweiligen Messzeitpunkten mindestens der Kinetik
der O,-Konzentration direkt in der Zellkammer entspricht. Die Perfusion vom Ausgang der
Zellkammer bis zur Sauerstoffel ektrode dauerte etwa 1 Minute.
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Abb. 15: Kinetik der normobaren Sauerstoff (O,)-Konzentration (%) nach Wechsel von
normoxischer zu hypoxischer Perfusion. Angegeben ist der Mittelwert (= SEM) (n=3).
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3.3 Messung der Kontraktion der PASMC der Ratte

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Methode zur Untersuchung des Mechanismus der
HPV auf der Ebene der PASMC etabliert werden. Dadie HPV in vivo eine durch aveolare
Hypoxie induzierte Kontraktion der glatten Muskelzellen der prékapilldren Geféle
bewirkt, wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob sich die Messung der Kontraktion
fur diese Anwendung eignet. Dafir wurden die PASMC auf Kollagen-beschichtete
Deckglaser ausgesit und die Anderung der Zellfliche bei  verschiedenen
V ersuchsbedingungen Uber die Zeit analysiert.

In einem ersten Schritt wurden PASMC aus verschiedenen Passagen hinsichtlich ihrer
Reaktion auf ET-1 als einen Kontroll-Kontraktionsstimulus zur Optimierung der zu
verwendenden Zellpassage untersucht. In einem zweiten Schritt wurden dann Versuche
unter Hypoxie durchgefihrt, wobei gleichzeitig auch der Einflud von FCS im
Zellkulturmedium 24 Stunden vor Versuchsbeginn auf die zelluldre Hypoxieantwort

untersucht wurde.

3.3.1 Effekt von ET-1 auf die PASMC

Zur Optimierung der Messung der Kontraktion wurde mit 10 nM ET-1 als vasokonstriktiv
wirkenden Stimulus untersucht, ob es ein passagenabhangiges Optimum bei der Reaktion
der PASMC auf ET-1 besteht. Dabel wurde ein Vergleich zwischen drei unterschiedlichen
Passagen, d.h. PO (3 Tage nach Zellisolierung), P1 und P3, vorgenommen. In
Kontrollversuchen wurde die entsprechende Konzentration des Ldsungsmittels von ET-1
verwendet. Abb. 16 zeigt, dass ET-1 bel alen drei Passagen keine Kontraktion der
PASMC bewirkte, da kein signifikanter Unterschied zwischen der Reaktion auf ET-1 und
den Kontrollversuchen bestand. Bel den ET-1-Versuchen betrug die Zellflache bel
PO 106 + 2,3% (n=40), bei P1 99 + 0,9% (n=67) und bei P3 101 + 1,9% (n=59). Dabei
unterschied sich auch die Anderung der Zellflache bei den ET-1-Versuchen der drei
unterschiedlichen Passagen nicht signifikant voneinander. Bei den Kontrollversuchen
betrug die Zdllflache bei PO 100% + 1,8% (n=48), bel P1 101% + 1% (n=58) und bei
P3 104 % + 2,1% (n=61). Die PASMC von PO stammten aus drei und die von P1 und P3
jewells aus vier verschiedenen Zellisolierungen. Fur die statistische Auswertung wurde der

Student-Newman-K eul s-post-hoc-Test verwendet.
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Abb. 16: Vergleich der Anderung der Zellflache der PASMC der Ratte 30 Minuten nach
Applikation von 10 nM Endothelin-1 (ET-1) zwischen Passage O (PO, n=40), Passage 1
(P1, n=67) und Passage3 (P3, n=49). In den Kontrollexperimenten wurde das
Lésungsmittel von ET-1 in entsprechender Konzentration appliziert (PO: n=48, P1: n=58,
P3: n=61). Die Balken reprasentieren den Mittelwert (+ SEM). Statistisch zeigte sich kein
signifikanter Unterschied.

3.3.2 Effekt von Hypoxie auf die PASMC

Das Ziel dieser Arbeit war es, einen Assay zu etablieren, mit dem eine zelluldre
Hypoxieantwort gemessen werden konnte. Obwohl die PASMC der drei untersuchten
Passagen keine Reaktion auf ET-1 zeigten (Kapitel 3.3.1), wurden trotzdem Versuche
unter hypoxischen Bedingungen durchgefiihrt, da die Kontraktion von PASMC unter
Hypoxie in der Literatur beschrieben ist ® " % Auch wurde in einem weiteren
Versuchsansaiz die FCS-Konzentration im  Zellkulturmedium 24 Stunden  vor
Versuchsbeginn von 10% auf 0,2% reduziert, da FCS die Proliferation von Zellen bewirkt,
was einen einen Einflul auf die Reaktionsfahigkeit der Zellen und damit auch auf die
Hypoxieantwort haben kann. Die FCS-Reduzierung hingegen bewirkt einen Arrest der
Proliferation ™ 1%,

Um eine Reaktion der PASMC auf Hypoxie festzustellen, wurde der Vergleich der
Anderung der Zellflache zwischen Normoxie und Hypoxie vorgenommen. Zur Schaffung
der hypoxischen Bedingung fur die PASMC in der geschlossenen Zellkammer, wurde
hypoxisches Perfusat durch die Zellkammer perfundiert. Néhere Angaben zur Kinetik der
O,-Konzentration des Perfusats in der Zellkammer nach Umstellung von normoxische auf

hypoxische Perfusion sind in Kapitel 3.2 zu finden.



Ergebnisse 54

Zum Kultivieren der PASMC wurde dem Medium grundsétzlich 10% FCS zugesetzt. Da
sich die Zellen durch FCS in der Proliferationsphase befinden und dies einen Einflul3 auf
den funktionellen Zustand und damit auch auf die Reaktionsfahigkeit der Zellen haben
kann, wurde fur einen Vergleich der FCS-Anteil im Medium 24 Stunden vor dem Versuch
auf 0,2% reduziert, um die Zellproliferation zu stoppen ™ *?*. Wiein Abb. 17 zu sehen ist,
bewirkte die 24-stiindige FCS-Reduzierung auf 0,2% FCS ebenso wie die Verwendung des
Zellkulturmediums mit 10% FCS keinen signifikanten Unterschied in der Anderung der
Grole der Zellflache zwischen Normoxie und Hypoxie. Fir die statistische Auswertung
wurde der Student-Newman-Keuls-post-hoc-Test verwendet. Der Mittelwert der Zellflache
betrug dabei bei 10% FCS unter Normoxie 98 + 0,7% (n=84) und unter Hypoxie 96,2 +
0,9% (n=73) und bel 0,2% FCS unter Normoxie 99,9 + 0,6% (n=33) und unter Hypoxie
99,3 + 0,5% (n=36). Die PASMC stammten jeweils aus zwei Zellisolierungen.
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Abb. 17: Vergleich der Anderung der Zelflache der PASMC der Ratte zwischen
Normoxie (10% FCS: n=84, 0,2% FCS: n=33) und Hypoxie (10% FCS: n=73, 0,2% FCS:
n=36) nach 30 Minuten Versuchszeit. Zur Kultivierung der PASMC in den letzten
24 Stunden vor Versuchbeginn wurde entweder Zellkulturmedium mit 10% FCS oder mit
0,2% FCS verwendet. Der Wert der Zellflache bel Versuchsbeginn wurde auf 100%
normiert. Die Balken représentieren den Mittelwert (+ SEM). Die statistische Analyse
ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen Normoxie und Hypoxie fur die beiden
untersuchten Versuchsbedingungen (0,2% FCS und 10% FCS) sowie zwischen 10% FCS
und 0,2% FCS unter Normoxie und unter Hypoxie.
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3.4 Messung der [Ca®]; in PASMC der Ratte

Wie aus Kapitel 3.3 zu schliefen ist, erwies sich die direkte Messung der Kontraktion Uber
eine Zdlflachenverkleinerung mittels eines Kontraktionsassays nicht als geeignet fir die
Bestimmung der Hypoxieantwort von PASMC der Ratte. Da die Kontraktion der glatten
Muskelzellen aber auch mit einem Anstieg der [Ca"]; verkniipft ist, wurde im Rahmen der
Etablierung einer geeigneten Methode zur Untersuchung der HPV auf der Ebene der
PASMC neben der Messung der Kontraktion auch die Messung der [Ca®']; herangezogen.
Fiir die Etablierung der Messung der [Ca?*]; mit PASMC der Ratte mittels ET-1 wurden
die Messungen auch hinsichtlich der zu verwendenden Zellpassage optimiert. Nach dieser
Optimierung wurde die Verwendung des bereits fir die Messung der Kontraktion

eingesetzten Perfusionssystems fiir die Messung der [Ca’"]; etabliert.

3.4.1 EinfluB der Zellpassage auf die ET-1-Antwort

Fir die Optimierung der Messung der [Ca]i hinsichtlich der Zellpassage wurde ET-1
verwendet, da diese Substanz in vivo einen vasokonstriktiven Effekt ausldst, der mit einem
Anstieg der [Ca?*]; verkniipft ist. Der Vergleich fand zwischen PO (d.h. drei Tage nach
Zellisolierung), P1 und P3 statt. Abb. 18 zeigt den zeitlichen Verlauf der Reaktion der
PASMC auf 10nM ET-1 (PO: n=46, Pl n=17, P3. n=33), bzw. in den
Kontrollexperimenten auf die entsprechende Konzentration des Ldsungsmittels (PO: n=33,
P1: n=15, P3: n=19), das in beiden Fallen nach 50 Sekunden Versuchszeit fir einen
Zeitraum von 10,5 Minuten appliziert wurde. ET-1 bewirkte bei allen drei Passagen einen
transienten Anstieg der [Ca®']; in Form eines Peaks, gemessen al's Quotient (F340/F380),
mit einem nachfolgenden Abfall der [Ca’*]; auf einen Wert, der oberhalb der Basislinie lag.
Im Vergleich dazu bewirkte in den Kontrollversuchen die Zugabe des L ésungsmittels von
ET-1 keinen Anstieg der [Ca®'];. Die Kurven von Abb. 18 stellen den Mittelwert (+SEM)
aus den jeweiligen Einzelkurven dar. Fur P1 der ET-1-Versuche wurden PASMC aus zwel
verschiedenen Zellisolierungen und fir PO und P3 der ET-1-Versuche und PO, P1 und P3
der Kontrollversuche wurden jeweils PASMC aus drei verschiedenen Zellisolierungen

verwendet.



Ergebnisse 56

900 - _PO, ET'l
PO, Kontrolle+ET-1
800 -
—P1, ET-1
= 007 —P1, Kontrolle+ET-1
[e'e]
g 6007 —P3, ET-1
S 500 A P3, Kontrolle+ET-1
L
— 400 A
c
o f
S 300 1
>
© 200 A ET-1
100 A
O T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Zeit (min)

Abb. 18: Zeitlicher Verlauf der Anderung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration,
gemessen als Quotient (F340/F380), fur die Untersuchung der Reaktion der PASMC der
Ratte auf 10 nM Endothelin-1 (ET-1) fur Passage O (PO, n=46), Passage 1 (P1, n=17) und
Passage 3 (P3, n=33). In den Kontrollexperimenten wurde das L 6sungsmittel von ET-1 in
entsprechender Konzentration appliziert (PO: n=33, P1: n=15, P3: n=19). Die Kurven
représentieren den Mittelwert (+ SEM). Die statistische Auswertung der Peakwerte, d.h.
der maximalen Werte des Quotients (F340/F380), ist in Abb. 19 dargestellt.

Fir einen statistischen Vergleich der Reaktion der PASMC auf ET-1 zwischen den
verschiedenen Passagen und in Bezug auf die Kontrollexperimente, wurde jeweils der
Mittelwert der Peakwerte der Einzelkurven berechnet. Dabei wurde der grofite Wert
innerhalb der ersten dreifig Sekunden nach ET-1-Zugabe ausgewertet. Fir die
Kontrollversuche wurde jewells der Messwert von dem Zeitpunkt ausgewertet, der sich als
zeitlicher Mittelwert der Peaks der ET-1-Versuche der jeweiligen Passage ergab.
Aullerdem wurde eine statistische Untersuchung des Peakwertes in Bezug auf den Wert
vor Zugabe von ET-1 bzw. des Ldsungsmittels vorgenommen. Wie aus dem Mittelwert
(+SEM) in Abb. 19 zu sehen ist, stieg der Quotient (F340/F380) nach ET-1-Zugabe auf
einen Peakwert, und zwar bei PO von 342 + 4 auf 870 + 29, bei P1 von 365+ 8 auf 633 +
52 und bel P3 von 363 + 6 auf 535 + 60. Fir die Kontrollversuche betrug der Quotient
(F340/F380) vor Zugabe des Losungsmittels fir PO 328 + 5, fur P1 347 + 8 und fir
P3 348 + 10 und nach Zugabe des Lsungsmittels fir PO 341 + 5, fir P1 352 + 8 und fir
P3 359+ 11.
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Die statistische Analyse mit dem Student-Newman-Keuls-post-hoc-Test zeigte, dass der
Peakwert der ET-1-Versuche bei allen drei Passagen signifikant sowohl zu dem Wert vor
ET-1-Zugabe als auch zu dem Wert des Kontrollversuchesist. Die Werte der drei Passagen
vor ET-1-Zugabe unterschieden sich dabei nicht signifikant voneinander, aber nach ET-1-
Zugabe lag der Peakwert von PO signifikant hoher als der von P1 und P3. Aul3erdem war
der Peakwert von Pl signifikant groRBer als der Peakwert von P3. Bei den
Kontrollversuchen bestand kein signifikanter Unterschied des Quotients (F340/F380)
zwischen den Zeitpunkten vor und nach Zugabe des L 6sungsmittels. Die Quotientwerte der
drei Passagen nach der Lo6sungsmittel-Zugabe unterschieden sich ebenfalls nicht

voneinander.
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Abb. 19: Vergleich der Peakwerte, d.h. der maximalen Werte des Quotients (F340/F380),
der in Abb. 18 dargestellten Daten fiur PASMC der Ratte nach Applikation von 10 nM
Endothelin-1 (ET-1) zwischen Passage O (PO, n=46), Passage 1 (P1, n=17) und Passage 3
(P3, n=33). In den Kontrollexperimenten wurde das LoOsungsmittel von ET-1 in
entsprechender Konzentration appliziert (PO: n=33, P1: n=15, P3: n=19). Die Balken
représentieren den Mittelwert (+ SEM). * bezeichnet signifikante Unterschiede (p<0,05).

Dadie Signalantwort fir PO am stérksten war, wurden alle nachfolgenden Experimente mit
PASMC dieser Passage durchgefiihrt.
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3.4.2 Etablierung des Perfusionssystems

Das Ziel der Messung der [Ca’']i war die Anwendung dieser Messmethode unter
hypoxischen Bedingungen. Daflr wurde ein Perfusionssystem verwendet, mit dessen Hilfe
hypoxisches Perfusat Uber die PASMC, die sich in einer geschlossenen Zellkammer
befanden, geleitet wurde. Zur Etablierung des Perfusionssystems fir die Messung der
[Ca®']; wurde die Reaktion der PASMC der Ratte auf die Perfusion von 10 nM ET-1 in
Hepes-Ringer-Lésung bei einer Perfusionsgeschwindigkeit von 0,5 mi/min Uberprift.
Abb. 20 zeigt den zeitlichen Verlauf dieses Experiments. Nach 5,5 Minuten erreichte ET-1
die PASMC in der Zellkammer und |Gste einen kurzzeitigen Anstieg des Quotients
(F340/F380), und damit der [C&?*];, aus, wahrend es in den Kontrollversuchen zu keinem
Anstieg kam. Fur die ET-1-Versuche wurden PASMC aus drei verschiedenen
Zellisolierungen (n=35) und fir die Kontrollversuche aus vier verschiedenen

Zellisolierungen (n=24) verwendet.

600 - —ET-1
Kontrolle
500 A

400 A

300

200 +

Quotient (F340/F380)

ET-1

100 A

0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Zeit [min]

Abb. 20: Zeitlicher Verlauf der Anderung der intrazellularen Ca?*-Konzentration,
gemessen as Quotient (F340/F380), in Untersuchung der Reaktion der Passage O von
PASMC der Ratte auf 10nM Endothelin-1 (ET-1) unter Verwendung eines
Perfusionssystems (n=35). Im Kontrollexperiment wurde Perfusat ohne ET-1 verwendet
(n=24). Die Kurven reprasentieren den Mittelwert (+ SEM). Die statistische Auswertung
des Peakwertes, d.h. des maximalen Werte des Quotients (F340/F380), ist in Abb. 21
dargestellt.
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Fir die statistische Auswertung der Versuche aus Abb. 20 wurde der Mittelwert der
Peakwerte des ET-1-Signals aus den Einzelkurven ausgewertet und mit dem Mittelwert vor
der ET-1-Antwort, d.h. 535 Minuten nach Versuchsbeginn, verglichen. Fir die
Kontrollversuche ohne ET-1 wurde der Zeitpunkt ausgewertet, der sich aus dem zeitlichen
Mittelwert der ET-1-Peaks ergab. Wie in Abb.21 dargestellt ist, stieg der
Quotient (F340/F380) im Zuge der Perfusion von 10 nM ET-1 signifikant von 255 + 5 auf
631 + 22. Dieser Anstieg des Quotients (F340/F380) auf einen Peakwert war dagegen in
den Kontrollversuchen, d.h. in Experimenten ohne ET-1, nicht zu sehen (Verénderung von
266 + 6 auf 268 + 6). Der Peakwert von ET-1 unterschied sich somit auch signifikant von
dem entsprechenden Kontrollwert. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Student-

Newman-K euls-post-hoc-Test durchgefihrt.
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Abb. 21: Vergleich der Peakwerte, d.h. des maximalen Wertes des Quotients (F340/F380),
der Daten aus Abb. 20 fur Passage O der PASMC der Ratte nach Applikation von 10 nM
Endothelin-1 (ET-1) zum Wert vor ET-1-Zugabe (n=35). Im Kontrollexperiment wurde
Perfusat ohne ET-1 verwendet (n=24). Die Baken reprasentieren den Mittelwert (+ SEM).
* bezeichnet signifikante Unterschiede (p<0,05).
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3.5 Untersuchungen zur Hypoxie-induzierten Erhéhung der [Ca®*];i in
PASMC der Maus

Nach Etablierung der Isolierung der PASMC aus der Ratte und der Etablierung einer
Methode zur Messung der [Ca®*]; war das Ziel die Ubertragung der Zellisolierungs- und
der Messmethodik (d.h. der Messung der [Ca’*];) auf die Maus, da dies die Verwendung
von gendefizienten M&usen ermoglichte.

Der passagenabhangige Vergleich der Reaktionsfahigkeit der PASMC der Ratte auf ET-1
als positiven Stimulus im Zuge der Optimierung der Versuchsbedingungen fir die
Messung der [Ca®*]; zeigte fiir die PASMC von PO einen signifikant starkeren Anstieg der
[C&®"]; als fur P1 und fir P3 (Kapitel 3.4.1). Nach dieser Optimierung wurde in allen
nachfolgenden Experimenten - und somit auch bei denen mit PASMC der Maus - nur noch
PASMC der Passage 0 verwendet.

Wenn nicht anders erwadhnt wurden bei allen Experimenten PASMC von mindestens drei

verschiedenen Zellisolierungen verwendet.

3.5.1 Immunofluoreszenzfarbung der PASMC der Maus

Die Immunofluoreszenzférbung bei den PASMC der Maus erfolgte ausschliefdlich mit
Zellen von PO, da nur Zellen dieser Passage fur die Experimente mit PASMC aus Méausen
verwendet wurden. Grundsétzliche Hinweise zur Immunofluoreszenzféarung sind in
Kapitel 3.1.2 zu finden. An dieser Stelle soll nur erwahnt werden, dass die FITC-markierte
Fluoreszenzfarbung gegen verschiedene Proteine nach entsprechender Exzitation griin und
die Kernfarbung mittels DAPI blau erschien. In den Abb. 22 bis 25 sind teilweise auch die
Gefalstiickchen, aus denen in Kultur die Zellen wuchsen, zu sehen.

Abb. 22 zeigt die Fluoreszenzférbung der PASMC der Maus gegen Vimentin, die as
positive Kontrolle durchgefuhrt wurde, und die dazugehorige negative Kontrolle, d.h. ohne
Verwendung eines priméren Antikorpers. Die Farbung gegen SM-a-Aktin war positiv und
ist zusammen mit der negativen Kontrolle in Abb. 23 dargestellt. Abb. 24 zeigt die positive
Farbung der Zellen gegen SM-MHC mit der dazugehdrige negativen Kontrolle. Zum
Ausschluld von Endothelzellen im Zuge der Isolierung der Zellen wurde eine Férbung
gegen ein fur Endothel zellen typisches Protein, den von Willebrand Faktor, durchgefihrt.
Wie Abb. 25 zeigt, konnte dieses Protein in den isolierten Zellen nicht nachgewiesen

werden, so dass nur die Farbung der Zellkerne zu sehen ist.
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Abb. 22: Immunofluoreszenzférbung mit einem priméaren Antikérper gegen Vimentin (a)
und dazugehdrige negative Kontrolle, d.h. ohne priméren Antikorper (b) von PASMC aus
Maus der PassageO (P0). Als sekundadrer Antikorper wurde ein FITC-konjugierter

Antikorper verwendet, der eine griine Farbung bewirkte. Die Zellkerne sind durch die
DAPI-Farbung blau gefarbt. VergrofRerung: x100.
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Abb. 23: Immunofluoreszenzfarbung mit einem primdren Antikorper gegen das
glattmuskulére a-Aktin (SM-a-Aktin) (a) und (b) und dazugehdrige negative Kontrolle,
d.h. ohne priméaren Antikdrper (c) von PASMC aus Maus der Passage0 (P0). Als
sekundérer Antikorper wurde ein FITC-konjugierter Antikorper verwendet, der eine grine
Farbung bewirkte. Die Zellkerne sind durch die DAPI-Farbung blau gefarbt.
Vergrélerung: (@) und (c) x100, (b) x400.
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Abb. 24: Immunofluoreszenzfarbung mit einem primaren Antikorper gegen die
glattmuskuléren schweren Ketten des Myosins (SM-MHC) (a) und (b) und dazugehorige
negative Kontrolle, d.h. ohne priméaren Antikorper (¢) von PASMC aus Maus der
Passage 0 (P0). Als sekundédrer Antikorper wurde ein FITC-konjugierter Antikorper
verwendet, der eine grine Farbung bewirkte. Die Zellkerne sind durch die DAPI-Farbung
blau gefarbt. VergrofRerung: (a) und (c) x100, (b) x400.
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Abb. 25: Immunofluoreszenzfarbung mit einem priméren Antikdrper gegen den von
Willebrand Faktor (VWF) von PASMC aus Maus der Passage 0 (P0). Als sekundérer
Antikorper wurde ein FITC-konjugierter Antikorper verwendet, der eine grine Farbung
bewirkte. Die Zellkerne sind durch die DAPI-Farbung blau geféarbt. Vergréf3erung: x100.

3.5.2 Reaktion der PASMC auf ET-1*

Zunéchst wurde die Signalantwort der PASMC auf 20 nM ET-1 als Kontrolle fir eine
grundsétzliche Reaktionsfahigkeit der Zellen auf einen positiven Stimulus mit PASMC
einer Zellisolierung tberpriift. Dabei zeigte sich, dass [Ca?*]i nach Applikation von ET-1
von 50 + 8,7 nM ausgehend auf einen Maximalwert von 214 + 48,4 nM anstieg und dann
wieder kontinuierlich abfiel (n=13). Diesist in Abb. 26 dargestellt. Die ET-1-Applikation
erfolgte direkt in die offene Zellkammer.

! Die Durchfiihrung der Messung der [Ca*]; der Maus PASMC und aortalen SMC erfolgte zu gleichen
Teilen mit Herrn H. Kalwa (Arbeitsgruppe von PD Dr. A. Dietrich am Institut fir Pharmakologie und
Toxikologie der Universitdt Marburg (Direktor: Prof. Dr. T. Gudermann)) und sind z.T. auch Bestandteil
seiner Dissertationsschrift.
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Abb. 26: Anderung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration ([Ca’];) fur Maus PASMC
nach Applikation von 20nM ET-1. Die ET-1-Zugabe erfolgte 1 Minute nach
Versuchsbeginn direkt in die offene Zellkammer und bewirkte einen kurzzeitigen Anstieg
mit nachfolgendem kontinuierlichen Abfall von ([Ca’']i. Die Kurve stellt den Mittelwert
(= SEM) dar (n=13).

3.5.3 Messung der [Ca®']; unter Hypoxie und der EinfluR des TRPC6-Kanals auf die
Hypoxieantwort

Wiein Abb. 27 zu sehen ist, flhrte die hypoxische Inkubation der PASMC nicht zu einem
Anstieg der [Ca®]; (n=27 aus 2 Zellisolierungen). Da in der Literatur mehrfach

beschrieben ist, dass die PASMC fiir eine Hypoxieantwort zuerst , geprimt* wurden % %

108 \wurde in einem zweiten Ansatz kontinuierlich 4 nM ET-1 appliziert (Abb. 28). Nach
hypoxischer Perfusion zeigte sich dabei ein kontinuierlicher Anstieg der [Ca®'];, welcher
bei 85 + 9 nM beginnend schliefdlich auf einem Plateau endete (266 + 5 nM, n=15). Als
Kontrolle wurde derselbe Versuchsablauf unter normoxischen Bedingungen durchgeftihrt.
In diesem Experiment war kein entsprechender Anstieg zu sehen (n=42). Nur nach
anfénglicher Applikation des ET-1 reagierten die PASMC sowohl unter hypoxischen als
auch unter normoxischen Bedingungen mit einem kurzzeitigen, im Vergleich zum
Hypoxiesignal sehr geringen Anstieg (bel Hypoxie um 12 nM, bei Normoxie um 29 nM)
und einem anschlieRendem sofortigem Abfall der [Ca?']i. Erst danach begann die

Hypoxiephase.
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Abb. 27: Untersuchung der Reaktion der PASMC auf Hypoxie. Dabei zeigt sich keine
Anderung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration ([Ca?'];). Die Hypoxiephase begann,
nach anfanglicher Normoxie, 12 Minuten nach Versuchsbeginn. Die Kurve stellt den
Mittelwert (£ SEM) dar (n=27).
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Abb. 28: Hypoxie-induzierte Anderung der intrazelluléren Ca?*-Konzentration ([Ca*];) fiir
PASMC nach Endothelin-1-Applikation (ET-1, 4 nM). Der kontinuierliche Anstieg der
[Ca®']; auf ein Plateau war nur unter Hypoxie (n=15), aber nicht unter Normoxie (n=42) zu
verzeichnen. Die Applikation von ET-1 wurde 4,5Minuten nach Versuchsbeginn
durchgefuhrt, und die Hypoxiephase begann nach weiteren 7,5 Minuten. Die Kurven
stellen jeweils den Mittelwert (£ SEM) dar.
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Da die PASMC nur nach ET-1-,Priming* auf Hypoxie reagierten, wurden alle folgenden
Versuche zur Untersuchung der HPV mit einem ET-1-, Priming” durchgefiihrt. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte die Rolle der TRPC6-Kandle fur die HPV-Signaltransduktionskaskade
untersucht werden, weshalb auch PASMC aus TRPC6™-M&usen verwendet wurden. Dabei
zeigten die PASMC der TRPC6"-Méause zwar genauso wie die PASMC der WT-Mause
einen transienten und geringen Anstieg der [Ca®"]; zu Beginn des ET-1-, Primings®, aber
keinen deutlichen Anstieg der [Ca?*]; nach hypoxischer Perfusion (Abb. 29, n=55) wie die
WT-PASMC. Als Rekonstitutions-Experiment wurden PASMC der TRPC6”-Méause mit
einem adeno-assoziierten Virus, dessen Expressionskassette fur TRPC6-GFP kodierte,
infiziert. Diese PASMC zeigten einen Anstieg der [Ca?*]; auf Hypoxie, der in Abb. 29 in
Form eines Balkendiagramms dargestellt ist (weil3er Balken: vor Hypoxie, schwarzer
Balken: nach Hypoxie, n=6).

Die Expression des TRPC6-GFP Kanals in den infizierten TRPC6”-PASMC wurde durch
eine Immunofluoreszenz-Untersuchung sichergestellt (Abb. 30).
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Abb. 29: Hypoxie-induzierte Anderung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration ([Ca?*];) in
PASMC nach Endothelin-1-,Priming” (ET-1, 4 nM). Der kontinuierliche Anstieg der
[Ca®']; auf ein Plateau war nur bei Wildtyp (WT) (n=15), aber nicht bei TRPC6” PASMC
(n=55) zu sehen. Die Applikation von ET-1 wurde 4,5 Minuten nach Versuchsbeginn
durchgeftihrt, und die Hypoxiephase begann nach weiteren 7,5 Minuten. Die Kurven
stellen jeweils den Mittelwert (£ SEM) dar.

Eingesetztes Diagramm: Rekonstitution des Anstiegs der [Ca?*]; nach Infizierung der
PASMC von TRPC6"-Mausen mit adeno-assoziierten Viren, deren Expressionskassette
fur TRPC6-GFP kodierte (weil3er Balken: vor Hypoxie, schwarzer Balken: nach Hypoxie,
n=6).
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Abb. 30: Die Abbildung zeigt eine pulmonalarterielle glatte Muskelzelle (PASMC) aus
TRPC6”-Mausen, die mittels adeno-assoziierten Viren, die ein Konstrukt fir TRPC6-GFP
enthielten, infiziert wurden. Die grin leuchtende Zellmembran zeigt die plasma
membrandre Lokalisation der TRPC6-Kandle in den PASMC (Pfeile). Die Bildaufnahme
erfolgte mittels eines konfokal en Laserscanning Mikroskops.
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3.5.4 Untersuchung der Ursache fiir den Anstieg der [Ca®']; unter Hypoxie

Wiein Kapitel 3.5.3 dargestellt wurde, reagierten die PASMC nach einem ET-1-, Priming*
auf Hypoxie mit einem deutlichen Anstieg der [Ca®"];. Dabei stellte sich die Frage nach der
Quelle dieser Ca®*-lonen, d.h. einer Freisetzung aus intrazelluléren Speichern oder einem
Einstrom aus dem Extrazellularraum. Um die Bedeutung der extrazelluldr vorhandenen
Ca”*-lonen fir die Hypoxieantwort zu untersuchen, wurde als Perfusat Hepes-Ringer-
Losung ohne Ca*-lonen bei gleichzeitiger Anwesenheit von EGTA als Ca®*-Chelator
verwendet. Nach dem Wechsel zum Perfusat ohne Ca*-lonen wurde zunichst ET-1
appliziert, bevor dann die Hypoxie gestartet wurde. Wie in Abb. 31 zu sehen ist, stieg
[Ca?*]; unter dieser Bedingung nicht an (n=45).
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Abb. 31: Messung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration ([C&']}) in PASMC unter
Hypoxie in Ca®*-freiem extrazellularem Perfusat (2 mM EGTA). Der Wechsel zum Ca®*-
frelen Perfusat erfolgte vier Minuten nach Versuchsbeginn. Unter dieser Bedingung wurde
kein Anstieg der [Ca®"]; unter Hypoxie (ab der 20. Minute) beobachtet. Die Applikation
von Endothelin-1 (ET-1, 4 nM) wurde 12 Minuten nach Versuchsbeginn durchgefihrt. Die
Daten zeigen den Mittelwert (+SEM) von n=45 PASMC.

Um zu zeigen, dass die PASMC auch ohne extrazellulére Ca?*-lonen mit einem Anstieg
der [Ca®™]; durch Freisetzung von Ca®*-lonen aus intrazelluldren Speichern reagieren
kénnen, wurde 20 nM ET-1 as positive Kontrolle unter Ca?*-lonen-freier Bedingung im
extrazelluldrem Medium appliziert. Abb. 32 zeigt, dass die PASMC sowohl der WT- als
auch der TRPC6"-Mé&use mit einem transienten Anstieg der [Ca?"]; reagierten (WT: n=9,

KO: n=11, aus zwei Zellisolierungen).
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Abb. 32: Anderung der intrazelluléren Ca?*-Konzentration ([Ca*];) in Wildtyp (WT) und
TRPC6” PASMC nach Endothelin-1-Applikation (ET-1, 20 nM) unter der Bedingung des
Ca’*-freien extrazelluldren Perfusats mit 2mM EGTA. Der Wechsel zum Ca®*-freien
Perfusat wurde vier Minuten nach Versuchsbeginn vorgenommen. Nach weiteren sechs
Minuten erfolgte die Applikation von ET-1, die einen Anstieg der [Ca?*]; sowohl bei WT
(n=9) als auch bei TRPC6" PASMC (n=11) bewirkte. Die Kurven stellen den Mittelwert
(xSEM) dar.

Da die PASMC der WT-Méause ohne extrazelluldre Ca™-lonen keine Reaktion auf
Hypoxie trotz vorheriger ET-1-Applikation zeigten, wies dies auf einen Ca?*-Einstrom aus
dem Extrazellularraum im Zuge der Hypoxieantwort der PASMC hin. Da die L-Typ Ca’*-
lonenkanale bei einem Ca*-Einstrom durch die Membran oft eine wichtige Rolle spielen,
wurde ihre Bedeutung fir die Hypoxieantwort untersucht. Dafir wurde Nicardipin, en
L-Typ Ca**-lonenkanal-Blocker, appliziert, was zu einem Verlust der Hypoxieantwort
fuhrte (n=101). Das Ergebnisist in Abb. 33 dargestellt.
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Abb. 33: Messung der intrazellularen Ca®**-Konzentration ([Ca®'];) bei Wildtyp PASMC
unter Hypoxie in Anwesenheit des spannungsabhangigen L-Typ-Ca’*-Kanal-Blockers
Nicardipin. Die Nicardipin-Applikation bei gleichzeitigem Beginn der Endothelin-1-
Applikation (ET-1, 4 nM) erfolgte 4,5 Minuten nach Versuchsstart und verhinderte einen
Anstieg der [C&®"]; unter Hypoxie (ab 12. Minute). Die Daten zeigen den Mittelwert
(xSEM) von n=101 PASMC.

Da C&-lonen auch durch nicht-selektive TRPC6-Kationenkandle aus dem
Extrazelluléarraum in die glatten Muskelzellen der pulmonalen Strombahn einstrémen
konnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit im weiteren auf diesen lonenkanal naher
eingegangen.

Wie in Abb. 29 bereits dargestellt wurde, zeigten PASMC von Mausen, denen dieser
Kanal fehlte, keine Hypoxie-induzierte Ca**-Antwort mehr. Zur ndheren Untersuchung des
Kanals wurde daher die Mn?*-Quench-Methode verwendet, bei der eine direkte Messung
des Mn?**-loneneinstroms durch TRPC6-K ationenkanéle aus dem Extrazellul&rraum durch
Quenchen der Fluoreszenzemission von Fura-2 nach Exzitation bel einer Wellenlénge von
360 nm, dem isosbestischen Punkt, erfolgt. Das Ergebnis ist in Abb. 34 dargestellt und
zeigt eine signifikant starkere Mn?*-Quench-Rate unter Hypoxie bei PASMC aus WT-
Mé&usen (n=4) im Vergleich zu PASMC aus TRPC6"-Mé&usen (n=4). Die Mn**-Quench-
Rate aller gemessenen Zellen betrug fur WT- PASMC 0,031%/Sekunde (n=12) und fir
TRPC6”-PASMC 0,007%/Sekunde (n=22).
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Abb. 34: Hypoxie-induzierter Mn?*-loneneinstrom bei  Wildtyp (WT) PASMC im
Gegensatz zu TRPC6"" PASMC. Die Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf der
Fluoreszenzemission von Fura-2 nach Exzitation bei einer Wellenléange von 360 nm, dem
Ca’*-lonen-unabhangigen isosbestischen Punkt, wobei der Basalwert as 100% definiert
wurde. Die MnCl; (300 uM) wurde gleichzeitig mit Endothelin-1 (ET-1, 4nM)
4,5 Minuten nach Versuchsbeginn gestartet. Die Hypoxiephase begann fur die PASMC
12,0 Minuten nach Versuchsbeginn. Die Kurven stellen den Mittelwert (xSEM) dar
(jeweilsn=4).

Eingesetztes Diagramm: Auswertung der Mn”*-Quench-Experimente. Die Mn**-Quench-
Rate in (%/s) nach Applikation von Hypoxie war bei WT PASMC (schwarzer Balken,
n=12) signifikant stérker alsfir TRPC6" PASMC (weil3er Balken, n=22), p<0,05.
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3.5.5 Untersuchungen zur TRPC6-Kanalaktivierung

Im folgenden sollte untersucht werden, ob der TRPC6-Kanal direkt durch Hypoxie
aktiviert werden kann und auf diese Weise [Ca®']; erhoht wird. Dazu wurden HEK 293-
Z€llen, die heterolog TRPC6-GFP exprimierten, nach einem sog. ,, Priming” mit Carbachol
(10 nM) einem hypoxischen Signal ausgesetzt. Analog zum ET-1, das zum ,, Primen® der
PASMC verwendet wurde, wirkt Carbachol auch Uber den G-Protein-gekoppelten
Signalweg ¥. Es zeigte sich unter Hypoxie jedoch kein Anstieg der [Ca’"]i (n=45,
Abb. 35).
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Abb. 35: Anderung der intrazellularen Ca**-Konzentration ([Ca®'];) in HEK 293-Zellen,
die heterolog TRPC6-GFP exprimierten, unter Hypoxie. Es wurde kein Hypoxie-
induzierter Anstieg der [Ca®"]; beobachtet. Die Carbachol-Applikation (10 nM) erfolgte
4,5 Minuten nach Versuchsstart. Die Kurve stellt den Mittelwert (:SEM) dar (n=45).
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Da sich nach heterologer Expression von TRPC6 in HEK 293-Zellen keine direkte
Aktivierung von TRPC6 durch Hypoxie nachweisen lies, wurde nun versucht weitere
Moleklle der Signaltransduktionskaskade zu identifizieren. Hierzu wurde einerseits der
Einflu’ von DAG und andererseits der Einflufld von reaktiven Sauerstoffspezies in Form
des tertiarem Butylhydroperoxids (t-BHP) auf den TRPC6-Kanal untersucht.

Die Untersuchung des Einflusses von DAG auf die Hypoxie-induzierte Erhohung erfolgte
durch die Applikation des DAG-Kinase Inhibitors R59949, der den DAG-Abbau durch
DAG-Kinasen blockiert, wodurch sich DAG in der Plasmamembran anreichert
(unveroffentliches Ergebnis der Arbeitsgruppen von Herrn PD Dr. N. Weil3mann, Justus-
Liebig-Universitdt Gief3en, und von Herrn PD Dr. A. Dietrich, Philipps-Universitat
Marburg). Wie Abb. 36 zeigt, induzierte dies nur in den PASMC aus WT-Mausen (n=25),
aber nicht in den PASMC aus TRPC6"-Mausen (n=75) einen Anstieg der [Ca®'];. Ebenso
bewirkte auch t-BHP nur einen Ca®*-Einstrom bei PASMC aus WT-Méausen (n=71), aber
nicht bei PASMC aus TRPC6”-Mausen (n=119), dasin Abb. 37 zu sehen ist.

3507 | DAG-Kinase Inhibitor R59949 (100 M) |
3004
250 1
S 200+
£
R
LO, 150+
ET-1 (4nM)
100+ l
TRPC6"
50 - ",‘ Ee el s
0 n n n n n n n n n n n L] L}
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Zeit (min)

Abb. 36: Effekt des Diacylglycerol (DAG)-Kinase Inhibitors R59949 (100pM) auf die
intrazelluldren Ca*-K onzentration ([Ca®*];) von Wildtyp (WT) und TRPC6” PASMC. Der
DAG Kinase Inhibitor induzierte einen Anstieg der [Ca’]; in WT (n=5), aber nicht in
TRPC6” PASMC (n=75). Die Applikation von Endothelin-1 (ET-1, 4nM) begann
eineMinute und die Applikation des DAG-Kinase Inhibitors zwel Minuten nach
Versuchsbeginn. Die Kurven stellen den Mittelwert (+SEM) dar.
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Abb. 37: Effekt von tertidrem Butyl-Wasserstoffperoxid (t-BHP, 100 uM/) auf die
intrazelluldren Ca®*-Konzentration ([C&®'];) bei Wildtyp (WT) versus TRPC6" PASMC.
T-BHP wurde zwei Minuten nach Versuchsbeginn appliziert und induzierte einen Anstieg
der [Ca™']; in WT (n=71), aber nicht in TRPC6” PASMC (n=119). ET-1 (4 nM) wurde
eine Minute nach Versuchsbeginn appliziert. Die Kurven stellen den Mittelwert (xSEM)
dar.
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3.5.6 Messung der [Ca®*]; aortaler SMC unter Hypoxie

Da die PASMC nach ET-1-,Priming“ mit einem Anstieg der [Ca’"]; auf Hypoxie
reagierten (s. Kapitel 3.5.3), stellte sich die Frage, ob diese Hypoxieantwort fur die SMC
der pulmonalen Strombahn spezifisch ist oder ob in diessr Weise auch SMC der
systemischen Gefélden reagieren. Deshalb wurden aortale SMC aus Mausen nach
demselben Versuchsschema wie fir die PASMC untersucht. Dabei zeigte sich nach ET-1-
,Priming* unter Hypoxie kein Anstieg der [Ca®]; (n=72 aus zwei Zellisolierungen,
Abb. 38).
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Abb. 38: Messung der intrazellularen Ca?*-Konzentration ([Ca];) in aortalen SMC unter
Hypoxie nach Endothelin-1-Applikation (ET-1, 4 nM). Die Applikation von ET-1 wurde
4,5 Minuten nach Versuchsbeginn durchgeftihrt, und die Hypoxiephase begann nach
weiteren 7,5 Minuten. Dabei zeigte sich unter Hypoxie kein Anstieg der [Ca’];. Die
Kurven stellen jeweils den Mittelwert (+ SEM) dar (n=72).
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode zur Isolierung von PASMC besonders aus
dem prékapilldren Bereich und eine Methode zur Untersuchung der HPV auf zellulérer
Ebene mittels PASMC der Ratte etabliert. Da Untersuchungen an Mausen auch die
Verwendung von gendefizienten Tieren ermdglichte, wurde in einem zweiten Schritt die
etablierte Zellisolierungss und Messmethodik auf die Maus Ubertragen und der
Mechanismus der HPV genauer untersucht. Das Ziel dabel war insbesondere die
Untersuchung der Rolle des TRPC6-Kanals bei der Hypoxie-induzierten Erhéhung der

intrazelluldren Ca*-K onzentration ([Ca’"];) in den isolierten PASMC.

4.1 Charakterisierung der PASMC der Ratte

Fur die Untersuchung der HPV auf der Ebene der PASMC werden haufig proximale
PASMC der Hauptpulmonaarterie oder der ersten Abzweigung hinter der
Hauptpulmonalarterie verwendet, da dies eine direkte Isolierung der Media (SM C-Schicht)
ermdglicht, aus denen nach Zerkleinerung in kleinere Gewebestiickchen in Kultur PASMC
wachsen #1212 Beji der Verwendung von PASMC ist dabei aber zu beriicksichtigen,
dass die PASMC aus dem proximalen und distalen Bereich unterschiedlich stark auf
Hypoxie reagieren. Denn Untersuchungen haben gezeigt, dass PASMC aus dem distalen
Bereich (200 bis 700 uM GeféaRinnendurchmesser) stérker auf Hypoxie oder andere
vasokonstriktiv wirkende Substanzen mit einer Kontraktion reagieren als PASMC aus dem
proximalen Bereich (>800pum bzw. 5-10mm GefaRinnendurchmesser) % %,
Interessanterweise konnte in einigen Untersuchungen sogar eine Dilatation der proximalen
bzw. groRen Pulmonalarterien als Reaktion auf Hypoxie gezeigt werden * *°. Da die
PASMC aus dem distalen Bereich eine grofRere Reaktionsfahigkeit zeigten als PASMC aus
dem proximalen Bereich, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Methode zur 1solierung von
PASMC insbesondere aus dem prakapillaren Bereich, der nach derzeitigem Kenntnisstand
den physiologischen Ort der HPV darstellt ***, verwendet. Die Methode zur Zellisolierung
wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. P. Schumacker der Universitét von Chicago mit
PASMC der Ratte erlernt 1. Zur Kontrolle der Isolierungsmethode der PASMC wurden
eine immunohistochemische Untersuchung, Immunofluoreszenzférbungen und der

Western-Blot verwendet, deren Ergebnisse im folgenden jewells diskutiert werden.
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4.1.1 Immunohistochemische Untersuchung zur Isolierung der PASMC

Das Ziel der Zdlisolierungsmethodik der PASMC war, Eisenpartikel in den
intrapuimonalen GefédRen anzureichern, um diese Gefalle schliefdlich mit  Hilfe
magnetischer Kréfte fur die Gewinnung von PASMC in Kultur isolieren zu konnen. Die
immunohistochemische Untersuchung diente dabel der Kontrolle, ob sich die Eisenpartikel
tatséchlich nur in den Gefél3en der Lunge befanden oder ob bei der Isolierungstechnik die
Gefawand zerstort wird, so dass die Eisenpartikel in das umliegende Gewebe
durchdringen kénnen. Dartberhinaus konnte gleichzeitig auch untersucht werden, welchen
Durchmesser die Gefal3e besal3en, in denen sich die Eisenpartikel befanden. Ein intaktes
Gewebe wahrend der Zellisolierung war essentiell, damit nur Gefal3stlickchen Uber einen
Magneten selektiert werden konnten. In der immunohistochemischen Untersuchung zeigte
sich, dass sich die Eisenpartikel nur in kleinen GeféRen und dabei besonders in den
Geféflen mit einem Durchmesser von 30-150 um sammelten. Letzteres erklart sich vor
allem dadurch, dass durch die fortlaufende Aufzweigung der Gefdlle sowohl die
Gesamtquerschnittsflache als auch die Anzahl der Gefél3e bis zu den Kapillaren drastisch

Zunimmt %,

4.1.2 Immunofluoreszenzfarbung der PASMC

Zur  Charakterisierung der isolierten Zellen aus der Ratte diente die
Immunofluoreszenzféarbung der PASMC mit Antikorpern gegen Proteine, die fir
glattmuskulére (SM) Zellen spezifisch sind: SM-a-Aktin und die schweren Ketten des
Myosins (SM-MHC). Zur Identifizierung von kontaminierenden Endothelzellen wurde ein
Antikorper gegen von Willebrand Faktor (VWF) und fur Epithelzellen ein Antikorper
gegen Cytokeratin verwendet. Als negative Kontrolle wurde statt des priméaren Antikorpers
der Puffer verwendet, mit dem die Antikérper verdinnt wurden. Die Férbung gegen
Vimentin diente als positive Kontrolle. Da Vimentin in alen Zellen mesodermaen
Ursprungs und somit auch in PASMC vorkommt 2, sollte gezeigt werden, dass das
verwendete Protokoll zur Fluoreszenzfarbung geeignet ist.

Die drei untersuchten Passagen (PO, P1, P3) der priméren Zellen aus der Ratte zeigten eine
positive Farbung gegen Vimentin, SM-a-Aktin und SM-MHC. Eine genaue quantitative
Aussage hinsichtlich der Signalintensitét ist mit dieser Methode nicht mdglich. Die
positive Farbung gegen SM-a-Aktin und SM-MHC zeigt, dass es sich bei den isolierten
Zellen um glatte Muskelzellen handelt, deren zelluldrer Zustand hinsichtlich der

untersuchten Proteine auch in Kultur erhalten bleibt. Allerdings ist aus der Literatur
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bekannt, dass vaskuldre glatte Muskelzellen in Kultur ihre Morphologie und auch die
Zusammensetzung ihrer zelluldren Organellen andern konnen, so dass sie vom
.kontraktilen* zum ,synthetischen“ Phanotyp modulieren, der durch Proliferation,
Proteinsynthese und Sekretion von extrazellul&rer Matrix gekennzeichnet ist © % %, Dazu
gehdrt eine Anderung der Expressionsrate kontraktiler und zytoskeletaler Proteine. So wird
die Expression von SM-a-Aktin, SM-MHC, Calponin und Desmin, die fur die glatte
Muskelzelle spezifisch sind, vermindert, wéhrend nicht-muskuldre Varianten der
genannten Proteine zunehmend exprimiert werden *?*. Andere Autoren hingegen konnten
zeigen, dass die Kontraktionsfahigkeit der PASMC und somit auch der , kontraktile"
Phanotyp auch bel langer anhaltender Kultivierung und wiederholtem Passagieren der
PASMC erhalten bleibt ®. Esist schwierig, dabei ein einheitliches Bild zu erhalten, dain
den Untersuchungen der verschiedenen Autoren PASMC aus unterschiedlichen Spezies,
unterschiedlichen Zellisolierungsmethoden und Kaultivierungsbedingungen verwendet
wurden. AulRerdem wurden in den verschiedenen Untersuchungen auch unterschiedliche
Methoden fur die Charakterisierung des Zellzustandes der PASMC gewéhlt, so dass die
Ergebnisse nicht direkt vergleichbar sind %,

Die Farbung gegen VWF und gegen Cytokeratin in der vorliegenden Arbeit war bei alen
drei Passagen der PASMC der Ratte negativ, so dass eine Verunreinigung der PASMC
durch Endothel- oder Epithelzellen ausgeschlossen werden konnte.

4.1.3 Western-Blot

Wie im Kapitel 4.1.2. bereits erwahnt wurde, besteht bei kultivierten glatten Muskelzellen
die Gefahr, dass sie vom , kontraktilen® zum , synthetischen” Phanotyp wechseln. Deshalb
wurde die Expression der SM-a-Aktin und SM-MHC Proteine, die fur den , kontraktilen®
Phanotyp kennzeichnend sind, untersucht. Da mittels der Immunofluoreszenzfarbung keine
genaue quantitative Aussage getroffen werden kann, wurde die Untersuchung mittels des
Western-Blots durchgefihrt. Dabei konnten keine PASMC von Passage O (P0), d.h. drel
Tage nach Zellisolierung, verwendet werden, weil zu diesem Zeitpunkt die Zellzahl fur
einen Western-Blot zu gering war. Ein Expressionsvergleich fand also nur zwischen Zellen
aus P1 und P3 statt und zeigte keine signifikant unterschiedliche Expression der beiden
untersuchten Proteine. Da SM-a-Aktin und SM-MHC fir den , kontraktilen® Phanotyp
typisch sind, lasst sich daraus schlief3en, dass die kultivierten PASMC ihren , kontraktilen®
Phanotyp beibehielten. Untersuchungen primédrer Kulturen aortaler SMC 2! zeigten

allerdings, dass die Expression der kontraktilen Proteine SM-a-Aktin und SM-MHC in
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Passage 2-3 im Vergleich zu den SMC vom ersten und dritten Tag nach Zellisolierung
reduziert war, was in diesem Fall fir einen Wechsel der SMC vom , kontraktilen® zum
»Synthetischen Phanotyp spricht. AuRerdem zeigte sich fir PASMC der Passage 2-3 eine
Zunahme der Expression des Zytoskelettproteins nichtmuskuldres B-Aktin, das ene
wichtige Funktion bei der Adhasion der Zellen ausiibt ***. Diese Ergebnisse zeigen, wie
wichtig es ist. nicht-passagierte Zellen oder nur Zellen der Passage 1 fur entsprechende
physiologische Untersuchungen heranzuziehen. Wie oben bereits erwéhnt, konnten in den

eigenen Untersuchungen mit dem Western-Blot keine PASM C von PO verwendet werden.

4.2 Messung der Kontraktion der PASMC der Ratte

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte eine Methode zur Untersuchung der HPV auf
der Ebene der PASMC etabliert werden. Da in der Literatur gezeigt wurde, dass isolierte
PASMC unter Hypoxie einerseits mit einer Kontraktion und andererseits mit einem

Anstieg der [Ca®"]; reagierten * 64 65 107, 108, 126

, wurden zwei verschiedene Messungen -
die der Kontraktion und die der intrazelluldren Ca?*-Konzentration - miteinander
verglichen. Im vorliegenden Kapitel werden die Ergebnisse der Messung der Kontraktion
diskutiert, wahrend auf die Ergebnisse der Messung der [Ca?*]i im néchsten Kapitel
eingegangen wird. Die Messung der Kontraktion wurde aus der Verdffentlichung von
Prof. Dr. P. Schumacker der Universitat von Chicago tibernommen %’ und sollte firr eigene
Untersuchungen etabliert werden. Dabei wurden PASMC der Ratte verwendet, weshalb die
Etablierung der Messung der [Ca?*]; im Rahmen dieser Arbeit auch mit PASMC der Ratte
durchgeftihrt wurde. Zunéchst wurde zur Optimierung der zu verwendenden Zellpassage
ein Vergleich der Reaktion drel unterschiedlicher Zellpassagen (PO (d.h. 3 Tag nach
Zellisolierung), P1 und P3) auf ET-1, ein aus 21 Aminosauren aufgebautes Peptid, das in
vivo vom vaskularen Endothel produziert wird und auf vaskulére glatte Muskel zellen Uber
%388 ntersucht. Aus der Literatur ist
bekannt, dass PASMC durch das Kultivieren ihren Zellzustand und damit auch ihre
Reaktionsfahigkeit andern konnen 2. Allerdings reagierten die PASMC der drei

untersuchten Passagen nicht mit einer Kontraktion auf ET-1. Auch unter hypoxischen

ETa- und ETg-Rezeptoren vasokonstriktiv wirkt

Bedingungen war kein Unterschied in der Reaktion der PASMC im Vergleich zu
normoxischen Bedingungen festzustellen, obwohl unter Hypoxie der Wert der
O,-Konzentration am Ausgang der Kammer nach dem Wechsel von Normoxie zu Hypoxie

auf 2,3% sank. Ein Vergleich des gemessenen Wertes der O,-Konzentration mit der Stérke
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der Hypoxie in Versuchen anderer Arbeitsgruppen, die ebenfalls die Kontraktion von
Zellen untersuchten, zeigt, dass die Voraussetzung fir die Messung unter Hypoxie in den
eigenen Versuchen erfilllt war (2% %, 3% * 5% °%). Auch fir die Untersuchung der
Anderung des Gefaltonus kleinerer intrapuimonaarterieller Gefale in folge einer
Kontraktion unter hypoxischen Bedingungen wurde von anderen Arbeitsgruppen eine
O,-Konzentration in demselben bereits genannten Bereich verwendet (2% *°, 2,4% % oder
4% “).

Eine Reduktion des FCS-Gehates im Zelkulturmedium auf 0,2% 24 Stunden vor
Versuchsbeginn konnte auch keine Reaktion der PASMC auf Hypoxie bewirken, so dass
die Ursache nicht in dem Proliferationszustand der PASMC liegen kann, da eine FCS-
Reduzierung einen Arrest der Proliferation bewirkt ™ 2.

Insgesamt erwies sich der Ansatz fur die Messung einer Kontraktion mittels dieses
Kontraktionsassays nicht als geeignet, um die Hypoxieantwort der PASMC zu bestimmen.
Die Tatsache, dass die PASMC nicht mit einer Kontraktion reagierten, kann mit der
Beschichtung der Deckglaser im Zusammenhang stehen, da andere Arbeitsgruppen gezeigt
haben, dass die Beschichtung fur die Kontraktionsfahigkeit der PASMC eine wichtige
Rolle spielt. In der Literatur wurde beschrieben, dass die Stérke der Kontraktion
proportional zur steigenden Konzentration von Fibronektin zunahm. Dies zeigt, dass die
extrazelluldre Matrix und dadurch auch die Wechselwirkung der PASMC mit der
extrazelluldren Matrix die Kontraktionsfahigkeit der PASMC beeinflusst ** "®. Andere
Autoren zeigten hingegen unterschiedliche Reaktionen der PASMC je nach Art der
Beschichtung. So bewirkte Fibronektin bei PASMC einen Wechsel vom , kontraktilen*
zum ,, synthetischen* Phanotyp, wéhrend Laminin und Kollagen (Typ 1V) die PASMC im
,kontraktilen“ Phanotyp hielten ®. Grundsétzlich ist aber auch anzumerken, dass gerade
Untersuchungen mit kultivierten Zellen vielen Einfllssen ausgesetzt sind, da sowohl die
Gewinnung der Zellen als auch die verwendete Messmethodik in ihrer Ausfihrung
spezifischen Bedingungen unterlegen sind. Deshalb besteht die Schwierigkeit, einheitliche
Ergebnisse zu erzielen.

Aul3er der direkten Messung der Kontraktion durch Messung der Lange bzw. Flache der
PASMC ist in der Literatur auch die Messung einer Anderung in der Faltung und Drehung
einer Oberflache aus polymerisiertem Polydimethyl Siloxane, die durch die bei ener
Kontraktion auftretenden Zugkrafte verursacht werden, beschrieben worden. Dabei wurden
die PASMC direkt auf die flexible Oberflache ausgesit ®* ®. Da diese Methode keine
Verwendung von frisch isolierten PASMC, d.h. PO, erlaubt, aber auch diese aufgrund der
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mdglichen Anderung des Zellzustandes von passagierten Zellen untersucht werden sollten,
wurde sie nicht fir eigene Untersuchungszwecke herangezogen. In der Literatur wird
auBerdem ein Ansatz beschrieben, bel dem sich eine grofRere Anzahl PASMC in einem
dickeren Gelkissen aus Kollagen befanden, das in der Kulturschale frei beweglich war .
Als Mal3 fur eine Kontraktion diente dabei eine Verkleinerung des gesamten Durchmessers
des Gelkissens. Diese Methode hat allerdings den Nachteil, dass nicht eine Untersuchung
einzelner Zellen moglichist.

Flr eine genauere Untersuchung der Ursache fUr das Nicht-Kontrahieren der kultivierten
PASMC in den eigenen Versuchen misste aul3er der Expression der SM-a-Aktin und SM-
MHC Proteine (Kap. 3.1.2) auch die Expression weiterer Proteine untersucht werden, die
an dem Kontraktionsvorgang beteiligt sind. So spielt die Myosinkinase (MLCK) eine
wichtige Rolle bel der Ausldsung einer Kontraktion, da sie durch Phosphorylierung der
leichten Kette des Myosins (MLC) eine Wechselwirkung zwischen Aktin und Myosin
induziert °. Darauf wurde aber im Rahmen dieser Arbeit nicht naher eingegangen, da sich
beim Vergleich zwischen der Messung der Kontraktion und der Messung der [Ca®']; die
letztere Methode als eine geeignetere Methode fur die Untersuchung der HPV auf der
Ebene der PASMC herausstellte, so dass eine Etablierung der Messung der Kontraktion

nicht weiter verfolgt wurde.

4.3 Messung der [Ca?*]i in PASMC der Ratte

Zur Etablierung einer Methode zur Untersuchung der HPV auf der Ebene der PASMC
wurde neben der in Kapitel 4.2 diskutierten Messung der Kontraktion auch die Messung
der intrazelluldren Ca?*-Konzentration ([Ca?'];) in PASMC der Ratte herangezogen, da
bekannt ist, dass die HPV mit einer Erhthung der zytosolischen Ca®*-Konzentration in
PASMC verkniipft ist 1% 1% 1% Dje Ursache fiir die Erhdhung der [Ca?*]i unter Hypoxie
wird im Kapitel 4.4 diskutiert. Nach Untersuchung des Einflusses der Zellpassage auf die
ET-1-Antwort und der daraus resultierenden Optimierung der Messmethodik hinsichtlich
der zu verwendenden Passage wurde ein Perfusionssystem etabliert, das fur weitere
Versuche mit PASMC der Maus zur Messung unter hypoxischen Bedingungen verwendet
werden sollte. Sowohl bei der Untersuchung des Einflusses der Zellpassage auf die ET-1-
Antwort als auch bel der Etablierung der Messmethodik fur die Verwendung eines
Perfusionssystems wurde ET-1 eingesetzt, da diese Substanz einen Anstieg von [C&®']; in
PASMC bewirkt *.
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4.3.1 EinfluR der Zellpassage auf die ET-1-Antwort

Zur Optimierung der Messung der [Ca*]; wurde ein Vergleich unterschiedlicher Passagen
(PO, P1 und P3) beziiglich der Reaktion auf ET-1 vorgenommen, da Zellen durch das
Kultivieren moglicherweise ihren Zellzustand und damit auch ihre Reaktionsfahigkeit
andern ***. Dabei reagierten die PASMC von PO am starksten auf ET-1 mit einem
transienten Anstieg der [Ca’*];. Die Ca?*-Antwort der PASMC von P1 war auch groRer als
die von P3. Bei dlen drel Passagen erfolgte der dem transienten Anstieg folgende Abfall
der [C&"]i auf ein Plateau, das oberhalb der Basislinie verlief. Die Ursache der
passagenabhangigen Abnahme in der Stirke des transienten Anstiegs der [Ca]; liegt
offensichtlich in einer zellkulturbedingten Verénderung der PASMC. Denn wie bereits in
den Kapiteln 4.1.2, 4.1.3 und 4.2 diskutiert wurde, kdnnen PASMC in Kultur ihren
Zellzustand @ndern, das sich dann in ihrer verénderten Reaktionsfahigkeit auRert. Der
Unterschied beruht bei den PASMC wahrscheinlich jedoch nicht auf einer verdnderten
Expression der SM-a-Aktin und SM-MHC Proteine der PASMC, da die quantitative
Untersuchung dieser beiden Proteine fir P1 und P3 mittels des Western-Blots keine
signifikanten Unterschiede zeigte. Eine mogliche Ursache kénnte beispielsweise in einer
verringerten ET-1-Rezeptor-Dichte mit steigender Passage liegen. Allerdings wurden keine
tiefergehenden Untersuchungen zur Ergrindung der Ursache vorgenommen, da die
Untersuchung der Ca**-Antwort der unterschiedlichen Passagen nur zur Optimierung der
Messmethodik diente und eine verringerte Ca?*-Antwort mit steigender Passage plausibel
ist. Da die Ca®*-Antwort auf ET-1 bei PASMC von PO am starksten war, wurde diese
Passage fir alle weiteren Versuche verwendet.

Der transiente Anstieg der [Ca*]; der PASMC der Ratte zeigte sich auch bei PASMC aus
Kaninchen, bei denen sogar die Hhe des Anstiegs konzentrationsmaRig abnahm *°. Zwei
Publikationen berichten von einem langer anhaltendem transienten Anstieg der [Ca®*]; mit
anschlieBendem Abfall auf einen erhdhten Plateauwert * . Andere Arbeitsgruppen
zeigten dariiberhinaus eine Oszillation der [Ca’*]; als Antwort auf einen ET-1-Stimulus **
127 wobei Frequenz und Amplitude der Ca®*-Peaks konzentrationsabhéngig zunahmen *#’.
Diese unterschiedlichen Ergebnisse sind vermutlich auf Unterschiede bel der Isolierung
und Kultivierung der PASMC und bei den verwendeten Spezies zuriickzuf Ghren.

Der Anstieg der [Ca?"]; folgt aus der den ET-Rezeptoren nachgeschalteten Signalkaskade.
Deshalb wird an dieser Stelle auf die Ergebnisse aus der Literatur verwiesen, aus der
bekannt ist, dass ET-1 einen G-Protein gekoppelten Signalweg ausl6st ** 8 %, Dabei ist es
unklar, ob das ET-1-Signal Uber die ET- oder ETg-Rezeptoren vermittelt wird, da es fir
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beides Hinweise gibt. Die Bindung von ET-1 an den Rezeptor |6st eine G-Protein
vermittelte Aktivierung der PhospholipaseC aus, die ene Spatung von
Phosphatidylinositol-bis-phosphat (PIP,) in Inositoltrisphosphat (1Ps) und Diacylglycerin
(DAG) bewirkt. 1P; wirkt dabel auf den 1Ps-Rezeptor am endoplasmatischen Retikulum,
wshrend DAG zur Aktivierung von spannungsabhangigen L-Typ Ca**-Kandlen,
rezeptorvermittelten Ca?*-Kanalen oder nicht-selektiven lonenkanaen beitragen kann. Ob
die Ca®*-lonen aus den internen Speichern oder aus dem Extrazellularraum kommen, ist
noch ungeklért. Auch eine Inhibition der ATP-sensitiven Kaliumkande oder eine
konzentrationsabhangige Zu- bzw. Abnahme der Aktivitdt der Ca’*-aktivierbaren

K aliumkanale werden diskutiert 4%,

4.3.2 Etablierung des Perfusionssystems

Nach der Optimierung der Zellpassage fir die Messung der [C&’']; wurde ein
Perfusionssystem etabliert, das fur die Messungen unter hypoxischen Bedingungen
verwendet werden sollte. Dabel wurde zum einen untersucht, ob der Perfusionsflufd von
0,5 ml/min fur diese Anwendung geeignet ist, d.h. ob dieser per se einen Anstieg der
[Ca®™)i ausl6st, da vaskuldre glatte Muskelzellen in vivo keinem direkten Scherstre? durch
den Blutfluf3 ausgesetzt sind. Zum anderen wurde die Reaktionsfahigkeit der PASMC auf
perfundiertes ET-1 als positiven Stimulus Uberprift. Aus den Versuchen ergab sich, dass
ET-1 einen kurzzeitigen Anstieg mit einem nachfolgenden Abfall der [Ca®*]; bewirkte. In
den Kontrollversuchen hingegen reagierten die PASMC nicht mit einem Anstieg der
[Ca®™];. Dies zeigte zum einen, dass die Perfusionsrate von 0,5 ml/min fiir diese Messung
geeignet ist, und zum anderen, dass die PASMC auch unter Perfuson zu einer
Signalantwort fahig sind. Auch Civelek et a. ° konnte zeigen, dass PASMC sogar bei
25 dyn/cm? nicht mit einer Anderung der [Ca*]; auf Scherstress reagierten.

Zur Etablierung des Perfusionssystems wurde auch die Kinetik des Abfalls der
O,-Konzentration erfasst. Dabei ergab sich, dass 6,5 Minuten nach dem Wechsel von
Normoxie zu Hypoxie die O,-Konzentration direkt hinter der Zellkammer den 5%-Wert
unterschritt und dann langsam bis auf 2,3% sank. Wie bereits im Kapitel 4.2 fur die
Messung einer Kontraktion unter Hypoxie diskutiert wurde, liegt der gemessene Wert der
O.-Konzentration auch fiir die Messung der [Ca®*]; unter hypoxischen Bedingungen in
dem gleichen von anderen Arbeitsgruppen verwendeten O,-Konzentrationsbereich (1,5%
108 1.8% ©, 4,29% % und 5% ®%). Somit war die Voraussetzung fir die Messung unter

Hypoxie erflllt.
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4.4 Untersuchungen zur Hypoxie-induzierten Erhéhung der [Ca®*];i in
PASMC der Maus

Die hypoxische Inkubation der PASMC bewirkt einen Anstieg der [Ca®']i In
verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass Hypoxie sowohl in isolierten PASMC als auch
in Arterien eine dauerhafte Erhthung der [C&?*]; hervorruft, manchmal auch erst nach
einem vorausgegangen transienten Ca?*-Anstieg '®. Somit konnte bisher sowohl eine
mono- als auch eine bisphasische Hypoxieantwort beobachtet werden .

Die Untersuchungen zum Mechanismus der HPV wurden mit PASMC der Maus
durchgefuhrt, da dies auch die Verwendung von PASMC aus gendefizienten Mausen
ermoglichte und im Rahmen dieser Arbeit auch PASMC aus TRPC6”-Mausen untersucht
werden sollten. Deshalb wurde sowohl die etablierte Methode zur Isolierung der PASMC
als auch die Messung der [Ca’]; von der Ratte auf die Maus (ibertragen. Die Etablierung
erfolgte mit Ratten, da hierbei die Isolierungs- und Praparationsprozedur wesentlich
einfacher war und in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. P. Schumacker der Universitét
Chicago anfanglich erlernt wurde.

4.4.1 Immunofluoreszenzfarbung der PASMC der Maus

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierte Methode zur Isolierung von intrapulmonaen
PASMC der Ratte wurde in einem zweiten Schritt auf die Maus Ubertragen. Die isolierten
Zellen wurden mit Hilfe der Immunofluoreszenzmethode charakterisiert und zeigten eine
positive Férbung gegen Vimentin, SM-a-Aktin und SM-MHC sowie eine negative
Farbung gegen VWF und in der negativen Kontrolle (d.h. ohne priméren Antikérper). Die
Farbungen weisen zusammen mit der SMC-typischen Morphologie die ldentitét der
gewonnenen Zellen als PASMC nach. Somit konnte gezeigt werden, dass die fir
Rattenzellen etablierte Methode zur Isolierung der glaiten Muskelzellen aus der

pulmonalen Strombahn auch fir die Isolierung der PASM C aus Méausen geeignet ist.

4.4.2 Reaktion der PASMC auf ET-1

In Analogie zu den Experimenten mit Ratten PASMC wurde die Reaktion der Maus
PASMC auf ET-1 als positiven Stimulus Gberprift. Dabei zeigte sich nach Applikation des
ET-1 ein rascher Anstieg der [Ca’"]; mit einem nachfolgenden langsameren Abfall. Dies
bestétigte zunéchst die grundsétzliche Reaktionsfahigkeit der PASMC der Maus, mit
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einem [Ca’*]i-Anstieg zu reagieren. Die Ursache fiir den Anstieg der [Ca®*]; wurde bereits
im Kapitel 4.3.1 diskutiert, worauf deshalb an dieser Stelle verwiesen wird.

4.4.3 EinfluR des ET-1-,,Primings* auf die Hypoxieantwort

Fur die Untersuchung der HPV wurde das Perfusat mindestens 30 Minuten mit Stickstoff
begast und dann mit einer Perfusionsrate von 0,5 ml/min Uber die PASMC geleitet. Die
PASMC der Maus reagierten dabei nicht mit einem Anstieg der [Ca];, obwohl die
normobare Sauerstoffkonzentration -nachfolgend als O,-Konzentration abgekirzt- direkt
nach dem Ausgang der Zellkammer 2,3% betrug und somit -wie bereits in Kapitel 4.3.2
diskutiert- in dem auch von anderen Arbeitsgruppen firr die Messung der [Ca®]; unter
hypoxischen Bedingungen verwendeten Bereich lag. Allerdings konnte auch ein
Zusammenhang zwischen dem O,-Konzentrationswert und der Stérke der Hypoxieantwort,
d.h. dem Anstieg der [Ca’*]i gezeigt werden ®* %. Ein Vergleich zwischen maRiger
Hypoxie (5%) und Anoxie (0%) bei PASMC der 4.-6. Generation von Ratten zeigte einen
stérkeren Anstieg der [Ca®]; bei einer Ox-Konzentration von 0% ([Ca’];i = 512,1 nM) als
bei einer O,-Konzentration von 5% ([Ca’]; = 184,5 nM). Bei 10% O,-K onzentration war
schlieRlich kein Anstieg mehr nachweisbar *°. Dahingegen ergab sich in Untersuchungen
von Sham et a. fur distale PASMC bel maRiger Hypoxie (5%) noch kein Anstieg der
[Ca®"];, sondern erst bei Anoxie (0%), der aber dann auch nur ca. 20 nM betrug . Dies
zeigt zum einen den EinfluR der Hypoxiestarke auf die Anderung der [Ca?*];, aber auch die
inkonsistenten Ergebnisse der verschiedenen Arbeitsgruppen hinsichtlich einer Anderung
der [Ca™]; bei Vergleich desselben O,-Konzentrationswertes.

Wie bereits erwshnt, war in den eigenen Versuchen unter Hypoxie kein Anstieg der [Ca®];
zu erzielen. Da in der Literatur vielfach beschrieben ist, dass zur Untersuchung der HPV
auf zelluldrer Ebene die PASMC im Sinne einer Sensibilisierung der Zellen mit einer

geringen Dosis einer vasokonstriktiv wirkenden Substanz wie ET-1 % | 108

, Angiotensin |
oder Prostaglandin Fa, * ,geprimt“ werden, wurden in einem zweiten Schritt Versuche
unter Hypoxie mit ET-1 as ,, Priming“-Substanz durchgefuhrt. Grundsétzlich wird das
LPriming* aber nicht nur fir Untersuchungen mit PASMC, sondern auch for
Untersuchungen mit isolierten intrapulmonalarteriellen GefaRen “© & oder der isolierten
Lunge % verwendet.

In den eigenen Versuchen stieg die [Ca”]; nach dem , Priming* mit ET-1 unter Hypoxie
sigmoidal auf ein Plateau an, was in eéinem parallelen Ansatz unter Normoxie nicht der Fall

war. Ein Anstieg der [Ca®']; unter Hypoxie ergab sich auch in Untersuchungen anderer



Diskussion 87

Arbeitsgruppen > % 8 1% |m Unterschied dazu zeigte Robertson et al. ® in seinen
Untersuchungen einen schnellen Anstieg der [Ca*]; mit einem anschliefendem Abfall der
[Ca®™]; auf ein Plateau, das oberhalb der Basislinie verlief.

Da ein Anstieg der [Ca®*]; unter Hypoxie in den eigenen Versuchen nur nach einem
»Priming* mit ET-1 erfolgte, konnte dies zwar auf eine Rolle von ET-1 fur die HPV
hinweisen, der alerdings in der Literatur umstritten ist. Denn in einigen Untersuchungen
wurde gezeigt, dass die Entfernung des Endothels die HPV teillweise oder sogar komplett

verhinderte 3% 4 7 8

, wahrend in anderen Untersuchungen die Entfernung des Endothels
keinen oder nur einen kleinen Effekt auf die HPV hatte " % . Obwohl Untersuchungen
zeigten, dass PASMC sowohl Sensor- als auch Effektorzelle im Zusammenhang mit der
HPV darstellen > ***, scheint es doch eine gewisse Abhéngigkeit der HPV vom Endothel
zu geben. Dabei zeigte sich aber die akute Phase der HPV als eine endothelunabhéngige
Reaktion >, wahrend die protrahierte Phase der HPV sehr stark oder sogar komplett von
einem intakten Endothel abhangig ist ***> #. Diese Endothelabhéngigkeit der protrahierten
Phase der HPV koénnte durch eine Hypoxie-induziete Hemmung der Freisetzung

vasodilatatorischer Faktoren hervorgerufen werden &

, was sich auf die Beobachtung
grundet, dass vom Endothel abgeleitete Vasodilatoren wie Prostacyclin und NO die
Hypoxieantwort modulierten “°. Allerdings scheint die Endothelabhangigkeit vielmehr in
der Freisetzung eines vasokonstriktiven Faktors aus dem Endothel begriindet zu liegen .
Dabel stellt besonders ET-1 einen moglichen Kandidaten dar, da Kourembanas et al.
gezeigt haben, dass die Synthese und die Freisetzung von ET-1 aus den
pulmonalarteriellen Endothelzellen durch Hypoxie induziert werden kann .
Dariiberhinaus konnte die HPV auch durch ET-1 Rezeptor-Antagonisten in intakten Tieren
inhibiert werden °”. Allerdings bewirkten ET-1-Antagonisten in anderen Untersuchungen
dahingegen keinen Effekt auf die HPV %,

Interessanterweise scheint ET-1 auch im Zuge der chronischen Hypoxie an der
Pathogenese der pulmonalen Hypertonie beteiligt zu sein, da Patienten mit einer priméren
oder sekundéaren pulmonalen Hypertonie gegeniber Kontrollpatienten einen erhohten

ET-1-Spiegel im zrkulierenden Blut aufweisen *

. Bel Ratten konnte sogar eine
kontinuierliche Behandlung mit dem ET-1-Rezeptor Antagonisten BQ-123 zwei Wochen
nach Hypoxiebeginn den pulmonalarteriellen Druck signifikant senken und eine
fortschreitende Verschlimmerung der Rechtsherzhypertrophie verhindern. Somit konnte
ein ETa-Rezeptor-Antagonist die physiologischen und morphologischen Anderungen der

pulmonalen Gefalle der Ratte, die bel chronischer Hypoxie auftreten, verhindern oder
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aufhalten. Allerdings ist die genaue Rolle von ET-1 bel der Pathogenese der pulmonalen
GeféaiRerkrankungen genauso wie fur die Entwicklung der akuten HPV noch ungewif3 und
teilweise auch umstritten .

Im Zusammenhang mit der Untersuchung des Einflusses des ET-1-,Primings‘ auf die
HPV stellt sich auch die Frage nach dem zugrundeliegenden Mechanismus. Eine mogliche
Hypothese ist die Inhibition der spannungsabhangigen Kaliumkandle (Ky-Kanal), wobei es
unklar ist, ob die Ky-Kandle direkt inhibiert werden oder das Membranpotential leicht
depolarisiert wird. Alternativ dazu kdnnte der , Priming®-Effekt von ET-1 auch mit einer
erhéhten Offnungswahrscheinlichkeit der Ca?*-Kanale unabhangig vom Membranpotential
im Zusammenhang stehen. Dies kénnte dann einen groReren Ca’*-Einstrom durch
spannungsabhangige Ca’*-Kandle nach Hypoxie-induzierter Membrandepolarisation
bewirken. Es wird auch diskutiert, ob ET-1 die Ca®*-Sensitivitdt des kontraktilen
Apparates andert, da gezeigt werden konnte, dass ET-1 eine Anderung der Ca'-
Sengitivitét der Kontraktion des pulmonal-vaskuldren glatten Muskels hervorruft. Der
zugrundeliegende Mechanismus fr die gesteigerte Sensitivitat des kontraktilen Apparates
gegeniiber Ca®* bleibt dabei jedoch ungelost %8 9.

Da es nicht Ziel der vorliegenden Arbeit war, den genauen Mechanismus des ,, Priming”-
Effekts zu untersuchen und die Ca®*-Antwort der eigenen Untersuchungen der akuten
Phase der HPV entsprach, die sich in der Literatur -wie bereits erwahnt- vorwiegend als
eine endothelunabhangige Reaktion zeigte, wurde dieser Fragestellung nicht weiter
nachgegangen. Vielmehr scheint das ET-1-,Priming” die PASMC zu sensibilisieren, da
Sham et al. % gezeigt haben, dass das , Primen* mit ET-1 die Kontraktion von Myozyten
unter hypoxischen Bedingungen um das achtfache verstérkte. Da die PASMC auf Hypoxie
nur nach ,Priming* mit ET-1 reagierten, wurden die nachfolgenden Hypoxieversuche

immer mit ET-1-, Priming” durchgefihrt.

4.4.4 Die Rolle der Ca?*-Kanale und des TRPC6-Kanals fiir die Hypoxieantwort

Ca**-Kandle spielen im Zusammenhang mit der HPV eine wichtige Rolle, da durch
Hypoxie ein Anstieg der [Ca®"]; induziert wird. Dabei stellt sich die Frage, ob die Ca®*-
lonen aus intrazelluléren Speichern freigesetzt werden oder aus dem extrazellularen Raum
stammen. Neben einem Ca*-Einstrom durch spannungsabhangige L-Typ Ca®*-Kande als
Resultat der Inhibition der Ky-Kanale wird auch die Rolle von Speicher-aktivierten Ca®*-
Kanalen und einem dadurch bedingtem kapazitativen Ca*-Einstrom furr die Regulation der
HPV diskutiert > > 1% Ein kapazitativer Ca®*-Einstrom ist dabei auch durch nicht-
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selektive Kationenkande mdglich. Dabei kommt besonders den TRP-Proteinen sowohl bei
den Speicher-aktivierten Ca?*-Kanale als auch bei den nicht-selektive Kationenkanée eine

wichtige Bedeutung zu .

4.4.4.1 Einflul3 des TRPC6-Kanals auf die Hypoxieantwort

Der in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster entdeckte TRP (transient receptor
potential)-lonenkanal ist das erste Mitglied einer neuen Grof3familie von TRP Kandlen, die
auch in Saugetieren vorkommen. Insgesamt sind inzwischen sechs TRP-Familien in
Saugetieren identifiziert worden. So gibt es neben der TRPC-Familie (C steht fur
»classical” or ,canonica®), die die grofite Homologie zu den Drosophila trp-Kanden
aufweist, noch die TRPM (M steht fiir Melastatin), TRPV (V steht fir Vanilloid), TRPP (P
steht fur ,polycystic kidney disease”), TRPA (A steht fir Ankyrin Doméane) und die
TRPML (ML steht fir Mucolipin) Familie ¢, ®. Dabei bestehen die TRPC-lonenkanadle
aus sieben Mitgliedern (TRPC1-TRPC7), die sowohl beim Speicher-aktivierten als auch
beim Rezeptor-operierten Ca?*-Einstrom eine wichtige Rolle bei der Regulation und
Proliferation von Zellen spielen. Phylogenetische Untersuchungen zeigen, dass die TRPCs
in zwel Subfamilien TRPC1/4/5 und TRPC3/6/7 unterteilt werden konnen. Die tetrameren
TRP-lonenkandle konnen aus gleichen (homotetramer) oder aus unterschiedlichen
(heterotetramer) Monomeren aufgebaut sein, wobei zunéchst nur die Mitglieder innerhalb
einer Subfamilie heterotetrameren Kanal bilden konnen > * " 8 Neuerdings wurden
allerdings auch tetramere Kanalkomplexe beschrieben in denen drei verschiedene

Monomere aus unterschiedlichen Subfamilien identifiziert wurden .

Die genaue
physiologische Rolle der meisten Mitglieder der TRPC-Familie ist im Gegensatz zu
Mitgliedern der anderen TRP-Familien noch unbekannt. Einzig der glatten systemischen
GefaBmuskulatur  konnte bisher eine Funktion nachgewiesen werden. Einige
Untersuchungen zeigen aber, dass TRPC6 eine essentielle Komponente der Rezeptor-
operierten Ca®*-durchl&ssigen nicht-selektiven Kationenkanale in den glatten Muskelzellen
iSt 12,13, 14.

Darliber hinaus wird diskutiert, dass TRPC6 eine wichtige Rolle in der Genese der
pulmonalen Hypertonie zukommt > ', Daim Zusammenhang mit der HPV auRerdem die
Beteiligung eines Kanalabhéngigen Ca™-Einstroms als essentiell fir die
Signaltransduktion der HPV diskutiert wird %, sollte im Rahmen dieser Arbeit besonders

die Bedeutung des TRPC6-Kanals fur die HPV untersucht werden.
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Als molekularer Zugang fur diese Fragestellung wurde daher die Hypoxieantwort der
PASMC von TRPC6"-Mé&usen untersucht. Dabei wurde ebenfalls mit ET-1 , geprimt*. Im
Gegensatz zu PASMC aus WT-Mausen zeigte sich bei den PASMC aus TRPC6™ - Mausen
kein Anstieg der [Ca™]i. Dies wies auf eine Rolle der TRPC6-Kande fir die
Hypoxieantwort hin. Um dieses Ergebnis zu manifestieren, wurde die Hypoxieantwort von
PASMC aus TRPC6”-Mausen untersucht, die zuvor mit einem adeno-assoziierten Virus,
der fir TRPC6-GFP kodierte, infiziert wurden. In diesen Rekonstitutions-Experimenten
reagierten die PASMC tatsachlich wieder mit einem Anstieg der [Ca?*]; bei gleichzeitigem
ET-1-,Priming*. Diese Untersuchungen zeigen, dass TRPC6 essentiell fir den Hypoxie-
induzierten Anstieg der [Ca’"]; ist. Dieses Ergebnis konnte durch Untersuchungen der HPV
an intakten Lungen, die nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit waren, bestétigt werden
(N. Weissmann, personliche Mitteilung). In diesen Untersuchungen zeigten Lungen aus
TRPC6"- M&usen keine akute HPV mehr.

4.4.4.2 Die Rolle der internen Ca**-Speicher fiir die Hypoxieantwort

Im vorhergehenden Kapitel wurde gezeigt, dass die TRPC6-Kandle und somit auch
extrazellulare Ca®*-lonen firr die akute Hypoxieantwort essentiell sind. Obwohl es sich bei
den TRPC6-Kandlen um Rezeptor-operierte Kande handelt, wurden in der Literatur auch
Speicher-aktivierte Ca?*-Kanale und ein kapazitativer Ca?*-Einstrom fiir die Regulation der
HPV vorgeschlagen > ' '° |m Zusammenhang mit der HPV wurde auch gezeigt, dass
Hypoxie in der pulmonalarteriellen glatten Muskulatur von Ratte, Kaninchen und Hund
eine Ca®*-Freisetzung aus Ryanodin-sensitiven Speichern verursachte, wobei bei PASMC
vom Hund sogar die gleichzeitige Ca?*-Freisetzung sowohl aus Ryanodin- as auch |Ps-
sensitiven Speichern fiir die Aktivierung des kapazitiven Ca?*-Einstroms notwendig war
105.

Der Ca’*-Freisetzung aus Ryanodin- bzw. |Ps-sensitiven Speichern liegen unterschiedliche
M echanismen zugrunde. Firr die Ca*-Freisetzung aus Ryanodin-sensitiven Ca®*-Speichern
wurde vorgeschlagen, dass diese tiber den zelluldren B-NADH-Spiegel reguliert wird. Dies
soll dazu fihren, dass vermehrt zyklische ADP-Ribose (CADPR) durch die ADP-
Ribosylcyclase gebildet und gleichzeitig der Abbau von cADPR durch die cADP-
Ribosehydrolase verhindert wird. cADPR bewirkt schliellich die Ca**-Freisetzung aus den

Ryanodin-sensitiven Ca’*-Speichern 2,

Neuere Untersuchungen erweiterten dieses
Konzept und schlagen vor, dass es bei einer milden Hypoxie zu einer Inhibition der

Elektronentransportkette in den Mitochondrien kommt und damit zu einem geringen Abfall
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der ATP-Bildung. Dadurch ergibt sich ein Anstieg des Verhaltnisses AMP/ATP, wodurch
die AMP-aktivierte Proteinkinase Alphal (AMPK) aktiviert, CADPR vermehrt gebildet
und schlieflich ebenso Ca** aus Ryanodin-sensitiven Ca**-Speichern freigesetzt wird *°.
Im Gegensatz zu diesem Konzept, das der weiteren Uberpriifung bedarf, wird die Ca?*-
Freisetzung aus | Ps-sensitiven Speichern durch 1P; ausgel 0st, das bel der PLC-vermittelten
Hydrolyse von PIP, entsteht und im Kapitel 4.4.5 naher beschrieben wird.

Da die Rolle der internen Ca®*-Speicher firr die Hypoxieantwort umstritten ist, wurde die
Bedeutung dieser Ca?*-Speicher fiir den Hypoxie-induzierten Anstieg der [C&®']; in den
PASMC der eigenen Untersuchungen berpriift. Dafiir wurde Perfusat ohne Ca?*-lonen
verwendet, das zusétzlich EGTA as Ca?*-Chelator enthielt. Nach Applikation von Ca®*-
frelem extrazelluldrem Medium stieg in den PASMC der WT-Méause unter Hypoxie mit
ET-1-,Priming* die [Ca®]; nicht an, obwohl sowohl die WT- als auch die TRPC6"-
PASMC mit einem Anstieg der [Ca’"]; auf einen ET-1-Stimulus reagierten. Dies bedeutet,
dass eine Reaktionsfahigkeit moglich war, aber der Hypoxie-induzierte Anstieg der [C&"];
unabhangig von der Freisetzung aus internen Ca*-Speichern ist. Dies bedeutet auRerdem,
dass die internen Ca**-Speicher beider Zellen gefiillt waren und auch Rezeptor-operiert
entleert werden konnten. Auch Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass ohne
extrazelluldgre Ca’*-lonen keine Antwort auf Hypoxie in PASMC's, in isolierten
Pulmonalarterien sowie in isolierten Lungen und intakten Tieren zu verzeichnen war 1%,
Im Gegensatz dazu ergaben andere Untersuchungen eine wichtige Rolle intrazellularer
Ca**-Speicher und einen kapazitativen Ca*-Einstrom durch Speicher-aktivierte Ca?*-
Kangdle > % M0 in jsolieten PASMC. Diese Diskrepanzen konnen sich durch
Unterschiede in den verwendeten Spezies, der Region der pulmalarteriellen Strombahn fir
die Isolierung der PASMC (prékapillare PASMC, PASMC der groReren Gefél3e oder

Hauptpulmonalarterie) oder den Zellkulturprotokollen %

ergeben. In komplexeren
Praparationen wie die isolierte Lunge sind auf3erdem auch noch andere Zellen aul3er

PASMC vorhanden, die die HPV beeinflussen konnen *°,

4.4.4.3 Die Rolle der membranstandigen lonenkanéle fiir die Hypoxieantwort

Die in Kapitel 4.4.4.2 diskutierten Ergebnisse der Versuche ohne extrazelluldren Ca®*-
lonen zeigten, dass die Hypoxieantwort nicht mit einer Ca?*-Freisetzung aus internen Ca?*-
Speichern zusammenhéangt. Dies bedeutet, dass der Anstieg der [Ca®"]; unter Hypoxie

durch den Einstrom extrazelluldrer Ca*-lonen verursacht wird, und die eigenen
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Untersuchungen zeigten, dass die TRPC6-Kandle eine entscheidende Rolle fur die
Hypoxieantwort spielen.

Allerdings wurde bereits publiziert, dass TRPC6 vorwiegend Na'-lonen und nur zu einem
geringen Anteil Ca?*-lonen in die Zelle einstrémen lasst ¥, so dass die Méglichkeit
besteht, dass andere Kanale fiir den Anstieg der [Ca’*]; verantwortlich sind und vom Na'-
loneneinstrom durch TRPC6-Kandle aktiviert werden. So wurde z.B. auch ein Ca?*-
Einstrom durch spannungsabhéngige L-Typ Ca’**-Kanale (VOCC) als Folge der Inhibition
der Ky-Kandle und der damit in Verbindung stehenden Membrandepolarisation as
Ursache des Anstiegs der [Ca®']; und der dadurch hervorgerufenen Kontraktion postuliert.
Dabei blieb jedoch unklar wie die Anderung der Ky-Aktivitat hervorgerufen wird > .
Eine Moglichkeit ist eine Anderung des zellularen Redoxzustandes durch Anderung des
Verhdltnisses der Redoxpaare wie GSH/GSSG und NADH/NAD oder durch
mitochondriale und / oder NAD(P)H-Oxidase-abhéngige Sauerstoffradikalbildung (O;),
wobei die Ky-Kande allerdings dann nicht mehr die priméaren Sauerstoffsensoren sind,
sondern am Ende des Signaltransduktionsweges stehen > . Eine weitere Moglichkeit zur
Anderung der Ky-Aktivitdt konnte auch in dem Na'-Einstrom durch TRPC6-Kande
bestehen %.

Zur Untersuchung der Rolle der VOCC fur die Hypoxieantwort wurde in den eigenen
Untersuchungen der VOCC-Inhibitor  Nicardipin  verwendet. Unter diesen
Versuchsbedingungen zeigten die PASMC keinen Anstieg der [Ca’]i, was auf eine
bedeutende Rolle der VOCC fir die Hypoxieantwort hinweist. Die VOCC scheinen einen
wesentlichen Anteil an dem Einstrom von Ca’*-lonen aus dem Extrazellularraum unter
Hypoxie zu haben. Offen bleibt nun die Frage, welche Rolle der TRPC6-Kanal dann fir
die Hypoxieantwort spielt. Denn wie bereits in Kapitel 4.4.4.1 beschrieben wurde, war bei
PASMC aus TRPC6”-Méausen keine Reaktion auf Hypoxie zu sehen, so dass der TRPC6-
Kana fur die Hypoxieantwort von essentieller Bedeutung ist. Um diese Frage weiter
aufzuschlisseln, wurde die Aktivitét des TRPC6-Kanals in den PASMC néher untersucht.
Da die VOCC im Gegensatz zu den TRPC6-Kanalen nicht fir Mn®*-lonen durchléssig
sind, wurde als MaR firr die Aktivitdt der TRPC6-Kandle der Mn?*-Einstrom unter
Hypoxie mittels der Mn?*-Quench-Methode gemessen. Denn Mn?*-lonen besitzen die
Eigenschaft, das Fluoreszenzlicht von Fura-2 am isosbestischen Punkt (bei ca. 360 nm)
Ca’*-unabhangig zu quenchen, so dass eine Abnahme des Fluoreszenzlichtes proportional
zur Kanalaktivitédt ist. Bei den PASMC von WT-Méausen zeigte sich dabei ein durch
Hypoxie-induzierter Mn?*-Einstrom aus dem Extrazellul&rraum, der als Anstieg der Mn?*-
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Quench-Rate bei 360 nm nach Applikation von Hypoxie gemessen wurde. Diese Mn**-
Quench-Rate war bei TRPC6”-Mausen signifikant niedriger. Das bedeutet, dass unter
Hypoxie ein lonen-Einstrom durch die TRPC6-Kandle stattfindet, der aber nicht zu einem
bedeutsamen Anstieg der [C&®']; fulhrt. Somit muR ein Einstrom von nicht-Ca?*-lonen
stattfinden. In der Literatur wurde fiir TRPC6-Kanale beschrieben, dass die Ca?*-lonen in
Anwesenheit von extrazelluldren Na'-lonen nur zu einem kleinen Prozentsatz (~4%) zum
Strom der ganzen Zelle beitragen, so dass der |onen-Einstrom im wesentlichen durch Na'-
lonen bestimmt wird *” . Nach diesen Arbeiten fiihrt der Na'-Einstrom durch die TRPC6-
Kanale schliellich zur Membrandepolarisation und zur Aktivierung der VOCC *" %% Fijr
den  Hypoxieinduzieten  Anstieg der  [C&); kédme aso  folgende
Signaltransduktionskaskade in Frage: Hypoxie fiihrt direkt oder indirekt zu einem Na'-
Einstrom durch TRPC6-Kandle, der neben einer Membrandepolarisierung moglicherweise
auch die Ky-Kande inhibiert, das die Membrandepolarisierung weiter verstarkt und
schlieflich die VOCC aktiviert. Dies fiihrt dann zu einem Ca’*-Einstrom und damit auch

zum Anstieg der [Ca*];.

4.4.5 Untersuchungen zur TRPC6-Kanalaktivierung

Im folgenden sollte untersucht werden, ob der TRPCG6-lonenkana direkt oder indirekt
durch Hypoxie aktiviert wird. Dazu wurden HEK 293-Zellen, die heterolog TRPC6-GFP
exprimierten, nach einem sog. ,Priming“ mit Carbachol (10 nM) einem hypoxischen
Signal ausgesetzt. Da HEK 293-Zellen den muskarinischen Azetylcholin-Rezeptor
exprimieren, wurde Carbachol zum ,Primen® verwendet, das wie ET-1 Uber einen

G-Protein-gekoppelten Rezeptor wirkt &'

Allerdings reagierten die transfizierten
HEK 293-Zellen nicht mit einen Anstieg der [Ca?"]; auf Hypoxie, so dass eine direkte
Aktivierung des TRPC6-Kanals ausgeschlossen werden kann. In einem nachsten Schritt
wurde daher ein indirekter Aktivierungsmechanismus untersucht. In der Literatur wurde
beschrieben, dass die Aktivierung der TRPC6-Kanéle durch einen PLC-Inhibitor gehemmt
werden kann. Grundsétzlich fohrt in alen Eukaryoten eine Aktivierung von PLC-
gekoppelten Membranrezeptoren zu einem Anstieg der [Ca’*]i. Denn die PLC bewirkt die
Hydrolyse von PIP,, wodurch 1P; und DAG entsteht. DAG bewirkt die Aktivierung der
PK C, wahrend durch IP; zunéchst eine Ca’*-Freisetzung aus | Ps-sensitiven intrazellul&ren
Speichern verursacht wird, worauf ein Einstrom von Kationen aus dem Extrazellulérraum
durch aktivierte TRP und andere noch unbekannte Kandle folgt. Zur Zeit werden besonders

zwei Mechanismen diskutiert, mit denen PLC-gekoppelte Rezeptoren den Ca’*-Einstrom
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durch die Plasmamembran aktivieren konnen: Speicher-aktivierter Ca**-Einstrom und
Rezeptor-operierter Ca®*-Einstrom. Untersuchungen des TRPC6-Kanals zeigten, dass
dieser ein Rezeptor-aktivierter Kationenkanal mit einer minimalen Basalaktivitat ist ** .
Die Beobachtung, dass der TRPC6-Kanal speicherunabhéngig aktiviert wird, stimmt mit
den eigenen Untersuchungen (iberein, da die PASMC ohne extrazellulére Ca?*-lonen nicht
mit einem Anstieg der [C&"]; auf Hypoxie reagierten und somit der TRPC6-Kanal nicht
durch Ca®*-lonen aus intrazel lul&ren Speichern aktiviert wird.

Es ist bekannt, dass TRPC6-Kandle durch DAG stimuliert werden konnten, allerdings
unabhéngig von einer PKC-Aktivierung, denn eine DAG-vermittelte PKC-Aktivierung
kann zu einer TRPCG-Inhibition filhren ' *. Vor diesem Hintergrund wurde der Einflui
von DAG auf die Aktivierung des TRPC6-Kanals in PASMC untersucht, indem der DAG-
Abbau durch die Applikation des DAG-Kinase-Inhibitors R59949 verhindert wurde. Die
PASMC der WT-Mé&use zeigten dabei einen Ca®*-Einstrom, alerdings nicht die PASMC
der TRPC6"-Méause. Dies weist auf eine Schitisselrolle von DAG fir die Aktivierung des
TRPC6-Kanals hin. Im Hinblick auf den Mechanismus der HPV konnte dies bedeuten,
dass Hypoxie die TRPC6-Kandle mittels DAG aktiviert. Dies fuhrt zu einem Einstrom von
Na'-lonen und folglich auch zur Membrandepolaristion, die nach einer mdglichen
Inhibition der Ky-Kanale weiter verstérkt werden kann und schlieRlich den Ca?*-Einstrom
durch VOCC aktiviert.

Auf Basis dieser Untersuchungen stellt sich nun die Frage, wie die DAG-Akkumulation
durch Hypoxie reguliert ist. In der Literatur werden besonders Mitochondrien und
NADPH-Oxidasen as O,-Sensor diskutiert, die die HPV Uber eine ROS-Bildung
vermitteln sollen.

In Mitochondrien wird zur Energiegewinnung der grofdte Teil desim Korper vorhandenen
Sauerstoffs verbraucht. Dabel werden Elektronen von NADH und FADH entlang eines
Redoxgradienten der Elektronentransportkette (ETC), die aus vier Komplexen (I bis IV)
besteht, auf molekularen Sauerstoff Ubertragen. Die bel der Oxidation freiwerdende
Energie wird dann in Form von ATP gespeichert. Neben der Weitergabe der Elektronen
entlang der ETC kann jedoch auch eine 1-Elektronenubertragung auf molekularen
Sauerstoff auftreten, wodurch ein Superoxidradikal (O;") entsteht. Dieses kann durch
Superoxiddismutase (SOD) zu Wasserstoffperoxid (H.O,) weiterreagieren, das durch die
Mitochondrienmembran in das Zytosol diffundieren kann *® **°. Alternativ wurde gezeigt,
dass O, auch durch einen Anionenkanal in das Zytosol gelangen kann ** 1%, Die
Bedeutung der Mitochondrien als Sauerstoffsensor zeigte sich bei Untersuchungen an
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isolierten Lungen und Pulmonalarterien, in denen Inhibitoren der mitochondrialen ETC die
HPV hemmten > " 3 Dariiber hinaus zeigten PASMC ohne eine funktionierende ETC
keine Hypoxie-spezifische Antwort mehr 8. Firr die Rolle der Mitochondrien bei der HPV
gibt es zwei verschiedene Theorien. Die eine postuliert einen Abfall in der Produktion
mitochondrialer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), der den zelluldren Redoxzustand zu
einem mehr reduzierten Zustand hin verschiebt und dadurch eine Inhibition der Ky-Kande
bewirkt °®* ®. Die andere Theorie beinhatet einen ROS-Anstieg, der zu einer
intrazellul&ren Ca?*-Freisetzung fuhrt 171,

Neben den Mitochondrien werden als weiterere Sensoren die NADPH-Oxidasen diskutiert.
NADPH-Oxidasen sind O;" -produzierende Enzyme. Die klassische, in den Leukozyten
vorkommende Form besteht aus zwei membranstandigen (gp91phox und p22) und drei
zytosolischen (p47phox, p67phox, p40phox) Untereinheiten. Die Phosphorylierung der
p47phox-Untereinheit und die Aktivierung der Rac GTPase induzieren gemeinsam die
Zusammenlagerung der zytosolischen Untereinheiten an die membransténdigen, wodurch
die NADPH-Oxidase aktiviert wird . In den letzten Jahren wurden Isoformen der
NADPH-Oxidase identifiziert, die eine geringere Menge an O," produzieren as der
phagozytare Typ. Diese Isoformen sollen O, nach intrazellulér und nicht in den
Extrazellulérraum freisetzen 2 *. Untersuchungen zur Rolle von NADPH-Oxidasen fiir
die HPV-Regulation zeigten, dass der Flavoprotein-Inhibitor, und somit auch NADPH-
Oxidase-Inhibitor, Diphenyleneiodonium (DPI) die HPV in isoliert perfundierten
Rattenlungen hemmte 2" %, Dariiberhinaus inhibierte in anderen Untersuchungen ein
weiterer NADPH-Oxidase-Inhibitor, 4-(2-Aminoethyl)benzenesul phony! fluorid (AEBSF),
die Hypoxieantwort *°. Dies wies auf die NADPH-Oxidase als mdglichen Sauerstoffsensor
bei der HPV hin. Allerdings ist der zugrundeliegende Mechanismus ungeklart. Denn
einerseits wurde gezeigt, dass die NADPH-Oxidase als Hypoxieantwort einen O, -Anstieg

bewirkte > 116

, andererseits wurde ein NADPH-Oxidoreduktase-vermittelter Abfall von
O, und H,O, unter Normoxie vorgeschlagen, der die 16sliche Guanylatzyklase stimuliert,
die cGMP produziert und dadurch vasodilatierend wirkt. Hypoxie fuhrt dann zu einem
,Verlust der normoxischen Vasodilatation® %

| nteressanterweise zeigten Weissmann et al. ' in neueren Untersuchungen eine besondere
Rolle der nicht-phagozytdren NADPH-Oxidase fir die akute Phase der HPV, da nur diese
Phase in p47phox-defizienten Mausen abgeschwacht war, wahrend ein starker Effekt des

Mitochondrien-abhangigen Signalwegs auf die protrahierte Phase der HPV zu beobachten
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war. Dies weist auf eine unterschiedliche Regulation der akuten Phase und der protrahierte
Phase der HPV hin.

Da die Mitochondrien oder die NADPH-Oxidasen Uber einen ROS-Anstieg die HPV
ausl 6sen kénnten und bekannt ist, dass ROS Kanale der TRP-Familie aktivieren kénnen 2
1% wurde im Rahmen dieser Arbeit die Bedeutung von ROS fir die Regulation der
TRPC6-Kande untersucht. Dafir wurde t-BHP (tertidres Wasserstoffperoxid) verwendet,
das ein stabiles H,O,-Analogon ist. Dabei ist aber zu beachten, dass t-BHP nicht direkt die
TRPC6-Kande aktivieren kann (A. Dietrich, personliche Mitteilung). T-BHP induzierte
einen Anstieg der [Ca®']; in WT, aber nicht in TRPC6" PASMC. Dies stiitzt die
Hypothese, dass die HPV Uber einen Anstieg der intrazelluldren O, und H,O,-
Konzentration ausgelést wird. Da die Inhibition der DAG-Kinase ebenfals
TRPCB-vermittelt zu einem Anstieg der [C&?']; filhrte, kdnnte ROS durch eine zelluldre
DAG-Akkumulation eine Hypoxie-induziete Ca’*-Freisetzung ausldsen. Eine
Heraufregulation von DAG Uber eine vermehrte ROS-Bildung ist hypothetisch Uber eine
Inhibition der DAG-Kinase mdglich.

Allerdings muf3 auch noch erwdhnt werden, dass neben ROS und DAG in der Literatur
auch eine Sengtivitdt des TRPC6-Kanals gegeniber dem Arachidonsauremetabolit
20-Hydroxyeicosatetraenoicsaure  beschrieben wurde. AulRerdem konnte auch ein
stimulierender Einfluss auf die Kanalaktivitdt von TRPC6 durch Ca**/Calmodulin bewirkt
werden ** . Beide Systeme sollten in weiterfiihrenden Untersuchungen zur Hypoxie-
induzierten Ca?*-Erhéhung mit einbezogen werden.

4.4.6 Messung der [Ca?*]; aortaler SMC unter Hypoxie

Die PASMC der Maus reagierten nach einem ET-1-,Priming® mit einem Anstieg der
[Ca™]i auf Hypoxie. Damit stellte sich die Frage, ob diese Hypoxieantwort fiir die SMC
der pulmonalen Strombahn spezifisch ist oder ob in dieser Weise auch SMC der
systemischen Gefal3en reagieren. Die Untersuchung aortaler SMC der Maus zeigten dabel
keinen Anstieg der [Ca’"];, was mit Untersuchungen von Wang et al. tbereinstimmt .

Somit scheint die Reaktion der SMC auf Hypoxie fir PASMC spezifisch zu sein.
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4.4.7 Zusammenfassende AbschlufZbetrachtung zum Mechanismus der HPV

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TRPC6 eine zentrale Rolle fir die
Signaltransduktion im Rahmen der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion spielt. Die
Aktivierung dieses Kanals ist dabei Ca’*-speicherunabhangig, da PASMC ohne
extrazelluldgre Ca’*-lonen keinen Anstieg der [C&']i zeigten. Auch eine direkte
Aktivierung des in HEK 293-Zellen heterolog exprimierten TRPC6-Kanals durch Hypoxie
fiihrte zu keinem Anstieg der [Ca?"];. Demgegeniiber bewirkte der DAG-Kinase-Inhibitor
R59949 einen Anstieg der [Ca®']; in PASMC von WT-Mausen, aber nicht von TRPC6™-
Mausen. Dies weist auf eine Rezeptor-operierte Aktivierung des TRPC6-Kanals hin. Auch
tertidres Wasserstoffperoxid (t-BHP) als , stabiler ROS-Vertreter induzierte einen Anstieg
der [Ca?"]; in WT-PASMC, aber nicht in TRPC6"-PASMC. Neben dem TRPC6-Kanal
spielen auch die spannungsabhéngigen L-Typ Ca**-Kandle (VOCC) fiir den Hypoxie-
induzierten Ca?*-Anstieg eine wichtige Rolle, da der Hypoxie-induzierte Anstieg der
[Ca®']; durch den VOCC-Inhibitor Nicardipin, komplett inhibiert werden konnte. Dies
stitzt gleichzeitig den aus der Literatur bekannten Befund, dass der Kationeneinstrom
durch TRPC6-Kanale im wesentlichen durch Na'-lonen und nur zu ca 4% durch Ca**-
lonen bestimmt wird *’.

Da ROS als Mediator fur den Signatransduktionsweg der HPV diskutiert werden, kann
folgende Signaltransduktionskaskade zur Regulation des Hypoxie-induzierten Anstiegs der
[Ca™]i postuliert werden: Hypoxie bewirkt einen Anstieg der intrazelluldren O,-
Konzentration, welches nach Inhibition der DAG-Kinase und der dadurch verursachten
DAG-Akkumulation zur Aktivierung des TRPC6-Kanals fuhrt. Der Nachweis und die
genaue Bedeutung der DAG-Akkumulation fir die TRPC6-Aktivierung im Zuge der
Hypoxieantwort musste in weiterflhrenden Untersuchungen weiter aufgeschlisselt
werden. Der aktivierte TRPC6-Kanal bewirkt einen Kationeneinstrom, der im
wesentlichen durch einen Einstrom von Na'-lonen bestimmt ist. Dieser Na'-Einstrom
kénnte neben einer Depolarisierung auch die Inhibition von Ky-Kanaen verursachen %,
die zu einer Verstéarkung der Depolarisierung fuhrt, wodurch es schliefdlich zum Einstrom
von Ca?*-lonen durch VOCC kommt. Eine schematische Darstellung der Hypothese zur
HPV zeigt Abb. 39. Da der TRPC6-Kana fur den durch akute Hypoxie ausgeldsten
[Ca®']i-Anstieg eine entscheidende Rolle spielt, konnte der Kana eine mégliche
pharmakol ogische Zielstruktur zur Beeinflussung des Gasaustausches darstellen.

Der TRPC6-Kanal scheint aber nicht nur bei der akuten, sondern auch bei der chronischen
Hypoxie eine wichtige Rolle zu spielen, da die TRPC6-Expression unter chronischer
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Hypoxie hochreguliert wird *°. Welche Rolle der TRPC6-Kanal in diesem Zusammenhang

genau spielt, sollte in weiterf ihrenden Untersuchungen aufgeschltisselt werden.

TRPC6-
Kanal
e i%
?
Hypoxie — = O,” — = H,0, — & PLC —»  DAG- voCC
SO Akkumulatlon
?\ A

/ DAG- Klnase Ca2+
\ ? I
PA Sa K,-Kanal

HPV

Abb.39 Schematische Darstellung der Hypothese zur Regulation der hypoxischen
pulmonalen Vasokonstriktion (HPV) auf der Ebene der pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen. O, = Superoxidradikale, H,O,= Wasserstoff-peroxid, PLC = Phospho-
lipase C, DAG = Diacylglycerin, PA = Phosphatidsaure, TRPC = klassischer , transient
receptor potential”, Ky-Kanal = spannungsabhangiger Kaliumkanal, VOCC = spannungs-
abhangiger Ca**-Kanal
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6 Zusammenfassung

Die Hypoxische Pulmonale Vasokonstriktion (HPV) ist eine physiologische Antwort der
Lunge auf aveoldre Hypoxie, bel der die Perfusion des Blutes zur Optimierung des
Gasaustausches an die Ventilation angepasst wird. Dieser erstmals 1946 durch von Euler
und Liljestrand postulierte Regulationsmechanismus ist hinsichtlich Sauerstoffsensor- und
Signaltransduktionsweg noch nicht umfassend geklart. Untersuchungen an isolierten
pulmonalarteriellen glaiten Muskelzellen (PASMC) zeigen einen Hypoxie-induzierten
Anstieg der intrazellularen Ca’*-Konzentration ([Ca®*]) und eine darauf folgende
Kontraktion. Dies weist auf eine Funktion der PASMC sowohl als Sensor- as auch als
Effektorzelle fur die HPV hin. Dartberhinaus wird aber auch eine Rolle des Endothels
durch Freisetzung von vasokonstriktiv wirkenden Substanzen wie Endothelin-1 (ET-1) im
Zusammenhang mit der HPV diskutiert. Dabei scheint die akute Phase der HPV (Dauer:
Sekunden bis Minuten) endothelunabhéngig und die protrahierte Phase der HPV (Dauer:
Stunden) endothelabhéngig zu sein.

Zur Untersuchung der HPV auf der Ebene der PASMC wurde in der vorliegenden Arbeit
eine geeignete Zellisolierungs- und Mel3methodik fiur PASMC der Ratte etabliert. Die
Zellen  wurden dabei  insbesondere aus dem prékapilldren  Bereich  der
intrapulmonalarteriellen Gefdlle gewonnen. Bei der Charakterisierung der kultivierten
Zellen mittels der Immunofluoreszenzmethode zeigte sich fur die Passagen PO, P1 und P3
eine positive Farbung fir die fur glatte Muskelzellen typischen Proteine a-Aktin und die
schweren Ketten des Myosins. Endothel zellen konnten durch eine fehlende Farbung gegen
den von Willebrand Faktor ausgeschlossen werden. Untersuchungen mittels des Western-
Blots zeigten keinen Unterschied beziiglich der Menge des a-Aktins und der schweren
Ketten des Myosins bei einem Vergleich zwischen P1 und P3, was auf einen Erhalt des
kontraktilen Zustands im Zuge der Kultivierung der PASMC hinwies. Als geeignete
Messmethodik fur die Untersuchung der Hypoxieantwort stellte sich die Messung der
intrazelluldren Ca?*-Konzentration [Ca?*]i mittels Fura-2 heraus. Ein Vergleich der
Reaktion der PASMC von PO, P1 und P3 auf ET-1 as positiven Stimulus ergab eine
Abnahme des transienten Anstiegs der [Ca?*]; mit zunehmender Passage. Deshalb wurden
alle darauffolgenden Experimente mit nicht-passagierten PASMC (= Passage 0)
durchgefuihrt. Zur Schaffung der hypoxischen Bedingungen fur die Untersuchung der
Hypoxieantwort der PASMC wurde ein Perfusionssystem etabliert.
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In einem zweiten Schritt erfolgte die Ubertragung der Zellisolierung und der [Ca®]i-
Messtechnik von Ratten auf Maus PASMC, da dies auch die Untersuchung von PASMC
aus gendefizienten Mausen ermdglichte. Da frihere Untersuchungen auf eine wichtige
Rolle der Rezeptor-aktivierbaren, nicht-selektiven klassischen ,transient receptor
potential® TRPC-Kandle fir die Regulation des Tonus glatter Muskelzellen hinweisen und
TRPC6 eine essentielle Komponente der Rezeptor-operierten Ca*-durchlassigen nicht-
selektiven Kationenkandle in den glatten Muskelzellen ist, wurde die Bedeutung der
TRPC6-Kandle fur die Hypoxieantwort untersucht. Dabel zeigte sich, dass PASMC von
Wildtyp (WT)-Mausen, aber nicht von TRPC6"-Mausen unter Hypoxie mit einem Anstieg
der [Ca®"]; reagierten. Alle Messungen erfolgten nach Sensibilisierung der PASMC mit
ET-1. Dieser Anstieg der [Ca®']; wurde im Wesentlichen durch den Einstrom von Ca**-
lonen aus dem Extrazellul&rraum durch spannungsabhéngige L-Typ Ca**-Kanale (VOCC)
bewirkt, da die Inhibition derselben mittels Nicardipin einen Anstieg der [Ca®];
verhinderte.

Im Gegensatz zu den VOCC sind TRPC6-Kandle auch fiir andere Kationen als Ca®*
durchldssig. Untersuchungen mittels der Mn?*-Quench-Methode zeigten fir PASMC der
WT-M&use einen grofReren Hypoxie-induzierten Mn?-Einstrom als fir PASMC der
TRPC6"-Mause, das auf einen Hypoxie-induzierten Kationen-Einstrom durch TRPC6-
Kande hinweist. Aus friheren Untersuchungen ist bekannt, dass in Anwesenheit von
extrazelluldren Na'-lonen der Kationeneinwértsstrom durch TRPC6-Kanale hauptsichlich
durch Na'-lonen und nur zu einem geringen Prozentsatz (ca 4%) durch Ca’*-lonen
verursacht wird. Dies fiihrt zu der Hypothese, dass die durch den Na'-loneneinstrom
verursachte  Membrandepolarisierung  moglicherweise  unter  Inhibition  von
spannungsabhangigen Kalium (Ky)-Kanden einen Ca**-Einstrom durch VOCC bewirkt.
Da sowohl die Anreicherung von Diacylglycerol (DAG) durch Inhibition der DAG-Kinase
mittels des DAG-Kinase Inhibitors R59949 als auch t-BHP (tertidres Butyl-
Wasserstoffperoxid) einen Anstieg der [Ca?*]i nur in WT, aber nicht in TRPC6”-PASMC
unter Hypoxie bewirkte, und im Rahmen der HPV besonders ROS (Reaktive
Sauerstoffspezies) wie O, und H,O, als Mediatoren diskutiert werden, scheint die
TRPC6-Aktivierung unter Hypoxie durch eine ROS-vermittelte DAG-Akkumulation
verursacht zu werden. Um dies genauer aufschlisseln zu koénnen, wére einerseits die
Messung der zellularen DAG-Konzentration und andererseits die Ermittlung der genauen

Rolle von ROS unter Hypoxie ein wichtiges Ziel fir weitere Untersuchungen.
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Conclusion

Hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV) is a physiological response of the lung to
alveolar hypoxia that machtes blood perfusion with ventilation to optimize pulmonary gas
exchange. Although this mechanism was first described by von Euler and Liljestrand in
1946, the underlying oxygen sensing and signal transduction processes have not been fully
elucidated. Investigations with isolated pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMC)
have demonstrated that hypoxia induces an increase in the intracellular [Ca*] ([C&’'];) of
PASMC with subsequent cell contraction. This suggests that PASMC are the sensor as
well as the effector cells of HPV. In addition, a role for the endothelium in HPV is
discussed in the context of the release of vasoactive substances such as endothelin-1
(ET-1). However the acute phase of HPV (duration: seconds to minutes) seems to be
endothelium-independent, while the sustained phase of HPV (duration: hours) is
endothelium-dependent.

In the present study, a technique for investigation of HPV at the level of PASMC was
developed. Cells were isolated from the precapillary region of the intrapulmonary arteries.
The cultured cells from passages PO, P1 and P3 were characterized by
immunofluorescence and exhibited positive staining for the typical smooth muscle proteins
a-actin and myosin heavy chain. Endothelial cells were excluded by a negative staining for
von Willebrand factor. Investigations by Western blot indicated no quantitative differences
in a-actin and myosin heavy chain levels between P1 and P3, which pointed to a
maintenance of the contractile state of the PASMC in culture. Measurement of [Ca™];
using fura-2 proved to be a useful technique for the investigation of the response to
hypoxia. A comparison of the response of PASMC from PO, P1 and P3to ET-1 indicated a
decrease in the transient elevations in [Ca?*]; with the number of passages. Therefore, all
experiments were performed with non-passaged PASMC (= passage 0). To ensure hypoxic
conditions for the investigation of the PASMC response to hypoxia, a perfusion system
was established.

In a second step, the cell isolation- and [Ca?*];-imaging-technique was transferred from rat
to mouse cells, because PASMC from gene deficient mice could then be investigated.
Since previous investigations suggested a possible role of receptor-operated non-selective
classical “transient receptor potential” (TRP)-channels for the regulation of the tonus of
smooth muscle cells, and TRPC6 as an essential component of receptor-operated non-
selective cation-channels in smooth muscle cells, the importance of TRPC6-channels for
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the response to hypoxia was investigated. Here PASMC from wild type (WT)-mice, but
not from TRPC6”-mice indicated an increase in [Ca®']; under hypoxic conditions. All
measurements were performed after sensitization of the PASMC with ET-1. This increase
in [Ca*]; was caused primarily by Ca?*-entry from the extracellular space through voltage-
dependent L-type Ca’*-channels (VOCC), because the inhibition of VOCC by nicardipin
prevented an increase in [C&'];.

In contrast to VOCC, TRPC6-channels are also permeable for other cations other than
Ca”. Investigation by Mn?*-quenching indicated a larger hypoxia-induced Mn?* influx for
PASMC from WT-mice than for PASMC from TRPC6™-mice, demonstrating a hypoxia-
induced cation influx through TRPC6-channels. It is kown from previous investigations,
that in the presence of extracellular Na'-ions the cation inward-current through TRPC6-
channels is mainly caused by Na'-ions and only for a small percentage (~ 4%) by Ca®*.
Thus it can be hypothesized that the membrane depolarization caused by Na'-influx results
in a Ca?*-entry through VOCC possibly involving the inhibition of voltage-dependent
potassum (Ky)-channels. Since diacylglycerol (DAG) accumulation by DAG-kinase
inhibition using the DAG-kinase inhibitor R59949 as well as tert-butylhydroperoxide
(t-BHP) resulted in an increase of [Ca?"]; in WT but not in TRPC6” PASMC under
hypoxia, and reactive oxygen species (ROS) like O, and H,0, are discussed as mediator
of HPV, the activation of TRPC6 under hypoxia appears to be caused by a ROS-mediated
DAG accumulation. In order to get more detailed information about this it would be
necessary to measure the DAG-concentration and to investigate the concrete function of
ROS under hypoxia.
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