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1 Einleitung

1.1 Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion

Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (HPV) ist ein grundlegender Regula-
tionsmechanismus, der in der Lunge unter physiologischen Bedingungen stets fur ein
optimales Verhéltnis der lokalen Perfusion zur lokalen Ventilation sorgt. Obwohl auch
schon friher in der Literatur beschrieben (28, 32), begann die moderne Untersu-
chung des Phanomens der HPV erst im Jahre 1946 mit den Beobachtungen von v.
Euler und Liljestrand an der Katze (181). Die HPV wird daher heute auch als Euler-

Liljestrand-Mechanismus bezeichnet.

Auch unter physiologischen Bedingungen sind in der Lunge Ventilation und Perfusion
ungleichméafig verteilt. Gravitationsbedingt findet sich beim Menschen einerseits ein
starker vertikaler Durchblutungsgradient in der aufrechten Lunge und andererseits
eine Inhomogenitat der Ventilation mit einer Hypoventilation der oberen Lungenab-
schnitte (153).

Die Verteilung der Lungenperfusion beim Menschen wird durch das 3-Zonen-Modell
nach West beschrieben. In der oberen Zone 1 ubersteigt der Alveolardruck den hier
negativen Pulmonalarteriendruck, so dass in der Diastole keine Perfusion der
kollabierten GefalRe stattfindet. In der Systole Ubersteigt der Kapillardruck dann den
Alveolardruck, so dass die Kapillarperfusion synchron mit dem Herzschlag erfolgt. In
Zone 2 ist der Pulmonalarteriendruck positiv und steigt linear von oben nach unten
an. Parallel geht dies mit einem ebenfalls linearen Perfusionsanstieg einher. Im
Bereich der Lungenbasis (Zone 3) Ubersteigen Pulmonalarterien- und Pulmonalve-
nendruck den Alveolardruck, so dass in dem stets offenen Kapillarbett kontinuierlich
ein Blutfluss stattfinden kann. Mitunter wird auch noch eine Zone 4 nach Hughes und
Mitarbeitern beschrieben, in der die Perfusion aufgrund einer Kompression der
BlutgefalRe durch den erhohten interstitiellen Druck vermindert ist (93, 94, 126).

Fur die Ventilation gilt, dass die Alveolen im Bereich der Lungenspitze ohnehin
bereits mehr Luft enthalten als die abhangigen Lungenareale, sich also im oberen
Teil der Druck-Volumen-Kurve befinden. Dies bedingt eine geringere Dehnbarkeit, so
dass diese Alveolen auch nur einen geringeren Teil des Atemzugvolumens erhalten,

wahrend die Beliiftung nach basal hin zunimmt (93, 94, 126).
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Da insgesamt der vertikale Ventilationsgradient weniger stark ausgebildet ist als der
Perfusionsgradient, ist das Ventilations-Perfusionsverhaltnis in den apikalen Lungen-
anteilen héher als in den basalen. Im Liegen existieren ebenfalls gravitationsbedingte
Ventilations-Perfusions-Gradienten, die jedoch weniger ausgepragt sind.

Solche, selbst in der gesunden Lunge stets vorhandenen, Inhomogenitaten
beeintrachtigen die Effizienz des Gasaustausches, da hypoxische Areale nur in sehr
geringem Malle - oder wie im Falle der Shuntperfusion auch gar nicht - zur
Oxygenierung des Blutes beitragen. Dabei stellt die Shuntperfusion einen Extremfall
dar. Hierbei wird venéses Blut aus Uberhaupt nicht ventilierten Lungenbereichen dem

arterialisierten beigemischt (126, 153).

Ein erniedrigter alveolarer Sauerstoffpartialdruck im Bereich minderventilierter,
beispielsweise auch atelektatischer Lungenareale ist Ausloser der hypoxischen
pulmonalen Vasokonstriktion, durch die es zur Widerstandserh6hung im Bereich
kleiner prakapillarer Arterien kommt. Daraus resultiert eine Umverteilung des Blutes
zugunsten besser ventilierter Lungenbereiche mit dem Ziel, eine optimale Sauer-
stoffanreicherung des Blutes durch Verminderung des Shuntblutes zu erreichen
(126, 153).

Wahrend der Entwicklung im Mutterleib gewéhrleistet der Gasaustausch in der
Plazenta die Oxygenierung. Auch fir den Feten ist der Euler-Liljestrand-
Mechanismus Uberlebenswichtig. Die sehr niedrige Sauerstoffspannung in der
fetalen Lunge wird durch die Pulmonalarterien mit einer maximalen Vasokonstriktion
beantwortet. Gleichzeitig fuhrt die Hypoxie zur Dilatation des Ductus arteriosus
Botalli, so dass das Blut aus der A. pulmonalis an der Lunge vorbei in die Aorta flief3t.
Bei der Geburt erhdht sich mit den ersten Atemzigen der alveolare Sauerstoffgehalt
schlagartig und der hohe Widerstand in der Lungenstrombahn fallt ab. Parallel
kommt es zur Konstriktion des Ductus arteriosus und das Blut aus dem rechten
Herzen fliel3t wie beim Adulten durch die Lunge, wo der Gasaustausch initiiert wird.
Funktionell schlief3t sich der Shunt meist innerhalb weniger Stunden post partum und

obliteriert binnen weniger Wochen vollstandig (194).

12



Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion ist eine spezifische Reaktion der
pulmonalen Zirkulation, wogegen sich im Bereich des systemischen Kreislaufs eine
hypoxieinduzierte Vasodilatation nachweisen lasst (153).

Beim Vorkommen von Atelektasen, die bis zu einem gewissen Ausmalfd auch unter
physiologischen Bedingungen vorhanden sind, und Lungenerkrankungen wie der
Pneumonie ist die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion lokal auf die erkrankten
Bereiche begrenzt und stellt einen sinnvollen und notwendigen Mechanismus zur
Gewabhrleistung einer ausreichenden globalen Sauerstoffversorgung des gesamten
Organismus dar (33). UbermaRige Aktivierung, Storungen oder auch der Ausfall der

HPV kénnen jedoch mit erheblichen Problemen assoziiert sein.

1.1.1 Lokalisation der HPV

Versuche an isolierten Lungen und Isolaten von Pulmonalarterien zeigen eine
vollstandig erhaltene Hypoxieantwort, so dass Sauerstoffsensing, Signallibertragung

und Effektormechanismen in der Lunge selbst lokalisiert sein mussen (62, 112, 196).

Aktuelle Arbeitshypothesen gehen davon aus, dass die hypoxische pulmonale
Vasokonstriktion Uberwiegend im Bereich der kleinen préakapillaren pulmonal-

arteriellen Gefal3e angesiedelt ist (9, 74, 161).

Insbesondere konnte fur Mischlingshunde eine hypoxieinduzierte Vasokonstriktion in
kleinen Lungenarteriolen und -venulen mit Durchmessern zwischen 30 und 70 um
nachgewiesen werden. Diese Beobachtung lasst darauf schliel3en, dass die
Ventilations-Perfusionsanpassung im Lungenacinus, also im Bereich des gasaustau-
schenden Teils des Bronchialbaums, stattfindet (74). Hier haben Alveolargas und
Blut in den Kapillarnetzen engsten raumlichen Kontakt, der den Gasaustausch durch
Diffusion ermdglicht. Diese engen raumlichen Beziehungen und der unmittelbare
alveolo-arteriolare Kontakt sind Voraussetzung fir die hypoxische pulmonale
Vasokonstriktion, die spezifisch durch alveolare Hypoxie induziert wird und vom

alveolaren Sauerstoffpartialdruck abhéngig ist (161).
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Obwohl auch das ventse System eine Kontraktionsantwort auf Hypoxiereize zeigt,
ist der weitaus grof3te Anteil am Zuwachs des pulmonalen GefalRwiderstands dem
arteriellen Schenkel zuzuordnen. Der Anteil der vendsen Vasokonstriktion am
veranderten GefalRwiderstand soll je nach Literatur und GrolRe der betrachteten
Gefal3e lediglich 4 bzw. 20 % betragen (4, 15).

1.1.2 Sensorzelle der HPV

Als Sensorzelle der HPV wird die glattmuskuléare Zelle der prakapillaren pulmonalen
Arterien (small pulmonary artery smooth muscle cell, SPASM-Zelle) angesehen, die
auch gleichzeitig die Effektorzelle darstellt (74, 161). Ihre Kontraktion ist unmittelbar
von der alveolaren Sauerstoffspannung abhéngig. So konnte fir isolierte glattmusku-
lare Zellen kleiner pulmonalarterieller GefaRe der Katze unter Hypoxie eine
Verkiurzung nachgewiesen werden (107).

FUr eine zentrale Rolle der SPASM-Zellen beim Sauerstoffsensing spricht weiterhin
die Beobachtung, dass in diesen die gleiche NADPH-Oxidase nachgewiesen werden
kann, die in den sauerstoffreagiblen Zellen des Glomus caroticum in den Prozess
des Sauerstoffsensing involviert zu sein scheint (109). Aber auch andere Zellen, wie
z.B. Alveolarzellen, kénnen derzeit als Sensorzellen nicht sicher ausgeschlossen
werden (109, 161).

1.1.3 Sensormechanismen der HPV

Der eigentliche Sauerstoffsensor ist trotz umfangreicher Forschungsbemihungen
bislang unbekannt. Unterschiedlichste Mechanismen sind diesbeziglich vorgeschla-

gen und untersucht worden:

1.1.3.1 Spannungsabhangige Kaliumkanale

Diese Vorstellung geht von einer direkten Sauerstoffwirkung auf spannungs-
abhangige oder andere Kaliumkanéle aus.

Fur die Beteiligung spannungsabhangiger Ky-Kanale an der Entstehung der

hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion spricht die Beobachtung, dass 4-
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Aminopyridin, also ein Inhibitor spannungsabhangiger, aber nicht ATP-sensitiver
Kaliumkanéle, eine pulmonale Vasokonstriktion hervorrufen kann (71). AufRerdem
konnten eine hypoxieinduzierte Inhibition des Kaliumausstroms sowie eine
Membrandepolarisation an pulmonalarteriellen glattmuskularen Zellen des Hundes

nachgewiesen werden (140).

Weithin anerkannt ist inzwischen, dass spannungsabhangige Kaliumkanéle in den
Mechanismus der HPV involviert sind (Vgl. 1.1.5). Unklar ist jedoch, ob sie
tatsachlich als Sauerstoffsensor oder lediglich als Effektor in der Signaltransduktion

fungieren.

1.1.3.2 Mitochondriale Atmungskette

Die Redox-Theorie der HPV geht davon aus, dass die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies den der HPV zu Grunde liegenden Sauerstoffsensing-
mechanismus darstellt. Veranderungen im zellularen Redoxstatus sollen dann im
Weiteren die Funktion von lonenkanédlen modifizieren und somit die HPV vermitteln
(7, 8).

Als mogliches ROS-produzierendes System wird nach Ansicht verschiedener
Autoren die mitochondriale Atmungskette angesehen (Review bei 199). Unklarheit
herrscht in diesem Zusammenhang in der Frage, ob alveolare Hypoxie in einer
Zunahme (39, 72, 90, 102, 109, 192, 193, 200) oder aber Verminderung (8, 10, 132,

144) reaktiver Sauerstoffspezies resultiert.

1.1.3.3 NADPH-Oxidoreduktasen

Im Rahmen der Redox-Theorie wird auch die Beteiligung von Oxidoreduktasen am
Sauerstoffsensingmechanismus diskutiert. Diese besitzen ebenfalls die Fahigkeit zur
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in Abh&ngigkeit von der Sauerstoffkonzentration.
Als mdogliche Sauerstoffsensoren kamen prinzipiell phagozytare NADPH-Oxidasen

bzw. nicht-phagozytare Isoformen in Frage (Vgl. 1.3).
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1.1.3.4 Cytochrom-P450-Enzyme

Durch Cytochrom-P450-abhangige Hydroxylaseaktivitat entstehen aus Arachidon-
saure Hydroxyeicosatetraensauren (HETES) und durch Epoxygenase-aktivitat die
Epoxyeicosatriensduren (EETs). Da die entsprechenden Monooxgenasen sauer-
stoffabhangig sind, wird ihre Beteiligung am Sauerstoffsensing der HPV diskutiert
(82, 199, 211, 215).

1.1.3.5 Hamoxygenase-2

Ein neueres Konzept zum Sauerstoffsensing postuliert die Cytochrom-P450-
abhangige Hamoxygenase-2 als Sauerstoffsensor. In Anwesenheit von Sauerstoff
spaltet diese Ham zu Kohlenmonoxid (CO), Biliverdin und Eisenionen. Das
freiwerdende CO vermittelt als Signalmolekil in einem weiteren Schritt die Offnung
Calcium-aktivierter Kaliumkanéle mit hoher Leitfahigkeit, sogenannter BK-Kanéle.
Unter hypoxischen Bedingungen wird die CO-Freisetzung im Rahmen des
Hamabbaus gehemmt und somit die Offnung der BK-Kanale inhibiert (78, 207).
Dieser Sauerstoffsensingmechanismus scheint zumindest in den Zellen des Glomus
caroticum eine Rolle zu spielen. Ob ihm jedoch eine Bedeutung fir das pulmonale

Sauerstoffsensing zukommt, wird Gegenstand weiterer Forschungen sein (199).

1.1.4 Mediatoren der HPV

Zahlreiche Substanzen und Mediatoren des pulmonalen Vasotonus wirken
modulierend auf die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion. Dazu zéhlen die von
Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen gebildeten Produkte des Arachidonsaure-
stoffwechsels wie Prostaglandine und Thromboxan sowie Endothelin. Die genannten
Substanzen scheinen jedoch keine Bedeutung fur die akute Auslésung der HPV zu

besitzen, sondern modulieren vielmehr den pulmonalen Vasotonus (198, 199).

Der grundlegende Mechanismus der HPV ist wahrscheinlich von endothelialen und
neurohumoralen Faktoren unabhangig (6), wenn auch der Einfluss des Endothels auf
die HPV-Antwort in der Literatur kontrovers diskutiert wird und fiir die chronische
Hypoxie von einer Beteiligung des Endothels ausgegangen werden muss (1, 12, 48,
97, 102, 104, 155, 190, 214).
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Unabdingbar fir die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion sind folgende

Substanzen:

1.1.4.1 Sauerstoffradikale

Superoxid und sein durch Dismutation entstehender Metabolit Wasserstoffperoxid
(H20,) sind eindeutig an der Regulation der hypoxischen pulmonalen Vasokonstrikti-
on beteiligt (117, 196, 200).

1.1.4.2 Superoxiddismutase

Inhibition der Superoxiddismutase, welche die Konversion von Superoxid zu

Wasserstoffperoxid katalysiert, blockiert die hypoxische Vasokonstriktion (200).

1.1.4.3 Stickstoffmonoxid (NO) und NO-Synthetase

Der Ruhetonus der Pulmonalgefal3e stellt einen Gleichgewichtszustand zwischen
Vasokonstriktion und Vasodilatation dar. Dabei ist dieses Gleichgewicht im
physiologischen Ruhezustand stark auf der Seite der Vasodilatation lokalisiert und
vom intrazellularen Calciumspiegel abhangig, der durch vasokonstriktive und
vasodilatative Mechanismen beeinflusst wird. Ein solcher Mechanismus ist die
Freisetzung des vasodilatatorisch wirksamen und friher auch als endothelium

derived relaxing factor bezeichneten Stickstoffmonoxids (NO) (130).

NO wird durch verschiedene Isoformen der NO-Synthetase aus L-Arginin syntheti-
siert und fuhrt zur Aktivierung einer Guanylatzyklase, welche aus GTP cGMP
produziert. cGMP wiederum aktiviert eine Proteinkinase und fuhrt schlieBlich zur

Vasorelaxation (130).

NO tragt eindeutig zur ,normoxischen Vasodilatation“ bei, da die Inhibition der NO-
Synthetase den pulmonalvaskularen Widerstand unter normoxischen Bedingungen
erhoht (120, 138).

Es konnte gezeigt werden, dass der HPV eine Verringerung der Exhalation von

Stickstoffmonoxid vorausgeht. Diese tritt spezifisch im Rahmen der HPV auf und
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kann bei pharmakologisch induzierten pulmonalen Vasokonstriktionen nicht
nachgewiesen werden. Aul3erdem steigert die Unterdriickung der exhalativen NO-
Freisetzung die HPV signifikant starker als nicht durch Hypoxie hervorgerufene
Vasokonstriktionen (61). Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen belegen ebenfalls
eine Verstarkung der HPV bei pharmakologisch blockierter NO-Synthese (13, 85,
138). Weiterhin scheinen NO-abhangige Guanylatzyklasen eine spezifische Rolle bei
der Entstehung der HPV zu spielen (201).

Insgesamt gesehen besitzt die Produktion von Stickstoffmonoxid somit einen
modulierenden Einfluss auf die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion. Da selbst
die komplette Inhibition der pulmonalen NO-Synthese jedoch keine hypoxische
pulmonale Vasokonstriktion hervorrufen kann und auch bei blockierter NO-Synthese
dieser Mechanismus noch aktiv ist (201, 202), scheint das NO-System nicht als

einziger und grundlegender Mechanismus der HPV-Entstehung in Frage zu kommen.

1.1.5 Gegenwartige Vorstellung vom Effektormechanismus der HPV —
Bedeutung von lonenkandlen, Rho-Kinase und Calcium-

Sensitivierung

Unter Ruhebedingungen weist die Zellmembran der glattmuskularen pulmonalarte-
riellen Zelle ein vorwiegend von Kaliumkanélen abhangiges Membranpotential mit
negativer Polarisierung auf der Zytosolseite auf. Alveolare Hypoxie fuhrt Gber einen
noch unidentifizierten Mechanismus zur Inhibition spannungsabhangiger Kaliumka-
nale (Ky-Kanale) mit konsekutiver Membrandepolarisation (140, 212). Diese erhoht
die Offnungswahrscheinlichkeit eines spannungsabh&ngigen Calciumkanals vom L-
Typ (Dihydropyridin-Rezeptor) und mundet in einen transmembrandésen Calciumein-
strom aus dem Extrazellularraum. Steigende intrazellulare Calciumspiegel triggern
die zusatzliche Freisetzung von Calcium aus intrazellularen Speichern (Calcium-
induzierte Calciumfreisetzung) und munden schlieBlich in der Kontraktion der
glattmuskularen Zellen, wenn die zytosolische Calciumkonzentration eine bestimmte
Schwelle tberschreitet (136).

Die hypoxieinduzierte Hemmung der spannungsabhangigen Kaliumkanale bzw. des
Kaliumausstroms, die Veranderungen des Membranpotentials sowie die Zunahme

des Calciumspiegels sind proportional zur Schwere der Hypoxie (128).
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Neben spannungsabhangigen Kaliumkanalen scheinen auch sogenannte TASK-1-
Kanéle an der hypoxischen Depolarisation beteiligt zu sein. Diese Kanale gehoren
zur Familie der TASK-Kaliumkandle, die aus zwei Poren-formenden Regionen und
vier transmembranaren Domanen gebildet werden. TASK-1 reguliert Gber einen
Hintergrundkaliumstrom das Ruhemembranpotential der glattmuskularen pulmona-
larteriellen Zelle. Unter Hypoxie kommt es zur Inaktivierung von TASK-1 und die
Inhibition des Hintergrundkaliumeinstroms tragt zur Depolarisation der Sauerstoff-
sensorzelle bei (64, 129, 195). Offensichtlich besitzt TASK-1 selbst jedoch keine
Fahigkeit zum Sauerstoffsensing. Eine interessante Arbeit konnte zeigen, dass
NOX4 in bestimmten sauerstoffsensiblen Zellen zusammen mit TASK-1 exprimiert
wird und offensichtlich in die sauerstoffabhangige Regulation der TASK-1-Aktivitat

involviert ist (98).

Die Endstrecke der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion hangt obligatorisch
vom Calciumeinstrom Uber die bereits erwahnten spannungsabhéngigen Calciumka-
nale vom L-Typ (voltage-operated L-type Ca** channels, VOCC), der Freisetzung
intrazellularen Calciums und der Hohe des intrazellularen Calciumspiegels ab (54,
69, 152).

FUr die Relevanz eines transmembrandsen Calciumeinstroms sprechen zahlreiche
Untersuchungen, die eine Inhibition der HPV durch Antagonisten am Calciumkanal
vom L-Typ sowohl in vivo als auch an isolierten Lungen zeigen konnten (36, 88, 111,
143). Ebenfalls konnte eine Verstarkung der HPV durch einen Agonisten als L-Typ-
Calciumkanal ausgeldst werden (113, 173). Untersuchungen, die eine nur inkomplet-
te Inhibition der HPV durch Nifedipin nachweisen, fihrten zur Annahme eines
alternativen Calciumeinstroms in die SPASM-Zelle Uber speichergesteuerte
Calciumkanale (store-operated Ca** channels, SOCC). Diese werden bei Entleerung
der intrazellularen Calciumspeicher tber ein bislang unbekanntes Signal aktiviert und
erlauben einen Einstrom von Ca* aus dem Extrazellularraum (124, 186, 195).

Eine wesentliche Rolle spielt auch die Calciumsensitivierung, die zu einer Verstar-
kung der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion durch gesteigerte Calcium-
empfindlichkeit der kontraktilen Proteine fuhrt. Unter hypoxischen Bedingungen
transloziert das monomere G-Protein RhoA in seiner aktiven Form an GTP gebunden

zur Plasmamembran, wo es die Rho-Kinase aktiviert. Diese filhrt Uber eine Inhibition
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der Myosinphosphatase zum Ausbleiben der Myosinleichtkettendephosphorylierung
und damit zu einer erhéhten Calciumempfindlichkeit der Myosionleichtketten (50, 96,
123, 147, 148, 188, 191, 209).

1.1.6 Storungen der HPV

Hohe klinische und insbesondere intensivmedizinische Relevanz haben Stérungen
oder sogar der vollstandige Ausfall der HPV.

Einflisse, die der HPV entgegen wirken, sind beispielsweise vasodilatatorisch
wirkende Substanzen wie Prostaglandine (PGl,, PGE;), Nitroglycerin, Nitroprussid-
Natrium, Isoproterenol, endogene Vasodilatatoren (z.B. Prostazyklin, NO), Amino-
phyllin, volatile Anasthetika und Opioide (93, 94, 125).

Aber auch Hypo- und Hyperkapnie inhibieren die HPV. Hypokapnie bewirkt eine
direkte pulmonale Vasodilatation in allen Lungenarealen, auch den hypoventilierten,
wahrend Hyperkapnie eine Vasokonstriktion in regelrecht ventilierten Arealen mit
konsekutivem Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes zur Folge hat. Diese
hyperkapnisch induzierte Vasokonstriktion bedingt eine Umverteilung des Blutflusses
zu minderbelUfteten Lungenbereichen mit der Folge einer druckpassiven Vasodilata-
tion. Ergebnis ist ein erhohter intrapulmonaler Rechts-Links-Shunt mit
Oxygenierungsstorung. Beachtet werden mussen diese pathophysiologischen
Zusammenhéange insbesondere bei lungenprotektiven Beatmungsformen mit kleinen
Tidalvolumina, bei denen im Sinne einer permissiven Hyperkapnie erhéhte PaCO,-
Werte Uber 45 mmHg akzeptiert werden (125). Andererseits kann eine kontrollierte
Hyperventilation mit respiratorischer Alkalose unter intensivmedizinischen Bedingun-
gen und bei kardiochirurgischen Operationen zur Senkung des pulmonalarteriellen

Mitteldrucks ausgenutzt werden (29).

Storungen der HPV werden auf3erdem durch einen erhdhten gemischt-ventsen
Sauerstoffpartialdruck (PvO;), beispielsweise in Folge einer hohen peripheren
Shuntfraktion bei SIRS (systemic inflammatory response syndrome), Sepsis oder
Leberinsuffizienz verursacht. Der erhéhte PvO, fihrt zum Anstieg des Sauerstoffpar-
tialdruckes in minderventilierten Lungenbereichen und konsekutiv zur Abschwachung
der HPV im betroffenen Areal der Lunge (125).
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Schadigung des alveoléaren Surfactant-Systems und Anstieg des pulmonalarteriellen
Druckes, z. B. durch Volumeniberladung, katecholamininduzierte Vasokonstriktion
oder Alkalose, sowie Hypothermie sind weitere negative Einflussfaktoren auf die
HPV. Auch schwere pulmonale Infektionen (z.B. durch Pneumokokken) und das
acute respiratory distress syndrome (ARDS) kdénnen mit einer unzureichenden HPV
einhergehen und Uber ein groRes Shuntvolumen zu einer schlechten Oxygenierung
trotz hoher inspiratorischer Sauerstoffkonzentration und einer optimalen, kontrollier-
ten Ventilation beitragen (35, 93, 94, 125).

1.2 Pulmonale Hypertonie, Cor pulmonale und Vascular Remode-
ling

Erkrankungen, die mit einer generalisierten chronischen alveolaren Hypoxie
einhergehen, fihren zu einer tbermaligen Aktivierung der HPV und einem extremen
Anstieg des pulmonalarteriellen Mitteldrucks, der sog. pulmonalen Hypertonie. Zu
diesen Erkrankungen zahlen beispielsweise die chronisch obstruktive Lungenerkran-
kung, Insuffizienzen der Atemmuskulatur, Thoraxdeformitaten oder -rigiditdt mit
konsekutiver Hypoventilation sowie (schlafbezogene) Atemregulationsstérungen und
die bei Hochlandbewohnern vorkommende atmospharische Hypoxie.

Um die bei der pulmonalen Hypertonie dauerhaft erhéhte Nachlast zu kompensieren,
hypertrophiert der rechte Ventrikel. Bei langsamem Anstieg des pulmonalarteriellen
Druckes und gesundem Herzen kann dadurch eine sehr effektive Adaptation an die
veranderten Verhaltnisse erreicht werden, wahrend bei rascher Progression und im
Stadium der Dekompensation die Dilatation des Ventrikels mit eingeschrankter
systolischer Funktion droht. Als ,chronisches Cor pulmonale” wird die Hypertrophie
und/oder Dilatation des rechten Ventrikels aufgrund chronischer pulmonaler
Widerstandserh6hung durch primére Stoérung der Lungenfunktion oder Lungenstruk-
tur bezeichnet (130, 183).

1.2.1 Morphologische Verdnderungen am pulmonalvaskularen System

Im Zusammenhang mit der pulmonalen Hypertonie entstehen neben der Vaso-
konstriktion auch charakteristische strukturelle Veranderungen am pulmonalvasku-
laren System. Im Wesentlichen kommt es durch den hohen Druck zur Dilatation der
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gro3en hilusnahen GefalRe, im Extremfall bis hin zu aneurysmatischen Formen,
wahrend im Bereich der kleineren Gefalle ein auch als vascular remodeling
bezeichneter markanter Umbau stattfindet. Die Vasokonstriktion ist vor allem zu
Beginn des Krankheitsprozesses die wesentliche Ursache fur die Erhéhung des
pulmonalarteriellen Druckes, wahrend spater durch vaskulares Remodeling die
Verringerung der GefalRlumina und des Gesamtgefal3querschnittes sowie die
Reduktion der GefalRelastizitit an Bedeutung gewinnen und die pulmonale
Hypertonie ,fixieren* (169).

Im Bereich der Intima bedingen Hypertrophie und Proliferation der Endothelzellen
sowie die Zunahme der extrazellularen Matrix durch erhohte Produktion und
Ablagerung von Laminin, Fibronektin und Elastin eine Verdickung der GefaRwand
(24, 31, 114, 115, 130, 164). Die Glycocalix der Endothelzellen erscheint alteriert und
diese produzieren weniger Heparansulfat, das ein wichtiger Inhibitor fur die
Proliferation glatter Muskelzellen ist (26, 130). Antithrombotische Eigenschaften des
Endothels werden unter chronischer Hypoxie verringert, so dass die Entstehung der
in-situ-Thrombosen im distalen GefalRbaum geférdert wird (127, 130, 167, 170). Die
Basalmembran kann in Ubereinstimmung mit einer nachgewiesenen erhohten
Permeabilitdt der GefalBwand fir Plasmaproteine lokal fragmentiert sein (38, 130,
172). Die hierdurch in die GefalBwand gelangenden Plasmaproteine scheinen
ihrerseits verantwortlich flr weitere Umbauprozesse (142). Die entstandenen Licken
der GefalRwand ermdglichen das Einwachsen glatter Muskelzellen und Fibroblasten
in die subendotheliale Schicht. Die Proliferation von als Myofibroblasten bezeichne-
ten Zellen an dieser Stelle stellt das Korrelat der sogenannten Intimaproliferation und
Intimafibrose dar (130).

Hinsichtlich der Media findet sich eine Verdickung durch Hypertrophie und Prolifera-
tion glattmuskularer Zellen sowie durch Ablagerung extrazellularer Matrixproteine,
v.a. von Kollagen und Elastin. Wegen der Fahigkeit der glattmuskularen Zellen zur
Kontraktion ist die Verdickung der Media von besonderer pathophysiologischer
Relevanz fiur die Entstehung der pulmonalen Hypertonie.

Die Verdickung der Adventitia wird vermutlich durch Proliferation von Fibroblasten
und Myofibroblasten verursacht. AuRerdem findet eine Deposition extrazellularer

Matrixproteine wie Kollagen, Elastin, Fibronektion und Tenascin statt (83, 130, 164).
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Unter distal extension of smooth muscle oder De Novo Muskularisation versteht man
das Einwachsen glatter Muskelzellen der Media nach distal, so dass auch kleinere
Pulmonalarterien schlie3lich Gber eine komplette Muscularis verfligen. Diese glatt-
muskuléren Zellen produzieren vermehrt extrazellulare Matrixproteine, die wiederum

eine Verdickung der Gefaldwand verursachen (26).

Zahlreiche Studien weisen auf eine Reduktion des Gefal3querschnittes durch den
Verlust kleiner BlutgefaRe hin. Dieses Phanomen wird auch als pruning oder
rarefaction bezeichnet (75, 76, 83, 116, 134).

Als weitere charakteristische Veranderung treten plexiforme L&asionen auf. Sie sind
durch die Bildung multipler endoluminaler gewundener Kanéle in kleinen Pulmonalar-
terienasten gekennzeichnet und bestehen aus rasch proliferierenden Endothelzellen
(130, 182).

Von den beschriebenen strukturellen Veranderungen werden in erster Linie das sog.
inward remodeling, d.h. die Reduktion des GefaRlumens durch Verdickung der
GefalRwand, sowie die Gefaldrarefizierung fir die Erhéhung des pulmonalvaskuléren
Widerstandes und die Entstehung der pulmonalen Hypertonie verantwortlich
gemacht. Diesem Konzept widersprechen jedoch verschiedene Untersuchungen, die
zwar eine Dickenzunahme pulmonalarterieller Gefal3e, jedoch keine Abnahme des
luminalen Durchmessers finden (81, 177). Die Zunahme der GefaBwand misste
demnach eher zu einem outward remodeling ohne Beeinflussung des GefalR3lumens
fuhren (163).

Das Konzept der GefaRrarefizierung wird neuerlich durch Berichte in Frage gestellt,
die angiogenetische Effekte im pulmonalkapillaren Stromgebiet als Antwort auf
hypoxische Reize nachweisen. Diese Angiogenese soll die pulmonale Hypertonie
begrenzen, indem sie den Stromungswiderstand im Lungenstromgebiet reduziert
(80, 81). Unterstitzt wird dieses Konzept durch die Beobachtung, dass Angiostatin
eine pulmonale Hypertension in Mausen, die einer chronischen Hypoxie ausgesetzt
werden, verstarkt (135), wahrend die Uberexpression von VEGF in der Lunge einen
gewissen Schutz gegenuber der Entstehung einer hypoxieinduzierten pulmonalen
Hypertension darstellt (134).
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Wahrend lange Zeit davon ausgegangen wurde, dass die pulmonale Hypertonie in
erster Linie eine Erkrankung der distalen Lungenstrombahn darstellt, mehren sich die
Erkenntnisse, dass gerade auch Veranderungen im Bereich der grof3en Pulmonalar-
terien von signifikanter Bedeutung fiir die rechtsventrikulare Funktion sind. So fihrt
die Verdickung der vaskuldaren Wand zu einem Complianceverlust, der auch als
stiffening bezeichnet wird. Dieser tragt zu 30 - 40 % der erhohten rechtsventrikularen
Nachlast als Folge der pulmonalen Hypertonie bei. Weiterhin bedingt das stiffening
einen Verlust der Windkesselfunktion gro3er Pulmonalarterien und damit letztendlich
auch den Verlust des pulmonalen Blutflusses wéhrend der Diastole. Die insgesamt
veranderten Widerstands- und Flussverhéltnisse scheinen aul3erdem zu einer
reduzierten NO-Freisetzung der distalen pulmonalarteriellen Endothelzellen zu
fuhren, die in ihrer Funktion von einem stetigen pulsatilen Blutfluss abhangig sind
(162).

1.2.2 Bedeutung von lonenkanalen fir die chronische Hypoxie

Neben den beschriebenen morphologischen Veranderungen am pulmonalen
Gefal3system fuhrt chronische alveolare Hypoxie insgesamt zu einer erhdhten
pulmonalvaskularen Reaktivitat. So steigen der basale Gefal3tonus wie auch die
Starke einer durch vasoaktive Agonisten vermittelten Vasokonstriktion, wahrend
gleichzeitig die vom Endothel abhangige Vasodilatation an Bedeutung verliert (2,
157).

Auf zellularer Ebene verursacht chronische Hypoxie eine Herunterregulation
spannungsabhangiger Kaliumkanéle, eine Reduktion ihrer Aktivitat und folglich eine
anhaltende Membrandepolarisation. Diese Effekte scheinen tber den konsekutiven
Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration in der SPASM-Zelle zur persistie-
renden pulmonalen Vasokonstriktion, zum vaskularen Remodeling und schlie3lich
zur chronisch-hypoxischen pulmonalen Hypertonie zu fuhren. Obwohl der genaue
Mechanismus des anhaltenden hypoxieinduzierten Calciumeinstroms uber die
Plasmamembran bislang noch nicht identifiziert werden konnte, scheinen in erster
Linie spannungsunabhéangige Calciumkanéle betroffen zu sein. Neuere Studien
liefern Hinweise, dass die HIF-vermittelte Expression sogenannter TRPC-Kanéle

(transient receptor potential channels) hier von Relevanz sein konnte (2, 187, 195).
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1.2.3 Veranderungen der Genexpression

Der durch Hypoxie induzierbare Transkriptionsfaktor HIF-1 (hypoxia-inducible factor
1) stellt eine wesentliche Schnittstelle bei der Vermittlung der Hypoxie auf die Ebene
der genetischen Regulation dar. HIF ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, der
aus einer regulierenden o-Untereinheit und einer konstitutiven p-Untereinheit
besteht. Wahrend der Faktor unter normoxischen Bedingungen rasch durch das
Ubiquitin-Proteasom-System degradiert wird, stabilisiert er sich im hypoxischen
Milieu, transloziert im Folgenden zum Zellkern und bindet dort an hypoxia responsive
elements (HREs), um schlief3lich die Expression verschiedener Gene zu supprimie-
ren oder induzieren (34, 154, 184).

Ursprunglich wurde HIF-1 als der Faktor entdeckt, der unter Hypoxie das Erythropoi-
etingen transkriptionell aktiviert (185). Inzwischen wird vermutet, dass HIF-1
maoglicherweise sogar weit Uber 200 Gene des Menschen hypoxieabhéngig
kontrolliert (108). Insgesamt konnten bei Sdugern bislang ca. 70 Zielgene identifiziert
werden. Unter ihren Produkten finden sich beispielsweise die Wachstumsfaktoren
VEGF (vascular endothelial growth factor) und PDGF (platelet derived growth factor)
sowie die NO-Synthetase, Hamoxygenase-1, Endothelin-1 und Adrenomedullin, die
fur die Regulation der Vasomotorik wichtig sind, und auf3erdem zahlreiche Proteine,
die den anaeroben Energiestoffwechsel und den Zellzyklus kontrollieren (205). Gut
belegt ist auch die Bedeutung von HIF-1 fur die pulmonale Hypoxiereaktion. So
zeigen fur HIF-1a heterozygote Mause nach chronischer Hypoxieexposition eine
signifikant verzogerte Entwicklung von Polyzythamie, rechtsventrikularer Hypertonie,
pulmonaler Hypertonie und pulmonalvaskularem Remodeling (210) sowie eine
verminderte hypoxieinduzierte Zelldepolarisation, eine geringere Reduktion des
Kaliumstroms und eine geringfugigere Hypertrophie pulmonalarterieller glatter
Muskelzellen (156).

Neben HIF-1 werden unter Hypoxie auch weitere Transkriptionsfaktoren aktiviert, die

wahrscheinlich insgesamt aber eine geringere Relevanz fir die pulmonale Hypoxie-
antwort haben (44).
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1.2.4 Mediatoren der chronischen Hypoxie

In die Entstehung der chronisch-hypoxisch induzierten pulmonalen Hypertonie sind
zahlreiche Faktoren involviert. Unter anderem scheinen Rho-Kinase (50, 81, 123),
die Wachstumsfaktoren VEGF-a und VEGF-b (39, 105, 189), die Serotoninrezepto-
ren 5-HT1g und -5 sowie entsprechende Transporter (87, 96, 106, 121), Endothelin
und Endothelinrezeptoren (40, 46, 57, 150, 166), Prostacyclin und Thromboxan (42,
55), Heparin (67), Stickstoffmonoxid (56, 165) sowie Calciumkanale (101) eine Rolle

zu spielen.

Wahrend der grundlegende Mechanismus der HPV wahrscheinlich nicht an
endotheliale und neurohumorale Faktoren gebunden ist (6), muss fur die chronische
Hypoxie von einer Beteiligung des Endothels ausgegangen werden (1, 104).
Zahlreiche Versuche belegen eine biphasische Kinetik der HPV, bei der eine initial
rasch einsetzende, transitorische Vasokonstriktion (Phase ) in eine teilweise
Relaxation Ubergeht und von einem sich langsam entwickelnden Anstieg des
Vasotonus (Phase II) abgelost wird (27, 91, 97, 178, 197, 202, 203, 206).

Zumindest fur die initiale Phase scheint ein intaktes Endothel nicht obligatorisch, da
die Hypoxieantwort auch dann erhalten ist, wenn zuvor das Endothel von Pulmona-
larterien entfernt wurde. Die maximale Auspragung der Vasokonstriktion sowie
Phase Il bzw. die Reaktion auf chronische Hypoxie sind aber wahrscheinlich
endothelabhangig (1, 12, 48, 97, 102, 104, 155, 190, 214).

Zahlreiche Studien weisen nach, dass eine erh6hte Produktion reaktiver Sauerstoff-
spezies an der Entstehung der pulmonalen Hypertonie, der rechtsventrikularen
Hypertrophie und des vaskularen Remodelings beteiligt ist (79, 103, 110). ROS
fuhren zur Heraufregulation der Expression verschiedener Faktoren, die das
vaskulare Remodeling modifizieren. Dies sind u.a. der vascular endothelial growth
factor (VEGF) (39), der platelet activating factor (PAF) (70, 99, 131) und die mitogen-
activated protein kinase (MAPK) (65).
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1.3 HPV, hypoxieinduziertes vaskulares Remodeling und NADPH-
Oxidasen

Die Redoxtheorie postuliert, dass die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies in
Abhangigkeit vom herrschenden Sauerstoffpartialdruck den grundlegenden
Sauerstoffsensingmechanismus der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion
darstellt (7, 8). ROS fiuihren im Folgenden uber bislang nicht identifizierte Mechanis-
men zur Inhibition spannungsabhangiger Kaliumkanéle, die in den bereits unter 1.1.5
beschriebenen Effektormechanismus miindet und schlie3lich zur HPV fihrt.

Die vorliegende Arbeit grindet auf der Annahme, dass eine NADPH-Oxidase am
Sauerstoffsensing der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion sowie am hypoxie-
induzierten vaskularen Remodeling beteiligt sein kénnte und unter Hypoxie vermehrt
ROS produziert. Sowohl phagozytare als auch nichtphagozytére Isoformen kénnten
dabei prinzipiell eine Bedeutung haben.

NADPH-Oxidasen, die auch als NADPH-Oxidoreduktasen bezeichnet werden, sind
eine Gruppe von mit der Plasmamembran assoziierten Enzymen, die in einer
Vielzahl von Zellen gefunden werden. Zunachst sollen die Eigenschaften und das

Vorkommen der bislang bekannten NADPH-Oxidasen beleuchtet werden.

1.3.1 Leukozytare NADPH-Oxidasen

Am Besten untersucht ist bislang die leukozytdre NADPH-Oxidase, die in professio-
nellen Phagozyten und B-Lymphozyten nachgewiesen werden kann (16). Dort
katalysiert sie im Verlauf des respiratory burst die Produktion von Superoxidanionen
(O2) durch die Ein-Elektronenreduktion von extrazellularem Sauerstoff, wobei
intrazellulares NADPH als Elektronenspender fungiert. Die so entstandenen
Superoxidanionen bilden den Ausgangspunkt fur eine Reihe der sog. reactive
oxygen species (ROS). Durch Dismutation entsteht aus dem Superoxidradikal unter
Mithilfe der Superoxiddismutase Wasserstoffperoxid (H.O,) (16, 139). Die Entste-
hung der bakteriziden ROS ist in diesen Zellen ein erwinschter Mechanismus zur

Abwehr eindringender Mikroorganismen.

Der Kern der leukozytaren NADPH-Oxidase besteht aus fiinf Komponenten, die als
p40phox, p47phox, p67phox, p22phox und gp9lphox bezeichnet werden, wobei
phox fur Phagozytenoxidase steht. Drei dieser Komponenten, namlich p40phox,
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p47phox und p67phox, sind als zytoplasmatischer Komplex von den beiden tbrigen
getrennt. p22phox und gp91phox sind in der Membran sekretorischer Vesikel und
spezifischer Granula lokalisiert, wo sie als heterodimeres Flavoprotein Cytochrom
bsss in Erscheinung treten. Die Trennung der Bestandteile ist vermutlich ein
Schutzmechanismus, der sicherstellt, dass in der nicht aktivierten Zelle keine
reaktiven Sauerstoffspezies gebildet werden. Fur die Aktivierung der NADPH-
Oxidase sind auferdem das im Zytoplasma befindliche Protein Rac2 und das
membranstandige Rapl erforderlich. Letzteres kann zusammen mit Cytochrom bssg
isoliert werden (16, 17, 179).

Die Aktivierung eines Phagozyten fuhrt zur Translokation der im Zytoplasma
lokalisierten GTPase Rac2 sowie des zytoplasmatischen Komplexes aus p47phox
und p67phox zur Plasmamembran. Gleichzeitig gelangen auch Cytochrom bssg und
RaplA durch Fusion der Membranen der sekretorischen Vesikel und spéater der
spezifischen Granula mit der Zellmembran an die Zelloberflache. Dort assoziiert der
zytoplasmatische Komplex mit Cytochrom bssg und formiert die aktive NADPH-
Oxidase. Wahrend der Phagozytose wird die Plasmamembran internalisiert und
bildet die Wand des Phagosoms, in dessen Inneres die fertige NADPH-Oxidase
Superoxidanionen ausschiuttet (16, 179).

Fir die Redoxaktivitat des Enzymes scheint gp9lphox verantwortlich zu sein,
wahrend die zytoplasmatischen Faktoren wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der
korrekten Formation des aktiven Enzymes, der Bindung des Substrates sowie dem
Transport der Elektronen durch den Komplex spielen (16, 17, 179). Gp91phox wird
auch als NOX2 bezeichnet.

Wie alle anderen biologischen Makromolekile ist auch die phagozytare NADPH-
Oxidase im Laufe der Evolution entstanden. Schon recht frih wurde vermutet, dass
sie jedoch keine Neuentwicklung darstellt, sondern sich im Laufe der Zeit als
Mutation einer &lteren Oxidase mit wesentlich geringerer Aktivitat und weiterer
Verbreitung im Gewebe entwickelt hat, deren Aufgabe die Produktion reaktiver

Sauerstoffspezies zur Signalibertragung war (16).
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1.3.1.1 Isoformen der leukozytdren NADPH-Oxidasen

In den vergangenen Jahrzehnten konnte die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
in niedrigen Konzentrationen auch in nichtphagozytaren Zellen nachgewiesen
werden. Die Rate der Superoxidproduktion in vaskularen Zellen wird beispielsweise
von einigen Autoren auf etwa 1% der leukozytaren geschatzt (77, 151). Diese ROS
stellen nicht ein beilaufig entstandenes Nebenprodukt des Stoffwechsels dar, wie
lange vermutet wurde, sondern besitzen offensichtlich spezifische Bedeutungen fir
die Signallubertragung. Quelle dieser ROS sind v.a. gp91phox-Homologe. Bislang
wurden insgesamt sieben Isoformen der NOX-Familie beschrieben, die als NOX1-
NOX5, DUOX1 und DUOX2 bezeichnet werden. Obwohl diese strukturelle
Ahnlichkeiten aufweisen, finden sich signifikante Unterschiede hinsichtlich Gewebe-
verteilung, Kofaktoren, Aktivierungsmodi, Menge der Superoxidproduktion und
Funktion (43).

1.3.1.1.1 NOX1

NOX1, das urspringlich auch mox1 oder NOH-1 genannt wurde, zeigt die hdchste
Expressionsrate im Epithel des Kolons und kann weiterhin in Prostata, Uterus und
glattmuskularen Gefal3zellen nachgewiesen werden (20, 84, 95, 133, 168, 169).
NOX1 scheint im vaskularen System wichtige Funktionen fir die Mitogenese,
Zelltransformation, Angiogenese und das normale Wachstum zu besitzen. Auffallend
ist, dass in Tumorzellen erhohte ROS-Spiegel gemessen werden, so dass eine
Beteiligung bei der Entstehung von Tumoren ebenfalls vermutet werden kann (5, 14,
168). Das gp9l1phox-Homologe ist Uberdies offensichtlich an der Genese kardio-
vaskularer Pathologien und Diabetes mellitus beteiligt, die mit erhéhten ROS-
Spiegeln einhergehen (60, 84, 95, 133, 159, 168, 169, 204).

NOX1 wird von NOXO1 (NOX organizer 1) und NOXA1 (NOX activator 1) aktiviert.
Die beiden fur Funktion und ROS-Produktion durch NOX1 relevanten Proteine sind
Homologe der klassischen Untereinheiten gp47phox und gp67phox der phagozyta-
ren NADPH-Oxidase (18).

1.3.1.1.2 NOX2

NOX2 ist identisch mit der traditionell als gp91phox bezeichneten Untereinheit der

phagozytaren NADPH-Oxidase. Diese ist zweifellos, wie unter 1.3.1 beschrieben,
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ein fur die mikrobielle Abwehr unerlassliches Enzym. Deutlich wird dies auch am
Krankheitsbild der septischen Granulomatose (chronic granulomatous disease), das
zu rezidivierenden bakteriellen und mykotischen Infektionen fihrt und durch einen
Defekt der leukozytaren NADPH-Oxidase hervorgerufen wird (47, 73, 149).

Die urspringliche Annahme, dass NOX2 ausschlief3lich in phagozytierenden Zellen
vorkommt, wurde in den vergangenen Jahren durch zahlreiche Arbeiten widerlegt,
die eine Expression, wenn auch in wesentlich niedrigeren Konzentrationen, in vielen
anderen Geweben zeigen. NOX2 wird u.a. im Bereich des Endothels und der
Adventitia von BlutgefaRen sowie in Kardiomyozyten exprimiert und ist dort eine
Quelle fur ROS (51, 58, 100, 145, 146). NOX2 kann spezifisch auch in VSMCs
(vascular smooth muscle cells) von WiderstandsgefalRen (174), der Aorta und
anderen grofRen Arterien (159, 175) sowie in der Pulmonalarterie und im Bereich der
Koronarien (63) nachgewiesen werden.

Uneinigkeit herrscht jedoch in der Frage, in welchem AusmalR NOX2 in diesen
Gefallen exprimiert wird. Wahrend einige Autoren finden, dass NOX2 in VSMCs, die
aus Aorten oder anderen grof3en Arterien isoliert wurden, nur in sehr geringem
Ausmaf vorhanden ist (159, 175) und in Ubereinstimmung damit NOX2 im vendsen
System in hoherer Konzentration als im arteriellen (66) detektiert werden kann, sind
andere davon uberzeugt, dass die Expression im Bereich der A. pulmonalis der in
Koronararterien ungeféahr entspricht (63).

Da gp91phox-Knockout-Mause in den VSMCs ihrer Aorta weiterhin eine funktionsfa-
hige NADPH-Oxidase exprimieren (22, 160), scheint NOX2 zumindest nicht der
einzige und wesentliche ROS-produzierende Mechanismus in diesen Zellen zu sein
(25). Unter chronischer Hypoxie kdnnte die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
durch NOX2 jedoch eine wesentliche Bedeutung haben und zu den pathologischen
Verdnderungen am pulmonalen Gefal3system und Herzen beitragen (63). Analog
dazu gibt es zunehmend Hinweise, dass NOX2 an der Genese kardiovaskularer
Erkrankungen, wie z.B. Arteriosklerose, Hypertension, dem Fortschreiten der
rechtsventrikularen Hypertrophie zum Herzversagen (84, 100, 159), sowie neurode-
generativen Syndrome (213) und HIV (180) beteiligt ist.
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1.3.1.1.3 NOX3

NOX3 kann hauptsachlich in fetalen Nieren gefunden werden sowie in niedrigeren
Konzentrationen auch in anderen fetalen Geweben, wie Leber, Lunge und Milz.
Vermutet wird eine Funktion in der Signalibertragung wahrend der fetalen
Entwicklungsphase (41, 89). Weitere Untersuchungen zeigen ein Vorkommen von
NOX3 auch im Bereich des cochlearen und vestibularen Systems des Innenohres
und legen nahe, dass die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies durch NOX3 im
Zusammenhang mit Hoérverlusten und Gleichgewichtsproblemen in Folge ototoxi-

scher Substanzen stehen konnte (19).

1.3.1.1.4 NOX4

NOX4 wurde zunachst als Renox bekannt. Es kann in der Nierenrinde gefunden
werden, hat die Fahigkeit zur Produktion von ROS und ist vermutlich am Sauerstoff-
sensing in der Niere im Rahmen der Erythropoetinsynthese beteiligt (52, 158).
Daneben kommt NOX4 in besonderem Mal3e im vaskularen Bereich vor, namlich in
Endothelzellen (3), der an glatten Muskelzellen reichen Media und in etwas
geringerer Expression in Endothel und Intima. Dabei scheint das Verbreitungsmuster
teilweise zum Vorkommen von gp91phox komplementar, d.h. NOX4 findet sich vor
allem da, wo gp91phox nicht vorkommt (159). AuRerdem kann NOX4 in zahlreichen
fetalen und adulten Geweben wie Pankreas, Plazenta, Ovar, Hoden, Skelettmuskel,
Osteoklasten, Fibroblasten und Astrozyten angetroffen werden (41, 92). Auch NOX4
scheint im Gefal3system wesentlich an der Entstehung von Erkrankungen beteiligt zu
sein (84, 95, 133, 159, 168, 169).

1.3.1.1.5 NOX5

NOX5 lasst sich vorwiegend in lymphoidem Gewebe und dem Hoden isolieren (21).
Seine genaue Funktion in den genannten Geweben ist jedoch weitgehend unbe-
kannt. Vermutet werden u.a. eine Rolle in der Lymphozytendifferenzierung sowie der

Spermatogenese (92).
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1.3.1.1.6 DUOX1 und DUOX2
DUOX1 und DUOX2 sind die Homologe mit dem hdchsten Molekulargewicht, da sie

neben der zu gp91lphox homologen Region zuséatzlich eine Peroxidase-homologe
Region besitzen. DUOX1 wird in Schilddriise und Lunge, DUOX2 in Schilddriise und
Kolon exprimiert (37, 45, 49). Vermutet wird fur beide Enzyme eine Beteiligung an
der Schilddrisenhormonsynthese. So sind Patienten mit seltenen Mutationen von
DUOX2 hypothyreot (122). Aufgrund ihres Vorkommens im Bereich von Lungen- und

Kolonepithelien scheint auch eine Abwehrfunktion méglich (53).

1.3.1.2 Kofaktoren und Aktivierungsmodi

Auf Kofaktoren und Aktivierungsmodi der gp9lphox-Homologe soll hier nur am
Rande eingegangen werden. Bemerkenswert ist, dass Untereinheiten der phagozyta-
ren NADPH-Oxidase (neben gp9lphox auch p22phox, p47phox und p67phox) in
GefalRwanden nachgewiesen werden konnten (176). Ebenso gibt es Hinweise, dass
z.B. NOX1 mit den Untereinheiten p22phox (68), p47phox und p67phox (18) der
phagozytaren NADPH-Oxidase interagieren kann wie auch mit zwei Homologen von
p47phox und p67phox (18). Zumindest eine enge Korrelation beziglich ihrer

Expression im Gefal3system scheint flir NOX4 und p22phox zu existieren (66).

1.3.2 Hinweise auf die Beteiligung von NADPH-Oxidasen am Sauerstoff-
sensing der HPV und des hypoxieinduzierten vaskularen

Remodelings

Das Konzept einer NADPH-Oxidase als Sauerstoffsensor basiert wesentlich auf
Experimenten mit dem NADPH-Oxidase-Inhibitor Diphenyleneiodonium (DPI), der
die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion spezifisch zu inhibieren vermag, sie aber
nicht imitiert (62, 66, 109, 118, 171).

Diphenyleneiodonium blockiert moglicherweise aber auch andere Flavoproteine
sowie die mitochondriale Atmungskette. Es konnte jedoch nachgewiesen werden,
dass auch AEBSF (4-(2-Aminoethyl-)benzensulfonylfluorid), ein spezifischer NADPH-
Oxidase-Inhibitor, unabhangig von der NO-Synthese die HPV ausschaltet (200),
wahrend der mitochondriale Inhibitor Myxathiazol keinen Einfluss auf die HPV hat
(109).
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Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass Hypoxie die Zunahme reaktiver
Sauerstoffspezies zur Folge hat (39, 72, 90, 102, 109, 192, 193, 200). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass diese Zunahme und nicht die Abnahme reaktiver
Sauerstoffspezies spezifisch in die HPV involviert ist. So inhibiert Nitroblautetrazoli-
um (NBT), welches Superoxid bindet und damit seine weitere Konversion zu H,0O,
ausschaltet, spezifisch die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (117, 196). Dies
trifft ebenso auf die Superoxiddismutaseinhibitoren DETC (Diethyldithiocarbamin-
saure) und TETA (Triethylentetramin) zu. Dabei ist der Einfluss von DETC
unspezifisch und blockiert auch die Wirkung anderer vasokonstriktorischer Agenzien,
wahrend TETA ausschlief3lich die HPV beeinflusst (200).

Die Substanzen Superoxiddismutase und Tiron (4,5-Dihydroxy-1,3-Benzoldisulfon-
saure), die beide die Bildung von H,O, zulassen, tben hingegen keinen Effekt auf

die hypoxische Vasokonstriktion aus (196).

Nicht nur in der Lunge, sondern auch in den Sauerstoffsensorzellen (Typ-I-Zellen)
des Glomus caroticum gibt es Hinweise auf die Beteiligung einer NADPH-Oxidase
am Sauerstoffsensing. So ist die ROS-Produktion normaler Typ-I-Zellen der Maus
unter moderater Hypoxie erhdht und die Effekte des hochspezifischen NADPH-
Oxidase-Inhibitors AEBSF unterstlitzen die Hypothese, dass diese erhdhte ROS-
Produktion unter Hypoxie das Ergebnis einer vermehrten NADPH-Oxidase-Aktivitat
ist. Dafur sprechen auch Daten, die belegen, dass Hypoxie in p47phox-Knockout-
Zellen keine Veranderung der ROS-Spiegel bewirkt, und die somit auch andeuten,
dass der mitochondrialen Atmungskette offensichtlich — zumindest unter moderater
Hypoxie — keine Bedeutung als Ursprung reaktiver Sauerstoffspezies zukommt (72).

Genauestens bekannt ist heute die Bedeutung der phagozytaren NADPH-Oxidase
fur die antimikrobielle Abwehr. In den vergangenen Jahren wurde mit Entdeckung
der gp91phox-Isoformen, der Charakterisierung ihrer Funktionen und Gewebedistri-
bution aber immer evidenter, dass die Mitglieder der sog. NOX-Familie in der
kardiovaskularen Physiologie und Pathophysiologie erheblichen Stellenwert als
Produzenten reaktiver Sauerstoffspezies haben. Die klassischen vaskularen
NADPH-Oxidasen NOX1, NOX2 und NOX4 konnen in nahezu allen Zellen und
Schichten der GefalRwand angetroffen werden (3, 20, 51, 58, 63, 66, 84, 95, 133,
145, 146, 159, 168, 169, 174, 175), wo sie an der Genese und Progression von

Pathologien wie Arteriosklerose, arterieller Hypertonie, der endothelialen Dysfunktion
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bei Diabetes mellitus, neurodegenerativer Erkrankungen und HIV mitwirken (60, 84,
95, 133, 159, 168, 169, 180, 213). Einige Autoren finden die hochsten Expressions-
raten von NOX1 und NOX4 in VSMCs (204), die als Sensor- und Effektorzellen der

hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion betrachtet werden (74, 161).

Gegen die Beteiligung der phagozytdren NADPH-Oxidase NOX2 an der Regulation
der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion spricht die Beobachtung, dass auch
bei gp91lphox-Knockout-Mausen die Fahigkeit zum Sauerstoffsensing erhalten ist.
Die Mause, die infolge des fehlenden Proteins an septischer Granulomatose leiden,
zeigten eine erhaltene HPV nach sechsminutiger Hypoxieexposition. Allerdings fehlt
bei den Knockout-Mausen die basale ROS-Produktion in der Lunge, ein Hinweis
darauf, dass unter physiologischen Bedingungen gp91phox die Hauptquelle von
ROS sein kénnte (11). Die Ergebnisse dieser Untersuchung beziehen sich aber
lediglich auf die akute Phase der Hypoxie und sind mit der Annahme einer
gp91phox-Isoform als Sauerstoffsensor vereinbar.

Unter chronischer Hypoxie kdonnte NOX2 jedoch sehr wohl Relevanz fir die im
Bereich des pulmonalen Gefal3systems stattfindenden Verdnderungen haben.
Versuche mit isolierten intrapulmonalen Arterien von Mausen zeigten nach einer
dreiwdchigen Hypoxieexposition signifikant hohere Superoxidspiegel, wogegen bei
gp91phox-Knockout-Mausen nach identischer Hypoxieexposition keine erhdhte
ROS-Produktion gemessen wurde. Bei den Knockout-Mausen entwickelte sich im
Gegensatz zu den Kontrolltieren auch kein pulmonalarterieller Hypertonus, kein
vaskulares Remodeling und es kam auch nicht zur Hypertrophie des rechten
Ventrikels. Eine signifikante Heraufregulation auf genetischer Ebene, gemessen als
hohere NOX2-mRNA-Konzentration, konnte von dieser Arbeitsgruppe jedoch
genauso wenig nachgewiesen werden wie eine Expressionszunahme der ubrigen

Untereinheiten p22phox, p40phox, p47phox und p67phox (103).

Fur die Beteiligung einer NADPH-Oxidase am Sauerstoffsensing sprechen auch
weitere funktionelle Studien (23, 72, 90, 98, 109, 141, 199, 200):

So wird beispielsweise der offensichtlich an der hypoxischen Depolarisation beteiligte
TASK-1-Kanal (Vgl. 1.1.5), der Uber einen Hintergrund-Kaliumstrom das Ruhememb-

ranpotential der glattmuskularen pulmonalarteriellen Zelle reguliert und unter
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hypoxischen Bedingungen inhibiert wird (64, 129, 195), in bestimmten sauerstoffrea-
giblen Zellen zusammen mit NOX4 in der Plasmamembran exprimiert. Die
Sauerstoffsensitivitat dieses Kanals scheint durch NOX4 reguliert zu werden. So
zeigt der TASK-1-Kanal selbst eine nur moderate Hypoxieantwort, die aber durch
NOX4 deutlich verstarkt wird, wahrend NOX2 keine solchen Effekte austibt.
Aullerdem steigert NOX4 die hypoxische Inhibition des TASK-1-Hintergrund-
Kaliumstroms (98).

Bestimmungen an Typ-I-Zellen des Glomus caroticum normaler Mause lassen unter
Hypoxie einen Anstieg der ROS-Produktion erkennen, wahrend dieser bei p47phox-
Knockout-Mausen fehlt (72). Unter Berucksichtigung der Beobachtung, dass bei
gp91phox-Knockout-Mausen die HPV erhalten ist (11), deutet dies auf die mogliche
Beteiligung einer Isoform der phagozytdren NADPH-Oxidase am Sauerstoffsensing
hin (23).

Insgesamt unterstitzen diese Ergebnisse die Hypothese der Beteiligung einer
NADPH-Oxidase am Sensingmechanismus der HPV und am hypoxieinduzierten
GefalRremodeling, wobei die Zunahme und nicht Abnahme der Produktion von ROS

und H>0, einen wesentlichen Mechanismus darstellt.

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Basierend auf den Erkenntnissen, dass NADPH-Oxidasen am Sensormechanismus
der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion sowie am hypoxisch ausgeltsten
vaskuldren Remodeling beteiligt sein kdnnten, sollte in dieser Arbeit die Genexpres-
sion der nicht-phagozytaren NADPH-Oxidasen NOX1 und NOX4 in der Lunge des
Kaninchens untersucht werden. Dabei standen die folgenden Fragestellungen im
Mittelpunkt:

1. Wie werden NOX1 und NOX4 in verschiedenen Gewebspraparationen der

Lunge auf mRNA-Ebene exprimiert?

Insbesondere sollten bei diesen Untersuchungen pulmonalarterielle und vené-
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se GefalRe sowie Trachea, Bronchien, Lungenparenchym und die Aorta diffe-
renziert betrachtet werden.
2. Wie werden NOX1 und NOX4 auf mRNA-Ebene in der Lunge unter Hypoxie

reguliert?

Diese Fragestellung sollte an einem in vivo-Modell des Kaninchens untersucht
werden. Dazu sollten Kaninchen tber verschiedene Zeitrdume in normobari-
scher Hypoxie gehalten werden und anschlieRend Bestimmungen von NOX1-
und NOX4-mRNA an Gewebspraparationen (wie unter Punkt 1) der Kanin-
chenlungen durchgefiihrt werden. AuBerdem sollten die Bestimmungen im

Vergleich zu in normoxischer Umgebung gehaltenen Kontrolltieren erfolgen.
Die quantitative mRNA-Bestimmung von NOX1- und NOX4-mRNA im Rahmen

dieser Fragestellungen sollte nach reverser Transkription mittels Real-time PCR

erfolgen.
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2 Material

2.1 Gerate und Hilfsmittel

Abi Prism 7700 Sequence Detection System, Applied Biosystems (Foster City,
CA, USA)

Blutgasanalysegerat ABL 330, Radiometer A/S (Brgnshgj, Danemark)
Cat/Rabbit Ventilator UB 6025, Hugo Sachs Elektronik-Harvard Apparatus
GmbH (March-Hugstetten, Deutschland)

Gase, Messer-Griesheim (Siegen, Deutschland)

GeneAmp® PCR System 2400, Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)
Glove Bag™ Inflatable Glove Chamber, Glas-Col (Terre Haute, IN, USA)
Kaltlichtquelle, Schott (Mainz, Deutschland)

Ligaturen, Mersilene, Ethicon GmbH (Norderstedt, Deutschland)
Mikropraparationsbesteck, Aesculap AG & Co. KG (Tuttlingen, Deutschland)
O, controller, Modell 4010, Labotect (Gottingen, Deutschland)

Pelletmixer, Micropistill, Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Perfusionskatheter, PVC-Schlauch, Sorin Biomedica (Dusseldorf, Deutsch-
land)

Photometer, Uvikon 922, Kontron Instruments AG (Basel, Schweiz)

Pipetten, Pipetman®, Gilson, Inc. (Middleton, WI, USA)

Pipettenspitzen, Gilson Inc. (Middleton, WI, USA) und Fisher Scientific GmbH
(Schwerte, Deutschland)

Praparationsbesteck, Aesculap AG & Co. KG (Tuttlingen, Deutschland)
ReaktionsgefalRe, Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Stereomikroskop Leica MS5, Leica Microsystems GmbH (Wetzlar, Deutsch-
land)

Tierbeatmungsmaske, RFQ-Medizintechnik GmbH & Co. KG (Tuttlingen,
Deutschland)

Venenpunktionsbesteck W.I.N. 25 G, Abbott (Sligo, Irland)

Vortexer, Reax Top, Heidolph Instruments GmbH & Co.KG (Schwabach,
Deutschland)

Zentrifuge, Centrifuge 5417R, Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
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2.2 Pharmaka und Reagenzien

e 5x First Strand Buffer, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

e Braunoderm®, 2-Propanol, Povidon-lod, Braun-Melsungen AG (Melsungen,
Deutschland)

e Chloroform, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

¢ Dithiotreitol (DTT), Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

¢ DNasel, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Deutschland)

e dNTP Mix, Finnzymes OY (Espoo, Finnland)

e Ethanol, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

e |sopropanol, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

e Ketanest® 50 mg, Ketaminhydrochlorid, Parke-Davis (Berlin, Deutschland)

e Liquemin® N 25 000, Heparin-Natrium, Hoffmann-La Roche AG (Grenzach-
Wyhlen, Deutschland)

e MMLV-RT, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

e Perfusatlésung, Serag-Wiessner KG (Naila, Deutschland)

e random primer mix p(dN)6, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Deutsch-
land)

e RNase freies Wasser, Aqua ad injectabilia, aliquotiert und autoklaviert, Baxter
Deutschland GmbH (Unterschleil3heim, Deutschland)

¢ RNase-Inhibitor, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Deutschland)

e RNazol B, WAK Chemie-Medical GmbH (Steinbach, Deutschland)

e Rompun® 2%, Xylazin, Bayer AG (Leverkusen, Deutschland)

e TagMan® Universal PCR Master Mix, Roche Molecular Systems Inc. (Brand-
burg, NJ, USA)

e Xylocain® 2%, Astra Chemicals GmbH, (Wedel/Holstein, Deutschland)

Die Reagenzien fur die Herstellung der cDNA (MMLV RT, DTT, Puffer) wurden

zusammen als Kit bezogen.
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3 Methoden

3.1 Normoxie- und Hypoxieexposition der Versuchstiere

Alle Tierexperimente wurden zuvor vom Regierungsprasidium Giel3en genehmigt.
Die Versuchstiere waren Kaninchen der Rasse Chinchilla Bastard beiderlei
Geschlechts im Alter von vier bis funf Monaten mit einem Kdrpergewicht zwischen
2,9 und 4,1 kg.

Zwei Tiere dienten als normoxische Kontrolltiere und blieben bis zur Lungenentnah-
me im normalen Versuchstierstall. Jeweils ein Tier wurde fur einen, drei bzw.
vierzehn Tage in speziell konstruierten, luftdicht von der Auf3enatmosphare
abgeschlossenen Einzelkafigen einer kontrollierten normobarischen Normoxie
ausgesetzt. Weiterhin wurden jeweils zwei Tiere fUr einen, drei bzw. vierzehn Tage
unter normobarischer Hypoxie gehalten.

Dabei wurden inspiratorische Sauerstoffkonzentrationen von 21% bzw. 10% von
einer selbstregulierenden Kontrolleinheit durch die Zufuhr von Sauerstoff und
Stickstoff aufrechterhalten. Die Gaszusammensetzung wurde zusatzlich Uber
regelmallig entnommene Proben mittels eines Gasanalysegerates Uberprift.
Uberfliissige Feuchtigkeit in dem geschlossenen System wurde durch Kondensation
in einem Kuhlsystem entfernt. Die zirkulierenden Atemgase wurden zudem stéandig
wahrend der Passage durch einen CO,-Absorber mit Natronkalk von Kohlenstoffdi-
oxid befreit. Einmal am Tag waren die Ké&fige zur Reinigung sowie Versorgung der
Tiere mit Futter und Wasser zu 6ffnen.

Zum Zeitpunkt der Lungenentnahme erhielten die zuvor einer normobarischen
Normoxie bzw. Hypoxie ausgesetzten Tiere unmittelbar nach dem Herausnehmen
aus den Kafigen eine spezielle Beatmungsmaske mit Gasreservoir. Uber diese
atmeten sie ein normoxisches (FiO; 0,21) bzw. hypoxisches Gasgemisch (FiO, 0,1).
Die im normalen Versuchstierstall gehaltenen Kaninchen atmeten ohne eine solche

Maske weiterhin Raumluft.
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Zusammenfassend wurden folgende Tierversuche durchgefihrt:

Normoxieversuch Hypoxieversuch Kontrolltiere

1Tag n=1 n=2
3 Tage n=1 n=2
14 Tage n=1 n=2
Gesamt n=3 n==6 n=2

Tabelle 1: Durchgefiihrte Tierversuche

3.2 Narkose, Beatmung und Lungenentnahme

Vorbereitend erfolgte bei allen Versuchstieren die Anlage eines vendsen Zugangs
durch Punktion und Kanilierung der Ohrrandvene mittels eines Butterflys. Die
Narkoseeinleitung geschah durch Injektion einer Mischung aus Ketanest und
Rompun. Zur Antikoagulation wurden 1.000 I.E. Heparin/kg KG als Bolus verabreicht.
Nach Erreichen eines ausreichend tiefen Narkosestadiums unter erhaltener
Spontanatmung wurden die Kaninchen auf dem Operationstisch fixiert und es
erfolgte eine Rasur und Desinfektion von Halsregion, Thorax und Abdomen sowie
eine pratracheale Infiltrationsanésthesie mit 2%igem Xylocain. Die Narkose wurde
unter Erhalt der Spontanatmung kontinuierlich vertieft, bis die Kaninchen auf starke
Schmerzreize keine Abwehrreaktion mehr zeigten. SchlieRlich wurde die Trachea
durch vorsichtige, schichtweise Praparation unter Schonung der Halsgefal3e und des
Nervus vagus dargestellt und mobilisiert. Nun erfolgte eine Tracheotomie und
endotracheale Intubation (Tubusinnendurchmesser 3 mm), wobei der Tubus durch
eine Ligatur gegen Dislokation gesichert wurde. Der Tubus wurde dann mit einem
Kleintierrespirator verbunden und die weitere Beatmung erfolgte volumenkontrolliert
mit einem Atemzugvolumen von 30 ml und einer Frequenz von 30/min ohne
positiven endexpiratorischen Druck. Je nach Versuchstier wurde dabei mit Raumluft,
einem normoxischen (FiO, 0,21) oder hypoxischen Gasgemisch (FiO, 0,1) ventiliert.
Unter kontrollierter Beatmung konnte die Narkose jetzt unter palpatorischer Kontrolle
der Herzaktion im Verlauf von 5 - 10 Minuten bis zur nétigen chirurgischen Toleranz
vertieft werden.

Nach erneuter Desinfektion von Abdomen und Thorax erfolgte unter sorgfaltiger

Praparation die Eréffnung des Bauchraumes. Das Diaphragma wurde mittels einer
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Klemme am Processus xiphoideus fixiert und stumpf von den Rippen getrennt. Der
Thorax konnte nun von infradiaphragmal durch stumpfes Losen des Diaphragmas
vom Sternum ohne Verletzung von Cor und Pulmo erdffnet werden. Eine mediane
Sternotomie sicherte einen weitgehenden Zugang zu den Thoraxorganen. Nach
stumpfer Thymektomie und Eréffnung des Perikardbeutels wurden Aorta und Arteria
pulmonalis jeweils mit einer Ligatur umschlungen. Nach Inzision konnte durch den
rechten Ventrikel am noch schlagenden Herzens ein Perfusionskatheter in die Arteria
pulmonalis vorgeschoben werden. Uber diesen wurde die Lunge mit 4°C kaltem
Perfusat von Blut freigespult. Um den pH-Wert des Perfusats zwischen 7,36 und 7,44
konstant zu halten, wurden dem Atemgas mit Beginn der Perfusion 4% CO,
zugemischt. Die Spitze des linken Ventrikels musste nun sofort abgetrennt werden,
um die Ausbildung eines Lungenddems aufgrund der plétzlichen Nachlasterh6hung
zu verhindern. Der Tod des Tieres trat durch Ligatur der Aorta ein.

Nach Durchtrennen von Vena cava inferior, Vena cava superior, und Aorta konnte
das Herz-Lungen-Paket mitsamt der Trachea unter laufender Perfusion und
Ventilation mobilisiert und entnommen werden. Die ausreichend von Blut freigespilte
Lunge wurde dann von Beatmung und Perfusion dekonnektiert und zigig zur

weiteren Praparation in den vorbereiteten Glove Bag verbracht.

3.3 Mikrovaskulare Praparation und Aufbewahrung der Proben

Der Glove Bag ist ein luftdicht zu schlieBender Kunststoffbeutel mit integrierten
Handschuhen und einer Offnung zum Einbringen benoétigter Materialien. Er
ermoglichte es, im Rahmen der weiteren Lungenpréparation unter einer kontrollier-
ten, von der aufReren Umgebung unabhéngigen, Atmosphére zu arbeiten. Dazu
wurde der Glove Bag mit einem normoxischen (FiO; 0,21) oder hypoxischen (FiO,
0,1) Gasgemisch bzw. im Falle der Kontrolltiere mit Raumluft geflllt. Mit einem
portablen Sauerstoffmessgerat im Innern des Glove Bag konnte die Sauerstoffkon-
zentration regelmalig bestimmt und durch bedarfsadaptierte Gaszugabe Uber die
ebenfalls im Bag befindliche Gaszuleitung konstant gehalten werden. Des Weiteren
waren im Glove Bag folgende Materialien vorbereitet: Stereomikroskop, Kaltlichtquel-
le, Pinzetten, Scheren und Skalpelle zur Makro- und Mikropraparation, Lineal zur
Abschatzung der GroRe der praparierten Gefal3e (in Kombination mit dem Faden-

kreuzmikrometer des Stereomikroskops), Petrischalen, eine mit Aluminiumfolie
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Uberzogene Styroporplatte als Praparationsunterlage, Gefalle zum Sammeln und
Aufbewahren der Praparate, RNazol B als Suspensionsmedium fiir die mikrovaskula-
ren Praparate, Styroporbox mit Eis zur Kiihlung der Proben, Behéltnis mit flissigem

Stickstoff sowie Zellstoff zum Aufsaugen UbermaRiger Flussigkeit.

Pro Versuchstier wurden insgesamt 11 Gewebeproben genommen:

e Aorta

e Stamm der Arteria pulmonalis

e Mittelgro3e Pulmonalarterien (Durchmesser ca. 200 - 300 um)
¢ Kleine Pulmonalarterien (Durchmesser = 100 um)

e Mittelgrof3e Pulmonalvenen (Durchmesser ca. 200 - 300 um)
e Kleine Pulmonalvenen (Durchmesser = 100 um)

e Trachea

e MittelgroR3e Bronchien (Durchmesser ca. 200 - 300 um)

e Kleine Bronchien (Durchmesser = 100 um)

e Hilusnahes Parenchym

e Peripheres Parenchym

Die Gewebeproben der mittelgrof3en und kleinen Pulmonalarterien, Pulmonalvenen
sowie der Bronchien wurden durch mikrovaskulare Praparation gewonnen.
Ausgehend von den grofRen Pulmonalarterien, Pulmonalvenen und Bronchien des
Hilusbereiches wurde das Gewebe unter dem Stereomikroskop entlang der
sichtbaren Gefal3e bzw. Bronchien bis in die Lungenperipherie abprapariert. Der
Durchmesser der entnommenen Gefalie wurde unter Verwendung eines Lineales in
Kombination mit dem Fadenkreuzmikrometer des Stereomikrokopes bestimmt.

Die Lunge des Kaninches besteht aus einem rechten und einem linken Lungenfligel.
Der rechte Lungefligel wird durch tiefe, aber nicht bis zum Hilus reichende
Einschnitte in vier Lappen geteilt: Lobus cranialis, Lobus medius, Lobus caudalis
(groRter Lappen) und Lobus accessorius. Der linke Lungenfligel besteht nur aus
zwei Lappen: Lobus cranialis und Lobus caudatus. Die Trachea teilt sich in Héhe des
4.-5. Brustwirbels in den rechten und linken Hauptbronchus, die sich alsbald wieder

in die Lappenbronchien teilen, rechts in vier, links in zwei, von denen wieder in
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Abstanden die Segementbronchien und von diesen wieder die Untersegmentbron-
chien abgehen.

Um eine moglichst gute Standardisierung der Gewinnung der Mikropraparate zu
erreichen, wurden aus den einzelnen Lungenlappen jeweils 4-5 hilusnahe und
hilusferne Proben mittelgroRer und kleiner Pulmonalartererien, Pulmonalvenen und
Bronchien entnommen. Um moglichst reine Proben der Gewebe zu erhalten, war
hierbei eine exakte Praparation des Gewebes mit sofortiger Sammlung der Proben
in entsprechend vorbereiteten Gefal3en notig.

Abbildung 1: Lunge des Kaninchens aus Popesko et al., A colour atlas of anatomy of small laboratory
animals, Bailliere Tindall, 2003
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Die Gewebeproben von Aorta, Stamm der Arteria pulmonalis, Trachea sowie die
Lungenparenchymproben wurden unmittelbar nach der Lungenentnahme nativ in
Reaktionsgefal3en schockgefroren. Die durch mikrovaskulare Praparation gewonne-
nen Gewebeproben der kleinen Pulmonalarterien, Pulmonalvenen und des
Bronchialsystems wurden in ReaktionsgefaRe mit RNazol B verbracht und wahrend
der weiteren Praparation auf Eis gelagert, bis eine ausreichend grofie Menge
gesammelt war. Sodann wurden diese Proben sofort in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung aller Proben bei
-80°C.

3.4 Homogenisation und RNA-Extraktion

Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte nach der Guanidium-Thiocynanat-Phenol-
Chloroform-Methode. Dazu wurde RNazol B, eine Fertiglosung bestehend aus
Guanidinisothyocyanat und Phenol, benutzt.

Zunéachst wurden die nativ schockgefrorenen Proben der Aorta, des Pulmonalarte-
rienstammes, der Trachea und des Lungenparenchyms unter standiger Zugabe
flissigen Stickstoffes zu einem feinen Pulver zermoérsert und anschlieend mit
RNazol B versetzt (ca. 1ml/50ug Gewebe). Die Homogenisierung dieser und der
bereits in RNazol B befindlichen mikrovaskularen Proben erfolgte nun mechanisch
mit Pellet-mixern. Zur Entfernung des Proteinanteils wurde dann ca. ein Zehntel des
vorhandenen Volumens an Chloroform hinzugegeben. Nach der Emulgierung mittels
Vortexer erfolgte eine 15-mindtige Inkubation auf Eis, anschlie3end zur Trennung der
Phasen eine Zentrifugation fir 30 Minuten bei 14.000 rpm in der auf 4°C gekuhlten
Zentrifuge. Dabei gingen die Proteine in die untere Chloroformphase uber und
reicherten sich an der Trennschicht an. Die obere wéassrige Phase mit der RNA
wurde abgenommen, mit dem gleichen Volumen Isopropanol versetzt und nach
Mischung durch Invertieren fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nun wurde erneut fir 30
Minuten bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand schlieRlich
verworfen. Das verbleibende Pellet mit der Gesamt-RNA wurde mit 0,5 ml 70%igem
Ethanol gewaschen, fir 5 Minuten zentrifugiert, nach Abnahme des Uberstandes an
der Luft getrocknet und schlie3lich je nach GréRRe in 20 - 50 pl RNase-freiem Wasser
gelost. Sollte die isolierte RNA nicht sofort weiter verwendet werden, erfolgte die

Lagerung bei -80°C.
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3.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Gesamt-RNA-Ausbeute wurde durch Messung der Extinktion bei 260 nm im
Photometer bestimmt. Dabei gilt fir RNA: 1 OD = 40 ug/ml = 0,04 pg/ul. Die Reinheit
der RNA kann durch Berechung des Quotienten der Extinktionen bei 260 und 280
nm bestimmt werden und sollte fir RNA guter Qualitat bei 1,7 - 2,0 liegen.

3.6 DNase-Behandlung und Denaturierung der RNA

Da durch die beschriebene RNA-Extraktionsmethode Verunreinigungen der Proben
mit DNA moglich sind, erfolgte eine DNase-Behandlung aller Proben. Jeweils 1 ug
RNA wurde auf 10 pl mit RNase-freiem Wasser verdinnt und mit 5 Einheiten DNase
versetzt. Der 30-mindtigen Verdaureaktion bei 37°C folgten 5 Minuten bei 75°C zur
Inaktivierung der DNase und Denaturierung der RNA. AnschlieBend wurden die

Proben auf Eis abgekdhilt.

3.7 Reverse Transkription

Mittels reverser Transkription (RT) erfolgte die Umschreibung der RNA in komple-
mentare DNA, die auch als copy-DNA oder cDNA bezeichnet wird. Dabei wurde zur
Negativkontrolle fir jede RNA-Probe auch ein RT-Ansatz verwendet, der statt
reverser Transkriptase nur RNase-freies Wasser enthielt.

Pro RT-Ansatz wurden eingesetzt:

5 x First Strand Buffer 2ul
Desoxyribonukleosidtriphosphat-(dNTP)-Mix 1l
Random Primer Mix PDN6 0,5 ul
Dithiotreitol (DTT) 0,5 ul
RNase-Inhibitor 0,5 ul
Reverse Transkriptase MMLV-RT bzw. H,O 0,5 pl

Tabelle 2: Reverse Transkription

Allen Reaktionsansatzen wurden jeweils 5 pl der vorher DNase-behandelten und
denaturierten RNA zugegeben. Anschlieend wurden die Reaktionsansatze mit
reverser Transkriptase sowie die Negativkontrollen fur 1 Stunde bei 39°C inkubiert.
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Die Inaktivierung der reversen Transkriptase geschah fur 2 Minuten bei 96°C.

Danach kihlten die Proben auf Eis ab.

3.8 Quantitative Real-time PCR

Die Quantifizierung der cDNA und somit indirekt auch der messenger-RNA (mMRNA)
erfolgte mittels quantitativer Real-time PCR. Die Entstehung des spezifischen PCR-
Produkts wird bei der Tagman®-PCR durch fluoreszierende Gensonden verfolgt, die
fur die Zielsequenz spezifisch sind. An die Gensonde sind ein Reporter- und ein
Quencherfarbstoff gebunden. Dabei unterdriickt die Nahe des Quencherfarbstoffs die
Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs. Die bei der PCR eingesetzte TagPolymerase
besitzt neben der Fahigkeit DNA zu synthetisieren auch eine 5’-Nuklease-Aktivitat,
d.h. eine DNA-abbauende Aktivitdt, durch die der Reporterfarbstoff wahrend der
PCR-Reaktion von der Gensonde abgeschnitten wird. Dadurch wird sein Abstand
zum Quencher vergréfert und seine Fluoreszenz erhoht.

Mit Hilfe der Fluoreszenzmarkierung kann der Fortgang der PCR-Reaktion und somit
der Anstieg der Fluoreszenz in Echtzeit verfolgt werden. Die Quantifizierung basiert
dabei auf der Berechnung des so genannten Threshold-Cycles oder C-Wertes, also
jenem PCR-Zyklus, bei dem die Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz
signifikant Uberschreitet. Somit beruht die Quantifizierung nicht auf den absoluten
Mengen des entstandenen PCR-Produkts, sondern vielmehr auf der Kinetik der
PCR-Reaktion. Der Cr-Wert wird wahrend der exponentiellen Phase der Amplifikati-
on bestimmt, wenn Faktoren wie Primer- oder Nukleotidmangel und nachlassende
Enzymaktivitat die PCR noch nicht limitieren (137).

Die Auswertung der mittels quantitativer real-time PCR erhaltenen Cr-Werte erfolgte
mit Hilfe der vergleichenden Cy-Methode, bei der die Zielsequenz und ein Standard
jeweils in unterschiedlichen ReaktionsgefaRen amplifiziert werden (137). Zielsequenz
waren dabei jeweils NOX1 oder NOX4. Als Standard wurde das housekeeping-Gen
hprt eingesetzt. Zur besseren statistischen Absicherung wurden alle Proben als
Triplikate angesetzt. Weiterhin wurden fiur alle Proben Negativkontrollen mitgefuhrt.
Zunachst musste jedoch in einem Validierungsexperiment gezeigt werden, dass die
Effizienzen der Reaktionen sowohl fur die NOX1- und hprt-Primer als auch fir die

NOX4- und hprt-Primer praktisch gleich sind.
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Zur quantitativen PCR wurden fir jede Probe eingesetzt:

Universal Master Mix
Forward Primer
Reverse Primer
Sonde

H,O

cDNA je Probe

Tabelle 3: Quantitative PCR

NOX1
12,5 ul
0,5 ul

0,5 ul

0,25 pl
9,25 pl
2 ul

NOX4
12,5 pl
0,5 ul

0,5 ul

0,25 pl
9,25 ul
2 ul

hprt
12,5 pl
0,5 ul
0,5 ul
0,25 pl
10,25 pl
1l

Das Programm der quantitativen PCR begann mit einem zweiminitigen UNG-Verdau

bei 50°C. Darauf folgte die Aktivierung der Tag-Polymerase in zehn Minuten bei einer

Temperatur von 95°C. Es schlossen sich nun 50 Zyklen mit jeweils 95°C fur 15

Sekunden und 60°C fur eine Minute an. In diesem Protokoll wurden im Sinne einer

two-step-PCR Annealing und Extension zu einem Schritt zusammengefasst. Das

verwendete Protokoll erlaubt sowohl das Annealing der Primer und der spezifischen

Fluoreszenzsonde sowie die Synthesereaktion des PCR-Produktes.

3.8.1 Formelableitung zur vergleichenden C+-Methode (AACt-Methode)

Die exponentielle Amplifikation der Zielsequenz wird beschrieben durch die

Gleichung:

X, =X, x1+E,)"

X, = Anzahl der Zielsequenzmolekiile nach n Zyklen

Xo = Anzahl der Zielsequenzmolekiile zu Beginn
Ex = Effizienz der Zielsequenzamplifikation

n = Anzahl der Zyklen

(1)

Beim Erreichen des Schwellenwertes (Cr-Wert) erreicht die Menge der amplifizierten

Zielsequenzmolekile einen vordefinierten, konstanten Wert und es gilt:
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X7 = Xox(L+E )™ =K, )

X7 = Schwellenanzahl der Zielsequenzmolekiile
Xo = Anzahl der Zielsequenzmolekile zu Beginn
Ex = Effizienz der Zielsequenzamplifikation

Crx = Threshold der Zielsequenz

K, = Konstante

Fur das Referenzgen trifft analog zu:

R = Ryx (1+ Eq) ™" = Kqg 3)

R; = Schwellenanzahl der Referenzmolekile

R, = Anzahl der Referenzmolekiile zu Beginn

Ex = Effizienz der Referenzmolekil-Amplifikation
C; = Threshold der Referenz

Ky = Konstante

Die Division der Gleichungen (2) und (3) ergibt:

Xy _ Xox (L4 Ey )T L @)
R Ryx(1+Ex) " Kg

K = Konstante

Unter der Voraussetzung, dass die Effizienzen der Zielsequenz- und Referenzmole-

kulamplifikation gleich sind, vereinfacht sich die Gleichung wie folgt:

ﬁx(u E) < “r =K  (5)
Ro
Mit AC; =C;, —C,z und X :% ergibt sich:
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Oder:

Xy x(+E)* =K (6)

Xy =Kx(@+E)™@ (7)

Fur eine Amplicon-Grél3e von < 150 bp liegt die Effizienz der Reaktionen ungefahr

bei 1, so dass man die relative Expression des Zielgens im Verhéltnis zur Referenz

Uber folgende Formel berechnen kann:

Xy =20=Kx2 ()
R

3.8.2 Verwendete Primer und Sonden

Folgende Primer- und Sondensequenzen wurden eingesetzt:

NOX1 forward Primer
NOX1 reverse Primer
NOX1 Sonde

NOX4 forward Primer
NOX4 reverse Primer
NOX4 Sonde

hprt forward Primer
hprt reverse Primer

hprt Sonde

5'-TGA TCT GCC TCC TCA CAG CTG-3'

5'-CCG CCG GCT TCT GCT-3'

5'-Fam-TCA TAT AAT CGC ACA CCT GTT TAA CTT
TGA ACG CTA-Tamra-3'

5-TCA GCC TGT GCG TGG CT-3

5-TCA TCC AGC AGG GTG TTG AG-3

5-Fam-AGG CAT TGG AGT GAC TCC TTT TGC ATC
GA-Tamra-3’

5'-AGA TGG TCA AGG TCG CAA GC-3'
5'-AAC AAA GTC TGG CCT GTA TCC AA-3
5'-Fam-TGC TGG TGA AAA GGA CCC CTC GAA G-

Tamra-3'
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3.8.3 Auswertung, Statistik und Prasentation der Daten

Die Rohdaten der quantitativen PCR wurden zunachst gesichtet. Eliminiert wurden
sodann Wertepaare mit kontaminierter Negativkontrolle. Fiur NOX1 wurden
schlie3lich alle Proben mit einem Schwellenwert (Ct-Wert) = 42, fir NOX4 und hprt
Proben mit einem Schwellenwert = 35 akzeptiert. Danach erfolgte fir jede Gewebeart
unter Berlicksichtigung von Normoxie bzw. den unterschiedlichen Hypoxiezeiten der
Ausschluss aller Werte auf3erhalb der 95%-Konfidenzintervalle.

Die Verarbeitung der verbliebenen Rohdaten erfolgte nun nach der oben beschrie-
benen vergleichenden CT-Methode, so dass schlie3lich fur alle untersuchten
Gewebe die relative mRNA-Expression der Zielgene NOX1 bzw. NOX4 im Verhaltnis
zum Referenzgen hprt (k x NOX1-mRNA/hprt-mRNA bzw. k x NOX4-mRNA/hprt-
MRNA) fur Normoxie und die drei Hypoxiezeiten errechnet wurde.

In den Diagrammen des Ergebnisteils wurden die jeweiligen Mittelwerte dieser
relativen NOX1- bzw. NOX4-mRNA-Expression dargestellt. Die Standardabweichung
wurde als Fehlerindikator eingefigt.

Als statistischer Test wurde ein t-Test flr unverbundene Stichproben mit zweiseitiger
Fragestellung herangezogen. Die Annahme statistischer Signifikanz erfolgte bei einer

Irrtumswabhrscheinlichkeit oo = 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Basale Expression von NOX1-mRNA in der Kaninchenlunge

Untersucht wurde die basale Expression von NOX1-mRNA in verschiedenen
Gewebeproben der Lunge zweier normoxischer Kontrolltiere und von drei Tieren, die
jeweils fur einen Zeitraum von einem, drei bzw. vierzehn Tagen unter normobari-
scher Normoxie gehalten wurden. Die entnommenen Gewebeproben umfassten pro
Versuchstier jeweils eine Probe der Aorta, des Pulmonalarterienstammes, Proben
mittelgrof3er und kleiner Pulmonalarterien sowie mittelgrof3er und kleiner Pulmonal-
venen, tracheales Gewebe, mittlere und kleine Bronchien und weiterhin hilusnah und

peripher entnommenes Parenchym.

Eine Expression von NOX1-mRNA konnte in allen untersuchten Gewebeproben der
Kaninchenlunge nachgewiesen werden.

Dabei fand sich statistisch signifikant die bei weitem héchste Expression in den
Proben der Trachea.

Die zweithochste NOX1-mRNA-Expression konnte in der Aorta nachgewiesen
werden. In den arteriellen GefalRen der pumonalen Strombahn dagegen lag die
nachgewiesene Expression deutlich niedriger. Hier war auch eine Abnahme von
Stamm der A. pulmonalis zu den mittleren und kleinen pulmonalarteriellen Gefaen
vorhanden, wobei sich zwischen den beiden letztgenannten kein signifikanter
Expressionsunterschied nachweisen liel3.

Die gefundene Expression fir den pulmonalvendsen Bereich lag in der Gréf3enord-
nung der mittleren und kleinen pulmonalarteriellen Gefal3e.

Bezlglich der Luftwege wurden Proben aus der Trachea mit mittelgroBen und
kleinen Bronchien verglichen. Bereits erwahnt wurde die mit Abstand hochste
Expression in der Trachea der Versuchstiere; die Werte fur das Bronchialsystem
lagen deutlich niedriger. Hier fand sich kein Unterschied zwischen mittleren und
kleinen Bronchien. lhre NOX1-mRNA-Expression lag jedoch signifikant Uber der
pulmonalarteriell und pulmonalvenés nachweisbaren sowie der des Lungenparen-
chyms.

Im hilusnah entnommenen Parenchym fand sich eine hdhere NOX1-mRNA-
Expression als in peripherem; dieser Unterschied war statistisch allerdings nicht

signifikant.
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Zusammenfassend fand sich bezlglich der basalen NOX1-mRNA-Expression
normoxischer Tiere somit die hochste Expression in trachealem Gewebe, gefolgt von
Proben der Aorta, des Bronchialsystem und schlie3lich des Pulmonalarterienstam-
mes. Die geringsten Mengen an NOX1-mRNA beinhalteten mittlere und kleine
Pulmonalarterien, mittlere und kleine Pulmonalvenen sowie hilusnah und peripher

entnommene Parenchymproben (s. Abb. 2 und 3).
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Abbildung 2: Relative NOX1-mRNA-Expression normoxischer Tiere fur Proben der Trachea, Aorta,
des Stammes der A. pulmonalis, mittlerer und kleiner Pulmonalarterien, Pulmonalvenen und
Bronchien sowie hilusnah und peripher entnommenen Parenchyms.

Deutlich zu erkennen ist die in der Trachea statistisch signifikant hochste NOX1-mRNA-Expression
(oo = 0,05 fiir Proben der Aorta; o = 0,01 fir den Stamm der A. pulmonalis; o. = 0,001 fiir mittlere und
kleine Pulmonalarterien und —venen, mittlere und kleine Bronchien sowie hilusnahes und peripheres
Parenchym).

Die NOX1-mRNA-Expression der Aorta liegt Gber der mittlerer und kleiner Pulmonalarterien, -venen
und des Parenchyms (jeweils o = 0,05).

(* Statistisch signifikanter Unterschied zur Trachea, T zur Aorta)
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Abbildung 3: Relative NOX1-mRNA-Expression normoxischer Kaninchen fir Proben der Aorta, des
Stammes der A. pulmonalis, mittlerer und kleiner Pulmonalarterien, -venen und Bronchien sowie
hilusnah und peripher entnommenen Parenchyms.

In der Aorta kann eine signifikant hdhere NOX1-mRNA-Expression nachgewiesen werden als in
mittleren und kleinen Pulmonalarterien (o= 0,05), Pulmonalvenen (o= 0,05) sowie in den
Lungenparenchymproben (o = 0,05). Keine statistische Signifikanz ergibt sich im Vergleich des
aortalen Gewebes zum Stamm der A. pulmonalis und zum Bronchialsystem.

Der Pulmonalarterienstamm zeigt eine signifikant hohere NOX1-mRNA-Expression als mittlere und
kleine Pulmonalarterien (o = 0,05), Pulmonalvenen (o = 0,01) und peripheres Lungenparenchym (o =
0,01).

Die Expression im Bronchialsystem liegt signifikant hoher als im Bereich der mittleren und kleinen
Pulmonalarterien und —venen (jeweils o = 0,01), sowie des Lungenparenchyms (o = 0,05). Kleine
Bronchien zeigen eine héhere NOX1-mRNA-Expression als der Pulmonalarterienstamm (a. = 0,05).
Zwischen mittleren und kleinen Pulmonalarterien finden sich ebenso wie zwischen mittleren und
kleinen Pulmonalvenen, mittleren und kleinen Bronchien sowie hilusnah und peripher entnommenem
Parenchym keine relevanten Expressionsunterschiede fliir NOX1-mRNA.

(* signifikanter Unterschied zur Aorta , T zum Pulmonalarterienstamm und $ zum Bronchialsystem.)
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4.2 Basale Expression von NOX4-mRNA in der Kaninchenlunge

Betrachtet wurde analog zur basalen NOX1-mRNA-Expression die basale Expressi-
on von NOX4-mRNA in verschiedenen Gewebeproben der Lunge zweier
normoxischer Kontrolltiere und von drei Tieren, die jeweils flr einen Zeitraum von
einem, drei bzw. vierzehn Tagen unter normobarischer Normoxie gehalten wurden.
Pro Versuchstier wurden jeweils eine Probe der Aorta, des Pulmonalarterienstam-
mes, Proben mittelgro3er und kleiner Pulmonalarterien sowie mittelgrof3er und
kleiner Pulmonalvenen, tracheales Gewebe, mittlere und kleine Bronchien und ferner

hilusnah und peripher entnommenes Parenchym aufgearbeitet.

In allen untersuchten Gewebeproben der Kaninchenlunge normoxisch gehaltener
Tiere bzw. der beiden Kontrolltiere fand eine Expression von NOX4-mRNA statt.
Insgesamt fand sich die héchste NOX4-mRNA-Expression in den Proben der Aorta,
die um ein Vielfaches tber der aller Ubrigen Gewebe lag.

Die zweithdchste Expression war im pulmonalvendsen System anzutreffen. Sie lag
in der GrofRenordnung des Pulmonalarterienstammes und Lungenparenchyms.
Statistische Unterschiede zwischen den drei letztgenannten Geweben fanden sich
nicht. Im Bereich der kleinen Pulmonalvenen schien die NOX4-mRNA-Expression ein
wenig hoher als bei den mittelgro3en Pulmonalvenen zu sein; dieser Effekt erlangte
aber keine statistische Bedeutung. Ebenso wenig fand sich eine relevante Differenz
zwischen hilusnah entnommenem Parenchym und Parenchym aus der Lungenperi-
pherie.

Im Bereich der Luftwege unterschieden sich Trachea, mittlere und kleine Bronchien
bezuglich der NOX4-mRNA-Expression kaum. Ihre Expression lag jeweils unterhalb
der von Pulmonalvenen, des Parenchyms und Pulmonalarterienstammes.

Am wenigsten NOX4-mRNA wurde im Gebiet der mittleren und kleinen Pulmonalar-
terien exprimiert. AuRer fur die Trachea und das Bronchialsystem war dies fir die
gesamten anderen untersuchten Gewebe als statistisch signifikant anzusehen. Fur
die pulmonalarterielle Strombahn fand sich somit eine deutliche Abnahme vom
Stamm der Arteria pulmonalis hin zu den mittleren und kleinen pulmonalarteriellen
Gefal3praparationen. Die letzteren beiden wiederum schienen sich nicht bzw. nur

unwesentlich zu unterscheiden.
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Insgesamt fand sich somit die hdchste NOX4-mRNA-Expression in der Aorta, gefolgt
von der Gruppe der Pulmonalvenen, des Lungenparenchyms und Pulmonalarte-
rienstammes. Unterhalb dieser Gewebe lagen die Luftwege, d.h. Bronchialsystem
und Trachea. Die niedrigsten Werte waren fur die mittelgroen und Kkleinen

Pulmonalarterien nachzuweisen (s. Abb. 4 und 5).
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Abbildung 4: Relative NOX4-mRNA-Expression normoxischer Tiere fur Proben der Aorta, des
Stammes der A. pulmonalis, mittlerer und kleiner Pulmonalarterien sowie Pulmonalvenen, der
Trachea, mittlerer und kleiner Bronchien sowie hilusnah und peripher enthommenen Parenchyms.

Zu sehen ist die in der Aorta signifikant hdhere NOX4-mRNA-Expression im Vergleich zu mittleren
und kleinen Pulmonalarterien (o = 0,001), Pulmonalvenen (o =0,01), Trachea (o = 0,05), Bronchial-
system (o = 0,001) sowie Lungenparenchym (o = 0,01). Bezlglich des Pulmonalarterienstammes lasst
sich kein signifikanter Unterschied errechnen.

Die NOX4-mRNA-Expression im Stamm der A. pulmonalis liegt signifikant hdher als im Bereich der
mittleren und kleinen Pulmonalarterien (.= 0,001) und des Bronchialsystems (o = 0,05). Keine
Signifikanz ergibt sich beziglich der Unterschiede zu mittleren und kleinen Pulmonalvenen, der
Trachea und dem Parenchym.

Weiterhin ist eine deutlich niedrigere NOX4-mRNA-Expression der mittleren und kleinen Pulmonalar-
terien im Vergleich zum pulmonalventsen System (o= 0,001) und zum Parenchym (o= 0,001)
festzustellen.

Mittlere und kleine Pulmonalvenen weisen au3erdem eine hohere Expression als tracheales (o = 0,01)
sowie bronchiales Gewebe (o = 0,001) auf, unterscheiden sich aber nicht signifikant vom Parenchym,
wahrend die Expression des Parenchyms allerdings Uber der trachealen (o = 0,05) und bronchialen
(oo =0,05) liegt.

(* signifikanter Unterschied zur Aorta, T zum Pulmonalarterienstamm, ¥ zu mittleren und kleinen

Pulmonalarterien, # zu mittleren und kleinen Pulmonalvenen und $ zum Parenchym.)
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Abbildung 5: Relative NOX4-mRNA-Expression normoxischer Tiere fur mittlere und kleine
Pulmonalarterien sowie Pulmonalvenen, mittlere und kleine Bronchien sowie hilusnah und peripher
entnommenes Parenchym.

Keine statistisch relevanten Expressionsunterschiede fir NOX4-mRNA finden sich zwischen mittleren
und kleinen Pulmonalarterien, mittleren und kleinen Pulmonalvenen, mittleren und kleinen Bronchien

sowie hilusnah und peripher entnommenem Parenchym.
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4.3 Verhaltnis der basalen NOX1- zur basalen NOX4-mRNA-
Expression

Das Verhéltnis der NOX1- zur NOX4-mRNA-Expression unter Normoxie in den
unterschiedlichen Gewebeproben zeigte gro3e Schwankungen. Als Mal3stab hierfur
kann der NOX4-/NOX1-mRNA-Quotient (k x NOX4-mRNA/hprt-mRNA dividiert durch
k x NOX1-mRNA/hprt-mRNA) herangezogen werden, der im Folgenden auch als
NOX4-/NOX1-mRNA-Verhaltnis bezeichnet wird.

Die Berechnung des Quotienten ergab je nach Gewebeprobe Werte zwischen 2 und
867 mit einem Mittelwert von 270. Er betrug fir die Trachea 2, fir mittlere und kleine
Bronchien 36, fur mittlere und kleine Pulmonalarterien 133 und 222 fur die aus der
Aorta gewonnenen Proben. Der Pulmonalarterienstamm hatte den Wert 254, das
Verhaltnis fur das Lungenparenchym und die Pulmonalvenen lag mit 373 sowie 867
deutlich hoher (s. Abb. 6).

Die Trachea, das Bronchialsystem sowie mittlere und kleine Pulmonalarterien
zeigten demnach Uberproportional hohe Expressionsraten von NOX1-mRNA. Relativ
hoch war die NOX1-mRNA-Expression weiterhin in der Aorta. Der Wert des
Pulmonalarterienstammes war nur wenig niedriger als das mittlere NOX4-
MRNA/NOX1-mRNA-Verhaltnis. Parenchym und pulmonalvendses System zeigten
ein hoheres Verhaltnis, gleichbedeutend mit einer relativ hohen NOX4-mRNA-
Expression. Auffallend war weiterhin, dass Arterien und Venen sich beziglich des
NOX4-/NOX1-mRNA-Verhaltnisses offensichtlich unterschieden. Dieses lag sowohl
fur die Aorta, den Pulmonalarterienstamm, mittlere und kleine Pulmonalarterien weit
unter dem zu mittleren und kleinen Pulmonalvenen gehorigen, die somit eine
besonders hohe NOX4-mRNA-Konzentration vermuten lieBen, wahrend im

arteriellen System tberproportional viel NOX1-mRNA exprimiert wurde.
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Abbildung 6: NOX4-/NOX1-mRNA-Verhdaltnis normoxischer Tiere fur Proben der Trachea, des
Stammes der A. pulmonalis, mittlerer und kleiner Pulmonalarterien, Pulmonalvenen und Bronchien
sowie zentral und peripher entnommenen Parenchyms als Quotient der relativen NOX4-mRNA-
Expression und der relativen NOX1-mRNA-Expression bezliglich des Referenzgens hprt.

Die Berechnung des Quotienten der relativen NOX4-mRNA- zur NOX1-mRNA-Expression (k x NOX4-
MRNA/hprt-mRNA geteilt durch k x NOX1-mRNA/hprt-mRNA), ergibt je nach Gewebeprobe Werte
zwischen 2 und 867 mit einem Mittelwert von 270.

Gemessen am NOX4-/NOX1-mRNA-Verhéltnis finden sich Uberproportional hohe Expressionsraten
von NOX1-mRNA, d.h. ein kleiner NOX4-/NOX1-mRNA-Quotient, im Bereich der Trachea und des
Bronchialsystems, gefolgt von mittleren und kleinen Pulmonalarterien. Der Pulmonalarterienstamm
liegt im Bereich des Mittelwerts. In den Parenchymproben und Pulmonalvenen lasst sich in Bezug auf

NOX1-mRNA eine relativ hohe NOX4-mRNA-Expression nachweisen.
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4.4 Regulation der NOX1-mRNA-Expression unter Hypoxie

Gegenstand dieser Untersuchung war es, durch Hypoxie induzierte Veranderungen
der NOX1-mRNA-Expression zu beleuchten. Dazu wurde die relative NOX1-mRNA-
Expression normoxisch gehaltener Tiere mit der von Kaninchen verglichen, die zuvor
fur einen, drei oder vierzehn Tage einer normobarischen Hypoxie ausgesetzt
wurden. Vergleichsgrundlage sind die unter Punkt 4.1 dargestellten Ergebnisse fir
die basale NOX1-mRNA-Expression normoxischer Tiere. Betrachtet wurden analog
Gewebeproben der Aorta, des Stammes der A. pulmonalis, mittlere und kleine
Pulmonalarterien, mittlere und kleine Pulmonalvenen, mittlere und kleine Bronchien

sowie Parenchym aus der Nahe des Lungenhilus und aus der Peripherie der Lungen.

Uber den gesamten Zeitverlauf konnte fiir samtliche Proben sowohl in Normoxie als
auch Hypoxie eine Expression von NOX1-mRNA nachgewiesen werden.

Fur die groRen GefaRpraparationen der Aorta und des Pulmonalarterienstammes
fand sich statistisch signifikant eine hypoxieinduzierte Expressionsabnahme nach
einem, drei und vierzehn Tagen Hypoxiedauer.

Mittlere und kleine Pulmonalarterien sowie mittlere und kleine Pulmonalvenen
zeigten eine ahnliche Kinetik der NOX1-mRNA-Expression fir eine Hypoxiedauer
von einem bis zu drei Tagen. Nach eintagiger Hypoxie kam es im Vergleich zum
Basalwert jeweils zu einer signifikanten Zunahme der NOX1-mRNA-Expression, die
dann jedoch wieder abfiel und am dritten Tag Werte erreichte, die sogar unter dem
Ausgangswert normoxischer Vergleichstiere lagen (signifikant fir Pulmonalvenen,
nicht signifikant fir Pulmonalarterien). Fur eine zweiwdchige Hypoxiedauer konnte
allerdings keine eindeutige Aussage getroffen werden, da die Halfte der Versuchstie-
re mit einer Heraufregulation, die andere Halfte jedoch mit einer Herunterregulation
reagierte.

Fur die untersuchten Lungenparenchymproben galt, dass die gefundenen Expressi-
onsunterschiede zu keinem Zeitpunkt statistische Signifikanz erlangten. Die
ermittelten Werte lagen nach einem und vierzehn Tagen unter der Basalexpression,
am dritten Tag leicht dartber.

Eine signifikante Heraufregulation der NOX1-mRNA-Expression war im Bereich der
Trachea fur alle Hypoxiezeitpunkte nachweisbar. Maximale Werte wurden hierbei

nach einer Hypoxiedauer von einem Tag erreicht, danach fiel die Expression wieder
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stark ab, lag nach drei und vierzehn Tagen Hypoxie aber auch weiterhin Uber dem
Ausgangswert.

Daneben wiesen mittlere und kleine Bronchien eindeutige Expressionsveranderun-
gen unter Hypoxie auf, die denen der mittleren und kleinen Pulmonalarterien und
Pulmonalvenen ahnlich waren. So fand sich eine signifikant gesteigerte Expression
nach ein- und vierzehntagiger Hypoxie, die zum dritten Tag hin jedoch wieder abfiel.
Signifikant war weiterhin die Expressionsabnahme nach eintdgiger Hypoxie hin zu
drei- und vierzehntagiger Hypoxieexposition (s. Abb. 7 und 8).
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Abbildung 7: Vergleich der relativen NOX1-mRNA-Expression normoxisch und fur einen, drei bzw.
vierzehn Tage unter Hypoxie gehaltener Versuchstiere. Betrachtet wurden Proben der Aorta, des
Pulmonalarterienstammes, mittlerer und kleiner Pulmonalarterien, mittlerer und kleiner Pulmonalvenen
sowie hilusnahen und peripheren Lungenparenchyms.

Fir die Aorta ist insgesamt eine deutliche Abnahme der NOX1-mRNA-Expression unter Hypoxie zu
erkennen. Dieser Effekt ist mit o= 0,05 als signifikant anzusehen. Gleiches gilt auch fiir den
Pulmonalarterienstamm mit o = 0,01.

Im Bereich der mittelgroBen und kleinen Pulmonalarterien findet sich nach einer Hypoxiedauer von
einem Tag eine Zunahme der NOX1mRNA-Expression (o = 0,05); nach dreitdgiger Hypoxie ist die

NOX1-mRNA-Expression auf Werte unterhalb der normoxischer Vergleichstiere gefallen; dieser Effekt
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zeigt jedoch keine Signifikanz. Fiur eine vierzehntdgige Hypoxieexposition kann keine eindeutige
Aussage getroffen werden. Im Mittel liegt die NOX1-mRNA-Expression dann zwar Uber dem
normoxischen Ausgangswert, bei genauer Betrachtung wird aber deutlich, dass die Halfte der Tiere
eine Heraufregulation, die andere jedoch eine Herunterregulation zeigt.

Mittlere und kleine Pulmonalvenen zeigen nach einem Tag einen Anstieg der NOX1-mRNA-
Expression (o = 0,001). Am dritten Hypoxietag liegt sie unter der normoxischer Tiere (a. = 0,05) und
der des ersten Hypoxietages (o= 0,05). Analog zu den mittleren und kleinen Pulmonalarterien
verhalten sich auch fiir die vierzehntagige Hypoxiedauer bei den mittleren und kleinen Pulmonalvenen
die Versuchstiere uneinheitlich, so dass keine sichere Beurteilung mdglich ist.

Die Expressionsunterschiede beziiglich des Parenchyms zeigen keine statistische Bedeutung.

(* Signifikante Verdnderungen der NOX1-mRNA-Expression unter Hypoxie.)
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Abbildung 8: Vergleich der relativen NOX1-mRNA-Expression normoxisch und fur einen, drei bzw.
vierzehn Tage unter Hypoxie gehaltener Versuchstiere. Verglichen wurden Proben der Trachea sowie
mittlerer und kleiner Bronchien.

Bezlglich der Trachea findet sich fir alle drei Hypoxiezeitpunkte eine signifikante Expressionszunah-
me mit o = 0,001 fiir einen bzw. o = 0,01 fir drei und vierzehn Tage Hypoxiedauer. Weiterhin ist eine
Abnahme der NOX1-mRNA-Expression vom ersten zum dritten Hypoxietag zu erkennen, die
statistische Signifikanz erlangt (o = 0,05).

Im Bereich des Bronchialsystems sind die fUr einen und vierzehn Tage beobachteten Werte signifikant
hoher als fir normoxische Vergleichstiere (jeweils o = 0,01). Nach drei Tagen liegt die Expression

oberhalb des Normoxiewertes, dieser Unterschied ist allerdings nicht statistisch bedeutsam.
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Signifikanz erlangt wiederum der Expressionsabfall nach eintédgiger Hypoxie hin zur drei- und
vierzehntagigen Hypoxieexposition (a = 0,05).

(* signifikante Expressionszunahme unter Hypoxie im Vergleich zu Normoxie, 1 signifikante
Expressionsabnahme im Vergleich zu eintagiger Hypoxie)
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4.5 Regulation der NOX4-mRNA-Expression unter Hypoxie

Anhand von Gewebeproben der Aorta, des Stammes der Arteria pulmonalis, mittlerer
und kleiner Pulmonalarterien, Pulmonalvenen und Bronchien sowie hilusnahen und
peripheren Parenchyms wurden normoxisch gehaltene Versuchstiere Kaninchen aus
ein-, drei- und vierzehntagigen Hypoxieversuchen gegenubergestellt. Ziel war es,

hypoxieinduzierte Veranderungen der Expression fir NOX4-mRNA nachzuweisen.

Eine Expression von NOX4-mRNA konnte dabei in allen untersuchten Gewebepro-
ben sowohl unter Normoxie als auch nach unterschiedlich langer Hypoxieexposition
nachgewiesen werden.

Die zur systemischen Zirkulation gehoérige Aorta wies insgesamt einen hypoxieindu-
zierten Anstieg der NOX4-mRNA-Expression auf. Nach einer eintagigen
Hypoxieexposition wurden maximale Werte beobachtet, die schlie3lich zum dritten
Tag hin wieder ungefahr auf das Ausgangsniveau normoxischer Tiere abfielen, um
dann bis zu einer Hypoxiedauer von vierzehn Tagen erneut anzusteigen.

Der Pulmonalarterienstamm unterlag ebenfalls einer Heraufregulation der NOX4-
MRNA-Expression mit maximalen Werten nach vierzehntagiger Hypoxie.

Eine statistische Signifikanz fand sich hinsichtlich dieser Effekte jedoch weder fir die

Aorta noch fur den Pulmonalarterienstamm.

Mittlere und kleine Pulmonalarterien zeigten eine diskrete hypoxieinduzierte
Herunterregulation mit minimalen Werten nach eintagiger Hypoxie. Zum dritten Tag
hin war ein signifikanter Wiederanstieg zu registrieren. Uneinheitlich verhielten sich
die Versuchstiere mit vierzehntagiger Hypoxieexposition; hier fanden sich sowohl
Herauf- als auch Herunterregulation.

Im pulmonalvendsen Gefal3abschnitt lie3 sich eine signifikante Herunterregulation
der NOX4-mRNA-Expression fur ein- und dreitdgige Hypoxie nachweisen. Genau
wie im Bereich kleiner und mittlerer Pulmonalarterien konnte aber auch hier keine
eindeutige Aussage fir eine vierzehntagige Hypoxiedauer getroffen werden.

Nur minimale Expressionsveranderungen, die insgesamt als nicht signifikant
angesehen werden mussten, kennzeichneten die Trachea, mittlere und Kkleine
Bronchien sowie hilusnah und peripher enthommenes Lungenparenchym (s. Abb. 9
und 10).
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Abbildung 9: Vergleich der relativen NOX4-mRNA-Expression normoxisch und fur einen, drei bzw.
vierzehn Tage unter Hypoxie gehaltener Versuchstiere. Verglichen wurden Proben der Aorta, des
Stammes der A. pulmonalis sowie mittlerer und kleiner Pulmonalarterien und Pulmonalvenen.

Aortales Gewebe zeigt unter Hypoxie einen deutlichen Anstieg der NOX4-mRNA-Expression nach
einem Tag, um dann am dritten Tag wieder ungefahr auf den Ausgangswert abzufallen. Zum
vierzehnten Tag hin zeigt sich ein erneuter Anstieg der NOX4-mRNA-Expression. Diese Effekte
erreichen jedoch keine statistische Signifikanz.

Fur den Pulmonalarterienstamm findet sich insgesamt eine - ebenfalls nicht signifikante - Herauf-
regulation der NOX4-mRNA-Expression unter Hypoxie.

Eine geringgradige hypoxieinduzierte Abnahme der NOX4-mRNA-Expression ist nach einem Tag im
Bereich mittlerer und kleiner Pulmonalarterien zu erkennen. Vom ersten zum dritten Hypoxietag steigt
die Expressionsrate dann signifikant an (o = 0,05). Da nach vierzehn Tagen einige der Tiere eine
Heraufregulation, andere aber eine Herunterregulation zeigen, ist fir diese Zeit keine sichere Aussage
zu treffen.

67



Mittlere und kleine Pulmonalvenen weisen sowohl nach ein- als auch nach dreitdgiger Hypoxiedauer
eine Herunterregulation der NOX4-mRNA-Expression auf (jeweils o = 0,01). Wie fir den mittleren und
kleinen pulmonalarteriellen Bereich ist auch fir pulmonalvendse Gefal3e eine eindeutige Aussage
beziglich der vierzehntagigen Hypoxie nicht mdglich, da gegensatzliche Reaktionen der Versuchstie-
re zu verzeichnen sind.

(* signifikanter Expressionsanstieg von eintdgiger hin zu dreitdgiger Hypoxie, T signifikante

Expressionsabnahme unter Hypoxie.)
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Abbildung 10: Vergleich der relativen NOX4-mRNA-Expression normoxisch und flr einen, drei bzw.
vierzehn Tage unter Hypoxie gehaltener Versuchstiere. Betrachtet wurden Proben der Trachea,
mittlerer und kleiner Bronchien sowie hilusnahen und peripheren Parenchyms.

Die zu erkennenden Expressionsunterschiede in Abhangigkeit von der Dauer der Hypoxieexposition

erreichen fiir keines der untersuchten Gewebe statistische Signifikanz.
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5 Diskussion

5.1 Untersuchungen zur basalen Expression von NOX1-mRNA und
NOX4-mRNA in der Kaninchenlunge

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die basale mMRNA-Expression der gp91phox-
Homologe NOX1 und NOX4 in der Lunge normoxischer Kaninchen zu charakterisie-
ren. Betrachtet wurden dabei die Luftwege mit Trachea, mittleren und kleinen
Bronchien, der Stamm der A. pulmonalis, mittlere und kleine Lungenarterien sowie
Lungenvenen, hilusnah und in der Lungenperipherie entnommenes Parenchym und

aul3erdem die Aorta als Gefal3 der systemischen Zirkulation.

Eine wichtige Erkenntnis aus den vorliegenden Untersuchungen ist, dass NOX1- und
NOX4-mRNA in allen untersuchten Gewebeproben der Lungen normoxischer Tiere
nachgewiesen werden konnten und dass sie eine charakteristische Verteilung in
diesen Geweben aufwiesen. Dabei waren die NOX1-mRNA-Konzentrationen

insgesamt weitaus niedriger als die NOX4-mRNA-Konzentrationen.

Die hochste NOX1-mRNA-Konzentration konnte in der Trachea gefunden werden,
mit deutlichem Abstand gefolgt von der Aorta, dem Bronchialsystem und dem
Pulmonalarterienstamm. Mittlere und kleine Pulmonalarterien, Pulmonalvenen sowie

das Lungenparenchym enthielten nur sehr geringe Mengen an NOX1-mRNA.

Bei Betrachtung des vaskularen Systems fiel zunéchst die relativ hohe NOX1-mRNA-
Expression in der Aorta auf, wahrend die pulmonalen Gefélie, hier reprasentiert
durch den Pulmonalarterienstamm, mittlere und kleine Pulmonalarterien und
Pulmonalvenen, nur einen Bruchteil der aortalen NOX1-mRNA-Konzentration
aufwiesen. Innerhalb der Lungenstrombahn nahm die NOX1-mRNA-Expression vom
Stamm der A. pulmonalis zu den mittleren und kleinen Pulmonalarterien hin ab;
mittlere und kleine Pulmonalvenen lagen im Bereich der entsprechenden Pulmona-
larterien.

Diese Beobachtungen widersprechen Studien, in denen eine vaskuldre Expression
von NOX1 uberhaupt nicht gefunden werden kann (63, 66). Eine mdgliche Erklarung
fur diese Diskrepanz konnten Unterschiede der Expression bei den verschiedenen

untersuchten Spezies sein.
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Die Mehrzahl der Autoren geht jedoch von einer wichtigen Rolle von NOX1 fiur das
Gefallsystem aus und beobachtet ebenfalls eine, wenn auch niedrige, vaskulare
Expression (159, 168, 169). Die hochste NOX1-Expression im Bereich des
Gefal3systems kann in VSMCs angetroffen werden. In aortalen VSMCs kann die
Expression von NOX1 durch platelet derived growth factor (PDGF) induziert werden
und NOX1 scheint hier wichtige Funktionen fir Mitogenese, Zelltransformation und
das normale Wachstum zu besitzen (168). Auch Angiotensin 1l und
PGF,, (Prostaglandin Fy,) , d.h. weitere Mechanismen, welche die Superoxidproduk-
tion stimulieren, vermégen neben PDGF die Expression von NOX1 in VSMCs zu
verstarken. Die Transfektion von VSMCs mit NOX1-antisense-mRNA inhibiert diese
durch Agonisten induzierte vermehrte NOX1-Expression und erhéhte Superoxidpro-
duktion. Diese Ergebnisse sind mit einer Beteiligung von NOX1 an der durch
Agonisten stimulierten ROS-Produktion vereinbar (86, 95, 168, 208).

NOX1 ist Uberdies offensichtlich in die Genese kardiovaskularer Erkrankungen wie
Arteriosklerose und Hypertonie involviert, bei welchen erhohte ROS-Spiegel
detektiert werden kénnen (60, 84, 95, 133, 159, 168, 169), und scheint weiterhin eine
Rolle bei der endothelialen Dysfunktion bei Diabetes mellitus zu spielen (204).

Die grof3te Spannbreite der NOX1-mRNA-Expression zeigten die Luftwege mit sehr
hohen Konzentrationen in der Trachea und recht geringen in mittleren und kleinen
Bronchien. Die NOX1-mRNA-Expression im bronchialen Bereich lag insgesamt aber
signifikant Gber der mittlerer und kleiner Pulmonalarterien und Pulmonalvenen bzw.
der des Parenchyms.

Die NOX1-mRNA-Konzentrationen in der Trachea waren verbliffend hoch. Aufgrund
der groRen strukturellen Ahnlichkeit von NOX1 mit NOX2 und seinem hohen
Vorkommen im Kolon, wo es mit normalen und pathogenen Bakterien in Kontakt
kommt, erscheint dort auch eine Rolle in der mikrobiellen Abwehr wahrscheinlich (20,
30, 168). Eine Abwehrfunktion von NOX1 ist sicherlich auch fir die Trachea denkbar,

in die Bakterien, Viren und andere Pathogene mit der Atemluft gelangen kdnnen.

Die basale NOX4-mRNA-Verteilung unterschied sich grundlegend von der NOX1-
MRNA-Distribution. Die Aorta wies hier die hochsten Expressionsraten auf und
Ubertrifft alle anderen Gewebe um ein Vielfaches. Die nachst hdchsten Raten fanden

sich in den Pulmonalvenen, dem Pulmonalarterienstamm und im Lungenparenchym.
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Recht niedrige Mengen konnten in den Luftwegen, d.h. der Trachea, mittleren und

kleinen Bronchien, sowie mittleren und kleinen Pulmonalarterien detektiert werden.

Fur die pulmonalarterielle Strombahn galt, dass die NOX4-mnRNA-Expression vom
kaliberstarken Stamm der A. pulmonalis hin zu mittleren und kleinen Pulmonalarte-
rien signifikant abnahm. Die Aorta als systemisches Gefal3 zeigte insgesamt eine
bedeutend hohere Expression als alle Pulmonalgefal3e. Weiterhin fiel auf, dass
mittlere und kleine Pulmonalvenen eine signifikant hohere Expression hatten als
mittlere und kleine Pulmonalarterien.

Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Untersuchungen Uberein, die NOX4 in
hohem Mal3e ubiquitar im Gefal3bett und in allen vaskularen Zellen nachweisen (3,
84, 95, 119, 159, 169, 174, 208). Am gréf3ten scheint die Expression aber in VSMCs
(95, 159, 169, 208) und der an ihnen reichen vaskularen Media zu sein (159, 169).
NOX4 scheint hier - zusammen mit NOX1 - fur die erhéhte Superoxidproduktion in
vaskularen Pathologien wie der Arteriosklerose und Hypertonie verantwortlich zu
sein (84, 95, 133, 159, 168, 169). Eine weitere Arbeitsgruppe weist NOX4 in etwas
hoheren Konzentrationen im Bereich arterieller Gefal3e als in der vendsen Strom-
bahn nach (66). Andere finden, dass sich die Expressionsraten in A. pulmonalis und

Koronargefalien stark &hneln (63).

Die Luftwege Trachea, mittelgroRe und kleine Bronchien differierten nur unwesentlich
hinsichtlich ihrer NOX4-mRNA-Expression.

Die Gewebeverteilungsmuster von NOX1- und NOX4-mRNA wiesen sowohl
Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede auf.

Bezlglich des vaskularen Systems fanden sich jeweils in der Aorta die héchsten
Expressionsraten. Der Stamm der A. pulmonalis hatte héhere NOX1- und NOX4-
MRNA-Expressionsraten als mittlere und kleine Pulmonalarterien. Bezuglich NOX1-
MRNA bestand zwischen mittleren und kleinen Pulmonalarterien und —venen kein
Unterschied; dagegen war die NOX4-mRNA-Expression der Venen signifikant hoher
als die der Arterien. Die Luftwege, d.h. Trachea und Bronchien, differierten
hinsichtlich NOX1-mRNA gravierend, wogegen sie in ihrer NOX4-mRNA-Expression

beinahe identisch waren.
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Bei Betrachtung der relativen NOX4- zur NOX1-mRNA-Expression wurde deutlich,
dass einige Gewebe Uberproportional viel NOX1-mRNA exprimierten. Die Berech-
nung des Quotienten der relativen NOX4- zur NOX1-mRNA-Expression (k x NOX4-
MRNA/hprt-mRNA geteilt durch k x NOX1-mRNA/hprt-mRNA), ergab je nach
Gewebeprobe Werte zwischen 2 und 867 mit einem Mittelwert von 270. Dieser
Quotient betrug fur die Trachea 2, fur mittlere und kleine Bronchien 36, fur mittlere
und kleine Pulmonalarterien 133 und 222 fir die aus der Aorta gewonnenen Proben.
Der Quotient bewegte sich fir den Pulmonalarterienstamm mit 254 im Bereich des
Mittelwertes, lag aber fur das Lungenparenchym mit 373 sowie 867 fiur die
Pulmonalvenen deutlich dartber.

Es fanden sich also Uberproportional hohe Expressionsraten von NOX1-mRNA vor
allem im Bereich der Trachea und des Bronchialsystems, gefolgt von mittleren und
kleinen Pulmonalarterien. Der Pulmonalarterienstamm bewegte sich im Bereich des
Mittelwerts, wogegen die relative NOX4-/NOX1-mRNA-Expression im Parenchym

und pulmonalvenésen System zu Gunsten von NOX4-mRNA verschoben war.

NOX1- und NOX4-mRNA verhielten sich zum Teil geradezu komplementar
zueinander, d. h. dort, wo die Expression von NOX1-mRNA hoch war, kam NOX4-
MRNA in geringerer Expression vor und umgekehrt. Dies schien einerseits fur die
Trachea und das Bronchialsystem zuzutreffen, wo jeweils viel NOX1-, aber wenig
NOX4-mRNA detektiert wurde, und andererseits fir das pulmonalvendse System
und Lungenparenchym mit vergleichsweise hohen NOX4-, aber niedrigen NOX1-

MRNA-Konzentrationen.

Expressionsunterschiede fanden sich auch zwischen arteriellem und vendsem
System. In den untersuchten Proben der Aorta, des Pulmonalarterienstammes sowie
der mittleren und kleinen Pulmonalarterien lie3 sich jeweils ein deutlich geringeres
NOX4-/NOX1-mRNA-Verhaltnis nachweisen als in mittleren und kleinen Pulmonal-
venen. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass im arteriellen System
Uberproportional viel NOX1-mRNA exprimiert wird, und steht im Kontrast zu einer
Untersuchung, bei der im Vergleich humaner Venen (V. saphena) und Arterien (A.
mammaria interna) ein Trend der NOX4-Expression zu hoheren Werten im arteriellen

System festgestellt wurde (66).
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5.2 Untersuchungen zur Regulation der NOX1- und NOX4-mRNA-
Expression unter Hypoxie

Die vorliegenden Untersuchungen ergaben eindeutig eine Regulation der NOX1-
MRNA-Expression unter Hypoxie, die vom untersuchten Gewebe und zum Teil auch

von der Dauer der Hypoxieexposition abhangig war.

In der Aorta und dem Stamm der A. pulmonalis fand sich eine signifikante Abnahme
der NOX1-mRNA-Expression zu allen drei untersuchten Zeitpunkten, d. h. nach einer
Hypoxiedauer von einem, drei und vierzehn Tagen.

Genau entgegengesetzt reagierten Trachea und Bronchialsystem. Hier liel3 sich
jeweils eine Heraufregulation der NOX1-mRNA-Expression zu allen Zeitpunkten
nachweisen.

Das Bild bei den untersuchten mikrovaskularen Gewebeproben stellte sich weniger
einheitlich dar. Sowohl mittlere und kleine Pulmonalarterien als auch mittlere und
kleine Pulmonalvenen zeigten nach eintagiger Hypoxie eine signifikante Expressi-
onszunahme von NOX1-mRNA, nach drei Tagen dann aber eine ebenfalls
signifikante Abnahme, die aber lediglich fir die Pulmonalvenen Signifikanz erreichte.
Fur die vierzehntagig exponierten Tiere liel3 sich keine eindeutige Aussage treffen,
da jeweils die Halfte der Tiere ein Herauf-, die andere Halfte jedoch eine Herunterre-
gulation zeigte.

Keine signifikante Veranderung unter Hypoxieexposition zeigten dagegen Proben

aus hilusnah und peripher entnommenem Lungenparenchym.

Bisher adressieren nur wenige Untersuchungen den Einfluss der Hypoxie auf die
NOX1-Expression. Eine Induktion von NOX1 unter Hypoxie in Verbindung mit
vermehrter ROS-Produktion konnte fur die humane Pulmonalepithelzellreihne A549
nachgewiesen werden. Weitere Hinweise auf die Beteiligung von NOX1 ergeben sich
aus Versuchen mit Zellen, die NOX1 Uberexprimieren und aus Transfektionsversu-
chen mit NOX1-antisense-Vektoren. Ebenso konnte in den untersuchten Zellen in
Verbindung mit dem Vorkommen und der Aktivitat von NOX1 die Expression des
NOX-Organizers 1 (NOXO1) und NOX-Aktivators 1 (NOXA1) nachgewiesen werden
(59). NOXO1 und NOXA1 sind Homologe der klassischen Untereinheiten gp47phox
und gp67phox der phagozytaren NADPH-Oxidase und relevant fur die Funktion und
ROS-Produktion durch NOX1 (18).
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Auch beziglich der NOX4-mRNA-Expression war in Abhangigkeit vom untersuchten

Gewebe eine hypoxieinduzierte Regulation zu konstatieren.

Eine Heraufregulation der NOX4-mRNA-Expression fand sich fir aortales Gewebe.
Nach einer Hypoxiedauer von einem und vierzehn Tagen lagen die detektierten
MRNA-Konzentrationen tber dem Vergleichswert. Die gemessenen Werte nach
dreitagiger Hypoxie lagen immer noch leicht Uber dem Basalwert normoxisch
gehaltener Tiere, waren aber niedriger als nach eintagiger Hypoxie. Insgesamt wurde
eine statistische Relevanz bezuglich der Expressionsveranderungen in der Aorta in
den vorliegenden Untersuchungen jedoch knapp verfehilt.

Der Stamm der A. pulmonalis wies zu allen drei Hypoxiezeiten eine - ebenfalls nicht
signifikante - Expressionszunahme auf, wahrend die mikrovaskularen Préparationen
mittlerer und kleiner Pulmonalarterien und -venen analog zur NOX1-mRNA-
Expression uneinheitlich reagierten. Nach eintagiger Hypoxie lie3en sowohl Arterien
als auch Venen eine Herunterregulation erkennen. Nach drei Tagen stieg die NOX4-
MRNA-Expression der mittleren und kleinen Pulmonalarterien wieder an und lag
leicht GUber dem Ausgangswert. Im Bereich mittlerer und kleiner Pulmonalvenen
dagegen bestand die Herunterregulation auch noch nach drei Tagen. Zur Verande-
rung der Expression nach vierzehntagiger Hypoxie war, wie zuvor beziglich der
NOX1-mRNA, weder fur die arteriellen noch die vendsen Proben eine eindeutige
Aussage mdglich, da auch hier die Versuchstiere jeweils zu 50% eine Herauf- oder
Herunterregulation erkennen lieRen. Trachea, Bronchien und Parenchym zeigten

keine Veranderungen, die Signifikanz erreichen.

Besonders interessant ist die Feststellung, dass NOX1- und NOX4-mRNA im
vaskularen System scheinbar eine gegensinnige Regulation besalRen.

So wurde NOX1-mRNA in der Aorta und im Stamm der A. pulmonalis zu allen Zeiten
herunterreguliert, NOX4-mRNA jedoch heraufreguliert. Eine Heraufregulation der
NOX1-mRNA-Expression und gleichzeitige Herunterregulation der NOX4-mRNA-
Expression fand sich in mittleren und kleinen Pulmonalarterien und -venen nach
einem Hypoxietag, wahrend nach drei Tagen die NOX1-mRNA-Konzentrationen in
mittleren und kleinen Pulmonalarterien unter dem Basalwert, die von NOX4-mRNA
jedoch darUber lagen. Eine Ausnahme von dieser gegensinnigen Regulationsweise

stellte der dritte Tag bei mittleren und kleinen Pulmonalvenen dar, an dem sowohl
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NOX1 als auch NOX4 signifikant niedrigere mRNA-Konzentrationen aufwiesen als

unter Normoxie.

Bemerkenswert ist auch, dass die NOX1-mRNA-Expression in der Trachea und im
Bronchialsystem offensichtlich unter Hypoxie deutlich anstieg, sich fir NOX4-mRNA

aber keine signifikanten Veranderungen detektieren liel3en.

Veranderungen des NOX4-/NOX1-mRNA-Verhaltnisses unter Hypoxie wurden nicht
gesondert dargestellt, da sie sich alle aus den gefundenen Expressionsverénderun-
gen der NOX1- und NOX4-mRNA ergaben und keine weiteren neuen Erkenntnisse

lieferten.

5.3 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass NOX1- und NOX4-mRNA in
verschiedenen Préparationen der Atemwege und Lungengeféaf3e exprimiert und
unter Hypoxie in unterschiedlicher Weise reguliert werden.

Beobachtungen aus funktionellen Studien, die NADPH-Oxidasen eine wichtige
Funktion beim Sauerstoffsensing zuschreiben, werden durch die Ergebnisse dieser
Studie gestutzt.

Die Regulationsmechanismen der Expression von NOX1- und NOX4-mRNA unter
Hypoxie sind jedoch noch nicht verstanden. Ebenso konnten bislang die Signalwege
und relevanten Transkriptionsfaktoren in diesem Zusammenhang noch nicht
identifiziert werden. Hieraus kénnten sich Ansatzpunkte nachfolgender Untersuchun-

gen ergeben.

Weiterfihrende Studien sollten auch die Regulation der Proteinexpression von NOX1
und NOX4 sowie ihre Beteiligung an der Bildung eines enzymatisch aktiven NADPH-
Oxidase-Komplexes in zellspezifischer Weise bericksichtigen. Dies ware von
maf3geblicher Bedeutung, um zu ergrinden, inwieweit NOX1- oder NOX4-
enthaltende NADPH-Oxidasen tatséchlich Sauerstoffsensoren darstellen und wie
sich ihre ROS-Produktion unter Hypoxie verandert.
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6 Zusammenfassung

Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion gewdahrleistet unter physiologischen
Bedingungen stets eine optimale Anpassung der lokalen Perfusion an die Ventilati-
onsverhaltnisse der Lunge und sorgt somit fir eine bestmégliche Oxygenierung des
pulmonalarteriellen Blutes. Ausléser der HPV ist eine lokale alveolare Hypoventilati-
on, die in minderbeliifteten Lungenbezirken zur reflektorischen pulmonalarteriellen
Vasokonstriktion und somit einer Umleitung des Blutflusses zu besser belifteten
Lungenarealen fihrt. Chronische alveolare Hypoxie fuhrt dagegen zu pulmonaler

Hypertonie, Cor pulmonale und einem charakteristischen vaskularen Remodeling.

Trotz umfassender Forschungsbemihungen, die mit der Beschreibung des
Phanomens der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion durch v. Euler und
Liljestrand im Jahre 1946 begannen, sind bis heute der genaue Sauerstoffsensor und
Sensingmechanismus sowohl fir die akute HPV als auch fir die unter chronischer
Hypoxie auftretenden Effekte am pulmonalvaskuldren System unbekannt. Zahlreiche
Untersuchungen weisen auf die Beteiligung einer nichtphagozytaren NADPH-
Oxidase am Sensormechanismus der HPV sowie am hypoxisch ausgeltsten
vaskularen Remodeling hin. NADPH-Oxidasen konnten sogar den primaren
Sauerstoffsensor darstellen und unter Hypoxie vermehrt reaktive Sauerstoffspezies

produzieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von NOX1 und NOX4, die Isoformen
der phagozytaren gp91lphox-NADPH-Oxidase-Untereinheit darstellen, in der Lunge
des Kaninchens untersucht. Zundchst wurde die basale NOX1- und NOX4-
Expression auf mRNA-Ebene in Gewebepraparationen pulmonalarterieller und -
vendser Gefalle sowie Trachea, Bronchialsystem, Lungenparenchym und Aorta
normoxisch gehaltener Kontrolltiere charakterisiert. NOX1- und NOX4-mRNA wurden
in allen untersuchten Gewebeproben exprimiert und wiesen eine charakteristische
Distribution auf, wobei die NOX4-mRNA in wesentlich h6heren Konzentrationen als
NOX1-mRNA gefunden wurde. Die grof3te NOX1-mRNA-Expression war in der
Trachea nachweisbar, gefolgt von Aorta, Bronchialsystem und Pulmonalarte-
rienstamm. Im Bereich mittlerer und kleiner Pulmonalarterien und -venen sowie im
Lungenparenchym waren jeweils nur sehr geringe NOX1-mRNA-Mengen nachweis-
bar.
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Grundlegend anders stellte sich die basale NOX4-mRNA-Verteilung dar. In der Aorta
fanden sich weitaus hohere Expressionsraten als in allen tbrigen Geweben; mit
grolem Abstand folgten dann Pulmonalvenen, Pulmonalarterienstamm und
Lungenparenchym. Eine relativ niedrige NOX4-mRNA-Expression hatten die

Luftwege mit Trachea, mittleren und kleinen Bronchien.

Zur Untersuchung der Regulation der NOX1- und NOX4-mRNA-Expression unter
Hypoxie wurde ein in vivo-Modell des Kaninchens gewahlt, in dem Kaninchen tber
verschiedene Zeitrdume in normobarischer Hypoxie gehalten wurden. Anschliel3end
erfolgten quantitative Bestimmungen von NOX1- und NOX4-mRNA an Gewebepra-
parationen  pulmonalarterieller und -ventser Gefédlle sowie Trachea,
Bronchialsystem, Lungenparenchym und der Aorta nach reverser Transkription
mittels Realtime PCR, die mit den Bestimmungen bei in normoxischer Umgebung

gehaltenen Kontrolltieren verglichen wurden.

Die vorliegenden Untersuchungen ergaben eindeutig eine Regulation der NOX1- und
NOX4-mRNA-Expression unter Hypoxie. Bezlglich NOX1-mRNA fand sich in der
Aorta und im Pulmonalarterienstamm eine Herunterregulation nach einer Hypoxie-
dauer von einem, drei und vierzehn Tagen, wahrend sich in Trachea und
Bronchialsystem eine Heraufregulation zu allen drei Zeitpunkten nachweisen liel3.
Mittlere und kleine Pulmonalarterien sowie -venen zeigten nach eintagiger Hypoxie
eine Expressionszunahme und eine Abnahme nach drei Tagen.

NOX4-mRNA wurde unter Hypoxie in der Aorta und im Pulmonalarterienstamm
heraufreguliert. Mittlere und kleine Pulmonalarterien und -venen reagierten nach
eintagiger Hypoxie mit einer Herunterregulation. Nach drei Tagen stieg die NOX4-
MRNA-Expression mittlerer und kleiner Pulmonalarterien wieder an, wéhrend sie bei
den entsprechenden Pulmonalvenen auch nach drei Tagen noch herunterreguliert
blieb.

NOX1-mRNA wurde in der Trachea und im Bronchialsystem unter Hypoxie vermehrt
exprimiert. Gleichzeitig zeigte die NOX4-mRNA-Expression hier keine Veranderun-
gen zur Normoxie. Mittlere und kleine Pulmonalarterien und -venen wiesen nach
eintagiger Hypoxie ebenfalls eine Heraufregulation der NOX1-mRNA aber eine
Herunterregulation NOX4-mRNA auf.
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Bezlglich NOX4-mRNA belegen die Ergebnisse eine hypoxieinduzierte Heraufregu-
lation in der Aorta und dem Pulmonalarterienstamm sowie flr eine dreitagige
Hypoxieexposition in mittleren und kleinen Pulmonalarterien. Parallel wurde die

NOX1-mRNA-Expression herunterreguliert.

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fir eine
Regulation der NOX1- und NOX4-mRNA-Expression unter Hypoxie und unterstitzen
die Hypothese, dass NOX1 und NOX4 am Sensormechanismus der HPV sowie am

hypoxisch ausgeltsten vaskularen Remodeling beteiligt sein kénnten.
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7 Summary

Hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV) matches lung perfusion to ventilation and
thus optimizes oxygenation of pulmonary arterial blood. HPV is triggered by localized
alveolar hypoventilation which causes pulmonary arteries in poorly ventilated lung
areas to constrict and redistributes blood flow to better ventilated lung segments.
Chronic alveolar hypoxia leads to pulmonary hypertension, cor pulmonale and a
characteristic vascular remodeling.

Despite extensive efforts of study beginning with the description of the phenomenon
of HPV by von Euler and Liljestrand in 1946 the precise oxygen sensor and sensing
mechanism underlying acute HPV and the effects of chronic hypoxia to the
pulmonary vascular system remain unresolved. Many studies suggest the involve-
ment of a non-phagocytic NADPH oxidase in the sensing mechanisms of HPV and
hypoxia-induced vascular remodeling. NADPH oxidases may even present the
primary oxygen sensor and produce higher amounts of reactive oxygen species
under hypoxic conditions.

The present study examines the expression of NOX1 and NOX4 which present
isoforms of the phagocytic NADPH oxidase subunit gp91phox in rabbit lung.

At first the basal expression of NOX1 and NOX4 was characterized at the mRNA
level in preparations of pulmonary arterial and venous vessels, trachea, lung
parenchyma and the aorta of animals kept under normoxic conditions. NOX1 and
NOX4 were found to be expressed in all examined tissues with a distinct distribution
and NOX4 mRNA was expressed in much more abundant concentrations than NOX1
MRNA. The greatest expression of NOX1 mRNA was detected in the trachea,
followed by the aorta, the bronchial airway system and the stem of the pulmonary
artery. Only small amounts of NOX1 mRNA were detectable in medium sized and
small pulmonary arteries and veins as well as in lung parenchyma.

The distribution of NOX4 mRNA was fundamentally different. The expression rates in
the aorta were far higher than in all other tissues. Pulmonary veins, the pulmonary
arterial stem and lung parenchyma followed with much lower levels. The airway
system, i.e. trachea, medium-sized and small bronchial tubes, only displayed

relatively low expression rates of NOX4 mRNA.
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In order to examine the regulation of NOX1 and NOX4 expression at the mRNA level
under hypoxic conditions an in vivo model of rabbits was chosen. Rabbits were
exposed to normobaric hypoxia for certain periods of time. Subsequently, concentra-
tions of NOX1 und NOX4 mRNA in preparations of pulmonary arterial and venous
vessels, the trachea, bronchial system, lung parenchyma and the aorta were
guantified by the use of reverse transcription and real-time PCR and finally compared
to the concentrations of animals kept under normoxic conditions.

The presented study demonstrates a regulation of NOX1 and NOX4 mRNA
expression under hypoxia. Concerning NOX1 the aorta and the stem of the
pulmonary artery displayed a downregulation after hypoxic exposure for one, three
and fourteen days, whereas trachea and bronchial system showed an upregulation
after identical times of hypoxic exposure. Medium-sized and small pulmonary arteries
and veins showed an increased expression after one day of hypoxia as well as a
decreased expression after three days.

Hypoxia lead to an upregulation of NOX4 mRNA expression in the aorta and
pulmonary arterial stem. Medium-sized and small pulmonary arteries and veins
reacted with a downregulation after one day. After three days the NOX4 mRNA
expression of medium-sized and small pulmonary arteries increased again while it
remained downregulated in equally sized pulmonary veins.

Under hypoxic conditions NOX1 mRNA was expressed in greater amounts in the
trachea and the bronchial system. At the same time no differences in the expression
of NOX4 mRNA were noted in those tissues compared to normoxia. Medium-sized
and small pulmonary arteries and veins showed an upregulation of NOX1 but a
downregulation of NOX4 mRNA after one-day hypoxia.

In regard to NOX4 the study ascertains a hypoxia-induced upregulation in the aorta
and the pulmonary arterial stem. This is also applicable for a three-day hypoxic
exposure in medium-sized and small pulmonary arteries. At the same time NOX1

MRNA expression was downregulated in those tissues.

As a conclusion the results of the present study provide evidence for a regulation of
NOX1 and NOX4 mRNA expression under hypoxia and support the hypothesis that
NOX1 and NOX4 could be involved in the sensing mechanism of HPV and hypoxia-

induced vascular remodeling.
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