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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Lungen

Die Lunge erfullt in allen Vertebraten drei Aufgaben: 1) die Aufnahme von Sauerstoff (O2)
(Oxygenierung) in das Blut, 2) die Abgabe von Kohlendioxid (COz) an die Atmosphare sowie
3) die Saure-Basen-Regulation durch CO,-Abgabe®. Sie unterscheiden sich im Wesentlichen in
verschiedenen Vertebraten in ihrer respiratorischen Oberflache. Die primitivsten Lungen
besitzen die Lungenfische und die Amphibien. Die Lungen von Reptilien ermdglichen durch
Vorwolbungen oder Kammerung der Oberflache (Schildkréten und Krokodile) einen
effizienteren Gasaustausch. Die groRRte OberflachenvergroRerung erreichen S&ugetierlungen
durch starke Kammerung und Lungenblaschen (Alveolen). Die menschliche Lunge enthalt
300 x 10° Alveolen, welche eine Oberflache von 50 bis 100 m2 bilden*. Die Vogellunge
unterscheidet sich in ihrem Aufbau wesentlich von Lungen anderer Vertebraten. Sie ist relativ
statisch und besitzt ein Rohrenaustauschsystem (Parabronchien), welches sich in die
Luftkapillare 6ffnet und mit dem Blutkapillarnetz verbunden ist. AuRerdem ist die Vogellunge
beidseitig offen und wird durch zusatzliche Luftsacke in der Ventilation unterstitzt. Der
spezielle Aufbau der Vogellunge ermdglicht im Vergleich zu anderen Vertebraten eine sehr
hohe Effizienz im Gasaustausch®.

1.1.1 Anatomie der Sdugetierlunge

Die Sdugetierlunge besteht aus einer unterschiedlichen Anzahl von Lungenlappen, deren
Oberflache durch eine Pleura (Tunica serosa) iberzogen ist. Die luftleitenden Atmungsorgane
bestehen bei S&ugetieren aus Nasenhohle (Cavum nasi), Rachenraum (Pharynx), Kehlkopf
(Larynx), Luftréhre (Trachea), Bronchien und Bronchiolen, welche in die Alveolen miinden®
’. Die 10 bis 12 cm lange humane Trachea wird durch 16 bis 20 gebogene Knorpelspangen in
der Vorderwand gestutzt. Sie teilt sich in zwei Hauptbronchien, die in die linke und die rechte
Lunge munden. Der linke Hauptbronchus teilt sich in zwei, der rechte in drei Lappenbronchien.
Die Lappenbronchien verzweigen sich 19 mal dichotom in knorpelhaltige Segmentbronchien,
die mit einer Schleimhaut ausgekleidet sind, welche mukusproduzierende Becherzellen und
zilientragende Epithelzellen enthalt. Die Segmentbronchien teilen sich schlieBlich in muskel-
und knorpellose Bronchiolen, die mit einer dunnen, Becherzellen-freien Epithelschicht

ausgekleidet sind. Die Bronchiolen enden in den Endbronchiolen (Broncholus terminales), die
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in die respiratorischen Bronchiolen (Bronchiolus respiratorii) und Alveolarsédckchen (Sacculi
alveolares) miinden®. Die Alveolen werden von Epithelzellen (Typ | Pneumozyten)
ausgekleidet, welche den Gasaustausch ermdéglichen. Bei Typ | Pneumozyten handelt es sich
um differenzierte Epithelzellen vom Typ Il (Typ 1l Pneumozyten), welche sich ebenfalls in der
Alveolarwand befinden und Surfactant zur Verringerung der Oberflachenspannung
produzieren. Surfactant ist essenziell um einen Alveolenkollaps zu verhindern (Abbildung 1).
Die angrenzenden KapillargefaBe sind von einer Basalmembran umgeben. Die

Diffusionsstrecke zwischen den Kapillaren und den Alveolen misst dabei weniger als 1 pm* .

Alveolarluft

Abbildung 1: Aufbau der Diffusionsbarriere.

Die eingeatmete Luft gelangt in die Alveolen. Die Alveolen werden unter anderem von Typ | Pneumozyten
(alveolar epithelial cell type I, AEC I) gebildet, welche Surfactant produzieren. In den Alveolen sind zudem
weitere Zelltypen, wie Typ Il Pneumozyten (alveolar epithelial cell type Il, AEC II) und alveolare Makrophagen
(M0), zu finden. Die Alveolen sind in engen Kontakt mit den KapillargefaRen, die durch Endothelzellen
(endothelial cells, EC) ausgekleidet sind. Durch die geringe Diffusionsstrecke kdnnen Gase effizient ausgetauscht
werden. BM: Basalmembran; BG: Bindegewebe; E: Erythrozyten; FB: Fibroblasten.

Alle Sdugetierlungen sind grundsétzlich &hnlich aufgebaut, unterscheiden sich jedoch innerhalb
der Arten in ihrer Anatomie. Die Unterschiede werden durch die Kérperhaltung (aufrechte oder
horizontale Kdrperhaltung), die KorpergroRe sowie den Lebensraum (Wasser, Land, groRe
Hohen) beeinflusst. So unterscheiden sich die Lange der Trachea sowie die Anzahl der
Knorpelspangen in unterschiedlichen Spezies (Pferd 48 bis 60, Katze 38 bis 43, Schwein 29 bis
36)’. Die meisten Haus-Saugetiere (Hund, Katze, Schweine) haben jeweils drei Lungenlappen
auf der einen und zwei auf der anderen Lungenseite’. Die Maus hingegen besitzt vier
Lungenlappen auf der rechten Seite und nur einen Lungenlappen auf der linken Seite!®. Bei

manchen Meeressdugern, wie den Walen (Cetacea) und Seekiihen (Sirenia), fehlt eine
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Unterteilung in Lungenlappen vollig?.
Die meisten S&ugetierlungen verzweigen sich im Durchschnitt 20 mal dichotom, d.h.

gleichmaRig auf zwei Teile®. Die Anzahl der Verzweigungen der Bronchien und Bronchiolen,
die Art der Verzweigung, die Anzahl der Alveolen sowie die GroRe der Lunge, hangen von der
entsprechenden Tierart ab. So beschrénkt sich das VVorhandensein der Knorpelringe bei den
Méusen auf die extrapulmonalen Atemwege. Des Weiteren verzweigen sich die Atemwege 13
bis 17 mal monopodial. Die submukdsen Drisen, die Mukus und andere Faktoren produzieren,
sind nur im proximalen Teil der Trachea vorhanden. Im Gegensatz zum Menschen fehlen

Méusen aulRerdem respiratorische Bronchien und die Alveolen sind kleiner (39 bis 80 um) als

beim Menschen (200 bis 400 pm)*& 24

Maus Mensch
~1,5mm ~12mm
Lumendurchmesser Lumendurchmesser
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Abbildung 2: Schematischer Vergleich des Lungenaufbaues der Maus und des Menschen.

Links: Die Maustrachea hat einen Durchmesser von ~1,5 mm, ist mit Epithelzellen und glatten Muskelzellen (gelb)
ausgekleidet und besitzt submukdse Driisen im proximalen Teil. Die Trachea verzweigt sich zundchst in zwei
Hauptbronchien und dann monopodial in weitere Bronchiolen. Der terminale Bronchus endet im
bronchoalveolaren Dukt. Rechts: Die humane Trachea hat einen Durchmesser von ~12 mm und ist ebenfalls mit
Epithelzellen und glatten Muskelzellen ausgekleidet. Die Trachea und die groReren Atemwege sind durch
Knorpelspangen verstérkt. Die Trachea teilt sich in zwei Hauptbronchien, welche sich dichotom in Bronchien und
Bronchiolen verzweigen und in respiratorische Bronchien mit Alveolen enden. Verandert nach Rock et al.?.
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1.1.2 Funktion der Saugetierlunge

Bei der Inspiration kontrahieren Zwerchfell (Diaphragma) und innere Zwischenrippenmuskeln
(Musculi intercostales externi), wobei sich die Rippen nach oben bewegen. Die Lunge
expandiert passiv durch einen negativen interpleuralen Druck. Es entsteht auf’erdem ein
Unterdruck in den Alveolen. Bei der Exspiration dilatiert das Diaphragma, die Musculi
intercostales interni kontrahieren, die Rippen senken sich und es entsteht ein Uberdruck in den
Alveolen®. Frequenz der In- und Exspiration wird im Hirnstamm in der Substantia reticularis
gesteuert.

Der Gasaustausch wéhrend der Atmung basiert auf Unterschieden in den Gaspartialdricken
und wird in den Alveolen durch Diffusion ermdglicht. Die Diffusionsgeschwindigkeit hangt
malgeblich von den Diffusionseigenschaften der Gase, der GrofRe des Druckgradienten, der
Dicke der alveolokapillaren Membran und der GroRe der Diffusionsfliche ab* Die
alveolokapillare Membran besteht aus dem Flussigkeitsfilm der Alveolen, den
Alveolarepithelzellen mit der Basalmembran, dem interstitiellen Raum, der Basalmembran der
Kapillare und des Kapillarendothels?”. Rund 1/3 der eingeatmeten Luft (78% Stickstoff, 21%
02, 0,03% COz, 1% Edelgase) erreicht nicht die Alveolen sondern verbleibt in den Bereichen,

die nicht am Gasaustausch beteiligt sind (nicht-respiratorischen Atemwegen, Totraum)*.

1.2 Blutkreislauf

1.2.1 Lungen- und Kdrperkreislauf von Saugetieren

Das GeféaRsystem der Sdugetiere besteht aus einem groRen Korperkreislauf (Hochdrucksystem,
mittlerer Blutdruck: ~100 mmHg beim Menschen) und einem Kkleinen Lungenkreislauf
(Niederdrucksystem, mittlerer Blutdruck: <20 mmHg beim Menschen)® 3. Das Blut aus dem
Korperkreislauf wird tber die Hohlvene (Vena cava) in das rechte Atrium geleitet, von wo es
uber den rechten Ventrikel mit einem mittleren Druck von 20 mmHg in die Pulmonalarterie
(Arteria pulmonaris, PA) gepumpt wird* 32, Durch die Elastizitit der PA wird der Blutdruck
im Lungenkreislauf gepuffert, sodass Schwankungen im Blutdruck verringert werden®. Die PA
verzweigt sich parallel zu den Atemwegen in immer kleinere GefaRe, deren Durchmesser sich
fortlaufend verringert, bis hin zum Kapillarsystem, welches die Alveolen umschiel3t. Nach
erfolgtem Gasaustausch wird das Blut aus dem Lungenkreislauf zuriick zum Herzen geleitet.
Durch die Pulmonalvenen (Venae pulmonales) erreicht das Blut das linke Atrium und wird tiber

den linken Ventrikel mit einem mittleren Druck von 100 mmHg in den Korperkreislauf
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gepumpt* 32, Durch die Windkesselfunktion wird das GefaBsystem des Kérperkreislaufes als
Druckreservoir genutzt, wodurch der Unterschied zwischen dem systolischen (Maximalwert
abhéngig von der Herauswurfleistung) und dem diastolischen (Minimalwert wahrend der
Herzfullungsphase) Druck gepuffert wird. So wird der pulsierende Blutstrom in einen
gleichmaBigen Volumenstrom umgewandelt und eine kontinuierliche Durchblutung
ermoglicht. Durch Querschnittsveranderungen und prékapillare Sphinkter der vorgeschalteten
Avrteriolen und Venolen wird die Durchblutung moduliert, wobei das Kapillarsystem keinen

aktiven Einfluss auf die Durchblutung der Gewebe hat®.

1.2.2 Anatomie von Blut- und KapillargefaRen

Das GefaRsystem besteht aus Arterien, die vom Herzen wegflhren, und Venen, die zum Herzen
fiihren. Die Arterien teilen sich in kleine BlutgefaRe, die Arteriolen, wahrend sich die Venen in
Venolen verzweigen. Ein Netzwerk aus kleinsten HaargefédRen (Kapillaren) verbindet
Arteriolen und Venolen®! (Abbildung 3).

Die meisten Gefélle bestehen aus drei Schichten, der inneren Schicht (Tunica intima), der
mittleren Schicht (Tunica media) und der &uBeren Schicht (Tunica adventita). Die Tunica
intima besteht aus einer Endothelschicht, welche von einer Schicht Bindegewebsfasern
(Stratum subendotheliale) umgeben wird. Diese Schicht verdichtet sich bei den Arterien zur
Membrana elastica interna, die die Tunica adventita und die Tunica media separiert®!. Die
Tunica media besteht hauptsachlich aus Muskelzellen, teilweise sind jedoch auch Elastin,
Kollagen (Typ | und 1I) sowie Proteoglykane eingelagert®!. Diese Schicht wird von einer
weiteren Schicht Bindegewebsfasern, der Media elastica externa, umgeben. Die Media elastica
externa ist groftenteils in groRen GefaRen zu finden und ist in Arterien, verglichen mit Venen
gleicher GroRe, prominenter ausgebildet. Die Hauptaufgabe der Tunica media ist die
Regulation des GefaRtonus®. Die duRerste Schicht, die Media adventitia, ist aus Bindegewebe
und Fibroblasten aufgebaut. In grofRen GefalRen (Aorta) wird die Tunica adventita, teilweise
auch die Tunica media, tiber die Vasa vasorum mit Blut versorgt*. In dieser Schicht sind kleine
BlutgefaRe eingelagert*? (Abbildung 3). Die GefaRe des Kapillarsystems bestehen aus einer
einlagigen Endothelschicht, aufgelagerten Perizyten und einer Basalmembran®! (Abbildung 3).
Das Kapillarsystem ermdglicht den Austausch der Néahrstoffe und Gase. Fur kleine Molekiile,
wie Wasser, lonen und Gase, ist es durchlassig, fir den transzelluldren Transport grofierer

Molekiile sind Vesikeln notwendig*.
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Abbildung 3: Aufbau von grofRen, kleinen und kapillaren Gefal3en.
A) GroRe Geféalle bestehen aus drei Schichten, der Tunica intima, der Tunica media und der Tunica adventita.

Zusétzlich besitzen groRe GeféRe eine Media elastica intima und externa. Venen besitzen zudem kleine Klappen
(Vulvula), die den Ruckfluss des Blutes verhindern. B) Der Kapillarbereich besteht aus Kapillargefalien, Arteriolen
und Venolen. Im Unterschied zu Kapillargefal3en, bestehen Arteriolen und Venolen aus einer Tunica intima und
einer partiellen Tunica media. Die KapillargefaBe bestehen nur aus der Tunica intima und Perizyten. EC:
endothelial cells (Endothelzellen); SMC: smooth muscle cells (glatte Muskelzellen). Verandert nach Cleaver und
Melton*,

1.3 Einfluss von Hypoxie auf die pulmonale Vaskulatur

Um eine optimale Sauerstoffaufnahme und -versorgung des Korperkreislaufes zu
gewahrleisten, gibt es evolutiondr konservierte, dynamische Mechanismen. Diese passen die
Perfusion der GeféBe an die alveolare Ventilation an. Kommt es zu einem akuten
Sauerstoffmangel (Hypoxie), so reagieren pulmonale GefaRe mit einer VVasokonstriktion, die
als hypoxische pulmonale Vasokonsriktion (HPV) oder als Euler-Liljestrand-Mechanismus
bezeichnet wird®. Durch diesen Mechanismus, der bei verschiedenen Séugetieren®®-5?,
Vogeln®, Reptilien®* und Fischen®® nachgewiesen wurde, wird die Perfusion an die aktuelle

alveolare Ventilation angepasst>, um den Gasaustausch zu optimieren (Abbildung 4).
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Keine HPV

Abbildung 4: Schematische Darstellung der HPV.

A) Unter physiologischen Bedingungen werden die Alveolen bei optimaler Ventilation gleichméaf3ig perfundiert.
Dabei wird das sauerstoffarme Blut mit Sauerstoff angereichert. B) Durch Ventilationsbehinderung oder
Verschluss der Alveolen wird die Ventilation dieser vermindert oder es kommt zum vollstdndigen Erliegen der
Ventilation. In Folge dessen wird die Perfusion der entsprechenden BlutgefaRe durch die hypoxische pulmonale
Vasokonstriktion (HPV) minimiert. Gleichzeitig werden andere ausreichend ventilierte Areale der Lunge verstérkt
perfundiert, wodurch das Blut ausreichend oxygeniert werden kann. C) Ist der Mechanismus der HPV durch
pathophysiologische Prozesse gestort, so kommt es zum Missverhaltnis zwischen Ventilation und Perfusion. Dabei
werden nicht ausreichend ventilierte Areale unvermindert perfundiert und das Blut wird nicht ausreichend
oxygeniert. pO,: Sauerstoffpartialdruck; blau: desoxygeniertes Blut; rot: oxygeniertes Blut. Verdndert nach
Sylvester et al .,

Bei der Aktivierung der HPV, welche bereits bei einem Sauerstoffpartialdruck von weniger als
100 mmHg erfolgt®! 8% % kontrahieren glatten Muskelzellen in kleinen pulmonalen Arteriolen
und Venolen, wodurch es zu einer Verengung der Geféalte kommt (Abbildung 5). Diese flhrt

zur Erhéhung des GefaRwiderstands®”: 8 und des pulmonalarteriellen Drucks (pulmonary

arterial pressure, PAP)®.
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Akute Hypoxie
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Abbildung 5: Einfluss von akuter Hypoxie auf die pulmonalen Arterien.

Pulmonale Arterien reagieren auf akute Hypoxie mit einer VVasokonstriktion. Dieser physiologische Mechanismus,
der als hypoxische pulmonale Vasokonstriktion bezeichnet wird, ist unter Normoxie durch Vasodilatation der
GefaRe vollstandig reversibel. L: Lumen, T: Tunica. Verandert nach Malczyk et al.™.

Die Reaktion der Lunge auf akute (wenige Sekunden) und anhaltende Hypoxie (mehrere
Stunden) kann im Modell der isolierten, ventilierten und blutfrei-perfundierten Lunge (ILU)
untersucht werden. Untersuchungen zeigen, dass Hypoxie zu einer reversiblen, bi-phasischen
Zunahme des pulmonalen GefaRwiderstands (pulmonary vascular resistance, PVR) fiihrt!? 7
2, Die erste, akute Phase halt 10 bis 15 Minuten an und wird von einer zweiten, anhaltenden
Phase, die einige Stunden dauern kann, gefolgt®® %7376 (Abbildung 6).

[ Phase 1 I Phase 2 I PH ]

—

PVR

v v v

15 Minuten Stunden Monate

Abbildung 6: Einfluss von Hypoxie auf den pulmonalen vaskularen Widerstand.

Hypoxie-Exposition der Lunge l6st einen bi-phasischen Anstieg des pulmonalen vaskuldren Widerstands
(pulmonary vascular resistance, PVR) der GefaRe durch Vasokonstriktion aus, welche als hypoxische pulmonale
Vasokonstriktion bekannt ist. Die erste Phase erfolgt als Antwort auf akute Hypoxie. Auf diese Phase folgt eine
zweite Phase, die bei anhaltender Hypoxie zu beobachten ist. Bei anhaltender Hypoxie manifestiert sich dauerhaft
ein erhdhter Widerstand, welcher als pulmonale Hypertonie (PH) bezeichnet wird. Veréndert nach Ward und
McMurtry™.

Die HPV wird durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst, zu denen das Geschlecht,

vasoaktive Substanzen, der pH-Wert, der Partialdruck von CO, und Erythrozyten zéhlen®-,
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Im Gegensatz zur akuten und anhaltenden Hypoxie, resultiert die chronische (liber mehrere
Stunden, Tage und Wochen), globale Hypoxie in einer irreversiblen Verengung der Gefale.
Dieser Prozess wird durch einen GefaBumbau (remodeling) verursacht®®. Weiterhin kommt es
zur Neomuskularisierung von vorher nicht-muskularisierten pulmonalen GefaRen™ 7
(Abbildung 7). Der GefaBumbau und der damit einhergehende, dauerhaft erhohte
Gefallwiderstand fuhrt zur Entstehung der chronisch Hypoxie-induzierten pulmonalen
Hypertonie (CHPH)8L. Der Zustand von globaler chronischer Hypoxie wird durch
sauerstoffarme Atemluft (Hohenluft) oder durch verminderte Sauerstoffaufnahme in Folge von
Erkrankungen [z. B. chronisch obstruktive Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmonary

disease, COPD), Schlafapnoe, Fibrose] verursacht®.

Pulmonale Arterie Normoxie

Reverser GefalBumbau

¢ —————————
>
Gefallumbau
i inti Chronische Hypoxie
T. adventitia T. intima yp
T. media
Arteriole
GefalRumbau
= e e e
Reverser Gefallumbau
T. intima T.media 1 jnima

Abbildung 7: Einfluss von chronischer Hypoxie auf pulmonale Arterien.

Die chronische Hypoxie induziert in pulmonalen Arterien und pulmonalen Arteriolen einen GefalBumbau, der
charakteristisch fir die pulmonale Hypertonie (PH) ist. Dieser GefdBumbau ist nur spontan unter Normoxie
reversibel. In pulmonalen Arterien kennzeichnet sich der Gefalumbau durch eine verdickte Tunica adventitia und
eine verdickte Tunica media. In pulmonalen Arteriolen wird die Einwanderung von Muskelzellen beobachtet,
sodass sich eine Tunica media bildet. L: Lumen, T: Tunica. Verandert nach Malczyk et al.™.
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1.3.1 Mechanismus der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion (HPV)

Die der HPV zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind bisher nicht entschlisselt.
In der ersten Phase der HPV spielen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (pulmonary
arterial smooth muscle cells, PASMC) eine wichtige Rolle®3#¢ indem sie auf akute Hypoxie
mit einer Kalzium-abhangigen Kontraktion reagieren® 8% Hypoxie-Exposition fiihrt dabei
zur verminderten Leitfahigkeit von Kaliumkanilen (K*-Kanale)®?. Der zugrundeliegende
Mechanismus, welcher zur Hypoxie-vermittelten Hemmung der K*-Kanile fiihrt, ist unklar®®
% Die verminderte intrazellulare Kaliumkonzentration ([K*])) fiihrt zu einer
Membrandepolarisation®® ", die einen Einstrom von Kalzium-lonen (Ca?") durch
spannungsaktivierte Ca?*-Kanile (voltage-dependend calcium channel, VDCC), insbesondere

durch L-Typ Ca?*-Kanale, zur Folge hat®® .

Die Erhéhung der intrazelluléren
Kalziumkonzentration ([Ca®*];) fuhrt zu einer Kontraktion der PASMC durch eine Ca®*-
induzierte Phosphorylierung von leichten Myosinketten® 191, Neben den VDCC kann Ca?*
auch durch nicht-selektive Kationen-Kandale (non-selectiv cation channel, NSCC), die in
Speicher-aktivierbare (store-operated channel, SOC) und Rezeptor-aktivierbare Kandale
(receptor-operated channels, ROC) gliedert werden, einstromen%% 13, Zu diesen NSCC zahlen
Proteine der transient receptor potential (TRP) Proteinfamilie!3-105,

Die zweite anhaltende Phase der HPV ist von Anderungen in der Ca?"-Konzentration
unabhangig®® 1% 107 Vielmehr ist sie mit einer durch die Aktivierung von Rho-Kinasen-
verbundenen Ca?*-Sensibilisierung assoziiert'®11° welche zum erhéhten PVR beitragt'*-%3,
Des Weiteren ist die zweite anhaltende Phase mit einer gesteigerten Kontraktionsfahigkeit der
PASMC verbunden!*, Im Gegensatz zur akuten Phase der HPV sind die pulmonalarterielle

Endothelzellen (pulmonary arterial endothelial cells, PAEC) hauptsachlich von Bedeutung®-
86

1.4 Pulmonale Hypertonie (PH)

Als pulmonale Hypertonie (PH) werden Erkrankungen bezeichnet, die durch eine Zunahme des
Gefalwiderstands mit einer mittlerer pulmonalarterieller Druckerhéhung (>25 mmHg,
Hypertonie) in Ruhe gekennzeichnet sind!®. Jahrlich erkranken 15 bis 50 Menschen pro einer
Million an der PH!®, Damit ist die Pravalenz im Vergleich zu anderen Erkrankungen niedrig,
es gibt jedoch Formen der PH, die bei manchen Patienten geh&uft auftreten (z. B. Patienten mit
systemischer Sklerose 7-12%)*7 118,

Die PH wird in vier Schweregrade (funktionelle Klasse) von der Weltgesundheitsorganisation

10
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(world health organisation, WHO) gegliedert’'®. So zeigen die Patienten der Klasse | keine
Einschrankungen bei normaler physikalischer Aktivitat, wahrend die Patienten der Klasse 11
unter GbermaRiger Dyspnoe, unter Fatigue, Brustschmerzen oder drohender Synkope leiden.
Die Patienten der Klasse Ill verspiren in Ruhe keine Symptome, geringe physikalische
Aktivitat 10st bereits UberméRige Dyspnoe, Fatigue, Brustschmerzen oder drohende Synkope
aus, wahrend Patienten der Klasse IV bereits in Ruhe Dyspnoe und/oder Fatigue bekommen.
Diese Patienten sind unfahig korperliche Aktivitdten ohne Symptome durchzufihren. Die

Diagnose von PH erfolgt meistens im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf'?,

1.4.1 Klassifikation der PH

Die PH wird nach ihrer Atiologie in fiinf Gruppen eingeteilt (Nizza-Klassifikation 2013, 5te
Weltkonferenz der WHO), die ihrerseits weiter aufgeteilt sind (Tabelle 1)!. Die
unterschiedlichen Gruppen der PH teilen similére pathologische Befunde und gleichartige
hamodynamische Merkmale. Allen PH Formen sind die strukturellen Verdnderungen im
pulmonalen Gefalisystem gemeinsam, die mit der GbermaRigen pulmonalen Vasokonstriktion
und dem Gefalumbau verbunden sind. Die Veranderungen fuhren zur Erhéhung des PVR,
wodurch es zur erhdhten Nachlast des rechten Ventrikels kommt. In Folge dessen
hypertrophiert der rechte Ventrikel und wird schlieRlich insuffizient (Cor pulmonale)'?.

Die einzelnen PH Gruppen unterscheiden sich jedoch in ihren pathologischen? 22 ynd

pathobiologischen Ursachen!?3-12°,

Tabelle 1: Klinische Klassifikation der PH (2013, Nizza, verandert nach Simonneau et al.%).

I. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)

1. Idiopathische PAH (IPAH)
2. Heritare PAH
2.1. Knockenmorphogenetischer Protein (bone morphogenic protein, BMP) Rezeptor Typ 2
2.2. Activin receptor-like Kinase 1 (ALK-1), Endoglin, Smad9, Caveolin-1, K*-Kanal der
Subfamilie K Mitglied 3
2.3. Unbekannt
3. Arzneimittel- und toxininduziert
4. Assoziierte PAH bei
4.1. Kollagenosen (Bindegewebserkrankung)
4.2. Humane Immundefizienz-Virus (HIV)-Infektion
4.3. Portaler Hypertonie
4.4. Angeborenen Herzfehler
4.5. Schistosomiasis
1¢ Pulmonale venookklusion Erkrankung und/oder pulmonalkapillare Himangiomatose
1¢¢ Persistierende PH des Neugeborenen
I1. PH bei Erkrankungen des linken Herzens
1. Linksventrikuldre systolische Dysfunktion

11
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2. Linksventrikulére diastolische Dysfunktion
3. Herzklappenerkrankungen (Mitral- oder Aortenklappenfehler)
4. Angeborene/erworbene Ein-/Ausflussobstruktion des linken Herzens und erbliche Kardiomyopathie
I11. PH bei Erkrankungen und/oder Hypoxie
1. COPD
2. Interstitielle Lungenerkrankung
3. Andere restriktiv und obstruktiv gemischte pulmonale Erkrankungen
4. Schlafapnoe-Syndrom
5. Alveoldres Hyperventilationssyndrom
6. Chronische Hohenkrankheit
7. Pulmonale Fehlentwicklung
IV. PH aufgrund chronischer Thromboembolien (CTEPH)
V. PH mit unklaren multifaktoriellen Mechanismen
1. Hamatologische Erkrankungen: Chronisch hdmatologische Anamie, myeloproliferative
Erkrankungen, Zustand nach einer Splenektomie
2. Systemische Erkrankungen: Sarkoidose, pulmonaler Langerhanszellenhistozytose,
Lymphangioleiomyomatose, Neurofibromatose, Vaskulitis
3. Metabolische Erkrankungen: Glykogenspeicherkrankheit, Morbus Gaucher,
Schilddriisenerkrankungen
4. Andere: Obstruktion durch Tumonre, fibrosierende Mediastinitis, chronischer Niereninsuffizienz,
segmentale PH

Die pré-kapillare PH der Gruppe 1 (pulmonalarterielle Hypertonie, PAH, Tabelle 1) ist eine
seltene Erkrankung mit bis zu 12 neuen Erkrankungen unter einer Million Menschen im Jahr'%,
PAH ist durch histologisch nachweisbare Verdickung der pulmonalarteriellen GeféaRwénde,
besonders der kleinen und der distalen pulmonalen Arterien (Durchmesser >500 mm?*?7), durch
plexiforme L&sionen und durch schwere hdamodynamische Verénderungen (Erhéhung des
PVR) charakterisiert®: 2,

Die PAH wird in mehrere Untergruppen eingeteilt (Tabelle 1) und hat multifaktorielle
Ursachen® '°, Wahrend die idiopathische PAH (IPAH) spontan und bei nur zwei bis drei
Personen pro einer Million Einwohner aufritt}?®, wurde in 80% aller erblichen PAH Fallen
Mutationen im knochenmophogenischen Protein (bone morphogenic protein, BMP) Rezeptor
Typ 2-Gen nachgewiesen!?®, welches BMP [transformierende Wachstumsfaktor-f
(tranforming growth factor- B, TGF-B) Superfamilie] bindet. 5% aller Falle weisen Mutationen
in anderen Proteinen der TGF-B-Familie auf'*® sowie im Endoglin-Gen®*! oder im Smad9-
Gen®2, Kiirzlich wurden Mutationen in Proteinen, wie Calveolin®*® und K*-Kanal der
Subfamilie K Mitglied 3134 nachgewiesen, welche indirekt im Zusammenhang mit dem TGF-p
Signalweg stehen.

Bestimmte Medikamente, wie Appetitzigler (Aminorex, Fenfluramin), Antidepressiva
(Selektive  Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer)  sowie  Drogen  (Amphetamine,
Methamphetamine, Kokain), kénnen PAH verursachen und stellen Risikofaktoren dar!. Des

Weiteren ist PAH mit Bindegewebserkrankungen (assoziierte PAH; Prévalenz von 7-12% bei
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Sklerodermapatienten)'’: 118 der humanen Immundefizienz-Virus (HIV)-Infektion (Prévalenz
von 0,5%)!%, der portaler Hypertonie (Portopulmonale Hypertonie; Pravalenz von 2-6%)®
137 angeborenen Herzfehlern (congenital heart disease, Pravalenz von 10%)**® und der Schisto-
somiasis (schistosiomiasis-associated PH) assoziiert (Tabelle 1).

Gruppe 2 PH der WHO-Klassifizierung (Tabelle 1) ist mit Erkrankungen des linken Herzens
assoziiert und ist die am haufigsten vorkommende Form der PH*2?®. Charakteristisch sind eine
Vergrollerung und eine Verdickung der pulmonalen Venen sowie eine Dilatation des
pulmonalen Kapillarsystems. Es kommt zu interstitiellen Odemen, alveolaren Hamorraghien
(Blutung), VergréRerung der lymphatischen GefaRe und Lymphknoten. Auch in dieser Form
der PH kann es zur Hypertrophie der Tunica media und der Tunica intima kommen!?®,

PH der Gruppe 3 der WHO-KIassifizierung ist mit Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie
(CHPH) assoziiert (Tabelle 1). PH der Gruppe 3 tritt am zweithaufigsten auf'?®. Kennzeichnend
fiir Gruppe 3 PH ist die Hypertrophie der Tunica media und die Proliferation der intimalen
Zellen in den distalen pulmonalen Arterien'® 13 sowie die Neomuskularisierung®% 140143, Esg
gibt mannigfache Ursachen fiir die Entstehung der PH der Gruppe 3°. Im Wesentlichen sind
die anhaltende HPV, der mechanische Stress durch Lungeniberblahung, der Verlust von
KapillargefaRen, die Entziindungsprozesse (Inflammation) und die toxischen Effekte von
verschiedenen Substanzen (Zigarettenrauch) Ausléser. Ein  Ungleichgewicht wvon
Vasokonstriktoren und Vasodilatatoren des Endothels wird ebenfalls vermutet!'®. Die PH der
Gruppe 3 ist assoziiert mit Lungenerkrankungen, wie der COPD, der idiopatischen
Lungenerkrankung und der idiopathischen Lungenfibrose. Genetische Ursachen kdnnten
ebenfalls eine Rolle in der Krankheitsentstehung spielen. Umstritten ist, ob die mit
Lungenerkrankungen assoziiere PH durch die Erkrankungen verursacht wird (Gruppe 3) oder
sich unabhangig von diesen entwickelt (Gruppe 1)'#*. Die PH der Gruppe 3 ist auRerdem mit
Hypoxie assoziiert. Bei globaler und anhaltender Hypoxie kommt es zur dauerhaften
Aktivierung der HPV*®® und intimaler Obstruktion in den distalen pulmonalen Arterien®®,
Der Schweregrad der PH ist gering bis mittel (milde Form der PH)4% 146 Schwere Formen mit
einem mittleren PAP von mehr als 40 mmHg!**’ und der Bildung von intimalen L&sionen
werden unter ,,0ut-of proportion” zusammengefasst'*®, Die schweren Formen der PH sind
durch einen starkeren Grad des GefaBumbaus charakterisiert!®®, Die Mortalitat durch
Rechtsherzversagen ist zudem erhoht®. Vermutlich wird diese schwere Form der ,nicht
traditionellen hypoxischen PH“ durch weitere Faktoren auRer Hypoxie ausgeldst?.
In der Gruppe 4 PH der WHO-KIlassifizierung (Tabelle 1) werden Erkrankungen

zusammengefasst, die mit chronischer Thromboembolie assoziiert sind (CTEPH). Es kann
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zwischen proximalen und distalen Formen der CTEPH nicht unterschieden werden.
Charakteristisch kommt es durch Thromben zu Ld&sionen bis hin zum vélligen Verschluss der
pulmonalen Arterien’*®. Obwohl die Ursache weitgehend unklar ist, sind Defekte im
Koagulationssystem vermutlich involviert’. In der Gruppe 5 PH der WHO-Klassifizierung
werden alle Formen der Erkrankung erfasst, die keinen eindeutigen Ausléser haben und denen
ein multifaktorieller Mechanismus zugrunde liegt. Die PH tritt in unterschiedlichen
Erscheinungen auf, wozu h&matologische, systemische, metabolische Erkrankungen und
andere seltene Erkrankungen zéhlen!'®,

Auf die PH der Gruppen 2, 4 und 5 wird in der vorliegenden Arbeit nicht weiter eingegangen.

1.4.2 Charakteristische  Veranderungen im  pulmonalvaskularen

Gefallumbau

Die PH st eine komplexe, multifaktorielle Erkrankung, die mit einem strukturellen
GefaRumbau verbunden ist®. Dieser GefaRumbau findet charakteristisch in allen drei
Schichten, der Tunica intima, der Tunica media und der Tunica adventitia, statt?. In diesen
Schichten kommt es in den jeweils dominanten Zelltypen zu erhohter Proliferation
(Hyperplasie), erhohtem Zellwachstum (Hypertrophie) und gesenkter Apoptose® %2, Die
Folgen sind die Minderung des GeféaRdurchschnitts, die Steigerung des PVR und die
Verdickung der GefaRwande® 11% 121153 zysatzlich kommt es zur Muskularisierung von zuvor
nicht- und/oder partiell-muskularisierten peripheren Arterien4-14% 152 Dyrch Ablagerung von
extrazelluldren Matrix-Komponenten, wie Kollagen, Elastin und Fibronektin'®2, sinkt die
Dehnbarkeit bzw. Elastizitat (Compliance) in den groRen pulmonalen Arterien, wodurch es zur
Erhohung der Nachlast des rechten Ventrikels kommt*®*. Die Folgen sind erhohter PAP und
erhohter PVR.

Neben den beschrieben Verdnderungen im Gefalibett kommt es in einigen Formen der PH zur
Ausbildung von plexiformen*® und neointimalen L&sionen®?. Zudem wurde eine, in der

Literatur umstrittene, verminderte Anzahl an GefiRen in Lunge mit PH beschrieben®®?,

1.4.2.1 Die Tunica intima

Die Veranderungen in der Tunica intima sind im Vergleich zu den anderen Schichten am
schwachsten ausgebildet'®>-2° die Rolle der Endothelzellen (endothelial cells, EC) in dieser

Schicht spielt jedoch eine Schliisselrolle bei der Entstehung der PH% %0, In der Tunica intima
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kommt es zur Endothelschadigung, zur Proliferation der EC, zu subendothelialen Odemen und
zur intimaler Fibrose, verursacht durch Kollagen- und Elastin-Ablagerung!®® 157-159; 161,162
Scherstress kann die Integritat der Endothelschicht und somit die Barriere zur Tunica media
und Tunica adventitia zerstéren'®. Die Schadigung filhrt zur Durchléssigkeit der Barriere und
beginstig dadurch den Kontakt der Zellen beider Schichten mit pro-proliferativen Mediatoren,
wie dem Fibroblasten Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor, FGF) und dem vaskuldren
Endothelwachstumsfaktor (vascular endothelial growth factor, VEGF)!*4, was zu
charakteristischen pathologischen Veranderungen in den anderen zwei Schichten fiihren
kann'®: 166 Durch die zunehmende Durchlassigkeit der Endothelbarriere kommt es auRerdem
zu subendothelialen Odemen®. Endothelzellschiadigungen werden auBerdem mit der
Thrombosebildung assoziiert. Neben der Proliferation der EC kommt es zur Bildung von
plexiforme Lasionen durch (Myo)Fibroblasten-ahnliche Zellen? 19: 167 168

Die physikalischen und biochemischen Eigenschaften der Gefdlle werden auflerdem durch
endotheliale vasoaktive Mediatoren, freigesetzt durch Scherstress, Infektionen oder alveoldre
Hypoxie, verandert!®®. Dies fiihrt zur Erhéhung des pulmonalen Blutdrucks!®® und letztendlich

zur Einlagerung von Bindegewebe in die GefaBwande®®.

1.4.2.2 Die Tunica media

Die Veranderungen der Tunica media im vaskuldren Gefalumbau spielen eine maligebliche
Rolle®® und werden durch eine Imbalance zwischen Proliferation und Apoptose der PASMC
verursacht!™. In der IPAH verdickt sich die Tunica media durch abnormale Proliferation der
PASMC von 10 bis 15% auf 30 bis 60% und stellt ein wichtiges Merkmal der Erkrankung dar®®
171 In Bereichen gesteigerter Muskularisierung sind neointimale Lésionen durch glatte
Muskelzellen (smooth muscle cells, SMC) und extrazellulare Matrixproteine beschrieben
worden'?® 18 In schweren Fillen besteht die Neointima aus Myo-Fibroblasten und
extrazelluldrer Matrix, die zwischen den EC und der Tunica intima lokalisiert ist'3, Es kommt
auBerdem zu Neubildung von SMC aus Vorlauferzellen®™2. Neben der abnormalen
Muskularisierung der Gefale kann eine Neomuskularisierung von nicht- oder partiell-
muskularisierten, peripheren Geféallabschnitten, induziert durch die PASMC Migration,
beobachtet werden!’#-17,

Die pathologischen Veranderungen in der Tunica media werden hdchstwahrscheinlich durch
Mediatoren, wie Endothelin-1 (ET-1), Serotonin und die [Ca?*]; induziert!"®1"®, Zudem fordern
Wachstumsfaktoren, wie VEGF, einfacher Fibroblasten Wachstumsfaktor (basic fibroblast

growth factor, bFGF), transfomierender Wachstumsfaktor-a (transforming growth factor-a,
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TGF-a), thombozyten-abstammender Wachstumsfaktor (platelet-derived growth factor,
PDGF) und blutbildender Wachstumsfaktor (hematopoetic growth factor, HGF), die
Proliferation und das Zellwachstum der PASMC!?% 1818 |n dem Prozess sind die
Wechselbeziehungen zwischen EC (Tunica intima) und SMC (Tunica media) nicht zu

vernachlassigent? 177 186,

1.4.2.3 Die Tunica adventitia

Auch in der Tunica adventitia kommt es zu einer abnormalen Proliferation des fiir diese Schicht
typischen Zelltyps, den Fibroblasten (FB), wodurch es zur Fibrose kommt'®2 & AuRerdem
kénnen sich die proliferierenden FB in SMC dedifferenzieren, die Tunica media infiltrieren’
und die Proliferation der PASMC in der Tunica media begunstigent’.

1.4.3 Mechanismus des vaskularen GefalRumbaus

Trotz intensiver Untersuchungen der Hypoxie-abhéngigen Mechanismen in den letzten
Jahrzehnten, konnte weder ein Sauerstoff-Sensor noch essentielle Signalwege vollstandig
identifiziert werden, die essentiell fiir den GefaBumbau sind®® 66 188-191 A den pathologischen
Veranderungen der GefaRe sind diverse biochemische Signalwege beteiligt™!, die mit
vasoaktiven  Substanzen, Wachstumsfaktoren, inflammatorischen  Mediatoren, der
lonenhoma@ostase, reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygenspecies, ROS), Proteasen und

Elastasen sowie mechanischen Faktoren assoziiert werden kénnen (Abbildung 8).
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Vaskulére Obstruktion
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der pathophysiologischen GefalRveranderung in der PH.

Auf der linken Seite ist das gesunde Gefal umgeben von Alveolen abgebildet. Dargestellt sind die drei
GeféaRschichten sowie die alveolaren Epithelzellen Typ | (alveolar epithelial cells type I, AEC 1) und Typ Il
(alveolar epithelial cells type I, AEC I1). Auf der rechten Seite sind mdgliche pathologischen Verénderungen, wie
sie wahrend der PH auftreten konnen, abgebildet. Hierzu zahlen eine erhdhte Proliferation der glatten
Muskelzellen, der Fibroblasten und der Endothelzellen, wodurch es zur Verengung des GefaRlumens und zur
Erhohung des GefaBwiderstands kommt. In der rechten Spalte sind die méglichen Einflussfaktoren aufgelistet, die
zur Fehlregulation des GefaRtonus, zur abnormaler Prolifertation, zur Hypoxie-induzierter Gefakonstriktion und
zum  Hypoxie-induzierten  GefdBumbau  fihren  kdnnen. BMP: bone  morphogenic  protein
(knochenmorphogenetisches Protein); Ca?*: Kalziumionen; cGMP: cyclic guanosinmonophosphate (zyklisches
Guanosinmonophosphat); EGF: endothelial growth factor (endothelialer Wachstumsfaktor); K*: Kaliumionen;
NADPH: Nicotinamid-Adenin-Dinuleotid-Phosphat; NO: nitric oxide (Stickstoffmonoxid); sGC: soluble guanylyl
cyclase (16sliche Guanylatcyclase); TGF-B: transforming growth factor f (transformierender Wachstumsfaktor B);
PDGF: platelet-derived growth factor (thombozyten-abstammender Wachstumsfaktor); TRPC: classical transient
receptor potential (klassischer transient receptor potential). Verandert nach Schermuly et al ..

1.4.3.1 Hypoxie

Im Zusammenhang mit Hypoxie kommt dem HIF-Signalweg in der CHPH eine zentrale Rolle
zu. Der Hypoxie-induzierten Faktors 1 (HIF-1)-Komplex setzt sich aus zwei Untereinheiten,
der a- und der B-Untereinheit, zusammen. Wahrend die B-Untereinheit (HIF1-B) konstitutiv
exprimiert wird, wird die a-Untereinheit unter Normoxie an zwei Prolyl-Resten durch die
Prolyl-Hydroxylase = (PHD)  hydroxyliert, durch das von-Hippel-Lindau-Protein

polyubiquitiniert und dann durch Proteasomen abgebaut'®% 1%, Unter Hypoxie ist die Aktivitat
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der PHD inhibiert, wodurch die a-Untereinheit, welche in drei Isoformen 1a (HIF-1a), 2a (HIF-
2a) und 3a (HIF-30) vorkommt!®# nicht abgebaut wird!®. Der so entstehende heteromere
Komplex wird gebildet, transloziert in den Nukleus und reguliert die Expression vieler Gene
(z. B. VEGF'% %) durch Binden an hypoxia responsive elements'®® 1%° (Abbildung 9). HIF-
1o kann durch TGF-B%%, Insulin®% 2%2 epidermalen Wachstumsfaktor (epidermal growth
factor, EGF)?%3, PDGF und Angiotensin I (Angl1)?®*, bFGF?% sowie ET-12% aktiviert und/oder

stabilisiert werden.

. 1 .
Normoxie @ ! Hypoxie
i
HIF-1a
PHD

o> [C¥T
. g :
D6 /’ !
. ! i
i ¥
- ) Phanotypische
Protein _)Verénderung # PH

1 N0 \Y/)\/)\/,\

Ubiquitination

Proteasomaler
Abbau

Abbildung 9: HIF-1a im Zusammenhang mit CHPH.

Unter Normoxie wird der Hypoxie-induzierbare Faktor (HIF)-la durch die Prolyl-Hydroxylase (PHD)
hydroxyliert, durch das von-Hippel-Lindau (VHL)-Protein polyubiquitiniert und proteasomal abgebaut. Unter
Hypoxie wird die PHD-Aktivitat gehemmt und somit der HIF-1o Abbau inhibiert. HIF-1a kann dadurch in den
Nukleus translozieren und mit HIF-1 sowie anderen Co-Aktivatoren einen Transkriptionskomplex bilden,
welcher an hypoxia responsive elements (HRE) bindet und die Expression von verschiedene Gene initiiert. Die
Expression bestimmter Gene fiihrt zu phanotypische Verdnderungen und beeinflusst die Ca**-Homagostase. Dies
filhrt zur Entstehung u. a. der pulmonalen Hypertonie (PH). Ca?*: Katium-lonen; O: Sauerstoff; OH: Hydroxy-
Gruppe; RNA: ribonucleine acid (Ribonukleinsaure). Verandert nach Veith et al.?%"

HIF-1a spielt in Tiermodellen bei der Entstehung der CHPH eine wichtige Rolle!3% 198208 5q
zeigen HIF-1a”* Méusen ein vermindertes Proliferationsverhalten der PASMC! sowie einen
reduzierten GefaBumbau?®. HIF-1o beeinflusst den GefaRumbau moglicherweise Gber die
Regulation des Ca?*-Signalweges®® sowie ber die pH-Homoostase, die mit Na‘/H*
Austauschern (Na*/H* exchanger, NHE) assoziiert ist?%: 210,

Hypoxie hat auBerdem einen inhibierenden Einfluss auf die Freisetzung von anti-mitogenen
Faktoren (z. B. Prostaglandin) und induziert die Freisetzung von pro-mitogenen Faktoren (z. B.
VEGF, bFGF, ET-1 und PDGF)% 193211 wwodurch es zu einem Ungleichgewicht zwischen anti-

und pro-mitogenen Faktoren kommt.
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1.4.3.2 Vasoaktive Substanzen

Im Zusammenhang mit der Pathogenese der PH ist ein Ungleichgewicht von vasoaktiven

Substanzen beschrieben worden?” 172,

Das Gleichgewicht verschiebt sich von den
vasodilatativen und anti-proliferativen Substanzen hin zu den vasokonstriktiven und pro-
proliferativen Substanzen. Vasokonstrikoren, wie ET-1, Thromboxan, Serotonin und Angll,
werden in der PH verstarkt ausgeschittet? 176 177 212-214 ' ET_1214 ynd Serotonin®’® 177215 sind
zudem am Proliferationsprozess beteiligt. Einige vasoaktive Mediatoren wie z. B. Serotonin,
scheinen auflerdem die Wirkung von Wachstumsfaktoren (PDGF, EGF, FGF) durch
synergetische Effekte zu verstarken?®. Eine besondere Stellung nimmt der vasoaktive Mediator
ET-1 ein. ET-1 kann neben der Proliferation auch die Migration von PASMC induzieren®4 und
iiber diverse Signalwege die K*-Kanal Expression inhibieren, die [Ca®']i erhéhen und die
Aktivitat von Rho-Kinasen?t” und NHE regulieren?t®-220,

Vasodilatatoren, wie Prostaglandin 1,212 213 221 Stjckstoffmonoxid (NO) und zyklisches
Guanosinmonophosphat??% 22 werden hingegen in der PH vermindert freigesetzt. Sowohl die
NO-Produktion durch PAEC in PAH Lungen??4-2?® als auch die Prostaglandin l,-Freisetzung in
PAH Patienten??t 227 sind vermindert. Im Gegensatz zu ET-1 und Serotonin inhibieren NO und
Prostaglandin I, die DNA-Synthese und sind mit einer reduzierter Proliferation assoziiert?28-2%,
AuRerdem besitzen NO und Prostaglandin Iz inhibierenden Effekte auf Wachstumsfaktoren wie
PDGF und ET-1231-23,

1.4.3.3 Wachstumsfaktoren

Neben der Dysregulation von vasoaktiven Substanzen werden auch Wachstumsfaktoren mit der
Pathogenese der PH assoziiert.

Die PDGF-Bildung ist in IPAH Patienten erhoht'® und spielt in verschiedenen Tiermodellen
eine Rolle. So ist die PDGFa- und die PDGFB-Expression in Mauslungen nach chronischer
Hypoxie-Exposition®** sowie die PDGF-Rezeptor Expression bei Lammern mit PH erhdht?.
Das Inhibieren des PDGF-Rezeptors in Monocrotalin (MCT)-behandelten Ratten fuihrt zu einer
verminderten Sterblichkeit der Versuchstiere?. Dariiber hinaus induziert PDGF den TGF-B
Signalweg®®, der im Zusammenhang mit der PH steht? 123 236-239 Es wurde eine vermehrte
Expression von TGF-p in PASMC aus IPAH Patienten sowie in Mauslungen nach chronischer
Hypoxie- Exposition nachgewiesen®*,

Neben PDGF und TGF-p spielt der Insulin-dahnliche Wachstumsfaktor 1 (insulin-like growth

factor 1, IGF-1) Signalweg in der neonatalen Hypoxie-induzierter PH in der Maus im Prozess
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des GefaRumbaus eine Rolle?*®. IGF-1 wird nach Hypoxie-Exposition in PAEC und PASMC
aktiviert, reguliert die ET-1-Expression®*® und induziert die Expression von HIF-1a auf mMRNA
Ebene?*!,

Es wurden auflerdem Verdnderungen in der Expression und der Freisetzung von VEGF in der
PH beschrieben. VEGF und der VEGF-Rezeptor wurden in plexiformen Lasionen in IPAH
Patienten beobachtet!8% 22, Das Inhibieren des VEGF im hypoxischen Rattenmodell fiihrt zur
Entwicklung einer schweren Form der PH unter Ausbildung von Lasionen?3-2%6, VVEGF erfiillt
vermutlich eine protektive Funktion, indem der Wachstumsfaktor das Uberleben und die
Differenzierung der EC fordert!%®. VEGF begiinstigt aber auch die Bildung von neointimalen
Lasionen in ladierten systemischen GefaRen?*’,

Weitere Wachstumsfaktoren, denen eine Bedeutung in der PH oder in Tiermodellen der PH
zugeschrieben wird, sind Angll und EGF. Angll fihrt zur Proliferation der Zellen in den kleinen
pulmonalen Arterien und wird Uber den Angll-Rezeptor des Subtyps 1 vermittelt. In
hypoxischen Ratten erhohten sich die Rezeptorinteraktion und Rezeptoranzahl®*® 24, Vaskulare
Verénderungen in der Maus sind zusatzlich mit EGF-induzierter Proliferation von SMC
assoziiert, die Inhibition von EGF-Rezeptoren zeigt jedoch keinen Effekt auf CHPH in der

Maus??% 251, Es kommt jedoch zu Veranderungen in MCT-behandelten Ratten?% 253,

1.4.3.4 Inflammatorische Mediatoren

Patienten mit IPAH zeigen eine chronische Inflammation, in der die Spiegel verschiedener
humoraler Mediatoren, wie CP1 (chemoattractant protein 1), Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a),
Interleukin (IL)-1 und IL-6 erhoht sind® 25425, Zudem wurde beschrieben, dass andere
Cytokine, wie I1L-2, IL-4, IL-8, IL-10 und 1L-12p70, hochreguliert sind?*®. Cytokine, wie IL-6
und IL-8, kénnen die Funktion der SMC und der EC regulieren und fordern den GefaBumbau
107; 194; 2571-259 - AyRerdem haben sie Einfluss auf die Expression von Wachstumsfaktoren?°,
Immunzellen wie T- und B-Lymphozyten sowie Makrophagen und dentritische Zellen, spielen
in plexiformen Lasionen in IPAH vermutlich eine Rolle®®'. Eine Akkumulation von
Immunzellen wurde in diesen Strukturen beobachtet® 252, ihre Rolle ist aber unbekannt®. Andere
Immunzellen, wie Mastzellen, sind im CHPH, IPAH und anderen Formen von Bedeutung?®3-
267 Die Rolle von Makrophagen ist bislang unbekannt®. Die Inflammation kann in allen
Tiermodellen der PH beobachtet werden, der Grad der Inflammation ist jedoch Spezies-
abhéngig. In der Maus ist die Inflammation am schwachsten ausgepragt und bereits in einer

friihen Phase der PH vollstandig reversibel % 268: 269,
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1.4.3.5 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Eine Dysregulation der Generierung von ROS wird ebenfalls mit der Entwicklung der PH
assoziiert?’% 2’1, Die genaue Rolle von ROS ist weitgehend unklar. Ob die CHPH mit einer
Erhéhung?’t2"* oder einer Senkung®®” 27527 des ROS-Levels zusammenhangt, wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. ROS ist ein wichtiges Signalmolekil in Hypoxie-induzierten
zellularen Mechanismen®® 6278 5o werden durch ROS verschiedene Wachstumsfaktoren?”®,
Cytokine und Chemokine?®° induziert und verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie HIF-1028%
282 aktiviert. ROS spielt in einer Vielzahl von Prozessen, wie Differenzierung??,
Proliferation®’?, Apoptose?®*, Migration?® und Sekretion von Insulin?®, eine Rolle. ROS
werden von diversen Zelltypen (z. B. EC, SMC, Neutrophilen, Marophagen, Epithelzellen)
unter anderem durch Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) Oxidasen (NOX),

Cytochrom p450 und Xanthin-Oxidasen und durch die Elektrontransportkette freigesetzt?7: 28,

1.4.3.6 Mechanische Veranderungen

Wahrend der PH kommt es zu mannigfaltigen mechanischen Veranderungen, die Einfluss auf
den Gefalumbau haben koénnen. Zu diesen mechanischen Faktoren zdhlen erhohter Druck,
Streckung/Ausdehnung und Scherstress*®% 28, Diese mechanischen Reize beeinflussen die
Produktion von extrazellularen Matrixproteinen, wie Kollagen und Elastin'®, die SMC
Hypertrophie, die SMC/FB Proliferation?® und die EC Aktivitit?*t 2°2 sowie die Freisetzung
von Wachstumsfaktoren, wie IGF-1 und PDGF?®% 2% Mechanischer Stress (flow shear
stress/Scherstress) hat auRerdem Einfluss auf die Ca?*-Homgostase in den SMC und fiihrt zum
[Ca?*]i Anstieg in PASMC. In diesem Zusammenhang werden mechanosensitive lonenkanale
der Familie TRP diskutiert?5,

1.4.3.7 lonen-Homadostase

Dem lonenhaushalt wird im Gefalumbau, welcher die PH charakterisiert, eine essentielle
Bedeutung zugesprochen?®. Im Normalzustand filhren dynamische Anderung der [K*]i und
[Ca?*]i zur Modulation des vaskularen Tonus in kleinen Arterien und Arteriolen®%.

In PASMC aus IPAH Pateinten™ 27 sowie in Tiermodellen der PH'® 2%: 29 jrd eine
verminderte Expression von spannungsabhangigen K*-Kanalen (Ky-Kanale) beschrieben!? 172,
Im Zusammenhang mit erblicher PAH und IPAH wurde auerdem die Mutation des K*-Kanals
der Subfamilie K Mitglied 3 beschrieben'**. Die erhohte [K*]i ist zum einem mit einer

verminderten Apoptose assoziiert'”® und fiihrt zum anderen zur Depolarisation der Zelle und
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300303 Der Ca?*-Haushalt spielt im Zusammenhang mit den

damit zum Ca?*-Einstrom
Veranderungen im GeféalRbett in der PH eine Schlisselrolle. Der mit dem Gefallumbau
assoziierte Anstieg der [Ca2"]; initiiert die Kontraktion, die Migration, die Proliferation und die
Hypertrophie der PASMCL’3 28% 304306 " Deg \Weiteren kommt es zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, wie z. B. dem Nukleusfaktor der aktivierten T-Zellen (nuclear factor
of activated T-cells, NFAT) und AP-1, die die Expression von Ca2*-Kanale**’, pro-
proliferativen Proteinen®® und anderen Genen3® induzieren. AuBerdem werden die
pathologischen Verinderung im Ca?*-Haushalt mit verinderten Expression und/oder Funktion
von Ca?*-Kanilen, Ca?*-bindenden Proteinen und Transportmechanismen assoziiert®® 307,
Sowohl VDCC als auch NSCC, insbesondere klassischen transient receptor potential (TRPC),
sind im Zusammenhang mit der Dysregulation der Ca**-Homdostase in der PH beschrieben®
13 Eine Erh6hung der [Ca®']i in PASMC konnte sowohl in chronischer Hypoxie?®® als auch in
MCT-behandelten Ratten®!® und Patienten mit PAH?% 311 beobachtet werden.

Eine noch wenig untersuchte Bedeutung in der Pathogenese der PH kommt dem Na* und H*
Haushalt zu. Die NHE-Aktivitat ist mit einer Wachstumsfaktor-induzierter Proliferation
assoziiert®?, NHE regulieren hauptsichlich den intrazellularen pH-Wert in PASMC3%3, In
chronisch hypoxischen Versuchstieren ist die Expression der Isoform 1 (NHE1) erhoht?39: 210,
Die Reduktion der NHE1-Aktivitat durch chemische Substanzen®* und genetische
Modifikation®'® 316 fijhrt zum reduzierten Hypoxie-induzierten GefaBumbau sowie zur

reduzierten Proliferation und Migration von PASMC316,

1.5 Transient Receptor Potential (TRP)-lonenkanale

TRP-Proteine wurden erstmalig 1969 in der Taufliege Drosophila melanogaster3’
beschrieben. In Saugetieren sind sie in allen Geweben exprimiert und durch eine Vielzahl von
Stimuli, wie Pheromone, Geruchstoffe, Temperatur, pH-Wert, Osmolaritat, Ca®" und
oxidativen Stress, aktivierbar®* 318, \Vor allem in der Ca?*-Homdostase spielen TRP-Kanéle eine
bedeutende Rolle3!°, Im kardiovaskuldren System werden TRP-Proteine mit unterschiedlichen
Erkrankungen, wie Fibrose®% 32! Bluthochdruck (Hypertension)®??, Arrhythmien®?® und

Lungenddemen®?4, assoziiert.

1.5.1 Die TRP-Superfamilie

Die TRP-Superfamilie umfasst insgesamt 28 TRP-Proteinen, die sich in sechs Subfamilien

unterteilen lassen®?. Diese Subfamilien werden nach ihrer Aminosaurenhomologie in die
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klassischen TRP (TRPC), die vanilloid TRP (TRPV), die melastatin TRP (TRPM), die ankyrin

TRP (TRPA), die polycystein TRP (TRPP) und die mucolipin TRP (TRPM) Subfamilie

gegliedert®?® 3% Eine weitere Untergruppe, die no-mechanoreceptor potential C transient

receptor potential (TRPN)-Proteine, wurde nur bei Drosophila melanogaster, Caenorbabditis

elegans und Zebrafischen nachgewiesen®?’ (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Phylogenetischer Baum der TRP-Superfamilie.

Die Subfamilien der TRP-Proteine werden nach ihrer Aminosdurenhomologie in die folgenden Subfamilien
eingeteilt: klassischer transient receptor potential (TRPC), vanilloid transient receptor potential (TRPV),
melastatin transient receptor potential (TRPM), polycystein transient receptor potential (TRPP), mucolipin
transient receptor potential (TRPML) und no-mechanoreceptor potential C transient receptor potential (TRPN).
C. eleg.: Caenorhabditis elegans; Dro.: Drosophila melanogaster; Z. Fisch: Zebrafisch. Verandert nach Guibert
et al.?%.
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TRP-Kandle zahlen zu den NSCC, kénnen aber in Abhangigkeit des entsprechenden TRP-
Proteins auch selektiv fiir K*, Na*, Ca?" und Mg?* oder selektiv fiir mono- und/oder divalente
Kationen sein®®, Die Ca®*-Permeabilitat ist nahezu allen Mitgliedern der TRP-Superfamilie
gemeinsam. Sie haben daher fast alle einen wichtigen Einfluss auf Ca?*-abhingige
Signalwege!®,

Allen TRP-Proteinen sind sechs Transmembrandoméanen (S1-S6) gemeinsam?10% 318 328; 329
Distal der S6 Transmembrandomane befindet sich bei den Subfamilien TRPC, TRPM und
TRPV eine 25 Aminoséuren lange konservierte TRP-Doméane!® 32°, Die TRP-Doméne besteht
aus zwei stark konservierten TRP-Boxen, welche eine zentrale Sequenz groRerer Variabilitét
flanken. Die Funktion der TRP-Domadne ist unklar, kénnte aber der Bindung von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (P1P2)*° oder der Interaktion zwischen TRP-Proteinen
dienen®!, Im intrazelluldaren Terminus befinden sich einige regulatorische Elemente,
Interaktionsstellen und enzymatische Doménen3?, Am N-terminalen Ende sind Alkyrin-
Domanen lokalisiert, die spezifisch fiir TRPC-, TRPV- und TRPA-Subfamilien sind328: 333-335,
Weiterhin wurden weitere spezifische Domanen innerhalb der Subfamilien®® sowie
verschiedene Splice-Varianten fiir viele TRP-Proteine beschrieben®®. Ein funktionsfahiger
lonenkanal wird aus vier Proteineinheiten gebildet, der aus gleichen Proteinen (homomerer
Kanal) oder unterschiedlichen Proteinen innerhalb einer Subfamilie (heteromerer Kanal)
bestehen kann®? 327, Heteromere Kanale kénnen aber auch aus Proteinen unterschiedlicher
Subfamilien (z. B. TRPV1/TRPA1) zusammengesetzt sein33": 3%,

1.5.2 Die Subfamilie der klassischen TRP (TRPC) Proteine

Die TRPC-Subfamilie umfassen sieben Mitglieder, TRPC1 bis TRPC7%2, TRPC2 existiert
beim Menschen nur als Pseudogen, wéhrend es in der Maus und der Ratte exprimiert wird und
in der Pheromondetektion eine Rolle spielt®3% 34, Die TRP-Proteine der Unterfamilie TRPC
besitzen eine strukturelle Ahnlichkeit. So besitzen TRPC-Proteine einen Poren-bildenden
putativ-selektiven Filter (SYGEE) zwischen der S5 und S6 Transmembrandomane3®?. Am N-

329 vier Ankyrin-Wiederholungen'%

terminalen Ende finden sich eine positiv-geladene Region
329 sowie eine cc-Domane (coined-coil domaine)®?®, die fir die tetramere Assoziation
verantwortlich ist**!. Neben der Prolin-reichen TRP-Doméne besitzen TRPC-Proteine am C-
Terminus eine Calmodulin/Inositol-1,4,5-triphosphat (IPs) Rezeptor Bindestelle (CIRB)**,
eine stromale Interaktionsmolekdl (stromal interaction molecule)-Bindestelle (SBS) sowie eine

PDZ-Domane®* (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Aufbau von TRPC- und TRPC-haltigen Kanalen.

Klassische transient receptor potential (TRPC)-Proteine bilden funktionelle heteromere Kanéle mit anderen TRP-
Proteinen, die Ca?*-lonen leiten. Ein TRPC-Protein besteht aus sechs Transmembrandomanen, S1-S6. Der
Aminoterminus und der Carboxylterminus liegen intrazelluldr und besitzen regulatorische Elemente,
Interaktionsseiten und enzymatische Doménen. A: Alkyrin-Doméne; cc: coined-coil Doméne; COOH:
Carboxylgruppe; CIRB: calmodulin/IP3 receptor binding (Calmodulin/IP; Bindestelle); IPs: Inositol-1,4,5-
triphosphat; NH2: Aminogruppe; PDZ: PDZ-Doméne; SBS: stromal interaction molecule (Stim) Bindestelle;
TRP: TRP-Domane; TRPX: transient receptor potential diverser Subfamilien; +: positiv geladene Region.
Verandert nach Malczyk et al.™.

Funktionsfahige heteromere lonenkanéle kdénnen gewdhnlich von TRPC3, TRPC6 und/oder
TRPC7 sowie TRPC1, TRPC4 und/oder TRPC5 gebildet werden®?. TRPC1 nimmt eine
besondere Stellung ein, da es im Gegensatz zu allen anderen TRP-Proteinen keine funktionellen
homomeren Kanile bilden kann332 345 343 33 - Ayperdem kann TRPC1 mit allen TRPC-
Proteinen332 341 334-350 gqwje mit TRP-Proteinen aus anderen TRP-Subfamilien, wie TRPP2,
TRPV1, TRPV4 und TRPVS6, assoziieren®3%, Eine Interaktion von TRPC1 mit anderen
Proteinen, wie dem stromalen Interaktionsmolekiil 1 (stromal interaction molecule 1, Stim1)°"
3% und Caveolin-1, wurde ebenfalls beschrieben357-35°,

TRPC-Kanéle werden in ROC 341 345: 346360, 361 |5 SO 341: 345: 346: 360-363 gagliedert. Uber das
Binden von Liganden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (G-protein-coupled receptor,
GPCR) kommt es zur Phospholipase C (PLC)-vermittelten Hydrolyse wvon
membrangebundenen PIP2*%*. Dabei werden aus PIP, Diazylglyzerol (DAG) und IP3

generiert®®*. DAG reguliert die Aktivitat von ROC, wodurch es zum ROC-vermittelten Ca?*-
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Einstrom (receptor-operated Ca?* entry, ROCE) aus dem extrazelluldren Raum kommt®: 9,
DAG fiihrt zur Aktivierung von TRPC3, TRPC6 und TRPC7 homomeren Kanalen®** oder
heteromeren Kanalen, die diese Proteine enthalten®®. Der SOC-vermittelte Ca®*-Einstrom
(store-operated Ca?* entry, SOCE) wird durch die IPs- vermittelte Entleerung von
intrazellularen Kalziumspeichern induziert®® %, Im SOCE sind wahrscheinlich unterschiedliche
Mechanismen involviert®®® 3¢ Die 1P3- vermittelte Entleerung von intrazellularen
Kalziumspeichern fuhrt vermutlich zur Aktivierung von TRPC1, TRPC4 und TRPC5
Kanalen®: %, die genaue Rolle von TRPC-Proteinen als SOC ist umstritten3?% 368372 Es gibt

Hinweise, dass TRPC1 als SOC in Mechanismus der HPV involviert ist373 374,

1.5.3 TRP-Kanélein PH

CHPH ist mit Veranderungen in der Ca?*-Homdostase und verindertem Proliferationsverhalten
diverser Zellen verbunden. Uber den Zusammenhang zwischen TRPC-Proteinen und PH ist
jedoch nur wenig bekannt. In der Hypoxie-induzierten PH3% sowie in Patienten mit IPAH®
wurden erhéhte Expressionen von TRPC6 und TRPC3 beobachtet. In der CHPH der Ratte und
der Maus wurden erhohte Expressionen von TRPC1 und TRPC6 auf mRNA- und Protein-
Ebene beobachtet®’>. Die gleichen Beobachtungen konnten in hypoxischen PASMC aus der
Ratte gemacht werden®%:, Wihrend TRPC6 fiir die akute Phase der HPV in Mauslungen
essenziell ist3’®, spielt das Protein im chronisch Hypoxie-induzierten GefaRumbau der Maus
vermutlich keine Rolle. Die TRPC6”" Mause sind in in vivo Versuchen nicht vor Hypoxie-
induziertem Gefalumbau geschitzt, noch zeigt der knockout von TRPC6 einen Effekt auf den
rechtsventrikuldren systolischen Druck (right ventricular systolic pressure, RVSP) oder die
Entstehung der Rechtsherzhypertrophie!?. In einer vorangegangenen Studie konnte gezeigt
werden, dass die TRPC1 und TRPC6 mRNA hauptsachlich in den prékapillaren PASMC
exprimiert ist, die hauptverantwortlich fiir den Anstieg des PAP sind*2. AuRerdem wurde eine
hohere Expression von TRPC1, TRPC4 und TRPC6 in proximalen als in distalen pulmonalen
Arterien beobachtet®”*. Ein direkter Hinweis auf die physiologische Rolle von TRPC-Proteinen
in der PH fehlt jedoch. Es gibt lediglich Hinweise, dass TRPC Einfluss auf die Proliferation

von PASMC in vitro und Einfluss auf den GefaBumbau haben?t,

1.6 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Ziel dieser Doktorarbeit war die Identifizierung und Charakterisierung von TRPC-Proteinen im
Mechanismus der CHPH und dem mit der Erkrankung assoziierten Gefalumbau im
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Mausmodell. Potentielle Schliisselgene aus der TRPC-Subfamilie sollten in den Lungen, den
mikrodissektierten Gefallen und in isolierten PASMC aus C57BL/6J M&usen nach chronisch
hypoxischer Exposition mittels quantitativer Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (real time
guantitative polymerase chain reaction, RTgPCR) und cDNA-Microarray-Analyse
identifiziert werden. Auf diesen Ergebnissen aufbauend sollte der Einfluss der potentiell
relevanten TRPC-Proteine in TRPC knockout Mdusen untersucht werden. Hierflir standen
mehrere knockout Mauslinien zur Verfligung, welche 21 Tage Hypoxie-exponiert werden
sollten, um eine CHPH auszuldsen. Die Rolle der potentiell relevanten TRPC-Proteine sollte
zudem in isolierten murinen PASMC (mPASMC) im Zusammenhang mit chronischer Hypoxie
untersucht werden. PASMC spielen im Mechanismus der CHPH eine zentrale Rolle, da sie in
der Erkrankung durch gesteigerte Proliferation und Migration sowie gesenkter Apoptose
charakterisiert sind. Diese pathologischen Veranderungen tragen bedeutend zur GefaRumbau
bei.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende Aspekte naher Untersucht (Abbildung
12):

1) Die Identifizierung von potentiellen Schlisselgenen aus der TRPC-Subfamilie in
Lungen und Gefalen (Mikrodissektion) aus chronisch hypoxischen C57BL/6J Méausen
und isolierten PASMC nach chronischer Hypoxie-Exposition.

2) Die Hypoxie-abhdngige Genexpression der identifizierten TRPC-Proteine in Ratten und
humanen PASMC.

3) Die Untersuchung des Einflusses der identifizierten TRPC-Proteine in der CHPH im
Mausmodell unter Verwendung von knockout Mauslinien (Hamodynamische
Messungen, Muskularisierung, Rechtsherzhypertrophie).

4) Die Untersuchung der Rolle der identifizierten TRPC-Proteine an der isolierten,
ventilierten und blutfrei-perfundierten Lunge (ILU) wéhrend akuter und anhaltender
Hypoxie unter Verwendung von knockout Mauslinien.

5) Den Einfluss des knockouts auf die Hypoxie-abhangige Proliferation, Migration und
Apoptose von isolierten mPASMC.

6) Die Analyse des Ca?*-Haushaltes in Wildtyp (WT) und knockout mPASMC unter
chronischer Hypoxie.

7) Die Untersuchung des molekularen Mechanismus, der den Beobachtungen zu Grunde

liegt.

27



Einleitung
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Abbildung 12: Schematische Ubersicht (iber die geplanten Versuche.
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In der vorliegenden Arbeit sollten hdmodynamische Messungen an Mausen (Mus musculus) nach chronischer
Hypoxie sowie Normoxie durchgefiihrt werden. Auferdem sollten Lungen aus M&ausen entnommen und
verschiedene Versuche an diesen durchgeflhrt werden. Zusétzlich sollten pulmonalarterielle glatte Muskelzellen
(pulmonary arterial smooth muscle cell, PASMC) aus der Lunge isoliert werden, um Ca?*-Messungen
durchzufuhren und Proliferation, Migration und Apoptose zu untersuchen. Anschlielend sollten die isolierten

PASMC auf molekularer Ebene untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Absaugsystem Vacusafe Comfort

Adapter fur Ibidi
Beatmungspumpe Minivent Typ 845

Binokular SM 5
BioSpherix Atmosphéren-Kammer

Blutdruckanalysegerat Rapidlab 348

CASY® Cell Counter + Analyser Model
ITT

CFX Connect™ Real-Time System

CO2 Controller Model AC100
Cooling/Heating Incubation Insert P-Set
2000

Druckaufnehmer, Combitrans® 1-fach Set
Mod. Il Universitat Giel3en

Feinwaage

Film-Entwicklungsmaschine Curix 60
Fluoreszenzgeréat, Kubier Codex
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX50 W1
Fluoreszenzmodul, Kubier Codex
GenePix 4100A Scanner

Greifarm fir Katheter in Zellisolation

Heizblock
Homogenizer PRECELLYSR24
Hypoxie-Kammer (Hypoxy Glove Box)

IBS Integra Biosciences, Fernwald,
Deutschland

PeCon GmbH, Erbach, Deutschland

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

BioSpherix, New York, USA

Siemens Healthcare Diagnostics GmbH,
Eschborn, Deutschland

Innovatis AG, Bielefeld, Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA
Coy Laboratory Inc., Michigan, USA
PeCon GmbH, Erbach, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Mettler Toledo, GieRen, Deutschland
AGFA, Leverkusen, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland

Olympus, Hamburg, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland

Axon Instruments, Downingtown, USA
Eigene Herstellung Universitat GieRen,
Giel3en, Deutschland

VWA, Radnor, USA

PegLab, Erlangen, Deutschland

Coy Laboratory Inc., Michigan, USA
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Inkubator HERAcell 150
Isofluranverdampfer Vet Equip.
Kamera IMAGO CMOS fur

Fluoreszenzmikroskop Olympus BX50 W1

Kryostat CM 1850 UV

Laser-Capture Microscope, Laser
Microdissection 6000, System- Version
6.5.0.3104

Lichtmikroskop (fir Mikrodissektion)
Lichtmikroskop Leica DMLA
Lichtquelle (Zellisolation)

Magnet fiir Tubes (DynaMag™-Spin
Magnet)

Magnetruhrer mit Heizung

Microplate Reader Infinte M200
Mikroskop Kamera, DFC420 C
(Zellkultur)

Mikroskop, DMIL (Zellkultur)
Mikrozentrifuge Micro 200R

Millar Katheter, Model SPR 671 62cm
Lénge, 1,4 F

Mini Plate Spinner MPS 1000
Mini-Gelelektrophoreseeinrichtung
Molecular Imager® ChemiDocTM XRS
Morser (Porzellan Reibeschale, 300 mL)
Multistep-Pipette

Mx3000RQPCR Systems

Ofen Heraeus

Optically Clear Heat Seal

Oxygen Controller Series 16A
Paraffinausgussstation, Leica EG 1140H
Parraffinkihlstation, Leica EG 1150C

Thermo Scientific, Waltham, USA
Kf Technology, Rom, Italien
Till Photonics, Martinsried, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Schott, Mainz, Deutschland

Thermo Fisher Scientifc Inc., Waltham,
USA

Heidolph-Instruments, Schwalbach,
Deutschland

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Leica, Wetzlar, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Hettich Lab Technology, Tuttlingen,
Deutschland

AdInstruments Ltd., Oxford, UK

Labnet International, Inc., Edison, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
StrataGen, Kirkland, USA

Hilder & Kretscher, Gieen, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, USA

Coy Laboratory Inc., Michigan, USA
Leica, Wetzlar, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland
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PCR/UV Working Station
Peristaltische Infusionspumpe ISM 597
Pipetboy

Polychrom V Quartzlichtleiter mit
Monochromator und 150 W Xenon-Lampe
Pipetten (ImL, 100uL, 10uL)

Pumpe

Px1TM PCR Plate Sealer
Reinstwasseranlage Milli Q®
Rektalsonde

Schleuse Series 999

Semi-Dry Apparatur

Spannungsgerat EPS 600 fur
Elektrophorese

Spannungsgerat Electrophoresis Power
Supply Consort E835 fiir Western Blot
Spektrophotometer NanoDrop ND-1000
Sterilbank Cellgard Class Il Biological
Safety Cabinet

Stromungsmesser flir Beatmungsgase
Systemkiihlung Frigomix® U-1
Thermoregulierte Unterlage Physitemp
Temperaturregler (Hypoxie-Kammer)
Thermocycler Tpersonal

Tierwaage CS Series 200 g
Tischheizung (Ca?*-Imaging)

Tischzentrifuge Mikro 200R

Transducer Amplifier Module

Uber-Kopf-Schwenker

Coy Laboratory Inc, Michigan, USA
Ismatec, Wertheim, Deutschland
Gilson Inc., Middleton, USA

Till Photonics, Martinsried, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Novodirect, Kehl/Rhein, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, USA

Millipore, Schwalbach, Deutschland
AdInstruments, Oxford, UK

Coy Laboratory Inc., Michigan, USA
Kreutz Labortechnik, Reiskirchen,
Deutschland

Pharmacia Biotech AG, Diibendorf,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Scientific, Waltham, USA

IBS Integra Biosciences, Fernwald,
Deutschland

Aalborg Instruments, Orangburg, USA
B. Braun, Melsungen, Deutschland
AdInstruments Ltd., Oxford, UK

Coy Laboratory Inc., Michigan, USA
Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland
Ohaus, Né&nikon, Schweiz

Labo-Tech J. Stofer LTS, Biel-Benken,
Schweiz

Hettich Lab Technology, Tuttlingen,
Deutschland

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland

VWR, Radnor, USA
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UV-Lampe

Vakuumgewebe-Infiltrationsautomaten
TP1050

VergroéRerungslupe

Vortexer MS1 Minishaker IKA
Waage AB 104-S

Wagezelle Isomatic Transducer

Warmeaustauscher

Warmeregulator Thermomix®
Waérmeschrank
Waérmeschrank mit Rattler
Wasserbad

Wasserbad mit Schittler
Zéhler IVO T120

Zentrifuge Rotanta 460R

Zentrifuge Rotina 420R

Zentrifuge Hamatokrit 210

Zentrifuge, klein, 8-Wells

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

0,2 mL Gefal3, Natur ohne Deckel, 8
Gefalie

0,5 mL Gefal}, DNase/Rnase frei

1,5 mL GeféaB, DNase/Rnase frei
100er Petrischale

12-Well, Zellkulturplatte

Coy Laboratory Products Inc., Grass Lake,
USA
Leica, Wetzlar, Deutschland

Glamox Luxo, Hildesheim, Deutschland
IKA GmbH, Staufen, Deutschland
Mettler Toledo, Greifensee, Schweiz
Havard Apperatur, Massachusettes, USA
Eigene Herstellung Universitat GieRRen,
Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Memmert, Schwabach, Deutschland
VWR, Radnor, USA

Memmert, Schwabach, Deutschland
Memmert, Schwabach, Deutschland
Baumer, Frauenfeld, Schweiz

Hettich Lab Technology, Tuttlingen,
Deutschland

Hettich Lab Technology, Tuttlingen,
Deutschland

Hettich Lab Technology, Tuttlingen,
Deutschland

VWR, Radnor, USA

Nerbe plus GmbH, Winsen, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

BD Falcon, Heidelberg, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster,

Osterreich
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24-Well, Zellkulturplatte Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuinster,
Osterreich

35er Zellkulturschale Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

40 um Sieb (Cell Strainer) BD Falcon, Heidelberg, Deutschland

6-Well, Zellkulturplatte Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuinster,
Osterreich

60er Zellkulturschale Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

70 um Sieb (Cell Strainer) BD Falcon, Heidelberg, Deutschland

96-Well Platte, weild Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster,
Osterreich

96-Well Zellkulturplatte Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuinster,
Osterreich

96-Well PCR Platte, Multiplate™ PCR Bio-Rad, Hercules, USA
Plates, klar

96-Well PCR-Platte, Hard-Shell®PCR Bio-Rad, Hercules, USA
Plates 96-Well Thin-Wall

AuRere Glasplatten (Western Blot) Bio-Rad, Hercules, USA
Baumwollfaden (100% Baumwolle) John Lewis, London, UK

Beatmungstubus Vasofix® Safety, Neoflon B. Braun, Melsungen, Deutschland
20 G x 11%, 1,1 33mm Linge
Chirurgischer Faden, Polyester Garn 5/0 FSSB, Jestetten, Deutschland

Combi-Stopper B. Braun, Melsungen, Deutschland

Cryo Freezing Tubes Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuinster,
Osterreich

Dreiwegehahn Discofix ® (ILU) B. Braun, Melsungen, Deutschland

Dynabeads, Sheep Anti-Rat 1gG Invitrogen, Carlsbad, USA

Einbettkassette Sakura, Staufen, Deutschland

Einbettkassetten Beschriftungsgerét Sakura, Staufen, Deutschland

Einmalnitrilhandschuhe, Peha soft® nitrile  Paul Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

Einmalspitze 50 mL, Original Perfusor® B. Braun, Melsungen, Deutschland

Spritzen
Entwésserungsautomat Leica, Wetzlar, Deutschland
Falcon Tube (15 mL, 50 mL) BD Falcon, Heidelberg, Deutschland
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Falcon Tube (15 mL, 50 mL) dunkel

Filmkassette, X-Ray-Kassette, 18 x 24cm
Gel- und Dummy-Platte

Geschliffene Deckglaschen fur Neubauer
Zahlkammer, 20 x 26 x 0,4mm
Handschuhe

Hausbindefaden Nr. 12

Ibidi-Schalen fiir Ca?*-Messung, 60p-
Dish, 35 mm High Glass Bottom
Ibidi-Schalen mit Silikon-Kammer, 35p-
Dish

Innere Glasplatte

Individual Ventilated Cages (IVC)
Kaniile Neoject®, 15 G x 11/2%, 1,8 x

40 mm

Kanile (18 G x 1,2° x 40 mm)

Kanile (24 G, 0,55 mm x 25 mm; 26 G,
0,9 mm x 25 mm; 30 G, 0,3 mm x 25 mm)
Katheter/Tubus Adapter, Combifix-
Adapter

Katheter linker Ventrikel (ILU),
gebogenes hohles Metallréhrchen
Katheter fir Pulmonalarterie (ILU),
vaskulére Kanule mit Korb
Keramikkigelchen, 2 mL PRECELLYS
Ceramic, Zirconium(IV)-oxid, Beads
Magnetischer Konzentierer fir
Zellisolation, Dynal MPC
Medizinisches Klebeband Duraporee
MembranSlides, Pen Membran, 2,0 um
Microarray Objekttrager Mouse Whole
Genome 4x44K

Mikroschraubréhrchen

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster,
Osterreich

Rego X-ray GmbH, Augsburg, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, USA

Menzel, Braunschweig, Deutschland

Ansell, Richmond, Australien
Amann, Béhningheim, Deutschland

Ibidi, Planegg/Martinsried, Deutschland

Ibidi, Planegg/Martinsried, Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA

Tecniplast, Hohenpeil3enberg, Deutschland
Dispomed Witt oHG, Gelnhausen,
Deutschland

BD Microlane, Franklin Lakes, USA

BD Microbalance®3, Heidelberg,
Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Eigene Herstellung Universitéat Giel3en,
Gielen, Deutschland

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland

PegLab, Erlangen, Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, USA
3M, St. Paul, USA
Leica, Wetzlar, Deutschland

Agilent Technologies, Palo Alto, USA

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
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Mikrotom

Neubauer Zahlkammer

Parafilm

Pasteur-Pipetten 230 mm

Pinzette Delicate Forceps — 0,4 mm Tips
angled

Pinzette Greafe Forceps — 0,8 mm Tips
curved

Pinzette Greafe Forceps — 0,8 mm Tips
straight

Pinzette Tissue Forceps — 1x2 Teeth
14,5cm

Pipettenspitzen (10 pL, 100 pL, 1000 pL)
Pipettenspitzen gestopft (10 pL, 100 pL,
1000 pL)
Polyvinylindenfluoris-Membran,
BioTrace™ PVDF Polyvinylidene
Fluoride Transfer Membrane 0,45 um
Pumpschlduche verschiedene
Innendurchmesser (0,89 mm bis

2,54 mm), Tygon®

Rontgenfilm Cronex 5 Medical X-Ray
Film

Schere Extra Fine Bonn Scissors —
Straight 8,5 cm

Schere Metzenbaum Baby Scissors —
Straight 14,5 cm

Schere Delicate Scissors Curved 120 mm
Schraubdeckeltubes Cyo.s™
Einfrierréhrchen

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml,
50 ml

Silikonspray

Leica, Wetzlar, Deutschland

Optik Labor, Bad Homburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

VWR, Radnor, USA

F.S.T Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg, Deutschland

F.S.T Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg, Deutschland

F.S.T Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg, Deutschland

F.S.T Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg, Deutschland

VWR, Radnor, USA

Nerbe plus GmbH, Winsen, Deutschland

Millipore Coporation, Bedford, USA

Kalensee, Giefen, Deutschland

AGFA, Leverkusen, Deutschland

F.S.T Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg, Deutschland

F.S.T Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg, Deutschland

AUSTOS, Irvine, USA

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuinster,
Osterreich

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster,
Osterreich

Centramed Medizintechnik, Koblenz,

Deutschland

35



Material und Methoden

Skalpell

Spritze 1 mL, 10 mL

Spritze 2 mL

Sterilfilter (0,22 pum, 0,45 pm)
Trachealtubus (ILU, Eigenherstellung aus
1,2 mm x 4 mm Einmalkanile)
Tubes (Zellisolation)

Type Il Long Kéfige
Zellkulturflaschen (T75)
Zellschaber
Zellulosehandtucher

Zellulosetupfer (4 x 5 cm), Pur-Zellin®

2.1.3 Chemikalien

1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG)

6x Loading Dye

Aceton

Acrylamid, Rotiphorese® Gel 30, 30%ig
Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Aqua dest.

BSA

BSA Losung (Albumin Bovine Fraction,
Protease frei)

Zelllyse-Puffer (Cell Lysis Buffer)
Cyklopiazonsdaure (Cyclopiaconic Acid,
CPA)

Deionisiertes Wasser (dH20)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dnase/RNase freies Wasser

dNTP-Mix (0,2 mM)

Feather®Safety Razor Co. Ltd, Osaka, Japan
B. Braun, Melsungen, Deutschland

BD Falcon, Heidelberg, Deutschland
Millipore, Darmstadt, Deutschland

BD Microbalance®3, Heidelberg,
Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Tecniplast, Hohenpeil3enberg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Tork, Mannheim, Deutschland

Paul Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

Calbiochem, Millipore, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Serva, Heidelberg, Deutschland

Cell Signaling Technology, Cambridge, UK
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Milliporanlage im Labor

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Gibco, Life Technologies, Carlsbad, USA
Promega, Fitchburg, USA
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Doppeldestilliertes Wasser (ddH20)
Dulbeccos's Phosphat-gepufferte
Salzlésung (DPBS; ohne Ca?* und Mg**)
Eisen (I1, I11)-oxide, Eisenpartikel
Elektrolytlosung Elektrolyt N 11
Essigsaure (C2H10,)

Ethanol (70%ig, 96%ig und 100%ig) mit
Ethylmethylketon vergallt

Ethanol (reinst) flr die Molekularbiologie

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fibronektin

Fluorescence Mounting Medium
Flussigstickstoff

Fura2-AM

Glukose

Glycerol

Glycin

Hemalaun nach Mayer (2E-068 1L)

Heparin, Heparin-Natrium-25000-
ratiopharm®

Heparin, Heparin-Natrium-5000-
ratiopharm®

Hepes (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-
piperazinyl)-ethansulfonséure)
Hoechst (33342)

Hypoxisches Gas (1,0% Oz, 5,3% CO,,
Rest N2)

Immersiondl Typ F

Isopropanol (C3HgO)

Isofluran

Isotonische Natriumchlorid-Ldsung,
0,9%ig

iTag SyBr Green Supermix Plus ROX

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Pan-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Serag-Wiessner, Naila, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Otto Fischar GmbH, Saarbriicken,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dako, Glostrup, Danemark

Linde, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Waldeck GmbH & Co. KG, Munster,
Deutschland

Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, USA
Linde, Miinchen, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Baxter, Miinchen, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA
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Kalziumchlorid (CaCly)
Kaliumchlorid (KCI)
Ketaminhydrochlorid 100 mg/mL,
Ketamin®, 10%ig

Kollagenlésung Typ I, 0,01%ig
Lipofectamine® 2000
Lipopolisaccharid (LPS)

Low Melting Point Agarose (Typ VII)
Magermilchpulver
Magnesiumchloridhexahydrat
(MgCl2*6H20)

Methanol (Molekularbiologie)

Methanol (Zellkultur)
Methylgriin
Magnesiumchlorid (MgCly)
MM HRP Polymer

Nagellack (bei Farbung)

Natriumchlorid (NaCl) fiir Ca*-Messung
Natriumchlorid (NaCl) fir Narkose
Natriumlaurylsulfat (Sodium Dodecyl
Sulfate, SDS), 10%ig
Natriumhydrogencarbonat, 8,4%ig
(NaHCO3) (ILU)

Normocin™

Normoxisches Gas (21% O3, 5,3% COa,
eingestellt mit N»)

NP-40 (Tergitol®)

NuPage® LDS Sample Buffer (4x)
Ampicilin (Ampicilin Sodium Salz

A 8351-5G)

Penicillin/Streptomycin (Pen Strep, P/S)

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Bela-Pharm GmbH & Co0.KG, Vechta,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

SAV Liquid Production, Flintbach,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Vector/Linaris, Wertheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Zytomed Systems GmbH, Berlin,
Deutschland

Maybelline New York, Disseldorf,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Invivo-Gen, Toulouse, Frankreich

Linde, Minchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Gibco, Life Technologies, Carlsbad, USA
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Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polysorbat 20, Tween® 20
Proteinldser PAL 50

RLT-Puffer

Rodent Block M

Salzséure (HCL), 37%ig
-Mercaptoethanol (B-MeEtOH)
Staurosporin

Steriles destilliertes Wasser
SYBR®Safe, DNA Gel Stain 10000x
Tertiéres aliphatisches Amin
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tissue Tec OCT Medium

TRIS BASE

TRIS HCI

Trypsin/EDTA (10x)

Trypsin (Immunoféarbung), 1:3
Vanadat

Wasserstoffperoxid, H202, 30%ig
Xylazinhydrochlorid, Xylazin® 2%ig

Xylol

2.1.4 Kits und Assays

Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagents

Caspase Glo 3/7 Assay

Cell Proliferation ELISA, BrdU
Click-IT EdU Imaging Kit

DAB Peroxidase (HRP) Substrat Kit
DC Protein Assay

Direct PCR Tail

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Qiagen, Hilden, Niederlande
Zytomed Systems, Berlin, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Cayman Chemical, Tallinn, Estland
B. Braun, Melsungen, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sakura, Tokjo, Japan

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Pan-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Ceva Tiergesundheit GmbH, Dusseldorf,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK

Promega, Madison, USA

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz
Invitrogen, Carlsbad, USA
Vector/Linaris, Wertheim, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, USA

PeqLab, Erlangen, Deutschland
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Dual-Color LIRAK-Kit

EndoFree Plasmid Purification Kit
Hamatokritversieglungskit

ImmPress Anti-Rabbit Ig Polymer
Detektion-Kit

iScript™cDNA Synthesis Kit

Mouse TGF-£1 Quantikine ELISA Kit
Mouse TNF-a Quantikine ELISA Kit
peqGOLD total RNA Kit

RNaseyR Micro Kit

RNaseyR Mini Kit
Avidin-Biotin-Peroxidase-basierendem
Kit, Vector VIP Peroxidase (HRP)
Substrate Kit

2.1.5 Wachstumsfaktoren

Recombinant Mouse VEGF 120 (494-VE)
Recombinant Mouse VEGF 164 (493-MV)
Recombinant Mouse VEGF 188 Protein
(7916-MV)

Recombinant Mouse PDGF-CC Protein, CF
(1447-PC/CF)

Recombinant Mouse EGF Protein, CF

(2028-EG)
Recombinant Mouse IGF-1 Protein, CF
(791-MQG)
Recombinant Mouse TGF-f1 Protein
(7666-MB)

Recombinant Mouse TNF-o Protein (410-
MT)

Agilent, Boblingen, Deutschland
Qiagen, Hilden, Niederlande
Brand, Wertheim, Deutschland

Vector/Linaris, Wertheim, Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
PegLab, Erlangen, Deutschland
Qiagen, Hilden, Niederlande
Qiagen, Hilden, Niederlande

Vector/Linaris, Wertheim, Deutschland

R&D System.
R&D System.
R&D System.

Inc., Minneapolis, USA
Inc., Minneapolis, USA
Inc., Minneapolis, USA

R&D System. Inc., Minneapolis, USA

R&D System. Inc., Minneapolis, USA
R&D System. Inc., Minneapolis, USA
R&D System. Inc., Minneapolis, USA

R&D System. Inc., Minneapolis, USA
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2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Antikorper fur Western Blots

Meerrettich-Peroxidase gekoppelte Anti- Promega, Madison, USA

Rabbit IgG (H+L) Antikorper (W40B2)

Meerrettich-Peroxidase gekoppelte Anti- Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA
Goat 1gG (H+L) Antikdrper (sc-2020)

Meerrettich-Peroxidase gekoppelte Anti- Promega, Madison, USA

Mouse IgG (H+L) Antikorper (W40B2)

Anti-Cyclin D1 (2978) Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Anti-a-SMA (SAB2500963) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Anti-phospho-Erk1/2 (Thr202/Tyr204) Cell Signaling Technology, Danvers, USA
(197G2)

Anti-Erk1/2 (1979G) Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Anti-phospho-p38 (Thr180/Tyr182) Cell Signaling Technology, Danvers, USA
(45115)

Anti-p38 (9212S) Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Anti-HIF-1a (10006421) Cayman Chemical, Michigan, USA
Anti-HA (ab3110) Abcam, Cambridge, UK

Anti-phospho- Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Smad2(Ser465/467)/3(Ser423/425)

(8828S)

Anti-Smad2/3 (3102S) Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Anti-B-Aktin (A228) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Anti-TRPC1 (ab25322) Abcam, Cambridge, UK

Anti-TRPC1 (ab74819) Abcam, Cambridge, UK

Anti-TRPC1 (ACC-010) Alomone, Jerusalem, Israel

Anti-TRPC1 (T8276) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Anti-TRPC1 (sc20110) Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA
Anti-TRPC1 (9F2-E4) Arbeitsgruppe  Flockerzi, Universitdt des

Saarlands, Homburg, Deutschland
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2.1.6.2 Antikorper fur Isolation von PAEC

VE-Cadherin, Rat Anti-Mouse CD 144 BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

(555289)

2.1.6.3 Antikorper fir Immunofarbungen

Anti-a-SMA, Clone 1A4 (A2547)
Anti-vWF (A0082)

2,5%iges Pferdeserum (2,5% Normal
Horse Serum)

Anti-Rabbit Ig, InmPRESSTM Reagent

2.1.7 Enzyme, Marker, Standards

Dispase

Dnase |

DNA-Standard (GeneRuler™ 100bp DNA
Ladder)

Go Tag-Polymerase (1U)

Kollagenase H f. Clostridium hystolyticum

Precision Plus Protein Standard

2.1.8 Plasmide, siRNA

2.1.8.1 siRNA

siRandom
siTRPC1, smart pool

siHIF-1a, smart pool

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dako, Glastrup, Dédnemark

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Corning, Kaiserslautern, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

Promega, Madison, USA

Promega, Madison, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

Eurogentec, Kéln, Deutschland

Dharmacon, Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland

Dharmacon, Thermo Scientific, Schwerte,

Deutschland
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2.1.8.2 Plasmide

Plasmid Tag Herkunft
Empty Vektor - AG Dietrich, Munchen, Deutschland
HA> TRPC1 Plasmid H&magglutinin, AG Dietrich, Munchen, Deutschland

C- und N-terminal

2.1.9 Primer

Primer fiir Gen-Expressionsanalysen wurden mit Hilfe von PubMed sowie dem kostenlosen
Internet-Programm  ,,Primer 3%  (http://frodo.wi.mit.edu/primer3)  entworfen.  Die
Schmelztemperatur aller Primer lag zwischen 61°C und 63°C. Alle Primer sind Intron-
umspannend. Die Primer wurden von der Firma Metabion GmbH (Martinsried, Deutschland)
bezogen. Die Qualitat der Primer wurden mittels RTqPCR (siehe Kapitel 2.5.4) anhand der Ct-
(cycle treshold)-Werte und Schmelzkurven bewertet. Das PCR-Produkt wurde mit Hilfe einer
Gelelektrophorese bestimmt (siehe Kapitel 2.2.2). Primersequenzen fir Genotypisierungen
wurden von der Arbeitsgruppe Dietrich Gbermittelt.

2.1.9.1 Primer fur RTgPCR

Gen Spezifitdt Primersequenz
TRPC1 Mus F:5’-TGGGCCCACTGCAGATTTCAA-3’
musculus  R:5’-AAGATGGCCACGTGCGCTAAGGAG-3’
TRPC1.1  Mus F:5’- CGTAACCAGCTCAGCTTTGTTATGAATTCC-3’
musculus  R:5’-GCATCCCAGTCCTTCCGGTC-3’
TRPC3 Mus F:5’-AGTCGCTCTTCTGGTCTGTCTTT-3’
musculus  R:5’-TTTGCGGCTGGGAATAATG-3’
TRPC4 Mus F:5’-GGGCGGCGTGCTGAT-3’
musculus  R:5’-CCGCGTTGGCTGACTGTATTGTAG-3’
TRPC5 Mus F:5’-AGCCGAGCCCCTGGAAAGACA-3’
musculus  R:5’-CCGATGGCGAGGAATGGAAGA-3’
TRPC6 Mus F:5’-GACCGTTCATGAAGTTTGTAGCAC-3’
musculus  R:5’-AGTATTCTTTGGGGCCTTGAGTC C-3’
TRPC7 Mus F:5’-GTGGGCGTGCTGGACCTG-3’
musculus  R:5’-AGACTGTTGCCGTAAGCCTGAGAG-3’
B2M F:5’-AAGCCAAGACCGTCTACTGG-3’
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Mus R:5>-TTCTTTCTGCGTGCATAAATTG -3°
musculus
B-Aktin Mus F:5’-GGCTACAGCTTCACCACCAC-3’
musculus  R:5’-GAGTACTTGCGCTCAGGAGG-3’
a-SMA Mus F:5’-TGGAGAAGAGCTACGAACTGCC-3’
musculus  R:5’-TTTCGTGGATGCCCGCTGA-3’
Ki67 Mus F:5’-GTCGCTTTGGACAGTGAACCT-3’
musculus  R:5>-TTCTTGTTCTTAACTTCTTGGTGCAT-3’
HIF-1a Mus F:5’-CCTCACCAGACAGAGCAGGA-3’
musculus  R:5’-GGGAGCCATCATGTTCCATT-3’
TRPC1 Rattus F:5¢-TTTTCTTGCTGGCGTGCGAC-3°
norvegicus R:5°-TTGCGTAGATGTGCTTGGGAGA-3°
B2M Rattus F:5-CGCTCGGTGACCGTGATCT-3¢
norvegicus R:5‘-ATTCTCCGGTGGATGGCGAG-3°
TRPC1.1 Homo F:5‘-TGCGTAGATGTGCTTGGGAGAA-3°
sapiens R:5°-ACTTCAGAGTCGATTGCCACCA-3*
TRPC1.2 Homo F:5-CTTTTCTTGCTGGCGTGCGA-3*
sapiens R:5‘-TTCTCCCAAGCACATCTACGCA-3¢
B2M Homo F:5‘-“ACACTGAATTCACCCCCACTGA-3¢
sapiens R:5-TGCTTACATGTCTCGATCCCACT-3°

F: Forward (vorwérts); R: Reverse (rickwarts).

2.1.9.2 Primer fur Genotypisierung

Gen Spezifitdt Primersequenz
TRPC1.1  Mus F:5’-GGCAACCTTTGCCCTCAAAGTGGTGGC-3’

musculus  R:5’-AGTGAATATATATATATCAGACATAGATTTGGG-3’
TRPC1.2 Mus F:5’-TCTATGGCTTCTGAGGCGGA-3’

musculus

R:5’-GCATTATTAATATCTGAGTCATTTTCTTATTGGC
AAAAGGAGG-3’

F: Forward (vorwarts); R: Reverse (riickwarts).
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2.1.10 Standards

Fur die Durchfihrung der von Konzentrationsbestimmungen wurden BSA-Standards

verwendet. Verschiedene Mengen BSA wurde in 1 mL Zelllyse-Puffer aufgeldst.

Standard Menge Konzentration
BSA-Standard 2,056 mg 2,056 mg/mL
1,028 mg 1,028 mg/mL
0,514 mg 0,514 mg/mL
0,257 mg 0,257 mg/mL
0,128 mg 0,128 mg/mL
0,064 mg 0,064 mg/mL
2.1.11 Gele

2.1.11.1 Polyacrylamid-Trenngel

Konzentration dH20  Acrylamid Tris-Puffer (1,5M) SDS TEMED APS
8% 47mL 2,7mL 2,5mL 0,AmL 05puL 5uL
12% 34mL 40mL 2,5mL 0,1mL 05pL S5 uL

2.1.11.2 Polyacrylamid-Sammelgel

Konzentration dH20 Acrylamid Tris-Puffer (0,5M) SDS TEMED APS
5% 57mL 1,7mL 25 mL 0,dmL 1pL S5 uL

2.1.11.3 Agarose-Gel

Agarose-Gel Substanz Menge

1,5% Agarose 15¢9
TAE Puffer (1X) 100 mL
Sybr Safe DNA Gel Stain 10 pL

2.1.12 Puffer und Losungen

Puffer Substanz Menge
0,1%ige BSA Loésung DPBS 100 mL
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BSA 01g
0,5%ige BSA Losung HBSS™ 100 mL
BSA 059
3%ige Wasserstoffperoxid-Methanol- 30%iger 20 mL
Losung Wasserstoffperoxidlosung
Methanol 180 mL
3%ige BSA Losung DPBS 100 mL
BSA 39
10%ige BSA Losung DPBS 100 mL
BSA 10¢
Zelllyse-Puffer, 1X dH.0 900 pL
10X Zelllyse-Puffer 100 pL
PMSF 0,1%
Aceton-Methanol Aceton 250 pL
Methanol 250 pL
Agarose-Eisenpartikel-Suspension Low melting point Agarose 5mg
(Typ V1)
Eisen (11,111)-oxidem, 5 mg
Eisenpartikel
Medium 199 1mL
Agarose-Losung (Zellkultur) Low melting point Agarose 10 mg
(Typ VII)
Medium 199 1mL
Blocking-L6sung Magermilchpulver 60
TBST-Puffer, 1X 100 mL
Hepes Ringer Losung (10 mM) mit 10 mM  KCI 418 mg
Kalzium (HR") CaCl» 14,79
Glukose 2,18 ¢
Hepes 2,389
NaCl 7979
MgCL> 203,3 mg
dH-0, pH 7,4, 37°C 1000 mL
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Hepes Ringer Losung (10mM) ohne Ca?*  KCI 418 mg
(HR) Glukose 2,18 ¢
Hepes 2,38 ¢
NaCl 7,97 g
MgCL2 203,3 mg
dH.0, pH 7,4, 37°C 1000 mL
Hepes Ringer Losung (0,2 M) KCI 8,36 g
CaCl 6,468 g
Glukose 43,6 g
Hepes 47,69
NaCl 159,4 g
MgCL. 4,066 g
dH.0, pH 7,4, 37°C 1000 mL
Hepes Ringer Losung (10 mM) KCI 418 mg
CaCl; 323,4 mg
Glukose 2,18 ¢
Hepes 2,389
NaCl 797¢
MgCL. 203,3 mg
dH20, pH 7,4, 37°C 1000 mL
Laufpuffer (Laemmli), 10X Tris-BASE 60,56 g
Glycin 288 g
SDS 209
dH20 2000 mL
Laufpuffer, 1X 10X Laufpuffer 100 mL
dH20 900 mL
TAE-Puffer, 50X Tris-BASE 1219
Essigsaure 28,6 mL
0,5 M EDTA-LG6sung 50 Ml
dH-0, pH 8,0 500 mL
TBS-Puffer, 10X, pH 7,5 Tris-BASE, 0,2 M 24,23 ¢
NaCl; 1,5 M 87,66 g
dH20 1000 mL
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TBST, 1X,pH 7,5 TBS-Puffer, 10X 100 mL
dH20 900 mL
Tween®20 1Ml
Transfer-Puffer 0,05 M Tris 11649
0,04 M Glycin 584
SDS, 0,37%ig 3,7 mL
Methanol 400 mL
dH20 1596,3 mL
Trypsin (Immunohistochemie) Trypsin (2A) 1 Ml
Dilutent (2B) 2 mL
Radioimmunoprezipitationspuffer (RIPA)  DPBS 99 mL
NP-40, 1%ig 1mL
C24H39NaO4 0549
SDS, 10%ig 0,1 mL
RLT-Puffer RLT-Puffer 1mL
B-MeEtOH 10 pL
Stripping-L6sung Agqua dest. 90 mL
Gylcin 0,759
37%ige HCL 1mL
Tris-Puffer (0,5 M) Tris-BASE 12,119
dH20 200 mL
Tris-Puffer (1,5 M) Tris-BASE 36,359
dH20 200 mL

2.1.13 Medien

2.1.13.1 Medien

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
mit Nahrstoffmix F12 und Glutamin
(DMEM/F12 + Glutamin)

Dulbecco’s Phosphat gepufferte
Salzlosung (Dulbecco’s Phosphate -
Buffered Saline, DPBS)

Gibco, Life Technologies, Carlsbad, USA

Pan-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland
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Endothelial Cell Growth Supplement With

Heparin (ECGS-H)

Endothelial Cell Growth Medium MV
Endothelial Cell Growth Medium
Supplement Mix

Fetales bovines Serum (Fetal Bovine
Serum, FBS)

Fetales Kalberserum (Fetal Calf Serum,
FCS)

Hank’s gepufferte Salzlosung (Hank'’s
Balanced Salt Solution)

LB Broth Base (Lennox L Growth
Medium)

LB Medium (Lennox L Agar)

Medium 199 (M199)

Opti-MEM® Medium

S.0.C. Medium

Smooth Muscle Cell Basal Medium
Smooth Muscle Cell Growth Medium 2
Smooth Muscle Cell Growth Medium 2
Supplement Mix

Trypsin (10X)

2.1.13.2 Medienzusammensetzung

PromoCell, Madison, USA

PromoCell, Madison, USA
PromoCell, Madison, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PAA Laboratories, Colbe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA

Gibco, Life Technologies, Carlsbad, USA
Gibco, Life Technologies, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

PromoCell, Madison, USA

PromoCell, Madison, USA

PromoCell, Madison, USA

Omega Scientific, Tarzana, Kanada

Puffer Substanz Menge

Dispase-Ldsung Dispase 8 U/mL
Dnase | 10 mg
HBSS ** 20 mL

EC-Medium | DMEM/F-12 500 mL
P/S 1%
FBS/FCS 20%
ECGS-H 6,5%
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EC-Medium 11 Endothelial Cell Growth 500 mL
Medium MV
P/S 5mL
Endothelial Cell Growth 1 Mix
Medium Supplement Mix
FBS/FCS 50 mL
EC-Medium 111 Endothelial Cell Growth 500 mL
Medium MV
P/S 5mL
Endothelial Cell Growth 1 Mix
Medium Supplement Mix
HBSS */* HBSS™ 500 mL
CaCl; 2,2 mL
MgCl; 1mM
Kollagenase-L6sung M199 10 mL
P/S 0,1 mL
Kollagenase 80 U/mL
Medium | M199 500 mL
P/S 5mL
Medium 11 M199 500 mL
P/S 5mL
FBS/FCS 50 mL
Medium 111 DMEM/F-12 500 mL
P/S 5mL
FBS/FCS 50 mL
SMC-Medium | Smooth Muscle Growth 500 mL
Medium 2
Smooth Muscle Growth 1 Mix

Medium 2 Supplement Mix
Normocin 1mL
FBS/FCS 75 mL
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SMC-Medium 11 Smooth Muscle Growth 500 mL
Medium 2
Smooth Muscle Growth
Medium 2 Supplement Mix
Normocin 1mL
SMC-Medium Il Smooth Muscle Basal Medium 500 mL
Normocin 1mL
SMC-Medium IV Smooth Muscle Basal Medium 500 mL
P/S 5mL
FBS/FCS 50 mL
Trypsin (1X) Trypsin (10X) 12 mL
Hepes Ringer Losung (0,2 M) 12 mL
0,9% NaCl 96 mL

2.1.14 Zellen und Mauslinien

Zellen

Humane PASMC (hPASMC)
Escherichia coli (E. coli)
JM109®Bakterien

Mause
B6.129S-TRPC 1ML Lbi
C57BL/6J

2.1.15 Software

Datenerfassungssoftware Labtech
Notebook Pro ©

GenePix Pro 5.1

Gene-tools Software

GraphPad Prims 6, Version 6.07
i-Control Version 1.10

Image Lab™ Software Version 4.1

Hersteller/Ort
PromoCell, Madison, USA
Promega, Fitchburg, USA

Hersteller/Ort

AG Dietrich, Munchen, Deutschland
Charles River Laboratories GmbH, Sulzfeld,
Deutschland

Laboratory technologies Corp., Wilmington,
USA

Axon Instruments, Downingtown, USA
Syngene

GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA
Tecan, Mannedorf, Schweiz

Bio-Rad, Hercules, USA
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ImagelJ Wayne Rasband, National Institues of Health
(NIH), USA

LabChart, Version 4 (ILU) AdInstruments Ltd., Oxford, UK

LabChart, Version 7 (Hamodynamik) AdInstruments Ltd., Oxford, UK

Leica Application Suit, LAS, Version 4.5.0 Leica, Wetzlar, Deutschland

Limma package Axon Instruments, Downingtown, PA, USA

MxPro qPCR Software Agilent Technologies, Waldbronn,

Deutschland
NanoDrop Software, Version 3.7.1 Thermo Scientific, Waltham, USA

2.2 Versuchstiere

2.2.1 Mauslinien

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden Versuche mit Mausen (Mus musculus) durchgefihrt.
Es wurden die Mauslinien C57BL/6J und B6.129S-TRPC1™**' (TRPC1 knockout Mauslinie)
verwendet.

Bei dem Mausstamm C57BL/6J (Wildtyp, WT) handelte es sich um phénotypisch unbelastete
Inzuchtméuse. Mannliche C57BL/6J Mause wurden zur Gewinnung von verschiedenen
Zelltypen fur Vorversuche, Kontrollversuche mit small interfering RNA (SiRNA),
Uberexpressionen und Stimulationen mit Wachstumsfaktoren verwendet.

Die TRPC1 knockout Mause (TRPC17) weisen einen globalen knockout des TRPC1-Gens®'
auf. Sie wurden durch den Transfer einer genetisch manipulierten embryonalen 129S/SvEv
Maus-Stammzelle in eine C57BL/6J-Blastozyste hergestellt und ber zehn Generationen auf
den Hintergrund C57BL/6J zuriickgeziichtet®”°. Die genetische Veranderung fiihrt zu einem
leichten Phanotyp. Die TRPC17- Mause weisen ein minimal erhéhtes Korpergewicht (KG) im
Vergleich zu Wildtyp Mause auf. Fur in vivo und in vitro Versuche wurden ménnliche und
weibliche Mduse der TRPC1 knockout Mauslinie verwendet. Als Kontrolltiere wurden Wildtyp

Méuse (Wildtyp, WT) der gleichen Mauslinie aus der gleichen Kolonie verwendet.

2.2.2 Genotypisierung

Die Mause der verwendeten TRPC1 knockout Mauslinie wurden nach einem standardisierten
Protokoll genotypisiert. Die DNA wurde mit Hilfe vom Direct PCR Tail aus Schwanzbiopsien

52



Material und Methoden

nach Herstellerangaben extrahiert und mittels Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain

reaction, PCR) amplifiziert. Das folgende Temperaturprofil wurde verwendet (Tabelle 2).

Tabelle 2: Reaktionsprotokoll der PCR zur Genotypisierung von TRPC1 Mé&usen.

Segment Zyklusphase Zyklen Prozess Temperatur Dauer
1 Initiale Denaturierung 1 Denaturierung 94°C 900 Sek.
2 Amplifikation 32 Denaturierung 94°C 60 Sek.
Hybridisierung  55°C 60 Sek.
Polymerisation  72°C 60 Sek.
3 Finale Polymerisation 1 Polymerisation ~ 72°C 420 Sek.
10°C 0

Nach der Amplifikation der DNA wurde eine Gelelektrophorese (20 Minuten, 11,8 VV/cm?, EPS
600) durchgefiihrt. Hierzu wurden 5 uL DNA-Probe mit 1-fach Loading Dye auf 1,5%ige
Agarosegele aufgetragen. Ein DNA-Standard diente der Grolienbestimmung. Die aufgetrennten
Proben wurden mit einem Molecular Imager® ChemiDoc™XRS unter UV-Licht bei 320 nm
visualisiert und fotografiert. Die Genotypisierung der verwendeten Méuse wurde durch Sabine

Hurka unterstiitzt.

2.2.3 Versuchstierhaltung

2.2.3.1 Allgemeine Versuchstierhaltung

Alle verwendeten Mause waren zu Versuchsbeginn nicht jinger als 12 Wochen und wogen
mindestens 20 g. Die C57BL/6J Mause wurden unter konventionellen Haltungsbedingungen in
Gruppen von bis zu 15 Tieren pro Kéafig gehalten. Die Méuse der TRPC1 knockout Mauslinie
wurden in einzelbeliifteten IVC (individually ventilated cages) Ké&figsystemen in kleinen
Gruppen von bis zu finf Tieren pro Kafig gehalten. Die Tiere wurden in Raumluft mit einer
O.-Konzentration von 21% (Normoxie, bezogen auf Meeresniveau) gehalten. Die
Photoperiodik in der Tierhaltung war auf 12 Stunden Hell- und Dunkelphase eingestellt. Die
Umgebungstemperatur betrug 22°C, die Luftfeuchtigkeit 40 bis 70%. Die Tiere wurden unter
ad libitum Verhéltnissen gehalten und mit einer Standarddiat (Altromin 1324) sowie Wasser
(Leitungswasser) versorgt. Die Kafige waren mit Einstreu, Nistmaterial und

Versteckmaoglichkeiten ausgestattet.
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2.2.3.2 Experimentelle Versuchstierhaltung in Hypoxie-Exposition

Im Mausmodell der CHPH wurden adulte Mé&use der TRPC1 knockout Mauslinie fir einen
Zeitraum von 21 Tagen normobarer Hypoxie (inspiratorische Sauerstoffkonzentration von
10%) ausgesetzt. Dies entspricht der Sauerstoffkonzentration der Luft in einer Héhe von
5000 m uiber dem Meeresspiegel®””. Unter dieser Kondition entwickeln Mause eine milde Form
der PH® 378 die durch eine verstarkte Muskularisierung der distalen GefaRe, eine Versteifung
der proximalen Arterien sowie einem Anstieg des RVSP gekennzeichnet ist'®. Die
Kontrollgruppe wurde unter normobarer Normoxie (inspiratorische Sauerstoffkonzentration
von 21%) gehalten. Alle Versuchstiere wurden wéhrend des Versuches in ventilierten
Kammersystemen (Typll long Kaé&fige, Kleingruppen gemdl GV Solas Empfehlung)
untergebracht. Die O2- und CO2-Konzentration wurde im gesamten Versuchsablauf gemessen
und kontrolliert.

Die Versorgung der Tiere mit Futter und Wasser sowie der Gesundheitszustand wurden taglich
kontrolliert. Die gesundheitliche Verfassung wurde anhand eines vorgegebenen Punkteplanes
(Scoresheet) bewertet, welcher zum Wohle der Versuchstiere Abbruchkriterien definierte. Die
Photoperiodik, die Umgebungstemperatur, die Luftfeuchtigkeit, die Fltterung und die
Kafigausstattung unterschieden sich nicht von der allgemeinen Versuchstierhaltung (siehe
Kapitel 2.2.3.1). Die Uberwachung der Mause wahrend der chronischen Hypoxie-Exposition

wurde unter Hilfestellung von Dr. vet. med. Simone Kraut durchgefuhrt.

2.2.4 Versuchsgenehmigungen

Alle Tierexperimente und Eingriffe wurden entsprechend der EU Richtlinie 86/609/EWg zum
Schutz von Versuchstieren durchgefuhrt und wurden zuvor durch das Regierungsprasidium
GieRen genehmigt. Die dazugehdrigen Tierversuchsantrage und Anzeigen kénnen unter den

folgenden Aktenzeichen (Tabelle 3) eingesehen werden.

Tabelle 3: Aktenzeichen und Genehmigung des Regierungsprasidiums Giefien.

Aktenzeichen Versuch

A34 2011 Zellisolation und Isoliert-perfundierte Lunge
Al115 2014 Zellisolation

A07_2016 Chronische Hypoxie-Exposition
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2.3 Chronische Hypoxie-Exposition der Mause

2.3.1 Versuchstiergruppen

Nach der Hypoxie-Exposition wurden hdmodynamische Messungen zur Ermittlung des RVSP
in tiefer Narkose mit einer finalen Organentnahme durchgefiihrt. Der RVSP ist ein Mal} fiir die
Druckbelastung der Lunge bzw. des rechten Ventrikels und spiegelt den Schweregrad der PH
wieder®”’. Das Herz wurde zur Bestimmung der Rechtsherzhypertrophie aufbereitet. Die
Lungen wurden fur immunhistochemische und molekularbiologische Untersuchungen
prapariert (Abbildung 13).

Start Narkose Totung

| | |

21 Tage

\4

Gruppe 1: WT
Normoxie: Probenentnahme:

. -I-
Gruppe 2: TRPC1 1. Lungenpréparation

Hamodynamik
Gruppe 3: WT 2. Herzpraparation
Hypoxie: Gruppe 4: TRPC1- 3. Blutentnahme

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Versuchstiergruppen und der Ablauf des Versuchs.

2.3.2 Hamodynamische Messung

Die Versuchsmause wurden durch Anfluten der Narkosekammer mit einer Inhalationsnarkose
(3 bis 5% Isofluran) betdubt. Die Tiefe der Narkose wurde durch das Ausbleiben der
nozizeptiven und viszeralen Reflexen (Zusammenzucken der Maus nach Reizung der
FuBsohlen, keine Augenreflexe) sichergestellt. Die Méause wurden auf einer thermoregulierten
Unterlage positioniert. Die Korpertemperatur der Tiere wurde mittels einer Rektalsonde
uberwacht. Die Zunge wurde vorgelagert, um die Atmung nicht zu behindern. AnschlieRend
wurde die Haut im Bereich der Trachea desinfiziert und lateral er6ffnet. Nach dem Entfernen
des die Trachea umgebenden Muskelstrangs wurde die Trachea mit einem kleinen Schnitt
unterhalb des Kehlkopfes zwischen den Knorpelspangen erdffnet. Ein Beatmungstubus wurde
eingeflhrt, eingebunden und an ein Beatmungssystem angeschlossen. Die Narkosetiefe wurde
durch die Intubation (1,5 bis 2,5% Isofluran) erhalten. Die Vena jugularis und Arteria carotis
wurden chirurgisch freigelegt und der Druck in beiden Gefélien mit Hilfe eines Millar Katheters
erfasst [RVSP in der Vena jugularis; systemisch arteriellen Blutdrucks (systemic arterial
pressure, SAP) in der Arteria carotis]. Der RVSP und der SAP wurden digital registriert und
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mit der Software LabChart aufgezeichnet.

Anschlielend erfolgte die Totung der Mause durch Blutentzug mit Hilfe einer Herzpunktion.
Nach Eintritt des Todes wurde der Hadmatokritwert bestimmt und die Lungen sowie das Herz
fir weitere Untersuchungen préapariert. Die hdmodynamischen Messungen wurden unter

Hilfestellung durch Karin Quanz durchgefihrt.

2.3.3 Hamatokrit-Messung

Um den Hamatokitwert zu bestimmen, wurde Blut mit einer Kapillare vor dem Entbluten aus
der Vena jugularis entnommen. Die Kapillare wurde mit Knete aus dem Hamatokrit-
Versieglungskit verschlossen und anschlieend mit 16060 g (13000 rpm) fur vier Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Hamatokritwert wurde anhand einer Hamatokrit-Skala

abgelesen.

2.3.4 Préaparation der Lunge

In der vorliegenden Arbeit wurden die Lungen der Versuchstiere fiir immunhistochemische und
molekularbiologische Untersuchungen prépariert.

Nach Eintritt des Todes wurde der Thorax ertoffnet. Hierfir wurden die Rippen lateral
eingeschnitten und das Sternum medial aufgeschnitten. Anschlielend wurden die Rippen
beidseitig zu den Seiten hin aufgeklappt und fixiert. Der auf dem Herzen aufliegende Thymus
und das Perikard wurden entfernt. AnschlieRend wurde eine Ligatur (chirurgischer Faden) um
die Aorta und die PA gelegt. Der rechte Ventrikel wurde lateral angeschnitten und eine
Spilkanule tber das entstandene Loch in die PA eingefuhrt und fixiert. Der linke Ventrikel
wurde ebenfalls angeschnitten, um die Lunge anschliefend Uber die Spilkanile mit
isotonischer Kochsalzlésung mit einem Druck von 22 cm Wassersaule zu perfundieren. Die
Beatmung wurde eingestellt. Die weitere Lungenpréaparation richtete sich nach der Art der
Untersuchung. Bei der Préparation der Lungen flr die immunhistochemische Untersuchung
oder die Laser-Capture Mikrodissektion wurde zunéchst die linke Lunge von der rechten Lunge
mit einem Faden abgebunden. Die rechte Lunge wurde fur die molekularbiologischen
Untersuchungen abgetrennt, in ein Gefal3 tiberfuhrt und in flussigen Stickstoff schockgefroren.
Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C.

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurde die linke Lunge in Formalin fixiert und
in Paraffinblocken eingebettet. Hierzu wurde isotonische Kochsalzldsung mit einem Druck von

12 cm Wassersaule ber die Trachea in die Lunge geleitet und die Lunge abgebunden. Sowohl
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der Spulkatheter als auch der Tubus wurden entfernt und die linke Lunge vorsichtig aus dem
Thorax prépariert. Die Lunge wurde in Einbettkassetten gelegt und ber Nacht bei
Raumtemperatur in 3,5% Formalin gelagert. Die Lungen wurden am nachsten Tag in 4°C kalter
Dulbecco’s Phosphat-gepufferter Losung (dulbecco’s phosphat-buffered saline, DPBS)
gelagert, am Folgetag in 50% EtOH sowie am vierten Tag in 70% EtOH entwassert.
AnschlieBend  wurden die Lungen in einem geschlossenen Vakuumgewebe-
Infiltrationsautomaten Uber Nacht dehydriert und mit Hilfe einer Paraffinausgussstation in
Paraffin eingebettet.

Fur die Laser-Capture Mikrodissektion wurde der linke Lungenfliigel Uber die Trachea mit
erwéarmten tissue tec befillt. Die beflllte linke Lunge wurde vorsichtig aus dem Thorax
prapariert und in tissue tec in eine Kassette eingebettet. Die eingebetteten Lungen wurden tber

flissigem Stickstoff langsam eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.3.5 Rechtsherzhypertrophie

Fiir die Bestimmung der Rechtsherzhypertrophie wurden die Herzen entnommen und von dem
Fettgewebe, den Herzohren (Vorhofohren, Auriculae atrii) und dem Aortenbogen befreit.
AnschlieBend wurde der rechte Ventrikel, der linken Ventrikel und das Septum separiert und
gewogen. Das Gewicht des rechten Ventrikels wurde in Relation zum linken Ventrikel mit
Septum gesetzt (Fulton-Index) und als MafB fiir die Rechtsherzhypertrophie verwendet (Formel

1). Die Préparation des Herzens wurden von Karin Quanz durchgefiihrt.

Formel 1: Formel zur Berechnung des Fulton-Index als MaR fuir Rechtsherzhypertrophie.
RV: rechter Ventrikel; LV: linker Ventrikel; S: Septum

Fulton-Index = RV/(LV + S)

2.3.6 Akute und anhaltende Hypoxie in isolierter, ventilierter und blutfrei-

perfundierter Lunge (ILU)

Um die Rolle von TRPC1 auf die HPV zu untersuchen, wurde das Model der ILU verwendet®2.
Die WT und TRPC17- Méause wurden durch intraperitoneale (i.p.) Injektion von Ketamin (40
bis 160 mg/kg KG) und Xylazin (8 bis 32 mg/kg KG) narkotisiert. Durch zeitgleiche Gabe von
Heparin (i.p., 1000 L.LE./kg KG) wurde die Koagulation des Blutes verhindert. Mit dem
Ausbleiben von nozizeptiven und viszeralen Reflexen wurden die Tiere auf einer Gummimatte
fixiert und senkrecht positioniert. Das Fell wurde von kaudal nach kranial medial er6ffnet und
die Trachea vom Muskelschlauch und den Speicheldriisen befreit. Eine Ligatur wurde um die
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Trachea gelegt und der Tubus Uber einen Schnitt in der Trachea eingefuhrt und eingebunden.
Wahrend der Praparation wurde darauf geachtet, dass kein Atemstillstand eintrat. Zu diesem
Zweck wurde die Lunge nach dem Einfuhren eines Tubus Uber diesen mit normoxischen
Gasgemisch (21% O, 5,3% CO2, mit N kalibriert) ventiliert. Um den Kollaps der Lunge zu
verhindern, wurde mit einem kiinstlichen Uberdruck (positive end-expiratory pressure) von
3 mL Wassersdule ventiliert. AnschlieBend wurde die Bauchdecke erdffnet, ein kleines Loch
medial am Sternum in das Diaphragma geschnitten und der Thorax lateral er6ffnet. Um den
Brustkorb beidseitig umzuklappen, wurde dieser durch einen medialen Schnitt am Sternum
eroffnet und die Rippen lateral eingeschnitten. Der auf dem Herzen aufliegende Thymus und
das Perikard wurden entfernt. Eine Ligatur wurde um die PA gelegt und ein kleines Loch in
den linken Ventrikel geschnitten. AnschlieRend wurde ein Katheter (iber den linken Ventrikel
eingefilhrt und mit einem chirurgischen Faden fixiert. Um die Entstehung von Odemen zu
verhindern, wurde die Lunge vorsichtig ohne Beriihrung aus dem Thorax prapariert. Die Lunge
wurde mit geringer Durchflussrate mit 4°C kalter Elektrolytlésung gespuilt, wahrend ein
weiterer Katheter tber ein kleines Loch (ber den rechten Ventrikel in die PA eingefiihrt wurde.
Um das Austrocknen und das Auskihlen der Lunge im Versuchsverlauf zu verhindern, wurde
diese in ein nach oben gedffnetes doppelwandiges Gefal} gehdngt, welches mit nassen Tuichern
ausgekleidet und mit 40°C warmen Wasser beheizt wurde. Die Lunge wurde anschlieBend mit
37°C warmer Elektrolytlésung mit einem moderaten Durchfluss blutleer gespilt. Es wurde ein
rezirkulierendes Volumen von 15 mL verwendet und die FlieRgeschwindigkeit des Perfusats
kontinuierlich bis zum Erreichen einer FlieRgeschwindigkeit von 2 mL pro Minute erhéht. Das
Atemzugvolumen wurde an das KG adaptiert (10 pL/g KG). Nach Erreichen einer “steady-
state* Periode wurden der Beatmungsdruck, der linksventrikulare Druck sowie der PAP, wie
von Weissmann et al.*2 beschrieben, erhoben. Die Druckveranderungen wurden mit
Drucksensoren aufgezeichnet, mit einem Wandler (Transducer) digitalisiert und durch die
Software LabChart am Computer visualisiert. Die Lunge wurde zun&chst normoxisch, dann fur
zehn Minuten hypoxisch (1% Oz, 5,3% CO2, mit N2 Kkalibriert) und anschlieBend erneut fiir
15 Minuten normoxisch ventiliert. Der normoxischen Phase folgte eine protrahierte zweite
hypoxische Phase mit einer Dauer von 180 Minuten. Der Verlauf der zweite hypoxische Phase

wurde ausgewertet. Die ILU-Versuche wurden von Karin Quanz durchgefihrt.
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2.4 Invitro Experimente

2.4.1 Zellkultur

In Rahmen dieser Arbeit wurden PASMC, PAEC und alveoldre Makrophagen (M6) aus der
Maus isoliert und kultiviert. Im Zuge der Arbeit wurden des Weiteren humane PASMC
(hPASMC) und Ratten PASMC (rPASMC) kultiviert.

2.4.1.1 Narkose und Tiertétung

Zur Zellisolation wurden die Mduse zundchst anasthesiert und antikoaguliert. Es wurde hierzu
eine i.p. Injektion einer Mischung aus Ketamin (100 mg/kg KG), Xylazin (20 mg/kg KG) und
Heparin (1000 I.E./kg KG) verwendet. Mit dem Ausbleiben der nozizeptiven und viszeralen
Reflexe wurde das Abdomen medial von kaudal nach kranial er6ffnet und die Tiere durch die
Trennung der Vena cava inferior und Aorta abdominalis entblutet, wodurch der Tod verursacht
wurde (Abbildung 14A).

2.4.1.2 Isolierung und Kultivierung von murinen PASMC (mPASMC)

Murine PASMC (mPASMC) wurden aus préakapillaren pulmonalarteriellen GefalRen der Maus
isoliert und kultiviert. Bei der Isolation der mMPASMC wurden Eisenpartikel tiber die PA in die
Lunge geleitet. Aufgrund ihrer GrolRe akkumulieren sie im prakapillaren Bereich, da sie den
Kapillarbereich nicht passieren konnen. Dies ermdglicht die Isolation von prakapillaren
GeféaBRen und/oder Zellen aus diesem Bereich. Das angewandte Protokoll zur Isolierung der

mPASMC wurde in abgewandelter Form von Waypa et. al.3”® iibernommen.

Zur Isolation der mPASMC wurde das Diaphragma im Abdominalbereich eingeschnitten und
der Brustkorb durch einen medialen Schnitt am Sternum entlang er6ffnet. Die Rippen wurden
lateral eingeschnitten um den Brustkorb beidseitig umzuklappen. Nachdem der auf dem Herzen
aufliegende Thymus und das Perikard entfernt wurden, wurde eine Ligatur um die Aorta und
die PA gelegt. Um eine Odembildung beim Spiilen der Lunge zu verhindern, wurde der linke
Ventrikel aufgeschnitten. Uber einen Katheter, der iiber einen kleinen Schnitt im rechten
Ventrikel in die PA eingefihrt und eingebunden wurde, wurde die Lunge mit einer DPBS
blutleer gespult und mit einer 37°C warmen flissigen Agarose-Eisenpartikel-Suspension (2 mL
Suspension/Lunge) befiillt (Abbildung 14B-D). Das Fell wurde anschlieBend nach kranial bis
zum Unterkiefer aufgeschnitten, die Speicheldriisen am Hals lateral weggeklappt und der die

Trachea umgebende Muskelschlauch nach kranial aufgeschnitten. AnschlieRend wurde eine
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Ligatur um die freiliegende Trachea gelegt und der Tubus Uber einen Schnitt in der Trachea
eingefuhrt und eingebunden (Abbildung 14E). Die Lunge wurde tber den Trachealtubus mit
einer flussigen Agarose-Ldsung befillt bis sie komplett aufgeblaht war (Abbildung 14F).

Abbildung 14: Isolierung von PASMC aus der Mauslunge.

A) Entbluten der Lunge Uber die Eréffnung der Aorta abdominalis und Vena cava infertior. B) Einfuhren des
Katheters in die Pulmonalarterie. C) Lunge nach Spilen mit Dulbecco’s Phosphat-gepufferter Losung. D) Lunge
nach Befiillen mit einer Agarose-Eisenpartikel-Suspension. E) Einfihrung des Tubus in die Trachea und F)
befiillen der Lunge mit einer Agarose-Losung. Die Pfeile markieren die beschriebenen Eingriffe.

Unter Herausziehen des Trachealtubus wurde die Ligatur zugezogen, die Lunge
herausprapariert und zum Verfestigen der Agarose-Losung in 4°C kalte DPBS uberfiihrt. Das
Herz, die Trachea und die groben Gewebereste wurden unter einer sterilen Werkbank entfernt
und die funf Lungenlappen mit Hilfe der Drei-Scherentechnik mechanisch zerkleinert. Die
Eisen-beflllten Gewebestlicke wurden mehrfach in DPBS mit Hilfe eines magnetischen
Konzentrierers gewaschen. Anschliefend wurden die Gewebestiicke in 37°C warmer
Kollagenase-L6sung fur 50 bis 60 Minuten enzymatisch angedaut. Die Geweberesten wurden
dann mechanisch mit Hilfe von Kanulen (zuerst 15 G, dann 18 G) durch Scherkrafte zerkleinert
und mit dem magnetischen Konzentrierer von den Eisen-befullten Gefalstiicken separiert. Um
die Kollagenase-Aktivitat zu stoppen, folgten weitere Waschschritte in vorgewéarmten Medium
Il. Die isolierten GefaBsticke wurden in SMC-Medium | aufgenommen und auf
Zellkulturschalen ausgesat (Aussaat 1, Passage 0). Innerhalb von funf bis zehn Tagen wuchsen
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mMPASMC aus den isolierten GeféaRstiicken (Abbildung 15). Fir eine weitere Aussaat wurden
die Gefélsticke von der Kulturschale abgenommen, in DPBS gewaschen und auf eine neue
Kulturschale in frisches SMC-Medium | (bertragen (Aussaat 2, Passage 0). Die Aussaat 1
wurde ebenfalls gewaschen und mit frischem SMC-Medium | versorgt. Nach drei bis funf
Tagen wurde eine weitere Aussaat gemacht (Aussaat 3, Passage 0). Aussaaten 1 bis 3 wurden
maximal 18 Tage nach der Isolation mit 1-fach Trypsin von den Platten gel6st, bei 338 g (1200
rmp) fur finf Minuten zentrifugiert und die Zellzahl in einer Neubauer Z&hlkammer bestimmt.
Es wurden 5x 10° bis 1 x 10* pro cm? auf die Kulturschalen ausgesit (Passage 1). Die
anschlieende Kultivierungsdauer der mMPASMC sowie die Wahl des Mediums (SMC-Medium
I bis 111) war vom jeweiligen Versuch abhangig.

Abbildung 15: Murine PASMC nach der Isolation.

A) Finf Tagen nach der Isolation wuchsen mPASMC in SMC-Medium. Der linke Pfeil markiert die Eisenpartikel.
Der rechte Pfeil markiert ein Eisen-gefilltes GefaRstiick. B) Mehrere Tage nach Isolation waren die isolierten
mPASMC konfluent und wurden in Passage 1 uberfihrt.

2.4.1.3 Isolierung und Kultivierung von murinen PAEC (mMPAEC)

Die Isolation der murinen PAEC (mPAEC) wurde mit Hilfe von Endothel-spezifischen, an
magnetische Beads gekoppelten Antikorpern durchgefihrt und erfolgte in abgewandelter Form

nach Weissmann et al.380,

Nach dem Toten der Méduse wurde der Thorax, wie bereits beschrieben, erdffnet, die Lungen
ohne vorherige Perfusion entnommen und in eine 4°C Kalte steril-filtrierte Hank’s gepufferte
Salzldsung (hank’s balanced salt solution, HBSS**) tberfiihrt. Die Lungenfliigel wurden von
dem Herzen und den groben Geweberesten getrennt und auf einer Petrischale mit Hilfe von
Skalpellen in 1 bis 2 mm groe Stiicke zerkleinert. Die Stiicke wurden in 20 mL 4°C kalte
HBSS** aufgenommen und in einem 40 um Sieb unter Riihren gespiilt. Das Gewebe wurde in
20 mL einer 37°C warmen Dispase-L6osung uberfuhrt und in einem Wasserbad unter Schitteln
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fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Wéhrend der Inkubation wurden die Zellkulturschalen mit
Fibronektin fur eine Stunde bei Raumtemperatur beschichtet und anschlieRend getrocknet. Der
VE-Cadherin Antikorper wurde an magnetische Beads (Dynabeads) gekoppelt. Dazu wurden
die Beads mit einer 0,5%igen BSA-Ldsung drei Mal gewaschen, wobei die Beads mit einem
Magneten vom Medium getrennt wurden. Die Beads wurden erneut in einer 0,5%igen BSA-
Losung aufgenommen und mit den VE-Cadherin Antikérpern auf einem Uber-Kopf-Schiittler
lichtgeschutzt fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die an den VE-Cadherin
Antikorper-gekoppelten Beads wurden wiederholt in einer 0,5%igen BSA-LOsung gewaschen,
in dieser aufgenommen und innerhalb einer Stunde verwendet. Das Gewebe wurde nach Ablauf
der Inkubationszeit resuspendiert und durch ein 70 um Sieb in das EC-Medium |
aufgenommen. Das Filtrat wurde auf vier 15 mL Geféfe verteilt und bei 290g fiir finf Minuten
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Anschliefend wurde das Pellet in einer warmen 0,5%igen
BSA-L6sung resuspendiert, erneut bei 290g fur funf Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert
und ftr 30 Minuten bei Raumtemperatur in einem Uber-Kopf-Schittler mit den VE-Cadherin
Antikorper-gekoppelten Beads inkubiert. Das Gesamtvolumen wurde auf vier 15 mL Gefalie
verteilt und mit einer 0,5%igen BSA-L6sung mehrfach gewaschen. Nach jedem Waschschritt
wurde die Suspension mit einem Magneten getrennt und der Uberstand verworfen. Das
Zellpellet wurde nach der Aufreinigung in EC-Medium Il aufgenommen und ausplattiert
(Passage 0, Abbildung 16). In dieser Arbeit wurden die isolierten mPAEC in Passage O

verwendet.

Abbildung 16: Murine PAEC nach Isolation.
Mit Hilfe von VE-Cadherin Antikorper-gekoppelten Beads (schwarze Pfeile) wurden murine PAEC (weil3e Pfeile)
isoliert.
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2.4.1.4 lsolation von alveolaren Makrophagen (M0)

Alveolare Makrophagen wurden in abgewandelter Form nach Zhang et al.®! aus murinen
Mauslungen isoliert. Die Tiere wurden, wie bereits beschrieben, betdubt, getotet und die
Trachea freigelegt. Der Trachealtubus wurde durch ein kleines Loch in die Trachea eingefihrt.
AnschlieRend wurde mit Hilfe einer brochioalveolaren Lavage die M6 aus der Lunge gespult.
Hierzu wurden die Lunge drei Mal mit einer 2mL warmen DPBS befillt. Die
bronchioalveolare Lavage wurde zundchst auf Eis gekihlt, anschlieBend bei 4009 bei 4°C flr
zehn Minuten zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in Medium 111 resuspendiert und die
gewonnenen Zellen in einer Neubauer Zdhlkammer gezéhlt. Die Zellen wurden in Medium 111
aufgenommen und auf eine 12-Well Platte ausgesat. Die M6 waren nach einigen Stunden

adhdrent und konnten am gleichen Tag fur Versuche genutzt werden.

2.4.1.5 Isolierung und Kultivierung von Ratten PASMC (rPASMC)

PASMC aus der Ratte wurden nach einem etablierten Protokoll®®? durch technische Assistenten
der Arbeitsgruppe isoliert. Die rPASMC wurden in Medium Il kultiviert und in Passage drei

bis vier benutzt.

2.4.1.6 Kultivierung von humane PASMC (hPASMC)

Humane PASMC wurden in SMC-Medium IV kultiviert und in Passage vier bis sechs

verwendet.

2.4.2 Normoxische und hypoxische Exposition von Zellen

Die Kultivierung aller in dieser Arbeit verwendeten Zellen erfolgte bei einer O2-Konzentration
von 21% (Normoxie) und einer CO2-Konzentration von 5%. Die Temperatur betrug 37°C.
Zu Versuchszwecken wurden die Zellen bei einer O.-Konzentration von 1% (Hypoxie), einer
CO2-Konzentration von 5% und einer Temperatur von 37°C kultiviert. Je nach Versuchsziel
wurden die Zellen fir 24, 72 oder 120 Stunden Hypoxie ausgesetzt. Um eine Reoxygenierung
wéhrend der Medienwechsel sowie der finalen Gewinnung von Proben fiir molekulare
Untersuchungen zu verhindern, wurde in einer geschlossenen Hypoxie-Kammer gearbeitet.

Alle Medien wurden zuvor hypoxisch begast.
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2.4.3 Transfektion

Die Transfektion von in dieser Arbeit verwendeten mPASMC wurde mit Hilfe der Substanz
Lipofectamin nach einem optimierten Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Hierzu wurde
Lipofectamin (2,5 puL/cm?) in OptiMem (50 pL/cm?) fur finf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wurde 100 nM siRNA oder 2,5 ng/cm? Plasmide®® hinzugegeben und
fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden mit dem Reaktionsgemisch
im jeweiligen Kulturmedium Uber einen Zeitraum von 24 Stunden bis 120 Stunden behandelt.
Die Effizient der Transfektion wurde mittels RTgPCR und/oder Western Blot Anayse
uberpruft. Bei einer Versuchsdauer von 120 Stunden wurden die Zellen nach 72 Stunden erneut

transfiziert.

2.4.4 Migrationsassay

In dieser Arbeit wurde das Migrationsverhalten von mPASMC mit Hilfe der Wound-Healing
Methode bestimmt. Hierzu wurden 9000 mPASMC pro cm? in Passage 1 in jeweils eine
Silikon-Kammer ausgesat und fiir 24 Stunden unter normoxischen Bedingungen kultiviert. Die
Zellen wurden anschlielRend fir 72 Stunden Normoxie oder Hypoxie exponiert. In den letzten
12 Stunden wurden die Silikon-Kammern entfernt. Der entstandene nicht mit Zellen
bewachsene 500 um breite Spalt wurde durch die mPASMC invadiert. Die Migration wurde
zum Zeitpunkt null, nach vier Stunden und dann alle zwei Stunden am Leica DMIL Mikroskop
bei einer 100-fachen VergroRerung fotografisch dokumentiert (DFC420 C Software LAS V.
45.0). Es wurden drei Fotos pro Ansatz aufgenommen (Abbildung 17) und das

Migrationsverhalten ausgewertet.
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Abbildung 17: Experimenteller Aufbau des Migrationsassays.

Nach der Aussaat wurden die mMPASMC 60 Stunden lang unter Versuchsbedingungen kultiviert. Nach Ablauf der
60 Stunden wurden die Silikon-Kammern entfernt und die Migration gestartet. Es wurden drei Ausschnitte pro
Ansatz fur die n&chsten 12 Stunden fotografisch dokumentiert. h: hours (Stunden).

Die Auswertung der Aufnahmen wurden mit Hilfe der Grafikprogramme Paint.net und ImageJ
durchgefuhrt. Die Fotos einer Zeitreihe eines dokumentierten Bereiches wurden mit der
Software Paint.net Uberlagert. Anhand von Markierungspunkten wurden die Fotos
deckungsgleich ausgerichtet und die GroRRe des Bereichs innerhalb einer Zeitreihe definiert, um
bei der anschlieBenden Analyse mit der Software Imagel eine Vergleichbarkeit zu
gewehrleisten. Wéhrend der Analyse wurden die zellfreien Bereiche im Spalt zu allen
Zeitpunkten vermessen und die Veranderung der Flachen im Vergleich zur Anfangsflache nach

Formel 2 in Prozent berechnet:
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Formel 2: Formel zur Berechnung der Zellmigration.
A: Flache; Ax: Flache nach X Stunden; Ao: Flache zum Zeitpunkt 0.

A [%] = 100% — 2% x 100
0
Die statistische Auswertung der Migration von mPASMC unter Normoxie oder Hypoxie

erfolgte zum Zeitpunkt 72 Stunden. Dies entsprach einer Migrationsdauer von 12 Stunden
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Verlauf der Migration innerhalb von 12 Stunden.
Zum Zeitpunkt 0 war 0% der Flache von den mPASMC invadiert worden. Nach 8 Stunden waren ca. 50% der
Flache, nach 12 Stunden ca. 80% der Flache von den mPASMC eingenommen worden.

2.4.5 Proliferationsassay

Um das Proliferationsverhalten der PASMC zu untersuchen, wurden das Click-iT EdU Alexa
Fluor 488 Imaging Kit und das BrdU Kit verwendet. Beide Methoden beruhen auf dem Prinzip
der Detektion eines in die DNA integrierten chemisch-modifizierten Uridins als Thymidin-
Analogon. Anhand des Einbaugrades kdnnen Riickschlusse auf die DNA-Syntheserate, welche

ein indirektes Mal3 flr die Proliferation ist, gemacht werden.

Bei 5’Ethynyl-2’-Desoxyuridin (EdU) handelt es sich um ein durch ein Alkine modifiziertes
Uridin. Das EdU reagiert im sauren Milieu mit einem Fluoreszenz-Molekul (Alexa Fluor 488),
wodurch ein stabiler, an ein Alexa Fluor 488-gekoppelter Triazol-Ring entsteht (Abbildung
19). Bei der Anregung mit einer Wellenlange von 488 nm emittiert EJU Licht der Wellenlange
519 nm (griin). Diese Fluoreszenz kann unter dem Mikroskop detektiert und analysiert werden.
Die Methode ermdglicht die Untersuchung der DNA-Syntheserate von Zellen, dessen Zellzahl

zu Beginn des Versuches nicht bekannt ist.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der chemischen Reaktion bei Verwendung von 5’Ethynyl-2’-
Desoxyuridin.

Uridin-Monophosphat modifiziert mit einem Alkine reagiert im sauren Milieu mit einem Fluoreszenz-Molekill
(Click-iT Farbeldsung). Es entsteht ein stabiler, an Alexa Fluor-488 gekoppelter Tiazol-Ring, welcher fluoresziert.
Verandert nach Diermeier-Daucher et al %8,

Bei 5’Brom-2’-Desoxyuridin (BrdU) handelt es sich um ein durch Brom chemisch
modifiziertes Uridin. Das BrdU kann immunhistochemisch mit Hilfe von dem Enzym-
gekoppelten Anti-BrdU Antikorper detektiert werden. Durch enzymatische Umsetzung eines
zugefugten Substrates kommt es zur Blaufarbung, die mit Hilfe eines Microplate Readers
quantifiziert werden kann. Voraussetzung fir die Vergleichbarkeit mehrerer Proben ist das
Aussaen einer definierten Zellzahl und die Normalisierung zu einer Kontrolle. Diese erschwert
die Verwendung des BrdU Kits fur die Analyse der Proliferation der Priméarkulturen und

unterschiedlicher Genotypen.

Die Proliferation wurde nach Optimierung der jeweiligen Herstellerprotokolle durchgefiihrt. In
der vorliegenden Arbeit wurden die primaren mPASMC der Passage 0 mit dem EdU Kit und
passagierte mMPASMC der Passagen 1 bis 2 mit dem EdU oder dem BrdU Kit untersucht.
Die verwendeten mPASMC der Passage 0 aus WT und TRPC1”- Mausen wurden nach der
Isolierung auf 24-Well Platten ausgesét und fiir 120 Stunden unter Normoxie oder Hypoxie
kultiviert (Abbildung 20A, B). Beim knockdown von TRPC1 wurden die mPASMC in Passage
0 nach der Isolierung sowie am dritten Tag mit 100 nM anti-TRPC1 siRNA sowie 100 nM
Kontroll-siRNA transfiziert und ebenfalls fur 120 Stunden unter Normoxie oder Hypoxie
kultiviert (Abbildung 20B). Bei Versuchen mit passagierten mPASMC wurden 2500 Zellen

pro cm? bei einer Versuchsdauer von 24 oder 72 Stunden und 1000 Zellen pro cm? bei einer
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Versuchsdauert von 120 Stunden auf einer 24-Well Platte ausgesat und unter Normoxie oder
Hypoxie kultiviert.

In den Untersuchungen der Rolle von HIF-1a und TGF-B1 in der Proliferation von passagierte
mPASMC wurde die Zellen mit 100 nM anti-HIF-1a oder Kontroll-siRNA transfiziert und mit
5ng pro mL TGF-B1 oder dem Ldsungsmedium behandelt (Abbildung 20C).

Die Behandlung der PASMC mit 10 uM EdU-L6sung oder 10 uM BrdU-Losung erfolgte
24 Stunden vor dem Versuchsende (Abbildung 20).

A) . . . .
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der durchgefiihrten Proliferationsassays.

A) Untersuchung der basalen Proliferation von WT mPASMC der Passage 0 (P0) nach 120 Stunden sowie der
Passage 1 (P1) nach 72 Stunden Normoxie oder Hypoxie unter Verwendung von 5’Ethynyl-2’-Desoxyuridin
(EdV). B) Untersuchung der Rolle von TRPC1 in der Hypoxie-induzierten Proliferation unter Verwendung von
TRPC17- mPASMC oder von WT mPASMC nach knockdown von TRPC1 mit Hilfe von siRNA gegen TRPC1
(SiITRPC1) unter Verwendung von EdU. C) Untersuchung der Rolle des Hypoxie-induzierten Faktor 1o (HIF-1a)
mit Hilfe von siRNA gegen HIF-1a (SiHIF-1a) und der Rolle des transformierenden Wachstumsfaktors 1
(transforming growth factor-p1, TGF-B1) auf die Hypoxie-induzierten Proliferation in P1 in WT mPASMC unter
Verwendung von 5’Brom-2’-Desoxyuridin (BrdU).

Nach der Inkubation mit EdU wurden die mPASMC nach dem Protokoll in Tabelle 4 gefarbt.
Alle Wasch-und Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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Tabelle 4: Protokoll der EdU-Farbung.

Schritt Inkubationszeit Reagenz Anmerkung

1. >1 Min. 0,1%ige BSA-Ldsung Waschen

2 5 Min. Aceton-Methanol Losung Fixierung und Permeabilisierung
3. 20 Min. 3%ige BSA-Lbsung Blocken

4. 30 Min. Click-iT Reaktionslésung Férbung

5 1 Min. Hoechst (1:1000) Zellkernfarbung

Mit Hilfe eines Leica DMIL Mikroskops mit einer Kamera (DFC420 C) und eines
Fluoreszenzgerates wurden die EdU-positiven und Hoechst-positiven mPASMC
(Absorptionsmaximum 340 nm, Emissionsmaximum 465 nm, blau) mit Hilfe der Software
LAS fotografiert (Abbildung 21).

A) EdU-Farbung B) Hoechst-Farbung 3] Uberlagerung

Abbildung 21: Hochaufldésende Fotos zur Demonstration der Methode der Proliferationsuntersuchung.
Proliferierende mPASMC kultiviert unter Normoxie bauen A) 5’Ethynyl-2’-Desoxyuridin (EdU) bei der DNA-
Synthese ein, die griin fluoreszieren. B) Mit dem Farbstoff Hoechst wird DNA angefarbt, wobei es bei Anregung
im UV-Bereich zu blauer Fluoreszenz kommt. Die Féarbung dient der Ermittlung der Gesamtzahl aller Zellen im
Bild. C) Uberlagerung der Bilder aus A) und B) unter 400x VergroRerung.

Die Proliferationsrate wurde durch das Auszédhlen der EdU-positiven und Hoechst-positiven
mPASMC unter Verwendung der Software Paint.net ermittelt. Durch die Relation von EdU-
positiven zu Hoechst-positiven mPASMC wurde die DNA-Syntheserate (Proliferationsrate) in

Prozent (Formel 3) berechnet:
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Formel 3: Berechnung der DNA-Syntheserate (Proliferationsrate).
EdU(+): EdU-positiv; Hoechst(+): Hoechst-positiv
EdU™ Zellen

Proliferationsrate [%] = Toechst™ Zellen x 100

Nach 24 Stunden BrdU-Inkubation wurden die mPASMC nach dem folgenden Protokoll
(Tabelle 5) geféarbt. Alle Wasch- und Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur

durchgefuhrt.

Tabelle 5: Protokoll der BrdU-Féarbung.

Schritt Inkubationszeit Reagenz Anmerkung
1. 30 Min. FixDenat Fixierung und Permeabilisierung
2. 90 Min. Anti-BrdU Antikorper Antikorper-Bindung an BrdU
(1:100)
3. >1 Min. Waschpuffer Waschen
4. Messung nach Substrat Substratumsetzung
20 Min.

Die enzymatische Umsetzung des Substrates wurde mit einem Multiplate Reader bei 370 nm

(Referenzwellenléange: 492 nm) nach 20 Minuten gemessen.

2.4.6 Apoptoseassay

Das Apoptoseverhalten von mPASMC unter Normoxie und Hypoxie wurde mit dem Caspase-
Glo®3/7 Assay untersucht. Das Protokoll wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierzu
wurden pro Maus 5000 mPASMC pro cm? (vierfach Ansatz pro Kondition) auf eine 96-Well
Kulturplatte ausgesat.

Beim knockdown von TRPC1 wurden die mPASMC in Passage 1 mit 100 nM anti-TRPC1 oder
Kontroll-siRNA transfiziert. Die mPASMC wurden fiir 72 Stunden Normoxie oder Hypoxie
exponiert. Vier Stunden vor Versuchsende wurden einige mMPASMC mit 1 uM Staurosporin
behandelt, wodurch Apoptose induziert wurden. Mit Staurosporin-behandelte mPASMC
wurden als Positivkontrollen verwendet. Nach Versuchsende wurden die mPASMC mit dem
Caspase-Glo®3/7 Reagenz bei Raumtemperatur fiir drei Stunden inkubiert. Die Lumineszenz

wurde anschlieBend am Microplate Reader mit der Software i-Control gemessen.
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2.4.7 Stimulierung mit Wachstumsfaktoren

Fur die Stimulierung mit Wachstumsfaktoren wurden mPASMC in Passage 2 flr 24 Stunden
in SMC-Mediun 11 kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen fur 2, 24 und 48 Stunden mit
den Wachstumsfaktoren IGF-1 (100 ng/mL), EGF (50 ng/mL), PDGF-BB (10 ng/mL), TNFa
(20 ng/mL), TGF-B1 (5ng/mL) oder VEGF 120 (20 ng/mL), 164 (20 ng/mL) oder 188
(20 ng/mL) stimuliert. Die Zellen wurden nach der Stimulation auf Eis in einer DPBS

gewaschen und in RLT-Puffer oder 1-fach Zelllyse-Puffer lysiert.

2.4.8 Kalziummessungen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Ca?*-Hom@ostase der mPASMC mittels intrazelluldrer
Ca?*-Konzentrationsmessungen mit Fura2-AM untersucht. Die Methode wurde zuvor in
rPASMC und mPASMC zur Untersuchung der HPV unter akuter Hypoxie etabliert®®, Um
Messungen in mPASMC unter chronischer Hypoxie durchzufuhren, wurde diese Methode
abgewandelt.

Die [Ca®']i wurde unter Verwendung von Fura2-AM analysiert. Fura2-AM ist ein Ca?*-
Indikator, welcher durch seine lipophile Estergruppe Azetoxymethylester (AM)
membrangéngig ist. Fura2-AM wird in der Zelle durch Esterasen deesterifiziert, sodass es nicht
mehr in den extrazellularen Raum diffundieren kann. Durch binden von freiem cytosolischen
Ca?* an das Fura2-AM kommt es bei der Fluoreszenzemission von 510 nm zu einer
Signalzunahme bei der Anregungswellenldnge von 340 nm und zu einer Signalabnahme bei der
Anregungswellenldnge von 380 nm. Die Fluoreszenzemission bei der Anregungswellenlange
von 360 nm ist konstant (isobestischer Punkt). Durch Relation der Emissionswerte zwischen
den Anregungswellenlangen 340 nm und 380 nm lassen sich Riickschliisse auf die [Ca?*]
machen. Je groRer der Quotient ist, desto mehr [Ca?']i befindet sich in der Zelle. Der Quotient
ist dabei unabhé&ngig vom Fura2-Beladungszustand der Zelle (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Fluoreszenzintensitats-Spektrum in Abhéngigkeit der Kalziumkonzentration.

Die Fluoreszenzintensitat verstarkt sich in Abhangigkeit der Kalziumkonzentration bei der Anregungswellenlange
von 340 nm (linker Pfeil), wahrend sie bei der Anregungswellenldnge von 380 nm abnimmt (rechter Pfeil). In
Ca?*-freiem Milieu erreicht die Fluoreszenzintensitét bei 340 nm ihr Minimum und bei 380 nm ihr Maximum. Em:
Emissionswellenlange. Verandert nach Grynkiewicz et al .3,

2.4.8.1 Die Ca%*-Messung

Die frisch isolierten mPASMC wurden auf Kollagen-beschichtete 35u-Ibidi Kulturschalen mit
Glasboden ausgeséat und fiir 120 Stunden unter Normoxie oder Hypoxie kultiviert.

In den Experimenten wurden zwei unterschiedliche Substanzen verwendet: 1-Oleocyl-2-acetyl-
sn-glycrol (OAG) und Cyklopiazonsaure (cyclopiaconic acid, CPA). Bei Experimenten mit der
Substanz OAG wurden die mPASMC vor der Messung mit Ca?*-haltiger Hepes-Ringer-Ldsung
(HR") gewaschen und anschliefend mit 5 uM Fura2-AM 30 Minuten lang bei 37°C beladen.
Murine PASMC, die mit CPA stimuliert wurden, wurden vor der Beladung mit Fura2-AM in
Ca?'-freier Hepes-Ringer-Lésung (HR") eine Stunde bei 37°C im Inkubator oder in der
Hypoxie-Kammer prainkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit Fura2-AM in HR™ Lésung
beladen. Nach dem Beladen wurden diese erneut mit Hepes-Ringer-Losung (HR™ oder HR™)
gewaschen. Vor der Messung wurden die Kulturschalen mit 500 uL HR™ oder HR™ befiillt und
mit dreilagigem Parafilm abgedichtet, um eine Reoxygenierung wahrend der Messung zu
verhindern. Die Kulturschalen wurden in einen auf 37°C temperierten Tischeinsatz eingesetzt
und mit einem Olympus BX50 WI Mikroskop untersucht.

Unter Nutzung eines 40-fachen Eintauchobjektives wurde ein geeigneter Messbereich bei einer
Anregungswellenldnge von 360 nm (Polychrom Il) am Mikroskop ausgewéhlt. Die IMAGO
CMOS-Kamera Ubertrug das Emissionsbild nach Passieren eines Emissionsfilters (510 nm bis

520 nm) auf den Computer. Die Zellen wurden mit Hilfe der Software TillVision bei den
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Anregungswellenlangen von 340 nm, 360 nm und 380 nm markiert. Die Messung wurde unter
den Anregungswellenldangen 340 nm und 380 nm durchgefihrt. Die Emissionswerte fiir beide
Wellenlangen wurden aufgezeichnet (ein Bild pro Sekunde). Es wurden nur Zellen gemessen,
dessen Fluoreszenzsignal bei 380 nm nicht das Fluoreszenzsignal bei 340 nm Uberstieg. Ein
starkeres Signal bei 380 nm Anregungswellenldnge wirde auf eine unphysiologisch hohe
basale [Ca®*]; hindeuten.

In Experimenten mit OAG wurden die mPASMC zwei Minuten nach Start der Messung mit
100 uM OAG-L6sung stimuliert. Die Applikation wurde tber ein Injektionsloch im Deckel
durchgefuhrt, welches vor der Injektion luftdicht verschlossen wurde und nach der Injektion
versiegelt wurde. Die Reaktion der Zellen wurde tiber die ndchsten 13 Minuten aufgezeichnet
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Zeitlicher Verlauf und erwartete Reaktion der mPASMC auf 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycrol.
Nach dem Beladen mit Fura2-AM wurde die basale Fluoreszenzintenistatsveranderung (Ratio 340 nm und
380 nm) gemessen. Nach drei Minuten wurde 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycrol (OAG) hinzugegeben und die Reaktion
der mMPASMC auf die Substanz fiir weitere sieben Minuten gemessen. Der Versuch wurde in Ca?*-haltigem Milieu
durchgefiihrt. ROCE: recepor-operated Ca?* entry (Rezepor-vermittelter Ca?* Einstrom); A: Steigung nach OAG
Gabe.

In Experimenten mit der Substanz CPA wurden die mPASMC eine Minute nach Messbeginn
mit 100 uM CPA stimuliert. Nach zehn Minuten wurde die extrazellulare [Ca?*] durch eine
einmalige Ca?*-Gabe auf 8 mM angehoben. Die Reaktion der Zellen wurden weitere sechs

Minuten aufgezeichnet (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Zeitlicher Verlauf und erwartete Reaktion der mPASMC auf Cyklopiazonséure.

Nach dem Beladen mit Fura2-AM wurde die basale Fluoreszenzintenistatsveranderung (Ratio 340 nm und
380 nm) gemessen. Nach einer Minute wurde Cyklopiazonséure (cyclopiaconic acid, CPA) hinzugegeben und die
Reaktion der mMPASMC auf die Substanz fiir weitere neun Minuten in Ca?*-freiem Milieu gemessen. Anschliefend
wurde das Milieu mit Ca?* angereichert und die Reaktion der mMPASMC fiir weitere sechs Minuten gemessen.
SOCE: store-operated Ca®* entry (Speicher-vermittelter Ca?* Einstrom); A;: Steigung nach CPA Gabe; A;:
Steigung nach Ca?* Gabe.

2.4.8.2 Auswertung

Die Auswertung der Messungen wurde mit Hilfe der Software TillVision durchgefiihrt. Pro
Bild wurde, nach Abzug des Hintergrunds, der Quotient aus dem Fura2-Signal zwischen der
Anregungswellenlange 340 nm und 380 nm gebildet. Die Daten wurden exportiert und
ausgewertet. Sowohl bei Versuchen mit der Substanz OAG als auch CPA wurde das basale
Fluoreszenzsignal unter Normoxie und Hypoxie miteinander verglichen. Es wurde die
Steigungen A, A1, A2 bestimmt, die als MaR fiir den Anstieg des Signals pro Sekunde (Ca?*-
Einstromgeschwindigkeit) herangezogen wurden. Auflerdem wurde die maximal erreichte
[Ca?"] nach CPA-, OAG- und extrazellularer Ca®*-Gabe kalkuliert. Zusatzlich wurde der
relative Vergleich der basalen und maximalen [Ca?*] nach OAG- oder Ca?*-Gabe berechnet.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Immunohistochemie - Muskularisierung

Um den Muskularisierungsgrad der GefaRe in WT und TRPC17- Méausen nach 21-tagiger
Hypoxie-Exposition zu untersuchen, wurden die in Paraffin fixierten Lungen in 3 um dicke

Schnitte geschnitten, die in einer Doppelfarbung mit Antikérpern gegen glattmuskuléres a-
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Aktin (a-smooth muscle actin, a-SMA) und von-Willebrand Faktor (VWF) gefarbt wurden. Die
Doppelfarbung wurde nach dem folgenden Protokoll (Tabelle 6) angefertigt:

Tabelle 6: Protokoll der Doppelfarbung.

Schritt  Zeit Reagenz Anmerkung
1. Uber Ofen Antauen des Paraffins bei 37°C
Nacht

2. 60 Min. Ofen Deparaffinieren bei 58°C

3. 3x10 Min.  Xylol Ablosen des Paraffins

4. 2x5 Min.  99,6%iger EtOH Rehydrieren

5. 5 Min. 96%iger EtOH Rehydrieren

6. 5 Min. 70%iger EtOH Rehydrieren

7. 15 Min. Wasserstoffperoxid- Inaktivierung endogener Peroxidasen
Methanol-Ldsung

8. 2x5Min.  dH20 Waschschritt

9. 2x5 Min.  DPBS Waschschritt

10. 15 Min. Trypsin Freilegen der Protein-Epitopen bei 37°C

11. 3x5 Min.  DPBS Waschschritt

12. 15 Min. Streptavidin Blocken der endogenen Streptavidins

13. 3x5 Min.  DPBS Waschschritt

14, 15 Min. Biotin Blocken des endogenen Biotins

15. 5 Min. DPBS Waschschritt

16. 20 Min. 10%ige BSA-Ldsung Waschschritt

17. 60 Min. mouse 1G blocking M.O.M.-Kit
reagent (1)

18. 3x5Min.  DPBS Waschschritt

19. 5 Min. M.O.M. diluent/ protein  M.O.M.-Kit
blocking (2)

20. 30 Min. Primarantikorper 1:900 in 10%iger BSA-L06sung
(Anti-a-SMA)

21. 4x5 Min.  DPBS Waschschritt

22. 30 Min. R.T.U. horseradish
peroxidase streptavidin

23. 3x5Min.  DPBS Waschen
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24. 3-4x Vector VIP® Substrat  Violette Frabung der glatten Muskulatur
Kit

25. 5 Min. H20 Waschschritt

26. 2x5 Min.  DPBS Waschschritt

27. 20 Min. 10%igen BSA-L6sung  Blockieren der unspezifischen

Bindestellen bei Raumtemperatur

28. 3x5Min.  DPBS Waschschritt

29. 20 Min. 2,5%iges Pferdeserum  Raumtemperatur

30. 30 Min. Primarantikdrper 1:900 in 10%iger BSA-L6sung bei 37°C
(Anti-vWF)

31. 4x5 Min.  DPBS Waschschritt

32. 30 Min. sekundarer Antikbrper ~ Raumtemperatur
(Anti-rabbit IgG)

33. 4x5 Min.  DPBS Waschschritt

34. 20-40 Sek. DAB-Substrat Kit Braune Farbung des Endothels

35. 5 Min. H20 Waschschritt

36. 3 Min. Methylgrin Inkubation bei 60°C

37. 1 Min. H20 Waschschritt

38. 2x5 Min.  Isopropylalkohol Dehydrierung

39. 5 Min. 70%iger EtOH Dehydrierung

40. 5 Min. 96%iger EtOH Dehydrierung

41. 5 Min. 99,6%iger EtOH Dehydrierung

42, Eindecken mit Pertex

Unter dem Lichtmikroskop Leica DMLA wurden die Schnitte am Computer mit der Software
QwinV3 untersucht. Der Grad der Muskularisierung wurde bei kleinen (aufRerer Durchmesser
20 bis 70 pum), mittleren (&uBerer Durchmesser 70 bis 150 um) und grofRen (&uBerer
Durchschnitt <150 pum) GeféalRen bestimmt. Es wurden 30 bis 40 Gefél3e pro Maus ausgewertet.
Dabei wurden nicht-muskularisierte (<5% Muskularisierung), partiell-muskularisierte (5 bis
70% Muskularisierung) und voll-muskularisierte (<70% Muskularisierung) Gefalie
unterschieden. Die Anzahl pro Kategorie wurde mit Hilfe der Gesamtanzahl an Gefalien
bestimmt und in Prozent angegeben.

Die Farbungen wurden mit Unterstitzung der technischen Assistentin Lisa Frohlich

durchgefihrt.
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2.5.2 Laser-Capture Mikrodissektion

Mit Hilfe der Laser-Capture Mikrodissektion wurden unterschiedliche Strukturen (Bronchien,
Septen, GefaRe unterschiedlicher GroRe) aus Gewebeschnitten ausgeschnitten und auf
molekularbiologischer Ebene untersucht. Hierzu wurden die in Tissue Tec eingebetten Lungen
am Kryostat in 8 um dicke Gewebeschnitte geschnitten. Die Schnitte wurden auf 0,2 um
Membran Slides Ubertragen und mit Hemalaun nach Mayer (2E-068 1L) gefarbt. Dann wurden
die Gewebeschnitte in Leitungswasser gespult und anschlieBend in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70%, 96% und 99,6%) dehydriert und luftgetrocknet. Am Laser-Capture
Mikroskop wurden unterschiedliche Gewebestrukturen der Lunge ausgeschnitten. Es wurden
Bronchien, Septen, kleine (20 bis 70 um), mittlere (70 bis 150 um) und grof3e (<150 um),
pulmonale GefaRe gesammelt. Nach dem Sammeln wurden die Proben in 350 uL RLT-Puffer

bei -80°C zur RNA-Isolation gelagert.

2.5.3 Genexpressionsanalysen

Die RNA wurde aus verschiedenen Proben isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die

Expression wurde mit Hilfe einer RTqPCR untersucht.

2.5.3.1 RNA Isolation

Zur lIsolierung der mRNA aus homogenisierten Mauslungen, Laser-mikrodissektierten
Mauslungengewebe und PASMC  wurden  unterschiedliche  Kits  verwendet.
Die RNA aus homogenisierten Lungen wurde mit Hilfe des RNeasy®Mini Kits nach
Herstellerprotokoll isoliert. Zunéchst wurde das gefrorene Lungengewebe mit einem Mdrser
zerkleinert. 30 bis 40 mg der entstandenen Bruchstiicke wurden in vorgekihlte mit
Keramikkiigelchen und RLT-Puffer gefullte Mikroschraubréhrchen tbertragen. Mit einem
Homogenisierer (30 Sekunden, 4°C) wurden die Gewebestiicke homogenisiert. Nach einer 5-
mindtigen Inkubation auf Eis wurden die Proben fir zehn Minuten bei 9503 g (10000 rpm)
zentrifugiert. Die mMRNA wurde nach Herstellerprotokoll unter DNase-Verdau aus dem Permeat
isoliert.

Die mRNA aus mikrodissezierten Gewebe wurde nach den Vorgaben des Herstellers mit Hilfe
des RNeasey®Micro Kits isoliert. Die mRNA wurde mit Hilfe einer ,,Carrier RNA* -Inkubation
(4 ng/uL, 30 Sekunden) und eines DNase-Verdaus isoliert.

Die mRNA aus den PASMC wurde mit Hilfe des RNasey®Mini Kits oder des peqGOLD total
RNA Kits nach Herstellerangaben isoliert. Proben aus mPASMC der Passage 0 wurden vor der
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RNA-Isolation auf DNA-bindende Membranenséulen tbertragen. Die mMRNA aus passagierten
PASMC wurde ohne Verwendung von DNA-bindender Membranséulen gewonnen. Ein Dnase-
Verdau wurde nicht durchgefihrt.

Die mRNA-Proben wurden am Ende der Aufreinigung mit RNase freiem Wasser eluiert und
die mRNA-Konzentration spektralphotometrisch bei 260 nm (ODa2s0) und 280 nm (OD2go) am
NanoDrop gemessen. Der Quotient aus beiden Wellenlédngen erlaubte Ruckschlisse auf die
Reinheit der mMRNA-Probe. Die mRNA-Proben wurden bei -80°C gelagert.

2.5.3.2 Reverse Transkriptions-PCR

Nach der Quantifizierung der mRNA-Proben wurde diese in cDNA (complimentary DNA) mit
Hilfe von reverser Transkriptase (Raumtemperatur, iScript™cDNA Synthesis Kit) nach dem
Herstellerprotokoll umgeschrieben. Es wurden 100 ng bis 1 ug RNA pro Probe umgeschrieben.
Pro Ansatz wurde 1 pL iScript RT und 4 pL iScript Reaction Mix auf ein Endvolumen von
20 pL eingesetzt. Folgendes Reaktionsprotokoll wurde durchgefiihrt (Tabelle 7) und die cDNA
bei -20°C oder -80°C gelagert.

Tabelle 7: Reaktionsprotokoll der Reverse Transkriptions-PCR.

Zyklus Temperatur Zeit

1 25°C 5 Min.
2 42°C 30 Min.
3 85°C 5 Min.
4 4°C 0

2.5.4 Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (RTgPCR)

Die mRNA-Expression wurde mittels RTqPCR analysiert. Pro Ansatz wurde 100 bis 400 ng
cDNA eingesetzt. Fir die Amplifikation wurde die cDNA mit 10 pL SyBr Green, 7 uL DNase
freiem Wasser, 0,5 pL forward und 0,5 pL reverse Primer vermischt und auf eine 96-Well
PCR-Platte aufgetragen. Die RTqQPCR wurde am Gerat Mx3000RQPCR System, spater am CFX

connect™ real-time system durchgefiihrt.
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Tabelle 8: Reaktionsprotokoll der RTgPCR.

Schritt  Zyklusphase Zyklen Prozess Zeit Temperatur
1. Initiale 1 Denaturierung 600 Sek. 95°C

Denaturierung/
Enzymaktivierung

2. Amplifikation 40 Denaturierung 10 Sek. 95°C
Hybridisierung 20 Sek. 59°C
Polymerisation 10 Sek. 72°C
3. Schmelzkurve 1 Denaturierung 60 Sek. 95°C
Hybridisierung 30 Sek. 55°C

Da SyBR Green die cDNA unspezifisch bindet, wurde eine Schmerzkurvenanalyse
durchgefuhrt, um die Spezifitdit der amplifizierten Fragmente zu bestimmen. Die
Schmelztemperatur hangt von der Fragmentlangen ab, sodass die Schmelzkurve Auskunft Gber
die amplifizierten FragmentgroRen gibt. Die gemessenen Ct-Werte der zu untersuchenden
Zielgene wurden gegen die entsprechenden Ct-Werte der Referenzgene (ACt) normalisiert
(Formel 4). Als Referenzgene wurden B2 Mikroglobulin (B2M) oder -Aktin genutzt.

Formel 4: Formel zur Berechnung der Ct-Werte.

ACt = CtReferenzgen - CtZielgen

2.5.5 cDNA-Microarray-Analyse

Um die Rolle von TRPC1 in chronischer Hypoxie zu untersuchen und mogliche Signalwege zu
identifizieren, wurde eine cDNA-Microarray-Analyse von WT und TRPC1” mPASMC
durchgefiinrt. Hierbei wurden 5 x 10* mPASMC in Passage 1 auf 35-Kulturschalen ausgesét
und fir 24 Stunden unter normoxischen Bedingungen in SMC-Medium | kultiviert. Am
Folgetag wurden die Kulturschalen fir 72 Stunden unter Normoxie oder Hypoxie kultiviert.
Die mPASMC wurden nach Versuchsende in RLT-Puffer lysiert und die mRNA isoliert.
Proben mit einem Quotienten zwischen OD2go und OD2go von ca. 2,0 wurden fur die cDNA-
Microarray-Analyse verwendet. Die anschlieBende Hybridisierung der Proben und
biostatistische Analyse wurde von Dr. Jochen Wilhelm durchgefiihrt. Dabei wurde die isolierte
MRNA amplifiziert und nach dual-color LIRAK Kit Protokoll Cy3 und Cy5 markiert. Pro
Reaktion wurde 1 pg RNA mit Cy3 oder Cy5 markiert, damit eine dye-swap design Balance
erzielt werden konnte. Cy3 und Cy5 markierte amplifizierte mMRNA (amplified RNA) wurde
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Uber Nacht auf 4x44K 60mer oligonucleotide spotted microarray slides (Mouse Whole Genome
4x44K) laut Agilent Hybridisierungsprotokoll hybridisiert, gewaschen und getrocknet. Die
getrockneten Slides wurden mit einem GenePix 4100A Scanner gescannt. Die entstandenen
Bilder wurden anschlieBend mit der Software GenePix Pro 5.1. untersucht. Die dabei
ermittelten Werte der Spots wurden als GenePix result file gespeichert. Mit Hilfe der Software
R und limma package®*’ von BioConductor®® wurde der cDNA-Microarray ausgewertet.
Doppelt- und Mehrfachansatze wurden zunachst gemittelt. Die M/A Werte wurden aus
Messspots mit einer Intensitdt von gréfRer 50 kalkuliert. Diese wurden nach LOESS
nomaliziert®®® bevor Mittelwerte aus den unterschiedlichen cDNA-Microarrays gebildet
werden konnten. Die einzelnen Gene wurden in ihrer Expression durch Verwendung eines
moderater t-Tests miteinander verglichen und bewertet®®, Die Fals-discovery rate (FDR)
wurde auf 10% gesetzt und die so normierten Gene, welche mdglicherweise reguliert waren,
laut dieser Bewertung gelistet. Gene, die mindestens eine 2-fach regulierte Expression zeigten,
wurden fiir weitere Bewertungen gelistet. Die Signalweganalyse wurde durch “Set”-Tests

anhand der Bewertung der Regulation (t-Werte) durchgefiihrt®®’.

2.5.6 Proteinextraktion

Western Blots wurden mit Proteinen aus murinen homogenisierten Lungen sowie aus
mMPASMC durchgefuhrt.

Zur Extraktion von Proteinen aus Mauslungen wurden 30 bis 40 mg Gewebe in gekihlte,
Keramikkiigelchen-gefiillten Schraubréhrchen in Radioimmunoprezipitations-Puffer (RIPA)
(zwei mal 30 Sekunden, 30 Sekunden Pause) homogenisiert. Die Proben wurden fir 15
Minuten gekihlt, bei 21910 g (14000 rpm) fiir zehn Minuten zentrifugiert und der Uberstand
inein 1,5 mL GefaR tberfihrt. Anschliefend wurde die Proteinkonzentration bestimmt und die
Proteine bei -20°C gelagert.

Zur Proteinextraktion aus mPASMC wurden die adhérenten Zellen in DPBS gewaschen und in
50 bis 150 pL 1-fach Zelllyse-Puffer lysiert. In Abhéngigkeit vom Versuch wurden alternativ
MPASMC von der Zellkulturplatte geldst (Trypsinierung), die Zellsuspension fir funf Minuten
bei 338 g (1200 rpm) zentrifugiert, in DPBS gewaschen, erneut zentrifugiert und das Zellpellet
in 10 bis 50 pL 1-fach Zelllyse-Puffer geltst. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des DC
Protein Assays quantifiziert. Als Standard wurde eine BSA-Verdiinnungsreihe verwendet. Die
Absorption wurde bei einer Wellenlange von 450 nm am Microplate Reader mit der Software

i-Control gemessen. Anhand des Standards wurde die Proteinkonzentration der Proben
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bestimmt. Nach der Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte die Lagerung der Proteine bei
-20°C.

2.5.7 Western Blot

Es wurden 2 bis 20 ug der Proteinproben bei 4°C mit 4-fach NuPage Sample Buffer versetzt,
fir zehn Minuten bei 99°C erhitzt, auf Eis abgekihlt und kurz erneut zentrifugiert. Die
Proteinproben sowie 5 uL Marker (Precision Plus Protein Standards) wurden auf ein SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Es wurden unterschiedliche Trenngele (8%
und 12%) und 5%ige Sammelgele verwendet. Nach Beladen der Gele wurde die
Gelelektrophorese in 1-fach Laufpuffer (120V, 400 mA, 150 W, 90 Minuten) gestartet.
Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine durch die Semidry-Technik
mit Transferpuffer auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) (bertragen (100 V,
115 mA, 150 W, 75 Minuten). Nach dem Proteintransfer wurden unspezifische Bindestellen
auf der PVDF-Membran durch Blocking-L6sung bei Raumtemperatur fiir eine Stunde geblockt.
Die Membran wurde dann mit dem Priméarantikorper Uber Nacht bei 4°C inkubiert und am
Folgetag mit 1-fach TBST-Puffer drei bis vier Mal fur jeweils zehn Minuten gewaschen.
Anschlielend wurde die Membran mit einem Rezeptorenzym (Horseradish Peroxidase, HRP)
gekoppelten Sekundérantikérper (1:5000) fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und in
1-fach TBST-Puffer funf Mal fir zehn Minuten gewaschen. Die Detektion erfolgte durch eine
auf Luminol-basierenden Chemilumineszenzreaktion mit dem Amersham ECL Prime Western
Blotting Detecion Reagent nach Herstellerprotokoll. Nach zwei minitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Membran auf einem Rontgenfilm in einer Filmkassette exponiert
und entwickelt. Im spéateren Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde auf die Exposition von
Rontgenfilmen verzichtet und das Lumineszenzsignal im Molecular Imager® ChemiDox™
XRS direkt am Computer visualisiert.

Um die Membran mit einem weiteren Antikorper hybridisieren zu kénnen, wurden diese
zuné&chst in Stripping-Ldsung flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlief3end
in 1-fach TBST-Puffer zwei Mal fur funf Minuten gewaschen. Die PVDF-Membran wurde
dann erneut in Blocking-L6sung geblockt und mit einem weiteren Antikorper hybridisiert. Zum
Auswerten wurden die Réntgenbilder am Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS eingescannt
und mit der Software Image Lab™ ausgewertet. PVDF-Membranen, die nicht mit einem
Rontgenfilm entwickelt wurden, wurden am Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS visualisiert

und ebenfalls mit der Software Image Lab™ ausgewertet.
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2.5.8 ELISA

Die endogene Produktion von TNFa und TGF-f1 wurde in Proteinextrakten aus
homogenisierten Mauslungen und in mPASMC nach Hypoxie-Exposition untersucht. Als
Kontrolle wurden Lipopolisaccharid (LPS)-stimulierte M6 und hypoxische mPAEC verwendet.
Um die Produktion von TNFa und TGF-B1 in isolierten mPASMC zu untersuchen, wurden die
Zellen in Passage O fiir 24 Stunden auf 6-Well Platten in SMC-Medium 111 (0,1mL/cm?)
kultiviert und anschliefend fur 120 Stunden unter Normoxie oder Hypoxie exponiert. Das
Medium wurde nach Versuchsende abgenommen und untersucht. Die M6 und mPAEC dienten
als Kontrolle. Die M6 wurden wie beschrieben isoliert. Nach erreichen der Adhdrenz wurden
die Zellen mit LPS (5 pg/mL) behandelt (miindliche Ubermittlung der Konzentration von Anna
Fiedler, PEI, Langen). Nach 24 Stunden wurde das Medium abgenommen und die TNFa
Produktion untersucht. Die isolierten mPAEC wurden in Passage O fur 120 Stunden in EC-
Medium I1l Normoxie oder Hypoxie exponiert. AnschlieBend wurde das Medium abgenommen
und die TGF-B1 Produktion untersucht.

Die endogene Produktion von TNFo wurde mit Hilfe des Mouse TNF-alpha Quantikine ELISA
Kits und von TGF-B1 mit Hilfe des Mouse TGF-B1 Quantikine ELISA Kits nach
Herstellerprotokoll untersucht. Als Positivkontrolle wurde eine mitgelieferte mouse TNFa
Kontrolle oder TGF-B1 Kontrolle (in E. coli exprimiertes, rekombinantes mouse TNFa oder
mouse TGF-B1) verwendet. Die Proben und der Standard wurden auf eine ELISA-Platte
aufgetragen. Nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur in Dunkelheit wurde die Platte
mehrfach gewaschen und mit mouse TNFa oder mouse TGF-1 Konjugaten zwei Stunden bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach Substratgabe wurde die Reaktion nach
30 Minuten mit STOP-L6sung gestoppt und am Microplate Reader innerhalb von 30 Minuten
bei einer Wellenldnge von 450 nm (Referenzwellenldange 540 nm) gemessen. Die TNFo und

TGF-B1 Produktion wurde anhand einer Standard-Kurve bestimmt.

2.5.9 Plasmidamplifikation und -isolation

In dieser Arbeit wurden Plasmide mit Hilfe von Hitzeschocktransformation in E. coli
transformiert und amplifiziert. Zun&chst wurden 50 pL der Zellen fiir zehn Minuten mit 1 pL
des Plasmides auf Eis inkubiert, fir 45 Sekunden auf 42°C erhitzt und wieder auf Eis zwel
Minuten abgekdhlt. AnschlieBend wurden die Plasmid-tragenden E. coli in 900 pL Antibiotika-
freiem S.0.C. Medium bei 37°C fir eine Stunde und 30 Minuten inkubiert. Anschlie3end
wurden die E. coli fr eine Minute bei 9503g (10000 rpm) zentrifugiert, sowohl das Pellet als
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auch der Uberstand auf Ampicilin-haltigen Agaplatten (5 mg/100 mL Ampicilin, LB Medium)
ausplattiert und tUber Nacht bei 37°C kultiviert. Nach 24 Stunden wurde eine Kolonie in
Antibiotika-haltiges Medium (LB Broth Base) tberimpft und in einem Warmeschrank mit
Schiittler Giber Nacht kultiviert.

Am Tag darauf wurden 0,5 mL Zellsuspension (1:1, 50% Glycerol) bei -80°C eingefroren. Die
Plasmide wurden aus den restlichen transformierten E. coli mit dem EndoFree Plasmid
Purification Kit laut Herstellerprotokoll isoliert. Die isolierten Plasmide wurden in TE-Puffer

geldst und die Plasmid-Konzentration am NanoDrop gemessen.

2.5.10 Promoteranalyse

Fur die Promoteranalyse wurde die Promotersequenz 5000 Basenpaare upstream des
Transkriptionsstartpunktes (ATG) nach Bindestellen fir HIF-1a, den hypoxia responsive
elements (HRE), untersucht. Dabei wurden die Bindesequenzen mit Hilfe von Pubmed.com in
der Promotersequenz gesucht. Es wurde sowohl der kodierende als auch der komplementéare
DNA-Strang des TRPC1-Gens der Maus untersucht.

2.6 Statistik

Die Daten wurden als Mittelwerte (MW) mit Standardfehlern (standard error of the mean,
SEM) dargestellt. Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe der Software GraphPad Prism 6
durchgefiihrt. Es wurden unterschiedliche statistische Methoden zur Untersuchung der
Ergebnisse durchgefiihrt. Bei Vergleichen von zwei Stichproben wurde der t-Test nach Student
verwendet. Bei voneinander abhéngigen Proben wurde im Gegensatz zu unabhangigen Proben
ein gepaarter Student t-Test durchgefiihrt. Beim Vergleich mehrerer Stichproben einer Gruppe
wurde eine one-way Anova durchgefuhrt. Wurden alle Stichproben miteinander verglichen, so
wurde der Post-hoc-Test Tukey verwendet. Wurden alle Stichproben mit einer Referenz
verglichen, so wurde der Post-hoc-Test Dunnett’s verwendet. Bei Analysen zweier Stichproben
innerhalb mehrerer Gruppen wurden eine two-way Anova durchgefihrt. Die Stichproben
wurden mit Hilfe der Bonferroni-Methode untersucht. Es wurde zwischen gepaarten und
ungepaarten Stichproben unterschieden. Als signifikant wurden Ergebnisse festgelegt, die einen
p-Wert von <0,05 aufwiesen. Signifikante Unterschiede mit einem p-Wert von <0,05 wurden
mit einem * gekennzeichnet. Bei einem p-Wert von <0,01 wurden signifikante Unterschiede
mit ** gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede mit einem p-Werte von <0,001 wurden mit

*** und signifikante Unterschiede mit einem p-Wert von <0,0001 wurden mit ****
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gekennzeichnet. Als nicht signifikant wurden Ergebnisse festgelegt, die einen p-Wert von >0,05
aufwiesen und mit ,ns“ (nicht signifikant) gekennzeichnet. Bei nicht detektierbaren
Messwerten wurde die Abkiirzung ,,nd* (nicht detektierbar) verwendet. Die Anzahl der Tiere
und der einzelnen Messungen wurde mit ,,n“ gekennzeichnet. Die graphischen Darstellungen

wurden mit Hilfe der Software GraphPad Prism 6 erstellt.
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3 Ergebnisse

Weimann et al.'? konnte zeigen, dass TRPC6 eine Rolle in der Reaktion der Lunge auf akute
Hypoxie spielt. In in vivo Experimenten hatte das Fehlen dieses lonenkanals jedoch keinen
Einfluss auf die Manifestation der PH im Mausmodel. Mause, die 21 Tage Hypoxie (10% O>)
exponiert waren, entwickelten trotz fehlendem TRPC6-Gens charakteristische Veranderungen
der PH, die sich in einem erhthten RVSP, der Entwicklung einer Rechtsherzhypertrophie und
unverandert gesteigerter Muskularisierung von pulmonalen GefaRen zeigte!? 38, Ziel der
vorliegenden Arbeit war es andere TRPC-Schlisselgene in der CHPH zu identifizieren und

deren Funktion sowie die zugrundeliegenden Signalwege zu charakterisieren.

3.1 Einfluss von chronischer Hypoxie auf die TRPC-Expression

3.1.1 Regulation in homogenisierten Mauslungen

Um Gene der TRPC-Subfamilie zu identifizieren, die eine Rolle in der CHPH spielen kénnten,
wurde die Expression verschiedener TRPC-Gene in homogenisierten WT Mauslungen nach 21-
tagiger Normoxie- oder Hypoxie-Exposition auf mRNA-Ebene untersucht (Abbildung 25A).
TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC6 und TRPC7 waren in der Mauslunge exprimiert (Abbildung
25A). TRPC2 wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, da es im Menschen nur als
Pseudogen vorkommt®3, Unter Normoxie waren TRPC1, TRPC3 und TRPC6, verglichen mit
der Expression von TRPC4 und TRPC7, signifikant starker exprimiert, wahrend TRPC5 in
Mauslungen nicht nachgewiesen werden konnte. TRPC3 war aulRerdem signifikant schwacher
exprimiert als TRPC1 und TRPC6. Eine Hypoxie-abhéngige Regulation der untersuchten Gene

konnte in homogenisierten Mauslungen nicht festgestellt werden.
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Abbildung 25: TRPC mRNA-Expression in Mauslungen und kleinen Lungengeféal3en in chronischer
Hypoxie.

Relative TRPC mRNA-Expression in WT Mauslungen nach 21 Tagen Normoxie (Nox, 21% O,) oder Hypoxie
(Hox, 21% Oy) quantifiziert mittels RTqPCR. A) TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC5, TRPC6 und TRPC7 mRNA-
Expression in homogenisierten Mauslungen nach Nox oder Hox (n=4-5). TRPC1, TRPC3 und TRPC6 mRNA-
Expression in Laser-mikrodissezierten B) Bronchien, Septen, kleinen (externer Durchmesser von >70 pm),
mittleren (externer Durchmesser von 70 bis 150 um) und grofRen (externer Durchmesser von <150 pm) GefélRen
nach Nox (n=3-5) und C) in kleinen Gefallen nach Nox oder Hox (n=3-5). Signifikanter Unterschied, wenn *
(p<0,05) und ** (p<0,01); ns: nicht signifikant; nd: nicht detektierbar.

3.1.2 Regulation in mikrodissezierten murinen Gefallen

Die Lunge besteht aus verschiedenen Zelltypen und Lungenstrukturen, die auf Hypoxie-
Exposition mit veranderter Genexpression reagieren konnen. Weil die Expression einzelner
Gene in verschiedenen Zelltypen auch unterschiedlich reguliert sein konnen, kann es zu falsch
negativen Resultaten in Genexpressionsanalysen kommen, weshalb die Expression von
einzelnen Genen in einzelnen Lungenstrukturen und Zelltypen untersucht wurde. Um beurteilen
zu konnen, wie die in der Lunge prominent exprimierten Proteine der TRPC-Subfamilie
(Abbildung 25A) in einzelnen Lungenstrukturen exprimiert werden, wurde eine
Kompartiment-spezifische Expressionsanalyse in Bronchien, alveolaren Septen, kleinen,
mittleren und grofRen pulmonalen Gefdllen nach Mikropraparation von normoxischen
Mauslungen durchgefuhrt (Abbildung 25B). Der Expressionsvergleich zwischen TRPC1,
TRPC3 und TRPC6 zeigte, dass TRPC1 in den meisten Lungenstrukturen am starksten
exprimiert war. Lediglich in kleinen pulmonalen GefaRRen war die Expression aller untersuchten
TRPC-Proteine vergleichbar. Wie bereits in homogenisierten WT Mauslungen beobachtet
wurde, konnten auch in mikropraparierten kleinen pulmonalen GefélRen keine Hypoxie-
abhéngigen Regulationen der TRPC-Proteine auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden
(Abbildung 25C).
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3.1.3 Regulation in isolierten murinen PASMC

Da Hypoxie das Verhalten von PASMC beeinflusst®t %2 wurde die Genexpression in PASMC
aus WT Maéusen in Passage 2 nach 72 Stunden Normoxie oder Hypoxie auf mRNA-Ebene
untersucht.

In Abbildung 26A ist zu erkennen, dass alle in der Maus exprimierten TRP-Genen der TRPC-
Subfamilie, mit Ausnahme von TRPC2, detektiert wurden. TRPC1 und TRPC6 waren die am
stérksten exprimierten TRPC-Proteine in mPASMC. Die mRNA-Expressionen von TRPC3,
TRPC4, TRPC5 und TRPC7 unterschieden sich nicht voneinander. TRPC1 war in
Abhéngigkeit von Hypoxie signifikant hochreguliert, wéahrend TRPC3 und TRPC4 vermindert
exprimiert waren.

Die beobachtete Hochregulation von TRPC1 unter chronischer Hypoxie konnte in einer
genomweiten cDNA-Microarray-Analyse bestétigt werden (Abbildung 26B). Im Gegensatz
zur RTgPCR-Analyse wurden in der cDNA-Microarray-Analyse allerdings nur TRPC1 und
TRPCG6 detektiert. Signale anderer TRPC-Gene lagen unterhalb des Detektionslimits und lieRen
auf eine, verglichen mit TRPC1 und TRPCS6, niedrigere mRNA-Expression schlieBen. Eine
Hypoxie-abhéngige Erhéhung der TRPC1-Expression konnte auch in anderen Passagen und
unter zwei Zeitpunkten bestatigt werden. Die TRPC1-Expression wurde in Passage 0 nach 120
Stunden Hypoxie-Exposition induziert (Abbildung 26C). In Passage 1 wurde eine
Hochregulation nach 72 Stunden sowie 120 Stunden beobachtet (Abbildung 26D). Mit
zunehmender Passagierung trat eine generelle Abnahme der TRPC1-Expression auf
(Abbildung 26E).
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Abbildung 26: TRPC mRNA-Expression in mPASMC in chronische Hypoxie.

TRPC mRNA-Expression in WT mPASMC nach Normoxie (Nox, 21% O,) oder Hypoxie (Hox, 1% Oy). A)
Relative MRNA-Expression von TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC5, TRPC6 und TRPC7 nach 72 Stunden Nox
oder Hox in Passage 2 (n=13) untersucht mittels RTqPCR. B) TRPC1- und TRPC6-Expression nach 72 Stunden
Nox oder Hox in Passage 2 (n=4) quantifiziert mittels cDNA-Microarray-Analyse. C-E) Relative TRPC1-
Expression nach C) 120 Stunden Nox oder Hox in Passage 0 (n=5), D) nach 120 Stunden Nox oder 72 bzw. 120
Stunden Hox in Passage 1 (n=5) und E) unter Nox in Passage 0, 1 und 2 (n=5-6) quantifiziert mittels RTgPCR.
Signifikanter Unterschied, wenn * (p<0,05), ** (p<0,01) oder p<0,05; ns: nicht signifikant; h: hours (Stunden).

3.1.4 Regulation von TRPCL1 auf Protein-Ebene

Um zu bestétigen, dass TRPC1 eine funktionelle Rolle unter chronischer Hypoxie spielt, wurde
im nachsten Schritt die Regulation auf Protein-Ebene untersucht. Bei der Analyse von
homogenisierten WT Mauslungen (Abbildung 27A) sowie isolierten WT mPASMC
(Abbildung 27B) konnte, unter Verwendung der in der Literatur am hé&ufigsten benutzten
TRPC1-Antikérpern (z. B. Alomone ACC-010%%-3%), keine spezifische TRPC1-Bande bei ca.
90 kDa, der beschriebenen TRPC1-GroRe®%%3%, detektiert werden. Durch die Uberexpression
eines durch Hamagglutinin (HA)-markierten TRPC1-Plasmids sowie die Kombination des
Plasmids mit spezifischer siRNA gegen TRPC1, wurden die genutzten TRPC1-Antikorper auf
ihre Spezifitdt und Eignung zum Nachweisen von TRPCL1 untersucht. Die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten TRPC1-Antikdrper konnten das Uberexprimierte HA-markierte TRPC1-
Protein nicht detektieren (Abbildung 27C). Dieses gelang jedoch mit Hilfe eines HA-
Antikdrpers. Eine Bande wurde bei ca. 90 kDa detektiert. Mit Hilfe des Uiberexprimierten HA-
markierten TRPC1-Proteins konnte die Spezifitat der im weiteren Verlauf verwendeten siRNA
gegen TRPC1 auf Protein-Ebene bestatigt werden. So zeigten die gleichzeitig mit sSIRNA und
HA-TRPC1 Plasmid transferierten mPASMC eine verminderte TRPCIL-Expression
(Abbildung 27C). Aufgrund fehlender spezifischer Antikérper konnte die Regulation von
TRPC1 auf Protein-Ebene daher in den folgenden Experimenten nicht bestatigt werden.
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Abbildung 27: TRPC1-Antikdrper Tests in murinen homogenisierten Lungen und isolierten mPASMC.
TRPC1 Protein-Expression unter Normoxie (21% O) quantifiziert mittels Western Blot Analyse. A) Detektion
von TRPC1 in homogenisierten WT und TRPC1”- Mauslungen (n=2) mit Hilfe der TRPC1-Antikorper (anti-
TRPC1) T8276 von Sigma-Aldrich (S.A.), ACC-010 von Alomone (Al), ab74189 von Abcam (Ab. 1) und sc20110
von Santa Cruz (S.C.). B) Detektion von TRPC1 in WT mPASMC (Passage 2; n=1,) mit Hilfe der TRPC1-
Antikérper Ab. 1, Al und S.A.. C) Detektion von TRPC1 in WT mPASMC nach Uberexpression (UE) des
Hé&magglutinin (HA)-markierten TRPC1-Proteins (HA-TRPC1) mit Hilfe der Antikorper S.A., Ab 1, S.C., Al.,
9F2-E4 und ab25322 von Abcam (Ab. 2) sowie des HA-Antikorpers (anti-HA). Uberexpression von HA-TRPC1
und gleichzeitigen knockdown von TRPC1 mit einer siRNA (siTRPC1) und Uberexpression eines leeren
Kontrollplasmids (Kontrolle). Reprasentative Western Blots sind dargestellt. kDa: Kilodalton.

3.1.5 Regulation in Ratten und humanen PASMC

Um zu Uberprufen, ob die Hypoxie-abhédngige TRPC1-Expression im Mausmodell auch in
anderen Organismen vorliegt, wurde der Effekt von chronischer Hypoxie auf die Expression
von TRPCL1 in isolierten rPASMC und hPASMC untersucht.

Sowohl in rPASMC als auch in hPASMC konnte nach der Hypoxie-Exposition von 72 und 120
Stunden ein signifikanter Anstieg in der Expression von TRPC1 auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden (Abbildung 28). Da im Menschen zwei TRPC1-1soformen bekannt sind,
wurden in hPASMC beide TRPC1-Isoformen, TRPC1.1 und TRPCL1.2, untersucht. Beide
Isoformen waren Hypoxie-abhangig hochreguliert (Abbildung 28C, D).
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Abbildung 28: Einfluss von chronischer Hypoxie auf die TRPC1 mRNA-Expression in Ratten und in
humanen PASMC.

Relative TRPC1 mRNA-Expression unter Normoxie (Nox; 21% O) oder Hypoxie (Hox; 1% O2) quantifiziert
mittels RTqPCR. A) TRPC1-Expression nach 72 (n=4) und B) 120 Stunden (n=6) Nox oder Hox in Ratten
PASMC. C, D) Expression von TRPC1 der Variante 1 und Variante 2 in humanen PASMC nach C) 72 und D)
120 Stunden Nox oder Hox (n=5). Signifikanter Unterschied, wenn * (p<0,05), ** (p<0,01) oder p<0,05; h: hours
(Stunden).

3.2 Charakterisierung von WT und TRPC1” Mé&usen

Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass chronische Hypoxie zu einer Erhéhung
der TRPC1-Expression in isolierten mPASMC fuhrt. Um die physiologische Relevanz von
TRPC1 in akuter, anhaltender und chronischer Hypoxie im Mausmodell zu charakterisieren,
wurden die vaskuldre Reaktion auf akute und anhaltende Hypoxie in der ILU sowie die
Entwicklung von chronischer Hypoxie-induzierter PH in WT und TRPC17- Méusen untersucht.
Hierfur wurden die Genotypen der Versuchstiere mittels PCR bestimmt (Abbildung 29).

WT TRPC1* TRPC1" WT TRPC1"

Kontrolle

Abbildung 29: PCR Analyse der verwendeten transgenen TRPC1 M4use.

Ein représentatives PCR-Bild der Genotypisierung von WT und TRPC1” Mausschwanz-Biopsien. Als Kontrolle
wurden Proben von transgenen Mausen mit den bekannten Genotypen WT, heterozygot (TRPC1*) und
homozygot (TRPC1) eingesetzt.
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3.2.1 Einfluss von TRPC1 in akuter und anhaltender Hypoxie

Um die physiologische Rolle von TRPCL1 in akuter und anhaltender Hypoxie zu untersuchen,
wurde die HPV in isolierten, ventilierten und blutfrei-perfundierten WT und TRPC1™
Mauslungen miteinander verglichen (Abbildung 30). Die Lungen von WT M4&usen reagierten
mit einer Vasokonstriktion der Gefalie auf hypoxische Ventilation, wodurch ein Druckanstieg
gemessen werden konnte (Normoxie: 0,0125+0,02266 mmHg; akute Hypoxie:
1,24 + 0,075 mmHg), welcher nach Erreichen eines Maximums wieder sank. Anschlie3end
stieg der Druck wieder kontinuierlich an (180 Minuten Normoxie: 0,075 + 0,04532 mmHg; 180
Minuten Hypoxie: 1,9 + 0,04208 mmHg). Beide Phasen, akut und anhaltend, unterschieden
sich  zwischen WT und TRPC1” Mausen nicht (TRPC1” akute Hypoxie:
1,111 + 0,1195 mmHg; TRPC1” 180 Minuten Hypoxie: 1,578 + 0,1762 mmHg).
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Abbildung 30: Akute und anhaltende Phase der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion in isolierten,
ventilierten und blutfrei-perfundierten Mauslungen.

Zeitverlauf der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion in isolierten Lungen aus WT und TRPC1’- Mausen.
Die isolierten Lungen wurden mit normoxischem (Nox, 21% O) oder hypoxischem (Hox, 1% O,) Gas fir
180 Minuten ventiliert (n=7-10). Relative Veréanderungen im pulmonalarteriellen Druck (delta pulmonary arterial
pressure; APAP) wurden aufgezeichnet. WT Nox: graue Kreise (n=7); WT Hox: schwarze Quadrate (n=10);
TRPC17 Nox: weile Kreise (n=8); TRPC1’ Hox: weile Quadrate (n=9).

3.2.2 Einfluss von TRPC1 auf die CHPH

Um eine Auswirkung von TRPC1 auf die CHPH zu untersuchen, wurden WT und TRPC1”
Mause nach chronischer Hypoxie-Exposition auf pathophysiologische Verénderungen
untersucht. Hierzu wurden h&modynamische Untersuchungen mit Messung des RVSP
durchgefiihrt sowie Veranderungen am Herzen mit Hilfe des Fulton-Index bestimmt und der

Muskularisierungsgrad der pulmonalen Gefale analysiert.
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Die WT Maéuse zeigten nach chronischer Hypoxie einen deutlichen Anstieg im RVSP
(Normoxie: 25,98 £ 0,51 mmHg; chronische Hypoxie: 37,34 £ 1,547 mmHg) im Vergleich zu
normoxischen Kontroll-Mausen (Abbildung 31A). Bei TRPC1”- Mausen wurde ein geringerer
Anstieg im RVSP nach chronischer Hypoxie-Exposition (chronische Hypoxie:
30,9 £ 2,81 mmHg) verglichen mit WT Méusen beobachtet (Abbildung 31A). Der Vergleich
zwischen dem nach Hypoxie erreichten RVSP in WT und TRPC17- Méausen zeigte, dass das
Fehlen von TRPC1 ein signifikant niedrigeres Druck-Niveau zur Folge hat.
Zusétzlich wurde die Rechtsherzhypertrophie untersucht. Chronische Hypoxie fuhrte in WT
Méusen zu einer signifikanten Vergréierung (0,386 + 0,01) des rechten Herzens im Vergleich
zu normoxischen Kontroll-Mé&usen (0,294 + 0,009) (Abbildung 31). Sowohl in WT als auch
TRPC17 Méausen war eine signifikante GréRenzunahme des rechten Herzens nach chronischer
Hypoxie zu beobachten, die sich zwischen den beiden Genotypen jedoch nicht unterschied
(TRPC17 chronische Hypoxie: 0,392 + 0,023).
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Abbildung 31: Auswirkung von chronischer Hypoxie auf den RVSP und Rechtsherzhypertrophie.

A) Rechtsventrikuldrer systolischer Druck (right ventricular systolic pressure, RVSP) (n=6-7) und B) Fulton-
Index als MaR fiir Rechtsherzhypertrophie in WT und TRPC1”- Mausen (n=7) nach 21 Tagen Normoxie (Nox,
21% 0,) oder Hypoxie (Hox, 21 Tage, 21%0,). Signifikanter Unterschied, wenn * (p<0,05) und **** (p<0,0001);
ns: nicht signifikant.

Der Grad der Muskularisierung wurde in kleinen (Abbildung 32A), mittleren (Abbildung
32B) und groRen (Abbildung 32C) pulmonalen Gefallen nach normoxischer und chronisch-
hypoxischer Exposition in WT und TRPC17- Mausen untersucht. Aus der Analyse geht hervor,
dass die chronische Hypoxie-Exposition in WT Mausen zu einer Zunahme an voll-
muskularisierten kleinen und mittleren Gefé&RBen flhrte, wéhrend die Anzahl der nicht-
muskularisierten kleinen und mittleren GefaRen abnahm (Abbildung 32A, B). Der Vergleich
zwischen WT und TRPC1” Méausen machte deutlich, dass das Fehlen von TRPC1 einen
Einfluss auf die charakteristischen GefaRverdnderungen unter chronischer Hypoxie hat. So
fiihrte die chronische Hypoxie in TRPC17- Mausen nicht zu einem signifikanten Anstieg der

voll-muskularisierten kleinen Gefalie verglichen mit WT Mausen (Abbildung 32A). Dariiber
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hinaus war nach chronischer Hypoxie-Exposition die Anzahl an nicht-muskularisierten kleinen
Gefaken in TRPC17 Méusen signifikant hoher als in WT Méausen unter gleichen Bedingungen.
In den mittleren Gefal3en unterschied sich die Anzahl der nicht-muskularisierten GeféaRe in den
Méusen beider Genotypen nach chronischer Hypoxie nicht voneinander (Abbildung 32B).
Weiterhin wurde gezeigt, dass die Anzahl der voll-muskularisierten groRen GeféaRe sowohl in
WT als auch in TRPC1”- Mausen unter chronischer Hypoxie nicht angestiegen war, wéhrend
die nicht-muskularisierten GefaRe sowohl in WT als auch TRPC1”- Méausen nicht mehr zihlbar
waren (Abbildung 32C). Die Muskularisierung von kleinen GefaRen nach chronischer

Hypoxie in WT und TRPC1”- M&usen ist exemplarisch in Abbildung 32D zu sehen.
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Abbildung 32: Darstellung des Effekts von TRPCL1 Verlust auf die Muskularisierung von kleinen, mittleren
und groRRen Geféalen unter chronischer Hypoxie.

Muskularisierungsgrad von A) kleinen (externer Durchmesser 20-70 pm), B) mittlere (externer Durchmesser 71-
150 pm) und C) groRen (externer Durchmesser <150um) Geféllen nach 21 Tagen Normoxie (Nox, 21% O) oder
Hypoxie (Hox, 21% O) in WT und TRPC1” Mausen (n=4-6). Der Anteil an voll-, partiell- und nicht-
muskularisierten GeféBRen ist prozentual zur Gesamtzahl der Gefale dargestellt. D) Repréasentative Bilder
histologischer Farbungen von kleinen GefaRen aus WT und TRPC1’- Méausen nach Nox oder Hox. Farbung mit
von-Willebrand Faktor (braun) und glattmuskuldrem o-Aktin (violett) unter 200x VergroRerung. Signifikanter
Unterschied, wenn */#/$: p<0,05; **: p<0,01; ***/###: p<0,001; ****[####: p<0,0001; *: Vergleich WT Nox und
Hox; #: Vergleich zwischen TRPC17- Nox und Hox; $: Vergleich zwischen WT und TRPC1” unter Hox.

Zusammenfassend wurden in WT Mdusen die Ausbildung der Rechtherzhypertrophie sowie die
Verdickung der pulmonalen Gefalwand beobachtet, die in PH resultieren. Obwohl die TRPC1-
I~ Méause eine Rechtsherzhypertrophie entwickelten, war der Hypoxie-induzierte vaskulare

Gefallumbau sowie der RVSP Anstieg in diesen M&usen im Vergleich zu WT Mdusen reduziert.
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3.3 Charakterisierung der chronisch hypoxischen WT und
TRPC17" mPASMC

Auf Grundlage der in vivo Ergebnisse wurde die funktionelle Relevanz von TRPC1 auf
zellulare Prozesse, wie Proliferation, Migration und Apoptose, in WT und TRPC17 mPASMC
unter chronischer Hypoxie-Exposition untersucht. Fehlregulationen der Proliferation, der
Migration und der Apoptose sind ursachlich fir die GefaRveranderungen, die charakteristisch

fur die PH sind%: 152 170,

3.3.1 Einfluss von TRPC1 auf die mPASMC Proliferation

Zunéchst wurde der Einfluss von chronischer Hypoxie in unterschiedlichen Passagen auf das
Proliferationsverhalten von WT mPASMC mit Hilfe des Click-iT EdU Alexa Fluor 488
Imaging Kit untersucht. Sowohl in WT mPASMC in Passage 0 nach 120 Stunden Hypoxie-
Exposition als auch in Passage 1 nach 72 und 120 Stunden Hypoxie-Exposition induzierte
chronische Hypoxie eine gesteigerte Proliferation der mPASMC (Abbildung 33A). Weiterhin
konnte beobachtet werden, dass sich das basale Proliferationsverhalten von WT mPASMC
unter Normoxie wéhrend der Passagierung verdnderte. Die basale Proliferation war in
mPASMC in Passage 1 verglichen mit Passage 0 in Normoxie signifikant erhoht, wéahrend das
erreichte Niveau nach chronischer Hypoxie zwischen den Passagen unverandert blieb
(Abbildung 33A).

Nachdem gezeigt werden konnte, dass chronische Hypoxie zu einer Erhohung der
Proliferationsrate filhrte, wurde der Effekt von chronischer Hypoxie in TRPC17 mPASMC
untersucht. In Abbildung 33B wird ersichtlich, dass das Fehlen von TRPC1 keinen Einfluss
auf die basale Proliferationrate unter Normoxie im Vergleich zu WT mPASMC hat. Ebenfalls
konnte in den TRPC1” mPASMC beobachtet werden, dass die Hypoxie-Exposition zur
Erh6hung der Proliferationsrate fuhrte, verglichen mit WT mPASMC aber signifikant
vermindert war. Die Proliferation von WT und TRPC1”- mPASMC sind exemplarisch in
Abbildung 33C zu sehen.
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Abbildung 33: Proliferation von WT und TRPC1”- mPASMC unter chronischer Hypoxie.

Untersuchung der Proliferation von mPASMC unter Normoxie (Nox; 21% O-) oder Hypoxie (Hox; 1% O-) mittels
5-Ethynyl-2’Desoxyuridin (EdU). A) WT mPASMC wurden in Passage 0 nach 120 (n=8) und 72 Stunden (n=3)
sowie in Passage 1 nach 120 Stunden (n=4) Nox oder Hox untersucht. B) WT und TRPC1” mPASMC in Passage 0
wurden nach 120 Stunden Nox oder Hox untersucht (n=7). Die Daten wurden durch Z&hlung der EdU-positiven
(EdU®), griin) in Relation zu Hoechst-positiven (Hoechst™, blau) mPASMC erzieht. C) Reprasentative Bilder der
Proliferation von WT und TRPC1”- mPASMC unter Normoxie oder Hypoxie unter 100x (Spalte 1 bis 3), 200x
(Spalte 4) und 400x VergroRerung (Spalte 5). Signifikanter Unterschied, wenn * (p<0,05); ** (p<0,01); ****
(p<0,0001); ns: nicht signifikant; h: hours (Stunden).

Um den Einfluss von TRPC1 auf die Zellproliferation zu bestatigen, wurde eine weitere
Proliferationsanalyse unter chronischer Hypoxie durchgefiihrt. TRPC1 wurde mit Hilfe einer
TRPC1 spezifischen siRNA in WT mPASMC herunterreguliert (knockdown). Die Effizienz des
knockdowns wurde auf mRNA- und Protein-Ebene bestatigt (Abbildung 34A; Abbildung
27C). Nach dem knockdown von TRPC1 wurde die Proliferationsrate unter Normoxie und
chronischer Hypoxie mit Kontroll-mPASMC verglichen (Abbildung 34B). Auch hier zeigte
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die Runterregulation von TRPC1 keinen Einfluss auf die basale Proliferationrate unter
normoxischen Bedingungen im Vergleich zur Kontrolle. Sowohl die WT mPASMC als auch
die TRPC17- mPASMC reagierten auf chronische Hypoxie mit einem signifikanten Anstieg der
Proliferationsrate. Das Fehlen von TRPC1 in den transfizierten WT mPASMC flihrte ebenfalls
zu einer verminderten Hypoxie-induzierten Proliferationsrate im Vergleich zur Kontrolle. Die
Proliferation von Kontroll- und mPASMC nach knockdown von TRPC1 ist exemplarisch in
Abbildung 34C zu sehen.
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Abbildung 34: Proliferation von mPASMC nach knockdown von TRPC1 unter chronischer Hypoxie.

A) Relative TRPC1 mRNA-Expression in WT mPASMC in Passage 0 nach 24 Stunden TRPC1 knockdown (n=5)
mittels RTQPCR. Die mPASMC wurden mit einer anti-TRPC1 siRNA oder einer Kontroll-siRNA (siR) unter
Normoxie (Nox, 21% O) transfiziert. B) Untersuchung der Proliferation von WT mPASMC in Passage 0 nach
TRPCL1 knockdown nach 120 Stunden Nox oder Hypoxie (Hox; 1% O2) (n=5) mittels 5-Ethynyl-2’Desoxyuridin
(EdU). Die mPASMC wurden nach der Isolation sowie an Tag 3 mit siTRPC1 oder siR transfiziert. Die Daten
wurden durch Zahlung der EdU-positiven (EdU®™, griin) in Relation zu den Hoechst-positiven (Hoechstt), blau)
mMPASMC erzieht. C) Représentative Bilder der Proliferation von mPASMC unter Nox oder Hox nach
Transfektion unter 100x (Spalte 1 bis 3), 200x (Spalte 4) und 400x VergroRerung (Spalte 5). Signifikanter
Unterschied, wenn *** (p<0,001); **** (p<0,0001); ns: nicht signifikant.
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3.3.2 Einfluss von TRPC1 auf die mPASMC Migration

Neben der Hypoxie-induzierten Proliferation von PASMC, ist auch eine Veranderung des
Migrationsverhaltens von PASMC in PH in der Literatur beschrieben®®. In der vorliegenden
Arbeit konnte beobachtet werden, dass 72 Stunden Hypoxie-Exposition zu einem signifikanten
Anstieg der Migrationsrate in isolierten WT mPASMC fihrte (Abbildung 35A). Die durch
chronische Hypoxie induzierte Migration der WT mPASMC wurde in TRPC1”- mPASMC
vollstandig inhibiert. Auch die basale Migrationsrate unter normoxischen Bedingungen war in
diesen mPASMC verglichen mit WT mPASMC signifikant vermindert. Die Migration von WT

und TRPC17- mPASMC ist exemplarisch in Abbildung 35B dargestellt.
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Abbildung 35: Einfluss von chronischer Hypoxie auf die Migration von murinen PASMC.

A) Analyse der relativen Migration von WT und TRPC1” mPASMC in Passage 1 (n=5-11) nach 72 Stunden
Normoxie (Nox; 21% O2) und Hypoxie (Hox; 1% O2) mit Hilfe der Wound-Healing Methode. Die Migration
wurde nach 60 Stunden gestartet (Migrationsstart; Start Oh) und bis zur Stunde 72 (Migrationsende; Ende 12h)
beobachtet. Die migrierte Flache zum Endzeitpunkt wurde in Prozent angegeben. B) Reprasentative Bilder der
Migration von WT und TRPC17- mPASMC unter Nox und Hox unter 100x VergréRerung zum Migrationsanfang
und Migrationsende. Signifikanter Unterschied, wenn * (p<0,05); *** (p<0,001); ns: nicht signifikant; h: hour
(Stunde).
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3.3.3 Einfluss von TRPC1 auf die mPASMC Apoptose

Schliel3lich wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von TRPC1 auf die Apoptose unter
Normoxie und chronischer Hypoxie untersucht. Die Rolle von Hypoxie auf die Apoptoserate
per se wurde nicht untersucht, da dies technisch nicht moglich war.

Wie man der Abbildung 36A entnehmen kann, zeigte sich kein Unterschied in der
Apoptoserate zwischen WT und TRPC17- mPASMC sowohl unter normoxischen als auch unter
chronisch hypoxischen Bedingungen (Abbildung 36B). Dieses Ergebnis konnte auch durch ein
knockdown Experiment mit sSiRNA bestatigt werden (Abbildung 36C, D). Eine Behandlung
mit Staurosporin, welche die Apoptose induziert, diente dabei als Positivkontrolle.
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Abbildung 36: Einfluss von TRPC1 in mPASMC auf die Apoptoserate unter chronischer Hypoxie.
Untersuchung der Apoptose von mPASMC in Passage 1 unter 72 Stunden Normoxie (Nox, 21% O2) oder Hypoxie
(Hox, 1% O,) mittels Messung der Caspase-3/7 Aktivitat. Apoptose von WT und TRPC17 mPASMC unter A)
Nox und B) Hox (n=5). C, D) Apoptose von WT mPASMC nach dem knockdown von TRPC1 unter C) Nox und
D) Hox (n=6). Die WT mPASMC wurden im knockdown Experiment mit einer siRNA gegen TRPC1 (siTRPC1)
oder einer Kontroll-siRNA (siR) transfiziert. Als Positivkontrolle dienten mit Staurosporin (Stau) inkubierte
mPASMC. Die Apoptose wurde in relativen Lumineszenz-Einheiten (relative luminencence units; RLU)
gemessen. Signifikanter Unterschied, wenn * (p<0,05), ** (p<0,01) oder *** (p<0,001); ns: nicht signifikant.

Zusammenfassend geht aus der funktionellen Charakterisierung der WT und TRPC1”
MPASMC hervor, dass TRPC1 die chronisch Hypoxie-anhangige Proliferation und Migration
negativ beeinflusst. Die Apoptoserate wurde durch Fehlen von TRPC1 jedoch nicht verandert.
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3.4 Einfluss von TRPC1 auf den Ca?-Haushalt in chronisch
hypoxischen mPASMC

Die beobachteten physiologischen und funktionellen Unterschiede zwischen WT Mausen und
TRPC17 Mausen konnten auf molekularer Ebene bisher nicht geklart werden. Der Ca?*-
Haushalt spielt in der Regulation der Proliferation, der Migration und der Apoptose eine
wichtige Rollel’: 289 304306 Dg es sich bei TRPC1 um einen Kationen-Kanal handelt, ist eine
Importanz dieses Proteins fiir den Ca?*-Haushalt wahrscheinlich und wurde im folgenden
Abschnitt genauer untersucht. Der Ca?*-Haushalt wurde mit Hilfe einer Fura2-basierenden
Fluoreszenzmethode in WT und TRPC17- mPASMC untersucht. Hierfiir wurden die isolierten
mPASMC unter normoxischen oder chronisch hypoxischen Bedingungen kultiviert und die
Anderung im Ca?*-Haushalt bestimmt. Dabei wurde die Relevanz des Rezeptor-vermittelten
Ca?*-Einstroms (ROCE) und des Speicher-vermittelten Ca2*-Einstroms (SOCE) in chronischer
Hypoxie sowie die Funktion von TRPC1 als ROC und SOC untersucht.

3.4.1 Untersuchung des Rezeptor-vermittelten Ca?*-Einstroms (ROCE)

Um Riickschlisse auf die Importanz des ROCE in chronischer Hypoxie machen zu kénnen,
wurden mPASMC mit Hilfe von OAG, einem DAG Analogon, stimuliert. DAG ist ein
wichtiges Messenger-Molekil, welches nach Rezeptor-vermittelter Aktivierung von PLC
intrazellular an der Membran akkumuliert'?> und TRPC-Kanile aktivieren kann®4 35 Die
intrazellulare Akkumulation an der Membran von DAG*? wird durch OAG-Gabe simuliert.
Isolierte WT mPASMC wurden nach funftagiger Kultivierung unter Normoxie oder
chronischer Hypoxie Uber eine Dauer von zehn Minuten gemessen. Der Messverlauf ist in
Abbildung 37A und Abbildung 37B dargestellt. Es wurden unterschiedliche Messparameter
ausgewertet und zwischen normoxischen und hypoxischen Bedingungen verglichen. Die
Messung der basalen [Ca®']; ergabt keinen Unterschied zwischen Normoxie und chronischer
Hypoxie (Abbildung 37C). Durch die Stimulation der Zellen mit OAG wurde ein Einstrom
von Ca?* in das Zytosol induziert (Abbildung 37A, B). Dabei konnte beobachtet werden, dass
die mPASMC, kultiviert unter Hypoxie, einen schnelleren Einstrom von Ca?* aus dem
extrazelluldren Raum zeigten (Abbildung 37D). Die erreichte maximale [Ca?*]i unterschied
sich zwischen normoxischen und hypoxischen mPASMC weder in der absoluten [Ca?*];
(Abbildung 37E) noch in den relativen [Ca?*]; (Abbildung 37F).
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Abbildung 37: Effekt der chronischen Hypoxie auf den Rezeptor-vermittelten Ca’"-Einstrom (ROCE) in
mPASMC unter chronische Hypoxie.

Messungen der Ca?*-Dynamik in mPASMC in Passage 0 nach 120 Stunden A) Normoxie (Nox, 21% O,) oder B)
Hypoxie (Hox, 1% O,) gemessen mit Hilfe von Fura2-AM in Ca?*-haltigem Perfusat. ROCE wurde durch 1-
Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG) induziert (n=6). A, B) Darstellung des Messungsverlaufs. Folgende Parameter
wurden ausgewertet: C) die basale [Ca®*];, D) die Anderung (A) im Ca2*-Einstrom pro Sekunde nach OAG-
Applikation, E) die maximale [Ca?*];, nach OAG-Applikation und F) die relative Verdnderung zwischen basaler
und maximaler [Ca?*]i in Prozent. Signifikanter Unterschied, wenn p<0,05.

Der Vergleich von chronisch hypoxischen WT und TRPC17- mPASMC zeigte, dass das Fehlen
von TRPC1 mehrere Messparameter beeinflusste. So wird aus Abbildung 38A deutlich, dass
TRPC17 mPASMC im direkten Vergleich mit WT mPASMC ein niedrigeres Fluoreszenz-
signal aufwiesen, was auf eine niedrigere [Ca?*] hindeutet. Die Auswertung der Messparameter
zeigte, dass TRPC17~ mPASMC eine signifikant niedrigere basale [Ca®*']i zeigten als WT
mPASMC (Abbildung 38A). Auch die Geschwindigkeit des durch OAG-induzierten Ca?*-
Einstrom war in TRPC17 mPASMC signifikant reduziert (Abbildung 38C). Die maximal
erreichte [Ca®']i von WT mPASMC nach OAG-Stimulation wurde von TRPC17 mPASMC
nicht erreicht und lag signifikant unter dem Wert von WT mPASMC (Abbildung 38D). Die
relative Veranderung zum Ausgangssignal unterschied sich zwischen den Genotypen jedoch

nicht (Abbildung 38E).

100



Ergebnisse

B) &) _
Basale [Ca?']; Ca?* Einstrom A
600 : o 207
E 2
g p = 0,0456 5 ] p =0,0016
o < 1,6
& 4001 n
E g 12
E T &
o —_ < 0,81
S.200 - =4 —
£ 0
=] b 0,4 7
© < =
0 0,0
WT TRPC1+ WT TRPC1+
D . E .
) Maximale [Ca®']; ):_ Rel. Maximale [Ca?];
600 4,30
€ 1S}
- = °\° [0} =
Zeit in Minuten S p =0,0240 .2 p =0,6430
© 4001 =E£ 20
= T % S
£ - OE T
o = o= | [ L +
, 2001 2 % 101
o ye)
= él:.) ©
& g
0 80
wT TRPC1+ = wT TRPC1+

Abbildung 38: Einfluss von TRPC1 auf den ROCE in mPASMC unter chronische Hypoxie.
Messungen der Ca?*-Dynamik in WT und TRPC1”- mPASMC in Passage 0 nach 120 Stunden Hypoxie (Hox;

1% O,) gemessen mit Hilfe von Fura2-AM in Ca?*-haltigem Perfusat. ROCE wurde durch 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-
glycerol (OAG) induziert (n=6-7). A) Darstellung des Messungsverlaufs. Folgende Parameter wurden
ausgewertet: B) die basale [Ca%];, C) die Anderung (A) im Ca?*-Einstrom pro Sekunde nach OAG-Applikation,
F) die maximale [Ca?*]i nach OAG-Applikation und E) die relative Veranderung zwischen basaler und maximaler
[Ca?*]; in Prozent. Signifikanter Unterschied, wenn p<0,05.

3.4.2 Untersuchung des Speicher-vermittelten Ca?*-Einstroms (SOCE)

Um Rickschlisse auf die Importanz des SOCE in chronischer Hypoxie machen zu kénnen,
wurden isolierte mPASMC mit CPA behandelt. Die Chemikalie CPA verursacht die Entleerung
der intrazellularen Ca?*-Speicher und verhindert die Wiederaufnahme von Ca?' in das
sarkoplasmatische/endoplasmatische Retikulum Gber die Ca?*-Pumpe des sarcoplasmatischen
und endoplasmatischen Retikulums (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase)*.
Die Speicherentleerung fiihrt zur Aktivierung von SOC, sodass Ca?* aus dem extrazellularen
Raum in die Zelle einstromen kann%& °,

Isolierte WT mPASMC wurden nach funftagiger Kultivierung unter Normoxie oder
chronischer Hypoxie Uber eine Dauer von 16 Minuten gemessen. Der Verlauf dieser
Messungen ist in Abbildung 39A und Abbildung 39B dargestellt. Es wurden unterschiedliche
Messparameter ausgewertet und zwischen normoxischer und hypoxischer Kondition
verglichen. Die Messung der basalen [Ca®']i zeigte keinen Unterschied zwischen Normoxie
und chronischer Hypoxie (Abbildung 39C). Durch die Stimulation der mPASMC mit CPA
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wurde die Entleerung der Ca?*-Speicher induziert, wodurch ein Signalanstieg beobachtet
werden konnte (Abbildung 39A, B). Wie in Abbildung 39D zu sehen ist, zeigte die
Auswertung, dass es keinen Unterschied in der Geschwindigkeit der Entleerung zwischen
mPASMC, die unter Normoxie oder chronischer Hypoxie kultiviert wurden, gab. Das erreichte
maximale Niveau nach CPA-Gabe unterschied sich ebenfalls nicht in den beiden Konditionen
(Abbildung 39E). AnschlieBend wurde den mPASMC extrazellular Ca** angeboten, wodurch
die MPASMC mit einem Einstrom von Ca®* in das Zytosol reagierten (Abbildung 39A, B).
Dabei wurde beobachtet, dass sich die mPASMC, kultiviert unter Normoxie oder chronischer
Hypoxie, in der Geschwindigkeit des Ca?*-Einstroms aus dem extrazellularen Raum nach
Speicher-Entleerung nicht unterschieden (Abbildung 39F). Tendenziell zeigten die hypoxisch-
kultivierten mPASMC eine niedrigere maximale [Ca?*]i im Vergleich mit normoxisch-
kultivierten mPASMC (Abbildung 39G). In Relation zum basalen Signal konnte in den
chronisch hypoxischen mPASMC sogar ein geringerer [Ca?*]i beobachtet werden (Abbildung
39H).
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Abbildung 39: Effekt von chronischer Hypoxie auf Speicher-vermittelte ca’*-Einstrom (SOCE).
Messungen der Ca®*-Dynamik in mPASMC in Passage 0 nach 120 Stunden (A) Normoxie (Nox, 21% O,) oder
(B) Hypoxie (Hox, 1% O,) gemessen mit Hilfe von Fura2-AM in Ca?*-freiem Perfusat. SOCE wurde durch
Cyklopiazonséure (cyclopiazonic acid, CPA) induziert (n=6-7). A, B) Darstellung des Messungsverlaufs. Nach
CPA-Applikation wurde dem Perfusat extrazelluldar Ca?* zugegeben (graue Schattierung). Folgende Parameter
wurden ausgewertet: C) die basale [Ca?*];, D) die Anderung (A;) im Ca?*-Einstrom pro Sekunde nach CPA-
Applikation, E) die maximale Ca®*-Speicher-Entleerung nach CPA-Applikation, F) die Anderung (Az) im Ca®*-
Einstrom pro Sekunde nach extrazellularer Ca®*-Applikation, G) der maximale [Ca?*]; nach extrazellularer Ca®*-
Applikation, H) die relative Veranderung zwischen basaler und maximaler [Ca®*]i in Prozent. Signifikanter
Unterschied, wenn p<0,05.

Ein Vergleich zwischen WT und TRPC1”- mPASMC unter chronischer Hypoxie zeigte, dass
das Fehlen von TRPC1 keinen der ausgewerteten Messparameter beeinflusste. So wird aus
Abbildung 40A deutlich, dass TRPC1”- mPASMC im direkten Vergleich mit WT mPASMC
den gleichen Verlauf aufwiesen. Die Auswertung der Messparameter bestatigte, dass sich
TRPC17- mPASMC unter chronischer Hypoxie in keinem der ausgewerteten Messparameter
(Abbildung 40B-G) von WT PASMC unterschieden.
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Abbildung 40: Einfluss von TRPC1 auf SOCE in mPASMC unter chronische Hypoxie.

Messungen der Ca?-Dynamik in WT und TRPC1”- mPASMC in Passage 0 nach 120 Stunden Hypoxie (Hox;
1% O,) gemessen mit Hilfe von Fura2-AM in Ca?*-freiem Perfusat. SOCE wurde durch Cyklopiazonsaure
(cyclopiazonic acid, CPA) induziert (n=6-7). A) Darstellung des Messungsverlaufs. Nach CPA-Applikation wurde
dem Perfusat Ca®* extrazellular zugegeben (graue Schattierung). Folgende Parameter wurden ausgewertet: B) die
basale [Ca®*]i, C) die Anderung (A:) im Ca?*-Einstrom pro Sekunde nach CPA-Applikation, D) die maximale
Ca?*-Speicher Entleerung nach CPA-Applikation, E) die Anderung (A;) im Ca?*-Einstrom pro Sekunde nach
extrazellularer Ca?*-Applikation, F) der maximale [Ca?*]i nach extrazellularer Ca?*-Applikation, G) die relative
Veranderung zwischen basaler und maximaler [Ca?*]; in Prozent. Signifikanter Unterschied, wenn p<0,05.

3.5 Molekulare Untersuchungen der chronisch hypoxischen WT
und TRPC1" Mause

3.5.1 Molekulare Veradnderungen in WT Mausen nach chronischer

Hypoxie-Exposition

Um die Resultate aus den funktionellen Untersuchungen auf molekularer Ebene zu bestatigen
und zugrundeliegenden Mechanismen zu analysieren, wurde das Expressionsniveau von
charakteristischen Proliferations- und Apoptosemarkern untersucht. Die molekulare Analyse
zeigte, dass die chronische Hypoxie-Exposition in Passage 0 zu einer signifikant erhéhten
MRNA-Expression des pro-proliferativen Proteins Ki67 fiihrte (Abbildung 41A). Dariiber
hinaus flhrte chronische Hypoxie auch zum Anstieg des Zellzyklus-steuernden Proteins Cyclin
D1 (Abbildung 41B).
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Abbildung 41: Expression von Ki67 und Cyclin D1 in WT mPASMC unter chronischer Hypoxie.
Untersuchung der Expression von Ki67 und Cyclin D1 in WT mPASMC in Passage 0 nach 120 Stunden Normoxie
(Nox, 21% O,) oder Hypoxie (Hox, 1% O,). A) Relative Ki67 mRNA-Expression nach Nox oder Hox (n=7)
untersucht mittels RTgPCR. B) Relative Cyclin D1 Protein-Expression nach Nox oder Hox (n=7) untersucht
mittels Western Blot Analyse. Ein repréasentativer Blot und die densitometrische Auswertung sind dargestellt.
Signifikanter Unterschied, wenn p<0,05.

Die Phosphorylierung der pro-proliferativen extrazelluléren signalregulierten Kinase 1 und 2
(Erk1/2) wurde jedoch nicht induziert (Abbildung 42A). In Relation zur B-Aktin Protein-
Expression bewirkte chronische Hypoxie sogar eine signifikante Dephosporylierung von
Erkl/2. Das pro-proliferative Protein p38 hingegen wurde nach chronischer Hypoxie-

Exposition signifikant phosphoryliert (Abbildung 42B).
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Abbildung 42: Der Effekt von chronischer Hypoxie auf die Phosphorlylierung von Erk1/2 und p38 in WT
mPASMC.

Untersuchung der relativen Phosphorylierung (p-) von A) Erk1/2 und B) p38 in WT mPASMC in Passage 0 nach
120 Stunden Normoxie (Nox, 21% O) oder Hypoxie (Hox, 1% O) (n=7) mittels Western Blot Analyse. Ein
reprasentativer Blot und die densitometrische Auswertung sind dargestellt. Signifikanter Unterschied, wenn
p<0,05.
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auch in homogenisierten WT Mauslungen die Cyclin
D1 Protein-Expression unter chronischer Hypoxie signifikant angestiegen war (Abbildung
43A). Allerdings wurde die Phophorylierung von Erk1/2 unter chronischer Hypoxie in
homogenisierten WT Mauslungen nicht beeinflusst (Abbildung 43B), wéhrend die
Phosphorylierung von p38 zugenommen hatte, nicht jedoch in Relation zu g-Aktin (Abbildung
43C).
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Abbildung 43: Der Effekt von chronischer Hypoxie auf die Phosphorylierung von Erk1/2 und p38 in
homogenisierten Mauslungen.

Untersuchung der relativen A) Cyclin D1 Protein-Expression sowie der Phosphorylierung (p-) von B) Erk1/2 und
C) p38 in homogenisierten WT Mauslungen nach 21 Tagen Normoxie (Nox, 21% O,) oder Hypoxie (Hox,
10% O») (n=5) mittels Western Blot Analyse. Représentative Blots und die densitometrischen Auswertungen sind
dargestellt. Signifikanter Unterschied, wenn p<0,05.

Die Ergebnisse aus Abbildung 44 zeigen, dass chronische Hypoxie aulerdem zur reduzierten
Expression von a-SMA auf mRNA- und Protein-Ebene in isolierten mPASMC flihrte.
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Abbildung 44: Effekt der chronischen Hypoxie auf a-SMA Expression in mPASMC.

Untersuchung der a-SMA-Expression von WT mPASMC in Passage 0 nach 120 Stunden Normoxie (Nox,
21% 0,) oder Hypoxie (Hox, 1% O,). A) Relative a-SMA mRNA-Expression untersucht mittels RTqPCR (n=8)
und B) relative a-SMA Protein-Expression mittels Western Blot Analyse (n=7). Ein représentativer Blot und die
densitometrische Auswertung sind dargestellt. Signifikanter Unterschied, wenn p<0,05.

Obwohl der Einfluss von chronischer Hypoxie auf die Apoptoserate in WT mPASMC per se
nicht untersucht wurde, deutet die Herunterregulation des pro-apoptotischen Markers Bax
(Abbildung 45B) auf mRNA-Ebene auf eine verminderte Apoptoserate unter chronischer
Hypoxie im Vergleich zur Normoxie hin. Der pro-apoptotische Marker Bad (Abbildung 45A)
sowie der anti-apoptotische Marker Bcl2 (Abbildung 45C) waren hingegen durch chronische

Hypoxie nicht reguliert.
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Abbildung 45: Effekt von chronischer Hypoxie auf pro- und anti-apoptotischen Protein in WT mPASMC.
Quantitative Untersuchung der relativen A) Bad-, B) Bax- und C) Bcl2-Expression in WT mPASMC in Passage 0
nach 120 Stunden Normoxie (Nox, 21% O,) oder Hypoxie (Hox, 1% Oj) (jeweils n=7) mittels RTgPCR.
Signifikanter Unterschied, wenn p<0,05.

3.5.2 Molekulare Veranderungen in TRPC1” Méausen nach chronischer
Hypoxie-Exposition

Neben den molekularen Veranderungen in WT mPASMC wurde auch die Auswirkung des

Fehlens von TRPC1 in mPASMC unter chronischer Hypoxie auf molekularer Ebene

untersucht. Der Vergleich von WT mPASMC mit TRPC1” mPASMC nach chronischer

Hypoxie-Exposition zeigte, dass weder Unterschiede in der Expression des pro-proliferativen
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Markers Ki67, noch des Zellzyklus-regulierenden Proteins Cyclin D1 (Abbildung 46)
festgestellt werden konnten.
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Abbildung 46: Einfluss von TRPC1 auf Ki67 und Cyclin D1 Expression unter chronischer Hypoxie.
Untersuchung der Ki67- und Cyclin D1-Expression nach 120 Stunden Hypoxie (1% O) in WT und TRPC1™"
MPASMC in Passage 0. A) Relativen Ki67 mRNA-Expression quantifiziert mittels RTqQPCR (n=10-11). B)
Relative Cyclin D1 Protein-Expression untersucht mittels Western Blot Analyse (n=5). Ein représentativer Blot
und die densitometrische Auswertung sind dargestellt. Signifikanter Unterschied, wenn p<0,05.

AuBerdem unterschieden sich die mPASMC beider Genotypen nach chronischer Hypoxie nicht
in der Phosphorylierung der pro-proliferativen Proteine Erk1/2 und p38 (Abbildung 47).
A)

57 104
- — p = 0,5420 o p =0,4363
TS 4 — TN 89 —
B el
pErk12 [memel | 4244k0a 2 3 . T £ 6 T
g2 E4
E:(l-/z === 42/4;1 ';Da S | o T I 1
-Aktin 42 kD = g =
B-AKN o s ] e | = EZ g5
WT TRPC1" X o 11 =" 2
0 0
WT TRPC1+ WT TRPC1+
B
) 5 10+
p =0,4934 p=0,3821
8= 44 O = 8 —
pp3gl= = =[= ~wa2ka  TZ 2% T
o< 1 ] 1
ppl= == Jawa B3 22 T
- [oo]
pakin[c=mf = ~a 2008 23 2. 28 4 [T
T T o
WT TRPC1" T o T T =
= 1] 1 o 2
0 0
WT TRPC1" WT TRPC1+

Abbildung 47: Einfluss von TRPC1 auf die Phosphorylierung der pro-proliferativen Proteine Erk1/2 und
p38 in mMPASMC unter chronischer Hypoxie.

Untersuchung der relativen Phosphorylierung (p-) von A) Erk1/2 (n=5-7) und B) p38 (n=6-8) in WT und
TRPC17 mPASMC in Passage 0 nach 120 Stunden Hypoxie (1% O;) mittels Western Blot Analyse. Ein
repréasentativer Blot und die densitometrische Auswertung sind dargestellt. Signifikanter Unterschied, wenn
p<0,05.

Diese Beobachtung konnte in homogenisierten Lungen aus WT und TRPC1”- Mausen nach

chronischer Hypoxie-Exposition ebenfalls gemacht werden. Aus Abbildung 48 geht hervor,
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dass sich die Cyclin D1 Protein-Expression als auch die Phosphorylierung von Erk1/2 und p38
zwischen WT und TRPC17 nicht unterschieden.
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Abbildung 48: Einfluss von TRPC1 auf die Phosphorylierung der pro-proliferativen Proteine Erk1/2 und
p38 sowie auf die Expression von Cyclin D1 in homogenisierten Mauslungen unter chronischer Hypoxie.
Untersuchung der relativen A) Cyclin D1 Expression sowie der relativen Phosphorylierung (p-) von B) Erk1/2 und
C) p38 in homogenisierten Mauslungen aus WT und TRPC1” Mausen nach 21 Tagen Hypoxie (10% O,) (n=5)
mittels Western Blot Analyse. Ein reprasentativer Blot und die densitometrische Auswertung sind dargestellt.
Signifikanter Unterschied, wenn p<0,05.

Dartiber hinaus konnte auch kein Unterschied in der a-SMA Expression auf mRNA- und
Protein-Ebene festgestellt werden (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Einfluss von TRPC1 auf die Expression von a-SMA in mPASMC unter chronischer Hypoxie.
Untersuchung der a-SMA nach 120 Stunden Hypoxie (1% O,) in WT und TRPC1”- mPASMC in Passage 0. A)
Relative a-SMA mRNA-Expression untersucht mittels RTqPCR (n=10). B) Relative a-SMA Protein-Expression
untersucht mittels Western Blot Analyse (n=4-6). Ein reprasentativer Blot und die densitometrische Auswertung
sind dargestellt. Signifikanter Unterschied, wenn p<0,05.

Weiterhin konnte kein Unterschied in der mRNA-Genexpression der pro-apoptotischen und
anti-apoptotischen Marker Bad, Bax und Bcl2 (Abbildung 50) zwischen WT und TRPC17
mPASMC nach chronischer Hypoxie-Exposition beobachtet werden.
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Abbildung 50: Einfluss von TRPC1 auf pro- und anti-apoptotische Genexpression in mPASMC unter
chronischer Hypoxie.

Quantitative Untersuchung der relativen A) Bad-, B) Bax- und C) Bcl2- Expression nach 120 Stunden Hypoxie
(1% Oy) in WT und TRPC17 mPASMC in Passage 0 untersucht mittels RTQPCR (jeweils n=9-11). Signifikanter
Unterschied, wenn p<0,05.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass das Fehlen von TRPCL1 die in dieser Arbeit

untersuchten Hypoxie-abhangigen molekulare Verdnderungen nicht beeinflusst.

3.5.3 Einfluss von HIF-1a auf die TRPC1-Expression

Die bisher erzielten Ergebnisse zeigen, dass chronische Hypoxie zur Hochregulation von
TRPC1 flhrte. Chronische Hypoxie fuhrt zur Stabilisierung von HIF-1la in mPASMC
(Abbildung 51A). Um den Einfluss von HIF-1a auf die TRPC1-Expression zu untersuchen,
wurde HIF-1a durch knockdown mit spezifischer siRNA inhibiert. Nach dem knockdown von
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HIF-1a (Abbildung 51B) in isolierten chronisch hypoxischen WT mPASMC war TRPC1
signifikant geringer exprimiert als in entsprechenden Kontroll-mPASMC (Abbildung 51C).
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Abbildung 51: Effekt von HIF-1a auf die TRPC1-Expression unter chronischer Hypoxie.

Untersuchung der relative A) HIF-1a Protein-Expression von mPASMC in Passage 1 nach 72 Stunden Normoxie
(Nox, 21% O-) oder Hypoxie (Hox, 1% O-) quantifiziert mittels Western Blot (n=6). Reprasentativer Blot und die
densitometrische Auswertung ist dargestellt. Untersuchung der relativen B) HIF-1a und C) TRPC1 mRNA-
Expression in mMPASMC nach knockdown von HIF-1a nach 72 Stunden Hox (n=6) quantifiziert mittels RTqPCR.
Die mPASMC wurden zu Beginn mit einer siRNA gegen HIF-1a (siHIF-1a) oder mit einer Kontroll-siRNA (siR)
transfiziert. Signifikanter Unterschied, wenn p<0,05; n.d.: nicht detektierbar.

Zudem wurde eine bioinformatische Untersuchung der Promoterregion 5000 Basenpaare
upstream des Transkriptionsstartpunktes nach HIF-1 Bindestellen, den sogenannten hypoxia

responsive elements (HRE), durchgefiihrt. Die Kernbindesequenz ,,cacgtggt® konnte nicht

nachgewiesen werden. Die Bindesequenz ,,acgt® wurde neun Mal identifiziert (Abbildung 52).
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Abbildung 52: HRE-Bindestellen im TRPC1 Promotor.

Schematische Repréasentation der murinen TRPC1-Promotorregion mit potentiellen hypoxia responsive elements
(HRE). Bindesequenz ,,cacgtggt™ ergab keine Bindestelle, wihrend die Kernsequenz ,,acgt neun Bindestellen
ergab. Signifikanter Unterschied, wenn p<0,05.

3.5.4 Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die TRPC1-Expression

Die PH wird durch eine Mitogen-Wachstumsfaktor-Imbalance charakterisiert? 123:180;181; 236-239; 242
Um den Mechanismus der TRPC1 Regulation weiter zu untersuchen, wurden WT mPASMC
mit unterschiedlichen Wachstumsfaktoren stimuliert. Die Gabe von VEGF 120, VEGF 164 und
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VEGF 188 sowie PDGF, EGF und IGF-1 zeigte keinen Einfluss auf die TRPC1-Expression
(Abbildung 53).
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Abbildung 53: Einfluss von VEGF, PDGF, EGF und IGF-1 auf die TRPC1-Expression in mPASMC.
Relative TRPC1 mRNA-Expression nach Stimulation von mPASMC in Passage 2 mit A) VEGF 120, 164 oder
188 (20 ng/mL; n=4), B) IGF-1 (100 ng/mL; n=5), C) EGF (50 ng/mL; n=4) und D) PDGF (10 ng/mL; n=5) fur
die angegebenen Zeitpunkte untersucht mittels RTqPCR. ns: nicht signifikant; Ctrl: Kontrolle.

Die Stimulierung der WT mPASMC mit TGF-B1 fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der
TRPC1-Expression, wahrend die Stimulierung mit TNFa zu einer Runterregulation von TRPC1

fihrte (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Einfluss von TGF-B1 und TNFa auf die TRPC1-Expression in mPASMC.

Relative TRPC1 mRNA-Expression nach Stimulation von mPASMC in Passage 2 mit A) TGF-B1 (5 ng/mL; n=6)
und B) TNFa (20 ng/mL; n=3) fur die angegebenen Zeitpunkte quantifiziert mittels RTgPCR. Signifikanter
Unterschied, wenn * (p<0,05), ** (p<0,01) oder *** (p<0,001); ns: nicht signifikant; Ctrl: Kontrolle.
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Untersuchung der Produktion von TGF-f1 und TNFa in homogenisierten WT Lungen und WT
mMPASMC zeigte keinen Unterschied zwischen der Produktion unter Normoxie als auch unter
chronischer Hypoxie (Abbildung 55A, B, D, E). Daruber hinaus wurden M6 aus WT Mausen
isoliert und mit LPS stimuliert. Die M6 dienten als Positivkontrolle der endogenen Produktion
von TNFa (Abbildung 55C). Die Untersuchung der Produktion von TGF-B1 in isolierten
MPAEC zeigte einen signifikanten Anstieg unter chronischer Hypoxie verglichen mit
Normoxie und diente als Positivkontrolle der endogenen Produktion von TGF-1 (Abbildung

55F).
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Abbildung 55: TNF-a und TGF-$1 Produktion unter chronischer Hypoxie.

Quantitative Untersuchung der A-C) TNF-a und D-F) TGF-B1 Produktion A, D) in homogenisierten Lungen aus
WT Maéusen nach 21 Tagen Normoxie (Nox, 21% O2) oder Hypoxie (Hox, 10% O) (n=5) und B, E) in mPASMC
in Passage 0 nach 120 Stunden Nox (21% O) und Hox (1% O;) (n=6). TNF-a Produktion in C) alveolaren
Makrophagen (M0) nach Stimulation mit Lipopolisacharid (LPS; mit LPS: (+); ohne LPS (-)) (n=3) und TGF-p1
Produktion in F) mPAEC nach 120 Stunden Nox (21% O,) oder Hox (1% O,) (n=6).

In folgenden wurde der downstream-Signalweg nach TGF-B1-Stimulation genauer untersucht.
Die Stimulierung der mPASMC fiihrte zur Stabilisierung von HIF-1o und zur Erh6hung der
Cyclin D1 Protein-Expression (Abbildung 56A, B). Die Ki67 mRNA-Expression wurde durch

TGF-B1-Stimulierung hochreguliert (Abbildung 56C).

113



Ergebnisse

A) B) C)
3 0
15 b = 0,0434 _ p =0,0321 p < 0,0001

8T o 8§ N
2L D% o
& X101 S &2 T ¥ 5 T
2 3 T = '
23 1 20 8
=T 2 c (2]
St g © o1 I -104
gz Il $8 g

0 0 -15

Ctrl TGF-B1 Ctrl TGF-B1 Ctrl TGF-B1

HIF-L1o [ w0 | o0 | 110-125 kDa Cyclin D1 [ = o [@® « & |36 kDa
B-AKtin == - e o 42kDa  B-AKHN = s w|wr o w| 42 kDa

cirl  TGF-p1 crl  TGF-p1

Abbildung 56: Einfluss von TGF-p1 Stimulation auf die HIF-1a Stabilitit sowie Ki67- und Cyclin D1-
Expression in mPASMC unter chronischer Hypoxie.

Quantitative Untersuchung der HIF-1a, Cyclin D1 und Ki67 Expression nach TGF-B1-Stimulation (5 ng/mL) von
MPASMC unter Hypoxie (24 Stunden, 1% O;). A) Relative HIF-1a (n=8) und B) Cyclin D1 (n=5) Protein-
Expression untersucht mittels Western Blot Analyse. Ein représentativer Blot und die densitometrische
Auswertung sind dargestellt. C) Relative Ki67 mRNA-Expression (n=6) untersucht mittels RTqPCR. Signifikanter
Unterschied, wenn p<0,05.

Die Untersuchung von hypoxischen mPASMC nach TGF-B1-Stimmulation sowie nach
knockdown von HIF-1a zeigte, dass die TGF-B1 Stimulation die Proliferation von mPASMC
induziert, wahrend der HIF-1a knockdown zur Inhibierung der Proliferation fiihrte. Der
proliferative Effekt von TGF-B1 wurde durch HIF-1a knockdown inhibiert (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Einfluss von HIF-1a und TGF-B1 auf die Proliferation von mPASMC unter chronischer
Hypoxie.

Untersuchung des Proliferationsverhaltens von WT mPASMC unter Hypoxie (1% O) mittels des Thymidin-
Analogons 5-Brom-2‘Desoxyuridin (BrdU). Die mPASMC wurden mit einer siRNA gegen HIF-1a (siHIF-1a)
oder mit einer Kontroll-siRNA (siR) transfiziert sowie mit TGF-B1 (5 ng/mL) stimuliert und fiir 24 Stunden in
Passage 1 unter Hox kultiviert (n=5-9). Die Daten wurden durch kolorimetrische Messung des Farbumschlags
erzieht. Signifikanter Unterschied, wenn * (p<0,05) und ** (p<0,01); ns: nicht signifikant.

TGF-B1 fiihrte in den stimulierten MPASMC zur Dephosphorylierung von Smad2/3 sowie p38
und zur Phosphorylierung von Erk1/2 (Abbildung 58). Im Vergleich zu B-Aktin konnte
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tendenziell eine erhéhte Phosphorylierung von p38 gezeigt werden, nicht jedoch von Smad2/3
oder Erk1/2.
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Abbildung 58: Einfluss von TGF-g1 auf die Phosphorylierung von Smad2/3, p38 und Erk1/2 in isolierten
mMPASMC unter chronischer Hypoxie.

Quantitative Untersuchung der relativen A) Smad2/3, B) Erk1/2 und C) p38 Posphorylierung (p-) hach TGF-p1-
Stimulation (5 ng/mL) von WT mPASMC in Hypoxie (24 Stunden, 1% O»; n=5) quantifiziert mittels Western Blot
Analyse. Représentativer Western Blots und die densitometrische Auswertungen sind dargestellt. Signifikanter
Unterschied, wenn p<0,05.

Schlussendlich wurde die Phosphorylierung von Smad2/3 unter chronischer Hypoxie in WT
mPASMC untersucht. Dabei zeigte sich eine tendenzielle Dephosphorylierung von Smad2/3
unter chronischer Hypoxie (Abbildung 59A) und kein Unterschied der Phosphorylierung
zwischen hypoxischen mPASMC isoliert aus TRPC17 Mausen verglichen mit WT mPASMC

(Abbildung 59B).
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Abbildung 59: Effekt von chronischer Hypoxie sowie Einfluss von TRPC1 auf die Phosphorylierung von
Smad2/3 in mPASMC.

Quantitative Untersuchung der relativen Smad2/3 Phosphorylierung (p-) A) in WT mPASMC nach 120 Stunden
Normoxie (Nox 21% O;) oder Hypoxie (Hox, 1% O) (n=5) sowie B) in WT und TRPC1" mPASMC (n=4) nach
120 Stunden Hox in Passage 0 quantifiziert mittels Western Blot Analyse. Représentative Western Blots und die
densitometrischen Auswertungen sind dargestellt. Signifikanter Unterschied, wenn p<0,05.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Expression von TRPC1 durch HIF-1a. und TGF-B1 induziert
wird, wobei HIF-1a durch TGF-B1 stabilisiert wird. Aulerdem wurde die mMRNA-Expression
von TRPC1 durch TNFa gehemmt.
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4 Diskussion

Die CHPH ist eine Erkrankung, dessen pathologischer Mechanismus &ul3erst komplex ist. Die
Pathogenese umfasst diverse Zelltypen und basiert auf der Interaktion verschiedener
Signalwege, die simultan oder sukzessiv ablaufen. Die in der CHPH vorliegenden
charakteristischen Veranderungen sind unter anderem mit einer veranderter Ca?*-Homgostase
assoziiert*”>, In diesem Zusammenhang wird in mehreren Studien die Rolle von TRP-Proteinen
suggeriert, die als Kationenkanile fir den erhohten Ca?*-Einstrom®° und der damit

einhergehenden erhohten [Ca?*]iin der PH verantwortlich sein kénnen.

4.1 Auswahl von TRPC1 als Kandidat in CHPH

In Lungengeweben von PH-Patienten® %1 in chronisch-hypoxischen Ratten und Mausen?®: 375
303;402;403 sowig in distalen Pulmonalarterien von MCT-behandelten Ratten*®®, wurde eine hohe
Expression von TRPC6 auf mRNA- und Protein-Ebene beobachtet. Obwohl TRPC6 in
Mausversuchen essentiell fur die akute Phase der HPV zu sein scheint, spielt TRPC6 in der
anhaltenden Phase hingegen keine Rolle, wéhrend die Bedeutung in der CHPH weiterhin
umstritten bleibt!2: 6: 383; 405,402

In dieser Arbeit wurde eine mdgliche Rolle von weiteren TRPC-Proteinen in der CHPH
untersucht. Um in Betracht kommende Kandidaten zu identifizieren, wurde die Genexpression
von TRPC-Proteinen auf mMRNA-Ebene zunéchst in murinen Lungen untersucht, welche zeigte,
dass TRPC1, TRPC3 und TRPC6 prominent exprimiert sind. Zusatzlich zeigte die
Untersuchung von kleinen, mittleren und grof3en pulmonalen Gefallen sowie Bronchien und
Septen nach Laser-Mikrodissektion, dass TRPC1 im Vergleich zu TRPC3 und TRPC6 in den
meisten Strukturen besonders hoch exprimiert ist. Eine Hypoxie-abhéngige Regulation der
untersuchten TRPCs in den pulmonalen Arterien konnte in dieser Arbeit nicht festgestellt
werden, obwohl dies zuvor fir TRPC1 und TRPC6 beschrieben wurde®”®. Die
unterschiedlichen Resultate beider Untersuchungen kdénnten sowohl Spezies-abhangige als
auch Methoden-abhéngige Ursachen haben (siehe Kapitel 4.4). Im Gegensatz zu Wang et al.
wurden in dieser Arbeit homogenisierte Lungen und ,,intakte” GeféRe untersucht, die aus
verschiedenen Zelltypen bestehen*®, was die mogliche Hypoxie-induzierte Regulationen in
den einzelnen Zelltypen uberdeckt haben kénnte.

Da die erhéhte Proliferation der PASMC ein charakteristisches Merkmal der PH ist® 173 407
498 ‘war die Analyse der TRPC-Expression in diesen Zellen von besonderem Interesse. Um

einen Hypoxie-regulierten Kandidaten aus der TRPC-Subfamilie zu ermitteln, wurde die
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MRNA-Expression einzelnen TRPC-Proteine in isolierten mPASMC der Passage 2 tberpruft.
Dabei konnte zum einen dargelegt werden, dass TRPC1 und TRPC6 prominent exprimiert
waren und zum anderen, dass die TRPC1-Expression durch Hypoxie induziert wurde. Diese
Hypoxie-abhéngige Regulation konnte in mPASMC sowohl in der Passage 0 als auch in der
Passage 1 mittels RTgPCR bestétigt werden. Zudem konnte in einer cDNA-Microarray-
Analyse gezeigt werden, dass die TRPC1-Expression durch chronische Hypoxie induziert
wurde. Des Weiteren waren in der cDNA-Microarray-Analyse nur TRPC1 und TRPC6
detektiert worden, wahrend andere TRPCs durch ihre geringe Expression nicht detektierbar
waren. Dartiber hinaus konnte in dieser Arbeit eine Hochregulation von TRPCL1 in Folge der
chronischen Hypoxie-Exposition sowohl in humanen als auch in Ratten PASMC gezeigt
werden. Die Hypoxie-induzierte Expression von TRPC1 konnte auch in anderen Studien in
MPASMC’® und rPASMC375: 303 403; 405; 409; 410 heaopachtet werden und impliziert eine Relevanz
von TRPC1 in unterschiedlichen Spezies. Allerdings gibt es keine vergleichbaren Studien an
hPASMC.

In der vorliegenden Arbeit konnte, im Gegensatz zu anderen Studien’® %2 keine Hypoxie-
abhangige TRPC6-Expression in mPASMC gezeigt werden. Allerdings wurde die TRPC6-
Expression lediglich in Passage 1 und Passage 2 nach 72 Stunden Hypoxie untersucht und
schlielt eine Regulation in Passage 0 nicht aus. Zudem ist es moglich, dass 72 Stunden
Hypoxie-Exposition nicht ausreichen, um eine TRPCG6-Expression zu induzieren.
Eine Verifizierung der Hypoxie-abhédngigen TRPC1-Induktion auf Proteinebene konnte nicht
erbracht werden. Die Uberpriifung diverser TRPC1-Antikorpern legte offen, dass spezifische

Antikorper gegen murines TRPC1 derzeit nicht verfiigbar sind332 383,

4.2 Rolle von TRPC1 in vivo und in vitro

4.2.1 Rollevon TRPCL1 invivo

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde die Bedeutung von TRPCL1 in der HPV und der CHPH
in vivo untersucht. Hierbei konnte die Relevanz von TRPC1 im Mechanismus der HPV
ausgeschlossen werden. Das Fehlen von TRPCL1 flhrte nicht zur Veranderung der bi-
phasischen Vasokonstriktion nach akuter und anhaltender Hypoxie. Im Gegensatz dazu fiihrte
das Fehlen von TRPC1 unter chronischer Hypoxie zu einem signifikant verminderten Anstieg
des RVSP sowie einer signifikant verringerten Muskularisierung von kleinen pulmonalen
GefaBen im Vergleich zu WT Mausen. Die TRPC1” Tiere waren in dieser Arbeit partiell vor

der PH geschiitzt, was auch in einer Studie von Xia et al.”® bestatigt wurde.
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Ein weiteres klinisches Merkmal der PH ist die Entwicklung der Rechtsherzhypertrophie,
welche durch den knockout von TRPCL1 nicht beeinflusst wurde. Diese Beobachtung kénnte
zwei Ursachen haben. Zum einen ist es moglich, dass die Rechtsherzhypertrophie in TRPC17
Méusen unabhédngig vom erhéhten PAP direkt durch Hypoxie ausgelést wird. Zum anderen
kénnte der in hypoxischen TRPC17- Méausen im Vergleich zu WT Mausen verminderte RVSP
sekundar in Folge einer Rechtherzdekompensation entstehen, die das Herzzeitvolumen
reduziert. Diesbeziiglich konnte TRPC1 im rechten die gleiche Rolle wie im linken Herzen
spielen, wo ebenfalls eine Hochregulation von TRPC1 in Ratten beobachtet wurde®'t. Die Rolle
von TRPC1 in hypertrophen Signalwegen in Kardiomyozyten, welche zu
Linksherzhypertrophie und schlieBlich zum Linksherzversagen fiihren, wurde bereits
gezeigt*2. Xia et al.”® konnte im Gegensatz zu den in der vorliegenden Arbeit erzielten
Ergebnissen eine verminderte Rechtsherzhypertrophie in TRPC1” Mé&usen beobachten.
Allerdings wurde in dieser Studie eine hohe Tieranzahl verwendet, wodurch die
Wahrscheinlichkeit erhoht wird auch kleinere Unterschiede zwischen WT und TRPC17
Mausen zu detektieren. Des Weiteren konnte Xia et al.”® in TRPC6”- Mausen zeigen, dass sich
Rechtsherzhypertrophie auch im spateren Verlauf entwickeln kann und Méuse nur in der friihen
Phase der Hypoxie-Exposition geschiitzt sind. Ein solcher Mechanismus kénnte in TRPC1”-
Mausen theoretisch auch denkbar sein. Letztendlich verwendete Xia. et al.”® in seiner Studie
nur mannliche Mé&use, wéhrend in der vorliegenden Arbeit beide Geschlechter verwendet
wurden. Es ist bekannt, dass es im Menschen zu geschlechtsspezifischen Unterschieden in der
PH Auspragung kommen kann. So leiden Frauen haufiger an PH und unter einer schwereren
Form der PH als Manner #1* 414 Zusatzlich wurden Polymorphismen im TRPC6-Promotor
nachgewiesen, die den Schweregrad der IPAH beeinflussten und bei Mannern haufiger
auftreten*'®. Ob es in Méausen zu geschlechtsspezifischen Unterschieden in der Auspragung der

PH kommen kann, ist in der Literatur bislang jedoch nicht untersucht worden.

4.2.2 Rolle von TRPCL1 in vitro

Um die im vorherigen Abschnitt beschriebenen Effekte von TRPC1 auf das Geféal3system zu
erklaren, wurden prékapillare mPASMC nach Hypoxie-Exposition ndher charakterisiert. Da in
dem Mechanismus des pulmonalvaskuldren Gefalumbaus der PH Verdnderungen in der
Proliferation, der Migration sowie der Apoptose zugrunde liegen®® 152 172-174:39 "\wyrde der
Einfluss von TRPCL1 auf diese VVorgange untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass TRPC1 in der chronisch Hypoxie-

induzierten Proliferation von mPASMC relevant ist, da der knockout von TRPC1 zu einer
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verminderten Proliferation fihrte. Allerdings konnte keine vollstindige Hemmung der
chronisch Hypoxie-induzierten Proliferation beobachtet werden. Dieses Ergebnis deutet darauf
hin, dass dieser Prozess multifaktoriell ist. Die in dieser Arbeit durchgefuhrte cDNA-
Microarray-Analyse zeigte eine generell starke Regulation des Zellzyklus-assoziierten
Signalweges in mMPASMC nach chronischer Hypoxie-Exposition (siehe Anhang Abbildung
63). So wurde die Expression der Proliferation-assoziierten Proteine Cyclin D1 und Ki67 in
mPASMC und in homogenisierten Mauslungen durch chronische Hypoxie induziert, nicht
jedoch durch den TRPC1-Verlust beeinflusst. Daraus kann konkludiert werden, dass Cyclin
D1- und/oder Ki67-assoziierte Signalwege trotz TRPC1 knockouts/knockdowns durch
chronische Hypoxie aktiviert werden, wodurch es zur Hypoxie-induzierten Proliferation
kommt. Gleiches gilt auch fur die basale Proliferationrate unter Normoxie. Sie ist nicht durch
den knockdown/knockout von TRPC1 beeinflusst. Entweder ist die TRPC1-Expression unter
Normoxie zu gering um Einfluss zu nehmen oder der Proliferationsprozess wird unter
Normoxie durch andere proliferative Mechanismen gesteuert. Ebenso ist es mdglich, dass
TRPC1 in normalen physiologischen Prozessen keine groRe Rolle spielt3”°. Eine potentielle
Rolle von TRPCL1 in der Zellproliferation wird von zuvor verdffentlichten Ergebnissen im
Zusammenhang mit Brustkrebs*, Eierstockkrebs*’, der Proliferation von hPASMC*® und
endothelialer Progenitorzellen*® unterstitzt.

Die Migration ist ein weiterer Mechanismus, der zum Gefallumbau der PH beitragt und zur
Novomuskularisierung von nicht- oder partiell-muskularisierten pulmonalen GefaRen fiihrt!’>-
174:3%9 Der Verlust von TRPC1 in mPASMC fiihrte zur vollstandigen Inhibition der Hypoxie-
induzierten Migration, wahrend die Migration unter Normoxie durch den knockout nicht
beeinflusst wurde. Anhand der durchgefiihrten VVersuche kann keine Aussage dartber getroffen
werden, ob die TRPC1” mPASMC nur vermindert und/oder ungerichtet migrieren. In
Myoblasten*?® und Nierenepithelzellen*?* konnte ein Einfluss von TRPC1 auf die gerichtete
Migration gezeigt werden. Wéhrend TRPC1 in Nervenzellen eine inhibierende Wirkung auf die
Migration®* zeigt, konnte in Skelettmyoblasten*?® und endothelialen Progenitorzellen*'® eine
induzierende Wirkung beobachtet werden. Der der Migration zugrundeliegende Mechanismus
ist &uBerst komplex und bisher nicht vollstdndig geklart. Die Migration héngt von der
Interaktion interner (molekularer) und externer (physikalischer) Faktoren und Signalwege
ab*??, Als molekulare Faktoren steuern Wachstumsfaktoren wie PDGF*%% 424 TGF-p*?* VEGF
und Angll*? die Migration. Als physikalische Faktoren sind Druck*?® und Scherstress*’: 428 zy
nennen. AuRerdem ist die Interaktion von EC und SMC fiir die Migration relevant*?. Dies kann

zu Unterschieden zwischen verschiedenen Zelltypen fuhren.
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Mit der Proliferation und Migration von SMC ist der Phénotyp assoziiert, der kontraktil oder
synthetisch/proliferativ sein kann*? 42431 Die Anderung des Phanotyps wird durch mehrere
Faktoren*?% 432 wie extrazellulire Matrixproteine*% 434 Wachstumsfaktoren wie PDGF**® und
TGF-B*%, Scherstress**” sowie ROS*3® beeinflusst. AuRerdem ist der Phanotyp der SMC durch
das Expressionsmustern einiger Proteine charakterisiert*?® 431, So kommt es wahrend der
Anderung vom kontraktilen zur synthetischen/proliferativen Phanotyp zur erhéhten Generation
von extrazellularen Matrixproteinen*°44 die mit Zelladhasion zusammenhangen und
charakteristisch fir die Veranderungen in der PH sind. Zusétzlich kommt es zum Verlust von
Proteinen wie Myosin, Tropomyosin und a-SMA, die mit der Kontraktion von SMC assoziiert
sind*3% 3L, In der vorliegenden Arbeit konnte der Wechsel vom kontraktilen zum synthetischen
Phénotyp anhand der reduzierten Expression von a-SMA in den mPASMC gezeigt werden.
Durch das Fehlen von TRPC1 wurde die Expression von a-SMA und somit die Anderung zum
synthetischen/proliferativen Phanotyp nicht beeinflusst, obwohl lonenkanéle fiir den Phanotyp-
Wechsel wichtig sind. So wurde bereits eine Rolle von TRPC6 im Ph&notyp-Wechsel in
rPASMC nachgewiesen®!. AuRerdem sind die VDCC beim synthetischen/proliferativen
Phanotyp von Bedeutung. Die VDCC bilden eine Familie von Ca?*-Kanélen, die in vier
Subfamilien, L-, N-, P/Q- und R-Typ, gegliedert werden kénnen**?. Die L-Typ VDCC, welche
durch eine langsame Inaktivierung charakterisiert sind (longlasting, L), werden im
synthetischen verglichen mit dem kontraktilen Phanotyp, vermindert exprimiert, wahrend die
T-Typ VDCC, welche durch geringe Depolarisation aktiv werden, verstarkt expriminert und
somit die L-Typ VDCC ersetzten konnten*. T-Typ VDCC sind in humanen pulmonalen
Arterien*** exprimiert und in pulmonalen Arterien aus chronisch Hypoxie-exponierten Mausen
hochreguliert**°. Sie spielen sowohl in der Zellproliferation*** als auch in der Zellkontraktion*4°
eine Rolle. Es ist allerdings bisher nicht bekannt, ob eine Aktivierung von T-Typ VDCC durch
TRPC-Kanéle mdglich ist. Da TRPC17- Méause nur teilweise vor CHPH geschiitzt sind, ist es
vorstellbar, dass andere lonenkanale**® unabhangig von TRPC1 zur Entstehung der PH
beitragen.

Letztendlich ist der Gefaumbau wéhrend der PH mit einer verminderten Apoptose der PASMC
assoziiert**” 44 Der Einfluss von chronischer Hypoxie auf die Apoptoserate der mPASMC
konnte in dieser Arbeit aus technischen Grinden nicht untersucht werden. Um die Apoptoserate
zwischen normoxisch- und hypoxisch-kultivierten mPASMC vergleichen zu kénnen, missen
gleiche Zellzahlen zum Zeitpunkt der Messung vorliegen. Da chronische Hypoxie die
Proliferation von mPASMC induziert, ist eine Vergleichbarkeit des Apoptose-Signals zwischen

normoxischen und hypoxischen mPASMC nicht aussagekraftig. Aus diesem Grund wurde
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lediglich der Einfluss von TRPC1 auf die Apoptose unter Normoxie oder unter Hypoxie im
Vergleich zu WT mPASMC untersucht, wobei keine Relevanz von TRPCL1 fur die Apoptose
festgestellt werden konnte. Die Analyse der Expression von Apoptose-assoziierten Proteinen
auf mRNA-Ebene zeigte hingegen, dass das Apoptose-assoziierte Protein Bax unter
chronischer Hypoxie vermindert expriminert wurde, was auf eine gesenkte Apoptoserate von
mMPASMC unter chronischer Hypoxie hindeutet. Eine mdgliche Rolle von TRPC1 in der
Apoptose konnte in der Analyse der Expression von Apoptose-assoziierten Proteinen nicht
gezeigt werden.

Zusammenfassend stehen die in dieser Arbeit erhobenen Daten zur Migration und zur
Proliferation der mPASMC im Einklang mit den in vivo Resultaten. Die chronische Hypoxie
resultierte in der gesteigerten Migration und Proliferation und vermutlich mit einer gesenkten
Apoptose, was den Anstieg der Muskularisierung und des RVSP erklaren konnte. Der Verlust
von TRPC1 verminderte die Proliferation sowie die Migration der mPASMC, was sich in vivo

in einer reduzierten Muskularisierung der Gefal3e manifestiert haben kénnte (Abbildung 60).

Chronische
Hypoxie

SOC

A A T T A R AR R RN [
SGIQRIIORI QINOOTGAOOIQIIQRIUOR RUQLRIUORIUIGEREDQNUOI O

Chronische
Hypoxie

: i

\

= :

lTT?C:L ___________ ’;Orail v

2+ i ______ c
Ca 20 SOC
K|67 %0"" Ca?*
@ Cyclln D1

uTProllferatlon WMigration ~ Ca¥ <------

-

N/
HGefaBimbau o{Apo?ptose
b
¢TFiH

o} RHH

Abbildung 60: Einfluss TRPC1 auf die Entstehung der CHPH.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch chronische Hypoxie die Expression des klassischen transient
receptor potential 1 (TRPC1) -Kanals in pulmonalerteriellen glatten Muskelzellen (pulmonary arterial smooth
muscle cells, PASMC) und die Expression von Cyclin D1 und Ki67 induziert, wahrend die Expression von bax
gehemmt wird (blaue Pfeile). Durch das Fehlen von TRPC1 durch knockdown (griner Pfeil) und/oder knockout
(roter Pfeil) wurde die Proliferation und die Migration der mPASMC gesenkt. Ein Einfluss von TRPC1 auf die
Apoptoserate sowie auf die Expression von Cyclin D1, Ki67 und Bax konnte nicht beobachtet werden (griiner/roter
Punkt). Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass in TRPC1”- Mausen das Fehlen von TRPC1 zum verminderten
Gefdlumbau und zum gesenkten rechtsventrikuldren systolischen Druck (right ventricular systolic pressure,
RVSP) fuhrt, wodurch die pulmonale Hypertonie (PH) vermindert wird. Die Rechtsherzhypertrophie (RHH) bleibt
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unbeeinflusst. IPsR: Inositol-1,4,5-triphosphat Rezeptor; stiml: stromal interaction molecule 1 (Stromales
Interaktionsmolekiil 1); Orail: Ca?* release-activated Ca?* channel protein 1 (Ca?* aktivierbares Ca?*-
Kanalprotein 1); ROC: receptor-operated channel (Rezeptor-aktivierbarer Kanal); Ryr: Ryanodine Rezeptor;
SERCA: sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase (Ca?*-Pumpe des sarcoplasmatischen und
endoplasmatischen Reticulums); SOC: store-operated channel (Speicher-aktivierbarer Kanal); TRP: transient
receptor potential; orange Pfeile: in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Signalwege; schwarze Pfeile: in der
Literatur beschriebene Signalwege; gestrichelte Pfeile: nicht vollig entschliisselte molekulare Signalwege; Pfeil
nach oben: Erhéhung; Pfeil nach unten: Senkung; Punkt: kein Unterschied; rot: knockout; griin: knockdown; blau:
Hypoxie-Effekt; schwarz: in der Literatur beschrieben.

4.3 Aufklarung des Signalweges in der Hypoxie-induzierten
Proliferation der mPASMC

In der Funktionsweise von TRPC1 kommt es wahrscheinlich zu einer komplexen Interaktion
von diversen Signalwegen, die letztendlich die Proliferation und die Migration beeinflussen. In
dieser Arbeit wurden drei Aspekte untersucht, um den TRPC1-assoziierten Mechanismus zu
charakterisieren: 1) die Aktivierung von TRPCl-assoziierten Kationkanalen, 2) der

downstream-Signalweg und 3) der upstream-Signalweg.

4.3.1 Die Aktivierung von TRPC1l-assoziierten Kationenkanalen

Die Ca?*-Homdostase ist im Zusammenhang mit der CHPH von zentraler Bedeutung 2% 2% 29
311 Ca?* ist nicht nur wichtig fiir die Proliferation sowie den Zellwachstum*® der PASMC,
sondern auch fir die Regulation der Genexpression durch Ca?"-regulierte
Transkriptionsfaktoren3%% 4%,

Die Relevanz von TRPC1 im Ca?*-Einstrom und der Zellproliferation wurde durch viele
Studien in vaskularen SMC*3 451 und Krebszelllinien®®? 453 gezeigt. Im Gegensatz zu anderen
TRPC-Proteinen ist die Funktion von TRPC1 als lonenkanal umstritten®>*. Das Heterolog
exprimierte TRPC1 wird nur schwach als Homomer in die Plasmamembran®*? eingebaut.
Wahrscheinlich wirkt TRPC1 physiologisch daher nicht fur sich alleine, sondern als Linker-
oder Regulatorprotein in anderen funktionellen tetrameren TRPC-Kanilen®3 344, Da es keine
hochspezifischen TRPC1-Antikdrper gibt, welche native TRPC1-Kandle in priméren murine
Zellen detektieren konnen, ist die Identifizierung von funktionellen TRPC1-assoziierten TRPC-
Kanalen in der Plasmamembran bisher nicht moglich.

Wie eingangs beschrieben, kénnen TRPCs als ROC34% 345: 346; 360 361 oy SOC34L: 345; 346; 360-363
in der Ca?*-Homdostase eine Rolle spielen® 2% 32637 Um die Relevanz von TRPC1 im Ca?*-
Haushalt der CHPH zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit die Funktion von

TRPC1l-assoziierten Kationenkanélen als SOC und als ROC analysiert.
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Der SOC-vermittelte Ca?*-Einstrom (SOCE) wurde mit Hilfe der Substanz CPA induziert. CPA
inhibiert die Ca?*-Pumpe SERCA, welche unter physiologischen Bedingungen kontinuierlich
Ca?* aus dem Zytoplasma in den intrazellularen Speicher pumpt. Das Inhibieren der SERCA
fiinrt durch kontinuierliches Entweichen von Ca?*-lonen zur Entleerung des Speichers, welches
iiber verschiedene Wege die Aktivierung des SOCE vermittelt!® 26 6164 |n der vorliegenden
Arbeit wurde kein Unterschied in der basalen [Ca®*]i in WT mPASMC nach chronischer
Hypoxie im Vergleich zur Normoxie beobachtet, obwohl in einigen Studien eine héhere basale
[Ca?*]i unter Hypoxie gezeigt werden konntel’® %, Diese Diskrepanz konnte zum einen durch
methodische Unterschiede verursacht sein (siehe Kapitel 4.4). Zum anderen wird bei der
Verwendung von Fura2-AM die Konzentration der freien Ca*-lonen in der Zelle gemessen. So
ist es denkbar, dass freies Ca®*-lonen durch Ca?*-bindenden Proteinen, wie Calmodulin,
Calretinin und Calcineurin, unter Hypoxie vermehrt gebunden sind*®% 457, So wurde bereits
gezeigt, dass TGF-B1, dessen Expression in PASMC aus IPAH Patienten sowie in Mauslungen
nach chronischer Hypoxie-Exposition induziert wird?*4, die Expression von Calcineurin in
Ratten FB hochreguliert*®. Dies wiirde erklaren, dass in den eigenen Untersuchungen kein
Unterschied in der basalen [Ca?"]i beobachtet werden konnte.

Weiterhin konnten keine Unterschiede in der maximalen [Ca?']i oder der Ca?'-
Einstromgeschwindigkeit in WT mPASMC nach chronischer Hypoxie im Vergleich zur
Normoxie nach CPA-Gabe beobachtet. Dies weil3t darauf hin, dass die Anzahl der SOC durch
Hypoxie nicht verandert ist und es zu keinem erhéhten SOC-vermittelten [Ca?*]i unter Hypoxie
kommt. Der Vergleich des relativen maximalen Ca?*-Einstroms zwischen normoxischen und
hypoxischen mPASMC l&sst schlussfolgern, dass chronische Hypoxie moéglicherweise eine
inhibierende Wirkung auf den SOCE hat. Die Relevanz des SOCE auf die [Ca?']i unter
chronischer Hypoxie wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Die meisten Studien konnten
einen wichtigen Beitrag von SOC auf die Erhéhung der [Ca?*]i in chronischer Hypoxie
zeigen® 3°3: 418 459 Dje Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten lediglich durch die
Resultate einer weiteren Arbeitsgruppe bestatigt werden*®, welche zeigen konnte, dass SOCE
nach chronischer Hypoxie reduziert war. Allerdings wurden in dieser Studie unter anderem
intrapulmonale Arterien mit einem Durchmesser von 100 bis 300 um nach Entfernen des
Endothels aus chronisch hypoxischen Ratten verwendet. Dieser und weitere methodische
Unterschiede erschweren den Vergleich zwischen verschiedenen Studien, worauf im weiteren
Verlauf eingegangen wird (siehe Kapitel 4.4).

Der knockout von TRPC1 zeigte keinen Einfluss auf die gemessenen Parameter nach CPA-

Gabe im Vergleich zu WT mPASMC unter chronischer Hypoxie. Dies lasst darauf schlief3en,
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dass der TRPC1-assoziierte Kationenkanal in chronischer Hypoxie keine SOC bildet. Diese

Theorie wird durch eine weitere Studie bestatigt>*.

Um die Funktion von TRPC1-assoziierten Kationenkanalen als ROC in chronisch Hypoxie-
exponierten PASMC zu untersuchen, wurden mPASMC mit OAG, einem DAG-Analogon,
stimuliert. Die Nutzung von OAG an Stelle von DAG ermdglicht die Untersuchung der ROC-
Aktivierung unabhangig von anderen Signalwegen (z. B. IPs-vermittelte Speicherentleerung,
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, Rezeptor-Tyrosinkinasen) und von unterschiedlichen
Agonisten (z. B. ET-1%! Angl1*¢?), von der Synthese von DAG durch PLC oder DAG-
Lipasen“®® und vom Abbau von DAG durch DAG-Kinasen sowie von der Rezeptorexpression
und -aktivitat?48:249 die durch Hypoxie reguliert sein kann. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass OAG trotz Analogie zu DAG, die gleichen Kanale und in der gleichen Weise wie
DAG aktiviert.

Der Vergleich der basalen [Ca®']i zwischen normoxischen und chronisch hypoxischen WT
MPASMC zeigte ebenfalls keinen Unterschied. Weiterhin konnte auch kein Unterschied in der
maximalen [Ca?*]i nach ROC-Aktivierung durch OAG beobachtet werden. Wie bereits errtert
ist es denkbar, dass schnelle Anderungen der Einstromgeschwindigkeit von Ca?* durch Fura2-
AM gemessen werden konnen, dass aber die einstromenden Ca?*-lonen intrazellular durch
Ca?*-bindenden Proteinen, welche unter Hypoxie vermehrt exprimiert oder aktiviert sein
konnte, schnell gebunden werden®® 457, Dies konnte erklaren, warum in der basalen [Ca?*]i und
in der maximalen [Ca?']i nach CPA- und OAG-Gabe keine Unterschiede in der [Ca?'];
gemessen werden konnten. Unter chronischer Hypoxie kommt es allerdings zu einer signifikant
erhéhten Ca?*-Einstromgeschwindigkeit, was auf eine hohere Anzahl an aktivierten ROC in der
Membran schliefen lisst. Lin. et al.®® konnten ebenfalls eine Relevanz von ROCE unter
chronischer Hypoxie in isolierten rPASMC zeigen. Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit,
konnte diese Arbeitsgruppe jedoch auch einen vermehrten Ca®*-Einstrom (iber SOC
beobachten. Diese Unterschiede kdnnten methodische Ursachen haben. Zum einen wurden die
Ca?*-Messungen mit Hilfe der Mangan-Quenching Methode mit Fluo-3-Am*® durchgefiihrt,
was maoglicherweise eine genauere Methode darstellen konnte als die Messung mit Fura2-AM.
Zum anderen verwendete diese Arbeitsgruppe mPASMC aus normobaren Ratten nach
Normoxie und Hypoxie. Diese rPASMC wurden lediglich fur 16 bis 24 Stunden unter 4% O
kultiviert®®. Es ist zu hinterfragen, ob dieser Hypoxie-Stimulus stark genug ist, da in anderen
Studien gezeigt wurde, dass 4% O nicht ausreichen um HIF-1a zu stabilisieren*®* und auch
keinen Efekt auf die Expression anderer Gene hat*®. Lin et al. schlussfolgerten zudem, dass
TRPC6 fiir den ROCE und TRPC1 fiir den SOCE verantwortlich seien®®. Die Ergebnisse
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wurden mit Hilfe von siRNA erzielt, deren Effizienz auf der Untersuchung von Western Blots
basierte, die mit Antikérpern durchgefihrt wurden, welche nach neusten Erkenntnisstand
unspezifisch zu sein scheinen332 383,

Die in dieser Arbeit vorgenommenen vergleichenden Analysen zwischen WT und TRPC1™
mPASMC unter chronischer Hypoxie zeigte, dass das Fehlen von TRPCL zu einer gesenkten
basalen und maximalen [Ca?']i fiihrte. Der relative Vergleich von basaler und maximaler
[Ca2"];, zeigte jedoch keinen Unterschied. Dies konnte darauf hindeuten, dass trotz des Fehlens
von TRPC1-assoziierten ROC andere TRPC1-nicht-assoziierte ROC durch OAG aktiviert
werden und unter chronischer Hypoxie, verglichen mit der basalen [Ca?*];, die gleiche Menge
an Ca®* leiten, wie in WT mPASMC TRPC1-assoziierte und TRPC1-nicht-assoziierte ROC.
Des Weiteren fiihrte der Verlust von TRPC1 zu einer signifikant verminderten Ca®-
Einstromgeschwindigkeit. Dies lasst schlussfolgern, dass TRPC1 eine Rolle als ROC unter
chronischer Hypoxie einnimmt. Uber die Rolle von TRPC1 als ROC in PASMC unter
Normoxie und/oder Hypoxie ist wenig bekannt. Lediglich in humanen T-Zellen aus der Milz
konnte der OAG-induzierte Ca?*-Einstrom auf TRPCl-assoziierte ROC zuriickgefiihrt
werden®®, In humanen ML-1 Schilddriisenkrebszellen konnte ebenfalls eine Funktion von
TRPC1 als ROC gezeigt werden*3,

Man sollte berlicksichtigen, dass es schwierig ist, den SOCE und den ROCE getrennt
voneinander zu untersuchen. Zum einen werden bei der PLC-vermittelte Hydrolyse von PIP;%!
DAG und IP3 generiert, wodurch sowohl ROC als auch SOC aktiviert werden kénnen. Zum
Anderen gibt es Hinweise, dass TRPC-Kandle sowohl als SOC als auch als ROC in
Abhingigkeit vom Expressionslevel agieren konnen*®’. Andere Studien lassen auch vermuten,
dass die Funktionsweise von TRPC1 als SOC oder ROC durch Stim1 bestimmt sein konnte®:
468 Des Weiteren wurde gezeigt, dass Caveolin-1 die Funktion von SOC im Zusammenhang
mit IPAH beeinflusst*®®, was durch die Interaktion von Caveolin-1 und TRPC1 vermittelt sein
konnte®, Diese unter andere Mechanismen kénnten die beschriebenen Unterschiede zwischen
verschiedenen Studien der Analyse von SOCE und ROCE erkldren. Die Diskrepanzen in den
Ergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen kénnte des Weiteren durch nicht standardisierte
Versuchsbedingungen verursacht worden sein. So wurden PASMC aus Arterien ohne
Endothel*® oder mit intaktem Endothel gemessen®®®, es wurden unterschiedliche
Geféalabschnitte in den verschiedenen Studien (intrapulmonale Arterien der Ratte mit einem
Durchmesser von 300 pm bis 800 um3®® und mit einem Durchmesser von 100 um bis
300um*°) untersucht, welche sich durch unterschiedliche Expressionsprofile und Phanotypen
an PASMC*"% 41 auszeichnen kénnten. Des Weiteren kénnten methodische Unterschiede in
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der Zellisolation relevant sein wie z. B. die Isolation der PASMC mit und ohne enzymatischen
Verdau®®* 40 das Alter der Zellen zum Zeitpunkt des Versuch und die Qualitat der Hypoxie
(Dauer, pO., Ausschluss der Reoxygenierung etc.). In dieser Arbeit wurde beispielsweise
durchgéngig sichergestellt die chronisch Hypoxie-exponierten PASMC nicht zu reoxygenieren.
Inwiefern andere Studien unter ahnlichen Bedingungen durchgefiihrt wurden, kann nicht immer
beurteilt werden. Die Wahl des Mediums und der Mediumzusammensetzung spielt ebenfalls
eine Rolle. So zeigten in Wachstumsfaktor-haligem Medium kultivierte hPASMC einen
signifikant hoheren durch CPA-initiierten Ca®*-Einstrom als hPASMC, die in

Wachstumsfaktor-freiem Medium kultiviert wurden*’2,

Zusammenfassend deutet diese Arbeit darauf hin, dass TRPC1 eine Funktion als ROC nicht
jedoch als SOC in der Hypoxie-assoziierten Dysregulation der Ca?*-Homoostase erfiillt
(Abbildung 61).
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Abbildung 61: TRPC1-assoziierte Kationenkanéle regulieren den Ca?*-Haushalt iber Rezeptor-aktivierte
Signalwege unter chronischer Hypoxie.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die klassisch transient receptor potential 1 (TRPC1) -
assoziierten Kationenkanéle durch 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG), einem Analog von Diazylglyzerol
(DAG), die Ca?*-Konzentration in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (pulmonary arterial smooth muscle
cell, mPASMC) regulieren und Rezeptor-aktivierbaren Kanélen (receptor-operated channel, ROC) bilden. Der
knockout (rot) von TRPC1 beeinflusst den Ca?*-Einstrom negativ. Cyklopiazonsaure (Cyclopiazic acid, CPA)
hingegen fiihrt zur Entleerung von intrazelluldren Speichern (sarkoplasmatisches Retikulum, SR), wodurch die
intrazellulare Ca?*-Konzentration ansteigt. Es kommt jedoch nicht zur Aktivierung von TRPC1-assoziierten
Kationenkanalen. Speicher-aktivierbare Kandle (store-operated channel, SOC) spielen weder in chronischer
Hypoxie eine Rolle, noch scheinen TRPC1-assoziierte Kanédle zu den SOC zu z&hlen. Durch die gesenkte
intrazellulare Ca?*-Konzentration werden Proliferation und Migration gesenkt, was zu reduzierten GefaRumbau
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und reduziertem rechtsventrikulérer systolischer Druck (right ventricular systolic pressure, RVSP) fuhrt, wodurch
die TRPC17 Mause partiell vor pulmonaler Hypertonie (PH) geschiitzt waren. GF: growth factor
(Wachstumsfaktor); GPGR; G-Protein-gekoppelter Rezeptor; IP3: Inositol-1,4,5-triphosphat; IPsR: Inositol-1,4,5-
triphosphat Rezeptor; Orail: Ca®* release-activated Ca?* channel protein 1 (Ca®* aktivierbares Ca%*-Kanalprotein
1); P: Phosphorylierung; PIP,: Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat; PLC: Phospholipase C; RHH:
Rechtherzhypertrophie; Ryr: Ryanodine Rezeptor; Stiml: Stromal Interaktionsmolekil 1; SERCA:
sarcoplasmic/endoplasmic  reticulum calcium ATPase (Ca?-Pumpe des sarcoplasmatischen und
endoplasmatischen Reticulums); TRP: transient receptor potential; orange Pfeile: in der vorliegenden Arbeit
nachgewiesene Signalwege; schwarze Pfeile: in der Literatur beschriebene Signalwege; gestrichelte Pfeile: nicht
vollig entschliisselte molekulare Signalwege; Pfeil nach oben: Erhdhung; Pfeil nach unten: Senkung; Punkt: kein
Unterschied; rot: knockout; griin: knockdown; blau: Hypoxie-Effekt; schwarz: in der Literatur beschrieben.

4.3.2 Upstream- und Downstream-Signalwege

In der vorliegenden Arbeit konnte die Hochregulation von TRPC1 in mPASMC durch
chronische Hypoxie-Exposition sowie die Relevanz von TRPC1 in der chronisch Hypoxie-
induzierten Proliferation und Migration und in der Dysregulation der Ca?*-Homgostase
nachgewiesen werden. Aus der Literatur sind mannigfaltige Hinweise auf molekulare TRPC1-
assoziierte downstream-Signalwege bekannt. Eine Schliisselrolle des TRPC1-vermittelten
Ca?*-Einstroms wurde in vaskuldren SMC**® sowie Lungenkarzinomazellen®? im
Zusammenhang mit Proliferation beschrieben. In Lungenkarzinomazellen wurde gezeigt, dass
der TRPC1-vermittelte Ca?*-Einstrom fiir die Aktivierung von EGF-Rezeptoren sowie die
Induktion der Cyclin-Expression essentiell war**?, Wie bereits beschrieben, konnte in dieser
Arbeit kein Zusammenhang zwischen TRPC1 und Cyclin D1 hergestellt werden. Des Weiteren
wurde in der Literatur gezeigt, dass der TRPC1-vermittelte Ca®*-Einstrom wichtig fir die
Induktion des Phosphoinosid-3-Kinase/Proteinkinase B Signalwegs und des mitogen-
aktivierten Protein Kinase (MAPK) -Signalwegs ist**?. Da im Zusammenhang mit chronisch
Hypoxie-induzierter Proliferation die Relevanz des MAPK-Signalwegs, insbesondere der
Aktivierung von Erk1/2 sowie p38 beschrieben wurden*’3 474 'wurde in der vorliegenden Arbeit
der Fokus auf diese Signalwege gelegt. Die cDNA-Microarray-Analyse zeigte eine generelle
starke Regulation des MAPK-Signalweg in mPASMC nach chronischer Hypoxie-Exposition
(Abbildung 63). In homogenisierten Lungen und mPASMC fuhrte Hypoxie zur Erhéhung der
p38 Phosphorylierung jedoch zur Verringerung der Erk1/2 Phosphorylierung. Des Weiteren
zeigte sich in der cDNA-Microarray Analyse, dass der knockout von TRPC1 zu einer
veranderten Regulation im MAPK-Signalweg fiihrt (Abbildung 63). Es konnte jedoch kein
Unterschied in der Phosphorylierung von Erk1/2 oder p38 zwischen WT und TRPC1”
mMPASMC unter chronischer Hypoxie beobachtet werden. Wéhrend in der Literatur bisher
lediglich beschrieben wurden, dass die Phosphorylierung von p38 zur Expression von TRPC1
in rPASMC fiihrt*®, ist der Erk1/2-assoziierte Signalweg bereits niher beschrieben worden.

128



Diskussion

Dabei soll die Aktivierung wvon Ca?*-sensitiven Signaltransduktionsproteinen in
Brustkrebszellen tiber den TRPC1-vermittelte Ca*-Einstrom zur Phosphorylierung von Erk1/2
fihren*”. Die Phosphorylierung/Aktivierung von Erk1/2 in diesen Zellen wurde zudem als

notwendiger Schritt in der Induktion der TRPC1-Expression beschrieben*’®

. Die Diskrepanz zu
den vorliegenden Ergebnissen konnte mehrere Ursachen haben. Zum einen unterscheiden sich
die zugrundeliegenden Mechanismen woméglich zwischen unterschiedlichen Zellen (PASMC
und Brustkrebszellen) und/oder Spezies (Mensch, Ratte, Maus). Zum anderen konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der ROC-vermittelte TRPC1-assoziierte Ca?*-
Einstrom flr die chronische Hypoxie relevant ist. Die Aktivierung von ROC wird durch G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren und durch Rezeptor-Tyrosinkinasen vermittelt, mit welchen
eine Vielzahl von Signalwegen assoziiert sind®% 3, So ist es denkbar, dass unter chronischer
Hypoxie auch andere Signalwege aktiviert werden, die die Phosphorylierung von Erk1/2
gleichzeitig hemmen konnten*’"7°. Eine hemmende Wirkung auf die Erk1/2 Phosphorylierung
im Zusammenhang mit Hypoxie wurde die fiir die MAPK Phosphatase 1 (MKP1)479 48
beschrieben. Sowohl die Expression von MAPK1 in der Plazenta und im Gehirn*% 482als auch
die Aktivitat in FB*® wird durch Hypoxie erhéht. Ebenso ist es moglich, dass die
Phosphorylierung von Erk1/2 durch kurzzeitige*® aber nicht durch langer anhaltende Hypoxie
induziert wird** 4 Eine zeitabhangige Phosphorylierung konnte auch fir p38 gezeigt
werden?8®,

Da die CHPH mit der Dysregulation vieler Faktoren einhergeht, ist es denkbar, dass diverse
Faktoren auch die Expression und Funktion von TRPC1 beeinflussen kénnen. Verschiedene
Faktoren wie TGF-p147:48 PDGF und EGF*%4% |GF-1%4, VEGF'®* und TNFo? wurden im
Zusammenhang mit PH bereits beschrieben.

In der durchgefiihrten Untersuchung der Fahigkeit einiger Faktoren (IGF-1, PDGF, EGF,
VEGF, TNFa, TGF-B1) die TRPC1-Expression zu induzieren, konnte, mit Ausnahme von
TGF-B1 und TNFa, keiner der analysierten Kandidaten die TRPC1-Expression beeinflussen.
Obwohl in HUVEC gezeigt wurde*®®, dass die TNFo-Stimulation die TRPC1-Expression tiber
den Nukleusfaktor leichter k-Ketten der aktivierten B-Zelle (nuclear factor x-light-chain-
enhancer of activated B-cells, NF-kB) Signalweg in EC induziert*®®4% zeigte die TNFa-
Stimulation in PASMC in dieser Arbeit einen inhibierenden Effekt. Es konnte auch nur eine
geringe Freisetzung von TNFa in murinen Lungengewebe sowie in isolierten mPASMC nach
chronischer Hypoxie beobachtet werden. Sowohl TNFo*® als auch NF-xB°%°°%% sind mit
Inflammation und inflammatorischen Erkrankungen assoziiert®®* 5%, So wurden in PAH
Patienten?® und Tiermodellen der PH%%® erhihte TNFo. Spiegel beobachtet. TNFo, wirkt iiber
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den Transkriptionsfaktor NF-xB°%’, der in IPAH Patienten®® und Tiermodellen der PH>00-5%3
hochreguliert und/oder aktiviert ist. Hierbei korreliert der Grad der Inflammation unter anderem
mit dem Hypoxie-induzierten vaskularen GefaBumbau®®. Von der Maus weill man, dass sie
verglichen mit anderen Spezies (z. B. Rind, Mensch) nur eine geringe Inflammation aufweist,
die teilweise lediglich in der friihen Phase der PH zu beobachten ist und sich spontan wieder
auflost*’L. Die in der eigenen Arbeit gefundene, niedrige TNFo-Produktion nach chronischer
Hypoxie unterstitzt diese Theorie.

Im Gegensatz zur TNFa-Stimulation flihrte die Stimulation mit TGF-B1 zur Induktion der
TRPC1-Expression. Ein ahnlicher Effekt von TGF-B1 konnte flr die TRPC6-Expression bereits
in FB gezeigt werden*®. Die TGF-p1-Stimulation kann Gber TGF-B Rezeptoren I oder II in
Smad-abhéangiger oder Smad-unabhéangiger Art und Weise wirken®1% %1, Der Smad-abhéngige
Signalweg ist mit der Phosphorylierung von Smad2 und/oder Smad3 verbunden®? 5% 513,
Smad2/3 bilden einen Komplex mit Smad4 und Translokation in den Nukleus. Dieser Komplex
reguliert {iber die Promotorsequenz ,,caca“'* eine Vielzahl von Gene uiber cis-regulatorische
Elemente®®. Die Stimulation von mPASMC mit TGF-B1 zeigte keinen Einfluss auf die
Phosphorylierung von Smad2/3, es zeigte sich jedoch ein Effekt auf die Expression von
Smad2/3. Weiterhin hatte weder chronische Hypoxie noch der Verlust von TRPC1 einen
Einfluss auf die Phosphorylierung von Smad2/3. Die Smad-abhéngigen Signaltransduktion
spielt weder eine Rolle in der chronischen Hypoxie in mPASMC, noch in der TGF-B1-
vermittelten Induktion der TRPC1-Expression. Womdglich haben andere Signalwege eine
inhibitorsiche Wirkung auf den Smad-abhangigen Signalweg. Fir Calmodulin wurde eine
inhiborische Wirkung beschrieben®°. Ob die Calmodulin Protein-Expression durch chronische
Hypoxie beeinflusst wird, wurde in der Literatur bislang nicht untersucht. So kann nur dartber
spekuliert werden, welchen Einfluss Calmodulin auf Smad-Proteine unter chronischer Hypoxie
hat. Des Weiteren zeigt Cyclin D1 einen inhibitorischen Effekt auf Smad2/3°!!, dessen Protein-
Expression sowohl durch chronische Hypoxie als auch durch TGF-B1-Stimulation in dieser
Arbeit induziert wurde.

Der Smad-unabhéngige Signalweg hingegen ist mit p38, Erk1l/2 sowie JNK und RhoA
Signalwegen assoziiert>'®. Nach Stimulation der mPASMC mit TGF-B1 konnte tendenziell die
Phosphorylierung von p38 erhéht werden, ein Effekt auf die Erk1/2 Phosphorylierung konnte
nicht beobachtet werden. Es zeigte sich jedoch ein Effekt von TGF-p1 auf die Expression von
p38 und Erk1/2. Bei Betrachtung des TGF-B1 Spiegels in homogenisierten Mauslungen und
MPASMC nach chronischer Hypoxie konnte keine erhthte TGF-B1 Freisetzung nachgewiesen

werden. Ebenso konnte kein Effekt von chronischer Hypoxie auf den TGF-Signalweg in der
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cDNA-Microarray-Analyse in mPASMC gezeigt werden. In isolierten mPAEC konnte jedoch
eine erhdhte TGF-B1-Freisetzung nachgewiesen werden, welches die Literatur bestatigt?*.
Murine PASMC scheinen im Gegensatz zu mPAEC TGF-B1 unter chronischer Hypoxie nicht

freizusetzen. Da die SMC und die EC in vivo in intakten GefaRen in enger Interaktion stehen!’’

und die Freisetzung von Faktoren aus PAEC einen wichtigen Einfluss auf PASMC haben'”’,
kénnte die Hypoxie-induzierte Freisetzung von endothelialem TGF-f1 unter anderem die
TRPC1-Expression in PASMC induzieren. Eine mogliche Ursache fir den Unterschied in der
Phosphorylierung von p38 und Erk1/2 in TGF-B1 stimulierten mPASMC und nach chronischer
Hypoxie kénnte darin liegen, dass keine Co-Kulturen mit mPAEC verwendet wurden, die TGF-
B1 in Abhédngigkeit von Hypoxie hatten freisetzen kdnnen. Das Weiteren war das verwendete
Medium TGF-B1-frei.

TGF-p1 konnte seine Wirkung auf die TRPCIL-Expression auflerdem Uber den
Transkriptionsfaktor HIF-1a, welcher unter Hypoxie (<2% pO.) mehr als 100 Gene
induziert®'’, ausiiben. HIF-1a ist im Mechanismus der CHPH im Tiermodell essentiell und wird
durch unterschiedliche Faktoren, wie TGF-B1, stabilisiert’®® 19 208 Dje stabilisierende
Wirkung von TGF-B1 erfolgt, indem es die PHD-2-Expression reduziert?°% 58, PHD spielt eine
wichtige Rolle im Abbau von HIF-1a unter Normoxie!®% 1%, Die Expression von HIF-1a kann
zudem von TGF-B1, PDGF, TNFa und IL-18°°, EGF*® und IGF-1°2! beginflusst werden.

Um den direkten Einfluss von HIF-1a auf die Hypoxie-abh&dngige TRPC1-Expression zu
untersuchen, wurde der murinen TRPC1-Promotor mit Hilfe einer computergestiitzten
Promotoranalyse nach hypoxia responsive elemets gescreent. Dabei konnte die
Kernbindesequenz ,,acgt® identifiziert werden, wéhrend die Bindesequenz ,,cacgtggt™ nicht
nachgewiesen werden konnte. Die Beteiligung von HIF-1ao an der TRPCI1-Induktion in
mPASMC konnte durch das in dieser Arbeit durchgefiihrte knockdown Experiment gezeigt
werden. Der knockdown von HIF-1a fiihrte zur verminderten Expression von TRPCL1. Eine
Abhangigkeit der TRPC1-Expression von HIF-1o wurde in rPASMC bereits nachgewiesen®™.
Aullerdem konnte die stabilisierende Wirkung von TGF-1 auf HIF-1a gezeigt werden. Die
Ergebnisse lassen zwei HIF-1a-abhdngige Mechanismen der TRPC1-Regulation vermuten.
Zum einen konnte Hypoxie selbst zur Stabilisierung von HIF-1a und somit zur TRPC1-
Expression fihren, zum anderen konnte die Hypoxie-abhangige Freisetzung von vasoaktiven
Faktoren wie TGF-p113% 198208 4|E._1 ¢ stabilisieren und so die TRPC1-Expression induzieren
(Abbildung 62). Des Weiteren wird der Zusammenhang zwischen TGF-f1 Uber HIF-1a
dadruch gestutzt, dass die Stimulierung von mPASMC mit TGF-B1 zur erhéhten Proliferation

fuhrt. Dieser Effekt konnte durch gleichzeitigen HIF-1a knockdown inhibiert werden, wodurch
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HIF-1a eine Schlusselrolle in der TRPC1-Expression zukommt.

Ein dhnlicher Mechanismus wurde durch Sanders et al.>?2 beschrieben. In der Untersuchung
wurde die TGF-B1-Expression durch HIF-1o induziert. Die TGF-B1-Freisetzung bewirkte
wiederum die HIF-1a Stabilisierung und eine NADPH Oxidase 4 (NOX4) -abhdngige ROS
Produktion. Dieser Prozess resultierte in einer gesteigerten Proliferation der PASMC. In der
Literatur wird eine Rolle von NOX4 in der CHPH beschrieben, da diese Oxidase in CHPH>%,
in humanen proliferierenden PASMC®?* sowie in der Hypoxie-induzierter Proliferation der
PASMC®® hochreguliert ist. AuBerdem wird sie durch HIF-1a reguliert®®. Weiterhin wurde in
der CHPH ein Zusammenhang zwischen dem knochenmorphogenetischen Protein 4 (bone-
morphogenic protein 4, BMP4), einem Wachstumsfaktor aus der TGF-f Superfamilie, ROS
und TRPC1 gezeigt*®®, BMP4405 410:526-528 \yjird sowohl in pulmonalen Arterien der Maus als
auch in PASMC durch HIF1-1a reguliert*'®. BMP4 vermittelt auBerdem die ROS-Produktion
durch NOX4%%®° und induziert sowohl die Expression von TRPC1 als auch TRPC6*°, In
heterozygoten BMP4 Mdausen kommt es nach chronischer Hypoxie zum partiellen Schutz vor
PH und Rechtsherzhypertrophie sowie zur reduzierten Muskularisierung in kleinen GefaRen>2%
410 Diese Ergebnisse dhneln den in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen in TRPC1”
Méusen. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Expression von TRPC1 und TRPC6 in BMP4
stimulierten rPASMC (iber Erk1/2 und p38 Phosphorylierung erfolgte*®. Der zugrundeliegende
Signalweg ist mit der HIF-1a-abhangigen Induktion der BMP4-Expression 4% und mit der
Produktion von ROS assoziiert’®. Es kann dariiber spekuliert werden, ob ROS die
Phosphorylierung von Erk1/2 und p38°% sowie Stabilitat von HIF-1o fordern®?, wodurch es
zur TRPC1 und TRPC6 Expression kommt®% 2, Der Zusammenhang zwischen der ROS-
Produktion, dem SOCE bzw. ROCE sowie der Genexpression von TRPC1 wurde in der

vorliegenden Arbeit nicht untersucht.

Auch andere in dieser Arbeit nicht untersuchte Faktoren und Signalwege kdnnten die
Expression von TRPC1 unter chronischer Hypoxie sowie die Aktivitat von TRPC1-assoziierten
Kanélen beeinflusst haben. Hier ist die Angll-Freisetzung zu nennen. Angll ist in der Hypoxie-
induzierten Vasokonstriktion von pulmonalen Arterien und im GefaBumbau relevant®3-5%,
Dieser Faktor konnte die Binderate von NF-xB an die Promotorsequenz im TRPC1-Promoter
erhéht haben*®?, was zu einer erhohten TRPC1-Expression und erhohten Ca?*-Einstrom gefiihrt
haben konnte, ohne die Expression von TRPC3, TRPC4, TRPC5, TRPC6, und TRPC7
beeinflusst zu haben®333, Weiterhin konnte NF-xB die Translokation von TRPC1 zur Ca?*-

Kanalbildung induzieren*®’.
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EGF beispielsweise bindet an EGF-Rezeptoren und fuhrt Gber Phosphorylierung von Erk1/2
und Expression von AMDI zur Aktivierung von PLCy1®*. Zudem gibt es Hinweise, dass
TRPC1 den EGFR-Signalweg beeinflusst*®2,

Die Komplexitat der PH wird in Studien verdeutlicht, in denen Sildenafil zum Einsatz
gekommen ist. Sildenafil, welches in der Behandlung von IPAH eingesetzt wird, erhéht unter
anderem die Konzentration von Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR)y>*,
senkt die Translokationsrate von NFAT3c in den Nukleus*® und inhibiert die TRPC1-
Expression®* 5% Es ist bekannt, dass chronische Hypoxie zu gesenkten PPARy Level fiihrt>,
Aulerdem ist bekannt, dass die Expression von TRPC1 und TRPC6 durch PPARy inhibiert
wird>®. Mdoglicherweise kommt es durch die Dysbalance von PPARy unter chronischer
Hypoxie zur Induktion der TRPC1 und TRPC6 Expression. Sildenafil hat des Weiteren einen
Effekt auf die Translokation des Transkriptionsfaktors NFAT in den Nukleus*°. NFAT ist ein
wichtiger Transkriptionsfaktor, der nach Ca?*-Einstrom aktiviert wird*® %% und fir die
Proliferation von diversen Zelltypen entscheidend ist>3’~>43, Moglicherweise wird NFAT durch
den TRPC1-vermittelten Ca®*-Einstrom aktiviert®®” %°, Da im TRPC1-Promotor eine NFAT
Bindesequenz beschrieben wurde**t 5%, konnte es durch die Ca?*-abhangige Aktivierung von
NFAT zu einem positiven Feedback gekommen sein, wodurch eine TRPC1-Expression
induziert worden ist. Der NFAT-Signalweg wurde in der vorliegenden Arbeit allerdings nicht
weiter untersucht.

Diese und &hnliche Mechanismen, die gleichzeitig in der CHPH und chronisch Hypoxie-
induzierten Proliferation und Migration gewirkt haben kénnten, kénnten zum einen erkléren,
warum der Verlust von TRPC1 lediglich zu einer reduzierten Proliferation unter chronischer
Hypoxie gefihrt hat und zum anderen, warum man beim Verlust von TRPC1 in der
Phosphorylierung von p38, Erk1/2 sowie in der Expression von Cyclin D1, Ki67 und a-SMA
keine Unterschiede im Vergleich zum WT gesehen hat. Diese Resultate machen deutlich, wie

Komplex die Vorgénge in PASMC wéhrend der chronischen Hypoxie scheinbar sind.
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Abbildung 62: TGF-p1 und der Hypoxie fuhren zur Stabilisierung von HIF-1a und induzieren die TRPC1-
Expression.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Expression des klassischen transient receptor potential 1
(TRPC1) -Kanals in pulmonalarteriellen glatte Muskelzelle (pulmonary arterial smooth muscle cell, PASMC)
durch den tranformierenden Wachstumsfaktor-p1 (transforming growth factor-g1, TGF-p1, gelb) sowie den
Hypoxie-induzierten Faktor (HIF)-l1a induziert wird. Es bleibt unklar, ob TGF-B1, welches durch
pulmonalarterielle Endothelzellen (pulmonary arterial endothelial cells, PAEC) nach Hypoxie-Exposition
freigesetzt wird, Uber HIF-1a unabhéngige Signalwege die TRPC1-Expression Uber die Phosphorylierung (P) von
p38 und/oder Erk1/2 induzieren kann. Der Smad2/3 abhéngige Signalweg spielt in dem Mechanismus keine Rolle.
Des Weiteren ist auch nicht geklart, ob HIF-lo die TRPC1-Expression direkt induziert oder ob die
Phosphorylierung p38 und Erk1/2 involviert sind. DAG: Diazylglyzerol; GF: growth factor (Wachstumsfaktor);
GPGR: G-Protein-gekoppelter Rezeptor; IPs: Inositol-1,4,5-triphosphat; IPsR: Inositol-1,4,5-triphosphat
Rezeptor; OAG: 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (DAG Analog); PH: pulmonale Hypertonie; PLC: Phospholipase
C; PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat; RHH: Rechtherzhypertrophie; ROC: receptor-operated channel
(Rezeptor-aktivierbarer Kanal); RVSP: right ventricular systolic pressure (Rechtsventrikulérer systolischer
Druck); Ryr: Ryanodin Rezeptor; SERCA: Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase (Ca?*-Pumpe
des sarcoplasmatischen und endoplasmatischen Reticulums); TRP: transient receptor potential; SR:
sarkoplasmatisches Retikulum; orange Pfeile: in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Signalwege; schwarze
Pfeile: in der Literatur beschriebene Signalwege; gestrichelte Pfeile: nicht véllig entschliisselte molekulare
Signalwege; Pfeil nach oben: Erhéhung; Pfeil nach unten: Senkung; Punkt: kein Unterschied; rot: knockout; griin:
knockdown; blau: Hypoxie-Effekt; schwarz: in der Literatur beschrieben.
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4.4 Kritische Betrachtung der verwendeten Modelle

441 Das Tiermodell

Um die CHPH Pathogenese zu entschlisseln, sind Tiermodelle von besonderer Bedeutung. Es
gibt eine Vielzahl von Modellen, um verschiedene Formen der humanen PH zu untersuchen.
Dabei zahlen die MCT-induzierte PH der Ratte und die chronisch Hypoxie-induzierte PH
verschiedener Spezies zu den bedeutsamsten Tiermodellen®®. Diese sind histopathologisch
detailliert beschrieben, sind sehr gut reproduzierbar und ermdéglichen die Untersuchung von
therapeutischen Ansatzen oder der PH zugrundeliegenden Mechanismen. Die derzeit
etablierten Tiermodelle spiegeln bestimmte Aspekte der humanen Erkrankung wieder und
reprasentieren, zumindest zum Teil, bestimmte Formen der humanen PH. Bisher gibt es jedoch
kein Tiermodell, dass die komplexen Veranderungen aller humanen PH Formen komplett
abbildet? ¥, da die verschiedenen humanen Formen der PH unterschiedliche Charakteristika
aufweisen. Obwohl die Ubertragbarkeit der Erkenntnisse aus den verschiedenen Tiermodellen
kritisch hinterfragt werden muss, sind die Erkenntnisse im Hinblick auf die Analyse von
verschiedenen Signalwegen und Ausldsern, die dem Mechanismus der humanen PH
zugrundeliegen kénnen, von hohem Wert. Obgleich nicht jeder Therapieansatz, der im
Tiermodellen getestet wurde, in der Behandlung der humanen PH eine vergleichbare Wirkung
erzielen konnte, konnten dennoch mehrere therapeutische Ansétze, die auf Basis der
Tiermodelle entwickelt wurden, erfolgreich auf den Menschen (ibertragen werden®.

Im Modell der MCT-behandelten Ratte wird PH durch die Gabe von MCT induziert®>, MCT
wird in der Leber zum aktiven und toxischen Monocrotalin-Pyrrol metabolisiert, induziert
Inflammationsprozesse sowie Endothelverletzungen und 16st innerhalb von zwei bis drei
Wochen eine schwere Form der PH aus. Allerdings wird MCT in M&usen nicht zum aktiven
und toxischen Monaocrotalin-Pyrrol verstoffwechselt, wodurch das MCT-Modell in Méusen
nicht angewendet werden kann®4¢. Das MCT-Modell der Ratte spiegelt am ehesten die humane
Form der IPAH wieder. Es kommt zu einem dhnlich Schweregrad, einem rapiden Fortschreiten
der PH®®, zusitzlich jedoch auch zu PH unspezifischen Symptomen®®. Im Hinblick auf das
Fehlen der Ausbildung von plexiformen'*® und Intimal-Lasionen® %, spiegelt das MCT-
Modell aber nicht die exakte Situation in der humanen IPAH wieder. Durch Kombination des
MCT-Modells mit anderen Modellen (kontralaterale Pneumektonomie, knockout), kdnnen
weiter pathologischen Verdnderungen induziert werden, welche in der humanen IPAH

beobachtet wurden®®®.
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Das Modell der Hypoxie-induzierten PH flhrt in fast allen untersuchten S&ugetieren zur
Entwicklung einer PH. Zwischen den verschiedenen Spezies kommt es lediglich zu Variationen
im Schweregrad nach Hypoxie-Exposition. So wird in der Ratte eine moderate PH induziert®®,
wahrend Mause eine milde Form der PH entwickeln®® 38 die durch einen vaskularen

GefaRumbau®®

und eine geringe Zellproliferationsrate?®® 54" gekennzeichnet ist. Weiterhin tritt
in M&usen eine geringe inflammatorische Veranderung auf, die teilweise nur in der frihen
Phase der PH zu beobachten ist und sich spontan wieder auflést*’L. Die in der Maus induzierte
CHPH ist nach Reoxygenierung vollig reversibel'® ¥ gut reproduzierbar und kann innerhalb
von drei Wochen durch Hypoxie (10% O,) ausgeldst werden®’®. Sie ist durch verstérkte
Muskularisierung der distalen GefaRe und versteiften proximalen Arterien charakterisiert°,
Dieses Model spiegelt die humane Situation nach chronischer Hypoxie-Exposition sehr gut
wieder, kann aber nur bedingt auf andere Formen der humanen PH Uibertragen werden®®. Eine
schlimmere Form der PH, die mit starkerer arterieller Muskularisierung und
Kollagendeposition in der Tunica media und der Tunica adventitia sowie L&sionen
charakterisiert ist>®®, kann in Mausen durch die Gabe eines VEGF-Inhibitors (SU5416) in

Kombination mit Hypoxie ausgeldst werden.

Die Wahl der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Spezies wurde durch die Verfugbarkeit
genetisch veranderter Organismen mafgeblich bestimmt. Genetisch verdnderte Organismen in
Kombination mit verschiedenen Tiermodellen bieten die Mdglichkeit spezielle Signalwege in
bestimmten Formen der PH gezielt untersuchen zu konnen®®. Da bereits Mause mit einem
globalen knockout generiert und bis dato keine anderen TRPC1 knockout Spezies erzeugt
wurden, wurde in der vorliegenden Arbeit die Maus im Tiermodell verwendet. Zudem fehlen
TRPC1-spezifischen Inhibitoren um TRPC1 untersuchen zu kdnnen®?, weshalb auf TRPC17
Méuse zurickgegriffen werden musste. Der Einsatz von Mausen, die einen globalen,
konstitutionellen knockout aufweisen, hat jedoch den Nachteil, dass das Fehlen von TRPC1
durch Regulation anderer Gene kompensiert werden konnte. Eine kompensatorische Regulation
anderen TRPC-Proteine in mPASMC konnte nicht beobachtet werden®2, in homogenisierten
Lungen hingegen wurde eine kompensatorischer Regulation von TRPC7 identifiziert*®. Der
Einfluss dieser Regulation sowie weiterer kompensatorischen Mechanismen kdnnen nicht
ausgeschlossen werden und missen bei der Verwendung von knockout Mauslinien als mogliche

Fehlerquelle berticksichtigt werden.

Da in der vorliegenden Arbeit die Rolle von TRPC1 in CHPH untersucht werden sollte, wurde
das Modell der CHPH gewahlt. Da die Reaktion verschiedener Spezies auf SU5416 variiert,
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die entstehenden Lésionen sich teilweise nach Reexposition in Normoxie entwickeln>48: %4 ynd
die Rolle von VEGF in PH nicht vollig geklart ist!®® 247 wurde auf die Kombination von
Hypoxie und SU5416 verzichtet.

4.4.2 Das Zellmodell

Obwohl Tiermodelle die komplexen Mechanismen der CHPH am Besten wiederspiegeln,
eignen sie sich als Modelle zur Untersuchung von molekularen Mechanismen bedingt. In
ganzen Organen werden zeitgleich verschiedene Signalwege in diversen Zelltypen durch
verschiedene Faktoren induziert, wodurch mdgliche relevante Signalwege in den zu
untersuchenden Zielzellen tiberlagert sein kénnen. Demensprechend ist es tblich die der CHPH
zu Grunde liegenden Mechanismen in einzelnen Zelltypen zu untersuchen. Da die
Verénderungen der Tunica media im Pathomechanismus der CHPH besonders ausgeprégt sind
und durch eine Imbalance zwischen Proliferation und Apoptose von PASMC verursacht
werden’®, wurden in dieser Arbeit hauptsachlich mit diesen Zellen in Monokultur gearbeitet.
Monokulturen stellen kein optimales Modell dar, weil die Interaktion zwischen verschiedenen
Zelltypen fehlen, diese aber fur komplexe Vorgéange essentiell und zur Aktivierung wichtiger
Signalwege notwendig sind*”’. In diesem Zusammenhang ist vor allem die enge Interaktion von
PASMC und PAEC zu nennen. Bedauerlicher Weise konnte die Kultivierung von priméren
mMPASMC mit primdren mPAEC in Co-Kulturen bislang nicht etabliert werden. Zudem handelt
es sich bei primdren mPASMC nicht um Reinkulturen. Die Verunreinigung dieser mPASMC
mit anderen, nicht im Fokus stehenden Zellen (z. B. FB) ist wahrscheinlich. Die Reinheit der
isolierten mPASMC in Zellkultur wurde auf ca. 80% bestimmt®#3, Diese kann jedoch variieren
und den Ausgang eines Zellversuches beeinflussen.

Weiterhin ist der Umgang mit primaren PASMC schwierig. Verschiedene Faktoren haben
Auswirkungen auf die kultivierten Zellen. Zu diesen Faktoren zéhlen die Herkunft der Zellen
(Spezies,  Abschnitt  der  Pulmonalarterie),  Zellpopulation, ~ Ph&notyp  und
Kultivierungsbedingungen  (O2-Konzentration, Dauer der  Behandlung,  Zell-
Zellkontakt/Aussaatdichte, Mono- oder Co-Kultur, Anwesenheit/Abwesenheit von
Wachstumsfaktoren und/oder Serum)!8. Die Zellpopulation hat eine besonders wichtige
Bedeutung. In groflen Tieren wie Rindern sowie Menschen konnten bisher zwei
unterschiedliche SMC Populationen isoliert werden® 440 550: 551 gyt differenzierte SMC,
welche nicht mit Proliferation auf Hypoxie reagieren und nicht-differenzierte SMC, welche mit
starker Proliferation auf Hypoxie reagieren*% 552 53 |n neonatalen Kalbern wurden zudem

smooth muscle like cells isoliert, die hoch proliferativ sind, die resistent gegen Apoptose sind
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und Faktoren wie S1004A und PDGF-B freisetzen®**. Der Ursprung der Zellen ist fir den
Phanotyp bedeutsam. PASMC aus distalen Pulmonalarterien vom Rindern zeigen eine geringe
Proliferation als Reaktion auf Hypoxie-Exposition oder auf Wachstumsfaktoren*’t: 470, Aus
distalen, stark vom GefdBumbau betroffenen humanen Pulmonalarterien wurden hoch-
proliferative Zellen isoliert>®. Der Phanotyp wird unter anderem durch die Kultivierung
beeinfluss®®. Frisch isolierte SMC kénnen ihren kontraktilen Phanotyp ab Passage zwei ohne
auBere erkennbare Einwirkung zum synthetischen Phanotyp &ndern. Diese Verdnderung ist
durch ein verdndertes Genexpressionsmuster sowie ein verandertes Proliferations- und
Migrationsverhalten charakterisiert*?®. Den Phanotyp-Wechsel konnte in der vorliegenden
Arbeit ebenfalls beobachtet werden. Unter Normoxie kultivierte mPASMC &nderten ihren
Phénotyp in Passage 2, was sich in einer erhohten Proliferation manifestierte. Der Vergleich
der TRPC1-Expression unterschiedlicher Passagen zeigte aulerdem einen direkten Einfluss auf
die Expression von TRPC1 und wurde in allen Versuchen berlicksichtigt.

Zusammenfassend erschweren nicht-standardisierte  Versuchsbedingungen  zwischen
unterschiedlichen Forschungsgruppen und der spontanen Phanotyp-Wechsel die Arbeit mit
priméren PASMC. Da sie der vorherrschende Zelltyp im der Tunica media sind, ist die Arbeit
mit ithnen sinnvoll und notwendig. Da verschiedene Faktoren Einfluss auf die kultivierten
PASMC haben, wurde die verwendeten Zellen in der vorliegenden Arbeit moglichst unter
gleichen Bedingungen kultiviert und untersucht.

4.5 Fazit

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TRPC1 in der CHPH bedeutsam ist. Diese
Erkenntnis wird nicht nur durch den partiellen Schutz von TRPC1”- Méause vor CHPH gestiitzt,
sondern auch durch die Beobachtung, dass chronische Hypoxie zur Hochregulation von TRPC1
in PASMC fihrt und diese die Proliferation sowie die Migration beeinflusst. Die zugrunde
liegenden Mechanismen fiir diese Beobachtungen sind nicht vollig geklart, dennoch wird
TRPC1 vermutlich tber HIF-assoziierte Signalweg induziert. Aber auch andere Signalwege,
die durch Wachstumsfaktoren wie TGF-B1 aktiviert werden, konnten die Expression von
TRPC1 beeinflusst haben. Wahrend der chronischen Hypoxie wird der [Ca?*]i-Einstrom
vermutlich Giber ROC vermittelt, in denen TRPC1-assoziierte Kationkanéle involviert sind. Die
chronische Hypoxie fiihrt jedoch weder zum Anstieg der basalen [Ca?*]i, noch konnte ein
TRPC1-assoziierter SOCE beobachtet werden.

TRPCL erfillt scheinbar eine wichtige Funktion in dem pulmonalarteriellen GefaBumbau Gber
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Modulation der Ca?*-Homdostase, der Proliferation und der Migration von PASMC, was zu

den typischen pathologischen Veranderungen in der Tunica media in der CHPH beitréagt.

4.6 Ausblick

Trotz der fortschreitenden Identifizierung von wichtigen Signalwegen in Tier- und
Zellmodellen, kann der GefdBumbauprozess, der die PH charakterisiert, im Menschen nicht
rickgéngig gemacht und die humane PH nicht geheilt werden. Lediglich ein Aufhalten des
Krankheitsfortschreitens ist mdglich. Die Diagnose der PH erfolgt meistens im
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf'?°, was das Einleiten von praventive Manahmen und das

Therapieren zusatzlich erschwert.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass TRPC1 in der Funktion von PASMC
auf die Proliferation sowie die Migration Einfluss nimmt. Um die Erkenntnisse aus dieser und
anderen Untersuchungen in Zukunft fur therapeutische Ansédtze beim Menschen nutzen zu
kénnen, muss die Wirkweise von TRPC1 jedoch noch naher untersucht werden und die
Ubertragbarkeit der eigenen Untersuchung auf den Menschen bestimmt werden. Von
besonderer Wichtigkeit ist die Zusammensetzung der TRPC1-assoziierten Kationenkanélen,
die bislang aufgrund fehlender spezifischer Antikorper nicht geklart werden konnte. Die
Komposition der heteromeren Kanéle ist fir die Aktivierbarkeit dieser bedeutsam und kann
Einblicke in die Aktivierungs- und Regulationsmechanismen bieten, die bisher nicht bekannt
sind. So ist es durchaus denkbar, dass der Redoxstatus der Zelle fur die Aktivierbarkeit von

TRPC-Kanalen genauso wichtig sein kann 7°, wie mechanosensitive Reize.

Bisher kann der therapeutische Nutzen einer TRPC1-Inhibiton nicht abgeschatzt werden, da
spezifische Inhibitoren fehlen. Es besteht lediglich die Moglichkeit TRPC1 mit spezifischen
siRNAs auf direktem Weg der Zellen herunter zu regulieren, mit dem Ergebnis, dass die
Hypoxie-induzierte Proliferation nicht vollstandig gehemmt werden wiirde, da eine siRNA-
Interaktion keinen vollstandigen knockdown erzielt. Ob eine vollstandige Inhibition von TRPC1
zur vollstandigen Genesung fuhren wiirde, bleibt ebenfalls noch offen. Um den therapeutischen
Nutzen der Inhibition von TRPCL1 in der vollstdndigen Genesung abschétzen zu kdnnen, ware
die Kombination der CHPH der Maus und eines induzierbaren knockouts von TRPC1
notwendig. Die TRPC1-Defizienz kdnnte so nach Manifestation der CHPH induziert werden
und der therapeutische Effekt untersucht werden.
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Ein durchaus vielversprechender Ansatz kénnte die Funktion von TRPC1 in der Migration der
PASMC sein. Das Fehlen von TRPCL1 inhibierte die Hypoxie-induzierte Migration der PASMC
komplett. Um die Vorgéange in diesem Prozess besser verstehen zu kdnnen, sind jedoch auch

hier weitere Untersuchungen nétig.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass TRPC1 eine Rolle in der Entwicklung von CHPH
spielt. Ob TRPC1 zu therapeutischen Zwecken genutzt werden kann, muss in weiteren Studien

untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

Pulmonale Hypertonie (PH) ist ein Sammelbegriff fur schwere Erkrankungen, welche durch
einen pulmonalen Gefallumbau und der damit verbundenen Erhéhung des Gefalwiderstands
sowie des pulmonalarteriellen Druck charakterisiert sind. Im Pathomechanismus der PH wird
der Gefallumbau unter anderem durch die erhdhte Proliferation und Migration sowie die
verminderte Apoptose von pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) verursacht. Die
intrazellulare Ca?*-Konzentration spielt in der Proliferation und der Migration der PASMC eine
essentielle Rolle, die Bedeutung von Ca?*-Kanilen an der PH sind bisher aber nur in Ansitzen
untersucht worden. Insbesondere die nicht-selektiven Kationenkanéle der klassischen transient
receptor potential (TRPC) -Subfamilie gelten hier als aussichtsreiche Kandidaten. Ziel der
vorliegenden Arbeit ist es die TRPC-Proteinen im Pathomechanismus der chronisch Hypoxie-
induzierten PH (CHPH) zu identifizieren und zu charakterisieren.

Es zeigte sich, dass die mMRNA-Expression von TRPC1 in PASMC aus der Maus, der Ratte und
des Menschen durch chronische Hypoxie induziert wurde. Die mRNA-Expression von TRPC3
und TRPC4 war in murinen PASMC vermindert, wahrend TRPC5, TRPC6 und TRPC7 nicht
reguliert waren. Unter Verwendung von TRPC1 knockout Méausen im Modell der CHPH wurde
gezeigt, dass der Verlust von TRPC1 zu einem verminderten pulmonalen GefaBumbau fiihrte
und in einem reduzierten rechtsventrikuldren systolischen Druck resultierte, wodurch TRPC1
knockout Mause partiell vor der Entstehung der CHPH geschiitzt sind. Im Modelsystem der
isolierten, ventilierten und blutfrei-perfundierten Mauslunge, wéhrend akuter und anhaltender
Hypoxie, zeige sich hingegen, dass TRPC1 keine Relevanz an der hypoxischen pulmonalen
Vasokonstriktion hat. Auf Zellebene wurde der Einfluss von TRPC1 auf die Proliferation, die
Migration und die Apoptose der murinen PASMC charakterisiert. Der knockout sowie der
knockdown von TRPC1 flihrte zu einer verminderten Proliferation unter chronischer Hypoxie.
Des Weiteren flihrte der knockout von TRPCL1 zu einer vollstandigen Inhibition der chronisch
Hypoxie-induzierten Migration.

Bei der Untersuchung des downstream-Signalwegs wurde ein Anstieg in der Expression der
Proliferations-assoziierten Proteine Ki67 und Cyclin D1 unter chronischer Hypoxie beobachtet.
AuRerdem wurde eine verminderte Expression von glattmuskuldarem o-Aktin (a-SMA)
festgestellt, welches mit einem Wechsel vom kontraktilen zum proliferativen Phanotyp
assoziiert ist. Chronische Hypoxie flhrte zudem zur Phosphorylierung von p38, nicht jedoch
von extrazelluldre signalregulierte Kinsase 1 und 2 (Erk1/2). Beide Proteine sind mit der
Proliferation assoziiert. Es konnte jedoch kein Effekt des TRPC1 knockouts auf die durch

chronische Hypoxie-induzierten Anderungen in der Expression von Ki67, Cyclin D1 und a-
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SMA sowie der Phosphorylierung von p38 und Erk1/2 beobachtet werden. Weiterfiihrend
wurde gezeigt, dass TRPC1 die Ca?*-Homgostase unter chronischer Hypoxie als Rezeptor-
aktivierter Kanal beeinflusst.

Im upstream-Signalweg wurde der hypoxie-induzierbare Faktor (HIF)-1a als Schlusselprotein
in der Regulation der TRPC1-Expression identifiziert, indem der knockdown von HIF-1a zu
einer Inhibition der chronisch Hypoxie-induzierten TRPC1 mRNA-Expression fiihrte. Des
Weiteren wurde die F&higkeit einiger Wachstumsfaktoren die Expression von TRPC1 zu
induzieren untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass der transformierende
Wachstumsfaktor (transforming growth factor, TGF)-B1 die Expression von TRPC1 induziert,
wéhrend der Tumornekrosefaktor a diese inhibiert. SchlieRlich konnte aufgeklart werden, dass
TGF-B1 eine stabilisierende Wirkung auf HIF-1lo hatte und zu einer erhdhten TRPC1-

Expression fihrte.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit TRPC1 durch in vivo und in vitro Untersuchungen
als bedeutendes Kationenkanal-bildendes Protein identifiziert werden, welches in dem
pathophysiologischen Mechanismus der CHPH involviert ist, in dem es Einfluss auf das
Migrations- und Proliferationsverhalten der PASMC nimmt. Zukiinftig konnte TRPC1 also als

neues therapeutisches ,.target” von Bedeutung sein.
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6 Summary

Pulmonary hypertension (PH) is a collective term of severe diseases characterised by
pulmonary vascular remodelling leading to elevated vascular resistance and pulmonary arterial
pressure. The remodelling process is caused by an increased proliferation and migration as well
as a reduced apoptosis of pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMC). The intracellular
Ca?* concentration is essential for PASMC proliferation and migration. However, the role of
Ca?*-channels in PH needs to be further investigated. The subfamily of classic transient receptor
potential (TRPC) channels which belong to the family of non-selective cation channels are
promising candidates. The aim of this scientific study was to identify and to characterise
possible key TRPC proteins involved in the pathomechanism of chronic hypoxia-induced PH
(CHPH).

The mRNA expression of TRPC1 was upregulated by chronic hypoxia in mouse, rat and human
PASMC. The mRNA expression of TRPC3 and TRPC4 was reduced whereas the mRNA
expression of TRPC5, TRPC6 and TRPC7 was unchanged. TRPC1 knockout mice kept under
chronic hypoxia possesed reduced vascular remodelling and right ventricular systolic pressure
suggesting that TRPC1 knockout mice were partly protected from CHPH developement.
However, the loss of TRPC1 showed no influence on hypoxic pulmonary vasoconstriction
during acute and sustained hypoxia in the model of an isolated, ventilated and blood free
perfused lung. Furthermore, the influence of TRPC1 on proliferation, migration and apoptosis
of murine PASMC was characterised. The knockout and the knockdown of TRPCL1 led to a
reduced chronic hypoxia-induced proliferation. The knockout of TRPC1 caused a full inhibition
of chronic hypoxia-induced migration. The analysis of the downstream signaling pathway
revealed the induction of the proliferative markers ki67 and cyclin D1. Additionally, chronic
hypoxia caused a reduced expression of a-smooth muscle actin (a-SMA) which is associated
with the change from the contractile phenotype to a proliferative phenotype. Moreover, chronic
hypoxia led to phosphorylation of p38 but not extracellular signal-regulated kinase 1 and 2
(Erk1/2), both associated with proliferation. Interestingly, the TRPC1 knockout had no effect
on the expression of ki67, cyclin D1 and a-SMA as well as on the phosphorylation of both
kinases. Furthermore, TRPC1 influenced the Ca?" homeostasis under chronic hypoxia and was
identified as a receptor-activated channel.

In the upstream signaling pathway hypoxia-induced factor (HIF)-1a was identified as a key
protein in the regulation of TRPC1 expression. In this regard, the knockdown of HIF-1a caused
an inhibition of the chronic hypoxia-induced TRPC1 mRNA expression. The ability of different
growth factors to induce TRPC1 mRNA expression was analysed, too. These data showed that
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transforming growth factor (TGF)-p1 was able to induce TRPC1 expression but tumor necrosis
factor o inhibit TRPC1 expression. Finally, TGF-B1 showed a stabilising effect on HIF-1a and
led to TRPC1 mRNA expression.

In summary, TRPC1 was identified as an outstanding cation channel forming protein which
played an important functional role in the proliferation and the migration of murine PASMC,
contributing to the development of CHPH. In future, TRPC1 might be a potential new target

for therapeutic approaches.
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7 Promotersequenz

Folgende Promotersequenz 5000bp upstream von ATG (rot markert) von TRPC1 wurde
untersucht. Gelb markiert ist die HRE-Bindesequenz ACGT, die neun Mal erfasst werden

konnte.

5-AATCTGTAGATTGGTTTCAGTTACATGACTATGACCAGAAGAGGCTGACGTTTGTGAAAATTAAAGGTAAGCTGTTCATGC
ATGTCTATCTTTATTTCCTAGGATAAATCTATTAGTACAAGTTTGCCTGTCTTAGATCTAATAGATGCCATTGCACCAAATGCA
GTCCGTCAAGAAATGATCAAGAGAGAGCACTTGACTGATGAGGACAAACTGAACAATGCTAAGTAAGCCCCTCTGGTCTCTG
AGACCACAGCGATCTGCTCGTGTCCCTTGCAGGGACACTCTTACCTTTTAAAGTACAATTTCTGTGGGGAATATGGTTTTAAA
AAGTCCTTAGCCTTTTTTATTAAGTTAATCATATATATATATATATATATATATAAATCTGCTGTTAAAAGAACAAAAGGAAG
ATAACAGATGCTAAGATGTCTTCCTTTTCTTTTTAAGATACGCCATTTCAGTTGCTCGGAAGATCGGTGCCCGGATATACGCGC
TGCCTGACGACCTCGTGGAAGTGAAGCCGAAGATGGTGATGACTGTGTTTGCCTGCTTAATGGGGAAAGGATTGAACAGACT
GAAATAATGAAGCGTTTACTGTGATCTGCCACACTGTACGCACCAAACGTCTCAGTTTACAGAATTTTGAAATGTAGTGGGTA
TAAAATCCGAATATCTGTATGCTCAAAATAGTTCTGTATCCAGCAATGAAGAATATCTTGTCCATACCAGTTAGAATTTGTCA
ATCTTTTTTTTTTTTTTTTGGATAACACAATTACCTTAACAATCAATACCAATGCAGGAATGTCTTATCAAGCTGCTATTTCATA
ATTAAATTATTTTATTTCCTAAGAGTCTTAACCAAAATAAGACTAATCATTCTTTTTCATGGCTCAAAAAAGACCTGTATAAAG
TTTTGTCAGGTCCTTCTATTAAATGTGTTTGGATTTTTTTTTTTTTTGATGTGTTGTTTAAATTTTGATTAAAAAAAAAATGTAC
CTAAAGTCATAATCTCACTTAATCCTTTTGGTTTTTCTCCCTTTAGCTGTGTAAAGTGATCTAAAATTTTCTGTAAATTTCTATA
TGACATAAAAATTTAAAGGGATAAATATAATCCATCAACATTAAACTTTTTTAATACGAGAACTAACTCTTGAATAACCCCCA
CGTTCACTCTCTTGTTTAAGCTGTAGGAGATTTTTACTTACAGTTTGTTTGTAGCTCCATTGTTACTTCACATGTGCTAGTCTGA
TAACACAGCTTTGTCTCCAGCATCACATGTGCTAGTCTGATAACACAGCTTTGTCTCCACCATCAAGCATAATACTATATGTTG
GTAGGATGTTACACATATGTATTTCTCTAAGTCATCTGAGTTACCCACCTTTTCTAAAATGGTATGTATTAAGTGGTCAGCCAG
CCGTTAAGTATTTATTTTGCCCCCACAATGTGTGTGACACTTTTCAATTGTGGATAATCTGATCTGTGGAGATCTGTTTTGCAA
ATATTAATTCTGAATGTGAATATCGTTATTTTTCACCTAACTGCTTTCAAATACTTTTCAGCCAAACATTGGATAGAATGTCCT
AACTGACACCAATCCTATCCTGCTAGAATCACATCACACTTACTACTCTCAGGCTACAGGGAAACCTACATCACTGGACATGC
CCACCAAATGGCTTCTGTAGAGATCTGTGTATATAAAAGCTAATGTCCGTCGTAGTTTTTCATGGTCTCCTGGAAACAGTTGA
GGTTTGTGTTCCTCTTTTCCCCAGAAGTTTTAGCAGTAGAGAAATTCTGTTGCTCATAGTTGAAGCCAGGAATGAGCTCCCCGG
CCCTCCACTTTAGTGCCAGTGAGCAATAGTGCTATGCAAGGAAAGTGCTGTCACCTCTCTCCGTGTGAATGGGTTGTCCGCCT
CCTCCTTGTCCACTGATCAGAACATACAGCAGGAGGGAGAGTGTCTGTGTGTTTAGGGTAGACTTTTATAAATGAAGTACTGA
CAGGTGGGATTCTGAAATATATTCTTCTACATGAAATGTCTTCGCCTTTTATATTTTGGTGATTGTTTTCTTATATGAAGACAC
AATGCTTCCGCTCCTTTCCTGAGATTATTTAAATCAAACCTCTCTGATTTTTCCCGCTGTCATATTTACTAAAACAATCTGAATT
ACATGGAATTTAGCACTTTAAGGTGTTCTTTTTCTCACGAAATATATTTAATAAAAATGCTGTGTATGTAGAATTTGTGTTTAT
TTCATTTAAAGAATAGAGAACCTTCAATACTGATCTGTTAGAAGCTTATTTCCTCACAAAAGACTGCAACTCCTATGTGAAGT
AACACAAAAGCTGTTTCTTTAGTGTTTTTTCTTTCATATGAGAAAAAAATTAATTCTAAAATTCTAGTGTTTTTATTATCATTGT
ATGTATGGATGATACATGTGTATGGGCATGCATGCTTACATGTGGATATCAGAGAACAAATTTGTTGGGTCAGTTTTCTCCTT
ACACCTTCATGGGAATCGAACTCAGGGCTTCAGGTTTGAACAACCAGCACTCTTATCCACTAAGCCATCTCACCAGCCCTCAT
ATGAAGATTAAAAAAAAAAAAAAGACAAACTGCGTGATTGTTATAAACTTAGTTTGTGATGAAATCATTTGAGTGGATAAAA
TAATTAGCATTAATTTATTGTCTCCAGTGTCCAAGTACCACAACTAGATTCTTGGACCTCAGCTAAGACAAGTAGAAACAGCC
TTTTGACTTACATCCTAGTAGAGACGGCCAGCCAATAAAGCAACAACAAGAAATGAAGCAGGGAAGAAACCGAGAGACCAT
TGGAGTGGGGGGAGATTTGCTGCAGACTGACTGAGAGCAGAGGGGGAGGTTTTCTGGGTAGCGAGGTCAGGGCTCTCTGAGG
AAAAGCAATCGAGTGGGCGCCATGAAAAAGAGACAGATGTGCTCCTCGGGAGTAAAGGGAGGAGAACATGAAAAATATCAG
TAGCATCCTACTTGTAGGACTAGATCTAAATCTGAGTTTCTTTCCCCTCTCTGGCTGGAGTTGTGATTCCTCTTTTGGTTTCTGT
TTTGTTTGCCTGTGACTTGATGGAGTTGCTTAGAGTAATATGCCACTTTTGAGTTTTTTGAATACCATTGTTCATCATAACTCCA
ATACTGATCTACATATCACATGTGCTAAGTATGTAGGTATTGTTAGAATGTCCCAATTTATGCCCGCTGAGCAGTTTGTCTGTA
TCGGAGACAATCCAAAAGCCTGCATTATAATTATCAGCTTGCCTGAAGTAGGCTCTCTAGTGCTTTGGAAGGTCTCTTAAGAT
TACTACCAAAGAGGGTTGGAATTCCCTCCAGTCTTAGAAAGTAATCCAGTCCCATAGTTCTTTGGATAAAGAATCTGTGTATG
GCTGTGAGTCATTTGAGTTAACTTCAAATACTGAAATTTCAGATAGCGCAGGATTAGATTTCTACTACTGGCTAAACATTTTGC
TGAGCAACAAAGGAGGTGCATATACAAATGTATGGGCGCTCCTCTCTCCCACTGGCTTCACCTTGAGCCTCTTGGAAATTTCA
CCAAACTCATAAACTTGGAAGTGTATTAAACATTACACGACAACGGGGAGATCATTTAGAAACAAAAACTGGAGCAACTTGA
GATTATCATTTACATCAAATACAGAAAACGTTTGAAAAGATGACTTCGACATCAAAGACTTTTAGAGAATATCTAAAGAGAA
CATTGATTTTTAAGAATTAGTAAGTTAAATGTTGAAAGAGAAACTAATGGGACAAAGTAGCCTGAATAGGAGAGGCAGTATT
CCCCTCAAATTTAAGTACATTTATCCATTGCTTTAAAAATCTAAATCTTAAACGTAGAGTTCAGATTTTCCCCCTAGTGTTGAC
TGCAGGAAGCAATTAAAAATTATTGAAAAGATGCAGTTTTCAAGTCGCATTTGCTGGACGTCAGACAATTGTTGTCTAAATA
GCGAATCTCTTAAAATTAGATAGGATAAATATAACGAATCCACTAAAAGGACTTGTATGGCGAGTAACTCCTAAACTGTGCTT
ATGCAACGGTTATAGGTCGCCTTTGACTTACATGCGAATACTTTTATAGTGACTTTGGAAATATCAGGAATGTTAGACCATAT
TAAATCACAAAGATTGTTTTTAAAACGCCTTTAGGAACGAGGGAACTGTAAACACAAACTCCATAATCAGGTTGCTTTGGCCA
GGCTTTAGGACAATTCCGTACAGGATTTCAAGTAAACGTTAATCCTTCAGAAGCTCCTTGGCCCTTTTCTGTGCTGCAGTAGC
AGCAGCAGCACAAACAGGCAGCGGATAAAATTACCTGAAATCCGCCACCAAGCGGTTCCCATGCCCTCAGGTGCTCAAAGAT
GCTGCAGACGCGCCCAAGATGCTAGGCGACCGACCAGAGAGGCGCGTCAGCCCTGGAGCCCCGCCCCTACAAGLCCLCLGLCee
TAGCCCGGCTTCGCCTTAAGCCCCGCCCCGGTGTCGTCGCCTCCGCGGGGCTGAGGATGACGTGAGGAGAAAGCCGCGAACC
TCTGCCTCCTGTGGGTGCTGCTGGGCCAGCGGTTCCCACAGCCCCGGAGCCAGACGTGCTGCGAAGCGCACCGCCGAGCTCT
CCGGCCGGCGGCCCCCTCACTCCCTCCCAGGCCGGGCCGCTCCCTGTGCGGCCCCTGCGGCTCCTGGCACGGCCCCGCGLCTCG
GCTGCCGCCCTGGCGCGCTCCACTCTGTCGTCCCCGGACGGGCGCGGACCAGCTCGACCGGGGCGCCGGCGGCTGGGCAGAG
GGCGCTGGCCCCGGGGCCGCGCCAGCGCGGCCACCAACCTGGGGCTGTCCGTGGAGGGCGAGTGCTGGTTTCGGGGCGAGGC
GACGCCCTTCGGGGCCAACGGGCCGCACGCCGATGTGGCCGTGGGAACGACTCACCCGTTTTCCAGCTCGGGGTCGGGGTCG

GGGTCGGCGCCCATGGGGGCCCCGCCTCCGTCTCCTGGCCTGCCCCCGTCGTGGGCCGCGA-3’
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Abbildung 63: cDNA-Microarray Analyse dargestellt als Heatmap der 50 am starksten regulierten Signalwege.
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