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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Kardiopulmonales System

Die Funktionseinheit des kardiopulmonalen Systems, bestehend aus dem Herzen (Cor)
sowie der Lunge (Pulmo), ist von entscheidender Bedeutung fur den menschlichen Orga-
nismus, da dessen Zusammenspiel die Versorgung aller Gewebe mit dem fiir ihren Stoff-
wechsel notwendigen Sauerstoff (O.) gewadhrleistet [14]. Dieser wird im Zuge des
Gasaustauschs (auBere Atmung) in der Lunge aufgenommen und tber den Kreislauf, der
durch die Pumpfunktion des Herzens aufrecht erhalten wird, in die Peripherie transpor-
tiert [14]. Dort steht er den Zellen der einzelnen Organe zur Energiegewinnung (innere
Atmung) und damit der Erhaltung ihrer Organfunktion zur Verfligung [14]. Im gleichen
Zug findet der Transport des in den Geweben wahrend des Stoffwechsels angefallenen
Kohlenstoffdioxids (CO) von der Peripherie zuriick in den pulmonalen Kreislauf statt,

um in der Lunge abgeatmet zu werden [14].

1.1.1 Grundlegende Anatomie des Respirationstrakts

Topographisch befindet sich das paarig angelegte, zentrale Atmungsorgan der Lunge im
Brustkorb (Thorax) des Menschen [14]. Hier liegen die beiden Lungenfligel (Pulmo dex-
ter et sinister), getrennt durch den nach medial angrenzenden Mittelfellraum (Mediasti-
num) und das dort befindliche Herz, in ihrer jeweiligen Pleurahdhle (Cavitas pleuralis),
die nach ventrolaterodorsal durch die Innenseite des Thorax begrenzt wird [320]. Nach
kaudal sitzen sie mit ihrer konkaven Basis der Zwerchfellkuppel auf und tberragen mit
ihrem konvexen Anteil (Apex pulmonis) die obere Thoraxapertur um wenige cm nach
kranial [320].

Mit Ausnahme des Hilus sind die beiden Lungen vollstandig von einer glatten Serosa,
dem Lungenfell (Pleura visceralis) tiberzogen [58]. Dieses ist durch den Pleuraspalt vom
die Innenseite des Thorax auskleidenden Rippenfell (Pleura parietalis) getrennt [58]. Ge-
meinsam gewabhrleisten die beiden Pleurablétter mit der von ihnen sezernierten serésen
Flissigkeit die Verschieblichkeit der Lunge und sind somit von entscheidender Bedeu-
tung fir die Atemmechanik [14, 58]. Das medial gelegene Hilum pulmonis, an dem die
beiden Pleurablatter miteinander verschmelzen, bildet den Ubergang aller in das Lungen-
parenchym ein- und austretender Strukturen (inkl. BlutgeféRen, Bronchien, Nerven und
Lymphgefalien) [14].

Das durch den sich dichotom verzweigenden Bronchialbaum und seine begleitenden
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Blutgefalie gebildete Lungengewebe lasst sich makroskopisch in sichtbare Lungenlappen
unterteilen, die durch Aufzweigung der Hauptbronchien (Bronchi principales) in mehrere
Lappenbronchien (Bronchi lobares) entstehen [320]. Entsprechend der Anzahl ihrer Lap-
penbronchien besitzt die rechte Lunge drei Lappen (Lobi), einen Ober- (Lobus superior),
einen Mittel- (Lobus medius) und einen Unterlappen (Lobus inferior), die linke Lunge
hingegen nur zwei, einen Ober- (Lobus superior) und einen Unterlappen (Lobus inferior)
[320]. Die einzelnen Lappen der Lungen werden durch Fissuren voneinander getrennt,
damit sie sich im Zuge der Atmung ausdehnen und gegeneinander verschieben kdnnen
[320]. Weiterhin unterteilt sich die Lunge durch die Verzweigung der Lappen- in Seg-
mentbronchien (Bronchi segmentales) in bindegewebig begrenzte, makroskopisch nicht
sichtbare Lungensegmente (Segmenti) [320]. Die rechte Lunge besitzt zehn, die linke
Lunge durch die Ausdehnung des Herzens und des dadurch fehlenden siebten Segments

(Segmentum mediobasale) nur neun Segmente [320].

1.1.2 Respiration

Der Prozess der duBeren Atmung (Respiration), bestehend aus der Oxygenierung sowie
der Decarboxylierung des vom rechten Herzen kommenden Blutes, als Hauptaufgabe der
Lunge bedarf der Teilschritte der Ventilation, Perfusion und Diffusion [14].

Ventilation

Zur Bellftung (Ventilation) der am Gasaustausch beteiligten Lungenpartien mit sauer-
stoffreicher und kohlenstoffdioxydarmer Umgebungsluft sind diese auf ihr luftleitendes
System angewiesen [102]. Dieses wird weiterhin in einen rein konduktiven (luftleitenden)
sowie einen respiratorischen (am Gasaustausch beteiligten) Abschnitt unterteilt [14]. Der
konduktive Abschnitt, der malRgeblich den Totraumanteil des Atemzugvolumens (150-
170 mL) bestimmt, beginnt zundchst extrathorakal mit der Nasen- (Cavitas nasi) bzw.
Mundhohle (Cavitas oris) und wird anschlieRend Uber deren Vereinigung im Rachen
(Pharynx), den Kehlkopf (Larynx) und die Luftréhre (Trachea) fortgesetzt [320]. Diese
teilt sich intrathorakal zundchst an der Trachealbifurkation (Bifurcatio tracheae) in einen
rechten und linken Hauptbronchus (Bronchus principales dexter et sinister), der sich (wie
bereits im Abschnitt 1.1.1 beschrieben) tber die Lappenbronchien weiter in Segment-
bronchien aufteilt [320]. Als weitere Teilungsschritte folgen Subsegmentbronchien und
Bronchioli, bis das konduktive Segment nach ca. 16 Teilungsgenerationen mit den Bron-
chioli terminales endet [102, 254] und das respiratorische Segment mit den Bronchioli

respiratorii beginnt [215]. Alle von einem Bronchiolus terminales versorgten Abschnitte

2
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einschlieBlich der noch folgenden Alveolargange (Ductuli alveolares) und Alveolarsack-
chen (Sacculi alveolares) sind mit Alveolen besetzt und nehmen damit am Gasaustausch
teil [14, 260]. Insgesamt besitzt der Mensch ca. 300-400 Millionen Alveolen [14], die
durch die Atembewegung und das so entstehende Druckgefalle innerhalb der Atemwege

mit Umgebungsluft belliftet werden [274].

Perfusion

Die Perfusion der Lunge wird durch das blutleitende System des kleinen Kreislaufs (Lun-
genkreislauf) gewahrleistet [14]. Dieser fuhrt sauerstoffarmes Blut ausgehend vom rech-
ten Herzen Uber den Truncus pulmonalis in die sich noch im Mediastinum teilende und
die Lungen versorgende rechte und linke Pulmonalarterie (A. pulmonalis dextra et si-
nistra) [14]. Nach Eintritt durch den Hilus teilt sich die A. pulmonalis intrapulmonal, dem
Verlauf der entsprechenden Bronchien folgend und eng mit diesen verbunden, weiter auf
[14], bis ihre Strombahn schlie3lich im dichtmaschigen, perialveoléren Kapillarnetz en-
det [102, 164]. Dort findet der Gasaustausch zwischen den Lungenkapillaren und dem

eng angrenzenden Alveolarraum statt [164].

Diffusion

Atemgase diffundieren in der Lunge von den Alveolen ins Blut der Kapillaren und um-
gekehrt, wobei die Partialdruckdifferenz des jeweiligen Gases die treibende Kraft des
Gasaustauschs darstellt [274]. Der Diffusionsstrom (Jeas) folgt dabei dem Fick’schen Dif-
fusionsgesetz [274]:

Jeas = d * APgqs

Jeas: Diffusionsstrom, K: Krogh-Diffusionskoeffizient, F: Diffusionsflache, d: Dicke der Diffusionsschicht,
APgas: Partialdruckdifferenz des diffusiblen Gases.

Entlang seines Diffusionsgradienten diffundiert O2 folglich aus der Atemluft ins Blut
(pO2 arteriell =~ 40 mmHg, pO2 alveoldr ~ 100 mmHg), wohingegen CO. vom kapillaren
Blut in den Alveolarraum diffundiert (pCO: arteriell =~ 46 mmHg, pCO. alveolar ~ 40
mmHgq) [254, 274]. Dabei wird die zu Uberwindende Diffusionsstrecke (d) (Blut-Luft-
Schranke) durch den Aufbau der Alveolarwand bestimmt. Diese besteht an ihren diinns-
ten Stellen lediglich aus Kapillarendothel, den Ausldufern der Pneumozyten Typ I, sowie
einer gemeinsamen Basallamina und hat im Mittel nur eine Breite von etwa 0,6 um [164].

Die Diffusionsstrecke von Alveole zum Erythrozyten erhéht sich jedoch durch den von
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Pneumozyten Typ Il gebildeten, oberflachenaktiven Surfactantfilm und das auf Kapillar-
seite zu durchlaufende Blutplasma auf etwa 1,1 um (Abb. 1.1) [164]. Neben einer kurzen
Diffusionsstrecke erfordert ein effektiver Diffusionsprozess zusétzlich eine erhebliche
Austauschflache, die in der Lunge mit einer Flache von ca. 80-140 m? gegeben ist [254].
Aufgrund dieser giinstigen Begebenheiten ist die aufgenommene O2-Menge beim Gesun-
den durch den raschen Ausgleich der Sauerstoffpartialdriicke keineswegs diffusionslimi-

tiert. Vielmehr handelt es sich um einen perfusionslimitierten Gasaustausch [274].

Pneumozyt
Typ i

uopejjuan

oo Basalmembran

Kapillare

Alveole

Kapillarendothel

Pneumozyt |
Typl

Surfactant

Abb. 1.1 | Blut-Luft-Schranke des Alveolarseptums (Schema). Der von Pneumozyten Typ I gebil-
dete Surfactantfilm liegt der Innenseite des Alveolarseptums auf und steht in direktem Kontakt zum
ventilierten Alveolarraum. Die von diffundierenden Gasen (O,, CO,) zu durchdringende Blut-Luft-
Schranke besteht an ihren dunsten Stellen lediglich aus den Auslaufern der Pneumozyten Typ I, dem
Kapillarendothel und ihrer gemeinsamen Basalmembran. Abbildung eigenhéndig erstellt und sinnge-
maR abgeleitet aus Welsch und Kummer (Hrsg.) [329].

1.1.3 Anschluss des Kardiopulmonalen Systems an die Gesamtzirkulation

Im Anschluss an das perialveoldre Kapillarbett verlasst das nun oxygenierte und decar-

boxylierte Blut die Lunge zunéchst tiber postkapillare Venolen, die sich im weiteren Ver-

lauf zun&chst zwischen den Azini und spéter im intersegmentalen Bindegewebe zu immer

groReren Venen vereinen [58]. All diese flieRen im Hilus der beiden Lungen zu je zwei

Pulmonalvenen (Vv. pulmonales) zusammen, die daraufhin klappenlos im linken VVorhof
4
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(Atrium sinister) miinden [58]. Von dort aus gelangt das Blut tiber die Mitralklappe (Va-
Iva atrioventriculare sinister) in die linke Kammer (Ventriculus sinister) um anschlief3end
wahrend der Systole Uber die Aortenklappe (Valva aortae) in die Hauptschlagader
(Aorta) und den systemischen Kreislauf ausgeworfen zu werden [14]. Hier verzweigt sich
der Gefallbaum erneut, um Uber kleinere Arterien und Arteriolen schlie3lich zum Kapil-
larbett der peripheren Gewebe zu gelangen [14]. Dort diffundiert Sauerstoff seinem Dif-

fusionsgradienten folgend ins Gewebe und das Blut wird mit CO2 angereichert [274].

Obere Korperhalfte

Pulmo
dexter

Trulncus .
pulmunalis

Pulmo
sinister

o,
O
V. cava
superior
Vv. pulmunales
V. cava
inferior

Untere Korperhalfte

Abb. 1.2 | Stark vereinfachtes Schema des menschlichen Blutkreislaufs. A, rechter Vorhof; B, lin-
ker Vorhof; C, rechter Ventrikel; D, linker Ventrikel; 1, Trikuspidalklappe; 2, Mitralklappe; 3, Pulmo-
nalklappe; 4, Aortenklappe. Pfeile geben die Flussrichtung des Blutes innerhalb der GeféaRe an. In den
Kapillarbetten ist die Diffusion der Atemgase aus und in die GefaRe dargestellt. Rot, sauerstoffreiches
Blut; Blau, sauerstoffarmes Blut. Abbildung eigenhéndig erstellt und modifiziert in Anlehnung an Korf
und Schiebler [137].

Die sich im Anschluss an die Kapillaren bildenden Venen transportieren nun folglich O.-
armes und CO3-reiches Blut, welches uber die obere und untere Hohlvene (V. cava supe-
rior et inferior) in den rechten VVorhof (Atrium dexter) gelangt [14]. Von dort aus stromt
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es durch die Trikuspidalklappe (Valva atrioventriculare dexter) in die rechte Kammer
(Ventriculus dexter) und weiter tber die Pulmonalklappe (Valva pulmonalis) und den
Truncus Pulmonalis in die beiden Pulmonalarterien (Aa. pulmonales) [14]. In der Lunge
angekommen wird das Blut erneut mit Sauerstoff aufgeséattigt und der Kreislauf schlief3t
sich [14] (Abb. 1.2). Die Kenntnis der Kreislaufverh&ltnisse des Korpers ist insbesondere
von Bedeutung, um sich die konsekutive Beteiligung von Herz und Lunge im Zuge der

Erkrankungen des kardiopulmonalen Systems zu vergegenwaértigen [102, 137].

1.1.4 Systematik der BlutgefaRle

Die Systematik der Blutgefalie lasst sich prinzipiell, mit Ausnahme einiger Segmente der
Endstrombahn, auf alle GefaRe des menschlichen Organismus anwenden [164]. Angren-
zend an das Lumen des Gefales findet sich zundchst die Tunica intima, eine einschich-
tige, liickenlose Endothelschicht mit schmalem, subendothelialem Bindegewebsanteil,
die der Abgrenzung des Intravasalraumes vom umgebenden Gewebe dient [164]. Je nach
vorherrschendem Gewebe der angrenzenden Tunica media lassen sich zwei Gefatypen
des arteriellen Systems differenzieren [164]. So besitzen Uiberwiegend herznahe Arterien
des elastischen Typs ein ausgepragtes, zweidimensionales Flechtwerk elastischer Fasern,
das den glattmuskul&ren Kern der Tunica media nach innen (Membrana elastica interna)
und nach auBen (Membrana elastica externa) begrenzt [164]. Wohingegen dieses bei den
sich anschlieRenden Arterien des muskuldren Typs zu Gunsten der zur Regulation der
Gefalweite zirkulér verlaufenden glatten Muskulatur deutlich schwécher ausfallt [164].
Den Abschluss des GefaRes nach aulien bildet die Tunica externa/adventitia, eine Binde-
gewebsschicht, die das Gefall im umgebenden Gewebe verankert [164] (Abb. 1.3). Auch
wenn Venen prinzipiell die gleiche Wandschichtung aufweisen, ist diese dort haufig we-
niger deutlich ausgepragt [164]. Je weiter sich GefélRe des arteriellen Systems der kapilla-
ren Endstrombahn nédhren, desto mehr weichen diese Strukturen auf [102, 164]. So be-
steht die Wandung der dort vorzufindenden Kapillaren typischerweise nur noch aus En-
dothel, der begleitenden Basallamina und einigen wenigen Perizyten, die zur Stabilisie-
rung der Kapillarwand und Differenzierung des Endothels beitragen [164]. Durch diesen
Aufbau mit seiner geringen Wandstarke und die riesige Gesamtoberflache aller Kapilla-
ren werden ideale Diffusionsbedingungen flr den dort stattfindenden Gasaustausch ge-
schaffen [164].



Einleitung

Adventitia

Membrana
elastica externa

parat).

Media

Intima

Membrana
elastica interna

» ,’: Vi
el 7
N A ‘
@ o (o
\ 00 Uy o< B
- -
b Bl B
\ Jea® 24
& €

Intima

Media

M.elastica
interna

M.elastica
externa

Abb. 1.3 | Systematik der Blutgefalie. (A) Schematische Darstellung des GeféalRaufbaus mit Ver-
deutlichung der Wandschichtung, beginnend mit der endothelialen Auskleidung des GefaBlumens (In-
tima). AnschlieBend findet sich die, durch die elastischen Fasern der Membrana elastica interna und
externa eingefasste, glattmuskuldre Media sowie die bindegewebige Verankerung des Gefalles im Um-
gebungsgewebe (Adventitia). Abbildung eigenhandig erstellt und sinngeméaR abgeleitet aus Lullmann-
Rauch [164]. (B, C) Méauselungenarterie nach 5-wdchiger hypoxischer Inkubation zur Verdeutli-
chung des Wandaufbaus am Praparat in HE- (B) und Elastica-van-Gieson-Farbung (C). (Eigenes Pré-

1.1.5 Physiologie der pulmonalen Strombahn

Die pulmonale Zirkulation zeichnet sich physiologischerweise durch einen hohen Blut-

fluss sowie niedrige vaskuldre Widerstande aus [169]. Es handelt sich also um ein Nie-

derdrucksystem, das die Blut-Gas-Barriere vor erhéhten intravasalen Driicken schitzen

und damit einer alveolaren Odembildung vorbeugen soll [102, 191]. Die Druckverhélt-

nisse innerhalb eines GeféalRsystems lassen sich durch das Ohm’sche Gesetz beschreiben

[274]:

AP

=%

Q: Blutfluss, 4P: Perfusionsdruck, R: Stromungswiderstand

Der Stromungswiederstand (R) des Gefalisystems ergibt sich dabei ndherungsweise durch

die Anwendung des Hagen-Poiseuille’schen Gesetzes [274]:

l+n=x8

rtx

R: Stromungswiderstand, 1: Gefdfslinge, n: Viskositdt der Stromungsfliissigkeit, r: Gefdfsradius
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Nach Kirzung aller der fiir den menschlichen Blutkreislauf als konstant anzusehenden
Parameter ldsst sich die enorme Auswirkung einer Anderung des GefaRradius auf die
Druck- und Flussverhéltnisse eines Gefal3es darstellen, da sich der Gefalwiderstand um-

gekehrt proportional zu dessen vierter Potenz verhalt [102, 274]:

1
R~2

R: Strémungswiderstand, r: Gefalradius
Durch diese mathematische Beziehung lasst sich der erhebliche Einfluss pulmonaler Va-
sokonstriktion sowie des pulmonalvaskularen Remodelings mit einer Einengung des Ge-
faklumens, wie es beispielsweise im Rahmen der Pulmonalen Hypertonie (PH) auftritt
[252], auf den vom rechten Ventrikel aufzubringenden Blutdruck (sog. rechtsventrikulare
Nachlast) verdeutlichen [102, 215].

Physiologischerweise tritt eine solche pulmonale Gefalverengung im Rahmen der von
Euler und Liljestrand beschriebenen hypoxisch pulmonalen Vasokonstriktion (HPV, Eu-
ler-Liljestrand-Mechanismus) auf [67]. Wéhrend die GeféaRe des Korperkreislaufs auf
Hypoxie (Sauerstoffmangel) mit einer Dilatation, zur Verbesserung der Sauerstoffversor-
gung des umliegenden Gewebes, reagieren [313], antworten die GeféaRe des Lungenkreis-
laufs auf einen solchen Reiz mit VVasokonstriktion [323]. Dieser Mechanismus dient dem
Ausgleich lokaler Ventilations-Perfusions-Missverhéltnisse. So wird Blut durch den lokal
erhdhten Gefalitonus in besser ventilierte und damit sauerstoffreichere Gebiete der Lunge
umgeleitet, um groRere intrapulmonale Shuntfllisse zu vermeiden und die O2-Aufsatti-
gung des Blutes zu optimieren [274]. Dieser physiologisch wichtige Anpassungsmecha-
nismus lasst sich bereits bei geringer Hypoxie (pO2 alveoldr < 100 mmHg) [327] ausldsen
und ist unter normoxischen Bedingungen vollstandig reversibel [325]. Jedoch kommt es
mit zunehmender Chronifizierung der HPV zum Verlust dieser Reversibilitat [249]. So
kann chronisch hypoxische Exposition, wie beispielsweise wéhrend chronischer Héhen-
aufenthalte oder im Rahmen chronisch hypoxischer Lungenerkrankungen (z.B. COPD),
aufgrund der globalen Affektion aller Lungenabschnitte zu irreversibler, globaler, pulmo-
naler Vasokonstriktion und damit neben weiteren Faktoren zur Ausbildung einer PH fih-
ren [102, 326].

1.2 Pulmonale Hypertonie

Unter dem Begriff der Pulmonalen Hypertonie (PH) werden verschiedene Krankheitsbil-

der subsumiert, deren Gemeinsamkeit in einer Erhohung des pulmonalarteriellen Drucks

8



Einleitung

(pulmonary arterial pressure, PAP) besteht [107]. Die bisherige, durch die Ende 2015
veroOffentlichten ESC/ERS-Leitlinien und andere internationale Empfehlungen beschrie-
bene, Definition der PH besteht aus einer invasiv gemessenen Erhéhung des pulmonalar-
teriellen Mitteldrucks (mPAP) auf >25 mmHg in Ruhe [81]. Durch das 2018 abgehaltene
6" world symposium on pulmonary hypertension (WSPH) wurde jedoch eine Modifika-
tion dieser hamodynamischen Definition im Sinne einer Senkung des Schwellenwerts auf
> 20 mmHg vorgeschlagen [270]. Dabei soll fur prakapillare Formen der PH (Gruppen
1, 3,4, 5; Tab. 1.2) zusétzlich ein pulmonaler Gefalwiderstand (pulmonary vascular re-
sistance, PVR) > 3 Wood-Einheiten (WE) gefordert sein [82]. Im Falle der postkapill&ren
PH (Gruppen 2, 5; Tab. 1.2), die sich durch einen pulmonalarteriellen Wedge-Druck
(PAWP) > 15 mmHg auszeichnet, wird weiterhin in eine isoliert postkapillare Form
(IpcPH) mit einer PVR < 3 WE und einer kombiniert post- und prakapillaren Form
(CpcPH) mit einer PVR > 3 WE unterschieden [82].
Trotz &tiologischer Unterschiede der verschieden Formen Pulmonaler Hypertonie cha-
rakterisieren sich alle durch exzessive pulmonale VVasokonstriktion sowie abnorme vas-
kuldare Umbauprozesse (Remodeling) [301]. Die damit verbundene Querschnittsreduktion
des GefaRlumens und der Verlust an Complience grof3er pulmonaler Arterien fuhren zur
Druckerhthung innerhalb des pulmonalen Kreislaufs und damit zu einer erhéhten rechts-
ventrikularen Nachlast [72, 252]. Dieser Druckbelastung des rechten Ventrikels folgt
konsekutiv die Ausbildung einer Rechtsherzinsuffizienz [212], durch deren Dekompen-
sation eine unbehandelte PH haufig innerhalb weniger Jahre nach Diagnosestellung zum
Tod durch Rechtsherzversagen fihrt [48]. In Anlehnung an die Klassifikation der Herz-
insuffizienz nach New York Heart Association (NYHA) wurde ebenfalls eine funktio-
nelle, klinische Klassifikation der PH definiert [105].
Tabelle 1.1: Funktionelle Klassifikation der Pulmonalen Hypertonie

(Hoeper et al. [105], sinngemaR modifiziert)

Klasse Beschreibung

I Patienten mit PH ohne Einschrankung der Belastbarkeit. VVollstan-
diges Fehlen von Symptomen oder Beschwerden bei normaler
korperlicher Belastung.

I Patienten mit PH und leichter Einschrankung der Belastbarkeit.
Trotz Beschwerdefreiheit in Ruhe treten vermehrt Dyspnoe oder
Mudigkeit, thorakale Schmerzen oder Schwécheanfélle bei norma-
ler korperlicher Belastung auf.

i Patienten mit PH und starker Einschrankung der Belastbarkeit.
Trotz Beschwerdefreiheit in Ruhe treten Dyspnoe, Midigkeit,
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thorakale Schmerzen oder Schwéacheanfalle bereits bei leichter
korperlicher Belastung auf.

v Patienten mit PH, die korperlich nicht belastbar sind. Ruhesymp-
tome in Form von Dyspnoe und Mudigkeit kénnen mit Zeichen
der manifesten Rechtsherzinsuffizienz auftreten. Geringste Aktivi-
tat steigert die Beschwerden.

Epidemiologie

Obwohl epidemiologische Daten beziglich der PH stark variieren, handelt es sich kei-
neswegs um eine seltene Erkrankung [107]. In all ihren Varianten sollen weltweit ge-
schéatzt etwa 100 Millionen Menschen von dieser Erkrankung betroffen sein [269]. In der
Population der Uber 65-jahrigen soll die Pravalenz der PH global gesehen bereits um ca.
10% liegen [106].

Obwohl chronisch Hoheninduzierte Pulmonale Hypertonie (high-altitude pulmonary hy-
pertension, HAPH), auf der der Fokus dieser Arbeit liegen soll, ebenfalls keine seltene
Erkrankung unter Bewohnern groRer Hohen darstellt, ist deren globale Pravalenz unter
Hohenbewohnern noch unbekannt [337].

Aldashev et al. wiesen jedoch in Studien, durchgefuhrt an 741 kirgisischen Héhenbewoh-
nern, bei 23% der Manner und 6% der Frauen EKG-Zeichen chronischer Rechtsherzbe-
lastung nach. VVon elf der Patienten, die anschlielend einer Rechts-Herz-Katheterisierung
unterliefen, konnte bei acht ein mPAP > 25 mmHg festgestellt werden [2]. In einer spa-
teren Studie zeigten 27% der 689 Untersuchten entsprechende EKG-Auffélligkeiten und
29 der 44 Patienten, die sich einer Katheteruntersuchung unterzogen, zeigten einen mPAP
> 25 mmHg [3]. Daher wurde geschétzt, dass die Pravalenz hoheninduzierter PH in ihren
Studien ca. 18% betragen hatte [184]. Neuere Studien von Lichtblau et al. ergaben durch
echokardiographische Untersuchungen an 97 kirgisischen Hohenbewohnern ebenfalls
eine Pravalenz der HAPH zwischen 6% und 35% je nach zugrunde gelegtem Grenzwert;
ein mPAP > 25mmHG konnte dabei bei 27% der Probanden festgestellt werden [157].
In sidamerikanischen Studien an Bewohnern des Altiplano (> 3.200 Hm) konnten eben-
falls Pravalenzwerte der HAPH zwischen 5 und 18% festgestellt werden [13, 97]. Zudem
wurde die HAPH-Prévalenz in urspriinglichen Bewohnern des indischen Spiti-Tals (=
3800HmM) mit 3,23% angegeben [200].

Klinische Klassifikation

Im Jahr 2018 wurde auf dem 6™ world symposium on pulmonary hypertension (WSPH)
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in Nizza die bisher aktuellste Version der klinischen Klassifikation Pulmonaler Hyperto-
nie (Tab. 1.2) vorgestellt [270].

Tabelle 1.2: Aktuelle Klinische Klassifikation der PH (Nizza, 2018)
(Simonneau et al. [270], modifiziert)

Klinische Klassifikation der Pulmonalen Hypertonie (6""WSPH, Nizza, 2018)
1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)
1.1 Idiopathische PAH (IPAH)
1.2 Erbliche PAH
1.3 Arzneimittel- und toxininduzierte PAH
1.4 PAH assoziiert mit:
1.4.1 Bindegewebserkrankungen
1.4.2 HIV-Infektion
1.4.3 Portaler Hypertonie
1.4.4 Angeborenen Herzfehlern
1.4.5 Schistosomiasis
1.5 PAH mit Langzeit-Ansprechen auf Kalzium-Kanal-Blocker
1.6 PAH mit offenkundigen Merkmalen vendser/kapilléarer (PVVOD/PCH) Be-
teiligung
1.7 Persistierende PH des Neugeborenen Syndrom
2. Pulmonale Hypertonie aufgrund von Erkrankungen des linken Herzens
2.1 PH aufgrund einer Herzinsuffizienz mit erhaltener LVEF
2.2 PH aufgrund einer Herzinsuffizienz mit reduzierter LVEF
2.3 Herzklappenerkrankungen
2.4 Kongenitale/erworbene kardiovaskuldre Bedingungen, die zu post-kapill&-
rer PH fiihren
3. PH aufgrund von Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie
3.1 Obstruktive Lungenerkrankungen
3.2 Restriktive Lungenerkrankungen
3.3 Andere Lungenerkrankungen mit gemischt restriktivem/obstruktivem Er-
scheinungsbild
3.4 Hypoxie ohne Lungenerkrankung
3.5 Lungenentwicklungsstérungen
4. PH aufgrund pulmonalarterieller Obstruktion
4.1 Chronisch thromboembolische PH (CTEPH)
4.2 Andere pulmonalarterielle Obstruktionen
5. PH mit unklaren und/oder multifaktoriellen Mechanismen
5.1 Hamatologische Erkrankungen
5.2 Systemische und metabolische Erkrankungen
5.3 Andere

5.4 Komplexe kongenitale Herzerkrankungen
PVOD: Pulmonale venookklusive Erkrankung, PCH: pulmonalkapillare Hdmangiomatose,
LVEF: Linksventrikulédre Ejektionsfraktion

Ungeachtet der Vielzahl an Unterformen Pulmonaler Hypertonie soll der Fokus im Hin-

blick auf die thematische Zielsetzung dieser Arbeit (insbesondere in Bezug auf Pathoge-
nese, Diagnostik und Therapie der PH) auf der 3. Gruppe der PH und speziell der HAPH
(Gruppe 3.4, Tab 1.2) liegen.
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1.2.1 Gruppe 3 der Pulmonalen Hypertonie

Die Gruppe 3 der PH wird primér durch alveolare Hypoxie, wie zum Beispiel im Rahmen
von Lungenunreife, alveoldren Hypoventilationsstérungen, Chronisch Obstruktiver Lun-
generkrankungen (COPD), interstitieller Lungenerkrankungen oder Aufenthalt in groRen
Hohen hervorgerufen [15, 268].

Pathogenese

Die Pathogenese hypoxisch induzierter PH und im Speziellen der HAPH versteht sich
nach aktuellem Stand der Forschung als eine Vaskulopathie, getrieben zum Einen durch
anhaltende hypoxisch pulmonale Vasokonstriktion (HPV), zum Anderen durch struktu-
relle Verédnderungen aller drei Schichten der GefaRwand (pulmonal vaskuldares Remode-
ling) und der damit verbundenen Erhéhung des PAP [333].

Dabei ist der initiale Anstieg des PAP nach Exposition gegentiber Hypoxie der HPV zu-
zuschreiben [333]. Im Verlaufe chronischer Exposition nehmen strukturelle Veranderun-

gen des vaskuldren Remodelings jedoch zunehmend mehr Bedeutung ein [210].

Pulmonale Vasokonstriktion

Wie bereits in Kapitel 1.1.5 beschrieben, stellt der alveoldre pO2 einen Hauptregulator
der HPV, einem physiologischen Mechanismus zur Anpassung der Perfusion an die ge-
gebene Ventilation, dar. Die Ventilation der gesamten Lunge mit einem hypoxischen
Gasgemisch flhrt jedoch zu akuter pulmonaler Vasokonstriktion des gesamten Ge-
falbetts der Lunge und damit zur Erhéhung des PAP. Der prominenteste Effekt zeigt sich
dabei in kleinen pulmonalen Arteriolen [67, 192, 197, 262]. Zudem entstehen Perfusion-
inhomogenitaten unter Hypoxie durch ungleichméfige Verteilung der HPV [54].

Zu Beginn der HPV erreicht diese innerhalb von Minuten ein Maximum, das, getrennt
durch eine kurze Periode der Vasodilatation, zundchst in eine andauernde und spéter
umso betontere Phase der Kontraktion tbergeht [290]. Diese Kontraktion, deren Phasen,
zumindest zum Teil, durch verschiedene Signalwege reguliert werden [326], kénnen
durch Faktoren wie neurohumorale Mediatoren, rote Blutzellen und die Innervation der
Lunge beeinflusst werden [287].

Alveoldre Kapillaren, die als Ort der O»-Sensibilitat ausgemacht zu sein scheinen, tragen
ihr hypoxisches Signal via endothelialer Membrandepolarisation an stromaufwarts lie-
gende Arteriolen weiter [317], obwohl die dort liegenden glatten Muskelzellen, die Ef-
fektorzellen der Kontraktion, ebenfalls ber ein solches sensorisches System zu verfiigen

scheinen [194]. Das Level an Reaktive Oxygen Species (ROS) spielt, beeinflusst durch
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NAD(P)H-Oxidasen und Mitochondrien, vermutlich eine entscheidende Rolle innerhalb
der O2-Detektion, wobei unklar ist, ob ein Anstieg oder der Abfall den entsprechenden
Stimulus darstellt [57, 271, 324]. Die spatere Phase der HPV ist getrieben durch endothe-
liale Sekretion vasoaktiver Substanzen sowie Anderungen des K*- und Ca?*-Haushalts
pulmonal arterieller glatter Muskelzellen (PASMCs) [287, 290].

Pulmonalvaskuléres Remodeling

Unter normalen Umsténden ist die pulmonale Gefalwand einer feinen Balance zwischen
Apoptose und Proliferation der ansassigen Zellen unterworfen, um eine optimale Dicke
zu gewahrleisten. Ist diese Balance zu Gunsten der Proliferation verschoben, fiihren Ver-
dickung der GefaBwénde und Obliteration des GefaRlumens zu Erhéhung der PVR [210].
Dieser Umstand wird als vaskuldres Remodeling bezeichnet [127].

Der Umbau pulmonaler Gefél3e, getriggert durch chronisch alveoldre Hypoxie, konnte
bereits in mehreren Spezies einschlieBlich Ratten, Kiihen und Menschen, nachgewiesen
werden, obwohl einige andere dagegen resistent zu sein scheinen [4, 10, 103, 232]. Alle
Schichten der pulmonalen GefaRwand — Intima, Media und Adventitia — sind durch die-
sen betroffen [127]. Das Kennzeichen hypoxieinduzierter PH besteht jedoch vor allem
in einer gesteigerten Muskularisierung distaler Gefalle sowie der Ausbreitung glatter
Muskelzellen in vormals unmuskularisierte Arteriolen (,,de novo* Muskularisierung) [10,
103]. Es resultiert also eine Mediahypertrophie, die auf zelluldrer Ebene auf gesteigerte
Proliferation und Migration sowie eine Reduktion der Apoptose zurlick zu fiihren ist
[333]. GroRe und mittlere pulmonale GefaRe zeigen eine zunehmende Versteifung [91],
die aus gesteigerter Proliferation sowie vermehrten Kollagen- und Elastinablagerungen
resultiert [278]. Fibroblasten der Adventitia tragen ebenfalls durch Proliferation und Pro-
duktion extrazellularer Matrixporteine [210] sowie Migration in die Media und dortige
Transformation in Myofibroblasten [277] zum Remodeling bei. Verglichen mit anderen
Formen der PH induziert chronische Hypoxie weniger Alterationen der Intima, vor allem

keine Bildung einer Neointima oder plexiformer L&sionen [279].

Signaltransduktion

Endotheliale Zellen der Intima sowie Fibrobalsten und Blutplattchen nehmen durch pa-
rakrine Effekte eine entscheidende Rolle in der Signaltransduktion hypoxisch induzierter
PH ein, indem sie erhohte Level vasoaktiver und pro-proliferativer Mediatoren (z.B. En-
dothelin 1 (ET-1), TXA2, Serotonin, Angiotensin Il, vascular endothelial growth factor
(VEGF), platelet-derived growth factor (PDGF)-B, fibroblast growth factor (FGF)) sowie
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inflammatorischer Mediatoren (z.B. Interleukin (IL)-1p, IL-6, IL-8, monocyte
chemoattractant protein 1) und reduzierte Level vasodilatatorischer sowie anti-prolifera-
tiver Faktoren (z.B. Stickstoffmonoxyd (NO), Prostaglandin 1) sezernieren [91, 210, 333,
334]. Des Weiteren produzieren sie vermehrt Adhésionsmolekile, Zytokine, prokoagu-
latorische Faktoren und Matrixproteine, die mit den umliegenden Zellen sowie zirkulie-
renden Immun- und Progenitorzellen interagieren [210, 278].

Intrazelluldre Signalkaskaden, die direkt durch Hypoxie oder durch zirkulierende Fakto-
ren ausgeldst werden, sind maRgeblich am vaskuldren Remodeling beteiligt. Dabei wer-
den proproliferative, die zelluldre Kontraktilitat und Differenzierung steigernde Signal-
transduktoren (Tyrosinkinasen, mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK), Protein-
kinase C, Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI13K), Kalziumeinstrom und Rho-Kinasen)
aktiviert und antiproliferative Signalwege (reguliert durch cAMP und cGMP) gehemmt
[91]. Zudem spielen genetische und epigenetische Faktoren eine entscheidende Rolle in
der Pathogenese der HAPH [278].

Mediatoren zwischen den zuvor erwahnten intrazellularen Signalwegen und dem O»-
Mangel, die als Sensoren chronischer Hypoxie dienen kénnten, schlieRen die Aktivierung
des hypoxia-inducible factor (HIF)-1, Inhibition von Mitochondrien und Alterationen in
der Freisetzung von ROS ein [91]. Dabei reguliert HIF Proteine der zelluldren Glykolyse
und des mitochondrialen Metabolismus wie auch die Transkription verschiedener Prote-
ine wie Erythropoetin und VEGF [266]. Die prominente Rolle von HIF-1a in der Patho-
genese zeigt sich durch eine reduzierte Rate hypoxieinduzierter PH in M&usen mit
PASMC-spezifischem HIF-1a-Knock-Out [344]. Eine unter Hypoxie beobachtete Hem-
mung des mitochondrialen Metabolismus zu Gunsten glykolytischer Energiegewinnung
resultiert in Veranderungen der ROS-Freisetzung, der Aktivierung pro-proliferativer
Transkriptionsfaktoren, antiapoptotischer Effekte und einer Alteration der zelluldren
Ca?*-Homoostase [59, 60]. Obwohl ROS mit redoxsensitiven pro-proliferativen und anti-
apoptotischen Signalwegen interagieren, ist ihre Rolle in akuter und chronischer Hypoxie
kontrovers diskutiert, da in verschiedenen Studien eine HIF-Stabilisierung sowohl durch
einen Anstieg als auch den Ruckgang des zellularen ROS-Levels beobachtet werden
konnte [9, 38, 321].

Die zellularen und molekularen Mechanismen der Pathophysiologie hypoxieinduzierter

PH werden noch einmal in Abb. 1.4 zusammengefasst.
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Gefaklumen

Adventitia

Adventitia
Zelluldre & molekulare Mechanismen

Vasokonstriktion Proliferation/Apoptose Inflammation/Rekrutierung Epigenetik
ROS HIF Zytokine und HDAC: Klasse 1
K- und Ca-Kanale Wachstumsfaktoren Chemokine MicroRNAS z.B.:
NO-sGC-cGMP-Achse (PDGF, FGF, VEGF) IL1B,IL6undIL & miR17, miR21, miR145,
PGI, Met_gbmsche CCL 2 (MCP-1) miR120
Rho-Kinase Veranderung CXCL 12 (SDF-1)
Endothelin Matrix-Metalloproteasen GM-CSF
Serotonin CD40L

Adhasionsmolekiile
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Abb. 1.4 | Mechanismen der Pathophysiologie hypoxieinduzierter PH. CCL, C-C motif chemokine
ligand; CD40L, CD40 Ligand; CXCL, C-X-C motif chemokine ligand; ECAM, endothelial cell adhe-
sion molecule; FGF, fibroblast growth factor; HDAC, histone deacetylase; GM-CSF, granulocyte mac-
rophage colony stimulating factor; HIF, hypoxia-inducible factor; ICAM, intercellular adhesion mol-
ecule; IL, Interleukin; NO-sGC-cGMP, Stickstoffmonoxyd-l6sliche Guanylatzylase-zyklisches GMP;
MCP, monocyte chemoattractant protein; PDGF, platelet-derived growth factor; PGl., Prostaglandin
I2; ROS, reactive oxygen species; SDF, stromal cell-derived factor; TRPC6, transient receptor potential
cation channel 6; VCAM, vascular cell adhesion molecule. VEGF, vascular endothelial growth factor.
Abbildung eigenhandig erstellt, in Anlehnung an Wilkins et al. [333].

Klinik & Diagnostik

Klinische Symptomatik

Die klinische Symptomatik der PH gestaltet sich vor allem in den Friihstadien der Erkran-
kung recht diskret und unspezifisch, wodurch sich die Diagnose haufig bis in relativ spate
Stadien der Erkrankung verzogert [208]. Patienten prasentieren sich typischerweise mit
zunehmender Luftnot (Dyspnoe), die zundchst nur bei Belastung, im weiteren Verlauf
jedoch auch in Ruhe wahrgenommen wird und beschreiben zudem haufig eine rasche
Ermidbarkeit [100, 268]. In fortgeschritteneren Stadien kdnnen neben einer sich mani-
festierenden Sinustachykardie, die jedoch auch von Rhythmusstérungen begleitet werden
kann, weitere kardiale Symptome in Form von Brustschmerzen sowie Schwindel und
Synkopen bei linksventrikuldrem Vorwartsversagen mit systemisch hypotonen Phasen
hinzukommen [100, 231, 268]. Als Zeichen einer Rechtsherzinsuffizienz lassen sich im
spateren Verlauf haufig Odeme der abhangigen Korperpartien sowie Zeichen der oberen

und unteren Einflussstauung beobachten [231]. In diesem Zusammenhang kénnen auch
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Nykturie und Ubelkeit auftreten [231]. Patienten mit HAPH klagen héufig tiber Husten
oder Hamoptysen und kdnnen aufgrund ihres Hohenaufenthalts zudem tbliche Symp-
tome der chronischen Hohenkrankheit wie eine massive Polyzythamie, Kopfschmerzen,
Schlaflosigkeit, kognitive Dysfunktion, Somnolenz oder Verwirrung aufweisen [152,
184, 337].

Initiale Diagnostik

Zu Beginn der Diagnostik steht wie immer zundchst die sorgféltig gefihrte Anamnese,
vor allem hinsichtlich der Initialsymptomatik mit Luftnot, Mudigkeit und reduzierter
Leistungsfahigkeit, bei der auch andere Risikofaktoren der PH (z.B. Schlafapnoe, Indoor-
Luftverschmutzung, Rauchen, Eisenmangel oder erhohte Blutviskositét durch Erythrozy-
tose [85, 202, 233, 240, 310, 337]) Beachtung finden sollten [184]. AnschlieRend folgt
die korperliche Untersuchung, wobei sich im Falle htheninduzierter PH héufig bereits
inspektorisch eine markante Zyanose des Gesichts sowie der Finger, gepaart mit sog.
Trommelschléagelfingern und einer uhrglasartigen Waélbung der Négel feststellen lassen
[337]. Ebenfalls lassen sich im Zuge einer sich entwickelnden Rechtsherzinsuffizienz
haufig gestaute Halsvenen sowie palpatorisch periphere Odeme, Hepato- und Splenome-
galie, Aszites oder ein hepatojugulérer Reflux nachweisen [79, 184, 337]. Auskultatorisch
ergibt sich oft ein prominenter, gespaltener zweiter Herzton sowie in ausgepragteren Sta-
dien Hinweise auf eine relative Pulmonal- (diastolisches Gerdausch) und Trikuspidalin-
suffizienz (systolisches Gerdusch) [100, 184]. Zudem stellt die Suche nach Zeichen an-
derer Ursachen eines erhohten PAP (z.B. Systemische Sklerose) einen essenziellen Be-

standteil der kdrperlichen Untersuchung dar [152, 176].

Apparative Diagnostik

Mehrere apparative Untersuchungsmethoden finden in der Evaluation von Patienten mit
eben erwahnter Symptomatik und klinischem Untersuchungsbefund Anwendung. Dabei
zeigen sich im EKG hdaufig Zeichen der rechtsventrikuldren Dysfunktion wie ein P-pul-
monale, eine Rechtsherzhypertrophie, ein Rechtsschenkelblock oder rechtsventrikulére
Repolarisationsstérungen [100, 184]. Lungenfunktionstests, in denen Bewohner grof3er
Hohen eine geringere ventilatorische Antwort auf Hypoxie aufweisen [151], zeigen bei
Patienten mit HAPH endtidal hohere pCO.- sowie geringere pO2-Werte als bei gesunden
Hohenbewohnern [144, 151]. Zudem helfen sie andere potentielle Ursachen der PH (z.B.
obstruktive oder interstitielle Lungenerkrankungen) auszuschlieRen [183, 185]. Des Wei-

teren lassen sich in Rontgenaufnahmen des Thorax hdufig eine Hypertrophie des Herzens
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und eine Dilatation des Truncus pulmonalis sowie kleinerer pulmonaler Gefalie feststel-
len [337]. Kearly-B-Linien sind charakteristischerweise jedoch nicht nachweisbar [219].
Die Durchfuhrung einer transthorakalen Echokardiographie (TTE) er6ffnet die Moglich-
keit anhand intraventrikularer Septumbewegungen sowie der rechtsventrikularen Wand-
dicke und Myokardmasse einen Eindruck tiber den strukturellen und funktionellen Status
des Herzens zu gewinnen [177]. Des Weiteren ermdglicht sie die indirekte Bestimmung
des PAP durch transtrikuspidale Regurgitationen [230, 337] und den Ausschluss kardialer
Ursachen der Symptomatik [34]. Daher eignet sich eine Kombination aus TTE und EKG
auch aufgrund ihrer Non-Invasivitat gut als Screening-Methode der HAPH [136]. Weitere
bildgebende Verfahren innerhalb der PH stellen das Cardio-MRT, die CT-Angiographie
der Lunge [170, 184] sowie eine Perfusions-Ventilations-Szintigraphie zum Ausschluss
einer CTEPH [184] dar.

Die definitive Diagnosesicherung der PH erfolgt jedoch durch eine invasive Untersu-
chung mittels Rechtsherzkatheter [184]. Diese beinhaltet neben der Erhebung des mittle-
ren PAP (MPAP) ebenfalls die Messung der PVR sowie des PAWP und Herzindexes,
wodurch sich sowohl linkskardiale Ursachen der PH ausschlieRen als auch Aussagen tber

deren Schweregrad und Prognose treffen lassen [184, 230].

Therapie

Obwohl sich bereits eine Reihe unterschiedlicher Behandlungsmdglichkeiten (Kalzium-
kanalblocker, NO-Inhalation, Prostazyklinanaloga, Endothelin-Rezeptorblocker oder
Phosphodiesterase (PDE)-Inhibitoren) [237] in der Therapie der PAH etabliert haben, li-
mitiert sich die wissenschaftliche Literatur zur Behandlung der HAPH auf einige wenige
randomisierte Studien [184].

Dabei wird zunédchst einmal die Migration der Patienten in geringere Hohenlagen als The-
rapieform der HAPH empfohlen [184], da diese bereits nach wenigen Jahren zur Norma-
lisierung des mPAP ehemaliger Hohenbewohner fiihrt [267]. Jedoch ist dies aufgrund
der personlichen Lebensumstande vieler Betroffener haufig nicht moglich, sodass medi-
kamentdse Therapieoptionen der HAPH unerlésslich sind.

In diesem Zusammenhang konnte ein positiver Effekt von PDE-5-Inhbitoren, wie Silden-
afil oder Tadalafil, in Studien an Patienten mit HAPH nachgewiesen werden [120]. Dabei
reduzierte Sildenafil den mPAP und verbesserte die physische Leitungsfahigkeit von
HAPH-Patienten, fiihrte weiterhin zur Erhéhung des p.O2 und zur Reduktion des maxi-

malen O2-Verbrauchs in akut hthenexponierten Probanden [3, 235]. PDE-5-Inhibitoren
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wirken durch Erh6hung der intrazellularen cGMP-Konzentration vasodilatatorisch sowie
sekundar antiproliferativ [237].

Endothelin-Rezeptor-Antagonisten wie Bosentan, die durch Blockade des Vasokonstrik-
tors und Mitogens ET-1 ihre vasodilatatorische und antiproliferative Wirkung entfalten
[276], konnten in einer ersten Studie an acht gesunden Probanden, die akut einer Hohe
von 3.800 Hm ausgesetzt wurden, keinen senkenden Effekt auf den mPAP zeigen und
verschlechterten sogar die O»-Séttigung [265]. In einer spéteren Studie an Héhenbewoh-
nern mit HAPH konnte jedoch eine Senkung des sPAP durch Bosentan nachgewiesen
werden [134].

Acetazolamid, ein Carboanhydrase-Hemmer mit schwachem diuretischen Effekt, der be-
reits erfolgreich zur Préavention der Akuten Hohenkrankheit eingesetzt wird [26], fuhrte
in einer Studie zum Management chronischer Hohenkrankheit zum Anstieg der nachtli-
chen O2-Sattigung sowie zur Reduktion der PVR und der sekundéren Polyzythamie [234],
wodurch es mdglicherweise auch in Patienten mit HAPH eingesetzt werden konnte.

Der Rho A/Rho-Kinase-Inhibitor Fasudil konnte, bei guter Toleranz, in einer Studie an
19 HAPH-Patienten ebenfalls eine senkende Wirkung auf den sPAP nachweisen [135].
Positive Effekte einer Inhalation des Prostazyklinanalogons Iloprost wurden in gesunden
Freiwilligen auf einer Héhe von 5.050 Hm untersucht, jedoch konnte keine Verbesserung
der unter Hohenbedingungen beeintrachtigten rechtsventrikularen Funktion festgestellt
werden [91].

Letztendlich sind weitere Studien zur pharmakologischen Therapie der HAPH dringend
erforderlich. Aktuell sollte aufgrund fehlender Langzeitdaten zum Management héhenin-
duzierter PH, idealerweise nach Anraten zur Reduktion der Wohnhéhe und Aufklarung
uber die limitierte Datenlage, ein informierter Konsens mit Patienten bezliglich deren Be-

handlung getroffen werden [91, 184].

1.3 Bedingungen in groRen Hohen und Umwelthypoxie

Grolie Hohen stellen bekanntlich einen durch besondere Herausforderungen gepragten
Lebensraum dar, der weltweit keine geringe Verbreitung aufweist [139]. So bestehen gro-
Rere und dauerhaft bewohnte Gebiete in Hohen > 2.500 Hm verteilt Uber den gesamten
Globus; z.B. in den Rocky-Mountains Nordamerikas, den sudamerikanischen Anden,
dem é&thiopischen Hochplateau Ostafrikas, den europdischen Alpen, dem Tibetischen
Hochplateau und den Ausléufern des Himalayas in Zentralasien (Abb. 1.5) [190, 288].
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Abb. 1.5| Hoéhenregionen der Erde. Weltkarte mit Markierung bewohnter Regionen in Héhen von
2.500 Hm und héher. In Anlehnung an Beall, ,, human evolution at high altitude in Swenson et al.
[288].

Abbildung der reinen Weltkarte erstellt durch San Jose (,, World map blank*, 27.11.2006) und zur
freien Vervielfaltigung, Veroffentlichung und Bearbeitung lizensiert unter der Creative-Commons- Li-
zenz ,, Namensnennung - Weitergabe unter gleichen Bedingungen 3.0 “ (https://creativecommons.org/li-
censes/by-sa/3.0/deed.de). Abbildung selbst modifiziert durch Markierung bewohnter Hohenregionen
>2.500 Hm aus Beall, ,, human evolution at high altitude “ in Swenson et al. [288] und gemé&R Creative-
Common-Lizenz unter gleichen Bedingungen zur Weiterverbreitung zu lizensieren.

Die Umweltbedingungen grolRer Héhen zeichnen sich neben kalten Temperaturen (Re-
duktion um ca. 6°C pro 1.000 Hm), intensiver Hohenstrahlung, Trockenheit und starke
Winde vor allem durch ein mit steigender Hohe geringer werdendes Sauerstoffangebot in
der Atmosphare aus [31, 331]. Dabei bleibt zwar der fraktionelle Anteil aller in der At-
mosphére befindlichen Gase (78% Stickstoff (N2), 21% O, 0,93% Argon (Ar), 0,03%
CO2 und einige weitere mit geringeren Anteilen) konstant, jedoch sinkt der barometrische
Luftdruck (Pg) mit steigender Hohe ab [335] (Abb. 1.6) und fuhrt folglich zur Reduktion
der einzelnen Partialdriicke [31, 331].

15.000+
Reiseflughohe (13.000 m)
12.5004

10.000- Héhe des Mt. Everest (8.848 m)
7.5004
Hohe des Mt. Blanc (4.810 m)
90007 Hochste menschliche
Siedlung (5.300)
2.5004

Kabinendruck in
Flugzeugen (2.500 m)

Hohe tiber dem Meeresspiegel (m)

0 100 200 300 400 500 600 700
Barometrischer Luftdruck (mmHg)

Abb. 1.6 | Barometrischer Luftdruck (Ps) in Abh&ngigkeit vom Hohenniveau. Abbildung eigen-
héandig erstellt und angelehnt an Wright [335].
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Nach dem Dalton-Gesetz ergibt sich der Gesamtluftdruck (Pg) aus der Summe der Parti-

aldrucke seiner Gasanteile [31]:
PB = pNZ + pOZ + pAT‘+ pCOZ

Errechnet man nun den, fur die Sauerstoffaufnahme essenziellen, inspiratorischen Sauer-
stoffpartialdruck (piO2), so ergibt sich, nach Abzug des Wasserdampfdrucks (pH20) von
47 mmHg bei 37°C Kdorpertemperatur,

pi0; = (P — pH,0) 0,21

auf Meeresniveau (Ps = 760 mmHg) ein piO2 von 149,7 mmHg, wohingegen auf dem
Gipfel des Mount Everest (Ps ~ 251 mmHg) nur noch ein piO2 von ca. 42,8 mmHg gege-
ben ist [31]. Es herrscht also eine Hypoxie der Atemluft.

1.4 Akute und chronische Effekte von Hypoxie auf den pulmonalen

Kreislauf

Trotz der eben erwéhnten ungunstigen Bedingungen grofRer Hohen, die als Regionen ho-
her als 2.500 Hm definiert werden [22], leben etwa 140 Millionen Menschen dauerhaft
in diesen [218]. Hinzu kommen etwa 35 Millionen, die jedes Jahr in HGhenregionen uber
2.500 Hm reisen und akut diesen Bedingungen ausgesetzt werden [173]. Dazu bedarf es
sowohl akuter als auch chronischer Anpassungsprozesse.

So fuhrt Exposition gegentiber Hypoxie und groRen Hohen zu verschiedenen Reaktionen
des kardiopulmonalen Systems. Bereits innerhalb der ersten Sekunden nach Exposition
gegenliber Hypoxie steigt das Herzzeitvolumen (HZV) in Ruhe durch Erh6hung der
Herzfrequenz (HF) an, um eine ausreichende O-Versorgung des Gewebes zu gewahr-
leisten [196]. Nach zwei bis drei Tagen féllt das HZV jedoch durch Reduktion des
Schlagvolumens bei weiterhin erhéhter HF auf das Ausgangsniveau zuriick [133, 312].
Die O2-Versorgung bleibt dabei durch stérkere O2-Ausschopfung des Blutes gewéhrleis-
tet. Dabei flhren erhohte 2,3-Bisphosphoglyceratkonzentrationen innerhalb der Erythro-
zyten zur Reduktion der O>-Affinitat dieser und zur Liberation des O ins Gewebe, ob-
wohl dadurch auch die pulmonale Oz-Aufnahme beeintrachtigt wird [333]. Zudem
kommt es rasch zur Erh6hung der Erythrozyten-Konzentration, zundchst im Rahmen der
Dehydratation [330] durch Tachypnoe in trockener Atmosphéare und Diurese [89, 111,
2941, nach drei bis vier Wochen durch das bereits nach 24-48h stark angestiegene und

zum Ende der ersten Woche wieder abgefallene Erythropoetin [28, 251]. Jedoch haben
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erhohte Erythrozytenzahlen auch Nachteile und kénnen durch gesteigerte Blutviskositat
zur Erhohung des PAP beitragen [333]. Eine weitere Reaktion stellt die hypoxisch venti-
latorische Antwort (HVR), mit einer Erhohung der Atemfrequenz sowie des Tidalvolu-
mens, dar. Die HVR als eine direkte Antwort auf den sinkenden arteriellen pO2 kann die
alveoldre Ventilation akut bis auf das 5-fache steigern [91]. Nach einigen Tagen stellt
sich jedoch das Ausgangsniveau der Ruheventilation wieder ein [322]. Wie bereits in
vorherigen Kapiteln beschrieben, fuhrt Umwelthypoxie zur globalen HPV der Lunge und
kann sowohl durch Erhéhung des PAP zur PH als auch durch Inhomogenitaten der Per-

fusion zum Hohenlungentdem (HAPE) fiihren [91].

1.4.1 Akklimatisation vs. Adaptation

Innerhalb der physiologischen Anpassungsprozesse, die ein Leben unter den Bedingun-
gen grolRer Hohe erleichtern oder sogar erst erméglichen, muss zwischen den Begriffen
der Akklimatisation und Adaptation unterschieden werden.

Dabei handelt es sich bei der Akklimatisation um Anpassungen individueller Organismen
innerhalb weniger Stunden bis Tage als Reaktion auf Umweltstressoren [190]. Diese sind
in der Regel kurz, limitiert und nicht auf kiinftige Generationen Ubertragbar. Adaptation
hingegen beschreibt einen evolutionér getriebenen Prozess zur Entwicklung verschiede-
ner Mechanismen um sich gegen ungunstige Lebensbedingungen zu behaupten und zu
reproduzieren [190] (Abb. 1.7). Bestes Beispiel hierflr stellen Tibeter dar, die nach
25.000 Jahren genetischer Hohenanpassung [91] verglichen mit Flachlandbewohnern und
selbst mit anderen ethnischen Hohenbewohnern weniger anfallig flr die chronische Ho-
henkrankheit (CMS) oder HAPH zu sein scheinen [92, 219, 336]. So konnten unter an-
derem genetische Variationen des HIF-Signalwegs festgestellt werden, die mit geringeren
Hb-Konzentrationen bei Tibetern korrelieren, was durch Reduktion der Blutviskositét ei-
nen wichtigen Faktor in der Anpassung an grof3e Hohen darstellen kdnnte [32, 221, 338,
341]. Entwicklungsbezogene Verénderungen stellen ein Zwischenglied zwischen geneti-
scher Variation und kurzfristiger individueller Akklimatisation dar [190]. So entwickeln
beispielsweise in der Hohe aufwachsende Bewohner der Anden im Laufe ihrer Entwick-
lung Kleinere Staturen, grofRere Brustumfange und eine hohere Belastungskapazitét als
jene in niedrigeren Regionen [77, 90, 150].
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Abb. 1.7 | Grad der Adaptation in Relation zur Zeit. Abbildung eigenhéndig erstellt und angelehnt
an Moore [190].

1.4.2 Akut hoheninduzierte Herzkreislaufstérungen

Akute Exposition nicht akklimatisierter Personen gegenuber grof’en Hohen kdnnen je
nach Schwere dieser zur Akuten Héhenkrankheit (AMS) oder zu durchaus lebensbedroh-
lichen Erkrankungen wie dem Héhenlungen- (HAPE) oder Hohenhirnédem (HACE) fiih-
ren [24, 139, 288].

AMS beschreibt dabei eine benigne und in der Regel nach drei bis vier Tagen selbstlimi-
tierende, unspezifische Kombination verschiedener Symptome, die meist sechs bis zwolf
Stunden nach Ankunft in Héhen Uber 2.500 Hm auftreten [24, 25]. Typischerweise
kommt es zu Kopfschmerzen und zumindest einem weiteren der Symptome: Appetitver-
lust, Ubelkeit, Erbrechen, Schwindel, Schlaflosigkeit und Erschépfung [24, 288]. Zur zu-
grundeliegenden Pathogenese gibt es mehrere Hypothesen. Zum einen eine hypoxieindu-
zierte Perfusionserhdhung des ZNS [29, 119, 273], begleitet durch gestorte Autoregula-
tion und dem Anstieg zirkulierender Radikale und VEGF [17-20, 298, 306], die durch
erhohte Permeabilitat zum extrazellularen Odem fiihrt [124]. Zum anderen ein intrazellu-
lares Odem, hervorgerufen moglicherweise durch eine Storung der Na*-K*-ATPase [88,
124, 259], wodurch es durch gesteigerte astrozytale NO-Synthese [175] in Kombination
mit membrandestabilisierenden, freien Radikalen und VEGF zur Irritation trigeminaler
Fasern und damit zum typischen Kopfschmerz kommt [27].

In schweren Féllen des AMS, in denen keine GegenmaRnahmen ergriffen oder weiter
aufgestiegen wurde, kann es zum lebensbedrohlichen HACE kommen. Dabei treten typi-

sche Zeichen wie Bewusstseinsveranderungen oder Ataxie auf. Im weiteren Verlauf kann
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das HACE jedoch auch zum Koma und Tod durch zerebrale Herniation fiihren [24]. Eine
extrazellulérer Flussigkeitsverlagerung [125] durch Extravasation, in Folge einer Hyper-
perfusion [288], sowie ein cytotoxisches Zellodem [96] sollen dabei fir die Erhéhung des
intrakraniellen Drucks verantwortlich sein.

Im Falle des HAPE kommt es durch globale, jedoch inhomogene HPV [54] zur Exsuda-
tion in hyperperfundierten Lungenabschnitten [112, 289]. Dies manifestiert sich radiolo-
gisch zunéchst als fleckiges und sich im Verlaufe weiter ausbreitendes Lungeninfiltrat
[311] sowie in der BAL durch ein proteinreiches, Erythrozyten enthaltendes Exsudat als
Zeichen einer Hamorrhagie [256, 289]. Es tritt typischerweise innerhalb der ersten zwei
bis vier Tage nach Ankunft in H6hen >2.500 Hm auf [91] und présentiert sich mit Symp-
tomen wie Atemnot, Tachykardie, Zyanose sowie initial trockenem Husten, der sich im
weiteren Verlauf haufig als produktiv mit weiem bis pinkem Sputum darstellt [24, 331].
Zur Pravention akuter Erkrankungen der Hohe ist vor allem eine addquate Akklimatisa-
tion von Noten, die durch einen langsamen Aufstieg (< 300 Hm/d) und eingestreute Ru-
hetage ohne Héhengewinn gewahrleistet werden kann [115, 195]. Zudem sind Ace-
tazolamid, eingenommen ab dem letzten Tag vor Beginn des Aufstiegs, sowie Dexame-
thason zur Préavention der AMS sowie des HACE geeignet [64, 130, 161, 163, 188]. Eben-
falls bestehen mehrere medikamentGse Optionen, in Form von Nifedipin [23], Dexame-
thason sowie PDE-5-Inhibitoren [167] zur Pravention des HAPE.

Eine Reduktion der Hohe als ideale Behandlungsform akut héheninduzierter Erkrankun-
gen lasst sich im Falle der haufig selbstlimitierenden AMS in Hoffnung auf Besserung
gof. zwei bis drei Tage aufschieben, wohingegen sie zur Behandlung des HACE und
HAPE so schnell wie mdglich erfolgen sollte [331]. Zudem stellt Dexamethason eine
mdgliche Behandlung des prolongierten AMS sowie des HACE dar [64, 116, 188], wobei
dessen Potential im Falle des HACE vor allem in der Stabilisierung des Patienten bis zum
notigen Abstieg liegt [257, 258]. Bei einem sich entwickelnden HAPE kann zusétzlich
zum so schnell wie mdglich unternommenen Abstieg eine O.-Therapie sowie eine Medi-
kation mit Nifedipin eingeleitet werden [24, 163, 201]. In Fallen von HACE und HAPE,
in denen ein Abstieg nicht moglich ist, stehen zur Uberbriickung ebenfalls tragbare Uber-
druckkammern zur Verfiigung, in denen sich ein Drucklevel wie auf ca. 1.500 Hm er-
zeugen lasst [74, 126].
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1.4.3 Chronisch héheninduzierte Erkrankungen

Unter den durch chronischen Hohenaufenthalt induzierten Erkrankungen werden sowohl
die Chronische Hohenkrankheit (CMS) als auch die hoheninduzierte PH (HAPH), auf die
im Kapitel 1.2.1 bereits ausfthrlich eingegangen wurde, subsumiert [331].

Die CMS, entwickelt von Bewohnern grof3er Hohenlagen, ist eine Erkrankung, die sich
durch schwere Hypox&mie sowie exzessive Erythrozytose, begleitet von neurologischen
Symptomen wie Kopfschmerzen, Schwindel und Miidigkeit, auszeichnet [152, 337]. Da-
bei wird eine H&moglobinkonzentration > 21 g/dL fur Manner und > 19 g/dL fiir Frauen
gefordert [152]. Zudem kann die Polyzythdmie durch eine PH, als Teilmenge der CMS,
begleitet werden, die jedoch keine Grundvoraussetzung dieser darstellt [333].

Die Pathogenese der CMS ist bisher nur unzureichend verstanden [331]. Dabei kdnnte
sowohl Hypoventilation durch die folgende Hypoxémie die Ursache der Erythropoese
darstellen [220] als auch eine primére Polyzythdmie durch Reduktion des pCO2 zur Hy-
poventilation fuhren [333].

Madgliche Therapieformen der CMS bestehen in regelméRigen Phlebotomien sowie der
Applikation von Acetazolamid [331, 333]. Dabei fuhrt Acetazolamid sowohl zum An-
stieg des paO2 und der O»-Séttigung als auch zur Reduktion des Hdmatokrit und des paCO-
[236]. Die einzige Heilung der Betroffenen besteht hingegen in der Migration in geringere
Hohenlagen, was jedoch fir viele der Patienten aus personlichen Griinden nicht maglich
ist [333].

1.5 Apoptose

Zum Funktionserhalt von Organen sowie lebender Organismen im Allgemeinen ist eine
feine Balance zwischen Zellproliferation auf der einen sowie Zelltod auf der anderen
Seite essenziell [131, 141, 210]. Dabei stellt Apoptose eine Form des regulierten Zellto-
des dar, dessen spezifische molekulare Maschinerie in Form verschiedener Signalwege
empfindlich auf intra- sowie extrazelluldre Stimuli reagiert und durch Aktivierung zum
Zelluntergang fiihrt [83].

Dieser energieabhdngige Prozess betrifft in der Regel einzelne Uberschissige, gealterte,
dysfunktionale oder durch duf3eren Stress geschadigte Zellen und zeigt dabei spezifische
pathomorphologische Eigenschaften [108, 168]. Zu diesen zahlen zunéchst eine Konden-
sation des Chromatins mit Schrumpfung des Zellkerns gefolgt von einer Blasenbildung
der Plasmamembran, der Fragmentierung des Zellkerns und schlieBlich einer Fragmen-

tierung der gesamten Zelle in apoptotische Partikel, die anschlielend von Granulozyten
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und Makrophagen phagozytiert werden [99]. Dadurch bleibt charakteristischerweise eine
Inflammation des umgebenden Gewebes aus [108]. FlieRende Ubergange zwischen der
Apoptose und anderen Formen des Zelltods sind jedoch moglich [44, 45, 108, 149, 160,
205, 275].

Eine entscheidende Rolle innerhalb der apoptotischen Signalkaskade wird durch Caspa-
sen eingenommen, die sowohl als Initiatorcaspasen die Weiterleitung des apoptotischen
Signals innerhalb der Kaskade gewahrleisten als auch als Effektorcaspasen definierte zel-
luldre Molekule attackieren und so zu den typischen biochemischen und morphologischen
Eigenschaften der Apoptose fiihren [108]. Dabei kann Apoptose durch verschiedenste,
sowohl intrinsische als auch extrinsische, Signalwege induziert werden [109].

Einige der flr die Arbeit relevanten ex- und intrinsischen Signalwege der Apoptose wer-
den in Abb. 1.8 dargestellt. Auf die Rolle einzelner Bestandteile dieser soll im Kapitel

1.6.2 ,,Apoptotische Marker* weiter eingegangen werden.

1.5.1 Dysregulierte Apoptose

Wahrend der embryonalen Entwicklung oder der Entstehung immunologischer Toleranz
besteht physiologischerweise eine Imbalance des Gleichgewichts zwischen Apoptose und
Proliferation [141, 226]. Eine Fehlregulation dieses Gleichgewichts kann jedoch zu fata-
len Konsequenzen fiir die Funktion einzelner Organsysteme sowie die Integritét des ge-
samten Organismus fuhren. So kénnen maligne Tumoren durch eine Resistenz ihrer Zel-
len gegentiber Apoptose und exzessive Proliferation massiv expandieren [108]. Umge-
kehrt kdnnte eine stark gesteigerte Apoptose in Kombination mit verminderter Prolifera-
tion ebenso fatal sein [108].

Solche Ungleichgewichte bestehen in der Pathogenese verschiedenster Erkrankungen;
darunter Ischamien, degenerative Erkrankungen wie AIDS, toxinvermittelte oder Auto-
immunerkrankungen und viele Krebsformen [68, 87, 108, 239, 244]. Doch auch die PH
zeichnet sich im Rahmen ihres vaskulédren Remodelings (Kapitel 1.2.1) durch gesteigerte
Proliferation der Zellen innerhalb der pulmonalen GeféaBwand [210] sowie eine Reduk-

tion der Apoptose dieser aus [227, 345].
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Abb. 1.8 | Grundziige der apoptotischen Signalkaskade. Viele verschiedene Rezeptoren der TNF-
Familie (z.B. Fas, DR 4, 5) sind in der Lage den extrinsischen Signalweg der Apoptose einzuleiten.
Nach Aktivierung durch ihre spezifischen Liganden bilden sie den DISC, wodurch einige von ihnen das
apoptotische Signal direkt an Initiatorcaspasen wie Caspase 8 weiterleiten. Dieser Vorgang kann jedoch
durch den Einfluss von FLIP gehemmt werden. Nach Aktivierung von Caspase 8 leitet diese das Signal
an Effektorcaspasen wie Caspase 3 weiter, die nach ihrer Spaltung direkt zur Auftrennung apoptotischer
Substrate und zur Aktivierung der CAD fiihrt, die fir die Fragmentierung des Chromatins verantwort-
lich ist. Zuséatzlich ist Caspase 8 tiber die Reaktion mit BID in der Lage den intrinsischen Signalweg zu
aktivieren und die Apoptose zu beschleunigen. [108]

Der intrinsische Signalweg kann durch verschiedene Stimuli ausgeldst werden wodurch es zur Freiset-
zung von Cytochrom C und AIF aus den Mitochondrien kommt. Cytochrom C bildet zusammen mit
APAF-1, ATP und Pro-Caspase 9 das Apoptosom, das erneut die Effektorcaspase 3 und zudem Caspase
8 aktiviert wodurch mit Aktivierung von BID eine Beschleunigungsschleife entsteht. AIF fiihrt eigen-
standig und in Kombination mit Caspasen zu morphologischen Charakteristiken der Apoptose. 1APs
hemmen als Regulatoren der Apoptose verschiedene Schliisselstellen des apoptotischen Signalwegs und
werden dabei selbst durch aus den Mitochondrien freigesetztes Smac und Diablo inhibiert [108]. Es
bestehen Hinweise, dass Caspase 1 zusétzlich in der Lage ist BID zu aktivieren und damit den intrinsi-
schen Signalweg einzuleiten [94, 346].

DISC, death inducing signaling complex; Casp, Caspase; CAD, Caspase aktivierte DNase; ICAD, In-
hibitor der CAD; BID, BH3 interactin domain death agonist; tBID, truncated BID; AlF, apoptosis-
inducing factor; APAF, apoptosis activating factor; IAPs, inhibitors of apoptosis; Smac, second mito-
chondria-derived activator of caspases; Diablo, direct IAP-binding protein with low pl.

Abbildung eigenhéndig erstellt und modifiziert in Anlehnung an Holdenrieder et al. [108, 109] sowie
Heinrich und Loffler [99].
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1.6 Biomarker

1.6.1 Kardiopulmonale Marker
Aufgrund der engen Beziehung der pulmonalen Strohbahn zur H&modynamik des Her-
zens finden kardiale Marker Anwendung in der Diagnostik und Prognostik der PH [81].

BNP

Das B-Typ natriuretische Peptid (BNP) ist ein endogenes Peptidhormon, das vornehmlich
in den Ventrikeln des Herzens als Reaktion auf ventrikuldren Stress im Sinne erhéhter
Wandspannung sowie Druck- und Volumenbelastung synthetisiert und freigesetzt wird
[63, 245]. Dabei wird das synthetisierte Pro-BNP durch Serinproteasen in das inaktive
Nebenprodukt N-terminales-pro-BNP (NTproBNP) und die aktive Komponente BNP, die
an den Natriuretischen-Peptid-Rezeptor A bindet, gespalten bevor diese freigesetzt wer-
den [84, 114]. Die Bindung von BNP vermittelt eine gesteigerte Diurese, Natriurese, ar-
terielle und vendse Vasodilatation sowie eine Antagonisierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems. In Summe fiihren diese Einzeleffekte zur Reduktion des intravasa-
len Volumens sowie der ventrikul&ren Vor- und Nachlast [63].

Aufgrund ihrer Eigenschaft als Marker fur myokardialen Stress stellen BNP aber auch
NTproBNP weit verbreitete Biomarker in der Diagnostik der PH und Herzinsuffizienz
dar [81, 206]. Obwohl sowohl BNP als auch NTproBNP aufgrund ihrer Erhéhung durch
die meisten Herzkrankheiten nicht spezifisch fur die PH sind, korrelieren sie jedoch mit
der myokardialen Funktion sowie der Belastungskapazitat nach NYHA [153] und lassen
daher Rickschlusse auf die Prognose der Erkrankung sowie deren Mortalitat zu [70, 78,
154, 199, 319]. Dabei scheint es keine klaren Vorteile in der Verwendung von BNP ver-
sus NTproBNP zu geben, da BNP zwar weniger durch die Nierenfunktion beeintrachtigt
wird und die etwas engere Korrelation zur pulmonalen Hdmodynamik zu haben scheint,

NTproBNP jedoch den starkeren Prognosepradiktor darzustellen scheint [154].

1.6.2 Apoptotische Marker

Apoptotische Marker sind auf verschiedensten Ebenen der apoptotischen Signalkaskade
involviert. Rezeptoren der Zelloberflache akzeptieren dabei apoptotische Signale spezifi-
scher Liganden und leiten diese tiber die Zellmembran an eine Kette intrazellularer En-
zyme weiter, die moduliert durch Inhibitoren und Verstérker letztendlich zur Degradie-

rung und Externalisierung spezifischer Zellstrukturen fihren (Abb. 1.8) [108].
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Fas-Ligand

Fas-Ligand (FasL), ein Mitglied der Tumor-Nekrose-Faktor-Superfamilie (TNFSF), stellt
einen apoptoseinduzierenden Faktor dar, der sowohl in zellgebundener als auch 16slicher
Form vorkommt [293]. Er bindet an den zellgebundenen Fas-Rezeptor, ein weithin expri-
miertes, glykosyliertes Transmembranprotein, dessen zytoplasmatischer Teil sog. Todes-
Doménen (death domain, DD) tragt, die essenziell fur die Initiation der Apoptose sind [5,
198, 222, 250]. Nach Bindung des Liganden kommt es zur Aktivierung und Trimerisie-
rung des Rezeptors wodurch es zur Anlagerung zytosolischer Proteine an die DDs und
zur Bildung des DISC (death-inducing signalling complex), bestehend aus dem Fas-Re-
zeptor, dem Adaptermolekul FADD (Fas-associated with a death domain), den Procaspa-
sen 8 und 10 sowie dem Apoptoseregulator FLIP, kommt [11, 222, 223]. Die durch diesen
Komplex dimerisierte und aktivierte Caspase 8 leitet dann durch Spaltung weiterer intra-
zellul&rer Proteine die apoptotische Signalkaskade ein, die im apoptotischen Zellunter-
gang endet (Abb. 1.8) [180].

Die Produktion léslicher Formen Fas-Ligands ist zum einen vermutlich auf proteolytische
Spaltung der membrangebunden Form unter anderem durch Metalloproteasen zuriickzu-
fihren, zum anderen koénnte eine solche Form durch verschiedene Spleif3varianten des
FasL-Gens hervorgerufen werden [128, 158]. Uber die exakte apoptotische Funktion lés-
lichen Fas-Ligands im Vergleich zu seiner membrangebunden Form bestehen bisher
kontroverse Debatten innerhalb der wissenschaftlichen Literatur [158]. Dabei scheint die
apoptotische Aktivitét des loslichen FasL wohl unter anderem vom Grad seiner Multime-
risierung abhangig zu sein [155]. Wéhrend die homotrimere Form des l6slichen FasL
durch einige Studien als unféhig zur Induktion des Zelltods beschrieben wird und Uber
Formation des MISC (motility-inducing signaling complex) alternative, pro-inflammato-
rische Signalwege anstoRt [95, 155], erlaubt eine Akkumulation oder weitere Oligomeri-
sation dessen in gewissen Pathologien die Initiation der apoptotischen Signalkaskade [21,
101, 155]. So fordert z.B. eine Oxidation l6slichen Fas-Ligands an Methionin 224 und
225 dessen Aggregation in Patienten mit ARDS und dadurch dessen pro-apoptotische
Eigenschaften [101]. Ebenfalls existieren durch alternatives SplieRen lsliche Formen des
Fas-Rezeptors, die durch Blockade Fas-Ligands zur Regulation der Apoptose beitragen
[216, 250].

Aufgrund ihrer Bedeutung innerhalb des extrinsischen Signalwegs der Apoptose wurden

sowohl der anti-apoptotisch wirksame, l0sliche Fas-Rezeptor als auch der I6sliche Fas-
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Ligand h&ufig als zirkulierende Marker im Blut von Krebspatienten untersucht, wo er-
hohte Serumlevel beider Marker in verschiedensten Krebsformen festgestellt werden
konnten [109] und teilweise mit Prognose und Krankheitsstadium korrelierten [187, 2009,
300]. Sie konnten ebenfalls mit erhdhter Serumkonzentration in Herzinsuffizienzpatien-
ten nachgewiesen werden, wobei das Serumlevel des l6slichen Fas-Rezeptors auch hier
als prognostisch relevant identifiziert wurde [158, 204]. Weiterhin konnte FasL bereits
durch Studien zur Therapie mit Prostaglandin 1> (PGI2) in Verbindung mit PAH gebracht

werden [1].

TRAIL

Der tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) ist ein weit ver-
breitetes, jedoch besonders in Lunge, Milz und Prostata exprimiertes, Zytokin der death
receptor ligand-Familie, das funf verschiedene Rezeptoren binden kann [86, 332]. Dazu
zéhlen die membrangebunden Todesrezeptoren (death receptor, DR) DR4 (TRAIL-R1)
und DR5 (TRAIL-R2), die membrangebunden ,,Koder“-Rezeptoren (decoy receptor,
DcR) DcR1 (TRAIL-R3) und DcR2 (TRAIL-R4) und das l6sliche Osteoprotegerin
(OPG) [53, 65, 165, 172, 213, 214, 263]. DR4 und DR5 stellen dabei transmembrane
Proteine dar, die, ahnlich wie Fas, eine intrazelluldre DD besitzen und nach Bindung von
TRAIL durch Rekrutierung von FADD zur Formation des DISC beitragen, um mittels
Aktivierung der Initiatorcaspase 8 den apoptotischen Zelluntergang einzuleiten [56, 224,
285] (Abb. 1.8). Dem entgegen besitzt DcR1 keine und DcR2 nur eine gekirzte, unfunk-
tionale DD [53, 172, 213]. Daher vermutet man, dass diese zusammen mit OPG zur Supp-
ression der Apoptose durch kompetitive Bindung von TRAIL fiihren [49, 186].
Andererseits kann TRAIL Uber einen alternativen Kinase-Signalweg auch anti-apoptoti-
sche, pro-proliferative sowie migrationssteigernde Effekte vermitteln [98]. Es wird ver-
mutet, dass dieser zusatzliche Signalweg auf die Formation eines zweiten Signalkomple-
xes nach der Formation des DISC angewiesen ist, der Faktoren wie FADD, Caspase 8,
RIPK1, TRAF2 und IKKy enthalten konnte [35]. Am Ende dieses auch durch DcR1 re-
gulierten Signalwegs steht die Aktivierung der Kinasen: NF-kB, p38 MAPK, c-Jun N-
terminal kinase, Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) und der extrazellularen signalre-
gulierten Kinasen (ERK), die zur Transkription unterschiedlichster Gene fiihren [98,
241]

TRAIL ist als Zytokin bekannt, das zur selektiven Induktion der Apoptose in Tumorzellen
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fahig ist [12, 41, 314]. Es erwies sich jedoch auch als entscheidender Faktor in der Pat-
holgenese der PAH [52, 98] und konnte in erkrankten Patienten mit erhdhten Serumkon-
zentrationen nachgewiesen werden, die mit der Schwere der PAH korrelierten [159]. In
PASMC:s, isoliert aus Patienten mit PAH, wurden erhohte mRNA-Levels von TRAIL,
DR4 und DcR1 festgestellt. Anti-TRAIL-Antikorper flhrten zur Reversion der PAH im
Tiermodell [98]. Dabei zeigte sich TRAIL als DcR1/ ERK1/2/ NF«kB- abhéngiger, pro-
proliferativer Faktor in PASMCs aus Patienten mit PAH und stimulierte zusétzlich die
Produktion inflammatorischer Zytokine tber NF«xB [98, 129, 264, 272].

Caspasen

Caspasen stellen eine wichtige Gruppe von Enzymen zur Erhaltung der Homdostase
durch Regulation von Zelltod und Inflammation dar. Als Endoproteasen, die einen Cys-
teinrest innerhalb ihres aktiven Zentrums tragen, hydrolysieren sie ihre Proteinsubstrate
durch Spaltung nach spezifischen Aspartatresten [178]. Dabei werden sie initial als inak-
tive, monomere Procaspasen synthetisiert und missen zunachst durch Dimerisierung oder
oft auch Spaltung aktiviert werden [178]. Die Gruppe der Caspasen wird klassischerweise
weiterhin gegliedert in inflammatorische Caspasen, die eher Mediatoren der angeborenen
Immunitat als proapoptotische Faktoren darstellen, und apoptotische Caspasen, die, wie
bereits beschrieben, weiter in Initiatorcaspasen und Effektorcaspasen unterteilt werden
[99].

Caspase 3

Caspase 3 stellt einen klassischen Vertreter der Effektorcaspasen dar und nimmt damit
eine Schlusselrolle sowohl am Ende des intrinsischen als auch des extrinsischen Signal-
wegs der Apoptose ein (Abb. 1.8) [108]. Dabei spaltet Caspase 3 verschiedene Substrate
mit entscheidender Bedeutung fur die Zellvitalitat und fuhrt dadurch den regulierten Zell-
tod herbei [295]. In diesem Zusammenhang werden Strukturproteine der Zelle gespalten,
durch Présentation von Phosphatidylserin auf der AuRenseite der Zellmembran die Pha-
gozytose durch benachbarte Zellen gefordert, Apoptoseinhibitoren gehemmt, Regulation
und Reparatur von DNA inhibiert und letztendlich die Fragmentierung der DNA durch
Caspase-aktivierte DNasen (CAD) eingeleitet [66, 87, 203, 248].

Caspase 1
Caspase 1 wird klassischerweise den inflammatorischen Caspasen zugeordnet [178].

Durch ihre enzymatische Aktivitat erhoht sich die Sekretion von IL-1 sowie IL-18 durch
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Spaltung der jeweiligen Proform in aktive proinflammatorische Cytokine [297]. Caspase
1 selbst muss dazu jedoch zunéchst durch Formation des Inflammasoms, einem cytosoli-
schen Komplex mit Sensormolekilen wie NLR (nucleotide-binding domain leucin-rich
repeat) zur Detektion inflammatorischer Stimuli und Adapterproteinen wie ASC (apopto-
sis-associated speck-like protein containing a caspase-recruitment domain) zur Rekru-
tierung und Spaltung proinflammatorischer Procaspasen, aktiviert werden [83, 302]. Zu-
dem kann eine exzessiv gesteigerte Caspase 1-Aktiviat zur Pyroptose fuhren, die eine
nicht-apoptotische Form des Zelltods darstellt, charakterisiert durch die Ruptur der Plas-
mamembran und die Freisetzung proinflammatorischer, intrazellularer Bestandteile [46,
71]. Des Weiteren legen einige Studien nahe, dass Caspase 1 zusatzlich zur Spaltung und
Aktivierung von BID und damit zum Anstol3 des intrinsischen Signalwegs der Apoptose
fahig ist (Abb. 1.8) [94, 346].

In einer erst kurzlich erschienen Studie zu hypoxisch induzierter PH an Mdausen mit
Caspase-1-knock-out konnte gezeigt werden, dass diese vermutlich ber den Caspl/IL-
18/1L-6/STAT3-Signalweg zur Proliferation glatter Muskelzellen fiihrt [302].

Survivin

Survivin als Mitglied der IAP-Familie (inhibitors of apoptosis) (Abb. 1.8) [247] vermag
Zellen vor dem Eintritt in die Apoptose zu bewahren und ist daher als anti-apoptotischer
Regulationsfaktor der apoptotischen Signalkaskade zu betrachten [42, 108, 179]. Trotz
seiner BIR (baclovirus inhibitor of apoptosis repeat)-Domane [39], die anderen 1APs die
direkte Inhibition von Effektorcaspasen wie Caspase 3 und von Caspase 9 als Bestandteil
des Apoptosoms erlaubt, ist der genaue Inhibitionsmechanismus dieser durch Survivin
noch ungeklart [121]. Zudem vermittelt Survivin durch Beteiligung in der Zellzyklusre-
gulation pro-proliferative Effekte [42]. Obwohl es kaum in gesunden, adulten Zellen ex-
primiert wird, findet Survivin sich jedoch in Zellen der meisten Krebsformen [6] und
konnte bereits in Pulmonalarterien von Patienten mit PAH sowie von Ratten mit Mono-
crotalin (MCT)-PH nachgewiesen werden [179]. Seine Expression in glatten Muskelzel-
len soll dabei durch Wachstumsfaktoren wie PDGF gesteigert werden [33]. Survivin fiihrt
vermutlich zur Hyperpolarisation von Mitochondrien [179]. Es wird angenommen, dass
es dadurch zur Reduktion der Freisetzung von Cytochrom C, AIF und Wasserstoffper-
oxyd (H202) aus den Mitochondrien und folglich zur Inhibition spannungsabhéngiger K*-
Kanéle kommt. Diese Suppression wiirde zur Reduktion der Apoptose sowie zum Anstieg

des zellularen Kaliums mit einer Depolarisation der Zellmembran fiihren. Der dadurch
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hervorgerufene Ca®*-Einstrom wiirde sowohl eine Vasokonstriktion als auch die Ampli-
fikation proliferativer Signalwege vermitteln [179].

Durch gentechnische Suppression der Survivin-Funktion konnte bereits eine Reduktion
der PVR sowie der Hypertrophie der pulmonalarteriellen Media und des rechten Ventri-

kels in MCT-Ratten mit folglich gesteigertem Uberleben gezeigt werden [179].

FLIP

Zelluléres FLICE (FADD-like IL-1-converting enzyme) -inhibitory protein (cFLIP) stellt
einen anti-apoptotischen Regulator und Inhibitor der TNF-a-/FasL-/TRAIL-induzierten
Apoptose dar [243]. Dabei liegt FLIP durch alternatives SpleiRRen in verschiedenen Isof-
ormen vor, die alle eine DED (death effector domain) innehaben [243] und damit struk-
turelle Ahnlichkeit zu Procaspase 8 aufweisen, jedoch ohne dessen katalytische Aktivitat
[299]. Die verschiedenen FLIP-Isoformen binden an FADD und/oder Caspase 8 oder 10
sowie an TRAIL-Rezeptor 1/2 (DR 4/5), inhibieren dadurch die Formation des DISC und
verhindern in diesem Zuge die Aktivierung der apoptotischen Caspasen-Kaskade [117,
143,182, 243, 255] (Abb. 1.8). Zu seiner Funktion als Modulator der Apoptose (bt FLIP
verschiedene andere zellulare Funktionen, einschliellich einer Steigerung der Prolifera-
tion sowie der Tumorgenese, aus [16, 182, 242, 243]. cFLIP kann dabei transkriptionell
durch verschiedene Stimuli, wie Wachstumsfaktoren, Interleukine und Chemokine, akti-
viert werden [242] und konnte bereits in mehreren Tumorformen mit erhohter Expression
nachgewiesen werden [61, 138, 303-305, 315].

Apolipoprotein C1

Apolipoprotein C1 (ApoC1) als wichtiger Mediator des Lipid- und Lipoproteinmetabo-
lismus wird neben anderen Organen wie Lunge, Gehirn und Darm hauptséchlich in der
Leber synthetisiert [123]. In der Zirkulation tritt es vor allem als Bestandteil der very low-
density lipoproteins, intermediate-density lipoproteins, Chylomikronen und high-density
lipoproteins auf [123] und reguliert dabei durch Interaktion mit zelluldren Rezeptoren die
Aktivitat verschiedener, fur den Lipoproteinmetabolismus wichtige, Enzyme [142].

In den letzten Jahren stellten jedoch einige Studien einen fordernden Effekt von ApoC1l
auf die Karzinogenese und Tumorentwicklung heraus [189, 229, 284, 286, 291, 347].
Dabei konnte in Pankreas-, Prostata- und kolorektalen Karzinomen ein fordernder Effekt
von ApoCl1 auf die Zellproliferation sowie Migration bei gesteigerter Resistenz gegen-
uber Apoptose festgestellt werden [229, 284, 291]. Der genaue Mechanismus dessen ist

jedoch noch unbekannt. In einigen dieser Studien konnte ein erhohte Aktivitat der
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Caspase 3 nach Inhibition des ApoC1-Effekts festgestellt werden [284, 291]. Wahrend
man im Falle des Prostata-Karzinoms von einer Beteiligung Survivins ausgeht [284], ver-
mutet man bei kolorektalen Karzinomen hingegen die Vermittlung pro-proliferativer und
anti-apoptotischer Effekte durch den p38 MAPK-Signalweg sowie Bcl-2 und Caspase 9
[229].

Paradoxerweise konnte zudem in tierexperimentellen Studien zu Brustkrebs das exakte
Gegenteil in Form eines anti-proliferativ pro-apoptotischen Effekts von ApoC1 festge-
stellt werden [286].
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

GroRe Hohen stellen einen weit verbreiteten, extremen und vor allem durch Hypoxie ge-
pragten Lebensraum dar, der weitreichende akute und chronische Effekte auf das kardi-
opulmonale System ausibt [139, 166, 184, 331]. Dabei kann eine Exposition gegentber
diesen schwierigen Lebensbedingungen neben akut héheninduzierten Erkrankungen un-
akklimatisierter Personen, wie AMS oder HAPE, im Verlauf chronischer Exposition zur
Entwicklung einer hdheninduzierten PH fiihren [139, 166, 184, 331].
Pulmonalvaskulares Remodeling stellt ein Hauptmerkmal der Pathogenese Pulmonaler
Hypertonie dar und ist durch Dysregulation von Proliferation und Apoptose innerhalb
vaskularer Zellen, wie pulmonalarterieller glatter Muskelzellen, gepragt [40, 139, 156,
252, 280, 296, 339, 343]. Aufgrund dieser zellularen Anomalien mit gesteigerter Prolife-
ration und Resistenz gegentiber Apoptose wird die PH in letzter Zeit h&ufig als tumor-
ahnliche Erkrankung beschrieben [37, 171], wobei trotz eindeutiger Fortschritte im Ver-
stdndnis der Rolle von Apoptose in hypoxieinduzierter PH weiterhin viele Fragen beste-
hen, die bisher nur ungeniigend untersucht wurden [139].

Ein Ungleichgewicht pro- und anti-apoptotischer molekularer Signalwege wurde langst
als bedeutendes Phanomen innerhalb der Tumorforschung beschrieben [108]. Zudem
konnten bereits mehrere zirkulierende apoptotische Signale in Tumorleiden und Erkran-
kungen des kardiovaskularen Systems nachgewiesen und zum Teil als vielversprechende
Biomarker evaluiert werden [109, 204, 217]. In Hinsicht auf pulmonalvaskulére Erkran-
kungen konnten veranderte Plasmakonzentrationen apoptotischer Signale, wie FasL und
TRAIL, als Reaktion auf Therapie oder Alteration in Patienten mit anderen Formen der
PH nachgewiesen werden [1, 159]. Jedoch wurden die Profile zirkulierender apoptoti-

scher Signale bisher noch nie im Kontext hohenexponierter Menschen untersucht. [139]

Dazu wurden in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal verdnderte Plasmakonzentrati-
onen zirkulierender apoptotischer Marker, wie FasL, TRAIL und ApoC1, in permanenten
Hohenbewohnern sowie akut hohenexponierten Flachlandprobanden untersucht. Zusétz-
lich wurden Uber verschiedene Zeitrdume potentielle Verédnderungen in der Genexpres-
sion apoptotischer Akteure, wie Caspl und 3, Survivin, FLIP, ApoC1, TRAIL und FasL,
in hypoxieexponierten PASMCs analysiert. [139]

Die zentrale Hypothese besteht hierbei in der Annahme, dass apoptotische Signale so-
wohl auf zellularer Ebene als auch in der Zirkulation humaner Probanden nach Exposi-
tion gegentber Hypoxie und groBen Hohen variieren.
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2 MATERIALIEN & METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Labortechnische Apparaturen & Instrumente

Absorptions-/Lumineszenzlesegerat Te-
can infinite M200
Abzug TA 1800

Arbeitsbank Cellguard Class Il Biosafety
Cabinet

Aspirationssystem Gilson® Safe Aspira-
tion Station

Automatische Pipette Multipette® E3x
Bildwandler ChemiDoc™ XRS+

Brutschrank
Eisbehélter insulated ice pans

Eis-Maschine EF 103 easy-fit
Electrophoresis Power Supply - EPS 600

Elektrophoresekammer - horizontal (An-
fertigung)

Feinwaage Mettler PL 303
Gussformen Agarosegel (Anfertigung)
Handzahler economy

Heizplatte Leica HI 1220

Inkubator Heracell 150

Inkubator Heracell 150 Tri-gas 1-21%
Ké&mme fir Gussformen (Anfertigung)
Kuhlplatte Leica EG 1150 C
Laborwippe (Anfertigung)
Lichtmikroskop Leica DM6000 B

Magnetriihrer IKA® RH Basic 2
Mikroskop Leica DMIL

Mikroskopkamera DFC 300 FX

Mikroskopkamera Leica DFC 420 C
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Tecan Group AG, Méannedorf, Schweiz

Laborbau-Systeme Hemling GmbH &
Co. KG, Ahaus, Deutschland
NuAire Inc., Plymouth, MN, USA

Gilson International B.V., Limburg an
der Lahn, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Magic Touch Icewares Inc., New York,
NY, USA

Scotsman® Ice Systems, Mailand, Italien
Pharmacia Biotech Inc., Uppsala,
Schweden

Von Keutz Labortechnik, Reiskirchen,
Deutschland

Mettler Toledo, GielRen, Deutschland
Von Keutz Labortechnik, Reiskirchen,
Deutschland

neoLab Migge GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Leica Biosystems, NuBBloch, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Von Keutz Labortechnik, Reiskirchen,
Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutsch-
land

Von Keutz Labortechnik, Reiskirchen,
Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutsch-
land

IKA GmbH, Staufen, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutsch-
land

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutsch-
land

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutsch-
land



Mikrotom RM 2255

Mini Zentrifuge/vortex KombiSpin FVL-
2400N

NanoDrop ND-1000 Spektrometer
Neubauer-Zahlkammer

Personal-Computer Dell Optiplex 7010
Personal-Computer Dell Precision T3500
pH-Meter 766 Calimatic

Pinzetten

Pipette Eppendorf Research® plus 0,5 -
10 pL

Pipette Eppendorf Research® plus 10 -
100 pL

Pipette Eppendorf Research® plus 100 -
1000 pL

Pipetten-Controller Macroman

Platesealer PX1 PCR Plate Sealer

Platten-Zentrifuge PlateFuge Microplate
Microzentrifuge

Quantitatives Realtime PCR-System
(Stratagene Mx 3000 P)
Reinstwasseranlage GenPure xc AD plus
Reinstwasseranlage Milli-Q®

Schiittel- & Mischgerat Rotamax 120

Schiittelgerat IKA® Vibrax VXR basic
Thermocycler, Typ T-Personal
Tischzentrifuge Mikro 200 R
Vaskulares Ultraschallsystem CX50

Vortex Genie 2

Vortexer MS1 Minishaker
Wasserbad Leica HI 1210

Wasserbad WNB 14

Zentrifuge Galaxy mini
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Leica Biosystems, NuRBloch, Deutschland
BioSan Ltd., Riga, Lettland

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Kdnigshofen, Deutschland

Dell Technologies Inc., Round Rock, TX,
USA

Dell Technologies Inc., Round Rock, TX,
USA

Knick GmbH & Co. KG, Berlin, Deutsch-
land

Bochem Instrumente GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Gilson International B.V., Limburg an
der Lahn, Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA

Benchmark Scientific, Seyreville, NJ,
USA

Aglient Technologies Inc., Santa Clara,
CA, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Millipore, Schwalbach, Deutschland
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

IKA GmbH, Staufen, Deutschland
Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland
Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tutt-
lingen, Deutschland

Philips Medizin Systeme GmbH, Ham-
burg, Deutschland

Scientific Industries Inc., Bohemia, NY,
USA

IKA GmbH, Staufen, Deutschland

Leica Microsystems, Nuf3loch, Deutsch-
land

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland
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2.1.2 Chemikalien, Reagenzien & Substanzen

(10x) Trypsin 0,5% / EDTA 0,2% in PBS
2-Mercaptoethanol 99%

6x DNA Loading

Agarose SERVA for DNA electrophore-
sis

Antikorper Anti-Fas Antibody (human,
neutralizing), clone ZB4

DPBS, w/o: Ca and Mg

EDTA 99+%
Eisen-Haematoxylin A, nach Weigert
Eisen-Haematoxylin B, nach Weigert

Eosin-y-alkoholisch
Essigsdure Rotipuran® 100% p.a.

Ethanol absolut, 99,6%
Ethanol, 70%
Ethanol, 96%

FasL SUPERFASLIGAND® Protein
(soluble) (human), (recombinant)
Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder
Héamalaun; nach Mayer, sauer

Isopropylalkohol 99,8%

iTag™ Universal SYBR® Green Super-
mix

Natriumhydroxyd (NaOH) > 98% p.a., in
Platzchen

Paraffin (Paraplast Plus®)

PDGF Recombinant Human PDGF-BB,
Biotinylated Protein

Pertex® (Eindeckmedium)

Pikrinsdure, gesattigt, wassrig

Puffer RLT Lyse-Puffer
Quick-Load® 1kb DNA Ladder
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PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
SERVA Elektrophoresis GmbH, Heidel-
berg, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Waldeck GmbH & Co. KG, Minster,
Deutschland

Waldeck GmbH & Co. KG, Minster,
Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbri-
cken, Deutschland

SAV - Liquid Production GmbH, Flints-
bach am Inn, Deutschland

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbri-
cken, Deutschland

Enzo Biochem Inc., Farmingdale, NY,
USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Waldeck GmbH & Co. KG, Munster,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

R&D Systems GmbH, Minneapolis, MN,
USA

Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Bio Labs GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland



Quick-Load® 1kb DNA Marker Broad
Range
Resorcin-Fuchsin; nach Weigert

RNase freies Wasser
Salzsdure 25% (HCI)

Saurefuchsin

SmGM-2 Smooth Muscle Growth Me-
dium-2

SYBR® Safe DNA Gel Stain invito-
gen™

TRIS Pufferan®

Xylol (Roti®-Histol)

2.1.3 Verbrauchsmaterialien
0,5 mL PCR Tubes with Flat Caps

Cap for PCR-Tubes 0,1 & 0,2 mL
Combitips advanced® 10 mL
Combitips advanced® 2,5 mL
Combitips advanced® 25 mL
Combitips advanced® 5,0 mL
Deckglaser 24x36 mm

Eppendorf DNA LoBind Tubes 1,5 mL
Eppendorf Tubes (Microtubes 1,5 mL)

Falcon Réhrchen 50 mL, Cellstar®, steril

Filterspitze Pipette, oberflachenoptimiert,
0-100 pL

Filterspitze Pipette, oberflachenoptimiert,
100 -1.000 pL

Filterspitze Pipette, oberflachenoptimiert,
short, 0,1-10 pL

Folie Optically Clear Heat Seal

Frischhaltefolie
Gewebe-Einbettkassetten

Glaspipetten Cellstar® 10 mL Pipettes
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Bio Labs GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

Waldeck GmbH & Co. KG Division
Chroma, Minster, Deutschland

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

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

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA

nerbe plus GmbH, Winsen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutsch-
land

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmdinster,
Osterreich

nerbe plus GmbH, Winsen, Deutschland

nerbe plus GmbH, Winsen, Deutschland
nerbe plus GmbH, Winsen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA

Papstar GmbH, Kall, Deutschland

Leica Microsystems, Nul3loch, Deutsch-
land

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
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Glaspipetten Cellstar® 5 mL Pipettes

Handschuhe Nitra-Tex®

Laboratory FILM PARAFILM M 4 in. x
250 ft

Mikrotomklingen

(MX35 Premier 34°/80 mm)

Multiplate PCR Plates 96-Well, clear

Objekttréager 25x75x1 mm

(Superfrost Ultra Plus®)

PCR-Tube 0,2 mL 8-strips, transparent
Préparatekasten

Praparatemappen

Vacutainer Golden Vac 3,2% Sodium cit-
rate coagulation tube
Vacutainer Purple Cap (EDTA K2/K3)

Zellkultur Microplatte, 96-Well, PS, F-
Boden, pCLEAR®, weiss, Abdeckplatte
Zellkultur Multiwellplatte, 6 & 24-Well,
Cellstar®, transparent, Abdeckplatte
Zellkulturschale, PS, 60 & 100mm Cel-
Istar® TC, steril

2.1.4 Puffer, Medien & Ldsungen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Ansell Ltd., Tamworth, Staffordshire, UK
Bemis Company, Neenah, WI, USA

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA

R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

nerbe plus GmbH, Winsen, Deutschland
R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

Zhjejiang Gongdong Medical Technology
Co. Ltd., Zhjejiang, China

Zhjejiang Gongdong Medical Technology
Co. Ltd., Zhjejiang, China

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuinster,
Osterreich

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuinster,
Osterreich

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuinster,
Osterreich

Tabelle 2.1:  Verwendete Puffer Medien und Lésungen

Puffer Substanz Menge
PCR-Lysepuffer RLT-Puffer 1000 pL
2-Mercaptoethanol 10 puL
TAE-Puffer, 20x konzentriert TRIS Pufferan® 242 ¢
(auffillen auf 1.000 mL mit dH,0) dH-0 750 mL
Essigsaure 100% 57,1 mL
EDTA 0,5 mol/L 100 mL
Medium Substanz Menge
hPASMCs Basalmedium GA-1000 0,5mL
(Gentamycin Sulfat-Ampho-
tericin)
SmBM™ Basal Me- 500 mL
dium
hPASMCs Wachstumsmedium FBS 25 mL
(SmGM-2 Smooth Muscle Growth Medium-2) GA-1000 0,5 mL
(Gentamycin Sulfat-Ampho-
tericin)
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Insulin 0,5 mL
rhFGF-B 1mL
rhEGF 0,5mL
SmBM™ Basal Me- 500 mL
dium
Losungen Substanz Menge
1% HCI-Alkohol HCI 25% 7,2 mL
Ethanol 70% 193 g
1% Essigsaure Essigsaure 100% 1mL
dH.0 99 mL
2% Séurefuchsin 2¢g Saurefuchsin 24
dH>0 100 mL
EDTA 0,5 mol/L EDTA 99+% 36,59
(PH auf 8,0 einstellen durch Zugabe von NaOH) dH-0 250 mL
NaOH nach PH

Fe-Hamatoxylin nach Weigert (EvG-Farbung) | Eisen-Haematoxylin A, | 100 mL

nach Weigert

Eisen-Haematoxylin B, | 100 mL
nach Weigert

Resorcin-Fuchsin- Losung (EvG-Farbung)

Resorcin-Fuchsin; nach | 10 mL

Weigert

1%er HCI-Alkohol 200 mL
Van Gieson-Ldsung Pikrinsdure, geséattigt 240 mL

2% Séurefuchsin 8 mL

1% Essigsdure 4 mL

2.1.5 Kits & Assays

APOC1 (Human) ELISA Kit
Apoptoseassay Caspase-Glo® 3/7 Assay
System

Human Fas Ligand/TNFSF6 Quantikine
ELISA Kit

Human FASLG/Fas Ligand ELISA Kit
(Sandwich ELISA)

Human TRAIL/TNFSF10 Quantikine
ELISA Kit

iScript cDNA Synthesis Kit

NPPB (Human/Mouse/Rat) ELISA Kit
Proliferationsassay Cell Proliferation
ELISA, BrdU (colorimetric)

RNeasy Mini Kit (50)

Abnova GmbH, Taipei City, Taiwan
Promega GmbH, Mannheim, Deutsch-
land

R&D Systems GmbH, Minneapolis, MN,
USA

Lifespan Biosciences Inc., Seattle, WA,
USA

R&D Systems GmbH, Minneapolis, MN,
USA

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA

Abnova GmbH, Taipei City, Taiwan
Hoffmann - La Roche AG, Basel, Schweiz

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
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2.1.6 PCR-Primer

Die Synthese der angegebenen Primer (Tabelle 2.2) erfolgte durch Metabion internatio-

nal AG, Planegg, Deutschland. Die Entwicklung der Primersequenzen sowie eine an-

schlieRende Kompatibilitatspriifung erfolgte mit Hilfe der Nukleotiddatenbank des Nati-
onal Center for Biotechnology Information (NCBI), Bethesda, MD, USA.

Tabelle 2.2:  Liste der verwendeten Primersequenzen [139]

Zielgen FP RP

Human ApoC1 AGC AAG GAT TCA CCT TCA GCT TAT
GAG TGC CCC CCAAGG CACTG

Human Caspl TGG GAC TCT CAG GGA TGT GGG CAT
CAG ATC AAACA AGC TGG GT

Human Casp3 GTAGAAGAGTTT GCA CAC CCACCG
CGT GAG TGC TCG AAA ACC AG

Human FasL ACA CCT ATG GAA GAC CAG AGA GAG
TTGTCCTGC CTC AGATACG

Human FLIP CGG ACT ATA GAG TCC AAC TCA ACC
TGC TGATGG CA ACA AGGTCCA

Human Survivin AAA GAG CCA AGA GAG AGA GAA GCA
ACA AAATTGC GCC ACT GTT AC

Human TRAIL TCC GTC AGC TCG GGT CCC AGT TAT
TTAGAAAGATGAT GTG AGC TGC

Humane Porphobilinogen- CCC ACG CGA ATC TGT CTG GTA ACG

deaminase (PBGD) ACT CTC AT GCA ATG CG

Primersequenzen angegeben von 3’ nach 5°; FP, forward primer, RP, reverse primer

2.1.7 Software & Websites

GraphPad Prism® Version 7.04

i-control™ Microplate Reader Software
Image Lab™ Software Version 4.1

Leica QWin V3

NanoDrop 1000 3.7.1 Software
Stratagene MxPro gPCR Software

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

https://mycurvefit.com/
https://www.draw.io/
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https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore

USA

USA

GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,

Tecan Group AG, Mannedorf, Schweiz
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutsch-

land

CA, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Aglient Technologies Inc., Santa Clara,

National Center for Biotechnology Infor-

mation (NCBI), Bethesda, MD, USA
MyAssays Ltd., UK

JGraph Ltd., UK
National Center for Biotechnology Infor-

mation (NCBI), Bethesda, MD, USA
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2.1.8 Probenmaterial

Histologie

Die Untersuchungsbasis des histologischen Teils der vorliegenden Arbeit bildete bereits
fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe. Flr die Untersuchungen wurde Lungen-
gewebe mannlicher C57BL/6N Mause (Charles River GmbH, Sulzfeld, Deutschland) ver-
wendet, die funf Wochen unter hypoxischen Bedingungen (10% Oz, ,,Hox", n=5) bzw.
den entsprechenden Zeitraum unter Normoxie (21% O, ,,Nox“, n=5) gehalten worden
waren. Die verwendeten tierischen Gewebe entstammen der lokalen Biobank. Die ur-
spriingliche Genehmigung der Tierversuche erfolgte durch das Regierungsprasidium Gie-
Ren unter dem Aktenzeichen GI120/10 Nr.48/20009.

Untersuchung humaner Plasma-Proben

Zur Untersuchung der Effekte akuter und chronischer Hohenexposition wurden zwei Stu-
dien innerhalb der kirgisischen Population durchgefihrt. Dazu wurden in einer ersten
Studie zu den Effekten chronischer Hohenexposition urspringliche Bewohner der Ho-
henregionen Kirgistans mit Anzeichen Pulmonaler Hypertonie (n=12) sowie Hohenbe-
wohner ohne diese pulmonalvaskulére Erkrankung (n=10) einer Gruppe freiwilliger Pro-
banden der Flachlandregionen Kirgistans (n=10) gegenlbergestellt, unterliefen echokar-
diographischen sowie anthropometrischen Messungen und einer periphervendsen Blut-
entnahme [139]. Zudem wurden freiwillige Teilnehmer einer zweiten Studie (n=8) fiir ca.
drei Wochen akut einer Hohe von ca. 3.200 Hm ausgesetzt. Sie unterliefen dabei mehr-
fach echokardiographischen Untersuchungen sowie periphervendser Blutentnahmen vor,
wahrend und nach akuter Hohenexposition. Weiterhin wurden einmalig anthropometri-
sche Daten erhoben [139]. Aus den gewonnenen Blutproben wurde EDTA-Plasma sowie
citriertes plattchenfreies Plasma separiert. Die genauen Details der Studienprotokolle sind
in Kapitel 2.2.6 dargestellt. Nach Aufklarung tber die Studie wurde von allen Probanden
eine schriftliche Einverstandniserklarung abgegeben. Beide Studienprotokolle wurden
durch die Ethikkommissionen des Nationalen Zentrums fiir Kardiologie und Innere Me-
dizin, Bishkek, Kirgistan (01-1/18 und 01-1/07) sowie der Medizinischen Fakultét der
Justus-Liebig-Universitat, GielRen, Deutschland (AZ: 236/16) bewilligt. Alle Studien
wurden unter Ubereinstimmung mit den in der Deklaration von Helsinki dargelegten wis-

senschaftlichen Prinzipien durchgefihrt.
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Zellkulturen

Als Probenmaterial fir experimentelle Untersuchungen an Zellkulturen dienten kommer-
ziell erworbene, humane PASMCs (PASMC — Human Pulmonary Artery Smooth Muscle
Cells; Lonza Cologne GmbH, Kdéln, Deutschland).

2.2 Methoden

2.2.1 Histologie

Zur Verdeutlichung struktureller Umbauten des pulmonalvaskuldren Systems im Rahmen
des Remodelings unter chronischer Hypoxie wurden histologische Praparate von Mause-
lungen angefertigt. Eine langanhaltende Exposition von Méausen gegenuber Hypoxie gilt
dabei als anerkanntes Tiermodell der PH und vor allem der hypoxisch induzierten 3.
Gruppe, da es diesem Patientenkollektiv pathodynamisch am néchsten kommt [211]. Im
vorliegenden Fall handelte es sich um Lungen von Mausen, die fur funf Wochen unter
hypoxischen Bedingungen (10% O.) bzw. den entsprechenden Zeitraum in Normoxie

(21% O3) gehalten worden waren.

2.2.1.1 Herstellung eines histologischen Praparats

Zur Herstellung der histologischen Praparate wurden bereits in Paraffin fixierte Méuse-
lungen aus der lokalen Biobank verwendet. Vor Arbeitsbeginn mussten die im Kunhl-
schrank gelagerten Blocke fir ca. 30 min auf einer Kihlplatte weiter heruntergekuhlt
werden, um ein optimales Schnittergebnis zu erzielen. Im Anschluss erfolgte zunachst
das Trimmen mittels Mikrotoms und einer Schnittdicke von 20 um, um eine plane
Schnittoberflache fir die nachfolgenden Serienschnitte zu erhalten, die mit einer Schnitt-
dicke von 3 pum durchgefiihrt wurden. Die entstanden Gewebeschnitte wurden anschlie-
Rend mit einem feinen Pinsel in ein 40°C warmes Wasserbecken tbertragen und dort auf
vorbeschriftete Objekttrager aufgezogen. Der Trocknungsprozess der nun aufgezogenen
Objekttrédger begann zundchst fur ca. zwei Stunden auf einer Heizplatte mit 40°C und
wurde anschlieBend im Brutschrank bei 37°C lber Nacht fortgesetzt. Nach vollendeter

Trocknung waren die Schnittpraparate fir die folgenden Farbeprozesse bereit. [102]

2.2.1.2 Histologische Farbungen
Zur Entfernung des zum Einbetten verwendeten Paraffins war es zunéchst notig die
Schnitte mindestens eine Stunde bei 59°C im Brutschrank zu inkubieren, um das Paraffin

zu schmelzen [102]. Nach anschlieender Entparaffinierung mit Xylol wurden die
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Schnitte mit Hilfe einer absteigenden Alkoholreihe in ein wéssriges Milieu tberfiihrt (Re-
hydratation) [329]. Hieran schloss sich der eigentliche Farbeprozess mittels der fir die
jeweilige Farbung spezifischen Farbeldsungen an, bevor die Schnitte durch eine aufstei-
gende Alkoholreihe erneut dehydriert und der Féarbeprozess durch Xylol abgeschlossen
wurde [329]. Zur Erhéhung der Haltbarkeit der nun gefarbten Schnitte, wurden diese ab-
schlielend mit Pertex und einem entsprechenden Deckglas eingedeckt [329]. Die ge-

nauen Protokolle der vorgenommenen Farbungen sind Tabelle 2.3 zu entnehmen.

Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Aufgrund des Status der HE-Farbung als etablierte Routinefarbung in der zytohistologi-
schen Untersuchung [329] wurde je einer der pro Block angefertigten Gewebeschnitte
mit dieser Technik gefarbt (Tabelle 2.3 A). Hierbei wird Hadmatoxylin an basophile Zell-
komponenten (z.B. Zellkerne, Nissl-Schollen oder extrazellulare Proteoglykane) gebun-
den und farbt diese blauviolett. Azidophile Zellbestandteile wie das Zytoplasma, kolla-
gene Fasern und elastische Fasern binden hingegen das saure Eosin und werden zart rosa
bis rot gefarbt [329] (Abb. 2.1 A).

Elastica-van-Gieson-Farbung (EvG-Farbung)

Um die Differenzierung des physiologischen Gefallaufbaus sowie des pathologischen
Umbaus dessen (vaskuldres Remodeling) zu erleichtern [102], wurden ebenfalls einige
der Schnittpraparate mittels EvG-Farbung gefarbt (Tabelle 2.3 B). Hierbei sieht das Féar-
beergebnis schwarzviolette elastische Fasern, gelbes Muskelgewebe, rote kollagene Fa-
sern und braunschwarze Nucleoli vor [328] (Abb. 2.1 B).

20 pm

Abb. 2.1 | Histologische Farbungen im Vergleich. (A) Hamatoxylin-Eosin-Farbung, mit zart rosa
bis rotem Zytoplasma und kollagenen Fasern sowie blauvioletten Zellkernen. (B) Elastica-van-Gie-
son-Farbung, mit schwarzvioletten elastischen Fasern, roten kollagenen Fasern, gelbem Muskelge-
webe und Zytoplasma und schwarzvioletten Nuclei. (Eigene Praparate)
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Tabelle 2.3:  Férbeprotokolle histologischer Farbungen [102]

(B) Farbeprotokoll der EvG-Farbung

(A) Farbeprotokoll der HE-Farbung
Lfd.
NI Reagenz Dauer
(1) Xylol 10 min
(2) Xylol 10 min
(3) Xylol 10 min
Ethanol absolut .
4) 99.6% 5 min
Ethanol absolut .
(5) 99.6% 5 min
(6) Ethanol 96% 5 min
(7) Ethanol 70% 5 min
(8) dH20 2 min
Hamalaun nach :
9) Mayer, sauer 20 min
(10) H20, flieRend 5 min
(11) Ethanol 96% 1 min
Eosin -y- .
(12) | alkoholisch 4 min
(13) dH20 abspulen
(14) Ethanol 96% 2 min
(15) Ethanol 96% 2 min
Ethanol absolut .
(16) 99.6% 5 min
Isopropylalkohol .
@an 99 8% 5 min
(18) Xylol 5 min
(19) Xylol 5 min
(20) Xylol 5 min
Eindecken mit Pertex

Lfd.
NI Reagenz Dauer
1) Xylol 10 min
2) Xylol 10 min
3) Xylol 10 min
Ethanol absolut .
4) 99,9% 5 min
Ethanol absolut .
(5) 99.9% 5 min
(6) Ethanol 96% 5 min
(7) Ethanol 70% 5 min
Resorcin-
(8) Fuchsin 16-18h
9) H20, flieRend 15 min
(10) dH20 abspilen
(11) Fe- Hamatoxylin 5 min
nach Weigert
(12) dH.O absptilen
(13) H20, flieRend 15 min
(14) dH.O absptilen
Van Gieson- .
(15) Lésung 10 min
absptilen
(16) dH20 (kurz)
17) Ethanol 96% 2 min
(18) Ethanol 96% 2 min
Ethanol absolut .
(19) 99.6% 5 min
Isopropylalkohol .
(20) 99 8% 5 min
(21) Xylol 5 min
(22) Xylol 5 min
(23) Xylol 5 min

Eindecken mit Pertex

Den histologischen Farbungen ging, um das umgebende Paraffin zu schmelzen, je eine einstiindige Inku-
bation im Brutschrank bei 59°C voraus.
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2.2.2 Zellkultur

Alle Arbeiten an Zellkulturen wurden zur Vermeidung einer Kontamination unter sterilen
Arbeitsbanken durchgefiihrt. Die kommerziell erworbenen, humanen pulmonalarteriellen
glatten Muskelzellen wurden in 100 mm Petrischalen mit 10 mL Wachstumsmedium kul-
tiviert. Dazu wurden sie im Brutschrank bei 37°C, feuchter Atmosphare, 21% O2 und 5%
COz inkubiert. Im Laufe der Inkubation erfolgte ein Wechsel des Mediums jeden zweiten
Tag sowie eine tagliche mikroskopische Kontrolle der Zellwachstumsdichte auf der Pet-
rischale. Wurde das Wachstum der Zellen zu dicht, erfolgte ab ca. 80%-iger Konfluenz
ein Splitting-Prozess, um einer Hemmung des Zellwachstums durch Kontaktinhibition
vorzubeugen [93].

2.2.2.1 Splitting

Als ,,Splitting* oder ,,Passage® bezeichnet man die Subkultivierung einer Zellkultur in
mehrere neue Kulturschalen. Hierdurch lassen sich mehrere Generationen oder ,,Passa-
gen“ derselben Zellreihe produzieren. Die Passagezahl gibt dabei an, wie oft die Zellreihe

bereits gesplittet oder passagiert wurde [93].

Um das Splitting durchzufiihren mussten zunéchst die bendtigten Reagenzien und Puffer
(Wachstumsmedium (WM), Trypsin-EDTA, PBS) im Wasserbad auf 37°C erwarmt wer-
den. AnschlieBend wurden die Zellen aus dem Brutschrank entnommen, das vorhandene
Medium abgesaugt und durch Zugabe von ca. 10 mL PBS gewaschen. Zur Ldsung der
Zellen vom Untergrund wurde im né&chsten Schritt das PBS vollstandig entfernt, pro
Schale 3 mL Trypsin-EDTA hinzugefiigt und die Schale fir etwa eine Minute bei 37°C
inkubiert. Nach sanftem Beklopfen der Petrischale und anschlieender mikroskopischer
Kontrolle der vollstandigen Zellldsung wurden die Zellen unter Zugabe von 3 mL WM
nach mehrmaligem Mischen und Uberspiilen der Oberflache in ein 50 mL-Falcon Gber-
fuhrt. AnschlieRend wurde dieselbe Platte noch einmal in gleicher Weise mit 6 mL PBS
uberspult, um moglichst viele, der unter Umstéanden noch vorhandenen, Zellen aufzuneh-
men und ebenfalls in denselben 50 mL-Falcon zu Uberfuhren. Der Falcon wurde zentri-
fugiert (5 min, RT, 1200 RPM), der Uberstand entfernt und der Riickstand schnell durch
Zugabe von 1 mL WM und sanftes Auf- und Abpipettieren in Suspension gebracht. Nach
Zugabe von weiteren 40 mL WM und erneutem Mischen konnten je 10 mL des Mediums

auf vier neue Petrischalen tbertragen und die Kulturen erneut inkubiert werden [93].
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Dieser Vorgang wurde bei gentigender Wachstumsdichte entsprechend wiederholt. Alle
Experimente wurden in Passage 7 durchgefuhrt. Um erhthte Versuchszahlen (n-Zahl) fir
die darauffolgenden Versuche zu generieren, wurden die spateren Zellkulturexemplare

bereits mindestens eine Passage vor der eigentlichen Versuchspassage getrennt.

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Zur Analyse des Effekts von Hypoxie auf die Alternanz apoptotischer Marker in der pul-
monalvaskuldren Zirkulation wurden zunédchst mRNA-Expressionsprofile verschiedener

dieser Marker in humanen PASMCs nach hypoxischer Inkubation untersucht.

2.2.3.1 Vorbereitungen der Zellkultur

Um gleiche Ausgangsbedingungen fir die bei der PCR verwendeten Zellkulturen zu ge-
waéhrleisten, war es unerlasslich am Ende des letzten Splittings eine Zellz&hlung durch-
zufiihren. Hierzu wurde eine Neubauer-Zéhlkammer verwendet. Nach Auflegen des
Deckglases wurden, um Bestimmungsfehler zu minimieren, beide Zahlfelder der Kam-
mer mit je 10 pL zweier unabhangiger Proben derselben Zellsuspension beschickt. Zur
Ermittlung der Zellkonzentration pro mL wurden nun jeweils die Zellzahlen der vier
Eckquadrate der beiden Bestimmungsfelder ausgezéhlt (Abb. 2.2 A). Dabei wurden, um
Doppelzéhlungen zu vermeiden, Zellen, die die Begrenzungslinien schneiden, nur an
zwei der Kanten in die Zahlung mit aufgenommen. So wurden bei der Z&hlung die den
linken und oberen Rand schneidenden Zellen bericksichtigt, die den unteren und rechten
Rand schneidenden jedoch nicht (Abb. 2.2 B). [93]

I I | | 1
J 1mm ' 1mm L 1mm L @

Abb. 2.2 | Neubauer-Zahlkammer. (A) Bestimmungsfeld einer Neubauer-Zahlkammer, E: Eckquad-
rate bestehend aus 16 Kleinquadraten K, die Kanten der Eckquadrate bemessen je 1 mm bei einer Kam-
mertiefe von 0,1 mm. (B) Kleinquadrat, mit J markierte Zellen werden fiir die Zahlung beriicksichtigt,
mit N markierte Zellen nicht. Abbildung eigenhédndig erstellt nach Gstraunthaler et al. [93].
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Die Zellkonzentration der Suspension in Zellen/mL wurde wie folgt ermittelt:
n
X = i 10.000

X: Zellzahl pro mL, n: Zahl der gezéhlten Zellen in allen vier Eckquadraten

Im Anschluss hieran wurde der Mittelwert der beiden Suspensionen gebildet, eine 6-
Well-Platte mit je 40.000 Zellen pro Well in je 2 mL Wachstumsmedium bes&t und zwei
Tage inkubiert.

2 ml — 40.000 v mlL
mL = X/ +Ym
mL

X: Zellzahl pro mL, Y: Zuzugebendes Volumen an Medium

2.2.3.2 Versuchsaufbau

Kulturen humaner PASMCs wurden fur je 24h, 48h und 72h bei 37°C, angefeuchteter
Atmosphére, 5% CO- und entweder normoxischen (21% O>) oder hypoxischen (1% O>)
Bedingungen inkubiert [139]. Hierbei wurden, um moglichst gleiche Bedingungen hin-
sichtlich der Gesamtinkubationszeit tiber die verschiedenen Zeitpunkte zu gewéhrleisten,
die Zellen der 72h-Inkubation direkt der jeweils hypoxischem und normoxischen Inku-
bation zugeordnet. Die Zellen der 24h-Inkubation wurden hingegen zunéchst 48h (bzw.
die der 48h-Inkubation zundchst 24h) unter normoxischen Bedingungen inkubiert und

erst dann flr die entsprechende Zeitspanne der Normoxie bzw. Hypoxie ausgesetzt.

2.2.3.3 RNA-Isolation & cDNA-Synthese

Zur Erhohung der Stabilitat der zu isolierenden RNA bzw. der synthetisierten cDNA wur-
den alle folgenden Arbeitsschritte auf Eis durchgefiihrt. Am Ende der Inkubationsperiode
wurden die Zellen nach Absaugen des Mediums zuné&chst durch Spilen mit ca. 2 mL
eiskaltem DPBS gewaschen um anschlieRend durch Zugabe von 300 pL eiskaltem Lyse-
puffer pro Well lysiert zu werden. Um alle Zellen von den Wandungen der Wells zu l6sen
wurde zusatzlich mit einer umgebogenen Pipettenspitze tber die Oberflachen der Wells
gekratzt und die gesamte Fliissigkeit nach mehrmaligem Uberspiilen der Oberfliche in

ein Eppendorf-Tube zur RNA-Isolation Gberflhrt.

Die Isolation der RNA aus den lysierten Zellen erfolgte mittels RNeasy Mini Kit (Ql-
AGEN GmbH) unter Verwendung des vom Hersteller bereitgestellten Protokolls. Vor

Synthese der cONA wurden zunéchst die RNA-Konzentrationen der einzelnen Proben
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mit Hilfe eines Spektrometers bestimmt, um fir die cDNA-Synthese in allen Proben eine
einheitliche RNA-Menge von 1.000 ng in 15 pL Gesamtvolumen bereit zu stellen.
1.000 ng

¢ ng/ uL

15uL = + VL

C: ermittelte RNA-Konzentration, V: zuzugebendes Volumen RNase-freien Wassers

Zu jeder dieser Proben wurden je 5 pL Mastermix (Tabelle 2.4) hinzugegeben, die Pro-
ben gemischt, kurz herunterzentrifugiert und die Reverse-Transkriptase-Reaktion im

Thermocycler gestartet (Tabelle 2.5).

Tabelle 2.4: Mastermix-Zusammensetzung fiir Reverse-Transkriptase-Reaktion

Mastermix [Menge/Probe]
Reagenz Volumen [uL]
Reverse Transkriptase 1
5x i-Script Reaktionsmischung 4

Tabelle 2.5: Inkubationsschritte der Reverse-Transkriptase-Reaktion

Zyklus Dauer [min] Temperatur [°C] Effekt
Bindung zufalliger
1 5 25 Hexamer- sowie

oligo(dT)-Primer
Reverse Transkrip-

2 30 42

tion
Inaktivierung der
3 5 85 reversen Transkrip-
tion
4 halten 4 Herunterkihlen

Nach erfolgter Amplifikation wurden die Proben zunéchst erneut herunterzentrifugiert

und anschlief3end direkt firr Real time-PCRs verwendet oder bei -20°C tiefgefroren [118].

2.2.3.4 Quantitative Real time-PCR (qRT-PCR)

Eine gRT-PCR stellt eine durch DNA-Polymerasen getriebene Reaktion zur Amplifika-
tion und Quantifizierung spezifischer cONA mit Hilfe entsprechender Primer (Tabelle
2.2) dar [118, 261]. Im Allgemeinen besteht ein solcher Amplifikationsprozess aus drei

Teilschritten, die in jedem Zyklus wiederholt werden.
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Denaturierung: Trennung der Doppelstrang-DNA (dsDNA) in zwei Einzelstrange
Primer-Hybridisierung (Annealing): Bindung der Primer an deren spez. Sequenz
Polymerisation (Elongation): Synthese von dsDNA aus den Einzelstrangen durch
DNA-Polymerasen [118, 261]

Um die relative Menge der zuvor synthetisierten cDNA eines bestimmten Gens zu ermit-
teln, wurden DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, die sich spezifisch in der
kleinen Furche doppelstrangiger DNA einlagern [118, 261]. Hierzu wurde SYBR Green
I in Form eines vorgefertigten PCR-Supermixes dem Reaktionsmix (Tabelle 2.6) beige-
mischt [118]. Durch Fluoreszenzmessungen wahrend der Reaktionszyklen l&sst sich,
durch die Proportionalitat der Fluoreszenzintensitét in jedem Zyklus zur Menge an gebil-
detem PCR-Produkt, auf die relative Menge eingesetzter Zielnukleinséure schlieRen

[118]. Das verwendete PCR-Reaktionsprogramm ist in Tabelle 2.7 dargestellt.

Tabelle 2.6: Reaktionsmix-Zusammensetzung Real time-PCR

Real time-PCR-Reaktionsmix [Menge/Well]

Reagenz Volumen [uL]
iTag™ Universal SYBR® Green Supermix 10
RNase freies Wasser 7
Primermix bestehend aus: 1

Reagenz VVolumen [uL]

Forward Primer 1mM 20
Reverse Primer 1ImM 20
H>O (RNase frei) 160
cDNA-Probe 2

Tabelle 2.7: Real time-PCR-Reaktionsprogramm

Real time-PCR-Reaktionsprogramm

SCRI:'IH- Bezeichnung Tem[Eéliatur Zeit
1 Aktivierung der Tag-DNA-Polymerase 95 10 min
2 Denaturierung 95 10 sec
3 Primer-Hybridisierung (Annealing) 59 30 sec
4 Polymerisation (Elongation) 72 30 sec
5 Denaturierung 95 1 min
6 Schmelzkurve 55-95 variabel
7 Herunterkuhlen 25

Reaktionsschritte 2-4 wurden zur Amplifikation der DNA 40-mal wiederholt
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Zum Ausschluss unspezifischer Produkte fand eine routineméfRige Analyse der Schmelz-
kurve nach Amplifikation der PCR-Produkte statt [139].

2.2.3.5 Berechnung der relativen mRNA-Expression

Zur Berechnung der relativen mRNA-Expression wurden zunéchst die Ct-Werte der ein-
zelnen Proben durch die Software des gRT-PCR-Systems ermittelt. Diese stellen die Zyk-
luszahl dar, in der zum ersten Mal ein bestimmter Fluoreszenzschwellenwert (Threshold),
in diesem Fall 0,1 dRn, tberschritten wurde. Diese Werte wurden als ACt anschlief3end
in Relation zum relativen mRNA-Level der konstitutiv exprimierten, humanen Porpho-
bilinogendeaminase (PBGD) gesetzt, die in diesem Experiment als ,,Housekeeping-
Gene* diente (ACt = CtHousekeeping — Clzielgen). AACt-Werte wurden errechnet (AACt =
ACtHypoxie — ACtnormoxie). Alle AACt-Werte entsprechen in etwa dem bindren Logarithmus
des Fold Change, also der x-fachen Anderung zum Vergleichswert. Die relative mMRNA-
Expression wurde letztendlich als Fold Change unter Verwendung folgender Formel dar-
gestellt: Fold Change = 2"24¢, Um die Resultate statistisch auswerten zu konnen, wurden

ACt-Werte zur Berechnung herangezogen. [118, 261]

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der wéhrend der PCR entstandenen Reaktionsprodukte wurde eine Aga-
rose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Durch diese Technik lassen sich DNA-Fragmente
nach ihrer GroRe auftrennen und anhand eines mitgefiihrten Markers einem Langenbe-
reich in Basenpaaren (bp) zuordnen. Dieser wurde mit der durch die verwendeten Primer
zu erwartenden Produktlange verglichen (Abb. 2.3 B), um mdglicherweise falsche PCR-
Produkte zu detektieren [118].

Hierzu wurde ein 1,5% Agarosegel aus 1,5 g Agarose und 100 mL TAE-Puffer verwen-
det, das nach kurzem Aufkochen in der Mikrowelle und anschlieRender Zugabe von 3 pL
SYBR™ Safe DNA Gel Stain zum Gelieren in Gussformen gefullt wurde. Zur Elektro-
phorese wurde das ausgelierte Gel in die mit TAE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer
eingelegt, die Taschen mit PCR-Produkt, versetzt mit Loading-Puffer, oder Marker be-
stuckt und eine Stromstérke von 120 mA angelegt (Abb. 2.3 A). Aufgrund ihrer negativ
geladenen Phosphatgruppen wandert die enthaltene DNA in Richtung der Anode und
wird durch den Siebeffekt des Gels ihrer GroRe nach aufgetrennt [118]. Nach ca. 40 min
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wurde unter UV-Transillumination eine Fluoreszenz-Aufnahme des Gels angefertigt
(Abb. 2.3 B).

Negativ-
Kontrolle

Probe

-1.000 bp -

' -500 bp -
- 400 bp -

-300 bp -

-200bp-

-100 bp -

Abb. 2.3 | Agarose-Gelelektrophorese. (A) Elektrophoresekammer mit beladenem Agarosegel, rot
dargestellt die Anode, in schwarz die Kathode. (B) Fluoreszenz-Aufnahme eines Agarosegels mit einer
Probe von PCR-Produkten, deren GroRe ca. 340 bp betragen sollte, der dazugehdrigen Negativ-Kon-
trolle aus der PCR und dem aufgetragenen DNA-Marker. Abbildungen eigenhéndig erstelit.

2.2.5 Apoptose- und Proliferationsassays
Zur Analyse der zellularen Effekte von Fas-Ligand auf humane PASMCs wurden ver-
schiedene Versuche unter Verwendung kommerziell erworbener Apoptose- und Prolife-

rationsassays durchgefuhrt.

Um die durch Fas-Ligand ausgeloste apoptotische Aktivitat zu erfassen, wurden zunéchst,
analog zum Vorgehen in Kapitel 2.2.3.1, humane PASMCs (3.000 Zellen in 200 pL
Wachstumsmedium/Well) in eine 96-Well-Platte mit weiller Wandung gesét, um Interfe-
renzen zwischen den Wells bei der abschlieienden Lumineszenzmessung zu vermeiden.
Nach 48-stiindiger Inkubation zur Erholung wurde das Medium durch 100 pL Wachs-
tumsmedium (WM) ersetzt, das mit verschiedenen Konzentrationen (0,5, 5, 25 ng/mL
[238]) eines rekombinanten, 16slichen, humanen Fas-Liganden versetzt worden war. Die-
ser war zuvor nach Herstellerangaben in sterilem Wasser gel6st und in entsprechender
Menge dem WM zugegeben worden. Als Kontrolle fungierten Kulturen in unverandertem
WM. Die so stimulierten Zellen wurden fiir 24h bei 100% Luftfeuchte, 37 °C und
normoxischen Bedingungen (21% O>) inkubiert. Anschliefend wurde der Caspase-Glo
3/7 Apoptoseassay nach Herstellerangaben durchgefiihrt und die Lumineszenz der durch
aktivierte Caspasen gespaltenen Substrate nach 30-mintiger Inkubation bei RT gemes-
sen. Hierdurch lie3en sich Riickschlusse auf die Apoptoseaktivitat der untersuchten Zell-

kulturen ziehen, die sich proportional zur gemessenen Lumineszenz verhalt. [139]
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Die Proliferation humaner PASMCs, die normoxischen (21% O-) und hypoxischen (1%
O) Bedingungen ausgesetzt waren, wurde durch einen kolorimetrischen Proliferations-
assay quantifiziert. Dieser beruht auf der Inkorporation des Pyrimidinanalogons 5-
Bromo-2°-Desoxyuridin (BrdU) wahrend der DNA-Synthese in direkter Abhéngigkeit
von der Anzahl proliferierender Zellen. Dabei erfolgt die Quantifizierung durch eine Ab-
sorptionsmessung nach Bindung eines enzymgekoppelten und BrdU-spezifischen Anti-
korpers und der durch ihn katalysierten Farbstoffreaktion.

Im Detail wurden (analog zum oben beschriebenen Procedere) 7.500 Zellen mit 1 mL
Basalmedium pro Well in eine 24-Well-Platte geséat und nach der folgenden 24-stiindigen
Hungerperiode fur 24 oder 48 h in Wachstums- oder Basalmedium inkubiert [139].
Dazu wurden die Zellen in einem der Versuchsaufbauten (1) erneut mit verschieden Kon-
zentrationen des rekombinanten, l6slichen Fas-Liganden (0,5, 5, 25 ng/mL [238]) in 1
mL WM stimuliert und fiir 48h unter Normoxie inkubiert. In einem anderen (2) wurden
die Zellkulturen mit einem fiir den FasL-Rezeptor spezifischen, neutralisierenden Anti-
korper (Anti-Fas, Klon ZB4, 500 ng/mL) versetzt und fiir 48 h in Basalmedium oder sti-
muliert durch 50 ng/mL platelet-derived growth factor (PDGF) in Basalmedium inku-
biert. PDGF als potentes Mitogen spielt eine entscheidende Rolle in der Zellproliferation
im Zuge des pulmonalvaskularen Remodelings [253] und wurde zu Versuchsbeginn nach
Herstellerangaben in 4 mM HCL geldst sowie in entsprechender Menge dem Basalme-
dium beigemischt. Im nachsten Versuch (3) wurden die Zellkulturen fir 48 h unter hypo-
xischen Bedingungen und unter Zugabe von FasL (25 ng/mL) in WM inkubiert. Der letzte
Versuch (4) bestand aus mit Anti-Fas (500 ng/mL) versetzten Zellkulturen in WM, die
flir 24 h unter Hypoxie inkubiert wurden. [139]

Die den einzelnen Versuchen entsprechenden Kontrollen wurden im jeweils verwendeten
Medium ohne Zusatz von FasL oder Anti-Fas, jedoch mit Zusatz des entsprechenden L6-
sungsmittels, unter normoxischen oder normoxischen und hypoxischen Bedingungen fiir
die entsprechende Zeitspanne inkubiert. Zum Abschluss wurde der Proliferationsassay
nach Herstellerangaben durchgefiihrt, die Absorption der Substratreaktion bei 370 nm
gemessen (Referenzwellenldange 492 nm) und die relative BrdU-Inkorporation durch Sub-

traktion der Absorptionswerte einer jeweils mitgefuhrten Negativkontrolle ermittelt.

2.2.6 Studiendesign der Humanexperimente
Zur Analyse der zirkulierenden Profile verschiedener apoptotischer Marker wéhrend aku-

ter und chronischer Hohenexposition, wurden zwei Studien an Kirgisischen Probanden
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durchgefiihrt [139].

Zunéchst wurden, zur Untersuchung von Personen mit chronischer Hohenexposition, die
Gemeinden von Sary-Mogol und Achyk-Suu ausgewahlt, die sich in den Alay und Chon-
Alay Regionen der Provinz Osh im Siiden Kirgistans befinden. Beide Gemeinden liegen
auf einer Hohe von 3.000-3.100 Hm, jedoch verbringen die meisten der Einwohner fur
gewdohnlich drei bis vier Monate im Jahr in noch héheren Regionen (3.200-3.600 Hm).
Daruiber hinaus wurde sichergestellt, dass alle Probanden ethnische Kirgisen waren und
von Geburt an dauerhaft in groBen Hohen gelebt hatten. Als Flachlandkontrolle wurden
Freiwillige aus Bishkek, Kirgistan (ca. 760 Hm) eingeschlossen. Alle eingeschlossenen
Probanden unterliefen anthropometrischen und echokardiographischen Messungen (Abb.
2.4 B) sowie einer periphervendsen Blutentnahme, aus der citriertes plattchenfreies
Plasma (PFP) separiert wurde. [139]

Zur Untersuchung akut héhenexponierter Probanden diente eine Gruppe gesunder, mann-
licher Freiwilliger, die zu Beginn zunéchst in Bishkek untersucht wurden (LA 1 (low al-
titude), 760 Hm mit einer AufRentemperatur von 28-35°C im Untersuchungszeitraum).
AnschlieBend wurden die Teilnehmer mit dem Auto auf eine Hohe von 3.200 Hm (Tuya-
Ashuu-Pass (Abb. 2.4 A), Kirgistan, Auflentemperatur im Untersuchungszeitraum 5-
20°C, Innentemperatur 22 + 2°C) gebracht, wo sie 20 Tage verblieben. Die ersten zwei
Tage nach Ankunft verbrachten die Teilnehmer in kompletter Ruhe. In den folgenden
zwei Tagen durften sie in der Ebene sowie bergab gehen. AnschlieRend folgten sie einem
gewohnlichen Tagesablauf mit Indoor-Spielen, Billiard, Tischtennis, Spazierengehen
und Kuchenpflichten. Alle Probanden waren frei von kardialen und neurologischen
Symptomen und erhielten in keiner Form eine Medikation. Zusétzlich zur Ausgangsun-
tersuchung in Bishkek (LA 1) unterliefen alle Teilnehmer echokardiographischen Unter-
suchungen (Abb. 2.4 B) sowie periphervendsen Blutentnahmen mit Separation von
EDTA-Plasma an den Tagen 2 (HA 2 (high altitude)), 7 (HA 7) und 20 (HA 20) der
Hohenexposition sowie am zweiten Tag nach Rickkehr nach Bishkek (LA 2). Zusétzlich
wurden anthropometrische Daten zu allen Probanden erhoben. [139]

Beide Studienprotokolle wurden durch die Ethikkommissionen des Nationalen Zentrums
fur Kardiologie und Innere Medizin, Bishkek, Kirgistan sowie der Medizinischen Fakul-
tat der Justus-Liebig-Universitét, Gielen, Deutschland unter den in Kapitel 2.1.8 genann-

ten Aktenzeichen genehmigt.

54



Materialien & Methoden

Abb. 2.4 | Humanstudien zu akuter und chronischer Héhenexposition. (A) Héhenforschungsstation
in der Nahe des Tuya-Ashuu-Pass (3.200 Hm), Kirgistan. (B) Durchfiihrung der echokardiographischen
Untersuchungen an freiwilligen Studienteilnehmern. Fotografien eigenhandig erstellt bzw. freundli-
cherweise durch in der Danksagung erwahnte Personen zur Verfiigung gestellt.

2.2.7 Anthropometrische Datenerhebung und Echokardiographie
Verschiedene anthropometrische Daten wie Alter, Geschlecht, Body-Mass-Index (BMI)
und Kdrperoberflache (body surface area, BSA) wurden erhoben. Dabei wurde der BMI

(kg/m?) mittels der Formel

Korpergewicht (k
gM = Korperg (kg)

Korpergrofie (m)?
ermittelt. Die Korperoberflache wurde mithilfe der Du Bois-Formel errechnet:
BSA (m?) = 0,007184 x KorpergroRe (cm)®7?° x Kérpergewicht (kg)%+?5

Als Surrogatparameter des geschatzten systolischen PAP (SPAP) wurde die maximale
Druckdifferenz zwischen rechtem Ventrikel und rechtem Vorhof wahrend der Systole
verwendet. Diese wurde echokardiographisch durch den Regurgitationsgradienten tiber
der Trikuspidalklappe (tricuspid regurgitant gradient, TRG, in mmHg) bestimmt. Dazu
wurde die Spitzengeschwindigkeit der trikuspidalen Regurgitation per CW (continuous
wave) -Doppler gemessen und die zugrundeliegende Druckdifferenz mittels vereinfachter
Bernoullie-Gleichung errechnet [342]. [139]

AP =~ 412
AP: Druckdifferenz = TRG (mmHg), V: max. Flussgeschwindigkeit (m/s) [342]

2.2.8 Plasmaseparation
Nach Punktion einer peripheren Vene wurde das Blut zur Gewinnung Plattchenfreien
Plasmas in kommerziellen Citrat-Vakuumrohrchen aufgefangen und bei Raumtemperatur

zentrifugiert (zunéchst bei 500 G/15 min gefolgt von 10.000 G/5 min). Im Anschluss

55



Materialien & Methoden

wurde der Uberstand (PFP) in Kryoréhrchen tiberfiinrt und fir den Transport bei -20°C
tiefgefroren. Zur Gewinnung des EDTA-Plasmas wurde das Blut wahrend der peripheren
Venenpunktion in kommerziellen EDTA-R6hrchen aufgefangen und direkt nach Ent-
nahme durch 8-10-maliges Invertieren gemischt. Das Plasma wurde durch Zentrifugation
(1.500 G/15 min/4 °C) und Transfer des Uberstands in Kryorohrchen gewonnen, die fiir
den Transport sofort bei -20°C tiefgefroren wurden. Nach Ankunft der Proben am Be-

stimmungsort wurden diese bei -80°C gelagert.

2.2.9 ELISA

Zur Analyse der Plasmalevel verschiedener zirkulierender Marker, darunter ApoC1,
TRAIL, FasL sowie BNP, wurden ELISA-Messungen von EDTA-Plasmaproben sowie
citriertem PFP durchgefuhrt. Bei den Messungen fanden sowohl kompetitive als auch
Sandwich-ELISA-Systeme Anwendung. Die einzelnen Tests wurden nach den VVorgaben
der Hersteller durchgefuhrt und abschlieBend die Absorption unter der angegebenen
Mess- sowie Referenzwellenldnge photometrisch ermittelt. Die Errechnung der gesuch-
ten Plasmakonzentrationen wurde anhand einer 5-Parameter logistischen Regression der
Standardkurve durchgefiihrt. Zur Erhéhung der Messgenauigkeit wurden alle Proben so-
wie die Standardreihe in Doubletten pipettiert und die Absorption nach erfolgter Messung
gemittelt.

2.2.9.1 Testprinzip eines Sandwich-ELISAs

Die Wandungen der einzelnen Wells eines Sandwich-ELISA sind vor Testbeginn bereits
mit fur das Zielantigen spezifischen Capture-Antikdrpern beschichtet (Abb. 2.5 (1)).
Nach Zugabe der Proben oder Standards wird das entsprechende Antigen durch den An-
tikorper gebunden (Abb. 2.5 (2)) und ein Waschschritt schlie3t sich an, um ungebundene
Proteine zu entfernen. Ein Biotin-konjugierter Detection-Antikorper wird hinzugegeben
und bindet an das bereits am Capture-Antikorper gebundene Zielprotein (Abb. 2.5 (3)).
Ungebundene Detection-Antikérper werden durch erneutes Waschen entfernt und ein Bi-
otin-bindender Enzymkomplex, der die anschlieRende Farbreaktion katalysiert, wird hin-
zugegeben (Abb. 2.5 (4)). Nach einem erneuten Waschprozess, um ungebundene Enzym-
komplexe zu entfernen, wird schlieBlich ein Substrat hinzugefligt, das enzymatisch durch
den zuvor gebunden Komplex in einen Farbstoff umgesetzt wird. Die Farbreaktion wird
durch Zugabe einer S&ure gestoppt und deren Absorption anschlieBend photometrisch
bestimmt (Abb. 2.5 (5)). Anhand der erhaltenen Absorption l&sst sich die Konzentration

des Zielproteins in der Probe unter Verwendung der Standardkurve ableiten. [228]
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Abb. 2.5 | Testprinzip Sandwich-ELISA 1) Vorgebundener ,,Capture“-Antikorper, 2) Zielprotein
(P) gebunden am ,,Capture“-Antikdrper, 3) Biotinylierter (B) ,,Detection*“-Antikérper bindet am
Zielprotein (P), 4) Biotin-bindender Enzymkomplex (E) gebunden an den ,,Detection“-Antikorper,
5) enzymatisch katalysierte Reaktion des Substrates (S) zum Farbstoff (F). Abbildung eigenhdndig
erstellt.

2.2.9.2 Testprinzip eines kompetitiven ELISAs

Bei kompetitiven ELISA-Systemen ist die Oberflache der Microplatte bei Testbeginn zu-
néachst mit Anti-1lgG-Antikdrpern beschichtet (Abb. 2.6 (1)), an die im ersten Reaktions-
schritt flr das gesuchte Zielantigen spezifische 1gG-Antikdrper gebunden werden (Abb.
2.6 (2)). AnschlieRend werden die Wells gewaschen, um ungebundene Antikorper zu ent-
fernen. Vor Beginn des ndchsten Teilschritts werden sowohl die Proben als auch die mit-
geflihrten Standardlésungen mit einer genau definierten Menge biotinylierten Peptids
versetzt. Nach Zugabe der so modifizierten Proben- und Standardlésungen konkurriert
nun das eigentlich in den Losungen enthaltene Zielpeptid (ZP) mit dem hinzugefugten
biotinylierten Peptid (BP) um die spezifischen Bindungsstellen der Antikorper (Abb. 2.6
(3)). Nach einem erneuten Waschvorgang, um ungebundene Proteine zu entfernen, wird
nun ein Enzymkomplex (E) hinzugegeben, der nur an das Biotin des gebundenen, bioti-
nylierten Proteins bindet und im n&chsten Reaktionsschritt nach erneutem Waschen die
Reaktion des Substrats (S) zu einem sichtbaren Farbstoff (F) katalysiert (Abb. 2.6 (4)).
Diese Reaktion wird nach einer gewissen Zeit durch Zugabe einer Séure gestoppt. An-
hand der Farbreaktion und deren Absorption in Abhéngigkeit vom Verhaltnis des Zuge-
flgten biotinylierten Peptids (BP) zum naturlich in der Probe vorhandenen Zielpeptid
lasst sich die urspriingliche Konzentration des gesuchten Proteins in der Probe feststellen.
Die Signalstarke ist dabei umgekehrt proportional zur urspriinglichen Antigenmenge in
der Probe. [228]
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Abb. 2.6 | Testprinzip kompetitiver ELISAs 1) Vorgebundener Anti-lgG-Antikdrper, 2) Zielpro-
tein spezifische Antikdrper binden an Anti-lgG-Antikorper, 3) Zielprotein (ZP) und biotinyliertes
Protein (BP) konkurrieren um die Bindungsstellen der Antikorper, 4) Biotin-bindender Enzymkom-
plex (E) bindet an biotinyliertem Peptid und katalysiert die Reaktion des Substrats (S) zum Farbstoff
(F). Abbildung eigenhéndig erstellt.

2.2.10 Datenanalyse

Die graphische Darstellung der gewonnen Daten erfolgte in Form von Balkendiagram-
men als arithmetisches Mittel + der jeweiligen Standardabweichung (SD). Zur Analyse
der Zellkulturdaten wurden der ungepaarte-t-Test mit Welch’s Korrektur oder der ordi-
nary one-way ANOVA mit Dunnett’s oder Tukey’s multiple comparisons Test herange-
zogen. Daten basierend auf ELISA oder echokardiographischen Messungen wurden mit
Hilfe des Friedman Tests mit Dunn’s multiple comparisons Test, des RM one-way A-
NOVA mit Tukey’s multiple comparisons Test oder des ordinary one-way ANOVA mit
Tukey’s multiple comparisons Test ausgewertet. Zu Korrelationsanalysen wurden Spe-
arman oder Pearson Tests herangezogen. P-Werte von <0,05 wurden hierbei als statistisch

signifikant angesehen. [139]
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3 ERGEBNISSE

3.1 Pulmonalvaskulares Remodeling unter Hypoxie

Zur Darstellung struktureller Umbauprozesse des pulmonalvaskuléren Systems im Rah-
men der Exposition gegentber groRen Hohen und Hypoxie wurden histologische Lun-
genschnitte chronisch hypoxieexponierter Mause angefertigt. Dabei wurden sowohl peri-
phere, kaum bis nicht muskularisierte Pulmonalarterien (Abb. 3.1) als auch zentralere,
bronchusnahe, schwach muskularisierte Arterien der Lunge (Abb. 3.2) betrachtet.

. Hox

Abb. 3.1 | Vaskulares Remodeling peripherer, pulmonaler Arterien in Méuselungen nach hypo-
xischer Inkubation. Abgebildet sind Serienschnitte peripherer, pulmonaler Arterien (Durchmesser <
100 um) aus Méauselungen nach flinfwdchiger normoxischer (Nox, 21% O3) (A, C) und normobar hy-
poxischer (Hox, 10% O,) (B, D) Inkubation. Die Spalten verfolgen jeweils dasselbe GefaB im Verlauf
in HE- Férbung (A, B) sowie EvG-Férbung (C, D). Tunica media innerhalb der nach EvG gefarbten
Schnitte markiert (Media). VergroRerung 63-fach.

Elastica-van-Gieson (EvG)-Farbung (schwarzviolette elastische Fasern, rote kollagene Fasern, gelbes
Muskelgewebe und Zytoplasma und schwarzviolette Nuclei), Himatoxylin-Eosin (HE)-Férbung (zart
rosa bis rotes Zytoplasma und kollagene Fasern, blauviolette Zellkerne).

Wie bereits in Grimminger et al. [91] und Pak et al. [211] beschrieben, konnte dabei eine
deutliche Verdickung der GefalRwande nach Exposition gegenuber chronischer Hypoxie
im Vergleich zu normoxischen Verhéltnissen, sowohl in kaum bis nicht muskularisierten,
peripheren Geféalien (< 100 um Durchmesser) (Abb. 3.1 B, D) als auch in zentraleren,

schwach muskularisierten Lungenarterien (< 200 um Durchmesser) (Abb. 3.2 B, D)
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nachgewiesen werden.

Bei Betrachtung der nach EvG gefarbten Préparate, die eine einfachere Differenzierung
der Gefallwandschichten zulassen, féallt nach hypoxischem Reiz im Falle der vormals
schwach muskularisierten, zentraleren Arterien vor allem eine Zunahme der, durch die
Tunica elastica interna und externa begrenzten, Media sowie der nach auen angrenzen-
den Adventitia auf (Abb. 3.2 C, D). Jedoch auch vormals kaum bis nicht muskularisierte
periphere Arterien der Lunge (< 100 um Durchmesser), in denen unter Normoxie keine
mediale Wandschicht auszumachen war, zeigen in der EvG-Farbung nach Exposition ge-
genuber chronischer Hypoxie eine deutlich sichtbare Tunica media (Abb. 3.1 C, D). In

der Literatur wird von ,,de novo“-Muskularisierung gesprochen [91].

Abb. 3.2 | Vaskulares Remodeling bronchusnaher, pulmonaler Arterien in Mauselungen nach
hypoxischer Inkubation Abgebildet sind Serienschnitte bronchusnaher, pulmonaler Arterien (Durch-
messer < 200 um) aus Méauselungen nach 5-wdchiger normoxischer (Nox, 21% O,) (A, C) und
normobar hypoxischer (Hox, 10% O,) (B, D) Inkubation. Die Spalten verfolgen jeweils dasselbe Ge-
fak im Verlauf in HE- Farbung (A, B) sowie EvG-Férbung (C, D). Tunica media innerhalb der nach
EvG gefarbten Schnitte markiert (Media). VergréRerung 63-fach.

Elastica-van-Gieson (EvG)-Farbung (schwarzviolette elastische Fasern, rote kollagene Fasern, gelbes
Muskelgewebe und Zytoplasma und schwarzviolette Nuclei), Himatoxylin-Eosin (HE)-Férbung (zart
rosa bis rotes Zytoplasma und kollagene Fasern, blauviolette Zellkerne).
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3.2 Variation der Genexpression verschiedener apoptotischer Marker

in humanen PASMCs nach hypoxischer Inkubation
Zur Analyse des Effekts hypoxischer Umweltbedingungen auf die Alternanz apoptoti-
scher Marker in der pulmonalvaskuldren Zirkulation wurden zundchst auf zelluldrer
Ebene mRNA-Expressionsprofile verschiedener dieser Marker in humanen PASMCs
nach hypoxischer Inkubation untersucht. Wie bereits im Kapitel ,,Material & Methoden*
beschrieben, wurden hierzu humane PASMCs (ber verschiedene Zeitspannen (24, 48,
und 72 h) hypoxischen Bedingungen ausgesetzt und anschlieRend die Genexpressionsle-
vels verschiedener apoptotischer Marker, wie Caspase 1 und 3, Survivin, FLIP, ApoC1,
TRAIL und FasL (Abb. 3.3 und 3.4), mittels gRT-PCR quantifiziert und denen der kor-

respondierenden normoxischen Kontrollen als Fold Change gegenuibergestellt [139].
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Abb. 3.3 | Genexpressionsprofil verschiedener apoptotischer Marker in humanen, pulmonalarte-
riellen, glatten Muskelzellen (PASMCs) nach Hypoxieexposition I. PASMCs wurden uiber verschie-
dene Zeitspannen (24, 48 und 72 h) hypoxischer Inkubation (Hox) ausgesetzt, gefolgt von qRT-PCR-
Messungen verschiedener apoptotischer Marker sowie: (A) Caspase 1 (Caspl), (B) Caspase 3 (Casp3),
(C) Survivin und (D) Fas-associated death domain protein (FADD)-like ICE inhibitory protein (FLIP).
Als Kontrollen dienten normoxische (Nox) Inkubationen derselben Zellreihen tber die jeweils entspre-
chenden Zeitspannen. Die Ergebnisse werden als Fold Change dargestellt, normalisiert zu den entspre-
chenden Kontrollen. Die Darstellung erfolgt als arithmetisches Mittel + SD (n=4). *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001, Nox versus Hox. Die Darstellung von Nox als Vergleichswert 1,0 dient dabei der opti-
schen Vergleichbarkeit der erhobenen Fold-Change-Werte (Hox), die jeweils schon die relative, x-fa-
che Anderung der mRNA-Expression zu ihrer entsprechenden, tber dieselbe Zeitspanne inkubierten,
normoxischen Kontrolle mit den dazugehérigen Standardabweichungen darstellen. Wie in Kapitel
2.2.3.5 beschrieben, dienten ACt-Werte der statistischen Auswertung. Der ungepaarte t-Test mit
Welch‘s Korrektur wurde zur statistischen Analyse herangezogen. [139]
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Im Wesentlichen zeigten alle der untersuchten apoptotischen Signale eine Zunahme ihres
Expressionsprofils in humanen PASMCs nach hypoxischem Stimulus verglichen zu den

jeweiligen normoxischen Kontrollen (Abb. 3.3 und 3.4) [139].

Betrachtet man die Expressionsprofile der verschiedenen Marker im Einzelnen, so schei-
nen Einige unter ihnen, wie Caspase 3, FLIP und TRAIL (Abb. 3.3 B, D und 3.4 B) , ein
uber die Dauer der hypoxischen Inkubation anndhrend konstant erhdhtes Level ihrer Ex-
pression zu zeigen. Dem gegeniiber scheinen Andere, wie Caspase 1 und Survivin (Abb.
3.3 A, C), ihre mMRNA-Expression nach 72-stlindiger Inkubation unter Hypoxie noch ein-
mal zu steigern, wohingegen es bei ApoC1 und FasL (Abb. 3.4 A, C) nach einem Ex-
pressionspeak nach 48-stundiger Inkubation zu einem Einbruch der Expressionssteige-
rung zu kommen scheint, jedoch immer noch deutlich und signifikant erhéht gegenuiber
der normoxischen Kontrolle. Klare und einheitlich zeitabhangige Verénderungen in den

Expressionsprofilen der untersuchten Marker waren allerdings nicht festzustellen.

Wahrend die mRNA-Expression von Caspase 3 und FLIP (Abb. 3.3 B, D) im Vergleich
zur Normoxie insgesamt nur eine dezente Steigerung unter Hypoxie aufwies, fiel diese in
den Féllen von Casp 1, ApoC1 und TRAIL schon deutlicher aus (Abb. 3.3 Aund 3.4 A,
B). Die prominenteste und, wéhrend allen Zeitpunkten der hypoxischen Inkubation, sta-
tistisch signifikante Steigerung der Expression, im Vergleich zu den entsprechenden
normoxischen Kontrollen, konnte jedoch in den Fallen von Survivin und FasL (Abb. 3.3

C und 3.4 C) nachgewiesen werden [139].
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Abb. 3.4 | Genexpressionsprofil verschiedener apoptotischer Marker in PASMCs nach Hypoxie-
exposition Il. PASMCs wurden Uber verschiedene Zeitspannen (24, 48 und 72 h) hypoxischer Inkuba-
tion (Hox) ausgesetzt, gefolgt von qRT-PCR-Messungen verschiedener apoptotischer Marker sowie:
(A) Apolipoprotein C1 (ApoC1l), (B) tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis inducing ligand
(TRAIL) und (C) Fas-Ligand (FasL). Als Kontrollen dienten normoxische (Nox) Inkubationen dersel-
ben Zellreihen uber die jeweils entsprechenden Zeitspannen. Die Ergebnisse werden als Fold Change
dargestellt, normalisiert zu den entsprechenden Kontrollen. Die Darstellung erfolgt als arithmetisches
Mittel + SD (n=4). *p<0,05, **p<0,01, Nox versus Hox. Die Darstellung von Nox als Vergleichswert
1,0 dient dabei der optischen Vergleichbarkeit der erhobenen Fold-Change-Werte (Hox), die jeweils
schon die relative, x-fache Anderung der mRNA-Expression zu ihrer entsprechenden, iiber dieselbe
Zeitspanne inkubierten, normoxischen Kontrolle mit den dazugehérigen Standardabweichungen dar-
stellen. Wie in Kapitel 2.2.3.5 beschrieben, dienten ACt-Werte der statistischen Auswertung. Der un-
gepaarte t-Test mit Welch‘s Korrektur wurde zur statistischen Analyse herangezogen. [139]
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3.3 Zirkulierende Profile apoptotischer Marker in humanen Proban-

den unter Exposition gegentiber grofRen Hohen
Um die Profile apoptotischer Marker in vivo und am Menschen wahrend Exposition ge-
genuiber den Umweltbedingungen in grof3en Héhen zu untersuchen, wurden die im Blut-
plasma zirkulierenden Konzentrationen verschiedener dieser Marker sowie ApoCl,
TRAIL und FasL wahrend und nach Exposition bestimmt. Zusétzlich wurden die Plas-
makonzentrationen von BNP als Marker fur myokardialen Stress bestimmt [81]. Zur Dif-
ferenzierung akuter und chronischer Effekte der Hohenexposition wurden zwei unter-

schiedliche Studien etabliert.

3.3.1 Zirkulierende Profile apoptotischer Marker wahrend akuter Hohenexpo-
sition kirgisischer Freiwilliger

Zur Analyse des Effekts akuter Hohenexposition wurden freiwillige Probanden, die ur-
sprunglich aus den Flachlandregionen Kirgistans stammen, akut fur 20 Tage den Bedin-
gungen in einer Hohe von ca. 3.200 Hm ausgesetzt. Hierbei wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten anthropometrische und echokardiographische Daten (Tabelle 3.1) erhoben
sowie Blutproben zur Bestimmung der Plasmakonzentrationen oben genannter Marker
(Abb. 3.5) entnommen und mittels ELISA bestimmt: vor Exposition, unter Flachlandbe-
dingungen (bei ca. 760 Hm) (LA 1), an den Tagen 2 (HA 2), 7 (HA 7) und 20 (HA 20)
der Hohenexposition sowie am zweiten Tag nach Rickkehr in eine Héhe von ca.760 Hm
(LA 2).

Tabelle 3.1: Akute Hohenexposition - anthropometrische und echokardiographische Da-
ten humaner Probanden [139]

TRG (mmHg)

Alter  Geschlechter-Re- BMI BSA
(Jahre)  lationm/w (%)  (kg/m?)  (m?)

254 % 100/0 230+ 188+ 185+ 230+ 209+ 195+ 184+
4,2 1,9 0,1 11 2,27788 0,8 1,6 11

LA1 HA 2 HA7 HA 20 LA 2

Erwachsene Freiwillige, die urspriinglich aus den Flachlandregionen Kirgistans stammen (LA 1) (n=8)
wurden akut fir 2 (HA 2) (n=8), 7 (HA 7) (n=8) und 20 (HA 20) (n=8) Tage grofRer Hohe ausgesetzt. Nach
dem 20. Tag kehrten sie ins Flachland zuriick und wurden am zweiten Tag nach ihrer Ruckkehr erneut
untersucht (LA 2). Verschiedene anthropometrische und echokardiographische Daten wurden zu den eben
genannten Zeitpunkten erhoben und finden sich in dieser Tabelle wieder. Die Darstellung der Ergebnisse
erfolgt als arithmetisches Mittel + SD (n=8). "p<0,05, ""p<0,001 verglichen mit LA 1. ¥p<0,01 verglichen
mit LA 2. Zur statistischen Analyse wurde der Friedman Test mit Dunn’s Korrektur verwandt. m, ménnlich;
w, weiblich; BMI, body mass index (in kg/m?); BSA, body surface area (in m?); TRG, tricuspid regurgitant
gradient (in mmHg).
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Die generellen anthropometrischen Daten einschliellich Alter, BMI sowie der Korper-
oberflache stellten sich als vergleichbar unter allen teilnehmenden Probanden dar (Ta-
belle 3.1). Die Daten der echokardiographischen Untersuchungen (Tabelle 3.1) der Pro-
banden Uber die verschiedenen Zeitpunkte hinweg zeigten eine signifikante Steigerung
des Regurgitationsgradienten der Trikuspidalklappe (TRG) zu Beginn der Hohenexposi-
tion (HA 2) sowohl gegentiber den Ausgangswerten der initialen Bestimmung im Flach-
land (LA 1) als auch gegenuber denen nach Beenden der Héhenexposition (LA 2). Dieser
Effekt reduzierte sich im Laufe der Exposition. Wéhrend sich der TRG nach einem Ex-
positionszeitraum von einer Woche (HA 7) zwar als gesunken, doch immer noch signifi-
kant erhéht gegentiber dem Ausgangswert darstellte, so néherte er sich gegen Ende der
Exposition (HA 20) diesem an und erreichte nach deren Ende in etwa das urspriingliche
Niveau (LA 2). [139]

Ebenfalls zeigten sich unterschiedliche Konzentrationsprofile der apoptotischen Marker
in der Blutzirkulation der untersuchten Probanden wahrend akuter H6henexposition. Die
zirkulierenden ApoC1-Levels (in pg/mL) waren in etwa vergleichbar zwischen den ein-
zelnen Zeitpunkten der Bestimmung, mit Ausnahme von Tag 7 (HA 7) der Hohenexpo-
sition, an dem eine eher geringe, jedoch signifikante Verringerung der ApoC1-Konzent-
ration im Vergleich zu dessen Plasmakonzentration nach Riickkehr ins Flachland zu er-
kennen war (Abb. 3.5 A). Weiterhin war eine stetige Zunahme der Plasmakonzentration
von TRAIL (in pg/mL) nach Beginn und uber die verschiedenen Zeitpunkte der Hohen-
exposition erkennbar, die sich am siebten (HA 7) und 20. (HA 20) Tag der Exposition als
signifikant erhdht gegeniiber der Konzentration in Flachlandbedingungen vor Beginn der
Exposition (LA 1) erwies (Abb. 3.5 B). Nach Beenden der Exposition und Riickkehr in
die Ausgangshdhe zeichnete sich ein gegeniber der letzten Bestimmung in groRer Hohe
signifikanter Rickgang der TRAIL-Konzentration im Blutplasma ab (Abb. 3.5 B). Im
Falle von FasL offenbarte sich eine klare Reduktion des Plasmalevels dieses Markers (in
pg/mL) unter Hohenbedingungen verglichen zum Flachland (LA 1) (Abb. 3.5 C). Diese
Reduktion présentierte sich wahrend der ersten Woche der Exposition als zunehmend und
verblieb dann fir den restlichen Expositionszeitraum auf einem stabilen, gegentber der
Ausgangsmessung (LA 1) signifikant reduzierten Niveau (HA 7, 20). Uberraschender-
weise behielt die Plasmakonzentration von FasL dieses Niveau nach Abschluss der Ho-
henexposition und Rickkehr ins Flachland (LA 2) bei und blieb weiterhin statistisch sig-

nifikant gegenuber der ersten Bestimmung im Flachland (LA 1) reduziert (Abb. 3.5 C).
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Zu guter Letzt konnte ein sichtbarer Trend zu erhohten BNP-Konzentrationen (pg/mL)
wahrend der unterschiedlichen Zeitpunkte der Hohenexposition, gefolgt von einer mar-
kanten Reduktion dieser nach Riickkehr in Flachlandbedingungen Gber das Niveau der
Ausgangsmessung (LA 1) hinaus, festgestellt werden (Abb. 3.5 D). Allerdings erwiesen
sich diese Differenzen nur im Falle der BNP-Konzentrationen am siebten Tag der Ho-
henexposition als statistisch signifikant im Vergleich zu denen nach Riickkehr in niedri-
gere Hohen. [139]
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Abb. 3.5 | Zirkulierende apoptotische Marker in humanen Probanden wahrend akuter Héhenex-
position. Gesunde Freiwillige aus den Flachlandregionen Kirgistans (LA 1) (n=7-8) wurden akut den
Hohenbedingungen (HA) in ca. 3200 Hm Uber einen Zeitraum von 20 Tagen ausgesetzt. Nach Exposi-
tion gegenuber diesen extremen Umweltbedingungen kehrten sie erneut ins Flachland zuriick (LA 2)
(n=8). Echokardiographische Messungen sowie die Entnahme von Blutproben erfolgten zu folgenden
Zeitpunkten: Vor Exposition, im Flachland (LA 1), wahrend der Hohenexposition an Tag 2 (HA 2)
(n=8), Tag 7 (HA 7) (n=8) und Tag 20 (HA 20) (n=8) und am zweiten Tag nach ihrer Rickkehr ins
Flachland (LA 2). Das Blutplasma wurde separiert und es wurden ELISA-Messungen zur Detektion
und Quantifikation der folgenden zirkulierenden Apoptosemarker durchgefiihrt: (A) Apolipoprotein C1
(ApoCl), (B) TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) und (C) Fas-Ligand (FasL). Zusatzlich
wurde das zirkulierende Profil des B-typ natriuretischen Peptids (BNP) (D) durch ELISA-Messungen
bestimmt. Alle Ergebnisse sind als Konzentration der oben genannten Marker (in pg oder pg pro mL
Plasma) angegeben und als arithmetisches Mittel + SD (n=7-8) dargestellt. **p<0,01, ***p<0,001,
****n<0,0001 verglichen mit LA 1. $p<0,05, *¥p<0,01 verglichen mit LA 2. Zur statistischen Analyse
wurden der Friedman Test mit Dunn’s multiple comparisons Test, der RM one-way ANOVA mit
Tukey’s multiple comparisons Test oder der ordinary one-way ANOVA mit Tukey’s multiple compar-
isons Test herangezogen. LA, low altitude; HA, high altitude. [139]
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3.3.2 Zirkulierende Profile apoptotischer Marker in kirgisischen Hoch- und
Flachlandbewohnern

Zur Analyse des Effekts chronischer Hohenexposition wurden, wie bereits im Kapitel
,Material & Methoden* beschrieben, freiwillige Probanden, die dauerhaft in den Hohen-
regionen Kirgistans (3.000-3.100 Hm) leben, mit Personen verglichen, die aus den Flach-
landregionen Kirgistans (ca. 760 Hm) (Flachland-Kontrolle) stammen. Die Gruppe, der
im Hochland Beheimateten wurde weiterhin unterteilt in eine Gruppe, die bereits eine
Pulmonale Hypertonie entwickelt hatte (PH) und eine, deren Individuen diese pulmonal-
vaskulére Erkrankung nicht entwickelt hatten (Non-PH). Alle Probanden unterliefen ei-
ner anthropometrischen sowie echokardiographischen Datenerhebung (Tabelle 3.2) so-
wie einer Blutentnahme zur laborchemischen Bestimmung der oben genannten Marker
mittels ELISA (Abb. 3.6).

Tabelle 3.2: Chronische Hohenexposition - anthropometrische und echokardiographi-
sche Daten humaner Probanden [139]

Alter Geschlechter-Re- BMI BSA

(Jahre)  lation miw (%)  (kg/m?) my  TRG(mmHg)
Flachland-Kontr. 20,6 + 2,9 100/0 231+16 19+01 209416
HA-Non-PH 50,5+ 11,3 60/40 239+40 17+01 207404
HA-PH 53,1+ 14,6 42/58 255453  17+0,1 61‘(1)9;1;-;%

Erwachsene Freiwillige, die dauerhaft in den Flachlandregionen (Flachland-Kontr.) (n=10) und Hochland-
regionen (HA) Kirgistans leben, wurden in die Studie aufgenommen. Individuen, die in den Héhenregionen
Kirgistans lebten, wurden in zwei Gruppen geteilt: diejenigen ohne Pulmonale Hypertonie (HA-Non-PH)
(n=10) und diejenigen mit Pulmonaler Hypertonie (HA-PH) (n=12). Verschiedene anthropometrische und
echokardiographische Daten wurden erhoben und finden sich in dieser Tabelle wieder. Die Darstellung der
Ergebnisse erfolgt als arithmetisches Mittel + SD (n=10-12). “"p<0,0001 Flachland-Kontr. im Vergleich
zu HA-PH. $888p<(,0001 HA-Non-PH im Vergleich zu HA-PH. Der one-way ANOVA mit Tukey’s mul-
tiple comparisons Test wurde zur statistischen Analyse herangezogen. m, ménnlich; w, weiblich; BMI,
body mass index (in kg/m?); BSA, body surface area (in m?); TRG, tricuspid regurgitant gradient (in
mmHg).

Die Zuteilung der in grolRer Hohe lebenden Probanden in die Gruppen mit (PH) und ohne
(Non-PH) Pulmonale Hypertonie wurde anhand des TRG der echokardiographischen Un-
tersuchung vorgenommen. So wurden Probanden mit einem TRG>40 mmHg der Gruppe
der Pulmonalen Hypertonie (PH) zugeordnet. Betrachtet man die anthropometrischen so-
wie echokardiographischen Daten der verschiedenen Versuchsgruppen (Tabelle 3.2), so
stellen sich die erhobenen Messdaten zu BMI und Kérperoberflache als vergleichbar zwi-
schen allen Versuchsgruppen dar. Allerdings lassen sich Unterschiede beztglich des Al-

ters sowie der Geschlechterverteilung erkennen. Dabei besteht die Gruppe der Flachland-
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Kontrolle ausschlieBlich aus jingeren Mannern, was eine mogliche Limitation der vor-
liegenden Studie darstellen konnte. Die erhobenen TRG-Werte waren in der Gruppe der
Hohenbewohner mit Pulmonaler Hypertonie (HA-PH) sowohl gegentiber der Gruppe der
Hohenbewohner ohne Anzeichen einer Pulmonalen Hypertonie (HA-Non-PH) als auch
gegenuiber der Flachlandkontrolle (Flachland-Kontr.) signifikant und deutlich erhéht.
[139]

Bei Betrachtung der Plasmakonzentrationen der apoptotischen Marker sowie BNP erga-
ben sich diverse Differenzen zwischen den einzelnen Gruppen der Studie. So waren die
zirkulierenden ApoC1-Levels (in pg/mL) innerhalb der Gruppen der Hochlandbewohner
(PH, Non-PH) erhéht, wobei die hohere ApoC1-Konzentration bei Héhenbewohnern
ohne Pulmonale Hypertonie (Non-PH) im Vergleich zur gewéhlten Flachlandkontrolle
(Flachland-Kontr.) als signifikant anzusehen ist (Abb. 3.6 A). Obwohl keine statistisch
signifikanten Unterschiede der TRAIL-Plasmakonzentrationen (in pg/mL) festzustellen
waren, zeichnete sich ein Trend im Sinne einer Reduktion der Plasmakonzentrationen,
beginnend bei der Flachlandkontrolle (Flachland-Kontr.) tber die Bewohner des Hoch-
lands ohne Pulmonale Hypertonie (Non-PH) bis zu denjenigen, die eine Pulmonale Hy-
pertonie entwickelt hatten (PH), ab (Abb. 3.6 B). Des Weiteren zeigte sich eine sichtbare
Reduktion der zirkulierenden FasL-Konzentration (in pg/mL) in beiden Gruppen der H6-
henbewohner (PH, Non-PH) mit statistisch signifikanter Verringerung des FasL-Plasma-
levels der Hohenbewohner mit Pulmonaler Hypertonie (PH) im Vergleich zur Flachland-
kontrolle (Flachland-Kontr.) (Abb. 3.6 C). Betrachtet man die Plasmakonzentrationen
von BNP (in pg/mL), so ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den ein-
zelnen Gruppen (Abb. 3.6 D). Uberraschenderweise zeigte sich jedoch ein Trend zu er-
hohten BNP-Konzentrationen in der Zirkulation der Hohenbewohner ohne Pulmonale
Hypertonie (Non-PH) sowohl im Vergleich zu denen, die diese Krankheit entwickelt hat-
ten (PH) als auch zur Flachlandkontrolle (Flachland-Kontr.) (Abb. 3.6 D). [139]
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Abb. 3.6 | Zirkulierende apoptotische Marker in humanen Probanden, die dauerhaft in gro3en
Hdéhen leben. Humane Probanden, die dauerhaft in den Hohenregionen Kirgistans leben (H6henbe-
wohner), wurden in zwei Gruppen geteilt: Individuen, die keine Pulmonale Hypertonie entwickelt hat-
ten (Non-PH) (n=9-10) und solche, bei denen diese pulmonalvaskuldre Erkrankung bestand (PH)
(n=10). Personen, die dauerhaft in den Flachlandregionen Kirgistans lebten, dienten als Kontrolle
(Flachland-Kontr.) (n=9-10). Echokardiographische Messungen sowie Blutentnahmen wurden bei al-
len freiwilligen Probanden durchgefiihrt. Das Blutplasma wurde separiert und es wurden ELISA-Mes-
sungen zur Detektion und Quantifikation der folgenden zirkulierenden Apoptosemarker durchgefiihrt:
(A) Apolipoprotein C1 (ApoCl), (B) TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) und (C) Fas-
Ligand (FasL). Zusétzlich wurde das zirkulierende Profil des B-typ natriuretischen Peptids (BNP) (D)
durch ELISA-Messungen bestimmt. Alle Ergebnisse sind als Konzentration der oben genannten Marker
(in pg oder pg pro mL Plasma) angegeben und als arithmetisches Mittel £ SD (n=9-10) dargestelit.
**p<0,01 im Vergleich zur Flachland-Kontrolle. Zur statistischen Analyse wurden der one-way A-
NOVA mit Tukey’s multiple comparisons Test herangezogen. [139]
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3.4 Zirkulierende FasL-Konzentrationen sind in kirgisischen Popula-

tionen negativ mit TRG-Werten korreliert

Da Fas-Ligand sich im Laufe der vorherigen Untersuchungen als einer der Apoptosemar-
ker mit dem prominentesten Effekt durch Hypoxie in vitro und die Umweltbedingungen
in groRBen Hohen in vivo mit konstanter Entwicklung sowohl bei akuter als auch bei chro-
nischer Exposition erwiesen hatte, wurde weiterhin untersucht, inwiefern ein direkter Zu-

sammenhang zwischen der gemessenen FasL-Konzentration im Plasma und dem echo-

kardiographisch ermittelten TRG der Probanden bestehen kénnte [139].
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Abb. 3.7 | Korrelationsanalyse zwischen den zirkulierenden Fas-Ligand-Levels und dem Regur-
gitationsgradienten der Trikuspidalklappe (TRG) wahrend akuter und chronischer Héhenexpo-
sition. Dargestellt sind Korrelationen zwischen der Konzentration zirkulierenden Fas-Ligands (FasL,
in pg/mL) und den korrespondierenden TRG-Werten (in mmHg) in humanen Probanden wéhrend aku-
ter (A) und chronischer (B) Hohenexposition. Spearman oder Pearson Tests wurden zur statistischen
Analyse durchgeflhrt. *p<0,05; ns, nicht signifikant. [139]
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Hierzu wurden die gemessenen FasL-Konzentrationen im Plasma (in pg/mL) mit den kor-
respondierenden TRG-Werten sowohl wéhrend akuter (Abb. 3.7 A) als auch chronischer
(Abb. 3.7 B) Hohenexposition kirgisischer Freiwilliger gegeneinander aufgetragen und
auf ihre Korrelation hin analysiert. Im Falle der akuten Exposition gegeniber grof3en Ho-
hen ergab sich, obwohl ein leichter Trend zu erkennen war, keine statistisch signifikante
Korrelation zwischen den beiden Parametern (Abb. 3.7 A). Wohingegen wéhrend chro-
nischer Hohenexposition eine signifikant negative Korrelation zwischen der zirkulieren-
den FasL-Konzentration und dem Regurgitationsgradienten der Trikuspidalklappe (TRG)
bei dauerhaften Bewohnern des Flach- und Hochlands der untersuchten kirgisischen Po-
pulationen festgestellt werden konnte (Abb. 3.7 B). [139]

3.5 Fas-Ligand vermittelt pro-apoptotische und anti-proliferative Ef-
fekte in humanen PASMCs

Zur Analyse der Auswirkungen Fas-Ligands auf die Gefalarchitektur der pulmonalvas-
kuldren Strombahn fand weiterhin eine Untersuchung relevanter zellularer Effekte Fas-

Ligands wie Apoptose und Proliferation in humanen PASMCs statt [139].

Hierzu wurden zunédchst mit Hilfe eines lumineszenzbasierten Apoptoseassays zum
Nachweis der Caspase 3/7-Aktivitat die Auswirkungen verschiedener Konzentrationen
eines rekombinanten, l6slichen, humanen Fas-Liganden auf humane PASMCs untersucht
(Abb. 3.8 A). Hierbei wurden Kulturen humaner PASMCs FasL-Konzentrationen von
0,5, 5 und 25 ng/mL ausgesetzt, gefolgt von einer Lumineszenzmessung, die RUck-
schlusse auf die Apoptoseaktivitat der untersuchten Zellkulturen zulasst. Es zeigte sich,
dass erhohte FasL-Konzentrationen (5 und 25 ng/mL) signifikant die Apoptoserate hu-
maner PASMCs steigerten (Abb. 3.8 A) [139].

Zur Quantifizierung des proliferativen Effekts von FasL auf humane PASMCs wurden
verschiedene Experimente unter Verwendung eines kolorimetrischen Immunassays, ba-
sierend auf der relativen BrdU-Inkorporation wahrend der DNA-Synthese, in direkter
Abhangigkeit von der Anzahl proliferierender Zellen, durchgefiihrt (Abb. 3.8 B-E). Zu-
nachst wurden erneut humane PASMCs verschiedenen FasL-Konzentrationen (0,5, 5, 25
ng/mL) ausgesetzt und anschlieBend durch photometrische Messung die relative BrdU-
Inkorporation bestimmt (Abb. 3.8 B). Hierbei zeigte sich ein signifikant anti-proliferati-
ver Effekt erhdhter FasL-Konzentrationen (5 und 25 ng/mL) im Vergleich zur FasL-

freien Kontrolle in humanen PASMCs unter normoxischen Bedingungen (Abb. 3.8 B)
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[139]. Des Weiteren wurden humane PASMCs sowohl unter Basalbedingungen als auch
unter Stimulation durch den mitose- und damit proliferationssteigernden Wachstumsfak-
tor PDGF (50 ng/mL) [253] mit einem den Fas-Rezeptor neutralisierenden Antikdrper
(Anti-Fas) versetzt und anschlieBend erneut die relative BrdU-Inkorporation bestimmt
(Abb. 3.8 C). Anti-Fas steigerte dabei signifikant die zellulare Proliferation sowohl unter
Basalbedingungen als auch unter Stimulation durch PDGF verglichen mit den jeweils
korrespondierenden Kontrollen (Abb. 3.8 C) [139]. Im Folgenden wurden die Effekte
von FasL und Anti-Fas auf hPASMCs unter hypoxischen Bedingungen (Hox) untersucht
(Abb. 3.8 D, E). Dabei konnte gezeigt werden, dass FasL-Konzentrationen von 25 ng/mL
verglichen mit der entsprechenden Kontrolle (Hox Kontr.) signifikant die Proliferation
humaner PASMCs unter 48h hypoxischer Inkubation (48h Hox) reduzierten (Abb. 3.8
D) [139]. AbschlieRend wurden hPASMCs mit Anti-Fas versetzt und fiir 24h Hypoxie
ausgesetzt, was in einer signifikanten Steigerung der Proliferation gegenuber der korres-
pondierenden Kontrolle (Hox Kontr.) resultierte (Abb. 3.8 E) [139].

FasL weist also klar pro-apoptotische und anti-proliferative Eigenschaften in hPASMCs
auf [139].

Zudem konnte gezeigt werden, dass sowohl Hypoxie (Hox Kontr.) als auch PDGF (PDGF
Kontr.) einen pro-proliferativen Effekt auf humane PASMCs verglichen mit den korres-
pondierenden Basal- (Basal Kontr.) bzw. normoxischen Kontrollen (Nox Kontr.) austib-
ten (Abb. 3.8 C, D).
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Abb. 3.8 | Pro-apoptotische und anti-proliferative Effekte Fas-Ligands in humanen PASMCs. Hu-
mane PASMCs wurden normoxischen (Nox) (A-C) und hypoxischen (Hox) (D, E) Bedingungen aus-
gesetzt und mit verschiedenen Konzentrationen (ng/mL) von Fas-Ligand (FasL) und Anti-Fas behan-
delt. Im Anschluss wurden Messungen zur zelluldren Apoptose und Proliferation, unter Verwendung
eines Apoptose-Assays (A) respektive eines 5-Bromo-2°-desoxyuridin (BrdU)-Assays (B-E), durchge-
fuhrt. Die Darstellung erfolgt als arithmetisches Mittel £ SD (n=4). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
verglichen mit der jeweils entsprechenden Kontrolle (Kontr.). $¥%%p<0,0001 Basal-/normoxische Kon-
trolle entsprechend im Vergleich zur PDGF-/hypoxischen Kontrolle. Zur statistischen Analyse wurde
der ordinary one-way ANOVA mit Dunnett’s oder Tukey’s multiple comparison Test durchgefihrt.

PDGF, platelet-derived growth factor. [139]
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4 DISKUSSION

4.1 Generelle Ergebnisse

Nach Analyse der mRNA-Expressions-Profile verschiedener apoptotischer Marker in hy-
poxieexponierten, humanen, pulmonalarteriellen, glatten Muskelzellen (hRPASMCSs) so-
wie Quantifizierung der Plasmakonzentrationen apoptotischer Signale in akut sowie chro-
nisch héhenexponierten Probanden der kirgisischen Population kénnen die Ergebnisse
der vorliegenden Studie wie folgt zusammengefasst werden [139]:

1. Es zeigte sich eine prominente Erhéhung der Genexpression verschiedener
apoptotischer Akteure in humanen, pulmonalarteriellen, glatten Muskelzellen
(hPASMCs), die hypoxischen Bedingungen ausgesetzt waren.

2. Unterschiedliche Variationen zirkulierender apoptotischer Signale konnten wéh-
rend akuter und chronischer Exposition von Menschen gegeniiber grol3en Hohen
festgestellt werden, wobei Fas-Ligand die einheitlichste Alteration innerhalb der
verschiedenen Studien zeigte.

3. Die Plasmakonzentrationen von Fas-Ligand korrelierten negativ mit den gemes-
senen trikuspidalen Regurgitationsgradienten (TRG) der dauerhaft in grof3en Ho-
hen bzw. in Flachlandregionen Kirgistans lebenden Populationen.

4. Fas-Ligand erwies pro-apoptotische und anti-proliferative Eigenschaften in kul-

tivierten humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (h(PASMCs).

4.2 Apoptotische Signale als Zielproteine von Interesse

Wie bereits in der Einleitung beschrieben stellen die Exposition gegeniiber grofen Hohen
und die damit verbundene Hypoxie der Umgebungsluft entscheidende Trigger fur die
Entwicklung pulmonalvaskularer Umbauten im Rahmen einer PH dar [91, 184, 331].
Dieses hypoxieinduzierte Remodeling wird auf zellularer Ebene durch inflammatorische
Prozesse, Synthese extrazellul&rer Matrixproteine, Migration umliegender Zellen sowie
einer Dysbalance zwischen Proliferation und Apoptose hervorgerufen [91, 280]. Ab-
norme Regulation der Apoptose und das Auftreten eines ,,Apoptose-resistenten Phéno-
typs vaskularer Zellen stellen dabei essenzielle Kennzeichen der Pathogenese hypoxiein-
duzierter PH dar [40, 139, 156, 339, 343].

Diese weist, neben metabolischen Verénderungen, vor allem durch die gesteigerte
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Proliferation sowie eine Reduktion der Apoptose entscheidende Parallelen zur Pathoge-
nese maligner Tumoren auf und wird deshalb in den letzten Jahren haufig als ,,tumoréhn-
liche* Erkrankung beschrieben [37, 139, 171]. Durch Parallelen metabolischer Verénde-
rungen auf mitochondrialer Ebene ergaben sich bereits neue Einsichten in die Pathoge-
nese sowie mogliche Ansatzpunkte fiir die Therapie der Pulmonalarteriellen Hypertonie
[37, 171, 296]. Jedoch bleiben beziiglich der Rolle der Apoptose in hypoxieinduzierter
PH und PH im Allgemeinen trotz klarer Fortschritte viele Fragen ungel6st.

Ein Ungleichgewicht zwischen pro- und antiapoptotischen Signalwegen konnte als ent-
scheidender Einflussfaktor von Pathogenese, Progression und therapeutischem Anspre-
chen maligner Erkrankungen identifiziert werden [108]. So konnten die in der vorliegen-
den Arbeit untersuchten apoptotischen Akteure FLIP und Survivin bereits in mehreren
Tumorformen mit erhéhter Expression nachgewiesen werden [6, 61, 138, 303-305, 315]
und vermittelten in malignen Zellen durch Inhibition verschiedener Signalkaskaden eine
Resistenz gegeniiber Apoptose [42, 179, 243]. Fur ApoC1 konnte ebenfalls ein fordernder
Effekt auf Zellproliferation und Migration bei gesteigerter Resistenz gegenuber Apoptose
in mehreren malignen Erkrankungen, darunter Pankreas-, Prostata- und kolorektale Kar-
zinome, festgestellt werden [229, 284, 291]. Dabei wurden innerhalb der verschiedenen
Studien jedoch unterschiedliche Mechanismen der Vermittlung dieses Effekts angenom-
men. Weithin konnte in tierexperimentellen Studien ein anti-proliferativer, pro-apoptoti-
scher und damit gegenteiliger Effekt von ApoC1 auf Tumoren der Brust festgestellt wer-
den [286], sodass eine einfache Zuordnung von ApoC1 als Vermittler pro- oder anti-
apoptotischer Eigenschaften nicht ohne Weiteres moglich ist.

Im Falle des apoptoseinduzierenden Faktors FasL konnten veranderte Serumlevel bereits
in verschiedensten Krebsformen festgestellt werden [109], welche teilweise mit Prognose
und Krankheitsstadium der Tumoren korrelierten [187, 209, 300]. Zudem wurde der the-
rapeutische Nutzen durch diverse cytotoxische Therapien gezeigt, die die Sensibilitat ma-
ligner Zellen gegentiber Fas-vermittelter Apoptose durch erhéhte Expression des Fas-Re-
zeptors steigerten [318]. TRAIL stellt ein weiteres Zytokin dar, das daflr bekannt ist,
selektive Apoptose in Tumorzellen durch Bindung transmembrandser Todesrezeptoren
zu induzieren [12, 41, 314]. Dabei wird TRAIL eine protektive Rolle in der Krebsent-
wicklung zugeschrieben [35], weswegen der TRAIL-Signalweg als Zielstruktur einiger
anti-Krebstherapien anvisiert wurde [122].

Fur einige dieser apoptotischen Marker konnte ebenfalls bereits eine Relevanz in der Pa-
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thogenese verschiedener Formen der PH sowie mdgliche therapeutische und diagnosti-
sche Ansatzpunkte gezeigt werden. So konnte beispielsweise durch gentechnische Supp-
ression der Survivin-Funktion als anti-apoptotischem Akteur bereits eine Reduktion der
PVR sowie der Hypertrophie der pulmonalarteriellen Media und des rechten Ventrikels
in MCT-Ratten mit folglich gesteigertem Uberleben gezeigt werden [179]. TRAIL konnte
ebenfalls bereits als entscheidender Faktor in der Pathogenese der PAH identifiziert wer-
den [52, 98]. Zudem konnten erhdhte Serumlevel in Patienten mit PAH nachgewiesen
werden, die mit der Schwere ihrer Erkrankung korrelierten [159], wodurch TRAIL einen
moglichen Biomarker zur Diagnose sowie Bestimmung der Prognose darstellen kénnte.
Weiterhin fuhrte der Einsatz eines TRAIL-R3 neutralisierenden Antikorpers zur Rever-
sion der PAH im Tiermodell [98] und er6ffnete damit neue therapeutische Méglichkeiten.
Das Potential apoptotischer Faktoren als Elemente der Pathogenese, mogliche Biomarker
sowie Ansatzpunkte neuer Therapieformen in Krebserkrankungen und anderen Formen
der PH er6ffnet damit Perspektiven in Form eines moglichen Einflusses dieser in hohen-
und hypoxieinduzierten Veranderungen der pulmonalen Strombahn. Die Untersuchung
der mRNA-Expression dieser in hypoxieexponierten Zellen der humanen Gefalwand so-
wie deren Plasmakonzentration in der Zirkulation akut und chronisch héhenexponierter

Probanden war Gegenstand dieser Arbeit.

4.3 Strukturelle Veranderungen pulmonaler GefalBwande unter Hypo-
xie
Strukturelle Umbauten pulmonaler Gefél3e durch Hypoxie fiihren zur Verdickung der Ge-
fakwande und konsekutiv durch Versteifung dieser und Obliteration des GefaRlumens zur
Erh6hung der PVR [91, 210]. Dabei sind alle Schichten der pulmonalen GefaRwand —
Intima, Media und Adventitia — durch diese betroffen [127], wobei der quantitativ bedeu-
tendste Anteil dieser GroélRenzunahme durch Wachstum der Media hervorgerufen wird
[113]. So besteht das Kennzeichen hypoxieinduzierter PH und pulmonalvaskulérer Um-
bauten dauerhafter Hohenbewohner vor allem in einer progressiven Muskularisierung
pulmonaler Gefal3e durch Proliferation und Reduktion der Apoptose glatter Muskelzellen
sowie in der Ausbreitung dieser in vormals unmuskularisierte Arteriolen (,,de-novo*-
Muskularisierung) [10, 103]. Dieses hypoxieinduzierte Remodeling konnte in unter-

schiedlicher Auspragung bereits in verschiedensten Spezies festgestellt werden, die re-
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gelhaft zu Forschungszwecken als Modell verschiedener Formen der humanen PH einge-
setzt werden [279]. Die charakteristische Hypertrophie der Media pulmonaler Arterien
sowie deren Neuauftreten in weiter distal gelegenen Geféalien, die mikroskopisch unter
Normoxie keine mediale Wandschicht erkennen lieRen, konnte in der vorliegenden Arbeit
durch histologische Lungenschnitte chronisch hypoxieexponierter M&use, als weit ver-
breitetes Modell der PH mit jedoch vergleichsweise eher schwach ausgepragtem Remo-
deling [279], demonstriert werden. Dabei weist dieses Modell aufgrund der Hypoxie als
auslosendem Stimulus eine wesentlich engere Beziehung zur 3. Gruppe der PH sowie den
Bedingungen in groBen Hohen auf als andere etablierte tierexperimentelle Modelle der
PH, wie beispielsweise der MCT-induzierten PH [211], und stellt damit das geeignetste

Modell héheninduzierter pulmonalvaskuldrer Umbauten dar.

4.4 Experimentelles Design der in vitro-Studien

Aufgrund der im Vergleich zu den anderen Schichten der GefaBwand herausragenden
Hypertrophie der Media im Rahmen des hypoxieinduzierten, pulmonalvaskulédren Remo-
delings, die auf zelluldrer Ebene auf Migration aber auch auf gesteigerte Proliferation und
Reduktion der Apoptose glatter Muskelzellen zuriickzufiihren ist [210, 333], wurde in
vitro die mRNA-Expression verschiedener apoptotischer Faktoren in humanen PASMCs
untersucht, die Uber verschiedene Zeitraume hypoxischen Bedingungen (1% O3, Uber 24,
48 und 72 h) ausgesetzt worden waren.

Es bestehen jedoch komplexe Interaktionen der am GefélRaufbau beteiligten Endothelzel-
len, glatten Muskelzellen und Fibroblasten innerhalb dieser Umbauten [210]. So sezer-
nieren vaskuldre Endothelzellen als Reaktion auf Hypoxie verschiedene Wachstumsfak-
toren glatter Muskelzellen, wie beispielsweise PDGF, FGF oder insulin-like growth fac-
tor 1 (IGF1) [140, 210], und auch umliegende Fibroblasten regulieren die Proliferation
benachbarter Zellen durch parakrine Sekretion mitogener und inflammatorischer Zyto-
kine [51]. Zwar sind einige dieser Wachstumsfaktoren wie FGF oder EGF ebenfalls im
verwendeten Wachstumsmedium enthalten, doch kénnen die komplexen Interaktionen
durch in vitro Kultivierung einer Einzelnen dieser Zellreihen nicht abgebildet werden und
konnten dadurch eine mogliche Limitation der Untersuchung rein kultivierter PASMCs
darstellen.

Uber den Einfluss akuter Hypoxie auf in vitro kultivierte PASMCs bestehen Widersprii-
che innerhalb der wissenschaftlichen Literatur [210]. So konnte in mehreren Studien
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nachgewiesen werden, dass akute Hypoxie allein einen effektiven Stimulus fir die
Proliferation humaner PASMCs in vitro darstellt [7, 30, 47, 73, 76, 162, 225, 282, 292],
wohingegen einige andere keinen Einfluss der Hypoxie auf die Proliferation [55, 146]
oder sogar eine Reduktion dieser in PASMCs [62, 281] zeigen konnten. Diese Wider-
spriche konnten zum Teil auf deutliche Unterschiede des experimentellen Aufbaus der
verschiedenen Studien zurtickzufiihren sein [210]. So bestanden betrachtliche Differen-
zen in der Dichte der eingesaten PASMCs, der Schwere der Hypoxie sowie der Konzent-
ration des dem Medium zugefiigten fetalen Kalberserums zwischen den unterschiedlichen
Untersuchungen [210]. Dabei wurden die PASMCs in allen Studien, die einen Riickgang
der Proliferation beschrieben, in sehr hohen Dichten > 10.000 Zellen/cm? gesit [55, 62,
281], wodurch es zur Kontaktinhibition zwischen den Zellen und damit zur Inhibition der
Proliferation kommen koénnte [210]. Dieser Zusammenhang zwischen hypoxischer
Proliferation und Dichte der Zelleinsaat konnte durch Kuehl et al. bestétigt werden [145].
Wahrend in den Untersuchungen, die eine Proliferation der PASMCs unter Hypoxie fest-
stellen konnten, haufig moderate hypoxische Verhaltnisse (1-5% O2) herrschten und zur
Stimulation der Proliferation meist eine Konzentration des beigefligten Serums >2% ge-
wahlt wurde, erfolgte der Nachweis reduzierter Proliferation der PASMCs h&ufig unter
Anoxie und Konzentrationen des fetalen Kélberserums <2% [210]. Um andere Effekte
aufler der vorliegenden Hypoxie auf die Proliferationsrate kultivierter, humaner PASMCs
auszuschlielen, wurde daher, um Kontaktinhibition vorzubeugen, eine Dichte von ca.
4.000 Zellen/cm? zur Einsaat gewahlt und dem Wachstumsmedium ein Anteil von 5%
fetalem Kalberserum zugesetzt. Weiterhin wurden die kultivierten Zellen aufgrund der
groReren Nahe zu den physiologischen Verhéltnissen zwar einer schweren Hypoxie von
1% O jedoch keinen anoxischen Verhaltnissen ausgesetzt. Letztlich liel? sich ein positi-
ver Effekt der Hypoxie auf die Proliferation, der unter diesen Umstanden kultivierten
hPASMCs durch gesteigerte BrdU-Inkorporation hypoxisch inkubierter Zellen im Ver-
gleich zur normoxischen Kontrolle in der vorliegenden Arbeit bestatigen.

4.5 mRNA-Expressionsprofil verschiedener apoptotischer Marker
Zellulare Apoptose stellt einen wichtigen und komplexen VVorgang innerhalb physiologi-
scher und pathologischer Prozesse des Kérpers dar [139, 250].

Dabei nehmen Caspasen unter anderem eine entscheidende Rolle in der Vermittlung als
auch der Ausfiihrung apoptotischer Prozesse ein [108, 139]. Durch die Ergebnisse dieser
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Arbeit konnte eine Steigerung der mRNA-Expression von Casp 1 und Casp 3 nach hypo-
xischer Inkubation humaner PASMCs gezeigt werden [139].

Im Falle der Casp 3 konnte eine verhéltnismalig leichte Erhohung der mMRNA-Expression
gegenuber der normoxischen Kontrolle nachgewiesen werden, die sich Uber die verschie-
denen Zeitpunkte der Inkubation als ann&hrend konstant erwies. Obwohl PH im Allge-
meinen durch ,,apoptotische Resistenz* und gesteigerte Proliferation verschiedener Zel-
len der GefalRwand charakterisiert wird [40, 156, 339, 343], konnte bereits ebenfalls im
Lungengewebe von Ratten des MCT-Modells der PH eine Erhohung der mMRNA-Expres-
sion von Casp 3 festgestellt werden [110]. Jedoch muss bei der Interpretation dieser Er-
gebnisse bedacht werden, dass zwar eine Erhdhung der mRNA-Expression besteht, die
Casp 3 auf Proteinebene ihre pro-apoptotische Funktion, in Form einer Spaltung wichti-
ger Strukturproteine, der Hemmung von Apoptoseinhibitoren sowie der Fragmentierung
der DNA durch Aktivierung der CAD [66, 87, 203, 248], jedoch erst durch proteolytische
Spaltung ihrer Proform in die aktive Form der Casp 3, im Rahmen der apoptotischen
Signalkaskade, erhalt [178]. Es bedurfte also weiterer Untersuchungen aktivierter
Caspase 3-Levels auf Proteinebene, um diesen Effekt zu bestatigen. Zudem wird die In-
terpretation der apoptotischen Funktion wahrend hypoxischer Exposition durch beste-
hende Hinweise darauf, dass Casp 3 durch Spaltung bestimmter Substrate sogar anti-
apoptotische Eigenschaften vermitteln kénnte, weiter erschwert [139, 148, 340]. In die-
sem Zusammenhang konnte RasGap als Sensor der Caspaseaktivitét eine Rolle spielen,
da es bei geringer Caspaseaktivitat als Substrat dieser gespalten wird und durch sein N-
terminales Fragment anti-apoptotische Funktionen vermittelt, wohingegen es bei starke-
rer Aktivitat der Caspasen durch weitere Spaltung dieses Fragmentes zur Potenzierung
des apoptotischen Effekts kommt [340].

Bei der im Vergleich starker ausfallenden Erhéhung der mRNA-Expression der Casp 1
konnte eine weitere Steigerung dieser nach 72 h hypoxischer Inkubation nachgewiesen
werden. Obwohl die klassischerweise zu den pro-inflammatorischen Caspasen gezéhlte
Casp 1 einigen Studien zufolge ebenfalls zur Aktivierung von BID und damit zum AnstoR
des intrinsischen Signalwegs der Apoptose [94, 346] fahig ist, Gberwiegt wohl durch ge-
steigerte Sekretion von IL-1p und IL-18 ein pro-inflammatorischer, pro-proliferativer Ef-
fekt innerhalb der hypoxischen Exposition glatter Muskelzellen. So konnte in einer erst
kirzlich erschienen Studie zu hypoxisch induzierter PH an M&dusen mit Caspase-1-knock-
out gezeigt werden, dass diese vermutlich tiber den Caspl/IL-18/IL-6/STAT3-Signalweg

zur Proliferation glatter Muskelzellen flihrt [302]. Weiterhin konnte im Tiermodel gezeigt
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werden, dass eine medikamentdse Inhibition der Caspase 1 mit einem milderen Fort-
schreiten der PH durch Reduktion des vaskuldren Remodelings, rechtsventrikulérer Hy-
pertrophie und rechtsventrikularen systolischen Druckniveaus einhergeht [350], so dass
sich die gewonnenen Resultate einer Erhéhung der Casp 1-mRNA-Expression unter Hy-
poxie in Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen befinden und eine mogliche Rolle von
Casp 1 in der Entwicklung héheninduzierter pulmonalvaskularer Verédnderungen sugge-
rieren.

Survivin und FLIP werden in der wissenschaftlichen Literatur im Allgemeinen als anti-
apoptotische Regulatoren betrachtet [42, 108, 139, 179, 243]. Die Ergebnisse dieser Ar-
beit wiesen dabei auf eine Steigerung der m-RNA-Expression sowohl von Survivin als
auch von FLIP in hypoxieexponierten PASMCs im Vergleich zur normoxischen Kon-
trolle hin.

Die Rolle von Survivin, das in der vorliegenden Studie eine prominente Steigerung der
MRNA-Expression aufwies, wurde in den letzten Jahren vermehrt in PH untersucht [139].
Hierbei konnte eine entscheidende Rolle in der Vermittlung pro-proliferativer und anti-
apoptotischer Effekte auf die pulmonalarterielle Media festgestellt sowie mogliche The-
rapieoptionen durch Inhibition des in gesunden Zellen kaum exprimierten Survivins in
vitro sowie in MCT-Ratten demonstriert werden [69, 179, 348, 349]. Folglich fligen sich
die hier erhobenen Ergebnisse einer Steigerung der Genexpression Survivins in PASMCs
unter hypoxischen Bedingungen in dieses Bild ein.

Die im Vergleich zwar nicht so prominente, jedoch tber alle Zeitpunkte der hypoxischen
Inkubation konstante Erhdhung der mRNA-Expression von FLIP in hPASMCs, dessen
Expression bereits ebenfalls in mehreren Tumorformen als erhéht nachgewiesen wurde
[61, 138, 303-305, 315], kdnnte durch Inhibition der rezeptorvermittelten Signalkaskade
der Apoptose [243] sowie seine bereits in der Tumorgenese beobachteten pro-proliferati-
ven Eigenschaften [16, 182, 242, 243] ebenfalls zur Proliferation der Media im Rahmen
hypoxisch induzierter PH beitragen.

Mit Hinblick auf ApoC1, dessen mMRNA-Expression in der vorliegenden Arbeit ebenfalls
als erhoht unter Hypoxie nachgewiesen werden konnte, ist die Zuordnung apoptotischer
oder anti-apoptotischer Eigenschaften innerhalb der hypoxischen Exposition humaner
PASMCs nicht einfach zutreffen. Zwar konnten in mehreren Tumorformen positive Ef-
fekte von ApoC1 auf die Zellproliferation bei gesteigerter Resistenz gegenliber Apoptose
festgestellt werden [229, 284, 291], jedoch wurden dabei unterschiedliche Mechanismen

der Vermittlung dieses Effekts angenommen. Zudem konnten bereits exakt gegenteilige
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Effekte in Form eines Ruckgangs der Tumormasse durch Inhibition der Proliferation und
gesteigerte Apoptose in tierexperimentellen Studien zu Brustkrebs gezeigt werden [286].
Es bedurfte also weiterer Untersuchungen eines moglichen apoptotischen oder prolifera-
tiven Effekts auf hPASMCs unter Hypoxie, sollte sich ApoC1 als méglicher Faktor des
hohen- oder hypoxieinduzierten, pulmonalvaskuldren Remodelings erweisen.

In den Fallen von TRAIL und FasL konnte eine deutliche Erh6hung der m-RNA-Expres-
sion beider Zielproteine wéhrend hypoxischer Exposition humaner PASMCs im Ver-
gleich zu deren normoxischen Kontrollen festgestellt werden. Beide Marker konnten
durch die wissenschaftliche Literatur in Verbindung mit PH gebracht werden [1, 35, 98,
139].

FasL ist in der Lage durch Bindung an seinen zellularen Rezeptor Fas und die damit ver-
bundene Induktion des extrinsischen Signalwegs der Apoptose pro-apoptotische Eigen-
schaften zu vermitteln [108]. In diesem Zusammenhang konnte bereits eine gesteigerte
Proteinexpression von FasL in PASMCs isoliert aus an PAH erkranken Patienten in vitro
gezeigt werden, nachdem diese mit PG> behandelt wurden [1]. Die Behandlung der Zel-
len flhrte zu signifikant gesteigerter Apoptose der PAH-PASMCs auch im Vergleich zu
non-PAH-PASMCs [1]. Interessanterweise fuhrte PGl auch nicht zur Erh6hung der
FasL-Proteinexpression in Non-PAH-PASMCs [1], sodass hier ein fur die pathologisch
veranderten PASMCs spezifischer Signalweg zu vermuten ist. Weiterhin korrelierte die
gesteigerte FasL-Serumkonzentration von mit PGI, behandelten PAH-Patienten mit der
eingesetzten Dosis [1]. In der Studie wurde gefolgert, dass PGI> in hohen Konzentratio-
nen zur Apoptoseinduktion in PAH-PASMCs via IP3-Rezeptor und Steigerung der FasL-
Expression fuhrt [1]. In der hier vorgelegten Untersuchung konnte ebenfalls eine Steige-
rung der mRNA-Expression Fas-Ligands in PASMCs festgestellt werden, die hypoxi-
scher Inkubation ausgesetzt waren, sodass ein fraglich gesteigerter apoptotischer Einfluss
Fas-Ligands in rein kultivierten PASMCs unter Hypoxie bestehen konnte.
Interessanterweise wird TRAIL, das fur gewohnlich dafiir bekannt ist, selektive Apoptose
in Tumorzellen durch Bindung einer seiner Todesrezeptoren (DR4, DR5) auszuldsen [12,
41, 314], aufgrund erhohter mMRNA-Levels in PASMCs von an PAH erkrankten Patienten
sowie erhohten Serumlevels innerhalb dieses Patientenkollektivs [159] ebenfalls, jedoch
als pro-proliferativer Faktor glatter Muskelzellen, mit der Pathogenese der PAH in Ver-
bindung gebracht [52, 98, 129, 264, 272]. Dabei konnte TRAIL als erforderlicher Faktor

fur die Entwicklung der PAH in mehreren Modellen dieser gezeigt werden und bewies
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zudem seine Bedeutung durch Beobachtung der Rickbildung einer experimentell ausge-
bildeten PAH durch anti-TRAIL-Antikdrper [98]. Dieser Effekt von TRAIL auf PASMCs
soll dabei unter anderem durch einen seiner ,,Koder“-Rezeptoren DcR1 sowie in Abhén-
gigkeit von ERK 1/2 und NF«xB ausgeldst werden [98, 129, 264, 272]. Die beobachtete
Erh6hung der TRAIL-mRNA-Expression unter Hypoxie steht also in Ubereinstimmung
mit der in PAH gezeigten pro-proliferativen Funktion von TRAIL.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass eine komplexe Komposition verschiedener
apoptotischer Akteure in Zellen der pulmonalen GefalRwand unter Hypoxie und in der Tat
eine Dysregulation des apoptotischen Prozesses besteht [139]. Die Interpretation dessen
geht jedoch Uber eine vereinfachte Erklarung basierend nur auf gesteigerten oder redu-
zierten Expressionsmustern sowie historisch bekannten pro- oder anti-apoptotischen Ei-

genschaften der einzelnen apoptotischen Akteure hinaus [139].

4.6 Experimentelles Design der Humanstudien

Innerhalb der Krebsforschung konnte festgestellt werden, dass eine gestorte Regulation
der Apoptose zur Freisetzung apoptotischer Produkte in die humane Blutzirkulation fiihrt,
die als potentielle Biomarker der Erkrankung genutzt werden konnten [109, 139]. Bisher
bestanden jedoch noch keine Untersuchungen zum Expressionsprofil apoptotischer Mar-
ker in der Zirkulation akut oder chronisch héhenexponierter Menschen. [139]

Daher wurden in der vorliegenden Studie die Plasmakonzentrationen von ApoC1, TRAIL
und FasL einer Stichprobe kirgisischer Flachlandbewohner untersucht, die fiir eine kurze
Zeit den Umweltbedingungen grolRer H6hen ausgesetzt wurden. Gleichzeitig wurden die
Profile derselben Marker im Plasma permanenter Bewohner des kirgisischen Hochlands
analysiert, die eine hoheninduzierte PH entwickelt hatten oder frei von dieser pulmonal-
vaskularen Erkrankung geblieben waren. Als Vergleichsgruppe diente zusatzlich eine
Gruppe permanenter Bewohner der Flachlandregionen Kirgistans. Zuséatzlich wurden die
Plasmakonzentrationen von BNP, einem kardialen Biomarker, der regelhaft im Feld der
PH eingesetzt wird [8, 181], bestimmt. [139]

Zur Untersuchung des Effekts akuter und chronischer Exposition gegentber groRen Ho-
hen wurde eine deutliche Hohenexposition von > 3.000 Hm in beiden Studien gewahit.
Negative Effekte durch die Umweltbedingungen grof3er Héhen einschliellich akuter und
chronischer Formen der Hohenkrankheit sowie die HAPH kdnnen bereits ab einer Hohe
von ca. 2.500 Hm auftreten [91]. Zur Kontrolle genetischer Einflusse in die Adaptation
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und Akklimatisation an groRe Hohen [91, 92, 219, 336] wurde sichergestellt, dass alle
Teilnehmer der Studie ethnische Kirgisen waren. Weiterhin wurde die korperliche Belas-
tung der Probanden aufgrund mdglicher Einflisse in die Akklimatisation und das Auftre-
ten akuter Hohenkrankheiten [333, 335] innerhalb der Studie zu akuter H6henexposition
waéhrend der ersten Tage der Exposition limitiert und stufenweise an einen gewohnlichen
Tagesablauf ohne besondere Belastung angenéhert.

Zur Einschatzung des PAP wahrend akuter sowie dauerhafter Exposition gegeniber gro-
Ren Hohen wurden echokardiographische Untersuchungen durchgefiihrt. Zwar stellt die
Rechtsherz-Katheterisierung den Goldstandard in der Messung des PAP dar, doch ist
diese mit erheblicher Invasivitat verbunden und weist dadurch deutliche Risiken fur die
untersuchten Probanden auf [104]. Weiterhin ware diese Untersuchung aufgrund des lo-
gistischen Aufwands sowie der 6rtlichen Begebenheiten der Hohenuntersuchungen ohne
die Mdglichkeit einer zeitnahen und umféanglichen Notfallversorgung im Falle periinter-
ventioneller Komplikationen kaum durchfiihrbar gewesen. Aus diesem Grund wurde auf
die non-invasive, echokardiographische Bestimmung des TRG als Surrogatparameter des
SPAP zurlickgegriffen, was eine etablierte Screening-Methode in der Diagnostik der PH
darstellt [81, 337, 342]. Diese stellte ebenfalls eine Grundlage der Zuordnung Kkirgisischer
Hohenbewohner in die Gruppe der an PH erkrankten Probanden dar. So wurden dieser
Gruppe Probanden mit einem TRG > 40 mmHg zugeordnet, wodurch eine hohe Wahr-
scheinlichkeit des Bestehens einer PH hervorgeht [81, 193, 283]. Probanden der Non-PH-
Gruppe kirgisischer Hohenbewohner wiesen alle einen TRG <23 mmHg auf.

Weiterhin wurden anthropometrische Daten einschlieBlich Alter, Geschlecht, BMI und
Korperoberflache zu allen Studienteilnehmern erhoben. In der Gruppe der chronischen
Hohenexposition stellten sich die Messdaten zu BMI und Kérperoberflache als vergleich-
bar zwischen allen Gruppen dar, jedoch lieR sich erkennen, dass die Gruppe der Flach-
landkontrolle im Durchschnitt jiinger war und eine andere Geschlechterverteilung auf-
wies, was eine mogliche Limitation der Studie darstellen kénnte und ggf. in der Interpre-
tation der Ergebnisse berticksichtigt werden muss [139]. In der Gruppe der akuten Ho-
henexposition stellten sich alle erhobenen anthropometrischen Daten als vergleichbar un-

ter den Teilnehmern dar.
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4.7 Plasmakonzentration zirkulierender Marker in akut und chro-

nisch héhenexponierten Probanden

Verschiedene Alterationen der Plasmakonzentration kardialer und apoptotischer Signale
konnten wéahrend akuter und chronischer Hohenexposition kirgisischer Probanden fest-
gestellt werden.

Betrachtet man den Verlauf der Plasmakonzentration des kardialen Biomarkers BNP
wéhrend akuter Exposition gegentber groflen Hohen, so zeigte dieser einen initialen
Trend zur Steigerung mit zunehmender Zeit der Héhenexposition im Vergleich zum Aus-
gangsniveau unter Flachlandbedingungen [139]. Nach Tag 7 konnte jedoch eine Tendenz
zum Riickgang der erhéhten BNP-Konzentrationen mit sichtbarer Reduktion dieser nach
Rickkehr ins Flachland festgestellt werden [139]. Mit Hinblick auf den gleichzeitig er-
hobenen Verlauf der TRG-Werte, die zu Beginn der Hohenexposition zunachst stark an-
stiegen und mit fortschreitender Dauer dieser sich erneut dem Niveau der Ausgangsmes-
sung anndherten, kénnte es sich dabei um eine leicht verzégerte Reaktion des BNP-Spie-
gels auf gesteigerte rechtskardiale Nachlast durch einen Anstieg des PAP handeln. Diese
Vermutung wird gestiitzt durch die bekannte Synthetisierung und Freisetzung von BNP
in Kardiomyozyten als Reaktion auf ventrikularen Stress im Sinne erhéhter Wandspan-
nung sowie Druck- und Volumenbelastung, wobei die durch BNP initiierte gesteigerte
Diurese, Natriurese sowie arterielle und vendse Vasodilatation des systemischen Kreis-
laufs in einer Reduktion des intravasalen Volumens und der ventrikularen VVor- und Nach-
last resultiert [63, 245]. Ebenfalls findet BNP in der Therapiekontrolle, Risikobewertung
und Prognostik manifester PH Anwendung [81]. Obwohl BNP keinen spezifischen Bio-
marker fir PH darstellt, korreliert es gut mit der Belastungskapazitdt nach NYHA und
lasst Ruckschliisse auf die Mortalitat zu [70, 78, 153, 154, 199, 319]. Jedoch ergab sich
keine klare Veranderung der zirkulierenden Profile dieses kardialen Biomarkers in dau-
erhaften Hohenbewohnern verglichen mit der Flachlandkontrolle, mit Ausnahme einer
nicht signifikanten Verstarkung in Hohenbewohnern ohne PH [139]. Allerdings tendieren
BNP-Level zu einer hohen Variabilitdt und sollten daher im klinischen Kontext beurteilt
werden [81]. Zudem stellen die meisten der erhobenen BNP-Werte sowohl im Kontext
der PH als auch einer méglichen Herzinsuffizienz Werte kaum oberhalb tublicher Grenz-
werte der Normvarianz dar oder finden sich im geringen bis mittleren Risikobereich [80,
81, 174].

Die zirkulierenden ApoC1l-Konzentrationen akut hohenexponierter Probanden stellten
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sich als tiberwiegend vergleichbar innerhalb der verschiedenen Zeitpunkte der Exposition
dar, wahrend sich unter dauerhaften Hohenbewohnern im Vergleich zur Flachlandkon-
trolle erhbhte ApoC1-Levels in der Zirkulation abzeichneten [139]. Dennoch legen die
erhobenen Daten weder wéhrend akuter noch chronischer Hohenexposition eine wesent-
liche Alteration der ApoC1-Plasmakonzentration tiberzeugend nahe [139].

Interessanterweise erfolgten Verdnderungen der TRAIL-Plasmakonzentrationen wahrend
akuter und chronischer Héhenexposition der Probanden in entgegengesetzter Richtung
[139]. Auf der einen Seite stiegen die zirkulierenden Plasmakonzentrationen von TRAIL
bei Bewohnern des Flachlands im Laufe akuter Hohenexposition mit der Anzahl der dort
verbrachten Tage deutlich an und fielen nach Rickkehr in Flachlandregionen durch sig-
nifikante Reduktion erneut auf ein etwas hoheres Niveau als das vor Beginn der Exposi-
tion ab [139]. Auf der anderen Seite zeichnete sich jedoch ein deutlicher, wenn auch nicht
signifikanter Trend zur Reduktion der TRAIL-Plasmakonzentrationen in Bewohnern des
kirgisischen Hochlands, verglichen mit der Flachlandkontrolle, ab, der besonders bei de-
nen auffiel, die eine héheninduzierte PH entwickelt hatten [139]. Weiterhin finden sich
innerhalb der wissenschaftlichen Literatur Studien, die erhdhte Serumlevel von TRAIL
in Patienten eines weiten Spektrums verschiedener Formen der PH nachweisen konnten
[139, 159]. Darunter fanden sich Patienten mit verschieden Formen der PAH, CTEPH
sowie PH aufgrund von Linksherzerkrankungen. Jedoch wurden in diese Untersuchungen
keine Patienten mit HAPH oder anderen Vertretern der hypoxieinduzierten 3. Gruppe der
PH (vgl. Tab. 1.2) mit eingeschlossen [159]. Allerdings konnten innerhalb derselben Stu-
die erhdhte Serum-TRAIL-Konzentrationen in Mausen des hypoxieinduzierten Modells
der PH, verglichen zu deren normoxischen Kontrollen, festgestellt werden [159]. TRAIL
konnte als erforderlicher Faktor der Pathogenese in verschiedenen Nagetiermodellen der
PH identifiziert und mit erhohter Expression in PASMCs, isoliert aus an PAH erkrankten
Patienten [98], sowie durch die hier vorliegende Studie in rein kultivierten, hypoxieexpo-
nierten PASMCs in vitro nachgewiesen werden. Dabei soll TRAIL in vitro einen mitoge-
nen und pro-migratorischen Stimulus fir PASMCs durch Vermittlung des DcR1 sowie
der ERK1/2 darstellen [98]. Allerdings ware TRAIL durch Bindung verschiedener seiner
zellulé&ren und 16slichen Rezeptoren prinzipiell dazu in der Lage sowohl pro-apoptotische
als auch pro-proliferative zellulare Effekte zu vermitteln [35, 147]. Aufgrund all dieser
Diskrepanzen sind weitere Studien dringend notwendig, um die exakte Rolle dieses
apoptotischen Signals sowohl wéhrend akuter als auch chronischer H6henexposition so-

wie im Rahmen der Entwicklung einer HAPH zu identifizieren [139].
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Letztlich konnten deutlich klarere Ergebnisse mit Hinblick auf die untersuchten Plasma-
konzentrationen zirkulierenden Fas-Ligands sowohl wahrend akuter als auch chronischer
Exposition gegenuber grofien Héhen erhoben werden [139]. So zeigte sich in Flachland-
bewohnern, die akut den Umweltbedingungen groRer Hohen ausgesetzt worden waren,
eine deutliche und signifikante Reduktion der FasL-Plasmakonzentrationen [139]. Diese
Reduktion verstarkte sich im Laufe der Hohenexposition und blieb trotz der kurzen Zeit-
spanne dieser selbst nach kurzfristiger Re-Exposition gegentiber Flachlandbedingungen
konstant auf gesenktem Niveau. Zudem zeigten sich die Plasmakonzentrationen Fas-Lig-
ands verglichen mit denen der Flachlandkontrolle als signifikant erniedrigt in Bewohnern
der Hohenregionen, die eine PH entwickelt hatten [139]. Interessanterweise konnten im
Plasma nicht an PH erkrankter Hohenbewohner ebenfalls verminderte FasL-Konzentra-
tionen, verglichen mit Bewohnern des Flachlands, feststellen werden, auch wenn diese
sich nicht als statistisch signifikant erwiesen [139]. Zu guter Letzt ergab sich weiterhin
eine negative Korrelation zwischen den zirkulierenden Konzentrationen Fas-Ligands und
der Hohe des TRG in der Untersuchung zu chronischer Hohenexposition, wodurch po-
tentielle Eigenschaften dieses apoptotischen Markers als Biomarker innerhalb der chro-
nischen Effekte grofler Hohen sowie der hoheninduzierten PH angezeigt werden [139].
Die Serumkonzentrationen Fas-Ligands, der als Induktor des extrinsischen Signalwegs
der Apoptose bekannt ist [5, 11, 198, 222], konnten in Ubereinstimmung mit den hier
erhobenen Ergebnissen durch die wissenschaftliche Literatur, wie oben bereits beschrie-
ben, als relevant im Feld pulmonalvaskuldrer Erkrankungen und speziell der PAH iden-
tifiziert werden [1, 139, 246]. Dabei konnte ein Anstieg der FasL-Expression in aus PAH-
Patienten isolierten PASMCs nachgewiesen werden, nachdem diese in vitro mit PGl be-
handelt worden waren [1, 139]. Die Behandlung mit PGI, war jedoch neben der Steige-
rung der zelluldren FasL-Expression ebenfalls mit erhéhter Induktion der Apoptose in-
nerhalb der PASMCs assoziiert [1, 139]. Diesem Gedanken folgend wurde in der vorlie-
genden Arbeit schlieBlich ein direkter Einfluss Fas-Ligands auf die Proliferation und
apoptotische Aktivitat kultivierter PASMCs untersucht [139].

4.8 Apoptotische und proliferative Effekte Fas-Ligands auf hPASMCs
Durch Kultivierung humaner PASMCs in Medien mit verschiedenen Konzentrationen ei-
nes rekombinanten, lI6slichen FasL und anschlielender Bestimmung der apoptotischen
Aktivitat mittels eines lumineszenzbasierten Apoptoseassays konnte in der vorliegenden
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Arbeit nachgewiesen werden, dass FasL zur Steigerung apoptotischer Prozesse innerhalb
hPASMCs fuhrt [139]. Damit in Einklang stehend konnten pro-apoptotische Effekte von
FasL auf hPASMCs ebenfalls in der wissenschaftlichen Literatur beschrieben werden
[139, 316, 345]. Weiterhin wurden die Effekte Fas-Ligands auf die Proliferation humaner
PASMCs in der vorliegenden Arbeit sowohl durch erneute Zugabe des rekombinanten,
I6slichen FasL als auch durch Zusatz eines Fas-Rezeptor-blockierenden Antikdrpers
(Anti-Fas) ins Kulturmedium der PASMCs und anschlieRende Bestimmung der relativen
Zellproliferation mittels eines kolorimetrischen Immunassays untersucht. Dabei konnten
durch Rickgang der Proliferation unter Einfluss des rekombinanten, 16slichen FasL klar
anti-proliferative Eigenschaften Fas-Ligands sowohl unter normoxischen als auch unter
hypoxischen Verhaltnissen nachgewiesen werden [139]. Diese konnten ebenfalls durch
gesteigerte Proliferation humaner PASMCs sowohl unter Basalbedingungen als auch un-
ter hypoxischen Verhéltnissen nach Blockade des zelluldren Fas-Rezeptors durch Anti-
Fas untermauert werden [139]. Weiterhin bestatigte sich dieser anti-proliferative Einfluss
des Fas-Signalwegs auf hPASMCs durch Blockade des Fas-Rezeptors nach Stimulation
der Zellen mit PDGF, einem Wachstumsfaktor mit sowohl mitogenen als auch anti-
apoptotischen Eigenschaften in glatten Muskelzellen und verschiedenen weiteren Gewe-
ben, der eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der PAH sowie hypoxieinduzierter PH
inne hat und zum Remodeling pulmonaler GefaRe beitragt [75, 139, 253, 309]. Alteratio-
nen der FasL-Konzentration kénnten also durch dessen pro-apoptotische und anti-prolife-
rative Einfliisse auf hPASMCs einen entscheidenden Faktor innerhalb des durch apopto-
tische und proliferative Dysregulation gepragten pulmonalvaskuldren Remodelings in

grofRen Hohen darstellen.

4.9 FasL im Kontext héheninduzierter PH

Die deutliche Reduktion der FasL-Konzentration in der Zirkulation akut sowie chronisch
hohenexponierter Probanden legt einen Einfluss dieses apoptotischen Faktors in der Ver-
mittlung physiologischer und pathophysiologischer Effekte grofRer Hohen nahe [139].
Aufgrund der eminenten Verminderung in Héhenbewohnern, die eine PH entwickelt hat-
ten, sowie dem Nachweis der Vermittlung anti-proliferativer und pro-apoptotischer Funk-
tionen Fas-Ligands in hPASMCs sowohl unter hypoxischen Bedingungen als auch unter
Einfluss eines flr die Pathogenese der PH entscheidenden Wachstumsfaktors konnte die
Dysregulation von FasL eine wichtige Rolle im Kontext hoheninduzierter PH einnehmen
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[139]. Zur Untersuchung einer moglichen Integration von FasL in die Pathophysiologie
hypoxieinduzierten pulmonalvaskulédren Remodelings sowie zur Ermittlung dessen mog-
lichen diagnostischen sowie therapeutischen Potentials bedarf es jedoch weiterer For-
schung.

Die negative Korrelation plasmatischer FasL-Konzentrationen mit der Hohe des gemes-
senen TRG in dauerhaften Bewohnern des Hochlandes legt zunéchst einmal eine poten-
tielle Verwendung dieses apoptotischen Markers in der Diagnostik erhéhter pulmonalar-
terieller Druckniveaus innerhalb dieses Patientenkollektivs nahe. Das Ausbleiben einer
Bestatigung dieser Korrelation innerhalb akut héhenexponierter Probanden ist dabei am
ehesten auf das Uberwiegen der HPV als Ursache des gesteigerten PAP in den Frithpha-
sen hypoxischer Exposition zurtickzufuhren [333]. Im Laufe chronischer Exposition ge-
geniiber grofRen Hohen und der damit verbundenen Hypoxie nehmen strukturelle Verén-
derungen des vaskuldren Remodelings, in dessen Kontext die Rolle von FasL zu sehen
ist, zunehmend mehr Bedeutung in der Erhhung und Aufrechterhaltung des pulmonalar-
teriellen Druckniveaus ein [210, 333]. Jedoch zeigt die friihzeitige Reduktion der Plas-
makonzentration Fas-Ligands selbst nach akuter Hohenexposition ebenfalls eine mogli-
che Rolle des Fas-Signalwegs in die Frihphase hypoxieinduzierten vaskuldaren Remode-
lings, das im Laufe der Zeit durch gesteigerte Proliferation und ,,apoptotische Resistenz*
vaskularer Zellen zur Hypertrophie der GefaBwand und damit durch Obliteration des Ge-
faklumens zur Steigerung der PVR und zur Erhéhung des PAP fihrt [40, 156, 210, 339,
343]. Zur Analyse einer potentiellen Nutzung zirkulierender FasL-Levels zur Detektion
oder Prognostik der HAPH bedarf es jedoch groélRer angelegter Untersuchungen, die eine
Aussage hinsichtlich Spezifitat, Sensitivitat sowie prognostischer Relevanz erniedrigter
FasL-Plasmakonzentrationen innerhalb chronisch héhenexponierter Populationen zulas-
sen.

Das therapeutische Potential Fas-Ligands innerhalb Pulmonaler Hypertonie konnte be-
reits durch Akagi et al. demonstriert werden, die einen pro-apoptotischen Effekt von PGl»
auf PAH-PASMCs, vermittelt durch IPs-Rezeptoren sowie eine Steigerung der zelluldren
FasL-Expression, nachwiesen [1]. Dabei korrelierten unter der Therapie gesteigerte Se-
rum-FasL-Konzentrationen signifikant positiv mit der eingesetzten PGl.-Dosis in Patien-
ten mit IPAH [1]. Diese pro-apoptotischen Eigenschaften PGl.s in PAH-PASMCs er6ff-
nen neben den bekannten vasodilatatorischen und anti-proliferativen Effekten dieses Me-

dikaments [43] unter Umsténden die Moglichkeit einer Umkehr oder Reduktion des vas-
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kuldren Remodelings in vivo. Durch die in der vorliegenden Arbeit gezeigten pro-apopto-
tischen und anti-proliferativen Effekte Fas-Ligands auf hPASMCs in vitro sowie die Re-
duktion von dessen Plasmakonzentration in Hohenbewohnern mit HAPH ergeben sich
mdoglicherweise ebenfalls neue Optionen zur Erweiterung der bisher stark eingeschrank-
ten Therapiemoglichkeiten der HAPH. Jedoch scheidet eine einfache systemische An-
wendung von Fas-Agonisten, wie einem rekombinanten FasL oder Fas-aktivierenden An-
tikdrpern, durch deren fulminante toxische Nebenwirkungen in gesunden Geweben [158,
207, 223] aus, sodass der Entschlusselung der vorgelagerten Signalkaskade der FasL-
Expression im Rahmen der Exposition gegeniiber Hypoxie und groRen Hohen eine ent-
scheidende Bedeutung in der Suche nach einer moglichst spezifischen Therapieoption der
HAPH zukommt.

Dabei ist die Genese reduzierter Plasmakonzentrationen Fas-Ligands wahrend akuter und
chronischer Hohenexposition bisher ungeklart. Zwar konnte in der vorliegenden Arbeit
eine Alteration der FasL-mRNA-Expression in kultivierten hPASMCs unter Hypoxie
festgestellt werden, jedoch zeigte sich hier eine Steigerung der Expression auf mRNA-
Ebene, welche durch weitere Untersuchungen der Proteinexpression Fas-Ligands in die-
sen bestéatigt werden sollte. Es bleibt jedoch zu beachten, dass eine Reinkultur humaner
PAMSCs nicht die Komplexitét der vielfaltigen Interaktionen zwischen den am GefaRi-
wandaufbau beteiligten Zelltypen widerspiegeln kann [210]. So kénnten in vivo vasku-
lare Endothelzellen und Fibrobalsten durch Sekretion verschiedener Zytokine und
Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise PDGF oder IGF1 [210], die FasL-Expression hu-
maner PASMCs unter Hypoxie beeinflussen. Hier ware beispielsweise eine Signalver-
mittlung Uber den PI3K/Akt-Signalweg vorstellbar, durch den PDGF in verschiedenen
Geweben Uberwiegend die Inhibition der Apoptose und Steigerung der Proliferation ver-
mittelt [50, 132, 253, 307, 308]. Akt vermittelt seinen zelluldren Uberlebenseffekt durch
Inhibition pro-apoptotischer Proteine wie Caspase 9 oder Bad, aber auch durch Phospho-
rylierung und damit Inhibition von Proteinen der humanen Forkhead-Familie, die als
Transkriptionsfaktoren unter anderem zur Induktion des FasL-Gens fiihren [36, 128, 158,
316]. Es resultiert also eine Reduktion der zelluldren FasL-Expression. Aufgrund dieses
und weiterer moglicher Signalwege bedarf es der genauen Untersuchung zellularer Inter-
aktionen im Rahmen des vaskuldren Remodelings speziell im Hinblick moglicher Ein-
flisse auf die Expression Fas-Ligands. Weiterhin konnten vaskulare Endothelzellen oder

umliegende Immunzellen, die nachweislich in der Lage sind FasL zu exprimieren [158],
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selbst, durch verminderte Expression unter Hypoxie, an der Reduktion der Plasmakon-
zentration Fas-Ligands in groBen Hohen beteiligt sein sowie durch Minderung parakriner
Effekte dieses zur Senkung der Apoptoserate humaner PASMCs und damit zur Hypertro-
phie der pulmonalvaskularen Media beitragen. Es werden also zusatzliche Untersuchun-
gen der hypoxischen FasL-Expression weiterer Zellreihen der pulmonalen Gefalwand
und daruber hinaus ben6tigt, um dessen erniedrigte Plasmakonzentration wahrend akuter
und chronischer Hohenexposition zu erkléren. Zudem gilt es die genauen Mechanismen
der Freisetzung Fas-Ligands als léslichen Faktor in die Zirkulation versus der Expression
als zellgebundenes Transmembranprotein zu identifizieren, wobei proteolytische Spal-
tung durch Metalloproteasen sowie verschiedene Spleil3varianten eine Rolle spielen
kdnnten [128, 158]. AbschlieBend wird der Entschlisselung der exakten Funktion der
verschiedenen loslichen und membrangebundenen Varianten Fas-Ligands unter dem
Hintergrund ihrer apoptotischen aber auch moglicher non-apoptotischer Signalwege
[155] im Kontext vaskuldren Remodelings eine entscheidende Rolle zukommen.

4.10 Fazit & zukunftige Perspektiven

Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Ergebnisse erwiesen zum ersten Mal eine Re-
duktion zirkulierender Konzentrationen des apoptotischen Akteurs Fas-Ligand wahrend
akuter und chronischer Exposition gegenuber den Umweltbedingungen groRer Hohen.
Weiterhin implizieren dessen pro-apoptotische und anti-proliferative Eigenschaften in re-
levanten Zellen der pulmonalen Gefalwand eine wichtige Rolle der Dysregulation Fas-
Ligands im Kontext pulmonalvaskulédren Remodelings und der héheninduzierten Pulmo-
nalen Hypertonie.

Hierbei muss in der weiteren Forschung jedoch bertcksichtigt werden, dass der immen-
sen Komplexitéat der Pathogenese hypoxieinduzierter Pulmonaler Hypertonie mit wech-
selseitigen Interaktionen verschiedener Zellreihen und molekularer Faktoren ebenso viel-
seitige und komplexe Funktionen apoptotischer Signale gegentber stehen. Daher wird
zukilnftig der Entschlusselung der vorgeschalteten Signalkaskade sowie der exakten
Funktion der verschiedenen Expressionsvarianten Fas-Ligands im Rahmen der Exposi-
tion gegeniiber Hypoxie und grofRen Hohen eine entscheidende Bedeutung zukommen.
Ebenfalls bedarf es weiterer Untersuchungen, um dessen mdgliches therapeutisches und

diagnostisches Potential in héhenexponierten Populationen zu evaluieren.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Exposition gegenuber grofen Hohen kann durch die Effekte akuter und chronischer Hy-
poxie auf das kardiopulmonale System neben akut hdheninduzierten Erkrankungen zur
Entwicklung einer héheninduzierten Pulmonalen Hypertonie fiihren. Dabei spielt die
Dysregulation von Proliferation und Apoptose eine entscheidende Rolle in der Pathoge-
nese Pulmonaler Hypertonie, da diese zu Remodeling-Prozessen der pulmonalen Gefal-
wand und damit zur Erhéhung des pulmonalarteriellen Drucks beitragt. Aufgrund dieser
und weiterer zellularer Anomalien wurde die Pulmonale Hypertonie in den letzten Jahren
haufig als tumorahnliche Erkrankung beschrieben.

Ein Ungleichgewicht pro- und anti-apoptotischer Signalwege sowie eine Alteration zir-
kulierender, apoptotischer Signale konnte bereits fur mehrere Pathologien mit Dysregu-
lation der Apoptose wie Tumorerkrankungen, Herzerkrankungen und andere Formen der
Pulmonalen Hypertonie beschrieben werden. Jedoch war bisher nichts iber die Expressi-
onsprofile apoptotischer Signale in der Zirkulation akut und chronisch héhenexponierter
Menschen bekannt.

Verglichen zu normoxischen Bedingungen konnte in der vorliegenden Arbeit durch Me-
thoden der mMRNA-Quantifizierung eine erhéhte Genexpression verschiedener zellularer,
apoptotischer Signale in humanen, pulmonalarteriellen, glatten Muskelzellen (PASMCs)
unter Hypoxie gezeigt werden. Unter den analysierten zirkulierenden, apoptotischen Sig-
nalen zeigte Fas-Ligand eine deutliche und zeitabh&ngige Reduktion seiner Plasmakon-
zentration in akut héhenexponierten Bewohnern des Flachlands. Zudem konnte ebenfalls
eine Reduktion der Plasmakonzentration Fas-Ligands in Hohenbewohnern mit Pulmona-
ler Hypertonie verglichen mit der Flachlandkontrolle festgestellt werden. Weiterhin ergab
sich eine negative Korrelation zwischen den Plasmakonzentrationen Fas-Ligands und der
Hohe der erhoben TRG (trikuspidaler Regurgitationsgradient) -Werte in dauerhaften Be-
wohnern des Hoch- und Flachlands. AbschlieRend konnte ein pro-apoptotischer und anti-
proliferativer Effekt Fas-Ligands auf humane PASMCs in vitro nachgewiesen werden.
Die Zusammenschau dieser Ergebnisse zeigt eine Reduktion zirkulierender Fas-Ligand-
Levels wéhrend akuter und chronischer Exposition gegentiber groRen Hohen. Aufgrund
der pro-apoptotischen und anti-proliferativen Funktionen Fas-Ligands in humanen PAS-
MCs impliziert diese Arbeit weiterhin eine mogliche Rolle der Dysregulation Fas-Lig-

ands im Kontext héheninduzierter Pulmonaler Hypertonie.
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6 SUMMARY

Besides acute altitude-induced diseases, exposition to high-altitude environment with its
acute and chronic hypoxic effects on the cardiopulmonary system can lead to develop-
ment of high-altitude pulmonary hypertension. Contributing to remodelling processes of
the pulmonary vessel wall and thereby to an increase of pulmonary arterial pressure,
dysregulation of proliferation and apoptosis plays a key role in the pathogenesis of pul-
monary hypertension. Due to these and further cellular abnormalities, pulmonary hyper-
tension has often been described as a cancer-like disease in recent years.

So far, an imbalance of pro- and anti-apoptotic molecular pathways as well as an altera-
tion of circulating apoptotic signals have been described in pathologies associated with
dysregulated apoptosis such as cancer, heart disease, and other forms of pulmonary hy-
pertension. However, there is a lack of research regarding the expression profiles of apop-
totic signals in the circulation of humans exposed to the acute and chronic effects of high
altitude.

In the present study, methods of MRNA quantification revealed increased gene expression
of various cellular apoptotic signals in human pulmonary artery smooth muscle cells
(PASMCSs) under hypoxia compared to normoxic conditions. Among the analysed circu-
lating apoptotic signals, Fas ligand showed a prominent and time-dependant decrease in
plasma concentration in lowlanders acutely exposed to high altitude. Moreover, a reduc-
tion of Fas ligand plasma concentration was found in highlanders with pulmonary hyper-
tension, as compared to lowland controls. Furthermore, a negative correlation between
Fas ligand plasma concentrations and the TRG (tricuspid regurgitant gradient) values of
permanent high- and lowland inhabitants was detected. Finally, a pro-apoptotic and anti-
proliferative effect of Fas ligand on human PASMCs was verified in vitro.

These findings demonstrate a reduction of circulating Fas ligand levels during acute and
chronic exposure to high-altitude environment. This study furthermore implicates a po-
tential role of dysregulated Fas ligand in high-altitude pulmonary hypertension due to its
pro-apoptotic and anti-proliferative effect in human PASMCs.
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7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Formelzeichen & Symbole

Abkurzungsverzeichnis

>

Anzahl

x

-fach/mal

o

Grad

groler

groRer gleich

kleiner

kleiner gleich

N[NV |V

mal

minus

plus-minus

pro / geteilt durch / oder

proportional zu

Prozent/-prozentig

Signifikanzwert

und

Nigeo [ |~

ungefahr

Chemische (Summen-)Formeln & Elementensymbole

Ar Argon

Ca Calcium

Ca' Calcium-lonen

CO2 Kohlenstoffdioxid

dH20 destilliertes Wasser

Fe Eisen

H20 Wasser

HCI Chlorwasserstoff (Salzsaure)

K* Kalium-lonen

Mg Magnesium

N2 Stickstoff

Na* Natrium-lonen

NaOH Natriumhydroxid

NO Stickstoffmonoxyd

0)) Oxygenium — Sauerstoff

H20: Wasserstoffperoxyd
Griechisches Alphabet

o Alpha

B Beta

Y Gamma

A

Delta (Differenz)
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Abkurzungsverzeichnis

n Eta
K Kappa
u My (Mikro-, 10%)
T Pi
Einheiten
°C Grad Celsius
pL Mikroliter
pum Mikrometer
A Ampere
cm Zentimeter
cm? Quadratzentimeter
d day - Tag
dL Deziliter
ft Feet - FuB
g Gramm
G Vielfaches der Erdbeschleunigung
h Stunde/-stiindig
Hm Hohenmeter (Hohe in Metern Uber dem Meeresspiegel)
in. Inch
kg Kilogramm
L Liter
M Molar
m Meter
m? Quadratmeter
mA Milliampere
min Minute
mL Milliliter
mm Millimeter
mM Millimolar
mmHg Millimeter Quecksilbersaule
mol Mol (6,02214076 x 10% Teilchen)
ng Nanogramm
nm Nanometer
pg Pikogramm
pH potentia hydrogenii - negativer dekadischer Logarithmus
der H3O"-Konzentration
RPM revolutions per minute - Umdrehungen pro Minute
sec second - Sekunde
WE Wood-Einheit
Geléaufige Abkirzungen
A arteria - Arterie
Aa. arteriae - Arterien
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Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Anti- gegen

bzw. Beziehungsweise

ca. circa - ungeféhr

et al. et alteri - und andere
gof. gegebenenfalls

Hrsg. Herausgeber

inkl. inklusive — einschlieBlich
Kontr. Kontrolle

Lfd. laufend

M. Membrana

Nr. Nummer

Pro- flr

RT Raumtemperatur

spez. spezifisch

UK United Kingdom - Vereinigtes Konigreich
USA United States of America - Vereinigte Staaten von Amerika
V. vena — Vene

VS. Versus - gegen

Vv. venae — Venen

z.B. zum Beispiel

Wissenschaftliche Termini

AIDS acquired immunodeficiency syndrome - erworbenes Im-
mun-Defizienz-Syndrom

AlF apoptosis activating factor - apoptoseinduzierender Fak-
tor

Akt Proteinkinase B (PKB)

AMS acute mountain sickness — akute Hohenkrankheit

Anti-Fas Fas-Rezeptor neutralisierender Antikorper

APAF-1 apoptosis activating factor 1 - apoptoseaktivierender
Faktor 1

APOC1 / ApoC1 Apolipoprotein C1

ARDS acute respiratory distress syndrome — akutes Lungen-
versagen

ASC apoptosis-associated speck-like protein containing a
caspase-recruitment domain - apoptoseinduzierendes
speck-&hnliches Protein mit Caspaserekrutierungsdomane

BAL Bronchioalveolédre Lavage

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 - B-Zelllymphom-Protein 2

BID BH3 interacting domain death agonist

BIR baclovirus inhibitor of apoptosis repeat — Baclovirus-
Apoptoseinhibitor Repeat

BMI Body-Mass-Index

BNP B-type natriuretic peptide - B-Typ natriuretisches Peptid

bp Basenpaare

BrdU 5-Bromo-2’-Desoxyuridin
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BSA body surface area — Korperoberflache

CAD Caspase aktivierte DNase

cCAMP cyklisches Adenosinmonophosphat

Casp Caspase

CCL C-C motif chemokine ligand - C-C-Motifchemokinligand

CD40L cluster of differentiation 40 ligand - Differnzierungsclus-
ter-40-Ligand

cDNA complementary DNA - komplementare DNA

cFLIP cellular FLIP - zellulares FLIP

cGMP cyklisches Guanosinmonophosphat

CMS chronic mountain sickness - chronische Hohenkrankheit

COPD chronic obstructive pulmonary disease - chronisch ob-
struktive Lungenerkrankung

CpcPH Combined post- and pre- capillary PH - kombiniert post-
und prékapillare PH

CPI Cardio-Pulmonary Institute - Kardio-Pulmonales Institut

CT Computertomographie

CTEPH Chronisch thromboembolische Pulmonale Hypertonie

cw continuous wave

CXCL C-X-C motif chemokine ligand - C-X-C-Motifchemokin-
ligand

DcR decoy receptor - “Koder”-Rezeptor

DD death domain - Todesdomaéne

DED death effector domain — Todeseffektordoméne

Diablo direct IAP-binding protein with low pl - direkt IAP-bin-
dendes Protein mit niedrigem pl

DISC death-inducing signalling complex - todesinduzierender
Signalkomplex

DNA desoxyribonucleic acid - Desoxyribonukleinséure

DPBS Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline -
Dulbecco's phosphatgepufferte Salzlosung

DR death receptor — Todesrezeptor

dRn Delta Rn

dsDNA double stranded DNA - Doppelstrang-DNA

dT Desoxythymidin

ECAM endothelial cell adhesion molecule - Endothelzel-
ladh&sionsmolekul

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF epidermal growth factor - epidermaler Wachstumsfaktor

EKG Elektrokardiographie

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay - Enzymgebunde-
ner Immun(ad)sorptions-Test

ERK extracellular regulated kinase - extrazellulér regulierte
Kinase

ERS European Respiratory Society - Europdische Gesellschaft
fur Atemwegserkrankungen

ESC European Society of Cardiology - Européische Gesell-
schaft fur Kardiologie

ET-1 Endothelin 1
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EvG Elastica-van-Gieson

FADD Fas-associated death domain protein -
Fas-assoziiertes Protein mit Todesdomane

FasL / FASLG Fas-Ligand

FBS fetal bovine serum - fetales Kalberserum

FGF Fibroblast growth factor — Fibroblastenwachstumsfaktor

FLIP FADD-like ICE inhibitory proteins - FADD &hnliche
ICE-Inhibitorproteine

FP forward primer - Vorwartsprimer

GM-CSF granulocyte macrophage colony stimulating factor - Gra-
nulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor

HA high altitude - groRe Hohe

HACE high-altitude cerebral edema — Héhenhirnédem

HAPE high-altitude pulmonary edema - Hohenlungenddem

HAPH high-altitude pulmonary Hypertension - htheninduzierte
Pulmonale Hypertonie

Hb H&moglobin

HDAC Histondeacetylase

HE Héamatoxylin-Eosin

HF Herzfrequenz

HIF Hypoxia-inducible factor —Hypoxieinduzierbarer Faktor

Hox Hypoxie

hPASMCs human pulmonal arterial smooth muscle cells -
humane pulmonalarterielle glatte Muskelzellen

HPV Hypoxisch pulmonale Vasokonstriktion

HVR hypoxic ventilatory response - hypoxisch ventilatorische
Antwort

HzV Herzzeitvolumen

IAPs Inhibitors of apoptosis - Inhibitoren der Apoptose

ICAD Inhibitor der CAD

ICAM intercellular adhesion molecule - interzellulares Adhési-
onsmolekdl

ICE Interleukin-1-converting enzyme - Interleukin-1-Konver-
sionsenzym

IGF1 insulin-like growth factor - insulindhnlicher
Wachstumsfaktor

IgG Immunglobulin G

IKKYy inhibitor of NFxB subjunit y - Inhibitor von NFxB Un-
tereinheit y

IL Interleukin

IPAH Idiopathische Pulmonalarterielle Hypertonie

IpcPH isolated post-capillary PH - isoliert postkapillare PH

LA low altitude - geringe Hohe

LVEF Linksventrikuldre Ejektionsfraktion

MAPK Mitogenaktivierte Proteinkinase

MCP monocyte chemoattractant protein - Monozyten-Lock-
stoff-Protein

MCT Monocrotalin
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MISC motility-inducing signaling complex — Motilitat induz-
ierender Signalkomplex

mPAP pulmonalarterieller Mitteldruck

MRNA messenger RNA - Boten-RNA

MRT Magnetresonanztomographie

NAD(P)H Nictotinamidadenindinukleotid(-phosphat)

NCBI National Center for Biotechnology Information - Nationa-
les Zentrum fir Biotechnologische Information

NF«B nuclear factor of k-light-chain-enhancer of activated B-
cells - nukledrer Faktor des k-Leichtkettenverstéarkers ak-
tivierter B-Zellen

NLR nucleotide-binding domain leucin-rich repeat - Nukleo-
tidbindedoméne Leucin-reiche Wiederholung

Nox Normoxie

NPPB Natriuretic peptide B - Natriuretisches Peptid B

NTproBNP N-terminales-pro-BNP

NYHA New York Heart Association

PAH Pulmonalarterielle Hypertonie

PaO2 arterieller Sauerstoffpartialdruck

PAP pulmonary arterial pressure - pulmonalarterieller Druck

PASMC pulmonal arterial smooth muscle cell -
pulmonalarterielle glatte Muskelzelle

PAWP pulmonary arterial wedge pressure - pulmonalarterieller
Wedge-Druck

Ps Barometrischer Luftdruck

PBGD human porphobilinogen deaminase - Humane Porphobil-
inogendeaminase

PBS Phosphate Buffered Saline - Phosphat-gepufferte Salzl6-
sung

PCH Pulmonary capillary haemangiomotosis - pulmonalka-
pillare Hamangiomatose

pCO2 Kohlenstoffdioxidpartialdruck

PCR Polymerase chain reaction - Polymerase-Kettenreaktion

PDE Phosphodiesterase

PDGF Platelet-derived growth factor - plattchenabstammender
Wachstumsfaktor

PFP Plattchenfreies Plasma

PGl Prostaglandin I,

PH Pulmonale Hypertonie

pH20 Wasserdampfdruck

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

piO2 Inspiratorischer Sauerstoffpartialdruck

pO> Sauerstoffpartialdruck

PVOD Pulmonary veno-occlusive disease - pulmonale ve-
nookklusive Erkrankung

PVR pulmonary vascular resistance - pulmonaler Gefélwie-
derstand (pulmonalvaskulére Resistance)

gRT-PCR Quantitative Real time-PCR
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RasGap Ras GTPase activating protein - Ras-GTPase aktivieren-
des Protein

rhEGF recombinant human epidermal growth factor -
rekombinanter humaner epidermaler Wachstumsfaktor

rhFGF-B recombinant human fibroblast growth factor-B -
rekombinanter humaner Fibroblastenwachstumsfaktor B

RIPK1 receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1-
rezeptoerinteragierende Serin/Threonin-Proteinkinase 1

Rn normalized reporter signal - normalisiertes Reporter-Sig-
nal

RNA ribonucleic acid - Ribonukleinséure

ROS reaktive oxygen species - reaktive Sauerstoffspezies

RP reverse primer - Rickwartsprimer

RPM revolutions per minute - Umdrehungen pro Minute

SD standard deviation - Standardabweichung

SDF stromal cell-derived factor - Bindegewebsfaktor

sGC soluble guanylate cyclase - Losliche Guanylatzyklase

Smac second mitochondria-derived activator of caspases -
zweiter Caspasenaktivator aus Mitochondrien

sPAP systolischer pulmonalarterieller Druck

STAT3 signal transducer and activator of transcription 3 - Sig-
nalwandler und Aktivator der Transkription 3

TAE TRIS-Acetat-EDTA-Puffer

Taq Thermus aquaticus

tBID truncated BID - gekiirztes BID

TNF Tumor necrosis factor - Tumornekrosefaktor

TNFSF10 Tumor necrosis factor superfamily 10 (TRAIL) - Tu-
mornekrosefaktor-Superfamilie 10 (TRAIL)

TNFSF6 Tumor necrosis factor superfamily 6 (Fas Ligand) - Tu-
mornekrosefaktor-Superfamilie 6 (Fas Ligand)

TRAF2 TNF receptor associated factor 2- TNF-rezep-
torassoziierter Faktor 2

TRAIL TNF-related apoptosis imducing ligand -
TNF-verwandter apoptoseinduzierender Ligand

TRAIL-R TRAIL-Rezeptor

TRG tricuspid regurgitant gradient - trikuspidaler Regurgita-
tionsgradient

TRIS Tris(hydroymethyl)-aminomethan

TRPC6 transient receptor potential cation channel 6 - transienter
Rezeptorpotentialkationenkanal

TTE Transthorakale Echokardiographie

TXA? Thromboxan A2

uv Ultraviolett-Strahlung

VCAM vascular cell adhesion molecule - Gefal3zel-
ladhasionsmolekiil

VEGF Vascular endothelial growth factor - vaskulér endothe-
lialer Wachstumsfaktor

WM Wachstumsmedium
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Background: Circulating apoptotic signals (CASs) have been described in the
pathologies associated with dysregulated apoptosis, such as cancer, heart diseases,
and pulmonary hypertension (PH). However, nothing is known about the expression
profiles of these markers in the circulation of humans exposed to acute and chronic
effects of high altitude (HA).

Methods: Gene expression levels of different apoptotic signals (ASs) were analyzed
in human pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs) upon hypoxia incubation.
In addition, we measured the plasma values of relevant CAS in Kyrgyz volunteers during
acute and chronic exposure to HA. Finally, we analyzed the effects of pro-apoptotic
mediator Fas ligand (FasL) on apoptosis and proliferation of human PASMCs.

Results: Several cellular AS were increased in PASMCs exposed to hypoxia,
in comparison to normoxia condition. Among analyzed CAS, there was a prominent
reduction of FasL in lowlanders exposed to HA environment. Furthermore, decreased
circulatory levels of FasL were found in highlanders with HA-induced PH (HAPH), as
compared to the lowland controls. Furthermore, FasL concentration in plasma negatively
correlated with tricuspid regurgitant gradient values. Finally, FasL exerted pro-apoptotic
and anti-proliferative effects on PASMCs.

Conclusion: Our data demonstrated that circulating levels of FasL are reduced during
acute and chronic exposure to HA environment. In addition, dysregulated FasL may play
arole in the context of HAPH due to its relevant functions on apoptosis and proliferation
of PASMCs.

Keywords: high altitude, circulating apoptotic markers, Fas ligand, hypoxic pulmonary hypertension, pulmonary
artery smooth muscle cells
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INTRODUCTION

High altitude is a well-known extreme environment characterized
by hypoxia, among other abiotic factors, and may exert
prominent acute and chronic effects on respiratory and
cardiovascular systems (Maggiorini and Leon-Velarde, 2003;
West, 2012; Mirrakhimov and Strohl, 2016). An important part
of the human population inhabits high altitudes of our planet and
a large number of people visit these elevations periodically due
to several reasons (Mirrakhimov and Strohl, 2016; Azad et al.,
2017). Short-term exposure of non-acclimatized people to high
altitude may provoke the appearance of several acute mountain
disorders, including acute mountain sickness and high-altitude
pulmonary edema (West, 2012). Long-term exposure to this
challenging external surrounding may lead to development of
high altitude-induced pulmonary hypertension (HAPH), which
is a pathological condition currently classified in the group 3
of pulmonary hypertension (PH) (Maggiorini and Leon-Velarde,
2003; Simonneau et al., 2013; Mirrakhimov and Strohl, 2016).

In general, pulmonary vascular remodeling as the
main attribute of PH pathology appears due to significant
dysregulation of normal processes in the pulmonary vascular
cells, such as proliferation and apoptosis (Schermuly et al., 2011;
Malczyk et al.,, 2016; Stenmark et al., 2018; Thenappan et al,,
2018). Abnormal regulation of apoptosis and occurrence of
“apoptotic-resistant” phenotype in pulmonary vascular cells,
such as pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs), are
important hallmarks of hypoxia-induced PH pathogenesis (Yang
etal., 2001; Chen et al., 2014; Li et al., 2017; You et al., 2018). Due
to the existence of these cellular abnormalities, e.g., increased
proliferation and resistance to apoptosis, PH is often described
as a “tumor-like disease” in recent years (Chan and Rubin, 2017;
Marshall et al.,, 2018). However, despite clear advancement in
understanding of the role of apoptosis in hypoxia-associated
PH and PH in general, many questions remain unresolved and
insufficiently investigated.

A disbalance between pro- and anti-apoptotic molecular
pathways has been described as an important phenomenon in
the cancer field (Holdenrieder and Stieber, 2004). In addition to
the general pathobiology of cellular apoptosis, several circulating
apoptotic signals (CASs) have been evaluated as promising
biomarkers relevant to the tumor pathologies (Holdenrieder and
Stieber, 2010). In the field of cardiovascular diseases, some of
the apoptotic markers have been also identified in the blood
circulation (Parissis et al., 2004; Niessner et al., 2009). With regard
to the pulmonary vascular disease, it has been demonstrated that
the levels of CASs, namely Fas ligand (FasL) and tumor necrosis
factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), are
changed in response to therapy or altered in patients with PH,
respectively (Akagi et al., 2013; Liu et al., 2015). However, almost
nothing is known about the profiles of circulating apoptotic
markers in the context of human individuals exposed to high
altitude hypoxic condition.

Therefore, we investigated for the first time the potential
changes in the plasma levels of different apoptotic signals,
including FasL, TRAIL and apolipoprotein Cl (ApoCl),
in human individuals who live permanently in high altitude
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regions and lowland subjects who spent a short period of time
in such environment. Finally, the potential alteration in gene
expression profile of various apoptotic players, for example
caspase (Casp) 1 and 3, survivin, Fas-associated death domain
protein (FADD)-like ICE inhibitory protein (FLIP), ApoCl,
TRAIL and FasL, was analyzed in human PASMCs exposed to
hypoxia for different time durations.

MATERIALS AND METHODS
Study Design

In order to analyze the circulating profiles of various apoptotic
markers during acute and chronic exposure to high altitude
hypoxia, we have performed two studies among the Kyrgyz
population.

First, for the purpose of investigating the people permanently
living at high altitude environment, we have selected the human
community of Sary-Mogol and Achyk-Suu villages, which are
located in Alay and Chon-Alay districts of the province of Osh
in the southern part of Kyrgyzstan. These villages are settled at
altitudes of 3000-3100 m, but the most of the residents usually
spend 3-4 months per year at even higher elevations (3200-
3600 m). Importantly, we ensured that all subjects enrolled in
the study were ethnic Kyrgyz and were born and permanently
living at high altitudes. As the lowland control, we have included
the volunteers from Bishkek, Kyrgyzstan (approximately 760 m
above the sea level). All participants of the study underwent the
general anthropometric and echocardiographic measurements
(please see below), followed by collection of the peripheral blood
and separation of the citrated platelet free plasma (PFP).

Secondly, for the purpose of investigating the people acutely
exposed to high altitude hypoxia, we had a group of healthy
Kyrgyz males. Initially, the subjects underwent examination
in Bishkek (low altitude (LA 1) at 760 m, with the outside
temperature ranging from 28 to 35°C during the study
execution). After that, the participants were transported by
road to an altitude of 3200 m (Tuya-Ashuu pass, Kyrgyzstan)
(Figure 1), where the outside temperature was in the range
5-20°C, while inside the rooms in the research station the
temperature was maintained at 22 + 2°C. The first 2 days
after arrival to high altitude environment the subjects took

FIGURE 1 | High altitude research station near to the Tuya-Ashuu pass
(3200 m), Kyrgyzstan. The photograph is original work of one of the authors.
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complete rest. During the next 2 days they were allowed to
walk at plains and downhill. Thereafter, the participants were
involved in common activities, such as indoor games, watching
TV, playing table tennis or billiard, along with morning drill,
walking and other galley duties. Importantly, all subjects were
free of cardiac or neurological problems and were not consuming
any kind of medications. In addition to the basal examination
in Bishkek (LA 1) at low altitude, all individuals underwent
echocardiographic measurements, followed by the collection of
the peripheral blood and separation of the EDTA plasma on days
2 (HA 2), 7 (HA 7), and 20 (HA 20) of high altitude exposure,
and on the second day after descent to Bishkek at low altitude
again (LA 2). In addition, anthropometry was performed in all
participants.

Both studies protocols were approved by the Ethics
Committees of the National Centre for Cardiology and
Internal Medicine, Bishkek, Kyrgyzstan (01-1/08 and 01-1/07)
and the faculty of Medicine at Justus-Liebig University, Giessen,
Germany (AZ: 236/16). The study was performed in agreement
to the principles outlined in the Declaration of Helsinki of the
World Medical Association. Finally, written informed consent
was obtained from all participants.

Anthropometric and Echocardiographic
Measurements

Several general parameters were obtained, such as age, gender
ratio, body mass index (BMI), and body surface area (BSA). BMI
(kg/m?) was calculated using the formula: BMI = weight
(kg)/(height (m)?). BSA (m?) was calculated using the
Du Bois formula as follows: BSA = 0.007184 x [(height
(m) x 100)°735] x (weight (kg)*#?%). The right ventricular
to right atrial pressure gradient was used as a surrogate of the
estimated systolic pulmonary artery pressure. Continuous-
wave Doppler echocardiography was employed to estimate
the tricuspid regurgitant gradient (TRG, in mmHg) from the
peak flow tricuspid regurgitation velocity by means of the
simplified Bernoulli equation measured using continuous-wave
Doppler, as previously described (Yock and Popp, 1984). All
the above mentioned parameters are presented in the Table 1
(acute high altitude exposure) and Table 2 (chronic exposure
to high altitude). In the case of acute high altitude study, all
general parameters, including age, gender, BMI, and BSA were
comparable among all participants (Table 1). TRG values were
initially increased on the second day (HA 2) of high altitude

Apoptotic Signals in High Altitude

TABLE 2 | Chronic exposure to high altitude — human subjects' anthropometric
and echocardiographic data.

Gender
Age ratio BMI
(vears) m/f (%) (kg/m?) BSA(m?)  TRG (mmHg)
LA 206+29 1000 23141.6 1.9+0.1 209+ 1.6
HA 50.5 + 11.3 60/40 239140 1.7x0.1 20.7 04
HA-PH 53.1+146 42/58 255453 1701 46.7 +6.0%*+*%%

Adult human subjects permanently living at lowland regions (LA) (n = 10) and
high altitude (HA) locations were included for the study. Individuals settled at high
altitude regions were separated into two groups: highlanders without pulmonary
hypertension (PH) (HA) (n = 10) and highlanders with PH (HA-PH) (n = 12). Various
anthropometric and echocardiographic parameters were presented. Results are
shown as Mean + SD (n = 10-12). ****p < 0.0001 LA compared to the HA-
PH; %% p < 0.0001 HA compared to the HA-PH. one-way ANOVA with Tukey's
multiple comparisons test was performed for statistical analysis. m, male; f, female;
BMI, body mass index (in kg/m?); BSA, body surface area (in m?); TRG, tricuspid
regurgitant gradient (in mmHg).

exposure in comparison to the lowlands (LA 1), and later
gradually decreased until return to the low altitude (LA 2)
(Table 1). There were statistically significant elevations of
TRG on the days 2 and 7 at high altitude, as compared to the
lowland conditions (LA 1) (Table 1). Also, there was a significant
increase of TRG values on the day 2 of high altitude exposure,
in comparison to the low altitude upon return (LA 2) (Table 1).

In the case of chronic exposure to high altitude (Table 2), BMI
and BSA were comparable among all 3 groups: lowland control
subjects (LA), highlanders without (HA; TRG < 23 mmHg) and
with PH (HA-PH; TRG > 40 mmHg). However, there were
noticeable differences in gender ratio and age (lowland control
group consisted only of younger males). This fact is a potential
limitation of our study. TRG values were significantly increased
in highlanders with PH, as compared to the lowland controls and
highlanders without PH (Table 2).

Cell Culture and RT-qPCR

Primary human PASMCs were purchased from Lonza and
cultured in Smooth Muscle Growth Medium-2 containing
supplement-mix. Human PASMCs passage 7 were incubated at
37°C in a humidified atmosphere of 5% CO, in either normoxic
(21% O3) or hypoxic conditions (1% O,) for a period of 24, 48,
and 72 h. Upon the end of the incubation period cells were lysed
in RLT buffer (Qiagen) and total cell RNA was extracted using
the RNeasy Mini Kit (Qiagen). Complementary DNA (cDNA)

TABLE 1 | Acute exposure to high altitude — human subjects’ anthropometric and echocardiographic data.

TRG (mmHg)
Age (years) Gender Ratio m/f(%) BMI (kg/m?) BSA (m?) LA1 HA 2 HA7 HA 20 LA2
254 +4.2 100/0 23.0+1.9 1.8+ 0.1 18.5 + 1.1 23.0 £ 2.0%*%$$ 20.9+0.8* 195+1.6 184 +1.1

Adult human subjects who initially came from the lowlands (LA 1) (n = 8) were exposed to high altitude (HA) for 2 (HA 2) (n = 8), 7 (HA 7) (n = 8), and 20 (HA 20) (n = 8)
days. After 20 days, they returned to the lowlands again (LA 2) (n = 8). Various anthropometric and echocardiographic parameters at different time points were presented
in the table. Results are shown as Mean + SD (n = 8). *p < 0.05; ***p < 0.001 compared to the LA 1. % p < 0.01 compared to the LA 2. Friedman test with Dunn’s
multiple comparisons test was performed for statistical analysis. m, male, f, female; BMI, body mass index (in kg/m?); BSA, body surface area (in m?); TRG, tricuspid
regurgitant gradient (in mmHg).
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TABLE 3 | Primer sequences are given from (5’ to 3).

Target FP RP
Human ApoC1 AGC AAG GAT TCA CCT TCA GCT TAT
GAG TGC CCC CCAAGG CAC TG
Human Casp1 TGG GAC TCT CAG GGATGT GGG CAT
CAG ATC AAA CA AGC TGG GT
Human Casp3 GTA GAAGAG TTT GCA CAC CCA
CGT GAG TGC TCG CCG AAA ACC AG
Human FasL GGA GAA GCA AAT CCA GAG GCA
AGG CCA CCC TGG ACC TTG AGT
Human FLIP CGG ACT ATA GAG TCC AAC TCA ACC
TGC TGATGG CA ACAAGGTCCA
Human survivin AAA GAG CCA AGA GAG AGA GAA GCA
ACAAAATTIGC GCC ACT GTT AC
Human TRAIL TCC GTC AGC TCG GGT CCC AGT TAT
TTA GAA AGA TGAT GTG AGC TGC
Human porphobilinogen CCC ACG CGA ATC TGT CTG GTA ACG
ACT CTC AT GCA ATG CG

deaminase (PBGD)

FF, forward primer; RR, reverse primer.

was produced by reverse transcriptase polymerase chain reaction
via iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). Real-time PCR was
performed in Mx3000P qPCR system (Stratagene) using the iTaq
Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Primer sequences
are given from (5’ to 3') and presented in the Table 3. Human
porphobilinogen deaminase (PBGD) served as a housekeeping
gene. In order to confirm specific amplification of the expected
PCR product, gel electrophoresis and melting curve analysis were
performed.

Apoptosis and Proliferation Assays

For assessment of apoptosis, human PASMCs (3000 cells per
well) were seeded in 96-well white-walled plate in Smooth
Muscle Growth Medium-2. After 48 h of recovery time cells
were stimulated with different concentrations of SuperFasLigand
(Enzo Life Sciences) and incubated at 37°C in water saturated
incubators for 24 h under normoxic conditions (21% O,).
The apoptosis Caspase-Glo 3/7 assay (Promega) was performed
following the manufacturer’s instructions. The luminescence of
the caspase cleaved substrate reaction was measured after 30 min
of incubation at room temperature.

Proliferation of human PASMCs exposed to normoxic
(21% Os) or hypoxic conditions (1% O,) was assessed by
Cell Proliferation ELISA, 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) assay
(Sigma Aldrich). In more details, 7500 cells per well were
seeded into 24-well plates and following the 24 h starvation
period PASMCs were incubated for 24 or 48 h in Smooth
Muscle Growth Medium-2. After that the cells were treated
with different concentrations of SuperFasLigand or 500 ng/ml
of neutralizing anti-Fas antibody ZB4 (Millipore). In addition,
PASMCs were incubated for 48 h in Smooth Muscle Basal
Medium and stimulated with 50 ng/ml of platelet-derived growth
factor (PDGF) (R&D Systems) and/or 500 ng/ml of neutralizing
anti-Fas antibody ZB4. The absorbance of the substrate reaction
was measured at 370 nm (reference wavelength 492 nm).
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Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay (ELISA)

Citrated platelet free plasma (PFP) or EDTA plasma samples
were obtained from the peripheral blood from all participants of
the study. In order to analyze the circulating levels of different
markers, several ELISA measurements were performed for the
following targets (ELISA kits): ApoCl (Abnova), TRAIL (R&D
Systems), FasL (LSBio/R&D Systems) and B-type natriuretic
peptide (BNP) (Abnova). The concentrations of the markers were
expressed as jLg or pg per mL of plasma.

Data Analysis

Results are presented as Mean + SD. Unpaired ¢-test with
Welch’s correction or ordinary one-way ANOVA with Dunnett’s
or Tukeys multiple comparisons test were used to compare
data derived from the cell culture. Data based on ELISA
and echocardiographic measurements were analyzed using
Friedman test with Dunn’s multiple comparisons test, RM
one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test or
ordinary one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons
test. Spearman or Pearson tests were used for the correlation
analysis. Statistical significance was considered when p-value
was < 0.05, < 0.01, < 0.001, and < 0.0001.

RESULTS

Alteration in the Gene Expression Levels
of Various Apoptotic Markers in Human

PASMCs After Hypoxic Incubation

As already described in Section “Materials and Methods,
human PASMCs were exposed to hypoxia condition for different
time durations (24, 48, and 72 h), followed by quantification
of the gene expression levels of various apoptotic markers,
such as Caspl and 3, survivin, FLIP, ApoCl, TRAIL, and
FasL (Figures 2, 3). In general, all investigated apoptotic
signals had increased their expression profiles upon hypoxic
stimuli in human PASMCs (Figures 2, 3), as compared to
the normoxia condition. However, there were no clear and
uniform time-dependent changes in the expression profiles
of investigated apoptotic markers. The most prominent and
statistically significant upregulation was noticed in the case
of survivin and FasL, during all time points of hypoxia
exposure, in comparison to the respective normoxic controls
(Figures 2C, 3C).

Circulating Profiles of Apoptotic Markers
in Human Subjects Exposed to Acute

High Altitude Conditions

We have already mentioned in the Section “Materials and
Methods” that circulating levels of different apoptotic markers,
such as ApoCl, TRAIL and FasL, were measured by ELISA in
the plasma samples of human volunteers taken at different time
points: in the lowland conditions (LA 1), on days 2 (HA 2),
7 (HA 7), and 20 (HA 20) of high altitude exposure, and
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FIGURE 2 | Gene expression profiles of different apoptotic markers in human pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMCs) exposed to hypoxia |. Human
PASMCs were exposed to hypoxia (Hox) for different time durations (24, 48, and 72 h), followed by RT-gPCR for measurement of various apoptotic markers, such
as: (A) caspase 1 (Casp1) and (B) 3 (Casp3), (C) survivin, and (D) Fas-associated death domain protein (FADD)-like ICE inhibitory protein (FLIP). Normoxia (Nox)
exposure served as a control. Results are presented as a fold change normalized to the respective normoxic controls. Results are expressed as Mean =+ SD (n = 4).
*p < 0.05, **p < 0.01; ***p < 0.001 Nox versus Hox. Unpaired t-test with Welch's correction was performed for statistical analyses.
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FIGURE 3 | Gene expression profiles of different apoptotic markers in human PASMCs exposed to hypoxia Il. Human PASMCs were exposed to hypoxia (Hox) for
different time durations (24, 48, and 72 h), followed by RT-gPCR for measurement of various apoptotic markers, such as: (A) apolipoprotein C1 (ApoC1), (B) tumor
necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), and (C) Fas ligand (FasL). Normoxia (Nox) exposure served as a control. Results are presented as a
fold change normalized to the respective normoxic controls. Results are expressed as Mean + SD (n = 4). *p < 0.05; **p < 0.01 Nox versus Hox. Unpaired t-test
with Welch'’s correction was performed for statistical analyses.

after return to the low altitude (LA 2). In addition, ELISA was  subjects are available. Apo Cl1 circulating levels (in jLg/mL) were
performed in the plasma samples during the same time points comparable among different time points, except on day 7 (HA 7)
in order to analyze the level of circulating BNP. Investigated of high altitude exposure, when the levels of this marker were
circulating apoptotic markers had different expression profiles significantly decreased in comparison to the low altitude upon
and due to the technical reasons not all values for all enrolled descent from the high altitude (Figure 4A). Further, circulating
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FIGURE 4 | Circulating apoptotic markers in human subjects during acute exposure to high altitude. Healthy volunteers living at lowland regions of Kyrgyzstan (LA 1)
(n = 7-8) were exposed to high altitude (HA) environment (3200 m) in total duration of 20 days. After exposure to this extreme environment they returned to the
lowlands again (LA 2) (n = 8). Echocardiographic measurements and collection of the peripheral blood were performed during the following time points: in low
altitude location (LA 1), after 2 (HA 2) (n = 8), 7 (HA 7) (n = 8), and 20 (HA 20) (n = 8) days spending at high altitude, and after return to the lowlands again (LA 2).
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Plasma was separated and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed for the detection and quantification of the following circulating apoptotic
markers: (A) apolipoprotein C1 (ApoCH1), (B) TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), and (C) Fas ligand (FasL). In addition, the circulating profile of B-type
natriuretic peptide (BNP) was analyzed by ELISA. (D) Results are expressed as concentrations of the above mentioned markers (in g or pg per mL of plasma) and
presented as Mean + SD (n = 7-8). **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 compared to the LA 1 group. ®p < 0.05; 385 < 0.01 compared to the LA 2 group.
Friedman test with Dunn’s multiple comparisons test, RM one-way ANOVA with Tukey's multiple comparisons test or ordinary one-way ANOVA with Tukey's multiple

comparisons test were performed for statistical analyses.

levels of TRAIL (in pg/mL) were gradually increasing due to high
altitude exposure, with being significantly enhanced on days 7
(HA 7) and 20 (HA 20), in comparison to the lowland conditions
(LA 1) (Figure 4B). After returning to the lowlands again, there
was a significant decrease of circulating TRAIL levels (Figure 4B).
In the case of FasL (in pg/mL), there was clear, but not time-
dependent reduction of the circulating levels of this marker in
high altitude conditions, as compared to the lowlands (LA 1)
(Figure 4C). Surprisingly, decreased levels of circulating FasL
were kept upon return to the low altitude (Figure 4C). Finally,
there was a noticeable trend of increased levels of circulating BNP
(in pg/mL) during different time points at high altitude, with
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prominent reduction upon return to the lowlands (Figure 4D).
However, the significant difference was present only between the
circulating levels of this marker on day 7 (HA 7) and the second
low altitude condition (LA 2) (Figure 4D).

Circulating Profiles of Apoptotic Markers

in Kyrgyz Highlanders and Lowlanders

As already indicated in the Section “Materials and Methods,”
circulating levels of different apoptotic markers, such as ApoCl,
TRAIL and FasL, were measured by ELISA in the plasma
samples of human subjects permanently living at high altitudes,
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in comparison to the people settled in the lowland locations
(Lowland Control). Highlanders were further divided into two
groups, those who developed PH (PH) and those who did not
develop this pulmonary vascular disease (Non-PH). In addition,
ELISA was performed in the plasma samples of these three
groups, in order to analyze the level of circulating BNP. Due to
the technical reasons not all values for all enrolled subjects are
available. ApoCl circulating levels (in jLg/mL) were increased in
both highlander groups, with being statistically significant in the
case of highlanders without PH, in comparison to the lowland
controls (Figure 5A). TRAIL circulating profile (in pg/mL) did
not reveal significant changes among groups, however, there was
atrend of reduction in the level of this marker in highlanders with
PH, as compared to the people living at low altitude (Figure 5B).
Further, there was a visible decrease in the circulating levels of
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FIGURE 5 | Circulating apoptotic markers in human subjects permanently living at high altitude. Human subjects permanently living at high altitude regions of
Kyrgyzstan (highlanders) were separated into two groups: individuals without developed pulmonary hypertension (Non-PH) (n = 9-10) and individuals with this
pulmonary vascular disease (PH) (n = 10). People living at the low altitude served as a control (n = 9-10). Echocardiographic measurements and collection of the
peripheral blood were performed for all volunteers. Plasma was separated and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed for the detection and
quantification of the following circulating apoptotic markers: (A) apolipoprotein C1 (ApoCH1), (B) TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), and (C) Fas ligand
(FasL). In addition, the circulating profile of B-type natriuretic peptide (BNP) was analyzed by ELISA. (D) Results are expressed as concentrations of the above
mentioned markers (in g or pg per mL of plasma) and presented as Mean =+ SD (n = 9-10). **p < 0.01 compared to the lowland control. One-way ANOVA with
Tukey’s multiple comparisons test was performed for statistical analysis.

FasL (in pg/mL) in both highlander groups, with statistically
significant alteration in highlanders with PH, in comparison to
the lowland control (Figure 5C). Finally, there were no significant
changes in the context of BNP (in pg/mL) among different groups
(Figure 5D). Surprisingly, there was a trend of elevated levels of
circulating BNP in highlanders without PH, as compared to other
two groups (Figure 5D).

Circulating FasL Levels Negatively
Correlate With TRG Values in Kyrgyz

Population

Furthermore, we have investigated the correlation between the
circulating levels of FasL (pg/mL) in both acute and chronic
exposure of Kyrgyz volunteers with TRG values (Figure 6).
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Ordinary one-way ANOVA with Dunnett's or Tukey’s multiple comparisons test was performed for statistical analysis. PDGF, platelet-derived growth factor.

Although there was a slight trend, there was no significant
correlation between these two parameters in human subjects
exposed acutely to high altitude environment (Figure 6A).

FasL Exerts Pro-apoptotic and
Anti-proliferative Effects in Human

However, there was a significant negative correlation between
circulating levels of FasL and TRG in permanent residents
of lowlands and highlands in investigated Kyrgyz population
(Figure 6B).
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PASMCs

Finally, we have analyzed the relevant cellular functions of
FasL in human PASMCs, such as apoptosis and proliferation
(Figure 7). We have found that different concentrations
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(5 and 25 ng/ml) of FasL significantly increased apoptosis of
PASMC:s (Figure 7A). Furthermore, the same concentrations of
this ligand significantly reduced the proliferation of PASMCs
under normoxic conditions (Figure 7B). In addition, anti-Fas
enhanced the cellular proliferation under the basal conditions as
well as during the stimulation with PDGF (Figure 7C). PASMCs
were also exposed to hypoxic conditions (Figures 7D,E) and
FasL (25 ng/ml) significantly decreased the proliferation of these
cells (Figure 7D). Finally, anti-Fas resulted in augmentation
of the PASMCs proliferation (Figure 7E). Clearly, FasL
demonstrates pro-apoptotic and anti-proliferative properties in
human PASMCs.

DISCUSSION

In general, the findings of our study revealed that:

(1) There was a prominent enhancement in gene expression
of various apoptotic players in human PASMCs exposed
to hypoxia condition,

There were differential changes in investigated circulating
apoptotic markers during acute and chronic exposure to
high altitude in humans, with the most uniform alteration
in FasL,

FasL levels in plasma negatively correlated with TRG
values in Kyrgyz population permanently settled in low
and high altitudes, and,

FasL exerted pro-apoptotic
functions in human PASMCs.

2

®3)

(4) and

anti-proliferative

Cellular apoptosis is an important, complicate and complex
process (Sartorius et al., 2001). Under various stimuli, caspases’
may activate and perform the apoptosis (Sartorius et al., 2001).
Results of our study demonstrated an augmentation in gene
expression of Casp 1 and 3 after the hypoxia incubation in
PASMC:s. Despite the fact that PH in general is characterized by
“apoptosis-resistant” events, the increase in Casp3 expression was
found in the lungs of monocrotaline model and the interpretation
has to be taken with caution, since there are also some evidences
that caspases may even exert anti-apoptotic features (Sartorius
et al,, 2001; Yang and Widmann, 2001; Le Goff et al., 2012; Hong
etal,, 2014).

With regard to other apoptotic players, our study indicated an
increase in gene expression profiles of ApoCl, FLIP, and survivin
in PASMC:s exposed to hypoxia, in comparison to the respective
normoxic controls. The literature suggested that ApoCl, FLIP,
and survivin are generally considered as anti-apoptotic signals
in different conditions (Sartorius et al., 2001; Takano et al.,
2008; Portt et al, 2011; Fan et al, 2015; Zhang et al.,, 2015,
2016). Importantly, survivin is well-investigated in the context of
hypoxia-induced PH and our data are in line with the literature
sources (Fan et al., 2015; Zhang et al., 2015, 2016).

In the case of TRAIL and FasL, we have shown a noticeable
increase in the gene expression for both targets during the
hypoxic exposure of PASMCs, as compared to their respective
normoxic controls. Limited evidences from the literature
implicated these two signals in the context of pulmonary
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vascular disease (Hameed et al., 2012; Saito et al., 2015).
Interestingly, although TRAIL is usually considered as pro-
apoptotic mediator, its role in experimental PH pathogenesis
has been described (Hameed et al., 2012). Taken together, it
is clear that there is a complex play of different apoptotic
mediators and this cellular process is indeed dysregulated in the
pulmonary vascular cells exposed to hypoxia, however, it goes
beyond the simplistic explanation based only on the expression
patterns (increased/decreased) or historically known pro- or anti-
apoptotic features of these signals.

In the cancer field, abnormally regulated apoptosis causes
the release of apoptotic products into circulation, and they may
represent potential biomarkers (Holdenrieder and Stieber, 2010).
Up to date, there is no evidence about the expression profile of
circulating apoptotic markers in humans exposed to acute and
chronic effects of high altitude. In our study, we have investigated
the concentration of ApoCl, TRAIL, and FasL in the plasma
of Kyrgyz lowlanders who spent a short period of time in high
altitude environment. The same signals were explored in the
circulation of the permanent dwellers of high altitude who did or
did not develop the HAPH, as well as in the blood of lowlanders.
In addition, we have analyzed the circulating BNP, which is
usually considered as an important cardiac biomarker, relevant to
the PH field (Mellor et al., 2014; Anwar et al., 2016). Briefly, BNP
has shown a trend to initially increase with days spent at high
altitude in the circulation of Kyrgyz volunteers, as compared to
the lowland conditions, and after day 7 there was a tendency to
decrease, with a visible reduction upon descent to the lowlands
again. Similarly, there was no clear change in the circulating
profile of this cardiac marker in highlanders compared to the
lowlanders, except non-significant augmentation in highlanders
without PH.

ApoCl circulatory levels were mostly comparable during the
acute exposure of subjects to high altitude conditions, while
there was some signal of increased values of this marker in the
circulation of highlanders, in comparison to lowlanders. Yet, the
data do not convincingly suggest the significant alteration of
ApoCl neither during acute nor chronic exposure to high altitude
conditions.

Interestingly, the circulating concentrations of TRAIL showed
the opposite manner in acute versus chronic exposure to high
altitude in human volunteers. On one hand, there was a clear
augmentation of this marker with days spent at high altitude
in the blood of lowlanders, with significant reduction upon
descent to low altitude again. On the other hand, there was
noticeable, yet insignificant reduction of the circulating levels of
TRAIL in highlanders (particularly those who developed HAPH)
in comparison to the lowlanders. Furthermore, the literature
suggested the elevated values of this marker in PH patients (Liu
et al.,, 2015). Therefore, further studies are crucially needed to
reveal the precise role of this apoptotic signal in both acute and
chronic exposure to high altitude.

Finally, clearer and more informative results were obtained
with focus on FasL in the circulation of humans in both acute
and chronic exposure to high altitude geographic locations.
There was a significant reduction of circulating FasL values in
lowlanders exposed to high altitude environment for a short
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period of time. In addition, the circulating concentrations of
this apoptotic marker were significantly decreased in highlanders
with PH, as compared to the lowlanders. Interestingly, there
were attenuated values of FasL in highlanders without PH also,
in comparison to the lowland control, however, the change was
not statistically significant. Lastly, there was a negative correlation
between the circulatory levels of FasL and TRG, clearly indicated
the potential biomarker properties of this apoptotic signal in
the case of chronic effects of high altitude and HAPH. In
accordance with our findings, FasL serum values were shown
to be relevant to the field of pulmonary vascular diseases,
as evident in the literature (Akagi et al., 2013; Saito et al., 2015).
Importantly, FasL expression was increased in PASMCs derived
from patients with idiopathic pulmonary arterial hypertension
upon the treatment with prostaglandin 12, which was associated
with induction of apoptosis (Akagi et al., 2013). Following this
line of thinking, we have also demonstrated in this study that
FasL enhanced the apoptotic process in PASMCs. Consistently,
pro-apoptotic features of FasL in PASMCs were described in the
literature (Zhang et al., 2003; Wang et al., 2010). Furthermore,
we have shown that the same concentrations of FasL used for the
assessment of apoptosis significantly reduced the proliferation of
these pulmonary vascular cells under normoxic conditions. In
addition, the blockage of FasL resulted in increased proliferation
of PASMCs under the basal conditions as well as during the
stimulation with PDGF. Of note, PDGF signaling is a very well-
known player associated with hypoxia and pulmonary vascular
remodeling (Schermuly et al.,, 2005; ten Freyhaus et al., 2011;
Veith et al., 2014). Finally, we have demonstrated that FasL
exerted anti-proliferative effects on PASMCs exposed to hypoxic
conditions, and blockage of FasL resulted in enhancement of the
proliferation process.
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levels of apoptotic signal FasL are reduced during acute and
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