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1. Einleitung

1.1 Pulmonale Hypertension

1.1.1 Definition und Klassifikation der pulmonalen Hypertension

Die pulmonale Hypertension (PH) ist definiert als eine systolische
pulmonalarterielle Drucksteigerung tuber 30 mmHg oder als ein Anstieg des
mittleren pulmonalarteriellen Druckes uber 25 mmHg in Ruhe bzw. Uber 30
mmHg bei korperlicher Aktivitat. Die PH ist ein komplexes Syndrom, das primar
oder sekundar als Folge kardiopulmonaler und  systemischer
Funktionsstorungen auftreten kann [1, 2]. Die klinische sowie pathobiologische
Erforschung der PH hat in den letzten 100 Jahren grof3e Fortschritte gemacht.
Durch die Entwicklung neuer Therapien konnte die Morbiditat und Mortalitat der
Patienten mit PH entscheidend verbessert werden [1]. Wahrend man friher die
PH in eine primare und sekundare Form, je nach Vorhandensein einer
identifizierbaren Ursache, eingeteilt hat, unterscheidet man heute funf Gruppen
von Funktionsstorungen, die eine PH zur Folge haben: Pulmonale arterielle
Hypertension (Gruppe 1), PH aufgrund einer Linksherzerkrankung (Gruppe 2),
PH aufgrund einer chronischen Lungenerkrankung und/oder Hypoxie (Gruppe
3), chronische thrombembolische PH (Gruppe 4), PH aufgrund eines unklaren
multifaktoriellen Geschehens (Gruppe 5). Atiologisch beinhalten die flnf
Gruppen dabei unterschiedliche Pathologien, die idiopathisch, hereditar,
medikamentOs-toxisch, infektids, maligne oder in Assoziation mit
kardiopulmonalen Fehlbildungen und Funktionseinschrankungen auftreten
konnen. Gruppe 3 beinhaltet neben der andauernden Exposition in grof3en
Hohen auch eine Reihe von Erkrankungen des respiratorischen Systems, die
mit chronischer Hypoxie einhergehen. Dazu gehort beispielsweise die
chronisch obstruktive Lungenerkrankung, das Asthma bronchiale und das
Schlafapnoe-Syndrom [2, 3]. Die derzeit verfugbaren Therapieoptionen der PH
zielen in erster Linie auf eine Dilatation der pulmonalen Gefalde durch
Sauerstoffgabe und Vasodilatatoren. Sie verbessern bisher jedoch nicht die mit

der PH einhergehenden strukturellen Veranderungen der Lunge und haben



daher einen bescheidenen, nicht zufriedenstellenden klinischen Effekt. Die PH
bleibt eine fortschreitende, verhangnisvolle Erkrankung, die mit einer hohen
Mortalitat assoziiert ist. Je friher die Diagnose gestellt werden kann und je
besser die rechtsventrikulare Funktion zu diesem Zeitpunkt noch ist, desto
besser ist die Prognose der Patienten [4]. Bei Frauen tritt die pulmonale
arterielle Hypertension (PAH) etwas haufiger auf, was die Vermutung mit sich
brachte, dass hormonelle Einflisse bei der Pathogenese eine Rolle spielen.
Manner zeigen im Vergleich zu Frauen eine hohere Mortalitat der PAH bei
gleicher Behandlung. Die Grunde hierfir sind nicht geklart [5]. Die
entscheidenden zellularen und molekularen Prozesse der irreversiblen,
pulmonalvaskularen Veranderungen sind noch nicht ausreichend verstanden,
sodass wir aktuell keine therapeutischen Strategien haben, um diese zu
verhindern. Da die PAH bei nahezu der Halfte der Patienten binnen drei Jahren
nach Diagnosestellung letal verlauft, sind neue pharmakologische Optionen zur

Behandlung dringend erforderlich [4].

1.1.2 Das pulmonalvaskulare Remodeling

Die genauen Ursachen und Pathomechanismen der PH sind bis heute unklar
und Gegenstand aktueller Forschung. Vermutlich existieren Unterschiede je
nach zugrundeliegender Atiologie der PH. Zwei typische Kennzeichen der PH
sind jedoch immer vorhanden: eine anhaltende Vasokonstriktion der
Lungengefalle und das pulmonalvaskulare Remodeling (PVR) [6]. Das PVR ist
charakterisiert durch Wandveranderungen der Pulmonalarterien sowie eine
Rarefizierung der kleinen peripheren pulmonalarteriellen Gefale [7]. Die
Wandveranderungen beinhalten neben einer Verdickung von Intima, Media und
Adventitia muskularisierter GefalRe das Auftreten von glatten Muskelzellen in
ursprunglich nicht muskularisierten Arteriolen. An diesen Prozessen ist die
Proliferation und Migration von pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen
(PAGMZ) entscheidend beteiligt. Maoglicherweise spielt eine zellulare
Transdifferenzierung, die sogenannte endothelial-mesenchymale Transition,
ebenfalls eine Rolle bei der Entstehung der distalen Muskularisierung [8, 9]. In

frthen Stadien beginnt die PH mit histologisch unspezifischen



pulmonalarteriellen Veranderungen wie Mediahypertrophie, Verdickung der
Adventitia und Muskularisierung von normalerweise nicht muskularisierten
GefalRen. Diese Muskularisierung zeigt sich durch ein vermehrtes Auftreten von
Zellen, die glattmuskulares Aktin (a-smooth-muscle-actin) exprimieren. Das o-
smooth-muscle-actin gilt als typischer Marker glatter Muskelzellen. Das spate,
progrediente Stadium beinhaltet die Entstehung von komplexen zellularen,
fibrotisch-neointimalen und plexiformen Lasionen. Letztere  sind
pathognomonisch fur die PAH und werden vor allem in pulmonalarteriellen
GefalRen mit einem Durchmesser unter 300 um beobachtet. Plexiforme
Lasionen bestehen aus einem Plexus schlitzartiger Kanale von flachen
Endothelzellen mit darunterliegenden Myofibroblasten. Die betroffenen
Pulmonalarterien sind dabei stark dilatiert und innerhalb der Lasionen finden
sich typischerweise Thrombusfragmente [9-11]. Die Intima zeigt bei vielen
Formen der PH proliferative sowie fibrotische Verdnderungen. Uber
entzindliche Zellinfiltrate bestehend aus Monozyten/Makrophagen, T-/B-
Lymphozyten und dendritischen Zellen wurde in den Lasionen von Patienten
mit PH ebenfalls berichtet [12, 13]. Auch endotheliale und mesenchymale
Vorlauferzellen konnten in plexiformen Lasionen detektiert werden und tragen
neben Immunzellen wahrscheinlich zur deren Entstehung bei. Dies lasst
vermuten, dass eine Reihe von unterschiedlichen Zelltypen und Mechanismen
an den typischen PH-assoziierten, histologischen Veranderungen beteiligt sind
[14, 15]. Die beschriebenen Vorgange fuhren schliel3lich zu einer Obstruktion
und Obliteration der mittleren und kleinen Gefalie, was einen eingeschrankten
pulmonalen Blutfluss zur Folge hat [12, 16-18]. Bei schweren Formen der PAH
findet sich auRerdem eine Rarefizierung von kleinen, peripheren
Pulmonalarterien. Die Koexistenz von verstarkter Muskularisierung und
Schwund kleiner Pulmonalarterien in der gleichen Lunge ist mechanistisch noch
nicht verstanden. Ein mogliches Erklarungsmodell fur die Rarefizierung kleiner
Pulmonalgefalie ist die massive Obliteration des Lumens aufgrund verdickter
Endothelzellen [19-21]. Strukturelle Veranderungen, lokale Thrombosen sowie
eine anhaltende Vasokonstriktion fuhren schlieBlich zu einem erhohten
pulmonalvaskularen Widerstand mit Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes
[22, 23]. Histologische Studien an Kindern und Erwachsenen mit PAH deuten

darauf hin, dass die PAH eine frihe reversible sowie eine spate irreversible,
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progrediente Phase aufweist [18, 24, 25]. Diagnose und Stadium der PAH
sollten jedoch nicht ausschlieBlich anhand histologischer Veranderungen
festgelegt werden. Wahrend manche Wissenschaftler behaupten, alle Patienten
mit lang bestehender PAH weisen plexiforme Lasionen im pulmonalvaskularen
GefalRsystem auf, gibt es auch Hinweise darauf, dass dies nicht immer der Fall
sein muss. Das klinische und histologische Bild der PH kann interindividuell, je
nach Stadium und zugrundeliegender Atiologie, sehr unterschiedlich sein [26,
27]. Ursachlich fur eine geringe Ansprechbarkeit auf Vasodilatatoren, welche
die meisten erwachsenen Patienten mit PH aufweisen, ist die zellulare und
fibrotische Obliteration der pulmonalen GefalRlumina. Diese strukturellen
GefalRveranderungen werden ebenfalls als Grund fur die Irreversibilitat der PH
nach Kkorrigierenden Herzoperationen bei Patienten mit angeborenem
Herzfehler angenommen [11, 28-30]. Pulmonalvaskulare Lasionen konnen sehr
heterogen sein und sind lange nicht verstanden. Zur Entwicklung einer PH ist
eine Reduktion der pulmonalvaskularen, luminalen Flache von insgesamt ca.
80% notwendig. Es bleibt nach wie vor unklar, welche Art von Lasionen am
meisten zu dieser Reduktion beitragen [31]. Der grolte Einfluss auf den
pulmonalvaskularen Widerstand resultiert vermutlich aus Veranderungen der
kleinen Arteriolen. Eine verminderte Compliance proximaler Pulmonalarterien
fuhrt ebenfalls zu einem erhdohten Widerstand mit erhdhter rechtsventrikularer
Nachlast [6, 32, 33]. Das Remodeling proximaler und distaler GefalRabschnitte
beeinflusst sich dabei gegenseitig. So fuhrt die verminderte Compliance von
proximalen Pulmonalarterien durch deren Versteifung zu einer Zunahme der
pulsatilen Wellen, die das vaskulare Remodeling der distalen Gefalle
aufrechterhalten und begunstigen. Umgekehrt kann ein erhohter peripherer
Widerstand, verursacht durch das PVR der distalen Gefalde, eine Versteifung
der groRen proximalen Gefalke fordern [34, 35]. Sowohl Endothelzellen der
Intima als auch glatte Muskelzellen der Media spielen beim PVR eine wichtige
Rolle. Es konnten bereits eine Reihe von Mechanismen im Endothel identifiziert
werden, die zur intimalen Verengung mit Gefaldverschlissen fuhren konnen
[36]. In der Media fuhrt die verstarkte Muskularisierung zu einer
GefalRverengung und Hyperreagibilitat auf gefalRverengende Botenstoffe. Die
inkomplette Relaxationsfahigkeit der Media tragt auRerdem zu einem erhdhten

pulmonalvaskularen Widerstand bei [6, 7]. Unterschiedliche zellulare und
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molekulare Mechanismen des PVR konvergieren schliel3lich zum Phanotyp der
typisch-pathologischen Veranderungen bei der PH. Zentral ist dabei das
hypertrophe Remodeling der distalen Pulmonalarterien, das einen erhohten
pulmonalvaskularen Widerstand mit pulmonalarteriellem Druckanstieg zur Folge
hat [36].

1.1.3 Rechtsventrikulare Hypertrophie als Folge der pulmonalen

Hypertension

Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts lieferten uns Beobachtungen an Rindern
im Hochgebirge von Colorado erste Einblicke in die kardialen Folgen der PH.
Die Tiere litten vermehrt unter Lungenddemen und dilatativen
Kardiomyopathien mit insuffizienten Herzen. Die Hohenlage wurde dabei als
primare Ursache der Herzinsuffizienz identifiziert [37]. Eine anhaltende PH fuhrt
zu einer dauerhaft erhohten rechtsventrikularen Nachlast. Diese ist abhangig
vom pulmonalvaskularen Widerstand, der von Tonus und Struktur kleiner,
distaler Gefalle sowie von der Compliance groler, proximaler Gefalle
beeinflusst wird [9]. Eine Versteifung der proximalen Pulmonalarterien fuhrt
dabei hamodynamisch zu einer schadlichen Belastung des Herzens mit
verminderter Koronarperfusion, eingeschrankter ventrikularer Funktion und
Progression der Rechtsherzinsuffizienz [34, 35]. Die Zunahme des
pulmonalvaskularen Widerstands fuhrt zu steigenden pulmonalarteriellen
Drucken mit Erhohung der rechtsventrikularen Wandspannung. Anhaltend
erhohte Dricke im pulmonalvaskularen System fuhren zu einer
rechtsventrikularen Hypertrophie (RVH). Der weitere Progress des kardialen
Remodelings ist schlieRlich charakterisiert durch Dilatation, Fibrose und
Insuffizienz des rechten Ventrikels. Obwohl die rechtsventrikulare Insuffizienz
bei Patienten mit PH die haufigste Todesursache darstellt, sind die
Mechanismen der Progression von Hypertrophie zu Insuffizienz bislang wenig

verstanden [38].
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1.1.4 Hypoxie in der Pathobiologie der pulmonalen Hypertension

Eine generalisierte Hypoxie, wie sie beispielsweise in groler Hohe auftritt, fihrt
zu systemischen sowie Organ-spezifischen Veranderungen. Neben peripherer
Vasodilatation, pulmonaler Vasokonstriktion und Sympathikusaktivierung zur
Steigerung der Herzleistung, fuhrt Hypoxie zu Veranderungen der
Immunantwort und Uber Erythropoietin und eine Aktivierung des Knochenmarks
zu einer gesteigerten Erythropoese [39]. Diese physiologischen Reaktionen auf
eine verminderte Gewebeoxygenierung sind wichtige Mechanismen zur
Anpassung an chronisch-hypoxische Zustande, um den Sauerstofftransport an
minderversorgte Gewebe zu gewahrleisten [20]. In der Lunge fuhrt die
verminderte Gewebeoxygenierung zur hypoxischen pulmonalen
Vasokonstriktion (HPV), einem physiologischen Effekt, der erstmals 1946 von
Euler und Liljestrand beschrieben wurde [40]. Die HPV ist eine Antwort auf
alveolare Hypoxie und stimmt Ventilation und Perfusion aufeinander ab, indem
der kapillare  Blutfluss in Lungenareale  mit  einer  hoheren
Sauerstoffkonzentrationen verteilt wird [41, 42]. Die Abnahme der alveolaren
O,-Konzentrationen fuhrt zu einer unmittelbaren und reversiblen
Vasokonstriktion pulmonaler Gefalle. Diese ist in ihrer Intensitat abhangig von
O,-Konzentrationen, Geschlecht und Spezies. Die genauen Mechanismen, die
der O2-Detektion im pulmonalen Gefal3system zugrunde liegen, sind noch nicht
komplett verstanden. Es wird jedoch angenommen, dass die HPV durch ein
Zusammenspiel von Endothel und glattmuskularen Zellen der Media koordiniert
wird. Pulmonalarterielle glatte Muskelzellen (PAGMZ) stellen bei der HPV
sowohl Sensor- als auch Effektorzelle dar. Der akute Effekt von Hypoxie auf
PAGMZ beinhaltet eine Calcium-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum, eine Offnung und Aktivierung von Calcium-Kanalen sowie eine
Membrandepolarisation. Auch die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) wird diskutiert. [43] Das Endothel verstarkt dabei Uber eine gesteigerte
Produktion vasokonstriktorischer Faktoren und/oder eine verminderte
Produktion vasodilatatorisch wirkender Faktoren die Antwort der PAGMZ auf
Hypoxie [42, 43]. Diese Reaktion auf Hypoxie mit Erhdhung des
pulmonalvaskularen Widerstands ist einzigartig im Lungenkreislauf. In allen

anderen Organen fuhrt Hypoxie zu einer Verminderung des vaskularen
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Widerstands [44]. Die HPV spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese von
chronischen Lungenerkrankungen, wie der interstitiellen Lungenfibrose, dem
akuten Lungenversagen oder der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung
[45-47]. In den meisten Saugetieren induziert Hypoxie eine PH, welche je nach
Spezies unterschiedlich stark ausgepragt ist [9]. Die Erkenntnisse aus diesen
Modellen haben zu der seit langem anerkannten Theorie gefuhrt, dass sich die
chronisch hypoxische pulmonale Hypertension (CHPH) aufgrund anhaltender
HPV sowie mittel- und langfristig entstehendem PVR manifestiert (Abb. 1). Der
anhaltenden HPV folgt ein Remodeling der extrazellularen Matrix, welches die
verengten Arterien fixiert. Sie verlieren so ihre Fahigkeit, sich bei Normoxie oder
Gabe von Vasodilatatoren wieder zu erweitern. In den Anfangsstadien der
CHPH spielt die HPV eine wichtige Rolle, wahrend in spateren Stadien vor
allem das PVR entscheidend ist, welches zu irreversiblen GefalRveranderungen

mit dauerhaft erhdhtem pulmonalvaskularem Widerstand fuhrt [7, 48].

[ chronische Hypoxie ]
I

| 1

l

[T pulmonalvaskularer Widerstand]

—_— —_— [Rechtsherzinsufﬁzienz]

Abb. 1: Pathobiologie der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertension.

Chronische Hypoxie fuhrt sowohl zur hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion (HPV)
als auch zum pulmonalvaskuldaren Remodeling (PVR), was zu einem erhdhten
pulmonalvaskuldren Widerstand fiihrt. Dieser hat wiederum eine pulmonale
Hypertension (PH) und schliel3lich eine rechtsventrikulare Hypertrophie (RVH) mit

Progression zur Rechtsherzinsuffizienz zur Folge.
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Die Erkenntnisse uber das PVR bei Menschen mit PH stammen aufgrund der
schwierigen Visualisierung und Messung von Gefallwandveranderungen vor
allem aus histologischen Untersuchungen mit postoperativ oder post mortem
gewonnenem Lungengewebe [6]. Histologische Analysen des Gefalisystems
der Lunge bei sudamerikanischen Kindern, die in grof3er HOhe aufgewachsen
waren, zeigten im Vergleich zu Kindern auf Meereshdhe eine verstarkte
Muskularisierung von kleinen Pulmonalarterien [49]. In Studien mit
Einheimischen der peruanischen Anden zeigten sich ebenfalls Hinweise auf
eine PH und deren Folgen [50, 51]. Diese Annahmen wurden durch Studien an
Verstorbenen aus Bergregionen in Sudamerika erhartet. Histologische
Untersuchungen wiesen eine signifikant haufigere Mediahypertrophie und
Muskularisierung der kleinen, distalen Pulmonalarterien auf. Interindividuell
bestanden jedoch deutliche Unterschiede in der Auspragung der
Veranderungen nach Exposition mit chronischer Hypoxie [52, 53].
Interessanterweise zeigte sich bei Einheimischen aus dem Himalayagebirge in
zwei Studien keine Mediahypertrophie in  Pulmonalarterien, keine
Muskularisation in kleinen Arteriolen und ein normaler pulmonalarterieller Druck
[54, 55]. Dies legt die Vermutung nahe, dass genetische Faktoren bei der
pulmonalvaskularen Anpassung an chronische Hypoxie eine wesentliche Rolle
spielen. Eine weitere Komponente, die zur Pathogenese der CHPH beitragt,
sind Entzindungsprozesse bei chronischer Hypoxie. Die Aktivierung des
Immunsystems ist sowohl beim Menschen, als auch im Tiermodell, eine frihe
Konsequenz von Hypoxie [20, 56]. Es kommt zur Mobilisierung und
Akkumulation von Mastzellen, Rekrutierung von zirkulierenden Vorlauferzellen
und Monozyten, sowie zu vermehrten Infiltraten von Entzindungszellen. Durch
die parakrine Sekretion vasoaktiver, mitogener und chemotaktischer Faktoren
tragen diese Zellen zum PVR und zur gesteigerten Kollagenproduktion bei
Exposition mit chronischer Hypoxie bei [56-58]. In der Pathophysiologie der
CHPH sind Hypoxie und systemische Entzindungsreaktion eng miteinander
verflochten [20]. Erhdhte Konzentrationen des plattchenaktivierenden Faktors
(PAF), einem inflammatorischen Lipidmediator, der die
Thrombozytenaggregation aktiviert und am Hypoxie-induzierten PVR beteiligt
ist, wurden beschrieben. Die Applikation von PAF-Antagonisten reduziert die
Entwicklung einer CHPH im Tiermodell [20, 59].
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1.1.5 Das Tiermodell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertension

Die Entdeckung der HPV fuhrte zu einer Reihe von systematischen Studien
Uber den Lungenkreislauf und die CHPH bei Mensch und Tier, auf
Meeresniveau und in gro3er Hohe. Diese Studien beschreiben bereits Spezies-
spezifische Unterschiede in der Entwicklung von PH als Reaktion auf Hypoxie
[60]. Wahrend Schafe nach Exposition mit chronischer Hypoxie keine oder nur
eine geringe PH entwickeln, findet man bei Rindern und Ratten eine PH mit
signifikanten pulmonalvaskularen Veranderungen sowie einer
Rechtsherzhypertrophie [61, 62]. Die Entwicklung von genetisch modifizierten
Mausen fuhrte zu dem Bedarf, ein Mausmodell der PH zu etablieren [63]. Das
Modell der Hypoxie-induzierten PH bei Mausen und Ratten ist heute ein weit
verbreitetes und akzeptiertes Modell zur Erforschung der PH. Das Modell mit
Exposition in einer hypoxischen Umgebung ist zudem berechenbar und
reproduzierbar [9]. Der relative Beitrag von HPV und PVR zum Anstieg des
pulmonalvaskularen  Widerstands ist beim Tiermodell der CHPH
speziesabhangig. Wahrend bei chronisch-hypoxischen Ratten die Erhdhung
des Widerstands vor allem auf eine stark ausgepragte HPV zurtckzufihren ist,
hat bei Mausen in hypoxischer Umgebung vor allem die chronische, luminale
Verengung der Gefalle Bedeutung fur den erhohten pulmonalvaskularen
Widerstand. Eine Rarefizierung von Pulmonalgefalen als Ursache fur den
Anstieg des pulmonalvaskularen Widerstands wurde in Mausen oder Ratten
nicht festgestellt [44, 64]. Die Antwort auf Hypoxie ist aulRerdem abhangig vom
Alter der Tiere. So weisen junge Tiere mit heranreifenden Lungen eine hohere
Empfindlichkeit gegeniber Hypoxie auf [65]. Die auftretenden strukturellen
Veranderungen zeigen ein ausgepragtes pulmonalvaskulares Remodeling, das
durch Kollagenablagerungen sowie Verbreiterung der Adventitia und Media von
prakapillaren Pulmonalarterien gepragt ist und zur Einengung der kleinen
Pulmonalarterien fuhrt. Im Tiermodell der CHPH von Nagetieren zeigt sich zwar
eine luminale Verengung, jedoch keine komplette Obliteration oder
Rarefizierung der Pulmonalarterien, wie es bei Patienten mit PH beschrieben ist
[44, 66]. Das PVR im Tiermodell der CHPH beinhaltet sowohl eine
Hypertrophie, als auch Hyperplasie der Media [67]. Es zeigt sich eine schnelle

Muskularisierung und das Auftreten von a-smooth-muscle-actin-exprimierenden
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Zellen in normalerweise nicht muskularisierten Alveolarwanden und Arteriolen,
eine Fibrosierung und Versteifung von grof3en proximalen Pulmonalarterien
sowie eine Entzindungsreaktion der pulmonalen Gefalle. Hamodynamisch
manifestiert sich bei Ratten bereits nach zwei Wochen Hypoxie eine
Verdopplung des mittleren pulmonalarteriellen Druckes und eine
rechtsventrikulare Hypertrophie mit erhdhter rechtsventrikularer Masse [56, 68].
Mause entwickeln bei Exposition mit chronischer Hypoxie ebenfalls erhdhte
pulmonalarterielle Drucke, allerdings sind hamodynamische Veranderungen
weniger ausgepragt als in Ratten. Die bestandigsten Ergebnisse im
Mausmodell sind die Muskularisierung und Verdickung von kleinen, distalen
Lungengefallen sowie die funktionelle Versteifung von proximalen
Pulmonalarterien [9]. Der rechtsventrikulare systolische Druck ist in
normoxischen Wildtyp-Mausen im Mittel bei 10-20 mmHg, wahrend er nach
chronischer Hypoxie auf bis zu 35 mmHg ansteigt [69, 70]. Ein weiterer
Unterschied zwischen Mausen und Ratten nach Exposition in anhaltender
Hypoxie besteht in einem unterschiedlichen Genexpressionsmuster des
Lungengewebes [61, 71]. Neben artspezifischen Unterschieden zeigen Studien,
dass die Reaktion auf chronische Hypoxie auch Mausestamm-spezifisch sein
kann und dass verschiedene Mausestamme teils signifikante Unterschiede im
Tiermodell der CHPH aufweisen [72]. Trotz entzindlicher, fibrotischer und
struktureller Gefallveranderungen, sind alle Tiermodelle der Hypoxie-
induzierten PH im Gegensatz zur PH im Menschen bei Ruckkehr zu
normoxischen Konditionen reversibel. Es gibt zudem keine Hinweise darauf,
dass es im Tiermodell der CHPH zu einer Intimafibrose oder plexiformen
Lasionen mit kompletten Gefaldverschlissen kommt, wie sie typischerweise bei
der PAH im Menschen auftreten [6, 8, 73]. Das Modell der CHPH in Nagetieren
kann folglich als ein Modell der weniger schweren PH angesehen werden und
sollte vor allem als relevant in Bezug auf die PH des Menschen als Folge von
chronischer Hypoxie betrachtet werden. Neben dem Tiermodell der CHPH
existieren noch weitere Tiermodelle der PH, die je nach Modell unterschiedliche
Auspragungen der PH-charakteristischen Veranderungen zeigen. Ein
etabliertes und schon lange bekanntes Modell ist das der Monocrotalin-
induzierten PH. Durch Induktion einer Entzindungsreaktion  mit

Endothelzellverletzungen entwickeln die Tiere eine PH mit PVR und erhohtem
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pulmonalvaskularem Widerstand [74]. Daruber hinaus existieren eine Reihe von
genetisch modifizierten Mausen, die spontan oder nach chronischer Hypoxie
eine verstarkte PH aufweisen [63]. Um die pathologischen Veranderungen der
schweren PH beim Menschen mit kompletten Gefallverschlissen und
rechtsventrikularer  Insuffizienz  moglichst genau abzubilden, werden
kombinierte Modelle angewandt. So fuhrt beispielsweise die Kombination des
VEGF-Rezeptor-Inhibitors Sugen 5416 mit chronischer Hypoxie zu einer
irreversiblen PH und einem ausgepragten PVR mit Apoptose der
Endothelzellen und Obliteration kleiner Lungengefalle. Dabei zeigt sich
aullerdem  eine  rechtsventrikulare  Dysfunktion mit  beginnendem
Rechtsherzversagen [70, 75]. Auch ein Knockout des bone morphogenic
protein  receptor 2 (BMPR-2) oder eine Uberexpression des
proinflammatorischen Interleukin 6 (IL-6) fuhrt zusammen mit chronischer
Hypoxie zur kompletten Obliteration pulmonaler GefalRe und zu einem
irreversiblen PVR [20, 76, 77]. Es gibt aktuell jedoch vermutlich kein Tiermodell
der PH, das die schwere PH, wie sie im Menschen auftritt, mit all ihren
pathologischen Veranderungen perfekt abbildet. Dennoch erlauben uns die
vorhandenen Tiermodelle der PH wertvolle Einblicke und ein besseres
Verstandnis der Pathomechanismen und Signalwege, die zur Entwicklung und
Progression der PH beitragen. Sie ermoglichen uns, neue Hypothesen zur
Pathogenese zu testen und dringend bendtigte, neu entwickelte Substanzen zu
evaluieren, um schlieBlich Patienten mit PH besser behandeln und irreversible

Veranderungen verhindern zu kénnen [6, 9].
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1.2 Molekulare Mechanismen der pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen beim  Hypoxie-induzierten  pulmonalvaskularen

Remodeling

1.2.1 Proliferation und Apoptoseresistenz der pulmonalarteriellen glatten

Muskelzellen

Das vaskulare Remodeling der Media resultiert zum groRen Teil aus einem
Ungleichgewicht von Proliferation und Apoptose der pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen (PAGMZ). DNA-Mikroarray-Analysen zeigen, dass bei Patienten
mit PH das Gleichgewicht von proapoptotischen und antiapoptotischen Genen
zugunsten der antiapoptotischen Gene verschoben ist [78]. Die Resistenz
gegenuber Apoptose ist dabei unter anderem durch die Herunterregulierung
von Kaliumkanalen gesteigert, welche sowohl im Tiermodell der PH, als auch in
Patienten mit PH beobachtet werden kann. Eine reduzierte Expression und
Aktivitat der Kaliumkanale in PAGMZ hat eine erhohte intrazellulare
Kaliumkonzentration zur Folge. Diese fuhrt zu einer Hemmung der Caspasen
und damit zu einer erhOhten Resistenz gegenuber Apoptose [79]. Die hohe
Kaliumkonzentration hat eine Depolarisation der PAGMZ zur Folge. Studien
Uber die funktionellen Veranderungen der PAGMZ im Tiermodell der CHPH
oder bei Patienten mit PH zeigen diese gesteigerte Depolarisation der PAGMZ.
Uber spannungsabhéngige Calciumkanale fuhrt die Depolarisation zu einem
erhohten Calciumeinstrom in die Zelle, was eine verstarkte Vasokonstriktion
und Proliferation der PAGMZ zur Folge hat [80-82]. Im Tiermodell der CHPH
zeigt sich bei gesteigerter Expression und Aktivitat der Kaliumkanale ein
vermindertes PVR, was diese Theorie untermauert [83]. Die Aktivitat von
Kaliumkanalen beeinflusst demnach die Proliferation der PAGMZ. Die genauen
Mechanismen, durch die eine verminderte Aktivitat und Expression von
Kaliumkanalen zum vaskularen Remodeling fuhren konnen, sind jedoch noch
nicht ausreichend verstanden [6]. Eine Steigerung der Expression und Aktivitat
von Kaliumkanalen konnte ein interessanter pharmakologischer Angriffspunkt
sein, um das PVR bei der PH zu beschranken. Tierversuche mit
Dehydroepiandrosteron, einem Steroidhormon das Kaliumkanale offnet, zeigen
ein reduziertes PVR bei der CHPH [84]. Auch durch die pharmakologische
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Inhibition des nuclear factor of activated T cells (NFAT) im Tiermodell resultiert
ein signifikant geringeres Remodeling. NFAT fuhrt Uber eine Reduktion der
Expression und Aktivitdt von Kaliumkanalen zu einer gesteigerten Proliferation
der PAGMZ. Die erhohte intrazellulare Kaliumkonzentration und verstarkte
Expression des proapoptotischen Proteins B-cell lymphoma 2 (bcl2) durch
NFAT fordert die Apoptoseresistenz der PAGMZ [85]. An der Regulation von
Apoptose und Gefaldtonus sind ebenfalls mitochondriale, proapoptotische
Faktoren und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt. Die Mitochondrien
bieten moglicherweise einen interessanten pharmakologischen Angriffspunkt,
um das PVR aufzuhalten. Es konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der
Pyruvatdehydrogenase-Kinase in den Mitochondrien durch Dichloressigsaure
die Apoptose in PAGMZ induziert und die Proliferation und damit das PVR
verringert [86]. Dichloressigsaure erhoht die Expression von Kaliumkanalen,
wodurch im Tiermodell die CHPH vorgebeugt und sogar rickgangig gemacht
werden konnte [87]. Die Mitochondrien der PAGMZ unterscheiden sich von den
Mitochondrien der glatten Muskelzellen aus Arterien des systemischen
Kreislaufs. Diese Diversitat ist eventuell eine Erklarung dafur, dass das
vaskulare Remodeling bei der PH streng auf den Lungenkreislauf beschrankt ist
[88]. Bei der idiopathischen PAH wurde in den PAGMZ eine Hyperpolarisation
der Mitochondrien beschrieben. Dies ist vereinbar mit einer erhdhten Resistenz
der Zellen gegeniiber Apoptose. Die Atiologie ist jedoch noch nicht ausreichend
geklart. Die Inhibition von NFAT fuhrt zur Depolarisation der Mitochondrien und
fordert somit den Efflux von proapoptotischen Mediatoren in das Zytoplasma
[85]. Neben diesen Signalwegen spielen Schaden der DNA sowie die zellularen
Reaktionen darauf eine Rolle bei der Entstehung der PH. PAGMZ zeigen
Anzeichen von DNA-Schaden und deren zellularen Antwort. Die Aktivierung der
Poly(ADP-ribose)-Polymerase-1 (PARP-1) ist Teil des DNA-Reparatursystems,
verlangert das Uberleben der Zelle und flhrt Gber die Aktivierung des Hypoxie
induzierten Faktors 1a (HIF1a) und NFAT zu einer gesteigerten Proliferation der
PAGMZ. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass der PARP-Inhibitor ABT-
888 die PH verringern und die pulmonalarterielle Hypertrophie limitieren kann
[89]. Minerale und lonen wie Zink, Eisen und Calcium scheinen als Kofaktoren
und Bestandteile von Proteinen ebenfalls eine Rolle in der zellularen

Homobostase der Pulmonalarterien zu spielen. Zink ist beteiligt an der

19



Proliferation und dem Remodeling der PAGMZ. Im Tiermodell der CHPH und
bei Menschen nach Exposition mit anhaltender Hypoxie konnte eine gesteigerte
Expression des Zink-Transporters 12 (ZIP12) festgestellt werden. Wahrend
nach Hypoxie in vitro die Expression von ZIP12 sowie die Proliferation der
PAGMZ erhoht war, konnte durch eine Hemmung von ZIP12 die gesteigerte
Proliferation der PAGMZ nach Hypoxie aufgehoben werden [90]. Eisenmangel
fuhrt vermutlich zu einer negativen Beeinflussung der PH. In klinischen Studien
an Patienten mit PAH ging ein Eisenmangel mit einem verminderten Uberleben
der Patienten einher [36]. In Tiermodellen entwickelten Eisen-mangelernahrte
Tiere eine PH mit PVR und einer begleitenden Entzindungsreaktion [91]. Auch
Calcium ist moglicherweise durch Effekte auf Proliferation, Migration und
Vasokonstriktion der PAGMZ an der Pathogenese der PH beteiligt. Sowohl im
Tiermodell der CHPH, als auch bei Patienten mit PH konnte gezeigt werden,
dass eine erhohte intrazellulare Calciumkonzentration fur das Wachstum und
die Migration von PAGMZ bendtigt wird [92]. Eine erhohte
Calciumkonzentration ist Uber die Aktivierung von Calcium-abhangigen Kinasen
und NFAT ein bedeutender Stimulator der Proliferation von glatten
Muskelzellen [85]. Die Calciumpumpe des sarcoplasmatischen und
endoplasmatischen Reticulums 2 (SERCA2) ist bei Patienten mit PH in den
Pulmonalarterien herunterreguliert. Eine verminderte Expression von SERCA2
in glatten Muskelzellen ist mit einer Dedifferenzierung und verstarkten
Proliferation assoziiert. Eine vermehrte Expression von SERCAZ2 in PAGMZ ist
hingegen mit einer verminderten Aktivierung von signal transducer and activator
of transcription 3 (STAT3)/NFAT und damit einer verringerten Proliferation
assoziiert. Im Tiermodell der PH konnte gezeigt werden, dass eine erhohte
Expression von SERCA2 durch einen viralen Gentransfer zu einer Abnahme
der PH, des Remodelings der Media und der rechtsventrikularen Hypertrophie
fuhrt [93]. Eine erhohte intrazellulare Calciumkonzentration resultiert
wahrscheinlich aus einer endothelialen Dysfunktion, einer der frihesten
pathobiologischen Veranderungen bei der PH. Das Ungleichgewicht von
vasoaktiven Faktoren aus dem Endothelium zugunsten der Vasokonstriktoren
Endothelin, Thromboxan und Serotonin fuhrt dabei zu einem erhohten
intrazellularen Calciumgehalt in PAGMZ [94]. Intrazellulares Calcium fuhrt

wiederum zur Aktivierung von NFAT und zur Regulierung weiterer Gene, die in
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Prozesse des PVR involviert sind. Die Depolarisation der Zellen mit Offnung
von spannungsabhangigen Calciumkanadle und einem daraus resultierenden
erhohten Calciumeinstrom halt die hohe intrazellulare Calciumkonzentration
aufrecht [85]. Spannungsabhangige Calciumkanale konnen durch Agonisten
aktiviert werden und tragen zur gesteigerten Proliferation der PAGMZ bei. Sie
sind somit an den Prozessen des PVR beteiligt, insbesondere bei erhdhter
Konzentration von bestimmten Wachstumsfaktoren [95, 96]. Ursachlich fur eine
Erhohung der Calciumkonzentration in PAGMZ sind aber auch zelleigene
Mechanismen, wie eine Hochregulation der transient receptor potential
channels (TRP-Kanale), eine verminderte SERCA-Aktivitat sowie eine
Dysregulation des Serotonin-Transporters. TRP-Kanale sind Calcium-
durchlassige, nicht-selektive Kationenkanale, die in PAGMZ von Patienten mit
PAH und im Tierexperiment der CHPH hochreguliert sind [97-99]. Weitere
Evidenz zeigt sich durch die Entdeckung eines Polymorphismus im TRP-Kanal-
Gen, der die Funktion des Kationenkanals verstarkt und die Betroffenen einem
erhohten Risiko zur Entwicklung einer PAH aussetzt [100]. Au3erdem konnte
der Na'/H*-Austauscher (NHA) in glatten Muskelzellen mit einer gesteigerten
Proliferation der PAGMZ in Zusammenhang gebracht werden. PAGMZ von
Tieren nach chronischer Hypoxie zeigen eine gesteigerte Expression und
Aktivitat des NHA-1, was intrazellular eine Alkalisierung des pH-Wertes zur
Folge hat [101]. Eine reduzierte Aktivitat des NHA flhrt zu einem verminderten
Hypoxie-induzierten PVR mit verminderter Proliferation und Migration der
PAGMZ [102, 103]. Experimentelle Daten aus Versuchen mit NHA-Inhibitoren
und NHA-1-KO-Mausen bestatigen die Annahme, dass eine erhdhte
Expression und Aktivitat des NHA-1 die Proliferation und Migration von PAGMZ
stimuliert. Im Tiermodell der CHPH konnte durch Inhibition oder KO des NHA-1
die Entwicklung einer PH mit PVR unterdrickt werden [103, 104]. Fur
Proliferation und Migration der PAGMZ beim chronischen PVR ist zudem
wahrscheinlich die Aktivierung der Rho-Kinase notwendig. Der Rho-Kinase-
Signaltransduktionsweg vermittelt die zytoskelettale Neuanordnung in
Endothelzellen und PAGMZ [105]. Die Aktivierung der Rho-Kinase wird durch
Wachstumsfaktoren, geotffnete Calciumkanale sowie den NHA vermittelt [95,
103]. Eine Inhibition des Rho-Kinase-Signalweges reduziert den
pulmonalarteriellen Druck und das PVR in Patienten mit PAH [106]. Ein
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Mechanismus, der sowohl zur Aktivierung des NHA als auch des Rho-Kinase-
Signalweges fuhrt, ist die Bindung des Peptidhormons Endothelin-1 an
membrangebundene Endothelinrezeptoren der PAGMZ. Die Bindung von
Endothelin-1 fuhrt auBerdem zur Hemmung der Kaliumkanal-Expression und zu
einer erhohten intrazellularen Calciumkonzentration in glatten Muskelzellen
[107-109]. Neben dem akut vasokonstriktorischen Effekt fuhrt das aus
Endothelzellen sezernierte Endothelin-1 durch Bindung an Rezeptoren der
PAGMZ folglich zur Steigerung der Proliferations- und Migrationsprozesse in
PAGMZ. Die Spiegel von zirkulierendem Endothelin-1 sind in allen Tiermodellen
und humanen Formen der PH erhoht [110]. Die Verwendung von Endothelin-
Rezeptor-Inhibitoren kann in einigen Tiermodellen die Entstehung einer PH mit
PVR verhindern oder sogar ruckgangig machen. In der daraus resultierten
klinischen Anwendung zeigte sich eine verbesserte korperliche Belastbarkeit
sowie ein verlangertes Uberleben der Patienten. Ob diese Effekte auf eine
reduzierte Vasokonstriktion oder ein vermindertes PVR zuruckzufuhren sind, ist
noch unklar [111]. Der Rho-Kinase-Signalweg wird aul’erdem durch 5-
Hydroxytryptamin (5-HT/Serotonin) aktiviert. Die Aufnahme von 5-HT
beeinflusst Wachstum und Remodeling der PAGMZ. Neben der Aktivierung der
Rho-Kinase und der mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAPKSs), beinhaltet
die Signalkaskade von 5-HT auch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
und die Induktion von Genen, die am Zellwachstum beteiligt sind. Die
genetische oder pharmakologische Hemmung des 5-HT-Rezeptors fuhrt zu
einer reduzierten glattmuskuldren Proliferation und einem verminderten
Hypoxie-induzierten Remodeling [112]. Weiterhin spielt der Signalweg der
knochenmorphogenetischen Proteine (bone morphogenic proteins/BMPs) beim
PVR eine Rolle. Von Interesse sind dabei vor allem BMP2, BMP4, BMP7, sowie
die BMP-Rezeptoren Typ 1 und 2. Je nach Lokalisation der PAGMZ im
pulmonalen Gefaldsystem haben BMPs unterschiedliche Effekte. In proximalen
Pulmonalarterien sind BMP2 und BMP4 antiproliferativ [113]. In distalen
pulmonalarteriellen Gefallen zeigt BMP4 Uber eine Hochregulation von TRP-
Kandlen und eine damit einhergehende erhdhte intrazellulare
Calciumkonzentration proliferative  Effekte [114]. Mause mit einem
heterozygoten BMP4-Knockout sind vor der Entwicklung einer CHPH geschutzt,

wahrend Mause mit einem heterozygoten BMP2-Knockout eine
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schwerwiegendere CHPH entwickeln als ihre Wildtyp-Wurfgeschwister [115,
116]. Genetische Mutationen des BMP-Rezeptor Typ 2 (BMPR-2) wurden in
PAGMZ bei Patienten mit PAH beschrieben. Die Mutation fuhrt zur Reduktion
der BMP-Aktivitat und somit zum Verlust der antiproliferativen Wirkung von
BMP2 [117]. Weitere Mutationen in Rezeptoren des transforming growth factor
B (TGF-B) wurden in Patienten mit PAH beschrieben. Die Aktivierung und
Signaltransduktion von TGF-B/BMPR-2 fuhrt somit nicht wie normal zu einer
Unterdrickung der Proliferation und Aktivierung der Apoptose von PAGMZ
[113, 118]. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von STAT3 zu einer
posttranslationalen  Herunterregulierung von  BMPR-2  fuhrt  [119].
Interessanterweise ist die Expression von BMPR-1 und -2 auch in Tiermodellen
der CHPH reduziert, was darauf hindeutet, dass die Fehlregulation der BMP-

Signalwege ein gemeinsames Merkmal der PH ist [120].

1.2.2 Transitions- und Migrationsprozesse

Neben der gesteigerten Proliferation und Resistenz gegenuber Apoptose von
PAGMZ, gibt es auch Hinweise darauf, dass zellulare Transitions- und
Migrationsprozesse am Remodeling der Media beteiligt sind. So wird vermutet,
dass eine Transition von endothelialen zu mesenchymalen Zellen stattfindet,
und dass diese transformierten Endothelzellen einen Teil der beim PVR neu
auftretenden  a-smooth-muscle-actin-positiven  Zellen ausmachen. Sie
akkumulieren und beteiligen sich am Remodeling der Media [121]. Die
endothelial-mesenchymale Transition tritt sowohl physiologisch wahrend der
embryonalen Entwicklung, als auch im Rahmen einiger vaskularer Pathologien
auf [122]. Bei diesem Prozess erlangen Endothelzellen Eigenschaften von
mesenchymalen Zellen. Sie verlieren die engen gap junctions, migrieren in die
Media und verlieren ihre typischen Endothelzellmarker, wie beispielsweise
CD31. Zeitgleich beginnen sie a-smooth-muscle-actin und Vimentin zu
exprimieren, typische glattmuskulare Marker [121]. Die experimentellen Daten
von Patienten mit PH bestatigen diese phanotypische Transition. Die
Expression von Endothelzellen aus plexiformen Lasionen der Pulmonalarterien

beinhaltet sowohl endotheliale Marker als auch a-smooth-muscle-actin und
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typische mesenchymale Zellmarker [123]. TGF-B scheint bei diesem Prozess
eine wichtige Rolle zu spielen. Die endothelial-mesenchymale Transition wird
durch die TGF-B-abhangige Aktivierung von unterschiedlichen Signalwegen
(Smad1/2, ERK-1/2, p38MAPK) in Gang gesetzt. Weitere Stimulationsfaktoren
sind inflammatorische Molektle wie Interleukin-1 und der Tumornekrosefaktor-
a [124]. Neben den Veranderungen von praexistenten PAGMZ, tragen also
auch in die Media migrierende Endothelzellen zur distalen Muskularisierung der
Gefalle bei. Einige Wissenschaftler schlagen dazu noch weitere
Transitionsprozesse vor, nach denen auch Fibroblasten, Perizyten und
hamatopoetische Stammzellen als potenzieller zellularer Ursprung der PAGMZ
beim PVR in Frage kommen. Im Tiermodell der CHPH wurde in der
pulmonalarteriellen Wand eine rasche Akkumulation von Fibroblasten
beschrieben, welche sich in glatte Muskelzellen transformieren konnen [19, 21].
Welcher Mechanismus hauptverantwortlich fur das vermehrte Auftreten a-
smooth-muscle-actin-exprimierender Zellen ist, bleibt aktuell unklar. Neuere
Ergebnisse von Studien lassen jedoch vermuten, dass die Uberwiegende
Mehrheit der Hypoxie-induzieten PAGMZ der distalen Arteriolen von
praexistierenden, proximalen PAGMZ stammt. Als Antwort auf Hypoxie
scheinen sich diese differenzierten, praexistenten PAGMZ bereits nach
wenigen Tagen zu entdifferenzieren. Darauf folgen dann, ahnlich wie bei der
pulmonalarteriellen Entstehung, Proliferation, distale Migration, Maturation und
erneute Differenzierung der Zellen [125]. Im Mausmodell der PH konnten an
den Ubergangszonen der Pulmonalarterien, wo unter normoxischen
Bedingungen muskularisierte in nicht-muskularisierte Arterien Ubergehen,
glattmuskulare Progenitorzellen identifiziert werden. Diese Progenitorzellen
exprimieren Platelet-derived growth factor receptor 3 (PDGFR-B), ein Marker
entdifferenzierter, mesenchymaler Zellen. Es wird daher vermutet, dass diese
wenigen Progenitorzellen der Ubergangszone als Reaktion auf Hypoxie distal
migrieren, entdifferenzieren und klonal expandieren. Die Induktion dieser
PDGFR-B-positiven Zellen scheint somit an der Muskularisierung der distalen
Arteriolen entscheidend beteiligt zu sein. Bei Hypoxie steigt in diesen Zellen die
Expression des pluripotenten Transkriptionsfaktors Kruppel-like factor 4 (KLF4),
welcher uber den ebenfalls durch Hypoxie aktivierten Liganden Platelet-derived
growth factor B (PDGF-B) induziert wird. KLF4 ist ein wichtiger Faktor bei der
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Entdifferenzierung von Zellen. Zellmigration, klonale Expansion und distale
Muskularisierung sind mit erhdhten Konzentrationen von KLF4 und PDGF-B
assoziiert. Nicht nur in Tiermodellen, auch in experimentellen Studien mit
Lungengewebe von Patienten mit PAH zeigt sich eine Hochregulation von KLF4
in PAGMZ, vor allem in proliferierenden glatten Muskelzellen der Arteriolen
[126]. Die Migration von PAGMZ wird durch Hypoxie induziert und durch
Anderungen der intrazelluldren Calciumkonzentration beeinflusst. Eine
Calcium-abhangige Erhdhung der Expression des membranstandigen
Wasserkanals Aquaporin-1 (AQP1) wahrend Hypoxie ist fur die Migration von
PAGMZ notwendig [127]. Es wird vermutet, dass AQP1 an gerichteten
Zellbewegungen und/oder der zytoskelettalen Neuanordnung beteiligt ist, die

fur Migrationsprozesse der glatten Muskelzellen erforderlich ist [128].

1.3 Hypoxie-induzierbare Faktoren

1.3.1 Funktion, Regulation und Signalwege

Hypoxie-induzierbare Faktoren (HIF) sind Sauerstoff-sensitive
Transkriptionsfaktoren, die eine Adaptation der Zelle an hypoxische
Umgebungsbedingungen erlauben. Die zellulare Sauerstoffversorgung spielt
bei vielen physiologischen und pathologischen Prozessen eine entscheidende
Rolle. Verminderte O,-Konzentrationen im Gewebe sind wahrend der
Embryogenese physiologisch und bei einigen pathologischen Prozessen wie
soliden Tumoren, Entzindungsreaktionen, Lungenerkrankungen und bei der
Wundheilung zu finden. Da die Detektion und Regulation der O»-Konzentration
fur das Uberleben essentiell ist, entwickelten sich wahrend der Evolution die
Mechanismen zur Steuerung einer schnellen Antwort auf O-Mangel zu einem
komplexen System. In hoheren Organismen wird die zellulare Antwort auf eine
verminderte Oz-Konzentration in groflen Teilen mithilfe der Hypoxie-
induzierbaren Transkriptionsfaktoren koordiniert. Die zellulare Adaptation durch
HIF auf geringe O»-Konzentrationen beinhaltet die synchronisierte Transkription
einer Vielzahl von Genen, welche die zellularen Anpassungsprozesse steuern
[42, 129, 130]. Hypoxie induzierbare Faktoren sind heterodimere Proteine mit

einer Ogz-abhangigen a-Untereinheit und einer konstitutiv exprimierten [3-
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Untereinheit (auch bekannt als aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
protein/ARNT). Bei Mensch und Maus existieren drei unterschiedliche a-
Untereinheiten von HIF, deren Hypoxie-abhangige Expression nachgewiesen
werden konnte und die allesamt mit der B-Untereinheit (ARNT) dimerisieren:
HIF1a, HIF2a (auch bekannt unter dem fruheren Namen endothelial PAS
domain-containing protein 1/ EPAS1) und HIF3a [131, 132]. Regulation und
Stabilisierung von HIF erfolgt in erster Linie posttranslational in Abhangigkeit
der O2-Konzentration. Unter normoxischen Bedingungen wird die a-Untereinheit
von HIF an zwei Prolinresten durch Prolylhydroxylasen (prolyl hydroxylase
domain proteins, PHDs) mithilfe von molekularem Sauerstoff hydroxyliert. Das
von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressor-Protein (pVHL) interagiert dadurch mit
HIFa, welches dann polyubiquitiniert und proteosomal abgebaut wird [133, 134].
Unter hypoxischen Bedingungen sinkt die Aktivitat der Prolylhydroxylasen, die
a-Untereinheit von HIF wird nicht modifiziert, was zu einer Proteinstabilisation
und einem Schutz vor Abbauvorgangen im Proteasom fuhrt. Nach Stabilisation
im Zytosol transloziert HIFa bei Hypoxie in den Nukleus und rekrutiert dort nach
Dimerisation mit der B-Untereinheit Koaktivatoren der Transkription. Dieser
Komplex steuert die Genexpression hunderter Gene Uber die Bindung an
hypoxia response elements (HREs), welche sich in den Promotorregionen der
HIF-Zielgene befinden. Die gesteigerte Transkription dieser Gene ist fur die
zellulare Adaptation an hypoxischen Stress wesentlich [42, 135]. Zu diesen
Genen gehodren unter anderem Erythropoetin, Glukose-Transporter, Enzyme
der Glykolyse, Transferrin, Hamoxygenase, Endothelin-1, Stickstoffmonoxid-
Synthasen und Signalmolekule der Angiogenese, wie dem vascular endothelial
growth factor (VEGF) [136-138]. Zusammen bewirken diese auf Hypoxie
reagierenden Gene eine Reduktion der durch niedrige O,-Konzentrationen
bedingten Effekte auf zellularer und systemischer Ebene [139]. Zellen mit
einem Mangel an HIF1a zeigen unter Hypoxie eine gestorte Hochregulation
dieser Gene, die fur zellulare Prozesse wie Proliferation, Glukosetransport und
Energiemetabolismus entscheidend sind [140]. Nicht nur bei pathologischen
Prozessen wie Entzindung, Tumorprogression oder der PH spielt HIF eine
wichtige Rolle. In der Embryogenese und vielen physiologischen Prozessen ist
HIF als Transkriptionsfaktor entscheidend beteiligt [140]. Die evolutionare und

biologische Bedeutung des HIF-Systems zeigt sich anhand der Konservierung
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des HIF-Transkriptionsfaktors vom Fadenwurm Caenorhabditis elegans bis zum
Menschen. Der einfache, multizellulare Modellorganismus Caenorhabditis
elegans besitzt ausschliellich die HIF1a-Untereinheit. Die Bedeutung im
Glukose-Stoffwechsel und die ubiquitdre Expression zeigt, dass HIF1a
unabkémmlich ist [141]. Das deutlich komplexere innere Milieu von hoheren
Lebewesen, verglichen zu Caenorhabditis elegans, bendtigt moglicherweise ein
deutlich flexibleres und spezialisierteres System der Sauerstoffregulation, um
die Aufrechterhaltung und Anpassung der Sauerstoffversorgung bei
unterschiedlichen Umgebungsbedingungen zu gewahrleisten. Die Anwesenheit
von mehreren HIFa-Untereinheiten kdnnte daher wichtig sein, um flexibel und
adaquat auf Sauerstoffschwankungen reagieren zu konnen [142]. Wahrend
HIF3a in seiner Funktion primar als Regulator von HIF1a wirkt, reagieren HIF1a
und HIF2a auf viele experimentelle Bedingungen auf eine ahnliche Weise [143].
HIF1a und HIF2a werden in einer Vielzahl von humanen Zelllinien exprimiert
und akkumulieren bei Hypoxie binnen Minuten im Nukleus. Bei Reoxygenierung
werden die Transkriptionsfaktoren rasch wieder abgebaut. Das Vorhandensein,
und damit die Regulation von HIF1a und HIF2a wird dabei in erster Linie
posttranslational durch Stabilisierung und proteasomalen Abbau determiniert.
Die Konzentration der mRNA von HIF1a und HIF2a steigt bei Hypoxie nicht
oder nur geringfugig an. In normoxischen Geweben kann HIF2a, und in einem
geringeren Ausmald auch HIF1a, bereits detektiert werden [144]. Strukturell
sind HIF1a und HIF2a eng verwandt, 48% der Aminosaure-Sequenz ist bei
beiden Proteinen identisch. HIF2a bindet, wie HIF1a, ebenfalls an HIF13 im
Nukleus und aktiviert die Transkription von Genen Uber Bindung an HREs.
HIF1a und HIF2a regulieren damit die Expression Hypoxie-induzierter Gene
und beeinflussen Uber ihre Signaltransduktionswege die zellulare Antwort auf
Hypoxie [141]. Wahrend HIF1a ubiquitar in allen Geweben exprimiert wird,
konnte HIF2a anfangs vor allem in Gefaldendothelien wahrend der embyonalen
Entwicklung detektiert werden [145, 146]. Erkenntnisse aus Tiermodellen mit
chronischer Hypoxie zeigen jedoch auch postnatal eine HIF2a-Expression in
einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen, wie Hepatozyten, Pneumozyten,
Kardiomyozyten, Endothelzellen und glatten Muskelzellen. Die Funktion von
HIF2a ist also nicht, wie urspringlich angenommen, auf GefalRendothelien

beschrankt. HIF2a weist im Vergleich zum ubiquitar exprimierten HIF1a

27



dennoch ein deutlich beschrankteres Expressionsmuster auf. Funktionell
werden die meisten HIF-Zielgene sowohl von HIF1a, als auch von HIF2a
induziert. Es konnten jedoch auch Unterschiede in der Genexpression und
Spezifitat von Zielgenen der Transkriptionsfaktoren festgestellt werden. So fuhrt
beispielsweise eine Uberexpression von HIF2a, im Gegensatz zu HIF1a, zu
einer gesteigerten Expression des endothelial tyrosine kinase receptor Tie2,
was darauf hindeutet, dass Tie2 ein Zielgen ausschliel3lich von HIF2a darstellt.
Zudem scheint HIF2a, verglichen zu HIF1a, zu einer starkeren Aktivierung des
VEGF Promotors zu fuhren [130, 141, 144]. Genexpressionstudien bestimmter
Zelllinien (HEK293 und 785-0) lassen vermuten, dass ausschlief3lich HIF1a fir
die Aktivierung von Zielgenen verantwortlich ist, die fur Enzyme der Glykolyse
kodieren und typischerweise durch Hypoxie induziert werden [141]. Dies konnte
eine molekulare Erklarung dafur sein, warum HIF1a fur den Pasteur-Effekt
obligat erforderlich ist [147]. Ergebnisse zur Expression von HIF1a und HIF2a
zeigen aulRerdem, dass beide Isoformen eine komplementare Funktion bei der
koordinierten transkriptionalen Antwort auf Hypoxie aufweisen. HIF1a und
HIF2a sind daher nicht redundant, sondern in Induktion und Funktionen je nach
Gewebe unterschiedlich aufeinander abgestimmt [142, 145, 146]. Die
Konzentrationen von HIF1a und HIF2a unterscheiden sich je nach Zelltyp zum
Teil deutlich. In Zelllinien, die sowohl HIF1a als auch HIF2a exprimieren,
konnten unter normoxischen Bedingungen hohere Level von HIF2a festgestellt
werden. In der Zellkultur konnte gezeigt werden, dass HIF2a bereits bei
weniger ausgepragter Hypoxie induziert wird. Diese Ergebnisse deuten
moglicherweise darauf hin, dass HIF2a im Vergleich zu HIF1a vor allem unter
normoxischen und weniger stark unter hypoxischen Bedingungen relevant ist
[144]. Genetisch modifizierte Organismen, die einen Knockout (KO) von HIF1a
oder HIF2a aufweisen, zeigen bereits in der Embryogenese kardiovaskulare
und pulmonale Malformationen und sind nicht Uberlebensfahig. Das verdeutlicht
die biologische Bedeutung von HIF. Sowohl HIF1a als auch HIF2a sind fur die
Embryogenese unerlasslich und ihre jeweilige Funktion kann nicht kompensiert
oder ersetzt werden [148, 149].
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1.3.2 Die Bedeutung von HIF bei der Hypoxie-induzierten pulmonalen

Hypertension

Alveolare Hypoxie bei chronischen Lungenerkrankungen oder in gro3er Hohe
ist atiologisch eine bedeutende Ursache der PH (WHO Klassifikation Gruppe 3)
[130]. Die Tatsache, dass pulmonale Gefalde umgehend auf einen verminderten
O,-Gehalt im Blut reagieren, macht eine Regulation dieser akuten
Mechanismen auf transkriptionaler Ebene unwahrscheinlich. Eine direkte
Regulation der HPV durch HIF scheint daher unwahrscheinlich [42]. Dennoch
weisen genetische Aberrationen darauf hin, dass HIF einen Einfluss auf die
HPV hat. Patienten mit Chuvash Polyzythamie, der eine seltene hypomorphe
Mutation von VHL =zugrunde liegt, weisen auch unter nicht-hypoxischen
Bedingungen eine Akkumulation von HIFa auf und zeigen bei Hypoxie eine
verstarkte pulmonale Vasokonstriktion [150]. Auch bei Menschen mit Gain-of-
Function-Mutation von HIF2a zeigt sich eine gesteigerte HPV [151]. Diese
Erkenntnisse deuten darauf hin, dass HIF indirekt die akute Antwort der
pulmonalen GefalRe auf Hypoxie beeinflusst. Welche Rolle dabei HIF in
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen innehat ist unklar und wird kontrovers
diskutiert. Neben einer Bedeutung bei der HPV, zeigen tierexperimentelle
Daten einen wichtigen Einfluss von HIF bei der Entwicklung der CHPH.
Grundlage fur die vorliegenden Experimente sind Arbeiten, die zeigen, dass
sowohl heterozygote HIF1a als auch heterozygote HIF2a KO-Mause vor der
Entwicklung einer CHPH zumindest teilweise geschutzt sind [152, 153]. Im
Vergleich zu homozygoten HIF1a- und HIF2a-KO-Mausen sind Mause mit
einem heterozygoten KO lebensfahig und entwickeln sich normal. Unter
normoxischen Bedingungen besteht phanotypisch kein relevanter Unterschied
zwischen heterozygoten HIF1a-KO-, HIF2a-KO- und Wildtyp-Mausen. Nach
Exposition mit chronischer Hypoxie entwickeln heterozygote HIF1a- und HIF2a-
KO-Mause im Vergleich zu ihren Wildtyp-Wurfgeschwistern eine signifikant
verminderte CHPH. Im Hypoxieexperiment zeigt sich eine verzdgert
einsetzende Polyzythamie, ein reduziertes PVR sowie eine verminderte RVH im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen. Bei heterozygoten HIF1a- und HIF2a-KO-
Mausen konnte nach Hypoxie eine verminderte Muskularisierung der kleinen

Lungengefalle sowie eine geringere Verdickung der Media grolerer
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Pulmonalarterien festgestellt werden [152, 153]. Der heterozygote KO ist bei
diesen Mauslinien jedoch in allen Zellen des Organismus und fuhrt zu einer
global verminderten Expression von HIF1a und HIF2a. Eine Differenzierung der
gewebespezifischen Funktion von HIF ist anhand dieser Daten nicht moglich.
Die Produkte von einigen HIF1a-Zielgenen wurden bei chronischer Hypoxie mit
der Entstehung einer PH und Polyzythamie in Zusammenhang gebracht [154-
157]. Nach Exposition mit chronischer Hypoxie zeigt sich im Endothel, in
PAGMZ sowie im Bronchial- und Alveolarepithel eine erhdhte Aktivitat von
HIF1a. Die HIF1a-Konzentration ist in-vivo und in-vitro eng an die O,-
Konzentrationen gekoppelt und vermindert sich bei Reoxygenierung wieder
[158]. Bei Patienten mit PH konnte eine erhdohte Akkumulation von HIF1a
nachgewiesen werden [6]. Die Konzentration von HIF1a korreliert dabei in-vitro
und in-vivo mit der Expression nachgeschalteter Zielgene [140, 159]. Trotz
unterschiedlicher Expressionsmuster von HIF1a und HIF2a, kann die mRNA
beider Transkriptionsfaktoren bereits unter normoxischen Bedingungen im
Lungengewebe detektiert werden [132]. Ahnlich wie heterozygote HIF1a-KO-
Mause verhalten sich heterozygote HIF2a-KO-Mause im Hypoxieexperiment.
Sie sind im Vergleich zu Wildtyp-Mausen ebenfalls vor der Entwicklung einer
CHPH geschitzt und entwickeln weder ein PVR, noch eine RVH. Diese
Ergebnisse zeigen, dass auch HIF2a bei der Entstehung einer CHPH eine
entscheidende Rolle spielt. Ob das fehlende PVR dabei Resultat eines direkten
Effektes des HIF2a-KO in pulmonalen Gefalden ist, oder ob eine HIF2a-KO-
bedingte pulmonalarterielle Drucksenkung indirekt das PVR verringert, ist noch
nicht geklart [153]. Evidenz fur die Bedeutung von HIF2a bei der Entwicklung
einer PH konnte ebenfalls in Studien mit Tibetern gefunden werden, welche
grol3e Hohen in der Regel sehr gut tolerieren. Es wurde eine Loss-of-Function-
Mutation von HIF2a gefunden, die mit reduzierten pulmonalarteriellen Dricken
korreliert [160]. Andererseits ist eine Gain-of-Function-Mutation von HIF2a mit
der Entwicklung einer PH im Menschen sowie in der Maus assoziiert [151, 161].
Moglicherweise wird der Einfluss von HIF auf die Entstehung der CHPH unter
anderem uber Endothelin-1 vermittelt. Endothelin-1 ist ein bekanntes Zielgen
von HIF1a und HIF2a, dessen Expression bei Patienten mit PH erhoht ist. Die
Hemmung von Endothelin-1 oder dessen Rezeptors verhindert die Entstehung
einer CHPH mit PVR [137, 162]. Endothelin-1 besitzt neben der Wirkung als

30



Vasokonstriktor auch eine potente proliferationsfordernde Wirkung auf PAGMZ
[163]. HIF1a und HIF2a beeinflussen mdglicherweise das Hypoxie-induzierte
PVR uber eine gesteigerte Expression von Endothelin-1 in Endothelzellen, was
in PAGMZ zu einer verstarkten Konstriktion und Muskularisierung mit
Wachstumsstimulation fuhrt. Wildtyp-Mause zeigen unter Hypoxie eine
Hochregulierung von Endothelin-1, die bei heterozygoten HIF2a-KO-Mausen
nicht zu sehen ist. Der Effekt von HIF2a auf die Entstehung der CHPH wird also
moglicherweise unter anderem Uber eine gesteigerte Sekretion von Endothelin-
1 aus dem Endothel vermittelt [153]. Ein weiterer pathophysiologischer
Mechanismus  konnte die  HIF2a-vermittelte  Hochregulierung  von
Katecholaminen sein. Auch wahrend der Embryogenese wurde die Bedeutung
von HIF2a in Zusammenhang mit der Regulation und Biosynthese von
Katecholaminen bereits beschrieben [164]. Noradrenalin stimuliert die
Vasokonstriktion isolierter Pulmonalarterien sowie das Wachstum von PAGMZ
[165, 166]. Im Vergleich zu Wildtyp-Mausen findet sich bei heterozygoten
HIF2a-KO-Mausen ein deutlich geringerer Hypoxie-assoziierter Anstieg der
Noradrenalin-Konzentration im Plasma. Dies lasst vermuten, dass bei
chronischer  Hypoxieexposition eine HIF2a-induzierte Erhohung der
Noradrenalin-Plasmakonzentration ebenfalls einen Teil zum PVR bei CHPH
beitragt [153]. Daruber hinaus beinhaltet das proinflammatorische Milieu bei
chronischer Hypoxie einige bekannte HIF-Zielgene, wie beispielsweise NF-kB
(nuclear factor kB) und VEGF [20]. NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor, der bei
Proliferation, Apoptose und Immunantwort von Zellen groRe Bedeutung hat.
Neben der Induktion von entzindlichen Zytokinen, fuhrt eine Aktivierung von
NF-kB wiederum zu erhdohten HIF-Konzentrationen, im Sinne eines positiven
Feedback-Mechanismus zur Regulation inflammatorischer Prozesse [57, 167].
VEGF fordert neben der Angiogenese die Mobilisation von Entziindungszellen
aus dem Knochenmark und ist an der Regulation von B- und T-Lymphozyten
beteiligt [168]. Zusatzlich zu direkten Effekten auf Endothel und glatte
Muskelzellen, beeinflusst HIF die Produktion und Sekretion von
Entzindungsmediatoren aus Leukozyten, Endothelzellen und Fibroblasten.
Dadurch wird ein entzundliches Milieu bei Hypoxie geférdert, welches das PVR
zusatzlich beeinflusst [20, 42]. Die genauen Mechanismen, wie HIF1a und

HIF2a die Prozesse des PVR beeinflussen, sind noch nicht ausreichend
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verstanden. Die Annahme, dass HIF eine bedeutende Rolle bei diesen
Prozessen spielt, ist mittlerweile jedoch unumstritten. Eine Hypoxie-assoziierte
Akkumulation von HIFa zeigt sich sowohl im Endothel, als auch in PAGMZ
[158]. In beiden Zelltypen ist HIF in die Hypoxie-assoziierten Prozesse involviert
und Bestandteil wichtiger zellularer Anpassungsmechanismen. Fur ein genaues
Verstandnis des PVR ist es erforderlich, diese Prozesse moglichst getrennt
voneinander zu untersuchen und durch gewebespezifische Knockouts die
Funktion und Bedeutung von HIF1 und HIF2 zu eruieren. Ergebnisse von
Experimenten mit HIF-Inhibitoren unterstreichen die Bedeutung von HIF beim
PVR. Digoxin, ein Herzglykosid mit ionotroper Wirkung, hemmt die
Akkumulation und transkriptionale Aktivitdt von HIF1. Durch tagliche Digoxin-
Injektion konnte das PVR und der rechtsventrikulare Druckanstieg bei Hypoxie-
exponierten Mausen verhindert werden. Sogar bei bereits etablierter CHPH
konnte Digoxin die rechtsventrikularen Driucke senken. Diese Ergebnisse
untermauern eine maogliche Schlusselrolle von HIF-Inhibitoren bei der
Behandlung der CHPH [169]. Interessanterweise konnte Digoxin bei taglicher
Injektion unter Hypoxie die RVH reduzieren, aber nicht komplett verhindern.
Hypoxie hat also moglicherweise auch einen direkten, HIF1-unabhangigen
Effekt auf den rechten Ventrikel [42]. Ein weiterer Inhibitor von HIF1 zeigt
ahnliche Wirkung. Das antiseptische Praparat Acriflavin hemmt die HIF-
Aktivitat, indem es die Dimerisation der beiden Untereinheiten verhindert. Im
Tiermodell der CHPH fuhrt die tagliche Verabreichung von Acriflavin bei Ratten
zu einem reduzierten rechtsventrikularen Druck mit vermindertem PVR und
einer geringeren RVH [169, 170]. Die Gabe von Eisen ist eine weitere
Moglichkeit zur Hemmung der HIF-Aktivitat, da PHDs Eisen-abhangig
funktionieren. Eiseninfusionen reduzieren den pulmonalarteriellen Druckanstieg
bei Exposition mit chronischer Hypoxie [133, 171]. Diese Daten zeigen
eindrucksvoll, dass die Hemmung der HIF-Aktivitat protektive Effekte auf die
Entwicklung einer CHPH haben konnte. Nebeneffekte von HIF-Inhibitoren
konnen allerdings nicht komplett ausgeschlossen werden. Die klinische
Anwendung von Digoxin bei Patienten mit PH wird aufgrund mangelnder
Evidenz kontrovers diskutiert. Weitere Studien sind daher erforderlich, um eine

zielgerichtete Inhibierung von HIF bei der PH weiter zu evaluieren [42].
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1.3.3 Glattmuskulares HIF beim Hypoxie-induzierten pulmonalvaskularen

Remodeling

Das Hypoxie-induzierte PVR beinhaltet die Proliferation, Migration und
Hypertrophie von PAGMZ. Bei Wildtyp-Mausen ist Hypoxie in PAGMZ mit einer
Depolarisation, verminderten Expression und Aktivitat von Kaliumkanalen,
sowie aufgrund der Hochregulation des NHA-1 und der TRP-Kanale, einer
Erhdhung des pH-Wertes und der intrazellularen Calcium-Konzentration
assoziiert (Abb. 2). Die intrazellulare Calcium-Konzentration wurde als wichtiger
Trigger der Proliferation von PAGMZ bei der PH identifiziert. Diese
Veranderungen gehen weiterhin mit einer erhohten Kontraktilitat, Apoptose-
Resistenz und Migration von PAGMZ einher. HIF1 reguliert die Expression des
NHA-1 und der TRP-Kanale und steuert somit die Alkalisierung des pH-Wertes
sowie die Erhohung der intrazellularen Calcium-Konzentration in PAGMZ [97,
107, 172]. Im Mausmodell der CHPH treten diese Veranderungen der PAGMZ
bei heterozygoten HIF1a-KO-Mausen nicht oder verringert auf [173, 174]. Ob
eine Reduktion von HIF2a in PAGMZ bei Hypoxie ahnliche Effekte aufweist, ist
nicht bekannt. Neben der Erhdhung des pH-Wertes und der intrazellularen
Calcium-Konzentration, ist auch die verminderte Expression und Aktivitat von
spannungsabhangigen Kaliumkanalen abhangig von HIF1. Dies fuhrt zur
Apoptose-Resistenz und tragt somit vermutlich zum Hypoxie-induzierten PVR
bei. Mause mit einem globalen, heterozygoten HIF1a-KO zeigen bei Hypoxie
keine reduzierte Dichte von spannungsabhangigen Kaliumkanalen. Dadurch
kommt es zu einer verminderten Depolarisation und Kontraktion, sowie durch
eine Inhibition der Hypertrophie und Proliferation von PAGMZ zu einem
reduzierten PVR bei chronischer Hypoxie [107, 173, 175]. Weiterhin erhoht
chronische Hypoxie in PAGMZ die Expression von Endothelin-1-Rezeptoren.
Die Aktivierung dieser Rezeptoren auf glatten Muskelzellen vermittelt die
vasokonstriktorischen und mitogenen Effekte von Endothelin-1, einem Zielgen
von HIF. Neben Endothelzellen exprimieren auch PAGMZ HIF-abhéangig
Endothelin-1, welches an PAGMZ autokrin wirkt und das Remodeling steigert
[153, 162, 163]. Endothelin-1-Rezeptor-Antagonisten sind  wirksame
pharmakologische Stoffe bei der Behandlung der PH im Menschen und

unterbinden im Tiermodell teilweise die Entstehung einer CHPH [109, 176].
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Interessanterweise erhoht Endothelin-1 seinerseits im Sinne einer Feedforward-
Regulation die Expression von HIF1a in PAGMZ und potenziert dadurch die
Wirkung von HIF1 bei der Entstehung der PH (Abb. 2) [42, 177]. Die Effekte der
PAGMZ auf Hypoxie sind weitgehend spezifisch fur glatte Muskelzellen der
Pulmonalgefalle und in glatten Muskelzellen des systemischen Kreislaufs in
diesem Male nicht vorhanden [178, 179]. Der selektive KO von HIF1a in
glatten Muskelzellen zeigt im Mausmodell der CHPH eine deutliche
Abschwachung der PH mit reduziertem PVR [48]. Ein HIF1a-KO in glatten
Muskelzellen hemmt die Hypoxie-induzierte Proliferation [180]. Ob
glattmuskulares HIF2a bei Hypoxie die gleichen Effekte hat oder inwieweit sich
HIF1a und HIF2a in PAGMZ unterscheiden, ist bisher nicht ausreichend
untersucht. Insgesamt deuten diese Erkenntnisse jedoch darauf hin, dass
glattmuskulares HIF eine wichtige Rolle in der kardiopulmonalen Antwort auf

chronische Hypoxie einnimmt.
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Abb. 2: HIF1-vermittelte Effekte auf pulmonalarterielle glatte Muskelzellen.

Die Hypoxie-bedingte Akkumulation von HIF fuhrt in PAGMZ zu einer Erhéhung der
TRP-Kanale und des NHA-1, sowie zu einer Verminderten Expression und Aktivitat
von spannungsabhangigen Kalium-Kanalen. Dies hat neben einer verminderten
Apoptose eine (gesteigerte Kontraktilitdt, Proliferation und Migration von

pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen zur Folge.
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Abb. modifiziert nach Shimoda et al., 2013/2014.

Die Inhibition von HIF1 durch Digoxin verhindert im Mausmodell die Entstehung
einer CHPH sowie die Steigerung von pH-Wert und intrazellularer Calcium-
Konzentration in PAGMZ. Sogar bei bereits bestehender CHPH fuhrt Digoxin
zur Normalisierung von pH-Wert und Calcium-Konzentration in PAGMZ [169].
Diese Daten zeigen, dass HIF in PAGMZ bei der Entstehung und Regulation
des Hypoxie-induzierten PVR vermutlich eine wichtige Rolle spielt. Da bei
anderen, nicht mit Hypoxie assoziierten Formen der PH ebenfalls erhdhte
HIF1a-Konzentrationen und ahnliche Zellveranderungen von PAGMZ
beobachtet wurden, kdnnte glattmuskulares HIF1 auch fur nicht-hypoxisches
PVR von Bedeutung sein [181, 182].

1.4 Gewebespezifische Knockout-Mauslinien

Um das Genom des Menschen und die funktionelle Bedeutung einzelner Gene
zu erforschen, eignet sich die Untersuchung von Expression und Funktion
homologer Gene in Modellorganismen wie der Maus. Als Modellorganismus ist
die Maus zur Erforschung menschlicher Erkrankungen vielseitig einsetzbar.
Fast jedes menschliche Gen hat eine entsprechende Kopie im Genom der
Maus [183]. Viele Erkenntnisse der modernen biomedizinischen Forschung
beruhen auf genetisch modifizierten Mausen und deren Erforschung. Es
konnen von fast allen Genen Mutationen und Knockouts generiert werden,
entweder durch Keimbahnmutationen oder durch gewebespezifische
Genmutationen. Keimbahnmutationen fuhren zur kompletten Genmutation in
allen Geweben des Organismus. Gewebespezifische Genmutationen erlauben
die zeitliche und raumliche Kontrolle Uber den Knockout oder die Modifikation
eines Gens [184]. Diese Technologie mit Verwendung einer
gewebespezifischen Rekombinase hat das Feld der genetisch modifizierten
Organismen revolutioniert. Mit ihrer Hilfe kdnnen genetische Modifikationen in
bestimmten Zelltypen erzeugt oder zu einem gewunschten Zeitpunkt aktiviert
werden, um systemische oder kompensatorische Effekte der genetischen
Veranderung zu verhindern, die den Phanotyp beeinflussen und/oder

maskieren wirden. Aulerdem kann durch induzierbare Mutationen eine
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embryonale Lethalitdt umgangen werden. Dies ermoglicht uns ein besseres
Verstandnis der Gene in bestimmten Zelltypen des Organismus zu einem
definierten  Zeitpunkt und erlaubt die genaue Untersuchung des
Zusammenhangs von Genotyp und Phanotyp [183, 185]. Die Funktion vieler
Gene hangt vom Zelltyp ab und resultiert in einem komplexen Phanotyp, wie es
beispielsweise beim Hypoxie-induzierten PVR der Fall ist. Die Differenzierung
der zugrundeliegenden Mechanismen stellt eine grof3e Herausforderung dar.
Ob der Ursprung von Pathologien dabei in einem Zelltyp oder in einem
komplexen Zusammenspiel von unterschiedlichen Geweben liegt, ist haufig
unklar und kann durch gewebespezifische KO-Modelle besser untersucht
werden [186]. Diese Technologie erlaubt der medizinischen Forschung
aullerdem die Erzeugung von Modellen genetischer Erkrankungen, die auf
somatischen Mutationen beruhen, wie beispielsweise die meisten, nicht-
vererbten Tumorerkrankungen [187]. Die Entwicklung gewebespezifischer
Genmodifikationen ist dabei ein grolRer Fortschritt fur die Erforschung

zelltypspezifischer Genfunktionen.
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2. Fragestellung und Zielsetzung

Hypoxie in vivo fuhrt zur PH, charakterisiert durch PVR, RVH und erhdhte
pulmonalarterielle Driucke. Glatte Muskelzellen spielen eine wichtige
pathogenetische Rolle beim PVR. HIF1a und HIF2a sind wichtige Regulatoren
der Hypoxieantwort mit nur teilweise Uberlappenden Funktionen. Beide
Transkriptionsfaktoren spielen eine Rolle bei der CHPH. Jedoch ist ihre
spezifische Rolle in glatten Muskelzellen bei der pulmonalvaskularen Antwort
auf Hypoxie nicht genau bekannt. Ziel der Arbeit war, die Rolle von HIF1a und
HIF2a in glatten Muskelzellen bei der Pathogenese der Hypoxie-induzierten PH
zu untersuchen. Spezifisch sollten daher Knockout Mause generiert werden, bei
denen HIF1a, HIF2a oder beide Gene in glatten Muskelzellen fehlen. Anhand
dieser Modelle sollte untersucht werden, inwieweit es Unterschiede in der
glattmuskularen Hypoxieantwort in vivo zwischen HIF1a und HIF2a gibt, und
welche Auswirkungen ein Verlust von HIF1a und HIF2a in glatten Muskelzellen

auf die Hypoxieantwort in vivo hat.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Anasthesie-System
Analysewaage PCB 350-3
Analysewaage B 301 S
Autoklav grol KSG-116-2-ED
Autoklav klein KSG-25-2-3
Biofuge

Camera Controller
CO,-Absorber

Dampfgarer

Deckglaser 24x50mm
Dewargefaf
Druck-Messwandler ISOTEC
Einbettkassetten Rotilabo
Elektrophorese-Kammer Mini-Sub Cell GT
Entwasserungsautomat
Eppendorf Reaktionsgefalle
Falcons 50ml
Fluoreszenzmikroskop 1X50
Fluovac Absorber System
Geldokumentationssystem Gel Doc 2000
Hg-Lampe

Hypoxiekammer
Isofluran-Verdampfer MSS
Kihlplatte COP30
Kuhlschrank
Laborspulmaschine
Magnetrihrer MR3000
Megafuge 1.0R

Messverstarker-Modul-A

Hugo Sachs Elektronik
Kern und Sohn GmbH
Sartorius

KSG

KSG

Heraeus

Hamamatsu
Dragerwerk

Severin

Carl Roth GmbH
KGW Isotherm

Hugo Sachs Elektronik
Carl Roth GmbH
BioRad

Leica Biosystems
Eppendorf AG

BD Biosciences
Olympus

Harvard Apparatus
BioRad

Olympus

Martin Humbs
Harvard Apparatus
Medite

Liebherr

Miele

Heidolph

Heraeus

Hugo Sachs Elektronik

38




Minizentrifuge Capsulefuge PMC-060
Mikroskop Axioskop 2
Mikroskopleuchte HAL100
Mikrotom HM355S
Mikrotomklinge S35

Mikrowelle

Millipore-Anlage

Nadeln BD Microlance 24G
Objekttrager Superfrost Plus
OP-Lampe
Paraffin-AusgieRstation
PCR-Reaktionsgefalie
Perfusionsbesteck ECOFLO

pH Meter pH 540 GLP
Photometer NanoDrop 2000c
Pipetman

Pipetus

S-Monovetten
S-Monovetten-Adapter
Sicherheitswerkbank CS5
Spannungsquelle PowerPac 200
Spannungsquelle PowerPac 300
Spritzen 10ml

Thermomixer comfort
Thermozykler PCR System 9700
Tiefkihlschrank Herafreeze
Tierstall-Racks

Ultraschallgerat
UV-Transilluminator

Video Copy Processor P91W
Vortex-Genie 2

Waage BP 4100 S
Warmebecken 1052
Warmeplatte

Warmeunterlage ThermoLux

TOMY

Zeiss

Zeiss

Thermo Fisher Scientific
Feather

Whirlpool

Millipore GmbH

Becton Dickinson
Gerhard Menzel GmbH
Heraeus

Leica Biosystems
Biozym Scientific GmbH
Dispomed Witt oHG
WTW

Thermo Fisher Scientific
Gilson International
Hirschmann Laborgerate GmbH
Sarstedt

Sarstedt

Tecniplast

BioRad

BioRad

B. Braun AG

Eppendorf

PE Applied Biosystems
Heraeus

Tecniplast

Vevo Visualsonics
BioRad

Mitsubishi

Scientific Industries
Sartorius

GFL GmbH

Leica

Witte & Sutor GmbH
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3.1.2 Software

AxioVision Imaging

EBS9M Schreiber-Software
GelDoc

GraphPad Prism
Haemodyn

Imaged

OpenLab

QuantityOne (Gelelektrophorese)

Zeiss

GHM Messtechnik GmbH
GelDoc

GraphPad

Harvard Apparatus

NIH Image

Improvision

Bio-Rad

3.1.3 Chemikalien

Agarosepulver NEEO
Atemkalk

Dulbecco’s PBS
Dimethylsulfoxid (DMSO)
EDTA

Eisenhamatoxylin nach Weigert
Entellan
Enthaarungscreme

Eosin G-Lésung 0,5%
Essigsaure

Ethanol

Ethidium Bromid
Fluoreszenz-Eindeckmedium
Formaldehyd

Hoechst 33258

Isofluran 100%
Isopropanol

Mayer's Hamalaun Losung
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Natriumazetat
Natriumchlorid

Paraffin

Carl Roth GmbH
Dragerwerk
Merck

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Merck

Veet

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Dako

Merck
Molecular Probes
Abbott GmbH
JT Baker

Merck

Qiagen

Merck

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
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PBS Tabletten Gibco
PCR-Puffer Qiagen
Pikro-Siriusrot-Losung Sigma
Proteinkinase K Qiagen
Resorcin-Fuchsin-Losung nach Weigert Carl Roth GmbH
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma
Salzsaure Merck

SDS ultra pure Carl Roth GmbH
Siriusrot-Ldsung Sigma
Taqg-Polymerase Qiagen

Tris Carl Roth GmbH
Triton-X-100 Sigma

Tween 20 Sigma
Van-Gieson-Lésung (Pikrofuchsin) Carl Roth GmbH
Wasserstoffperoxid (H205) Merck
WGA-Farbelésung RL-1022 Vector Laboratories
Xylenes Sigma-Aldrich
100-Basenpaare-DNA-Marker Invitrogen

3.1.4 Oligonukleotide/PCR Primer

Name: Sequenz:

sm22-Cre800-Primer 5-GCT GCC ACG ACC AAG TGA CAG CAATG -3
sm22-Cre1200-Primer 5-GTA GTT ATT CGG ATC ATC AGC TAC AC -3
HIF1a-F2 5- GCA GTT AAG AGC ACT AGT TG -3

HIF 1a-Rev 5- GGA GCT ATC TCT CTAGAC C -3

HIF2a-F 5- CAG GCA GTATGC CTG GCT AAT TCCAGT T -3
HIF2a-R 5-CTTCTT CCATCATCT GGGATCTGG GACT -3’

3.1.5 Antikorper fiur die Immunhistochemie

Primare Antikorper: a-smooth-muscle-Actin, monoklonaler Mausantikorper,
anti-Human (Dako)
Sekundare Antikorper: M.O.M. Biotinylated Anti-Mouse IgG (Vector

Laboratories)
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3.1.6 Kit Systeme

DAKO REAL EnVision Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse

VECTOR M.O.M. Immunodetection Kit, Peroxidase

3.1.7 Losungen

DNA-Isolation und Gelelektrophorese:

Lyse-Puffer:

Tris-HCL 50mM

EDTA 0,1M

NaCl 0,1M

SDS 1%

Der pH-Wert wurde auf pH 8,0 eingestellt.

Tris-EDTA (TE) Puffer zur Losung von DNA-Proben:
Tris 10mM

EDTA 1mM

Der pH-Wert wurde auf pH 8,0 eingestellt.

10x Tris/Azetat/EDTA (TAE) Puffer:

Tris 0,5M

Natriumazetat 0,2M

EDTA 0,02M

Der pH-Wert wurde mit Essigsaure auf pH 7,4 eingestellt.

Immunhistochemie:

Blockierungslésung: BSA 5% in PBS
Tris-EDTA-Puffer:

Tris 10mM

EDTA 1mM

Tween 0,05%

Der pH-Wert wurde auf pH 9,0 eingestellt.
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Wheat Germ Agglutinin- Farbung:
Permeabilisierungs-Puffer: Triton-X-100 0,2% in PBS
PBS-Triton-Puffer: Triton-X-100 0,05% in PBS
Blockierungslosung: BSA 1% in PBS, Triton-X-100 0,05%

3.2 Versuchstiere

3.2.1 Das Cre/loxP-System

Das bewahrteste Vorgehen fur die Erzeugung gewebespezifischer Knockouts
ist die Verwendung des Cre/loxP-Systems. Es ist das am besten studierte
Rekombinase-System, das die gezielte Exzision oder Inversion von DNA-
Sequenzen in lebenden Organismen ermoglicht. Dieses Rekombinase-System
stammt urspringlich aus dem Bakteriophagen P1 und ist hochspezifisch,
schnell und effizient. Es kommt naturlicherweise bei Prozessen wie der
bakteriellen Genomreplikation, der Differenzierung und der Translokation von
Genen vor. Die Rekombinase Cre (causes recombination) kann DNA-
Sequenzen effizient exzidieren oder invertieren, die durch zwei loxP-
Sequenzen (locus of cross-over in Bakteriophage P1) flankiert werden. Durch
die Platzierung eines gewebespezifischen oder induzierbaren Promotors, der
das Cre-Gen kontrolliert, kdbnnen gewebe- und zeit-spezifische Mutationen
erzeugt werden [185, 186]. Zur Erzeugung eines gewebespezifischen KO wird
das Zielgen durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen einer
Mauslinie gefloxt, das heil3t von zwei loxP-Erkennungssequenzen flankiert. Da
diese Erkennungssequenz aus 34 Basenpaaren besteht, ist ein zufalliges
Auftreten und damit eine moglicherweise fehlerhafte Genmodifikation im
Mausgenom unwahrscheinlich. Gleichzeitig ist die Sequenz aber klein genug,
um die natlrliche Genexpression chromosomaler DNA nicht zu beeinflussen
[185]. In der zweiten transgenen Maus wird Cre unter Kontrolle eines
Promotors, der im Zielgewebe aktiv ist, exprimiert. Bei Kreuzung beider
transgenen Mauslinien resultieren Cre/loxP-Mause, in denen die Cre-
Rekombinase in einem spezifischen Zelltyp aktiv ist und das gefloxte Zielgen
modifiziert (Abb. 3). Weltweit nimmt die Anzahl der unterschiedlichen Cre-

Mauslinien zu, was die Erforschung von bestimmten Genen in immer mehr
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Zelltypen im lebenden Organismus erlaubt. Neben der Bildung
gewebespezifischer Mutationen kann mithilfe des Cre/loxP-Systems eine
Mutation ebenfalls zu einem gewunschten Zeitpunkt aktiviert werden. Durch
Fusion der kodierenden Regionen von Cre mit einem bestimmten
Steroidrezeptor entsteht ein Fusionsprotein, das erst durch die Applikation von
synthetischen Steroiden aktiviert wird und damit die Rekombination steuert
[185, 187].

3.2.2 Glattmuskelzellspezifische HIF-Knockout-Mause

Die glattmuskelzellspezifischen HIF-KO-Mause, die in dieser Arbeit eingesetzt
wurden, gingen aus Verpaarungen von zwei transgenen Mauslinien hervor:
eine mit gefloxtem HIF-Gen (HIF1a, HIF2a oder HIF1a und HIF2a) und eine mit
Expression der Cre-Rekombinase unter Kontrolle des
glattmuskelzellspezifischen Promotors sm22-alpha (smooth muscle protein 22-
alpha) (Abb. 3A). Dieser Promotor steuert normalerweise die Expression des
glattmuskularen Proteins sm22 und ist in glatten Muskelzellen von Arterien
aktiv, wahrend er in glatten Muskelzellen von Venen oder viszeralen Organen
keine Aktivitat zeigt [188]. Aus den Verpaarungen von gefloxten und Cre-
Mausen resultierten die glattmuskelzellspezifischen Gen-KO-Mauslinien
smHIF1a, smHIF2a und smHIF1aHIF2a (Abb. 3B). Die eingesetzten
transgenen Mauslinien waren kommerziell bei The Jackson Laboratory (USA)
erhaltlich (Tg(Tagln-cre)1Her; Hif1a™*R%°; Epas1™'M) Genetisch entstammen
die verwendeten transgenen Mauslinien den Stamme C57BL/6 und 129/SvJ.
Die Generierung der gewebespezifischen KO-Mause erfolgte durch Eigenzucht
in der Maushaltung am Deutschen Herzzentrum Munchen. Um den Knockout
von HIF1a und HIF2a in glatten Muskelzellen zu verifizieren, erfolgten
Vorversuche in unserem Labor mit primaren Zellkulturen glatter Muskelzellen
der KO-Mauslinien smHIF1a und smHIF2a. Dabei wurde das Fehlen von HIF1a
und HIF2a immunhistochemisch bestatigt. Als Kontrollen wurden bei unseren

Experimenten Cre-negative Tiere derselben Mauslinie verwendet.
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Abb. 3: Generierung glattmuskelzellspezifischer HIF-Knockout-Méause.

[A] Exzision von HIF mithilfe der Cre-Rekombinase. Ein gewebespezifischer Promotor
(sm22 fur glatte Muskelzellen) kontrolliert die Expression von Cre. Bei Verpaarung der
transgenen Mauslinien exzidiert Cre die gefloxte DNA-Sequenz in dem gewinschten
Zelltyp. Abb. modifiziert nach Branda et al., 2004. [B] Aus den Verpaarungen von
Mausen mit Expression der Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Promotors sm22
und Mausen mit gefloxtem HIFa-Gen resultieren die Mauslinien smHIF1a, smHIF2a
und smHIF1aHIF2a.

Fur unsere Experimente wurden sowohl mannliche als auch weibliche Mause
verwendet, da sich zwischen den Geschlechtern kein relevanter Unterschied in
PVR, PH und RVH nach chronischer Hypoxie gezeigt hat. Als Kontrollen
wurden Cre-negative Wurfgeschwister verwendet. Je nach Mauslinie, ist bei
diesen Mausen HIF1a, HIF2a oder HIF1aHIF2a von zwei loxP-Sequenzen

flankiert. Zur Uberpriifung von méglichen Differenzen zwischen den drei Cre-
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negativen Kontrollmauslinien wurden die Kontrollmause miteinander verglichen.
Dabei zeigte sich sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie kein
relevanter Unterschied bzgl. Korpergewicht, Hamatokrit, PVR, kardialer
Druckwerte, rechtsventrikularer Funktion und RVH (Abb. 19, Kapitel 7.1). Da
sich die Cre-negativen Kontrollmause auch trotz unterschiedlichem genetischen
Background nicht voneinander unterscheiden, wurden in den folgenden Daten
die Kontrollmause in eine Kontrollgruppe zusammengefasst. Streng genommen
handelt es sich bei diesen Kontrollen nicht um Wildtyp-Mause, das Einfugen der
kurzen loxP-Sequenzen stellt eine genetische Modifizierung dar. Da eine
Beeinflussung des Phanotyps durch loxP jedoch sehr unwahrscheinlich ist
[185], sich die Kontrollmauslinien nicht voneinander unterscheiden (Abb. 19)
und dem beschriebenen Phanotyp von Wildtyp-Mausen entsprechen, wurden

die verwendeten Kontrollmause im Folgenden als Wildtyp bezeichnet.

3.3 Methoden

3.3.1 DNA-Isolation aus Mausgewebe und Messung der DNA-

Konzentration

Nach Ohrlochung der Mause wurden die Ohrstanzen entnommen und in 500l
Lysis-Puffer und 15ul Proteinkinase K (20mg/ml) fur 12 Stunden bei 56°C in
einem Thermomixer inkubiert. Sobald das Gewebe aufgeldst war, wurde zum
Lysat 250ul gesattigte 5M NaCl-Losung dazugegeben, gut geschuttelt und 15
Minuten bei Raumtemperatur und 13000rpm zentrifugiert. 600ul des
Uberstandes wurden in ein neues 1,5ml EppendorfgefaR gegeben und mit
400ul Isopropanol gemischt. In diesem Stadium war prazipitierte DNA zu
sehen, die dann 15 Minuten bei Raumtemperatur und 13000rpm abzentrifugiert
wurde. Der Uberstand wurde entfernt und 600ul 70%iges Ethanol
hinzugegeben. Nach 10 Minuten Zentrifugieren bei Raumtemperatur und
13000rpm wurde der Uberstand erneut entfernt und das DNA-Pellet 40 Minuten
bei Raumtemperatur getrocknet. SchlieRlich wurde die DNA in 50ul 0,1x TE-
Puffer bei 37°C 10 Minuten im Thermomixer gelost und bei -20°C gelagert. Die
gewonnenen DNA-Proben wurden mithilfe des NanoDrop quantitativ und

qualitativ Uberpruft. Wir erreichten in der Regel Konzentrationen zwischen 150
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und 400ng/pl, was auf eine fur die Polymerase-Kettenreaktion ausreichende
DNA-Konzentration schlielen lasst. Um einen hohen Reinheitsgrad der DNA zu
verifizieren, wurde das Verhaltnis des Absorptionskoeffizienten bei 260 und
280nm gemessen. Dabei deuteten Werte zwischen 1,8 und 2,0 auf einen hohen

Reinheitsgrad der isolierten DNA.

3.3.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein molekularbiologisches Verfahren
zur Vervielfaltigung bestimmter Gensequenzen. Mithilfe dieser Methode wurde
die aus Mausgewebe isolierte DNA zur Genotypisierung der Versuchstiere auf
bestimmte Genloci Uberprift. Die PCR-Reaktionsansatze wurden vorbereitet
und mit der DNA-Probe in ein PCR-Gefal® pipettiert. 2ul DNA wurden in 23l

PCR-Reaktionsansatz gegeben, was ein Reaktionsvolumen von 25yl ergab.

PCR-Reaktionsansatze:

HIF1o-flox-PCR: 18,5ul dH,0, 2,5ul PCR-Puffer, 0,25ul 10mM dNTP’s, 0,5ul
DMSO, 0,5ul MgCls, 0,25ul 5U/pl Tag-Polymerase, jeweils 0,25ul der Primer
HIF2o-flox-PCR: 18,5ul dH,0, 2,5ul PCR-Puffer, 0,25ul 10mM dNTP’s, 0,5ul
DMSO, 0,5ul MgCls, 0,25ul 5U/pul Tag-Polymerase, jeweils 0,25ul der Primer
Cre-PCR: 18,5ul dH0, 2,5ul PCR-Puffer, 0,25ul 10mM dNTP’s, 0,5ul DMSO,
0,5ul MgCly, 0,25ul 5U/ul Tag-Polymerase, jeweils 0,25ul der Primer

Bis zum Start der PCR wurden die Proben auf Eis gelagert. Um das
Vorhandensein des Cre-Gens, das fur die Cre-Rekombinase kodiert, in Maus-
DNA zu Uberprufen, wurden die Oligonukleotide sm22-Cre800 und sm22-
Cre1200 als Primer verwendet. Zur Detektion der gefloxten Gene HIF1a und
HIF2a wurden die Primer HIF1a-F2, HIF1a-Rev, HIF2a-F und HIF2a-R
verwendet. Um Verunreinigungen der Proben zu erkennen, wurden Kontrollen
ohne DNA erstellt. Die Reaktionsspezifischen Konditionen des fur
Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation wurden in einem

Thermozykler programmiert und die PCR gestartet.
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PCR-Programme:

HIF1a-gefloxt: Denaturierung bei 94° (5min); 35 PCR Zyklen mit Denaturierung
bei 94°C (30s), Primerhybridisierung bei 55°C (30s) und Elongation bei 72°C
(45s); Polymerisation bei 72°C (4min); Inkubation bei 4°C.

HIF2a-gefloxt: Denaturierung bei 94° (5min); 35 PCR Zyklen mit Denaturierung
bei 94°C (30s), Primerhybridisierung bei 67°C (60s) und Elongation bei 72°C
(60s); Polymerisation bei 72°C (4min); Inkubation bei 4°C.

Cre-Rekombinase: Denaturierung bei 94° (5min); 35 PCR Zyklen mit
Denaturierung bei 94°C (30s), Primerhybridisierung bei 65°C (30s) und
Elongation bei 72°C (45s); Polymerisation bei 72°C (4min); Inkubation bei 4°C.

3.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine biochemische Methode, bei der
Nukleinsauren nach ihrer GroRe getrennt werden konnen. Je nach GrofRRe der
negativ geladenen DNA-Strange wandern diese mit unterschiedlicher
Geschwindigkeit entlang eines elektrischen Feldes. Das Agarosegel hat dabei
die Funktion eines Siebes, der grolRere Molekule starker zuruckhalt. Zur
optimalen Auftrennung wurden 1-2%ige Agarosegele hergestellt. Das
Agarosepulver wurde mit 1x TAE-Puffer in einer Mikrowelle erwarmt, bis das
Pulver vollstandig aufgelost war und eine klare Losung resultierte. Nach kurzem
Abkuhlen wurde der Interkalator Ethidium-Bromid (0,5ug/ml) dazu gegeben und
vermischt. Der Ansatz wurde in einen Gelschlitten zum Erkalten gegeben und
ein Kamm mit Taschen eingesetzt. Nach 60 Minuten wurde das Gel in eine
Elektrophoresekammer eingespannt und mit 1x TAE-Puffer dbergossen. Nun
wurden 20ul der amplifizierten DNA-Proben und ein 100-Basenpaar-DNA-
Marker in die Taschen des Agarosegels pipettiert. Die 60-minutige Auftrennung
der Nukleinsauren erfolgte bei Raumtemperatur und einer Spannung von 90
Volt. Die Gele wurden dann unter UV-Licht mittels Transilluminator analysiert
und die GrolRe in Bezug zum DNA-Marker bestimmt. Unter UV-Licht wird die
Fluoreszenz von Ethidium-Bromid stark erhdht, das Agarosegel leuchtet an den

Stellen hell auf, an denen sich Nukleinsauren befinden. Mit einer an den UV-
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Transilluminator verbundenen Kamera wurden Bilder des Gels angefertigt und

ausgewertet.

3.3.4 Hypoxieexperiment

Die Versuchstiere wurden im Alter von 5 Wochen genotypisiert, mit 8 Wochen
zufallig in Normoxie- oder Hypoxiegruppe eingeteilt und nach weiteren 3
Wochen Normoxie oder Hypoxie im Alter von 11 Wochen hamodynamisch
untersucht. Die Gruppe der hypoxischen Mause wurde nach Messung des
Korpergewichts fur insgesamt 3 Wochen in einer Plexiglaskammer bei 10%
Luftsauerstoff gehalten. Durch eine hermetische Konstruktion der Kammern
fand kein  Austausch  zwischen = Kammer- und Raumluft statt.
Sauerstoffkonzentration, Temperatur und Luftfeuchtigkeit wurden kontinuierlich
uberwacht. Die Sauerstoffkonzentration wurden bei 10,0-10,3% Luftsauerstoff,
und die Luftfeuchtigkeit bei 75-80% konstant gehalten. Mithilfe von Atemkalk
wurde die Kammerluft von CO; gereinigt. Vigilanz, Aussehen und Verhalten der
Mause wurden mehrmals taglich kontrolliert. Einmal wochentlich wurde die
Kammer kurze Zeit gedffnet, um die Kafige zu reinigen, das Futter zu erneuern
und das Korpergewicht der Mause zu bestimmen. Bedingungen, bei denen das
Hypoxieexperiment aus Tierschutzgrinden abgebrochen werden musste, wie
starke Gewichtsabnahme, Bewegungseinschrankungen, Blutungen oder
schwere Automutilationen, sind bei den in dieser Arbeit eingesetzten Mausen
nicht aufgetreten. Sowohl in der Hypoxie- als auch Normoxiegruppe wurden die

Versuchstiere im Alter von 11 Wochen hamodynamisch untersucht.

3.3.5 Hamodynamische Messung

Die hamodynamischen Messungen wurden nach 3 Wochen Normoxie oder
Hypoxie bei Mausen im Alter von 11 Wochen durchgefuhrt. Die Versuchstiere
im Hypoxieexperiment wurden 60 Minuten vor der Messung in eine
normoxische Umgebung gebracht, um sich zu adaptieren und einen Hypoxie-
assoziierten akut-vasokonstriktorischen Effekt der  Pulmonalgefalie

auszuschlielfen. Vor der Narkoseeinleitung wurde das Korpergewicht der
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Mause bestimmt. Die Isofluran-Narkose wurde in einer Kammer mit 4L/min O,-
Fluss und 4% Isoflurangas eingeleitet. Aufrechterhalten wurde die Narkose
mithilfe einer Narkose-Atemmaske bei einem O»-Fluss von 2L/min und 2,0-
2,5% lsoflurangas. Die Mause wurden auf einer Warmematte bei 37°C auf dem
Rucken platziert und am linken Thoraxrand etwas geschert und desinfiziert. Die
Uberprifung der Narkose erfolgte engmaschig durch Kontrolle der
Vitalparameter und verschiedener Reflexe, wie dem Zwischenzehenreflex.
Nach Inspektion und Palpation des Herzspitzenstolies, wurde die linke
Herzkammer transthorakal mit einer an einen  Druck-Messfuhler
angeschlossenen 24G Kanule (BD Microlance) von links-lateral punktiert. Die
Punktion erfolgte auf einer nahezu horizontalen Linie. Durch transseptale
Punktion nach medial/rechts-lateral konnten neben den linksventrikularen auch
die rechtsventrikularen Druckwerte aufgezeichnet werden. Die Herzfrequenz
sowie die links- und rechtsventrikularen Drucke wurden mithilfe der Haemodyn-
Software auf einem Graphen am Monitor dargestellt und fur mindestens 10
Herzaktionen pro Ventrikel aufgezeichnet. Die Messdaten wurden mit einer

Genauigkeit von 1000 Messwerten pro Sekunde registriert.

60+ 60
40- 40-
304 30-

20 204

LV Druck [mmHg]
RV Druck [mmHg]

104 104

0s ' 1s ' 2s 0s ' 1s ' 2s
Zeit [s] Zeit [s]

Abb. 4: Beispielhafte Darstellung der links- und rechtsventrikularen Druckwerte.

Aufzeichnung der links- (LV) und rechtsventrikuldren (RV) Druckwerte mithilfe eines

Druck-Messwandlers nach transthorakaler Punktion. Messung in mmHg, graphische

Darstellung mit der Haemodyn-Software (Harvard Apparatus), Messgenauigkeit 1000

Messwerte/ Sekunde.
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Um eine hamodynamische Entgleisung der Maus und damit auch eine
Verfalschung der Ergebnisse zu verhindern, wurde nur einmalig punktiert. Nach
erfolgter Messung wurden die Versuchstiere noch wahrend der Narkose rasch
mittels zervikaler Dislokation euthanasiert. Die Punktionsstellen an beiden
Ventrikeln wurden post mortem untersucht und verifiziert. Ausgewertet wurden
die Druckwerte der jeweils ersten 10 Herzaktionen nach ventrikularer Punktion.
Bei jeder Herzaktion wurden dabei Kurvenmaximum und -minimum ermittelt.
Aus den Mittelwerten von 10 Herzaktionen ergaben sich die systolischen und
diastolischen Druckwerte der jeweiligen Versuchstiere. Die experimentelle
Durchfihrung der hamodynamischen Messungen erfolgte in Anlehnung an

bereits beschriebene Techniken [189].

3.3.6 Organentnahme und Verarbeitung der Gewebeproben

Zur Erstellung eines kleinen Blutbildes wurde post mortem der Thorax rasch
eroffnret und EDTA-Blut durch kardiale Punktion entnommen. Die
laborchemische Auswertung erfolgte im Institut fur Laboratoriumsmedizin am
Deutschen Herzzentrum Mdunchen. Bei der anschlieRenden Praparation der
Versuchstiere wurden Thorax und Abdomen vollstandig eroffnet. Durch einen
kleinen Einschnitt des rechten Leberlappens konnte die Druckbelastung beim
darauffolgenden intrakardialen Spulen des Korperkreislaufs mit PBS verringert
werden. Bei Verwendung des Lungengewebes fur die Histologie wurde
zusatzlich die Trachea kanuliert und das Lungengewebe mit 4%igem Formalin
gespult. Die fur die Histologie entnommenen Organe wurden in frisch
zubereitetem 4%igem Formalin fur mindestens 24 Stunden bei
Raumtemperatur fixiert. Die fixierten Gewebeproben wurden dann in 70%iges
Ethanol Uberfuhrt und nach einer automatisierten Gewebeentwasserung durch
eine aufsteigende Alkoholreihe mit Paraffin ausgegossen und bei 4°C gelagert.
Die Mauseherzen wurde entweder ebenfalls fur die histologische
Weiterverarbeitung in 4%igem Formalin fixiert oder fur die Bestimmung des
Herzgewichtes verwendet und bei -80°C eingefroren. Dabei wurde der rechte
vom linken Ventrikel inklusive Septum getrennt und das Gewebe gesaubert,

sodass keine Blutreste mehr vorhanden waren. Sowohl rechter als auch linker
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Vorhof wurden entfernt und das Ventrikelgewicht mithilfe einer Feinwaage
bestimmt. Fur nachfolgende Experimente wurden weitere Organe und Gewebe
der Versuchstiere entnommen, in PBS gereinigt, in flissigem Stickstoff

unmittelbar tiefgefroren und spater bei -80°C gelagert.

3.3.7 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Farbung mit Hamatoxylin und Eosin (HE) ist eine weit verbreitete
Ubersichtsfarbung. Fiir die HE-Farbung muriner Herzen und Lungen wurden mit
einem Microtom 4um dicke, horizontale Gewebeschnitte angefertigt, nachdem
die Paraffinblocke auf einer Kuhlplatte bei -15°C gekuhlt wurden. Nach Glattung
der Schnitte in einem 40°C warmen, vollentsalzten Wasserbad, wurden die
Schnitte auf einen Objekttrager aufgezogen. Die Gewebeschnitte wurden uber
Nacht bei 37°C getrocknet und schliel3lich bei Raumtemperatur gelagert. Zum
Entparaffinieren wurden die Schnitte 30 Minuten bei 60°C inkubiert und dann in
Badern von 100% Xylol (2 x 5 Minuten), 100% Ethanol (2 x 3 Minuten), 96%
Ethanol (2 x 3 Minuten), 70% Ethanol (1 x 3 Minuten) und destilliertem Wasser
(2 x 3 Minuten) rehydriert. Die Schnitte wurden 15 Minuten in Hamalaun-
Losung nach Mayer inkubiert und mit destilliertem Wasser gespult. Nach dem
10-mindtigen Blauen in lauwarmem Leitungswasser und erneutem Spulen mit
destilliertem Wasser erfolgte die Farbung mit wassriger Eosin G-Losung (0,5%
Eosin + 1 Tropfen Essigsaure pro 100ml Losung) fur 4 Minuten. Die Schnitte
wurden nach erfolgter Farbung mit destilliertem Wasser gespult, zur
Dehydrierung in 70% Ethanol (1 x 5 Minuten), 96% Ethanol (2 x 5 Minuten),
100% Ethanol (2 x 5 Minuten), 100% Xylol (2 x 2 Minuten) inkubiert und mit

Entellan eingedeckt.
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Abb. 5: Beispielhafte Darstellung einer Herzmuskelfarbung mit Hamatoxylin und
Eosin.

Der horizontale Schnitt durch den linken (LV) und rechten (RV) Ventrikel ermoglicht die
Ausmessung der links- und rechtsventrikularen Muskelschicht. Zur Bestimmung der
rechts- und linksventrikuldaren Dicke wurde die muskulare Schicht an drei Stellen des
Ventrikels bzw. Septums vermessen (schwarze Balken). Zur Auswertung wurde der

Mittelwert der drei Messungen herangezogen.

3.3.8 Elastika-van-Gieson-Farbung

Die Elastika van Gieson Farbung ist eine histologische Farbung zur Darstellung
elastischer Fasern. Fur die Farbung wurden 4um dicke Paraffinschnitte muriner
Lungen verwendet. Zum Entparaffinieren wurden die Schnitte 30 Minuten bei
60°C inkubiert und anschlieend in Badern von 100% Xylol (2 x 5 Minuten),
100% Ethanol (2 x 3 Minuten), 96% Ethanol (2 x 3 Minuten), 70% Ethanol (1 x 3
Minuten) und destilliertem Wasser (2 x 3 Minuten) rehydriert. Dann wurde das
Gewebe 20 Minuten mit einer Resorcin-Fuchsin-Losung nach Weigert (Carl
Roth) gefarbt und unter flieRendem Leitungswasser gespult. Nach einer
Differenzierung mit 70% Ethanol fur 30 Sekunden wurden die Schnitte mit
destilliertem Wasser gespult. Anschlielend erfolgte eine Farbung mit
Eisenhamatoxylin nach Weigert fur 3 Minuten. Nach erneutem Spulen mit
destilliertem Wasser und Blauen unter Leitungswasser wurde fur 3 Minuten mit
Van-Gieson-Ldsung (Pirkofuchsin) gefarbt. Anschlieend wurden die Schnitte in
der aufsteigenden Alkoholreihe (2 x 1 Minute 96% Ethanol, 2 x 2 Minuten 100%
Ethanol, 2 x 3 Minuten Xylol) rehydriert und mit Entellan eingedeckt. Bei der
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Elastika van Gieson Farbung erscheinen die Zellkerne im Lichtmikroskop
dunkelbraun, das Zytoplasma hellbraun/beige, Kollagen rosa und elastische

Fasern dunkelviolett/schwarz.

3.3.9 Pikro-Siriusrot Farbung

Die Pikro-Siriusrot Farbung ist eine histologische Methode zur Farbung von
Kollagen in Geweben. Fur die Farbung wurden Paraffinschnitte muriner Lungen
und Herzen mit einer Dicke von 4um verwendet. Zum Entparaffinieren wurden
die Schnitte zunachst 30 Minuten bei 60°C inkubiert und anschlielend in
Badern von 100% Xylol (2 x 5 Minuten), 100% Ethanol (2 x 3 Minuten), 96%
Ethanol (2 x 3 Minuten), 70% Ethanol (1 x 3 Minuten) und destilliertem Wasser
(2 x 3 Minuten) rehydriert. AnschlieRend wurden die Schnitte fir 60 Minuten in
Pikro-Siriusrot-Losung (Sigma) gefarbt und 2 Minuten in 0,01M Salzsaure
differenziert. Nach dem Spulen der Schnitte in vollentsalztem Wasser wurden
sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe (2 x 1 Minute 96% Ethanol, 2 x 2
Minuten 100% Ethanol, 2 x 3 Minuten Xylol) rehydriert und mit Entellan
eingedeckt. Lichtmikroskopisch erscheint bei der Pikro-Siriusrot-Farbung

Kollagen rot und das Zytoplasma blass gelb/rosa.

3.3.10 Immunhistochemie

Um spezifische Proteine in Gewebeschnitten zu detektieren, wurden
immunhistochemische Farbungen mit einem primaren Antikorper gegen das a-
Actin von glatten Muskelzellen durchgefuhrt. Da es sich bei dem verwendeten
primaren Antikorper gegen a-smooth-muscle-actin um einen murinen Antikorper
handelt, wurde das VECTOR Mouse on Mouse Immunodetection Kit
verwendet. Fur immunhistochemische Farbungen wurden Dunnschnitte muriner
Lungen mit einer Schichtdicke von 4uym verwendet, welche zunachst fur 30
Minuten bei 60°C inkubiert wurden. Die Entparaffinierung und Rehydrierung
erfolgte mit Badern von 100% Xylol (2 x 5 Minuten), 100% Ethanol (2 x 3
Minuten), 96% Ethanol (2 x 3 Minuten), 70% Ethanol (1 x 3 Minuten) und

destilliertem Wasser (2 x 3 Minuten). Zur Antigendemaskierung wurden die
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Proben in Tris-EDTA-Puffer gegeben und fur 30 Minuten in einem Dampfgarer
erhitzt. Nach 20-minutigem Abkuhlen bei Raumtemperatur wurden die Schnitte
3 x 2 Minuten mit PBS gewaschen. Um die endogene Peroxidase-Aktivitat zu
blockieren, wurden die Proben 10 Minuten in 3% H>O2 (in PBS) gegeben und
erneut in PBS gewaschen. Zur Blockierung der freien Bindungsstellen in den
Gewebeproben wurde fur 20 Minuten mit 3% BSA (in PBS) und fur 60 Minuten
mit dem M.O.M. Mouse |g Blocking Reagent inkubiert. Nach 2 x 2 Minuten
Waschen in PBS erfolgte die Inkubation der Proben in M.O.M. Diluent fur 5
Minuten. Danach wurden die Proben fir 30 Minuten mit dem primaren
Antikorper gegen a-smooth-muscle-actin (Verdinnung 1:100 in M.O.M. Diluent)
in einer feuchten Kammer inkubiert. Pro Schnitt wurden dabei ca. 100ul auf den
Objekttrager aufgetragen. Als Negativkontrolle wurde eine Probe mit M.O.M.
Diluent ohne primaren Antikorper inkubiert. Nach 2 x 2 Minuten Waschen in
PBS erfolgte die Inkubation der Proben mit dem sekundaren Antikérper, M.O.M.
Biotinylated Anti-Mouse 1gG Reagent, fur insgesamt 10 Minuten und nach
erneutem Waschen mit VECTASTAIN ABC Reagent fur 5 Minuten. Nach 2 x 5
Minuten Waschen in PBS wurden die Proben schlieBlich zum 5-minutigen
Farben mit dem Peroxidase-Substrat Diaminobenzidin (DAB+ Chromogen mit
Substrat-Puffer, DAKO) bedeckt. Es resultierte ein kontrastreiches braunes
Endprodukt am Ort des Zielantigens. Nach dem Waschen in destilliertem
Wasser erfolgte die Gegenfarbung mit Mayer's Hamalaun Losung fur 30
Sekunden und das anschliefiende Blauen in Leitungswasser fur 5 Minuten. Zur
Dehydrierung wurden die Proben in 70% Ethanol (1 x 5 Minuten), 96% Ethanol
(2 x 5 Minuten), 100% Ethanol (2 x 5 Minuten), 100% Xylol (2 x 2 Minuten)
gegeben und schlieBlich mit Entellan eingedeckt. Die Bilder der
immunhistochemischen  Farbungen  wurden  schliellich mit  einem
Lichtmikroskop und der Software AxioVision Imaging (Zeiss) aufgenommen. Zur
Quantifizierung wurden die a-smooth-muscle-actin-positiven Gefalle mit einem
10x-Objektiv dargestellt und pro Lunge 4 Bildausschnitten (865 x 685um)
angefertigt. In diesen Bildausschnitten wurden alle immunreaktiven Gefalie
ausgemessen und quantitativ erfasst. Pro Versuchsgruppe wurden vier Lungen

gefarbt und ausgewertet.
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3.3.11 Wheat Germ Agglutinin - Farbung

Wheat Germ Agglutinin (WGA) ist ein Lektin, das Oberflachenmolekile an
Zellmembranen bindet. In Kombination mit einem fluoreszierenden Farbstoff
wird die WGA-Farbung zur visualisierung von Zellmembranen durchgefuhrt. In
dieser Arbeit wurde murines Herzmuskelgewebe des rechten Ventrikels gefarbt,
um den mittleren Durchmesser der rechtsventrikularen Kardiomyozyten zu
bestimmen. Es wurden 4um dicke Transversalschnitte der Herzen erstellt, in
Paraffin eingebettet, im Wasserbad bei 40°C geglattet, auf Objekttrager
aufgezogen und Uber Nacht getrocknet. Nach Inkubation von 30 Minuten bei
60°C wurden die Schnitte in der absteigenden Alkoholreiche Entparaffiniert und
2 x 3 Minuten mit destilliertem Wasser gewaschen. Es folgte eine 60-minutige
Inkubation mit dem Permeabilisierungs-Puffer und das Waschen der Proben mit
PBS-Triton-Puffer (3 x 2 Minuten). Zum Blocken nicht-spezifischer
Bindungsstellen wurden die Proben 60 Minuten mit der Blockierungslosung
inkubiert. Das Farben erfolgte im Dunkeln mit der WGA-Farbelosung (10pg/ml,
in Blockierungslosung) fur 60 Minuten bei 37°C. Die Proben wurden erneut mit
PBS-Triton-Puffer (3 x 2 Minuten) gewaschen und zur Farbung der Zellkerne
eine Minute mit Hoechst (1:10.000 in PBS) inkubiert. Nach erneutem Waschen
mit PBS (3 x 2 Minuten) wurden die Gewebeschnitte schlieSlich mit
Fluoreszenz-Eindeckmedium eingedeckt. Pro Herz wurden vier Aufnahmen
rechtsventrikularer, longitudinal-angeschnittener Kardiomyozyten mit einem
40x-Objektiv angefertigt. In jeder Aufnahme wurde der maximale Durchmesser
von 10 Kardiomyozyten bestimmt. Somit erfolgte die Messung von 40
Einzelwerte pro Herz. Pro Versuchsgruppe wurden vier Herzen gefarbt und

analysiert.
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3.3.12 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) von n
Experimenten angegeben. Die statistische Analyse der Daten zwischen zwei
Gruppen wurde mit dem t-Test durchgefuhrt. Bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde ein Ergebnis als statistisch

signifikant angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1 Genotypisierung und phanotypische Merkmale

Bei jeder in unsere Studie eingeschlossenen Maus wurde zunachst DNA aus
Mausgewebe gewonnen und quantitativ sowie qualitativ Uberpruft. Mithilfe einer
PCR wurde die gewonnene DNA anschlielend amplifiziert und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Bei smHIF1a-, smHIF2a- und smHIF1aHIF2a-
Mausen, die das Gen fur die Cre-Rekombinase besitzen, zeigte sich in der
Gelelektrophorese nach der entsprechenden PCR eine DNA-Bande bei einer
GroRe von ca. 400 Basenpaaren (Abb. 6A). Bei homozygot gefloxten HIF1a-
Mausen erschien eine Bande bei ca. 200 Basenpaaren (Abb. 6B) und bei
homozygot gefloxten HIF2a-Mausen bei ca. 500 Basenpaaren (Abb. 6C). Die
DNA heterozygot gefloxter HIF1a- oder HIF2a-Mause zeigte in der
Gelelktrophorese zwei Banden bei ca. 200 und 250 (HIF1a) bzw. 460 und 500
(HIF2a) Basenpaaren. Bei jeder PCR erfolgte eine Negativkontrolle mit H2O.

[A] [B] [C]

HIFLa gefloxt | | HIF2a gefloxt || H,0 |

500 bp
400 bp

200 bp

Abb. 6: Beispiel fiir die Genotypisierung der glattmuskelzellspezifischen HIFa-
Mauslinien.

[A] Die Abbildung zeigt beispielhaft ein Cre-negatives und Cre-positives Ergebnis. Bei
Vorhandensein der Cre-Rekombinase im Genom der Mauslinien smHIF1a, smHIF2a
und smHIF1aHIF2a zeigte sich nach Cre-PCR-Protokoll in der Gelelektrophorese eine
Bande bei einer Grole von ca. 400 Basenpaaren. [B] Nachweis des homozygot
gefloxten HIF1a-Gens mit einer Bande bei ca. 200 Basenpaaren. [C] Nachweis des

homozygot gefloxten HIF2a-Gens mit einer Bande bei ca. 500 Basenpaaren.
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Aus der Verpaarung einer Cre-negativen Maus mit einer Cre-positiven Maus,
bei der ein Allel das Cre-Gen aufweist, resultieren in Theorie gleich viele Cre-
positive wie Cre-negative Nachkommen [190]. Dies entspricht einem
autosomal-dominanten Erbgang, bei dem die Wahrscheinlichkeit der Vererbung
des Allels, welches das Cre-Gen enthalt, bei 50% liegt. Unsere Beobachtungen
bei den Verpaarungen der Versuchstiere bestatigen das. Es gingen im Mittel
ebenso viele Cre-positive, also glattmuskelzellspezifische HIF-KO-Mause
hervor, wie Cre-negative Kontrollmause. Bis auf das Vorhandensein des Cre-
Gens in einem Allel besitzen die Cre-negativen und Cre-positiven
Wurfgeschwister einer Mauslinie einen nahezu identischen genetischen
Hintergrund. Alle glattmuskelzellspezifischen HIFa-KO-Mauslinien waren
uberlebensfahig, fertil, hatten eine normale Grof3e und zeigten keine Hinweise
auf korperliche oder organische Abnormalitaten. In Aussehen, Fressverhalten,
Gewichtszunahme und korperlicher Entwicklung waren keine Unterschiede

zwischen Knockout- und Kontrollmausen zu erkennen.

4.2 Adaptation an chronische Hypoxie

4.2.1 Gewichtsverlauf und Verhalten

Da chronische Hypoxie mit einem Gewichtsverlust einhergehen kann, wurde
zunachst untersucht, welche Auswirkungen eine solche Exposition auf Wildtyp-
Mause und glattmuskelzellspezifische HIFa-KO-Mause (smHIF1a, smHIF2a
und smHIF1aHIF2a) hat. Wildtyp- und smHIFa-KO-Mause wurden im Alter von
8 Wochen fur 3 Wochen einer normobaren Hypoxie (10% O;) ausgesetzt. Vor
und nach der Hypoxieexposition wurde das Kdrpergewicht bestimmt. Ebenfalls
wurde das Gewicht der Mause unter Normoxie mit 8 Wochen und 3 Wochen
spater bestimmt. Unter normoxischen Bedingungen erhohte sich das
Korpergewicht von Wildtyp- und HIFa-KO-Mausen innerhalb von 3 Wochen um
ca. 10%, es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp-
und smHIFa-KO-Mausen (Abb. 7). Nach 3 Wochen Hypoxie zeigte sich
dagegen bei Wildtyp-Mausen eine Gewichtsreduktion von 3,2 + 1,1% (Abb. 7).
Mause der Linien smHIF1a und smHIF2a nahmen unter hypoxischen

Bedingungen um 2,6 + 1,7% bzw. 1,1 £ 1,9% zu und unterschieden sich somit
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signifikant von Wildtyp-Mausen. Die Mause der Linie smHIF1aHIF2a verloren
nach 3 Wochen Hypoxie im Mittel 1,0 £ 2,3% an Gewicht und unterschieden
sich damit weder signifikant von Wildtyp-, noch von smHIF1a-KO- oder
smHIF2a-KO-Mausen (Abb. 7). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Mauslinien
smHIF1a und smHIF2a nach Hypoxie im Mittel an Gewicht zunehmen, und sich
somit signifikant von Wildtyp-Mausen unterscheiden. Die
glattmuskelzellspezifischen HIF1a- und HIF2a-KO-Mauslinien tolerierten also
moglicherweise eine Exposition mit chronischer Hypoxie besser als Wildtyp-
Mause. Die smHIF1aHIF2a-Mause verloren minimal an Gewicht und
unterschieden sich damit weder signifikant von HIF1a- und HIF2a-Mausen,
noch von Wildtyp-Mausen. Moglicherweise tolerierten sie daher chronische

Hypoxie weniger gut als HIF1a- und HIF2a-KO-Mause.

Anderung des
Korpergewichts [%]

Abb. 7: Anderung des Kérpergewichts unter Normoxie und Hypoxie.

Wildtyp- sowie glattmuskelzellspezifische HIFa-KO-Mause wurden ab einem Alter von
8 Wochen fur 3 Wochen unter 10% Sauerstoff in einer isobarischen Hypoxiekammer
oder unter Normoxie gehalten. Die Abbildung zeigt die Kérpergewichtsanderung nach
3 Wochen in Prozent. Wt/Nx: n=10, smHIF1/Nx: n=7, smHIF2/Nx: n=12,
smHIF1HIF2/Nx: n=6, WtHx: n=32, smHIF1/Hx: n=8, smHIF2/Hx: n=12,
smHIF1HIF2/Hx: n=14. Verglichen wurden die Normoxie- vs. Hypoxiegruppen
derselben Mauslinie sowie die verschiedene smHIF-KO-Mauslinien vs. Wildtyp unter
Normoxie bzw. Hypoxie, **p<0.01 vs. Hypoxie (Hx), *p<0.05 vs. Wildtyp (Wt),
Mittelwert £+ SEM.
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4.2.2 Veranderungen im Blutbild

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob chronische Hypoxie Auswirkungen
auf das Blutbild von Wildtyp- und smHIFa-KO-Mausen hat. Der Hamatokrit von
Wildtyp-Mausen war nach 3 Wochen Hypoxie mit 60,18 £ 1,86% im Vergleich
zu 39,74 £ 0,66% unter normoxischen Bedingungen signifikant erhoht (Abb. 8).
Die smHIFa-KO-Mauslinien zeigten ebenfalls einen signifikant erhohten
Hamatokrit nach Hypoxieexposition. Zwischen Wildtyp-Mausen und smHIFa-
KO-Mausen fand sich sowohl bei Normoxie als auch bei Hypoxie kein
signifikanter Unterschied (Abb. 8).
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Abb. 8: Hamatokritanstieg nach 3 Wochen Hypoxie.

Die Abbildung zeigt die Hamatokritwerte bei 11 Wochen alten Mausen unter Normoxie
(Nx) und nach 3 Wochen Hypoxie (Hx). Durch eine kardiale Punktion wurde EDTA-Blut
entnommen und der Hamatokrit mittels Hamatologieanalyzer bestimmt. Die Abbildung
zeigte die Hamatokritwerte in Liter pro Liter (/). Wt/Nx: n=12, smHIF1/Nx: n=5,
smHIF2/Nx: n=10, smHIF1HIF2/Nx: n=2, Wt/Hx: n=13, smHIF1/Hx: n=6, smHIF2/Hx:
n=7, smHIF1HIF2/Hx: n=4. Verglichen wurden die Normoxie- vs. Hypoxiegruppen
derselben Mauslinie sowie die verschiedene smHIF-KO-Mauslinien vs. Wildtyp unter

Normoxie bzw. Hypoxie, **p<0.01 Hypoxie (Hx) vs. Normoxie (Nx), Mittelwert + SEM.

Die Erythrozyten und der Hamoglobingehalt waren bei hypoxischen Wildtyp-
und smHIFa-KO-Mausen im Vergleich zu normoxischen Mausen signifikant

erhoht. Die Veranderungen des Hamatokrit, der Erythrozyten und des
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Hamoglobingehalts zeigen die systemische Anpassungsreaktion der Mause an
chronische Hypoxie. Im Gegensatz zu smHIF2a-KO- und smHIF1aHIF2a-KO-
Mausen war bei smHIF1a-KO-Mausen nach Hypoxie die Zahl der Erythrozyten
sowie der Hamoglobingehalt im Vergleich zu Wildtyp-Mausen nach Hypoxie
signifikant erhoht (Tabelle 1). Beim mittleren korpuskularen Volumen (MCV) der
Erythrozyten fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen. Der mittlere korpuskulare Hamoglobingehalt (MCH) der
Erythrozyten war im Vergleich zu Wildtyp-Mausen unter Normoxie bei
smHIF1a-KO-Mausen verringert und unter Hypoxie bei smHIF2a-KO-Mausen
erhoht. Die mittlere korpuskulare Hamoglobinkonzentration (MCHC) der
Erythrozyten zeigte sich bei Wildtyp-Mausen nach Hypoxie im Vergleich zu
normoxischen Wildtyp-Mausen reduziert. Bei hypoxischen smHIF2a-KO-
Mausen fand sich im Vergleich zu hypoxischen Wildtyp-Mausen eine erhohte
MCHC, wahrend sich bei Hypoxie zwischen smHIF1a-KO- und smHIF1aHIF2a-
KO-Mausen kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu Wildtyp-Mausen
zeigte (Tabelle 1). Weiterhin wurde die Leukozytenzahl im Blut bestimmt. Bei
Wildtyp-Mausen war nach Hypoxie im Vergleich zu Normoxie keine signifikante
Anderung der Leukozytenzahl zu erkennen. Bei smHIF1aHIF2a-KO-Mausen
zeigte sich nach Hypoxie eine Leukozytose mit 4,633 + 0,702 x 1073/l im
Vergleich zu einer Leukozytenzahl von 2,681 + 371 x 1073/pl bei Wildtyp-
Mausen nach Hypoxie (Tabelle 1). Die Thrombozytenzahl war bei Wildtyp-
Mausen nach Hypoxie im Vergleich zu normoxischen Wildtyp-Mausen
reduziert. Bei allen drei smHIFa-KO-Mauslinien zeigte sich dagegen kein
signifikanter Unterschied zwischen Normoxie- und Hypoxiegruppe. Zwischen
Wildtyp- und smHIFa-KO-Mausen fand sich ebenfalls sowohl bei Normoxie als

auch bei Hypoxie kein signifikanter Unterschied (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Hamatologische Laborwerte

Die Tabelle zeigt das kleine Blutbild der Mause nach 3 Wochen Normoxie (Nx) oder
Hypoxie (Hx). Zum Zeitpunkt der Blutentnahme waren alle Mause 11 Wochen alt.
MCV, mittleres korpuskulares  Volumen,; MCH, mittlerer korpuskularer
Hamoglobingehalt; MCHC, mittlere korpuskuldre Hamoglobinkonzentration. W1t/Nx:
n=12, smHIF1/Nx: n=5, smHIF2/Nx: n=10, smHIF1HIF2/Nx: n=2, Wt/Hx: n=13,
smHIF1/Hx: n=6, smHIF2/Hx: n=7, smHIF1HIF2/Hx: n=4. *p<0,05 vs. Wildtyp/NXx,
**p<0,05 vs. KO/NXx, #p<0,05 vs. Wildtyp/Hx, Mittelwert £+ SEM.

Hypoxie
Wildtyp | smHIF1a | smHIF2a | smHIF1a | Wildtyp | smHIF1a | smHIF2a | smHIF1a
HIF2a HIF2a

Leukozyten 2,495+ | 1,962 2,997 £ 2,880 + 2,681+ | 3,458 = 2,684 + 4,633 +
(1073/ul) 0,287 0,091 0,317 0,890 0,371 0,312 ** 0,438 0,702 #
Erythrozyten 8,42 + 8,78 £ 7,90 £ 8,30 £ 11,37+ | 12,51+ 10,96 10,98 +
(1076/pl) 0,20 0,14 0,22 0,15 0,20 * 0,20 #* | 0,39 ** 0,40 **
Hamoglobin 13,16+ | 13,10 12,60 = 12,60 = 18,25+ | 20,35+ 18,79 = 18,08 +
(g/dl) 0,25 0,23 0,28 0,30 0,48 * 0,32#* | 0,58 ** 0,57 **
Hamatokrit 39,74 + | 38,38 + 38,19 + 39,35 + 60,18 + | 63,37 54,80 + 60,28 +
(%) 0,66 0,38 0,80 1,55 1,86 * 1,15 ** 2,24 ** 3,28 **
MCV (fl) 47,36 + | 43,72 48,45 + 47,45 £ 52,87 + | 50,73 £ 49,96 + 54,80 +

0,95 0,40 * 0,62 1,05 1,15* 1,35 ** 0,87 1,12
MCH (pg) 15,65+ | 14,90 = 15,97 = 15,20 = 16,03+ | 16,27 17,16 = 16,48 =

0,16 0,11~ 0,12 0,10 0,27 0,15 ** 0,26 #* | 0,26 **
MCHC (g/dl) 33,14+ | 34,12 ¢ 33,00 + 32,00 + 30,46+ | 32,15+ 34,39 + 30,13 +

0,49 0,40 0,39 0,50 0,69 * 0,62 ** 046 #* | 0,75
Thrombozyten | 685,6 + | 640,2 £ 526,1 + 513,5 + 409,3+ | 361,0+ 330,6 + 4945 +
(1073/pl) 77,1 127,9 108,8 25,5 56,5 * 63,6 45,0 441
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4.3 Evaluation der chronisch-hypoxischen pulmonalen Hypertension

4.3.1 Pulmonalvaskulares Remodeling

Das PVR spielt eine entscheidende Rolle in der Pathobiologie der CHPH. Im
Tiermodell der CHPH zeigen Nagetiere bei Exposition mit chronischer Hypoxie
ein PVR mit strukturellen Veranderungen des pulmonalen Gefallsystems, die
zu einem erhodhten pulmonalvaskularen Widerstand fuhren. Von groller
Bedeutung ist dabei vor allem eine luminale Einengung durch die verstarkte
Muskularisierung mit Erscheinung von a-smooth-muscle-actin-exprimierenden
Zellen in normalerweise nicht muskularisierten Pulmonalarterien. Zur Evaluation
des PVR nach Hypoxie wurden Gewebeschnitte der murinen Lungen mit einem
Antikorper gegen a-smooth-muscle-actin immunhistochemisch gefarbt und
ausgewertet. Wildtyp-Mause nach Hypoxie zeigten eine starke Zunahme an
muskularisierten, a-smooth-muscle-actin-positiven Gefallen im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen nach Normoxie (Abb. 9). Diese Zunahme zeigte sich vor allem
bei Lungengefallen mit einem maximalen Innendurchmesser von < 30 um (Abb.
10A). Wahrend unter Normoxie zwischen Wildtyp- und smHIFa-KO-Mauslinien
kein Unterschied zu erkennen war, zeigten die Mauslinien smHIF1a, smHIF2a
und smHIF1aHIF2a nach Hypoxie im Vergleich zu Wildtyp-Mausen eine
signifikant geringere Anzahl an a-smooth-muscle-actin-positiven Gefalien (Abb.
9 & 10A). Der Innendurchmesser der a-smooth-muscle-actin-positiven Gefalien
lag bei Wildtyp-Mausen nach Hypoxie im Mittel bei 16,7 £ 0,3 ym, wahrend der
Innendurchmesser bei smHIF1a-KO-Mausen 19,4 + 0,6 um, bei smHIF2a-KO-
Mausen 19,3 £ 0,5 pm und bei smHIF1aHIF2a-KO-Mausen 20,4 + 0,6 um
betrug (Abb. 10B). Diese Ergebnisse zeigen, dass alle drei
glattmuskelzellspezifischen HIFa-KO-Mauslinien im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen nach chronischer Hypoxie eine geringere Muskularisierung kleiner
Pulmonalarterien und damit ein reduziertes PVR entwickeln. Wildtyp-Mause
zeigten dagegen nach Hypoxie ein verstarktes Auftreten von a-smooth-muscle-
actin-positiven Gefallen, als auch einen geringeren mittleren Durchmesser
dieser Gefalle (Abb. 10A & 10B). Dies zeigt die Zunahme an vor allem kleinen
a-smooth-muscle-actin-positiven GefalRen bei Wildtyp-Mausen nach Hypoxie,

wahrend der Unterschied in der Muskularisierung zwischen Normoxie und
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Hypoxie mit der GroRe der Lungengefalde abnimmt (Abb. 10C & 10D). Bei den
Mauslinien smHIF1a und smHIF1aHIF2a erschien nach Hypoxie im Vergleich
zu smHIF2a-Mausen eine noch geringere Anzahl an kleinen, a-smooth-muscle-
actin-positiven Gefalken. Zwischen smHIF1a-KO- und smHIF1aHIF2a-KO-
Mausen fand sich dabei kein signifikanter Unterschied (Abb. 10A). Die
Feinstruktur der GefalRe reichte von partiell muskularisiert bis komplett
muskularisiert. Sofern bei einem angeschnittenen Gefal® mehr als 50% der
Gefallwand muskularisiert war, wurde das Gefal} als a-smooth-muscle-actin-

positiv gewertet.

Wildtyp smHIF1a smHIF2a smHIF1aHIF2a
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Abb. 9: Glattmuskelzellspezifischer HIFa-Knockout schiitzt partiell vor
pulmonalvaskuldarem Remodeling nach chronischer Hypoxie.

Immunhistochemische Farbung von Gewebeschnitten muriner Lungen mit einem
Antikérper gegen a-smooth-muscle-actin (braun). Die Organentnahme erfolgte nach
Normoxie (Nx) oder nach 3 Wochen chronischer Hypoxie (Hx) bei 11 Wochen alten
Mausen. Die schwarzen Pfeile zeigen auf kleine, a-smooth-muscle-actin-positive

Lungengefalie. Vergrofierung 10x, Hauptgesichtsfeld 865 x 685 um.
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Abb. 10: Glattmuskelzellspezifische HIFa-Knockout-Maduse zeigen reduzierte
Muskularisierung kleiner Pulmonalarterien nach Hypoxie.

[A] Quantitative Darstellung der a-smooth-muscle-actin-positiven GefalRe mit einem
maximalen Innendurchmesser von < 30 pm. [B] Darstellung der maximalen
Innendurchmesser aller a-smooth-muscle-actin-positiven Gefalle < 30 ym mithilfe
eines Boxplot (Whisker 10.-90. Perzentile). [C] Quantitative Darstellung der a-smooth-
muscle-actin-positiven Gefalle mit einem maximalen Innendurchmesser von 30-60 pym.
[D] Quantitative Darstellung der a-smooth-muscle-actin-positiven Gefalte mit einem
maximalen Innendurchmesser von = 60 uym. Pro Farbung wurden 4
Hauptgesichtsfelder (865 x 685 pm) analysiert. Wt/Nx: n=8, smHIF1/Nx: n=4,
smHIF2/Nx: n=4, smHIF1HIF2/Nx: n=4, Wt/Hx: n=8, smHIF1/Hx: n=4, smHIF2/Hx:
n=4, smHIF1HIF2/Hx: n=4. Verglichen wurden die verschiedene smHIF-KO-Mauslinien

vs. Wildtyp unter Normoxie bzw. Hypoxie, *p<0.05, **p<0.01, Mittelwert + SEM.
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Zur Evaluation von Lungengerustveranderungen und einer moglichen
Beeinflussung der extrazellularen Matrix durch das PVR nach chronischer
Hypoxie erfolgten Farbungen der murinen Lungen mit Hamatoxylin-Eosin,
Elastika van Gieson und Pikro-Siriusrot. Weder bei der Ubersichtsfarbung mit
Hamatoxylin und Eosin, noch bei den Spezialfarbungen fur elastische Fasern
(Elastika van Gieson) und Kollagen (Pikro-Siriusrot) zeigten sich histologische
Unterschiede zwischen Wildtyp-Mausen nach Normoxie und Hypoxie (Abb.
11A-C). Ebenfalls kein Unterschied fand sich zwischen Wildtyp- und smHIF2ao-
KO-Mausen (Abb. 11A-C) unter Normoxie oder nach Hypoxie. Aufgrund der
Negativergebnisse wurde auf Farbungen der Lungen von smHIF1a-KO- und
smHIF1aHIF2a-KO-Mausen verzichtet.
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Abb. 11: Hypoxie und glattmuskularer HIF2a-Knockout haben keinen Einfluss auf
die Bildung von Kollagen und elastischen Fasern in der Lunge.

[A] Ubersichtsfarbung der murinen Lungen mit Hamatoxylin und Eosin. [B] Elastika van
Gieson Farbung zur Darstellung elastischer Fasern (dunkelviolett/schwarz). [C] Pikro-
Siriusrot-Farbung zur Darstellung von Kollagen (rot). VergroRerungen 5x, 10x und 40x;
Wt/Nx: n=4, smHIF2/Nx: n=4, Wt/Hx: n=4, smHIF2/Hx: n=4.
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4.3.2 Hamodynamische Messungen

Die Evaluation der CHPH mit Messung der kardialen Druckwerte erfolgte mittels
hamodynamischer Messungen unter Allgemeinanasthesie. Die Versuchstiere
wurden im Alter von 8 Wochen fur den Versuchszeitraum von 3 Wochen unter
normoxischen oder hypoxischen Bedingungen gehalten. Unmittelbar im
Anschluss erfolgten die hamodynamischen Messungen. Die Mause im
Hypoxieexperiment wurden nach 60-minutiger Reoxygenierung gemessen, um
akut vasokonstriktorische Effekte auf den pulmonalarteriellen Druck
auszuschlief3en. Die rechtsventrikular gemessenen systolischen Druckwerte
zeigten bei Normoxie zwischen Wildtyp- und glattmuskelzellspezifischen HIFao-
KO-Mausen keinen signifikanten Unterschied. Nach 3 Wochen Hypoxie stieg
bei Wildtyp-Mausen der rechtsventrikulare systolische Druck auf 27,44 + 0,72
mmHg, deutlich erhéht im Vergleich zu 19,27 + 0,64 mmHg bei Normoxie (Abb.
12). Dies bestatigt die Entwicklung einer Hypoxie-induzierten PH in unserem
Tiermodell. Im Vergleich zu Wildtyp-Mausen wurden nach 3 Wochen Hypoxie
bei den Mauslinien smHIF1a, smHIF2a und smHIF1aHIF2a signifikant
geringere rechtsventrikulare systolische Driucke detektiert. Die gemessenen
Druckwerte sind fur smHIF1a-Mause im Mittel bei 23,39 + 1,52 mmHg, fur
smHIF2a-Mause bei 23,15 + 1,30 mmHg und far smHIF1aHIF2a-Mause bei
21,35 = 1,18 mmHg (Abb. 12). Die Mause mit Doppelknockout von HIF1a und
HIF2a in glatten Muskelzellen zeigten nach Hypoxie demnach einen noch
niedrigeren  rechtsventrikularen  systolischen Druck als Mause mit
glattmuskularem HIF1a- oder HIF2a0-KO. Dieser Unterschied ist jedoch
statistisch nicht signifikant und daher nur eine Tendenz. Alle drei
glattmuskelzellspezifische HIFa-KO-Mauslinien zeigten eine leichte Erhohung
des rechtsventrikularen systolischen Druckes bei Hypoxie im Vergleich zu den
Druckwerten der Mauslinien bei Normoxie. Diese jeweiligen Druckunterschiede
zwischen Normoxie und Hypoxie sind jedoch bei keiner KO-Mauslinie statistisch
signifikant. Dies zeigt, dass im Vergleich zu Wildtyp-Mausen die Mauslinien
smHIF1a, smHIF2a und smHIF1aHIF2a einen geringeren Druckanstieg im
pulmonalarteriellen Kreislauf als Antwort auf chronische Hypoxie zur Folge
haben. Die glattmuskelzellspezifischen HIFa-KO-Mause scheinen somit vor der

Entwicklung einer CHPH zumindest partiell geschutzt zu sein. Da sich zwischen
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weiblichen und mannlichen Mausen bei Normoxie und nach Hypoxie kein
signifikanter Unterschied der rechtsventrikularen Druckwerte gezeigt hat,

erfolgte keine geschlechtsspezifische Auftrennung der Versuchsgruppen.

*% *
309 Il |

RV systolischer Druck
[mmHg]

Abb. 12: Glattmuskelzellspezifischer HIFa-KO schiitzt partiell vor Entwicklung
einer pulmonalen Hypertonie nach chronischer Hypoxie.

Die Abbildung zeigt die systolischen Druckwerte im rechten Ventrikel (RV) bei 11
Wochen alten Mausen unter Normoxie (Nx) und nach 3 Wochen Hypoxie (Hx). Die
hamodynamischen Messungen erfolgten unter Isofluran-Narkose mittels kardialer
Punktion. Wt/Nx: n=31, smHIF1/Nx: n=7, smHIF2/Nx: n=13, smHIF1HIF2/Nx: n=9,
Wt/Hx: n=25, smHIF1/Hx: n=7, smHIF2/Hx: n=8, smHIF1HIF2/Hx: n=9. Verglichen
wurden die Normoxie- vs. Hypoxiegruppen derselben Mauslinie sowie die
verschiedene smHIF-KO-Mauslinien vs. Wildtyp unter Normoxie bzw. Hypoxie,
*p<0.05, **p<0.01, Mittelwert + SEM.

Die linksventrikular gemessenen systolischen Druckwerte zeigten bei Wildtyp-
Mausen nach Hypoxie keinen signifikanten Unterschied =zu den
linksventrikularen Dricken unter Normoxie (Abb. 13). Unter Normoxie fand sich
im Vergleich zu Wildtyp-Mausen bei smHIF2a-KO-Mausen ein im Mittel
erhohter und bei smHIF1aHIF2a-KO-Mausen ein im Mittel erniedrigter
systolischer Druck im linken Ventrikel. Bei der smHIF1a-KO-Mauslinie zeigte
sich der linksventrikulare Druck nach Exposition mit chronischer Hypoxie im

Vergleich zu normoxischen Bedingungen reduziert. Zwischen den Wildtyp-
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Mausen und smHIFa-KO-Mausen nach Hypoxie war kein signifikanter

Unterschied zu erkennen (Abb. 13).

LV systolischer Druck
[mmHg]

Abb. 13: Linksventrikuldrer systolischer Druck zeigt nach Hypoxie keinen
signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp- und smHIFa-KO-Mausen.

Die Abbildung zeigt die systolischen Druckwerte im linken Ventrikel bei 11 Wochen
alten Mausen unter Normoxie (Nx) und nach 3 Wochen Hypoxie (Hx). Die
hamodynamischen Messungen erfolgten unter Isofluran-Narkose mittels kardialer
Punktion. Wt/Nx: n=32, smHIF1/Nx: n=7, smHIF2/Nx: n=18, smHIF1HIF2/Nx: n=9,
Wt/Hx: n=25, smHIF1/Hx: n=7, smHIF2/Hx: n=9, smHIF1HIF2/Hx: n=10. Verglichen
wurden die Normoxie- vs. Hypoxiegruppen derselben Mauslinie sowie die
verschiedene smHIF-KO-Mauslinien vs. Wildtyp unter Normoxie bzw. Hypoxie,
*p<0.05, **p<0.01, Mittelwert + SEM.
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4.4 Evaluation der rechtsventrikularen Hypertrophie

4.4.1 Herzmasse und rechtsventrikulare Schichtdicke

Zur Evaluation der rechtsventrikularen Hypertrophie (RVH) nach chronischer
Hypoxie wurden Masse und Dicke des rechten Ventrikels untersucht. Fur die
Bestimmung der rechtsventrikularen Masse wurde das Herz post mortem
entnommen und der rechte Ventrikel von linkem Ventrikel und Septum
separiert. Die mithilfe einer Feinwaage gemessenen Werte des rechten
Ventrikels wurden ins Verhaltnis zur Masse des linken Ventrikels inklusive
Septum gesetzt, um die interindividuellen Gro3en- und Gewichtsdifferenzen der
Versuchstiere auszugleichen (Fulton-Index). Wildtyp-Mause zeigten nach 3
Wochen Hypoxie im Vergleich zu altersentsprechenden Wildtyp-Mausen bei
Normoxie eine signifikante Zunahme der rechtsventrikularen Masse. Die
Mauslinien smHIF1a, smHIF2a und smHIF1aHIF2a zeigten im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen weder bei Normoxie, noch bei Hypoxie signifikante
Massenunterschiede des rechten Ventrikels. Die rechtsventrikulare Masse der
smHIF1a-KO-Mause nach Hypoxie scheint dabei sogar tendenziell groRer zu
sein als die von Wildtyp-Mausen nach Hypoxie (Abb. 14A). Zur
Dickenbestimmung der rechtsventrikularen Muskelschicht wurden die
Mauseherzen in toto entnommen und horizontale Gewebeschnitte angefertigt.
Nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurden die Schichtdicken des rechten und
linken Ventrikels unter dem Lichtmikroskop bestimmt. Dabei zeigte sich eine
ahnlich Dynamik wie bei der Bestimmung der rechtsventrikularen Masse.
Wildtyp-Mause zeigten nach 3 Wochen Hypoxie im Vergleich zur
Normoxiegruppe eine signifikante Verbreiterung der rechtsventrikularen
Muskelschicht im Verhaltnis zum linken Ventrikel. Zwischen Wildtyp-Mausen
und smHIF1a-KO-, smHIF2a-KO- und smHIF1aHIF2a0-KO-Mausen bestand
dabei weder unter Normoxie, noch unter Hypoxie ein signifikanter Unterschied
(Abb. 14B). Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl Wildtyp-Mause, als auch die
drei untersuchten glattmuskelzellspezifischen HIFa-KO-Mauslinien nach
Hypoxie Merkmale einer RVH entwickeln. Im Gegensatz zur Entwicklung des

PVR und der PH nach chronischer Hypoxie zeigten die smHIFa-KO-Mauslinien
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bezuglich der Entwicklung einer RVH nach chronischer Hypoxie keinen

protektiven Effekt.

[A] [B]

Fulton-Index RV/(LV+S)
[mg/mg]
Schichtdicken-Ratio
RV/LV [pm/pm]

Abb. 14: Sowohl Wildtyp- als auch glattmuskelzellspezifische HIFa-KO-Mause
entwickeln rechtsventrikulare Hypertrophie nach chronischer Hypoxie.

[A] Bestimmung des Fulton-Index, der Ratio zwischen rechtsventrikularer (RV) und
linksventrikularer Masse inklusive Septum (LV+S). Die Organentnahme erfolgte nach
Normoxie (Nx) oder 3 Wochen Hypoxie (Hx) bei 11 Wochen alten Mausen. Die
Massen von RV und LV+S wurden nach Separation mittels Feinwaage bestimmt.
Wt/Nx: n=25, smHIF1/Nx: n=7, smHIF2/Nx: n=22, smHIF1HIF2/Nx: n=5, Wt/Hx: n=22,
smHIF1/Hx: n=6, smHIF2/Hx: n=10, smHIF1HIF2/Hx: n=22. [B] Bestimmung der Ratio
zwischen rechtsventrikuldrer (RV) und linksventrikuldarer (LV) Schichtdicke. Die
Organentnahme erfolgte nach Normoxie (Nx) oder 3 Wochen Hypoxie (Hx) bei 11
Wochen alten Mausen. Sowohl Wildtyp- als auch smHIFa-KO-Mause zeigten eine
Dickenzunahme der rechtsventrikularen Muskelschicht nach Hypoxie. Wt/Nx: n=12,
smHIF1/Nx: n=4, smHIF2/Nx: n=4, smHIF1HIF2/Nx: n=4, Wt/Hx: n=14, smHIF1/Hx:
n=5, smHIF2/Hx: n=4, smHIF1HIF2/Hx: n=4. Verglichen wurden die Normoxie- vs.
Hypoxiegruppen derselben Mauslinie sowie die verschiedene smHIF-KO-Mauslinien
vs. Wildtyp unter Normoxie bzw. Hypoxie, *p<0.05, **p<0.01, Mittelwert + SEM.
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4.4.2 Hypertrophie rechtsventrikularer Kardiomyozyten

Zur weiteren Evaluation des Hypoxie-induzierten kardialen Remodelings wurde
die Hypertrophie rechtsventrikularer Kardiomyozyten untersucht. Durch
Farbung mit Wheat Germ Agglutinin (WGA) konnten Kardiomyozyten angefarbt
und in ihrem Durchmesser analysiert werden (Abb. 15A). Dabei zeigte sich bei
Wildtyp-Mausen nach 3 Wochen Hypoxie im Vergleich zu normoxischen
Wildtyp-Mausen  eine  signifikante ~ Zunahme  des  Durchmessers
rechtsventrikularer Kardiomyozyten. Wahrend unter Normoxie der Durchmesser
rechtsventrikularer Kardiomyozyten im Mittel bei 9,45 £ 0,22 ym lag, zeigte sich
nach Hypoxie ein Durchmesser von 13,93 + 0,19 ym (Abb. 15B). Zwischen
Wildtyp-Mausen und smHIF1a-KO-, smHIF2a-KO- und smHIF1aHIF2a-KO-
Mausen konnte sowohl bei Normoxie als auch bei Hypoxie kein signifikanter
Unterschied zwischen den Mauslinien festgestellt werden. Diese Daten zeigen,
ebenso wie die Ergebnisse der rechtsventrikularen Massen- und
Schichtdickenbestimmunag, dass sowohl Wildtyp- als auch
glattmuskelzellspezifischen HIFa-KO-Mause bei Exposition mit chronischer

Hypoxie gleichermallen eine RVH entwickeln (Abb. 15).
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Abb. 15: Hypertrophie rechtsventrikuldrer Kardiomyozyten bei Wildtyp- und
glattmuskelzellspezifischen HIFa-KO-Mausen nach chronischer Hypoxie.

[A] Wheat Germ Agglutinin  (WGA) Farbung muriner rechtsventrikularer
Kardiomyozyten. Die Organentnahme erfolgte nach Normoxie (Nx) oder 3 Wochen
Hypoxie (Hx) bei 11 Wochen alten Mausen. Die weilen Pfeile zeigen die maximalen
Diameter rechtsventrikularer Kardiomyozyten. [B] Bestimmung des mittleren
Durchmessers rechtsventrikularer (RV) Kardiomyozyten. Die Messungen der
maximalen zellularen Breite erfolgte an 40 Zellen pro rechtsventrikularer Muskelschicht
und Maus, pro Herz wurde der mittlere rechtsventrikuldre Kardiomyozyten-
Durchmesser bestimmt. Wt/Nx: n=8, smHIF1/Nx: n=4, smHIF2/Nx: n=4,
smHIF1HIF2/Nx: n=4, Wt/Hx: n=8, smHIF1/Hx: n=4, smHIF2/Hx: n=4, smHIF1HIF2/Hx:
n=4. Verglichen wurden die Normoxie- vs. Hypoxiegruppen derselben Mauslinie sowie
die verschiedene smHIF-KO-Mauslinien vs. Wildtyp unter Normoxie bzw. Hypoxie,
**p<0.01 vs. Hypoxie (Hx), Mittelwert + SEM.
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Zur Evaluation einer rechtsventrikularen Fibrose nach chronischer Hypoxie
wurde eine Pikro-Siriusrot-Farbung der Gewebeschnitte muriner Herzen
durchgefuhrt. Die Farbung zeigte im Bereich des rechtsventrikularen Myokards
keinen signifikanten Unterschied an gefarbtem kollagendsen Bindegewebe
zwischen Wildtyp-Mausen nach Normoxie und chronischer Hypoxie (Abb. 16).
Auch zwischen Wildtyp- und smHIF2a-KO-Mausen fand sich kein histologischer
Unterschied sowohl unter Normoxie als auch nach Hypoxie (Abb. 16). Aufgrund
der Negativergebnisse erfolgten keine Farbungen weiterer Mauslinien.

Hypoxie
Wildtyp smHIF2a Wildtyp smHIF2a

. ‘w
10x /o Rk -

100pm 4 100pm : 100Hm 100pm
/ — p

40x

25pum 25pm 25pum 25um ~

Abb. 16: Rechtsventrikulares Myokard zeigt keine relevante Zunahme an
kollagen6sem Bindegewebe nach chronischer Hypoxie.

Pikro-Siriusrot-Farbung zur Darstellung von Kollagen (rot). Das Zytoplasma erscheint
blass gelb/rosa. Die Organentnahme erfolgte nach Normoxie (Nx) und 3 Wochen

Hypoxie (Hx) bei 11 Wochen alten Mausen. Vergroflerungen 10x und 40x; n=4.

443 Abhangigkeit zwischen rechtsventrikularem Druck und

rechtsventrikularer Hypertrophie

Zur genaueren Beurteilung der nach Hypoxie entstandenen RVH fuhrten wir
eine Korrelationsanalyse zwischen den gemessenen rechtsventrikularen
systolischen Druckwerten und dem Verhaltnis der Masse des rechten Ventrikels
zu linkem Ventrikel einschlieBlich Septum (Fulton-Index) durch. Analysiert
wurden dabei die Wertepaare von Wildtyp-, smHIF1a-KO-, smHIF2a-KO- und
smHIF1aHIF2a-KO-Mausen nach Exposition mit chronischer Hypoxie. Da nur

bei Versuchstieren nach Hypoxie mit einem Effekt des rechtsventrikularen
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Drucks auf die myokardiale Masse zu rechnen ist, wurden nur die Wertepaare
der Mause nach chronischer Hypoxie eingeschlossen. Die Ergebnisse der
Korrelationsanalyse zeigen, dass weder bei Wildtyp-Mausen, noch bei smHIFa-
KO-Mausen, eine Korrelation zwischen dem rechtsventrikularen systolischen
Druck und dem Fulton-Index besteht. Der Korrelationskoeffizient zeigt mit -0,04
bei Wildtyp-, 0,21 bei smHIF1a-, 0,29 bei smHIF2a- und -0,37 bei
smHIF1aHIF2a-Mausen keinen linearen Zusammenhang der zwei Merkmale
(Abb. 17). Dies deutet darauf hin, dass die Entwicklung der RVH nach
Exposition mit chronischer Hypoxie nicht in unmittelbarem Zusammenhang mit
dem tatsachlichen rechtsventrikularen Druck steht, sondern unabhangig davon

entstehen konnte.
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Abb. 17: Fulton-Index korreliert nicht mit rechtsventrikulairem Druck nach
Hypoxie.

Die Abbildung zeigt die Abhangigkeit zwischen dem rechtsventrikularen (RV)
systolischen Druck und dem Fulton-Index RV/(LV+S) bei Mausen nach 3 Wochen
chronischer Hypoxie. Jeder Punkt reprasentiert eine Maus, bei der sowohl
hamodynamische Messung als auch Bestimmung der kardialen Masse erfolgte. Eine
Korrelation dieser beiden Merkmale besteht nach vorliegenden Daten nicht.
Korrelationskoeffizient Pearson r= -0,04 fur Wt/Hx, 0,21 fur smHIF1/Hx, 0,29 flr
smHIF2/Hx und -0,37 fir smHIF1HIF2/Hx. Wt/Hx: n=20, smHIF1/Hx: n=5, smHIF2/Hx:
n=6, smHIF 1HIF2/Hx: n=6.
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4.4.4 Rechtsventrikulare Funktion

Zur Beurteilung der rechtsventrikularen Funktion mit Kontraktilitat und
Relaxationsfahigkeit konnen das maximale und minimale Verhaltnis der
ventrikularen Druckanderungen pro Zeit herangezogen werden. Diese
Parameter wurden mithilfe der Daten hamodynamischer Messungen berechnet.
Der Quotient zwischen dem maximalen Druckanstieg wahrend der
isovolumetrischen Kontraktion und der Zeit (dP/dtnax) ist dabei ein
Surrogatparameter fur die Kontraktilitat des Ventrikels. Je hoher die
Kontraktilitat, desto hoher der Druckanstieg in der frihen Systole. Der Quotient
zwischen dem maximalen Druckabfall und der Zeit (dP/dtmin) kann zur
Abschatzung der diastolischen Funktion bzw. der Relaxationsfahigkeit
(Lusitropie) verwendet werden. Eine Erhohung der Lusitropie zeigt sich dabei in
einem schnellen und gesteigerten Druckabfall wahrend der isovolumetrischen
Relaxation [69, 191]. Die Ergebnisse der hamodynamischen Messungen
zeigten, dass sich die dP/dtnmax- und dP/dtmin-Werte bei Wildtyp-Mausen
zwischen Normoxie und Hypoxie nicht signifikant unterscheiden (Abb. 18).
Diese Tatsache bestatigt, dass das Tiermodell der CHPH bei Wildtyp-Mausen
nach 3 Wochen Hypoxie trotz der Entwicklung einer RVH nicht zu einer
funktionellen  Beeintrachtigung der rechtsventrikularen Funktion fuhrt.
Glattmuskelzellspezifische HIFa-KO-Mause zeigten bereits unter Normoxie
signifikante Unterschiede zu Wildtyp-Mausen hinsichtlich Kontraktilitat und
Relaxationsfahigkeit. Wahrend bei normoxischen smHIF2a-KO-Mausen im
Vergleich zu  Wildtyp-Mausen eine gesteigerte  Kontraktilitat und
Relaxationsfahigkeit zu erkennen war, zeigten smHIF1aHIF2a-KO-Mause eine
verminderte Kontraktilitat. Bei den KO-Mauslinien smHIF1a und smHIF2a fand
sich zudem zwischen Normoxie- und Hypoxiegruppe eine signifikante
Reduktion der Kontraktilitat und Relaxationsfahigkeit. Bei KO-Mausen der Linie
smHIF1aHIF2a bestand kein signifikanter Unterschied zwischen Normoxie- und

Hypoxiegruppe (Abb. 18).
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Abb. 18: Rechtsventrikuldre Funktion bei Normoxie und nach 3 Wochen Hypoxie.
[A] Die Abbildung zeigt die maximale rechtsventrikulare (RV)
Druckanstiegsgeschwindigkeit dP/dt,.x in mmHg/s wahrend der Systole. [B]
Darstellung der maximalen rechtsventrikularen Druckabfallsgeschwindigkeit dP/dty, in
mmHg/s wahrend der Diastole. Die hdmodynamischen Messungen erfolgten invasiv
mittels Druck-Messwandler bei 11 Wochen alten Mausen unter Normoxie (Nx) und
nach 3 Wochen Hypoxie (Hx). Wt/Nx: n=31, smHIF1/Nx: n=7, smHIF2/Nx: n=13,
smHIF1HIF2/Nx:  n=9, Wt/Hx: n=25, smHIF1/Hx: n=7, smHIF2/Hx: n=8,
smHIF1HIF2/Hx: n=9. Verglichen wurden die Normoxie- vs. Hypoxiegruppen derselben
Mauslinie sowie die verschiedene smHIF-KO-Mauslinien vs. Wildtyp unter Normoxie

bzw. Hypoxie, *p<0.05, **p<0.01, Mittelwert + SEM.
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5. Diskussion

Die besondere Reaktion des pulmonalen GefalRsystems auf Hypoxie wurde
bereits breit studiert. Dennoch sind viele Mechanismen bis heute noch nicht
verstanden. Erkenntnisse aus Studien mit Patienten und Tiermodellen der PH
zeigen, dass HIFa eine besondere Rolle spielt. Sowohl als Modulator der
akuten HPV, als auch als entscheidender Faktor beim Hypoxie-induzierten PVR
wurde insbesondere HIF1a bereits beschrieben [152, 173, 180, 192]. Diese
Arbeit hat den Beitrag von glattmuskularem HIF1a und HIF2a in der
Pathogenese von Hypoxie-induzierter PH, PVR und RVH in einem murinen
Modell erforscht. Die vorliegenden Daten zeigen interessante neue
Erkenntnisse. Sowohl HIF1a als auch HIF2a spielen in PAGMZ eine wichtige
Rolle in der Pathogenese der CHPH und des PVR. Daruber hinaus deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass das rechtsventrikulare Remodeling nach Hypoxie
nicht direkt mit dem Grad der PH zusammenhangt, da eine verminderte
Auspragung der PH in smHIFa-KO-Mausen nicht mit einer verminderten RVH

einhergeht.

5.1 Phanotyp der glattmuskelzellspezifischen HIFa-Knockout-

Mauslinien unter chronischer Hypoxie

5.1.1 Glattmuskelzellspezifische HIFa-Knockout-Mause verlieren unter

Hypoxie nicht so viel Gewicht wie Wildtyp-Mause

Sowohl bei Wildtyp- als auch bei smHIFa-KO-Mausen zeigte sich im
Versuchszeitraum unter normoxischen Bedingungen eine deutliche Zunahme
des Korpergewichts ohne signifikante Unterschiede. Dies deutet darauf hin,
dass der KO von HIF1a und HIF2a in glatten Muskelzellen bei Normoxie keinen
Einfluss auf die Gewichtszunahme hat. Mause mit einem globalen,
heterozygoten Knockout von HIF1a oder HIF2a nehmen bereits unter
normoxischen Bedingungen weniger Gewicht zu, was vermutlich auf die
Beteiligung von HIF1a und HIF2a bei metabolischen Prozessen zurickzufuhren

ist [152, 1583]. Nach 3-wodchiger Hypoxie zeigte sich bei Wildtyp- und
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smHIF1aHIF2a-Mausen eine Gewichtsreduktion, bei smHIF1a- und smHIF2a-
Mausen dagegen eine geringe Gewichtszunahme. Dies zeigt, dass sich
smHIF1a- und smHIF2a-Mause moglicherweise besser an die chronisch-
hypoxischen Umgebungsbedingungen adaptieren konnen. Heterozygote
HIF1a-Mause verlieren im Gegensatz zu heterozygoten HIF2a-Mausen unter
Hypoxie mehr Gewicht als Wildtyp-Mause. Diese Tatsache ist vermutlich auf die
unterschiedlichen Rollen und die andersartige Zell-spezifische Expression
zuruckzufuhren. Ein globaler Mangel an HIF1a beeintrachtigt die Glykolyse und
damit moglicherweise den gesamten Metabolismus wahrend chronischer
Hypoxie [152, 153]. HIF2a scheint in der hypoxischen Hochregulation
glykolytischer Enzyme eine untergeordnete Rolle zu spielen [193]. Bezogen auf
das Korpergewicht zeigen unsere Ergebnisse einerseits, dass ein HIF1a- oder
HIF20-KO in glatten Muskelzellen die Gewichtszunahme bei Normoxie nicht
beeintrachtigt, und andererseits, dass die KO-Mauslinien bei Hypoxie im
Vergleich zum Wildtyp weniger an Gewicht verlieren. Der KO von HIF1a- oder
HIF2a in glatten Muskelzellen wirkt sich im Hypoxieexperiment Uber eine

verminderte PH vermutlich protektiv aus.

5.1.2 Blutbild aller Mauslinien zeigt die bei chronischer Hypoxie typischen

Veranderungen

Im  Blutbild zeigte sich sowohl bei Wildtyp- als auch Dbei
glattmuskelzellspezifischen HIFa-KO-Mausen ein deutlicher Hamatokrit-
Anstieg. Ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp- und smHIFa-KO-
Mausen konnte bei Normoxie oder Hypoxie nicht festgestellt werden. Dies legt
den Schluss nahe, dass der HIFa-KO in glatten Muskelzellen keinen Einfluss
auf den kompensatorischen Hamatokrit-Anstieg als Antwort auf chronische
Hypoxie hat. Da es sich bei dem HIFa-KO um einen gewebespezifischen KO in
glatten Muskelzellen handelt, der hamatopoetische Zellen in der Regel nicht mit
beeinflusst, ist dieses Ergebnis wenig Uberraschend. Bei Mausen mit einem
globalen heterozygoten HIF1a-KO konnte hingegen ein verzogerter Hamatokrit-
Anstieg beobachtet werden [152]. Dieser Effekt zeigte sich bei heterozygoten

HIF2a-Mausen nicht, da die hypoxische Induktion der Erythropoetin-Expression
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moglicherweise starker von HIF1a als von HIF2a abhangig ist [153]. Die
Thrombozytenzahl war nach chronischer Hypoxie bei Wildtyp- als auch bei
glattmuskelzellspezifischen HIFa-KO-Mausen vermindert. Eine Verminderung
der Thrombozytenzahl bei Hypoxie bzw. Exposition in gro3er HOohe wurde
bereits beschrieben [194, 195]. Ob dies das Resultat einer Kompensation bei
erhohter Blutviskositat oder einer erhohten funktionellen Aktivierung von
Thrombozyten im Sinne eines erhdhten Thrombozytenverbrauchs ist, ist bisher
nicht ausreichend untersucht [196]. Weitere Studien sind notwendig, um die
Auswirkungen von Hypoxie auf das Gerinnungssystem und die vermehrten
thrombembolischen Ereignisse in grofler HOhe zu verstehen [197]. Die
Ergebnisse der Blutanalysen zeigen jedoch, dass der KO von HIF1a und HIF2a
in glatten Muskelzellen vermutlich keinen Einfluss auf die systemischen
Kompensationsmechanismen des Blutes bei Exposition mit chronischer
Hypoxie hat. Die vergleichbare Erhdhung des Hamatokrits aller Mauslinien
unter Hypoxie zeigt, dass der Schutz vor der Entwicklung einer CHPH bei
smHIFa-KO-Mausen nicht auf einen verringerten periphervaskularen
Widerstand aufgrund einer verminderten Erythropoese unter Hypoxie

zurtckzufihren ist.

5.1.3 Glattmuskelzellspezifische HIFa-Knockout-Mause zeigen reduziertes

Hypoxie-induziertes pulmonalvaskulares Remodeling

Die Evaluation des PVR bei smHIF1a-, smHIF2a- sowie smHIF1aHIF2a-
Mausen zeigt eindrucklich, dass alle glattmuskelzellspezifischen HIFa-KO-
Mauslinien vor der Entwicklung Hypoxie-induzierter Gefaldveranderungen in der
Lunge geschutzt sind. Das PVR nach 3 Wochen chronischer Hypoxie war bei
diesen Mausen signifikant geringer ausgepragt als bei Wildtyp-Mausen, da alle
smHIFa-KO-Mauslinien weniger kleine muskularisierte Gefal3e als die Wildtyp-
Mause aufwiesen. Zudem war die Muskularisierung der kleinen Gefal3e in den
KO-Mausen weniger ausgepragt als in den Wildtyp-Mausen. Glattmuskulares
HIF1a und HIF2a scheint also direkt an den strukturellen Veranderungen der
PAGMZ Dbei chronischer Hypoxie beteiligt zu sein. Mause mit

glattmuskelzellspezifischem HIF2a-KO zeigten in der quantitativen Auswertung
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der immunhistochemischen Farbungen im Vergleich zu smHIF1a- und
smHIF1aHIF2a-Mausen signifikant mehr kleine, a-sm-actin-positive Gefalie.
Dies lasst vermuten, dass smHIF2a-KO-Mause weniger vor dem PVR
geschutzt sind als smHIF1a-KO- und smHIF1aHIF2a-KO-Mause. Der KO von
HIF1a in PAGMZ hat demnach vermutlich einen starkeren Effekt auf das
Hypoxie-induzierten PVR. Die Bedeutung von HIF1a bei der Reaktion von
Geweben auf Hypoxie wurde bereits in einigen Arbeiten beschrieben. So
zeigen Mause mit einem globalen, heterozygoten KO von HIF1a nach
chronischer Hypoxie ebenfalls ein vermindertes PVR [152]. Weiterhin konnte
bei diesen Mausen gezeigt werden, dass Depolarisation und Hypertrophie von
PAGMZ vermindert sind. Das hat sowohl Einfluss auf die HPV als auch auf das
chronische PVR [173]. Uber einen protektiven Effekt bei einem Mangel an
HIF2a gibt es ebenfalls Hinweise. Mause mit einem heterozygoten HIF2a-KO
zeigen nach Exposition mit chronischer Hypoxie ein vermindertes PVR mit
reduzierter Muskularisierung der PulmonalgefalRe [153]. Weiterhin zeigen
heterozygote HIF2a-KO-Mause in einem Mausmodell der Chuvash-Erkrankung
mit VHL-Mutation ein vermindertes PVR [198]. Unsere Ergebnisse bestatigen
bzw. zeigen erstmals, dass HIF1a und HIF2a in PAGMZ eine wichtige Rolle
beim Hypoxie-induzierten PVR spielen. Interessanterweise sind die Effekte des
HIF10-KO und HIF20-KO in glatten Muskelzellen nicht additiv. Bei
smHIF1aHIF2a-Mausen sind nahezu gleich viele kleine, muskularisierte
Lungengefalle zu erkennen wie bei smHIF1a-Mausen. Es zeigt sich bei beiden
Mauslinien eine Reduktion des PVR von ca. 65%. Ein Knockout von HIF1a und
HIF2a in glatten Muskelzellen kann das PVR nach unseren Erkenntnissen
deutlich reduzieren, aber nicht komplett verhindern. Andere Faktoren,
Signalwege, Zelltypen und HIF-unabangige Mechanismen tragen ebenfalls zum
Hypoxie-induzierten PVR bei. So gibt es beispielsweise Evidenz dafur, dass
auch Endothelzellen und Fibroblasten an der vaskularen Reaktion auf Hypoxie
beteiligt sind [65]. Fibroblasten beeinflussen moglicherweise durch parakrine
Effekte die Proliferation von angrenzenden glatten Muskelzellen [199-202]. Die
HIF-Aktivierung in Progenitorzellen aus dem Knochenmark oder in anderen
Geweben wirkt vermutlich ebenfalls an der Entstehung der CHPH mit [202,
203]. Aber auch HIF-unabhangige Effekte spielen mdglicherweise eine Rolle.

Es konnte gezeigt werden, dass Hypoxie Uber Wachstumsfaktoren promitogene
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Effekte auf glatte Muskelzellen hat, auch wenn HIF1a in diesen Zellen

ausgeschaltet wurde [180].

5.1.4 Glattmuskelzellspezifische HIFa-Knockout-Mause sind vor einer

chronisch-hypoxischen pulmonalen Hypertension geschiitzt

Nach den Ergebnissen der hamodynamischen Messungen weisen die KO-
Mauslinien smHIF1a, smHIF2a und smHIF1aHIF2a nach Hypoxie signifikant
geringere rechtsventrikulare Driucke auf als Wildtyp-Mause. Dies zeigt, dass
diese Mauslinien durch den HIFa-KO in glatten Muskelzellen vor der
Entwicklung einer Hypoxie-induzierten PH zumindest teilweise geschutzt sind.
Wahrend dieser Effekt bei glattmuskelzellspezifischen HIF1a-KO-Mausen
bereits beschrieben wurde [48], sind die Ergebnisse mit der smHIF2a- und der
smHIF1aHIF2a-Mauslinie neu. SmHIF1a-KO- und smHIF2a-KO-Mause haben
sowohl bei Normoxie als auch nach chronischer Hypoxie einen annahernd
identischen systolischen Druck im rechten Ventrikel. Es ist davon auszugehen,
dass neben HIF1a also auch HIF2a in den glatten Muskelzellen ein wichtiger
Faktor fur die Entwicklung einer CHPH ist. Die Bedeutung von HIF2a zeigen
auch Untersuchungen einer aktivierenden, autosomal-dominanten Mutation des
HIF2a-Gens, bei der die betroffenen Patienten eine PH entwickeln [204]. Der
schitzende Effekt eines glattmuskularen HIF1a- oder HIF2a-KO scheint
bezuglich der Entstehung einer CHPH ahnlich stark zu sein. Dass ein Mangel
an HIF1a oder HIF2a zu einem geringeren Anstieg der rechtsventrikularen
Dricke im Modell der CHPH fuhrt, konnte in heterozygoten HIF1a- und
heterozygoten HIF2a-KO-Mausen bereits festgestellt werden [152, 153]. Die
vorliegenden Ergebnisse verdeutlichen nun, dass glattmuskulares HIF1a und
HIF2a bei der pulmonalen Antwort auf Hypoxie eine entscheidende Rolle
spielen. Ein kompletter KO von HIF1a oder HIF2a in den glatten Muskelzellen
fuhrt mindestens zur partiellen Protektion der Mause vor der Entwicklung einer
CHPH. Neu ist aulerdem, dass bei KO beider Transkriptionsfaktoren die
Mause nach Hypoxie noch geringere rechtsventrikulare Spitzendrucke
entwickeln als bei einem KO von HIF1a oder HIF2a. Der Unterschied zwischen

einfachem smHIF1a- oder smHIF20-KO und einem KO beider
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Transkriptionsfaktoren ist jedoch nicht signifikant und daher nur eine Tendenz.
Die Daten des PVR sowie der hamodynamischen Messungen zeigen, dass
HIF1a und HIF2a in PAGMZ aufgrund ihrer Rolle beim PVR Schlusselfaktoren
bei der Entstehung einer CHPH sind.

5.2 Beitrag von HIF zur akuten und chronischen Antwort auf Hypoxie

Im Mausmodell der Hypoxie-induzierten PH tragen HPV und PVR
gleichermallen zu den histopathologischen Veranderungen bei. Mithilfe von
quantitativen, stereologischen Techniken konnte gezeigt werden, dass der
Anstieg des pulmonal-vaskularen Widerstands im Mausmodell der Hypoxie-
induzierten PH sowohl durch anhaltende Vasokonstriktion als auch durch
strukturelle Einengung der Gefallslumina bedingt ist. Diese Einengung entsteht
durch eine Verdickung der GefalRwande und ein nach innen gerichtetes
Remodeling [44]. Es gibt Hinweise darauf, dass HIF1a fur Hypertrophie und
Proliferation glatter Muskelzellen und damit fur das chronische Remodeling der
Pulmonalgefalle bendtigt wird. Es ist jedoch auch denkbar, dass die HPV und
somit das chronische Remodeling der GefalRe beeinflusst wird, indem die
Lungengefalle bei chronischer Hypoxie in einem weniger kontrahierten Zustand

durch das Remodeling der extrazellularen Matrix fixiert werden [64, 205, 206].

5.21 HIF1a und HIF2a als Schlisselfaktoren beim chronischen

Remodeling von pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen

Uber welche genauen Mechanismen HIF1a und HIF2a zum Remodeling von
PAGMZ bei Hypoxie fuhren, ist noch nicht ausreichend verstanden. Vor allem
zum Beitrag von HIF2a gibt es noch wenig Daten. Wie bereits erwahnt, reguliert
HIF1a in PAGMZ Judber die Expression von spannungsabhangigen
Kaliumkanalen, NHA-1 und TRP-Kanalen den pH-Wert und die intrazellulare
Calcium-Konzentration, was Proliferation, Migration und Apoptose-Resistenz
von PAGMZ steigert [97-99, 107, 173-175]. Es gibt jedoch eine Reihe weiterer
Hypothesen und Hinweise, wie Hypoxie-induzierte Faktoren das Remodeling

von PAGMZ beeinflussen kdnnten. Beispielweise gibt es Hinweise darauf, dass
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HIF Uber metabolische Prozesse Zellproliferation und Apoptose-Verhalten von
PAGMZ beeinflusst. Durch Hochregulation der Pyruvat Dehydrogenase Kinase
hemmt HIF1a die Pyruvat Dehydrogenase und steigert dadurch die aerobe
Glykolyse bei Hypoxie, was mit einem verstarkten PVR in Zusammenhang
gebracht wurde. Dichloroacetat, ein Hemmstoff der Pyruvat Dehydrogenase
Kinase konnte als protektiver Faktor beschrieben werden [36, 86, 207]. Durch
einen gestorten Metabolismus der PAGMZ bei Hypoxie, konnte HIF durch
Steigerung der aeroben Glykolyse Zellproliferation und Apoptose-Resistenz
begunstigen. Bei einem KO von HIF in PAGMZ, wie in den beschriebenen
Mauslinien der Fall, wirde sich demnach ein verringertes PVR aufgrund
reduzierter Apoptose-Resistenz und Zellproliferation zeigen [42, 207, 208].
Weiterhin ist denkbar, dass HIF1a Uber eine gesteigerte Expression von
Endothelin-1 und ein gesteigertes Angiotensin II- vermitteltes Remodeling das
PVR als Antwort auf chronische Hypoxie beeinflusst. Erhdhte Spiegel von
Angiotensin |l und Endothelin-1 fuhren zu einer Aktivierung von STAT3, was
wiederum mit einer gesteigerten glattmuskularen Proliferation und Apoptose-
Resistenz in Verbindung gebracht wurde [36, 209-211]. Ein weiterer Faktor, der
einen relevanten Einfluss auf Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Zellmigration
sowie Apoptoseresistenz haben konnte, ist das Gewebshormon Sphingosin-1-
Phosphat. Die Bildung von Sphingosin-1-Phosphat wird durch die Sphingosin-
Kinase-1 katalysiert, die HIF1a-abhangig exprimiert wird und bei Hypoxie in
PAGMZ akkumuliert. Sphingosin-1-Phosphat konnte bereits als wichtiger Faktor
mit hypoxischen Lungenerkrankungen und der HPV in Verbindung gebracht
werden [20]. In humanen PAGMZ konnte gezeigt werden, dass HIF1a die
Proliferation zudem Uber Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise FGF-2 und
PDGF, beeinflusst. Ein KO von HIF1a in humanen PAGMZ fuhrt aufgrund
verringerter promitogener Effekte von FGF-2 und PDGF zu einer verminderte
Proliferation humaner PAGMZ [180]. Eine Bedeutung beim HIF-vermittelten
PVR glatter Muskelzellen haben moglicherweise auch Proteine des
Zytoskeletts. Die GerUstproteine Four and a half LIM domain protein 1 (FHL-1),
Cofilin und Paxillin werden in humanen PAGMZ HIF-abhangig reguliert und bei
Hypoxie vermehrt gebildet. Sie sind vor allem in der Media kleiner
Pulmonalarterien lokalisiert und daher mogliche Effektoren des HIF-vermittelten

Remodelings [212-214]. Neben den direkten Effekten auf das Remodeling von
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PAGMZ konnte der glattmuskelzellspezifische HIF1a- und HIF2a-KO aber auch
das Remodeling des Endothels oder der extrazellularen Matrix beeinflussen.
Erhohte Kupferlevel in PAGMZ wurden mit dem Remodeling der extrazellularen
Matrix bei der Hypoxie-induzierten PH in Verbindung gebracht. HIF1a reguliert
dabei die Expression des Kupfertransporters Cu-uptake transporter 1 (CTR 1)
und somit auch die Kupferkonzentration in PAGMZ [215, 216]. AuRerdem ware
eine HIF-vermittelte Aufhebung der endothelial-mesenchymalen Transition
denkbar. Sobald Endothelzellen im Rahmen der endothelial-mesenchymalen
Transition glattmuskelzellspezifische Marker, wie beispielsweise a-sm-actin,
exprimieren, wurde der HIF-KO aktiv werden, da er selbst unter der Kontrolle
eines glattmuskel-spezifischen Promotors steht. Auf diese Weise ware es
denkbar, dass unser Modell des glattmuskelzellspezifischen HIF-KO nicht nur
praexistente PAGMZ betrifft, sondern auch die unter chronischer Hypoxie zu
mesenchymalen Zellen transformierenden Endothelzellen. Das durch den HIF-
KO reduzierte Remodeling dieser Zellen ware dann eine weitere mogliche
Erklarung fur die signifikant reduzierte  Muskularisierung distaler
Pulmonalarterien bei smHIFa-KO-Mausen nach Exposition mit chronischer
Hypoxie [36]. Moglicherweise spielt dabei der Transkriptionsfaktor NF-kB, ein
Zielgen von HIF1 mit erhdhter Expression bei Hypoxie, eine wichtige Rolle. NF-
KB ist vor allem bei der Regulation der Immunantwort, der Proliferation und der
Apoptose von Zellen von Bedeutung [217]. Es konnte gezeigt werden, dass NF-
kB fur die endothelial-mesenchymale Transition notwendig ist [218]. NF-kB ist
aullerdem in die Entstehung von Artheriosklerose und Tumorerkrankungen
involviert. Dies sind Pathologien, bei denen die endothelial-mesenchymale
Transition ebenfalls eine Rolle zu spielen scheint [20, 122]. Sobald
Endothelzellen bei Hypoxie im Rahmen der endothelial-mesenchymalen
Transition typische glattmuskelzellspezifische Marker exprimieren, kame es
nach oben genannter Hypothese durch den HIF-KO zu einer reduzierten
Expression von NF-kB. Dies ist dann madglicherweise der Grund fur eine
Aufhebung der endothelial-mesenchymalen-Transition mit daraus
resultierendem reduzierten Auftreten a-sm-actin-positiver Gefalke bei den

untersuchten glattmuskelzellspezifischen HIFa-KO-Mauslinien.
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5.2.2 HIF1a und HIF2a beeinflussen moglicherweise auch die hypoxische

pulmonale Vasokonstriktion

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass der HIF1a- und HIF2a-KO in glatten
Muskelzellen das Hypoxie-induzierte PVR vermindert. Es ist wahrscheinlich,
dass erhohte glattmuskulare HIF-Konzentrationen bei den chronischen
Remodelingprozessen eine wichtige Rolle spielen. Andererseits kdnnte HIF in
glatten Muskelzellen aber auch an der HPV beteiligt sein, beispielsweise durch
die gesteigerte Aktivitdt und Expression von spannungsabhangigen
Kaliumkanalen oder eine HIF1-abhangige Bildung von Sphingosin-1-Phosphat
[20, 173]. Dann wirde das Remodeling der extrazellularen Matrix die
Pulmonalarterien bei geringerer Konstriktion fixieren und somit bei smHIFa-KO-
Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen in einem geringeren
pulmonalvaskularen Widerstand resultieren. Es gibt Hinweise darauf, dass
erhohte HIF-Level die HPV verstarken sollen [150, 151]. Mithilfe von Inhibitoren
der NADPH-Oxidoreduktase konnte die pulmonale Vasokonstriktion verringert
werden [219]. Wahrend diese Arbeiten HIF mit einer gesteigerten HPV in
Verbindung bringen, zeigen andere Arbeiten gegensatzliche Ergebnisse. So
konnte gezeigt werden, dass HIF1a bei Hypoxie Uber die vermehrte Expression
eines lonenkanals die Vasokonstriktion von Pulmonalarterien abschwachen
kann [220]. In Versuchen mit glattmuskelzellspezifischen HIF1a-KO-Mausen,
bei denen hamodynamische Messungen unter Normoxie und Hypoxie
durchgefuhrt wurden, zeigten die KO-Mause unter Normoxie und Hypoxie
hohere rechtsventrikulare Drucke als Wildtyp-Mause [205]. Das PVR nach
chronischer Hypoxie zeigte bei dieser Arbeit keinen Unterschied zwischen
Wildtyp- und smHIF1a-KO-Mausen. Die erhdhten rechtsventrikularen Drucke in
smHIF1a-KO-Mausen begrinden die Autoren durch eine verstarkte HPV
aufgrund einer gesteigerten Myosin-Leichtketten-Phosphorylierung [205]. Diese
hamodynamischen Messungen zeigen in entgegengesetzte Richtung und
widersprechen in Teilen den Resultaten dieser und anderer Arbeiten, die einen
glattmuskularen HIF1a-KO mit einer verringerten CHPH in Verbindung bringen
[48]. Bei unseren Ergebnissen fand sich unter Normoxie kein Unterschied der
rechtsventrikularen Druckwerte zwischen Wildtyp- und smHIF1a-KO-Mausen.

Nach chronischer Hypoxie zeigten sich bei smHIF1a-KO-Mausen dagegen
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signifikant geringere rechtsventrikulare Druckwerte mit einem deutlichen
Unterschied im PVR. Anders als in der beschriebenen Arbeit [205] erfolgten die
hamodynamischen Messungen der Hypoxiegruppen nach unserem
Versuchsprotokoll nicht unter hypoxischen Umgebungsbedingungen, sondern
nach 60-minutiger Reoxygenierung unter Normoxie, um akute Hypoxie-
induzierte Effekte auf den Gefaldtonus aufzuheben. Die hamodynamischen
Messwerte sind daher nur bedingt vergleichbar. Sollte ein HIF1a-KO in PAGMZ
tatsachlich neben einem verminderten PVR eine verstarkte HPV zur Folge
haben, konnte dies eine Erklarung zur Enstehung der RVH trotz vermindertem
PVR sein (s. Abb. 19). Experimente mit PAGMZ von Patienten mit PAH deuten
ebenfalls auf eine inverse Korrelation von HIF1a-Aktivitat und Kontraktilitat der
PAGMZ hin. Die PAGMZ von Patienten mit PAH zeigen in primaren Zellkulturen
eine verminderte Expression von HIF1a wund spannungsabhangigen
Kaliumkanalen sowie eine erhdohte Myosin-Leichtketten-Phosphorylierung und
Konstriktion [221]. Eine Erklarung fur den Effekt von glattmuskularem HIF1a auf
den verminderten pulmonalarteriellen Gefal3tonus konnte sein, dass eine
Erhdhung von HIF1a bei anhaltender Hypoxie im Sinne einer negativen
Ruckkoppelung vasodilatatorische Effekte hat, um so eine Uberschiel3ende
Vasokonstriktion mit stark limitiertem Blutfluss zu verhindern [42]. Heterozygote
HIF1a-KO-Mause zeigen nach chronischer Hypoxie sowohl unter Hypoxie als
auch nach Reoxygenierung reduzierte rechtsventrikulare Dricke im Vergleich
zu Wildtyp-Mausen [152]. Zwischen der Messung unter Hypoxie und nach
Reoxygenierung bestand bei Wildtyp- und bei KO-Mausen kein signifikanter
Unterschied. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der vasomotorische
Anteil an den erhdhten rechtsventrikularen Druckwerten von Wildtyp-Mausen
nach 3 Wochen chronischer Hypoxie unbedeutend ist, und dass ein
heterozygoter HIF1a-KO nicht zu einer relevanten Zunahme der HPV, sondern
vor allem zu einem verminderten PVR fuhrt [152]. Die rechtsventrikularen
Druckwerte von heterozygoten HIF2a-KO-Mausen und Wildtyp-Mausen
unterscheiden sich bei akuter Hypoxie nicht. Eine globale Reduktion der HIF2a-
Level fuhrt demnach im Mausmodell bei kurzfristiger Hypoxie nicht zu einer
verstarkten oder abgeschwachten HPV. Das verminderte PVR sowie die
reduzierte RVH nach chronischer Hypoxie ist daher auch bei heterozygoten

HIF2a-KO-Mausen vermutlich nicht auf eine veranderte HPV zurlckzufihren
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[153]. Welchen Effekt HIF1a und HIF2a in PAGMZ und anderen Zelltypen auf
die HPV und den pulmonalarteriellen Gefaldtonus haben, ist aktuell noch nicht
ausreichend verstanden und wird kontrovers diskutiert. Unsere Daten zeigen
zusammen mit der bestehenden Literatur zu diesem Thema, dass Hypoxie-
induzierbare Faktoren insbesondere Uber die Forderung des PVR zur CHPH
fuhren. Weitere Arbeiten zu den HIF-vermittelten Mechanismen in Endothel und
PAGMZ sind fur ein umfassenderes Verstandnis noétig, um daraus neue

therapeutische Strategien zu entwickeln.

5.3 Pathogenese der Hypoxie-assoziierten rechtsventrikularen

Hypertrophie

5.3.1 Sowohl Wildtyp- als auch glattmuskelzellspezifische HIFa-Knockout-

Mause entwickeln eine rechtsventrikulare Hypertrophie nach Hypoxie

Neben den Wildtyp-Mausen entwickeln auch alle drei smHIFa-KO-Mauslinien
gleichermal3en eine rechtsventrikularen Hypertrophie (RVH) nach 3 Wochen
chronischer Hypoxie. Die Evaluation der RVH erfolgte durch Messung der
Masse des rechten Ventrikels, Schichtdickenbestimmung der
rechtsventrikularen  Muskelschicht sowie Analyse der Durchmesser
rechtsventrikularer Kardiomyozyten. Die Ergebnisse dieser drei untersuchten
Merkmale zeigen allesamt in die gleiche Richtung. SmHIFa-KO-Mause sind
also nicht vor der Entwicklung einer RVH durch Hypoxie geschutzt, obwohl sie
vor dem PVR und der CHPH geschuitzt sind. Dieses Ergebnis ist insofern
Uberraschend, da die RVH bisher als Folge des erhohten rechtsventrikularen
Widerstands und Drucks betrachtet wird. Unter pathophysiologischen
Gesichtspunkten wird eine direkte Korrelation angenommen und erscheint
schlussig. Bei Mausen mit einem ausgepragten Anstieg des pulmonalarteriellen
Drucks nach chronischer Hypoxie ware eine entsprechend stark ausgepragte
RVH naheliegend. Durch das Hypoxie-induzierte PVR steigt der
pulmonalvaskulare Widerstand, weshalb der rechtsventrikulare Druck wiederum
ansteigt, um bei erhohter Nachlast das Herzzeitvolumen aufrecht zu erhalten.
Durch Mehrarbeit des rechten Herzmuskels hypertrophiert dieser und die

Masse nimmt zu [222, 223]. Je hoher der pulmonalarterielle Druck einer Maus,
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desto starker ausgepragt musste die RVH nach pathophysiologischem
Denkmodell sein. Interessanterweise bestatigt sich dieser vermutete
Zusammenhang nach Analyse unserer Daten nicht. Eine Korrelationsanalyse
zwischen rechtsventrikularem Druck und rechtsventrikularer Masse zeigt keinen
Zusammenhang bei den Mausen nach chronischer Hypoxie. Die Entwicklung
der RVH scheint moglicherweise von der Auspragung der PH entkoppelt zu

sein und unabhangig davon als Folge chronischer Hypoxie zu entstehen.

5.3.2 Rechtsventrikulare Hypertrophie ist nicht nur auf pulmonalarteriellen

Druck zuriickzufiihren

Der Zusammenhang zwischen pulmonalvaskularem Remodeling, PH und der
Entwicklung einer RVH scheint komplexer als urspriunglich gedacht. Trotz einer
zumindest partiellen Protektion der smHIFa-KO-Mause vor der Entwicklung
einer CHPH, zeigte sich eine RVH nach Exposition mit chronischer Hypoxie.
Eine fehlende Korrelation von PVR, rechtsventrikularem Druck und
rechtsventrikularer Masse wurde in weiteren Tiermodellen zum PVR oder der
PH beschrieben. Daley und Kollegen berichten beispielsweise von einem
Mausmodell, bei dem mittels Th2-Immunantwort ein PVR induziert wird.
Interessanterweise zeigen diese Mause trotz deutlichen pulmonalarteriellen
Veranderungen keine PH und keine RVH. Die Autoren kommen zu dem
Schluss, dass das PVR in der Maus daher nicht obligat mit erhohten
pulmonalarteriellen Dricken und einer RVH einhergehen muss [224]. Weitere
Studien mit Mausmodellen der PH, bei denen die Mause durch einen
Elastinmangel oder Adenosinrezeptor-KO eine PH entwickeln, sehen ebenfalls
eine Entkopplung von pulmonalarteriellem Druck und RVH [63, 225, 226]. Die
Auswirkungen eines HIFa-KO in PAGMZ sind aktuell noch nicht verstanden.
Inwieweit dieser Knockout auf die HPV oder das PVR wirkt, kann auch mit den
vorliegenden Daten nicht abschlieRend geklart werden. In Experimenten mit
smHIF1a-KO-Mausen konnte gezeigt werden, dass diese Mause unter
hypoxischer Beatmung erhohte Dricke aufweisen. Die Autoren dieser Studie
vermuten eine gesteigerte HPV, welche auf eine uUbermaRige, HIF1a-KO-

bedingte Myosin-Leichtketten-Phosphorylierung zurtckzufuhren ist [205]. Dass
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der KO von HIF in PAGMZ zu einer verstarkten HPV und zu einem
verminderten chronischen PVR nach Hypoxie fuhrt, ist denkbar. Unsere
Ergebnisse zeigen deutlich, dass alle smHIFa-KO-Mauslinien ein reduziertes
PVR nach Hypoxie aufweisen. Die Entstehung einer RVH trotz reduziertem
PVR wurde bei smHIF1a-KO-Mausen bereits beschrieben [48]. Unter
chronischer Hypoxie wurde eine verstarkte HPV bei smHIF1a-KO-Mausen trotz
vermindertem PVR zu einem erhdhten pulmonalvaskularen Widerstand fuhren,
was eine RVH als Folge hatte (Abb. 19). Moglicherweise reicht auch eine den
Wildtyp-Mausen vergleichbare HPV zur Entwicklung einer Hypoxie-assoziierten
RVH. Da unsere hamodynamischen Messungen nach Reoxygenierung unter
Normoxie durchgefuhrt wurden, wird ein moglicher Effekt des glattmuskularen
HIFa-KO auf die HPV in unseren Daten nicht erfasst. Unterschiede sind daher
nur auf das PVR zuruckzufuhren. Im Ergebnis resultiert also moglicherweise bei
Wildtyp- und smHIFa-KO-Mausen unter Hypoxie ein vergleichbarer
pulmonalvaskularer Widerstand, der zur RVH fihrt. Im Rahmen der
Reoxygenierung wurde sich der pulmonalvaskulare Widerstand bei smHIFa-
KO-Mausen wieder reduzieren, da bei steigendem O, und vermindertem PVR
eine starkere Dilatationsfahigkeit der Pulmonalgefal3e gegeben ware. Eine RVH
ware dagegen nicht so schnell reversibel und im Vergleich zum
pulmonalvaskularen  Widerstand und  pulmonalarteriellen  Hochdruck
fortbestehend (Abb. 19).
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Abb. 19: Hypothese zur Pathogenese der rechtsventrikularen Hypertrophie bei

glattmuskelzellspezifischen HIFa-KO-Mausen.

Das Fehlen von HIFa in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PAGMZ) fihrt bei
Hypoxie = moglicherweise zu einer verstarkten  hypoxischen  pulmonalen
Vasokonstriktion (HPV) und einem verminderten pulmonalvaskularen Remodeling
(PVR). Daraus wirde dann, wie gleichermafen in Wildtyp-Mausen, ein erhdhter
pulmonalvaskularer Widerstand resultieren, der eine pulmonale Hypertension (PH) und
rechtsventrikulare Hypertrophie (RVH) zur Folge hat. Bei Reoxygenierung kénnte sich
aufgrund des Uberwiegens der akut-vasokonstriktorischen Komponente gegeniber
dem chronischen PVR bei smHIFa-KO-Mausen eine bessere Reversibilitat der PH
zeigen. Bei Normoxie kame es zur Vasodilatation der Pulmonalarterien und der
rechtsventrikulare Druck wirde folglich absinken. Da die RVH nicht unmittelbar

reversibel ist, wirde diese nach Hypoxie in smHIFa-KO-Mausen persistieren.

Die Korrelation zwischen pulmonalarteriellem Druck und RVH ist bisher nicht
verstanden. In den Experimenten mit dem HIF-Inhibitor Digoxin wurde ebenfalls
eine Diskrepanz zwischen rechtsventrikularem Druck und RVH festgestellt. Die
Applikation von Digoxin fuhrt im Mausmodell der CHPH zur Normalisierung der

rechtsventrikularen Druckwerte, kann jedoch die Entwicklung einer RVH nicht
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verhindern. Da bei Digoxin-Applikation unter Normoxie keine erhohte
rechtsventrikulare Masse gemessen wurde, beeinflusst Digoxin die RVH
vermutlich nicht [169]. Moglicherweise entsteht die RVH bei KO von HIF1a
und/oder HIF2a in PAGMZ also wie beschrieben aufgrund einer verstarkten
HPV, die nach Reoxygenierung nicht mehr detektierbar ist. Die
hamodynamischen Messungen von heterozygoten HIF1a-KO-Mausen unter
Hypoxie und nach Reoxygenierung zeigen in frGheren Arbeiten nur geringe
Druckunterschiede [152]. Dabei ist zu beachten, dass ein globaler Mangel von
HIF1a bei einem heterozygoten KO vermutlich andere Auswirkungen auf die
HPV, das PVR und die RVH hat als ein selektiver HIF1a-KO in glatten
Muskelzellen. Von einigen Autoren wird weiterhin vermutet, dass Hypoxie einen
direkten Effekt auf das rechtsventrikulare Myokard hat, unabhangig von der
pulmonalvaskularen Antwort auf Hypoxie [169]. Darauf deuten auch die
Ergebnisse einer Arbeit mit Hamoxygenase-1-KO-Mausen, denen zur
Protektion vor Hypoxie-assoziierten Veranderungen Kohlenstoffmonoxid oder
das Antioxidans Biliverdin appliziert wurde. Es konnte gezeigt werden, dass
Biliverdin kardioprotektive Effekte hat und Hamoxygenase-1-KO-Mause vor der
Entwicklung einer uberschieffenden RVH mit Fibrose schutzt. Die Inhalation
von Kohlenstoffmonoxid schitzt dagegen sowohl Hamoxygenase-1-KO- als
auch Wildtyp-Mause vor einer Hypoxie-induzierten PH mit PVR, hat aber keinen
Effekt auf die Entstehung von RVH und myokardialer Fibrose. Die Entwicklung
der RVH trotz normwertigen rechtsventrikularen Druckwerten spricht dabei fur
eine Entkopplung von rechtsventrikularem Druck und RVH im Mausmodell der
Hypoxie-induzierten PH [38]. Dass die RVH also sowohl durch eine erhdhte
pulmonalarterielle Druckbelastung als auch durch direkte Hypoxie-assoziierte
Effekte beeinflusst wird, ist moglich. Welche Rolle dabei HIF in
rechtsventrikularen Kardiomyozyten spielt, ist aktuell noch unklar. Ein globaler,
heterozygoter KO von HIF1a oder HIF2a ist im Mausmodell der CHPH protektiv
fur das kardiale Remodeling. Die verminderten HIF-Level fihren zu einer
Abschwachung der RVH [152, 153, 173]. In den in dieser Arbeit eingesetzten
Mausen ist der KO spezifisch fur glatte Muskelzellen. HIF1a und HIF2a sind
somit in anderen Zelltypen unbeeinflusst exprimiert, ebenso in
Herzmuskelzellen [48]. Da sich bei smHIFa-KO-Mausen nach Hypoxie eine

verminderte PH zeigt, die RVH jedoch unverandert auftritt, ist es denkbar, dass
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HIF in Herzmuskelzellen beim Hypoxie-induzierten kardialen Remodeling
entscheidend mitwirkt und so bei Hypoxie uber einen direkten Effekt eine RVH
beglnstigt. Ein moglicher Mechanismus ware beispielsweise die bei Hypoxie
gesteigerte Expression von Endothelin-1 und platelet-derived growth factor B
(PDGF-B). Erhohte Level von Endothelin-1 und PDGF-B werden mit der
Hypertrophie von Kardiomyozyten in Zusammenhang gebracht [227, 228]. HIF
aktiviert die Transkription von Endothelin-1 direkt, wahrend die Hochregulation
von PDGF-B vermutlich indirekt erfolgt [153]. Der Vergleich von verschiedenen
Modellen der RVH bei Ratten gibt weitere Hinweise, dass eine chronische
rechtsventrikulare Druckbelastung allein nicht ausreicht, um die Entstehung
einer RVH und Rechtsherzinsuffizienz zu erklaren. Pulmonalarterielles Banding
bei Ratten fuhrt aufgrund der Pulmonalstenose zu einem Anstieg der
rechtsventrikularen Druckwerte und einer RVH, jedoch nicht zur Einschrankung
der rechtsventrikularen Funktion. Bei Injektion mit dem VEGF-Rezeptor-Inhibitor
Sugen 5416, kombiniert mit chronischer Hypoxie, zeigen sich dagegen eine
uberschiefende RVH und Zeichen einer rechtsventrikularen Insuffizienz.
Obwohl der Anstieg rechtsventrikularer Druckwerte bei diesen beiden Modellen
vergleichbar ist, unterscheidet sich die kardiale Antwort deutlich. Die Autoren
dieser Arbeit kommen zu dem Schluss, dass die erhdhte rechtsventrikulare
Nachlast demnach nicht alleine fur das kardiale Remodeling verantwortlich sein
kann [222, 229, 230]. Diese Ergebnisse deuten neben klinischen
Beobachtungen darauf hin, dass ein gesteigerter pulmonalarterieller Druck nicht
die einzige Ursache fur eine rechtsventrikulare Insuffizienz ist, wie sie bei
Patienten mit PAH auftritt. Hypoxie per se beeinflusst also moglicherweise das
rechtsventrikulare Remodeling, unabhangig von den Effekten auf die PH. Bei
VEGF-Rezeptor-Blockade und Hypoxie zeigen sich im rechtsventrikularen
Myokard im Vergleich zum Modell des pulmonalarteriellen Bandings deutlich
hohere Level von HIF1a [48, 222]. Kardiale Hypoxie als Stimulus fur die
Entwicklung einer RVH ist neben dem pulmonalarteriellen Druck also
moglicherweise ein bedeutender Einflussfaktor, der auf transkriptioneller Ebene
von HIF beeinflusst werden konnte. Eine im rechten Ventrikel isoliert
gesteigerte Expression von VEGF, einem HIF-Zielgen, wurde im Modell der
CHPH ebenfalls beobachtet. Dies spricht fur eine entscheidende Rolle von HIF

beim rechtsventrikularen Remodeling, einer Ventrikel-spezifischen Antwort auf
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Hypoxie [231]. Ob Veranderungen der Genexpression dabei durch eine erhdhte
Druckbelastung oder durch direkte Hypoxie-assoziierte Effekte ausgelost
werden, ist noch nicht ausreichend verstanden. Genexpressionsanalysen
haben gezeigt, dass der rechte und linke Ventrikel unabhangig voneinander mit
unterschiedlichen Genexpressionsprofilen auf Hypoxie reagieren. HIF
beeinflusst dabei die transkriptionale Regulation im rechten Ventrikel, indem
HIF-regulierte Signalwege verstarkt aktiv werden. Somit ist myokardiales HIF
wahrscheinlich an der adaptiven Antwort des rechten Ventrikels auf Hypoxie
beteiligt [232]. Wahrend physiologische HIF-Level fur eine normale
kardiovaskulare Entwicklung und Funktion notwendig und sogar kardioprotektiv
sind, kann eine chronische Aktivierung der HIF-regulierten Signalwege im
Herzen zu einer kardialen Degeneration mit Progression bis hin zur
Herzinsuffizienz fuhren [233, 234]. Eine verminderte HIF-Aktivitat in
rechtsventrikularen Kardiomyozyten konnte bei Patienten mit PAH die
Progression des kardialen Remodelings madglicherweise positiv beeinflussen
und damit bestehende Therapien sinnvoll erganzen. Die Regulation und
Funktion von HIF im Herzen genauer zu verstehen, ist daher von gro3em
Interesse. Die PAH beim Menschen entwickelt sich haufig infolge chronischer
Hypoxie und fuhrt zu schweren Einschrankungen der rechtsventrikularen
Funktion. Ein besseres Verstandnis der direkten Effekte systemischer Hypoxie
auf Herzmuskelgewebe konnte zur Entwicklung neuer spezifischer Therapien
fuhren, die das Risiko einer Rechtsherzinsuffizienz senken und damit die
Haupttodesursache von Patienten mit PAH bekampfen konnten. Darlber
hinaus  zeigen uns die aktuellen  Forschungsergebnisse, dass
pharmakologische Behandlungskonzepte der PAH, die zu einer Reduktion des
pulmonalarteriellen Drucks fuhren, nicht zwingend kardioprotektiv sind und das
Outcome fur Patienten mit PAH daher moglicherweise nicht verbessern konnen.
Es ist daher wichtig, neue therapeutische Optionen in beiden Organsystemen

zu evaluieren [38].
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5.3.3 Rechtsventrikulare Funktion ist durch Hypoxie nicht eingeschrankt

Chronische Hypoxie fuhrte bei den in dieser Arbeit eingesetzten Wildtyp-
Mausen zu keiner signifikanten Veranderung der dP/dtmax- und dP/dtyin-Werte.
Durch die RVH kann der rechte Ventrikel vermutlich mehr Kraft aufbringen und
die rechtsventrikulare Funktion trotz entstandener PH aufrechterhalten. Die
Dilatationsfahigkeit des rechten Ventrikels scheint durch die RVH bei
hypoxischen Wildtyp-Mausen nicht beeintrachtigt zu sein. Wie in der Literatur
beschrieben, fuhrt das Tiermodell der CHPH bei Nagetieren nicht zur
Rechtsherzinsuffizienz, wie sie beim Menschen im Endstadium der PH auftritt
[70, 75]. Bei den Mauslinien smHIF1a und smHIF2a zeigte sich dagegen
verglichen zwischen Normoxie und Hypoxie eine Reduktion der dP/dtmax- und
dP/dtmin-Werte, was auf eine Beeintrachtigung der rechtsventrikularen Funktion
nach chronischer Hypoxie hindeuten kann. Die Tatsache, dass dP/dtnax und
dP/dtnin jedoch von Herzfrequenz, myokardialer Hypertrophie sowie Vor- und
Nachlast beeinflusst werden, erschwert die Interpretation der Ergebnisse [69,
191]. So ist die Nachlast bei smHIF1a- und smHIF2a-Mausen nach Hypoxie
vermutlich geringer als bei Wildtyp-Mausen, da pulmonalvaskularer Widerstand
und pulmonalarterieller Druck nicht so stark erhdht sind. Da der rechte Ventrikel
dann weniger hohe Spitzendricke aufbringen muss, um das Blutvolumen in
den Lungenkreislauf auszuwerfen, ist kein so rascher Druckanstieg wie bei
Wildtyp-Mausen notwendig. Der Grund fur eine Reduktion der dP/dtmax- und
dP/dtmin-Werte zwischen normoxischen und hypoxischen smHIF1a-KO- und
smHIF2a-KO-Mausen besteht moglicherweise darin, dass die
rechtsventrikulare Blutdruckamplitude geringer ist als bei normoxischen
Bedingungen. Daraus resultiert eine geringere Steigung der Blutdruckkurve und
damit ein geringerer maximaler Druckanstieg bzw. -abfall. Es ist jedoch auch
denkbar, dass die RVH nach Hypoxie die Kontraktilitat und Relaxationsfahigkeit
des rechten Ventrikels negativ beeinflusst. In weiteren Arbeiten zu diesem
Thema wurde bei smHIF1a-KO-Mausen nach Hypoxie echokardiographisch
trotz RVH keine relevante Beeintrachtigung der rechtsventrikularen
Herzfunktion gesehen [48]. Bei heterozygoten HIF2a-Mausen findet sich im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen nach Hypoxie ebenfalls keine Beeintrachtigung

von Kontraktilitat und Relaxationsfahigkeit. Diese Mause mit globaler Reduktion
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von HIF2a entwickeln nach Hypoxie jedoch auch keine Zeichen einer RVH
[153]. Das angewendete Mausmodell der CHPH ist zur Untersuchung einer
progredienten Rechtsherzinsuffizienz bei PH nicht geeignet [63, 70, 75]. Dies
bestatigen die Ergebnisse der vorliegenden Experimente, bei denen sich
zwischen Normoxie- und Hypoxiegruppe der Wildtyp-Mause kein relevanter

Unterschied in der rechtsventrikularen Funktion zeigt.

5.4 Limitationen und mogliche Fehlerquellen

5.4.1 Gewebespezifische Knockout-Mauslinien

Die groRte Herausforderung bei der Erzeugung von gewebespezifischen KO-
Mauslinien ist die genaue Bestimmung des Expressions- und Aktivitatsprofils
der Rekombinase, um eine korrekte Analyse des Phanotyps der
gewebespezifischen Knockout-Maus durchfuhren zu konnen. Das in unserer
Arbeit verwendete Cre/loxP-System ist dabei das meist-verwendete und best-
studierte Rekombinase-System fur die Erzeugung von gewebespezifischen
Knockouts [185]. Obwohl dieses System in den meisten Fallen effizient und
zuverlassig ist, vertraut es auf die richtige Steuerung der Cre-Expression durch
einen geeigneten zelltyp-spezifischen Promotor. Der Promotor sm22 soll zwar
spezifisch fur glatte Muskelzellen sein [188], kdnnte jedoch theoretisch auch in
anderen Zelltypen durch eine unerwartete Cre-Expression zu einem Knockout
des Zielgens fuhren. Neben der Spezifitat, kann auch die Effizienz der
Rekombination beeintrachtigt sein. Die DNA-Methylierung, transkriptionale
Aktivitat und Chromatinstruktur am Ort des gefloxten Zielgens im Genom
scheinen die Effizienz der Rekombination zu beeinflussen [185]. Es gibt
Hinweise dafur, dass der sm22-Promotor mdglicherweise wahrend der
Embryogenese auch in Herzmuskelzellen des rechten Ventrikels
vorubergehend Aktivitat zeigt [188]. Sollte es wahrend dieser Periode zu einer
Expression der Cre-Rekombinase kommen, wurde das zu einer Exzision und
damit zu einem Fehlen von HIF in diesen Zellen fuhren. In einer bereits
veroffentlichten Arbeit, bei der ebenfalls smHIF1a-KO-Mause eingesetzt
wurden, konnte im Herzmuskelgewebe jedoch kein Unterschied der HIF1ao-

Expression zwischen Wildtyp- und smHIF1a-KO-Mausen detektiert werden. Bei
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dieser Arbeit erfolgte die Herstellung von smHIF1a-KO-Mausen ebenfalls durch
Verpaarung von gefloxten HIF1a-Mausen mit einer Mauslinie, welche die Cre-
Rekombinase unter Kontrolle des sm22-Promotors exprimiert [205]. Ein
denkbarer Nebeneffekt bei den verwendeten Mauslinien ist also, dass HIF
moglicherweise nicht ausschlieRlich in glatten Muskelzellen ausgeschaltet
wurde, sondern auch in anderen Zelltypen. Dies konnte den Phanotyp der
Mause beeinflusst haben. Andererseits besteht die Maoglichkeit, dass der
Knockout aufgrund einer beschrankten Effizienz der Rekombination nicht so
zuverlassig stattfindet wie angenommen. Der Knockout ist bei den in dieser
Arbeit eingesetzten Tieren dauerhaft aktiv und wurde nicht spater induziert.
Daher ist nicht auszuschlieRen, dass der Knockout die kardiopulmonale
Entwicklung der Mause wahrend der Embryogenese beeinflusst hat, was zu
unerwlnschten Effekten auf das pulmonalvaskulare GefalRbett der Mause mit
Auswirkung auf die vorliegenden Ergebnisse gefuhrt haben koénnte [140].
Weiterhin kann der genetische Background der Knockout-Mause Einfluss auf
Spezifitat und Effizienz haben [185]. Und schlielllich gibt es noch
Beobachtungen Uber unspezifische toxische Effekte von Cre bei manchen Cre-
Mauslinien, unabhangig von der eigentlichen genetischen Modifikation. Diese
sind moglicherweise Folge endogener loxP-Sequenzen im Genom, die bei
Aktivierung zu zytotoxischen, chromosomalen Abberationen fuhren konnen
[235].

5.4.2 Versuchsaufbau und -bedingungen

Das Mausmodell der CHPH fuhrt zum PVR, einem erhdhten rechtsventrikularen
Druck und einer RVH. Eine Messung der linksatrialen Druckwerte oder des
pulmonalkapillaren  Verschlussdrucks ist aufgrund der anatomischen
Gegebenheiten in der Maus technisch schwierig. Eine Bestimmung des
rechtsventrikularen Widerstands in-vivo war daher leider nicht moglich. Es ist
bei Betrachtung der Daten jedoch davon auszugehen, dass eine Erhohung der
rechtsventrikularen Dricke mit einem erhohten rechtsventrikularen Widerstand
einhergeht. Dieser steht im direkten Zusammenhang mit dem PVR, das durch

die Vasokonstriktion und Obliteration der Lungengefal’e charakterisiert wird [48,
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63, 70]. Eine Veranderung der intrakardialen Druckwerte aufgrund von
Schmerzreizen, die durch die transthorakale Punktion hervorgerufen werden, ist
moglich, jedoch bei ausreichender Narkosetiefe mit engmaschigem Monitoring
unwahrscheinlich. Die hamodynamischen Messungen erfolgten sowohl bei der
Normoxie- als  auch der  Hypoxiegruppe unter  normoxischen
Versuchsbedingungen, um akute Hypoxie-induzierte vasokonstriktorische
Effekte aufzuheben. Aufgrund der schnellen Degradation von HIFa unter
Normoxie ist davon auszugehen, dass eine 60-minutige Reoxygenierung nach
Exposition mit chronischer Hypoxie ausreicht, um die HIFa-Level im Gewebe zu
verandern. Eine direkte immunhistochemische Detektion von HIF1a und HIF2a
im Lungengewebe der Versuchstiere war nicht moglich. Proteinbestimmungen
in kompletten Lungengewebe-Homogenisaten sind nicht reprasentativ fur die
Protein-Level in PAGMZ. Eine Isolation der PAGMZ ware daher notwendig, um
gewebespezifische HIFa-Level in PAGMZ bestimmen zu kénnen. Da eine
Degradation von HIFa bei Normoxie jedoch bereits innerhalb von Minuten
stattfindet, sind die HIFa-Level nach Reoxygenierung nicht reprasentativ und
lassen keine validen Ruckschlisse auf die HIFa-Konzentrationen unter
hypoxischen Bedingungen zu. In normoxischen Geweben ist HIFa-Protein nur
sehr schwierig und in geringen Konzentrationen nachweisbar. In Arbeiten mit
Versuchsmodellen isolierter Lungen, die perfundiert und mit unterschiedlichen
O»-Konzentrationen ventiliert wurden, konnte HIF1a bei einer inspiratorischen
O2-Konzentrationen von 0% und 4% detektiert werden. Bereits bei einer
Ventilation mit 7% O»-Anteil konnte kein HIF1a mehr im Lungengewebe
nachgewiesen werden [158]. Auch bei Mausen, die nach chronischer Hypoxie
mit 10% Oz unter hypoxischen Bedingungen hamodynamisch untersucht
wurden, konnte HIF1a im Lungengewebe post mortem nicht detektiert werden
[152]. Uber die tatsachlichen HIFa-Level in den Geweben der eingesetzten
Mause lasst sich daher keine genaue Aussage treffen. In Vorversuchen mit
smHIF1a-KO- und smHIF2a-KO-Mausen konnte der KO von HIF1a bzw. HIF2a
in primaren Zellkulturen glatter Muskelzellen bestatigt werden. Aufgrund dieser
Daten und der bestehenden Literatur zu dem Thema ist davon auszugehen,
dass HIF1a und HIF2a in PAGMZ der jeweiligen glattmuskelzellspezifischen
KO-Mauslinien nicht exprimiert ist und dass die glattmuskulare Expression von

HIF1a und HIF2a in Wildtyp-Mausen bei chronischer Hypoxie erhoht ist.

100



5.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

5.5.1 Vergleichbarkeit des Mausmodells der chronisch-hypoxischen

pulmonalen Hypertension mit der pulmonalen Hypertension im Menschen

Die pulmonale Hypertension ist unabhangig von der zugrundeliegenden
Ursache eine komplexe Erkrankung des Menschen. Bisher existiert kein
Mausmodell einer schweren angioproliferativen PH, wie sie im Menschen
auftritt. In welchem Ausmal} die in den Mausmodellen der PH gewonnenen
Informationen auf die humane PH ubertragbar sind, ist unklar. Inwieweit die
existierenden Tiermodelle der PH fur die Testung von neuen
pharmokologischen Therapien sinnvoll sind, wird ebenfalls kontrovers diskutiert
[63]. Wahrend bei der Entwicklung neuer Modelle zwar Fortschritte gemacht
wurden, reprasentiert bisher kein experimentelles Modell die humane Form der
PH umfassend in ihrer Komplexitat. Es ist daher von groRem Interesse, die
experimentellen Modelle so weiterzuentwickeln, damit die PH moglichst genau
abgebildet und untersucht werden kann. Im Hinblick auf das Verstandnis des
PVR kénnen wir noch viel Uber die molekularen Mechanismen von Proliferation,
Migration, Hypertrophie und Apoptose lernen. Dass ein einzelner
Transkriptionsfaktor oder ein einzelnes Gen diese hochkomplexen Prozesse,
an denen viele verschiede Zelltypen beteiligt sind, umfassend erklart, scheint
unwahrscheinlich  [6, 63]. Die Sekretion entzindlicher Mediatoren
beispielsweise, die bei der Pathogenese der PH ebenfalls eine Rolle spielt und
mit HIF in Verbindung gebracht wird, steht vermutlich vor allem im
Zusammenhang mit der Reaktion des Endothels auf chronische Hypoxie.
Chronische Inflammation ist im Mausmodell der CHPH jedoch nicht relevant
ausgepragt und spielt daher in der vorliegenden Arbeit eine untergeordnete
Rolle [20, 42]. Bei der Entstehung und Progression der RVH sind ebenfalls
noch viele Mechanismen ungeklart. Die Entwicklung neuer Tiermodelle zur
Rechtsherzinsuffizienz bei PH mit der Erforschung des rechtsventrikularen
Remodelings ist wichtig, um bessere therapeutische Optionen fur diese haufig

letal verlaufende Erkrankung zu bekommen.
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5.5.2 Klinische Relevanz

Derzeit existiert kein kurativer Ansatz zur Behandlung der PH beim Menschen.
Die derzeit verfugbaren Therapien sind zudem haufig mit starken
Nebenwirkungen assoziiert. Aus den Experimenten mit Tiermodellen der PH
konnten bereits einige neue und vielversprechende therapeutische Ansatze
entwickelt werden. Dazu gehdren Hemmstoffe des Rho-Kinase-, NFAT- und
HIF-Signaltransduktionsweges, sowie Dichloressigsaure, einem Inhibitor der
mitochondrialen  Pyruvatdehydrogenase-Kinase. Weitere Forschung ist
notwendig, um weitere Mechanismen und damit neue pharmokologische
Angriffspunkte  zu entwickeln [6]. Ein genaues Verstandnis der
Remodelingprozesse ist dafur Voraussetzung, um madglichst zielgerichtete
Therapien entwickeln zu konnen. Die Rolle von HIF1a und HIF2a in der
Entwicklung der CHPH konnte von bedeutender klinischer Relevanz sein.
Glattmuskelzellspezifische HIFa-KO-Mauslinien tolerieren hypoxischen Stress
besser als Wildtyp-Mause und entwickeln eine signifikant geringere PH mit
vermindertem PVR. Die vorliegenden Daten verdeutlichen, dass eine
Evaluation Uber das maogliche therapeutische Potenzial von HIF1a- und HIF2a-
Inhibitoren von groRem Interesse sein konnte. In Anbetracht der aktuell
eingeschrankten Behandlungsmoglichkeiten und -erfolge, ist die zielgerichtete
Inhibition von HIF moglicherweise ein vielversprechender Ansatz, um eine
CHPH zu verhindern oder zu reduzieren. Die Daten von Experimenten mit dem
HIF1o-Inhibitor Digoxin untermauern diese Annahme. Im Mausmodell der
CHPH konnte durch gleichzeitige Applikation von Digoxin die Entwicklung einer
PH mit PVR verhindert werden [169]. Bei Patienten mit PH und
Rechtsherzinsuffizienz konnte mit Digoxin eine leichte Steigerung der
Herzleistung sowie eine Senkung des Noradrenalin-Spiegels erreicht werden.
Aufgrund der engen therapeutischen Breite, Problemen einer moglichen
Toxizitat vor allem bei COPD-Patienten und fehlenden Daten, die einen Nutzen
von Digoxin zeigen, wird der Einsatz von Herzglykosiden in der Therapie der
PH mit Rechtsherzinsuffizienz kontrovers diskutiert [236, 237]. Die Erforschung
von weiteren, nebenwirkungsarmeren HIF-Inhibitoren oder pharmakologischen
Angriffspunkten in den HIF-Signalwegen ist daher fur die Behandlung der PH

von groRem Interesse. Dies gilt vermutlich nicht nur fur die Therapie der
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Hypoxie-assoziierten PH. Erstaunlicherweise wurde eine erhohte Expression
von HIF1a auch in plexiformen La&sionen von Patienten mit schwerer PH
beobachtet, die nicht auf chronische Hypoxie zurickzufuhren ist [181]. Obwohl
die Mechanismen dahinter noch nicht ausreichend verstanden sind, zeigen die
vorliegenden Erkenntnisse, dass eine zellspezifische Modulation der Aktivitat
oder Konzentration von HIF sogar bei der nicht-Hypoxie-assoziierten PH eine
erfolgsversprechende therapeutische Option sein kdnnte [130, 205]. Obwohl die
meisten Patienten mit idiopathischer PAH keine Hypoxamie aufweisen,
beeinflusst Hypoxie wahrscheinlich die Progression und kontinuierliche
Verschlechterung der Erkrankungen. Der partielle oder totale Verschluss von
peripheren Lungenarterien und die Rarefizierung pulmonaler Gefalle bei der
PAH fuhren in den distal der Obliteration gelegenen Bereichen zu Ischamien
und Hypoxie. Verstarkt wird dieser Effekt durch die pulmonalen
Vasokonstriktion [7, 19]. Die Pathobiologie der hypoxischen Areale erinnert
dabei an die maligner Erkrankungen. Die regionalen Effekte von Hypoxie fihren
in Tumoren und vermutlich auch bei der PAH zu einem pathologischen
Zellwachstum. Hypoxie reguliert in Tumoren die Apoptose, Zellproliferation,
Angiogenese und verandert metabolische Prozesse sowie DNA-
Reparaturmechanismen. Damit ist Hypoxie entscheidend an der Progression
maligner Erkrankungen beteiligt. Es wurden einige Signalwege und molekulare
Mechanismen identifiziert, die sowohl bei der PAH als auch in Tumoren eine
wichtige Bedeutung haben [20, 238]. Daher ist es von groliem Interesse, die
Reaktionen von Zellen, Geweben und ganzen Organismen auf Hypoxie besser
zu verstehen. Diese Erkenntnisse konnten in Zukunft vielversprechende
therapeutische Optionen mit sich bringen, um Tumorerkrankungen und

Gefalerkrankungen der Lunge besser kurieren zu konnen.
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6. Zusammenfassung

Chronische Hypoxie induziert pulmonale Hypertension, pulmonalvaskulares
Remodeling und rechtsventrikulare Hypertrophie. Die Pathomechanismen sind
bis heute unvollstandig verstanden. Hypoxie-induzierbare Faktoren sind
wichtige Regulatoren der Transkription in hypoxischen Zellen. Im Tiermodell der
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertension vermindert ein systemischer
Knockout eines HIF1a- oder HIF2a-Allels die pulmonale Hypertension. Obwohl
glatte Muskelzellen in der Pathogenese der pulmonalen Hypertension eine
wichtige Rolle spielen, wurde die spezifische Rolle von glattmuskularem HIF1a
und HIF2a in diesem Kontext noch nicht ausreichend untersucht. Ziel der Arbeit
war es daher, den Beitrag von glattmuskularem HIF1a und HIF2a zur
Entwicklung der pulmonalen Hypertension als Antwort auf chronische Hypoxie
zu evaluieren. Hierfir wurden transgene Mause mit gewebespezifischem
HIF1a-, HIF2a- und HIF1aHIF2a-Knockout in glatten Muskelzellen generiert, fur
drei Wochen Hypoxie (10% O2) bzw. Normoxie ausgesetzt, und anschlielRend
durch hamodynamische Messungen und histologische Untersuchungen
analysiert. Dabei zeigte sich, dass glattmuskelzellspezifische HIF1a-, HIF2a-
und HIF1aHIF2a-Knockout-Mause vor der Entwicklung eines
pulmonalvaskularen Remodelings und einer pulmonalen Hypertension durch
Hypoxie geschutzt waren. Interessanterweise war trotz signifikant niedrigeren
rechtsventrikularen Drucken in hypoxischen HIFa-Knockout-Mausen verglichen
mit Kontrollmausen die rechtventrikulare Hypertrophie nicht vermindert. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Anwesenheit von HIF1a und HIF2a in
pulmonalvaskularen glatten Muskelzellen fur die Pathogenese des Hypoxie-
induzierten  pulmonalvaskularen Remodelings und der pulmonalen
Hypertension essenziell ist, und deuten auf einen moglicherweise direkten

Effekt von Hypoxie auf das rechtsventrikulare Myokard hin.
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6.1 Abstract

Role of smooth muscle HIF1a and HIF2a in hypoxia-induced pulmonary

hypertension

Chronic hypoxia induces pulmonary hypertension, pulmonary vascular
remodeling and right ventricular hypertrophy. So far, the mechanisms driving
these responses are incompletely understood. Hypoxia-inducible factors are
master regulators of transcription in hypoxic cells. Systemic loss of a single
HIF1a or HIF2a allele has been shown to attenuate pulmonary hypertension in
the animal model of hypoxia-induced pulmonary hypertension. Although smooth
muscle cells play an important role in the pathogenesis of pulmonary
hypertension, the specific role of smooth muscle HIF1a and HIF2a in this
context has not been sufficiently evaluated. The aim of this study was therefore
to determine the contribution of smooth muscle HIF1a and HIF2a to the
developement of pulmonary hypertension in response to chronic hypoxia.
Therefore transgenic mice with conditional knockout of HIF1a, HIF2a und
HIF1aHIF2a in smooth muscle cells were generated and exposed to normoxia
or hypoxia (10% O.) for three weeks. Mice were analyzed by hemodynamic
measurements and histological studies. Smooth muscle HIF1a, HIF2a and
HIF1aHIF2a knockout mouse models were protected against the development
of pulmonary vascular remodeling and pulmonary hypertension by hypoxia.
However, although right ventricular pressure was significantly lower in hypoxic
HIFa knockout mice compared to control mice, the development of right
ventricular hypertrophy was not compromised. These findings demonstrate that
the presence of HIF1a and HIF2a in pulmonary vascular smooth muscle cells is
essential for the pathogenesis of hypoxia-induced pulmonary vascular
remodeling and subsequently of pulmonary hypertension, and suggest a

potential direct effect of hypoxia on the right ventricular myocardium.
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7. Erganzende Daten

7.1 Vergleich der Cre-negativen Kontrollmauslinien
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Abb. 20: Cre-negative, gefloxte Kontrolimduse zeigen keinen Unterschied in den
untersuchten phanotypischen Merkmalen unter Normoxie und nach Hypoxie.

[A] Korpergewichtsanderung nach 3 Wochen Normoxie oder chronischer Hypoxie
(10% O,) in Prozent. [B] Hamatokrit-Werte unter Normoxie und nach 3 Wochen
Hypoxie in Liter pro Liter (I/I). [C] Invasiv gemessene rechtsventrikulare und [D]
linksventrikulare  systolische  Druckwerte. [E] Maximale rechtsventrikulare
Druckanstiegsgeschwindigkeit dP/dt.x und [F] Druckabfallsgeschwindigkeit dP/dty, in
mmHg/s. [G] Quantitative Darstellung der kleinen, a-smooth-muscle-actin-positiven
Gefalie. [H] Ratio zwischen rechtsventrikularer und linksventrikularer Schichtdicke und
[I] Masse (Fulton-Index). [J] Mittlerer Durchmesser rechtsventrikularer Kardiomyozyten.
HIF1"/Nx: n=3-8, HIF2"/Nx: n=3-8, HIF1HIF2"*/Nx: n=3-8, HIF1"/Hx: n=3-8,
HIF2"/Hx: n=3-8, HIF1HIF2"/Hx: n=3-8. Verglichen wurden die Normoxie- vs.
Hypoxiegruppen derselben Mauslinie sowie die verschiedene Cre-negativen, gefloxten

Mauslinien unter Normoxie bzw. Hypoxie, *p<0.05, **p<0.01, Mittelwert + SEM.
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7.2 Tabelle 2: Himodynamische Messungen

Die Tabelle zeigt die Werte der hamodynamischen Messungen nach 3 Wochen
Normoxie (Nx) oder Hypoxie (Hx). Die Messungen erfolgten unter Allgemeinanasthesie
mittels linksventrikularer (LV) und rechtsventrikularer (RV) Punktion. Zum Zeitpunkt des
Experiments waren alle Mause 11 Wochen alt. dP, Druckdifferenz; dt, Zeitdifferenz.
dP/dt-max beschreibt die maximale Druckzunahme pro Sekunde und dient als Maf} fir
die kardiale Kontraktilitdit wahrend der Systole. dP/dt-min beschreibt die maximale
Druckabnahme pro Sekunde und dient als MaR fir die Relaxationfahigkeit wahrend der
Diastole. Wt/Nx: n=31, smHIF1/Nx: n=7, smHIF2/Nx: n=13, smHIF1HIF2/Nx: n=9,
Wt/Hx: n=25, smHIF1/Hx: n=7, smHIF2/Hx: n=8, smHIF1HIF2/Hx: n=9. *p<0,05 vs.
Wildtyp/Nx, **p<0,05 vs. KO/Nx, #p<0,05 vs. Wildtyp/Hx, Mittelwert + SEM.

Hypoxie
Wildtyp | smHIF1a | smHIF2a | smHIF1a | Wildtyp | smHIF1a | smHIF2a | smHIF1a
HIF2a HIF2a
Herzfrequenz 488,6 £ | 545,0 = 469,2 £ 505,3 + 5276+ | 525,5 % 4821 530,4 +
(Schlage/min) 8,2 19,3 * 12,1 10,2 7,3* 21,3 16,7 # 18,7

RV-Parameter:

RV syst. Druck 19,27+ | 20,82 20,70 £ 19,43 = 27,44+ | 23,39 % 23,15+ 21,35+

(mmHg) 0,64 1,15 0,84 0,64 072* |152# 1,30 # 1,18 #
RV diast. Druck | 9,77+ | 10,85+ | 1017+ | 11,61 |1559% | 1521+ | 1328+ | 14,59¢
(mmHg) 0,72 1,42 1,14 1,05 0,93* | 1,92 1,84 0,77 **
RV dP/dtmax | 412,9% | 4571+ | 5385+ | 3222+ |452,0% | 3571+ |4125+ | 3444¢
(mmHg/s) 15,9 29,7 48,8 * 222+ 15,4 207#* |398% | 242#
RV dP/dtmin | -325,8 | 3714+ | -4231% | 2889+ |-356,0 | -271,4% | -337,5% | -266,7
(mmHg/s) +11,3 | 28,6 20,1 * 20,0 +130 |184#* |324* |236#

LV-Parameter:

LV syst. Druck 61,73+ | 67,74 68,76 54,81 62,20+ | 57,12+ 63,00 £ 57,88 +

(mmHg) 1,50 1,73 2,08 * 2,73 * 1,31 2,53 ** 1,98 2,56

LV diast. Druck | 32,54 + | 38,47+ | 33,69+ | 3324+ |4267+ | 4063+ |4463+ |4188+
(mmHg) 1,18 3,39 1,66 2,11 1,47* | 2,80 222% | 212%*
LV dP/dt-max | 1031,0 | 1117,0+ | 11720+ | 7250+ | 6640+ | 5857+ |577,8% | 560,0+
(mmHg/s) +52,8 | 83,3 97,6 72,6* 299* |459* | 61,9* | 340*
LV dP/dt-min 7344 | -866,7% |-8611% |-5750% |-5280 |-4857+ |-477.8+ | -490,0%
(mmHg/s) +347 |66,7 51,2 55,9 * +212% [ 404* | 401* |277
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7.3 Tabelle 3: Korpergewicht und Herzmasse

Die Tabelle zeigt das Korpergewicht und die Herzmasse der Mause nach 3 Wochen
Normoxie (Nx) oder Hypoxie (Hx). Die Anderung des Kérpergewichts (KG) ist in
Prozent (%) des Startgewichts dargestellt. Die Messung der Herzmasse erfolgte post-
mortem durch separate Praparation des rechten Ventrikels (RV) und des linken
Ventrikels inklusive Septum (LV+S). Wt/Nx: n=25, smHIF1/Nx: n=7, smHIF2/Nx: n=22,
smHIFT1HIF2/Nx: n=5, Wt/Hx: n=22, smHIF1/Hx: n=6, smHIF2/Hx: n=10,
smHIF1HIF2/Hx: n=11. *p<0,05 vs. Wildtyp/Nx, **p<0,05 vs. KO/Nx, #p<0,05 vs.
Wildtyp/Hx, Mittelwert £+ SEM.

Hypoxie
Wildtyp | smHIF1a | smHIF2a | smHIF1a | Wildtyp | smHIF1a | smHIF2a | smHIF1a
HIF2a HIF2a

Anderung des | +10,8+ | +11,8 £ +9,4 +9,9 + -3,2 +2,6 + +1,1+ -1,0£23
KG (%) 1,6 1,5 1,3 1,4 1,1* 1,7#* 1,9#* o
Herzmassen-
Ratios:
RV/(LV+S) 0,237 + | 0,256 + 0,241 + 0,250 + 0,322+ | 0,372+ 0,315 + 0,321 +
(mg/mg) 0,006 0,006 0,010 0,022 0,012* | 0,026 ** 0,008 ** 0,027
RV/KG 0,816 + | 0,808 + 0,786 + 0,937 + 1,103+ | 1,224 + 1,060 = 1,142
(mg/g) 0,020 0,023 0,029 0,077 * 0,038 * | 0,098 ** 0,031 ** 0,072
(LV+S)KG 3,458 + | 3,156 + 3,288 + 3,769 + 3,444 + | 3,287 % 3,368 + 3,617 +
(mg/g) 0,050 0,065 * 0,076 0,196 * 0,074 0,098 0,075 0,146
(RV+LV)/KG 4,274+ | 3,964 + 4,073 + 4,706 + 4547+ | 4510+ 4,428 + 4,759 +
(mg/g) 0,059 0,081 * 0,088 0,234 * 0,093 * | 0,166 ** 0,094 ** 0,168
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7.4 Echokardiographische Untersuchung der linksventrikularen

Funktion

Inwieweit die CHPH eine Auswirkung auf die linksventrikulare Herzfunktion hat,
wurde mittels Pulsed-wave-Doppler Echokardiographie analysiert. Hierfar
wurden 11 Wochen alte Mause nach Normoxie und 3 Wochen chronischer
Hypoxie mittels Hochfrequenz-Ultraschallsystem (Visualsonics) untersucht. Vor
den Messungen der Versuchstiere des Hypoxieexperiments erfolgte eine 60-
minutige Reoxygenierung in normoxischer Umgebung. Nach Einleitung einer
Isofluran-Narkose wurden die Mause thorakal enthaart und anschlielend
echokardiographisch untersucht. Gemessen wurden die Ejektionsfraktion, das
Herzzeitvolumen sowie das Schlagvolumen. Dies sind Parameter der
Herzfunktion, die bei einer relevanten Insuffizienz vermindert sind. Die
Ergebnisse der echokardiographischen Messungen zeigen, dass sich
Ejektionsfraktion, Herzzeitvolumen und Schlagvolumen von Wildtyp-Mausen
unter Normoxie und nach chronischer Hypoxie nicht signifikant unterscheiden
(Abb. 21). Weiterhin lasst sich kein relevanter Unterschied zwischen Wildtyp-
und smHIF2a-KO-Mausen nach 3 Wochen Hypoxie feststellen (Abb. 21).
Aufgrund der Negativergebnisse wurde auf eine Untersuchung der KO-
Mauslinien smHIF1a und smHIF1aHIF2a verzichtet. Die
echokardiographischen Messungen erfolgten am Institut fiur Pharmakologie und

Toxikologie der TU Munchen.
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Abb. 21: Sowohl Wildtyp- als auch smHIF2a-KO-Mause zeigen nach Hypoxie
keine signifikante Beeintrachtigung der linksventrikularen Herzfunktion.

Die Abbildung zeigt die mittels Pulsed-wave-Doppler Echokardiographie ermittelten
Funktionsparameter: [A] Ejektionsfraktion, [B] Herzzeitvolumen und [C]
Schlagvolumen. Untersucht wurden 11 Wochen alten Mausen unter Normoxie (NXx)
und nach 3 Wochen Hypoxie (Hx). Wt/Nx: n=7, Wt/Hx: n=6, smHIF2/Hx: n=7.
Verglichen wurden die Normoxie- vs. Hypoxie-Wildtyp-Mause sowie die Wildtyp- vs.
smHIF2a-KO-Mause nach Hypoxie, *p<0.05, **p<0.01, Mittelwert + SEM.
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9. Anhang

9.1 Abkurzungen

5-Hydroxytryptamin

Aquaporin-1

Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator protein
Bone morphogenic protein

Bone morphogenic protein receptor type 2
Calciumpumpe des sarco- und endoplasmatischen Reticulums
Chronisch-hypoxische pulmonale Hypertension
Cluster of Differentiation 31

Cu-uptake transporter 1

Deoxyribonucleic acid
Desoxy-Ribonukleosidtriphosphate

Endothelial PAS domain-containing protein 1
Extracellular-signal regulated kinases

Fibroblast Growth Factor 2

Four and a half LIM domain protein 1

Hypoxia response element

Hypoxie induzierter Faktor 1a

Hypoxie induzierter Faktor 2a

Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion

Interleukin 6

Knockout

Kruppel-like factor

Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen

Na+/H+- Austauscher

NADPH-Oxidase

Nuclear factor of activated T cells c2

Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
P38-mitogen-aktivierte Proteinkinasen

Platelet-derived growth factor

5-HT
AQP1
ARNT
BMP
BMPR-2
SERCA
CHPH
CD31
CTR 1
DNA
dNTP's
EPAS1
ERK
FGF-2
FHL-1
HRE
HIF1a
HIF2a
HPV
IL-6

KO
KLF
MAPKs
NHA
NOX
NFAT c2
NF-«B
p38MAPK
PDGF
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Platelet-derived growth factor receptor
Platelet-derived growth factor
Plattchenaktivierender Faktor
Poly(ADP-ribose)-Polymerase-1
Polymerase-Kettenreaktion
Pulmonalarterielle glatte Muskelzellen
Pulmonalarterielle Hypertension
Pulmonale Hypertension
Pulmonal-vaskulares Remodeling
Prolyl hydroxylase domain protein
Reaktive Sauerstoffspezies
Rechtsventrikulare Hypertrophie
Ribonucleic acid

Sauerstoff

Signal transducer and activator of transcription 3
Transforming growth factor 3
Transient receptor potential channels
Vascular endothelial growth factor

Von-Hippel-Lindau-Protein
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