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IL-6 Interleukin 6

iINOS Induzierbare NO-Synthase

IPAH Idiopathische pulmonale arterielle Hypertonie
ISDN Isosorbiddinitrat

ISMN Isosorbid-5-mononitrat

KCI Kaliumchlorid

KG Kdrpergewicht

MCT Monocrotalin

MCT30 30 mg/kg KG Monocrotalin

MCT40 40 mg/kg KG Monocrotalin

MCT60 60 mg/kg KG Monocrotalin

NADPH Nikotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

NET Neutrophil extracellular trap (“Neutrophile extrazellulare Falle”)

NF-kB Nuclear factor-kappaB

NO Stickstoffmonoxid (Nitric oxide)

NOS NO-Synthase

Nox NADPH-Oxidase

Nrf2 Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2

Oz Superoxid

ONOOr Peroxynitrit

p.o. Per os

PAAT Pulmonalarterielle Beschleunigung (pulmonary arterial acceleration time)
PAH Pulmonale arterielle Hypertonie

PAP Pulmonalarteriendruck (pulmonary arterial pressure)

PDGF Thrombozytarer Wachstumsfaktor (platelet-derived growth factor)
PETN Pentaerythrityltetranitrat
PETriN Pentaerythrityltrinitrat

PGl2 Prostazyklin

PHE Phenylephrin

PKG Proteinkinase G

PVR Pulmonaler vaskularer Widerstand (pulmonary vascular resistance)
RNS Reaktive Stickstoffspezies (reactive nitrogen species)

RONS Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies

ROS Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
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Signalumwandler und Aktivator der Transkription 3 (signal transducer and
activator of transcription 3)
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Abbildungen

Abbildung 1:

Abbildung 2:

Abbildung 3

Abbildung 4:

Abbildung 5

Abbildung 6:

Schematische Darstellung der Zusammenhange zwischen ROS und pulmonalen
vaskularen Zellen unter hypoxischen Bedingungen. Ca?*: Calcium; ROS: reactive
oxygen species; SR: sarcoplasmatisches Retikulum; 5-HT: Serotonin; ET-1: Endothelin-
1; IL-6: Interleukin 6; IL-1: Interleukin 1; STATS3: signal transducer and activator of
transcription 3; HIF-1: Hypoxie-induzierbarer Faktor 1; C/EBPR: CCAAT/enhancer-
binding protein beta; PDGF-B: platelet-derived growth factor subunit B: VEGF: vascular
endothelial growth factor; IGF-1: insulin-like growth factor; ONOO-: peroxynitrite;
ADMA: asymmetrisches Dimethylarginin; eNOS: endotheliale NO-Synthase; iINOS:
induzierbare NO-Synthase; BH4: Tetrahydrobiopterin; VDCCs: voltage-dependent
calcium channels; Oz.: Superoxidanion; H202: Hydrogenperoxid; CaMK:
Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase. Abbildung aus (31)........ccccceeveveeieeecrecnenee, 6

Ubersicht (iber verschiedene vasodilatatorische und vasokonstriktorische Signalwege
und jeweilige Behandlungsansatze der PAH. Stickstoffmonoxid (NO) bewirkt Gber
Stimulation der 16slichen Guanylatzyklase (sGC) und Bildung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) eine Vasodilatation und Antiproliferation der glatten
Muskelzellen. Inhalatives NO, Nitrate, sGC-Stimulatoren (Riociguat),
Phosphodiesterase-Inhibitoren (Sildenafil, Tadalafil) und Tetrahydrobiopterin (BH4) sind
hier mogliche Therapieansatze. Prostazyklin flhrt Gber Bildung von zyklischem
Adenosinmonophosphat (CAMP) zu einer Vasodilatation und Antiproliferation der
glatten Muskelzellen. Prostazyklinderivate (Epoprostenol, Treprostinil, lloprost,
Beraprost) und Rezeptoragonisten (Selexipag) sind hier mdgliche Therapieansatze.
Endothelin-1 (ET-1) stimuliert die Vasokonstriktion und Proliferation glatter Muskelzellen
Uber Endothelinrezeptoren (ETa und ETs). Endothelinrezeptorantagonisten
(Ambristentan, Bosentan und Macitentan) sind hier mégliche Therapieansatze. AC:
Adenylylzyklase. BH2: Dihydrobiopterin. COX: Cyclooxygenase. ECEs: Endothelin
konvertierende Enzyme. eNOS: endotheliale NO-Synthase. Abbildung adaptiert aus
(B3 ittt ettt e e et e e e e e—— e e e e e et b —eeeeaab—eeaeeaabreeaeeaanraeeeeeaataaeaaeans 9

schematische Darstellung der Monocrotalin-Wirkung. GSH: reduziertes Glutathion;
MPO: Myeloperoxidase; TBARS: thiobarbituric acid reactive substances; TGF-f3:
transforming growth factor beta; TNFa: Tumornekrosefaktor alpha. Abbildung aus (53)
....................................................................................................................................... 10

phagozytische NADPH-Oxidase in inaktiver und aktiver Form. Die NADPH-Oxidase
Ubertragt ein Elektron von NADPH auf molekularen Sauerstoff, dabei entstehen zwei
Superoxidanioradikale und NADP*+H*. Die katalytische Untereinheit gp91phox bildet
mit p22phox zusammen die membranstandige Untereinheit des Enzyms,
Flavocytochrom b558 genannt. Die drei Phoxproteine p47, p67 und p40 (,phox“ steht
fur phagocytic oxidase und die Zahl gibt das Molekulargewicht an) stellen die
zytosolischen, regulatorischen Untereinheiten im inaktiven Zustand dar, die bei
Aktivierung an das Flavocytochrom b558 binden. Daneben ist das G-Protein Rac im
inaktivem Zustand an GDP gebunden und durch RhoGDI stabilisiert und bindet
ebenfalls bei Aktivierung an Flavocytochrom b558. Abbildung aus (70)............cccc........ 12

Funktionsweise der Xanthinoxidoreduktase (XOR): die Purinbasen Adenosin und
Guanosin werden Uber Hypoxanthin und Xanthin zu Harnsaure abgebaut. Dabei
entsteht entweder Gber die Dehydrogenaseform (XDH) NADH aus NAD* oder Uber die
Oxidaseform (XO) Superoxid aus molekularem Sauerstoff, welches weiter zu
Wasserstoffperoxid zerfallt bzw. durch SODs generiert wird. Abbildung Ubersetzt und
NAChGEDIIAEL QUS (72)...... e 14

Mechanismus der NO-vermittelten Vasodilatation. NO wird entweder aus Nitraten
bioaktiviert oder aus Endothelzellen freigesetzt, diffundiert nach intrazellular und
stimuliert dort die 16sliche Guanylatzyklase (sGC), was zu einer Zunahme des cGMP
fuhrt. cGMP aktiviert die Proteinkinase 1 (cGKI), was Uber eine Inhibition der
Inositoltriphosphat-(IP3-)regulierten Kalziumkanale, Aktivierung von Kaliumkanalen mit
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Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Abbildung 13:

daraus folgender Hemmung von Kalziumkanalen und Aktivierung der Kalziumpumpe in
das sarkoplasmatische Retikulum (SR) zu einer Abnahme der intrazellularen
Kalziumlevel flhrt. Niedrige Kalziumlevel reduzieren die Kontraktilitat der Aktin-/
Myosinfilamente Uber eine Inhibierung der Myosin-Leichtkettenphosphorylierung
(MLCP) und flihren damit zur Relaxation. Abbildung aus (104), modifiziert nach (105) 16

Funktionsweisen der NO-Synthase im physiologischen (l1l) und im durch oxidative
Schaden entkoppelten (I und Il) Zustand. (I): Funktion als Monomer: Produktion von
Superoxid durch Ubertragung der Elektronen auf molekularen Sauerstoff. (I1): Funktion
als Homodimer in Abwesenheit von L-Arginin und BHa4: Produktion von Superoxid durch
direkte Ubertragung der Elektronen auf molekularen Sauerstoff. (l1l): in Anwesenheit
von L-Arginin und Tetrahydrobiopterin (BH4) werden die Elektronen von NADPH utber
FAD und FMN sowie Calmodulin (CaM) auf die prosthetische Hamgruppe (Haeme Fe)
Ubertragen und in einer Oxidationsreaktion L-Arginin unter Sauerstoffverbrauch zu NO
und L-Citrullin oxidiert. Wird BH4 durch ROS oxidiert, entsteht das BHs-Radikal und die
eNOS entkoppelt. Als kompetitive Hemmstoffe fungieren ADMA (asymmetrisches
Dimethylarginin) und Arginase, die die NO-Produktion verlangsamen. Abbildung aus
) TSR 17

Biochemie freier Radikale: NO reagiert mit Superoxid zu dem hochreaktiven
Peroxynitrit. Die Superoxiddismutase entgiftet Superoxid, indem es daraus
Wasserstoffperoxid und molekularen Sauerstoff bildet. Abbildung aus (121)................ 20

Enzymatische Reaktion von Hdmoxygenasen (HO). Hdm wird aus Hamproteinen
freigesetzt und wird durch die HO unter Energieverbrauch (Sauerstoff und NADPH) zu
Eisen, Kohlenmonoxid und Biliverdin abgebaut. Eisen induziert die Bildung von Ferritin.
Biliverdin wird weiter zu Bilirubin reduziert. Abbildung aus (134).........cccccoviiiiniieneen. 21

Oxidativer Stress aus Erythrozyten und Adaptationswege Uber HO-1: 1) Verlust von
Hamoglobin aus Erythrozyten; 2a/b) Oxidation von Hdmoglobin; 3) Abbau von Ham aus
Methamoglobin; 4) Aufnahme von Ham in Endothelzellen und Sensitivierung flr
oxidativen Stress; 5) Hamaufnahme in LDL; 6) oxidative Modifizierung von LDL; 7a/b)
oxidativer Stress durch oxLDL und Oxidantien aus Leukozyten; 8) Adaptation an
oxidativen Stress und erhohte freie Eisenspiegel aus Ham-Abbau via Hochregulation
der HO-1 und Ferritin. Ferritin-Hochregulation flhrt mittelfristig zu verringerten freien
Eisenspiegeln und damit vermindertem oxidativen Stress durch die Fenton Reaktion.
ADBDIIAUNG AUS (133) ...t e e e e e e e e st e e e e aeeaeeaaes 22

Synthese und Wirkung von ET-1. ET-1 wird kontinuierlich aus Vesikeln der
Endothelzellen freigesetzt und ist damit an der Aufrechterhaltung des Gefalitonus
beteiligt. AuBerdem wird ET-1 durch externe Stimuli aus Weibel-Palade-Kdérperchen
freigesetzt. Das abluminal freigesetzte ET-1 wirkt in humanen GefalRen hauptsachlich
an den ETa-Rezeptoren der angrenzenden glatten Muskelzellen, wobei einige wenige
ETs-Rezeptoren ebenfalls an der glatten Muskelzelle sitzen und zur Vasokonstriktion
fuhren. Ein Teil des ET-1 interagiert autokrin mit endothelialen ETs-Rezeptoren und
fuhrt Uber eine Freisetzung von NO zu einer Limitierung der Vasokonstriktion.

F o o] 1o 0 oo = TU E= N (7 USSR 24

Adhasion und Immigration der Leukozyten wahrend einer Inflammationsreaktion. Im
ersten Schritt werden durch Stimulation mittels proinflammatorischer Zytokine E-
Selektine auf Endothelzellen exprimiert, an denen Leukozyten mithilfe von Liganden
lose anhaften kénnen und dann in Richtung des Blutflusses am Endothel entlang
srollen®. Diese rollenden Leukozyten werden dann im zweiten Schritt mittels lokal
freigesetzter Chemokine aus Makrophagen und Endothelzellen aktiviert und
exprimieren daraufhin Integrine auf ihrer Zelloberflache, die es ihnen erméglichen,
durch Interaktion mit Adhasionsmolekilen wie ICAM-1 und VCAM-1 fester an den
Endothelzellen zu haften. Dies ermdglicht den dritten Schritt, die transendotheliale
Migration. Abbildung @us (169) ......ccoiiiiiiiiiii e 26

Wirkung von Nitraten bei akuten Brustschmerzen. Abbildung aus (121)...........cccc....... 27
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Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:

Abbildung 19:

Abbildung 20:

Bioaktivierung organischer Nitrate. Links sind die hochpotenten organischen Nitrate
abgebildet (GTN, PETN), die in niedrigen Dosierungen (<1 umol/l) Gber die
mitochondriale Aldehyddehydrogenase (ALDH-2) bioaktiviert werden. Uber die
Reduktaseaktivitat werden diese in ihre denitrierten Metabolite (1,2-Glyceryldinitrat,
PETriN, PEDN) abgebaut. Uber drei Wege erfolgt die Bildung von NO: 1.) tiber direkte
NO-Bildung uber die ALDH-2, 2.) Gber eine Reduktion von NO2" (Nitritanion) zu NO Uber
mitochondriale Cytochrom C-Oxidase und 3.) Uber eine Reduktion von NO2 Uber die
zytosolische Xanthinoxidase. Auf der rechten Seite ist die Bioaktivierung von den
niedrigpotenten organischen Nitraten ISDN und ISMN, aber auch GDN, PEDN sowie
von hochdosierten GTN und PETN (>1 umol/l) Gber P450-Enzyme im
endoplasmatischen Retikulum dargestellt, die zu einer direkten NO-Freisetzung fihrt.

F o o] 1o [0 oo = TU E= X (o 22 USRS 28

Molekulare Mechanismen der Nitrattoleranz. Bereits nach einem Tag kontinuierlicher
Verabreichung einer niedrigen Dosis Glyceroltrinitrat (GTN) kommt es zu einer
neurohormonalen Gegenregulation durch erhéhte Katecholamin- und Vasopressin-
Plasmalevel, erhdhtes intravasales Volumen und Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS) (Pseudotoleranz). Nach drei Tagen entwickelt sich eine
endotheliale und muskulare Dysfunktion (vaskulare und Kreuztoleranz) durch
verschiedene Mechanismen: 1) erhéhte Superoxidproduktion durch Proteinkinase C
(PKC)-vermittelte Aktivierung der NADPH-Oxidase und in Mitochondrien; 2) direkte
Hemmung der NO-Synthase (NOS) durch die PKC; 3) Entkopplung der eNOS durch
reduzierte Verfligbarkeit von BH4 durch Peroxinitrit-induzierte Oxidation des BH4 und
reduzierte Expression der GTP-Cyclohydrolase-1 (GTPCH); 4) Uberempfindlichkeit auf
Vasokonstriktoren durch erhéhte PKC-Aktivitat in glatten Muskelzellen; 5) verminderte
GTN-Aktivierung durch Hemmung der Aldehyddehydrogenase 2 (ALDH-2); 6)
Hemmung der I6slichen Guanylatzyklase (sCG) durch Superoxid und Peroxynitrit; 7)
vermehrter Abbau des cGMP durch Phosphodiesterasen (PDE); 8) Hemmung der
Prostazyklinsynthase (PGI2-S) durch Peroxynitrit und damit verminderte
Prostazyklinsynthese. Abbildung aus (1271) .....cooiiiiiiii e 29

SHUKEUITOIMEI PETN L.t e e et e e e e e e e e e e e e e eaeeeeees 30

Vorbeugung einer Nitrattoleranz und endothelialer Dysfunktion durch Therapie mit
PETN. Im Gegensatz zu GTN stimuliert PETN die Expression des protektiven Enzyms
Hamoxygenase 1 (HO-1), die durch ihre antioxidativen Reaktionsprodukte wie Bilirubin
und Kohlenmonoxid (CO) zu einer Reduktion der ROS und einer Aktivierung der sGC
beitragt. Durch die ebenfalls beim Metalloporphyrinabbau entstehenden freien
Eisenmolekile wird die Produktion von Ferritin angeregt, was langfristig toxische
Spiegel freien Eisens senkt. Somit wird einer Entkopplung der eNOS, mitochondrialem
oxidativen Stress sowie einer Inaktivierung der ALDH-2 vorgebeugt. Dies bewirkt eine
dauerhaft erhaltene vasodilatative Wirkung von PETN und eine erhaltene
Gefalfunktion. AbbIldUNG QUS (194) ...ooeeiiiie e 31

Schematische Darstellung der Organe, die fur die weiteren Versuche verwendet
wurden: Lunge: blau. Herz: braun. Aorta: rot. Truncus pulmonalis und Pulmonalarterien:

Acetylcholinabhangige Gefalrelaxation an isolierten Ratten-GefalRsegmenten mittels
isometrischer Tonusbestimmung im Organbad. A: Aorta nach vier Wochen Behandlung
mit 30, 40 oder 60 mg/kg KG MCT. B: Pulmonalarterie nach vier Wochen Behandlung
mit 30, 40 oder 60 mg/kg KG MCT. C: Aorta nach Behandlung mit MCT60 fir zwei oder
vier Wochen. D: Pulmonalarterie nach Behandlung mit MCT60 fir zwei oder vier
Wochen. MCT= Monocrotalin, MCT30= Behandlung mit 30 mg/kg KG Monocrotalin,
MCT40= Behandlung mit 40 mg/kg KG Monocrotalin, MCT60= Behandlung mit 60
mg/kg KG Monocrotalin. * = p<0,05 versus Kontrolle, # = p<0,05 versus MCT30 bzw. 2
Wochen MCT, § = p<0,05 versus MCT40......cccoueeiiiiieiiiiiieiee e e e e e e 63
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Abbildung 21:

Abbildung 22:

Abbildung 23:

Abbildung 24:

Abbildung 25:

Abbildung 26:

Abbildung 27:

Abbildung 28:

Abbildung 29:

Abbildung 30:
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1 Einleitung und Ziel der Dissertation

1.1 Einleitung

Die pulmonale Hypertonie ist eine Erkrankung, die etwa 1% der Weltbevdlkerung
betrifft (1). Meist ist sie ein Symptom einer zugrundeliegenden Erkrankung der Lunge
oder des Herzens, erst nach Ausschluss dieser Ursachen spricht man von einer
pulmonalen arteriellen Hypertonie (PAH). Im Jahr 2014 lag die Pravalenz der PAH in
Deutschland bei 25,9 pro 1 Million Erwachsener, wobei Frauen mit 67% der
Gesamtfalle haufiger betroffen waren (2).

In einigen Fallen ist die PAH assoziiert mit Kollagenosen, HIV, portaler Hypertonie,
angeborenen Herzfehlern, pulmonaler venookklusiver Erkrankung oder pulmonalen
Hamangiomatosen, in den meisten Fallen tritt sie jedoch idiopathisch auf
(idiopathische pulmonale arterielle Hypertonie, IPAH) (2).

Insbesondere die IPAH betrifft gehauft Frauen im jungeren Alter, wobei in den letzten
Jahren ein demographischer Wandel in Richtung alterer Patienten sowie eine
Annaherung der Geschlechterunterschiede stattgefunden hat (3). Die 3-Jahres-
Uberlebensrate nach Diagnosestellung betrug 2012 etwa 70-80% trotz Therapie (3).

Somit ist die PAH zwar eine seltene, aber schwerwiegende Erkrankung.

Auf molekularer Ebene geht die PAH mit erhdhtem oxidativem Stress, verstarkter
Inflammation sowie einer Endotheldysfunktion einher. Hierbei spielen insbesondere
das Stickstoffmonoxid-(NO-)System sowie ein  Ungleichgewicht zwischen
vasodilatierenden Substanzen wie Prostazyklin und vasokonstriktiven Stoffen wie
Endothelin-1 eine Rolle (4).

An dieser Stelle setzen verschiedene therapeutische Optionen an. In Deutschland
sind derzeit zugelassene Medikamente den folgenden Gruppen zuzuordnen:
Endothelin-Rezeptor-Antagonisten,  Prostazyklin-Analoga, = Prostazyklinrezeptor-
Agonisten,  Phosphodiesterase = 5-Hemmer,  Stimulatoren  der I6slichen
Guanylatzyklase sowie Kalziumkanalblocker (5). Diese kdnnen je nach Risikoprofil
und Schweregrad der Erkrankung in Monotherapie oder kombiniert eingesetzt
werden (6).

Weiterhin wird zur Therapie der persistierenden pulmonalen Hypertonie des

Neugeborenen NO inhalativ eingesetzt (7).
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Organische Nitrate werden seit Uber 100 Jahren erfolgreich zur Therapie
verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen wie chronische Angina pectoris (8),
akutes Koronarsyndrom (9), Herzinsuffizienz (10) und hypertensive Notfalle (11)
eingesetzt.

Ihr Einsatz wird durch schwerwiegende Nebenwirkungen wie Hypotonie,
Kopfschmerzen, Schwindel sowie die Nitrattoleranz und Tachyphylaxie beschrankt.
Dies limitiert insbesondere die Anwendung von Nitroglycerin, Isosorbid-5-mononitrat
(ISMN) sowie Isosorbiddinitrat (ISDN) (12-14).

Pentaerythrityltetranitrat (PETN) flhrt im Gegensatz zu anderen Nitraten bei
chronischer Gabe nicht zu einer Nitrattoleranz und Kreuztoleranz und induziert

keinen oxidativen Stress im GefalRsystem (15-17).

1.2 Ziel der Dissertation

Da die PAH immer noch eine schwer behandelbare und nicht heilbare Erkrankung ist
und mit einer hohen Mortalitat einhergeht, ist es sinnvoll, nach weiteren alternativen
Behandlungsmdglichkeiten und supportiven Therapien zu suchen. Dabei steht neben
der Verbesserung der Prognose laut modernen medizinischen Leitlinien auch eine

verbesserte Lebensqualitat als zentrales Ziel im Fokus einer Therapie. (18)

Ein Medikament mit Wirkung auf das NO-System und vergleichsweise gutem
Nebenwirkungsprofil stellt PETN dar, das bisher erfolgreich als NO-Donor zur
Behandlung der chronischen stabilen Angina Pectoris angewendet wird.

In experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass PETN sowohl eine
antioxidative, protektive Wirkung auf das Endothel (19) als auch positive Einflisse
auf Gefalldysfunktion bei Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie hat (20, 21).
Daneben wurden Komplikationen, die typischerweise beim
Schwangerschaftsbluthochdruck (Praeklampsie) auftreten, durch die PETN-Therapie
sowohl in einer klinischen Studie (22) als auch im Tiermodell verbessert (23).

Daher soll diese Arbeit den Einfluss von PETN auf pulmonale arterielle Hypertonie im

Rattenmodell untersuchen.

Dafur wurde bei Wistar-Ratten mittels intravendser Monocrotalin-(MCT-)Injektion

eine pulmonale arterielle Hypertonie induziert und der Erfolg der Behandlung mittels
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Echokardiographie, histologischer Untersuchung der Lungen sowie
Relaxationsfahigkeit der Pulmonalgefalie kontrolliert.
Anschliefend wurden die Effekte von PETN auf die folgenden Parameter bei MCT-

induzierter PAH untersucht:

e Echokardiographisch gemessener pulmonalarterieller Druck

e Acetylcholin-vermittelte Gefalirelaxationsfahigkeit

e Organhypertrophie als Parameter fur Fibrose und Insuffizienz

e Enzymveranderungen und veranderte vaskulare Signalwege als Marker fur
oxidativen Stress mittels Dot Blot und Western Blot

¢ Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) in Herz, Gefalen und Blut
mittels direkter Detektion

e Expression oxidativer und antioxidativer Enzyme mittels rt-PCR

Die Tiere wurden in drei Gruppen eingeteilt: gesunde Kontrollgruppe (CTR),
erkrankte MCT-behandelte Gruppe (MCT) sowie mit MCT und PETN behandelte
Behandlungsgruppe (MCT+PETN).

AuRerdem wurden die Effekte von PETN und einem Endothelin-Rezeptor-Agonisten

(BQ-3020) ex vivo in Zellkulturen und humanen Blutproben untersucht.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Pulmonale Hypertonie

2.1.1 Definition und Einteilung

Nach ,Herold Innere Medizin 2016“ ist pulmonale Hypertonie definiert durch eine
chronische Erhohung des mittleren Pulmonalarteriendrucks (mPAP) auf Uber 25
mmHg in Ruhe, gemessen mittels Herzkatheteruntersuchung (24).

Eine der neuesten Einteilungen erfolgt nach der Nizza-Klassifikation, die beim 6.

World Symposium on Pulmonary Hypertension (WSPH) 2018 aktualisiert wurde (25):

1. Pulmonal-arterielle Hypertonie

1.1. Idiopathisch
1.2. Hereditar
1.2.1. BMPR2-Mutation (bone morphogenetic protein receptor type 2)
1.2.2. Andere Mutationen
1.3. Medikamenten- und toxininduziert
1.4. Assoziiert mit:
1.4.1. Kollagenose
1.4.2. HIV-Infektion
1.4.3. Portale Hypertonie
1.4.4. Angeborene Herzfehler
1.4.5. Schistosomiasis
1.5. PAH mit Langzeitwirkung von Kalziumkanalblockern
1.6. PAH mit venoser/kapillarer Beteiligung (Pulmonale venookklusive Erkrankung PVOD
und/oder pulmonalkapillare Himangiomatose PCH)
1.7. Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen (PPHN)

2. Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankungen

2.1. Herzinsuffizienz mit erhaltener linksventrikularer Ejektionsfraktion

2.2. Herzinsuffizienz mit reduzierter linksventrikularer Ejektionsfraktion

2.3. Klappenerkrankungen

2.4. Angeborene/erworbene kardiovaskulare Erkrankungen, die zu postkapillarer PH
fUhren

3. Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie

3.1. Obstruktive Lungenerkrankung

3.2. Restriktive Lungenerkrankung

3.3. Andere Lungenerkrankungen mit gemischt-restriktiven/obstruktiven Anteilen
3.4. Hypoxie ohne Lungenerkrankung

3.5. Anlagebedingte Lungenerkrankungen

4. PH bei pulmonalarterieller Obstruktion

4.1. Chronisch-thromboembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH)
4.2. Andere pulmonalarterielle Obstruktionen
4.2.1. Sarkom oder Angiosarkom
4.2.2. Andere maligne Tumoren (z.B. Nieren-, Uterus-, Keimzelltumoren)
4.2.3. Nicht-maligne Tumoren (Uterus-Leiomyom)
4.2.4. Arteriitis ohne Kollagenose
4.2.5. Angeborene Pulmonalarterienstenose
4.2.6. Parasiten (Echinokokkose)
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5. Pulmonale Hypertonie unklarer und/oder multifaktorieller Genese

5.1. Hamatologische Erkrankungen: chronisch-hamolytische Anamie,
myeloproliferative Erkrankungen, Splenektomie

5.2. Systemische und metabolische Erkrankungen: Sarkoidose, pulmonale
Histiozytose, Neurofibromatose, Morbus Gaucher,
Glykogenspeichererkrankungen

5.3. Andere: chronische Nierenerkrankungen mit oder ohne Dialyse, fibrosierende
Mediastinitis

5.4. Komplexe angeborene Herzfehler

Tabelle 1: Einteilung der Pulmonalen Hypertonie nach dem 6. WSPH 2018 (Aus: (25))

2.1.2 Epidemiologie

Die Inzidenz von PAH in Industrienationen betragt etwa 1,1-7,6 pro Millionen
Einwohner und Jahr, die Pravalenz etwa 6,6-26 pro Millionen Einwohner (1). Diese
Zahlen variieren sehr von Land zu Land und unterscheiden sich deutlich von
Entwicklungslandern (1). In Deutschland geht man von einer Inzidenz von 3,9 pro
Millionen Einwohner und Jahr sowie einer Pravalenz von 25,9 pro Millionen
Einwohner aus (2). Die Ein-Jahres-Uberlebensrate betrug hier 2014 92%, die Drei-
Jahres-Uberlebensrate 68% bei einem durchschnittlichen Erkrankungsalter von 65
Jahren (2). In der Todesursachenstatistik fur Deutschland des statistischen
Bundesamts werden im Jahr 2018 180 Todesfalle auf primare pulmonale Hypertonie
zuruckgefuhrt, etwa 10 Mal so viele (1826 Todesfalle) auf sekundare pulmonale
Hypertonie (26).

2.1.3 Pathogenese

Die Pathogenese der idiopathischen pulmonal-arteriellen Hypertonie (IPAH) ist noch
nicht abschlielend geklart. In den WiderstandsgefalRen der Lunge spielt die Trias
aus Vasokonstriktion, Thrombosen und Remodeling mit Intimafibrose,
Endothelzellwucherung und Obliteration eine tragende Rolle. Zusatzlich tragt ein
Ungleichgewicht zwischen protektiven (Prostazyklin, NO-System, ANP-System) und
aggressiven (Thromboxan, Endothelin) Faktoren zur Entwicklung der Trias bei (24,
27).

Dieses Ungleichgewicht geht einher mit der Bildung von reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies (RONS), die ihrerseits wiederum zur Funktionseinschrankung bzw.
-anderung verschiedener Enzyme beitragen. Als Quellen flr oxidativen Stress
konnten u.a. NADPH-Oxidasen (Nox), Xanthinoxidase (XO), die entkoppelte
endotheliale NO-Synthase (eNOS) sowie Mitochondrien identifiziert werden (4, 28).
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In Lungenbiopsien von Patienten mit PAH wurde eine erhodhte Aktivitat der
Xanthinoxidase festgestellt, die in die Entstehung von Peroxynitrit und Superoxid
involviert ist (29). AuRerdem konnten erhohte Biomarker fur oxidativen Stress wie 3-
Nitrotyrosin, 8-Hydroxy-Guanosin und 5-Oxoeicosatetraensdure nachgewiesen
werden (30).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Zusammenhédnge zwischen ROS und pulmonalen
vaskuldren Zellen unter hypoxischen Bedingungen. Ca?*: Calcium; ROS: reactive oxygen species; SR:
sarcoplasmatisches Retikulum; 5-HT: Serotonin; ET-1: Endothelin-1; IL-6: Interleukin 6; IL-1:
Interleukin 1; STAT3: signal transducer and activator of transcription 3; HIF-1: Hypoxie-induzierbarer
Faktor 1; C/EBPB: CCAAT/enhancer-binding protein beta; PDGF-B: platelet-derived growth factor
subunit B: VEGF: vascular endothelial growth factor; IGF-1: insulin-like growth factor; ONOO-:
peroxynitrite; ADMA: asymmetrisches Dimethylarginin; eNOS: endotheliale NO-Synthase; iINOS:
induzierbare NO-Synthase; BH4: Tetrahydrobiopterin; VDCCs: voltage-dependent calcium channels;
O2.: Superoxidanion; H-02: Hydrogenperoxid; CaMK: Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase.
Abbildung aus (31)

Eine schematische Darstellung zur Pathogenese der PAH ist am Beispiel der
hypobaren Hypoxie in Abbildung 1 dargestellt (aus (31)). Durch Sauerstoffmangel
werden verschiedene Mechanismen in Gang gesetzt. In den Endothelzellen spielt die
NO-Synthase eine groe Rolle. Sie entkoppelt durch Einwirkung des
Superoxidanions und produziert dann selbst Superoxid. Dies fuhrt zu vermehrtem
oxidativen und nitrosativen Stress, was mit einer erhdohten Bildung von
vasokonstriktiven, proinflammatorischen und proliferativen Molekilen (PDGF, VEGF,

IGF, ET-1, IL-1) einhergeht. Dies wiederum fuhrt zu endothelialer Dysfunktion und
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Hypertrophie. Fibroblasten werden durch ROS zur Proliferation, Migration und
Differenzierung zu Myofibroblasten angeregt. In den glatten Muskelzellen wird Gber
eine Hypoxie die NADPH-Oxidase induziert, welche Uber die Produktion von ROS
zur Kontraktion, Proliferation und Inflammation beitragt. All diese Prozesse tragen
zum Remodeling bei, welches letztendlich in einer pulmonalen Hypertonie mindet
(31).

Risikofaktoren fur andere nicht idiopathische Formen der PAH sind genetische
Pradisposition, Drogen und Medikamente wie Aminorex, Fenfluramin, Benfluorex
oder SSRI (6). Es konnten Mutationen im BMPR2-(bone morphogenetic protein-),
BMPR1B- und im SMAD9-Gen, in Genen, die fur Endoglin und Activin receptor-like

kinase 1 kodieren, sowie in seltenen Genen (CAV1, KCNK3) gefunden werden (6).

2.1.4 Symptome

Die Symptome der pulmonalen Hypertonie sind unspezifisch und meist auf eine
nachfolgende Rechtsherzbelastung zurlckzufuhren. Sie treten zuerst unter
korperlicher Aktivitat auf und sind erst im Endstadium in Ruhe zu finden. Dazu
gehoren unter anderem Kurzatmigkeit, Schwache, Schwindel, Engegefuhl und
Synkopen. Einige Patienten beschreiben trockenen Husten und Ubelkeit und
Erbrechen bei Anstrengung. Auch Odeme der Extremitdten kénnen als Folge der
Rechtsherzbelastung auftreten (6).

Einige Patienten kdnnen durch Symptome auffallen, die auf mechanische Probleme
und eine veranderte Blutverteilung zurtckzufihren sind. Dazu gehéren Hamoptysis
durch Ruptur hypertrophierter Bronchialarterien, Heiserkeit durch Kompression des
Nervus laryngeus recurrens durch dilatierte Pulmonalarterien, Giemen durch
Kompression der Atemwege, Angina durch Kompression der linken Koronararterie
sowie Ruptur der Pulmonalarterie mit daraus folgender Herzbeuteltamponade (6).

Bei der klinischen Untersuchung koénnen Herzgerdusche auffallen, wie ein
pansystolisches Gerausch durch RuUckfluss Uber die Trikuspidalklappe oder ein
diastolisches Gerausch durch Pulmonalinsuffizienz. Auflerdem kann ein
akzentuierter zweiter Herzton oder ein dritter Herzton Uber dem rechten Ventrikel
vorliegen. Normalerweise liegen keine pathologischen Atemgerausche vor (6).
Weiterhin sollte bei der klinischen Untersuchung auf Hinweise fir eine ursachliche

Erkrankung geachtet werden, wie Sklerodermie (Teleangiektasien, digitale
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Ulzerationen), interstitielle = Lungenerkrankungen  (Rasselgerausche) oder
Lebererkrankungen (Spider naevi, Palmarerythem...) (6).

Zu den diagnostischen MalRnahmen zahlen EKG, Rontgen Thorax,
Lungenfunktionstests, Blutgasanalyse, Echokardiographie, Ventilations-/
Perfusionsscan der Lunge, CT, Pulmonalangiographie, kardiales MRT, verschiedene
Bluttests  inklusive  immunologischer  Untersuchungen, = Abdomenultraschall,
genetische Untersuchung sowie als Goldstandard der Diagnosesicherung eine
Rechtsherzkatheteruntersuchung. Genauere Informationen finden sich in der
aktuellen ESC-Leitlinie (6).

2.1.5 Behandlung

Die Behandlung der pulmonalen arteriellen Hypertonie ist sehr komplex und erfolgt
neben physiotherapeutischen und zahlreichen anderen supportiven Malinahmen
medikamentods (6, 32). Sie sollte aufgrund der Seltenheit der Erkrankung in
spezialisierten Zentren stattfinden.

Die supportiven MalBnahmen umfassen vor allem eine Influenza- und
Pneumokokkenimpfung, Schwangerschaftsverhitung (bzw. Schwangerschaft nur bei
gut kontrollierten Symptomen und in enger Kklinischer Uberwachung) sowie
psychosoziale Unterstitzung. AufRerdem koénnen supervisierte Trainingseinheiten
und Sauerstoffapplikation erwogen werden. Exzessives Training wird nicht
empfohlen (6).

In der medikamentdsen Therapie werden supportiv neben Sauerstoff vor allem
Diuretika eingesetzt. Orale Antikoagulation kann erwogen werden, insbesondere bei
Patienten mit idiopathischer PAH (6).

Als spezifische medikamentose Therapieoptionen stehen Kalziumkanalblocker
(Nifedipin, Diltiazem und Amlodipin) (34, 35), Endothelin-Rezeptor-Antagonisten
(Ambrisentan, Bosentan, Macitentan) (36-38), Phosphodiesterase-5-Inhibitoren
(Sildenafil, Tadalafil) (39, 40), sGC-Stimulatoren (Riociguat) (41) und Prostazyklin-
Analoga (Beraprost, Epoprostenol, lloprost, Treprostinil, Selexipag) (42, 43) in
Monotherapie oder verschiedenen Kombinationen zur Verfugung. In Abbildung 2 sind
einige der verschiedenen medikamentdsen Therapiestrategien abgebildet.

Als Ultima Ratio kann eine Lungentransplantation sinnvoll sein (6).

Trotz vieler Fortschritte und Neuentwicklungen in der Therapie ist die Mortalitat der
PAH weiterhin hoch (44).
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Wie in Abbildung 1 zu sehen, hat RONS-Bildung sowie Inflammation einen grof3en
Stellenwert in der Entstehung der PAH. PETN als antiinflammatorisches,
antioxidatives Medikament kann hier an verschiedenen Stellen unterstutzend
ansetzen, weshalb in der vorliegenden Arbeit die Wirksamkeit bei PAH untersucht

werden soll.

NO - sGC - cGMP Pathway Prostacyclin Pathway Endothelin-1 Pathway

Endothelium

L - arginine L - citrulline Arachidonic acid Prostagladins Big Endothelin-1
eNOS Sr:gjsuplmg eNOS COX
— ECEs
BH2 oy BH4
6R-BH4 .
Prostacyclin Epoprostenol Ambrisentan .
. " . (PGI2) e Endothelin-1
NOinhalation 5 NO Sildenafil Treprostinil
Nitrite / Nitrate Tadalafil lloprost J_ ‘/ \
l J- Selexipag Beraprost
Riociguat \ / ETA receptor I \ f I ETe receptor
P PDES
B t
GTP cGMP GMP Cean
Macitentan
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Smooth muscle cells J'
Vasodilation Vasoconstriction
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Abbildung 2: Ubersicht iiber verschiedene vasodilatatorische und vasokonstriktorische Signalwege
und jeweilige Behandlungsansétze der PAH. Stickstoffmonoxid (NO) bewirkt tber Stimulation der
léslichen Guanylatzyklase (sGC) und Bildung von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) eine
Vasodilatation und Antiproliferation der glatten Muskelzellen. Inhalatives NO, Nitrate, sGC-
Stimulatoren (Riociguat), Phosphodiesterase-Inhibitoren (Sildenafil, Tadalafil) und Tetrahydrobiopterin
(BH4) sind hier mdgliche Therapieansétze. Prostazyklin flhrt (ber Bildung von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP) zu einer Vasodilatation und Antiproliferation der glatten Muskelzellen.
Prostazyklinderivate (Epoprostenol, Treprostinil, lloprost, Beraprost) und Rezeptoragonisten
(Selexipag) sind hier mégliche Therapieansétze. Endothelin-1 (ET-1) stimuliert die Vasokonstriktion
und  Proliferation  glatter =~ Muskelzellen  (ber Endothelinrezeptoren (ETa und  ETs).
Endothelinrezeptorantagonisten (Ambristentan, Bosentan und Macitentan) sind hier mdgliche
Therapieansétze. AC: Adenylylzyklase. BHZ2: Dihydrobiopterin. COX: Cyclooxygenase. ECEs:
Endothelin konvertierende Enzyme. eNOS: endotheliale NO-Synthase. Abbildung adaptiert aus (33)

2.2 Tiermodell der MCT-induzierten pulmonalen Hypertonie

Monocrotalin (MCT) ist ein toxisches Pyrrolizidinalkaloid der Pflanze Crotalaria
spectabilis. Es fuhrt nach oraler Aufnahme zu einer progressiven pulmonalen
Hypertonie in verschiedenen Spezies. Dies wurde erstmals in den 1960er Jahren
unter anderem von Kay et al. nach wiederholter Aufnahme von Samen der Crotalaria

spectabilis bei Ratten beschrieben (45).
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Die derzeit angewendeten Methoden zur Induktion einer PAH sehen eine einmalige
intraperitoneale oder subkutane Injektion von Monocrotalin zur Induktion von
morphologischen und funktionellen Veranderungen im Lungengewebe vor (46). Wie
wir in unserem Tiermodell zeigen konnten, kann auch mit einer intravendsen
Injektion z.B. in die Vena dorsalis penis eine PAH induziert werden (siehe
Ergebnisteil).

Der genaue Wirkmechanismus ist derzeit noch nicht bekannt. MCT besitzt keine
direkte toxische Wirkung an der Injektionsstelle, sondern wird erst in der Leber Uber
Cytochrom P450-Enzyme zum aktiven Metaboliten Dehydromonocrotalin oder
Monocrotalinpyrol aktiviert. Seine toxische Wirkung speziell auf das Endothel der
Lungengefalle kommt dann vermutlich durch die rdumlichen Blutflussverhaltnisse
von der Leber zur Lunge zustande (47-49). Es konnte bereits vor 20 Jahren gezeigt
werden, dass MCT in Zellkultur zu einer Apoptose der Zellen fuhrt (49). MCT-
Behandlung fuhrt zu einem alveolaren Kapillarleck und Thrombozytenaggregation.

In einer aktuelleren Studie konnte CaSR (extracellular calcium-sensing receptor) als
Rezeptor fur MCT ausfindig gemacht werden (50). CaSR ist fir die Aufrechterhaltung
der Calcium-Homdostase verantwortlich, aber auch an der Entstehung von
Krankheiten wie zum Beispiel der essentiellen Hypertonie beteiligt (51, 52).

Abbildung 3 zeigt eine schematische Ubersicht tiber die Monocrotalin-Wirkung.

Monocrotaline
(progressive pulmonary
resistal

L-arginine Naringenin

1TBARS |GSH o’;'gzgsve Inflammation

1 iNOS 1 eNOS protein expression

caspase-3 activit Apoptosis Proliferation of
[T P y pulmonary arteries -

Pulmonary arteries
(1 medial wall thickness )

Right ventricular
hypertrophy and dilation

Pulmonary
Hypertension

Abbildung 3: schematische Darstellung der Monocrotalin-Wirkung. GSH: reduziertes Glutathion; MPO:
Myeloperoxidase;, TBARS: thiobarbituric acid reactive substances; TGF-R: transforming growth factor
beta; TNFa: Tumornekrosefaktor alpha. Abbildung aus (53)
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2.3 Vaskulare Dysfunktion
2.3.1 Oxidativer Stress

Viele kardiovaskulare und assoziierte Erkrankungen wie Hypertonie, Diabetes
mellitus, Hyperlipidamie oder Arteriosklerose gehen mit oxidativem Stress einher.
Der Begriff ,oxidativer Stress” wurde 1985 von Helmut Sies gepragt und wird seither
in der medizinischen Forschung verwendet (54).

Oxidativer Stress beschreibt eine Imbalance zwischen pro- und antioxidativen
Prozessen, die im menschlichen Korper stattfinden und somit ein Ungleichgewicht im
Redoxstatus mit einer Uberforderung der antioxidativen Mechanismen. Dabei spielen
insbesondere reaktive Sauerstoff- (ROS, reactive oxygen species) und
Stickstoffspezies (RNS, reactive nitrogen species) eine Rolle, von denen einige
radikalischen Charakter, d.h. ein ungepaartes Elektron, besitzen und daher
hochreaktiv sind. Wichtige Vertreter der ROS sind das Hydroxylradikal (*OH), das
Superoxidanion (O2*) und Wasserstoffperoxid (H202). Vertreter der RNS sind
Stickstoffmonoxid (*"NO) und das Peroxynitritanion (ONOO").

Quellen fur Radikale sind z.B. NADPH-Oxidasen (Nox), Xanthinoxidase (XO),
entkoppelte NO-Synthasen (NOS), Lipoxygenasen, Cytochrom-P450-
Monooxygenasen und die mitochondriale Atmungskette (55).

Als antioxidative Mechanismen existieren verschiedene Enzyme wie die
Superoxiddismutasen (SOD), die in den 60er Jahren von Fridovich und McCord
erstmals charakterisiert wurden (56).

Solange ein Gleichgewicht zwischen oxidativen und antioxidativen Prozessen im
Korper herrscht, spielen die Oxidantien eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion,
Genexpression und Proteinaktivitaten des Korpers (57). Erst wenn sich das
Gleichgewicht in Richtung der Oxidantien verschiebt, entstehen Schaden an Zellen,
Proteinen und DNA-Molekllen, die zum Zelltod und letztlich zum Tod des
Gesamtorganismus fuhren kdnnen (58).

Im Folgenden soll auf einige wichtige Schllisselenzyme eingegangen werden, die an

der Entstehung von oxidativem Stress beteiligt sind.

2.3.1.1 NADPH-Oxidasen
NADPH-Oxidasen (Nox) sind membranstandige Enzymkomplexe, deren alleinige
Funktion die Produktion von ROS (Superoxid oder H20>) in vaskularen Endothel- und

glatten Muskelzellen ist (59). Fur die Produktion von Superoxid wird ein Elektron von
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Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) auf molekularen Sauerstoff
Ubertragen (siehe Abbildung 4).

Superoxid ist wiederum an der Entstehung anderer reaktiver Spezies, der
Immunabwehr und der Regulation der physiologischen Gefal¥funktion beteiligt (60-
62).

Es existieren verschiedene Isoformen der NADPH-Oxidasen. Die erste beschriebene
Isoform, Nox2 oder fruher gp91phox, wurde in Phagozyten entdeckt und spielt eine
wichtige Rolle bei der angeborenen Immunabwehr des Korpers, einerseits direkt
durch die Produktion des zytotoxischen Superoxids, andererseits durch Aktivierung
von Proteasen und Bildung der NETs (neutrophil extracellular traps) als Reaktion auf
Bakterienkontakt (63, 64).

Inzwischen sind sieben Isoformen der Nox bekannt, die sich in ihrem
Expressionsmuster, ihrer Lokalisation, dem Aktivierungsmodus und der produzierten
ROS unterscheiden (60, 62). lhre Funktion besteht unter anderem in der Beteiligung
an Stoffwechselprozessen wie Immunabwehr, Zellkommunikation, posttranslationale
Modifikation und Hormonsynthese (65, 66).

Resting Activated

feeececce poopn Microbes

membrane

Inflammatory
mediators

cytosol

em-

p40phox

Abbildung 4: phagozytische NADPH-Oxidase in inaktiver und aktiver Form. Die NADPH-Oxidase
tbertrédgt ein Elektron von NADPH auf molekularen Sauerstoff, dabei entstehen zwei
Superoxidanioradikale und NADP*+H*. Die katalytische Untereinheit gp91phox bildet mit p22phox
zusammen die membransténdige Untereinheit des Enzyms, Flavocytochrom b558 genannt. Die drei
Phoxproteine p47, p67 und p40 (,phox“ steht fiir phagocytic oxidase und die Zahl gibt das
Molekulargewicht an) stellen die zytosolischen, regulatorischen Untereinheiten im inaktiven Zustand
dar, die bei Aktivierung an das Flavocytochrom b558 binden. Daneben ist das G-Protein Rac im
inaktivem Zustand an GDP gebunden und durch RhoGDI stabilisiert und bindet ebenfalls bei
Aktivierung an Flavocytochrom b558. Abbildung aus (70)
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Einige Isoformen, u.a. Nox1, Nox2, Nox4 und Nox5, werden im Endothel, in glatter
Gefalmuskulatur, Fibroblasten und perivaskularem Fett exprimiert. Nox1 und Nox2,
welche hauptsachlich Superoxid produzieren, scheinen an der Entwicklung von
Hypertonie, GefalRdysfunktion und Inflammation beteiligt zu sein, wahrend flir die
H202 produzierende Nox4 eher protektive Eigenschaften nachgewiesen wurden (67,
68).

Als  Aktivatoren der NADPH-Oxidase gelten  verschiedene  Hormone,

Wachstumsfaktoren, Zytokine und Scherspannung (69).

2.3.1.2 Xanthinoxidoreduktase

Die Xanthinoxidoreduktase (XOR) ist unter physiologischen Bedingungen im Korper
fur den Abbau von Purinen zustandig. Sie katalysiert die Schritte von Hypoxanthin zu
Xanthin und von Xanthin zu Harnsaure.

Die Xanthinoxidoreduktase ist ein Molybdan-haltiges Flavoprotein und kann als
Oxidase oder als Dehydrogenase vorliegen, wobei die ,Oxidase-Form*“ ROS
produziert (siehe Abbildung 5) (71, 72).

Erstmals beschrieben wurde das Enzym 1902 in seiner Reduktase-Form von
Schardinger (73). 1920 wurde die Oxidase-Form entdeckt (74), wobei erst einige
Jahre spater erkannt wurde, dass es sich dabei um dasselbe Enzym handelte,
lediglich nach posttranslationaler Modifikation (75).

Die Umwandlung von der Dehydrogenase zur Oxidase erfolgt entweder reversibel
durch ROS getriggert mittels Bildung von Disulfidbriicken Uber eine Oxidation von
Sulfhydrylgruppen in Cysteinresten oder irreversibel durch Proteolyse (72, 76).

Die XOR kommt im menschlichen Korper in verschiedenen Geweben vor, unter
anderem in Herz, Lunge, Leber, Darm, Gehirn, Nieren und im Plasma. Dabei ist der
Abbau von Purinen zwar ihre Hauptfunktion, aber nicht ihre einzige. Sie verarbeitet
auch Pterine, aromatische Heterozyklen und aliphatische und aromatische Aldehyde,
ist also auch an der Aktivierung und dem Abbau verschiedener kdrpereigener Stoffe
oder Xenobiotika beteiligt (72). Unter anderem wurde die Xanthinoxidoreduktase
auch fur die Bioaktivierung von Nitroglyzerin diskutiert (77).

Als Superoxid produzierendes Enzym ist die endotheliale XO auch an der
Entstehung der vaskularen Dysfunktion beteiligt. Die Expression und Aktivitat wird
erhoht durch proatherogene Stimuli wie Angiotensin-2 oder Scherkrafte (78, 79).
Auch zirkulierende XO kann Uber Glykosaminoglykane an Endothelzellen binden und

dadurch  zur GefalRdysfunktion beitragen (80). AuRBerdem konnte in
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atherosklerotischen Plaques eine erhohte Expression der XO detektiert werden, was
fur eine Beteiligung der XO an der Entwicklung von Atherosklerose spricht (80-82).
Weiterhin spielt die XOR eine Rolle wahrend Ischamie-Reperfusions-Zwischenfallen
in verschiedenen Organen. Hierbei kommt es wahrend einer Ischamie zur
Verminderung des  transmembrandsen lonengradienten  mit  erhdhtem
Kalziumeinstrom. Dies aktiviert Proteasen, die eine irreversible proteolytische
Umwandlung der XDH zur XO bewirken. Gleichzeitig fallen durch den
Sauerstoffmangel erhdhte Mengen am ATP-Abbauprodukt Hypoxanthin an, welches
bei Reperfusion durch die XO unter Sauerstoffverbrauch und Produktion von
Superoxid abgebaut wird (siehe Abbildung 5) (83, 84).

Adenosin

NT N Guanosin

Hypoxanthin

NAD* 0,
XDH @
NADH 0, und H,0,

Harnsaure

Abbildung 5: Funktionsweise der Xanthinoxidoreduktase (XOR): die Purinbasen Adenosin und
Guanosin werden Uber Hypoxanthin und Xanthin zu Harnsdure abgebaut. Dabei entsteht entweder
tiber die Dehydrogenaseform (XDH) NADH aus NAD" oder (ber die Oxidaseform (XO) Superoxid aus
molekularem Sauerstoff, welches weiter zu Wasserstoffperoxid zerfallt bzw. durch SODs generiert
wird. Abbildung (bersetzt und nachgebildet aus (72)

Diese These wird unterstutzt durch die Beobachtung, dass durch Hemmstoffe der
XOR wie Allopurinol, Oxypurinol oder Febuxostat eine Verminderung des
Reperfusionsschadens erreicht werden kann (85, 86). In anderen Studien konnte
beobachtet werden, dass eine Hemmung der XOR die Bildung von Atherosklerose in

ApoE-Knockout-Mausen verringern konnte (87, 88). Weiterhin flUhrten die XO-
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Hemmstoffe zu einer verbesserten Gefaltfunktion sowohl im Tiermodell als auch bei
Rauchern (80, 89).
Therapeutisch wird Allopurinol zur Behandlung von Gicht und Hyperurikamie

eingesetzt (90).

2.3.2 NO-Signalweg
NO ist ein hochreaktives Molekul, das von NO-Synthasen (NOS) aus L-Arginin

synthetisiert wird. Als Vasodilatator spielt es eine wichtige Rolle bei der Regulation
des GefalRtonus im Lungenkreislauf (91).

Zusatzlich inhibiert es die Proliferation der glatten Gefalmuskelzellen sowie die
Plattchenaggregation, es sorgt also auch Uber diese Mechanismen fur eine
verbesserte Durchblutung (59).

Wie zuvor bereits erwahnt, spielt bei der Pathogenese der PAH ein Ungleichgewicht
zwischen vasodilatativen und vasokontriktiven Molekulen eine gro3e Rolle. NO ist
dabei neben Prostazyklin der wichtigste vasodilatierende Faktor, wahrend
Thromboxan A2 und Endothelin zu den vasokonstriktiven Faktoren zahlen (92).
Unter physiologischen Umstanden diffundiert NO aus den Endothelzellen in die glatte
Muskulatur und bindet dort an die ldsliche Guanylatzyklase, welche aus
Guanosintriphosphat (GTP) zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) herstellt
(91). cGMP ist ein wichtiger Signaltransmitter und hat Uber die Bindung an die
cGMP-abhangige Proteinkinase G, cGMP-regulierte Phosphodiesterasen und cGMP-
regulierte lonenkanale Einfluss auf den Gefaltonus, die Proliferation und Apoptose
glatter Gefalimuskelzellen sowie den Phosphodiesterase-Haushalt (siehe Abbildung
6) (91, 93, 94).

Es konnte schon in den frihen 80er Jahren gezeigt werden, dass NO (damals noch
unter dem Namen EDRF, endothelium-derived relaxing factor bekannt) mit Superoxid
reagieren und damit inaktiviert werden kann (95). Einige Jahre spater wurde das
Reaktionsprodukt Peroxynitrit (ONOQO™) identifiziert (siehe Abbildung 8, Kapitel
2.3.3.1) (96, 97).

Peroxynitrit reagiert im Gewebe weiter mit Tyrosinresten in Proteinen und bildet
dadurch 3-Nitrotyrosin. Peroxynitrit flhrt unter anderem zur Gefal3dysfunktion durch
Entkopplung der eNOS (98-100) (siehe wunten, BHs-Depletion oder S-
Glutathionylierung), Nitrierung der Prostazyklinsynthase (101, 102) und Inhibierung
der I6slichen Guanylatzyklase (103).
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Die Reaktion von NO mit Superoxid fuhrt also nicht nur direkt Uber eine verminderte
Bioverfugbarkeit von NO, sondern auch durch Inhibierung anderer vasodilatativer
Mechanismen sowie der Hemmung der NO-Synthase in einem Teufelskreis zu

vermehrter Vasokonstriktion.

GTN, PETN  ISMN, ISDN
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Abbildung 6: Mechanismus der NO-vermittelten Vasodilatation. NO wird entweder aus Nitraten
bioaktiviert oder aus Endothelzellen freigesetzt, diffundiert nach intrazelluldr und stimuliert dort die
I6sliche Guanylatzyklase (sGC), was zu einer Zunahme des cGMP fiihrt. ¢cGMP aktiviert die
Proteinkinase 1 (cGKIl), was (ber eine Inhibition der Inositoltriphosphat-(IP3-)regulierten
Kalziumkanéle, Aktivierung von Kaliumkanélen mit daraus folgender Hemmung von Kalziumkanélen
und Aktivierung der Kalziumpumpe in das sarkoplasmatische Retikulum (SR) zu einer Abnahme der
intrazelluldren Kalziumlevel fiihrt. Niedrige Kalziumlevel reduzieren die Kontraktilitdt der Aktin-/
Myosinfilamente (iber eine Inhibierung der Myosin-Leichtkettenphosphorylierung (MLCP) und fiihren
damit zur Relaxation. Abbildung aus (104), modifiziert nach (105)

2.3.2.1 NO-Synthasen
NO wird von verschiedenen Isoenzymen der NO-Synthase (NOS, nitric oxide
synthase) produziert, wobei derzeit drei Isoformen bekannt sind (91). Die neuronale

NO-Synthase (nNOS, NOS-1) ist ein low output-Enzym, das konstitutiv in Neuronen
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exprimiert ist. Die induzierbare NO-Synthase (iNOS, NOS-2) ist ein high output-
Enzym, das durch Zytokine induziert wird und in fast allen Zelltypen exprimiert
werden kann. Die endotheliale NOS (eNOS, NOS-3) ist ein low output-Enzym, das
konstitutiv in Endothelzellen exprimiert ist. High und low output bedeutet in diesem
Zusammenhang nicht die Arbeitsgeschwindigkeit, sondern die Ca?*-abhangige (low
output, da pulsatil) bzw. Ca?*-unabhangige (high output, da dauerhaft aktiv) NO-
Produktion (106).

Die in Zusammenhang mit Hypertonie wichtigste Isoform ist die eNOS, da das von
ihr im Endothel produzierte NO einen Hauptfaktor zur Vasodilatation der
Lungengefalle darstellt (91). Daher soll im Folgenden hauptsachlich die eNOS

beschrieben werden.

NADP NADP
REDUCTASE DOMAINS
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Abbildung 7: Funktionsweisen der NO-Synthase im physiologischen (Ill) und im durch oxidative
Schéden entkoppelten (I und Il) Zustand. (I): Funktion als Monomer: Produktion von Superoxid durch
Ubertragung der Elektronen auf molekularen Sauerstoff. (Il): Funktion als Homodimer in Abwesenheit
von L-Arginin und BHa: Produktion von Superoxid durch direkte Ubertragung der Elektronen auf
molekularen Sauerstoff. (Ill): in Anwesenheit von L-Arginin und Tetrahydrobiopterin (BH4) werden die
Elektronen von NADPH d(ber FAD und FMN sowie Calmodulin (CaM) auf die prosthetische
Hémgruppe (Haeme Fe) (bertragen und in einer Oxidationsreaktion L-Arginin unter
Sauerstoffverbrauch zu NO und L-Citrullin oxidiert. Wird BH4 durch ROS oxidiert, entsteht das BH3-
Radikal und die eNOS entkoppelt. Als kompetitive Hemmstoffe fungieren ADMA (asymmetrisches
Dimethylarginin) und Arginase, die die NO-Produktion verlangsamen. Abbildung aus (110)

Endotheliale NO-Synthasen sind Homodimere, d.h. zwei identische miteinander
verbundene Monomere. Sie enthalten jeweils eine Oxygenasedomane und eine
Reduktasedomane und sind Uber eine Hamgruppe und ein Tetrahydrobiopterin-

(BH4-) Molekul miteinander verbunden (106). An der Reduktasedomane binden die
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Koenzyme NADPH, FAD und FMN, die fir den Elektronentransport zustandig sind.
Die Oxygenasedomane bindet die prosthetische Hamgruppe sowie BHa4, Sauerstoff
und L-Arginin (107, 108). Die Reaktion kann durch die Ca?*-abhangige Bindung von
Calmodulin  (CaM) beschleunigt werden, und zwar sowohl innerhalb der
Reduktasedomane (Elektronentransport von NADPH zu den Flavonukleotiden) als
auch die Ubertragung von der Reduktase- auf das Hamzentrum der
Oxygenasedomane (109). Die Funktionsweise ist in Abbildung 7 dargestellt.

Neben der pulsatilen Aktivierung des Enzyms lber Ca?* und Calmodulin findet auch
eine Enzyminduktion durch Phosphorylierung der Aminosaureseitenkette Ser1177
als Reaktion auf Scherkrafte im Gefal} statt (111).

Eine Phosphorylierung an Thr495 dagegen fuhrt zu einer verminderten
Enzymaktivitat. Dies passiert hauptsachlich in Abwesenheit aktivierender Reize
vermittelt durch die Proteinkinase C (111, 112)

Verschiedene Reize kdnnen dazu fuhren, dass die eNOS ihre Funktion von einem
NO-produzierenden zu einem Superoxid-produzierenden Enzym andert, was als
entkoppelte eNOS bezeichnet wird (siehe Abbildung 7).

Zu diesen Reizen gehort eine erhdohte Konzentration von ROS (z.B. durch NADPH-
Oxidaseaktivitat), was zu einer Phosphorylierung und S-Glutathionylierung an
verschiedenen Aminosaureseitenketten der eNOS fuhrt (113, 114).

AuRerdem sind verminderte L-Arginin- und BHs-Verfugbarkeit sowie Peroxynitrit-
vermittelte Oxidation des Zink-Schwefel-Clusters an der Bindungsstelle der eNOS-
Dimere Ausloser fur eine Entkopplung (106, 115).

Entkopplung bedeutet dabei, dass es zu einem Verlust der Elektronen im Verlauf der
Elektronentransportkette kommt. Diese werden dann auf molekularen Sauerstoff
Ubertragen, sodass anstelle von NO nun O2 entsteht (114).

BH4 als wichtiges Enzym zur Stabilisierung der eNOS sowie als Elektronenlieferant
wird durch die Einwirkung von RONS oxidiert und steht damit nicht mehr als
Reaktionspartner zur Verfugung. Physiologischerweise ist BHs an der
Elektronubertragung von NADPH auf den Eisenkomplex und weiter auf L-Arginin
beteiligt und wird dabei zum BHs*-Radikal oxidiert. Dieses wird in einer
angeschlossenen Reaktion direkt wieder zu BHs recycelt. Da BHs sehr
reaktionsfreudig mit Oxidantien reagiert, fuhrt eine ROS-Belastung schnell zu einer
verminderten Bioverfugbarkeit von BH4 (113).

Auch Peroxynitrit reagiert mit BH4 und oxidiert es zu Dihydrobiopterin (BH2), wodurch

das Koenzym nicht mehr fur die 0.g. Reaktion zur Verfugung steht (116).
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Somit wirken RONS nicht nur direkt Uber eine Enzymschadigung, sondern auch
indirekt Uber eine Depletion von BH4 negativ auf die NO-Produktion.
Verminderte NO-Level fuhren wiederum zu einer verminderten Gefaldilatation und

damit zu einer vaskularen Dysfunktion und Hypertonie.

2.3.3 Antioxidative Mechanismen

Der Korper ist standig oxidativen Prozessen ausgesetzt, die potentiell schadigend
auf Zellen, Proteine und Signalwege wirken kdonnen. Daher gibt es schitzende
Mechanismen, welche durch Superoxiddismutasen, Hamoxygenasen, Katalasen,
Glutathionperoxidasen und Thioredoxinsysteme RONS abfangen und in
unschadliche Molekule wie Wasser und Sauerstoff umwandeln kénnen (117). Im

Folgenden soll auf einige Mechanismen genauer eingegangen werden.

2.3.3.1 Superoxiddismutasen

Ein Hauptabwehrmechanismus des Korpers gegen ROS, insbesondere gegen
Superoxid, besteht in der Umwandlung mithilfe der Superoxiddismutasen (SOD) zu
Wasserstoffperoxid, welches dann Uber die Katalasen weiter zu Wasser und
Sauerstoff abgebaut werden kann (117).

In Saugetieren existieren drei Isoformen der SOD: die zytoplasmatische Cu/ZnSOD
(SOD1), die mitochondriale MnSOD (SOD2), und die extrazellulare Cu/ZnSOD
(SOD3 oder ecSOD) (117, 118). Alle Isoformen enthalten ein katalytisches Metall
(Kupfer oder Mangan) im aktiven Zentrum, das wahrend der Reaktion seine
Oxidationszahl andert (119).

Wie in Abbildung 8 zu sehen, reagiert Superoxid mit NO zu Peroxynitrit und
inaktiviert es damit. Peroxynitrit ist ein hochreaktiver oxidativer Stoff, der weitere
Schaden in der Zelle anrichtet, wie Membranschadigung, DNA-Schaden oder
Nitrierung und damit Inaktivierung von Enzymen (117, 120). Die SOD sorgt also
durch ihre Arbeit daflr, dass NO bioverfugbar bleibt und seine protektiven Aufgaben
erfullen kann und verhindert Zellschaden, die durch Peroxynitrit oder Superoxid
entstehen warden (121).

Fur die Gefalfunktion spielt insbesondere die SOD3 oder ecSOD eine wichtige
Rolle, da diese extrazellular zwischen Endothel und glatter Muskelschicht lokalisiert
ist, dort, wo NO entlangdiffundieren muss, um von seinem Produktions- zum Wirkort

zu gelangen (117, 122, 123). Dies konnte in verschiedenen tierexperimentellen
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Studien gezeigt werden. Dabei flhrte ein Einschleusen der ecSOD mittels
adenovirenvermitteltem Gentransfer zu einer Verbesserung von altersbedingter
Gefaldysfunktion, vaskularem Widerstand und hohem Blutdruck bei Hypertonie und
Herzinsuffizienz im Tiermodell (123-126). Andersherum entwickelten Tiere mit
ecSOD-Defizienz eine vaskulare Dysfunktion, die sich durch Zuflihren von externer
ecSOD verhindern liel3 (117).

NO* o ONOO-\
* Nitric Oxide ]+ Super%xide J\ Peroxynitrite

sop

Superoxide
Dismutase

H.O.4.04
Hydrogen Peroxide

Abbildung 8: Biochemie freier Radikale: NO reagiert mit Superoxid zu dem hochreaktiven Peroxynitrit.
Die Superoxiddismutase entgiftet Superoxid, indem es daraus Wasserstoffperoxid und molekularen
Sauerstoff bildet. Abbildung aus (121)

Allerdings kann die ecSOD durch Wasserstoffperoxid, also durch ihr eigenes
Reaktionsprodukt, inaktiviert werden. Dabei bindet Wasserstoffperoxid an das aktive
Zentrum, das Kupferion, und verandert dabei dessen Oxidationsstufe. Experimentell
konnte dies durch die Gabe von Harnsdure als Antioxidans oder Katalase als

Wasserstoffperoxid-abbauendes Enzym verhindert werden (127, 128).

2.3.3.2 Hamoxygenasen

Hamoxygenasen (HO) sind fur den Abbau von Ham zu Biliverdin, Eisen und
Kohlenmonoxid zustandig (siehe Abbildung 9). Es existieren zwei bekannte
Isoformen, die induzierbare HO-1 und die konstitutive HO-2 (129). Die HO-2 scheint
insbesondere bei der Neuroprotektion eine Rolle zu spielen (130), wahrend die HO-1
eine protektive Rolle bei kardiovaskularen Erkrankungen Ubernehmen kann (131).
Seine protektive Wirkung entfaltet die HO-1 einerseits Uber den Abbau von Ham-
Molekulen, die im Endothel zu oxidativen Schaden fuhren wirden, und andererseits
Uber seine Abbauprodukte Eisen, Biliverdin und Kohlenmonoxid (siehe Abbildung
10). Ham ist ein pro-oxidatives Molekul, das an der Entstehung von oxidativen
Radikalen beteiligt ist (132).
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Eisen an sich ist ebenfalls ein pro-oxidatives Molekul, das allerdings die Bildung von
Ferritin, dem Speicherprotein fur Eisen, stimuliert und damit unter dem Strich zu
niedrigeren Mengen an freiem Eisen fuhrt (133).

Kohlenmonoxid (CO) ist ein Aktivator der sGC, ein Stimulator von Ca?*-abhangigen
Kaliumkanalen, verhindert eine Plattchenaggregation und hat antiatherosklerotische,

antiapoptotische und proangiogenetische Effekte (132, 134).

HEME (pro-oxidant)

NADPH
0,
cytochrome.c P?§0 Reductase HEME
(signaling) \app OXYGENASE
H,O

Fe “*(pr@-oxidant)
\
CO (signaling )
Bilirubin " Biliverdin
(antioxidant) Z S \(antioxidant)
NADP NADPH \

Biliverdin reductase Y
(kinase) Ferritin
(antioxidant)

Abbildung 9: Enzymatische Reaktion von Hé&moxygenasen (HO). H&m wird aus Hamproteinen
freigesetzt und wird durch die HO unter Energieverbrauch (Sauerstoff und NADPH) zu Eisen,
Kohlenmonoxid und Biliverdin abgebaut. Eisen induziert die Bildung von Ferritin. Biliverdin wird weiter
zu Bilirubin reduziert. Abbildung aus (134)

Biliverdin wird Uber die Biliverdin-Reduktase weiter zu Bilirubin abgebaut und ist
ebenso ein antioxidatives Molekul wie sein Abbauprodukt Bilirubin. Beide konnten
z.B. effektiv eine Lipidperoxidation sowohl in Zellkultur als auch im Tiermodell
verhindern (132, 135, 136). Bilirubin konnte jedoch in Versuchen noch potenter einer
3-Nitrotyrosinbildung entgegenwirken als Biliverdin (137, 138).

Durch eine vermehrte HO-1-Expression konnten nicht nur die Level an 3-Nitrotyrosin,
sondern auch an zelluldarem Ham und Superoxid signifikant verringert werden (139).
Zu den induzierenden Reizen der HO-1 zahlen NO (z.B. durch PETN-Therapie),
Schwermetalle, reaktive Sauerstoffspezies wie Wasserstoffperoxid (Uber Nrf2), freies
Ham, z.B. in Form von Protoporphyrin IX, und einige Transkriptionsfaktoren, die
durch oxidativen Stress aktiviert werden, wie Nrf2, AP-1, HIF-1, heat-shock factor
und NF-kB (139-141).
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Allerdings scheint die HO-1 nicht nur positive Eigenschaften zu haben, sondern bei
Ubergewichtigen auch eine Rolle bei der Entwicklung von Folgekrankheiten wie

Diabetes mellitus zu spielen (142).

Hemopexin Haptoglobin
\( Hemoglobin 1
) ) TN
H,0,
| Py o _— @
. @ / 66 Methemoglobin d% 123

Sensitization

|

Ferritin f
Ferroxidase
Iron storage

Oxidative damage Oxidative resistance

Endothelium

. Red blood cell @ Heme
‘:@ | Mononuclear cell <€ <@ Fe Heme degradation
1 6% | Polymorphonuclear cell Low-density lipoprotein

Abbildung 10: Oxidativer Stress aus Erythrozyten und Adaptationswege (ber HO-1: 1) Verlust von
Hémoglobin aus Erythrozyten; 2a/b) Oxidation von Hé&moglobin;, 3) Abbau von Ha&m aus
Methémoglobin; 4) Aufnahme von H&m in Endothelzellen und Sensitivierung fiir oxidativen Stress; 5)
Hémaufnahme in LDL; 6) oxidative Modifizierung von LDL; 7a/b) oxidativer Stress durch oxLDL und
Oxidantien aus Leukozyten; 8) Adaptation an oxidativen Stress und erhéhte freie Eisenspiegel aus
Héam-Abbau via Hochregulation der HO-1 und Ferritin. Ferritin-Hochregulation fihrt mittelfristig zu
verringerten freien Eisenspiegeln und damit vermindertem oxidativen Stress durch die Fenton
Reaktion. Abbildung aus (133)

2.3.4 Endothelin-Signalweg

Endothelin-1 (ET-1) ist ein sehr stark vasokonstriktorisch wirkendes Peptidhormon,
das hauptsachlich in den Gefallendothelzellen gebildet wird und seine Wirkung Uber
die membranstandigen G-Protein-gekoppelten Endothelinrezeptoren A und B
(ETA/ETg) entfaltet (143).

Neben ET-1 existieren noch zwei weitere bekannte Isoformen, ET-2 und ET-3, die
unter anderem in Gefalden, Herz, Lunge, Nieren, Darm, Magen, Ovarien und Gehirn

exprimiert werden (144).
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Hier soll speziell auf ET-1 eingegangen werden, da diese Isoform eine wichtige Rolle
in der PAH spielt (143).

Eine Aktivierung des in glatten GefaBmuskelzellen exprimierten ETa-Rezeptors fuhrt
Uber die Kopplung mit der Phospholipase C, Freisetzung von Inositoltrisphosphat
(IP3) und Offnung des IP3-regulierten Kalzium-Kanals im endoplasmatischen
Retikulum zu einer Vasokonstriktion sowie Zellproliferation, wahrend die Aktivierung
des endothelstandigen ETgi-Rezeptors Uber NO- und Prostazyklinfreisetzung zur
Vasodilatation fuhrt und fur eine Clearance des zirkulierenden ET-1 zustandig ist
(143). Der ETa-Rezeptor ist dabei mit 85% deutlich ausgepragter in Gefallen
exprimiert (144).

Des weiteren konnen ETg2-Rezeptoren insbesondere bei Hypertonie auch in den
glatten Muskelzellen exprimiert sein, wo sie wie ETa-Rezeptoren zu einer
Vasokonstriktion und Zellproliferation fuhren (145).

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Endothelin-1 zu einer
erhohten Superoxidproduktion sowohl in vivo als auch ex vivo fuhrt, wobei unter
anderem eine erhdohte Expression der NADPH-Oxidase als Superoxidquelle
ausfindig gemacht werden konnte (146-149). Hierbei kann eine direkte Aktivierung
der Proteinkinase C (PKC) durch Diacylglycerol (als Nebenprodukt der IP3
Generierung durch die Phospholipase C) und nachfolgende PKC-vermittelte NADPH
Oxidase-Aktvierung vermutet werden (150, 151). Andersherum konnte aber auch
gezeigt werden, dass Superoxid die endothelinvermittelte Vasokonstriktion und die
Endothelinexpression selbst durch eine oxidative Stabilisierung des ET-1 Promotors
verstarkte, sodass von einer gegenseitigen Wechselwirkung ausgegangen werden
kann (152-155). Die Freisetzung und Wirkung von ET-1 im Gefal3system ist in
Abbildung 11 dargestellt.

Die Hauptmenge an ET-1 scheint im Endothel aller Gefal3typen produziert zu
werden, wobei auch in vielen anderen Zelltypen ET-1 gemessen werden kann (144).
ET-1 entsteht Uber die Zwischenstufen Pro-ET-1 und Big ET-1 aus Preproendothelin
(preproET-1). Es wird einerseits kontinuierlich aus Endothelzellen freigesetzt und
tragt damit zur Aufrechterhaltung des Gefaldtonus bei, andererseits fuhren Stimuli
wie Scherkrafte, Hypoxie, Hyperoxie, ROS, Wachstumsfaktoren, Zytokine,
Katecholamine, Insulin, Thrombin oder Angiotensin Il zu einer Erhdhung der
preproET-1 mRNA und Ausschuttung von Endothelin aus speziellen Vesikeln (144,
156).
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ET-1 ist nicht nur fir den Gefal3tonus wichtig, sondern spielt eine entscheidende
Rolle auch fur neurologische Funktionen, fir den Wasser- und Saure-Basen-
Haushalt, bei Karzinomwachstum und -progression sowie Autoimmunkrankheiten
(157-161).

Physiological or
pathophysiological
external stimulus

Clearing receptors in
liver, kidney & lungs

Dilatation Constriction

Smooth muscle cell
big ET-1

Abbildung 11: Synthese und Wirkung von ET-1. ET-1 wird kontinuierlich aus Vesikeln der
Endothelzellen freigesetzt und ist damit an der Aufrechterhaltung des Gefél3tonus beteiligt. AuBerdem
wird ET-1 durch externe Stimuli aus Weibel-Palade-Kérperchen freigesetzt. Das abluminal
freigesetzte ET-1 wirkt in humanen Gefél3en hauptséchlich an den ETa-Rezeptoren der angrenzenden
glatten Muskelzellen, wobei einige wenige ETs-Rezeptoren ebenfalls an der glatten Muskelzelle sitzen
und zur Vasokonstriktion fiihren. Ein Teil des ET-1 interagiert autokrin mit endothelialen ETs-
Rezeptoren und fiihrt (ber eine Freisetzung von NO zu einer Limitierung der Vasokonstriktion.
Abbildung aus (144)
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Auch bei der Pathogenese der PAH spielt ET-1 eine grol3e Rolle. Generell sind ET-
Rezeptoren schon frih in der neonatalen Entwicklung in der Lunge ausgebildet und
an der Lungenreifung beteiligt (162). In unterschiedlichen Modellen der PAH und bei

Erkrankten wurden erhdhte Level an Endothelin gemessen (163-165).

2.3.5 Inflammation

Vaskulare Dysfunktion, oxidativer Stress und Inflammation gehen bei
kardiovaskularen Erkrankungen oft Hand in Hand. Die Zusammenhange wurden von
Siti et al. in einem Review zusammengefasst (166).

Inflammatorische Prozesse gehen einher mit erhdhter Interleukinproduktion,
vermehrter Produktion von Kolonien-stimulierenden Faktoren (CSF) und Produktion
verschiedener Chemokine (167). Im Endothel kommt es zu vermehrter Immigration
von Leukozyten und Granulozyten, die wiederum die Produktion von Zytokinen
induzieren. Am Beginn des Regelkreises stehen unter anderem Scherkrafte und
Hypoxie, was die Verbindung mit der PAH deutlich macht.

FUr die Immigration von Leukozyten und Granulozyten werden Adhasionsmolekile
bendtigt, von denen bereits eine ganze Reihe identifiziert wurde. Unter anderem
zahlen hierzu Selektine, Integrine und Superimmunglobuline (168). Letztere bzw.
speziell ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) und VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule) sollen aufgrund ihrer Relevanz fur die vorliegende Arbeit naher
beleuchtet werden.

Beide sind Adhasionsmolekile und damit integrale Membranproteine mit
extrazellularer Glykosylierung an den Bindungsregionen.

ICAM-1  wird exprimiert auf Leukozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und
Epithelzellen. Es ist an der Zell-Zellkommunikation beteiligt, indem es zum Beispiel
die Extravasation der Leukozyten bei einer Inflammationsantwort oder die
Einwanderung in Lymphknoten ermoglicht. Es ist aber auch Angriffsflache fur Viren
und Parasiten. So konnte ICAM-1 zum Beispiel als Rezeptor fur Rhinoviren und
Plasmodium falciparum identifiziert werden (170-173).

VCAM-1 wird auf aktivierten Endothelzellen exprimiert. Hauptsachliche Funktion ist
die Interaktion zwischen Endothel und Lymphozyten und Makrophagen im Falle einer
Entzindungsreaktion (174).

Eine verstarkte Expression der Adhasionsmolekile wird unter anderem induziert
durch Interleukine und Tumornekrosefaktoren (TNF) (172-174).
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Abbildung 12 zeigt schematisiert den Ablauf einer Adhasion und Immigration

wahrend einer Inflammationsreaktion.

initial adhesion I
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Abbildung 12: Adhésion und Immigration der Leukozyten wéhrend einer Inflammationsreaktion. Im
ersten Schritt werden durch Stimulation mittels proinflammatorischer Zytokine E-Selektine auf
Endothelzellen exprimiert, an denen Leukozyten mithilfe von Liganden lose anhaften kénnen und
dann in Richtung des Blutflusses am Endothel entlang ,rollen”. Diese rollenden Leukozyten werden
dann im zweiten Schritt mittels lokal freigesetzter Chemokine aus Makrophagen und Endothelzellen
aktiviert und exprimieren daraufhin Integrine auf ihrer Zelloberfléche, die es ihnen erméglichen, durch
Interaktion mit Adh&sionsmolekiilen wie ICAM-1 und VCAM-1 fester an den Endothelzellen zu haften.
Dies ermdglicht den dritten Schritt, die transendotheliale Migration. Abbildung aus (169)
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2.4 Organische Nitrate

Nitroglycerin action in patients with chest pain
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Abbildung 13: Wirkung von Nitraten bei akuten Brustschmerzen. Abbildung aus (121)

Organische Nitrate wie Glyceroltrinitrat (GTN), Isosorbid-5-mononitrat (ISMN),
Isosorbiddinitrat (ISDN) und Pentaerythrityltetranitrat (PETN) sind NO-Donoren und
werden zur akuten Therapie von Angina Pectoris, Myokardinfarkt, Herzinsuffizienz
und Hypertonie angewendet (121).

Sie wirken Uber eine Dilatation der vendsen Kapazitatsgefalle, der groReren
Koronararterien und der Aorta, wahrend Arteriolen mit einem GefalRdurchmesser
<100 um nitratresistent sind (175, 176). Dies fuhrt zu einem vendsen Pooling und
Vorlastreduktion, was wiederum zu einer verminderten Druckbelastung in den
Ventrikeln und damit zu einer verminderten Wandspannung fihrt, wodurch einerseits
der kardiale Sauerstoffverbrauch vermindert und andererseits Uber eine Steigerung
des diastolischen Flusses in den Koronararterien die Sauerstoffversorgung des
Herzmuskels verbessert wird (177). Auch die Nachlast wird Gber Mechanismen wie

das Pooling und uber direkte vasodilatative Wirkung in der Aorta gesenkt und damit
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eine bestehende Herzinsuffizienz verbessert (178). Veranschaulicht wird dies in
Abbildung 13.

Ihre Wirkung entfalten organische Nitrate Uber eine NO-Freisetzung (siehe Abbildung
14), was zur weiter oben beschriebenen Aktivierung der |6slichen Guanylatzyklase,

Ca?*-Inhibition und Relaxation der glatten Muskelzellen fihrt (siehe Kapitel 2.3.2).

low potency nitrates
high potency nitrates o0, ISMN,
GTN, PETN

d
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Abbildung 14: Bioaktivierung organischer Nitrate. Links sind die hochpotenten organischen Nitrate
abgebildet (GTN, PETN), die in niedrigen Dosierungen (<1 umol/l) (ber die mitochondriale
Aldehyddehydrogenase (ALDH-2) bioaktiviert werden. Uber die Reduktaseaktivitét werden diese in
ihre denitrierten Metabolite (1,2-Glyceryldinitrat, PETriN, PEDN) abgebaut. Uber drei Wege erfolgt die
Bildung von NO: 1.) {ber direkte NO-Bildung (lber die ALDH-2, 2.) (iber eine Reduktion von NOz
(Nitritanion) zu NO Uber mitochondriale Cytochrom C-Oxidase und 3.) liber eine Reduktion von NO2
tber die zytosolische Xanthinoxidase. Auf der rechten Seite ist die Bioaktivierung von den
niedrigpotenten organischen Nitraten ISDN und ISMN, aber auch GDN, PEDN sowie von
hochdosierten GTN und PETN (>1 umol/l) lber P450-Enzyme im endoplasmatischen Retikulum
dargestellt, die zu einer direkten NO-Freisetzung fiihrt. Abbildung aus (121)

Allerdings konnte durch die Behandlung mit Nitraten zwar eine Verbesserung von
Symptomen, aber kein Vorteil im Langzeitiberleben von Patienten mit
Myokardinfarkt festgestellt werden (179, 180). Im Gegenteil war die Prognose in
einigen Studien sogar schlechter durch eine chronische Nitratbehandlung nach

Myokardinfarkt (181, 182) oder bei Diabetes mellitus und Koronarintervention (183).
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Abbildung 15: Molekulare Mechanismen der Nitrattoleranz. Bereits nach einem Tag kontinuierlicher
Verabreichung einer niedrigen Dosis Glyceroltrinitrat (GTN) kommt es zu einer neurohormonalen
Gegenregulation durch erhbéhte Katecholamin- und Vasopressin-Plasmalevel, erhéhtes intravasales
Volumen und Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) (Pseudotoleranz). Nach
drei Tagen entwickelt sich eine endotheliale und muskulédre Dysfunktion (vaskulére und Kreuztoleranz)
durch verschiedene Mechanismen: 1) erhdhte Superoxidproduktion durch Proteinkinase C (PKC)-
vermittelte Aktivierung der NADPH-Oxidase und in Mitochondrien; 2) direkte Hemmung der NO-
Synthase (NOS) durch die PKC; 3) Entkopplung der eNOS durch reduzierte Verfligbarkeit von BH4
durch Peroxinitrit-induzierte Oxidation des BH4 und reduzierte Expression der GTP-Cyclohydrolase-1
(GTPCH); 4) Uberempfindlichkeit auf Vasokonstriktoren durch erhéhte PKC-Aktivitét in glatten
Muskelzellen; 5) verminderte GTN-Aktivierung durch Hemmung der Aldehyddehydrogenase 2 (ALDH-
2); 6) Hemmung der I6slichen Guanylatzyklase (sCG) durch Superoxid und Peroxynitrit; 7) vermehrter
Abbau des cGMP durch Phosphodiesterasen (PDE); 8) Hemmung der Prostazyklinsynthase (PGI2-S)
durch Peroxynitrit und damit verminderte Prostazyklinsynthese. Abbildung aus (121)

In ihrer langfristigen Anwendung sind organische Nitrate aul3erdem limitiert, da es zu
einer Toleranzentwicklung, oxidativem Stress und GefalRdysfunktion kommt (13,
121), siehe Abbildung 15. Dies konnten Grlnde fur das schlechte Outcome bei einer
Nitratbehandlung sein (178).

Aktiviert werden die meisten Nitrate Uber die Aldehyddehydrogenase (ALDH-2)
(184). Durch die Entstehung von oxidativem Stress durch chronische Nitrattherapie
kommt es allerdings zur Inaktivierung der ALDH-2, so dass die Nitrate nicht mehr zu

NO biotransformiert werden kdnnen und ihre Wirkung verlieren (185).
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Diese negativen Effekte bei chronischer Administration konnten allerdings nicht bei
PETN beobachtet werden (13, 121, 186). Daher wurde dieses Nitrat in Hinblick auf
moglicherweise bessere Anwendungsmdglichkeiten in verschiedenen Studien
getestet, unter anderem in experimentellem Diabetes mellitus, experimenteller ATII-
induzierter Hypertonie sowie in einer klinischen Phase-IlI-Studie bei stabiler Angina
pectoris (20, 21, 187) wund konnte dabei jeweils als bevorzugte
Behandlungsmdglichkeit identifiziert werden (Vergleich Diskussion).

Im Folgenden daher ein Uberblick (iber PETN:

2.41 PETN

LON o>< ONO,
LONO ONO,
Abbildung 16: Strukturformel PETN

Pentaerythrityltetranitrat (PETN) gehdrt zu den organischen Nitraten und findet
sowohl als Medikament als auch als Sprengstoff Verwendung. Im Gegensatz zu GTN
enthalt PETN 4 Nitratgruppen (Abbildung 16).

In Studien an gesunden humanen Probanden konnte gezeigt werden, dass eine
dauerhafte Behandlung mit PETN im Gegensatz zu GTN einen gleichbleibenden
vasodilatatorischen Effekt hatte, keine Entwicklung von oxidativem Stress
beglnstigte und keine GefalRdysfunktion ausloste (15, 16).

Diese protektiven Effekte werden Uber eine Induktion der Hamoxygenase (HO-1) mit
einhergehender Erhohung der Ferritin-, Bilirubin- und Kohlenmonoxid-(CO-)Level
sowie eine Induktion der ecSOD hervorgerufen (19, 20, 188-191). Ferritin bindet
Eisen und verhindert damit eine Bildung von Hydroxylradikalen, Bilirubin ist ein
Antioxidans und CO aktiviert die sGC, was zu einer Vasodilatation fuhrt (siehe auch
Kapitel 2.3.3.2).

Allerdings fihrt PETN wie andere organische Nitrate zu den nitrattypischen
Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen, Hypotonie und Tachykardie, wobei die
Toxizitat aber sehr gering und damit die therapeutische Breite grof3 ist (192).

Die Aktivierung erfolgt wie auch bei GTN uber die ALDH-2, wobei es durch die
fehlende Entwicklung von oxidativem Stress nicht zur Inaktivierung der ALDH-2 und
damit nicht zur Toleranzentwicklung kommt (193).

Die Zusammenfassung der protektiven Effekte von PETN findet sich in Abbildung 17.



Literaturdiskussion 31

Abbildung 17: Vorbeugung einer Nitrattoleranz und endothelialer Dysfunktion durch Therapie mit
PETN. Im Gegensatz zu GTN stimuliet PETN die Expression des protektiven Enzyms
Hédmoxygenase 1 (HO-1), die durch ihre antioxidativen Reaktionsprodukte wie Bilirubin und
Kohlenmonoxid (CO) zu einer Reduktion der ROS und einer Aktivierung der sGC beitrdgt. Durch die
ebenfalls beim Metalloporphyrinabbau entstehenden freien Eisenmolekiile wird die Produktion von
Ferritin angeregt, was langfristig toxische Spiegel freien Eisens senkt. Somit wird einer Entkopplung
der eNOS, mitochondrialem oxidativen Stress sowie einer Inaktivierung der ALDH-2 vorgebeugt. Dies
bewirkt eine dauerhaft erhaltene vasodilatative Wirkung von PETN und eine erhaltene Gefal3funktion.
Abbildung aus (194)
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Chemikalien

Bezeichnung
2-Mercaptoethanol (B-ME)
Acetonitril

Acetylcholinchlorid
Acrylamide-bis solution 40%
Albumin Fraktion V (BSA)
Amersham Protran 0,45 um
Nitrocellulose Blottingmembran
Ammoniumpersulfat (APS)
Aprotinin

Aqua B. Braun

Benchmark™ Protein Ladder
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCly)
Cytochrom C (12384 g/mol)
Detection Solution 1 Peroxidase
Detection Solution 2 Luminol
Dextran 500 (500000g/mol)
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Di-Natriumhydrogenphosphat
Dihydroethidium 95% (DHE)
DMSO (Dimethylsulfoxid 99,5%)
DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)-
Radikal

DTT (Dithiothreitol)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM)

Firma

Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Bio-Rad Laboratories, Munchen
Carl Roth, Karlsruhe

GE Healthcare, Chicago, USA

Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg

B. Braun, Melsungen
Invitrogen, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Fluka & Riedel, Seelze
Sigma-Aldrich, Hamburg
Thermo Fisher Scientific, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Fluka & Riedel, Seelze
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg

AmershamLife Science,

Buckinghamshire, GroRbritannien

Sigma-Aldrich, Hamburg

32



Material und Methoden

EDTAfree COMPLETE Protease-
Inhibitor-Cocktail

Essigsaure 100% (Eisessig)
Endothelin-1
Acetyl-(Ala11.15)-Endothelin-1 (6-21)
(BQ3020)

Entellan

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglykol-bis (aminoethylether)-
N,N,N’,N’-Tetraessigsaure (EGTA)
fetales Kalberserum

Glukose 45%

Glycerol

Glycin

GTN (Glyceroltrinitrat)
Guanidinthiocyanat

Hamatoxilin

HCI (Salzsaure)

Heparin-Natrium

Hepes

Histopaque 1077

Hypoxanthin (136,11 g/mol)
Indomethazin

Isoamylalkohol

Isofluran

Isopropanol (2-Propanol)
Isopropylalkohol 100%, 96%, 70%
Kaliumchlorid (KCI)

L-Glutamin

L-012 (8-Amino-5-Chloro-7-Phenylpyrido
[3,4-d]pyridazin-1,4-(2H,3H)Dion)
Leupeptin HCI

Luzigenin

Roche, Mannheim

AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Hamburg

Bachem, Schweiz

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg

PAA Laboratories, Colbe
Sigma-Aldrich, Hamburg
AppliChem, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
G. Pohl-Boskamp, Hohenlockstedt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Ratiopharm, Ulm
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Fluka & Riedel, Seelze
Sigma-Aldrich, Hamburg
AppliChem, Darmstadt
Abbot, Wiesbaden

Aug. Hedinger, Stuttgart
Hedinger, Stuttgart
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Hamburg

Wako Chemicals, Neuss

Sigma-Aldrich, Hamburg
Fluka & Riedel, Seelze
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Magnesiumsulfat (MgSOa)

Mallory Rot

Methanol

Milchpulver (MLK)

N-Laurylsarcosine

Na-Acetat

Na-Citrat

NaCl-Lésung, isoton (0,9%)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumpyruvat

Nitrolingual

Phorbolesterdibutyrat (PDBu)
Penicillin-Streptomycin (PenStrep)
Pepstatin A

PETN (Pentaerythrityltetranitrat, 25%
PETN, 75% Lactose)
Paraformaldehyd (PFA) 4%

Phenol (wassergesattigt)
Phenylephrinhydrochlorid
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Phosphatase Inhibitor Cocktail (P2850)
Phosphate buffered saline (PBS)
Phosphormolybdansaure 1%

Pierce ECL Western Blotting Substrate
PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid)
Ponceau-S Ldésung
Povidon-lod-Lésung (Braunol)
Precision Plus Protein Dual Color
Standards
Protease-Inhibitor-Cocktail (P8340)
Protein Assay Reagent A

Protein Assay Reagent B

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

VWR International, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Hamburg

B. Braun, Melsungen

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg

G. Pohl-Boskamp, Hohenlockstedt
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg

Actavis, Langenfeld

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe
VWR, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, USA
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
B.Braun, Mellsungen

Bio-Rad Laboratories, Minchen

Sigma-Aldrich, Hamburg
Bio-Rad Laboratories, Minchen

Bio-Rad Laboratories, Minchen
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Protein Assay Reagent S
QuantiTect Probe RT-PCR Kit
Roti®-Quant

Sodium dodecyl sulfate (SDS)
Spezialdiat PETN
3-Mercaptoethanol
Streptomycin

Succinat

Sucrose (Saccharose)
TEMED

TissuelLyser LT
Trichlormethan (CHCIs)

Tris-Base(Tris-(hydroxymethyl)-

aminomethan-base)
Tris-HCI(Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan-HCI)

Triton X-100

Tween-20

Roti-Histol

Zymosan A

3.1.2 Antikorper

Bezeichnung

Peroxidase labeled anti-mouse made in

horse (1:10.000)

Peroxidase labeled anti-rabbit made in

goat (1:10.000)

Anti-B-Actin-AK (1:2500) - rabbit
Anti-NADPH-Oxidase-2-AK  (1:500)

mouse

Anti-3-Nitrotyrosin-AK (1:1000) - mouse
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Bio-Rad Laboratories, Munchen
Qiagen, Hilden

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Ssniff Spezialdiaten
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Fluka & Riedel, Seelze
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Qiagen, Hilden

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg

Sigma-Aldrich, Hamburg
Fluka & Riedel, Seelze
SERVA Electrophoresis, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg

Katalog-Nr.  Firma

P1-2000 Vector Lab, Burlingame
P1-1000 Vector Lab, Burlingame
A5060 Sigma Aldrich, Hamburg
611414 BD Bioscience, USA
05-233 Millipore, Billerica, USA
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3.1.3 TagMan® Primer

Bezeichnung Assay ID Firma

Hamoxygenase 1 (Hmox1) Rn00561387_m1 Thermo Fisher Scientific, USA
Endothelin-1 (Edn1) Rn00561129_m1 Thermo Fisher Scientific, USA

Endothelin-1 Rezeptor A (Ednra) Rn00561137_m1 Thermo Fisher Scientific, USA
Endothelin-1 Rezeptor B (Ednrb) Rn00569139_m1 Thermo Fisher Scientific, USA

Endothelin konvertierendes Rn00585943 m1 Thermo Fisher Scientific, USA
Enzym-1 (ECE-1)

vascular adhesion molecule-1 Hs00365485 m1 Thermo Fisher Scientific, USA
(VCAM-1)

intercellular adhesion molecule-1  Hs99999152 m1 Thermo Fisher Scientific, USA

(ICAM-1)

TATA-Box bindendes Protein Hs00427620_m1, Thermo Fisher Scientific, USA
(TBP) Rn01455646 _m1

3.1.4 Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung

S-Monovette Blutentnahmesystem
(7,5 ml Heparinrdhrchen)

96-well plate Nunclon™ Surface
Cellstar® PP-Test tubes, 15/50 ml
Einmal-Kivetten 1,5 ml halbmikro PS
Pipetten 10 ml

Einmalskalpell

Eppendorfgefalle 1,5 ml/ 2 mi

Gel Blotting Papier
MicroAmpFastOptical96wellPlate
Mini-Trans-Blot Filterpapier
Nitrozellulose Transfer Membran
Objekttrager

Optical Adhesive Covers
Pipettenspitzen (10, 200, 1000 pl)

Firma

Sarstedt, NUmbrecht

Thermo Fisher Scientific, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Brand, Wertheim/Grossostheim
Greiner, Bischofsheim

Feather Safety Razer, Osaka, Japan
Eppendorf, Hamburg
Whatman-Schleicher & Schuell, Dassel
Thermo Fisher Scientific, USA

BioRad Laboratories, Minchen
Whatman-Schleicher & Schuell, Dassel
Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Applied Biosystems, Foster City, USA
Sarstedt, Niumbrecht
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RNA-sterile Eppendorfgefalie
Pipettenspitzen mit Filter

Injekt F Spritzen

Sterican ® Injektionskanule Gr.18
Tissue-Tek® OCT™ Compound

Petrischalen

3.1.5 Gerate

Gerat

Automatischer Hamatologie-Analysator
KX-21N

Brutschrank Heracell 150i
ChemiLux Imager CsX-1400M
Cryostat CM3050 S

FeinwaageARJ 120-4M

Axiovert 40 CFL Mikroskop

HBO 50 W/AC Lampe

Heiztisch

Homogenisator RW16 Basic

In-vivo Micro-Imaging System Vevo 770
LEICA TP1020 Einbettungskarussel
Durchlichtmikroskop MZ 5400

Mini Trans-Blot Cell System
Mini-Protean-I1l-System

Minifold | vacuum dot blot device
Mikropraparierschere + Pinzette
NanoDrop 2000 UV-Vis
spectrophotometer
Organbadanlage Handgeblasene

Organbader, Transducer und Bridge

Amplifier 2x4 von Kent und PowerlLab 8sp

Eppendorf, Hamburg
Starlab, Belgien
B.Braun, Melsungen
B.Braun, Melsungen
Sakura Finetek, Staufen

Greiner, Bischofsheim

Firma

Sysmex, Norderstedt

Thermo Fisher Scientific, USA
Intas, Gottingen

Leica Biosystems, Wetzlar

Kern & Sohn GmbH, Balingen
Carl Zeiss, Jena

Osram GmbH, Munchen

Visual Sonics, Kanada

IKA Werk Laboratory Equipment
Visual Sonics, Kanada

Leica Biosystems, Wetzlar
A.KRUSS Optronic GmbH, Hamburg
BioRad Laboratories, Minchen
BioRad Laboratories, Minchen
Whatman —Schleicher & Schuell
Fine Science Tools, USA
Thermo Fisher Scientific, USA

ADInstruments, Neuseeland
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Organbader und Transducer von Radnoti,
Octal Bridge Amplifier und 8/30 Power-
Lab

PCR-device StepOnePlus™

PH-Meter Microprozesser PH211
Photometer HeAios a v4.60
Platereader Lumat LB 960

Platereader MRXc

Scanner

Semimikrowaage LE225D

Tube luminometer Lumat LB 9507
Thermostat 2761
Ultraschallhomogenisator Sonopuls
Ultraschallnadel HD 2070
Ultrazentrifuge Discovery M120SE
Vortex Genie 2 G560E

Zentrifuge Mikro 22R

Zentrifuge Rotofix 32

3.1.6 Auswertungsprogramme
Axio Vision Mikroskop Software

Gel Pro Analyzer Software

Revelation Software

StepOne Software v2.3

ADInstruments, Neuseeland

Thermo Fisher Scientific, USA
Hanna Instruments, Vohringen
Thermo Electron Corporation, USA
Berthold Technologies, Bad Wildbad
DYNEX Technologies, USA

Epson, Japan

Sartorius, Gottingen

Berthold Technologies, Bad Wildbad
Eppendorf, Hamburg

Bandelin, Berlin

Bandelin, Berlin

Sorvall Kendro Laboratory Products
Scientific Industries, USA

Andreas Hettich, Tuttlingen

Andreas Hettich, Tuttlingen

Carl Zeiss, Jena

Media Cybernetics, Bethesda, MD
DYNEX Technologies, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
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3.1.7 Puffer und Losungen

3.1.7.1 Krebs-HEPES-(KH-)Puffer

Natriumchlorid

Kaliumchlorid
Calciumchlorid
Magnesiumsulfat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Glukose

Na-HEPES
Natriumhydrogenkarbonat
pH 7,4

3.1.7.2 Organbadpuffer
Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Calciumchlorid
Magnesiumsulfat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Glukose
Natriumhydrogenkarbonat
Indometacin

pH 7,35

Temperatur 37°C

99,01 mM
4,69 mM
25 mM
1,2 mM
1,03 mM
11,1 mM
20 mM
25 mM

118,3 mM
4,69 mM
1,87 mM
1,2 mM
1,03 mM
11,1 mM
25 mM
17,875 mg in 15 ml

3.1.7.3 Krebs-HEPES-Inhibitorenpuffer

Aprotinin (1,2 mg/ml H20)
Pepstatin (2,5 mg/ml EtOH)
Leupeptin (5 mg/ml H20)
auf 10 ml KH-Puffer

3.1.7.4 PBS Ca*/Mg*
Kalziumchlorid
Magnesiumchlorid

in PBS

100 i
40 i
10 i

1 mM
1 mM



Material und Methoden

3.1.7.5 Tris-Mem-Puffer

Tris-HCI 50 mM
EDTA-free COMPLETE 1 Tablette ad 50 ml
pH 7,4

3.1.7.6 Tris-DTT-Puffer
Tris-Mem-Puffer 10 ml
DTT 17 mM

3.1.7.7 Homogenisierungspuffer (Hg-Puffer)

Tris-HCI 20 mM
Saccharose 250 mM
EGTA 3 mM
EDTA 20 mM
pH 7,5

3.1.7.8 Homogenisierungslésung (Hg-Lésung)

Protease Inhibitor Cocktail 100 pl
Phosphatase Inhibitor Cocktail 100 pl
PMSF (0,1 M in Methanol, final 0,5 mM) 50 ul
Triton X-100 100 pl

auf 10 ml Homogenisierungspuffer

3.1.7.9 Western Blot Waschlésung PBS (Phosphat Buffered Saline)

NaCl 1.5 M
Na2HPO4 2000 mM
NaH2PO4 40 mM
pH 7,6

3.1.7.10 Western Blot Waschlé6sung PBS-T
Tween-20 1 %
in PBS
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3.1.7.11 Western Blot Waschlé6sung PBS-TT
TritonX-100 3 %

Tween-20 1 %

in PBS

3.1.7.12 Western Blot Waschlésung TBS (Tris Buffered Saline)

Tris base 200 mM
Natriumchlorid 1,4 M
pH 7,6

3.1.7.13 Western Blot Waschlé6sung TBS-T
Tween-20 1%
in TBS

3.1.7.14 Lammli-Puffer (3x)

Tris-HCI (pH 6,8) 0,188 mol

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) 60 mmol

Glycerol 30 %

Bromphenolblau 0,01 %

B-Mercaptoethanol 1,5 % (erst vor Gebrauch hinzufligen)

3.1.7.15 SDS-PAGE-Laufpuffer (10x)

TRIS-Base 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 3,5 mM
pH nicht adjustiert

3.1.7.16 SDS-PAGE-Transfer-Puffer (= Blotting-Puffer)

TRIS-Base 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20 %

pH nicht adjustiert
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3.1.7.17 Trenngelpuffer
Tris-HCI 1,5 M
pH 8,8

3.1.7.18 Sammelgelpuffer
Tris-HCI 0,5 M
pH 6,8

3.1.7.19 SDS-L6sung (Sodium Dodecylsulfat) 10 %
SDS10g
auf 100 ml H20gest

3.1.7.20 Ammoniumpersulfat (APS) 10%
APS 10 g
auf 100ml H2oOgest

3.1.7.21 Blockmedien
TBS-T + 3 % BSA
TBS-T + 5 % MLK
PBS-T + 3 % BSA
PBS-T + 5 % MLK

3.1.7.22 Sammelgel 4 %

Acrylamid (40 %) 1 mi
APS (10 %) 50 i
SDS (10 %) 50 i
TEMED 5 ul
Tris-HCI (0,5 M, pH 6,6) 1,2 ml

HZOdest 3,2 ml
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3.1.7.23 Trenngel 10 %

Acrylamid (40 %) 2,5
APS (10 %) 100
SDS (10 %) 100
TEMED 10

Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8) 2,5
ad H2Ogest 4,8

3.1.7.24 Git-Puffer

Guanidinthiocyanat 4
Na-Citrat (pH 7) 25
N-Laurylsarcosine 0,5
3-Mercaptoethanol 360

3.1.7.25 DPPH-Arbeitslosung

ml

pl

pl
ml

ml

M

mM

%

pI/50 ml (vor Gebrauch zugeben)

DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl, 394,32 g/ mol)

in Methanol, finale Konzentration 50uM
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3.2 Methoden
3.2.1 Behandlung der Tiere

FUr die Experimente wurden 90 mannliche, 8 Wochen alte und ca. 250g schwere
Wistar Ratten bendtigt. Alle Tiere wurden nach dem Leitfaden fur die Pflege und
Verwendung von Labortieren (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals)
des US National Institutes of Health behandelt und der Versuchsaufbau von der
Ethikkommission der Mainzer Universitdt und dem Landesuntersuchungsamt
genehmigt (#23 177-07/G 10-1-039).

Das Monocrotalin (MCT)-Rattenmodell ist ein allgemein anerkanntes Modell zur
Induktion einer PAH, allerdings mit Einschrankungen in Bezug auf die genaue
Wiedergabe aller pathophysiologischen Merkmale der PAH beim Menschen (46-48,
195).

Bei den Ratten wurde durch die einmalige Injektion von MCT in die Vena dorsalis
penis eine pulmonale arterielle Hypertonie induziert. Wir wahlten diese
Applikationsart, da wir in unserem Labor damit bereits bei dem Tiermodell des
streptozotocininduzierten Diabetes mellitus gute Erfahrungen gesammelt und eine
sehr gute Wirksamkeit festgestellt hatten (21, 196).

Zunachst wurde durch die Gabe verschiedener Dosen MCT das beste Dosis-
Wirkungs-Verhaltnis insbesondere in Hinblick auf die geringste Sterblichkeit ermittelt.
Es wurden jeweils 30, 40 oder 60mg/kg KG MCT gespritzt und die Tiere nach jeweils
2, 4 und 6 Wochen untersucht.

Es zeigte sich, dass die Dosis von 40 mg MCT nach einer Behandlungsdauer von 4
Wochen in Bezug auf Effektivitdt und Mortalitat die besten Ergebnisse brachte,
weshalb dieses Modell fur die weiteren Untersuchungen verwendet wurde (siehe
Ergebnisteil).

Die Behandlung der Tiere mit Pentaerythrityltetranitrat (PETN) erfolgte p.o. Uber die
Nahrung (Ssniff Spezialdiaten, Soest, Germany) in einer Dosierung von 10 mg/kg
KG/Tag. Die Kontroll- und MCT-Gruppe erhielten Standardfutter.

Die Behandlung mit PETN wurde 3 Tage nach der MCT-Injektion begonnen und
erfolgte Uber 3,5 Wochen.
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3.2.2 Echokardiografie

Die Echokardiographie wurde angewendet, um den pulmonalarteriellen Druck (PAP)
zu ermitteln. Der PAP korreliert mit der pulmonalarteriellen Beschleunigungszeit
(PAAT, pulmonary arterial acceleration time), die sich anhand der parasternalen
Doppler-Messung am rechtsventrikularen Ausflusstrakt ermitteln lasst und als das
Intervall vom Beginn des Flusses bis zur maximalen Flussgeschwindigkeit wahrend
der Systole definiert ist (197).

Nach Urboniene et al. lasst sich der PAP anhand der Formel mPAP = 58.7 — (1.21 x
PAAT) errechnen und die Genauigkeit der Messung ist mit der invasiven
Kathetermessung vergleichbar (198).

Beim Menschen wird der sPAP nach Yock et al. mithilfe der Gleichung sPAP = JVP +
AP berechnet, wobei JVP der klinisch ermittelte mittlere jugularvendse Druck ist und
AP der transtrikuspidale Gradient in mmHg, der wiederum mithilfe der modifizierten
Bernoulli-Gleichung AP = 4V2 berechnet wird. Hierbei steht V flr die durchschnittliche
maximale Geschwindigkeit des trikuspidalen Refluxflusses in m/s (199).

Fir die Untersuchung wurden die Tiere in einer Kammer mit 2-4% Isofluran und
0,2L/min O2 in Narkose versetzt und diese durch eine Maske mit 1-2% Isofluran und
0,2L/min O2 aufrechterhalten.

Wahrend der Untersuchung wurden die Herzfrequenz und die rektale
Koérpertemperatur gemessen und die Temperatur Uber eine heizbare Unterlage
(Visual Sonics) bei 37°C gehalten.

Das verwendete Ultraschallgerat war ein hochauflésendes Vevo 770 System mit
25MHz Transducer (Visual Sonics) und einer Sweepgeschwindigkeit von 400-
800mm/s.

Es wurden zweidimensionale Bilder der Pulmonalklappe in der parasternalen kurzen
Achse und Doppleraufnahmen des Blutflusses an der Pulmonalklappe erstellt.

Die Echokardiographie wurde von Dr. Moritz Brandt (AG Wenzel) durchgefuhrt und

mit seiner Hilfe ausgewertet.

3.2.3 Totung und Organentnahme

Den Ratten wurden unter einer Uberdosis des Inhalationsnarkotikums Isofluran der
Bauchraum eroffnet und das Zwerchfell durchtrennt. Um die Blutgerinnung in den
Gefalden zu verhindern und um die Gefale weiter verwenden zu kénnen, wurde den

Tieren 1 ml Heparin in die linke Herzkammer des noch schlagenden Herzens injiziert.
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Dann wurde aus dem rechten Ventrikel mit einer Spritze die maximal mogliche
Menge Blut entnommen. Die Organe wurden wie in Abbildung 18 dargestellt
entnommen. Das Herz wurde entnommen, indem es von allen Gefallen abgetrennt
wurde. Die Aorta wurde von der Aufteilung in die lliakalgefalRe bis zum Aortenbogen
im Ganzen aus den Tieren herausgeschnitten. Die Pulmonalarterien wurden
entnommen, ebenso die Lungen selbst. Alle Organe wurden bis zur

Weiterverwendung in KH-Puffer und auf Eis gelagert.

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Organe, die fiir die weiteren Versuche verwendet
wurden: Lunge: blau. Herz: braun. Aorta: rot. Truncus pulmonalis und Pulmonalarterien: pink.

3.2.4 Organgewichtsbestimmung

Alle Tiere wurden vor der Tétung gewogen.

Fur die Gewichtsbestimmung der Herzen und Lungen wurden diese auf einem
Filterpapier trocken getupft und dann mit einer Semimikrowaage gewogen.

Fir jedes einzelne Tier wurden die Relationen der Herz- und Lungengewichte zum

Kdrpergewicht errechnet.
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3.2.5 Praparation der Aorten

Die Aorten wurden unter Sicht durch das Mikroskop von umliegendem Fett und
Bindegewebe befreit, ohne sie zu quetschen oder zu zerren, um das Endothel nicht
zu verletzen.

Alle Schritte wurden in KH-Puffer und auf Eis gelagert durchgefuhrt.

3.2.6 Isometrische GefalRtonusstudien (Organbad)

Hintergrund:

Im Organbad wurde die Relaxationsfahigkeit bzw. die Endothelfunktion der Aorten
und Pulmonalarterien wie von Munzel et al. vorbeschrieben uberpruft (12).
GefalRendothelien reagieren auf Acetylcholin (ACh) mit einer Relaxation. Ist das
Endothel geschadigt, diffundiert ACh zu den glatten Muskelzellen der Gefalde und
bewirkt hier eine Kontraktion (siehe auch Kapitel 5.3.4). Zusatzlich wurde die
alleinige Relaxationsfahigkeit der Gefalmuskulatur mittels Zugabe von Nitroglycerin

als NO-Donator Uberpruft.

Transducer, Kraftmesser und Ubertragung zum Computer

} » Aortenring, zwischen zwei Drahtdreiecken eingespannt

| __—» Begasung mit95% CO, und 5% O,

| —

PO

KL% innere Kammer mit Organbadpuffer und Aorta

duRere Hohlkammer mit 37°C warmem Wasserbad

( J
Y

doppelwandiges Glasgefal

Abbildung 19: Schematische Darstellung einer Organbad-Kammer

Durchfiihrung:
FuUr die Messung der Relaxationskurven im Organbad wurden die thorakalen Aorten

der Ratten von Fett und Bindegewebe befreit und in drei bis funf Millimeter lange
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Ringe geschnitten. Diese wurden in KH-Puffer auf Eis gelagert. Verwendete Gerate
waren Organbadanlage Handgeblasene Organbader, Transducer und Bridge
Amplifier 2x4 von Kent und PowerLab 8sp, ADInstruments sowie Organbader und
Transducer von Radnoti, Octal Bridge Amplifier und 8/30 Power-Lab, ADInstruments.
Die Aortenringe wurden zwischen zwei triangelférmig gebogenen Drahten
aufgespannt und ein Draht am Transducer (Kraftmesser) und einer an einem festen
Haken eingehangt. So befand sich die Aorta frei hangend im doppelwandigen
Organbad-Glasgefal} (siehe Abbildung 19).

Die auflere Kammer des Glases war mit 37°C warmem Wasser durchspult. Die
innere Kammer wurde mit dem auf 37°C vorgewarmten Organbadpuffer beflllt, der in
der Anlage mit 95% CO2 und 5% O begast wurde, um ein méglichst kérperahnliches
Milieu zu schaffen.

Dann wurde eine manuelle Vorspannung der Gefalle vorgenommen, um eine
Nulllinie festzulegen. Dazu wurden die Transducer auf 0,4 g Zuggewicht eingestellt
und alle sieben Minuten um ca. 0,6 g erhoht bis auf einen Zug von 3 g, welcher als
Nulllinie festgelegt wurde.

Nun folgte die Stimulation zur Kontraktion durch Kaliumchlorid (KCI), um die
Funktionsfahigkeit der Aorten zu prufen und die maximale Konstriktion festzustellen.
Nach Zugabe von 1 ml 2 M KCI je Aorta wurde gewartet, bis sich ein Plateauzustand
eingestellt hatte. AnschlieBend wurde das Stimulans ausgewaschen und der
Vorgang nochmals wiederholt.

Nach erneutem Auswaschen wurde 10 Minuten gewartet, bis sich die GefalRe wieder
auf ihrer Nulllinie eingependelt hatten. Die KCI ,Trainingsrunden® férderten auch die
nachfolgende Reaktionsfahigkeit auf den Vasokonstriktor Phenylephrin und die
Vasodilatatoren.

AnschlieRend wurden die Dosiswirkungskurven erstellt, indem KCI in steigenden
Dosen von 5 mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM und 80 mM zugefugt wurde.

AnschlieRend wurde das Gefald wieder ausgewaschen und zehn Minuten gewartet,
bis es sich auf der Nulllinie eingependelt hatte. Gegebenenfalls wurde manuell
nachgestellt.

Fur die Gefalirelaxationsmessung wurde das Gefaly zunachst durch Zugabe von 33
MM Phenylephrin vorkontrahiert und eine stabile Plateaueinstellung abgewartet, die
idealerweise bei ca. 65% der maximalen KCl-induzierten Konstriktion lag.

Dann wurden die Relaxationskurven flir Acetylcholin erstellt, anhand derer die

Endothelfunktion Uberpruft wurde.
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Das Vorgehen ist wie bei der KCI-Dosiswirkungskurve: ansteigende kumulative
Konzentrationen ACh wurden zugegeben (finale Konzentration von 10 bis 10°° M)
und jeweils bis zum Erreichen eines Plateaus bzw. zwei Minuten gewartet.

Nachdem das letzte Plateau erreicht war, wurde die Substanz wieder ausgewaschen
und das Einpendeln auf der Nulllinie abgewartet.

Im Anschluss wurde die dritte Dosiswirkungskurve erstellt, eine Relaxationskurve mit
Nitroglycerin (GTN) zur Uberpriifung der GefaRmuskulatur.

Das Vorgehen war wie oben beschrieben: nach Vorkontraktion mit PHE wurden
ansteigende Dosen GTN (10° bis 10%° M) zugegeben und jeweils eine

Plateaueinstellung abgewartet.

3.2.7 Chemilumineszenztests zur Messung reaktiver Sauerstoff-
und Stickstoffspezies

3.2.7.1 Oxidativer Burst

Hintergrund:

Mithilfe dieser Methode lasst sich die Bildung von reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies (RONS) in Vollblut oder isolierten Leukozyten messen (200).

RONS reagieren mit dem Farbstoff L-012 (8-amino-5-chloro-7-phenylpyrido[3,4-
d]pyridazine-1,4(2H,3H)dione), einem Luminol-Derivat (201, 202), indem sie seine
Elektronen auf ein hoheres Energieniveau, also in einen angeregten Zustand
bringen. Beim Ubergang zuriick in den Grundzustand wird die freiwerdende Energie
als Lichtquant emittiert und kann vom Chemilumineszenz-Counter gemessen und als
Counts per minute (cpm) quantifiziert werden (203).

Die Freisetzung der RONS aus den Zellen (oxidativer oder respiratorischer Burst)
wird durch Stimulantien wie Zymosan A (TLR-2-Aktivator) oder PDBu (Phorbol
12,13-dibutyrate, Aktivator der Proteinkinase C) bewirkt. Nach neueren
Erkenntnissen reagieren RONS wie Wasserstoffperoxid oder Peroxynitrit mit
Peroxidasen in Leukozyten (z.B. Myeloperoxidase). Die oxidierten Eisenspezies im
katalytischen Zentrum der Peroxidasen oxidieren dann den Farbstoff zu einem
angeregten Molekulzustand, der Chemilumineszenz-Licht aussenden kann (204).
Durchfiihrung:

Fur die Messung von Superoxid im Vollblut wurde das Blut in Citratrdhrchen

abgenommen und direkt weiterverarbeitet.
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Zuerst wurde eine 100 uyM Lésung aus L-012 in PBS Ca?*/Mg?* (siehe 3.1.7.4)
hergestellt. Darin wurde das Blut 1:50 verdinnt. Die Messung erfolgte in einer 96-
well-Platte in 8-fach-Bestimmung. Es wurden die basale und die mit PDBu oder
Zymosan A stimulierte Superoxidproduktion gemessen. Daflr wurde Zymosan A in
einer Endkonzentration von 50 ug/ml und PDBu in einer Endkonzentration von 10 uM
zugegeben. Abschlieend wurde die Chemilumineszenz im Platereader Lumat LB
960, Berthold Technologies im Zeitverlauf Uber eine Stunde in funfmindatigen
Abstanden bei 37°C gemessen. Daneben wurde der Effekt eines Endothelin-1-
Rezeptor-Agonisten (BQ-3020, 0,05-5uM) sowie die antioxidative Wirkung von PETN
(100 pM) auf den oxidativen Burst in Vollblut bestimmt, indem die L-012

Chemilumineszenz im Zeitverlauf Uber zwei Stunden bei 37°C gemessen wurde.

3.2.7.2 Lucigenin-vermittelte Chemilumineszenz in Membranfraktionen
Hintergrund:

Mit dieser Methode wird analog zum oxidativen Burst die Superoxid-Produktion in
kardialen Membranfraktionen gemessen. Durch die Zugabe von NADPH wird hier
speziell die Aktivitat der NADPH-Oxidase und somit deren Superoxidproduktion
gemessen (200). Lucigenin reagiert mit Superoxid unter Bildung eines Dioxetan-
Zwischenprodukts, welches unter Emission von Chemilumineszenz-Licht zu N-
Methylacridon reagiert (205).

Durchfiihrung:

FUr die Isolation der kardialen Membranfraktionen wurden die Herzen trocken
getupft, mit einem Skalpell zerkleinert, mit Tris DTT (siehe 3.1.7.6) versetzt und in
einem Glaszylinder mit konischem Pistill homogenisiert. Anschliefend folgten
mehrere Zentrifugationsschritte: zuerst 10 Minuten bei 2000 g, der Uberstand
anschlieend 20 Minuten bei 20050 g (jeweils in der Hettich Zentrifuge Mikro 22R),
der Uberstand wiederum fir eine Stunde bei 100000 g in der Ultrazentrifuge
Discovery M120SE, Sorvall Kendro Laboratory Products, jeweils bei 4°C. Das zuletzt
entstandene Pellet mit den isolierten Membranfraktionen wurde in 500 pl Tris Mem
(siehe 3.1.7.5) resuspendiert. Nun folgte die Proteinbestimmung nach Lowry (siehe
unten). Die Proteinkonzentrationen im Assay wurden auf 0,2 mg/ml eingestellt.
AnschlieRend wurden die Proben mit dem Farbstoff Lucigenin (5 uM) versetzt, die
Reaktion durch Zugabe von NADPH (200 uM) gestartet und die Chemilumineszenz

im Tube luminometer Lumat LB 9507, Berthold Technologies alle 30 Sekunden Uber
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einen Zeitraum von 5 Minuten gemessen. Die Ergebnisse wurden in Counts pro mg

Protein pro Minute angegeben.

3.2.8 Proteinbestimmung nach Lowry

Hintergrund:

Es handelt sich um eine photometrische Farbumschlagsmessung basierend auf zwei
hintereinandergeschalteten Reaktionen der Proteine mit Kupfer und Folin modifiziert
nach Lowry (206, 207).

Im ersten Schritt werden die zu messenden Proben in einer alkalischen
Kupfertartratldsung inkubiert, wobei sich ein Farbstoffkomplex zwischen den
Peptidbindungen und zweiwertigem Kupfer bildet.

In einem zweiten Schritt wird Folinreagenz zugegeben, welches reduziert wird und
dadurch zu einem weiteren Farbumschlag fuhrt. Dies erhdht die Sensitivitat der
Messung um den Faktor 100 (206, 207).

Durchfihrung:

Die zu messende Proteinmischung wurde in 0,1% SDS fur 10 Minuten bei 37°C
inkubiert, um die Proteine zu denaturieren. Zu 1,5 ml Reagenz A (Bio-Rad
Laboratories) wurden 30 ul Reagenz S gegeben und gut gemischt. Dann wurden 125
Ml der Reagenz A+S-Mischung in Klvetten vorgelegt und 25 ul der Probe und 1000
Ml Reagenz B zugegeben. Als Leerwert wurde Tris DTT Puffer genommen. Die
Proben wurden mit dem Ruhrspatel kurz vermischt, fir 10 Minuten dunkel inkubiert
und dann bei 700 nm die Extinktion gemessen. Es wurde das Photometer Helios a

v4.60 der Firma Thermo Electron Corporation verwendet.

3.2.9 DPPH-Assay

Hintergrund:

Der DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl)-Assay ist ein Assay zur Analyse der
antioxidativen Kapazitat des Serums.

Hierfir werden Serumproben mit dem stabilen Radikal DPPH versetzt. DPPH hat ein
Absorptionsmaximum bei 517 nm (lila). Wird DPPH nun durch serumeigene
Antioxidantien reduziert, entsteht 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine, welches eine gelbe
Farbe besitzt und keine Absorptionsfahigkeit bei 517 nm besitzt. Je mehr
antioxidative Kapazitat das Serum also besitzt, desto mehr DPPH wird reduziert und

desto schneller nimmt die Absorption bei 517 nm ab (208).
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Durchfiihrung:

Das zu untersuchende Blut wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur und 1450g
(Hettich Zentrifuge Rotofix 32) zentrifugiert und der Uberstand, also das Serum,
abgenommen.

AnschlielRend folgte die Deproteinisierung des Serums mit Acetonitril, indem beide
Substanzen im Verhaltnis 1:1 vermischt, 4 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend 10 Minuten bei 4°C und 9500g zentrifugiert wurden (Hettich
Zentrifuge Mikro 22R). Der Uberstand wurde fiir die Messung verwendet.

Die DPPH-Arbeitslosung (siehe 3.1.7.25) wurde immer frisch angesetzt und dunkel
aufbewabhrt.

Zur photometrischen Bestimmung der oxidativ umgesetzten DPPH-Molekule wurden
je 50 ul des deproteinisierten Serums in Kuvetten vorgelegt und 950 ul der DPPH-
Arbeitsldsung zugegeben. AnschlieRend wurde nach 10, 20 und 30 Minuten dunkler
Inkubation bei Raumtemperatur die photometrische Messung bei 517nm
vorgenommen. Es wurde das Photometer HeAios a v4.60 der Flrma Thermo

Electron Corporation verwendet.

3.2.10 Xanthinoxidase-Assay

Hintergrund:

Die Xanthinoxidase ist ein Metalloenzym, welches den Abbau von Hypoxanthin zu
Xanthin und von Xanthin zu Harnsaure katalysiert (siehe Kapitel 2.3.1.2).

Dieser Assay basiert darauf, dass Cytochrom C durch die entstehenden
Superoxidradikale reduziert wird, wobei photometrisch die Menge des durch die
Radikale reduzierten Cytochrom C bei 550 nm gemessen werden kann.

Cytochrom C ist an der Atmungskette als Elektronencarrier beteiligt, es besitzt eine
Hamgruppe mit zentralem Eisen-(lll-)lon, welches durch Superoxid zu zweiwertigem
Eisen-(ll-)lon reduziert wird und dabei seine Absorptionseigenschaften andert (209).
Um die basale Produktion von Superoxid von der durch die Reaktion der
Xanthinoxidase unterscheiden zu kénnen, wird der Assay mit zwei verschiedenen
Puffern durchgefuhrt: ein Puffer enthalt Hypoxanthin als spezifisches Substrat der
Xanthinoxidase, der andere enthalt Allopurinol als Hemmstoff der Xanthinoxidase. So
kann jeweils die basale Superoxidproduktion von der Gesamtmenge abgezogen

werden, um die tatsachliche Aktivitat der Xanthinoxidase zu ermitteln.
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Durchfiihrung:

Vollblutproben wurden bei Raumtemperatur und 1450g 10 Minuten zentrifugiert und
der Uberstand (=Serum) weiterverwendet (Zentrifuge Rotofix 32, Andreas Hettich).
Fur die Pufferherstellung wurde Cytochrom C in einer finalen Konzentration von 50
MM jeweils mit PBS + Hypoxanthin (1 mM) bzw. PBS + Allopurinol (1 mM)
(Backgroundpuffer) gemischt. Fir die Ldsung von Hypoxanthin wurde der
Ultraschallhomogenisator Sonopuls der Firma Bandelin benétigt.

Anschlielend wurde das Serum im Verhaltnis 1:20 mit dem jeweiligen Puffer
versetzt, bei Raumtemperatur inkubiert und anschlielend nach 10, 20 und 30
Minuten die Absorption im Photometer bei 550 nm gemessen. Es wurde das
Photometer HeAios a v4.60 der Flrma Thermo Electron Corporation verwendet. Die
XO-Aktivitat wurde als Differenz der ODsso (OD = optical density) der Messung mit

Hypoxanthin bzw. Allopurinol angegeben.

3.2.11 DHE-Farbung

Hintergrund:

Diese Methode dient dem Nachweis von intrazellularen ROS. Der Farbstoff
Dihydroethidium (DHE) kann die Zellwand durchdringen und wird durch Superoxid
und andere ROS zu 2-Hydroxyethidium (2-HE) bzw. Ethidium (E+) oxidiert (weshalb
die Methode nicht fur die spezifische Detektion von Superoxid im Gewebe ohne
weitere Zusatze von spezifischen Superoxid-Fangern verwendet werden kann).
Dieses interkaliert in die DNA, fluoresziert durch Anregung mit Licht der Wellenlange
480 nm rot und kann im Fluoreszenzmikroskop bei 570 nm sichtbar gemacht werden
(210).

Durchfiihrung:

Die Pulmonalarterien wurden mitsamt dem umgebenden Fettgewebe in 4 mm dicke
Ringe geschnitten und fur 10 Minuten bei 37°C im Inhibitorenpuffer
(Proteaseinhibitoren) (siehe 3.1.7.3) inkubiert. AnschlieBend wurden sie in
TissueTek® eingebettet und vorsichtig auf flissigem Stickstoff eingefroren.

Die in TissueTek® eingebetteten Pulmonalarterien wurden am Cryostat (CM3050 S,
Leica Biosystems) in 8 uym dicke Schnitte geschnitten und jeweils zwei Schnitte pro
Gruppe auf einem Objekttrager fixiert. Diese wurden direkt wieder auf Trockeneis

eingefroren.
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Um die Superoxide im Gewebe sichtbar zu machen, wurden die Objekttrager mit den
Proben mit 1 ml der DHE-L6sung (1 pM in PBS + 0,5% DMSO) gleichmaRig
betraufelt und fir 30 Min. bei 37°C dunkel inkubiert. AnschlieRend wurde ein
Deckglas aufgebracht und die Proben unter dem Fluoreszenzmikroskop
ausgewertet. Am Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 40 CFL Mikroskop, Carl Zeiss
Jena; Lampe: HBO 50 W/AC, Osram GmbH) wurden zunachst die
Belichtungseigenschaften eingestellt und diese fur die restlichen Messungen
beibehalten.

Pro Ring wurden dann 3-4 Bilder mit einem Grunfilter aufgenommen, mit dem das
durch intrazellulare ROS oxidierte DHE dargestellt wird.

Mithilfe eines Bildprogramms wurden die einzeln erstellten Fotos der Schnitte zu
einem Gesamtbild zusammengefugt.

Mithilfe der Analysesoftware Gel Pro Analyzer von Media Cybernetics wurde die
optische Dichte der fluoreszierenden Punkte in der Lamina media densitometrisch

gemessen.

3.2.12 Western Blot

3.2.12.1 Proteingewinnung:

Durchfiihrung:

Die zur Western oder Dot Blot-Analyse verwendeten Gewebe (Aorta und Lunge)
wurden in flussigem Stickstoff gelagert und zur Proteingewinnung in flissigem
Stickstoff gemodrsert. Das so gewonnene Pulver wurde in ein vorgeklhltes
Eppendorfgefall geflllt und direkt wieder in flissigem Stickstoff gelagert.
AnschlieRend erfolgte die Homogenisierung in Hg-Losung. Daflr wurde zunachst
das Volumen der gemdrserten Proben anhand von Vergleichseppendorfgefalen
abgeschatzt und dann die jeweilige Menge an Hg-Losung 1:1 zugefugt. Zur
Homogenisierung wurden die Proben mithilfe eines Vortexmischers (Vortex Genie 2
G560E, Scientific Industries) grundlich geschuttelt. AnschlieRend wurden die Proben
60 Minuten auf Eis inkubiert und wahrenddessen alle finf bis zehn Minuten
geschuttelt. Die in der Hg-Losung enthaltenen Proteasen schitzten das Gewebe vor
ungewolltem Abbau, wahrend das Triton-X die Proteine aus den Zellmembranen

I6sen sollte.



Material und Methoden 55

Anschlieend wurden die Proben 10 Minuten bei 10.000g und 4°C zentrifugiert und
der Uberstand mit den geldsten Proteinen weiterverwendet, wahrend das Pellet mit

ungeldsten Zellfragmenten verworfen wurde.

3.2.12.2 Proteinbestimmung (Bradford-Assay):

Durchfiihrung:

Fur die Proteinbestimmung wurde die photometrische Quantifizierung anhand der
Komplexbildung kationischer und unpolarer Proteinseitenketten mit Coomassie
brilliant blue (RotiQuant®) durchgefiihrt. Der Komplex aus Farbstoff und Protein kann
bei 595 nm detektiert werden, wahrend der freie Farbstoff ein Absorptionsmaximum
bei 465 nm besitzt. Je nach Proteinart ist die Intensitat des Farbwechsels allerdings
unterschiedlich, sodass ein Proteinstandard mitlaufen musste. Fur unser
Proteingemisch wurde Bovines Serumalbumin (BSA) verwendet.

Nach Verdinnung der Proben in H2Ogest (Aorta 1:200, Herz 1:600) wurden diese
neben den Blanks (H20dest) und den Standards (BSA in Konzentrationen von 1-30
ng/uL) auf die 96-well-Platte aufgetragen. Zu den Proben wurden jeweils 200ul des
RotiQuant-Farbstoffes, der vorher 1:5 in H2Ogest verdinnt worden war, gegeben und
die Platte im Platereader (MRXc, DYNEX Technologies) photometrisch gemessen.

Die Auswertung erfolgte mit der Revelation Software von DYNEX Technologies.

3.2.12.3 SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamid Gel Electrophoresis
Herstellung der Trenn- und Sammelgele:

Die beiden Gele wurden nach der untenstehenden Anleitung (Tabelle 2) hergestellt.
Zunachst wurde das Trenngel vorsichtig blasenfrei in den daflir vorgesehenen
Gieldstand gegossen. Zur Entfernung der Luftblasen an der Oberflache und eine
glatte Phasengrenze wurde Isopropanol Uber das Gel geschichtet.

Nach einer Polymerisationsdauer von ca. 20 Minuten bei Raumtemperatur wurde das
Isopropanol abgegossen und mit HoOgest gespult.

Dann wurde das Trenngel dartiber gegossen und ein Kamm mit 3-5 mm Breite (10
oder 15 Slots) fur die Probeneinfullung eingesetzt. Dabei wurde auf Luftblasenfreiheit
geachtet.

Nach weiteren 20 Minuten Polymerisationsdauer konnten die Kdmme entfernt und

das Gel weiterverwendet werden.
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Trenngele: Sammelgel:
5% 7,5% 10% 15% 4%
H20 dest. 6 ml 5,4 ml 48ml  3,5ml 3,2 ml

Trenngelpuffer L
(1,5 M Tris pH 8.8) 25m 25m 25ml 25ml

Sammelgelpuffer L . .
(0,5 M Tris pH 6,6) 1,2 ml

Acrylamide/Bis
(40% BioRad) 1,25ml 1,88ml 25ml 375ml  05ml

10 % SDS 100yl 100 pl 100 ul 100 pl 50 ul
10 % APS 100yl 100 pl 100 ul 100 pl 50 ul
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 5 ul

Tabelle 2: Herstellungsanleitung der Trenn- und Sammelgele.

Probenauftragung:

Zunachst wurden die Gele in die SDS-Page-Apparatur (Mini—Protean-llI-System,
BioRad Laboratories) eingebaut. Die innere Kammer wurde vollstandig, die dulRere
zu zwei Dritteln mit SDS-Laufpuffer geflllt und die Slots vorsichtig mit dem Puffer
gespult.

Dann wurden die Gele 10 Minuten bei 60 V vorlaufen gelassen.

Die Proben wurden 5 Minuten bei 95°C denaturiert und dann in der gewlnschten
Reihenfolge in die Slots geflllt, wobei an erster bzw. letzter Stelle ein
Molekulargewichtsmarker (Bench-Mark-Unstained Protein Ladder) und ein
Proteinmarker (Precision Plus Protein Dual Color Standard) zur Bestimmung der
Auftrennungsweite aufgetragen wurden.

Dann wurden die Gele ca. 15 Minuten bei 60 V laufen gelassen, bis die Proben vom
Sammel- ins Trenngel Ubergetreten waren. Anschlieend wurde die Spannung auf
ca. 130-140 V erhdht und bis zur gewlnschten Auftrennung (ProteingréfRen anhand

des Dual Color Markers ablesbar) laufen gelassen.

3.2.12.4 Blotting:

Durchfiihrung:

Das Gel wurde auf eine vorbereitete Nitrozellulosemembran in eisgekihltem
Transferpuffer gelegt und die Apparatur (Mini Trans-Blot Cell System, BioRad

Laboratories) nach Herstelleranleitung zusammengebaut (Reihenfolge: Schwamm,
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Filterpapier, Membran, Gel, Filterpapier, Schwamm). Dann wurde die Blotting-
Kassette in die Blotting-Kammer gestellt, mit Transferpuffer befullt und in eine Eisbox
gestellt. Unter Ruhren mit einem Magnetrihrer wurde bei 250 mA ca. 2,5-5h (je nach
Proteingrofle)  geblottet.  Dabei  wurde  darauf geachtet, dass die

Nitrozellulosemembran zur Anode gerichtet war.

3.2.12.5 Ponceau S-Fédrbung

Durchfiihrung:

Um die Proteinbanden sichtbar zu machen, wurde die geblottete Membran aus der
Blottingvorrichtung genommen, ca. 1-2 Minuten in Ponceau S-Farbstoff geschwenkt
und anschlieBend mit H2Ogest gespllt. Anhand der somit sichtbar gemachten
Proteinbanden wurde die Membran entsprechend der Grolienbereiche verschiedener
Proteintargets von Interesse in Streifen geschnitten, sodass verschiedene Proteine
anhand verschiedener Antikdrperinkubationen nachgewiesen werden konnten.
Anschlieend wurden die Membranen mit dem jeweiligen Waschpuffer (PBS-T oder

TBS-T) gewaschen.

3.2.12.6 Immunologischer Nachweis der Proteine

Durchfiihrung:

Um unspezifische Bindungen der Antikorper an der Membran zu verhindern, wurde
die Membran zuerst geblockt, indem sie eine Stunde lang im Blockingmedium (Actin:
TBS-T + 5% BSA, Nox2: TBS-T + 3% BSA) bei Raumtemperatur geschwenkt wurde.
Danach wurde der Primarantikdrper auf die Membran gegeben und Uber Nacht bei
4°C leicht schwenkend inkubiert.

Wir verwendeten fur diese Studie als Kontrolle einen 3-Actin-Antikdrper (monoclonal
mouse B-actin, Verdinnung wie in 3.1.2) sowie einen Nox2-Antikorper (polyclonal
mouse NADPH oxidase 2, Verdunnung wie in 3.1.2).

Am nachsten Morgen erfolgte ein zweiter Waschschritt. AnschlieRend wurde die
Membran ca. 1,5-2h in der Sekundarantikdrperldsung (anti-mouse oder anti-rabbit,
Verdunnung wie in 3.1.2) bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein weiterer
Waschschritt und anschlieRend der Nachweis der Proteine mithilfe der ECL-Lésung
(Luminol-basiert), die durch die an den Sekundarantikorper gekoppelte Peroxidase
mit Hilfe eines Peroxids oxidiert wird und damit durch Chemilumineszenz sichtbar

gemacht werden kann.
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Die Bilder wurden im ChemiLux Imager aufgenommen und anschlieRend mithilfe der

Gel Pro Analyzer Software der Firma Media Cybernetics quantitativ ausgewertet.

3.2.13 Dot Blot

Die Dot Blot Analyse funktioniert ahnlich wie der Western Blot, nur dass hier die
Proben nicht der GroRe und Ladung nach aufgetrennt, sondern als natives
Proteingemisch punktférmig auf eine Membran Ubertragen werden.

Die Gewinnung der Proteine und die Bestimmung der Konzentration wurde wie oben
beschrieben durchgefihrt (siehe 3.2.12.1 und 3.2.12.2). Anschliefend erfolgte eine
Konzentrationseinstellung auf 2,5 ug/ul mit Homogenisierungslésung und die direkte
Ubertragung der Proteine (10 pl = 25 ug pro Slot) auf eine PVDF-Membran mithilfe
des Minifold-I-Gerates der Firma Whatman-Schleicher & Schuell. Dieses Gerat
besteht aus einer 96-well-Platte, in die die Proben gegeben werden, einem Unterbau,
bestehend aus einer Auflageplatte fur die Filterpapiere und die Membran, auf die die
Proben Ubertragen werden und einer Vakuumkammer, die an eine
Wasserstrahlpumpe angeschlossen werden kann, sowie einem Metallgestell zum
Zusammenpressen der anderen Teile.

Die Proben wurden auf die 96-well-Platte aufgetragen und mittels Vakuum auf die
Membran gesaugt. Durch Nachspullen mit PBS wurde sichergestellt, dass die Probe
komplett auf die Membran Ubertragen wurde. Danach wurde die Membran bei 60°C
fur eine Stunde getrocknet und anschlieend nach Blocking im Blockmedium (PBS +
5% MLK) in der entsprechenden Antikdrperldsung inkubiert.

Wir verwendeten als primaren Antikdrper einen Anti-Nitrotyrosin-Antikdrper (mouse
monoclonal nitrotyrosine antibody) in einer Verdinnung von 1:1000. Als
Sekundarantikorper wurde ein Anti-Maus-Antikorper 1:10000 verwendet, der mit
einer Peroxidase gekoppelt war und damit durch die ECL/Peroxid-Losung sichtbar
gemacht werden konnte.

Die Detektion und Quantifizierung erfolgte wie oben beschrieben (siehe 3.2.12.6).

3.2.14 Histologische Untersuchung
3.2.14.1 Vorbereitung

Fur die histologische Untersuchung des Lungengewebes  wurden
Lungengewebsproben in 4% Paraformaldehyd (PFA) gelagert und anschlieend mit

Hilfe des Einbettungskarussels von LEICA TP 1020 in einer aufsteigenden
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Alkoholreihe entwassert und nach Xylolbehandlung in Paraffin eingebettet: Spulen
mit Aqua dest. fur 30 Minuten; anschliellend jeweils 120 Minuten in 70%
Isopropylalkohol, 80% Isopropylalkohol, zwei Mal 96% Isopropylalkohol, zwei Mal
100% lIsopropylalkohol, 2 Mal Xylol (Roti-Histol) und zuletzt 240 Minuten in Paraffin.
Die Gewebeproben wurden mithilfe eines Mikrotoms der Firma Leica in 5 ym dicke
Scheiben geschnitten und auf Objekttrager aufgebracht. Diese wurden 2-3 Tage bei
37°C getrocknet.

Vor dem Farben wurden die eingebetteten Gewebe zur Demaskierung der Antigene
in ein Schiffchen einsortiert und durch jeweils zehnminultige Inkubation in 3 Mal Xylol
(Roti-Histol) und einer absteigenden Alkoholreihe (100% Isopropylalkohol, 96%
Isopropylalkohol, 70% Isopropylalkohol und Aqua dest.) entparaffiniert.

3.2.14.2 Trichrom-Farbung (Goldner-Farbung)

Fir die Trichromfarbung nach Meloan und Puchtler (211) wurden zunachst die
Zellkerne mit Hamatoxilin vorgefarbt.

Anschlieend wurden die Proben zunachst fur 5 Minuten in Mallory Rot (bestehend
aus 100% Essigsaure, Fuchsinsaure und Orange G) gefarbt, dann fir 15 Minuten in
1% Phosphormolybdansaure und zuletzt fur 5 Minuten in Lichtgrin. AbschlieRend
wurden die Proben in wasserfreier hochkonzentrierter Essigsaure (Eisessig)/Ethanol

und dann 100% Ethanol dehydriert, in Xylol fixiert und mit Entellan eingedeckt.

3.2.15 Zellkultur

Es wurden humane endotheliale Zellen der Reihe EA.hy 926 verwendet, die vom
Labor von C.-J. S. Edgell (University of North Carolina at Chapel Hill, USA) zur
Verfugung gestellt wurden (212).

Die Zellen wurden bei 10% CO:2 in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) mit
10% fetalem Kalberserum, 2 mM L-Gluthamin, 1 mM Natriumpyruvat, 100 1U/mL
Penicillin und 100 pg/mL Streptomycin gelagert. Fir die Weiterverarbeitung wurden
6-well-Platten verwendet, in denen die Zellen semikonfluent ausgesat wurden. Es
folgte eine Inkubation mit 5 pM BQ-3020 (einem selektivem ETg-Rezeptor-
Agonisten), 100 uM PETN sowie DMSO als Kontrollmedium uber 24 Stunden.
AnschlieRend wurden die Zellen fir die qRT-PCR-Analyse der ICAM-1-Expression
weiterverwendet. Die Zellkultur wurde in einem Brutschrank der Firma Thermo
Scientific, Heracell 150i durchgeflhrt.
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3.2.16 gRT-PCR

Hintergrund:

Das Ziel der quantitativen real-time Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
ist die Umwandlung eines RNA-Templates in einen DNA-Abschnitt, die
Vervielfaltigung des Genabschnitts und anschlieRende quantitative Bestimmung der
Haufigkeit.

Die rt-PCR ist somit in zwei Abschnitte gegliedert: im ersten Teil erfolgt die
Umwandlung von RNA in cDNA (komplementare DNA) mithilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase, im zweiten Teil werden die DNA-Abschnitte mithilfe der Tag-
Polymerase vervielfaltigt.

Durchfiihrung:

Zur Vorbereitung wurden die Zellen und Gewebe mittels saurer Phenolextraktion
(siehe unten) bearbeitet, um die RNA zu isolieren.

AnschlieRend wurden jeweils 50ng des isolierten RNA-Gemisch auf einer 96-well-
Platte mit sequenzspezifischen Primern und der Reversen Transkriptase versetzt
und bei 50°C, dem Temperaturoptimum der Reversen Transkriptase, fur 30 Minuten
inkubiert. Die Primer setzten sich an die komplementaren RNA-Abschnitte, wo die
Reverse Transkriptase binden und die Abschnitte verlangern kann. Hierbei
entstanden die komplementaren DNA-Abschnitte. Dies ist notig, da im zweiten Teil
fur die Vervielfaltigung das Enzym Taqg-Polymerase verwendet wird, welches nur mit
DNA-Abschnitten arbeiten kann. Nach einer Inkubationsdauer von 30 Minuten
wurden die Proben fur 15 Minuten auf 95°C erhitzt, um die reverse Transkriptase zu
deaktivieren und die entstandenen DNA-Abschnitte zu denaturieren und so
Einzelstrange herzustellen. Hierbei wurde aullerdem die HotStarTaqg DNA-
Polymerase aktiviert und somit der zweite Abschnitt eingeleitet.

Fir den zweiten Teil wurden wieder sequenzspezifische Primer bendtigt, die genau
an die DNA-Abschnitte binden, die untersucht werden sollten. Durch die Tag-DNA-
Polymerase wurden die DNA-Abschnitte dann vervollstandigt. Dafur wurden die
Proben fir 1 Minute bei 60°C, dem Temperaturoptimum der DNA-Polymerase,
inkubiert. Es folgte eine weitere Denaturierung (15 Sekunden bei 94°C) fur die
Auftrennung in Einzelstrange und ein erneuter Zyklus von 1 Minute bei 60°C, um die

Einzelstrange zu vervollstandigen.
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Dieser Wechsel aus 95°C fur 15 Sekunden und 60°C fur 1 Minute wurde ca. 40-45
Mal wiederholt, sodass am Ende theoretisch die Anfangsmenge der RNA-Abschnitte
mit einer Potenz von 40-45 vervielfaltigt wurde.

Fir die Quantifizierung konnte allerdings nicht einfach die Menge der gebildeten
DNA herangezogen werden, da die Amplifikation grolen Schwankungen unterliegt.
Daher musste jeweils ein sogenanntes Haushaltsgen (TBP) mituntersucht werden,
dessen Expression modglichst konstant ist und das als Vergleichsmenge flr jede
einzelne Probe herangezogen werden kann.

FUr unsere Versuche wurde ein Kit (QuantiTect Probe RT-PCR Kit von Qiagen)
verwendet, das alle Substanzen fur die oben genannten Schritte enthalt und somit
eine vereinfachte Durchfuhrung ermdglicht. Es wurde die PCR-device
StepOnePlus™ von Thermo Fisher Scientific verwendet.

Als Primer wurden TagMan® Genexpressionsassays von Thermo Fisher Scientific
fur die folgenden Genabschnitte verwendet: Hamoxygenase 1 (Hmox1), Endothelin-1
(Edn1), Endothelin-1 A Rezeptor (Ednra), Endothelin-1 B Rezeptor (Ednrb),
Endothelin konvertierendes Enzym-1 (ECE-1), vascular adhesion molecule-1
(VCAM-1), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) und als Haushaltsgen das
TATA-Box bindende Protein (TBP), Assay IDs siehe 3.1.3.

3.2.16.1 RNA-Isolation aus Zellen (saure Phenolextraktion)

Das Medium der Zellen wurde vollstandig abgesaugt und stattdessen 600ul Git-
Puffer auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden eine Stunde lang bei -20°C
eingefroren und damit lysiert. Anschlieiend wurden die lysierten Zellen mit dem
Zellschaber abgeldst und in Eppendorfgefale tberflhrt.

Zu den Zellen wurden 60 ul Na-Acetat, 600 ul wassergesattigtes Phenol und 300 pl
CHCls/Isoamylalkohol (im Verhaltnis 24:1) gegeben. Die Losung wurde 15 Minuten
auf Eis stehen gelassen und dann 20 Minuten bei 4°C und 13000 rpm (=18360 g)
zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde mit 1 Vol (1:1) kaltem Isopropanol
gemischt und Uber Nacht bei -20°C zur Fallung stehen gelassen. Im Anschluss folgte
eine weitere zwanzigminltige Zentrifugation bei 4°C und 18360 g. Der Uberstand
wurde verworfen, das Pellet mit 80% Ethanol gewaschen und 5 Minuten Gber Kopf
trocknen gelassen. Schlie3lich wurde die RNA in DEPC-H.0O aufgenommen und die
RNA-Konzentration in einem Probenvolumen von 1ul mithilfe des NanoDrop 2000

UV-Vis Spectrophotometer von Thermo Fisher Scientific (bei 260nm) bestimmt.
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3.2.16.2 RNA-Isolation aus Geweben (saure Phenolextraktion)

Die zu messenden tiefgefrorenen Gewebeproben wurden mit einer Stahlkugel in 600
ul Git-Puffer (siehe 3.1.7.24) gegeben und im TissueLyser homogenisiert. Das
Homogenat wurde anschlieRend wieder eingefroren (-20°C) und eine Stunde lang

lysiert. Alle weiteren Schritte sind wie bei der RNA-Isolation aus Zellen.

3.2.17 Statistische Analysen

Die Ergebnisse der Versuche wurden mithilfe des Statistikprogramms GraphPad
Prism ausgewertet und als Mittelwert mit Standardfehler (+ SEM, engl. standard error
of the mean) und Anzahl der Messwerte (N) angegeben. Die Werte wurden in
Balkendiagrammen oder Verlaufskurven dargestellt.

Der T-Test wurde angewendet zum Vergleich der Mittelwerte der MCT-induzierten
Veranderungen der Endothelfunktion zwischen zwei Gruppen.

Zum Vergleich der Mittelwerte der Vasodilatationsstudien sowie der Messung des
oxidativen Bursts wurde der Two-way ANOVA mit Bonferroni-Korrektur flr den
Vergleich von mehreren Mittelwerten herangezogen.

Zum Vergleich der Mittelwerte folgender Untersuchungen wurde der One-way
ANOVA mit Bonferroni- bzw. Dunn-Korrektur fur multiples Testen herangezogen:
Organgewichte, Echokardiographie, ROS-Bildung in Blut, kardialen
Membranfraktionen und Aorta sowie Protein- und mRNA-Level.

Es wurde ein Signifikanzniveau von 5%, d.h. p<0,05 festgelegt. Messwerte, die mehr
als zwei Standardabweichungen vom Mittelwert entfernt lagen, wurden als
»Ausreiler‘ aus der Wertung herausgenommen.

In den Grafiken sind signifikante Unterschiede durch Markierungen (*, #, $, §)

gekennzeichnet, eine Legende befindet sich unter der jeweiligen Grafik.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des Tiermodells

Die hier vorgestellten Daten wurden alle aus der dieser Dissertation zugrunde
liegenden Publikation entnommen (213). Vor Beginn der eigentlichen Studie wurden
die optimalen Dosen und Zeitintervalle der Monocrotalinbehandlung getestet, um bei
den Tieren eine signifikante pulmonale Hypertonie zu induzieren. Dafur wurden den
Tieren 30, 40 oder 60 mg/kg KG Monocrotalin (MCT) in die Vena dorsalis penis
injiziert und nach jeweils 2, 4 und 6 Wochen die Endothelfunktion, die pulmonale
Fibrosierung, die 3-Nitrotyrosinbildung sowie die antioxidative Kapazitat des Serums
untersucht (siehe Abbildung 20, Abbildung 21, Abbildung 22 und Abbildung 23).
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Abbildung 20: Acetylcholinabhéngige Gefél3relaxation an isolierten Ratten-Geféd8segmenten mittels
isometrischer Tonusbestimmung im Organbad. A: Aorta nach vier Wochen Behandlung mit 30, 40
oder 60 mg/kg KG MCT. B: Pulmonalarterie nach vier Wochen Behandlung mit 30, 40 oder 60 mg/kg
KG MCT. C: Aorta nach Behandlung mit MCT60 fiir zwei oder vier Wochen. D: Pulmonalarterie nach
Behandlung mit MCT®60 fiir zwei oder vier Wochen. MCT= Monocrotalin, MCT30= Behandlung mit 30
mg/kg KG Monocrotalin, MCT40= Behandlung mit 40 mg/kg KG Monocrotalin, MCT60= Behandlung
mit 60 mg/kg KG Monocrotalin. * = p<0,05 versus Kontrolle, # = p<0,05 versus MCT30 bzw. 2 Wochen
MCT, § = p<0,05 versus MCT40.
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Zunachst wurde die Gefalrelaxationsfahigkeit mittels isometrischer
Gefaldtonusstudien Uberpruft. Nach einer Behandlungsdauer von vier Wochen
zeigten sich bei einer Dosierung von 30 mg/kg KG MCT (MCT30) keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe, wahrend sowohl die 40 mg als auch
die 60 mg-Dosierung eine signifikante Verschlechterung der Gefalfunktion bewirkten
(siehe Abbildung 20 A und B).

Um unser Rattenmodell genauer zu untersuchen, fihrten wir die Relaxationsstudien
im Zeitverlauf durch. Der zweite Teil der Abbildung (C und D) zeigt den zeitlichen
Verlauf der Gefaldfunktion bei einer Monocrotalindosierung von 60 mg/kg KG. Hierbei
zeigte sich eine deutliche Verschlechterung der Gefal3funktion bereits nach einer
zweiwdchigen und noch deutlicher nach einer vierwodchigen Behandlungsdauer.
Nach einer sechswochigen Behandlungsdauer wurde eine Mortalitat von tber 50%

festgestellt.

contentin pulmonary tissue [%]

3-nitrotyrosine-positive protein

Ctr MCT30 MCT40 MCT60

Abbildung 21: 3-Nitrotyrosin-Level im Lungengewebe mittels Dot Blot-Analyse nach vierwdchiger
Behandlung mit Monocrotalin. Oben: quantitative Analyse mittels Densitometrie. Unten: Originalbild
(repréasentatives Beispiel). * = p<0,05 versus Kontrolle, # = p<0,05 versus MCT30. Ctr: Kontrolle.
MCT30: Monocrotalin 30 mg/kg KG. MCT40: Monocrotalin 40 mg/kg KG. MCT60: Monocrotalin 60
mg/kg KG. Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben, N = 3-8 Tiere/ Gruppe.

Weiterhin zeigte sich die verminderte Relaxationsfahigkeit nicht nur in den
Pulmonalarterien, sondern auch in der Aorta (siehe Abbildung 20 A und C).

Zudem konnte gezeigt werden, dass in den erkrankten Tieren ab einer Dosis von 40
mg/kg KG und vierwdchiger Behandlungsdauer eine vermehrte 3-Nitrotyrosinbildung
stattfand. In der Abbildung 21 sieht man die durch Antikdrperfarbung sichtbar

gemachten nitrotyrosinhaltigen Proteine im Lungengewebe der Kontrolltiere im
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Vergleich zu denen der Versuchstiere mit 30 mg/kg KG, 40 mg/kg KG bzw. 60 mg/kg
KG MCT. Das Balkendiagramm zeigt die Auswertung der Densitometrie aller Dot
Blots, darunter sieht man einen jeweils reprasentativen Dot zur Veranschaulichung.
In der histologischen Untersuchung des Lungengewebes mittels Trichromfarbung
konnte eine deutliche Vermehrung des Bindegewebes sowie eine
GefaBwandhypertrophie der kleinen und mittleren Pulmonalgefale nach
vierwdchiger Behandlungsdauer mit 40 mg/kg KG Monocrotalin sichtbar gemacht
werden (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Trichromférbung des Lungengewebes nach vierwbchiger Behandlung mit Monocrotalin
40 mg/kg KG im Vergleich zu Kontrolltieren in 100-, 200- und 400facher Vergré3erung. Ctr: Kontrolle.
MCT40: Monocrotalin 40 mg/kg KG. N = 3-8 Tiere/ Gruppe.

Auch die antioxidative Kapazitdt im Serum war bereits nach vierwdchiger
Behandlungsdauer mit 40 mg/kg KG Monocrotalin signifikant vermindert (siehe
Abbildung 23). Hierbei wird durch Zugabe eines stabilen Radikals (DPPH*®) die
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Fahigkeit des Serums Uberpruft, dieses Radikal zu reduzieren und damit
abzufangen. Durch die Reduktion andern sich die Absorptionseigenschaften des
DPPH und somit kann die Reaktion photometrisch gemessen werden. Je starker die
gezeigte Abnahme in Abbildung 23, desto hoher die antioxidative Kapazitat des
Serums.

Da die hohe Dosis MCT (60 mg/kg KG) neben den gewinschten Effekten auf
GefalRe und Gewebe auch mit einer erhdhten Mortalitat einherging und die niedrige
Dosis von 30 mg/kg KG keine signifikanten Anderungen der gemessenen Parameter
erbrachte, wurden fur die weiteren Versuche mit PETN die mittlere Dosis von 40

mg/kg KG und eine Behandlungsdauer von 4 Wochen gewahlt.

o
o
1

A absorbance [517nm]
=

o
N

Ctr MCT40

Antioxidative capacity by DPPH- Assay

Abbildung 23: Antioxidative Kapazitdt des Rattenserums mittels DPPH-Assay nach vierwdchiger
Behandlung mit 40 mg/kg KG Monocrotalin im Vergleich zu Kontrolltieren. * = p<0,05 versus Kontrolle.
Ctr: Kontrolle. MCT40: Monocrotalin 40 mg/kg KG. Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben, N
= 3-6 Tiere/ Gruppe.

4.2 Untersuchungen am Tiermodell

Fur die in-vivo Versuche wurden die Tiere nach dem Zufallsprinzip in drei Gruppen
eingeteilt: eine Kontrollgruppe ohne Interventionen (CTR), eine Gruppe mit PAH
durch einmalige MCT-Injektion mit 40 mg/kg KG (MCT40) und eine Gruppe mit PAH
durch MCT40-Injektion und anschliel3ender oraler Therapie mit PETN (MCT+PETN).
Die folgenden Versuche wurden parallel mit etwa 3-6 Tieren jeder Gruppe
durchgefuhrt.
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4.2.1 Pulmonale Hypertonie

Der pulmonalarterielle  Blutdruck wurde in  regelmaigen  Abstanden
echokardiographisch gemessen. Hierbei zeigten sich nach einer vierwochigen
Behandlungsdauer mit 40 mg/kg KG bereits stark erhdhte Mittelwerte von 53,96
mmHg, wahrend bei den Kontrolltieren stabile Mittelwerte um 26,96 mmHg
gemessen wurden (siehe Abbildung 24). Der stark erhdhte pulmonalarterielle
Blutdruck wurde durch die PETN Therapie abgeschwacht und zeigte eine

Verringerung um ca. 10 mmHg.
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Abbildung 24: Echokardiographisch gemessener pulmonalarterieller Mitteldruck in MCT-behandelten
Ratten. Oben: Balkendiagramm mit Mittelwert + Standardabweichung. Unten: fotographische
Darstellung der Echokardiographie. * = p < 0,05 versus Kontrolle. Ctr: Kontrolle. MCT40: Monocrotalin
40 mg/kg KG. +PETN: Monocrotalin 40 mg/kg KG + PETN-Therapie. Die Daten sind als Mittelwert +
SEM angegeben, N = 3-4 Tiere/ Gruppe.

4.2.2 Fibrosierung und Organhypertrophie

Von allen Tieren wurde jeweils das Gesamtkorpergewicht sowie das Gewicht der
Lunge und des Herzens gemessen und daraus das Verhaltnis des Organgewichts in
Bezug auf das Korpergewicht errechnet. Die Zunahme des Gewichts wurde als
Korrelat der Fibrosierung des Lungengewebes sowie der Herzinsuffizienz durch
Hypertrophie angenommen.

Abbildung 25 zeigt das Verhaltnis von Herz- bzw. Lungengewicht zum jeweiligen

Kdrpergewicht. Es zeigt sich eine starke Gewichtszunahme in der MCT-Gruppe,
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wahrend durch PETN eine deutliche Gewichtsreduktion erreicht und somit
Fibrosierung bzw. Hypertrophie verhindert werden konnte. Auch die qualitativ
erfasste Hypertrophie der Pulmonalarterie in der MCT40 Gruppe wurde durch die
PETN Therapie merklich verringert.

Ratio heart/lbody-weight

Ctr MCT40 +PETN

Ratio lung/body-weight

Ctr MCT40 +PETN

Abbildung 25: Organgewichtsbestimmung von Herz (A) und Lunge (B) im Verhéltnis zum jeweiligen
Kérpergewicht in MCT-behandelten Ratten. C: fotographische Darstellung der Pulmonalarterien. *
p<0,05 versus Kontrolle, # p<0,05 versus MCT40. Ctr: Kontrolle. MCT40: Monocrotalin 40 mg/kg KG.
+PETN: Monocrotalin 40 mg/kg KG + PETN-Therapie. Die Daten sind als Mittelwert + SEM
angegeben, N = 4 Tiere/ Gruppe.

4.2.3 Relaxationsfahigkeit

Die Gefalfunktion wurde mittels isometrischer Tonusstudien im Organbad
untersucht. Hierfur wurden 3-4 Aortenringsegmente pro Versuchstier verwendet und
die acetylcholinvermittelte Vasodilatation gemessen. Wie oben schon beschrieben,
konnte durch die MCT-induzierte pulmonale Hypertonie eine Verschlechterung der
Gefaldfunktion beobachtet werden. PETN war in der Lage, diese teilweise zu
beheben, insbesondere in den Pulmonalarterien bei einer Dosierung von 40 mg/kg
KG Monocrotalin (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Die Geféal3funktion an isolierten Ratten-Gefdl3segmenten wurde mittels isometrischer
Tonusbestimmung im Organbad gemessen. A: Aorta. B: Pulmonalarterie. * p<0,05 versus Kontrolle, #
p<0,05 versus MCT40. Ctr: Kontrolle. MCT40: Monocrotalin 40 mg/kg KG. MCT40 +PETN:
Monocrotalin 40 mg/kg KG + PETN-Therapie. Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben, N = 6-
22 GefalBabschnitte/ Gruppe.

4.2.4 Oxidativer Stress

Um die Level an oxidativem Stress zu messen, wurden verschiedene Methoden
angewandt: die Messung der NADPH-Oxidaseaktivitat in  kardialen
Membranfraktionen, die Messung des oxidativen Bursts in Vollblut, die DHE-Farbung
des Endothels in PulmonalgefalRen, die Messung der Xanthinoxidaseaktivitat im
Serum sowie die Messung der NOX-Expression mittels Western Blot und die
Messung der 3-Nitrotyrosinspiegel in Lungengewebe mittels Dot Blot (siehe
Abbildung 27 und Abbildung 28).

4.2.4.1 NADPH-Oxidase

Die NADPH-Oxidase-(Nox-)Aktivitat wurde in kardialen Membranfraktionen mittels
lucigeninvermittelter Chemilumineszenz detektiert. Hierbei wird Superoxid, welches
hauptsachlich von der NADPH-Oxidase gebildet wird, gemessen. In den erkrankten
Tieren wurden deutlich erhdhte Werte bestimmt, wahrend PETN eine vermehrte

Produktion an Superoxid verhindern konnte (Abbildung 27 A).

4.2.4.2 Oxidativer Burst
Beim oxidativen Burst wird die Menge an freigesetztem Superoxid aus Leukozyten,

welches ebenfalls von der Nox produziert wird, durch Abbau zu Wasserstoffperoxid,
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dessen Umsetzung mit Peroxidasen in den Leukozyten und anschlieRende Reaktion
mit dem Farbstoff L-012 gemessen.

Hierbei zeigte sich ein Anstieg der Superoxidproduktion in der MCT40-Gruppe,
wahrend durch die Behandlung mit PETN eine Normalisierung der Werte erreicht
werden konnte (Abbildung 27 B).
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Abbildung 27: Wirkung von PETN-Therapie auf verschiedene Parameter des oxidativen Stresses in
MCT-behandelten Ratten. A: Superoxidproduktion in kardialen Membranfraktionen nach Stimulation
mit NADPH (zeigt die NADPH Oxidase-Aktivitét an). B: Oxidativer Burst in Rattenvollblut (zeigt die
Leukozyten NADPH Oxidase- und Myeloperoxidase-Aktivitdt an). C: DHE Féarbung von Aorten-
Kryoschnitten (zeigt die intrazelluldre ROS Bildung an). D: Xanthinoxidase-Aktivitét in Rattenserum. *
p<0,05 versus Kontrolle, # p<0,05 versus MCT40. Ctr: Kontrolle. MCT40: Monocrotalin 40 mg/kg KG.
+PETN: Monocrotalin 40 mg/kg KG + PETN-Therapie. Die Daten sind als Mittelwert + SEM
angegeben, N = 3-6 Tiere/ Gruppe.

4.2.4.3 DHE-Fédrbung

Bei der Farbung eines Gewebes mit Dihydroethidium (DHE) reagiert der Farbstoff mit
ROS zu 2-Hydroxyethidium sowie Ethidium und kann dann durch Anregung mit Licht
der Wellenlange 480 nm im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Es
wurden die intrazellularen Superoxidmengen in der Lamina media der

Pulmonalarterien gemessen. Hierbei konnten wir in der MCT40-Gruppe erhohte
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Fluoreszenz-Signale feststellen, die durch die Behandlung mit PETN verhindert
werden konnten (Abbildung 27 C). Abgebildet ist eine reprasentative fotographische
Darstellung der GefalRendothelien sowie die quantitative Auswertung mittels

Densitometrie.

4.2.4.4 Xanthinoxidase-Aktivitat

Die Xanthinoxidase (XO) geht durch posttranslationale Modifikation aus der
Xanthindehydrogenase hervor und ist ein ROS produzierendes Enzym. Fur die
Messung ihrer Aktivitat gibt es einen speziellen Assay, den Xanthinoxidase-Assay.
Wir konnten in unseren Experimenten zeigen, dass in den MCT-Gruppen eine
deutliche Zunahme der Xanthinoxidaseaktivitdt vorlag, wahrend PETN diese

vollstandig normalisieren konnte (Abbildung 27 D).

4.2.4.5 Nox2-Expression

Die NADPH-Oxidase Isoform 2 (Nox2) ist ein superoxidproduzierendes Enzym. Ist
sie in verstarktem Malde vorhanden, geht dies mit erh6htem oxidativen Stress einher.
Wir untersuchten die Menge an Nox2 in den Aorten der Tiere mittels Western Blot.
Es zeigte sich eine deutliche Zunahme der Enzymexpression in den erkrankten
Tieren, nicht jedoch in den mit PETN behandelten (Abbildung 28 A).

4.2.4.6 3-Nitrotyrosin-Level

3-Nitrotyrosin entsteht bei der Reaktion von tyrosinhaltigen Proteinen mit Peroxynitrit,
dem Reaktionsprodukt aus Superoxid und Stickstoffmonoxid. Diese veranderten
Proteine kénnen durch Bindung an spezifische Antikdrper zum Beispiel mittels Dot
Blot Analyse sichtbar gemacht werden.

Auch hier konnte eine Zunahme der 3-Nitrotyrosinbildung in den Gruppen mit MCT-
induzierter PAH verzeichnet werden, die durch PETN verhindert werden konnte
(Abbildung 28 B). Es ist die quantitative Auswertung der Densitometrie als

Blockdiagramm sowie eine reprasentative fotographische Abbildung zu sehen.
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Abbildung 28: Wirkung von PETN-Therapie auf verschiedene Marker des oxidativen Stresses in MCT-
behandelten Ratten. A: Nox2-Expression in der Aorta mittels Western Blot. B: 3-Nitrotyrosinpositive
Proteine im Lungengewebe mittels Dot Blot. * p<0,05 versus Kontrolle, # p<0,05 versus MCTA40. Ctr:
Kontrolle. MCT40: Monocrotalin 40 mg/kg KG. +PETN: Monocrotalin 40 mg/kg KG + PETN-Therapie.
Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben, N = 3-6 Tiere/ Gruppe.

4.2.5 Hamoxygenase-1-Expression

Die Hamoxygenase-1 (HO-1) ist ein Enzym, das Ham zu Eisen, Biliverdin und
Kohlenmonoxid abbaut. Die HO-1 stellt ein Stress-Antwort-Gen dar, d.h. unter
zellularen Stressbedingungen wird es hochreguliert und stellt damit einen Marker fur
zellularen (oxidativen) Stress dar. Gleichzeitig wirkt die HO-1 stark antioxidativ und
protektiv und stellt damit ein wichtiges enzymatisches Schutzsystem im Organismus
dar. D.h. die Expression der HO-1 kann zum einen bedeuten, dass zellularer Stress
vorhanden ist, aber auch gleichzeitig zellulare SchutzmalRnahmen induziert wurden,
um diesen zellularen Stress einzudammen.

Wir untersuchten die mMRNA-Expression der HO-1 als Korrelat der Proteinexpression
mittels rt-PCR.

Es zeigten sich erhdhte mRNA-Level der HO-1 im Lungengewebe der MCT-Gruppe.
Zusatzlich kam es zu einer weiteren Erhdhung der mRNA-Level durch die
Behandlung mit PETN (siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: HO-1 mRNA-Level in Lungengewebe MCT-behandelter Ratten mittels rt-PCR. * p<0,05
versus Kontrolle, # p<0,05 versus MCT40. Ctr: Kontrolle. MCT40: Monocrotalin 40 mg/kg KG. +
PETN: Monocrotalin 40 mg/kg KG + PETN-Therapie. Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben,
N = 3-6 Tiere/ Gruppe.

4.2.6 Inflammation

4.2.6.1 VCAM-1-Expression
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) ist ein Adhasionsmolekul des
Gefallendothels, das fur die Bindung und Migration von Entzindungszellen

zustandig ist (siehe Kapitel 2.3.5).
Im Lungengewebe der erkrankten Tiere wurde eine erhohte Expression der VCAM-1-

mRNA-Level mittels rt-PCR nachgewiesen. Die Behandlung mit PETN bewirkte zwar
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Abbildung 30: VCAM-1 mRNA-Level in Lungengewebe MCT-behandelter Ratten mittels rt-PCR. *
p<0,05 versus Kontrolle. Ctr: Kontrolle. MCT40: Monocrotalin 40 mg/kg KG. +PETN: Monocrotalin 40
mg/kg KG + PETN-Therapie. Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben, N = 3-6 Tiere/ Gruppe.
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keine signifikante Verringerung gegenuber der MCT40 Gruppe, aber zumindest auch

keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle (Abbildung 30).
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Abbildung 31: Einfluss von PETN auf den Endothelin-Signalweg in Lungengewebe von Ratten mit
MCT-induzierter PAH. Die mRNA-Level fiir A: Endothelin-1, B: Endothelin konvertierendes Enzym
(ECE), C: Endothelinrezeptor A, D: Endothelinrezeptor B wurden mittels qRT-PCR im Lungengewebe
gemessen. * p<0,05 versus Ctr; # p<0,05 versus MCT40. Ctr: Kontrolle. MCT40: Monocrotalin 40
mg/kg KG. +PETN: Monocrotalin 40 mg/kg KG + PETN-Therapie. Die Daten sind als Mittelwert + SEM
angegeben, N = 6 Tiere/ Gruppe.
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4.2.7 Endothelin-1-Signalweg

Endothelin-1 (ET-1) spielt als hochpotenter Vasokonstriktor eine wichtige Rolle bei
der Entwicklung der PAH.

Wir untersuchten die mRNA-Level von ET-1, Endothelin converting Enzyme (ECE),
Endothelinrezeptor A (ETa) und Endothelinrezeptor B (ETg) im Lungengewebe der
Versuchstiere. Hier zeigten sich konkordante Ergebnisse: in der MCT-Gruppe waren
die Werte jeweils erhoht, die Behandlung mit PETN konnte eine Hochregulation

weitestgehend verhindern (siehe Abbildung 31).

4.3 In-vitro Versuche

Um die Rolle des Endothelins weiter zu untersuchen, fihrten wir Versuche mit
humanen Blutproben gesunder Probanden sowie in Kkultivierten Endothelzellen
(EA.hy 926) durch.

Fir diese Versuche verwendeten wir das Endothelin-Analogon BQ-3020, welches ein
ETs-selektiver ET-Agonist ist. Er vermittelt neben der ET-Clearance auch eine

pulmonale Vasokonstriktion und endotheliale Dysfunktion (siehe Kapitel 2.3.4).

4.3.1 Versuche in Zellkultur

Die kultivierten Endothelzellen wurden Uber 24 Stunden mit BQ-3020 sowie PETN
inkubiert, anschlieRend die mRNA isoliert und mittels rt-PCR die Expression des
Adhasionsmolekuils ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) untersucht. ICAM-1
ist wie VCAM-1 ein Oberflachenadhasionsprotein, welches an der Interaktion von
Endothel und Immunzellen beteiligt ist (siehe Kapitel 2.3.5).

BQ-3020 bewirkte hier eine erhohte Expression der ICAM-1-mRNA, die durch PETN
signifikant reduziert werden konnte (siehe Abbildung 32).

4.3.2 Versuche in humanen Blutproben

Humanes Blut von gesunden Probanden wurde in vitro mit verschiedenen Dosen
BQ-3020 sowie PETN inkubiert und anschlieBend der oxidative Burst gemessen.
Hierbei konnten mit steigender BQ-3020-Konzentration steigende Werte im
oxidativen Burst gemessen werden, wahrend PETN eine protektive Wirkung zeigte
(siehe Abbildung 33).
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Abbildung 32: Einfluss des Endothelin-Analogons BQ-3020 sowie PETN auf die ICAM-1 mRNA-Level
in EA.hy-Zellen mittels gRT-PCR. * p<0,05 versus ohne Behandlung; # p<0,05 versus BQ-3020
Behandlung. Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben, N = 3-7 Zellansétze/ Gruppe.
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Abbildung 33: Einfluss des Endothelin-Analogons BQ-3020 sowie PETN auf den oxidativen Burst in
Vollblut. A: zeitlicher Verlauf des oxidativen Bursts in Vollblut gesunder humaner Probanden mit BQ-
3020 in steigenden Konzentrationen mittels L-012 ECL. B: Oxidativer Burst in Vollblut gesunder
humaner Probanden nach Inkubation mit PETN und/oder BQ-3020 sowie Co-Simulation mit dem
Pyrogen Zymosan A (0,5 ug/ml) mittels L-012 ECL. Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben,
N = 16 Zellansétze/ Gruppe. Signifikanzsymbole in A: * p<0,05 versus Ctr; # p<0,05 versus 0,05 uM
BQ-3020; $ p<0,05 versus 0,5 uM BQ-3020. Signifikanzsymbole in B: * p<0,05 versus ohne
Behandlung; # p<0,05 versus 100 uM PETN; $ p<0,05 versus 5 uM BQ-3020.
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5 Diskussion

Die Ergebnisse der Studie haben gezeigt, dass PETN oxidativen Stress reduzieren
und endotheliale Dysfunktion im Tiermodell der PAH verbessern kann. Dies deckt
sich mit friheren Erkenntnissen hinsichtlich der protektiven Eigenschaften von PETN
unter anderem in einem Modell der arteriellen Hypertonie durch Angiotensin-II
Behandlung (20), in spontan hypertensiven Ratten (214) und bei experimentellem
Diabetes (21) sowie in klinischen Studien der eigenen (187, 215), aber auch anderer
Forschungsgruppen (15). Die Behandlung mit PETN zeigte auch protektive Effekte
bei experimenteller Praeklampsie in Ratten (23) sowie bei Risikoschwangerschaften
von Frauen mit Praeklampsie (22), wobei PETN die starksten Schutzeffekte im
Nachwuchs zeigte. Generell kann festgehalten werden, dass PETN im Gegensatz zu
allen anderen klinisch verwendeten organischen Nitraten im Patienten weder eine
Nitrattoleranz noch eine Kreuztoleranz (endotheliale Dysfunktion) verursacht

(zusammengefasst in Abbildung 34) (121).
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Abbildung 34: Endotheliale Dysfunktion durch Behandlung mit organischen Nitraten. A: Endotheliale
Dysfunktion durch GTN in peripheren Arteriolen. B: Endotheliale Dysfunktion durch GTN in
Coronararterien. C: Endotheliale Dysfunktion durch ISMN in peripheren Arteriolen. D: PETN I6ste
keine endotheliale Dysfunktion in Brachialarterien aus. E: Endotheliale Dysfunktion durch ISDN in
Brachialarterien. Abbildung aus (121)
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So kam es unter PETN-Therapie im Gegensatz zu allen anderen Nitraten nicht zu
einer Abschwachung der Acetylcholin-vermittelten Relaxation, als Indiz der
Aufrechterhaltung der Endothelfunktion durch die protektiven Effekte des PETN.
PETN ist wie bereits eingangs beschrieben ein organisches Nitrat, das sich deutlich
von anderen organischen Nitraten wie Nitroglyzerin (GTN), Isosorbidmononitrat oder
-dinitrat unterscheidet (15, 105, 121, 178). Allen gemein ist, dass sie sehr potente
Vasodilatatoren mit antiischamischen Effekten sind und unter anderem bei akutem
Koronarsyndrom, Herzinsuffizienz oder hypertensiver Entgleisung verwendet werden
kénnen. Bei chronischer Anwendung kommt es allerdings bei den organischen
Nitraten zur Nitrattoleranz und endothelialen Dysfunktion, wobei PETN dabei eine
Ausnahme darstellt (15, 16, 121, 215). Zum Beispiel konnte in einer Studie an 30
gesunden jungen Mannern der Unterschied zwischen GTN und PETN in der
chronischen Anwendung demonstriert werden (15). Die Autoren verabreichten den
Probanden jeweils Uber eine Woche Nitroglycerin, PETN oder Placebo und
untersuchten die Effekte auf Blutdruck, Herzfrequenz, die Endothelfunktion mittels
Verschlussplethysmographie und als Marker fur oxidativen Stress Isoprostane und
Aldehyde. In der GTN-behandelten Gruppe zeigte sich nach einwdchiger Therapie
eine Nitrattoleranz, erkennbar an fehlendem Blutdruckabfall sowie erhdhten
Parametern fur oxidativen Stress, wahrend die PETN-Behandelten auch nach der
einwochigen Therapie auf die Nitratgabe mit Blutdruckabfall reagierten und die
Isoprostan- und Aldehydlevel auf dem Niveau der placebobehandelten
Kontrollgruppe lagen (15).

Im Jahr 2014 wurden Daten einer groferen randomisierten und kontrollierten Studie
veroffentlicht, die PETN in einer Dosierung von 80 mg bei der Behandlung von
Patienten mit stabiler Angina pectoris im Vergleich zu Placebo untersuchte
(CLEOPATRA Studie) (187). Hierbei konnte im Vergleich zu Placebo eine
Verbesserung der Trainingsdauer bei Patienten mit niedriger Belastungsfahigkeit
erreicht werden, wahrend in dem unselektierten Gesamtpatientenkollektiv bei stabiler
Angina pectoris keine Vorteile gegenuber der Placebogabe bestanden (187). Es
bleibt also weiterhin zu untersuchen, welche weiteren Patientensubgruppen
gegebenenfalls von einer Behandlung mit PETN profitieren konnten.

Auch in Tierstudien konnte ein protektiver Effekt des PETN zum Beispiel bei
Atherosklerose belegt werden (216). Hier wurde an einem Kaninchenmodell der
diatinduzierten Hypercholesterinamie mit Ausbildung von Atherosklerose der Effekt

von PETN auf Superoxidproduktion, GroRe der atherosklerotischen Lasionen sowie
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die Relaxationsfahigkeit der Aorten untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass PETN
sowohl die Gefal¥funktion erhalten, die atherosklerotischen Lasionen reduzieren als
auch die Ausbildung von oxidativem Stress verhindern konnte (216).

Als ein zugrundeliegender Mechanismus fur die protektive Wirkung von PETN konnte
die Induktion der Hamoxygenase (HO-1) ausfindig gemacht werden (188). Hierfur
wurden kultivierte humane Endothelzellen mit dem aktiven Metabolit von PETN,
Penthaerythrityltrinitrat (PETriN), inkubiert und die Expression der HO-1 in Reaktion
auf steigende PETriN-Konzentrationen gemessen. Zusatzlich wurden als Parameter
die Konzentrationen der Produkte der HO-1-Aktivitat, Bilirubin und Kohlenmonoxid,
gemessen und jeweils erhohte Werte bei steigenden PETriN-Konzentrationen
detektiert (188).

Die Hamoxygenase spielt auch im Tiermodell bei kardiovaskularen Erkrankungen
eine protektive Rolle (19, 139, 217-220). Dies wurde gezeigt in verschiedenen
experimentellen Studien, z.B. in HO-1-Knockoutmausen, die einer Hypoxie
ausgesetzt wurden und daraufhin eine pulmonale Hypertonie entwickelten (217),
oder durch eine Induktion der HO-1 bei Diabetes oder chronischer GTN-Therapie,
die zu einer verbesserten Situation der diabetischen Komplikationen und der GTN-
induzierten GefalRdysfunktion fuhrte (19, 139). Weiterhin konnte eine protektive
Wirkung vor hypoxischen Herzmuskelschaden durch einen HO-1-Gentransfer im
Mausmodell beschrieben werden (221).

Die Arbeitsgruppe um Daiber und Minzel konnte an Wistar-Ratten die
unterschiedliche Wirkung von GTN und PETN insbesondere auf die Expression der
HO-1 demonstrieren (19). Nach viertagiger Infusion von GTN oder PETN wurden die
Gefalifunktion, HO-1-Expression, Ferritinlevel, oxidativer Stress und ALDH-2-
Aktivitat sowie der Einfluss einer HO-1-Induktion oder -Inhibition untersucht. Neben
den bereits erwarteten Effekten der ausbleibenden Nitrattoleranz durch PETN-
Behandlung konnte auch gezeigt werden, dass eine Induktion der HO-1 durch Hamin
zu einer verminderten Toleranzentwicklung in den GTN-behandelten Tieren und
Inhibition durch Apoginin zu einer vermehrten Toleranzentwicklung in den PETN-
behandelten Tieren fuhrte. Eine Zusammenfassung ist in Abbildung 35 gezeigt.
Weiterhin ging der protektive Effekt von PETN in einem Hypertoniemodell verloren,
wenn die HO-1 genetisch zu 50% deletiert wurde. (20)
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Abbildung 35: Auswirkungen der HO-1-Expression/-Inhibition auf die Nitrattoleranz. Hemmt man die
HO-1 bei PETN-behandelten Tieren, wird eine Toleranz und erhbéhte Superoxidproduktion induziert.
Induziert man die HO-1 bei GTN-behandelten Tieren, konnte eine Toleranzentwicklung sowie
Superoxidproduktion gehemmt und die Aktivitdt der ALDH-2 (bioaktivierendes Enzym des GTN)
normalisiert werden. Abbildung aus (121), Originaldaten aus (18)

Anhand der oben aufgeflhrten Studien wird ersichtlich, warum in der vorliegenden
Studie der Effekt von PETN auf die PAH als eine kardiovaskulare Erkrankung mit

erhdhtem oxidativen Stress und Gefalldysfunktion untersucht wurde.

5.1 Tiermodell der MCT-induzierten pulmonalen arteriellen

Hypertonie

In unserem Tiermodell wurde Monocrotalin intravends Uber die Vena dorsalis penis
verabreicht. Dies unterscheidet sich von anderen Studien, in denen die
Verabreichung meist intraperitoneal oder subkutan geschieht (48).

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit unserer Methode fiihrten wir einige Versuche
durch, die bestatigten, dass man eine signifikante Wirkung auf verschiedene
Parameter der PAH durch einmalige Gabe von 40 mg/kg KG intravends und einer
Wartezeit von 4 Wochen erreichen kann.

Die 6-wdchige Behandlung flhrte zu einer hohen Sterblichkeit der Tiere, ebenso eine

Behandlung mit 60 mg/kg KG MCT. Die niedrigere Dosis von 30 mg/kg KG zeigte
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zum Teil nicht die gewunschten Effekte, ebenso wie eine kirzere Behandlungsdauer
von 2 Wochen (siehe auch Kapitel 4.1).

Die Ubertragbarkeit des PAH-Modells auf den Menschen ist allerdings umstritten
(195). Obwohl das Modell der MCT-induzierten pulmonalen Hypertonie ein
weitverbreitetes ist, gibt es einige Limitationen, was den Vergleich mit der PAH beim
Menschen angeht.

Viele pathophysiologische Merkmale, die in den Ratten durch MCT ausgelost
werden, existieren beim Menschen mit PAH nicht. Dazu gehdéren Lungenddem,
Myokarditis, renale Veranderungen und hepatookklusive Erkrankung (195, 222-224).
Auch die Beteiligung von Venen und extrapulmonalen Gefalden ist kein Merkmal der
PAH, im Rattenmodell allerdings ausgepragt. Monocrotalin wirkt toxisch auf Gefalie
des Korperkreislaufs sowie weitere Organe wie Leber, Herz und Niere (46, 48, 225).
AuRerdem konnte fur eine grofle Reihe an Substanzen eine heilende Wirkung auf
MCT-induzierte PAH gezeigt werden, von denen sich viele nicht auf humane
Situationen Ubertragen lielRen, darunter auch einige, die sogar an der Pathogenese
der PAH beteiligt zu sein scheinen, wie Elastase oder der inzwischen verbotene
Appetitzigler Dexfenfluramin (46, 226, 227).

Erschwerend kommt hinzu, dass der genaue Wirkmechanismus des MCT nicht
bekannt ist. Es wird angenommen, dass eine direkte Endothelschadigung im Verlauf
zu einer pulmonalen Hypertonie fuhrt. Diese Theorie wird auch unterstitzt durch
unsere Untersuchungsergebnisse, bei denen eine Gefalldysfunktion nicht nur in den
Pulmonalarterien, sondern auch in den Aorten unserer Versuchstiere zu verzeichnen
war (siehe Abbildung 20). Dies ist vermutlich auf die systemische toxische Wirkung
des Monocrotalins zurtckzufuhren (48).

Eine Zusammenfassung der kritischen Studien haben Gomez-Arroyo et al. in einem
Review (195) vorgelegt.

Auf der anderen Seite ist das Tiermodell in Bezug auf den hamodynamischen und
histopathologischen Schweregrad und die hohe Mortalitdt aber mit der PAH
vergleichbar (228). Die sekundaren Veranderungen, die auf die GefalRdysfunktion
folgen, lassen sich ebenfalls gut abbilden (47).

So wurde auch in der vorliegenden Studie mittels Echokardiographie der
pulmonalarterielle Druck nichtinvasiv gemessen. Dabei zeigte sich deutlich ein
erhohter pulmonalarterieller Blutdruck in den MCT-behandelten Tieren. Die
Behandlung mit PETN konnte einen signifikanten Blutdruckanstieg verhindern, was

zum einen durch seine bekannte Wirkung als Vasodilatator zu erklaren ist, aber
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daneben vermutlich auf den antioxidativen und anti-inflammatorischen Effekten
beruht.

Die pulmonale Hypertonie geht mit einer Fibrosierung der Lungen und einer erhéhten
Steifigkeit der Gefalle einher, welche durch die erhdhte Druckbelastung im rechten
Herzen mit der Zeit zu einer Rechtsherzhypertrophie fuhrt.

Wir fihrten also, um den Erfolg unserer MCT-Behandlung zu Uberprifen, auch eine
Bestimmung der Organgewichte der Herzen und der Lungen unserer Versuchstiere
durch und bezogen das jeweils gemessene Organgewicht auf das Gesamtgewicht
des jeweiligen Tiers.

Das Gewicht der Herzen wurde dabei als Korrelat der kardialen Hypertrophie
angesehen. Dies kommt zustande, da das Herz aufgrund des hohen
pulmonalarteriellen Widerstands einer Mehrbelastung ausgesetzt ist, was das
Zellwachstum anregt und damit eine Hypertrophie begunstigt.

Die Lungen werden ebenfalls durch eine Zunahme des Parenchyms schwerer, hier
allerdings aufgrund der Fibrosierung, welche durch eine Zunahme von
Kollagenfasern und Bindegewebszellen gekennzeichnet ist. Die Fibrosierung wird im
Tiermodell durch MCT ausgeldst, beim Menschen ist die Ursache letztendlich noch
unklar. Durch die Zunahme des Gewebes sinkt die Gefal¥flexibilitdt dann zusatzlich
zur bereits vorhandenen Gefalldysfunktion noch weiter.

In unseren Versuchen zeigte sich, dass durch die Behandlung mit MCT sowohl die
Herzen als auch die Lungen der Versuchstiere schwerer wurden. Die Behandlung mit
PETN machte diesen Effekt riickgangig (siehe Abbildung 25, Seite 68).

Unter Einbeziehung der oben genannten Faktoren kdnnen einige wichtige Aspekte
der PAH, wie die rechtsventrikulare Hypertrophie, vaskulares Remodelling,
Lungenfibrose, Inflammation und oxidativer Stress, dennoch gut im MCT-
Rattenmodell untersucht werden (48).

Somit sind unsere Ergebnisse mit PETN zwar sehr positiv und vielversprechend,
eine Wirkung beim Menschen ist aber offen und muss weiter untersucht werden.

Seit einigen Jahren lauft eine Studie von Actavis Deutschland GmbH, die die
~Wirksamkeit einer 12-wochigen oralen Therapie mit Pentalong® (PETN) auf die
Belastbarkeit und Lebensqualitat von Patienten mit systolischer Herzinsuffizienz und
sekundarer pulmonaler Hypertonie® (229) Uberprufen mochte. Es handelt sich um
eine  multizentrische interventionelle  Studie mit  placebokontrolliertem,

randomisiertem, doppelblindem Design. Als primarer Endpunkt wurde dabei eine
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Uberlegenheit in der Verbesserung des pulmonalen vaskularen Widerstands (PVR)
nach einer 12-wdchigen oralen Pentalong®-Therapie im Vergleich zur
Placebotherapie zusatzlich zu einer Standardtherapie der Herzinsuffizienz festgelegt

(229). Bisher wurden dazu keine Ergebnisse veroffentlicht.

5.2 Nitrate in der Therapie der PAH

Die |dee, Nitrate zur Therapie der pulmonalen Hypertonie zu verwenden, ist nicht
neu. Versuche scheiterten aber haufig an der fehlenden Selektivitat fur
Lungengefale  (230). Somit wurden bereits verschiedene inhalative
Behandlungsoptionen ausgetestet, zum Beispiel mit NO oder Nitroglycerin (231-233).
Hierbei konnte jeweils eine selektive Wirkung der inhalativen Therapie mittels NO
und Nitroglycerin auf den Lungenkreislauf (Reduktion des pulmonalarteriellen Drucks
und des pulmonalen vaskularen Widerstands) gezeigt werden (siehe Abbildung 36).
Systemischer Blutdruck, systemischer vaskularer Widerstand und Herzfrequenz
blieben davon unbeeintrachtigt. Somit sind diese Anwendungsformen fir eine
Therapie auf der Intensivstation gut geeignet, als Dauertherapie aber impraktikabel.
Auch der NO-Donor und K+-Kanal6ffner Nicorandil konnte positive Effekte auf
rechtsventrikularen Druck, endotheliale Gefallasionen und eNOS-Expression in
einem Tiermodell der PAH verzeichnen (234).

Eine schwedische Arbeitsgruppe untersuchte den Einfluss von nitratreichem Rote-
Beete-Saft auf Patienten mit PAH. Es wurde gezeigt, dass nach einwdchiger
taglicher Applikation von etwa 16 mmol Nitrat pro Tag ein Anstieg der NO-
Konzentration in der Ausatemluft zu verzeichnen war, einhergehend mit einer
niedrigeren Atemfrequenz in der Spiroergometrie und eine tendenzielle
Verbesserung der rechtsventrikularen Funktion. Auch die untersuchten Biomarker
und Metabolite des NO-Stoffwechsels zeigten sich erhoht im Vergleich zur
Kontrollgruppe (235). Die genannten Beispiele zeigen den Nutzen einer Therapie der
PAH mit organischen Nitraten bzw. NO-Donoren.

Der sGC-Stimulator Riociguat findet als Medikament, das etwas weiter unten im NO-
Signalweg eingreift (sowohl NO als auch Riociguat aktivieren die sGC), bereits
Anwendung in der first-line-Therapie der PAH.

Aufgrund seines bereits mehrfach erwahnten positiven Nebenwirkungsprofils und
seiner insgesamt positiven Wirkung in der vorliegenden Studie scheint PETN ein

vielversprechender Ansatz zur unterstitzenden Therapie der PAH.
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Abbildung 36: Wirkung von inhalativem NO. Inhalatives NO diffundiert von den Alveolen in die glatten
GefdBmuskelzellen und aktiviert dort die I6sliche Guanylatzyklase (GC), welche aus GTP
(Guanosintriphosphat) cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat) synthetisiert. SGMP aktiviert die
Proteinkinase, wodurch es zu einem verminderten Calciumausstrom aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SR) sowie zur Dephosphorylierung von Myosin und damit zur Relaxation fiihrt. Abbildung
aus (236)

5.3 Oxidativer Stress

Wie bereits erwahnt, ist der oxidative Stress einer der Haupt-Pathomechanismen der
PAH. Dies wird unter anderem in Studien deutlich, die den Einfluss der
Superoxiddismutase (SOD) auf die PAH untersuchten.

In einem Rattenmodell der MCT-induzierten PAH konnte eine Uberexpression der
extrazellularen SOD (ecSOD) die Hypertonie sowie Gefaliproliferation und
Remodeling verbessern (237). Eine Inaktivierung der ecSOD fuhrte zu einer
schweren Lungenschadigung und hohen Mortalitat bei Mausen (238).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit PETN Uber eine
erhdhte NO-Bildung eine Induktion der ecSOD stattfand, was zum Teil zu den
antioxidativen und antiatherosklerotischen Eigenschaften von PETN beitragt (189).
Daher konzentrierten sich unsere Untersuchungen zu einem groRRen Teil auf
verschiedene Parameter des oxidativen Stresses.

Mit der DHE-Farbung wurde durch Oxidation des Fluoreszenzfarbstoffs DHE und

anschlielende Interkalation in die DNA die intrazellulare Superoxidproduktion in der
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Lamina media der Pulmonalarterien fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht
(203). Mit dieser Methode wird hauptsachlich Superoxid gemessen (239), allerdings
ist eine Reaktion mit anderen reaktiven Spezies wie Hydroxyl-Radikalen und
Wasserstoffperoxid moglich.

In den abgebildeten Fotos der mikroskopischen Praparate der Pulmonalgefalie
(Abbildung 27) sieht man deutlich die Zunahme der rot fluoreszierenden Zellkerne in
der Gruppe der erkrankten Tiere. Durch die PETN-Behandlung normalisierte sich das
Bild.

Auch hier lie sich also erhdhter oxidativer Stress im Tiermodell nachweisen, der

sich durch PETN reduzieren liel3.

5.3.1 NADPH-Oxidase-Aktivitat

Wie in Kapitel 2.3.1.1 beschrieben, sind NADPH-Oxidasen (Nox) ROS-
produzierende Enzyme, die unter anderem zur Erregerabwehr bendétigt werden und
durch hormonelle Regulation und physikalische Einwirkung auf die Gefalwande
induziert werden. Eine vermehrte Expression bedeutet also vermehrte ROS-
Produktion. Die Nox2 ist unter anderem im Endothel, in glatter GefalRmuskulatur,
Fibroblasten und perivaskularem Fett exprimiert und spielt neben der Nox1 eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung von Hypertonie, GefalRdysfunktion und
Inflammation (67, 68). PETN verhinderte einen Anstieg der NADPH-Oxidase-
Expression (siehe Abbildung 28).

Die Regulation der Nox ist komplex und multifaktoriell. Hierbei spielt auch die
Proteinkinase C (PKC) eine Rolle, da sie durch ROS stimuliert werden kann und
dann durch Phosphorylierung der p47phox-Untereinheit zu einer Aktivierung der
Nox2 fuhrt (112).

Auf Transkriptionsebene sind verschiedene proinflammatorische
Transkriptionsfaktoren wie Nuclear factor-kappaB (NF-kB), Activator protein-1 (AP-1)
und STAT an der Aktivierung der Nox beteiligt, ebenso wie epigenetische
Modifikationen wie posttranslationale Modifikation Uber Acetylierung und
Hyperacetylierung oder Micro-RNA-Regulation (240).

Superoxid als Produkt der NADPH-Oxidase (Nox) kann direkt mittels
Chemilumineszenz gemessen werden. Dabei wird mithilfe eines

Chemilumineszenzfarbstoffs wie z.B. Lucigenin eine chemische Reaktion ausgeldst.
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Luminol und L-012 bendtigen fur diese Reaktion Wasserstoffperoxid und Peroxidase-
Aktivitat.

Lucigenin wurde in unseren Messungen zur Bestimmung der NADPH-
Oxidaseaktivitat in kardialen Membranfraktionen verwendet, L-012 zur Messung des
oxidativen Bursts in Vollblut (siehe Abbildung 27, Kapitel 3.2.7.1) (200).

Lucigenin wird durch die Reaktion mit Superoxid angeregt und somit Elektronen auf
ein hoheres Energieniveau gebracht. Bei der anschliellenden Ruckfuhrung des
Elektrons wird Energie frei, die mittels Luminometer quantitativ gemessen werden
kann. Diese Reaktion wird Chemilumineszenz genannt. Im Gegensatz zur
Fluoreszenz wird hier die Energie fur die Lichtemission nicht durch Licht, sondern
durch eine chemische Reaktion ausgeldst.

Generell wird davon ausgegangen, dass die Methode der lucigeninvermittelten
Chemilumineszenz in Membranfraktionen speziell die NADPH-Oxidase-Aktivitat
misst, da den Messungen NADPH als Substrat zugesetzt wird und in verschiedenen
Studien durch unspezifische Nox-Inhibitoren wie Apocynin (210), aber auch
spezifischen Inhibitoren eine Reduktion des Signals erreicht werden konnte (241,
242).

Es gibt allerdings Studien, die die Selektivitat der Messung bezweifeln, z.B. von
Rezende et al. 2016 (243). Laut den Autoren der genannten Studie kommt es auch
bei Triple-Nox-Knockout-Mausen zu einer vermehrten ROS-Bildung nach Stimulation
und eine vermehrte Expression von NOS oder Cytochrom P450-Enzymen flhrte
ebenfalls zu einer vermehrten ROS-Bildung in Membranfraktionen, so dass die
gemessenen Werte moglicherweise auch unspezifische ROS-Bildung mit
einbeziehen. Dennoch steht aulRer Frage, dass oxidativer Stress gemessen wird.
Eine weitere Limitation in der lucigeninvermittelten Chemilumineszenzmessung ist
die Beobachtung, dass durch die Zugabe von Lucigenin eine zusatzliche Bildung von
Superoxid induziert wird, so genanntes ,Redox-Cycling“ (210). Daher ist nur eine
semi-quantitative Aussage Uber die ROS-Produktion mdglich, es besteht die Gefahr,
dass man die ROS-Produktion Uberschatzt. Jedoch muss festgehalten werden, dass
Lucigenin bei Zugabe in niedrigen Konzentrationen <10uM keinen nennenswerten
zusatzlichen Superoxidanteil generierte, wie anhand von ESR-basierten Spin-Trap
Untersuchungen von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte (200).

In unseren Untersuchungen zur PAH sieht man einen deutlichen Anstieg der
Superoxidproduktion in den erkrankten Tieren, wahrend durch die Gabe von PETN

das Level der Kontrollgruppe wiederhergestellt wurde.
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Neben der vermehrten ROS-Produktion in der Chemilumineszenzmessung konnte
auch mittels Western Blot eine erhdhte Expression der NADPH-Oxidase in den
erkrankten Tieren festgestellt werden (siehe Abbildung 28).

Uber welchen Mechanismus PETN an der Regulation beteiligt ist, bleibt zu
untersuchen. Moglicherweise spielt auch hier die antioxidative und anti-
inflammatorische Wirkung eine Rolle, durch die zumindest die ROS-abhangige
Induktion der Nox und vermehrte vaskulare Prasenz der phagozytaren NADPH-

Oxidase durch infiltrierte Immunzellen verhindert wird.

5.3.2 Xanthinoxidase-Aktivitat

Die Xanthinoxidoreduktase ist wie die NOS ein Enzym, das unter anderem durch
Scherkrafte induziert wird und dessen Funktionsanderung von einer Dehydrogenase
zur Oxidase durch oxidativen Stress getriggert wird (siehe Kapitel 2.3.1.2). Sie
kommt im Plasma unter normalen Bedingungen nur in geringen Mengen vor (244).
Unter pathophysiologischen Bedingungen ist sie jedoch in erhdhten Konzentrationen
im Plasma messbar. Durch Zugabe von Cytochrom C, welches durch Superoxid
reduziert wird und dadurch seine Absorptionseigenschaften andert, und Xanthin als
Substrat der Xanthinoxidase, lasst sich dann im Plasma photometrisch feststellen,
wieviel Cytochrom C in einer bestimmten Zeit reduziert wurde. Um tatsachlich
feststellen zu kdnnen, dass dieser Effekt durch die Xanthinoxidase hervorgerufen
wird, wird gleichzeitig in einer zweiten Probe der Hemmstoff Allopurinol
hinzugegeben. Damit I&sst sich die Superoxidproduktion durch andere Quellen wie
den NADPH-Oxidasen von der durch die Xanthinoxidase unterscheiden.

Wir konnten in unseren Versuchen eine erhdhte Aktivitdt der Xanthinoxidase in den
erkrankten Tieren feststellen (siehe Abbildung 27). Die Beobachtung lasst sich durch
den erhohten Scherstress erklaren, welcher eine Induktion des Enzyms hervorruft,
und die bereits vorhandenen RONS, die die Umwandlung von der Dehydrogenase-
in die Oxidaseform triggern. PETN konnte dies durch seine antioxidativen sowie
dilatativen Eigenschaften verhindern und somit auch hier die Enzymaktivitat auf

Kontrollniveau senken.
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5.3.3 3-Nitrotyrosinbildung im Lungengewebe

Vermehrte Bildung von 3-Nitrotyrosin wird in vielen kardiovaskularen Erkrankungen
wie Atherosklerose, Lungenerkrankungen, Asthma oder Diabetes mellitus
beobachtet (245). Dies ist unter anderem auf den Effekt der Reaktion von Superoxid
mit NO zu Peroxynitrit zurickzufuhren (siehe Kapitel 2.3.2). Peroxynitrit reagiert im
Gewebe weiter mit den Tyrosinseitenketten in Proteinen zu 3-Nitrotyrosin, welches
zum Beispiel mithilfe immunologischer Methoden sichtbar gemacht werden kann.
Neben einer Funktionsanderung oder eines Funktionsverlustes der betroffenen
Enzyme wie der Prostazyklinsynthase (246) kommt es dabei auch zu einer
verminderten NO-Bioverfligbarkeit, da NO durch die Reaktion mit Superoxid nicht
mehr fur seine eigentliche Funktion zur Verfugung steht. Dies fuhrt zur
Gefaldysfunktion, da NO neben Prostazyklin der wichtigste relaxierende Faktor im
Gefalsystem ist.

Der der 3-Nitrotyrosinbildung zugrundeliegende Pathomechanismus wird nitro-
oxidativer Stress genannt, wobei neben Peroxynitrit auch weitere reaktive
Stickstoffspezies wie zum Beispiel Stickstoffdioxid eine Rolle spielen (247, 248).
Durch die MCT-Behandlung kam es in unseren Versuchen ebenfalls zu einer
vermehrten 3-Nitrotyrosinbildung im Lungengewebe, welche mittels spezifischer
Antikorper im Dot Blot detektiert wurde (siehe Abbildung 21).

Auch hier ist die Wirkung dosisabhangig, die niedrige Dosierung von 30 mg/kg KG
MCT zeigte keine Wirkung, wahrend 40 mg/kg KG sowie 60 mg/kg KG MCT &ahnlich
hohe Werte fur 3-Nitrotyrosin in den Lungengeweben hervorbrachten.

Zu beachten ist allerdings, dass die angewendete Methode aufgrund von
Kreuzreaktionen und unspezifischen Bindungen der Antikérper nicht absolut
spezifisch ist (245). Dennoch sind die deutlichen Unterschiede zwischen den
Lungengeweben der gesunden und denen der MCT-behandelten Tiere hinweisend
auf den Einfluss des Peroxynitrits. PETN konnte die Bildung von 3-Nitrotyrosin

aufgrund seiner antioxidativen Eigenschaften verhindern (siehe Abbildung 28).

5.3.4 Relaxationsfahigkeit der Gefalle

Die Relaxationsfahigkeit der Gefalde lasst sich durch die Wirkung von Acetylcholin
(ACh) Uberprufen (siehe Kapitel 3.2.6). ACh bewirkt in der glatten Muskulatur Uber
die Freisetzung von Calcium eine Kontraktion, die bei intaktem Endothel allerdings

Uberlagert wird von der Wirkung in den Endothelzellen. Auch hier bewirkt ACh eine
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Freisetzung von Calcium, dies fuhrt im Endothel allerdings zur Aktivierung der eNOS,
welche die Freisetzung von NO katalysiert und damit eine Relaxation bewirkt. Somit
fuhrt die Zugabe von ACh bei intaktem Endothel zu einer Relaxation. Je weniger
intakt das Endothel ist (endotheliale Dysfunktion), desto weniger kann eine
Relaxation stattfinden, bis es schlielllich zur gegenteiligen Reaktion durch die
Wirkung des ACh in den glatten Muskelzellen kommt. Im Rahmen des
Acetylcholintests im Katheterlabor wird diese paradoxe Vasokonstriktion durch ACh
in den Koronarien in stenotischen, Endothel-geschadigten Bereichen diagnostisch
zunutze gemacht.

Dabei geht es nicht nur um eine mechanische Intaktheit des Endothels, sondern
auch um die regulare Funktion der eNOS. Wie bereits weiter oben beschrieben, kann
die eNOS durch Einwirkung von oxidativem Stress entkoppelt werden. Es kommt
zum Redoxswitch, was bedeutet, dass durch die Einwirkung von oxidativem Stress
eine Anderung der Enzymaktivitat von einer NO-Synthase zu einem Superoxid-
produzierenden Enzym bewirkt wird (114). Es kommt also zu einem Mangel an NO
und zu einer Verstarkung des oxidativen Stresses. Somit fehlt, vereinfacht gesagt,
das entscheidende vasorelaxierende Molekiul NO und es kommt zur endothelialen
Dysfunktion.

Wie in Abbildung 26 gezeigt, fuhrte die Behandlung mit MCT in unseren
Versuchstieren zu einer Zunahme der GefalRdysfunktion, auch hierbei in einer
dosisabhangigen Starke. Zumindest partiell konnte dies durch die Behandlung mit
PETN verhindert werden, da PETN sowohl selbst NO freisetzt als auch durch die
Induktion der HO-1 die ROS-Level senkt und dadurch NO bioverfligbar macht.
Dieser Effekt konnte bereits in anderen Studien gezeigt werden, z.B. von Hacker et
al. in einer Studie an Kaninchen mit Atherosklerose (216).

Wie bei den meisten kardiovaskularen Erkrankungen konnte also auch in unserem
Tiermodell der PAH mit allen genannten Methoden erhdhter oxidativer Stress
nachgewiesen werden. Dabei sind sowohl NADPH-Oxidasen als auch
Xanthinoxidasen involviert. Der bereits bei anderen Erkrankungen mit erhdhtem
oxidativen Stress nachgewiesene protektive Effekt von PETN lie3 sich bei uns
ebenfalls nachweisen (20, 21, 249).
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5.4 Induktion der Hamoxygenase-1

Die Hamoxygenase-1 (HO-1) ist ein Enzym, das Ham zu Eisen, Biliverdin und
Kohlenmonoxid abbaut (siehe Kapitel 2.3.3.2). Diese Metabolite, insbesondere
Biliverdin und das daraus entstehende Bilirubin sowie Kohlenmonoxid, haben eine
antiinflammatorische und antioxidative Wirkung. Induziert wird die HO-1 unter
anderem durch Inflammation und oxidativen Stress (134). Eine protektive Wirkung
durch vermehrte Induktion der HO-1 konnte wie bereits weiter oben beschrieben in
verschiedenen Modellen kardiovaskularer Erkrankungen nachgewiesen werden (19,
139, 217-220).

In mehreren Studien konnte auch eine protektive Wirkung der HO-1 auf die
Entwicklung der PAH nachgewiesen werden (250-252). Durch Induktion der HO-1 in
Ratten mittels Nickel(ll)-chlorid (NiCl2) oder Hamin konnte eine Hypoxie-induzierte
pulmonale Hypertonie verhindert werden (251). In gentechnisch veranderten Mausen
mit konstitutiver HO-1-Expression im Lungengewebe konnte im Gegensatz zur
Kontrollgruppe weder eine Inflammationsreaktion noch eine Hypertonie durch
Hypoxie induziert werden (252).

Wie erwartet zeigten sich auch in unseren Versuchen erh6hte mRNA-Level der HO-1
im Lungengewebe der MCT-Gruppe. Zusatzlich kam es durch die Behandlung mit
PETN zu einer weiteren Erh6hung der HO-1-mRNA-Level, was darauf hindeutet,
dass PETN neben der vasodilatativen Wirkung mittels NO-Freisetzung auch Uber
diesen Mechanismus seine protektive, insbesondere seine antioxidative Wirkung
entfaltet. Dieser Effekt wurde bereits beobachtet und konnte in unseren Versuchen
nun bestatigt werden (19, 188, 253).

5.5 Endothelin-1-Signalweg

In unseren Versuchen haben wir gezeigt, dass PETN oxidativen Stress reduziert und
die endotheliale Dysfunktion bei MCT-induzierter PAH verbessern kann. Dabei stellt
sich als madglicher Vermittler dieser positiven Effekte neben den bekannten
vasodilatativen Mechanismen eine verstarkte Expression der Hamoxygenase-1
(siehe oben) dar. Die ROS-reduzierenden Eigenschaften des PETN sind dabei
vermutlich ein Grund fur die ebenfalls verminderte Expression des Vasokonstriktors
Endothelin-1 durch die PETN-Behandlung.

Endothelin-1 (ET-1) spielt als hochpotenter Vasokonstriktor eine wichtige Rolle bei
der Entwicklung der PAH (siehe Kapitel 2.3.4).
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ET-1 wird aus seiner Vorstufe Big-ET-1 durch das endothelinkonvertierende Enzym
(ECE, endothelin converting enzyme) aktiviert und wirkt Uber die
Endothelinrezeptoren A und B (ETa und ETg) in glatter Muskulatur und im Endothel.
Wie am Anfang dieser Arbeit bereits diskutiert, vermittelt der ETa-Rezeptor, der
hauptsachlich in glatten GefaBmuskelzellen exprimiert ist, eine starke
Vasokonstriktion  sowie  Zellproliferation, wahrend die  Aktivierung des
endothelstandigen ETg-Rezeptors Uber NO- und Prostazyklinfreisetzung zur
Vasodilatation fuhrt und fur eine Clearance des zirkulierenden ET-1 zustandig ist. Die
deutlich Uberwiegende vasokonstriktorische Wirkung des Endothelins ergibt sich
dadurch, dass der ETg-Rezeptor sehr viel schwacher im GefalRsystem exprimiert
wird als der ETa-Rezeptor (143, 144).

Es konnte bereits an diabetischen Mausen gezeigt werden, dass Endothelin-1 in die
Entstehung von oxidativem Stress und vaskularer Dysfunktion involviert ist (146). Es
wurde ein Mausmodell mit einer Uberexpression an ET-1 verwendet und mittels
Streptozotocin-Injektion ein Diabetes mellitus induziert. Verglichen wurde mit einem
Wildtyp mit selbigem Diabetes mellitus. Es zeigten sich in den ET-1-Mausen deutlich
erhohte vaskulare Dysfunktion sowie ROS-Level (146).

AuRerdem wird die Expression von Endothelin aber auch durch ROS induziert (155).
Kultivierte Endothelzellen wurden oxidativem Stress mittels Xanthinoxidase oder
Wasserstoffperoxid ausgesetzt und die Konzentration der Endothelin-1-
Promoteraktivitat, die Preproendothelin-mRNA-Level sowie die Konzentration des
Big Endothelin-1 gemessen. Durch steigenden oxidativen Stress konnten steigende
ET-1-Parameter gemessen werden. Eine gleichzeitige Zugabe von SOD oder
Katalase konnte den Effekt verhindern, wahrend eine Inhibition der eNOS keinen
Unterschied zeigte. Somit kann davon ausgegangen werden, dass tatsachlich ROS
fur den Effekt verantwortlich sind und nicht beispielsweise eine verminderte NO-
Bioverfugbarkeit (155).

In unseren Versuchen konnten wir mittels rt-PCR eine erhdhte Expression der mRNA
verschiedener Parameter des ET-1-Signalweges im Lungengewebe der
Versuchstiere nachweisen. Speziell untersuchten wir die mRNA-Level von ET1, dem
Endothelin Converting Enzyme sowie den beiden Endothelinrezeptoren ETaund ETs.
Alle vier genannten wurden durch die Behandlung mit PETN signifikant reduziert,
was wohl auf den antioxidativen Effekt von PETN und den somit verminderten ROS-

induzierten ET-1-Signalweg zurtckzufuhren ist (siehe Abbildung 31).
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Durch Endothelinrezeptorantagonisten (ETRA) wie Bosentan, Macitentan und
Ambrisentan konnte ein groRer Fortschritt in der Behandlung der PAH erzielt werden
(156). Allerdings musste eine Substanz der Gruppe, Sitaxentan, bereits vom Markt
genommen werden, da es zwei Todesfalle im Zusammenhang mit der Einnahme
durch Leberversagen gab (254). Obwohl auch unter Einnahme anderer ETRA eine
Leberwerterh6hung festgestellt wurde, gehdren sie weiterhin zu den First-line-
Medikamenten bei der Behandlung der PAH (6, 143).

Somit konnte PETN als Wirkverstarker der bekannten Therapeutika Eingang in die
Behandlung der PAH finden.

5.6 Inflammation

VCAM-1 und ICAM-1 sind Proteine, die zur Familie der Super-Immunglobuline
gehdren. Sie werden als Adhasionsmolekile auf Endothel und Leukozyten
exprimiert, sind somit an inflammatorischen Prozessen beteiligt und spielen eine
Rolle bei der Atherogenese (siehe Kapitel 2.3.5). Es ist bekannt, dass die PAH
phanotypisch mit vermehrten inflammatorischen Prozessen einhergeht. Unter
anderem sind Zytokine, Chemokine, T-Zellen und Makrophagen in erhéhtem Malle
vorhanden (255).

Die Inflammation wird Uber Zelladhasionsmolekule vermittelt, die fur die Immigration
von Leukozyten und damit verbundene Ausschittung von Zytokinen und
Chemokinen bendtigt werden. Diese sind unter anderem ICAM-1 und VCAM-1, die
wir in unseren Versuchen untersuchten.

Es konnte bereits in einem Tiermodell einer DOCA-Salz-induzierten Hypertonie ein
Zusammenhang zwischen  Endothelin-1-Wirkung und  VCAM-1-Expression
festgestellt werden (149). Die Autoren der Studie beschreiben, dass die VCAM-1-
Expression direkt Uber eine Induktion der NADPH-Oxidase und damit Superoxid
durch Endothelin induziert wird (149). Auch andere Studien konnten zeigen, dass die
Expression von VCAM-1 genauso wie die von ICAM-1 durch Endothelin induziert
wird (256, 257).

In unserer Studie wollten wir somit untersuchen, welchen Einfluss die Behandlung
mit PETN auf die inflammatorischen Prozesse hat. Dafur wurde einerseits in den
Lungen der Versuchstiere die Expression der VCAM-1-mRNA mittels rt-PCR
untersucht und andererseits die Expression von ICAM-1 in der Zellkultur nach
Inkubation mit dem Endothelin-Analogon BQ3020.
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Im Lungengewebe der erkrankten Tiere wurde eine erhohte Expression der VCAM-1-
mMRNA-Level nachgewiesen. Die Behandlung mit PETN brachte hierbei keine
signifikante Reduktion, zeigte dann aber auch keinen signifikanten Anstieg mehr
gegenuber der Kontrolle (siehe Abbildung 30).

Die ICAM-1-Expression wurde in der Zellkultur mittels 24-stindiger Inkubation mit
dem ET-1 Analogon BQ3020 induziert. Hierbei fuhrte eine PETN-Zugabe zu einer
signifikanten Verminderung der ICAM-1-mRNA-Expression, allerdings blieb die
Expression deutlich Uber der Kontrollgruppe (siehe Abbildung 32).

Wir konnten damit zeigen, dass PETN auch Einfluss auf die Inflammation im
GefalRsystem hat. Wahrscheinlich geschieht dies Uber die antioxidative und anti-
inflammatorische Wirkung des PETN, da ROS und RNS die Inflammation
beglnstigen und HO-1 sowohl den oxidativen Stress reduziert als auch direkt

antientzindlich wirkt.
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6 Zusammenfassung

PETN wird wie andere Nitrate bereits seit vielen Jahrzehnten therapeutisch
eingesetzt. Die Wirkungen und Nebenwirkungen wurden bereits von Daiber et al. und
anderen (17, 19-21, 104, 178, 186, 190, 193, 253, 258) grtindlich untersucht und die
friheren Ergebnisse konnten in der vorliegenden Studie reproduziert werden.
Insbesondere konnten die antioxidativen und pleiotropen Eigenschaften des PETN
bestatigt werden. Ebenso konnte gezeigt werden, dass PETN sowohl das
antioxidative Enzym Hamoxygenase-1 induziert als auch die Expression von
Endothelin im MCT-Modell sowie einen inflammatorischen Phanotyp unterdriicken
kann. Dies hat moglicherweise einen gro3en Anteil an der Wirkung von PETN.

Die pulmonale arterielle Hypertonie ist eine schwer therapierbare Erkrankung, die mit
einer stark eingeschrankten Lebenserwartung einhergeht. Hierbei spielen unter
anderem Mechanismen eine Rolle, die mit erhdhter Produktion von oxidativem
Stress sowie einem Uberwiegen von vasokonstriktiven Botenstoffen wie Endothelin-1
einhergehen.

In der vorliegenden Studie wurde erstmals der Effekt von PETN auf die pulmonale
arterielle Hypertonie im MCT-Tiermodell untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass PETN sowohl oxidativen Stress als auch
GefalRdysfunktion und Inflammation bei MCT-induzierter PAH reduzieren bzw.
verbessern kann. Dies geschieht unter anderem Uber die Induktion der
Hamoxygenase-1 und die Repression des Endothelin-Signalwegs. Da die bisherige
Behandlung der PAH sich zu einem groBen Teil auf die Gabe von
Endothelinantagonisten stutzt, kdnnte PETN hier als antioxidativ und pleiotrop
wirkendes Medikament mit endothelinunterdriickender Wirkung einen zusatzlichen
Nutzen bringen. Weitere Behandlungsansatze der PAH umfassen PDES-Inhibitoren,
Prostazyklinanaloga und einen sGC-Stimulator. Diese Medikamente wirken uber eine
direkte Vasodilatation in den Pulmonalgefallen, so dass auch hier PETN als
Vasodilatator von zusatzlichem Nutzen sein kdnnte. Nicht zuletzt wurde auch bei der
PAH beim Menschen eine erhdhte Belastung mit oxidativem Stress und Inflammation
festgestellt, so dass PETN auch hier als antioxidativ, antiinflammatorisch und
pleiotrop wirkendes Medikament einen positiven Effekt haben kdnnte. Im Vergleich
zu anderen Nitraten wie Nitroglycerin, ISMN oder ISDN liegt hier der Nutzen
insbesondere darin, dass PETN keine Nitrattoleranz und Gefalddysfunktion auslost.

Damit wirkt PETN auf allen Ebenen, auf denen die etablierten Medikamente fir PAH
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wirken (siehe Abbildung 37): Vasodilatation, verbesserte NO Wirkung durch
geringeren oxidativen Stress sowie direkte NO-Freisetzung aus PETN, verbesserte
Verflugbarkeit von Prostazyklin durch Reduktion der Prostazyklinsynthase-Nitrierung,
Unterdrickung des Endothelin-1-Signalwegs und daneben weitere protektive

Wirkungen wie die Reduktion der Entziindung.
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Abbildung 37: Zusammenfassende Darstellung der Pathophysiologie der pulmonalen arteriellen
Hypertonie und deren Therapieansétze. Endothelin-Signalweg, NO-Signalweg, Prostazyklinsignalweg.
Abbildung aus (259)
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