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1. EINLEITUNG

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen die Haupttodesursache in westlichen Landern, einschlie3lich der
Bundesrepublik Deutschland, dar. Sie sind Endpunkte einer Reihe von Risikofaktoren, wie erhéhtem
Blutdruck, Rauchen und Typ 2 Diabetes (T2D). Die Pravalenz des T2D steigt stetig, sodass in den USA
derzeit beispielsweise 12—14 % der Erwachsenen betroffen sind (Menke et al. 2015). Die Vorstufe, der
sogenannte Pradiabetes, der maRgeblich durch die Insulinresistenz gekennzeichnet ist, betrifft sogar
mehr als 50 % der Erwachsenen in den USA (Menke et al. 2015). Neben den Folgen der Insulinresistenz
auf die Glukosehomdostase ist diese Krankheit mit pathologischen Entitaten wie systemische
Inflammation,  Hyperglykdmie,  Hyperinsulindamie, Hyperlipidamie, Hypoxie, Fettleibigkeit,
Lipodystrophie, Sepsis, Tumoren, neurodegenerativen Erkrankungen und einem Uberschuss an
Wachstumshormonen assoziiert (Mackenzie und Watt 2016, Kang et al. 2016). Zudem besteht eine
enge Verknupfung zwischen vaskuldren Veranderungen, welche auch bei der Entstehung der

pulmonalen Hypertonie eine Rolle spielen, und metabolischen Erkrankungen.

1.1. Physiologische Regulation der Glukosehomoostase

Bei einem gesunden Erwachsenen liegt der Blutglukosespiegel niichtern ca. bei 70 mg/dl (3,9 mmol/l)
und postprandial bei ca. 120 mg/dl (6,7 mmol/l). Steigt die Blutglukosekonzentration auf Werte Uber
180 mg/dl (10 mmol/l), so kann es zu einer Ausscheidung von Glukose Uber den Harn (Glukosurie)
kommen. Die Ursache daftir liegt in einer begrenzten Riickresorptionskapazitéat der Nierentubuli, die bei
solchen Werten uberschritten wird. Sinkt der Blutglukosespiegel hingegen unter Werte von 70 mg/dl
(3,9 mmol/l), kbnnen Symptome wie Mldigkeit und Schwindel als eine Folge der Unterversorgung des
zentralen Nervensystems mit Glukose auftreten. Sinkt der Spiegel weiter, kann es zu Krampfen,
Schocksymptomatik und schlieBlich zum Tod kommen. Daher besitzt der Kodper Regulations-
mechanismen, um den Blutglukosespiegel konstant zu halten (Glukosehomdoostase). Die kurzfristige
Regulation der Schwankungen des Blutglukosespiegels pra- und postprandial erfolgt tGber Insulin und
Glukagon aus dem Pankreas. Postprandial steigt der Blutglukosespiegel, was zur Ausschuttung von
Insulin aus den pankreatischen -Zellen fuhrt. Insulin bewirkt zum einen den Transport intrazellularer
Vesikel mit Glukosetransportern zur Zellmembran, was eine Aufnahme der Glukose in die Zellen
ermdoglicht. Zum anderen wird Uber Insulin die Glukokinase in den Hepatozyten aktiviert. Dies flhrt zu
einer Phosphorylierung der Glukose, die dadurch die Hepatozyten nicht mehr verlassen kann, sodass
der Glukosespeicher in der Leber aufgebaut wird (Glykogensynthese). Glukagon wirkt als Gegenspieler
des Insulins. Sinkt der Blutglukosespiegel unter einen bestimmten Wert, wird Glukagon aus den a-Zellen
des Pankreas ausgeschittet. Glukagon bewirkt einen Abbau des Glykogenspeichers in der Leber und

eine Biosynthese von Glukose Uber die Glukoneogenese (Biesalski und Grimm 2007).

1.2.  Definition der Insulinresistenz und des Typ 2 Diabetes

Bei der Insulinresistenz (IR) kommt es zu einer verminderten Sensitivitdt von Korperzellen bzw.
Geweben und Organen gegeniber Insulin. Vor allem die Zellen der Muskulatur, der Leber und des
Fettgewebes reagieren weniger empfindlich. Insulin wirkt in vielféaltiger Weise auf den Organismus und

nicht jede dieser Wirkungen muss zwingend beeinflusst sein, damit die Diagnose Insulinresistenz
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gestellt wird. Es werden lediglich die metabolischen Effekte des Insulins betrachtet, wie die Fahigkeit
die Aufnahme der Glukose in den Muskel oder das Fettgewebe zu férdern oder die Produktion der
Glukose in der Leber zu unterdriicken. Klassischerweise ist die Insulinresistenz mit dem T2D assoziiert,

wobei sie zu einer Hyperglykamie fuhrt.

Als T2D werden alle Formen einer gestorten glukoseabhéngigen Insulinsekretion der B-Zellen des
Pankreas bzw. Insulinwirkung an den Zielzellen bezeichnet. Somit kommt es durch die IR bzw.
verminderte Insulin-Ausschuttung zu einer Hyperglykdmie, die mit Kohlenhydrat- und
Fettstoffwechselstdrungen assoziiert sein kann. Mit dem T2D gehen wiederum eine Vielzahl anderer
pathologischer Veranderungen im Koérper einher. Dazu zahlen vor allem Komplikationen wie
Retinopathie, Neuropathie und Nephropathie (Orchard et al. 1997). Die Veranderungen der Niere sind
dabei vermutlich nicht alleine auf die direkten Folgen der Hyperglykamie zuriickzufiihren, sondern
rihren auch von einem erhdhten Blutdruck bei diesen Patienten her (Grundy 2016). Die Schaden an
den Nerven konnten aus Verdnderungen der kleinen Gefal3e resultieren (Cameron et al. 2001). T2D
fuhrt auBerdem zum Auftreten von makrovaskularen Komplikationen wie atherosklerotischen bzw.

Lumen-reduzierenden Veranderungen der Gefalie (Bornfeldt und Tabas 2011).

1.2.1. Entstehung der Insulinresistenz

Die IR wie auch der T2D betrifft sowohl schlanke als auch Ubergewichtige Menschen, wobei das
Vorkommen bei Ubergewichtigen deutlich iiberwiegt. Daneben spielt die genetische Pradisposition eine
entscheidende Rolle. Zusammen mit einer Uberm&Rigen Kalorienzufuhr und einem Mangel an
korperlicher Aktivitdt kommt es zu einem Anstieg freier Fettsduren im Blut, da die kalorische
Speicherkapazitat der Adipozyten begrenz ist. Wenn die Kapazitatsgrenze erreicht ist, wobei es hier
groRe individuelle Unterschiede gibt, kommt es zu dem sogenannten Fettversagen mit einer
Folgereaktion auf andere Insulin-sensitive Gewebe (Virtue und Vidal-Puig 2008). Als Folge gelangen
freie Fettsauren in die Zellen des Skelettmuskels, der Leber und des Pankreas, wo sie Schéden
hervorrufen, wie z.B. eine Einschrankung der Insulinsensitivitat, sekretorische Dysfunktion oder
Apoptose (Robbins und Savage 2015). Dieser Prozess wird als Lipotoxizitat bezeichnet. Als Reaktion
auf den nun steigenden Blutglukosespiegel kommt es zu einer vermehrten Insulinausschittung aus dem
Pankreas und somit zur Hyperinsulinamie, was eine Herabregulation der Insulinrezeptoren auf den
Zelloberflachen bedingt und zu einer Zunahme der Insulinresistenz fihrt. Da Insulin zudem adipogen
wirkt, fuhrt der erhohte Insulinspiegel im Blut zu einer gesteigerten Fettspeicherung, sodass betroffene
Personen weiter an Gewicht zunehmen. Die Erhéhung der Insulinproduktion fihrt langerfristig
schlieB3lich zu einer Schadigung des Pankreas, sodass dieses seiner Funktion gegebenenfalls nicht

mehr nachkommen kann.

Neben den freien Fettséduren verandern aus dem Fettgewebe sezernierte Adipokine, das Insulinsignal
in z.B. Leber- und Muskelzellen. Eines dieser Adipokine ist das Adiponektin, welches scheinbar vor IR
schitzt und bei Adipositas-Patienten verringert ist. Trotz einer Fille von Studien zu diesem Thema ist

nicht umfassend geklart, wie Zellen und Organismen insulinresistent werden (Kang et al. 2016).
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1.2.2. Insulin-Signaltransduktion

Insulin Gbt seine anabole Wirkung auf Gewebe und Organe Uber den Insulinrezeptor und die dariber
aktivierten intrazellularen Signalkaskaden aus. Der Insulinrezeptor gehort zu den Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTKs) und wird nach Bindung von Insulin phosphoryliert und dadurch aktiviert. Durch
die Aktivierung werden wiederum verschiedene Signalwege in der Zelle initiiert und somit z.B. der

Glukose- und Fettstoffwechsel, oder das Zellwachstum bzw. die Zellteilung beeinflusst.

Es existieren dabei zwei Signalwege, Gber welche Insulin seine Wirkung entfaltet. Zum einen kann die
Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor zur Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13K)
fuhren. Diese aktiviert Akt, was zu einer Translokation des Glukosetransporters 4 (GLUT4) zur
Zellmembran von Skelettmuskel- bzw. Fettzellen fihrt. Dieser vermehrte Einbau von
Glukosetransportern verbessert die Aufnahme der Glukose aus dem Blut in den beiden genannten
Organen (Choi und Kim 2010). Daneben wird tber die Aktivierung der PI3K die Glykogensynthase in
der Leber aktiviert und die Glukoneogenese gehemmt, sodass es zu einem Aufbau der

Glykogenspeicher in der Leber kommt (Cohen 2006), was ebenfalls den Blutglukosespiegel senkt.

Der zweite Signalweg, der Uber Insulin und dessen Rezeptor aktiviert wird, ist der Mitogen-aktivierte
Proteinkinase (MAPK)-Signalweg. Innerhalb dieses Signalweges entfaltet Insulin seine Wirkung Uber
die Aktivierung der extracellular-signal regulated kinase (Erk1/2), p38 oder die Jun amino-terminal
kinase (JNK) auf das Zellwachstum. Es gibt Hinweise, dass eine UbermafRige Aktivierung dieses
Signalweges mit der IR assoziiert ist (Gehart et al. 2010). Zudem konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierung des MAPK-Signalweges bei T2D nicht verandert ist, was vermutlich die schadlichen
Einflisse der Hyperinsulinamie auf das zellulare Wachstum in den Gefalien ermdglicht (Cusi et al.
2000).

1.2.2.1. Protein-Tyrosin-Phosphatasen

Die Aktivierung und Inaktivierung durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteinen

werden in der Zelle streng Uber Proteinkinasen und Phosphatasen reguliert.

Die Signalibermittlung Gber Phosphorylierungen kann dabei durch Hormone, Wachstumsfaktoren aber
auch elektrische Stimuli ausgelést werden und fihrt zu einer Vielzahl von Zellantworten wie
Proliferation, Migration, Wachstum, Differenzierung, Gentranskription, Apoptose und zu Veranderungen
metabolischer Signalwege (Johnson und Lewis 2001). Die Phosphorylierung der Proteine findet an den
OH-Gruppen der Aminosduren Serin, Threonin und Tyrosin statt (Salton 2005). Die regulatorische
Dephosphorylierung erfolgt Gber Phosphatasen wie Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) im Falle von
Tyrosin. Es gibt eine enorme Vielfalt an PTPs, wobei die gro3te Klasse die Cystein-basierten PTPs der
Klasse | ausmachen. Zu diesen zahlen die 38 klassischen sowie 61 dualspezifische PTPs, welche nicht
nur Phosphotyrosinreste, sondern auch Phosphoserin- und Phosphothreoninreste dephosphorylieren
(Alonso et al. 2004). Dariiber hinaus kann man die klassischen PTPs in zytosolische, transmembranéare
und rezeptoréhnliche PTPs unterscheiden. Zu den rezeptordhnlichen PTPs z&ahlt z.B. die Density-
Enhanced Phosphatase-1 (DEP-1) (Tonks 2006).
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Die Aktivitat der PTPs kann tber verschiedene Mechanismen wie der Expression, Ligandenbindung,
Dimerisierung, Phosphorylierung und reversiblen Oxidation beeinflusst und damit reguliert werden (den
Hertog et al. 2008). Unter pathologischen Zustdnden kdnnen diese Mechanismen veréndert sein. So
konnte im Zusammenhang mit der IR und dem T2D in Tiermodellen und in Patienten eine erhéhte
Expression bzw. Aktivitat der PTPs PTP1B (Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B), LAR (leukocyte antigen-
related tyrosin phosphatase) und SHP-2 (Src homology region 2 domain-containing phosphatase-2) in
metabolisch aktiven Geweben nachgewiesen werden (Ahmad et al. 1995, Ahmad und Goldstein 1995,
Zabolotny et al. 2001).

1.2.2.1.1. Density-Enhanced Phosphatase-1 (DEP-1)

DEP-1 wird ubiquitar exprimiert. Der Name wurde gewabhlt, da eine erhéhte DEP-1 Expression mit einer
Zunahme der Zelldichte beobachtet wurde (Ostman et al. 1994). Es handelt sich bei DEP-1 um ein
glykosyliertes Transmembranprotein mit einer intrazellularen katalytischen PTP-Domane. Bisher wurde
DEP-1 vor allem im Zusammenhang mit Tumoren als Tumorsupressor untersucht (Keane et al. 1996,
Balavenkatraman et al. 2006, Ostman et al. 2006). Neben dieser Beobachtung wurde DEP-1 zudem im
Zusammenhang mit vaskularen Umbauprozessen und der Neointimabildung beschrieben (Kappert et
al. 2007). Im Detail konnte fur diese PTP bisher eine Interaktion mit mehreren RTKs wie dem vascular
endothelial growth factor (VEGF)-Rezeptor (Lampugnani et al. 2006), epidermal growth factor (EGF)-
Rezeptor (Tarcic et al. 2009) und dem platelet-derived growth factor (PDGF)-Rezeptor (Kovalenko et
al. 2000) nachgewiesen werden. Daher wird angenommen, dass DEP-1 eine regulatorischen Wirkung

auf diese Signalkaskaden ausubt.

1.2.2.2. Regulation der Insulin-Signaltransduktion durch Protein-Tyrosin-Phosphatasen

Um regulatorisch auf die Signalweiterleitung wirken zu koénnen, interagieren PTPs mit den
phosphorylierten Tyrosinresten der Substrate aus der Signalkaskade. Dies erfolgt Uber ihre
Bindungsdomane und es folgt die Dephosphorylierung der Substrate. Auf diese Weise kénnen PTPs
z.B. als negative Regulatoren in die Insulinsignaltransduktion eingreifen und die Wirkung des Insulins
abschwéachen. Bisher konnten verschiedene PTPs identifiziert werden, die den aktivierten
Insulinrezeptor bzw. das in der Insulin-Signaltransduktion unterhalb des Insulinrezeptors gelegene
Insulinrezeptorsubstrat 1 (IRS1)-Protein dephosphorylieren. Dazu zéhlen PTP1B (Bandyopadhyay et
al. 1997, Goldstein et al. 2000) und SHP-2 (Rocchi et al. 1996). In einem Mausmodell mit knockout von
PTP1B konnte z.B. ein Anstieg der Tyrosinphosphorylierung des Insulinrezeptors und IRS-Proteins
beobachtet werden, was zu einer verbesserten Insulinsensitivitat fuhrte (Elchebly et al. 1999). Darlber
hinaus kdénnte DEP-1 eine ahnliche regulatorische Wirkung auf den Insulinrezeptor haben, da diese
PTP bereits fur die Dephosphorylierung eines Insulinrezeptor-ahnlichen Peptides beschrieben wurde
(Walchli et al. 2000).

1.2.3. Uberblick Uber generelle pharmako-therapeutische Maoglichkeiten auf
molekularer Ebene

Als therapeutische Malinahme kodnnen zelluldre Prozesse durch die Modulation entsprechender
Zielmolekile beeinflusst werden. Eine Mdglichkeit stellt z.B. das Eingreifen auf Genexpressionsebene

dar. Dabei wird nach Transkription der Desoxyribonukleinséaure (DNA; engl.: deoxyribonucleic acid) in
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messenger ribonucleic acid (MRNA) diese als therapeutisches Ziel genutzt, indem sogenannte
Antisense-Oligonukleotide (ASOs) entsprechend der Watson-Crick-Basenpaarung an die mRNA
binden. Dadurch wird die Bindung von Ribosomen an die mRNA und damit Translation in ein
funktionsfahiges Protein verhindert. Eine weitere Moglichkeit in zellulare Prozesse einzugreifen stellt die
Beeinflussung von bereits funktionsfahigen Proteinen durch Inhibierung oder Aktivierung dieser mittels

pharmakologischer Wirkstoffe dar.

1.2.3.1. Klinische Therapieansatze bei Insulinresistenz und Typ 2 Diabetes

Die Grundlage einer IR- bzw. Diabetes-Therapie stellt eine Umstellung der Lebensgewohnheiten im
Hinblick auf die Ernahrung und kérperliche Aktivitat dar. Vor allem bei Gbergewichtigen Diabetikern soll
damit eine Gewichtsreduktion bei gleichzeitiger Verbesserung der Insulinsensitivitat erreicht werden
(Kelley et al. 1999, Mason et al. 2011). Erst wenn diese Umstellung nicht ausreicht, wird eine Therapie

in der Regel mit Insulin oder oralen Antidiabetika begonnen.

Zurzeit finden Medikamente mit unterschiedlichen Wirkansédtzen Anwendung in der Therapie der

Insulinresistenz bzw. des Typ 2 Diabetes (Tahrani et al. 2016).

Insulinotrope Substanzen bewirken eine Freisetzung von Insulin aus der Bauchspeicheldrise. Hierzu
zahlen Sulfonylharnstoffe (Rendell 2004) und Glinide (Blickle 2006). Die gleiche Wirkung, nur Uber einen
anderen Mechanismus ausgelost, zeigen die Inkretin-Mimetika und die Dipeptidylpeptidase-4 (DPP-4)-

Inhibitoren (Kawanami et al. 2016).

Neben den insulinotropen Substanzen kommen nicht-insulinotrope Substanzen wie z.B. die
a-Glukosidasehemmer (van de Laar et al. 2005) bei der Behandlung des Diabetes zum Einsatz. Diese
verzégern die Glukoseaufnahme aus dem Darm, indem sie die Spaltung von Kohlenhydraten
verhindern, sodass dem Darm absorbierbare Glukose in reduziertem Maf3e zur Verfligung steht. Dies
hat jedoch den Nachteil, dass Kohlenhydrate in den Dickdarm gelangen, wo sie von Bakterien mit
entsprechenden Folgen verstoffwechselt werden. Auch die Gruppe der Biguanide, zu denen Metformin
zahlt, wird zur Therapie des Diabetes eingesetzt. Sie unterdriicken die hepatische Glukoneogenese und
fuhren zu einer gesteigerten Glukoseaufnahme in den Skelettmuskel (Turban et al. 2012). Der Vorteil
dieser Behandlung liegt vor allem darin, dass es nicht zu - unter Umstanden - lebensbedrohlichen
Hypoglykémien kommen kann. Des Weiteren z&hlen zu den nicht-insulinotropen Substanzen die
Glitazone. Die Aktivierung des nukledren Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors gamma (PPARY)
durch Glitazone (Rosiglitazon oder Pioglitazon) resultiert in der Transkription von mehreren
insulinsensitiven Genen und fordert dadurch die Glukoseaufnahme (Weinstein et al. 1993, Ghanaat-
Pour und Sjoholm 2009). Durch Aktivierung von PPARYy wird die Lipotoxizitat in der Leber und dem
Skelettmuskel durch eine erhdhte Fettspeicherung in den Adipozyten verringert. Zudem nimmt die
Anzahl der Adipozyten zu, was zu einem Anstieg von Adiponektin und einer Reduzierung von Resistin
und Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) filhrt. Uber diese Wirkungen entfalten PPARy-Agonisten ihre
Insulin-sensitivierende Wirkung (Chakraborti 2015). Auch Inhibitoren fir den Natrium/Glukose-
Kotransporter 2 (SGLT2; engl.: sodium-glucose cotransporter 2) werden zur Behandlung des Diabetes

eingesetzt, da sie Giber die Hemmung eines Transportproteins in der Niere die Glukose-Ausscheidung
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Uber den Harn bedingen und somit dazu beitragen, den Blutglukosespiegel zu senken (Madaan et al.
2016).

Trotz der Vielzahl an Medikamenten zur Therapie der Insulinresistenz bzw. des Typ 2 Diabetes kommt
es im klinischen Alltag méglicherweise zu Stoffwechselentgleisungen mit den entsprechend verknipften
Risiken. Daher ist es wiinschenswert neue Behandlungsstrategien zu entwickeln, die ein sicheres und

frihzeitiges Eingreifen in den Glukosestoffwechsel ermdglichen.

1.3.  Definition der pulmonal arteriellen Hypertonie

Die pulmonal arterielle Hypertonie (PAH) ist eine Krankheit der kleinen Lungengefal3e und ist definiert
als ein mittlerer pulmonal arterieller Druck (mPAP, engl.: mean pulmonary arterial pressure) von
> 25 mmHg unter Ruhe, ein mittlerer Wedge-Druck (PCWP, pulmonary capillary wedge pressure,
Verschlussdruck) < 15 mmHg und ein pulmonaler GefaBwiderstand (PVR, engl.: pulmonary vascular
resistance) = 3 Wood-Einheiten (Humbert et al. 2016). Betrachtet man die Lungengefalle histologisch,
so kommt es bei PAH-Patienten, &hnlich wie bei atherosklerotischen GefaRen, zur
Intimaverdickung/Intimahyperplasie, Proliferation glatter GefalBmuskelzellen/medialer Hypertrophie,
Verdickung der Adventitia, in situ Thrombose, inflammatorischen Veranderung und zu endothelialen
plexiformen Lasionen (Archer und Rich 2000, Farber und Loscalzo 2004). Die Kombination aus
endothelialer Dysfunktion und den Umbauprozessen, welche zu einer Verkleinerung des Lumen der
LungengefaRe flhrt, bedingt schlie@lich den gegebenenfalls symptomatischen Blutdruckanstieg
(Abbildung 1).

Im Zusammenhang mit den GefalBumbauprozessen ist der Warburg Effekt wichtig, welcher haufig bei
PAH-Patienten beobachtet wird (Assad und Hemnes 2015). Dabei handelt es sich um einen adaptiven
Mechanismus in Form der anaeroben Glykolyse, welcher von schnell proliferierenden Zellen genutzt
wird (z.B. Tumorzellen) und unaufhaltsames Wachstum ermdéglicht (Archer et al. 2008). Die ATP-
Produktion aus je einem Glukosemolekiil fallt Gber die anaerobe Glykolyse sehr viel geringer aus als
Uber die mitochondriale Atmung, scheint aber Vorteile zu haben, solange die Glukoseverfigbarkeit nicht
limitiert ist (Vazquez et al. 2010).

Sekundar kommt es durch den erhdhten Blutdruck in den LungengeféaRen zu einer Veranderung des
rechten Ventrikels (Rechtsherzinsuffizienz; Abbildung 1), welche mit Symptomen wie Kurzatmigkeit,
Fliissigkeitsretention und Odemen in den unteren Extremititen einhergeht. Dieser Effekt auf den
rechten Ventrikel des Herzens resultiert aus einer Zunahme der Nachlast bzw. des pulmonalen
Widerstandes. Der rechte Ventrikel ist dafiir ausgelegt, Blut durch ein vaskulares System mit niedrigem
Druck bei hohem Durchfluss zu pumpen. Die vier bis sechs Liter Blut, die pro Minute vom Herzen zur
Lunge gepumpt werden, verteilen sich auf eine Oberflache der GréRe eines Tennisfeldes (~260 m2) um
einen effizienten Gasaustausch zu gewahren. Deshalb ist der rechte Ventrikel so konzipiert, dass er ein
groRes Blutvolumen fasst (Vorlast), welches er gegen einen geringen Widerstand auswirft (geringe
Nachlast) (Lai et al. 2014).

Sinkt der Durchmesser der pulmonalen GeféalRe, so kommt es zu einem fortschreitenden Anstieg des
pulmonalen Widerstandes, was wiederum zu einem Anstieg des mittleren pulmonal-arteriellen Druckes

fuhrt. Mit dem progressiven Anstieg des pulmonalen Widerstandes kommt es zur Vergrof3erung der
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Kardiomyozyten, zu Veranderungen der Phosphorylierungsmuster kontraktiler Proteine, zu kardialer
Fibrose und gegebenenfalls zu einer ventrikuldren Dekompensation (Michelakis et al. 2008, Walker et
al. 2011, Michelakis 2014). Diese Veranderungen kdnnen schlussendlich in einem Rechtsherzversagen

miinden, was die Haupttodesursache bei PAH-Patienten darstellt (Vonk Noordegraaf und Galie 2011).

Die fur dieses Krankheitsbild charakteristische Dyspnoe (Kurzatmigkeit) entsteht in erster Linie durch
den limitierten kardialen Auswurf und nicht wegen eines verschlechterten Gasaustausches; die

Sauerstoffwerte im Blut fallen in der Regel erst bei sehr schweren Fallen der PAH (Lai et al. 2014).

Bei fortschreitender Rechtsherzinsuffizienz kann schlieRlich auch die diastolische Fullungs- und
Auswurfphase beeintrachtigt sein, da es zu einer Verschiebung des Septums kommt, was die Fillung

und das Volumen des linken Ventrikels beeintrachtigt (Lai et al. 2014).

Normal PAH

Abbildung 1: Veranderungen der LungengefdRBe und des Herzens bei Patienten mit pulmonal
arterieller Hypertonie (PAH)

Unter physiologischen Bedingungen wirft der rechte Ventrikel des Herzens ein grof3es Volumen gegen einen
geringen Widerstand in den Lungen aus (A). Durch die Verdickung der LungengefalRe mit der daraus
resultierenden Verringerung des Lumendurchmessers (B), kommt es bei PAH-Patienten zu einem erhdhten
GefaRwiderstand (PVR, engl.: pulmonary vascular resistance) in den Lungengefal3en, sodass der rechte
Ventrikel das Blut mit hdherem Druck auswirft. Um dies zu gewéhrleisten resultiert wie in B) dargestellt eine
Rechtsherzhypertrophie (modifiziert nach Lai et al., 2014). (RA: rechtes Atrium, RV: rechter Ventrikel, PA:
Pulmonalarterie)

Rechtsherzkathetermessung

Das Krankheitsbild der pulmonalen Hypertonie wurde das erste Mal im Jahr 1891 durch von Romberg
anhand der sklerotischen Veranderungen der Lungengefal3e beschrieben (Michelakis 2014). 60 Jahre
spéater (1951) wurde die erste umfassende Beschreibung dessen veroffentlicht, was heutzutage als
pulmonale Hypertonie bezeichnet wird (Dresdale et al. 1951). Dies war unter anderem daher mdglich,
das Werner Forssmann 1929 in einem Selbstversuch erstmals eine Herzkathetermessung beim
Menschen durchfuihrte. Dazu nutzte er einen Ureter-Katheter und fuhrte diesen Uber seine Armvene
(antecubitale Vene) mit Hilfe einer Réntgenmaschine und einem Spiegel zu seinem rechten Atrium
(ForssmannFalck 1997).
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Heutzutage wird die Rechtsherzkatheter-Untersuchung zur Diagnose der PAH unter sterilen
Bedingungen in einem entsprechenden Katheterlabor durchgefiihrt. Nach Punktion einer grol3en Vene
in der Leiste, der Ellenbeuge oder am Hals wird ein spezieller Katheter unter Zuhilfenahme eines
bildgebenden Verfahrens (Réntgenkontrolle) Uber das Gefald zum rechten Vorhof und die rechte
Herzkammer in die Pulmonalarterie gefuihrt. Dort findet die Druckmessung sowie Entnahme von
Blutproben zur Bestimmung des Sauerstoffgehaltes statt. Nach der Untersuchung wird die Einstichstelle

komprimiert und ein Druckverband angelegt.

1.3.1. Einteilung der pulmonalen Hypertonie

Der Begriff pulmonale Hypertonie (PH) umfasst alle Krankheiten, die durch einen Anstieg des
GefaRwiderstandes und einem daraus resultierenden Anstieg des Blutdruckes im Lungenkreislauf
gekennzeichnet sind. Nach der NICE-Klassifikation wird die PH entsprechend ihres Ausldsers in finf

Subgruppen unterteilt (Simonneau et al. 2013).

Gruppe 1) pulmonal arterielle Hypertonie (PAH)

Gruppe 2) PH durch Krankheiten des linken Herzens
Gruppe 3) PH durch Lungenkrankheiten und/oder Hypoxie
Gruppe 4) chronisch thromboembolische PH (CTEPH)

Gruppe 5) PH durch unbekannte/multifaktorielle Mechanismen

Fur die Fragestellung dieser Arbeit spielt die Gruppe 1, also die PAH, die entscheidende Rolle, weshalb
auf diese Gruppe im Folgenden genauer eingegangen wird. Zur Gruppe der PAH gehéren sowohl
Patienten mit idiopathischer als auch hereditarer (vererbter) PAH (HPAH). Daneben kann die PAH auch
durch Drogen oder Toxine ausgelést werden oder mit einer HIV (humanes Immundefizienz-Virus)-
Infektion, Bindegewebserkrankung, portaler Hypertonie, angeborenem Herzfehler oder Schistosomiasis
assoziiert sein (Rosenkranz 2015). Es handelt sich bei PAH-Patienten aufgrund dieser differenziellen
Atiologie sowie weiteren geschlechtsspezifischen und prognostischen (Mortalitat/Uberleben)

Unterschieden um eine sehr heterogene Patientengruppe (Maarman 2013).

1.3.2. Inzidenz, Pravalenz und Mortalitat der PAH

Im initialen NIH (National Institute of Health) Register, bei dem Patientendaten in einem Zeitraum von
1981 bis 1982 erfasst wurden, war das mittlere Alter der Patienten bei Diagnose der PAH 36115 Jahren
(Rich et al. 1987, Dalonzo et al. 1991). Heutzutage wird auch immer haufiger bei alteren Patienten eine
PAH festgestellt, sodass das mittlere Alter in den aktuellen Registern nun zwischen 50+14 Jahren und
65+15 Jahren liegt (Humbert et al. 2010a, Hoeper et al. 2013). Neben dem hdheren Bewusstsein fur
diese Krankheit und damit haufigerer Diagnosestellung, spielt vermutlich zusétzlich der

demographische Wandel eine entscheidende Rolle fiir den Anstieg des Alters bei Diagnose.

Die mittlere Uberlebenszeit fiir IPAH (idiopatische PAH) wird aus den Daten des prospektiven US-
Registers fur die priméare PAH mit 2,8 Jahren ohne Behandlung angegeben (Dalonzo et al. 1991). Es
gab in den letzten zwei Jahrzehnten einige Fortschritte in der symptomatischen Behandlung mit

Medikamenten, die an den der PAH zugrundeliegenden Mechanismen ansetzen (McLaughlin et al.
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2009, Taichman et al. 2014). Diese Fortschritte in der Behandlung resultierten in einer Verbesserung

der Lebensqualitat sowie Uberlebenszeit nach Diagnosestellung.

Das NIH Register dokumentiert eine Mortalitdtsrate von 50 % in den ersten drei Jahren nach
Diagnosestellung. In den neueren Registern wurden Mortalitatsraten von 20 % nach drei Jahren
(Frankreich) und von 30 % nach drei Jahren (USA) beobachtet. Diese Verbesserung der Mortalitat ist
allerdings nicht vollstandig auf eine verbesserte Therapie zurtickzufihren, sondern resultiert vermutlich

zum Teil auch aus einem Einschluss von Patienten mit weniger stark ausgepragter PAH (Lai et al. 2014).

Die Inzidenz bzw. Prévalenz der PAH liegt bei 2,4 bzw. 15 Fallen je Million Erwachsene in dem
franzésischen Register (Humbert et al. 2006) und 2,3 bzw. 12,4 Félle je Millionen Erwachsene im US

Register (Badesch et al. 2010). Damit z&hlt die PAH definitionsgemal zu den seltenen Krankheiten.

Trotz einer Verbesserung der Lebensqualitat und Lebensspanne gibt es bisher keine Heilung der PAH
und die Mortalitat bleibt weiterhin sehr hoch (5-10 % pro Jahr) (Rosenkranz 2015).

Geschlechtsabhéangigkeit der PAH

Weibliche PAH-Patienten haben bei gleichen hamodynamischen Messwerten ein zirka 18 % geringeres
Mortalitatsrisiko als ménnliche Patienten. Obwohl die PAH sich bei Mannern und Frauen jeden Alters
entwickeln kann, tritt sie haufiger bei Frauen auf, wobei ein Frau-zu-Mann-Quotient von 1,9:1 im
franzdsischen Register (Humbert et al. 2006) und ein 4,1 : 1 Quotient im REVEAL-Register (registry to
evaluate early and long-term PAH disease management; USA) beobachtet wurde (Badesch et al. 2010,
Benza et al. 2010).

Die Bedeutung von Ostrogenen bei der Entstehung, Schwere und Behandlung der PAH ist noch nicht
hinreichend definiert. Die bisherigen Daten sind in sich nicht schlissig bzw. sogar paradox. So
erkranken haufiger Frauen an idiopathischer PAH als Manner und auch das Auftreten einer PAH durch
eine BMPR2 (bone morphogenetic protein receptor type 2)-Mutation kommt haufiger bei weiblichen
Mitgliedern einer Familie vor. Auf der anderen Seite zeigte jedoch eine Therapie mit 2-Methoxyestradiol

in Ratten einen protektiven Effekt auf die Entstehung der PAH (Tofovic et al. 2005).

1.3.3. Entstehung der PAH

Die pulmonale Zirkulation unterscheidet sich von der systemischen durch einen hohen Durchfluss bei
geringem Druck und geringem Widerstand. Pulmonale Arterien werden in elastische und
muskularisierte unterschieden. Die elastischen Arterien sind dabei schon bei geringen Dricken sehr
dehnbar. In der Lunge findet man mit Abnahme der GroRe der Arterien weniger elastische und
entsprechend mehr muskularisierte Arterien, sodass bei einer Arteriengréf3e von 100 bis 500 pum
ausschlieRlich muskularisierte Arterien vorliegen. Somit sind diese kleinen GeféaRe die groften
Steuerelemente  der Vasokonstriktion und damit des Widerstandes. Die alveolare
Sauerstoffanreicherung, die Wasserstoffionen-Konzentration, Stickstoffmonoxid (NO) und die
adrenerge Stimulation sind wichtige Regulatoren des pulmonal-vaskuldaren Widerstandes und des
Durchflusses (Sharma et al. 2014). Kommt es zu einer Stérung dieser Prozesse, so steigt der
Widerstand und damit der Druck in den pulmonalen Gefal3en. Mdéglicherweise wird die Entstehung der

PAH zudem durch Tumor-&hnliche bzw. metabolische Umbauprozesse geftrdert, die nicht nur die
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pulmonalen GefalRe, sondern auch andere Organe, wie vermutlich den rechten Ventrikel, den
Skelettmuskel und das Knochenmark betreffen (Paulin und Michelakis 2014). So kdnnte eine
Veranderung der Mitochondrien in pulmonalen glatten GefaBmuskelzellen intrazellulare Signalwege
verandern und so zu einer Resistenz dieser Zellen gegeniiber Apoptose sowie Hyperproliferation
fuhren. AuBerdem gibt es Hinweise auf eine verringerte Glukoseoxidation zugunsten einer erhdhten
Glykolyse (Dromparis und Michelakis 2013) — ein Zustand, wie man ihn von Tumorzellen bereits kennt

und welcher, wie oben beschrieben, als Warburg Effekt bezeichnet wird (Vander Heiden et al. 2009).

1.3.3.1. Mechanismen der PAH-Entstehung

Eine der Hauptursachen der PAH besteht in einem Ungleichgewicht zwischen Vasodilatatoren (NO,
Prostazyklin) (Giaid and Saleh 1995) und Vasokonstriktoren (Endothelin-1) (Giaid et al. 1993) und im
zweiten Schritt durch daraus resultierende Veranderungen der zellularen Proliferation. Bisherige
pharmakologische Therapien adressieren daher diese 3 Signalwege (A-C) mit mehr als zehn

zugelassenen Wirkstoffen (Michelakis 2014, Rosenkranz 2015).
Drei Hauptmechanismen der PAH-Entstehung
A) NO

Die PAH ist mit einer verringerten NO-Bioverfugbarkeit assoziiert, was zu einer erhohten
Vasokonstriktion und Zellproliferation fihrt (Giaid and Saleh 1995). Nach Freisetzung des gebildeten
NOs als Antwort auf die Aktivierung der Koagulationskaskade und durch Scherbelastung kommt es tiber
die Produktion von zyklischem Guanosin-Monophosphat (cGMP) zu einer Relaxation der glatten
GefaBmuskelzellen (Brady et al. 1998, Mingone et al. 2003). Neben hamodynamischen Effekten
inhibiert NO zudem die Plattchenaktivierung und wirkt auf der Oberflache der Endothelzellen
antithrombotisch. AuBerdem hat NO einen antiproliferativen Effekt auf glatte GefaBmuskelzellen, wirkt
so Wachstumsfaktoren entgegen und ist damit in GefaBumbauprozesse und Angiogenese involviert
(Balasubramaniam et al. 2006, Gien et al. 2007).

B) Prostazyklin

Ein in Endothelzellen produzierter Vasodilatator ist Prostazyklin. Beim PAH-Patienten sind Prostazyklin
selbst sowie dessen Rezeptor und Synthase reduziert (Christman et al. 1992, Tuder et al. 1999). Die
Bindung von Prostazyklin an seinen entsprechenden Rezeptor auf glatten GefalRmuskelzellen fihrt zur
Relaxation bzw. Vasodilatation. Innerhalb der glatten Gefallmuskelzellen wird dazu die Adenylatzyklase
aktiviert, wodurch es zu einem Anstieg des intrazellularen zyklischen Adenosin-Monophosphat (CAMP)-
Spiegels kommt, was wiederum zu einer Aktivierung der Proteinkinase A fiihrt (Lai et al. 2014). Uber
genau denselben Weg unterbindet Prostazyklin zudem die Proliferation der glatten GefalBmuskelzellen
(Clapp et al. 2002) und inhibiert die Plattchenaggregation (Moncada et al. 1977). Des Weiteren fihrt
dieser Mechanismus zu anti-inflammatorischen (Zhou et al. 2007) und anti-thrombotischen Effekten
(Pawlak et al. 1998).

C) Endothelin-1

Eines der effektivsten bekannten vasokonstriktorischen Moleklle stellt das Endothelin-1 dar

(Yanagisawa et al. 1988). Es wird auf der Zellmembran von Endothelzellen aus einem Vorlauferprotein
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gebildet (Yanagisawa et al. 1988). Endothelin-1 wirkt Uber zwei verschiedene G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (ETa und ETs) auf glatte GefaBmuskelzellen und fuhrt zur Vasokonstriktion, Proliferation,
Migration sowie zu fibrotischen Veranderungen. Neben dem Vorkommen von Endothelinrezeptoren auf
glatten GefaBmuskelzellen findet man den ETs-Rezeptor zudem auch auf Endothelzellen. Hier fihrt die
Aktivierung durch Endothelin-1 hingegen anders als bei glatten GeféaBmuskelzellen zu einer
Vasodilatation, indem die NO- und Prostazyklinproduktion erhéht werden. Zudem wirkt Endothelin-1 auf
Endothelzellen anti-proliferativ. ETs-Rezeptoren werden auf Endothelzellen beim Fortschreiten der PAH
geringer exprimiert, wohingegen die Expression der ETa- und ETs-Rezeptoren auf glatten
GefaBmuskelzellen zunimmt, sodass es zu einer Verstarkung der vasokonstriktorischen Wirkung von
Endothelin-1 kommt (Lai et al. 2014).

Neben diesen 3 Mechanismen gibt es weitere Signalwege und Veranderungen, die im Zusammenhang

mit der Entstehung bzw. Progression der PAH beobachtet wurden und die nachfolgend skizziert werden.
Weitere Mechanismen der PAH-Entstehung
ROS

Neben dem Ungleichgewicht der Vasokostriktion und —dilatation spielen oxidative Enzyme eine Rolle,
welche reaktive Sauerstoffspezies (ROS) produzieren. Dazu gehéren unter anderem NADPH Oxidasen
(Nox), Xanthine, Aldehydoxidase (eine ausgekoppelte eNOS (endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase)) und die mitochondriale Dysfunktion (Tabima et al. 2012, Suzuki et al. 2013). Eine erhdhte
Produktion an ROS ist mit einer endothelialen Dysfunktion und der daraus resultierenden Entstehung
der PAH assoziiert (Grobe et al. 2006).

Fur Superoxid-produzierende Nox-Enzyme konnte gezeigt werden, dass diese unter Hypoxie an der
Entstehung der endothelialen Dysfunktion sowie dem vaskuldren Remodeling beteiligt sind (Fresquet
et al. 2006, Mittal et al. 2007). AulRerdem gibt es Hinweise, dass von Nox produzierte Superoxide die
Entkoppelung des Enzyms eNOS induzieren, was zu einer Beeinflussung des NO-Signalweges flhrt
(Landmesser et al. 2003).

Ein weiteres ROS-produzierendes Enzym stellt die Xanthin-Oxidase (XO) dar. Unter normalen
Bedingungen katalysiert die XO die zwei finalen Schritte der Degradation von Purinen. Unter
hypoxischen oder inflammatorischen Bedingungen hingegen fuhrt dieses Enzym zur Produktion von
Superoxid und Wasserstoffperoxid (Lai et al. 2014).

Auch Mitochondrien produzieren ROS, wobei dies bereits unter normalen Bedingungen im
Zusammenhang mit einem aeroben Stoffwechsel stattfindet. Unter Hypoxie ist die ROS-Freisetzung aus
den Mitochondrien der glatten Gefalimuskelzellen jedoch erhdht, was zur Vasokonstriktion fihrt (Waypa
et al. 2013). Insgesamt kommt es bei PAH-Patienten zu einer veréanderten mitochondrialen Funktion,
was mit einer verstarkten zellularen, glykolytischen Aktivitdt einhergeht. Dies legt insgesamt eine Rolle

der mitochondrialen Dysfunktion bei der Entstehung der PAH nahe (Lai et al. 2014).
Hypoxie

Bei lokaler Hypoxie in den pulmonalen GefalRen kommt es zur Vasokonstriktion und zur Bildung von

Umgehungskreislaufen um das hypoxische Gebiet herum, um die Durchblutung des Totraums zu
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verhindern sowie die Perfusion (Durchblutung) in Verbindung mit Ventilation (Bellftung=Gasaustausch)
zu verbessern (Sharma et al. 2014). Dies stellt eine weitere Besonderheit der pulmonalen Geféal3e dar,
da Gefalle des systemischen Kreislaufes unter Hypoxie dilatieren und nicht wie die pulmonalen GefalRe
kontrahieren (Weir et al. 2005). Chronische Hypoxie kann dabei zu einem dauerhaft erhéhten pulmonal-
arteriellen Widerstand, vaskularem Remodeling und schlie3lich Entstehung einer PAH fiihren (Sharma
et al. 2014).

Die PAH entsteht in diesem Fall durch Wachstumsfaktoren-bedingte strukturelle Umbauprozesse
(vaskulares Remodeling). In diesem Prozess besitzen Endothelzellen eine veranderte Durchlassigkeit,
produzieren inflammatorische Zytokine und sind durch eine veranderte Proteinsynthese
gekennzeichnet. In den Endothelzellen steigt unter Hypoxie z.B. die Produktion von VEGF an (Sharma
et al. 2014).

Adrenerge Rezeptoren

Der vaskulare Tonus der pulmonalen Gefal3e wird zudem Uber a- und B-adrenerge Rezeptoren reguliert.
Dabei fuhrt eine Ubermé&Rige Stimulation der alphai-adrenergen Rezeptoren zur Kontraktion,

Proliferation und dem Wachstum der glatten GefalBmuskelzellen.
Inflammation

Es gibt eine Reihe von Hinweisen, dass die Inflammation an der Entstehung der PAH beteiligt ist. So
sind zirkulierende inflammatorische Marker in Patienten mit PAH erhoht (Humbert et al. 1995).
Beispielsweise befinden sich vermehrt pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine in der Zirkulation,
welche zur Migration und Proliferation von Zellen in den Gefallwanden von PAH-Patienten beitragen
(Dorfmuller et al. 2002, Hassoun et al. 2009).

Die pathologischen Veranderungen, die zur Entstehung der PAH fiihren, resultieren sehr wahrscheinlich

aus einer Summe von verschiedenen Einflissen und einer genetischen Prédisposition.
Genetische Ursachen

Veranderungen in den pulmonalen GefaRen kdénnen auch genetische Ursachen haben. So kann die
PAH autosomal dominant vererbt werden, was jedoch seltener auftritt als Spontanmutationen. Die
hereditare PAH (HPAH) fihrt dabei schon in jungen Jahren zu Symptomen und schlie3lich zu einem
frihen Tod (Lai et al. 2014). Bei der HPAH handelt es sich oft um eine Mutation im BMPR2-Gen (Lane
et al. 2000). Bisher wurden 144 verschiedene solcher BMPR2-Mutationen bei PAH-Patienten gefunden
(Machado et al. 2006). Ein Verlust von BMPR2 in Endothelzellen der Pulmonalarterie fihrt zu einer
erhéhten Apoptose dieser Zellen, was wiederum in einer endothelialen Dysfunktion und damit in einer
PAH resultieren kann (Teichert-Kuliszewska et al. 2006).

Plexiforme Lasionen werden haufig in Patienten mit einer schweren Form der PAH gefunden (Tuder et
al. 1994). Zudem geht eine endotheliale Zellapoptose in der frihen Phase der PAH mit einem Verlust

der kleinen Pulmonalarterien einher (Lai et al. 2014).
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1.3.3.2. Derzeitig zugelassene Therapiemdglichkeiten zur Behandlung der PAH

Die Hauptklassen der im Moment in den USA und Europa zugelassen Medikamente zur Behandlung
der PAH sind Phosphodiesterase Typ 5 Inhibitoren (PDE-5i), Endothelinrezeptor-Antagonisten (ERAS)
und Prostanoide, sowie die kirzlich zugelassenen ldslichen Guanylatzyklase-Agonisten, Imatinib als
PDGF-Rezeptor Inhibitor und fur die wenigen Patienten die darauf reagieren Kalziumkanalblocker

(Abbildung 2). Im Folgenden werden diese Medikamentenklassen naher erlautert.

Die Gruppe der Endothelinrezeptor-Antagonisten zeigte in mehreren Studien eine Verbesserung der
klinischen Symptome der PAH hinsichtlich korperlicher Leistungsféhigkeit und hdmodynamischer
Parameter (Channick et al. 2001, Galie et al. 2008a, Galie et al. 2008b). Als Vertreter dieser
Substanzklasse sind aktuell Ambrisentan, Bosentan und Macitentan zur Therapie von PAH-Patienten
zugelassen. Da Bosentan lebertoxisch wirken kann, muss bei Patienten mit dieser Therapie ein

regelméaniges Monitoring der Leberfunktion durchgefiihrt werden (Lai et al. 2014).

Prostanoide fuhrten in klinischen Studien zu einer verbesserten korperlichen Leistungsféhigkeit und
reduzierten die Symptome der PAH (Rubin et al. 1990, Galie et al. 2002, Simonneau et al. 2002). Die
Behandlung mit dem Prostanoid Epoprostenol fiuihrte in einer randomisierten Studie neben der
Verbesserung der korperlichen Belastbarkeit, des pulmonalen GefaRwiderstandes und des kardialen
Auswurfes dartber hinaus zu einer verringerten Mortalitét (Barst et al. 1996). Die Nachteile dieser
Therapie liegen jedoch in der geringen Stabilitat von Epoprostenol, dem Bedarf der Dauerinfusion und
den damit verbundenen hohen Kosten (Lai et al. 2014). Zurzeit sind neben Epoprostenol zudem die

Prostanoide Beraprost, lloprost und Treprostinil zur PAH-Therapie zugelassen.

Die Gruppe der PDE-5-Inhibitoren (PDES5i) umfasst unter anderem Sildenafil und Tadalafil, welche durch
Hemmung der PDE-5 den Abbau von cGMP reduzieren und so zu einer Verstarkung des NO-
Signalweges mit entsprechender Verstarkung der Vasodilatation fuhren. In insgesamt finf randomisiert
kontrollierten Studien konnte eine vorteilhafte Wirkung von Sildenafil in PAH-Patienten im Hinblick auf
die korperliche Aktivitat, Symptome und hamodynamische Parameter nachgewiesen werden (Sastry et
al. 2004, Singh et al. 2006). Fur Tadalafil konnten ahnliche Effekte gezeigt werden (Galie et al. 2009).

Ein neu zugelassener Wirkstoff zur PAH-Therapie gehort zur Gruppe der Iéslichen Guanylatzyklase-
Agonisten und heifl3t Riociguat. Mittels Riociguat wird die cGMP-Produktion (zyklisches Guanosin
Monophopshat) erhéht, indem es die I6sliche Guanylatzyklase NO-unabhangig stimuliert. AuRerdem
erhoht Riociguat die Sensitivitat von sGC (l6sliche Gunylatzyklase; engl.: soluble guanylate cyclase)
gegeniuber endogenem NO (Evgenov et al. 2006). Auf diese Weise fihrt die Behandlung mit Riociguat
Uber eine Vasorelaxation zu einer Verbesserung der kérperlichen Leistungsfahigkeit, Hadmodynamik und

Verzdgerung des Voranschreitens der PAH (Ghofrani et al. 2013).

Nach neuen Studien zeigen sich Kombinationstherapien als noch erfolgreicher gegeniiber
Monotherapien im Hinblick auf Morbiditat und Mortalitat (Galie et al. 2015). So wird zum Beispiel die
Kombination Tadalafil (PDE5i) und Ambrisentan (ERA) empfohlen (Galie et al. 2016). Bei sehr schweren
Formen der PAH sind zudem Dreifachkombination wie Epoprostenol, Bosentan und Sildenafil vorteilhaft
(Sitbon et al. 2014). Im Falle der IPAH wird zudem eine anti-koagulatorische Behandlung angeraten,

die jedoch bei den anderen PAH-Formen keine Uberlebensvorteile gezeigt hat (Rosenkranz 2015).
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Abbildung 2: Mechanismen der Vasokonstriktion und -dilatation in pulmonalen Geféf3en, die als
Ansatzpunkt der PAH-Therapie dienen (rot: inhibitorische Wirkmechanismen, griun:
aktivierende/stimulierende Mechanismen).

Abkurzungen: AC: Adenylatzyklase; AMP: Adenosinmonophopsphat; ATP: Adenosintriphosphat; cAMP:
zyklischen Adenosinmonophosphat; cGMP: zyklisches Guanosinmonophosphat; ET: Endothelin; ETa und
ETe: Endothelinrezeptoren; GMP: Guanosinmonophosphat; GTP: Guanosintriphosphat; IPR:
Prostazyklinrezeptor; NO: Stickstoffmonoxid; PDE-5: Phosphodiesterase-5; sGC: zyklische Guanylatzyklase

Neben diesen Therapiemdglichkeiten, die auf eine Verbesserung der Vasodilatation pulmonaler Gefalie
abzielen, gibt es auch die Mdglichkeit der Imatinib-Therapie, welche auch bei chronisch myeloischer
Leukamie angewendet wird. Dabei handelt es sich um einen oral verfliigbaren PDGF-Rezeptor-Inhibitor.
Damit stellt diese Therapie die einzige bisher zugelassene dar, die dem pulmonalen
Gefallumbauprozess entgegenwirkt, indem durch die Inhibition des PDGF-Rezeptors die Proliferation
und Migration pulmonaler glatter GefaRmuskelzellen verringert wird (Perros et al. 2008).

Trotz dieser Fortschritte in den Behandlungsmadglichkeiten liegt die Mortalitatsrate der PAH-Patienten
bei 10-15 % mit einer mittleren Uberlebenswahrscheinlichkeit von nur sechs bis sieben Jahren
(Humbert et al. 2010b, Benza et al. 2012). So zeigen PAH-Patienten und beispielsweise Patientinnen
mit metastasierendem Brustkrebs eine &hnliche Mortalitdtsrate, wobei die Therapiekosten fir PAH-
Patienten deutlich hdher liegen (ohne die Kosten von Transplantationen einzubeziehen). Die Funktion
des rechten Ventrikels ist dabei als der kritischste Parameter fur die Morbiditat/Mortalitat bei PAH-

Patienten anzusehen (Michelakis 2014).
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1.3.3.3. Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor (PPAR)

Ein mogliches neues Zielmolekil zur Behandlung der PAH stellt PPARYy dar, welches als intrazellularer
Rezeptor und Liganden-induzierbarer Transkriptionsfaktor fungiert (Evans et al. 2004). PPARYy befindet
sich in der Signalkaskade unterhalb von BMPR2, einem Rezeptor, dessen Mutationen daflir bekannt
sind, mit der PAH assoziiert zu sein (siehe 1.3.3.1). Uber diesen Signalweg werden inhibitorische Effekt
von BMP auf die PDGF-induzierte Proliferation der pulmonalen glatten GefalBmuskelzellen vermittelt

(Hansmann et al. 2008).

Im menschlichen Organismus kommen neben PPARYy zwei weitere Formen von PPARs vor: PPARa
und PPARB. Diese drei Isoformen unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer lokalen Expression,
sondern vor allem auch in Hinblick auf die von ihnen beeinflussten Genexpressionsmuster (Komar
2005). Sie alle binden, wie in Abbildung 3 fir PPARy dargestellt, nach Aktivierung den
Retinoidrezeptor X (RXR). In Form eines Heterodimers binden sie eine spezifische DNA-Sequenz, das
PPAR-responsive regulator element (PPRE). Dieses besteht aus einer sich wiederholenden hexameren
Sequenz (AGGTCA), welche durch je ein Nukleotid getrennt wird (Green et al. 2011). Auf diese Weise
wird die Expression einer Vielzahl von Genen der Adipogenese, des Lipidstoffwechsels, der
Inflammation und der metabolischen Homd&ostase reguliert (Ahmadian et al. 2013). PPARs werden
durch Nahrungsfette wie Ol-, Linol- und Linolensdure sowie 15-Deoxy-Delta-12,14-Prostaglandin J2
(15d-PGJ2) und oxidierten Phospholipiden aktiviert (Forman et al. 1995, Forman et al. 1997). Trotz
vieler Gemeinsamkeiten zwischen den PPARSs Uben sie sehr unterschiedliche Funktionen aus. Dies ist
mdoglich, da sie in verschiedenen Geweben vorkommen, durch unterschiedliche Liganden aktiviert
werden und sich hinsichtlich biochemischer Eigenschaften unterscheiden.

®® PPARy-Liganden
®

Zellmembran

‘AG TCA-X-AGGTCA Zellkern

Koak‘tlvator~ [S41} Korepressor

Abbildung 3: Schematische Darstellung der PPARy-vermittelten Genregulation.

Die PPARy-Liganden binden an den PPARy-Rezeptor, was zur Heterodimer-Bildung mit dem Retinoid-X-
Rezeptor (RXR) fiihrt. Dieses Heterodimer bindet anschlielRend das PPAR response element (PPRE), was
Uber Rekrutierung von Koaktivatoren bzw. Entfernen von Korepressoren zu einer veranderten Genexpression
fuhrt (Abbildung modifiziert nach Green et al., 2011). (AP-1: activator protein 1; NF-kB: nuclear factor kappa
B; RXR: Retinoidrezeptor X; STAT: signal transducer and activator of transcription)
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PPARa kommt vorrangig in der Leber, dem braunen Fettgewebe und dem Herzen vor. Nach Aktivierung
ist dieser Transkriptionsfaktor maRgeblich an der Regulation von Signalwegen der Fettsdureoxidation
beteiligt. PPAR & /= tbt ahnliche Funktionen aus wie PPARa. PPAR wird ubiquitar, verstarkt jedoch
in metabolisch aktiven Geweben wie dem Skelettmuskel, der Leber und dem Herzgewebe exprimiert
(Ahmadian et al. 2013).

PPARYy wird hauptséachlich im weiRen und braunen Fettgewebe exprimiert und wurde urspringlich als
induzierender Faktor der Adipozytendifferenzierung beschrieben (Barak et al. 1999). Durch weitere
Untersuchungen konnte diesem Transkriptionsfaktor auch eine Rolle bei der Regulation von
adipogenen und lipogenen Stoffwechselwegen und bei der Adipogenese zugeschrieben werden.
AuRerdem ist PPARy ein Modulator des Fettstoffwechsels im gesamten Korper sowie der
Insulinsensitivitét (Evans et al. 2004, Tontonoz und Spiegelman 2008). Dazu beeinflusst PPARy Gene,
die an der Glukosehomoostase beteiligt sind, wie die Expression von GLUT4. Des Weiteren reguliert
PPARYy die Freisetzung von Zytokinen und Lipokinen aus dem Fettgewebe wie Adiponektin, Resistin,
Leptin und TNFa (Hofmann et al. 1994, Hollenberg et al. 1997, Iwaki et al. 2003, Tomaru et al. 2009).
Die Mechanismen, die speziell zur Insulinresistenz fihren, sind unter anderem die TNFa-vermittelte
Inflammation, die durch Adiponektin verursachte Freisetzung von Glukose aus der Leber und der

Einfluss von Leptin auf die Nahrungszufuhr (Abbildung 4).

Aufgrund von splice Varianten gibt es von PPARy zwei Isoformen. PPARy-1 findet man in vielen
Geweben, PPARy-2 unter physiologischen Bedingungen ausschlie3lich im Fettgewebe. In vivo Studien
zeigen jedoch, dass das Produkt dieser splice Variante (PPARy-2) als Folge von Uberernahrung auch
in anderen Geweben wie der Leber und dem Skelettmuskel exprimiert wird. Daher kénnte auch
PPARYy-2 eine Rolle bei der Insulinresistenz und Lipotoxizitat in diesen Geweben spielen (VidalPuig et
al. 1996, Medina-Gomez et al. 2005).

Die Regulation der PPARYy-Funktion erfolgt zell- und gewebespezifisch tiber dessen Phosphorylierung,
Acetylierung, Sumoylierung und Ubiquinierung (van Beekum et al. 2009). Die Phosphorylierung durch
MAPKSs unterdriickt die transkriptionelle Aktivitat, indem die Ligandenbindung verhindert und die
Rekrutierung von Kofaktoren verandert wird (Zhang et al. 1996, Camp und Tafuri 1997). Wird PPARYy
an denselben Stellen jedoch durch die Cyclin-abhangigen Kinasen Cdk7 und Cdk9 (engl.: cyclin-
dependent kinase) phosphoryliert, so steigt die Aktivitdt von PPARy. Die Sumoylierung stellt einen
weiteren Regulationsmechanismus dar. Hierbei werden kleine Ubiquitin-ahnliche Peptidstrukturen
(SUMO Peptide; engl.: small ubiquitin-like modifier peptides) kovalent am PPARYy gebunden. Dies fiihrt,
vermutlich Uber eine Veradnderung der rekrutierten Kofaktoren, zu einer Blockierung der
transkriptionellen Fahigkeiten von PPARYy. Dartber hinaus wird die Aktivitat des Transkriptionsfaktors
PPARYy neben diesen post-translationalen Modifikationen zudem tber die kurze Halbwertszeit von ca.

zwei Stunden reguliert (Hauser et al. 2000, Ahmadian et al. 2013).
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Abbildung 4: Effekte der PPARy-Aktivierung in verschiedenen Geweben.

Die grunen Pfeile stehen fur eine Erhéhung, die roten fur eine Reduktion des genannten Effektes auf das
Gewebe durch PPARy-Aktivierung. (modifiziert nach Kang et al., 2016)

Die Rolle von PPARy in der PAH

Das vaskulare Remodeling, wie es in den Pulmonalarterien von PAH-Patienten vorkommt, ist zumindest
teilweise durch Veranderungen der Intima und Media, wie z.B. durch eine erhdhte Proliferation und
Migration der glatten GefalRmuskelzellen bei gleichzeitig verringerter Apoptose bedingt (Yuan und Rubin
2005). Die bisherigen Behandlungsmadglichkeiten fir PAH-Patienten zielen primar auf eine
Verbesserung der Vasodilatation der Lungengefal3e ab. Da die Morbiditat und Mortalitat der PAH damit
jedoch noch immer auf einem hohen Niveau liegt, bedarf es neuer Behandlungsstrategien. Dazu finden
derzeit eine Reihe von Studien zu Wirkstoffen statt, die tber eine zeitgleiche Regulation mehrerer der
bei der Pathogenese der PAH beteiligten Signalwege eine Reduzierung bzw. Umkehr der
Gefallumbauprozesse bewirken (Green et al. 2011). Es gibt bereits einige Studien, die eine reduzierte
PPARy-Expression im Zusammenhang mit der PAH gezeigt haben. So konnte im Vergleich zu
Gesunden bzw. COPD-Patienten (chronisch obstruktive Lungenkrankheit; engl.: chronic obstructive
lung disease) in PAH-Patienten ein Fehlen von PPARYy bzw. eine verringerte Expression in plexiformen
Lasionen der prakapillaren Arteriolen nachgewiesen werden (Ameshima et al. 2003). Auch in
Endothelzellen von PAH-Patienten wurde eine reduzierte PPARy-Expression gemessen (Green et al.
2011). Ahnliches wurde zudem in Tiermodellen der Hypoxie-induzierten PAH bei der Ratte gezeigt
(Ameshima et al. 2003, Kim et al. 2010).

Um die Funktion von PPARy genauer untersuchen zu kdnnen, wurden PPARy-knockout Mause
generiert. Da ein globaler knockout dieses Transkriptionsfaktors zum Tod der Embryonen fuihrt (Barak
et al. 1999), wurden gewebespezifische knockout-Modelle zur Untersuchung verwendet. Der PPARYy-
knockout in Endothelzellen fuhrt dabei zu einer spontanen Ausbildung der PH mit einer Muskularisierung
der kleinen pulmonalen Arterien und einer Rechtsherzhypertrophie (Guignabert et al. 2009). Ahnliches
wurde fir einen PPARy-knockout in glatten Gefamuskelzellen beobachtet (Hansmann et al. 2008).
Damit liegt nahe, dass der Verlust von PPARYy in den Zellen der GefalBwéande eine Rolle bei der
Pathogenese der PAH spielt. Dies zeigen auch Studien zur Aktivierung von PPARy in sowohl
Tierversuchen als auch Zellkulturmodellen. So konnte in verschiedenen Hypoxie- und Monocrotalin-
induzierten Maus- bzw. Rattenmodellen der PH gezeigt werden, dass eine praventive PPARYy-

Aktivierung Uber Pioglitazon oder Rosiglitazon zu einer Verringerung der rechtsventrikularen
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Hypertrophie sowie Reduzierung der GefalRumbauprozesse fiihrt (Crossno et al. 2007, Hansmann et al.
2008). In einem weiteren Hypoxie-induzierten Mausmodell der PH wurde der therapeutische Effekt der
PPARy-Aktivierung durch Rosiglitazon untersucht. Auch hier zeigten sich eine Reduzierung der
rechtsventrikularen Hypertrophie und der Muskularisierung der kleinen pulmonalen Gefal3e (Nisbet et
al. 2010). Auch in vitro Untersuchungen mit glatten GefaBmuskelzellen zeigten eine durch PPARYy-

Aktivierung verringerte Proliferations- und Migrationsrate (Law et al. 2000).

1.4. Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen IR und PAH

Inflammatorische Veranderungen werden seit langerem als Ursache fiur die endotheliale Dysfunktion
unter der Insulinresistenz diskutiert (Yudkin et al. 1999, Pradhan et al. 2001). Dabei wurden bisher
lediglich die Effekte auf die systemischen Gefa3verdnderungen genauer betrachtet (Ginsberg 2000).
Die Wirkung der metabolischen Veranderungen auf die pulmonale Zirkulation und den rechten Ventrikel
ist hingegen derzeit nicht hinreichend untersucht. Es gibt jedoch Hinweise aus verschiedenen Tier- und
Humanstudien auf einen Zusammenhang zwischen Insulinresistenz und PAH (Naderi et al. 2014). So
kommt die PH, unabhangig von Hypertonie, ischmischer Herzerkrankung und Herzinsuffizienz, bei
Diabetes-Patienten signifikant haufiger vor (Movahed et al. 2005). Andere Studien zeigen wiederum
eine hohe Pravalenz von Insulinresistenz unter PAH-Patienten (Zamanian et al. 2009, Pugh et al. 2011).
Die als genetischer Faktor bei der Entstehung der PAH bekannten BMPR2-Mutationen kénnten an
diesem Zusammenhang beteiligt sein, da Untersuchungen gezeigt haben, dass diese ebenfalls mit einer
Insulinresistenz assoziiert sind (West et al. 2013). Darlber hinaus gibt es Hinweise, dass das
gleichzeitige Auftreten von PAH und Insulinresistenz das kurz- und langfristige Uberleben verringert
(Zamanian et al. 2009, Belly et al. 2012). In einem in vivo Modell mit Apolipoprotein E (ApoE)-knockout
Mausen wurde aul3erdem gezeigt, dass eine Hochfettdiat neben einer Insulinresistenz einen erhdhten
RVSP mit einhergehender rechtsventrikularer Hypertrophie und erhdhter Muskularisierung der
peripheren Pulmonalarterie bedingt (Hansmann et al. 2007). Ob es jedoch einen funktionellen bzw.
kausalen Zusammenhang zwischen diesen beiden Krankheiten gibt, oder die PAH durch die

Insulinresistenz eventuell verstarkt wird, ist nicht bekannt.
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1.5. Hypothese und Ziel der Arbeit

Die PAH ist eine Krankheit, die durch Verédnderungen der kleinen pulmonalen Arterien mit daraus
resultierenden Verénderungen des rechten Ventrikels charakterisiert ist. Die bisher zugelassenen
Therapien wirken nicht kurativ, verringern allerdings die Symptome, wobei die Mortalitat jedoch mit einer
mittleren Uberlebenswahrscheinlichkeit von sechs bis sieben Jahren verhaltnismaRig hoch ist. Es gibt

Hinweise auf eine Assoziation der PAH mit der fiir den Typ 2 Diabetes ursachlichen Insulinresistenz.

Um das Verstandnis der molekularen Hintergriinde der Insulinresistenz zu erweitern, wurde in dieser
Arbeit die Funktion der Protein-Tyrosin-Phosphatase (PTP) DEP-1 innerhalb der Insulin-Signalkaskade
naher untersucht. In einem Mausmodell wurde in einem therapeutischen Ansatz mit Antisense-
Oligonukleotiden gegen DEP-1 der Einfluss dieser PTP auf die Phosphorylierung und damit den
Aktivitatsstatus des Insulinrezeptors analysiert. In einem Hochfettdiét-induzierten Insulinresistenz-
Modell mit DEP-1-knockout Mausen wurde darlber hinaus die Auswirkung am Insulinrezeptor und auf

die pankreatischen Inseln untersucht.

Im Zusammenhang mit der Aktivierung des Transkriptionsfaktors Peroxisom-Proliferator-aktivierter
Rezeptor gamma (PPARY), welcher bereits erfolgreich zur Behandlung der Insulinresistenz eingesetzt
wird, gibt es Hinweise aus in vitro und in vivo Studien fur eine potentiell vorteilhafte
Behandlungsmadglichkeit der PAH. Vor allem die kausale Therapie der PAH durch PPARy-Agonisten
wurde jedoch noch nicht umfassend untersucht. Deshalb ist das Ziel dieser Arbeit, eine Behandlung der
PAH in einem therapeutischen Ansatz mit dem PPARy-Agonisten Pioglitazon zu untersuchen. Dazu
wurde ein Monocrotalin-induziertes Modell der Ratte gewahlt. In diesem wurden die Effekte einer
PPARYy-Aktivierung im Kontext der PAH hinsichtlich der veranderten Muskularisierung mit den damit
verbundenen Druckveranderungen im rechten Ventrikel untersucht. Das Herz wurde in Bezug auf
hypertrophe bzw. fibrotische und die Lunge auf inflammatorische Veranderungen untersucht. Zum
anderen ist das Ziel dieser Arbeit, den Zusammenhang zwischen Insulinresistenz und PAH detaillierter
zu untersuchen. Dazu wurde in einem weiteren Tiermodell getestet, ob die PAH durch
gewebespezifischen PPARy-knockout in glatten GefaBmuskelzellen beziehungsweise durch eine
Hochfettdiat induziert wird. Hier wurden die metabolischen Veranderungen wie die Insulinresistenz und
die Veranderungen der pulmonalen Gefafe mit den einhergehenden Druckverédnderungen in den
pulmonalen Gefalien untersucht. Analog zu dem Rattenmodell erfolgte die Untersuchung des Herzens
im Hinblick auf Hypertrophie und Fibrose und die Untersuchung der Lunge bezlglich inflammatorischer
Veranderungen. Im zweiten Schritt ist das Ziel dieses Versuches, eine Korrelation zwischen der

Insulinresistenz und der Schwere der PAH, gemessen als rechtsventrikularen Druck, zu analysieren.

Das Ziel dieser Arbeit ist der Nachweis eines vorteilhaften Effektes einer therapeutischen PPARYy-
agonistischen Behandlung mit Pioglitazon zur kausalen Therapie der PAH sowie die Untersuchung
einer moglichen Interaktion zwischen Insulinresistenz und PAH im Rahmen eines PPARy-knockouts in
glatten GefalBmuskelzellen. Daneben wird der Einfluss der PTP DEP-1 auf die Insulin-
Signaltransduktion zur Identifizierung eines mdéglichen neuen Therapieansatzes der Insulinresistenz

untersucht.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1.Materialien

2.1.1. Versuchstiere

Tabelle 1: Verwendete Versuchstiere

Bezeichnung Lieferant
Mausstamme
Sm22-Cre C57/BL6 x SJL Jackson

PPARy-KO Kardiomyozyten DBA/2J x C3H

C57BL/6J
C57BL/6-Ptprj/d
Rattenstamme

Sprague-Dawley

Evren Calagan (Kooperationspartner, Kéln) von

Joachim Herz (Department of Molecular

Genetics, Dallas) zur Verfiigung gestellt
Janvier, Le Genest-Saint-Isle, FR

Deltagen, San Mateo, CA

Charles River, D

2.1.2. Laborgerate

Tabelle 2: Verwendete Gerate

Bezeichnung

Lieferant

Laborgerate fur Tierversuche

Contour XT Glukosemessgerat
SPR-1000 Mikro-Tip® 1 F Millar Katheter
SPR-320 Mikro-Tip® 2 F Millar Katheter
TSE LabMaster

Gerate fur in vitro-Experimente
Analysewaage BL 150S, BL 310
Autoklav Systec V-150

Benchmark PlusTM Microplate
Spectrophotometer

Blotkammer und Apparatur
CO»-Inkubator HeraCell 150

EC 350-1 und -2 Einbettgerat
Elektrophoresekammer 250 EX
Entwicklungsmaschine Curix 60
Fluoreszenzmikroskop BZ-9000
Gel-Dokumentations-System ChemiDoc
HM325 Microtom

Bayer Vital, Leverkusen, D
Millar, Inc., Housten, USA
Millar, Inc., Housten, USA
TSE Systems GmbH, Bad Homburg, D

Sartorius, Géttingen, D

Systec, Wettenberg, D
BioRad GmbH, Minchen, D

BioRad GmbH, Minchen, D
Heraeus, Hanau, D
Microm, Walldorf, D
Whatman, Brentford, UK
AGFA, Kéln, D

Keyence , Neu-Isenburg, D
Bio-Rad, Hercules, USA
Microm, Walldorf, D
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Ikamag RCT Heizplatte/Magnetrihrer
Laminar-Flow- Arbeitsbank LaminAir 1.2
Nanodrop® ND-1000 Spectrophotometer
pH-Meter pH 340

Pipetten 0,5 - 1000 pl

Power Pac 300

real time-PCR-System Mx3000P
Rollenmischgerat RM5

Shandon Citadel 1000

SpeedMill Plus

Thermomixer comfort

Tischzentrifuge Galaxy Mini

Vortex Genie 2, Scientific Industries
Wasserbad WB 14

Zentrifuge 32R, Micro 20

Zentrifuge 5415R, 5810R

Th. Karow GmbH, Berlin, D
Heto-Holten, Allerod, DK
PeqLab, Erlangen, D

WTW, Weilheim, D
Eppendorf, Hamburg, D
BioRad GmbH, Miinchen, D
Stratagene, La Jolla, USA
Karl Hecht, Sondheim, D
Thermo Electron, Piraus, GR
Analytik Jena, Jena, D
Eppendorf, Hamburg, D
Merck Eurolab, Darmstadt, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Memmert GmbH, Schwabach, D
Hettich, Tuttlingen, D
Eppendorf, Hamburg, D

2.1.3. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3:

Verwendete Chemikalien, Reagenzien

und Lieferanten

Bezeichnung

Lieferant

Tierversuche

0,9 % Kochsalzlésung, steril

Glucosteril 20 %

Hochfettdiat (HFD) (60 % kcal Fett)
Hochfettdiat (HFD) (60 % kcal Fett) mit
Pioglitazon

Insuman Rapid 40 I.E./ml Insulin
Isofluran

Niedrigfettdiat (NFD) (10 % kcal Fett)
Pioglitazon

in vitro-Experimente
2-(4-(2-Hydroxyethyl)1-
piperazin)ethansulfonséure (HEPES)
2-Mercaptoethanol

Acrylamid (30 %)

Agarose

Albumin Fraktion V rein (BSA)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, D

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, D

Brogaarden, Gentofte, DK

Brogaarden, Gentofte, DK

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt, D

Baxter Deutschland, UnterschleiRheim, D
Brogaarden, Gentofte, DK

Biomol, Hamburg, D

Merck, Darmstadt, D

Sigma, Taufkirchen, D
Serva, Heidelberg, D
Eurogentec, Kéln, D

Sigma, Taufkirchen, D
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Albuminstandard
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau

Complete Proteaseinhibitor
Deoxycholsaure (Sodium salt)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

Eosin

Essigsaure

Ethanol 96 % und 100 %
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsauredinatrium-

Dihydrat (EDTA)

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-

tetraessigsaure (EGTA)
Formaldehyd

Glycerin

Glycin

Insulin

Isopropanol

Kaiser’s Glyceringelatine

Methanol

N,N,N,N-Tetramethylethylenediamin (TEMED)

Natriumacetat (C2H3NaO?2)
Natriumchlorid (NacCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat

NeoClear

Orange G

PhosStop (Phosphatase-Inhibitor)
Pioglitazon

Ponceau S Ldsung

Salzsaure (HCL)

Sucrose
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

(Trizmabase)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-

Hydrochlorid (Tris-HCI)

Pierce, Bonn, D
Sigma, Taufkirchen, D
VWR, Darmstadt, D
Roche, Mannheim, D
Sigma, Taufkirchen, D
Sigma, Taufkirchen, D
Sigma, Taufkirchen, D
Sigma, Taufkirchen, D
Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D
Roth, Karlsruhe, D
Taufkirchen, D

Sigma, Taufkirchen, D

Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Sigma, Taufkirchen, D
Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma, Taufkirchen, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Serva, Heidelberg, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Sigma, Taufkirchen, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma, Taufkirchen, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Fluka, Taufkirchen, D
Merck, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Sigma, Taufkirchen, D

Roth, Karlsruhe, D
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Triton X-100

Trypanblau Lésung 0,4 Trypsin/EDTA
Tween 20

Wasserstoffperoxid

Puffer, L6sungen, Medien, Zusatze
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM),
4,5 g/l Glukose

Fetales Kalberserum (FBS)
Penicillin/Streptomycin
Phosphatpuffer (PBS)

Power SYBR Green PCR Master Mix
Trypsin/EDTA

Ultra Pure Water

Kits, Marker

AEC solution

BCA Protein Assay Reagenz A und B
Duolink II® Kit

ECL Western-Blot Detection Reagent
Gene RulerTM 1 kb und 100 bp DNA Ladder
Mouse Adiponektin ELISA
PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Peroxidase Kit ARK

Peroxidase Kit DAB

Phire Animal Tissue Direct PCR Kit
RNeasy Mini Kit

Vectastain Elite ABC HRP Kit
Enzyme

Collagenase Typ I

DNAse

Elastase

High Capacity RNA-to-cDNA Kit
Proteinase K

Trypsin-Inhibitor

Sigma, Taufkirchen, D
Gibco, Karlsruhe, D

Sigma, Taufkirchen, D
Sigma, Taufkirchen, D

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, D

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, D
PAA, Marburg, D

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, D
Applied Biosystems, Darmstadt, D

PAA, Marburg, D

Biochrom AG, Berlin, D

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Pierce, Bonn, D

Olink, Uppsala, SE

Amersham, Freiburg, D

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D
Crystal Chem, Zaandam, NL
Fermentas, St. Leon, D

Dako, Hamburg, D

Vector, Burlingame, USA

New England Biolabs, Frankfurt, D
Qiagen, Hilden, D

Vector, Burlingame, USA

Worthington Biochemical, Lakewood, USA
Qiagen, Hilden, D

Worthington Biochemical, Lakewood, USA
Applied Biosystems, Darmstadt, D
Qiagen, Hilden, D

Worthington Biochemical, Lakewood, USA
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2.1.4. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4:

Verwendete Verbrauchsmaterialien und Lieferanten

Bezeichnung

Lieferant

Material fur Tierversuch

Contour next Sensoren

Spritzen BD Discardit Il

Material fur in vitro-Experimente
96-well Multiply PCR-Platte

CryoTube Kryordhrchen
Einmalpipetten

Hyperfilm ECL Chemilumineszenz-Film

Klebefolie, optisch klar

Kulturflaschen
PCR Reaktionsgefalie (0,2 ml; 0,5 ml)

Pipettenspitzen VWR

Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran
Reaktionsgefalle (1,5 ml; 2 ml)
Sterilfilter (0,2 pm)

SuperFrost™ Plus Objekttrager

Whatman Papier

Bayer Vital, Leverkusen, D
BD, Heidelberg, D

Sarstedt, Nimbrecht, D
Nunc, Roskilde, DK
Sarstedt, Niumbrecht, D

GE Healthcare, Solingen, D

Sarstedt, Nimbrecht, D

Sarstedt, NUmbrecht, D
Biozym, Hessisch Oldendorf, D

International GmbH, Darmstadt, D

GE Healthcare, Solingen, D

Eppendorf, Hamburg, D

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, D
R. Langenbrinck, Emmendingen, D

Roth, Karlsruhe, D

2.1.5. Software

Tabelle 5: Verwendete Software

Bezeichnung

Lieferant

Duolink Image Tool
GraphPad Prism

IBM SPSS Statistics V 23
ImageJ

MS Office

Sigma, Taufkirchen, D

GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA
IBM Deutschland, Ehningen, D
imageJ.net (open source)

Microsoft Corporation, Redmond, USA
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2.2.Methoden
2.2.1. Tiermodelle

Es wurde die Rolle von Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP) im Hinblick auf die Insulin-
Signaltransduktion in einem Hochfettdiat-induzierten Insulinresistenzmodell in C57/BL6J Mausen
untersucht. Dabei erfolgte zum einen die pharmakologische PTP-Inhibition durch Antisense-
Oligonukleotide (ASO) gegen DEP-1. Zum anderen wurde in einem zweiten Ansatz die Rolle von DEP-1

mittels eines konventionellen knockout-Mausmodells naher charakterisiert.

Zur Untersuchung eines moglichen therapeutischen Effektes einer PPARy-agonistischen Behandlung
Uber Pioglitazon auf die Pulmonale Hypertonie (PH) wurden zwei weitere Tiermodelle gewahlt. Zum
einen ein Mausmodell, bei welchem zunachst der Effekt einer Hochfettdiat und eines PPARy-knockouts
in glatten GefalBmuskelzellen auf den rechtsventrikularen Druck untersucht wurde. Zum anderen fand

die Untersuchung dieser Fragestellung an einem MCT-Rattenmodell statt.

2.2.1.1. Antisense-Oligonukleotid-Behandlung in C57/BL6J M&usen

Im ersten Tiermodell (Tabelle 6) wurden C57/BL6J Mause (n=28) im Alter von vier bis sechs Wochen
mit einer Hochfettdiat (HFD, n=18), bei welcher 60 % der aufgenommenen Kalorien aus Fett stammen,
Uber einen Zeitraum von zehn Wochen ad libitum gefittert. Nach diesen zehn Wochen wurden die
Méuse der HFD-Gruppe randomisiert in zwei Gruppen fur eine sechswodchige pharmakologische
Behandlung aufgeteilt. Die eine Gruppe der HFD-M&ause erhielt zweimal pro Woche eine
intraperitoneale Applikation von ASO-DEP-1 (5-TACATTGCTGCCATCTCCAG-3'’ ISIS 285564; n=10),
die andere HFD-Gruppe zu den gleichen Zeitpunkten eine Applikation der ASO-Kontrolle (5'-
CCTTCCCTGAAGGTTCCTCC-3' ISIS 141923; n=8). Am Ende des Versuches, nach insgesamt 16
Wochen, wurde einem Teil der Tiere (ASO Kontrolle, n=5; ASO DEP-1, n=6) unter 1-2 %iger
Isoflurannarkose Insulin (10 U/kg Kérpergewicht) in die Vena cava injiziert und dessen Verteilung im
Korper fur zwei Minuten erméglicht. AnschlieRend wurden die Mause getotet, die Organe enthommen,

gewogen und fur immunohistochemische Untersuchungen in 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert.

Tabelle 6:  Schematische Darstellung der Hochfettdiat-induzierten Insulinresistenz mit Antisense-
Oligonukleotid (ASO)-Behandlung in C57/BL6J Mausen

Die Mause wurden im Alter von vier bis sechs Wochen in den Versuch eingeschlossen. Ab Versuchsbeginn
wurden sie mit einer Hochfettdiat (HFD, n=18) gefuttert. Nach zehn Wochen wurde ein Teil der HFD-
gefitterten Tiere zweimal wochentlich intraperitoneal mit ASO-DEP-1 (25 mg/kg Kérpergewicht geléstin PBS;
n=10) bzw. zur Kontrolle mit ASO-Kontrolle (25 mg/kg Korpergewicht geldst in PBS; n=8) tiber einen Zeitraum
von sechs Wochen behandelt. Abkiirzung: DEP-1, density-enhanced phosphatase-1

Diat Versuchszeitraum n
Woche 1-9 Woche 10-16

HFD ASO-Kontrolle 8
(n=8) ASO-DEP-1 10
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2.2.1.2. Konventioneller Ptprj (DEP-1)-knockout in C57/BL6J Mausen

In einem zweiten Tiermodell wurde ein konventionelles knockout-Modell auf dem genetischen
Hintergrund von C75/BL6J Mausen zur Charakterisierung der Funktion von DEP-1 (Gen: Ptprj)
untersucht (Tabelle 7). Dazu wurden vier bis sechs Wochen alte Wildtyp (WT)- und knockout (KO)-
Mause randomisiert in je zwei Gruppen aufgeteilt. Die eine Gruppe eines jeweiligen Genotyps erhielt ad
libitum eine NFD und die andere Gruppe eines jeweiligen Genotyps erhielt ad libitum eine HFD analog
zum ASO-Ansatz. Nach zwdlf Wochen im Versuch wurde einem Teil der Tiere unter 1-2 %iger
Isoflurannarkose Insulin (10 U/kg Koérpergewicht) in die Vena cava injiziert und dessen Verteilung im
Korper fur zwei Minuten ermdglicht (NFD WT, n=5; NFD Ptprj-KO, n=5; HFD WT, n=7; HFD Ptprj-KO,
n=7). AnschlieBend wurden die Mause analog zum ASO-Tierversuch getétet und die Organe

entnommen.

Tabelle 7:  Schematische Darstellung der Hochfettdiat-induzierten Insulinresistenz in Wildtyp- und
Ptprj (DEP-1)-knockout-Mausen

Es wurden Wildtyp (WT, n=18)- und Ptprj (DEP-1)-knockout (Ptprj-KO, n=18)-Mé&use im Alter von vier bis
sechs Wochen in den Versuch aufgenommen. Ab Versuchsbeginn wurden die Mause in randomisierten
Gruppen mit einer Niedrigfett- bzw. Hochfettdiat (NFD (hellgelb), n=16 bzw. HFD (gelb), n=20) gefittert.

Diat Genotyp Versuchszeitraum n
Woche 1-12

NFD Wi 8

(n=16)  pepriko 8

HED WT 10

(n=20)  pypriKo 10

2.2.1.3. Konventioneller SmPpary-knockout in C57/BL6 x SJL x DBA/2J x C3H Mausen

In einem Mausmodell, in dem der Effekt einer Hochfettdiat (HFD) auf die Entstehung einer pulmonalen
Hypertonie (PH) untersucht wurde, fand anschlieRend die Analyse einer potenziell vorteilhaften
pharmakologischen Wirkung des PPARy-Agonisten Pioglitazon auf die PH statt. Darliber hinaus wurde
die Rolle von PPARYy in glatten GefaRmuskelzellen bei der Entstehung der PH unter Verwendung von

knockout-Mausen (SmPpary”’-) analysiert.

Um zu untersuchen, ob eine Hochfettdiat einen Einfluss auf den rechtsventrikularen Druck (RVSP, engl.:
right ventricular systolic pressure) hat, wurden acht bis zwolf Wochen alte, méannliche Wildtyp- (n=42)
und knockout-Mause (n=41) 24 Wochen mit einer HFD beziehungsweise zur Kontrolle mit einer NFD
ad libitum gefittert. Zusatzlich wurde ein Teil der HFD-geflitterten Tiere nach den ersten zwolf Wochen
fur weitere zwdlf Wochen mit Pioglitazon, welches in die Hochfettdiat eingearbeitet wurde (200 mg/kg
Futter; HFD+Pio), behandelt. Uber den gesamten Zeitraum des Versuches wurde zweimal wichentlich
das Gewicht der Tiere bestimmt. Darlber hinaus wurden die M&use zu drei Zeitpunkten - zu
Versuchsbeginn, nach zwolf Wochen und nach 24 Wochen - mittels Glukose- und Insulin-Toleranz-

Tests (GTT und ITT), sowie zu den beiden letzten Zeitpunkten zuséatzlich mittels NMR und
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metabolischen Kéfigen (TSE LabMaster) charakterisiert. Zum Versuchsende (nach 24 Wochen) wurde
der rechtsventrikulére Druck sowie der systemische Druck (SBP, engl.: systemic blood pressure) und
die Herzfrequenz unter 2—3 % Isoflurannarkose gemessen (Tabelle 8). Nach Tétung der Mause wurden
die Lungen der Tiere mit 0,9 % NaCl und anschlieRend mit 4 % PFA perfundiert. Anschlieend wurden
die Organe entnommen, gewogen und fir spatere RNA- und Proteinuntersuchungen in flissigem

Stickstoff schockgefroren beziehungsweise fur histologische Untersuchungen in 4 % PFA fixiert.

Tabelle 8:  Schematische Darstellung der Hochfettdiat-induzierten pulmonalen Hypertonie in
Wildtyp- und SmPpary’-Mausen einschlieRlich der pharmakologischen Behandlung mit Pioglitazon

Es wurden acht bis zwolf Wochen alte Wildtyp-(SmPpary**, WT; n=42) und gewebespezifische PPARy-
knockout (SmPpary’, KO; n=41)-M&use mit einem entsprechenden knockout von PPARYy in den glatten
GefaBmuskelzellen untersucht. Zu Versuchsbeginn (t=0) wurden die Mause metabolisch mittels Glukose-
und Insulin-Toleranz-Tests (GTT und ITT) charakterisiert und anschlieRend in Gruppen mit einer Niedrigfett-
bzw. Hochfettdiat (NFD (hellgelb), n=21 bzw. HFD (gelb), n=62) randomisiert. Nach zwdlf Wochen (t=12)
wurde diese metabolische Charakterisierung mittel GTT und ITT wiederholt und um NMR (engl.: nuclear
magnetic resonance)- und LabMaster-Untersuchungen erweitert. Anschlieend hat ein Teil der HFD-
gefitterten Tiere eine pharmakologische Behandlung Uber das Futter mit Pioglitazon (HFD+Pio (griin), n=29)
fur weitere zwolf Wochen erhalten. Nach 24 Wochen (t = 24) wurden erneut ein GTT und ITT, sowie die
Untersuchungen mittels NMR und LabMaster durchgefiihrt und zudem der rechtsventrikulare Druck (RVSP;
engl.: right ventricular systolic pressure) und der systemische Blutdruck (SBP; engl.: systemic blood pressure)
gemessen. Uber den gesamten Versuchszeitraum von insgesamt 24 Wochen wurde zweimal wochentlich
das Gewicht der Mause bestimmt.

Versuchszeitraum

Diat/ Behandlung Genotyp Woche 1-12 Woche 13-24 n

oche 1- oche -
Niedrigfettdiat (NFD) WT i
(n=21) SmPpary-KO 10
Hochfettdiét (HFD) s 1
(n=33) SmPpary-KO 17
HFD + Pioglitazon (HFD+Pio) WT L
= SmPpary-KO 14

zweimal wochentlich Gewichtsbestimmung

t =0 Wochen t =12 Wochen t = 24 Wochen
GTT/ITT GTT/ITT GTT/ITT
NMR NMR
TSE LabMaster TSE LabMaster
RVSP / SBP

Organentnahme

2.2.1.4. Monocrotalin (MCT)-Rattenmodell der pulmonalen Hypertonie

In einem zweiten Tiermodell wurde durch den Kooperationspartner in Kéln in adulten, méannlichen
Sprague-Dawley Ratten (250-300 g) mittels subkutaner Injektion von Monocrotalin (MCT; 60 mg/kg
Kdrpergewicht; n=22) eine PH induziert. Den Kontrolltieren wurde zum selben Zeitpunkt isotonische
Natriumchloridlésung injiziert (n=9). Um eine therapeutische Wirkung von Pioglitazon untersuchen zu
kénnen, wurde ein Teil der Tiere 21 Tage nach MCT-Injektion mit Pioglitazon (MCT+Pio, n=21), welches

in das Futter eingearbeitet war (40 mg/kg Futter), fir weitere 14 Tage mit einer mittleren
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aufgenommenen Dosis von 2,5 mg/kg Kdrpergewicht behandelt. Daneben wurden Ratten zur Kontrolle
ohne vorherige MCT-Injektion therapeutisch mit Pioglitazon behandelt (n=3). Nach insgesamt 35 Tagen
wurden hamodynamische Messungen unter Narkose durchgefiihrt (Tabelle 9). Nach der Tétung der
Tiere wurden die Lungen mit NaCl (0,9 %) und 4 % PFA perfundiert. Anschlielend wurden Organe
entnommen und fir RNA- und Proteinuntersuchungen in flissigem Stickstoff schockgefroren
beziehungsweise in 4 % PFA fixiert.

Tabelle 9:  Schematische Darstellung des MCT-Rattenmodells zur Induktion der pulmonalen
Hypertonie und Behandlung mit dem PPARy-Agonisten Pioglitazon

Den Tieren wurden zu Versuchsbeginn Monocrotalin (MCT; 60 mg/kg Korpergewicht) oder als Kontrolle
isotonisches Natriumchlorid injiziert (d 0). Die 14-tdgige pharmakologische Behandlung mit Pioglitazon
begann 21 Tage nach MCT-Injektion in einer randomisierten Gruppen mit durchschnittlich 2,5 mg/kg
Korpergewicht pro Tag Uber das Futter (griin). Zum Versuchsende (Tag 35) wurden der rechtsventrikulére
und systemische Blutdruck mittels Katheter bestimmt und die Organe nach Tétung der Tiere fir weitere
Untersuchungen entnommen.

Versuchszeitraum

Behandlung n
Tag 0 - 20 Tag 21-35
Kontrolle 9
Monocrotalin (MCT) 22
MCT + Pioglitazon (Pio) 21
f
1 x MCT (d0)

2.2.2. Hamodynamische Messungen bei Ratten und Mausen

Zum Versuchsende, bei den Ratten 35 Tage nach MCT-Injektion beziehungsweise bei den Mausen
nach 24 Wochen, wurden die Tiere anasthesiert (Ratte: Mischung aus 100 mg/kg Koérpergewicht
Ketamin und 4 mg/kg Kdrpergewicht Xylazin; Maus: Inhalation von 1,5-2 % Isofluran). Nach dem
Freipraparieren der Trachea wurden die Tiere kiinstlich beatmet. Die Messung des RVSP, als Mal} fir
den pulmonal arteriellen systolischen Druck (PASP), fand Uber die Jugularvene mittels eines
flussigkeitsgefiillten Katheters statt (Ratte: SPR-320 Mikro-Tip® 2 F Millar Ratten Druckkatheter; Maus:
SPR-1000 Mikro-Tip® 1 F Millar Maus Druckkatheter). Der systemische Blutdruck (SBP) wurde
anschlieBend uber die Arteria carotis gemessen. Zur Ermittlung der jeweiligen Drucke der Tiere fand
eine Auswertung von drei bis funf Bereichen der aufgenommen Druckkurven statt. Diese
Untersuchungen wurden in Kéln zusammen mit Frau Dr. rer. nat. Eva Berghausen und Frau Arnica
Behringer (beide aus der kooperierenden Arbeitsgruppe von PD Dr. med. Evren Caglayan in Kdln)
durchgefuhrt.
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2.2.3. Metabolische Charakterisierung von SmPpary-Mausen

Um die Mause hinsichtlich ihres Metabolismus charakterisieren zu koénnen, wurde ihre
Kdrperzusammensetzung im NMR, ihre korperliche Aktivitat und Verstoffwechselung im LabMaster und

ihre Glukoseverwertung durch Glukose- und Insulin-Toleranz-Tests (GTT und ITT) untersucht.

2.2.3.1. Kernspinresonanzspektroskopie

Neben der zweimal wdchentlichen Bestimmung des Gewichtes der Tiere wurde nach zwolf und 24
Wochen mit Hilfe der Kernspinresonanzspektroskopie (NMR, engl.: nuclear magnetic resonance) der

Anteil des Fettgewebes, freien Wassers und der Magermasse bestimmit.

2.2.3.2. TSE LabMaster-Analysen

Um die Mause detaillierter hinsichtlich ihres Metabolismus zu phanotypisieren, wurden sie mit Hilfe des
TSE LabMaster Systems untersucht. Dabei wurden der respiratorische Quotient (RQ), die
lokomotorische Aktivitat sowie die aufgenommene Futter- und Wassermenge bestimmt und alle
30 Minuten die entsprechenden Parameter automatisch vom System dokumentiert. Die Mause wurden
dazu einzeln Uber einen Zeitraum von 22-24 Stunden in einem Kéfig gehalten. Uber Sensoren wurde
der CO2- und O2-Gehalt aufgezeichnet; beide Werte dienen der Berechnung des RQ (RQ=VCO2/VOy).
Uber ein Infrarot-Lichtschrankensystem wurde zudem die physische Aktivitat der Mause in x- und y-
Ebene dokumentiert. Flr die Auswertung wurden die Messwerte nach einer Eingewdhnungsphase der
Tiere von vier Stunden ausgewertet, sodass die Ergebnisse einen Beobachtungszeitraum von 18

Stunden (sechs Stunden Tagphase und zwdlf Stunden Nachtphase) darstellen.

2.2.3.3. Insulin-Toleranz-Test

Zur Uberprufung der Insulinsensitivitat wurde bei den Mausen ein Insulin-Toleranz-Test (ITT)
durchgefuhrt. Dazu wurde den Tieren nach einer Fastenzeit von etwa vier Stunden und nach einer
initialen Messung des Blutglukosespiegels aus der Schwanzvene (Zeitpunkt 0) Insulin (0,5 U/kg
Korpergewicht) intraperitoneal injiziert. Nach 15, 30, 60, 90, 120 und 150 Minuten wurde erneut der
Blutglukosespiegel aus der Schwanzvene mittels Glukosemessegerat und Teststreifen bestimmt. Die
gemessenen Werte sind als zeitabhangiger Verlauf der absoluten Werte, sowie als berechnete Flache

unter der Glukosekonzentrationskurve (area under the curve, AUC) dargestellt.

2.2.3.4. Glukose-Toleranz-Test

Zur Ermittlung der Glukosetoleranz wurde bei den Mausen ein intraperitonealer Glukose-Toleranz-Test
(GTT) durchgefiihrt. Nach einer Nichternphase von etwa zwolf Stunden wurde der initiale
Blutglukosespiegel mit Hilfe des Glukosemessgerates und den Teststreifen aus Blut der Schwanzvene
bestimmt. AnschlieRend wurde den Mausen Glukose (1 g/kg Kdrpergewicht) intraperitoneal injiziert und
der Blutglukosespiegel erneut nach 15, 30, 60, 90, 120 und 150 Minuten bestimmt. Die gemessenen
Werte sind als zeitlicher Verlauf der Blutglukosekonzentration als auch als Flache unter der Kurve (AUC;

engl.: area under the curve) dargestellt.
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2.2.4. Serumspiegel von Pioglitazon

Die Serumspiegel von Pioglitazon und zwei seiner Metabolite wurden bei der Labor Berlin GmbH nach
einem Standardverfahren mittels Liquid-Chromatographie-Massenspektometrie/Massenspektometrie
(LC-MS/MS) bestimmt.

2.2.5. Molekularbiologische Methoden
2.2.5.1. Isolierung genomischer DNA aus Schwanzspitzen der Maus

Zur Genotypisierung der Mause wurden Schwanzspitzen zur Isolation der genomischen
Desoxyribonukleinsaue (engl.: deoxyribonucleic acid, DNA) verwendet. Zur Isolation selbst wurde das
Phire Animal Tissue Direct PCR Kit eingesetzt. Dazu wurde die Schwanzspitze mit einem Mix aus
Dilution Buffer und DNA Release Additive fir zwei Minuten bei 98°C inkubiert. AnschlieBend wurde das
Gemisch eine Minute bei 13 000 xg und RT zentrifugiert und die sich im Uberstand befindliche DNA

danach in ein neues Reaktionsgefal? tberfihrt.

2.2.5.2. Genotypisierung mittels Polymerase-Kettenreaktion

Die aus der zuvor beschriebenen Isolation aus der Schwanzspitze der Mause erhaltenen DNA wurde
mit Hilfe des Phire Animal Tissue Direct PCR Kits und Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase
chain reaction, PCR) entsprechend dem Temperatur-Zeit-Profil in Tabelle 10 aufgearbeitet. Dazu wurde
mit einem 20 pl Ansatz entsprechend den Herstellerangaben und den in Tabelle 11 aufgeflihrten
Primern gearbeitet. So wurde zum einen die DNA von Cre, als Nachweis flir einen knockout von PPARy
in glatten GeféaBmuskelzellen, als auch Interleukin-2 (IL-2), als interne PCR-Amplifikationskontrolle,

vervielféltigt.

Um die PCR-Produkte fir die Genotypisierung untersuchen zu kénnen, wurden sie in einem 1 %
Agarosegel, welches Ethidiumbromid enthielt, in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigséaure, 10 mM
EDTA,; pH 8,0) aufgetrennt. Zuvor wurde Orange G zu den PCR-Produkten gegeben. Zur Darstellung
der FragmentgroRen wurde zusatzlich ein 100 Basenpaar-Marker aufgetragen. Die DNA wurde in
Gelkammern bei 120 Volt fir 30 Minuten aufgetrennt und zur Visualisierung der erhaltenen PCR-

Fragmente unter UV-Licht einer Geldokumentationsanlage untersucht.

Tabelle 10: Temperatur-Zeit-Profil der Polymerase-Kettenreaktion fir die Genotypisierung

Schritt Temperatur  Zeit
Initiale Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 30s

. . 32 Zyklen
Primer-Annealing 61°C 30s
Primer-Elongation 72°C 45s

Abschlie3ende Elongation 72°C 5 min
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Tabelle 11: Primersequenzen fur die Genotypisierung der Ptprj (DEP-1)-Méduse und SmPpary-Mause

Zur Genotypisierung der Ptprj-(DEP-1)-Mause wurden mittels multiplex-PCR eine interne Kontrolle (Primer-
Kombination GS (E,T) mit GS (E1)) und eine Zielsequenz (Primer-Kombination GS (E,T) mit NEO (T))
amplifiziert. Zur Genotypisierung der SmPpary-Mause wurden mittels multiplex-PCR eine interne Kontrolle
(Primer-Kombination IL-2 fwd mit IL-2 rev) und eine Zielsequenz (Primer-Kombination Cre fwd mit Cre rev)
amplifiziert.

Primer-Bezeichnung  Primersequenz 5° - 3¢

GS (E,T) GGA GAATGT ATACGA AGT GCC TGG G
NEO (T) GGG CCAGCT CATTCCTCCCACTCAT
GS (E1) AGC TGT CGT CAG CCC AACTAG TGT G
Cre fwd GCG GTC TGG CAG TAAAAACTATC
Cre rev GTG AAA CAG TAA AAACTATC

IL-2 fwd CTA GGC CAC AGA ATT GAAAGATCT
IL-2 rev GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C

E, endogen: T, target; fwd, forward; rev, reverse

Isolierung von RNA

Zur Isolation von Ribonukleinsaure (engl: ribonucleic acid, RNA) aus Geweben (Herz, Lunge) und Zellen
wurde das RNeasy Mini Kit entsprechend dem vorgegebenen Protokoll des Herstellers und unter
Verwendung der im Kit enthaltenen Saulen und Puffer genutzt. Zur RNA-Isolation aus Gewebe wurde
dieses zunachst in Lysepuffer (RLT-Puffer) mit Hilfe von Keramikkiigelchen in einem Reaktionsgefal} in
einer Speedmill zerkleinert. Bei der Isolierung von RNA aus Herzgewebe fand anschlieBend ein
zusatzlicher Verdau mit Proteinase-K auf der Saule statt. AnschlieRend wurden die Sdulen mehrfach
gewaschen. Um eine Kontamination mit genomischer RNA zu verhindern erfolgte ein DNase-Verdau
auf den Saulen. Nach der RNA-Isolation wurde die Konzentration sowie Reinheit der RNA im Eluat an

einem Spektrophotometer (Nanodrop) bestimmt.

cDNA-Synthese

Zum Umschreiben von 1 pg RNA in komplementére DNA (engl.: complementary DNA, cDNA) wurde
das High Capacity RNA-to-cDNA Kit von Applied Biosystems entsprechend dem Protokoll des
Herstellers verwendet. Nach Zugabe des Puffers, in welchem dNTPs (Desoxy-
ribonukleosidtriphosphate) und random-Primer enthalten sind, sowie des Enzyms Reverse
Transkriptase zur RNA, erfolgte eine Inkubation fur 60 Minuten bei 37°C. Um die Reaktion abzubrechen
fand ein abschlieRender Inkubationsschritt von funf Minuten bei 95°C statt, bevor die cDNA auf Eis
gestellt wurde. Vor der Analyse der Genexpression mittels quantitativer real-time PCR wurde die cDNA

1 : 6 mit Wasser verdinnt.

2.2.5.3. Quantifizierung der mRNA durch quantitative real-time PCR

Zur Analyse der Genexpression wurde die quantitative real-time PCR unter Verwendung von SYBR®

Green genutzt. Die hierfur designten Primer fuihrten jeweils zur Amplifikation eines Produktes von 70
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bis 150 Basenpaaren (Tabelle 12). In das doppelstrangige Amplifikationsprodukt lagert sich der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green ein, was zu einem Anstieg der Fluoreszenz des Farbstoffes fihrt.
Dieser Zyklus wird 40-mal wiederholt, wobei sich das Fluoreszenzsignal mit jedem Zyklus exponentiell
steigert, bis es eine Plateau-Phase erreicht. Die Messung der Genexpression wurde in Duplikaten
durchgefuhrt und auf ein Referenzgen (Maus: 18S, Ratte: HPRT) normalisiert. Zur Berechnung wurde

die AACT-Methode verwendet, deren Formeln im Folgenden dargestellt sind:
ACr = CT(ZieIgen) - CT(Referenzgen)
ANACT = ACT(BehandIung) - ACT(KontroIIe)

Ratio = 2(-AAC7),

Tabelle 12: Primersequenzen fur die quantitative real-time PCR mit SYBR® Green

Gen Forward 5° - 3* Reverse 5 - 3¢

Maus

Rn18S 18SrRNA GGACTCTTTCGAGGCCCTGTA CACCAGACTTGCCCTCCAAT

NPPB BNP GGTCCAGCAGAGACCTCAAAA GCCAGGAGGTCTTCCTACAAC
SPP1 OPN CTCCAATCGTCCCTACAGTCG AGGTCCTCATCTGTGGCATC

EGR1 Egr-1 CCGAGCGAACAACCCTATGA CGAGTCGTTTGGCTGGGATA

Ratte

HPRT1 HPRT CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC
NPPB BNP GAAGATAGACCGGATCGGCG TCCCAGAGCTGGGGAAAGAA
SPP1 OPN CCAGCCAAGGACCAACTACA TGGCTACAGCATCTGAGTGTT

18S rRNA: 18S ribosomale Ribonukleinsaure (engl.: ribosomal ribonucleic acid); NPPB: natriuretic peptide
precursor B; BNP: natriuretisches Peptid Typ B (engl.: Brain Natriuretic Peptide); OPN: Osteopontin SPP1.:
secreted phosphoprotein 1; Egr-1: engl.: early growth response protein 1; HPRT: Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl-Transferase

2.2.6. Proteinbiochemische Methoden
2.2.6.1. Isolierung von Proteinen

Fir Proteinuntersuchungen mittels Immunoblot wurden Proteine aus Gewebe isoliert, indem das
Gewebe zusammen mit Ripa—-Lysepuffer (engl.: radioimmunoprecipitation assay buffer), welcher
Protease- und Phosphataseinhibitoren enthielt, und Keramikkigelchen in einem Reaktionsgefal® in
einer Speedmill zerkleinert wurde. Zur Isolation von Proteinen aus kultivierten Zellen wurde das gleiche
Gemisch aus Lysepuffer und Inhibitoren auf die mit PBS gewaschenen Zellen gegeben und diese durch
mehrmaliges rauf- und runter-pipettieren homogenisiert. Nach dem Homogenisieren fand die Inkubation
des Gewebe- beziehungsweise Zelllysats fiir 20 Minuten auf Eis statt, bevor es bei 13 000 xg bei 4°C
zentrifugiert wurde. Der Uberstand, welche die geldsten Proteine enthielt, wurde anschlieRend in ein

neues Reaktionsgefal’ uberfuhrt.


https://en.wikipedia.org/wiki/Svedberg
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2.2.6.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration fand unter Verwendung von Bradford-L&sung entsprechend
den Angaben des Herstellers statt. Jede Probe wurde im Triplikat bei 595 nm gemessen und die
Konzentration anschlieBend mit Hilfe eines ebenfalls gemessenen BSA (bovines Serumalbumin)-

Standards berechnet.

2.2.6.3. Western Blot Analysen

Zum Nachweis einzelner Proteine wurde das Proteinlysat aus den Geweben bzw. aus den Zellen Uber
eine SDS (engl.: sodium dodecyl sulfate; dt.: Natriumdodecylsulfat)-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) aufgetrennt und anschlielend im Tank-Blot auf eine PVDF (Polyvinylidendifluorid)-
Membran Ubertragen. Um ein unspezifisches Binden der zur Detektion von Proteinbanden genutzten
Antikorper zu verhindern, wurde die Membran in 5% BSA fir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation der Membran mit dem Primarantikérper (Tabelle 13), welcher
in 2 %iger BSA Losung verdinnt wurde, Uber Nacht bei 4°C. Nach einem viermal 15-minltigen
Waschschritt mit TBS-T (engl.: Tris-buffered saline with Tween20) wurde die Membran eine Stunde bei
Raumtemperatur mit dem horseradish peroxidase (HRP)-gekoppelten und ebenfalls in 2 %iger BSA-
Ldsung verdinnten Sekundarantikdper inkubiert. Die Membran wurde erneut viermal 15 Minuten mit
TBS-T gewaschen, bevor die Detektion der Proteinbanden mit ECL (engl.: enhanced
chemiluminescence)-Ldsung erfolgte. Fir diesen Schritt wurden die Losungen nach Herstellerangaben
gemischt und auf eine PVDF-Membran gegeben und Hyperfilm darauf gelegt. Die Detektion der Banden
erfolgte dabei durch ein Umsetzen des Luminols in der ECL-L6sung durch horseradish Peroxidase in
die oxidierte Form, dessen Lumineszenz zu einer spezifischen Belichtung des aufgelegten Hyperfilmes
und somit zur Sichtbarmachung von Proteinbanden fiihrt. Diese visualisierten Banden konnten

anschlieBend wie unter 2.2.9 beschrieben quantifiziert werden.

Tabelle 13: Eingesetzte Primar- und Sekundarantikdrper und deren Verdiinnung zur Untersuchung
der Insulin-Signalweiterleitung in murinen glatten GefaBmuskelzellen aus der Pulmonalarterie

Antikdrper gegen Spezies Klonalitat Verdinnung Hersteller

Akt Kaninchen polyklonal 1:1000 Cell Signaling #9272
pAkt Thr308 Kaninchen polyklonal 1:2000 Cell Signaling #9275
pAkt Ser473 Kaninchen monoklonal 1:2000 Cell Signaling #4060
Kaninchen Schwein polyklonal 1:1000 Dako #P0217

pAkt: phosphoryliertes Akt; Thr: Threonin; Ser: Serin

2.2.6.4. Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA)

Die Bestimmung der Adiponektin-Konzentrationen im Serum der SmPpary-Mause erfolgte im Duplikat

mittels ELISA entsprechend den Herstellerangaben.
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2.2.7. Histologische Charakterisierung der Mause und Ratten
2.2.7.1. Histologische Untersuchung der pankreatischen Inseln

Um das Pankreas hinsichtlich der Langerhans-Inseln untersuchen zu kénnen, wurden gefrorene
Pankreasschnitte einer Dicke von 5 um auf SuperFrost™ Plus Objekttrégern gebracht und dort fur 20
Minuten mit 4 % PFA bei Raumtemperatur fixiert. Nach Waschschritten (zweimal funf Minuten in PBS)
wurden die Schnitte fir zehn Minuten bei Raumtemperatur mit 3 % Wasserstoffperoxid inkubiert, um
die Aktivitat der endogenen Peroxidase zu hemmen. Nach erneutem zweimal funf-minutigem Waschen
in PBS wurden die Schnitte je 20 Minuten mit einem Avidin- bzw. Biotin-Blockierung inkubiert, um

unspezifische Farbreaktionen zu hemmen.

AnschlieBend wurden die Schnitte zur Detektion Insulin-produzierender Zellen mit einem anti-Insulin
Primarantikdrper in der Verdinnung 1 : 200 in PBS lber Nacht bei 4°C inkubiert (Tabelle 14). Nach
viermal finf Minuten Waschen der Schnitte in PBS wurden sie mit einem biotinyliertem anti-Maus
Sekundarantikorper in einer Verdiinnung von 1 : 1000 in PBS inkubiert (Tabelle 14). Um die gebundenen
Antikdrper sichtbar zu machen, bildeten zunachst unter Verwendung des ABC Kits von Vectastain,
entsprechend den Herstellerangaben, 30 Minuten vor Inkubation auf dem Gewebe Avidin und
biotinylierte horseradish Peroxidase einen Komplex, welcher dann innerhalb der 30-minltigen
Inkubationszeit bei Raumtemperatur an den biotinylierten Sekundarantikérper bindet. Anschlieend
findet nach einem Waschschritt von viermal funf Minuten mit PBS, gefolgt von funf Minuten mit
deionisiertem Wasser die Inkubation der Schnitte mit den nach Herstellerangaben angefertigten
Reagenzien aus dem AEC Kit statt. In diesem sind ein Puffer, Wasserstoffperoxid und die Verbindung
3-Amino-5-ethylcarbazol (AEC) enthalten, welche durch das Enzym Peroxidase unter Reaktion mit dem
Wasserstoffperoxid zu einem roten Farbkomplex umgesetzt wird. Nach einem Abstoppen der
Farbreaktion in deionisiertem Wasser, wurden die Schnitte mit Hamatoxylin gegengeféarbt. Unter
flieRendem Wasser fand dann das Nachblauen statt, bevor die gefarbten Schnitte mit Kaiser’s

Glyceringelatine eingedeckt wurden.

Der relative Anteil an B-Zellen im Pankreas wurde als prozentualer Anteil Insulin-positiver Zellen zur
Pankreasflache bestimmt. Zur Aufnahme und Analyse der Bilder wurden das Mikroskop

Keyence BZ 900 und die Software ImageJ 1.48 verwendet.

Tabelle 14: Eingesetzte Primar- und Sekundéarantikérper zur Untersuchung der Insulin-
produzierenden Zellen im Pankreas von DEP-1 Wildtyp- und knockout-Mé&usen

Antikérper gegen Spezies Klonalitéat Hersteller

Insulin Maus monoklonal BIOTREND #MOB234

Maus Kaninchen polyklonal Dako #E0464
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2.2.7.2. Proximity Ligation Assay (PLA) — Rekrutierung von DEP-1 zum Insulinrezeptor und
Phosphorylierungsstatus des Insulinrezeptors in situ

Um die Rekrutierung der Phosphatase DEP-1 an bzw. die Phosphorylierung des Insulinrezeptors im
Lebergewebe von ASO-DEP-1 behandelten und nicht behandelten Mausen bzw. in ASO-Wildtyp
Méausen mit und ohne Insulininjektion, untersuchen zu kénnen, wurde der Proximity Ligation Assay
(PLA) verwendet. Mit Hilfe dieser Methode lassen sich Protein-Protein-Interaktionen als auch
Proteinmodifikationen wie z.B. Phosphorylierungen nachweisen, sofern Antikdrper zur Detektion in
raumlicher Nahe vorliegen. Zur Durchfuhrung verwendet man Priméarantikdrper aus zwei verschiedenen
Spezies, welche die zu untersuchenden Proteine bzw. das Protein und seine post-translationale
Modifikation (z.B. Phosphorylierung) binden. An diese Primarantikdrper binden dann Oligonukleotid-
gekoppelte Sekundarantikorper, wobei eines der beiden Oligonukleotide eine Primersequenz enthalt.

66

Befinden sich diese in kurzer Distanz (,in proximity“) zueinander, verbindet eine Ligase die
Oligonukleotide und eine Polymerase amplifiziert das entstandene Produkt Giber 100 Mal. In das
entstandene Produkt binden Fluoreszenz-markierte Oligonukleotide, sodass jede Protein-Protein-
Interaktion bzw. Proteinmodifikation als fluoreszierender Punkt unter dem Mikroskop sichtbar und eine

Quantifizierung der Signale méglich wird.

Zur Untersuchung der Rekrutierung der PTP DEP-1 zum Insulinrezeptor wurden 5 um dicke
Paraffinschnitte vom Lebergewebe bei 60°C fir 1,5 Stunden auf SuperFrost™ Plus Objekttragern fixiert.
AnschlieRend wurden die Schnitte in Neo-Clear deparaffiniert und zweimal finf Minuten in einem
Citratpuffer mit einem pH-Wert von 6,0 bei 450 Watt in der Mikrowelle gekocht, um eine Bindung der
Antikdrper zu erméglichen. Nach dem Abkuhlen und waschen in TBS-T wurden die Schnitte eine Stunde
mit 5 % BSA in TBS-T geblockt, bevor sie Uber Nacht bei 4°C mit den aus verschiedenen Spezies
stammenden Primarantikorpern, welche in 5 % BSA/TBS-T verdinnt waren, inkubiert wurden. Fir die
Rekrutierung von DEP-1 zum Insulinrezeptor waren dies ein anti-Insulinrezeptor und anti-DEP-1
Antikorper aus Kaninchen bzw. Maus, fir die Phosphorylierung des Insulinrezeptors ein anti-
Insulinrezeptor und anti-pY Antikdrper aus Kaninchen bzw. Ziege (Tabelle 15). Am darauf folgenden
Tag wurden die Schnitte zweimal funf Minuten in TBS-T gewaschen, bevor sie mit den PLA
Sekundarantikérpern aus dem Duolink Kit bei 37°C fir eine Stunde inkubiert wurden. Dazu wurde eine
Kombination aus einem anti-Kaninchen MINUS und einem anti-Maus PLUS Sekundéarantikdrper bzw.
anti-Ziege PLUS Antikorper verwendet, welche in 5 % BSA/TBS-T verdinnt waren. Das besondere
dieser Sekundarantikorper besteht in der Kopplung eines Oligonukleotids an ihnen, wobei der ,PLUS"-
Sekundarantikoérper einen Primer enthalt, der spater von einer Polymerase erkannt wird. Nach einem
erneuten Waschschritt mit zweimal funf Minuten in Waschpuffer A, wurden die Gewebeschnitte mit
einem verdunnten Ligationsmix aus dem Duolink Kit fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert, welcher eine
Ligase enthalt. Wenn die beiden Zielproteine mit den gebundenen Sekundéarantikdrpern interagieren
und sich somit in unmittelbarer Nahe zueinander befinden, hybridisieren und binden die
Oligonukleotidproben mit zwei zusatzlichen ,Verbindungsoligonukleotiden® und bilden eine
ununterbrochene ringformige DNA-Struktur. Nach einem weiteren Waschschritt fir zweimal zwei
Minuten in Waschpuffer A wurden die Schnitte mit einem verdinnten Amplifikationsmix aus dem Duolink
Kit bei 37°C fur 100 Minuten inkubiert. In diesem Mix sind Nukleotide, eine Polymerase und mit einem

orangen Fluoreszenzfarbstoff markierte Oligonukleotide enthalten. Wahrend der Inkubation amplifiziert
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die Polymerase den DNA-Ring einige Male und die Fluoreszenz-markierten Oligonukleotide binden in
dem entstehenden Produkt. Nach einem finalen Waschschritt mit zweimal zehn Minuten in Waschpuffer
B und einmal eine Minute Waschpuffer verdinntem und damit 1 % Waschpuffer B, wurden die
Gewebeschnitte mit Eindeckmedium, in welchem DAPI zur Farbung der Zellkerne enthalten war,

eingedeckt und fur spatere Aufnahmen am Mikroskop bei -20°C lichtgeschtzt gelagert.

Die Aufnahmen der Bilder wurden an einem Epifluoreszenzmikroskop der Firma Keyence mit einer 40-
fachen VergréRerung angefertigt. Dabei wurden Filter zur Visualisierung der DAPI-Farbung, sowie ein
FITC Filter zur Visualisierung der PLA Signale, welche auch als rolling circle products (RCPs)
bezeichnet werden, verwendet. Der Vorteil der PLA-Methode gegeniiber herkdmmlichen histologischen
Farbungen besteht vor allem in der Quantifizierbarkeit der RCPs pro Zelle. Zusatzlich ist es méglich, die
genaue bzw. spezifische Lokalisation der Signale auf Einzelzellniveau zu bestimmen. Zur Auswertung
der Bilder fand mit der Software Duolink Image Tool statt. Dabei wurde ermittelt, wie viele RCPs mit

einer jeweiligen Zelle assoziiert vorlagen.

Tabelle 15: Eingesetzte Primérantikdrper fur den Proximity Ligation Assay (PLA)

Antikdrper gegen Spezies Klonalitéat Hersteller
Insulinrezeptor Kaninchen polyklonal Abcam #ab5500
DEP-1 Ziege polyklonal R&D Systems #AF1934
pY100 Maus monoklonal Cell Signaling #9411

2.2.7.3. Nachweis von PPARy in mPASMCs

Nach der Isolation von glatten GefaBmuskelzellen aus den Pulmonalarterien (NPASMCs, engl.: mouse
pulmonary artery smooth muscle cells) von SmPpary”- und SmPpary**-Mausen wurden diese Zellen
auf Deckglaschen ausgesat und nach dem Adharieren mit 4 % PFA fixiert. Anschliel3end wurden sie
dreimal mit kaltem PBS gewaschen und mit Triton-X permeabilisiert. Nach dem erneuten Waschen mit
PBS wurden die Zellen mit 5 % BSA blockiert, bevor sie mit den Priméarantikérpern gegen alpha smooth
muscle actin (a-SMA, zur Visualisierung der glatten Gefalimuskelzellen) und gegen PPARY inkubiert
wurden. Bevor die Zellen mit den Sekundéarantikdrpern (Ziege anti-Kaninchen Alexa Fluor 488 und Ziege
anti- Maus Alexa Fluor 568) inkubiert wurden, erfolgte ein weiterer Waschschritt mit PBS. Zur
Visualisierung der Zellkerne wurden die Zellen mit DAPI, welches sich im Endeckmedium befand,
gegengefarbt. Diese Farbungen wurden von der Arbeitsgruppe des Kooperationspartners Priv.-Doz. Dr.

med. Evren Caglayan in Koln durchgefihrt.
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Tabelle 16: Eingesetzte Primar- und Sekundéarantikorper fir den Nachweis des PPARy-knockouts in
glatten GefaBmuskelzellen der Pulmonalarterie

Antikdrper gegen Spezies Klonalitéat Hersteller

a-SMA Maus monoklonal Sigma Aldrich #A2547
PPARy Kaninchen monoklonal Cell Signaling #2443
Maus Ziege polyklonal ThermoFischer #A11004
Kaninchen Ziege polyklonal ThermoFischer #A11008

a-SMA : alpha smooth muscle actin; PPARYy: Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor gamma

2.2.7.4. Muskularisierung der pulmonalen Gefalie

Um die eventuellen Druckanderungen zugrundeliegende Veranderungen der Muskularisierung der
pulmonalen Gefal3e untersuchen zu kénnen, wurden 5 um dicke Schnitte der Lunge im Mausmodell
gegen von Willebrand Faktor (vWF) und alpha smooth muscle actin (a-SMA) und fiir das Rattenmodell
gegen a-SMA Farbung gefarbt (Tabelle 17). Beide Farbungen wurden durch die Pathologie der
Universitatsklinik Kéln angefertigt (Kolaboration desKooperationspartners Priv.-Doz. Dr. med. Evren
Caglayan, Koln). Es wurde anschlie3end der Anteil der nicht-muskularisierten, partiell muskularisierten
und voll-muskularisierten GefélRe ermittelt. Dazu wurden die nicht-muskularisierten als solche definiert,
deren Anteil der a-SMA-positiven Flache zur gesamten Flache der GefaBwand < 25 % betrug. Die
partiell muskularisierten GefaRe wurden als solche definiert, deren a-SMA-positive Flache zwischen 25
und 75 % lag. Und die voll-muskularisierten Gefalie waren entsprechend solche, bei denen die a-SMA-
positive Flache mehr als 75 % der GefaBwandflache ausmachte. Bei den Mausen diente die zusatzliche
VWF-Farbung der Sichtbarmachung der Endothelzellen, um die nicht-muskularisierten Gefal3e, welche
bei Mausen in hherem Mal3e vorkommen, besser differenzieren zu knnen.

Tabelle 17: Eingesetzte Priméarantikérper und Detektionskits fir die Auswertung der
Muskularisierung der pulmonalen Gefalie

Antikérper gegen  Spezies Klonalitat Hersteller Detektionskit
VvWF Kaninchen  polyklonal Dako #A0082 Dako #P0397
a-SMA Maus monoklonal Abcam #ab125057 Zytomed #POLAP-100

VWEF: von Willebrand Faktor; a-SMA: alpha smooth muscle actin

Anhand dieser Farbungen wurde zudem die Lumenflache mittels Keyence Software ermittelt. Dartuber
hinaus fand die Ermittlung der prozentualen Mediadicke Uiber die folgende Formel statt (Mediadicke [%]:
(2 x Mediadicke/externen Durchmesser) x 100). Fur die Lungenschnitte der Ratten wurden diese
Untersuchungen von Frau Arnica Behringer (aus der kooperierenden Arbeitsgruppe von Priv.-Doz. Dr.

med. Evren Caglayan in KéIn) durchgefihrt.
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2.2.7.5. Zellproliferation in den pulmonalen Gefal3en

Zur Untersuchung der pulmonalen vaskularen Proliferation wurden auf 5 um dicken Schnitten der Lunge
im Mausmodell eine Ki67-Farbung und im Rattenmodell eine PCNA (Proliferating-Cell-Nuclear-
Antigen)-Farbung (Tabelle 18) mit jeweiliger Hamatoxylin- Gegenfarbung zur Sichtbarmachung nicht
proliferativer Zellen durchgefiihrt. Es wurde ein Standardprotokoll zur histochemischen Farbung
basierend auf einer Avidin-Biotin-Bindung der Peroxidase an die Antikdrper verwendet. Die Geféal3e der
Lunge wurden mit einer 40 x Vergrol3erung aufgenommen und die Anzahl der proliferativ-aktiven
Zellkerne (Ki67-positiv bzw. PCNA-positiv) erfasst und ins Verhaltnis zu den Hamatoxylin und damit
nicht proliferierenden Zellen gesetzt.

Tabelle 18: Eingesetzte Primar- und Sekundéarantikérper bzw. Detektionskit zur Bestimmung der
proliferierenden Zellen in den pulmonalen Gefal3en

Antikdrper gegen  Spezies Klonalitat Hersteller Detektionskit

Ki67 Kaninchen polyklonal Abcam #ab15580 Histofine #414341F
PCNA Maus monoklonal Dako, #M0879

Maus Kaninchen polyklonal Dako #E0464

Ki67: Antigen Kiel 67; PCNA: Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen

2.2.7.6. KardiomyozytengrdfR3e und Fibrose im rechten und linken Ventrikel

Zur Untersuchung kardialer Umbauprozesse wurden 3 um dicke Schnitte des rechten und linken
Ventrikels von Tieren aus dem Maus- und Rattenmodell einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung in der
Pathologie der Universitatsklinik Kéln unterzogen. AnschlieRend wurde anhand von Aufnahmen dieser
Farbungen der Umfang von je 50 Kardiomyozyten je Tier gemessen. Um fibrotische Veréanderungen
bestimmen zu kénnen, wurden weitere 3 um dicke Schnitte des rechten und linken Ventrikels der Ratten
nach Massons'-Trichrom-Farbung, welche Ebenfalls durch die Pathologie in Kéln angefertigt wurden,
ausgewertet. Dazu wurde bei der prozentuale Anteil des Kollagen-positiven Bereiches auf dem
gesamten Schnitt ermittelt. Beide Untersuchungen wurden durch Frau Arnica Behringer (aus der
kooperierenden Arbeitsgruppe von Priv.-Doz. Dr. med. Evren Caglayan in Kéln) fur das Rattenmodell
durchgefuhrt.

2.2.7.7. Osteopontinin der Lunge

Zur Untersuchung Osteopontin-positiver Bereiche in der Lunge wurden 5 pm dicke Schnitte der Lunge
von Tieren aus dem Mausmodell gegen Osteopontin in der Pathologie der Universitatsklinik Kéln gefarbt
(Tabelle 19). Zusatzlich fand eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin zur Sichtbarmachung der Zellkerne
statt. Anhand von 40 x vergroRerten Aufnahmen aus der gefarbten Lunge wurde der Anteil Osteopontin-

positiver Bereiche in je funf zuféllig gewahlten Ausschnitten je Tier bestimmt.
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Tabelle 19: Eingesetzter Primarantikorper und dessen Detektionskit zur Bestimmung der
Osteopontin-positiven Bereiche in der Lunge

Antikérper gegen Spezies Klonalitat Hersteller Detektionskit

Osteopontin Ziege polyklonal R&D #AF808 Histofine #414351F

2.2.7.8. Fibrosein der Lunge

Zur Untersuchung fibrotischer Veranderungen der Lunge wurden 5 um Schnitte der Lunge fur Tiere aus
dem Mausmodell mit Hilfe einer Massons‘-Trichrom-Farbung durch die Pathologie in Kdéln nach
Standardprotokoll behandelt. AnschlieRend wurden pro Tier je funf Aufnahmen bei 40 x Vergro3erung
am Keyence Mikroskop BZ-9000 angefertigt und jeweils der prozentuale Anteil fibrotischer Farbung

bestimmt.

2.2.7.9. Makrophageninfiltration

Um die Infiltration von Makrophagen in die Lunge bestimmen zu kénnen, wurden fir das Mausmodell
5 um dicke Lungenschnitte gegen F4/80 und fur das Rattenmodell gegen CD68 durch die Pathologie
der Universitatsklinik Kéln gefarbt. Um die Zellkerne sichtbar zu machen fand zudem eine Hamatoxylin-
Gegenfarbung statt. Fir die Ratten wurden pro Tier zehn zufallig gewahlte Bereiche mit einer 200 x
VergroRerung aufgenommen und hinsichtlich der Anzahl der Makrophagen je mm2 von Frau Arnica
Behringer (aus der kooperierenden Arbeitsgruppe von Priv.-Doz. Dr. med. Evren Caglayan in Kdln)
ausgewertet. Zur Auswertung der Makrophageninfiltration in die Lungen der Mause wurden pro Tier je
funf Hauptgesichtsfelder bei 40 x VergroRerung am Keyence Mikroskop BZ-9000 hinsichtlich der Anzahl

der Makrophagen in den Gesichtsfeldern untersucht.

Tabelle 20: Eingesetzte  Primarantikérper und  Detektionskits zur  Bestimmung  der
Makrophageninfiltration in die Lunge

Antikdrper gegen Spezies Klonalitat Hersteller Detektionskit
F4/80 Ratte monoklonal Thermo Fisher, Histofine #414311F
MA5-16624
CD68 Maus monoklonal AbD Serotec Zytomed #POLAP-100
#MCA341GA

2.2.8. Zellkultur-Methoden
2.2.8.1. lIsolation und Kultivierung von pulmonal arteriellen glatten GefalRmuskelzellen

Zur lIsolation von pulmonal arteriellen glatten GefalBmuskelzellen (engl.: pulmonary artery smooth
muscle cells; PASMCs) wurde die Pulmonalarterie (PA) nach der Entnahme aus der Maus in gekihltes

PBS mit 1 % Penicillin/Streptomycin uberfiuihrt, um sie anschlieRend unter sterilen Bedingungen von
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umliegendem Fettgewebe sowie Bindegewebe zu befreien. Dann wurde die PA in eine auf 37°C
vorgewarmte Enzymlésung (Collagenase Typ |, Elastase, Trypsin Inhibitor und DMEM mit 20 % FBS
(fetales Kalberserum; engl.: fetal bovine serum)) tberfuhrt und fir 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Zum
Abbrechen des Enzymverdaus wurde die PA in 1 % Penicillin/Streptomycin gewaschen. Die Adventitia
wurde mit zwei Pinzetten entfernt, bevor die PA langs mit einer Schere aufgeschnitten und die
Epithelzellen abgeschabt wurden. SchlieBlich wurde die PA in kleine Stiicke geschnitten und diese in
ein Reaktionsgefald mit 2 ml Enzymldsung uberfuhrt und in diesem bei 37°C fir 1,5 Stunden verdaut.
Um den Enzymverdau abzubrechen, wurde das Reaktionsgefal? mit den Zellen bei 5000 U/min fur zwei
Minuten in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 1 ml DMEM mit 20 %
FBS resuspendiert und je zwei solcher Pellets aus insgesamt zwei PAs wurden zusammen in eine 3 cm
Kulturschale tberfiihrt. Nachdem die Zellen nach sechs bis acht Tagen 90 % konfluent waren, wurden
sie in eine 10 cm Kulturschale tberfiihrt. Dazu wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS
gewaschen, bevor sie mit Trypsin inkubiert wurden. Nach dem Abldsen der Zellen wurde der Verdau
mit Trypsin mit Hilfe von DMEM mit 20 % FBS gestoppt und die Zellen bei 1200 rpm zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde in DMEM mit 20 % FBS resuspendiert und die Zellen wie oben beschrieben

in eine 10 cm Zellkulturschale tberfiihrt.

Die Kultivierung der PASMCs erfolgte anschlieRend in DMEM mit 20 % FBS und 1 % Penicillin/
Streptomycin in einem Inkubator bei 37°C und 5 % CO.. Bei einer Konfluenz von 80 % wurden die Zellen

1 : 3 subkultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage.

2.2.8.2. Behandlung Insulin-stimulierter Zellen mit dem PPARy-Agonisten Pioglitazon

Um einen mdglichen Unterscheid in der Insulin-induzierten Signaltransduktion in mPASMCs von
SmPpary**- und SmPpary’--Mausen mit und ohne Pioglitazon-Stimulation zu untersuchen, wurden die
Zellen mit Pioglitazon vorbehandelt. Dazu wurden die mPASMCs 16 Stunden mit Pioglitazon (100 nM)
in DMEM mit 0,5 % FBS inkubiert. AnschlieRend wurden sie fir zehn Minuten mit Insulin (10 nM) in
DMEM mit 0,5 % FBS stimuliert, bevor sie dreimal mit 4°C kalten PBS gewaschen und mit Ripa-Puffer
lysiert und in einem Reaktionsgefald auf Eis gestellt wurden. Daran schlossen sich Proteinisolation und

Western Blot Analysen an.

2.2.9. Densitometrische Analyse und statistische Auswertung

Zur Quantifizierung der Western Blots wurde die Software ImageJ (Version 1.46r) verwendet. Die
statistischen Auswertungen sowie Erstellung der Diagramme zur visuellen Veranschaulichung der
erhobenen Daten fanden mit Prism GraphPad und MS Office Excel statt. Dabei wurden statistische
Signifikanzen mit parametrischen (t-Test, ANOVA, Varianzanalyse mit Messwiederholung) und nicht-
parametrischen Test (Kruskal Wallis) in SPSS und GraphPad in Zusammenarbeit mit Priv.-Doz. Dr.
med. Ernst Wellnhofer (Deutsches Herzzentrum Berlin) berechnet. Bei Mehrfachvergleichen wurde
post-hoc mit Tukey korrigiert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + standard error of the mean (SEM)

dargestellt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant definiert.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Metabolische Charakterisierung von Mausen unter Niedrig- und
Hochfettdiat

Durch die Futterung einer Hochfettdiat ist es mdglich, Mause metabolisch dahingehend zu modifizieren,
dass es zu pathologischen Veranderungen wie z.B. der Ausbildung einer Insulinresistenz kommt. Ein
Teil der diesem Phanomen zugrunde liegenden Mechanismen wurde im Folgenden mit Hilfe
verschiedener Mausmodelle untersucht.

3.1.1. Einfluss einer Hochfettdiat auf die Gewichtszunahme

Die SmPpary**-Mause wurden entweder mit einer Hochfettdiat (HFD), bei der die Tiere 60 % ihrer
Kalorien uber Fett, oder einer Niedrigfettdiat (NFD) als Kontrolldiat gefuttert, bei der sie 10 % ihrer
Kalorien Uber Fett zu sich nahmen. Dies flhrte zu einem héheren Gewichtsanstieg fir die HFD-
gefutterten Tiere (Abbildung 5). So wogen die HFD-gefitterten Mause nach zw6lf Wochen bereits im
Mittel 9,6 g mehr als die Tiere, welche mit einer NFD (33,35+1,53 g) gefltterten wurden. Nach 24
Wochen betrug die Differenz zwischen beiden Gruppen im Mittel 13,6 g (NFD 35,93+2,04 g), was einem
prozentualen Unterschied des Gewichtes von 27,5 % entsprach.
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Abbildung 5: Kdérpergewicht von SmPpary**-Mausen [in Gramm] in Abhéngigkeit des Fettgehaltes der
Nahrung zum Zeitpunkt 0, nach 12 und 24 Wochen

Dargestellt sind die Gewichte der SmPpary*’*-Mause unter Niedrigfett- bzw. Hochfettdiat (NFD; n = 11 bzw.
HFD; n = 16) zu Versuchsbeginn (Woche 0) sowie nach zwélf und 24 Wochen (**** p < 0,0001).

3.1.2. Einfluss einer Hochfettdidt auf die Interaktion von DEP-1 mit dem
Insulinrezeptor und auf die B-Zellen des Pankreas

Neben einer Erh6hung des Gewichtes durch einen hoheren Fettanteil in der Nahrung flihrt eine solche
Diat zu einer verschlechterten Insulinsensitivitat in den Mausen (Howard 2002). Die zugrundeliegenden
Mechanismen hierfiir sind noch nicht vollstandig geklart. Es gibt jedoch Daten aus diabetischen
Mausmodellen, dass es zu einer verdnderten Regulation von Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs)

kommt (Goldstein 2002, Zabolotny et al. 2008). Zudem konnte im Gewebe adipdser Menschen eine
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erhdhte Expression und Aktivitdt von PTPs nachgewiesen werden (Ahmad et al. 1997a, Ahmad et al.
1997b). Es gibt auch Hinweise aus einem in vitro Experiment, dass die PTP DEP-1 einen Einfluss auf
die Insulin-induzierte Signaltransduktion hat, was in Form der Dephosphorylierung eines
Insulinrezeptor-&hnlichen Phosphopeptides gezeigt wurde (Walchli et al. 2000). Daher fand in der
vorliegenden Arbeit die Analyse der Insulin-induzierten Rekrutierung von DEP-1 zum Insulinrezeptor,
sowie die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung und damit Aktivierung/Inaktivierung des
Insulinrezeptors statt. Die Untersuchungen erfolgten in der Leber von C57/BL6J Mé&usen, die mit einer
NFD oder HFD geftttert wurden.

Rekrutierung von DEP-1 zum Insulinrezeptor

Zur Untersuchung der Rekrutierung von DEP-1 zum Insulinrezeptor wurde der Proximity Ligation Assay
(PLA) verwendet. Mit dieser in situ Methode kdnnen Proteininteraktionen untersucht werden, bei
welchen sich die Proteine in einen Abstand von weniger als 30 nm zueinander befinden. Es zeigte sich,
dass die Rekrutierung von DEP-1 zum Insulinrezeptor im Lebergewebe von Mausen, denen zwei
Minuten vor der Tétung Insulin appliziert wurde, deutlich héher war. Der Nachweis erfolgte durch eine
héhere Zahl von RCPs pro Zelle (RCPs: rolling circle products = fluoreszierende Signalpunkte) als bei
Tieren ohne Insulingabe (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Rekrutierung der Protein-Tyrosin-Phosphatase DEP-1 zum Insulinrezeptor (IR)

In murinem Lebergewebe von Kontroll-ASO behandelten Mausen mit und ohne Insulininjektion (10 U/kg
Kdrpergewicht) zwei Minuten vor Tétung (ASO-Kontrolle ohne Insulin, n = 3; ASO-Kontrolle mit Insulin, n =
5; ASO-DEP-1 ohne Insulin, n = 3; ASO-DEP-1 mit Insulin, n = 6) wurde mittels PLA (rote Punkte) die
Rekrutierung von DEP-1 zum Insulinrezeptor bestimmt. Die Zellen wurden mit DAPI (blau, Zellkernfarbung)
gegengefarbt. A) Darstellung reprasentativer Bilder (MaRstabsbalken: 25 um) und den dazugehdrigen
Kontrollfarbungen (Bilder in der oberen Reihe) zur Untersuchung der Spezifitdt der Priméar- und
Sekundarantikdrper (kein Primar-AK: nur Sekundarantikbrper ohne Primarantikérper, IR: anti-
Insulinrezeptorantikdrper mit Sekundarantikorpern, DEP-1: anti-DEP-1 Antikdrper mit Sekundéarantikdrpern).
B) Quantifizierung der PLA Signale pro Zelle (RCPs/Zelle), dargestellt als Prozentanteil jeder Gruppe mit
einer bestimmten Anzahl von Signalen je Zelle (n=350-500 Zellen).
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Phosphorylierung des Insulinrezeptors in situ

Um zu zeigen, dass DEP-1 nach der Rekrutierung zum Insulinrezeptor diesen auch dephosphoryliert,
wurde die PLA-Methode auf Lebergewebe von Kontroll-ASO und DEP-1-ASO Mausen mit und ohne
Insulininjektion (10 U/kg Koérpergewicht) zwei Minuten vor der Tétung (n=11) angewendet. Durch die
Behandlung mit Antisense Oligonukleotiden (ASOs) gegen DEP-1 wird die mRNA durch die diese
gebunden und kann nicht mehr in ein funktionsfahiges Protein translatiert werden. Da ASOs in Geweben
wie Leber, Niere, Milz, Knochenmark und Fettgewebe akkumulieren, eignen sie sich zur
gewebespezifischen Therapie verschiedener Krankheiten. Die durchgefuihrte PLA zeigte eine héhere
Phosphorylierung des Insulinrezeptors nach Insulin-Stimulation (Abbildung 7). Durch die DEP-1-ASO
Behandlung der Mause wurde die Phosphorylierung des Insulinrezeptors noch einmal zusatzlich
verstarkt.
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Abbildung 7: Untersuchung der Phosphorylierung des Insulinrezeptors

Die Untersuchung der Phosphorylierung des Insulinrezeptors fand in murinem Lebergewebe von Kontroll-
ASO bzw. DEP-1-ASO behandelten M&usen mit und ohne Insulininjektion (10 U/kg Korpergewicht) zwei
Minuten vor Totung statt (n=11). A) Die Insulinrezeptorphosphorylierung an Tyrosinresten wurde Uber in situ
PLA (rote Punkte), unter Verwendung von anti-Insulinrezeptor (IR) und anti-Phosphotyrosin Antikdrpern
(pY100), detektiert. Die Zellen wurde mit DAPI (blau, Zellkern) gegengefarbt. Zur Kontrolle der Spezifitat der
Antikoérper wurden Kontrollschnitte mit den einzelnen Primarantikdrpern (IR bzw. pY100) bzw. nur mit den
Sekundarantikdrpern (kein Primar-AK) inkubiert. Dargestellt sind reprasentative Bilder (MaRstabsbalken: 25
pm). B) Die Quantifizierung der Signale pro Zelle ist in Prozent fur jede Gruppe mit einer bestimmten Anzahl
von Signale pro Zelle angegeben (n=424-458 Zellen pro Gruppe)

Einfluss einer Hochfettdiat und eines DEP-1-knockouts auf die B-Zellen des Pankreas

Phénotypisch zeigte sich eine HFD-induzierte Veranderung der Insulinsensitivitit auch auf
histologischer Ebene anhand der Flache der Insulin-produzierenden Zellen (B-Zell-Inseln) im Pankreas.
Durch die verringerte Insulinsensitivitdat der peripheren Zellen missen die B-Zellen des Pankreas
erhohte Mengen an Insulin produzieren. Uber die Zeit nimmt daher die Anzahl der B-Zellen und damit
die Flache der B-Zell-Inseln im Pankreas zu (Kloppel et al. 1985). Die immunohistologische Farbung

von Insulin auf den Pankreasschnitten zeigte eine Zunahme der positiv gefarbten Flache unter HFD.
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Durch einen knockout von DEP-1 wurde eine solche HFD-induzierte Vergro3erung der pankreatischen
Inseln unterbunden, sodass die Insulin-positiv geféarbten Flachen im Pankreas dieser Mause

unverandert zu den NFD-gefiitterten Tiere war (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Hochfettdiat-induzierte Veranderungen der pankreatischen Inseln im Ptprj (DEP-1)-
knockout-Modell der Maus.

A) Reprasentative Bilder von immunohistochemisch gefarbten Pankreasschnitten, die Insulin-positive Zellen
zeigen (Maf3stabsbalken: 100 um). B) Bestimmung der Fldche der pankreatischen 3-Zellen von NFD- und
HFD-Wildtyp-Mausen, sowie NFD- und HFD-Ptprj-knockout-Mausen (n=8-10 pro Gruppe).

Diese Daten unterstiitzen damit die Auffassung, dass DEP-1 ein negativer Regulator in der Insulin-
induzierten Signaltransduktion auf der Stufe des Insulinrezeptors darstellt. Damit kdnnte DEP-1 ein

potenzielles Zielmolekul zur Behandlung der Insulinresistenz darstellen.

3.2.  Einfluss einer HFD auf SmPpary’-Mause und deren Wildtypen

Eine Mdglichkeit die Insulinsensitivitdt zu verbessern, besteht in der Gabe von PPARy-Agonisten.
Welche Rolle dabei ein PPARy-knockout in glatten GefaBmuskelzellen von Mausen hinsichtlich
metabolischer Veranderungen hat, wurde im Rahmen dieser Arbeit in diversen Untersuchungen wie der
zweimal wdchentlichen  Gewichtsbestimmung, Insulin- und  Glukosetoleranztests  sowie

Untersuchungen mittels NMR und TSE LabMaster analysiert.

3.2.1. Nachweis von PPARYy in glatten GefalBmuskelzellen der Aorta

Der erfolgreiche knockout des nukledren Transkriptionsfaktors PPARYy in glatten GefaBmuskelzellen
(SMCs) wurde auf Proteinebene im Western Blot und durch immunohistologische Farbung untersucht
(Abbildung 9). Dazu wurden Pulmonalarterien aus SmPpary”’-Mausen und entsprechenden Wildtypen
verwendet. Im Western Blot zeigte sich eine verringerte Expression von PPARy in den knockout-
Méausen im Vergleich zu den Wildtypen. Im Einklang mit diesem Ergebnis zeigte auch die
immunohistologische Farbung von mMPASMCs (murine glatte GefaBmuskelzellen aus der
Pulmonalarterie), dass die PPARy-Expression in glatten Gefamuskelzellen von SmPpary”-Mausen

aufgehoben war.
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Abbildung 9: Nachweis von PPARYy in der Aorta und in glatten GefalBmuskelzellen der Pulmonalarterie

A) Zum Nachweis des knockouts von PPARYy in den glatten GefaBmuskelzellen der SmPpary”-Mause
wurden Proteinlysate aus Aorten von SmPpary**- und SmPpary’-Mausen (WT und KO) im Western Blot
aufgetrennt und gegen PPARy und GAPDH als Ladekontrolle gefarbt (Western Blot). B) Repréasentative Bilder
der immunohistochemischen Farbung von mPASMCs aus SmPpary-Mausen (KO) und den Wildtypen der
gleichen Zucht gegen a-SMA (alpha smooth muscle actin) zur Darstellung glatter GefaRmuskelzellen (griner
Kanal) sowie Farbung von PPARYy (roter Kanal) mit DAPI-Gegenfarbung (blauer Kanal) und Uberlagerung
aller drei Kanéle.

3.2.2. Metabolische Charakterisierung von SmPpary-Mausen
3.2.2.1. Gewichtsverlauf

In ApoE-knockout M&usen konnte bereits gezeigt werden, dass eine HFD neben einer Insulinresistenz
auch eine Erhdhung des rechtsventrikularen Druckes (RVSP) bedingt (Hansmann et al. 2007). Zudem
konnten Hansmann et al. zeigen, dass ein knockout von PPARY in glatten GefalRmuskelzellen zu einem
Anstieg des RVSPs flihrt (Hansmann et al. 2008). Ob eine HFD im hier untersuchten Modell des PPARYy-
knockouts in glatten GefaBmuskelzellen zu einem erhohten RVSP fihrt und ob eine Behandlung mit

Pioglitazon dabei in der Lage ist, diesen Druck zu reduzieren, wurde im Folgenden untersucht.

Zunachst wurde das Gewicht der Tiere zweimal wochentlich Uber den Zeitraum von 24 Wochen
bestimmt (Abbildung 10). Ab der zweiten Wochen unter Hochfettdiat zeigte sich fur HFD-gefutterte
Méause bereits ein signifikanter (p<0,01) und ab Woche vier ein hoch signifikanter (p<0,001) Anstieg des
Gewichtes gegenuber NFD-gefutterten Tieren (Signifikanzen zur besseren Darstellung der
Kurvenverlaufe nicht in der Abbildung dargestellt). Pioglitazon, welches einem Teil der HFD-gefutterten

Tiere nach den ersten zwolf Versuchswochen fir weitere zwolf Wochen verabreicht wurde, fihrte zu
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einem weiteren Anstieg des Gewichtes. Dabei waren die Pioglitazon-behandelten HFD-SmPpary-
Mause in den Wochen 19 bis 24 signifikant (p<0,05) schwerer als die HFD-gefiitterten SmPpary'-
Mause ohne Pioglitazon. Uber fast den gesamten Zeitraum des Versuches waren die SmPpary”-Mause
beider Diat- bzw. Behandlungsgruppen zudem durch ein tendenziell hoheres Gewicht charakterisiert,
als die jeweiligen SmPpary**-Mause.
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Abbildung 10: Gewichtsentwicklung im Verlauf der HFD bzw. der zuséatzlichen Pioglitazon-
Behandlung im Vergleich zur NFD in SmPpary** (WT)- und SmPpary’ (KO)-Mausen

Es wurden acht bis zwolf Wochen alte SmPpary**- (WT; n=42) und SmPpary’- (PPARy-knockout in glatten
GefalRmuskelzellen, KO; n=41)-Mause in den Versuch einbezogen. Uber den gesamten Versuchszeitraum
von 24 Wochen wurde das Korpergewicht der Mause zweimal wéchentlich bestimmt. Wahrend der ersten
zwolf Wochen wurden die Mause in zwei randomisierten Gruppen mit einer Niedrigfettdiat (NFD; n=21) oder
Hochfettdiat (HFD; n=62) gefuttert. In den darauf folgenden zwdlf Wochen wurde ein Teil der Mause der HFD-
Gruppe zusétzlich mit Pioglitazon behandelt (HFD+Pio; n=29). (* p<0,05 HFD KO vs. HFD+Pio KO; NFD vs.
HFD ab Woche zwei signifikant (p<0,01) und ab Woche vier hochsignifikant (p<0,001) — zugunsten einer
besseren Visualisierung der Kurvenverlaufe sind diese Signifikanzen in der Abbildung nicht dargestellt)
(MittelwertzSEM)
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3.2.3. Analyse des Pioglitazon-Serumspiegels

Um eine wirksame Verabreichung von Pioglitazon Uber das Futter nachzuweisen, wurde der
Serumspiegel von Pioglitazon untersucht (Tabelle 21). Im Serum aller vier stichprobenartig gewahlten
Tiere konnte Pioglitazon nachgewiesen werden. Dartiber hinaus wurden zwei Metabolite (11l und 1V) im
Serum gemessen, die eine funktionierende Verstoffwechselung des Pioglitazons anzeigen. So wurden

im Serum aller Tiere die Metabolite Il und IV nachgewiesen.

Tabelle 21: Serumspiegel von Pioglitazon sowie dessen Metabolite lll und IV in vier stichprobenartig
gewahlten Pioglitazon-behandelten Mausen.

Tier Nr. Pioglitazon (Pio) [ng/ml] Pio-Metabolit Il [ng/ml] Pio-Metabolit IV [ng/ml]

1265 68,95 107,45
2 1850 91,65 290,5
3 1225 103,5 445,5
4 2150 151 452

3.2.3.1. Analyse der Adiponektin-Serumkonzentration

Um neben dem Vorhandensein von Pioglitazon auch einen Effekt von Pioglitazon auf Adipokine
nachzuweisen, wurden die Adiponektinkonzentrationen im Serum der Mause gemessen. Dabei zeigte
sich eine leichte Reduktion der Konzentration fiir SmPpary”’--Mause unter NFD und HFD gegeniber den
entsprechenden Wildtypen (nicht signifikant). Pioglitazon fiihrte hingegen zu einem signifikanten
Anstieg der Adiponektinkonzentration (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Bestimmung der Adiponektin-Serumspiegel mittels ELISA in SmPpary**(WT)- und
SmPpary’- (KO)-Mausen.

Zur Bestimmung der Adipoenktin-Serumspiegel wurde Serum der Mausen gesammelt und die Adiponektin-
Konzentration [ug/ml] mittels ELISA gemessen (n=5-6 pro Gruppe). (*** p < 0,001); Abkirzungen: WT:
Wildtyp; KO: knockout; NFD: Niedrigfettdiat; HFD: Hochfettdiat; Pio: Pioglitazon.
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3.2.3.2. Untersuchung der Kérperzusammensetzung mittels NMR

Um die Gewichtsunterschiede zwischen den Gruppen genauer beschreiben zu kdnnen, wurde die
Kdrperzusammensetzung der Mause nach zwolf Wochen und 24 Wochen mittels NMR bestimmt. Dabei
wurden die Fettmasse, die Menge an freiem Wasser und die Magermasse bestimmt (Abbildung 13).
Nach zwolf Wochen NFD bzw. HFD zeigte sich kein Unterschied beziiglich der Magermasse und des
freien Wassers zwischen den Gruppen (Abbildung 12 A). Die zuvor gezeigte Gewichtszunahme der
HFD-gefutterten SmPpary*+- und SmPpary’-Mause war damit Uber einen signifikant erhohten
Fettanteil bedingt. Daneben zeigte sich eine Reduktion der Magermasse in SmPpary’-Mausen, wenn
man die Tiere der NFD zusammen mit denen der HFD nach Genotyp getrennt betrachtet (Abbildung 13
B).
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Abbildung 12:  Darstellung der Kérperzusammensetzung der SmPpary+/+(WT)- und
SmPpary-/- (KO)-Mause nach zwdélf Wochen.

A) Zur Bestimmung der Magermasse, des Anteils an freiem Wasser sowie des Fettanteils am Korpergewicht
wurden  die  Mause aller Gruppen nach zwolf  Wochen  Versuchswochen  mittels
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie; engl.: nuclear magnetic resonance) gemessen (NFD,
n=10-12; HFD, n=31-32). Zur Darstellung des Genotyp-bedingten Effektes ist in B) die Magermasse aller
Diat- bzw. Behandlungsgruppen fir die jeweiligen Genotypen zusammengefasst dargestellt (Wildtyp, n=43;
SmPpary’-Mé&use, n=42). (* p < 0,05 Fettmasse NFD vs. HFD; # p < 0,05 freies Wasser NFD vs. HFD; } p <
0,05 WT vs. KO); Abklrzungen: WT, Wildtyp; KO, knockout; NFD, Niedrigfettdiat; HFD, Hochfettdiat.

Nach den ersten zwolf Wochen wurde ein Teil der HFD-gefltterten Tiere fur weitere zwolf Wochen mit
Pioglitazon behandelt, sodass sechs Gruppen im NMR gemessen wurden. Hier zeigte sich eine weitere
Zunahme der Fettmasse in der HFD-gefitterten Gruppe fur beide Genotypen (Abbildung 13). Die
Magermasse von NFD- und HFD-gefitterten Tieren war unverandert. Das erhdhte Gewicht der
Pioglitazon-behandelten Mause war durch eine signifikante Erhéhung des Fettgewebes sowie freien
Wassers bedingt. Die Magermasse war bei Pioglitazon-behandelten Mausen unter HFD hingegen

signifikant gegeniiber HFD-geflitterten ohne Pioglitazon-Behandlung reduziert.
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Abbildung 13: Darstellung der Kérperzusammensetzung der SmPpary**(WT)- und SmPpary’- (KO)-
Méause nach 24 Wochen.

Zur Bestimmung der Magermasse, des Anteils an freiem Wasser sowie des Fettanteils am Korpergewicht
wurden die Mause aller Gruppen nach 24 Versuchswochen mittels Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-
Spektroskopie; engl.: nuclear magnetic resonance) gemessen (NFD, n=10-11; HFD, n=16; HFD+Pio, n=13).
(* p < 0,05 Fettmasse NFD vs. HFD; # p < 0,05 freies Wasser NFD vs. HFD; £ p < 0,056 WT vs. KO; + p <
0,05 Fettmasse kein Pioglitazon vs. Pioglitazon; 8 p < 0,05 freies Wasser kein Pioglitazon vs. Pioglitazon; ~
p < 0,05 Magermasse kein Pioglitazon vs. Pioglitazon); Abkurzungen: WT, Wildtyp; KO, knockout; NFD,
Niedrigfettdiat; HFD, Hochfettdiat; Pio, Pioglitazon.

3.2.3.3. Bestimmung der Organgewichte

Um detailllierter zu bestimmen, welche Art von Fettgewebe bzw. welche Organe an der
Gewichtsveranderung beteiligt waren, wurden post mortem verschiedene Organe entnommen und
gewogen (Tabelle 22). So zeigte sich, dass bereits der knockout von PPARy in glatten
GefalBmuskelzellen zu einem leichten, nicht signifikanten Anstieg der Masse von Leber sowie
perirenalem, braunem und epididymalem Fettgewebe fiihrte. Die HFD flhrte zu einem signifikanten
Anstieg des perirenalen sowie epididymalen Fettgewebes. Das Lebergewicht war in HFD-gefltterten
Méausen ebenfalls erhéht (nicht signifikant), wohingegen das Gewicht des braunen Fettgewebes und
der Niere durch die HFD nicht verandert wurde. Die Pioglitazon-Behandlung flihrte fur das epididymale
Gewicht zu einem leichten, nicht signifikanten Gewichtsanstieg und fir das braune Fettgewebe zu
einem signifikanten Anstieg der Masse um mehr als das Vierfache. Die Masse der Leber, Niere und des

perirenalen Fettgewebes wurde durch die Pioglitazon-Behandlung hingegen nicht beeinflusst.
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Tabelle 22: Darstellung einzelner Organgewichte [in Gramm] von SmPpary** (WT)- und SmPpary”
(KO)-Mausen unter Niedrig- bzw. Hochfettdiat (NFD bzw. HFD) und nach Pioglitazon-Behandlung
(HFD+Pio)

Die Organe wurden nach der Toétung der Tiere entnommen und gewogen. Die Ergebnisse sind als Mittelwert
+ Standabweichung angegeben. Abkilrzungen: FG, Fettgewebe; kPio, kein Pioglitazon; Pio, Pioglitazon (*
p<0,05).

NFD WT NFD KO HFD WT HFD KO  HFD+Pio WT HFD+Pio KO P n
Leber 14+04 1,6+0,5 2,1+£0,9 2,3+£0,9 24+10 2,3+0,8 10-16
Niere 0,5%£0,2 0,5+0,2 0,6+0,2 0,6+0,2 0,6+0,2 0,6+0,2 10-16

Perirenales FG 0,5+0,7 0,9+0,4 1,7+£11 1,7£0,6 1,7+£11 1,8+1,0 NFDvs.HFD* 10-15
Braunes FG 0,2+0,1 0,3+0,1 0,3+0,1 0,3+0,1 1,4+21 1,0+1,2 kPiovs. Pio* 9-11
Epididymales FG 0,8 +0,3 1,3+0,3 1,9+0,2 1,7+0,1 21+24 1,8+1,4 NFDvs.HFD* 9-16

3.2.3.4. Untersuchung der Glukoseverwertung mittels GTT

Um mogliche weitere metabolische Einflisse des knockouts, der Diaten und der Pioglitazon-
Behandlung zu identifizieren, wurden die Tiere hinsichtlich ihrer Glukose- und Insulinsensitivitat
untersucht. Dazu fanden zu Versuchsbeginn (Zeitpunkt 0) sowie nach zwolf und 24 Wochen Glukose-
und Insulin-Toleranz-Tests (GTT und ITT) statt, deren Ergebnisse zum einen als Kurvenverlauf und zum
anderen als Flache unter der Kurve (AUC; engl.: area under the curve) dargestellt sind (Abbildung 14).
Zu Versuchsbeginn zeigten sowohl die SmPpary**-Mause als auch die Mause mit PPARy-knockout in
glatten GefaBmuskelzellen keinen Unterschied hinsichtlich der Glukoseverlaufskonzentration im Blut
bzw. im Bezug auf die entsprechende AUC. Nach zwdlf Wochen auf HFD kam es zu einer signifikanten
Verschlechterung der Glukosetoleranz der Mause gegeniiber den NFD-geflitterten Tieren, was sich
sowohl in den Glukoseverlaufskonzentrationen, als auch den entsprechenden AUCs zeigte. Zudem
konnte zu diesem Zeitpunkt bei HFD-gefltterten Mausen eine tendenziell schlechtere Glukosetoleranz
fur die SmPpary’-Mause gegentber den Wildtypen verzeichnet werden. Nach 24 Wochen konnte man
diesen Genotyp-bedingten Effekt auch unter der NFD sehen. Die HFD-gefitterten Mause zeigten nach
24 Wochen eine &hnlich verschlechterte Glukosetoleranz wie bereits nach zwdlf Wochen. Die
Pioglitazon-Behandlung HFD-gefiitterter M&use hatte keinen signifikanten Einfluss auf die

Glukosetoleranz.

Zusammenfassend zeigten sich eine tendenzielle Verschlechterung der Glukoseverwertung durch den
PPARy-knockout in glatten Gefalimuskelzellen und eine signifikante Verschlechterung durch die
Hochfettdiat. Pioglitazon hatte keinen Einfluss auf den Blutglukoseverlauf unter den gewahlten

Versuchsbedingungen.
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Abbildung 14: Glukose-Toleranz-Test (GTT) unter NFD bzw. HFD sowie nach pharmakologischer
Behandlung mit Pioglitazon in SmPpary** (WT)- und SmPpary’” (KO)-Mausen zu verschiedenen
Zeitpunkten

Nach zwodlf-stindiger Nuchternphase wurde ein intraperitonealer GTT durch Glukoseinjektion von 1 g/kg
Korpergewicht in SmPpary**- und SmPpary-/--Mausen durchgefiihrt. A) Dargestellt ist der Kurvenverlauf des
GTTs in SmPpary**- und SmPpary-/--Mausen (n=43-44) zu Versuchsbeginn (Woche 0). B) Darstellung des
Kurvenverlaufs aus dem GTT in SmPpary**- und SmPpary-I--Mausen nach zwolf-wochiger NFD (n=10-12)
bzw. HFD (n=30-32). Nach 24 Wochen erfolgte ein weiterer GTT, dessen Kurvenverlaufe in C) fur
SmPpary+/+- und SmPpary-/-- Mause der NFD (n=9-10)- und HFD-Gruppe (n=16-17) sowie der Pioglitazon-
behandelten Gruppe (n=14-15) dargestellt sind. Zudem erfolgte die Berechnung der Flache unter der Kurve
(engl.: area under the curve (AUC)) fiir alle zuvor genannten GTT-Kurven (D-F). (* p < 0,05 NFD vs. HFD;
**p <0,01; ** p<0,001)
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3.2.3.5. Untersuchung der Insulinsensitivitat mittels ITT

Neben der Glukoseverwertung wurde zudem die Insulinsensitivitdt durch einen ITT zu den gleichen
Zeitpunkten wie beim GTT bestimmt und auf die gleiche Weise dargestellt (Abbildung 15). Hier zeigte
sich bereits zu Versuchsbeginn eine leicht verschlechterte Insulinsensitivitat fir die Mause mit PPARy-

knockout in den glatten GefaRmuskelzellen im Vergleich zu den SmPpary**-Mausen.

Dieser Unterschied war nach zwolf Wochen auf NFD noch deutlicher, jedoch ebenfalls nicht signifikant.
Die zwdlfwéchige HFD hingegen fiihrte zu einer signifikant verschlechterten Insulinsensitivitat fur beide
Genotypen gegeniiber den NFD-gefutterten SmPpary**-Mausen, was sich sowohl in den
Glukoseverlaufskonzentrationen fir finf Messpunkte als auch den entsprechenden AUCs zeigte. Auch
innerhalb der HFD-gefiitterten Gruppe gab es eine Verschiebung der Glukoseverlaufskonzentration,

wobei auch hier die SmPpary’--Mause eine schlechtere Insulinsensitivitat aufwiesen als die Wildtypen.

Nach 24 Wochen war die Kurve der Glukoseverlaufskonzentration der SmPpary’-Mause unter NFD
noch naher zur Kurve der HFD-gefutterten M&use verschoben, sodass es zu einem signifikanten
Unterschied im Kurvenverlauf bei 90 Minuten zwischen NFD-gefutterten SmPpary**- und SmPpary-
Méausen kam. In den aus den Kurven berechneten AUCs war dieser signifikante Unterschied lediglich
als Tendenz sichtbar. Innerhalb der HFD-gefiitterten Gruppe war hingegen kein Genotyp-bedingter
Unterschied zu erkennen. Es zeigte sich allerdings, wie auch schon nach zw6lf Wochen HFD-Fitterung,
eine signifikant verschlechterte Insulinsensitivitat im Vergleich zu den NFD-gefitterten SmPpary*/+-

Mausen.

Die Pioglitazon-Behandlung fiihrte zu keiner Veranderung der HFD-induzierten Verschlechterung der
Insulinsensitivitdt. Hier zeigte sich jedoch erneut ein Genotyp-bedingter Unterschied, mit einer
tendenziell verschlechterten Insulinsensitivitat fir die SmPpary”-Mause. Zusammenfassend zeigte sich
eine Reduzierung der Insulinsensitivitat durch den PPARy-knockout in glatten GefaRmuskelzellen und
eine signifikante Verschlechterung der Insulinsensitivitat durch die HFD. Pioglitazon zeigte keinen

Einfluss auf den Blutglukoseverlauf unter den gewahlten Versuchsbedingungen.
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Abbildung 15: Insulin-Toleranz-Test (ITT) unter NFD bzw. HFD sowie nach pharmakologischer

Behandlung mit Pioglitazon in SmPpary** (WT)- und SmPpary’ (KO)-Mausen zu verschiedenen
Zeitpunkten

Nach vier-stiindiger Nichternphase wurde ein intraperitonealer ITT durch Insulininjektion von 0,5 U/kg
Korpergewicht in SmPpary**- und SmPpary’-Mausen durchgefihrt. A) Dargestellt ist der Kurvenverlauf des
ITTs in SmPpary**- und SmPpary”-Mausen (n=43-44) zu Versuchsbeginn (Woche 0). B) Darstellung des
Kurvenverlaufs aus dem ITT in SmPpary+/+- und SmPpary’-Mausen nach zwoélf-wochiger Niedrigfett- (NFD,
n=7-12) bzw. Hochfettdiat (HFD, n=22-24). Nach 24 Wochen erfolgte ein weiterer ITT, dessen Kurvenverlaufe
in B) fur SmPpary**- und SmPpary”-Mause der NFD (n=10-11)- und HFD-Gruppe (n=16-17) sowie der
Pioglitazon-behandelten Gruppe (n=14-15) dargestellt sind. Zudem erfolgte die Berechnung der Flache unter

der Kurve (engl.: area under the curve (AUC)) fir alle zuvor genannten ITT-Kurven (D-F). (* p < 0,05; ** p <
0,01)
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3.2.3.6. Insulin-induzierte Veranderung der Signaltransduktion in murinen glatten GefaR-
muskelzellen aus der Aorta

Um den Einfluss des PPARYy-knockouts auf die Insulin-induzierte Signaltransduktion untersuchen zu
kénnen, wurden glatte GefaBmuskelzellen aus der Pulmonalarterie mittels Western Blot und
Antikorperdetektion untersucht. Bei der quantitativen, densitometrischen Auswertung der
Phosphorylierung von Akt an Position Threonin 308 (Thr308) zeigte sich bereits ohne Insulinstimulation
ein kleiner, allerdings nicht signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen. Dabei war Akt in den
SmPpary’-Mausen tendenziell weniger stark phosphoryliert. Dieser Unterschied wurde nach
Insulinstimulation deutlicher. Die densitometrischen Auswertungen aller Behandlungsgruppen der WT-
bzw. SmPpary’--Mause zeigten insgesamt eine reduzierte Phosphorylierung von Akt (p=0,052) in
PPARYy-knockout Zellen. Pioglitazon hatte keinen Einfluss auf die Insulin-induzierte Signaltransduktion.
Zusammengefasst zeigte sich eine Tendenz zu einer Genotyp-assoziierten Veranderung des Insulin-
Signalings bezogen auf eine reduzierte Phosphorylierung von Akt an Position Threonin 308 (Thr308)
sowie eine minimale gleichgeartete Tendenz an Position Serin 473 (Ser473). Die Pioglitazon-

Behandlung fuhrte zu keiner Veranderung der Insulin-induzierten Phosphorylierung von Akt.
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Abbildung 16: Insulin-stimulierte  Phosphorylierung von Akt in isolierten glatten

GefdaBmuskelzellen der Pulmonalarterie von SmPpary**(WT)- und SmPpary’-(KO)-M&usen.

Isolierte glatte GefaRmuskelzellen aus Pulmonalarterien von SmPpary**- und SmPpary’-Mausen wurden
zehn Minuten mit Insulin stimuliert. Zur Kontrolle wurden Zellen nur mit Pioglitazon vorbehandelt bzw. gar
nicht behandelt/stimuliert. Im Western Blot wurden die Proteinlysate aus diesen Zellen untersucht. A) Die
Phosphorylierung von Akt wurde mit Antikdrpern gegen pAkt Thr308 und pAkt Ser473 bestimmt. Als
Ladekontrolle diente (pan-)Akt. B) Densitometrische Analysen des Western Blots, wobei die Ratio zwischen
pAkt und Akt gemessen wurde (n=3).
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3.2.3.7. Charakterisierung der SmPpary-Mause im TSE LabMaster

Zur weiteren Phanotypisierung wurden die Mause am Ende des Versuches in metabolischen Kéfigen
des TSE LabMaster Systems untersucht. Hierbei wurden die Lokomotoraktivitat und der respiratorische
Quotient (RQ) bestimmt, welcher das Verhéltnis der ausgeatmeten Kohlenstoffdioxidmenge zum
gleichzeitig aus der Luft aufgenommenen Sauerstoff beschreibt. Der RQ hangt von der Art des
verstoffwechselten Substrates ab. Bei ausschlie3licher Verstoffwechselung von Kohlenhydraten liegt
der RQ bei 1, bei Verstoffwechselung von Fetten bei 0,7 und von Proteinen bei 0,81. Fir den im TSE
LabMaster ermittelten RQ zeigte sich bei den HFD-gefiitterten Mausen ein erwartungsgemarf
niedrigerer Wert im Vergleich zur NFD-Gruppe, was fir eine vermehrte Energiegewinnung der HFD-
gefitterten Mause aus der Verstoffwechselung von Fetten spricht (Abbildung 17 A). Dieser Unterschied
war fur die SmPpary’-Mause nachts und fir SmPpary**-Mause nachts und tagstber signifikant. Die
Behandlung mit Pioglitazon hatte keinen Einfluss auf den RQ. Vergleicht man die SmPpary’--und
SmPpary**-Tiere innerhalb der NFD- bzw. HFD-Gruppe miteinander, so zeigte sich innerhalb der NFD-
Gruppe am Tag ein signifikant reduzierter RQ fir die SmPpary’-Mause (0,77+0,02) gegentber den
SmPpary**-Mausen (0,83+0,02). Ansonsten waren die SmPpary’--Mause in beiden Diatgruppen durch
einen tendenziell reduzierten RQ gegeniber den Wildtypen charakterisiert, welcher tagsuber signifikant
war, wenn man alle SmPpary**- bzw. SmPpary’-Mause zusammenfasst (Abbildung 17 B). Damit
scheint der knockout von PPARYy in glatten Gefal3muskelzellen bei diesen Mausen einen Einfluss auf
die Wahl des zur Energiegewinnung verstoffwechselten Nahrstoffes zu haben. Fir die Pioglitazon-
behandelten HFD-Tiere lie3 sich eine solche durch den Genotypen verursachte Tendenz nicht

nachweisen.
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Abbildung 17: Respiratorischer Quotient (RQ) der SmPpary”* (WT)- und SmPpary’ (KO)-Mause
unter Niedrigfett- bzw. Hochfettdiat (NFD bzw. HFD) und HFD mit Pioglitazon-Behandlung (HFD+Pio)
nach 24 Versuchswochen.

A) Zur Bestimmung des RQ wurden die Mause in Stoffwechselkafigen des TSE LabMaster Systems nach 24
Wochen im Versuch untersucht. B) RQ fiir die SmPpary**- und SmPpary-/--Méause aller Gruppen
zusammengefasst. (* p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001 beim Vergleich mit NFD-SmPpary**-Mausen;
## p < 0,01 beim Vergleich mit NFD-knockout-Mausen; n=10-16 Mause pro Gruppe)



ERGEBNISSE -56-

Die lokomotorische Aktivitat in x-y-Ebene wurde im TSE LabMaster mit Hilfe von Lichtschranken
gemessen, wobei jede Unterbrechung dieser Lichtschranken Uber 18 Stunden aufgezeichnet wurde.
Verglich man die Mause hier in Abhangigkeit von ihrer Diat, so zeigte sich eine tendenziell geringere
Bewegung fir HFD- gegeniiber NFD-gefitterten Mausen (Abbildung 18 A). Pioglitazon-behandelte
Tiere bewegten sich so viel wie HFD-gefutterte. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich hingegen am
Tag fur SmPpary-Mause unter NFD, die sich im Vergleich zu den Wildtypen der gleichen Diat zirka
75 % weniger bewegten. Wenn man die Genotypen aller Diat- und Behandlungsgruppen
zusammenfasst, zeigten SmPpary’-Mause tagsuber signifikant weniger
Lichtschrankendurchbrechungen als SmPpary**-Mause. Nachts konnte eine &hnliche Tendenz
(p=0,055) beobachtet werden (Abbildung 18 B). Dieser Genotyp-bedingte Unterschied war unter der
HFD nicht mehr signifikant. In der Pioglitazon-behandelten Gruppe war dieser Effekt hingegen
vollstandig aufgehoben. Zusammenfassend zeigte sich damit eine Genotyp-bedingte Veranderung in
der planimetrischen Aktivitat und im RQ der Mause vor allem unter der NFD dahingehend, dass sowohl
der RQ als auch die Aktivitdt durch den knockout von PPARYy in glatten GefaRmuskelzellen reduziert
waren. Die Hochfettdiat filhrte zu einer weiteren Reduktion des RQ, wohingegen die Aktivitat der Mause
durch die HFD nicht beeintréchtigt war. Pioglitazon hatte keinen Einfluss auf diese beiden Parameter.
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Abbildung 18: Lokomotorische Aktivitat der SmPpary**- und SmPpary’-Mause (WT und KO) unter
Niedrigfett- bzw. Hochfettdiat (NFD bzw. HFD) und Hochfettdiat mit Pioglitazon-Behandlung
(HFD+Pio) nach 24 Versuchswochen.

A) Zur Bestimmung der lokomotorischen, planimetrischen (x-y-Ebene) Aktivitat wurden die Mause in
Stoffwechselkéafigen des TSE LabMaster Systems nach 24 Wochen im Versuch fiir 18 Stunden untersucht
und die Anzahl der Lichtschrankendurchbrechungen gemessen. B) Lokomotoraktivitat fir die SmPpary**-
und SmPpary’-Mause aller Gruppen zusammengefasst. (* p<0,05; ** p<0,01; n=10-16 Mause pro Gruppe)

3.2.4. Hamodynamische Charakterisierung des SmPpary-Mausmodells

Um eine potenzielle Induzierung der PH durch die Diat bzw. den Genotyp sowie die Effekte der
Behandlung mit Pioglitazon funktionell zu messen, wurden hamodynamische Messungen sowie

morphologische Untersuchungen der Lungengefal3e durchgefihrt.
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3.2.4.1. Invasive Druckmessung mittels Katheter

Die Messung des rechtsventrikulare Druck (RVSP, engl.: right ventricular systolic pressure), als Maf3 fir
den pulmonal arteriellen Druck, zeigte einen leichten Anstieg durch den knockout von PPARYy in glatten
GefaBmuskelzellen innerhalb der NFD-Gruppe. Die HFD fliihrte zu einem signifikanten Anstieg des
RVSP um im Mittel 4 mmHg gegenuber NFD-gefutterten Mausen von 26,2+0,9 mmHg auf
30,3+£0,7 mmHg (Abbildung 19 A). Die Pioglitazon-Behandlung zeigte keinen Einfluss auf den RVSP.
Vergleicht man den systemischen Blutdruck im Hinblick auf die Diat, den Genotyp und die Behandlung
mit Pioglitazon, so blieb dieser unverandert und lag bei allen Gruppen bei zirka 118 mmHg (117-
122 mmHg) (Abbildung 19 B). Auch auf die Herzfrequenz hatten weder Diat noch Genotyp oder
Behandlung mit Pioglitazon einen Einfluss. So lag die Herzfrequenz fiir alle Gruppen bei zirka 490

Schlagen pro Minute (477-505 Schlage pro Minute) (Abbildung 19 C).
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Abbildung 19: Invasive Kathetermessung des rechtsventrikularen und systemischen Blutdruckes

(RVSP bzw. SBP) sowie der Herzfrequenz (HF) in SmPpary**- und SmPpary"-Mause (WT und KO)
unter Niedrigfett- bzw. Hochfettdiat (NFD bzw. HFD) und Hochfettdiat mit Pioglitazon-Behandlung

(HFD+Pio) nach 24 Versuchswochen.
Die Messungen der Driicke erfolgten mittels Katheter fir (A) den rechten Ventrikel (=RVSP) Uber die
Jugularvene und (B) fiir den systemischen Blutdruck Uber die Halsschlagader (Arteria carotis), wo gleichzeitig

die Herzfrequenz (C) aufgezeichnet wurde. (*** p < 0,001; n=9-15 Mause pro Gruppe), Abklirzungen: RVSP,
right ventricular systolic pressure, dt.: rechtsventrikuldarer Druck; SBP, systemic blood pressure, dt.:

systemischer Blutdruck; HF, Herzfrequenz
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3.2.4.2. Immunohistochemische Untersuchung der Lungengefalie

Um die mit den Druckveranderungen im Ventrikel potenziell einhergehenden Veranderungen der
GefaBe der Lunge untersuchen zu kdnnen, wurden immunohistochemische Farbungen von
Lungenschnitten gegen alpha smooth muscle actin (a-SMA) und von Willebrand Faktor (VWF)
angefertigt. Somit wurden die glatten GefaBmuskelzellen (a-SMA-positiv) und Endothelzellen (VWF-
positiv) dargestellt, sodass es madglich war, die Muskularisierung der GefaRe als Quotient aus
muskularisierten zu nicht muskularisierten Gefalen zu bestimmen (Abbildung 20 A). In der NFD-Gruppe
zeigte sich eine um mehr als den Faktor drei signifikante in der HFD-Gruppe eine um den Faktor 1,8
tendenzielle Zunahme der muskularisierten pulmonalen GefaRe fir SmPpary’--Mause im Vergleich zu
den Wildtypen. Vergleicht man die SmPpary**-Mause der NFD mit denen der HFD, so zeigte sich
ebenfalls eine durch die HFD induzierte, tendenzielle Zunahme der muskularisierten pulmonalen
GeféalRe, obgleich diese schwécher ausfiel. Beide Einflussfaktoren zusammen, der knockout von PPARy
in glatten GefaBmuskelzellen und die HFD, zeigten einen additiven Effekt. Die Pioglitazon-Behandlung

unter HFD hatte keinen Einfluss auf die Muskularisierung im Vergleich zur HFD alleine.

Um die strukturellen Veréanderungen der kleinen Gefalie der Lunge detaillierter beschreiben zu kénnen,
wurde zudem der prozentuale Anteil der Mediadicke bestimmt (Abbildung 20 B). Hier zeigte sich ein
HFD-induzierter, signifikanter Anstieg der Mediadicke fir KO-Mause im Vergleich zu den NFD-
gefltterten Tieren. Dieser Effekt konnte fur die WT-Mause weniger ausgepragt beobachtet werden.
Zudem verringerte sich die prozentuale Mediadicke fiir die SmPpary’--Mause unter NFD tendenziell im
Vergleich zu den SmPpary**-Mausen dieser Diatgruppe. Die HFD hingegen fiihrte zu einem nicht
signifikanten Anstieg der Mediadicke fiir KO-Méause im Vergleich zu Wildtypen der gleichen Diatgruppe.
Die Pioglitazon-Behandlung fiihrte zu keiner Veranderung der Mediadicke, wenn man die SmPpary*'*-
Méause der Pioglitazon-Gruppe zu denen der HFD-Gruppe vergleicht. Innerhalb der Pioglitazon-
behandelten Gruppe gab es keinen Genotyp-assoziierten Effekt auf die Mediadicke. Vergleicht man
HFD-gefutterte SmPpary’-Mause mit Pioglitazon-behandelten SmPpary’--Mausen, so zeigte sich eine
Tendenz zu einer Reduktion der Mediadicke. Zusammenfassend zeigten diese Daten einen
signifikanten Anstieg der prozentualen Mediadicke durch die HFD in SmPpary’-Mausen. Pioglitazon

hatte keinen Einfluss.

Neben der Muskularisierung ist zudem die Lumenfliche der Gefalle entscheidend flr
Druckverénderungen im rechten Ventrikel. Hier zeigte sich ein leichter, jedoch nicht signifikanter Anstieg
der Lumenflache durch den PPARy-knockout innerhalb der NFD-gefltterten Gruppe (Abbildung 20 C).
Betrachtet man die SmPpary**-Mause, so zeigte sich kein Effekt durch die HFD. Die SmPpary’-Mause
waren innerhalb der HFD-Gruppe durch eine sehr leicht verringerte Lumenflache gekennzeichnet. Diese
Reduktion war gegentiber den SmPpary’-Mausen der NFD-geflitterten Gruppe deutlicher, jedoch nicht
signifikant. Die Pioglitazon-Behandlung fiihrte zu einem leichten, nicht signifikanten Anstieg der
Lumenflache, wenn man die SmPpary*+-Mause dieser Gruppe mit denen der NFD- bzw. HFD-Gruppe
verglich. Innerhalb der Pioglitazon-behandelten Gruppe war der knockout von PPARy mit einer
diskreten Reduktion der Lumenflache assoziiert. Zusammenfassend zeigte sich keine signifikante
Veranderung der Lumenflache in Abhé&ngigkeit vom Genotyp, der Diat oder der Behandlung mit

Pioglitazon.
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Abbildung 20: Untersuchung der kleinen LungengefaBe (20-70 pm) in SmPpary**- und
SmPpary’-Mause (WT und KO) unter Niedrig- bzw Hochfettdiat (NFD bzw. HFD) und Hochfettdiat mit
Pioglitazon-Behandlung (HFD+Pio).

A) zeigt den Quotienten der muskularisierten zu den nicht muskularisierten pulmonalen Gefaflien. Es wurden
daruber hinaus die prozentuale Dicke der Media (B) und die Lumenflache der pulmonalen GefalRe (C)
bestimmt. (* p < 0,05; n=5 Mause pro Gruppe)

3.2.4.3. Proliferation der pulmonalen Gefaf3zellen

Zur Untersuchung der pulmonalen GefaR3e hinsichtlich der Zellproliferation wurden Lungenschnitte
gegen Ki67, ein Proliferationsmarker, gefarbt. Die Auswertung dieser Farbung zeigte keine bzw. eine
sehr geringe proliferative Aktivitat in den Zellen der pulmonalen Gefal3e (Daten nicht gezeigt). In den
NFD-gefitterten Mausen konnte keine Proliferation der glatten GefalBmuskelzellen nachgewiesen
werden, wohingegen unter HFD einige wenige GefalRe proliferierende glatte GefalBmuskelzellen
aufwiesen, sodass hier im Mittel fur SmPpary**-Mause 0,002+0,001 Ki67-positive glatte
GefaBmuskelzellen beobachtet wurden, wohingegen die SmPpary’-Mause 0,011+0,006 Ki67-positive
Zellen hatten. Fur die Pioglitazon-behandelten Mause konnten in Wildtypen 0,007+0,006 Ki67-positive
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Zellen und in den SmPpary’--Mause der gleichen Behandlungsgruppe wiederum keine proliferierenden

glatten GefaBmuskelzellen beobachtet werden.

3.2.4.4. Kardiale Verdnderungen im SmPpary-Mausmodell

Die Veranderungen der LungengefalRe gingen, wie oben gezeigt, mit einer Veranderung des
rechtsventrikularen Druckes einher. Dadurch kann es zu strukturellen Veranderungen des Herzens wie
Hypertrophie und Fibrose kommen, welche im Folgenden untersucht wurden. Zunéchst erfolgte die
Ermittlung des Quotienten aus dem Gewicht des rechten Ventrikels zum linken Ventrikel mit Septum
(Fulton’s Index) (Mam et al. 2010) als MaR fir eine Rechtsherzhypertrophie. Zudem wurden
Hamatoxylin-Eosin-Farbungen des rechten und linken Ventrikels hinsichtlich der GréRe der

Kardiomyozyten untersucht.

Die Berechnung des Fulton’s Index (Abbildung 21) zeigte einen leichten, nicht signifikanten Anstieg fir
den rechten Ventrikel durch die HFD. Innerhalb der NFD- und HFD-Gruppe gab es keinen Genotyp-
assoziierten Effekt. Pioglitazon hatte keinen Einfluss auf das Gewicht des rechten Ventrikels. Der
knockout von PPARY in glatten Gefallmuskelzellen war in der Pioglitazon-behandelten Gruppe mit einer
leichten, nicht signifikanten Reduktion des Fulton’s Index assoziiert. Zusammenfassend zeigten die
Daten keine Veranderung des Fulton’s Index durch den Genotyp, die Diat oder die Behandlung mit
Pioglitazon.

0,307

0,254

RV /(LV + S)

Abbildung 21: Berechnung des Fulton’s Index zur Bestimmung einer Rechtsherzhypertrophie in
SmPpary**- und SmPpary’-Mause (WT und KO) unter Niedrigfett- bzw. Hochfettdiat (NFD bzw. HFD)
und Hochfettdiat mit Pioglitazon-Behandlung (HFD+Pio).

Nach Tétung der Mause wurden die Gewichte des rechten Ventrikels und des linken Ventrikels zusammen
mit dem Septum bestimmt, um daraus den Quotienten und damit Fulton’s Index (RV / (LV+S)) berechnen zu
kénnen (n=10-16).
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m eine mdogliche strukturelle Anpassung auf zellularer Ebene bestimmen zu kénnen, wurden
Hamatoxylin-Eosin-Farbungen vom linken und rechten Ventrikel hinsichtlich der GroRe der
Kardiomyozyten (cross sectional area, CSA) ausgewertet (Abbildung 22 A). Fir den rechten Ventrikel
zeigten sich dabei keine Genotyp-bedingten Unterschiede innerhalb der NFD- oder HFD-gefiitterten
Gruppen (Abbildung 22 B). Die HFD fihrte zu einem leichten, signifikanten Anstieg der CSA. Die
Pioglitazon-Behandlung hatte keinen wesentlichen Einfluss. Die gleiche Untersuchung wurde fir den
linken Ventrikel der M&use durchgefuhrt. Hier zeigte sich innerhalb der NFD-gefiitterten Gruppe kein
signifikanter Anstieg der CSA durch den knockout bzw. die HFD (Abbildung 22 C). Pioglitazon hatte
keinen Effekt auf die CSA im linken Ventrikel. Zusammenfassend zeigte sich eine signifikante, HFD-
induzierte Hypertrophie der Kardiomyozyten des rechten, nicht jedoch des linken Ventrikels. Der
Genotyp und die Pioglitazon-Behandlung hatten hingegen keinen Einfluss auf die

KardiomyozytengréRRe.
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Abbildung 22:  Bestimmung der KardiomyozytengréRe in SmPpary** (WT)- und SmPpary’ (KO)-
Mause unter Niedrig- bzw. Hochfettdiat (NFD bzw. HFD) und Hochfettdiat mit Pioglitazon-Behandlung
(HFD+Pio).

Darstellung exemplarischer Bilder der Hamatoxylin-Eosin-Farbung des A) rechten Ventrikels (RV).
MalRstabsbalken: 50 um. Anhand dieser Farbung wurde die Gréf3e der Kardiomyozyten als cross sectional
area (CSA) im B) rechten und C) linken Ventrikel bestimmt. (* p < 0,05; n=50 Kardiomyozyten je Tier fur n=4—
5 Tiere pro Gruppe)
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3.2.4.5. Differentielle Genexpression im Herzgewebe

Zur genaueren Untersuchung des Herzens auf molekularer Ebene wurde RNA aus dem rechten
Ventrikel isoliert, in cDNA umgeschrieben und via quantitativer PCR untersucht. Die Untersuchung der
Genexpression des natriuretischen Peptides Typ B (brain natriuretic peptide, BNP) zeigte dabei einen
leichten Anstieg der Expression bei den SmPpary”’-Mausen innerhalb der NFD-Gruppe (Abbildung 23
A). Vergleicht man die SmPpary**-Mause der NFD- und HFD-Gruppe, so zeigte sich kein Unterschied
hinsichtlich der genetischen Expression. Innerhalb der HFD-gefltterten Gruppe sah man wieder den
Anstieg der BNP-Expression fiir die SmPpary’-Mause, welcher jedoch, wie auch die vorher genannten
Veranderungen, nicht signifikant war. Bei den Pioglitazon-behandelten Mausen zeigte sich hingegen
kein Genotyp-bedingter Unterschied. Hier lag die Expression im Wildtyp leicht hdher als bei den Wildtyp-
Méusen der HFD.

Des Weiteren wurde die Expression von Osteopontin im Herzen untersucht (Abbildung 23 B). Hier zeigte
sich kein Genotyp-bedingter Unterschied in der NFD-Gruppe. Die HFD flhrte zu einem Anstieg der
Osteopontin-Expression fir beide Genotypen, wobei der Effekt bei den SmPpary’--Mausen signifikant
ausfiel. Die Pioglitazon-Behandlung fihrte zu einer nicht signifikanten Reduktion der Osteopontin-
Expression.

Neben BNP und Osteopontin wurde zudem die Expression von Egr-1 (Early growth response protein 1)
gemessen (Abbildung 23 C). Hier zeigte sich ein signifikanter Genotyp-assoziierter Anstieg der
Expression innerhalb beider Diatgruppen sowie in der Behandlungsgruppe mit Pioglitazon. Die HFD
fUhrte ebenfalls zu einem Anstieg der Expression, welcher jedoch nicht so stark ausfiel wie der Anstieg
durch den knockout. Pioglitazon fuhrte sowohl im Wildtyp als auch im knockout tendenziell zur

Reduktion der BNP-Genexpression.

Zusammenfassend zeigten die Daten diskrete, nicht signifikante HFD-induzierte Erhéhungen der
Genexpression fir BNP und Osteopontin im rechten Ventrikel. Fir Egr-1 konnte hingegen ein
signifikanter Genotyp-bedingter Anstieg der Genexpression im rechten Ventrikel beobachtet werden.
Diesen Effekten wirkte Pioglitazon bei BNP und Osteopontin in den SmPpary’-Mausen und bei Egr-1

fur beide Genotypen tendenziell entgegen.
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Abbildung 23: Untersuchung der differentiellen Genexpression im rechten Ventrikel in
Abhangigkeit von der Diat (Niedrigfettdiat: NFD, Hochfettdiat: HFD) und pharmakologischen
Behandlung mit Pioglitazon (HFD+Pio) in SmPpary** (WT)- und SmPpary’ (KO)-Mausen.

Aus dem rechten Ventrikel der Mause wurde RNA isoliert und zur Untersuchung mittels quantitativer PCR in
cDNA umgeschrieben. Auf diese Weise wurde die Expression auf mRNA-Ebene von A) BNP, B) Osteopontin
und C) Egr-1 im Herzgewebe untersucht und auf die Expression von 18S als Referenzgen normalisiert
(* p < 0,05; n=6-8 fir BNP und Egr-1 und n=4-6 fir Osteopontin). Abkiirzungen: BNP, engl.: brain natriuretic
peptide, dt.: natriuretisches Peptid Typ B; Egr-1, Early growth response protein 1

3.2.4.6. Untersuchung von Inflammation und Fibrose in der Lunge

Bei der Entstehung der PH spielen auch inflammatorische Prozesse eine pathogenetische Rolle
(Rabinovitch et al. 2014). Daher wurden die Lungen der Mause hinsichtlich dem Vorhandensein von
Makrophagen mittels immunohistochemischer Farbung gegen F4/80 untersucht. Darliber hinaus wurde
das Glykoprotein Osteopontin, welches mit der Schwere der PH und fibrotischen Verénderung assoziiert
ist (Mura et al. 2013), sowie die fibrotischen Veranderungen mittels Massons’s-Trichrom-Farbung

untersucht.

Die immunohistochemische Farbung der Lunge gegen F4/80 als Makrophagenmarker zeigte einen
signifikanten, HFD-induzierten Anstieg der Makrophagenzahl in der Lunge der Mause. Die Pioglitazon-
Behandlung fuhrte hingegen zu einer signifikanten Reduktion der F4/80-positiven Zellen. Der Genotyp

hatte hingegen keinen Einfluss auf die Makrophagenzahl (Abbildung 24 A).
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Die Betrachtung des Osteopontin-positiven Bereiches in immunohistochemischen Farbungen der Lunge
zeigte einen signifikanten Genotyp-abhangigen Effekt fiir die NFD-gefitterten Mause, wobei die
SmPpary’--Mause mehr Osteopontin in ihren Lungen aufwiesen (Abbildung 24 B). Innerhalb der HFD-
Gruppe bestanden diese Genotyp-assoziierten Effekt hingegen nicht. Die HFD fuhrte jedoch zu einem
signifikanten Anstieg der Osteopontin-positiven Flache in SmPpary**-Mausen. Durch die Pioglitazon-
Behandlung kam es im Vergleich zur HFD-Gruppe fir SmPpary’-Mause zu einer signifikanten und fur

SmPpary**-Mause zu einer tendenziellen Reduktion des Osteopontin-positiven Bereiches in der Lunge.
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Abbildung 24: Analyse inflammatorischer Veranderungen in der Lunge von SmPpary** (WT)- und
SmPpary’- (KO)-Mausen nach Niedrigfettdiat (NFD) und Hochfettdiat (HFD) bzw. nach HFD mit
therapeutischen Behandlung mit Pioglitazon (HFD+Pio).

Zur Untersuchung der Inflammation wurde A) die Makrophageninfiltration in die Lunge mittels F4/80 Farbung
und Auszéhlung der F4/80-positiven Zellen in zehn Gesichtsfeldern ermittelt (n=4-5; * p < 0,05 NFD vs. HFD;
# p < 0,05 kein Pioglitazon vs. Pioglitazon). Daneben wurde das Vorhandensein von B) Osteopontin (OPN)
im Lungengewebe mittels immunohistologischer Farbung und Bestimmung des prozentualen Osteopontin-
positiven Bereiches der Lunge bestimmt (n=5; * p < 0,05; ** p < 0,01)

Zur Untersuchung fibrotischer Veranderungen der Lunge wurden histologische Masson’s-Trichrom-
Farbungen ausgewertet. Die Auswertung dieser Farbung zeigte einen HFD-induzierten, Anstieg der
fibrotischen Flache in der Lunge (Abbildung 25). Pioglitazon flihrte bei behandelten Mausen im
Vergleich zu nicht behandelten HFD-M&usen zu einer signifikanten Reduktion der fibrotischen Flache.
Innerhalb der HFD-Gruppe zeigte sich eine tendenziell verringerte fibrotische Flache fir SmPpary”-
Mause gegenliber SmPpary**-Méausen. In der NFD- sowie Pioglitazon-behandelten Gruppe hatte der

Genotyp hingegen keinen Einfluss auf diesen gemessenen Parameter.
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Abbildung 25:  Analyse fibrotischer Veranderung in der Lunge von SmPpary”* (WT)- und
SmPpary’- (KO)-Mausen nach Niedrig (NFD)-und Hochfettdiat (HFD) bzw. nach HFD mit
therapeutischen Behandlung mit Pioglitazon (HFD+Pio).

Zur Untersuchung der pulmonalen Fibrose wurde der prozentuale Anteil fibrotischer Veranderungen der
Lunge bestimmt (n=3-5). (* p < 0,05 NFD vs. HFD; # p < 0,05 kein Pioglitazon vs. Pioglitazon)

Zusammenfassend zeigten die Daten einen signifikanten, HFD-induzierten Anstieg der
Makrophageninfiltration, wohingegen Pioglitazon die Makrophageninfiltration signifikant reduzierte.
Auch fibrotische Veranderungen nahmen in der Lunge HFD-induziert zu, was ebenfalls durch die
Behandlung mit Pioglitazon signifikant reduziert werden konnte. Der Osteopontingehalt der Lunge war
signifikant fir SmPpary’--Mause unter NFD sowie HFD-induziert fiir SmPpary** erhoht. Die Pioglitazon-
Behandlung konnte dieser Erhéhung in SmPpary’--Mausen signifikant entgegen wirken.

3.2.5. Zusammenhang zwischen metabolischen und kardiovaskularen
Veranderungen

Da es in der Literatur Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Insulinresistenz bzw. Typ 2
Diabetes und der PH gibt, sollten in diesem Modell diese beiden Krankheiten zusammen betrachtet
werden. Dazu wurden Korrelationsanalysen zwischen dem GTT bzw. ITT mit den Druckwerten aus dem

rechten Ventrikel durchgefuhrt.

Die Korrelationsanalyse von den AUCs des GTTs mit den RVSP-Werten zeigte eine Tendenz, allerdings
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern (Abbildung 26 A). Bei der
Betrachtung der Parameter ITT und RVSP war demgegentber eine signifikante Korrelation (p=0,018)
erkennbar (Abbildung 26 B). Somit war in diesem Tiermodell die AUC des ITTs positiv mit der Hohe des
RVSPs korreliert. Das bedeutet, dass mit hoherer AUC im ITT, und damit verschlechterter
Insulinsensitivitdt, ein hoherer RVSP einherging. Zusammengefasst zeigten die Daten einen
Zusammenhang zwischen der Schwere der PH und einer verschlechterten Insulinsensitivitat. Daneben
fand die Korrelationsanalyse zwischen Adiponektin-Serumspiegel und RVSP statt. Hier zeigte sich kein
signifikanter Zusammenhang (Abbildung 26 C).
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Abbildung 26: Korrelation zwischen metabolischen Veranderungen in Form der Glukose- und
Insulintoleranz bzw. der Adiponektin-Serumkonzentration und dem rechtsventrikularen Druck (RVSP)
in SmPpary-Mausen

Um den Einfluss der Insulinresistenz auf das Ausmalf? der RVSP (engl.: right ventricular systolic pressure)-
Erh6hung zu bestimmen wurden A) die AUC (engl.: area under the curve; dt.: Flache unter der Kurve)-Werte
des 24 Wochen Glukose-Toleranz-Tests (GTTs) mit den RVSP-Werten (r=0,175; p=0,145; n=71), sowie B)
die 24 Wochen AUC-Werte des Insulin-Toleranz-Tests (ITTs) mit den RVSP-Werten korreliert (r=0,278;
p=0,018; n=72). Grafik C) zeigt die Korrelationsanalyse der Adiponektin-Serumspiegel mit dem RVSP
(r=0,027; p=0,882).

3.3. Behandlung der pulmonalen Hypertonie mit einem PPARy-Agonisten im
MCT-Rattenmodell

In einem weiteren Tierexperiment wurde das ,MCT-Rattenmodell“ verwendet, um die Wirkung von
Pioglitazon auf die PH zu untersuchen. Dabei wurde Ratten Monocrotalin (MCT) subkutan zur Induktion
der PH appliziert. Um eine therapeutische Wirkung von Pioglitazon untersuchen zu kénnen, wurde ein
Teil der Tiere 21 Tage nach dieser Injektion fir weitere 14 Tage mit Pioglitazon behandelt. Nach
insgesamt 35 Tagen im Versuch wurde bei den Ratten der rechtsventrikulare sowie systemische
Blutdruck gemessen und nach anschlieRender Tétung wurden Organe, wie die Lunge und das Herz, fur

weitere Untersuchungen enthommen.
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3.3.1. Messung des rechtsventrikularen und systemischen Blutdruckes

Die Messung des rechtsventrikuldren und systemischen Blutdruckes fand Uber eine Katheter-basierte
invasive Messung Uber die Jugularvene bzw. Arteria carotis (Herzschlagader) statt. Zur Auswertung der
Dricke eines jeden Tieres wurden je drei Bereiche der Druckkurve von der mehrere Minuten dauernden
Messung ausgewertet und gemittelt. Dabei zeigten die Daten, dass die Injektion von MCT zu einem
deutlichen, signifikanten Anstieg des RVSP von im Mittel 28,6+2,3 mmHg auf 74,9+4,1 mmHg fihrte
(Abbildung 27). Die therapeutische Behandlung mit Pioglitazon war des Weiteren dazu in der Lage,
diesen MCT-induzierten Druckanstieg um 13,5 mmHg auf im Mittel 61,4+4,5 mmHg zu reduzieren.
Ratten, die zur Kontrolle nur Pioglitazon ohne vorherige MCT-Injektion erhielten, zeigten einen
weitgehend unveranderten RVSP von 32,9+1,3 mmHg (Daten nicht gezeigt). Der systemische Blutdruck
hingegen veranderte sich durch die MCT-Injektion nicht signifikant gegentuber dem der Kontrolltiere.
Durch die Pioglitazon-Behandlung wurde er nicht signifikant reduziert. Zusammenfassend zeigten diese
Daten eine erfolgreiche Induktion der PH durch MCT-Injektion mit einem RVSP von tber 70 mmHg,
sowie eine wirksame Reduktion des RVSP durch Pioglitazon. Der systemische Blutdruck blieb unter

diesen Umstanden unverandert.
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Abbildung 27: Bestimmung des rechtsventrikuldren und systemischen Blutdruckes (RVSP und
SBP) im MCT-Rattenmodell mittels invasiver Kathetermessung an Tag 35.

Die Messungen der Driicke erfolgten fur (A) den rechten Ventrikel tber die Jugularvene (RVSP, engl.: right
ventricular systolic pressure, dt.: rechtsventrikularer Druck; Kontrolle, n=5; MCT, n= 6; MCT+Pio, n=7) und
(B) fur den systemischen Druck (SBP, engl.: systemic blood pressure) Uber die Halsschlagader (Arteria
carotis), in Kontrolltieren (n=6), Monocrotalin-behandelten Ratten (MCT, n=6) sowie Ratten, die 21 Tage nach
MCT-Injektion eine Behandlung mit Pioglitazon erhielten (MCT+Pio). (*** p < 0,001 Kontrolle vs. MCT; # p <
0,05 MCT vs. MCT+Pio, n=9). Abkurzungen: MCT, Monocrotalin; Pio, Pioglitazon

3.3.2. Untersuchung der Lungengefal3e

Zur Untersuchung der moglicherweise den Druckdnderungen zugrundeliegenden Verénderungen in
den LungengeféRen wurden immunohistochemische Farbungen der Lunge gegen alpha smooth muscle
actin (a-SMA; Marker fir glatte GefalRmuskelzellen) angefertigt. Damit konnte die Muskularisierung der
kleinen Lungengefalle (Grofze < 100 um) hinsichtlich nicht, teilweise und vollstdndig muskularisierter

GefalRe vorgenommen werden (Abbildung 28).

Die Farbungen und an ihnen vorgenommenen Quantifizierungen zeigten eine signifikante Zunahme der
muskularisierten Gefalie durch die MCT-Injektion von ~5 % in den Kontrolltieren auf Giber 55 % sowie

einer Zunahme der partiell muskularisierten Gefal3e. In den Lungen der MCT-behandelten Ratten
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fehlten nicht muskularisierte Gefaf3e, welche in der Kontrollgruppe den gréf3ten Anteil mit 72,4+6,3 %
ausmachten. Die therapeutische Behandlung mit Pioglitazon fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der
muskularisierten GefaRe auf 19,9+8,0%, was mit einer deutlichen Zunahme der partiell
muskularisierten Gefae fiihrte (77,3£8,5 %). In den Lungen dieser Ratten lag der Anteil nicht
muskularisierter Gefal3e bei 2,8+1,6 %. Zusammenfassend zeigte die Auswertung der a-SMA Féarbung
eine Zunahme der Muskularisierung der kleinen LungengeféaRe nach MCT-Injektion, was durch eine
therapeutische Behandlung mit Pioglitazon signifikant reduziert werden konnte.

Neben der anteiligen Muskularisierung der Lungengefa3e wurden zudem die Dicke der Media und die
Lumenflache bestimmt (Abbildung 28 C+D). Dabei zeigte sich eine signifikante Zunahme der
Mediadicke in den MCT-behandelten Tieren, wobei es zu einem Anstieg der prozentualen Mediadicke
von 10,2+1,7 % in der Kontrollgruppe auf 26,1+1,7 % in der MCT-Gruppe kam. Die Pioglitazon-
Behandlung fiihrte hier zu einer signifikanten Umkehrung des MCT-Effektes, sodass die Mediadicke in
dieser Gruppe bei 20,5£1,1 % lag. Die Lumenflache verhielt sich entsprechend umgekehrt, sodass nach
MCT-Injektion eine signifikante Abnahme um etwa 50 % nachgewiesen werden konnte. Die
therapeutische Behandlung mit Pioglitazon war in der Lage, der MCT-bedingten Abnahme der
Lumenflache entgegen zu wirken, sodass es flr die Pioglitazon-behandelten Ratten zu einer
Verringerung der Lumenflache von nur etwa 26 % gegenliber der Kontrollgruppe kam.
Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass es zu einer Zunahme der Muskularisierung der
LungengefaRe nach MCT-Injektion kam, welche durch eine Behandlung mit Pioglitazon signifikant
reduziert werden konnte.
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Abbildung 28: Untersuchung der kleinen Lungengefaf3e (< 100 um) im Monocrotalin (MCT)-Modell
der Ratte mit therapeutischer Pioglitazon-Behandlung (MCT+Pio).

Zur Untersuchung der Muskularisierung wurden alpha smooth muscle actin Farbungen von
Lungenschnitten der Ratten zur Visualisierung der glatten Gefal3muskelzellen (braun) angefertigt. In A) sind
exemplarischer Bilder dieser Farbung dargestellt (MaRstabsbalken: 100 um). B) Zur Beurteilung der
Muskularisierung der Lungengefaf3e wurde der Anteil der nicht (N), partiell (P) und voll muskularisierten (M)
Gefalle bestimmt (Kontrolle, n=42 GefalRe in n=3 Ratten; MCT, n=66 Gefal3e in n=6 Ratten; MCT+Pio,
n=91 Geféfle in n=7 Ratten). Es wurde dartber hinaus die prozentuale Dicke der Media mit Hilfe dieser
gefarbten Schnitte berechnet (C) und die Lumenflache bestimmt (D). (* p < 0,05; *** p < 0,001 Kontrolle vs.
MCT; # p < 0,05; ## p < 0,01 MCT vs. MCT+Pio)
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Um die GefaBmuskularisierung néher untersuchen zu kénnen, wurden immunohistologische Farbungen
der Lunge gegen PCNA (engl.: Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen) einem Proliferationsmarker,
angefertigt (Abbildung 29 A). Die Auswertung dieser Farbungen zeigte ebenfalls eine signifikante
Zunahme der Proliferation der Zellen in den LungengefaRen nach MCT-Injektion von 8,2+2,6 % PCNA-
positiven Zellen in GeféaRen von Kontrolltieren auf 24,5+3,8 % positive Zellen (Abbildung 29 B). Wie bei
der Darstellung der fir die Muskularisierung ausgewerteten Lungenschnitte, zeigte sich auch hier eine
signifikante Reduktion der MCT-bedingten Zunahme der Proliferation durch die Pioglitazon-
Behandlung, sodass in dieser Gruppe nur noch 11,6+£1,9 % der Zellen in den LungengeféaRen PCNA-

positiv waren.

Zusammengefasst zeigten diese Daten eine signifikante Zunahme der Zellproliferation in den kleinen
GefaRen der Lunge nach MCT-Injektion, was durch eine therapeutische Behandlung mit Pioglitazon

signifikant reduziert werden konnte.
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Abbildung 29:  Untersuchung proliferativ aktiver Zellen (PCNA-positiv) in den kleinen
Lungengefalen der Ratten des MCT-Modells.

Zur Bestimmung proliferativ aktiver Zellen wurden immunohistologische Farben der Lungen gegen PCNA
(braun) mit Hamalaun-Gegenféarbung zu Darstellung der Zellkerne (blau) angefertigt. In A) sind exemplarische
Bilder dargestellt. MaRstabsbalken: 80 um. B) Es wurde der prozentuale Anteil PCNA-positiver Zellen
innerhalb der Gefal3e ermittelt (Kontrolle, n=8; MCT, n=9; MCT+Pio, n=9). Abkurzungen: PCNA, Proliferating-
Cell-Nuclear-Antigen; MCT, Monocrotalin; Pio, Pioglitazon (** p < 0,01 Kontrolle vs. MCT; ## p < 0,01 MCT
vs. MCT+Pioglitazon)

3.3.3. Bestimmung des Fulton’s Index und der KardiomyozytengrofRe sowie der diffe-
rentiellen Genexpression von BNP

Durch die Verédnderungen der LungengefdRe kommt es bei der PH zur Erhéhung des
rechtsventrikularen Druckes, was im spateren Verlauf zu Veranderungen des Herzen fuhren kann. Um

solche Veranderungen feststellen zu kénnen, wurden zunéchst die Gewichte des rechten Ventrikels und
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des linken Ventrikels zusammen mit dem Septum dokumentiert. Anschlie3end wurde aus diesen Werten
der Fulton’s Index, also der Quotient aus dem Gewicht des rechten Ventrikels zum Gewicht des linken
Ventrikels mit Septum, berechnet (Abbildung 30). Dabei zeigte sich eine signifikante Zunahme des
Fulton’s Index fir die Ratten der MCT-Gruppe von 0,26+0,05 in der Kontrollgruppe auf 0,56+0,02. Diese
Rechtsherzhypertrophie wurde durch die Behandlung mit Pioglitazon signifikant auf 0,52+0,02 reduziert.
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Abbildung 30:  Ermittlung des Fulton’s Index zur Bestimmung einer Rechtsherzhypertrophie im
MCT-Rattenmodell

Nach T6tung der Ratten wurden Organe entnommen und unter anderem die Gewichte des rechten Ventrikels
(RV) und des linken Ventrikels zusammen mit dem Septum (LV+S) bestimmt. Aus diesen Werten wurde der
Quotient: RV/(LV+S) und damit Fulton’s Index berechnet (Kontrolle, n=5; MCT, n=6; MCT+Pio, n=9).
(*** p < 0,001 Kontrolle vs. MCT; # p < 0,05 MCT vs. MCT+Pio). Abkurzungen: MCT, Monocrotalin; Pio,
Pioglitazon

Um die Herzen der Ratten detaillierter auf die druckbedingten Veranderungen untersuchen zu kénnen,
wurden Hamatoxylin-Eosin-Farbungen des rechten und linken Ventrikels angefertigt (Abbildung 31 A).
Anhand dieser Farbung konnte die Grof3e der Kardiomyozyten in Form der cross sectional area (CSA)
bestimmt werden. Fur den rechten Ventrikel zeigte sich eine MCT-bedingte, signifikante Zunahme der
KardiomyozytengrofRe von 187,9+11,6 pm? in der Kontrollgruppe auf 448,2+48,1 um? in der MCT-
Gruppe (Abbildung 31 B). Die Behandlung mit Pioglitazon fiihrte schlieRlich zu einer fast vollstandigen
Umkehr des MCT-bedingten Effektes auf die Kardiomyozytenflache. So zeigten die Kardiomyozyten in
der Pioglitazon-Gruppe eine GrofRe von 235,4+18,8 um? im rechten Ventrikel. Die GroRe der
Kardiomyozyten im linken Ventrikel (Abbildung 31 C) veranderte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe

hingegen weder durch MCT noch durch Pioglitazon.
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Abbildung 31:  Bestimmung der Gréfl3e der Kardiomyozyten im rechten und linken Ventrikel fir
Ratten aus dem MCT-Modell

Zur Untersuchung der KardiomyozytengroRe wurden Hamatoxylin-Eosin-Farbungen angefertigt, von denen
exemplarische Bilder des rechten und linken Ventrikels dargestellt sind (A). Maf3stabsbalken: 50 pm. Anhand
dieser histologisch gefarbten Schnitte wurde die Grof3e der Kardiomyozyten als cross sectional area (CSA)
im B) rechten und C) linken Ventrikel bestimmt (n=50 Kardiomyozyten je Tier fur n=5 Tiere pro Gruppe). (***
p < 0,001 Kontrolle vs. MCT; ### p < 0,001 MCT vs. MCT+Pio) Abkurzungen: MCT, Monocrotalin; Pio,
Pioglitazon

Zur Analyse einer mdoglichen differentiellen Genexpression wurde dariber hinaus RNA aus dem
Herzgewebe der Ratten isoliert und zur Analyse mittels quantitativer PCR in cDNA umgeschrieben. Mit
Hilfe dieser Methode wurde die Expression von BNP im rechten Ventrikel gemessen, einem
Markerprotein fir Herzversagen, welches auch verstarkt nach einem Dehnungsreiz des Herzmuskels
ausgeschiittet wird (Tokola et al. 2001). Dabei zeigte sich eine signifikante und um mehr als das 15-
fach erhohte Genexpression von BNP in den Herzen MCT-behandelter Ratte gegeniber den
Kontrolltieren (Abbildung 32). Die Behandlung mit Pioglitazon fiihrte zu einer signifikanten Verringerung

des MCT-bedingten Anstieges der BNP Genexpression.
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Abbildung 32:  Untersuchung der differentiellen Genexpression im rechten Ventrikel im MCT-
Rattenmodell mit und ohne pharmakologische Behandlung mit Pioglitazon.

Aus dem rechten Ventrikel der Ratten wurde RNA isoliert und zur Untersuchung mittels quantitativer PCR in
cDNA umgeschrieben, um die Expression von BNP zu messen. Dargestellt ist die BNP-Expression
normalisiert auf das Referenzgen GAPDH (Kontrolle, n=6; MCT, n=11; MCT+Pio, n=11). (*** p < 0,001
Kontrolle vs. MCT; # p < 0,05 MCT vs. MCT+Pio) Abkirzungen: MCT, Monocrotalin; Pio, Pioglitazon; BNP,
engl.: brain natriuretic peptide, dt.: natriuretischen Peptides Typ B; GAPDH, Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase

Zusammenfassend zeigten diese Untersuchungen am Herzen eine Zunahme der Grof3e
rechtsventrikularer Kardiomyozyten und des Gewichtes des rechten Ventrikels nach MCT-Injektion, was
durch eine Behandlung mit Pioglitazon teilweise verhindert wurde. Gleichzeitig war durch MCT im
rechten Ventrikel eine erhdhte Expression von BNP messbar, was ebenfalls durch die Pioglitazon-

Behandlung verringert wurde.

3.3.4. Untersuchung kardialer fibrotischer Veradnderungen

Nachdem gezeigt wurde, dass Pioglitazon die MCT-induzierte Rechtsherzhypertrophie und
VergroBerung der Kardiomyozyten erfolgreich reduzierte, wurden fibrotischer Veranderungen durch
eine Massons'-Trichrom-Farbung, bei der sich Kollagen blau darstellt, untersucht (Abbildung 33 A). Die
Auswertung der Herzschnitte dieser Farbung zeigte eine Zunahme der fibrotischen Flache in beiden
Ventrikeln. Im rechten stieg der Anteil der Kollagen-positiven Flache signifikant von 1,2+0,2 % in der
Kontrollgruppe auf 29,8+5,4 % in der MCT-Gruppe an (Abbildung 33 C). Ahnlich sah die Veranderung
im linken Ventrikel aus (Abbildung 33 B), hier erhdhte sich der Anteil fibrotischer Bereiche MCT-bedingt
signifikant von 0,4+0,4 % auf 21,4+3,4 % im Vergleich zur Kontrollgruppe. Durch die Behandlung mit
Pioglitazon konnte die Fibrose in beiden Ventrikeln signifikant reduziert werden, sie lag in dieser Gruppe
fur den rechten Ventrikel bei 10,8+1,0 % und fir den linken Ventrikel bei 8,6+1,7 %. Zusammenfassend
zeigten diese Daten neben der erfolgreichen Reduktion der MCT-induzierten Rechtsherzhypertrophie
und VergréBerung der Kardiomyozytenflache durch die Behandlung mit Pioglitazon zusatzlich eine

Reduktion der MCT-bedingten Fibrose im rechten sowie linken Ventrikel.
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Abbildung 33: Bestimmung fibrotischer Veranderungen im Herzgewebe von Ratten nach MCT-
Injektion mit und ohne therapeutische Behandlung mit Pioglitazon.

Zur Untersuchung von fibrotischen Veranderungen wurden Kollagenfasern mittels Massons“Trichrom-
Farbung auf Gewebeschnitten des rechten und linken Ventrikels von Ratten aus dem MCT-Modell
durchgefiihrt. Unter A) sind exemplarische Bilder dieser Farbungen dargestellt (MaRstabsbalken: 200 um).
Zur Auswertung der fibrotischen Veranderungen innerhalb der drei Gruppen (Kontrolle, n=5; MCT, n=5;
MCT+Pio, n=5) wurde der prozentuale Anteil der fibrotischen Veranderungen je Gewebeausschnitt sowohl
fur den B) linken als auch C) rechten Ventrikel ermittelt. Abkirzungen: MCT, Monocrotalin; Pio, Pioglitazon
(*** p < 0,001 Kontrolle vs. MCT; ### p < 0,001 MCT vs. MCT +Pioglitazon)

3.3.5. Untersuchung inflammatorischer Veranderungen der Lunge

Da die PH neben einer Veranderung der Proliferation der Lungengefal3e und Veranderungen am Herzen
auch durch eine differentielle Inflammation im Lungengewebe gekennzeichnet ist (Rabinovitch et al.
2014), wurde mittels CD68-Farbung die Infiltration von Makrophagen in das Lungengewebe der Ratten
untersucht (Abbildung 34 A). Dabei zeigte sich mit 84,1+8,3 Zellen/mm?2 eine signifikante Erhéhung der
Zellzahl pro mm? in der MCT-Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe (4,2+0,2 Zellen/mm?). Dieser MCT-
bedingte Anstieg der Makrophageninfiltration wurde durch die Behandlung mit Pioglitazon zumindest
teilweise reduziert, hier wurden nur 47,314,9 Zellen/mm? gezahlt (Abbildung 34 B).

Osteopontin spielt eine Rolle bei der Migration und Akkumulation von Makrophagen (Lund et al. 2009).
Deshalb wurde RNA aus dem Lungengewebe der Ratten isoliert und zur Genexpressionsanalyse mittels
guantitativer PCR in cDNA umgeschrieben. Die Expression von Osteopontin stieg dabei durch MCT
signifikant auf ein 75-faches im Vergleich zu den Kontrolltieren an (75,1+9,6-fach héher in der MCT-
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe). Durch eine Behandlung mit Pioglitazon konnte dieser Anstieg
signifikant reduziert, jedoch nicht vollstandig aufgehoben werden: die Expression lag noch 50,5+6,8-
fach Uber der Expression in der Kontrollgruppe (Abbildung 34 C).
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Damit zeigte sich neben einer Reduktion der MCT-bedingten Veranderungen der Lungengefal3e und

des Herzens auch ein positiver Effekt der Pioglitazon-Behandlung auf inflammatorische Faktoren.
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Abbildung 34:  Analyse inflammatorischer Veranderung des Lungengewebes im MCT-
Rattenmodell mit und ohne Pioglitazon-Behandlung.

Zur Untersuchung der Inflammation wurde die Makrophageninfiltration in die Lunge mittels anti-CD68
Farbung untersucht. A) zeigt exemplarische Bilder dieser Farbung (MaRstabsbalken: 100 um) und B) das
Ergebnis der Auszéhlung der CD68-positiven Zellen (10 Hauptgesichtsfelder fir n=3-5 Ratten pro Gruppe).
C) Daneben wurde die Genexpression von Osteopontin im Lungengewebe nach RNA-Isolation und
Umschreiben zu cDNA mittels quantitativer PCR ermittelt (Kontrolle, n=5; MCT, n=6; MCT+Pio, n=13).
Osteopontin (*** p < 0,001 Kontrolle vs. MCT; # p < 0,05; ##p<0,01 MCT vs. MCT+Pioglitazon)
Abkurzungen: MCT, Monocrotalin; Pio, Pioglitazon; OPN

3.3.6. Uberlebensrate der Ratten im MCT-Modell

Neben den MCT-bedingten Veranderungen der Lunge, des Herzens und der Inflammation flhrte diese
auch zu einer erhéhten Mortalitat der Ratten innerhalb der 35 Versuchstage (Abbildung 35). So
Uberlebten bis zum Versuchsende nur 45 % der n=22 Ratten der MCT-Gruppe. Die Behandlung mit
Pioglitazon, welche mit den vorangehend beschriebenen vorteilhaften Effekten auf die MCT-bedingten
Veranderungen einherging, fuhrte zu einer erhéhten Uberlebensrate der Ratten. Es tberlebten bis zum
Versuchsende 76 % der Pioglitazon-behandelten Tiere, bei denen Blutdriicke gemessen und Organe

entnommen werden konnten. In der Kontrollgruppe verstarb innerhalb des Versuches kein Tier.
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Abbildung 35: Kaplan-Meier-Kurve fir die Ratten des MCT-Modells mit und ohne Pioglitazon-
Behandlung

Uber den Versuchszeitraum von 35 Tagen wurde dokumentiert, wann ein Tier in welcher Gruppe vorzeitig
durch Tod aus dem Versuch ausschied. Das Ergebnis ist hier in Form einer Uberlebenskurve fiir die Tiere
einer jeden Gruppe (Kontrolle, n=9; MCT, n=22; MCT+Pio, n=21) dargestellt. (* p < 0,05 Kontrolle vs. MCT,;
#p < 0,05 MCT vs. MCT+Pio) Abkirzungen: MCT, Monocrotalin; Pio, Pioglitazon
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4. DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss einer Hochfettdiat (HFD) auf die Entstehung der
pulmonalen Hypertonie (PH) sowie ein potenzieller Nutzen einer PPARy-agonistischen Behandlung
durch Pioglitazon auf die MCT- bzw. HFD-induzierte PH untersucht. Des Weiteren wurde der Einfluss
von PPARy in glatten GefalBmuskelzellen bei der Entstehung der PH, sowie der mdogliche
Zusammenhang zwischen PH und Insulinresistenz charakterisiert. Zuletzt erfolgte in Bezug auf die
Insulinresistenz eine Analyse der Bedeutung der Protein-Tyrosin-Phosphatase DEP-1 in der Insulin-

Signaltransduktion.

4.1.Phanotypisierung der SmPpary-Mause

Der erfolgreiche knockout von PPARY wurde in den Mausen zum einen in Aorten mittels Western Blot
untersucht und zum anderen mittels Immunfluoreszenzfarbungen auf isolierten glatten
GefaRmuskelzellen aus der Pulmonalarterie. Dabei zeigte sich flir SmPpary”-Mause Restprotein im
Western Blot, was an Endothelzellen oder restliche Zellen der Adventitia, welche nicht vollstéandig
entfernt wurden, liegen kénnte. Die Immunfluoreszenzbilder zeigten ein vollstandiges Fehlen von
PPARYy in den glatten Gefallmuskelzellen der SmPpary’--Mause, sodass man von einem erfolgreichen

knockout in diesen Zellen ausgehen kann.

Zur phanotypischen Charakterisierung der SmPpary’-Mause im Vergleich zu den entsprechenden
Wildtypen wurde zweimal wdchentlich das Gewicht der Tiere bestimmt. Zudem fanden vor
Versuchsbeginn sowie nach zwolf und 24 Wochen Untersuchungen beziglich der Glukosehomdostase
durch GTT- und ITT-Experimente statt. Darliber hinaus wurden die Mause nach Woche zwdélf und 24
bezuglich ihrer Koérperzusammensetzung im NMR und hinsichtlich der Verstoffwechselung von

Nahrstoffen und ihrer koérperlichen Aktivitat im TSE LabMaster untersucht.

Beim Gewichtsverlauf zeigte sich ein erwartungsgemal’ signifikant starkerer Anstieg des Gewichtes fur
die Tiere unter HFD im Vergleich zur NFD. Dass Pioglitazon dartber hinaus zu einem weiteren
signifikanten Anstieg des Gewichtes filhrte, ist in Ubereinstimmung mit anderen klinischen bzw.
tierexperimentellen Untersuchungen (Smith et al. 2005, Burkey et al. 2000). Hierbei handelt es sich
auch um eine bereits bekannte klinische Nebenwirkung, die v.a. aus einer gesteigerten
Adipozytendifferenzierung und einer erhdhten Flissigkeitsretention resultiert (Chawla et al. 1994, Nesto
et al. 2004). Die Flissigkeitsretention, welche mit peripheren Odemen einhergeht, ist dabei Folge einer
veranderten Natrium- und Wasser-Reabsorbtion im distalen Sammelrohr der Niere (Guan et al. 2005,
Borsting et al. 2012). Die beobachtete zusétzliche Gewichtszunahme unter Pioglitazon-Behandlung
wurde durch die Ergebnisse der NMR-Untersuchungen bestétigt. Hier zeigten sich nach 24 Wochen fur
die Pioglitazon-behandelten M&use eine signifikant hdhere Fettmasse sowie signifikant mehr freies
Wasser. Weiterhin war die post mortem ermittelte Masse an braunem Fettgewebe in den Pioglitazon-
behandelten Mausen signifikant hoher als in den Mausen der HFD- und NFD-Gruppen. Dass die

Aktivierung von PPARYy uber Thiazolidindione (TZDs), wie Pioglitazon, zu einem Anstieg der Fettmasse
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und dabei vor allem der braunen Fettmasse fuhrte, stimmt mit Daten aus der Literatur Uberein (Tai et
al. 1996). Das braune Fettgewebe, welches PPARy exprimiert (Sears et al. 1996), ist darauf
spezialisiert, Fettsauren abzubauen und die dabei entstehende Energie in Form von Warme
freizugeben. Dies ist durch das gewebespezifische Entkoppelungsprotein UCP-1 (engl.: uncoupling
protein—1) mdglich. Es gibt zudem zahlreiche Studien, die gezeigt haben, dass ein Verlust von PPARy
in reifen Adipozyten zu Lipodystrophie und Insulinresistenz fiihrt (He et al. 2003, Imai et al. 2004). Auch
der selektive Verlust von PPARy-2 fiihrt zu einer Verringerung der Fettmasse und einer starken
Insulinresistenz mit Dyslipidamie (Medina-Gomez et al. 2007). Obwohl auch die Quantitat der Fettmasse
als maRgeblich fir die Insulinresistenz diskutiert wird, zeigt sich somit, dass weitere Faktoren eine
pathologische Rolle spielen. Auch ist weitgehend gesichert, dass viszerale Fettspeicher schadlicher im
Hinblick auf das Risiko flir Diabetes, kardiovaskulare Krankheiten, Bluthochdruck und einige Tumoren
sind als subkutane Fettgewebe (Kissebah 1997, Reaven et al. 2004). Dabei spielt vermutlich die
Insulinresistenz mit der damit einhergehenden Hyperinsulindmie eine verbindende Rolle zwischen

viszeralen Fettspeichern und dem Risiko fiir die vorgenannten Krankheiten (Bergman et al. 2006).

Die Untersuchungen der Mause hinsichtlich der Glukosetoleranz im GTT und der Insulinsensitivitat im
ITT zeigten erwartungsgemal eine Verschlechterung der Glukosehomdoostase fur die Mause unter
HFD. Bei der Glukosehomdoostase spielt die postprandiale Glukoseaufnahme eine wichtige Rolle,
welche Uber den Glukosetransporter 4 (GLUT4) in den Skelettmuskel und in das Fettgewebe erfolgt
(Katz et al. 1983, Ferrannini et al. 1985). Dariiber hinaus ist bekannt, dass GLUT4 auf glatten
GefaBmuskelzellen exprimiert wird und hier ebenfalls zur Insulin-abhéngigen Aufnahme von Glukose
beitragt (Standley und Rose 1994). Der knockout von PPARYy in glatten Gefalimuskelzellen fihrte
interessanterweise unter NFD ebenfalls zu einer verschlechterten Glukoseverwertung, was sich
tendenziell in einer schlechteren Glukosetoleranz nach 24 Wochen unter HFD und einer noch deutlicher
bzw. signifikant verringerten Insulinsensitivitat nach zwdlf und 24 Wochen zeigte. Ein Effekt auf das
Insulin-Signaling durch den PPARy-knockout in glatten Gefalimuskelzellen wurde im Western Blot
naher betrachtet. Hier zeigte sich in pulmonal arteriellen Gefalmuskelzellen (IMPASMCs; engl.: mouse
pulmonary arterial smooth muscle cells) von Mausen mit PPARy-knockout eine reduzierte
Phosphorylierung vom downstream des Insulinrezeptors gelegenen Akt (pAkt Thr308) nach Stimulation
mit Insulin, wenn man diese mit den mMPASMCs aus SmPpary**-Mausen vergleicht. Dies deutet auf
eine geringere Insulinsensitivitdat der mPASMCs mit PPARy-knockout hin. Dass der knockout von
PPARYy in glatten Gefal3muskelzellen zu einer Insulinresistenz bzw. tendenziell zu einer Glukose-
Intoleranz fuhrt, konnte in diesem Mausmodell erstmals gezeigt werden. Es ist jedoch unklar, ob das
verminderte Insulin-Signaling in glatten GefaBmuskelzellen mit PPARy-knockout alleine fur die im GTT
bzw. ITT beobachtete schlechtere Glukosetoleranz bzw. Insulinsensitivitéat verantwortlich ist. So kénnte
die Verschlechterung der Glukosehomgostase in den SmPpary’-Mausen unter NFD auch mit dem
leichten Anstieg der Masse des perirenalen und epididymalen Fettgewebes zusammenhéangen. In
Versuchen mit Ratten konnte gezeigt werden, dass das operative Entfernen des epididymalen und
perirenalen Fettes sowie die pharmakologische oder Leptin-induzierte bzw. Diat-induzierte Reduktion
des epididymalen Fettes zur Verbesserung der hepatischen Insulinsensitivitat fihrte (Barzilai et al.
1999). Wie ein gewebespezifischer knockout von PPARYy in den glatten Gefalmuskelzellen jedoch zu

einem Anstieg dieser beiden Fettdepots fihrt, bleibt weiterhin ungeklart. Hierbei kdnnten eventuelle off-
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target Effekte des knockouts von PPARYy eine Rolle spielen. Es scheint allerdings der knockout von
PPARYy in glatten GefaBmuskelzellen einen Einfluss auf die Fettverteilung im Kérper der Mause und
darliber einen weiteren Einfluss auf die Glukosehomgostase in Form einer verschlechterten

Insulinsensitivitat und Glukosetoleranz zu haben.

In der Literatur werden TZDs wie Pioglitazon als sogenannte ,Insulin-Sensitizer bezeichnet und in der
Klinik zum Verbessern der Insulinsensitivitat und damit zur Behandlung des Typ 2 Diabetes eingesetzt
(www.nice.org.uk). Aufgrund tierexperimenteller und epidemiologischer Beobachtungen (Tseng und
Tseng 2012; Lewis et al. 2011; Neumann et al. 2012), die ein leicht erhdhtes Blasenkarzinom-Risiko
zeigten, wird vom Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte eine Neueinstellung von
Patienten allerdings aktuell nicht empfohlen. Auf der anderen Seite beméangeln Soccio et al., dass die
positiven Effekte neben der Insulin-Sensitivierung bei dieser Bewertung aufler Acht gelassen wurden
(Soccio et al. 2014). So gibt es Studien die zeigten, dass Pioglitazon das Risiko fur Herzinfarkte und
andere Tumoren reduziert, sodass trotz des Pioglitazon-assoziierten erhdhten Mortalitatsrisiko bei
Huftfrakturen eine reduzierte Gesamtmortalitéat durch Soccio et al. fur die Pioglitazon-Behandlung bei

Typ 2 Diabetikern berechnet wurde (Soccio et al. 2014).

Im gewahlten Mausmodell ist Pioglitazon jedoch nicht dazu in der Lage, wahrend der zwélfwdchigen
Behandlungsphase die Glukosetoleranz bzw. Insulinsensitivitat zu verbessern. Aufféllig ist auch, dass
es keine Veranderung beztiglich des Fettdepots gibt. So ist fir TZDs bekannt, dass sie zwar zu einem
Anstieg des subkutanen Fettes flhren, es jedoch zu einer Reduktion des viszeralen Fettes kommt (Mori
et al. 1999). In diesem Zusammenhang wurde die Theorie aufgestellt, dass TZDs die Fettverteilung in
den Depots verlagern, die weniger anfallig fir hormonelle Stimulation sind und einen schlechteren
Zugang zur portalen Zirkulation aufweisen (Tontonoz und Spiegelman 2008). So hat man beobachtet,
dass es wahrend der Hyperinsulindmie zu einer vermehrten Freisetzung von Fettsduren aus den
viszeralen und im Oberkdérper befindlichen Fettdepots kommt (Guo et al. 1999). Fir die Aktivierung von
PPARy durch TZDs konnte dabei gezeigt werden, dass die Aufnahme freier Fettsauren, deren
zirkulierende Menge im Blut positiv mit dem Auftreten der Insulinresistenz korrelieren, in das weil3e
Fettgewebe verbessert wird, was den Nebeneffekt der Gewichtszunahme mit sich bringt (Ahmadian et
al. 2009). Neben der Wirkung der TZDs auf das Fett selber wird zudem eine Wirkung auf das Gehirn
bei der Gewichtszunahme diskutiert (Ryan et al. 2011). So fuhrt eine Behandlung mit dem TZD
Rosiglitazon in Mausen mit Neuronen-spezifischem PPARY knockout zu keinem Gewichtsanstieg unter

HFD, aber auch zu keiner verbesserten hepatischen Insulin-Sensitivierung (Lu et al. 2011).

In dem in dieser Arbeit untersuchten Mausmodell fiihrte die Behandlung mit Pioglitazon hingegen
lediglich zu einem Anstieg des Gesamtgewichtes sowie der gesamten Fettmasse und des freien
Wassers. Die Masse des epididymalen und perirenalen Fettgewebes blieb genau wie die
Insulinsensitivitdt und Glukosetoleranz jedoch unveréndert gegentber den HFD-gefutterten Mausen.
Dies konnte auch einen Grund fir das Ausbleiben einer Pioglitazon-assoziierten Verbesserung der

Insulinsensitivitat darstellen.

Um ein Defizit an Adiponektin als mdgliche Ursache der fehlenden Pioglitazon-Wirkung auf die
Glukosehomdoaste auszuschlieRen, wurden die Adiponektin-Serumspiegel der SmPpary-Méause

gemessen. Laut Literatur fihrt die PPARy-Aktivierung tUber TZDs zu einer erhéhten Adiponektin-
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Expression in den Adipozyten sowie zu héheren Adiponektin-Serumspiegeln (Maeda et al. 2001,
Bouskila et al. 2005). In den hier untersuchten Mausen konnte in Abh&ngigkeit der Pioglitazon-
Behandlung ebenfalls eine signifikant erhthte Konzentration von Adiponektin in den SmPpary’--Mausen
sowie tendenzielle Erhéhung in den Wildtypen unter HFD gezeigt werden. Da die Arbeitsgruppe um
Nawrocki in Adiponektin-defizienten Mausen zeigen konnte, dass der Effekt der TZDs auf die
Glukosetoleranz in diesen Mausen sehr gering ausféllt, kann man auf einen zumindest zum Tell
Adiponektin-vermittelten Effekt der TZDs schlieRen (Nawrocki et al. 2006). Eine Uberexpression von
Adiponektin in 3T3-L1 Zellen fuhrte zudem zu einer Erhdhung der PPARYy-Expression, was mit einer
erhoéhten Adipozytendifferenzierung einherging (Fu et al. 2005).

Die weitere Charakterisierung der Mause im TSE LabMaster zeigte erwartungsgemali eine Reduktion
des respiratorischen Quotienten (RQ) fiir die HFD-gefiitterten im Vergleich zu den NFD-gefiitterten
Mausen (Marvyn et al. 2016). Auffallig war hier in der NFD-Gruppe, dass die SmPpary’--Mause tagstiber
einen niedrigeren RER aufwiesen. Dies spricht flr eine verstarkte Energiegewinnung der Tiere durch
Verstoffwechselung von Fettséduren. Inwiefern ein knockout von PPARYy in glatten GefaRmuskelzellen
zu einem solchen Effekt fuhrt, ist zunéchst nicht ersichtlich. Bei der Betrachtung der Aktivitéat der Tiere
fallt jedoch auf, dass die SmPpary--Mause unter NFD eine signifikant geringere planimetrische Motilitat
in x-y-Ebene aufwiesen als die SmPpary**-Mause unter der gleichen Diat. Dies gibt zudem einen
weiteren Hinweis auf eine mogliche Ursache der Verschlechterung des Glukosemetabolismus in diesen
Mausen. So erfolgt die Aufnahme von Glukose in den Skelettmuskel und das Fettgewebe unter
physiologischen Bedingungen postprandial nach Insulin-Stimulation Uber den Glukosetransporter
GLUT4 (Katz et al. 1983, Ferrannini et al. 1985). Die Glukosetransporter befinden sich bis zur
Insulinrezeptor-Aktivierung intrazelluldr in Vesikeln gespeichert. Daneben erfolgt die Translokation der
Vesikel mit den GLUT4-Transportern zudem durch Muskelkontraktion bei moderater physischer Aktivitat
(van Loon et al. 2001, Wasserman et al. 2011). Die verringerte Aktivitat der Tiere konnte daher mit einer
verschlechterten Glukoseaufnahme in den Muskel einhergehen. Der RQ sowie die physische Aktivitat
waren in Pioglitazon-behandelten Mausen unter HFD gegentber HFD-gefltterten unverandert. Damit
fuhrt der PPARy-knockout in glatten GefaBmuskelzellen zu einer vermehrten Verstoffwechselung von
Fettsduren sowie zu einer verringerten physische Aktivitat der Mause, wohingegen Pioglitazon keinen

Einfluss auf einen der beiden Faktoren zeigt.

4.2.Wirkung der Pioglitazon-Behandlung auf die pulmonale Hypertonie

Die PH stellt noch immer eine Krankheit mit nur unzureichenden therapeutischen Mdglichkeiten und
einer hohen Mortalitdt dar. Die bisherigen Therapien zielen vor allem durch Verringerung der
pulmonalen Vasokonstriktion und Verbesserung der Vasodilatation auf eine symptomatische
Verbesserung ab. In neueren Ansétzen versucht man hingegen die vaskularen Umbauprozesse, welche
zur Erh6hung des pulmonalen Druckes fuhren, zu veréandern. Dazu zéhlen z.B. der Signalweg uber den
transformierenden Wachstumsfaktor TGF (engl.: transforming growth factor) (Ambalavanan et al. 2008,
Upton und Morrell 2009). Eine weitere Moglichkeit der Therapie stellt die Aktivierung des nukleéren
Transkriptionsfaktors PPARy dar. Dieser wird im Lungengewebe von PAH-Patienten reduziert
exprimiert (Ameshima et al. 2003). In einigen experimentellen Tierversuchen konnte eine Reduktion von

Hypoxie-induzierten PH-Symptomen, wie z.B. Gefallveranderungen durch PPARy-Aktivierung uber
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Rosiglitazon, gezeigt werden (Crossno et al. 2007, Nisbet et al. 2010). PPARy wird im Herzen sowie in
Zellen der GefalRe (Endothelzellen, glatte GefaBmuskelzellen, eingewanderte
Monozyten/Makrophagen) exprimiert und seine Aktivierung fihrt dort zu anti-atherogenen und anti-
hypertrophen Effekten (Kim und Yang 2013). Zudem Schitzt die Aktivierung von PPARYy vor kardialer
Hypertrophie und Herzversagen (Yue et al. 2001, Wayman et al. 2002, Duan et al. 2005).

In dieser Arbeit wurde die PH in zwei unterschiedlichen Tiermodellen untersucht. Zum einen im
Monaocrotalin (MCT)-Rattenmodell und zum anderen wurde untersucht, ob eine Hochfettdiat (HFD) in
einem Mausmodell mit SmPpary**- und SmPpary’-Mausen eine PH ausltst. Beide Modelle wurden
hinsichtlich entscheidender Parameter der PH, wie Muskularisierung der kleinen pulmonalen Gefal3e,
rechtsventrikularer systolischer Druck (RVSP; engl.: right ventricular systolic pressure), Rechts- und

Linksherzhypertrophie, Fibrose im Herzen und Inflammation in der Lunge untersucht.

In beiden Modellen erfolgte die Verabreichung von Pioglitazon tber das Futter. Damit ergeben sich
aufgrund einer unterschiedlichen Futteraufnahme bereits verschiedenen Therapiedosen fur die Tiere.
Dies wiederum resultiert méglicherweise in einer héheren Streuung der Messdaten. Eine Alternative
wirde das Applizieren von Pioglitazon per Injektion darstellen. Dies wurde in den hier untersuchten
Tiermodellen aufgrund des hohen und gegebenenfalls einflussreichen Stresses fiir die Tiere nicht
verwendet. Dartber hinaus fand die Verabreichung der Pioglitazon-Therapie Uber das Futter bei den
Mausen auch aufgrund der langen Versuchsdauer mit einer Therapiezeit von zwolf Wochen aus
praktikablen Griinden statt. Um zudem einen Hinweis auf die Stabilitdt des Pioglitazons im Futter zu
erhalten dienten die Serum-Pioglitazonspiegel der Mause, aus Serumproben, die am Toétungstag
entnommen wurden. Es zeigte sich kein Unterschied in den Serumspiegeln zwischen Tieren, die in den
ersten Durchlaufen einbezogen wurden zu denen die in spateren untersucht wurden. Damit kann davon

ausgegangen werden, dass Pioglitazon im HFD-Futter Gber den gesamten Versuchszeitraum stabil war.

Im MCT-Modell wird die PH ber eine direkte Schadigung der Endothelzellen durch Monocrotalin
induziert. Die daraus resultierende endotheliale Dysfunktion geht mit einer Akkumulation von
inflammatorischen Zellen in der Gefallwand und der Induktion von Proliferation und Migration der glatten
Gefalmuskelzellen in der Lunge einher. Darliber hinaus kommt es zu einer Rechtsherzhypertrophie
(Stenmark et al. 2009).

Im Mausmodell wurde hingegen untersucht, ob eine HFD als metabolische Beeinflussung zur
Ausbildung einer PH fuhrt. Hansmann et al. konnten bereits in einem ApoE-knockout Modell zeigen,
dass eine HFD in diesem Modell eine PH induziert (Hansmann et al. 2007). Zudem gibt es Hinweise,
dass ein knockout von PPARYy in glatten GefaBmuskelzellen, welcher Im Rahmen dieser Arbeit
zusatzlich als genetischer Ausloser einer PH untersucht wurde, mit einem Anstieg des pulmonalen

Druckes und einer Rechtsherzhypertrophie assoziiert sein kdnnte (Hansmann et al. 2008).

4.2.1. Wirkung der Pioglitazon-Behandlung auf hdmodynamische Parameter

Im MCT-Modell zeigte sich eine deutliche Induktion der PH durch MCT, gemessen als Anstieg des
RVSP. Dieser MCT-induzierte Druckanstieg wurde durch die Pioglitazon-Behandlung erfolgreich
reduziert. Dabei konnte die 14-tagige Therapie mit Pioglitazon den MCT-induzierten Anstieg des RVSP

jedoch nicht komplett umkehren. Dies kann als generelle Unmdglichkeit zur physiologischen
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Wiedererstellung eines strukturellen Umbauprozesses gewertet werden. Eventuell kdnnte eine hdhere
Dosis von Pioglitazon als die hier verwendete von 2,5 mg/kg Koérpergewicht den Effekt jedoch
verstarken. Allerdings konnte in einem Stréomungs-induzierten PH Modell mit einer Behandlungsdosis
von 20 mg/kg Korpergewicht ebenfalls keine komplette Reduktion des Druckanstieges durch Pioglitazon
erreicht werden (Dickinson et al. 2014). Die Dauer der Therapie kdnnte hierbei zudem eine weitere Rolle
spielen. Aufgrund des aggressiven Modells, welches mit einer hohen Mortalitéat in der MCT-Gruppe
einhergeht, konnte die Pioglitazon-Behandlung im Versuch aus ethischen und praktischen Griinden
nicht Uber einen langeren Zeitraum als 14 Tage durchgefihrt werden. Eine weitere
Erklarungsmaoglichkeit ist der Einfluss anderer, hier nicht untersuchter bzw. nicht-PPARy-abhangiger

Signalwege bei der Entstehung der PH.

Im Mausmodell kam es demgegenlber nur zu einem leichten, dennoch signifikanten Anstieg des
rechtsventrikularen Druckes unter HFD bzw. zu einem leichten, nicht signifikanten Anstieg durch den
PPARYy-knockout in glatten Gefalimuskelzellen. Pioglitazon war in HFD-SmPpary-Mausen nicht dazu in
der Lage, den erhdhten Druck im rechten Ventrikel zu senken. Dies kdnnte zum einen am sehr geringen
RVSP-Anstieg liegen, der einen Druck-reduzierenden Effekt durch Pioglitazon schwer messbar macht.
Zum anderen konnten die Pioglitazon-Effekte auf das perivaskulare Fettgewebe mdogliche positive
Effekte auf die pulmonalen Geféal3e abschwéachen. Fast alle Blutgefal3e sind von Fettgewebe umgeben,
welches Einfluss auf die vaskulare Funktion hat. Unter physiologischen Bedingungen werden von
diesem perivaskularen Fettgewebe vasodilatative Substanzen produziert. Im perivaskularem
Fettgewebe von Ubergewichtigen zeigt sich hingegen eine Produktion von pro-inflammatorischen
Substanzen wie TNFa sowie eine Reduktion der vasodilatativen und Produktion von
vasokonstriktorischen Komponenten des Renin-Agiotensin-Aldosteron Systems (Gu und Xu 2013). Wie
sich die Behandlung mit Pioglitazon auf dieses Fettgewebe auswirkt, ist bisher nicht untersucht und

kénnte Gegenstand von Folgeexperimenten sein.

Der systemische Blutdruck war im eingesetzten Modell der Maus unverandert, wohingegen es in einem
anderen Mausmodell mit PPARy-knockout in glatten Gefalimuskelzellen zu einer Hypotonie kam
(Chang et al. 2009). Dies ist mdglicherweise der zusatzlichen metabolischen Belastung (durch die HFD)
der SmPpary-Méause geschuldet. Zum anderen kénnte die durch Chang et al. gezeigte zirkadiane
Abhangigkeit der Blutdruckwerte eine Rolle spielen, da diese tagsuber abfallen und zur Nacht wieder
zunehmen. Zudem kam es nur tagsuber zu einem signifikant reduzierten SBP durch den PPARYy-
knockout in glatten GefalBmuskelzellen. Die SmPpary-Mause wurden hingegen im hier verwendeten
Modell nicht Uber 24 Stunden, sondern einmalig zu Versuchsende und zu etwas unterschiedlichen
Tageszeitpunkten gemessen, sodass eventuelle durch den PPARy-knockout bedingte Unterschiede

des SBPs maskiert wurden.

4.2.2. Wirkung der Pioglitazon-Behandlung auf pulmonale Gefél3e

Die mit den Druckanderungen im rechten Ventrikel einhergehende Veranderung der Muskularisierung
der kleinen pulmonalen Gefaf3e verhielt sich ahnlich. Im hier untersuchten MCT-Modell zeigte sich eine
erwartungsgemaRe Verdickung der Media durch MCT (Michelakis et al. 2008). Dabei waren sowohl der

Anteil muskularisierter GeféaRe erhoht, als auch das Lumen der Gefal3e verringert. Diese
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GefaBumbauprozesse werden unter anderem durch die Proliferation und Migration glatter
GefaBmuskelzellen verursacht (Tajsic und Morrell 2011). Die erhodhte Proliferation der glatten
GefaBmuskelzellen wurde hier in Form einer PCNA-Farbung fir die pulmonalen GefaRe nach MCT-
Injektion bestatigt. Die Aktivierung von PPARYy zeigte bereits in in vitro und in vivo Modellen eine
reduzierte Proliferation der glatten GefalBmuskelzellen bzw. ein reduziertes vaskulares Remodeling
(Hansmann et al. 2008, Li et al. 2010, Nisbet et al. 2010). In dem hier untersuchten Modell der PH in
Ratten zeigte sich ebenfalls im Einklang mit zuvor genannten Beobachtungen durch andere TZDs eine
erfolgreiche Reduzierung der MCT-induzierten vaskuldren Umbauprozesse durch die Pioglitazon-
Behandlung im Hinblick auf den Anteil der muskularisierten GefalRe und der prozentualen Mediadicke

sowie als Tendenz fir das Lumen der kleinen pulmonalen Gefalie.

Im SmPpary-Mausmodell kam es durch den PPARy-knockout zu einem signifikanten Anstieg der
Muskularisierung in den kleinen pulmonalen Gefal3en. Andere Modelle aus der Literatur, wie das des
induzierbaren PPARYy-knockouts in glatten Gefalmuskelzellen, zeigen gleichsam ein Angiotensin II-
induziertes hypertrophes Remodeling in arteriellen Gefalen (Marchesi et al. 2013). Auch die HFD flhrte
im SmPpary’--Mausmodell zu einem Anstieg der Muskularisierung, wenn auch quantitativ geringer und
nicht signifikant ausgepragt. Ahnliches konnte bereits unter HFD bzw. nach Uberernahrung und daraus
resultierendem Ubergewicht in Pulmonalarterien von Ratten beobachtet werden (Irwin et al. 2014).
Pioglitazon war im SmPpary-Mausmodell jedoch, anders als im MCT-Rattenmodell, nicht dazu in der
Lage, diesen Effekt umzukehren, was an den bereits beschriebenen, eventuellen negativen Effekten

von Pioglitazon auf das perivaskulare Fettgewebe liegen kénnte (Gu und Xu 2013).

Generell zeigte sich im untersuchten Mausmodell ein nur geringer Einfluss des knockouts bzw. der HFD
auf die Muskularisierung bzw. den rechtsventrikuléaren Druck. Ein Unterschied der verwendeten Mause
zu denen von Kelley et al, die einen deutlicheren Anstieg des RVSP unter HFD nach 20 Wochen
nachweisen konnten (Kelley et al. 2014), besteht im genetischen Hintergrund. Bei den hier verwendeten
Mausen handelt es sich mit C57/BL6 x SJL x DBA/2J x C3H um einen gemischten Hintergrund. Im
Gegensatz zu C57/BL6-Mausen sind SJL-, C3H/HeJ- und DBA/2J-Mause beispielsweise auch relativ
resistent gegentiber der Entwicklung einer Atherosklerose durch eine atherogene Diéat (Nishina et al.
1993). Dariiber hinaus entwickeln SJL-Mause in Folge einer sieben-wochigen Hochfettdiat mit ca. 40 %
der Kalorien aus Fett kein Ubergewicht (West et al. 1992) und ihr Metabolismus ist von der Glukose-
zur Fettverstoffwechselung verschoben, was die Ausbildung eines Diabetes unterdriickt (Chadt et al.
2008). Bei der klinischen PAH-Entstehung kommt es hingegen genau im Gegenteil zu einem Wechsel
von Fett- zu Glukoseverwertung (Talati und Hemnes 2015). Es scheinen somit einige metabolische
Mechanismen in den oben erwéhnten Mausstdmmen verandert zu sein, sodass der hier verwendete,
gemischte, genetische Hintergrund maglicherweise vor der Ausbildung der PH eher schiitzt bzw. diesen
abschwécht. Dass die Mause mit gemischtem genetischen Hintergrund trotzdem eine Insulinresistenz
ausgebildet haben, ist demnach vermutlich eher dem Einfluss der anderen genetischen Hintergriinde

geschuldet.

Zusammengefasst fuhrt die PPARy-Aktivierung durch Pioglitazon zu einer Reduktion des MCT-
induzierten Anstiegs des RVSP sowie der verstarkten Muskularisierung der kleinen pulmonalen Gefal3e

in den hier untersuchten Ratten. Im SmPpary-Mausmodell zeigt sich hingegen keine Reduktion der
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HFD- und knockout-induzierten Zunahme des RVSPs sowie Muskularisierung der kleinen pulmonalen

GefaRe durch die Pioglitazon-Behandlung.

4.2.3. Wirkung der Pioglitazon-Behandlung auf kardiale Veranderungen

Neben den Verdanderungen des RVSP und der kleinen pulmonalen GeféaRe kommt es bei der PH
gegebenenfalls konsekutiv zum kardialen Remodeling und in diesem Zusammenhang zur
Rechtsherzhypertrophie, die maRgeblich fur die hohe Mortalitat bei diesem Krankheitsbild verantwortlich
ist (Vonk Noordegraaf und Galie 2011). Im Modell der Ratte zeigte sich eine erfolgreiche Reduktion der
MCT-induzierten rechtsventrikularen Hypertrophie durch Pioglitazon, angezeigt durch den reduzierten
Fulton’s Index, wie es bereits durch Liu et al. fur die Behandlung mit Rosiglitazon gezeigt wurde (Liu et
al. 2012). Allerdings konnte dieser MCT-Effekt nicht vollstdndig durch die PPARy-Aktivierung Uber
Pioglitazon, wie auch in dem Rattenmodell von Liu et al. durch Rosiglitazon, umgekehrt werden. Die
Bestimmung der KardiomyozytengrofRe unterstreicht die Uber den Fultons’ Index beobachtete
rechtsventrikularen Hypertrophie, wobei die Grol3e der Zellen MCT-induziert im rechten nicht aber im
linken Ventrikel vergroBert war. Diesen MCT-Effekt auf die Kardiomyozyten des rechten Ventrikels
konnte Pioglitazon vollstédndig aufheben. BNP, als Marker eines chronischen Dehnungsreizes der
Herzwand, korreliert bei PAH-Patienten mit dem PASP (Nagaya et al. 1998) und dient diagnostisch als
Marker fur die kardiale Funktion. Ein erhéhter BNP-Plasmawert ist dabei mit Herzinsuffizienz oder
kardialer Dysfunktion assoziiert (Doust et al. 2006). Die Expression dieses Markerproteins war im
rechten Ventrikel der Ratten im hier untersuchten Modell erhéht und konnte, genau wie die anderen
MCT-assoziierten Beobachtungen hinsichtlich kardialer Veranderungen, durch die 14-tdgige
therapeutische Pioglitazon-Behandlung 21 Tage nach MCT-Injektion reduziert werden. Fibrotische
Veranderungen zeigten sich MCT-abhéngig in beiden Ventrikeln. Auch hier reduzierte Pioglitazon die
MCT-induzierte Zunahme der fibrotischen Bereiche. Damit zeigt die Behandlung mit Pioglitazon in
diesem Modell der Ratte sowohl im Hinblick auf die Muskularisierung der kleinen pulmonalen GefalRe
als auch kardiale Remodeling Prozesse, gemessen als Fulton’s Index und Kardiomyozytengrdlie
vorteilhafte Effekte. Daneben zeigte sich eine Umkehr des MCT-induzierten Effektes auf die mit
Herzinsuffizienz assoziierte BNP-Expression durch die Pioglitazon-Behandlung. Dies legt nahe, dass
PPARYy Uber unterschiedliche Effekte in verschiedenen Geweben Einfluss auf die Entstehung bzw.

Progression der PH nimmt.

Im Mausmodell kam es durch die HFD ebenfalls zu einer tendenziellen Vergréf3erung des rechten
Ventrikels (erhohter Fulton’s Index) sowie einer leichten, signifikanten VergréRerung der
Kardiomyozyten im rechten Ventrikel. Da die kardialen Umbauprozesse in erster Linie als adaptive
Mechanismen auf einen deutlich erhéhten Druck in den pulmonalen Arterien erfolgen, ist es nicht
verwunderlich, dass die kardialen Umbauprozesse im hier untersuchten Mausmodell nur gering
ausfielen. Eine Reduktion der HFD-induzierten Effekte auf die Umbauprozesse im rechten Ventrikel
durch die zwdlfwdchige Pioglitazon-Behandlung zeigte sich tendenziell fur den Fulton's Index, nicht
jedoch fir die KardiomyozytengréRe. Dies konnte an den mit der HFD assoziierten sehr geringen
Veranderungen des rechten Ventrikels liegen, die eventuelle positive Effekte der Pioglitazon-
Behandlung unzureichend messbar machen. Neben diesen histologischen Verdnderungen des rechten

Ventrikels war die Egr-1-Expression im rechten Ventrikel von SmPpary”-Mause innerhalb der Diat- bzw.
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Behandlungsgruppen signifikant gegentber den entsprechenden Wildtypen erhdht. Egr-1 spielt eine
Rolle bei der kardialen Hypertrophie (Brand et al. 1993) und die Expression ist in pulmonalen GeféaRRen
von PAH-Patienten stark erhoht (van der Feen et al. 2016). Die Aktivierung von PPARYy, hier durch
Pioglitazon, fuhrte in diesem Mausmodell tendenziell zu einer reduzierten Expression von Egr-1, was
auch in anderen inflammatorischen Zusammenhangen beobachtet werden konnte (De Backer et al.
2009, Meng et al. 2015). Fur die BNP-Expression zeigte sich eine Tendenz eines Genotyp-abhangigen
Effektes mit einer erh6hten Expression in SmPpary’-Mausen bei den NFD- und HFD-Gruppen, nicht
jedoch in Pioglitazon-behandelten Mausen. Da es zu keinem deutlichen Genotyp- oder HFD-induzierten
Anstieg der BNP-Genexpression kam, konnte auch keine Pioglitazon-assoziierte Reduktion dieses
Markerproteins gemessen werden. Daneben wurde die Genexpression von Osteopontin im rechten
Ventrikel gemessen, welche in SmPpary’-Mausen unter HFD signifikant erhoht war und in HFD-
gefitterten Mausen durch Pioglitazon-Behandlung tendenziell reduziert werden konnte. Auch hier
konnten aufgrund von fehlenden Genotyp- oder HFD-induzierten, deutlichen Veranderungen der

Genexpression keine mdglichen vorteilhaften Effekte einer Pioglitazon-Behandlung gemessen werden.

Im SmPpary-Mausmodell kommt es weder durch die HFD noch den knockout zur Ausbildung einer
Rechtsherzhypertrophie. Dennoch zeigen sich leichte kardiale Veranderungen im rechten Ventrikel, wie
HFD-induziert minimal vergroRerte Kardiomyozyten sowie Genotyp-abhangig eine signifikant erhdhte
Egr-1-Expression in SmPpary’--Mausen, welche durch die Pioglitazon-Behandlung tendenziell reduziert

wird. Auf die Kardiomyozytengro3e hingegen zeigt die Pioglitazon-Behandlung keinen Einfluss.

4.2.4. Wirkung der Pioglitazon-Behandlung auf inflammatorische Prozesse

Neben den bisher beschriebenen Effekten von Pioglitazon auf vaskuléare und kardiale Veranderungen
wurden die beiden Tiermodelle zudem hinsichtlich inflammatorischer Verédnderungen in der Lunge
untersucht, da es Hinweise auf eine entscheidende Rolle dieser bei der Entstehung der PAH gibt
(Pullamsetti et al. 2011, Schermuly et al. 2011). Dazu wurde das Vorhandensein von Makrophagen in
der Lunge bestimmt. Im MCT-Rattenmodell wurde diesbeziiglich eine CD68-Farbung zur Bestimmung
der Anzahl der Makrophagen je mm? ausgewertet. Es zeigte sich, dass die MCT-induzierte PAH im
Rattenmodell mit einer deutlichen Erhéhung der Makrophageninfiltration einherging. Dieser MCT-Effekt
wurde signifikant durch die Behandlung mit Pioglitazon reduziert, wobei es zwar zu keiner vollstandigen,
aber ca. 50 %-igen Reduktion der Makrophagenzahl kam. In diesem Zusammenhang wurde zudem die
Osteopontin-Expression in der Lunge gemessen. Osteopontin (OPN) ist ein pleiotropes Zytokin,
welches unter verschiedenen Konditionen, wie Inflammation und Tumoren, hochreguliert wird (Lorenzen
et al. 2011). Es ist zudem an der Rekrutierung von Monozyten und Makrophagen zu
Entziindungsherden beteiligt (Giachelli et al. 1998). Neben klassischen Entziindungsmediatoren wie
TNFa und IL-1 (Patarca et al. 1993) wird die OPN-Expression durch Angiotensin Il, TGFB und Hypoxie
gesteigert (Ricardo et al. 2000, Hullinger et al. 2001, Sodhi et al. 2001). Dartber hinaus spielt OPN eine
wichtige Rolle bei der Proliferation glatter GefaBmuskelzellen (Gadeau et al. 1993) und tragt so zu den
Umbauprozessen pulmonaler GefalRe unter Hypoxie bei (Burke et al. 2009). Auch im Lungengewebe
von Ratten mit Hypoxie-induzierter PH und Patienten mit PAH konnten erhdhte Werte von OPN
gemessen werden (Lorenzen et al. 2011). Des Weiteren scheint die OPN-Konzentration mit der

Mortalitat in PH-Patienten sowie dem rechtsventrikularen Remodeling und der rechtsventrikularen
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Dysfunktion assoziiert zu sein (Rosenberg et al. 2012). Im Einklang mit der Literatur zeigte sich im MCT-
induzierten PH-Modell der Ratten ein Anstieg der OPN-Genexpression in der Lunge (Hoshikawa et al.
2005). Pioglitazon war hier dazu in der Lage, die OPN-Genexpression signifikant zu verringern, was
vermutlich Uber eine unterdriickte OPN-Promotoraktivitdt durch PPARy nach Aktivierung durch
Pioglitazon stattfindet (Oyama et al. 2002).

In dem im Rahmen dieser Arbeit untersuchten SmPpary-Mausmodell zeigte sich ein HFD-induzierter
signifikanter Anstieg der Makrophagenzahl gemessen durch F4/80 und nicht CD68 aufgrund besserer
Spezies-spezifischerAntikdrperbindung in der Lunge, welcher auch durch die Behandlung mit
Pioglitazon signifikant reduziert werden konnte. Die Regulation von OPN wurde in den Mausen nicht
wie bei den Ratten beschrieben anhand der Genexpression auf mRNA-Ebene untersucht, sondern in
Form OPN-positiver Bereiche der Lunge mittels immunohistochemischer Farbung. Dabei fuhrte vor
allem der PPARy-knockout, neben einem deutlich geringeren Effekt durch die HFD, zu einem Anstieg
der OPN-positiven Flache in der Lunge. Pioglitazon fuhrte in diesem Mausmodell, analog zu den

eigenen Daten in Ratten, zur Reduktion des OPN-Anstiegs.

Damit zeigt sich sowohl MCT-induziert im Rattenmodell als auch HFD-induziert im SmPpary-
Mausmodell eine erhdhte Inflammation in Form einer erhéhten Makrophagenzahl und im Rattenmodell
zusatzlich eine erhéhte OPN-Genexpression in der Lunge. Die PPARy-Aktivierung Uber die 14-tagige
therapeutische Pioglitazon-Behandlung ist dazu in der Lage, diese Inflammation in beiden Modellen zu

reduzieren.

4.3.Typ 2 Diabetes, Insulinresistenz und pulmonale Hypertonie — existiert ein
kausaler Zusammenhang?

In der Literatur gibt es Hinweise auf eine Assoziation zwischen PAH und Insulinresistenz,
Glukoseintoleranz bzw. metabolischem Syndrom (Hansmann et al. 2007, Zamanian et al. 2009, Pugh
et al. 2011, Belly et al. 2012). So zeigt sich im Vergleich zur restlichen Bevdlkerung, in der 0,6 %
Menschen von PH betroffen sind, unter Diabetikern mit 1,1 % eine signifikant héhere Pravalenz der PH
(Movahed et al. 2005). Betrachtet man andersherum die Gruppe der PAH-Patienten, so kann man unter
diesen mit 23-26 % eine hdhere Pravalenz fir Diabetes beobachten als in der restlichen Bevolkerung
(19 %) (Grinnan et al. 2016). Zusatzlich gibt es Hinweise darauf, dass eine mit der PAH assoziierte
metabolische Dysregulation einen negativen Einfluss auf den prognostischen Verlauf der Erkrankung
hat (Mathew 2014). Der zugrundeliegende pathogenetische Zusammenhang konnte bisher nicht
vollstandig geklart werden. Zudem ist nicht bekannt, ob eine Therapie der metabolischen Dysfunktion
die PAH-Symptome verbessern kann. Weiterhin ist unklar, ob diese beiden Krankheiten in einem
kausalen Zusammenhang auftreten, also eine Erkrankung die Entstehung oder Symptomatik der
anderen beeinflusst, oder sie unabhéngig voneinander aber Uber gleiche Mechanismen ausgeldst

werden.

Bei beiden Krankheitsbildern spielt Inflammation eine urséachliche Rolle. Diese kdnnte ihren Ursprung
im Fettgewebe haben, welches neben dem Einfluss auf den Lipid— und Glukosemetabolismus zudem
pro- und anti-inflammatorische Adipokine produziert, die auf die vaskulare Funktion und die

Angiogenese wirken (Mathew 2014). Auch kdnnte eine Hypoxie durch respiratorische Krankheiten, die
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zur Entstehung der PAH fiihren kann, ursachlich fir die gleichzeitige Entstehung einer
Glukoseintoleranz sein, einem friihen Indikator fur eine Stérung der glykamischen Kontrolle (Hjalmarsen
et al. 1996, Stoohs et al. 1996, Vgontzas et al. 2000). Andererseits zeigen in vivo Untersuchungen mit
Ubergewichtigen Patienten, dass eine moderate Hypoxie Uber zehn N&chte zu einer Verbesserung der
Insulinsensitivitat fihrt (Lecoultre et al. 2013).

In dem in dieser Arbeit untersuchten Mausmodell mit PPARy-knockout in glatten GefaBmuskelzellen
zeigt sich ein Zusammenhang zwischen Insulinresistenz und der Schwere der PH. Dabei korreliert der
rechtsventrikulare Druck sowohl signifikant mit der area under the curve (AUC) des ITTs als auch
tendenziell mit der des GTTs. Die Korrelation zwischen Insulinresistenz und PH lasst jedoch aufgrund
der einmaligen Messung des rechtsventrikularen Druckes zum Ende des Versuches keine
Rickschlisse auf eine Kausalitdt zu. Da es sich bei der Messung des RVSP um eine invasive
Kathetermessung handelt, konnte diese im Versuchsverlauf nicht mehrfach durchgefuhrt werden. Um
dennoch Informationen Uber eine mdgliche Rechtsherzhypertrophie gemessen als Wandstarke und
zusatzliche Funktionen des rechten Herzen in Form der Auswurfleistung zu erhalten, kdnnten kunftig
bildgebende Verfahren wie beispielsweise Echokardiographie im Versuchsverlauf eingesetzt werden
(Cheng et al. 2014). Gerade die funktionellen Daten wurden die RVSP-Messungen am Ende des
Versuches, fir die Beurteilung der Schwere der sich im Tiermodell entwickelnden PH und eventuelle

Therapieerfolge, erganzen.

Ein weiterer Einflussfaktor, der eine Verbindung zwischen Insulinresistenz und PAH erklaren kdnnte,
stellt der Rezeptor BMPR2 dar. Eine Mutation im Gen von BMPR2 ist flir 80% der HPAH verantwortlich
(Austin und Loyd 2014). Weiterhin ist bekannt, dass die Expression von BMPR2 in Patienten mit IPAH
auch ohne Mutation reduziert ist (Dewachter et al. 2009). In der Signalkaskade liegt PPARy unterhalb
von BMPR2 (Hansmann und Zamanian 2009). Und unterhalb von PPARY befinden sich in der Kaskade
ApoE (Akiyama et al. 2002) und Adiponektin (Yang et al. 2002). ApoE ist am reversen Cholesterin-
Transport in den Makrophagen beteiligt und hemmt genau wie Adiponektin, welches einen Einfluss auf
die endotheliale Inflammation hat, die Funktion des PDGFB-Rezeptors (Assad und Hemnes 2015).
Wenn diese Hemmung gestort wird, kommt es zu einer Fehlregulation von Proliferation und Uberleben
der vaskularen glatten GefalRmuskelzellen (Heldin und Westermark 1990). Die PAH ist zudem durch
reduziertes PPARy und ApoE gekennzeichnet (Geraci et al. 2001, Ameshima et al. 2003). Neben
BMPR2-Mutationen oder pulmonalen Krankheiten sind solche niedrigen Level von PPARYy, ApoE und
Adiponektin wiederum mit Adipositas, Typ 2 Diabetes und Insulinresistenz assoziiert (Eto et al. 1989,
Park etal. 1997, Arita et al. 1999). In einem Mausmodell mit ApoE-defizienten Mausen unter HFD konnte
gezeigt werden, dass sich die Schwere der PAH umgekehrt proportional zum Adiponektinspiegel verhalt
(Hansmann et al. 2007). In Ubereinstimmung mit der Literatur fiihrte die Aktivierung von PPARY durch
Rosiglitazon (Kim et al. 2006, Majura et al. 2007), oder wie im hier untersuchten SmPpary-Mausmodell
durch Pioglitazon, zu einem Anstieg des Adiponektinspiegels. Hansmann et al. haben im
Zusammenhang mit dem erhdhten Adiponektinspiegel eine Verbesserung der Insulinresistenz und
Verringerung der Symptome der PAH nachgewiesen, wobei die Kausalitat dieser Beobachtung offen
bleibt. Darliber hinaus pragt sich in Adiponektin-knockout Mausen eine PAH altersbedingt ohne weitere
aulere Einflisse aus (Summer et al. 2009). Im hier untersuchten Mausmodell mit PPARy-knockout in

glatten Gefalimuskelzellen und unter HFD konnte eine Korrelation zwischen Adiponektin-Serumspiegel
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und RVSP nicht gezeigt werden. Dies lag vermutlich vor allem daran, dass der RVSP nur sehr leicht
durch die HFD bzw. den knockout verandert war, was eine potenzielle Korrelation nur eingeschrankt
nachweisbar macht. Im Gegensatz zu Ergebnissen aus Tiermodellen scheint Adiponektion in PAH-
Patienten mit adversen Effekten assoziiert zu sein (Santos et al. 2014). So konnte ein hoher
Adiponektinspiegel mit einer verschlechterten Uberlebensrate in Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz beobachtet werden (Kistorp et al. 2005). Die Pioglitazon-Behandlung im SmPpary-
Mausmodell geht mit einem erhdhten Adiponektin-Serumspiegel einher. Eine Korrelation zwischen

Adiponektin-Serumspiegel und RVSP, als Mal fur die Schwere der PH, zeigt sich hingegen nicht.

4.4.Wirkung der Hochfettdiat auf die Insulinwirkung

In der Literatur wurde die Interaktion zwischen der Protein-Tyrosin-Phosphatase (PTP) DEP-1 mit
verschiedenen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs) gezeigt (Palka et al. 2003, Lampugnani et al. 2006,
Kappert et al. 2007, Tarcic et al. 2009). Um erstmals eine direkte Interkation von DEP-1 mit dem
Insulinrezeptor nachweisen zu kénnen, wurde in dieser Arbeit der Proximity-Ligation-Assay (PLA)
verwendet. Mit diesem konnen Protein-Protein-Interaktionen sowie post-translationale Protein-
Modifikationen, wie zum Beispiel Phosphorylierungen, untersucht werden, sofern entsprechende
Antikorper zur Detektion verfliigbar sind. So konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Insulin-
induzierte Rekrutierung von DEP-1 zum Insulinrezeptor erfolgt. Die Limitierung des PLA liegt darin, dass
mit dieser Methode die raumliche Néhe zweier Proteine von < 30 nm, nicht aber eine unmittelbare
physische Interaktion nachgewiesen werden kann (Leuchowius et al. 2011). Die Vorteile und die
einfache Durchflhrung, bei der es allerdings einer umfangreichen Validierung der Antikérper bedarf, die
hohe Sensitivitat und vor allem die Méglichkeit, die Interaktion von Proteinen in situ zu untersuchen und
zu quantifizieren, machen diese Methode dennoch sehr attraktiv (Soderberg et al. 2006, Jarvius et al.
2007). So kann man den PLA auch zur Quantifizierung einzelner Proteine, wie auch ihrer subzellularen

Verteilung und interzellularen Schwankung nutzen (Jarvius et al. 2007).

Mit Hilfe des PLA konnte in dieser Arbeit auch eine verstarkte Phosphorylierung des Insulinrezeptors in
ASO-DEP-1 behandelten Mausen gezeigt werden, was als indirekter Hinweis auf eine Interaktion
zwischen dem Insulinrezeptor und der PTP DEP-1 gewertet werden kann. Darliber hinaus konnte in
C57/BL6 Méausen eine HFD-induzierte VergroRerung der pankreatischen Inseln gezeigt werden, die
durch den knockout von DEP-1 verhindert wurde. Dies spricht fur eine negative Regulation von DEP-1
in der Insulin-Signaltransduktion bzw. eine Beeinflussung des globalen DEP-1-knockouts auf
metabolische Veranderungen unter diatetisch-verursachte reduzierte Insulinsensitivitdt. Damit zeigen
diese Versuche, dass DEP-1 eine mogliche Zielstruktur zur Behandlung der Insulinresistenz darstellen

konnte.

4.5.Tiermodelle zur Untersuchung der PH

Zur Untersuchung der PH im Tier gibt es verschiedene Modelle, die jedoch alle nicht das komplette
Spektrum der in der Klinik beobachteten Veranderungen, die mit der PH einhergehen, widerspiegeln
(Maarman et al. 2013). Dies liegt nicht zuletzt daran, dass es in der Klasse | der PH (=PAH) selbst eine

grolRe Heterogenitat bei den Formen der PAH gibt (Ryan et al. 2013).
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Generell ist es schwierig die PH aus dem Tiermodell mit der in Patienten zu vergleichen, da sie im
Patienten haufig erst sehr spat und damit im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird. Daher
spiegeln Tiermodelle eher milde Formen der PH wider, welche im Patienten haufig noch unentdeckt
bleiben (Benisty 2002). Man geht dartiber hinaus davon aus, dass Tiermodelle mit mehreren Auslésern
fur die PH die in Patienten vorkommende PH besser imitieren (Maarman et al. 2013).

Es existieren eine Reihe von Tiermodellen, wie das im Rahmen dieser Arbeit verwendete MCT-Modell
oder die chronische Hypoxie zusammen mit SU-5416, einem VEGF-Rezeptor Antagonisten, die zur
experimentellen Untersuchung der PH eingesetzt werden. Beide Modelle zeigen in Ratten eine
Endotheldysfunktion, ein Ungleichgewicht der Endothel-Proliferation/Apoptose sowie Tendenz zu
einem glykolytischen Metabolismus. Dabei spiegelt das Hypoxie-Modell mit SU-5416 die histologischen
Veranderungen am besten im Vergleich zu PAH-Patienten wider, wohingegen sich im MCT-Modell das
Rechtsherzversagen, welches zur hohen Mortalitat bei den PAH-Patienten fuhrt, manifestiert (Ryan et
al. 2013). Darlber hinaus zeichnet sich das MCT-Modell durch eine gute Reproduzierbarkeit bei
geringem Kostenaufwand aus (Maarman et al. 2013). In murinen Modellen der PH kann man hingegen
molekulare Mechanismen besser untersuchen, wobei die PH in diesen Modellen im Hinblick auf
pulmonal-arterielles Remodeling und Rechtsherzhypertrophie nicht sehr stark ausgepragt ist und es
zudem technisch schwieriger ist, die Tiere zu katheterisieren und bildgebende Verfahren einzusetzen.
Zusammengefasst lassen sich in allen bisher bekannten Modellen der PH jeweils nur Teilaspekte der
PAH, wie man sie in Patienten beobachten kann, untersuchen. Um den Effekt der PPARy-Aktivierung
sowohl auf vaskulare wie auch kardiale Veranderungen und Inflammation untersuchen zu kénnen,
wurde daher im Rahmen dieser Arbeit zum einen das bereits gut etablierte MCT-Rattenmodell gewahlt
und zum anderen ein Mausmodell, bei dem untersucht wurde, welchen Einfluss eine HFD alleine und
in Kombination mit einem knockout von PPARYy in glatten Gefalimuskelzellen auf die Entstehung der
PH hat.

4.6.Pulmonale Hypertonie in Frauen

In den hier untersuchten Tiermodellen wurden ausschlielich mannliche Tiere untersucht. Die PAH tritt
beim Menschen jedoch haufiger bei Frauen als bei Mannern auf und das Verhéltnis schwankt dabei je
nach Patientenpopulation zwischen 1,9 : 1 (Humbert et al. 2006) und 4,1 : 1 (Badesch et al. 2010, Benza
et al. 2010). Auch hinsichtlich einer BMPR2-Mutation-assoziierten PAH liegt das Risiko fur Frauen
héher, wobei sich hier ein Verhaltnis von 2,7 : 1 zeigt (Loyd et al. 1995). Interessanterweise zeigt sich
bei gleichen hamodynamischen Messwerten ein um zirka 18 % reduziertes Mortalitatsrisiko fur
weibliche gegeniiber mannlichen Patienten (Lai et al. 2014). Welchen Einfluss Ostrogen bei diesen
Beobachtungen spielt, konnte noch nicht abschlieend geklart werden. Bisherige Untersuchungen
produzierte zudem diesbezuglich widerspriichliche Ergebnisse. Trotz der htheren Inzidenz fir PAH bei
Frauen zeigen Tierversuche einen protektiven Effekt bei einer Behandlung mit 2-Methoxyestradiol
(Tofovic et al. 2005).

Daneben gibt es offensichtlich auch Unterschiede zwischen ménnlichen und weiblichen Versuchstieren.
So zeigt ein Versuch in Mausen, dass weibliche Tiere einen héheren Adiponektinspiegel aufweisen und

dadurch besser vor der Ausbildung der PH geschiitzt sind. Dariliber hinaus haben in diesem Modell nur
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die mannlichen Mause, nicht aber die weiblichen, eine Insulinresistenz ausgebildet (Hansmann et al.
2007). Somit zeigt sich eine negative Korrelation zwischen dem Adiponektinspiegel und der
Insulinresistenz sowie der PAH. Die Tatsache, dass es in diesem Maus-Modell nicht méglich war eine
Insulinresistenz in den weiblichen Tieren zu induzieren und es madglicherweise einen protektiven
Ostrogen-Effekt bei der Entstehung der PAH gibt, hat zur Entscheidung, in der vorliegenden Arbeit
zunachst nur mannliche Tiere in die Versuche einzubeziehen, mit beigetragen. Dies schliel3t nicht aus,
in kiinftigen Untersuchungen weibliche Tiere zu untersuchen, um einen geschlechtsspezifischen Effekt

sowohl des PPARy-knockouts als auch des HFD-induzierten Anstiegs des RVSP herauszuarbeiten.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die pulmonal arterielle Hypertonie (PAH) ist eine Erkrankung mit hoher Mortalitdét und bisher
unzureichenden Therapiemdoglichkeiten. Sie geht mit vaskuldaren und daraus resultierenden
rechtsventrikularen Druck (RVSP)-Anderungen sowie kardialen Umbauprozessen einher. Es gibt
Hinweise auf eine Assoziation der PAH zur Insulinresistenz (IR). In dieser Arbeit wurde die Hypothese
gepruft, ob die Therapie mit dem PPARy-Agonisten Pioglitazon, welcher bereits klinisch als Insulin-
Sensitizer eingesetzt wird, vorteilhaft bei der Behandlung der PAH eingesetzt werden konnte. Des
Weiteren wurde untersucht, ob ein PPARy-knockout in glatten GefaBmuskelzellen eine pulmonale
Hypertonie (PH) unter insulinresistenten Bedingungen auslost.

Die PH wurde dazu in Ratten mittels Monocrotalin (MCT)-Injektion induziert. MCT flihrte zur Ausbildung
einer deutlichen PH mit rechtsventrikularen Driicken Gber 70 mmHg. Die therapeutische Pioglitazon-
Behandlung reduzierte den RVSP und die Muskularisierung kleiner pulmonaler Gefae. Zudem
reduzierte Pioglitazon die MCT-induzierten kardialen Veradnderungen, beziglich Fulton’s Index,
KardiomyozytengroRe und BNP-Expression. Die MCT-bedingten Verdnderungen, wie gesteigerte
Makrophageninfiltration und Osteopontin-Expression, wurden durch Pioglitazon ebenfalls reduziert.

In einem weiteren Modell in Mausen wurde die Rolle von PPARYy in glatten GefaBmuskelzellen (VSMCs)
durch einen PPARYy-knockout in VSMCs sowie der Einfluss einer Hochfettdiat (HFD) auf die Entstehung
der PH untersucht. Neben metabolischen Veranderungen, wie verringerter Glukosetoleranz und
Insulinsensitivitat, fihrte die HFD zu einem Anstieg des RVSP und der Kardiomyozytengréf3e im rechten
Ventrikel sowie Fibrose und Inflammation in der Lunge. Der PPARYy-knockout in VSMCs resultierte
ebenfalls in metabolischen Veradnderungen, was in vivo und in vitro durch eine reduzierte
Insulinsensitivitat gekennzeichnet war. Daneben kam es durch den knockout zu erhohter
Muskularisierung kleiner pulmonaler GefaRe sowie kardialen und pulmonal inflammatorischen
Veranderungen. Es zeigte sich zudem eine Korrelation zwischen Insulinsensitivitat und der Schwere
der PH. Pioglitazon fiihrte im Mausmodell zu einem Anstieg der Fettmasse und des Adiponektin-
Serumspiegels und reduzierte die Makrophageninfiltration sowie fibrotische Veranderungen in der
Lunge. Der RVSP und die Glukosehomdostase wurden durch die Pioglitazon-Behandlung nicht
beeinflusst.

Weiterhin wurde die Rolle der Phosphatase DEP-1 im Insulin-Signaling erstmals in einem HFD-Modell
mit IR untersucht. In einem therapeutischen Ansatz mit Antisense-Oligonukleotiden gegen DEP-1
konnte in situ die Insulin-induzierte Rekrutierung von DEP-1 zum Insulinrezeptor und dessen

Dephosphorylierung durch DEP-1 nachgewiesen werden.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit ein Einfluss von DEP-1 im Insulin-Signaling gezeigt und
DEP-1 als mdégliche neue molekulare Zielstruktur zur Behandlung der HFD-induzierten IR identifiziert.
Zum anderen konnte ein HFD-induzierter Anstieg des RVSP in Mausen sowie ein Einfluss von PPARy
in VSMCs auf den Glukosemetabolismus und pulmonal vaskulares Remodeling sowie ein
Zusammenhang zwischen PH und IR gezeigt werden. Pioglitazon reduzierte pulmonale Inflammation
und Fibrose. In Ratten, nicht jedoch in Mausen, verringerte Pioglitazon zudem den RVSP sowie
vaskuléare und kardiale Veranderungen. Die Mdglichkeit der PH-Therapie durch eine PPARy-Aktivierung

Uber Pioglitazon wird durch die Daten dieser Arbeit zum Teil unterstiitzt.
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6. SUMMARY

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is characterized by vascular remodeling and increased right
ventricular (RVSP) pressure, resulting in cardiac changes leading to high mortality. Clinical and
experimental observations suggest a connection between PAH and insulin resistance (IR). The aim of
this project was to test whether the peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARYy) agonist
pioglitazone, which is known for its insulin sensitizing effects, could be used to treat PAH. Moreover it
was tested whether PPARY knockout in vascular smooth muscle cells leads to pulmonary hypertension

(PH) under insulin resistant conditions.

PH was induced via Monocrotalin (MCT)-injection in rats. MCT led to a strong increase of right
ventricular pressure above 70 mmHg and therefore PH. In a therapeutic approach, pioglitazone reduced
RVSP, pulmonary muscularization of small vessels and cardiac changes like Fulton’s index,
cardiomyocyte size and BNP gene expression. Furthermore, pioglitazone reduced MCT induced

pulmonary changes, like macrophage invasion and osteopontin gene expression.

In an additional model, the influence of PPARYy in vascular smooth muscle cells (VSMCs) was analyzed
via knockout of PPARy in VSMCs in mice, as well as the potential impact of a high fat diet (HFD) on PH
development. HFD-feeding led to metabolic changes, including reduced glucose tolerance and insulin
sensitivity. HFD-feeding was accompanied by an increase of RVSP and right ventricular cardiomyocyte
size as well as pulmonary fibrotic and inflammatory changes. PPARy-knockout in VSMCs led also to
metabolic changes, which was shown in vivo as well as in vitro by reduced insulin sensitivity.
Furthermore, PPARy-knockout animals were characterized by increased pulmonary vascular
muscularization as well as cardiac and pulmonary inflammatory changes. Moreover, a correlation was
detected between insulin sensitivity and the severity of PH, measured as increase of RVSP. Pioglitazone
treatment in mice was accompanied by an increase of fat mass and adiponectin serum levels, while
reducing macrophage invasion and fibrosis in lung tissue. RVSP and glucose homeostasis remained

unchanged in pioglitazone treated animals.

Furthermore, the role of the phosphatase DEP-1 in insulin signaling was examined in an adipositas
model with IR. In a therapeutic approach applying antisense oligonucleotides against DEP-1, insulin
induced recruitment of DEP-1 to the insulin receptor as well as dephosphorylation of this receptor was

detected.

In summary, the data have shown a role of DEP-1 in insulin signaling, which identifies DEP-1 as a novel
potential therapeutic target to treat HFD-induced IR. Moreover, an HFD-induced increase of RVSP was
detected in mice, as well as VSMC PPARy knockout related changes in glucose metabolism and
vascular remodeling. In addition, the mouse model showed a correlation between PH and IR.
Pioglitazone treatment led to reduced pulmonary inflammation and fibrosis. In rats, but not in mice,
pioglitazone was able to reduce RVSP as well as vascular and cardiac changes. Taken together, these

data are partially in support of the idea of PPARYy activated treatment of PH via pioglitazone.
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