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Abstrakt
Abstrakt Deutsch

Hintergrund: Endothelin-1 (ET-1) spielt als potenter Vasokonstriktor eine zentrale Rolle fiir die
Kreislaufregulation. Weiter zeigt ET-1 in einer Vielzahl von Geweben mitogene, pro-fibrotische
und inflammatorische Effekte. Als starker Vasodilatator der glatten GefaBmuskulatur fungiert
Stickstoffmonoxid (NO) als regulatorischer Gegenspieler von ET-1. Vermutlich spielen sowohl
ET-1 als auch NO bei der Entstehung und dem Verlauf der pulmonalen Hypertonie (PH) und der
Lungenfibrose eine Rolle. Die vorliegende Arbeit soll evaluieren, ob eine Uberexpression von ET-
1 in Kombination mit einer Ausschaltung seines Antagonisten NO zu einer PH bzw. zu einer Ver-
anderung der rechtsventrikuldren Herzfunktion fiihrt. AuBBerdem soll untersucht werden, ob es un-
ter diesen Bedingungen zu einem fibrotischen Umbau des Lungengewebes oder arteriellen Remo-

deling kommt.

Methoden: Dazu wurden 1. human-ET-1-transgene Miuse mit einer ET-1-Uberexpression
(ET+/+), 2. human-ET-1-transgene Méuse mit simultanem Knockout der endothelialen NO-Syn-
thase (eNOS-/- ET+/+), 3. Méause mit isoliertem eNOS-Knockout (eNOS-/-) und 4. Wildtyp Méuse
(WT) untersucht. Im Alter von 9 Monaten wurden das Korper-, Herz- und Lungenfeuchtgewicht
der Tiere bestimmt. Die histologische Analyse umfasste die Bestimmung der interstitiellen Fib-
rose, perivaskuliren Fibrose sowie der Media-Lumen-Ratio. Uber eine Rechtsherzkatheterunter-

suchung wurden himodynamische Parameter der Rechtsherzfunktion ermittelt.

Ergebnisse: ET+/+ Tiere zeigten ein signifikant niedrigeres Korpergewicht als WT und eNOS-/-
Tiere. Zusitzlich war das Gewicht der eNOS-/- ET+/+ Tiere signifikant geringer als das der eNOS-
/- Tiere. Das relative Herzgewicht unterschied sich nicht signifikant zwischen den Gruppen. ET+/+
Tiere hatten ein signifikant hoheres relatives Lungenfeuchtgewicht als WT und eNOS-/- Tiere.
Beziiglich der interstitiellen Fibrose, der perivaskuldren Fibrose und der Media-Lumen-Ratio erga-
ben sich keine signifikanten Gruppenunterschiede. Bei den himodynamischen Parametern traten
ebenfalls kaum Gruppenunterschiede auf, lediglich der minimale rechtsventrikuldre Druck lag bei

ET+/+ Tieren signifikant hoher als bei WT-Tieren.

Schlussfolgerung: In dem untersuchten human-ET-1-transgenen Mausmodell mit simultanem
Knockout der endothelialen NO-Synthase fiihrt die Uberexpression von ET-1 in pulmonalen En-
dothelzellen bei gleichzeitigem NO-Mangel weder zur Entstehung einer PH noch zu einer intersti-
tiellen Fibrose. Daher scheint dieses eNOS-/- ET-1+/+ Mausmodell nicht zur Untersuchung der

PH oder fibrosierender Lungenerkrankungen geeignet zu sein.
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Abstrakt Englisch

Background: Endothelin-1 (ET-1) is a potent vasoconstrictor and plays a pivotal role in regulating
vascular tone. Moreover, ET-1 has mitogenic, profibrotic and proinflammatory effects in a variety
of tissues. Nitric oxide (NO) has been identified as a potent vasodilator and relaxant in vascular
smooth muscle cells. Hence, NO serves as the counterpart of ET-1 in regulating vascular function.
ET-1 and NO have both been implicated in the pathogenesis of numerous diseases as for example
pulmonary hypertension (PH) and lung fibrosis. The aim of this study was to investigate whether
the combination of ET-1 overexpression and NO deficiency would lead to PH and changes in right

ventricular function. Additionally, lung tissue was tested for fibrosis and arterial remodeling.

Methods: Four different mice groups were analysed: 1. human-ET-1 transgenic mice with chronic
overexpression of ET-1 (ET+/+), 2. human-ET-1 transgenic mice with additional knockout of en-
dothelial NO synthase (eNOS-/- ET+/+), 3. mice with sole knockout of eNOS (eNOS-/-) and 4.
wild-type mice. In 9-month-old mice right ventricular function was assessed by right heart cathe-
terization. Body weight, heart weight and wet lung weight were measured. Lung tissue was ana-

lysed for interstitial fibrosis, perivascular fibrosis and changes in media-lumen-ratio.

Results: The body weight was significantly lower in ET+/+ mice compared to WT and eNOS-/-
mice. Furthermore eNOS-/- ET+/+ mice showed a significantly lower body weight than eNOS-/-
mice. No significant difference in relative heart weight was detected between the groups. The
relative lung weight was significantly higher in ET+/+ mice compared to WT and eNOS-/- mice.
For interstitial fibrosis, perivascular fibrosis and media-lumen-ratio no significant differences were
observed among all four groups. Hemodynamic measurements of right ventricular function only
revealed a significantly higher minimal right ventricular pressure in ET+/+ mice compared to WT

mice.

Conclusion: In the present study we investigated human-ET-1 transgenic mice with additional
endothelial NO synthase knockout and found that the combination of ET-1 overexpression and
NO deficiency does neither lead to PH nor lung fibrosis. In conclusion, this eNOS-/- ET-1+/+

mouse model appears to be unsuitable for the analysis of PH or fibrotic lung diseases.
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1 Einleitung

Im vaskuldren Endothel der Lunge werden mit Endothelin-1 (ET-1) und Stickstoffmonoxid (NO)
zwei Substanzen gebildet, die als physiologische Gegenspieler in einem komplexen Signalsystem

den Gefdlltonus, die Zellproliferation und die Immunmodulation regulieren.

Obwohl ET-1 als einer der potentesten Vasokonstriktoren gilt, entwickelten ET-1 {iberexprimie-
rende Méuse in einem transgenen Mausmodell der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hocher {iberra-
schenderweise keine arterielle Hypertension (1). Quaschning et al. belegten, dass in den human-
ET-1 tiberexprimierenden Méusen eine erhohte Bioverfligbarkeit von NO besteht, die den vaso-
konstriktorischen Einfluss der erhohten ET-1-Expression antagonisiert (2). Laut Hocher et al. bil-
den die transgenen Miuse das human-ET-1 auch im Lungengewebe mit der Folge einer altersab-

héngig vermehrten interstitiellen Fibrose und Inflammation (3).

Um die Effekte eines aktivierten ET-1-Systems ohne die antagonistische Kompensation durch NO
zu untersuchen, eliminierte die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hocher in dem transgenen Mausmo-
dell den NO-Einfluss mit Hilfe des nicht-selektiven NO-Synthase-(NOS)-Inhibitors N(omega)-
nitro-L-arginine methylester (L-NAME). Dabei trat bei den Tieren eine Aggravation der schon
bekannten Lungenfibrose und Inflammation auf (4). Weiter entwickelte die Arbeitsgruppe durch
die Kreuzung von Knockout-Mausen fiir die endotheliale NOS (eNOS) mit ET-1-transgenen Mau-
sen ein Modell mit einer fixierten Imbalance zwischen dem ET-1- und NO-System. Diese eNOS-

/- ET+/+ Tiere wiesen einen signifikant hoheren Blutdruck auf als die Kontrollgruppen (5).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass ET-1-transgene Méuse einen pathologischen pulmonalen
Phanotyp ausbilden und dass bei eNOS-/- ET+/+ Tieren das Gleichgewicht zwischen dem ET-1
und NO-System gestort ist. In der vorliegenden Arbeit soll an den eNOS-/- ET+/+ Méusen unter-
sucht werden, ob das chronische Ungleichgewicht aus ET-1-Uberexpression und NO-Defizienz

zu Verdnderungen im Lungenkreislauf und im Lungengewebe fiihrt.

1.1 Pulmonale Hypertonie

Zur pulmonalen Hypertonie (PH) zdhlt eine Gruppe von Erkrankungen, die alle eine Druckerho-
hung in der pulmonalen Strombahn aufweisen. Die PH betrifft circa 1 % der Weltbevilkerung (6).
Nach der Nizza-Klassifikation von 2013 wird die PH in fiinf Unterklassen eingeteilt, deren Atio-
logie und Symptomatik zum Teil deutlich voneinander abweichen (Tab.1) (7). Unterschieden wer-
den prikapilldre Formen der PH (Gruppe 1, 3, 4), postkapillire Formen, die in erster Linie durch

eine Linksherzstauung verursacht werden (Gruppe 2), und gemischte Formen (Gruppe 5 bzw.
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andere Gruppen mit einer zusétzlichen pri- oder postkapilliren Komponente). Ausschlielich

Gruppe 1 wird als pulmonal arterielle Hypertonie (PAH) bezeichnet (8).

Aufgrund der unterschiedlichen Pathophysiologie der PH-Formen ist fiir die Therapie und Prog-
nose eine exakte Diagnosestellung und Zuordnung zu einer PH-Gruppe zwingend notwendig. Nur
so kann eine unwirksame oder fiir den Patienten schidliche Behandlungsmethode vermieden wer-

den.

Der Begriff PH bezeichnet eher ein Symptom als eine Erkrankung, da er lediglich eine Zustands-

beschreibung der Druckverhéltnisse im kleinen Kreislauf darstellt.

Definitionsgemaf spricht man ab einem pulmonal-arteriellen Mitteldruck (mPAP) > 25 mmHg in
Ruhe von einer PH (7). Betroffene Patienten klagen zunichst {iber unspezifische Symptome wie
Belastungsdyspnoe, Schwindel und Synkopen. Mit fortschreitender Krankheitsdauer kommt es
aufgrund der chronischen Druckbelastung des rechten Ventrikels zu einem Cor pulmonale und

einer Rechtsherzinsuffizienz bis hin zur Rechtsherzdekompensation.

Das wichtigste nicht-invasive Diagnoseverfahren der PH ist die Echokardiografie. Zur Diagnose
einer PAH ist zusitzlich eine Rechtsherzkatheteruntersuchung unerldsslich, um die geforderten
Diagnosekriterien pulmonal-arterieller Wedge-Druck (PAWP) und pulmonal-vaskuldrer Wider-

stand (PVR) zu messen und eine Vasoreagibilidtstestung vorzunehmen (8).

Die medikamentose Therapie der PH richtet sich nach der PH-Klassifikation. Aktuell ist nur fiir
Gruppe 1 und Gruppe 4 eine medikamentdse PH-spezifische Therapie zugelassen. Bei Patienten,
die den anderen PH-Gruppen zuzuordnen sind, ist die Behandlung der Grunderkrankung vorrangig
(9). Fiir die Therapie der PAH stehen Medikamente aus vier Substanzklassen zur Verfiigung: Phos-
phodiesterase-5-(PDE-5)-Inhibitoren (Sildenafil, Tadalafil), Endothelin-Rezeptor-Antagonisten
(Bosentan, Ambrisentan, Macitentan), Prostazykline bzw. Prostazyklin-Analoga (Iloprost,
Epoprostenol, Treprostinil) und Stimulatoren der 16slichen Guanylatzyklase (Riociguat). Die PH-
Therapie mit einer zugrundeliegenden Linksherz- und/oder Lungenerkrankung beschriankt sich auf
die Behandlung der Grunderkrankung(en) (10). Die chronisch thrombembolische PH kann bei
rechtzeitiger Diagnosestellung operativ mittels pulmonaler Endarteriektomie kurativ behandelt
werden (11). Fiir inoperable Patienten steht seit wenigen Jahren die pulmonale Ballonangioplastie
(BPA) als interventionelle Behandlungsoption zur Verfiigung (12). Medikamentds konnen diese

Patienten auch mit Riociguat therapiert werden (13, 14).
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Tabelle 1-1. Nizza-Klassifikation der pulmonalen Hypertonie 2013 (nach Sommer et al. (9))

Nizza-Klassifikation der pulmonalen Hypertonie
Einteilung

Gruppe 1 Pulmonalarterielle Hypertonie

1.1 Idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie

1.2 Hereditidre pulmonalarterielle Hypertonie

1.3 Arzneimittel- und toxininduzierte pulmonalarterielle Hypertonie

1.4 Assoziierte pulmonalarterielle Hypertonie, bei:
1.4.1 Kollagenosen
1.4.2 HIV-Infektion
1.4.3 Portaler Hypertonie
1.4.4 Kongenitaler Herzerkrankung
1.4.5 Schistosomiasis

1" Pulmonale venookklusive Erkrankung und/oder pulmonalkapillare Himangiomatose: idiopathisch,
hereditdr, medikamenten-toxininduziert, assoziiert mit Kollagenosen/HIV

1" Persistierende pulmonalarterielle Hypertonie des Neugeborenen

Gruppe 2 Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankungen

2.1 Systolische Dysfunktion

2.2 Diastolische Dysfunktion

2.3 Herzklappenerkrankungen

2.4 Kongenitale oder erworbene Einfluss- oder Ausflusstraktverengungen des linken Herzens und kongenitale
Kardiomyopathien

2.5 Kongenitale oder Pulmonalvenenstenosen

Gruppe 3 Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie

3.1 Chronische obstruktive Lungenerkrankung

.2 Interstitielle Lungenerkrankung

3.3 Andere restriktive und obstruktive gemischte pulmonale Erkrankungen

3.4 Schlafapnoesyndrom

3.5 Alveoldre Hypoventilation

3.6 Chronische Hohenkrankheit

3.7 Anlagebedingte Fehlbildungen

Gruppe 4 Chronische thrombembolische pulmonale Hypertonie

Gruppe 5 Pulmonale Hypertonie mit unklaren und/oder multifaktoriellen Mechanismen

5.1 Hamatologische Erkrankungen: chronische hamolytische Anamie, myeloproliferative Erkrankungen,
Zustand nach einer Splenektomie

5.2 Systemische Erkrankungen: Sarkoidose, pulmonale Langerhans-Zell-Histiozytose,
Lymphangioleiomyomatose, Neurofibromatose

5.3 Metabolische Erkrankungen: Glykogenspeicherkrankheit, M. Gaucher, Schilddrusenerkrankungen

5.4 Andere: pulmonale tumordse thrombotische Mikroangiopathice, fibrosicrende Mediastinitis, chronisches
Nierenversagen mit/ohne Dialyse, segmentale Pulmonale Hypertonie

v

1.1.1 Pathophysiologie der pulmonalen arteriellen Hypertonie
Die PAH kann idiopathisch oder hereditdr bzw. auf dem Boden einer der o.g. zusétzlichen Grun-
derkrankungen oder arzneimittelinduziert entstehen. Unabhiingig von der Atiologie weisen alle

Formen typische pathophysiologische Verdnderungen auf (15-17):

- erhohte Kontraktilitdt der pulmonal-arteriellen Geféalle
- endotheliale Dysfunktion
- vaskuldres Remodeling mit GefaBmuskelproliferation und Endothelhyperplasie

- In-situ-Thrombosen
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- Stoérungen der Produktion und Deposition von Substanzen der extrazelluliren Matrix

- vaskuldre Inflammation

Die fiir die PAH charakteristischen histopathologischen Verdnderungen betreffen alle drei Schich-
ten der GefdBwand und beinhalten u.a. eine vollstindige Okklusion des Gefafllumens, plexiforme
Lésionen und eine Mediahypertrophie. Die Adventitia ist durch Anreicherung von Kollagen unre-
gelméaBig verdickt (18). Perivaskuldr und interstitiell finden sich entziindliche Infiltrate mit Lym-

phozyten, Plasmazellen, Mastzellen und Makrophagen (19).

Zu Grunde liegen diesen Defekten des pulmonalen GefaB3systems Stérungen des NO-Signalwegs,

des Endothelin-Signalwegs sowie des Prostazyklin- und Thromboxan- Signalwegs (20).

Zusammengefasst flihrt eine Imbalance aus einem Vasodilatator-Mangel (Prostaglandin, NO) bei
gleichzeitig vermehrter Vasokonstriktion durch ein aktiviertes Endothelin-System zu einer pro-
gredienten Okklusion der Lungenstrombahn mit konsekutiver GefaBwiderstandserh6hung (21).
Der schleichend verlaufende Krankheitsprozess fiihrt zunéchst zu einer Storung der rechtsventri-

kuldren Herzfunktion und am Ende zum Rechtsherzversagen bzw. zum Tod.

1.2 Idiopathische pulmonale Fibrose

Die idiopathische pulmonale Fibrose (IPF) ist eine progressiv verlaufende und stets zum Tode
filhrende fibrosierende Lungengeriisterkrankung. Laut Klassifizierung internationaler Fachgesell-
schaften (American Thoracic Society, European Respiratory Society) zéhlt sie zu den idiopathi-
schen interstitiellen Pneumonien (22). Die IPF gehort mit einer geschitzten Pravalenz von ca. 2—
29 pro 100.000 Personen zu den haufigsten idiopathischen Pneumonien (23). Die Prognose ist mit
einer mittleren Uberlebensdauer von drei bis vier Jahren ungiinstiger als die zahlreicher maligner

Erkrankungen (24).

Fithrende Symptome der IPF sind eine schleichend einsetzende Belastungsdyspnoe in Begleitung
eines trockenen Hustens. Die Diagnosesicherung erfolgt mittels hochauflosender Diinnschicht-

Computertomografie und ggf. einer zusétzlichen Lungenbiopsie.

Die IPF ist nicht heilbar; der einzige kurative Therapieansatz besteht in einer Lungentransplanta-
tion (25). 2013 enthielt die deutsche SK2-Leitlinie zur Therapie der IPF mit dem anti-fibrotisch
wirksamen Pirfenidon lediglich ein Medikament mit einer ,,schwach positiven* Empfehlung (26).
Zu einem Durchbruch in der pharmakologischen Therapie der IPF kam es in Deutschland 2015
mit der Zulassung des multi-Tyrosinkinase-Inhibitors Nintedanib. Aktuell gilt die IPF mit Ninte-

danib und Pirfenidon als medikamentds behandelbar. Seit 2017 werden beide Medikamente zur
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Behandlung der IPF auch von der deutschen Leitliniengruppe empfohlen. Beide Medikamente
konnen die IPF jedoch lediglich modulieren, indem sie eine Verschlechterung der Lungenfunktion

verzdgern ohne den Krankheitsprozess aufzuhalten oder gar umzukehren (27).

In zwei Phase-2 Studien mit rekombinantem humanen Pentraxin-2 vs. Placebo und dem monoklo-
nalen Antikdrper Pamrevlumab vs. Placebo kam es in den Interventionsgruppen zu positiven Ef-

fekten auf die Lungenfunktion, so dass weiterfiihrende Studien empfohlen wurden (28, 29).

1.2.1 Pathophysiologie der idiopathischen pulmonalen Fibrose

Die Atiologie der IPF ist bislang unbekannt. Das aktuelle Konzept zur Erklirung der Pathogenese
beschreibt eine inaddquate Wundheilungsreaktion mit vorzeitiger Typ-11-Pneumozyten-Apoptose,
in deren Folge es zu einer Fibroblasten-Proliferation, einer gesteigerten Kollagen-Synthese und
schlussendlich zu einer irreversiblen Lungenfibrose kommt. Wiederholte, subklinische Mikrover-
letzungen des Alveolarepithels fiihren laut dieser Hypothese zu einem iiberschieBenden, unkoor-
dinierten Reparaturmechanismus (30). Hierbei produzieren tliberaktivierte Bronchial- und Alveo-
larepithelzellen Wachstumsfaktoren und Zytokine, die die Migration von Fibroblasten, die Tran-
sition von epithelialen zu mesenchymalen Zellen (EMT) und die Differenzierung der Fibroblasten
zu Myofibroblasten stimulieren. Diese Zellen sind fiir eine exzessive Produktion von extrazellula-
rer Matrix und dessen Ablagerung in Form von Kollagen im Lungeninterstitium verantwortlich
(31-33). Der vernarbende Umbau fiihrt zur progredienten Zerstorung der Lungenarchitektur.
Wachstumsfaktoren, die bei der Entstehung der IPF identifiziert wurden, sind u.a. der Transfor-
ming growth factor beta (TGF-B3), der Connective tissue growth factor (CTGF), der Platelet deri-
ved growth factor (PDGF) und der Fibroblast growth factor (FGF) (34). Eine inflammatorische
Reaktion, die bis vor wenigen Jahren noch als Ausloser der IPF galt, spielt eventuell sekundir eine

Rolle in der Pathogenese der Erkrankung.

In Fillen von familidrer und sporadischer Lungenfibrose wurde eine genetische Pradisposition
festgestellt. Mutationen der Telomerase-Gene fiir TERT, TERC, PARN und RTEL1 erh6hten das
Risiko fiir eine IPF (35, 36). Das gleiche gilt fiir Mutationen im Gen fiir das Surfactant-Protein C
(37). Ein Single-Nucleotid-Polymorphismus in der MUC5B-Promoter-Region erh6ht ebenfalls
das Risiko. Das von diesem Gen kodierte Protein, Mucin 5B, ist fiir die mukozilidre Clearance
erforderlich (38, 39). Diese Genvariante kommt bei der familidren sowie der sporadischen IPF vor.
Zigarettenrauch ist der exogene Risikofaktor, fiir den die stirkste Assoziation mit der familidren
sowie der sporadischen IPF gezeigt werden konnte (40). Die fiir die IPF charakteristischen histo-

pathologischen Verdnderungen werden unter dem Begriff Usual interstitial pneumonia (UIP)
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zusammengefasst. Ein fiir die Histologie typisches Bild der IPF ist das heterogene Nebeneinander
von fibrotischen Arealen mit narbigen und honigwabenférmigen Verédnderungen, die sich abwech-
seln mit Arealen, die gesundes Parenchym aufweisen. Die pathologischen Verdnderungen sind v.a.
basal, subpleural und paraseptal lokalisiert. Sie enthalten dichtes Kollagen, in dem die sogenannten
Fibroblastenherde (fibroblast foci) regelméBig angeordnet anzutreffen sind. Die Honigwaben-Ver-
anderungen sind zystisch fibrotische Rdume, die hdufig von Bronchialepithel ausgekleidet sind
und Mucus und Entziindungszellen enthalten. Geringgradiger ausgeprigt sind die Inflammations-
zeichen mit Lymphozyteninfiltration und einer Hyperplasie von Typ-II-Pneumozyten und Bron-

chialepithelzellen (41, 42).

1.3 Pulmonale Hypertonie infolge einer idiopathischen pulmonalen Fibrose

Die PH, die infolge einer IPF auftritt (PH-IPF), wird in der aktuellen Nizza Klassifikation der
Gruppe 3 — PH infolge einer Lungenerkrankung — zugeordnet (7). Zwischen dem Progress einer
IPF und der Entwicklung einer PH wird ein kausaler Zusammenhang vermutet. Nicht alle IPF-
Patienten entwickeln eine PH. Die Priavalenz der PH im Anfangsstadium der IPF wird mit 8,1—
14,9 % angegeben (43, 44). In weit fortgeschrittenen Stadien steigt sie auf {iber 60 % an. Aus
Fallserien mit Patienten, die sich einer Evaluation zur Lungentransplantation wegen fortgeschrit-
tener IPF unterzogen, weill man, dass dort die Priavalenz der PH zwischen 30-85 % liegen kann
(45). Die PH-IPF ist in der Regel milder ausgeprigt als die PAH und zeigt andere himodynamische
Charakteristika (46). Das klinische Krankheitsbild der IPF wird oft nicht von der PH dominiert.
Die Prognose bei der IPF-Erstdiagnosestellung wird jedoch vom PH-Ausprigungsgrad negativ
beeinflusst (47).

Die Pathophysiologie der PH-IPF ist nicht gekldrt. Ein wahrscheinlicher Pathomechanismus ist
die hypoxische Vasokonstriktion. Allerdings gibt es Hinweise, dass die PH bei IPF unabhingig
von einer Hypoxdmie entstehen kann. Lange Zeit bestand der Konsens, dass es sich bei der PH-
IPF um eine Komplikation der progressiven fibrotischen Umbauprozesse in der Lunge handelt.
Tiermodelle belegen, dass eine Verbesserung der Lungenfibrose mit Verbesserung der PH einher-
geht (48). Derzeit stehen keine Medikamente zur Verfiigung, die in der Lage sind die Fibrosebil-
dung riickgingig zu machen. Daher ist das Verstindnis des PH-Entstehungsprozesses und die
Identifikation von Therapieansatzpunkten von grofler Bedeutung. Fiir viele Mediatoren, unter
thnen ET-1 und NO, wurde eine Rolle bei der Entstehung der Lungenfibrose nachgewiesen (48,
49). Ob und wie sie unabhingig davon bei der Genese einer PH-IPF mitwirken, muss geklart wer-

den. Die Grundlagenforschung zu dieser Fragestellung wird durch die beschriankte Anzahl an
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geeigneten Tiermodellen mit einer Kombination aus Lungenfibrose und PH erschwert (48, 50).
Zurzeit gibt es fiir die PH-IPF keine spezifische Behandlung. Die Therapie der Grunderkrankung
steht im Vordergrund (8). Typische PAH-Medikamente konnen kontraindiziert sein, da sie {iber
die Hemmung der hypoxischen Vasokonstriktion den gestorten Gasaustausch weiter verschlech-
tern (51). In einem Single center randomized controlled trial, bei dem die Wirksamkeit von Bosen-
tan bei Patienten mit IPF und moderater PH getestet wurde, wurde eine verbesserte Himodynamik
und Lebensqualitit ohne Verschlechterung der Lungenfunktion in der Interventionsgruppe im Ver-

gleich zur Placebogruppe nachgewiesen (52).

1.4 Endothelin-System

Endothelin ist ein aus 21 Aminosduren bestehendes Peptidhormon mit einem hydrophoben Car-
boxy-Terminus und zwei Disulfidbriicken, wodurch die fiir das Molekiil charakteristische Haar-
nadelform entsteht. Die drei Isoformen der Endothelin-Familie, ET-1, Endothelin-2 (ET-2) und
Endothelin-3 (ET-3), unterscheiden sich in nur wenigen Aminoséduren voneinander (53). Endothe-
line sind parakrin und autokrin wirkende Gewebehormone. Der {iberwiegende Anteil des produ-
zierten ET-1 wirkt in unmittelbarer Ndhe des Produktionsortes auf Endothelin-Rezeptor-tragende
Zielzellen. Die Plasmakonzentration ist mit 1-2 pg/ml gering (54). ET-1 spielt als hdufigste Isof-
orm und als potenter Vasokonstriktor eine zentrale Rolle bei der Kreislaufregulation (53). ET-1
wird tiberwiegend in Endothelzellen gebildet. Weitere ET-1-produzierende Zellen sind epitheliale
Zellen der Lunge, Makrophagen, kardiale Fibroblasten und Kardiomyozyten, Neuronen und Ast-
rozyten im Zentralnervensystem (ZNS), Endometriumzellen und Hepatozyten (53). Neben ihrer
zentralen Rolle bei der lokalen Kreislaufsteuerung sind Endotheline auch an Prozessen der Emb-
ryogenese beteiligt. ET-1 beeinflusst die Entwicklung von kraniofazialen und kardialen Strukturen

(55).

ET-2 wird hauptséchlich in intestinalen Endothelzellen und in den Nieren sowie in geringerer
Menge im Myokard, in der Plazenta und in den Ovarien exprimiert. Die Funktion von ET-2 ist
bislang unklar (56, 57). Im GroB- und Kleinhirn sowie in der Hypophyse konnten hohe Konzent-
rationen an ET-3 nachgewiesen werden, wo es vermutlich die Entwicklung von Neuronen und
Astrozyten beeinflusst. Ferner spielt ET-3 eine Rolle bei der Ausbildung des myenterischen Ner-

venplexus (53, 58).

Endotheline zeigen in vielen Geweben eine mitogene, pro-fibrotische und inflammatorische Wir-
kung (53, 59, 60). Die Endothelin-Vorstufe Pro-Endothelin-1 (Big-Endothelin-1) wird durch das
Endothelin-konvertierende-Enzym-1 (ECE-1) zum biologisch aktiven ET-1 gespalten. Der Abbau
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erfolgt zu 70 % in der Lunge. Die Plasmahalbwertzeit ist mit ca. 3—4 min gering (53). Die Freiset-
zung von Endothelin wird durch Katecholamine, Angiotensin, Zytokine sowie freie Radikale ge-
steigert. Auch physikalische Faktoren wie Scherkrifte am Gefafendothel beeinflussen die ET-1-
Synthese. Weiter wird die Endothelin-Produktion durch NO und Prostazyklin gechemmt (61).

ET-1 entfaltet seine Wirkung {iber die Bindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (ETA- und
ETB-Rezeptor). Der ETA-Rezeptor hat eine vergleichbare Affinitét fiir ET-1 und ET-2; ET-3 wird
ca. 100-fach schwécher gebunden. Der ETB-Rezeptor bindet alle Endothelin-Isoformen mit glei-
cher Affinitit (62, 63).

ETA-Rezeptoren finden sich u. a. auf Zellen der glatten GefaBmuskulatur, auf Myozyten und in
den Bronchien. Die Aktivierung von ETA-Rezeptoren fiihrt zu einer Vaso- und Bronchokonstrik-
tion (62, 64). ETB-Rezeptoren werden primér von den Zellen der glatten GefaBmuskulatur expri-

miert und 16sen bei Aktivierung eine Vasokonstriktion aus (65, 66).

Auf Gefédflendothelzellen lokalisierte ETB-Rezeptoren leiten dagegen nach Aktivierung eine Va-

sodilatation ein, indem sie die Freisetzung von NO und Prostazyklin stimulieren (67).

1.5 Stickstoffmonoxid-System

Die Biosynthese des gasformigen Botenstoffs NO aus L-Arginin findet in Gefd8endothelzellen
statt. Die Reaktion wird durch die Kalzium-Calmodulin aktivierte eNOS katalysiert. NO hat eine
Halbwertzeit von wenigen Sekunden. In dieser Zeit diffundiert es aus den Endothelzellen in die
benachbarte glatte GefaBmuskulatur. Dort wirkt es als potenter Vasodilatator, indem es durch die
Aktivierung der zytoplasmatischen Guanylatzyklase eine cGMP-vermittelte Relaxation der glatten
Gefdfimuskelzellen ausldst (68). Endothelial gebildetes NO hat dariiber hinaus vielféltige protek-
tive Funktionen im kardiovaskuldren System. NO hemmt die Thrombozyten-Aggregation, die
Proliferation von GefdaBmuskelzellen und die Leukozyten-Adhésion (69-71). Die eNOS-Aktivitit
und NO-Freisetzung wird durch physikalische, biochemische und pharmakologische Faktoren be-
einflusst. Die durch den Blutfluss {iber der Endothelzelle ausgeldste Schubspannung zahlt zu den
wichtigsten Aktivatoren der eNOS. Ostrogene, Statine und radikale Sauerstoffspezies steigern die
eNOS-Expression (68, 72). Neben der eNOS wurden die neuronale NOS (nNOS) sowie der indu-
zierbare NOS (iNOS) als die drei Haupt-Isoformen der NOS identifiziert. Alle NOS werden durch
die endogenen Inhibitoren asymmetrisches Dimethyl-Arginin (ADMA) und NG-Monomethyl-L-
Arginin (L-NMMA) gehemmt (68). Die wie eNOS Kalzium-abhéngige nNOS wird in Neuronen
des ZNS und des peripheren Nervensystems exprimiert, wo sie als Modulator der Freisetzung von

neuronaler Transmittern fungiert (73). Die iNOS arbeitet Kalzium-unabhingig und kann in allen
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kernhaltigen Zellen (u. a. Makrophagen, Fibroblasten, Hepatozyten, Endothelzellen) exprimiert
werden. Nach Induktion der iNOS-Expression durch pro-inflammatorische Zytokine kommt es in
Makrophagen als Teil der Immunantwort langfristig (mehrere Tage) zu einer gesteigerten NO-
Produktion (74, 75). Bei einer NO-Uberproduktion kann die initial beabsichtigte zytotoxische Wit-
kung des NO zu einer Inflammation, endothelialen Dysfunktion, Gewebeschddigung und einem

Schock fiihren (76).

1.6 Bedeutung von Endothelin und NO fiir die pulmonale Hypertonie

1.6.1 Rolle von Endothelin

PH-Patienten weisen eine mit der Krankheitsschwere korrelierende Erhohung der Konzentration

von Pro-ET-1 und ET-1 im Plasma und Lungengewebe auf (77-80).

ET-1 hat eine mitogene Wirkung und ist mitverantwortlich fiir die Proliferation glatter Muskelzel-
len der Lungenstrombahn (77, 81, 82). Der fiir die PH charakteristische GefaBumbau mit hyper-
trophen GefaBmuskelzellen und erhohter Ablagerung von extrazelluldrer Matrix in der Tunica me-
dia (83, 84) wird in-vitro durch ET-1 iiber eine Transforming growth factor beta-(TGF-B)-Stimu-
lation und Aktivierung des ERK 1/2 MAP-Kinase-Weges mitbestimmt (85). Die chronische
Druckbelastung der rechten Herzkammer bei der PH fiihrt zu einer rechtsventrikuldren Hypertro-
phie mit zunehmender Dysfunktion, die mit einem Remodeling des Myokards einhergeht, das
ebenfalls durch eine interstitielle Fibrose und Deposition von Komponenten der extrazelluléren
Matrix (z. B. Kollagen) gekennzeichnet ist (86-88). In den Kardiomyozyten ist unter diesen Be-
dingungen das ET-1-System aktiviert; es kommt zu einer Uberexpression von ET-1- und ETA-
Rezeptoren (88). ET-1 konnte {iber eine Forderung der Fibroblasten-Proliferation und der Stimu-
lation der Synthese der extrazelluldren Matrix auch am Remodeling des rechten Ventrikels betei-
ligt sein (89). In Tiermodellen verbesserten ET-Rezeptor-Inhibitoren die rechtsventrikuldre Fib-
rose und Dysfunktion (90-92). Bei PH-Patienten kommt es zu einer endothelialen Dysfunktion mit
Storung des Endothelin-Signalwegs. Die vorrangig von glatten GefiBmuskelzellen exprimierten
ETA-Rezeptoren vermitteln Signale fiir die Vasokonstriktion, Proliferation, Hypertrophie, Zell-
migration und Fibrose (93). Die primir auf GefaBBendothelzellen lokalisierten ETB-Rezeptoren
l6sen eine Vasodilatation aus und hemmen zudem die Proliferation und Apoptose (93, 94). Au-
Berdem sind sie fiir die Endothelin-Clearance aus der systemischen Zirkulation zustindig. ETB-
Rezeptoren, die wie ETA-Rezeptoren auf GefaBBmuskelzellen angesiedelt sind, vermitteln wie

ETA-Rezeptoren Signale fiir eine Vasokonstriktion (95, 96).
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Bei einer PH verindert sich die Expression der Endothelin-Rezeptoren. Die Expression von en-
dothelialen ETB-Rezeptoren mit vasodilatatorischen Eigenschaften sowie Clearance-Funktion
sinkt. Die steigende Anzahl der ETA- und ETB-Rezeptoren auf Zellen der GefaBmuskulatur fiihrt
zu einem Ungleichgewicht zugunsten der vasokonstriktiv und mitogen wirkenden Rezeptorsubty-

pen.

Die Endothelin-Rezeptor-Antagonisten Bosentan (ETA/ETB-Antagonist), Ambrisentan (selekti-
ver ETA-Antagonist) und Macitentan (ETA/ETB-Antagonist) stellen medikamentdse Therapieop-

tion der PH dar, die am Endothelin-Signalweg ansetzen.

1.6.2 Rolle von NO

Die pulmonal-endotheliale Dysfunktion fiihrt zu Stérungen im NO-Signalweg und hat eine ver-
minderte Bioverfligbarkeit von NO im Lungengewebe erkrankter Menschen und in Tiermodellen
zur Folge (97-99). Aufgrund des resultierenden erniedrigten cGMP-Spiegels liberwiegen vasokon-
striktorische Mechanismen. Die fehlende Hemmung durch NO fiihrt zudem durch eine gesteigerte
Proliferation von glatten Muskelzellen und eine vermehrte vaskuléren Inflammation und Throm-
bosen zu Gefédlobliterationen in der Lungenstrombahn (21). Studien zum Hintergrund des vermu-
teten NO-Mangels kamen zu widerspriichlichen Ergebnissen. Einerseits kam es zu einer Reduk-
tion der eNOS-Expression bei Patienten mit PAH (97), andererseits wurde in einem Ratten-Model
mit PH und in Lungenbiopsien von Patienten mit PH eine erhohte Expression von eNOS nachge-
wiesen (100). Dieser Widerspruch lésst sich moglicherweise dadurch erkliren, dass eine gestei-
gerte eNOS-Genexpression nicht zwangslaufig mit einer erhdhten Produktion von bioaktivem NO

verbunden ist.

Im Rahmen der eNOS-Entkoppelung produziert die eNOS statt NO Superoxid-Radikale, die zu
den reaktiven Sauerstoff-Spezies zdhlen (101, 102). Als Verursacher des potentiell gefdBschidi-
genden oxidativen Stresses verliert die eNOS ihre vasoprotektive Funktion und trigt méglicher-

weise zur Progression der PH bei.

Inhibitoren der PDE-5 hemmen den Abbau des Second Messengers cGMP und greifen so in die
NO/cGMP-Signalkaskade ein. Die vasodilatatorisch und anti-proliferativ auf die pulmonale, glatte
GefaBmuskulatur wirkenden PDE-5-Hemmer Sildenafil und Tadalafil sind fiir die PAH-Behand-
lung zugelassen und stellen Medikamente dar, die auf den NO-Signalweg abzielen. Mit Tetrahyd-
robiopterin (BH4) steht aktuell jedoch ein neuer Wirkstoff im Fokus der PH-Forschung. Dieser
Kofaktor der eNOS fordert die Dimerisierung des Enzyms und wirkt so der eNOS-Entkopplung

entgegen. Im Tiermodell wurde eine Verbesserung der PAH nachgewiesen. Eine

21



Vertréglichkeitspriifung des Wirkstoffes bei Menschen war positiv, so dass die Autoren nun die
Durchfiihrung einer randomisierten Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie empfehlen (103-

105).

1.7 Bedeutung von Endothelin und NO fiir die idiopathische pulmonale Fibrose

1.7.1 Rolle von Endothelin

Das Plasma und die bronchoalveoldre Lavage von Patienten mit IPF zeigen erhdhte ET-1-Kon-
zentrationen (106-108). Immunhistologisch wurde im Lungengewebe von IPF-Patienten eine er-
hohte Expression von ET-1 und Endothelin-konvertierendem-Enzym-1 (ECE-1) nachgewiesen,
die mit dem Schweregrad der Krankheit korreliert (109). ET-1, dessen Expression durch Trans-
forming growth factor beta (TGF-B3) gesteigert wird, stimuliert als potenter profibrotischer Medi-
ator die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten und die Kollagen-Synthese im
menschlichen Lungengewebe (110-112). Obwohl eine Rolle von Endothelin in der Pathogenese
der Lungenfibrose als gesichert gilt (113-117), konnten Endothelin-Rezeptor-Antagonisten
(Bosentan, Ambrisentan, Macitentan) in mehreren klinischen Studien die Mortalitdt und Morbidi-
tét nicht signifikant senken (118-120). Daher stellt sich die Frage, warum sich die tierexperimen-
tellen Erkenntnisse zum Einfluss von ET-1 auf die Lungenfibrose und der positive Effekt von
Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (3, 4, 121) in humanen Studien nicht reproduzieren lassen
(122). Trotz neuer Erkenntnisse iiber die komplexen Signalwege, Mediatoren und Einflussfaktoren
ist die Pathogenese der IPF nicht vollstindig verstanden. Die Identifikation von Schliisselsubstan-
zen in dem Regelungsnetzwerk aus fibrotisch und anti-fibrotisch wirkenden Mediatoren steht noch
aus, ebenso wie die Uberfiihrung der bekannten IPF-Konzepte in eine potente Therapie. Die aktu-
ell verfiigbaren Medikamente (Pirfenidon, Nintedanib) kénnen den Krankheitsprozess lediglich
verzdgern, aber nicht aufhalten oder umkehren. Die Forschung wird durch die Tatsache erschwert,
dass ein Tiermodell fehlt, das die IPF im Menschen addquat abbildet (123). Dieser Umstand er-
schwert zusitzlich die Translation von préklinisch erworbenen Erkenntnissen in fiir Patienten

niitzliche Therapieformen (124).

1.7.2 Rolle von NO

Unter den pathophysiologischen Bedingungen der IPF treten unnatiirlich hohe NO-Konzentratio-
nen auf, die vermutlich aufgrund einer vermehrten iNOS-Expression und -Aktivitédt freigesetzt
werden. Wie verschiedene Studien belegen, spielt endogenes NO in der Pathogenese der Lungen-

fibrose eine Rolle. Dabei haben die Produkte der eNOS und der iNOS eine gegensétzliche Wirkung
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auf die pulmonale Fibrose-Entstehung in Ratten und Méusen. Wihrend die iNOS die Fibrosebil-
dung fordert, wirkt die eNOS hemmend (125-130).

Die bronchoalveoldre Lavage und Lungenbiopsien von IPF-Patienten zeigten erhhte NO- und
iINOS-Konzentrationen (126, 131-133). Auch in der Ausatemluft von IPF-Patienten fanden sich
hohere NO-Konzentrationen. Da die intrapulmonale NO-Konzentration mit der Lungenfunktion
und der korperlichen Belastbarkeit (6-Minuten-Gehtest) korreliert, eignet sich dieser Parameter
moglicherweise als IPF-Biomarker (134, 135). Ein moglicher Stormechanismus im NO-Signal-
weg, der die physiologische NO-Synthese hemmt, konnte die NO-ADMA -(Dimethylarginin-Di-
methylaminohydrolase)-DDAH Kaskade betreffen. Die DDAH baut in Typ-2-Pneumozyten den
endogenen iNOS-Inhibitor ADMA ab. In Untersuchungen an Méusen mit Bleomycin-induzierter-
Lungenfibrose sowie an menschlichem IPF-Lungengewebe korrelierte die DDAH-Expression und
die Aktivitédt in Typ-II-Pneumozyten mit einer erhohten iNOS-Expression. Die Kolokalisation bei-
der Enzyme in der Ndhe von fibrotischem Gewebe fiihrte zu der Annahme, dass die DDAH eine
wichtige Rolle in der Regulation der Pneumozyten spielen konnte. Diese Hypothese wurde durch
die Beobachtung unterstiitzt, dass die gezielte Inhibition von DDAH mittels L-291 im Mausmodell
zu einer Abnahme der Kollagen-Ablagerung und einer Verbesserung der Lungenfunktion fiihrte.
Damit stellt die DDAH mdglicherweise einen pharmakologischen Angriffspunkt fiir IPF-Thera-
pien dar (136).

Eine Behandlung mit dem selektiven iNOS-Inhibitor GW274150 oder ein iNOS-Knockout in
Maiusen mit Bleomycin-induzierter-Lungenverletzung reduzierte die Fibrosebildung, die Leuko-
zyten-Infiltration und den nitrosativen Stress (125). ET-1-transgene Miuse mit aktiviertem ET-
System entwickeln eine altersabhéngige Lungenfibrose. In diesen Tieren fiihrt der nicht-selektive
NOS-Inhibitor L-NAME zu einem beschleunigten fibrotischen Umbau der Lunge und einer ver-
mehrten Makrophagen-Infiltration (4). Trotz der zunehmenden Erkenntnisse iiber den Einfluss von
NO auf die Entstehung und den Progress der IPF gibt es derzeit keine NO-spezifischen Medika-
mente auf dem Markt. In einer klinischen Studie zur fortgeschrittenen IPF erwies sich der PDE-5-
Inhibitor Sildenafil gegeniiber einem Placebo beziiglich des primiren Endpunktes (Verbesserung

des 6-Minuten-Gehtests um 20 %) nicht als {iberlegen (137).

1.8 Endothelin- und NO-Interaktion in den verwendeten Mausmodellen

1.8.1 Human-ET-1-transgene Miuse (ET+/+)

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten ET-1-transgenen Méuse wurden von Prof. Theuring

(Charit¢ Berlin, Center for Cardiovascular Research) generiert. Dabei dienten hormonell
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superovulierte NMRI-(Naval Medical Research Institute)-Weibchen als Spendertiere der befruch-
teten Eizellen. Ein 16 kD Klon mit dem gesamten humanen-ET-1-Gen unter Kontrolle seines ei-
genen Promoters wurde in einen der zwei Vorkerne der befruchteten Eizelle injiziert. Die injizier-
ten Zygoten wurden in die Eileiter von pseudoschwangeren NMRI-Ammenmé&usen transferiert.
Nach Isolierung der genomischen Desoxyribonukleinsdure (DNA) aus Schwanzbiopsien der
Nachkommen wurden die transgenen Tiere durch Polymerase chain reaction (PCR) und Southern
Blot identifiziert. Dabei wurden drei Linien (260, 238, 856) etabliert. Fiir die vorliegende Arbeit
wurden Tiere der Linie 856 verwendet. Die chronische ET-1-Uberexpression in heterozygoten ET-
1-transgenen Méusen fiihrt zu einer pulmonalen interstitiellen Fibrose im Bereich von perivasku-
laren und peribronchialen Strukturen. Dariiber hinaus zeigen die Tiere eine Infiltration des Lun-
gengewebes mit CD4-positiven Zellen, was fiir eine chronische Entziindungsreaktion spricht. Eine
Auswirkung auf den pulmonal-arteriellen Blutdruck fehlt (3). Die ET-1-transgenen Mause zeigen
auch im Herzen eine interstitielle Fibrose mit einer gesteigerten Matrixexpression von Kollagen
111 und Laminin (138). Uberraschenderweise entwickeln die Miuse keinen systemischen arteriel-
len Hypertonus. Das zusétzlich beobachtete chronische blutdruckunabhédngige Nierenversagen
wird durch eine renale Zystenbildung, renale interstitielle Fibrose und eine Glomerulosklerose be-

gleitet (1).

Um die Rolle des NO in einem aktivierten ET-1-System zu analysieren, wurden ET-1-transgene
Maiuse mit dem NO-Synthase-Inhibitor L-NAME behandelt. Die Blockierung der NO-Synthasen
erhohte die interstitielle Fibrose und die Entziindungsreaktion im Lungengewebe (4). ET-1-trans-
gene Miuse mit konsekutiver ET-1-Uberexpression zeigen eine erhdhte NO- Bioverfiigbarkeit (2).
Die ebenfalls erhohten Nitrit- und Nitrat-Konzentrationen im Urin deuten auf eine vermehrte NO-
Produktion hin. Immunhistologisch konnte in den intrarenalen Arterien eine erhohte iNOS-Ex-
pression verglichen mit den Wildtyp-(WT)-Mausen nachgewiesen werden (139). Diese Befunde
belegen, dass es in ET-1-transgenen Miusen als Reaktion auf eine ET-1-Uberexpression zu einer
Aktivierung des NO-Systems mit vermehrter NO-Produktion kommt, die die ET-1-vermittelten
Effekte antagonisiert.

1.8.2 eNOS-Knockout-Miuse (eNOS-/-)

Die eNOS-Knockout-Mause mit einem C57BL/6-Stammhintergrund wurden von Prof. Godecke
(Heinrich-Heine-Universitit, Diisseldorf) entwickelt. Bei der Generierung wurde zunéchst ein In-
aktivierungsvektor hergestellt, der ein Neomycin-Resistenzgen als positiv selektierbares Gen ent-

hielt. Durch die Insertion dieses Resistenzgens wurde die fiir die Bindestelle des reduzierten Nico-

tinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphats (NADPH) kodierende Region des eNOS-Gens
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inaktiviert. Der Austauschvektor wurde in embryonale Stammzellen transfiziert. Die durch Neo-
mycin-Selektion angereicherten Zellen mit dem Defekt-Gen wurden durch Mikroinjektion in die
Blastocoel-Hohle von 3,5 Tage alten Maus-Blastozysten eingebracht. Nach Transfer in schein-
schwangere Empfangermause entwickelten sich die Embryonen zu sogenannten Chiméren, d.h. es
entstanden gemischtzellige Mosaik-Méuse, in deren Gewebe das eNOS-Gen in einigen Zellen aus-
geschaltet war. Durch Riick- bzw. Inzucht-Kreuzungen dieser Tiere wurden homozygote eNOS-
Knockout-Méuse generiert, in denen die eNOS-Defizienz in Lunge, Herz, Leber und Nieren durch
Western-Blot Analyse nachgewiesen wurde. Im Gegensatz zu ET-1-transgenen Méusen entwi-
ckeln eNOS-Knockout-Méuse einen ausgeprigten systemischen arteriellen Hypertonus und eine
altersabhédngige Kardiomyopathie (140-142). Dariiber hinaus zeigen sie eine milde PAH (143), die
sich unter chronisch hypoxischen Verhiltnissen verstiarkt. Unter diesen Bedingungen liegt der pul-
monal-arterielle Blutdruck der eNOS-/- Tiere verglichen mit den WT-Tieren signifikant hoher
(144, 145). Die Befunde deuten an, dass die Pulmonalgefaf3e hauptsichlich durch von eNOS pro-
duziertem NO reguliert werden und dass der erhohte Ruhetonus der Gefd3e bei NO-Mangel eine
iiberschieBende hypoxische Vasokonstriktion begiinstigt (146).

1.8.3 eNOS-Knockout-Miuse mit Uberexpression von human-Endothelin-1
(eNOS-/- ET+/+)

Fiir die in der Arbeit verwendeten Tiere wurden human-ET-1-transgene Méuse der Linie 856 mit
C57BL/6 eNOS-Knockout-Miusen gekreuzt. Uber Riickzucht wurden homozygote eNOS-/-
ET+/+ Maiuse generiert. Zusitzlich wurden durch Riickkreuzung drei Kontrollgruppen mit einem
homogenen genetischen Hintergrund geziichtet (WT-Tiere, ET+/+ Tiere, eNOS-/- Tiere). Die Ge-
notypisierung der Méuse erfolgte im Alter von frithestens 6 Wochen mittels Standard-PCR und

Agarose-Gelelektrophorese.

Die eNOS-/- ET+/+ Tieren zeigten eine chronische ET-1-Uberexpression und gleichzeitig einen
relevanten NO-Mangel. Die Tiere wiesen einen signifikant hoheren Blutdruck als die ebenfalls
hypertensiven eNOS-Knockout-Miuse auf (5). Weiter scheint die ET-1-Uberexpression in diesen
Tieren einen Adaptionsmechanismus zu induzieren, der sie vor der in eNOS-Knockout-Méusen

beobachteten diastolischen Herzfunktionsstorung schiitzt (147).

1.8.4 Fragestellung der Arbeit

Mit den Experimenten der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob ein aktiviertes ET-1-
System in Kombination mit der Ausschaltung seines physiologischen Gegenspielers NO zur Ent-

stehung einer PH und einer Verdnderung der rechtsventrikuldren Herzfunktion fiihrt. Zusitzlich
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sollte beobachtet werden, ob es unter diesen Bedingungen Hinweise fiir einen fibrotischen Umbau

des Lungengewebes oder fiir ein arterielles Remodeling gibt.
Zusammengefasst ergeben sich folgende Fragen:

1. Fiihrt die Uberexpression von human-ET-1 in NO-defizitiren Miusen zu einer Erhéhung
des pulmonal-arteriellen Blutdrucks?

2. Verdndert sich die rechtsventrikuldre Herzfunktion?

3. Kommt es zu pulmonal-arteriellen Gefaverdnderungen im Sinne eines vaskuldren Remode-
lings?

4. Kommt es zu einem fibrotischen Umbau des Lungeninterstitiums?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite
Waage, BCL 600, Sartorius, Deutschland

Feinwaage, SBC 22, Scaltec, Géttingen, Deutschland

Millar Micro-Tip-Transducer, 1,4 French, HSE, March, Deutschland

Powerlab System 4/25, AD Instruments, FMI, Seeheim-Ober-Beerbach, Deutschland
Pressure Control Unit, PCU-200, AD Instruments, NSW, Australien

Animal Bio Amp, ML136 EKG, AD Instruments, NSW, Australien

Stereolupe, LEICA M651, Jung Histoservice, Wetzlar, Deutschland
Narkosebox, Eigenherstellung

Narkosemaske, Eigenherstellung

Isofluran Verdampfer, Dragerwerk, Liibeck, Deutschland

Kniipfpinzetten, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland

Préparierschere, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland

Skalpelle, Typ 10, Feather, Osaka, Japan

Mosquito Klemme, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland

Wirmeplatte, Prazitherm 28-1, Stork-Tronic, Deutschland

Einbettstation, Shandon Citadel 1000, Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland
Wirmeschrank ST6030, Heraeus, Berlin, Deutschland

Mikroskop, BH-2, Olympus, Hamburg, Deutschland

Farbkamera, Model CFW-1310 C

Scion Visicapture Application Version 1.0, Scion Corporation, Frederick, USA

Imagel] Computerprogram, Version 1.61, Shareware des National Institute of Health, USA



2.1.2 Chemikalien

Eisenhdmatoxylin nach Weigert, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol, Herbeta Arzneimittel, Berlin, Deutschland

Salzsdure (HCI) rauchend 37 %

Isofluran, FORENE, Abbott, Ludwigshafen, Deutschland

Paraffin 6, Microm International, Walldorf, Deutschland

Paraffin 9, Microm International, Walldorf, Deutschland
Resorcin-Fuchsin nach Weigert, Waldeck, Miinster, Deutschland
Sirius Red, Chroma-Gesellschaft, Kéngen, Deutschland

Van Gieson-Gemisch, Waldeck, Miinster, Deutschland

Wissrige Pikrinsédure, Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland

Xylol, JT Baker, Phillipsburg, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Fiir die Generierung von eNOS-/- ET+/+ Méausen wurden human-ET-1-transgene NMRI-Mause
(Linie 856) mit C57BL/6 eNOS-Knockout-Mausen gekreuzt. Die beiden Mausstimme wurden in
der Literatur beschrieben (1, 141). Durch Riickkreuzung wurden folgende Tiere geziichtet:

Gruppe 1: eNOS-Wildtyp + human-ET-1-Wildtyp WT

Gruppe 2: eNOS-Wildtyp + human-ET-1-homozygot ET+/+

Gruppe 3: eNOS-Knockout + human-ET-1-Wildtyp eNOS-/-
Gruppe 4: eNOS-Knockout + human-ET-1-homozygot eNOS-/- ET+/+

Die Untersuchungen wurden im Alter von 9 Monaten durchgefiihrt.
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2.2.2 Tierhaltung

Die Umgebungsbedingungen waren bei einer Temperatur von 20 °C und einer Luftfeuchtigkeit
von 46 % konstant. Ein 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus wurde durch eine entsprechende Be-
leuchtung erzeugt. Alle Versuchstiere erhielten Wasser und ein Standardlaborfutter (Altromin) ad
libitum. Die Tierhaltung und alle Tierversuche entsprachen den Vorgaben des deutschen Tier-
schutzgesetzes und wurden am 05.08.2004 von der Senatsverwaltung fiir Gesundheit und Soziales

Berlin unter der Genehmigungsnummer G0146/04 zugelassen.

2.2.3 Organentnahme

Vor der Organentnahme wurden die Mause zundchst gewogen. Im Anschluss erfolgte eine Betdu-
bung der Tiere mit hochdosiertem Isofluran bis zum Sistieren der Spontanatmung. Danach wurde
durch Verschieben des Schidels gegen die Halswirbelsdule eine zervikale Dislokation durchge-
fiihrt. Nach Eroffnung des Brustkorbs wurden das Herz und die Lunge entnommen und fiir die

histologische Untersuchung in 4 %igem Formalin fixiert.

2.2.4 Histologische Methoden

2.24.1 Fixierung

Um das Lungengewebe nach der Entnahme vor Verdnderungen durch postmortale Prozesse wie
Autolyse und Féulnis zu schiitzen, wurde eine Fixierungsmethode mittels 4 %igem Formalin an-
gewendet. Wihrend der 24-stiindigen Immersionsfixierung bilden sich Methylenbriicken zwi-

schen den Proteinen und fiithren so zur Stabilisierung des Gewebes.

2.2.4.2 Paraffineinbettung

Zur Herstellung von Gewebediinnschnitten ist eine Hartung der Organe notwendig. Hierzu dient
die Paraffineinbettung, welche automatisiert in der Einbettstation Shandon Citadel 1000 durchge-
fiihrt wurde. Zunéchst wurden die formalinfixierten Priparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70 % Ethanol, 96 % Ethanol, 3 x 100 % Ethanol) fiir jeweils eine Stunde entwissert. AnschlieBend
diente Aceton fiir 30 min als Intermedidrmedium und sorgte fiir die Verdrangung des Alkohols
aus den Gewebeproben. Die Priparate wurden nun in 56 °C warmes Paraffin iiberfiihrt. Hierbei
handelte es sich fiir die ersten zwei Stunden um Paraffin 6 und fiir die verbleibende Zeit bis zur
Weiterverarbeitung um Paraffin 9. Ein am Mikrotom schneidbarer Paraffinblock entstand, indem
die paraffingetréinkten Proben in einer Einbettkassette abschlieSend abermals mit Paraffin 9 iiber-

gossen wurden, um dann auf einer Kiihlplatte auszuhérten.
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2.2.4.3 Anfertigung von Gewebeschnitten

Der Paraffinblock wurde in ein Rotationsmikrotom eingespannt. Es wurden Gewebeschnitte von
3 um Dicke angefertigt. Diese wurden im Anschluss in einem 50 °C warmen Wasserbad gestreckt
und auf silanisierte Objekttrager aufgezogen. Abschlieend wurden die Schnitte fiir 30 min zur

Trocknung im Wiarmeschrank gelagert.
2.2.5 Firbungen

2.2.5.1 Sirius-Rot-Farbung
Prinzip:

Sirius-Rot farbt Kollagenfasern an. Durch die starke Bindung der Sulfonsidure-Gruppen des Farb-
stoffes an basische Gruppen der Kollagen-Molekiile erscheinen diese in der Lichtmikroskopie als

rote Strukturen.
Farbelosungen:

- gesittigte wissrige Pikrinsdure

- Sirius Rot — 0,1 %ige Losung

- HCI10,0IM

Farbeprotokoll:

1. Entparaffinierung und Rehydratisierung:
- Xylol 10 min
- Xylol 10 min
- Ethanol 100 % 5 min
- Ethanol 96% 5 min
- Ethanol 80% 5 min
- Ethanol 70% 5 min
- Aqua dest. 5 min

2. Firbung:

- SiriusRot 0,1 % 60 min

3. Spilen und Entwissern:

- HClI0,1 M zweimal kurz eintauchen
- Ethanol 70 % 5 min
- Ethanol 80 % 5 min
- Ethanol 96 % 5 min
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- Ethanol 100 % 5 min
- Xylol 10 min
- Xylol 10 min

4. Eindecken mit Histokitt und Deckglas

2.2.5.2 Histologische Analyse

2.2.5.2.1 Bestimmung der interstitiellen Fibrose

Zur morphometrischen Quantifizierung der interstitiellen Fibrose wurden von jedem histologi-
schen Préparat 30 Bilder angefertigt. Hierzu diente ein Mikroskop vom Typ Olympus BH-2, wel-
ches mit der Digitalkamera CFW-1310 C der Firma Scion Corporation ausgestattet war. Es wurde

darauf geachtet, keine Ausschnitte mit Gefden oder Artefakten zu fotografieren.

Die digitale Bildverarbeitung wurde an einem PowerMac G4 (Macintosh) mit Hilfe des Pro-
gramms ImageJ durchgefiihrt. Die urspriinglich farbigen Bilder wurden in ein Graustufenbild (8-
bit) konvertiert. Anschliefend wurde ein Hell-/Dunkel-Schwellenwert definiert. Ab diesem Wert
wurde auf den Schnitten ein dunkler Kontrast als Sirius-Rot- positive Fldche und somit als Kol-
lagen-haltige Matrix gewertet. Der Anteil der interstitiellen Fibrose an der Gesamtflache der Lun-
genschnitte wurde in Prozent angegeben, indem fiir jedes Organ der Mittelwert aus der Analyse

aller Ausschnitte gebildet wurde.

2.2.5.2.2 Bestimmung der perivaskuliren Fibrose

Zur Quantifizierung der perivaskuldren Fibrose diente ein Index aus dem Verhéltnis des Durch-
messers des die Arterie umgebenden Bindegewebes und des Durchmessers der GefiBmedia der

gleichen Arterie. Es wurden fiinf Stadien unterschieden:
Stadium 1 0-24 %

Stadium 2 2549 %

Stadium 3 50-74 %

Stadium 4 75-100 %

Stadium 5 > 100 %

Im Stadium 1 betrégt die die Arterie umhiillende Skleroseschicht weniger als ein Viertel des Me-
diadurchmessers. Fiir die Auswertung kamen alle Arterien in Betracht, die quer angeschnitten wa-

ren. Fiir jedes Organ wurde ein mittlerer Fibroseindex errechnet, indem man die Anzahl der Gefal3e
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(n), die dem jeweiligen Stadium angehdrten mit dem jeweiligen Schweregrad (1-5) multiplizierte

und durch die Gesamtzahl der untersuchten Arterien (N) teilte.
Perivaskuldrer Fibroseindex: (1*n1+2*n2+3*n3+4*n4+5*nS)/N

Der perivaskulére Fibroseindex wurde von zwei Personen, die fiir die zu untersuchenden Tiergrup-
pen verblindet waren, unabhiingig voneinander erhoben. Nur bei Ubereinstimmung beider Unter-

sucher wurden Abweichungen des Index zwischen den Tiergruppen akzeptiert.

2.2.5.3 Elastika-Van Gieson-Fiarbung
Prinzip:

Bei der Elastika-Van Gieson-Féarbung handelt es sich um eine Kombination aus der Elastika-Far-
bung nach Weigert und der van Gieson-Trichromfarbung. Diese Farbung dient der Darstellung
von elastischen Fasern in histologischen Schnitten und setzt sich im Einzelnen zusammen aus
Weigerts Eisenhdmatoxylin, Resorcin-Fuchsin-Losung nach Weigert und Pikrofuchsin nach van
Gieson. Im Ergebnis stellen sich elastische Fasern schwarz-violett dar, kollagene Fasern erschei-

nen rot, Zellkerne farben sich schwarz-braun und Muskulatur sowie Zytoplasma imponieren gelb.
Farbelosungen:

- Resorcin-Fuchsin nach Weigert
- Eisenhdmatoxylin nach Weigert

- Pikrofuchsin nach van Gieson
Farbeprotokoll:

1. Entparaffinierung und Rehydrierung wie unter 2.2.5.1 beschrieben (absteigende Alkohol-
reihe, abschlieBend Ethanol 80 %)
2. Firbung

Resorcin-Fuchsin nach Weigert 10 min
- Spiilen in flieBendem Leitungswasser
- Spiilen in HCI-Ethanol 1 %

- Spiilen in flieBendem Leitungswasser

- Spiilen mit Aqua dest.

- Ethanol 70 % 1 min
- Ethanol 80 % 2 min
- Eisenhdmatoxylin nach Weigert 3 min

- Spiilen in flieBendem Leitungswasser
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- Spiilen in HCI-Ethanol 1 %
- Spiilen in flieBendem Leitungswasser
- Van Gieson-Losung 2 min

- Spiilen in Ethanol 95 %

3. Spiilen und Entwéssern, wie unter 2.2.5.1 beschrieben

4. Eindecken mit Histokitt und Deckglas

2.2.5.4 Histologische Analyse

2.2.54.1 Bestimmung der Media-Lumen-Ratio

Die Media-Lumen-Ratio der Arterien wurde mittels eines digitalen Bildverarbeitungssystems un-
tersucht. Auf den jeweiligen Lungendiinnschnitten wurden 30 quer angeschnittene Arterien iden-
tifiziert und fotografiert. Hierfiir wurde ein Olympus BH-2 Mikroskop verwendet, welches mit der
Digitalkamera CFW-1310 C der Firma Scion Corporation ausgestattet war. Die Bilder wurden mit
dem Programm ImageJ analysiert. Mit der Zeichenfunktion wurden die du3ere und innere Zirkum-
ferenz der Tunica media markiert. Anhand dieser Daten konnten die Mediaflache, die Lumenfla-

che sowie die Media zu Lumen Ratio errechnet werden.

2.2.6 Messung der Himodynamik

2.2.6.1 Durchfiihrung der rechtsventrikuliren Herzkatheteruntersuchung

Fiir die Platzierung des Tip-Katheters im rechten Ventrikel wurden die Tiere mit Isofluran narko-
tisiert. Zunédchst wurden sie hierzu fiir 5 min in einen Narkosekéfig platziert und dieser mit Iso-
fluran 5 % angeflutet. Im Anschluss wurden sie in Riickenlage auf dem OP-Tisch gelagert. Die
Narkose wurde nun iiber eine Maske bedarfsadaptiert mit durchschnittlich Isofluran 2,5 % auf-
rechterhalten. Es erfolgte die Rasur der Halspartie und die Préparation der Vena jugularis externa
dextra. Diese wurde dann mit einer Kaniile punktiert und iiber diesen Zugang der Tip-Katheter in
den rechten Ventrikel vorgeschoben. Nach einer Pause von 3 min zur Stabilisierung der Himody-

namik wurde mit der Messung begonnen.

2.2.6.1.1 Messung der Himodynamik mit dem Konduktanz-Katheter

Die Analyse von Druck-Volumen-Kurven gilt als Goldstandard der Himodynamik-Messung und

ist seit der Entwicklung von Mikro-Kathetern auch bei Méusen durchfiihrbar (148-151).

Mit Hilfe eines Konduktanz-Katheters, der iiber die rechte Vena jugularis im rechten Ventrikel

platziert wird, konnen neben dem Blutdruck zusétzlich auch hdmodynamische
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Funktionsparameter gemessen werden, die detaillierte Aussagen iiber das Ausmal einer etwaigen

systolischen oder diastolischen Dysfunktion ermdglichen (152).

Eine Druck-Volumen-Schleife entsteht durch die synchrone Ableitung der Druck- und Volumen-
kurven durch den Katheter, der an seinem Ende vier Elektroden und einen Drucksensor triagt. Die
Funktionsweise des Katheters beruht auf dem Umstand, dass das Blut im rechten Ventrikel leitfa-
hig ist (160 Ohm), die Wiande der Herzkammer jedoch einen Nichtleiter darstellen (400 Ohm). Die
zweil aulBen gelegenen Elektroden des Katheters induzieren konstant ein elektrisches Wechselfeld.
Dieses Feld breitet sich in Abhingigkeit des sich im Ventrikel befindlichen Blutvolumens aus. Die
Potentialunterschiede werden nun kontinuierlich von den zwei innen gelegenen Elektroden regis-
triert und so die Konduktanz anhand des Ohm’schen Gesetzes bestimmt. Die Verédnderungen der
Konduktanz im Verlauf des Herzzyklus reflektieren die intraventrikuldren Volumenidnderungen.
Die Konduktanz-Katheter Methode erlaubt es somit in Echtzeit und in vivo synchron Druck- und

Volumenkurven zu berechnen, um so ein Druck-Volumen-Diagramm abzuleiten.

2.2.6.1.2 Himodynamische Parameter

Zu den mit dem Rechtsherzkatheter erfassten himodynamischen Parametern zihlten:

1. maximaler rechtsventrikuldrer Druck (RVP max.)

minimaler rechtsventrikuldrer Druck (RVP min.)

rechtsventrikuldrer enddiastolischer Druck (RVEDP)

maximale rechtsventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt max.)
minimale rechtsventrikuldre Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dt min.)
rechtsventrikuldre Relaxationsgeschwindigkeit (Tau)

Herzfrequenz (HF)

NS ke

2.2.6.1.3 Maximaler rechtsventrikulidrer Druck (RVP max.)

Der RVP max. ist der hochste Druck im rechten Ventrikel wihrend der Austreibungsphase und
erlaubt eine Aussage iiber die systolische Herzfunktion. Gemessen wird der RVP max. in mmHg.
In Abwesenheit einer Pulmonalklappenstenose entspricht der rechtsventrikuldre systolische Blut-
druck dem systolischen Pulmonalarteriendruck. Eine Erhohung von RVP max. kann ausgelost
werden durch eine Pulmonalklappenstenose, Pulmonale Hypertonie oder Lungenarterienembolie.

Der RVP max. ist erniedrigt bei Hypovoldmie, kardiogenem Schock oder Herzbeuteltamponade.
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2.2.6.1.4 Minimaler rechtsventrikulidrer Druck (RVP min.)

Beim RVP min. handelt es sich um den diastolischen rechtsventrikuldren Druck. Der RVP min.

wird ebenfalls in mmHg angegeben.

2.2.6.1.5 Rechtsventrikulirer enddiastolischer Blutdruck (RVEDP)

Auf der rechtsventrikuldren Druckkurve wird am Ende der a-Welle der RVEDP abgelesen. Die
Einheit betrdgt mmHg. Dieser Wert erlaubt zum einen Riickschliisse auf die Dehnbarkeit der rech-
ten Herzkammer und ihre Féhigkeit sich zu relaxieren. Er ist somit ein Parameter der diastolischen
Funktion. Zum anderen ist der RVEDP ein MaB fiir die Vorlast. Er kann erhoht sein bei Herzmus-
kelhypertrophie, Kardiomyopathie, Pericarditis constrictiva oder nach Ischdmie und Infarkt. Eine

Erniedrigung des RVEDP zeigt sich u.a. bei Hypovoldmie und Trikuspidalklappenstenose.

2.2.6.1.6 Maximale rechtsventrikulire Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt max.)

Die dP/dt max. ist ein Parameter fiir die Kontraktilitdtsfahigkeit der rechten Herzkammer wéhrend
der Systole. Sie wird gemessen wahrend der isovolumetrischen Anspannungsphase. Die Einheit

betrdgt mmHg/s. Ein Anstieg der Ventrikelkontraktilitdt bedeutet ein Anstieg von dP/dt max.

2.2.6.1.7 Minimale rechtsventrikulire Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dt min.)

Hierbei handelt es um ein Mal} fiir die diastolische Funktion des Ventrikels. Sie beschreibt die
Féhigkeit des Myokards zur schnellen und vollstdndigen Erschlaffung. Ein Anstieg der Lusitropie

geht somit einher mit einem Anstieg von dP/dt min. Die Einheit wird in mmHg/s angegeben.

2.2.6.1.8 Rechtsventrikulire Relaxationsgeschwindigkeit (Tau)

Tau beschreibt die friithe diastolische Funktion. Die Einheit betrdgt Sekunden. Sie wird gemessen
vom Punkt der minimalen Druckabfallsgeschwindigkeit bis zu dem Zeitpunkt der isovolumetri-

schen Entspannungsphase, an dem der Druck noch 10 % von RVP max. betrigt.

2.2.6.2 Herzfrequenz (bpm)

Die Herzfrequenz gibt die Herzschldge pro Minute (bpm) an.
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Abbildung 2-1. Vereinfachte schematische Darstellung einer rechtsventrikuldren Druckkurve mit
Messparametern der Himodynamik

2.2.7 Statistik

Zur Aufbereitung der Daten wurde das Programm Microsoft Excel verwendet. Die Datenanalysen

wurden anschlieBend mit der Software IBM SPSS Statistics 24 durchgefiihrt.

Nominal skalierte Daten wurden mittels Héufigkeitsverteilungen, metrisch skalierte Daten durch

Mittelwerte und Standardabweichungen beschrieben.

Bei den inferenzstatistischen Untersuchungen wurde ein Signifikanzniveau von 5 % angenommen.
Bei normalverteilten Daten wurden einfaktorielle Varianzanalysen bzw. Welch-Tests und Post-
Hoc-Untersuchungen nach Tukey durchgefiihrt. Bei einer fehlenden Normalverteilung wurde das
nicht-parametrische Aquivalent zur einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA), der Kruskal-Wal-
lis-Test, durchgefiihrt. In diesen Fillen wurden Mann-Whitney-U-Tests mit Bonferroni-Korrektur

als Post-Hoc-Verfahren eingesetzt.

36



3 Ergebnisse

3.1 Korpergewicht, Herzgewicht und Lungenfeuchtgewicht
3.1.1 Korpergewicht

3.1.1.1 Aufteilung nach Genotyp
Das Korpergewicht der ET+/+ Tiere war signifikant niedriger als das der WT- und eNOS-/- Tiere.
Dariiber hinaus zeigen auch eNOS-/- ET+/+ Tiere ein signifikant niedrigeres Gewicht als eNOS-

/- Tiere.
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Abbildung 3-1. Korpergewicht — Aufteilung nach Genotyp
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

WT n=25, ET+/+ n=26, eNOS-/- n=28, eNOS-/- ET+/+ n=21
ANOVA (Welch-Test): p < 0,001
Post-Hoc-Untersuchungen:

*p<0,05 ET+H/+ vs. WT

#p < 0,05 ET+/+ vs. eNOS-/-

§ p <0,05 eNOS-/- vs. eNOS-/- ET+/+
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3.1.1.2 Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
Bei den ménnlichen Tieren zeigten ET+/+ und eNOS-/- ET+/+ Tiere ein signifikant niedrigeres
Korpergewicht als WT- und eNOS-/- Tiere. Dartiber hinaus war in den WT- und eNOS-/- Gruppen

das Gewicht der médnnlichen Tiere jeweils groB3er als das der weiblichen Tiere.
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Abbildung 3-2. Korpergewicht — Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

maénnliche Tiere: WT n=15, ET+/4+ n=13, eNOS-/- n=17, eNOS-/- ET+/+ n=11
weibliche Tiere: WT n=10, ET+/+ n=13, eNOS-/- n=11, eNOS-/- ET+/+ n=10
ANOVA: p <0,001

Post-Hoc-Untersuchungen:

*p <0,05m ET+/+ vs. m WT, m eNOS-/-

** p <0,05 m eNOS-/- ET+/+ vs. m WT, m eNOS-/-,
#p<0,05m WT vs. w WT

§ p <0,05 m eNOS-/- vs. w eNOS-/-
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3.1.2 Absolutes und relatives Herzgewicht

3.1.2.1 Absolutes Herzgewicht — Aufteilung nach Genotyp

Die Tiere der ET+/+ Gruppe zeigten ein signifikant niedrigeres absolutes Herzgewicht als die

Tiere der eNOS-/- Gruppe.

0,39

0,24

Gewicht Herz (g)

0,17

1 1
ET +/+ eNOS -/- eNOS -/- ET +/+

Genotyp

Abbildung 3-3. Absolutes Herzgewicht — Aufteilung nach Genotyp
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

WT n=25, ET+/+ n=26, eNOS-/- n=28, eNOS-/- ET+/+ n=21
Kruskal-Wallis-Test: p = 0,003

Post-Hoc-Untersuchungen (Mann-Whitney-U-Test mit Bonferroni-Korrektur):
*p <0,008 ET+/+ vs. eNOS-/-
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3.1.2.2 Absolutes Herzgewicht — Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
Das absolute Herzgewicht war bei den ménnlichen WT-, ET+/+, eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+
Tieren signifikant groBer als bei den weiblichen Tieren mit dem gleichen Genotyp. Ménnliche

ET+/+ Tiere zeigten ein signifikant niedrigeres absolutes Herzgewicht als ménnliche eNOS-/-

Tiere.
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Abbildung 3-4. Absolutes Herzgewicht — Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

maénnliche Tiere: WT n=15, ET+/4+ n=13, eNOS-/- n=17, eNOS-/- ET+/+ n=11
weibliche Tiere: WT n=10, ET+/+ n=13, eNOS-/- n=11, eNOS-/- ET+/+ n=10
Kruskal-Wallis-Test: p < 0,001

Post-Hoc-Untersuchungen (Mann-Whitney-U-Test mit Bonferroni-Korrektur):
*p<0,002m WT vs. w WT

** p <0,002 m ET+/+ vs. m eNOS-/-

#p < 0,002 m eNOS-/- vs. w eNOS-/-

§ p <0,002 m eNOS-/- ET+/+ vs. w eNOS-/- ET+/+

40



3.1.2.3 Relatives Herzgewicht — Aufteilung nach Genotyp
Beim Herzgewicht im Verhéltnis zum Korpergewicht traten zwischen den vier Genotypen keine

signifikanten Unterschiede auf.
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Abbildung 3-5. Relatives Herzgewicht — Aufteilung nach Genotyp
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

WT n=25, ET+/+ n=26, eNOS-/- n=28, eNOS-/- ET+/+ n=21
ANOVA (Welch-Test): p > 0,05

keine statistisch signifikanten Unterschiede
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3.1.2.4 Relatives Herzgewicht — Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

Das relative Herzgewicht (Herzgewicht / Korpergewicht) unterschied sich nicht signifikant zwi-

schen den Untersuchungsgruppen.
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Abbildung 3-6. Relatives Herzgewicht — Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

maénnliche Tiere: WT n=15, m ET+/+ n=13, eNOS-/- n=17, eNOS-/- ET+/+n=11
weibliche Tiere: WT n=10, ET+/+ n=13, eNOS-/- n=11, eNOS-/- ET+/+ n=10

ANOVA (Welch-Test): p = 0,002
Post-Hoc-Untersuchungen:

keine statistisch signifikanten Gruppenunterschiede
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3.1.3 Absolutes und relatives Lungenfeuchtgewicht

3.1.3.1 Absolutes Lungenfeuchtgewicht — Aufteilung nach Genotyp

Das absolute Lungenfeuchtgewicht unterschied sich nicht signifikant zwischen den Tiergruppen
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Abbildung 3-7. Absolutes Lungenfeuchtgewicht — Aufteilung nach Genotyp
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

WT n=25, ET+/+ n=25, eNOS-/- n=26, eNOS-/- ET+/+ n=21
Kruskal-Wallis-Test: p > 0,05

keine statistisch signifikanten Gruppenunterschiede
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3.1.3.2 Absolutes Lungenfeuchtgewicht — Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

Das absolute Lungenfeuchtgewicht lag bei den weiblichen WT-Tieren signifikant niedriger als bei

den méannlichen WT-Tieren, den ménnlichen eNOS-/- Tieren und den ménnlichen

eNOS-/- ET+/+ Tieren.
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Abbildung 3-8. Absolutes Lungenfeuchtgewicht — Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

mannliche Tiere: WT n=15, ET+/+ n=12, eNOS-/- n=17, eNOS-/- ET+/+ n=11

weibliche Tiere: WT n=10, ET+/+ n=13, eNOS-/- n=9, eNOS-/- ET+/+ n=10

ANOVA: p=0,001

Post-Hoc-Untersuchungen:

*p<0,05w WT vs. m WT und m eNOS-/- und m eNOS-/- ET+/+
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3.1.3.3 Relatives Lungenfeuchtgewicht — Aufteilung nach Genotyp

Fiir diesen Parameter wurde das Lungenfeuchtgewicht durch das Korpergewicht geteilt. Das rela-

tive Lungenfeuchtgewicht der ET+/+ Tiere war signifikant hoher als das der WT- und eNOS-/-

Tiere.
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Abbildung 3-9. Relatives Lungenfeuchtgewicht Aufteilung nach Genotyp
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

WT n=25, ET+/+ n=25, eNOS-/- n=26, eNOS-/- ET+/+ n=21
Kruskal-Wallis-Test: p < 0,001

Post-Hoc-Untersuchungen (Mann-Whitney-U-Test mit Bonferroni-Korrektur):
*p <0,008 ET+/+ vs. WT

** p < 0,008 ET+/+ vs. eNOS-/-
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3.1.3.4 Relatives Lungenfeuchtgewicht — Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
Das relative Lungenfeuchtgewicht der weiblichen ET+/+ Tiere war signifikant hoher als das der

mannlichen WT sowie der minnlichen eNOS-/- Tiere.
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Abbildung 3-10. Relatives Lungenfeuchtgewicht — Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

maénnliche Tiere: WT n=15, ET +/+ n=12, eNOS-/- n=17, eNOS-/- ET+/+ n=11

weibliche Tiere: WT n=10, ET+/+ n=13, eNOS-/- n=9, eNOS-/- ET+/+ n=10
Kruskal-Wallis-Test: p = 0,002

Post Hoc Untersuchungen (Mann-Whitney-U-Test mit Bonferroni-Korrektur):

*p<0,002w ET+/+ vs.m WT

** p <0,002 w ET+/+ vs. m eNOS-/-
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3.2  Histologische Analyse
3.2.1 Interstitielle Fibrose

3.2.1.1 Aufteilung nach Genotyp

Beziiglich der interstitiellen Fibrose gab es keine signifikanten Gruppenunterschiede.
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Abbildung 3-11. Interstitielle Fibrose — Aufteilung nach Genotyp
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

WT n=29, ET+/+ n=34, eNOS-/- n=33, eNOS-/- ET+/+ n=21
Kruskal-Wallis-Test: p > 0,05

keine statistisch signifikanten Gruppenunterschiede



3.2.1.2 Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

Mainnchen und Weibchen des gleichen Genotyps zeigten keine signifikanten Unterschiede beziig-
lich des AusmalBles der interstitiellen Fibrose. Beim Vergleich der minnlichen bzw. weiblichen

Tiere untereinander waren ebenfalls keine signifikanten Unterschiede erkennbar.
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Abbildung 3-12. Interstitielle Fibrose — Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

maénnliche Tiere: WT n=15, m ET+/+ n=13, eNOS-/- n=17, eNOS-/- ET+/+ n=11
weibliche Tiere: WT n=14, ET+/+ n=21, eNOS-/- n=16, eNOS-/- ET+/+ n=10
Kruskal-Wallis-Test: p > 0,05

keine statistisch signifikanten Gruppenunterschiede

48



3.2.2 Perivaskulire Fibrose

3.2.2.1 Aufteilung nach Genotyp

Im 1. Score zeigten Tiere der eNOS-/- Gruppe eine signifikant starker ausgeprégte perivaskulére
Fibrose als WT-Tiere. Im 2. Score waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tier-

gruppen erkennbar.

Tabelle 3-1. Perivaskulédre Fibrose — 1. und 2. Score — Aufteilung nach Genotyp

Genotyp n 1. Score 2. Score

WT 28 3,06 + 0,92 4,21 +0,42
ET+/+ 32 3,60 + 0,80 4,36 + 0,28
eNOS-/- 33 *3,63+0,67 4,43 + 0,26
eNOS-/- ET+/+ 20 3,41 +£0,90 4,29+0,41

angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

1. Score ANOVA: p = 0,03; Post-Hoc-Untersuchungen: * p < 0,05 eNOS-/- vs. WT
2. Score ANOVA: p > 0,05; keine statistisch signifikanten Unterschiede

3.2.2.2 Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

Im 1. Score zeigten weibliche WT-Tiere eine signifikant weniger stark ausgeprégte perivaskulére
Fibrose als mannliche Tiere der Gruppen WT, ET+/+, eNOS-/- sowie weibliche Tiere der Gruppen
eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+. Im 2. Score wurde eine signifikant geringer ausgeprégte perivasku-
lare Fibrose bei weiblichen WT-Tieren nur im Vergleich zu ménnlichen ET+/+ bzw. eNOS-/- Tie-

ren und weiblichen eNOS-/- Tieren identifiziert.

Tabelle 3-2. Perivaskulére Fibrose — 1. und 2. Score — Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

Genotyp & Geschlecht n 1. Score 2. Score

m WT 14 3,51 +0,82 4,40 +0,38
m ET+/+ 13 3,84+ 0,69 4,46 + 0,24
m eNOS-/- 17 3,51 +0,62 4,43 +0,29
m eNOS-/- ET+/+ 11 3,12+ 0,96 424 +0,47
w WT 14 *2,60+0,79 ** 404 +0,38
w ET+/+ 19 3,44+ 0,85 4,29 +0,28
w eNOS-/- 16 3,76 £ 0,72 4,43 +0,23
w eNOS-/- ET+/+ 9 3,76 £ 0,70 4,35+0,35

angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

49



1. Score ANOVA: p = 0,001; Post-Hoc-Untersuchungen:

*p<0,05w WT vs. m WT und vs. m ET+/+ und vs. m eNOS-/- und vs. w eNOS-/- und vs.
w eNOS-/- ET+/+

2. Score ANOVA: p = 0,013; Post-Hoc-Untersuchungen:

**p<0,05w WT vs. m ET+/+ und vs. m eNOS-/- und vs. w eNOS-/-

3.2.3 Media-Lumen-Ratio

3.2.3.1 Aufteilung nach Genotyp

Die Media-Lumen-Ratio unterschied sich zwischen den Untersuchungsgruppen nicht signifikant.
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Abbildung 3-13. Media-Lumen-Ratio — Aufteilung nach Genotyp
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

WT n=32, ET+/+ n=33, eNOS-/- n=33, eNOS-/- ET+/+ n=21
ANOVA: p=0,49

Post-Hoc-Untersuchungen:

keine statistisch signifikanten Gruppenunterschiede
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3.2.3.2 Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
Auch bei einer Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht ergaben sich beziiglich der Media-Lu-

men-Ratio keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 3-14. Media-Lumen-Ratio — Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

maénnliche Tiere: WT n=15, ET+/+ n=12, eNOS-/- n=17, eNOS-/- ET+/+ n=11
weibliche Tiere: WT n=17, ET+/+ n=21, eNOS-/- n=16, eNOS-/- ET+/+ n=10
ANOVA: p>0,05

keine statistisch signifikanten Gruppenunterschiede
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3.3 Himodynamische Messungen

3.3.1 Maximaler rechtsventrikulirer Druck (RVP max.)

Der RVP max. in den untersuchten Tiergruppen war nicht signifikant verschieden.
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Abbildung 3-15. Maximaler rechtsventrikuldrer Druck (RVP max.) — Aufteilung nach Genotyp
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

WT n=11, ET+/+ n=12, eNOS-/- n=12, eNOS-/- ET+/+ n=12

ANOVA:p>0,05

keine statistisch signifikanten Unterschiede
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3.3.2 Minimaler rechtsventrikulirer Druck (RVP min.)

Der RVP min. war bei den ET+/+ Tieren signifikant hoher als bei den WT-Tieren.
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Abbildung 3-16. Minimaler rechtsventrikuldrer Druck (RVP min.) — Aufteilung nach Genotyp
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

WT n=11, ET+/+ n=12, eNOS-/- n=12, eNOS-/- ET+/+ n=12

ANOVA: p=0,018

Post-Hoc-Untersuchungen:

*p<0,05 WT vs. ET+/+
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3.3.3 Rechtsventrikulirer enddiastolischer Druck (RVEDP)
Der RVEDP unterschied sich zwischen den Gruppen nicht signifikant.

3,0

2,0

RVEDP (mmHg)
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Abbildung 3-17. Rechtsventrikuldrer enddiastolische Druck (RVEDP) — Aufteilung nach Genotyp

angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung
WT n=11, ET+/+ n=12, eNOS-/- n=12, eNOS-/- ET+/+ n=12

ANOVA: p> 0,05
keine statistisch signifikanten Unterschiede
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3.3.4 Maximale rechtsventrikulire Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt max.)

Hinsichtlich der dP/dt max. konnte zwischen den untersuchten Gruppen kein signifikanter Unter-

schied detektiert werden.
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Abbildung 3-18. Maximale rechtsventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt max.) — Aufteilung
nach Genotyp

angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

WT n=11, ET+/+ n=12, eNOS-/- n=12, eNOS-/- ET+/+ n=12

ANOVA:p>0,05

keine statistisch signifikanten Unterschiede
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3.3.5 Minimale rechtsventrikulire Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dt min.)

Die dP/dt min. unterschied sich zwischen den untersuchten Gruppen nicht signifikant.
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Abbildung 3-19. Minimale rechtsventrikuldre Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dt min.) — Aufteilung
nach Genotyp

angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

WT n=11, ET+/+ n=12, eNOS-/- n=12, eNOS-/- ET+/+ n=12

ANOVA: p>0,05

keine statistisch signifikanten Unterschiede
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3.3.6 Rechtsventrikulire Relaxationsgeschwindigkeit (Tau)

Zwischen den untersuchten Gruppen wurden keine signifikanten Unterschiede beziiglich des Tau-
Wertes gefunden.
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Abbildung 3-20. Rechtsventrikuldre Relaxationsgeschwindigkeit (Tau) — Aufteilung nach Genotyp
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

WT n=11, ET+/+ n=12, eNOS-/- n=12, eNOS-/- ET+/+ n=12.
ANOVA:p>0,05

keine statistisch signifikanten Unterschiede
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3.3.7 Herzfrequenz

Die Herzfrequenz unterschied sich nicht signifikant zwischen den Tiergruppen.
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Abbildung 3-21. Herzfrequenz — Aufteilung nach Genotyp
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

WT n=11, ET+/+ n=12, eNOS-/- n=12, eNOS-/- ET+/+ n=12
ANOVA: p> 0,05

keine statistisch signifikanten Unterschiede

eNOS - ET +i+
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion des Endothelin- und des NO-Systems im Lun-
genkreislauf und Lungengewebe untersucht. Anhand eines neuen transgenen Mausmodells sollte
evaluiert werden, ob die chronische Uberexpression von human-ET-1 bei einem gleichzeitigen
durch einen eNOS-Knockout bedingten NO-Mangel zu einer Erhohung des pulmonal-arteriellen
Blutdrucks und zu Verdnderung der rechtsventrikuldren Herzfunktion fiihrt. Die hdmodynami-
schen Verhiltnisse wurden mittels Rechtsherzkatheter und Konduktanzmessung untersucht. Dar-
iiber hinaus wurden die morphologischen Verdnderungen des Lungengewebes und der arteriellen
Lungengefidlle analysiert. Dazu wurde das Ausmal der interstitiellen und perivaskuldren Fibrose
mittels digitaler Morphometrie sowie das vaskuldre Remodeling liber die Media-Lumen-Ratio pul-

monal-arterieller Gefdl3e bestimmt.

Durch den Vergleich von eNOS-/- ET-1+/+ Méausen, ET-1+/+ Mausen, eNOS-/- Mdusen und WT-
Mausen sollte evaluiert werden, ob die potenziellen Verdnderungen durch eine isolierte ET-1-
Uberexpression bzw. ein isoliertes eNOS-Knockout oder durch eine Kombination beider Modifi-

kationen verursacht wurden.

4.1 Zentrale Ergebnisse dieser Arbeit

- Die Uberexpression von human ET-1 in NO-defizitiren Miusen fiihrte nicht zu einer Erho-
hung des pulmonal-arteriellen Blutdrucks.

- In den pulmonal-arteriellen Gefdflen konnten keine Verdnderungen im Sinne eines vaskuld-
ren Remodelings nachgewiesen werden.

- Im Lungeninterstitium kam es nicht zu einem fibrotischen Umbau.

4.2 Diskussion der Methoden

4.2.1 Untersuchung des vaskuliren Remodelings und der Fibrosebildung

Die mit einem vaskuldren Remodeling einhergehende Mediahypertrophie wurde in der vorliegen-
den Arbeit morphometrisch anhand der Media-Lumen-Ratio quantifiziert. Diese Methode ist zur
Quantifizierung des GefaBumbaus in der Literatur etabliert (153). In Ratten fiihrt die Monocrota-
lin-induzierte-PH zu einem arteriellen Remodeling, das sich in einer signifikant erhhten Media-
Lumen-Ratio widerspiegelt (154). In einer kiirzlich verdffentlichten Studie wurde ebenfalls in Rat-
ten durch die Anlage eines aorto-kavalen Shunts und durch die zusitzliche Applikation von Mo-

nocrotalin ein Modell fiir eine flussabhdngige PH etabliert. Zur Bestimmung des
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Gefidfiremodelings wurde zusitzlich zur Media-Lumen-Ratio ein Okklusions-, ein Muskularisie-

rungs- sowie ein Neointima-Score bestimmt. Alle Parameter nahmen im Verlauf der PH zu (155).

Eine derartig differenzierte Charakterisierung des GefaBumbaus wurde in der vorliegenden Arbeit

nicht vorgenommen.

In der vorliegenden Studie wurde der interstitielle Kollagengehalt in Sirius-Red gefarbten Lun-
genschnitten bestimmt und der Auspragungsgrad der perivaskuldren Fibrose anhand eines Scores
ermittelt. Die Sirius-Red-Féarbung zur Identifizierung von Kollagen ist ein etabliertes Verfahren
und beruht auf der von Junqueira et al. beschriebenen Methode (156). Die praktische Anwendbar-
keit des Verfahrens zur Beurteilung fibrosierender Prozesse in Lungen von Ratten wurde von Mal-
kusch et al. bestétigt (157). Mit der Sirius-Red-Féarbung stellen sich Kollagenfasern vom Typ [ und
IIT im Lichtmikroskop rot dar. Der Farbstoff reagiert in geringem Umfang auch mit nicht-kollage-
nen Strukturen. In der Literatur wurde die zusétzliche Verwendung eines Polarisationsmikroskops
beschrieben, um die Kollagenfasern selektiver erfassen und zwischen Kollagenfasern vom Typ I
und III unterscheiden zu kénnen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Kollagenfarbung lediglich
lichtmikroskopisch ausgewertet. Das in dieser Arbeit verwendete Scoring-System zur Bestim-
mung der perivaskuldren Fibrose beruht auf dem von Raji et al. zur Bestimmung der Auspriagung
einer Glomerulosklerose entwickelten semiquantitativen Score (158). In der Literatur werden se-
miquantitative Scores zur Bestimmung der perivaskuldren Fibrose u.a. in Nieren-, Herz- und Lun-

gengewebe hdufig verwendet (4, 159, 160).

4.2.2 Messung des rechtsventrikuliren Blutdrucks und der Herzfunktion

Die kardiale Phianotypisierung der eNOS-/- ET+/+ Mause erfolgte in der vorliegenden Untersu-
chung mittels Rechtsherzkatheter und Konduktanzmessung. Die Methodik ist im murinen Tier-
modell gut etabliert (161-166). Dabei entspricht die Messung des RVP max. bei funktional intakter
Pulmonalklappe dem systolischen pulmonal-arteriellen Druck (164). Die Konduktanzmethode gilt
als Goldstandard fiir die Analyse der systolischen und diastolischen Herzfunktion (148). Ihre Va-
liditdt wurde tiber einen Vergleich mit echokardiografischen und magnetresonanztomografischen

Daten bestitigt (167, 168).

Ein Nachteil des Rechtsherzkatheters ist seine Invasivitét. Es handelt sich um eine terminale Un-
tersuchung, an deren Anschluss die Tiere getotet werden miissen. Daher sind keine Verlaufskon-
trollen moglich. Aufgrund der Invasivitit ist zudem eine Anédsthesie notwendig. Narkotika und die
Korpertemperatur beeinflussen die Herzfrequenz und Kontraktilitdt des Myokards. Diese Effekte

miissen bei der Interpretation der Daten beriicksichtigt werden. In der Literatur wird empfohlen,
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die Herzfrequenz von Miusen unter Isofluran-Narkose iiber einen Wert von 470 bpm zu halten,
um einen negativen Effekt auf die Himodynamik zu vermeiden (165, 166). In der vorliegenden
Arbeit betrug die durchschnittliche Herzfrequenz aller Tiere der vier Untersuchungsgruppen 419
bpm. Dabei traten keine signifikanten Gruppenunterschiede auf. Eine mogliche Erklarung fiir die
niedrige Herzfrequenz ist die Narkosetiefe. Dariiber hinaus beeinflusst auch das Temperaturma-
nagement die Herzfrequenz. Da alle Tiere dem gleichen Anésthesieverfahren unterzogen wurden,
sollten eventuell resultierende Effekte auf die Himodynamik bei allen Tieren gleichermal3en auf-
treten. Ein solcher systematischer Fehler sollte daher mogliche Unterschiede bei den gemessenen

Parametern der einzelnen Tiergruppen nicht verfélschen.

4.2.3 Tiermodelle fiir menschliche Krankheiten

Der Einsatz von Tiermodellen in der biomedizinischen Grundlagenforschung dient dem Verstind-
nis von Krankheitsprozessen und der Aufklarung der ihnen zugrundeliegenden pathophysiologi-
schen Mechanismen. Alternativmethoden wie in-vitro Zellsysteme, in-silico Verfahren oder ,,body
on a chip* Methoden stehen nicht fiir alle préklinische Forschungsfragen zur Verfiigung. Daher
war der Einsatz eines Tiermodells auch in der vorliegenden Arbeit unerldsslich. Mausmodelle
spielen in der tierexperimentellen Forschung aufgrund der leichten und kostengiinstigen Haltung
der Tiere, der hohen Reproduktionsrate und der physiologischen und anatomischen Ahnlichkeit
mit dem Menschen eine bedeutende Rolle. Zudem wird die tierexperimentelle Forschung an Méu-
sen gesellschaftlich eher akzeptiert als an anderen Tieren (169). Die Entwicklung von transgenen
Mausmodellen erlaubt es, durch Uberexpression oder Deletion von Genen, deren Funktionen in-
vivo zu analysieren. Die Generierung von murinen Krankheitsmodellen ermdglicht es, Riick-
schliisse auf zellbiologische Grundlagen humaner Erkrankungen zu ziehen sowie neue Diagnos-

tikmethoden und therapeutische Strategien zu entwickeln.

Das Krankheitsbild der PH umfasst fiinf Untergruppen von pulmonal-vaskuldren Erkrankungen
mit unterschiedliche Pathomechanismen. Fiir jede dieser Untergruppen existieren Maus- und Rat-
tenmodelle, die aber den Krankheitsprozess nicht in allen Aspekten adiquat abbilden (169). Ahn-
liches gilt fiir die IPF, ebenfalls eine chronische Erkrankung, deren Ursache und Pathomechanis-
mus noch nicht génzlich verstanden sind. Daher bildet die Entwicklung von validierten Mausmo-
dellen, die den pathologischen Verlauf dieser Erkrankungen im Menschen nicht nur in Teilaspek-
ten imitieren, sondern umfassend abbilden, einen Schwerpunkt der biomedizinischen Grundlagen-
forschung im Bereich der PH und IPF. Das eNOS-/- ET+/+ Mausmodell weist Verdanderungen in
zelluldren Signalwegen auf, die auch im Krankheitsprozess der PH und IPF eine Rolle spielen.

Daher wurde initial die Hypothese aufgestellt, dass die Charakterisierung des pulmonalen
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Phénotyps dieses Tiermodells wertvolle Hinweise auf den Verlauf der PH oder IPF im Menschen

liefern kOnnte.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Korpergewicht, Herzgewicht und Lungengewicht
Die ET+/+und eNOS-/- ET+/+ Tiere zeigten ein signifikant niedrigeres Korpergewicht als eNOS-

/- Tiere. Dartiber hinaus lag das Korpergewicht der ET+/+ Tiere signifikant niedriger als das der
WT-Tiere. Ein erniedrigtes Korpergewicht von ET-1-transgenen Tieren wurde in der Literatur be-
reits beschrieben (170, 171). Eine vermehrte Expression von ET-1 hat somit in Méusen ein gerin-

geres Korpergewicht zur Folge.

ET-1 fiihrt iber die Hemmung der Insulinaktivitit zu einer Lipolyse in humanen Adipozyten (107),
was das geringere Korpergewicht bei den ET-1-liberexprimierenden Tieren erkldren konnte. Bei
einer zusdtzlichen Aufteilung der Genotyp-Gruppen nach Geschlecht zeigte sich, dass das Korper-
gewicht der minnlichen eNOS-/- ET+/+ und ET+/+ Tiere signifikant niedriger lag als das der
minnlichen WT- und eNOS-/- Tiere. Zwischen den weiblichen Genotyp-Gruppen traten keine

signifikanten Unterschiede auf.

Die in der Literatur beschriebene Entwicklung von Ubergewicht bei eNOS-/- Miusen im Ver-
gleich zu WT-Tieren konnte in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden. Schild et al.
fanden bei 10 Monate alten eNOS-/- Méusen ein um 48 % hoheres Korpergewicht als bei WT-
Maiusen und fiihrten diesen Befund auf eine fehlende NO-Inhibition der Citrat- und Lipidsynthese
in der Leber und eine daraus folgende gesteigerte Bildung von viszeralem Fettgewebe zuriick
(172). Im Widerspruch zu diesen Beobachtungen detektierten Shesely et al. niedrigere Korperge-
wichte bei eNOS-/- Mausen (173).

Der Vergleich der relativen Herzgewichte ergab in der vorliegenden Untersuchung keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Genotyp-Gruppen. Somit fehlten Hinweise auf die Ausbildung
einer Myokardhypertrophie in den Gruppen. Dieses Resultat deckt sich mit den Ergebnissen
zweier Studien mit eNOS-/- Mausen, die ebenfalls keine verdnderten Herzgewichte und keine kar-

diale Hypertrophie detektierten (141, 173).

In einem anderen transgenen Mausmodell zeigten dagegen ménnliche eNOS-/- Mause Anzeichen
fiir eine Linksherzhypertrophie in Form eines erhohten Herzgewichts, eines erhohten Kardiomy-

ozyten-Durchmessers sowie einer Verdickung der Herzwénde (147).
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In Ubereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit zeigten in zwei Studien mit human-ET-1-trans-
genen Mdusen das Gesamtherzgewicht sowie das rechtsventrikuldre Herzgewicht keine Auffallig-

keiten (3, 138).

Zudem wurde in der vorliegenden Studie bei den ET+/+ Tieren eine Gewichtszunahme der Lungen
als moglicher Hinweis auf eine erhdhte pulmonale Kollagensynthese mit Ausbildung einer Lun-
genfibrose, eine Inflammation oder ein Lungenddem beobachtet. Die Tiere zeigten im Vergleich
zu den WT- und eNOS-/- Tieren ein signifikant hoheres relatives Lungengewicht. Die Zunahme
des Lungengewichts als Marker fiir das Ausmal} der Lungenfibrose wird in der Literatur haufig
beschrieben (174-178). Allerdings geht eine vermehrte interstitielle Fibrose nicht zwingend mit
einer Zunahme des Lungengewichts einher, wie zwei Studien mit human-ET-1-transgenen Mau-
sen belegten, die trotz einer vermehrten interstitiellen Fibrose keine verdnderten Lungengewichte

fanden (3, 4).

4.3.2 Vaskulires Remodeling

Bei den untersuchten eNOS-/- ET+/+ Tieren, ET+/+ Tieren, eNOS-/- Tieren und WT-Tieren war
die Media-Lumen-Ratio der arteriellen Lungengefdfe nicht signifikant verschieden. Auch in an-
deren Studien zeigten eNOS-/- Miuse unter Normalbedingungen keine Mediahypertrophie der
Aorta, Karotiden und Lungengefif3e im Sinne eines vaskuldren Remodelings (5, 179-181). Wider-
spriichliche Ergebnisse zeigen sich, wenn die Tiere einem Hypoxiereiz ausgesetzt werden. In einer
Studie reagierten die Tiere mit zunehmendem vaskuldren Remodeling der Lungengefi3e (144,
145), in einer anderen Studie fiihrte dagegen eine NO-Defizienz zu einem reduzierten GefaBumbau
im Vergleich zur WT-Kontrolle (181). Erwéhnenswert ist, dass sich das bei hypoxischen eNOS-/-
Maiusen beobachtete vaskuldre Remodeling nicht in einer Mediahypertrophie, sondern in einer

dezenten Neo-Muskularisierung kleiner Lungenarterien dulert (144, 145).

Die arteriellen Lungengefdfle bei human-ET-1-transgenen Méusen zeigten keine Verdnderungen

der Media-Lumen-Ratio verglichen mit der WT-Kontrolle (3, 4).

Auch in der Aorta von human-ET-1-transgenen Méusen konnte keine Mediahypertrophie nachge-
wiesen werden (5, 182). ET-1-transgene Méuse, die das Transgen gezielt in Endothelzellen expri-

mieren, zeigten dagegen eine Zunahme der Media-Lumen-Ratio in den Mesenterialarterien (171).

In eNOS-/- ET+/+ Méausen wurde das vaskuldre Remodeling bislang an der Aorta und an intramy-
okardialen Arteriolen untersucht. Trotz des erhdhten systemischen Blutdrucks in diesen Tieren

ergab die Analyse der Aortenschnitte iiberaschenderweise ein reduziertes Media-Lumen-
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Verhiltnis gegeniiber dem WT (5). Bei den Koronararterien wurden keine Verdnderung der Me-

dia-Lumen-Ratio nachgewiesen (147).

4.3.3 Bestimmung der interstitiellen und perivaskuliren Fibrose

In keiner der untersuchten Tiergruppen fand sich in der vorliegenden Arbeit ein signifikant erhoh-
ter Anteil von fibrotischen Arealen im Vergleich zu den WT-Tieren. Damit stellen die eNOS-/-
ET-1+/+ Méuse ein Tiermodell dar, in dem die gestorte ET-1-/ NO-Balance im Lungenparenchym
nicht zu einer interstitiellen Fibrose fiihrt. Dieses Ergebnis widerspricht der Erwartung, dass die
Kombination aus eNOS-Knockout und ET-1-Uberexpression die Ablagerung von extrazelluldrer
Matrix in Form von Kollagen erhoht. In einer Studie zeigten 12 Monate alte human-ET-1-trans-
gene Miuse einen erhdhten Kollagengehalt in perivaskuldren und peribronchialen Lungenarealen.
In einer anderen Studie fithrte die Hemmung des NO-Systems durch den nicht-selektiven NOS-
Inhibitor L-NAME bereits bei 2 Monate alten ET-1-transgenen Mausen zu einer verstiarkten in-
terstitiellen Fibrose. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten 9 Monate alten ET+/+ Tiere wie-
sen im Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen 12 Monate alten ET-1-transgenen Méuse

keine vermehrte interstitielle Fibrose auf.

Laut Literatur entwickeln eNOS-/- Mause keine interstitielle Fibrose. Dieser Befund deckt sich

mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit (173, 183).

Mogliche Ursachen fiir eine pulmonale perivaskulédre Fibrose sind fibrosierende Lungenerkran-
kungen, chronisch vaskuldre Entziindungen sowie ein vaskuldrer GefaBumbau im Rahmen einer
PH (42, 184-187). Der perivaskuldre Kollagengehalt wurde in der vorliegenden Arbeit semiquan-
titativ tiber einen Score bestimmt. Zwischen den untersuchten Tiergruppen traten keine signifikan-
ten Unterschiede auf. Nur bei den weiblichen eNOS-/- Tieren war das Ausmaf} der perivaskuléren
Fibrose grofer als bei den weiblichen WT-Tieren. In einer anderen Studie zeigten weibliche e-
NOS-/- Tiere bei der Untersuchung von myokardialen Arterien ebenfalls eine gesteigerte perivas-
kuldre Fibrose. In der gleichen Studie war das Ausmal der perivaskuldren Fibrose bei weiblichen
ET+/+ Tieren groBer als bei ihren ménnlichen Pendants (159). Ein Grund fiir die erhohte Vulne-
rabilitdt der Weibchen ist mdglicherwiese die Steuerung inflammatorischer Signalwege durch
weibliche Sexualhormone (188). Der fehlende Anstieg der perivaskuldren Fibrose in den ET+/+

Tieren deckt sich mit den Ergebnissen einer weiteren Studie (4).

4.3.4 Rechtsventrikulirer Blutdruck und Herzfunktion

In der vorliegenden Arbeit fiihrte die Uberexpression von ET-1 bei simultaner NO-Defizienz nicht

zu einer Erhohung des Blutdrucks in der pulmonalen Strombahn (RVP max.) und hatte keine
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Auswirkungen auf die systolische (dP/dt max.) und diastolische Herzfunktion (RVP min., dP/dt
min., Tau). Auch die Analyse der himodynamischen Parameter der eNOS-/- Méuse ergab keine
wesentlichen himodynamischen Einschrankungen. Bei den ET+/+ Tieren konnte als einzige sig-

nifikante Verdnderung ein erhdhter RVP min. nachgewiesen werden.

Das vorliegende Ergebnis fiir die ET+/+ Miuse beziiglich des pulmonal-arteriellen Blutdrucks
deckt sich mit den Befunden einer anderen Studie, die ebenfalls keinen erhohten RVP max. in

human-ET-1-transgenen Mausen fand (3).

Der in der Literatur als lediglich mild ausgeprégt beschriebene pulmonale Blutdruckanstieg bei
eNOS-/- Miusen (143, 145) konnte in der vorliegenden Arbeit nicht reproduziert werden. Auch
die linksventrikuldre Herzfunktion in eNOS-/- ET+/+ Maiuse zeigte keine Auffalligkeiten bei den
durch Linksherzkatheteruntersuchung gemessenen Parametern (147). Insgesamt deuten alle Be-
funde darauf hin, dass eNOS-/-ET+/+ Miuse trotz Uberexpression von ET-1 und NO-Defizienz

eine intakte globale Herzfunktion besitzen.

4.4 Schlussfolgerungen

In dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten human-ET-1-transgenen Mausmodell mit simul-
tanem Knockout der eNOS fiihrte die Uberexpression von ET-1 in pulmonalen Endothelzellen bei
gleichzeitigem NO-Mangel iiberraschenderweise weder zu einer Entstehung einer interstitiellen
Fibrose noch zur Entwicklung einer PH. Die von Hocher et al. beschriebene interstitielle Fibrose
bei ET+/+ Méusen konnte in der vorliegenden Studie nicht reproduziert werden. Zwischen den
von Hocher et al. und den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Tieren liegen mehrere Genera-
tionen. Da eNOS-/- ET+/+ Tiere eine eingeschrankte Fruchtbarkeit besitzen, konnten Tiere selek-
tiert worden sein, bei denen die ET-NO-Imbalance einen geringeren Einfluss hat. Eine solche Ak-
tivierung von protektiven Signalwegen in Sublinien konnte erkldren, warum die eNOS-/- ET+/+
Maiuse in der vorliegenden Studie keinen pathologischen pulmonalen Phénotyp aufwiesen. Es gibt
Hinweise, dass ein iNOS-Mangel einen protektiven Effekt auf die Entstehung der kardialen und
pulmonalen Fibrose haben konnte (125, 189). Auf diese Arbeit libertragen, konnten diese Befunde
bedeuten, dass eine eNOS-Mangel-bedingte Reduktion des nitrosativen Stresses den pulmonalen

Phanotyp der eNOS-/- ET+/+ Miuse geschiitzt hat.

Die Entstehung der interstitiellen Fibrose bei ET+/+ Méusen ist altersabhidngig und wurde bei 12
Monate alten Tieren beobachtet. 13 Monate alte Tiere zeigen zusétzlich eine kardiale Fibrose, die

sich im Alter von 9 Monaten (Untersuchungszeitpunkt der vorliegenden Arbeit) noch nicht
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manifestiert hat (189). Moglicherweise treten die Folgen der ET-NO-Imbalance erst zu einem spé-

teren Zeitpunkt auf.

Die vorliegenden Befunde zusammenfassend betrachtet, scheint das in dieser Arbeit beschriebene
eNOS-/- ET-1+/+ Mausmodell nicht als Modellorganismus fiir die PH oder fibrosierende Lun-

generkrankungen geeignet zu sein.
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