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Zusammenfassung

Uber die Freisetzung vasoreaktiver Mediatoren (ibernehmen pulmonale Endothelzellen eine
essentielle Rolle in der Regulation der vaskuldaren HomQostase in der Lunge. Ein
Ungleichgewicht ~ in  der  endothelialen  Produktion  vasorelaxierender  und
vasokonstringierender Substanzen flhrt als sogenannte endotheliale Dysfunktion zur
Tonuserhohung im Lungenkreislauf und induziert vaskuldre Umbauprozesse, die chronisch
zur Ausbildung einer pulmonalen Hypertonie fiihren. Wéhrend die Rolle der endothelialen
Dysfunktion fur das Krankheitsbild der pulmonal-arteriellen Hypertonie experimentell gut
belegt ist, bestehen hingegen kaum Daten zu AusmaR, Relevanz und zellularen Mechanismen
einer moglichen endothelialen  Dysfunktion bei pulmonaler Hypertonie infolge
Linksherzerkrankung, einer Kategorie der pulmonalen Hypertonie, die die pulmonal-arterielle
Hypertonie bzgl. Inzidenz um ca. den Faktor 1000 ubertrifft. Ziel der vorliegenden Studie war
es daher, die endotheliale Dysfunktion der Lunge an einem préaklinischen Modell der
chronischen Herzinsuffizienz zu untersuchen.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an Sprague-Dawley Ratten durchgefiihrt, bei denen
durch ein suprakoronares Aortenbanding eine chronische Herzinsuffizienz induziert worden
war. Mit Hilfe der in einer vorangestellten Studie etablierten Technik der sog. real-time
Fluoreszenzmikroskopie zur direkten bildgebenden Quantifizierung der endothelialen NO-
Produktion an der intakten Lunge sowie durch hamodynamische Messungen der
Vasoreagibilitat konnte das Vorliegen einer pulmonal-endothelialen Dysfunktion bei Ratten
mit CHF nachgewiesen werden. Diese Dysfunktion war weder urséchlich auf eine
verminderte Expression der endothelialen NO-Synthase, noch auf einen Substratmangel des
Enzyms zuriickzufiihren. Hingegen konnten wir mittels Fura-2-Imagings der intrazellularen
endothelialen Ca?*-Konzentration in intakten Lungen eine fundamentale Stérung der
endothelialen [Ca®*']i-Homoostase und des [Ca®*]i-Signalings nachweisen, das durch ein
volliges Fehlen physiologischer endothelialer [Ca®]-Oszillationen sowie fehlende oder
abgeschwachte [Ca’*]i-Antworten auf mechanische oder pharmakologische —Stimuli
gekennzeichnet war. Die Rekonstitution eines endothelialen [Ca?*]i-Signals durch Zugabe des
Ca®*-lonophors A-23187 vermochte hingegen wieder die endotheliale NO-Produktion bei
Tieren mit CHF zu stimulieren. Insofern kommt der Stérung der endothelialen [Ca?']i-
Homoostase eine Schlisselrolle bei der endothelialen Dysfunktion der Lunge bei CHF zu.
Systematische Expressionsstudien an frisch aus den CHF-Lungen isolierten Endothelzellen

zeigten aber, dass diese Storung des endothelialen [Ca*']-Signalings nicht primar auf eine
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verminderte Expression endothelialer Ca®*-Kanale zuriickzufiihren war. Stattdessen ergab die
Untersuchung des endothelialen Aktin-Zytokeletts mittels Phalloidin-Fluoreszenzfarbung und
Western Blot-Analyse eine ca. um das 10-fache erhdhte endotheliale Aktin-Expression bei
CHF-Tieren sowie eine zirkulér-/spiralformige Anordnung der F-Aktin-Polymere. Die
Spaltung von Aktinpolymeren durch Cytochalasin D fiihrte zu einer Wiederherstellung der
endothelialen [Ca®*]i-und NO-Antwort in Lungen von CHF-Tieren, wodurch erstmals eine
zentrale Rolle des zytoskelettalen Remodelings im Rahmen der endothelialen Dysfunktion

nachgewiesen werden konnte.



Einleitung

Die chronische Herzinsuffizienz ist eine der haufigsten internistischen Erkrankungen in den
westlichen Industrielandern mit einer steigenden Morbiditat und Mortalitat. Die Inzidenz der
Herzinsuffizienz steigt exponentiell mit dem Alter an und erreicht in den westlichen
Industrienationen bei den (ber 65-Jahrigen Werte von 10 Erkrankungen pro 1000 Einwohner
[1]. Ein wichtiger Pradiktor der Mortalitat bei chronischer Herzinsuffizienz ist das Auftreten
einer sekundaren pulmonal-venésen Hypertonie, welche aufgrund ansteigender
linksventrikul&rer Fillungsdriicke und nachgeschaltet ansteigender pulmonal-vaskulérer
Dricke bei zunehmender linksventrikularer Dysfunktion auftritt [2]. Diese chronische
Rickstauung in die pulmonale GefélRstrombahn mindet haufig in der Ausbildung einer
reaktiven pulmonalen Vasokonstriktion, welche den Widerstand des pulmonalen GefaRbetts
erhoht und somit zu einer konsekutiven sekundaren pulmonalen Hypertonie fthren kann [3].
Den pulmonalen Endothelzellen wird ahnlich wie im systemischen Kreislauf eine essentielle
Rolle bei der Regulation des GeféaRtonus sowie der Regulation des vaskuldren Gewebeumbaus
in der Lungenstrombahn zugeschrieben [4]. Besonders das freie Radikal NO, welches u.a.
durch die eNOS gebildet wird, Gbernimmt dabei wichtige regulatorische Funktionen, wie z.B.
die Regulation des Gefalitonus, der Angiogenese, der Leukozyten-Endothel Interaktion u.a.
[5-7].

In mehreren préaklinischen Studien an Ratten wurde gezeigt, dass die chronische
Herzinsuffizienz mit einer deutlich eingeschréankten endothelabhdngigen Relaxation
pulmonaler Arterien sowie einer verminderten endothelialen Bildung von NO und cGMP
einhergeht [9]. Aufgrund der Bedeutung von NO als vasodilatative Substanz kdnnte dieser
endothelialen Dysfunktion daher eine wichtige Rolle fir die Pathogenese der sekundéren
pulmonalen Hypertonie zukommen.

Zielstellung unserer Studien war es, die zelluldaren Mechanismen, die zu einer endothelialen
Fehlfunktion bei chronischer Herzinsuffizienz fuhren, zu untersuchen. Diese Studien fuhrten
wir insbesondere mit der Methode der real-time Fluoreszenzmikroskopie durch, die uns eine
direkte Messung der endothelialen NO-Produktion erlaubte.

In einer ersten Studie an hyperoxischen Lungen etablierten wir unsere Methoden zur
Visualisierung und Messung von kurzlebigen ROS sowie endothelialem Kalzium mittels der

fluoreszenzmikroskopischen in situ-Bildgebung an isoliert-perfundierten Rattenlungen.



In einer zweiten Studie untersuchten wir anschlieend die endotheliale NO-Produktion und
die zugrundeliegenden Regulationsmechanismen in normalen Lungen. Hierfur entwickelten
wir zwei Tiermodelle, in denen wir mit Hilfe der in situ-digitalen Fluoreszenzmikroskopie an
intakten isoliert-perfundierten Lungen und mittels immunhistologischer Analysen die
Auswirkungen akuter vaskuldrer Dehnung auf die endotheliale NO-Produktion und ihrer
Regulationsmechanismen darstellen konnten.

In einer weiteren Studie wurden schliel3lich die zellularen Mechanismen untersucht, die bei
chronischer Herzinsuffizienz zu einer endothelialen Dysfunktion fuhren. Hierfur wurde
Ratten zur Induktion einer chronischen Herzinsuffizienz suprakoronar ein Titanclip um die
Aorta implantiert. Die Analyse der zugrundeliegenden zellularen Mechanismen sowie ihrer
funktionellen  Relevanz  wurde durch  zuséatzliche physiologische = Messungen,

immunhistologische Untersuchungen sowie Western Blot Analysen erganzt.



Methoden

Induktion der chronischen Herzinsuffizienz:

Diese wurde neun Wochen vor fluorenzenzmikroskopischen Untersuchungen mittels eines
suprakoronaren Aortenbandes induziert[14]. Juvenile Sprague-Dawley Ratten (91 + 9 g
Korpergewicht) wurden mit Ketamin und Xylazin betdubt. Zunéchst wurde eine
Hemithorakotomie durchgefihrt und anschlieBend ein Titan-Clip mit einem Durchmesser von
0,8 mm suprakoronar um die Aorta implantiert. Die Wunden wurden mit entsprechenden
Né&hten verschlossen.

Messung der kardiopulmonalen Parameter:

Neun Wochen nach Einsetzen des Titan-Clips wurden die Herzen bei CHF-Ratten sowie
Sham-operierten Kontrolltieren entnommen und rechter und linker Ventrikel gewogen.
H&modynamische Messungen der arteriellen sowie enddiastolischen linksventrikuléren
Driicke wurden bei mit Urethan und Ketamin anasthesierten Ratten mit Hilfe eines uber die
rechte Karotisarterie eingebrachten Millarkatheters gemessen. Der pulmonalvaskulére
Widerstand wurde bei isoliert-perfundierten Lungen Uber den Druckgradienten der
Pulmonalarterie und dem linken Atrium gemessen. Die statische Lungencompliance wurde
bei isolierten Lungen anhand linearer Regressionsanalysen der Druck-/VVolumenbeziehung
gemessen. Das Verhdltnis zwischen Trocken/Feucht-Gewicht der Lunge als MaR des
Lungenddems wurde mit der Technik des Mikrowellen-Trocknens gemessen.

Isoliert-perfundierte Rattenlunge:

Wir haben hier die Methode der in situ-digitalen Fluoreszenzmikroskopie an isoliert-
perfundierten Lungen von Ratten verwendet. Hierfir wurden Herz und Lunge von
anasthesierten Tieren entnommen und mit kérpereigenem heparinisierten Blut kontinuierlich
perfundiert. Die Lungen wurden mit einem konstanten Gasgemisch (21% O, 74% N, und 5%
CO,) bei konstantem positivem Beatmungsdruck von 5 cmH,O insuffliert. Unter
Ausgangsbedingungen betrugen der linksatriale Druck (PLa) 5 cmH,0 und der (Ppa) 10+1
cmH,0.

Anschlielend wurden die Lungen unter ein eigens konstruiertes Fluoreszenzmikroskop
(Axiotechvario 100HD; Zeiss, Jena, Deutschland) positioniert. Mittels eines Mikrokatheters,
welcher Uber das linke Atrium bis in die Lungenvenen vorgeschoben wurde, konnten

anschlielend die eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe und Substanzen lokal injiziert werden

(s.u.).



Um moglichst standardisierte Ergebnisse zu erhalten, wurden nur ménnliche Sprague-Dawley
Ratten mit einem Korpergewicht von 35020 g untersucht.

Hydrostatische Druckerhdhung:

Eine akute vaskuldare Dehnung im pulmonalen GefaRbett wurde durch Erhéhung des
hydrostatischen Druckes in isoliert-perfundierten Lungen fur 30 Minuten mittels Anhebung
des P avon 5 cmH,0 auf 15 cmH,0 induziert. In einem Protokoll bei Tieren mit chronischer
Herzinsuffizienz wurde der hydrostatische Druck von einem P_a von 15¢cmH,0 auf 25 cmH,0
erhoht.

NO-Produktion:

Zur Messung der endothelialen NO-Produktion wurde mittels Mikrokatheter der NO-sensitive
Farbstoff DAF-FM (5 umol/L) infundiert. Anschliefend wurde die NO-Synthese tber die
Anderung der Fluoreszenzintensitit von DAF-FM Uber die Zeit im Verhaltnis zu den
Ausgangswerten  errechnet.  Zur  fluoreszenzmikroskopischen  Identifizierung  von
Endothelzellen in situ wurde der endotheliale Marker Alexa Fluor 488 AcLDL eingesetzt.

Kalzium-Konzentration:

Fiir die Messung der [Ca*']i bzw. die Messung der endosomalen [Ca®*] wurden die Ca*'-
sensitiven Farbstoffe Fura-2 AM bzw. Fura-2FF (je 5 pmol/L) injiziert [15]. Messungen des
([Ca?*])) wurden nach Infusion mit Ca?*-freier HEPES-L&sung bzw. nach Infusion mit Ca®*-
haltiger Lésung mit oder ohne dem Ca?*-lonophor 14-bromo A-23187 (5 pmol/L)
durchgefiihrt.

Aktin-Zytoskelett:

Das F-Aktin-Zytoskelett wurde mit dem Farbstoff Alexa 568 Phalloidin (5 U/mL)

fluoreszenzmarkiert, nachdem die Zellen in situ mit 3,7% Formaldehyd fixiert, mit Saponin

permeabilisiert und anschliefend mit einer Puffer-Losung ausgewaschen wurden [16]. Die
Aktin-Depolymerisation erfolgte mit Cytochalsin D(100 pum/L) 5 Minuten vor P a-Erh6hung
bzw. Zugabe von Acetylcholin.

Pharmakologische Interventionen:

Je nach Protokoll wurden die pulmonalen Endothelzellen in situ mittels einer der folgenden
pharmakologischen Substanzen stimuliert: Histamin (10-1000 pmol/L), Acetylcholin (ACh;
10°- 10 Mol/L), der NO-Donor SNAP (10°-10° Mol/L) oder der TRPV-Kanal Aktivator,
40PDD (10 umol/L), wurden dem Perfusat zugegeben. L-Arginin (250 pmol/L), Atropin (10
pmol/L) und (+)-Tubocurarin (100 pmol/L) wurden 10 Minuten vor der Stimulation mit
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Acetylcholin hinzugegeben. Thapsigargin (250 pmol/L) wurde in kalziumfreier HEPES-
Losung infundiert.

Western Blot Analyse: Die Proteinexpression wurde mittels Western Blot Analysen

durchgefihrt Hierfur wurden mit flussigem Stickstoff gefrorene Lungen von Mé&usen
pulverisiert, lysiert und homogenisiert. Gleiche Anteile von Proteinfraktionen wurden in
einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit
entsprechenden spezifischen Antikdrpern inkubiert. Der Nachweis der spezifischen Banden
erfolgte Uber Inkubation mit einem sekundaren Antikérper und Detektion Uber
Chemolumineszenz.

Statistik:

Ergebnisse sind als Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Fir
abhéngige Variablen wurden die Werte mittels Wilcoxon und Friedman-Test verglichen,
unabhéngige Variablen mittel Kruskal-Wallis und Mann-Whitney U-Test. Das statistische
Signifikanzniveau wurde auf p<0.05 festgelegt.

Eine detaillierte Darstellung der eingesetzten Methoden findet sich in den angefiihrten

Originalpublikationen.
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Ergebnisse
Endotheliales NO-Imaging in Kontrolllungen:

Zur ldentifikation des Phanotyps der mit dem NO-sensitiven Farbstoff DAF-FM beladenen
Zellen, wurden diese zusatzlich mit dem endothelialen Marker Alexa Fluor 488 AcLDL
angefarbt. Es zeigte sich eine Co-Lokalisation beider Farbstoffe, so dass von einer
endothelialen Beladung mit DAF-FM ausgegangen werden kann.

Bei Zugabe des eNOS-Substrates L-Arginin kam es zu einem deutlichen Anstieg der DAF-
FM-Fluoreszenz, welcher bei zusatzlicher Gabe des eNOS-Inhibitors L-NAME vollstandig
unterbunden wurde. Dies impliziert, dass wir mit unserer Methode die eNOS-abhéngige

endotheliale NO-Produktion visualisieren konnen.

Am Ende eines jeden Versuchs wurde der exogene NO-Donor SNAP hinzugegeben. Dies
fihrte unabhdngig vom Versuchsprotokoll zu einem deutlichen Anstieg der DAF-FM-
Fluoreszenz um das 4,6 + 0,2—fache, was beweisend ist flir eine vergleichbare Beladung der
Endothelzellen mit dem Farbstoff DAF-FM in jedem Versuch sowie der NO-abhé&ngigen
Fluoreszenz des DAF-FM.

Induktion der endothelialen NO-Produktion durch Anheben des hydrostatischen Drucks in

Kontrolllungen

Unter Ausgangsbedingungen bei einem physiologischen P a von 5 cmH,O lag die
endotheliale NO-Produktion unter dem messbaren Bereich. Bei Anheben des P a von 5
cmH,0 auf 15 cmH,0 stieg der transmurale Druckgradient um 132% an und der Durchmesser
der untersuchten venularen Kapillaren nahm von 17,2 + 2,1 pum auf 19,5 + 3,2 um zu, was
einer endothelialen Dehnung von etwa 10% entspricht. Unter einer 30-minutigen andauernden
hydrostatischen Druckerh6hung kam es in allen aufgenommenen Endothelzellen zu einem
kontinuierlichen und linearem Anstieg der endothelialen NO-Produktion, welche mit einer
zeitlichen Verzdgerung von ca. 5 Minuten nach Druckerhéhung einsetzte. Bei Rickkehr des

PLaauf 5 cmH,0 fiel die NO-Produktion innerhalb von 2 Minuten auf Ausgangsniveau ab.

Durch Zugabe von L-NAME konnte diese endotheliale NO-Antwort auf hydrostatischen
Stress unterbunden werden, so dass eine NOS-Aktivierung ursachlich fir den NO-Anstieg

scheint.
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Um auszuschlie3en, dass die Bindung von NO an das Hamoglobin roter Blutkorperchen die
oben genannten Ergebnisse in qualitativer Weise beeinflusst, wurden diese Experimente mit
Ca®*-reicher HEPES-L6sung als zellfreies Perfusat repliziert, was keinen Einfluss auf die

erzielten Resultate hatte.

Ebenfalls wurde die Minderung der Scherkréfte, die natirlicherweise als Folge des Anstiegs
des GefalRdurchmessers unter hydrostatischer Druckerh6hung auftritt, als Ursache fur die o.g.
Beobachtungen ausgeschlossen. Es zeigte sich, dass durch Anhebung der Durchflussrate
wéhrend Druckerhéhung und der dadurch erzielten Konstanthaltung der vaskuldren

Scherkrafte, die NO-Produktion tendenziell eher noch weiter erhdht wurde.

Indem durch Zugabe der PI3Kinase-Inhibitoren Ly294002 und Wortmanin (20 pumol/L) die
NO-Produktion bei hydrostatischem Stress aufgehoben werden konnte, wurde eine
wesentliche Rolle der Aktivierung der P13Kinase in dieser Signalkaskade identifiziert.

Charakterisierung der chronischen Herzinsuffizienz

Neun Wochen nach Implantation des Titan-Aortenclips hatten die Ratten eine biventrikulére
kardiale Hypertrophie entwickelt, was durch ein erhohtes Verhéltnis von Herz-zu-
Korpergewicht charakterisiert war. Der systemisch-arterielle Druck anderte sich nicht,
wéhrend  der  linksventrikuldare  enddiastolische  Druck  sowie das  Feucht-
/Trockengewichtsverhdltnis der Lunge als charakteristische Zeichen einer diastolischen
Linksherzinsuffizienz zunahmen. Im Rahmen der strukturellen und/oder funktionellen
Adaption der Lunge nahm der pulmonal-vaskuldare Widerstand ebenfalls deutlich zu, die

statische Lungencompliance hingegen ab.
Pulmonal-endotheliale Dysfunktion bei chronischer Herzinsuffizienz

Waéhrend eine pharmakologische Stimulation mit ACh zu einem dosisabhangigen Anstieg der
DAF-FM-Fluoreszenz in isoliert-perfundierten Lungen von Kontrolltieren flhrte, fehlte diese
NO-Antwort bei Tieren mit CHF, sowohl in Endothelzellen venulérer Kapillaren als auch in
solchen kleiner Arteriolen, vollstandig. Eine verminderte Expression des Ms-
Acetylcholinrezeptors,  welcher  die  Acetylcholin-stimulierte  endothelabhéngige
Vasodilatation vermittelt, konnte mittels Western Blot Analyse als Ursache dieser fehlenden

Stimulierbarkeit ausgeschlossen werden.
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Unter physiologischen Bedingungen sind pulmonale Kapillaren und Venolen maximal
dilatiert. Fur die funktionelle Bestimmung der Endothelfunktion als h&modynamisch
messbare Minderung des Perfusionsdrucks nach Zugabe von ACh wurden daher die
pulmonalen GefaRe isoliert-perfundierter Lungen von Kontroll- als auch CHF-Tieren mit dem
Thromboxananalog U46619 vorkonstringiert. Dabei zeigte sich bei Kontroll-Tieren eine
deutliche dosisabhéngige Reduktion des pulmonalarteriellen Druckes auf ACh, wohingegen
bei CHF-Tieren nach Zugabe von ACh keine Anderung des Perfusionsdrucks als Ausdruck
einer fehlenden endothelabh&ngigen Vasodilatation auftrat. Die Zugabe von SNP, einem
endothelunabhangigem Vasodilatator, fihrte hingegen sowohl in Kontroll- als auch in CHF-
Lungen zu einer Vasodilatation, wodurch nachgewiesen wurde, dass die fehlende ACh-

Antwort in CHF-Lungen in der Tat Ausdruck einer endothelialen Dysfunktion war.

Die funktionelle Relevanz dieser endothelialen Dysfunktion konnte in nachfolgenden
h&modynamischen Messungen in vivo nachgewiesen werden: Wahrend in Kontrolltieren das
pulmonale GeféalRbett maximal dilatiert ist, so dass Inhalation von NO keine zusatzliche
Vasodilatation zu induzieren vermag, konnten wir bei CHF-Tieren durch Inhalation von NO
eine dosisabhéngige Reduktion des pulmonalen Perfusionsdrucks hervorrufen. Dies weist auf
eine deutliche Erhohung des pulmonalen vaskuldren Gefélstonus in CHF-Tieren in Folge der

endothelialen Dysfunktion hin.

Auch eine pharmakologische Stimulation mit Histamin sowie mechanische Stimulation der
Endothelzellen mittels hydrostatischen Druckanstiegs fiihrt im Gegensatz zu Kontrolltieren
bei CHF-Ratten zu keiner Stimulation der endothelialen NO-Produktion. Eine verminderte
Dehnung der Endothelzellen durch hydrostatischen Stress konnte als Ursache hierfir
ausgeschlossen werden, da sich nach hydrostatischer Druckerh6hung vergleichbare
Ausdehnungen der GefaRe in Kontroll- sowie CHF-Tieren unter dem Mikroskop zeigten.
Desgleichen konnte eine Minderanreicherung des DAF-Farbstoffs in CHF-Lungen
ausgeschlossen werden, da die Zugabe des exogenen NO-Donors SNAP am Versuchsende zu
vergleichbaren Fluoreszenzanstiegen in Kontroll- und CHF-Tieren fuihrte. Zusammenfassend
ergaben diese Befunde, dass CHF zu einer massiven endothelialen Dysfunktion in der
Lungenstrombahn fiihrt, die funktionell relevant und unabhdngig von der Art der

Endothelzellstimulation mittels pharmakologischer oder mechanischer Stimulation ist.
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eNOS-Expression und Substrat-Zugabe

In immunhistologischen Untersuchungen und Western Blot Analysen an frisch-isolierten
Endothelzellen aus Kontroll- und CHF-Lungen konnten wir zeigen, dass das Fehlen der NO-
Antwort bei chronischer Herzinsuffizienz nicht Folge einer verminderten Expression der
eNOS war. Tendenziell war diese in CHF-Tieren sogar erhoht, jedoch war dieser Anstieg
nicht statistisch signifikant. Die iINOS war weder in Kontroll- noch in CHF-Tieren exprimiert
und scheidet somit als Quelle der endothelialen NO-Produktion in den hier untersuchten
Szenarien aus. Auch das Fehlen des NO-Synthase Substrates L-Arginin konnte als potentielle
Ursache der fehlenden NO-Produktion ausgeschlossen werden, da eine Zugabe von exogenem
L-Arginin keinen Effekt auf die endotheliale NO-Produktion in CHF-Tieren hatte.

Pulmonal-endotheliales Ca®*-Signaling bei chronischer Herzinsuffizienz

Nachdem wir eine verminderte eNOS-Expression als Ursache der endothelialen Dysfunktion
bei CHF-Tieren ausgeschlossen hatten, untersuchten wir die posttranslationale Regulation des
Enzyms durch Anderungen der endothelialen [Ca®'];.

Unsere Arbeitsgruppe konnte in friheren Untersuchungen zeigen, dass das endotheliale
[Ca®*]i—Profil bei Kontrolltieren unter Ausgangsbedingungen charakteristische spontane
[Ca®*]-Oszillationen aufweist, welche durch spezifische endotheliale Schrittmacherzellen
generiert und Uber Gap Junctions und benachbarte Endothelzellen als interendotheliale
[Ca?*]—Welle fortgeleitet werden[20]. Erstaunlicherweise waren diese spontanen [Ca®']i
Oszillationen bei CHF-Tieren fast vollstandig aufgehoben, zudem war die mittlere

endotheliale [Ca?']i-Konzentration um ca. 15% niedriger als jene bei Kontrolltieren.

Mechanische Stimulation durch Anhebung des P a von 5 auf 15 cmH,O bewirkte bei
Kontrolllungen einen Anstieg des mittleren endothelialen [Ca®]; sowie einen Anstieg der
Amplituden der [Ca*"]; —Oszillationen. In CHF-Lungen hatte diese mechanische Stimulation
keinerlei Effekt auf das endotheliale [Ca?*]i. Auch eine mechanische Stimulation von einem
erhdhten Ausgangs-P_a auf P a-Werte von 25 cmH,0 sowie pharmakologische Stimulation
mit Histamin, welche bei Kontrolltieren zu einem charakteristischen biphasischen [Ca®*]i —
Anstieg filhrt, vermochten in CHF-Tieren keinerlei endotheliales [Ca®']i-Signaling zu
induzieren. Eine Downregulation der Histamin-H;-Rezeptoren konnte dabei mittels Western
Blot Analysen frisch-isolierter Endothelzellen ausgeschlossen werden. Auch der

charakteristische Anstieg des endothelialen [Ca®*]; in Kontrolllungen auf Stimulation mit ACh
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war in CHF-Lungen nicht zu beobachten. Diese Befunde weisen auf eine fundamentale und
bislang in diesem Ausmall nach unserer Kenntnis einmalige Stérung der endothelialen

[Ca®*]i-Homdostase und des endothelialen [Ca**]i-Signalings hin.

Kirzlich konnte von unserer und anderen Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass der endotheliale
Ca®* —Einstrom nach mechanischer Stimulation durch den mechanosensitiven TRPV4-Kanal
vermittelt wird [28,29]. Eine pharmakologische Stimulation des TRPV4-Kanals mit 4aPDD,
die in Kontrolllungen zu einem endothelialen Ca?*-Einstrom fiihrt, konnte in CHF-Lungen
keinen Effekt auslésen. Wir konnten zudem anhand von Western Blot Analysen zeigen, dass
mechanosensitive TRPV2- und TRPV4-Kandle in CHF-Lungen im Vergleich zu
Kontrolllungen vermindert exprimiert werden. TRPC-Kandle hingegen, die an der
ligandenvermittelten endothelialen [Ca®*]—Antwort auf Histamin, Thrombin oder
Acetylcholin beteiligt sind [30,31], waren in frisch isolierten pulmonalen Endothelzellen von
CHF-Tieren nicht vermindert exprimiert. Dies weist darauf hin, dass die verminderte
Expression von Ca”*-Einstromkanélen eventuell an der Stérung des endothelialen [Ca®*)i-
Signalings beteiligt sein kdnnte, jedoch nicht deren vordringliche Ursache bildet.

Die Zugabe von Thapsigargin, eines Alkaloids dass die endosomalen Ca**-Speicher entleert,
fuhrte bei CHF-Tieren zu einer dhnlichen Ausschiittung von Ca** aus dem endoplasmatischen
Speicher wie bei Kontrolltieren. Dadurch kann eine Depletion der endosomalen Ca?*-Speicher

als Ursache des gestorten [Ca®*]; —Signalings in CHF-Tieren ausgeschlossen werden.
Rekonstitution der NO-Synthese durch Induktion eines endothelialen Ca**-Einstrom

In einem nachsten Schritt untersuchten wir, ob das gestérte [Ca®*]i-Signaling ursachlich der
fehlenden endotheliale NO-Produktion in CHF-Lungen zugrunde liegt. Hierfur induzierten
wir einen endothelialen Ca**-Einstrom durch Zugabe eines Ca®*-lonophors bei gleichzeitiger
Perfusion mit einer 0 bzw. 200 nMol/L Ca®* enthaltenden Puffer-L6sung, welches zu einem
endothelialem [Ca?*]; von 0-20 nMol/L bzw. 180-200nMol/L fiihrte. In letzterem Fall, d.h. bei
Induktion eines [Ca®*]i-Signals durch Perfusion mit 200 nMol/L Ca?* in Anwesenheit von
Thapsigargin, konnte eine vergleichbare NO-Produktion in CHF-Lungen wie in
Kontrolllungen wiederhergestellt werden. Somit konnte die Stérung des endothelialen [Ca?*];-

Signalings als zentrale Ursache der endothelialen Dysfunktion bei CHF identifiziert werden.
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Reorganisation des endothelialen Zytoskeletts

In einer Reihe zum Teil sehr hochkardtig publizierter Arbeiten wurde verschiedentlich
postuliert, dass Aktin-Mikrofilamente eine wichtige Rolle in der Regulation des
intrazelluldren Ca®*-Haushalts spielen kénnten [21, 32]. Wir untersuchten daher, ob eine
Reorganisation der F-Aktin-Mikrofilamente in pulmonalen Endothelzellen von CHF-Ratten
zu einem gestdrten endothelialen Ca”*-Haushalt und damit allgemein zu einer endothelialen
Dysfunktion fiihren koénnte. Mit Phalloidin angefarbte Endothelzellen von Kontrolllungen
wiesen eine zirkuldre F-Aktin-Struktur auf, welche besonders an GeféRbifurkationen
ausgepragt war. Die Anfarbung mit Phalloidin erreichte in CHF-Lungen einen etwa 10x
hoheren Wert; hier zeigte sich auch im Gegensatz zu Kontrolllungen eine spiralférmige
Ausbreitung des F-Aktins tber die gesamte L&nge der endothelialen Gefalwand. Zudem war
der F-Aktin-Gehalt sowohl in Kontroll- als auch in CHF-Tieren in kleinen pulmonalen
Arteriolen deutlich héher als in den pulmonalen vendsen Kapillaren. Wir konnten auRerdem
zeigen, dass das Phalloidin spezifisch Aktin anfarbte, da bei Zugabe von Cytochalasin D,
einem F-Aktin-Polymerisations-Inhibitor, die Fluoreszenz-Intensitat um zwei Zehnerpotenzen
abnahm. Eine Beteiligung von a-Aktin glatter Muskelzellen am Phalloidin-Fluoreszenzsignal
konnte durch eine Reihe geeigneter Kontrollexperimente, die in der angefiigten Originalarbeit
im Detail wiedergegeben sind, ausgeschlossen werden. Zusatzlich bestatigten Western Blot
Analysen frisch-isolierter pulmonaler Endothelzellen, dass p-Aktin in CHF-Lungen ca. 13x

starker exprimiert war als in Kontrolllungen.

Schlief3lich untersuchten wir, ob diese fundamentale Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts in
CHF-Lungen ursachlich dem gestorten endothelialen [Ca®*]i-Signaling und damit der
endothelialen Dysfunktion zugrunde liegt. Hierfir wurde das endotheliale Aktin-Zytoskelett
mittels Cytochalasin D zerstort. Diese Intervention fuhrte zu einer Wiederherstellung des
endothelialen [Ca®*]i-Anstiegs sowie der NO-Produktion in CHF-Lungen auf mechanische
Stimulation mit hydrostatischem Stress oder pharmakologische Stimulation durch ACh oder
Histamin, hatte aber keinen Einfluss auf die verminderten [Ca?']i-Oszillationen. In
Kontrolllungen hatte Cytochalasin D hingegen keinen Einfluss auf das endotheliale [Ca?'];-
Signaling und die NO-Produktion. Diese Befunde weisen erstmals auf eine massive
Reorganisation des endothelialen  Zytoskeletts als pathophysiologische  Ursache

kardiovaskulérer Erkrankungen hin.
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Diskussion

Die endotheliale Dysfunktion bei CHF fiihrt zu einer verminderten Perfusion im systemischen
sowie koronaren Kreislauf und ist somit maRgeblich fur eine erhohte Morbiditdt und
Mortalitat bei dieser Erkrankung verantwortlich [7]. Ahnlich wie im systemischen Kreislauf
wird postuliert, dass CHF auch in der Lungenstrombahn zu einer endothelialen Dysfunktion
mit konsekutiv reaktivem Anstieg des pulmonal-vaskuldren Widerstandes fiihrt, was in der
Konsequenz einen pulmonalen Hochdruck und eine Rechtsherzinsuffizienz zur Folge hat. Wir
konnten in dieser Studie erstmals mit Hilfe der von uns etablierten real-time in situ
Fluoreszenzmikroskopie an intakten isoliert-perfundierten Lungen die gestorte endotheliale
NO-Produktion in pulmonalen Kapillaren und Arteriolen bei Ratten mit chronischer
Herzinsuffizienz nachweisen, ihre funktionelle Relevanz aufzeigen, sowie die ihr

zugrundeliegenden Ursachen auf Ebene der endothelialen Signaltransduktion identifizieren.

Anders als bei der pulmonal-arteriellen Hypertonie, die eine verminderte Expression des
eNOS-Enzyms zur Folge hat [8,9], konnten wir in unserer Studie eine verminderte Expression
oder einen Substratmangel dieses Enzyms als Ursache fur die verminderte endotheliale NO-

Produktion bei der pulmonal-vendsen Hypertonie ausschlielRen.

Wir untersuchten daher als néchstes, ob eine gestorte posttranslationale Regulation der eNOS
durch das endotheliale [Ca®‘]-Signaling ursachlich fiir die gestorte endotheliale NO-
Produktion war. Mittels Fura-2-Imagings pulmonaler Endothelzellen in intakten Lungen
konnten wir zeigen, dass sowohl die natirlicherweise durch Schrittmacherzellen generierten
endothelialen [Ca®*]i-Oszillationen als auch die mittlere endotheliale [Ca**];-Konzentration
bei CHF-Tieren deutlich vermindert waren. Des Weiteren fiihrte eine pharmakologische
Stimulation durch Histamin oder Acetylcholin sowie mechanische Stimulation durch
hydrostatische Druckerhdhung im Gegensatz zu Kontrolltieren zu keiner [Ca®]i-Antwort bei
CHF-Tieren. In Western Blot Analysen konnten wir nachweisen, dass die mechanosensitiven
TRPV2- und TRPV4-Kanile, welche bei Kontrolltieren fiir die Ca*-Antwort unter
hydrostatischer Stimulation mitverantwortlich sind [10,11], bei CHF-Tieren vermindert
exprimiert waren. In Ubereinstimmung mit der Hypothese, dass diese reduzierte Expression
von TRPV Kandlen der verminderten endothelialen Reagibilitdt auf hydrostatischen Stress
zugrunde liegen konnte, vermochte die direkte Stimulation dieser Kanidle mit 4aPDD keine
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endotheliale [Ca*"]-Antwort bei CHF-Tieren mehr zu induzieren. Da jedoch gleichzeitig die
endotheliale Expression von TRPC Kanélen, die funktionell die [Ca®];-Antwort auf Histamin
und ACh vermitteln, unvermindert war, konnte die reduzierte Expression von TRP Kanalen
als alleinige Ursache der endothelialen Dysfunktion ausgeschlossen werden. Diese
Schlussfolgerung wird zudem durch den Befund gestutzt, dass beide Komponenten der
typischerweise biphasischen Ca®*-Antwort auf Histamin in CHF-Tieren fehlen. Somit findet
schon auf Ebene der endoplasmatischen Ca®*-Ausschiittung eine Stérung statt, die allein
durch einen verminderten Ca®*-Einstrom iiber vermindert exprimierte lonenkanale nicht zu
erklaren ware. Auch die ligandenvermittelten sowie spontanen Ca”*-Oszillationen, welche
unabhangig von extrazellulirem Ca®*-Einstrom entstehen, fehlten bei CHF-Tieren
vollstandig. SchlieBlich induzierte die Zugabe von Thapsigargin eine vergleichbare Ca®*
Ausschittung aus den endoplasmatischen Speichern wie bei Kontrolltieren, wéhrend der
begleitende Anstieg des zytosolischen [Ca®]; ausblieb, was auf eine verstarkte Pufferung oder
eine rasche Elimination des zytosolischen [Ca®"); riickschlieRen lsst.

Bei Zugabe des Ca”*-lonophors A-23187, welches gleichermaBen bei Kontroll- und CHF-
Tieren zu einem Anstieg des endothelialen [Ca?*]; fiihrt, konnten wir die NO-Produktion bei
CHF-Tieren wiederherstellen. Insofern kommt dem gestérten [Ca®']i-Haushalt eine
Schliusselrolle bei der endothelialen Dysfunktion zu. Zudem bietet diese von uns mit der
Methode der in situ-Bildgebung durchgefuhrten Studie erstmals eine Erklarung fir die
Beobachtung von Ontkean und Mitarbeitern, dass Acetylcholin zwar kaum einen Relaxations-
Effekt auf die Pulmonalarterien in CHF-Tieren hat, mit A-23187 allerdings weiterhin eine

starke Vasodilatation bei diesen Tieren induziert werden kann [12].

Wir untersuchten als ndchsten Schritt, inwiefern eine Adaptation des endothelialen Aktin-
Zytoskeletts bei CHF-Tieren mdglicherweise als Ursache der endothelialen Dysfunktion und
des gestorten [Ca®']i-Signalings in Frage kommt. Diese Hypothese resultierte aus den

Erwagungen, dass:

1) F-Aktin-Polymer das einzige Protein darstellt, das groRere Mengen von Ca** -lonen
mit einer Dissoziationskonstanten im Bereich des physiologischen zytosolischen

[Ca*]; zu speichern vermag [13,14]

2) ein verstarktes kortikales Aktin-Zytoskelett den Ca®*-Einstrom (iber TRCP3-Kanle

und speicherabhangige Kanale zu verhindern vermag [15]
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3) Anderungen der mechanischen Krafte, wie sie u.a. bei CHF auf die pulmonale
GefaBwand einwirken, in Endothelzellen zu einer Anderung der Aktin-Expression
fiihren [16].

Die von uns mit Phalloidin angefarbten pulmonal-kapillaren Endothelzellen zeigten eine
deutlich erhohte Aktin-Expression bei CHF-Tieren sowie eine zirkuldr-/spiralférmige
Anordnung der F-Aktin-Polymere. Diese spezifische Anordnung gewahrleistet eine
strukturelle Stabilitat und Elastizitat dieses GeféalRsystems in einem Umfeld, dass eine stdndige
oszillierende mechanische Beanspruchung durch die rhythmischen Atembewegungen erféhrt.
Die Spaltung von Aktinpolymeren durch Cytochalasin D flhrte zu einer Wiederherstellung
der [Ca?*]i-und NO-Antwort in CHF-Tieren, wodurch eine zentrale Rolle des zytoskelettalen
Remodelings im Rahmen der endothelialen Dysfunktion nachgewiesen werden konnte.

Obwohl die exakten zelluldaren Mechanismen, die diesem Effekt zugrunde liegen, bislang

noch nicht geklart sind, erscheinen folgende mechanistischen Erklarungen denkbar:

- Zum einen konnten F-Aktin-Polymere als endothelialer Ca®*-Speicher und somit als
Puffer fiir den extrazellularen Ca**-Einstrom und die Ca®*-Freisetzung aus dem

endoplasmatischen Retikulum fungieren.

- Zum anderen konnte die kirzlich entdeckte Interaktion zwischen den Molekilen
Stim/Orai[19], die fur den speicherabhangigen zelluliren Ca**-Einstrom
verantwortlich sind, durch eine dichte koritikale Aktinschicht gestért werden.

In den hier vorliegenden Untersuchungen gelang es uns,

- erstmals das Ausmal} und die funktionelle Relevanz der endothelialen Dysfunktion bei
CHF zu charakterisieren,

- einen neuen Mechanismus der endothelialen Dysfunktion in Form einer

fundamentalen Storung des endothelialen Ca®*-Signalings zu beschreiben, und

- strukturelle Adaptationsvorgidnge des endothelialen Zytoskeletts als grundlegende
Mechanismen zu identifizieren, denen im Rahmen kardiovaskuldrer Erkrankungen
wesentliche pathophysiologische Bedeutung und potenzielle therapeutische Relevanz

zukommen konnte.
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