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Abkilrzungen:

ALI: Acute Lung Injury

ARDS: Adult Respiratory Distress Syndrome

ET: Endothelin

ECE: Endothelin-Converting-Enzyme

cGMP: zyklisches Guanosinmonophosphat

(s)GC: (I6sliche) Guanylatzyklase

GFR: glomeruléare Filtrationsrate

L-NAME: N(G)-nitro-L-arginine methylester; unspezifischer Blocker der NOS
NO: Stickstoffmonoxid

NOS: Stickstoffmonoxid-Synthasen

iINOS, eNOS, nNOS: induzierbare, endotheliale, neuronale NOS



1 Einleitung:

1.1 Das Endothelinsystem

1988 isolierte M. Yanagisawa aus Aortenendothelzellen ein bis dahin véllig
unbekanntes Peptid, welches wegen seines Ursprungsortes Endothelin genannt
wurde, und welches Uber starke vasokonstriktorische Wirkung verfugt (Yanagisawa
et al, 1988). 1989 gelang durch Nachforschungen mittels DNA-Bibliothek die
Entdeckung von zwei weiteren Isoformen neben dem klassischen Endothelin, so daB
die Bezeichnungen Endothelin-1, -2 und -3 (ET-1, -2, -3) eingefihrt wurden (Inoue et
al., 1989). Endotheline bestehen aus 21 Aminosduren und erhalten durch zwei
intramolekulare Disulfidbriicken eine gebogene, haarnadelartige Form . ET-1
unterscheidet sich von ET-2 durch zwei Aminosduren, dagegen von ET-3 durch
sechs Aminosauren. Die Synthese der Endotheline erfolgt Gber mehrere
Zwischenstufen (siehe Abbildung 1):

Das primare Translationsprodukt ist das Praproendothelin, aus dem durch
enzymatische Spaltung das Proendothelin, auch Big-Endothelin genannt, hervorgeht.
Dieses Big-Endothelin wird durch ein Endothelin-Konversions-Enzym (ECE)
gespalten, wobei das biologisch aktive Endothelin entsteht (Xu et al., 1994).

Die Endotheline unterscheiden sich in ihrer Expression voneinander:

Im Endothel wird Uberwiegend ET-1 exprimiert; dartberhinaus wird ET-1 auch von
Mesangiumzellen, glatter GefaBmuskulatur und glomerularen und tubularen Zellen
gebildet (Zoja et al., 1991;Resink et al., 1990;Kasinath et al., 1992). ET-2 wird in
Herz, Lunge, Ovarien und Gastrointestinaltrakt; ET-3 dagegen wird in Lunge, Gehirn,
Hypophyse und Intestinaltrakt exprimiert (Uchide et al, 1999;Matsumoto et al.,
1989).

Die Wirkungen der Endotheline im Saugetier werden durch spezifische, G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren vermittelt: ETA und ETg (Arai et al.,, 1990;Sakurai et al.,
1990). ETa und ETg besitzen groBe strukturelle Ahnlichkeit miteinander; beide
gehdren der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren an und besitzen sieben
transmembrandre Doménen. Sie unterscheiden sich jedoch in ihrer Spezifitat fir die
verschiedenen Endotheline: So ist die Affinitat des ET-1 zum ETa hundertmal und die
des ET-2 bis zu zehnmal stérker als die des ET-3. Die Affinitdt des ETg dagegen ist

zu allen endogenen Endothelinen etwa gleich.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Syntheseweges des ET-1 vom primdren Translationsprodukt

prépro- ET-1 bis zum biologisch aktiven ET-1.

Wéhrend ETa Uberwiegend in den Zellen der glatten GefaBmuskulatur exprimiert

wird, findet die Expression des ETg in den Gliazellen des Gehirns, den epithelialen

Zellen des choroidalen Plexus, den Ependymzellen, den endothelialen Zellen der

Glomerula und den epithelialen Zellen im dinnen Teil der Henle-Schleife statt (Hori
etal., 1992).

Das Endothelinsystem hat vielféltige biologische Wirkungen im Organismus:

1.
2.

Endothelin ist ein potenter Vasokonstriktor.

Endothelin ist ein Mitogen. Es fordert beispielsweise die Proliferation der
Zellen der glatten Muskulatur entweder alleine oder die Proliferation
mesangialer Zellen als Mediator des Platelet-Derived Growth Factor
(PDGF) (Hirata et al., 1989;Noveral et al., 1992;Kohno et al., 1994).
Endothelin spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Organismus
und der Differenzierung seiner Zellen. In Experimenten mit genetisch
veranderten Tieren, die entweder Endothelin- oder Endothelin-Rezeptor-

defizient waren, zeigten sich kraniofaziale Malformationen, die mit dem
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Leben nicht vereinbar waren, sowie enterische Abnormalitdten im Sinne
eines Morbus Hirschsprung (Kurihara et al., 1994;Hosoda et al., 1994).

4. Endothelin greift in den Elektrolyt- und Wasserhaushalt ein. Es ist bekannt,
daB Endothelin am Nephron zu gesteigerter Wasser- und
Salzausscheidung fuhrt (Kohan, 1997).

5. Endothelin wirkt bronchokonstriktorisch und stoért die mukoziliare Clearance
der Atemwege (Fernandes et al., 1996;Sabater et al., 1996).
6. Endothelin ist ein pro-inflammatorischer Mediator. Es stimuliert sowohl die

Expression inflammatorischer Mediatoren wie TNFa, als auch die
Expression von inflammatorischen Adhasionsmolekilen wie ICAM-1 und
VCAM-1 (Chen et al, 1997). Desweiteren konnte in Versuchen mit
Endothelin-transgenen  Tieren nachgewiesen werden, daB eine
Uberexpression von Endothelin Lymphozyten anlockt, mit der Folge einer
chronischen Inflammation und konsekutiver Fibrose (Hocher et al., 2000).
Was die Zuordnung dieser biologischen Aktivitdten zu den Endothelinrezeptortypen
angeht, kénnen mittlerweile die konstriktorischen Effekte des Endothelins auf die
Zellen der glatten Muskulatur Gberwiegend dem ETa zugerechnet werden. Weiterhin
konnten die mitogenen Effekte des Endothelins auf eine Vielzahl von Zelltypen
ebenfalls dem ETa zugeordnet werden.
Der ETg dagegen vermittelt dagegen eine antiproliferative Wirkung (Mallat et al.,
1995). Der in der Niere vorherrschende ETg scheint tberdies eine wesentliche Rolle
bei der Aufrechterhaltung der GFR und der renalen Natriumreabsorption zu spielen
(Hocher et al., 2001). Desweiteren ist der ETg als Clearance-Rezeptor am Abbau des
zirkulierenden ET-1 beteiligt (Fukuroda et al., 1994). Dieser Befund legt eine Rolle
des ETg als negativer Rlckkoppelungmechanismus im Endothelinsystem nahe.
Diese Vermutung wird weiter unterstitzt durch die ETg —vermittelte Stimulation des
wesentlichsten Antagonisten des Endothelinsystems: des NO/cGMP-Systems (siehe
1.2und 1.3.).



1.2 Das NO/cGMP-System

Der wesentlichste physiologische Gegenspieler der Endotheline ist das
Stickstoffmonoxid (NO). 1998 wurde der Nobelpreis flir Physiologie und Medizin an
die Amerikaner Robert Furchgott, Ferid Murad und Louis J. Ignarro verliehen fir die
Identifizierung des NO als ein vom Endothel produzierter, potenter Vasodilatator,
welches vor seiner ldentifizierung als endothelium-derived relaxing factor (EDRF) in
der Literatur bezeichnet wurde. Der gasférmige Botenstoff NO wird im Organismus
durch sogenannte Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) aus L-Arginin unter
Mitwirkung von molekularem Sauerstoff gebildet, wobei Citrullin entsteht (Moncada &
Higgs, 1993). Es existieren drei NOS-Isoformen: die induzierbare (iNOS; NOS-2), die
endotheliale (eNOS; NOS-3) und die neuronale (nNNOS; NOS-1) Synthase. nNOS,
INOS und eNOS werden von unterschiedlichen Genen auf den Chromosomen 12, 17
und 7 vercodiert. Die endotheliale und neuronale NOS sind konstitutionell
exprimierte, niedrigaktive und calciumaktivierte Enzyme, welche in der
Signaltransduktion wichtig sind. Die induzierbare NOS, welche in Zytokin-aktivierten
Makrophagen entdeckt wurde, ist dagegen ein hochaktives Enzym, welches auf
auslésende Reize exprimiert wird und toxische Mengen an NO produziert und so
eine wesentliche Rolle in der antimikrobiellen und antineoplastischen Wirkung dieser
Zellen spielt (Forstermann & Kleinert, 1995).

Im Gegensatz zu der neuronalen und induzierbaren NOS gilt die endotheliale NOS
als das Enzym, welches als ubiquitar im Endothel konstitutiv exprimiertes Enzym fr
die basale NO-Produktion verantwortlich ist. Fihren bestimmte Stimuli —z.B.
Scherkréfte- am Endothel via Erhéhung des Calciumeinstroms zur eNOS Aktivierung,
so wird NO gebildet, welches dann beispielsweise in die Muskelzellen der
GefaBwand diffundiert und dort die I8sliche Guanylatzyklase aktiviert. Die daraus
folgende cGMP-Produktion mediiert dann die biologischen Effekte des NO wie z. B.
Vasorelaxation oder Hemmung der Thrombozytenaggregation (Moncada & Higgs,
1993).

cGMP ist jedoch nicht nur das Produkt der I6slichen Guanylatzyklase, sondern auch
das der membransténdigen Isoformen, welche den Rezeptor fur die natriuretischen
Peptide (ANP, BNP, CNP) darstellen: natriuretic peptide receptor A und B (NPR-A
und NPR-B) (Lee & Burnett, 2007). Das cGMP ist somit also der zweite Botenstoff

sowohl des NO als auch der natriuretischen Peptide. Sein Abbau erfolgt durch



Phosphodieesterasen; die Abbildung 2 veranschaulicht die komplexe Regulation des
cGMP.

NO
sGC-Stimulatoren/-Aktivatoren

Abb. 2: Ubersicht iiber den cGMP-Stoffwechsel:

BNP: B-Typ natriuretisches Peptid; cGMP: zyklisches Guanosinmonophosphat; NPR-
A: natriuretisches Peptid Rezeptor-A; PDE: Phosphodiesterase; (s)GC: (I6sliche)
Guanylatzyklase

Pharmakologisch kann man hier also auf mehreren Ebenen ansetzen, um durch
Erhéhung des cGMP die positiven Effekte des NO/cGMP-Signaltransduktionswegs
auszunutzen: 1. Gabe von Nitraten, welche direkt NO freisetzen; 2.
Pharmakologische  Stimulation  der  Guanylatzyklase; 3. Gabe  von
Phosphodiesterasehemmern; 4. Gabe von rekombinantem BNP oder oral
verflgbaren Derivaten des BNP.

Speziell die Punkte 2-4 liegen zur Zeit im Fokus der kardiovaskularen Forschung, in
dieser Arbeit wird die Wirkung eines Aktivators der Guanylatzyklase vorgestellt (siehe
3.3).



1.3 ET-NO-Interaktion

Die beiden in den vorangehenden Abschnitten beschriebenen Systeme —das ET-
und das NO/cGMP-System sind funktionelle Antagonisten in ihrer Wirkung auf
wichtige Prozesse wie Vasotonus, Inflammation und Fibrose. Dies hat zu einem
gesteigerten Interesse an der Interaktion beider Systeme geflihrt: Es ist bekannt,
dass ET-1 Uber den endothelialen ETg —Rezeptor die Synthese von NO und
vasodilatatorischen Prostanoiden stimuliert (de Nucci et al., 1988). Das NO/cGMP-
System wiederum inhibiert die ET-1 Expression (Boulanger & Luscher,
1990;Giannessi et al., 2001). Zusammengenommen bilden also beide Systeme einen
Regelkreis mit negativer Riickkoppelung, in dem ET-1 die Bildung von NO stimuliert,
welches dann wiederum die Expression von ET-1 inhibiert (siehe Abbildung 3). Aus
dem Vorangegangenen ergibt sich, dass eine mdgliche Imbalance von ET-1- und
NO/cGMP-System von groBer pathophysiologischer Relevanz mit Blick auf
Inflammation, Fibrose und Vasotonus ist.

Lumen Endothelzelle Glatte GefaBmuskulatur

N )

|\
A1

Abb. 3: Schematische Darstellung des ET-NO-Regelkreises am Blutgefal3
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2 Fragestellungen der eigenen Arbeiten

in dieser Arbeit behandelten Originalarbeiten versuchen folgende

Fragestellungen zu beantworten:

1.

Wie wirkt sich eine pharmakologische Blockade des ETa —Rezeptors am
Schweinemodell des akuten Lungenversagens aus?
Welche Effekte hat eine genetische Defizienz des ETg —Rezeptors im

Rattenmodell der peritonealen Sklerose bei Peritonealdialyse?

. Wie wirkt sich eine pharmakologische Beeinflussung des NO/cGMP-

Signaltransduktionswegs in vivo auf den kardiorenalen Endorganschaden im
Niereninsuffizienzmodell an der Ratte (5/6 Nephrektomie) aus?

Wie verdndert sich die renale Endothelinexpression in vivo bei einer
pharmakologischen Hemmung der NO-Produktion?

Welche Auswirkungen hat eine Defizienz von verschiedenen NO-Synthetasen
(iINOS und eNOS) auf den Phanotyp von ET-1 Uberexprimierenden Mausen?
Welchen Effekt hat eine pharmakologische Blockade der NO-Produktion auf
den pulmonalen Phanotyp von ET-1 Uberexprimierenden Mausen?
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3 Eigene Arbeiten im wissenschaftlichen Kontext

3.1 Ubersicht der eigenen Originalarbeiten zum Thema

P1: Kalk P, Senf P, Deja M, Petersen B, Busch T, Bauer C, Boemke W, Kaisers U,
Hocher B.

Inhalation of an endothelin receptor A antagonist attenuates pulmonary inflammation
in experimental acute lung injury. Can J Physiol Pharmacol. 2008 Aug;86(8):511-5.

P2: Kalk P, Rickert M, Godes M, von Websky K, Relle K, Neumayer HH,
Hocher B, Morgera S.

Does endothelin B receptor deficiency ameliorate the induction ofperitoneal
fibrosis in experimental peritoneal dialysis?

Nephrol Dial Transplant 2009 Nov 26.

P3: Kalk P, Godes M, Relle K, Rothkegel C, Hucke A, Stasch JP, Hocher B.
NO-independent activation of soluble guanylate cyclase prevents disease
progression in rats with 5/6 nephrectomy. Br J Pharmacol. 2006 Jul;148(6):853-9.

P4: Slowinski T*, Kalk P*, Christian M, Schmager F, Relle K, Godes M, Funke-Kaiser
H, Neumayer HH, Bauer C, Theuring F, Hocher B.

Cell-type specific interaction of endothelin and the nitric oxide system: pattern of
prepro-ET-1 expression in kidneys of L-NAME treated prepro-ET-1 promoter-
lacZ-transgenic mice. J Physiol. 2007 Jun 15;581(Pt 3):1173-81.

P5: Kalk P*, Westermann D*, Herzfeld S, Relle K, Pfab T, Bauer C, Tschépe C,
Stasch JP, Hocher B.

Additional lack of INOS attenuates diastolic dysfunction in aged ET-1 transgenic
mice. Can J Physiol Pharmacol. 2008 Jun;86(6):353-7.

P6: Quaschning T, Voss F, Relle K, Kalk P, Vignon-Zellweger N, Pfab T,
Bauer C, Theilig F, Bachmann S, Kraemer-Guth A, Wanner C, Theuring F,
Galle J, Hocher B.

Lack of endothelial nitric oxide synthase promotes endothelin-induced
hypertension: lessons from endothelin-1 transgenic/endothelial nitric oxide
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synthase knockout mice. J Am Soc Nephrol. 2007 Mar;18(3):730-40.
P7: Kalk P, Mach A, Thone-Reineke C, Godes M, Heiden S, Sharkovska Y,
von Websky, K, Relle K, Hocher B.

Pulmonary fibrosis in L-NAME-treated mice is dependent on an activated
endothelin system. Can J Physiol Pharmacol. 2008 Aug;86(8):541-5.

*: der Beitrag beider Autoren ist gleichwertig
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3.2 Eigene Arbeiten zur Pathophysiologie des Endothelinsystems

Mit der Pathophysiologie des Endothelinsystems in ausgewahlten Tiermodellen
beschéftigen sich die Studien P1 und P2 (siehe 3.1.). In der Studie P1 war das
konkrete Ziel die Rolle des ETa— Rezeptors im Tiermodell des akuten
Lungenversagens.

Das akute Lungenversagen wird je nach Schweregrad unterteilt in das ALI (Acute
Lung Injury; PaO2/FiO2< 300) und das ARDS (Adult Respiratory Distress Syndrome;
PaO2/FiO2< 300). Trotz deutlicher Verbesserungen bei der Mortalitat in den 90er
Jahren lag diese immer noch bei 34% (Abel et al., 1998). Das Lungenversagen ist
ein relativ uniformes Krankheitsbild gekennzeichnet durch ein nicht-hydrostatisches
Lungenédem mit konsekutiver Hypoxamie (Bernard et al., 1994). Die Atiologie ist
vielfaltig: Schock, Sepsis, Polytrauma, Aspiration, Pneumonie, Inhalation toxischer
Gase, etc. Aufgrund der hohen Letalitdt des Krankheitsbildes sind neue
therapeutische Ansatze notwendig. Es ist bekannt, dass im akuten Lungenversagen
sowohl Plasma- als auch pulmonale Gewebespiegel des Endothelin-1 erhéht sind
und dass dies mit der Schwere des Krankheitsbildes assoziiert ist (Curzen et al.,
1996;Sanai et al., 1996;Langleben et al., 1993;Druml et al., 1993). Diese Befunde
legen eine wichtige Rolle des ET-1 als Mediator im akuten Lungenversagen nahe.
Da im wesentlichen der ETa— Rezeptor fir die proinflammatorische Wirkung des ET-
1 verantwortlich gemacht wird, wurde in unserer Studie P1 die Wirkung eines
inhalativ verabreichten ETa— Rezeptor-Antagonisten (LU 135252) am Tiermodell des
ALI untersucht. Der inhalative Applikationsweg wurde gewahlt, da in Vorversuchen
eine systemische Gabe des ETa— Antagonisten wegen der begleitenden
Blutdrucksenkung zu erhdhter Mortalitédt flhrte. In unserer Studie wurde bei
Schweinen in Intubationsnarkose mittels repetitiver Lavage der Lunge ein ALI
induziert. AnschlieBend wurde Uber 30 min das Medikament oder ein Placebo
inhalativ appliziert. Nach 6 h des invasiven Monitorings von Kreislauf und
Gasaustausch wurde der Versuch beendet, allen Tiere wurden Gewebeproben der
Lunge zur histologischen und immunhistochemischen Analyse entnommen. Wir
konnten zeigen, dass klinisch Mortalitdt und arterielle Oxygenierung durch die
Inhalation mit dem ETa— Rezeptor-Antagonisten deutlich verbessert wurden ohne
dass systemisch Nebenwirkungen mit Hinblick auf Blutdruck, Herzfrequenz und
Herzleistung auftraten. Histologisch konnte durch die Behandlung eine Suppression

von IL-6 und der Makrophageninfiltration im pulmonalen Gewebe nachgewiesen
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werden. Somit kann festgehalten werden, dass die inhalative Therapie mit einem
ETa— Rezeptor-Antagonisten via bessere Oxygenierung und konsekutive
Mortalitatsreduktion und via Suppression der pulmonalen Inflammationsreaktion ein
mégliches neues Therapiekonzept des ALl darstellen kann. Ahnliche Effekte konnten
auch in anderen Modellen nachgewiesen werden, z.B. in der experimentellen
Chlorgasvergiftung (Wang et al., 2006). Leider gibt es derzeit noch keine klinischen
Interventionsstudien an ALI-Patienten mit Endothelinantagonisten, jedoch wird dies
in einem karzlich erschienenen Review durchaus empfohlen (Comellas & Briva,
2009).

Die Studie P2 beschaftigte sich schwerpunktmaBig mit einer madglichen
pathophysiologischen Rolle des ET-Systems bei der Peritonealfibrose.
Peritonealfibrose ist eine haufige Komplikation der Peritonealdialyse (Plum et al.,
2001) und limitiert den Einsatz dieser Dialyseart. Ergebnisse aus friiheren Studien an
humanem Material (Dialyseflissigkeit und Mesothelzellkulturen) legten eine
Beteiligung des ET-Systems an der Peritonelafiborose nahe (Morgera et al.,
1999;Morgera et al., 2003). Welcher Rezeptor hierbei die mdgliche Hauptrolle spielen
wirde, war bis dato unklar; eine Zellkulturstudie von Shimizu et al legte eine Rolle
des ETg— Rezeptors nahe (Shimizu et al., 2006). Somit wurde in P2 Peritonealdialyse
in vivo am Rattenmodell durchgefiihrt, wobei eine Gruppe mit genetischem knock-out
fur den ETg— Rezeptor mitgefihrt wurde. Wir konnten zeigen, dass diese knock-out
Tiere in der Tat keine ETg— Rezeptoren im Peritoneum exprimieren, jedoch hatte
diese Defizienz keinen EinfluB auf die dialyseinduzierte Peritonealfibrose in der
computergestitzten histologischen Auswertung von Peritoneumsproben nach
12wdchiger Dialysedauer. Dies legt den SchluB nahe, dass —zumindest in unserem
in vivo Tiermodell- es keinen Anhalt fir eine Beteiligung des ETg— Rezeptors an der
Peritonealfibrose gibt. Dies ist ein Widerspruch zur bereits zitierten Arbeit von
Shimizu et al, jedoch ist dabei zu bedenken, dass es sich bei dieser um eine in vitro-
Studie mit lediglich der Fibronectinproduktion der Zellen als Fibrosemarker handelt;
es gab also naturgemaf keine histologisch eindeutig quantifizierbare Fibrose. Es
bleibt somit noch der ETa— Rezeptor zu evaluieren als méglicher Mediator der
Peritonealfibrose; hierzu liegen bisher aber in der Literatur noch keine Daten vor, so
dass ein abschlieBendes Urteil zur pathophysiologischen Rolle und zur
therapeutischen Nutzbarkeit des ET-Systems in diesem Krankheitsbild noch nicht

gesprochen werden kann.
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3.3 Eigene Arbeiten zur Pathophysiologie des NO/cGMP-Systems

Mit der Pathophysiologie des NO/cGMP-Systems beschaftigt sich die Studie P3.

Wie in der Einleitung dargelegt (siehe 1.2) gibt es mehrere pharmakologische
Mdoglichkeiten die positiven Effekte des NO/cGMP-Systems zu nutzen. Eine der
neueren Moglichkeiten lieferte die Entwicklung spezifischer Agonisten der l6slichen
Guanylatzyklase sGC (Evgenov et al., 2006). Diese Substanzen stimulieren die sGC
unabhangig von NO, unterliegen somit im Gegensatz zu den Nitraten keinem
Toleranzeffekt und zeigen die volle Bandbreite der cGMP-Wirkungen (beispielsweise
auch Thrombozytenaggregationshemmung), da sie keiner weiteren enzymatischen
Biokonversion bedurfen. Jedoch gibt es hier Unterschiede in der pharmakologischen
Wirkweise: Die sogenannten sGC-Stimulatoren stimulieren die sGC konventionell via
Hamgruppe. Diese ist jedoch oxidationsanféllig und somit ergibt sich fir die sGC-
Stimulatoren wie flr die Nitrate ein Wirkungsverlust bei hohem oxidativem StreB.
Diesbezliglich gelang jedoch der Arbeitsgruppe um JP Stasch die Entdeckung einer
Substanz (BAY 58-2667), welche die sGC ham-unabhéangig aktiviert (Stasch et al.,
2002). Diese Substanz stimuliert die sGC in normalem Zustand, aktiviert sie jedoch
noch potenter in oxidiertem Zustand; diese redox-spezifische Aktivitat stellt ein neues
pharmakologisches  Prinzip dar: die sGC-Aktivatoren. Die chronische
Niereninsuffizienz ist ein Krankheitsbild mit hohem oxidativem StreB und konsekutiv
eingeschrankter NO-Wirksamkeit, desweiteren ist sie mit Hypertension und einem
hohen Risiko kardiovaskularer Erkrankungen assoziiert. Somit wurde die Studie P3
initiiert, um das therapeutische Potential dieses innovativen Wirkprinzips am
Rattenmodell der Niereninsuffizienz (5/6 Nephrektomie) zu testen. Hierbei wurden
mannliche Wistar Ratten nach 5/6 Nephrektomie mit BAY 58-2667 fir 18 Wochen
behandelt, als Kontrolle dienten unbehandelte nephrektomierte und scheinoperierte
Tiere. Wir konnten zeigen, dass die Behandlung mit BAY 58-2667 den Blutdruck der
Tiere deutlich senkte, histologisch war eine deutliche Reduktion des kardialen und
renalen Endorganschadens nachweisbar und funktionell konnte die Nierenfunktion
deutlich besser erhalten werden als ohne Behandlung. Somit kann festgehalten
werden, dass im niereninsuffizienten Tiermodell sGC-Aktivatoren sich als
therapeutisch hochwirksam im Erhalt der Nierenfunktion und in der Pravention des
kardiorenalen Endorganschadens erwiesen haben, Hinweise flr toxische Effekte
traten nicht auf. Ahnlich positive, sogar blutdruckunabhangige Effekte wurden fiir

sCG-Stimulatoren im Modell der anti-thy-1 Glomerulonephritis gefunden. (Wang et
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al.,, 2005b). Im direkten Vergleich von sGC-Stimulator und Phosphodieesterase-
Inhibitor an diesem Modell konnte eine Uberlegenheit des Stimulators gezeigt
werden (Wang et al., 2005a). Kurzlich ist der von uns verwendete sGC-Aktivator in
einer Studie an Patienten mit akut dekompensierter Herzinsuffizienz getestet worden
und hat bei guter Vertraglichkeit potente Vor- und Nachlast-senkende Effekte und
eine Verbesserung der Herzfunktion gezeigt; die Autoren empfehlen die weitere
Entwicklung des Medikamentes in dieser Indikation (Lapp et al., 2009).

Eigene Originalarbeit:

P3: Kalk P, Godes M, Relle K, Rothkegel C, Hucke A, Stasch JP, Hocher B.
NO-independent activation of soluble guanylate cyclase prevents disease
progression in rats with 5/6 nephrectomy. Br J Pharmacol. 2006 Jul;148(6):853-9.

27



28



29



30



31



32



33



34



3.4 Eigene Arbeiten zur Pathophysiologie der ET-NO-Interaktion

In der Einleitung (siehe 1.3.) wurde dargelegt, dass experimentelle Daten einen
negativen Rickkoppelungsmechanismus zwischen dem ET- und dem NO/cGMP-
System nahe legen: Endothelin stimuliert via ETg— Rezeptor die Produktion von NO,
welches die Expression des ET-1 inhibiert. Somit ergibt sich fir pathophysiologische
Fragestellungen die interessante Konstellation, dass Veranderungen oder Eingriffe in
einem der beiden Systeme mdglicherweise verstarkt oder auch abgeschwéacht
werden kdnnen durch konsekutive Veranderungen im antagonistischen System. Ein
gutes Beispiel wie sich das Gesagte konkret auswirken kann, ist der Blutdruck ET-1
Uberexprimierender Mause: Obwohl seinerzeit ET-1 der starkste bekannte
Vasokonstriktor war, zeigte das Mausmodell mit Uberexpression des ET-1 bei seiner
Erstbeschreibung erstaunlicherweise keinerlei erhéhten Blutdruck (Hocher et al.,
1997). Somit wurde die Hypothese einer Gegenregulation durch NO generiert,
welche auf einem erhéhten Niveau ein erneutes Equilibrium zwischen ET und NO
und damit Normotension ermdglichte. Diese These wurde durch Nachweis einer bei
diesen Tieren UberschieBend hypertensiven Antwort auf L-NAME (ein unselektiver
NOS-Inhibitor) bewiesen (Hocher et al., 2004). Somit stellte die Erforschung der ET-
NO-Interaktion in vivo in verschiedenen Organsystemen (Niere, Herz, Lunge) einen
Schwerpunkt unserer Arbeit in den Folgejahren dar: in dieser Arbeit werden die
Studien P4, P5, P6 und P7 vorgestellt.

Legt man die Theorie eines Regelkreises mit negativer Rluckkoppelung zwischen
NO- und ET-System zugrunde, so ist nach einer Applikation von L-NAME durch den
Wegfall der inhibierenden NO-Produktion eine Erhéhung der ET-1-Expression zu
erwarten. Um diese Theorie zu belegen, wurde in der Studie P4 zuné&chst ein
transgenes Mausmodell geschaffen, welches ein lacZ-Reportergen unter der
Kontrolle eines prapro-ET-1-Promotors tragt. Mittels Bluo-Gal-Farbung kann nun
durch einfache histologische Farbung der Nachweis einer Aktivitat des
Endothelinpromotors visualisiert und quantifiziert werden. Wir validierten das Modell
zunachst durch Ganzkérperschnitte von Mausembryonen, da die Rolle und
Lokalisation von ET-1-Expression in der Embryogenese gut bekannt ist. In der Tat
zeigte sich in der Bluo-Gal-Farbung unserer Mauseembryonen eine starke Aktivitat
des ET-Promotors in der kraniofazialen Region. Dies ist gut vereinbar mit der
Literatur, welche bei angeborener Defizienz fir ET-1 oder ETa letale kraniofaziale

Malformitaten beschreibt (Kurihara et al., 1994;Kurihara et al., 1995;Clouthier et al.,
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1998). Nachdem somit ein Modell geschaffen und validiert war, welches eine
histologische Visualisierung und Quantifizierung der ET-1-Expression mittels
computergestitzter Bildanalyse zulieB, wurde in einem weiteren Schritt die renale
ET-NO-Interaktion untersucht: Hierzu wurde den Tieren einmalig intraperitoneal L-
NAME verabreicht; nach 12h erfolgte die Entnahme der Nieren und die Bluo-Gal-
Farbung. Wie theoretisch gefordert, konnte eine Zunahme der ET-1-Expression in
der Niere der L-NAME-behandelten Tiere nachgewiesen werden; die histologische
Zuordnung zeigte hierbei gewebespezifische Unterschiede: Am starksten nahm die
ET-Expression im Tubulus zu, gefolgt vom Glomerulum, wohingegen keine
signifikante Zunahme im vaskuldren Endothel nachzuweisen war. Als alternativer
Ansatz zur Validierung dieser Ergebnisse wurden begleitende ET-1-
Gewebespiegelmessungen durchgefiihrt; diese zeigten eine hohe statistische
Korrelation zu den Ergebnissen der Bluo-Gal-Farbung, womit eine Verlasslichkeit der
Interpretation unserer histologischen Expressionsmessungen belegt wurde. Die
gewebespezifische Expressionsantwort auf L-NAME lasst auf eine unterschiedlich
ausgepragte Promotorsensitivitat flr den negativen Rickkoppelungsmechanismus
schlieBen. Dies ist pathophysiologisch relevant, da es unterschiedliche Wirkungen
desselben pharmakologischen Eingriffes in verschiedenen Geweben hervorrufen
kdnnte. Zelltyp-spezifische Expression bei Genen des Endothelinsystems ist jedoch
prinzipell aus anderen Zusammenhangen bekannt; zum Beispiel die ECE-1a Isoform
ist Zelltyp-spezifisch exprimiert, wohingegen die 1c-Isoform eher konstitutiv
exprimiert wird (Valdenaire et al., 1999;Funke-Kaiser et al., 1998;Funke-Kaiser et al.,
2003).

Zusammenfassend konnten wir also in P4 ein neues transgenes Mausmodell zur
unkomplizierten in vivo Analyse der ET-1-Expression generieren und vermittels
dieses Modells die renale ET-NO-Interaktion im Sinne der theoretisch geforderten
Rackkoppelung  prinzipiell nachweisen, wobei jedoch Zelltyp-spezifische
Unterschiede gezeigt wurden.

Da initiale Befunde der iINOS in der Gegenregulation des Endothelins eine
Schlusselrolle zuzuweisen schienen (Hocher et al., 2004), wurde durch Kreuzung
von iINOS-knockout Mausen mit Endothelin-1 transgenen Tieren ein Mausmodell
(ET+/+ INOS-/-) geschaffen, von welchem wir uns eine fixierte Dysbalance der
Systeme mit allen pathophysiologischen Auswirkungen erwarteten wie
beispielsweise Hypertonus und Organschaden durch vermehrte Inflammations- und
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Fibrosevorgange. Teilweise hat sich dies bewahrheitet: In einer Studie konnten wir in
der Tat zeigen, dass gegentber ET-1 transgenen Mausen der systolische Blutdruck
der ET+/+INOS-/- Méause Ileicht erhéht ist, was auf eingeschrankte
endothelabhdngige Vasorelaxation zurtickzufihren war (Quaschning et al., 2007). In
der Studie P5 wendeten wir uns dann dem kardialen Ph&notyp unseres neuen
Modells zu: Hierzu wurden bei 13 Monate alten Mausen eine
Herzkatheteruntersuchung zur funktionellen Charakterisierung des linken Ventrikels,
sowie anschlieBend eine histologische Aufarbeitung des linken Ventrikels
durchgefiihrt. Von der Theorie der fixierten ET-NO-Imbalance der Tiere mit
konsekutiver Inflammation und Gewebefibrose her gesehen wurde eine histologisch
nachweisbare Herzfibrose und diastolische Dysfunktion der ET+/+iINOS-/- Tiere
erwartet. Interessanterweise konnte dies so nicht nachgewiesen werden, vielmehr
war die Herzfibrose bei den ET-1 Uberexprimierenden, wie auch bei den iNOS-/-
Tieren gegenlber dem Wildtyp erhéht, bei den ET+/+INOS-/- jedoch normal.
Passend dazu war der Plasmaspiegel des BNP als Marker fir Herzinsuffizienz
ebenfalls bei beiden genannten Gruppe versus Wildtyp erhdht, bei den ET+/+iINOS-/-
Tieren jedoch normal. Im Herzkatheter lieB sich eine erhdhte linksventrikulare
Steifigkeit aller Endothelin-Uberexprimierender Gruppen nachweisen, jedoch war
auch hier der Effekt in der ET+/+INOS-/-Gruppe signifikant geringer als in der ET+/+-
Gruppe. Im Herzkatheter konnten keine Unterschiede bezlglich systolischer
Funktionsparameter detektiert werden. Somit lasst sich festhalten, dass am Herz
altersabhangig durch ET-1 Uberexpression eine Fibrose mit konsektiver diastolischer
Dysfunktion induziert wird; die gleichzeitige Defizienz fir iINOS wirkt hier sogar
protektiv. Letzteres lasst vermuten, dass der ET-1 induzierte kardiale
Gewebeschaden mdglicherweise partiell durch iINOS mediiert wird. Unsere
Ergebnisse sind konsistent mit der Literatur, die eine Ambivalenz der iINOS am
Herzen nahe legen: Zum einen wirkt die iNOS zytoprotektiv (Jones & Bolli, 2006),
jedoch kann eine Uberexpression auch zum kardialen Gewebeschaden via
Inflammation und Fibrose fihren (Mungrue et al., 2002). Die Erklarung flir diese
Ambivalenz liegt in der schmalen Balance zwischen benefizieller, physiologischer
NO-Produktion und Uberproduktion mit konsekutiver Bildung toxischer Metabolite wie
Peroxynitrit. Die vorliegenden Befunde machen jedoch eine Hauptrolle der iNOS in
dem negativ rlckgekoppelten Regulationsgleichgewicht von ET und NO
unwahrscheinlich.
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Somit generierten wir in weiteren Kreuzungsversuchen zwischen ET-1
Uberexprimierenden Mausen und eNOS knock-out-Mausen ein weiteres Modell mit
fixierter Imbalance zwischen ET- und NO-System (Studie P6). In diesem Modell
traten in der Tat ein gegen Uber allen Kontrollgruppen signifikant erhéhter Blutdruck
und histologische GefaBwandveranderungen auf; interessanterweise war in aortalen
Gewebeproben in der quantitativen PCR die Expression aller Komponenten des ET-
Systems (ET, ECE, ETa , g-Rezeptor) deutlich erhdht, was gut mit einem Wegfall der
inhibierenden NO/cGMP-Wirkung vereinbar ist. Damit zeigt das Modell den
erwarteten Phanotyp im Sinne der Hypothese, so dass zusammenfassend davon
ausgegangen werden kann, dass der ET-NO-Regelkreis im wesentlichen Uber die
eNOS mediiert wird.

Da sich bei der Beschreibung des Phanotyps ET-1 Uberexprimierender Mause ein
deutlicher pulmonaler Phanotyp im Sinne von Inflammation und Fibrose nachweisen
lieB (Hocher et al., 2000), wurde in der Studie P7 gezielt die Interaktion von ET- und
NO-System am pulmonalen Phanotyp untersucht. Hierzu wurden Wildtyp-Mause und
Endothelin-1 Uberexprimierende Mause im Alter von 8 Wochen (also vor Einsetzen
der Lungenfibrose in den ET-Oberexprimierenden Tieren) in die Studie
eingeschlossen und mit dem unselektiven NOS-Blocker L-NAME, beziehungsweise
mit L-NAME und einem unselektiven Endothelinantagonisten (LU 302872) behandelt.
Nach 6 Wochen wurden die Lungen entnommen und histologisch und
immunhistochemisch aufgearbeitet. Wir konnten zeigen, dass weder die
Makrophageninfiltration noch die pulmonale Fibrose zwischen unbehandelten
transgenen und Wildtypen unterschiedlich war. Bei den L-NAME behandelten
Gruppen kam es jedoch nur bei den ET Uberexprimierenden Tieren zu einer
Zunahme von Inflammation und Fibrose. Dieser Effekt war bei gleichzeitiger Gabe
des Endothelinantagonisten nicht nachweisbar. Diese Resultate zeigen, dass ein
aktiviertes Endothelinsystem, wenn die Gegenregulation durch NO ausfallt, zu einem
inflammatorischen Phanotyp mit konsekutiver Fibrose in der Lunge fuhrt. DaB es
keineswegs die Defizienz von NO ist, die die beschriebenen Effekte auslést, sondern
ein durch mangelnde Gegenregulation entkoppeltes ET-System, zeigt die
vollstindige Hemmbarkeit der Effekte durch ET-Antagonisten. DaB Endothelin-
Uberexpression alleine nicht die Effekte erkldren kann, zeigt die Abwesenheit der
Effekte in der unbehandelten ET-Gruppe. Somit kann zusammenfassend
festgehalten werden, dass fur die Ausbildung eines pathologischen pulmonalen
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Phanotyps die gleichzeitige Anwesenheit eines aktivierten Endothelinsystems und
eine fehlende Gegenregulation durch NO essentiell ist; der Imbalance beider
Systeme kommt also gréBere pathophysiologische Bedeutung zu als der isolierten

Veranderung in einem System allein.

Eigene Originalarbeiten:

P4: Slowinski T*, Kalk P*, Christian M, Schmager F, Relle K, Godes M, Funke-Kaiser
H, Neumayer HH, Bauer C, Theuring F, Hocher B.

Cell-type specific interaction of endothelin and the nitric oxide system: pattern of
prepro-ET-1 expression in kidneys of L-NAME treated prepro-ET-1 promoter-
lacZ-transgenic mice. J Physiol. 2007 Jun 15;581(Pt 3):1173-81.

P5: Kalk P*, Westermann D*, Herzfeld S, Relle K, Pfab T, Bauer C, Tschépe C,
Stasch JP, Hocher B.

Additional lack of INOS attenuates diastolic dysfunction in aged ET-1 transgenic
mice. Can J Physiol Pharmacol. 2008 Jun;86(6):353-7.

P6: Quaschning T, Voss F, Relle K, Kalk P, Vignon-Zellweger N, Pfab T,
Bauer C, Theilig F, Bachmann S, Kraemer-Guth A, Wanner C, Theuring F,
Galle J, Hocher B.

Lack of endothelial nitric oxide synthase promotes endothelin-induced
hypertension: lessons from endothelin-1 transgenic/endothelial nitric oxide
synthase knockout mice. J Am Soc Nephrol. 2007 Mar;18(3):730-40.

P7: Kalk P, Mach A, Thone-Reineke C, Godes M, Heiden S, Sharkovska Y,
von Websky, K, Relle K, Hocher B.

Pulmonary fibrosis in L-NAME-treated mice is dependent on an activated
endothelin system. Can J Physiol Pharmacol. 2008 Aug;86(8):541-5.

*: der Beitrag beider Autoren ist gleichwertig
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4 SchluBfolgerungen und Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellten Studien lassen folgende Schlussfolgerungen im

Sinne der eingangs gestellten Fragen (siehe 2) zu:

1.

Wir konnten im Schweinemodell des akuten Lungenversagens durch
inhalative Applikation eines ETa —Rezeptors-Antagonisten den Gasaustausch
verbessern, die Mortalitdt senken und die pulmonale Inflammationsreaktion
supprimieren. Somit ist -gerade auch unter Einbeziehung ahnlicher
Ergebnisse in alternativen Modellen des Lungenversagens- von einer starken
pathophysiologischen Beteiligung des Endothelinsystems via ETa —Rezeptor
an diesem Krankheitsbild auszugehen und eine mogliche klinisch-
therapeutische Nutzbarkeit der Erkenntnisse zur Behandlung dieses mit hoher
Letalitdt behafteten Krankheitsbildes ist naheliegend. Klinische Studien am
Menschen sind daher empfehlenswert.

Wir konnten keinen Effekt einer Defizienz des ETg —Rezeptors im Tiermodell
der Peritonealfibrose bei Peritonealdialyse nachweisen. Da entsprechende
Daten fir den ETa —Rezeptor noch nicht vorliegen, sind analoge Experimente
mit ETa —antagonistischer Intervention empfehlenswert, um den
pathophysiologischen Stellenwert und eine mdogliche therapeutische
Nutzbarkeit des ET-Systems in diesem Krankheitsbild abschlieBend zu

beurteilen.

. Wir konnten durch orale Applikation eines sGC-Aktivators im hypertensiven,

niereninsuffizienten Tiermodell (5/6 Nephrektomie) den Blutdruck signifikant
senken, den histologisch nachgewiesenen kardiorenalen Endorganschaden
und die weitere Progression der Niereninsuffizienz abschwachen. Annliche,
teilweise auch blutdruckunabhangige Effekte in anderen
Niereninsuffizienzmodellen anderer Autoren legen eine therapeutische
Nutzbarkeit dieser Substanzgruppe in hypertensiologisch-kardiovaskuaren
Indikationsgebieten nahe; erste Studien an Patienten mit dekompensierter
Herzinsuffizienz belegen fiir die von uns verwendete Substanz eine gute
Wirksamkeit bei gleichzeitig hoher Vertraglichkeit. Die sukzessive Anwendung
bei weiteren Krankheitsbildern, speziell Hypertension und Niereninsuffizienz,
erscheint im Lichte unserer Daten empfehlenswert.

Unter der Annahme eines Regelkreises mit negativer Rickkoppelung
zwischen Endothelin- und NO/cGMP-System fiihrten wir verschiedene Studien
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zur Bedeutung dieser Interaktion in vivo in verschiedenen Organsystemen und
verschiedenen Tiermodellen durch. Wir konnten an einem eigens zu diesem
Zweck etablierten und validierten Tiermodell zeigen, dass eine Blockade der
NO-Synthethasen in der Tat zu einer deutlichen Hochregulation der renalen
ET-Expression  fuhrt, welche interessanterweise  gewebespezifisch
unterschiedlich moduliert war. Mit dieser Studie ist eine Interaktion ET-NO-
Interaktion im Sinne des beschriebenen Regelkreises im renalen Gewebe in
vivo bewiesen.

. Wir konnten an zwei zu diesem Zweck etablierten transgenen Mausmodellen
(ET+/+INOS-/- und ET+/+eNQOS-/-) zeigen, dass die fir den ET-NO-Regelkreis
pathophysiologisch relevante Rickkoppelung Gber die eNOS mediiert wird, da
das diesbezlgliche Tiermodell im Sinne der Hypothese den erwarteten
Phanotyp —gekennzeichnet durch Hypertension, histologische
GefaBveranderungen und eine deutliche vaskuldre Hochregulation des
Endothelinsystems- zeigt. Jedoch ist auch die Interaktion von ET und iNOS
pathophysiologisch relevant, da ein Fehlen der INOS beim ET-
Uberexprimierenden Tier zu einer Abschwachung der ET-induzierten
Herzveranderungen fuhrt. Dies legt eine Rolle der iNOS im ET-vermittelten
kardialen Gewebeschaden nahe. Ob dies ein generelles Prinzip des ET-
vermittelten Gewebeschadens darstellt, sollte durch weitere Untersuchungen
in anderen Organsystemen geklart werden.

. An der Lunge fuhrt eine Blockade des NO-Systems bei Endothelin-
Uberexprimierenden Mausen zu einem inflammatorischen und fibrotischen
Phanotyp. Dieser Effekt tritt weder beim Wildtyp, noch bei ET-
Uberexprimierenden Mausen mit gleichzeitiger ET-Rezeptorblockade auf. Dies
verweist auf die ET-NO-Imbalance als wesentlichen pathophysiologischen
Ausléser des pulmonalen Gewebeschadens. Dies unterstreicht, dass ET und
NO nicht isoliert voneinander betrachtet werden sollten, sondern in ihrer
relativen Aktivitat zueinander.

Im Gesamtkontext der vaskularen Forschung kann konstatiert werden, dass seit 10-

20 Jahren mit der Entdeckung des Endothelinsystems, der Entwicklung spezifischer

Agonisten im NO/cGMP-System, sowie der Aufdeckung der engen Interaktion beider

Systeme die kardiovaskuldre Forschung deutlich belebt worden ist; die vorliegenden
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Arbeiten in dieser Habilitationsschrift geben von dieser Belebung einen
bescheidenen Eindruck.

Die gewonnenen Erkenntnisse in diesem Feld haben dazu geflhrt, dass
beispielsweise Endothelinantagonisten seit 2002 zur Behandlung der pulmonalen
Hypertonie zugelassen wurden; weitere Studien mit Blick auf Zulassung bei
Sklerodermie, therapierefraktdrem Hypertonus und Proteinurie sind abgeschlossen
oder noch laufend (Barton & Yanagisawa, 2008). Kritisch ist jedoch anzumerken,
dass die (tier-)experimentellen Daten fir das Endothelinsystem sehr
vielversprechend sind, dass jedoch bei den klinischen Studien mit
Endothelinantagonisten durch die begleitende Wasserretention eine Exazerbation
der Herzinsuffizienz hervorgerufen wurde, welche bis zum Studienabbruch flihren
kann (Mann et al, 2010). Der weitere klinische Durchbruch der
Endothelinantagonisten ist also noch offen und wird wesentlich davon abhangen
inwieweit beispielsweise durch Dosisanpassung und Komedikation mit Diuretika
diese Nebenwirkungen beherrschbar sind. Ein neuerer Ansatz dieses offene Problem
zu |6sen ist die Entwicklung von kombinierten Endothelin-
Konversionsenzym/Neutrale  Endopeptidase (ECE/NEP) -Inhibitoren.  Diese
Substanzen hemmen die Produktion von Endothelin und flihren durch NEP-Inhibition
gleichzeitig zu einer Hemmung des Abbaus der natriuretischen Peptide, welche einer
Salz-Wasserretention entgegenwirken. Da diese Substanzen derzeit noch im
Experimentalstadium sind ist ihr klinischer Nutzen derzeit noch vollig offen.

Bezlglich der Agonisten im NO/cGMP-System (Gyanylatzyklase-Stimulatoren und —
Aktivatoren) ist zu vermerken, dass diese derzeit konsequent in Richtung der
Indikationen pulmonale Hypertonie und Herzinsuffizienz entwickelt werden mit
vielversprechenden Resultaten (Tamargo et al., 2010;Ghofrani et al., 2010). Das
Nebenwirkungsprofil dieser Substanzen scheint gilnstiger zu sein als das der
Endothelinantagonisten, somit steht einer sukzessiven Ausweitung der Indikationen
derzeit nichts im Wege; jedoch ist zum jetzigen Zeitpunkt eine Abschatzung der
klinischen Bedeutung -speziell im Vergleich zum etablierten hohen Therapiestandard
(z. B. ACE-Hemmer, ARBs)- noch nicht méglich.

Die Interaktion zwischen Endothelin- und NO/cGMP-System wirft die meisten offenen
Fragen bezlglich der therapeutischen Verwertbarkeit auf, da die Forschung hier
noch weitgehend im tierexperimentellen Stadium ist. BekanntermaBen flhrt
beispielsweise oxidativer StreB sowohl zu einer Aktivierung des Endothelinsystems
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als auch zu einer Inhibierung des NO/cGMP-Systems, auch das verbreitete
Immunsuppressivum Cyclosporin stért nachweislich die ET/NO-Homoostase. Die
klinische Relevanz der ET/NO-Homd&ostase ist daher hoch anzusetzen; aktuelle
experimentelle Befunde bei Cyclosporin-induzierter endothelialer Dysfunktion zeigen
dariber hinaus eine Reversibilitat unter kombinierter ET-antagonistischer und NO-
agonistischer Therapie (Ramzy et al, 2010). Interessanterweise flhrt eine
chronische Endothelinblockade am Tiermodell nicht nur zu einer Verlangsamung der
Atherosklerose, sondern auch zu einer verstarkien Wirksamkeit von NO in den
GefaBen (Barton et al., 1998).

Inwiefern jedoch auch am Menschen eine Therapie der gestérten ET/NO-
Homdostase durch Einzel- oder Kombinationstherapie mit Endothelinantagonisten
und NO-Agonisten klinisch-therapeutisch nutzbar ist -etwa  durch
Progressionsverlangsamung der Atherosklerose und Pravention kardiovaskularer

Ereignisse- ist momentan noch véllig offen.
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5 Zusammenfassung

In dieser kumulativen Arbeit werden insgesamt 7 Studien des Autors zum Thema
.Pathophysiologie der vasoaktiven Mediatoren Endothelin-1 und NO sowie ihrer
Interaktion am Tiermodell“ vorgestellt. Beide Systeme sind im GeféBendothel aktiv
und bekanntermaBen beteiligt am Vasotonus, sowie an Inflammations- und
Fibrosevorgangen. Sie wirken als Antagonisten und man nimmt an, dass sie Uber
einen Regelkreis mit negativer Rickkoppelung verbunden sind, wobei Endothelin via
ETg-Rezeptor die Bildung von NO férdert, welches dann die Expression von
Endothelin inhibiert. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die pathophysiologische
Bedeutung der Systeme, sowie die ihrer Interaktion in vivo in verschiedenen
Tiermodellen zu untersuchen:

Wir konnten im Schweinemodell des akuten Lungenversagens durch inhalative
Applikation eines ETa —Rezeptors-Antagonisten den Gasaustausch verbessern, die
Mortalitat senken und die pulmonale Inflammationsreaktion supprimieren.

Wir konnten keinen Effekt einer Defizienz des ETg —Rezeptors im Tiermodell der
Peritonealfibrose bei Peritonealdialyse nachweisen.

Wir konnten durch orale Applikation eines sGC-Aktivators im hypertensiven,
niereninsuffizienten Tiermodell (5/6 Nephrektomie) den Blutdruck signifikant senken,
den histologisch nachgewiesenen kardiorenalen Endorganschaden und die weitere
Progression der Niereninsuffizienz verlangsamen.

Wir zeigten an einem eigens zu diesem Zweck etablierten und validierten Tiermodell,
dass eine Blockade der NO-Synthethasen in der Tat zu einer deutlichen
Hochregulation der renalen ET-Expression flihrt, welche interessanterweise
gewebespezifisch unterschiedlich moduliert war. Mit dieser Studie ist eine Interaktion
ET-NO-Interaktion im Sinne des beschriebenen Regelkreises in der Niere in vivo
bewiesen.

Wir konnten an zwei zu diesem Zweck etablierten transgenen Mausmodellen
(ET+/+INOS-/- und ET+/+eNQOS-/-) zeigen, dass die fir den ET-NO-Regelkreis
pathophysiologisch relevante Rickkoppelung Uber die eNOS mediiert wird, da das
diesbezligliche Tiermodell im Sinne der Hypothese den erwarteten Phanotyp —
gekennzeichnet durch Hypertension, histologische GefaBverédnderungen und eine
deutliche vaskulare Hochregulation des Endothelinsystems- zeigt. Jedoch ist auch
die Interaktion von ET und iNOS pathophysiologisch relevant, da ein Fehlen der
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iINOS beim ET-lberexprimierenden Tier zu einer Abschwachung der ET-induzierten
Herzveranderungen fuhrt.

Wir demonstrierten weiterhin, dass eine Blockade des NO-Systems bei Endothelin-
Uberexprimierenden Mausen zu einem inflammatorischen und fibrotischen Phanotyp
der Lunge fuhrt. Dieser Effekt tritt weder beim Wildtyp, noch bei ET-
Uberexprimierenden Mausen mit gleichzeitiger ET-Rezeptorblockade auf. Dies
verweist auf die ET-NO-Imbalance als wesentlichsten pathophysiologischen Ausléser
des pulmonalen Gewebeschadens in unserem Modell.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das Endothelinsystem im Tiermodell
des Lungenversagens eine wesentliche Rolle spielt, eine therapeutische Nutzbarkeit
ist naheliegend und sollte in klinischen Studien evaluiert werden. Die Abwesenheit
eines nachweisbaren Effektes einer ETg —Rezeptordefizienz auf die Peritonealfibrose
bei Peritonealdialyse in unserer Arbeit verlangt nach analogen Studien mit ETa —
Antagonisten, bevor ein endgtiltiges Urteil Gber die pathophysiologische Bedeutung
des ET-Systems in diesem Krankheitsbild gefallt werden kann.

Mit Blick auf das NO/cGMP-System legen unsere Ergebnisse einen Nutzen von sGC-
agonistischen Wirkprinzipien in hypertensiologisch-kardiovaskularen
Indikationsgebieten nahe; dies ist bereits Gegenstand aktueller klinischer Studien.
Wir konnten in vivo flr das renale Gewebe die ET-NO-Interaktion im Sinne eines
negativ  rlckgekoppelten  Systems beweisen. Dass dieser Interaktion
pathophysiologisch mehr Bedeutung zukommt als der Aktivitat des Einzelsystems
konnten wir an der Modulation des pulmonalen Phanotyps der ET-
Uberexprimierenden Mause demonstrieren. Zwei Mausmodelle mit einer fixierten
Dysbalance zwischen ET und NO-System wurden daraufhin beschrieben
(ET+/+INOS-/- und ET+/+eNOS-/-), wobei dem ET+/+eNOS-/- Modell im Sinne des
beschriebenen ET-NO-Regelkreises die grdoBere pathophysiologische Bedeutung

zukommt.

Schlagworte: Endothelin, NO, Pathophysiologie, Tiermodell.
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Abstract

This work contains a summary of 7 studies that the author has conducted in order to
elucidate the pathophysiological impact of the endothelin- and NO/cGMP-system and
their interaction in vivo. Both systems are known to be located in vascular
endothelium, to regulate vasotonus and contribute to inflammatory/fibrotic tissue
damage. They act as antagonists and it is generally assumed that they form a
negatively coupled feedback loop thereby endothelin stimulating NO-release and in
turn NO inhibiting ET-1 expression. The objective of this work is to investigate the
pathophysiological impact of both systems and their interaction in various animal
models:

We demonstrated in a pig model of acute lung injury better gas exchange, lower
mortality and suppression of pulmonary inflammation after inhalative application of an
ETa-receptor-antagonist.

We failed to detect any effect of ETg-receptor-deficiency in an animal model of
peritoneal fibrosis in peritoneal dialysis.

We showed a significant reduction of blood pressure and cardiorenal target organ
damage in a rat model of hypertension and chronic renal failure (5/6 nephrectomy) by
treatment with an sGC-activator.

We created a mouse model for facilitating investigation of ET-1 Expression in vivo
and using this model we demonstrated that inhibition of NO-production indeed leads
to increased ET-1 expression in the kidney in a cell-type specific manner, thereby
providing evidence for the existence of the ET-NO-feedback loop in vivo in the
kidney.

We demonstrated via creation of 2 transgenic mouse models (ET+/+iINOS-/- und
ET+/+eNOS-/-) that the pathophysiologically relevant ET-NO-Interaction seems to be
mediated via eNOS as the respective mouse model indeed displayed the phenotype-
hypertension, vascular remodelling and significant upregulation of the vascular ET-
system-which is expected in ET-NO-Imbalance. However, the iINOS-ET-interaction
also bears pathophysiological impact, as the concomitant lack of iINOS in ET-
overexpressing mice leads to a significant alleviation of ET-induced cardiac tissue
damage.

We further showed that inhibition of NO production in ET-overexpressing mice leads
to an inflammatory and fibrotic pulmonary phenotype. This effect was absent both in
wildtype animals and in ET-overexpressing mice if a dual ET-receptor-blocker was
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given at the same time. These findings indicate a pivotal role for ET-NO-imbalance
as the main cause for pulmonary tissue damage in our model.

As a conclusion we state that the ET-system is a major player in acute lung injury.
Inhalative ETa —blockade should be evaluated in clinical trials as a treatment option.
The absence of any effect of ETg —deficiency in a rat model of peritoneal fibrosis in
peritoneal dialysis urges the need for corresponding studies using ETa—antagonists
before a final judgement regarding the pathophysiological impact of ET in this
disease can be made.

Our results indicate beneficial effects of sGC-agonistic compounds in cardiovascular
diseases; this is currently investigated in clinical trials.

We give evidence for renal ET-NO-interaction in vivo and demonstrated in pulmonary
tissue of ET-overexpressing mice that this interaction bears more pathophysiological
impact on pulmonary tissue scarring than isolated intervention in one of the systems.
Two mouse models (ET+/+iINOS-/- und ET+/+eNOS-/-) with genetically determined
imbalance between ET and NO were described in order to study the
pathophysiological impact of ET-NO-Imbalance in vivo thereby identifying the
ET+/+eNOS-/- mouse as the model with greater pathophysiological relevance
concerning vascular ET-NO-Imbalance.

Keywords: endothelin, NO, pathophysiology, animal model.
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