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Einleitung

1 Einleitung

Das menschliche Leben ist zwingend mit der Anwesenheit von
Sauerstoff verkniipft. Ohne Sauerstoff kann die Energiegewinnung
und somit das Leben des Organismus nur Uber kurzfristig nutzba-
re Stoffwechselwege aufrechterhalten werden. Der Makroorga-
nismus reagiert deshalb empfindlich auf akuten Sauerstoffmangel,
so0 beispielsweise bei einer massiven Kohlenmonoxidvergiftung
mit Bewusstlosigkeit, Asystolie, Apnoe und rasch eintretendem
Tod.

Anders stellt sich das Bild bei einem chronischen Sauerstoffman-
gel mit Partialdriicken dar, welche einerseits noch mit dem Leben
vereinbar sind, andererseits jedoch Anpassungsvorgange des
Kdrpers induzieren.

Diese Adaptationen des Koérpers finden auf genetischer Ebene
Uber einen ubiquitdren Mechanismus statt, in dem ein von G. L.
Semenza erstmalig beschriebener Transkriptionsfaktor die
Schlisselfunktion einnimmt, der als Hypoxie-induzierbarer Faktor-
1 (HIF-1) bezeichnet wird. Dieser Transkriptionsfaktor kumuliert
spezifisch unter hypoxischen Bedingungen intrazellulér und steu-
ert Modulations- und Anpassungsvorgange auf genetischer Ebe-
ne.

Betrachtet man solche Adaptationsvorgdnge im menschlichen
Kérper, so findet unter Chronifizierung hypoxischer Bedingungen
im pulmonalen GeféBsystem ein vaskuldres Remodeling mit pa-
thologischer Verdickung der Tunica media und Adventitia statt.
Dieses Remodeling leitet allmahlich zur Ausbildung einer pulmo-
nalen Hypertonie mit kompensatorisch vergréBertem rechtem
Herzen, dem Cor pulmonale. Im Gegensatz dazu kommt es im
extrapulmonalen Kreislauf durch chronische Hypoxie nicht zum
strukturellen Umbau des GeféaBbetts, sondern zur Adaptation der
Gewebe Uber vermehrte Perfusion durch angiogenetische Pro-
zesse.
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Néhere Erkenntnisse Uber diese grundlegend unterschiedlichen
Anpassungsvorgange sind von Bedeutung zum Verstéandnis der
Pathogenese diverser Krankheiten sowie zur Entwicklung neuer
therapeutischer Strategien.

Dem HIF-1 kommt in diesem Zusammenhang mdglicherweise
eine bedeutende Rolle zu.

In der vorliegenden Arbeit wurde die HIF-Aktivierung nach hyp-
oxischem Stimulus in vaskularen Zellen der systemischen und
pulmonalen Strombahn gemessen.

Intention der Arbeit war es, die Genregulation in Hypoxie, vermit-
telt durch den Hypoxie-induzierbaren Faktor (HIF), an pulmonalar-
teriellen und aortalen GefaBzellen zu quantifizieren und zu analy-
sieren.

Dazu wurden primare glatte Muskelzellen und adventitielle
Fibroblasten aus Pulmonalarterie und Aorta des Kaninchens iso-
liert und kultiviert. Weiterhin wurde mit einem HIF-spezifischen
Reportergen-Assay an diesen Primarzellen eine Methode eta-
bliert, welche geeignet war, die Induktion der HIF abhangigen
Zielgene in den Versuchszellen quantitativ zu erfassen. Insbeson-
dere sollte die Induktion von HIF an pulmonalarteriellen Zellen im
Vergleich zu aortalen Zellen quantifiziert werden.

1.1 Der Hypoxie-induzierbare Faktor-1 (HIF-1)

Hypoxie spielt bei vielen schwerwiegenden Erkrankungen eine
fundamentale Rolle. Beispiele dafiir sind Herzinfarkt, Schlaganfall,
Tumorerkrankungen oder chronische Lungenerkrankungen.

Die Schlusselrolle in der zellularen Antwort auf Hypoxie nimmt der
HIF-1 ein (10, 11, 12, 38). Er stellt die Verbindung zwischen der




Einleitung

Registrierung der Hypoxie und der Aktivierung der Transkription
von Zielgenen dar (10, 11, 12, 22, 38, 46, 48).

Infolge der Hypoxie kommt es durch zunehmende Aktivitat des
HIF-1 zu Veranderungen der Genexpression mit den Charakteris-
tika Steigerung der anaeroben Energiebereitstellung und Optimie-
rung der Gewebeoxygenierung durch de novo-Bildung von Blutge-
faBen (Vaskulogenese), Erweiterung des GefaBsystems (An-
giogenese), Blutflusssteigerung durch Proliferation kleiner GefaBe
(Arteriogenese) und Beeinflussung des Vasotonus (60, 62). Da-
durch kann der Organismus zum einen eine Adaptation an die
Hypoxie erreichen, zum anderen ist jedoch unter bestimmten Be-
dingungen die Entwicklung pathologischer Prozesse méglich. So
fuhrt die Chronifizierung hypoxischer Bedingungen im pulmonalen
System zum vaskuldren Remodeling mit Entwicklung einer pul-
monalarteriellen Hypertonie und Ausbildung eines Cor pulmonale
(46, 48).
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Abb. 1:

Hypoxie bedingt die Konzentrationserhéhung von HIF-1a. Dies
fuhrt zur Hochregulierung spezifischer Zielgene, deren Funktion
es ist, trotz des Sauerstoffdefizits, eine Homdostase des Orga-
nismus aufrecht zu erhalten bzw. Adaptationsvorgdnge einzulei-

ten.

1.2

Die Struktur des HIF-1

Der HIF-1 wurde erstmals von G. L. Semenza et al. identifiziert. Er
ist eine heterodimere Verbindung aus den beiden bHLH-PAS-
Untereinheiten HIF-1a und HIF-13. HIF-1B wird auch synonym mit
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der Bezeichnung ARNT (Aryl-hydrocarbon-receptor nuclear trans-
locator) verwendet. Urspringlich war HIF-1B als Dimerisie-
rungspartner des Dioxinrezeptors isoliert worden.

Beide Einheiten gehdren zur Familie der bHLH-PAS (basic helix-
loop-helix/Per-ARNT-Sim) Transkriptionsfaktoren. Der bHLH-Ab-
schnitt am N-Terminus von HIF-1 erméglicht die Bindung an das
HRE (Hypoxie-responsives Element) der DNA. Auf den bHLH-
Abschnitt folgt die PAS-Doméane, welche der Dimerisierung der
Einheiten dient. Dabei leitet sich die Bezeichnung PAS ab von den
eng verwandten Genen aus Per (Drosophila period), human
ARNT und Sim (Drosophila single-minded) (8).

Von HIF-1a existieren weitere Homologe, die mit HIF-2a und HIF-
3a bezeichnet werden, Homologe von ARNT existieren ebenfalls
und sind mit ARNT2 und ARNT3 benannt. Sie sind auf unter-
schiedlichen Genen codiert. Zusatzlich sind Splice-Varianten von
HIF-1a und HIF-3a beschrieben (27, 28), wovon eine der Splice-
Varianten von HIF-3a als IPAS (Inhibitorische PAS-Doméne) auf-
grund ihrer dominant-negativen Eigenschaften bezeichnet wird.
Allen HIF-lIsoformen schlieBt sich eine NTAD (N-terminale trans-
aktivierende Doméne) an, welche teilweise mit der ODD (Sauer-
stoff-abhéngige Degradationsdoméne) Uberschneidet. Innerhalb
der ODD befinden sich zwei Proline, welche bei hohem Sauer-
stoffpartialdruck hydroxyliert werden und mit diesem Schritt den
Abbau von HIF-1a einleiten. In HIF-1a und HIF-2a liegt zuséatzlich
eine CTAD (C-terminale transaktivierende Domaéne) vor, welche
im nicht hydroxylierten Zustand, also bei niedrigem Sauerstoffpar-
tialdruck, Koaktivatoren wie p300 und cAMP-bindendes Protein
binden kann (9, 15, 19, 26, 27, 28, 49, 60, 62, 64, 65).
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1.3 Die Regulation des HIF-1

Als Heterodimer besteht HIF-1 aus einer a- und einer B —Einheit.
Die B—Einheit ist in ihrer Expression und Aktivitdt unabhéngig von
der Sauerstoffkonzentration (38).

Ebenfalls kontinuierlich exprimiert, wird die a-Einheit jedoch nur
unter hypoxischen Bedingungen stabilisiert, so dass die Aktivie-
rung des Heterodimer HIF-1 ausschlieBlich unter hypoxischen
Bedingungen erfolgt. Dies wird Uber die verschiedenen regulatori-
schen Abschnitte der o-Einheit vermittelt (ODD, NTAD, CTAD).
Bei Vorhandensein von Sauerstoff wird HIF-1o rasch Uber eine
Ubiquitin/Proteasom-Degradationskaskade abgebaut. Unter norm-
oxischen Bedingungen liegt die Halbwertszeit von HIF-1o unge-
fahr im Bereich von zehn Minuten (69).

Der Abbau wird durch PHD (Prolylhydroxylasen) eingeleitet, wel-
che sich innerhalb der ODD (O,-abhangige Degradationsdoméne)
des HIF-1a befinden. Die Proline 402 und 564 werden in der ODD
hydroxyliert. Dabei ist die Hydroxylierung von PHD abhé&ngig von
der Interaktion des Proteins OS9 (67). Durch die Hydroxylierung
markiert, ist das Protein pHVL (Tumorsuppressor-Gen von Hippel-
Lindau) in der Lage, HIF-1a zu erkennen. Es enthalt die E3 Ubi-
quitin Ligase (68), die die Ubiquitinierung von HIF-1a nach sich
zieht. Im nachsten Schritt kénnen die ubiquitinierten HIF-1a durch
Proteasomen abgebaut werden.

In hypoxischen Zusténden fehlt der Prolylhydroxylase der Sauer-
stoff, es kommt somit nicht zur ,Markierung“ und damit zur Stabili-
sierung von HIF-1a (7, 14, 38). Auf diese Weise kumuliert HIF-1a
und transloziert in den Zellkern.

Bekannt sind derzeit drei spezifische PHD, eine mdgliche vierte
PHD wurde ebenfalls beschrieben (66). Eine dominante Rolle der
Hydroxylierung unter Normoxie wird der PHD2 zugeschrieben
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(70). So starben PHD2 Knock-out M&use in der Embryogenese an
Placenta- und Herzdefekten, wogegen PHD1 und PHD3 Knock-
out Mause sich normal entwickeln konnten (71).

Normoxie — T Hypoxie
0, co,
2-Oxog|utb Succinat

keine Hydroxylierung
-OH )HPH kein Abbau

Hydroxylierung zweier
spezifischer Prolinreste

starke

= Phosphorylierung

pVHL-abhangige
Aktivierung einer
Ubiquitin Ligase

Ubiquitinierung
und
proteasomaler
Abbau

Abb. 2:
Hypoxische Stabilisierung und normoxischer Abbau von HIF-1c.
Der proteosomale Abbau von OH-markiertem HIF-1¢ ist als Ab-
falleimer symbolisiert. Ndhere Erlduterungen finden sich im Text.
ODD (O--abhédngige Degradationsdoméne), HPH (HIF-1a-Prolyl-
hydroxylase), pVHL (von Hippel-Lindau Tumorsuppressor Prote-
in), Ub (Ubiquitin Ligase) (38)
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Waéhrend andere Transkriptionsfaktoren wie z.B. NF-kB, AP-1 und
der Tumorsuppressor p53 erst bei nahezu anoxischen Bedingun-
gen aktiviert sind, operiert HIF-1 bereits bei physiologischen Sau-
erstoffkonzentrationen. Seine Aktivierung ist abhangig von der
Hypoxie bedingten Stabilisierung der HIF-1a-Untereinheit (38).

Neben den Prolylhydroxylasen existiert eine Asparaginylhydroxy-
lase an Position 803, bezeichnet als FIH-1 (Factor inhibiting HIF-
1). Die Hydroxylierung des Asparagins erfolgt unter normoxischen
Bedingungen und fihrt zur Verhinderung der Interaktion mit den
Coaktivatoren CBP und p300, so dass die Transkriptionsaktivitat
von HIF-1a bei hohen Sauerstoffpartialdricken gehemmt wird
(72).

PHD und FIH benétigen zur Hydroxylierung neben dem Sauerstoff
zusatzlich die Cofaktoren 2-Oxoglutarat, Eisen und Ascorbinsdure.
Betrachtet man die Km-Werte der Hydroxylasen fiir Sauerstoff, so
liegen sie fur die PHDs bei etwa 100 uM O, und fir die FIH-1 bei
etwa 90 pM. Die héheren Km-Werte fir die PHDs fiihren zu deren
friheren Inaktivierung bei fallenden Sauerstoffpartialdriicken, wo-
hingegen FIH noch operiert. Da FIH nur innerhalb der C-TAD-
Einheit von HIF-1a und HIF-2a vorhanden sind und bei HIF-3a
nicht vorliegen, ergibt sich daraus eine bevorzugte Aktivierung von
HIF-1oe und HIF-200 bei niedrigeren Sauerstoffniveaus (60, 62).
Zusammengefasst kénnen die PHDs und die FIH-1 als zelluléare
Sauerstoffsensoren betrachtet werden, da sie bei Erniedrigung
des Sauerstoffpartialdruckes unmittelbar ihre enzymatische Aktivi-
tat reduzieren und so direkt eine Zunahme von HIF-1a erfolgt (62).

Neben dem sauerstoffabhdngigen Mechanismus Uber die Protein-
stabilitdt nehmen noch weitere Faktoren Einfluss auf die Regulati-
on von HIF-1a. Eine Studie konnte bei vaskularen SMC (Smooth
muscle cells) sogar in der normoxischen Versuchsgruppe hdhere
HIF-1a-Spiegel feststellen als in der hypoxisch kultivierten Ver-
gleichsgruppe, ausgeldst durch z.B. Angiotensin Il, Thrombin oder
PDGF und andere Hormone (16).
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Antioxidativ wirkende Substanzen wie die ROS (Reactive oxygen
species) fihren unter Normoxie als auch unter Hypoxie zur Kumu-
lation von HIF-1o und HIF-2a (16, 73-84). Ebenso hatte die Phos-
phorylierung von HIF-1a durch die Casein Kinase 2 Einfluss auf
dessen Aktivitat. Des Weiteren wurde die Anhaufung von HIF-1a
im Zellkern Gber die Hemmung von CRM1 (Exportin protein) durch
die Phosphorylierung der p42/p44 MAPK-Kaskade beobachtet
(85-87).

Ein weiterer Weg die Aktivitdt und Stabilitdt von HIF-1o zu beein-
flussen, kénnte in der SUMOylierung von HIF-1a durch das SU-
MO (Small ubiquitin-related modifier) Protein-1 liegen. Fiir SUMO-
1 konnte unter Hypoxie die Hochregulation gezeigt werden (88,
89).

Ebenfalls wird die Stabilisierung von HIF-1a durch die SIAH1a
(Seven in absentia homolog) und SIAH2 Proteine vermutet, wel-
che spezifische E3 Ubiquitin Ligasen darstellen, die Uber einen
unklaren Mechanismus unter hypoxischen Bedingungen induziert
werden und zur Aktivitdtsminderung von PHD1 und PHDS3 fihren
kénnen (90, 91).

Die Transkription von HIF-1o wird wahrscheinlich durch die

Diacylglycerin sensitive Proteinkinase C vermittelt (92).

1.4 HIF-Subtypen

Neben HIF-1a sind bislang zwei weitere hypoxisch induzierbare
Subtypen bekannt:
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HIF-2a und HIF-3a. Deren spezifische Funktionen in Hinsicht auf
die zellulare Antwort auf Hypoxie sind bislang weitgehend unklar.

1.41 HIF-2q

HIF-2a wird synonym mit den Bezeichnungen EPAS-1, HLF, HRF
oder MOP2 verwendet, da es sich um dasselbe Protein handelt.
Dem HIF-1a nahe verwandt, bildet es ebenfalls mit HIF-13 Hetero-
dimere und wird vorrangig in Endothelzellen gebildet (13). HIF-2a
mRNA fand sich unter normoxischen Bedingungen in groBen
Mengen in der Lunge gefolgt von Herzen, der Leber sowie von
verschiedenen anderen Organen. Demgegenlber fand sich HIF-
1a mRNA unter denselben Bedingungen in allen Organen in weit
geringeren Konzentrationen. Diese hohe Verflgbarkeit unter
Normoxie zeigte die Beteiligung von HIF-2a an der Regelung der
Genexpression von VEGF, von verschiedenen glykolytischen En-
zymen sowie weiteren HRE getriggerten Gen-Sequenzen und
fihrte zu der Vermutung, dass HIF-2a eine bedeutende Rolle bei
der Vaskulogenese und der Entwicklung der Lunge zukommt (19).
Das Wissen Uber seine Beteiligung an der Bildung des GefaBsys-
tems und dem pulmonalvaskuldren Remodeling zu erweitern, ist
Ziel aktueller Forschung. Bisher konnte gezeigt werden, dass HIF-
2a in der Regelung der Katecholamin-Homd&ostase und der Herz-
entwicklung wéahrend der Embryonalperiode eine bedeutende
Rolle zukommt. Des Weiteren wurden ausgepragte Vaskularisie-
rungsdefekte in Experimenten mit HIF-2a Knock-out Mausen deut-
lich, so dass HIF-2a in der Regulation des vaskuldaren Remode-
lings eine entscheidende Rolle zugesprochen wird (13, 17).

-10-
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1.4.2 HIF-3a

HIF-3a teilt mit HIF-1a und HIF-2a zu mehr als 50 % identische
Aminosauresequenzen und kommt in Thymus, Lunge, ZNS, Herz
und Niere vor. HIF-3a bildet ebenfalls Heterodimere mit ARNT und
bindet dann an das HRE. N&here Untersuchungen seiner spezifi-
schen Relevanz stehen noch aus (15).

Abbau Hemmung der Aktivierung
Prolylhydroxylasen Asparagylhydroxylase

(PHD) \ (FIH-1)

Pro402 Pro564 Asn803

v v

N-ODD cC-ODD
S QP F P

)
HIF-1¢ Hﬂl ‘ A PAS B l NTAD lﬁ‘ C-Terminus
HIF-1 ([ A Pas B | o ool 826 aa
1 SR N R N e
HIF-3¢ | A Pas B | [ oo | | 567 4a
H|F-1ﬁ l Iu.ﬂ 1 A PAS B ‘ ‘TAD‘ 774/789 aa
(ARNT)
Abb. 3:

Unter hohem Sauerstoffpartialdruck (pO,) erfolgt der Abbau
(Prolylhydroxylasen, PHDs) als auch die Hemmung der Aktivie-
rung (Asparaginylhydroxylase, FIH-1) durch posttranslationale Hy-
droxylierung von HIF-1a. Schematische Darstellung der regulato-
rischen Abschnitte der HIF-a Isoformen und von HIF-18 im Ver-
gleich.

Abklirzungen: NTAD, CTAD (N- und C-terminale transaktivierende
Doméne), N-ODD, C-ODD (N- und C-terminale Sauerstoff-
abhéngige Degradationsdoméne) (62)

-11 -
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1.5 Zielgene von HIF

Die direkten Zielgene des HIF-1 weisen mindestens eine HBS
(HIF-1 Bindestelle) auf, welche die typische Sequenz CGTG als
Herzstlck besitzt. Das HRE (Hypoxie- responsives Element) be-
inhaltet die Sequenz 5-RACGTG-3". Neben den direkten Zielge-
nen existieren indirekte Zielgene ohne eine HRE-Sequenz, welche
im Rahmen von HIF Knock-out Experimenten entdeckt werden
konnten. Ein solches Zielgen codiert beispielsweise fiir den PLGF
(Placental growth factor).

Des Weiteren gibt es die direkte Interaktion von HIF-1a, z.B. mit
dem Proteinrezeptor Notch (60).

Eine Unterteilung der Zielgene 4Bt sich vornehmen in welche, die
den anaeroben Energiegewinn steigern und solche, die die
Gewebeoxygenierung durch GeféaBneubildung, -umstrukturierung
und —weitstellung sowie die Erhdhung der Sauerstoffaufnahmeka-
pazitat des Blutes verbessern (62).

Des Weiteren werden HIF-Zielgene von HIF-1 und HIF-2 unter-
schiedlich aktiviert, so dass auch nach diesem Gesichtspunkt eine
Gliederung der Zielgene vorgenommen werden kann. Die Hoch-
regulation von PHD2 beispielsweise ist in erster Linie HIF-1 ab-
hangig (97), demgegeniiber geschieht die Aktivierung der eNOS
(endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase) vorrangig durch HIF-2
(94).

Insgesamt ist die Aktivierung der Zielgene jedoch komplex und
teils noch unerforscht, sowohl die gewebsspezifische Expression
von HIF-1a und HIF-2a als auch die Interaktion von HIF mit ande-
ren Transkriptionsfaktoren und DNA-Bindestellen scheinen die
Spezifitat der HIF-Subtypen zu bestimmen (93).
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Erhohte Transkription
von HIF-1-abhédngigen
Zielgenen
BS < HRE >
L Nukleus
Abb. 4:

Heterodimerisierung von HIF-1a und HIF-1p fihrt zu HIF-1. Die-
ses bindet an der HRE-Sequenz der DNA von Zielgenen. HBS:
HIF-1 Bindestelle, ARNT: Arylhydrocarbon rezeptor nuclear
translocator, bHLH: basic-helix-loop-helix, ODD: Sauerstoff-
abhéngige Degradationsdoméne (32)
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Ubersicht einiger bekannter Zielgene von HIF-1 (59).
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1.6 Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Aufgrund der Verwendung der regulatorischen DNA-Sequenzen
von VEGF in den Plasmidkonstrukten der hier vorliegenden Arbeit
wird kurz auf diesen Faktor eingegangen.

Angiogenese, die Formation neuer Kapillaren, ist ein Schritt im
Anpassungsprozef3 an die Ischamie durch hypoxische Bedingun-
gen. Als herausragender Trigger der Angiogenese stellt sich der
VEGF dar. Grund daflr ist die Anwesenheit eines HRE in der
Promotor-Region, so dass der VEGF durch HIF-1 in einer Vielzahl
von Zellen hypoxisch induziert wird (22). Das HRE befindet sich in
der 5°-Region 1kb aufwérts von der Transkriptions-Startstelle (11).

VEGF wird unter Hypoxie nicht nur vermehrt gebildet, sondern
auch langsamer abgebaut (23). Durch alternatives Splicing ent-
stehen aus dem VEGF-Gen mehrere Isoformen, die sich hinsicht-
lich ihrer molekularen Masse und biochemischen Eigenschaften
unterscheiden. Aktiviert durch Hypoxie, Onkogene und eine Viel-
zahl von Cytokinen, induziert VEGF die Proliferation des Endo-
thels, die Zell-Migration, eine hdhere GefaB-Permeabilitdt und
unterbindet die Apoptose. Als Rezeptoren dienen dem Wachs-
tumsfaktor zwei Tyrosin-Kinase Rezeptoren, VEGFR-1 und
VEGFR-2, die sich nahezu nur bei Endothelzellen finden (24).

Bei embryonalen Stammzellen von Mausen hat sich gezeigt, dass
HIF-1a unabdingbar ist fir die Induktion von VEGF. Des Weiteren
haben sich Parallelen in der Menge von HIF-1a-Protein im Ver-
haltnis zu der Expression von VEGF-mRNA in den untersuchten
Organen Herz und Retina unter hypoxischen, bzw. ischdmischen
Bedingungen finden lassen (29).

Voelkel et al haben in ihren Studien neben der wichtigen physiolo-
gischen Bedeutung des VEGF in der Lunge den VEGF ebenso mit
der Pathogenese der pulmonalen Hypertonie in Verbindung brin-
gen kdnnen (25, 63). So haben sich eine deutlich erhéhte VEGF-
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Expression bei Patienten sowohl mit priméarer idiopathischer pul-
monaler Hypertonie als auch mit sekundaren Formen der pulmo-
nalen Hypertonie in plexiformen Lasionen der Lungenstrombahn
finden lassen (25, 63).

1.7 Pulmonale hypoxische Anpassungsvorgiange

Besonderes Augenmerk beziglich hypoxischer Anpassung ver-
dient der ,kleine Kreislauf* mit der HPV (pulmonale hypoxische
Vasokonstriktion). Die pulmonale Strombahn reagiert auf Hypoxie
mit Vasokonstriktion anders als der ,groBe Kreislauf®, der mit Va-
sodilatation dem Sauerstoffmangel begegnet. Diese HPV wird
nach den Entdeckern Euler-Liljestrand-Mechanismus genannt.
Erstmals von ihnen 1946 beschrieben, optimiert die pulmonale
hypoxische Vasokonstriktion das Ventilations-Perfusionsverhéltnis
in der Lunge (1).

Weniger bellftete Lungenareale mit einem geringen Sauerstoff-
partialdruck (pO.) werden reflektorisch durch lokale Vasokonstrik-
tion der prakapillaren GeféaBe weniger perfundiert, gut bellftete
Areale mit einem hohen pO, werden durch lokale Vasodilatation
forciert perfundiert. Folglich wird der Blutstrom in die gut belufteten
Areale der Lunge geleitet, welche einen hohen Sauerstoffgradien-
ten aufweisen, mit der Mdglichkeit eines effizienten Gasaus-
tauschs.

Pathologische Zusténde, wie z.B. die COPD (Chronisch obstrukti-
ve Lungenerkrankung) mit anhaltender alveoléarer Hypoxie fiihren
zur Daueraktivierung dieses Prinzips, was eine Verringerung des
Gesamtquerschnitts der pulmonalen Strombahn zur Folge hat.
Weiterfihrend bedingt dies dann nicht nur eine absurd erschei-
nende Verschlechterung der Blutoxygenierung, sondern ebenfalls
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eine Druck- und Widerstandserhéhung in der Lungenstrombahn.
Chronifizierung dieses Zustands leitet zu dem Ph&nomen des
vaskularen Remodelings, bei dem die GefaB3zellen eine Adaptati-
on an die erhéhten Druckbedingungen vornehmen. So findet z.B.
die Bildung von Wachstumsfaktoren, Veranderungen der interzel-
lularen Matrix oder die Proliferation von Zellen auf hypoxische
Reize statt (2, 3, 4, 60).

Die strukturellen Umbauvorgange in pulmonalarteriellen GefaBen
sind die Endstrecke verschiedener Pathomechanismen, die je-
weils mit einer PH (pulmonale Hypertonie) einhergehen. Urséch-
lich fir die PH ist oftmals eine chronische Hypoxie, entstanden
aufgrund von Durchblutungsstérungen wie z.B. embolischen Er-
eignissen, Herzvitien oder Mangelbeliiftung der Lunge im Sinne
einer chronischen alveolaren Hypoxie.

Folge der umstrukturierten GeféBe ist die Fixierung und Verstar-
kung des pulmonalen Hypertonus, mindend in einer Rechtsherz-
belastung, die bis zum Rechtsherzversagen fihren und bei starker
Vasokonstriktion zur in-situ-Thrombose reichen kann.

Genesefaktoren der pulmonalen Hypertonie sind in der nachfol-
genden Darstellung aufgefiihrt (39, 50).
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Abb. 6:
Pathogenese der pulmonalen Hypertonie (39, 50).

1.8 Die Beteiligung des HIF am pulmonalvaskulédren

Remodeling

Im Prozess des pulmonalvaskuldaren Remodeling, z.B. ausgeldst
durch chronische Hypoxie, kommt es zur Verkleinerung des Ge-
fasslumens durch Neubildung von Muskelgewebe in ansonsten
nicht muskularisierten GeféaBabschnitten der kleinen Pulmonalar-
terienaste sowie zur Verdickung von Tunica media und Adventitia
(60). Die Zunahme der glatten Muskelzellen ist ein wesentlicher
Faktor im vaskuldren Remodeling neben dem Zuwachs der extra-
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zellularen Matrix und der Ausbildung von Myofibroblasten (60, 53).
Die Strukturveréanderungen fihren letztlich zum Anstieg des pul-
monalarteriellen Widerstandes und damit zur pathologischen Er-
héhung des pulmonalarteriellen Druckes. Das Ungleichgewicht
von protektiven (Prostacyklin, NO-System) und aggressiven
(Thromboxan, Endothelin) Faktoren unterhélt die pathogenetische
Entwicklung. Kompensatorisch reagiert das rechte Herz mit Hy-
pertrophie der Muskelwand mindend in ein Cor pulmonale mit
ungunstiger Prognose.

Die Hochregulation des HIF-1 sowie seiner Subtypen unter Hyp-
oxie ist hinlanglich bekannt. Die zunehmende Aktivitat des HIF-1
fihrt zu Veranderungen der Genexpression mit den Charakteristi-
ka Steigerung der anaeroben Energiebereitstellung und Optimie-
rung der Gewebeoxygenierung (60, 62). Der HIF-1 spielt mdg-
licherweise eine betrachtliche Rolle im Prozess des pulmonal-
vaskuldren Remodelings.

Diese Annahme konnte durch Untersuchungen an heterozygoten
HIF-1a(+/-) und HIF-2a(+/-) Knockout Mausen gestitzt werden. Es
zeigte sich eine verzbgerte bzw. ausbleibende Entwicklung der
pulmonalarteriellen Hypertonie unter Hypoxie. Bei den HIF-1a(+/-)
Mausen wurde im Gegensatz zur Vergleichsgruppe eine geringere
Ausbildung von Polycytamie, rechtsventrikularer Hypertrophie und
pulmonalarterieller Hypertonie beobachtet. Die HIF-2a(+/-) M&ause
zeigten unter Hypoxie keine Neigung zum pulmonalvaskulédren
Remodeling, ebenso konnte die beim Wildtyp festgestellte Zu-
nahme von Endothelin-1 und Noradrenalin nicht festgestellt wer-
den (104-106). Sowohl fir Endothelin-1 wie auch fiir Noradrenalin
ist ein Induktionsmechanismus tber HIF-1 bekannt. Endothelin-1
ist ein typisches HIF-1 induziertes Zielgen mit pro-proliferativen
und vasokonstriktiven Eigenschaften (107, 108). Als Wachstums-
faktor und potenter endogener Vasokonstriktor der pulmonalen
Zirkulation bildet ET-1 einen der Hauptfaktoren in der Pathogene-
se der pulmonalen Hypertonie. So konnten Kim et al am Kanin-
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chenmodell zeigen, dass die morphometrischen Verénderungen,
die mit dem pulmonalvaskularen Remodeling einhergehen, durch
Langzeitgabe eines nichtselektiven ET-1-Antagonisten verhindert
werden konnten, auBerdem zeigte sich in der BREATHE-1 Studie
ein signifikanter Therapieeffekt bei Patienten mit primarer und
Sklerodermie-assoziierter pulmonaler Hypertonie (35, 39).

Ebenfalls wird dem alpha1-adrenergem System eine Rolle in der
Entstehung der pulmonalen Hypertension zugeschrieben. Ago-
nisten dieses Systems sind z.B. Norepinephrin, Appetitziigler und
Kokain. SMC besitzen alphal-adrenerge Rezeptoren, die der Zel-
le Kontraktion und Wachstum vermitteln. Zustande, die die Gen-
Synthese des Rezeptors induzieren und somit fir eine hdhere
Rezeptordichte und -aktivitdt sorgen oder die Konzentration von
Rezeptoragonisten steigern, fihren zur Entwicklung einer PH,
ebenfalls einhergehend mit vaskuldrem Remodeling (36).

Noradrenalin wird durch die Tyrosin-Hydroxylase synthetisiert,
welche durch ein Hypoxie-sensitives Gen kodiert ist und tGber HIF
induziert werden kann (109).

Zudem sind HIF abh&ngige Faktoren mit proliferativen sowie vaso-
aktiven Eigenschaften (z.B. ET-1, PDGF, ACE) bei pulmonaler
Hypertonie vermehrt festgestellt worden (95, 96, 102, 103). Im-
munhistologische Analysen aus der Pulmonalarterie mit plexifor-
men Lasionen von an pulmonaler Hypertonie erkrankten Patienten
ergaben neben der erhéhten HIF-1a und HIF-1p3 Expression eben-
falls erhéhte Werte von VEGF und VEGFR2 auf Protein— und
MRNA-Ebene, so dass eine Beteiligung dieser Faktoren am pul-
monalvaskuldren Remodeling vermutet werden kann (110, 111).

Die Beteiligung von HIF am Remodeling wird zusétzlich durch
Studien gestltzt, welche die Proliferation von glatten Mukelzellen
und Fibroblasten unter Hypoxie betrachteten. Es konnte gezeigt
werden, dass Uber HIF induzierte Wachstumsfaktoren die Prolife-
ration dieser Zelltypen anregten (42). Ebenso zeigte sich in einer
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anderen Untersuchung durch Unterdrickung der RNA von HIF-1a
und HIF-2a, dass insbesondere durch HIF-2a proliferative Prozes-
se vermittelt werden, wohingegen die Zellmigration von Fibro-
blasten sowohl durch HIF-1a wie auch von HIF-2a vermittelt wird
(98). Ein relevanter Mechanismus der Steuerung von Hypoxie
vermittelter Zellproliferation und Apoptose-Hemmung wurde in
dem AT1R (Angiotensin ll/Angiotensin Il receptor type 1) und PI3-
Kinase-(Phosphoinositid-3-Kinase)Signalweg erkannt. Durch Hyp-
oxie wird sowohl ACE (Angiotensin-konvertierendes Enzym) wie
auch AT1R induziert. Seit die Induktion von HIF-1a durch Angio-
tensin Il gezeigt werden konnte, wird ein positiver Rickkopp-
lungsmechanismus zwischen AT1R/PI3-Kinase und der HIF-1
vermittelten Proliferation von Fibroblasten unter Hypoxie postuliert
(16, 56, 99).

Eine weitere Beteiligung des HIF am pulmonalvaskuldren Remo-
deling zeigt sich durch Faktoren, die durch HIF direkt oder indirekt
am Remodeling beteiligt sind wie z.B. IGF (Insulin-like-growth-
factor) oder PDGF (Plateled derived growth factor). Bei letzterem
konnte im Experiment durch Hemmung des Faktors die pulmonale
Hypertension ausgeglichen werden (95, 96, 100, 101).

Zusammengefasst existieren in Verknlipfung mit dem HIF etliche
Untersuchungen zelluldrer und molekularer Mechanismen, die
eine maBgebliche Beteiligung dieses Faktors am pulmonalvasku-
laren Remodeling belegen.
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1.9 Zielsetzung der Arbeit

Die Transkriptionsfaktoren HIF mit den Subtypen HIF-1, HIF-2 und
HIF-3 spielen auf der Ebene der Genregulation eine entscheiden-
de Rolle fir hypoxisch ausgeldste Anpassungsvorgange. Fir die-
se Faktoren wurde gezeigt, dass sie ihre Zielgene Uber ein kon-
serviertes HRE (Hypoxie-responsives Element) ihrer regulatori-
schen DNA-Sequenzen aktivieren. Es sind gegenwartig etwa 100
Hypoxie-abhangige Zielgene mit HRE beschrieben, die an der
Regulation von z.B. Proliferation, Apoptose, Vasotonus und Zell-
migration beteiligt sind.

Die Aktivierung von Hypoxie-induzierbaren Faktoren in Zellen von
pulmonalarteriellen GefaBen unter Sauerstoffmangel ist nicht gut
bekannt. Kenntnisse darliber sind von Interesse, um insbesondere
eine mdgliche Rolle von HIF beim hypoxisch ausgel6sten pulmo-
nalvaskuldren Remodeling aufzukléren.

Der Nachweis der Expression von Hypoxie-induzierbaren Fakto-
ren kann auf mRNA Ebene und Proteinebene z.B. mit Hilfe von
RT-PCR oder Western-Blot Analysen spezifisch fiir die einzelnen
HIF-Subtypen durchgefiinrt werden. Auf transkriptioneller Ebene
stehen als Methoden Elektromobilitats-Shift-Analyse (EMSA) oder
die Quantifizierung der Expression HIF-abhangiger Zielgene zur
Verfigung. Eine weitere wesentlich empfindlichere Methode stellt
der Reportergen-Assay dar. Bei diesem Verfahren wird ein sensi-
tiv quantifizierbares Reportergen, das durch das HRE reguliert
wird, mit Hilfe eines Plasmid-Vektors in Zellen transfiziert. Da-
durch wird mit dieser Methode die Aktivierung aller HIF-Subtypen
erfasst.

Der vorliegenden experimentellen Studie lagen die folgenden Ziel-
setzungen zugrunde:
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Es sollte eine quantitative Methode zur Messung hypox-
ischer Genaktivierung durch Hypoxie-induzierbare Fakto-
ren etabliert werden.

Diese Methode sollte sodann zum Einsatz kommen, um eine hyp-
oxisch induzierte HIF-abhangige Gen-Induktion an vaskularen
Zellen der Pulmonalarterie und der Aorta zu messen.

Es wurden dabei folgende Ansétze verfolgt:

Isolation und Kultivierung von glatten primaren Muskelzel-
len und adventitiellen Fibroblasten aus der Pulmonalarte-
rie und Aorta des Kaninchens.

Etablierung und Optimierung eines HIF-spezifischen Re-
portergen-Assays, bei dem ein sensitiv nachweisbares
Reportergen von einem HRE (Hypoxie-responsives Ele-
ment) enthaltenem Promotor gesteuert wird. Dabei sollten
vergleichend verschiedene Plasmide, die sich im Promo-
tor und im HRE unterscheiden, konstruiert werden und
zum Einsatz kommen.

Transfektion dieser HIF-abhéangigen Reporter-Plasmide in
die genannten primar kultivierten Zellen, um die Induktion
HIF-abhangiger Zielgene zu quantifizieren.
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2 Methoden

2.1 Kaninchenpréparation

Kaninchen beiderlei Geschlechts mit einem Kérpergewicht zwi-
schen 2,5 und 3,5 kg und einem Alter von 4-5 Monaten wurden
mit einem Gemisch aus Ketamin und Xylazin (Verhaltnis 3:2)
analgosediert und mit 1000 IE Heparin pro kgkG antikoaguliert.
Die Applikation erfolgte Uber einen gesicherten venésen Zugang
in einer marginalen Ohrvene. Nach Erreichen einer ausreichenden
Relaxation bei erhaltener Spontanatmung des Tieres wurde eine
Lokalanasthesie des ventralen Halses mit 2%igem Xylocain ca. 3
cm unterhalb des Larynx durchgefuhrt. Danach konnte die Tra-
chea schmerzfrei durch schichtweises Praparieren unter Scho-
nung der groBen GefaBe und des Nervus vagus mobilisiert wer-
den. Nach Anlage eines Tracheostomas wurde eine endotracheal
eingebrachte Trachealkaniile durch eine &uBere Ligatur fixiert. Die
Beatmung mit 30 ml Hubvolumen und einer Frequenz von 30/min
erfolgte initial mit Raumluft und einem endexspiratorischen Druck
von 1 cm H,O. Bei nun gesicherter maschineller Beatmung wurde
die Narkose Uber ca. 10 min bis zur vélligen Analgesie unter pal-
patorischer Kontrolle der Herzfrequenz vertieft.

Daraufhin konnte die Haut durch Schnitte tber dem Sternum und
entlang der Rippenbégen weitrdumig mobilisiert werden. Uber
eine Inzision im Epigastrium erfolgte eine Oberbauchlaparotomie,
die Anklemmung des Processus xiphoideus und die breite Eroff-
nung des Abdomens wurde entlang der Rippenbdgen unter Scho-
nung des Diaphragmas vorgenommen. Nach stumpfer Ablésung
des Diaphragmas vom Sternum gelang die Er6ffnung beider Pleu-
rahdhlen ohne Lungenlésion. Es folgte eine mediane Sternotomie
bei weiterhin beatmeten Lungen und die stumpfe Entfernung des
Thymusgewebes. Im nachsten Schritt wurde das Perikard eroff-
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net, Aorta und Pulmonalarterie wurden folgend mit je einem Faden
angeschlungen.

Daraufhin wurde die Beatmung auf das normoxische Gasgemisch
mit 4 % CO, umgestellt, um eine optimale pH-Wert-Einstellung un-
ter bevorstehender kalter Perfusion der Lunge mit Bikarbonat-
gepuffertem Perfusionsmedium zu erreichen. Nach Inzision des
rechtsventrikularen AusfluBtraktes des schlagenden Herzens folg-
te das sofortige Einbringen und Fixieren des pulmonalarteriellen
Katheters (Innendurchmesser 4 mm) ohne Unterbrechung der
Lungenperfusion. Der Katheter war mit 4°C kaltem Perfusat bla-
senfrei vorgefiillt, die Perfusion begann sofort mit einem Fluss von
ca. 20 ml/min. Mit der beschriebenen Technik konnten Luftembo-
lien der pulmonalen Strombahn weitgehend verhindert werden. Es
schloss sich die Resektion der Spitze des linken Ventrikels an,
damit sich kein Abflusswiderstand aufbauen konnte, der zur Erhé-
hung des pulmonalvaskularen Filtrationsdruckes mit konsekutivem
Lungenédem hétte fihren kénnen. Danach erfolgte die Ligatur der
Aorta proximal des Koronararterienabganges mittels des liegen-
den Fadens. Die Lunge war somit vollstandig seitens der Perfusi-
on und Ventilation vom Tierkdrper isoliert, daraus resultierte die
Toétung des Tieres in tiefer Narkose.

Nach Durchtrennung der Vena cava inferior und superior, des
Oesophagus sowie der Aorta descendens konnte das Herz-
Lungen-Paket unter vorsichtiger Lésung des mediastinalen Binde-
gewebes atraumatisch explantiert werden. Reste des Bindegewe-
bes wurden extrathorakal entfernt.

Zum Zwecke der Zellisolierung der A-SMC (aortale glatte Muskel-
zellen) und A-FBC (aortale Fibroblasten) wurde die Aorta distal
des Arcus aortae durchtrennt und in Isolationsmedium bei Raum-
temperatur in einem Zentrifugenréhrchen fir die Zeit der Zellpra-
paration gegeben (ca. 0,5 bis 1 Stunde).
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Das explantierte Herz-Lungen-Paket des Kaninchens wurde mit
Hilfe eines Metall-Sténders fixiert. Unter fortwéhrender Perfusion
wurde das Herz um den Truncus pulmonalis, in dem sich der Per-
fusionskatheter befand, entfernt. Es erfolgte die weitere Préparati-
on mit Entfernung des umgebenden Binde- und Fettgewebes um
den Truncus pulmonalis und der rechten sowie linken Pulmonalar-
terie herum, so dass diese freigelegt vorlagen.

AnschlieBend wurde Perfusion und Beatmung der Lunge ge-
stoppt. Beide Pulmonalarterien sind proximal der Lunge durch-
trennt worden. Das Anschlussstiick zur Perfusion der Lunge wur-
de aus dem Truncus pulmonalis entfernt.

Das GefaBstick, bestehend aus dem Truncus pulmonalis mit den
beiden Pulmonalarterien wurde ebenfalls in Isolationsmedium fir
die Dauer der sich anschlieBenden Zellpraparation gegeben.

2.2 Zellpraparationen
2.21 Pulmonalarterielle Zellpraparation (P-SMC und
P-FBC)

Der Truncus pulmonalis mit den beiden GeféaBabgangen A. pul-
monalis dexter und sinister wurde langs aufgeschnitten, so dass
das BlutgefaB eine ypsilonférmige Flache aufwies.

Unter geringer Dehnung wurde die Pulmonalarterie mit der Intima
nach oben weisend auf einem Kunststoffbrett mit ca. 8 Kanulen
fixiert. Zwischen den Arbeitsschritten wurde standig Medium auf
das Gewebsstlck getraufelt, um Schadigungen der Zellen zu ver-
meiden. Mit einem Skalpell wurde die Intima vorsichtig durch krat-
zende Bewegungen abgeldést. Mit einer Kompresse wurde die
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Oberflache abgetupft sowie mit Isolationsmedium gespult zum
Zweck der Beseitigung von geldsten Zellen und Zellresten.

Folgend wurde mit dem Skalpell die Tunica muscularis mit einem
ca. 5 mm langen Schnitt oberflachlich leicht eingeritzt. Durch die
Fixierung unter leichter Spannung und der Elastizitat des GeféBes
entstand ein Gewebsspalt. Mit einer Pinzette wurde die Tunica
media am Rand des Spaltes gefasst und senkrecht zur Schnitt-
richtung vorsichtig so viel Zug ausgelbt, bis sich ein Gewebsstiick
aus der Tunica muscularis l6ste. Dieses wurde dann in ein Zentri-
fugenréhrchen mit Isolationsmedium Uberfiihrt. Dieser Prozess
wurde wiederholt bis zur weitgehenden Entfernung der oberflach-
lichen Lagen der Tunica muscularis. Zuletzt wurden die Gewebs-
stlicke in dem Zentrifugenréhrchen mit einer Schere soweit wie
maoglich zerkleinert und dann auf einer 6-Well-Platte zur Kultur
aufgebracht, mit Kulturmedium versehen und bei 37°C, 5% CO,
und 95% Raumluft inkubiert. Die P-SMC (pulmonalarterielle glatte
Muskelzellen) wurden gesplittet, nachdem sie ein konfluentes
Wachstum innerhalb von ungefahr zwei Wochen erreichten.

Zur Isolierung der P-FBC (pulmonalarterielle Fibroblasten) wurden
die tiefer gelegenen Abschnitte der Tunica media mit Skalpell und
Pinzette zunachst abgetragen. Stellenweise konnte so die Adven-
titia als hauchdlnnes transparentes Gewebe freigelegt und her-
ausgetrennt werden. Die praparierten Gewebssticke wurden in
ein mit Isolationsmedium enthaltendes Zentrifugenréhrchen Uber-
tragen und dort mit einer Schere in méglichst kleine Stiicke zer-
teilt. Folgend wurden die Gewebssticke auf einer 6-Well-Platte
ausgesiat, mit Kulturmedium bedeckt und bei 37°C, 5% CO, und
95% Raumluft inkubiert. Die Kulturen bildeten innerhalb von ein
bis eineinhalb Wochen einen Zellrasen.
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2.2.2 Aortale Zellpraparation (A-SMC und A-FBC)

Der asservierte Aorta-Abschnitt wurde auf ein Kunststoffbrett ge-
legt und mit Isolationsmedium umspdilt. Folgend wurde das Ge-
faBstlck mit einer Schere langs aufgeschnitten und mit der Intima
nach oben weisend auf dem Brett ausgebreitet. Das BlutgefaB
wies dadurch eine rechteckige Form auf und konnte mit je einer
Kanule an jeder Ecke unter leichter Dehnung fixiert werden. Dann
wurde die Intima durch vorsichtiges Kratzen mit einem Skalpell
und anschlieBendem Betupfen mit einer Kompresse sowie durch
wiederholte Spllungen mit Isolationsmedium entfernt.

Folgend wurde die Tunica media mit einem Skalpell oberflachlich
eingeritzt. Durch die elastische Eigenschaft des GeféBes ergab
sich durch die vorgedehnte Fixierung ein Gewebsspalt. Weiteres
Kratzen mit dem Skalpell und Ziehen mit einer Pinzette an der
Tunica media des Gewebsspaltes, ermdglichte das Abtrennen der
oberflachlich gelegenen Schichten von dem Ubrigen GefaB. Es
erfolgte der Transfer der Media-Gewebsstlicke in ein Zentrifugen-
réhrchen. Dort wurden die Stiicke mit einer Schere weiter zerklei-
nert. AnschlieBend wurden die GefaBstlcke auf eine 6-Well-Platte
pipettiert, mit Kulturmedium bedeckt und bei 37°C, 5% CO, und
95% Raumluft inkubiert. Nach ca. zwei Wochen bildeten die A-
SMC Kulturen einen Zellrasen und konnten gesplittet werden.

Zur Anziichtung der A-FBC wurden die tiefer gelegenen Abschnit-
te der Tunica media mit Skalpell und Pinzette abgetragen, bis die
Adventitia als hauchdlinnes transparentes Gewebe abschnittswei-
se freigelegt werden konnte. Diese Abschnitte wurden herausge-
trennt und in ein mit Isolationsmedium (3 ml) versehenem Zen-
trifugenréhrchen Ubertragen. Es folgte die Zerkleinerung mittels
einer Schere in moglichst kleine Stiicke. Folgend wurden die Ge-
websstlcke auf einer 6-Well Platte ausgeséat, mit Kulturmedium
bedeckt und bei 37°C, 5% CO, und 95% Raumluft inkubiert. Die
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Ausbildung eines Zellrasens konnte nach ungefahr ein bis einein-
halb Wochen beobachtet werden.

2.3 Zellkultur

Sowohl die FBC als auch die SMC wurden bei 37°C, 5% CO, und
95% Raumluft inkubiert. Beide Zelltypen wurden nach dem An-
wachsen der Primérkulturen auf 12er, bzw. 6er Well-Platten ge-
splittet und auf 100 mm x 20 mm Zellkulturschalen Uberfuhrt. Dort
wurden sie mit 8 bis 10 ml Kulturmedium versorgt, welches 48-
stiindlich gewechselt wurde bis die Zellen eine konfluente Schicht
bildeten.

Dann wurde der Arbeitsschritt des Splittens erneut erforderlich.
Durch das Splitten entstanden Subkulturen der Ausgangspopula-
tion. Um eventuellen strukturellen Veradnderungen der Zellen
durch Mutationen oder Anpassungsvorgange vorzubeugen, wur-
den die Kulturen héchstens sechsmal gesplittet.

2.3.1 Identifizierung der Zellisolate

Die verwendeten Zelltypen konnten aufgrund ihrer ahnlichen mor-
phologischen Struktur durch das bloBe Auge nicht mit Sicherheit
unterschieden werden, so dass erganzend immunhistologische
Methoden zur Differenzierung benutzt wurden. Durch Antikdrper
gegen muskelspezifisches alpha-Aktin und Myosin konnten die
SMC nachgewiesen werden.

Deutliche Unterschiede beziglich der unterschiedlichen Wachs-
tumseigenschaften zeigten sich in der Primarkultur. Dabei konnte
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stets ein schnelleres Wachstum der FBC im Vergleich zu den
SMC beobachtet werden.

Ein weiteres Kriterium bildete die Formation der konfluenten Zel-
len in der Zellkulturschale. FBC wiesen meist mehrere Zentren
auf, aus denen radiar Zellen aussprossten. SMC bildeten statt
solcher ,Keimzentren* nach Ausbildung eines konfluenten Zellver-
bandes eher parallel angeordnete ,StraBenformationen”.

2.3.2 Kultivierung von Zellen

Das Splitten diente dazu, eine bis zur Konfluenz gewachsene
Zellpopulation auf mehrere Zellkulturschalen zu verteilen. Damit
wurde dem Absterben der Zellkultur vorgebeugt und gleichzeitig
die Mdglichkeit gegeben, Subkulturen einer Population anzulegen.

Dazu wurde aus der 100 mm x 20 mm Zellkulturschale das Medi-
um abgesaugt. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit se-
rumfreiem und auf 37°C temperiertem Medium gewaschen. Dann
wurde der Zellrasen mit 6 ml Trypsin-EDTA-L&sung (37°C) ange-
daut, bis sich einzelne Zellen aus dem Verband lésten. Dieser
Vorgang konnte unter dem Mikroskop beobachtet werden. Me-
chanisch wurde durch vorsichtiges Resuspendieren mit einer 10
ml Pipette die Reaktion unterstltzt. Nachdem sich die Zellen nach
ca. einer Minute in Lésung befanden, wurden sie in ein Zentrifu-
genréhrchen Uberfihrt. In diesem wurde das Trypsin-EDTA durch
1 ml FCS inaktiviert. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation des
Réhrchens bei 250 g und die Absaugung des Uberstands. Das
Pellet wurde in 30 ml Kulturmedium resuspendiert und gleichméa-
Big auf drei 100 mm x 20 mm Zellkulturschalen verteilt. Folgend
wurden die Schalen wieder inkubiert.
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2.4 Einfrieren von Zellen

Um ein fortwéhrendes Splitten und dem damit verbundenen Altern
der Zellen entgegenzuwirken, konnten Zellpopulationen in flissi-
gem Stickstoff langfristig aufbewahrt werden.

Aus der Zellkulturschale wurde das Medium abgesaugt. Anschlie-
Bend wurden die Zellen zweimal mit 37°C warmem, serumfreiem
Medium gewaschen. Dann wurde der Zellrasen mit 6 ml Trypsin-
EDTA-Lésung (37°C) angedaut, bis sich einzelne Zellen aus dem
Verband I8sten. Nachdem sich die Zellen in Lésung befanden,
wurden sie in ein Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und dort mit 1 ml
FCS inaktiviert. Es erfolgte die Zentrifugation des Rdhrchens bei
250 g und die Absaugung des Uberstands. Zum Pellet wurden
500 pl Einfriermedium1 (Raumtemperatur) hinzu gegeben. Das
Pellet wurde resuspendiert und das Zentrifugenréhrchen fir 5
Minuten in Eis gestellt.

AnschlieBend wurden 500 pl Einfriermedium2 (1°C) hinzu gege-
ben. Dann wurde die Zellsuspension mit einer Pipette in ein Kryo-
réhrchen pipettiert. Der Einfrierprozess erfolgte langsam und stu-
fenweise. Um dies zu gewéhrleisten, wurde das Kryoréhrchen in
einen Styroporkasten gestellt und bei —20°C fir 2 Stunden gela-
gert. Dann erfolgte weiteres Kiihlen auf —80°C fiir ca. 20 Stunden.
SchlieBlich wurde das Kryordhrchen in flissigen Stickstoff gege-
ben.
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2.5 Zellkultur-Medien

Primarmedium

0,1 % Pyruvat

0,5 % RDGF

1 % Glutamin

1 % Penicillin / Streptomycin

1 % Fungizone

16 % DMEM

20 % FCS

60,4 % Dulbecco’s MEM / Nut Mix F-12

Kulturmedium

0,1 % Pyruvat

1 % Glutamin

1 % Penicillin / Streptomycin

21,9 % DMEM

10 % FCS

66 % Dulbecco’s MEM / Nut Mix F-12

Versuchsmedium

0,1 % Pyruvat

1 % Glutamin

1 % Penicillin / Streptomycin

26,9 % DMEM

71 % Dulbecco’s MEM / Nut Mix F-12

Isolationsmedium

1 % Penicillin / Streptomycin
1 % Fungizone

40 % DMEM+HEPES 25 MM
58 % DMEM

Einfriermedium1

90 % Primarmedium
10 % HEPES (pH 7,4)
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Einfriermedium2

80 % Einfriermedium1
20 % DMSO

2.6 Reportergen-Assay

In die zu untersuchenden Zellen wurden Plasmidkonstrukte mittels
Liposomentechnik eingebracht. Diese Konstrukte trugen eine
Promotor-Region Uber die sie aktiviert wurden und codierten far
ein nicht physiologisch in der Zelle vorkommendes Protein, wel-
ches spezifisch gemessen werden konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurden dazu zwei unterschiedliche
Luciferasen benutzt: Die PFL (Firefly-Luciferase aus Photinus
pyralis) und die PRL (Renilla-Luciferase aus Renilla reniformis).
Sie haben den Vorteil, dass sie neben oben genannten Bedingun-
gen unabhéangig voneinander aus einer Probe gemessen werden
kénnen. Mit ihrer Hilfe konnten so zwei Plasmidkonstrukte pro
Zelltyp transfiziert werden, deren Aktivitdten im AnschluB sensitiv
gemessen werden konnten.
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Zu Zugabe des PFL Zugabe des PRL-
fransfizierende Plasmids mit Plasmids mit
Zellen im Liposomen- Liposomen-
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ﬁ U ﬁ ‘ mittels Luminometer

Abb. 7:

Schaubild zur Erlduterung des Reportergen-Assay.
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2.7 Plasmidkonstrukte fiir den Reportergen-Assay

Ein DNA-Fragment (981bp) des VEGF der Ratte, beinhaltend die
HRE-Sequenz, wurde mittels PCR konstruiert. Die dabei verwen-
deten Primer Pvegfprom (aactcgaggaacaagggcctctgtctgeccag)
und Mvegfprom (aagaattcaagcctctgcgcttctcaccgg) beinhalteten die
Restriktionsstellen Xhol und EcoRI. Das Fragment wurde in ein
pGL3-Plasmid (Fa. Promega), welches die Firefly-Luciferase be-
inhaltete, eingefigt. Die Plasmidintegritdt wurde mittels Sequen-
zierung Uberpraft (ABI Prism 310, Perkin Elmer). In vorliegender
Arbeit ist dieses Konstrukt folgendermaBen bezeichnet: PFL-
VEGF.

Zwei weitere hypoxisch induzierbare Plasmide wurden Uber ein
dreier Tandem der HRE-Sequenz (gccctacgtgctgtctca) des Ery-
thropoetin-Gens préapariert, zum einen angekoppelt an den SV40
(Simian Virus 40) Promotor, zum anderen angekoppelt an den
Herpes Simplex Thymidin-Kinase Promotor (TK). Diese Konstruk-
te wurden wie folgt bezeichnet: PFL-HRE-SV40, PFL-HRE-TK
(siehe Abb. 13).

PFL-HRE-SV40
- Simian Virus 40 Promotor
- 3er Tandem der HRE-Sequenz aus dem Erythropoetin
Gen
- Firefly-Luciferase aus Photinus pyralis

PFL-HRE-TK
- Herpes Simplex Thymidin-Kinase Promotor
- 3er Tandem der HRE-Sequenz aus dem Erythropoetin
Gen
- Firefly-Luciferase aus Photinus pyralis

PFL-VEGF
- VEGF-Sequenz der Ratte, beinhaltend eine HRE-
Sequenz
- Firefly-Luciferase aus Photinus pyralis
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PRL-TK
- Keine HRE-Sequenz
- Herpes Simplex Thymidin-Kinase Promotor
- Renilla-Luciferase aus Renilla reniformis

2.8 Transfektion der Versuchszellen mit Plasmiden

24 Stunden vor Transfektion der Plasmidkonstrukte mit Liposo-
mentechnik wurden die Versuchszellen auf eine 48er-Well-Platte
ausgesat. Es kam regelhaft zum Wachstum eines Zellrasens mit
einer ca. 50-prozentigen Konfluenz am Transfektionstag.

Die Transfektion der Plasmide erfolgte nach den Vorgaben des
Herstellers des Lipofectamine Plus Reagent (Fa. Promega).

Oben aufgefiihrte Plasmide wurden cotransfiziert in einem mola-
ren Verhatnis von 5:1 mit einem PRL-TK Plasmid, beinhaltend die
Renilla-Luciferase unter Kontrolle des Herpes Simplex Thymidin-
Kinase Promotors.

29 Transfektionsnachweis liber das griin fluoreszie-
rende Protein (GFP)

Eine Kontrollgruppe von Zellen wurde jeweils mit GFP transfiziert,
so dass die erfolgreiche Transfektion unter Fluoreszenz sichtbar
gemacht werden konnte.
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2.10 Experimentelles Protokoll: Inkubation der Ver-
suchszellen

Die Zellen wurden zur Transfektion auf eine 48er Well-Platte
gleichmaBig gesplittet und nach Kapitel 2.8 transfiziert.

Fir jedes Plasmidkonstrukt lagen je zwei Wells fiir die Normoxie-
bzw. Hypoxiegruppe vor. Kontrollgruppen wurden fir jede Zellart
in gleicher Anzahl durch nicht transfizierte Zellen in der Normoxie-
bzw. Hypoxiegruppe gebildet.

Die Zellen wurden nach der Plasmid-Transfektion mit serumfreiem
Medium (37°C) zweimal gewaschen, dann mit Versuchsmedium
versehen (37°C, 300 ul pro Well) und fir 16 Stunden inkubiert.

Dabei musste die Hypoxiegruppe zur analogen Behandlung ge-
sondert in einem 94 cm x 94 cm x 64 cm groBen Kunststoffbeutel,
welcher als ,Hypoxieschleuse® diente, Uberflhrt werden. Alle zur
Bearbeitung der hypoxischen Zellen notwendigen Werkzeuge und
Materialien wurden zuvor in den Kunststoffbeutel eingebracht
(Hypoxiekammer, Waschmedium, hypoxisch konditioniertes Ver-
suchsmedium, Pipetten, Sauger etc.). Die hypoxischen Bedingun-
gen im Beutel wurden durch Auswaschung der Beutel-Luft mit
Stickstoff erreicht. Mittels Kontrollmessung wurde eine Sauerstoff-
konzentration von 1 % eingestellt.

Die Inkubation der hypoxischen Gruppe erfolgte bei einer Tempe-
ratur von 37°C und Gaskonzentrationen von 5 % CO,, 1 % Oy,
Rest Stickstoff in einer Hypoxiekammer. Kontrollmessungen des
Kulturmediums ergaben O,-Konzentrationen zwischen 3 bis 5 %.

Nach 16 Stunden wurden die Inkubation und der Zellstoffwechsel
der normoxischen wie hypoxischen Versuchszellen gestoppt, in-
dem die Well-Platten auf Eis gestellt und mit 4°C temperiertem
PBS 1x gewaschen wurden.
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Dann erfolgte die Lyse der Zellen mit dem Lysis-Buffer des Luci-
ferase-Assay-Systems (Promega). AnschlieBend konnten die Pro-
ben bei —20°C bis zur Analyse kurzfristig (< 30 Tage) gelagert
werden.

Hypoxische Inkubation

‘ Hypox|ekammer‘ Gas-Zuleitun

I 1% 0,
- 5% CO,

Wasserbad

o0 0

e
o Zellkulturen J . 94% N,

+37°C

O

T wwwww) -
3 r

Abb. 8:
Schematischer Aufbau der hypoxischen Zell-Inkubation, Gaszu-
fuhr reguliert (iber ein Zeitschaltuhr-gesteuertes Ventil.

Vor der Versuchsdurchfiihrung wurde fir die hypoxische Ver-
suchsgruppe Versuchsmedium auf hypoxische Gaskonzentratio-
nen konditioniert.

Dazu wurde die fiir den Versuchsumfang benétigte Menge an Me-
dium in ein Zentrifugenréhrchen gefullt und mit einem hypoxischen
Gasgemisch (1 % O,, 5 % CO,, Rest N,) tber einen im Medium
liegenden Schlauch begast. Der CO.-Anteil im Gasgemisch wurde
bendtigt, um den pH-Wert des Mediums im zellphysiologischen
Bereich einzustellen. Das Medium wurde solange begast, bis eine
O2-Konzentration unter 5 % gemessen werden konnte. Anschlie-
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Bend wurde das Zentrifugenréhrchen mit einem Schraub-Deckel
verschlossen.

Um die angestrebten hypoxischen Versuchsbedingungen sicher
zu erreichen, wurde eine engmaschige Kontrolle der Versuchsbe-
dingungen eingehalten.

Kontrolliert wurden Kulturmedium der hyp- und normoxischen
Gruppe in Bezug auf O,-und CO,-Konzentration, Temperatur und
pH-Wert durch den Versuch begleitende Messungen.

Die Gasanteile innerhalb der Hypoxiekammer bezlglich der O,-
und CO.-Konzentrationen wurden ebenfalls durch engmaschige
Messungen wahrend der Versuchszeiten Uberwacht.
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3 Materialien

3.1 Praparationsmaterial

¢ Perfusionskatheter

e Praparationsbesteck
(Scheren, etc.)

e Mullkompressen
10cm x 12 cm

e Mulltupfer 20 cm x 20 cm,
pflaumengroB

¢ Durapore, Medizinische
Pflaster

e Lupe, biokular, Leica MS 5
¢ Mikro-Feder-Schere
¢ Mikro-Pinzette

e Beatmungspumpe
Modell 6025

¢ Micro-Flo, Perfusions-
besteck mit Fligel

¢ Microlance, sterile Kantilen

o [ntrafix Air, Infusionsbesteck

e 3-Wege-Hahn, Connecta
Plus 3

Eigenbau aus Kunststoffschlauch
und —anschluBstick

Fa. Aesculap

Fuhrmann Verbandstoffe GmbH,
Much, Deutschland

Karl Beese GmbH & Co., Bars-
buttel, Deutschland

3M Health Care, Borken,
Deutschland

Fa. Leica
Fa. Aesculap
Martin Instruments

UGA BASILE, ltaly

DKS, ltaly

Becton, Dickinson & Company,
New Jersey, USA

B. Braun Melsungen AG,
Deutschland

OHMEDA, Helsingborg, Sweden
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¢ Disposable Scalpel, No. 20  pfm- Produkte fir die Medizin AG,
Kéln, Deutschland

e Elektrolyt-Lésung 1/3 Serag-Wiesner KG, Nalila,
Deutschland
e Natriumhydrogencarbo- Baxter Deutschland GmbH
nat 8,4 %
¢ Xylocain 2 % Astra GmbH, Wedel, Deutschland
e Liqguemin N 25000 Hoffmann La Roche AG

e Rompun 2 %, Injektionslé-  BayerVital GmbH & Co. KG
sung

e Ketavet 100 mg/ml Pharmacia & Upjohn GmbH, Er-
langen, Deutschland
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3.2

e Kryoréhrchen

¢ Fungizone (Amphotericin B)

e Gewebekulturflasche 48well,
steril

e Acrodisc, Syringe Filters
0.8/0.2 um

¢ 50 ml Centrifuge Tubes,
Polypropylene

e PP-Réhrchen, 15 ml

¢ Cell Culture Dish,
100 mm x 20 mm Style

¢ Multiwell Tissue Culture
Plate, 12 Well

e Costar 6 Well, Tissue
Culture Treated

¢ Pipettenspitzen

e Aqua ad injectabile

¢ [sotone Natrium-Chlorid-
Lésung 0,9%

e Einmalspritzen

e Steritop, Vacuum Driven
Disposable

Zellkulturmaterial

Corning Incorporated, USA

GIBCO BRL, Life Technologies
Ltd., Scotland

Greiner Labortechnik GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

PALL Corporation, USA

Corning Incorporated, USA

Greiner Labortechnik, USA

Corning Incorporated, USA

Becton, Dickinson & Company,
New Jersey, USA

Corning Incorporated, USA

Greiner Labortechnik GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Baxter Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim, Deutschland

B. Braun Melsungen AG,
Deutschland

B. Braun

Millipore, Bedford Bottle Top
Filter, 0.22 um
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e 24 Well Cell Culture Cluster
e DMEM

e DMEM+HEPES 25 MM

* RPMI 1640

e Dulbecco’s MEM / Nut Mix
F-12

¢ Sodium Pyruvate Solution

e Trypsin-EDTA (Solution 10x)

¢ Penicillin-Streptomycin

e L-Glutamin (200mM)
¢ Foetal Calf Serum

e Gentamicin, 50 MG/ML

¢ Endothelzellwachstums-
faktor (RDGF)

¢ Dimethyl Sulfoxide 99,5 %
e HEPES 200 MM

Corning Incorporated, USA
PAN Biotech GmbH
PAN Biotech GmbH
PAN Biotech GmbH

GIBCO BRL, Life Technologies
Ltd., Scotland

PAA Laboratories GmbH, Austria

GIBCO BRL, Life Technologies
Ltd., Scotland

GIBCO BRL, Life Technologies
Ltd., (10000 IU/ML — 10000
UG/ML) Scotland

PAN Biotech GmbH
PAA Laboratories GmbH, Austria

GIBCO BRL, Life Technologies
Ltd., Scotland

Eigene Herstellung aus Rinder-
augenretina

Sigma Aldrich GmbH
Sigma Aldrich GmbH

3.3 Apparate zur Zellkultivierung

¢ IR 1500 Automatic CO,
Incubator

Flow Laboratories GmbH
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¢ Zentrifuge, Rotanta RP Fa. Hettich

e GELAIRE BSB 4A (sterile Flow Laboratories GmbH
Arbeitsbank)

34 Apparate zur Versuchsdurchfiihrung

e Hypoxiekammer Merck Labor und Chemie Vertrieb
GmbH

¢ Acid-Base-Laboratory, Radiometer Copenhagen

ABL 330

¢ Gasgemische Messer Griesheim, Deutschland

e Wasserbad Memmert

¢ Kunststoffbeutel Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
(Sekuroka-Glove-Bags), Deutsch-
land

e Ventil Typ Z110A V12 W13  Sirai

3.5 Materialien fiir den Reportergen Assay

¢ Dual-Luciferase Reporter Promega, USA
Assay System

e Firefly-Luciferse Plasmid Promega, USA
pGL3-

¢ Renilla-Luciferase pRL-TK ~ Promega, USA
e LipofectAMINE PLUS GIBCO BRL, Life Technologies
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Reagent Ltd., Scotland
e Green fluorescent protein Promega, USA
(GFP)
e Sequenzer ABI Prism 310, Perkin EImer
¢ Plasmidkonstrukte Freundlicherweise zur Verfligung

gestellt von PD Dr. J6rg Hénze,
Arbeitsgruppe Respiratorische In-
suffizienz, Justus-Liebig-Universi-
tat GieBen

¢ Bioluminometer ,Micro- EG&G Berthold
Lumat LB 96 P*
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde ein dualer Reportergen-Assay etabliert, mit
dem die HIF-abhéngige Genregulation in pulmonalarteriellen und
aortalen GefaBzellen quantitativ untersucht wurde.

Dazu wurden glatte Muskelzellen und adventitielle Fibroblasten
aus der Pulmonalarterie und Aorta des Kaninchens isoliert und
kultiviert. AnschlieBend wurden die Reportergenplasmide in diese
Zellen transfiziert und die Aktivitat des Reportergens nach norm-
oxischer sowie hypoxischer Zell-Kultivierung quantitativ analysiert.
Der Ergebnisteil ist entsprechend strukturiert. Zunachst wird die
Isolierung und Kultivierung der vaskularen Zellen dargestellt, dann
die Plasmid-Transfektion der Zellen sowie die Untersuchungen mit
Hilfe des Reportergen-Assays.

41 Isolierung von aortalen und pulmonalvaskuléaren
SMC und FBC

Eine typische Darstellung der Isolation und Kultivierung von glat-
ten Muskelzellen und Fibroblasten ist in Abb. 9 und Abb. 10 illus-
triert. Nach Pr&paration von Zellschichten aus der Tunica Adventi-
tia und Tunica Muskularis aus Pulmonalarterie oder Aorta wurden
die Zell-Praparate kultiviert. Es zeigte sich, dass Zellen der Tunica
adventitia nach der Isolation schneller proliferierten als Zellen der
Tunica muscularis. Weiterhin ergab sich in der Zellkulturschale ein
differentes Bild: SMC zeigten im Zustand der Konfluenz eine Kon-
figuration, welche nahezu an nebeneinander parallel geordnete
Zellstrange (,StraBenformation®) erinnerte, wahrend FBC ein
herdartiges Proliferationsverhalten mit Bildung von ,Kreisformatio-
nen® aufwiesen. Zusatzlich wurden die Zellen mit immunhistoche-
mischen Methoden (Abb. 11) charakterisiert. In SMC konnte das
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Muskel-spezifische a-Actin nachgewiesen werden, wahrend diese
Anféarbung in FBC wesentlich schwécher war. Diese Charakterisie-
rung bestatigt die Identitdt der verschiedenen kultivierten Zellty-
pen. Nach einer Vermehrungsphase der Kulturen mit zweimaligem
Umsetzen auf neue Kulturschalen wurden die Experimente durch-
gefuhrt.

Abb. 9:
Pulmonalvaskuldre Muskelzellen, Ansicht unter Phasenkontrast,
hier noch nicht konfluent.
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Abb. 10:
Phasenkontrastansicht von pulmonalvaskuldren Fibroblasten in
Kultur. Gut erkennbar ist die herdartige Proliferation mit Bildung
von ,Kreisformationen” unter Konfluenz der Zellen.
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Abb. 11:

Immunzytochemische Anfédrbung von pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen (links) und Fibroblasten (rechts) mit Hilfe eines Anti-
kbrpers gegen a-Aktin. SMC zeigen eine deutliche intrazelluldre
Markierung der a-Aktin Filamente, wdhrend FBC nur vergleichs-
weise schwache Anfdrbungen aufweisen.
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4.2 Plasmid-Transfektion

Um den Reportergen-Assay zur Untersuchung der Fragestellung
nutzen zu kdénnen, wurde eine geeignete Methode erarbeitet,
Plasmid-DNA in die vaskularen Versuchszellen zu transfizieren.
Dies konnte durch Verwendung von kationischen Lipiden erreicht
werden.

Zur Kontrolle des Transfektionserfolgs (siehe 2.9) wurde zunachst
ein grin fluoreszierendes Protein-Plasmid (GFP-Plasmid) einge-
setzt. Dieses Plasmid kodiert fir ein Protein, das in einem be-
stimmten Lichtwellenldangen-Bereich anregbar ist und mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden kann. Es ist ein
Marker fir die erfolgreiche Transfektion. Die GFP-Plasmid-Trans-
fektion der Zellen mit kationischen Lipiden ist in Abb. 12 gezeigt.

Abb. 12:
Fluoreszenz-mikroskopische Ansicht pulmonalarterieller Fibro-
blasten 24 Stunden nach Transfektion mit GFP-Plasmid.
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4.3 Quantifizierung HIF-abhéngiger Genregulation
durch den Einsatz von Reportergen-Plasmiden

Aufgrund des Nachweises von HIF in vaskularen Zellen sollte eine
Methode erarbeitet werden, die eine Induktion des HIF in vaskula-
ren Zellen quantitativ erfassen konnte. Dazu wurden 4 verschie-
dene Reporter-Plasmide konstruiert:

Eingesetzt wurden die Firefly- und die Renilla-Luciferase als Re-
portergene. Die Renilla-Luciferase wurde durch einen nicht Hyp-
oxie-abhangigen Promotor (TK) kontrolliert. Die Firefly-Luciferase
hingegen stand unter der Kontrolle eines Promotors, der das HRE
(Hypoxie-responsives Element) enthielt und somit hypoxisch regu-
liert wurde.

Far alle drei bekannten HIF-Faktoren ist gezeigt worden, dass sie
die HRE Konsensus-Sequenz aktivieren kénnen. Es kamen ver-
schiedene Hypoxie sensitive Firefly-Luciferasekonstrukte verglei-
chend zum Einsatz. Bei zwei artefiziellen Konstrukten wurde das
HRE des humanen Erythropoetin Gens in dreifacher Tandem An-
ordnung entweder an den TK Promotor oder an den SV40 Promo-
tor ligiert. In einem weiteren Konstrukt wurde ein ca. 1,5 kb Frag-
ment des VEGF Promotors eingesetzt, welches ein dem Erythro-
poetin-Gen verwandtes, jedoch nicht identisches HRE enthielt.

Zur Anwendung kam ein duales Reportergenverfahren, bei dem
jeweils ein Hypoxie-abhangiges Firefly-Luciferase Plasmid mit
einem Hypoxie-unabhangigen Renilla-Luciferase Plasmid in die
Versuchszellen cotransfiziert wurde. Das Renilla-Luciferase-Plas-
mid diente dabei als Referenz fir die spezifische Messung einer
hypoxischen Induktion, da es im Unterschied zu den Firefly-
Luciferase-Plasmiden kein HRE besitzt. AuBerdem wurden mégli-
che Abweichungen der experimentellen Prozedur wie eine unter-
schiedliche Zelldichte oder eine variierende Transfektionseffizienz
durch das Verfahren der Cotransfektion ausgeglichen.
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Die mit Reporterplasmiden transfizierten Zellen wurden in Hyp-
oxie bzw. Normoxie kultiviert, die Reportergen-Aktivitéaten fur Fire-
fly- und Renilla-Luciferase wurden anschlieBend gemessen. Das
errechnete Verhaltnis der Aktivitdt von Firefly- zur Renilla-Luci-
ferase lieferte ein MaB fur die durch das HRE (Hypoxie-responsive
Element) induzierte hypoxische Geninduktion. Die relevanten Ab-
schnitte der Plasmide sind in der folgenden Abbildung dargestellt
(Abb. 13).

PFL-HRE-SV40 [ HRE | HRE | HRE [ w40 [ Firefly-Luciferase]
PFL-HRE-TK  [HRE[HRE [HRE [ ucierase
PFL-VEGF  [HRE|VEGF [ Firefly-Luciferase]

Abb. 13:

Schematische Darstellung der verwendeten Plasmidkonstrukte
(nicht maBstabsgetreu). Es ist jeweils der Promotorbereich ge-
zeigt, der die kodierende Region fir das daran anschlieBende
Reportergen (Firefly- oder Renilla Luciferase) reguliert.
Abkirzungen:

- TK: Thymidine Kinase: Promotor von Herpes Simplex

- SV40: Early Promotor von Simian Virus 40

- VEGF: Promotor des vaskuldren endothelialen

Wachstumfaktors
- HRE: Hypoxie-responsives Element
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4.4 Quantifizierung hypoxischer Genregulation durch
HRE-Plasmidkonstrukte

Die Reporter-Plasmide wurden in die aortalen, bzw. pulmonalarte-
riellen FBC und SMC transfiziert. Mit der in einem molaren Ver-
haltnis von 5:1 erfolgten Cotransfektion des PRL-TK-Plasmids,
welches keine HRE-Sequenz beinhaltete, konnte durch den TK-
Promotor eine von HRE unabhéangige Basis-Induktion gemessen
werden.

Die aus dem Zell-Lysat mit Biolumineszenz gemessenen Werte
der Firefly- und Renilla- Luciferase wurden durch Quotientenbil-
dung ins Verhéltnis gesetzt. Diese Werte sind ein MaB fir die
HRE-abhéangige Geninduktion in Hypoxie.

Alle Plasmidkonstrukte zeigten eine Induktion in Hypoxie an.
(Abb.14). Das PFL-HRE-TK erwies sich dabei insgesamt als das
sensitivste Konstrukt zum Nachweis der Geninduktion in Hypoxie.

12 A-SMC P-sMC A-FBC P-FBC

-
o
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S O PFL-HRE-5V40
P O PFL-HRE-TK
= l W PFL-VEGF
& 5
>
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Abb. 14:

Darstellung der relativen hypoxischen Induktion der Plasmid-
konstrukte in den Versuchszellen A-SMC (aortale glatte Muskel-
zellen), P-SMC (pulmonalarterielle glatte Muskelzellen), A-FBC
(aortale Fibroblasten), P-FBC (pulmonalarterielle Fibroblasten).

-53 -




Ergebnisse

In einer weiteren vergleichenden Darstellung derselben Daten
wurden die verschiedenen Zellen beziiglich der HRE-abh&ngigen
hypoxischen Induktion nach den Plasmiden geordnet.

FFL-HRE-SV40 PFL-HRE-TK PFL-VEGF
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Abb. 15:

Darstellung der relativen hypoxischen Induktion in den
Versuchzellen, hier Gliederung nach Plasmidkonstrukten:

° Signifikante Differenz A-SMC zu P-SMC
(N =24, p < 0,05, gepaarter t-Test

# Signifikante Differenz P-FBC zu P-SMC
(N = 20, p < 0,05, gepaarter t-Test)

* Signifikante Differenz A-SMC zu A-FBC
(N = 20, p < 0,05, gepaarter t-Test)

- Signifikante Differenz P-FBC zu A-FBC
(N =24, p < 0,05, gepaarter t-Test)

Innerhalb der Plasmidgruppen PFL-HRE-SV40 und PFL-HRE-TK
zeigt sich in der graphischen Darstellung ein sehr dhnliches hyp-
oxisches Induktionsmuster: Die starkste Induktion war in P-FBC
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gefolgt von A-SMC zu beobachten, eine vergleichbare Induktion in
P-SMC und A-FBC.

Signifikant zeigt sich nach gepaarter t-Test-Analyse der Unter-
schied in der hypoxischen Aktivierung der P-FBC zu P-SMC in-
nerhalb der Plasmidgruppen PFL-HRE-SV40 und PFL-HRE-TK.

In A-SMC werden die Plasmide PFL-HRE-SV40 und PFL-HRE-TK
starker induziert als in P-SMC, eine Signifikanz zeigt sich dabei
bei dem PFL-HRE-SV40-Plasmid.

Des Weiteren werden in A-SMC alle Plasmide starker induziert als
in A-FBC mit Signifikanz in der PFL-HRE-TK-Gruppe.

In P-FBC zeigt sich beim PFL-HRE-TK-Plasmid die starkste In-
duktion aller Plasmidgruppen, innerhalb der PFL-HRE-SV40-
Plasmidgruppe stellt sich die Induktion bei diesem Zelltyp eben-
falls maximal dar. Alle Plasmidgruppen wurden in P-FBC starker
induziert als in A-FBC mit Signifikanz in der PFL-HRE-TK-Gruppe.

Innerhalb der PFL-VEGF-Gruppe zeigen sich nach gepaarter t-
test-Analyse keine signifikanten Unterschiede zwischen den un-
tersuchten Zellen.
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5 Diskussion

5.1 Isolation und Kultivierung von glatten Muskelzel-
len und Fibroblasten aus der Pulmonalarterie und
Aorta des Kaninchens

Ziel war es, BlutgeféaBzellen der Aorta und Pulmonalarterie aus
den angestrebten histologischen Schichten (Tunica mucularis, Tu-
nica adventitia) zu gewinnen. Die Zellen wurden mit Hilfe von Mar-
kern und auf Grund ihres Proliferationsverhaltens charakterisiert.

Eine rein mikroskopische Differenzierung der Isolate von FBC
oder SMC gelingt aufgrund der sehr groBen morphologischen
Ahnlichkeit der beiden Zelltypen nicht zuverlassig. Folgende As-
pekte fanden Berlcksichtigung, um einerseits Fehlisolate aus
Nachbarschichten zu vermeiden und um andererseits diese unter
Zellkultur zu detektieren:

e Das Isolationsgewebe wurde sorgféltig aus eindeutig zu-
zuordnenden Gewebsschichten gewonnen, Isolate aus
Grenzbereichen der Schichten wurden vermieden.

e Die Zellmorphologie wurde mittels immunhistologischer
Differenzierungsmethode (Antikdrper gegen muskelspezi-
fisches alpha-Aktin und Myosin) Uberprift.

e Wachstumsdifferenzen zeigten sich insbesondere in der
Primarkultur bezlglich der Eigenschaften Wachstums-
geschwindigkeit und Wachstumsformation:

o SMC bildeten bei Konfluenz in der Kulturschale
einen Zellrasen mit ,StraBenformationen” aus pa-
rallel verlaufenden Zellstrdngen und proliferierten
langsamer im Vergleich zu FBC.

o FBC zeigten vermehrt ein radidres, herdférmiges
Wachstumsbild mit Bildung von Kreisformationen
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unter Konfluenz. Deutlich zeigte sich die schnelle-
re Zellvermehrung im Vergleich zu den SMC, da
ein Splitten der FBC friiher vorgenommen werden
musste als bei zeitgleich isolierten SMC.

Die Zellkulturphase wurde insgesamt kurz gehalten, eine regel-
méBige Kontrolle und Pflege der Zellen erfolgte, um morphologi-
sche wie funktionelle Veranderungen der Zellen zu vermeiden. Bis
zur Einbringung in den Versuch wurden Versuchszellen hdchstens
bis zu sechsmal gesplittet. Morphologische Verdnderungen waren
unter Zellkultur nicht zu beobachten. Im Rahmen der dargestellten
Bedingungen und durch die Sorgfalt der Praparation, sowie auf-
grund der zytologischen Charakterisierungen ist davon auszuge-
hen, dass die isolierten Zellpopulationen FBC und SMC erfolg-
reich separiert wurden.

Untersuchungen an pulmonalvaskularen SMC und FBC legen
jedoch nahe, dass auch innerhalb der Zelltypen (SMC, FBC) Sub-
populationen existieren, deren Eigenschaften z.B. auf hypoxi-
schen Reiz differieren und auch morphologische Umstrukturierun-
gen zur Folge haben (31, 51). Vor diesem Hintergrund ist zu ver-
muten, dass die hier untersuchte HIF-Aktivierung durch Hypoxie
die Zellgesamtheit inklusive der Subpopulationen einer Schicht
erfasst.

Grundsatzlich zeigt diese Arbeit somit auf, inwiefern in den hier
untersuchten GefaBzellen der Pulmonalarterie und Aorta eine
Genaktivierung Uber HIF nach hypoxischem Stimulus stattfindet.

-57-



Diskussion

5.2 Etablierung eines HIF-spezifischen dualen Repor-
tergen-Assays

Zunachst wurde ein schonendes Transfektionsverfahren ausge-
wahlt, welches sowohl fir SMC als auch fir FBC gute Plasmid-
Transfektionsraten erméglichte. Dies gelang durch Verwendung
eines kommerziell erhaltlichen kationischen Lipids.

Die Transfektion wurde dabei mit Hilfe eines Plasmids kodierend
flr das grln fluoreszierende Protein (GFP) getestet, das mit dem
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht wurde (Abb. 12).

Des Weiteren wurden zur Untersuchung der Fragestellung Plas-
mide konstruiert, welche Uber HIF-spezifische Bindestellen mit
dem darin enthaltenem HRE in unterschiedlicher Anzahl verfigten
und mit verschiedenen Promotoren gekoppelt waren (siehe Kapi-
tel 2.7). Da jedoch alle HIF-Subtypen an das HRE binden kdnnen,
kann keine Aussage daruber getroffen werden, durch welchen
HIF-Subtyp die beobachteten Effekte vermittelt wurden.

Dabei wurde deutlich, dass die Transfektionsrate sowie die Ge-
samizellzahl in einer transfizierten Zellkultur von Mal zu Mal stark
variierten. Dies warf Probleme in der Vergleichbarkeit der Ver-
suchsgruppen auf, insbesondere der angestrebte direkte quantita-
tive Vergleich der Gruppen war nicht méglich.

Daher wurde das Verfahren der Cotransfektion zweier unabhéngi-
ger Plasmide verwendet. Dabei wurde der Ansatz verfolgt, dass
eines der Plasmidkonstrukte nach erfolgreicher Transfektion stetig
exprimiert wurde (PRL-Plasmid) und somit ein MaB fir die Trans-
fektionsrate existierte. Das zusatzlich cotransfizierte Ver-
suchsplasmid (PFL-Gruppe) konnte dann ins Verhéltnis zu dem
PRL-Plasmid gesetzt werden.

Unter der Annahme, dass die cotransfizierten Plasmide jeweils im
gleichen Verhéltnis zueinander transfiziert wurden, war es so
maglich, trotz variierender Gesamtzellzahlen und Transfektionsra-
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ten, die Hypoxie-Induktion der Plasmidkonstrukte in den Ver-
suchszellen quantitativ zu vergleichen.

Bedeutender Vorteil der Reportergen-Assay-Technik ist die hohe
Empfindlichkeit der Methode und die Spezifitat, die Uber das HRE
vermittelt wird. Bereits geringe Mengen der durch die Plasmid-
konstrukte synthetisierten Proteine kénnen nachgewiesen werden,
da die gewahlten Proteinformen zum einen physiologisch nicht in
den Versuchszellen vorkommen, zum anderen diese Uber ein
hochsensibles Messverfahren mittels der Biolumineszenz-Technik
nachgewiesen werden kénnen.

Trotz der Verwendung von geringem Zellmaterial zeigen die
Messergebnisse dadurch eine hohe Validitat auf.

5.3 HIF vermittelte Gen-Induktion in pulmonalarteriel-
len und aortalen Zellen

Das pulmonalarterielle Remodeling in Hypoxie ist gekennzeichnet
durch gesteigerte Zellproliferation in der GefaBwand mit negativer
Auswirkung auf Mikro- und Makrozirkulation (siehe 1.3).

Folge der umstrukturierten GeféBe ist die Fixierung und Verstar-
kung einer pulmonalen Hypertonie, mindend in einer Rechtsherz-
belastung, die bis zum Rechtsherzversagen reichen sowie mit
Neigung zur Vasokonstriktion und in-situ-Thrombose einhergehen
kann (2, 3, 4, 50). Unter diesem Hintergrund ist die Schwere des
Leidens im Sinne eines die Lebenserwartung und -qualitat deutlich
reduzierenden Krankheitsbildes ersichtlich.

Die mégliche Bedeutung von HIF im Prozess des pulmonalvasku-
laren Remodelings ist begriindet in der HIF vermittelten Aktivie-
rung von spezifischen Zielgenen, welche fur Umbauvorgange der
Zell- und Matrixstruktur verantwortlich sind (25, 60). In hyp-
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oxischen Zellen werden HIF-abhangige Zielgene aktiviert, die in
zellspezifischer Weise systemische, lokale und zellulare Anpas-
sungsvorgange induzieren.

In Experimenten mit HIF-1a, HIF-2a sowie HIF-13 defizitaren
Knock-out Mausen zeigte sich, dass diese wahrend der Embryo-
genese an vaskuldren und kardialen Defekten starben (13, 48).
Bei partiell defizitdren HIF-1a oder HIF-2a heterozygoten Knock-
out M&usen konnte eine normale Entwicklung beobachtet werden,
jedoch zeigte sich, dass diese Mause unter chronischer Hypoxie
eine deutlich geringere pulmonale Hypertonie entwickelten als die
Vergleichsgruppe (57, 58). Heterozygot defiziente HIF-2a Mause
entwickelten sogar keine pulmonale Hypertonie (58).

Diese Experimente weisen auf die zentrale Bedeutung von HIF-1a
und HIF-2a im Prozess des pulmonalvaskuldren Remodelings hin.
Beide genannten Faktoren binden an das Hypoxie-responsive
Element (HRE) und konnten in dieser Arbeit Gber den Reporter-
gen-Assay gemeinsam kumulativ erfasst werden. Eine Aussage
Uber den jeweiligen Anteil, den HIF-1a in Bezug auf HIF-2a an der
gemessenen Gen-Induktion hat, kann hier nicht getroffen werden.
Da jedoch beide Faktoren bedeutenden Anteil in der Pathogenese
des Remodelings einnehmen, ist die kumulative Erfassung der
HIF-Subtypen sinnvoll.

Diese Arbeit verfolgte die Intention, die hypoxische Induktion von
HIF-abhangigen Zielgenen in aortalen und pulmonalvaskularen
Zellen quantitativ zu untersuchen. Eine Aussage bezlglich der
qualitativen Induktion spezifischer Zielgene in Abhangigkeit vom
Zelltyp, kann im Rahmen dieser Untersuchung jedoch nicht getrof-
fen werden.

Aufgezeigt wurde in dieser Arbeit, dass die HIF-abhangige Gen-
induktion in Hypoxie in allen untersuchten Zellen zu beobachten
war, jedoch ein Unterschied in der Quantitat der Induktion besteht.
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Die in dieser Analyse durch hypoxischem Stimulus dargelegte
HIF-Aktivierung in den untersuchten Zellen, deckt sich mit den
Ergebnissen von Untersuchungen anderer Forschergruppen (52,
53). Jedoch konnte hier erstmalig die hypoxische HIF-Induktion in
den untersuchten GefaBzellen der Aorta und Pulmonalarterie
quantitativ erfasst und verglichen werden.

Wesentliche Erkenntnis dieser Analyse ist, dass in P-FBC auf hyp-
oxischen Reiz eine signifikant starkere Geninduktion Uber HIF
stattfand als in P-SMC. Umgekehrt zeigte sich dies in den aortalen
Zelltypen mit der deutlicheren HIF-Induktion in den A-SMC im
Vergleich zu den A-FBC.

Die zellbiologischen Untersuchungen dieser Studie zeigen, dass
HIF unter Hypoxie mit hoher Intensitat induziert wird. Dies kdnnte
in vivo Uber die Induktion spezifischer HIF-abhangiger Gene mdg-
licherweise die strukturelle Veranderung des GeféaBsystems beein-
flussen. Aufgrund der starken Induktion der P-FBC kénnte deren
Bedeutung beim pulmonalvaskularen Remodeling darin bestehen,
dass sie verstarkt proliferieren oder Uber Sekretion von Mitogenen
und Matrix-Proteinen wiederum andere Zell-Gruppen zur Prolifera-
tion anregen (51, 52, 53).

In diesem Zusammenhang zeigte eine weitere Untersuchung un-
serer Arbeitsgruppe, dass P-FBC unter hypoxischen Bedingungen
HIF-abhangig Faktoren sezernieren, die die Proliferation von P-
SMC induzieren. Dieser Effekt war nicht mit dem Medium von
hypoxisch kultivierten A-FBC zu beobachten. Dieser Versuch deu-
tet darauf hin, dass die Antwort in Hypoxie zellspezifisch ist und
durch die Induktion verschiedener Hypoxie-abhéngiger Zielgene
bedingt ist (42).

Die Ergebnisse dieser Arbeit stitzen die Beobachtung, dass die
HIF-abhangige Genregulation ubiquitar ist, sich aber in der Quan-
titdt unterscheidet. Neben der Quantitat der Hypoxieantwort (Men-
ge an HIF) spielt vermutlich auch die Qualitat (Induktion spezifi-
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scher HIF-abhangiger Zielgene) eine Rolle der zellspezifischen
Antwort (41, 51, 52, 53, 54, 55).

5.4 Ausblick

Es wurde die HIF-abhangige Geninduktion in Hypoxie an pulmo-
nalarteriellen Zellen aufgezeigt. Dies weist in Verbindung mit an-
deren Studien auf eine mdglicherweise bedeutende Rolle von HIF
beim pulmonalvaskuldaren Remodeling durch Hypoxie hin. Somit
kénnte HIF auch einen méglichen therapeutischen Angriffspunkt in
diesem Zusammenhang darstellen.

Mégliche methodische Ansatzpunkte fir die Inhibition von HIF an
pulmonalvaskuldren Zellen waren das RNA-Interferenzverfahren,
das fur HIF-1a und HIF-2a in verschiedenen Studien etabliert wur-
de oder der Einsatz von small molecule inhibitors, gerichtet gegen
HIF. Das RNA-Interferenzverfahren inhibiert HIF-1a und HIF-2a
auf Expressionsebene, wahrend small molecule inhibitors HIF auf
Aktivierungsebene blockiert. Die Idee ist, dass bei beiden Anséat-
zen die Aktivierung HIF-abhangiger Zielgene blockiert wird, die
funktionell zum hypoxisch ausgeldstem pulmonalarteriellen Re-
modeling beitragen (112-115).
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6 Zusammenfassung

Zielsetzung der Arbeit war die vergleichende quantitative Analyse
der Induktion des Hypoxie-induzierbaren Faktors (HIF) an pulmo-
nalarteriellen und aortalen GefaBzellen, welche aus Kaninchen
isoliert wurden.

Zu diesem Zweck wurde ein Reportergen-Assay-Verfahren eta-
bliert. Es wurden Plasmide konstruiert, bei denen das Hypoxie-
responsive Element (HRE), das die HIF-abhangige Geninduktion
der Zielgene steuert, an verschiedene konstitutive Promotoren
gekoppelt wurde, die ein Luciferase-Reportergen kontrollieren.
Diese Plasmide wurden zur Transfektion der isolierten Versuchs-
zellen verwendet.

Folgende Ergebnisse lassen sich zusammenfassen:

e Glatte Muskelzellen (SMC) und Fibroblasten (FBC) der
Pulmonalarterie (P) und Aorta (A) des Kaninchens konn-
ten erfolgreich isoliert und kultiviert werden. Die Identifizie-
rung der Zellen erfolgte Uber ihr differentes Wachstums-
verhalten sowie durch immunhistochemische Methoden.

e Mittels der HRE-Reportergen-Plasmide konnte im dualen
Reportergen-Assay-Verfahren in den untersuchten Blutge-
faBzellen der Aorta (A-SMC, A-FBC) und der Pulmonalar-
terie (P-SMC, P-FBC) die HIF-abhangige Geninduktion
quantitativ erfasst werden.

e Der empfindlichste Nachweis einer Hypoxie-induzierten
Geninduktion zeigte sich mit Hilfe des Plasmids, bei dem
das HRE an den Thymidin-Kinase-Promoter (HRE-TK)
gekoppelt wurde im Vergleich zu den Plasmiden mit dem
Simian Virus 40-Promotor (SV40) oder dem Promotor des
vaskularen endothelialen Wachstumfaktors (VEGF).
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e Mit dem HRE-TK-Plasmid zeigte sich dabei die starkste
hypoxische Induktion an P-FBC gefolgt von A-SMC, P-
SMC und A-FBC.

e Pulmonalarterielle Fibroblasten (P-FBC) reagierten starker
auf Hypoxie als P-SMC. In der Aorta hingegen reagierten
die A-SMC stéarker auf Hypoxie als die A-FBC.

Zusammenfassend zeigten die untersuchten Zellen alle eine HIF-
abhangige Gen-Induktion in Hypoxie. Es bestanden jedoch Unter-
schiede im Grad der Induktion in Abhangigkeit des Zelltyps (SMC
und FBC) sowie des Ursprungsgewebes (Aorta und Pulmonalarte-
rie). Insgesamt stiitzen die Ergebnisse dieser Arbeit die mdgliche
Bedeutung von HIF beim hypoxisch ausgeldsten pulmonalvasku-
laren Remodeling. Auch weisen sie darauf hin, dass sowohl SMC
als auch FBC in der Pathogenese des pulmonalvaskuldren Re-
modeling eine Rolle spielen.

Somit kénnte die Beeinflussung der HIF-Signaltransduktion eine
therapeutische Perspektive zur Behandlung des hypoxisch ausge-
I6sten pulmonalvaskuldren Remodeling darstellen.
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7

Summary

The aim of the study was the comparative quantitative analysis of
the induction of hypoxia-inducible factor (HIF) to pulmonary artery
and aortic vascular cells, which were isolated from rabbits.

For this purpose, a reporter gene assay method was established.
Plasmids were constructed in which the hypoxia-responsive ele-
ment (HRE), which controls the HIF-dependent gene induction of
target genes, had been linked to different constitutive promoters,
which control a luciferase reporter gene. These plasmids were
used for transfection of the isolated cells.

The following results can be summarized:

Smooth muscle cells (SMC) and fibroblasts (FBC) of the
pulmonary artery (P) and the aorta (A) of the rabbit could
be successfully isolated and cultured. The identification of
the cells was carried out on their different growth behav-
iour as well as by immunohistochemical methods.

The HIF-dependent gene induction could be quantitatively
detected by HRE-reporter plasmids by using the dual re-
porter gene assay in the blood vessel cells of the aorta (A-
SMC, P-SMC) and the pulmonary artery (P-SMC, P-FBC).

The most sensitive detection of a hypoxia-induced gene
induction was found by the help of the plasmid in which
the HRE was linked to the thymidine kinase promoter
(HRE-TK) in comparison to the plasmids, which were con-
nected to the simian virus 40 promoter (SV40) or the pro-
moter of vascular endothelial growth factor (VEGF).

The HRE-TK plasmid showed the strongest hypoxic in-
duction in the P-FBC followed by A-SMC, P-SMC and A-
FBC.
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e Pulmonary artery fibroblasts (P-FBC) showed a stronger
reaction than P-SMC to hypoxia. In contrast, the aortic
cells A-SMC responded stronger to hypoxia as A-FBC.

In summary, every examined cell-type in this study showed a HIF-
dependent gene induction in hypoxia. However, there were differ-
ences in the degree of induction depending on the cell type (SMC
and FBC) and the origin tissue (aorta and pulmonary artery).
Overall, the results of this study support the possible role of HIF in
hypoxia induced pulmonary vascular remodeling. They also point
out that both SMC and FBC take part in the development of hy-
poxic pulmonary vascular remodeling.

Thus, the influence of the HIF signal transduction could represent
a therapeutic perspective to the treatment of hypoxia induced
pulmonary vascular remodeling.
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9 Anhang

9.1 Erklarung

Die vorgelegte Dissertation habe ich selbstandig, ohne unerlaubte
fremde Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dis-
sertation angegeben habe. Alle Textstellen, die wértlich oder sinn-
gemafB aus verdffentlichten oder nicht verdffentlichten Schriften
entnommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen Auskinf-
ten beruhen, sind als solche kenntlich gemacht.

Bei den von mir durchgefihrten und in der Dissertation erwahnten
Untersuchungen habe ich die Grundséatze guter wissenschaftlicher
Praxis, wie sie in der "Satzung der Justus-Liebig-Universitat Gie-
Ben zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis" niedergelegt
sind, eingehalten.
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