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1. Einleitung 

1.1 Pulmonale Hypertonie 

1.1.1 Definition 

Der Begriff Pulmonale Hypertonie (PH) umfasst 

eine Vielzahl an Erkrankungen, die alle den 

hämodynamischen Zustand eines erhöhten 

Pulmonaldrucks aufweisen. Genauer ist Pulmonale 

Hypertonie definiert als eine Erhöhung des mittleren 

PAP (Pulmonal Arterieller Druck) ³ 25 mmHg in 

Ruhe, gemessen durch eine Rechtsherzkatheter-

Untersuchung [1]. Der Normwert des mPAP in Ruhe 

liegt bei 14 ± 3 mmHg, die Obergrenze stellt ein 

mPAP von 20 mmHg in Ruhe dar [2]. Hieraus ergibt 

sich eine Grauzone des mPAPs von 21-24 mmHg 

in Ruhe, welche noch nicht genauer klassifiziert ist 

und eine weitere, sorgfältige Beobachtung erfordert. 

Der Begriff der belastungsinduzierten PH wird 

derzeit nicht als Teil der PH-Definition geführt, da 

ein einheitliches Belastungsprotokoll sowie ein Cut-

Off Wert für den mPAP unter Belastung aufgrund 
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fehlender Daten aktuell nicht genauer definiert 

werden kann [1][3][4][5][6].  

 

1.1.2 Inzidenz, Prävalenz, Symptomatik und 
Therapie 

Ungefähr 1 % der Weltbevölkerung sind von PH 

betroffen, in den über 65-jährigen wird sogar eine 

Prävalenz der PH von rund 10 % angenommen 

[3][7]. Allerdings unterscheiden sich die 

verschiedenen Formen der PH in Inzidenz und 

Prävalenz teils deutlich. So besaß die pulmonal 

arterielle Hypertonie (PAH) im Jahr 2014 eine 

Inzidenz von 3,9 Neuerkrankungen pro 1 Millionen 

Einwohner und eine Prävalenz von 25,9 pro 1 

Millionen Einwohner in Deutschland. Die chronisch 

thromboembolische pulmonale Hypertonie wies in 

demselben Jahr eine Inzidenz von 4 

Neuerkrankungen pro 1 Millionen Einwohner in 

Deutschland auf [3][8]. 

Zu Beginn der Erkrankung zeigen Patienten 

zunächst eine sehr diskrete und unspezifische 

Symptomatik, welches eine verspätete 

Diagnosestellung begünstigen kann. Das 
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Kardinalsymptom der PH stellt die zunehmende 

Belastungsdyspnoe dar, die im weiteren Verlauf 

häufig durch Fatique (Erschöpfung), Angina 

Pectoris Beschwerden, Synkopen und peripherer 

Zyanose begleitet wird. Im weiteren Progress der 

Erkrankung kann es zu einer Rechtsherzinsuffizienz 

mit der typischen Klinik einer venösen Stauung, 

Aszites und peripheren Ödemen kommen. 

Unbehandelt hat die PH eine mittlere 

Überlebenszeit von 2-3 Jahren und führt durch ein 

Rechtsherzversagen zum Tode [3][4][9]. 

Da die PH weiterhin eine unheilbare Erkrankung 

darstellt, ist das Hauptziel der Behandlung die 

Eindämmung der Krankheit, d.h. die Stabilisierung 

des Zustandes des Patienten auf einem 

zufriedenstellenden klinischen Niveau ohne 

Anzeichen eines Rechtsherzversagens und 

idealerweise ohne Fortschreiten der Erkrankung. 

Die allgemeine Behandlung der PH erfolgt 

hauptsächlich symptomatisch und richtet sich nach 

Art und Schweregrad der Erkrankung. So erfolgt 

gegebenenfalls eine Sauerstofftherapie oder eine 

Anämie-Behandlung, die Kontrolle eines 

ausreichend bestehenden Impfschutzes sowie 
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Rehabilitationsmaßnahmen und Physiotherapie.  

Neben diesen Maßnahmen gibt es noch die 

Möglichkeit einer medikamentösen Therapie, die 

mittels 10 verschiedener Medikamente bestehend 

aus 5 Substanzklassen durchgeführt wird [3][4][9]. 

 

1.1.3 Klassifikation 

Die Einteilung der PH erfolgte nach der Nizza-

Klassifikation, bei der 5 Gruppen der PH nach 

klinischer Präsentation, pathologischen Befunden, 

hämodynamischen Eigenschaften und der 

Behandlungsstrategie unterschieden werden. Zum 

einen wird die pulmonal arterielle Hypertonie (PAH) 

differenziert, auf die im Weiteren genauer 

eingegangen wird. Zum anderen wird zwischen 

einer pulmonalen Hypertonie bei 

Linksherzerkrankungen, einer pulmonalen 

Hypertonie bei Lungenerkrankungen und/oder 

Hypoxie, einer Chronisch thromboembolischen 

pulmonalen Hypertonie (CTEPH) und einer 

pulmonale Hypertonie mit unklaren und/oder 

multifaktoriellen Mechanismen differenziert.  
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Tabelle 1: Klassifikation der Pulmonalen 
Hypertonie nach Nizza-Konferenz 2018 

Klassifikation der Pulmonalen Hypertonie (Nizza, 
2018) 

1. Pulmonal arterielle Hypertonie (PAH) (3 %)  
1.1 Idiopathische PAH 
1.2 Hereditäre PAH 
1.3 Durch Medikamente oder Toxine 
verursacht 
1.4 Assoziiert mit:  
     1.4.1 Bindegewebserkrankungen 
     1.4.2 Infektion mit dem Humanen 
Immundefizienz-Virus 
     1.4.3 Portaler Hypertension 
     1.4.4 Angeborenen Herzfehlern 
     1.4.5 Schistosomiasis 
1.5 Pulmonale veno-okklusive Erkrankung 
und/oder pulmonale Kapillare 
Hämangiomatose 
1.6 Persistierende pulmonale Hypertonie des 
Neugeborenen 

2. Pulmonale Hypertonie bei 
Linksherzerkrankungen (65 %) 

2.1 Linksventrikuläre systolische Dysfunktion 
2.2 Linksventrikuläre diastolische Dysfunktion 
2.3 Valvuläre Erkrankungen 
2.4 Angeborene/erworbene Linksherz-
Einfluss-/Ausflusstrakt-Obstruktionen und 
angeborene Kardiomyopathien 
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3. Pulmonale Hypertonie bei 
Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie (30 
%) 

3.1 Chronisch obstruktive Lungenerkrankung  
3.2 Interstitielle Lungenerkrankung  
3.3 Andere pulmonale Erkrankungen mit 
gemischter restriktiver und obstruktiver 
Struktur  
3.4 Alveoläre Hypoventilation  
3.5 Chronische Höhenkrankheit  
3.6 Anlagebedingte Lungenerkrankungen  

4. Chronisch thromboembolische pulmonale 
Hypertonie (CTEPH) (2 %) 
5. Pulmonale Hypertonie mit unklaren 
und/oder multifaktoriellen Mechanismen (<1 
%) 

5.1 Hämatologische Störungen: chronische 
hämolytische Anämie,                      
myeloproliferative Störungen, Splenektomie  
5.2 Systemische und metabolische 
Störungen: Sarkoidose, pulmonale 
Histiozytose, Glykogenspeicherkrankheit, 
Morbus Gaucher,  
5.3 Andere: Obstruktion durch Tumore, 
fibrosierende Mediastinitis, chronisches 
Nierenversagen unter Dialyse, segmentale 
pulmonale Hypertonie  
5.4 Komplex angeborene Herzerkrankungen  
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1.1.4 Pulmonal arterielle Hypertonie und der 
„Cancer-like“-Phänotyp 

Die PAH stellt die erste Klassifikationsgruppe der 

PH dar und wird in 5 weitere Untergruppen 

unterteilt. Hierzu gehört die idiopathische PAH 

(IPAH), die hereditäre PAH, welche häufig mit 

Mutationen im Bone-Morphogenetic-Protein-

Receptor Typ 2 assoziiert ist, sowie die 

Medikamenten- oder Toxin-induzierte PAH, als 

auch die mit anderen Erkrankungen (z.B. 

Kollagenosen, Humane Immundefizienz-Virus 

(HIV)-Infektion, Schistosomiasis) assoziierte PAH 

[9][10][11][12][13]. 

Hämodynamisch charakterisiert wird die PAH durch 

eine präkapilläre pulmonale Hypertonie mit einer 

Erhöhung des mPAP ³ 25 mmHg, einem 

endexpiratorisch pulmonal-kapillärer 

Verschlussdruck (PAWP)  £ 15 mmHg und einem 

erhöhten pulmonal vaskulären Widerstand (PVR) > 

3 Wood Units [1][3][5][6]. Histopathologisch 

betrachtet ist die PAH durch das Trias einer 

pulmonalen Vasokonstriktion, Thrombosen und 

eines vaskulären Remodelings aller 
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Gefäßwandschichten gekennzeichnet [4][14][15]. 

Letzteres involviert typischerweise die kleinen 

Pulmonalgefäße und setzt sich unter anderen aus 

einer Media-Hypertrophie, einer exzentrischen und 

konzentrischen Intimafibrose, sowie sogenannten 

plexiformen Läsionen zusammen [4][9][11][16]. 

Diese bestehen aus Endothelzellen, 

Matrixproteinen und Fibroblasten, welche 

zusammen eine Obliteration des Gefäßlumens 

bedingen [17]. 

 

Des Weiteren besteht bei der PAH zudem ein 

Ungleichgewicht von vasokonstriktiven und 

vasodilatativen Faktoren, welches das 

histopathologische Trias der PAH zusätzlich 

verstärkt. Prostazyklin stellt einen zentralen 

Baustein der vasodilatativen Faktoren dar, und ist 

bei der PAH vermindert. Gegensätzlich hierzu sind 

vasokonstriktive Faktoren wie beispielsweise 

Thromboxan oder Endothelin erhöht [4][18][19]. 

Eine pulmonale Vasokonstriktion, vaskuläre 

Proliferation, Thrombosen sowie inflammatorische 

Prozesse liegen somit der Entwicklung einer PAH 

zugrunde bzw. begünstigen diese [9]. 
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Zudem zeigt sich, dass die PAH eine Erkrankung 

darstellt, welche durch eine übermäßige 

Proliferation und eine verminderte Apoptose 

gekennzeichnet ist und hierdurch einige 

Homologien zu Neoplasien aufweist [20][21]. So 

haben mehrere Forschungsgruppen demonstrieren 

können, dass die bei der PAH beobachteten 

Veränderungen Ähnlichkeit zu den in Malignomen 

beobachteten Veränderungen aufweisen 

[21][22][23][24]. Bei diesen Hauptobservationen 

handelt es sich im Genaueren um folgende: die 

bereits angesprochene übermäßige Proliferation 

von glatten pulmonalarteriellen Muskelzellen (SMC) 

[25][26][27], sowie eine Apoptose-Resistenz der 

SMC [28] und eine verstärkte Expression von 

Krebsmarkern in Pulmonalgefäßen [23][29]. 

Durch Hanahan und Weinberg werden zudem 8 

Eigenschaften beschrieben, die für eine 

Transformation einer gesunden Zelle in eine 

maligne Zelle benötigt werden. Diese lauten: 1. 

Autarkie von Wachstumssignalen, 2. 

Unempfindlichkeit gegenüber 

Wachstumsinhibitoren, 3. Umgehung der Apoptose, 
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4. Unbegrenztes Replikationsspotential, 5. 

Dauerhafte Angiogenese, 6. Gewebsinvasion und 

Metastasierung, 7. Metabolisch- energetische 

Modifikationen und 8. Umgehung von 

Immunantworten[30]. Diese Eigenschaften werden 

von fast allen Arten von Malignomen geteilt, und 

geben einen Einblick in die Homologie zwischen 

PAH und Krebs. So konnte nämlich gezeigt werden, 

dass pulmonal-vaskuläre Zellen von Patienten mit 

PAH 7 dieser 8 Eigenschaften teilen und damit 

einen „Cancer-like Phenotyp“ aufweisen (siehe 

Abbildung 1) [20][31][32].     

Schlussendlich handelt es sich bei PAH jedoch nicht 

um eine Krebserkrankung, da bei der PAH weder 

eine Gewebsinfiltration noch eine Metastasierung 

beobachten werden kann.   

 

Diese Ergebnisse führen zu einem neu 

entstehenden Paradigma in der PAH-Pathologie 

und könnten die Möglichkeit eröffnen, die zur 

Behandlung von Krebs verwendeten 

therapeutischen Strategien zu kombinieren und für 

die Therapie der PAH einzusetzen. Diesem Ansatz 

folgend ist es notwendig, bereits bekannte 
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Mechanismen oder Schlüsselenzyme in der 

Krebsentstehung genauer zu untersuchen, um 

deren Relevanz bezüglich der Entstehung der PAH 

nachvollziehen zu können und um eventuelle 

therapeutische Angriffspunkte zu finden.  

 

 

 
 

 

 
 

Abbildung 1: Der „Cancer-like-Phänotyp“ in PAH. 
Die bei PAH beobachteten Effekte erfüllen sieben der 
acht von Hanahan und Weinberg vorgeschlagenen 
Krebseigenschaften. Aus Delom F. Fessart D. et. al.; 
2014 
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1.2 Death-associated Protein Kinase 1 
(DAPK1) 
 
 
 

1.2 Death-associated Protein Kinase 1 
(DAPK1) 

DAPK1 ist eine pro-apoptotische Serin/ Threonin-

Proteinkinase, die zu der Super-Familie der 

Calcium/ Calmodulin-regulierten Proteinkinasen 

gezählt wird, eine Vielzahl zellulärer Prozesse 

reguliert und deren Aktivitäten in Caspase-

abhängigem und unabhängigem Zelltod, 

Autophagie, Zelladhäsion, Membran-Blebbing und 

Migration konvergieren [33].  

Die Dysfunktion von DAPK1 beziehungsweise die 

Dysfunktion der in Bezug zu DAPK1 stehenden 

Signalwege, werden zugleich mit diversen 

Erkrankungen wie Krebs [34], Hirninfarkt [35] und 

Inflammation [36] in Verbindung gebracht.  

DAPK1 wurde erstmalig 1995 als ein Mediator der 

IFN-gamma induzierten Apoptose in Hela-Zellen 

entdeckt [37]. Ihre Rolle als Tumorsupressor wurde 
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daraufhin durch zwei wesentliche 

Forschungsergebnisse etabliert: Embryonale Maus-

Fibroblasten von DAPK1 -/- Mäusen zeigte 

aufgrund einer insuffizienten Aktivierung des 

p19ARF-p53 Signalweges eine verringerte 

apoptotische Antwort auf die Überexpression von 

Onkogenen wie c-myc oder E2F. Zum anderen 

stellte man fest, dass in Lewis-

Lungenkarzinomzellen lediglich die stark 

metastasierten Klone einen Verlust der DAPK1-

Expression aufwiesen und dass eine 

Wiederherstellung von DAPK1 in diesen Zellen die 

Bildung von Metastasen in Mäusen supprimierte 

[38][39][40]. Diese Ergebnisse bestärkten die 

Annahme, dass DAPK1, durch deren Eigenschaft, 

Zellen gegenüber apoptotischen Signalen zu 

sensibilisieren, als ein Tumorsuppressor agiert und 

zudem die zelluläre Transformation in frühen 

Phasen der Tumorentstehung supprimiert 

[41][40][42]. Überdies zeigte sich in der Mehrheit 

anschließender Studien, dass in einem breiten 

Spektrum von Krebsformen eine signifikant 

verminderte Expression von DAPK1 vorherrscht, 

die hauptsächlich auf eine DNA-Methylierung von 
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DAPK1 im Bereich 5’UTR zurück zu führen ist [43]. 

Diese Daten legen nahe, dass DAPK1 eine 

wichtige, kausale Rolle in der Tumorentstehung 

spielen könnte.   

 

1.2.1 Die DAPK-Familie 

In den letzten Jahren haben sich zahlreiche 

Forschungsgruppen den Bemühungen 

angeschlossen, DAPK1s zelluläre Funktionen, ihre 

biochemischen Eigenschaften und Struktur sowie 

ihre Regulation und Substrate zu entschlüsseln. 

Inzwischen ist bekannt, dass DAPK1 einer Familie 

eng verwandter Kinasen angehört, die eine hohe 

Homologie zur Familie der MLCK (Myosin-leichte-

Ketten-Kinasen) aufweist [41], mit dem Zelltod in 

Verbindung gebracht werden und aus folgenden 

Mitgliedern besteht: DAPK1, DRP-1 (DAPK-related 

protein-1, auch bekannt als DAPK 2) [44][45], ZIPk 

(ZIP-Kinase, auch bekannt als DAPK3) [46][47] 

sowie DRAK1 (DAP-kinase-related apoptosis-

inducing protein kinase 1) und DRAK2 [48]. Die 

Mitglieder des DAPK-Familie weisen eine hohe 

Sequenzhomologie in ihren N-terminalen 
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katalytischen Domänen auf, während sich die 

Strukturen ihrer C-terminalen Regionen 

unterscheiden (siehe Abbildung 2) 

[41][42][44][45][46][47]. So besitzt DAPK1 zu DRP-

1 sowie zu ZIPk im Bereich der katalytischen 

Domäne beispielsweise eine hohe Homologie (80 % 

Identität auf dem Aminosäuren-Level). Etwas 

entfernter verwandt hingegen ist DAPK1 mit DRAK1 

und DRAK2, dessen katalytische Domänen nur zu 

etwa 50 % identisch zu DAPK1 sind (50 % Identität 

auf dem Aminosäuren-Level). Die hoch 

konservierte katalytische Domäne der DAPK-

Familie begründet dadurch verschiedene 

gemeinsame Eigenschaften, inklusive einiger 

gemeinsamer Substrate und ähnlicher funktioneller 

Effekte [42]. Jedoch unterscheiden sich die 

Familienmitglieder stark in ihren extra-katalytischen 

Domänen, die jeder Kinase spezielle Eigenschaften 

verleiht sowie Einfluss auf die subzelluläre 

Lokalisation hat.   
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Abbildung 2: Die DAPK-Familie. Dargestellt sind 
die Proteindomänen der Mitglieder der DAPK-
Familie. Die Zahlen über den Proteinen bezeichnen 
die Aminosäureposition der jeweiligen Domäne. Die 
Quantitäten innerhalb der katalytischen Domänen 
geben den Grad der Aminosäurenidentität 
gegenüber der katalytischen Domäne von DAPK1 
an. Chromosomenbezeichnungen für die 
menschlichen Orthologe sind angegeben. 
Abkürzung: NLS, Nuclear localization signal. Aus 
Bialik, Kimchi; 2006 
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1.2.2 Die DAPK1-Struktur 
 

1.2.2 Die DAPK1-Struktur 

Wie bereits angedeutet besteht DAPK1 aus 

multiplen Domänen, einschließlich der N-terminalen 

katalytischen Kinase-Domäne sowie einer 

Ca2+/Calmodulin autoregulatorischen Domäne, 

acht Ankyrin-Repeats, einer Zytoskelett-

Bindungsdomäne und einer Death-Domäne, die 

zusammen an Protein-Protein Wechselwirkungen 

beteiligt sind und auf die nun detaillierter 

eingegangen werden soll (siehe Abbildung 3). 

 

Die katalytische Domäne von DAPK1, die am N-

Terminus des Proteins lokalisiert ist, setzt sich aus 

11 typischen Subdomänen einer Serin/ Threonin-

Proteinkinase zusammen. 

Weiterhin konnte durch röntgenstrukturanalytische 

Untersuchungen gesichert werden, dass die 

Kristallstruktur DAPK1s beeindruckende 1,5 A 

besitzt und weitere Hinweise bezüglich der 

Mechanismen der Aktivierung, DAPK1s Interkation 

mit Substraten und potentiellen Inhibitoren liefert 
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[49]. So konnte ein hoch organisierter, stark 

positiver „Loop“ identifiziert werden, der sich am 

oberen Pol der katalytischen Domäne befindet und 

ein einzigartiges Merkmal der DAPK-Familie 

darstellt und somit als „Fingerabdruck“ der Familie 

angesehen werden kann [41][42][44][49].  

Der katalytischen Domäne nachgeschaltet befindet 

sich die Ca2+/Calmodulin-autoregulatorische 

Domäne. Sie ist typischerweise innerhalb des 

katalytischen Spalts positioniert, wodurch sie als ein 

auto-inhibierendes Pseudosubstrat fungiert. Kommt 

es zur Interaktion von Calmodulin mit der 

autoregulatorischen Domäne, so führt dies zu 

Konformationsänderungen, welche eine Entfernung 

der Ca2+/Calmodulin-autoregulatorischen Domäne 

aus dem katalytischen Spalt nach sich zieht und 

somit den Zugang für Substrate ermöglicht 

[41][42][50][51].  Auf diese Weise verbindet der 

Calmodulin-vermittelte Regulationsmechanismus 

die Aktivität von DAPK1 mit Signalen, die eine 

erhöhte intrazelluläre Calciumkonzentration 

involvieren.  

Die Steuerung der Zugänglichkeit des katalytischen 

Spalts wird durch einen zusätzlichen 
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Regulierungsmechanismus unterstützt, der mit 

einer Auto-Phosphorylierung von Ser308 in der 

Calmodulin-autoregulatorischen Domäne 

einhergeht [51]. Diese Phosphorylierung hat eine 

hemmende Wirkung, da es das Docking der 

autoregulatorischen Domäne innerhalb der 

Substratbindungsseite weiter stabilisiert und zudem 

deren Affinität zu Calmodulin verringert [51]. Somit 

sind also 2 Schritte erforderlich, um die Kinase 

vollständig zu aktivieren: die durch erhöhtes 

intrazelluläres Calcium induzierte Bindung von 

Calmodulin an die Ca/Calmodulin-

autoregulatorische Domäne sowie die 

Dephosphorylierung von Ser308. Die 

Dephosphorylierung von Ser308 ist ein häufiges 

Ereignis, dass durch verschiedenste Stimuli, 

einschließlich TNF-a Stimulation [52], ER 

(Endoplasmatisches Retikulum) -Stress [53] oder 

Hypoxie/Ischämie [54] verursacht wird.  

Ein weiteres interessantes Merkmal von DAPK1 

besteht darin, dass die katalytische Domäne nur 

einen kleinen Abschnitt des gesamten Proteins 

ausmacht. Die verbleibenden Abschnitte des 

Proteins haben wichtige funktionelle Implikationen, 
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beispielweise bezüglich der Lokalisation des 

Proteins innerhalb der Zelle oder dessen 

Regulationsmechanismen. Zwei mutmaßliche P-

Loops, deren Funktion derzeit noch unbekannt ist, 

befinden sich jeweils an den Positionen 639-646, 

sowie 695-702. Überschneidend mit dem zweiten 

dieser P-Loops befindet sich die Cytoskeletal-

Interacting-Domäne, die die Kinase nachweislich 

mit dem Actin-Zytoskelett verbindet [55][56].  

Der katalytischen Domäne bzw. der Ca/Calmodulin 

autoregulatorischen Domäne folgt eine Serie aus 8 

Ankyrin-Repeats. Diese Ankyrin-Repeats stellen ein 

Protein-Protein-Interaktionsmotiv dar, das bei 

zytoskeletalen Proteinen häufig ist und zudem für 

die richtige Lokalisation des Proteins bezüglich der 

Actin-Stress-Fasern, sowie für die zellulären Effekte 

des Proteins erforderlich ist [55]. Der C-Terminus 

von DAPK1 umfasst zum einen die Death-Domäne 

als auch das darauffolgende, aus 17 Aminosäuren 

bestehende Ende des Proteins, das aus zahlreichen 

Serin-Wiederholungen zusammengesetzt ist. Jenes 

ist ebenfalls ein häufiger Bestandteil von Proteinen, 

die über eine Death-Domäne verfügen [57]. Es 

konnte des Weiteren gezeigt werden, dass eine 
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Deletion der Death-Domäne DAPK1s Fähigkeit zur 

Induktion von Zelltod verringert, was darauf 

hindeutet, dass die Death-Domäne bezüglich der 

pro-apoptotischen Funktionen DAPK1s essentiell 

zu sein scheint [58].  

Untersuchungen des C-terminalen Aminosäuren-

Endes ergaben, dass dieses eine gegensätzliche 

intrinsische Eigenschaft aufweist. So führte eine 

Deletion der letzten 17 Aminosäuren des Proteins 

zur Steigerung der pro-apoptotischen Effekte von 

DAPK1 [59]. Dem zufolge hat das C-terminale Ende 

eine auto-inhibierende Wirkung auf die Kinase und 

stellt so einen weiteren wichtigen auto-

inhibierenden Regulationsmechanismus dar, der für 

die pro-apoptotischen Funktionen des Proteins 

relevant ist [42].  

 

1.2.3 Die Regulation von DAPK1   

Die konstitutive Anwesenheit des potentiell pro-

apoptotischen Proteins DAPK1 in normalem 

Gewebe und Zellen setzt eine enge Regulation des 

Proteins voraus, welche einerseits die Inaktivierung 

DAPK1s in wachsenden Zellen aufrechterhält und 
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andererseits eine effiziente Aktivierung des Proteins 

auf pro-apoptotische Signale ermöglicht (siehe 

Abbildung 3).  Wie bereits in Abschnitt 1.2.2 

erläutert, führt die Bindung des Calcium-aktivierten 

Calmodulins und die Dephosphorylierung von 

Ser308 zur Aktivierung der Kinase. Die Kombination 

dieser zwei Regulationsmechanismen verleiht 

DAPK1 die nötige Spezifität, um eine gezielte 

Aktivierung der Kinase zu gewährleisten. Ferner 

wird die Spezifität der DAPK1-Aktivierung durch 

weitere Mechanismen vervollständigt. So handelt 

es sich beispielsweise bei der für die 

Dephosphorylierung von Ser308 verantwortlichen 

Phosphatase um PP2A (Protein-Phosphatase 2) 

[33][60]. Die DAPK1-PP2A-Interaktion wird 

weiterhin durch einen 3. Faktor unterstützt, der 

DAPK1 direkt bindet, UNC5H (Netrin-1-Rezeptor). 

Das ungebundene UNC5H bindet DAPK1 und 

PP2A, was zur Dephosphorylierung von Ser308, zur 

Aktivierung DAPK1s und DAPK1-abhängiger 

Apoptose führt [33][61][62]. Dadurch stellt UNC5H 

einen zusätzlichen Regulationsmechanismus der 

Dephosphorylierung von Ser308 und damit der 

Aktivierung von DAPK1 dar.  
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Zugleich wurde eine 3. Ebene der intramolekularen 

Regulation der katalytischen Domäne von DAPK1 

identifiziert. Sie involviert die ROC (Ras of Compley 

proteins) -COR (C-terminal of ROC) -Domäne von 

DAPK1. Es konnte gezeigt werden, dass es durch 

die ROC-COR-Domäne zu einer Bindung und 

Hydrolyse von GTP kommt sowie dass ein Verlust 

der GTP-Bindung DAPK1s Fähigkeit zur 

Autophosphorylierung an Ser308 direkt 

beeinträchtigt [63]. Demzufolge induziert die 

Bindung von GTP an die ROC-COR-Domäne eine 

Inhibierung der Kinase. Somit würde eine Hydrolyse 

von GTP zu GDP als ein Regulationsmechanismus 

fungieren, der durch intramolekulare Mechanismen 

zu einer Aktivierung der Kinase führt.  

Zugleich hat die Death-Domäne, wie in Abschnitt 

1.2.2 angedeutet, ebenfalls Auswirkungen auf die 

Aktivität von DAPK1. Bei der Kinase, die an diesem 

Regulationsweg beteiligt ist, handelt es sich um 

ERK (extracellular signal-regulated kinase). Die 

Aktivierung des Ras-Raf-MAPK-ERK-Signalweges 

kann je nach Kontext eine hemmende oder 

aktivierende Wirkung auf DAPK1 ausüben. Zum 

einen bindet ERK an die Death-Domäne und 
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phosphoryliert DAPK1 an Ser735 innerhalb der 

ROC-Domäne [64]. Diese Modifikation führt zu einer 

verstärkten katalytischen Aktivität von DAPK1 

bezüglich dessen Substrat MLC (myosin-light-

chain). Ihre hemmende Wirkung übt ERK hingegen 

über die Aktivierung des Ras-MAPK-ERK-

Signalwegs durch PMA (phorbol 12-myristate 13-

acetate) aus. Dies induziert eine verstärkte 

Interaktion zwischen DAPK1 und dem downstream 

Effektor von ERK, RSK (Ribosomal Protein S6 

Kinase). RSK phosphoryliert DAPK1 an Ser289 

innerhalb der Ca/Calmodulin-autoregulatorischen 

Domäne, was, wie sich zeigte, einen inhibitorischen 

Effekt auf die zelluläre Aktivität von DAPK1 ausübt 

[65].  

 

Durch diese zahlreichen Studien und die daraus 

gewonnenen Erkenntnisse kann man schließen, 

dass verschiedenste Kinasen die katalytischen und 

zellulären Aktivitäten von DAPK1 durch ihre 

Wechselwirkungen mit verschiedenen Domänen 

und Modifikationen durch spezifische 

Signalproteine regulieren können. 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der DAPK1-
Proteinstruktur sowie des DAPK1-Interactoms 
stromaufwärts. Dargestellt sind bekannten funktionellen 
Domänen von DAPK1. Darstellung der verschiedenen 
Proteine, die mit DAPK1 interagieren und diese regulieren, 
und der Reize, die den Regulierungsmodus aktivieren, 
sofern bekannt (gestrichelte Pfeile). Einige Interaktoren 
modifizieren DAPK1 durch Phosphorylierung / 
Dephosphorylierung (gekrümmte Pfeile), wodurch die 
katalytische Aktivität von DAPK1 verstärkt (blau) oder 
abgeschwächt (rot) wird. (Andere Interaktoren vermitteln 
die Ubiquitinierung (Ub) von DAPK (grün) und beeinflussen 
dadurch die Proteinstabilität und den Proteinabbau.) 
Proteine, von denen gezeigt wurde, dass sie DAPK1 direkt 
über eine spezifische Region binden, befinden sich 
oberhalb oder unterhalb dieser Domäne von DAPK1. 
Abkürzungen: CaM Auto-Reg.: autoregulatorische 
Calmodulin-Domäne, DD: Death-Domäne, ROC: Ras of 
complex proteins domain, COR: C-terminal der ROC-
Domäne. Aus Bialik, Kimchi; 2013 
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1.2.4 Substrate und Effektoren von DAPK1 

DAPK1 wird mit der Regulation verschiedener 

zellulärer Prozesse in Verbindung gebracht, 

einschließlich Kaspase-abhängigem als auch -

unabhängigem Zelltod, Autophagie oder 

Zelladhäsion. Die Identifizierung der spezifische 

Signalwege und der mit DAPK1 interagierenden 

Proteine, die sich stromabwärts von DAPK1 

befinden, ist für das Verständnis der molekularen 

Mechanismen der Funktionen von DAPK1 von 

entscheidender Bedeutung. Die große Mehrheit der 

DAPK1-Funktionen wird durch die 

Phosphorylierung verschiedener Zielproteine 

vermittelt, so dass ein erheblicher Teil des DAPK1-

Interactoms aus seinen Substraten besteht (siehe 

Abbildung 4). Hier soll nur auf einige Komponenten 

des DAPK1-Interactoms eingegangen werden, die 

an den pro-apoptotischen Funktionen von DAPK1 

beteiligt sind.  

In Bezug auf seine pro-apoptotische Funktionen 

partizipiert DAPK1 beispielsweise durch seine 

Wechselwirkung mit dem N-Methyl-D-Aspartat 
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(NMDA)-Glutamatrezeptor an zerebralen Ischämie-

induzierten neuronalen Schädigungen [35].  

Weiterhin hat DAPK1, welches wie bereits erläutert 

über seine verschiedenen Domänen mit dem Aktin-

Zytoskelett verbunden ist, ebenfalls einige 

Zytoskelett-assoziierte Substrate, einschließlich 

MLC [55][56] und Tropomyosin [66]. Diese tragen 

zu dessen Zytoskelett-bezogenen Wirkungen, 

einschließlich Membran-Blebbing und Zellmotilität, 

durch Stressfaserformationen bei. Beclin 1 [67] und 

PKD (Protein Kinase D) [68], beides Substrate von 

DAPK, hingegen vermitteln DAPKs Effekte 

bezüglich Autophagie. Beide Proteine interagieren 

mit und werden von DAPK1 phosphoryliert, was zu 

deren Aktivierung führt.  

Ein zusätzlicher relevanter Bestandteil des 

nachgeschalteten DAPK1-Interactome ist Pin 1 

(Peptidyl-propyl-Isomerase NIMA interacting-1). 

DAPK1 phosphoryliert Pin1 an Ser71 und hemmt so 

dessen Prolyl-Isomerase-Aktivität und nukleare 

Lokalisation [33][69]. Weiterhin hemmt DAPK1 die 

Fähigkeit von Pin1 onkogene 

Transkriptionsfaktoren zu aktivieren sowie die 

Transkription von Cyclin D1 und die Cyclin D1-
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Proteinstabilität zu erhöhen. Interessanterweise 

fördert die Überexpression von Pin1 

Tumorwachstum. Somit stellt DAPK1, als einer der 

endogenen Inhibitoren von Pin1, ein potentieller 

Inhibitor der Zellzyklusprogression dar.  

Schlussendlich ist ein weiteres Protein zu nennen, 

das eine zentrale Rolle in DAPK1s pro-

apoptotischen Funktionen spielt: p53. Die 

Aktivierung des Tumorrepressorproteins p53 führt 

zu einer Erhöhung der DAPK1-Expression [70], 

während eine Inaktivierung von DAPK1 die 

Induktion des p19ARF / p53-Signalwegs reduziert 

und so den p53-abhängigen Apoptoseweg 

einschränkt [40][71]. Hieraus lässt sich ein 

Feedback-Loop antizipieren, in dem sich DAPK1 

und p53 gegenseitig aktivieren und folglich der 

Verlust von DAPK1 zu einer Dämpfung von p53-

abhängigen pro-apoptotischen Signalen führen 

kann.  

 

Das DAPK1-Interactome ist, wie aus den hier 

präsentierten Daten ersichtlich, groß und 

multifunktional. Jedoch kann es bei weitem nicht als 

vollständig angesehen werden, da es bis dato 
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weiterhin viele ungeklärte Funktionen DAPK1s gibt, 

die noch keinem spezifischen Substrat oder Effektor 

zugeordnet werden konnten und weiterer 

Forschung bedürfen.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Das DAPK1-Interactom stromabwärts.	
Schema der Effektoren und Substrate von DAPK1 und der 
von ihnen vermittelten Signalwege (schwarze Linien). 
Kinase / Substrat-Wechselwirkungen werden durch rote 
Linien und P, kinase-unabhängige Wechselwirkungen nur 
durch eine rote Linie angezeigt. Gestrichelte rote Linien 
führen zu indirekten Effektoren und Bahnen, bei denen der 
direkte Interaktor / das Substrat noch nicht bekannt ist. 
Schwarz gestrichelt Linien sind bekannte Funktionen, die 
durch DAPK1-Effektoren vermittelt werden, für die nicht 
bestätigt wurde, dass sie DAPK1-abhängig sind. Die 
Effektoren sind nach verwandten Funktionen gruppiert 
und farblich gekennzeichnet: Immunreaktion 
(Purpurschattierungen), Zytoskelettfunktionen 
(Blautönen), Onkogenese (Grüntönen), Autophagie und 
Zelltod (Rosa) führen. Aus Bialik, Kimchi; 2013 
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit 
 
Die Serin/Threonin-Proteinkinase DAPK1 stellt 

einen wichtigen pro-apoptotischen Tumorsupressor 

dar, der bei der Regulation zellullärer Prozesse 

beteiligt ist, die unter anderem zu Kaspase-

abhängigem und unabhängigem Zelltod 

(Apoptose), Autophagie und Migration führen 

können. Die kausative Rolle von DAPK1 in der 

Tumor-Entstehung und -Progression war 

Gegenstand zahlreicher Studien. So konnte gezeigt 

werden, dass in einem breiten Spektrum von 

Krebsformen eine Verminderung der Expression 

von DAPK1 vorliegt [43]. PH weist diesbezüglich 

deutliche Homologien zu Neoplasien auf und teilt 

eine Vielzahl an Eigenschaften, denen bei der 

Krebsentstehung eine zentrale Bedeutung 

zukommen. So weisen beide Krankheitsentitäten 

beispielsweise ein erhöhtes Proliferations- und 

vermindertes Apoptoseverhalten auf [20][21].  

 

Welche Rolle DAPK1 jedoch in PH spielt, wurde 

bisher nicht untersucht und soll Gegenstand dieser 
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Arbeit sein. Ziel dieser Arbeit war es daher zu 

eruieren, ob es in PH zu einer dysregulierten 

Expression von DAPK1 kommt und ob diese eine 

Reihe von nachgeschalteten Signalwegen 

beeinflusst, welche mit der Vermeidung der 

Apoptose oder unkontrollierter Hyperproliferation 

von Lungengefäßzellen in Zusammenhang stehen. 

Hierfür sollte das Expressionsmuster von DAPK1 in 

experimenteller und klinischer PH sowie 

anschließend der Einfluss von DAPK1 auf das 

Proliferationsverhalten von PASMCs (Pulmonary 

Artery Smooth Muscle Cells) untersucht werden.  

 

Der erste Abschnitt der Arbeit fokussierte sich 

deshalb zunächst auf die Beleuchtung der DAPK1-

Expression in experimenteller PH anhand des MCT- 

und des chronischen Hypoxie-Tiermodells. Hierfür 

wurden Immunofluoreszenzfärbungen, qRT-PCR-

Analysen und West-Blot-Analysen durchgeführt.  

Im darauffolgenden Teil wurde nun das 

Expressionsmuster von DAPK1 in klinischer PH 

untersucht. Zur Komplementierung der Daten 

wurde in diesem Rahmen der Effekt von 

Wachstumsfaktor-Stimulationen auf die DAPK1-
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Phosphorylierung sowie die DAPK1-Expression in 

hPASMCs analysiert.  

Abschließend erfolgte die Untersuchung des 

Einflusses von DAPK1 bezüglich des 

Proliferationsverhalten in hPASMCs. Dabei sollte 

vorrangig untersucht werden, ob eine Inhibierung 

von DAPK1 mittels siRNA einen Einfluss auf die 

Proliferationsrate in hPASMCs ausübt. Als 

geeignete Methoden kam hier das 

Proliferationsassay mit Bromdesoxuridin (BrdU) 

zum Einsatz. 
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2. Material und Methoden 

2.1. Material 

2.1.1. Labortechnische Apparaturen & 
Instrumente 

 
Tabelle 2: Labortechnische Apparaturen & 
Instrumente 

Terminus Herkunft 

BTD fixed block system 
for microtubes  

Grant Instruments, 
Shepreth, UK 

CELLGARD NU-480  ibs tecnomara, 
Fernwald 

Direct-Q® 
Wasseraufbereitungssys

tem 

Merck KGaA, 
Darmstadt 

Entwicklungsmaschine 
CP 1000 Agfa, Mortsel, Belgien 

Eppendorf Research® 
plus, 12-Kanal, 

10 – 100 µL 

Eppendorf AG, 
Hamburg 



 - 34 - 

Eppendorf Research® 
plus, 0.5 – 10 µL  

Eppendorf AG, 
Hamburg 

Eppendorf Research® 
plus, 10 – 100 µL  

Eppendorf AG, 
Hamburg 

Eppendorf Research® 
plus, 100 – 1000 µL  

Eppendorf AG, 
Hamburg 

Elektrophoresekammer Biometra, Göttingen, 
DE 

Fluoreszenz-Mikroskop 
BZ-9000  

KEYENCE 
Deutschland GmbH, 

Neu-Isenburg 

Heracell™ 150i (5 % 
CO2, 21 % O2, 37°) 

Thermo Fisher 
Scientific Inc., 

Massachusetts, USA 

Heracell™ 150i (5 % 
CO2, 5 % O2, 37 °) 

Thermo Fisher 
Scientific Inc., 

Massachusetts, USA 

Magnetrührer IKA C-
MAG HS7  IKA, Staufen 

Magnetrührer MR-Hei-

Mix S 
Heidolph, Schwabach 

Magnetrührer MR-Hei-

Standard  
Heidolph, Schwabach 

Magnetstäbchen Carl Roth, Karlsruhe 
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Mikroplatten Lesegerät 

Infinite M200 

TECAN, Männedorf, 

Schweiz 

Mikroskop DM IL in 
Zellkultur 

Leica, Wetzlar, DE 

Mini Trans-Blot® 
Electrophoretic Transfer 

Cell  

Bio-Rad Laboratories, 
Inc., Kalifornien, USA 

Mini-PROTEAN Tetra 
Cell System  

Bio-Rad Laboratories, 
Inc., Kalifornien, USA 

Mx3000P qPCR System Aligent, Kalifornien, 
USA 

Nanodrop ND-1000 
Spektrophotometer  

Peqlab, VWR Life 
Science Competence, 

Erlangen 

Neubauer-Zählkammer LO-Laboroptik GmbH 

pH-Meter 766 
Knick Elektronische 

Messgeräte GmbH & 
Co. KG, Berlin 

PIPETBOY acu 2 INTEGRA Biosciences 
GmbH, Biebertal 

PowerPac™ HC High-
Current Power Supply  

Bio-Rad Laboratories, 
Inc., Kalifornien, USA 

Shaker WT16 Biometra GmbH, 
Göttingen 
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Shaker WT17 Biometra GmbH, 
Göttingen 

Sicherheits-
Absaugsystem 

VACUSAFE Comfort 

INTEGRA Biosciences 
GmbH, Biebertal 

Thermocycler Biometra GmbH, 
Göttingen 

Vortex Genie 2 Scientific Industries, 
New York, USA 

Waage 
(Präzisionswaage) 

KERN & SOHN GmbH, 
Balingen 

Waage XS205 Dual 
Range (Analysenwaage) 

Mettler Toledo, Ohio, 
USA 

Wasserbad in Zellkultur Memmert GmbH + Co. 
KG, Schwabach 

XCell SureLockTM 
Electrophoresis Cell 

Thermo Fisher 
Scientific Inc, 

Massachusetts, USA 

Zentrifuge Rotina 420R Andreas Hettich GmbG 
& Co. KG, Tuttlingen 

Zentrifuge 5417R Eppendorf AG, 
Hamburg 

Zentrifuge Heraeus 
Fresco Biofuge 

Thermo Fisher 
Scientific Inc, 

Massachusetts, USA 



 - 37 - 

2.1.2 Verbrauchmaterialien 

 
Tabelle 3: Verbrauchmaterialien  

Terminus Herkunft 

15 ml Gefäß 
Greiner, 

Kremsmünster, 
Österreich 

50 ml Gefäß 
Greiner, 

Kremsmünster, 
Österreich 

Adhäsions-Objektträger 
SuperFrost® ULTRA 

plus 

Langenbrink, Bern, 
Schweiz 

Alufolie Carl Roth, Karlsruhe 

Amersham Hyperfilm 
ECL 

GE Healthcare, Illinois, 
USA 

Deckgläser Langenbrink, Bern, 
Schweiz 

Grade 3MM Chr Blotting 
Paper  

GE Healthcare, Illinois, 
USA 

Hypercassette  GE Healthcare, Illinois, 
USA 

Nitrocellulose 
Membrane 

Bio-Rad, Kalifornien, 
USA 
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Mikroreaktionsgefäße 
0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml 

Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

Mikroreaktionsgefäße, 
DNase/RNase frei 

0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml 

Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

NuPAGE Novex 3-8 
%Tris-Acetat Gel 1,5 

mm  

Gibco, Life 
Technologies, 
Carlsbad, USA 

NuPAGE Novex 3-8 
%Tris-Acetat Gel 1,0 

mm 

Gibco, Life 
Technologies, 
Carlsbad, USA 

Objektträger Langenbrink, Bern, 
Schweiz 

Parafilm M 100 mm x 38 
m 

Bemis Company Inc., 
Wisconsin, USA 

Pasteur-Pipetten Glas 
230 mm 

VWR, Pennsylvania, 
USA 

Pasteur-Pipetten Plastik, 
5 ml steril  

VWR, Pennsylvania, 
USA 

Pasteur-Pipetten Plastik, 
5 ml lose 

VWR, Pennsylvania, 
USA 

Pipettenspitze 10 µl Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitze 100 µl Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitze 1000 µl Sarstedt, Nümbrecht 

Reagiergefäß 0,5 ml Sarstedt, Nümbrecht 
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Reagiergefäß 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Reagiergefäß 2,0 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Sarogold®-foil  Carl Roth, Karlsruhe 

Supported Nitrocellulose 
Membrane 

Bio-Rad Laboratories, 
Inc., Kalifornien, USA 

Zellkultur 6 cm Platten Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkultur 10 cm Platten Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkultur 6-Well-Platten 
Greiner, 

Kremsmünster, 
Österreich 

Zellkultur 24-Well-
Platten 

Greiner, 
Kremsmünster, 

Österreich 

Zellkultur 96-Well-
Platten 

Greiner, 
Kremsmünster, 

Österreich 

Zellschaber, klein 16 cm Sarstedt, Nümbrecht 

Zellschaber, normal 25 
cm Sarstedt, Nümbrecht 

Zentrifugenröhrchen 15 
ml, 50 ml 

Greiner, 
Kremsmünster, 

Österreich 
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien & Lösungen 

 
Tabelle 4: Chemikalien, Reagenzien & 
Lösungen 

Terminus Herkunft 

2-Propanol 
(Isopropanol) Sigma, Missouri, USA 

Acrylamid [30 %]  Carl Roth, Karlsruhe 

APS [10 %]  Sigma, Missouri, USA 

beta-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe 

BSA Serva, Heidelberg 

BSA Standard Quick 
Start (Bovine Serum 

Albumin)  

Bio-Rad Laboratories, 
Inc., Deutschland  

Cell Lysis Buffer (10 x) 
Cell Signaling 

Technology, Inc., 
Massachusetts, USA 

DAPI Sigma, Missouri, USA 

GeneAmpTM dnTP 
Blend (10 mM)  

Thermo Fisher Scientific 
Inc, Massachusetts, 

USA 

Destilliertes Wasser 
Gibco, Thermo Fisher 

Scientific Inc, 
Massachusetts, USA 
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DPBS ohne Ca & Mg PAN Biotech, Aidenbach 

Ethanol 70 % 
Fischar Otto GmbH & 
Co. KG, Deutschland   

Ethanol 96 % Sigma, Missouri, USA 

Ethanol >99,8 % Sigma, Missouri, USA 

Formaldehyd Sigma, Missouri, USA 

Gelatin Sigma, Missouri, USA 

Glycin Carl Roth, Karlsruhe 

HCl Sigma, Missouri, USA 

KCL (3 M) Mettler Toledo, Ohio, 
USA 

Lipofectamine® 2000 
Transfection Reagent   

Thermo Fisher Scientific 
Inc, Massachusetts, 

USA 

Methanol Sigma, Missouri, USA 

Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe 

NaCl 0,9 % Sigma, Missouri, USA 

NaOH > 98 % Sigma, Missouri, USA 

NuPAGE LDS-Loading 
Dye 4 x  

Gibco, Life 
Technologies, Carlsbad, 

USA 
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NuPAGE Sample 
Reducing Agent  

Gibco, Life 
Technologies, Carlsbad, 

USA 

NuPAGE Tris-Acetat 
Buffer 20 x  

Gibco, Life 
Technologies, Carlsbad, 

USA 

Penicillin-
Streptomycin, 10,000 

U/ml Penicillin, 10 
mg/ml Streptomycin 

PAN Biotech, Aidenbach, 
DE 

pH Puffer 4,0; 7,0; 9,2 Mettler Toledo, Ohio, 
USA 

Precision Plus Dual 
Color Standards 

Bio-Rad Laboratories, 
Inc., Deutschland 

ProLong Gold Antifade 
Mountant  

Thermo Fisher Scientific 
Inc, Massachusetts, 

USA 

Protease Inhibitor 
Cocktail 

Roche, Mannheim, 
Deutschland 

Protease und 
Phosphatase Inhibitor 

Cocktail  

Thermo Fisher Scientific 
Inc, Massachusetts, 

USA 

Random Hexamer 
Primer 

Thermo Fisher Scientific 
Inc, Massachusetts, 

USA 

RIPA Lysis and 
Extraction Buffer 

Thermo Fisher Scientific 
Inc, Massachusetts, 

USA 
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RNase-free DNase Set Qiagen GmbH, Hilden, 
Deutschland 

Röntgenentwicklerlösu
ng UNIMATIC-D 

Calbe Chemie GmbH, 
Salbe 

Röntgenfixierlösung 
UNIMATIC-F 

Calbe Chemie GmbH, 
Salbe 

SDS [20%] (Lösung) AppliChem GmbH, 
Darmstadt 

Stripping buffer 
Thermo Fisher Scientific 

Inc, Massachusetts, 
USA 

TEMED Sigma, Missouri, USA 

Tergitol NP-40  Sigma, Missouri, USA 

TRIS base Carl Roth, Karlsruhe 

Triton X-100 Sigma, Missouri, USA 

Trypan Blue Solution Sigma, Missouri, USA 

Tween 20 Sigma, Missouri, USA 

Xylol rein Carl Roth, Karlsruhe 

Ziegen Serum Sigma, Missouri, USA 
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2.1.4 Zellkulturmedien und weitere Substanzen 

 
Tabelle 5: Zellkulturmedien und weitere 
Substanzen 

Terminus Herkunft 

DPBS PAN Biotech, 
Aidenbach, DE 

DMEM/F-12 
Gibco, Life 

Technologies, 
Carlsbad, USA 

FCS Biowest Sigma 

IL-6 PeproTech, Hamburg, 
DE 

Opti MEM I reduced 
Medium Life Technologies 

PDGF-ß PeproTech, Hamburg, 
DE 

siRNA A-control; siRNA 
DAPK1 

Santa Cruz 
Biotechnology 

SmBM Basal Medium Lonza, Basel, Schweiz 

SmGM-2 Bulletkit (+ 
Supplementmix) Lonza, Basel, Schweiz 

TNF-a PeproTech, Hamburg, 
DE 
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2.1.5 Antiköper 

2.1.5.1 Antiköper für die Western Blot 
Analysen: 
 

Tabelle 6: Primärantikörper für Western Blot 
Analysen 

Antikörper Wirt Verdünnung Herkunft 
Anti-DAP 
Kinase 1 

(MN 
610290) 

Maus 
 

1:1000 [5 
%ig BSA] 

BD 
Biosciences 

Anti-DAP 
Kinase 1 

(MN 
222088) 

Hase 
 

1:1000 [5 
%ig BSA] 

US 
Biological 

Anti-DAP 
Kinase 1 
pSer308 
(MA1-
24738) 

Maus 
 

1:1000 [5 
%ig BSA] 

Thermo 
Scientific 

Anti-Pan-
Actin 

Hase 
 

1:1000 [5 
%ig  

BSA] 

Cell 
Signaling 

Technology 
 

Trypsin/EDTA  10x PAN Biotech, 
Aidenbach, DE 
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Tabelle 7: Sekundärantikörper für die Western 
Blot Analyse 

Antikörper Wirt Verdünnung Herkunft 

Rabbit IgG 
HRP Esel 1:10000 [5 

%ig Milch] 

GE 
Healthcare, 
Illinois, USA 

Mouse IgG 
HRP Schaf 1:10000 [5 

%ig Milch] 

GE 
Healthcare, 
Illinois, USA 

 

 

2.1.5.2 Antikörper für Immunofärbungen: 
 
Tabelle 8: Antikörper für Immunofärbungen 

Antikörper Firma Verdünn
ung Verwendung 

Anti-α-
SMA 

Sigma, 
Missouri, 

USA 

1:50 
(Goat 
buffer) 

Immunohisto
chemie 

DAPI 
Sigma, 

Missouri, 
USA 

1:50 
(Goat 
buffer) 

Immunohisto
chemie/ 

Immunofluor
eszenz 
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Anti-DAP 
Kinase 1 

BD 
Bioscience

s 

1:50 
(Goat 
buffer) 

Immunofluor
eszenz 

Anti-DAP 
Kinase 1 

US 
Biological 

1:150 
(Goat 
buffer) 

Immunohisto
chemie 

Anti-DAP 
Kinase1 
pSer308 

Thermo 
Scientific 

1:50 
(Goat 
buffer) 

Immunofluor
eszenz 

Alexa Flour 
Goat Anti-
Rabbit IgG 

594 

Life 
Technologi

es, 
Darmstadt, 

DE 

1:200 
(Goat 
buffer) 

Immunohisto
chemie 

Alexa Fluor 
Goat Anti-
Mouse IgG 

488 

Life 
Technologi

es, 
Darmstadt, 

DE 

1:200 
(Goat 
buffer) 

Immunofluor
eszenz 

 

2.1.6 Primer 

 
Tabelle 9: Primersequenzen für qRT-PCR 

Gen Sequenz Spezies 

18S 
Forwa

rd 

5’-
CTCAACACGGGAAACC

TCAC-3’ 
Human 
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18S 
Rever

se 

5’-
CGCTCCACCAACTAAG

AACG-3’ 

18S 
Forwa

rd 
18S 

Rever
se 

5’-
CGCGGTTCTATTTTGTT

GGT-3’ 
5’-

AGTCGGCATCGTTTATG
GTC-3’ 

Maus 

18S 
Forwa

rd 
18S 

Rever
se 

5’-
CTCAACACGGGAAACC

TCAC-3’ 
5’-

CGCTCCACCAAACTAA
GAACG-3’ 

Human/Maus/
Ratte 

18S 
Forwa

rd 
18S 

Rever
se 

5’-CGC GGT TCT ATT 
TTG TTG GT-3’ 

5’-AGT CGG CAT CGT 
TTA TGG TC-3’ 

Ratte 

DAPK
1 

Forwa
rd 

DAPK
1 

Rever
se 

5’-
AGACATGTGGAGCATT

GGGG-3’ 
5’-

ATCCTTGACCAGCAGC
CTTC-3’ 

Ratte 



 - 49 - 

DAPK
1a 

Forwa
rd 

DAPK
1a 

Rever
se 

5’-
AAGATCAAGTGCTGCC

TGCT-3’ 
5’-

GGCTGGTAGATCATGA
CGGG-3’ 

Human 

DAPK
1b 

Forwa
rd 

DAPK
1b 

Rever
se 

5’-
TGAGTGTTGCCAGAAG

CGAT-3’ 
5’-

CAGGCCTGGGACATTG
TCAT-3’ 

Human 

DAPK
1 

Forwa
rd 

DAPK
1 

Rever
se 

5’-
GCCCAAACCTCGGATC

AAGA-3’ 
5’-

TGACTATCTCCGGAGC
CACA-3’ 

Maus 

DAPK
2 

Forwa
rd 

DAPK
2 

5’-
TGCACCCCAACATCATC

ACG-3’ 
5’-

GTTCTCCTCCGGACAC
TAGC-3’ 

Maus 
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2.1.7 Kits  

 
Tabelle 10: Kits 

Terminus Herkunft 

Amersham ECL Prime 
Western Blotting 

Detection Reagent  

GE Healthcare, Illinois, 
USA 

Cell Proliferation ELISA, 
BrdU  

Roche, Mannheim, 
Deutschland 

DC Protein Assay Kit II  
Bio-Rad Laboratories, 

Inc., Kalifornien, 
USA 

iTaq Universal SYBR 
Green Supermix 

Bio-Rad Laboratories, 
Inc., Kalifornien, 

USA 

Rever
se 

DAPK
3 

Forwa
rd 

DAPK
3 

Rever
se 

5’-
GGCTGAGGACGCTCCT

GT-3’ 
5’-

CCAAGCTCCTCTCCCAT
CTC-3’ 

Maus 
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M-MLV Reverse 
Transkiptase 

Thermo Fisher 
Scientific Inc, 

Massachusetts, USA 

Pierce™ ECL Plus 
Western Blotting 

Susbtrate  

Thermo Fisher 
Scientific Inc, 

Massachusetts, USA 

RNeasy Mini Kit  Qiagen GmbH, Hilden, 
Deutschland 

RNeasy Plus micro Kit  Qiagen GmbH, Hilden, 
Deutschland 

SuperSignal West 
Femto Maximum 

Sensitivity Substrate  

Thermo Scientific, 
Massachusetts, USA 
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2.2. Methoden 

2.2.1 Tiermodell 

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden die Tierversuche 

durch das Regierungspräsidium Gießen unter dem 

Aktenzeichen GI 20/10 Nr.44/2013 genehmigt. Die 

Arbeit mit den Mäusen inklusive der Entnahme der 

Mäuselungen erfolgte vor Beginn dieser Arbeit 

freundlicherweise durch Christina Vroom.  

 

2.2.1.1 Versuchstiere 
Als Versuchstiere wurden weiße CDÒ - Sprague-

Dawley (SD) IGS – Ratten des Stammes 1925 

verwendet. Die Lieferung dieser erfolgte durch die 

Firma Charles River Laboratories, Massachusetts, 

Vereinigte Staaten mit Sitz in Sulzfeld. 

 
2.2.1.2 Das MCT-Rattenmodell 
Im MCT-Modell wird durch Injektion mit dem 

Alkaloid Monocrotalin, welches aus der Pflanze 

Crotalaria Spectabilis gewonnen wird, die 

progressive Entwicklung einer PH in 

unterschiedlichen Tierspezies induziert. Nach 

Injektion kommt es zur Metabolisierung von MCT zu 
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MCTP und damit zur Aktivierung des Alkaloids 

durch das sich in der Leber befindliche Enzym 

Cytochrom-P450. Die Injektion von MCT wird 

heutzutage durch eine einmalige subkutane oder 

intraperitoneale Verabreichung durchgeführt. So 

wurden den Ratten am Tag 0 60 mg/kg MCT 

subkutan injiziert, bezüglich der Kontrollgruppe 

erfolgte die Verwendung einer äquivalenten Menge 

Kochsalzes. Nach durchgeführter Injektion erfolgte 

ein tägliches Scoring bezüglich des 

Allgemeinzustandes, des Verhaltens sowie des 

Körpergewichts. Anschließend erfolgte am 35. Tag 

die Entnahme der Lungen.  

 

2.2.2 Zellkulturexperimente 

Die Verwendung von Zellkulturen sowie die 

Durchführung von Zellkulturexperimenten im 

Rahmen dieser Arbeit wurde durch die 

Ethikkommission unter dem Aktenzeichen 10/06 

genehmigt.  
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2.2.2.1 Zellkulturbedingungen 
Sämtliche Zellkulturarbeiten und Experimente 

wurden unter sterilen Bedingungen in einer 

Sterilbank und unter Verwendung steriler 

Arbeitsmaterialien und Reagenzien durchgeführt. 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem 

Zellinkubator bei einer Temperatur von 37,5 °C, 

einer O2-Konzentration von 21 %, sowie einer CO2-

Konzentration von 5 %. 

2.2.2.2 Kultivieren und Splitten von humanen 
PASMC 
Zur Kultivierung der hPASMCs wurde zunächst das 

Wachstumsmedium (engl. Growth Medium, GM) 

angesetzt. 500 ml des Basalmediums (engl. Basal 

Medium, BM) wurden hierfür mit einer 

Wachstumsfaktormischung bestehend aus 

humanen epidermalen Wachstumsfaktor, Insulin, 

humanem Fibroblasten-Wachstumsfaktor und 

fetalem Kälberserum aus dem SmGM-2 

Supplement Kit der Firma Lonza versetzt. Das 

zusätzlich in dem Kit enthaltene 

Gentamicin/Amphotericin B wurde nicht verwendet.  

Die kältekonservierte hPASMC-Phiole wurde 

daraufhin für einen kurzen Zeitraum aufgetaut, 



 - 55 - 

anschließend wurden die hPASMCs einer 10 cm 

Zellkulturplatte mit 9 ml GM beigefügt und in dem 

Zellinkubator zur weiteren Inkubation platziert. Das 

Wachstumsmedium (GM) wurde alle 2 - 3 Tage 

gewechselt, bis eine 80 % Konfluenz erreicht und 

das Splitten der Zellen somit möglich war. Hierfür 

wurde das Medium abgesaugt und die 10 cm 

Zellkulturplatte in einem zweimaligen Durchgang 

mit Trypsin/EDTA gewaschen. Es erfolgte die 

erneute Gabe von 1 ml Trypsin/EDTA und die 

Inkubation für 2 min. Die Kontrolle der Zellablösung 

von der Zellkulturplatte wurde zunächst 

mikroskopisch gesichert. Bei noch nicht 

vollständiger Zellablösung wurde gegebenenfalls 

eine erneute Inkubation für 1 min durchgeführt. Um 

die Reaktion durch Trypsin/EDTA zu stoppen 

erfolgte anschließend die Hinzugabe einer 

adäquaten Menge GM und die Überführung der 

durch das Trypsin/EDTA von der Zellkulturplatte 

gelösten Zellen in ein 50 ml Falcon Tube. Dieses 

wurde bei 1000 rpm für 5 Minuten zentrifugiert. Der 

Überstand wurde daraufhin abgesaugt und das sich 

auf dem Boden befindliche Zellpellet durch sanfte 

Resuspension in GM gelöst. Mit Hilfe einer 
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Neubauer-Zählkammer und Trypan Blue wurde die 

absolute Zellzahl der hPASMCs bestimmt und die 

Zellen je nach Versuchsaufbau auf 10cm- bzw. 

6cm-Platten oder 6-Well-, 24-Well- bzw. 96-

Wellplatten kultiviert. Im weiteren Verlauf wurde das 

GM nach 24 Stunden abgesaugt und durch BM 

ausgetauscht, nach weiteren 24 Stunden wurde 

anschließend das jeweilige Experiment 

durchgeführt. 

 

2.2.2.3 Kultivieren und Splitten von murinen 
SMC 
Für weitere Zellkulturversuche wurden sowohl 

gesunde, als auch mit Monocrotalin (MCT) 

behandelte mSMC aufgetaut und auf 10 cm Platten 

ausgesät. Diese wurden mit Dulbecco`s 

modifiziertem Eagle Medium (DMEM), dem 

zusätzlich fetales Kälberserum und 

Penicillin/Streptomycin (10,000 U/ml Penicillin, 10 

mg/ml Streptomycin) beigefügt wurde, kultiviert und 

inkubiert. Der Mediumwechsel erfolgte äquivalent 

zu den hPASMCs alle 2-3 Tage. 
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2.2.2.4 Normoxische und hypoxische Exposition 
von Zellen 
Für einzelne Versuche wurden mPASMCs und 

hPASMCs unter hypoxischen Bedingungen (O2-

Konzentration 5 %, CO2-Konzentration 5 %, 37° C) 

in einem Heracell™ 150i Inkubator kultiviert. Die 

Inkubation erfolgte je nach Versuchsaufbau für 3, 6, 

12, 14, 24 oder 72 Stunden.  

 

2.2.2.5 Stimulation mit Wachstumsfaktoren 
Gesunde hPASMCs wurden im Rahmen der 

Zellkulturversuche mit verschiedenen 

Wachstumsfaktoren stimuliert. Bei diesen 

Wachstumsfaktoren handelte es sich um folgende: 

PDGF-ß (Endkonzentration: 30 ng/ml), TNF-a 

(Endkonzentration: 10 ng/ml), IL-6 

(Endkonzentration: 50 ng/ml) und GM. Zunächst 

wurden die hPASMCs über 24 Stunden einer 

„Serum-Starvation“ mittels BM unterzogen, 

woraufhin sie anschließend mit dem jeweiligen 

Wachstumsfaktor stimuliert wurden. Die Stimulation 

erfolgte je nach Versuchsaufbau für einen 

festgelegten Zeitraum von 5 min, 10 min, 15 min, 30 

min, 60 min oder 24 Stunden unter Inkubation. 
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Anschließend wurden eine nach Abschnitt 2.2.2 

beschriebene Protein-Isolation und Western-Blot 

Analyse durchgeführt.  

 

2.2.2.6 Transfektion von siRNA  
Bei Small interfering RNA (siRNA) handelt es sich 

um einzel- oder doppelsträngige Ribonukleinsäure-

Moleküle, die eine Länge von 20 - 25 Basenpaaren 

aufweisen und für die RNA-Interferenz genutzt 

werden.   

siRNA codiert keine Proteine, sondern bindet an 

komplementäre einzelsträngige Ribonukleinsäure-

Moleküle (mRNA), wodurch deren normale 

Funktionen unterbunden wird. Dies führt zu einer 

gezielten Degradation der mRNA bzw. zu einer 

verminderten Produktion des durch die mRNA 

kodierten Proteins. Hierdurch ist es möglich, 

Rückschlüsse auf die Funktionen des Proteins bzw. 

des Gens zu schließen. Im Zuge dieser Arbeit 

wurde die Transfektion von siRNA DAPK1 (+ siNC) 

mit hPASMCs durchgeführt, in der Absicht die 

Auswirkungen einer verminderten DAPK1-

Expression bezüglich der Zellproliferation zu 

untersuchen. Hierfür wurden pro Well 4000 
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hPASMCs der Passage 6 auf 15 Wells einer 96-

Well-Platte gesplittet. Am darauffolgenden Tag 

wurde dann die Transfektion der siRNA DAPK1 

(200 nM) sowie der siNC (Negativkontrolle) 

durchgeführt. Zunächst wurden zwei 1,5 ml Gefäße 

mit einer Lösung aus 2 µl Lipofectamin 2000 und 

2000 µl OPTIMEM Medium (Lösung 1) angesetzt. 

Zudem wurde eine Lösung aus 4 µl siRNA DAPK1 

und 200 µl OPTIMEM (Lösung 2a) und eine Lösung 

aus 4 µl siNC und 200 µl OPTIMEM (Lösung 2b) 

hergestellt.  

Nach 5-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur 

wurde die Lösungen 2a und 2b jeweils mit der 

Lösung 1 kombiniert. Es erfolgte eine erneute 

Inkubation für 20 min bei Raumtemperatur. Nun 

wurden 50 µl der Lösungen 2a oder 2b auf zuvor 

festgelegte Wells der 96-Well-Platte pipettiert und 

für 6 Stunden in dem Heracell™ 150i Zellinkubator 

kultiviert, ehe eine 24-stündige Serum-Starvation 

der Zellen erfolgte. Danach wurden die hPASMCs 

für eine 16-stündigen Zeitraum mit GM stimuliert, 

um daraufhin den BrdU Proliferationsassay zu 

starten.  
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2.2.2.7 BrdU-Proliferationsassay 
Um die Wirkung von DAPK1 auf die Proliferation 

von hPASMCs zu untersuchen, wurde wie in 

Abschnitt 2.2.1.6 beschrieben zunächst eine 

Transfektion mit siRNA DAPK1 unternommen. 

Anschließend wurde ein Proliferationsassay unter 

Verwendung des BrdU Kits durchgeführt und 

analysiert.  

Bei Bromdesoxyuridin (BrdU) handelt es sich um 

ein Pyrimidinanalogon des Nukleosids Thymidin. In 

proliferierenden Zellen erfolgt in der S-Phase des 

Zellzyklus zunächst eine Replikation der DNA, 

bevor die eigentliche Zellteilung stattfindet. BrdU 

kann von diesen vitalen, proliferierenden Zellen 

aufgenommen und während der S-Phase des 

Zellzyklus anstelle des Nukleosids Thymidin in die 

neu synthetisierte DNA eingebaut werden. Mittels 

spezifischer Antikörper gegen BrdU kann hieraufhin 

die erfolgte DNA-Synthese und die damit 

verbundene Proliferation der Zellen 

immunhistochemisch nachgewiesen werden. 
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Vorbereitungen:  

Als erstes wurde die BrdU Working Solution, die 

Anti-BrdU POD Stock Solution und der Washing 

Buffer hergestellt. Die BrdU Working Solution setzt 

sich aus dem BrdU Reagent und SMBM zusammen, 

die im Verhältnis von 1:100 vermengt werden. Die 

Anti-BrdU POD Stock Solution wird hergestellt, 

indem dem Anti-BrdU-POD Stock 1,1 ml destilliertes 

Wasser beigefügt wird. Das Washing Buffer wurde 

mit 1:10 mit destilliertem Wasser verdünnt.    

Nach der besagten Transfektion mit siRNA DAPK1 

und siNC sowie nach einer 16-stündigen 

Stimulationsphase mit GM wurden die hPASMCs 

nach folgendem Protokoll behandelt: 

 

 

 

 
Tabelle 11: Protokoll des BrdU-
Proliferationsassays 

 
- Hinzugabe von 10 µl BrdU Working 

Solution pro Well und Inkubation für 4 

Stunden 
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- Medium durch Abklopfen entfernen und 

einmaliges Waschen der Wells mit 100 µl 

Washing Buffer  

- Fixation der Zellen mit 200 µl FixDenat 

Solution pro Well für 30 min bei RT in 

Dunkelheit 

- Herstellung der Anti-BrdU-POD Working 

Solution, durch Verdünnung der Anti-BrdU 

POD Stock Solution um dem Faktor 1:100 

mit der Antibody Dilution Solution 

- Entfernung der FixDenat Solution und 

Hinzugabe von 100 µl Anti-BrdU-POD 

Working Solution pro Well  

- Inkubation für 90 min bei RT in Dunkelheit  

- 4-maliges Waschen der Wells mit 

Washing Buffer  

- Hinzugabe von 100 µl Substrate Solution 

pro Well und Inkubation für 2-5 min bei RT 

in Dunkelheit  

 
Die Messung der Lichabsorption wurde mit Hilfe des 

Mikroplatten-Lesegeräts bei 370 nm 

(Referenzwellenlänge 492 nm) und der Software i-

Control gemessen. 
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2.2.3 Proteinisolation und Western Blot 
Analyse 

 
Der Western Blot ist 

ein molekularbiologisches Verfahren, das dem 

Nachweis von Proteinen dient, welche im Rahmen 

dieser Arbeit durch Protein-Isolationen aus Zellen 

gewonnen wurden. So wurden Proteine aus 

hPASMCs, zum Teil nach Stimulation von 

Wachstumsfaktoren, sowie aus gesunden und mit 

Monocrotalin behandelten Lungenhomogenaten 

isoliert. Weiterhin wurden Western Blots mit 

Proteinproben von, mit NOX/HOX Bedingungen 

stimulierten mSMC, hPASMCs und 

Lungenhomogenaten sowie von gesunden und 

splitting 
cells 
4000cells/1
00ul

•24 
h 
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on with 
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C

•6 h

Starvation

•24 
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Growth 
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n

•16 
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Read out 
absorbanc
e

Abbildung 5: Protokoll des BrdU-
Proliferationsassays. Schematische Darstellung der 
zeitlichen Abfolge der einzelnen Schritte des BrdU-
Proliferationsassays. 
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kranken (IPAH) Lungenhomogenaten und 

hPASMCs durchgeführt.    

 

2.2.3.1 Protein-Isolation aus Zellen 
Als erster Schritt wurde der für die Protein-Isolation 

benötigte Lysis Buffer hergestellt. Dieser setzt sich 

aus 1 ml RIPA-Buffer sowie 10 µl Protease- und 10 

µl Phosphatase-Inhibitor zusammen.  

Zur Proteinisolation der jeweiligen Zellen wurde 

daraufhin das Medium abgesaugt, ehe ein 

einmaliger Waschvorgang mit 1 ml DPBS erfolgte. 

Anschließend wurden den Zellkulturplatte jeweils 

200 µl des Lyses Buffers hinzugegeben. Die Zellen 

wurden nun mit Hilfe eines Zellschabers von der 

Zellkulturplatte gelöst und in ein auf Eis gekühltes 

1,5 ml Gefäß pipettiert, woraufhin eine 30-minütige 

Inkubation auf Eis erfolgte, ehe das Lysat für 15 min 

bei 12000 rpm zentrifugiert wurde. Der Überstand 

wurde abschließend in ein neues 1,5 ml Gefäß 

transferiert und entweder bei -80°C gelagert oder 

direkt weiterverarbeitet.  
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2.2.3.2 Protein-Bestimmung und -Normalisation 
Um die Proteinkonzentration der Proben zu 

bestimmen wurde das DC Protein Assay Kit II 

gemäß Hersteller-Protokoll angewandt. Die hierfür 

als Standard verwendete BSA- Verdünnungsreihe 

ist in Tabelle 12 dargestellt. Alle Standards und 

Proben wurden in 1,5 ml Gefäßen angesetzt.  

 
Tabelle 12: Erstellung der Standards für die 
Protein-Estimation 

 BSA 
(2mg/
ml) 

RNas
e-free 
H2O 

Lyse
s 
Buffe
r 

Endkonze
n- 
tration 

Standart 
0  

0 µl 5 µl 5 µl  0 µg/µl 

Standart 
1 

1,25 
µl 

3,75 µl 5 µl 0,5 µg/µl 

Standart 
2 

2,5 µl 2,5 µl 5 µl 1 µg/µl 

Standart 
3 

5 µl 0 µl 5 µl 2 µg/µl 

Proben - 5 µl - - 
 

Sowohl den Standards als auch den Proben wurden 

nun jeweils 25 µl des Reagenz A und 200 µl des 

Reagenz B hinzugegeben. Anschließend wurden 
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die Proben und die Standards durch kurzes 

Vortexen durchmischt, ehe 2 x 200 µl einer jeden 

Lösung in 2 Wells einer 96-well-Platte pipettiert 

wurden und diese für 15 min bei Raumtemperatur 

und in Dunkelheit inkubiert wurde. Die 

unterschiedliche Lichtabsorption der Proben wurde 

mithilfe eines Mikroplatten Lesegeräts und der 

Software „i-control“ bei 750 nm gemessen. Die 

Protein-Normalisation wurde durch Orientierung an 

der niedrigsten Konzentration und anschließender 

Verdünnung mit RNAse-free-Water erreicht. Zudem 

wurden die Proben mit einem Verhältnis von 4:1 mit 

NuPAGE LDS-Loading Dye und einem Verhältnis 

von 10:1 mit NuPAGE Sample Reducing Agent 

versehen und für 10 min bei 95°C denaturiert. Im 

Anschluss wurden die Proben bei -80°C 

eingefroren. 

 

2.2.3.3 Herstellung der verwendeten Materialien 
für die Western Blot Analyse 
Die Herstellung der für den Western Blot benötigten 

Materialien sind aus folgenden Tabellen zu erheben 

[72]. 
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Tabelle 13: Herstellung des 8 %igen Trenngels 

Ingrediens Volumen 

TRIS-HCl [1,5M, pH 8,8] 1,5 ml 

Acrylamid [30 %] 1,6 ml 

SDS [10 %] 60 µl 

APS [10 %] 30 µl 

TEMED 6 µl 

A. dest. 2,8 ml 
 
Tabelle 14: Herstellung des 6 %igen Sammelgels 

Ingrediens Volumen 

TRIS-HCl [1,5M, pH 6,8] 625 µl 

Acrylamid [30 %] 500 µl 

SDS [10 %] 25 µl 

APS [10 %] 12,5 µl 

TEMED 2,5 µl 

A. dest. 1,34 ml 
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Tabelle 15: Herstellung des Running-Buffers 

Ingrediens Volume/Masse für 2 L 

TRIS 6 g 

Glycin 28,8 g 

SDS [10 %]  20 ml 

A. dest. 1980 ml  

 
Tabelle 16: Herstellung des Blotting-Buffers 

Ingrediens Volume/Masse für 2 L 

TRIS 12 g 

Glycin 6 g 

Methanol 400 ml 

A. dest. 1600 ml 
 
Tabelle 17: Herstellung der 5 % Milchlösung und 
des 5 % BSA 

Ingrediens Volume/Masse für 100 
ml 

Milchpulver oder BSA 5 g 

1x TBS/T 100 ml 
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Tabelle 18: Herstellung des 20x TBS 

Ingrediens Endkonzentration Volume/Masse 
für 1 L 

TRIS 20 mM 48,8 g 

NaCl 150 mM 160 g  

A. dest. - ca. 950 ml 

Einstellung des pH-Wertes auf 7,6 erfolgte mittels 
eines pH-Meters und HCl 

 
Tabelle 19: Herstellung des 1x TBS/T 

Ingrediens Volumen für 1 L 

20x TBS 50 ml 

Tween  1 ml 

A. dest. 1000 ml 

 
 

 

2.2.3.4 Western Blot Analyse 
Für die Durchführung der Western Blot Analyse 

wurden zum einen Gele und Running Buffer wie in 

den Abschnitt 2.2.3.3 beschriebenen Tabellen 

selbst hergestellt, zum anderen wurden NuPAGE 
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Novex 3-8 %Tris-Acetat Fertig-Gele sowie der 

NuPAGE Tris-Acetat Running- Buffer 20x 

verwendet.  

Nach dem Aufbauen der SDS-PAGE Apparatur und 

der Zugabe des Running-Buffers wurden die Wells 

zunächst durch vorsichtiges Pipettieren 

gewaschen. Dann erfolgte das Beladen der 

Gelkammern, angefangen mit 5 µl des Precision 

Plus Dual Color- Markers. Je nach Probe wurden 

zwischen 10 - 60 µl Proteinprobe in die folgenden 

Wells pipettiert. Eine Spannung von 75 V wurde 

angelegt, bis die Elektrophorese den Übergang von 

Sammel- zu Trenngel erreicht hatte, ehe die 

Spannung auf 100-120 V erhöht wurde, um die 

Elektrophorese anschließend bei einer Größe von 

25 kDA zu stoppen. Nach Absolvierung der 

Elektrophorese erfolgte das Blotting. Dieses wurde 

mit Hilfe des Mini Trans-Blot® Electrophoretic 

Transfer Cell Systems durchgeführt. Hierbei werden 

die im Rahmen der Elektrophorese getrennten 

Proteine auf eine Nitrocellulose Membrane 

übertragen. Nach dem Zusammensetzen der 

Blotting-Kammer sowie der Blotting-Kasette mit 

dem enthaltenen Gel und der Hinzugabe von 
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Blotting-Buffer wurde eine Spannung von 100 V für 

die Dauer von 1,5 Stunden angelegt. Nach 

Abschluss des Blottings wurde die Membran mittels 

5 % Michlösung für 1 Stunde bei Raumtemperatur 

geblockt und daraufhin über Nacht bei 4°C auf 

einem langsamen Schüttler mit den primären 

Antikörpern inkubiert. Am darauffolgenden Tag 

erfolgte mittels TBS/T zunächst ein 3-maliger 

Waschvorgang für jeweils 5 min. Die Membran 

wurde nach dem Waschvorgang mit einer zum 

Primärantikörper passenden Sekundärantikörper-

Milchlösung für 1 Stunde bei Raumtemperatur auf 

einem langsamen Schüttler inkubiert. Es schloss 

sich ein weiterer Waschvorgang von 1 Stunde an, in 

dem alle 10 min ein Wechsel des TBS/T erfolgte, 

wobei die letzten zwei Waschvorgänge mittels TBS 

durchgeführt wurden. Die Lumineszenz der 

Proteine wurde gemäß Herstellerprotokoll mit Hilfe 

des ECL Prime Western Blotting Detection Reagent 

Kits durchgeführt. Der ECL-Buffer setzte sich in 

dem Verhätlnis von 1:1 aus der Solution A und 

Solution B zusammen, wurde auf die Membran 

aufgetragen und für 5 min lichtgeschützt inkubiert. 

Die Entwicklung wurde mit Amersham Hyperfilm 
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ECL-Filmen und einer Entwicklungskasette mit 

verschiedenen Belichtungszeiten durchgeführt und 

erfolgte mit Hilfe der AGFA Entwicklungsmaschine 

CP 1000 in einer Dunkelkammer.  

Zur Sicherung einer äquivalenten Proteinmenge 

jeder Probe, wurde stets das Housekeeping-Gen 

Pan-Actin als Ladekontrolle mitbestimmt, da es von 

jeglichen Versuchsbedingungen unbeeinflusst 

bleibt.  

 

2.2.3.5 Stripping 
Um Membranen für weitere Proteinuntersuchungen 

erneut nutzen zu können, bestand die Möglichkeit 

des Strippings. Hierbei wurde die jeweilige 

Membran mit Stripping Buffer für 15 min bei 

Raumtemperatur und unter Schwenken inkubiert. 

Nun wurde die Membran 3-mal für jeweils 5 min mit 

TBS/T gewaschen. So konnte die Membran 

anschließend einer erneuten Inkubation mit einem 

Primärantikörper unterzogen werden. 
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2.2.4 RNA-Isolation, cDNA-Synthese und PCR 

2.2.4.1 RNA-Isolation 
Die RNA-Isolation von hPASMCs wurde gemäß des 

Herstellerprotokolls mithilfe des RNeasy Mini Kits 

der Firma Qiagen durchgeführt.  

Zur Vorbereitung wurde zunächst der RTL-Buffer 

hergestellt, indem 5 ml des RTL-Buffers 50 µl beta-

Mercaptoethanol beigefügt wurden. Des Weiteren 

wurde der RDD-Buffer angesetzt, der sich aus 350 

µl RDD, sowie 50 µl RNase-free-Water 

zusammensetzt. RPE-Buffer wurde aus 11 ml RPE-

Buffer und 44 ml Methanol hergestellt. 70 %iges 

ribonukleinasefreies Ethanol wurde hergestellt, 

indem 35 ml 99,9 %iges Ethanol mit 15 ml RNAse-

free-Water gemischt wurden. 

Das Medium, der sich auf 6 cm Zellkulturplatten 

befindlichen hPASMCs wurde abgesaugt und die 

Zellkulturplatten auf Eis gekühlt. Nach einmaligem 

Waschen der Zellkulturplatte mit DPBS erfolgte die 

Hinzugabe von 500 µl des angesetzten RTL-Buffers 

und das Lösen der Zellen vom Plattenboden mit 

Hilfe eines Zellschabers. 
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Das Lysat wurde anschließend auf eine Qia-

Shredder-Säule (in ein 2 ml Sammelgefäß auf eine 

RNeasy Mini Spin-Säule) pipettiert und für 2 

Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert.  

Dem Lysat wurde ein aquivalentes Volumen an 70 

% Ethanol beigefügt (500 µl) und durch sanftes 

pipettieren vermischt.  

Daraufhin wurden 700 µl dieser Lösung auf eine 

RNeasy-Säule transferiert und für 15 Sekunden bei 

10000 rpm zentrifugiert sowie der entstandene 

Durchfluss entfernt.                                  

500 µl des RW1-Buffers wurden auf die Spin-Säule 

pipettiert. Nachfolgend erfolgte eine erneute 

Zentrifugation für 15 Sekunden bei 10000 rpm und 

ein erneutes Entfernen des Durchflusses. Nun 

wurden 80 µl des zuvor angesetzten RDD-Buffers 

auf die Membran der Spin-Säule pipettiert. Es folgte 

eine 15-minütige Inkubation bei Raumtemperatur 

mit enthaltener DNase. 

Im Anschluss wurden der Spin-Säule erneut 500 µl 

des RW1-Buffers hinzugefügt und ein weiteres Mal 

eine Zentrifugation für 15 Sekunden bei 10000 rpm 

sowie die Entfernung der Durchfluss durchgeführt.      
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Nach der Zugabe von 500 µl des RPE-Buffers 

erfolgte eine Zentrifugation für 15 Sekunden bei 

10000 rpm und die Entfernung des Durchflusses. 

Dieser Schritt wurde einmalig wiederholt.    

Die Säule wurde nun in ein 1,5 ml Gefäß übertragen 

und die Membran mit 30 µl RNAse-free-Water 

behandelt. Es folgte eine 5-minütige Inkubation bei 

Raumtemperatur. Nach einmaligem Zentrifugieren 

für 3 Minuten bei 8000 rpm lag die RNA im 

Durchfluss vor.                           

Die RNA-Kozentrationsbestimmung erfolgte mit 

dem Nanodrop ND-1000 Spektralphotometer.             

                                    

2.2.4.2 cDNA-Synthese 
Die cDNA-Synthese erfolgte nach einem 

hausinternen Protokoll und gliedert sich in 2 

Arbeitsabschnitte auf.  
 

Schritt 1: RNA-Abschätzung und -Normalisierung: 

Im ersten Schritt wurde die Konzentration der zu 

untersuchenden RNA-Proben mit Hilfe des 

Nanodrop ND-1000 Spektrophotometers bestimmt. 

Orientierend an der  
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Vorgabe von 800 ng RNA pro Probe erfolgte die 

Normalisierung der Proben auf 7 µl mittels RNAse-

free- H2O.  

 

Schritt 2: Herstellung des Master-Mix 1 bestehend 

aus RNA, dNTP-Mix und Primer: 

Tabelle 20: Master-Mix 1 

Ingrediens Volumen 

RNA + RNase-free 
Water 

7 µl 

dNTP-Mix (10 mM) 1 µl 

Random Hexamer 
Primer (RHP) 

2 µl 

 
Anschließend wurde eine 5-minütige Inkubation bei 

70° C in einem Thermocycler durchgeführt, ehe der 

Master Mix 1 für 1 Minute auf Eis gekühlt und für 10 

Sekunden bei 6000 rpm und in Raumtemperatur 

zentrifugiert wurde.  

 

Schritt 3: Herstellung des Master-Mix 2 und 

Hinzugabe in Master Mix 1:  

Tabelle 21: Master-Mix 2 
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Ingrediens Volumen 

10x M-MLV Reverse 
Transkriptase Buffer 

2 µl 

M-MLV Reverse 
Transkriptase 

1 µl 

RNAse-free H2O 7 µl 
 

Der Master-Mix 2 wurde dem Master Mix 1 

hinzugefügt und für 1 Minute bei Raumtemperatur 

inkubiert. In einem Thermocycler folgte nun eine 90-

minütige Inkubation bei 37° C und eine 10-minütige 

Inkubation bei 80° C. Schlussendlich wurden das 

Reaktionsgemisch für 10 Sekunden bei 6000 rpm 

und in Raumtemperatur zentrifugiert.  

 

2.2.4.3 Quantitative Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion 
Für die quantitative Echtzeit-

Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) wurde das 

iTaq Universal SYBR Green Supermix Kit 

verwendet. Als Housekeeping-Gen kam 18S-rRNA 

(18S SSU rRNA Primer) zum Einsatz.  
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Für jeden Primer wurde ein PCR-

Reaktionsgemisches, bestehend aus den in Tabelle 

22 aufgeführten Komponenten hergestellt. 

Daraufhin wurde die 96-well-Platte mit jeweils 2 µl 

cDNA pro well versetzt, ehe 23 µl des PCR-

Reaktionsgemisches hinzugegeben wurde.  

 
Tabelle 22: Zusammensetzung des PCR-
Reaktionsgemisches 

Ingrediens Volumen 

iTaq Universal SYBR 
Green Supermix 

12,5 µl 

Forward Primer [10 µM] 0,25 µl 

Reverse Primer [10 µM] 0,25 µl 

RNAse-free H2O 10 µl 
 

Nach kurzer Zentrifugation für 30 Sekunden bei 

6.000 rpm und Raumtemperatur erfolgte das 

Überführen in das qRT-PCR-Gerät „MxPro 

Mx3000P qPCR System“. Das Programm für die 

qRT-PCR ist in Tabelle 23 ersichtlich. Die 

Aufzeichnung und Analyse der Daten erfolgte 
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mittels des Computer-Programm „MxPro Mx3000P 

4.1“. 

 
Tabelle 23: qRT-PCR-Programm 

Programmschritt Temperatur Dauer Zyklen 
Initiale 
Denaturierung 

95 °C 10 
min 

1 

Denaturierung 95 °C 30 s 35 
Anlagerung 58 °C 40 s 35 
Elongation 72 °C 1 min 35 
finale 
Verlängerung 

59-95 °C 2 min 1 

Abkühlung 25 °C - 1 
 

 

2.2.5 Immunofluoreszenz-Färbungen 

2.2.5.1 Immunofluoreszenz-Färbungen von 
hPASMCs 
Die Immunofluoreszenz (IF) stellt eine 

biochemische Analysemethode dar, bei der 

Antigene mit Hilfe von durch Fluorochrom markierte 

Antikörper luminesziert werden. Die 

Immunofluoreszenz wurde im Rahmen der 

Stimulationsversuche mit den in Abschnitt 2.2.1.5 

genannten Wachstumsfaktoren an hPASMCs 
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durchgeführt. Die Stimulation erfolgte je nach 

Versuchsaufbau für 30 min und 24 Stunden.  

Im Rahmen dessen wurden gesunde hPASMCs auf 

zuvor mit Gelatine beschichtete Deckgläser einer 

24-Well-Platte kultiviert. Im Vorfeld wurden hierfür 

passende Deckgläser in eine 24-Well-Platte 

gegeben, jeweils 500 µl Gelatine hinzugefügt und 

diese für 2 Stunden inkubiert. Daraufhin wurde die 

Gelatine abgesaugt und die 24-Well-Platte für 30 

min mit UV-Licht bestrahlt. Nach Durchführung 

einer 24-stündigen Serum-Starvation schloss sich 

die zeitlich festgelegte Stimulation mit 

Wachstumsfaktoren an. Nun wurden die 

Glasplatten auf eine neue 24-Well-Platte transferiert 

und für 5 min unter Schwenkung mit DPBS 

gewaschen. Die 15-minütige Fixierung der 

hPASMCs erfolgte mittels 4 %igem 

Paraformaldehyd, ehe sich ein erneuter 

Waschvorgang von 5 min anschloss. Die 24-Well-

Platte wurde danach mit DPBS über Nacht bei 4°C 

gelagert. Zur Permeabilisierung wurden den Wells 

der 24-Well-Platte jeweils 200 µl Triton (0,5 %) 

hinzugefügt. Nach 10-minütiger Inkubation wurden 

die hPASMC für 30 min mit Goat-Buffer geblockt 
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und über Nacht bei 4°C und unter Lichtschutz mit 

einer Antikörperlösung (1:50) inkubiert. Die 

hPASMCs mit unterlaufener 24-stündiger 

Stimulation erhielten eine DAPK1-Antikörperlösung, 

die hPASMCs mit unterlaufener 30-minütiger 

Stimulation erhielten eine pDAPK1-

Antikörperlösung. Am Folgetag wurden die 

Deckgläschen 3-malig für eine Dauer von jeweils 5 

Minuten mit einem Waschpuffer bestehend aus 10 

% DPBS und 0,1 %igem NP40 (40:1) gewaschen, 

um danach die Inkubation mit 70 µl des 

korrespondierenden sekundären Antikörpers für 45 

Minuten in Dunkelheit durchzuführen. Bei dem mit 

einer Verdünnung von 1:200 verwendeten 

sekundären Antikörper handelte es sich um Alexa 

Fluor 488 Goat Anti-Mouse. Es erfolgte ein 2-malig 

wiederholter Waschvorgang mithilfe des 

Waschpuffers für jeweils 5 min, gefolgt von der 

Anfärbung der Zellkerne mittels 200 µl DAPI für 10 

min in Dunkelheit. Nachdem die Deckgläser mit 

destilliertem Wasser gewaschen wurden erfolgte 

der Transfer der Deckgläser auf Objektträger. 

Hierfür wurde vorher ein Tropfen des ProLong Gold 

Antifade Mountant auf den Objektträger 
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aufgetragen und die Deckgläser anschließend mit 

Zellseite nach unten auf den Objektträgern 

positioniert. Diese wurden zur Fixation der 

Deckgläser über Nacht in Dunkelheit aufbewahrt 

und Schluss endlich bei 4°C gelagert.  

Die Auswertung erfolgte mit dem KEYENCE BZ-

9000 Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe der BZ-II 

Viewer und der BZ-II Analyzer Software.  

 

2.2.5.2 Immunofluoreszenz-Färbung von 
Paraffin-Sektionen 
Zur Komplementierung der Daten und zum 

Nachweis des quantitativen Unterschieds der 

Expression von DAPK1 zwischen gesundem und 

erkrankten Lungengewebe, sowie zwischen 

NOX/HOX behandeltem Lungengewebe wurden 

Immunofluoreszenz-Färbung von Paraffin-

Sektionen durchgeführt.  

Hierbei wurde nach folgendem Protokoll verfahren: 

 

Schritt 1: Deparaffinierung 

Tabelle 24: Deparaffinierung 

Deparaffinierung: Zeit 
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Xylol I 10 min 

Xylol II 5 min 

100 %iger Ethanol 5 min 

96 %iger Ethanol 3 min 

70 %iger Ethanol 3 min 

A. dest   3 min 
 

Schritt 2: Antigen Retrieval 

Tabelle 25: Antigen Retrieval 

Antigen Retrieval Zeit  

Citrat Buffer 10x 10 min 
 

Schritt 3:  

Nach der Durchführung eines einmaligen 

Waschvorgangs mittels DPBS wurde die Paraffin-

Sektion mit einem Liquid-Blocker umrandet und 

anschließend für 30 min mit Goat-Buffer geblockt. 

Nun wurde die primäre Antikörperlösung 

aufgetragen und über Nacht bei Raumtemperatur 

und in Dunkelheit inkubiert. Als Antikörper kamen 

Anti-DAPK1 (1:150) und Anti-SMA-a (1:50), gelöst 

in Goat-Buffer zum Einsatz.  
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Schritt 4:  

Am Folgetag wurde die Paraffin-Sektionen 

zunächst mit einem 3-maligen Waschvorgang von 

jeweils 5 min mit DPBS gewaschen, ehe die 

sekundäre Antikörperlösung für 45 min bei 

Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubiert wurde. 

Als sekundäre Antikörper wurde zum einen Alexa 

Fluor 488 Goat Anti-Mouse IgG gegen SMA-a 

wirkend und zum anderen Alexa Fluor 594 Goat 

Anti-Rabbit IgG gegen DAPK1 wirkend verwendet. 

Diese wurden in einer Verdünnung von 1:400 

(1:200) in Goat-Buffer erstellt.  

 

Schritt 5: 

Nach erfolgtem 4. Schritt wurden alle weiteren 

Schritte in Dunkelheit durchgeführt. Die Paraffin-

Sektionen wurden erneut 3-malig für 5 min mit 

DPBS gewaschen, ehe sie für 15 min mit DAPI bei 

Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert wurden. 

Zum Schluss erfolgte eine weitere Waschung 

mittels destilliertem Wasser. Den Paraffin-

Sektionen wurde nun ein Tropfen des ProLong Gold 

Antifade Mountant aufgetragen und mit einem 
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Glasplättchen verschlossen. Die Auswertung 

erfolgte mit dem KEYENCE BZ-9000 

Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe der BZ-II Viewer 

und der BZ-II Analyzer Software 

 

2.2.6 Statistische Methodik 

Mit Hilfe der Software GraphPad Prism 6.00 wurden 

die Anfertigung der graphischen Darstellungen und 

statistische Analysen vollzogen, wobei die Daten 

stets als Mittelwerte mit Standardfehlern 

angegeben wurden. Zur Auswertung der 

Ergebnisse wurden beim Vergleich von zwei 

Stichproben der t-Test, beim Vergleicher mehrerer 

Stichproben der Newman-Keuls Test verwendet. 

Das Signifikanzniveau α wurde bei 0,05 festgelegt. 

Signifikante Unterschiede wurden mit einem * 

markiert. Hierbei wurden Ergebnisse je nach p-Wert 

mit einem bis vier * versehen (p-Wert von ≤ 0,05= *; 

p-Wert von ≤ 0,01= **; p-Wert von ≤ 0,001= ***; p-

Wert von ≤ 0,0001= ****). Ergebnisse mit einem p-

Wert > 0,5 wurden als nicht signifikant definiert. Die 

Anzahl der durchgeführten Versuche wurden mit 

der Ziffer „n“ gekennzeichnet.  
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3. Ergebnisse 

3.1 Expressionsmuster von DAPK1 in 
experimenteller PH  

 
Um ein besseres Verständnis für die 

Regulationsmechanismen und das 

Expressionsmuster von DAPK1 in experimenteller 

Pulmonaler Hypertonie (PH) zu erhalten, wurden 

Western Blot- und qRT-PCR-Anaylsen sowie 

Immunofluoreszenz-färbungen mit verschiedenen 

experimentellen Modellen der PH durchgeführt.  

 

3.1.1 DAPK1-Expression im Monocrotalin-
Rattenmodell 

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurde das 

DAPK1-Expressionsmuster im Monocrotalin-

Rattenmodell untersucht. Hierfür kamen sowohl 

gesunde-, als auch MCT-Lungenhomogenaten und 

-PASMCs von Ratten zum Einsatz, mit denen 

Immunofluoreszenzfärbungen, sowie Analysen 

bezüglich der DAPK1-Expression auf mRNA- und 

Proteinebene durchgeführt wurden. 
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3.1.1.1 mRNA- und Proteinexpression in 
Lungenhomogenaten und rSMCs 

Im ersten Schritt erfolgte mit Hilfe der qRT-PCR die 

Expressionsanalyse von DAPK1 auf mRNA-Ebene. 

In der Untersuchung von Ratten-

Lungenhomogenaten ließ sich keine signifikante 

Reduktion der DAPK1 Expression nachweisen. So 

zeigte die durchgeführten qRT-PCR-Analyse keine 

deutliche Verminderung der DAPK1-Expression 

beim MCT-Rattenmodel bezogen auf die 

Kontrollgruppe. Jedoch zeigte die mit rSMCs 

durchgeführte qRT-PCR eine deutliche Reduktion 

der Expression von DAPK1 im MCT-Rattenmodel 

im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Als 

nächstes wurde die DAPK1-Expression auf 

Proteinebene überprüft. Dies erfolgte mit 

Lungenhomogenaten der Ratten, die mittels 

Western Blottings unter Verwendung von Pan-Actin 

als Ladekontrolle untersucht wurden. Der 

Versuchsaufbau des Western-Blots wird in 

Abschnitt 2.2.3.4 beschrieben. Der in Abbildung 6 

repräsentativ dargestellte Western Blot zeigt eine 
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deutliche Reduktion der DAPK1-Expression auf 

Proteinebene innerhalb der Monocrotalin-Gruppe 

bezogen auf die Kontrollgruppe.   

 

  
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 6: DAPK1 mRNA- und Proteinexpression 
im Monocrotalin-Rattenmodel 
a. Relative DAPK1 mRNA-Expression in Relation zu 18S 
rRNA von gesunden- und MCT-Lungenhomogenaten der 
Ratte. Alle Werte wurden als Mittelwerte ± SEM 
angegeben (n=3) 
b. Relative DAPK1 mRNA-Expression in Relation zu 18S 
rRNA von gesunden- und MCT-PASMC der Ratte. (n=3) 
c. Repräsentativer Western Blot von gesunden- und 
MCT-Lungenhomogenaten der Ratte mit Pan-Actin als 
Ladekontrolle (n=3) 
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3.1.1.2 Immunfluoreszenzfärbung von 
Lungenhomogenaten mit DAPK1 

Um die Untersuchung der DAPK1-Expression im 

MCT-Rattenmodel zu komplementieren, wurden 

zudem Immunfluoreszenzfärbungen mit gesunden 

und MCT-Lungenschnitten der Ratte durchgeführt. 
Auch hierbei zeigte sich eine deutliche Reduktion 

der DAPK1-Expression, welche im Bereich der 

SMCs der Lungengefäße am deutlichsten 

ersichtlich ist und in Abbildung 7 durch 

repräsentative Immunfluoreszenzaufnahmen 

dargestellt wird. 

 

 
 
 
 
 

Abbildung 7: Repräsentative 
Immunfluoreszenzfärbung von Lungenschnitten mit 
DAPK1 im Monocrotalin-Rattenmodel  
Repräsentative Immunfluoreszenzaufnahmen von 
gesunden- und MCT-Lungenschnitten der Ratte rot: a-
SMA, grün: DAPK1. Scale bar: 50 µm. 
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3.1.2 DAPK1-Expression im Normoxie/Hypoxie-
Modell 

Anschließend wurde das DAPK1-

Expressionsmuster in experimenteller PH anhand 

des Normoxie/Hypoxie-Modells untersucht. Hierbei 

wurden die Mäuse bzw. die PASMCs je nach 

Versuchsaufbau für einen bestimmten Zeitraum 

einer chronischen Hypoxie unterzogen, ehe 

ebenfalls Western Blot- und qRT-PCR-Analysen, 

sowie Immunfluoreszenzfärbungen durchgeführt 

wurden.  

 

3.1.2.1 mRNA- und Proteinexpression in 
Lungenhomogenaten und mPASMCs  

In diesem Teil der Arbeit wurde die mRNA- und 

Proteinexpression von DAPK1 in 

Lungenhomogenaten und mSMCs des 

Normoxie/Hypoxie-Modells untersucht. Auch 

hierbei diente Pan-Actin erneut als Ladekontrolle. 

Mittels qRT-PCR erfolgte die Expressionsanalyse 

von DAPK1 auf mRNA-Ebene. Betrachtet man die 

Lungenhomogenate, so kommt es hier zu einer 

signifikanten Reduktion der Expression von DAPK1 
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auf 1/10 im Vergleich zur normoxischen 

Kontrollgruppe. Gleichermaßen wie bei dem 

Monocrotalin-Rattenmodel ist zudem eine starke 

Reduktion der DAPK1-Proteinexpression in 

Hypoxie-Lungenhomogenaten zu erkennen 

bezogen auf die normoxische Kontrollgruppe. 

 

Betrachtet man die qRT-PCR-Analyse der 

mPASMCs, so stellt sich hier interessanter weise 

sowohl bei der 24-stündigen als auch 72-stündigen 

Hypoxiedauer eine Steigerung der DAPK1-

Expression um das 2,5-fache bezogen auf die 

normoxischen Kontrollgruppe dar. Jedoch zeigt sich 

bei der Proteinexpression von DAPK1 in mSMCs 

nach jeweiliger chronischer Hypoxie eine deutliche 

Reduktion im Vergleich zur normoxischen 

Kontrollgruppe. Diese Reduktion korreliert linear mit 

der Hypoxiedauer und ist nach 72-stündiger 

Hypoxie am deutlichsten zu detektieren.  
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Abbildung 8: DAPK1 mRNA- und Proteinexpression in 
Lungenhomogenaten und mPASMCs im 
Normoxie/Hypoxie-Modell 
a. Relative DAPK1 mRNA-Expression in Relation zu 18S 
von normoxisch (NOX) und hypoxischen (HOX)-
Lungenhomogenaten der Maus. (n=4) b. Repräsentativer 
Western Blot von normoxisch (NOX) und hypoxischen 
(HOX)-Lungenhomogenaten der Maus mit Pan-Actin als 
Ladekontrolle. c. Relative DAPK1 mRNA-Expression in 
Relation zu 18S von normoxisch (NOX) und hypoxischen 
(HOX)-PASMC der Maus. (n=3) d. Repräsentativer 
Western Blot von normoxisch (NOX) und hypoxischen 
(HOX)-mSMC der Maus mit Pan-Actin als Ladekontrolle. 
(n=2) 
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3.1.2.2 mRNA- und Proteinexpression in 
hPASMCs 

Bei Betrachtung der DAPK1-Expression auf mRNA-

Ebene ist bei den hPASMCs eine signifikante 

Steigerung zu detektieren. Bei der 

Proteinexpression von DAPK1 in hPASMCs nach 

jeweiliger chronischer Hypoxie ist jedoch eine 

deutliche Reduktion im Vergleich zur normoxischen 

Kontrollgruppe zu beobachten. Der Einfluss der 

chronisch induzierten Hypoxie bezüglich der 

Verminderung der DAPK1-Proteinexpression 

scheint nach 12 Stunden sein Maximum erreicht zu 

haben.  
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3.1.2.3 Immunfluoreszenzfärbungen von 
Lungenhomogenaten mit DAPK1 

Die abschließend durchgeführte 

Immunfluoreszenzfärbung mit normoxischen und 

hypoxischen Lungenschnitten der Maus 

vervollständigte das Bild des Normoxie/Hypoxie-

Modells und bestätigten erneut das 

Expressionsmuster von DAPK1 in experimenteller 

PH. Denn auch hier konnte eine deutliche 

Reduktion der DAPK1-Expression beobachtet 

werden, welche wie bei dem MCT-Rattenmodell 

vornehmlich an den SMCs der Lungengefäße 

deutlich wird. Abbildung 10 zeigt repräsentative 

Immunfluoreszenzaufnahmen. 

 

Abbildung 9: DAPK1 mRNA- und Proteinexpression 
in hPASMC im Normoxie/Hypoxie-Modell 
a. Relative DAPK1 mRNA-Expression in Relation zu 18S 
von normoxisch (NOX) und hypoxischen (HOX)-PASMC 
des Menschen. Alle Werte wurden als Mittelwerte ± SEM 
angegeben. (n=2) b. Repräsentativer Western Blot von 
normoxisch (NOX) und hypoxischen (HOX)-hPASMC mit 
Pan-Actin als Ladekontrolle. (n=2) 
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3.2 Expressionsmuster von DAPK1 in 
klinischer PH  

Um nun zu bestätigen, dass auch humane PASMC 

und Lungenhomogenate DAPK1 exprimieren, und 

um das Expressionsmuster genauer zu 

untersuchen, wurde Material von gesunden als 

auch von erkrankten Spendern verwendet, um 

Expressionsanalysen auf Protein- und mRNA-

Abbildung 10: Immunfluoreszenzfärbungen von 
Lungenschnitten mit DAPK1 im Normoxie/Hypoxie-
Mausmodell. Repräsentative 
Immunfluoreszenzufnahmen von normoxisch (NOX) 
und hypoxischen (HOX)-Lungenschnitten der Maus. 
rot: a-SMA, grün: DAPK1. Scale bar: 50 µm. 
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Ebene durchzuführen und diese durch 

Immunfluoreszenzfärbungen zu vervollständigen.  

 

3.2.1 mRNA- und Proteinexpression in 
humanem Lungenhomogenaten, 
mikrodissezierten Gefäßen und hPASMCs   

Mithilfe der qRT-PCR erfolgte die 

Expressionsanalyse von DAPK1 in humanen 

Lungenhomgenaten, mikrodissezierten Gefäßen 

(MDV) sowie PASMCs auf mRNA-Ebene. Diese 

wurde wie in Abschnitt 2.2.4.3 beschrieben 

durchgeführt. Bezüglich des DAPK1-Gens ist eine 

signifikante Erniedrigung der mRNA-Expression 

von erkrankten IPAH-hPASMCs, sowie 

Lungenhomogenaten als auch mikrodissezierten 

Gefäßen ersichtlich. So zeigte sich eine 

Erniedrigung der mRNA-Expression um das 

10fache bei erkrankten IPAH- Lungenhomogenaten 

im Vergleich zu gesunden Lungenhomogenaten. 

Betrachtet man die hPASMCs, so kommt es zu 

einer Reduktion der DAPK-Expression um 80 %, bei 

den MCV zeigt sich eine Reduktion um 85 %.   
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Für die Expressionsanalysen auf Proteinebene 

wurden Western Blot-Analysen mit humanen 

gesunden Donor- und erkrankten PASMCs 

durchgeführt. Hierbei zeigte sich  

eine signifikant verminderte DAPK1-Expression auf 

Proteinebene gegenüber gesunden hPASMC.   
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3.2.2 Immunfluoreszenzfärbung von 
Lungenhomogenaten mit DAPK1 

In einem nächsten Schritt wurden für die 

Immunfluoreszenzfärbung mit DAPK1 

Lungenschnitte verwendet. In Abbildung 12 sind 

repräsentative Immunfluoreszenzaufnahmen 

dargestellt.  

Vergleicht man die gesunden Donor- mit den 

erkrankten IPAH- Lungenschnitten so zeigt sich, 

dass die Expression der Kinase DAPK1 im Bereich 

 

 
Abbildung 11: DAPK1 mRNA-Expression in humanen 
Lungenhomogenaten, mikrodissezierten Gefäßen 
und hPASMCs sowie DAPK1 Proteinexpression in 
hPASMCs   
a. Relative DAPK1 mRNA-Expression in Relation zu 18S 
von gesunden und erkrankten humanen 
Lungenhomogenaten (Donor n=10, IPAH n=9). b. 
Relative DAPK1 mRNA-Expression in Relation zu 18S 
von gesunden und erkrankten humanen 
mikrodissezierten Gefäßen (MDV). (Donor n=4, IPAH 
n=5). c. Relative DAPK1 mRNA-Expression in Relation 
zu 18S von gesunden und erkrankten humanen PASMC. 
(Donor n=5, IPAH n=10). Alle Werte wurden als 
Mittelwerte ± SEM angegeben. 
d. Repräsentative Western Blots von humanen 
gesunden Donor- und erkrankten IPAH- PASMC mit 
Pan-Actin als Ladekontrolle (n=3) e. Densitometrische 
Quantifikation der DAPK1-Expression bezogen auf die 
Pan-Actin Expression * p<0,1. Alle Werte wurden als 
Mittelwerte ± SEM angegeben. 
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der erkrankten IPAH-Lungengefäße insgesamt 

vermindert ist. Dies ist vor allem im Bereich der 

SMCs deutlich zu sehen. Die durch die PAH 

bedingte Verdickung aller Wandschichten, vor allem 

aber der SMCs der Pulmonalgefäße ist ebenfalls zu 

detektieren.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 12: Repräsentative 
Immunfluoreszenzfärbung von Lungenschnitten mit 
DAPK1  
Repräsentative Immunfluoreszenzaufnahmen von 
gesunden Donor- und erkrankten IPAH- 
Lungenschnitten. (n=4)  rot: a-SMA, blau: DAPI, grün: 
DAPK1. Scale bar: 50 µm. 
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3.3 Einfluss von Wachstumsfaktoren auf 
das Expressionsmuster von pDAPK und 
DAPK1 in hPASMCs 

 
In diesem Teil der Arbeit wurde die Wirkung von 

Wachstumsfaktoren auf das Expressionsmuster 

von pDAPK und DAPK1 in hPASMCs untersucht.  

Hierzu wurde im Rahmen der Versuche zum einen 

die Proteinexpression von pDAPK und DAPK1 

mittels Western Blotting analysiert, zum anderen 

erfolgten Immunfluoreszenzfärbungen.  

 

3.3.1 DAPK1-Proteinexpression in hPASMCs 
nach 24-stündiger Wachstumsfaktor-
Stimulation 

Zunächst erfolgte die Analyse der 

Proteinexpression von DAPK1 nach 24-stündigen 

Stimulation mit Wachstumsfaktoren. Hierfür wurde 

zuerst eine 24-stündige Serum-Starvation der 

hPASMCs durchgeführt, ehe die 24-stündige 

Stimulation mit Hilfe der Wachstumsfaktoren 

erfolgte, woraufhin sich die Protein-Lysierung und -

Normalisierung sowie die Western Blot Analyse 
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anschloss. Bei den Wachstumsfaktoren handelte es 

sich um folgende: Platelet derived growth factor-ß 

(PDGF-b), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), 

Interleukin-6 (Il-6) und Growth Medium (GM). 

Letzteres setzte sich wie in Abschnitt 2.2.2.2 

beschrieben aus einem Basalmedium und 

verschiedenen Wachstumsfaktoren zusammen. 

Betrachtet man die Proteinexpression von DAPK1 

in hPASMCs, so stellt sich diese bei der Stimulation 

mit den Wachstumsfaktoren PDGF-b, TNF-a,  Il-6 

und GM im Vergleich zur Kontrolle vermindert dar. 

Dies scheint bei PDGF-ß- und TNF-a-Stimulation 

am stärksten ausgeprägt zu sein.  

Für die Immunfluoreszenzfärbungen mit DAPK1 

wurden gesunde hPASMCs zunächst für 24 

Stunden einer Serum-Starvation unterzogen und 

anschließend wie in Abschnitten 2.2.5.1 

beschrieben mit den Wachstumsfaktoren PDGF-b, 

TNF-a,  Il-6 und GM für 24 Stunden stimuliert und 

anschließend gefärbt.  

Repräsentative Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen 

der Stimulation mit den Wachstumsfaktoren sowie 

der Kontrollgruppe mit BM sind in Abbildung 13 
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dargestellt. In der Kontrolle ist eine deutliche 

Anfärbung der Zellen mit dem DAPK1-Antikörper zu 

erkennen, die sich vor allem auf das Zytoplasma der 

Zellen fokussiert.  

Auffallend bei der Stimulation der gesunden 

hPASMCs mit den Wachstumsfaktoren PDGF-b, 

TNF-a, Il-6 und GM ist eine Signalreduktion und 

damit eine verminderte Expression von DAPK1. 

Interessanter Weise kommt es zudem zu einer 

Verschiebung des Expressionsmusters von 

DAPK1. Das vorher vordringlich im Zytoplasma 

befindliche DAPK1 ist nun hauptsächlich in Nukleus 

zu detektieren.  

 

  
 

 

 

Abbildung 13a: DAPK1- Proteinexpression in hPASMCs 
nach Growth Factor-Stimulation  
Repräsentative Western Blots von unstimulierten und für 24 
Stunden stimulierten hPASMC mit Pan-Actin als 
Ladekontrolle (n=3).  BM= Basalmedium, GM= Grwoth 
Medium 
Endkonzentrationen: PDGF -ß: 30 ng/ml, TNF-a: 10 ng/ml), 
IL-6: 50 ng/ml) 
 

a 
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3.3.2 pDAPK- und DAPK1-Proteinexpression in 
hPASMCs nach Wachstumsfaktor- Timepoint-
Stimulation 

Da die Phosphorylierung von DAPK1 

typischerweise zu einem früheren Zeitpunkt 

stattfindet, wurden anschließend Stimulationen zu 

verschiedenen Zeitpunkten mit den verschiedenen 

Abbildung 13b: DAPK1- Proteinexpression in 
hPASMCs nach Growth Factor-Stimulation 
Repräsentative Immunfluoreszenzaufnahmen von 
gesunden hPASMCs nach erfolgter 24-stündiger 
Stimulation mit den Growth Factors PDGF-b, TNF-a,  
Il-6 und GM (n=3) 
blau DAPI, grün: DAPK1. Scale bar: 50 µm. 
 

b 
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Wachstumsfaktoren durchgeführt, um die 

Proteinexpression von pDAPK und DAPK1 genauer 

zu analysieren. Hierfür wurde nach durchgeführter 

Serum-Starvation eine Stimulation mit dem 

jeweiligen Wachstumsfaktor für 5 min, 10 min, 15 

min, 30 min, sowie 60 min absolviert.  

Abbildung 14 zeigt die Expression von pDAPK und 

DAPK1 auf Proteinebene in hPASMCs, bezogen 

auf die Stimulation zu verschiedenen Zeitpunkten 

mit dem jeweiligen Wachstumsfaktor, untersucht 

durch Western Blotting unter der erneuten 

Verwendung von Pan-Actin als Ladekontrolle. Die 

DAPK1-Proteinexpression der durch die 

Wachstumsfaktoren PDGF-b, TNF-a,  Il-6 und GM 

stimulierten hPASMCs ist gegenüber der Kontrolle 

leicht erniedrigt. Die Stimulation mit den 

Wachstumsfaktoren PDGF-b, TNF-a,  Il-6 und GM 

bewirkt darüber hinaus eine Induktion der 

Phosphorylierung von DAPK1, die nach 5 bis 10-

minütiger Stimulationsdauer in Western Blot 

sichtbar wird. So ist die Induktion der 

Phosphorylierung von DAPK1 durch einer Il-6-

Stimulation nach 10 min nachweisbar und erreicht 

sein Maximum bei 60 min. Die Phosphorylierung 
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von DAPK1 bei PDGF-ß-Stimulation ist nach 10 min 

sichtbar und erreicht bei 30 min ihr höchstes 

Ausmaß, wohingegen die Induktion der 

Phosphorylierung von DAPK1 bei einer TNF-a- und 

GM-Stimulation bereits nach 5 min eintritt und ihr 

Maximum bei 15 min erreicht.  
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3.4 Effekt von DAPK1 auf die Proliferation 
von humanen PASMCs 

 
Im letzten Teil der Arbeit wurde die Rolle von 

DAPK1 bezüglich des Proliferationsverhalten von 

humanen PASMCs untersucht. Hierbei sollte 

beleuchtet werden, inwieweit eine Inhibierung von 

DAPK1 mittels siRNA die Proliferationsrate in 

humanen PASMC beeinflusst. Zu diesem Zweck 

wurde zunächst eine Transfektion von hPASMCs 

mit siRNA-DAPK (200 mM) und siRNA-NC 

durchgeführt, um eine gezielte Abschaltung des 

Gens bzw. eine verminderte Produktion des durch 

die mRNA kodierten Proteins hervorzurufen. 

Anschließend wurde der BrdU-Proliferationsassay 

verwendet, um hieraus Rückschlüsse auf den Effekt 

Abbildung 14: pDAPK- und DAPK1-Proteinexpression 
in hPASMCs nach Growth Factor-Timepoint-
Stimulation  
Repräsentative Western Blots von unstimulierten und 
timepoint-stimulierten hPASMCs mit Pan-Actin als 
Ladekontrolle (n=11). Endkonzentrationen: PDGF -ß: 30 
ng/ml, TNF-a: 10 ng/ml), IL-6: 50 ng/ml) 
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einer DAPK1-Inhibierung auf das 

Proliferationsverhalten ziehen zu können.  

 

 

3.4.1 BrdU-Proliferationsassay 

Es erfolgte zunächst die Transfektion von gesunden 

hPASMCs mit siRNA DAPK1 und siRNA NC, ehe 

die erste Gruppe dieser hPASMCs lediglich mit BM 

versetzt und die zweite Gruppe mit GM stimuliert 

wurde. Der BrdU-Proliferationsassay wurde 

daraufhin wie in Abschnitt 2.2.2.7 beschrieben 

angewendet. Im Bereich der BM-Gruppe zeigt sich 

keine signifikante Änderung der Proliferationsrate, 

allerdings war eine geringe Abnahme der 

Proliferationsrate der siRNA-DAPK1 Gruppe im 

Vergleich zur Kontrollgruppe zu beobachten. 

Bezüglich der GM-Gruppe konnte eine leichte, 

jedoch ebenfalls nicht signifikante Zunahme der 

Proliferationsrate in der siRNA-DAPK1 Gruppe 

notiert werden, welche durch Zunahme der 

Absorptionswerte auffiel.  
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Abbildung 15: BrdU-Proliferationsassay von 
hPASMCs nach Transfektion mit siRNA DAPK1 und 
siRNA NC 
A. Repräsentative Western Blot von siRNA NC und 
siRNA DAPK1 mit den Konzentrationen 50 nM, 100 nM 
und 200 nM in hPASMCs mit Pan-Actin als 
Ladekontrolle. B. Absorptionswerte von hPASMC nach 
Transfektion mit siRNA-DAPK1 (200 nM) und siRNA-NC. 
Die erste Gruppe der hPASMCs wurde mit BM versetzt, 
die zweite Gruppe wurde mit GM stimuliert. 
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4. Diskussion 
Die pulmonale Hypertonie ist eine Erkrankung 

multifaktorieller Genese, die eine schlechte 

Prognose hat und in ihren verschiedenen Formen 

mehr als 100 Millionen Menschen weltweit betrifft. 

Obwohl die molekulare Pathogenese noch 

größtenteils unbekannt ist, konnten bereits einige 

genetische, molekulare sowie zelluläre 

Abnormitäten in der PH identifiziert werden. Diese 

Erkenntnisse führten zur Entwicklung neuer 

Therapiemöglichkeiten. So werden PH-Patienten 

aktuell mit einer Kombination von Medikamenten 

aus 5 pharmakologischen Substanzklassen 

therapiert. Diese setzten sich aus 

Calciumkanalblockern, Prostazyklin-Analoga, 

Endothelin-1-Rezeptor-Anatagonisten, sGC 

(lösliche Guanylatzyklase)-Stimulatoren und 

Phosphodiesterase (PDE5)-Inhibtoren zusammen 

[5][73][74]. Jedoch bleibt auch diese 

Behandlungsstrategie unzureichend, da die 

Mortalitätsrate zum einen weiterhin hoch ist und die 

funktionalen und hämodynamischen 

Beeinträchtigungen in einer Vielzahl von Patienten 
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weitreichend bleiben, welches überdies die 

Notwendigkeit unterstreicht, neue therapeutische 

Ziele zu identifizieren [75][76][77][78].  

 

Ein weiteres pathophysiologisches Merkmal der 

Erkrankung ist ein cancer-like, pro-proliferativer und 

Apoptose-resistenter Phänotyp, wodurch die PH 

einige Analogien zu Neoplasien aufweist [21][79]. 

Auch wenn die PH keine Krebserkrankung darstellt 

und PH-Zellen eher als ein intermediärer Zelltyp 

zwischen normalen Zellen und Krebszellen 

angesehen werden können, so könnten diese 

Ähnlichkeiten zwischen PH und Krebs jedoch zu 

einem besseren Verständnis der bei der PH 

beobachteten zellulärer Dysregulationen beitragen 

[20]. 

Die pro-apoptotische Proteinkinase DAPK1 ist an 

einer Vielzahl von zellulären Signalwegen beteiligt 

und fungiert als Tumorsupressor, indem sie unter 

anderem durch Caspase-abhängige Mechansimen 

zur Apoptose führt. Zudem ist bekannt, dass DAPK1 

in zahlreichen Krebsarten eine verminderte 

Expression aufweist, wodurch die Progression der 

Erkrankung weiter vorschreitet [33][40]. Die 
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Darlegung von DAPK1s potentieller Kontribution zu 

der Pathophysiologie der PH könnte die Möglichkeit 

eröffnen, neue Ansatzpunkte in dessen Behandlung 

aufzudecken. 

 

4.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse  

Die Rolle der Proteinkinase DAPK1 in Pulmonaler 

Hypertonie und die sich daraus ergebenden 

potentiell therapeutischen 

Behandlungsmöglichkeiten wurden bis dato nicht 

genauer ergründet. In dieser Arbeit wurde deshalb 

erstmalig das Expressionsmuster von DAPK1 in 

pulmonaler Hypertonie detailliert erforscht und ein 

Einblick auf dessen Effekt bezüglich des 

Proliferationsverhaltens von hPASMCs gegeben.  
Im Rahmen des Versuchsaufbaus der 

experimentellen PH konnte gezeigt werden, dass 

es sowohl im MCT-Rattenmodel als auch im 

chronischen Hypoxie-Model zu einer teils 

signifikanten Reduktion der Expressions und 

damit einer Herunterregulation von DAPK1 im 

Vergleich zur Kontrollgruppe kommt. Dies ließ sich 
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ebenfalls durch Immunfluoreszenzaufnahmen 

veranschaulichen. Diese Daten wurden durch 

Untersuchungen von klinischer PH vervollständigt, 

die ebenfalls eine Verminderung der DAPK1-

Expression in IPAH-Patienten zeigten und den 

Effekt einer Wachstumsfaktor-Stimulation auf das 

Expressionsmuster von DAPK1 darlegte.  
Weiterhin wurde der Einfluss einer DAPK1-

Inhibition mittels siRNA auf das 

Proliferationsverhalten von hPASMCs analysiert. 

Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Inhibition 

von DAPK1 keinen signifikanten Einfluss auf das 

Proliferationsverhalten von hPASMCs hat.  
 

 

4.2 Diskussion der Methoden 

4.2.1 Das Tiermodell 

Die Verwendung von Tiermodellen hat wesentlich 

zum gegenwärtigen Verständnis der 

Pathophysiologie der PH beigetragen und die 

Untersuchung experimenteller 

Behandlungsoptionen ermöglicht. So werden zwei 
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klassische und am häufigsten verwendete 

Tiermodelle der PH unterschieden: das MCT-

Modell sowie das chronisch Hypoxie-Modell.  
	

4.2.1.1 Das MCT-Modell 
Im MCT-Modell wird durch Injektion mit dem 

Alkaloid Monocrotalin, welches aus der Pflanze 

Crotalaria Spectabilis gewonnen wird, die 

progressive Entwicklung einer PH in 

unterschiedlichen Tierspezies induziert. Nach 

Injektion kommt es zur Metabolisierung von MCT zu 

MCTP und damit zur Aktivierung des Alkaloids 

durch das sich in der Leber befindliche Enzym 

25.01.22 16:00:00Cytochrom-P450. Obwohl die 

genauen Mechanismen, durch die MCT eine PH 

hervorruft, noch nicht genau bekannt sind, geht man 

davon aus, dass die aktivierte Form von MCT einen 

direkten Endothelschaden induziert, der die weitere 

Progression zu einer PH triggert [75][80][81][82]. So 

kommt es histopathologisch zu einer 

Intimahyperplasie, Mediahypertrophie sowie zu 

einer Verdickung der Adventitia. Zusammen mit 

einer Muskularisierung von zuvor nicht-

muskularisierten Arterien führen diese 
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Veränderungen zu einem erhöhten pulmonal-

arteriellen Druck mit einer rechtsventrikulären 

Hypertrophie, welche mit der humanen 

Manifestation der Erkrankung korrelieren 

[75][80][81]. Die PH ist in dem MCT-Modell zudem 

durch eine vermehrte Apoptoserate in 

Endothelzellen, eine vermehrte Proliferationsrate in 

PASMCs und eine erhöhte Apoptoseresistenz in 

PASMCs gekennzeichnet [82][83][84]. Die Injektion 

von MCT wird heutzutage durch eine einmalige 

subkutane oder intraperitoneale Verabreichung 

durchgeführt. Dies mach das MCT-Modell zu einer 

technisch einfachen, günstigen, gut 

reproduzierbaren und damit für ein großes 

Spektrum an Forschungsgruppen zugängliches 

Tiermodell. Die präferierte Tierspezies für das MCT-

Modell der PH stellt die Ratte dar. Dies liegt unter 

anderen daran, dass die Reaktion des Organismus 

auf die MCT-Injektion aufgrund von Unterschieden 

in der hepatischen Metabolisierung durch das 

Cytochrom-P450 von Spezies zu Spezies variieren. 

So scheinen Mäuse beispielweise nicht in der Lage, 

Monocrotalin zu einem aktiven Metaboliten zu 

verstoffwechseln und eine höhere Resistenz 
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gegenüber der Substanz aufzuweisen als Ratten. 

Diese Abhängigkeit von dem Cytochrom-P450-

Metabolismus stellt einen negativen Aspekt des 

Tiermodells dar [75][81][82]. Den zuvor erläuterten 

histopathologischen Befunden im MCT-Modell ist 

hinzuzufügen, das keine plexiformen Läsionen 

vorzufinden sind, was der histopathologischen 

Situation der humanen PAH widerspricht. Berichte 

von Forschern, die aufzeigten, dass das MCT-

Modell zudem zu einer Myokarditis, zu Leber- und 

Nierenerkrankungen sowie zu veno-okklusiven 

Veränderungen führen kann, sind nicht außer acht 

zu lassen und ebenfalls uncharakteristisch für die 

humane PH. Ein weiterer Negativpunkt für dieses 

Tiermodel stellt die Reversibilität und Prävention der 

induzierten PH durch eine Vielzahl an 

experimentellen und therapeutischen 

Behandlungen dar. Hierbei kritisch zu betrachten 

ist, dass es sich dabei teils um Substrate wie 

Dexfenfluramin oder Elastase handelt, bei denen 

man davon ausgeht, dass sie zur Entstehung einer 

humanen PH beitragen [75][80][85][86]. Aufgrund 

dieser Eigenschaften wird das MCT-Modell von 

einigen Forschern eher als akut toxisches 
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Krankheitsmodell angesehen. Jedoch gibt es einige 

Ansätze, um das MCT-Modell zu verbessern. So 

konnte gezeigt werden, dass bei der Kombination 

einer MCT-Injektion mit einer zusätzlich 

durchgeführten Pneumonektomie plexiforme 

Läsionen nachweisbar waren [75][81][87]. 
	

4.2.1.2 Das chronische Hypoxie-Modell 
Bei dem chronischem Hypoxie-Modell wird durch 

eine 2-wöchige normo- oder hypobare Hypoxie eine 

PH in einer Vielzahl von Tierarten hervorgerufen. 

Bei den hierbei am häufigsten verwendeten 

Tierarten handelt es sich vornehmlich um Ratten 

und Mäuse [75][81]. Verglichen mit dem MCT-

Modell weist das chronische Hypoxie-Modell eine 

gute Reproduzierbarkeit innerhalb eines 

Tierstammes und eine hohe Ähnlichkeit bezüglich 

der strukturellen Veränderungen in fast allen 

Säugetieren auf, wobei sich das Ausmaß der 

entwickelten PH unterscheiden kann. 

Histopathologisch kommt es zu einer 

Muskularisierung von kleinen zuvor nicht-

muskularisierten Arterien, zur moderaten 

Verdickung von muskulären Widerstandsgefäßen 
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sowie zu einer signifikanten Verdickung, 

Fibrosierung und Versteifung von großen 

proximalen Pulmonalarterien [81] [88]. Dies 

histopathologischen Veränderungen führen zu einer 

Erhöhung des mPAP und zur Ausbildung einer 

rechtsventrikulären Hypertrophie, wie es auch bei 

humaner PH zu beobachten ist. Somit stellt die 

hohe Vorhersagbarkeit und gute 

Reproduzierbarkeit einen großen Vorteil des 

chronischem Hypoxie-Modells dar. Ein weiterer 

Vorteil dieses Modells ist sein physiologischer 

Stimulus, der ebenfalls in einem Teil der humanen 

PH zu finden ist [81]. Die bei humaner PH und 

besonders bei der PAH auftretenden nicht-

reversiblen Intimafibrosen und plexiforme Läsionen 

sind bei diesem Tiermodell nicht zu finden, was eine 

deutliche Limitation des Modells darstellt 

[75][81][80][89][90]. Ebenfalls anzumerken ist, dass 

die durch chronische Hypoxie induzierte PH durch 

die Wiederherstellung normoxischer Bedingungen 

reduzierbar und sogar reversibel zu sein scheint. So 

könnte das chronische Hypoxie-Modell als ein 

Model für weniger schwere Formen der PH, jedoch 

nicht der PAH, angesehen werden und hat vor allem 
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Relevanz für PH-Formen der WHO Gruppe 3, also 

PH, die mit Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie 

assoziiert sind. Diese Limitation scheint in neueren 

Tiermodellen der PH bedacht zu werden. So wird 

PH in einem aktuellen Modellversuch durch 

chronische Hypoxie sowie durch einen VEGF-

Inhibitor hervorgerufen, was histopathologisch zu 

pulmonal-arteriellen Veränderungen führt, die den 

plexiformen Läsionen in humaner PH ähneln [91]. 

Ebenfalls ist zu beobachten, dass es zu einer 

Irreversibilität der PH und einer Unempfindlichkeit 

gegenüber therapeutischer Behandlung kommt. 

Diese Beobachtungen stellen wichtige Merkmale 

des Modellversuchs dar und deuten darauf hin, 

dass es sich hierbei um ein Modell handeln könnte, 

das stärkere Ähnlichkeit mit der humanen PH 

aufweist [80][81].  

 

Die Heterogenität der PH beim Menschen und die 

Schwierigkeiten bei deren Therapie machen die PH 

zu einer sehr komplexen Erkrankung. Dies deutet 

die Notwendigkeit, aber auch die Ansprüche für den 

Einsatz von Tiermodellen und die stetige 

Entwicklung verbesserter Modelle an. Jedoch ist 
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ebenfalls ersichtlich, dass es derzeit kein perfektes 

präklinisches Modell für humane PH gibt, welches 

alle klinisch pathologischen Merkmale der 

verschiedenen Gruppen der humaner PH akkurat 

reproduziert.	 Die derzeitig zu vermerkenden 

Fortschritte bei der Behandlung von PH zeigen, 

dass die wissenschaftlichen Ergebnisse, die auf 

Tiermodellen basieren, letztlich zu einer 

dramatischen Verbesserung der Versorgung von 

PH-Patienten führen können. Sowohl die 

kombinierte Anwendung verschiedener Tiermodelle 

als auch die stetige Entwicklung und Verbesserung 

von Tiermodellen sind deswegen essentiell und 

erlauben uns neue Hypothesen bezüglich der 

Pathogenese und der Therapie der PH zu 

beleuchten [75][80][81].  

Da im Zuge dieser Arbeit der Fokus auf das 

Expressionsmuster von DAPK1 in PH gelegt wurde, 

wurden sowohl das chronische Hypoxie-Modell als 

auch das MCT-Modell als Tiermodell gewählt, um 

so erste Eindrücke bezüglich der DAPK1-

Expression in PH zu erlangen und diese durch 

weitere klinische PH-Modelle zu vervollständigen. 
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Im weiteren Verlauf der Forschung könnten weitere 

Tiermodelle ergänzend eingesetzt werden.   

 

4.2.2 Das Zellkulturmodell 

Zellkulturstudien stellen eine wertvolle Ergänzung 

zu In-vivo-Experimenten dar und ermöglichen eine 

kontrollierte Manipulation und Analyse der Zell-

Funktionen und -Prozesse. Ein zentraler Vorteil in 

der Arbeit mit dem Zellkulturmodell ist seine 

Einfachheit im Vergleich zu Untersuchungen mit 

komplexen Organen, die sich normalerweise aus 

vielen verschiedenen Zelltypen zusammensetzen. 

So ist es mit der Zellkultur möglich, in einer genau 

definierten Umgebung eine kleine Anzahl von Zellen 

eines einzigen Typs zu beobachten, die durch 

Erweiterung einer ursprünglichen Population 

gewonnen werden. Zudem können die 

physiologisch-chemischen Rahmenbedingungen 

innerhalb der Kultur, wie Hormonspiegel, Gehalt an 

Nährstoffen, pH-Wert, Temperatur oder Osmolarität 

im in-vitro System präzise kontrolliert werden.	 Im 

Rahmen der pathophysiologischen Prozesse der 

PH kommt es nachweislich zu einer erhöhten 
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Proliferationsrate und Apoptoseresistenz unter 

anderem in SMCs, was maßgeblich zur Progression 

der Erkrankung beiträgt [25][26][28][92]. Neben der 

Analyse und Beschreibung der der PH zugrunde 

liegenden Mechanismen in vivo besteht daher der 

Bedarf an in-vitro-Systemen, mit denen die 

molekularen Mechanismen, die an der 

physiologischen und pathophysiologischen 

Regulierung der Funktionen der glatten 

Gefäßmuskelzellen (SMC) beteiligt sind, weiter 

untersucht werden können. In diesem Sinne 

konzentrierte sich diese Arbeit auf 

Zellkulturuntersuchungen mit PASMCs.  

Zu den Einschränkungen der Zellkultur zählen 

jedoch das begrenzte Vermehrungspotenzial der 

meisten Zellen, die Möglichkeit einer unerwarteten 

Infektion mit Viren, Mikroorganismen oder eine 

Kreuzkontamination mit anderen Zelltypen. Die zur 

Vermehrung von Zellen verwendeten Medien sind 

reich an Nährstoffen und unterstützen daher das 

Wachstum einer Vielzahl von Organismen. 

Dementsprechend erfordern die meisten 

Kulturverfahren sterile Bedingungen. Die 

Aufrechterhaltung dieses sterilen aseptischen 
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Zustands stellt eine Herausforderung der 

Zellkulturmodells dar. Oft werden zusätzlich 

Antibiotika eingesetzt, um das Wachstum 

unerwünschter mikrobieller Kontaminanten zu 

hemmen. Eine andere Schwierigkeit bei einigen 

kultivierten Zellen ist ihre Neigung, ihre 

Morphologie, Funktionen oder den Genbereich, den 

sie exprimieren, zu verändern. Daher ist ein 

standardisiertes Vorgehen bezüglich des Umgangs 

mit Zellen erforderlich. Weitere Limitationen des 

Zellkulturmodells setzten sich aus den 

Grundprinzipien des Modells selbst zusammen. So 

stellen die Schwierigkeiten beim Erfassen von 

interzellulären Wechselwirkungen zwischen 

verschiedenen Zelltypen eine zu nennende 

Limitation des Modells dar. Im Falle dieser Arbeit 

können hierdurch beispielsweise die von Eddahibi 

et. al.; 2006 beschriebenen Wechselwirkungen 

zwischen PASMCs und PECs (Pulmonale 

Endothelzellen) nicht weiter eruiert werden [92]. 

Folglich bleiben die möglichen Effekte einer 

interzellulären Kommunikation verschiedener 

Zellen hinsichtlich der DAPK1-Expression im 
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Rahmen der Zellkulturversuche dieser Arbeiten 

unberücksichtigt. 

Das Zellkulturmodell sollte demnach als ein 

wichtiger Teil einer komplexen Methodik angesehen 

werden, mit Hilfe derer zentrale Themen der 

Forschung eruiert werden können. 

 
 

4.3 Diskussion der Ergebnisse 

4.3.1 DAPK1-Expressionsmuster in 
experimenteller PH  

Die vorliegende Arbeit konnte aufzeigen, dass es zu 

einer Herunterregulation der DAPK1-Expression in 

experimenteller PH kommt. So zeigte sich sowohl 

im MCT-Rattenmodell als auch im chronischen 

Hypoxie-Modell, dass es in Lungenhomogenaten 

und genauer in pulmonalarteriellen glatten 

Muskelzellen (PASMCs) zu einer Veränderung des 

Expressionsmuster von DAPK1 im Sinne einer 

Reduktion kommt. Dies ließ sich ebenfalls durch 

Immunfluoreszenzfärbungen bestätigen, welche 

zeigten, dass die DAPK1-Expression im Bereich der 
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erkrankten Lungengefäße insgesamt vermindert ist. 

Hierdurch lässt sich eine potentiell zentrale Rolle 

von DAPK1 bezüglich der pathophysiologischen 

Prozesse im Zusammenhang mit der Entstehung 

von PH vermuten. Einen wichtigen Bestandteil der 

Pathophysiologie der PH stellt unter anderem die 

Apoptose-Resistenz in PASMCs dar 

[20][21][28][93][94]. Anzumerken ist, dass DAPK1 

erstmalig im Zusammenhang mit IFN-gamma 

induzierter Apoptose entdeckt wurden und seitdem 

über zahlreiche Signalkaskaden mit pro-

apoptotischen Zelltod-Entscheidungen in 

Verbindung gebracht wird [37]. Beispielsweise 

konnten Yamamoto M. und Llambi F.  in zwei 

Studien demonstrieren, dass die Expression von 

DAPK1 zu einem verstärkten Ceramid- und 

UNC5H-induzierten Zelltod führt [61][95].  Bei 

genauerer Betrachtung der vielfältigen Substrate 

und Effektoren von DAPK1 sind einige für die 

Vermittlung der pro-apoptotischen Signalkaskaden 

DAPK1s von zentraler Bedeutung. So führt DAPK1 

durch dessen Substrat Beclin 1 zu Autophagie [96]. 

Zur Verstärkung der zellulären Effekte von DAPK1 

bezüglich der Apoptose dient des Weiteren die der 
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DAPK-Familie zugehörige ZIP-Kinase (DAPK3). 

Die Verstärkung der Zelltod-stimulierenden 

Funktionen von DAPK1 wird durch die 

Phosphorylierung von ZIPK und die weitere 

Förderung ihrer zytoplasmatischen Retention 

erreicht [33][97]. Ein weiterer Signalweg, über den 

DAPK1 ihre pro-apoptosichen Eigenschaften 

vermittelt, involviert die Proteinkinase D (PKD). Die 

in Dirkx et. al., 2012 beschriebene Interaktion 

zwischen DAPK1 und PKD führt in Kardiomyozyten 

zur JNK-Aktivierung und folglich zur 

programmierten Nekrose, wodurch DAPK1 mit 

einem weiteren Zelltod-Signalweg verbunden ist 

[98][99][100]. Zugleich führt die Inaktivierung von 

DAPK1 zu einer Reduktion der Induktion von 

p19ARF/p53 und einer Einschränkung des p53-

abhängigen Apoptoseweges [70][40]. Folglich kann 

der Verlust von DAPK1 zu einer Dämpfung von p53 

abhängigen pro-apoptotischen Signalen führen.  

Eine verminderte Expression von DAPK1 bzw. 

dessen Deaktivierung könnte so über verschiedene 

nachgeschaltete Signalwege mit der Apoptose-

Resistenz von PASMCs in PH zusammenhängen 
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und die Progression der Erkrankung maßgeblich 

beeinflussen.  

 

Auffallend bei der Betrachtung der Ergebnisse 

dieser Arbeit ist, dass es im chronischen Hypoxie-

Modell von humanen und murinen PASMCs zu 

einer Steigerung der Expression von DAPK1 auf 

mRNA-Ebene, jedoch zu einer Reduktion des 

Expressionsmusters auf Proteinebene kommt. 

Zunächst soll genauer auf die Steigerung der 

Expression von DAPK1 auf mRNA-Ebene 

eingegangen werden.  

In der von Ting-Fang Chou et. al im Jahr 2016 

veröffentlichen Studie beschreiben die Autoren zum 

ersten Mal einen Zusammenhang zwischen DAPK1 

und dem Hypoxia-inducible factor 1a (HIF-1a). 

Demnach kommt es im Rahmen einer Th17-Zellen-

Inhibition durch DAPK1 zu einer zytosolischen 

Interaktion zwischen DAPK1 und HIF-1a, die zu 

einer Herunterregulation und Degradation von HIF-

1a führt [101]. HIF-1a fungiert als Hauptregulator 

der zellulären und systemischen homöostatischen 

Reaktion bezüglich Hypoxie durch Aktivierung der 

Transkription zahlreicher Gene, die beispielsweise 
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am Energiestoffwechsel oder Apoptose beteiligt 

sind, und anderen Genen, deren Proteinprodukte 

die Sauerstoffzufuhr erhöhen oder die metabolische 

Anpassung an eine Hypoxie erleichtern. Jedoch 

wurde auch gezeigt, dass eine verlängerte HIF-1a-

Aktivierung zu großen strukturellen Veränderungen 

insbesondere in der Lunge beitragen kann, welche 

zur Entwicklung einer PH führen können. So tragen 

die durch Hypoxie aktivierten HIF-1a-Signalwege 

zur Pathogenese von PH bei, indem sie die 

Expression mehrerer Gene regulieren, die für das 

pulmonal-vaskuläre Remodeling und das 

Fortschreiten der Erkrankung kritisch sind 

[102][103][104]. Ausgehend von Chou et. al., 2016 

und ihrer Darstellung des Zusammenhangs 

zwischen DAPK1 und HIF-1a könnte man 

vermuten, dass in konträrer Richtung, also 

zwischen HIF-1a und DAPK1, ebenfalls eine 

Interaktion im Sinne eines positiven Feedback-

Mechanismus existiert. Das durch die chronische 

Hypoxie aktivierte und übermäßig exprimierte HIF-

1a könnten demnach zu einer gesteigerten DAPK1-

Expression auf mRNA-Ebene führen. Inwiefern dies 
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zutrifft und ob eine längere Hypoxiedauer, wie sie 

bei den Lungenhomogenaten der Mäuse erfolgte, 

auch bei den PASMCs im Verlauf eine Reduktion 

der DAPK1-Expression auf mRNA Ebene 

herbeiführt, bleibt im Rahmen dieser Arbeit 

ungeklärt und stellt eine klare Limitation dieser da. 

Anzumerken ist weiterhin, dass ein Vergleich des 

DAPK1-Epressionsmusters auf mRNA-Ebene 

zwischen Lungenhomogenaten und PASMCs 

aufgrund des unterschiedlichen Versuchsaufbaus 

und der unterschiedlichen Hypoxiedauer nur 

eingeschränkt möglich ist. 

 

Ein Expressionsverlust von DAPK1 hingegen wird 

hauptsächlich durch eine Hypermethylierung des 

Promotors induziert, welche im Bereich 5’UTR des 

DAPK1-Genes stattfindet und zu einem Gen-

Silencing der Kinase führt [41][38][43][105]. Neben 

dieser Hypermethylierung als häufiger Initiator des 

Expressionsverlusts von DAPK1 wird ebenfalls eine 

homozygote Deletion beschrieben [106][107]. 

Diesen beiden Regulationsmechanismen ist 

allerdings gemeinsam, dass sie zu einer 

verminderten Expressions auf mRNA- als auch auf 
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Proteinebene von DAPK1 führen. Dies spiegelt sich 

jedoch nicht im chronischen Hypoxie-Modell von 

humanen und murinen PASMCs wider. So scheint 

der Expressionsverlust von DAPK1 im chronischen 

Hypoxie-Modell der hPASMCs und mPASMCs nicht 

durch eine Hypermethylierung des Promotors 

bedingt zu sein. Stattdessen lässt sich vermuten, 

dass der Stimulus einer chronischen Hypoxie zu 

einer Degradation der Proteinkinase DAPK1 führt, 

welches den Expressionsverlust auf Proteinebene, 

nicht jedoch auf mRNA-Ebene erklären würde. Dies 

würde sich mit den Erkenntnissen decken, die Jin, 

Blue und Gallagher; 2006 in ihrer Studie aufzeigten. 

In der Studie determinierten sie, welche 

Mechanismen für die Veränderung des 

Expressionsniveaus von DAPK1 während einer 

TNF- oder Ceramid-induzierten Apoptose 

verantwortlich sind. Es wurde festgestellt, dass die 

DAPK1-Aktivität zum einen durch den 

Phoshorylierungsstatus, zum anderen aber auch 

durch eine proteasomale Degradation moduliert 

wird. Diese Erkenntnisse decken sich mit den 

Ergebnissen weiterer Studien, nach denen DAPK1 

mit DIP1/MIB1 (DAPK-interacting protein-1/Mind-
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Bomb) in Wechselwirkung tritt, welches eine E3-

Ligase darstellt, die neben ihren vielfältigen anderen 

Funktionen die Poly-Ubiquitinierung und den 

proteasomalen Abbau von DAPK1 vermittelt [108]. 

In Übereinstimmung mit diesen Daten konnte 

weiterhin verifiziert werden, dass es zwischen 

HSP90 (Heat Shock Protein 90) und DAPK1 zu 

einer Bindung und einer damit einhergehenden 

Stabilisierung von DAPK1 kommt. Die Inhibition von 

HSP90 führt folglich zu einer Degradation von 

DAPK1 in einer Proteasomen-abhängigen Weise 

[109].  

Diese Forschungsergebnisse werfen die 

Möglichkeit auf, durch die Kontrollierung der 

DAPK1-Degradierung und der damit 

einhergehenden DAPK1-Stabilität einen neuen 

Mechanismus zu etablieren, der den Proteinspiegel 

von DAPK1 und somit seine Gesamtaktivität zu 

regulieren vermag. 
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4.3.2 DAPK1-Expressionsmuster in klinischer 
PH  

Dem Expressionsmuster von DAPK1 wurde 

anschließend detaillierter in klinischer PH 

nachgegangen. Die zuvor erschlossenen 

Ergebnisse einer Herunterregulierung von DAPK1 

in experimenteller PH korrelieren hierbei mit den 

Ergebnissen in klinischer PH. Auch hier ist eine 

Herunterregulation der DAPK1-Expression auf 

mRNA- und Proteinebene festzustellen.  

Dies ähnelt den Erkenntnissen von Inbal B, Cohen 

O et. al., welche ebenfalls eine Verminderung der 

Expression von DAPK1 beobachteten und dessen 

Zusammenhang mit der Krebsentstehung bereits 

früh demonstrieren konnten und so die Identifikation 

von DAPK1s Rolle als Tumorsuppressor einleiteten 

[38][39][40]. Weitere Forschungen festigten die 

Annahme, dass DAPK1 als ein Tumorsuppressor 

agiert und zudem die zelluläre Transformation in 

frühen Phasen der Tumorentstehung supprimiert 

[41][40][42]. Katzenellenbogen, Baylin und Herman 

konnten des Weiteren zeigen, dass in 

Übereinstimmung mit den experimentellen 
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Nachweisen für die Tumorsuppressor-Funktion von 

DAPK1 ein breites Spektrum von Krebsformen eine 

signifikant verminderte Expression von DAPK1 

aufweist [43][110][111][112][113][114][115][116].  

Aufgrund zahlreicher Überlappungspunkte, unter 

denen der deregulierte zelluläre Metabolismus, die 

anhaltende Proliferation und die Umgehung der 

Apoptose eine zentrale Rolle spielen, hat sich die 

PAH nunmehr als krebsähnliche Erkrankung 

etabliert [94][117].  
So unterbreiteten Rai et. al.; 2007 erstmalig ein 

Krebs-Paradigma für die PH, durch welches das 

Konzept der „quasi-malignen“ Zelle beschrieben 

wurde [21]. Weiterhin konnten wie in Abschnitt 1.1.4 

bereits erläutert 7 der durch Hanahan und 

Weinberg; 2011 beschriebenen 8 Eigenschaften, 

die kennzeichnend für die Transformation und 

Entstehung von Neoplasien sind, ebenfalls in 

pulmonalen Gefäßzellen von PH-Patienten 

nachgewiesen werden. Die Fähigkeit von 

Neoplasien zur Invasion und Metastasierung konnte 

nicht in PH nachgewiesen werden und stellt somit 

eine Diskrepanz zwischen beiden Erkrankungen 

dar. Diese und weitere Ergebnisse zahlreicher 
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Forschungen demonstrieren somit, dass der PH-

Phänotyp einige Parallelen zu Neoplasien und der 

Krebsentstehung aufweist [20][21][30]. 

Hinzukommend konnte nachgewiesen werden, 

dass in plexiformen Läsionen sowohl von IPAH-

Patienten als auch von assoziierten PAH-Formen 

die Tumorsuppressor-Proteine p27, Peroxisom 

proliferator-activated receptor-g und Caveolin nicht 

oder nur vermindert exprimiert werden 

[17][118][119]. 

Somit könnte die Expressionsveminderung des 

Tumorsuppressors DAPK1, die sowohl in 

Neoplasien als auch in PH nachgewiesen werden 

konnte, demnach ein wichtiger Bestandteil der 

pathophysiologischen Prozesse darstellen, die zu 

den neoplasie-ähnlichen Eigenschaften in PH 

führen. 

 

4.3.3 Einfluss einer Wachstumsfaktor- 
Stimulation auf das Expressionsmuster von 
DAPK1 und pDAPK in hPASMCs 

Entzündungsprozesse sind bei verschiedenen 

Formen der PH von herausragender Bedeutung und 
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werden zunehmend als wichtige pathogene 

Komponenten des pulmonal-vaskulären 

Remodelings erkannt. Beispielweise weist eine 

Teilmenge von PH-Patienten erhöhte Werte von 

pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1 oder IL-6 

auf  [120]. Bei genauerer Betrachtung von IL-6 

konnte eine Induktion der Entwicklung und 

Progression eines pulmonal-vaskulärem 

Remodeling sowie der PH durch pro-proliferative 

und anti-apoptotische Mechanismen nachgewiesen 

werden [121]. Auch eine Überexpression des 

Tumor-Nekrose-Faktors TNF-a wird mit pulmonal-

vaskulärem Remodeling und der Entstehung einer 

schweren PH assoziiert [122]. Zudem sind mehrere 

Wachstumfaktoren, einschließlich des Platelet-

derived growth factors (PDGF-ß) an der abnormen 

Proliferation und Migration von pulmonal-arteriellen 

Gefäßzellen beteiligt, wirken als Mitogene für 

SMCs, Fibroblasten und ECs und verursachen eine 

Apoptose-Resistenz [123]. Es konnte weiterhin 

nachgewiesen werden, das PDGF-ß ein 

Schlüsselmediator in der Progression einiger 

fibroproliferativen Erkrankungen wie Lungenfibrose 

und PH darstellt [124]. Dies wurde in der Studie von 



 - 135 - 

Perros et. al. 2008 demonstriert, in der eine erhöhte 

PDGF-ß-Expression in Patienten mit schwerer PH 

nachgewiesen werden konnte [125]. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Korrelation 

zwischen einer Stimulation mit den oben genannten 

Wachstumsfaktoren und der DAPK1-Expression in 

hPASMCs eruiert. Hierbei konnte determiniert 

werden, dass es bei einer PDGF-ß-, TNF-a- sowie 

IL-6-Stimulation zu einer Reduktion der DAPK1-

Expression und zudem zu einer Phosphorylierung 

und damit einer Inaktivierung der Proteinkinase 

kommt, welche jedoch bei der TNF-a Stimulation 

am geringsten ausgeprägt war. Auch in der Literatur 

sind deutliche Diskrepanzen bezüglich der Effekte 

einer TNF-a Stimulation auf DAPK1 festzutellen. 

Einerseits berichten Cohen O. et. al 1999 von einer 

DAPK1-induzierten Apoptose nach TNF-a 

Stimulation, was jedoch im Widerspruch mit der 

Studie von Lin Y. et. al 2007 steht. Diese und 

weitere Studien zeigten, das DAPK1 sogar eine 

Überlebensrolle für Zellen bezüglich der TNF-a-

Signalkaskade spielen könnte [58][126][52][108]. 

Diese Diskrepanz könnte durch die Kombination 
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von TNF-a mit Cycloheximiden bedingt sein. 

Weitere Untersuchungen müssten angeschlossen 

werden, um ein genaueres Bild über die 

Wirkungsmechanismen einer TNF-a Stimulation 

bezüglich der DAPK1-Expression in humanen 

PASMCs zu erlangen, jedoch geben die Daten 

dieser Arbeit erste Hinweise bezüglich einer 

Korrelation zwischen einer PH-typischen 

Wachstumsfaktor-Stimulation und einer 

Veränderung des DAPK1-Expressionsmusters in 

hPASMCs wieder.  

Zusammenfassend sind weitere Studien 

erforderlich, um die genauen Mechanismen, die der 

abnormalen Überaktivierung einiger durch 

Wachstumsfaktoren stimulierten Signalwege in PH 

zugrunde liegen, besser zu verstehen und zu 

eruieren, welche Rolle DAPK1 in diesen 

Signalwegen in PH spielt.  

 

Bei Betrachtung der Immunfluoreszenzfärbungen 

von mit Wachstumsfaktoren stimulierten hPASMCs 

ist im Vergleich zu unstimulierten hPASMCs zum 

einen eine Verminderung der DAPK1-Expression 

auffallend, zum anderen weisen die Daten darauf 
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hin, dass DAPK1 in stimulierten hPASMCs 

vorwiegend im Nukleus lokalisiert ist, während eine 

DAPK1-Expression in den Nuklei der unstimulierten 

hPASMCs nahezu fehlend ist.  

Diese Verschiebung der DAPK1-Expression vom 

Zytoplasma Richtung Nukleus kann Auswirkungen 

auf die Aktivität der Proteinkinase haben, da wie in 

Bialik, Bresnick und Kimchi; 2003 beschrieben, die 

Lokalisation des Proteins eine entscheidende Rolle 

in dessen Interaktion mit dem Zytoskelett und 

Zytoskelett-assoziierten Substraten wie MLC und 

Tropomyosin spielt. MLC und Tropomyosin tragen 

durch Stressfaserformationen zu DAPK1s 

Zytoskelett-bezogenen Wirkungen, einschließlich 

Membran-Blebbing und Zellmotilität bei. So besitzt 

DAPK1 eine Cytoskeletal-Interacting-Domain sowie 

8 Ankyrin-Repeats, die ein Protein-Protein-

Interaktionsmotiv darstellen und für die richtige 

Lokalisation der Proteinkinase DAPK1 sowie für 

zellulären Effekte des Proteins erforderlich sind. 

Daher ist die genaue intrazelluläre Lokalisierung 

von DAPK1 für die Exposition gegenüber seinen 

Substraten entscheidend. 
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Zudem könnte diese Verlagerung der Lokalisation 

des Enzyms innerhalb der Zelle die Rolle von 

DAPK1 bei der Initiierung einer unkontrollierten 

Zellzyklus-Regulation vermuten lassen.  

 

4.3.4 Effekt von DAPK1 auf die Proliferation 
von hPASMCs 

Da ein weiterer wichtiger Bestandteil der PH-

Pathophysiologie in der erhöhten Proliferationsrate 

von hPASMCs besteht, wurde abschließend 

untersucht, inwiefern sich DAPK1 auf das 

Proliferationsverhalten von hPASMCs auswirkt. 

Hierbei konnte keine Korrelation zwischen einer 

Inhibition von DAPK1 und einer Veränderung der 

Proliferationsrate von hPASMCs detektiert werden. 

Dies deckt sich jedoch nicht mit der zuvor 

formulierten Hypothese einer gesteigerten 

Proliferationsrate von hPASMCs nach Inhibition von 

DAPK1. Diese Hypothese lässt sich aufgrund 

einiger Substrate und Signalkaskaden DAPK1s 

formulieren. So stellt das ribosomale Protein S6 ein 

weiteres Substrat von DAPK1 da, welches nach 

erfolgter Phosphorylierung mit Zellwachstum und 
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Zellgrößen-Determination in Verbindung gebracht 

wird [127]. Weiterhin phosphoryliert DAPK1 Pin1, 

was zu einer Inhibition seiner Prolylisomerase-

Aktivität führt und womit DAPK1 als ein negativer 

Regulator der Zellzyklusprogression fungiert [69]. 

Beide Moleküle verknüpfen DAPK1 somit mit seinen 

potenziellen anti-proliferativen und anti-

migratorischen Funktionen. 

Inwiefern und ob DAPK1 tatsächlich Auswirkungen 

auf die Proliferationsrate von hPASMCs hat, muss 

in weiteren Untersuchungen genauer eruiert 

werden. 
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4.4 Fazit 

Im Zuge dieser Arbeit konnte erstmalig ein 

Zusammenhang zwischen den Expressionsmuster 

von DAPK1 und PH dargestellt werden. Anhand der 

hier gewonnenen Daten ist ersichtlich, dass es 

sowohl in experimenteller als auch in klinischer PH 

zu einer Reduktion der DAPK1-Expression kommt. 

So ist bei dem verwendeten MCT-Rattenmodel eine 

Verminderung der DAPK1-Expression sowohl auf 

mRNA- Ebene sowie auf Proteinebene 

nachweisbar, welche sich ebenfalls in den 

Immunfluoreszenzfärbungen widerspiegelt. Das im 

Rahmen der experimentellen PH durchgeführte 

chronische Hypoxie-Modell zeigte hingegen eine 

Steigerung der DAPK1-Expression auf mRNA-

Ebene, jedoch eine Verminderung der DAPK1-

Expression auf Proteinebene bezogen auf 

PASMCs. Diese Auffälligkeit deutet zum einen auf 

einen neuen Mechanismus der 

Expressionsverminderung von DAPK1 hin. Ob es 

sich bei diesem um eine Form der Degradation der 

Proteinkinase handelt, bleibt weiter zu analysieren. 

Zum anderen wirft es die Frage nach der Ätiologie 
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der gesteigerten Expression auf mRNA-Ebene auf. 

Diese könnte mithilfe von HIF-1a zu beantworten 

sein, erfordert jedoch weitere Forschung.  

Des Weiteren konnte eine Korrelation zwischen 

einer Wachstumsfaktorstimulation mit dem 

Wachstumsfaktoren PDGF-ß, TNF-a, Il-6 sowie mit 

GM und einer Expressionsminderung und 

Phosphorylierung von DAPK1 ermittelt werden.  

Im Hinblick auf die Wirkungen von DAPK1 auf das 

Proliferationsverhalten von hPASMCs konnte trotz 

dafürsprechender Indizien kein Zusammenhang 

zwischen einer Inhibition von DAPK1 und einer 

Veränderung der Proliferation festgestellt werden. 

Weitere Untersuchungen des 

Proliferationsverhaltens bezüglich DAPK1 sind 

durchzuführen, um ein detaillierteres und 

abschließendes Bild von dessen Zusammenhang 

zu erhalten.  

Schlussendlich deuten diese Ergebnisse darauf hin, 

dass DAPK1 eine wichtige Rolle bezüglich der 

pathophysiologischen Prozesse, vor allem 

hinsichtlich der Apoptoseresistenz, und der 

Entwicklung von PH spielen könnte. Die einzelnen 

zugrunde liegenden Mechanismen und 
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Signalkaskaden sind in weiteren Untersuchungen 

zu eruieren.  

 

 

4.5 Ausblick  

Die Deaktivierung bzw. der Expressionsverlust von 

DAPK1 scheint eine Reihe von nachgeschalteten 

Signalwegen zu steuern, die mit der Vermeidung 

der Apoptose von hPASMCs in Zusammenhang 

stehen könnten. Die aus dieser Arbeit gewonnenen 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass der DAPK1-

Signalweg im Rahmen der PH defekt ist, was das 

Fortschreiten der Krankheit implizieren kann.  

In zukünftigen Untersuchungen sollten die 

zugrunde liegenden Wirkungsmechanismen einer 

DAPK1-Expressionsverminderung in PH weiter 

analysiert werden. So sollte im Detail untersucht 

werden, welche Downstream-Signalkaskaden und 

Mechanismen für die Expressionssteigerung auf 

mRNA-Ebene und den Expressionsverlust auf 

Proteinebene in PASMC des chronischen Hypoxie-

Modells von Relevanz sind. Hierbei sollte genauer 
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auf die Interaktion von DAPK1 und HIF-1a 

eingegangen werden und auch Untersuchungen 

zum Nachweis einer Degradation DAPK1s 

durchgeführt werden. Weiterhin sollte in diesem 

Rahmen das DAPK1 mRNA Expressionsmuster in 

den anderen Zellreihen der Lunge beleuchtet 

werden.  

Zudem zeigt die Expressionsverminderung von 

DAPK1 nach 24-stündigen Wachstumsfaktor-

Stimulation von hPASMCs vielversprechende 

Ergebnisse. Die DAPK1-Expression sollte nach 

unterschiedlich zeitlich erfolgter Wachstums-

Stimulation detaillierter analysiert werden. Man 

könnte beispielsweise eruieren, inwiefern eine 

längere Stimulation, beispielsweise 48 oder 72 

Stunden, eine weitere Reduktion der DAPK1-

Expression zur Folge hat. Bezüglich der 

Auswirkungen von DAPK1 auf das 

Proliferationsverhalten könnte des Weiteren 

untersucht werden, ob eine DAPK1-Inhibition 

Veränderungen einer durch Wachstumsfaktoren 

induzierten Proliferation mit sich bringt. Auch sollte 

nachgewiesen werden, ob DAPK1 zu einer 

verminderten Apoptoseresistenz in hPASMC führt, 
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z.B. indem man die Korrelation einer Inhibierung 

von DAPK1 und einer Steigerung der Apoptose-

Resistenz untersucht. Schlussendlich könnte das 

Expressionsmuster von DAPK1 auch bei weiteren, 

ebenfalls an der Pathogenese der PH beteiligten 

Zelltypen adressiert werden.    

 

 

4.6. Klinische Perspektive  

Diese ersten vielversprechenden Ergebnisse 

deuten darauf hin, dass DAPK1 ein entscheidender 

Regulator der Schicksalsentscheidungen von 

glatten Muskelzellen ist und dass eine Modulation 

der Expression oder Aktivierung von DAPK1 zu 

einer Verminderung der Progression des 

vaskulären Remodelings in PH beitragen könnte. 

Demnach stellt DAPK1 ein attraktives und neues 

Therapieziel in der Behandlung der PH dar.  

 

Die genauen Analysen des strukturellen Aufbaus 

und insbesondere der katalytischen Domäne von 

DAPK1 führten zu der Möglichkeit der Entwicklung 
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kleiner Moleküle, die spezifisch für DAPK1 

ausgerichtet sind [38][42][128][129]. Betrachtet man 

die Reagenzien, die zu einer Aktivierung von 

DAPK1 führen, werden zwei verschiedene 

Strategien verwendet. Bei der ersten Strategie 

handelt es sich um eine Hochregulierung der 

DAPK1-Expression, welche durch Interaktion mit 

der Translation, Transkription oder Degradation der 

Kinase hervorgerufen wird. Zweitere wird durch eine 

Dephosphorylierung von Ser308 der Calmodulin-

autoregulatorischen Domäne von DAPK1 bedingt, 

welche eine Aktivierung der Kinase zur Folge hat. 

Insgesamt wird von 14 Reagenzien berichtet, die 

eine Aktivierung von DAPK1 bewirken. Dabei 

steigern 9 dieser Reagenzien die Proteinexpression 

von DAPK1, indem sie entweder die mRNA-

Expression erhöhen oder den Abbau der Kinase 

hemmen. Zwei Reagenzien können die DAPK1-

Aktivität über eine Desphosphorylierung an Ser308 

aktivieren, und 3 sind zu beiden Mechanismen in 

der Lage. Bei beispielsweiser Betrachtung des 

DAPK1-Aktivators 5-aza-2‘-deoxycytidine konnte 

gezeigt werden, dass es bei der Behandlung 

bestimmter Krebsformen mit dem besagten 
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Aktivator zu einer Demethylierung und Re-

Expression von DAPK1 kam, jedoch nicht in allen 

Fällen [42][130]. Bisher erhöht jedoch keines dieser 

Reagenzien spezifisch die DAPK1-Expression, was 

es schwierig macht, die Rolle von DAPK1 bei den 

zellulären Wirkungen dieser Reagenzien zu 

interpretieren. 

[38]. Trotz der großen Anzahl von Reagenzien, die 

DAPK1 aktivieren können, gibt es daher noch 

keinen potenziellen klinischen Kandidaten, der 

DAPK1 spezifisch aktiviert. Es sind somit weitere 

Experimente erforderlich, um den Zusammenhang 

zwischen den klinischen Ergebnissen solcher 

Reagenzien und DAPK1 zu verstehen.  

Ein weiteres offensichtliches Problem bei 

Adressierung von DAPK1 als ein therapeutisches 

Ziel stellen die Nebenwirkungen dar. Dies gilt für 

viele multifunktionelle Proteine, da es schwierig ist, 

das Nebenwirkungsprofil einer therapeutischen 

Interaktion mit diesen Proteinen vorauszusagen. So 

ist bei DAPK1 beispielweise zu beachten, dass die 

Entwicklung und der Einsatz spezifischer 

Reagenzien aufgrund der Ähnlichkeiten vor allem 

im Bereich der katalytischen Domäne 
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möglicherweise multiple Mitglieder der DAPK-

Familie tangieren könnte. Weitere Untersuchungen 

mit Hilfe von Tiermodellen, die eine spezifische 

Induktion von DAPK1 in bestimmten Geweben 

ermöglichen kann, könnten nützlich sein, nicht nur 

zur Untersuchung der Wirksamkeit und Toxizität, 

sondern auch für die endgültige Validierung von 

DAPK1 als ein therapeutisches Ziel in der PH. 

 

 

Zusammenfassend stellt DAPK1 ein interessantes 

therapeutisches Ziel in PH dar. Um eine bessere 

Strategie zur zielgerichteten Applikation von DAPK1 

in der klinischen Anwendung zu erreichen, müssen 

vertiefte Kenntnisse der DAPK1-Funktionen 

gewonnen werden. Die Entwicklung spezifischer 

Reagenzien zur Aktivierung DAPK1 befinden sich 

noch in Vorstufen, jedoch zeichnen sich bereits 

heute vielversprechende Kandidaten ab. 
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Zusammenfassung  
Die pulmonale Hypertonie stellt eine progressive 

Erkrankung multifaktorieller Genese dar, welche 

eine schlechte Prognose besitzt und durch das 

Trias einer pulmonalen Vasokonstriktion, 

Thrombosen und eines vaskulären Remodelings 

aller Gefäßwandschichten gekennzeichnet ist. 

Aufgrund zahlreicher Gemeinsamkeiten, unter 

denen eine anhaltende Proliferation und die 

Umgehung der Apoptose in PASMCs eine zentrale 

Rolle spielen, hat sich die PH als krebsähnliche 

Erkrankung etabliert. Die Proteinkinase DAPK1 ist 

an einer Vielzahl pro-apoptotischer Signalwege 

beteiligt und fungiert als ein Tumorsupressor, indem 

es unter anderem durch einen Kaspase-

abhängigen Mechanismen zur Apoptose führt. 

DAPK1s potentieller Beitrag zu der 

Pathophysiologie der PH und die sich daraus 

ergebenden potentiellen 

Behandlungsmöglichkeiten wurde bisher nicht 

genauer untersucht und ist Gegenstand der 

vorliegenden Arbeit.  
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Hierfür wurde das Expressionsmuster von DAPK1 

sowohl in experimenteller als auch in klinischer PH 

untersucht, welches mittels West-Blot-Analysen, 

qRT-PCR-Analysen und 

Immunfluoreszenzfärbungen untersucht wurde. Zur 

Komplementierung der Daten wurde in diesem 

Rahmen der Effekt von Wachstumsfaktor-

Stimulationen auf die DAPK1-Phosphorylierung 

sowie die DAPK1-Expression in hPASMCs 

analysiert. Anschließend wurde der Einfluss von 

DAPK1 auf das Proliferationsverhalten von 

PASMCs untersucht. Hierbei kam das 

Proliferationsassay mit Bromdesoxyuridin (BrdU) 

zum Einsatz. 

Im Rahmen des Versuchsaufbaus der 

experimentellen PH zeigte sich sowohl im MCT-

Rattenmodel als auch im chronischen Hypoxie-

Model eine teils signifikante Reduktion der 

Expressions von DAPK1. Diese Daten wurden 

durch Untersuchungen von klinischer PH 

vervollständigt, die ebenfalls eine Verminderung 

der DAPK1-Expression in IPAH-Patienten zeigten 

und den Effekt einer Wachstumsfaktor-Stimulation 

auf das Expressionsmuster von DAPK1 darlegte. 
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Weiterhin wurde der Einfluss von DAPK1 auf das 

Proliferationsverhalten von hPASMCs analysiert. 

Hierbei konnte kein signifikanter Einfluss auf das 

Proliferationsverhalten von hPASMCs festgestellt 

werden.  

 

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser 

Arbeit erstmalig ein Zusammenhang zwischen 

DAPK1 und PH etabliert werden. Dies deutet 

darauf hin, dass DAPK1 eine wichtige Rolle 

bezüglich der pathophysiologischen Prozesse in PH 

spielen könnte und demnach ein attraktives und 

neues therapeutisches Ziel in PH darstellt. 

 

 

 
 

 



 - 151 - 

Summary 
Pulmonary hypertension is a progressive disease of 

multifactorial genesis, which has a poor prognosis 

and is characterized by the triad of pulmonary 

vasoconstriction, thrombosis and vascular 

remodeling of all vascular wall layers. Due to many 

similarities, including sustained proliferation and 

evasion of apoptosis in PASMCs, PH has 

established itself as a cancer-like disease. The 

protein kinase DAPK1 is involved in a variety of pro-

apoptotic signaling pathways and acts as a tumor 

suppressor, leading to apoptosis, including through 

a caspase-dependent mechanism. DAPK1’s 

potential contribution to the pathophysiology of PH 

and the resulting potential treatment options has not 

been further investigated and is the subject of this 

work. 

For this purpose, the expression pattern of DAPK1 

was investigated in both experimental and clinical 

PH, performed by Western blot analysis, qRT-PCR 

analysis and immunofluorescence staining. To 

complement the data, the effect of growth factor 

stimulation on DAPK1 phosphorylation and DAPK1 
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expression in hPASMCs was analyzed. 

Subsequently, the influence of DAPK1 on the 

proliferative behavior of PASMCs was investigated. 

Here, the proliferation assay with 

bromodeoxyuridine (BrdU) was used.  

The setup of experimental PH showed a partly 

significant reduction in the expression pattern of 

DAPK1 both in the MCT rat model and in the chronic 

hypoxia model. These data were completed with 

studies of clinical PH that also demonstrated a 

reduction in DAPK1 expression in IPAH patients 

and demonstrated the effect of growth factor 

stimulation on the expression pattern of DAPK1. 

Furthermore, the influence of DAPK1 on the 

proliferation behavior of hPASMCs was analyzed. 

No significant influence on the proliferation behavior 

of hPASMCs was observed. 

 

In summary, in the context of this work, a connection 

between DAPK1 and PH was established for the 

first time. This suggests that DAPK1 may play an 

important role in the pathophysiological processes 

in PH and thus represents an attractive and novel 

therapeutic target in PH. 
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Abkürzungsverzeichnis  
 

± Plus/Minus 

< kleiner 

> größer 

≤ kleiner oder gleich 

≥ größer oder gleich 

µl Mikroliter 

APS Ammoniumpersulfat 

BM Basalmedium (engl. Basal Medium) 

BMPR2 Knochenmorphogenetisches Protein 
Rezeptor Typ 2 (engl. bone 
morphogenetic protein receptor type 2) 

BrdU Bromdesoxuridin 

BSA bovines Serumalbumin  

bzw. beziehungsweise 

cDNA Komplementäre DNA (engl. 
complementary DNA) 

cGMP Cyclisches Guanosinmonophosphat 

Cm Zentimeter 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

CTEPH Chronisch thromboembolische 
pulmonale Hypertonie  

CYP 3A4 Cytochrom P450 3A4 



 - 154 - 

DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DAPK1 Death-associated protein kinase 1 

d.h.  Das heißt 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DPBS Dulbeccos phosphatgepufferte 
Salzlösung (engl. Dulbeccos phosphate 
buffered saline) 

DRAK 1 
& 2 

 DAP-kinase-related apoptosis-
inducing protein kinase 1 & 2 

DRP-1 DAPK-related protein-1 

EC Endothelzellen  

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

ER Endoplasmatisches Retiukulum  

FCS Fetales Kälberserum (engl. Fetal Calf 
Serum) 

GM Wachstumsmedium (engl. Growth 
Medium) 

h Stunde 

H2O Wasser 

HIF-a Hypoxia-inducible factor 1a 

HIV Humane Immundefizienz-Virus  

hPASMC humanen pulmonalarteriellen glatten 
Muskelzellen (engl. human pulmonary 
artery smooth muscle cells) 

IPAH Idiopathische pulmonale Hypertonie 
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Il-6 Interleukin-6 

kDa Kilodalton 

MCT Monocrotalin 

MgCl2 Magnesiumchlorid 

Min Minute(n) 

mm Hg Millimeter Quecksilbersäule 

ml Milliliter 

mPAP mittlerer pulmonal arterieller Drucks 

mRNA Messenger Ribonukleinsäure 

Ng Nanogramm 

NO Stickstoffmonoxid 

O2 Sauerstoff 

P. Passage 

PAH Pulmonal Arterielle Hypertonie 

PASMC pulmonalarterielle glatte Muskelzellen 
(engl. Pulmonary artery smooth muscle 
cells) 

PAWP pulmonal-kapillärer Verschlussdruck  

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. 
polymerase chain reaction) 

PDE Phosphodiesterase 

PGDF Plättchen-abgeleitetem Wachstumsfaktor 
(engl. Platelet-derived growth factor) 

PH Pulmonale Hypertonie 
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PMA phorbol 12-myristate 13- acetate 

PP2A  Protein-Phosphatase 2 

PVR pulmonal vaskulären Widerstand  

qRT-PCR quantitative Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion 

RIPA Radioimmunpräzipitations- Assay 

RNA Ribonukleinsäure (engl. Ribonucleic 
acid) 

RSK Ribosomal Protein S6 Kinase 

rpm Umdrehung pro Minute (engl. rounds per 
minute) 

SDS Natriumdodecylsulfat (engl. sodium 
dodecyl sulfate)  

SDS-
PAGE 

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

SEM Standardfehler (engl. standard error of 
the mean) 

SMA Smooth Muscle Aktin 

SMC Smooth Muscle cells  

TBS TRIS buffered saline 

TBS/T TRIS buffered saline in TWEEN 20 

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 

TNF-a Tumornekrose-Faktor a 

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  

TWEEN 
20 

Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat  
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UNC5H Netrin-1-Rezeptor 

VEGF Gefäßendothelialer Wachstumsfaktor  

VSMC glatte Gefäßmuskelzelle 

z.B.  Zum Beispiel 

ZIPK ZIP-Kinase 
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