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1.2

Einleitung

Sauerstoffhromdostase und Hypoxie

Ein konstanter Sauerstoffpartialdruck in allen Glegre ist fiur hohere Organismen
lebensnotwendig. Sowohl das respiratorische alb @as kardiovaskulare System sind
daran beteiligt, das Gewebe mit dem bendtigten rSefe zu versorgen. Die Zellen
selbst sind ebenfalls in der Lage, bei Verdndemndes Q-Drucks verschiedene
adaptive Mechanismen zu induzieren, um eine opéim3ahuerstoffversorgung zu
gewahrleisten (Guillemin und Krasnow, 1997). Sawoérslient als Elektronenakzeptor
im Rahmen der mitochondrialen oxidativen Phosphemyhg und bei vielen anderen
organischen und anorganischen Reaktionen. Die Eojpaft, Metaboliten zu oxidieren,
dient dabei oft der Umwandlung in Energie, insbésoa in Form von ATP. Hypoxie
besteht, wenn das Sauerstoffangebot bzw. die Saffeessorgung unter das Niveau
sinkt, das bendtigt wird, um physiologische-Driicke des betreffenden Gewebes
aufrecht zu erhalten, d.h. sobald der Sauerstdditbeths -angebot Ubersteigt (Leniger-
Follert et al., 1975). Sinkt der Sauerstoff-Padiiatk unter einen kritischen Wert im

betroffenen Gewebe, so werden verschiedene addgaehanismen aktiviert.

PC12-Zellen

Ein O,-sensitives Regulationssystem ermoglicht die phggische Antwort auf
Hypoxie, indem es den Sauerstoffpartialdruck fjpe@n Blut und Gewebe innerhalb der
physiologischen Grenzen konstant halt (Acker, 199pez-Barneo et al., 1997; Conforti
et al., 1999). Dieses Regulationssystem verflgt 8pezielle chemosensitive Zellen, zu
denen unter anderem auch paraganglionére ZelledrgyelfKummer, 1996; Conforti et
al., 1999). Paraganglien sind Hypoxie-sensitive &gy die kontinuierlich den pO
messenund bei Hypoxie adaptive Reaktionen des Korpere wdie reflektorische
Hyperventilation und Katecholaminfreisetzung, ieten (Kummer, 1996).
Unterschieden werden retroperitoneale Paraganghkendenen als Sonderform das
Nebennierenmark gehdort, und die Glomera (Kummef6L9Besonders wahrend des

hypoxischen Stresses zum Zeitpunkt des Geburtsngega ist die Sekretion von
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Kreislauf-aktivierenden Katecholaminen aus dem Melenmark fir das Uberleben
des Fetus essenziell (Lagercrantz, 1996).

Paraganglien sind durch das Vorkommen zweier Zmdhy charakterisiert, die
Hauptzellen (Typ I-Zellen) und die Hullzellen (TYpZellen). Die Hauptzellen speichern
in ihren sekretorischen Vesikeln Katecholamine uBerotonin, die unter Hypoxie
freigesetzt werden. Diese Typ I-Zellen werden van dAuslaufern der Hillzellen
bedeckt (Kummer, 1996).

Greene und Tischler (1976) isolierten eine Tumdime (PC12-Zellen) aus dem
Nebennierenmark der Ratte, die eine hohe Senéitigegenuber £©Schwankungen
aufweist (Conforti et al., 1999) und sich daherrsgit fur Studien des 2messenden
Mechanismus der Paraganglien eignet. Sie stellhallesein Modellsystem fur £
chemosensitive Zellen dar (Czyzyk-Krzeska et @94t Zhu et al., 1996; Taylor und
Peers, 1998). Sie entsprechen morphologisch deseitiven Typ I-Zellen. Hypoxische
Bedingungen fiihren in beiden Zelltypen zu einer hhemg von K-Kanalen (Buckler,
1999; Conforti & Millhorn, 2000), die eine Membramblarisation und einen €a
Einstrom induzieren (Lopez-Barneo, 1988; Lopez-Barn1996). Es kommt zu einer
verstarkten Genexpression von TyrosinhydroxylaseyZgk-Krzeska et al., 1992;
Czyzyk-Krzeska et al., 1994; Spicer & Millhorn, Z)Qund zur Katecholaminfreisetzung
(Kumar et al., 1998; Taylor und Peers, 1998).

Sauerstoffsensormodelle

Trotz zunehmender Erkenntnisse Uber die Hypoxiediiten zellularen Reaktionen
wurden die @Sensoren in chemosensitiven Zellen noch nichteeitig identifiziert. Die
genauen Mechanismen, mit denen Zellen die Anderudgs pQdetektieren und diese
in eine physiologische, adaptive Antwort umwandeBind nach wie vor nur
unvollstandig bekannt (Acker et al., 1992; Lépezrig® et al., 1997; Conforti et al.,
1999; Semenza, 1999; Chandel und Schumacker, 2000).

Es gibt unterschiedliche £5ensormodelle, die diskutiert werden. Einige Adgguppen
konnten z.B. @sensitive lonenkanale nachweisen, welche in végdenen Zelltypen
identifiziert werden konnten (Franco-Obregon ungézn-Barneo, 1996; Buckler, 1997,
Fearon et al., 1999). Goldberg et al. (1988) sanugamproteine als £5ensoren der

Zelle vor, welche in der Lage sind, Sauerstoff ktireu binden und eine £abhangige



Konformationsanderung durchzufiihren. Diese Konfdionganderung soll zu einer

Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fiihren.

Eine andere Hypothese besagt, dass eine membrargrimiNADPH-Oxidase &hnlich
der NADPH-Oxidase der Neutrophilen und MakrophaglesnQ-Sensor in Frage kommit.
Diese NADPH-Oxidase soll in Abhangigkeit von deru&atoffkonzentration D,
produzieren. Das gebildete ;6 dient als second messenger und reguliert die
Offnungswahrscheinlichkeit von Kaliumkanalen una dixpression von bestimmten
Genen (Acker, 1994; Acker und Xue, 1995).

Eine weitere Theorie ist die Prolylhydroxylasenttiedlvan et al., 2001; Jaakola et al.,
2001, Yu et al., 2001). Unter Normoxie wird dieUntereinheit des Transkriptions-
faktors Hypoxie-induzierbarer Faktor (HIF) durch oRthydroxylasen (PHD)
kontinuierlich hydroxyliert (Jaakola et al., 200an et al., 2001). Das von Hippel-
Lindau Tumorsuppressorprotein (pVHL) vermittelt damlie Ubiquitinierung und
Degradation von HIF (Maxwell et al., 1999; Srinivatsal., 1999; Cockman et al., 2000;
Kim und Kaelin, 2003). Die Prolylhydroxylierung wlidurch Hypoxie inhibiert und fuhrt
zu einer Anreicherung von HIF (lvan et al., 200dakbla et al., 2001). Die PHD sind ein
Eisen- und 2-Oxoglutarat-abhangiges Enzymsysteenfidtiinre Funktion des Weiteren
Ascorbat und molekularen Sauerstoff benétigen. geiéen deshalb unter anderem als
Sauerstoffsensoren in der Zelle, insbesondere, Wawierungen in der Genexpression

eingeleitet werden (Acker und Acker, 2004).

Sell (2001) konnte in Hypoxieversuchen zeigen, ddgschondrien als @Sensoren in
PC12-Zellen fungieren. Es wurde festgestellt, dessinter Hypoxie zu einem Anstieg
der in den Mitochondrien gebildeten reaktiven Ssiofispezies (ROS) kommt.

Um die zellularen Reaktionsmechanismen auyfMangel genauer zu untersuchen,
fuhrten Hohler et al. (1999; 2000) Hypoxie-Expenttee an PC12-Zellen durch. Wie
zuvor von anderen Arbeitsgruppen bei Kardiomyozyfaranteau et al., 1998) und
Hep3B-Zellen (Chandel et al., 1998) beschriebemnien auch Hohler et al. (1999;
2000) einen Hypoxie-bedingten Anstieg reaktiver eédstoffspezies (ROS) beobachten.
Zudem konnten Duranteau et al. (1998) bei Kardiamgten und Chandel et al. (1998)
bei Hep3B-Zellen zwischen der Hypoxie-bedingten R8ahme und den

anschlieBenden Zellreaktionen einen Zusammenhasiywedsen.
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Reaktive Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) werden im Rahmes eénzymgebundenen
Elektronentransports gebildet, der in allen bidoben Systemen einen wichtigen,
natirlichen Prozess darstellt (Sharp und Chapm889)1 Es handelt sich dabei um
aulBerst reaktionsfahige Sauerstoffverbindungen, dis Nebenprodukt des
Zellstoffwechsels gebildet werden. Die Einteilungr dROS erfolgt aufgrund ihrer
unterschiedlichen chemischen Strukturen und LadungeSuperoxid-Anionen (£),
Hydroxylradikale (OH’), Singulett-Sauerstoff) und Wasserstoffperoxid ¢8.).
Radikale sind chemisch auf3erst aggressiv und mreagikeicht mit Molekdlen ihrer
Umgebung. HO, zahlt wegen seiner Reaktionsfreudigkeit ebenfallsen ROS, obwohl
es sich bei diesem Molekdl nicht um ein Radikaldein(Rodney et al., 2000).

Der Organismus schutzt sich vor der toxischen Wigkder Radikale durch verschiedene
Mechanismen (Slot et al., 1986). Ubersteigt diduke Produktion von ROS die
Kapazitat der Schutzmechanismen, so werden zeafieigeette, Proteine und DNA
geschadigt.

Dieser als “oxidativer Stress” bezeichnete Zustamd fur eine Reihe von Erkrankungen
verantwortlich gemacht (Thannikal et al., 2000). :RGind aber nicht nur toxische
Nebenprodukte des Zellstoffwechsels, sondern haberedrigen Konzentrationen auch
eine Funktion als second messenger und spielen widetige Rolle im zelluléaren
Signaltransduktionssystem (Finkel, 1998; Rhee, 188%h und Bachschmid, 2000). An
verschiedenen Zelltypen konnten Studien zudem meigass ROS auch unter Hypoxie
als second messenger von besonderer Bedeutungrii®danismus sind (Chandel und
Schumacker, 2000).

Es kommen verschiedene zellulare Enzymsystemerdtgebungsort fur ROS in Frage,
die entweder im Zytosol oder in den MitochondrieRalisiert sind (Cross und Jones,
1990; Zulueta et al., 1995; Jones et al., 1996; lKemund Acker, 1997).
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151

Extra-mitochondriale ROS-Quellen

NAD(P)H-Oxidase

Paraganglien schitzen den Organismus vor hypoxisgustanden (Kummer, 1996),
indem sie mit einem noch weitgehend unbekanntenhildemus (Lopez-Barneo et al.,
1997; Conforti et al.,, 1999) den arteriellen ;p@essen und adaptive Reaktionen im
Korper initieren (Kummer, 1996). Eines der Modetlem Q-messenden Mechanismus
von Paraganglien beinhaltet, dass eine Flavohart@prbaltige NAD(P)H-Oxidase
(NOX) unter Normoxie kontinuierlich eine gleichiddende Menge an ROS bildet. NOX
reduziert molekularen Sauerstoff in das SuperoxiibA O,°, das zu Wasserstoffperoxid
umgewandelt wird. Die gebildeten ROS werden zur @l pathogener
Mikroorganismen eingesetzt (Karnovsky, 1994; Babi899). Mit ansteigendem pO2
kommt es zu einer erh6hten Produktion von SuperBxidnen und/oder Wasserstoff-
peroxid (Wolin et al., 2005).

Unter Hypoxie fuhrt die verminderte ¥erfligbarkeit zu einer verlangsamten,
geringeren ROS-Produktion, wodurch physiologisclefluléire Reaktionen aktiviert
werden (Acker et al., 1992; Kroll und Czyzyk-Krzasd998; Chandel und Schumacker,
2000).

Katalysiert wird die Bildung der ROS durch eine aushreren Proteinkomponenten
bestehende NOX2 der neutrophilen Granulozyten €l Jones, 1990; Karnovsky,
1994). Verschiedene Proteinkomponenten der NOX2 derr nicht nur in den
neutrophilen Granulozyten entdeckt, sondern auéisensitiven Zellen (Gérlach et al.,
1993; Kummer und Acker, 1995; 1997; Youngson ¢t1&97). Diese konnten an Typ |
Zellen des Glomus caroticum (Kummer und Acker, 199&n neuroepithelialen
Kdrperchen der Lunge (Youngson et al., 1997) sameErythropoetin-produzierenden
HepG2-Lebertumorzellen nachgewiesen werden (Gorack., 1993). Bislang konnten
die NADPH-Oxidasen 1-5 (NOX1-5) klassifiziert werdéCheng et al.,, 2001). Als
NOX2 wird die neutrophile NADPH-Oxidase bezeich(@heng et al., 2001; Takeya et
al., 2003). NOX4 wurde zunachst als ,renal nodeschrieben und als potenzieller
Sauerstoffsensor, der die Produktion von Erythropo&ontrolliert, vorgeschlagen
(Geiszt et al.,2000). Das Enzym spielt dariiber hinaus eine wiehtRplle in der
Regulation von HIF-2 in humanen Nierenzellkarzineiten (Maranchie und Zhan,
2005). NOX1 spielt eine wesentliche Rolle in dertviioklung des Angiotensin II-
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induzierten Bluthochdrucks (Dikalova et al., 208fatsuno et al., 2005; Gavazzi et al.,
2006). Ebenso konnte nach Koexpression von NoxQAD(R)H-Oxidase Organizerl)
und NoxAl (NAD(P)H-Oxidase Aktivatorl) in einer NQ@>exprimierende Zelllinie
sowohl eine basale (Banfi et al., 2003; Cheng uachtheth, 2004), als auch eine PMA-
induzierbare (Geiszt et al., 2003; Takeya et @03} Bildung von Superoxidanionen
beobachtet werden.

Xanthin-Oxidase

Die Xanthin-Oxidase (XO) stellt ein weiteres @roduzierendes Enzym dar. Es handelt
sich um ein Membran-assoziiertes Enzym, das in thedlcellen und anderen Zellen
gefunden wurde (Ullrich und Bachschmidt, 2000). véhrend einer Ischamie mit
nachfolgender Reoxygenierung gebildeten ROS derw&@en unter anderem fir die
anschlieend auftretenden endothelialen Schadeantvesrtlich gemacht (Cross und
Jones, 1990; Ullrich und Bachschmid, 2000). Andgtedien konnten jedoch zeigen,
dass die Hypoxie-induzierte ROS-Bildung vor alleniEndothelzellen nicht auf eine XO-
Produktion zurlckzufiihren ist (De Groot und Littgu&988; Littauer und De Groot,
1992; Hawes und Watts, 1993; Zulueta et al., 1995).

Mitochondriale ROS-Quellen

Als mdgliche potenzielle ROS-Quellen der Zelle koemebenfalls Mitochondrien in
Frage (Boveris und Chance, 1973; Turrens und Bsyd®80). Boveris und Chance
(1973) konnten an zahlreichen Untersuchungen anodMidndrien, die aus den
unterschiedlichsten Geweben isoliert wurden, zeigass Saugetiermitochondrien unter
physiologischen Bedingungen,® produzieren. Verschiedene Studien konnten auch
nachweisen, dass ein Zusammenhang zwischen dedearomMitochondrien gebildeten
ROS und dem @Sensormechanismus besteht (Chandel et al., 199&nkau et al.,
1998). Die Rolle der ROS wird jedoch kontroverskdtgert, denn Duranteau et al. (1998)
konnten an Kardiomyozyten zeigen, dass die ROS-&amination unter Hypoxie
zunimmt. Chandel et al. (1998) forschten zur gleicEeit an Hep3B-Zellen und kamen
ebenfalls zu dem Ergebnis, dass Hypoxie die mitodhale ROS erhdht. Andere Studien
wiesen hingegen einen ROS-Abfall unter Hypoxie n&andrey, 1994; Kroll & Czyzyk-
Kzeska, 1998; Gorlach et al., 2003). Auch in PC&llen stellen Mitochondrien die

6
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1.7.1

Quelle der Hypoxie-induzierten ROS-Produktion ddblfler et al., 1999; Sell, 2001).
Experimente verschiedener Arbeitsgruppen zeigtea Bildung von ROS an Komplex |
(Batandier et al., 2004) und Komplex Il (Chandelak, 2000; Chen et al., 2003). Die
Arbeitsgruppe von Paddenberg et al. (2003a) demeristan glatten Muskelzellen von
LungengefalRen Komplex Il als Quelle der hypoxisuhdzierten ROS-Produktion in
diesem Zelltyp. In PC12-Zellen wird bisher KompleSell, 2001) als mitochondriale
Quelle der ROS-Produktion unter Hypoxie angenommamer auch eine partielle
Mitbeteiligung von Komplex Il (Tapper, 2005) konrgezeigt werden.

Es wird angenommen, dass ROS als ,second messeadaptive und physiologische
Reaktionen im Organismus induziert (Chandel unduBatker, 1999; 2000). Demnach
kommt den Mitochondrien neben ihrer wichtigen Stefthselfunktion aul3erdem eine
grof3e Bedeutung bei der lebensnotwendigen Erkenmondg3-Schwankungen und die
daran gekoppelte Aktivierung von Adaptionsmechasismu. Allerdings wurde hierzu
auch eine Alternativhypothese aufgestellt, nachdierMitochondrien nicht selbst den
O,-Sensor beherbergen, sondern durch ihreiv@brauch in der Atmungskette indirekt
in den Sensormechanismus eingreifen (Doege e2@05; Wenger, 2005). Nach diesem
Modell fihrt eine Hemmung der Atmungskette durchmiaderten G-Verbrauch zu
einer erhohten @Konzentration im Zytoplasma, weswegen der dortlsierten PHD
wieder genigend Ozur Verfugung steht und HIF weiterhin hydroxyliemd abgebaut
werden kann. So wird zwar durch Hemmung der Atmkeigs die zellulare
Hypoxieantwort unterdrickt, der Sensor (PHD) liegtdiesem Modell aber aul3erhalb
des Mitochondriums (Doege et al., 2005; Wenged520

Aufbau und Funktion des Mitochondriums

AuRere und innere Mitochondrienmembran

Mitochondrien besitzen zwei Membranen. Die glatd3ere Membran ist reich an Porin,
einem Transmembranprotein, das unspezifische Pbildet und den Durchtritt von
kleinen Molekulen und lonen bis zu einer GroRe BdkD ermdglicht (Loreta-Trull und
Serrano, 1998). An die &ufRRere Membran schlie3t dieh proteinreiche und stark
gefaltete innere Mitochondrienmembran an. Enzymel @Redoxproteine, die den

Elektronentransport und die oxidative Phosphomnyher katalysieren, sind in den als
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Cristae bezeichneten Einstulpungen der inneren Mamiwkalisiert (Loreta-Trull und

Serrano, 1998). Die innere Membran ist fur vieletdbeliten, polare Molekile und die
meisten lonen aufgrund ihres hohen Gehalts an Qgoiai (Capaldi, 1983; Hatefi, 1985;
Loreta-Trull und Serrano, 1998) impermeabel. Nur I®kile, fir die spezielle

Transportproteine vorhanden sind, sind durchlag3igs fuhrt zu einer Abgrenzung und
Isolierung des Mitochondriums vom Cytosol und erfiobg den Aufbau eines

elektrochemischen Potenzialgradienten Uber dieserén Membran (Loreta-Trull und
Serrano, 1998).

Mitochondrienmatrix

Die innere Mitochondrienmembran umschliel3t die Matie beinhaltet neben den
l6slichen Enzymen des oxidativen Stoffwechsels Bates Nucleotid-Kofaktoren sowie
anorganische lonen (Loreta-Trull und Serrano, 1988J3erdem enthélt die Matrix den
genetischen Apparat der Mitochondrien, der eineh®eaierschiedener Mitochondrien-
proteine synthetisiert (Capaldi, 1982).

Mitochondriale Atmungskette

Mitochondrien sind semiautonome Organellen, die hiige Funktionen wie die
Regulation des Zellstoffwechsels und des apoptwiscZelltods erfullen. Die Haupt-
funktion der Mitochondrien liegt in der Energiepuion in Form von Adenosin-5"-
triphosphat (ATP) durch die oxidative Phosphoryliey aus Adenosin-5"-diphosphat
(ADP) und anorganischem Phosphat (Chandel & Schkenat999).

Die oxidative Phosphorylierung stellt einen Teil deden Mitochondrien stattfindenden
Atmungskette dar. Die mitochondriale Atmungskegstbht aus vier Enzymkomplexen,
der NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase (Komplex I), dgaccinat-Ubiquinon-Reduktase
(Komplex 1), der Cytochrom-c-Reduktase (KompleR lind der Cytochrom-c-Oxidase
(Komplex 1V). Bei der oxidativen Phosphorylierungenden Elektronenpaare der
energiereichen Molekile NADH und FADH welche bei der Glykolyse der
Fettsaureoxidation und dem Citratzyklus entstelier die Komplexe I, II, Il und IV
auf molekularen Sauerstoff Ubertragen. Energie, ddibei frei wird, wird zur ATP-
Erzeugung verwendet. Wahrend der Elektronentbentigagn den vier Komplexen kann
es durch unvollstdndige Reduktion von Sauerstoff Eatstehung von ROS kommen
(Thannikal et al., 2000). Die dabei gebildeten R&»& HO, und Q" (Chance et al.,

8
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1979; Papa und Skulachev, 1997). Verschiedene ®dyappen konnten durch
Untersuchungen zeigen, dass besonders den Komplexed Il eine besondere Rolle
in Bezug auf den Sauerstoffsensormechanismus zukomumens et al. (1985) zeigten,
dass unter Normoxie ROS an Komplex Il gebildetdegr. Dabei dient Ubisemiquinon,
einer von zwei mobilen Elektronencarriern der Atmskette, als Elektronenquelle.
Ubisemiquinon reduziert durch Abgabe von Elektro@nzu Q. Untersuchungen an
einer Hepatomzelllinie (Hep3B) (Chandel et al., @Q0welche mit verschiedenen
Hemmstoffen der mitochondrialen Atmungskette bebtndwurde, zeigten, dass es
besonders unter Hypoxie zu einem Anstieg der anp{emlll gebildeten ROS kommt.

Die Arbeitsgruppe von Paddenberg et al. (2003apteodahingegen den Komplex Il als
Quelle der hypoxisch induzierten ROS-Produktion ghatten Muskelzellen der

Lungengefal3e nachweisen.

Messung intrazellularer ROS-Bildung

Die Bildung intrazellularer ROS kann durch Fluomszindikatoren nachgewiesen und
quantifiziert werden. Die Fluoreszenzindikatorerlten dabei in der Lage sein, die
Zellmembran zu penetrieren, um signifikante intHat#@e Konzentrationen zu erreichen.
Die Indikatoren sollten zudem eine minimale zeleldToxizitdt aufweisen. Die
Konversion der Indikatoren von einer nicht-fluoiesenden zu einer fluoreszierenden
Form sollte spezifisch fir ROS sein. Aul3erdem sdalle oxidierte, fluoreszierende Form
der Indikatoren die Zelle nicht mehr verlassen l@m(Royall und Ischiropoulos, 1993).
Verschiedene Autoren berichteten, dass der farbElsereszenzindikator Dihydro-
rhodamin 123 (BLR) fur diesen Zweck gut geeignet sei. Die intragal gebildeten ROS
(v.a. HO,) oxidieren die farblose Substanz zu ihrem fluoderenden Metaboliten
Rhodamin 123 (Cathcart et al., 1983; Bass et 8831 Rothe et al., 1988; Royall und
Ischiropoulos, 1993; Carter et al., 1994; Dugamlgt1995; Crow, 1997). Mittels eines
konfokalen Laserscanning-Mikroskopes kann die Fspenzintensitat des Indikators
gemessen werden. Die Fluoreszenzintensitat kanreliiekt mit der intrazellularen ROS-
Konzentration (Royall und Ischiropoulos, 1993; Sdavat al., 1996; Possel et al., 1997;
Chandel und Schumacker, 2000).

Es gibt unterschiedliche Meinungen bzgl. der Sjgétitler ROS fiur die HR-Oxiation.
Die Oxidation von HR durch HO, ist abhéangig von speziellen Kofaktoren wie z.B.
Peroxidasen, Cytochrom C oderFéRoyall et al., 1993; Le Bel et al., 1992; Hemeel
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1.9

al., 1999; Lawrence et al., 2003; Burkitt et alD02). Kooy et al. (1994) sowie Crow
(1997) konnten eine Oxidation von,Rl durch direkte Reaktion mit Peroxynitrit
nachweisen. NO fuhrt unter normoxischen Bedingurngereiner langsamen Oxidation
von HR, unter anaerobischen Bedingungen wikR hicht oxidiert (Kooy et al., 1994).
Andere Studien konnten nachweisen, dassudd OH" nicht bei der Oxidation vorpR
beteiligt sind (Henderson et al., 1993; Szabo .etl8B5; Gagnon et al., 1998; Winston et
al., 1996). Die Spezifitdt des ROS-Nachweises dttgh in PC12-Zellen unter Hypoxie

ist allerdings nicht genau untersucht worden.

Fragestellung und Ziel

Hohler et al. (1999; 2000) und Sell (2001) konnteiypoxieversuchen an PC12-Zellen
zeigen, dass es unter Hypoxie zu einem AnstiegRf2% kommt. Ebenso konnten die
Mitochondrien als Quelle der ROS ausfindig gemaatriden (Sell 2001; Tapper, 2005).
In den durchgefuhrten Versuchen an PC12-Zellen gungher jedoch noch nicht
untersucht, welche ROS genau gebildet werden.

Um diese ungeklarte Frage zu beantworten, wurddieser Arbeit untersucht, welche
ROS unter Hypoxie in PC12-Zellen der Ratte gebildetrden. Ebenfalls wurde die
Spezifitat des FluoreszenzindikatorsRHfur die ROS-Untersuchung untersucht. Zur
genaueren Differenzierung der ROS wurden verschee®adikalfanger und Inhibitoren
der ROS-Bildung eingesetzt.

Ebselen (EBS) ist ein Antioxidanz, welches an Pgmdrt bindet und somit dessen
Wirkung hemmt (Muller et al., 1985; Cotgreave et 4087). Dimethylthiourea (DMTU)
ist ebenfalls ein Antioxidanz und wurde als OH-Ratfénger eingesetzt (Fox, 1984).
Katalase (KAT) ist ein Enzym, welches,® durch Umwandlung zu # und Q
degradiert (Goldhaber et al., 1992). 1,10-Phenahth{PHEN) ist ein Eisenchelator,
welcher die Bildung von OH-Radikalen aug®d verhindert (Van den Hoek et al., 1997).
N-G-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) wurde als NO-Syhsehemmer eingesetzt
(Dwyer et al., 1991; Reif et Mc Creedy, 1995; Araman et al., 2003). Als
intrazellularer HO,-Fanger wurde Cysteamin (CYS)(nterbourn et Metodiewa, 1999)
eingesetzt und Nitroblautetrazolium (NBT) als imgbBularer Q -Fanger (Rook et al.,
1985; Berridge et al., 2005) (s. Abb. 1).
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Material und Methodik

Zellkultur

Zelllinie

Fur die Zellkultur wurden PC12-Zellen, eine Phaoamocytom-Zelllinie der Ratte
(Greene und Tischler, 1976), aus der American €issgpe Cell Collection (Rockville,
MD, USA) verwendet.

Medium fur PC12-Zellen

Zur Anzucht wurden 75 ml Zellkulturflaschen (Fal¢céteidelberg, D) fur 1 h mit fetalem
Kalberserum (PAA, Marburg, D) beschichtet. Danachden die Zellen in RPMI 1640-
Grundmedium (Sigma, Deisenhofen, D), das je 500nm[25 ml fetalem Ké&lberserum,
50 ml Pferdeserum (Pan Systems, Aidenbach, D), Strepbtomycin/Penicillin und 5 ml
L-Glutamin (Biomol, Hamburg, D) angereichert wurdeispendiert. Die PC12-Zellen
wurden dreimal wéchentlich einem Mediumwechsel taagen und bei 37 °C und 5 %
COyinkubiert.

Trypsinisieren (Splitten)

Die PC12-Zellen wurden nach 7-10 Tagen gesplittiefir wurden die adharent
wachsenden Zellen durch Zugabe von 3 ml TrypsindemZellkulturflasche gelost und
10 Minuten bei 500 g zentrifugiert, um eine Minaashge von finf Millionen Zellen
pro Milliliter zu erhalten. Das entstandene Zellpelvurde mit Hilfe einer silikonisierten
Pasteurpipette mehrmals trituiert und dann im Vémigi1:3 auf neue Zellkulturflaschen
mit frischem Medium verteilt.

Einfrieren der PC12-Zellen

Beschriftete 1 ml fassende Kryo-Réhrchen wurden &isf vorgekihlt. Dem Kultur-
medium wurde 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigmapesetzt. Anschliessend wurde
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2.1.6

2.2

221

das Zellpellet im Einfriermedium resuspendiert umdlie Kryor6hrchen portioniert. Die
Kryoréhrchen wurden zunéchst eine Stunde im Kuinésdh abgekuhlt, danach fur 12
Stunden in einer —20 °C Gefriertruhe zwischengetagad schlie3lich in flissigen
Stickstoff Uberfuhrt (Haltbarkeit bis zu zwei Jatye

Revitalisieren

Das Auftauen der Kryo-Rohrchen erfolgte in einenf@Avarmen Wasserbad (B. Braun,
Melsungen, D). Um die Bestandteile des Einfrierrmedi mdglichst grundlich zu
entfernen, wurde der Inhalt in 9 ml angewarmtestioiedium pipettiert und 10
Minuten bei 500 g zentrifugiert. Das entstandendlpgiet wurde mit frischem
Kulturmedium versetzt und in einer 75 ml Zellkuftasche ausgesat. Anschliel3end

wurden die Zellen wie Ublich inkubiert.

Beschichtung der culture slides

Die culture slides (Falcon, Heidelberg, D, bestehans acht Napfen) wurden mit FCS
beschichtet. Nach 30 min wurde das FCS abgesaugirujeden Napf wurden 500l
PC12-Zellmedium hinzugegeben. Die Anzahl der ZgtlienNapf betrug 30000.

Versuchsansatz und -durchfiihrung

Aussaat der Zellen

12 Stunden vor Versuchsbeginn wurden die ZellerKimturmedium auf vier culture
slides (30000 Zellen/Napf) je Versuchsansatz adggddie Kammerung des Objekt-
tragers in acht Napfe ermdglichte die variable Koration verschiedener Reagenzien an

einem Versuchstag (Abb. 2).
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L1 L2 R1 R2

L3 L4 R3 R4

Abb. 2: Achtfache Kammerung eines Objekitragers fur véei@ubstanzkombinationen (schematisch

dargestellt).

Reagenzien

Vor Versuchsbeginn wurde das Kulturmedium von de@pfn der culture slides
abgesaugt. In jeden Napf wurden anschlieRend 0,8emljeweiligen Versuchsansatzes
pipettiert. Abh&ngig vom Versuchsansatz wurden eotle Substanzen in
unterschiedlicher Kombination und Anordnung in dM&pfe der culture slides
eingebracht:

14



Substanz Abkirzung | Bezugsquelle Vehikel Konzentration
Dihydrorhodamin HR Sigma, Locke'sche 25uM
123 Deisenhofen, D Losung
Ebselen EBS Alexis Locke sche 2uM
biochemicals, Lésung
Grunberg, D
Dimethylthiourea DMTU Sigma Locke sche 5mM
LAsung
Katalase KAT Sigma Locke'sche| 1000 U/ml
Losung
1,10-Phenanthrolin PHEN Sigma Locke'sche  10uM
Ldsung
N-G-Monomethyl- | L-NMMA Ultrafine Locke'sche| 200uM
L-Arginin Chemicals, Losung
Manchester, U.K
Cysteamin CYS Sigma Locke'sche 9,6 mM
Losung
Nitroblautetra- NBT Sigma Locke sche 1pM
zolium Lésung

Tabelle 1: In den Experimenten verwendete Substanzen mit Bagiarer Abkiirzungen, Bezugsquellen

und Konzentrationen im jeweiligen Versuchsansatz.
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2.2.3 Kombination der eingesetzten Substanzen

224

Fluoreszenzindikator Versuchsansatz + Experimentenzahl
20% Q/[20% Q/ |20% Q/ [ 20% G/ | 20 % Q/ | 20 % O/
1%G | 1%0G | 1%0G | 1%0G | 1%0O 1% G
+ + + + +
EBS DMTU KAT PHEN |L-NMMA
H2R 35 5 5 5 5 S

Fluoreszenzindikator Versuchsansatz + Experimentenzahl
20 % O/ 20 % Qf
1% G 1% QG
+ +
NBT CYS
H.R 5 5

Tabelle 2: Kombination der eingesetzten Substanzen in unteiithen Versuchsansatzen und Angabe

der Anzahl der jeweilig durchgefuhrten ExperimemePC12-Zellen.

Inkubation der Zellen

Zwei Objekttrager wurden fur eine Stunde unter rmaschen Bedingungen (Raumluft,
20 % Q) inkubiert. Die beiden anderen Objekttrager wurdereiner abgedichteten
Plastikbox mit einem Volumen von 300 ml unter hyigoken Bedingungen (1 %0
inkubiert. Hierfur wurde Uber eine Schlauchkonstiark im Deckel der Plastikbox ein
Festgasgemisch, bestehend aus 1 % 3% CQ und N als Balance, aus einer
Gasflasche (Messer-Griesheim, Duisburg, D) kondérligh in die Box geleitet.

Nach 60 Minuten wurden alle Objekttrager mit 4 %aRamaldehyd in 0,1 M Phosphat-
puffer (siehe Rezepturen eingesetzter LosungemrfixDas Plastikgefald wurde utber

eine weitere Offnung im Deckel mit Hilfe eines kijenssystems mit dem Fixiermittel
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231

2.3.2

geflutet, um die Zellen vor einer Reoxygenierundixieren. Nach zehn Minuten wurde

die Fixierung der Zellen und des Fluoreszenzindilsahbgeschlossen.

Nach der Fixierung wurden die Zellen zur Entfernurtps Uberschiissigen
Fluoreszenzindikators und des Fixiermittels zweinfahf Minuten mit 0,1 M

Phosphatpuffer gewaschen und mit gepuffertem Giydsiehe Rezepturen eingesetzter
Losungen) als Eindeckmedium eingedeckt. Um einemp&zaturbedingten Radikal-
bildung vorzubeugen, wurden die Objekttrager wathreler Messungen bei 4 °C

aufbewabhrt.

ROS-Messungen

Laserscanning

Es wurde ein Laser Scan Mikroskop (LSM 10, Zeisna) D) im nicht-konfokalen
Modus benutzt, um die Fluoreszenzintensitat zu emesBie Laserwellenlange betrug
488 nm. Es wurde das 40er Objektiv mit zweifachaciNergrél3erung (Zoom) benutzt.
Die Fluoreszenz wurde mdglich durch die Reaktioa bhlikators: HR — Rhodamin
123. An jedem Versuchstag wurden zu Beginn der Megn der Kontrast und die
Helligkeit separat fir den Fluoreszenzindikator méugestellt. Daftir wurden alle vier
Objekttrager kurzzeitig gescannt und geeignete kastt und Helligkeitswerte ermittelt,
die sowohl bei Objekttragern mit sehr hoher als haumit sehr niedriger

Fluoreszenzintensitat eine Auswertung ermoéglichiida.Scanzeit betrug 32 Sekunden.

Messvorgang

Die N&pfe wurden im Transmissionsmodus kurz betetchum geeignete Zellen
auszuwahlen. Gewahlt wurden Zellen, die sich inMigte der Napfe befanden und nicht
Ubereinander lagen. Von jedem Napf wurden die Esmenzintensitaten von 10 Zellen
gemessen. Die ermittelten Werte fur die Fluoresnéesitat wurden in Graustufen auf

einer Skala von 0-255 wiedergegeben.
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2.3.3 Messreihenfolge

2.4

2.5

An einem Versuchstag wurden vier mit Buchstaben iektel Objekttrager blind
analysiert. Die kodierten Objekttrager wurden infirderter gleicher Reihenfolge
durchgemustert, um alle N&pfe wahrend der Messurgmm gleichen Licht- und
Temperaturbedingungen auszusetzen. Wahrend des vdigasges wurden die
Objekttrager mit Hilfe eines Kihlaggregats auf 4 <@bgekihlt, um weitere
Radikalbildungen zu minimieren. Die Messungen gtt nach dem Schema: AL1-
DL1, AR1-DR1, AL2-DL2, AR2-DR2, AL3-DL3, AR3-DR3, B4-DL4, AR4-DR4 (vgl.

Abb. 2).

Statistische Auswertung

Die Daten eines jeden Versuchstages wurden mitnight-parametrischen Tests nach
Kruskal-Wallis und Mann-Whitney mit Hilfe des Stdtkprogramms SPSS 9.0
analysiert. Es wurden Einzelvergleiche durch Tegtwuf kritische Rangsummen-
differenzen durchgefuhrt (Bortz und Lienert, 199Bje Medianwerte der einzelnen
Gruppen eines Versuchstages wurden in eine Ubehgeia Tabelle zur weiteren
Auswertung Uberfuhrt. Hierbei wurde fir nicht-sighante Werte der unterschiedlichen
Gruppen der jeweils gleiche Wert (Mittelwert demzsln errechneten Mediane)
eingesetzt. Beobachtete Differenzen wurden B#,G5 als signifikant eingestuft. In
dieser Ubergeordneten Tabelle wurden die WerteseMersuchstages als gepaart
betrachtet. Entsprechend erfolgte die weitere stimthe Auswertung mit den nicht-

parametrischen Tests fur abhangige Stichproben Raetiman und Wilcoxon.

Rezepturen eingesetzter Lésungen

Phosphatpuffer

Lésung A: 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat-Dihydi&it,2 g/L) (Merck, D)
Lésung B: 0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat-Dihyd@4,6 g/L) (Merck)
Mischverhaltnis: 230 ml Lésung A mit 770 ml LosuBgpH 7,4
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Gepuffertes Glyceto

Pufferlosungherstellung aus einer Mischung von 5D NMatriumhydrogencarbonat
(Merck) mit 0,5 M Dinatriumcarbonat (Merck) bei em pH-Wert von 8,6. Mischung
des Glycerols (Merck) mit Puffer im Verhéltnis 2:1.

Fixationslésung

40 g Paraformaldehyd werden in 500 ml Aqua desggdam auf 70 °C erhitzt. Zugabe
von einigen Tropfen 2 M NaOH bis die Losung klardviNach dem Erkalten lassen
Zugabe von 500 ml 0,2 M Phosphatpuffer. Anschliedginstellung des pH-Wertes auf
7,2-7,4. Danach membranfiltrieren (B Porengrdf3e) und Lagerung bei -20 °C.

Locke sche Lésung

Ansatz fir 125 ml:
0,34 g Natriumchlorid
+ 0,51 g Hepes (Sigma)
+ 0,44 g Saccharose (Merck)
+ 0,13 g Glucose in 125 ml Aqua dest.
Einstellung des pH-Wertes auf 7,28. Anschlie3endgalie von 0,039 g Calciumchlorid
(Merck) und Filtrierung mit 0,2m Membranen. Lagerung bei —20 °C.
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3.1

Ergebnisse

Normoxie-/Hypoxieversuche unter Kontrollbedingungenbei PC12-Zellen

In insgesamt 35 Kontrollversuchen wurde bei PClieAeunter Verwendung von JR
die Fluoreszenzintensitat nach einsttindiger Noreaxid Hypoxie verglichen. Es konnte
bei allen Messungen ein signifikanter Anstieg deroFeszenzintensitat, d.h. der ROS-

Bildung, unter hypoxischen Bedingungen beobach&tien (Abb. 3, 4 und 5).

Abb. 3a: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstiindigermbxie (20 % ©).
Abb. 3b: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstiindiggpdkie (1 % Q).
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Abb. 5: Grauwert-kodierte intrazellulare Rhodamin 123-Faszenzintensitat eines Versuchstages nach
einstiindiger Normoxie (20 % ,0n=80) und Hypoxie (1 % £On=80) bei PC12-Zellen. Jeder Punkt gibt
den ermittelten Medianwert eines Versuchstagesavigckennzeichnet Unterschiede mp#0,05.

3.2 Normoxie-/Hypoxieversuche nach EBS-Expositionei PC12-Zellen

Um den Einfluss von EBS auf die Fluoreszenzintéhsiti Uberprifen, wurden PC12-
Zellen fur eine Stunde unter hypoxischen und noisaiven Bedingungen in Gegenwart
von EBS (2uM) inkubiert. Unter Zugabe von EBS kam es bei PZ&Ren zu einer
signifikanten hypoxiebedingten Zunahme der Rhodal@i®Fluoreszenzintensitat (Abb.
6, 7 und 8).

Die Messergebnisse von EBS-behandelten PC12-Zeilteh unbehandelten Kontroll-

zellen wiesen nach Inkubation unter Normoxie undpdkye keine signifikanten
Unterschiede auf (Abb. 7, 9 und Tabelle 3).

Abb. 6a: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstiindigermbxie (20 % @ und EBS-Zugabe.
Abb. 6b: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstiindiggpoxie (1 % Q) und EBSZugabe.
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Abb. 7: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die Patide 25 und 75 der Grauwert-kodierten
intrazellularen Rhodamin 123-Fluoreszenzintensdéites Versuchstages bei Kontrollzellen und EBS-
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Abb. 8: Grauwert-kodierte intrazellulare Rhodamin 123-Faszenzintensitat nach einstiindiger Normoxie
(20 % Q, n=80) und Hypoxie (1 % Hn=80) unter EBS-Zugabe. Jeder Punkt gibt denttitein Median-

wert eines Versuchstages wieder. * kennzeichnetidohiede mit p<0,05.

20%0, | 1% 0, 20 % O, 1% O,
+EBS +EBS

28 142 32 139

35 148 34 147

32 152 32 140

21 168 22 149

34 135 40 153

Tabelle 3: Medianwerte der Grauwert-kodierten intrazellulaRdmdamin 123-Fluoreszenzintensitat nach
einstiindiger Normoxie (20 %,(™n=80) und Hypoxie (1 % £On=80) in Kontrollen und nach EBBigabe.

n.s.

20 % O, 20 % O, +EBS
* *
19 O, 1% O, +EBS

n.s.

Abb. 9: Statistisch gesicherte Signifikanzen der Untergihiéen der intrazellularen Rhodamin 123-
Fluoreszenzintensitat nach einstiindigdmrmoxie (20 % @, n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) in
Kontrollen und nach EBS-Zugabe. * kennzeichnet thut@iede mit p<0,05; n.s. kennzeichnet

Unterschiede mit p>0,05.
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3.3

Normoxie-/Hypoxieversuche nach DMTU-Expositiofoei PC12-Zellen

Um den Einfluss von DMTU auf die Fluoreszenzintgitszu tUberprifen, wurden PC12-
Zellen fur eine Stunde unter hypoxischen (1 % Ond normoxischen (20 % D
Bedingungen in Gegenwart von DMTU (5 mM) inkubiddonter Zugabe von DMTU
kam es bei PC12-Zellen zu einer signifikanten hygledingten Zunahme der Rhodamin
123-Fluoreszenzintensitat (Abb. 10, 11 und 12).

Die Messergebnisse von DMTU-behandelten Zellen wwahtrollen wiesen nach
Inkubation unter Normoxie keine signifikanten Usthiede auf. Auch nach Inkubation
unter hypoxischen Konditionen war der Unterschiedhinsignifikant (Abb. 11, 13 und
Tabelle 4).

Abb. 10a: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstiindigermbxie (20 % @) und DMTU-Zugabe.
Abb. 10b: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstindiggpoxie (1 % Q) und DMTU-Zugabe.
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Abb. 11: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die Peitdle 25 und 75 der Grauwert-kodierten
intrazellularen Rhodamin 123-Fluoreszenzintenstiaes Versuchstages bei Kontrollzellen und DMTU-
inkubierten Zellen nach einstindiger Normoxie (20 ® n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80).
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Abb. 12: Grauwert-kodierte intrazellulare Rhodamin 123-Faszenzintensitat nach einstindiger
Normoxie (20 % @ n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) unter DMTU-Zugabe. Jeder Punkt gibt den
ermittelten Medianwert eines Versuchstages wiedeennzeichnet Unterschiede mit p<0,05.

20%0, | 1%0, | 20%0, | 1%0,
+DMTU| +DMTU
47 171 41 156
26 194 15 212
33 148 34 147
40 152 37 151
26 145 28 144

Tabelle 4: Medianwerte der Grauwert-kodierten intrazellulaRfmodamin 123-Fluoreszenzintensitat nach

einstiindiger Normoxie (20 % ,0On=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) in Kontrollen und nach DMTU-

Zugabe.
n.s.
20 % O, 20 % O, + DMTU
% %
1% O, 1% O, +DMTU
n.s.

Abb. 13: Statistisch gesicherte Signifikanzen der Unterstshien der intrazellularen Rhodamin 123-
Fluoreszenzintensitat nach einstiindigdmrmoxie (20 % @, n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) in
Kontrollen und nach DMTU-Zugabe. * kennzeichnet éiathiede mit p<0,05; n.s. kennzeichnet

Unterschiede mit p>0,05.
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3.4 Normoxie-/Hypoxieversuche nach KAT-Expositiorbei PC12-Zellen

Um den Einfluss von KAT auf die Fluoreszenzinteitsiu Uberprifen, wurden PC12-
Zellen fur eine Stunde unter hypoxischen (1 %) ©@nd normoxischen (20 % D
Bedingungen in Gegenwart von KAT (1000 U/ml) inkerbi Unter Zugabe von KAT
kam es bei PC12-Zellen zu einer signifikanten hygloedingten Zunahme der Rhodamin
123-Fluoreszenzintensitat (Abb. 14, 15 und 16).

Die Messergebnisse von KAT-behandelten Zellen iergiéich zu Kontrollen wiesen
nach Inkubation unter Normoxie keinen signifikanteimterschied auf. Auch nach
Inkubation unter hypoxischen Konditionen war keiigndikanter Unterschied zu
beobachten (Abb. 15, 17 und Tabelle 5).

Abb. 14a: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstiindiggpdkie (20 % Q) und KAT-Zugabe.
Abb. 14b: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstindiggpoxie (1 % Q) und KAT-Zugabe.
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intrazellularen Rhodamin 123-Fluoreszenzintensdifies Versuchstages bei Kontrollzellen und KAT-
inkubierten Zellen nach einstiindiger Normoxie (20 ® n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80).
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Abb. 16: Grauwert-kodierte intrazellulare Rhodamin 123-Faszenzintensitat nach einstindiger
Normoxie (20 % @ n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) unter KAT-Zugabe. Jeder Punkt gibt den

ermittelten Medianwert eines Versuchstages wiedeennzeichnet Unterschiede mit p<0,05.

20% O, 1%0, | 20% O, 1% O,
+KAT +KAT

47 94 13 39

54 197 41 158

9 36 16 56

54 144 71 103

45 166 34 152

Tabelle 5: Medianwerte der Grauwert-kodierten intrazellulaRfmodamin 123-Fluoreszenzintensitat nach

einstiindiger Normoxie (20 % ,On=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) in Kontrollen und nach KAT-

Zugabe.
n.s.
20 % O, 20 % O, + KAT
* ®
1% O, 1% O, +KAT
n.s.

Abb. 17: Statistisch gesicherte Signifikanzen der Untersishién der intrazellularen Rhodamin 123-
Fluoreszenzintensitat nach einstindigddmrmoxie (20 % @ n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) in
Kontrollen und nach KAT-Zugabe. * kennzeichnet Usthiede mit p<0,05.
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3.5 Normoxie-/Hypoxieversuche nach PHEN-Expositiobei PC12-Zellen

Um den Einfluss von PHEN auf die Fluoreszenzintéhgiu tberprufen, wurden PC12-
Zellen fur eine Stunde unter hypoxischen (1 % Ond normoxischen (20 % D
Bedingungen in Gegenwart von PHEN (M) inkubiert. Nach Zugabe von PHEN war
unter Hypoxie eine Tendenz zu héheren Werten zbdigden, dieser Unterschied war
jedoch nicht signifikant ausgepréagt (Abb. 18, 19a (20). Nur in einem einzelnen
Experiment wurde unter Normoxie eine héhere Flumezintensitat gemessen als unter
Hypoxie (Abb. 19b, 20 und Tabelle 6).

Im Vergleich zu Kontrollen wiesen PHEN-behandeftellen nach Inkubation unter
normoxischen Konditionen keinen signifikanten Ustdied in der Rhodamin 123-
Fluoreszenzintensitat auf. Auch unter Hypoxie wiesle Zellen keinen signifikanten
Unterschied auf (Abb. 19a, 21 und Tabelle 6). Nureinem Versuch wiesen PHEN-

behandelte Zellen im Vergleich zu den Kontrollemenmmormoxischen und hypoxischen

Konditionen einen signifikanten Unterschied auf GAh9b, Tabelle 6).

Abb. 18a: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstiindigermbxie (20 % @) und PHEN-Zugabe.
Abb. 18b: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstindiggpdkie (1 % Q) und PHEN-Zugabe.

31



n.s.

3004 n.s.
= [ |
£ % n.s
=
g | | |
=
E
8 200+
z
-
[}
E _
=
Log]
L]
-]
-g 100+
b~
Z

G T L | L | T

20%0, 1%0,  20%0, 1%O0,
+PHEN  +PHEN

Abb. 19a: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die Peitde 25 und 75 der Grauwert-
kodierten intrazellularen Rhodamin 123-Fluoreszaezisitat eines Versuchstages bei Kontrollzelledh un
PHEN-inkubierten Zellen nach einstiindiger Normog@ % Q, n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80).
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Abb. 19b: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die Pertle 25 und 75 der Grauwert-
kodierten intrazellularen Rhodamin 123-Fluoreszetezisitéat eines anderen als in Abb. 18a dargestellt
Versuchstages bei Kontrollzellen und PHEN-inkulgierZellen nach einstindiger Normoxie (20 % O
n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80). * kennzeichnet Unterschiede mikOp05; n.s. kennzeichnet
Unterschiede mit0,05.
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Abb. 20: Grauwert-kodierte intrazellulare Rhodamin 123-Faszenzintensitat nach einstiindiger
Normoxie (20 % @, n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) und PHEN-Zugabe. Jeder Punkt gibt den

ermittelten Medianwert eines Versuchstages wiadsr;kennzeichnet Unterschiede mit p>0,05.
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20% 0, | 1% 0, | 20% O, 1% O,
+PHEN | +PHEN
88 147 153 205
55 125 56 135
54 109 51 94
146 181 116 164
38 224 124 98

Tabelle 6: Medianwerte der Grauwert-kodierten intrazellulaRimodamin 123-Fluoreszenzintensitat nach
einstuindiger Normoxie (20 %,und Hypoxie (1 % ¢) in Kontrollen und nach PHEN-Zugabe.

n.s.

20 % O 20 % O, + PHEN
* n.s
1% 0, 1 % O, + PHEN

n.s.

Abb. 21: Statistisch gesicherte Signifikanzen der Untersishien der intrazellularen Rhodamin 123-
Fluoreszenzintensitat nach einstindigdwrmoxie (20 % @, n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) in
Kontrollen und nach PHEN-Zugabe. * kennzeichnet esthiede mit p<0,05; n.s. kennzeichnet

Unterschiede mit p>0,05.
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3.6

Normoxie-/Hypoxieversuche nach L-NMMA-Expositn bei PC12-Zellen

Um den Einfluss von L-NMMA auf die Fluoreszenzirdgét zu Uberprifen, wurden
PC12-Zellen fur eine Stunde unter hypoxischen (D%ound normoxischen (20 %D
Bedingungen in Gegenwart von L-NMMA (2Q0M) inkubiert. Auch unter Zugabe von
L-NMMA kam es bei PC12-Zellen zu einer signifikamtelypoxie-bedingten Zunahme
der Rhodamin 123-Fluoreszenzintensitat (Abb. 22)r&824).

Die Messergebnisse von L-NMMA-behandelten Zellenl t&Kontrollen wiesen sowohl

nach Inkubation unter Hypoxie als auch unter Non@&einen signifikanten Unterschied
auf (Abb. 23, 25 und Tabelle 7).

Abb. 22a: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstindigermbxie (20 % @ und L-NMMA-
Zugabe.
Abb. 22b: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstindiggpdékie (1 % Q) und L-NMMA-Zugabe.
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Abb. 23: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die Peitde 25 und 75 der Grauwert-kodierten
intrazellularen Rhodamin 123-Fluoreszenzintensgitégs Versuchstages bei Kontrollzellen und L-NMMA-
inkubierten Zellen nach einstiindiger Normoxie (20 ® n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80).

* kennzeichnet Unterschiede mit p<0,05.
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Abb. 24: Grauwert-kodierte intrazellulare Rhodamin 123-Faszenzintensitat nach einstindiger
Normoxie (20 % @, n=80) und Hypoxie (1 % £Hn=80) unter L-NMMA-Zugabe. Jeder Punkt gibt den

ermittelten Medianwert eines Versuchstages wiedeennzeichnet Unterschiede mit p<0,05.

20%0, [ 1%0; | 20% O, 1% 0O,
+L-NMMA | +I1-NMMA

33 131 37 120

53 140 49 157

45 128 44 131

23 166 20 160

32 146 27 140

Tabelle 7: Medianwerte der Grauwert-kodierten intrazellulaRimodamin 123-Fluoreszenzintensitat nach
einstiindiger Normoxie (20 %,0On=80) und Hypoxie (1 % £n=80) in Kontrollen und nach L-NMMA-
Zugabe.

n.s.
20 % O 20 % O, + L-NMMA
w E
1% O, 1% O, + L-NMMA
n.s.

Abb. 25: Statistisch gesicherte Signifikanzen der Untersishién der intrazellularen Rhodamin 123-
Fluoreszenzintensitdt nach einstindigdwrmoxie (20 % @, n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) in
Kontrollen und nach L-NMMA-Zugabe. * kennzeichnentgrschiede mit p<0,05; n.s. kennzeichnet

Unterschiede mit p>0,05.
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3.7

Normoxie-/Hypoxieversuche nach CYS-Expositionei PC12-Zellen

Um den Einfluss von CYS auf die Fluoreszenzinténsiti Uberprifen, wurden PC12-
Zellen fur eine Stunde unter hypoxischen (1 % Ond normoxischen (20 % D
Bedingungen in Gegenwart von CYS (9,6 mM) inkubi8ei CYS-Zugabe kam es bei
PC12-Zellen ebenfalls zu einer signifikanten Hygeledingten Zunahme der Rhodamin
123-Fluoreszenzintensitat (Abb. 26, 27 und 28).

Die Messergebnisse von CYS-behandelten Zellerkmdrollen wiesen nach Inkubation

unter Normoxie keinen signifikanten Unterschied. ddiiter hypoxischen Bedingungen
war der Unterschied jedoch signifikant (Abb. 27 drabelle 8, Abb. 29). Der Hypoxie-
bedingte Fluoreszenzanstieg war in CYS-behand@#dien geringer als in Kontrollen

(Abb. 27 und Tabelle 8).

Abb. 26a: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstiindigermbxie (20 % @) und CYS-Zugabe.
Abb. 26b: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstindiggpoxie (1 % Q) und CYS-Zugabe.
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Abb. 27: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die Peitle 25 und 75 der Grauwert-kodierten
intrazellularen Rhodamin 123-Fluoreszenzintens#tites Versuchstages bei Kontrollzellen und CYS-
inkubierten Zellen nach einstiindiger Normoxie (20 ® n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80).

* kennzeichnet Unterschiede mit p<0,05.
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Abb. 28: Grauwert-kodierte intrazellulare Rhodamin 123-Faszenzintensitat nach einstindiger
Normoxie (20 % @ n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) unter CYS-Zugabe. Jeder Punkt gibt den
ermittelten Medianwert eines Versuchstages wiedeennzeichnet Unterschiede mit p<0,05.

20%0, | 1%0, | 20% 0, 1% O,
+CYS + CYS
24 135 23 40
20 165 27 31
24 197 19 140
25 181 29 40
14 142 16 54

Tabelle 8: Medianwerte der Grauwert-kodierten intrazellulaRimodamin 123-Fluoreszenzintensitat nach
einstuindiger Normoxie (20 %,0On=80) und Hypoxie (1 % £Hn=80) in Kontrollen und nach CYS-Zugabe.

n.s.
20 % O, 20% 0,+CYS
* *
1% O, . 1% O,+CYS

Abb. 29: Statistisch gesicherte Signifikanzen der Unterstshien der intrazellularen Rhodamin 123-
Fluoreszenzintensitat nach einstiindigdmrmoxie (20 % @, n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) in
Kontrollen und nach CYS-Zugabe. * kennzeichnet thatkiede mit p<0,05.
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3.8

Normoxie-/Hypoxieversuche nach NBT-Expositiobei PC12-Zellen

Um den Einfluss von NBT auf die Fluoreszenzintéiisatu tberprifen, wurden PC12-
Zellen fir eine Stunde unter hypoxischen (1 % Ond normoxischen (20 % D
Bedingungen in Gegenwart von NBT |(M) inkubiert. Nach NBT-Zugabe kam es bei
PC12-Zellen zu keiner signifikanten Hypoxie-bedergtZunahme der Rhodamin 123-
Fluoreszenzintensitat (Abb. 30, 31 und 32).

Die Messergebnisse von NBT-behandelten Zellen unohtiéllen wiesen nach

Inkubation unter Normoxie einen signifikanten Ustdried auf. Auch unter Hypoxie war

der Unterschied signifikant. Die Fluoreszenzintiision NBT-behandelten Zellen war
jeweils geringer (Abb. 31, 33 und Tabelle 9).

Abb. 30a: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstiindigermbxie (20 % @) und NBT-Zugabe.
Abb. 30b: LSM-Darstellung der PC12-Zellen nach einstindiggpoxie (1 % Q) und NBT-Zugabe.
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Abb. 31: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die Peitde 25 und 75 der Grauwert-kodierten
intrazellularen Rhodamin 123-Fluoreszenzintensdifies Versuchstages bei Kontrollzellen und NBT-
inkubierten Zellen nach einstiindiger Normoxie (20 ® n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80).

* kennzeichnet Unterschiede mit p<0,05; n.s. keiotret Unterschiede mity0,05.
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Abb. 32: Grauwert-kodierte intrazellulare Rhodamin 123-Faszenzintensitat nach einstindiger
Normoxie (20 % @ n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) und NBT-Zugabe. Jeder Punkt gibt den

ermittelten Medianwert eines Versuchstages wiadsr.kennzeichnet Unterschiede n#Op05.

20%0, | 1%0, | 20%0, | 1%0,
+NBT +NBT

52 144 29 36

43 106 42 48

39 138 36 32

48 135 40 57

21 135 17 11

Tabelle 9: Medianwerte der Grauwert-kodierten intrazellulaRdmdamin 123-Fluoreszenzintensitat nach

einstiindiger Normoxie (20 % ,On=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) in Kontrollen und nach NBT-

Zugabe.
*
20 % O, 20 % O,+ NBT
o n.s. n.s.
1% O, = 1% O, + NBT

Abb. 33: Statistisch gesicherte Signifikanzen der Untersishién der intrazellularen Rhodamin 123-
Fluoreszenzintensitat nach einstindigdwrmoxie (20 % @, n=80) und Hypoxie (1 % £ n=80) in
Kontrollen und nach NBT-Zugabe. * kennzeichnet Usthiede mit p<0,05; n.s. kennzeichnet

Unterschiede mit p>0,05.
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Diskussion

Das Ziel dieser Studie war es zu ermitteln, welBi@S unter Hypoxie in PC12-Zellen
der Ratte gebildet werden. Ebenfalls wurde die Bp#zdes Fluoreszenzindikators,Ri

fur die ROS-Untersuchung untersucht. Die Fragestgllergibt sich aus der Tatsache,
dass in den bisher durchgefiihrten Hypoxie-StudierP&12-Zellen noch keine ROS-

Differenzierung vorgenommen wurde.

Fur diese Arbeit wurden PC12-Zellen der Ratte banda sie eine sehr hohe Sensitivitat
gegenuber @Schwankungen aufweisen. Die PC12-Zellen wurderGegenwart des
Redox-sensitiven FluoreszenzindikatorsRHunter Normoxie und Hypoxie inkubiert.
H2R ist in der Lage, die Zellmembran zu penetriere gignifikante intrazellulare
Konzentrationen zu erreichen. Zudem weist es eiir@nmle zellulare Toxizitat auf
(Royall und Ischiropoulos, 1993). Die Rhodamin RX@ereszenzintensitat in den PC12-
Zellen wurde am LSM gemessen.

Bei allen Messungen ohne Inhibitor- oder Radikajimusatz konnte ein signifikanter
Anstieg der Fluoreszenzintensitat unter hypoxiscBedingungen beobachtet werden.
Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass intd@e gebildete ROS das farblose
H,R zum fluoreszierenden Rhodamin 123 oxidieren (€athet al., 1983; Bass et al.,
1983; Rothe et al., 1988; Royall und Ischiropoult®93; Carter et al., 1994; Dugan et
al., 1995; Crow, 1997). Hohler et al. (1999) sowiemmer et al. (2003), die in ihren
Versuchen ebenfalls die gleiche Zelllinie verweedetkonnten einen Anstieg der
Hypoxie-induzierten Indikatorfluoreszenzintensitaeigen. Die Arbeitsgruppe von
Fandrey et al. (1994) verzeichnete in HepG2-Zgheloch eine Abnahme der Hypoxie-
induzierten Indikatorfluoreszenzintensitat, ebensigte die Arbeitsgruppe von Kroll und
Czyzyk-Krzeska (1998) in PC12-Zellen eine Abnahmer dHypoxie-induzierten
Fluoreszenzintensitat. Nach Semenza (2000) hangdoch die widersprichlichen
Ergebnisse bei der Fluoreszenzintensitdtsmessuhgleni Messverfahren zusammen.
Kroll und Czyzyk-Krzeska z.B. haben die Messund emsige Zeit nach der Inkubation
durchgefuhrt, daher kdnnte ein Hypoxie-bedingtaroFészenz-Anstieg auf Grund der

Reoxygenierung vor den Messungen wieder abgenorhatgen (Sell, 2001).
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In allen 35 Experimenten mit PC12-Zellen wurde Hilfe des Fluoreszenzindikators
H,R ein signifikanter Hypoxie-abhangiger Fluoreszatemsitatsanstieg festgestellt.
Somit zeigt sich eine Wiederholbarkeit der Messanget dem Fluoreszenzindikator

H2R fur Versuche in PC12-Zellen unter Hypoxie.

Um die Spezifitat des FluoreszenzindikatorgRHiUr ROS zu untersuchen, wurden zur
genaueren Differenzierung verschiedene Radikaltéage Inhibitoren der ROS-Bildung
eingesetzt.

ROS entstehen als Nebenprodukte in der mitochdedridtmungskette und bei anderen
Prozessen, bei denen molekularer Sauerstoff metaolwird. G~ entstehen durch die
Ubertragung eines Elektrons auf molekularen Sanferfiese tragen dann zur Bildung
weiterer reaktiver Sauerstoffspezies wighyl OH oder ONOO Dbei. Dabei ist HO;, an
sich ein wenig reaktives, ungeladenes Molekil, Mambranbarrieren durchqueren und
in den Zellkern diffundieren kann.,B, reagiert allerdings mit zweiwertigem Eisen in
der Fenton-Reaktion zu Hydroxylradikalen und drefigem Eisen (F&€ + H,0, — Fe'*

+ OH + OH) (Kamata und Hirata, 1999).

Um herauszufinden, ob extrazellularegOpl bei der ROS-Bildung beteiligt ist, wurde
KAT eingesetzt. KAT ist ein Enzym, das in fast all&eweben von Saugetieren
vorkommt und besonders in den Peroxisomen der Uetrezentriert ist (Nordberg und
Arner, 2001). KAT degradiert #, durch Umwandlung zu ¥ und Q (Goldhaber et
al., 1992). Die Messergebnisse von KAT-behandeligten im Vergleich zu Kontrollen
wiesen nach Inkubation unter normoxischen und higotven Konditionen keinen
signifikanten Unterschied auf. Die gemessenen Wmt&AT-behandelten Zellen waren
im Vergleich zu den Kontrollen tendenziell geringedoch nicht signifikant.

Die in dieser Arbeit gezeigten nicht signifikantéverte bei KAT-behandelten Zellen
zeigen, dass extrazellulares® H,R nicht in Rhodamin 123 umwandelt. Eine Erklarung
kénnte sein, dass KAT nicht ausreichend genug énZdillen diffundiert und so keine
Wirkung zeigt.

Obwohl es durch die Versuche mit KAT in diesem Melsaufbau zu keiner ;R-
Umwandlung gekommen ist, konnten jedoch mehrereeifgpruppen zeigen, dass KAT
H.O»-bedingte Signale reduzieren kann. So konnten Masidal. (2007) nachweisen,
dass eine bD,-induzierte Detrusormehraktivitdt der Ratte durc\TK aufgehoben
werden kann. De Moreno et al. (2008) konnten dukeh Einsatz von KAT die D--

abhangige Tumorprogredienz stoppen.
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Diese Befunde koénnten darauf beruhen, dass dueclexdrazellulare Umwandlung von
H,O, zu HO und Q durch die KAT ein vermehrter Ubertritt von intrlmirem HO, in
den Extrazellularraum provoziert wird und somit la@in erhohter intrazellularer,B,-

Verbrauch resultieren kann.

Um die Frage zu klaren, ob intrazellularesOpl bei der Umwandlung von 4R in
Rhodamin 123 eine Rolle spielt, wurde CYS als wmdhalarer HO,-Fanger
(Winterbourn et Metodiewa, 1999) eingeselxie Messergebnisse von CYS-behandelten
Zellen und Kontrollen wiesen nach Inkubation unikomrmoxie keinen signifikanten
Unterschied auf, jedoch konnte unter hypoxischerdirggingen ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Der Hypoxie-bewirfguoreszenzanstieg war in CYS-
behandelten Zellen geringer als in Kontrollen.

Miller et al. (1991) z.B. konnten ebenfalls einesipiven Effekt von CYS zeigen, der auf
seiner Funktion als Fanger intrazellular gebilddte®, beruht. Durch den Einsatz von
CYS konnten die durch @, induzierten DNS-Schaden reduziert werden. CYS weist
jedoch neben DNS-protektiven auch DNS-schadigendekuiwgen auf (Kanabus-
Kaminska et al., 1988).

Der gemessene Effekt im Versuchsaufbau der voriggie Arbeit ist zwar gering, aber
die Ergebnisse deuten darauf hin, dass intrazelgdéildetes KO, bei der Konversion

von HR in Rhodamin 123 mit involviert ist.

PHEN wurde eingesetzt, um zu Uberprifen, ob Eisgndbr BR-Umwandlung unter
Hypoxie eine Rolle spielt. PHEN ist ein Eisenchalatvelcher die Bildung von OH-
Radikalen aus D, verhindert (Van den Hoek et al., 1997). Im Vergezu Kontrollen
wiesen PHEN-behandelte Zellen nach Inkubation uné@moxischen und hypoxischen
Konditionen keinen signifikanten Unterschied in 8rodamin 123-Fluoreszenzintensitét
auf. Die Fluoreszenzintensitat der PHEN-behandeftelen war tendenziell geringer.
Lediglich in einem Versuch wiesen PHEN-behandelwled im Vergleich zu den
Kontrollen unter Hypoxie eine signifikant geringéileioreszenzintensitat auf.

Gille et al. (1992) konnten in Ovarialzellen vonriitern ebenfalls keinen Effekt von
PHEN vorweisen. Die von ihnen gemessenen Hypoxiazierten Zellschaden konnten
durch den Einsatz von PHEN nicht reduziert werdarch Flemmig und Arnhold (2007)
konnten in ihren Versuchen die Fenton-ReaktionQglle fir die ROS ausschliel3en.

Zweier et al. (1994) jedoch zeigten in ihren Velmrg dass durch Einsatz von
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Deferoxamin nach Anoxie und Reoxygenation dié*fadhangige OH-Radikalbildung
reduziert werden kann.

Die Tatsache, dass die Messergebnisse in diesesudteaufbau bis auf einen Versuch
keine signifikanten Unterschiede zeigen, deutetufahin, dass Fé tber die Fenton-

Reaktion nicht zur BR-Umwandlung in PC12-Zellen unter Hypoxie beitragen

Das OH zahlt zu den aggressivsten ROS (Stahl und Si€)2@uf Grund des hohen
Reaktionspotentials ist das Oldines der starksten Oxidationsmittel und kann fast
jeder Art von Molekllen reagieren. Als Hauptqudiie die Entstehung von OHin
biologischen Systemen gilt die Fevermittelte Fenton-Reaktion (Meneghini, 1997).

Ein potent diffusionsfahiger, langlebiger Fangen \ydroxylradikalen ist DMTU (Fox,
1984). Es ist ebenso in der Lage Wasserstoffperakimifangen (Jackson et al., 1985)
und den [C&]-Anstieg wahrend der hypoxischen Periode signiftkau dampfen
(Ziegelstein et al., 1992). Um zu uberprifen, obdidyylradikale fur die BHR-
Umwandlung notwendig sind, wurden Versuche mit DMdUurchgefihrt. Die Mess-
ergebnisse von DMTU-behandelten Zellen und Kordrolviesen nach Inkubation unter
Normoxie keine signifikanten Unterschiede auf. Anelch Inkubation unter hypoxischen
Konditionen war der Unterschied nicht signifikant.

Paller et al. (1998) konnten aber im Gegensatzhidurch den Einsatz von DMTU eine
signifikante Abnahme der Ischamie-bedingten Niarekfion bei Ratten vorweisen.
Wong et al. (1985) wiederum zeigten in ihren Vehsircbei Schafen durch Verwendung
von DMTU keine Beteiligung von OHbei der Entstehung von Lungenfunktions-
storungen.

Die Messergebnisse in diesem Versuchsaufbau zeiges, eine Beteiligung von Oldn
der HR-Umwandlung in PC12-Zellen unter Hypoxie nicht hegt. Somit bestatigen
diese Resultate, die mit PHEN erzielten Ergebnidsss die Fenton-Reaktion {Fe-
H,O, —» Fe* + OH + OH) bei der Umwandlung von 4R in Rhodamin 123 unter
Hypoxie nicht beteiligt ist.

ONOQO entsteht durch die Reaktion von, Omit NO (Beckmann et al., 1990). In
verschiedenen pathologischen Zustanden werderu@ NO produziert, die daraufhin
zu ONOQO reagieren. ONOTkonnte in aktivierten Makrophagen (Ischiropoulusakt

1992), in Endothelzellen (Kooy et al., 1994), beeumatoider Arthritis (Kaur et al.,

1994) und beim septischen Schock (Wizemann €1294) nachgewiesen werden. Szabo
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et al. (1995) konnten in der frihen Phase des ertmhen Schocks eine Oxidation des
H,R durch ONOOnachweisen. Interessanter Weise konnten Gagnoh €1998) in
ihren Versuchen zeigen, dass ONCHDR zu Rhodamin 123 oxidiert, wahrend weder
O, oder NO zu einer HR-Oxidation fiihren. Zusatzlich konnten sie durch d&nsatz
von NO-Synthasehemmern die,;R4Oxidation blocken. Auf Grund dieser Ergebnisse
wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass nur ONOdie Oxidation von bR in
Frage kommt. Auch Zulueta et al. (1997) konnten @N@&Is Ursache fir die Oxidation
von 2',7'-Dichlorfluorescein ausfindig machen.”"@nd NO fuhrten in ihren Versuchen
ebenfalls nicht zur Oxidation von 2',7'-Dichlorfhescein.

Um zu uberprufen, in wie weit N@der ONOOin diesem Versuchsaufbau bei deRH
Umwandlung eine Rolle spielen, wurden Versuche BBS (Antioxidanz, welches an
Peroxynitrit bindet) und L-NMMA (NO-Synthasehemmédtyrchgefuhrt.

EBS ist eine fettlésliche, seleno-organische Vetbig, die eine Reihe von
pharmakologischen Wirkungen aufweist, wie z.B. iaflimmatorische und anti-
oxidative. EBS inhibiert die Lipidperoxidation dareine Glutathionperoxidase &hnliche
Wirkung (Mdiller et al., 1984; Wendel et al., 198&}% blockiert auch die NO- und TNF-
a-Produktion in Kupfferzellen der Leber (Shimohastal., 2000). Ebenfalls bindet es an
Peroxynitrit und hemmt somit dessen Wirkung (Mulkral., 1985; Cotgreave et al.,
1987). Die Messergebnisse an EBS-behandelten PEUehZ und unbehandelten
Kontrollzellen wiesen nach Inkubation unter Nornmexind Hypoxie keine signifikanten
Unterschiede auf. Somit ist Peroxynitrit im vorkeglen Versuchsaufbau nicht fur die
H,R-Oxidation verantwortlich.

L-NMMA wurde als NO-Synthasehemmer eingesetzt. Dwsteal., (1991), Reif et Mc
Creedy (1995) und Arzumanian et al. (2003) konmniteilren Arbeiten zeigen, dass L-
NMMA alle NOS-Formen inhibiert.

NO" wird von NO-Synthasen gebildet (Palmer et al., 1988rletta et al., 1988). Neben
einer endothelialen NO-Synthase (eNOS) sind nochi zveitere Isoenzyme bekannt:
eine induzierbare NOS (iNOS) und eine neuronale NANBOS). Alle drei Isoformen
sind Ham-Proteine (Li et Forstermann, 2000). Die O8N wird vor allem in
GefalRendothelzellen exprimiert (Morris et al., 19®ie INOS kann nach Stimulation in
einer Vielzahl von Zellen (z.B. in Gefal3Bmuskelzell&Endothelzellen, aber auch in
Blutzellen) exprimiert werden (Morris et al., 19%athan, 1992). Die nNOS findet sich

vor allem in peripheren und zentralen Neuronen gpéswamy et Morris, 2002).
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Verschiedene Arbeitsgruppen konnten eine Mitbegelg von NO bei Hypoxie-
induzierten neurologischen Schaden in der Peripatialde zeigen (Cai et al., 1998;
Kadhim et al., 2006). So konnte unter Hypoxie inextBks choroideus eine vermehrte
NNOS-Expression festgestellt werden (Lin et al9@)9 Ebenfalls flihrt Hypoxie zu einer
Mehrexpression von iNOS (Melillo et al., 1995). Bobs et al. (1999) konnten unter
Hypoxie eine vermehrte eNOS-Expression zeigenzudlieiner Vasodilatation fuhrte.

In dieser Arbeit wiesen die Messergebnisse von LMNMbehandelten Zellen und
Kontrollen sowohl nach Inkubation unter Hypoxie @sch unter Normoxie keinen
signifikanten Unterschied auf. Somit ist auch N@xht fur die HR-Oxidation in PC12-

Zellen unter Normoxie und Hyopoxie verantwortlich.

O,” wird durch eine univalente Reduktion aus molelafarSauerstoff gebildet. Wie
zuvor erwéhnt, ist diese Reaktion der grundlegedawitt in der Entstehung von ROS,
insofern dass samtliche reaktiven Zwischenprodukiis diesem Radikal entstehen
kénnen (Mcintyre et al., 1999). Ebenfalls assozieit oxidativem Stress, handelt es sich
bei O;" um eine dafur untypische Spezies, da es sowoldi@lReduktionsmittel, in dem
es sein zusatzliches Elektron auf ein anderes MiblgkB. NO) Ubertragt, als auch als
Oxidationsmittel, wobei es zu B, reduziert wird, agieren kann (Elstner, 1990).
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten eine vermel@éBildung unter Hypoxie
nachweisen (Terada et al.,, 1992; Marshall et #96). Das @ ist in der Lage
Plasmamembranen von verschiedenen Zellen zu pemetriund kann so in den
Extrazellularraum gelangen (Lynch et Fridovich, 8P 7Terada (1996) konnte in seinen
Versuchen zeigen, dass Zellschaden durch den beoin O, in den Extrazellularraum
vermittelt werden konnen.

Um herauszufinden, in wie weit intrazellularegs” ®ei der HR-Oxidation beteiligt ist,
wurde NBT eingesetzt. NBT ist ein bekannter intlat#rer O,"-Fanger (Rook et al.,
1985; Berridge et al., 2005). Es wird durch” @Qu Diformazan reduziert, welches einen
blaulich-schwarzen Niederschlag bildet und lichtrogkopisch nachgewiesen werden
kann (DiGregorio et al., 1987). Die Messungen mBTNhaben einen ausgepragten
Effekt gezeigt. Die Messergebnisse von NBT-behaadelellen wiesen im Vergleich zu
Kontrollen nach Inkubation unter Normoxie signifitageringere Werte auf, der
Signalunterschied war jedoch sehr gering. Die Hspenzintensitait von NBT-
behandelten Zellen war nach Inkubation unter Hypami Vergleich zu den Kontrollen

ebenfalls signifikant geringer, hier zeigte sich grosser Signalunterschied. Auch wenn
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die Fluoreszenzintensitat von NBT-behandelten Aelhe Vergleich zu Kontrollen unter
Normoxie und Hypoxie signifikant geringer war, wanmer noch ein geringer
Signalanstieg vorhanden. Die Ergebnisse von NBTabd&lten Zellen unter Hypoxie
wiesen im Vergleich zu Kontrollen unter Normoxiarieesignifikanten Unterschiede auf.
Ebenfalls zeigten die Messergebnisse von NBT-beditard Zellen unter Normoxie im
Vergleich zur Hypoxie keine signifikanten Untersade (Abb. 31, 33 und Tabelle 9).
Somit konnten diese Ergebnisse eindrucksvoll belegiass bei PC12-Zellen unter
Hypoxie hauptsachlich das,Ofur die Umwandlung von ¥R zu Rhodamin 123
verantwortlich ist.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Adests es bei PC12-Zellen unter
Hypoxie zu einem signifikanten ROS-Anstieg kommas[HR eignet sich sehr gut als
Fluoreszenzindikator, da bei allen Messungen ohhéitor- oder Radikalfangerzusatz
ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenzintensitéitter hypoxischen Bedingungen
beobachtet werden konnte. Schlie3lich konnte alapHieefund dieser Arbeit gezeigt
werden, dass bei PC12-Zellen der Ratte unter Hgpbauptsachlich das,Oflur die
Umwandlung von bR zu Rhodamin 123 verantwortlich ist. Eine Mitbkgeing von
intrazellular gebildetem ¥D, bei der Hypoxie-induzierten ROS-Bildung konnter di
Versuche mit CYS nachweisen. Extrazellulare®©H F&*-lonen, OH, ONOO sowie

NO'" konnten als Hypoxie-bedingte Quellen deRFKonversion ausgeschlossen werden.
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Zusammenfassung

Der O,-messende Mechanismus chemosensitiver Paragamnglieisaugetieren ist nach
wie vor nicht vollstandig aufgeklart. Als Modell rfiStudien am @messenden
Mechanismus Hypoxie-sensitiver Paraganglien dier@12-Zellen, da sie eine sehr
hohe Sensitivitat gegentibep-Schwankungen aufweisen. In Versuchen an PC12+Zelle
konnte unter Hypoxie ein intrazellularer AnstiegnvBOS beobachtet werden. In den
bisherigen Arbeiten wurde bisher jedoch noch nightersucht, welche ROS genau
gebildet werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu ermittelrelehe ROS unter Hypoxie in PC12-
Zellen der Ratte gebildet werden, ebenfalls wurde 8pezifitdit des Fluoreszenz-
indikators HR fir die ROS-Untersuchung untersucht. Zur genauBifferenzierung der
ROS wurden verschiedene Radikalfanger und Inhitader ROS-Bildung eingesetzt.
Die PC12-Zellen wurden in Gegenwart vopRHunter Normoxie und Hypoxie inkubiert.
Durch intrazellular gebildete ROS wird die farbld&@ebstanz zu ihrem fluoreszierenden
Metaboliten Rhodamin 123 oxidiert. Mittels Laser aBc Mikroskop konnte die
Fluoreszenzintensitat des Indikators gemessen werde

In 35 Messungen ohne Inhibitor- oder Radikalfangeatz konnte ein signifikanter
Anstieg der Fluoreszenzintensitat unter hypoxiscBedingungen beobachtet werden.
Um herauszufinden, ob extrazellularegOpl bei der HR-Oxidation beteiligt ist, wurde
Katalase eingesetzt. Die Messergebnisse von mial&d-behandelten Zellen im
Vergleich zu Kontrollen wiesen nach Inkubation umermoxischen und hypoxischen
Konditionen keinen signifikanten Unterschied auf.

Cysteamin wurde als intrazellularer,®-Fanger angesetzt.Die Messergebnisse von
Cysteamin-behandelten Zellen und Kontrollen wiesaoh Inkubation unter Normoxie
keinen signifikanten Unterschied auf, jedoch konmeer hypoxischen Bedingungen ein
signifikant geringerer Fluoreszenzanstieg in Cysiasbehandelten Zellen im Vergleich
zu Kontrollen festgestellt werden.

Phenanthrolin wurde als Eisenchelator eingesematVergleich zu Kontrollen wiesen
Phenanthrolin-behandelte Zellen nach Inkubatiorerunbrmoxischen und hypoxischen
Konditionen keinen signifikanten Unterschied in 8drodamin 123-Fluoreszenzintensitat

auf.
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Dimethylharnstoff wurde als Hydroxylradikal-Fangeingesetzt. Auch die Mess-
ergebnisse von Dimethylharnstoff-behandelten Zellewd Kontrollen wiesen nach
Inkubation unter Normoxie und Hypoxie keine sigkafiten Unterschiede auf.

Um zu Uberprufen, in wie weit N@der ONOOin diesem Versuchsaufbau bei deRH
Umwandlung eine Rolle spielen, wurden Versuchelhgelen (Antioxidanz, welches an
Peroxynitrit bindet) und N-G-Monomethyl-L-Argini.NMMA, NO-Synthasehemmer)
durchgefuhrt. Sowohl die Messergebnisse an Ebdmbandelten PC12-Zellen als auch
die an L-NMMA-behandelten Zellen wiesen nach Inkidra unter Normoxie und
Hypoxie im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellebenfalls keine signifikanten
Unterschiede auf.

Nitroblautetrazolium (NBT) wurde schlieRlich aldraeellularer @-Fanger eingesetzt.
Die Messergebnisse von NBT-behandelten Zellen wigse Vergleich zu Kontrollen
nach Inkubation unter Normoxie und Hypoxie sigrafik geringere Werte auf. In NBT-
behandelten Zellen fihrte Hypoxie nicht mehr zuesinsiginifikanten Anstieg der
Indikatorfluoreszenz.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Adests es bei PC12-Zellen unter
Hypoxie zu einem signifikanten ROS-Anstieg kommas[HR eignet sich sehr gut als
Fluoreszenzindikator, da bei allen Messungen ohhéitor- oder Radikalfangerzusatz
ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenzintensitédtter hypoxischen Bedingungen
beobachtet werden konnte. Schlie3lich konnte alapHieefund dieser Arbeit gezeigt
werden, dass bei PC12-Zellen der Ratte unter Hgpbauptsachlich das,Oflr die
Umwandlung von bR zu Rhodamin 123 verantwortlich ist. Eine Mitbkgeing von
intrazellular gebildetem ¥D, bei der Hypoxie-induzierten ROS-Bildung konntere di
Versuche mit Cysteamin zeigen. Extrazellulare®H F&*-lonen, OH, ONOO sowie

NO'" konnten als Hypoxie-bedingte Quellen deRFKonversion ausgeschlossen werden.
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6. Summary

The Q-sensor mechanism of mammalian chemosensitive paghg is still not fully
understood. A tumour cell line (PC12-cells) deriiedm the rat adrenal medulla is
highly sensitive to changes in p@nd, therefore often utilized to serve as model to
investigate this @sensor mechanism. In PC12-cells, an intracelinlenease of reactive
oxygen species (ROS) has been observed during faypaxt it is still unknown, which
specific ROS is produced.

The aim of the present study was to investigatecwiparticular ROS are produced
during hypoxia in rat PC12-cells. In addition, tbpecificity of the redox-sensitive
indicator dihydrorhodamine 123 {R) for the detection of ROS was investigated. PC12-
cells were exposed to,R during normoxia and hypoxia. This non-fluorescdpé is
oxidized by intracellular ROS to its fluorescenttabmlite rhodamine 123. Fluorescence
was measured by laser scanning microscopy. Senaghahl-scavengers and inhibitors of
ROS-generation were used for ROS-differentiation.

Catalase was used to determine the involvementtodeellular HO, in H,R-oxidation.
Cysteamine served as an intracellulaDiHscavenger. 1,10-Phenanthroline was utilized
as an iron-metal chelator, which blocks the hydroxsadical generation.
Dimethylthiourea was used as a scavenger of hydlragycals. Ebselen is a scavenger of
peroxynitrite. The NOS inhibitor NG-monomethyl-Lgamine acetate (L-NMMA) was
used to inhibit NO-production. Nitro blue tetrazwh (NBT) is a scavenger of superoxide
anions.

In all 35 experiments without inhibitor or scavengelditives, a significantly increased
fluorescence intensity was observed when PC12-cslse exposed to hypoxia.
Treatment of PC12-cells with catalse, 1,10-Phenmahiie, dimethylthiourea, ebselen and
L-NMMA had no significant impact upon normoxic amgpoxic HR-oxidation. The
results obtained from PC12-cells after incubatioithwcysteamine showed slight
reduction in the hypoxia-induced increase in flseence indicator intensity wheras
normoxic fluorescence intensity remained unaffectéd contrast NBT caused a
significant reduction in fluorescence intensity idgrhypoxia and normoxia, and fully

prevented a hypoxia-induced increase in fluoreseenc
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In conclusion, the results of the present invesibgashow a hypoxia-induced increase of
ROS in PCl2-cells. #R serves as an adequate indicator to monitor thcsease.
Superoxide is the dominant ROS being responsibig¢hi® oxidation of HR in PC12-

cells under hypoxia, and intracellulag®} is additionally involved.
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