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1 Einleitung

1 Einleitung

Ein adaquates Angebot an Sauerstoff (O,) ist lebensnotwendig flr alle Saugetierzellen
(Lopez-Barneo et al., 1997). O,-Mangel (Hypoxie) fuhrt zu einer Reihe von adaptiven
Reaktionen auf zellularer und molekularer Ebene (Lopez-Barneo et al., 1997; Chandel &
Schumacker, 2000), um eine Schadigung des Organismus durch Sauerstoffmangel zu
verhindern. Ein O,-sensitives Regulationssystem, das uber spezielle chemosensitive
Zellen verfugt, halt den Sauerstoffpartialdruck (pO;) im Blut und Gewebe konstant (Lopez-
Barneo et al.,, 1997; Conforti et al., 1999). Zu diesen chemosensitiven Zellen gehdren
auch die paraganglionaren Zellen. Paraganglien fungieren als Warn- und Abwehrsystem
gegen Sauerstoffmangel (Kummer, 1996; Kummer et al., 2000; Prabhakar, 2001). Sie
messen kontinuierlich den pO. und initiieren bei Hypoxie adaptive Reaktionen des
Korpers, wie die reflektorische Hyperventilation und Katecholaminfreisetzung (Czyzyk-
Krzeska, 1997; Hohler et al.,, 1999). Es werden die retroperitonealen Paraganglien, zu
denen als Sonderform das Nebenierenmark gehdrt, und die Glomera unterschieden
(Kummer, 1996). Wahrend der fetalen Entwicklung und wahrend des hypoxischen
Stresses zum Zeitpunkt des Geburtsvorgangs ist die Ausschittung von kreislauf-
aktivierenden Katecholaminen aus dem Nebennierenmark fur den Fetus lebenswichtig
(Lagercrantz, 1996). Paraganglien sind durch das Vorkommen zweier Zelltypen
charakterisiert. Die Hauptzellen, auch als Typ |-Zellen bezeichnet, speichern in ihren
sekretorischen Vesikeln Katecholamine und Serotonin sowie weitere Inhaltsstoffe, die
unter Hypoxie freigesetzt werden. Diese Typ I-Zellen werden von den Auslaufern der
Hullzellen (Typ lI-Zellen) bedeckt (Kummer, 1996).

Die von Greene und Tischler (1976) aus dem Nebennierenmark der Ratte isolierte
Tumorzelllinie (PC12-Zellen) weist eine hohe Sensitivitat gegenuber O.-Schwankungen
auf und stellt daher ein Modellsystem fur O.-chemosensitive Zellen (Czyzyk-Krzeska et al.,
1994a) dar, das die Forschung der Hypoxieantwort auf molekularer und zellularer Basis
(Czyzyk-Krzeska, 1997) ermoglicht. Sie entsprechen den Os-sensitiven Typ [-Zellen
morphologisch. In beiden Zelltypen fuhren hypoxische Bedingungen zu einer Hemmung
von K*-Kanalen (Buckler et al., 1999; Conforti & Millhorn, 2000), die eine
Membrandepolarisation und einen Ca?*-Einstrom induzieren (Lopez-Barneo, 1988; Lopez-
Barneo, 1996). Es kommt zu einer verstarkten Tyrosinhydroxylase-Genexpression
(Czyzyk-Krzeska et al., 1992; Czyzyk-Krzeska et al.,1994a; Spicer & Millhorn, 2003) und
zur Dopaminausschuttung (Czyzyk-Krzeska et al., 1992). Die Tyrosinhydroxylase (TH) ist
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das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Katecholaminbiosynthese (Czyzyk-Krzeska
et al., 1994a). In PC12-Zellen fuhrt Hypoxie ebenso zu einer Zunahme der Expression von
Adrenomedullin (ADM) (Martinez et al., 2003). Das urspringlich aus menschlichen
Phaochromozytomen isolierte ADM (Kitamura et al., 1993) agiert als multifunktionelles
regulatorisches Peptid. Es besitzt vielfaltige Funktionen als Vasodilatator (Nuki et al.,
1993), Bronchodilatator (Kanazawa et al., 1994), Wachstumsfaktor (Miller et al., 1996),
Regulator der Hormonsekretion (Martinez et al., 1996), Neurotransmitter (Allen &
Ferguson,1996) und antimikrobielles Agenz (Allaker et al., 1999) und fungiert als
regulatorisches Peptid in der Elektrolythomdéostase der Niere (Jougasaki & Burnett, 2000).
Es wird in vielen Zellarten einschlieRlich Typ I-Glomuszellen exprimiert (Martinez et al.,
2003).

Bei Sauerstoffmangel kommt es zu adaptiven Reaktionen des Korpers. Dazu gehdren die
reflektorische Hyperventilation und Katecholaminfreisetzung (Czyzyk-Krzeska, 1997;
Lopez-Barneo et al., 1997). Trotz zunehmender Erkenntnisse Uber die Hypoxie-indu-
zierten zellularen Reaktionen ist die molekulare Identitat des Sauerstoffsensors bislang
noch nicht erforscht, es gibt jedoch eine Reihe vorgeschlagener Kandidaten als mdgliche
Sauerstoffsensoren (Chandel & Schumacker, 2000; Acker & Acker, 2000; Kummer &
Yamamoto, 2002 ).

Es gibt verschiedene Erkenntnisse, die fir eine Beteiligung der ein Hamprotein und drei
Eisenschwefelcluster enthaltenden Succinatdehydrogenase (SDH), die gleichzeitig
Komplex Il der mitochondrialen Atmungskette darstellt, im Sauerstoffsensorprozess
sprechen. In Typ I-Zellen des Glomus caroticum sind Mutationen der Komplex Il-Proteine
Ursache flur familidare Tumoren, die das Hypoxie-induzierte Wachstum des Glomusorgans
nachahmen (Baysal et al., 2000; Niemann et al., 2003). Diese Ergebnisse fuhrten zu der
Vermutung, dass Komplex Il eine entscheidende Rolle im Sauerstoffsensormechanismus
zukommen konnte (Baysal et al., 2000; Giemez-Roqueplo et al., 2001a+b; Baysal et al.,
2003).

Mitochondrien sind fir den Hypoxie-bedingten ROS-Anstieg in PC12-Zellen verant-
wortlich. Dies konnte in einer vorangegangenen Studie anhand von Thiamphenicol-
behandelten PC12-Zellen (T-PC12-Zellen) gezeigt werden (Sell, 2001). Thiamphenicol
hemmt speziell die mitochondriale Proteinbiosynthese (Kuzela et al., 1988). Die T-PC12-
Zellen zeigten keine vermehrte ROS-Produktion unter Hypoxie. In Experimenten von
Kummer und Mitarbeitern (2003) konnte der Hypoxie-bedingte TH-mRNA-Anstieg nicht

durch Radikalfanger unterbunden werden. Thiamphenicol-behandelte PC12-Zellen, die
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keine Hypoxie-induzierte ROS-Bildung zeigen, antworteten weiterhin mit einer Zunahme
der TH-mRNA unter Hypoxie (Kummer et al., 2001). Komplex Il wird als Einziger der vier
Multienzymkomplexe der mitochondrialen Atmungskette allein vom Kerngenom kodiert
(Lombardo et al., 1990; Oostveen et al., 1995), d.h. er bleibt in T-PC12-Zellen intakt. Da
die T-PC12-Zellen weiterhin mit einer Zunahme der TH-mRNA unter Hypoxie reagierten,
ist eine Beteiligung von Komplex Il in der Hypoxie-induzierten Transkription der TH-mRNA
denkbar.

In PC12-Zellen konnte eine Hypoxie-induzierte Zunahme der TH- (Czyzyk-Krzeska et al.,
1992; Czyzyk-Krzeska et al., 1994a; Spicer & Millhorn, 2003) und ADM-Genexpression
gezeigt werden (Martinez et al., 2003). Héhler und Mitarbeiter (1999; 2000) beobachteten
in PC12-Zellen einen Hypoxie-bedingten Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), der
mit der Zunahme der TH-Expression korreliert, jedoch nicht durch diese induziert wird.
Eine Hypoxie-bedingte ROS-Zunahme konnten auch Duranteau et al. (1998) und Chandel
et al. (1998) in der Hepatomzelllinie Hep3B nachweisen. Einige Wissenschaftler stellten
einen Zusammenhang zwischen ROS und der Stabilisation des Transkriptionsfaktors HIF
(Hypoxie-induzierter Faktor) fest (Salceda & Caro, 1997; Wiesener et al.,, 1998;
Wartenberg et al., 2003). ROS sind hiernach als second messenger an der Stimulation
der Gentranskription durch die Stabilisierung des Transkriptionsfaktors HIF beteiligt
(Chandel et al., 2000). Diese Annahme ist aber nicht unumstritten, so gehen
beispielsweise Huang und Mitarbeiter (1996) davon aus, dass die HIF-1a-Stabilisierung
durch ROS unterdrickt wird.

Experimente verschiedener Arbeitsgruppen zeigten eine Bildung von ROS an Komplex |
(Batandier et al., 2004) und Komplex Il der mitochondrialen Atmungskette (Chandel et al.,
2000b; Chen et al., 2003). Paddenberg und Mitarbeiter (2003) konnten Komplex Il in
glatten Muskelzellen von Lungengefallen als Quelle der hypoxisch-induzierten ROS-

Produktion demonstrieren.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu untersuchen, ob Komplex Il in PC12-Zellen eine
Rolle in der Hypoxie-induzierten ROS-Produktion und im Anstieg der TH- und ADM-mRNA
spielt. Die vermehrte Transkription der TH- und ADM-mRNA wurde anhand der
quantitativen RT-PCR gemessen. Die ROS-Produktion wurde nach Zugabe des
Fluoreszenzindikators 2°7°-Dichlorofluorescin (DCF-DA) am Fluoreszenzmikroskop

untersucht.
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Die PC12-Zellen wurden vor Durchfihrung der quantitativen PCR mit verschiedenen
Komplex lI-Inhibitoren sechs Stunden unter Normoxie und Hypoxie inkubiert.

Es wurden folgende Inhibitoren  eingesetzt:  Diphenyleneiodonium  (DPI),
2’-Thenoyltrifluoroazeton (TTFA) und 3’-Nitropropionsaure (3-NPA). DPI bindet
irreversibel an die Flavoprotein-Komponente von Flavoenzymen, die Bestandteil von
Komplex | und Il sind, und inhibiert dort den Elektronentransfer (Tew, 1993). Der genaue
Mechanismus des Komplex Il-Inhibitors TTFA ist noch nicht erforscht. Es wird
angenommen, dass TTFA den Elektronentransfer vom Eisenschwefelzentrum S-3 zum
Quinonakzeptor blockiert (Yang et al., 1998). 3-NPA wird durch die SDH oxidiert, dieses
Oxidationsprodukt fuhrt zur irreversiblen Hemmung der Untereinheit A des Komplexes Il
(Lopez et al., 1997; Andreassen et al., 2000). Zudem wurde eine Inkubation mit dem
Substrat Succinat im Uberschuss durchgefiihrt, um eine mdgliche Umkehrreaktion der
SDH zur Fumaratreduktase unter hypoxischen Bedingungen zu untersuchen. Succinat
stellt unter Normoxie das Substrat der SDH dar (Hagerhall & Hederstedt, 1996). Nach der
Hypothese einer Hypoxie-induzierten Umkehrreaktion der SDH zur Fumaratreduktase
wiirde Succinat das Endprodukt darstellen und daher bei einer Zugabe im Uberschuss zu
einer Hemmung der Fumaratreduktase fuhren. Dieser vermutete ,Switch® in der
katalytischen Aktivitat des mitochondrialen Komplexes Il von der Succinatdehydrogenase
zur Fumaratreduktase wurde von Paddenberg und Mitarbeitern (2003a) an
Lungengefalen und kurzlich von Henrich et al. (2004) in sensorischen Neuronen der
Ratte gezeigt.

Zur Untersuchung der Hypoxie-induzierten ROS-Produktion in PC12-Zellen sowie einer
mdglichen Beteiligung von Komplex Il bei der intrazellularen ROS-Bildung, wurden die
PC12-Zellen nach Zugabe des Fluoreszenzindikators DCF-DA und unter Einsatz
verschiedener Komplex ll-Inhibitoren (DPI, TTFA, 3-NPA) sowie mit dem Substrat
Succinat und dem Radikalfanger Nitrobluetetrazolium (NBT) eine Stunde unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen inkubiert. Anschliessend wurde die

intrazellulare ROS-Bildung am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.



5 Literaturtibersicht

2 Literaturubersicht
2.1 Hypoxie-gesteuerte Transkriptionsantwort (HIF/Prolylhydroxylasen)
2.1.1 HIF-1-Familie

Ein groRRer Schritt bei der Erforschung O.-sensitiver Regulationsmechanismen war die
Identifizierung von HIF-1 (Hypoxie-induzierbarer Faktor 1) als Hauptregulator der O-
abhangigen Genexpression (Wang & Semenza, 1995; Semenza, 1999; Semenza 2000a).
Als spezifische Antwort auf Hypoxie erfolgt eine Hochregulierung spezifischer Gene, die
notwendig sind, um die O.-Homoostase aufrecht zu erhalten. HIF-1 fungiert beim
Zusammenspiel der O,-abhangigen Faktoren als Dirigent.

Die beiden Transkriptionsfaktoren HIF-1a und HIF-2a — letzterer auch als EPAS 1
(endotheliales PAS Protein 1, Tian et al., 1997), MOP2 (,members of the PAS
superfamily“, Hogenesch et al., 1997) oder HLF (,HIF-1a like factor, Ema et al., 1997)
bezeichnet - gehdéren zur Unterfamilie der basic-helix-loop-helix (bHLH) Proteine, die eine
bestimmte charakteristische Sequenz - PAS (Per, ARNT, Sim) - Domane genannt -
besitzen (Semenza, 1999; Wenger, 2002).

Der Transkriptionsfaktor HIF-1 ist ein Heterodimer (Wang & Semenza, 1995) und besteht
aus zwei Untereinheiten, einer 120 kDa HIF-1a- bzw. HIF-2a- und einer 91-94 kDa HIF-
1B8-Untereinheit (Wang & Semenza, 1995), wobei HIF-1f identisch mit dem sogenannten
Arylhydrocarbon Receptor Nuclear Translocator (ARNT) ist (Wood et al., 1996).

Die PAS-Domane ermdglicht die Heterodimerisation von HIF-1a/2a mit ARNT (Semenza
2001; Wenger 2002; Makino et al., 2001).

HIF-1a verfugt Uber zwei Hypoxie-sensitive transkriptionale Aktivierungsdoméanen: Die
COOH-terminale Transaktivierungsdomane (CAD) und die sauerstoffabhangige Degrada-
tionsdomane (ODD) (Huang et al., 1998; Bruick & McKnight, 2001; Lando et al., 2002).
HIF-2a ist zu 48 % identisch mit HIF-1a und kann ebenfalls mit ARNT heterodimerisieren
und die Transkription von vergleichbaren DNA-Erkennungsstellen aktivieren. Fir HIF-2a
wurde eine der HIF-1a entsprechende ODD beschrieben (O'Rourke et al., 1999). Die TH-
Gentranskription in PC12-Zellen wird primar durch HIF-2a reguliert (Favier et al., 1999;
Spicer & Millhorn, 2003).
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Es wurde neben HIF-1a und HIF-2a eine weitere Isoform der a-Untereinheit identifiziert,
die ebenfalls mit ARNT dimerisieren kann: HIF-3a (Gu et al., 2000; Hara et al., 2001). HIF-
2a und HIF-3a zeichnen sich gegenuber dem ubiquitar vorkommenden HIF-1a durch eine
restriktivere Gewebsexpression aus (Wenger, 2002). Maynard et al. (2003) konnten auch
fur HIF-3a eine Interaktion mit dem von Hippel-Lindau-Tumorsuppressorprotein (pVHL)

nachweisen.

2.1.2 HIF-1a-Aktivierung

HIF-1a wird unter hypoxischen Bedingungen nicht auf Transkriptionsebene, sondern Uber
Proteinstabilisierung reguliert (Wenger & Gassmann, 1997).

Hypoxie bewirkt die intrazellulare Stabilisierung von HIF-1a bzw. HIF-2a, welches
anschlieBend in den Zellkern transportiert wird (Kallio et al., 1999). Dies geschieht
unabhangig von HIF-1B, welches konstitutiv im Zellkern vorkommt. Im Zellkern
angekommen, heterodimerisiert HIF-1a (HIF-2a) mit HIF-1B und der daraus resultierende
HIF-1-Komplex bindet an spezifische Basensequenzen der HIF-1-Bindungsstelle (HBS),
von O -regulierten Genen. Diese Basensequenz lautet fur HIF-1a: 5-RCGTG-3" (Wenger
& Gassmann, 1997; Camenisch et al., 2001).

Die HBS stellt die Kernsequenz des Hypoxieantwortelements (HRE) dar. Das HRE steuert
die Feinregulierung der HIF-1-abhangigen Zielgene. Fur eine erhdhte Transkriptionsrate
der HIF-1 Zielgene ist die Phosphorylierung von HIF-1a bzw. HIF-2a essenziell (Richard et
al., 1999).

Zur Zeit sind 25 Zielgene fur HIF-1a bekannt (Semenza, 2000a; Hofer et al., 2002). Fir
HIF-2a konnte kurzlich Erythropoietin als Zielgen in Hep3B-Zellen identifiziert werden
(Warnecke et al.,, 2004), ebenso konnte eine Korrelation zwischen HIF-2a und dem
endothelialen Gefallwachstumsfaktor (VEGF) sowie seinem angiogenetischen Rezeptor
(VEGFR-2) nachgewiesen werden (Bangoura et al., 2004; Tuomisto et al., 2004). Darlber
hinaus sind bisher keine Zielgene fur HIF-2a bekannt (Fedele et al., 2002), es werden

aber ahnliche Zielgene wie fur HIF-1a vermutet.



7 Literaturtibersicht

2.1.3 HIF-1a-Abbau

Das HIF-1a Protein wird konstitutiv synthetisiert und unter normoxischen Bedingungen
uber die Ubiquitin/Proteasom-Degradationskaskade gleich wieder abgebaut (Salceda &
Caro 1997; Huang et al., 1998; Kallio et al.,, 1999). Ein Oz-abhangiger proteosomaler
Abbau unter Beteiligung des pVHL wurde auch fur HIF-2a beschrieben (Takahashi et al.,
2004).

Spezifische Prolylhydroxylasen sind an der Regulation der Stabilisierung von HIF-1a mal3-
geblich beteiligt. Sie bendtigen Eisen als Kofaktor und Sauerstoff sowie 2-Ketoglutarat als
Kosubstrat (Ilvan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001).

Unter Normoxie werden zwei spezifische Prolinreste (Pro-402 und Pro-564) kontinuierlich
durch diese Prolylhydroxylasen in der Os-abhangigen Degradationsdomane (ODD)
hydrolysiert (lvan et al., 2001; Jaakola et al., 2001; Masson et al., 2001; Yu et al., 2001;
Lando et al., 2002; Lando et al., 2003). Analoge Prolylreste sind fur HIF-2a (p531) und
HIF-3a bekannt.

Durch diese normoxische Prolylhydroxylierung wird die Assoziation des pVHL und HIF-1a
bzw. HIF-2a innerhalb der ODD ermdglicht. Das pVHL beinhaltet eine Ubiquitinligase,
welche HIF-1a bzw. HIF-2a ubiquitiniert. Die so markierten HIF-1a- oder HIF-2a- Molekule
werden durch Proteasomen abgebaut (Salceda & Caro, 1997; Kallio et al., 1999; Maxwell
et al., 1999; Cockmann et al., 2000; Tanimoto et al., 2000).

Es wird angenommen, dass bei Hypoxie der Prolylhydroxylase ausreichend O, fehlt, so
dass keine Ubiquitinierung erfolgen kann. HIF-1a (HIF-2a) wird nicht abgebaut und
wandert in den Kern. Hier aktiviert es nach Heterodimerisierung mit HIF-1 die entspre-
chenden Zielgene (Ivan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001).

2.1.4 HIF-1a transkriptionale Aktivierung

Voraussetzung fir die hypoxische Induktion der HIF-1a- und HIF-2a-Funktion sind zwei
Schritte: 1) Die Inhibition der sauerstoffabhangigen Prolyl-4-Hydroxylierung in der ODD,
um die Assoziation mit dem pVHL-Ubiquitin-Ligase-Komplex zu unterbinden und damit
den folgenden Abbau der HIF-a-Molekile durch die Ubiquitin-Proteasom-Kaskade zu
verhindern. 2) Die Inhibition der sauerstoffabhangigen Asparaginylhydroxylierung in der
ODD, um die Interaktion mit dem Kofaktor CBP/p300 zu ermdglichen (Ema et al., 1999;
Fedele et al., 2002). Die Inhibition der sauerstoffabhangigen Hydroxylierung des
Asparagins (Asn) N803 von HIF-1a (bzw. N851 von HIF-2a) in der CAD-Region unter
Hypoxie unterstutzt die Interaktion mit dem Koaktivator p300/CBP (Arany et al., 1996;
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Kallio et al., 1998) und induziert die Transkription (Lando et al., 2002). Diese Hydroxy-
lierung stellt einen immens wichtigen Schritt im Regulationsmechnismus der intrazellula-
ren Sauerstoffmessung da und wurde von Lando und Mitarbeitern (2002) als ,hypoxic
switch® bezeichnet. Die diese Reaktion katalysierende Asparaginylhydroxylase, auch als
,Factor-inhibiting HIF1“ (FIH) bezeichnet (Hewitson et al., 2002), gehort zur Familie der Fe
(I1)-und 2-Ketoglutarat-abhangigen Familie der Dioxygenasen (Lando et al., 2002).
Daruber hinaus ist die Beteiligung eines Redoxfaktors (Ref-1) bei der Interaktion mit dem
Koaktivator CBP/p300 bekannt. Ref-1 reagiert mit einem Cysteinrest in der CAD von HIF-
1a (Semenza, 2001).

Neben den postulierten Prolylhydroxylasen und Asparaginylhydroxylasen als mogliche
Sauerstoffsensoren und Mediatoren wird auch eine Beteiligung anderer Komponenten flr
die HIF-1a und HIF-2a-Regulation vermutet. So wurde z.B. eine Beteiligung von Zytokinen
Uber den Phosphatidylinositol-3"-Kinase-Weg gezeigt (Semenza, 2002). Ebenso wird eine
Involvierung reaktiver Sauerstoffspezies bei der Aktivierung von HIF-1a diskutiert, wobei
umstritten ist, ob sie die HIF-1a-Stabilisierung induzieren (Chandel et al., 2000) oder
unterdriicken (Huang et al., 1996).

HIF-1a und HIF-2a sind essenziell in der embryonalen Entwicklung. HIF-1a defiziente
Mauseféten (Gassmann et al., 1998) sterben intrauterin (lyer et al., 1998). Sie besitzen
ein unzureichend ausgebildetes Blutgefalsystem und zeigen multiple Defekte in der
kardiovaskularen Entwicklung, wodurch es zu einer globalen Hypoxie kommt (Ryan et al.,
1998).

HIF-2a wird im Zuckerkandlorgan, dem groften retroperitonealen Paraganglion,
exprimiert. Dieses Organ ist die erste Quelle der embryonalen Katecholaminproduktion.
Embryos des ersten berichteten HIF-2a-defizienten Stammes sterben intrauterin. Sie
verfugen Uber ein normal ausgebildetes Gefal3system, zeigen aber eine ungenigende
Lungenreifung sowie eine sehr niedrige Herzfrequenz infolge einer zu geringen Produktion
an Katecholaminen (Tian et al., 1998). Die ubiquitare HIF-1a-Expression kann einen HIF-
2a0-Defizit in der embryonalen Entwicklung nicht kompensieren. Es gibt einen weiteren
HIF-2a defizienten Stamm, der die Fetalperiode Uberlebt. Diese Mause sterben erst nach
der Geburt am neonatalen Atemnotsyndrom, das auf eine verminderte VEGF-Produktion
im Alveolarepithel zurickzufuhren ist und so zu einer unzureichenden Surfactantbildung
fuhrt (Compernolle et al., 2002).

Neben der embryonalen Entwicklung spielen HIF-1a und HIF-2a eine wichtige Rolle in der
Tumorpathogenese. So wird eine erhohte Bildung des HIF-1a-Proteins in malignen

Tumoren und Tumormetastasen gefunden (Blancher et al., 2000; Beasly et al., 2002). Die
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von Hippel-Lindau-Erkrankung wird durch Mutationen im VHL-Gen verursacht. Es handelt
sich dabei um ein familiares Krebssyndrom, das durch multiple Tumoren (Blutgefaf3-
system, Retina, zentrales Nervensystem, Leber, Niere, Pankreas) charakterisiert ist

(lliopoulos et al., 1995).

2.2 Sauerstoffsensormodelle

2.2.1 Prolylhydroxylasen-Hypothese

Der in der Hypoxieantwort eine grof3e Rolle spielende Transkriptionsfaktor HIF-1a
(Semenza, 1999) wird konstitutiv synthetisiert und unter normoxischen Bedingungen Uber
die Ubiquitin/Proteasom-Degradationskaskade direkt wieder abgebaut (Huang et al.,
1998; Kallio et al., 1999; Salceda & Caro 1997). Untersuchungen Uber den Mechanismus
des Abbaus der HIF-1a-Untereinheit identifizierten HIF-Prolylhydroxylasen. Sie bendtigen
Eisen als Kofaktor und Sauerstoff sowie 2-Ketoglutarat als Kosubstrat (lvan et al., 2001;
Jaakola et al., 2001). Unter Normoxie hydroxylieren diese Prolylhydroxylasen zwei
spezifische Prolinreste in der sauerstoffabhangigen Degradationsdomane (ODD) von HIF-
1a bzw. HIF-2a und ermoglichen so die spezifische Interaktion des von Hippel-Lindau-
Tumorsuppressor-Proteins (pVHL) mit HIF-1a bzw. HIF-2a. Einige Wissenschaftler
postulieren ein  sauerstoffabhangig arbeitendes Prolylhydroxylasensystem als
Sauerstoffsensorkandidat. Die im pVHL enthaltende Ubiquitinligase markiert HIF-1a/HIF-
2a durch das Anhéangen von Ubiquitin, so dass ein Abbau durch Proteasomen erfolgt
(Huang et al., 1998; Kallio et al., 1999). Es wird angenommen, dass unter hypoxischen
Bedingungen der Prolylhydroxylase eine ausreichende Menge an Sauerstoff fehlt, so dass
keine Ubiquitinierung erfolgt und es nicht zur Aktivierung der Ubiquitin/Proteasom-
Degradationskaskade kommt (lvan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001).

Ein homologes HIF-VHL-Prolylhydroxylasensystem existiert in Caenorhabditis elegans. In
diesem Nematoden wurde die Prolylhydroxylase EGL-9 (Egg Laying Abnormal-9) identifi-
ziert (Epstein et al., 2001). In der Ratte ist die Prolylhnydroxylase SM-20 bekannt (Wax et
al., 1994; Darby et al., 1999). Das menschliche Genom enthalt EGL-9 Homologe, die drei
Prolylhydroxylasen PHD1, PHD2 und PHD3 (Epstein et al., 2001; Bruick & McKnight,
2001; Ivan et al.,, 2002; Hirsila et al., 2003). Neben den Prolylhydroxylasen ist eine
Asparaginylhydroxylase (FIH, Factor inhibiting HIF1) in den HIF-Mechanismus involviert.
Diese Asparaginylhydroxylase hydrolysiert unter Normoxie sauerstoffabhangig spezifische
Aparaginreste von HIF-1a bzw. HIF-2a (Lando et al., 2002). Unter Hypoxie wird diese

Reaktion gehemmt und nach Interaktion mit dem Koaktivator p300/CBP (Arany et al.,
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1996; Kallio et al., 1998) die Transkription induziert. PHD1 kommt ausschliesslich im
Nukleus vor, PHD2 und FIH-1 sind im Zytoplasma und PHD3 im Zytoplasma und im Kern
lokalisiert. Prolylhydroxylasen und FIH-1 bilden daher vermutlich eine Sauerstoffsensor-
kaskade unterschiedlicher subzellularer Lokalisation (Metzen et al., 2003). Die Sauerstoff-
abhangigkeit der Hydroxylaseaktivitat fuhrte zu der Annahme, dass diese Proteine
moglicherweise als primare Sauerstoffsensoren fungieren konnten (lvan et al., 2001;
Jaakkola et al., 2001).

2.2.2 lonenkanal-Hypothese

Lopez-Barneo und Mitarbeiter (1988) fanden heraus, dass die Offnungswahrscheinlichkeit
von K*-Kanadlen durch Hypoxie verringert werden kann. Es wurde in verschiedenen
Zelltypen eine ganze Reihe von Oz-sensitiven K*-Kanalen nachgewiesen (Buckler, 1997,
Lopez-Barneo et al., 1997), die auch innerhalb verschiedener Spezies variieren (Lopez-
Barneo et al., 1996). Es ist unumstritten, dass die lonenstréme in verschiedenen Zelltypen
durch die Sauerstoffkonzentration zu beeinflussen sind. Es ist allerdings noch nicht
geklart, ob die lonenkanale selbst als direkter O-Sensor fungieren, oder ob die
Veranderung der lonenstrome als Reaktion auf einen ausserhalb der lonenkanale
liegenden O:-Sensor entsteht. Die Annahme eines nahegelegenen O.-Sensor wird durch
Experimente unterstitzt, die zeigen, dass O-sensitive lonenkanale durch Oxidations- und
Reduktionsmittel beeinflusst werden konnen (Fearon et al., 1999).

Es gibt auch Hinweise, die fur die Beteiligung eines membranassoziierten Prozesses bei
der Messung der O;-Konzentration durch lonenkandle sprechen. So reagieren
lonenkanale, die durch die Patch-clamp-Methode in isolierten Membranabschnitten ohne
anhangende Zellen untersucht wurden, immer noch sensibel auf Veranderungen in der
O:-Konzentration (Perez-Garcia et al., 1999).

Die Arbeitsgruppe von Rustenbeck et al. (1999) lieferte eine alternative Interpretation zu
dieser Thematik. Sie konnte in Experimenten an Typ B-Zellen des Pankreas nachweisen,
dass bei der Patch-clamp-Methode auch Mitochondrien am isolierten Membranstick
haften bleiben kénnen. Da die Offnungswahrscheinlichkeit von ATP-abhéngigen Kalium-
kanalen durch mitochondriale Hemmstoffe beeinflusst werden kann, weisen diese
Erkenntnisse darauf hin, dass Mitochondrien am O.-Sensormechanismus beteiligt sind

und mit lonenkanalen eine funktionelle Einheit bilden.
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Das wissenschaftliche Interesse gilt derzeit den ,Zwei-Poren-Domanen-K*-Kanalen“ (Patel
& Honore, 2001). Zu ihrer Familie gehéren u.a. TASK1, 2, 3, und TWIK-1. Diese Kanale
verfigen Uber vier transmembrane Segmente und zwei Porendomanen (Buckler et al.,
2000) und bestimmen das Ruhepotenzial von Zellen. Die Offnungswahrscheinlichkeit
dieser Kanale wird durch verschiedene physikalische und chemische Stimuli, u.a. auch
durch Oz und den pH-Wert, beeinflusst (Patel & Honore, 2001), was fur ihre Beteiligung im
Sauerstoffsensormechanismus spricht.

Buckler und Mitarbeiter (2000) identifizierten im Glomus caroticum der Ratte TASK-
ahnliche K*-Kanale. Auch in Typ lI-Zellen des Glomus caroticum der Ratte und in
Nervenfasern konnten TASK1 nachgewiesen werden (Kummer & Yamamoto, 2002).

2.2.3 Hamprotein-Hypothese

Diese Hypothese schlagt ein Hamprotein als primaren O-Sensor vor und geht davon aus,
dass das Hamprotein direkt O, binden und eine O.-abhangige Konformationsanderung
durchfiihren kann. In der Anwesenheit von Sauerstoff liegt das Hamprotein in oxidiertem
Zustand vor und ist inaktiv. Unter Hypoxie wird das Hamprotein deoxidiert und in seine
aktive Form uUberfuhrt, so dass es das Signal ,Hypoxie“ weiterleiten kann (Semenza,
1999).

Ihren Ursprung findet diese Hypotese in Untersuchungen, die an Bakterien und Hefen
durchgefuhrt wurden. Proteine, die ein Eisenzentrum tragen, unterliegen sauerstoffab-
hangigen Konformationsanderungen, die ihre Aktivitat regeln. Im Bakterium Rhizobium
meliloti wurde das Ham-tragende FixL/FixJ System als Sauerstoffsensor identifiziert
(Monson et al., 1992; Gilles-Gonzales et al., 1995).

Es werden in der Hamprotein-Hypothese eine mitochondriale Komponente der Atmungs-
kette oder ein nichtmitochondriales Protein wie die NADPH-Oxidase diskutiert (Acker &
Acker, 2004).

In dieser Hypothese werden unter anderem mitochondriale Cytochrome als mdgliche
Sauerstoffsensorkandidaten vorgeschlagen. Mitochondrien von Glomuszellen reagieren
empfindlicher auf Anderungen im Sauerstoffangebot als Mitochondrien in Neuronen der
Spinalganglien (Biscoe et al.,1989). Hypoxie fuhrt zu mitochondrialer Depolarisation in
Glomuszellen. Spezifische Inhibitoren (Antimycin A) der Atmungskette unterbinden die
sensorische Antwort auf Hypoxie, jedoch nicht auf CO. (Mulligan & Lahiri, 1982). Auch
Kohlenmonoxid (CO) hat einen stimulatorischen Effekt (Lahiri et al., 1999). Diese Studien
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unterstitzen die mitochondriale Rolle in der Transduktion. Es bleibt jedoch unklar, wie der
Wechsel des Oxidationszustandes im mitochondrialen Cytochrom mit dem
Aktivitatsanstieg afferenter Nerven verbunden ist (Prabhakar, 2000).

Hohe Konzentrationen an CO hemmen auch die Aktivitat anderer Ham-tragender
Enzyme, v.a. der Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) (Prabhakar, 1999). Stickstoffmonoxid
(NO) wird endogen von Stickstoffmonoxidsynthasen (NOS) gebildet. Die Bildung erfolgt
sauerstoffabhangig und bedarf der Bindung an Hamliganden. NOS1 und NOS3 werden in
afferenten Nervenfasern und in Blutgefallen des Glomus caroticum exprimiert (Prabhakar,
1999). NO-Donoren bewirken einen Abfall der intrazellularen Ca®-Konzentration und
blockieren Ca?-Kanale (v.a. L-Typ Ca?-Kanale) in Glomuszellen (Prabhakar, 1999;
Summers et al., 1999). Diese Beobachtungen unterstitzen die Annahme, dass ein
Hamprotein als Sauerstoffsensorkandidat in Frage kommt.

Ein weiterer Hinweis fur die Hamproteinhypothese basierte auf Beobachtungen von
Reaktionen auf Kobaltchloridinjektionen (CoCl.) bei Ratten. Diese induzierten die Erythro-
poetinsekretion (EPO) und flhrten zur Polyzythamie (Goldwasser et al., 1958). EPO wird
unter Hypoxie in Leber und Niere synthetisiert und stimuliert die Bildung der roten Blutkor-
perchen.

In Hepatomzelllinien fuhrte die Behandlung mit CoCl, zu einem dosisabhangigen Anstieg
der Erythropoetin-mRNA unter normoxischen Bedingungen. Eine Begasung mit Kohlen-
monoxid (10%) unter Hypoxie verhinderte die Induktion von EPO.

CO ist ein physiologisch stabiles Molekil, welches mit Hamgruppen interagieren kann.
Goldberg und Mitarbeiter (1988) gehen von der Annahme aus, dass Co?* anstelle von Fe?*
in ein Hamprotein eingebaut wird. Das Hamprotein wird durch den Einbau von Co?" bzw.
die Interaktion mit CO in einen deoxygenierten Zustand Uberflhrt und fungiert so als O,-
Sensor, der das Hypoxiesignal weiterleitet. Co** ahmt nach dieser These den Hypoxie-
effekt nach. CO und Co?* filhren durch eine Konformationsédnderungen des Hamproteins
zu einer Stimulation der EPO-Produktion. Experimente von Srinivas und Mitarbeitern
(1998) stellen die Annahme in Frage, dass Hamproteine am O:-Sensormechanismus
beteiligt sind. Chandel & Schumacker (2000) schlieBen auf Grund von Srinivas’
Experimenten ein Hamprotein als mdglichen O,-Sensor nicht aus, bezweifeln aber, dass

Co?* die Situation unter Hypoxie nachahmt.
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2.2.4 NADPH-Oxidase-Hypothese

Die NADPH-Oxidase-Hypothese stellt eine Erweiterung der Hamprotein-Hypothese da.
Das NADPH-Oxidasesystem der Phagozyten besteht aus einem membrangebundenen
Flavoprotein Cytochrom b558, das den katalytischen Komplex bildet. Dieser besteht aus
einer gp91phox und der p22phox Untereinheit. Die zytosolische regulatorische
Komponente beinhaltet die Faktoren p47phox und p67phox. Neben dem katalytischen
Komplex und der zytosolischen Komponente besitzt die NADPH-Oxidase andere
regulatorische Untereinheiten, wie die GTPase Proteine Rac-1 oder Rac-2 (Babior, 1999;
Chandel & Schumacker, 2000; Acker & Acker, 2004). Die NADPH-Oxidase (NOX2) der
neutrophilen Granulozyten reduziert molekularen Sauerstoff in das Superoxidanion O;-,
das zu Wasserstoffperoxid umgewandelt wird. Die gebildeten ROS werden zur Abwehr
pathogener Mikroorganismen eingesetzt (Karnovsky, 1994; Babior, 1999). Bislang
konnten die NADPH-Oxidasen 1-5 (NOX1-5) klassifiziert werden (Cheng et al., 2001). Als
NOX2 wird die neutrophile NADPH-Oxidase bezeichnet (Cheng et al., 2001; Takeya et al.,
2003).

Immunhistochemisch wurden beide b558 Cytochrom-Untereinheiten sowie die zytoso-
lischen Komponenten (gp47phox, p67phox) des Uberwiegend intrazellular lokalisierten
NADPH-Oxidase Komplexes in Glomuszellen von Ratte, Mensch und Meerschweinchen
identifiziert (Kummer & Acker, 1995). Das Vorkommen der NADPH-Oxidasen ist nicht auf
Phagozyten und Glomuszellen beschrankt (Kummer & Acker, 1995). Verschiedene
Proteinkomponenten der NADPH-Oxidase konnten in pulmonalen glatten Muskelzellen, in
Endothelzellen (Gdrlach, 2000) sowie in sensiblen Neuronen der Ratte nachgewiesen
werden (Dvorakova et al., 1999). In PC12-Zellen wurden mittels der RT-PCR Transkripte
der beiden Untereinheiten gp91phox und gp22phox des Cytochroms b558 nachgewiesen
(Kummer & Yamamoto, 2002).

Acker & Xue (1995) vermuteten, dass es sich bei dem zunachst nur im Glomus caroticum
photometrisch postulierten Cytochrom b (Acker et al., 1989) um ein plasmalemmales
Hamprotein handelt, welches Ahnlichkeit mit dem Cytochrom b558 der NADPH-Oxidase
von Neutrophilen und Makrophagen aufweist. Sie postulierten, dass diese das Cytochrom
b558 enthaltende NADPH-Oxidase sauerstoffabhangig H.O. produzieren kann, das die
Offnungswahrscheinlichkeit von Kaliumkanalen und die Expression bestimmter Gene, wie
z.B. EPO, reguliert (Acker 1994; Acker & Xue, 1995).

Auch in Neuroepithelkérperchen der Lunge konnte ein Cytochrom b nachgewiesen

werden (Youngson et al., 1993), das als Bestandteil der NADPH-Oxidase vermutet wurde.
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Wang und Mitarbeiter (1996) griffen diese Hypothese auf und erweiterten diese durch
weitere Experimente. Sie vermuteten, dass es sich bei den Neuroepithelkérperchen der
Lunge um chemosensitive Zellen handelt, die Uber eine sauerstoffsensitive NADPH-
Oxidase verfugen, die in Abhangigkeit von der Sauerstoffkonzentration H.O, bildet und an
der Regulierung H.O.-abhangiger Kaliumkanale beteiligt ist.

Verschiedene Arbeitsgruppen zweifelten an der Funktion der NADPH-Oxidase-Hypothese
als O.-Sensor chemosensitiver Zellen. So konnten Wenger und Mitarbeiter (1996) bei an
chronischer Granulomatose erkrankten Patienten nachweisen, dass die phagozytare
NOX2 nicht mit einer Hypoxie-bedingten EPO- oder VEGF-Produktion in Zusammenhang
steht. Die chronische Granulomatose wird durch einen genetischen Defekt der NADPH-
Oxidase verursacht, der durch die fehlende O, - und H,O.-Bildung zu einer Stérung der
intrazellularen Keimabtotung in den Granulozyten fuhrt. Eine B-Zelllinie von Patienten mit
chronischer Granulomatose war immer noch in der Lage, adaquat auf Hypoxie mit einer
Transkriptionssteigerung zu reagieren. EPO- und VEGF-mRNA wurde in normalen
Mengen gebildet (Wenger et al., 1996).

Studien an gp91phox-defizienten Mausen fuhrten zu der Annahme, dass die phagozytare
NADPH-Oxidase flur die Sauerstoffmessung im Glomus caroticum und in Lungengefal3en
nicht relevant ist (Roy et al., 2000; He et al., 2002). Experimente von Sanders und
Mitarbeitern (2002) an gp91phox- und gp47phox-defizienten Mausen zeigten, dass weder
die gp91phox- noch die p47phox-Komponente der phagozytaren Oxidase relevant sind flr
die EPO-Expression unter Hypoxie. Im Gegensatz dazu lasst ein Verlust der
Hypoxiesensitivitat von Kaliumkanalen und DPI-Ansprechbarkeit in Zellen des
Neuroepithelkdrperchens von gp91phox-Nullmutanten vermuten, dass die NADPH-
Oxidase und ROS am Sauerstoffsensormechanismus Uber die Regulation des
Membranpotenzials beteiligt sind (Fu et al., 2000).

In Neuronen des Ganglion petrosum, aber auch in allen anderen sensorischen Ganglien
der Ratte, konnte ein weitverbreitetes Vorkommen des Cytochroms b558 nachgewiesen
werden (Dvorakova et al., 1999), wodurch eher auf eine allgemeine Funktion des
Cytochroms b558 im Metabolismus von sensiblen Neuonen zu schliessen ist, als auf eine
Funktion als O2-Sensor in chemorezeptiven Neuronen.

Acker und Xu (1995) gingen in ihrer NADPH-Oxidase-Theorie von einem plasmamem-
brangebunden Enzym aus. Untersuchungen von Youngson und Mitarbeitern (1997) an
kultivierten Zellen des Glomus caroticum ergaben eine Lokalisation des Cytochroms b558

in der Plasmamembran oder im Zytoplasma der Zellen. In der Membran sekretorischer
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Vesikel von Nebennierenmarkszellen konnte eine Untereinheit des Cytochroms b558
nachgewiesen werden (Kummer et al., 1999). Das subzellulare Vorkommen des
Cytochroms b558 in Vesikeln von Nebennierenmarkszellen stellt die Funktion der
NADPH-Oxidase als O,-Sensor in Frage.

Dvorakova et al. (2000) konnten in den Bindegewebssepten des Glomus caroticum
Makrophagen nachweisen, welche die phagozytare NADPH-Oxidase besitzen. Diese
stellen die Hautquelle des Cytochroms b558 im Glomus caroticum der Ratte dar und
erklaren das von Cross et al. (1990) und Acker et al. (1992) gefundene
spektrophotometrische Absorptionsmaximum von 558 nm im Glomus caroticum der Ratte.
Somit ist die Hypothese, die auf Grund des Absorptionsmaximums im Glomus caroticum
auf ein dort lokalisiertes als Sauerstoffsensor fungierendes Cytochrom b558 schlielit,
(Cross et al., 1990; Acker et al., 1992) in dieser Form nicht haltbar.

2.2.5 Mitochondrien-Hypothese

Verschiedene Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen den von den Mitochondrien
gebildeten ROS und dem Oz-Sensormechanismus (Chandel et al., 1998; Duranteau et al.,
1998), wobei ROS primar unter chronischer Hypoxie eine Bedeutung als second
messenger zukommt (Duranteau et al., 1998). Ihre Rolle wird jedoch kontrovers diskutiert.
Forschungen an Kardiomyozyten mit dem spezifischen Fluoreszenzindikator
27 -Dichlorofluorescin Diazetat (DCFH-DA) zeigten, dass die ROS-Konzentration in
Kardiomyozyten unter Hypoxie zunimmt (Duranteau et al., 1998). Chandel und Mitarbeiter
(1998) forschten zur gleichen Zeit an Hep3B-Zellen und kamen ebenfalls zu dem
Ergebnis, dass Hypoxie die Transkription von EPO, VEGF und glykolytischen Enzymen
uber eine Erhohung mitochondrialer ROS aktiviert (Chandel et al., 1998). Andere
Wissenschaftler beobachteteten hingegen einen ROS-Abfall unter Hypoxie (Fandrey,
1994; Kroll & Czyzyk-Kzeska, 1998; Gdrlach et al., 2003).

Auch in PC12-Zellen stellen Mitochondrien die Quelle der Hypoxie-induzierten ROS-
Produktion dar (Hohler et al., 1999; Sell, 2001). In sensiblen Neuronen der Ratte konnte
keine steigende ROS-Produktion unter hypoxischen Bedingungen nachgewiesen werden
(Henrich et al., 2001). Experimente verschiedene Arbeitsgruppen zeigten eine Bildung von
ROS an Komplex | (Batandier et al., 2004) und Komplex Il (Chandel et al., 2000b; Chen
et al., 2003). Die Arbeitsgruppe von Paddenberg et al. (2003a) demonstrierte an glatten
Muskelzellen von Lungengefalten Komplex Il als Quelle der hypoxisch-induzierten ROS-

Produktion in diesem Zelltyp. In PC12-Zellen wird bisher Komplex | als mitochondriale
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Quelle der ROS-Produktion unter Hypoxie angenommen (Sell, 2001).

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten einen Zusammenhang zwischen ROS und dem
Transkriptionsfaktor HIF zeigen (Salceda & Caro, 1997; Wiesener et al., 1998;
Wartenberg et al., 2003). Es wird angenommen, dass ROS hier eine Rolle als second
messenger in der Stimulation der Gentranskription durch die Stabilisierung des
Transkriptionsfaktors HIF spielen (Chandel et al., 2000). Yuang et al. (2004) beobachteten
in ihren Experimenten an PC12-Zellen unter intermittierender Hypoxie (IH) ebenfalls eine
Zunahme der ROS-Bildung, v.a. von Oz, das eine wichtige Rolle bei der c-fos-Aktivierung
spielt. Sie sehen in der Inhibition von Komplex | eine Quelle fur die O2-Bildung unter IH.
Yuang et al. (2004) gehen von einer Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies unter IH bei
der c-fos-Aktivierung und der nachgeschalteten Genregulation aus. Hohler und Mitarbeiter
(1999) stellen die Wichtigkeit von ROS in der Genaktivierung unter Hypoxie in Frage. Sie
wiesen eine Hypoxie-bedingte ROS-Bildung in PC12-Zellen nach. Radikalfanger konnten
die Hochregulierung der TH-mRNA jedoch nicht verhindern, so dass die TH-Gentranskrip-
tion nicht durch ROS induziert wird. Die Ergebnisse von Yuang et al. (2004) und Hohler et
al. (1999) fuhren zu der Annahme, dass unter chronischer Hypoxie madglicherweise

andere Mechanismen als ROS an der Genregulation beteiligt sind.

Das Cytochrom a592 wurde als Komponente der Cytochrom c Oxidase des Glomus
caroticums identifiziert, es besitzt im Gegensatz zu den anderen Cytochromen eine
niedrige pO2- und hohe CN™-Affinitat (Streller et al., 2002). Ein Wechsel im Redoxzustand
des Cytochroms a592 wird vermutlich durch die Bindung von O., CN- und CO an das
Cytochrom a3-Cug Zentrum induziert. Es ist vorstellbar, dass das Cytochrom a592 an der
Hypoxie-induzierten Signaltransduktionskaskade der Transmitterfreisetzung im Glomus
caroticum beteiligt ist (Streller et al., 2002).

Es wird auch Uber eine Beteiligung von Komplex Il (SDH) im Prozess der Sauerstoff-
messung spekuliert. So beinhaltet die SDH ein Hamprotein und drei Eisenschwefelcluster
(Hagerhall, 1997), die selbst als Sauerstoffsensorkandidaten diskutiert werden. Es wird
angenommen, dass Eisenschwefelcluster wie das Hamprotein Oz-abhangigen
Konformationsanderungen unterliegen, die ihre Aktivitat regulieren (Semenza, 1999).
Mutationen in SDH-D in familiaren Glomustumoren werden als Paraganglioma Typ 1
klassifiziert (Baysal et al., 2000). Bei Paragangliomen vom Typ 3 liegt eine Punktmutation
im Startcodon und ein Verlust der Heterozygotie vor. Immunhistochemisch wurde ein
Verlust des SDH-C Proteins in Glomustumorzellen entdeckt, wahrend dieses in Fibro-
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blasten des Tumors nachweisbar war. Die Proliferation von Glomuszellen ist ein charakte-
ristisches Merkmal flr chronische Hypoxie. In Typ I|-Zellen des Glomus caroticum sind
also Mutationen des Komplex ll-Proteins Ursache flur familiare Tumoren, die das Hypoxie-
induzierte Wachstum des Glomusorgans nachahmen (Baysal et al., 2000; Niemann et al.,
2003), dies unterstutzt die Annahme einer Involvierung der SDH im Sauerstoffsensorme-

chanismus.

Die molekulare Identitat des Sauerstoffsensors wird noch diskutiert. Es gibt vermutlich
mehrere Mechanismen und Wege, Uber die die Sauerstoffkonzentration reguliert wird.

Es gibt Indikatoren, die fur eine mitochondriale Rolle im Prozess der Sauerstoffmessung
sprechen. Die Rolle der reaktiven Sauerstoffspezies im Sauerstoffsensormechanismus

bleibt kontrovers.

2.3 Mitochondrium

2.3.1 Aufbau und Funktion des Mitochondriums

Mitochondrien sind semiautonome Organellen, denen essenzielle Funktionen im Zellstoff-
wechsel und der Regulation des apoptotischen Zelltods zukommen.

Die Hauptfunktion der Mitochondrien liegt in der Energieproduktion in Form von Adenosin-
5°-triphosphat (ATP) durch die oxidative Phosphorylierung aus Adenosin-5"-diphosphat
(ADP) und anorganischem Phosphat (Chandel & Schumacker, 1999).

Mitochondrien besitzen zwei Membranen. Die &aullere, glatte Membran enthalt das
Transmembranprotein Porin, das unspezifische Poren bildet und kleinen Molekllen und
bis zu 5 kDa grof3en lonen den Durchtritt gewahrleistet (Lloreta-Trull & Serrano, 1998).
Die proteinreiche innere Mitochondrienmembran st stark gefaltet und bildet
Einstulpungen. In diese sind Enzyme und Redoxproteine, die den Elektronentransport und
die oxidative Phosphorylierung katalysieren, integriert. Die innere Membran ist auf Grund
des hohen Gehalts an dem membranstabilisierenden Cardiolipin fur viele Metaboliten,
polare Molekule und die meisten lonen impermeabel und ermoglicht nur Molekulen den
Durchtritt, fir die Transportproteine vorhanden sind (Capaldi, 1983; Hatefi, 1985; Pfeiffer
et al., 2003)

Die innere Mitochondrienmembran umgibt die Matrix, die l6sliche Enzyme des oxidativen
Stoffwechsels, Substrate, Nukleotid-Kofaktoren, anorganische lonen sowie den

genetischen Apparat des Mitochondriums enthalt (Capaldi, 1982).
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Humane Mitochondrien besitzen ein 16,5 kb zirkulares Genom, das 13 Proteine der oxida-
tiven Phosphorylierung, ribosomale RNAs und Transfer-RNAs kodiert. Andere mitochon-
driale strukturelle und regulatorische Komponenten werden vom Kerngenom kodiert, im
Zytoplasma synthetisiert und ins Mitochondrium transportiert (Poyton & McEwen, 1996;
Suzuki et al., 1999; Lee & Wei, 2000).

2.3.2 Mitochondriale Atmungskette

Die Elektronentransportkette, auch Atmungskette genannt, besteht aus vier Multiprotein-
komplexen (Capaldi et al., 1988). Die NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase (Komplex I), die
Succinat-Ubiquinon-Reduktase (Komplex Il), die Cytochrom-C-Reduktase (Komplex III)
und die Cytochrom-C-Oxidase (Komplex IV) sind in der inneren mitochondrialen Membran
aller Sdugergewebe lokalisiert und transferieren Elektronen auf O,. Es findet eine an den
Elektronentransport gekoppelte Protonen-Translokation statt, die zum Aufbau eines
elektrochemischen Protonengradienten fuhrt. Dieser Gradient dient der ATP-Gewinnung
(Capaldi et al., 1988, 1991) durch die ebenfalls in der inneren Mitochondrienmembran
lokalisierte H*-ATPase (Komplex V) (Hatefi, 1985). ATP gilt als wichtigster
Energiespeicher und -ubertrager des Intermediarstoffwechsels.

2.3.2.1 NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase (Komplex I)

Die NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase (auch als NADH-Q-Dehydrogenase oder NADH-
Dehydrogenase bezeichnet) katalysiert den ersten Reaktionsschritt in der
Elektronentransportkette, den Elektronentransfer von zwei Elektronen vom NADH auf das
Ubiquinon (Friedrich et al., 1990; Leif et al., 1993). Sie besteht aus einem 880 kDa grof3en
Multi-Polypeptidkomplex, der in Saugerzellen aus mehr als 40 Polypeptiduntereinheiten
(Hatefi, 1985, Friedrich et al., 1990; Koerber et al., 1998; Fearnley et al., 2001) besteht.
Die NADH-Ubiquinonoxidoreduktase weist eine zweiteilige, L-formige Struktur auf (Weiss
et al., 1991; Leif et al., 1993; Friedrich & Bottcher, 2004). Der horizontale, hydrophobe
Anteil des Enzymkomplexes befindet sich innerhalb der Membran, wahrend sein vertikaler
Anteil zur Matrix weist. Dieser enthalt neben peripheren Membranproteinen (Leif et al.,
1993) ein Molekul Flavinmononukleotid (FMN) (Fearnley & Walker, 1992), welches als
redoxaktive, prosthetische Gruppe der NADH-Dehydrogenase die Elektronen vom in der
Matrix gebildeten NADH Ubernimmt. Das so gebildete FMNH, gibt die Elektronen an eine
Reihe (bis zu 9 in Bakterien) von Eisen-Schwefel-Clustern (Eisen-Schwefel-Zentren, Fe-S)
ab. Komplex | besitzt 2Fe-2S und 4Fe-4S-Cluster, die als N-1 bis N-4 bezeichnet werden
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(Wang et al., 1991; Flemming et al., 2003).

Der Elektronentransfer erfolgt innerhalb des vertikalen Arms des Enzymkomplexes von
FMNH. Uber die drei hintereinandergeschalteteten Eisen-Schwefel-Zentren N1 (2Fe-2S),
N3 und N4 (4Fe-4S) zu einem intern gebundenen Coenzym Q (CoQ) (Weiss et al., 1991).
Gleichzeitig wird FMNH, zu FMN zurlckoxidiert, das erneut Elektronen von NADH auf-
nehmen kann. Wahrend dieses in Stufen ablaufenden Elektronentransfers durch die
NADH-Q-Reduktase werden vier Protonen von der Matrix- auf die Zytosolseite der inneren
Mitochondrienmembran gepumpt (Friedrich et al., 1990; Weiss et al., 1991; Leif et al.,
1993). Es kommt zum Aufbau eines elektrochemischen Protonengradienten an der
inneren Mitochondrienmembran (Fearnley & Walker, 1992), da es zu einer Akkumulation
von H* auf der Zytosolseite der inneren Membran gegentber der Matrixseite kommt.
Diphenyleneiodonium (DPI, siehe Abbildungen 1+5) ist ein Inhibitor von Komplex I. Es
bindet irreversibel an die Flavoprotein-Komponente von Flavoenzymen und inhibiert dort
den Elektronentransfer (Tew, 1993). Die Bindung an Komplex | ist nicht spezifisch,
sondern erfolgt an einer Vielzahl von Flavoproteinen (Riganti et al., 2004). DPI hemmt
daher Enzymsysteme wie die NADPH-Oxidase (Cross & Jones, 1986; Tew, 1993;
Majander et al.,, 1994), Xanthin-Oxidase, Stickstoffmonoxid-Synthetase sowie Komplex |
und Il der mitochondrialen Atmungskette (Li & Trush, 1998, Semenza, 1999).

+
|

Abbildung 1: Strukturformel des
Flavoproteininhibitors DPI

2.3.2.2 Succinat-Ubiquinon-Oxidoreduktase (Komplex Il)

Kompex Il ist mit einer Molekulmasse von 140 kDa der kleinste Komplex in der Atmungs-
kette und transferiert Elektronen von Succinat auf Coenzym Q (CoQ) (Hatefi, 1985;
Hederstedt, 2003). Er ist der einzige der vier Komplexe, der bei den Eukaryonten komplett
vom Kern kodiert wird (Capaldi, 1982) und setzt sich aus vier Proteinuntereinheiten (siehe
Abbildung 4) zusammen (Hagerhall, 1997; Hederstedt, 2002). Komplex Il besitzt in Pro-
sowie in Eukaryonten eine weitgehend konservierte Zusammensetzung.

Die als Trimer (lverson et al., 1999) angeordnete Succinatquinonreduktase (SQR)
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aerober Organismen entspricht der SDH in eukaryontischen Zellen (Hagerhall,1997;
Hederstedt 2003). Anaerobe Zellen arbeiten mit der Quinolfumaratreduktase (QFR)
(Tielens & Van Hellmond, 1998; Baysal et al., 2001), wobei reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) wie das Superoxidanionradikal (O;) und Hydrogenperoxide (H.O.) produziert
(Yankovskaya et al.; 2003) werden.

Eine Vielzahl an Bakterien (E. coli) und Parasiten exprimiert in Abhangigkeit von den
Umweltbedingungen die SQR oder QFR (Kita et al.; 2002). Saruta und Mitarbeiter (1995)
fanden bei Ascaris suum je nach Entwicklungsstadium wachstumsspezifische Formen der
SQR.

Es werden drei funktionelle Klassen der Succinatquinonoxidoreduktasen unterschieden.
Die Klasse | beinhaltet SQRs, die die Succinatoxidation und -reduktion mit einem hohen
Quinolpotenzial (Ubiquinon) katalysieren. Zur Klasse | gehéren alle mitochondrialen SQRs
der Sauger.

Die Klasse Il umfasst alle QFRs. Sie katalysieren die Oxidation mit Quinonen eines
niedrigen Quinolpotenzials wie Menaquinol oder Rhodoquinol.

Die Klasse lll beinhaltet SQRs, die in vivo die Succinatoxidation und -reduktion mit
Quinonen, die ein niedriges Quinonpotenzial wie Menaquinon oder Thermoplasmaquinon
besitzen, durchfihren. Hierzu gehéren die SQRs grampositiver Bakterien wie z.B. B. sub-
tilis und B. macerans (Hagerhall, 1997, Lancaster et al., 2000).

Die Succinatquinonoxidoreduktase ist aus vier Proteinuntereinheiten aufgebaut, die als A,
B, C und D bezeichnet werden.

Die beiden Untereinheiten A + B bilden den hydrophilen katalytischen Teil des Komplexes
Il (Davis & Hatefi, 1971; Hagerhall, 1997; Hederstedt, 2002).

Die Untereinheit A (Flavoproteinuntereinheit, Fp, Succinatdehydrogenase, SDHA) wird
von einem loslichen 79-65 kDa Flavoprotein dargestellt, liegt als 16sliches Protein an der
Matrixseite der inneren Mitochondrienmembran und beinhaltet die Dikarboxylbindungs-
seite (Hagerhall, 1997; Hederstedt, 2002), welche durch einen lIsoalloxazinring, zwei
Argininseitenketten (Arg A301, Arg A404), eine Histidinseitenkette (His A369) und der
Seitenkette des Phe A141 gebildet wird (Lancaster & Kroger, 2000). Tomitsuka und
Mitarbeiter (2003) identifizierten zwei verschiedene cDNAs fur die menschliche
Flavoproteinuntereinheit.

Es werden im Fp die Segmente a-i unterschieden. Das Flavinadenindinukleotid (FAD) ist

an den Histidinrest des Segments b Uber das N(3)-8alpha-riboflavin kovalent gebunden
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(Hagerhall, 1997). Die Succinatoxidation ist nur madglich, wenn das FAD kovalent
gebunden ist, welches in SQR/QFR als Zwei-Elektronencarrier fungiert. Das Flavin ist an
der Substratbindungsseite lokalisiert und der erste Elektronenakzeptor wahrend der

Succinatoxidation (Hagerhall, 1997).

Die 31-24 kDa groRe Untereinheit B, auch als Eisenschwefelproteinuntereinheit (IP)
bezeichet (Davis & Hatefi, 1971), beinhaltet drei Eisenschwefelcluster: ein 4Fe-4S-Cluster
(S2/FR2), ein 3Fe-4Fe-Cluster (S3/FR3) und ein 2Fe-2S-Cluster (S1/FR1) (Hagerhall,
1997; Hatefi, 1985).

Die N-terminale Domane beinhaltet das 2Fe-2S-Cluster, wahrend die C-terminale
Doméane die 4Fe-4S-Cluster und 3Fe-4Fe-Cluster als Liganden besitzt. Die
Eisenschwefelpolypeptide beinhalten drei Gruppen an Cysteinresten, die als Liganden der
Eisenschwefelcluster fungieren (Hagerhall, 1997). Das Eisenschwefelcluster S1 ist nach
dem Flavin der erste Elektronenakzeptor in SQRs bzw. in QFRs als FR1 der erste
Elektronendonor flr das Flavin. Das 4Fe-4S-Cluster (S2/FR2) verflgt Uber ein niedriges
Potenzial und nimmt nicht am Elektronentransfer teil (Hagerhall, 1997).

Das 3Fe-4Fe-Cluster (S3/FR3) besitzt eine wichtige strukturgebende Rolle, so kénnen
l6sliches FP und IP nur an die Ankerdomanen binden, wenn das S3-Cluster intakt ist
(Baginsky et al., 1969, Onishi et al., 1976).

Die beiden hydrophoben Untereinheiten SDHC (CybL, 15 kDA) und SDHD (CybS, 12
kDA), sind integrale Membranproteine (Capaldi, 1982; Capaldi et al., 1988) und formen
das Cytochrom b (Hagerhall, 1997; Ackrell, 2000), das die Hamgruppen bindet (Hagerhall,
1997).

SDHC und SDHD werden je nach Spezies gemeinsam von einer grofden oder zwei kleinen
Polypeptiden gebildet. Auf Grund der Anzahl hydrophober Domanen und Hamgruppen
wird die SQR in funf Gruppen (Typ A-E) klassifiziert. Die SQR der Saugermitochondrien
mit zwei hydrophoben Untereinheiten und einer Hamgruppe gehért zum Typ C (Hagerhall,
1997).

Die hydrophoben Untereinheiten beinhalten zwei transmembrane Quinonbindungsstellen
in SQR/QFR (Hagerhall, 1997; Oyedotun & Lemire 2001). Die proximale Quinonbindungs-
stelle ist in engem Kontakt zum S3 und Ham by an der negativen Membraninnenseite
lokalisiert, wahrend die distale Quinonbindungsseite zur positiv geladenen AulRenseite der
Membran weist (Hagerhall, 1997).

Die Membrananker von Klasse Ill SQRs verfligen Uber zwei transmembranar angeordnete
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Hamgruppen, wobei ein Ham (bu) ein niedrigeres und eines (b.) ein hoheres Redox-
potenzial besitzt (Yu et al., 1987). Die Hamgruppen spielen eine wichtige Rolle bei der
Anordnung und Stabilitat der Membrananker, wahrend ihre Anwesenheit fur die

Succinatoxidation per se nicht obligatorisch ist (Hagerhall, 1997).

Das bei der Reduktion im Enzymkomplex entstehende FADH. transferiert unter
Beteiligung von einem kovalent gebundenen FAD (Davis & Hatefi, 1971; Hanstein et al.,
1971), drei Eisenschwefelclustern und Cytochrom b (Hanstein et al., 1971; Capaldi, 1982;
Hatefi, 1985; Capaldi 1991) seine Elektronen vom Succinat zum Ubiquinon (Hagerhall,
1997). Quinone arbeiten als in der Membran bewegliche Elektronencarrier, die den

Protonen- und Elektronentransfer koppeln kénnen.

Das 2-Thenoyltrifluoroazeton (TTFA, siehe Abbildungen 2+5) ist ein Hemmstoff, der am
Komplex Il angreift. Der genaue Mechanismus ist bislang noch nicht erforscht. Es wird
vermutet, dass TTFA den Elektronentransfer vom Eisenschwefelzentrum S-3 zum
Quinonakzeptor blockiert. Die SQR besitzt zwei in der Ankerdomane liegende Inhibitions-
stellen fir TTFA und hemmt die Reduktionsreaktion des Q zu QH- und von QH" zu QH:
(Yang et al., 1998).

3’-Nitropropionsdure  (3-NPA, siehe  Abbildungen 3+5) wird durch die
Succinatdehydrogenase oxidiert, dieses Oxidationsprodukt flhrt zur irreversiblen Inhibition

der Untereinheit A des Komplexes Il (Lopez et al., 1997; Andreassen et al., 2000).

LN ¢ ¢ NS
N—C—C—C
/ |!| I

Abbildung 2: Strukturformel des Komplex II- (0] H OH
Inhibitors TTFA Abbildung 3: Strukturformel

des Komplex II-Inhibitors 3-
NPA
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Abbildung 4: Modell der Succinatdehydrogenase mit Anordnung der vier Untereinheiten SDHA, SDHB,
SDHC und SDHD (in Anlehnung an Miyadera et al., 2003).

2.3.2.2.1 Tumoren des Glomus caroticum

Die Assoziation von SDH-Mutationen mit Paragangliomen zeigt, dass der SDH eine
primare Rolle bei der Entstehung bestimmter Tumorarten zukommt (Heutink et al., 1992;
Hirawake et al., 1999; Baysal, 2003; Gimenez-Roqueplo, 2003).

Die Inzidenz von Paragangliomen der Kopf-Halsregion wird auf 1:100.000 bis 1:1.000.000
geschatzt, dabei treten 10-50% aller Falle familidr gehauft auf. Es handelt sich in der
Regel um benigne und hormonell inaktive Tumoren, die zum Grofdteil aus den paragan-
glionaren Chemorezeptoren (Glomus caroticum) hervorgehen. Sie fallen klinisch meist auf
Grund ihrer Raumforderung auf. Die Tumoren retroperitonealer Paraganglien und des
Nebenierenmarks (Phaochromozytome) bilden dagegen in bis zu 50% aller Falle

Metastasen aus und sezernieren zum grofen Teil Katecholamine (Hoffmann et al., 2000;
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Baysal, 2003).

Das familiare Auftreten von Paragangliomen lasst einen genetischen Defekt vermuten.
Diese Vermutung konnte mittels Kopplungsanalysen 1992 in einer Studie an einer grof3en
danischen Familie mit hereditaren Paragangliomen bestatigt werden. Die Erkrankung war
mit dem Lokus 11923 gekoppelt (Heutink et al., 1992), einer Region, welche unter
anderem fur die SDH kodiert. Die SDH ist eine Komponente der Atmungskette und in den
Zitratzyklus involviert (Hagerhall, 1997). Es konnten in allen vier Genen, die fur die einzel-
nen Untereinheiten kodieren, Mutationen detektiert werden. Mutationen in SDHA fuhren
zu Erkrankungen wie Enzephalopathie, Kardiomyopathie, Ataxie, Hypotonie oder
Myopathie. Mutationen in den Genen SDHB, SDHC und SDHD fuhren zu hereditaren
Paragangliomen (Heutink et al., 1992; Hirawake et al., 1999; Niemann & Miuller, 2000;
Baysal et al., 2001; Astuti et al., 2003). Baysal et al. (2000) konnten Mutationen im SDHD-
Gen in familiaren Fallen von Paragangliomen und einen Verlust der Heterozygotie
nachweisen. Dies fiuhrte sie zu der Annahme, dass SDHD ein Tumorsuppressor-Gen
darstellt, welches fir ein mitochondriales Protein kodiert. Daher wird angenommen, dass
SDHD an spezifischen Zellantworten des Glomus caroticum auf Hypoxie beteiligt ist. Ein
Funktionsverlust dieses potenziellen zellularen Tumorsuppressor-Gens kénnte deswegen
zu einer chronischen hypoxischen Stimulation und folgender Proliferation fihren (Milunsky
et al., 2001).

In 20-40% der Falle aller sporadischen Paragangliome liegt ein Defekt im SDHD-Gen
zugrunde (Gimm et al., 2000; Taschner et al., 2001). Es konnten zwei weitere Gen-
regionen (PGL2, PGL3) sowie Mutationen im SDHD-Gen mit der Entstehung dieser
Tumoren assoziiert werden.

Mutationen im SDHB-Gen familiarer und sporadischer Paragangliome (Astuti et al., 2001;
Baysal et al., 2001) sind eng mit der Entstehung extra-adrenaler Phaochromozytome
assoziiert und tragen ein hohes Risiko fur Rezidive oder Malignitat (Gimenez-Roqueplo et
al., 2003).

Im SDHC-Gen, welches in der Region PGL-3 lokalisiert ist, konnten Mutationen bei
familiaren Paragangliomen und ein Verlust der Heterozygotie nachgewiesen werden
(Niemann & Muller, 2000). Die Ergebnisse von Edstrom et al. (2000) zeigen, dass an der
Entstehung familiarer, chromaffiner Paraganglien weitere Gene beteiligt sind. Der
Mechanismus der Paragangliomentstehung ist noch nicht geklart, es gibt jedoch Hinweise,
die eine Beteiligung des Sauerstoffsensormechnismus zeigen.

Das Glomus caroticum misst den arteriellen pO. im Blut und initiiert adaptive Reaktionen

wie reflektorische Hyperventilation und Katecholaminfreisetzung (Czyzyk-Krzeska, 1997;
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Lopez-Barneo, 1997). Auf zelluldrer Ebene ist der Transkriptionsfaktor HIF am Sauer-
stoffsensormechnismus beteiligt (Semenza, 1999, 2000). Eine zellulare Hyperplasie im
Glomus caroticum tritt bei Menschen auf, die chronischer Hypoxie ausgesetzt sind. Dies
trifft z.B. bei in grolen Hohenlagen lebenden Menschen zu (Arias-Stella, 1969; Laidler &
Kay, 1975).

Paragangliome treten am haufigsten im Glomus caroticum auf, wobei diese auch eine
zellulare Hyperplasie ohne einen hypoxischen Stimulus aufweisen (Stiller et al., 1975;
Lack et al.,, 1979). Aus den Gemeinsamkeiten von Paragangliomen und hypoxisch
stimuliertem Glomus caroticum schlussfolgerten Baysal et al. (2000), dass bei
Paragangliomen ein genetischer Defekt in PGL1 einen kritische Komponente im
Sauerstoffsensormechnismus darstellen kénnte. Diese These konnte durch weitere
Experimente gefestigt werden (Prabhakar, 2000; Baysal, 2003). Die ein Hamprotein
beinhaltende SDH wird als Sauerstoffsensor gehandelt. Hypoxie flhrt Uber eine
mitochondriale Depolarisation zu einer Depolarisation der Glomuszelle mit nachfolgender
Transmitterausschittung (Braun et al., 2004).

Douwes Dekker et al. (2003) zeigten, dass SDH-Mutationen zu einer Destabilisierung mit
einer verminderten Enzymaktivitat von Komplex Il der Atmungskette sowie zu einer

abnormalen Mitochondrienmorphologie flhren.

2.3.2.3 Cytochrom-c-Reduktase (Komplex Ili)

Die Cytochrom-c-Reduktase (auch als Ubiquinol-Cytochrom-c-Reduktase oder
Cytochrom-bc1-Komplex bezeichnet) ist ein 250 kDa groRRer Enzymkomplex, (Hatefi,
1985) der aus elf Untereinheiten besteht (Capaldi et al., 1988). Er bildet funktionell mit
Komplex | einen Superkomplex (Bianchi et al., 2004). Der asymmetrisch orientierte
Komplex Ill transferiert die Elektronen von Ubiquinol weiter auf Cytochrom ¢ und pumpt
gleichzeitig Protonen von der negativ geladenen Matrixseite auf die positiv geladene
Aussenseite der inneren Mitochondrienmembran (Hatefi, 1985; Trumpower, 1990).

Er enthalt neben Q drei Redoxzentren: Cytochrom b, welches als transmembranes Protein
zwei nicht-kovalent gebundene Ham b-Gruppen (bss2 und bses) besitzt, ein Cytochrom c1
mit einer kovalent gebundenen Ham c-Gruppe und ein (2Fe-2S)-Cluster (Capaldi, 1982;
Hatefi, 1985; Trumpower, 1990; Yue et al., 1991).

Komplex Il verfugt Uber zwei Bindungsstellen fur Ubiquinon. Gibt QH. den Wasserstoff
ab, so werden zwei H* zum Intermembranraum transportiert, ein Elektron wandert tber ein

Eisenschwefelzentrum und Cytochrom c1 zum Cytochrom c. Ein weiteres Elektron redu-
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ziert das Ubiquinon zum Semiquinon (Hatefi, 1985; Trumpower 1990). Von hier aus wird
das Elektron Uber die Reaktionszentren bss; und bsgse auf das matrixnahe Ubiquinon
Ubertragen, das zusatzlich ein Elektron von Komplex | und zwei H* aus dem Matrixraum
aufnimmt und so zum QH; reduziert wird (Hatefi, 1985; Trumpower 1990).

Ein zweites Molekul QH: reagiert mit Komplex Ill, um sein Elektron ebenfalls auf
Cytochrom c zu transferieren. Ein Elektron wird (wie zuvor beschrieben) zu Cytochrom ¢
transferiert, das zweite wird von dem erneut gebildeten Q- wieder Uiber Cytochrom bses auf
Cytochrom bse. Ubertragen. Das in Zytosolnahe lokalisierte Q™ Ubernimmt nun das Elektron
von Cytochrom bsg; und wird so zu QH; reduziert (Hatefi, 1985; Trumpower 1990).

Als Q-Zyklus wird der Mechanismus bezeichnet, bei dem der Cytochrom bc1 Komplex den
Elektronentransfer in einen Protonengradienten umwandelt. In einem kompletten Q-Zyklus
werden durch die Oxidation eines Ubiquinols zwei Molekule Cytochrom c reduziert und
vier Protonen von der Matrixseite auf die Zytosolseite der Mitochondrienmembran

transferiert (Trumpower, 1990).

2.3.2.4 Cytochrom-c-Oxidase (Komplex 1V)

Die Cytochrom-c-Oxidase bildet den terminalen Komplex IV der Atmungskette, sie kata-
lysiert die Abgabe von vier Elektronen des reduzieren Cytochrom ¢ auf molekularen O,
(Capaldi, 1983) und pumpt gleichzeitig acht Protonen von der Matrix auf die Zytosolseite
der inneren Membran (Chan & Li, 1990).

Das Y-formige Transmembranprotein besitzt eine Molektlmasse von 200 kDa und besteht
bei Sdugern aus mindestens dreizehn Untereinheiten (Takamiya et al., 1987, Chan & Li,
1990). Die drei groften Untereinheiten (CO I-lll) werden von mitochondrialer DNA kodiert
(Capaldi, 1983; Hatefi, 1985).

Komplex IV setzt sich aus vier redoxaktiven prosthetischen Gruppen, Cytochrom a,
Cytochrom a3 und zwei Kupferionen (Cua und Cug), die in den Untereinheiten | und Il
lokalisiert sind, zusammen (Hatefi, 1985; Chan & Li, 1990; Abramson et al., 2001; Maneg
et al., 2003).

Die beiden redoxaktiven katalytischen Zentren des Enzyms werden von jeweils zwei
prosthetischen Gruppen gebildet (Hatefi, 1985; Abramson et al., 2001). Das erste redox-
aktive bimetallische Zentrum (Cytochrom a Cua) des Komplexes IV Ubernimmt das
Elektron von Cytochrom c (Capaldi, 1983; Abramson et al., 2001) und Ubertragt es auf
sein zweites bimetallisches Zentrum (Cytochrom a3 Cug), das zuvor molekularen O,
gebunden hat (Hatefi, 1985; Chan & Li, 1990). Dadurch kommt es zu einer Teilreduktion
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des Cytochrom a3 Cug-Zentrums (Cug?® zu Cug*). AnschlieRend erfolgt die Reduktion der
Ham-Gruppe des Cytochrom a3 (Fe** zu Fe?*) durch ein zweites vom Cytochrom c
transferiertes Elektron und das Cytochrom a3 Cue-Zentrum ist vollstandig reduziert.
Dieses Ubergibt nun die beiden Elektronen an den gebunden Sauerstoff, wodurch ein
Peroxyzwischenprodukt entsteht (Chan & Li, 1990).

Das Peroxid wird durch die Einschleusung eines weiteren Elektrons tuber Cytochrom ¢ und
die Aufnahme von zwei H* abgespalten. Bei dem nun folgenden Transfer eines vierten
Elektrons und der erneuten Aufnahme von zwei H* entstehen zwei Molekule H,O (Hatefi,
1985).

Fe-S [
N cwbe,:iQ
Fe-S

FMN HED
e_
-— "
e- ﬂ /—\'
Succinat

Fumarat 1/2 02 + 2H H O

NADH + H+ NAD+

Komplex I Komplex 11 Komplex II1 Komplex IV

Abbildung 5: Schema der mitochondrialen Atmungskette mit den Bindungstellen der Atmungsketteninhibitoren DPI, 3-
NPA und TTFA.

2.4 Hypoxieantwort von Paraganglien/PC12-Zellen (TH, ADM, ROS)

Die von Greene und Tischler (1976) aus dem Nebenierenmark der Ratte isolierte
Tumorzelllinie PC12 gilt auf Grund ihrer chemosensitiven Eigenschaften als Modellsystem
fur Studien Uber den Sauerstoffsensormechanismus auf zellularer und molekularer Ebene
(Spicer & Millhorn, 2003). Sie zeigt unter Hypoxie die gleichen adaptiven Reaktionen wie
die neuroendokrinen Zellen des Glomus caroticum. Hierzu gehdren die Hypoxie-induzierte
Genexpression von TH (Kroll & Czyzyk-Krzeska, 1998; Hohler et al., 1999; Kummer et al.,
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2000) und ADM (Cormier-Regard et al., 1998; Kitamuro et al., 2000; Martinez et al.,
2003), sowie die Hypoxie-bedingte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Hohler et al.,
1999; Yuang et al, 2004). Die Tyrosinhydroxylase (TH) st das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym in der Katecholaminbiosynthese und katalysiert als
Monooxygenase die Umwandlung von L-Tyrosin zu 3,4-Dihydroxy-L-Phenylalanin (DOPA)
(Nagatsu et al., 1964; Arita et al., 2002).

Hypoxie aktiviert in PC12-Zellen verschiedene Signaltransduktionswege. Membrandepola-
risation und die Regulation der intrazelluldaren freien Ca%*-Konzentration gehdren zu
wichtigen Komponenten im Signaltransduktionsweg der Hypoxie-induzierten TH-Genex-
pression in PC12-Zellen (Millhorn et al., 1997).

Bei den Hypoxie-sensitiven K*-Kanalen in PC12-Zellen handelt es sich um Kv1.2 -Kanale
(Conforti & Millhorn, 1997; Conforti et al., 2000). Die Inhibition dieser Kanale unter
Hypoxie fiihrt zu einem Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration, die die Aktivierung
Ca?*-abhangiger Signaltransduktionswege wie den mitogen-aktivierte Proteinkinase
(MAPK)-, den stress-aktivierte Proteinkinase (SAPK)- und den Phosphatidylinositol 3-Akt
(PI3K-Akt)-Signaltransduktionsweg (Blancher et al., 2001) induziert (Conrad et al., 2001).
Letzterer ist an der Regulation des Uberlebens der Zelle und der Apoptose beteiligt. Die
SAPK und MAPK spielen eine zentrale Rolle in der zellularen Antwort auf Stress sowie im
Zellwachstum und -Uberleben (Su & Karin, 1996).

Auch die hypoxische Induktion der TH-Genexpression erfolgt Ca**-abhangig. So hemmt
die Chelierung extrazellularen Ca?* komplett den Hypoxie-induzierten TH-mRNA-Anstieg
in PC12-Zellen (Raymond & Millhorn, 1997). Die zunehmende Hypoxie-bedingte TH-
Genregulation ist sowohl auf eine steigende Gentranskription als auch auf eine erhdhte
Stabilitat der TH-mRNA zurlckzufihren (Czyzyk-Krzeska et al., 1994a). Dabei wird die
zunehmende Hypoxie-induzierte TH-mRNA-Stabilitat durch die Interaktion eines zytoplas-
matischen Proteins mit einer pyrimidinreichen Sequenz in der 3"-UTR der TH-mRNA
erreicht (Czyzyk-Krzeska et al., 1994b). Die Hypoxie-induzierte TH-Gentranskription in
PC12-Zellen (5% O2) beginnt innerhalb der ersten Stunde unter hypoxischen
Bedingungen zu steigen und erreicht nach sechs Stunden einen viereinhalbfachen
Anstieg der TH-mRNA (Czyzyk-Krzeska et al., 1994a).

Die hypoxische TH-Genexpression wird durch die Interaktion verschiedener Transkrip-
tionsfaktoren mit cis-regulatorischen Sequenzen, die in der 5°-Region des TH-Promoters
lokalisiert sind, reguliert. Eine bedeutende Funktion als regulatorische Komponenten
besitzen dabei das aktivierende Protein 1 (AP-1), das cAMP-Antwortelement (CRE)
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(Sabban, 1997) und HIF-1 (Czyzyk-Krzeska et al., 1994b; Norris & Millhorn, 1995; Millhorn
et al., 1997; Conrad et al., 1999). Hierbei sind drei verschiedene Gruppen an
Transkriptionsfaktoren von Bedeutung: HIFs, cFos und JunB, CREB. cFos und JunB
interagieren unter Hypoxie mit der AP1-Sequenz im Glomus caroticum und in PC12-Zellen
(Norris & Millhorn, 1995). HIFs binden an HRE (Norris & Millhorn, 1995) und der
Transkriptionsfaktor CREB (cCAMP Response Element-Binding Protein) interagiert mit der
proximalen CRE (Breitner-dJohnson & Millhorn, 1998). CREB unterstutzt die hypoxische
TH-Genregulation, fuhrt aber alleine nicht zur hypoxischen TH-Genexpression (Spicer &
Millhorn, 2003).

In PC12-Zellen fuhren hypoxische Bedingungen zu einem schnellen und anhaltenden
Anstieg der cFos- und JunB-mRNA (Prabhakar et al., 1995; Millhorn et al., 1997). Die
cFos-mRNA Zunahme erfolgt Ca?- und Erk-(extrazellulare signal-regulierte Proteinkinase)
abhangig. Das TH-Gen beinhaltet AP1 regulatorische Komponenten in seiner Promoter-
Region. cFos und junB binden in PC12-Zellen unter Hypoxie an diese Komponenten und
sind somit neben CREB und HIF an der Hypoxie-induzierten Genregulation in PC12-
Zellen beteiligt (Spicer & Millhorn, 2003).

Unabhangig vom induzierenden Stimulus (Hypoxie, Depolarisation, cCAMP) stellt das CRE
die Hauptdeterminante in der TH-Transkriptionsantwort da (Lewis-Tuffin et al., 2004).

Die EPAS-1-(endotheliales PAS Protein1; identisch mit HIF-2a) trans-Aktivierung unter
Hypoxie bedarf p42/p44 MAPK in PC12-Zellen (Conrad et al., 1999). Erk werden durch
mitogene Stimuli aktiviert (Xing et al., 1998). In PC12-Zellen stimuliert Hypoxie spezifische
Signalmolekiile des SAPK-Signaltransduktionsweges. So kommt es zu einer erhdhten
Phosphorylierung von p38a und p38y (Conrad et al., 1999), die Cyclin D beeinflussen, das
in die Regulation der G1 Phase des Zellzyklus involviert ist (Baldin et al., 1993). Hypoxie
fuhrt in PC12-Zellen auch zu einer verstarkten Tyrosinphosphorylierung von Erk1 und
Erk2. Dadurch werden verschiedene Transkriptionsfaktoren, einschlieBlich HIF-2a
aktiviert. Erks regulieren indirekt Uber die Phosphorylierung anderer Mitglieder des HIF-
2a-Transkriptionskomplexes, wie z.B. dem CREB Bindungsprotein (CBP) (Liu et al.,
1999), die HIF-Transaktivierung in PC12-Zellen.

Die Familie der Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIFs) spielt eine entscheidende Rolle bei
der hypoxischen Regulation bestimmter Gene (Semenza, 2000; Semenza, 2001; Schnell
et al., 2003 ). Von den drei identifizierten HIF-a Untereinheiten (HIF-1a, HIF-2a/EPAS1
und HIF-3a) wird in PC12-Zellen neben HIF-1a vor allem HIF-2a exprimiert (Tian et al.,
1998). Hypoxie fuhrt zu einer Akkumulation von HIF-1a und HIF-2a (Paulding et al., 2002).

Unter Hypoxie wird die Ubiquitinligase inhibiert, so dass es durch den fehlenden
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proteosomalen Abbau zu einer Proteinstabilisierung von HIF-1a und HIF-2a kommt. Das
pVHL reguliert unter Normoxie den Abbau von HIF-1a und HIF-2a durch die Bindung an
die ODD (Salceda & Caro, 1997; Kallio et al., 1999; Cockmann et al., 2000; Maxwell et al.,
1999; Tanimoto et al., 2000).

In vitro bindet HIF-2a unter Normoxie Kobalt innerhalb der ODD (Yuan et al., 2001). Die
Kobaltbindungsstelle Uberlappt die VHL-Bindungsstelle. Die Bindung von Kobalt fuhrt zu
einer Stabilisierung von HIF-2a, indem eine Interaktion mit VHL verhindert wird. Das unter
Hypoxie stabilisierte HIF-2a dagegen kann kein Kobalt binden (Yuan et al., 2001). Unter
Normoxie werden die Prolinreste Pro-402 und Pro-564 in der ODD durch die sauerstoff-
abhangigen Prolylhydroxylasen hydroxyliert, dadurch wird die Interaktion von HIF-1a bzw.
2a mit VHL ermoglicht. Die anhand der Ubiquitinierung markierten HIF-1a bzw. 2a
Molekule werden von Proteasomen abgebaut (Huang et al., 1998; Kallio et al., 1999,
Takahashi et al., 2004).

Adrenomedullin (ADM) ist ein weitverbreitet vorkommendes hypotensives Peptid, das
ursprunglich aus einem menschlichen Phaochromozytom isoliert wurde (Kitamura et al.,
1993). Es spielt eine wichtige Rolle bei der Adaptation an Hypoxie. (Martinez et al., 2003).
ADM besteht beim Menschen aus 52 Aminosauren, bei der Ratte aus 50 Aminosauren
(Hinson et al., 2000). Die ADM-Synthese erfolgt Uber ein Vorlaufermolekil, das
Preproadrenomedullin (Hinson et al., 2000). ADM wird von vielen Zellarten, einschlielich
Fibroblasten, Kardiomyozyten, Epithelzellen, Tumorzellen und Typ I-Glomuszellen
(Martinez et al., 2003) exprimiert und freigesetzt (Isumi et al., 1998; Martinez et al.,1995;
Tomoda et al., 2001). Es besitzt Funktionen als Vasodilatator (Nuki et al., 1993),
Bronchodilatator (Kanazawa et al., 1994), Wachstumsfaktor (Miller et al., 1996), Regulator
der Hormonsekretion (Martinez et al., 1996), als Neurotransmitter (Allen & Ferguson,
1996), antimikrobielles Agenz (Allaker et al., 1999) und fungiert als regulatorisches Peptid
in der Elektrolythomdostase der Niere (Jougasaki & Burnett, 2000). Es ist in viele
physiologische und pathophysiologische Prozesse wie Wachstum, Apoptose,
Entzindung, Hormonsekretion, Angiogenese und Karzinogenese involviert (Martinez et
al., 2002; Zudaire et al., 2003). Eine Hypoxie-induzierte Expression der ADM-mRNA
wurde in Zellen der Bluthirnschranke der Ratte (Ladoux & Frelin., 2000), in
Kardiomyozyten (Ngyen et al., 1999), in menschlichen Karzinomzellen, in humanen
Endothelzellen der Koronararterien (Nakayama et al., 1999), in der Niere (Sandner et al.,
2004) sowie in PC12-Zellen gezeigt (Martinez et al., 2003). Die ADM-Expression wird

transkriptional und posttranskriptional kontrolliert.
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Unter Hypoxie kommt es bereits nach vier Stunden zu einer Zunahme der ADM-
Expression, die nach zwdlf Stunden ihr Maximum erreicht (Martinez et al., 2003). Hypoxie
wirkt nicht nur auf die ADM-Expression, sondern erhoht auch die Freisetzung aus
sekretorischen Granula (Martinez et al., 2002). Die erhdhte ADM-mRNA Menge ist auf
eine erhohte Transkriptionsrate zurickzufuhren und ahnlich der TH-Genexpression wird
eine Anderung in der mRNA-Stabilitat vermutet (Nagata et al., 1999; Ladoux & Frelin,
2000). Es konnte daruber hinaus nachgewiesen werden, dass der Nervenwachstums-
faktor (NGF) die Abbaurate von ADM-mRNA in PC12-Zellen verlangsamt (Kobayashi et
al., 2004). Die ADM-Expression in PC12-Zellen wird vermutlich nach einem HIF-1-
abhangigen Mechanismus reguliert, wie er fur die Hypoxie-sensitiven Gene EPO, VEGF

und TH nachgewiesen wurde (Cormier-Regard et al., 1998; Ladoux et al., 2000).

Es wird angenommen, dass ROS als Signalibermittler in der O»-Messung dienen.
Verschiedene Studien hierzu sind aber kontrovers. So stellten einige Wissenschafter eine
Abnahme von ROS unter Hypoxie fest (Fandrey et al., 1994; Kroll & Czyzyk-Crzeska,
1998; Gorlach et al., 2003), wahrend andere eine Hypoxie-bedingte Zunahme der ROS-
Produktion beobachteten (Chandel et al., 1998; Duranteau et al., 1998; Kummer et al.,
2003). In PC12-Zellen nimmt die Bildung von ROS unter Hypoxie zu (Kummer et al.,
2003) und die hypoxische Hochregulierung der TH-Genexpression erfolgt parallel zur
steigenden ROS-Bildung wird jedoch nicht durch diese induziert (Héhler et al., 1999).
Einige Arbeitsgruppen postulieren, dass ROS als second messenger im HIF-1-
abhangigen Signaltransduktionsweg beteiligt sind. Untersuchungen von Salceda & Caro
(1997) zeigten eine steigende HIF-1a-Protein/HIF-Reporter-Genexpression unter einem
Abfall von ROS bei normoxischen Verhaltnissen, ein ROS-Anstieg unter Hypoxie flhrte
dagegen zu einer abnehmenden HIF-1a-Protein/HIF-Reporter-Genexpression (Wiesener
et al., 1998; Wartenberg et al., 2003).
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3 Material und Methoden
3.1 Zellkultur
3.1.1 Zelllinie

Fir die Zellkultur wurden PC12-Zellen verwendet. Hierbei handelt es sich um eine
Phaochromozytom-Zelllinie der Ratte (Greene und Tischler, 1976) aus der American Type
Culture Collection (Rockville, MD, USA).

3.1.2 Kulturbedingungen

Zur Anzucht wurden 75 mm? Zellkulturflaschen (Falcon, Heidelberg) mit RPMI 1640
Medium (PAA, Marburg) beschichtet. Zu 500 ml des RPMI 1640 Mediums wurden jeweils
50 ml Pferdeserum, 25 ml fotales Kalberserum (FCS) (Pan System, Aidenbach) und 5 ml
Penicillin/Streptomycin (PAA, Marburg) zugesetzt. Dreimal wochentlich wurden die PC12-

Zellen einem Mediumwechsel unterzogen und bei 37°C und 5% CO;inkubiert.

3.1.3 Splitting

Die PC12-Zellen wurden nach 5-8 Tagen gesplittet. Hierbei wurde zunachst das Medium
abpipettiert. Anschlielend wurden die adharent wachsenden Zellen durch Zugabe von 3
ml Accutase (PAA, Marburg) vom Boden der Zellkulturflasche gelost und 5 min bei 500x g
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde mit Hilfe einer silikonisierten Pasteurpipette
mehrmals trituiert und dann im Verhaltnis 1:3 auf neue Zellkulturflaschen mit frischem
Medium verteilt.

3.1.4 Mykoplasmentest mit 4-6-Diamidino-2-phenylindol-di-hydrochlorid
(DAPI)

Vor der Kryokonservierung wurde ein Mykoplasmentest mit dem Fluoreszenzfarbstoff
DAPI (Sigma, Deisenhofen) durchgefuhrt. Vierundzwanzig Stunden vor der Farbung
wurden die PC12-Zellen in ,Culture slides“ ausgesat.

Durchfihrung der Farbung: Das Medium wurde abpipettiert und die ,Culture slides® mit
Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS; siehe 3.4 Rezepturen eingesetzter Ldosungen)
gewaschen. Dann wurden die Zellen 5-10 min mit Methanol fixiert. Nach Entfernen der
Fixationslosung wurden die Praparate mit DAPI-Losung (siehe 3.4 Rezepturen
eingesetzter Losungen) fur 30 min beschichtet. Die ,Culture slides* wurden dann je einmal

mit PBS und einmal mit Methanol gewaschen, mit gepuffertem Glycerol (siehe 3.4
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Rezepturen eingesetzter Losungen) eingedeckelt und 30 min im Kuhilschrank belassen.
Anschlieend wurden die PC12-Zellen am Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 2, Zeiss,
Jena) mikroskopiert. Es wurde ein Erregerfilter mit einer Bandbreite von 360-370 nm und
ein Sperrfilter mit einer Bandbreite von 420-460 nm eingesetzt. Der Fluoreszenzfarbstoff
DAPI wird von Zellen rasch aufgenommen, bindet selektiv an die DNA und bildet stark
fluoreszierende DNA-DAPI-Komplexe mit hoher Spezifitdt, so dass die Zellkerne im
Fluoreszenzlicht blau erscheinen. Eine zytoplasmatische Fluoreszenz ist nicht
nachweisbar. Bei einer Mykoplasmenkontamination von PC12-Zellen sind einzelne
fluoreszierende Punkte im Zytoplasma und auf der Oberflache der Zellen sowie manchmal
auch im interzellularen Raum zu sehen. Es wurden hier keine Mykoplasmen

nachgewiesen.

3.1.5 Kryokonservierung

Die sich in exponenzieller Wachstumsphase befindlichen PC12-Zellen wurden 5 min bei
500x g zentrifugiert, um eine Mindestmenge von 5 x 10° Zellen pro ml zu erhalten. Dem
Kulturmedium wurde 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) zugesetzt. Anschlieliend wurde das
Zellpellet im Einfriermedium resuspendiert und in 1 ml fassende Kryoréhrchen portioniert.
Die Kryorohrchen wurden zunachst 1 h im Kuhlschrank abgekuhlt, danach fur zwdlf
Stunden in einer -20°C Gefriertruhe, dann 24 h bei -80°C zwischengelagert und schlief3-

lich in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.

3.1.6 Auftauen

Bei Bedarf wurden die Kryordhrchen fir 2-3 min im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Der
Inhalt wurde in 9 ml angewarmtes Kulturmedium pipettiert und eine Minute bei 500x g
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde mit frischem Kulturmedium versetzt und in
einer 75 mm? Zellkulturflasche ausgesat. AnschlieRend wurden die Zellen wie Ublich
inkubiert.

3.1.7 Vitalfarbung der PC12-Zellen mit Trypanblau

3-Nitropropionsaure (3-NPA) (Sigma, Deisenhofen) wurde in verschiedenen Konzentra-
tionen (5 pM, 50 uM, 500 uM, 5000 pM) zu den einen Tag zuvor in Schalen (Falcon,
Heidelberg) ausgesaten PC12-Zellen gegeben, um seine Toxizitdt zu ermitteln. Die
Schalen wurden fur 6,5 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Anschliefend wurden 0,5 ml
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Trypanblau (Sigma, Deisenhofen), 0,4%ig in PBS gelost (siehe 3.4 Rezepturen
eingesetzter Losungen) und in die Schalen pipettiert. Die PC12-Zellen wurden mit einem
Inversmikroskop (Leitz DM IL, Leica, Wetzlar) mikroskopiert und anschliel3end wurde ein
Digitalbild aufgenommen. Tote PC12-Zellen nahmen den Farbstoff auf und farbten sich
blau.

3.2 Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion (RT-
PCR)

3.2.1 Aussaat der Zellen

Vierundzwanzig Stunden vor Versuchsbeginn wurden 30.000 Zellen/Napf je Versuchs-
ansatz in zuvor mit FCS beschichteten 24-Napfplatten (Greiner, Frickenhausen) in jeweils
0,5 ml Kulturmedium pro Napf ausgesat.

3.2.2 Reagenzien

Direkt vor Versuchsbeginn wurde das Kulturmedium aus den Napfen abpipettiert. In jeden
Napf wurden anschlielend 0,3 ml des jeweiligen Versuchsansatzes pipettiert. Abhangig
vom Versuchsansatz wurden die in Tabelle 1 gelisteten Substanzen eingesetzt.

Substanz Abkiirzung Bezugsquelle [Vehikel :(r:tr;zin'

2°-Thenoyltrifluoroazeton |TTFA ggirsnear;hofen Kulturmedium |10 uM
Sigma,

3’-Nitropropionsaure 3-NPA Deisenhofen Kulturmedium  |500 uM

Succinat Succ ggirsnear;hofen Kulturmedium 15 uM

Diphenyleneiodonium DPI g‘gg‘:ﬁhofen Kulturmedium |10 uM

Tabelle 1: In den Experimenten eingesetzte Substanzen mit Angabe ihrer Abkiirzungen, Bezugsquellen und Konzentra-
tionen im jeweiligen Versuchsansatz.

3.2.3 Inkubation der Zellen

Zwei 24-Napfplatten wurden 30 min im Brutschrank bei 5% CO2und 37°C inkubiert. Dann
wurde eine der Platten herausgenommen und 6 h unter hypoxischen Bedingungen in
einer speziell hierfir angefertigten Plastikbox mit 6 Gas zufUhrenden Schlauchen
inkubiert. Ein Festgasgemisch, bestehend aus 5% O, 5% CO2 und N als Balance, wurde
aus einer Gasflasche (Messer-Griesheim, Duisburg), kontinuierlich in die Box geleitet. Die

andere 24-Napfplatte verblieb 6 h unter Normoxie.
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Nach Entnahme der Platten aus der Hypoxiekammer bzw. dem Brutschrank wurde das
Medium zugig abpipettiert. Die Zellen wurden mit jeweils 1,5 ml Accutase (PAA, Marburg)
vom Flaschenboden gelost, mit 10 ml Medium von diesem abgespult und in 15 ml Kultur-
rohrchen pipettiert. Diese wurden bei 500x g und 37°C 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgekippt, das verbleibende Zellpellet in je 0,5 ml PBS geldst und bei 2000x g und
4°C 1 min zentrifugiert. Das gewonnene Zellpellet wurde bis zur weiteren Verwendung bei
-20°C eingefroren.

3.2.4 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden) durchgefuhrt.
Die Zellen wurden auf eine Zellzahl von 5 x 10° Zellen eingestellt und zweimal mit 500 pl
PBS gewaschen. Anschliellend wurden die Zellen mit 350 ul Lysispuffer (1 ml Lysispuffer
+ 10 pl B-Mercaptoethanol) von der 24-Napfplatte abgelost und in ein 1,5 ml Reaktions-
gefal® Uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde in einen Zellzerkleinerer (Shredder, QIAGEN,
Hilden) Uberflhrt und 1 min bei 10.000x g und Raumtemperatur zentrifugiert.

Zu dem Filtrat wurde das gleiche Volumen 70% Ethanol gegeben und gut durchmischt.
Dann wurde die RNA-Suspension auf eine Silikagelsaule (RNeasy spin) gegeben und 1
min bei 10.000x g und Raumtemperatur zentrifugiert.

Die auf der Saule gebundene RNA wurde mit 700 ul eines Waschpuffers (RW1)
gewaschen und unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen
und die RNA zweimal mit 500 ml eines zweiten Waschpuffers (RPE) gewaschen und
wiederum 1 min bei 10.000x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Zum Trocknen der RNA
wurde diese 2 min bei 20.000x g und Raumtemperatur zentrifugiert, anschliefend in 30 pl
sterilem H,O (Ampuwa; Fresenius Kabi, Bad Homburg) eluiert und 1 min bei 10.000x g
und Raumtemperatur zentrifugiert.

Die RNA-Konzentration wurde photometrisch (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg) bei
einer Wellenlange von 260-280 nm bestimmt und nach der Messung zur weiteren

Verwendung bei -80°C eingefroren.

3.2.5 DNase-Verdau und cDNA-Synthese

Es wurde jeweils 1 uyg RNA in einem 0,2 ml PCR-Reaktionsgefal? (Biozym, Hamburg) zur
Synthese vorgelegt. Vor der cDNA-Synthese erfolgte ein DNAse-Verdau, um eine Ampli-
fikation von noch in der Probe vorhandenen genomischen Sequenzen zu vermeiden.

FUr den Verdau wurden 1 pyl Enzym (DNase |, Invitrogen, Karlsruhe) und 1 pl Reaktions-
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puffer (DNase | Puffer, Invitrogen, Karlsruhe) hinzugefugt, auf ein Volumen von 10 pl
aufgeflllt und bei 25°C 15 min in einem Thermocycler (Mastergradient Personal,
Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde dem Ansatz 1 pl
einer 25 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-Losung (Invitrogen, Karlsruhe) zum
Abstoppen der Reaktion hinzugesetzt und zum Inaktivieren des Enzyms der Ansatz 10
min auf 65°C erhitzt.

Es wurden zu dem Ansatz 1 pl Oligo (dt)iz«s-LOsung (500 pg/ml) (MWG-Biotech,
Ebersberg) und 1 pl eines 10 mM dNTP-Mixes (10 mM von jeweils dATP, dGTP und
dTTP mit neutralem pH) (Pharmacia, Karlsruhe) pipettiert und 5 min bei 65°C wiederum
im Thermocycler inkubiert und anschliefend 5 min auf Eis gestellt. Dann wurde ein Mix
aus 4 pl 5x Erst-Strang-Puffer (5x First Strand Buffer; Invitrogen, Karlsruhe), 2 ul 0,1 M
Dithiothreitol (DTT; Invitrogen, Karlsruhe) und 1 pl H,O hinzupipettiert und der Ansatz 2
min bei 42°C vorinkubiert. Anschlief’iend wurden jeweils 1 ul SuperScript TM || RNase H-
Reverse Transkiptase (Invitrogen, Karlsruhe) hinzugegeben und 50 min bei 42°C im
Thermocycler (Mastergradient Personal, Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Die

Transkriptase wurde 15 min bei 70°C inaktiviert.

3.2.6 QlAquick Gel Extraction Kit Protocol

Das PCR-Produkt wurde auf ein 2% Agarosegel (siehe 3.4 Rezepturen eingesetzter
Lésungen) aufgetragen und die zu bestimmende Bande unter UV-Licht aus dem Gel
geschnitten und in ein 2 ml Reaktionsgefal® tberflhrt.

Die ausgeschnittenen Banden wurden gewogen. Zu 1 Volumenteil des Gels wurden 3
Volumenteile des Lésungspuffers (QG Puffer, QIAGEN, Hilden) gegeben und flr 10 min
bei 50°C unter gelegentlichem Schutteln geldst.

AnschlielRend wurde 1 Gelvolumenteil Isopropanol hinzu pipettiert, die Suspension in eine
Silikagelsaule (QlAquick Saule, QIAGEN, Hilden) tberfihrt und 1 min bei 17900x g bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und nochmals mit 500 pl des
QG Puffers gewaschen und wiederum 1 min bei 17.900x g zentrifugiert.

Das Filtrat wurde wiederum verworfen und die gebundene DNA mit 750 ul eines Wasch-
puffers (PE Puffer; QIAGEN, Hilden) gewaschen und wie oben beschrieben zentrifugiert.
Die Saule wurde nun in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald gesetzt, die DNA in 50 pl
sterilem H,O (Ampuwa; Fresenius Kabi, Bad Homburg) eluiert und bei 17900x g 1 min

zentrifugiert.
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Der DNA-Gehalt wurde photometrisch bestimmt und die DNA unter Vakuum (SpeedVac
Plus, Savant; Life Sciences International GmbH, Frankfurt) getrocknet. Die Sequenzierung
erfolgte durch die Firma MWG Biotech (Ebersberg).

3.2.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)
In einem sterilem 200 ul-PCR-Reaktionsgefald (Biozym, Hess. Oldendorf) wurden fur

einen 25 ul-Ansatz die in Tabelle 2 gelisteten Reagenzien auf Eis zuammenpipettiert.

Volumen Endkonzentration Reagenzien
1 ul 1x cDNA
17,6 ul steriles H,0 (Ampuwa;
1x Fresenius Kabi, Bad Homburg)
2,0 ul 2,5 mM MgCl, (Applied Biosystems,
New Jersey, Ohio)
2,5 ul 10x Puffer (Applied
1x Biosystems, New Jersey, Ohio)
0,6 ul dNTP-Mix (Amersham
10 mM Pharmacia Biotech, Freiburg)
0,6 ul Primer forward
(Tyrosinhydroxylase (TH),
Adrenomedullin (ADM), B-
20 pM/pl Aktin (MWG-Biotech,
Ebersberg)
0,6 ul Primer reverse (TH, ADM, B-
20 pM/pl Aktin)

(MWG-Biotech, Ebersberg)

Tabelle 2: Fiir die PCR verwendete Reagenzien mit Angabe des eingesetzten Volumens und der Endkonzentration.

Dann wurde der Thermocycler (Mastergradient Personal, Eppendorf, Hamburg) beschickt.
Nach einer 12 mindtigen Erhitzung auf 95°C erfolgte die Zugabe von 0,1 pl Taqg-Poly-
merase (Applied Biosystems, New Jersey, Ohio) und anschliel3end eine Denaturierung far
45 sec bei 95°C.
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Nun folgten 40 Zyklen mit folgendem Schema:

95°C fur 45 sec (Denaturierung)

60°C fur 30 sec (Annealing)

72°C fur 30 sec (Extension)

Der Vorgang wurde durch eine 10minitige Beibehaltung der letzten Temperatureingabe
(72°C) abgeschlossen. Der Thermocycler hielt bis zur Probenentnahme eine Temperatur
von 4°C.

3.2.8 Gelelektrophorese

Zehn pl der PCR-Produkte wurden mit jeweils 2 pl Ladepuffer (Orange G, siehe 3.4
Rezepturen eingesetzter Losungen) gemischt und dann in ein 1,2%-Agarosegel (siehe 3.4
Rezepturen eingesetzter Losungen) aufgetragen und durch eine horizontale Elektropho-
rese in einer ,Horizon 11 . 14 Kammer® (Life Technologies, Gibco) mit Tri-(hydroxy)methyl-
aminomethan (TRIS)-Eisessig-EDTA-Puffer (siehe 3.4 Rezepturen eingesetzter
Lésungen) aufgetrennt.

Als Marker wurde 0,5 pl 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, Karlsruhe) verwandt. Die
Elektrophorese erfolgte mit einer Spannung von 150 V Uber 45 min.

Die GrofRe der PCR-Fragmente wurde dann unter UV-Licht detektiert.
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3.2.9 Quantitative PCR
Im Unterschied zur qualitativen RT-PCR und Analyse durch ein Agarosegel liefert die

Echtzeit-PCR quantitative Ergebnisse.

Primer Primersequenz Produkt- Annealing- Accession-Nr.
linge Temperatur  National Center for
(bp) Information
TH forward ACGTCCCCAAGGTTCAT 216 60°C L22651
¢ (453-472)
TH reverse TACAGCCCGAGACAA- 216 60°C L22651
GGA (670-653)
ADM forward TGGGTTCACTCGCTTTC 200 60°C NM 009627
CTA (207-226)
ADM reverse AGTTGTGTTCTGCTCGT 200 60°C NM 009627
CCA (406-387)
B-Aktin forward ATGGTGGGTATGGGTC 132 60°C V01217
AGAA (1460-1481)
B-Aktin reverse GGGTCATCTTTTCACGG 132 60°C V01217
TTG

(1691-1672)

Tabelle 3: Sequenz der verwendeten Primer mit Angabe der Produktiinge und der gewdhlten Annealing-Temperaturen.
Die verwendeten Primer wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg, bezogen. Als Referenzgen (,, Housekeeping
gene ) wurde B-Aktin eingesetzt.

Zur Durchfuhrung der quantitativen PCR wurde fur jedes Primerpaar ein separates Haupt-

gemisch vorgelegt, das sich aus den in Tabelle 4 aufgeflihrten Reagenzien zu-

sammensetzte.

Reagenzien Endkonzentration Volumen je Probe
Fluoreszein 1:1000 in PCR-Puffer 1,0 pl
2xQuantiTectProbe PCR- 1 x 12,5 ul

Mastermix *

Primer forward 200 pM 1,5 ul

Primer reverse 200 pM 1,5 ul

H,O ad 25 ul

Tabelle 4: In den Experimenten eingesetztes Hauptgemisch mit Angabe der Reagenzien, der Endkonzentration und dem
Volumen je Probe. * fertig bezogener Mastermix der Firma QIAGEN (Hilden) beinhaltet: PCR-Puffer, 10 mM dNTP-
Mix, 8 mM MgCl,, SYBR-Green.
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In ein steriles 200 pl-PCR-Reaktionsgefal® (Biozym, Hess. Oldendorf) wurden jeweils 24 pli
des zuvor angesetzten Hauptgemisches pipettiert. Danach erfolgte die Zugabe von je 1 pl
cDNA, die hier 1:10 in H,O verdunnt eingesetzt wurde. Jede Probe wurde dreifach
bestimmt.

Die quantitative PCR erfolgte nach folgendem Schema:

1) 95°C 15 min Enzymaktivierung
2)95°C 30 sec Denaturierung

3) 60,6°C 30 sec Annealing
4)72°C 30 sec Extension

Die Schritte 2-4 wurden 40 x wiederholt.

5) Schmelzkurvenbestimmung

Die quantitativen Bestimmungen der relativen TH- und ADM-Expression wurden mit einem
ICycler der Firma Biorad (Munchen) durchgefuhrt.

Das bei der Echtzeit-(,real-time“) PCR verwendete SYBR-green ist ein Fluoreszenzfarb-
stoff, der spezifisch an Doppelstrang-DNA bindet. Gemessen wurde dann der
Fluoreszenzanstieg, der auf Grund der Bindung an die zunehmende Doppelstrang-DNA-
Menge im Reaktionsgefal® entsteht. Wahrend der Echtzeit-PCR wurde neben der DNA-
Synthese gleichzeitig der Schmelzpunkt des amplifizierten Produkts ermittelt. Jede
Doppelstrang-DNA besitzt eine eigene spezifische Schmelztemperatur (Tm), welche als
die Temperatur definiert ist, bei der 50% der DNA als Einzelstrang vorliegen. Alle PCR-
Produkte eines Ansatzes sollten dabei die gleiche Schmelztemperatur aufweisen, da die
Schmelztemperatur der DNA-Doppelhelix von ihrer Basenzusammensetzung abhangig ist.
Differenzen in der Schmelztemperatur koénnen ein Hinweis auf Kontamination,
Primerdimere oder Artefakte sein. Die Schmelzkurve (siehe Abbildung 6) dient dazu, die
Spezifitat des amplifizierten Produkts zu Uberprifen.

Die Fluoreszenzintensitat wird gegen die PCR-Zykluszahl aufgetragen. Als Schwellenwert
gilt der Punkt, an dem die Reaktion eine Fluoreszenzintensitat Uberschreitet, die
signifikant Uber der nicht-spezifischen Fluoreszenz liegt. Der Schwellenwert wird vom
Benutzer selbst festgelegt, muss aber in der exponenziellen Phase der PCR-Reaktion
liegen. Als Cr wird die X-Koordinate (Zykluszahl) desjenigen Punkts bezeichnet, an dem
die Fluoreszenz den Schwellenwert erreicht (Beispiel: siehe Abbildung 7).
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Abbildung 6: Schmelzkurven von f3-Aktin und TH. RFU = relative Fluoreszenzeinheiten. Anhand
dieser Schmelzkurven ist zu erkennen, dass die amplifizierten Produkte spezifisch waren. Es liegen
keine Differenzen in der Schmelztemperatur der Produkte vor. Es sind mehrere Peaks fiir 3-Aktin
und TH abgebildet, da in diesem Ansatz Amplifikate unter verschiedenen Bedingungen (Hypoxie,
Normoxie, Hemmstoffzugabe) gemessen wurden.
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Abbildung 7: Echtzeitdarstellung der PCR-Amplifikation von 3-Aktin und TH
unter Normoxie. RFU = Relative Fluoreszenzeinheiten
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3.2.10 Berechnung der relativen Expression

Es wird das Verhaltnis des gebildeten Amplifikats vom Zielmolekul (,gene of interest,
GOlI) und einem Referenzmolekll (,Housekeeping gene®, HKG) in der selben Probe
bestimmt. Als Referenzgen wurde hier 3-Aktin verwendet.

Aus den anhand der quantitativen PCR ermittelten Dreifachbestimmungen (C:-Werte)
wurden zunachst Cr-Mittelwerte gebildet. Dann wurde die Differenz zwischen TH Cr bzw.
ADM Crund dem Referenzgen (HKG) B-Aktin fur die jeweiligen Hypoxie- bzw. Normoxie-
werte gebildet. Die ermittelten Normoxiewerte von TH und ADM wurden von den Hypoxie-
werten subtrahiert. Die Berechnung der relativen Expression erfolgte dann nach folgender
Formel:

Relative Expression = 2 - (HACT-NACT)

Beispiele zur Berechnung der relativen Expression siehe Tabelle 5.

AC; ist definiert als Differenz der C+-Werte zwischen TH bzw. ADM und dem HKG und
ergibt sich aus (TH bzw. ADM C+) - (HKG Cy).

HAC: - NAC: ist hier die Differenz zwischen den Hypoxiewerten ACrund Normoxiewerten
ACr.
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Normoxie/Kontrolle
CTI CTZ

B-Aktin 15,4 15
TH 15,9 15,8
ADM 20 20,1

CT 3

14,8
15,8
20,4

Cr
Mittelwert

(MW)

15,07
15,83
20,17

GOI Cy

15,83
20,17

HKG Cr

15,07
15,07

ACr

0,76
5,1

43

rel.
Expr.

(gesetzt)

1,00
1,00

Die relative Expression fur die Normoxie/Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Sie galt als

Bezugswert fur alle tbrigen Proben mit Inhibitoren.

Hypoxie/Kontrolle
Cr Cr Crs MW GOI C; HKGCr ACr HACr  rel
NACy Expr.
B-Aktin 154 15,1 15,2 15,23
TH 14,7 14,7 14,6 14,67 14,67 15,23 -0,56  -1,32 2,50
ADM 18,8 18,7 18,4 18,63 18,63 15,23 3.4 -1,7 3,25
Normoxie/3-NPA
Cr Cr Crs MW GOI C; HKG Cr ACr HAC:. el
NACr  Expr.
B-Aktin 15,7 15,5 15,4 15,53
TH 16,5 16,5 16 16,33 16,33 15,53 0,8 0,04 0,97
ADM 20,1 20 21,1 20,40 204 15,53 4,87 -0,23 1,17
Hypoxie/3-NPA
Cr Crn Crs MW GOI C; HKG Cr ACy HAC:. el
NACr  Expr.
B-Aktin 15,9 15 15,4 15,43
TH 15,2 15,3 15,2 15,23 15,23 15,43  -0,2 -0,96 1,95
ADM 18,8 19,3 19,2 19,10 19,1 15,43 3,67 -1,43 2,69

Tabelle 5: Beispiele fiir die Berechnung der relativen Expression.

3.2.11 Statistische Auswertung

Die relative Expression der verschiedenen Versuchsgruppen aller Versuchstage von TH

und ADM wurde mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS 9.0 einer explorativen Daten-

analyse unterzogen. Die Ergebnisse wurden in Form von Boxplots dargestellt. Dann

wurden die nicht-parametrischen Tests flr unabhangige Stichproben nach Kruskal-Wallis

und, falls der Kruskal-Wallis-Test Unterschiede anzeigte, weiterfihrende Tests nach

Mann-Whitney durchgefihrt. Beobachtete Differenzen wurden bei p<0,05 als signifikant
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eingestuft. Anhand des Mann-Whitney-Tests wurden jeweils zwei Proben aufeinander
bezogen: Normoxie ohne Inhibitor gegen Hypoxie ohne Hemmstoff, Normoxie ohne
Inhibitor gegen Normoxie mit Inhibitor und Hypoxie ohne Hemmstoff gegen Hypoxie mit
Hemmstoff.

3.3 ROS-Messung mit Fluoreszenzindikator

3.3.1 Aussaat der Zellen

Vierundzwanzig Stunden vor Versuchsbeginn wurden die Zellen in Kulturmedium auf vier
zuvor mit FCS beschichteten ,Culture Slides“ (Falcon, Heidelberg), 30.000 Zellen/Napf je
Versuchsansatz ausgesat. Die Kammerung des ,Culture slide® in acht Napfe ermdoglichte

die variable Kombination verschiedener Reagenzien an einem Versuchstag.

3.3.2 Reagenzien

Direkt vor Versuchsbeginn wurde das Kulturmedium von den Napfen der ,Culture Slides"
abgesaugt. In jeden Napf wurden anschlieend 0,3 ml des Mediums mit dem jeweiligen
Inhibitor (DCF) pipettiert.

Abhangig vom Versuchsansatz wurden folgende Substanzen in unterschiedlicher

und dem Fluoreszenzindikator 2,7 -Dichlorofluorescein

Kombination und Anordnung in die Napfe der ,Culture Slides® eingebracht (siehe Tabelle
6):

Substanz Abkiirzung Bezugsquelle |Vehikel Koqzen-
tration
. . Sigma, .
2’-Thenoyltrifluoroazeton |TTFA d Kulturmedium 10 uM
Deisenhofen
3’-Nitropropionsaure 3-NPA IL?SNA Aurora, Kulturmedium (500 uM
. Sigma, .
Succinat Succ Deisenhofen Kulturmedium 15 uM
. . ; Sigma, .
Diphenyleneiodonium DPI Deisenhofen Kulturmedium 10 uM
Nitrobluetetrazolium NBT Biomol, Kulturmedium 500 nM
Hamburg
2',7"-Dichlorofluorescin-  y~z1, oA Sigma, Kulturmedium |20 uM
Diazetat Deisenhofen

Tabelle 6: In den Experimenten eingesetzte Substanzen mit Angabe ihrer Abkiirzungen, Bezugsquellen und

Konzentrationen im jeweiligen Versuchsansatz.
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3.3.3 Inkubation der Zellen

Zwei Objekttrager wurden fur eine Stunde unter normoxischen Bedingungen (20% O., 5%
CO,, 37°C ) inkubiert. Die beiden anderen Objekttrager wurden in einer abgedichteten
Plastikbox mit einem Volumen von 300 ml unter hypoxischen Bedingungen (5% O, 5%
CO,, 37°C) inkubiert. Hierflr wurde Uber eine Schlauchkonstruktion im Deckel der Plastik-
box ein Festgasgemisch, bestehend aus 5% O,, 5% CO, und N; als Balance, aus einer
Gasflasche (Messer-Griesheim, Duisburg) kontinuierlich in die Box geleitet.

Nach 60 min wurden alle Objekttrager mit 4%igem Paraformaldehyd (PFA) in 0,1 M PBS
(siehe 3.4 Rezepturen eingesetzter Lésungen) fixiert. Das Plastikgefall wurde dafir tber
eine weitere Offnung im Deckel mit Hilfe eines Injektionssystems mit dem Fixationsmittel
geflutet, um die Zellen vor einer Reoxygenierung noch im Inkubator zu fixieren. Nach 10
min wurde die Fixierung der Zellen und des Fluoreszenzindikators abgeschlossen.

Nach der Fixation wurden die Zellen zur Entfernung des Uberschissigen Fluoreszenz-
indikators und des Fixationsmittels zweimal 10 min mit 0,1 M PBS gewaschen und mit
gepuffertem Glycerol (siehe 3.4 Rezepturen eingesetzter Losungen) als Eindeckelmedium
eingedeckt. Um temperaturbedingter Radikalbildung vorzubeugen, wurden die Objekt-

trager wahrend der Messungen bei 4°C aufbewabhrt.

3.3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Messung der Fluoreszenzintensitat wurden die Objekttrager mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskopes (Axioplan 2, Zeiss, Jena) analysiert. Es wurde ein Erregerfilter
mit der Bandbreite von 460-490 nm und ein Sperrfilter mit einer Bandbreite von
515-550 nm sowie ein 40er Objektiv verwendet.

Am ersten Versuchstag wurden zu Beginn der Messungen der Kontrast und die Helligkeit
separat fur den Fluoreszenzindikator eingestellt. Dafur wurden alle vier Objekttrager
kurzzeitig mit Fluoreszenzlicht mikroskopiert und geeignete Kontrast- und Helligkeitswerte
ermittelt, die sowohl bei Objekttragern mit sehr hoher, als auch mit sehr niedriger
Fluoreszenzintensitat eine Auswertung ermoglichten. Die hierbei als optimal ermittelte
Belichtungszeit von 1386 ms bei einer Verstarkung von 4 wurde bei allen folgenden

Versuchstagen verwendet. Es wurde im Schwarzwei®modus gearbeitet.
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3.3.5 Messreihenfolge

An einem Versuchstag wurden die vier mit Buchstaben kodierten Objekttrager blind
analysiert.

Die kodierten Objekttrager wurden in definierter gleicher Reihenfolge (Objekttrager (OT)
A: L1, R1; OT B: L1, R1; OT A: L3, R3; OT B:L3, R3; OT A: L2, R2; OT B: L2, R2; OT A:
L4, R4; OT B: L4,R4) durchgemustert (siehe Abbildung 8), um alle Napfe wahrend der

Messungen den gleichen Licht- und Temperaturbedingungen auszusetzen.

L1 L2 R1 R2

L3 L4 R3 R4

L1 L2 R1 R2

L3 L4 R3 R4 &

Abbildung 8: Achtfache Kammerung eines ,, Culture slide * fiir variable Substanzkombinationen mit Bezeichnung der
einzelnen Kulturkammern.

.

3.3.6 Messvorgang

Zunachst wurden die Napfe aller Objekttrager im Durchlicht kurz betrachtet, um geeignete
Zellen auszuwahlen. Es wurden Zellen gemessen, die sich in der Mitte der Napfe
befanden und nicht Ubereinander lagen. Das Fluoreszenzlicht wurde eingeschaltet, die
gewahlten Zellen fokussiert und es wurde ein Digitalbild aufgenommen. Von jedem Napf
wurden die Umrisse von zehn Zellen umfahren und deren Fluoreszenzintensitat
gemessen. Die anhand des Softwareprogrammes AxioVision 3.0 ermittelten Werte fur die

Fluoreszenzintensitat wurden in Graustufen auf einer Skala von 0 bis 255 wiedergegeben.

3.3.7 Statistische Auswertung

Jeder Zelle wurde auf Grund ihres Fluoreszenzsignals durch das Computerprogramm
Axio Vision 3.0 ein Grauwert zwischen 0 und 255 zugeordnet. Pro Kulturkammer wurden
10 Zellen ausgewertet. Die so ermittelten Grauwerte der einzelnen Versuchstage wurden
mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS 9.0 einer explorativen Datenanalyse unterzogen.
Fir die Auswertung der Daten wurden die nicht-parametrischen Tests fur unabhangige
Stichproben nach Kruskal-Wallis und Mann-Whitney durchgeflhrt und auf Signifikanz
gepruft. Beobachtete Differenzen wurden bei p<0,05 als signifikant eingestuft.
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Anhand des Mann-Whitney-Tests wurden jeweils zwei Proben aufeinander bezogen:
Normoxie ohne Inhibitor gegen Hypoxie ohne Hemmstoff, Normoxie ohne Inhibitor gegen
Normoxie mit Inhibitor und Hypoxie ohne Hemmstoff gegen Hypoxie mit Hemmstoff.

Abschlieend wurden die Mittelwerte der ROS-Produktion aller Versuchstage fur die
Normoxie gleich eins gesetzt und galten als Bezugswert fur die Ubrigen Mittelwerte der

Proben mit anderen Versuchsbedingungen.

Mit dem SPSS 9.0 wurde anhand dieser Mittelwerte letztendlich eine zusammenfassende
Gesamtauswertung erstellt. Dabei wurde nach dem gleichen Prinzip wie bei der Aus-
wertung fur die einzelnen Versuchstage verfahren. Die zusammengefassten Ergebnisse

wurden mit Hilfe von Boxplots dargestellt.

3.4 Rezepturen eingesetzter L6sungen
DAPI-L6sung (Sigma, Deisenhofen)

Die Stammlésung (0,1 mg/ml) wurde in sterilem Aqua dest. angesetzt.
Herstellen der Arbeitslosung: Stammldésung 1:2000 mit Methanol verdinnen.

Lichtgeschutzt bei 2-8°C lagern.

Phosphatpuffer (PP); 0.2 M, pH 7.4

31,2 g/l Losung A: 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (Merck,
Darmstadt)
35,6 g/l Lésung B: 0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat

(Merck,Darmstadt)
230 ml der Losung A wurden mit 770 ml der Lésung B gemischt
und der pH auf 7,4 eingestellt.

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS); 0.2 M, pH 7.4
28,75 ml Lésung A (0,2 M Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat)
96,20 ml Lésung B (0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat)
224 g Natriumchlorid (Merck, Darmstadt)

ad 5000 mi
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gepuffertes Glycerol

Pufferlésung: 50 ml Natriumhydrogencarbonat (Merck, Darmstadt)
mit 0,5 M Dinatriumcarbonat (Merck, Darmstadt) auf pH 8,6
einstellen.

Zwei Teile des Glycerols (Merck, Darmstadt) mit einem Teil Puffer mischen.

Fixationslésung
4% Paraformaldehyd (PFA; Sigma, Deisenhofen) in 0,1 M PP, pH 7,2-7,4

Ansatz: 40 g Paraformaldehyd ad 500 ml Aqua dest., langsam auf 70°C
erhitzen.
Einige Tropfen 2 M NaOH zugeben, bis die Losung klar wird.
Erkalten lassen, 500 ml 0,2 PP zugeben. Anschliel’end den pH
auf 7,2-7,4 einstellen, membranfiltrieren (3 ym) und bei -20°C

vor Licht geschutzt lagern.

0.4%Trypanblau
Ansatz: 0,4 g Trypanblau (Sigma, Deisenhofen) ad 100 ml PBS.

Orange G: pH 8.0

Ansetzen von 10 ml Ladepuffer:

5,88 ml 87%iges Glycerol mit 250 yl 2 M Tris-HCL-Puffer (pH 8,0) und 1 ml EDTA-LAsung
(pH 8,0) mischen und add 10 ml mit Aqua dest. aufflllen.

0,1 g Orange G dye (Sigma, Deisenhofen) hinzufugen, den Ansatz steril filtrieren und
Aliquots a 500 pl bei -20°C einfrieren

50fach konzentrierter TRIS-Eisessig-EDTA-Laufpuffer; pH 8,0
242 g TRIS (NH; C (CH; OH)s (USB, Cleveland, Ohio)

57,1 ml Eisessig (Merck, Darmstadt)

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0) (Invitrogen, Karlsruhe)

Agarosegel 2%
2,0 g Agarose (Genagarose L.E., iINNO-TRAIN Diagnostik GmbH, Kronberg, Taunus)

werden mit 100 ml TRIS-Eisessig-EDTA-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht. Das flissige
Gel wurde dann in den Schlitten gegeben und hier mit 0,5 yl Ethidiumbromid (1%, Roth
GmbH + Co, Karlsruhe) gemischt.
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4 Ergebnisse

4.1 Vitalfarbung mit Trypanblau zur Toxizitatsbestimmung von 3-NPA
Die PC12-Zellen verloren bei einer 3-NPA-Konzentration von 5000 yuM nach 6,5 stindiger
Normoxie ihre Vitalitat (siehe Abbildung 9). Fir die weiteren Versuche wurde eine
Konzentration von 500 uM gewahlt.
'Kontrolle ohne 3-NPA

ii - B

)5 uM 3-NPA.

o

| 5000 uM 3_NP“AJ¢;;;;

Abbflﬂung 9: Vitalfdrbung mit Trypanblau zur Ermittlung der in den Versuchen eingesetzten
Hemmstoffkonzentration von 3-NPA. Tote PC12-Zellen nahmen den Farbstoff auf und féirbten
sich blau, sie stellen sich hier dunkelgrau dar.
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4.2 ROS-Messung mit Fluoreszenzindikatoren

4.2.1 Hypoxie-bedingter ROS-Anstieg in PC12-Zellen

In 21 Versuchen wurde unter Verwendung von DCF die Fluoreszenzintensitat unter
Normoxie und Hypoxie verglichen. Es konnte bei allen Messungen ein signifikanter
Anstieg (Median = 1,8) der Fluoreszenzintensitat, d.h. der ROS-Bildung, unter
hypoxischen Bedingungen beobachtet werden (siehe Tabelle 7 und Abbildungen 10-12).

20% 0O; 5%0;
1 1,42
1,4
2,06
1,94
1,24
1,5
1,5
1,76
2,1
2,4
1,8
1,2
1,5
1,53
1,53
2,04
1,8
1,9
2,66
2,26
3,42

—_—t | | | e | k| e | e | | e ek ek | | e | | e | | | |

Tabelle 7: Medianwerte der Grauwert-kodierten intrazelluldren DCF-Fluoreszenz nach einstiindiger Normoxie (20%
0;) und Hypoxie (5% O,) bei PC12-Kontrollellen in 21 unabhdngigen Versuchen.
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DCF
=

H= 1 21

Mormoxie Hypoxie

Abbildung 10: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der Grauwert-kodierten intrazelluliren DCF-
Fluoreszenz in 21 Versuchen nach einstiindiger Normoxie (20% O,)
und Hypoxie (5% O;) (*** p<0,001).

Abbildung 11: Grauwert-kodierte intrazelluldre ROS-

Abbildung 12: Grauwert-kodierte intrazelluldre ROS-
Bildung in PCl2-Zellen nach einstiindiger Normoxie Bildung in PC12-Zellen nach einstiindiger Hypoxie (5%
(20% O3). Die Fluoreszenzintensitdit wird in Graustufen Q).

(0-255) wiedergegeben, die in Fehlfarben konvertiert

wurden. Eine hohe Fluoreszenzintensitdt ist durch rote,

eine niedrige durch blaue Farbe gekennzeichnet.
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4.2.2 Inkubation von PC12-Zellen mit Atmungsketteninhibitoren

4.2.2.1 DPI

Unter normoxischen Bedingungen fiihrte die Zugabe des Flavoproteinhemmers DPI zu

keiner signifikanten Veranderung der ROS-Produktion in PC12-Zellen.

Nach DPI-Inkubation konnte bei den PC12-Zellen unter Hypoxie ein Trend zu einer
héheren ROS-Produktion als unter Normoxie beobachtet werden, dieser war jedoch nicht
signifikant. Unter Hypoxie kam es bei den mit DPI-behandelten PC12-Zellen zu einer

nicht-signifikanten Abschwachung der ROS-Bildung im Vergleich zu den unbehandelten

hypoxischen Kontrollzellen (siehe Tabelle 8 und Abbildungen 13-17).

20% O,+ DPI

5% 0.+ DPI

0,96 1,12
1,57 2,23
0,87 3,28
1,5 1,28
1,04 1,57
1,03 1,31
0,78 1,03

Tabelle §: Medianwerte der Grauwert-kodierten intrazelluldren DCF-Fluoreszenz nach einstiindiger Normoxie (20%

O,) und Hypoxie (5% O,) bei DPI-inkubierten PC12-Zellen in 7 unabhdngigen Versuchen.
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Abbildung 13: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der Grauwert-kodierten intrazelluliren DCF-
Fluoreszenz nach einstiindiger Normoxie (N, 20% O;) und Hypoxie
(H, 5% O3) und DPI-Inkubation bei PCI12-Zellen (*** p<0,001; n.s.
p>0,05).
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Abbildung 14: Grauwert-kodierte intrazellulire ROS- Abbildung 15: Grauwert-kodierte intrazelluldre ROS-
Bildung in PCl2-Zellen nach einstiindiger Normoxie Bildung in PCI2-Zellen nach einstiindiger Hypoxie (5%
(20% O,). Die Fluoreszenzintensitdt wird in Graustufen O).

(0-255) wiedergegeben, die in Fehlfarben konvertiert

wurden. Eine hohe Fluoreszenzintensitdt ist durch rote,

eine niedrige durch blaue Farbe gekennzeichnet.

Abbildung 16: Grauwert-kodierte intrazellulire ROS- Abbildung 17: Grauwert-kodierte intrazellulire ROS-
Bildung in PCI12-Zellen nach einstiindiger Normoxie Bildung in PC12-Zellen nach einstiindiger Hypoxie (5%
(20% O3) und DPI-Inkubation. O,) und DPI-Inkubation.

4.2.2.2 3-NPA
Unter Normoxie konnte bei Zugabe von 3-NPA eine geringe, signifikante Abschwachung
der ROS-Produktion festgestellt werden.

Die mit 3-NPA behandelten Zellen wiesen unter Hypoxie eine hohere ROS-Produktion auf
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als unter normoxischen Bedingungen. Dieser Anstieg der ROS-Bildung war jedoch
geringer als bei den unbehandelten hypoxischen Kontrollzellen (siehe Tabelle 9 und
Abbildungen 18-20).

20% O:+ 3-NPA 5% 0,+ 3-NPA
1,3 1,19
0,94 1,49
0,87 2,8
0,98 1,3
0,98 1
0,69 0,99

Tabelle 9: Medianwerte der Grauwert-kodierten intrazelluldren DCF-Fluoreszenz nach einstiindiger Normoxie (20%
0O,) und Hypoxie (5% O,) bei 3-NPA-inkubierten PC12-Zellen in 6 unabhdngigen Versuchen.

*

OCF

M H P3NP He3-NPA
Abbildung 18: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie

die 25 und 75 Perzentile der Grauwert-kodierten intrazelluld-
ren DCF-Fluoreszenz nach einstiindiger Normoxie (N, 20%
0,) und Hypoxie (H, 5% O,) und 3-NPA-Inkubation bei PCI2-
Zellen. (*** p<0,001; * p<0,05).
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Abbildung 19: Grauwert-kodierte intrazellulire ROS- Abbildung 20: Grauwert-kodierte intrazellulire ROS-
Bildung in PCI12-Zellen nach einstiindiger Normoxie Bildung in PCI2-Zellen nach einstiindiger Hypoxie
(20% O3) und 3-NPA-Inkubation. (5% O3) und 3-NPA-Inkubation.
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4.2.2.3 TTFA

Unter normoxischen Bedingungen waren nach TTFA-Inkubation keine signifikanten Unter-
schiede in der ROS-Produktion festzustellen. Nach TTFA-Zugabe konnte unter Hypoxie
ein deutlicher, signifikanter Anstieg in der ROS-Bildung beobachtet werden, der genauso
hoch war, wie bei den unbehandelten hypoxischen Kontrollzellen (siehe Tabelle 10
Abbildungen 21-23).

20% 0.+ TTFA 5% O+ TTFA
0,78 2
1,06 2,02
0,76 2,67
1,05 2,08
0,91 1,42

Tabelle 10: Medianwerte der Grauwert-kodierten intrazelluldren DCF-Fluoreszenz nach einstiindiger Normoxie (20%
0,;) und Hypoxie (5% O;) bei TTFA-inkubierten PC12-Zellen in 5 unabhdngigen Versuchen.

40 *dk

DCF
[

w w
N= i | 21 3 3

M H N+TTFA  HeTTFA

Abbildung 21: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der Grauwert-kodierten intrazelluldren DCF-
Fluoreszenz nach einstiindiger Normoxie (N, 20% O) und Hypoxie
(H, 5% O3) und TTFA-Inkubation bei PCI2-Zellen (*** p<0,001;
** p<0,01; n.s. p>0,05).
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Abbildung 23: Grauwert-kodierte intrazelluldre ROS-
Bildung in PCIl2-Zellen nach einstiindiger Hypoxie

Abbildung 22: Grauwert-kodierte intrazelluldre ROS-
Bildung in PCIl2-Zellen nach einstiindiger Normoxie o ’
(20% O») und TTFA-Inkubation. (3% O3) und TTFA-Inkubation.

4.2.2.4 Succinat

Unter Normoxie konnte bei Zugabe von Succinat kein signifikanter Unterschied in der
ROS-Produktion festgestellt werden. Die mit Succinat behandelten Zellen zeigten nach
Inkubation unter Hypoxie eine signifikante Zunahme der ROS-Produktion, die jedoch
geringer war als bei den unbehandelten hypoxischen Kontrollzellen (siehe Tabelle 11 und
Abbildungen 24-26).

20% O;+ Succinat 5% O+ Succinat
0,87 1,61
1,03 1,41
1,06 1,16
1,56 1,08
0,88 | 1,78
1,03 | 1,48

Tabelle 11: Medianwerte der Grauwert-kodierten intrazelluldren DCF-Fluoreszenz nach einstiindiger Normoxie (20%
0,) und Hypoxie (5% O,) bei Succinat-inkubierten PC12-Zellen in 6 unabhdngigen Versuchen.
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Abbildung 24: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der Grauwert-kodierten intrazelluldren DCF-
Fluoreszenz nach einstiindiger Normoxie (N, 20% O) und Hypoxie
(H, 5% O3) und Succinat-Inkubation bei PC12-Zellen. (*** p<0,001,
* p<0,05; n.s. p>0,05).

Abbildung 25: Grauwert-kodierte intrazelluldre ROS- Abbildung 26: Grauwert-kodierte intrazellulire ROS-
Bildung in PC12-Zellen nach einstiindiger Normoxie Bildung in PCl2-Zellen nach einstiindiger Hypoxie
(20% O;) und Succinat-Inkubation. (5% O,) und Succinat-Inkubation.
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4.2.2.5 NBT

Unter Normoxie war nach NBT-Inkubation kein signifikanter Unterschied in der Fluo-
reszenzintensitdt zwischen NBT-behandelten Zellen und PC12-Kontrollzellen festzu-
stellen. NBT verhinderte unter hypoxischen Bedingungen einen Anstieg der ROS-Bildung
(siehe Tabelle 12 und Abbildungen 27-29).

20% O;+ NBT 5% O,+ NBT
0,97 0,81
0,93 1,12
0,99 1,14
1,07 1,04
0,94 1,03
1,04 1,1

Tabelle 12: Medianwerte der Grauwert-kodierten intrazelluldren DCF-Fluoreszenz nach einstiindiger Normoxie (20%
O3) und Hypoxie (5% O,) bei NBT-inkubierten PC12-Zellen in 6 unabhdngigen Versuchen.

5,0

45 *hk

4.0 5 n.s.
*d i

3,0 .

DCF

25 .

2,0

TR D — e T
el

H= bl 21 3 @
M H M+MBT H+MBT

Abbildung 27: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der Grauwert-kodierten intrazelluliren DCF-
Fluoreszenz eines Versuchstages nach einstiindiger Normoxie
(N, 20% O,) und Hypoxie (H, 5% O;) und NBT-Inkubation bei PCI2-
Zellen (*** p<0,001; n.s. p>0,05).
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Abbildung 28: Grauwert-kodierte intrazellulire ROS-

Bildung bei PC12-Zellen nach einstiindiger Normoxie
(20% O;) und NBT-Inkubation.

Abbildung 29: Grauwert-kodierte intrazellulire ROS-

Bildung bei PCl2-Zellen nach einstiindiger Hypoxie
(5% O3) und NBT-Inkubation.
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4.3 PCR

Mittels der RT-PCR wurden Produkte mit der erwarteten GroRe amplifiziert: 3-Aktin 132
bp, TH 216 bp und ADM 200 bp.

Die Sequenzierung der Amplifikate zeigte die Identitat mit den erwarteten Produkten.

Hypoxie Normoxie %)

M B-Aktin TH ADM B-Aktin TH ADM B-Aktin TH ADM

Abbildung 30: Elektrophoresegel der PCR-Produkte von B-Aktin, TH und ADM. M = Grofienstandard. Die PCR-
Fragmente zeigen die erwartete Grofie: B-Aktin = 132 bp, TH = 216 bp, ADM = 200 bp. @ = Wasserprobe.
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4.4 Quantitative RT-PCR

4.4.1 Messung der relativen TH-Expression

4.4.1.1 Hypoxie-bedingter Anstieg der relativen TH-Expression
In 6 Versuchen wurde die relative TH-Expression unter Normoxie und Hypoxie verglichen.
In allen 6 Versuchen konnte ein Hypoxie-bedingter signifikanter Anstieg (Median = 2,2)

der relativen TH-Expression festgestellt werden (siehe Tabelle 13 und Abbildung 31).

PCI12 20% O, PCI2 5% O;
1 2,5
1 8,82
1 1,66
1 2,19
1
1

2,27
1,52

Tabelle 13: Medianwerte der relativen TH-Expression in PC12-Zellen nach sechsstiindiger Normoxie (20% O) und
Hypoxie (5% O,) in 6 unabhdngigen Versuchen.
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Abbildung 31: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der relativen TH-Expression in PCI12-Zellen in 6
Versuchen nach sechs Stunden Normoxie (N, 20% O;) und Hypoxie
(H, 5% O3) (** p<0,01).
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4.41.1.1 DPI

Unter Normoxie konnte nach Zugabe des Flavoproteinhemmers DPI eine nicht-signifi-
kante Zunahme der relativen TH-Expression gemessen werden.

Nach DPI-Inkubation war unter Hypoxie gegenuber den normoxischen DPIl-inkubierten
und den unbehandelten hypoxischen Kontrollzellen keine Veranderungen in der relativen
TH-Expression  festzustellen. DPI blockt den Hypoxie-induzierten Anstieg der TH-
Expression (siehe Tabelle 14 und Abbildung 32).

20% 0O, 5% 0, 20% O;+ DPI 5% 0.+ DPI
1 2,5 2,08 1,95
1 8,82 2,36 2,31
1 1,66 0,89 1,15
1 2,19 1,48 1,79
1 2,27 2,03 2,03
1 1,52 1,69 1,78

Tabelle 14: Medianwerte der relativen TH-Expression in PCI12-Zellen nach sechsstiindiger Normoxie (20% O;) und
Hypoxie (5% O,) sowie nach DPI-Inkubation in 6 unabhdngigen Versuchen.
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Abbildung 32: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der relativen TH-Expression in PCl2-
Kontrollzellen und DPI-inkubierten Zellen nach sechs Stunden
Normoxie (N, 20% O,) und Hypoxie (H, 5% O (* p<0,05; **
p<0,01; n.s. p>0,05).
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441.1.2 TTFA

Unter normoxischen Bedingungen flhrte die Zugabe von TTFA zu keiner signifikanten
Anderung der relativen TH-Expression.

Die Messergebnisse TTFA-inkubierter Zellen zeigten unter Hypoxie gegenuber den
normoxischen TTFA-behandelten Zellen eine signifkante Zunahme der TH-Expression,
die sich nicht signifikant von den unbehandelten hypoxischen Kontrollzellen unterschied
(siehe Tabelle 15 und Abbildung 33).

20% O; 5% 0, 20% 0;+ TTFA 5% 0,+ TTFA
1 2,5 1,35 1,95
1 8,82 2,2 2,97
1 1,66 0,63 1,66
1 2,19 1,07 2,85
1 2,27 1,01 3,29
1 1,52 1,26 2,51

Tabelle 15: Medianwerte der relativen TH-Expression in PCI2-Zellen nach sechsstiindiger Normoxie (20% O;) und
Hypoxie (5% O;) sowie nach TTFA-Inkubation in 6 unabhdngigen Versuchen.
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Abbildung 33: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der relativen TH-Expression eines Versuchstages
bei PCI2-Kontrollzellen und TTFA-inkubierten Zellen nach sechs
Stunden Normoxie (N, 20% O,) und Hypoxie (H, 5% O;) (** p<0,01;
n.s. p>0,05).
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4.4.1.1.3 3-NPA

Nach Zugabe von 3-NPA war unter Normoxie keine Anderung in der relativen TH-
Expression feststellbar. Nach 3-NPA-Inkubation zeigten die PC12-Zellen unter Hypoxie im
Vergleich zu den normoxischen 3-NPA-behandelten Zellen eine signifikante Zunahme der

TH-Expression, die sich nicht signifikant von den unbehandelten hypoxischen Kon-

trollzellen unterschied (siehe Tabelle 16 und Abbildung 34).

20% O; 5% 0;

2,5
8,82
1,66
2,19
2,27
1,52

S G W G R Sy

Tabelle 16: Medianwerte der relativen TH-Expression in PCI2-Zellen nach sechsstiindiger Normoxie (20% O;) und

20% O+
3-NPA
0,97
1,41
0,86
1,03
0,87
1,13

Hypoxie (5% O;) sowie nach 3-NPA-Inkubation in 6 unabhdngigen Versuchen.
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Abbildung 34: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der relativen TH-Expression eines Versuchstages
bei PCI12-Kontrollzellen und 3-NPA-inkubierten Zellen nach sechs
Stunden Normoxie (N, 20% O) und Hypoxie (H, 5% O3) (** p<0,01;

n.s. p>0,05).

H

N+3-MPA  He3-NPA,

5% 0,+
3-NPA

1,95
6,28
1,35
2,64
2,43
6,23
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4.4.1.1.4 Succinat

Unter normoxischen Bedingungen konnte nach Succinatzugabe keine signifikante
Veranderung der relativen TH-Expression festgestellt werden.

Nach Succinatinkubation konnte unter Hypoxie gegeniber den normoxischen be-
handelten Zellen eine signifikante Zunahme der relativen TH-Expression beobachtet

werden, die sich nicht von den unbehandelten hypoxischen Kontrollzellen unterschied

(siehe Tabelle 17 und Abbildungen 35-39).

Ergebnisse

20% O, 5% 0O, 20% O+ 5% 0;+
Succinat Succinat

1 2,5 0,89 1,52

1 8,82 1,21 3,84

1 1,66 0,57 1,66

1 2,19 0,8 3,18

1 2,27 0,88 2,55

1 1,52 0,85 2,08

Tabelle 17: Medianwerte der relativen TH-Expression in PCI2-Zellen nach sechsstiindiger Normoxie (20% O;) und
Hypoxie (5% O;) sowie nach Succinat-Inkubation in 6 unabhdngigen Versuchen.
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Abbildung 35: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der relativen TH-Expression eines Versuchstages
bei PC12-Kontrollzellen und Succinat-inkubierten Zellen nach sechs
Stunden Normoxie (N, 20% O,) und Hypoxie (H, 5% O;) (** p<0,01;

n.s. p>0,05).
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Abbildung 36: Echtzeitdarstellung der PCR-Amplifikation von [3-Aktin und TH
unter Normoxie. RFU = Relative Fluoreszenzeinheiten.
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Abbildung 37: Echitzeitdarstellung der PCR-Amplifikation von [3-Aktin und TH
unter Hypoxie. RFU = Relative Fluoreszenzeinheiten.
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Abbildung 38: Echtzeitdarstellung der PCR-Amplifikation von f-Aktin und TH
nach Succinatinkubation unter Normoxie. RFU = Relative Fluoreszenzeinheiten.
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Abbildung 39: Echtzeitdarstellung der PCR-Amplifikation von f-Aktin und TH
nach Succinatikubation unter Hypoxie. RFU = Relative Fluoreszenzeinheiten.

Die Abbildungen 36-39 zeigen die Echtzeitdarstellungen der PCR-Amplifikation von R3-
Aktin, TH und ADM eines Versuchstages. Die PC12-Zellen wurden unbehandelt und unter

Zugabe von Succinat sechs Stunden unter Normoxie und Hypoxie inkubiert
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4.4.2 Messung der relativen ADM-Expression

4.4.2.1 Hypoxie-bedingter Anstieg der relativen ADM-Expression

In 5 Versuchen wurde die relative ADM-Expression unter Normoxie und Hypoxie
verglichen. In allen 5 Versuchen konnte ein Hypoxie-bedingter signifikanter Anstieg der
relativen ADM-Expression (Median = 2) festgestellt werden (siehe Tabelle 18 und
Abbildung 40).

20% O; 5% 0,
1 3,25
1 4,29
1 1,59
1 2,06
1 1,54

Tabelle 18: Medianwerte der relativen ADM-Expression in PC12-Zellen nach sechsstiindiger Normoxie (20% O) und
Hypoxie (5% O;) in 6 unabhdngigen Versuchen.

*x

Felative ADM-Expression

W= 3 3

Marmoxie Hypoxie

Abbildung 40: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der relativen ADM-Expression bei PC12-Zellen nach
sechs Stunden Normoxie (N, 20% O,) und Hypoxie (H, 5% O,)
(** p<0,01).
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4.4.2.1.1 DPI

Unter normoxischen Bedingungen konnte nach Einsatz des Flavoproteinhemmers DPI
eine signifikante Zunahme relativen ADM-Expression beobachtet werden. Dieser Anstieg
erfolgte auf dem Niveau der TH-Expression unbehandelter Zellen in Hypoxie. Hypoxie
fuhrte in DPI-behandelten Zellen zu keinem weiteren Anstieg der relativen TH-Expression
(siehe Tabelle 19 und Abbildung 41).

20% O; 5% 0; 20% O+ DPI 5% 0.+ DPI
1 3,25 2,69 2,89
1 4,29 2,71 2,36
1 1,59 1,59 1,93
1 2,06 2,06 2,06
1 1,54 1,41 1,49

Tabelle 19: Medianwerte der relativen ADM-Expression in PC12-Zellen nach sechsstiindiger Normoxie (20% O,) und
Hypoxie (5% O;) sowie nach DPI-Inkubation in 6 unabhdngigen Versuchen.
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Abbildung 41: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der relativen ADM-Expression eines Versuchstages
bei PCI12-Kontrollzellen und DPI-inkubierten Zellen nach sechs
Stunden Normoxie (N, 20% O-) und Hypoxie (H, 5% O) (** p<0,01;
n.s. p>0,05).
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4.4.21.2 TTFA

Unter Normoxie kam es nach TTFA-Behandlung zu einem nicht-signifikanten Trend zur
Abnahme der relativen ADM-Expression.

Die TTFA-Inkubation flhrte unter hypoxischen Bedingungen im Vergleich zu den
normoxischen TTFA-behandelten Zellen zu einer signifikanten Zunahme der relativen
ADM-Expression, die der von unbehandelten hypoxischen Kontrollzellen entsprach (siehe
Tabelle 20 und Abbildung 42).

20% 0O; 5% 0; 20% O:+ 5% 0+
TTFA TTFA

1 3,25 0,91 2,64

1 4,29 1,07 2,71

1 1,59 0,5 1,83

1 2,06 0,98 2,43

1 1,54 0,64 1,72

Tabelle 20: Medianwerte der relativen ADM-Expression in PC12-Zellen nach sechsstiindiger Normoxie (20% O,) und
Hypoxie (5% O;) sowie nach TTFA-Inkubation in 6 unabhdngigen Versuchen.
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Abbildung 42: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der relativen ADM-Expression eines Versuchstages
bei PCI2-Kontrollzellen und TTFA-inkubierten Zellen nach sechs
Stunden Normoxie (N, 20% O-) und Hypoxie (H, 5% O) (** p<0,01;
n.s. p>0,05).
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4.4.2.1.3 3-NPA

Unter Normoxie konnte zwischen 3-NPA behandelten und unbehandelten PC12-Zellen
kein signifikanter Unterschied in der relativen ADM-Expression festgestellt werden.

Nach 3-NPA-Inkubation konnte unter Hypoxie ein signifikanter Anstieg der relativen ADM-
Expression gemessen werden. Dieser Anstieg zeigte im Vergleich zu den unbehandelten
hypoxischen Kontrollzellen einen Trend zu einer Zunahme der relativen ADM-Expression,
der jedoch nicht signifikant war (siehe Tabelle 21 und Abbildung 43).

20% 0O; 5% 0; 20% O:+ 5% 0+
3-NPA 3-NPA
1 3,25 1,17 2,69
1 4,29 1,39 4,44
1 1,59 0,89 2
1 2,06 1,06 3,18
1 1,54 1,13 6,54

Tabelle 21: Medianwerte der relativen ADM-Expression in PC12-Zellen nach sechsstiindiger Normoxie (20% O,) und
Hypoxie (5% O;) sowie nach 3-NPA-Inkubation in 6 unabhdngigen Versuchen.
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Abbildung 43: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der relativen ADM-Expression eines Versuchstages
bei PCI12-Kontrollzellen und 3-NPA-inkubierten Zellen nach sechs
Stunden Normoxie (N, 20% O) und Hypoxie (H, 5% O,) (** p<0,01;
n.s. p>0,05).
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4.4.2.1.4 Succinat

Unter Normoxie kam es durch Succinatbehandlung zu einer geringen, nicht-signifikanten
Abnahme der relativen ADM-Expression. Die Succinatinkubation flhrte unter Hypoxie im
Vergleich zu den normoxischen Succinat-behandelten Zellen zu einer signifikanten
Zunahme der relativen ADM-Expression, die der von unbehandelten hypoxischen
Kontrollzellen entsprach (siehe Tabelle 22 und Abbildung 44-48).

20% 0; 5% 0, 20% O+ 5% 0+
Succinat Succinat

1 3,25 0,93 1,59

1 4,29 1,39 2,58

1 1,59 0,56 2,07

1 2,06 0,7 2,85

1 1,54 0,27 2,11

Tabelle 22: Medianwerte der relativen ADM-Expression in PC12-Zellen nach sechsstiindiger Normoxie (20% O,) und
Hypoxie (5% O;) sowie nach Succinat-Inkubation in 6 unabhdngigen Versuchen.
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Abbildung 44: Minimum-, Maximum- und Medianwerte sowie die 25
und 75 Perzentile der relativen ADM-Expression eines Versuchstages
bei PCi2-Kontrollzellen und 3-NPA-inkubierten Zellen nach sechs
Stunden Normoxie (N, 20% O) und Hypoxie (H, 5% O;) (n.s. p>
0,05; ** p<0,01).
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Abbildung 45: Echtzeitdarstellung der PCR-Amplifikation von [3-Aktin und ADM
unter Normoxie. RFU = relative Fluoreszenzeinheiten.
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Abbildung 46: Echtzeitdarstellung der PCR-Amplifikation von f3-Aktin und ADM
unter Hypoxie. RFU = relative Fluoreszenzeinheiten.
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Abbildung 47: Echtzeitdarstellung der PCR-Amplifikation von [3-Aktin und ADM
nach Succinatinkubation unter Normoxie. RFU = relative Fluoreszenzeinheiten.
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Abbildung 48: Echtzeitdarstellung der PCR-Amplifikation von [3-Aktin und ADM
nach Succinatinkubation unter Hypoxie. RFU = relative Fluoreszenzeinheiten.

Die Abbildungen 45-48 zeigen Echtzeitdarstellungen der PCR-Amplifikationen von R3-

Aktin, TH und ADM eines Versuchstages nach sechstindiger Normoxie, Hypoxie von

unbehandelten PC12-Zellen sowie nach Succinatinkubation.
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5 Diskussion

5.1 Messung der intrazellularen ROS-Bildung mittels des Fluoreszenz-
indikators DCF-DA

Der farblose Fluoreszenzindikator DCF-DA wird durch intrazellular gebildete ROS in den
innerhalb der Zelle gebildeten fluoreszierenden Metaboliten DCF oxidiert. Anhand der
DCF-Fluoreszenzintensitat kann die ROS-Bildung am Fluoreszenzmikroskop gemessen
werden (Bass et al., 1983; Zhu et al., 1994; Wang et al., 1996; Crow, 1997; Gorman et al.,
1997). Sell (2001) zeigte in ihren Experimenten, dass DCF-DA einen ebenso guten
Indikator fur intrazellular gebildete ROS in PC12-Zellen darstellt wie der
Fluoreszenzfarbstoff Dihydrorhodamin 123 (HzR).

Die stabile lipidlésliche Diazetatform (DCF-DA) von DCFH ist membranpermeabel. In der
Zelle spalten Esterasen die Azetatgruppe ab, so dass intrazellular das reduzierte Agenz
DCFH entsteht. Rota et al. (1999) vermuten, dass die Abspaltung der Diazetatgruppe
durch zellulare Esterasen in geringen Mengen zur H.O2-Bildung fihren kann. Myhre et al.
2003) sehen diese H202-Quelle in zellularen Systemen jedoch als nicht signifikant an. Die
DCF-Fluoreszenzintensitat reflektiert einen generellen Anstieg in der Bildung reaktiver
Sauerstoffradikale (LeBel et al., 1992; Zhu et al., 1994). Es ist nach wie vor umstritten,
welche reaktiven Sauerstoffspezies in Zellen fur die Oxidation von DCFH zu DCF verant-
wortlich sind. Zuerst wurde DCF-DA fir die Messung von H:O: in Anwesenheit der
Peroxidase eingesetzt (Keston & Brandt, 1965). Rothe und Valet (1990) nehmen ebenfalls
eine hohe Sensitivitat fur H.O., und Hydroxylradikale und nur eine geringe Sensitivitat fur
Superoxid an. Das Superoxidanion oxidiert DCFH nicht direkt. H.O, ist hauptsachlich fur
die nichtenzymatische Oxidation von DCFH verantwortlich (LeBel et al., 1992; Zhu et al.,
1994). Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten fir DCFH eine geringe Sensitivitat gegen-
Uber der Oxidation durch NO, Superoxidanion (O2") oder H.O., beschrieben dagegen eine
hohere Sensitivitat fur Peroxynitrit (ONOO") (Royall & Ischiropoulos, 1993; Kooy et al.,
1997; Possel et al., 1997). Andere Arbeitsgruppen beschrieben dagegen eine deutliche
Sensitivitat gegenuber der Oxidation fur O;", H.O, und Hydroxylradikale ((OH) (Scott et al.,
1988; Zhu et al., 1994). Burkitt & Wardmann (2001) bemangeln die geringe Sensitivitat
von DCF als Reprasentant fiir ROS im Hinblick auf Anderungen in der Konzentration von
Superoxiden oder H,O,.

Myhre und Mitarbeiter (2003) beobachteten in ihren Experimenten, dass neutrophile
Granulozyten unter alleiniger Zugabe von H;O. eine Zunahme der DCF-Fluoreszenz um

265% im Vergleich zu den Kontrollzellen aufwiesen. Dagegen fiihrte die Zugabe von H;0;
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allein im zellfreien System zu keiner Zunahme der DCF-Bildung. Horseradish Peroxidase
(HRP) fuhrte allein sowie in Kombination mit H,O, zur Oxidation von DCFH zu DCF
(LeBel et al., 1992; Myhre et al., 2003). Reagiert HRP mit H.O,, so entsteht die HRP-I
Komponente, welche DCFH zu DCF~ oxidiert. In der Gegenwart von O, reagiert DCF~ zur
fluoreszierenden Komponente DCF unter Bildung von Oz (Rota et al., 1999). Diese
Reaktion ist lichtabhangig. Die zunehmende Oxidation von DCFH durch HRP in zellfreien
Systemen fuhrte zu der Annahme, dass die Gegenwart von Peroxidasen in biologischen
Systemen, die H.O, oder anderen ROS ausgesetzt sind, zu falschen Schlussfolgerungen
gefuhrt haben kénnte (Myhre et al., 2003).

Es herrscht Uneinigkeit in der Literatur Uber den Effekt der Superoxiddismutase (SOD) auf
DCF-Messwerte. Einige Studien zeigen einen inhibitorischen Effekt der SOD (Burow &
Valet, 1987; Reid et al., 1992; Fukumura et al., 1995; Gunasekar et al., 1996; Atlante et
al.,1997), andere Arbeitsgruppen konnten keinen Effekt der SOD feststellen (Entman et
al., 1992; Zhu et al., 1994; Wang et al., 1996; Shen et al., 1996; Yang et al., 1996). Die
SOD vermittelt eine schnelle Umwandlung von Superoxidradikalen in das stabile H,O,
(McCord & Fridovich; 1969; Liochev & Fridovich; 2003).

LeBel et al. (1992) weisen darauf hin, dass bei der Interpretation der Messung spezi-
fischer ROS, die in die Oxidation von DCFH zu DCF in biologischen Systemen involviert
sein kdonnen, Vorsicht geboten ist. Marchesi et al. (1999) zeigten, dass die Fotoreduktion
von DCF zur Bildung des freien DCF Semiquinon Radikals (DCF") fuhrt, welches unter
aeroben Bedingungen wieder zu seiner Ausgangssubstanz DCF oxidieren kann, wobei
Superoxidradikale entstehen. Die direkte Reaktion zwischen H,O,, das auch spontan aus
O:" entstehen kann, und DCFH zu DCF erfolgt sehr langsam, es handelt sich um einen
Zwei-Elektronen-Prozess”. Durch die initiale Oxidation entsteht zunachst Semiquinon
(Rota et al., 1999).

Swift & Sarvazyan (2000) kritisieren das Fehlen systematischer Studien Uber die Lokalisa-
tion und Retention von DCFH und seinem Oxidationsprodukt DCF. Es wurde ange-
nommen, dass DCF als sensitiver zytosolischer Marker flr oxidativen Stress fungiert.
Diese Annahme Uber die Fahigkeit der DCF- und DCFH-Retention von Zellen wurde
spater in Frage gestellt, da kultivierte Endothelzellen der Aorta DCFH und DCF nicht
intrazellular behalten konnten (Royall & Ischiropoulos, 1993). Demnach scheint die
zellulare Verteilung von DCF vom jeweiligen Gewebe oder Zelltyp abhangig zu sein (Crow,
1997; Royall & Ischiropoulus, 1993; Sarvazyan, 1996; Gabriel et al., 1997). In PC12-
Zellen beobachtete Sell (2001) eine diffuse Verteilung von DCF.
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DCFH und DCF reichern sich vorwiegend in den Mitochondrien von Kardiomyozyten an
(Swift & Sarvazyan, 2000). Swift & Sarvazyan (2000) gehen auf Grund der DCF-Verteilung
in Kardiomyozyten von der Annahme aus, dass Zellen, die wenige Mitochondrien
besitzen, DCF zu einem geringeren Anteil behalten. Die DCF-Retention scheint
proportional zum Mitochondrienvolumen zu sein.

DCFH kann in Losungen, die Sauerstoff enthalten, spontan oxidieren (Zhu et al., 1996;
Jakubowski & Bartosz, 2000). Diese spontane und HOz-induzierte Oxidation von H.DCF
kann durch Glutathion (GSH), einem intrazellularen Antioxidans, verringert werden (Zhu et
al., 1996; Jakubowski & Bartosz, 2000). DCF konkurriert auch mit dem enzymatischen
ROS-Abbau. Zellulare Reduktanzien konnen DCF oder das Semiquinon-Zwischenprodukt
in einer Ein-Elektronen-Oxidation von DCFH re-reduzieren. Solch eine Reduktion wird
durch Licht begunstigt (Marchesi et al., 1999). Um diese Reoxygenierung zu vermeiden,
wurden die PC12-Zellen in der vorliegenden Studie noch im hypoxischen Zustand fixiert.
FUr die Messung der Fluoreszenzintensitat am Fluoreszenzmikroskop wurden daher auch
zunachst Digitalbilder von Zellarealen aufgenommen. Die Auswertung der Versuche
erfolgte anschliessend anhand der Digitalbilder. Um die Gefahr einer artefiziellen ROS-
Bildung zu vermeiden, wurden die PC12-Zellen bei 4°C sowie im Dunkeln aufbewahrt und
die Versuchsauswertung wurde unverzuglich nach der Inkubation durchgefihrt.
Jakubowski und Bartosz (2000) sehen die ROS-Messung mit DCF auf Grund der vielen
Faktoren, die mit DCF reagieren kénnen, als eine grobe Einschatzung. Eine steigende
DCFH-Oxidation als Mal} fir eine zunehmende ROS-Bildung dagegen sei erst nach
genaueren Erkenntnissen gerechtfertigt. In der vorliegenden Studie war unter
Berucksichtigung und Vermeidung von Reaktionen, die zu einer artefiziellen ROS-Bildung
sowie zur Reoxygenierung fuhren kénnen, eine Hypoxie-bedingte Zunahme der DCF-
Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu den Kontrollzellen zu messen. Sell (2001) kam in
ihren Experimenten mit PC12-Zellen zu einem Ubereinstimmenden Ergebnis. Die
Spezifitat der DCF-Bestimmung hinsichtlich bestimmter ROS bleibt weiterhin umstritten.
Da Superoxidanionradikale allerdings schnell durch die SOD in das stabilere H,O,
umgewandelt werden (McCord & Fridovich; 1969; Liochev & Fridovich; 2003), wird H.O.
im Allgemeinen als Indikator fur die mitochondriale ROS-Bildung herangezogen (Nohl et
al., 2004).

Es ist auch eine mogliche Interaktion von Succinat mit dem Fluoreszenzindikator DCF
denkbar. DCF ist ein organisches Anion und kann daher mdoglicherweise die mitochon-
driale Atmung inhibieren, indem es mit anderen anionischen Transportsystemen

konkurriert. In Versuchen an isolierten Mitochondrien verringerte DCF signifikant die
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Succinat-gebundene mitochondriale Atmung (Swift & Sarvazyan, 2000). DCF limitiert
demnach vermutlich die Verfigbarkeit von Succinat, wenn von der Annahme
ausgegangen wird, dass der Dikarboxyltransporter als Ubermittler des mitochondrialen
Transports von DCF dient (Swift & Sarvazyan, 2000).

Die DCF-Fluoreszenzintensitat reflektiert einen generellen Anstieg in der Bildung reaktiver
Sauerstoffradikale. DCFH eignet sich demnach zur Messung der intrazellularen ROS-
Bildung, wie sie im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrt wurde, sofern es nicht um die
Bestimmung spezifischer ROS geht. Dartuber hinaus sollten die Zellen im hypoxischen

Zustand fixiert werden, um eine Reoxygenierung zu vermeiden.

5.2 ROS-Bildung in PC12-Zellen unter Hypoxie

Es wurde in allen Experimenten unter Verwendung des Fluoreszenzindikators DCF-DA
eine signifikant erhohte ROS-Produktion unter hypoxischen Bedingungen in PC12-Zellen
gemessen. Zu dem gleichen Ergebnis kamen Hohler und Mitarbeiter (1999, 2000) sowie
Kummer et al. (2003), die in ihren Versuchen sowohl die gleiche Zelllinie als auch den
gleichen Fluoreszenzindikator verwendeten. Auch in LungengefalRen konnte unter DCF
eine signifikant erhohte Hypoxie-induzierte ROS-Produktion festgestellt werden
(Paddenberg et al., 2003a). Chandel und Mitarbeiter (1998, 2000) fuhrten in der
Hepatomzelllinie Hep3B ebenfalls Experimente uber die Hypoxie-bedingte ROS-
Produktion durch und kamen zu dem gleichen Resultat. Auch Duranteau et al. (1998)
konnten mit DCF-DA in Kardiomyozyten eine erhdohte ROS-Bildung unter Hypoxie
nachweisen. Wartenberg et al. (2003) wiesen unter Einsatz des Fluoreszenzindikators
DCF-DA eine erhéhte ROS-Bildung unter Hypoxie in der Hepatomzelllinie Hepa1C4 nach,
die mit einer erhohten HIF-a-Protein-Stabilisierung/HIF-Reportergenexpression
einherging.

Andere Arbeitsgruppen beobachteten hingegen eine verminderte ROS-Bildung unter
Hypoxie (Fandrey et al., 1994; Goérlach et al., 2003). Nach Semenza (2000) hangen die
widersprichlichen Ergebnisse bei der ROS-Messung mit den Messverfahren zusammen.
Kroll und Czyzyk-Krzeska (1998) stellten in PC12-Zellen unter Hypoxie eine verminderte
ROS-Bildung fest. Nach Beendigung der Hypoxie-Inkubation inkubierten sie die Zellen
weitere funf Minuten mit DCF-DA und nahmen dann die Auswertung vor. Die verminderte
ROS-Bildung ist vermutlich darauf zurlckzuflhren, dass die Messung erst einige Zeit
nach der Inkubation durchgeflihrt wurde, daher konnte ein Hypoxie-bedingter ROS-

Anstieg auf Grund der Reoxygenierung vor den ROS-Messungen bei Kroll und Czyzyk-
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Krzeska (1998) wieder abgenommen haben (Sell, 2001). In der vorliegenden Studie
wurden die PC12-Zellen noch unter hypoxischen Bedingungen fixiert und die ROS-
Bildung wurde anschliessend unverzuglich gemessen, um eine Reoxygenierung zu
vermeiden. Somit wird ein Abfall der unter Hypoxie gebildeten ROS durch

Reoxygenierung verhindert.

5.3 Die ROS-Produktion einzelner Komplexe der mitochondrialen
Atmungskette

Zu den ROS gehdéren das Superoxidanion (O;7), Wasserstoffperoxid (H.O:) und das
Hydroxylradikal (OH-). ROS werden von der mitochondrialen Atmungskette gebildet
(Duranteau et al., 1998; Chandel et al., 1998; Sell, 2001). Dartber hinaus sind
verschiedene zytosolische und membrangebundene Oxidasen an der ROS-Bildung
beteiligt (Halliwell & Gutteridge, 1990). Loschen et al. (1971) zeigten zum ersten Mal, dass
ROS von der mitochondrialen Atmungskette gebildet werden. Obwohl nur 1-2% der
Elektronen den physiologischen Transferweg der Atmungskette verlassen, produzieren
die Mitochondrien, bedingt durch ihre hohe Stoffwechselaktivitat, beachtliche Mengen an
O2" (Cross & Jones, 1990). Nohl und Mitarbeiter (2004) stellen die weitverbreitete
Annahme in Frage, dass die mitochondriale Atmungskette zwingend mit der Bildung von
O~ verknupft ist. Sie gehen auf Grund einer neuen nicht-invasiven Detektionsmethode flr
H.O, davon aus, dass von O abgeleitetes H,O, kein Nebenprodukt der regularen
Zellatmung ist. Die mitochondriale Atmungskette wird ihrer Meinung nach zur Quelle der
ROS-Bildung, wenn das Ubiquinol/bc1 Redoxpaar beteiligt ist (Nohl et al., 2004). Sie
nehmen an, dass der physikalische Zustand der Mitochondrienmembran bestimmt, ob
Superoxidanionradikale gebildet werden.

Wahrend des Elektronentransfers durch die mitochondriale Atmungskette kénnen ROS an
allen vier Multienzymkomplexen entstehen (Chandel et al., 2000; Paddenberg et al., 2003;
Batandier et al., 2004). Es werden vor allem die Komplexe | und lll hinsichtlich der
mitochondrialen ROS-Produktion diskutiert (Chandel et al., 2000; Chen et al., 2003).
Komplex Il (Cytochrom-c-Reduktase) katalysiert die Elektronenlbertragung vom
Ubiquinol auf das Cytochrom c. Gleichzeitig werden Protonen von der negativ geladenen
Matrix- auf die positiv geladene Zytosolseite der inneren Mitochondrienmembran gepumpt
(Hatefi, 1985; Trumpower, 1990). Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase) transferiert dann

vier Elektronen vom reduzierten Cytochrom ¢ auf molekularen O., wahrend ausserdem
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acht Protonen von der Matrix- auf die Zytosolseite der inneren Mitochondrienmembran
gepumpt werden (Chan & Li, 1990). In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden,
dass unter Hypoxie die Aktivitat der Cytochrom-c-Oxidase gehemmt wird (Chandel &
Schumacker; 1996; Duranteau et al., 1998; Semenza, 1999). Chandel et al. (1997)
nehmen an, dass es bei einer Verminderung der Vmax, hervorgerufen durch Hypoxie oder
den kompetitiven Hemmstoff der Cytochrom-c-Oxidase NaN; (Petersen, 1977), zu einer
Erhohung des Redoxstatus mitochondrialer Elektronencarrier kommen kann, die vor
Komplex IV lokalisiert sind. Folglich kommt es zu einer gesteigerten Bildung von
Ubisemiquinon an Komplex Ill, was wiederum zu einer erhohten ROS-Produktion flhrt
(Semenza, 1999; Chandel & Schumacker, 2000). Duranteau und Mitarbeiter kamen in
Experimenten an Kardiomyozyten zu uUbereinstimmenden Ergebnissen. Sie beobachteten
sowohl unter Hypoxie als auch nach NaNs-Inkubation eine Zunahme der DCF-

Fluoreszenzintensitat (Duranteau et al., 1998).

Mitochondrien sind fir den Hypoxie-bedingten ROS-Anstieg in PC12-Zellen verant-
wortlich. Dies konnte in einer vorangegangenen Studie anhand von Thiamphenicol-
behandelten PC12-Zellen (T-PC12-Zellen) gezeigt werden (Sell, 2001). Thiamphenicol
hemmt speziell die mitochondriale Proteinbiosynthese (Kuzela et al., 1988). Die T-PC12-
Zellen zeigten keine vermehrte ROS-Produktion unter Hypoxie, im Gegensatz zu den
unbehandelten Zellen. Dies lasst auf eine Beteiligung mitochondrial kodierter Proteine bei
der Hypoxie-bedingten ROS-Zunahme in PC12-Zellen schliessen. In PC12-Zellen wird
bisher Komplex | als mitochondriale Quelle der ROS-Produktion unter Hypoxie
angenommen (Sell, 2001). Zu hiermit Ubereinstimmenden Ergebnissen kamen Yuang et
al. (2004). Sie beobachteten in ihren Experimenten an PC12-Zellen unter intermittierender
Hypoxie (IH) ebenfalls eine Zunahme der ROS-Bildung, v.a. von O;", das eine wichtige
Rolle bei der c-fos-Aktivierung spielt. Sie sehen in der Inhibition von Komplex | eine Quelle
fur die O2-Bildung unter IH. In weiterfiihrenden Experimenten konnten Komplex | in
Mitochondrien der Rattenleber (Batandier et al., 2004) und Komplex Ill in Hep3B-Zellen
(Chandel et al., 2000) sowie in Mitochondrien der Ratte (Chen et al., 2003) als Quelle der
mitochondrialen ROS-Produktion identifiziert werden. Paddenberg und Mitarbeiter (2003a,
2003b) konnten weiterhin die Beteiligung von Komplex II an der ROS-Bildung in

Lungengefallen zeigen.
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5.4 Die Rolle von Komplex Il in der mitochondrialen ROS-Produktion
von PC12-Zellen

Kroll und Czyzyk-Krzeska (1998) konnten in ihren Experimenten an PC12-Zellen weder
unter Normoxie noch unter Hypoxie einen ROS-Abfall nach DPI-Inkubation beobachten.
Sie stellten ausserdem keine veranderte Genexpression der TH, dem geschwindigkeits-
bestimmenden Enzym der Katecholaminsynthese (Czyzyk-Krzeska et al., 1994a; Kroll &
Czyzyk-Krzeska, 1998) fest. Sie vermuteten daher, dass DPI keinerlei Wirkung in PC12-
Zellen habe. Hohler und Mitarbeiter (1999) konnten jedoch in ausfihrlichen Unter-
suchungen an PC12-Zellen einen inhibitorischen Effekt von DPI auf die Hypoxie-
induzierte TH-Genexpression und somit grundsatzlich eine Wirkung von DPI in PC12-
Zellen zeigen.

Ebenso konnten Kummer und Mitarbeiter (2000) einen Hypoxie-bedingten ROS-Anstieg in
PC12-Zellen nachweisen. Der Flavoproteinhemmer DPI schwachte den Hypoxieeffekt ab,
verhinderte ihn jedoch nicht. In der vorliegenden Studie zeigte DPI keine Abschwachung
des Hypoxieeffekts. Der bei Kroll & Czyzyk-Krzeska (1998) ausbleibende DPI-Effekt auf
die ROS-Bildung kénnte moglicherweise durch eine Reoxygenierung auf Grund der
fehlenden Fixierung unter Hypoxie maskiert worden sein.

In Lungengefalien wird die ROS-Bildung unter Hypoxie und Normoxie durch DPI geblockt
(Paddenberg et al., 2003a), so dass fur die ROS-Bildung der Elektronenfluss innerhalb
der mitochondrialen Atmungskette uber Komplex | Voraussetzung ist.

In Kardiomyozyten (Chandel et al., 2000) und Hepatozyten (Chen et al., 2003) besitzen
Komplex | und Ill eine herausragende Rolle in der Signaltransduktion unter Hypoxie. Die
Arbeitsgruppe von Weissmann et al. (2003) vermutete auf Grund ihrer Experimente an
Kaninchenlungen eine Beteiligung von Komplex Il in der Hypoxie-bedingten ROS-
Produktion. Paddenberg und Mitarbeiter (2003a) konnten in Lungengefallen fur Komplex
Il eine Beteiligung an der Hypoxie-induzierten ROS-Bildung zeigen.

Der Komplex lI-Inhibitor 3-NPA zeigte in Lungengefallen unter Normoxie keinen Einfluss
auf die ROS-Bildung, verhinderte unter Hypoxie aber den ROS-Anstieg (Paddenberg et
al., 2003a). Unter dem Einsatz von TTFA konnte unter Hypoxie und Normoxie eine
reduzierte ROS-Bildung festgestellt werden, wobei der inhibitorische Effekt unter
Normoxie auf die Esterase zurtickzuflihren sein kann, die fir die intrazellulare Spaltung
von DCF-DA verantwortlich ist (Zhang & Fariss, 2002). TTFA ist neben seiner Eigenschaft
als Komplex II-Hemmstoff ein Inhibitor der Karboxylesteraseaktivitat. Daher ist Vorsicht
bei der Interpretation von Versuchsergebnissen geboten, wenn TTFA als Komplex II-
Inhibitor in Kombination mit Esterase-Substraten, wie z.B. Fluoreszenzfarbstoffen,
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eingesetzt wird (Zhang & Fariss, 2002). Diese Ergebnisse demonstrierten eine essenzielle
Rolle von Komplex Il in der Hypoxie-induzierten ROS-Produktion in Lungengefallen. Auch
Duranteau und Mitarbeiter (1998) stellten in Kardiomyozyten unter dem Einsatz von TTFA
eine Abnahme der DCF-Fluoreszenz in ihren Experimenten fest.

In der vorliegenden Arbeit konnte in PC12-Zellen nach TTFA-Inkubation unter Hypoxie
keine Hemmung des Hypoxie-induzierten ROS-Anstiegs beobachtet werden. Die Zugabe
von 3-NPA hingegen reduzierte die Hypoxie-induzierte Zunahme der ROS-Produktion,
dennoch blieb ein Hypoxie-bedingter Anstieg der ROS-Produktion bestehen.

Komplex Il, auch als Succinatdehydrogenase (SDH) bezeichet, ist Bestandteil der
mitochondrialen Atmungskette und gleichzeitig in den Krebszyklus involviert. Unter
normoxischen Bedingungen katalysiert die SDH die Oxidation von Succinat zu Fumarat.
Die in dieser Reaktion freiwerdenden Elektronen reduzieren in der Atmungskette das
Ubiquinon zum Ubiquinol (Hagerhall, 1997). Hohl und Mitarbeiter (1987) konnten in nicht-
neuronalen Zellen eine Umkehr der SDH-Aktivitat unter Hypoxie nachweisen, so dass
Succinat und Ubiquinon entstehen. Die Arbeitsgruppe von Paddenberg und Mitarbeitern
(2003a,b) geht auf Grund der unter Hypoxie reduzierten SDH-Aktivitdt und des
inhibitorischen Effekts von Succinat in ihren Experimenten an Lungengefalien ebenso von
einem ,Switch® in der SDH-Aktivitat aus, so dass Komplex Il unter Hypoxie als
Fumaratreduktase arbeitet, wobei ein Teil der an Komplex | gebildeten Elektronen zu
Komplex Il flieBt und hier fur die Reduktion von Fumarat zu Succinat bendtigt wird.
Henrich et al. (2004) gehen von einem ahnlichen Mechanismus in sensorischen Neuronen
aus. Demnach kommt Komplex Il in diesen Zellen eine bedeutende Rolle in der
hypoxischen Signaltransduktionskaskase zu.

In der vorliegenden Studie wurde daher Succinat im Uberschuss eingesetzt, um eine
mogliche Umkehrreaktion der SDH zur Fumaratreduktase in PC12-Zellen unter
hypoxischen Bedingungen zu untersuchen. In der Hypothese einer Hypoxie-induzierten
Umkehrreaktion wirde Succinat das Endprodukt darstellen und daher bei einer Zugabe im
Uberschuss zu einer Hemmung der Fumaratreduktase fihren.

In der vorliegenden Studie konnte eine signifikante Abnahme der Hypoxie-bedingten
ROS-Bildung nach Succinatinkubation gezeigt werden, obwohl ein 55%iger Anstieg der
ROS-Produktion auch unter Succinatzugabe bei Hypoxie bestehen blieb.
Zusammenfassend sprechen die Befunde mit 3-NPA und Succinat auch in PC12-Zellen
fur einen Hypoxie-bedingten ,Switch“ der SDH zur Fumaratreduktase, der zwar partiell zur
Hypoxie-bedingten ROS-Produktion beitragt, diese jedoch nicht dominiert.
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5.5 Die Hypoxie-induzierte Gentranskription der TH und des ADM in
PC12-Zellen und die Rolle von Komplex Il

Hypoxie induziert in PC12-Zellen die TH- (Czyzyk-Krzeska et al.,1992, 1994a+b; Norris &
Millhorn, 1995; Kroll & Czyzyk-Krzeska, 1998; Gross et al., 2000) und ADM-Gentrans-
kription (Cormier-Regard et al., 1998; Kitamuro et al., 2000; Martinez et al., 2003).
Dartber hinaus kommt es zu einer Hypoxie-bedingten Zunahme der mRNA-Stabilitat
(Czyzyk-Krzeska et al., 1994a; Ladoux & Frelin, 2000). Einige Autoren vertreten die
Theorie, die hypoxische Induktion der TH und des ADM erfolge in PC12-Zellen HIF-1-
abhangig (Czyzyk-Krzeska et al., 1994a; Martinez et al., 2003). In Hep3B-Zellen ist die
mitochondriale ROS-Bildung an Komplex Ill fur die Stabilisierung von HIF-1a unter
Hypoxie notwendig (Chandel et al., 2000). In anderen Publikationen dagegen wird darauf
hingewiesen, dass die Regulierung der TH-Gentranskription neben HIF-1a durch andere
Transkriptionsfaktoren erfolgt (Ebert & Bunn, 1998; Breitner-dJohnson & Millhorn, 1999).
Als mogliche Kandidaten gelten AP1 (Aktivatorprotein 1), CREB (cAMP Response
Element-Binding Protein) und ICER (Inducible cAMP Early Repressor). Lewis-Tuffin et al.
(2004) gehen auf Grund von Experimenten an Neuronen und neuroendokrinen Zellen
davon aus, dass unabhangig vom induzierenden Stimulus die Transkription der TH primar

vom CREB abhangig ist.

Nach 6stindiger Hypoxie ist im Vergleich zur Normoxie ein zweifacher TH-mRNA-Anstieg
in PC12-Zellen zu beobachten (Kroll & Czyzyk-Krzeska, 1998; Hoéhler et al., 1999;
Kummer et al., 2000). Nach 15stundiger Hypoxie wiesen Ladoux & Frelin (2000) einen
2,2fachen Anstieg der ADM-mRNA in Endothelzellen der Bluthirnschranke von Ratten
nach. In der vorliegenden Arbeit konnte in Ubereinstimmung mit den oben genannten
Publikationen ein 2facher Hypoxie-induzierter Anstieg der TH-mRNA-Menge und ein
2,2facher Anstieg des Medians der ADM-mRNA-Menge beobachtet werden.

In den Versuchen von Kummer und Mitarbeitern (2003) konnte der Hypoxie-bedingte TH-
mRNA-Anstieg nicht durch Radikalfanger unterbunden werden. Thiamphenicol-
behandelte PC12-Zellen, die keine Hypoxie-induzierte ROS-Bildung zeigen, antworteten
weiterhin mit einer Zunahme der TH-mRNA unter Hypoxie (Kummer et al., 2003). Daraus
lasst sich schlussfolgern, dass weder die ROS-Produktion noch eine intakte
mitochondriale Atmungskette fur die Hypoxie-induzierte TH-Transkription in PC12-Zellen
essenziell sind. Komplex |l wird als einziger der vier Multienzymkomplexe der
mitochondrialen Atmungskette allein vom Kerngenom kodiert (Lombardo et al., 1990;
Oostveen et al., 1995), d.h. er bleibt in T-PC12-Zellen intakt. Anhand dieser Versuche
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kann daher eine Beteiligung von Komplex Il in der Hypoxie-induzierten Transkription der

TH-mRNA nicht ausgeschlossen werden.

Unter kontinuierlicher Hypoxie kommt es in Zellkulturen zu einer Hypoxie-induzierten
cFos-Expression und unter Beteiligung des AP1-Transkriptionsfaktors werden AP1
regulierte nachgeschaltete Gene wie die TH stimuliert (Prabhakar et al., 1995; Mishra et
al., 1998). Bei intermittierender Hypoxie konnte eine selektive Herunterregulierung von
Komplex | beobachtet werden, wahrend Komplex Il unberthrt blieb. Unter dem Einsatz
des Komplex | Inhibitors Rotenon konnten bei IH keine Veranderungen in der HzO--
Produktion nachgewiesen werden, die ROS-Produktion in den Kontrollzellen stieg unter
Hypoxie (Yuan et al., 2004).

IH aktiviert in PC12-Zellen die c-fos-Genexpression, die an den AP-1-Transkriptionsfaktor
und die TH gekoppelt ist. Oxidativer Stress (Inhibition von Komplex [) spielt eine Rolle in
der IH-induzierten c-fos und nachgeschalteten Genexpression (Greenberg et al., 1999;
Kumar et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit konnte DPI die hypoxische Transkription
von TH und ADM verringern, jedoch nicht unterbinden.

Yuang und Mitarbeiter (2004) konnten auf Grund ihrer Experimente an PC12-Zellen in
Ubereinstimmung mit Kumar et al. (2003) unter IH keinen Unterschied in der TH-
Proteinmenge feststellen, obwohl die TH-mRNA-Menge erhdht war. Sie vermuten, dass
fur eine Zunahme des TH-Proteins entweder langerandauernde Hypoxie nétig ist, oder ein
zunehmender TH-Protein-Umsatz die steigende Proteinsynthese maskiert. Yuang et al.
(2004) gehen von einer Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies unter IH bei der cFos-
Aktivation und der nachgeschalteten Genregulierung aus. Einige Autoren stellen die
Wichtigkeit von ROS in der Genaktivierung unter Hypoxie in Frage (Hohler et al., 1999;
Srinivas et al., 2001). Srinivas et al. (2001) stellten in Experimenten an HelLa-Zellen fest,
dass eine Uberexpression an Katalase im Zytosol oder Mitochondrium unter Normoxie
und Hypoxie keine Wirkung auf die HIF-1a-Stabilisierung hatte. Sie bezweifelten daraufhin
die Rolle von H20; als Signalmolekil in der Hypoxieantwort. Héhler und Mitarbeiter (1999)
wiesen eine Hypoxie-bedingte ROS-Bildung in PC12-Zellen nach, Radikalfanger konnten
die Hochregulierung der TH-mRNA jedoch nicht verhindern, so dass die TH-
Gentranskription nicht durch ROS induziert wird. Die Ergebnisse von Yuang et al. (2004)
und Hoéhler et al. (1999) fuhren zu der Annahme, dass unter anhaltender Hypoxie

mdglicherweise andere Mechanismen als ROS an der Genregulierung beteiligt sind.
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Die Familie der Hypoxie-induzierten Faktoren (HIFs) besitzt eine Schlusselposition bei der
hypoxischen Regulation bestimmter Gene (Semenza, 2000; Semenza, 2001; Schnell et
al., 2003). Von den drei identifizierten HIF-a-Untereinheiten wird in PC12-Zellen neben
HIF-1a v.a. HIF-2a exprimiert (Tian et al., 1998). Die TH (Czyzyk-Krzeska et al., 1992,
1994a; Norris & Millhorn, 1995; Kroll & Czyzyk-Krzeska, 1998; Gross et al., 2000) und das
ADM (Cormier-Regard et al., 1998; Kitamuro et al., 2000; Martinez et al., 2003) werden in
PC12-Zellen exprimiert und zeigen unter hypoxischen Bedingungen eine Zunahme der
mMRNA, wie es anhand der hier durchgefuhrten Experimente belegt werden konnte.

DPI blockierte in der vorliegenden Arbeit die hypoxische Induktion der TH- und ADM-
Transkription, fuhrte aber bereits unter Normoxie zu einer Steigerung von der kein
weiterer hypoxischer Anstieg zu erzielen war. Dies entspricht der Publikation von Gleadle
et al. (1995), nach der DPI die hypoxische Induktion HIF-1-abhangiger Gene aufhebt.

Die Inkubation mit spezifischen Komplex ll-Inhibitoren flihrte zu gleichen Resultaten in der
TH- und ADM-Genexpression, so dass ahnliche Mechanismen der Hypoxie-bedingten TH-
und ADM-Genexpression in PC12-Zellen angenommen werden kénnen, und deckt sich
mit bereits publizierte Veroffentlichungen (Cormier-Regard et al., 1998; Ladoux & Frelin,
2000), die von einem der TH vergleichbaren Regulationsmechanismus fur ADM unter

Hypoxie ausgehen.

In Hep3B-Zellen unterdruckt die Inhibiton von Komplex | und lll, jedoch nicht die Inhibition
von Komplex IV, die Expression der HIF-1-Zielgene unter Hypoxie (Chandel et al., 1998;
Semenza, 1999). Agani et al. (2000) konnten in einer humanen Zybridzelllinie, welche
Uber ein partielles Komplex I-Defizit verflugt, die hypoxische Induktion von HIF-1a durch
das Komplex II-Substrat Succinat, welches den Elektronenfluss vom Komplex Il zum
Komplex IlI aufrechterhalt, wiederherstellen. Sie gehen davon aus, dass eine intakte
mitochondriale Atmungskette in PC12-Zellen entscheidend ist fur die HIF-10-
Stabilisierung unter Hypoxie. Srinivas et al. (2001) dagegen postulierten, dass die HIF-1-
Aktivierung nicht an eine aktive mitochondriale Atmungskette gebunden ist. Kummer und
Mitarbeiter (2003) konnten in ihren Experimenten nachweisen, das weder ROS noch eine
intakte Elektronentransportkette essenziell sind fur die hypoxische TH-Gentranskription.
Unter dem Einsatz der spezifischen Komplex ll-Inhibitoren TTFA und 3-NPA wurde in der
vorliegenden Arbeit die Hypoxie-induzierte Gentranskription von ADM und TH nicht
unterdruckt.
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Die Inkubation mit Succinat fuhrte zu keinen Veranderungen in der TH- und ADM-
Expression unter Hypoxie. In dieser Studie konnte daher keine Beteiligung der SDH in der
hypoxischen Induktion der TH- und ADM-Gentranskription in PC12-Zellen nachgewiesen

werden.

5.6 Die unterschiedliche Regulation der Hypoxie-bedingten ROS-
Produktion und der Hypoxie-bedingten Zunahme der TH- sowie ADM-
mRNA-Menge

Anhand der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche konnten Unterschiede in
der Hypoxie-induzierten ROS-Bildung und der Hypoxie-bedingten Zunahme der TH- und
ADM-mRNA-Menge festgestellt werden. Die spezifischen Komplex ll-Inhibitoren 3-NPA,
TTFA, sowie Succinat und der Flavoproteinhemmer DPl hemmten die Hypoxie-induzierte
Zunahme der TH- und ADM-mRNA nicht. Die ROS-Bildung unter Hypoxie hingegen
konnte unter 3-NPA und Succinat verringert werden. Demnach ist eine partielle
Beteiligung von Komplex Il in der Hypoxie-bedingten ROS-Produktion, jedoch keine
Involvierung im Hypoxie-induzierten Anstieg der TH- und ADM-mRNA-Menge
anzunehmen.

Ein weiterer Unterschied in der Regulation unter Hypoxie konnte unter Einsatz des
Flavoproteinnemmers DPI beobachtet werden. Die Hypoxie-bedingte ROS-Produktion
konnte nach DPI-Zugabe nicht geschwacht werden. Kummer et al. (2000) dagegen
konnten eine Abschwachung des DPI-Effekts unter Hypoxie feststellen, wobei dieser nicht
unterbunden wurde. Im Unterschied zur ROS-Produktion blockte DPI in der vorliegenden
Studie den Hypoxie-induzierten Anstieg der TH- und ADM-Expression.

In PC12-Zellen ist unter Hypoxie sowohl eine Zunahme der ROS-Produktion (Hohler et al.,
1999; Kummer et al., 2003) als auch ein Anstieg der TH- (Czyzyk-Krzeska et al., 1994a;
Hohler et al., 1999; Kummer et al., 2000, 2003) und ADM-mRNA-Menge (Martinez et al.,
2003) zu beobachten, die jedoch beide vermutlich auf separaten Wegen reguliert werden.
Dartber hinaus konnten in der TH-mRNA-Menge von PC12-Zellen Unterschiede nach
DPI-Inkubation unter Normoxie festgestellt werden. Hohler et al. (1999) beobachteten in
ihren Slot-Blot-Versuchen nach DPI-Zugabe keinen Anstieg der TH-mRNA-Menge unter
normoxischen Bedingungen.

Dagegen konnte in der vorliegenden Studie unter Normoxie nach DPI-Inkubation eine
Zunahme der relativen TH- sowie auch ADM-Expression gemessen werden. Das
unterschiedliche Verhalten der PC12-Zellen hinsichtlich ihrer ROS-Produktion nach DPI-
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Zugabe unter normoxischen Bedingungen kann auf die Interaktion mit anderen
Flavoenzymen zurlckzufuhren sein. DPI bindet nicht spezifisch an Komplex | oder I,
sondern bindet an einer Vielzahl von Flavoproteinen (Riganti et al., 2004) und hemmt
daher Enzymsysteme wie die NADPH-Oxidase (Cross & Jones, 1986; Tew, 1993;
Majander et al., 1994), Xanthin-Oxidase, Stickstoffmonoxid-Synthetase sowie Komplex |
und Il der mitochondrialen Atmungskette (Li & Trush, 1998, Semenza, 1999). Die
Affinitaten von DPI zu diesen verschiedenen Flavoproteinen sind unterschiedlich (Cross &
Jones, 1986; Majander et al., 1994; Riganti et al., 2004). Daher kdnnen die Differenzen in
den Befunden durch die unterschiedlichen Hemmstoffkonzentrationen mit beeinflusst
worden sein. Hohler und Mitarbeiter (1999) setzten DPI in einer Konzentration von 20 yM
ein, wahrend in dieser Arbeit eine Konzentration von 10 uM gewahlt wurde.

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse in PC12-Zellen fur eine partielle Beteiligung
von Komplex Il in der Hypoxie-bedingten ROS-Produktion. Unter Hypoxie ist ein
Korrelation in der Zunahme der ROS-Produktion und der TH- und ADM-mRNA-Menge zu
beobachten, die jedoch beide vermutlich Uber separate Regulationsmechanismen

gesteuert werden.
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6 Zusammenfassung

Der Sauerstoffsensormechanismus in Paraganglien von Saugern ist bisher nicht
vollstandig geklart. Es konnte bisher an Lungengefalden und in sensorischen Neuronen
der Ratte eine bedeutende Rolle von Komplex Il in der hypoxischen Signaltrans-
duktionskaskade gezeigt werden. In beiden Zellarten kommt es unter Hypoxie zu einem
~owitch® in der Succinatdehydrogenase (SDH)-Aktivitat, so dass Komplex Il unter Hypoxie
als Fumaratreduktase arbeitet und ein Teil der an Komplex | gebildeten Elektronen zu
Komplex Il flieRt und hier fir die Reduktion von Fumarat zu Succinat benétigt wird.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle der SDH in der Hypoxie-bedingten
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) sowie in der hypoxischen Induktion der
Gentranskription der Tyrosinhydroxylase (TH) und des Adrenomedullins (ADM) und somit
eine mogliche Beteiligung der SDH am Sauerstoffsensormechanismus von PC12-Zellen
zu untersuchen. Als Modell zur Erforschung des Hypoxie-sensitiven Mechanismus von
chemosensitiven Paraganglien eignet sich die aus dem Nebennierenmark der Ratte
isolierte  Tumorzelllinie PC12. Die PC12-Zellen reagieren auf Hypoxie mit
Membrandepolarisation, Katecholaminfreisetzung, erhdhter Bildung von ROS und
verstarkter Genexpression der TH und des ADM. Versuche an Thiamphenicol-
behandelten PC12-Zellen (T-PC12) zeigten, dass der Elektronenfluss innerhalb der
intakten mitochondrialen Atmungskette fur die vermehrte ROS-Bildung unter Hypoxie
bendtigt wird. Thiamphenicol hemmt die Translation der mitochondrial kodierten Proteine
der Atmungskette. In T-PC12-Zellen bleibt der rein nuklear kodierte Komplex Il demnach
intakt. Daher konnte durch diese Versuche eine Beteiligung von Komplex Il in der

Hypoxie-induzierten ROS-Produktion und Gentranskription nicht ausgeschlossen werden.

Die PC12-Zellen wurden fir die ROS-Messung in Gegenwart des redox-sensitiven
Fluoreszenzindikators 2°7’-Dichlorofluorescin Diazetat (DCFH-DA) Uber einen Zeitraum
von einer Stunde und nach Zugabe von Diphenyleneiodonium (DPI),
2’-Thenoyltrifluoroazeton (TTFA), 3’-Nitropropionsaure (3-NPA) und des Radikalfangers
Nitrobluetetrazolium (NBT) sowie Succinat unter Normoxie (20% O:) oder Hypoxie (5%
O2) inkubiert. Anhand der Fluoreszenzintensitat des gebildeten 2°7°-Dichlorofluorescein
(DCF) konnte am Fluoreszenzmikroskop die intrazellulare ROS-Bildung gemessen
werden. Der Hypoxie-bedingte Anstieg der TH-und ADM-Gentranskription wurde anhand
der Echtzeit-RT-PCR untersucht. Die PC12-Zellen wurden dazu sechs Stunden unter
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normoxischen oder hypoxischen Bedingungen und in Gegenwart der spezifischen
Komplex lI-Inhibitoren TTFA und 3-NPA, nach Zugabe von Succinat und DPI inkubiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikante Hypoxie-bedingte Zunahme der ROS-
Produktion in PC12-Zellen festgestellt werden. Der Flavoproteinhemmer DPI und der
Komplex lI-Inhibitor TTFA hemmten den Hypoxie-bedingten ROS-Anstieg nicht. Nach
Inkubation mit 3-NPA konnte eine Verringerung der Hypoxie-induzierten ROS-Bildung
gemessen werden. Succinat fihrte zu einer signifikanten Abnahme der Hypoxie-bedingten
ROS-Produktion. NBT verhinderte den Hypoxie-induzierten Anstieg von ROS. Anhand der
Echtzeit-RT-PCR konnte ein Hypoxie-induzierter Anstieg der TH- und ADM-mRNA gezeigt
werden. DPI blockte den Hypoxie-induzierten Anstieg der mRNA. TTFA, 3-NPA und
Succinat unterdriickten die Hypoxie-bedingte Zunahme der TH- und ADM-mRNA
hingegen nicht. Die Inkubation mit spezifischen Komplex ll-Inhibitoren flhrte zu gleichen
Resultaten in der TH- und ADM-Genexpression, so dass ahnliche Mechanismen der
Hypoxie-bedingten TH- und ADM-Genexpression in PC12-Zellen angenommen werden

konnen.

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen in PC12-Zellen flur eine partielle Beteiligung von
Komplex Il in der Hypoxie-bedingten ROS-Produktion sowie flir einen Hypoxie-bedingten
~owitch der SDH zur Fumaratreduktase, der partiell zur Hypoxie-bedingten ROS-
Produktion beitragt, diese jedoch nicht dominiert. Hypoxie induziert in PC12-Zellen eine
Zunahme der ROS-Produktion und einen Anstieg der TH- und ADM-mRNA, wobei diese

vermutlich Uber separate Wege reguliert werden.
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7 Summary

The Oz-sensor mechanism of mammalian chemosensitive paraganglia is not fully resolved
yet. An important role of complex Il in oxygen sensing was demonstrated in pulmonary
vasculature and sensory neurons of rats. Under hypoxia in both cells complex Il switches
its function from succinate dehydrogenase (SDH) activity to fumarate reductase. Partially,
electrons generated at complex | are now flowing to complex Il and are used for the
reduction of fumarate to succinate.

The aim of the present study was to investigate the role of SDH in hypoxia-induced
production of reactive oxygen species (ROS) as wells as in hypoxic induction of tyrosine
hydroxylase (TH) and adrenomedullin (ADM) gene transcription to test a possible
involvement of SDH in the oxygen sensing mechanism of PC12 cells. A suitable model to
study the hypoxia sensitive mechanism in chemosensitive paraganglia is the tumor cell
line PC12 derived from a rat adrenal medullary tumor. PC12 cells respond to hypoxia with
membrane depolarisation, release of catecholamines, enhanced production of ROS and
increased TH and ADM gene expression. Experiments with PC12 cells that had been
treated with thiamphenicol had previously demonstrated that the hypoxia-induced
increased ROS production by PC12 cells requires the electron flow in the intact respiratory
chain. Thiamphenicol inhibits the translation of mitochondrially encoded proteins of the
respiratory chain. Hence, the purely nuclear encoded complex Il in PC12 cells remains
intact. From these previous experiments, an involvement of complex Il in hypoxia-induced

ROS generation and gene transcription could, hence, not be excluded.

ROS production by PC12 cells was investigated. Cells were exposed for 1 h using the
fluorescent indicator 2°7 -dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA) to normoxia (20% O2) or
hypoxia (5% O.) and treated with diphenyleneiodonium (DPI), 2 -thenoyltrifluoroacetone
(TTFA), 3’-nitropropionic acid (3-NPA), the superoxid scavenger nitroblue tetrazolium
(NBT) and succinate. The hypoxia-induced increase in intracellular ROS production was
measured by the fluorescence intensity of the reaction product 27 -dichlorofluorescein
(DCF) using a laser scanning microscope. The hypoxia-induced increase of TH and ADM
gene transcription was investigated by real-time RT-PCR. PC12 cells were incubated for 6
h at normoxic or hypoxic conditions alone or in presence of the specific complex Il
inhibitors TTFA and 3-NPA, as well as in presence of either succinate or DPI.

The present study demonstrated a hypoxia-induced increase in ROS generation by PC12
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cells. This hypoxia-induced increase in ROS production was neither inhibited by the
flavoprotein inhibitor DPI nor by the complex Il inhibitor TTFA. In contrast, hypoxic ROS
generation was reduced with 3’-NPA. A significant decrease in hypoxic ROS production
was observed after incubation with succinate. NBT inhibited ROS production completely.
Real-time RT-PCR showed a hypoxia-induced increase in TH and ADM mRNA. DPI
blocked the hypoxia-induced increase of mRNA. TTFA, 3-NPA and succinate had no
effect on hypoxic increase of TH and ADM mRNA. Incubation with specific complex Il
inhibitors showed similar results in TH and ADM gene expression, so that similar
mechanisms in hypoxic TH and ADM gene expression by PC12 cells can be assumed.

The present results provide evidence for a partial involvement of complex Il in hypoxic
ROS production by PC12 cells. They are consistent with the assumption of a hypoxic
switch from SDH to fumarate reductase, which is partially involved in hypoxia-induced
ROS generation, but does not dominate it. In PC12 cells, hypoxia induces an increased
ROS production and an increase of TH and ADM mRNA, which are likely to be regulated

via separate pathways.
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