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4 

 Einleitung 

1.1 Lunge und Gasaustausch 

Die Lunge des Menschen befindet sich im Brustkorb und besteht aus zwei Lungenflügeln. 

Der Rechte ist in drei und der Linke in zwei Lungenlappen unterteilt. Von der Luftröhre 

ausgehend verzweigen sich die luftleitenden Wege in die beiden Hauptbronchien. An die 

Lappen- und Segmentbronchien schließen sich die Bronchiolen an. In den folgenden 

Bronchioli respiratorii beginnt bereits der Gasaustausch. Sie münden über Alveolargänge 

in die Alveolen (Lungenbläschen), welche einen Durchmesser von 75-300 µm haben und 

von einem dichten Kapillarnetz umgeben sind (Silbernagel et al. 2012). Die Bronchioli 

respiratorii bilden zusammen mit den Alveolargängen und den Alveolaren einen Azinus 

(Silbernagl et al. 2012). Als Atmungsorgan findet in der Lunge der Gasaustausch statt. 

Dieser umfasst die Aufnahme von Sauerstoff (O2) aus der Atemluft und die Abgabe von 

im Stoffwechsel entstandenem Kohlenstoffdioxid (CO2) an die Umwelt (Silbernagel et 

al. 2012). Grundlegend für die Funktion des Gasaustausches sind der Luftaustausch in 

der Lunge (Ventilation), die Diffusion der Gase über die Alveolarmembran und eine an 

die Ventilation angepasste Lungendurchblutung (Perfusion) (Huppelsberg et al. 2009). 

Die Alveolen sind der Hauptort des Gasaustausches, der mittels Diffusion stattfindet. Die 

Gesamtoberfläche, die für den Gasaustausch im Menschen zur Verfügung steht, beträgt 

ca. 120 m2 (Huppelsberg et al. 2009). Hierbei überwinden Gasmoleküle die Alveolar-

membran und binden an das Hämoglobin in den Erythrozyten (Huppelsberg et al. 2009). 

Das mit O2 angereicherte Blut (oxygeniertes Blut) wird über den Körperkreislauf zu den 

verbrauchenden Zellen transportiert. Dort wird O2 per diffusionem in die Körperzellen 

aufgenommen und von den Mitochondrien genutzt. In den Mitochondrien wird mithilfe 

der Atmungskette unter Verbrauch von O2 der Energieträger Adenosintriphosphat (ATP) 

produziert. Dabei entsteht das Stoffwechselprodukt CO2, welches hauptsächlich in Form 

von Bikarbonat (HCO3-) und zu einem geringen Anteil physikalisch gelöst, über den um-

gekehrten Weg wieder zurücktransportiert und über die Lunge abgeatmet wird (Silberna-

gel et al. 2012). 
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1.2 Hypoxie und hypoxische pulmonale Vasokonstriktion 

Hypoxie beschreibt einen Mangelzustand von verfügbarem O2. Dies kann sich auf den 

gesamten Organismus oder auf Gewebe- und Zellebene beziehen (Welsh et al. 2013). 

Man unterscheidet grundsätzlich zwischen akuter Hypoxie (Sekunden bis Tage) und 

chronischer Hypoxie (Tage bis Wochen). Die Auswirkungen von sowohl akuter als auch 

chronischer Hypoxie können je nach Beobachtungsschwerpunkt und Zielobjekt (Zell-

ebene oder gesamter Organismus) ganz unterschiedlich ausfallen (Welsh et al. 2013). 

Die hypoxisch pulmonale Vasokonstriktion (HPV), auch bekannt als Euler-Liljestrand-

Mechanismus, ist ein physiologischer Mechanismus der Lungengefäße, welcher die alve-

oläre Perfusion an die regionale Ventilation anpasst, wenn infolge einer lokalen Minder-

ventilation ein reduzierter Sauerstoffpartialdruck (pO2) herrscht, siehe Abbildung (Abb.) 

1. Ziel ist es, in weniger ventilierten Arealen der Lunge die Perfusion zu verringern und 

somit eine insgesamt bessere Oxygenierung des Blutes zu gewährleisten.  

 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der HPV 

Die HPV dient der Umverteilung von Blut aus schlecht ventilierten in besser ventilierte Ab-
schnitte der Lunge. Dadurch wird eine bessere Oxygenierung des Blutes erreicht (linkes Bild). 
Das rechte Bild demonstriert die verminderte Oxygenierung bei Ausfall der HPV. Schwarze 
Pfeile zeigen die Flussrichtung des Blutes, blaue Pfeile die Vasokonstriktion. Das sauerstoffarme 
Blut aus dem Körperkreislauf ist hier blau und sauerstoffreiches Blut rot dargestellt.  
Modifiziert nach Sommer et al. (Sommer 2016). 
 

Das Ausmaß der HPV hängt von Faktoren wie z.B. Spezies, Alter, Geschlecht oder pH-

Wert ab (Weissmann et al. 2006). Ab einem pO2 von 20-50 mmHg (2-6 % O2 auf Mee-

reshöhe) kommt es zur Aktivierung des Mechanismus (Sylvester 2001, Sommer et al. 

2008). Es wurde gezeigt, dass vor allem die Kontraktion der prä-kapillären pulmonal-

arteriellen glatten Muskelzellen (PASMC), die am Eingang eines Azinus der Lunge lo-

kalisiert sind, für die HPV wichtig sind (Staub 1985, Hillier et al. 1997). Den größten 

Effekt auf den arteriellen pO2 (paO2) zeigt der Mechanismus, wenn 30-70 % der Lunge 
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hypoxisch sind, da dann noch genug normoxische Lungenareale vorhanden sind, auf die 

der Blutfluss umgeleitet werden kann. Wächst der hypoxische Anteil der Lunge darüber 

hinaus, wird der Mechanismus ineffektiv und beeinflusst die Hämodynamik über einen 

erhöhten pulmonalvaskulären Widerstand (Theissen et al. 1996, Strielkov et al. 2017). 

Chronische Hypoxie führt in der Lunge zusätzlich zu einem Umbau der pulmonalen Ge-

fäße, dem sogenannten vaskulären Remodeling. Dies resultiert in einer generalisierten 

Verengung des pulmonalen Gesamtgefäßdurchmessers (Sommer et al. 2008, Schumacker 

2011). Die daraus resultierende Folge ist ein Anstieg des pulmonalen Gefäßwiderstandes 

und die Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie (PH) (Sommer et al. 2016). 

 

 Pulmonale Hypertonie 

Der Begriff PH umfasst chronisch progrediente Erkrankungen, die über eine Erhöhung 

des mittleren pulmonal-arteriellen Drucks (mPAP) und Gefäßwiderstandes (PVR) im 

Lungenkreislauf charakterisiert sind (Galie et al. 2015, Nazzareno Galie 2015, Wilocx et 

al. 2015). Bis zum Jahr 2018 wurde die PH, gemessen mittels Rechtsherzkatether in Ru-

helage, durch einen mPAP ≥ 25 mmHg definiert und diagnostiziert (Nazzareno Galie 

2015). Ein mPAP ≥ 30 mmHg unter körperlicher Belastung wurde als pathologisch an-

gesehen (Petkov V. 2003, Rabinovitch 2012). Auf der 6. Weltkonferenz zur PH in Nizza 

2018 wurde eine neue Definition zur hämodynamischen Charakterisierung der PH vor-

geschlagen: Nach dieser wird die PH durch einen mPAP von > 20 mmHg definiert und 

die präkapilläre PH zusätzlich über einen PVR von > 3 Wood-Einheiten. Begründet wird 

dies damit, dass ein normaler mPAP im Bereich 14 ± 3,3 mmHg angesiedelt wird und ein 

mPAP > 20 mmHg somit bereits über der 95,7 - Perzentile liegt (Badesch et al. 2009, 

Kovacs et al. 2009).  

Mit dem Voranschreiten der Erkrankung kommt es, ausgelöst durch den hohen mPAP 

und PVR, zu einer chronischen Rechtsherzbelastung. Zunächst wird die erhöhte Nachlast 

durch eine konzentrische Rechtsherzvergrößerung (Hypertrophie) kompensiert. Ist dieser 

Mechanismus erschöpft, folgt eine Ventrikeldilatation. Die erhöhte Wandspannung und 

Herzmasse beeinträchtigt schließlich die Perfusion der Herzmuskulatur, sodass diese 

Vorgänge letztendlich zum Rechtsherzversagen führen (Bogaard et al. 2009) – die häu-

figste Todesursache im Zusammenhang mit der PH. Die rechtsventrikuläre Funktion des 

Herzens ist ein prognostisch wichtiger Faktor für die PH (Vonk Noordegraaf et al. 2011). 
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Die Symptome der PH sind unspezifisch, die Patienten leiden häufig unter Leistungsmin-

derung, Synkopen (kurze Bewusstlosigkeit) und Müdigkeit (Rabinovitch 2012).  

 Klassifikation der Pulmonalen Hypertonie  

Die Ursachen der PH sind vielfältig. Auslöser können Lungenerkrankungen, Hypoxie, 

thromboembolische Ereignisse, Linksherzerkrankungen oder auch genetische Faktoren 

sein (Archer et al. 2010, Simonneau et al. 2019). 1998 wurde die PH zum ersten Mal 

klassifiziert. Es wurden fünf Kategorien etabliert, die sich an gemeinsamen pathologi-

schen und hämodynamischen Merkmalen sowie der therapeutischen Handhabung orien-

tierten und bis heute abgeändert in der aktuellen Nizza-Klassifikation von 2018 zu finden 

sind (Simonneau et al. 2013, Simonneau et al. 2019). 

Tabelle 1: Klassifikation der PH, Nizza 2018 

1. Pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH)  
1.1. Idiopathische PAH (IPAH)  
1.2. Hereditäre PAH  

1.2.1. BMPR-2  
1.2.2. ALK-1, ENG, SMAD9, CAV1, KCNK3  
1.2.3. Unbekannte Ursachen  

1.3. PAH assoziiert mit Drogen und Toxinen  
1.4. PAH assoziiert mit 

1.4.1. Bindegewebserkrankungen  
1.4.2. HIV- Infektionen  
1.4.3. Portaler Hypertension   
1.4.4. Angeborenen Herzfehlern  
1.4.5. Schistosomiasis  

1.5. PAH mit gutem Langzeit-Ansprechen auf Calcium-Kanal Blockern 
1.6. PAH mit offensichtlichen Merkmalen der venösen/kapillären Beteiligung (pul-
monal venöse Verschlusskrankheit/pulmonale kapillare Hämangiomatose) 
1.7. Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen (PPHN) 

 
2. Pulmonale Hypertonie (PH) bei Linksherzerkrankungen  

2.1. Systolische Dysfunktion  
2.2. Diastolische Dysfunktion  
2.3. Herzklappenerkrankungen  
2.4. Angeborene/erworbene kardiovasuläre Erkrankungen, die zur postkapillären PH 
führen 

 
3. PH bei Lungenerkrankungen und/oder Hypoxämie  

3.1. COPD  
3.2. Interstitielle Lungenkrankheit  
3.3. Andere Lungenerkrankungen mit gemischtem restriktiv- 
obstruktivem Muster  
3.4. Hypoxie ohne Lungenerkrankung 
3.5. Entwicklungsstörungen der Lunge 
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4. PH aufgrund pulmonal-arterieller Obstruktionen  
4.1. Chronische thromboembolische PH (CTEPH) 
4.2. Andere Obstruktion der Pulmonalarterien  

 
5. PH unklarer und/oder multifaktorieller Genese  

5.1. Hämatologische Erkrankungen: chronisch hämolytische Anämie, myeloprolifera-
tive Erkrankungen 
5.2. Systemische und metabolische Erkrankungen: Sarkoidose, pulmonale Histiozy-
tose, Glykogenspeicherkrankheit, Morbus Gaucher 
5.3. Andere Erkrankungen: fibrosierende Mediastinitis, chronische Niereninsuffizi-
enz mit Hämodialyse, segmentale PH 
5.4. Komplexe angeborene Herzerkrankungen 

 

Eine PH, die durch chronische Hypoxieexposition ausgelöst wird, gehört zu Gruppe 3 

gem. Nizza-Klassifikation. Hierzu gehören auch PH-Formen, die mit Lungenekrankun-

gen assoziiert sind. Ursächlich können hier z.B. chronisch obstruktive Lungenerkrankun-

gen wie chronic obstructive pulmonary disease (COPD) oder interstitielle Lungenerkran-

kungen, wie z.B. die Lungenfibrose sein. Von der Hypoxie-induzierten PH sind beispiels-

weise Patienten betroffen, die in Höhenlagen wie dem Himalaya oder den Anden behei-

matet sind und somit einem dauerhaft erniedrigten pO2 exponiert sind. Die Therapie der 

PH Gruppe 3 liegt in der Behandlung der zugrundeliegenden Lungenerkrankung bezie-

hungsweise (bzw.) einer Umsiedlung in niedere Höhenlagen (Simonneau et al. 2004). 

Die Hypoxie-induzierte PH wird zum einen durch chronische Hypoxie-induzierte Gefäß-

umbauprozesse verursacht, zum anderen durch einen persistierende hypoxische pulmo-

nale Vasokonstriktion. Die pathophysiologischen Mechanismen überschneiden sich teil-

weise mit anderen Formen der PH. 

 

1.3 Mechanismus der HPV – Signaltransduktion und Effektormecha-

nismus 

Die grundlegenden Mechanismen der akuten und prolongierten HPV sind nicht vollstän-

dig erforscht. PASMCs wurden als Sensor- sowie Effektorzellen der akuten HPV identi-

fiziert (Sylvester et al. 2012, Sommer et al. 2016). Unterstützt wird dies dadurch, dass 

isolierte prä-kapilläre pulmonale Gefäße ohne Endothelzellen sich unter akuter Hypoxie 

verengen (Marshall et al. 1983). Es wurde ebenfalls gezeigt, dass isolierte PASMCs auf 

akute Hypoxie mit einem Anstieg des intrazellulären Kalziums (Ca2+) reagieren (Murray 

et al. 1990). Die Kontraktion der PASMCs wird durch eine Erhöhung der intrazellulären 
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Ca2+-Konzentration durch extrazellulären Einstrom und Freisetzung von Ca2+ aus intra-

zellulären Speichern erreicht (Sommer et al. 2008). L-Typ-Ca2+-Kanäle, die zur Gruppe 

der spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen gehören (voltage-dependend calcium channel, 

VDCC) und nicht spezifische Kationen-Kanäle (non specific cation channels, NSCC) 

sorgen für den extrazellulären Einstrom von Ca2+. Diese wiederum werden aktiviert durch 

eine Membrandepolarisation, ausgelöst von unter Hypoxie vermindert leitfähigen Ka-

lium-Kanälen (K+-Kanäle) (Evans 2006). Vor allem spannungsabhängigen K+-Kanälen 

(KV2.1, KV1.5, KV9.3), aber auch ATP-abhängigen K+-Kanälen (KATP-Kanäle) wird eine 

Rolle bei der Regulation des Gefäßtonus zugesprochen (Coppock et al. 2001, Sommer et 

al. 2008). Studien mit knock-out Mäusen, welche eine Defizienz für die KV-Kanäle besa-

ßen, haben jedoch nur eine unvollständige Inhibition der HPV zeigen können. Den 

NSCCs, die in Speicher-aktivierbare (store-operated channel, SOC) und Rezeptor-akti-

vierbare Kanäle (receptor-operated channels, ROC) gegliedert werden, wird ebenfalls 

eine Schlüsselrolle in der Regulation der HPV zugeschrieben. SOCs sind für den extra-

zellulären Ca2+-Einstrom nach Entleerung der intrazellulären Speicher verantwortlich, ein 

prominenter Vertreter ist der CRAC-Kanal (Ca2+ release-activated Ca2+ channel). ROCs 

wie z.B. der TRPC6-Kanal (transient receptor potential channel) sind essentiell für die 

akute HPV(Weissmann et al. 2006). Für die prolongierte HPV, spielen möglicherweise 

auch andere endothelabhängige Mechanismen eine Rolle, die in dieser Arbeit allerdings 

nicht untersucht werden (Sommer et al. 2016). Neben dem eigentlichen Effektormecha-

nismus ist die zentrale Frage nach den essenziellen Mediatoren der HPV weiterhin offen. 

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS), aber auch Veränderungen 

von ATP/ADP könnten als solche wirken (Sommer et al. 2016). 

 

1.4 O2-Sensoren der HPV 

Um die Mechanismen der HPV zu verstehen, muss der primäre O2-Sensor identifiziert 

werden. Dieser muss ein Protein oder eine Organelle sein, welche/r im Hypoxiebereich, 

der die HPV auslöst, sauerstoffsensitiv ist, sowie über Signalwege mit den Effektorme-

chanismen der HPV in PASMCs (v.a. Ionenkanäle) kommunizieren kann (Sommer et al. 

2008). Für die chronische Hypoxie ist HIF-1a (hypoxia inducible factor 1 alpha) als zent-

raler O2-Sensor bereits bekannt (Sylvester et al. 2012, Sommer et al. 2020). Der O2-Sen-

sor für die akute Hypoxie, welcher in der Lage ist eine schnelle Reaktion, wie z.B. die 
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akute Phase der HPV, auszulösen, ist bisher noch nicht vollständig identifiziert. Aller-

dings wurde kürzlich für die mitochondriale Untereinheit des Komplex IV der Atmungs-

kette Cytochrom c Untereinheit 4 Isoform 2 (Cox4i2) eine Beteiligung als O2-Sensor un-

ter akuter Hypoxie beschrieben (Details siehe weiter unten) (Sommer et al. 2017). 

 Mitochondrien 

Die Mitochondrien sind der Hauptkonsument von O2 im Organismus und daher ein po-

tentieller Ort für einen zellulären O2-Sensor (Waypa et al. 2016). In ihnen werden, stark 

vereinfacht dargestellt, vorallem aus Kohlenhydraten und Lipiden unter O2-Verbrauch 

CO2 und H2O hergestellt. Sie bestehen aus einer glatten äußeren Membran und einer in-

neren hoch-impermeablen Membran, die stark gefaltet ist, womit eine Oberflächenver-

größerung erreicht wird (Silbernagl et al. 2012). Dazwischen befindet sich der inter-

membranöse Spalt, auch Intermembranraum genannt. Die sich im Inneren der Organelle 

befindende mitochondriale Matrix enthält Enzyme, die für unterschiedliche Stoffwech-

selvorgänge verantwortlich sind und dient als Pufferraum für Ca2+ (Nunnari et al. 2012). 

Eine der Hauptaufgaben der Mitochondrien ist die sauerstoffabhängige Umwandlung von 

Energie in ATP durch den Prozess der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) mittels 

der mitochondrialen Atmungskette. Veränderungen der mitochondrialen Atmungskette 

unter Hypoxie sind möglicherweise ein essenzieller Auslöser für die HPV (weitere De-

tails unter 1.4.1.2).  

 Mitochondriale Atmungskette 

Die Atmungskette besteht aus fünf Enzymkomplexen, die innerhalb der inneren imper-

meablen Mitochondrienmembran liegen. In die Zelle aufgenommene Energieträger wer-

den durch den Zitratzyklus, die Pyruvatdehydrogenase (PDH) oder β-Oxidation unter Ab-

spaltung von Wasserstoff (H+) zu CO2 oxidiert. H+ wird zusammen mit freigewordenen 

Elektronen von Reduktionsäquivalenten Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+) und Fla-

vin-Adenin-Dinukleotid (FAD) gebunden und so die Redoxenergie zwischengespeichert 

(Heinrich et al. 2006). Die Elektronen der Reduktionsäquivalente werden dann an ver-

schiedenen Eintrittstellen der Atmungskette abgegeben. Dort werden sie entlang eines 

elektrochemischen Gradienten zu Komplex IV (Cytochrom-Oxidase) transportiert, um 

auf O2 übertragen zu werden. Dieser Vorgang entspricht formal der Knallgasreaktion H2 

+ ½ O2 à H2O, was eine stark exogene Reaktion (∆G°= -239 kJ/mol) ist (Horn 2009). 

Im Rahmen des o.g. Mechanismus läuft diese in der mitochondrialen Atmungskette 
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schrittweise ab. Dieser Prozess wird genutzt, um einen Protonengradient aufzubauen, der 

von der Fo/F1-ATP-Synthase genutzt wird, um aus ADP und einem organischen Phosphat 

ATP zu erzeugen (Horn 2009). Dieser Vorgang wird auch als OXPHOS bezeichnet.  

 Mitochondrien als O2-Sensor  

Aufgrund des mitochondrialen O2-Verbrauchs zur Herstellung des zellulären Energieträ-

gers ATP liegt es nahe, dass Mitochondrien als primäre O2-Sensoren dienen (Waypa et 

al. 2016). Die Inhibierung der mitochondrialen Atmungskette und somit ATP-Produktion 

durch reduzierte O2-Verfügbarkeit könnte hierbei als der gesuchte O2-Sensormechanis-

mus dienen (Sommer et al. 2016). Experimente einiger Arbeitsgruppen zeigten allerdings, 

dass nur durch Inhibitoren der proximalen mitochondrialen Atmungskette (Komplex I, II 

und teilweise III) dosisabhängig die HPV verhindert werden konnte, während distale In-

hibitoren (an Komplex IV) keinen Effekt zeigten (Waypa et al. 2001). Daraus schlussfol-

gerten Waypa et al. (2001), dass die Hypoxieantwort unabhängig von der vollständigen 

Funktion der Atmungskette und damit unabhängig von der ATP-Produktion ist. Wider-

sprüchliche Arbeiten zeigten allerdings, dass die Hypoxieantwort auch durch distale In-

hibitoren der Elektronentransportkette (electron transport chain - ETC) inhibiert wird 

(Sommer et al. 2008, Sommer et al. 2016). Gegen eine wesentliche Hypoxie-induzierte 

Inhibierung an Komplex IV der Atmungskette, sprach allerdings auch die Tatsache, dass 

Komplex IV in nicht-pulmonalvaskulären Zellen eine so hohe O2-Affinität hat, dass die-

ser in den relevanten O2-Konzentrationsbereichen, die zur HPV führen, nicht wesentlich 

inhibiert werden könnte (Sommer et al. 2016). In Experimenten in isolierten, ventilierten 

und perfundierten Lungen von Kaninchen konnte die HPV in einem Ventilations-Gasge-

misch mit einem pO2 von 40-75 mmHg (5-9 % O2 auf Meereshöhe) ausgelöst werden 

(Weissmann et al. 1995). Bei PASMCs dagegen wurde die Hypoxie-induzierte Reaktion 

erst bei einem pO2 von 20-25 mmHg (2-3 % O2 auf Meereshöhe) in der Pufferlösung 

beobachtet (Murray et al. 1990), was allerdings immernoch deutlich über dem pO2 bei 

halbmaximaler Respiration (p50) der Atmungskette liegt (Sommer et al. 2010). In Ex-

perimtenten mit isolierten, ventilierten und perfundierten Rattenlungen war bei einer 

Ventilation mit einem pO2 von 0,76 mmHg (0,1 % O2 auf Meereshöhe) die ATP-Kon-

zentration signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe, die mit einem pO2 von 152 

mmHg (20 % O2 auf Meereshöhe) beatmet wurde, reduziert (Fisher et al. 1981). Auch in 

isolierten Pulmonalarterien konnte kein Abfallen von ATP unter Hypoxie nachgewiesen 
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werden, was jedoch durch eine kompensatorische anaerobe glykolytische ATP-Produk-

tion erklärt werden könnte (Leach et al. 2000, Leach et al. 2002). Aufgrund der allgemei-

nen Annahme, dass die OXPHOS in den Mitochondrien, während der HPV nicht relevant 

verringert wird, wurde der Fokus auf andere mögliche Sensormechanismen und Media-

toren gelegt. Insbesondere die Rolle von reaktiven Sauerstoffradikalen (reactive oxygen 

species - ROS), die unabhängig von einer Atmungsketteninhibierung an Komplex IV frei-

gesetzt werden könnten, ist daher Bestandteil aktueller Forschung. 

 

 ROS  

ROS werden als Nebenprodukte im O2-Stoffwechsel in verschiedenen Kompartimenten 

der Zelle gebildet. Zu ihnen gehören freie Radikale, wie das Superoxid-Anion (O2-) (Ag-

garwal et al. 2013). Mithilfe von Superoxiddismutasen, zum Beispiel der mitochondrialen 

Superoxiddismutase (mtSOD), können Superoxide zu Wasserstoffperoxid (H2O2) umge-

wandelt werden. Wird das relativ stabile molekulare Oxidans H2O2 weiter reduziert, ist 

es möglich, dass sowohl H2O als auch ein Hydroxyl-Radikal (OH•) entsteht (Turrens 

2003). H2O2 kann durch Aquaporine aus der mitochondrialen Matrix ins Zytosol diffun-

dieren, wohingegen die Superoxide durch Anionen-Kanäle aus dem Intermembranraum 

in die extramitochondriale Umgebung gelangen (Bienert et al. 2006, Weissmann et al. 

2006, Waypa et al. 2016). ROS kann verschiedene intrazelluläre Signalwege, die in der 

akuten Hypoxie eine Rolle spielen, beeinflussen: So kann ROS mit KV-Kanäle interagie-

ren und sowohl durch die dabei ausgelöste Membrandepolarisierung als auch durch di-

rekte und indirekte Interaktion mit Ca2+-Kanälen den intrazellulären Calciumanstieg und 

die zelluläre Kontraktion modulieren (Veit et al. 2015, Sommer et al. 2016). Unter phy-

siologischen Bedingungen spielt ROS als second messenger eine wichtige Rolle in der 

Regulation vieler weiterer zellulärer Prozesse, wie der Proliferation, dem Altern der Zelle, 

der Regulation von Transkriptionsfaktoren und Entzündungen (Waypa et al. 2016).  

Es gibt zwei unterschiedliche Konzepte bezüglich der Rolle von Mitochondrien und ROS 

in der HPV. Gemäss der einen Hypothese kommt es durch die verminderte O2-Verfüg-

barkeit unter Hypoxie zu einem Abfall von zellulärem ROS. Dabei kommt es zu einem 

vermehrten Aufkommen von Reduktionsäquivalenten, die KV-Kanäle hemmen, und dar-

über das plasmalemmale Membranpotential vermindern, was zu einem Einstrom von ext-

razellulärem Ca2+ über spannungsabhängige Ca2+-Kanäle führt (Waypa et al. 2005, 
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Sommer et al. 2016). Die Gegenhypothese geht von einem ROS-Anstieg aus, welcher 

eine intrazellulären Ca2+-Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum bewirken 

kann. Zudem führt auch hier über noch ungeklärte Mechanismen die Schließung von KV-

Kanälen zu einem Abfall des Membranpotentials und Anstieg des Ca2+-Einstroms von 

extrazellulär, sowie die Aktvierung von TRPC6-Kanälen über Proteinkinasen und DAG 

zur HPV (Weissmann et al. 2006, Sommer et al. 2016). Limitationen der experimentellen 

Bedingungen und der Detektionsmechanismen von ROS führten zu den widersprüchli-

chen Ergebnissen bezüglich erhöhter bzw. erniedrigter Freisetzung von ROS unter Hy-

poxie (Sommer et al. 2016). In neueren Untersuchungen konnte allerdings gezeigt wer-

den, dass die mitochondriale ROS-Freisetzung essentiell für die akute HPV ist (Pak et al. 

2018). Der Mechanismus einer erhöhten ROS-Freisetzung unter akuter Hypoxie ist noch 

nicht vollständig geklärt. Kürzlich konnte gezeigt werden, dass eine spezielle Isoform der 

Untereinheit 4 der Cytochrom C Oxidase (Cox) essenziell für die Hypoxie-induzierte 

ROS-Freisetzung und HPV ist. Diese Untersuchungen haben den Komplex IV als termi-

nalen Elektronendonor an O2 wieder in den Fokus der Diskussion um den primären O2-

Sensormechanismus in PASMCs gerückt. Möglicherweise modifiziert Cox4i2 die Inter-

aktion von O2 mit Komplex IV in einer Weise, dass entweder die Sauerstoffaffinität er-

niedrigt oder die Hypoxie-induzierte Reduktion der Atmungskette erhöht wird. Dies hätte 

zur Folge, dass die Atmungskette der PASMCs bei höheren O2-Konzentrationen als in 

anderen Zelltypen inhibiert bzw. vermehrt reduziert wird (Sommer et al. 2017, Sommer 

et al. 2020). Allerdings spielt möglicherweise auch eine erniedrigte ATP-Konzentration 

durch die minimale Inhibierung der Atmungskette eine Rolle, die dann ATP-abhängige 

Signalwege aktivieren könnte, ohne eine komplette zelluläre ATP-Deprivation zu verur-

sachen. 
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 ATP 

Der gesamte Energiestoffwechsel der Zelle ist abhängig vom Molekül ATP. Es ist ein 

universeller Energieträger, der etwa eine Milliarde mal in einer einzelnen Zelle vorhanden 

ist (Horn 2009). ATP besteht aus dem Zuckermolekül Ribose, das an einem Ende die 

Base Adenin und am anderen Ende drei Phosphate gebunden hat (siehe Abb. 2). Über 

eine N-glykosidische Verbindung ist die Base an das C1-Atom der Ribose gebunden. Die 

Phosphate binden an die fünfte Hydroxylgruppe der Ribose über eine O-glykosidische 

Bindung. Die Phosphatmoleküle sind über energiereiche Phosphosäureanhydrid-Bindun-

gen verknüpft. Werden diese Säureanhydrid-Bindungen mittels Hydrolyse (Spaltung ei-

ner biochemischen Verbindung durch Reaktion mit Wasser) von Enzymen gespalten, ent-

steht Adenosindiphosphat (ADP) oder Adenosinmonophosphat (AMP) (Horn 2009). Un-

ter physiologischen Bedingungen werden dabei -50 kJ/mol freigesetzt (Horn 2009, 

Rassow et al. 2016). Diese Energie wird für zelluläre Transportprozesse, für die Biosyn-

these von Molekülen und für mechanische Arbeit, wie z.B. Muskelkontraktion, genutzt. 

Zudem ist ATP an der intrazellulären Signaltransduktion beteiligt: Veränderungen der 

zellulären Verhältnisse von AMP/ATP und ADP/ATP beeinfussen die Aktivität der 

AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK) (Evans 2006); die Adenylatzyklase katalysiert 

die Umwandlung von ATP zu zyklischem AMP (cAMP) (Rajendran et al. 2016) und 

cAMP wiederum übt als sekundärer Botenstoff Einfluss auf Proteinkinasen aus (Horn 

2009). Extrazellulär dient ATP ebenfalls als Signalmolekül. Hierzu wurde gezeigt, dass 

ATP von unterschiedlichen Zelltypen freigesetzt werden kann und über autokrine 

und/oder parakrine Signalwege zum Beispiel das Gefäß- und Nervensystem beeinflusst 

(Lohman et al. 2012).  

Im Stoffwechsel eines Organismus gibt es zahlreiche ATP verbrauchende Reaktionen, 

aber lediglich drei, in denen ATP generiert wird: Die Substratkettenphosphorylierung im 

Rahmen der Glykolyse und im Zitratzyklus, sowie die mitochondriale Atmungskette, auf 

die im Abschnitt 1.4.1.1 detailliert eingegangen wurde. Bei der Substratkettenphospho-

rylierung wird Energie, die bei Umwandlung von Substraten in einer Reaktionskette ent-

steht, durch Phosphorylierung in einer energiereichen Bindung konserviert und geht so-

mit nicht als Wärme verloren (Horn 2009). Diese Bindung wird anschließend gespalten 

und das freiwerdende Phosphat auf ADP übertragen, so dass ATP generiert wird.  
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Abbildung 2: Molekulare Struktur von ATP 

 

 AMP-aktivierte Proteinkinasen und KATP-Kanäle 

Obwohl vorhergehenden Untersuchungen darauf hinweisen, dass akute Hypoxie in PAS-

MCs zu keiner relevanten Erniedrigung der ATP-Spiegel und Einschränkung der zellulä-

ren Energieversorgung führt, könnten Veränderungen im AMP/ATP-Verhältnis, ausge-

löst durch eine geringe Hemmung der Mitochondrien, als ein Signalmechanismus fungie-

ren. Diese Hypothese stützt sich auf Respirationsmessungen, bei denen eine geringe 

Hemmung der mitochondrialen Atmung unter Hypoxie in PASMCs gemessen werden 

konnte (Sommer et al. 2016). Dieses könnte auch zu einer verminderten ATP-Produktion 

führen, die zwar in der gesamten Zelle durch eine erhöhte anaerobe Glykolyse kompen-

siert werden könnte, aber durch lokale Veränderungen des AMP/ATP-Verhältnisses zel-

luläre Signalprozesse initiieren könnte. 

Dabei spielt insbesondere die AMPK eine wichtige Rolle (Evans 2006). Die AMPK ist 

als Sensor und Regulator zuständig für die Anpassung der mitochondrialen ATP-Produk-

tion an den Energiehaushalt der Zelle (Evans et al. 2016). Ein Abfall der ATP-Produktion, 

oder eine Erhöhung des Bedarfs, führt zu einem Anstieg der AMP- und ADP-Spiegel im 

Verhältnis zu ATP. Es kommt zu einer verstärkten Aktivierung der AMPK, welche an-

schließend Zielproteine, wie z.B. die zyklischer Adenosindiphosoribose (cADPR) oder 

die Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) Carboxylase, phosphoryliert (Evans 2006, Hinchy 

et al. 2018). Versuche in isolierten PASMCs mit dem AMP-Analogon 5-Aminoimida-

zole-4-carboxamid Ribonukleotid (AICAR) zeigten eine Aktivierung der AMPK, welche 

dann mittels cADPR eine Aktivierung des Ryanodin-Rezeptors (RyR) mit folgender Frei-

setzung von Ca2+ aus dem sarkoplasmatischen Retikulum und pulmonale Vasokonstrik-

tion bewirkte (Evans 2006, Strielkov et al. 2017). Die Aktivierung von RyR mittels 

cADPR wurde auch in PASMCs bei Exposition gegenüber Hypoxie (15-20 mmHg O2) 
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beobachtet (Evans 2006). Aufgrund dessen schlagen Evans et al. vor, dass die AMPK 

eine Rolle als metabolischer Sensor und Effektor des Ca2+-Signalweges unter Hypoxie in 

O2-sensiblen Zellen spielen könnte (Evans 2006). Für eine schematische Darstellung der 

AMPK-abhängigen Regulation der HPV siehe Abb. 3. Der AMPK Antagonist Compound 

C ist in der Lage die verlängerte Phase der HPV zu verhindern, dies könnte als ein wei-

terer Hinweis für die Rolle der AMPK als Sensor und Effektor des Ca2+-Signalweges 

unter Hypoxie gesehen werden (Robertson et al. 2008). Andere Studien schlagen aller-

dings vor, dass auch mtROS für die Aktivierung der AMPK verantwortlich sein können 

(Hinchy et al. 2018). Hinchy et al. schlussfolgern, dass ROS die AMPK indirekt über 

Effekte auf das ATP/ADP-Verhältnis aktiviert. 

 

 

 

Abbildung 3: AMPK-abhängige Regulation der HPV 

Schematische Darstellung der Hypothese zur Rolle der AMPK in der HPV. Hypoxie inhibiert die 
oxidative Phosphorylierung der Mitochondrien. Dies führt zu einer Erhöhung des AMP/ATP-Ver-
hältnisses und somit zur Aktivierung der AMPK, nachfolgend zur cADPR-vermittelten Freiset-
zung von Ca2+ aus dem sarkoplasmatischen Retikulum als Trigger für die HPV. ADP: Adenosin-
diphosphat, AMPK: AMP aktivierte Proteinkinase, AMP: Adenosinmonophosphat, ATP: Adeno-
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sintriphosphat, NAD+: Nicotinamidadenindinukleotid cADPR: zyklische Adenindiphosphori-
bose, Ca2+: Calcium, HPV: Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion, O2: Sauerstoff, P+: Phos-
phat, PASMC: pulmonal-arterielle glatte Muskelzelle, RyR: Ryanodin-Rezeptor  
Modifiziert nach Evans et al. (Evans 2006) 

 

Auch ATP-abhängige K+-Kanäle (KATP) scheinen an der Regulation der HPV beteiligt zu 

sein. Erstmals identifiziert wurden sie in ventrikulären Herzmuskelzellen von Meer-

schweinchen und Kaninchen (Noma 1983). Unterschiedliche Typen des KATP-Kanals 

wurden in viszeralen und vaskulären glatten Muskelzellen entdeckt, in kultivierten hu-

manen PASMCs z.B. der KATP-Kanal Kir6.1 (Cui et al. 2002, Teramoto 2006). KATP-

Kanäle bestehen aus einem in der Plasmamembran sitzendem K+-Kanal (Kir6.x) und ei-

ner modulierenden Einheit, dem Sulfonylurea-Rezeptor (SUR) (Teramoto 2006). In glat-

ten Muskelzellen führt die Öffnung der KATP-Kanäle durch Erniedrigung der ATP-Spie-

gel über einen Auswärtsstrom von K+ zu einer Hyperpolarisation des zellulären Memb-

ranpotenzials. Dieses wiederum bewirkt die Schließung von Ca2+-Kanälen, und führt so 

zu einer Verminderung des intrazellulären Ca2+-Gehaltes und Relaxation (Turzo et al. 

2018).  

Unter Hypoxie werden der Aktivierung von KATP-Kanälen kardioprotektive Eigenschaf-

ten zugesprochen: Bei ischämischen Ereignissen des Herzens führt die Aktivierung der 

KATP-Kanäle zu einer Vasodilatation der Koronararterien und somit zu einer verbesserten 

Perfusion des Herzens (Yang et al. 2020). Auch in isolierten Kardiomyozyten kommt es 

bei Hypoxie zur Öffnung von KATP-Kanälen (Yang et al. 2020). Somit widerspricht die 

Funktionsweise der KATP-Kanäle eigentlich einer Beteiligung der KATP-Kanäle bei der 

HPV. Allerdings wurden KATP-Kanäle neben der Plasmamembran auch in der inneren 

mitochondrialen Membran (mitoKATP) identifiziert (O'Rourke 2000). Eine Öffnung die-

ser Kanäle unter Hypoxie/Ischämie führt zu einem Transport von K+ in die mitochondri-

ale Matrix und Steigerung des oxidativen Metabolismus (Foster et al. 2016). Die Fettsäu-

resynthese und die Atmungskette werden aktiviert und somit auch die ATP-Produktion. 

Desweiteren führte eine Aktivierung von MitoKATP- Kanälen zur Kardioprotektion unter 

Ischämie durch eine milde Erhöhung der ROS-Produktion (O'Rourke 2000, Donato et al. 

2021). Diese Mechanismen der ROS-Freisetzung könnten möglicherweise auch die HPV 

beeinflussen. So konnte in Studien von Paddenberg et al. (2009) gezeigt werden, dass in 

intra-azinären Arterien spezifische Inhibitoren von mitoKATP die HPV komplett unterdrü-
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cken konnten. Allerdings steht die Spezifität dieser Inhibitoren für mitoKATP zur Diskus-

sion (Li et al. 2010). Darüberhinaus könnten plasmalemnale KATP-Kanäle unter Hypoxie 

nicht nur über einen ATP-Abfall aktiviert, sondern im Gegensatz dazu auch über eine 

AMPK-abhängige Phosphorylierung inhibiert werden, so dass die HPV verstärkt werden 

würde (Evans et al. 2020).   
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1.5 Methoden der ATP-Messung 

Bisherige Untersuchungen zur Rolle von ATP bei der HPV waren methodisch limitiert. 

Von den etablierten Methoden zur Messung von intrazellulärem ATP erlauben nur we-

nige eine lokalisierte und zeitlich hochauflösende Messung in lebenden Organismen. Das 

ATP-Verteilungsmuster zwischen den verschiedenen intrazellulären Kompartimenten in 

hoher zeitlicher Auflösung ist für wissenschaftliche Fragestellungen bzgl. der HPV von 

besonderem Interesse. Die am häufigsten verwendeten Messmethoden beruhen auf che-

mischer und physikalischer Basis, wie z.B. die Quantifizierungsmethode mittels Luci-

ferase, einem Enzym aus dem Leuchtkäfer. Hierbei lässt Luciferol ATP und O2 zu CO2, 

AMP und Licht reagieren (Rajendran et al. 2016). Die Lichtabsorption kann nun z.B. in 

einem Zelllysat oder in einem die Zellen umgebendem Medium gemessen werden und 

eine quantitative Aussage über die ATP-Menge getroffen werden. Weitere Methoden, 

welche vor allem für die extrazelluläre ATP-Detektion genutzt werden, umfassen Mikro-

elektrodensensoren und fluoreszierende ATP-Analoga (Conley et al. 2017).  

Für die abbildenden (örtlich auflösenden) Messmethoden stehen die magnetische Reso-

nanzspektroskopie oder die Kombination aus optischer Mikroskopie und molekularen 

Sonden zur Verfügung. Die molekularen Sonden gibt es in unterschiedlichen physikali-

schen Formen, von organischen Indikatoren bis hin zu Nanopartikeln (Rajendran et al. 

2016). In dieser Arbeit wurden genetisch-kodierte ATP-Fluoreszenzsensoren verwendet. 

Für die Anwendung ist ein geeignetes Gentransfer- oder Expressionsverfahren notwen-

dig. Hierzu zählen Transfektionsverfahren und die Virustransduktion. 

 

 Funktion und Aufbau des ATP-Sensors 

Der für diese Arbeit genutzte ATP-Sensor besteht aus einer bakteriellen e-Untereinheit 

der F0/F1-ATP-Synthase, die sich zwischen einem cyan- und einem gelbfluoreszierenden 

Protein befindet. Als cyan fluoreszierendes Donor-Protein wurde das monomeric super-

enhanced CFP (mseCFP) und für das gelb fluoreszierende Akzeptor-Protein monome-

ricVenus (mVenus) ausgewählt. Die bakterielle Untereinheit ist mit 14 Kilodalten (kDa) 

das kleinste Protein, welches ATP binden kann. Sie besteht aus einem N-Terminus mit ß-

Fass Konfiguration und zwei C-terminalen Regionen mit einer a-Helix (siehe Abb. 6) 

(Imamura et al. 2009). In Abwesenheit von ATP sind die zwei a-Helices der e-Unterein-

heit entspannt, bei Bindung von ATP kommt es zu einer Konfirmationsänderung in eine 
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gefaltete Form, sodass die a-Helices und die ß-Fass Domäne dichter aneinandergelagert 

werden (Imamura et al. 2009). In dieser gefalteten Form, kommt es zu der sogenannten 

Resonanzenergieübertragung (Details siehe 1.5.2.). 

 

 

 

Abbildung 4: ATP-Sensor 

Dreidimensionale Struktur der bakteriellen e-Untereinheit mit gebundenem ATP. Der N-Termi-
nus mit ß-Fass Konfiguration ist grün und der C-Terminus mit den zwei a-Helices ist magenta 
gefärbt. Das ATP ist in der Farbe Cyan dargestellt.  
Übernommen aus Imamura et al ( Imamura 2009) mit freundlicher Genehmigung von Procee-
dings of the National Academy of Sciences. Imamura et al. Visualization of ATP levels inside 
single living cells with fluorescence resonance energy transfer-based genetically encoded indi-
cators. Proceedings of the National Academy of Sciences Sep 2009, 106 (37) 15651-15656; 
DOI:10.1073/pnas.0904764106 
 

Ohne eine zusätzliche Zielsequenz verteilt sich der Sensor im Zytoplasma und zu einem 

geringen Anteil im Nukleus der Zelle. Mit Zielsequenz kann der Sensor gezielt in ver-

schiedene zelluläre Kompartimente eingeschleust werden, um räumlich differenziert 

ATP-Spiegel visualisieren zu können. Durch die Anheftung des mitochondrialen Zielsig-

nals der Cox Untereinheit VIII an den N-Terminus erfolgte die Integration des Sensors in 

die mitochondriale Matrix (Imamura et al. 2009). Der im Zytoplasma lokalisierte Sensor 

ohne Zielsequenz wird nachfolgend als CytoATeam, der in der mitochondriale Matrix 

lokalisierte Sensor als MitoATeam bezeichnet. 
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 Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) 

Der Förster-Resonanzenergietransfer wurde benannt nach dem Physikochemiker Theo-

dor Förster. Dieser beschrieb 1948 in seiner Veröffentlichung Zwischenmolekulare Ener-

giewanderung und Fluoreszenz in „Annalen der Physik“ einen strahlungsfreien, d.h. nicht 

auf Photonen basierenden Energietransfer, zwischen zwei dicht beieinanderliegenden 

Fluorophoren (Förster 1948). Das führt dazu, dass bei Anregung mittels einer spezifi-

schen Wellenlänge des einen Fluorophors (Donor) ein strahlungsfreier Energietransfer 

auf das zweite Fluorophore (Akzeptor) stattfindet (Ishikawa-Ankerhold et al. 2012). Der 

Energietransfer wird indirekt messbar durch eine Abnahme der Strahlungsintensität (oder 

auch Emissionsintensität in einem bestimmten Wellenlängenbereich) des Donors und 

durch eine verstärkte Strahlungsintensität des Akzeptors (Day et al. 2012).  

 Grundlagen 

Damit FRET stattfinden kann müssen gewisse Voraussetzungen erfüllt sein. Das Emissi-

onsspektrum des Donors muss mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors überlappen. 

Die beiden Fluoreszenzproteine müssen in einer Distanz von etwa 1 bis 10 nm voneinan-

der entfernt liegen. Die elektronischen Schwingungsebenen von Donor und Akzeptor 

sollten möglichst parallel sein (Hussain 2009, Ishikawa-Ankerhold et al. 2012). 

Die FRET-Effizienz ist das Verhältnis von transferierter Energie zur gesamten, vom Do-

nor absorbierten Energie und steht in Abhängigkeit zur Distanz von Donor und Akzeptor 

sowie dem Förster-Radius R0 (Pietraszewska-Bogiel et al. 2011). R0 ist definiert als die 

Distanz, bei der die FRET-Effizienz 50 % beträgt. Bei einer Distanz der Fluorophore 

zwischen 3 - 8 nm ergibt sich der effektive Bereich der Energieübertragung. Die FRET-

Effizienz liegt hier bei 5 – 95 % (Ishikawa-Ankerhold et al. 2012, Aoki et al. 2013).  

Es gibt je nach experimenteller Fragestellung die Möglichkeit Donor- und Akzeptor-Flu-

orophor an ein Molekül (intramolekularer FRET) oder an unterschiedliche Moleküle (in-

termolekularer FRET) zu koppeln. Für die ATP-Sensoren wurde die intramolekulare 

FRET Variante genutzt. Es kommt bei dem darzustellenden Ereignis, z.B. bei der Bin-

dung eines Liganden, zu einer Konfirmationsänderung des Moleküles. Dadurch verändert 

sich die räumliche Orientierung und Nähe der Fluorophore, sodass es zu einer Energie-

übertragung kommt (Ishikawa-Ankerhold et al. 2012). Abb. 7 zeigt eine schematische 

Darstellung der Funktion eines intramolekularen FRET-Sensors. 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des FRET-Vorganges 

(A) Ohne Ligandenbindung (z.B. ATP) zeigt der Donor (cyan) bei Anregung (schwarze wellen-
förmige Pfeile) eine hohe Fluoreszenzintensität (blaue wellenförmige Pfeile). Es findet keine 
Energieübertragung (FRET) statt. (B) Nach Bindung eines Liganden findet eine Konfirmations-
änderung statt. sodass sich die räumliche Distanz zwischen Donor und Akzeptor (gelb) reduziert. 
Dadurch ist bei Anregung des Donor eine Energieübertragung möglich und die Fluoreszenzinten-
sität des Akzeptors wird erhöht (gelbe wellenförmige Pfeile). FRET: Förster-Resonanzenergie-
transfer. Modifiziert nach Imamura et al. (Imamura 2009) 
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1.6 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 

Aktuell ist der genaue O2-Sensor- und Signaltransduktionsprozess in PASMCs, der der 

HPV zugrundeliegt, unklar. Vorangehende Untersuchungen zeigten, dass ein akuter Ab-

fall der O2-Konzentration auf Werte, die eine zelluläre Hypoxieantwort auslösen können, 

zu einer leichten Inhibierung der Atmungskette und somit womöglich örtlich begrenztem 

Abfall der ATP-Konzentration führen könnten. Aufgrund von Limitationen bisheriger 

Messmethoden von intrazellulärem ATP ist aktuell allerdings die Rolle einer lokalisierten 

Einschränkung der ATP-Konzentration als Mediator für die HPV unklar.  

Diese Arbeit hatte daher zum Ziel einen Sensor zu etablieren, der die intrazelluläre Mes-

sung von ATP-Konzentrationen mit hoher zeitlicher und räumlicher Auflösung unter aku-

ter Hypoxie erlaubt. Hierfür galt es zunächst einen genetisch-kodierten ATP-Sensor via 

Transfektion in eine Krebszelllinie (HEK 293T) einzubringen, welcher durch Verwen-

dung von Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette in in vitro Experimenten über-

prüft werden sollte. Als Nächstes war es Ziel dieser Arbeit ein Protokoll zur Induktion 

von akuter Hypoxie unter dem konfokalen Mikroskop zu etablieren, um Echtzeitmessun-

gen der ATP-Konzentration in akuter Hypoxie mit den erfolgreich transfizierten Zellen 

aus dem ersten Schritt durchführen zu können. Schließlich galt es den ATP-Sensor in 

primären Zellen zu etablieren. Hierfür wurden isolierte murine PASMCs (mPASMC) 

mittels lentiviraler Vektoren transduziert und Messungen in akuter Hypoxie unter dem 

konfokalen Mikroskop durchgeführt. 
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 Material und Methoden 

2.1 Verwendete Geräte  
Tabelle 2: Verwendete Geräte für die Zellkultur und Mikrobiologie  

• Absaugsystem Vacusafe Comfort 

• Cellgard Class 2 - Biological 

Safety Cabinet, NuAire 

IBS Integra Bioscience,  

Fernwald, Deutschland 

• Feinwaage Mettler-Toledo,  

Columbus, USA 

• Inkubator HERAcell 150  Thermo Fisher Scientifc,  

Carlsbad, USA 

• Fluoreszenzmikroskop Olympus 

BX50 WI 

Olympus, 

 Hamburg, Deutschland 

• Fluoreszenzgerät, Kubier Codex  

• Fluoreszenzmodul, Kubier Codex 

• Inverses Labormikroskop mit LED-

Beleuchtung Leica DM IL LED 

• Lichtmikroskop Leica DMLA 

• Mikroskop, DMIL (Zellkultur) 

Leica, 

 Wetzlar, Deutschland 

• Ultrazentrifuge Sorvell™ WX 

Ultra 80 

Thermo Fisher Scientifc,  

Carlsbad, USA 

• Vortex Genie 2 Scientific Industries, Inc. ™, 

 New York, USA 

• Wasserbad WNE 14 Memmert, 

 Schwabach, Deutschland 
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• Mx3000P QPCR System 230 Volt Agilent Technologies, 

Santa Clara, USA 

• Zentrifuge Rotina 460R 

• Tischzentrifuge Mikro 200R 

Hettich Lab Technology, 

 Tuttlingen, Deutschland 

• NanoDrop ND-1000 Spectrophoto-

meter 

Thermo Fisher Scientifc,  

Carlsbad, USA  

• PX1™ PCR Plate Sealer Bio-Rad, 

 Hercules, USA 

 

Tabelle 3: Verwendete Geräte für die Konfokalmikroskopie 

• Konfokales Laser-Scanning Mikro-

skop TCS SP8 X 

Leica, 

 Wetzlar, Deutschland 

• The Cube + The Box 

• Red Brick 

Life Imaging Services, 

 Basel, Schweiz 

• Licox Messgerät  

• Licox Sonde 

Integra LifeSciences,  

Tullamore, Ireland 

 

2.2 Software 
Tabelle 4: Verwendete Software 

• Graph Pad Prism 8/9 GraphPad Software, 

 San Diego, USA 

• Leica Application Suite Advanced 

Fluorescence (LAS AF) 

Leica,  

Wetzlar, Deutschland 
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• Microsoft Excel  

• Microsoft Word 

Microsoft, 

Redmond, USA 

 

2.3 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 5: Allgemeine Verbrauchsmaterialien 

• Einmalspritzen B.Braun, 

Melsungen, Deutschland 

• Durapore® Medizinisches Kle-

beband 

3M,  

St.Paul, MN, USA 

• Eppendorf Tubes (0,5 ml; 1,5 ml; 

2,0 ml) 

Sarstedt GmbH  

Nümbrecht, Deutschland 

• Feather® Disposal Scalpel PFMmedical AG,  

Köln, Deutschland 

• Pur-Zellin® (Zellstofftupfer) 4 x 

5 cm 

Paul Hartmann AG,  

Heidenheim, Deutschland 

• Zellulose-Handtücher Tork,  

Mannheim, Deutschland 

• Handschuhe Ansell, 

 Richmond, Australien 
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Tabelle 6: Verwendete Materialien Zellkultur und Mikrobiologie 

• 0,45 µm Filter Thermo Fisher Scientifc,  

Carlsbad, USA 

• 96-well PCR Platte, Multiplate 

PCR Plates, klar  

Bio-Rad, 

 Hercules, USA 

• Lenti-X Go Stix Clontech/ Takara Bio, 

 Mountain View, USA 

• Pipettenspitze 10 µl Glison, 

 Middelton, USA 

• Pipettenspitzen gestopft (10 µL, 

100 µL, 1000 µL)  

Nerbe plus GmbH,  

Winsen, Deutschland 

• 0,5 mL Gefäß, DNase/Rnase frei 

• 1,5 mL Gefäß, DNase/Rnase frei 

• Pipettenspitze 100 µl 

• Pipettenspitze 200 µl 

• Pipettenspitze 1000 µl 

• Zellkulturflasche T75 

Sarstedt GmbH, 

 Nümbrecht, Deutschland 

• 12-well, Zellkulturplatte 

• 15 cm Zellkultur Wachstumsplatten 

• 100er Wachstumsplatte 

• Falconröhrchen 15 ml, 50 ml 

• Cyro Tubes 

• Serological Pipette 10 ml, 50 ml, 

steril 

Greiner Bio-One GmbH,  

Kremsmünster, Österreich 

• 15 µl -Slide 8-well 

• 35 mm Glasboden Zellkulturplatte 

Ibidi, 

 Martinsried, Deutschland 

Tabelle 7: Verwendete Materialien für die Isolation der PASMCs 
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• Chirurgischer Faden, Polyester 

Garn 5/0 

FSSB, 

 Jestetten, Deutschland 

• Kanüle Neoject®, 15 G x 11/2“, 

1,8 x 40 mm  

Dispomed Witt oHG, 

 Gelnhausen, Deutschland 

• Kanüle (18 G x 1,2“ x 40 mm)  BD Microlane, 

 Franklin Lakes, USA 

• Skalpell  Feather®Safety Razor Co. Ltd, 

 Osaka, Japan  

 

2.4 Chemikalien und Medien 
Tabelle 8: Chemikalien und Medien für Zellkultur und Mikrobiologie 

• Cyro serumfreies Medium (SFM) 

Einfriermedium 

PromoCell GmbH,  

Heidelberg, Deutschland 

• 1M Galaktose 

• Fetales Kälberserum (FCS) 

• Kollagenlösung Typ I 0,01 % 

• Oligomycin A 

• L-Glutamine 

• Methanol 

• Agarose, low gelling temperature 

• Eisen (II,III)-oxid, Pulver <5 µm 

98 % 

• Ampicillin 

Sigma-Aldrich, 

 St. Louis, USA 

• Heparin-Natrium-5000-rati-

opharm®  

Ratiopharm GmbH,  

Ulm, Deutschland 
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• Fetales Kälberserum (FCS), dialy-

siert 

• Penicillin / Streptomycin 

Thermo Fisher Scientifc, 

 Carlsbad, USA 

• Dulbeccos phosphatgepufferte 

Salz-lösung ohne Calcium und 

Magnesium 

• Trypsin/EDTA (1x) 

Pan-Biotech GmbH™, 

Aidenbach, Deutschland 

• Hepes Ringer Lösung (0,2 M) Carl Roth, 

 Karlsruhe, Deutschland 

• Ketamin 10 % Belapharm GmbH & Co. KG, 

Vechta, Deutschland 

• Lipofectamine® 2000  

• S.O.C. Medium 

Invitrogen, 

Carlsbad, USA 

• Medium 199 (M199) 

• Opti-MEM® Medium 

Gibco Life Technologies, 

Carlsbad, USA 

• Natriumchloridlösung 0,9 % Braun B. Braun, 

Melsungen, Deutschland 

• Normocin™ Invivogen, 

Toulouse, Frankreich 

• Rompun® (Xylazin 2 %) Bayer HealthCare,  

Leverkusen, Deutschland 

• Normoxisches Gas (21 % O2, 5 % 

CO2, 74 % N2) 

• Hypoxisches Gas (1,0 % O2, 5 % 

CO2, 94 % N2) 

Linde, 

München, Deutschland 
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• Smooth Muscel Cell Basic Medium  

• Smooth Muscel Cell Basic Medium 

Supplement Mix 

PromoCell,  

Heidelberg, Deutschland 

• Viafect Promega, 

 Madison, USA 

• Polybrene (Hexadimethrinbromid) Millipore,  

Schwalbach, Deutschland 

• Gylcerol (Glycerin 85 %) Merck, 

Darmstadt, Deutschland 
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 Medienzusammensetzung 
Tabelle 9: Medien für Zellkultur 

SMC Medium Smooth Muscle Growth Me-

dium 2  

424 ml 

 Smooth Muscle Growth Me-

dium 2 Supplement Mix 

1 Phiole/500 ml SMC-

Medium 

 Normocin 1 ml 

 FCS 75 ml 

Galaktose-haltiges DMEM DMEM ohne Glukose und 

Pyruvat 

440 ml 

 Galaktose 5 ml  

 L-Glutamine  5 ml  

 Dialysiertes FCS 50 ml  

Zellkulturmedium I DMEM 4,5 g/l Glukose 445 ml 

 FCS 50 ml 

 P/S 5 ml 
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2.5 Kits  
Tabelle 10: Verwendete Kits für die Mikrobiologie 

• EndoFree® Plasmid Maxi Kit 

• QiAmp® Viral RNA Mini Kit 

Qiagen®,  

Hilden, Deutschland 

• Lenti-X™ qRT-PCR Titration Kit 

• Lenti-X™ Go-Stix 

• Lenti-X p24 Rapid Titer Kit 

Clontech/ Takara Bio, 

 Mountain View, USA 

 

2.6 Plasmide  

Für diese Doktorarbeit wurde ein ATP-Sensor verwendet, welcher von Imamura et al. 

(2009) entwickelt und in „Visualization of ATP levels inside single living cells with fluo-

rescence resonance energy transfer-based genetically encoded indicators“ beschrieben 

wurde (Imamura et al. 2009). Die Plasmide, die den ATP-Sensor enthalten und die dazu-

gehörigen Referenz-Fluoreszenzplasmide, wurden freundlicherweise von Dr. rer. nat. 

Maren Mieth, Charité Berlin, zur Verfügung gestellt.  

Tabelle 11: ATP-Sensor Plasmide 

Plasmid Herkunft 

• CytoATeam in pLenti-III-GFP-N 

• MitoATeam in pLenti-III-GFP-N 

Dr. rer. nat. Maren Mieth, 

 Charité Berlin 

beschrieben in Imamura et al. (Imamura 

et al. 2009)  

 

Tabelle 12: Hüllplasmid und Verpackungsplasmide 

Plasmid Herkunft 

• pMD2.G 

• pMDLg/pRRE 

• pRSV-REV 

Addgene, 

 Boston, MA, USA 
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Tabelle 13: Fluoreszenzplasmide 

Plasmid Herkunft 

• pEYFP-N1 

• pECFP-N1 

Dr. rer. nat. Maren Mieth, 

 Charité Berlin 
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Abbildung 6: Darstellung der Sensoren enthaltenden Plasmide 

(A): pLenti-CytoATeam, (B): pLenti-MitoATeam. Nhel und Mfel: Schnittstellen für Restriktions-

endonuklease. mVenus: Variante des Yellow-Fluoreszenzprotein (A260K). mseCFP: Variante 

des Cyan-Fluoreszenzprotein. Cox VIII: Cytochrome C Oxidase VIII. Rot: Bacillus subtilis Un-

tereinheit Epsilon  
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2.7 Zellkultur 
 Kultivierung von humanen embryonalen Nierenzellen (HEK 293T) 

Die Kultivierung von humanen embryonalen Nierenzellen (human embryonic kidney 

cells - HEK 293T) erfolgte auf Zellkulturplatten im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2, 21 

% O2, 74 % Stickstoff (N2) und 90-95 % Luftfeuchtigkeit. Ein Wechsel des Zellkultur-

mediums (Zellkulturmedium I) fand alle zwei bis drei Tage statt. Kontrolliert wurde das 

Zellwachstum täglich unter dem Mikroskop. 

Zellpassagierung 

Sobald eine Konfluenz von 70-80 % erreicht wurde, erfolgte die Passagierung der Zellen 

mit einer auf 37 °C erwärmten Trypsin-/EDTA-Lösung. Dafür wurde zunächst das vor-

herige Zellkulturmedium mittels Pasteur-Pipette entfernt und die Zellen dreimal mit phos-

phatgepufferter Salzlösung (PBS) ohne Magnesium und Calcium gewaschen. Danach 

wurden circa 5 ml Trypsin-/EDTA-Lösung auf die Kulturplatte gegeben. Nach einer In-

kubationszeit von 1-2 Minuten bei 37 °C wurden die abgelösten Zellen mit einer Pipette 

in 1 ml FCS, welches die enzymatische Wirkung des Trypsins abstoppte, überführt. Die 

Zellsuspension wurde anschließend für 5 Minuten zentrifugiert, der Überstand abgesaugt 

und neues Zellkulturmedium I zu den Zellen hinzugefügt. Die Zellsuspension mit dem 

frischen Zellkulturmedium konnte dann auf neue Zellkulturplatten aufgeteilt und ausgesät 

werden. Für die Fortführung der Kultivierung wurden ein Drittel der Zellen auf neue T75- 

Flaschen oder 10 cm Wachstumsplatten ausgesät, je nach Zellzahl. Für eine Versuchs-

reihe wurden circa 35.000 Zellen auf 35 mm Glasboden Kulturschalen (Normoxie/Hypo-

xie Versuche) und 10.000 Zellen/well (8-well slides, Oligomycin A Versuche) ausgesät.  

Einfrieren und Auftauen  

Für die permanente Lagerung wurden die HEK 293T Zellen in flüssiges N2 überführt. 

Dazu wurden die Zellen gemeinsam mit dem Zellkulturmedium von der Zellkulturplatte 

durch Trypsinierung abgelöst und für 5 Minuten bei Raumtemperatur mit 1200 revoluti-

ons per minute (rpm) zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in insgesamt 500 µl 

Zellkulturmedium Cyro-SFM Einfriermedium resuspendiert und in Kryogefäße pipet-

tiert. Es erfolgte eine Lagerung der Zellen über 24 Stunden bei -80 °C, um sie anschlie-

ßend zur permanenten Lagerung in flüssiges N2 zu überführen. Um die Zellen aufzutauen 

wurden diese nach der Entnahme aus dem Stickstofftank unmittelbar in ein 37 °C warmes 
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Wasserbad gestellt. Sobald die Zellsuspension aufgetaut war, wurde diese auf eine Zell-

kulturplatte mit auf 37 °C vorgewärmten Zellkulturmedium I pipettiert. Zur Entfernung 

des noch vorhandem Einfriermediums wurde am darauffolgenden Tag ein Wechsel des 

Zellkulturmediums durchgeführt. 

 

 Isolation und Kultivierung von mPASMCs 

Vorbereitung 

Eine Agarose-Lösung (30 mg Agarose) und eine Agarose-Eisen-Mischung (15 mg Aga-

rose, 15 mg Eisenoxid-Pulver) wurden angesetzt. Die abgewogenen Mengen in jeweils 3 

ml Zellkulturmedium 199 plus [1 % Penicillin/Streptomycin (P/S)] gelöst und im Was-

serbad bei 70 °C für 10 Minuten erhitzt. Danach wurden die Lösungen bei 40 °C auf einer 

Heizplatte warmgehalten. Weiterhin wurden 10 ml Kollagenase (80 U/ml) angesetzt und 

bei 36,5 °C im Wasserbad für den späteren Gebrauch bereitgestellt. 

Präparation 

Die Versuchsmaus wurde mittels Injektion eines Gemisches in die Bauchhöhle, beste-

hend aus 100 mg/kg*Körpergewicht (KG) Ketamin (10 %, 100 mg/ml), 20 mg/kg*KG 

Xylazin (2 %, 20 mg/ml) narkotisiert. Zusätzlich wurde eine Antikoagulation mit 50000 

I.E Heparin/kgKG (Heparin Natrium 250000 I.E./10 ml) durchgeführt. Es wurde eine 

1ml-Mischspritze für die Injektionslösung genutzt (0,1 ml Ketamin, 0,1 ml Xylazin, 0,2 

ml Heparin und 0,6 ml isotonische Kochsalzlösung [NaCl (0,9 %)]. Somit waren 0,1 ml 

der Injektionslösung für 10 g Maus kalkuliert. Zehn Minuten nach Injektion wurden der 

Zwischenzehen- und Schwanzreflex bei der Maus getestet. Erst nach Sicherstellung der 

erloschenen Reflexantworten wurde mit der Präparation begonnen. Bauch- und Brust-

höhle wurde von kaudal beginnend bis zum Hals eröffnet und die Luftröhre umgebenden 

Muskeln, der Thymus und die Speicheldrüsen entfernt. Die Luftröhre wurde mit einer 

Ligatur umfahren, über eine Schnittinzision ein endotrachealer Tubus eingeführt und die-

ser durch Festbinden der Schlaufe fixiert. Im nächsten Schritt wurde eine lockere 

Schlaufe um die A. pulmonalis gebunden und eine Inzision in die linke Herzkammer ge-

macht. Dies führte zu einem Ausbluten und dem Tod der Versuchsmaus. Durch eine wei-

tere Inzision in die rechte Herzkammer wurde ein mit Spülflüssigkeit gefüllter und vorab 

entlüfteter Katheter in die A. pulmonalis vorgeschoben und durch Festziehen der Schlaufe 

sicher fixiert. Die Lunge wurde zunächst mit Dulbecco’s Phosphate-Buffered Solution 
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(DPBS) blutfrei gespült, und im Anschluss die vorbereitete Agarose-Eisen-Mischung 

über den Katheter appliziert. Diese lagerte sich durch die Partikelgröße im präkapillaren 

Bereich ab und ermöglichte so eine Isolation dort ansässiger Zellen. Es wurde auf eine 

gleichmäßige Verteilung der Anreicherung in der Lunge mit Eisen geachtet. Im An-

schluss wurde die Agarose-Lösung über den Endotrachealtubus appliziert bis sich alle 

Lungenlappen entfaltet hatten. Beim Entfernen des Endotrachealtubus wurde die Luft-

röhre ligiert um ein Rückfluss der applizierten Mischung zu unterbinden. Im Anschluss 

wurde das Lungen-Herz-Paket entnommen und in ca. 4 °C kaltes, steriles DPBS gelegt, 

um die Agarose aushärten zu lassen. 

Isolation der glatten Gefäßmuskelzellen 

Das Lungengewebe wurde zunächst von Herz und restlichem Gewebe unter der sterilen 

Werkbank gesäubert. Mithilfe der Drei-Scheren-Technik wurden die fünf Lungenlappen 

mechanisch in sterilem DPBS zerkleinert. Das eisenbehaftete Lungengewebe wurde drei-

mal mittels Nutzung eines Magnetkonzentrierers in DPBS aufgereinigt. Nach dem letzten 

Waschschritt wurden die angewärmten 10 ml Kollagenase (80 U/ml) hinzugefügt und die 

Zell-Kollagenase-Mischung für etwa 60 Minuten inkubiert (37 °C, 5 % CO2, 21 % O2, 74 

% N2, 90-95 % Luftfeuchtigkeit). Anschließend wurde durch Applikation von M 199 (10 

% FCS, 1 % P/S) die Kollagenase-Aktivität gestoppt. Die angedauten Gewebereste wur-

den mittels mechanischer Scherkräfte durch 15G- und 18G-Kanülen weiter zerkleinert. 

Es folgte erneutes dreimaliges Waschen des Eisenpartikel-enthaltenden Lungengewebes 

mit M199 (10 % FCS, 1 % P/S) unter Zuhilfenahme des Magnetkonzentrierers. Danach 

wurden das Eisenpartikel-enthaltende Lungengewebe in 4 ml SMC-Medium (Supple-

ment-Mix, NormocinⓇ, 15 % FCS) resuspendiert und auf Kulturschalen ausgesät (Aus-

saat 1, Passage 0). Inkubiert wurden die Zellen bei 37 °C, 5 % CO2, 21 % O2, 74 % N2 

und 90-95 % Luftfeuchtigkeit. 

Kultivierung 

Um ein angemessenes Wachstum der mPASMCs aus den Eisenpartikel-enthaltende Lun-

gengewebestücken zu gewährleisten, wurden die Suspension fünf bis zehn Tage unter 

normoxischen Verhältnissen im Inkubator belassen. Für weitere Aussaaten wurde das Ei-

senpartikel-enthaltende Lungengewebe vorsichtig von der Kulturschale genommen, mit 

DPBS gewaschen und anschließend auf eine neue Kulturschale mit frischem Zellkultur-

medium gelegt. Die ausgesprossten mPASMCs verblieben dabei auf der Kulturschale und 
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wurden unter den vorherigen Bedingungen weiter im Inkubatur kultiviert. Nach entspre-

chender Zeit und Wachstum konnten die Zellen (Aussaat 1/2/3 Passage 0) zur Virustrans-

duktion weiterverwendet werden.  

 

2.8 Molekularbiologie 

In dieser Arbeit wurden die HEK 293T Zellen mit Plasmiden transfiziert und die mPAS-

MCs hingegen wurden mit lentiviralen Vektoren transduziert. 

 Transfektion von HEK 293T Zellen 

Die Transfektion wurde mit Viafect mittels optimiertem Herstellerprotokoll durchge-

führt. Ein Transfektionsmedium aus Opti-MEM (10 % vom Gesamtvolumen), Plasmid 

(0,6 µg/cm²) und Viafect in einem Verhältnis 3:1 zum Plasmid wurde hergestellt. Um 

eine optimale Komplexbildung der Komponenten zu erreichen, wurde das Transfektions-

medium bei Raumtemperatur 20 Minuten inkubiert und in der Zwischenzeit das alte Zell-

kulturmedium gegen Neues ausgetauscht. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das 

Transfektionsmedium auf die Zellen pipettiert. Der Erfolg der Transfektion wurde am 

nächsten Tag mittels Fluoreszenzmikroskopie überprüft.War die Transfektion erfolgreich 

fluoreszierten die Zellen in der Farbe grün. Die transfizierten Zellen wurden entweder im 

Zellkulturmedium I belassen oder am Versuchsvortag in DMEM Galaktose überführt.  

 

 Produktion viraler Vektoren 

Die Produktion von lentiviralen Vektoren in HEK 293T Zellen umfasste insgesamt fünf 

Tage. Mithilfe der lentiviralen Vektorpartikel wurde das Zielgen, welches in dieser Arbeit 

für den ATP-Sensor kodierte, in die Zielzelle (mPASMCs) übertragen. Es kam ein aus 

vier Plasmiden bestehendes Vektorsystem zu Einsatz. Die Arbeiten erfolgen nach An-

zeige und Genehmigung unter dem Aktenzeichen IV44-53r30.03 UGI125.13.03 nach 

Gentechnik-Sicherheitsverordnung. Die Produktionszellen (HEK 293T) wurden zunächst 

mit den Verpackungsplasmiden (pMDLg/pRRE, pRSV-REV), dem Hüllplasmid 

(pMD2.G) und dem Transferplasmid mit der kodierenden Sequenz für den FRET ATP-

Sensor transfiziert. Daraufhin produzierten diese lentivirale Vektorpartikel, welche im 
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Zellkulturmedium freigesetzt wurden (Labbe et al. 2021). Für eine schematische Darstel-

lung siehe Abb. 5. Anschließend konnten die Zielzellen (mPASMCs) mit den Vektorpar-

tikeln transduziert werden.  

Am ersten Tag wurden HEK 293T Zellen auf die Zellkulturplatten (10 cm Durchmesser) 

ausgesät und mit 5 ml frischem DMEM 4,5 g/l Glukose-haltigem Medium bedeckt. Am 

zweiten Tag wurde ein Gemisch bestehend aus dem Hüllplasmid (pMD2.G), den Verpa-

ckungsplasmiden (pMDLg/pRRE, pRSV-REV), dem ATP-Sensor Plasmid (CytoATeam 

oder MitoATeam), Opti-MEM und Viafect hergestellt. Die benötigte Menge der einzelnen 

Komponenten ist in Tabelle 14 zusammengefasst. Die Mischung wurde 20 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend auf die HEK 293T Zellen gegeben. Es er-

folgte eine Inkubation über Nacht bei 37 °C, 5 % CO2, 21 % O2, 74 % N2 und 90-95 % 

Luftfeuchtigkeit. Am dritten Tag wurde das Zellkulturmedium vom Vortag entfernt und 

durch 8 ml frisches Opti-MEM ersetzt, sodass Überreste einzelner Plasmide oder Viafect 

entfernt wurden. Am vierten Tag wurde das Zellkulturmedium, welches nun die lentivi-

ralen Vektoren enthielt, filtriert (Filterporengröße: 0,45 µm), um Detritus zu eliminieren. 

Die Kontrolle der erfolgreichen Produktion lentiviraler Vektoren erfolgte mit dem Lenti-

X™ Go-Stix (Clontech). Dazu wurden 20 µl des Vektor-enthaltende Zellkulturmedium 

und 80 µl Pufferlösung auf die Testkassette aufgetragen. Nach 10 Minuten konnte das 

Ergebniss abgelesen werden. Bei einem positivem Ergebniss konnten, eine T-Linie im 

Testbereich und eine C-Linie im Kontrollbereich abgelesen werden. Die Lagerung er-

folgte bei 4 °C über Nacht im Kühlschrank. Am fünften Tag wurde das Vektor-enthal-

tende Zellkulturmedium mittels Ultrazentrifuge bei 25000 rpm und 4 °C zentrifugiert und 

der Überstand vorsichtig abgesaugt. Das verbliebende Pellet wurde dann in PBS in einem 

Verhältnis 1:100 gelöst. Schließlich wurden die viralen Vektoren aliquotiert und entwe-

der frisch verwendet oder bei -80 °C gelagert. 

Tabelle 14: Komponenten Virusproduktion 

Opti-MEM  1,50 ml 

pMD2G  2,70 µg 

pMDLg/pRRE  4,50 µg  

pRSV-Rev  1,80 µg 
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pLenti-MitoATeam  9,00 µg 

pLenti-CytoATeam  9,00 µg 

Viafect direkt in Lösung 45 µl 

 

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Produktion von viralen Vektoren 

 

 Transduktion der primären PASMCs  

Die Transduktion der primären mPASMCs mit den Zielgenen mittels lentiviraler Vektor-

partikel erfolgte, je nach Wachstum der Zellen, 5-6 Tage nach der Isolierung. Vor der 

Transduktion wurden die lentiviralen Vektorpartikel, falls nicht frisch verwendet, über 

Nacht bei 4 °C im Kühlschrank oder am Tag der Transduktion auf Eis aufgetaut. Zu Be-

ginn wurde das alte Zellkulturmedium entfernt und die lentiviralen Vektorpartikel mit 

einem Titer von mindesten 1x107 auf die mPASMCs gegeben. Der Titer wurde nach Pro-
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tokollangaben des Herstellers mit dem Lenti-X p24 Rapid Titer Kit kontrolliert. Zusätz-

lich wurde Polybrene (Endkonzentration 8 µg/ml) auf die Zellen gegeben und die Kultur-

platten kreuzförmig geschwenkt. Polybrene (Hexadimethrinbromid) ist ein kationisches 

Polymer mit einem Molekulargewicht von 3,6 kDa. Es wird genutzt, um die Transdukti-

onseffizienz zu steigern, indem es durch die Maskierung negativer Ladungen der Zell-

oberfläche der PASMCs die Abstoßung der lentiviralen Vektorpartikel von dieser redu-

ziert (Davis et al. 2004). Danach wurde mit SMC-Medium das Zellkulturmedium auf ein 

Endvolumen von 500 µl aufgefüllt und die Zellkulturplatten anschließend 6 Stunden bei 

37 °C, 21 % O2, 5 % CO2, 74 % N2 und 90-95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Abschließend 

erfolgte ein erneuter Wechsel des Zellkulturmediums. Eine längere Kontaktzeit der Viren 

mit den Zellen hätte zwar eine bessere Sensorexpression, aber auch einen höheren toxi-

schen Effekt bedeutet. Zur Kontrolle der erfolgreichen Transduktion wurde 24 Stunden 

später die Fluoreszenz per Mikroskop überprüft. 

 

 Ribonuleinsäure (RNA)-Isolation 

Für die Isolation wurde das RNA-Lyse QiAmp® Viral RNA Mini Kit verwendet und nach 

Protokoll der Firma Qiagen vorgegangen. 

Im ersten Schritt erfolgte die Lyse der Probe, um RNasen zu inaktivieren und die Isolie-

rung intakter viraler RNA sicherzustellen. Das Hinzufügen der Carrier-RNA verbesserte 

die Bindung an die QIAmp membrane. Anschließend wurde das Gemisch auf eine QiAmp 

Mini spin column pipettiert und mit zwei verschiedenen Pufferlösungen unter Zentrifu-

gation gewaschen. Damit wurde erreicht, dass die RNA an die QIAmp membrane bindet 

und Verunreinigungen weggewaschen wurden. Nach jedem Waschgang wurde das Eluat 

verworfen. Im letzten Schritt wurde die QIAmp membrane mit 60 µl RNAase-freiem 

Wasser für eine Minute inkubiert und ein weiteres Mal zentrifugiert. Das Eluat enthielt 

die isolierte RNA. Alle Schritte wurden mit sterilen Pipettenspitzen durchgeführt. Die 

lysierte RNA wurde frisch verwendet oder bei -80 °C eingefroren, wenn die Proben am 

nächsten Tag verwendet werden sollten.  
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Tabelle 15: Protokoll PCR 

Substanzen Vortex/ Zentrifuge 

1. 560 µl AVL Puffer + 5,6 µl Car-

rier + 140 µl Probe 
15 Sekunden Pulsvortex  

2. 10 Minuten Inkubation bei Raum-

temperatur  
Kurzes Zentrifugieren der Lösung 

3. + 560 µl Ethanol  15 Sekunden Pulsvortex 

4. 630 µl der Lösung aus 1.+ 2. auf 

QiAmp Mini spin column  
8000 rpm für eine Minute 

5. Wiederholung des vierten Arbeits-

schrittes  
 

6. Waschgang QiAmp Mini spin co-

lumn mit 500 µl AW1 Puffer 
8000 rpm für eine Minute 

7. Waschgang QiAmp Mini spin co-

lumn mit 500 µl AW2 Puffer 
14000 rpm für drei Minuten 

8. QiAmp Mini spin column  Trocknung bei 14000 rpm für eine Minute  

9. 60 µl AVE in QiAmp Mini spin co-

lumn einwirken lassen 
8000 rpm für eine Minute 
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 Quantitative Reverse-Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (qRT-

PCR) 

In dieser Arbeit wurde die Methode eingesetzt um den viralen RNA-Gehalt einer Probe 

zu bestimmen. Die qRT-PCR ist eine Kombination aus zwei Methoden, einmal die Re-

verse Transkription, um RNA in doppelsträngige komplementäre Desoxyribonuklein-

säure (cDNA) umzuschreiben und die PCR, um cDNA mittels thermostabiler DNA-Po-

lymerasen zu amplifizieren. Die Quantifizierung der neu synthetisierten DNA-Menge 

wird durch den Einbau von Fluoreszenzsonden, wie z.B. SYBR Green, gemessen. Die neu 

gebildete Produktmenge ist proportional zur Intensität des Fluoreszenzsignals. 

Die PCR wurde nach dem Protokoll des Lenti-X™ qRT-PCR Titration Kit vorbereitet und 

durchgeführt. Um eventuell zurück gebliebene Plasmid DNA zu entfernen wurde die vi-

rale RNA Probe mit folgenden Reagenzien aus dem Kit behandelt. 

Tabelle 16: Protokoll PCR Reagenzien 1  

DNase I Buffer (10x)  2,5 µl 

DNase I (5 units/µl)  4,0 µl 

RNase-free Water  6,0 µl 

Dieser Mix wurde erst bei 37 °C 30 Minuten lang inkubiert und danach nochmal 5 Minu-

ten bei 70 °C. Während der Inkubationszeit wurde der Mastermix hergestellt.  

Tabelle 17: Material PCR Mastermix 

RNase-free Water  8,5 µl/well 

Quant-X Buffer (2X) 12,5 µl/well 

Lenti-X Forward Primer (10 µM) 0,5 µl/well 

Lenti-X Reverse Primer (10 µM) 0,5 µl/well  

ROX Reference Dye LSR or LMP (50X) 0,5 µl/well 

Quant-X Enzyme 0,5 µl/well 
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RT Enzyme Mix 0,5 µl/well 

 

Durchführung 

Eine Verdünnungsreihe 1:10 der viralen RNA-Probe wurde mit dem Easy Dilution Buffer 

über 3 Verdünnungsstufen angelegt. Des Weiteren wurde eine 1:10 Verdünnungsreihe 

über 5 Verdünnungsstufen für die kalibrierte Lenti-X-RNA-Kontrolle angelegt, um CT-

Werte (Cycle Threshold) für eine Standartkurve zu bestimmen. Auf der 96-well PCR 

Platte wurden in die benötige Anzahl wells jeweils 23 µl des Mastermix pipettiert. Von 

den Kontrollverdünnungen und den Proben wurden 2 µl entnommen und zu dem Master-

mix hinzugefügt. RNase-free Water und der Easy Dilution Buffer dienten als zusätzliche 

Negativkontrollen. Vor dem Start des PCR-Programmes wurden die Platte bei 2000 rpm 

und 4 °C zentrifugiert, um Luftblasen zu entfernen. Anschließend wurde die 96-well 

Platte mit einer Folie versiegelt und die qRT-PCR gestartet. Die reverse Transkriptions-

reaktion wurde in 5 Minuten bei 42 °C durchgeführt, gefolgt von 10 Sekunden bei 95 °C 

zur Denaturierung. Die Amplifikation durch die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte in 

40 Zyklen, jeweils bestehend aus Denaturierung (5 Sekunden, 95 °C), Hybridisierung und 

Elongation (30 Sekunden, 60 °C). Zum Abschluss wurde eine Schmelzkurvenanalyse 

(Denaturierung für 15 Sekunden bei 95 °C und Hybridisierung für 30 Sekunden bei 60 

°C) gemacht. Diese dient der Auskunft über die Spezifität der amplifizierten Fragmente. 

Bei der Schmelzkurvenanalyse wird DNA wieder aufgeschmolzen und die vorab einge-

baute Fluoreszenzsonde SYBR Green wieder freigesetzt. Dadurch kommt es bei einer für 

das Amplifikat charakteristischen Schmelztemperatur zu einem Abfall des Fluoreszenz-

signals. Somit war eine Unterscheidung zwischen spezifischen doppelsträngigen Ampli-

fikaten und unspezifischen Amplifikaten mit anderer Schmelztemperatur möglich (Arya 

et al. 2005). 

Auswertung 

Ausgewertet wurde der CT-Wert (Cyle Threshold). Dieser beschreibt die Zykluszahl bei 

der sich das Fluoreszenzsignal erstmals signifikant vom Hintergrundwert abhebt. Um die 

Kopienzahl für das RNA-Genom in der unverdünnten oder verdünnten Probe zu be-

stimmten, wurde der CT-Wert mit dem korrespondierende CT-Wert auf einer Standart-

kurve abgeglichen.   
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 Plasmidamplifikation 

Zur Amplifikation der Plasmide wurden JM109 E.Coli competent cells verwendet. Die 

Arbeitsschritte erfolgten mit gestopften Pipettenspitzen, um eine Kontamination der Plas-

mide durch Fremd-DNA zu vermeiden. Im ersten Schritt wurden die Plasmide mittels 

Hitzeschocktransformation in die Bakterien eingebracht. Dies erfolgte durch das gemein-

same Erhitzen von 400 ng des gewünschten Plasmids und 50 µl E.Coli für 50 Sekunden 

bei 42 °C in einem Falconröhrchen. Zur Steigerung der Transformationseffizienz wurden 

950 µl S.O.C Nährlösung hinzugefügt und die Mischung 90 Minuten bei 37 °C, 21 % O2, 

5 % CO2, 74 % N2 mit 225 rpm auf einer Platte im Inkubator gerüttelt. Anschließend 

wurde die Mischung mit einer Tischzentrifuge herunterzentrifugiert. Im nächsten Schritt 

wurden unter Verwendung der Sicherheitswerkbank die nun Plasmid-enthaltenden Bak-

terien auf eine Agarplatte ausgesät und mittels Streichbügel verteilt. Die Agarplatte ent-

hielt ein Antibiotikum (Ampicillin oder Kanamycin) gegen die das gewünschte Plasmid 

eine Resistenz besaß. Somit wurde gewährleistet, dass nur Bakterienkolonien, welche das 

gewünschte Plasmid enthielten, kultiviert wurden. Zur Kultivierung wurden die Agarplat-

ten über Nacht in einem Wärmeschrank bei 37 °C, 21 % O2, 5 % CO2, 74 % N2 und 90-

95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde eine Kolonie mit Hilfe 

einer Pipettenspitze aufgenommen und in einen Glaskolben mit 100 ml S.O.C Nährlösung 

pipettiert. Es folgte eine erneute Inkubation (37 °C, 21 % O2, 5 % CO2, 74 % N2 und 90-

95 % Luftfeuchtigkeit) über Nacht auf einem Rüttler mit 250 rpm. Anschließend wurden 

die Plasmide mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit gemäß Herstellerprotokoll aufgerei-

nigt. Nach Isolation wurden die Plasmide auf Eis gelagert und eine Konzentrationsbe-

stimmung mithilfe eines Spektrophotometers durchgeführt. Die Plasmide wurden dann 

bei -20 °C gelagert. Für die dauerhafte Lagerung der Bakterienkultur bei -20 °C wurde 

eine Glycerol-Stocklösung angesetzt. Dazu wurden 500 µl der angesetzten Bakterienkul-

tur unter sterilen Bedingungen mit 500 µl Glycerol (Glycerin 85 %) in einem 1,5 ml Ep-

pendorfgefäß gemischt.  
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2.9 FRET-Messung unter dem Fluoreszenzmikroskopie 
 Messung des Energietransfers 

Zur Messung des Energietransfers zwischen den Fluorphoren stehen unterschiedliche 

Methoden zur Verfügung. In dieser Arbeit wurde die Methode der Sensitized Emission 

genutzt, welche zu den Bekanntesten gehört (Ishikawa-Ankerhold et al. 2012). Bei dieser 

Methode wird nur der Donor angeregt, der dann seine Energie auf den Akzeptor überträgt. 

Findet ein Engergietransfer statt, kommt es zu einer Zunahme der Intensität der Fluores-

zenzemission des Akzeptors, während die Intensität der Fluoreszenzemission des Donors 

abnimmt. Mit den gemessenen Werten kann entweder ein FRET-Index oder die Energie-

transfer-Effizienz (FRET-Effizienz) brechnet werden (Berney et al. 2003). In dieser Ar-

beit wurden die FRET-Messungen mit dem FRET Sensitized Emission Wizard aus der 

Application Suite Advanced Fluorescence Software von Leica durchgeführt und als 

FRET-Effizienz berechnet. Diese ist definiert als der vom Donor absorbierte Anteil der 

Photonenenergie, welcher auf den Akzeptor transferiert wird. Die optimale FRET-Effizi-

enz ist abhängig von der Distanz zwischen Donor und Akzeptor (Berney et al. 2003, 

Pietraszewska-Bogiel et al. 2011). Die Bindung von ATP führt zu einer Konfirmations-

änderung und Annäherung der Fluorophore, was FRET optimiert. Der konsekutive An-

stieg oder Abfall der FRET-Effizienz wurde in dieser Arbeit als Indikator (ATP-Sensor) 

für lokale ATP-Veränderungen verwendet. 

Die Messung unter dem Mikroskop erfolgte bei einer Temperatur von 37 °C und kon-

stanter Gaszufuhr (21 % O2, 5 % CO2, 74 % N2) über ein Gasmischgerät. Zu Beginn 

wurden die Einstellungen für Donor-, FRET- und Akzeptor-Signal am Konfokalmikro-

skop festgelegt: Der Donor – Cyan-Fluoreszenzprotein (CFP) – wurde mit einer Wellen-

länge von 458 nm angeregt und für die Emission ein Spektrum vom 465-490 nm einge-

stellt. Für das FRET-Signal wurde ein Emissionsspektrum von 525-535 nm festgelegt. 

Der Akzeptor – Yellow-Fluoreszenzprotein (YFP) – wurde mit einer Wellenlänge von 

514 nm angeregt. Das Emissionsspektrum wurde im selben Bereich wie das FRET-Signal 

eingstellt. Je Anregung wurden drei Bildkanäle erzeugt, deren Informationen von der 

Software gleichzeitig gesammelt wurden. Mittels des Softwareprogrammes wurde der 

Donor in Cyan, das FRET-Signal in Gelb und der Akzeptor in Rot dargestellt. 

Bevor die eigentlichen Messung erfolgen konnten, mussten Korrekturfaktoren (β und 𝛾) 

erhoben werden, um Störquellen wie Crosstalk zu reduzieren. Für die Errechnung der 
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Korrekturfaktoren mussten seperate Proben von Donor und Akzeptor unter dem Konfo-

kalmikroskop angeregt werden. Die Donorprobe wurde mit den oben beschriebenen Ein-

stellungen für den Donor angeregt und die Fluoreszenzintensitäten in den drei Bildkanä-

len gemessen. Daraus ließ sich der Korrekturfaktor β berechnen, dieser korrigiert für Do-

nor Bleed-through. Der Korrekturfaktor 𝛾,	welcher	für	die	Akzeptor	Cross-excitation 

korrigiert, wurde durch die Anregung des Akzeptors mit den Einstellungen für die Anre-

gung des Donors und Messung der Fluoreszezintensitäten in alle der Bildkanälen berech-

net. Diese wurden dann von der Software bei Berechnung der Messwerte berücksichtigt. 

Für eine genauere Beschreibung der Korrketurfaktoren siehe Diskussion. 

 

 

Formel 1: Korrekturfaktoren 

A: Donor-Signal, B: FRET-Signal, C:Akzeptor- Signal 

 

Die Berechnung der korriegierten FRET-Effizenz erfolgte mit der Methode 1 aus dem 

Confocal Application Letter (2009) von Leica. 

 

 

Formel 2: Berechnung der FRET-Effizienz (Wouters et al. 2001) 

EA: FRET-Effizienz, A: Donor-Signal, B: FRET-Signal, C:Akzeptor-Signal, β: Korrekturfaktor 

Bleed-through, 𝛾: Korrekturfaktor Cross-excitation 

 

Zur Messung des FRET-Effizienz wurde in der Sensor-enthaltenden Probe eine passende 

Zelle ausgewählt und eine region of interest (ROI) eingezeichnet. Die ROI marktierte den 

Bereich der Messung. Für die Hintergrundkorrektur wurde auch jeweils ein ROI in einem 

Bereich ohne FRET-Signal eingezeichnet. 
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Die FRET-Effizienz wurde von der Software berechnet und ließ somit Rückschlüsse auf 

Veränderungen der ATP-Spiegel innerhalb der gemessenen Areale zu (Imamura et al. 

2009). 

  



 

 
49 

 Versuche der ATP-Sensoren mit Oligomycin A 

Zur Validierung der ATP-Sensoren wurde die mitochondriale ATP-Produktion mittels 

Oligomycin A gehemmt und die Signale der ATP-Sensoren in HEK 293T Zellen unter-

sucht. Die mit dem ATP-Sensor transfizierten HEK 293T Zellen wurden am Versuchs-

vortag in 500 µl Zellkulturmedium DMEM-Galaktose überführt. Glukose-freies, Galak-

tose-haltiges Zellkulturmedium wurde gewählt, da dieses in der anaeroben Glykolyse zu 

einer verminderten glykolytischen ATP-Produktion im Vergleich zur Glukoseverstoff-

wechslung beiträgt, und die Zelle somit verstärkt auf die mitochondriale ATP-Produktion 

angewiesen ist (Rossignol et al. 2004). Somit kann durch die Hinzugabe von Oligomycin 

A die mitochondriale ATP-Produktion mit einem geringeren kompensatorischen Anstieg 

der glykolytischen ATP-Produktion inhibiert werden. Am Versuchstag wurden eine Oli-

gomycin A-Lösung (0,01 µg/µl in DMEM-Galaktose) und eine Kontrolllösung (Metha-

nol 0,025 µg/µl in DMEM-Galaktose, welches als Lösungsmittel für Oligomycin A 

diente) hergestellt und auf 37 °C angewärmt. Die HEK 293T Zellen wurden in 8-well 

Platten unter das Konfokalmikroskop gestellt. Messwerte wurden unter unstimulierten 

Bedingungen und nach Ersetzen von 100 µl Zellkulturmedium DMEM-Galaktose mit 

Oligomycin A (Endkonzentration 0,002 µg/µl in 0,005 µg/µl Methanol als Lösungsmit-

tel) bzw. Kontrolllösung (äquimolares Lösungsmittel) aufgenommen. Nach einer Äqui-

bilierungszeit von 5 Minuten erfolgte eine erste Bildaufnahme (Zeitpunkt 0), drauffol-

gend wurde sofort Oligomycin A oder die Kontrolllösung hinzgefügt. Weitere Bildauf-

nahmen erfolgten alle 5 Minuten. Eine schematische Darstellung des Versuchsablaufs ist 

in Abb. 8 dargestellt. 
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Abbildung 8: Versuchsablauf der Oligomycin A-Versuche 

Nach einer Äquibilierungszeit von 5 Minuten (nicht dargestellt) wurde nach der ersten Bildauf-

nahme zum Zeitpunkt 0 sofort 100 µl des Galaktose-haltigen Zellkulturmedium durch entweder 

100 µl Oligomycin A (Endkonzentration 0,002 µg/µl) oder 100 µl Kontrolllösung (äquimolares 

Lösungsmittel) ersetzt. Bilder wurden alle 5 Minuten über den Zeitraum von 15 Minuten von den 

vorab ausgewählten Zellen aufgenommen (grüne Dreiecke).  
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 Etablierung hypoxischer Messbedingungen unter dem Konfokalmikroskop 

Die Zellkulturschale wurde, nur mit 500 µl Zellkulturmedium gefüllt, unter das Mikro-

skop gestellt. Das Mikroskop war in eine Box (the box) aus Plexiglas (siehe Bild A in 

Abb. 9) eingebettet. The box war an eine Heizeinheit (blauer Kasten, the cube) ange-

schlossen, die für eine konstante Umgebungstemperatur von 37 °C sorgte. Die aufge-

wärmte Luft wurde über Heizschläuche in the box eingeleitet. Über die Zellkulturschale 

auf dem Mikroskopiertisch wurde ein Vorrichtung gestetzt, welche als Halterung für zwei 

an der Seite angebrachte Gasschläuche (siehe Bild B in Abb. 9) diente. Über diese beiden 

Schläuche erfolgte die Gaszufuhr ausgehend von einer roten Steuereinheit (the brick) 

(siehe Bild A in Abb. 9), welche die umgebende Gasphase des Zellkulturmediums steu-

erte. Die pO2-Sonde (Licox) wurde in das Zellkulturmedium gelegt (nicht dargestellt). 

Ein am Mikroskop befestiger Plexiglasdeckel (siehe Bild B in Abb. 9) dichtete die Zell-

kulturschale nach oben hin ab. Nach 8 Minuten Äquilibierung unter normoxischen Be-

dingungen (21 % O2, 5 % CO2, 74 % N2) erfolgte die Umschaltung der Gaszufuhr auf 

hypoxische Bedingungen (1 % O2, 5 % CO2, 94 % N2). Der pO2-Wert im Zellkulturme-

dium wurde jede Minute dokumentiert. Nach 30 Minuten wurde zurück auf normoxische 

Bedingungen geschaltet und die Messwerte weitere 10 Minuten dokumentiert. Diese 

Messreihe wurde jeweils mit einem Gasfluss von 20 l/h, 30 l/h und 40 l/h durchgeführt.  
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Abbildung 9: Ansicht auf Zellkammer und Aussenbox Konfokalmikroskop 

(A): Konfokalmikroskop von einer Plexiglasbox (the box) umgeben. Auf dem oberen Regal sind 

die Steuereinheit für die Gaszufuhr (the brick) und das Heizelement (the cube) zu sehen. (B): 

Aufsicht auf den Mikroskoptisch mit 8-well Zellkulturschale, Halterung mit den zuführenden 

Gasschläuchen und einem Plexiglasdeckel, der nach unten geklappt wurde, um die Zellkultur-

schale abzudichten.  
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 ATP-Messung unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen 

Die mit dem ATP-Sensor transfizierten Zellen wurden unter dem Mikroskop plaziert. 

Folgend wurden Zellen zur Messung ausgewählt, die gut im Fokus lagen und ein nicht-

übersättigtes Fluoreszenzsignal zeigten. Nach einer ersten Kontrollaufnahme zu Ver-

suchsbeginn wurde anschließend alle 5 Minuten eine weitere Bildaufnahme durchgeführt. 

Zur Quantifizierung des Effektes der Hypoxie wurden in den entsprechenden Experimen-

ten nach 5 Minuten initialer Normoxie (21 % O2, 5 % CO2, 74 % N2, 30 l/h Gasfluss) die 

Gaszufuhr auf hypoxische Bedingungen (1 % O2, 5 % CO2, 94 % N2) eingestellt und nach 

20 Minuten zurück auf normoxische Bedingungen (21 % O2, 5 % CO2, 74 % N2) gesetzt. 

Bei den Kontrollversuchen wurden die Zellen über die gesamte Versuchsdauer von 30 

Minuten unter normoxischen Bedingungen (21 % O2, 5 % CO2, 74 % N2) belassen. Die 

Gaszufuhr erfolgte stets mit einem Fluss von 30 l/h. Die Versuche wurden mit Glukose-

haltigem und Galaktose-haltigem Zellkulturmedium durchführt. Eine schematische Dar-

stellung des Versuchsablaufs ist in Abb. 10 zusehen. 

 

 

 

Abbildung 10: Versuchsablauf Normoxie/Hypoxie Versuche 

Nach einer Äquibilierung von 5 Minuten unter normaxischen Bedingungen (21 % O2, 5 % CO2, 

74 % N2) wurde in den Hypoxie-Experimenten (rote Linien) die Gaszufuhr auf hypoxische Be-

dingungen (1 % O2, 5 % CO2, 94 % N2) umgestellt und ab 21. Minuten wieder zurück auf 

Normoxie gestellt. Während der Normoxie-Experimente (schwarze Linie) befanden sich die Gas-

zufuhr konstant auf 21 % O2, 5 % CO2, 74 % N2. Die Gaszufuhr erfolge mit einem Fluss von 30 

l/h. Bildaufnahme alle 5 Minuten (grüne Dreiecke). 
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2.10 Statistik 

Die statistische Auswertung und Graphen dieser Arbeit wurden mit der Software Graph-

Pad Prism 8/9 erstellt. Die Daten wurden auf den ersten Messwert normalisiert und als 

Mittelwerte mit Standardabweichung (standard deviation - SD) dargestellt. Als n-Zahl 

für die statistische Auswertung wurde die Anzahl der einzelnen unabhängigen Versuche 

verwendet. Für einen Versuch wurde der Mittelwert aus den gemessenen Zellen ausge-

wertet. Die Anzahl der gemessenen Zellen variierte in den einzelnen Versuchen mit Oli-

gomycin A/Kontrolllösung zwischen 6 und 32 Zellen. Für die Normoxie/Hypoxie Versu-

che variierte die Zellzahl in den einzelnen Versuchen zwischen 3 und 18 Zellen. Die 

Schwankung in der Anzahl der Zellen ist auf unterschiedliches Wachstum in den Zellkul-

turschalen und der Variation in der Transduktionseffizienz zurückzuführen. Beim Vor-

handensein von einer abhängigen Variablen (z.B. FRET-Effizienz) und zwei unabhängi-

gen Variablen (z.B. O2-Konzentration und Zeit) wurde die two-way ANOVA verwendet. 

Hierbei wurde das post-hoc Testverfahren nach Bonferroni genutzt. Die Ergebnisse des 

post-hoc Testverfahren wurden im Diagramm dargestellt. Die Haupteffekte der two-way 

ANOVA wurden in der Abbildungsbeschreibung beschrieben. 
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 Ergebnisse 

3.1 Expression Cyto-/MitoATeam in HEK 293T 

In Abb. 11 werden exemplarisch CytoATeam/MitoATeam exprimierende HEK 293T Zel-

len gezeigt. Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder zeigten eine erfolgreiche Expression 

der ATP-Sensoren CytoATeam und MitoATeam in HEK 293T Zellen mittels des gewähl-

ten Transfektionsprotokolls. Abb. 12 zeigt die Expression von MitoATeam und exempla-

risch die unterschiedlichen Bildkanäle unter dem Konfokalmikroskop. 

 

 

 

Abbildung 11: ATP-Sensor unter dem Konfokalmikroskop 

Exemplarische Darstellung des integrierten ATP-Sensors unter dem Konfokalmikroskop mit zy-

toplasmatischem oder mitochondrialem Verteilungsmuster in HEK 293T Zellen. Für diese Un-

tersuchung erfolgte eine einfache Anregung des Donors. Die Anregungswellenlänge betrug 458 

nm und das Emissionspektrum 465-490 nm. (A): CytoATeam: zytoplasmatische Verteilung des 

Sensors (B): MitoATeam: mitochondriale Verteilung des Sensors 
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Abbildung 12: MitoATeam unter dem Konfokalmikroskop 

HEK 293T Zellen mit integriertem MitoATeam unter dem Konfokalmikroskop. Darstellung der 

unterschiedlichen Kanäle. (A): Donor, (B): FRET, (C): Akzeptor, (D): Von der Software erzeug-

tes Bild durch Fusion aller Bildkanäle. Anregungswellenlänge des Donors: 458 nm, Emissions-

pektrum des Donors: 465-490 nm. Anregungswellenlänge des Akzeptor: 514 nm, Emissionspek-

trum des Akzeptors: 525-535 nm. 
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3.2 Etablierung der ATP-Sensormessung mittels Oligomycin A  

Um die Funktion der ATP-Sensoren zu überprüfen, wurde in HEK 293T Zellen die Ver-

änderung der FRET-Effizienz nach Inhibierung der mitochondrialen ATPase mittels Oli-

gomycin A getestet. Die Zellen wurden 12 h vor Versuchsbeginn in Galaktose-haltigem 

Zellkulturmedium kultiviert, um den Einfluss der Glykolyse auf die zellulären ATP-Spie-

gel gering zu halten. Die Experimente mit CytoATeam zeigten 5 Minuten nach Hinzugabe 

von Oligomycin A eine signifikante Reduktion der FRET-Effizienz im Zytoplasma und 

im Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe Abb. 13). 

 

 

 

Abbildung 13: Effekt von Oligomycin A auf die FRET-Effizienz von CytoATeam 

Zum Zeitpunkt 0 wurden 100 µl Zellkulturmedium entweder durch 100 µl Oligomycin A (End-

konzentration: 0,002 µg/µl ; Experimentalgruppe) oder 100 µl Kontrolllösung (äquimolares Lö-

sungsmittel ; Kontrollgruppe) ersetzt. Die FRET-Effizienz wurde auf den Zeitpunkt vor Oligo-

mycin A Gabe normalisiert. n=11 unbabhängige Versuche in der Kontrollgruppe und n=12 unab-

hängige Versuche in der Experimentalgruppe. *** (p = 0,0004), Vergleich der entsprechenden 

Zeitpunkte mit dem Zeitpunkt 0 in der Experimentalgruppe. ## (p = 0,0065), ### (p < 

0,0001),Vergleich der einzelnen Zeitpunkte zwischen der Experimentalgruppe und der Kontroll-

gruppe. Haupteffekt: Behandlung p < 0,0001, Haupteffekt: Zeit p < 0,0001, Haupteffekt: Interak-

tion p < 0,0001 ; Statistischer Test: two-way ANOVA mit Bonferroni post-hoc Test. 
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Dagegen zeigte sich in der Messung mit MitoATeam kein statistisch signifikanter Unter-

schied in der FRET-Effizienz, weder über die Zeit noch im Vergleich zur Kontrollgruppe 

(siehe Abb. 14). 

 

 

 

Abbildung 14: Effekt von Oligomycin A auf die FRET-Effizienz von MitoATeam 

Zum Zeitpunkt 0 wurden 100 µl Zellkulturmedium entweder durch 100 µl Oligomycin A (End-

konzentration: 0,002 µg/µl ; Experimentalgruppe) oder 100 µl Kontrolllösung (äquimolares Lö-

sungsmittel ; Kontrollgruppe) ersetzt. Die FRET-Effizienz wurde auf den Zeitpunkt vor Oligo-

mycin A Gabe normalisiert. n= 5 unbabhängige Versuche in der Kontrollgruppe und n= 6 unab-

hängige Versuche in der Experimentalgruppe. Es konnten keine signifikanten Unterschiede im 

Vergleich der einzelnen Zeitpunkte mit dem Zeitpunkt 0 und im Vergleich der einzelnen Zeit-

punkte zwischen der Experimentalgruppe und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Statis-

tischer Test: two-way ANOVA mit Bonferroni post-hoc Test. 
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3.3 Etablierung hypoxischer Konditionen unter dem Konfokalmikro-

skop 

Um hypoxische Bedingungen im Zellkulturmedium zu induzieren, wurden drei unter-

schiedliche Einstellung des Gasflusses pro Stunde in einer geschlossenen Kammer, die 

zur Messung im Konfokalmikroskop verwendet wird, getestet. Bei einem Gasfluss von 

20 l/h wurden pO2-Werte bis zu einem Minimum von 25 mmHg im Zellkulturmedium 

gemessen. Für die Flüsse 30 l/h und 40 l/h wurde innerhalb von 3,5 Minuten ein Abfall 

der pO2-Werte auf unter 20 mmHg im Zellkulturmedium gemessen (siehe Abb. 15). Bei 

einem Umgebungsluftdruck von ca. 760 mmHg entsprechen die pO2-Werte von 20 

mmHg einem prozentualen O2-Wert von ca. 2 % O2 in der Raumluft. Um die Schubspan-

nung auf die Zellen möglichst gering zu halten, wurde für die folgenden normoxischen 

und hypoxischen Versuche ein Fluss von 30 l/h gewählt. 

 

 

 

Abbildung 15: Effekt von hypoxischem Gasfluss auf den pO2 in Zellkulturmedium unter 

dem Konfokalmikroskop 

Nach 8 Minuten Äquibillierung in Normoxie (21 % O2, 5 % CO2, 74 % N2) wurde die Gaszufuhr 

auf Hypoxie (1 % , 5 % CO2, 94 % N2) verändert. Ab der 30. Minute wurde die Gaszufuhr wieder 

auf Normoxie gesetzt. Der pO2 in mmHg wurde jede Minute dokumentiert.  
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3.4 ATP-Messung in HEK 293T Zellen unter normoxischen und hypo-

xischen Bedingungen 

Ziel dieses Experimentes war es die Veränderungen von ATP im Zytoplasma und der 

mitochondrialen Matrix unter hypoxischen Bedingungen (1-6 % O2, 5 % CO2, 94 % N2) 

zu messen. Zum Vergleich wurde die FRET-Effizienz in einem Kontrollsample unter 

normoxischen Bedingungen (21 % O2, 5 % CO2, 74 % N2) im Zeitverlauf gemessen.  

Die Experimente für CytoATeam in Glukose-haltigem Zellkulturmedium zeigten in der 

Kontrollgruppe nach 15 Minuten Normoxie eine abfallende Tendenz der FRET-Effizienz, 

welche danach aber stabil blieb. In der Experimentalgruppe zeigten sich über den gesam-

ten Zeitraum eine stabile FRET-Effizienz. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwi-

schen den beiden Gruppen oder innerhalb einer Gruppe über den Messzeitraum festge-

stellt werden (siehe Abb. 16). 

 

 

 

Abbildung 16: Effekte von Normoxie/Hypoxie auf die FRET-Effizienz von CytoATeam in 

HEK 293T in Glukose-haltigem Zellkulturmedium  

Nach 5 Minuten Äquilibierung in Normoxie (21% O2, 5 % CO2, 74 % N2) wurde in der Experi-

mentalgruppe die Gaszufuhr auf Hypoxie (1 % O2, 5 % CO2, 94 % N2) herabgesetzt. Ab der 21. 

Minute wurde die Gaszufuhr wieder auf Normoxie gesetzt. Die Kontrollgruppe blieb die gesam-

ten 30 Minuten unter stabilen normoxischen Verhältnissen. Die FRET-Effizienz wurde auf den 
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Zeitpunkt 5 Minuten normalisiert. n= 4 unabhängige Versuche in der Kontrollgruppe und n= 6 

unabhängige Versuche in der Experimentalgruppe. Es konnten keine signifikanten Unterschiede 

im Vergleich der einzelnen Zeitpunkte mit dem Zeitpunkt 0 und im Vergleich der einzelnen Zeit-

punkte zwischen der Experimentalgruppe und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Statis-

tischer Test: two-way ANOVA mit Bonferroni post-hoc Test. Nox: Normoxie, Hox: Hypoxie. 
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Unter Inhibition der Glykolyse, durch den Ersatz von Glukose-haltigem mit Galaktose-

haltigem Zellkulturmedium, zeigte sich in den Experimenten mit CytoATeam zu keinem 

Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied in der FRET-Effizienz im Vergleich zwischen 

der Kontrollgruppe unter Normoxie und der Experimentalgruppe unter Hypoxie. Auch 

im zeitlichen Verlauf zeigte sich kein signifikanter Unterschied für eine der Gruppen 

(siehe Abb. 17). 

 

 

 

Abbildung 17: Effekte von Normoxie/Hypoxie auf auf die FRET-Effizienz von CytoATeam 

in HEK 293T in Galaktose-haltigem Zellkulturmedium 

Nach 5 Minuten Äquilibierung in Normoxie (21% O2, 5 % CO2, 74 % N2) wurde in der Experi-

mentalgruppe die Gaszufuhr auf Hypoxie (1 % O2, 5 % CO2, 94 % N2) herabgesetzt. Ab der 21. 

Minute wurde die Gaszufuhr wieder auf Normoxie gesetzt. Die Kontrollgruppe blieb die gesam-

ten 30 Minuten unter stabilen normoxischen Verhältnissen. Die FRET-Effizienz wurde auf den 

Zeitpunkt 5 Minuten normalisiert. n= 5 unabhängige Versuche in der Kontrollgruppe und n= 7 

unabhängige Versuche in der Experimentalgruppe. Es konnten keine signifikanten Unterschiede 

im Vergleich der einzelnen Zeitpunkte mit dem Zeitpunkt 0 und im Vergleich der einzelnen Zeit-

punkte zwischen der Experimentalgruppe und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Statis-

tischer Test: two-way ANOVA mit Bonferroni post-hoc Test. Nox: Normoxie, Hox: Hypoxie  
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In den MitoATeam Experimenten mit Glukose-haltigem Zellkulturmedium war kein sig-

nifikanter Unterschied in der FRET-Effizienz von der Kontrollgruppe unter Normoxie zu 

der Experimentalgruppe unter Hypoxie detektierbar. Ebenso zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied im zeitlichen Verlauf, sowohl in der Experimentalgruppe als auch der Kon-

trollgruppe (siehe Abb. 18). 

 

 

 

Abbildung 18: Effekte von Normoxie/Hypoxie auf auf die FRET-Effizienz von MitoATeam 

in HEK 293T in Glukose-haltigem Zellkulturmedium  

Nach 5 Minuten Äquilibierung in Normoxie (21% O2, 5 % CO2, 74 % N2) wurde in der Experi-

mentalgruppe die Gaszufuhr auf Hypoxie (1 % O2, 5 % CO2, 94 % N2) herabgesetzt. Ab der 21. 

Minute wurde die Gaszufuhr wieder auf Normoxie gesetzt. Die Kontrollgruppe blieb die gesam-

ten 30 Minuten unter stabilen normoxischen Verhältnissen. Die FRET-Effizienz wurde auf den 

Zeitpunkt 5 Minuten normalisiert. n= 8 unabhängige Versuche in der Kontrollgruppe und n= 7 

unabhängige Versuche in der Experimentalgruppe. Es konnten keine signifikanten Unterschiede 

im Vergleich der einzelnen Zeitpunkte mit dem Zeitpunkt 0 und im Vergleich der einzelnen Zeit-

punkte zwischen der Experimentalgruppe und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Statis-

tischer Test: two-way ANOVA mit Bonferroni post-hoc Test. Nox: Normoxie, Hox: Hypoxie 

.  
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Unter Inhibition der Glykolyse, durch den Ersatz von Glukose- mit Galaktose-haltigem 

Zellkulturmedium, zeigte sich in den Experimenten mit MitoATeam kein signifikanter 

Unterschied in der FRET-Effizienz zwischen der Kontroll- und der Experimentalgruppe. 

Über den zeitlichen Verlauf des Experimentes ließ sich ebenfalls keine signifikanten Un-

terschiede innerhalb einer Gruppe feststellen (siehe Abb. 19). 

 

 

 

Abbildung 19: Effekte von Normoxie/Hypoxie auf die FRET-Effizienz von MitoATeam in 

HEK 293T in Galaktose-haltigem Zellkulturmedium 

Nach 5 Minuten Äquilibierung in Normoxie (21% O2, 5 % CO2, 74 % N2) wurde in der Experi-

mentalgruppe die Gaszufuhr auf Hypoxie (1 % O2, 5 % CO2, 94 % N2) herabgesetzt. Ab der 21. 

Minute wurde die Gaszufuhr wieder auf Normoxie gesetzt. Die Kontrollgruppe blieb die gesam-

ten 30 Minuten unter stabilen normoxischen Verhältnissen. Die FRET-Effizienz wurde auf den 

Zeitpunkt 5 Minuten normalisiert. n= 8 unabhängige Versuche in der Kontrollgruppe und n= 7 

unabhängige Versuche in der Experimentalgruppe. Es konnten keine signifikanten Unterschiede 

im Vergleich der einzelnen Zeitpunkte mit dem Zeitpunkt 0 und im Vergleich der einzelnen Zeit-

punkte zwischen der Experimentalgruppe und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Statis-

tischer Test: two-way ANOVA mit Bonferroni post-hoc Test. Nox: Normoxie, Hox: Hypoxie 
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3.5 Transduktion von mPASMCs  

Die Kontrolle der Transduktion erfolgte nach Tagen und wurde mittels Konfokalmikro-

skopie durchgeführt. Abb. 20 zeigt exemplarische die Darstellung von CytoATeam in 

mPASMCs unter dem Konfokalmikroskop. 

 

 

 

Abbildung 20: mPASMCs mit integriertem CytoATeam unter dem Konfokalmikroskop 

Darstellung von mPASMCs mit integriertem CytoATeam unter dem Konfokalmikroskop mit Auf-

teilung in die unterschiedlichen Kanäle. (A): Donor, (B): FRET, (C): Akzeptor, (D): Von der 

Software erzeugtes Bild durch Fusion aller Bildkanäle. Anregungswellenlänge des Donor: 458 

nm, Emissionspektrum des Donors: 465-490 nm. Anregungswellenlänge des Akzeptor: 514 nm, 

Emissionspektrum des Akzeptors: 525-535 nm.  

  

A 

B 
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3.6 ATP-Messung in mPASMCs unter normoxischen und hypoxischen 

Bedingungen 

Aufgrund der Vorergebnisse in den HEK 293T Zellen wurde in mPASMCs auf den Cy-

toATeam Sensor fokussiert. Zur höheren zeitlichen Auflösung erfolgte eine Messauf-

nahme alle 2,5 Minuten. Es konnte kein signifikanter Unterschied in der FRET-Effizienz 

im Zeitverlauf oder zwischen der Kontroll- und Experimentalgruppe detektiert werden 

(siehe Abb. 21). 

 

 

 

Abbildung 21: Effekt von Normoxie/Hypoxie auf die FRET-Effizienz von CytoATeam in 

PASMCs 

Nach 5 Minuten Äquilibierung in Normoxie (21% O2, 5 % CO2, 74 % N2) wurde in der Experi-

mentalgruppe die Gaszufuhr auf Hypoxie (1 % O2, 5 % CO2, 94 % N2) herabgesetzt. Ab der 21. 

Minute wurde die Gaszufuhr wieder auf Normoxie gesetzt. Die Kontrollgruppe blieb die gesam-

ten 30 Minuten unter stabilen normoxischen Verhältnissen. Die FRET-Effizienz wurde auf den 

Zeitpunkt 5 Minuten normalisiert. n= 3 unabhängige Versuche in der Kontrollgruppe und n= 3 

unabhängige Versuche in der Experimentalgruppe. Es konnten keine signifikanten Unterschiede 

im Vergleich der einzelnen Zeitpunkte mit dem Zeitpunkt 0 und im Vergleich der einzelnen Zeit-

punkte zwischen der Experimentalgruppe und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Statis-

tischer Test: two-way ANOVA mit Bonferroni post-hoc Test. Nox: Normoxie, Hox: Hypoxie 
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 Diskussion 

4.1 Kritische Betrachtung der angewendeten Methoden 
 Verwendung von HEK 293T als Zelllinie  

Die HEK 293T Zellen wurden künstlich mit dem Simian-Virus 40 T-Antigen (SV40) 

transformiert. Das T-Antigen bringt ruhende Zellen zur Zellteilung. Die Zellen werden 

dadurch immortalisiert und können sich unbegrenzt teilen. Die Vorteile darin liegen in 

der einfachen Kultivierbarkeit, Eignung für Transfektion und die Produktion viraler Ve-

koren (Graham et al. 1977, Merten et al. 2016). Aufgrund der künstlichen Transformation 

ist die Zellphysiologie und -zyklus von HEK 293T Zellen nur eingeschränkt mit derer 

von Primärzellen vergleichbar. Der Aspekt war jedoch im Rahmen dieser Arbeit, in wel-

cher die Zellen neben der Transfektion auch für die Produktion der viralen Vektoren für 

Cyto-/MitoATeam genutzt wurden, zu vernachlässigen. 

 

 Laser-Scanning-Konfokalmikroskopie 

Das in dieser Arbeit genutzte Laser-Scanning-Konfokalmikroskop ist ein spezielles 

Lichtmikroskop, welches im Gegensatz zur konventionellen Lichtmikroskopie nicht das 

gesamte Präparat beleuchtet. Die Beleuchtung geht von einer punktförmigen Lichtquelle 

aus, die Stück für Stück über das Präparat scannt (Sanderson et al. 2014). Es entsteht 

somit kein vollständiges Bild, sondern wird erst im Anschluss zu einem Ganzen konstru-

iert, nachdem die Lichtintensitäten nacheinander in allen abzubildenden Bereichen ge-

messen wurden. Optische Schnittbilder werden so mit einer hohen örtlichen Auflösung 

erzeugt. Ein entscheidender Vorteil der Konfokalmikroskopie gegenüber anderen Metho-

den, wie z.B. der Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie, ist der Einsatz einer Lochblende. 

Diese schirmt Streulicht, welches nicht von dem gewählten Fokus zurückkommt, ab. So-

mit wird die Bildqualität erhöht (Sanderson et al. 2014). Allerdings sind Laser-Scanning 

Mikroskope im Vergleich zu herkömmlichen Mikroskopen sehr langsam in der Bildauf-

nahme. Die Geschwindigkeit der Bildaufnahme wird durch den Galvanometerscanner li-

mitiert. Dieser besteht aus zwei Spiegeln, die für die Positionierung des Lasers zuständig 

sind (Sanderson et al. 2014). Möchte man die Zeit der Bildaufnahme beschleunigen, geht 

dies nur auf Kosten der Bildqualität (Hochreiter et al. 2015). Bei der Bildaufnahme le-

bender Zellen ist es wichtig zu beachten, dass unter physiologischen Bedingungen die 

Zellen keiner Lichtquelle ausgesetzt sind. Für Ultraviolettlicht ist bekannt, dass es DNA 



 

 
68 

schädigt. Infrarotlicht verursacht lokalisiert Hitze. Die Erregung einer Zelle mit Fluores-

zenzlicht erzeugt Phototoxizität in den Zellen und im Gewebe (Pattison et al. 2006). Einer 

der Hauptgründe für die Phototoxizität ist die O2-abhängige Reaktion von freien Radika-

len. Diese freien Radikale werden durch die Anregung von Fluoreszenzproteinen im Zu-

sammenspiel mit zellulären Komponenten gebildet (Frigault et al. 2009). Daher ist es 

wichtig, die Menge des anregenden Lichtes so gering wie möglich zu halten, aber auch 

die Konzentration der fluoreszierenden Probe. Freie Radikale sind in der Signalkaskade 

der HPV ein wichtiger Bestandteil. Sie werden neben ihrer Rolle als Regulator vieler 

zellulärer Vorgänge auch als Auslöser der HPV diskutiert (Sommer et al. 2016, Waypa 

et al. 2016). Des Weiteren wird für ROS auch ein Einfluss auf die ATP-abhängigen Me-

chanismen in HEK 293T Zellen beschrieben, beispielsweise die indirekte Aktivierung der 

AMPK über das ATP/ADP-Verhältnis (Hinchy et al. 2018). Daher könnten Ergebnissen 

aus der Fluoreszenzmikroskopie durch Phototoxizität entstandene ROS beeinflusst wer-

den. 

 

 Zellhomöostase 

Eine wichtige Voraussetzung für die Zellhomöostase sind die Umgebungskonditionen. 

Wenn Zellen irreguläre Ausbuchtungen der Plasmamembran formen, sich mehrere große 

Vakuolen bilden oder die Zellen sich von der Zellkulturplatte abheben, sind dies Zeichen 

dafür, dass die Zellen unter Stress sind (Frigault et al. 2009). Durch eine eventuell einge-

leitete Apoptose kommt es zur Freisetzung von intrazellulären Bestandteilen, einschließ-

lich des O2-Sensors. Eine spezifische Detektion von ATP-Spiegeln kann dann nicht mehr 

gewährleistet werden.  

Die Temperatur, das Zellkulturmedium und die Luftzusammensetzung sollten daher phy-

siologische Bedingungen bieten. Die ideale Umgebungstemperatur der meisten Zelltypen 

liegt bei 37 °C. Daher galt es diese während der Versuche stabil zu halten. Um dies zu 

erreichen, wurde eine Plexiglasbox von Living Cells Imaging genutzt, die das gesamte 

Mikroskop umfasste. Um die gewünschte Temperatur in der Plexiglasbox zu erreichen, 

musste genügt Vorlaufzeit gegeben werden. Im Rahmen der Arbeiten unter dem Mikro-

skop führte beispielsweise das Einsetzen einer neuen Kulturschale dazu, dass es zum Aus-

tausch mit der deutlich kühleren Umgebungsluft kam. Die dadurch nicht auszuschließen-

den Temperaturschwankungen könnten zum Verlust des Fokus auf die Zellen, der sich in 
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den Untersuchungen als häufiges Problem erwies, beigetragen haben (Frigault et al. 

2009). Das Zellkulturmedium benötigt CO2, um einen physiologischen pH-Wert aufrecht 

zu erhalten. Das CO2 enthaltende Gasgemisch, das über die Schläuche seitlich der Zell-

kulturschalen-Abdeckung über das Zellkkulturmedium geleitet wurde, passierte vorab ein 

Wasserreservoir, um einer Veränderung der Luftfeuchtigkeit und damit Evaporation vor-

zubeugen. Ein mögliche Austrocknung würde den Stress auf die Zellen erhöhen und so-

mit zu einer eventuellen Apoptose beitragen.  

Somit wurden durch den Versuchaufbau optimale Bedingungen geschaffen, um Messun-

gen unter physiologischen Bedingungen durchführen zu können. 

 

 Die Sensitized Emission FRET-Messung  

Für die FRET-Messung wurde die Methode Sensitized Emission genutzt (siehe Kapitel 

2.9). Diese Methode wird aufgrund der nicht destruktiven Eigenschaften der Messung 

häufig genutzt (Elder et al. 2008). Hierbei gibt es verschiedene Fehlerquellen zu beachten, 

wozu der Crosstalk zwischen den Fluorophoren zählt. Der Crosstalk lässt sich unterteilen 

in Cross-excitation und Bleed-through.  

Die Cross-excitation beschreibt die fälschliche Anregung des Akzeptors durch die spezi-

fische Anregungswellenlänge des Donors. Die Cross-excitation ist besonders groß, wenn 

die Fluorophore nicht im Verhältnis 1:1 vorliegen (Padilla-Parra et al. 2012). Die in dieser 

Arbeit verwendeten ATeam Sensoren lagen als intramolekulares FRET-Paar vor, sodass 

ein Verhältnis von 1:1 gegeben war. Weiterhin wurde die Anregegungswellenlänge des 

Donors so gewählt, dass deren Kreuzung mit dem Akzeptor-Absorptionsspektrum nur zu 

einer vernachlässigbaren Anregung des Akzeptors führte. Dies reduzierte die Cross-exci-

tation als potentielle Fehlerquelle.  

Vom Bleed-through spricht man, wenn die Fluoreszenz-Emissonen des Donors mit dem 

emittierten Wellenlängenbereich des Akzeptors überlappen und im Akzeptorkanal ge-

messen werden können. Die Verwendung von CFP und YPF als Fluorophorenpaar, wie 

in den ATeam Sensoren, birgt dieses Problem, da die Emissionssprektren einen großen 

Überlappungsbereich aufweisen und somit der Effekt des Bleed-through besonders stark 

sein kann (Elder et al. 2008). Aufgrund dessen wurden mittels Filter spezifische Wellen-

längenbereiche innerhalb der Emissionsspektren von Donor und Akzeptor gewählt, um 

die Überlappung und somit den Bleed-through zu reduzieren. 
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Neben der Reduzierung des Crosstalks durch die Einstellung am Konfokalmikroskop, 

besteht die Notwendigkeit für eine mathematische Korrektur des Crosstalk. Dies wurde 

durch die Erhebung von Korrekturfaktoren mit Proben, die nur das Donor-Fluorophor 

oder das Akzeptor-Fluorophor enthielten, durchgeführt. Diese Korrekturfaktoren wurden 

von der Software automatisch in die Berechnung der FRET-Effizienz mit einbezogen (für 

Details siehe Kapitel 2.9). 

Zusammenfassend erhöhten diese Maßnahmen die Sensitivität des in dieser Arbeit ver-

wendeten FRET-Sensors. 

 

 ATP-Messung mittels Cyto-/MitoATeam  

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, gibt es unterschiedliche Methoden, um ATP 

zu messen. Die in dieser Arbeit verwendeten ATP-Sensoren (ATeam) wurden von 

Imamura et. al. entwickelt und erstmals beschrieben (Imamura et al. 2009). Den großen 

Vorteil, den diese Sensoren im Zusammenhang mit FRET-Messung bieten, ist die Nut-

zung in unterschiedlichen Zellkompartimenten (z.B. Zytoplasma oder mitochondriale 

Matrix) und die Möglichkeit der Echtzeitbeobachtung von dynamischen Veränderungen 

der ATP-Spiegel. Die in den Sensoren genutzte e-Untereinheit aus der thermophilen Ba-

cillus subtilis Spezies hat den besonderen Vorteil, dass sie ATP mit hoher Affinität bindet, 

aber nicht hydrolisiert. Außerdem besitzt sie eine sehr hohe Spezifität für ATP gegenüber 

anderen Nukleotiden wie z.B. ADP oder Guanosintriphosphat (GTP) (Imamura et al. 

2009). Limitationen können durch Veränderungen im pH-Wert entstehen, da dieser Ein-

fluss auf die Protonierung der Fluorophore haben kann, was wiederum die Absorptions-

charakteristika und die Überlebenszeit des Fluorophors verändern kann (Kneen et al. 

1998). In einer Studie von Imamura et al. (2009) wurde dieser Zusammenhang untersucht. 

Hierbei konnte festgestellt werden, dass die Fluoreszenzemissionen bei pH-Werten zwi-

schen 7,1 und 8,5 fast nicht variierten (Imamura et al. 2009). In Bezug auf die Fluores-

zenzemission unter physiologischen Bedingungen schien der pH-Wert somit kein Stör-

faktor zu sein. In einer Studie von Borst et al. (2010) wurde ein Einfluss von ATP auf 

CFP beschrieben, wenn dieses Fluorophor in Kombination mit YFP angewendet wird. 

Mittels in vitro Versuchen zeigten sie, dass ATP mit dem Histidin an Position 148 des 

CFP eine elektrostatische Interaktion eingeht und dadurch Abweichungen im YFP/CFP-

Emissionsverhältnis hervorruft (Borst et al. 2010). Mit höheren ATP-Konzentrationen, 
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bis 20 Millimolar (mM), wurde das YFP/CFP- Emissionsverhältnis in den Versuchen von 

Borst et al. (2010) geringer.  Angesicht dieser Ergebenisse würde man auch bei den Ver-

suchen mit der Negativkontrolle von Imamura et. al. (2009), welche eine veränderte, 

nicht-ATP-bindende e-Untereinheit im ATeam-Sensor enthält, eine direkte Interaktion 

von ATP mit CFP und daraus resultierende Veränderungen im YFP/CFP-Emissionsver-

hältnis ohne Induktion von FRET erwarten. Hier zeigten sich jedoch keine Abweichun-

gen im YFP/CFP-Emissionsverhältnis bei ATP-Konzentrationen bis 10 mM. Borst et al. 

(2010) nahmen an, dass die Sensitivität der bakteriellen e-Untereinheit der F0/F1-ATP-

Synthase höher ist, als die elektrostatische Interaktion von ATP und Histidin an Position 

148. Jedoch sollte besonders bei großen Mengen von ATP oder schnellen Veränderungen 

von lokalen oder globalen Konzentrationen die Interaktion als Einflussfaktor auf die Mes-

sung berücksichtigt werden (Borst et al. 2010). Diese Bedingungen sind in den aktuellen 

Untersuchungen nicht zu erwarten. Weitere mögliche Limitationen des Sensors bestehen 

in seiner Temperaturempfindlichkeit. Morciano et al. beschreiben eine temperaturemp-

findliche Affinität der ATeam-Sensoren, welche unabhängig von der ATP-Konzentration 

zu einer Veränderung von FRET führen können (Morciano et al. 2020). Steigende Tem-

peraturen führen zu einer Reduktion der Affinität von ATeam (Imamura et al. 2009). 

Diese umfasst eine etwa fünf-fache Abnahme der Affinität bei Temperaturerhöhungen 

um 10 °C (Imamura et al. 2009). In den hier vorliegenden Untersuchungen wurde die 

Umgebungstemperatur unter der Messung daher genau kontrolliert und stabil gehalten. 

Ein möglicher lokaler thermischer Einfluss durch den hier verwendeten Argon-Laser 

schien nach Literaturrecherchen ebenfalls unwahrscheinlich. Morimoto et al. (1994) un-

tersuchten den thermischen Effekt von Argon-Lasern in Zellkulturmedien. Sie konnten 

zeigen, dass die Temperatur im Zellkulturmedium während der Bestrahlung (50-60 s) mit 

einem Argon-Laser sich nur um ca. 0,1 °C erhöhte (Morimoto et al. 1994). Die Exposition 

der in dieser Arbeit verwendeten Proben gegenüber dem Laser war während der Bildauf-

nahmen nicht länger als 60 s, sodass eine Temperaturerhöhung von 0,1 °C durch den 

Laser als Störfaktor für die Affinität der Sensoren vernachlässigt werden kann.  

 Virenproduktion und Transduktion der mPASMCS mit Cyto-/MitoATeam 

In dieser Arbeit wurden Lentiviren als Vektoren für die Transduktion ausgewählt. Diese 

bilden eine Gattung innerhalb der Retroviren und basieren auf dem humanen Immunde-

fizienzvirus Typ 1 (HIV-1) (Kafri 2004). Die Vorteile der Verwendung von Lentiviren 

umfassen die stabile Integration in das Genom der zu transduzierenden Zelle. Lentiviren 
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sind in der Lage sowohl proliferierende Zellen als auch ruhende Zellen (G0-Phase des 

Zellzyklus) zu infizieren (Dull et al. 1998). Wie auch in dieser Arbeit werden zur Virus-

produktion häufig HEK 293T Zellen genutzt. Limitationen der Methode liegen in den 

erforderlichen labortechnischen Sicherheitsmaßnahmen, da die Produktion nur in gen-

technischen Anlagen der Sicherheitsstufe 2 durchgeführt werden darf. Bei der Produktion 

können Lentiviren entstehen, welche replikationskompetente aber mutierte genetische In-

formationen enthalten. Dies birgt ein proonkogenetisches Potenzial. Umgekehrt kann das 

Transgen jedoch auch potentiell zelltoxisch sein (Dull et al. 1998). Verschiedenen Vor-

testungen mit mPASMCs zeigten ein heterogenes Bild in der Transduktionseffizienz und 

toxischen Effekte. Die Transduktion in dieser Arbeit wurde entsprechend dieser Vortes-

tungen mit einem Titer von 1x107 Partikel durchgeführt, wobei die Transduktionseffizi-

enz eingeschränkt war. Die Gründe, die zu einer unzureichenden Transduktion führen 

können, sind vielfältig und umfassen zu niedrige virale Titer, unzureichende Inkubations-

zeiten, ein zu großes Volumen an Zellkulturmedium oder die Inkompatibilitäten zwischen 

Zielzelle und Transduktionsmedium (Zhang et al. 2004). Die Transduktion primärer Zel-

len wird allgemein als schwieriger (im Vergleich mit Tumorzellreihen) angesehen. In-

folge dessen werden umfangreiche Versuchsreihen bezüglich der richtigen Multiplizität 

der Infektion (mulitplicity of infection, MOI) benötigt, um eine erfolgreiche, stabile und 

nicht toxische Infektion der Zellen zu erreichen. Die MOI beschreibt das Verhältnis der 

Anzahl von infektiösen Viruspartikeln zu der Anzahl der Zielzellen. Eine weitere Opti-

mierung der Transduktionseffizienz kann z.B. durch die Verwendung von Antibiotika-

Resistenzen gelingen. Dies gewährleistet eine Selektion erfolgreich transduzierter Zellen. 

In dieser Arbeit wurden keine Antibiotika-Resistenzen mit dem transduzierten Vektor in 

die Zelle übertragen. Die Komponenten für die Herstellung lentiviraler Vektoren wurden 

uns freundlicherweise bereits als fertige Plasmide zur Verfügung gestellt, sodass eine 

Möglichkeit des nachträglichen Hinzufügens einer Antibiotika-Resistenz nicht bestand. 

Allerdings hätte dies die Transduktionseffizienz erhöhen können. Die in dieser Arbeit 

erfolgten Untersuchungen waren durch die geringe Transduktionseffizienz limitiert, so-

dass eine Optimierung des Transduktionsprotokoll im Fokus zukünftiger Untersuchungen 

sein wird.   
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4.2 Ergebnisse  
 Etablierungsversuche der Sensoren mittels Oligomycin A  

Der zelluläre Energiehaushalt ist vor allem von der OXPHOS, als Hauptsynthesemecha-

nismus für ATP, abhängig. Die Glykolyse spielt jedoch auch, insbesondere in der kurz-

fristigen ATP-Bereitstellung, eine wichtige Rolle. Das Ziel der ersten Versuche mit Oli-

gomycin A war es, zu überprüfen, ob diese eine intrazelluläre oder mitochondriale ATP-

Veränderung unter inhibierter mitochondrialer ATP-Synthese detektieren. Diesbezüglich 

hatten Imamura et. al. in Versuchen mit HeLA- Zellen (Epithelzellen eines Zervixkarzi-

noms) in Galaktose-haltigem Zellkulturmedium gezeigt, dass beim Hinzufügen von Oli-

gomycin A, ein deutlicher Abfall der ATP-Spiegel über die FRET- Effizienz im Zyto-

plasma gemessen werden kann. Auch die Versuche mit CytoATeam in HEK 293T Zellen 

in dieser Arbeit haben nach der Zugabe von Oligomycin A einen signifikanten Abfall der 

ATP-Spiegel gezeigt. Durch die allgemein bekannte und in wissenschaftlichen Studien 

etablierte Wirkung von Oligomycin A als Inhibitor der ATP-Synthase konnte gezeigt 

werden, dass der Sensor tatsächlich ATP-Veränderungen messen kann. Dagegen zeigten 

die Messungen mit MitoATeam keine signifikanten Veränderungen der FRET- Effizienz 

nach Zugabe von Oligomycin A. Imamura et al. zeigten, dass die ATP-Spiegel innerhalb 

der Mitochondrien geringer sind als im Cytoplasma oder im Nukleus (Imamura et al. 

2009) und möglicherweise geringeren Schwankungen unterliegen, da ATP aus den Mito-

chondrien freigesetzt wird, um die zelluläre ADP/ATP-Ratio aufrechtzuerhalten 

(Imamura et al. 2009). Daher könnten geringere absolute Schwankungen der ATP-Spie-

gel auftreten, die von MitoATeam nicht detektiert werden können. Die Gruppe um Kioka 

et al. führte ebenfalls Inhibitionsversuche mit Oligomycin A zur Messung mit CytoATeam 

und MitoATeam durch. Diese kamen allerdings zu dem Ergebnis, dass MitoATeam deut-

lich sensitiver als CytoATeam in der Detektion von ATP sei. Sie beschrieben, dass im 

Gegensatz zum CytoATeam beim MitoATeam eine geringere Dosierung Oligomycin A 

das YFP/CFP-Emissionsverhältnis in HeLA-Zellen innerhalb von 10 Minuten signifikant 

reduzierte (Kioka et al. 2014). Möglicherweise spielt der verwendeten Zelltyp eine Rolle 

für die unterschiedlichen Ergebnisse. Insgesamt zeigten die Messungen dieser Studie, 

dass CytoATeam geeignet ist um zytosolische ATP-Veränderungen zu messen. Für Mito-

ATeam konnten keine Veränderungen im FRET-Signal bei inhibierter ATP-Produktion 

festgestellt werden. Die Diskrepanz zu den Ergebnissen von Imamura et al. und Kioka et 

al. bzgl. des MitoATeam-Sensors muss weiter untersucht werden. 
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 Etablierung hypoxischer Konditionen unter dem Konfokalmikroskop 

Dreieinhalb Minuten nach Beginn des hypoxischen Gasflusses konnte im Rahmen des 

Versuchsaufbaus ein stabiles hypoxisches Niveau mit pO2-Drücken unter 20 mmHg (2 % 

O2 auf Meereshöhe) erreicht werden. Limitationen der pO2-Sonde bestehen in der verzö-

gerten Detektion (im Durchschnitt 78 ± 21s) von Veränderungen der Partialdrücke (Pu-

rins et al. 2010). Diese Messverzögerungen waren jedoch in diesem Versuchsaufbau nicht 

relevant, da die Erzeugung von stabilen hypoxischen Konditionen über einen 25-minüti-

gen Zeitraum gewünscht war. Die Ergebnisse zeigten, dass die Etablierung hypoxischer 

Konditionen unter dem Konfokalmikroskop mittels des o.g. Versuchsaufbaus möglich 

war. Im Kontext der zellulären Signalwege, die der aktuen HPV zugrundeliegen und in-

nerhalb von Sekunden auftreten können, könnte der Zeitraum von dreieinhalb Minuten 

bis stabile hypoxische Bedingungen erreicht sind zu lang sein, sodass der Versuchsaufbau 

für Aussagen zur akuten HPV nur bedingt nutzbar wäre. Für Messungen und Aussagen 

bezüglich prolongierter HPV wäre der Zeitraum von dreieinhalb Minuten bis zum Errei-

chen hypoxischer Bedingungen keine Einschränkung. 

  

 ATP-Messungen unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen 

Die Versuche mit HEK 293T Zellen in Glukose-haltigem Zellkulturmedium zeigten we-

der bei der Messung mit CytoATeam noch MitoATeam eine signifikante Veränderungen 

der FRET-Effizienz unter 25-minütiger Hypoxie. Dieser Zeitraum wurde gewählt, da zel-

luläre hypoxische Reaktionen, insbesondere eine Reduktion des Engergiestoffwechsels 

unter Hypoxie innerhalb von 5 Minuten und über einen Zeitraum von 20 Minuten anhal-

tend, in Pulmonalarterien von Rindern beschrieben wurden (Gupte et al. 2010). Es konnte 

ein signifikanter Abfall vom ATP/ADP-Verhältnis nach einer 5-minütigen Exposition 

von Pulmonalarterien gegenüber Hypoxie von Gupte et al. detektiert werden (Gupte et al. 

2010). Eine Erklärung für den fehlenden Abfall des ATP-Signals in den Experimenten 

dieser Arbeit wäre, dass über den Zeitraum der Messung eine verstärkte Glykolyse die 

verminderte ATP-Produktion, die durch die Hypoxie-bedingte Inhibition von OXPHOS 

verursacht wurde, ausglich. Um diese Annahme genauer zu untersuchen, wurden die Ver-

suche in Galaktose-haltigem Zellkulturmedium durchgeführt. Auch hier zeigten sich 

keine signifikanten Veränderungen der FRET-Effizienz unter Hypoxie. Hierbei ist zu be-
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achten, dass epitheliale Nierenzellen in der Lage sind Glukoneogenese (zelleigene Pro-

duktion von Glukose) zu betreiben und es somit möglich wäre ein Substratdefizit der 

Glykolyse, zumindest für einen gewissen Zeitraum, zu überbrücken (Legouis et al. 2020). 

HEK 293T Zellen besitzen als mesenchymale Zellen genetische Marker epithelialer Zel-

len (Stepanenko et al. 2015). Es bleibt aber unklar, ob diese ebenfalls die Fähigkeiten der 

Glukoneogenese als potentielle Vorläuferzellen für epitheliale Nierenzellen besitzen. In 

der Literatur ließen sich hierzu keine Hinweise finden. Weiterhin könnten adaptive Me-

chanismen der Zellen über eine Reduktion von ATP-verbrauchenden Stoffwechselwegen 

(z.B. Proteinbiosynthese) dazubeitragen, dass es zu keinen relativen Veränderungen der 

intrazellulären ATP-Spiegel kommt und die FRET-Effizienz erhalten bleibt.  

Sommer et al. (2017) konnten für Cox4i2 eine wichtige Beteiligung als O2-Sensor in 

PASMCs unter akuter Hypoxie nachweisen (Sommer et al. 2017). Cox4i2 reguliert die 

Hypoxie-induzierte Freisetzung von ROS als Trigger für die HPV (Sommer et al. 2017). 

Als Hypoxie-Sensormechanismus werden zum einen eine verminderte Bildung von 

Disulfid-Brücken an Cysteinresten von Cox4i2 als auch Veränderungen im ATP/ADP-

Verhältnis unter Hypoxie diskutiert (Sommer et al. 2017). Die Etablierung eines lokali-

sierten ATP-Sensors mittels FRET in PASMCs könnte die jeweiligen Thesen unterstüt-

zen oder abschwächen. Ein fehlende Veränderung von ATP in PASMCs würde beispiels-

weise die Hypothese der verminderten Bildung von Disulfid-Brücken als führenden Sen-

sing-Mechanismus unterstützen, da es zu keiner Veränderung des ATP/ADP-Verhältnis-

ses kommt. Außerdem könnte ein verändertes ATP/ADP-Signal ein Cox4i2-abhängiger 

Signalmechanismus sein, der neben ROS die Signalwege zur Auslösung der HPV akti-

viert.  

Genauere Kentnisse der auslösenden Mechanismen der HPV könnten zur Entwicklung 

von Therapiemöglichkeiten auf Ebene des O2-Sensor der HPV beitragen. Fehlende Ver-

änderungen von ATP würden den Fokus für therapeutische Ziele auf andere Aspekte des 

Energiemetabolismus, z.B. die ROS-Produktion, lenken. In dieser Arbeit gelang die Etab-

lierung der Messung des zytosolischen ATP/ADP-Gehaltes unter akuter Hypoxie mittels 

des CytoATeam-Sensors. Weitere Untersuchungen mit CytoATeam sowie MitoATeam 

sollten durchgeführt werden, um die Fragestellung lokalisierter ATP/ADP-Veränderun-

gen unter akuter Hypoxie in PASMCs beantworten zu können. 

Während der prolongierten Hypoxie führt die AMPK-Aktivierung in PASMCs über eine 

Freisetzung von sarkoplasmatischem Ca2+ zu einer Vasokonstriktion und Auslösung der 
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HPV. Die AMPK-Aktivierung wird durch Veränderungen des AMP/ATP-Verhältnisses 

beeinflusst (Strielkov et al. 2017). Kioka et al. (2014) konnten in Studien mit CytoATeam 

und MitoATeam in HeLa-Zellen über 2,5 Stunden Hypoxie einen Abfall des YFP/CFP-

Emissionsverhältnisses und damit der ATP-Menge zeigen (Kioka et al. 2014). Daher wä-

ren auch Untersuchungen mittels FRET unter längeren Hypoxie-Zeiten in PASMCs für 

das Verständnis der prolongierten und chronischen Hypoxie von Bedeutung und eine in-

teressante Ergänzung zu den bestehenden Daten. 
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4.3 Fazit und Ausblick 

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung von intrazellulären FRET-ATP-Sensoren zur 

Identifikation akuter Hypoxie-induzierter ATP-Veränderungen in PASMCs, da diesen 

eine Sensor- aber auch Effektor-Funktion in der HPV zugesprochen wird (Sommer et al. 

2016).  

In dieser Arbeit gelang die erfolgreiche Etablierung von CytoATeam zur cytosolischen 

Detektion von ATP-Veränderungen, wie von Imamura et al. (2009) und Kioka et al. 

(2014) beschrieben. Ebenfalls wurde erfolgreich ein System zur Induktion von aku-

ter/prolongierter Hypoxie im konfokalen Mikroskop etabliert. In den daraufhin durchge-

führten Messungen mit CytoATeam in HEK 293T Zellen oder mPASMCs konnte aller-

dings kein signifkanter Unterschied zwischen der Experimentalgruppe in Hypoxie und 

der Kontrollgruppe in Normoxie festgestellt werden. Einschränkungen in der Ergebnis-

bewertung der mPASMCs-Versuche bestanden hinsichtlich der geringen Anzahl an Mes-

sungen, welche durch eine niedrige Transduktionseffizienz bedingt waren. Eine weitere 

Limitation bestand hinsichtlich der zeitlichen Messpunkte, da sehr kurzfristige ATP-Ver-

änderungen (innerhalb von Sekunden) aufgrund des Versuchsaufbaus nicht hätten erfasst 

werden können. 

Zukünftige Untersuchungen sollte die Etablierung von MitoATeam fortführen. Weiterhin 

gilt es die Ursache für das unveränderte Signal von MitoATeam unter Oligomycin A Gabe 

zu identifizieren. Die Experimente in mPASMCs sollten mit höherer n-Zahl wiederholt 

werden, um valide Ergebenisse zu erhalten. Zusätzlich könnten Untersuchungen mit län-

geren Hypoxiephasen helfen, den Effekt chronischer Hypoxie auf ATP-Veränderungen 

besser zu verstehen. 
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 Zusammenfassung 

Akute alveoläre Hypoxie führt in der Lunge innerhalb von Sekunden zu einer Vasokon-

striktion der präkapillären Gefäße (Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion, HPV), wel-

che eine optimale arterielle Oxygenierung des Bluts durch Umverteilung der pulmonalen 

Durchblutung von schlecht in gut belüftete Alveolen sicherstellt. Eine verminderte HPV 

kann zu einer Hypoxämie, eine verstärkte HPV zu der Entwicklung einer pulmonalen 

Hypertonie (PH) beitragen. Die zellulären Signalwege und Mechanismen der HPV sind 

bisher nicht vollständig geklärt. Mitochondrien spielen eine zentrale Rolle bei der zellu-

lären Hypoxiedetektion und Signalvermittlung, allerdings ist unklar, ob eine Hypoxie-

induzierte Verminderung der mitochondrialen ATP-Produktion und daraus folgenden 

Veränderung der zytosolischen ATP-Konzentration bzw. des AMP/ATP Verhältnisses 

als Mediator beteiligt ist. Limitation in der Detektion von zeitlich und örtlich hoch auf-

gelösten ATP-Veränderungen schränkten bisher die Untersuchungen ein. Ziel dieser Ar-

beit war es daher mit Hilfe von genetisch-codierten Fluoreszenzmarkern (CytoATeam und 

MitoATeam) eine Möglichkeit zu etablieren, um zeitliche und lokalisierte Veränderungen 

von ATP-Spiegel in glatten Gefäßmuskelzellen der Maus (mPASMCs) während akuter 

Hypoxie mit dem konfokalen Mikroskop zu detektieren. Diese Arbeit konnte zeigen, dass 

CytoATeam die erwartete Abnahme der FRET-Effizienz im Cytosol nach Inhibierung der 

mitochondriale ATP-Produktion zeigte, und somit zur Detektion von cytosolischen ATP-

Veränderungen geeignet ist. Dagegen konnte mit MitoATeam keine Signaländerung unter 

inhibierter mitochondrialer ATP-Produktion detektiert werden. Unter akuter Hypoxie, die 

erfolgreich für Messungen unter dem konfokalen Mikroskop etabliert wurde, zeigte sich 

in HEK 293T Zellen ebenfalls keine signifikante Änderung der FRET-Effizienz zwischen 

den Zeitpunkten oder experimentellen Gruppen, weder mit den unterschiedlichen Senso-

ren, noch mit Glukose-freiem oder -haltigem Zellkulturmedium. Außerdem wurde die 

Messung mit CytoATeam unter akuter Hypoxie erfolgreich in mPASMCs etabliert.  

Zusammenfassend demonstriert diese Arbeit, dass mit CytoATeam Veränderungen der 

ATP-Spiegel im Konfokalmikroskop gemessen werden können. Unter akuter Hypoxie 

konnten keine signifikanten Änderungen der Signale in HEK 293T Zellen detektiert wer-

den. Weitere Untersuchungen, insbesondere nach optimierter Expression der Sensoren in 

primären mPASMCs, sind notwendig, um zu überprüfen, ob Änderungen des ATP/ADP-

Verhältnisses unter akuter Hypoxie auftreten können.   
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 Summary 

Acute alveolar hypoxia results in constriction of pre-capillary pulmonary vessels (hy-

poxic pulmonary vasoconstriction, HPV) inbetween seconds of onset of hypoxia, to op-

timize arterial oxygenation by redistributing the pulmonary perfusion from poorly venti-

lated to well-ventilated alveoli. A reduced HPV results in hypoxemia, an increased HPV 

can contribute to the development of pulmonary hypertension (PH). The cellular signal-

ing pathways and mechanisms of HPV have not yet been fully elucidated. Mitochondria 

play a central role in detection of cellular hypoxia and downstream signaling, but it is 

unclear whether an acute hypoxia-induced reduction in mitochondrial ATP production 

and the resulting change in cytosolic ATP concentration or the AMP/ATP ratio is in-

volved as a mediator. Limitations in temporally and spacially highly resolved detection 

of ATP changes have so far restricted the investigations. Therefore the aim of this work 

was to use genetically encoded fluorescence markers (CytoATeam and MitoATeam) to 

establish a method to detect temporal and local changes in ATP levels in mPASMCs with 

the confocal microscope during acute hypoxia. This work showed that the CytoATeam 

sensor was able to detect the expected cytosolic decrease in FRET-efficiency after inhi-

bition of mitochondrial ATP production and is therefore suitable for detection of cytosolic 

ATP changes. In contrast no signal change could be detected with the MitoATeam sensor 

under inhibited mitochondrial ATP production. In acute hypoxia, which was successfully 

implemented for measurements under the confocal microscope, HEK 293T showed no 

significant change in FRET-efficiency in comparison of single time points or between the 

experimental groups, neither with the different sensors nor with glucose-free or glucose-

containing cell culture medium. The CytoATeam sensor was successfully transduced into 

mPASMCs for measurement of ATP/ADP in acute hypoxia.  

In summary this work demonstrates that the CytoATeam can be used to measure changes 

in ATP levels under the confocal microscope. Under acute hypoxia no significant signal 

changes could be detected. Further investigations, especially after optimized expression 

of the sensors in primary mPASMCs are necessary to determine whether very small 

changes can occur.  
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 Abkürzungsverzeichnis 

e epsilon 

% Prozent 

°C Grad Celsius 

Abb. Abbildung  

ADP Adenosindiphosphat 

ALK-1 activin-like reseptor-1  

AMP Adenosinmonophospat 

AMPK AMP aktivierte Kinase 

ANT Adeninukleotidtranslokator 

ATP Adenosintriphosphat 

BMPR2 bone morphogenic protein receptor 
type 2 

bzw. beziehungsweise 

ca. zirka 

Ca2+ Kalzium 

cADPR Zyklische Adenosindiphosphatribose 

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat 

CAV1 caveolin-1 

cDNA komplementäre DNA 

CFP Cyan Fluoreszenzprotein 

cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat 

CHPH chronisch-hypoxisch induzierte pulmo-
nale Hypertonie 

cm Zentimeter 

cmH2O Zentimeter Wassersäule 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

COPD chronic obstructive pulmonary disease 

Cox Cytochrom C Oxidase 

Cox4i2 Cytochrom C Oxidase Untereinheit  
4 Isoform 2 

CREB cAMP respone element binding protein 

CTEPH Chronische thrombo-embolische pul-
monale Hypertonie 
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DAG Diacylglycerol 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle´s - Medium 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DPBS Dulbecco’s Phosphate-Buffered Solu-
tion 

e- Elektron 

Em Zellmembranpotenzial 

ENG endogelin 

ETC electron transport chain 

FACS Fluoreszenzaktivierte Durchflusszyto-
metrie 

FAD flavine adenine dinucleotide 

FADH2 reduced form of flavine adenine dinu-
cleotid 

FCS Fetales Kälberserum 

Fe2+ zweiwertiges Eisen 

FRET Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer 

G0s2 Hypoxia-inducible protein G0/G1 
switch gene 2  

GPT Guanosintriphosphat 

h Stunde 

H+ Wasserstoff Proton  

H2 Wasserstoff  

H2O Wasser 

H2O2 Wasserstoffperoxid 

HEK 293T Human Embryonic Kidney Cells 

HeLA Epithelzellen eines Zervixkarzinoms 

Hif-1α hypoxia inducible factor 1 alpha 

HIV Humanes Immundefiziens-Virus 

HPAH Hereditäre pulmonal-arterielle Hyperto-
nie 

hPASMC Humane PASMC 

HPV Hypoxische Vasokonstriktion 

Hz Hertz 

IgG Immunglobulin G 
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IL Interleukin 

IPAH Idiopathische pulmonal-arterielle Hy-
pertonie 

K+ Kalium 

KATP ATP abhängige Kalium Kanäle 

KCNK3 potassium channel super family K 
member-3 

KG Körpergewicht 

kJ Kilojoule 

Kv-Kanäle Spannungsgesteuerte Kaliumkanäle 

L Liter 

m Meter 

m2 Quadratmeter 

mg Milligramm 

mitoKATP Mitochondriale KATP 

MitoSOX Fluoreszierender Farbstoff  

ml Milliliter 

mm Millimeter 

mM Millimolar 

mmHg Millimeter Quecksilbersäule 

MOI multiplicity of infection 

mol SI-Einheit Stoffmenge 

mPAP mean pulmonary artery pressure 

mPASMC murine PASMC 

mseCFP monomeric super-enhanced CFP 

mtROS mitochondriale ROS  

mtSOD Mitochondriale Superoxiddismutase 

mVenus monomeric Venus 

N Signifikanzen 

N2 Stickstoff 

NAD+ Nicotinamide adenine dinucleotide 

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate (Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat) 

nm Nanometer 
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NO Stickstoffmonoxid 

NOX NADPH-Oxidase 

ns Nanosekunde 

NSCC Non specific cation channels 

O2 Sauerstoff 

O2
- Superoxid-Anion 

OH• Hydroxyl-Radikal 

OXPHOS Oxidative Phosphorylierung 

P/S Penicillin/Streptomycin Lösung 

PAH Pulmonal-arterielle Hypertonie 

PASMC pulmonary arterial smooth muscle cell 
(pulmonal-arterielle glatte Mus-
kelzellen) 

pCO2 Partialdruck von Kohlenstoffdioxid 

PDE Phophodiesterase 

PDH Pyruvat Dehydrogenase 

PDK Pyruvat Dehydrogenase Kinase 

PGI2 Prostaglandin I2 

PH Pulmonale Hypertonie 

PHD prolyl-4-hydroxylase domain protein 

pO2 Partialdruck von Sauerstoff 

PPHN Persistierende pulmonale Hypertonie 
des Neugeborenen 

PVR Pulmonaler Gefäßwiderstand 

qRT-PCR Quantitative real-time PCR (Quantita-
tive Echtzeit Polymerase Kettenreak-
tion) 

RNA Ribonukleinsäure 

ROC Rezeptor regulierte Kanäle (receptor 
operated channels) 

ROI region of interest 

ROS reactive oxygen species (Sauerstoffradi-
kale) 

rpm revolutions per minute 

s Sekunden 

SEM standard error of the mean 
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SFM Serumfreies Medium 

SMAD 9 Smad family member 9 

SMC-Medium smooth muscle cell Nährmedium 

SOC Speichervermittelt regulierte Kanäle 
(store-operated channels) 

SV40 Simian-Virus 40 

TRPC transient receptor potential cation 
channel 

VDCC Spannungsabhängige Kalziumkanäle 
(voltage dependent calcium channels) 

YFP Yellow (Gelb) Fluoreszenzprotein 

z.B. zum Beispiel 

α alpha 

β beta 

ᵞ  gamma 

ᵟ delta 

ΔG0’ Freie Standardreaktionsenthalpie 

Δp Partialdruckdifferenz 

µl Mikroliter 

µm Mirkometer 

Ψm mitochondriales Membranpotenzial 
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