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1 Einleitung 

1.1 Sauerstoff 

Molekularer Sauerstoff spielt in allen mehrzelligen Organismen eine entscheidende Rolle für 

die Energiegewinnung. In der Atmungskette läuft mithilfe von Sauerstoff eine fraktionierte 

exotherme Reaktion ab, durch die ein Protonengradient an der mitochondrialen Membran 

aufgebaut wird. Dieser wird von dem Enzym ATP-Synthase zur oxidativen Phosphorylierung, 

der Synthese von energiereichem ATP aus ADP und Phosphat, genutzt. Das gewonnene ATP 

kann als universeller Energieträger vielfach in der Zelle genutzt werden, zum Beispiel für aktive 

Transporter, Muskelkontraktion und Stoffwechselwege. Sauerstoff dient in der Atmungskette 

als Elektronenakzeptor und ist für deren Aufrechterhaltung essenziell. 

Die Aufnahme von Sauerstoff in Säugetieren erfolgt durch Lungenatmung. Das bedeutet, dass 

der Sauerstoff durch Inspiration in die Lunge gelangt und dort entlang seines 

Partialdruckgefälles von den Lungenalveolen in das kapilläre Blut diffundiert. 

Sauerstoffmoleküle werden von den Hämgruppen des Hämoglobins in den Erythrozyten 

gebunden und über die Blutbahn transportiert. Erst im peripheren Gewebe wird 

Sauerstoff – wieder durch Unterschiede im Sauerstoffpartialdruck – vom Hämoglobin gelöst 

und kann zur Zielzelle diffundieren.  

Um die physiologischen Funktionen der Zelle auch bei unstetem Sauerstoffangebot zu 

gewährleisten, gibt es eine Vielzahl von Anpassungsmechanismen. Dafür sind folgende 

Begriffe voneinander abzugrenzen: Normoxie beschreibt eine angemessene 

Sauerstoffversorgung, Anoxie ist das völlige Fehlen von Sauerstoff, Hypoxie wird als erhöhter 

Sauerstoffbedarf im Vergleich zum Sauerstoffangebot definiert. Hypoxie tritt einerseits 

physiologisch, z. B. im Rahmen der Embryogenese, bei der Wundheilung oder einem 

Aufenthalt in großen Höhen auf, andererseits auch im pathologischen Kontext, wie etwa bei 

der Tumorgenese, Myokard- und Hirninfarkten, Herzinsuffizienz oder der arteriellen 

Verschlusskrankheit. 

1.2 Hypoxie-induzierbarer Faktor 

Kommt es in einer Zelle oder in einem Gewebe zu Hypoxie, werden bestimmte Gene vermehrt 

exprimiert, um die Zelle auf den Sauerstoffmangel einzustellen und die Sauerstoffversorgung 

zu verbessern. 
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Mit mehr als 100 identifizierten Zielgenen (Liu et al. 2012) ist der Hypoxie-induzierbare 

Faktor 1 (HIF-1) der Haupttranskriptionsfaktor zum Erhalt der Sauerstoff-Homöostase unter 

hypoxischen Bedingungen. HIF-1 induziert u. a. die Expression des Epo-Gens, was zu einer 

gesteigerten Erythropoese im Knochenmark führt (Wang und Semenza 1993). Weitere von 

HIF-1 regulierte Zielgene sind der vascular endothelial growth factor (VEGF), die induzierbare 

NO-Synthase und die Tyrosin-Hydroxylase; der VEGF regt die Angiogenese im Gewebe an 

(Forsythe et al. 1996), während die induzierbare NO-Synthase (iNOS) eine Gefäßdilatation 

bewirkt (Melillo et al. 1995) und die Tyrosin-Hydroxylase eine erhöhte Atemfrequenz 

vermittelt (Norris und Millhorn 1995). Neben einer verbesserten Sauerstoffversorgung des 

Gewebes durch die oben genannten Mechanismen unterstützt HIF-1 auch die metabolische 

Umstellung der Zelle auf anaerobe Energiegewinnung mittels Glykolyse. Dies geschieht 

beispielsweise durch die HIF-1-abhängige Transkription des Glukosetransporter-1 (Glut1)-

Gens (Ebert et al. 1995). Da HIF-1α in Hypoxie stabilisiert wird, kommt seine Funktion, wie 

oben beschrieben, vor allem in hypoxischen Geweben zum Tragen. Es konnte gezeigt werden, 

dass HIF-1α in vielen verschiedenen Tumorarten überexprimiert wird (Zhong et al. 1999) und 

dass es durch eine verminderte Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten die Metastasierungs-

wahrscheinlichkeit von Tumoren erhöht (Evans et al. 2007). In Untersuchungen an 

Mäuseembryonen konnte eine Beteiligung von HIF-1α an der Embryogenese nachgewiesen 

werden, es zeigte sich eine erhöhte Genexpression zwischen E8.5 und E9.5. Ein Knock-out von 

HIF-1α, der unter anderem eine verminderte Expression des VEGF-Gens bedingt, wirkte sich 

in Mäuseembryonen letal in E11 aus, wobei kardiovaskuläre Malformationen sowie 

Neuralrohrdefekte auftraten (Iyer et al. 1998). 

1.2.1 Struktur 

HIF-1 ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, der aus einer 120 kDa schweren 

HIF-1α-Untereinheit sowie einer 91-94 kDa schweren HIF-1β-Untereinheit besteht (auch als 

Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) bekannt). Beide Untereinheiten sind 

basic-helix-loop-helix-(bHLH)-Proteine, die jeweils zwei Per/Arnt/Sim-(PAS)- Domänen 

besitzen (Wang et al. 1995), welche an der Bindung von DNA und der Dimerisierung der HIF-

1-Untereinheiten beteiligt sind (s. Abb. 1) (Reisz-Porszasz et al. 1994). Mithilfe der bHLH-

Domäne bindet HIF-1α sogenannte hypoxia response elements (HREs), spezifische DNA-

Sequenzen (5´-G/ACGTG-3´), die in regulierenden Elementen von HIF-Zielgenen liegen 

(Wang et al. 1995). Des Weiteren vermitteln zwei Transaktivierungsdomänen (TADs) die 

Bindung von Transkriptionskofaktoren, wovon sich eine Transaktivierungsdomäne am 
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N-Terminus (N-TAD) und eine am C-Terminus (C-TAD) des HIF-1α-Proteins befindet (Jiang 

et al. 1997).  

Über die oxygen-dependent degradation (ODD)- Domäne wird der Abbau von HIF-1α unter 

normoxischen Bedingungen reguliert. Hier hydroxylieren Prolyl-4-Hydroxylase-

Domäne-Enzyme (PHDs) sauerstoffabhängig die Prolinreste Pro402 und Pro564 und initiieren so 

den proteasomalen Abbau des Proteins (Ivan et al. 2001; Jaakkola et al. 2001) (siehe Kapitel 

1.3). 

 

Abb. 1: Aufbau von HIF-1α. Die schematische Grafik zeigt die α-Untereinheit des HIF-1-Transkriptionsfaktors 

mit seinen funktionellen Domänen und deren Eigenschaften. Die kritischen Prolinreste sind ebenfalls 

eingezeichnet. Abkürzungen: bHLH (basic helix-loop-helix-domain), PAS (Per/ARNT/Sim)-Domäne, ODD 

(oxygen dependent degradation)-Domäne, NTAD (N-terminale Transaktivierungsdomäne), NLS (nuclear 

localisation signal), CTAD (C-terminale Transaktivierungsdomäne), Pro (Prolinrest). Modifiziert nach Rocha 

2007. 

Neben HIF-1α gibt es mit HIF-2α und HIF-3α zwei weitere sauerstoffabhängige Isoformen. 

HIF-2α hat bezüglich Struktur und Funktion große Ähnlichkeiten mit HIF-1α, wird allerdings 

nicht wie HIF-1α ubiquitär, sondern vorwiegend in vaskulären Endothelzellen sowie in Lunge, 

Herz und Leber exprimiert (Ema et al. 1997; Wiesener et al. 2003). Auch das Spektrum der 

Zielgene zeigt große Überschneidungen, jedoch ist HIF-2α nicht an der Expression von 

Enzymen des glykolytischen Stoffwechsels beteiligt (Hu et al. 2003). Die Rolle von HIF-3α ist 

noch nicht genau geklärt. 

1.2.2 Regulation 

Der HIF-1-Signalweg wird über den Abbau bzw. die Stabilisierung der konstitutiv exprimierten 

HIF-1α-Untereinheit (s. Abb. 2) und an weiteren Punkten des Wirkmechanismus reguliert. 

Liegt in einer Zelle ausreichend molekularer Sauerstoff vor, wird HIF-1α durch PHDs an den 

Prolinresten Pro402 und Pro564 in der ODD-Domäne hydroxyliert. In dieser Reaktion fungiert 

Sauerstoff als einer von mehreren benötigten Kofaktoren. Das von-Hippel-Lindau-

Tumorsuppressorprotein (pVHL), das Teil eines E3-Ubiquitin-Ligasekomplexes ist, erkennt 

die Hydroxylierungen, bindet an HIF-1α und vermittelt eine Polyubiquitinierung, die HIF-1α 

für den proteasomalen Abbau markiert (Maxwell et al. 1999; Yu et al. 2001).  
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Dass eine Störung dieses Signalweges eine klinische Relevanz hat, zeigt sich beispielsweise 

beim von-Hippel-Lindau-Syndrom, bei dem es zu einer autosomal dominant vererbten 

Mutation des von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressorgens kommt. Durch eine fehlerhafte 

Faltung des Proteins pVHL bleibt die oben genannte Polyubiquitinierung aus, und es kommt zu 

einer durchgehenden normoxischen Stabilisierung von HIF-1α. Diese führt zur Ausbildung von 

Hämangioblastomen im zentralen Nervensystem und in der Retina. Auch eine Assoziation mit 

Nierenzellkarzinomen und Phäochromozytomen ist bekannt (Latif et al. 1993; Kaelin 2002).  

 

Abb. 2: Regulation von HIF-1α. In Normoxie wird die HIF-1α-Untereinheit sauerstoffabhängig von den PHDs 

an Pro402 und Pro564 hydroxyliert. Das pVHL erkennt die Hydroxylierungen und vermittelt eine 

Polyubiquitinierung, die zum proteasomalen Abbau von HIF-1α führt. Unter hypoxischen Bedingungen kann die 

Hydroxylierungsreaktion nicht stattfinden, HIF-1α akkumuliert in der Zelle, transloziert in den Nukleus und 

dimerisiert dort mit der HIF-1β-Untereinheit. Zusammen mit Transkriptionskofaktoren wie CBP und p300 werden 

die HIF-Zielgene abgelesen. Abkürzungen: CBP (CREB-binding-protein), OH (Hydroxylgruppe), pVHL (von-

Hippel-Lindau-Protein), U (Ubiquitin).  

Unter hypoxischen Bedingungen können die Prolinreste in der ODD-Domäne von HIF-1α 

aufgrund von Mangel an Sauerstoffmolekülen nicht hydroxyliert werden, es wird somit 

stabilisiert und akkumuliert in der Zelle. Im Folgenden transloziert HIF-1α mithilfe des nuclear 

localisation signal (NLS) vom Zytoplasma in den Zellkern und dimerisiert mit der HIF-1β-

Untereinheit (ARNT). Nach der Rekrutierung von Transkriptionskofaktoren wie CREB-

binding-protein (CBP) und p300 erfolgt durch den HIF-1-Transkriptionskomplex die 

Transkription der Zielgene, um adaptive zelluläre Prozesse unter Sauerstoffmangel einzuleiten 
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(Kallio et al. 1998). Die Kofaktoren CBP/p300 sind Acetyltransferasen, die durch Acetylierung 

von Histonen die Chromatinstruktur auflockern und die Anlagerung des Transkriptions-

komplexes an die Zielgene vereinfachen. Sie sind bei der Transkription diverser Gene involviert 

(Schiltz et al. 1999). 

Die Bindung von CBP/p300 an HIF-1α wird unter normoxischen Bedingungen wiederum 

verhindert, indem eine sauerstoffabhängige Asparaginylhydroxylase einen Asparaginrest in der 

CTAD (Asn803) des HIF-1α Proteins hydroxyliert. Dieses Enzym wurde von seinen Entdeckern 

Mahon et al. daher Factor inhibiting HIF-1 (FIH-1) genannt (Mahon et al. 2001; Lando et al. 

2002). Somit bewirken verschiedene Sauerstoff-abhängige Hydroxylierungen von HIF-1α 

sowohl eine proteasomale Degradation als auch eine Verminderung der Transkriptionsaktivität. 

 

1.3 PHD-Enzyme als zelluläre Sauerstoffsensoren 

Die bereits erwähnten Hydroxylierungen an den kritischen Prolinresten Pro402 und Pro564 

werden durch die PHDs vermittelt, die zur Gruppe der Eisen- und 2-Oxoglutaratabhängigen 

Dioxygenasen gehören. Neben Eisen, 2-Oxoglutarat und Ascorbat, das als Antioxidans des 

zweiwertigen Eisens fungiert (Myllyla et al. 1978), spielt molekularer Sauerstoff eine wichtige 

Rolle als Kosubstrat der Hydroxylierungsreaktion. Die PHD-Enzyme haben einen Km-Wert 

von 230-250 μM für Sauerstoff, welcher geringfügig höher als der atmosphärische 

Sauerstoffpartialdruck auf Meereshöhe ist (Hirsila et al. 2003). Das bedeutet, dass PHD-

Enzyme bereits auf leichte Änderungen im Sauerstoffangebot mit deutlichen Änderungen in 

der Enzymaktivität reagieren, was sie zu effektiven und sensiblen Sauerstoffsensoren der Zelle 

macht. 

Aufgrund der zahlreichen benötigten Kofaktoren ergeben sich neben einem Mangel an 

Sauerstoff weitere Möglichkeiten, die Aktivität der PHDs zu verringern. So können zum 

Beispiel die 2-Oxoglutarat-Analoga N-Oxalylglycin (N-OG) und Dimethyloxalylglycin 

(DMOG) durch die Inhibierung der PHD-Aktivität eine normoxische HIF-1α Stabilisierung in 

vitro und in vivo bewirken. Für diese Arbeit wurde DMOG als PHD-Inhibitor in vitro 

verwendet. 

Innerhalb der Enzymgruppe der PHDs sind im Menschen drei Isoformen (PHD1, PHD2 und 

PHD3) bekannt, die sich in ihrer katalytischen Reaktion ähnlich sind, sich jedoch in 

Zelllokalisation, Expressionsort und hypoxischer Induktion unterscheiden. Die drei PHD-

Formen kommen zwar in allen Geweben vor, jedoch in unterschiedlicher Ausprägung. PHD1 
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zeigt besonders hohe Level in Hodengewebe, PHD2 ist in allen Geweben zu finden und PHD3 

findet sich vorrangig in Herzmuskelzellen (Lieb et al. 2002; Cioffi et al. 2003). Von Metzen et 

al. konnte gezeigt werden, dass PHD1 im Nukleus, PHD2 vor allem im Zytoplasma und PHD3 

in beiden Kompartimenten zu finden ist (Metzen et al. 2003). 

PHD2 ist die ubiquitär vorliegende Isoform der HIF-Hydroxylasen und ist hauptsächlich für 

die normoxische Hydroxylierung von HIF-1α zuständig. Da PHD2 ein HIF-Zielgen ist wird es 

unter hypoxischen Bedingungen induziert und sorgt im Sinne eines negativen Feedbackloops 

im Falle einer Reoxygenierung für den raschen Abbau von HIF-1α (Berra et al. 2003). PHD3 

zeigt ebenfalls eine HIF-abhängige Induktion, besitzt jedoch eine höhere Aktivität gegen HIF-

2α als gegen HIF-1α (Appelhoff et al. 2004). PHD1 unterliegt keiner hypoxischen Induktion 

(Willam et al. 2006). 

1.4 Das Aktinzytoskelett 

Jede eukaryotische Zelle besitzt ein Zytoskelett, das aus drei Elementen besteht. Man 

unterscheidet Mikrotubuli, Intermediärfilamente und Aktinfilamente. In dieser Arbeit wird 

insbesondere der Einfluss von Hypoxie auf das Aktinzytoskelett näher untersucht. Mit einer 

Dicke von ca. 7 nm bildet es die dünnsten Filamente des Zytoskeletts aus (Holmes et al. 1990). 

Es unterliegt einer ständigen, dynamischen Aneinanderreihung und Dissoziation von 

globulären Aktinuntereinheiten (G-Aktin), die sich zu filamentösem Aktin (F-Aktin) verbinden. 

So kann das Aktinzytoskelett zu Form, Stabilität, Migration und weiteren Funktionen der Zelle 

beitragen (Pollard und Cooper 2009).  

Sechs Aktinisoformen sind bei Säugetieren bekannt, die sich nur minimal in ihrer 

Aminosäuresequenz unterscheiden, jedoch bestehen Hinweise auf Unterschiede in 

Expressionsmuster und Funktion. Die α-Isoformen (αskeletal, αcardiac und αsmooth) sowie das γsmooth-

Aktin sind beispielsweise an den kontraktilen Einheiten von Muskelzellen beteiligt, während 

βcyto- und γcyto-Aktin im Zytoplasma liegen und dort das Aktinzytoskelett bilden. Dieses 

organisiert sich in Form von Bündeln, Netzwerken oder dreidimensionalen Gels vorrangig im 

Zellkortex unterhalb der Plasmamembran (Pollard und Cooper 2009). In Experimenten an 

Mäusen mit Knock-outs der verschiedenen Aktinisoformen zeigten sich unterschiedlich 

beeinträchtige Phänotypen von Tod in der Embryonalphase bis zu lebensfähigen Mäusen mit 

beeinträchtigter Blutdruckregulation, was unterschiedliche Funktionen der Aktinisoformen 

nahelegt (Perrin und Ervasti 2010). Es ist zu beachten, dass durchaus weitere Expressionsorte 

der Aktinisoformen bestehen, so ist  αsmooth-Aktin auch in Myofibroblasten zu finden, wo es mit 
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einem glattmuskulären Aktin-Myosin-Komplex deren Kontraktion vermittelt (Skalli et al. 

1989). 

In Aktinfilamenten werden die globulären, polaren Untereinheiten immer auf dieselbe Weise 

durch nichtkovalente Bindungen aneinandergereiht, wodurch sich eine polare Ausrichtung 

ergibt (Brown und Spudich 1979). Anlagerung und Abbau von Aktinmolekülen findet nur an 

den zwei Enden des Filaments statt, wobei das schneller wachsende Ende als Plus-Ende und 

das langsamer wachsende oder abbauende Ende als Minus-Ende definiert ist. G-Aktin-

Moleküle, die sich an ein bestehendes Filament anlagern, haben das energiereiche Nukleotid 

ATP gebunden, welches nach kurzer Zeit durch Hydrolyse zu ADP umgewandelt wird. Die frei 

gewordene Energie geht zu einem großen Teil in das Polymer-Netzwerk des F-Aktins über. 

Infolgedessen verringert sich die Bindungsaffinität der ADP-tragenden Untereinheiten zu den 

Nachbareinheiten und die Dissoziationswahrscheinlichkeit wird erhöht (Mitchison 1995; 

Vavylonis et al. 2005). Im Zustand des sogenannten Treadmilling gleichen sich Wachstum am 

Plus-Ende und Abbau am Minus-Ende genau aus, das Filament behält also eine konstante 

Länge, schiebt sich aber in Richtung des Plus-Endes vor (Theriot 2000). Dieses Prinzip der 

ständigen Neuorganisation der Aktinfilamente erhöht die Flexibilität der Zelle im Raum und 

erlaubt es ihr, schnell auf Änderungen in der Umgebung zu reagieren. Reguliert wird die 

Aktindynamik durch eine Vielzahl aktinbindender Proteine. 

1.4.1 Funktionen des Aktinzytoskeletts 

Das Aktinzytoskelett hat vielfältige Funktionen. Es gibt beispielsweise der Zelle ihre Form und 

mechanische Stabilität. Es hält in seinem dichten, membrannahen Netzwerk Membranproteine 

an ihrem Platz und ist an der Befestigung von Zell-Zell- und Fokalkontakten beteiligt; 

außerdem wirkt es aktiv bei der Endozytose mit (Robertson et al. 2009). Zusammen mit dem 

Motorprotein Myosin II können Aktinfilamente mittels ATP-Hydrolyse kontraktile Kräfte 

sowohl in Muskelzellen, als auch in Nicht-Muskelzellen ausbilden. Kontraktile 

Aktomyosinbündel in Nicht-Muskelzellen, sogenannte stress fibres, unterliegen mit der 

Myosin II-ATPase grundsätzlich demselben Kontraktionsprinzip wie Skelett- oder 

Herzmuskelzellen. Ein weiteres Beispiel für die Ausbildung kontraktiler Kräfte zeigt sich bei 

der Zytokinese, bei der ein Ring aus Aktin- und Myosin II -Filamenten das Zytoplasma der sich 

teilenden Zelle einschnürt um zwei Tochterzellen zu bilden (Tojkander et al. 2012).  

Das in 1.4 beschriebene Treadmilling ermöglicht es der Zelle, durch gerichteten 

Aktinfilamentaufbau eine Polarität zu erzeugen. So kann sie blatt- und fingerförmige 
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Vorwölbungen der Zellmembran (Lamellipodien und Filopodien) ausbilden, um die Umgebung 

zu erkunden oder die ganze Zelle über eine Oberfläche zu bewegen. Dazu erfolgt zusätzlich die 

Bildung neuer Fokalkontakte, um eine ausreichende Haftung auf dem Untergrund zu 

gewährleisten. Des Weiteren kommt es zu einer Traktion des hinteren Zellabschnitts mithilfe 

von kontraktilen stress fibres, um ihn an den vorangehenden Teil heranzuziehen (Pollard und 

Cooper 2009). Die Zellmigration ist in mehrzelligen Lebewesen essenziell, wie die 

Einwanderung von Fibroblasten in Wundgebiete und die Migration von Neuralleistenzellen 

während der Embryonalentwicklung verdeutlichen. 

Die Regulation dieser vielseitigen Funktionen des Aktinzytoskeletts wird hauptsächlich durch 

die Proteinfamilie der Rho-GTPasen bestimmt. Dies sind kleine G-Proteine, die eine zentrale 

Rolle in vielen regulatorischen Signalwegen einnehmen. Über diese Signalwege beeinflussen 

sie die Aktivität aktinbindender Proteine und damit unter anderem die Ausbildung von stress 

fibres. 

1.5 Rho-GTPasen 

Rho (ras homologue) -GTPasen sind kleine, monomere G-Proteine mit einer Molekülmasse 

von 20-25 kDa. In der übergeordneten Ras-Proteinfamilie stellt Rho neben Ras, Rab, Arf und 

Ran eine von fünf Subfamilien der kleinen G-Proteine dar (s. Abb. 3). Mehr als 100 dieser 

Guanosintriphosphat (GTP)-bindenden Proteine sind bereits klassifiziert worden und wurden 

aufgrund phylogenetischer Gemeinsamkeiten in die oben genannten Unterfamilien eingeteilt. 

Kleine G-Proteine regulieren diverse zelluläre Aktivitäten wie Zellproliferation (Ras), 

Vesikeltransport (Rab) und wie bereits erwähnt die Dynamik des Zytoskeletts (Rho), was unter 

anderem die Adhäsion, Migration, Polarität und die morphologische Form von Zellen betrifft 

(Heasman und Ridley 2008). Die Rho-GTPasen teilen sich nochmals in über 20 Unterformen 

auf, wovon RhoA, Rac1 und Cdc42 die am besten untersuchten Vertreter sind. Rac1 vermittelt 

durch Aktin-Polymerisierung die Ausbildung von Lamellipodien und Kräuselungen der 

Zellmembran (membrane ruffles), während Cdc42 eine Rolle in der Regulation der Zellpolarität 

und der Bildung von Filopodien spielt (Hall 2012). RhoA führt bei Aktivierung zur Ausbildung 

kontraktiler Aktomyosinbündel, was beispielsweise relevant für die Translokation von Zellen 

ist (Ridley und Hall 1992).  In Anbetracht der beschriebenen Funktionen der Rho-Proteine liegt 

eine Beteiligung bei Krebserkrankungen nahe. Tatsächlich konnte von Sahai et al. gezeigt 

werden, dass RhoA in verschiedene Stufen der Tumorprogression, wie den Verlust der 

Zellpolarität, Intravasation oder die Vaskularisation von Tumoren involviert ist (Sahai und 

Marshall 2002). 
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Abb. 3: Systematik der kleinen G-Proteine. Modifiziert nach Ridley, 2001. Die Ras-Superfamilie der kleinen 

GTPasen wird in Familien und Subfamilien unterteilt. Zu den fünf Hauptfamilien zählen Ras, Ran, Arf, Rab und 

Rho. RhoA ist eine kleine GTPase der Rho-Famile.  

 

Die Bindung von Wachstumsfaktoren oder Zytokinen an Rezeptoren in der Plasmamembran 

moduliert die Aktivität Rho-regulierender Proteine. Somit übersetzen Rho-GTPasen 

extrazelluläre Veränderungen auf intrazelluläre Signalwege (Hall 1998; Vega und Ridley 

2008). Rho-GTPasen verhalten sich wie molekulare Schalter, das heißt, sie wechseln zwischen 

einem aktiven Zustand (GTP-gebunden), in dem sie mit Effektorproteinen interagieren, und 

einem inaktiven Zustand (GDP-gebunden).  Dieser Wechsel wird strikt von drei Proteingruppen 

reguliert (s. Abb. 4): GTP-Austausch-Faktoren (engl. guanine nucleotide exchange factors -

GEFs) bewirken eine Ablösung von gebundenem GDP. Dies erhöht die Wahrscheinlichkeit 

einer erneuten Bindung, jedoch diesmal des reichlich vorliegenden GTPs, was eine Aktivierung 

des kleinen G-Proteins zur Folge hat (Cerione und Zheng 1996). Die Gruppe der GTPase-

aktivierenden Proteine (GAPs) bindet aktivierte Rho-GTPasen und katalysiert deren 

intrinsische GTPase-Aktivität, was zur Hydrolyse des gebundenen GTP zu GDP plus Phosphat 

führt und die Rho-GTPase inaktiviert (Ridley 2001). Die dritte Gruppe stellen die 

Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitoren (GDIs) dar. Sie binden inaktivierte, GDP-

gebundene Rho-GTPasen und halten sie gelöst im Zytosol in ihrer inaktiven Form (Olofsson 

1999). Um eine spezifische Regulation der zahlreichen Rho-GTPasen zu gewährleisten, ist eine 

hohe Zahl an GAPs, GEFs und GDIs nötig (Etienne-Manneville und Hall 2002).  
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Abb. 4: Regulation der Rho-GTPasen. Membranständige, inaktive, Rho-GTPasen binden GDP; GEFs 

katalysieren den Austausch von GDP zu GTP und damit die Aktivierung der Rho-GTPase. In ihrer aktiven Form 

beeinflussen die Rho-GTPasen verschiedene Effektorproteine. GAPs aktivieren die GTPase-Aktivität der Rho-

GTPase wodurch das gebundene GTP zu GDP hydrolysiert wird und wieder in der inaktiven Form vorliegt. GDIs 

halten GDP-tragende Rho-GTPasen in ihrer inaktiven Form im Zytosol gebunden. Modifiziert nach Tcherkezian 

und Lamarche-Vane, 2007 (Tcherkezian und Lamarche-Vane 2007). 

1.6 Das Aktinzytoskelett in Hypoxie 

Sauerstoffmangel bewirkt in Zellen sowohl morphologische als auch funktionelle 

Anpassungsmechanismen, die u. a. durch eine veränderte Dynamik des Aktinzytoskeletts zu 

erklären sind. Wie von Vogler et al. 2013 beschrieben, zeigten hypoxische L929-Fibroblasten 

eine Zunahme der Zellfläche und des Zellvolumens sowie eine gesteigerte Anzahl von 

Vinculin-positiven Fokalkontakten. Das sogenannte Spreading (Anhaften der Zelle am 

Untergrund) war beschleunigt und die Zellmigration verlangsamt. Außerdem wurde unter 

Hypoxie eine Umverteilung der zytoplasmatischen Aktinisoformen βcyto- und γcyto-Aktin 

gefunden: In Normoxie überlappten die Isoformen größtenteils in der Zelle; unter 

Sauerstoffmangel kam es jedoch zu einer Segregation, wobei das βcyto-Aktin vor allem 

perinukleär und das γcyto-Aktin in der Zellperipherie vorlag. Von diesen Veränderungen 

konnten die  Zellflächenzunahme, die verlangsamte Zellmigration und die Umverteilung der 

Aktinisoformen als HIF-1α-abhängig identifiziert werden (Vogler et al. 2013). Sowohl die 

vorher beschriebene hypoxische Zunahme des Zellvolumens in anderen Zelltypen (Brillault et 

al. 2008; Rutkowsky et al. 2011) als auch eine Aktinumverteilung unter Hypoxie (Kayyali et 

al. 2002) sind stimmig mit diesen Resultaten. Gilkes et al. beschrieben ebenso eine erhöhte 

Anzahl von Fokalkontakten und die vermehrte Ausbildung von stress fibres in hypoxischen 
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MDA-MB-231-Brustkrebszellen, beobachteten jedoch eine höhere Migrationsgeschwindig-

keit als in normoxischen Zellen (Gilkes et al. 2014). 

1.6.1 Regulation des Aktinzytoskeletts in Hypoxie 

Der Einfluss von Hypoxie auf die in 1.5 beschriebene Regulation des Aktinzytoskeletts durch 

Rho-GTPasen kann beispielhaft anhand des Signalwegs des aktinbindenden Proteins Cofilin 

(Abb. 5) verdeutlicht werden.  

Cofilin ist in dephosphoryliertem Zustand aktiv und bewirkt eine Depolymerisierung von 

Aktinfilamenten. Umgekehrt ist phosphoryliertes Cofilin inaktiv, was die Ausbildung von 

filamentösem Aktin begünstigt. Unter Hypoxie erfolgt über Aktivierung der Rho-GTPase 

RhoA sowie der Rho-assoziierten Kinase (ROCK – rho-associated, coiled-coil-forming protein 

kinase) die Aktivierung der LIM-Kinase (Maekawa et al. 1999). Diese vermittelt eine HIF-1α-

abhängige Phophorylierung, also Deaktivierung von Cofilin, was den Aufbau von F-Aktin zur 

Folge hat (Vogler et al. 2013). Der Grad der Phosphorylierung entspricht dabei der 

Polymerisierungsaktivitiät von Cofilin und vice versa (Mizuno 2013). Das bedeutet, je mehr 

Hypoxie eine Zelle ausgesetzt ist, desto mehr filamentöses Aktin wird gebildet. 

Eine Aktivierung von RhoA unter hypoxischen Bedingungen wurde sowohl für die in dieser 

Arbeit untersuchten L929-Fibroblasten als auch in zahlreichen weiteren Zellreihen beschrieben, 

jedoch zeigte sich kein einheitlicher Effekt (Zieseniss 2014). Sowohl Zelltyp als auch 

Versuchsaufbau scheinen die zelluläre Reaktion auf Hypoxie zu modulieren (Bailly et al. 2004). 

In Brustkrebszellen konnten Gilkes et al. RhoA und die Rho-assoziierte Kinase ROCK als 

direkte Zielgene von HIF-1 und HIF-2 identifizieren (Gilkes et al. 2014). 

Die beschriebenen zellulären Vorgänge, die vermutlich nur einen Bruchteil der stattfindenden 

Prozesse widerspiegeln, weisen auf ein kompliziertes und vielseitiges Regulationssystem des 

Aktinzytoskeletts hin, bei dem Regelmäßigkeiten schwer abzuleiten sind. Es kann jedoch 

festgehalten werden, dass zahlreiche Zelllinien in Hypoxie vermehrt stress fibres ausbilden und 

sich Migrationsverhalten sowie die Zell-Zell- und Zell-EZM-Interaktionen ändern. Die 

Ausbildung kontraktiler Aktomyosinbündel (stress fibres) konnte sowohl in hypoxischen 

MDA-MB-231-Zellen als auch in porzinen glatten Muskelzellen der Pulmonalarterie 

(PASMCs) gefunden werden (Wang et al. 2001; Bailly et al. 2004; Gilkes et al. 2014). 
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Abb. 5: RhoA vermittelt die Hypoxie-induzierte Inaktivierung von Cofilin. Die Rho-assoziierte Kinase 

(ROCK) vermittelt über die LIM-Kinase eine Phosphorylierung und damit die Inaktivierung des aktin-

depolymerisierenden Proteins Cofilin. Modifiziert nach Zieseniss, 2014. 

1.7 ArhGAP29 

In der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Katschinski (Institut für Herz- und Kreislaufphysiologie, 

Georg-August-Universität Göttingen) wurde in einem Transkriptomscreen in Makrophagen 

eine hypoxische Regulation verschiedener GAP-, GEF- und GDI-Gene beobachtet. Ein 

Vertreter dieser Kandidatengene codiert für das Rho-GTPase aktivierende Protein 29 

(ArhGAP29). Es induziert die GTPase-Reaktion von G-Proteinen und wirkt daher hemmend 

auf ihre Signalwirkung. ArhGAP29, das im Menschen auch als PARG1 (PTPL1-assoziiertes 

RhoGAP1) und als Homolog im Nematoden Caenorhabditis elegans als Spv-1 bekannt ist, 

wirkt hauptsächlich auf RhoA sowie dessen Homologe RhoB und RhoC, weniger auf Rac1 und 

Cdc42 (Reinhard et al. 2016). ArhGAP29 wird in zahlreichen Geweben der Hausmaus 

exprimiert, vor allem in Hoden, Lunge, subkutanem Fettgebewese, Ovarien, jedoch auch 

überdurchschnittlich im Herzgewebe, welches in dieser Arbeit anhand von kardialen L929-

Fibroblasten untersucht wurde (Saras et al. 1997). 

Hinsichtlich der Regulation von ArhGAP29 konnten Post et al. in Experimenten an HUVEC- 

und HEK293T-Zellen zeigen, dass ArhGAP29 ein Effektorprotein des kleinen G-Proteins Rap1 
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ist, welches das Zellspreading sowie die endotheliale Barrierefunktion reguliert (s. Abb. 6). In 

diesem Signalweg induziert Rap1 die Translokation des Ras-interacting protein1 (Rasip1) 

sowie des an Radil gebundenen ArhGAP29 an die Zellmembran. Die Proteine bilden einen 

multimeren Komplex und es kommt zur Aktivierung von ArhGAP29. Durch seine 

GAP-Aktivität inhibiert ArhGAP29 die GTPase RhoA und sorgt damit für eine verminderte 

Aktivierung von ROCK und ein geringeres Level von phosphorylierten leichten Myosinketten. 

In zuvor untersuchten A549-Epac1-Zellen konnte durch Post et al. eine verminderte 

Ausbildung von kontraktilen Aktomyosinbündeln beobachtet werden, die einerseits zu einem 

schnelleren Spreading der Zelle führt, andererseits die endotheliale Membranfunktion intakt 

hält, indem die Adhärensverbindungen durch geringere Zugkräfte weniger belastet werden 

(Post et al. 2013; Post et al. 2015).  

 

Abb. 6: ArhGAP29 als Effektorprotein von Rap1. Das kleine G-Protein Rap1 (ras-related protein 1) vermittelt 

eine Translokation zur Zellmembran von Rasip1, Radil und ArhGAP29, wo es ArhGAP29 in einem multimeren 

Komplex aktiviert. ArhGAP29 hemmt RhoA und induziert über eine verminderte Aktivität von ROCK eine 

verminderte Phosphorylierung der MLKs. Die daraus folgende Relaxation bewirkt eine verbesserte endotheliale 

Barrierefunktion und ein beschleunigtes Spreading der Zelle. Erklärung: MLKK: Myosin-Leichtketten-Kinase, 

MLKP: Myosin-Leichtketten-Phosphatase, P: Phosphatgruppe. Grafik modifiziert nach Post et al. 2013 und Post 

et al. 2015. 
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Auch bei der Tubulogenese von Blutgefäßen spielt der Komplex Rasip/ArhGAP29 eine Rolle. 

In der Embryonalentwicklung von Mäuseembryos ist an Tag 8,5, also während der 

Vaskulogenese, das Protein ArhGAP29 in der Aorta dorsalis nachweisbar. Passend dazu sind 

Maus-Endothelzellen bei Knock-down von sowohl Rasip1 als auch ArhGAP29 nicht in der 

Lage ein Lumen zu bilden. Auf molekularer Ebene konnte festgestellt werden, dass zur 

Lumenbildung in Blutgefäßen die Inaktivierung von RhoA sowie die Aktivierung von Rap1 

und Cdc42 durch Rasip1/ArhGAP29 notwendig sind (Xu et al. 2011). Daher sind Mäuse mit 

Knock-out des ArhGAP29-Gens nicht überlebensfähig; sie sterben noch während der 

Embryonalentwicklung an einem Plazentadefekt und zeigen darüber hinaus eine verengte Aorta 

dorsalis (Barry et al. 2016). 

1.8 Zielsetzung der Arbeit 

Mit dieser Arbeit soll das Verständnis erweitert werden, wie sich eine hypoxische Umgebung 

auf die Dynamik des Aktinzytoskeletts einer Zelle auswirkt. Da eine Vielzahl von 

Erkrankungen des Menschen mit Hypoxie einhergeht, kann ein verbessertes Wissen von 

zellulären Reaktionen auf Sauerstoffmangel in Zukunft neue Therapiemöglichkeiten für diese 

Krankheiten bedeuten. Durch die Experimente an L929-Fibroblasten und C2C12-Myoblasten 

soll insbesondere die hypoxische Regulation von RhoA und dessen Auswirkungen auf das 

Aktinzytoskelett untersucht werden. 

In hypoxischen Zellen sind deutliche morphologische Veränderungen zu beobachten, eine 

genaue Analyse der molekularen Mechanismen ist jedoch komplex und scheint noch weit 

entfernt. In vorherigen Veröffentlichungen zeigten Rho-GTPasen, die das Aktinzytoskelett 

regulieren, veränderte Expressions- und Aktivitätslevel unter Hypoxie. 

Wie genau die Rho-Aktivität jedoch unter hypoxischen Bedingungen reguliert wird und wie 

die Regulatoren der Rho-GTPasen, die GEFs, GAPs und GDIs die hypoxische Rho-Aktivität 

beeinflussen, ist bisher nicht geklärt und soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden. 

Insbesondere wird hierbei das Augenmerk auf das Rho-GTPase-aktivierende Protein 29 

(ArhGAP29) gelegt, welches als direkter Regulator von RhoA und einer hypoxischen Induktion 

eine Schnittstelle zwischen der Dynamik des Aktinzytoskeletts und der Sauerstoffhomöostase 

von Zellen sein könnte. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien & Reagenzien 

Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma Aldrich, Hamburg, 

Deutschland; Applichem, Darmstadt, Deutschland und Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, 

Deutschland erworben 

 

Name    Herkunft 

Bactotrypton   BD, Franklin Lakes, USA 

Bactoyeast   BD, Franklin Lakes, USA 

Bradford-Reagenz  Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

DMEM   Pan™ Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland  

FCS    Pan™ Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 

LentiX Concentrator  Clontech Laboratories Inc., Mountain View, USA 

Lipofectamine 2000  Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA 

OptiMEM   Gibco Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 

Pen/Strep   Pan™ Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 

Phalloidin-FITC  Alexa Life Technologies, Carlsbad, USA 

Page Ruler PrestainedTM Thermo Scientific, Waltham, USA 

Protease-Inhibitor   Roche, Mannheim, Deutschland 

(cOmplete Cocktail Tablets)   

Puromycin   Gibco Life Technologies, Carlsbad, USA 

SDS    Thermo Scientific, Waltham, USA 

Trypsin   Pan™ Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 

TRIZOL®   Invitrogen Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
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2.1.2 Puffer & Medien 

Name    Zusammensetzung 

Ammoniumacetatlösung 2,25 M Ammoniumacetat in H2O 

 

Cumarsäure   90 mM Cumarsäure  

14,8 g/ml DMSO 

 

DMEM   4,5 g/l Glucose 

    584 mg/l Glutamin 

    110 mg/l Pyruvat 

    3,7 g/l NaHCO3 

 

DYT-Medium   16 g Bactotrypton (Casein Hydrolysat Pepton Nr.140) 

    10 g Bacto Yeast (Bacto Yeast Extrakt) 

    5 g NaCl 

    auf 1000 ml Aqua dest. auffüllen und autoklavieren 

 

Entwicklungslösung für 0,1 M Tris/HCl pH 8,5 

Western Blot   1 ‰ H2O2 

    1,25 mM Luminol 

    0,225 mM Cumarsäure 

 

Laemmli-Puffer (5x)  190 mM SDS 

    55 mM EDTA 

    55 mM Na2HPO4 

    25% Glycin 

    20% β-Mercaptoethanol 

    0,1% Bromphenolblau 

 

Laufpuffer (5x)  25 mM Tris-HCl, pH 8,2 

    192 mM Glycin 

    20% (v/v) Methanol 

    0,1% (w/v) SDS 
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LB-Agar   40 g Agarpulver 

    auf 1000 ml Aqua dest. 

 

LB-Medium   5 g/l Hefeextrakt 

    10 g/l Trypton 

    10 g/l NaCl 

 

Zell-Lyse-Puffer  10 mM Tris-HCl, pH 8,0 

    1 mM EDTA 

    400 mM NaCl 

    0,1% Triton X-100 

    10% Protease Inhibitor 

 

M9-Puffer   3 g KH2PO4 

    6 g Na2HPO4 

    5 g NaCl 

    1 ml MgSO4-Lösung 

 

NGM-Agar   6 g NaCl 

    29 g Agar-Agar 

    10 g fettes Pepton  

    2 ml Cholesterin-Lösung 

    1900 ml H2O dest. 

    10 ml 0,1 M CaCl2- Lösung 

    10 ml 0,1 M MgSO4- Lösung 

    50 ml 1 M Kaliumphosphatpuffer (pH=6) 

    10 ml Nystatinlösung  

    10 ml 20%ige Sucroselösung 

     

Nystatinlösung  4 g Nystatin 

    200 ml Ethanol 

    200 ml Ammoniumacetatlösung 
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PBS (pH=7,4)   137 mM NaCl 

    2,7 mM KCl 

    10,2 mM Na2HPO4 x 2 H2O 

    1,8 mM KH2PO4 

 

Reaktionspuffer (5x) für  250 mM Tris-HCl 

First Strand cDNA   250 mM KCl 

Synthese Kit   20 mM MgCl2 

    50 mM DTT 

 

Transferpuffer  (pH=8) 50 mM Tris 

    384 mM Glycin 

    20% Methanol 

 

2.1.3 Kits 

Name    Herkunft 

First Strand cDNA  Thermo Scientific, Ottawa, Kanada 

Synthese Kit 

Sensi Mix SYBR Low Bioline, Luckenwalde, Deutschland 

Rox Kit für qRT-PCR 

QIAprep Spin miniprep Kit QIAGEN, Hilden, Deutschland 

LentiX Concentrator Kit Clontech Laboratories Inc., Mountain View, USA 

ViralPower lentiviral  Life Technologies, Paisley, UK 

Expression system 
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2.1.4 Geräte und Materialien: 

Name    Herkunft 

Deckgläschen   Carl ROTH GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland 

Elektro-Blotter  PeqLab Biotechnology GmbH, Erlangen, Deutschland 

Gelelektrophoresekammer Carl ROTH GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland 

Hypoxie-Box „InvivO2400“ Ruskinn Technology Ltd., Pencoed, Großbritannien 

Kühlzentrifuge   Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

(Centrifuge 5415R) 

LAS-3000   Fujifilm, Düsseldorf, Deutschland 

Microplate Reader   Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

Model 680 

Mikroskop   Axio Observer D1, Carl Zeiss, Göttingen, Deutschland 

MxPro-Mx3005P Cycler Stratagene, La Jolla, USA 

Reaktionsgefäße   Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

(0,2; 0,5; 1,5; 2ml)   

PCR-Cycler Primus 96 PeqLab Biotechnology GmbH, Erlangen, Deutschland 

Reaktionsgefäße  Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 

(15 und 50ml) 

Röntgenfilme (grau)  GE Healthcare Ltd, Little Chalfont, UK 

Röntgenfilme (blau)  Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Deutschland 

Schüttelgerät   Infors HAT, Bottmingen, Schweiz 

(Infors HT minitron) 

Spektrophotometer  Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

Sterilbank „HERAsafe” Thermo Scientific, Ottawa, Kanada 

Thermocycler   PeqLab Biotechnology GmbH, Erlangen, Deutschland 

Tischzentrifuge  Thermo Scientific, Ottawa, Kanada 

Elektroblotter    PeqLab Biotechnology GmbH, Erlangen, Deutschland 

Zell-Inkubator   Binder, Tuttlingen, Deutschland 

Zellkulturschalen  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellen 

2.2.1.1 Zelllinien 

Die Auswirkungen von Hypoxie auf das Aktinzytoskelett und die Expression von GEFs und 

GAPs in Zellen wurde an L929-Fibrosarkom-Fibroblasten sowie an C2C12-Myoblasten 

untersucht; beides sind immortalisierte Mauszelllinien. Weiterhin wurde ein L929-Zellklon mit 

Knock-down des HIF-1α-Gens (shHIF-1α) sowie eine L929-Sh-Kontrollzelllinie verwendet 

(Sh-Kontrolle). Im Rahmen dieser Arbeit wurden zusätzlich zwei L929-Zellklone mit Knock-

down des ArhGAP29-Gens (Kd1 und Kd2) hergestellt. Diese wurden durch lentivirale 

Transduktion verschiedener short-hairpin-RNA-Vektoren gewonnen. In shHIF-1α, Kd1 und 

Kd2 führte die shRNA mittels RNA-Interferenz zu einer stabilen Stilllegung des HIF-1α bzw. 

ArhGAP29-Gens, wohingegen in der Sh-Kontrolle durch die verwendete non-targeting-shRNA 

kein Effekt auf die Genexpression erfolgte (Vogler et al. 2013).  

2.2.1.2 Kultivierung von Zellen 

Die Kultivierung der L929-Fibroblasten und C2C12-Myoblasten erfolgte in Dulbecco’s modi-

fied Eagle’s medium (DMEM). Dem Medium wurden 10% FCS sowie 1% Penicillin 

(100 U/ml) und Streptomycin (100 μg/ml) zugegeben. Zur Selektion der mit dem sh-Plasmid-

transduzierten Zellreihen (Sh-Kontrolle, shHIF-1α sowie Kd1 und Kd2) wurde Puromycin in 

einer Konzentration von 20 μg/ml Medium eingesetzt. Zum Passagieren wurde Trypsin mit 

EDTA (0,5 M, 2 μg/ml) benutzt. 

Die Zellen wurden im Zellkultur-Brutschrank bei 37 °C, 20% O2 und 5% CO2 inkubiert. Um 

Zellen hypoxischen Bedingungen auszusetzen wurden sie in einer Hypoxie-Box kultiviert, in 

der 37 °C, 1% O2 und 5% CO2 herrschten.  

2.2.1.3 Virologische Methoden 

Um die Expression des ArhGAP29-Gens in L929-Zellen zu verringern (Knock-down) wurde 

spezifische short-hairpin-Sequenz mithilfe von lentiviraler Transduktion in das Genom der 

Zielzellen eingebaut. Dadurch bildet der Zellkern durch Transkription selbstständig shRNA, 

die durch das Protein Dicer zu small-interfering-(si-)RNA verändert wird. Die siRNA setzt sich 

zusammen mit weiteren Proteinen zum sogenannten RNA-induced Silencing Complex (RISC) 

zusammen, der anhand der einsträngigen siRNA komplementäre mRNA bindet und degradiert. 

Abhängig vom Ausgangsvektor kann so eine posttranskriptionale Gen-Stilllegung erreicht 

werden, die mRNA-Fragmente eines bestimmten Gens zwischen Transkription und Translation 
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degradiert. Für diese Arbeit wurden dazu die in Tab. 1 aufgeführten Plasmidvektoren 

verwendet. Im weiteren Text werden die mit Vektor TRCN0000361989 transduzierten Zellen 

mit Knock-down des ArhGAP29-Gens Knock-down1 (Kd1) genannt werden, die ArhGAP29-

knock-down-Zellen aus dem Vektor TRCN0000023926 heißen Knock-down2 (Kd2). 

 

Tabelle 1: Verwendete Plasmidvektoren für den ArhGAP29-knock-down 

Name Klon-ID Sequenz Firma 

TRCN000

0361989 

NM_172525.2

-1901s21c1 

CCGGCCATTGAAACATTGGCATTTAC

TCGAGTAAATGCCAATGTTTCAATGG

TTTTT 

Sigma-Aldrich, 

St. Louis, USA 

TRCN000

0023926 

NM_172525.1

-1819s1c1 

CCGGCCAGGAGACTTTCATCGGAAAC

TCGAGTTTCCGATGAAAGTCTCCTGG

TTTTT 

Sigma-Aldrich, 

St. Louis, USA 

 

2.2.1.3.1 Plasmidpräparation 

Für die Plasmidpräparation wurden zunächst Einzelkolonien der plasmidtragenden E. coli-

Bakterien von Agarplatten in 5 ml LB-Medium (+5 μl einer 286 mM Ampicillinlösung) 

gegeben. Diese Vorkultur wurde für 8 h bei 37 °C in einem Schüttler inkubiert. Davon wurden 

500 μl in 100 ml LB-Medium (+100 μl 286 mM Ampicillin) überführt und die Proben erneut 

über Nacht geschüttelt. 

Die folgende Präparation erfolgte nach Handbuch des QIAGEN Spin mini Prep Kit. 

2.2.1.3.2 Herstellung von Lentiviren 

Für die Herstellung der Lentiviren wurde das lentivirale ViralPower Expressionssystem (Life 

Technologies, Paisley, UK) verwendet. 

Zuerst wurden HEK293T-Zellen mit einer Zelldichte von 7 x 106 Zellen in 15 ml DMEM 

(+10% FCS, kein Penicillin und Streptomycin) ausgesät. Am Folgetag wurde das Medium 

gegen 5 ml OptiMEM (+10% FCS) ausgetauscht. In einem Röhrchen wurden die 

Packagingplasmide (4,2 μg pLP1, 2 μg pLP2, 2,8 μg pLP-VSVG) sowie 3 μg des 

Expressionsvektors gemischt und auf 1,5 ml mit OptiMEM (ohne FCS) aufgefüllt. In ein 

weiteres Röhrchen wurden 36 μl Lipofectamine 2000 gegeben und ebenfalls mit OptiMEM auf 

1,5 ml aufgefüllt. Im Falle der Lipofektamin-vermittelten Transfektion bilden die Lipide im 

Lipofektamin Liposomen, die das zu transfizierende Genmaterial binden. Dadurch wird die 

Aufahme in die Zelle durch die lipophile Zellmembran hindurch ermöglicht. Nach 5 min 

Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde der Inhalt beider Röhrchen gemischt und wiederum 

für 20 min inkubiert. Das Gemisch wurde danach tropfenweise auf die ausgesäten Zellen 
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gegeben. Am dritten Tag folgte ein Mediumwechsel mit DMEM (+10% FCS, kein Penicillin 

und Streptomycin). 

Die erste Ernte und Aufreinigung der Viren erfolgte am vierten Tag. Der Überstand der 

HEK293T-Zellen wurde in ein 50ml Röhrchen geerntet und für 15 min bei 3000 rpm und 4 °C 

zentrifugiert, der Überstand wurde erneut abgenommen und für je 3 Teile Virusüberstand wurde 

1 Teil LentiX Concentrator zum Aufreinigen zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 

45 min bei 4 °C und einem 45 minütigen Zentrifugationsschritt bei 1500 rpm und 4 °C wurde 

der Überstand abgesaugt und verworfen. Das Pellet wurde in 2 ml Vollmedium (10% FCS, 

1% Penicillin und Streptomycin) aufgenommen und zu 2 x 1 ml Proben bei -80 °C eingefroren. 

Am Folgetag konnten die durch die Zellen produzierten Viren ein zweites Mal auf dieselbe 

Weise aufgereinigt werden. 

2.2.1.3.3 Transduktion der Zielzellen 

Zur Transduktion wurden am ersten Tag L929-Zellen in 2 ml Vollmedium in die Vertiefungen 

einer 6 Well-Platte bei einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml ausplattiert. An Tag 2 erfolgte 

die Transduktion der Zellen bei 50%iger Konfluenz. Es wurde 1 ml der jeweiligen 

Virusüberstände mit den TRCN0000361989 bzw. TRCN0000023926 Lentiviren sowie mit 

1 ml Vollmedium und 16 μl Polybrene in jedes Well auf die Zielzellen gegeben. In ein Kontroll-

Well wurde anstatt 1 ml Virusüberstand 1 ml normales Vollmedium gegeben. Polybrene ist ein 

kationisches Polymer, das die Infektionsrate der Zellen mit dem Lentivirus durch Neutralisation 

von Ladungsabstoßung erhöht. Am dritten Tag wurde 3x mit Vollmedium gewaschen. Danach 

wurden die Zellen in größere Kulturschalen (Durchmesser: 6 cm) transferiert und mit 2 μl des 

Selektionsantibiotikums Puromycin/ml Medium versehen. 

Die Knock-downs konnten mittels qPCR (siehe 2.2.2.10) und Western Blot (siehe 2.2.2.7) 

bestätigt werden. 

2.2.1.4 Fluoreszenzfärbung 

Um das Aktinfilamentgerüst und die Morphologie von hypoxisch und normoxisch gehaltenen 

L929-Zellen vergleichen zu können, wurden diese mit FITC- markiertem Phalloidin zur 

Sichtbarmachung der Aktinfilamente inkubiert. Die DNA wurde mit Hoechst angefärbt. 

Zur Fluoreszenzfärbung der Zellen wurden 0,3 x 105 Zellen/ml auf 20 x 20 mm Deckgläschen 

in 4 cm Zellkulturschalen ausgesät. Nach einer Inkubationszeit von 24 h bei 20% O2 wurden 

die Zellen für weitere 24 h unter normoxischen (20% O2) bzw. hypoxischen Bedingungen 

(1% O2) kultiviert. 
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Die Deckgläschen wurden dreimal mit PBS gewaschen und anschließend für 15 min in 

vierprozentigem PFA in PBS fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS folgte für 20 min 

die Permeabilisierung der Zellen mittels 0,2% Triton X in PBS. Erneut wurde dreimal mit PBS 

gewaschen und die Zugabe von 1% BSA in PBS erfolgte zur Reduzierung des Hintergrundes. 

Anschließend wurde das mit dem fluoreszierenden Farbstoff FITC markierte Phalloidin in einer 

Verdünnung von 1:400 für 60 min auf die Zellen gegeben. Ungebundenes Phalloidin wurde 

durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Anschließend wurde zur Färbung der DNA im 

Zellkern 1:500 verdünntes Hoechst für etwa 5 min zugegeben. Mit einem Tropfen Mowiol 

wurden die Zellen auf den Deckgläschen eingedeckelt und konnten am Fluoreszenzmikroskop 

(Axio Observer D1, Carl Zeiss, Göttingen, Deutschland) betrachtet werden. Zellgrößen wurden 

mit ImageJ-Software bestimmt. 

2.2.1.5 PHD-Inhibierung durch DMOG 

DMOG inhibiert unter normoxischen Bedingungen die enzymatische Aktivität der PHDs 

(s. 1.3) und stabilisiert somit HIF-1α. Um diesen Effekt in Zellkultur zu untersuchen, wurden 

beide zu untersuchenden Zellgruppen für 48 h in Normoxie inkubiert, jedoch wurde nach 24 h 

einer Gruppe 1 mM DMOG zugegeben. Mittels qRT-PCR und Western Blot konnte die HIF-

1α-Stabilisierung auf RNA- und Proteinebene bestätigt werden. 

2.2.1.6 Proteinextraktion und -konzentrationsbestimmung 

Um hypoxische Veränderungen auf Proteinebene in Zellen beurteilen zu können, wurden die 

zu untersuchenden Zelllinien zuerst in einer Konzentration von 0,3 bzw. 1 x 105 Zellen/ml 

ausgesät und für die ersten 24 h der Inkubation unter normoxischen Bedingungen (20% O2) 

kultiviert. Danach wurde eine Hälfte der Zellen weiterhin bei Normoxie belassen, während die 

andere Hälfte in der Hypoxie-Werkbank hypoxischen Bedingungen (1% O2) ausgesetzt und 

dort für 24 weitere Stunden inkubiert wurde. 

Zur Gewinnung der Proteinextrakte aus den Zellen wurde das Medium abgekippt, zweimal mit 

kaltem PBS gewaschen und 100 μl Lysepuffer /6 cm Zellkulturschale zugegeben. Der 

Lysepuffer dient dem Zellaufschluss; er enthält 10% Proteinaseinhibitor um den Proteinabbau 

zu verhindern. Die lysierten Zellen wurden abgeschabt und das Lysat für 12 min bei 13.200 rpm 

und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand konnte bei -80 °C gelagert, oder weiterverarbeitet 

werden, das Pellet wurde verworfen.  

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch nach der Bradford-Methode 

(Bradford 1976). Hierbei wurde ein spezielles Bradford-Reagenz (1:5 verdünnt) genutzt, das 
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durch den enthaltenen Farbstoff Coomassie brilliant blue G-250 bei Proteinbindung durch 

Farbumschlag die Proteinmenge in einer Probe anzeigt. 

Auf eine 96-well Platte wurden zuerst 0-8 μl BSA (0,5 mg/ml) pipettiert, die als Standardkurve 

dienten. Daneben wurde jeweils 1 μl der zu messenden Proteinprobe aufgetragen. In die 

Vertiefungen wurde dann 200 μl Bradford-Reagenz gegeben und mit dem Microplate Reader 

Model 680 (Bio-Rad) auf einer Wellenlänge von 595 nm die Absorption gemessen. So konnte 

anhand der Standardkurve die Proteinkonzentration in den Proben ermittelt werden. 

2.2.1.7 SDS-PAGE und Western Blot 

In der SDS-PAGE werden die Proteine ihrer Molekülmasse nach aufgetrennt. Jeder Probe 

wurde 1/5 des Probenvolumens (ca. 10-20 μl) 5x Laemmli-Puffer zugegeben. Diese Proben 

wurden ebenso wie ein Größenmarker (PageRuler Prestained) auf ein Polyacrylamidgel (6-

15%) aufgetragen. Für die Detektion von ArhGAP29 wurden 200 μg Protein aufgetragen, für 

HIF-1α 100 μg Protein. Am Netzgerät wurde für die Elektrophorese eines Gels eine 

Stromstärke von 45 mA, eine Spannung von 300 V und eine Leistung von 100 W für ca. drei 

Stunden angelegt. 

Nach erfolgter Gelelektrophorese hatten sich die Proteine ihrer Molekülmasse nach im Gel 

aufgetrennt. Das Gel wurde anschließend im Semi-Dry Blotting Verfahren zwischen 

transferpuffergetränkte Filterpapiere auf eine Nitrozellulosemembran in die Blotapparatur 

gelegt. Ein zum Gel senkrecht angelegtes Spannungsfeld übertrug die Proteine von dem Gel 

auf die Membran. Nach einer Stunde bei 2 mA/cm², 30 V und 100 W war der Proteintransfer 

abgeschlossen und die Membran konnte entnommen und mit Ponceau S angefärbt werden. Die 

reversible Ponceau S-Färbung dient als Transferkontrolle. 

Im Folgenden wurde die Membran mit einem Gemisch aus 5% Magermilchpulver in PBS für 

eine Stunde blockiert. Danach wurde der primäre Antikörper, verdünnt in ebenfalls PBS und 

5% Magermilchpulver, zugegeben und bei 4 C° über Nacht inkubiert. Anschließend wurde die 

Membran 3 x 10 min mit PBS gewaschen um überschüssige Antikörper von unspezifischen 

Bindungsstellen zu entfernen. Ein mit Horseradish peroxidase (HRP) gekoppelter sekundärer 

Antikörper wurde passend zur Quelle des primären Antikörpers ebenfalls in 5 prozentiger PBS-

Milch für eine Stunde auf die Membran gegeben. Dieser Schritt diente der spezifischen Bindung 

des sekundären an den primären Antikörper und war damit entscheidend für die 

Sichtbarmachung der Proteinbanden (zur Übersicht der benutzten Antikörper s. Tabelle 2). Es 

folgten drei weitere Waschschritte mit PBS, um unspezifisch gebundene Antikörper abzulösen. 
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Zum Entwickeln wurde die Membran für eine Minute lang in eine H2O2-, luminol- und 

cumarsäurehaltige Entwicklungslösung getaucht. Das entstehende Chemilumineszenz-Signal 

zwischen der HRP am sekundärem Antikörper und dem in der Entwicklungslösung enthaltenen 

Luminol wurde mit einer LAS-3000-Kamera festgehalten. Falls das Signal zu schwach war, um 

mittels Kamera detektiert zu werden, wurde ein photoempfindlicher Chemilumineszenzfilm 

aufgelegt. 

 

Tabelle 2: Übersicht der benutzten primären und sekundären Antikörper 

Name Quelle Verdünnung Firma Best.Nr. Lagertemp. 

Primäre Antikörper      

Anti-ARHGAP29 Hase 

polyklonal 

1:2500 Novus NBP1-

05989 

4 °C 

Anti-HIF-1 α (mouse) Kaninchen 

polyklonal 

1:500-

1:2000 

Novus NB100-

479 

4 °C 

Anti-Vinculin  

(hVIN-1) 

Maus 

monoklonal 

1:10000 Sigma 

Aldrich 

V9264 -20 °C 

Sekundäre Antikörper      

Anti-mouse HRP Ziege 1:1000 SantaCruz sc-2005 4 °C 

Anti-rabbit HRP Ziege 1:30000 SantaCruz sc-2004 4 °C 

 

2.2.1.8 RNA-Isolation 

Für die Isolation von RNA wurden zunächst Zellen in einer Konzentration von 

1 x 105 Zellen/ml in Zellkulturschalen mit 4 cm Durchmesser ausgesät. Eine Gruppe der Zellen 

verblieb für 48 h im normoxischen (20% O2) Brutschrank, die andere Gruppe wurde nach 24 h 

für weitere 24 h in die Hypoxie-Box (1% O2) umgesetzt. 

Bei der anschließenden Isolation wurden die Zellen jeder Zellkulturschale in 500 μl Trizol-

Reagenz aufgenommen. Als nächstes wurde jeder Probe 100 μl Chloroform zugegeben, sie 

wurde für 15 Sekunden invertiert und inkubierte dann für 2-3 min bei Raumtemperatur.  Nach 

einem Zentrifugationsschritt von 11400 rpm bei 4 °C für 15 min wurde die wässrige Oberphase, 

die die RNA enthält, in ein Reaktionsgefäß überführt. Die Probe wurde gevortext und es folgte 

die Zugabe des gleichen Volumens an Isopropanol zur Präzipitation der RNA. Nach 10 min 

Inkubationszeit bei RT wurde die Probe erneut für 10 min bei 11400 rpm und 4 °C zentrifugiert. 

Das Präzipitat wurde mit 500 μl 75%igem Ethanol gewaschen, anschließend wurde das Pellet 

bei Raumluft getrocknet und in 10 μl DEPC-H2O aufgenommen. Mit dem Spektrophotometer 

konnte anhand der optischen Dichte bei 260 und 280 nm die Konzentration und Reinheit der 

RNA bestimmt werden. Die Proben wurden bei -80 °C gelagert. 
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2.2.1.9 cDNA-Synthese 

Die Bildung von komplementärer DNA (cDNA) aus isolierter RNA erfolgte durch das virale 

Enzym Reverse Transkriptase, eine RNA-abhängige DNA-Polymerase. Entgegen der üblichen 

Prozessrichtung (revers) von Polymerasen binden spezifische Oligo(dT)18-Primer das 3‘-Ende 

der mRNA, sodass der cDNA-Strang vom 3‘ zum 5‘ Ende synthetisiert wurde.  

Ein Gemisch aus 2 μg RNA und 1 μl Oligo(dT)18-Primer wurde mit DEPC-H2O auf ein 

Gesamtvolumen von 11 μl aufgefüllt, für 10 min bei 65 °C inkubiert und danach auf 4 °C 

abgekühlt. Anschließend wurde dem Ansatz folgender Reaktionsmix zugegeben: 1 μl Ribolock 

(RNase Inhibitor), 2 μl Reverse Transkriptase (20 U/μl), 2 μl 10 mM dNTP-Mix sowie 4 μl 

Reaktionspuffer (5x). Einer einstündigen Inkubation bei 37 °C, in der die Synthese der cDNA 

stattfand, folgte ein Erhitzen des Ansatzes für 10 min auf 65 °C wodurch die Reverse 

Transkriptase inaktiviert wurde. Die cDNA wurde schließlich bei -20 °C gelagert. 

2.2.1.10 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion  

Die qRT-PCR beruht auf dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion, einer Methode zur 

Vervielfältigung von DNA-Abschnitten. Hierbei wird vielfach derselbe Zyklus durchlaufen, 

der aus Denaturierung der Doppelstrang DNA, Anlagern des spezifischen Primers (Annealing) 

und der Elongation des DNA-Stücks durch die hitzestabile Taq-Polymerase besteht. 

Zusätzlich wird in der qRT-PCR durch Fluoreszenzmarkierung die Menge des amplifizierten 

Produkts in jedem Zyklus gemessen.  

Als fluoreszierender Marker wurde SYBR Green I genutzt, das mit DNA interkaliert und bei 

der Bindung doppelsträngiger DNA fluoresziert. Als Referenzfarbstoff diente ROXTM. 

Die gemessenen Werte der Genproben wurden in L929- und C2C12-Zellen auf das 

Housekeeping-Gen mS12 abgeglichen, um Abweichungen im cDNA-Gehalt der einzelnen 

Proben herausrechnen zu können. In Untersuchungen am Nematoden C. elegans diente das 

Haushaltsgen y45f10d.4 als Abgleich. Der qRT-PCR Reaktionsansatz enthielt je Probe 1 μl 

cDNA, 12,5 μl Sensi Mix SYBR Low Rox (2x), jeweils 0,5 μl forward- und reverse-Primer 

(20 pmol/μl) sowie 10,5 μl dH2O um ein Gesamtprobenvolumen von 25 μl zu erreichen. Die 

Liste der benutzten Primer und das Thermalprofil der qPCR sind in Tabelle 3 und 4 aufgeführt. 
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Tabelle 3: Übersicht der verwendeten Primer 

Name Sequenz Annealing-

Temperatur 

mS12for GAAGCTGCCAAGGCCTTAGA 60 °C 

mS12rev AACTGCAACCAACCACCTTC 60 °C 

Arhgap19mus fw GGCTTATCAAGCGCAAAGTCC 58 °C 

Arhgap19mus re CCCTCTCTCTTCGCCTCAGA 58 °C 

mmArhgef19_fw ACGGACCGAAAGTGAGAAGC 62 °C 

mmArhgef19_rev GCCTGCTTGGATCTGACACT 62 °C 

mmArhgap29_fw ATCTGAGGCGAGTGGTGGAT 58 °C 

mmArhgap29_rev AGCAGCTTGGGGCTTTTACA 58 °C 

mmArhgap28_fw AGTCAAGCAGTACCGCGAAG 61 °C 

mmArhgap28_rev GCTGAAGAACAAGTTGGGCG 61 °C 

Worm Spv-1 Fw 1 ATGTCGTCGACGAGCAGTATATG 62 °C 

Worm Spv-1 Rev1 CTTCTACTCGGCGTATGATG 62 °C 

Worm Egln9 fw1 GATGACTGTGAGATCGACAAG G 62 °C 

Worm Egln9 rev1 CACTACTGAACGGTACTGTAC 62 °C 

Worm fw y45f10d.4 CGAGAACCCGCGAAATGTCGGA 62 °C 

Worm rev y45f10d.4 CGGTTGCCAGGGAAGATGAGGC 62 °C 

 

Tabelle 4: Thermalprofil der qRT-PCR 

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min] Anzahl Zyklen 

Prä-Denaturierung 95 10:00 1 

Denaturierung 95 00:30 40 

Annealing (Messung) Je Primer 

verschieden (s.Tab.3) 

00:20 40 

Elongation 72 00:30 40 

Denaturierung 95 01:00 1 

Annealing (Messung) Je Primer 

verschieden (s.Tab.3) 

00:30 1 

Ende 95 00:30 1 

 

2.2.2 Caenorhabditis elegans 

2.2.2.1 Caenorhabditis elegans-Stämme 

An dem Modellorganismus C. elegans wurden Experimente zur physiologischen Rolle von 

ArhGAP29 durchgeführt. C. elegans ist unter anderem wegen seiner Zellkonstanz (Eutelie) 

sowie der einfachen Handhabung im Labor ein häufig genutzter Modellorganismus. Es wurden 

ein Wildtypstamm (N2), ein HIF-1 Mutantenstamm (ZG31, generiert von Jiang/Powell-

Coffman, Iowa, USA) und ein Spv-1 knock-out Stamm (generiert von der OMRF Knock-out 

Group, Oklahoma City, USA) verwendet. Die Stämme wurden freundlicherweise von 

Prof. Dr. Schnabel von der Technischen Universität Braunschweig zur Verfügung gestellt. 
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2.2.2.2 Caenorhabditis elegans Haltung  

C. elegans wurden auf 10 cm Durchmesser Platten mit NGM-Agar kultiviert. Nach dem Gießen 

und Aushärten der Platten wurden diese aus einer Flüssigkultur mit E. coli OP50 als C. elegans 

Nahrung beimpft. Etwa alle vier Wochen wurden die Nematoden auf eine frische Platte 

umgesiedelt. Hierfür wurde mit einer abgeflammten Rasierklinge ein Stück des besiedelten 

Agars aus der Platte geschnitten und mit der Oberseite nach unten auf eine frische Platte 

transferiert. Die besiedelten Platten wurden bei 15 °C verwahrt. Experimente wurden bei RT 

durchgeführt.  

2.2.2.3 Bestimmung der Eiablageanzahl von Caenorhabditis elegans 

Mithilfe eines selbst hergestellten „Wurmpickers“ (ein mit einer Kneifzange am Ende 

abgeflachter Platindraht, der an einer Glaspipette festgeschmolzen wurde) wurden einzelne 

Würmer im L4-Larvenstadium auf eine 3,5 cm Durchmesser NGM-Agarplatte mit zentralem, 

ringförmigen E.coli OP50-Bewuchs gesetzt. Nach Beginn der Reproduktionszeit wurden die 

Tiere täglich zur gleichen Zeit auf frische Nährplatten übersiedelt und die verbliebenen Eier 

und Larven mithilfe eines Rasters gezählt. 

2.2.2.4 RNA-Isolation aus Caenorhabditis elegans 

Von jeweils zwei Platten wurden die synchronisierten adulten Würmer mit 4 ml M9-Puffer 

abgespült und in ein 15 ml Falcon überführt. Die Würmer wurden kurz abzentrifugiert (1 min, 

2000 rpm), der Überstand wurde entfernt und die Würmer wurden erneut mit 5 ml M9-Puffer 

gewaschen. Im Anschluss wurden die Würmer in 5 ml M9-Puffer für 1 h wippend inkubiert, 

zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Wurmpellet wurde mit 1 ml Trizol versetzt und 

die RNA isoliert (siehe RNA Isolation Kapitel 2.2.1.8, S 25). 

2.2.3 Verwendete Computerprogramme 

Die Auswertung der qRT-PCR-Daten wurde mit Graph Pad Prism 5 durchgeführt, wobei die 

statistische Analyse durch ungepaarte, zweiseitige T-Tests erfolgte. Als Signifikanzlevel 

wurden p<0,05 = *, p<0,01 = ** und p<0,001 = *** gewählt. Die Ergebnisse wurden als 

Mittelwert ± Standardfehler (mean ± standard error of the mean (SEM)) angegeben. Die 

grafische Darstellung der qRT-PCR-, Western Blot- sowie Immunfluoreszens-Ergebnisse 

erfolgte durch Corel Draw X5 und Adobe Photoshop CS4. Mit dem Programm ImageJ wurde 

die Größe der Zellen gemessen. Für die Textverarbeitung und das Literaturverzeichnis wurden 

Microsoft Office Word 2010 bzw. EndNote X5 verwendet. Die schematischen Abbildungen in 

Einleitung und Diskussion wurden mit dem Programm Inkscape 0.91 erstellt.
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3 Ergebnisse 

3.1 Regulation von GAPs und GEFs in Hypoxie 

In vorherigen Untersuchungen wurden bei einem unvoreingenommenen Transkriptomscreen 

unter Hypoxie abweichende Expressionsmuster für einige Gene identifiziert, die für 

Rho-regulierende GAPs und GEFs codieren (durchgeführt von Dr. Liza Swain, Institut für 

Herz- und Kreislaufphysiologie, Georg August Universität Göttingen). 

Um eine hypoxische Regulation der erhaltenen Kandidatengene näher zu untersuchen, wurden 

im Folgenden die mRNA-Level des ArhGEF19-, ArhGAP19-, ArhGAP28- (Abb. 7) sowie des 

ArhGAP29-Gens (Abb.7 und 8) mittels qRT-PCR analysiert. Diese Experimente wurden in 

einer L929-Fibrosarkom-Zelllinie (Abb. 7) sowie in einer C2C12-Myoblasten-Zelllinie 

(Abb. 8) durchgeführt, beides sind immortalisierte Mauszelllinien. In Wt-Zellen dieser 

Zelllinien wurde verglichen, in welcher Weise die Kandidatengene nach 24 h Hypoxie (1% O2) 

im Gegensatz zu 24 h Normoxie (20% O2) ihre Expression verändern. Parallel wurde die HIF-

1α-Abhängigkeit einer möglichen hypoxischen Induktion mittels eines HIF-1-knock-down-

L929-Zellklons analysiert (shHIF-1α-Zellen). ShHIF-1α-Zellen wurden mittels stabiler 

lentiviraler Transduktion mit einem short-hairpin (sh)-Konstrukt behandelt, welches aufgrund 

seiner spezifischen Basenfolge durch RNA-Interferenz eine stabile Stilllegung des HIF-1α-

Gens verursacht. Sh-Kontrollzellen wurden der gleichen Prozedur unterzogen, exprimieren 

jedoch lediglich eine „non-target-shRNA“, die keine Veränderung der Genexpression bewirkt 

(Vogler et al. 2013).  
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Abb. 7: Veränderung der Genexpression Rho-regulierender Proteine in Hypoxie. Die Grafik zeigt 

Veränderungen der mRNA-Expression des (A) ArhGEF19-, (B) ArhGAP19-, (C) ArhGAP28- und (D) 

ArhGAP29-Gens in L929-Fibroblasten nach 24 h hypoxischer Inkubation (1% O2) verglichen mit normoxischer 

Inkubation (20% O2). Die Messung erfolgte in Wt-, Sh-Kontroll- und HIF-1 α-knock-down-Zellen. Erklärung: Wt 

- Wildtyp, Sh - short-hairpin-Kontrolle, shHIF-1α - HIF-1α-knock-down-Zellen; ns - nicht signifikant; * - p <0,05; 

** - p <0,01; Mittelwert ± Standardfehler; n = 4. 

Des Weiteren wurden L929-Wt-Zellen mit dem PHD-Inhibitor DMOG behandelt (Abb. 8B), 

um HIF-1α in Normoxie zu stabilisieren und die daraus resultierenden Effekte mit denen 

hypoxischer Zellen zu vergleichen. 

 

Abb. 8: Induktion von ArhGAP29-mRNA in C2C12-Myoblasten und in L929-Fibroblasten nach DMOG-

Behandlung. (A) zeigt die veränderte Genexpression des ArhGAP29-Gens in C2C12-Myoblasten nach 24 h 

Hypoxie (1% O2) im Vergleich zu normoxisch (20% O2) gehaltenen Zellen. In (B) ist die ArhGAP29-mRNA-

Expression in unbehandelten L929-Fibroblasten sowie nach Inkubation der Zellen mit dem PHD-Inhibitor DMOG 

für 24 h zu sehen. Erklärung: Wt - Wildtyp, DMOG - Dimethyloxaloylglycin; * - p <0,05; ** - p <0,01; Mittelwert 

± Standardfehler; n = 4. 
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In Tabelle 5 ist zu sehen, welche Kandidatengene in welcher Zelllinie in Hypoxie (bzw. durch 

Behandlung mit DMOG) verglichen mit normoxischen Zellen vermehrt oder vermindert 

transkribiert wurden. Die Gene ArhGEF19 und ArhGAP19 zeigten in den verschiedenen 

Zellreihen keine konstanten Veränderungen ihrer mRNA-Level in Hypoxie und wurden daher 

nicht weiter untersucht. Sowohl ArhGAP28 als auch ArhGAP29 wiesen dagegen eine 

signifikante hypoxische Induktion in L929-Wildtypzellen auf. Da in den L929-Sh-

Kontrollzellen für ArhGAP28 eine signifikante Abnahme der Genexpression, für ArhGAP29 

jedoch der Trend für eine Zunahme der Genexpression festgestellt wurde, sollte die ArhGAP29-

Expression in Abhängigkeit von Hypoxie und dem HIF-1-Signalweg näher untersucht werden. 

Die hypoxische Induktion von ArhGAP29 ist nur in Wildtyp- und Sh-Kontrollzellen zu 

beobachten, im HIF-1α-knock-out-Klon bleibt sie aus. Dies weist darauf hin, dass die 

Expression von ArhGAP29 HIF-1α-abhängig ist. In Abbildung 8 zeigte sich auch in C2C12-

Zellen eine hypoxische Induktion des ArhGAP29-Gens, weiterhin konnte in L929-

Wildtypzellen eine signifikante Erhöhung des mRNA-Expressionslevels nach DMOG-

Behandlung und normoxischer Stabilisierung von HIF-1α festgestellt werden. 

Tabelle 5: Übersicht der veränderten Genexpression Rho-regulierender Proteine. Zusammenfassung der in 

Abb. 7 und 8 gezeigten qPCR-Ergebnisse. Veränderung der Genexpression verschiedener GAPs und GEFs nach 

24 h hypoxischer Inkubation (1% O2) bzw. nach DMOG-Zugabe (bei 20% O2) verglichen mit normoxischer 

Inkubation (20% O2). Erklärung: Wt - Wildtyp, Sh-Kontr. - short-hairpin-Kontrolle, shHIF-1α - HIF-1α-knock-

down-Zellen,   - gesteigerte Expression,  - verminderte Expression, → - keine signifikante Änderung, „-”- 

nicht untersucht. 

 

 

Kandidaten-

Gen 

Zelllinie 

L929 C2C12 

Wt Sh-Kontr. shHIF-1α 
Wt 20%  

+DMOG 
Wt 

ArhGEF19 → → → - - 

ArhGAP19 → ↓ → - - 

ArhGAP28 ↑ ↓ → - - 

ArhGAP29 ↑ → → ↑ ↑ 
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Im Folgenden wurden Western-Blot-Experimente durchgeführt, um eine hypoxische Induktion 

von ArhGAP29 auch auf Proteinebene zu analysieren und weiterhin diese hypoxische Induktion 

auf die Abhängigkeit von HIF-1α zu testen (Abb. 9A und B). 

 

Abb. 9: Hypoxie und DMOG-Behandlung induzieren ArhGAP29 auf Proteinebene; die hypoxische 

Induktion von ArhGAP29 erfolgt HIF-1α-abhängig. Western Blot mit Zelllysaten von L929-Fibroblasten, die 

für 24 h bei 20% bzw. 1% O2 inkubiert oder mit DMOG behandelt wurden. (A) In Hypoxie sowie nach DMOG-

Behandlung sind in L929-Wildtypzellen erhöhte Proteinlevel von ArhGAP29 und die hypoxische Stabilisierung 

von HIF-1α zu sehen. (B) L929-Sh-Kontrollzellen (Sh) zeigen unter Hypoxie ebenfalls eine Induktion von 

ArhGAP29 und HIF-1α, diese Induktion bleibt in HIF-1α-knock-down-Zellen (shHIF-1α) jedoch aus. 

In Abb. 9 A ist das Ergebnis des Versuchs mit Zelllysaten von L929-Fibroblasten zum 

Nachweis von ArhGAP29- und HIF-1α-Proteinen zu sehen. Die Zellen wurden hypoxisch 

inkubiert bzw. mit DMOG behandelt. Es zeigt sich, dass sowohl durch Hypoxie als auch durch 

Behandlung mit dem PHD-Inhibitor DMOG vermehrt ArhGAP29 exprimiert werden. HIF-1α 

wird durch Sauerstoffmangel und DMOG erwartungsgemäß ebenfalls stabilisiert. Die 

Ergebnisse des Western Blots stimmen demnach mit den vorangegangenen Befunden aus den 

qRT-PCR-Experimenten überein. Im Western Blot in Abb. 9 B ist eine Hochregulation des 

ArhGAP29-Proteins auch in hypoxischen Sh-Kontrollzellen zu sehen. Der HIF-1α-knock-

down-Klon zeigt jedoch keine vermehrte Expression von ArhGAP29 unter Hypoxie. Auch für 

HIF-1α zeigt sich eine deutliche Bande alleine in den Sh-Kontrollzellen. Dies bestätigt 

zusammen mit den qPCR-Ergebnissen, dass die hypoxische Induktion von ArhGAP29 

abhängig von HIF-1α geschieht. 

3.2 Zeitliche Dynamik der Genexpression von ArhGAP29 

Im Folgenden wurde mittels qRT-PCR die zeitliche Dynamik der Genexpression von 

ArhGAP29 untersucht, um einen Eindruck von der zeitlichen Dimension der hypoxischen 

Induktion von ArhGAP29 zu bekommen. Dafür wurde die ArhGAP29-mRNA-Expression in 
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L929-Fibroblasten nach 2, 4, 8 und 12 Stunden in Hypoxie gemessen und mit der mRNA von 

12 Stunden normoxisch inkubierten L929-Fibroblasten verglichen. Bereits nach 2 Stunden 

zeigte sich eine signifikante Erhöhung des ArhGAP29-mRNA-Levels mit steigenden Werten 

bis zu einem Höchstwert um 8 Stunden (Abb. 10). Nach 12 Stunden fiel die mRNA-Expression 

wieder leicht ab, war jedoch nach wie vor signifikant erhöht. 

 

Abb. 10: Hypoxische Induktion von ArhGAP29 im Zeitverlauf. L929-Zellen wurden für 12 Stunden in 

Normoxie (20% O2) bzw. für 2, 4, 8 oder 12 Stunden in Hypoxie (1% O2) inkubiert. Das mRNA-Expressionslevel 

von ArhGAP29 wurde anschließend mittels qRT-PCR analysiert. *** - p<0,001; Mittelwert ± Standardfehler; 

n = 4. 

3.3 Etablierung eines ArhGAP29-knock-downs in L929-Fibroblasten 

Um in weiteren Versuchen einen Einblick in die zellulären Funktionen von ArhGAP29 zu 

gewinnen, wurden zwei unabhängige, stabile ArhGAP29-knock-down-Zelllinien mittels 

lentiviralem shRNA-Transfer generiert, die im Folgenden mit Kd1 und Kd2 benannt sind. Der 

Knock-down von ArhGAP29 wurde auf mRNA- und Proteinebene analysiert. In Abb. 11A sind 

die mRNA-Level von ArhGAP29 in Wildtypzellen, Sh-Kontrollzellen sowie den ArhGAP29-

knock-down-Klonen Kd1 und Kd2 sowohl in Normoxie als auch nach 24 Stunden hypoxischer 

Inkubation zu sehen. Die qRT-PCR-Analyse zeigt eine signifikant verminderte hypoxische 

Genexpression von ArhGAP29 in beiden ArhGAP29-knock-down-Zellklonen gegenüber den 

Wildtyp- und Sh-Kontrollzellen. Dazu passend ist im Western Blot in Abb. 11B eine 

Expression von ArhGAP29-Protein in den hypoxisch inkubierten Wildtypzellen und in 

Sh-Kontrollzellen zu sehen. Kd1 sowie Kd2 zeigen keine hypoxische Hochregulation des 

ArhGAP29-Proteins. Ein Knock-down des ArhGAP29-Gens konnte somit auf mRNA- und 

Proteinebene nachgewiesen werden. 
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Abb. 11: Knock-down von ArhGAP29 in L929-Zellen. Durch lentivirale Transduktion spezifischer 

Sh-Sequenzen wurden stabile ArhGAP29-knock-down-Zellklone erstellt (Kd1 und Kd2). (A) QRT-PCR Daten 

zeigen eine signifikant geringere hypoxische Induktion von ArhGAP29 in Kd1 und Kd2 im Vergleich zu Wildtyp-

(Wt) und Sh-Kontrollzellen (Sh). (B) Im Western Blot ist ebenso eine deutliche hypoxische Induktion von 

ArhGAP29 nur in Wt- und Sh-Zellen zu sehen. *** - p <0,001; Mittelwert ± Standardfehler; n = 4. 

3.4 Veränderungen der Zellmorphologie in ArhGAP29-knock-down-Zellen 

Durch die Etablierung zweier L929-Fibroblasten-Zelllinien mit stabilem ArhGAP29-

knock-down ergab sich die Möglichkeit, die Auswirkung der hypoxischen ArhGAP29-

Induktion im Vergleich zu L929-Wt-Zellen hinsichtlich Morphologie und Funktion genauer zu 

untersuchen. Hierzu wurden normoxisch und hypoxisch inkubierte L929-Wt-, Sh-Kontroll- und 

ArhGAP29-knock-down (Kd2)-Zellen mittels Phalloidinfärbung und anschließender 

Fluoreszenzmikroskopie beurteilt (Abb. 12A). Die Wildtyp- und Sh-Kontrollzellen hatten unter 

hypoxischen Bedingungen eine veränderte Zellmorphologie mit vermehrter Ausbildung von 

Pseudopodien, kontraktilen Aktomyosinbündeln (stress fibres) und einer rundlichen Zellform. 

Zudem zeigte das Ausmessen der Zellen eine signifikant verbreiterte Zellfläche unter 

hypoxischen Bedingungen (Abb. 12B). Diese Effekte entsprechen den 2013 bereits von Vogler 

et al. beschriebenen Befunden in hypoxischen L929-Fibroblasten (Vogler et al. 2013). 

Weiterhin fällt auf, dass bereits in Normoxie in den Kd2-Zellen ähnliche morphologische 

Charakteristiken mit vergrößerter Zellfläche, zahlreichen Pseudopodien und runder Gestalt zu 

erkennen sind. Auch eine ausgeprägte Bildung von filamentösem Aktin kann bei den 

normoxischen Kd2-Klonen beobachtet werden. Unter hypoxischen Bedingungen zeigen die 

Kd2-Zellen eine ähnliche Morphologie mit zusätzlich vergrößerter Zellfläche. 
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Abb. 12: Morphologische Veränderungen in L929-Fibroblasten mit ArhGAP29-knock-down. (A) Wildtyp 

(Wt)- Sh-Kontroll (Sh)- und ArhGAP29-knock-down (Kd2)-Zellen wurden für 24 h bei 20% O2 bzw. 1% O2 

inkubiert, fixiert und mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin angefärbt. ArhGAP29-knock-down-Zellen zeigen 

sowohl in Normoxie als auch in Hypoxie morphologische Veränderungen im Vergleich zu Wt- und Sh- Zellen. 

Die hypoxischen Zellen sowie die normoxischen ArhGAP29-knock-down-Zellen bilden vermehrt filamentöses 

Aktin aus. (B) Analyse der Zellfläche von normoxisch und hypoxisch inkubierten Wt- Sh- und Kd2-Zellen. Alle 

Zellgruppen weisen eine signifikante Flächenzunahme nach 24 h Hypoxie im Vergleich zu normoxisch 

inkubierten Zellen auf. ArhGAP29-knock-down-Zellen sind sowohl unter 20% als auch 1% O2 im Vergleich zu 

Wt- und Sh- Zellen vergrößert. Bestimmung der Zellgröße mit ImageJ. ** - p <0,01; *** - p <0,001; Mittelwert ± 

Standardfehler; n = 100. 

3.5 Die Rolle von ArhGAP29 in C. elegans 

Um zu untersuchen, ob die hypoxische Regulation von ArhGAP29 evolutionär konserviert ist, 

wurden in vivo-Experimente an dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C. elegans) 

durchgeführt. Das homologe Gen zu ArhGAP29 in C. elegans heißt Spv-1 und wurde in 

normoxisch und hypoxisch inkubierten C. elegans-Würmern analysiert. Für die Versuche 

wurden folgende C. elegans-Stämme verwendet: N2 als Wildtypstamm, Zg31 als HIF-1-knock-

out-Stamm und RB1353 als Spv1-knock-out-Stamm.  

In Abb. 13A ist eine qPCR-Analyse der relativen Expressionslevel des Spv-1-Gens in 

N2-Wildtypwürmern sowie in Zg31-HIF-1-knock-out-Würmern unter Normoxie und Hypoxie 
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abgebildet. Im N2-Stamm ist die Expression von Spv-1 in hypoxisch inkubierten Würmern 

signifikant höher als die der normoxisch inkubierten Würmer. Die Analyse der 

Spv-1-Expression in Zg31-Würmern zeigt gleiche Expressionslevel bei 20% O2 und bei 1% O2. 

Dieses Ergebnis passt zu den Befunden der Versuche in 3.1, die auf eine Abhängigkeit der 

ArhGAP29-Expression von HIF-1α hindeuten. Der Graph in Abb. 13B zeigt eine 

Positivkontrolle von Egl9, was in C. elegans dem Homolog vom HIF-1α-Zielgen PHD2 

entspricht. Es ist zu sehen, dass in Würmern des N2-Stammes eine hypoxische Induktion von 

Egl9 erfolgt, wie es bei einer Stabilisierung von HIF-1α zu erwarten ist. Die Würmer des Zg31-

Stammes zeigen aufgrund des HIF-1-knock-outs hingegen keine hypoxische Induktion, 

vielmehr ist eine Reduktion der Genexpression zu beobachten. Zudem wurde die Eiablagerate 

der Würmer untersucht (Abb. 13C) Würmer mit Spv-1-Mutation zeigen mit Abstand die 

niedrigste Eimenge in diesem Versuch. Bei Würmern mit Knock-out des HIF-1-Gens kommt 

es weiterhin zu einer signifikanten Verminderung der Eiablagerate im Vergleich zu N2-

Würmern. 

 

 

 

Abb. 13: ArhGAP29 in C. elegans. (A) QRT-PCR Daten zeigen eine hypoxische Induktion des ArhGAP29-

homologen Gens Spv-1 im Wildtypstamm N2 (wt), die im HIF-Mutantenstamm ZG31 (HIF mut) ausbleibt. (B) 

Positivkontrolle durch qRT-PCR Analyse des PHD2 homologen Gens Egl9 in C. elegans. Das HIF-Zielgen zeigt 

im Wt-Stamm N2 eine deutliche hypoxische Induktion, jedoch nicht im HIF-knock-out-Stamm ZG31. (C) Die 

Anzahl gelegter Eier von Spv-1-knock-out-Würmern ist signifikant niedriger als die der Wildtyp- und ZG31-

knock-out-Stämme. * - p <0,05; ** - p <0,01; *** - p <0,001; Mittelwert ± Standardfehler; Zahlen in den Balken 

repräsentieren die Anzahl der untersuchten Würmer. 
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Es kann zusammengefasst werden, dass bei dem ausgewählten Kandidatengen ArhGAP29 eine 

hypoxische Induktion in L929-Fibroblasten und C2C12-Myoblasten festgestellt werden konnte, 

wohingegen bei ArhGEF19, ArhGAP19 sowie ArhGAP28 keine eindeutige 

Expressionsänderung in Hypoxie beobachtet wurde. Die Genexpression von ArhGAP29 

erreicht nach 8 Stunden hypoxischer Inkubation ihren Spitzenwert. Weitere Versuche zeigten, 

dass die hypoxische Induktion abhängig vom Hypoxie-induzierbaren-Faktor-1 (HIF-1) 

geschieht. Ein Knock-down von ArhGAP29 in L929-Fibroblasten führt im Vergleich zu 

Wildtypzellen zu einer charakteristisch veränderten Zellmorphologie mit vergrößerter 

Zellfläche und der Ausbildung von filamentösem Aktin. In C. elegans-Fadenwürmern wurde 

eine hypoxische Hochregulation des ArhGAP29-homologen Spv-1-Gens beobachtet. Ein C. 

elegans-Stamm mit Spv-1-knock-out zeigte eine verminderte Zahl von gelegten Eiern im 

Vergleich zum Wildtyp. Bezüglich der in 1.8 formulierten Zielsetzung dieser Arbeit kann somit 

vermutet werden, dass ArhGAP29 eine wichtige Rolle in der Regulation der RhoA-Aktivität 

nicht nur in Normoxie, sondern auch in Hypoxie spielt. Dies wird durch die morphologischen 

Unterschiede, jedoch vor allem durch die Veränderung des Aktinfilamentsystems in den 

ArhGAP29-knock-down-Zellen in Hypoxie untermauert. 
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4 Diskussion 

Mit dieser Arbeit soll das Verständnis für Rho-regulierende Proteine bei der hypoxischen 

Reorganisation des Aktinzytoskeletts erweitert werden. Ist eine Zelle aus physiologischen oder 

pathologischen Gründen einer Minderversorgung mit Sauerstoff ausgesetzt, spricht man von 

Hypoxie. Dieser Zustand aktiviert in der Zelle eine Vielzahl von Mechanismen, um die 

Sauerstoff-Homöostase aufrechtzuerhalten. Diese werden größtenteils über den heterodimeren 

Transkriptionsfaktor HIF-1 vermittelt, dessen Aktivierung in der Zelle zur Expression 

zahlreicher Zielgene führt. Neben Mechanismen einer verbesserten Sauerstoffversorgung des 

Gewebes wurden auf zellulärer Ebene auch hypoxische Effekte auf das Aktinzytoskelett 

beobachtet (Wang und Semenza 1993; Ebert et al. 1995; Norris und Millhorn 1995; Forsythe 

et al. 1996). Vogler et al. konnten eine HIF-1-abhängige Neuorganisation verschiedener 

zytoplasmatischer Aktinisoformen in L929-Fibroblasten nachweisen. Damit einher gingen 

weitere morphologische und funktionelle Veränderungen, die auf eine Änderung der 

Aktindynamik unter Hypoxie hinweisen, wie z. B. eine verlangsamte Zellmigration, eine 

erhöhte Anzahl von Fokalkontakten sowie eine Zunahme der Zellfläche (Vogler et al. 2013). 

Die Dynamik des Aktinzytoskeletts wird von Rho-GTPasen wie RhoA, Cdc42 und Rac1 

reguliert, wobei vor allem RhoA unter Hypoxie abweichende Aktivitätsmuster zeigte (Heasman 

und Ridley 2008; Zieseniss 2014). Am Ende der Signalwege der Rho-GTPasen stehen 

zahlreiche Aktin-Dynamik-regulierende aktinbindende Proteine wie z.B. Cofilin (Matsui et al. 

1996; Narumiya et al. 1997; Kaibuchi et al. 1999). Die Aktivität von Rho-GTPasen wird 

wiederum durch ein Regulationssystem aus aktivierenden GEFs, inhibierenden GAPs und 

zeitweise inaktivierenden GDIs bestimmt (Bos et al. 2007). Die Anzahl dieser regulatorischen 

Schalterproteine übersteigt die Zahl der Rho-GTPasen, auf die sie einwirken, etwa um den 

Faktor 3. Dies legt eine hohe Spezifität dieser Proteine auf Zielproteine, Gewebe und 

Signalwege nahe (Tcherkezian und Lamarche-Vane 2007; Cherfils und Zeghouf 2013). Vor 

Beginn dieser Arbeit wurde ein Makrophagen-Transkriptomscreen in Hypoxie von Dr. Liza 

Swain in der Arbeitsgruppe von Prof. Katschinski durchgeführt. Dadurch konnten die 

Kandidatengene ArhGEF19, ArhGAP19, ArhGAP28 und ArhGAP29 identifiziert werden. 

Diese Gene kodieren für Rho-regulierende GAPs und GEFs und zeigten eine abweichende 

Expression unter hypoxischen Bedingungen. Ziel war es, eine mögliche Verbindung zwischen 

der hypoxischen Regulation von RhoA und der Dynamik des Aktinzytoskeletts zu untersuchen. 
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4.1 Die hypoxische Induktion von ArhGAP29 ist abhängig von HIF-1α 

Die zuvor identifizierten Kandidaten - GAPs und GEFs - wurden auf Expressionsänderungen 

in hypoxischer Umgebung untersucht. Unter den Kandidatengenen ArhGEF19, ArhGAP19, 

ArhGAP28 und ArhGAP29 wurde für das Gen ArhGAP29 eine eindeutige hypoxische 

Induktion festgestellt. In L929-Fibroblasten war die Expression von ArhGAP29 in hypoxisch 

inkubierten Zellen auf mRNA- und Proteinebene erhöht, in C2C12-Myoblasten konnte eine 

Erhöhung des mRNA-Levels beobachtet werden. Dies zeigt, dass es sich hierbei um einen 

Zelllinien-übergreifenden Mechanismus handelt, der nicht nur in L929-Fibroblasten zu finden 

ist. Das ArhGAP29-Gen eignete sich daher für weitere Untersuchungen der Aktindynamik in 

Hypoxie. 

Die hypoxische Induktion von ArhGAP29-mRNA zeigte im Zeitverlauf einen Spitzenwert nach 

acht Stunden hypoxischer Inkubation, war aber auch nach zwölf Stunden noch signifikant 

erhöht. Da HIF-1 als Haupttranskriptionsfaktor in Hypoxie die Expression zahlreicher Gene 

vermittelt, wurde auch eine HIF-1-Abhängigkeit der hypoxischen Induktion von ArhGAP29 in 

Betracht gezogen. Tatsächlich wurde im nachfolgend durchgeführten Experiment ein 

vermindertes hypoxisches ArhGAP29-Proteinlevel in HIF-1α-knock-down-Zellen beobachtet, 

was bestätigte, dass ArhGAP29 abhängig von HIF-1α exprimiert wird. Passend dazu war 

ArhGAP29 nach normoxischer Stabilisation von HIF-1α durch den PHD-Inhibitior DMOG 

ebenfalls hochreguliert.  

Eine ausführliche Literaturrecherche ergab, dass von einer hypoxischen Induktion des 

ArhGAP29-Gens bislang nicht berichtet wurde. Es ist bekannt, dass ArhGAP29 ubiquitär 

exprimiert wird und als GTPase-aktivierendes Protein eine inhibitorische Wirkung auf die 

Aktivität von Rho-GTPasen, vor allem RhoA, besitzt (Saras et al. 1997). Eine RhoA-

Aktivierung führt über die Rho-assoziierte-Kinase ROCK zur Ausbildung von kontraktilen 

Aktinfilamenten, sogenannten stress fibres, die unter anderem für die Kontraktion und 

Translokation von Zellen von Bedeutung sind (Ridley und Hall 1992). Zudem vermittelt RhoA 

über ROCK und die Lim-Kinase eine Phosphorylierung und damit die Inaktivierung des 

aktinbindenden Proteins Cofilin, was zur vermehrten Ausbildung von filamentösem Aktin führt 

(Maekawa et al. 1999). Für RhoA wurde in diversen Zelllinien eine hypoxische 

Aktivitätszunahme beschrieben, jedoch bestehen auch Hinweise auf eine Reduktion der RhoA-

Aktivität unter Hypoxie (Zieseniss 2014). Unveröffentlichte Daten aus der Arbeitsgruppe von 

Prof. Katschinski zeigen im Zeitverlauf in Hypoxie zunächst eine erhöhte RhoA-Aktivität in 

L929-Fibroblasten, die nach wenigen Stunden wieder stark abnimmt. Die vorliegende Arbeit 
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zeigt die Zunahme der ArhGAP29-Expression nach wenigen Stunden Hypoxie. Diese zeitliche 

Parallelität der Zunahme der ArhGAP29-Expression und der initial erhöhten RhoA-Aktivität 

lassen für ArhGAP29 eine Rolle als Feinregulator der RhoA-Aktivität vermuten (Abb. 14). 

Eventuell dient dieser Wirkmechanismus der Vermeidung einer überschießenden Aktivierung 

von RhoA.  

 

Abb. 14: Signalweg von ArhGAP29 und RhoA in Hypoxie. Der durch Hypoxie stabilisierte Transkriptions-

faktor HIF-1 induziert ArhGAP29, das mit seiner GAP-Domäne inhibitorisch auf die RhoA-Aktivität wirkt. 

Gleichzeitig erfolgt eine Aktivierung von RhoA kurz nach Einsetzen der Hypoxie. Eine Funktion von ArhGAP29 

zur Feinregulation der RhoA-Aktivität kann vermutet werden. Über aktinbindende Proteine vermittelt RhoA die 

vermehrte Ausbildung von filamentösem Aktin (F-Aktin). Erklärung: G-Aktin: globuläres Aktin. 

4.2 ArhGAP29-knock-down-Zellen zeigen morphologische Veränderungen 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch das Einbringen von shRNA-Plasmidvektoren in L929-

Fibroblasten zwei stabile Klone mit Knock-down des ArhGAP29-Gens etabliert. Der Knock-

down wurde anschließend auf mRNA- und Proteinebene überprüft. Somit bestand die 

Möglichkeit, über genetisch modifizierte Zellen die Folgen der verminderten ArhGAP29-

Expression zu analysieren. L929-Wildtypzellen, die für 24 Stunden hypoxisch inkubiert 

wurden, zeigten neben einer Vergrößerung der Zellfläche und einer Abrundung der Zellform 

deutlich mehr stress fibres als Zellen in Normoxie. Eine vergrößerte Zellfläche und die 

Ausbildung von stress fibres wurde in dieser Zellart unter Hypoxie bereits von Vogler et al. 

beschrieben (Vogler et al. 2013). ArhGAP29-knock-down-Zellen zeigten im Gegensatz zu den 

Wildtyp-Zellen auch in Normoxie eine deutliche Vergrößerung der Zellfläche mit vermehrter 

Bildung von Stressfasern. Nach hypoxischer Inkubation waren die Zellen nochmals signifikant 

vergrößert. Der Eindruck von vermehrten stress fibres lässt sich möglicherweise dadurch 
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erklären, dass durch den ArhGAP29-knock-down eine Zunahme der RhoA-Aktivität sowohl in 

Normoxie als auch in Hypoxie resultiert. 

4.3 ArhGAP29 in mehrzelligen Organismen 

Um weitere Informationen über die Rolle von ArhGAP29 in mehrzelligen Organismen zu 

erhalten, wurden In-vivo-Experimente am Fadenwurm C. elegans durchgeführt. Würmer vom 

Wildtyp (N2) zeigten nach hypoxischer Inkubation im Vergleich zu normoxisch gehaltenen 

Würmern einen signifikanten Anstieg des ArhGAP29-homologen Gens Spv-1 (spermatheca 

physiology variant-1). Interessanterweise blieb in Würmern mit Knock-out des HIF-1-Gens 

(Zg31) eine Hochregulation von Spv-1 unter Hypoxie aus. In C.-elegans-Würmern erfolgt also 

ebenso wie in L929-Fibroblasten eine Hochregulation des Rho-regulierenden Proteins Spv-1 

(ArhGAP29) unter hypoxischen Bedingungen, wobei eine Abhängigkeit von HIF-1 in Betracht 

gezogen werden kann. Des Weiteren konnte in Wildtypwürmern (N2) eine hypoxische 

Induktion des HIF-1-Zielgens PHD2 (in C. elegans: Egl9) beobachtet werden, die in HIF-1-

knock-out-Würmern nicht eintritt. Es kann daher als Kontrolle für die HIF-1-Expression im C.-

elegans-Wildtyp (N2)- und im HIF-1-knock-out (ZG31)-Stamm gesehen werden.  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen weiterhin, dass in Spv-1-(ArhGAP29-) 

knock-out-Würmern, verglichen mit Würmern des Wildtypstammes, die Anzahl der abgelegten 

Eier signifikant reduziert ist. Dies ist in Einklang mit den Daten von Tan und Zaidel-Bar, 2015, 

die ebenso in Spv-1 defizienten Würmern eine verminderte Eiablagemenge beschrieben haben. 

Im Fadenwurm ist Spv-1 an der Regulation des RhoA-Homologs im Wurm, RHO-1, beteiligt 

und beeinflusst so die Kontraktilität der Aktinfilamente, welche wiederum u.a. die Kontraktion 

der Spermathek und die Eiablage von C. elegans steuern (Shyn et al. 2003).  

Auch für den HIF-defizienten Wurm wurde bereits eine verminderte Brutgröße gezeigt (Kamal 

et al. 2016), die in den in dieser Arbeit gezeigten Experimenten bestätigt werden konnte. Die 

möglicherweise HIF-1-abhängige Expression von Spv-1 könnte zu dieser verminderten 

Eiablagemenge beitragen. 

Dieses Experiment verdeutlicht, dass auch in dem mehrzelligen Organismus C. elegans der 

Knock-out des ArhGAP29-homologen Gens Spv-1 zu funktionellen Veränderungen führt.  

In Mäusen beschrieben Xu et al. außerdem eine Funktion von ArhGAP29 in der 

Embryonalentwicklung. ArhGAP29 und sein Bindungspartner Rasip1 sind essenzielle Faktoren 

für die Lumenbildung im Rahmen der Vaskulogenese in Mäuseembryos (Xu et al. 2011). Von 
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Barry et al. erzeugte Mäuse mit ArhGAP29-knock-down starben bereits an Tag E9-E10 der 

Embryonalentwicklung durch Defekte in der Ausbildung der Plazenta. Außerdem zeigte sich 

bei ArhGAP29-knock-down eine verengte Aorta dorsalis (Barry et al. 2016). 

4.4 Die Rolle von ArhGAP29 in klinisch relevanten Pathologien 

Verschiedene Arbeiten beschreiben erhöhte oder erniedrigte ArhGAP29-Level auch bei 

Erkrankungen, die den Menschen betreffen. Von Leslie et al. wird ArhGAP29 im 

Zusammenhang mit einer embryologischen Entwicklungsstörung, der nichtsyndromalen 

Lippen- und Kieferspalte mit oder ohne Gaumenbeteiligung (LKGS) genannt (Leslie et al. 

2012). Hierbei handelt es sich um eine embryonale Fehlbildung, bei der die Verschmelzung der 

zwei Nasen- und Oberkieferwülste zur Formung des Mittelgesichts nicht korrekt abläuft. In 

Mäuseembryos wurden an Tag E10.5 eine starke Expression von ArhGAP29 in der medialen 

und lateralen Nasenwulst nachgewiesen, was einen Einfluss des Proteins in der kraniofazialen 

Entwicklung nahelegt (Gritli-Linde 2008). Da in LKGS-Patienten Nonsens-Mutationen im 

ArhGAP29-Gen gefunden wurden und ihre Stammzellen eine dreifach verminderte 

Genexpression des ArhGAP29-Gens im Vergleich zu nicht betroffenen Probanden zeigten, 

scheint ein Mangel an ArhGAP29 eine nichtsyndromale LKGS zu begünstigen (Bueno et al. 

2011; Leslie et al. 2012). Unabhängig von den oben genannten Befunden spricht auch die in 

dieser Arbeit nachgewiesene hypoxische Induktion von ArhGAP29 für eine Beteiligung des 

Proteins an der Embryogenese, da sich Embryonen in einem konstanten Zustand partieller 

Hypoxie befinden (Webster und Abela 2007). 

In malignen Erkrankungen wird die Rolle von ArhGAP29 von verschiedenen Autoren vom 

Tumorsuppressorgen bis hin zum Protein mit karzinogener Wirkung beschrieben: Im humanen 

Genom fällt die Lokalisation des ArhGAP29-Gens auf Chromosom 1p22 und damit in einen 

Bereich, der in Mantelzelllymphomen häufig Mutationen aufweist. Hierbei handelt es sich um 

ein niedrigmalignes B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom. Ripperger et al. fanden eine deutlich 

verminderte Expression von ArhGAP29 in Zellen von Mantelzelllymphomen und beschrieben 

es als mögliches Tumorsuppressorgen (Ripperger et al. 2007).  

Im Gegensatz dazu wurde eine Überexpression von ArhGAP29 in Glioblastomzellen (Mariani 

et al. 2001) sowie in Zellen des Nierenzellkarzinoms beschrieben. Es konnte nachgewiesen 

werden, dass eine höhere ArhGAP29-Expression mit einer stärkeren Invasionsfähigkeit und 

Zellproliferation beim Nierenzellkarzinom einhergeht. Außerdem stellt das ArhGAP29-Level 

in den Zellen eines Nierenzellkarzinoms einen unabhängigen Prognosefaktor für das 
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Wiederauftreten der Erkrankung dar (Miyazaki et al. 2017). Eine starke Expression von 

ArhGAP29 in Tumorzellen könnten ihre Ursache in der von mir gezeigten hypoxischen 

Induktion des ArhGAP29-Gens haben, da in wachsenden Tumoren regelhaft hypoxische 

Bedingungen mit Stabilisierung von HIF-1α herrschen (Zhong et al. 1999). 

Die genannten Pathologien, in denen ArhGAP29 bislang durch hohe oder niedrige Proteinlevel 

hervorstach, sind die Tumorbildung sowie Defekte in der Embryogenese. Gemeinsamer Nenner 

dieser Leiden ist die hypoxische Umgebung, in der sich die Erkrankungen entwickeln. Ob 

ArhGAP29 in der Tumorgenese einen vorwiegend benignen oder malignen Effekt ausmacht, 

bleibt in zukünftigen Arbeiten zu diesem Thema abzuwarten.  

4.5 Ausblick 

In dieser Arbeit wurde mit ArhGAP29 ein Protein als Hypoxie-abhängig identifiziert, das als 

RhoA-Regulator die Dynamik des Aktinzytoskeletts in Normoxie und Hypoxie beeinflusst. Die 

festgestellte hypoxische Induktion von ArhGAP29 macht es wahrscheinlich, dass die unter 

Hypoxie wahrgenommenen Veränderungen der Aktindynamik zumindest teilweise über 

ArhGAP29 vermittelt werden. Zwar konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass ArhGAP29 

abhängig von HIF-1 gebildet wird, der Beweis einer direkten Bindung des 

Transkriptionsfaktors an die Promotorregion von ArhGAP29 steht allerdings noch aus. Anhand 

eines Chromatin-Immunopräzipitations- (ChIP)-Assays könnte bestimmt werden, ob es sich bei 

ArhGAP29 um eines der direkten Zielgene von HIF-1 handelt. Des Weiteren wäre die 

Durchführung eines EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) sinnvoll, um eine Protein-

DNA-Interaktion von HIF-1 und der Promotorregion des ArhGAP29-Gens zu analysieren. In 

weiteren Experimenten an ArhGAP29-knock-down-Zellen wäre es interessant zu überprüfen, 

ob entsprechend der Annahme die RhoA-Aktivität in Normoxie und Hypoxie zunimmt. 
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5 Zusammenfassung 

Wenn sich Zellen in Hypoxie befinden, aktivieren sie zahlreiche Anpassungsmechanismen, die 

vor allem einer verbesserten Sauerstoffversorgung des Gewebes dienen. Diese werden meist 

über HIF-1, den Haupttranskriptionsfaktor unter hypoxischen Bedingungen, vermittelt. In 

hypoxischen L929-Fibroblasten wurden darüber hinaus Effekte beobachtet, die auf eine 

veränderte Aktindynamik schließen lassen, hierzu zählen Veränderungen der Zellfläche, des 

Spreadings, der Migration und die vermehrte Ausbildung von stress fibres. Derartige 

Modifikationen des Aktinzytoskeletts werden durch kleine Rho-GTPasen, wie z.B. RhoA, 

reguliert. Während in der Literatur eine hypoxische Aktivitätsänderung von RhoA vielfach 

diskutiert wurde, gab es kaum Untersuchungen zu der Frage, wie sich die Rho-regulierenden 

Proteine, die GEFs, GAPS und GDIs, unter Hypoxie verhalten. Durch dieses 

Regulationssystem, in dem Rho-GTPasen durch GEFs aktiviert und durch GAPs und GDIs 

inaktiviert bzw. inaktiviert im Zytosol gehalten werden, wird die Aktivität von Rho-GTPasen 

genau kontrolliert. 

Nach Expressionsanalyse mehrerer GAPs und GEFs konnte in dieser Arbeit für einen Vertreter 

der GAPs, nämlich das Rho-GTPase-aktivierende-Protein 29 (ArhGAP29), in L929-

Fibroblasten eine hypoxische Induktion auf mRNA- sowie Proteinebene nachgewiesen werden. 

In einem weiteren Versuch bestätigte sich die Vermutung, dass diese hypoxische Induktion 

abhängig von HIF-1α geschieht. Auch in C2C12-Myoblasten zeigte sich ein erhöhtes 

ArhGAP29-mRNA-Level in Hypoxie, was für einen zelllinienübergreifenden Mechanismus 

spricht. ArhGAP29 hemmt mit seiner GAP-Domäne die RhoA-Aktivität und wirkt damit 

beispielsweise der Ausbildung von Aktinfilamenten und Zellkontraktilität entgegen. Da in 

L929-Fibroblasten in Hypoxie ein zeitlicher Verlauf der RhoA-Aktivität mit früher Zunahme, 

gefolgt von einer Abnahme der Aktivität, welche parallel zur gesteigerten ArhGAP29-

Expression erfolgte, zu beobachten war, lässt sich die Funktion von ArhGAP29 am ehesten als 

Feinregulation der RhoA-Aktivität in Normoxie und Hypoxie deuten. Zellklone mit stabilem 

Knock-down des ArhGAP29-Gens zeigten bereits in Normoxie bemerkenswerte 

morphologische Veränderungen, wie eine Zunahme der Zellfläche und die vermehrte 

Ausbildung von stress fibres, was durch eine erhöhte RhoA-Aktivität erklärt werden kann. In 

weiteren Experimenten am Nematoden C. elegans ließ sich eine hypoxische Induktion des 

ArhGAP29-homologen Gens Spv-1 nachweisen; zusätzlich war die Zahl gelegter Eier pro 

Zeiteinheit von C. elegans-Würmern mit Knock-out von Spv-1 im Vergleich zu 

Wildtypwürmern signifikant reduziert. Eine fehlende Expression des ArhGAP29 homologen 
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Spv-1-Gens führt also auch in mehrzelligen Organismen zu schwerwiegenden funktionellen 

Veränderungen, die auf Modulationen der Aktinfilamentorganisation zurückzuführen sein 

könnten. 

Defekte des ArhGAP29-Gens werden in der Literatur unter anderem im Zusammenhang mit 

embryogenetischen Störungen genannt. Dazu zählt eine gestörte Lumenbildung während der 

Vaskulogenese in Mäuseembryos sowie eine Assoziation mit der Lippen-Kiefer-

(Gaumen-) Spalte im Menschen. Im Rahmen maligner Erkrankungen wird ArhGAP29 

kontrovers diskutiert. Je nach Tumorentität sind Hinweise auf eine Funktion als 

Tumorsuppressorgen, aber auch auf eine karzinogene Wirkung von ArhGAP29 gefunden 

worden. Die genannten Krankheitsbilder passen zu der in dieser Arbeit nachgewiesenen 

hypoxischen Induktion von ArhGAP29, da sowohl die Embryogenese als auch die 

Tumorgenese regelhaft mit Zuständen der Hypoxie einhergehen. 

Zur weiteren Klärung der Expressionsregulation von ArhGAP29 in Hypoxie wäre die 

Durchführung eines Chromatin-Immunopräzipitations- (ChIP-) Assays und eines EMSA 

(Electrophoretic Mobility Shift Assay) sinnvoll, um eine direkte Bindung des 

Transkriptionsfaktors HIF-1 an den Promotor des ArhGAP29-Gens nachzuweisen. Außerdem 

sollte überprüft werden, ob die RhoA-Aktivität in ArhGAP29-knock-down-Zellen in Normoxie 

und Hypoxie zunimmt. 
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