Aus dem Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie
(Prof. Dr. med. D. M. Katschinski)
im Zentrum Physiologie und Pathophysiologie

der Medizinischen Fakultit der Universitit Gottingen

Membranprotein-Komposition
von Kardiofibroblasten

in Normoxie und Hypoxie

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultat der

Georg-August-Universitit zu Gottingen

vorgelegt von

Johannes Bottger

aus
Flensburg
Gottingen 2019



Dekan:
Referentin
Ko-Referent:

Promotor-Vertretung:

Datum der mindlichen Prifung:

Prof. Dr. H. K. Kroemer
Prof. Dr. D. M. Katschinski
Prof. Dr. Peter Schu

Prof. Dr. Thomas Meyer

24.10.2019



Hiermit erklire ich, die Dissertation mit dem Titel
"Membranprotein-Komposition von Kardiofibroblasten in
Normoxie und Hypoxie" eigenstindig angefertigt und keine
anderen als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel

verwendet zu haben.

Gottingen, den «...ooevvviiies e
(Unterschrift)



Publikation

Ergebnisse der vorliegenden Dissertation wurden im folgenden Artikel veréffentlicht:

Wottawa M, Naas S, Béttger |, Belle GJ van, M6ébius W, Revelo NH, Heidenreich D,
Ahlen M von, Zieseniss A, Krohnert K, et al. (2017): Hypoxia-stimulated membrane
trafficking requires T-plastin. Acta Physiol 221, 59-73



Inhaltsverzeichnis 1

Inhaltsverzeichnis
AbbildungsverZeiChmis .......couiieeiiiiiieeiiiiiieeiniiieeeiieeeiere e essssressesssseeses II1
TabelleNVErZEIChIIS coviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiriniirrirrrrrnrnrssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses v
AbKUrzungsverZeiChniS. ....uueeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiniiiiree e A%
1 EINEItUNG covveiniiiiiiieiiiiiiiiiiieiteeecnccneree e aaas e s e s s s aaaaaeee 1
1.1 HYPOXIC .. 1
1.2 Adaptationsmechanismen an HYPOXIE ....ccuvveuvecmiciriciricieieiececce e 2
1.2.1  Nicht-Transkriptions-abhingige Adaptationsmechanismen an Hypoxie ......c.ccoceeveevuvecuvencnnce. 2
1.2.2  Transkriptions-abhingige Adaptation an Hypoxie durch Hypoxie-induzierbare

FAREOTEM cutnitee ettt st b et b ettt s ettt b e st bebese et es e et s eee 4
1.3 MeEMDBIANTVEIKERNT ..veieieiieieieeee bbb 14
131 EIAOZYLOSE oottt ettt sttt ettt nesesneacs 15
1.3.2  Einfluss von Hypoxie auf den Membranverkeht .......cococuviivininicnininiiicccececnne 19
1.4 R e 1) £15) o) 01 ] 1< o SRR 21
1.5 ZICISELZUNG ..ot 23
1.5.1  FragestelluN@en ..o 24
2 Material und Methoden ......cooviiiiiuiuiiiiiiiiiiiiimiiiiiiinnicrriniesseceerssaseeseeeee 25
2.1 IMALETIAL c1.eieitetie ettt ettt ettt b st b e stk s et st ese et senene et esenn 25
2.1.1  Reagenzien und Bestandteile von Zellkulturmedien .......cccivevicininininieieneneeeceienns 25
212 Zellkulturmedien, Puffer- und SalzlGSungen ... 27
2.1.3  VerbrauChSMAteriallen ...cueeeiririereiirieieiirieieeteete ettt sttt sttt se et st sesesessesesenesssseseneas 30
2104 GOIALC cutiieieeiieietete sttt ettt ettt sttt et st e et s etttk et e h b e sttt sene et ebe s n e et ebese et e s e et et eseneneas 30
215 KiSuuiuititiieicieieteeee ettt ettt ettt ettt ettt bbbt e R e te s et tetete b et ebetesese s et etetesetetetetesetesesne 31
21,60 ADNTROIPEL oottt s 31
217 SOTEWALE weveveveieieieieteieieieiete ettt ettt bbbt e be b e b bebebebebebe e sesebesebesesesesesesesesasesesasasesasesane 32
2.2 MEtNOAEN ...ttt ettt ettt b et ebebe b e b e sesesasesasesesasasasasasesasasesasasasasans 33
221 ZElISOHEIUNG....coviiiiiiiiiiic s 33
2.2.2  Zellkultur in Normoxie und HYPOXIE ....c.cceuiiiiiiiiiiiciicriicceese s 34
2.2.3  FM 1-43-Firbung und konfokale MikroSKOPIE.......cccoueuriueiriciniiniiciieiiccccceeceaes 34
2.2.4  Proteinextraktion, Auftrennung und Western-Blot-Analyse.......c.cccovververeirieinincincnninnineinnnns 39
2.2.5 SILAC-Markierung, Zellmembranisolierung und Proteomanalyse........ccoouvvvvvcrrcrninerencnne. 43
3 ErgebniSse..uuuuueiiiiiiiiiiiiiitiiiiiccccncnree e 49
3.1 Analyse des Gesamtmembranverkehrs von Fibroblasten unter Hypoxie........ccovvcuviciriecnnans 49
3.1.1 Inkubation von Kardiofibroblasten bei Hypoxie flir sechs Stunden fithrt zur

Stabilisierung VO HIF-10...cccccnieiieiiciciccecreeeeee e saees 49
3.1.2 Kardiofibroblasten zeigen unter Hypoxie in der Analyse der Endozytose eine

verstirkte FM 1-43-Fluoreszenz und eine verinderte Morphologie intrazellulirer
VESTKEL .. vttt ettt ettt et et ettt ettt ebe bt et ebeebeeaeebeebeebeere e st ereereereereereereereeneenteneensenean 50



Inhaltsverzeichnis I
3.1.3 Inkubation von Schwanzfibroblasten bei Hypoxie fiir sechs Stunden fiihrt zur

Stabilisierung VO HIF-10...cocccneiieiiciciecectceeeeieee et seaees 52
3.1.4  Schwanzfibroblasten zeigen unter Hypoxie in der Analyse der Endozytose eine

erh6hte FM 1-43-Fluoreszenz und eine verinderte Morphologie intrazellulirer Vesikel.....53
3.1.5 Die Stabilisierung von HIF-1a ist in Kardiofibroblasten durch Reoxygenierung

LEVELSIDEL ittt 54
3.1.6  Verinderungen der unter Hypoxie beobachteten FM 1-43-Fluoreszenz und

Vesikelgro3e sind in Kardiofibroblasten nach Reoxygenierung vollstindig reversibel ......... 54
3.2 Analyse des Plasmamembranproteoms von Kardiofibroblasten unter Normoxie und

HYPOXIC .. s 56
32,1  Ergebnisse des SILAC-SCIEENS c..c.cuuerieiriueiieiricirieeiriereee ettt sseaesseaesseaesseaesseaessaees 56
3.2.2  Klassifikation im SILAC-Screen Hypoxie-abhingig differenziell identifizierter Proteine ....60
4 3] T o o R 64
4.1 Hypoxie induziert in Kardiofibroblasten eine Zunahme der endozytotischen

MembraninterNaliSIEITUNG .....ccvveuieerrieiieirieiree e e seens 65
4.2 Die Hypoxie-induzierte Zunahme der endozytotischen Membraninternalisierung ist

nicht spezifisch fiir Kardiofibroblasten ...........ccvciriciriciniciricrcreecceeeeeeeee e 66
4.3 Die Hypoxie-induzierte Zunahme der endozytotischen Membraninternalisierung ist

durch Reoxygenierung vollstindig reversibel ..o 67
4.4 Hypoxie beeinflusst die Plasmamembrankomposition von Kardiofibroblasten..................... 70
4.4.1 Klassifikation der in der Plasmamembran Hypoxie-abhingig differenziell exprimierten

PLOLEINC .. 72
4.5 Schlussfolgerung und AUSBUCK ........ccoveviieiieiicicicccee e 76
5 ZusammeENfasSUNG ....ccuiuiieiiiiiiieeiiiieenire e e s s e e s saaeenes 79
6 ANNANG «.uvvtiiiiiiiiiiiiiire e e s e e eas 80
6.1 ANNANGSVEIZEICHNIS. c...oveieiee ettt 80
6.2 Im SILAC-Screen als Hypoxie-abhingig differenziell reguliert identifizierte Proteine.......... 80
6.3 FM 1-43-Firbung von Giber drei Passagierungen kultivierten Kardiofibroblasten unter

Normoxie Und HYPOXKIC ..ot sse s ssssssssssessessssns 86
7 LiteraturverZeiChnis ..iuiuiiiiuiiiiiiciiitc e 87



Abbildungsverzeichnis 111

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Sauerstoff-abhingige Regulation der HIF-Transkriptionsfaktoren.......cocvcveveierieeinnncn. 9
Abbildung 2: Struktur und Kinetik von FIM 1-43. ..o 35
Abbildung 3: Ablauf des FM 1-43-Farbeversuchs. .......ccveiiiniciniciniciciciceeereeeceeeeienes 37

Abbildung 4: Versuchsautbau der quantitativen Proteom-Analyse mittels SILAC-Markierung......44

Abbildung 5: Coomassie-Brillant-Blau-Firbung der aufgetrennten Membranproteine und

Membran-assoziierten Proteine nach SILAC-MarKietung. .......ccceeecuveeurecrrecrrecrrecrrecrnevcnnenes 45
Abbildung 6: Nachweis von HIF-1u in Kardiofibroblasten durch Western-Blot-Analyse nach

sechsstliindiger Inkubation unter HYPOXIC. ..c.cvcurvecrreeurecrrecirieieeeieecieecieeeieeeseeseseeseseeseseeseseene 49
Abbildung 7: FM 1-43-Firbung von Kardiofibroblasten unter Normoxie und Hypoxie. ................ 51
Abbildung 8: Nachweis von HIF-1a in Schwanzfibroblasten durch Western-Blot-Analyse

nach sechsstiindiger Inkubation unter HyPOXI€. .....ceviuveiiveimieciniciricricrccrecieree e 52
Abbildung 9: M 1-43-Firbung von Schwanzfibroblasten in Normoxie und Hypoxie........cc.uu... 53

Abbildung 10: Nachweis von HIF-1« in Kardiofibroblasten durch Western-Blot-Analyse
nach sechsstiindiger Inkubation unter Hypoxie und nach anschlieender

REOXYZENMIEIUNG, ¢..ovuiviiiiiiiiiii bbb 54
Abbildung 11: FM 1-43-Firbung von Kardiofibroblasten in Normoxie, Hypoxie und nach
REOXYGEMICIUNG. ...ouivivtiiiiiitc bbb 55
Abbildung 12: Ergebnisse des SILAC-SCIEENS. ....cuviuemiueiieciicirieiricirereeeees e sseaeneaes 57
Abbildung 13: Histogramm der normierten Signalintensititen im SILAC-Screen identifizierter
PLOLEINC. 1ottt 58
Abbildung 14: Im SILAC-Screen Hypoxie-abhingig differenziell identifizierte Proteine. ................ 59
Abbildung 15: PANTHER-Datenbank-Klassifikation der im SILAC-Screen unter Hypoxie
vermehrt identifizierten PrOtEINe. ..o 60

Abbildung 16: PANTHER-Datenbank-Klassifikation der im SILAC-Screen unter Hypoxie
vermindert identifizierten ProteifiC. o 61



Tabellenverzeichnis v

Tabellenverzeichnis
Tabelle 1: REAZENZICIL ...cuvueereciiiciceeieiieeeeie ettt 25
Tabelle 2: Bestandteile von Zellkulturmedien . .......uueeeeereriiiereeereneiieeeeeneneneseeeenenenessessesessenenn: 27
Tabelle 3: Zellkulturmedien, Puffer- und SalzIOSUNgen .....c.ueeeceeemernieneeceerneneineeeeeeneeseeeeeenenenne 27
Tabelle 4: VerbrauchSmaterialienl .....c.cuiuiueeeeereriiiieeieneeiseeene e ese s ssesessensensenns 30
TADCLLE 5: GELALE ...uuvririreeerciitei ettt 30
Tabelle 6: Verwendete kommerzielle KItS .....cemmimrierereiniiieeiereneieecenenenseseesesenenessessesessenenns 31
Tabelle 7: PrmMAre ANKOIPEL ...vcueiueecireeireeirecieeeeeeeieeseieese st seese e s e eseseeseseesssesseseescseens 31
Tabelle 8: Sekundiare ANtIKOIPEL ..o aeene 32
Tabelle 9: Software und PC-Anwendungen ... 32
Tabelle 10: Bendtigte Mengen der Reagenzien zur Bestimmung der Proteinkonzentration.............. 40
Tabelle 11: Bestandteile eines Polyactylamid-Gels ........ccccuniievieviciniiniininiicniiieeesceeeeienns 41
Tabelle 12: Sdulen in det NANOLC. ..ot eaeaeene 46
Tabelle 13: Schlagworte, die in der manuellen Auswertung des SILAC-Screens zur

Einordnung der Proteine verwendet Wurden. ......coueeieeieericerieiniennieiiereereensesenseeeseeeeneenns 48

Tabelle 14: G-Proteine und mit G-Proteinen interagierende Proteine, die im SILAC-Screen
unter Hypoxie vermehrt in bzw. assoziiert mit der Plasmamembran nachgewiesen
WULAEIL c1trveteteeeeeeeeeeeeeeeeeseeeesesesssesesesssssssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnsssnsnes 62
Tabelle 15: G-Proteine und mit G-Proteinen interagierende Proteine, die im SILAC-Screen
unter Normoxie vermehrt in bzw. assoziiert mit der Plasmamembran nachgewiesen
WULAEIL c1vviteteeeeeteteeeeeeeeeseesesesesssesesessessssasesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnsnsnsssnsnes 63



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

ABTS
ADP
AMP
AMPA

AMPK
AP

APS
AOTF
aqua dest
Arf
Arf-GAP
ARNT

ATP
BSA
CBFHH
CME
DDA
DMEM
DNA
DTT
DRK
ECL
EDTA
EGF
EZM
FIH
FKBP
FKS
GAP
GDP
GEF
GO
GPI
GTP
GTPase
G-Protein
HCl
HEPES
HIF

2,2"-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsiure) Diammoniumsalz
Adenosindiphosphat
Adenosinmonophosphat

a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazoleproprionic acid (o-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazol-proprionsiure)
Andenosinmonophosphat-aktivierte Kinase

Adapterprotein

Ammoniumpersulfat

acousto-optical tunable filter (Akusto-optischer durchstimmbarer Filter)
Destilliertes Wasser

Adenosindiphosphat-Ribosylierungsfaktor
Adenosyl-Ribosylierungsfaktor-GTPase aktivierendes Protein

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (Arylhydrokarbonrezeptor
Nukleustranslokator)

Adenosintriphosphat

bovines Serumalbumin

kalzium- und bikarbonatfreie Hanks-Losung mit HEPES
clathrin-mediated endocytosis (Clathrin-vermittelte Endozytose)
data-dependent acquisition (Daten-abhingige Aquise)
Dulbeceo's Modified Eagle Medium

deoxyribonucteic acid (Desoxyribonukleinsiure)
Dithiothreitol

Deutsches Rotes Kreuz

enhanced chemiluminescence (verstirkte Chemilumineszenz)
Ethylendiamintetraazetat

epidermal growth factor (Epidermaler Wachstumsfaktor)
extrazellulire Matrix

factor inbibiting HIF (HIF-inhibierender Faktor)
FK506-bindendes Protein

fetales Kilberserum

GTPase-aktivierendes Protein

Guanosindiphosphat

guanine nucleotide exchange factor (Guaninnukleotid-Austauschfaktor)
Genontologie

Glykosylphosphatidylinositol

Guanosintriphosphat

Guanosintriphosphatase
Guanosintriphosphat-bindendes Protein

Hydrochlorid (Salzsiure)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure

Hypoxie-induzierbarer Faktor



Abkiirzungsverzeichnis

HRE
HSP
iNOS

K

MAP
mCLING

MEM NEAA
MgSOy4
miR
mRNA
mTOR
MW
NADPH
NADH
NCE
NEAA
NKM
NO
NOS
ODDD

P
PANTHER

PBS
pH

PHD
PI3K
PK
PMT
pO:2
Ppm
pVHL
Rac

RACK
Ras
Redox-
Rheb

ROI
ROS

hypoxiia response element (Hypoxie-responsives Element)
Hitzeschockprotein

Induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase
Michaelis-Menten-Konstante

Mitogen-aktiviertes Protein
membrane-binding-flnorophore-cysteine-lysine-plamitoyl group (Mebran-bindende-
Fluorophor-Zystein-Lysin-Palmitoylgruppe)

miinimnm essential medinm non-essential amino acids

Magnesiumsulfat

Mikro-RNA

messenger ribonncleic acid (Boten-Ribonukleinsédure)

mechanistic target of rapamycin (mechanistisches Ziel von Rapamyzin)
molecular weight (Molekulargewicht)
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat
Nikotinamidadenindinukleotid

non-clathrin endocytosis (nicht-Clathrin-vermittelte Endozytose)
non-essential amino acids (nicht-essentielle Aminosauren)
Nicht-Kardiomyozyten

Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxidsynthase

oxcygen-dependent degradation domain (sauerstoffabhingige
Degradationsdomaine)

Passage

protein analysis throngh evolutionary relationships (Proteinanalyse durch
evolutiondre Verbindungen)

phosphate-buffered saline (phosphatgepufferte Salzlosung)

potentia hydrogenii (negativer dekadischer Logarithmus der
Wassserstoffionenkonzentration)
Prolylhydroxylase-Domine-enthaltendes Enzym

Phosphoinositid-3-Kinase
PANTHER-Klassifikationsnummer

photommultiplier tnbe (Photoelektronenverfielfacher)
Sauerstoffpartialdruck

parts per million (Millionstel)

Von-Hippel-Lindau Tumorsuppressor E3 Ubiquitin Ligase

Ras-related C3 botulinum toxin substrate (Ras-ahnliches C3 Botulinumtoxin-
Substrat)

receptor for activated C kinase (Rezeptor der aktivierten Proteinkinase C)
Ras-related in brain (Ras-dhnlich im Gehirn)

Reduktions-Oxidations-

Ras homolog enriched in brain (Ras Homolog angereichert im Gehirn)
ribonucleic acid (Ribonukleinsdure)

regions of interest (Bereiche von Interesse)

reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)



Abkiirzungsverzeichnis VII

Rpm revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
SDS sodinm dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)

SDS PAGE sodinm dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (Natriumdodecylsulfat
Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Sirt Sirtuin

SILAC stable isotope labeling with amino acids in cell culture (Stabile Isotopenmarkierung
mit Aminoséduren in Zellkultur)

SSAT Spermidin/Spermin-N'-Azetyltransferase

Stip stressinduziertes Phosphoprotein

SUMO small ubiquitin-like modifier (kleines Ubiquitin-verwandtes
Modifikatorprotein)

TEMED Tetraethylmethyldiamin

TGF transforming growth factor (Transformierender Wachstumsfaktor)

TMR Transmembranrezeptor

Trappc trafficking protein particle complex: (Transport-Proteinpartikelkomplex)

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

WGA wheat germ aggiutinin (Weizenkeim-Agglutinin)



1 Einleitung 1

1  Einleitung

11 Hypoxie

Molekularer Sauerstoff (O») ist von essentieller Bedeutung fiir das Ubetleben von Zellen
(Carreau et al. 2011). Aerob lebende Organismen beziehen Energie durch die Extraktion von
Elektronen aus Nahrungssubstraten. Die elektrische potentielle Energie wird in
Adenosintriphosphat  (ATP) als nutzbarer chemischer Form gespeichert. Durch
Elektronenabgabe von reduzierten Substraten wie reduziertem Nikotinamidadenin-
dinukleotid (NADH) und Succinat an Komplexe der mitochondrialen Atmungskette wird
der Transport von Protonen tber die innere Mitochondrienmembran erméglicht und ein
elektrochemischer Gradient aufgebaut. Die Elektronen werden tiber Reduktions-Oxidations
(Redox)-Cofaktoren entlang eines Energiegradienten in der Atmungskette weiter-
transportiert und in den meisten biologischen Systemen schlieBlich an O, abgegeben, der
hierdurch zu Wasser reduziert wird. Der durch den Protonentransport aufgebaute
elektrochemische Gradient wird durch das mitochendrienmembranstindige Enzym 4TP-

Synthase zur Produktion von ATP genutzt (Hosler et al. 2000).

Im menschlichen Kérper wird O, durch Diffusion in den Lungen aufgenommen und gelangt
mit dem Blutstrom, Giberwiegend an Himoglobin gebunden, in die kapilliren Endstrom-
gebiete. Von hier erreicht er entlang eines Partialdruckgradienten durch Diffusion die
Mitochondrien (Bateman et al. 2003). Der physiologische O»-Partialdruck (pO,) in den
Endorganen wird als Gewebenormoxie bezeichnet (Carreau et al. 2011) und variiert
zwischen 72 £ 20 mmHg (9,48 + 2,59% O,) im renalen Kortex (Muller et al. 1998) und 10
mm Hg (1,32% O) im Nierenmark (Baumgirtl et al. 1972). Der Begriff Normoxie entspricht
dem atmosphirischen pO; von etwa 150 mmHg (19,95% O,), wohingegen Hypoxie einem
geringeren pO, als bei Gewebenormoxie und einem O,-Mangel im Gewebe entspricht
(Carreau et al. 2011). Die vollstindige Abwesenheit von O, im Gewebe (0% O) wird als
Anoxie bezeichnet (Héckel und Vaupel 2001).

Ein Missverhdltnis von Os-Bedarf und O,-Angebot im Gewebe ist Merkmal der
Pathophysiologie unterschiedlicher Erkrankungen wie Myokardinfarkt (Handley et al. 2011),
Apoplex (Lipton 1999; Hossmann 2012) und Entziindungen (Wakefield et al. 1989;
Hartmann et al. 2000; Nizet und Johnson 2009; Bandarra et al. 2014). Viele solide Tumoren
weisen hypoxische Areale auf (Vaupel et al. 2007), wobei Tumorhypoxie mit einer

schlechteren Prognose assoziiert ist (Hockel et al. 1993; Brizel et al. 1996).

Die Oxygenierung des Blutes und der Gewebe kénnen sich iz vivo schnell verindern
(Richardson et al. 1995; Dempsey et al. 2010). Der Organismus muss somit in der Lage sein,

kurzfristig auf einen O»,-Mangel zu reagieren. Hypoxie fiihrt zu Verinderungen im zelluliren
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Kohlenhydratstoffwechsel mit Induktion der Glykolyse und Entkopplung des Zitratzyklus
(Payen et al. 2015), einer verstirkten Angio- und Erythropoese (Giaccia et al. 2004; Ratcliffe
2013), einer Steigerung des Atemminutenvolumens (Sato et al. 1992) sowie perinatal einer
vermehrten Katecholaminausschiittung aus dem Nebennierenmark (Brown et al. 2010). Es
bestehen im Organismus jedoch auch unter physiologischen Bedingungen hypoxische
Nischen, die Uberleben, Proliferation und Differenzierung der Zellen regulieren (Depping
et al. 2004; Ramirez-Bergeron et al. 2004; Krishnan et al. 2008; Simon und Keith 2008).

1.2 Adaptationsmechanismen an Hypoxie

Es wurde eine Vielzahl von zelluliren Mechanismen beschrieben, die eine Reaktion des
Organismus auf Hypoxie ermoglichen (Ward 2008; Taabazuing et al. 2014; Prabhakar und
Semenza 2015). Auf molekularer Ebene fithrt akute Hypoxie zu schnellen, jedoch
kurzlebigen Reaktionen, die meist auf der posttranslationalen Modifikation bereits
exprimierter Proteine beruhen (Prabhakar und Semenza 2012). Chronische Hypoxie
induziert hingegen durch Verinderung der Boten-Ribonukleinsiure (mRNA, wessenger

ribonuclezc acid)- und Proteinexpression eine langsamere und linger anhaltende Reaktion (ebd.)

1.2.1 Nicht-Transkriptions-abhingige Adaptationsmechanismen an Hypoxie

Eine frithzeitige Hypoxieerkennung ist notwendig, um durch Anpassung von Parametern
wie dem pulmonalen Gefi3tonus, Sympathikusaktivitit und Atemfrequenz den Erhalt der
systemischen kardiovaskuliren und respiratorischen Homdostase zu gewihtleisten (Swenson
2013; Fernandez-Agtiera et al. 2015; Prabhakar und Semenza 2015). Eine zentrale Rolle
spielen hierbei Typ-1-Zellen des Karotisglomus (Weir et al. 2005). Die Latenzzeit bis zur
Rezeptorantwort des Karotisglomus betriagt 0,2-0,3 Sekunden und die maximale
Chemorezeptoraktivitit wird nach ein bis fiinf Sekunden erreicht (Black et al. 1971; Ponte
und Purves 1974). Dieser schnellen Reaktion liegt die Inhibition von Kaliumkanilen
zugrunde, wodurch eine Depolarisation der Typ-1-Zellen, Spannungs-abhingiger

Kalziumeinstrom und Neurosekretion ermoglicht werden (Nurse 2010).

1.2.1.1 Verinderte Gasotransmitterproduktion durch Him-haltige Enzyme

Ein moglicher Mechanismus fiir eine rasche zellulire Reaktion auf Hypoxie ist eine
verminderte Kohlenstoffmonoxid (CO)-Produktion durch Himoxygenase 2 (Yuan et al.
2015), die zu einer Disinhibition der Schwefelwasserstoff (H,S)-Synthese durch
Cystathionin-y-Lyase fihrt (Peng et al. 2010). H,S hemmt Kalzium-abhingige Maxi-
Kaliumkanale direkt (Telezhkin et al. 2010), wobei die Bedeutung dieses Mechanismus 2 vivo
nicht abschlieSend geklirt ist (Prabhakar 2013).

Analog zur verminderten CO-Produktion sinkt unter Hypoxie auch die Bereitstellung von
Stickstoffmonoxid (NO) durch das Enzym neuronale NO-Synthase (NOS) in den efferenten
Nervenfasern des Karotisglomus (Prabhakar et al. 1993). Hierdurch entfillt die Stimulation
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Kalzium-abhingiger Kaliumstréme in den Typ-1-Zellen (Li et al. 2004; Li et al. 2010) und
die Inhibition der Cystathionin-y-Lyase durch NO (Yuan et al. 2015). Wasserstoffperoxid
wird durch die bei Hypoxie verminderte Oxidation zu Thiosulfat und anschlieSend zu Sulfat
auch als direkter O,-Sensor diskutiert (Olson 2013). Eine Kausalitit wird aufgrund der
moglichen Oxidation von Wasserstoffperoxid durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive

oxcygen species) jedoch infrage gestellt (Taabazuing et al. 2014).

1.2.1.2 Verinderung des mitochondrialen Energiestoffwechsels

Einen weiteren potentiellen O-abhingigen Mechanismus stellen die Mitochondrien als
grof3ter intrazellulirer O,-Konsument dar (Waypa et al. 2016). Eine reduzierte ATP-
Produktion durch verminderte oxidative Phosphorylierung kann direkt zellulire Reaktionen
beeinflussen (Varas et al. 2007). Auch eine Aktivierung der Adenosinmonophosphat (AMP)-
aktivierten Kinase (AMPK) durch eine Verringerung des ATP/AMP-Quotienten kann tber
die Phosphorylierung von Zielproteinen wie Ionenkanilen eine schnelle zelluldre Anpassung
an Hypoxie vermitteln (Wyatt et al. 2007; Evans et al. 2009). Dieser Mechanismus wird
jedoch aufgrund der hohen O,-Affinitit der Zytochrom-c-Oxidase (Chandel et al. 1997) in
Zweifel gezogen (Waypa et al. 2016). Eine zelltypspezifische geringere O,-Affinitit der
Zytochrom-c-Oxidase in bestimmten Geweben wurde postuliert (Buckler und Turner 2013).
Eine hypoxiebedingt reduzierte Zytochrom-c-Oxidase-Aktivitit kann durch blockierten
mitochondrialen Elektronentransport zur Akkumulation von Pyruvat und einer vermehrten
Laktatproduktion fiihren. Durch die Expression des laktatsensitiven Geruchsrezeptors
Olfr78 auf Typ-1-Zellen des Karotisglomus ist eine Hypoxie-Erkennung méglich (Chang et
al. 2015).

1.2.1.3 Verinderung des Redox-Gleichgewichtes und der Produktion von reaktiven

Sauerstoffspezies

ROS sind als sauerstoffhaltige reaktive Spezies definiert und umfassen unter anderem
Superoxid (Oy), Wasserstoffperoxid (H20O,) und das Hydroxylradikal (OH) (Li et al. 2010).
Oy ist instabil und dismutiert spontan oder katalysiert durch Superoxiddismutase (SOD) zu
Wasserstoffperoxid (Cash et al. 2007). Es kann jedoch auch mit NO zu Peroxynitrit
(ONOQ) reagieren, Eisen-Schwefel-Cluster oder Him-FEisen oxidieren (Brandes et al.
2014). Das Zitratzyklus-Enzym Aconitase wird durch Oy inaktiviert (Gardner 1997). H,O»
ist verhaltnismafBig stabil, kann biologische Membranen durchqueren und eignet sich somit

als Botenstoff tber lingere Distanzen (Rhee 2000).

Ein Modell fiir die Funktion der Mitochondrien als initialer O»-abhingiger Signalweg ist die
hypoxische Modifikation des zytosolischen Redoxpotentials und der ROS-Produktion durch
Komplexe der Atmungskette. Bei fehlendem O, als Elektronenakzeptor liegen die Komplexe
der Atmungskette im reduzierten Zustand vor. Dies fithrt zu einem Uberwiegen von
Reduktionsidquivalenten wie NADH und Glutathion (GSH) innerhalb der vorgeschalteten
zytosolischen Redoxpaare (White et al. 1988; Leach et al. 2001; Ward 2008). Auch eine durch
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Verminderung von Oz-Angebot und mitochondrialen Elektronentransport verringerte ROS-
Produktion wiirde ein Uberwiegen von Reduktionsiquivalenten begiinstigen (Sham 2002).
Es existieren jedoch widerspriichliche Daten hinsichtlich des Effektes von Hypoxie auf die
ROS-Produktion. Wihrend einige Autoren in glatten Gefillmuskelzellen der Pulmonal-
arterien und des Ductus Arteriosus verminderte ROS-Spiegel bei O,-Mangel beschreiben
(Bonnet et al. 2006; Weir und Archer 2010), zeigen andere Daten einen Anstieg von
Sauerstoffradikalen unter Hypoxie in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen und
verschiedenen anderen Zelltypen (Vanden Hoek et al. 1998; Mansfield et al. 2005; Zhao et
al. 2007). Diese Diskrepanz ist moglicherweise durch unterschiedliche Methodik hinsichtlich
Hypoxiedauer, Kohlenstoffdioxid (CO,)-Partialdriicken, pH-Einstellung und ROS-
Messtechniken zu erkliren (Dunham-Snary et al. 2017). Eine auf subzellulire
Kompartimente begrenzte ROS-Akkumulation ist nicht durch jede verwendete Technik
nachweisbar (Waypa et al. 2010; Sommer et al. 2010).

Die Generierung von Sauerstoffradikalen ist an den Komplexen I, II und III der
Atmungskette moglich (Waypa et al. 2016). Beglinstigend wirkt ein mitochondriales
Membranpotential von -180 mV, das bei einer Membrandicke von 7 nm eine elektrische
Feldstirke von 257.000 V/cm verursacht. Hierdurch werden Anionen, sofern sie sich
innerhalb der inneren Mitochondrienmembran befinden, in den intermembrandsen Raum
gedriangt (Sabharwal und Schumacker 2014). Daten von unterschiedlichen Zelltypen deuten
auf eine O,-Sensorfunktion mit Hypoxie-induzierter ROS-Bildung an Komplex III hin
(Guzy et al. 2005; Waypa et al. 2013). In Typ-1-Zellen des Karotisglomus fiihrt eine hohe
anaplerotische  Stoffwechselaktivitit und Succinat-abhingige Mitochondrienfunktion
moglicherweise iiber eine Akkumulation von reduziertem Chinon zur ROS-Produktion an
Komplex I der Atmungskette (Fernandez-Agtiera et al. 2015). Auch zum Teil
zellmembranstindige Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidasen sind
eine Quelle fiir ROS und méglicher Ox-Sensor (Fu et al. 2000; Nisimoto et al. 2014). Dieser
Mechanismus ist jedoch nicht abschlieBend geklart (Archer et al. 1999; Kahles und Brandes
2013). ROS koénnen eine Vielzahl von zelluliren Reaktionen beeinflussen (Zhang et al.
2016b; Aldosari et al. 2018). Im Kontext von Hypoxie wurden unter anderem die Induktion
des Proteinkinase C Signalweges (Rathore et al. 2008), Interaktion mit Ionenkanilen (Veit et
al. 2015) und Aktivierung von AMPK (Mungai et al. 2011) beschrieben.

1.2.2 Transkriptions-abhidngige Adaptation an Hypoxie durch Hypoxie-

induzierbare Faktoren

Hypoxie-induzierbare Faktoren (HIF) sind Hauptregulatoren der O,-Homoostase, iiben
aber auch dartber hinausgehend weitere biologische Funktionen aus (Prabhakar und
Semenza 2012; Bishop und Ratcliffe 2014). Der HIF-Hydroxylase-Pfad kontrolliert einen
komplexen Transkriptionsmechanismus, der in praktisch jeder tierischen Zelle nachweisbar
ist (Bishop und Ratcliffe 2014). Die HIF-Transkriptionsfaktoren sind bei Sdugetieren von

zentraler Bedeutung fiir die Morphogenese von Embryo und Plazenta in der hypoxischen
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Umgebung des Uterus (Jauniaux et al. 2000; Krishnan et al. 2008; Dunwoodie 2009; Pringle
et al. 2010). Sie regulieren die basale (Brown et al. 2009) und Hypoxie-induzierte
Katecholaminproduktion (Carabelli et al. 2007; Wong et al. 2010) sowie die Funktion des
Karotisglomus (Kline et al. 2002; Roux et al. 2005; Peng et al. 2011). HIF-
Transkriptionsfaktoren regulieren die Angiogenese (Forsythe et al. 1996; Manalo et al. 2005)
und Erythropoese (Semenza und Wang 1992; Yoon et al. 2000).

1.2.2.1 Struktur und Funktion von HIF

HIF ist ein heterodimerer basischer Helix-Ioop-Helix-Transkriptionsfaktor mit einer
Per/Arnt/Sim (PAS)-Domine. Er besteht aus einer von drei HIF-a Untereinheiten im
Komplex mit der 91-94 kDa groflen HIF-B3 Untereinheit (Wang et al. 1995; Ema et al. 1997;
Tian et al. 1997; Gu et al. 1998). Die B-Untereinheit oder Arylhydrokarbonrezeptor
Nukleustranslokator (ARNT, ary/ hydrocarbon receptor nuclear translocator) (Hotfman et al. 1991)
wird konstitutiv exprimiert und ist im Gegensatz zur o-Untereinheit in weitere, nicht
Hypoxie-spezifische Transkriptionsregulationsmechanismen involviert (Ratcliffe 2013). Die
ebenfalls konstitutiv synthetisierte a-Untereinheit (Hirsild et al. 2003) wird Oz-abhingig
degradiert (Salceda und Caro 1997).

Die am besten beschriebene a-Isoform ist HIF-1a (Berra et al. 2003; Lofstedt et al. 2007).
HIF-1a hat unter Normoxie eine Halbwertszeit von weniger als fiinf Minuten (Huang et al.
1996). Unter Hypoxie transloziert HIF-« in den Nukleus (Kallio et al. 1998), dimerisiert mit
HIF-8 (Jiang et al. 1996a) und induziert die Transkription von Genen, die ein Hypoxie-
responsives Element (HRE) enthalten (Semenza et al. 1996; Fandrey et al. 20006). Als
Transkriptionsregulator begiinstigt das Protein p300 die HIF-1a-abhingige Genexpression
(Arany et al. 1996; Ebert und Bunn 1998). Genomweit wurden mehr als 500 HIF-
Bindungsstellen identifiziert (Schodel et al. 2011). Wahrend viele Bindungsstellen sowohl mit
HIF-1a als auch mit HIF-2« interagieren, sind einige spezifisch fiir HIF-1a, jedoch nur
wenige fir HIF-2a (Mole et al. 2009). Die Spezifitit fiir unterschiedliche Zielgene ist
abhingig vom Zelltyp und wird durch Transaktivatorproteine beeinflusst (Hu et al. 2007).

Von der 120 kDa Isoform HIF-l1a (Wang et al. 1995) existieren mehrere Spleiivarianten
(Gothié et al. 2000; Chun et al. 2001; Lee et al. 2004). Einige tben durch verminderte
Transkriptionsaktivitit oder Antagonisierung der HIF-1-induzierten Transkription
gewebespezifisch eine dominant-negative Regulatorfunktion aus (Chun et al. 2002; Depping
et al. 2004). HIF-1a ist notwendig fur die Ausbildung von Kapillaren wihrend der
Embryogenese (Ryan et al. 1998). Der Knockont von HIF-1a fihrt zum Tod des Embryos
durch  kardiovaskulire —Fehlbildungen und vermindertes Uberleben  kephaler
Mesenchymzellen (Iyer et al. 1998; Krishnan et al. 2008). HIF-1a ist zz vivo bereits unter
Normoxie nachweisbar (Stroka et al. 2001). Die Mehrzahl der Zielgene von HIF-1a wird
kontextabhingig exprimiert, sodass in unterschiedlichen Zelltypen verschiedene Proteine
induziert werden (Semenza 2014). Zielgene von HIF-1a sind pro-glykolytische Enzyme
(Seagroves et al. 2001; Hu et al. 2003) wie der insulinunabhingige Glukosetransporter Glut-1
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(Ebert et al. 1995), Pyruvatkinase (Semenza et al. 1994) und Laktatdehydrogenase A (LDHA)
(Firth et al. 1995; Semenza et al. 1996) sowie Transkriptionsfaktoren (Manalo et al. 2005).

Die Deletion von HIF-la fihrt unter Hypoxie zu einem paradoxen Anstieg des
intrazelluliren ATP-Spiegels. Jedoch fithrt die mitochondriale ROS-Produktion zu einem
vermehrten Absterben der Zellen (Zhang et al. 2008; Semenza 2012). Die HIF-1a-vermittelte
Expression mehrerer Isoformen der Pyruvatdehydrogenase-Kinase (PDK) vermindert den
Substratfluss entlang der Atmungskette und reduziert die mitochondriale ROS-Produktion
(Denko et al. 2003; Kim et al. 2006; Papandreou et al. 2006). Auch tber die Oz-abhingige
Expression unterschiedlicher Subtypen der Zytochrom-c-Oxidase ermoglicht HIF-1 eine
Anpassung der Zellatmung an Hypoxie mit optimierter ATP-Produktion und reduzierter
Bildung von ROS (Fukuda et al. 2007).

Uber die Induktion glykolytischer Enzyme reguliert HIF-1a die Funktion von Makrophagen
und neutrophilen Granulozyten (Cramer et al. 2003). Zudem spielt HIF-1o eine zentrale
Rolle in der Differenzierung von regulatorischen T-Zellen und Tul7-Effektorzellen
(Sitkovsky 2009; Dang et al. 2011; Clambey et al. 2012). HIF-1a reguliert zudem verschiedene
Mikro-RNAs (miR) (Kulshreshtha et al. 2007; Camps et al. 2014; Sun und Peng 2015) und
moduliert durch Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren die HRE-unabhingige
Transkription (Gustafsson et al. 2005; Koshiji et al. 2005). Durch die Bindung an
gegensinnige HREs (tHREs, reverse hypoxia response elements) der DNA reprimiert HIF-1 die
Transkription negativ regulierter Zielgene (Mazure et al. 2002; Jeong et al. 2007; Lee et al.
2010). Uber die HIF-abhingige Expression von Histon-Demethylasen wird die
epigenetische Homdostase unter Hypoxie reguliert (Xia et al. 2009).

Auch die Expression von HIF-2« ist in Normoxie nachweisbar (Wiesener et al. 1998).
Wahrend HIF-1o ubiquitir exprimiert wird (Wenger et al. 1996; Wiener et al. 1996), gibt es
Unterschiede in der gewebe- und zelltypspezifischen Expression von HIF-2a (Ema et al.
1997; Wiesener et al. 2002). Im Gegensatz zu HIF-1a wird HIF-2o weniger bei akuter und
schwerer Hypoxie als bei leichter und lingerfristiger Hypoxie induziert (Wiesener et al. 1998;
Holmquist-Mengelbier et al. 2006). HIF-2a spielt eine zentrale Rolle in der evolutiondren
Adaptation der Bewohner des Tibet-Plateaus an die hypobare Hypoxie der Héhenlage (Beall
et al. 2010; Yi et al. 2010). HIF-2a reguliert die Expression von Erythropoetin (Warnecke et
al. 2004; Rankin et al. 2007; Kapitsinou et al. 2010) und die intestinale Eisenabsorption
(Mastrogiannaki et al. 2009). Uber die Induktion des Transkriptionsfaktors Oct-4 spielt
HIF-2u eine wichtige Rolle in der Regulation von Stammzellen (Covello et al. 2006; Forristal
et al. 2010). Durch die Induktion des Transformierenden Wachstumsfaktors-oa (TGF-o,
transforming growth factor-a) (Gunaratnam et al. 2003) und Zyklin D1 (Baba et al. 2003)
beeinflusst HIF-2a die Zellproliferation. HIF-2a wird wihrend der Embryogenese von einer
Vielzahl von Geweben exprimiert (Flamme et al. 1997) und ist notwendig fiir die embryonale
Katecholaminproduktion (Tian et al. 1998), vaskulires Remodeling (Peng et al. 2000) und
Lungenreifung (Compernolle et al. 2002). HIF-2¢/~ Miuse zeigen vielfiltige
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Organpathologien, mitochondriale Dysfunktion mit gestérter ROS-Homdéostase und

metabolische Verinderungen (Scortegagna et al. 2003).

Die Effekte von HIF-1- und HIF-2-abhingiger Genexpression sind zum Teil gegenlaufig,
Durch die Zytokin-induzierte differenzielle Makrophagenpolarisation tiberwiegt in einer M1-
Immunantwort die HIF-1a-vermittelte Expression der induzierbaren NOS (iNOS). Bei einer
M2-Immunantwort wird hingegen tber HIF-2a das Enzym Arginase 1 induziert. Arginase 1
begrenzt die Verfigbarkeit von L-Arginin fir die iNOS. Dies ermdglicht eine differenzielle
Regulierung der NO-Produktion (Takeda et al. 2010). HIF-1 und HIF-2 haben divergente
Effekte auf die Zellproliferation (Raval et al. 2005). Wahrend HIF-1a proapoptotisch wirken
kann (Carmeliet et al. 1998) und unter anderem durch Inhibition von myc (Koshiji et al.
2004) die Zellproliferation hemmt (Goda et al. 2003), verstarkt HIF-2« Giber erhohte myc-
Transkriptionsaktivitit die Zellproliferation (Gordan et al. 2007). Fir die globale Hypoxie-
abhingige Genexpression spielt HIF-1la gegentiber HIF-2a eine tbergeordnete Rolle
(Elvidge et al. 2000).

Von HIF-3a werden verschiedene Spleiivarianten exprimiert (Maynard et al. 2003). HIF-3a
bildet hierdurch inaktive Komplexe mit anderen HIF-a-Isoformen und inhibiert die HIF-
abhingige Transkription (Makino et al. 2001). In menschlichen embryonalen Stammzellen
reguliert HIF-3¢ tber die Induktion von HIF-2a-abhingiger Transkription die
Differenzierung und Proliferation (Forristal et al. 2010).

1.2.2.2 Regulation von HIF

Die Aktivitit und der Abbau von HIF werden durch posttranslationale Hydroxylierung
reguliert. Diese Reaktion wird durch Eisen-abhingige Dioxygenasen (Prolylhydroxylase-
Domine enthaltende Enzyme, PHDs) katalysiert (Epstein et al. 2001; Loenarz und Schofield
2008). Die Hydroxylierung von HIF-a erfolgt an den Prolinresten Pro402 und Pro564 (Ivan
et al. 2001; Jaakkola et al. 2001; Masson et al. 2001; Yu et al. 2001) der O-abhingigen
Degradationsdomine (ODDD, oxygen-dependent degradation domain) (Huang et al. 1998). Der
Abbau der o-Untereinheit erfolgt tber die von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressor E3-
Ubiquitinligase (pVHL) (Maxwell et al. 1999; Cockman et al. 2000; Masson et al. 2001). Die
hydroxylierten Prolinreste der o-Untereinheit dienen der Bindung von pVHL und
ermoglichen die Polyubiquitinylierung und die anschlieBende proteasomale Degradation
(Kallio et al. 1999). Unter Normoxie liegen die drei a-Untereinheiten jeweils gebunden an
Hitzeschockprotein 90 (HSP90) vor. Dies verhindert die unspezifische, nicht durch pVHL
vermittelte Degradierung von HIF-o (Katschinski et al. 2004; Kong et al. 2006). Der
Rezeptor der aktivierten Proteinkinase C 1 (RACKI, receptor for activated C kinase 1) kompetiert
mit HSP90 um die Bindung von HIF-1a und moéglicherweise auch HIF-2a. Dies fithrt zur
Ubiquitinylierung und dem Abbau der HIF-a Untereinheit (Liu et al. 2007).

Eine Hydroxylierung des Asparaginrestes Asn803 in der C-terminalen Transkripitions-

aktivator-Domine von HIF-1a durch die Asparaginylhydroxylase HIF-inhibierender Faktor
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(FIH, factor inbibiting HIF) reduziert die Interaktion mit dem Transkriptionskoaktivator-
Protein p300 (Mahon et al. 2001; Lando et al. 2002). Die O,-Affinitit von FIH ist hoher als
die der PHDs (Koivunen et al. 2004), sodass die Hydroxylierung von Asn803 bei moderater
Hypoxie einen Mechanismus zur Verhinderung einer Hypoxie-Antwort darstellen kann
(Masson et al. 2012). Die O;-abhingige Regulation des HIF-Transkriptionsweges ist in
Abbildung 1 dargestellt. Das Protein CITED2 bindet p300 an derselben Stelle wie HIF-1a
(Freedman et al. 2003). Die hypoxische Induktion von CITED2 ermdéglicht ein negatives
Feedback auf die HIF-1-abhingige Gentranskription (Bhattacharya et al. 1999). HIF-1« zeigt
eine stirkere FIH-abhingige Hydroxylierung als HIF-2a. Hierdurch wird eine differenzielle
Regulation mit einem Uberwiegen der HIF-2a-abhingigen Transkription bei geringer

ausgepragter Hypoxie ermdglicht (Bracken et al. 2006; Yan et al. 2007).

Die Stabilisierung von HIF-1a erfolgt graduell nach Ausmal3 der Hypoxie (Jiang et al. 1996b).
HIF-1a ist in vitro bereits zwei Minuten nach anoxischem oder hypoxischem (0,5% O»)
Stimulus nachweisbar und akkumuliert weiter bis 60 Minuten nach Expositionsbeginn. Die
maximale DNA-Bindung wird ebenfalls nach 60 Minuten beobachtet. Nach Exposition mit
60-miniitiger Anoxie oder Hypoxie ist HIF-1a 32 Minuten nach Reoxygenierung nicht mehr
nachweisbar (Jewell et al. 2001).
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Abbildung 1: Sauerstoff-abhingige Regulation der HIF-Transkriptionsfaktoren. Die
konstitutiv exprimierte a-Untereinheit des Hypoxie-induzierbaren Faktors (HIF-«) wird Oz-abhingig
durch ein oder mehrere Eisen-abhingige Prolylhydroxylase-Domine enthaltende Enzyme (PHD1-3)
an zwei Prolinresten hydroxyliert. Die hydroxylierten Prolinreste ermdglichen  die
Polyubiquitinylierung durch die von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressor E3-Ubiquitinligase (pVHL)
und nachfolgend die proteasomale Degradation. Die Os-abhingige Hydroxylierung eines
Asparaginrestes durch den HIF-inhibierenden Faktor (FIH) verhindert die Interaktion von HIF-a
mit Transaktivatorproteinen wie p300. In beiden Hydroxylierungsreaktionen wird a-Ketoglutarat als
Cofaktor zu Succinat decarboxyliert. Unter Hypoxie akkumuliert HIF-«, transloziert in den Nukleus,
dimerisiert mit HIF-8 und bindet an Hypoxie-responsive Elemente (HRE) der DNA. Vermittelt
durch Transaktivatorproteine reguliert HIF die Expression von Zielgenen. ASN: Asparaginrest;
oKG: a-Ketoglutarat; COz:  Kohlenstoffdioxid; OH: Hydroxylgruppe; Pro: Prolinrest; Oq:
molekularer Sauerstoff; P: Proteasom; Ub: Ubiquitin. Abbildung modifiziert nach Eltzschig et al.
(2014), mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature.

1.2.2.3 Prolylhydroxylase-Domine enthaltende Enzyme

PHDs werden als Hauptregulatoren der Hypoxie-Antwort bezeichnet (Myllyharju J. 2013).
Sie dienen als Ox-Sensor des HIF-Transkriptionssystems (Epstein et al. 2001) und gehoren
zur Klasse der Jely-Ro/-Motiv-enthaltenden FEisen- und «-Ketoglutarat-abhingigen
Dioxygenasen mit einem hoch konservierten Eisen-bindenden  Histidin-Xxx-
Asparaginsiure/Glutaminsiure. .. Histidin-Motiv  (Loenatrz und Schofield 2008). Im
menschlichen Organismus umfasst diese Enzymklasse mehr als 60 Vertreter (Loenarz und
Schofield 2011). Die Bindung des Enzymsubstrates und des Cofaktors a-Ketoglutarat
ermdglicht die Reaktion des zweiwertigen Eisens im aktiven Zentrum mit O, und die Bildung
einer aktiven Sauerstoffzwischenstufe. Das Substrat wird hydroxyliert, wihrend o-

Ketoglutarat durch oxidative Decarboxylierung zu Succinat und CO, reagiert (Zhou et al.
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1998; Zhang et al. 2000). Das Eisen im aktiven Zentrum wird durch Ascorbinsdure im fir
die Enzymfunktion notwendigen reduzierten Zustand gehalten (Knowles et al. 2003; Kuiper
et al. 2010). Im menschlichen Organismus wurden mindestens drei PHD Isoformen
identifiziert (Bruick und McKnight 2001). Diese werden als PHD1-3, Egg-Iaying Defective Nine
Homolog 2, 1 und 3 (EGLN2, 1 und 3) (Epstein et al. 2001) oder HIF-Prolylhydroxylase 3-1
(HPH-3, -2, -1) (Bruick und McKnight 2001) bezeichnet. Eine vierte Isoform ist ein
Membranprotein, dessen biologische Funktion noch nicht vollstindig charakterisiert ist
(Koivunen et al. 2007a).

PHD1-3 werden nicht gewebespezifisch exprimiert. HEs existieren jedoch zwischen
verschiedenen Geweben Unterschiede in der relativen mRNA-Expression. PHD1 wird
hauptsichlich im Hoden exprimiert, PHD3 im Herzen (Lieb et al. 2002; Willam et al. 2000).
PHD?2 ist die am stérksten exprimierte Isoform (Appelhoff et al. 2004; Takeda et al. 2008).
In vitro- Daten zeigen eine differenzierte subzellulire Kompartimentalisierung der PHDs.
Wihrend PHD1 ausschlieBlich im Zellkern lokalisiert ist, zeigt PHD2 eine vorwiegend
zytoplasmatische Lokalisation. PHD3 ist gleichmifig auf Nukleus und Zytoplasma verteilt
(Metzen et al. 2003a). In wiwo zeigt sich hingegen eine vorwiegend zytoplasmatische
Lokalisation sowohl von endogenen PHD-Isoformen 1-3 als auch von FIH (Soilleux E J et
al. 2005).

Der O-K.,-Wert der PHD Isoformen 1-3 liegt oberhalb der intrazelluliren Oo-
Konzentration bei Gewebenormoxie in den meisten Organen, sodass bereits geringe
Verminderungen des O»-Angebotes die jeweilige Enzymaktivitit beeinflussen (Koivunen et
al. 2006; Ehrismann et al. 2007). Die Enzyme unterliegen alternativem Spleilen und
unterscheiden sich in ihrer Affinitit zu den Prolinresten der ODDD (Hirsild et al. 2003)
sowie zu den HIF-a-Isoformen (Appelhoff et al. 2004).

Die Transkription von PHD2 und PHD3 wird durch HIF verstirkt (Berra et al. 2003;
Appelhoff et al. 2004; Marxsen et al. 2004), sodass ein negativer Feedbackmechanismus unter
Hypoxie und die schnelle Destabilisierung von HIF-1a nach Reoxygenierung gewihrleistet
sind (D’Angelo et al. 2003; To und Huang 2005). Zudem ist hierdurch eine Adaptation der
HIF-o Induktionsschwelle an ein verindertes O>-Angebot moglich (Stiehl et al. 2006). Die
Interaktion von HIF-1a mit PHD2 und PHD3 wird durch das Protein OS-9 verstirkt (Baek
et al. 2005).

Regulationsmechanismen der PHDs bestehen tber eine Verminderung der PHD2-
Expression durch TGF-31 (McMahon et al. 2006), Regulation der Stabilitit von PHD2 durch
FK5006-bindendes Protein 38 (FKBP38) (Barth et al. 2007) und die Degradation von PHD1
und 3 durch das Hypoxie-induzierte Protein Seven in absentia homolog 2 (Siah2) (Nakayama et
al. 2004; Baba et al. 2013; Kokate et al. 2018). Die Hypoxie-induzierte Expression einer HIF-
3a-Spleilvariante mit dominant-negativer Regulatorfunktion auf HIF-Transkriptions-
faktoren bildet eine weitere negative Feedbackschleife fur die HIF-1-aktivierte
Genexpression (Makino et al. 2007).
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PHD2 ist in Normoxie der entscheidende O»-Sensor fir den HIF-Transkriptionsweg (Berra
et al. 2003; Appelhoff et al. 2004). PHD?2 ist zudem von entscheidender Bedeutung fiir die
Embryogenese. Im Mausmodell entwickeln sich Embryonen trotz Knockont von PHD1 und
3 normal, beim Knockout von PHD2 kommt es zu kardialen und plazentaren Fehlbildungen.
Hierbeti tritt in der Plazenta, nicht jedoch im Herzgewebe eine erhohte HIF-1a-Stabilisierung
auf (Takeda et al. 2006). PHD2 ist von zentraler Bedeutung fur die Anpassung der
Atmungsregulation unter chronischer Hypoxie (Bishop et al. 2013).

Sowohl fiir FIH (Cockman et al. 2006; Zheng et al. 2008; Yang et al. 2011) als auch fir PHD1
und PHD2 (Cummins et al. 2006) wurden Hydroxylierungs-Substrate neben HIF-o
identifiziert. Aufgrund der hohen Affinitit der alternativen Targets zu FIH stellt dies einen
moglichen weiteren Regulationsmechanismus fir den HIF-Transkriptionsweg dar (Coleman
et al. 2007). Die Hypoxie-induzierte Akkumulation von HIF-1a, nicht jedoch von HIF-2a
ist zn vivo abhingig von einer basalen NFxB-Aktivitit (Rius et al. 2008; van Uden et al. 2008).
PHD2 und insbesondere PHD1 sind moglicherweise in der Lage, die IxB Kinase an einem
den HIF-1a-ODDD homologen Prolylrest zu hydroxylieren. Hierdurch wird NF«B aktiviert
(Cummins et al. 2006). Die Signifikanz dieses Mechanismus ist jedoch unklar (Semenza
2009).

PHDs werden nicht nur durch das O,-Angebot, sondern auch durch die Verfugbarkeit der
Cofaktoren reguliert. Das a-Ketoglutarat-Analog Dimethyloxaloglyzin (DMOG) bewirkt
eine unspezifische Hemmung der o-Ketoglutarat-abhingigen Dioxygenasen und eine
Akkumulation von HIF-a (Epstein et al. 2001). Auch Zwischenprodukte des Zitratzyklus,
insbesondere Fumarat, fithren iz vitro zu einer Hemmung der PHDs (Hewitson et al. 2007;
Koivunen et al. 2007b).

1.2.2.4 Modifikation des PHD /HIF-Signalweges

In-vivo-Daten zeigen in verschiedenen Geweben eine Hypoxie-induzierte Akkumulation von
HIF-1o-mRNA (Yu et al. 1998; Lee et al. 2000; Bergeron et al. 2008). Der Mechanismus
hierfiir ist ungeklart (Prabhakar und Semenza 2012). In ischimischem Muskelgewebe ist die
vermehrte Transkription von HIF-la-mRNA abhingig von HIF-1 (Bosch-Marce et al.
2007).

Vor dem Hintergrund der unter Hypoxie reduzierten Proteinsynthese (Tinton und Buc-
Calderon 1999; van den Beucken et al. 2006; Thomas und Johannes 2007) wurde eine
priferentielle Translation von HIF-1a diskutiert, um die Hypoxie-abhingige Transkription
zu gewihrtleisten (Lang et al. 2002). Dieser Mechanismus wird jedoch nicht allgemein
akzeptiert (Young et al. 2008). In Kardiomyozyten wird die Translation von HIF-1a unter
Normoxie durch die miR-199a antagonisiert. Uber die Translationshemmung von der
Histondeazetylase Sirtuin 1 (Sirtl) ist unter Hypoxie zudem eine Beeinflussung von PHD2
durch miR-199a méglich (Rane et al. 2009). Sirtl verstirkt die Transkriptionswirkung von
HIF-20 (Dioum et al. 2009), sodass in Zusammenwirkung mit seiner HIF-abhingigen
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Expression ein positiver Feedbackmechanismus auf den HIF-2-Transkriptionsweg entsteht
(Chen et al. 2011; Prabhakar und Semenza 2012). Sirtl ist redox-sensitiv (Denu 2003).

Ein Oj-unabhingiger Regulationsmechanismus des HIF-Transkriptionsweges ist die
Induktion der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)-abhingigen HIF-1a-Proteinsynthese durch
Tyrosinkinasen wie HER2/neu (Zhong et al. 2000; Laughner et al. 2001; Treins et al. 2002).
Unter diesen Bedingungen kann die pVHL-abhingige Degradation sittigen und zum
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktion werden (Tanimoto et al. 2000). Die
Hypoxie-abhingige Inhibition von mwechanistic target of rapamycin (mTOR) (Arsham et al. 2003;
Brugarolas et al. 2004), einem nachgeschalteten (downstream-) Effektor von PI3K (Laughner
et al. 2001), ermoglicht ein komplexes Regulationssystem (Semenza 2009). Eine Induktion
der HIF-la-Translation ist zudem iber die Aktivierung von PI3K und des Mitogen-
aktiviertes-Protein (MAP)-Kinase-Signaltransduktionsweges durch den Insulin-dhnlichen
Wachstumsfaktor 1 IGF1, insulin-like growth factor 1) (Fukuda et al. 2002), NO (Kasuno et al.
2004) und Prostaglandin E, méglich (Fukuda et al. 2003).

Thrombin (Gortlach et al. 2001) und NFxB (Kabe et al. 2005; Bonello et al. 2007) kénnen
ROS-abhingig die Expression von HIF-1a induzieren. Auch die Aktivitit von HIF-2« wird
durch NADPH-Oxidase-abhingige ROS-Produktion Hypoxie-unabhingig reguliert
(Maranchie und Zhan 2005; Diebold et al. 2009).

NO ermoglicht durch Inhibition der mitochondrialen Atmungskette, insbesondere der
Zytochrom-c-Oxidase, eine Regulation des mitochondrialen O,-Konsums und eine
Induktion der mitochondrialen ROS-Produktion (Poderoso et al. 1996; Moncada und
Erusalimsky 2002). Die Inhibition der PHDs durch NO (Metzen et al. 2003b) fihrt zu einer
Stabilisierung von HIF-1a und Induktion der HIF-1a-PHD2 Feedbackschleife (Sandau et al.
2001; Berchner-Pfannschmidt et al. 2007). Ein weiterer méglicher Mechanismus der NO-
induzierten Akkumulation von HIF-1a ist die S-Nitrosylierung der ODDD und verminderte
Hypoxie-abhingige Degradation (Palmer et al. 2000; Li et al. 2007a). Demgegentiber wurde
eine paradox erhohte zellulire O,-Verfiigbarkeit nach Blockade der mitochondrialen
Atmungskette unter Hypoxie durch NO beschrieben. Unter Bedingungen, in denen O, der
geschwindigkeitsbestimmende Faktor fir die Prolylhydroxylierung von HIF-1o ist,
ermoglicht dies eine Modulation der Hypoxie-Antwort (Hagen et al. 2003).

Zum Einfluss von ROS auf die hypoxische Stabilisierung von HIF-1a existieren
widersprichliche Daten (Kietzmann und Gorlach 2005). Mitochondriale ROS-Produktion
wurde als eine notwendige Voraussetzung der Hypoxie-induzierten Stabilisierung von
HIF-1a beschrieben (Chandel et al. 1998; Schroedl et al. 2002; Mansfield et al. 2005).
Komplex III der mitochondrialen Atmungskette wurde als O,-Sensor fir die ROS-
vermittelte HIF-1-Regulation unter Hypoxie identifiziert (Brunelle et al. 2005; Guzy et al.
2005; Bell et al. 2007). Die Verfiigbarkeit von Eisen(Il) limitiert die Aktivitit der PHDs
unabhingig vom O,-Angebot (Knowles et al. 2006) und ist daher mdgliches Target fur
Modulation durch ROS (Gerald et al. 2004). Die Depletion von intrazellulirem Ascorbat
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durch die Oxidation von Eisen (II) fihrt zur Inhibition der PHDs (Gerald et al. 2004;
Salnikow et al. 2004; Pan et al. 2007; Pagé et al. 2008). H,O» tibt eine ausgeprigte inhibierende
Wirkung auf FIH und im geringerem Maf3e auch auf PHDs aus (Masson et al. 2012). Die
mitochondriale ROS-Produktion wird als notwendige Voraussetzung zur Stabilisierung von
HIF nicht allgemein akzeptiert (Bishop und Ratcliffe 2014). Daten anderer Untersuchungen
zeigen eine Abhingigkeit der HIF-1a-Stabilisierung vom mitochondrialen O,-Konsum und
weder einen Anstieg von mitochondrialer O, -Produktion unter Hypoxie noch einen direkten
Einfluss von ROS auf die PHD-Aktivitit oder HIF-1a-Akkumulation (Vaux et al. 2001;
Doege et al. 2005; Chua et al. 2010). Moglicherweise bedingen strukturelle Unterschiede der
Substratbindungsstellen von FIH und PHD2 (Elkins et al. 2003; Chowdhury et al. 2009) die
starke Substratbindung von PHD2 (McNeill et al. 2005) und die geringere Sensibilitit
gegentiber oxidativem Stress (Ratcliffe 2013). Oxidativer Stress dient durch Inaktivierung
eines Anteils des exprimierten HIF-Hydroxylasesystems moglicherweise der Modulation
(range finding) des Hypoxie-Schwellenwertes, der eine HIF-abhingige Reaktion induziert
(Ratcliffe 2013).

Nach Ubiquitinylierung von HIF-1« ist eine Regulation der Degradation durch enzymatische
Deubiquitinylierung (Li et al. 2005) und Modifikation der pVHIL-Aktivitit durch das Protein
Spermidin/Spermin-N'-Azetyltransferase 2 (SSAT2) moglich (Baek et al. 2007b). Das
Protein SSAT1 verstarkt die Bindung von RACK1 an HIF-1a und reduziert so den HSP90-
vermittelten Schutz vor Degradation (Baek et al. 2007a). Unter Hypoxie erfolgt unabhingig
von Hydroxylierungsreaktionen die Konjugation von kleinen Ubiquitin-verwandten
Modifikatorproteinen (SUMO, small ubiquitin-like modifier) an HIF-1a. Dies fihrt in vivo zur
Ubiquitinylierung durch pVHL und proteasomaler Degradation (Cheng et al. 2007). SUMO1
ist Hypoxie-induzierbar (Comerford et al. 2003), sodass eine Modifikation der Hypoxie-
Antwort naheliegt (Kaelin und Ratcliffe 2008). Iz vitro-Versuche zeigen im Gegensatz hierzu
eine Stabilisierung von HIF-1a durch SUMOylierung (Carbia-Nagashima et al. 2007). Die
physiologische Relevanz dieser Daten ist nicht geklart (Semenza 2009).

Die Expression ecines Hisen-responsiven Elementes in der nicht translatierten mRNA
reguliert die Proteinexpression von HIF-2ua in Abhingigkeit vom Eisenangebot (Sanchez et
al. 2007). In embryonalen Mausfibroblasten wird HIF-2a durch einen nicht identifizierten
Mechanismus zytoplasmatisch kompartimentalisiert, sodass nukleire Translokation und
HIF-2a-abhingige Genexpression inhibiert werden (Park et al. 2003). Eine dhnliche
Priferenz fur die Induktion der Degradation von HIF-1o im Vergleich zu HIF-2o wurde fir
den Hypoxie-assoziierten Faktor (HAF) beschrieben (Koh et al. 2011). Unter prolongierter
Hypoxie vermittelt Hitzeschockprotein 70 (HSP70) die Degradation von HIF-1«, nicht
jedoch von HIF-2a, durch carboxyl terminus of Hse70-interacting protein (CHIP). Dies erméglicht
die Reduktion HIF-1a-vermittelter Transkription (Luo et al. 2010).
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1.3 Membranverkehr

Das dullere Blatt der Plasmamembran ist die Oberfliche, iber die eine Zelle mit ihrer
Umgebung kommuniziert. Um ihre Umgebung zu modulieren und um auf Verinderungen
threr Umgebung reagieren zu koénnen, muss die Zelle die Zusammensetzung ihrer
Plasmamembran regulieren. Endozytose beschreibt die de-novo Produktion interner
Membranen aus der Plasmamembran-Lipiddoppelschicht, bei der Membranlipide, integrale
Membranproteine und extrazellulire Flussigkeit vollstindig internalisiert werden. Das
morphologische Gegenstiick hierzu ist die Exozytose, bei der intrazellulire Membranen mit
der Plasmamembran fusionieren. Hierbei werden spezifische chemische Substanzen an die
Umgebung abgegeben und Lipide sowie Proteine der Plasmamembran zugefihrt. Die
Kontrolle dieser Vorginge erlaubt eine prizise Regulation der Interaktion einer Zelle mit
threr Umgebung (Doherty und McMahon 2009). Auch die meisten Organellen
eukaryotischer Zellen sind von einer Lipid- und Proteinmembran umschlossen. Diese
Membranen grenzen das Zytoplasma von einem topologisch getrennten wissrigen Lumen
ab und dienen als Schnittstelle zwischen Organellen und dem Rest der Zelle. Thre Protein-
und Lipidzusammensetzung spielt somit eine zentrale Rolle in der Definition der

Kompartimentfunktion (Diaz-Rohrer et al. 2014).

Die Lipid- und Proteinkomposition zellulirer Membranen ist komplex und in ihrer
Interaktion, Regulation und Struktur sowie den hieraus entstehenden physiologischen
Implikationen nur unzureichend verstanden (Engelman 2005; Shevchenko und Simons
2010). Membranproteine durchspannen entweder die Membran oder verfiigen tber eine
Membranbindungsdomine wie amphiphile a-Helices oder Lipidanker. Protein-Lipid- und
Protein-Protein-Interaktionen beeinflussen die Membranstruktur und die Bildung
dynamischer Membrandomanen wie /pid rafts (Sieber et al. 2007; Shnyrova et al. 2009; Keren
2011).

Der Transport zwischen intrazelluliren Membranen und der Plasmamembran durch Endo-
und Exozytose ist der einzige Weg, auf dem Lipide und Transmembranproteine die
Plasmamembran erreichen (Keren 2011). Verdnderungen der Protein- und Lipid-
zusammensetzung, der Verteilung und luminalen Inhalte von Membranen sind zentrale
Regulatoren von einer Vielzahl der extranukleiren biologischen Prozesse innerhalb einer
Zelle wie Mitose, Antigenprisentation und Zellmigration (Doherty und McMahon 2009).
Auch die epitheliale Polarisierung wird durch den Membranverkehr reguliert (Mrozowska
und Fukuda 2016). Die Endozytose spielt eine zentrale Rolle in der Initilerung und
Verbreitung von Signalen, der Aktivierung spezifischer sub-Signalwege und der Signal-
beendigung (Andersson 2012). Durch seine Einbindung in nahezu alle zelluliren Prozesse
sind Defekte des Membranverkehrs mit einer Vielzahl von Pathologien wie
Podozytenschidigung und glomeruliren Erkrankungen (Swiatecka-Urban 2013), malignen
Neoplasien (Lee et al. 1998; Thompson et al. 1999; Sunaga et al. 2004), Morbus Alzheimer
(Cataldo et al. 2008), Autoimmun- (Delva et al. 2008) und metabolischen Erkrankungen
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(Garuti et al. 2005) assoziiert. Der Membranverkehr wird zudem von Viren und Bakterien
zur Infektion des Wirtes genutzt (Veiga und Cossart 2005; Marsh und Helenius 2006; Mercer
und Helenius 2009; Cossart und Helenius 2014).

1.3.1 Endozytose

Die Endozytose wurde als Hauptorganisator der Zellkommunikation bezeichnet (Sigismund
etal. 2012). Von der Plasmamembran abgeschniirte Vesikel werden dem frithe-Endosomen-
System zugefiihrt, wo eine Sortierung stattfindet. Von dort aus kann endozytiertes Material
spiaten Endosomen und Lysosomen zur Degradation zugefihrt werden (Grant und
Donaldson 2009). Nach intraluminaler Abschnirung von der Organellenmebran kann
endozytiertes Material bei Fusion der spiten Endosomen mit der Plasmamembran in Form
von Exosomen nach extrazellulir abgegeben werden (Raposo und Stoorvogel 2013).
Alternativ kann der Weitertransport zum #rans-Golgi-Apparat (Johannes und Popoff 2008)
oder zu Recycling-Endosomen erfolgen. Von Recycling-Endosomen aus erfolgt der
Ricktransport zur Plasmamembran (Grant und Donaldson 2009). Durch diesen
Recyclingvorgang wird ein Grofiteil der durch Endozytose internalisierten Membran und
Fracht wieder der Zelloberfliche zugefiihrt. Dies ist ein sehr dynamischer Vorgang, in dem
die Zelle das Aquivalent der gesamten Plasmamembran ein bis fiinf Mal pro Stunde
austauscht. Das Gleichgewicht zwischen Endozytose und Recycling reguliert die

Plasmamembranzusammensetzung (Swiatecka-Urban 2013).

Die Endozytose, Vesikeltransport und die Endosomenverarbeitung werden durch kleine,
monomere Guanosintriphosphat-bindende Proteine (G-Proteine) wie den Guanosin-
triphosphatasen (GTPasen) der Ras-related in brain (Rab)-Klasse (Hattula et al. 20006;
Hutagalung und Novick 2011) oder Adenosindiphosphat-Ribosylierungsfaktoren (Arf)
reguliert (D’Souza-Schorey und Chavrier 2006; Doherty und McMahon 2009; Grant und
Donaldson 2009). Kleine G-Proteine werden durch die Bindung von Guanosintriphosphat
(GTP) und Guanosindiphosphat (GDP) reguliert. Im GTP-gebundenen Zustand sind sie
aktiv und interagieren mit einer Reithe von Zielmolekilen. Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEFs, guanine nucleotide exchange factors) katalysieren den Austausch von
GDP gegen GTP und wirken somit als Aktivatoren. GTPase-aktivierende Proteine (GAPs)
stimulieren die GTP-Hydrolyse und haben ecinen entgegengesetzten Effekt (Etienne-
Manneville und Hall 2002; Ridley et al. 2003).

Die Induktion einer Membrankriimmung als Voraussetzung der Vesikelbildung ist je nach
Organismus ein sehr komplexer Prozess (Johannes et al. 2014), der durch die Polymerisation
dreidimensionaler Proteinaggregate (Dannhauser und Ungewickell 2012), der Insertion von
keilartigen amphipathischen Proteindominen in die Lipidmatrix (Ford et al. 2002;
Zimmerberg und Kozlov 2006) oder der Akkumulation von bananenférmigen Proteinen,
die eine Bin-Amphiphysin-Rvs (BAR)-Domine enthalten (Peter et al. 2004; Henne et al.

2010), induziert wird. Auch eine asymmetrische Lipidverteilung zwischen dem duf3eren und
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inneren Blatt der Membran (Zimmerberg und Kozlov 2006) oder eine lokale hohe
Verdichtung unspezifischer Proteine (Stachowiak et al. 2012) koénnen Membranen
verformen. Zu endozytierende Molekiile koénnen zudem direkt eine Krimmung der
Plasmamembran induzieren (Rémer et al. 2007). Die Membrankrimmung aktiviert daraufhin
intrazellulire Effektorproteine, die die Endozytose vorantreiben (Peter et al. 2004; Yoshida
et al. 2004). Wichtige Funktionen in dem komplexen Protein- und Lipidnetzwerk, das den
Membranverkehr erméglicht, iben das Zytoskelett und Motorproteine aus (Aderem und
Underhill 1999; Soldati und Schliwa 2006; Kapus und Janmey 2013). Das Aktin-Zytoskelett
unterliegt hierbei der Regulation durch kleine G-Proteine der Rab-, Arf- und Rho-Klasse
(Ridley 2000).

1.3.1.1 Mechanismen der Endozytose

Es wurde eine Vielzahl von Endozytosemechanismen beschrieben (Sigismund et al. 2012).
Eine grobe Klassifikation kann anhand der initialen Membraninvagination vorgenommen
werden. Partikel mit einer GroBe von >500 nm, wie z. B. Bakterien, werden durch
Phagozytose aufgenommen (Swanson 2008; Mao und Finnemann 2015). Die Aufnahme von
Flussigkeiten erfolgt durch Makropinozytose (Kerr und Teasdale 2009). Membran-
invaginationen <200 nm werden als Mikropinozytose bezeichnet und in Clathrin-vermittelte
Endozytose (CME, dathrin-mediated endocytosis) und nicht-Clathrin-vermittelte Endozytose
(NCE, non-clathrin endocytosis) unterteilt. Der relative Beitrag von CME und NCE zur
Endozytose ist wahrscheinlich Zelltyp-abhingig. In Fibroblasten zeigen CME und NCE
nach Schitzungen etwa die gleiche Privalenz (Doherty und McMahon 2009).

Der am besten beschriebene Endozytosemechanismus ist die CME (Soldati und Schliwa
2000). In der CME werden verschiedene Transmembranrezeptoren und ihre Liganden
vermittelt durch Adapterproteine in Clathrin-ummantelten Vesikeln aufgenommen.
Aufgrund der grolen Unterschiede zwischen den internalisierten Frachtmolekilen und
beteiligten Proteinen wird die CME als eine Gruppe eng verwandter Endozytose-
mechanismen betrachtet, deren Gemeinsamkeit die Nutzung des Ummantelungsproteins
Clathrin ist (Doherty und McMahon 2009). CME spielt eine zentrale Rolle in der Aufnahme
von Lipoproteinen (Anderson et al. 1977), Epidermalem Wachstumsfaktor (EGF, epzdermal
growth factor) (Carpentier 1982), Transferrin (Neutra et al. 1985) und im Recycling synaptischer
Vesikel (Cremona und De Camilli 1997; Brodin et al. 2000), aber auch im intrazelluliren
Transport, beispielsweise zwischen Endosomen und dem #rans-Golgi-Apparat (Kirchhausen
etal. 2014). Clathrin-ummantelte Vesikel entstehen an Clathrin-angereicherten Dominen der
Plasmamembran (Ehrlich et al. 2004; Kirchhausen 2009; Cocucci et al. 2012).

Clathrin besteht aus drei leichten Ketten mit einem Molekulargewicht von 33 und 36 kDa
sowie drei schweren Ketten mit einem Molekulargewicht von 180 kDa (Kirchhausen und
Harrison 1981; Ungewickell und Branton 1981). Die drei schweren Ketten bilden eine
dreibeinige Struktur, die Clathrin-Triskele (Fotin et al. 2004). Die Triskelen aggregieren pH-

abhingig zu kifigartigen dreidimensionalen Strukturen (Kirchhausen und Harrison 1981;
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Bocking et al. 2014), die eine Membrankrimmung und Vesikelabschniirung erméglichen
(Dannhauser und  Ungewickell 2012; Kirchhausen 2012). Clathrin-assoziierte
Sortierungsproteine (CLLASP) wie Adapterprotein 1(AP-1) und insbesondere Adapterprotein
2 (AP-2) vermitteln die Interaktion von Clathrin und den jeweiligen Rezeptoren (Ohno et al.
1995) sowie Clathrin-Aggregation und Interaktion mit der Plasmamembran (Cocucci et al.
2012; Traub und Bonifacino 2013). Der Clathrin-Kifig kann eine Vielzahl unterschiedlicher

Formen annehmen (Crowther et al. 1976).

Neben Clathrin und dem Adapterproteinkomplex ist ein komplexes Proteinnetzwerk fiir die
Vesikelbildung und -funktion notwendig (Borner et al. 2006; Schmid und McMahon 2007;
Borner et al. 2012). Die Vesikelabschniirung wird durch die GTPase Dynamin katalysiert
(Shnyrova et al. 2013; Kirchhausen et al. 2014). Bei hoher Membranspannung und
erschwertem Vesikelschluss werden Membraninvagination (Kaksonen et al. 2005),
Membranabschniirung (Merrifield et al. 2005) und Endosomensortierung (Derivery et al.
2009) durch Aktinpolymerisierung vorangetrieben (Girao et al. 2008; Boulant et al. 2011;
Kirchhausen et al. 2014). Die Clathrin-Ummantelung der Vesikel zerfillt unmittelbar nach
der Abschniirung (Massol et al. 2006). Dieser Prozess wird durch die ATPase Hsc70 und das
DnaJ-Homolog Auxilin vermittelt (Holstein 1996; Barouch et al. 1997; Xing et al. 2010).

Die Clathrin-Beschichtung der Membraninvaginationen ist elektronenmikroskopisch
darstellbar (Roth und Porter 1964), sodass eine morphologische Differenzierung von CME
und NCE moglich ist (Doherty und McMahon 2009). Unter den NCE wird die durch
Caveolae vermittelte Endozytose besonders hiaufig beobachtet (Simionescu et al. 1974; Stan
2005; Parton und Pozo 2013).

Caveolae sind 60-80 nm grof3e Einstiilpungen der Plasmamembran, die Caveolin-Oligomere
enthalten (Yamada 1955; Parton und Simons 2007). Abhingig von der Fixierung des
Priparates zeigen sie eine flaschendhnliche Morphologie mit einer Verjingung unterhalb der
Plasmamembran oder eine Krater- bzw. Tassenform (Schlérmann et al. 2010). Insbesondere
in glatten Muskelzellen, Adipozyten, Endothelzellen und Fibroblasten machen Caveolae
einen GroBteil der Plasmamembran aus (Thorn et al. 2003; Parton und Simons 2007). Im
Gewebe des proximalen Tubulus sind Caveolae unter physiologischen Bedingungen
hingegen nicht nachweisbar (Zhuang et al. 2011). Auch in Erythro-, Thrombo- (Parton und
Simons 2007) und Lymphozyten (Fra et al. 1995) gibt es keine Caveolae. Die Lokalisation
der Caveolae zeigt eine polarisierte Verteilung (Scheiffele et al. 1998; Parat et al. 2003). In
Endothelzellen ist die Anzahl der Caveolae abhingig von der Scherbeanspruchung (shear
stress) (Rizzo et al. 2003).

Die membranstindigen Caveoline, insbesondere das ubiquitir exprimierte Caveolin-1 (Drab
et al. 2001) und das muskelspezifische Caveolin-3 (Galbiati et al. 2001), sind zentrale
Regulatorproteine der Caveolae (Rothberg et al. 1992; Scherer et al. 1996; Tang et al. 1996;
Walser et al. 2012). Caveolin-1 ist dartiber hinaus auch auflerhalb von Caveolae nachweisbar
(Echarti und Pozo 2015), unter anderem in Endosomen (Botos et al. 2008; Ritz et al. 2011)
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und stressinduziert in Mitochondrien (Fridolfsson et al. 2012). Die Morphologie und
Funktion der Caveolae wird durch die zytoplasmatischen Proteine Cavin-1 und die
gewebespezifisch exprimierten Cavin-Isoformen 2-4 moduliert (Hill et al. 2008; Bastiani et
al. 2009; Hansen et al. 2013). Der Knockout von Cavin-1 fihrt zu einem Verlust der Caveolae
und einer Reduktion von Caveolin-1 (Liu et al. 2008). Neben Caveolinen und Cavinen
wurden weitere Proteine identifiziert, die die Funktion der Caveolae regulieren (Oh et al.
1998; Hansen et al. 2011; Morén et al. 2012; Parton und Pozo 2013). Caveolae sind mit
Cholesterin- und Sphingolipid- angereicherten Mikrodomanen der Plasmamembran
assoziiert (Echarri und Pozo 2012). Cholesterindepletion fiihrt zur Dissoziation von Cavin-1
und Caveolin, dem proteasomalen Abbau von Cavin-2 und einem Abflachen der Caveolae
(Breen et al. 2012). Caveolae zeigen eine komplexe Interaktion mit dem Zytoskelett (Mundy
et al. 2002; Richter et al. 2008; Wickstrém et al. 2010) und sind iber Stressfasern in der
Plasmamembran verankert (Stahlhut und van Deurs 2000; Muriel et al. 2011).

Caveolin-1 und Caveolae sind von Bedeutung fir die Mechanotransduktion (Sedding et al.
2005; Yu et al. 2006; Goetz et al. 2011). Zudem dienen Caveolae als Dehnungsreserve fiir
die Plasmamembran (Dulhunty und Franzini-Armstrong 1975; Sinha et al. 2011). Durch die
Kompartimentalisierung von Signalmolekiilen und deren Interaktion mit Caveolin-1 spielen
Caveolae eine Rolle in der Signaltransduktion (Weerd und Leeb-Lundberg 1997; Okamoto
et al. 1998; Gosens et al. 2007; Sengupta et al. 2008; Blouin et al. 2010; Hezel et al. 2010).

Caveolae werden durch Dynamin von der Plasmamembran abgeschntirt (Henley et al. 1998;
Oh et al. 1998) und fusionieren entweder mit frithen Endosomen (early endosomes) (Hayer et
al. 2010) oder im Rahmen der Transzytose mit der gegeniiberliegenden Plasmamembran (Oh
et al. 2007). Die Endozytose von Caveolin-1 kann jedoch auch unabhingig von Caveolae
beobachtet werden (Hayer et al. 2010). Nach Endozytose dissoziieren Caveoline nicht
unmittelbar (Pelkmans und Zerial 2005), sodass die Protein- und Lipidstruktur der
internalisierten Plasmamembran wihrend der endosomalen Verarbeitung erhalten bleiben
kann (Pelkmans et al. 2004). Caveoline und Caveolae sind durch die Regulation der
Endozytose und des Abbaus von Membranproteinen (Pozo et al. 2005; Hernandez-Deviez
etal. 2008; Gonzalez-Mufioz et al. 2009; Lee et al. 2009; Guo et al. 2012) sowie die Regulation
des exozytotischen Transportes von Membranproteinen zur Plasmamembran (Gervasio et

al. 2008; Langlois et al. 2008) an der Regulation der Plasmamembrankomposition beteiligt.

Neben der Caveolin-vermittelten Endozytose umfasst die NCE eine Vielzahl weiterer
Mechanismen (Doherty und McMahon 2009). Die Flotillin-vermittelte Endozytose (Glebov
et al. 2006; Frick et al. 2007) ist ein Caveolin-unabhingiger NCE-Mechanismus, der einen
eigenstindigen Endozytoseweg darstellt oder moglicherweise als Regulator anderer NCE-
Mechanismen fungiert (Soldati und Schliwa 2006; Doherty und McMahon 2009).
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte Proteine akkumulieren in Mikrodominen
der Plasmamembran auf3erhalb von Caveolae und Clathrin-angereicherten Bereichen und

werden Cholesterin-abhingig tber Clathrin-unabhingige Trigervesikel (CLICs, cathrin-
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independent carriers) internalisiert (Kirkham und Parton 2005). Die Aufnahme der GPI-
verankerten Proteine erfolgt uber ein mit GPI-verankerten Proteinen angereichertes
Kompartiment friher Endosomen (GEEC, GPl-anchored protein-enriched early endosomal
compartment). Dieser Mechanismus wird durch Cdc42-induzierte Aktinpolymerisierung
vermittelt (Chadda et al. 2007) und funktioniert unabhingig von Dynamin (Sabharanjak et
al. 2002). Moglicherweise bedingt die Zusammensetzung der Lipid-Mikrodominen eine
Krimmung der Plasmamembran (Sarasij et al. 2007). B1-Integrine (Powelka et al. 2004) und
Haupthistokompatibilititskomplexe (MHCs, major histocompatibility complexes) werden iber
einen Arf6-abhingigen Mechanismus internalisiert (Naslavsky et al. 2004; Walseng et al.
2008). Die Endozytose des Interleukin (IL)-2-Rezeptors erfolgt tiber einen durch Rho-
GTPasen regulierten NCE-Mechanismus (Lamaze et al. 2001).

Die molekularen Mechanismen verschiedener Endozytosewege sind nicht immer klar
voneinander abgrenzbar (Krauss et al. 2003; Kirkham und Parton 2005) und verschiedene
NCE-Mechanismen interagieren miteinander (Chaudhary et al. 2014). Zudem existieren
Zelltyp-spezifische Unterschiede in der endosomalen Verarbeitung internalisierter Vesikel
(Fivaz et al. 2002).

1.3.2 Einfluss von Hypoxie auf den Membranverkehr

Aufgrund der fundamentalen Bedeutung des Membranverkehrs fiir die Funktion,
Kommunikation und mechanische Interaktion von Zellen ist hier ein morphologisches
Korrelat der zelluliren Hypoxie-Adaptation zu erwarten. Eine wachsende Datengrundlage
gibt Hinweise auf die Hypoxie-abhingige Regulation von Teilen des Vesikelverkehrs und die

Internalisierung spezifischer Plasmamembranproteine.

Walmsley et al. (2006) beschreiben neben einer verminderten Apoptoserate eine verstarkte
Phagozytoseaktivitit nach hypoxischer Inkubation (3% O, fur insgesamt zwei Stunden)
gesunder und heterozygot VHL-defizienter humaner neutrophiler Granulozyten. Die
Phagozytoseaktivitit wurde durch den durchflusszytometrischen Nachweis der Aufnahme

Fluoreszin-Isothiozyanat (FITC, fluorescein isothiocyanate)-markierter Bakterien bestimmt.

Eine Reihe von Untersuchungen zeigt eine HIF-unabhingige Regulation der Internalisierung
und des Recyclings von Plasmamembranproteinen. Im Nematodenmodell zeigte sich eine
verminderte  Lokalisation der o«-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Proprionsdure
(AMPA)-Rezeptor-Untereinheit GLR-1 an der Plasmamembran unter Hypoxie (0,5% O fiir
24 Stunden) aufgrund der direkten Interaktion der Prolylhydroxylase EGL-9 mit LIN-10
(Park et al. 2012). LIN-10 reguliert das endosomale Recycling von GLR-1 (Glodowski et al.
2007). In Alveolarepithelzellen wurde unter akuter Hypoxie (1,5% O, fir 60 Minuten bzw.
3% O, fur 120 Minuten) eine spezifische Internalisierung der plasmamembranstindigen
Natrium (Na)/Kalium (K)-ATPase beschrieben. Der Effekt ist abhidngig von mitochon-
drialer ROS-Produktion (Dada et al. 2003). Die verstirkte ROS-Produktion fithrt innerhalb

von wenigen Minuten zu einer Aktivierung des kleinen, monomeren G-Proteins RhoA und
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einer Modifikation des Aktin-Zytoskeletts. Die Internalisierung der Na/K-ATPase ist
abhingig vom Aktin-Zytoskelett (Dada et al. 2007) und von pVHL, nicht jedoch von HIF
(Zhou et al. 2008).

Die Stérung der Rezeptorendozytose, der fehlerhafte vesikulire Transport von Wachstums-
faktoren und das unbalancierte Recycling von Integrin- und Cadherin-Adhisionskomplexen
ist ein Merkmal maligner Zellen (Mosesson et al. 2008). Vor dem Hintergrund der Privalenz
hypoxischer Areale in malignen Tumoren (Vaupel et al. 2007) und der prognostischen
Relevanz von Tumorhypoxie (Harrison und Blackwell 2004) wurden in verschiedenen
Studien Zusammenhinge zwischen Hypoxie und einer modifizierten Vesikeldynamik

maligner Zellen hergestellt (Wang et al. 2009).

In MDA-MB-231 Brustkrebszellen wurde unter Hypoxie (3% O; fiir 24 Stunden) eine durch
Rab11-vermittelte Induktion der Oberflichenexpression von Integrin a634 beschrieben.
Damit einhergehend zeigten die Tumorzellen eine verstirkte Invasivitit (Yoon et al. 2005).
Rab11 ist von zentraler Bedeutung fir die Regulation von Recycling-Endosomen (Maxfield
und McGraw 2004), des Transportes von Recycling-Endosomen zum #rans-Golgi-Netzwerk
(Wilcke et al. 2000) und vom #rans-Golgi-Netzwerk zur Plasmamembran (Chen et al. 1998).
Es wurde spekuliert, dass Hypoxie Rab11-vermittelt weitere Proteine reguliert (Yoon et al.
2005). In primiren VHI-defizienten klarzelligen Nierenzellkarzinomzellen und einer Reihe
anderer Zellen konnte eine HIF-abhingige Storung der Fusion von frihen Endosomen
nachgewiesen werden (Wang et al. 2009). Durch die verminderte Expression des
Effektorproteins Rabaptin-5 kann die Rab5-vermittelte Fusion frither Endosomen nicht
stattfinden (Bucci et al. 1992; Stenmark et al. 1995).

In klarzelligen Nierenzellkarzinomzellen konnte zudem eine Hypoxie-abhingige (1% O, fiir
12-48 Stunden), HIF-vermittelte Induktion von Caveolin-1 mit vermehrter Caveolenbildung
gezeigt werden. Caveolin-1 ist unter diesen Bedingungen in der ILage, Rezeptor-
Tyrosinkinasen Liganden-unabhingig zu aktivieren (Wang et al. 2012). Bourseau-Guilmain
et al. (2016) zeigten durchflusszytometrisch und in konfokaler Mikroskopie eine Reduktion
der globalen Endozytoseaktivitit von Tumorzelllinien unter Hypoxie (1% O, fir zwei
Stunden oder 20 Stunden). Die Autoren erkliren dies durch eine HIF-unabhingige
Induktion und zellulire Umverteilung von Caveolin-1 und Hemmung der Dynamin-
vermittelten konstitutiven Endozytose. Im Kontrast zu dieser Beobachtung zeigte sich
zugleich eine Induktion der Internalisierung von Transferrin und Choleratoxin als Marker
der wichtigsten Endozytosemechanismen. Eine in der Untersuchung ebenfalls beschriebene
Reduktion des Plasmamembranproteoms unter Hypoxie fiihren die Autoren auf eine
verminderte Proteintranslation zuriick. Die gleiche Arbeitsgruppe beschreibt in einer
anderen Veroffentlichung eine Induktion der Lipoproteinaufnahme unter Hypoxie (1% O»
fir zwei und sechs Stunden) (Menard et al. 2016).

Die Regulation friher Endosomen durch die Hypoxie-aktivierbare p38 MAP-Kinase (Huang
et al. 2004; An et al. 2005; Macé et al. 2005) und die hypoxische Induktion der Aktivitdt
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Endozytose-assoziierter kleiner, monomerer G-Proteine (Lamaze et al. 1996; Turcotte et al.
2004; Jin et al. 2006; Xue et al. 2000) legen weitere mogliche Zusammenhinge zwischen
Hypoxie und Endozytose nahe (Wang und Ohh 2010).

Die Pathophysiologie einer Vielzahl von Erkrankungen umfasst die Kombination aus
Hypoxie und nachfolgender Reoxygenierung (Yellon und Hausenloy 2007; Eltzschig und
Eckle 2011). Zu den Effekten von alternierenden Hypoxie-Reoxygenierungszyklen auf die
Vesikeldynamik gibt es nur wenige Daten. In primdren Maus-Kardiomyozyten wurde
durchflusszytometrisch und in konfokaler Mikroskopie eine Reduktion der Clathrin-
vermittelten Endozytose nach sechsstiindiger Anoxie (100% Ny) gezeigt. Dieser Effekt war
nach einstindiger Reoxygenierung weitgehend reversibel. Die intrazellulire Fluoreszenz
durch rezeptorunabhingig endozytierte Polyethylenglykol-beschichtete Nanopartikel (Xiao
et al. 2010) war unter Hypoxie und nach Reoxygenierung hingegen erhoht. Beide Effekte
waren durch Transfer des Inkubationsmediums zumindest teilweise auf nicht-hypoxische
Zellen tbertragbar (Khaidakov et al. 2014).

Durch Exposition mit kurzen, sub-letalen Ischimieepisoden lasst sich eine ischimische
Prikonditionierung von Geweben erreichen. Der Zellschaden durch eine nachfolgende
prolongierte Hypoxie wird hierdurch reduziert (Murry et al. 1986; Azoulay et al. 2005; Eckle
et al. 2008). Die anoxische Prikonditionierung von Hepatozyten (95% Nz, 5% CO, fiir zehn
Minuten, gefolgt von 95% O,, 5% CO. fir zehn Minuten) fihrt zur Exozytose von
Endosomen und insbesondere von Lysosomen. Dieser Zytoskelett-abhingige Effekt
korreliert mit einem Schutz vor anoxischem Zelltod (95% O, 5% CO- fur eine Stunde).
Moglicherweise erlaubt die Exozytose der Lysosomen die Aufrechterhaltung der pH-
Homdostase unter anoxischem Stress. In dieser Untersuchung wurde die Kontrollbedingung
jedoch unter sehr hohen O,-Partialdriicken (95% O, 5% COy) inkubiert (Carini et al. 2004).

Eine Vielzahl von Daten deutet somit auf eine Hypoxie-induzierte Adaptation des
Membranverkehrs hin. Die bisher durchgeftihrten Untersuchungen zeigen jedoch eine grof3e
Heterogenitit hinsichtlich ihrer Methodik und zum Teil widerspriichliche Ergebnisse.
Bisherige Untersuchungen zielten vornehmlich auf die Effekte von subakuter und
chronischer Hypoxie-Exposition auf spezifische zellulidre Phinotypen ab. Die Auswirkungen
von akuter Hypoxie auf den Gesamtmembranumsatz wurden im Detail bisher nicht

untersucht.

1.4 Kardiofibroblasten

Fibroblasten sind spindelférmige Bindegewebszellen mesenchymalen Ursprungs, die an
Plastik adhidrieren und molekularbiologisch keiner anderen Zelllinie zuzuordnen sind. Sie
verfigen tiber multiple Zellfortsitze und sind im Myokard als einziger Zelltyp nicht mit einer
Basalmembran assoziiert. Fibroblasten werden tber die Produktion von Komponenten der
extrazelluliren Matrix (EZM) definiert (Kalluri und Zeisberg 2006; Krenning et al. 2010;

Driskell und Watt 2015). Fibroblasten entstehen aus unterschiedlichen Vorlduferzellen
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(Zeisberg und Kalluri 2010; Driskell et al. 2011) und lassen sich topographieabhingig mit
molekulargenetischen Methoden in eine Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen unterteilen
(Chang et al. 2002). Im Herzen bilden Fibroblasten neben Kardiomyozyten die grof3te
Zellpopulation. Je nach Alter, Topographie und Spezies wird der numerische Anteil
mesenchymaler Zellen im Myokard zwischen ~11% im Maus- und ~60% im Rattenherzen

angegeben (Camelliti et al. 2005; Banerjee et al. 2007; Bergmann et al. 2015; Pinto et al. 2010).

Kardiofibroblasten sind von zentraler Bedeutung fiir die Entwicklung des Myokards (Bowers
et al. 2010; Kakkar und Lee 2010). Gemeinsam mit Kardiomyozyten erhalten Kardio-
fibroblasten die dreidimensionale Struktur sowie die elektrische, chemische und
biomechanische Funktion des Myokards (Souders et al. 2009). Durch Sekretion und
Degradation von EZM-Komponenten regulieren Kardiofibroblasten die EZM-
Homdostase. Die EZM bietet ein Gertst fiir die Kardiomyozyten, verteilt die mechanische
Belastung innerhalb des Gewebes und beeinflusst seine elektrische Leitfihigkeit (Spach und
Boineau 1997; Baudino et al. 2008; Goldsmith et al. 2014). Dariiber hinaus sezernieren
Kardiofibroblasten Zytokine, Wachstumsfaktoren sowie andere Botenstoffe und sind selbst
hormonsensitiv (Souders et al. 2009; Kakkar und Lee 2010). Kardiofibroblasten regulieren
ein lokales Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (Sanghi et al. 2005; Kumar et al. 2008).
Untereinander sowie mit Kardiomyozyten sind Kardiofibroblasten tber gap junctions
verbunden. Hierdurch beeinflussen sie die elektrophysiologischen Figenschaften des
Myokards (Rook et al. 1989; Camelliti et al. 2004). Der hohe Membranwiderstand von
Kardiofibroblasten begtinstigt die Propagation von Aktionspotentialen tiiber weite Distanzen
(Kohl et al. 1999; Gaudesius 2003). Méglicherweise konnen Kardiofibroblasten durch die
Expression mechanosensitiver Kationenkanile die elektrische Aktivitit der Kardiomyozyten
modulieren (Stockbridge und French 1988; Kohl et al. 1994).

Kardiofibroblasten sind zudem von zentraler Bedeutung fiir das Remodeling nach
myokardialer Schidigung (Hasenfuss 1998; Jiang et al. 2007; Travers et al. 2016). Aufgrund
der geringen Proliferationsfihigkeit von Kardiomyozyten kann die strukturelle Integritit des
Myokards nur durch Aktivierung, Migration und Proliferation von Kardiofibroblasten mit
nachfolgender Modulation der EZM und Hypertrophie der Kardiomyozyten gewihrleistet
werden (Camelliti et al. 2005; Porter und Turner 2009; Fan et al. 2012). Auch die Induktion
von Entzindungsreaktionen nach myokardialer Ischimie und Reperfusion wird durch
Fibroblasten vermittelt (Kawaguchi et al. 2011). Ein dysreguliertes myokardiales Remodeling
mit exzessiver Sekretion von EZM-Komponenten durch Fibroblasten ist zugleich

Bestandteil der Atiologie beinahe aller Herzerkrankungen (Travers et al. 2016).
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1.5 Zielsetzung

Wiahrend der Organentwicklung, in physiologischen Gewebenischen und unter
verschiedenen pathologischen Bedingungen missen sich Zellen an eine reduzierte
Verfugbarkeit von O, adaptieren. So ist Hypoxie ein zentrales Charakteristikum von akuter
Myokardischimie. Kardiofibroblasten regulieren die Struktur, Funktion und das Remodeling
des Myokards durch Prozesse, fiir die der zellulire Membrantransport von herausragender
Relevanz ist. Der Membranverkehr ermoglicht sowohl die Funktion individueller
eukaryotischer Zellen als auch die interzellulire Kommunikation. Die mechanische,
chemische und elektrische Interaktion mit der Umgebung erfordert die prazise zellulire
Regulation von Rezeptorsignalen, der Abundanz und Lokalisation von Plasmamembran-

proteinen sowie der Aufnahme und Ausschiittung chemischer Verbindungen.

Eine quantitative Charakterisierung des Einflusses von akuter Hypoxie auf den
Gesamtmembranverkehr von Kardiofibroblasten wiirde einen Beitrag zum besseren
Verstindnis der Hypoxie-Adaptation leisten und kénnte dartiber hinaus Optionen fir die
therapeutische Modulation der Hypoxie-Antwort aufzeigen. Bisherige Untersuchungen zum
Einfluss von Hypoxie auf Membrantransport und Vesikeldynamik zeigten bei heterogener
Methodik zum Teil widerspriichliche Ergebnisse. Mehrheitlich deuten die Ergebnisse auf
eine Induktion spezifischer Membrantransportvorginge hin. Fin Teil dieser Beobachtungen
ist abhingig vom HIF-Transkriptionssystem. Die vollstindige Reversibilitit dieser
Beobachtungen durch Reoxygenierung konnte nicht gezeigt werden und wurde bisher
lediglich in einer Untersuchung geprift. Die Auswirkungen von akuter Hypoxie auf den
Gesamtmembrantransport primirer, nicht-maligner Zellen, bleiben trotz dieser bisher
veroffentlichten Daten unklar. Diese Arbeit soll daher einen Beitrag zur Charakterisierung
akuter Hypoxie-induzierter Veranderungen des Gesamtmembranverkehrs primirer Zellen
leisten. Aufgrund der hohen pathophysiologischen Relevanz wurde ein Kardiofibroblasten-
Modell gewihlt.
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1.5.1 Fragestellungen
Die folgenden Fragen sollen beantwortet werden:

1.) Gibt es einen Einfluss von akuter Hypoxie auf den Gesamtmembranverkehr?
Die Gesamtmembranaufnahme und -abgabe von unter Normoxie und akuter Hypoxie
inkubierten Kardiofibroblasten sollen quantifiziert werden.

2.) Sofern 1.) zutrifft: Ist dieser Effekt spezifisch fiir Kardiofibroblasten?

Der Einfluss von akuter Hypoxie auf den Gesamtmembranverkehr soll in Fibroblasten
topographisch anderen Ursprungs analog zu 1.) quantifiziert werden.

3.) Sofern 1.) zutrifft: Ist der Einfluss von akuter Hypoxie auf den
Gesamtmembranverkehr von Kardiofibroblasten durch Reoxygenierung
reversibel? Der Reversibilitit des Effektes soll durch 30 Minuten bzw. zwei Stunden
Reoxygenierung in Normoxie geprift werden.

4.) Gibt es einen Einfluss von akuter Hypoxie auf die Plasmamembrankomposition
von Kardiofibroblasten?

Die Protein-Plasmamembrankomposition von akut hypoxischen Kardiofibroblasten
soll durch stabile Isotopenmarkierung mit Aminosauren in Zellkultur (SILAC, stable
isotope labeling with amino acids in cell culture) und massenspektrometrische Analyse auf
Unterschiede zu der Protein-Plasmamembrankomposition von unter Normoxie

inkubierten Kardiofibroblasten untersucht werden.
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2.11

Tabelle 1: Reagenzien

Reagenzien und Bestandteile von Zellkulturmedien

Deutschland

Name Hersteller Katalognummer
Catl Roth GmbH, Katlsruhe,
Agarose Broad Range Deutschland T846.3
) Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Ammoniumpersulfat (APS) Deutschland 9592.2
Catl Roth GmbH, Katlsruhe,
B-Merkaptoethanol Deutschland 42771
Novagen; Merck Millipore,
Benzoase Nuklease Darmstadt, Deutschland 101654
. . AppliChem, Darmstadt,
Bovines Serumalbumin (BSA) Deutschland A1391,0500
Catl Roth GmbH, Katlsruhe,
Bromphenolblau Deutschland A512.1
cOmplete™ Mini : .
Ethylendiamintetraazetat (EDTA)-  [Loche Applied Science, 04693159001
. L. . Mannheim, Deutschland
freier Proteaseinhibitor-Cocktail
Kumarinsiure Sigma-Aldrich, St. Louis, C-9008
Vereinigte Staaten
Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH, Katlsruhe, 49841
(Na,HPO,) Deutschland '
Dithiothreitol (D'T'T) Sigma-Aldrich, St. Louis, 43815
Vereinigte Staaten
Merck Millipore, Darmstadt,
DNAse Typ I Deutschland 260913
EDTA Cartl Roth GmbH, Katlsruhe, 80432
Deutschland
. Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Essigsaure Deutschland 3738.5
Fibronektin aus bovinem Plasma S1grn.a —Aldnch, St. Louis, F1141
Vereinigte Staaten
FM™ 1-43 (N-(3-
(Triethylammoniumpropyl)-4-(4- Thermo Fisher Scientific Inc., T3163
(Dibutylamino) Styryl) Waltham, Vereinigte Staaten
Pyridiniumdibromid)
AppliChem, Darmstadt,
Glukose Deutschland A1349
Glyzerin Catl Roth GmbH, Karlsruhe, 37830
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Name Hersteller Katalognummer
) Cartl Roth GmbH, Katlsruhe,
Glyzin Deutschland 3908.2
lodoazetamid S1gmg _.AldnCh’ St. Louis, 16125
Vereinigte Staaten
Cartl Roth GmbH, Katlsruhe,
Isopropanol Deutschland 6752.4
Kaliumchlorid (KCI) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, | (g
Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 3904.1
(KH,PO,) Deutschland '
Biochrom AG, Betlin,
Kollagenase Typ II Deutschland C2-22
Luminol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 42031
Deutschland
Magnesiumsulfat Monohydrat Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 0261.2
(MgSO4.HO) Deutschland ]
Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 4627 5
Deutschland
) . Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Natriumchlorid (NaCl) Deutschland 9265.2
Natriumdodecylsulfat Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 3¢,
Deutschland
) ) Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Natriumhydroxid (NaOH) Deutschland 6771.2
® Novex; Life Technologies,
NuPAGE" LDS Probenpuffer (4x) Carlsbad, Vereinigte Staaten NP0007
NuPAGE® Probenreduktionspuffer |Novex; Life Technologies, NP0004
(10x) Carlsbad, Vereinigte Staaten
PageRuler” Prestained Protein Ladder Thermo Flsher'S.aentlﬁc Inc, 26616
Waltham, Vereinigte Staaten
Catl Roth GmbH, Katlsruhe,
Paraformaldehyd (PFA) Deutschland 0335.1
Bio-Rad GmBH, Miinchen,
Ponceau Deutschland P7170
Roti® Safe Gel Stain Catl Roth GmbH, Katlsruhe, 3865.1
Deutschland
. TSI GmbH & Co. KG, Zeven
® ) )
Sucofin® Magermilchpulver Deutschland 120307
TRIS-Hydrochlorid (Tris-HCI) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, =959
Deutschland
Triton® X 100 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 30513

Deutschland

Trypsin Sequencing Grade

Roche Diagnostics International
AG, Rotkreuz, Schweiz

11047841001

PAN-Biotech, Aidenbach,

Vereinigte Staaten

. . ]

Trypsin EDTA 0,05% Denteehind P10-023100

Ttypan Blau Lésung 0,4% Sigma-Aldrich, St. Louts, 93595
Vereinigte Staaten

Wasserstoffperoxid (H.05) Sigma-Aldrich, St. Louis, H1009
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Tabelle 2: Bestandteile von Zellkulturmedien
Name Hersteller Katalognummer

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

ethansulfonsiure (HEPES) Deutschland 6763
Dulbecco’s modified Eagle medium  |[PAN-Biotech, Aidenbach, PO4-03590
(DMEM) Deutschland i
Fetales Kilberserum (FKS) PAN-Biotech, Aidenbach, P30-3302
Deutschland
Fetales Kilberserum (FKS), dialysiert, [PAN-Biotech, Aidenbach,
. . P30-2102
steril filtriert Deutschland
I.-Glutamin PAN-Biotech, Aidenbach, P04-82050
Deutschland
™ Thermo Fisher Scientific Inc.,
GlutaMAX Waltham, Vereinigte Staaten 55050038
I.-Arginin S1gm.a-.Aldr1ch, St. Louis, A8094
Vereinigte Staaten
Cambridge Isotope Laboratory
L-Arginin, ,,schwer” (PCs""Ny) Inc, Tewksbury, Vereinigte 1():112 LM-539-H-
Staaten
I-Lysin Slgmg-Aldrlch, St. Louis, 62340
Vereinigte Staaten
Cambridge Isotope Laboratory
L-Lysin ,,schwer” (PCs""Ny) Inc, Tewksbury, Verinigte gELM_ZgLH_
Staaten
I Prolin S1gm?1-Aldr1ch, St. Louis, P5607
Vereinigte Staaten
. PAN-Biotech, Aidenbach,
Natriumpyruvat Deutschland P04-43100
Nicht-essentielle Aminosauren ) .
(MEM-NEAA, minimum essential media PAN-Biotech, Aidenbach, P08-32100
) . : Deutschland
non-essential amino acids)
Penizillin/Streptomyzin ) )
(10000 U/ml Penizillin, 10000ug/ml PAN-Biotech, Aidenbach, P06-07100
) Deutschland
Streptomyzin)
SILAC.DMEM PAN-Biotech, Aidenbach, PO4-02505

2.1.2  Zellkulturmedien, Puffer- und Salzlésungen

Tabelle 3: Zellkulturmedien, Puffer- und Salzlésungen

Bezeichnung der Lésung

Zusammensetzung

PBS

137 mM NaCl

4.3 mM Na,HPO,-7 H,O
2,7 mM KCl

1,4 mM KH,PO,

in steril filtriertem H,O
pH 7,4
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Bezeichnung der Losung |Zusammensetzung
Isolierung neonataler Kardiofibroblasten

137 mM NaCl

0,81 mM MgSO,47H,O

0,44 mM KH,PO,

Kalzium- und bikarbonatfreie Hanks-
Losung mit HEPES (CBFHH)

0,34 mM Na,HPO, 7H,O
5,55 mM Glukose

20,06 mM HEPES pH 7,4
in steril filtriertem H,O
pH 7,4 mit NaOH

DNAse I Stammlésung

100 mg DNAse I Typ V
in 100 ml steril filtriertem H,O

DNAse I Arbeitslosung

1% Penizillin/Streptomyzin

1,7 ml FKS

0,2 ml DNAse I Stamml6sung
mit CBFHH auf 50 ml aufgefullt

Hitze-inaktiviertes Fetales Kalberserum
(FKS)

50 ml FKS
im Wasserbad bei 56 °C fiir 30 Minuten
inkubiert

Nicht-Kardiomyozyten (NKM) Medium

DMEM 1g/1 Glukose

10% FKS, Hitze-inaktiviert
1% GlutaMAX

1% Penizillin/Streptomyzin

Trypsin-Stamml6ésung 50x

1g Trypsin
in 10 ml CBFHH, bei 4 °C tiber Nacht gel6st,
steril filtriert

Trypsin-Arbeitslosung

1% Penizillin/Streptomyzin

1,3 ml Trypsin Stamml6ésung

0,2 ml DNAse I Stammlésung
mit CBFHH auf 50 ml aufgefillt

Isolierung neonataler Schwanzfibroblasten

Schwanzfibroblasten-Medium

DMEM
10% FKS
1% Penizillin/Streptomyzin

Dissoziationsmedium

DMEM
400 U/ml Kollagenase Typ 11

Kultivierung von Kardio- und Schwanzfibroblasten

Fibroblasten-Wachstumsmedium (FWM)

DMEM 4,5 g/1 Glukose
10% FKS

1% NEAA

1% GlutaMAX

1% Penizillin/Streptomyzin

Trypsin-EDTA

1x Trypsin-EDTA

Quenchlésung

1 mM EDTA
FM 1-43-Fiarbung
: o 10 pg/ml Fibronektin
Fibronektinlosung in PBS
N . 5uM FM 1-43
FM 1-43-Farbemedium in FWM
50 mM NH,Cl

in Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS)
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Bezeichnung der Lésung

|Zusammensetzung

Proteinextraktion, Auftrennung und Western-Blot-Analyse

Ponceau-S-Loésung

0,1% Ponceau

5% Essigsdure

5 x Natriumdodecylsulfat (SDS, sodium
dodecyl sulfate) Elektrophoresepuffer

125 mM TRIS
1,25 M Glyzin
0,5% SDS

in H,O, pH 83

2 x SDS Probenpuffer

100 mM Tris-HCL, pH 6,8
4% SDS

0,2% Bromphenolblau
20% Glyzerin

5% B-Merkaptoethanol

in HO

Transferpuffer

25 mM Tris
192 mM Glyzin
20% Methanol
10% SDS

in H,O.

Verstirkte Chemilumineszenz (ECL,
enhanced chemiluminescence)-1.6sung

100 mM Tris-HCI, pH 8,5
90 mM Kumarinsiure

250 mM Luminol in DMSO
2,65 mM (0,009%) H>O;
pH 8,8

Zelllysepuffer

400 mM NaCl

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0
0,1% Triton-X 100
Proteaseinhibitor-Cocktail
in agua dest.

SILAC-Markierung und Proteomanalyse

NuPAGE® Probenpuffer

1x NuPAGE LDS Probenpuffer
1x NuPAGE Probenreduktionspuffer
in H,O

SILAC-Kulturmedium ,,leicht*

SILAC-DMEM

10% dialysiertes FKS

1% Penizillin/Streptomyzin
100 mM Natriumpyruvat
600 mM L-Prolin

42 mg/1 L-Arginin

146 mg/1 L-Lysin

steril filtriert

SILAC-Kulturmedium ,,schwer

SILAC-DMEM

10% dialysiertes FKS

1% Penizillin/Streptomyzin
100 mM Natriumpyruvat
600 mM L-Prolin

42 mg/1 1.-Arginin ("Cs""Ny)
146 mg/1 L-Lysin ("Cs""Ny)
steril filtriert
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial |Spezifikation Hersteller
Deckglischen Rund, 15 mm Durchmesser Thermo Flsher.SgenUﬁc Inc,,
Waltham, Vereinigte Staaten
. Sarstedt AG & Co,
Eppendorf Rohrchen 1,5 ml Nimbrecht, Deutschland)
Mikrotiterplatte Mikrotestplatte 96 Well Sarstedt AG & Co,

Numbrecht, Deutschland)

Nitrozellulosemembran

™
Amersham"™ Protran®

GE Healthcare, Little Chalfont,
Vereinigtes Konigreich

NuPAGE® Bis-Ttis
Minigel

8 cm x 8 cm, 1 mm, 4-12%

Invitrogen; Life Technologies,
Waltham, Vereinigte Staaten

Nylon Zellsiebe

Falcon', PorengréBe 70 um

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Vereinigte Staaten

Pipettenspitzen 10 I, 200 pl, 1000 pl i}aif;ebdrteﬁf gei?s’chland
Spritzenfilter PorengroBe 0,2 um l%éi;?iiﬁi gei?sjchland)
Zellschaber 1,7 cm i?i;iebdrteﬁi Ig)ce(lii)s’chland
Zellkulturflaschen T175 i?if;e}iteﬁf gei?s’chland
Zellkulturschale 10 em, 15 cm f{}izimn:;liﬁ_tg?%sterreich
Zentrifugenrohrchen 15 ml, 50 ml %ii;iiigﬁ ](?)Ceifc)s,chland
Sechslochplatte Zellkulturplatte 6 Well ;ﬁ:}iﬁiﬁi g ei(t)s’chland
2.1.4 Gerite

Tabelle 5: Gerite

Gerit Typ Hersteller

Blottingapparat PetfectBlue™ Sewi Dry- PEQLAB Biotechnologie
Elektroblotter GmbH, Erlangen, Deutschland

Dounce 5 ml Sigma-Aldrich, St. Louis,

Handhomogenisator Vereinigte Staaten

Gelsystem fiir PerfectBlue™ Doppelgelsystem |PEQLAB Biotechnologie

Gelelektrophorese Twin M GmbH, Erlangen, Deutschland

Hypoxie-Werkbank

InvivO, 300

Ruskin Technology, Bridgend,
Vereinigtes Konigreich

Imaging System

LAS-3000 Luminescent Image
Analyzer

Fujifilm, Dusseldorf,
Deutschland

Q Exactive”” Hybrid-

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Massenspektrometer Quadrupol-Orbitrap Waltham, Vereinigte Staaten
Massenspektrometer
Microplate Reader Microplate Reader Model 680 Bio-Rad GmBH, Miinchen,

Deutschland
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Gerit Typ Hersteller
Mikroskop TCS SP5 STED Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland
D . . . Leica Microsystems, Wetzlar,
Objektiv (Mikroskopie) |HCX PL APO 63x/1,4 Oil Deutschland
™ Bio-Rad, Miinchen,
Photospektrometer SmartSpec  Plus Deutschland
Quelle am FlexTon nanoSora Thermo Fisher Scientific Inc.,
Massenspektrometer pray Waltham, Vereinigte Staaten
. . Sartorius, Gottingen
® ) )
Reinwassersystem Arium” 611 VF Deutschland
Sicherheitswerkbank ~ |HERAsafe® HS 12 Thermo Fisher Scientific Inc,
Waltham, Vereinigte Staaten
. Marienfeld Superior, Lauda-
Zdhlkammer Neubauer Konigshofen, Deutschland
Zellkultur-Brutschrank  |CB 150 Binder, Tuttlingen,
Deutschland
Labotect Labor-Technik-
Zellkultur-Brutschrank  |C200 Gottingen GmbH, Rosdorf,

Deutschland

Cell dissociation sieve-tissue

Sigma-Aldrich, St. Louis,

Zellsich grinder kit (Porengrofie 250 um) |Vereinigte Staaten
. Eppendorf, Hamburg,
Zentrifuge 5810R, 5415R Deutschland
2.1.5 Kits
Tabelle 6: Verwendete kommerzielle Kits
Name Inhalt Hersteller Katalognummer
™ . .. |Reagenz A . ;
DC™ Protein Assay Kit Reagenz B Biorad, Miinchen, 500.0112
11 Deutschland
Reagenz S
Homogenisierungspuffer
Plasma Membanc Oberphaselggmg Abcg@, Cambridge,
. . . |Unterphasel6sung Vereinigtes Ab65400
Protein Extraction Kit L . 2
Proteaseinhibitor- Koénigreich
Cocktail (lyophilisiert)

2.1.6 Antikorper

Tabelle 7: Primire Antikérper

Primirer Antikérper gegen [Verdiinnung |Seriennummer/Hersteller Spezies
HIF-1a 1:1000 NB 100-479/Novus Biologicals |Kaninchen
B-Aktin 1:10.000 A5441/Sigma-Aldrich Maus
a-glatte-Muskulatur-Aktin =~ |1:1000 ab5694/Abcam Kaninchen
B-Tubulin 1:1000 ab6046/Abcam Kaninchen
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Tabelle 8: Sekundire Antikorper

Sekundirer Antikorper gegen [Verdiinnung |Seriennummer/Hersteller |Spezies
: SC-2004/Santa Cruz .
Kaninchen 1:10.000 . Ziege
Biotechnology
Maus 1:1000 SC-2005/Santa Cruz Ziege
Biotechnology
2.1.7 Software
Tabelle 9: Software und PC-Anwendungen
Software Anwendung Hersteller
CorelDRAW® V.15.2.0.661 |Grafikerstellung Corel Corporation, Ottawa,

Kanada

GraphPad Prism® V.4.0; V.
5.01

Statistische Datenanalyse

GraphPad Software, San
Diego, Vereinigte Staaten

Image] V.1.50b

Bildanalyse

National Institute of Health,
Vereinigte Staaten

LAS AF V.2.7.3.9723

Mikroskopbedienung

Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Matlab R2013a

Auswertung der
Fluoreszenzmikroskopie

The MathWorks®, Inc., Natick,
Vereinigte Staaten

Max-Planck-Institut fur

MaxQuandt V.1.4.1.13 | Massenspektrometrie Biochemie, Martinstied,
Datenanalyse

Deutschland
Microplate Manager® . . Bio-Rad GmBH, Miinchen,
V521 Mikrotiterplatten Messungen Deutschland
Microsoft Office 365% Datenmanagement, Microsoft, Redmond,
ProPlus V.1803 Texterstellung Vereinigte Staaten
MultiGauge V.3.0 Analyse der Western Blots Fujifilm Corporation,

Dusseldotf, Deutschland

Perseus V.1.5.0.8

Massenspektrometrie
statistische Analyse

Max-Planck-Institut fur

Biochemie, Martinstied,
Deutschland

Steuerung des nanoLL.C-

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Xealibur *V.2.2 MS/MS Systems Waltham, Vereinigte Staaten
Roy Rosenzweig Center for
Zotero V.5.0.55 Literaturverwaltung History and New Media der

George Mason University,
Fairfax, Vereinigte Staaten

V.: Version
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellisolierung

2.2.1.1 Kardiofibroblasten von neonatalen Ratten

Kardiofibroblasten neonataler Ratten (Rattus norvegicus) wurden in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. S. Lutz (Institut fir Pharmakologie und Toxikologie,
Universititsmedizin Géttingen) isoliert. Hierfir wurde ein modifiziertes Protokoll von
Simpson und Savion angewendet (Simpson und Savion 1982). Die Priparation erfolgte auf
Eis. Die Ratten wurden im Alter von ein bis drei Tagen dekapitiert. Der Brustkorb wurde
eroffnet, das Herz mit Gefa3stumpf entfernt und in eine 10 cm Zellkulturschale mit kalzium-
und bikarbonatfreier Hanks-Lésung mit HEPES (CBFHH) iberfithrt. Gefil3stumpf,
Vorhoéfte und verbliebenes Bindegewebe wurden entfernt. Um Blutreste zu entfernen, wurde
das Ventrikelgewebe zweimal mit CBFHH gewaschen, danach in 1 mm’ kleine Teile
geschnitten und erneut zweimal mit CBFHH gewaschen. Die Kardiofibroblasten wurden
durch enzymatische Zersetzung der EZM aus dem Zellverband herausgel6st. Hierzu wurde
das Ventrikelgewebe bei Raumtemperatur in Trypsin-Arbeitslosung fiir ein bis vier Minuten
inkubiert, bis die L.osung begann, sich zu trilben. Der Uberstand wurde in ein Réhrchen mit
fetalem Kilberserum (FKS) iberfihrt. DNAse I-Arbeitslosung wurde zu dem
Ventrikelgewebe gegeben. Das Gewebe wurde mehrfach auf- und abpipettiert, um die Zellen
mechanisch aus dem Verband zu 16sen. Der Uberstand wurde ebenfalls in das R6hrchen mit
FKS tberfihrt. Diese Schritte wurden so lange wiederholt, bis sich keine Zellen mehr aus
dem Ventrikelgewebe 16sten. AnschlieBend wurden die R6hrchen fiir 15 Minuten bei 60x g,
4 °C zentrifugiert. Die Pellets wurden in Nicht-Kardiomyozyten Medium (NKM, Tabelle
3) aufgenommen, die Zellen aus den verschiedenen Rohrchen gepoolt und durch ein
befeuchtetes Zellsieb mit der Porengrofle 250 pm in ein neues 50 ml Rohrchen Gberfihrt.
10 pl der Zellsuspension wurden im Verhiltnis 1:1 mit einer 0,4% Trypanblau Losung

gemischt. Die Zellzahl und -vitalitit wurde mit einer Neubauer-Zihlkammer ermittelt.

Die Selektion der Kardiofibroblasten aus der Zellsuspension erfolgte tiber ihre im Vergleich
zu Kardiomyozyten und anderen Zelltypen schnellere Adhision an Plastikoberflichen.
8x10° Zellen wurden in eiskaltem NKM Medium auf einer 15 cm Zellkulturschale ausgesit
und fir 45 Minuten in einem Zellkulturbrutschrank bei 37 °C, 20% O,, 5% CO, und
Wasserdampfsittigung inkubiert. Danach wurde das NKM Medium mit den nicht
adhirierenden Zellen entfernt und durch Fibroblasten-Wachstumsmedium (FWM, Tabelle
3) ersetzt. Die adhirierenden Fibroblasten wurden als Passage 0 (P0) definiert und in FWM

inkubiert, bis sie eine 70-80% Konfluenz erreichten.
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2.2.1.2 Schwanzfibroblasten neonataler Ratten

Schwanzfibroblasten neonataler Ratten (Ratfus norvegicus) wurden in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. S. Lutz (Institut fir Pharmakologie und Toxikologie,
Universititsmedizin Gottingen) isoliert. Die Ratten wurden im Alter von ein bis drei Tagen
dekapitiert und die Schwinze proximal abgetrennt. Hiernach wurden die Schwinze far 60
Minuten in Schwanzfibroblasten-Medium auf Eis inkubiert. Nach Waschen mit
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) +2% Penizillin/Streptomyzin wurden die Schwinze
in 70% Ethanol getaucht und mit einem sterilen Skalpell zerkleinert. Das Gewebe wurde in
25 ml Dissoziationsmedium tiber Nacht bei 37 °C lysiert. Am Folgetag wurde die Suspension
durch mehrmaliges Pipettieren gemischt, durch ein Nylon-Zellsieb mit einer Porengrof3e von
70 um in ein 25-ml-Zentrifugenréhrchen tberfihrt und bei 1000 Umdrehungen pro Minute
(tpm, revolutions per minute) fir finf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,

das Zell-Pellet in Zellkulturmedium resuspendiert und in Zellkulturflaschen ausgesiit.

2.2.2  Zellkultur in Normoxie und Hypoxie

Kardio- und Schwanzfibroblasten wurden in FWM kultiviert. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte in einem Zellkultur-Brutschrank bei 37 °C, 20% O,, 5% CO, und Wasserdampf-
sittigung. Hypoxie-Experimente wurden an einer Hypoxie-Werkbank bei 37 °C, 1% O, 5%
COs, 94% N2 und Wasserdampfsattigung durchgefiihrt. Das Zellkulturmedium wurde jeden

zweiten Tag erneuert.

2.2.2.1 Passagieren und Aussden der Zellen

Sofern nicht anders angegeben, wurden fur alle Versuche Zellen in P1 genutzt. Die
Passagierung der Zellen erfolgte, indem das Kulturmedium entfernt und verbliebene Reste
mit PBS abgewaschen wurden. Die Zellen wurden mit 4 ml Trypsin-EDTA fir fiinf Minuten
bei 37 °C inkubiert und in 16 ml DMEM +10% FKS aufgenommen. Die Zellen wurden
entweder im Verhaltnis 1:2-1:6 (in der Regel 1:4) passagiert oder nach der Bestimmung der
Zellzahl unter Verwendung einer Neubauer-Zihlkammer in der benétigten Konzentration
ausgesit. Je nach GroRe der Zellkulturflaschen (75 bzw. 175 cm?) wurde das Volumen mit

dem entsprechenden Zellkulturmedium auf 15 oder 25 ml aufgefillt.

2.2.3 FM 1-43-Firbung und konfokale Mikroskopie

2.2.3.1 FM 1-43-Firbung

Zur Analyse des Gesamtmembranumsatzes von Kardio- und Schwanzfibroblasten wurde
eine Firbung mit dem Styryl-Fluoreszenzfarbstoff FM 1-43 (N-(3-(Ttiethylammonium-
propyl)-4-(4-(Dibutylamino) Styryl) Pyridiniumdibromid) durchgefithrt (Betz et al. 1992).
Fluoreszenzfarbstoffe sind organische Verbindungen, die konjugierte alternierende
Doppelbindungen enthalten, die die Delokalisierung von Elektronen innerhalb des Molekils

ermoglichen. Bei Absorption von Photonen mit der geeigneten Energie werden Elektronen
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im Fluorophor angeregt. Bei Riickkehr in den Ausgangszustand wird die Energie in Form
von Photonen abgegeben. Die emittierten Photonen sind hierbei von niedrigerer Energie,
sodass das emittierte Licht eine gro3ere Wellenldnge hat als das zur Anregung genutzte. Das
Verhiltnis der Anzahl absorbierter Photonen zur Anzahl emittierter Photonen wird als
Quantenausbeute  bezeichnet  (Ghiran  2011).  Aufgrund seiner  hydrophoben
Schwanzdomine hat FM 1-43 eine hohe Affinitit zu Lipidstrukturen. Die aromatischen
Ringe in der Briickenregion des Farbstoffs bilden den Fluorophor (Abbildung 2). Die
Quantenausbeute ist abhingig von der Polaritit des Losungsmittels und im unpolaren Milieu,
wie Lipidmembranen, um mehr als zwei GréBenordnungen hoher als in polaren
Losungsmitteln wie z. B. Wasser. Die positiv geladene Kopfdomine des Molekiils verhindert
das Durchwandern der Lipidmembran, sodass endozytotisch aufgenommener Farbstoff nur

durch Exozytose wieder abgegeben werden kann (Gaftield und Betz 2000).
A
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Abbildung 2: Struktur und Kinetik von FM 1-43. (A) Strukturformel von FM 1-43 (N-(3-
(Ttiethylammoniumpropyl)-4-(4-(Dibutylamino) Styryl) Pyridiniumdibromid); (B) Die Inkorporation
von FM 1-43 erfolgt durch Einlagerung des Farbstoffes in die Zellmembran. Ungefirbte
intrazelluldre Vesikel fusionieren in Exozytosevorgingen mit der Zellmembran, bei der Bildung von
Endozytosevesikeln werden angefirbte Membranabschnitte in die Zelle aufgenommen. Es erfolgt
keine Membran-unabhingige Aufnahme. (C) Die Abgabe des Farbstoffs erfolgt durch
Verschmelzung gefirbter intrazellulirer Vesikel mit der entfirbten Zellmembran. Bei
endozytotischer Vesikelbildung wird kein neues FM 1-43 inkorporiert. Dunkelgriine Dreiecke stellen
in Lipidmembranen eingelagerte stark fluoreszierende FM 1-43-Molekdile dar. Blassgriine Dreiecke
entsprechen schwach fluoreszierenden FM 1-43-Molekilen in polarer Umgebung. Abbildung
adaptiert nach Betz et al. (1992), mit freundlicher Genehmigung der Society for Neuroscience.



2 Material und Methoden 36

Die Zellfirbung erfolgte auf kollagenbeschichteten runden Glasdeckglischen mit einem
Durchmesser von 15 mm. Die Deckglischen wurden vor Gebrauch durch Abflammen
sterilisiert. Je ein Deckglaschen wurde in die Vertiefungen einer Sechslochplatte gelegt und
fur funf Minuten bei 37° C mit 10 ng/ml Fibronektin in PBS benetzt. Die Fibronektinlésung
wurde anschlieBend mit PBS abgewaschen. Hiernach wurden die Zellen in einer
Konzentration von 5x10%-10° pro Vertiefung in 2 ml FWM ausgesit und iiber Nacht bei
37°C und 20% O inkubiert. Pro analysierter Bedingung wurden drei Vertiefungen
vorbereitet. Am Folgetag wurden die Zellen fiir sechs Stunden entweder bei Hypoxie oder
Normoxie inkubiert. Fiir Reoxygenierungsexperimente wurden weitere Zellen nach sechs
Stunden Hypoxie fir 30 Minuten bzw. zwei Stunden in den Normoxie-Brutschrank
Uberfiihrt (Abbildung 3). Zur Analyse der Endozytoseaktivitit wurde das FWM 30 Minuten
vor ihrer Fixierung durch FM 1-43-Firbemedium ersetzt (Tabelle 3). Nach Ablauf der
sechsstiindigen Inkubation und ggf. der Reoxygenierungszeit wurde das Farbemedium
entfernt, die Zellen dreimal mit DMEM gewaschen und in 4% Paraformaldehyd (PFA) in
PBS tber 30 Minuten fixiert. Das PFA wurde anschlieSend durch zweimaliges Waschen mit
PBS entfernt. Um die Autofluoreszenz des verbliebenen PFA zu unterdriicken, wurden die
fixierten Zellen fir 15 Minuten mit Quenchlésung (Tabelle 3) inkubiert. Die Zellen wurden

zweimal mit PBS gewaschen, dunkel gelagert und am selben Tag in PBS mikroskopiert.

Zur Analyse der Exozytoseaktivitit wurde das FWM eine Stunde vor Zellfixierung durch
FM 1-43-Firbemedium ersetzt. Nach 30 Minuten Inkubation in FM 1-43-Firbemedium
wurden die Zellen dreimal mit DMEM gewaschen. Fir die verbliebenen 30 Minuten bis zur
Fixierung erfolgte die Inkubation in FWM, um die Abgabe des Fluoreszenzfarbstoffs durch
Exozytose zu ermdglichen. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit DMEM gewaschen,
tber 30 Minuten mit 4% PFA in PBS fixiert und erneut zweimal mit PBS gewaschen.
Hiernach wurden die Zellen fir 15 Minuten bei Raumtemperatur in Quenchlésung inkubiert,

zweimal mit PBS gewaschen, dunkel gelagert und am selben Tag in PBS mikroskopiert.
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A
Bedingung A Normoxie
Atmosphare
Bedingung B Hypoxie
Inkubationsmedium FWM -
[ I [ I I
Zeit[Std.] O 1 2 3 4 5 6
B
Bedingung A Normoxie
Atmosphare .
Bedingung B Hypoxie
Inkubationsmedium FWM - FWM
I I I I
Zeit[Std.] O 1 2 3 4 5 6
Cc
. |Bedingung A Normoxie
Atmosphére
Bedingung B Hypoxie Normox.
Inkubationsmedium FWM -
I I I I I
Zeit[Std.] 0 1 2 3 4 5 6
D
. |Bedingung A Normoxie
Atmosphare
Bedingung B Hypoxie Normox.
Inkubationsmedium FWM - FWM |
I I I I I
Zeit[Std.] O 1 2 3 4 5 6
E
. |Bedingung A Normoxie
Atmosphare
Bedingung B Hypoxie Normoxie
Inkubationsmedium FWM -
[ I [ I I | |
Zeit [Std.] O 1 2 3 4 5 6 7 8
F
. |Bedingung A Normoxie
Atmosphare . §
Bedingung B Hypoxie Normoxie
Inkubationsmedium FWM - FWM
I I I I I |
Zeit[Std.] O 1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 3: Ablauf des FM 1-43-Firbeversuchs. Primire neonatale Kardio- oder Schwanz-
fibroblasten wurden in Normoxie (Bedingung A, 20% Og, 5% COz, 37° C) oder fiir sechs Stunden
in Hypoxie (Bedingung B, 1% O», 5% COx, 37° C) inkubiert. (A) Zur Analyse der Endozytoseaktivitit
wurden die Zellen 30 Minuten vor Fixierung mit FM 1-43 angefirbt. (B) Zur Analyse der
Exozytoseaktivitit erfolgte die Firbung mit FM 1-43 eine Stunde vor Zellfixierung fiir 30 Minuten.
AnschlieBend wurden die Zellen 30 Minuten in Fibroblasten-Wachstumsmedium inkubiert; (C)
Analyse der Endozytoseaktivitit nach sechs Stunden Hypoxie gefolgt von 30 Minuten
Reoxygenierung in Normoxie; (D) Analyse der Exozytoseaktivitdt nach sechs Stunden Hypoxie
gefolgt von 30 Minuten Reoxygenierung; (E) Analyse der Endozytoseaktivitit nach sechs Stunden
Hypoxie und zwei Stunden Reoxygenierung; (F) Analyse der Exozytoseaktivitit nach sechs Stunden
Hypoxie und zwei Stunden Reoxygenierung; FM 1-43: FM 1-43-Firbemedium, FWM: Fibroblasten-
Wachstumsmedium, Normox.: Normoxie, Std.: Stunden.

2.2.3.2 Konfokale Mikroskopie

Die mit FM 1-43 markierten Proben wurden durch konfokale Mikroskopie ausgewertet. Zur
Exzitation wurde das 488 nm Spektrum eines Argon-Lasers verwendet. Die Intensitit des
akusto-optischen durchstimmbaren Filters (AOTTF, acousto-optical tunable filter) wurde auf 30%
eingestellt. Die Leistung des Argon Lasers betrug 20%. Emittiertes Licht der Wellenlinge
539-563 nm wurde mit einem Photoelektronenverfielfacher (PMT, photomultiplier tube)
detektiert. Die Lochblende wurde auf 151,6 um eingestellt, die VergroBerung auf 2,5. Die
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Zeilenmittelung (/ine average) wurde auf 16 festgelegt, sodass jede Bildzeile 16 Mal abgelesen
und anschlieBend gemittelt wurde, bevor die folgende Bildzeile analysiert wurde. Die
Ablesegeschwindigkeit betrug 1000 Hz, die Auflésung 8 Bit. Die PMT-Verstirkung (gain)
wurde auf 927 V festgelegt. Formatbreite und Formathohe betrugen jeweils 1024 Pixel. Bei
einer Bildbreite (size-width) und BildhShe (size-heigh?) von 62 um ergab sich daraus fiir einzelne
Pixel eine Kantenlinge von 60,6 nm und eine Fliche von 3672,36 nm”. Pro untersuchter

Bedingung wurden mindestens zehn Bilder analysiert.

2.2.3.3 Datenanalyse der Mikroskopiebilder

Die Bilder wurden im Tagged Image File Format (TIFF) gespeichert und mit einer von Prof.
Dr. Silvio O. Rizzoli (Institut fir Neuro- und Sinnesphysiologie, Universititsmedizin
Gottingen) zur Verfigung gestellten Matlab-Anwendung analysiert (Revelo et al. 2014). Es
wurde manuell so viel Zellfliche wie moglich zur Analyse ausgewihlt. Hierbei wurde der
Nukleus ausgelassen und die Bereiche von Interesse (ROI, regions of interest) streng auf
intrazellulir liegende Bildabschnitte begrenzt. Die Mittelwerte der erhobenen Parameter aus
allen ROI innerhalb einer Zellgruppe wurden berechnet. Analysiert wurde die
Gesamtfluoreszenz FM 1-43-markierter Vesikel innerhalb einer Zelle. Diese wurden als Pixel
definiert, deren FM 1-43-Fluoreszenzintensitit iiber dem durchschnittlichen FM 1-43-
Fluoreszenzwert des Hintergrundes lag. Der Wert wurde in beliebigen Einheiten angegeben.
Die Fluoreszenzintensitit innerhalb einer Experimentgruppe wurde auf die
Fluoreszenzstirke der jeweiligen Normoxiebedingung normiert. Zur Berechnung der
durchschnittlichen VesikelgréBe wurde die Anzahl der Pixel innerhalb eines Vesikels
berechnet. Durch Multiplikation mit der bekannten PixelgréBe von 3672,36 nm? ergab sich
die VesikelgréBe in der Mikroskopie-Ebene.

2.2.3.4 Statistische Analyse der FM 1-43-Firbung

Die statistische Analyse der Daten und die Erstellung der Graphen erfolgte mit GraphPad
Prism. Es sind die Mittelwerte = Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard error of the
mean) angegeben. Zur Signifikanzprifung wurden gepaarte t-Tests durchgefithrt. Ergebnisse
fehlerhaft durchgefithrter Experimente (z. B. bei abweichenden Mikroskop-Einstellungen)
wurden bei der Analyse ausgeschlossen. Eine Verblindung der Daten fand nicht statt, da
Versuchsdurchfithrung, Mikroskopie und Datenauswertung von derselben Person

durchgefithrt wurden.
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2.2.4 Proteinextraktion, Auftrennung und Western-Blot-Analyse

2.2.4.1 Proteinextraktion

Die Zellen wurden in einer Dichte von 1,4x10° Zellen pro Vertiefung einer Sechslochplatte
in Zellkulturmedium ausgesit. Am folgenden Tag wurden die Zellen in Normoxie oder
Hypoxie inkubiert. AnschlieBend wurde das Zellkulturmedium verworfen und die
Vertiefungen mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit jeweils 100 pl
Zelllysepuffer pro Vertiefung lysiert und abgeschabt. Das Lysat wurde fiir finf Minuten bei
4 °C und 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefi3
Uberfiihrt.

2.2.4.2 Isolierung von Membranproteinen

Die Isolierung der Plasmamembranproteine erfolgte mithilfe des Plasma Membrane
Extraction Kit der Firma Abcam weitgehend nach Herstellerprotokoll. Die adhirenten
Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und danach mit einem Zellschaber vom Boden
der Zellkulturflasche geldst. Nachfolgend wurde die Zellsuspension bei 3000 rpm fir finf
Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde mit PBS gewaschen, in 1 ml Homogenisierungs-
puffer resuspendiert und mit einem eiskalten Dounce Handhomogenisatior zermahlen. Die
erfolgreiche Homogenisierung wurde unter einem Lichtmikroskop durch das Verschwinden
des hellen Ringes um den Zellkern in mehr als 70%-80% der Zellen verifiziert. Das
Homogenisat wurde in ein 1,5-ml-Eppendorf-Rohrchen iberfihrt. Abweichend vom
Herstellerprotokoll wurde das Homogenisat mit 8 ul 25 U/ul Benzoase bei Raumtemperatur
fir zehn Minuten inkubiert, um verbliebene DNA und RNA zu hydrolysieren. Anschliefend
wurde das Homogenisat bei 700x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorf-Réhrchen (A) tberfihrt und durch Zentrifugation fir 30 Minuten bei 10.000x g
und 4 °C in zytosolisches und zellulires Membranprotein aufgetrennt. Das im Pellet
abgesetzte Membranproteom wurde in 200 pl Oberphaselosung resuspendiert. Hiernach
wurden 200 ul Unterphaselosung hinzugegeben, die Suspension wurde vermischt und fir
finf Minuten auf Eis inkubiert. In einem zweiten Eppendorf-Réhrchen (B) wurden 200 ul
Oberphaselésung mit 200 pl Unterphaseldsung vermischt. Beide Eppendorf Réhrchen
wurden bei 1000x g, 4 °C fir finf Minuten zentrifugiert. Die Oberphase vom ersten
Eppendorf Réhrchen (A) wurde in ein drittes Eppendorf Réhrchen (C) tberfiithrt und auf
Eis gelagert. 100 pl der Oberphase von Eppendorf Réhrchen B wurden in Eppendorf
Réhrchen A tberfithrt, mit dessen Inhalt vermischt und bei 1000x g, 4 °C fiir fiinf Minuten
zentrifugiert. Die Oberphase von Eppendorf Rohrchen A sowie 100 pl der Unterphase von
Eppendorf Réhrchen B wurden in Eppendorf Réhrchen C tiberfithrt. Dieses wurde hiernach
bei 1000x g, 4 °C fur finf Minuten zentrifugiert. Die Oberphase wurde in ein neues
Eppendort Réhrchen (D) tberfithrt, mit fiinf Volumina H,O verdunnt und fiir fiinf Minuten
auf FHis inkubiert. AnschlieBend wurde Eppendorf Réhrchen D fiir zehn Minuten bei
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Maximalgeschwindigkeit und 4° C zentrifugiert. Die im Pellet abgesetzten Plasmamembran-
proteine wurden in 50 ul PBS mit 10% SDS resuspendiert. Die Proteinkonzentration wurde

gemessen und der NuPAGE-Probenpuffer hinzugegeben.

Gleiche Mengen leicht markierten Membranproteoms bei Normoxie inkubierter Zellen und
schwer markierter Zellen, die Hypoxie ausgesetzt waren, wurden gepoolt. Als
Kontrollexperiment wurden identische Mengen schwer markierter Membranproteine aus
Normoxiebedingungen mit leicht markierten Membranproteinen, die bei Hypoxie inkubiert

wurden, zusammengegeben.

2.2.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration des Zelllysats wurde das DC Protein Assay
Kit II (Bio-Rad GmbH, Minchen, Deutschland) entsprechend den Herstellerangaben
verwendet. Das Verfahren basiert auf dem Lowry-Assay (Lowry et al. 1951). Das Prinzip der
Messung ist die Reduktion von Kupfer-(II)-Ionen zu Kupfer-(I) durch Peptidbindungen
unter alkalischen Bedingungen. In einem zweiten Schritt reduziert Kupfer-(I) das Folin-
Ciocalteau-Reagenz. Die entstehenden Reaktionsprodukte haben ein Absorptionsmaximum
bei einer Wellenlinge von A=750 nm. Die Proteinkonzentration der Probe kann daher
photometrisch bezogen auf eine bovines Serumalbumin (BSA)-Standardreihe ermittelt
werden. Die verwendeten Mengen der Reagenzien sind in Tabelle 10 aufgeftihrt. Reagenz
A" wird hergestellt, indem Reagenz A und Reagenz C im Verhiltnis 1:0,02 zusammen-

gegeben werden.

Tabelle 10: Benétigte Mengen der Reagenzien zur Bestimmung der Proteinkonzentration

Probenanzahl Reagenz A Reagenz S Reagenz A’ Reagenz B
[mi] [ml] [ml] [ml]

2 0,5882 0,0118 0,6 4,8

4 0,6862 0,0137 0,7 5,6

8 0,8824 0,0176 0,9 7,2

Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte bezogen auf eine Standardreihe von 0,5
bis 5 ug BSA. Standardreihe und 2 ul Zelllysat wurden in Duplikaten auf eine Mikrotiterplatte
ausgebracht. Pro Vertiefung wurden 25 pl von Reagenz A" sowie 200 pl von Reagenz B
hinzugegeben. Die Proben wurden mit der Mixfunktion des Microplate Readers fiir finf

Sekunden gemischt. Nach 15 Minuten wurde die Photoabsorption bei 750 nm gemessen.

2.2.4.4 Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS PAGE, sodium dodecy!
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist ein Verfahren, um Proteine im elektrischen Feld beim
Durchwandern eines Polyacrylamid-Maschenwerks der Gréf3e nach zu trennen (Laemmli
1970). Das negativ geladene Detergens SDS wird verwendet, um durch Interaktion mit den

nicht-kovalenten Bindungen die Sekundirstruktur der Proteine aufzubrechen, die entfalteten
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Molekile zu ummanteln und mit einer homogenen Negativladung zu versehen.

Disulphidbriicken kénnen durch Zugabe von 2-Merkaptoethanol aufgebrochen werden.

Die Verwendung eines diskontinuierlichen Gels, bestehend aus einem Sammel- und einem
Trenngel, verbessert die rdumliche Auftrennung der Proteine. Wihrend das Sammelgel mit
einer 1,5-molaren Tris(thydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)-HCL Pufferlésung auf einen
pH von 6,8 eingestellt wird, liegt der pH des Trenngels durch Zugabe eines 1-molaren TRIS-
HCL Puffers bei 8,8. Die Gelzusammensetzungen sind in Tabelle 11 aufgefihrt.

Tabelle 11: Bestandteile eines Polyacrylamid-Gels

Trenngel Sammelgel
Bestandteile 10% Acrylamid  |12% Acrylamid |5% Acrylamid
[mi] [mi] [mi]
H.O 11,9 9,9 0,8
30% Acrylamid/Bisacrylamid |10 12 1,7
10% SDS 0,3 0,3 0,1
10% APS 0,3 0,3 0,1
TEMED 0,012 0,012 0,01
1,5 M TRIS (pH 8,8) 7,5 7,5
1,0 TRIS (pH 6,8) 1,25
Gesamtvolumen 30,012 30,012 9,96

APS: Ammoniumpersulfat, SDS: Natriumdodecylsulfat, TEMED: Tetraethylmethyldiamin

Durch den niedrigeren pH-Wert liegen Glyzinmolekule im Ladegel iiberwiegend in ihrer
ungeladenen Form vor und wandern im elektrischen Feld langsamer als die Protein-SDS
Komplexe. Diese werden durch die erhohte elektrische Spannung in Richtung Anode
beschleunigt und an der Grenze zur vorauslaufenden Chlorid-Ionenfront zu einer scharfen
Bande konzentriert. Mit Erreichen des Trenngels geben die Glyzinmolekiile im basischen
Milieu iberwiegend Protonen ab und iberholen als Glyzinat-Ionen aufgrund ihrer
geringeren Grof3e die Protein-SDS Komplexe. Diese bewegen sich abhingig von ihrer Grof3e

unterschiedlich schnell zur Anode, sodass eine raumliche Auftrennung erreicht wird.

Es wurde ein diskontinuierliches Gel aus einem 5% Acrylamid Sammelgel und einem 10%
oder 12% Acrylamid Trenngel verwendet. 10% Acrylamid Gele wurden fir den Nachweis
von HIF1-a genutzt. Je 70-100 ng Protein wurden in 2 x SDS Probenputffer aufgenommen,
durch finfminitiges Erhitzen auf 95 °C denaturiert und auf das sich in 1 x SDS Elektro-
phoresepuffer befindende Gel aufgetragen. Zur Groflenbestimmung der Proteine wurde der
PageRuler-Proteinmarker in eine separate Geltasche aufgetragen. Die SDS PAGE wurde
durch Anlegen von Gleichstrom mit 40-60 mA pro Gel und maximal 300 V durchgefiihrt.
Membranproteine wurden fiir zehn Minuten auf 75 °C erhitzt und auf 4-12% NuPAGE Bis-

Tris Minigelen aufgetrennt.
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2.2.4.5 Western Blot

Beim Western Blot handelt es sich um ein Protein-Immunoblotverfahren. Es wird
durchgefiihrt, um die Expression eines Proteins in einer Probe nachzuweisen und relativ zu
anderen Proteinen zu quantifizieren (Towbin et al. 1979; Burnette 1981). Hierfiir werden die
zuvor in einer SDS PAGE der Gr6Be nach aufgetrennten Proteine vom Polyacrylamid-Gel
auf eine Nitrozellulosemembran tGbertragen, wo sie durch Antikérper-Konjugate gebunden
werden konnen. Die Ubertragung erfolgte durch Elektrotransfer (sewi-dry Elektroblotting)
bei 2 mA/cm? tber 60 Minuten. Das Polyacrylamidgel, Filterpapier und Nitrozellulose-
membran wurden in Transferpuffer getrinkt und zwischen Kathode und Anode eines
PerfectBlue Seni Dry-Blotters gestapelt. Die durch SDS-Ummantelung mit einer negativen
Ladung versehenen Proteine wanderten im elektrischen Feld aus dem Gel zur Anode und
lieBen sich so auf die Nitrozellulosemembran tibertragen. Die Membran wurde hiernach fir
finf Minuten mit Ponceau-S-Firbel6sung inkubiert, um den erfolgreichen Proteintransfer
zu verifizieren. Durch Waschen mit PBS wurde die reversibel bindende Ponceau-S-
Firbelosung von der Membran entfernt. Um unspezifische Bindungsstellen auf der
Nitrozellulosemembran vor der Anwendung von Antikorpern zu blockieren, wurde diese fiir

60 Minuten bei Raumtemperatur in einer 5% Milchpulverlosung in PBS inkubiert.

Der primire Antikérper wurde in einer Losung von 5% Milchpulver in PBS in der
angegebenen Konzentration (Tabelle 7) mit 125 ul 2% Natriumazid bei 4 °C tber Nacht
inkubiert. Nicht bindende Antikérper wurden am nichsten Morgen durch drei je zehn-
minttige Waschschritte mit PBS entfernt. Hiernach wurde die Membran mit dem in der
angegeben Konzentration (Tabelle 8) in 5% Milchpulver in PBS gelosten sekundiren
Antikérper fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Der sekundire Antikorper ist
gegen den primaren Antikorper gerichtet und an Meerrettich-Peroxidase konjugiert. Die
Membran wurde dreimal fiir jeweils zehn Minuten mit PBS gewaschen fiir weitere zehn

Minuten in ECL-Losung inkubiert.

Die Meerrettich-Peroxidase katalysiert in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid die
Chemilumineszenzreaktion von Luminol und anderen Bestandteilen der ECL-Losung. Die

Bildauswertung erfolgte mit dem LAS-3000 Imager.
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2.2.5 SILAC-Markierung, Zellmembranisolierung und Proteomanalyse

2.2.5.1 SILAC-Markierung

SILAC ist ein Verfahren zur Quantifizierung unterschiedlicher Proteinexpression unter
verschiedenen Inkubationsbedingungen (Ong et al. 2002). Es umfasst einen Markierungs-
schritt, in dem isotopenmarkierte Aminosiuren in die Zellen inkorporiert werden, die
Extraktion des markierten Zellproteoms, die Auftrennung durch gepoolte Gel-
elektrophorese sowie die massenspektrometrische Identifikation der extrahierten Proteine
und Quantifizierung der unterschiedlichen Expressionsmuster. Die selektive Inkorporation
von schwer bzw. leicht markierten Aminosduren in Proben der Versuchs- und
Kontrollbedingung fiihrt zu einer messbaren und bekannten Massendifferenz der markierten

Proteine, ohne deren chemische Eigenschaften zu verandern.

Verglichen wurde das Membranproteom von Kardiofibroblasten neonataler Ratten, die bei
Normoxie (20% O») bzw. fir sechs Stunden bei Hypoxie (1% O) inkubiert wurden. Hierzu
wurden mit primiren Kardiofibroblasten bewachsene 25 cm Zellkulturplatten verwendet.
leichtes* "*Cs' "Ny
L-Arginin und "“C¢'*N; L-Lysin oder mit stabilen Isotopen markiertes °Cs'°N, L.-Arginin und

Die Kultivierung erfolgte mit SILAC-Medium, das entweder normales, ,,
PCe"” Ny L-Lysin enthielt (Tabelle 2). Um Kontamination mit unmarkierten Aminosiuren
auszuschlieBen, wurde fir SILAC-Versuche dialysiertes FKS verwendet. Durch die Zugabe
von Prolin wurde die Konversion von Arginin zu Prolin verhindert (Lossner et al. 2011). Die
Zellen wurden bei Konfluenz in 175 c¢cm Zellkulturflaschen passagiert und danach so
gesplittet, dass nach der dritten Passagierung je 40 Zellkulturflaschen mit schwer bzw. leicht
markierten Zellen fir den Versuch verwendet werden konnten. Nach Erreichen von 70%
Konfluenz wurden die Zellen fiir je sechs Stunden in Normoxie bzw. Hypoxie inkubiert.
Das Experiment wurde doppelt ausgefiihrt, sodass leicht markierte Zellen, die unter
Normoxie inkubiert wurden, mit schwer markierten Zellen verglichen wurden, die Hypoxie
ausgesetzt waren. Umgekehrt wurden schwer markierte Zellen, die unter Normoxie inkubiert
wurden, mit leicht markierten Zellen verglichen, die Hypoxie ausgesetzt waren. Nach der

sechsstiindigen Inkubation wurden die Plasmamembranproteine isoliert (Abbildung 4).



2 Material und Methoden 44

Primare Kardiofibroblasten von neonatalen Ratten

= =

leicht schwer
“N, "“C,- Lysin N, "°C,- Lysin (Lys8)
“N, C,- Arginin "N, “C,- Arginin (Arg10)

)

20% O, fur 6 Std. 1% O, fur 6 Std

)

Isolierung von Membranproteinen
und Membran-assoziierten Proteinen

G G ) e S

.
.

250- . Yot
150- =
100-

3 Passagen

RLT

25-
20-
15-
10-

M s1 S2

Trypsinierung im Gel

)

Nano LC-MS/MS

Analysierte Bedingungen
20% O, vs. 1% O,, 6 Std.

Abbildung 4: Versuchsaufbau der quantitativen Proteom-Analyse mittels SILAC-
Markierung. Primire Kardiofibroblasten neonataler Ratten (Ratfus norvegicus) wurden fiir die SILAC-
Markierung (stable isotope labeling with amino acids in cell culture, stabile Isotopenmarkierung mit
Aminosiuren in Zellkultur) tiber drei Passagen mit den schwer oder leicht markierten Aminosduren
Lysin und Arginin inkubiert. Die Zellmembranfraktion der Zellen wurde nach sechs Stunden
Inkubation bei Hypoxie (1% O2) bzw. Normoxie (20% Oy) isoliert. Gleiche Mengen schwer
markierter Proteine aus hypoxischen Zellen und leicht markierten Proteinen aus bei Normoxie
inkubierten Zellen wurden gepoolt durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Jede Spur des Gels wurde
in 23 Sticke unterteilt und im Gel trypsiniert. Die Identifikation der Proteine erfolgte mittels
Flissigchromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie Kopplung (LC-MS/MS). M: Marker des
Molekulargewichtes; MW: molecular weight (Molekulargewicht); S1: Spur 1; S2: Spur 2.
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2.2.5.2 Massenspektrometrische Proteomanalyse

Um Unterschiede in der Membranproteinexpression zu quantifizieren, wurde durch die
Arbeitsgruppe ,,Bioanalytische Massenspektrometrie® von Prof. Dr. H. Urlaub (Max-Planck-
Institut fur biophysikalische Chemie, Géttingen) eine gelverstirkte Flissigchromatographie
mit Tandem-Massenspektrometrie (GeLC-MS/MS, gel-enbhanced liguid chromatography-tandem
mass spectrometry) durchgefithrt. Zunichst wurden die gepoolten, unterschiedlich markierten
Proteine aus Hypoxie und Normoxie in einer eindimensionalen SDS PAGE auf 4-12%
NuPAGE Bis-Tris Minigelen anhand ihrer Gréf3e aufgetrennt (Abbildung 5).

MW
[kDa]

250 -
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M A B

Abbildung 5: Coomassie-Brillant-Blau-Farbung der aufgetrennten Membranproteine und
Membran-assoziierten Proteine nach SILAC-Markierung. Spur A enthielt im Verhaltnis 1:1
gepoolte Zellmembranproteine aus mit schweren Aminosduren markierten Zellen, die fir sechs
Stunden bei Hypoxie inkubiert wurden, und aus mit leichten Aminosduren markierten Zellen, die
unter normoxischen Bedingungen inkubiert wurden. Spur B enthielt gepoolte Zellmembranproteine
aus mit leichten Aminosduren markierten Zellen, die fur sechs Stunden bei Hypoxie inkubiert
wurden, und aus mit schweren Aminosiauren markierten Zellen, die bei Normoxie inkubiert wurden.
M bezeichnet eine Spur mit einem Indikator des Molekulargewichts. MW: molecular weight
(Molekulargewicht), SILAC: stable isotope labeling with amino acids in cell culture (stabile Isotopen-
markierung mit Aminosduren in Zellkultur).

Die Gele wurden nach einem Protokoll von Schmidt und Urlaub (2009) zur Visualisierung
der aufgetrennten Proteine mit Coomassie-Brillant-Blau gefirbt und jede Proteinspur in 23
gleich grofBle Stucke zerteilt. Die Zerteilung erfolgte unabhingig vom Firbungsmuster der
jeweiligen Spur. Hiernach wurde das Gel gewaschen. Um die SH-Gruppen der Proteine vor
Oxidation zu schiitzen, wurde das Gel mit Dithiothreitol (DTT) reduziert. Ribonukleasen
und Enzyme mit Zystein im aktiven Zentrum wurden durch Alkylierung mit Iodoazetamid

irreversibel inhibiert. Die Proteine wurden durch Zugabe von Trypsin iiber Nacht gespalten.
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Trypsin ist eine Endoprotease mit Serin im aktiven Zentrum, die hinter den basischen
Aminosauren Lysin und Arginin spaltet, sodass sich am C-terminalen Ende der entstehenden
Peptide eine markierte Aminosdure befindet, die zudem im sauren Milieu Protonen
akzeptiert und die Ionisierung begunstigt. Die trypsinierten Peptide wurden anschlieBend
extrahiert, in einem SpeedVac-Konzentrator getrocknet, in 2% Azetonitril/1%
Ameisensiure rekonstituiert und durch nanoLC-MS/MS analysiert (Atanassov und Utlaub
2013). Hierzu wurden die Peptide in einer selbst gepackten Siule mithilfe eines
Umkehrphasemechanismus (reversed phase) angereichert (Tabelle 12). Die stationdre Phase
bestand dabei aus mit langkettigen Alkylgruppen beschichteten Kieselerdepartikeln, die die
Elution polarer Bestandteile begiinstigten. Die Auftrennung erfolgte an einer analytischen
Umbkehrphase-Sdule mithilfe eines 37-minttigen linearen Gradienten von 5-35%

Azetonitril/0,1% Ameisensaure bei 300 nl/min.

Tabelle 12: Saulen in der nanol.C

Saule Hohe |Innendurchmesser |Stationire Phase PartikelgroQ3e
[cm]  |[um] [nm]

Reprosil-Purl20

Sammelsaule 2 150 C18-AQ, Dr. Maisch, |5
Deutschland

Trennsaule Picofrit Reprosil-Pur120

360-20-10-N, New |20 75 C18-AQ, Dr. Maisch, (3

Objective Deutschland

LC: liguid chromatography (Dtinnschichtchromatographie)

Das Eluat wurde mit einem Q Exactive Hybrid-Quadrupol-Orbitrap Massenspektrometer
analysiert, das mit einer Flexlon nanoSpray Quelle ausgestattet war. Die Datensammlung
erfolgte als Daten-abhingige Akquise (DDA, data-dependent acquisition). Bei der DDA wird
eine feste Anzahl von Peptidfragmenten mit bekannten Verhiltnissen von Masse zu Ladung
(m/z-Verhiltnissen) weiter analysiert (Mann et al. 2001). In jedem Durchgang wurde ein
gesamter MS-Scan uber den Bereich 350-1600 m/z bei einer Auflésung von 70.000
Halbwertsbreiten und einem automatischen Gain Kontrollziel von 10e® durchgefiihrt. Bei
einer maximalen Fullungszeit von 60 Millisekunden wurden die bis zu zehn hiufigsten
Peptidvorstufen mit einer Ladung von zwei bis fiinf tiber einer 10e* Intensititsschwelle mit
einer Isolationsbreite von 2,0 m/z selektiert. Die Peptidvorstufen wurden durch higher energy
collision dissociation (HCD, durch Kollisionen mit héherer Energie induzierte Dissoziation) mit
Stickstoff bei einer normierten Kollisionsenergie von 25% fragmentiert. Thre
Produktionsspektra wurden ab einer Masse von 100 m/z, einer Auflosung von 17.500
Halbwertsbreiten, einem Gain Ziel von 2x10e’ und einer maximalen Fiillungszeit von 60
Millisekunden registriert. Ausgewihlte m/z Werte der Vorstufen wurden danach fir die
folgenden 15 Sekunden ausgeschlossen. Je Probe wurden drei technische Replikate

durchgefiihrt.



2 Material und Methoden 47

2.2.5.3 Datenanalyse des SILAC-Screens

Die Identifikation und Quantifizierung des Proteoms erfolgte mithilfe der MaxQuandt
Software. Die Proteinidentifikation erfolgte mit dem UniProtKB Swiss-Prot
Referenzproteom und der MaxQuandt Datenbank haufiger Verunreinigungen. Die
Enzymspezifitit wurde bei maximal zwei ausgelassenen Schnittstellen auf Trypsin/P
festgelegt. Als variable Modifikationen wurden N-terminale Azetylierung des Proteins sowie
Oxidation von Methionin bestimmt. Aufgrund der Probenaufbereitung wurden K und R
SILAC-Markierungen sowie Zystein-Carbamidomethylierung als feste Modifizierungen
festgelegt. Der Instrumententyp wurde auf ,,Orbitrap®™ eingestellt. Hieraus folgte eine
Suchtoleranz von 20 Millionstel (ppm, parts per million) in der ersten Peptidsuche, 4,5 ppm in
der zentralen Peptidsuche und 0,6 Da in der MS/MS Suche. Zusitzlich wurde die
Requantifizierungsoption  (requantify) tir die SILAC-Quantifizierung genutzt. Die
Datenbanksuchergebnisse wurden mit einem Filter von 1% Falschpositivrate (FDR, fa/se
discovery rate) sowohl auf Peptid- als auch auf Proteinebene belegt. Alle Datenpakete von jeder
biologischen Probe wurden fur die Verarbeitung als einzelne Experimente zusammengefasst.
Die quantitative und statistische Auswertung erfolgte mit der Anwendung Perseus. Aus dem
MaxQuandt Proteingruppen-Ordner wurden mit Microsoft Excel die auf die jeweils andere
Markierungsgruppe normierten Signalintensititen ausgelesen. Nach Ausschluss doppelt
gezihlter und kontaminierter Messwerte wurden die Ergebnisse auf Kongruenz zwischen
den beiden spiegelbildlichen Versuchsanordnungen gepriift. Hierzu wurden die Daten in
GraphPad Prism logy,-transformiert und in einem zweidimensionalen Streudiagramm
gegeneinander aufgetragen. Durch Berechnung der Pearson-Korrelation wurden die

Ergebnisse aus beiden Versuchen auf Kongruenz gepruft.

Die Intensitit, die fir ein Proteinspektrum gemessen wird, reprisentiert die jeweilige
Expressionshidufigkeit in der Probe. Da jede Proteinspur im Gel unterschiedlich markierte
Proteine sowohl aus hypoxischen Zellen als auch aus der Normoxie-Kontrollgruppe enthielt,
reflektiert der Quotient der Signalintensitit korrespondierender leicht und schwer markierter
Proteinspektren Unterschiede in ihrer jeweiligen Expression. Zur Identifikation der unter
Hypoxie vermehrt vorhandenen Membranproteine wurde ein doppelter Intensitits-
quotienten-Schwellenwert angesetzt. Als unter Hypoxie vermehrt vorhanden galten Proteine
bei einem Quotienten von >1,5 in Experiment A und parallel <0,67 in Experiment B. Als
unter Hypoxie vermindert vorhanden galten Proteine bei einem Intensititsquotienten von
>1,5 in Experiment B und <0,67 in Experiment A. Proteine, die dieser Definition
entsprachen, wurden anhand des Protein ANalysis Through Evolutionary Relationships-
Klassifikationssystems (PANTHER, Proteinanalyse durch evolutionire Verbindungen)
eingeordnet (Thomas et al. 2003; Mi et al. 2013; Mi et al. 2017). Zur manuellen Auswertung
der unterschiedlich hiufig vorhandenen Proteine wurde die UniProtKB-Datenbank genutzt
(Bateman et al. 2017). Die Suche nach den Proteinen erfolgte anhand ihrer jeweiligen
UniProt-Zugangsnummer. Als G-Proteine und mit G-Proteinen interagierend wurden

Proteine klassifiziert, deren molekulare Funktion in der Genontologie (GO)-Datenbank
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(Ashburner et al. 2000; The Gene Ontology Consortium 2017) mit den in Tabelle 13

aufgefiihrten Begriffen verschlagwortet waren.

Tabelle 13: Schlagworte, die in der manuellen Auswertung des SILAC-Screens zur Einordnung der
unterschiedlich hiufig vorhandenen Proteine als G-Proteine oder mit G-Proteinen interagierend

verwendet wurden.

Schlagwort

Deutsche Ubersetzung

Rab-gnanyl nucleotide excchange factor activity

Rab-Guanyl-Austauschfaktoraktivitit

Rac GTPase-binding

Rac GTPase-bindend

G-protein beta-subunit-binding

G-Protein beta-Untereinheit-bindend

G-protein coupled receptor-binding

G-Protein-gekoppelten Rezeptor-bindend

GDP-binding

GDP-bindend

GTP-binding

GTP-bindend

GTPase activator activity

GTPase Aktivatoraktivitat

GTPase activity

GTPase Aktivitat

Rho gnanyl-nucleotide exchange factor activity

Rho-Guanyl-Austauschfaktoraktivitit

GDP: Guanosindiphosphat, GTP: Guanosintriphosphat, Rab: Ras-related in Brain, Rac: Ras-related C3

botulinum toxin substrate
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3  Ergebnisse

Kardiofibroblasten bilden im Herzen gemeinsam mit Kardiomyozyten die numerisch gréB3te
Zellpopulation. Durch Sekretion und Abbau von Bestandteilen der extrazelluliren Matrix,
autokriner und parakriner Sekretion von Wachstumsfaktoren sowie direkten Zell-Zell-
Interaktionen sind sie von zentraler Bedeutung fiir Entwicklung, Funktion und Remodeling
des Myokards. Diese Vorginge sind abhingig vom zelluliren Membranverkehr und werden
durch die Plasmamembran vermittelt. Diese Arbeit soll den Einfluss verminderter O»-

Verfugbarkeit auf den Gesamtmembranverkehr von Kardiofibroblasten untersuchen.

3.1 Analyse des Gesamtmembranverkehrs von Fibroblasten unter

Hypoxie

3.11 Inkubation von Kardiofibroblasten bei Hypoxie fiir sechs Stunden fiihrt zur
Stabilisierung von HIF-1«

Die zellulire Adaptation an verminderte O,-Verfiigharkeit wird wesentlich durch HIF-
Transkriptionsfaktoren reguliert. HIF-Transkriptionsfaktoren sind heterodimere Proteine,
die aus einer konstitutiv exprimierten B-Untereinheit (HIF-B) und einer Os-regulierten
a-Untereinheit (HIF-o) bestehen. Bei hohem O»-Angebot wird HIF-a durch PHD-Enzyme
hydroxyliert und proteasomal abgebaut. Bei O,-Mangel unterbleibt der Abbau von HIF-a.
Nach Heterodimerisierung mit HIF-8 erfolgt die Bindung an HRE der DNA und die
Transkription der Zielgene. Unter den drei Isoformen von HIF-o wird nur HIF-1« in allen
kernhaltigen Zellen exprimiert. Gleichzeitig ist HIF-1a in der kurzfristigen Anpassung an

O»-Mangel von zentraler Bedeutung.

In einer Proteinanalyse mittels Western Blot zeigte sich eine vermehrte Stabilisierung von
HIF-1a in Kardiofibroblasten nach Inkubation in Hypoxie (1% O) fiir sechs Stunden
(Abbildung 6).
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Abbildung 6: Nachweis von HIF-1« in Kardiofibroblasten durch Western-Blot-Analyse nach
sechsstiindiger Inkubation unter Hypoxie. Primire Kardiofibroblasten wurden fiir sechs Stunden
bei Normoxie (20% O2) bzw. Hypoxie (1% O,) inkubiert. HIF-1a wurde durch Western Blot im

Proteinlysat der Zellen nachgewiesen. Die Ladungskontrolle erfolgte durch den Nachweis von
B-Aktin. Std.: Stunden.
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3.1.2 Kardiofibroblasten zeigen unter Hypoxie in der Analyse der Endozytose
eine verstirkte FM 1-43-Fluoreszenz und eine verinderte Morphologie

intrazellularer Vesikel

Um die Auswirkungen eines verminderten O,-Angebots auf den Membranverkehr von
Kardiofibroblasten zu untersuchen, wurden Membranfirbungen mit FM 1-43 bei Normoxie
(20% O3) und Hypoxie (1% O,) durchgefihrt. Der Farbstoff inkorporiert in das dulere Blatt
der Plasmamembran und wird durch Endozytose unabhingig von spezifischen
Mechanismen aufgenommen. Alle Organellen, die in diesen Membranfluss eingebunden
sind, werden hierdurch angefirbt. Der Farbstoff zeigt im unpolaren Milieu einer
Lipidmembran eine um mehr als zwei GroB3enordnungen stirkere Fluoreszenz als in einem
polaren Losungsmittel wie dem Zytosol. Eine positiv geladene Kopfdomine verhindert das
Durchwandern von Lipidmembranen und somit die Akkumulation in nicht am
Membranverkehr beteiligten Kompartimenten. Die Abgabe des Farbstoffes kann somit nur
im Rahmen der Exozytose durch den Transport markierter intrazellulir Membranabschnitte
zur Plasmamembran erfolgen. Nicht internalisierter Farbstoff wurde nach der Inkubation
durch Waschen entfernt, sodass die analysierte Zellfluoreszenz das Gleichgewicht

endozytotischer und exozytotischer Prozesse widerspiegelt.

Nach sechsstiindiger Inkubation unter Hypoxie zeigte sich in der Darstellung der
Endozytose eine verstirkte FM 1-43-Fluoreszenz im Vergleich zu bei Normoxie inkubierten
Zellen (Abbildung 7 A und B). Zum Ausschluss unspezifischer Farbstoffakkumulation und
zum Nachweis der Zellvitalitit wurde die Exozytoseaktivitit analysiert. Hierzu wurde die
Zellen nach Anfirbung in farbstofffreiem Zellkulturmedium inkubiert. Es zeigte sich in
diesem Ansatz sowohl in Hypoxie als auch in Normoxie eine geringere FM 1-43-Fluoreszenz

als in der Analyse der Endozytose.

Unter Hypoxie zeigte sich in der Endozytose zudem eine verinderte Vesikelmorphologie
mit vermehrten tubuldren Strukturen und durchschnittlich um etwa 38% grof3eren Vesikeln
(Abbildung 7 A und C).
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Abbildung 7: FM 1-43-Firbung von Kardiofibroblasten unter Normoxie und Hypoxie.
Kardiofibroblasten neonataler Ratten wurden fiir sechs Stunden bei Normoxie (20% O2) oder
Hypoxie (1% Oy) inkubiert. Endo- und Exozytose wurden durch Membranfirbungen mit FM 1-43
quantifiziert. (A) Reprisentative Fluoreszenzbilder. (B) Fluoreszenz der Zellen normiert auf
Fluoreszenz bei Endozytose in Normoxie. (C) Durchschnittliche Vesikelgroe. Sieben unabhingige
Versuche. Skala: 10 um; 1 um in VergréBerung. Endo: Endozytose, Exo: Exozytose. Abhingiger t-
Test; * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001. Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des
Mittelwertes.
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3.1.3 Inkubation von Schwanzfibroblasten bei Hypoxie fiir sechs Stunden fiihrt

zur Stabilisierung von HIF-1«

Fibroblasten zeigen je nach topographischer Herkunft heterogene Genexpressionsmuster
und damit einhergehend unterschiedliche Differenzierungen. Um zu untersuchen, ob der bei
Kardiofibroblasten beobachtete Phéinotyp spezifisch fir diesen Zelltyp ist oder sich auch bei
Fibroblasten aus anderen Geweben nachweisen lisst, wurden aus Rattenschwinzen

gewonnene Fibroblasten untersucht.

In der Western Blot Analyse zeigte sich eine vermehrte Stabilisierung von HIF-la nach
sechsstiindiger Inkubation unter Hypoxie (1% O,) verglichen mit der Normoxiekontrolle
(20% O,, Abbildung 8).
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Abbildung 8: Nachweis von HIF-1x in Schwanzfibroblasten durch Western-Blot-Analyse
nach sechsstiindiger Inkubation unter Hypoxie. Primire Schwanzfibroblasten wurden fiir sechs
Stunden bei Normoxie (20% O2) bzw. Hypoxie (1% Oy) inkubiert. HIF-1a wurde durch Western
Blot im Proteinlysat der Zellen nachgewiesen. Die Ladungskontrolle erfolgte durch den Nachweis
von B-Aktin. Std.: Stunden.
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3.1.4 Schwanzfibroblasten zeigen unter Hypoxie in der Analyse der Endozytose
eine ethohte FM 1-43-Fluoreszenz und eine verinderte Morphologie

intrazellularer Vesikel

Zur Analyse des Gesamtmembranverkehrs bei aus Rattenschwinzen isolierten Fibroblasten
wurden FM 1-43-Firbungen durchgefithrt. Verglichen mit bei Normoxie (20% Oy)
inkubierten Zellen zeigte sich in der Analyse der Endozytose nach sechsstiindiger Inkubation
unter Hypoxie (1% O») eine verstirkte Farbstofffluoreszenz (Abbildung 9 A und B). In der
Analyse der Exozytose war die FM 1-43-Fluoreszenz im Vergleich zur Endozytose in beiden

Gruppen vermindert.

Unter Hypoxie zeigte sich in der Endozytose auch bei Schwanzfibroblasten eine veranderte
Morphologie der intrazelluliren Vesikel (Abbildung 9 A und C). Es traten vermehrt tubulire
Strukturen auf, und die Vesikel waren im Durchschnitt etwa 33% gréBer als unter Normoxie.
In der Exozytoseanalyse war die VesikelgréBe sowohl unter Normoxie als auch unter

Hypoxie geringer als in der Endozytose.
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Abbildung 9: FM 1-43-Firbung von Schwanzfibroblasten in Normoxie und Hypoxie.
Schwanzfibroblasten neonataler Ratten wurden fiir sechs Stunden bei Normoxie (20% Oz) oder
Hypoxie (1% Oy) inkubiert. Endo- und Exozytose wurden durch Membranfirbungen mit FM 1-43
analysiert. (A) Reprisentative Fluoreszenzbilder. (B) Fluoreszenz der Zelle normiert auf Fluoreszenz
bei Endozytose in Normoxie. (C) Durchschnittliche VesikelgroB3e. Sieben unabhingige Versuche.
Skala: 10 wm, 1 pm in VergroBlerung. Endo: Endozytose, Exo: Exozytose. Abhingiger t-Test;
* p<0,05; ** p<0,005. Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwertes.
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3.1.5 Die Stabilisierung von HIF-1« ist in Kardiofibroblasten durch

Reoxygenierung reversibel

Um die Reversibilitit des beobachteten Hypoxie-induzierten Phinotyps zu priifen, wurden
Kardiofibroblasten nach sechsstiindiger Inkubation unter Hypoxie (1% O,) fir 30 Minuten

bzw. zwei Stunden bei Normoxie (20% O») reoxygeniert.

In der Western Blot Analyse war HIF-la nach 30 Minuten Reoxygenierung nicht
nachweisbar und somit in geringerer Menge stabilisiert als bei Zellen der Hypoxiebedingung
(Abbildung 10). Nach zwei Stunden Reoxygenierung war eine etwas geringere Menge HIF-

la als in der Normoxiekontrolle nachweisbar.
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Abbildung 10: Nachweis von HIF-1x in Kardiofibroblasten durch Western-Blot-Analyse nach
sechsstiindiger Inkubation unter Hypoxie und nach anschlieBender Reoxygenierung.
Primire Kardiofibroblasten wurden fiir sechs Stunden bei Normoxie (20% O3) bzw. Hypoxie (1%
Oy) inkubiert und entweder sofort fiir die Analyse aufbereitet oder fiir 30 Minuten bzw. zwei Stunden
bei Normoxie reoxygeniert. HIF-la wurde durch Western Blot im Proteinlysat der Zellen
nachgewiesen. Die Ladungskontrolle erfolgte durch den Nachweis von (-Aktin. Reox.:
Reoxygenierung, Std.: Stunden.

3.1.6 Verinderungen der unter Hypoxie beobachteten FM 1-43-Fluoreszenz und
Vesikelgrofe sind in Kardiofibroblasten nach Reoxygenierung vollstindig

reversibel

Die Reversibilitit der unter Hypoxie beobachteten Verinderungen von FM 1-43-
Fluoreszenz und Vesikelmorphologie wurde in FM 1-43-Membranfirbungen von
Kardiofibroblasten geprift. Hierzu wurden zusitzlich zur Untersuchung von unter
Normoxie (20% O3) und fiir sechs Stunden unter Hypoxie (1% O2) inkubierten Zellen zwei
Versuchsgruppen im Anschluss an eine sechsstiindige Hypoxie fiir 30 Minuten bzw. zwei

Stunden bei Normoxie reoxygeniert.

Hierbei zeigte sich bereits nach 30 Minuten Reoxygenierung ein Riickgang der in der Analyse
der Endozytose unter Hypoxie vermehrten FM 1-43-Fluoreszenz auf einen nicht signifikant
von der Normoxiekontrolle verschiedenen Wert (Abbildung 11 A und B). Spitestens nach

zwei Stunden Reoxygenierung lag die Fluoreszenz auf dem Niveau der Normoxiekontrolle.

Die in der Analyse der Endozytose unter Hypoxie beobachtete GroBenzunahme
intrazellulirer Vesikel war ebenfalls nach 30 Minuten Reoxygenierung nicht mehr
nachweisbar (Abbildung 11 A und C). Auch nach zwei Stunden Reoxygenierung war die

durchschnittliche VesikelgroBe auf dem Niveau der Normoxiekontrolle.
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Abbildung 11: FM 1-43-Farbung von Kardiofibroblasten in Normoxie, Hypoxie und nach
Reoxygenierung. Kardiofibroblasten von neonatalen Ratten wurden fiir sechs Stunden bei
Normoxie (20% O3) oder Hypoxie (1% O») inkubiert. Die Zellen wurden entweder direkt fixiert oder
fiar 30 Minuten bzw. zwei Stunden bei 20% O; reoxygeniert. Endo- und Exozytose wurden durch
Membranfirbung mit FM 1-43 analysiert. (A) Reprisentative Fluoreszenzbilder. (B) Fluoreszenz der
Zellen normiert auf Fluoreszenz bei Endozytose in Normoxie. (C) Durchschnittliche Vesikelgro3e.
Finf unabhingige Versuche. Skala: 10 um, 1 um in VergréBerung. Endo: Endozytose, Exo:
Exozytose, Reox.: Reoxygenierung. Abhingiger t-Test; * p<0,05; ** p<0,005; *** p <0,001.
Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwertes.
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3.2 Analyse des Plasmamembranproteoms von Kardiofibroblasten

unter Normoxie und Hypoxie

Vor dem Hintergrund der in FM 1-43-Versuchen beobachteten erhohten Farbstoff-
fluoreszenz von Fibroblasten unter Hypoxie wurde das Membranproteom von primiren
Kardiofibroblasten mithilfe eines SILAC-Screens analysiert. Hierzu wurden isotopen-
markierte Aminosduren wihrend der Wachstumspassagen in die Zellen inkorporiert. Die
Fibroblasten wurden unter Normoxie (20% O3) bzw. fiir sechs Stunden unter Hypoxie (1%
O,) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellmembranproteine isoliert, gleiche Mengen
schwer markierter Membranproteine aus hypoxischen Zellen mit leicht markierten
Membranproteinen unter Normoxie inkubierter Zellen zusammengegeben und durch SDS
PAGE gemeinsam aufgetrennt (Experiment A). In einem parallelen Versuch wurden schwer
markierte Membranproteine von bei Normoxie inkubierten Zellen mit leicht markierten
Proteinen von bei Hypoxie inkubierten Zellen zusammengegeben und gemeinsam durch
SDS PAGE aufgetrennt (Experiment B). Nach Trypsinierung der Proteine im Gel wurden
die entstandenen Peptide massenspektrometrisch —analysiert und bioinformatisch
identifiziert. Da in beiden Experimenten Membranproteine aus Hypoxie und Normoxie
analysiert wurden, die anhand ihrer Markierung der jeweiligen Inkubationsbedingung
zuzuordnen waren, konnte eine Normierung auf die jeweils andere Gruppe erfolgen. Die

Intensititsverhiltnisse von schwer zu leicht markierten Proteinen wurden analysiert.

3.2.1 Ergebnisse des SILAC-Screens

In den beiden parallelen Versuchen wurden 3.501 bzw. 3.430 Proteine identifiziert. Hiervon
wurden 2.645 in beiden Versuchen tbereinstimmend gefunden. Die normierten Signal-
intensititen der tibereinstimmend identifizierten Proteine in Experiment A wurden gegen die
normierten Signalintensititen der entsprechenden Proteine in Experiment B aufgetragen
(Abbildung 12 A). Zur besseren Ubersicht wurden die Werte vorher logarithmisch
transformiert. Aufgrund des spiegelbildlichen Versuchsaufbaus war in dieser Auftragung eine
negative inverse Korrelation der normierten Signalintensititen der schwer zu leicht
markierten Peptide eines Proteins in den beiden Experimenten zu erwarten. Es wurden eine
lineare Regressionsgerade mit einer Steigung von -0,17 berechnet und zur Analyse der
Korrelation beider Experimente Pearsons R (Korrelationskoeffizient nach Pearson) mit -
0,25 bestimmt. Zudem wurde die Gesamtsignalintensitit aller Peptide eines Proteins
unabhingig von der jeweiligen Isotopenmarkierung gegen die normierte Signalintensitit des
Proteins in Experiment A und Experiment B aufgetragen (Abbildung 12 B). Auch diese
Daten wurden zur besseren Lesbarkeit zuvor logarithmisch transformiert. Es zeigte sich eine
grob symmetrische Verteilung der normierten Signalintensititen in Experiment A und B mit
den meisten Werten zwischen 2" und 2'. Die gréBte Verdichtung der normierten
Signalintensititswerte lag nach visueller Abschitzung etwa im Bereich zwischen 2% und 2°°,

Die Werte der Gesamtsignalintensitit waren Gber vier Zehnerpotenzen verteilt.
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Abbildung 12: Ergebnisse des SILAC-Screens. Isotopenmarkierte Aminosduren wurden in
primdre Kardiofibroblasten neonataler Ratten inkorporiert. Die Zellen wurden fiir sechs Stunden bei
Hypoxie (1% O2) oder Normoxie (20% O,) inkubiert. AnschlieBend wurden die Plasmamembran-
proteine extrahiert. Gleiche Mengen schwer markierter Membranproteinfraktion aus bei Hypoxie
inkubierten Zellen und leicht markierter Membranproteinfraktion aus bei Normoxie inkubierten
Zellen wurden zusammengegeben und durch SDS PAGE gemeinsam aufgetrennt (Experiment A).
Parallel wurden schwer markierte Membranproteine von bei Normoxie inkubierten Zellen mit leicht
markierten Proteinen von bei Hypoxie inkubierten Zellen zusammengegeben und gemeinsam durch
SDS PAGE aufgetrennt (Experiment B). Nach Trypsinierung im Gel wurden die Peptide
massenspektrometrisch analysiert und bioinformatisch identifiziert. 2645 in beiden Experimenten
identifizierte Proteine wurden weiter analysiert. (A) Das Verhiltnis der Signalintensititen der schwer
bzw. leicht markierten Proteine in Experiment A zu den Signalintensititen der Proteine in
Experiment B wurde logarithmisch transformiert gegeneinander aufgetragen. Es wurde eine lineare
Regressionsgerade mit Steigung von -0,17 berechnet, p<0,0001. Zur Priifung der Korrelation der
Daten wurde Pearsons R (Korrelationskoeffizient nach Pearson) mit -0,25 berechnet, p<0,001. (B)
Die logarithmisch transformierten Werte der Signalintensititen wurden gegen die
Gesamtsignalintensitit aller Peptide eines Proteins jeweils in Experiment A und Experiment B
aufgetragen.
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Die logarithmisch transformierten normierten Signalintensititen schwer und leicht
markierter Membranproteine in Experiment A und B wurden gemeinsam in einem
Histogramm dargestellt (Abbildung 13). Es war eine Normalverteilung des log, der
normierten Signalintensitit um null zu erwarten. Im D’Agostino-Pearson-Test konnte eine
Normalverteilung jedoch nicht bestitigt werden. Eine mégliche Erkliarung war die scheinbar
linksschiefe Verteilung der Daten. Aufgrund der spiegelbildlichen Versuchsanordnung von
Experiment A und Experiment B wire eine symmetrische Verteilung der ermittelten Werte
zu erwarten gewesen. Bei perfekter Symmetrie betrigt die Schiefe der Daten annihernd null.

Fir das Experiment wurde eine Schiefe von -1,339 berechnet.
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Abbildung 13: Histogramm der normierten Signalintensititen im SILAC-Screen
identifizierter Proteine. Isotopenmarkierte Plasmamembranproteine von fiir sechs Stunden bei
Normoxie (20% O2) oder Hypoxie (1% O,) inkubierten Kardiofibroblasten wurden gepoolt durch
SDS PAGE aufgetrennt und massenspektrometrisch analysiert. Experiment A: Schwer markierte
Proteine von bei Hypoxie inkubierten Zellen und leicht markierte Proteine bei Normoxie inkubierter
Zellen. Experiment B: schwer markierte Proteine bei Normoxie inkubierter Zellen und leicht
markierte Proteine bei Hypoxie inkubierter Zellen. Die Signalintensitit schwer markierter Proteine
wurde auf die Signalintensitit leicht markierter Proteine normiert und logarithmisch transformiert.
2.645 in beiden Experimenten iibereinstimmend identifizierte Proteine. 5.290 Werte, Median: -0,05,
Minimum: -5,21, Maximum: 2,15, 25% Perzentile: -0,42, 75% Perzentile: 0,21; D’Agostino-Pearson-
Test ohne Nachweis einer Normalverteilung (p<0,0001), Schiefe: -1,339.

Zur Analyse des Effektes von Hypoxie auf das Plasmamembranproteom der Fibroblasten
wurde ein doppelter Schwellenwert fir die normierte Signalintensitit definiert. In
Ubereinstimmung mit der beobachteten Hiufung von Werten im Bereich von 2% und 2
(Abbildung 12) wurden Proteine bei einer normierten Signalintensitit von >1,5 in
Experiment A und parallel <0,67 in Experiment B als Hypoxie-abhingig vermehrt in der
Zellmembran vorhanden definiert. Als unter Hypoxie vermindert vorhanden galten Proteine
bei einem Intensititsquotienten von >1,5 in Experiment B und <0,67 in Experiment A. 140
Proteine galten nach dieser Definition als unter Hypoxie vermehrt vorhanden, 29 als unter
Hypoxie reduziert (Abbildung 14, Anhang 1, Anhang 2).
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Abbildung 14: Im SILAC-Screen Hypoxie-abhingig differenziell identifizierte Proteine.
Plasmamembranproteine von Kardiofibroblasten neonataler Ratten wurden nach sechsstiindiger
Inkubation unter Normoxie (20% O oder Hypoxie (1% O;) in einem SILAC-Screen
massenspektrometrisch analysiert. In zwei parallelen Versuchen wurden schwer markierte
Membranproteine aus bei Hypoxie inkubierten Zellen gemeinsam mit leicht markierten Proteinen
aus der Normoxiekontrolle (Experiment A) sowie schwer markierte Proteine aus bei Normoxie
inkubierten Zellen gemeinsam mit leicht markierten Proteinen aus hypoxischen Zellen analysiert
(Experiment B). Als unter Hypoxie vermehrt in der Plasmamembran vorhanden wurden Proteine
mit einem Quotienten von schwer zu leicht markierten Proteinen >1,5 in Experiment A und
gleichzeitig <0,67 in Experiment B definiert. Proteine mit einem Signalintensitdtsquotienten schwer
zu leicht markierter Proteine <0,67 in Experiment A und >1,5 in Experiment B wurden als unter
Hypoxie in der Plasmamembran vermindert vorhanden betrachtet. Es wurden 2.645 Proteine
tbereinstimmend in beiden Experimenten identifiziert. (A) 140 Proteine waren unter Hypoxie in der
Membran vermehrt vorhanden. (B) 29 Proteine waren unter Hypoxie in der Plasmamembran
vermindert vorhanden.
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3.2.2 Klassifikation im SILAC-Screen Hypoxie-abhingig differenziell

identifizierter Proteine

3.2.2.1 PANTHER-Datenbank-Klassifikation unter Hypoxie vermehrt identifizierter

Proteine

Um die unter Hypoxie vermehrt identifizierten Proteine niher einzuordnen, wurden sie
anhand ihrer UniProt-Zugangsnummer mit der Datenbank des PANTHER-
Klassifikationssystems abgeglichen. Von 140 unter Hypoxie vermehrt identifizierten
Proteinen waren 111 (79%) in der PANTHER-Datenbank verzeichnet. 73 Proteine (52%)
konnten einer Proteinklasse zugeordnet werden (Abbildung 15). Es wurden 20 verschiede
Proteinklassen identifiziert. Die grofiten Gruppen waren hierbei die Hydrolasen,
Zytoskelettproteine, Enzymmodulatoren und Chaperons, denen mehr als ein Drittel der

Proteine zugeordnet wurde.

Hydrolase (PK 121)
Zytoskelettprotein (PK 85)
Enzymmodulator (PK 95)
Chaperon (PK 72)

Signalmolekil (PK 207)
Nukleinsaure-bindend (PK 171)
Transporter (PK 227)
Transkriptionsfaktor (PK 218)
Strukturprotein (PK 211)

Rezeptor (PK 197)
Membranverkehr Protein (PK 150)
Ligase (PK 142)
Kalzium-bindendes Protein (PK 60)
Zelladhasionsmolekil (PK 69)
TMR-Regulator-/Adapterprotein (PK 226)
Transferase (PK 220)
Transfer-/Tragerprotein (PK 219)
Oxidoreduktase (PK 176)
Isomerase (PK 135)

Abwehr-/Immunitatsprotein (PK 90)
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Abbildung 15: PANTHER-Datenbank-Klassifikation der im SILAC-Screen unter Hypoxie
vermehrt identifizierten Proteine. 140 im SILAC-Screen unter Hypoxie vermehrt identifizierte
Proteine wurden tiber die PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships)-Datenbank
klassifiziert. 111 Proteine wurden in der Datenbank anhand ihrer UniProt-Zugangsnummer
gefunden, 73 hiervon konnten einer Proteinklasse zugeordnet werden. Die absolute Anzahl der
Proteine einer Klasse sind im Diagramm angegeben. PK: PANTHER-Klassifikationsnummer, TMR:
Transmembranrezeptor.
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3.2.2.2 PANTHER-KIassifikation unter Hypoxie vermindert identifizierter

Membranproteine

Die im SILAC-Screen als unter Hypoxie vermindert identifizierten Proteine wurden anhand
ithrer UniProt-Zugangsnummer mit der Datenbank des PATHER-Klassifikationssystems
abgeglichen (Abbildung 16). Von 29 Proteinen waren 23 (79%) in der PANTHER-
Datenbank verzeichnet. 16 (55%) dieser Proteine konnten einer Proteinklasse zugeordnet

werden.

Nukleinsaure-bindend (PK 171)
Transkriptionsfaktor (P 218)
Transferase (PK 220)
Signalmolekil (PK 207)
Zytoskelettprotein (PK 85)
Transfer-/Tragerprotein (PK 219)
Enzymmodulator (PK 95)
Hydrolase (PK 121)
Membranverkehr Protein (PK 150)
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Abbildung 16: PANTHER-Datenbank-Klassifikation der im SILAC-Screen unter Hypoxie
vermindert identifizierten Proteine. 29 im SILAC-Screen unter Hypoxie vermindert identifizierte
Proteine wurden tiber die PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships)-Datenbank
klassifiziert. 23 Proteine wurden in der Datenbank anhand ihrer UniProt-Zugangsnummer gefunden,
16 hiervon konnten einer Proteinklasse zugeordnet werden. Die absolute Anzahl der Proteine einer
Klasse sind im Diagramm angegeben. PK: PANTHER-Klassifikationsnummer.

3.2.2.3 Manuelle Auswertung der im SILAC-Screen unter Hypoxie vermehrt identifizierten

Proteine

Aufgrund der unvollstindigen Klassifikation der identifizierten Proteine mithilfe der
PANTHER-Datenbank erfolgte eine manuelle Auswertung der nachgewiesenen Proteine. In
der Durchsicht der nicht in der Datenbank verzeichneten unter Hypoxie haufiger
identifizierten Proteine fiel ein grofler Anteil von im Zusammenhang mit dem intrazelluldren
Vesikelverkehr beschtriebenen kleinen, monomeren G-Proteinen wie Arf4 und Arf5 auf.
Hiervon ausgehend wurden die Hypoxie-abhingig vermehrt identifizierten Proteine mithilfe
der UniProtKB-Datenbank manuell eingeordnet. Von den 140 unter Hypoxie vermehrt
identifizierten Proteinen waren 79 (56%) als mit Membranen assoziierte Proteine
verzeichnet, davon 45 als mit der Plasmamembran assoziiert. Dies entspricht 32% der unter
Hypoxie vermehrt identifizierten Proteine. Insgesamt 27 der 140 Proteine (19%) konnten
anhand ihrer zugeordneten molekularen Funktion als G-Proteine oder mit G-Proteinen

interagierend eingeordnet werden (Tabelle 14).
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Tabelle 14: G-Proteine und mit G-Proteinen interagierende Proteine, die im SILAC-Screen
konsistent unter Hypoxie um mindestens 50% vermehrt in bzw. assoziiert mit der Plasmamembran

von Kardiofibroblasten neonataler Ratten nachgewiesen wurden

Normierte [ Normierte
) Gen- UniProt- Signal- Signal-

I Name |Zugangsnr. |intensitit |intensitit

in Exp. A |in Exp. B
ég;;ﬁlp domain and FG repeat-containing Agfol Q4KIHS 1,527 0,569
A-kinase Ankerprotein 5 Akap5  |P24587 1,754 0,387
ADP-Ribosylierungsfaktor 4 Arf4 P84083 2,357 0,358
ADP-Ribosylierungsfaktor 5 Arf5 P84083 1,515 0,362
Arf-GAP 1 Herz-Isoform Arfgapl |Q3S4A4 2,091 0,471
Rho GEF 40 Arhgef40 |[AOAOG2]ZE7|1,671 0,612
T-Komplex Protein 1 Untereinheit ¢ Cctb QG68FQO 1,893 0,303
Guaninnukleotid-bindendes Protein )
G(i) Untereinheit a-1 Gnail P10824 1,61 0,319
gg%g;ifggif;ﬂdendes Protein 15 aq  |D4AES8  |1575 0,494
Guaninnukleotid-bindendes Protein
G(1)/G(S)/G(T) Untercinheit 51 Gnbl P54311 1,578 0,377
G Protein Untereinheit 3-2 Gnb2 P54313 1,537 0,391
Guaninnukleotid-bindendes Protein Gngl2 |G3V6P8 1,815 0,306
Untereinheit vy
Myosin phosphatase Rho-interacting protein  |Mprip ~ |QIEREG 1,923 0,3667
Interferon-mdumertes GTP-bindendes Mx2 P18589 3,166 0,196
Protein Mx2
Ras-dhnliches Protein Rab1B Rab1b G3VG6HO 1,518 0,617
Ras-dhnliches Protein Rab18 Rab18 Q5EB77 1,546 0,641
Ras-dhnliches Protein Rab23 Rab23 D37ZRM5 1,729 0,337
Ras-dhnliches Protein Rab2b Rab2b Q3B7V5 1,768 0,626
Ras-dhnliches Protein Rab30 Rab30 Q5BK72 1,867 0,596
Ras-dhnliches Protein Rab34 Rab34 Q5U1Y1 1,565 0,5
GTP-bindendes Protein Rheb Rheb 62639 2,301 0,247
Ras homolog family member C Rhoc B2RYPO 2,312 0,302
Ras-dhnliches Protein R-Ras Rras D3781.7 1,535 0,403
Ras-dhnliches Protein R-Ras2 Rras2 Q5BJUO 1,596 0,35
Secretion-associated, Ras-related GTPase 1A |Sarla QO6AY18 2,521 0,245
f fﬁfsgﬁg’fg”éyﬁ‘i g Boxc containing profein | 1 |D4A4TO 1,614 0,591
Thy-1 Zelloberflichenantigen Thyl P01830 1,55 0,422

Normierte Signalintensitit in Exp. A: Signalintensitit mit schweren Isotopen markierter Membran-
proteine von Kardiofibroblasten, die fir sechs Stunden bei Hypoxie (1% O2) inkubiert wurden,
normiert auf die Signalintensitit der mit leichten Isotopen markierten korrespondierenden
Membranproteine von Fibroblasten, die bei Normoxie (20% Oo) inkubiert wurden; Schwellenwert
>1,5. Normierte Signalintensitit in Exp. B: Verhiltnis der Signalintensititen mit schweren Isotopen
markierter Membranproteine, die bei Normoxie inkubiert wurden, zur Signalintensitit von mit
leichten Isotopen markierten korrespondierenden Proteinen, die fiir sechs Stunden unter Hypoxie
inkubiert wurden; Schwellenwert <0,67. Sortierung alphabetisch nach Gen-Name. Arf-GAP:
Adenosyl-Ribosylierungsfaktor-GTPase  aktivierendes = Protein, Exp.: Experiment, GEF:
Guaninnukleotid-Austauschfaktor, GTP: Guanosintriphosphat, Rab: Ras-related in Brain, Rheb: Ras
homolog enriched in brain, Stip: Stressinduziertes Phosphoprotein, Zugangsnr.: Zugangsnummer.
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3.2.2.4 Manuelle Auswertung der im SILAC-Screen unter Hypoxie vermindert

identifizierten Proteine

Die 29 im SILAC-Screen unter Hypoxie vermindert nachgewiesenen Proteine wurden
mithilfe der UniProtKB-Datenbank analysiert. Hiervon waren acht (28%) als membran-
assozilert verzeichnet, vier davon mit der Plasmamembran. Dies entspricht 14% der unter
Hypoxie vermindert nachgewiesenen Proteine. Zwei Proteine (7%) wurden als G-Proteine
oder Interaktionspartner von G-Proteinen eingeordnet. Es wurden keine kleinen,

monomeren G-Proteine identifiziert.

Tabelle 15: G-Proteine und mit G-Proteinen interagierende Proteine, die im SILAC-Screen
konsistent unter Normoxie um mindestens 50% vermehrt in bzw. assoziiert mit der Plasmamembran
von Kardiofibroblasten neonataler Ratten nachgewiesen wurden

. Normierte Normierte
. Gen- |UniProt- . . o X : o
Protein Name |Zusanesns Signalintensitit |Signalintensitit
€ |cusangsat i, Experiment A |in Experiment B
Nacleolar and coiled-body Nolcl  [P41777 0,518 1,624
hosphoprotein 1
Septin-2 Sept2  |Q91Y81 0,615 1,618

Normierte Signalintensitdt in Experiment A: Signalintensitit mit schweren Isotopen markierter
Membranproteine von Kardiofibroblasten, die fir sechs Stunden bei Hypoxie (1% Oy) inkubiert
wurden, normiert auf die Signalintensitit der mit leichten Isotopen markierten korrespondierenden
Membranproteine von Kardiofibroblasten, die bei Normoxie (20% Oy inkubiert wurden;
Schwellenwert <0,67. Normierte Signalintensitit in Experiment B: Verhiltnis der Signalintensititen
mit schweren Isotopen markierter Membranproteine, die bei Normoxie inkubiert wurden, zu der
Signalintensitit von mit leichten Isotopen markierten korrespondierenden Proteinen, die fiir sechs
Stunden unter Hypoxie inkubiert wurden; Schwellenwert >1,5. Sortierung alphabetisch nach Gen-
Name. Zugangsnr.: Zugangsnummer.
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4 Diskussion

Wihrend der intrauterinen Entwicklung (Simon und Keith 2008), in physiologischen
Nischen (Suda et al. 2011; Spencer et al. 2014) und unter einer Vielzahl von pathologischen
Bedingungen (Vaupel et al. 2007; Eltzschig und Carmeliet 2011; Handley et al. 2011;
Hossmann 2012) charakterisiert Hypoxie die zellulire Umgebung. Das Myokard ist in
besonderem Malle von einer konstanten O,-Versorgung abhingig (Giordano 2005) und
zellulire Adaptationen an Hypoxie prigen die Pathophysiologie von myokardialer Ischimie
und belastungsinduziertem myokardialen Remodeling (Lee et al. 2000; Semenza 2014). Unter
diesen Umstinden vermitteln Kardiofibroblasten strukturelle und funktionelle
Verinderungen des Myokards (Souders et al. 2009; Kakkar und Lee 2010).

Eukaryotische Zellen verfiigen iiber eine Reihe von Mechanismen, durch die sie auf Hypoxie
reagieren und sich an ein vermindertes O»-Angebot adaptieren kénnen (Ward 2008;
Prabhakar und Semenza 2015). Auf Transkriptionsebene werden viele Hypoxie-induzierte
Adaptationen durch HIF, den Hauptregulator der O,-Homoostase, kontrolliert (Bishop und
Ratcliffe 2014). Die O-abhingige Degradation von HIF-a wird durch PHDs induziert.
(Bruick und McKnight 2001; Epstein et al. 2001). Unter den drei Isoformen von HIF-a
reguliert HIF-1a die groite Anzahl von Genen (Elvidge et al. 2006; Forristal et al. 2010).
PHD?2 ist die quantitativ am stirksten exprimierte Isoform und fir die Regulation von
HIF-1a funktionell am bedeutsamsten (Appelhoff et al. 2004).

Die Interaktion einer Zelle mit ihrer Umgebung, die interzellulire Kommunikation und die
zellulire Signalverarbeitung sind vom zelluliren Membranverkehr abhiangig (Doherty und
McMahon 2009). Endo- und Exozytose sind der einzige Weg, auf dem Membranlipide und
Plasmamembranproteine zur Plasmamembran transportiert und von dort entfernt werden
konnen (Keren 2011). Aufgrund seiner Relevanz fir nahezu alle extranukledren zelluliren
Prozesse sind Verdnderungen des Membranverkehrs mit einer groflen Anzahl von
heterogenen Erkrankungen assoziiert (Garuti et al. 2005; Cataldo et al. 2008; Delva et al.
2008; Mosesson et al. 2008).

Eine wachsende Datengrundlage zeigt eine Modifikation des Membranverkehrs und der
Plasmamembranprotein-Expression durch Hypoxie (Dada et al. 2003; Carini et al. 2004;
Yoon et al. 2005; Walmsley et al. 2006; Zhou et al. 2008; Wang et al. 2009; Park et al. 2012;
Khaidakov et al. 2014; Bourseau-Guilmain et al. 2016; Menard et al. 2016). Einige dieser
Effekte werden durch den HIF-Transkriptionsweg vermittelt (Wang et al. 2009), andere
durch eine direkte PHD-abhingige Regulation des endosomalen Recyclings (Park et al.
2012). Weitere Mechanismen sind abhingig von mitochondrialer ROS-Produktion und
werden durch eine Modifikation des Aktin-Zytoskeletts vermittelt (Dada et al. 2003; Dada et
al. 2007). Die Auswirkungen von akuter Hypoxie auf den Gesamtmembranverkehr wurden
im Detail bisher jedoch nicht untersucht. Ziel dieser Arbeit ist daher, den Einfluss von akuter

Hypoxie auf den Gesamtmembranumsatz von Kardiofibroblasten zu untersuchen.
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4.1 Hypoxie induziert in Kardiofibroblasten eine Zunahme der

endozytotischen Membraninternalisierung

Der Gesamtmembranverkehr primirer Kardiofibroblasten von neonatalen Ratten wurde
mithilfe des Styryl-Fluoreszenzfarbstoffs FM 1-43 analysiert. FM 1-43 hat eine hohe Affinitit
zu Lipidstrukturen (Henkel et al. 1996) und zeigt eine Losungsmittel-abhingige Quanten-
ausbeute. Im unpolaren Milieu von Lipidmembranen ist diese um mehr als zwei
GroBenordnungen hoher als in polaren Losungsmitteln wie dem Zytosol. FM 1-43 kann
Membranen im physiologischen pH-Bereich aufgrund einer polaren Kopfdomine nicht
durchwandern, sodass es nur durch Endozytose in eine Zelle gelangen und durch Exozytose
wieder abgegeben werden kann. Die Aufnahme des Farbstoffes erfolgt unabhingig von
spezifischen Endozytosemechanismen. Die Fluoreszenzintensitit der untersuchten Zellen
ist proportional zur Menge der internalisierten FM 1-43-markierten Plasmamembran, sodass
eine Analyse des Gesamtmembranumsatzes ermdéglicht wird. (Betz et al. 1996; Gaffield und
Betz 2006; Hoopmann et al. 2012).

Nach sechsstindiger Inkubation unter hypoxischen Bedingungen war die FM 1-43-
Fluoreszenz in Kardiofibroblasten im Vergleich zu unter Normoxie inkubierten Zellen
signifikant um ~100% erh6ht (Abbildung 7). Dies deutet auf eine verstirkte Internalisierung
der FM 1-43-markierten Plasmamembran hin. Die im Verhiltnis zur Endozytosebedingung
reduzierte Zellfluoreszenz nach anschlieBender Inkubation in farbstofffreiem Medium
schlieBt eine unspezifische Akkumulation von FM 1-43 aus und beweist die
Funktionsfahigkeit des Vesikelverkehrs unter Hypoxie. Die Wirksamkeit der hypoxischen
Inkubation spiegelt sich in der Stabilisierung von HIF-la wider (Abbildung 6). Die
Nachweisbarkeit von HIF-1a in Normoxie ist durch den hohen O,-Kn-Wert der PHDs
bedingt und war so zu erwarten (Stroka et al. 2001; Koivunen et al. 2006; Ehrismann et al.
2007). In der Zusammenschau deuten diese Daten auf ecine Induktion der

Endozytoseaktivitit von Kardiofibroblasten unter akuter Hypoxie hin.

Diese Beobachtung deckt sich mit der von einer anderen Gruppe berichteten Induktion der
Internalisierung fluoreszierender Nanopartikel durch Kardiomyozyten nach sechsstindiger
Anoxie (Khaidakov et al. 2014), steht jedoch scheinbar im Widerspruch zu der von
Bourseau-Guilmain et al. (2016) beschriebenen Reduktion der globalen Endozytoseaktivitit
nach zwei bzw. 20 Stunden Hypoxie. Die Autoren =zeigten in Hela-Zellen
durchflusszytometrisch und in konfokaler Mikroskopie eine Reduktion der Aufnahme des
fir die Analyse biotinylierten Plasmamembranproteoms von ~18% auf ~13% bereits nach
zweistindiger Hypoxie. Zudem demonstrierten sie in Immunoblots eine absolute Reduktion
des endozytierten Plasmamembranproteoms. Gleichzeitig zeigten sie eine Hypoxie-
abhingige Reduktion der Plasmamembranproteine um ~27% nach zweistindiger Hypoxie.
Diesen Befund fihrten sie auf eine reduzierte Proteintranslation zurtck.

Uberraschenderweise zeigten die Autoren keine Verinderung der makropinozytotischen



4 Diskussion 66

Dextranaufnahme und sogar eine signifikante Induktion der wichtigsten Mikropinozytose-
mechanismen in Form einer gesteigerten Aufnahme von Transferrin als Marker der CME
sowie von Choleratoxin als Marker der /jpid raft-assoziierten Endozytosewege. Vergleichbare
Befunde fanden sich in weiteren Tumorzelllinien (ebd.). Die hypoxische Induktion der
Clathrin-vermittelten Endozytose von Transferrin steht hierbei scheinbar im Widerspruch
zum von Khaidakov et al. (2014) beschriebenen Zusammenbruch der Clathrin-vermittelten
Endozytose unter Anoxie. Bourseau-Guilmain et al. (2016) demonstrierten somit eine
Hypoxie-abhingige Reduktion des Membranproteinumsatzes. Dies ist nicht unbedingt mit
dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Gesamtmembranverkehr
gleichzusetzen. Zudem gilt der von Bourseau-Guilmain et al. (2016) beschriebene Phinotyp
nicht fir das gesamte Plasmamembranproteom sondern steht im Kontrast zur verstirkten

Internalisierung spezifischer Membranproteine (ebd.).

Neben einer verstarkten Internalisierung der Plasmamembran zeigte sich unter Hypoxie eine
signifikante GroBBenzunahme FM 1-43-gefirbter intrazelluldrer Vesikel von ~15 auf ~20 um?
(Abbildung 7). Dieser Parameter wurde in der Literatur mit einer vergleichbaren Methodik
bisher nicht untersucht. Die Beobachtung deckt sich scheinbar nicht mit der von Wang et al.
(2009) beschriebenen HIF-abhingigen Reduktion der Endosomenfusion. Aufgrund der
spezifischen Untersuchung von frithen Endosomen nach mindestens 24-stiindiger Hypoxie
und der Abhingigkeit des Effektes von der HIF-Transkriptionswirkung stehen diese
Beobachtungen jedoch nicht im unauflésbaren Widerspruch zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit. Zwar zeigte sich auch in den im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit
durchgefithrten Untersuchungen an Kardiofibroblasten nach sechsstiindiger Inkubation
unter Hypoxie eine Stabilisierung von HIF-1a (Abbildung 6), diese beweist jedoch weder
die verinderte Aktivitit nachgeschalteter Effektoren noch die mechanistische Abhingigkeit

des beobachteten Phinotyps vom HIF-Transkriptionsweg.

4.2 Die Hypoxie-induzierte Zunahme der endozytotischen
Membraninternalisierung ist nicht spezifisch fiir

Kardiofibroblasten

Fibroblasten sind eine Zellart, die Topographie-abhingig eine grofle Heterogenitit aufweist
(Chang et al. 2002). Um zu prifen, ob es sich bei den Verinderungen des Membranverkehrs
um fir Kardiofibroblasten spezifische Effekte handelt, wurde ein FM 1-43-Firbeversuch bei
aus den Schwinzen neonataler Ratten isolierten Fibroblasten durchgefithrt. Wie in den
Kardiofibroblasten zeigte sich im Endozytoseversuch eine Verdopplung der FM 1-43-
Fluoreszenz nach sechsstindiger Hypoxie im Vergleich zu unter Normoxie inkubierten
Zellen. Auch die in Kardiofibroblasten unter Hypoxie beobachtete Zunahme der
durchschnittlichen endozytotischen VesikelgroBe von ~15 auf ~20 pum? konnte in
Schwanzfibroblasten ~demonstriert werden. Die Schwanzfibroblasten zeigten im

Exozytoseversuch  eine  gegeniber der  Endozytose  signifikant  reduzierte
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Fluoreszenzintensitit. Dies beweist die Funktionsfihigkeit des exozytotischen
Vesikelverkehrs unter Hypoxie (Abbildung 9). Die Wirksamkeit der hypoxischen
Inkubation wurde durch den Nachweis der Stabilisierung von HIF-1a gezeigt (Abbildung
8). Die in Kardiofibroblasten unter akuter Hypoxie beobachteten Verdnderungen des
Membranverkehrs sind somit zumindest auch in Fibroblasten anderen topographischen
Ursprungs zu beobachten. Der hypoxischen Induktion der Endozytoseaktivitit und der
verinderten Grofle endozytotischer Vesikel liegt daher moglicherweise ein genereller

zellulidrer Adaptationsmechanismus zugrunde.

4.3 Die Hypoxie-induzierte Zunahme der endozytotischen
Membraninternalisierung ist durch Reoxygenierung vollstindig

reversibel

Um die Reversibilitit der hypoxischen Induktion der Endozytoseaktivitit zu prifen, wurden
Kardiofibroblasten nach sechsstindiger Inkubation in Hypoxie fiir 30 Minuten bzw. zwei
Stunden bei Normoxie reoxygeniert und die Membraninternalisierung in einem FM 1-43-
Farbeversuch quantifiziert. Die hypoxische Induktion der Endozytoseaktivitit war bereits
nach 30 Minuten voll reversibel. Auch die Verinderung der Vesikelmorphologie zeigte eine
vollstindige Reversibilitit (Abbildung 11). Wie aufgrund der hypoxischen Induktion von
PHD2 und PHD3 erwartet (Jewell et al. 2001; D’Angelo et al. 2003; To und Huang 2005)
war HIF-1a nach 30 Minuten Reoxygenierung nicht nachweisbar. Dies entspricht der in
HelLa-Zellen beobachteten Kinetik (Jewell et al. 2001). Zwei Stunden nach Reoxygenierung
zeigte sich eine etwas geringere Stabilisierung von HIF-1a als in der Normoxiekontrolle
(Abbildung 10). Dies beweist die Wirksamkeit der Reoxygenierung und ist ein Hinweis auf
die Vitalitit der Zellen. Eine vergleichbar schnelle Degradation der HIF-1-induzierten
Proteine ist nicht zu erwarten, sodass eine mechanistische Rolle von HIF-1a fur die

beobachteten Verinderungen unwahrscheinlich erscheint.

Die Reversibilitit der Beobachtungen steht scheinbar im Widerspruch zu den Ergebnissen
von Khaidakov et al. (2014). Allerdings benutzten die Autoren Polyethylenglykol-
beschichtete nicht-zielgerichtete (non-targeted) Nanopartikel mit neutraler Oberflichenladung,
um die Rezeptor-unabhingige Endozytose zu untersuchen (ebd.). Dies entspricht nicht der
in dieser Arbeit durchgefihrten Firbung der internalisierten Zellmembran. Zudem sind der
Aufnahmemechanismus und die Interaktion der beschichteten Nanopartikel mit intra-
zelluliren biologischen Mechanismen nicht vollstindig geklirt (Xiao et al. 2010).
Polyethylenglykol-Beschichtungen werden verwendet, um die unspezifische Interaktion von
Nanopartikeln mit Proteinen des Organismus zu vermindern (Bentzen et al. 2005). Sie
fihren daher insbesondere bei neutraler Oberflichenladung zu einer reduzierten
endozytotischen Aufnahme der Partikel (Chang et al. 2005; Zhang und Monteiro-Riviere
2009; Kelf et al. 2010). Fur die verwendeten Nanopartikel wurde bei zwolfstiindiger
Inkubation sowohl in der nicht-neoplastischen humanen Mammaepithel-Zelllinie MCF-10A



4 Diskussion 68

als auch der Adenokarzinomzelllinie MCF-7 keine zellulire Internalisierung beobachtet
(Xiao et al. 2010). In menschlichen Keratinozyten zeigte sich zwar nach 24-stindiger
Inkubation eine Aufnahme der Nanopartikel, jedoch auch eine reduzierte Zellvitalitit
(Ryman-Rasmussen et al. 2007). Die extrazellulire Diffusion nicht-zielgerichtete
Nanopartikel mit neutraler Oberflichenladung wurden zudem fir die Vermessung des
zerebralen Extrazellularraums verwendet (Thorne und Nicholson 2006). Moglicherweise
erschwert daher eine unzuverlissige Internalisierung des verwendeten Endozytosemarkers
die Interpretation der Diskrepanz zu den hier berichteten Ergebnissen. Die von Khaidakov
et al. (2014) berichteten signifikanten Unterschiede in der Fluoreszenzintensitit von in
Normoxie inkubierten Kardiomyozyten gegeniiber hypoxischen und reoxygenierten Zellen

bediirfen vor diesem Hintergrund weiterer Klarung.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sechsstindige Inkubation unter Hypoxie in
Fibroblasten —unterschiedlicher  topographischer ~Herkunft eine Zunahme der
endozytotischen Plasmamembraninternalisierung und Verinderung der Endosomen-
morphologie bewirkt, die nach Reoxygenierung rasch reversibel ist. Die Kinetik des
Phinotyps deutet auf das Zugrundeliegen eines HIF-unabhingigen Mechanismus hin. Es
sind weitere Untersuchungen notwendig, um den zugrundeliegenden Mechanismus und die
moglichen  resultierenden  physiologischen Konsequenzen dieses Phinotyps zu
differenzieren. Neben den vielfaltigen biologischen Prozessen, die vom Membranverkehr
abhingig sind (Doherty und McMahon 2009) beeinflusst eine verstirkte endozytotische
Internalisierung moglicherweise die Zusammensetzung, Fliche und biophysikalischen

Eigenschaften der Plasmamembran.

Fir die Analyse des Gesamtmembranverkehrs wurde eine Farbung mit dem Styryl-Farbstoff
FM 1-43 durchgefiihrt. Dies ermdglicht zwar die zuverlassige Darstellung intrazellulirer
Vesikel und die relative Quantifizierung der Membraninternalisierung, erlaubt jedoch keine
Aussage tber den zugrundeliegenden Endozytosemechanismus und die Identitit der
angefirbten endosomalen Strukturen (Betz et al. 1996; Hao und Maxfield 2000; Gaffield und
Betz 2006; Opazo und Rizzoli 2010; Hoopmann et al. 2012). Zudem erlaubt die
Beschrinkung auf nur eine Firbemethode nicht den Ausschluss einer fiir den beobachteten

Effekt relevanten Interaktion des Farbstoffs mit der Zelle.

FM-Farbstoffe sind nicht toxisch (Gaffield und Betz 2006) und kénnen von Neuronen noch
mehrere Stunden nach Markierung auf Stimulation hin abgegeben werden (Richards et al.
2000). Sie kénnen jedoch biologische Wirkungen austiben und nikotinerge (Bewick und Betz
1994) sowie muskarinerge Azetylcholinrezeptoren blockieren (Mazzone et al. 2000).
Jelinkova et al. (2010) zeigten in Pflanzenzellen eine transiente Stérung der Lokalisation und
Aktivitit integraler Plasmamembranproteine durch verschiedene FM-Farbstoffe, allerdings
nicht durch FM 1-43. Alle untersuchten FM-Farbstoffe beeinflussten jedoch den
Phospholipidstoffwechsel (ebd.). Auch wenn FM-Markierungen der zelluliren Membranen
eine etablierte Methode zur Untersuchung des Membranverkehrs sind (Cochilla et al. 1999;
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Bolte et al. 2004; Gaffield und Betz 20006), wurden fiir einige Zelltypen Endozytose-
unabhingige  Aufnahmemechanismen beschrieben. FM-Farbstoffe konnen  iber
mechanosensitive Ionenkanale in neuronale Zellen gelangen (Meyers et al. 2003; Kamin et
al. 2014) und dort Ionenkanile blockieren (Gale et al. 2001; Drew und Wood 2007; Breunig
et al. 2011). Auch durch Liganden-abhingige Ionenkanile ist unter Stimulation durch
Agonisten eine Aufnahme in sensorische Zellen moglich (Meyers et al. 2003). In Astrozyten
konnten eine Aufnahme von FM-Farbstoffen durch kationische lonenkanile sowie eine
Verinderung des intrazelluliren Kalziumhaushaltes gezeigt werden (Li et al. 2009). Aufgrund
der untersuchten Zelltypen und der gewihlten Methodik sind diese Interaktionen jedoch
mutmallich von untergeordneter Relevanz fiir die Ergebnisse dieser Arbeit. Die hier
beschriebenen Unterschiede in der Zellfluoreszenz wiren zudem auch bei nicht-
endozytotischer Farbstoffaufnahme als Hinweis auf Hypoxie-induzierte strukturelle oder

funktionelle Verinderungen der Plasmamembran zu interpretieren.

Im Rahmen der Endozytose werden gemeinsam mit Teilen der Plasmamembran auch
extrazellulire Flissigkeit mit den darin gelosten Stoffen sowie mit der Plasmamembran
assoziierte Molekiile aufgenommen (Doherty und McMahon 2009). Der Nachweis einer
unter Hypoxie verstirkten Internalisierung dieser Verbindungen kénnte daher den Einfluss

von Hypoxie auf die endozytotische Aktivitit von Fibroblasten bestatigen.

Fir die Darstellung der Internalisierung von Plasmamembran-assoziierten Molektlen ist eine
Zellfirbung mit fluoreszenzmarkiertem Weizenkeim-Agglutinin (WGA, wheat germ agglutinin)
moglich (Liu et al. 2011). WGA bindet an Silainsdure- sowie N-Azetylglukosaminreste-
enthaltende Glykoproteine und Glykolipide des duBleren Blattes der Plasmamembran
(Chazotte 2011). Somit besteht eine vollig andere Interaktion des Farbstoffes mit der
Plasmamembran als im Fall von FM 1-43. WGA wird Rezeptor-abhingig, vermutlich
Clathrin-vermittelt, internalisiert (Gabor et al. 2004; Ranftler et al. 2012). Dartber hinaus ist
die Aufnahme iber weitere Mechanismen wahrscheinlich (Vetterlein et al. 2002). Zum
Nachweis der Internalisierung von extrazellulirer Flissigkeit ist ein Firbeversuch mit
fluoreszenzmarkierten Dextranen moglich (Berlin und Oliver 1980; Lencer et al. 1990;
Chazotte 2009). Dextrane sind verzweigte Polysaccharide, die kaum Interaktion mit der
Zellmembran zeigen. Je nach Gro3e werden Dextrane vorwiegend durch Makropinozytose
oder NCE aufgenommen (Saeed et al. 2010; Li et al. 2015). Die konjugierten Fluorophore
sind jedoch pH-sensibel, sodass die Darstellung azider Organellen im unterschiedlichen
Ausmal} eingeschrinkt ist. Dartiber hinaus verleihen sie den Dextranen adsorptive
Eigenschaften, die eine Interaktion mit der Plasmamembran beglnstigen.
Fluoreszenzmarkierte Dextrane sind somit nicht uneingeschrinkt spezifisch fir die
Aufnahme extrazellulirer Flissigkeit (Swanson 1988). Abhingig von ihrer Gro3e konnen sie

zudem Membranporen passieren (Chazotte 2009; Samudram et al. 2010).

Der Nachweis einer verstirkten Internalisierung von Markern spezifischer Endozytosewege

wurde neben der Bestitigung des Einflusses von Hypoxie auf den Membranverkehr auch
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eine Identifikation der beteiligten Mechanismen erlauben. Eine alternative Moglichkeit zur
Identifikation des unter Hypoxie induzierten Endozytoseweges ist die selektive Inhibition
einzelner Mechanismen vor einem FM-Firbeversuch. Aufgrund von Interaktionen zwischen
den einzelnen Endozytosemechanismen (Krauss et al. 2003; Kirkham und Parton 2005;
Chaudhary et al. 2014) wire die Interpretation der Ergebnisse jedoch kompliziert.

Fir die fur die Identifikation der im FM-Firbeversuch dargestellten Strukturen ist eine
Kofirbung der Membranstrukturen und spezifischer Markerproteine intrazellulirer
Vesikelstrukturen notwendig. FM 1-43 und Dextranpartikel sind fir die gleichzeitige
Anwendung von fluoreszenzmarkierten AntikOrpern nicht optimal geeignet, da sie im
Rahmen der notwendigen Fixationsschritte aus den intrazelluliren Membranen gelost
werden und moglicherweise sogar in urspriinglich nicht markierten Strukturen wie
Mitochondrien akkumulieren (Revelo et al. 2014). Zudem liegen intrazelluldre Organellen in
groBBer riumlicher Nihe zueinander vor, sodass die Differenzierung mithilfe der
konventionellen, diffraktionslimitierten Lichtmikroskopie eventuell nicht moglich ist (Hell
2007). Beide Einschrinkungen gelten nicht fir den Membranfarbstoff Mebran-bindende-
Fluorophor-Zystein-Lysin-Palmitoylgruppe (mCLING, wembrane-binding fluorophore-cysteine-
Dysine-palmitoyl group). Der Farbstoff wird durch Endozytose aufgenommen und zeigt ein zu
FM 1-43 identisches Markierungsmuster. Er lisst sich im Rahmen von Immunfirbungen
effektiv fixieren und ist neben der konfokalen Mikroskopie auch fiir die hochauflésende
Stimulierte-Emission-Depletion (STED)-Mikroskopie geeignet (Revelo et al. 2014). Somit
ist mCLING als Membranfarbstoff bei simultaner Immunmarkierung endosomaler
Markerproteine fur die mikroskopische Identifikation der im FM-Firbeversuch dargestellten
Strukturen geeignet. Als FM 1-43-vergleichbarer lipophiler Farbstoff ist mCLING jedoch
nur von begrenztem Nutzen fur die Bestitigung der in dieser Arbeit beschriebenen

hypoxischen Induktion der Plasmamembraninternalisierung.

4.4 Hypoxie beeinflusst die Plasmamembrankomposition von

Kardiofibroblasten

Aufgrund der Abhingigkeit der Plasmamembrankomposition vom Gesamtmembranverkehr
(Keren 2011) und der Regulation der Endozytose durch membranstindige und temporir
Gber hydrophobe, elektrostatische oder andere nicht-kovalente Bindungen mit der Membran
assoziierte Proteine (Doherty und McMahon 2009; Stenmark 2009; Hutagalung und Novick
2011) wurde das Plasmamembranproteom von primiren Kardiofibroblasten unter
Normoxie nach sechsstiindiger Hypoxie verglichen. Hierzu wurden die zelluldren Proteine
in einem SILAC-Screen mit unterschiedlich schweren Isotopen markiert (Abbildung 4). Die
durch die Isotopenmarkierung verlichene Massedifferenz erlaubt nach gepoolter
elektrophoretischer Auftrennung die Differenzierung des Proteoms unterschiedlich
behandelter Zellen (Ong et al. 2002). Die Proteinbanden wurden im Gel trypsiniert und die

enthaltenen Proteine massenspektrometrisch identifiziert. Die relative Abundanz der
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differenziell markierten Proteine entspricht der unterschiedlichen Expression in der
Plasmamembran. Um isotopenvermittelte Einflisse auszuschlieSen, wurde das Experiment
doppelt ausgefiihrt: Leicht markierte Zellen wurden unter Normoxie inkubiert und mit
schwer markierten Zellen verglichen, die fir sechs Stunden unter Hypoxie inkubiert wurden.
Parallel wurden leicht markierte Zellen, die Hypoxie ausgesetzt waren, mit schwer markierten
Zellen verglichen, die unter Normoxie inkubiert wurden. In den beiden Experimenten
konnten jeweils 3.501 bzw. 3.430 Proteine quantifizierbar identifiziert werden. Hiervon
wurden 2.645 in beiden Experimenten tbereinstimmend gefunden und fir die weitere

Analyse berticksichtigt.

Bei idealer Ubereinstimmung der Experimente sollte sich nach Auftragung der relativen
Abundanz der differenziell markierten Proteine in dem ersten Experiment gegen die relative
Abundanz der differenziell markierten Proteine im spiegelbildlichen zweiten Experiment
eine lineare Korrelation ergeben. Bei nicht optimaler Korrelation der Daten (Pearsons
R=-0,25, p<0,001) ergab sich eine Steigung der linearen Regressionsgerade von -0,17
(p<0,0001; Abbildung 12 A). Das Ausmall der Korrelation dient als Mal3 der
Reproduzierbarkeit der Summe mehrerer Versuchsschritte wie Zellkultivierung und
Isotopenmarkierung, Probenaufbereitung und Proteinidentifikation (Xu et al. 2010). Die
nicht optimale Korrelation spiegelt somit die Komplexitit biologischer Systeme (Bruce et al.
2013; Gatto und Christoforou 2014) und die methodische Schwierigkeit der Untersuchung
von Plasmamembranproteinen (Rabilloud 2003; Helbig et al. 2010) wider. Die geringe
Abweichung der linearen Regressionsgerade von null deutet auf einen grof3en Anteil nicht
durch Hypoxie regulierter Proteine hin. Dies wurde in der Auftragung der
Gesamtsignalintensititen aller zu einem Protein gehérenden Peptide gegen die normierten
Signalintensititen als Parameter der relativen Proteinabundanz aus beiden spiegelbildlichen
Experimenten (Abbildung 12 B) sowie im Histogramm der normierten Signalintensititen
bestitigt (Abbildung 13). Dem spiegelbildlichen Versuchsaufbau entsprechend war im
Idealfall eine um null zentrierte Normalverteilung der Daten zu erwarten. Bei einer
deutlichen Linksschiefe (skewness) von -1,34 konnte eine Normalverteilung im D’Agostino-
Pearson-Test nicht bestitigt werden (p<0,0001). Dies entspricht jedoch den anhand der
Daten anderer Untersuchungen erwartbaren Abweichungen im Rahmen dieser Methode (Xu
et al. 2010; Hara et al. 2013). Die grof3te Haufung der relativen Proteinabundanzen lag
niherungsweise im Bereich von 2 bzw. 1,5 und 2"° bzw. 0,67 (Abbildung 12 B).

Eine hypoxische Induktion wurde daher angenommen, wenn ein schwer markiertes Protein
unter Hypoxie eine im Verhaltnis 3:2 erhéhte Abundanz gegeniiber seinem leicht markierten
Gegenstick aus normoxischen Zellen zeigte, und gleichzeitig im spiegelbildlichen
Parallelexperiment eine im Verhdltnis 2:3 verminderte Abundanz des schwer markierten
Proteins gegeniiber dem aus hypoxischen Zellen stammenden leicht markierten Gegenstiick
nachweisbar war. Im umgekehrten Fall wurde eine Hypoxie-abhingige Reduktion
angenommen. Es wurden 140 Hypoxie-induzierte Proteine identifiziert. Dies entspricht

5,3% der in beiden Experimenten iberlappend gefundenen Proteine. Unter Hypoxie
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vermindert waren lediglich 29 Proteine (1,1%; Abbildung 14, Anhang 1, Anhang 2). Dies
steht im Kontrast zu Untersuchungen an MDA-MB-231 Brustkrebszellen, bei denen ein
deutlich groBlerer Anteil der Membranproteine unter kurzfristiger Hypoxie negativ als positiv
reguliert ist (Wottawa et al. 2017).

4.4.1 Klassifikation der in der Plasmamembran Hypoxie-abhingig differenziell

exprimierten Proteine

Die Hypoxie-abhingig regulierten Plasmamembran- und membranassoziierten Proteine
wurden anhand ihrer UniProt-Zugangsnummer mit der Datenbank des PANTHER-
Klassifikationssystems (Mi et al. 2013; Mi et al. 2017) abgeglichen. Unter den Hypoxie-
abhingig vermehrt in der Plasmamembran identifizierten Proteinen wurde der iiberwiegende
Teil als Hydrolase, Zytoskelettprotein, Enzymmodulator oder Chaperon klassifiziert
(Abbildung 15). Von den unter Hypoxie vermindert identifizierten Proteinen stellten
Nukleinsdure-bindende Proteine die groite Gruppe (Abbildung 16). Diese Zuordnung
deutete auf einen relevanten Anteil nicht an der Plasmamembran lokalisierter Proteine hin.
Unter den 140 in Hypoxie vermehrt an der Plasmamembran identifizierten Proteinen waren
jedoch nur 111 (79%) in der PANTHER-Datenbank verzeichnet. Nur 73 der 140 Proteine
(52%) konnten einer Proteinklasse zugeordnet werden. Von den 29 unter Hypoxie
vermindert an der Plasmamembran identifizierten Proteinen waren 23 (79%) in der
PANTHER-Datenbank verzeichnet. 16 der 29 Proteine (55%) konnten einer Proteinklasse
zugeordnet werden. Unter den in der PANTHER-Datenbank verzeichneten, jedoch keiner
Proteinklasse zugeordneten unter Hypoxie vermehrt identifizierten Proteinen fielen bei
manueller Durchsicht kleine, monomere G-Proteine wie Arf4 | Arf5, Rab1lb und Rab2b auf,
die im Zusammenhang mit dem Vesikeltransport beschrieben wurden (Volpicelli-Daley et
al. 2005; Hutagalung und Novick 2011; Nakai et al. 2013). Die Expression bzw. die Aktivitit
einzelner Vertreter dieser Proteinklasse wird durch die O»-Verfiigbarkeit modifiziert
(Turcotte et al. 2004; Jin et al. 2006; Xue et al. 2006; Dada et al. 2007). Aufgrund der zentralen
Funktion von kleinen, monomeren G-Proteinen in der Regulation des Membranverkehrs
(Doherty und McMahon 2009; Grant und Donaldson 2009) wurden die O-abhingig
regulierten Proteine mithilfe der UniProtKB-Datenbank (Bateman et al. 2017) im Hinblick
auf diese Regulatoren manuell ausgewertet (Tabelle 13).

Von den 140 unter Hypoxie vermehrt identifizierten Proteinen waren 79 (56%) anhand ihrer
GO-Annotation (Ashburner et al. 2000; The Gene Ontology Consortium 2017) als mit
Membranen assoziierte Proteine verzeichnet, 45 davon mit der Plasmamembran. Unter den
29 Os-abhingig vermindert identifizierten Proteinen waren lediglich acht (28%) als mit
Membranen assoziiert verzeichnet. Fur einen Teil der Proteine waren jedoch nur
unvollstindige Informationen verfiigbar. Proteine wie #rafficking protein particle complex 6B
(Trappco6b), die bei anderen Organismen nach ihrer GO-Annotation mit Membranen
assoziiert sind, wurden bei fehlender entsprechender Verschlagwortung fir Rattus norvegicus

trotz ansonsten weitgehender Ubereinstimmung hierbei nicht als membranassoziiert
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gewertet. Somit ist der Anteil von Membran- und membranassoziierten Proteinen
moglicherweise hoher als die hier angegebenen 56% bzw. 28%. Aufgrund der im Verhaltnis
zu zytosolischen Proteinen geringen Expression von Membranproteinen, ihrer schlechten
Extrahierbarkeit und der durch hydrophobe Dominen erschwerten Trypsinierung
(Rabilloud 2003; Eichacker et al. 2004; Helbig et al. 2010; Vit und Petrak 2017) ist die

ausschliefliche Erfassung von Plasmamembranproteinen jedoch unwahrscheinlich.

Unter den Hypoxie-abhingig vermehrt identifizierten Proteinen lieBen sich 27 (19%) anhand
ithrer in der GO-Annotation verzeichneten molekularen Funktion als G-Proteine oder mit
G-Proteinen interagierende Proteine einordnen (Tabelle 14). Aufgrund der ausschlieBlichen
Beriicksichtigung der molekularen und nicht der biologischen Funktion wurden mit
GTPasen interagierende Proteine wie TrappcOb, der Dynein-Leichtkette Tctex-Typ 1
(Chuang et al. 2005; Pavlos et al. 2011) und Regulatoren der Rac-Signaltransduktion wie der
Kalzium/Kalmodulin-abhingige Proteinkinase Typ II Untereinheit 6 (Camk2d) (Mercure et
al. 2008; Penzes et al. 2008) nicht berticksichtigt. Von diesen 27 Proteinen waren 19
monomere G-Proteine oder Interaktionspartner von monomeren G-Proteinen. Hierunter
waren mit dem Membranverkehr assoziierte Proteine wie Rab34, das sowohl im antegraden
Vesikeltransport innerhalb des Golginetzwerkes (Goldenberg et al. 2007) als auch in der
Regulation von Makropinozytose (Sun et al. 2003; Coyne et al. 2007) und der raumlichen
Anordnung von Lysosomen (Wang und Hong 2002) eine Rolle spielt. Auch Proteine wie
Arf-GAP 1 (Antonny et al. 2005) und secretion-associated, Ras-related GTPase 1A (Sarla) (Loftus
et al. 2012), die die fir eine Vesikelabschnirung notwendige Membrankrimmung
(Zimmerberg und Kozlov 2006; Johannes et al. 2014) induzieren kénnen, waren unter den
Hypoxie-abhingig vermehrt identifizierten Proteinen. Die ebenfalls vermehrt identifizierten
Proteine Arf4 (Nakai et al. 2013; Wang et al. 2017), Arf5 (Volpicelli-Daley et al. 2005;
Sadakata et al. 2010; Manavski et al. 2014), Rab1b (Slavin et al. 2011; Guo und Linstedt 2014),
Rab2b (Aizawa und Fukuda 2015), Rab18 (Gerondopoulos et al. 2014; Zhang et al. 2016a),
Rab23 (Evans et al. 2003; Zheng et al. 2017), Rab30 (Kelly et al. 2012), Rab34 (Sun et al.
2003; Goldenberg et al. 2007; Zhang et al. 2016a) und R-Ras (Conklin et al. 2010; Sandri et
al. 2012) sind ebenfalls an der Regulation des Membranverkehrs oder der Morphologie
intrazellulirer Organellen beteiligt (Stenmark 2009).

Unter den Hypoxie-abhingig vermehrt identifizierten Proteinen (Anhang 1) waren zudem
Endozytose-assoziierte Proteine wie Caveolin-1 (Oh et al. 2007; Parton und Simons 2007;
Doherty und McMahon 2009; Hayer et al. 2010; Walser et al. 2012), Cavin-3 (McMahon et
al. 2009; Hernandez et al. 2013; Zhu et al. 2017) und Clathrin-Leichtkette B (Kirchhausen
und Harrison 1981; Ungewickell und Branton 1981; Dannhauser und Ungewickell 2012;
Kirchhausen 2012). Eine Hypoxie-abhingige Induktion von Caveolin-1 deckt sich mit den
Beobachtungen anderer Autoren (Wang et al. 2012; Bourseau-Guilmain et al. 2016). Die
auffillige Haufung in den Membranverkehr involvierter Proteine spiegelt moglicherweise die
Hypoxie-abhingige Induktion des Vesikelverkehrs wider. Im Rahmen des SILAC-Screens

konnte allerdings nicht unterschieden werden, ob der vermehrten Identifikation dieser
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Proteine eine verstirkte Synthese oder eine vermehrte Rekrutierung an die Plasmamembran

zugrunde liegt.

Von den 29 in Hypoxie vermindert identifizierten Proteinen (Anhang 2) wurden nur zwei
(7%) als G-Protein oder mit G-Proteinen interagierend eingeordnet (Tabelle 15). Mit dem
Clathrin-Adapterprotein Disabled 2 (Dab 2) wurde lediglich ein Endozytose-assoziiertes
Protein identifiziert (Chetrit et al. 2009), dies entspricht 3% der vermindert identifizierten
Proteine. Auffillig war die unter Hypoxie verminderte Identifikation der EZM-Proteine
Kollagen Ial, Kollagen Ia2, Kollagen XIlaxl sowie Fibronektin. Kollagen I ist der
vorherrschende Kollagen-Subtyp im Myokard (Medugorac und Jacob 1983; Porter und
Turner 2009; Fan et al. 2012). Kollagen und Fibronektin sind keine Membranproteine,
dienen jedoch als Geriist fiir die Integrin-vermittelte zellulire Adhision (Pankov und
Yamada 2002; Astrof und Hynes 2009; Bowers et al. 2010).

Die unter Hypoxie verminderte Identifikation dieser Proteine steht scheinbar im
Widerspruch zur unter prolongierter Hypoxie verstirkten Kollagenexpression und
Ablagerung in der EZM von verschiedenen Geweben (Horino et al. 2002; Gabrielsen et al.
2007; Gilkes et al. 2013; Rozen-Zvi et al. 2013; Gilkes et al. 2014; Watson et al. 2014). Auch
die Abundanz von extrazellulirem Fibronektin ist nach prolongierter Inkubation unter
Hypoxie erhoht (Lee et al. 2011; Rana et al. 2015). Die Induktion der Kollagenexpression
erfolgt jedoch erst nach einer Hypoxiedauer von mindestens zwolf Stunden. Unter akuter
Hypoxie zeigt sich sogar eine Reduktion der mRNA von Kollagen Il (Falanga et al. 1993).
Aufgrund der langen Halbwertzeit von etwa 100 Tagen (Brown et al. 2005) erscheint eine
unter kurzfristiger Hypoxie verringerte Expression von Kollagen jedoch als Erklirung fir

die verminderte Identifikation unwahrscheinlich.

Neben einer veranderten Abundanz kénnte moglicherweise auch eine unter Hypoxie
verringerte Interaktion der Kardiofibroblasten mit der EZM die verminderte Identifikation
dieser Proteine erkliren. Hierfir spricht, dass bei endothelialen Vorlauferzellen bereits unter
kurzfristiger Hypoxie (1% O fir 1,5-18 Stunden) eine reduzierte Adhidsion an Fibronektin
gezelgt werden konnte (Kaiser et al. 2012). Auch in glatten Gefillmuskelzellen konnte eine
HIF-abhingige Reduktion von Migration und Adhision gezeigt werden (Corley et al. 2005).
Hingegen wurde in embryonalen Stammzellen (Lee et al. 2011) und extravillésen
Trophoblastenzellen (Arimoto-Ishida et al. 2009) eine unter Hypoxie verstirkte Adhésion an
Fibronektin bei gleichzeitig erhéhter Migration gezeigt. Auch Tumorzellen zeigen unter
Hypoxie eine erh6hte Abundanz von Integrinen an der Zelloberfliche (Yoon et al. 2005;
Bourseau-Guilmain et al. 2016) sowie eine durch Integrine vermittelt erthohte EZM-
Adhision (Ren et al. 2013).

Fir Fibroblasten existieren widerspriichliche Daten. Mogtford et al. (2002) und Li et al. (2007)
zeigten eine Hypoxie-abhingig verstirkte Migration von Fibroblasten. Neuere
Untersuchungen demonstrierten hingegen eine unter Hypoxie reduzierte Zellmigration
(Breit et al. 2011; Vogler et al. 2013). Allerdings erklirten Vogler et al. (2013) die verminderte
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Migration im Widerspruch zu Corley et al. (2005), in diesem Aspekt jedoch in
Ubereinstimmung mit Lee et al. (2011) sowie mit Ren et al. (2013), durch eine verstirkte
Integrin-vermittelte Zelladhidsion. Im Rahmen einer Dissertation am Institut fur Herz- und
Kreislaufphysiologie der Universititsmedizin Goéttingen konnte hiermit tibereinstimmend
eine verminderte Adhisionsfihigkeit von embryonalen Mausfibroblasten nach dem Knockout
von HIF-1a gezeigt werden (Schnelle 2012).

Es wurde eine Reduktion der Zell-Matrix-Interaktion durch die Arf6- und Arf5-vermittelte
Endozytose von Integrinen beschrieben (Dunphy et al. 2006; Manavski et al. 2014; D’Souza
und Casanova 2016). Zwar wurde Arf5 im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefithrten
Versuche unter Hypoxie vermehrt identifiziert (Tabelle 14), gegen eine Hypoxie-abhingig
reduzierte Interaktion von Kardiofibroblasten mit der EZM als Erklirung fur die
verminderte Identifikation von EZM-Bestandteilen spricht jedoch auch der fehlende
Nachweis einer differenziellen Regulation der die Interaktion vermittelnden Integrine
(Astrof und Hynes 2009; Bowers et al. 2010) in den hier gezeigten Ergebnissen. Eine Analyse
der Interaktion von Kardiofibroblasten mit der EZM unter Hypoxie kénnte vor diesem

Hintergrund wichtige Ergebnisse zeigen.

Bei der Interpretation der Ergebnisse des SILAC-Screens ist zu beachten, dass in der Analyse
ausschlief3lich Proteine berticksichtigt wurden, die in zwei spiegelbildlichen Experimenten
Ubereinstimmend identifiziert wurden. Diese 2.645 Proteine entsprechen jedoch nur ~76%
bzw. ~77% des innerhalb jeweils eines Experimentes quantifizierbar identifizierten
Proteoms. Der Anteil iibereinstimmend in beiden Experimenten gefundener Proteine liegt
in einer GréBenordnung, die in vergleichbaren Experimenten berichtet wurde (Xu et al.
2010; Pelaez-Garcia et al. 2015). In der Analyse fehlen somit jedoch 856 Proteine aus
Experiment A und 785 Proteine aus Experiment B. Dies entspricht einem Vielfachen der
Hypoxie-abhingig  differenziell an der Plasmamembran exprimierten Proteine.
Moglicherweise sind neben Artefakten hierunter auch einzelne funktionell relevante O»-
abhingig regulierte Proteine, die aufgrund von Messungenauigkeiten in jeweils einem der

Experimente (Chen et al. 2014) nicht erfasst wurden.

Zudem induziert die Kultivierung von Fibroblasten auf starren Plastikoberflichen (Goffin
et al. 2006; Galie et al. 2011) ebenso wie Hypoxie (Short et al. 2004) oder die Exposition
gegentiber dem supraphysiologischem pO; der Atmosphirenluft (Roy et al. 2003) die
Differenzierung zu unter physiologischen Bedingungen im Myokard nicht vorhanden
Myofibroblasten (Rohr 2011). Dieser Effekt ist bereits nach 48 Stunden nachweisbar und
verstirkt sich tiber die subsequenten Passagierungen (Wang et al. 2000). Um ausreichende
Isotopenmarkierung zu ermoglichen, mussten die Kardiofibroblasten tber mehrere
Passagen kultiviert werden. Die Reprisentativitit der beobachteten Verdnderungen fir die
in wvivo stattfindenden Adaptationen ist somit moglicherweise beeintrichtigt. Auch
Riickschliisse auf einen Zusammenhang der im SILAC-Screen beobachteten Verinderungen

der Plasmamembrankomposition mit der im FM 1-43-Firbeversuch dargestellten Zunahme
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der endozytotischen Membraninternalisierung sind nicht uneingeschrinkt mdéglich. Zwar
wurden im Rahmen dieser Arbeit auch Analysen des Gesamtmembranverkehrs in tber
mehrere Generationen kultivierten Kardiofibroblasten durchgefiihrt, die eine Induktion der
Endozytose nahelegen (Anhang 3), aufgrund der héheren physiologischen Relevanz wurden
tir die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen FM 1-43-Firbeversuche jedoch Zellen der

P1-Generation verwendet.

4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass akute Hypoxie in Fibroblasten unterschiedlichen
topographischen Ursprungs eine Induktion der endozytotischen Membranaufnahme und
eine Verinderung der Morphologie intrazellulirer Membrankompartimente induziert. Dieser
Effekt ist nach Reoxygenierung rasch reversibel. Dies deutet moglicherweise auf einen
generellen, HIF-unabhingigen Adaptationsmechanismus des zelluliren Membranverkehrs
an Hypoxie hin. Eine Analyse des Plasmamembranproteoms ergab hierzu komplementir
eine vermehrte Abundanz von kleinen, monomeren G-Proteinen sowie Interaktionspartnern
dieser Proteine. Monomere G-Proteine sind zentrale Regulatoren der Endozytose, des
Vesikeltransportes und der Endosomenverarbeitung (D’Souza-Schorey und Chavrier 20006;
Doherty und McMahon 2009; Grant und Donaldson 2009; Hutagalung und Novick 2011).

Die in dieser Arbeit beschriebene Hypoxie-abhingige Induktion der endozytotischen
Plasmamembran-Internalisierung und die Verinderung der intrazelluliren Vesikel-
morphologie konnten durch Stephanie Naas im Rahmen ihrer medizinischen Dissertation
am Institut fur Herz- und Kreislaufphysiologie der Universititsmedizin Goéttingen auch in
embryonalen Mausfibroblasten und in einer humanen Adenokarzinom-Zelllinie
demonstriert werden (Wottawa et al. 2017). Dies unterstutzt die Hypothese, dass ein Spezies-
und Zelltyp-unabhingiger Phinotyp vorliegt. Durch den Knockdown bzw. Knockout von
HIF-1a konnte keine Verinderung der Hypoxie-abhingigen FM 1-43-Internalisierung
erreicht werden. Auch der Knockdown von PHD2 beeinflusste den Phanotyp nicht (ebd.).
Hierdurch konnte ein Einfluss des fir die Hypoxie-Adaptation zentralen PHD2-HIF-1a-
Transkriptionsweges (Berra et al. 2003; Bishop und Ratcliffe 2014) ausgeschlossen werden
(Fandrey J. 2017; Wottawa et al. 2017).

Dartiber hinaus konnte die Hypoxie-abhingige Induktion der Plasmamembran-
internalisierung in WGA- und mCLING-Firbeversuchen bestitigt werden (Wottawa et al.
2017). Durch Kofirbungen mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen endosomale
Markerproteine wurde ein verstirkter retrograder Membrantransport zum #rans-Golgi-
Netzwerk nachgewiesen (ebd.). In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Bourseau-
Guilmain et al. (2016) konnte eine Hypoxie-abhingige Induktion der Internalisierung von
Choleratoxin-Untereinheit B nachgewiesen werden (Wottawa et al. 2017). Die Aufnahme
von fluoreszenzmarkiertem Transferrin und Transferrin-Aptamer war im Gegensatz hierzu

unter Hypoxie reduziert (ebd.). Dies steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
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Wang et al. (2009) und Khaidakov et al. (2014), jedoch im Widerspruch zur von Bourseau-
Guilmain et al. (2016) beschriebenen verstirkten Transferrin-Aufnahme hypoxischer Zellen.
Die differenzielle Aufnahme unterschiedlicher Verbindungen deutet auf die O,-abhingige
Regulation spezifischer Endozytosemechanismen hin. Der fehlende Einfluss von Hypoxie
auf die Aufnahme von Calcein als Marker der Aufnahme von extrazellulirer Flussigkeit

spricht fur eine gezielte Internalisierung von Plasmamembranproteinen (Wottawa et al.
2017).

Ausgehend von den Ergebnissen einer SILAC-basierten Analyse des Einflusses von Hypoxie
auf die Plasmamembrankomposition von Adenokarzinomzellen wurde das Aktin-biindelnde
Protein T-Plastin als Regulator der Hypoxie-abhingigen Endozytose-Induktion identifiziert
(Wottawa et al. 2017). Eine Regulation der endozytotischen Aufnahme extrazellulirer
Flussigkeit war bereits zuvor beschrieben worden (Hagiwara et al. 2011; Hosseinibarkooie et
al. 2016). Es konnte gezeigt werden, dass T-Plastin unter Hypoxie bei unverdnderter
Expression vermehrt an die Plasmamembran rekrutiert wird (Wottawa et al. 2017). Nach
Knockdown von T-Plastin war unter Hypoxie keine signifikant hdhere FM 1-43-Aufnahme als

unter Normoxie nachweisbar (ebd.).

Der Knockdown von T-Plastin verhinderte zudem die Hypoxie-induzierte Reorganisation von
Aktinfilamenten (ebd.). Dies unterstreicht den engen Zusammenhang des Membranverkehrs
mit dem Zytoskelett (Soldati und Schliwa 2006; Kapus und Janmey 2013). Der Mechanismus,
tber den der pO:; die Lokalisation und Aktivitit von T-Plastin reguliert, ist jedoch unklar.
Kleine, monomere G-Proteine der Rho-Familie kontrollieren die Dynamik des Aktin-
Zytoskeletts (Ridley 2006; Hall 2012). Die Expression und die Aktivitit einiger Proteine
dieser Familie ist abhingig vom pO, (Zieseniss 2014). Zumindest ein Teil dieser Effekte ist
abhingig von Hypoxie-induzierter ROS-Produktion (Turcotte et al. 2003). Der Nachweis
einer ROS-abhingigen regulatorischen Funktion von RhoA in der Hypoxie-induzierten
Internalisierung der Na/K-ATPase (Dada et al. 2007) legt einen ROS-vermittelten
Zusammenhang zwischen G-Protein-vermittelten Verinderungen des Zytoskeletts und der
endozytotischen Membranprotein-Internalisierung unter Hypoxie nahe. Zukinftige
Untersuchungen des moglicherweise ROS-abhingigen Einflusses der Rho-Proteine auf den
Gesamtmembranverkehr konnten daher neue Erkenntnisse tber den zugrundeliegenden

Mechanismus bringen.

Die Ausbildung des Aktin-Zytoskeletts ist abhidngig von der Zellumgebung und die
Kultivierungsbedingungen von Zellen konnen die Rolle von Aktin in der Endozytose
modulieren (Fujimoto et al. 2000; Boulant et al. 2011). Dartber hinaus unterliegen primire
Zellen 7n vivo einer Vielzahl weiterer Einflisse, die in Zellkultur nicht abgebildet werden und
deren Fehlen phinotypische und funktionelle Abweichungen bedingt (Yeh et al. 1991; Dini
et al. 2008; Rohr 2011; Zhuang et al. 2011; Weigert 2014). Auch wenn die Ergebnisse dieser
Arbeit auf einen Zelltyp-unabhingigen Effekt von Hypoxie auf den Membranverkehr

hindeuten, wire aufgrund der komplexen Interaktion von Fibroblasten mit ihrer Umgebung
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die Analyse des Einflusses von Hypoxie auf den Gesamtmembranverkehr im
physiologischen Gewebe von Interesse. Dies wire moglicherweise durch ex zitro- oder
intravitale Mikroskopie zu erreichen (Masedunskas und Weigert 2008; Pittet und Weissleder
2011; Weigert 2014).

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse geben Hinweise auf HIF-
unabhingige Adaptationsmechanismen des zelluliren Membranverkehrs an Hypoxie.
Aufgrund der Beteiligung des Membranverkehrs an einer Vielzahl extranukledrer zellulirer
Prozesse (Doherty und McMahon 2009) impliziert dies Konsequenzen fir eine
uniiberschaubare Vielfalt biologischer Vorginge. Die Hypoxie-abhingige Induktion der
Endozytoseaktivitit geht mit Verinderungen der Plasmamembran-Proteinkomposition
einher. Weiterfithrende Untersuchungen (Wottawa et al. 2017) legen ebenso wie die Daten
anderer Arbeitsgruppen (Dada et al. 2003; Bourseau-Guilmain et al. 2016) eine spezifische
Regulation der Proteininternalisierung unter Hypoxie nahe. Obwohl sie weniger als 8% der
Proteinmasse von HelLa-Zellen (Nagaraj et al. 2011) und nur ein Drittel der im menschlichen
Genom kodierten Proteine ausmachen (Wallin und von Heijne 1998; Rabilloud 2003), wirkt
die iiberwiegende Mehrheit von Medikamenten tber die Interaktion mit Plasmamembran-
proteinen (Hopkins und Groom 2002; Rabilloud 2003). Aufgrund der zentralen Rolle von
Hypoxie in der Pathophysiologie vieler Erkrankungen (Vaupel et al. 2007; Handley et al.
2011; Hossmann 2012; Bandarra et al. 2014) er6ffnet die Charakterisierung des Einflusses
von Hypoxie auf die zellulire Membranprotein-Komposition méglicherweise vielfiltige

therapeutisch relevante medikamentdse Interventionsméglichkeiten.
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5 Zusammenfassung

Hypoxie ist von zentraler Bedeutung fur die Pathophysiologie von ischimischen,
entziindlichen und malignen neoplastischen Erkrankungen, kennzeichnet jedoch auch
Stammzellnischen sowie die intrauterine Umgebung wihrend der embryonalen Entwicklung.
Die Oxygenierung des Blutes und der Gewebe kénnen sich 7z vivo schnell verandern, sodass
Zellen in der Lage sein miissen, sich rasch an Einschrinkungen des Sauerstoffangebotes zu
adaptieren. Insbesondere das Myokard ist von einer konstanten Sauerstoffversorgung
abhingig. Entwicklung, Struktur und Funktion, aber auch Remodeling des Herzgewebes
werden durch Kardiofibroblasten reguliert. Die hierzu notwendige Interaktion einer Zelle
mit ihrer Umgebung wird durch die Plasmamembran vermittelt. Deren Zusammensetzung
ist ebenso wie eine grofle Vielzahl biologischer Prozesse abhingig vom zelluliren
Membranverkehr. Ziel dieser Arbeit war daher die Untersuchung des Einflusses von
kurzfristiger Hypoxie auf den zelluliren Membranverkehr und die Zusammensetzung der

Plasmamembran.

Zu diesem Zweck wurde durch Membranmarkierung mit dem lipophilen
Fluoreszenzfarbstoff FM 1-43 der Gesamtmembranumsatz von primaren Fibroblasten
unterschiedlicher topographischer Herkunft nach sechsstiindiger Inkubation in Hypoxie mit
dem Membranumsatz in Normoxie inkubierter Zellen verglichen. Hypoxie fithrte zu einer
Steigerung der endozytotischen Membraninternalisierung und einer Gréflenzunahme der
endosomalen Strukturen. Der Effekt war bereits nach kurzer Reoxygenierung vollstindig
reversibel. Diese Kinetik deutet moglicherweise auf einen HIF-unabhingigen
zugrundeliegenden Mechanismus hin. Frithere Untersuchungen des Einflusses von Hypoxie
auf spezifische Teilbereiche des Membranverkehrs und die Expression einzelner Proteine an
der Plasmamembran zeigten bei heterogener Methodik zum Teil widerspriichliche
Ergebnisse. Eine Analyse des Gesamtmembranumsatzes von primiren Zellen wurde bisher

nicht durchgefihrt.

Ausgehend von der Hypoxie-abhingig verstirkten endozytotischen Membran-
internalisierung  wurde ein  SILAC-Screen des Plansmamembranproteoms von
Kardiofibroblasten durchgefiihrt, um die Membranprotein-Komposition in Normoxie und
nach sechsstiindiger Hypoxie zu analysieren. Unter Hypoxie wurden auffallend viele kleine,
monomere G-Proteine vermehrt an der Plasmamembran identifiziert. Diese Proteine sind

zentrale Regulatoren des Membranverkehrs.

Diese Ergebnisse erméglichen neue Einblicke in die Adaptation zentraler zellulirer Prozesse
an Hypoxie. Weiterfihrende Analysen der Kinetik und der physiologischen Konsequenzen
des Einflusses von Hypoxie auf den Membranverkehr sowie der zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen koénnten zukiinftig fur die Therapie Hypoxie-assoziierter

Erkrankungen nutzbare Erkenntnisse bringen.
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6  Anhang
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6.2 Im SILAC-Screen als Hypoxie-abhingig differenziell reguliert

identifizierte Proteine

Anhang 1: Proteine, die im SILAC-Screen konsistent unter Hypoxie um mindestens 50% vermehrt
in bzw. assoziiert mit der Plasmamembran von Kardiofibroblasten neonataler Ratten nachgewiesen
wurden

Normierte Normierte
. Gen- UniProt-  (Signal-  |Signal-
lEEEn Name |Zugangsnr. [intensitit |intensitit
in Exp. A |in Exp. B
Peflin Pefl Q064178 3,661 0,386
Interferon-induziertes GTP-bindendes  |Mx2 P18589 3,166 0,196
Protein Mx2
Hitzeschockprotein -1 Hspbl  [P42930 2,797 0,262
Mikrotubuli-assoziiertes Protein 1B Maplb  |F1LRL9 2,745 0,444
E3 Ubiquitin-Proteinligase PDZRN3 Pdzrn3  |P68907 2,638 0,402
LHFPL tetraspan subfamily member 6 protein |Lhfp Q5BJS2 2,556 0,449
Secretion-associated, Ras-related GTPase 1A |Sarla QO6AY18 2,521 0,245
Tropomyosin 1, «, Isoform CRA_h Tpml QI1XN6 2,479 0,225
ADP-Ribosylierungsfaktor 4 Arf4 P61751 2,357 0,358
Ras homolog family member C Rhoc B2RYPO 2,312 0,302
GTP-bindendes Protein Rheb Rheb Q62639 2,301 0,247
PDZ and LIM domain 3, Isoform CRA_b |Pdlim3 |D3ZFR7 2,173 0,176
Trk-fused gene Tfg QG6AYRI1 2,161 0,29
Transmembranprotein 47 Tmem47 |D3ZBB3 2,109 0,329
o-Kristallin B Kette Cryab P23928 2,1 0,256
Arf-GAP 1 Herz-Isoform Arfgapl |Q354A4 2,091 0,471
E3 Ubiquitin-Proteinligase UBR4 Ubr4 Q2TL32 2,077 0,426
Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase Fkbpla |Q062658 2,073 0,348
FKBP1A
Serin/Threonin-Proteinkinase Nek6 Nek6 P59895 2,063 0,331
Carbamoyl-Phosphat Synthetase 2, Cad D4A8A0 1,949 0,291
Aspartat Transcarbamylase und
Dihydroorotase *




6 Anhang 81
Normierte Normierte
. Gen- UniProt-  (Signal-  |Signal-
e Name |Zugangsnr. |intensitdt |intensitit
in Exp. A |in Exp. B
Glypikan 6° Gpc6®  [AOA096M]Y (1,941 0,573
1b

Kinesin-1 schwere Kette Kif5b Q2PQAY9 1,934 0,607
Myosin phosphatase Rho-interacting protein Mprip  |G3V9IF3 1,923 0,367
Perilipin Plin3 MORAOS8 1,91 0,299
C-type lectin domain family 2 member D11 Clec2d11 |QOH8B9 1,909 0,431
Phosphoinositid-Phospholipase C Plcb4 D4A8C5 1,909 0,553
T-Komplex Protein 1 Untereinheit ¢ Cctb Q68FQ0 1,893 0,303
Neudesin Nenf QOIURS5 1,886 0,583
3'-Phosphoadenosin 5'- Papss2  |B5SDFH4  [1,885 0,512
Phosphosulfatsynthase 2

Zytoplasmatische Dynein 1 leichte Dynclli2 {Q62698 1,883 0,389
Intermedidrkette 2

Proteinkinase C 8-bindendes Protein Prkedb  |Q9Z1H9 1,87 0,541
Ras-dhnliches Protein Rab30 Rab30 Q5BK72 1,867 0,597
Glypikan 4 Gpc4 Q0642B0 1,858 0,34
Tripeptidyl-Peptidase 2 Tpp2 Q64560 1,853 0,458
T-Komplex Protein 1 Untereinheit o Tcpl P28480 1,831 0,268
Programmed cell death protein 6 Pdcd6  |G3V7TWI1  [1,829 0,018
Visinin-dhnliches Protein 1 Vsnll P62762 1,828 0,492
Guaninnukleotid-bindendes Protein Gngl2 |G3V6P8 1,815 0,306
Untereinheit vy

Kinesin Leichtkette 1 Klc1 P37285 1,811 0,417
Drnal homolog subfamily A menber 2 Dnaja2  |O35824 1,81 0,411
Elongationsfakor 1-8 Eefld Q68FR9 1,808 0,558
Kalzium/Kalmodulin-abhingige Camk2d |P15791 1,806 0,41
Proteinkinase Typ II Untereinheit &

Hebp1 Protein Hebpl  [B4F7C7 1,802 0,573
Trafficking protein particle complex 6B Trappc6b |D3ZES2 1,796 0,663
Connector enhancer of kinase suppressor of Ras |Cnkst3  |Q58GD7 1,776 0,485
3

Ras-dhnliches Protein Rab2b Rab2b Q3B7V5 1,768 0,626
Neutronaler Kalziumsensor 1 Nesl P62168 1,767 0,638
Myeloid-derived growth factor © Mydef < IMOR3V4 1,759 0,669
Retinol-bindendes Protein 1 Rbpl P02696 1,758 0,359
A-kinase Ankerprotein 5 Akap5  [P24587 1,754 0,387
Large neutral amino acids transporter small Slc7a5 Q63016 1,744 0,424
subunit 1

Canopy 4 Homolog (Zebrafish) Cnpy4 |B1WC84 1,742 0,53
Four and a half LIM domains 1 Fhl1 Q6P792 1,74 0,599
Eukaryotic translation elongation factor 132 |Eeflb2 |B5DEN5  [1,732 0,481
Chaperonin-containing TCP1 subunit 7 Cct7 D4AC23 1,732 0,29
Ras-dhnliches Protein Rab23 Rab23 D3ZRM5 [1,73 0,337
Protein Numb Homolog Numb F1LNZ2 1,718 0,524
Inositol Polyphosphate-5-Phosphatase A |[Inpp5a  |D3Z272X1  [1,69 0,355
T-Komplex Protein 1 Untereinheit y Cct3 QG6P502 1,684 0,315
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Normierte Normierte
. Gen- UniProt-  (Signal-  |Signal-
e Name |Zugangsnr. |intensitdt |intensitit
in Exp. A |in Exp. B
Rho GEF 40 Arhgef40 |[AOAOG2]Z |1,671 0,612
E7¢
DCNT-like protein 3 Dcun1d3 |Q4V8B2 1,666 0,331
PTB domain-containing engulfment adapter Gulpl Q5PQS4 1,666 0,4
rotein 1

Tropomyosin a-4 Kette Tpm4  |P09495 1,663 0,256
Nukleobindin-2 Nucb2  |Q9]I85 1,659 0,606
Ac1288 -¢ Q7TQ77 1,655 0,565
Neutral amino acid transporter ASCTT Slc1a4 Q76GLI 1,654 0,329
Himoxygenase 1 Hmox1 |P06762 1,652 0,619
Interferon-induziertes ifitm3 P26376 1,65 0,599
Transmembranprotein 3

Latexin Lxn Q064361 1,642 0,302
T-Komplex Protein 1 Untereinheit & Cct4 Q7TPB1 1,64 0,297
Phosphatidylinositol Transferprotein 3 |[Pitpnb ~ [P53812 1,637 0,397
Isoform

Trafficking protein particle complex subunit 3 |Trappc3 |Q5U172 1,631 0,467
Phospholipid-phosphatase 3 Plpp3 P97544 1,63 0,389
Thioredoxin domain-containing protein 12 Txndcl12 |Q498E0 1,629 0,598
CD151 Antigen Cd151  |Q9QZAG6 1,629 0,377
CD59 Glykoprotein Cd59 P27274 1,623 0,499
PDZ and LIM domain protein 5 Pdlim5 Q62920 1,623 0,474
Interferon-induziertes Ifitm2 QI9R175 1,623 0,547
Transmembranprotein 2

Phospholipidphosphatase 1 Ppap2a  |O08564 1,617 0,471
CKIL.F-like MARV'EL. transmembrane Cmtm7 |D4A768 1,614 0,591
domain-containing 7

Calponin-1 Cnnl Q08290 1,614 0,254
Guaninnukleotid-bindendes Protein G(i) |Gnail P10824 1,61 0,319
Untereinheit o-1

Chaperonin containing Tep1, subunit 6A (1) |Cctba Q3MHS9 1,61 0,298
Transforming growth factor beta-1-induced Tetblil |Q99PD6 1,605 0,265
transcript 1 protein

Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine Hgs Q9JJ50 1,602 0,522
kinase substrate

LDLR Chaperon MESD Mesd Q5U2R7 1,602 0,561
Ras-dhnliches Protein R-Ras2 Rras2 Q5BJUO 1,596 0,35
Golgin subfamily A member 7 Golga7 |Q6AYQ1 1,594 0,357
Epsin 2 Epn2 F1LQ45 1,59 0,579
Proteasom Untereinheit o Typ 1 Psmal P18420 1,586 0,381
Apoptoseregulator BAX Bax G3V8T9 1,584 0,437
Sulfatase-modifying factor 2 Sumf2  |D3ZTR4  |1,583 0,609
Dibydropyrimidinase-related protein 3 Dpysl3 Q62952 1,582 0,315
Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate  |Marcks  [P30009 1,582 0,352
Guaninnukleotid-bindendes Protein Gnb1 P54311 1,578 0,377
G(I)/G(S)/G(T) Untereinheit -1

RNA-bindendes Protein 3 Rbm3 Q925G0 1,576 0,55




6 Anhang 83
Normierte Normierte
. Gen- UniProt-  (Signal-  |Signal-
e Name |Zugangsnr. |intensitdt |intensitit
in Exp. A |in Exp. B

Interferon-induziertes Ifitm1 F1IM3Q1 1,576 0,53
Transmembranprotein 1

Guaninnukleotid-bindendes Protein G(q) |Gnaq D4AEG6S8 1,575 0,493
Untereinheit «

Dihydropyrimidinase-related protein 2 Dpysl2  [P47942 1,574 0,28
Elongin-C Eloc P83941 1,574 0,536
Endophilin-B1 Sh3glbl |Q6AYE2 1,566 0,407
Pkp2 Protein Pkp2 Q562C0 1,566 0,419
Ras-dhnliches Protein Rab34 Rab34  |Q5U1Y1 1,565 0,45
Gewebefaktor F3 P42533 1,564 0,362
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, member |Dnajb4 |Q5XIPO 1,564 0,634
4

Asparaginyl-tRNA Synthetase Nars Q4KLM9 1,562 0,415
Galektin-1 Lgals1  [P11762 1,558 0,423
Deatly domain-containing membrane protein Nradd |Q8K5A9  |1,557 0,448
NRADD

Spg20 Protein Spg20  |Q4FZR7 1,557 0,41
Microtubule-associated proteins 1.4/ 1B light | Map1lc3a|Q6XVNS  |1,556 0,594
chain 3A

V-type proton ATPase subunit F Atpovlf |P50408 1,554 0,628
Calcium homeostasts modulator protein 2 Calhm2 |Q5RJQ8 1,551 0,396
Four and a balf IIM domains 1 Fhi2 035115 1,55 0,489
Thy-1 Membranglykoprotein Thyl P01830 1,55 0,422
Clathrin Leichtkette B Cltb P08082 1,549 0,439
Ras-dhnliches Protein Rab18 Rab18 Q5EB77 1,546 0,641
Proteasome (Prosome, macrgpain) 268 subunit, |Psmd7 |D4AEH3  |1,541 0,616
non-ATPase, 7

T-Komplex Protein 1 Untereinheit 3 Cct2 Q5XIM9 1,541 0,284
G Protein Untereinheit 3-2 Gnb2 P54313 1,537 0,391
Stip1 homology and U-Box containing protein  |Stubl D4A4T0 1,537 0,376
1, Isoform CRA_b

C2 calcium-dependent domain-containing 2 C2cd2 Q6P691 1,536 0,528
Ras-dhnliches Protein R-Ras Rras D3Z8L7 1,535 0,403
Arf-GAP domain and FG repeat-containing  |Agfgl Q4KLH5 |1,527 0,569

rotein 1

Proteasome (Prosome, macropain) activator Psmel  |Q6PI9V7 1,524 0,294
subunit 1

RELT-like 1 Relll BOBNL7 1,524 0,279
| Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase |SmpdI3b |Q4V7D9  [1,522 0,376
Vacuolar protein sorting-associated protein 28 |Vps28  |BSDEN9 1,518 0,549
homolog

Ras-dhnliches Protein Rab1B Rablb  |P10536 1,518 0,617
Caveolin-1 Cavl P41350 1,518 0,603
ADP-Ribosylierungsfaktor 5 Arf5 P84083 1,515 0,362
Dynein Leichtkette Tctex-Typ 1 Dynltl Q97336 1,512 0,508
Oxidized low-density lipoprotein receptor 1 Olrl 070156 1,509 0,394
Elongin-B Elob P62870 1,508 0,524




6 Anhang 84
Normierte Normierte
. Gen- UniProt-  (Signal-  |Signal-
e Name |Zugangsnr. |intensitdt |intensitit
in Exp. A |in Exp. B
LIM and cysteine-rich domains 1 Lmcdl |Q6AYF2  |1,508 0,246
Tetraspanin Cds81 Q6PYV1 1,507 0,401
Hypothetisches Protein LOC681410 HnrnpaO |[FIM3HS8 1,507 0,653
Supervillin Svil F1M155 1,507 0,338
Phosphatidylsiurephosphatase 2a, Ppap2a |G3V9Y2 1,505 0,46
Isoform CRA_b
RCG55706 Stam B5DF55 1,503 0,549
Choline transporter-like protein 2 Slc44a2  |B4EF795 1,503 0,372

Normierte Signalintensitit in Exp. A: Signalintensitit mit schweren Isotopen markierter Membran-
proteine von Kardiofibroblasten, die fiir sechs Stunden bei Hypoxie (1% O2) inkubiert wurden,
normiert auf die Signalintensitit der mit leichten Isotopen markierten korrespondierenden
Membranproteine von Kardiofibroblasten, die bei Normoxie (20% Oo) inkubiert wurden;
Schwellenwert >1,5. Normierte Signalintensitit in Exp. B: Verhiltnis der Signalintensitdten mit
schweren Isotopen markierter Membranproteine, die bei Normoxie inkubiert wurden, zu der
Signalintensitidt von mit leichten Isotopen markierten korrespondierenden Proteinen, die fir sechs
Stunden unter Hypoxie inkubiert wurden; Schwellenwert <0,67. Sortierung nach normierter
Signalintensitit in Experiment A. Arf-GAP: Adenosyl-Ribosylierungstaktor-GTPase aktivierendes
Protein, Exp: Experiment, GEF: Guaninnukleotid-Austauschfaktor, Zugangsnr.: Zugangsnummer.

2 chemals (ehm.) DNA-Fragmentierungsfaktor Untereinheit B; P ehm. uncharakterisiertes Protein,
UniProt-Zugangsnr. D4AAO4; ¢ ehm. Protein LOC501282, Genn-Name LOC501282; 4 ehm.
F1LZN; ¢ ehm. Hook3

Anhang 2: Proteine, die im SILAC-Screen konsistent unter Hypoxie um mindestens 50% vermindert
in bzw. assoziiert mit der Plasmamembran von Kardiofibroblasten neonataler Ratten nachgewiesen
wurden

anxiliary subunit®

Normierte Normierte
UniProt-  |Signal- Signal-
L5851 Gen-Name Zugangsnr. intgensitéit in;g:nsitéit
in Exp. A |in Exp. B
Kollagen a-1(I) Kette Collal P02454 0,37 2,846
High density lipoprotein binding protern  |Hdlbp Q3KRF2 0,475 2,378
(Vigilin)
60S ribosomal protein 1.29 Rpl29 P25886 0,626 2,355
Kollagen Typ I a 2 Kette Colla2 F11.540 0,453 2,235
Eukaryotic translation initiation factor 3 |Eif3b Q4G0o61 0,645 2,197
subunit B
Kollagen a-1(XII) Kette Coll2al P70560 0,61 2,13
Uncharakterisiertes Protein * Gigyf2 * B2RYEG6 " 0,52 2,114
Endothelial differentiation-related factor 1 |Edf1 P69736 0,582 2,101
408 ribosomal protein SA Rpsa P38983 0,619 1,975
Fibronektin Fnl F1LST1 0,594 1,957
Glycylpeptid N- Nmtl Q8K1Q0 0,613 1,95
Tetradekanoyltransferase 1
HEAT repeat-containing protein 1 Heatrl D371.86 0,377 1,949
RNA Cytidin Azetyltransferase RGD1306717 |B5DFIO 0,468 1,947
Dpy-19-like 2 Dyp1912 MORC58 0,535 1,934
N(alpha)-acetyltransferase 15, NatA Naal5 D37ZD89 10,476 1,9




6 Anhang 85
Normierte Normierte
UniProt-  |Signal- Signal-
e Gen-Name Zugangsnr. ini;ensit%it ingt;er;sitéit
in Exp. A |in Exp. B

Ubiquitin-associated protein 2-like Ubap?2l E9PTR4 0,49995 (1,899
Disabled homolog 2 Dab2 088797 0,515 1,884
Programmed cell death 11 Pdcd11 D3ZNI3 0,376 1,753
Procollagen C-endopeptidase enbancer 1~ |Pcolce 008628 0,539 1,717
Ribosomal RINA-processing 12 homolog  |LOC679127  |MOR3MS8 0,568 1,691
Methionin Aminopeptidase Metapl D3ZE72 0,559 1,653
Nucleolar and coiled-body phosphoprotein  |Nolcl P41777 0,518 1,624

1

Septin-2 Sept2 Q91Y81 0,615 1,618

U3 small nucleolar RINA-associated Utpl5 A2RRU3 0,499 1,615

rotein 15 homolog

Myb-bindendes Protein 1A Mybbpla 035821 0,346 1,612
Basischer Transkriptionsfaktor 3 Btf3 Q5U3Y8 0,662 1,575
Golgin subfamily A member 4 Golga4 Q5U4E6 0,622 1,544
Fibronectin type 111 domain-containing 3B |Fndc3b D4AOW7 10,573 1,524

WD repeat domain 36 Wdr36 MORAY7 10,508 1,517

Normierte Signalintensitit in Exp. A: Signalintensitit mit schweren Isotopen markierter Membran-
proteine von Kardiofibroblasten, die fir sechs Stunden bei Hypoxie (1% O2) inkubiert wurden,
normiert auf die Signalintensitit der mit leichten
Membranproteine von Kardiofibroblasten, die bei Normoxie (20% Oy inkubiert wurden;
Schwellenwert >1,5. Normierte Signalintensitit in Exp. B: Verhiltnis der Signalintensititen mit
schweren Isotopen markierter Membranproteine, die bei Normoxie inkubiert wurden, zu der
Signalintensitit von mit leichten Isotopen markierten korrespondierenden Proteinen, die fiir sechs
Stunden unter Hypoxie inkubiert wurden; Schwellenwert <0,67. Sortierung nach normierter
Signalintensitit in Experiment B. Exp.: Experiment, Zugangsnr.: Zugangsnummer.

2 ehm. ehm. Protein LOC100362458, Genn-Name LOC100362458, UniProt-Zugangsnr. D3ZXWO0;
b ehm. NMDA-Rezeptor reguliertes Gen 1 Isoform CRA_b

Isotopen markierten korrespondierenden
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6.3 FM 1-43-Firbung von iiber drei Passagierungen kultivierten

Kardiofibroblasten unter Normoxie und Hypoxie
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Anhang 3: FM 1-43-Firbung von iiber drei Passagierungen kultivierten Kardiofibroblasten
unter Normoxie und Hypoxie. Kardiofibroblasten neonataler Ratten wurden tber drei
Passagierungen in Normoxie kultiviert. AnschlieBend erfolgte eine sechsstiindige Inkubation in
Normoxie (20% O oder Hypoxie (1% O2). Endo- und Exozytose wurden durch
Membranfirbungen mit FM 1-43 quantifiziert. (A) Fluoreszenz der Zellen in beliebigen Einheiten.
(B) Durchschnittliche Vesikelgrée. Ein Versuch. Pro Bedingung wurden jeweils mindestens 19
Zellen analysiert. Endo: Endozytose, Exo: Exozytose. Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler
des Mittelwertes.
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