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Abstract (deutsch) 

Hintergrund: Sauerstoff ist für den Energiestoffwechsel nahezu aller eukaryotischen Lebewesen 

essentiell. Sauerstoffmangel (Hypoxie) stellt somit eine für das Überleben maßgebliche 

Veränderung dar, die zwingend einer Anpassung bedarf. Der Hypoxia Inducible Factor (HIF) ist 

ein Hauptmediator in Hypoxie. Er vermittelt u. a. die Anpassung der anaeroben Glykolyserate 

und die pH-Regulation. Episodische Hypoxie stellt eine Sonderform dar, die durch 

wiederkehrende Phasen aus Hypoxie und Reoxygenierung gekennzeichnet ist und bisher 

vorrangig im Kontext von kardiovaskulären Erkrankungen und obstruktiver Schlafapnoe 

untersucht wurde. Kürzlich wurde jedoch auch gezeigt, dass die Gabe des Immunsuppressivums 

Cyclosporin A (CsA) in der Niere eine episodische Hypoxie auslöst. Die hierbei aktivierten 

Signalwege unterscheiden sich deutlich von denen einer kontinuierlichen Hypoxie. Ziel dieser 

Arbeit war es, die zelluläre Anpassung an episodische Hypoxie mit Fokus auf der Aktivität von 

HIF in einem in vitro Modell zu untersuchen. 
 
 
Methoden: Die in vitro Untersuchungen zur renalen episodischen Hypoxie erfolgten durch 

Inkubation von DCT- und HT1080-Zellen für 4 h pro Tag unter 1 % Sauerstoff über einen Zeitraum 

von 6 Tagen. Zum Vergleich dienten normoxische Kontrollzellen sowie eine einmalige Inkubation 

bei 1 % Sauerstoff für 4 h bzw. 24 h. Für die Untersuchungen zur HIF Aktivität wurden qPCRs 

ausgesuchter HIF Zielgene und Reportergen-Assays durchgeführt und HIF interagierende 

Faktoren quantifiziert. Mit Hilfe der Bisulfitkonversion erfolgten Analysen zum 

Methylierungsstatus hypoxieresponsiver Elemente in den Promotorregionen ausgewählter HIF 

Zielgene. Western Blot Analysen dienten zur Quantifizierung und subzellulären Lokalisierung von 

HIF-1a sowie dem Nachweis des Apoptose-Markers aktive Caspase-3. Intrazelluläre ROS 

Mengen wurden durch Behandlung mit 2‘7‘-Dichlorfluorescein-Diacetat-Assays bestimmt. 

 

Ergebnisse: Im Zellmodell führte episodische Hypoxie zu stark erhöhten HIF-1a Proteinmengen, 

wobei eine erhöhte Expression von HIF-1 Zielgenen ausblieb. Die geringe HIF Aktivität in 

episodischer Hypoxie korrelierte mit einer beeinträchtigten nukleären Translokation von HIF-

1a, nicht jedoch mit einer HRE-Methylierung in Promotorregionen getesteter HIF Zielgene. Die 

HIF Kofaktoren Ep300 und Cited-2 zeigten keine Expressionsänderung auf mRNA-Ebene. 

Episodische Hypoxie führte gegenüber Kurz- und Langzeithypoxie zu einem veränderten 

zellulären Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und schützte vor einer Staurosporin 

induzierten Apoptose. 
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Schlussfolgerung: Episodische Hypoxie im Zellmodell bildet das weitgehend HIF unabhängige 

Transkriptom wiederholter CsA-Gaben in vivo nach. Die Hemmung der HIF Aktivität wird durch 

eine unzureichende nukleäre HIF-1a Translokation erzeugt. Die zelluläre Anpassung an 

episodische Hypoxie erfolgt demnach scheinbar HIF unabhängig. Hingegen scheint die tägliche 

Wiederholung von Hypoxie/Reoxygenierung eine Aktivierung zellulärer Schutzmechanismen 

hervorzurufen, die gegen Zellstress und Apoptose schützen, wobei moderat erhöhte ROS 

Mengen vermutlich als Signalgeber fungieren. Parallelen zu dem als „Präkonditionierung“ 

beschriebenen Phänomen müssen weiter untersucht werden. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 7 

Abstract (english) 

Background: During evolution, aerobic organisms developed numerous mechanisms to cope 

with hypoxia and ensure an adequate oxygen supply.  As a key mediator of those adaptations, 

the hypoxia inducible factor (HIF) orchestrates a couple of processes such as a metabolic switch 

to anaerobic glycolysis and pH regulation. Episodic hypoxia is characterized by repetitive cycles 

of hypoxia and reoxygenation and has been mainly described in the context of cardiovascular 

diseases and obstructive sleep apnea. Recently, it has been shown that treatment with the 

immunosuppressant cyclosporine A (CsA) causes renal episodic hypoxia. Here we establish an 

in vitro model of episodic hypoxia to investigate the underlying signaling pathways, especially the 

HIF response. 

 
Methods: DCT- and HT1080 cells were cultured under 4 h hypoxia (1% O2) for 6 daily courses 

to mimic episodic hypoxia. Cells grown in normoxia or short (4 h) and long-term (24 h) hypoxia 

served as controls. Reporter gene assays and qPCR measurements served for quantification of 

the transcriptional activity of HIF-1 and to scan for alterations in HIF co-transcription factors. 

Western Blot analyses were conducted to quantify and reveal the subcellular localization of HIF-

1a. Bisulfite conversion was performed to investigate the methylation status of hypoxia response 

elements of selected HIF target genes. Active Caspase-3, as a marker of apoptosis, was detected 

by Western blotting and intracellular ROS levels were detected in a 2’7’-dichlorofluorescein 

diacetate (DCFDA) assay. 

 

Results: In vitro, episodic hypoxia exhibited elevated HIF-1a protein levels. However, 

transcriptional activity of HIF-1 was inhibited, which has been associated with impaired nuclear 

translocation of the HIF-1a subunit. In contrast, no alteration in HRE methylation of promoter 

regions of HIF target genes was found. Furthermore, no alteration was found in the expression 

level of HIF co-transcription factors Ep300 or Cited-2 at mRNA level. Following episodic hypoxia, 

cellular ROS levels were different compared to short- and long-term hypoxia and were associated 

with increased resistance to staurosporine-induced apoptosis.  

 
Conclusion: In vitro, episodic hypoxia largely mimics the HIF independent renal transcriptome, 

that has been described following repetitive CsA application in vivo. Although HIF-1a protein 

levels are strongly elevated following episodic hypoxia, transcriptional activity of HIF is low due 

to an impaired nuclear translocation. Thus, the cellular adaptation to daily cycles of short hypoxic 

episodes seems to be HIF independent. However, episodic hypoxia activates protective 

mechanisms against cellular stress and apoptosis that seems to be mediated by moderately 



 8 

elevated ROS levels. Further investigations are needed to elucidate potential parallels to the 

“preconditioning” phenomenon. 
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1. Hintergrund und Fragestellung 

Sauerstoff ist essentiell für das Überleben zahlreicher Spezies. Im Laufe der Evolution 

ermöglichte ein oxidativer Stoffwechsel immer komplexer werdenden Lebewesen eine effiziente 

Methode der Energiegewinnung [1]. Je nach metabolischem Bedarf und der Entfernung zu 

sauerstoffzuführenden Gefäßen herrschen in unterschiedlichen Geweben verschiedene 

Sauerstoffkonzentrationen, die jedoch stets in zelltypspezifischen, engen Toleranzgrenzen 

konstant gehalten werden. Übersteigt der Sauerstoffbedarf die zelluläre Sauerstoffverfügbarkeit 

(Hypoxie), muss eine rasche Wahrnehmung (O2-Sensoren) und Anpassung erfolgen, um das 

Überleben der Zelle zu sichern [2]. Dies erreicht die Zelle über verschiedene 

Adaptationsmechanismen, wobei der Hypoxie-induzierbare Faktor (HIF), ein 

Transkriptionsfaktor, dessen Aktivität sich in Abhängigkeit von der Sauerstoffkonzentration 

ändert, eine Schlüsselrolle einnimmt [3 - 5].  HIF fungiert als Transkriptionsfaktor, wenn seine 

konstitutiv exprimierte b-Untereinheit mit der regulatorischen a-Untereinheit dimerisiert. Letztere 

wird unter hypoxischen Bedingungen stabilisiert. Dabei wird der Abbau der a-Untereinheit über 

eine Prolylhydroxylasehemmung verhindert. Diese Prolylhydroxylasen hydroxylieren in Normoxie 

Prolinreste von HIF-1a und ermöglichen so die Ubiquitinylierung durch den VHL/E3-

Ubiquitinligase-Komplex und damit den proteasomalen Abbau. HIF-Prolyhydroxylasen (PHD-1, -

2, -3, alias Egln-2, -1, -3) sind somit essentielle Sensoren für den zellulären Sauerstoffgehalt [6]. 

Unter Hypoxie transloziert akkumuliertes HIF-1a in den Zellkern, wo es mit der b-Untereinheit 

dimerisiert und an Hypoxie-responsive Elemente (HRE) der DNA bindet. Im Zusammenspiel mit 

weiteren Kofaktoren wird so die Transkription von Genen gefördert, die letztlich eine Adaptation 

der Zelle an Hypoxie ermöglichen [7 - 9]. Die verschiedenen HIF Isoformen (HIF-1a, -2a, -3a) 

weisen eine zelltypspezifische Verteilung auf. HIF-1a wird in nahezu allen Zellen exprimiert, 

während HIF-2a vor allem in der Leber, im Gefäßendothel, in Typ II Pneumozyten und im 

Nierenepithel exprimiert wird. HIF-3a wurde insbesondere in den Purkinjezellen des Kleinhirns, 

im Kornea-Epithel und im Thymus nachgewiesen [10]. In der Niere findet sich HIF-1 vor allem in 

den Tubuluszellen, während Zellen des Interstitiums und Endothels sowie einige glomeruläre 

Zellen vermehrt HIF-2 exprimieren [11]. Die Funktionen der Isoformen überlappen sich nur 

teilweise. HIF-1 reguliert vor allem die Expression glykolytischer Enzyme; HIF-2 sorgt über die 

Regulierung von VEGF (Endothelwachstumsfaktor) und Erythropoetin durch Anregung der 

Angiogenese und Blutbildung für einen Anstieg des verfügbaren Sauerstoffes. HIF-1 ist vor allem 

für die initiale Hypoxieantwort der Zelle verantwortlich, während HIF-2 die Anpassungen in länger 

andauernder Hypoxie koordiniert [12]. HIF-3a ist in der Lage, die transkriptionelle Aktivität von 

HIF-1 zu hemmen, indem es mit dessen a- oder b-Untereinheit komplexiert – hierbei handelt es 

sich also um eine negative Feedback-Schleife in prolongierter Hypoxie [13]. Eine bedeutende 
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Anpassung der Zelle an Hypoxie ist das Umstellen von aerobem auf einen anaeroben 

Metabolismus, vor allem auf Energiegewinnung durch Glykolyse. Da die ATP-Synthese hier 

deutlich ineffizienter abläuft als unter aeroben Bedingungen, ist eine Kompensation nötig, die u.a. 

über den vermehrten Einbau von Glukosetransporten in die Zellmembran erreicht wird – ein HIF 

vermittelter Effekt [14].  

Auch über reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die nicht nur bei einem Überangebot an Sauerstoff, 

sondern auch bei Sauerstoffmangel vermehrt produziert werden, kann Hypoxie ischämische 

Erkrankungen, Inflammation und Tumorwachstum fördern. Auch für die Niere konnte bereits 

experimentell ein Anstieg inflammatorischer Marker im Interstitium nach transienter Ischämie mit 

nachfolgender Reperfusion nachgewiesen werden [15]. ROS können einen direkten Einfluss auf 

HIF haben, den sie z. B. über die Nitrosylierung von Cysteingruppen im HIF Molekül mit 

konsekutiv verbesserter Interaktion zwischen HIF und seinem Koaktivator Ep300 ausüben [16, 

17]. Eine Betrachtung von Hypoxie und der Anpassung der Zelle an Sauerstoffmangel muss 

zusammengefasst also stets den Energiehaushalt der Zelle und die Signaltransduktion durch HIF 

und ROS berücksichtigen. 

Auf der Organebene ist der Einfluss von Hypoxie komplex und unterliegt organspezifischen 

Besonderheiten. So sind der Energiebedarf und auch die Möglichkeit zur anaeroben 

Energiegewinnung sehr verschieden. Während unser neuronales System kaum zur anaeroben 

Energiegewinnung in der Lage ist, kann Muskelgewebe dies in hohem Ausmaß gewährleisten 

[18, 19]. In dieser Arbeit soll ein spezieller Fokus auf der Niere liegen. Daher wird im Folgenden 

auf die speziellen renalen Gegebenheiten eingegangen. 

Innerhalb der Niere sind vor allem Teile des Nierenmarks (Medulla) wie zum Beispiel die 

Markstrahlen geringen Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt. Der Grund dafür ist der spezielle 

Aufbau der Gefäßversorgung der Niere, der sich nach der Funktion der Harnkonzentrierung 

richtet. Um einen osmotischen Gradienten aufzubauen, herrscht ein Gegenstromprinzip zwischen 

den Vasa recta, was im Umkehrschluss auch zur Abdiffusion von Sauerstoff in proximalen 

Anteilen der Vasa recta führt [20]. Aufgrund der Shuntdiffusion zwischen aszendierenden und 

deszendierenden Schenkeln der Vasa recta und dem damit einhergehenden 

Sauerstoffgradienten, beträgt der Sauerstoffgehalt in der Medulla teilweise unter 10 mmHg, was 

die Niere besonders sensitiv gegenüber Sauerstoffschwankungen macht.  

In der Nierenrinde (Cortex) besteht ein enormer Energie- und damit Sauerstoffbedarf, da hier die 

filtrierten Aminosäuren, Glukose und Elektrolyte in hohem Ausmaß rückresorbiert werden. Vor 

allem im proximalen Tubulus ist ein Ausweichen auf anaerobe Glykolyse zur ATP-Generierung 

kaum möglich, da entsprechende Enzyme hier weniger exprimiert werden [21, 22]. Für die renale 

Pathophysiologie nimmt Hypoxie somit einen entscheidenden Anteil ein [23]. 

Intermittierende Hypoxie bezeichnet wiederkehrende Phasen aus Hypoxie und Reoxygenierung 

und ruft eine einzigartige zelluläre Reaktion hervor. Häufig werden Schlafapnoesyndrome als 
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Beispiel chronisch intermittierender Hypoxie herangezogen [13]. Während die HIF Level nach 

Reoxygenierung nach kontinuierlicher Hypoxie rasch abfallen, bleiben sie bei Reoxygenierung 

nach intermittierender Hypoxie lang erhöht. Nicht nur die HIF Menge, sondern auch seine 

transkriptionelle Aktivität ist in einigen Modellen intermittierender Hypoxie erhöht, was unter 

anderem auf die Phosphorylierung des HIF-Koaktivators Ep300 zurückzuführen ist [24]. Die HIF 

Akkumulation in intermittierender Hypoxie wird nicht nur über eine erhöhte Proteinstabilität, 

sondern auch über eine vermehrte HIF Synthese erreicht [25]. Darüber hinaus wurde in 

intermittierender Hypoxie eine erhöhte ROS-Produktion in bestimmten Zellmodellen 

nachgewiesen und als Maladaptation gewertet [13]. Bereits in früheren Arbeiten wurde diskutiert, 

wie intermittierende Hypoxie trotz kurzer und moderater Sauerstoffmangelphasen signifikante 

zelluläre Antworten hervorrufen kann – ROS wurde hierbei eine mögliche Verstärkerrolle 

zugeschrieben [26]. Unter anderem über eine Beeinflussung der PHD-2 Aktivität findet eine 

Redoxregulation von HIF-1 statt [27].  

Ein Auslöser renaler Hypoxie ist Cyclosporin A (CsA), ein Immunsuppressivum, das unter 

anderem im Rahmen von Organtransplantationen eine wichtige Rolle im klinischen Alltag spielt 

und das Transplantatüberleben deutlich steigern konnte [28 - 30]. Problematisch ist jedoch, dass 

CsA, insbesondere bei chronischer Anwendung, nephrotoxisch wirkt. Seine nephrotoxischen 

Effekte beruhen auf Veränderungen der renalen Mikrozirkulation und auf vermehrter ROS 

Produktion, die zu einer ausgeprägten renalen Hypoxie und Schädigung der Niere beitragen [31, 

32]. Kürzlich wurde gezeigt, dass repetitive Behandlungen mit CsA zu transienter renaler Hypoxie 

mit einem prominenten Anstieg von HIF-1a führen. Dabei war die CsA vermittelte renale Hypoxie 

innerhalb von Stunden reversibel, so dass nach jeder CsA Applikation von einer Hypoxie mit 

Reoxygenierung ausgegangen werden muss. Daten aus dem Mausmodell suggerieren, dass die 

durch CsA ausgelöste episodische Hypoxie mit einem einzigartigen Transkriptom einhergeht, 

dass sich von der typischen Hypoxieantwort unterscheidet [28]. Die medikamentöse Auslösung 

einer organbezogenen, episodischen Hypoxie stellt eine neue Betrachtungsweise in der 

Pathophysiologie dar und wurde bisher kaum untersucht.   

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein in vitro Modell der unter CsA Behandlung beobachteten 

episodischen Hypoxie zu etablieren, um die molekularen Unterschiede zu konstanter Hypoxie zu 

untersuchen. Hierbei sollte insbesondere die Rolle von HIF fokussiert werden. 
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2. Methodik 

2.1. Gene Ontology Analysen 
 
Für die Betrachtung globaler Genexpressionsveränderungen nach in vivo Behandlung mit CsA 

(1 x täglich für 1 Woche) wurden Microarray Daten aus Mausnieren ausgewertet. Die zugehörigen 

Versuche wurden in Fähling et al. beschrieben [28]. Zum Vergleich mit anderen Modellen renaler 

Hypoxie (Rhabdomyolyse) oder HIF Aktivierung (VHL-ko) wurden Microarray Daten aus Fähling 

et al. verwendet [33]. Mit Hilfe des WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit (WebGestalt; 

http://www.webgestalt.org/) erfolgte die Suche nach funktionellen Gruppen innerhalb der herauf- 

und herunterregulierten Gene nach CsA Behandlung im Vergleich zu den Kontrolltieren. Für 

signifikant regulierte Gene wurde ein p-Wert von < 0,01 zugrunde gelegt. Die Anreicherung von 

regulierten Genen in funktionellen Gruppen erfolgte mit Hilfe der WikiPathways-, KEGG Pathway- 

und Gene Ontology-Datenbanken.  

 

2.2. Zellversuche 

 
Mit der Frage nach Reproduzierbarkeit der Unterschiede im Tiermodell, wurde ein in vitro-Modell 

verschiedener Hypoxieformen entwickelt. Die Zellversuche wurden mit Zellen aus dem distalen 

Tubulus, pars convoluta der murinen Niere (DCT, zur Verfügung gestellt durch Dr. P. A. 

Friedman) sowie mit humanen Fibrosarkomzellen (HT1080, DSMZ, Deutschland, ACC 315) 

durchgeführt. Es wurden 3 Formen der Hypoxiebehandlung unterschieden: 1.) 24 h konstante 

Hypoxie (Langzeithypoxie), 2.) 4 h konstante Hypoxie (Kurzzeithypoxie) und 3.) 6 x 4 h 

Hypoxie/Tag (episodische Hypoxie) (Figure 1 in Heß et al. 2019). Hypoxie wurde definiert als 1 % 

Sauerstoff. DCT-Zellen wurden in RPMI-Medium (Roswell Park Memorial Institute-Medium), 

versetzt mit 10 % hitzeinaktiviertem fetalem Kälberserum, kultiviert. HT1080-Zellen wuchsen in 

DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium), versetzt mit 10 mM Hepes und 10 % 

hitzeinaktiviertem  fetalem Kälberserum. Die Zellkultur erfolgte unter Normoxie oder Hypoxie bei 

37°C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit. Die Aufarbeitung der Zellen erfolgte, wenn nicht 

anders beschrieben, unverzüglich nach Ende der (letzten) Hypoxie auf Eis.  

 

2.3. Transfektion 
 
Um die transkriptionelle Aktivität von HIF-1 in den verschiedenen Hypoxieformen zu untersuchen, 

wurden die Zellen auf 96-well-Platten (Greiner Bio-One GmbH) kultiviert und vor dem letzten 

Hypoxiezyklus mit einem modifizierten Firefly Luciferase pGL3-Promotor-Vektor (Promega) 

transfiziert, der das Hypoxie-responsive Element (HRE) 5‘ RCGTG in sechsfacher Ausführung 

enthält (pGL3p_6xHRE). Die nicht-modifizierte Variante des Vektors diente als Kontrolle (pGL3p). 
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Die Kotransfektion des Renilla Luciferase Vektors (Renilla-Vektor) diente der Überprüfung der 

Transfektionseffizienz und Normalisierung. Die kryokonservierten Plasmide wurden durch 

Plasmidpräparation gewonnen. Hierzu erfolgte nach Kultivierung in LB-Medium die Aufarbeitung 

mit einem entsprechenden Plasmid-Reinigungs Kit (QIAGEN). Die Prüfung auf Unversehrtheit 

der Plasmide erfolgte mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese. Genetische Modifikationen wurden 

in der PCR Analytik überprüft. 

12 h vor Beginn des letzten Hypoxiezyklus wurden die Zellen mit Hilfe des PolyMag-Systems (Oz 

Biosciences) transfiziert. Für die DCT-Zellen wurden pro well 100 µl RPMI-Medium, 2 µl  (200 ng) 

des Renillavektors und 1 µl (100 ng) des pGL3-Promotor-Vektors bzw. seiner modifizierten 

Variante gemischt und zu 0,3 µl des Polymag-Reagenz gegeben. Entsprechend wurden für die 

HT1080-Zellen 100 µl DMEM mit 2,25 µl (225 ng) Renilla-Vektor und 0,75 µl (75 ng) pGL3-

Promotor-Vektor bzw. dessen modifizierte Variante zu 0,3 µl Polymag-Reagenz gegeben. Nach 

20 min Komplexbildung bei Raumtemperatur wurde dieser Ansatz zu den Zellen gegeben. Die 

96-well-Platten wurden für 30 min auf der Magnetplatte in den Inkubator gestellt, dann erfolgte 

nach einem Waschschritt mit PBS der Mediumwechsel. Nicht-transfizierte Zellen auf derselben 

Platte dienten als Kontrolle zur besseren Einschätzung des Ausmaßes eines möglichen 

Zellstresses durch die Transfektion. Die Messung der Luciferaseaktivität erfolgte nach 

Zelllyseinduktion mit dem Dual-GloÒ assay System (Promega) im Synergy HTX multi-mode 

Reader (BioTek Instruments GmbH).  

 

2.4. qPCR 
 
Für die qPCR-Messungen wurde Gesamt-RNA isoliert. Zellen wurden mit eiskaltem PBS 

gewaschen und mit RNA-Bee (Biozol Diagnostica) versetzt. Anschließend erfolgte die RNA-

Präparation. Nach Phasentrennung mit Chloroform wurde die wässrige Phase in ein neues Gefäß 

überführt und mit Hilfe von Isopropanol die enthaltene RNA präzipitiert. Nach Zentrifugation bei 

4°C, 15 min, 12000 x g wurde das Nukleinsäurepellet 2 x mit Ethanol gewaschen. Anschließend 

erfolgte die Lösung der RNA in nukleasefreiem Wasser. Zur cDNA-Synthese wurden 2 µg der so 

gewonnenen RNA in 10 µl Wasser gelöst und 10 µl eines Mastermixes aus dNTPs, 

Randomprimern, Reverser Transkriptase, RNAse-Inhibtor, Puffer und Wasser hinzugegeben 

(Applied Biosystems). Die cDNA-Synthese erfolgte in folgenden Reaktionsschritten: 10 min 25°C, 

120 min 37°C und 5 min 85°C. 

Das Primerdesign für die qPCRs erfolgte mit Hilfe von Primer-Blast des National Center for 

Biotechnology Information (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index). Wann 

immer möglich, wurden Intron-überspannende Primer ausgewählt, die eine möglichst geringe 

Selbstkomplementarität aufwiesen. 
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Für die qPCR setzten wir neben den entsprechenden Primern und der cDNA den SYBRÔ Green 

Master Mix (ThermoFisher) ein, der DNA-Polymerase, dNTPs, Puffer, SYBR Green I zur 

Detektion doppelsträngiger DNA sowie eine interne Referenz zur Normalisierung und damit zum 

Herausrechnen unspezifischer Fluoreszenzsignale enthält. 

Die qPCR erfolgte jeweils für Triplikate und in 40 Zyklen aus Denaturierung (15 s, 95°C), 

Annealing (1 min, 62°C) und Elongation (30 s, 77°C) im StepOnePlus-System (Applied 

Biosystems). Die hierfür genutzten Primer sind in Tabelle 1 dargestellt. Die Normalisierung 

erfolgte über die 18S rRNA-Level mit Hilfe der DDCt-Methode. Es wurden jeweils mindestens 3 

biologische Replikate zugrunde gelegt.  

 

Tabelle 1 Primersequenzen für die qPCR der in vitro Versuche 

Primer Sequenz 
18S_rRNA_Fw 5‘ GATCAAAACCAACCCGGTCA 
18S_rRNA_Re 5‘ CCGTTTCTCAGGCTCCCTCT 
AldoC_Fw_Maus 5‘ GCTGAGCCAAATTGGGGTGG 
AldoC_Re_Maus 5‘ CCATCCAGCCCTTGAGTGGT 
Hk2_Fw_Maus 5‘ GTGCATCGCGGACTTCCTTG 
Hk2_Re_Maus 5‘ GGCGAATGGCTTCCTTCAGC 
Slc2a1_Fw_Maus 5‘ TCTTAAGTGCGTCAGGGCGT 
Slc2a1_Re_Maus 5‘ CTCCGTAGCGGTGGTTCCAT 
Adm_Fw_Maus 5‘ CAGCAGCTACCCTACGGGAC 
Adm_Re_Maus 5‘ CATCCATTGCTGCGGGAACC 
Hif-1a_Fw_Maus 5‘ CTTCCCCCGTCCACCCATTT 
Hif-1a_Re_Maus 5‘ CTTCGCCGAGATCTTGCTGC 
Cited-2_Fw_Maus 5‘ GGGTTTGGACCGCATCAAGG 
Cited-2_Re_Maus 5’ TCTTTCCGCCTGCGAGGTTA 
Ep300_Fw_Maus 5‘ ACCAGATTCCACCACAACCC 
Ep300_Re_Maus 5‘ GGCCACACCAGCATTTTCAC 
ALDO-C_Fw_human 5' TGCGGCTGCTAACTGGCTGCG 
ALDO-C_Re_human 5' TTGCCCGGGGCTACAATCCGC 
CA-9 Fw_human 5‘CGGGAGGCCTGGCCGTGTTG 
CA-9_Re_human 5' CCTGGGCACAGGGCGGTGTAGT 

 

2.5. Western Blot 
 
Für die Proteinanalysen wurden die Zellen lysiert und für Gesamtprotein aufgearbeitet. Der 

Lysepuffer enthielt 50 mM Tris (pH 6,8), 12,5 mM Dithiothreitol (DTT), 1% sodium dodecyl sulfate 

/ Natriumdodecylsulfat (SDS) sowie 4 M Harnstoff.  

Die Gele für die Elektrophorese wurden wie folgt vorbereitet: aus Aqua dest. und 

Ammoniumpersulfat (APS) wurde eine 10 %-ige Lösung hergestellt. Je nach zu detektierender 

Proteingröße, wurden Trenngele unterschiedlicher Konzentration gewählt. Für ein 10 %-iges 

Trenngel wurden 4,5 ml SDS-Puffer (pH 8,8), 1,5 ml Aqua dest. und 3 ml 3 % Acrylamid mit  7,5 µl 

TEMED und 75 µl der APS-Lösung versetzt. Nach Polymerisierung wurde das Trenngel mit dem 
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Ansatz für das Sammelgel (SDS-Puffer (pH 6,8), Aqua dest., Acrylamid, TEMED, APS) 

überschichtet. Die Gelelektrophoresekammer wurde mit Laemmli-Puffer befüllt und nach 

Einfüllen der Proben erfolgte die Elektrophorese (30 min bei 80 V, dann ca. 1 h bei 100 V). 

Anschließend wurden die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran geblottet. Der 

entsprechende Blottingpuffer enthielt dabei 22,5 mM Tris, 172,8 mM Glycin, 0,05 % SDS und 

20% Methanol. Die Membranen wurden im Anschluss mit einer 5 %-igen Milchpulverlösung in 

TBS-T (20,1 mM Tris,136,9 mM NaCl, 0,1 % Tween pH 7,6) blockiert und mit TBS-T gewaschen. 

Die Inkubation mit dem Primärantikörper erfolgte jeweils über Nacht bei 4°C. Nach erneutem 

Waschen in TBS-T wurde für 1 h mit dem Sekundärantikörper inkubiert, und dann nach weiteren 

Waschschritten das Chemilumineszenzsubstrat (WesternBightÔ Sirius, Advansta) zugegeben. 

Die Detektion erfolgte mittels Röntgenfilm (Fuji Film Super RX-N) bzw. im intas ECL Chemostar 

(Intas Science Imaging Instruments GmbH). Als Primärantikörper wurden anti-HIF-1a (10006421, 

Cayman Chemical), anti-acetyl-Histone H3 (06599, Biomol), anti-Tubb2B (TA 337744, Origene), 

anti-caspase 3 (AM08377PU-N, Acris) und anti-active caspase (3015-100, Biovision) verwendet. 

Als Sekundärantikörper nutzten wir donkey anti-rabbit und goat anti-mouse IgG-HRP (sc-2317 

und sc-2031, Santa Cruz Biotechnology). 

Mit Hilfe von Cycloheximid (CHX), einem Inhibitor der Elongation bei der Proteintranslation, wurde 

die Proteinstabilität von HIF-1a in den verschiedenen Hypoxieformen verglichen. CHX wurde in 

einer Endkonzentration von 100 µg/ml nach der (letzten) Hypoxie zu den Zellen gegeben. Nach 

einer Stunde erfolgte die Zellernte mit anschließender Aufarbeitung wie oben beschrieben. 

 

2.6. Differentielle Zentrifugation 
 
Für eine separate Untersuchung der Kern- und Cytosolproteine wurden Zellen mit einem 

Lysispuffer (Proteaseninhibitor-Cocktail (Roche), 1 mM DTT, 0,5% Nonidet P40, 25% Glukose, 

0,1% SDS, 140 mM NaCl, 20 mM Tris) für 10 min auf Eis inkubiert und anschließend für 10 min 

bei 4°C und 10 000 x g zentrifugiert. Der hierdurch erhaltene Überstand enthielt die cytosolischen 

Proteine, das Pellet die nukleären Anteile. Das Pellet wurde nach einem Waschschritt mit 

phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) in SDS resuspendiert und dann ebenso wie die 

cytosolischen Proteine wie oben beschrieben dem üblichen Western Blot-Verfahren unterzogen.  

 

2.7. Methylierungsanalyse 

 
Die Isolierung genomischer DNA aus den oben beschriebenen Versuchen mit DCT-Zellen 

erfolgte mit Hilfe des DNeasy Blood & Tissue Kit von QIAGEN. Die Analyse der Methylierung von 

hypoxie-responsiven Elementen in den Promotorregionen ausgewählter HIF Zielgene erfolgte 

dann mit dem EZ DNA Methylation-StartupÔ Kit (ZYMO RESEARCH), das sich die Bisulfit-
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Konversion mit anschließender PCR-basierter Amplifikation zunutze macht. Bisulfit überführt 

nicht-methyliertes Cytosin in Uracil, während methylierte Cytosine nicht konvertiert werden. 

Entsprechende Methylierungsspezifische Primer wurden mit Hilfe des Bisulfite Primer Seeker-

Programms (www.zymoresearch.com/tools/bisulfite-primer-seeker) abgeleitet; ihre Sequenzen 

sind in Tabelle 2 dargestellt.  

 

Tabelle 2 Primersequenzen für die qPCR der Methylierungs-Versuche 

Primer Sequenz 
Aldo-C_HRE3methyl_Fw 5‘ TATTTATAGGTGAGTAAGTTGAGGGTTATG 
Aldo-C_HRE3methyl_Re 5‘ ATTCTCCTCCAAAATATACCTCTACAATAC 
Egln-3_methyl_Fw 5‘ AAATAGAAGAGGAAAGAAGGAAAGATATTAGG 
Egln-3_methyl_Re 5‘ AATCCCCTAACAAACTTAAAAACCTAAATCTC 

 

 

Nach Amplifikation der bisulfit-behandelten DNA mit Hilfe der spezifischen Primer und des Zymo 

Taq Premix (10 min 95°C, 42 Zyklen aus je 30 sek 95°C, 45 sek 54°C und 1 min 72°C, dann 

7 min 72°C), erfolgte eine Säulenreinigung (Qiagen). Als Positivkontrolle der PCR diente der 

universal methylated human DNA standard (bisulfit-behandelt) (50 ng, Primer aus dem Kit mit 

einer Annealing-Temperatur von 59°C). Als Negativkontrollen wurden nicht-bisulfit-behandelte 

universal methylated human DNA standards mit den entsprechenden Primern sowie eine Probe 

ohne DNA-Template mitgeführt. Anschließend erfolgte ein enzymatischer Verdau mit Hilfe des 

Restriktionsenzyms HpyCH4IV (New England Biolabs). Dieses schneidet die Sequenz A’CGT 

und damit die HRE-Sequenz der Promotoren oben genannter Gene, vorausgesetzt, CG ist 

methyliert und somit nach Bisulfitbehandlung und PCR nicht in CT umgeschrieben (A’TGT wird 

nicht durch das Restriktionsenzym geschnitten). Der 50 µl-Restriktionsansatz setzte sich wie folgt 

zusammen: 5 µl DNA aus o.g. PCR, 0,1 µl HPYCH4IV (entspricht 1 U), 5 µl 10x Puffer und 39,9 

µl Wasser) – die Inkubation erfolgte für 1 h bei 37 °C, gefolgt von 20 min bei 65°C. Eine 

Säulenreinigung wurde angeschlossen, die Analyse erfolgte auf einem 2 %-igen Agarosegel. 

Eine DNA-Methylierung konnte über Bandengrößen des Amplikons bzw. ggf. der 

Restriktionsfragmente im Agarosegel erkannt werden. 

 

2.8. Apoptoseinduktion und ROS Messung 
 
Um die ROS Produktion in den verschiedenen Versuchsbedingungen zu untersuchen, wurden 

die Zellen nach der (letzten) Hypoxie in Normoxie überführt und in Serum-freiem Medium unter 

Lichtabschluss 30 min lang mit jeweils 10 µM 2‘,7‘-Dichlorofluoresceindiacetat (DCFDA, Sigma) 

inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS erfolgte die Inkubation mit 0,03 % 

Wasserstoffperoxid. DCFDA diffundiert in die Zellen und wird von dort agierenden Esterasen 
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deacetyliert und dann durch ROS zum fluorescierenden 2‘,7‘-Dichlorofluorescein oxidiert. Über 

die Messung der Intensität der Fluoreszenz im Synergy HTX multi-mode plate reader (BioTek 

Instruments GmbH) erfolgte die indirekte Quantifizierung der ROS Produktion. Eine 

Normalisierung auf die jeweilige Zellzahl ist erfolgt. Es wurden drei biologisch unabhängige 

Experimente mit jeweils 10 Replikaten durchgeführt. 

In einem weiteren Versuch wurden die Zellen für 3 h unter Normoxie im Anschluss an die (letzte) 

Hypoxiephase mit 1 µM Staurosporin behandelt. Dabei handelt es sich um einen unspezifischen 

Kinasehemmer, der über Caspase-3 die Apoptose induziert. Es erfolgten dann die Aufarbeitung 

der Zellen für Gesamtprotein sowie Western Blots nach oben beschriebenem Protokoll zur 

Detektion von aktiver Caspase-3 (n=3). 

Zur Bestimmung der statistischen Signifikanz von zwei zu vergleichenden Bedingungen wurde 

der ungepaarte Students-T-Test angewendet. Bei mehr als zwei zu vergleichenden Bedingungen 

wurde der one-way ANOVA mit post hoc Tukey Test benutzt (GraphPad Prism 8.0). Ein p-Wert 

von < 0,05 wurde als signifikant angesehen. 
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3. Ergebnisse 
 
3.1. Das in vivo Modell CsA vermittelter Hypoxie bringt ein hypoxie-untypisches 
Genexpressionsmuster hervor 

Frühere Versuche haben gezeigt, dass CsA im Mausmodell episodische Hypoxie auslöst, die mit 

einem Anstieg der HIF-1a Menge, jedoch nicht mit einer vermehrten Transkription von HIF 

Zielgenen einhergeht [28]. Ausgehend von Vergleichen der HIF Zielgen-mRNA-Expression in 

qPCR-Versuchen verschiedener renaler Hypoxiemodelle wurde die Hypothese aufgestellt, dass 

die durch CsA ausgelöste episodische Hypoxie bezüglich der zellulären Reaktion weder mit 

konstanter Hypoxie nach Rhabdomyolyse-induziertem Nierenversagen, noch mit konstanter 

tubulärer HIF Aktivierung durch VHL-ko gleichgesetzt werden kann (Figure 2 in Heß et al. 2019) 

[34]. Die weiterführende Auswertung von Microarraydaten aus den CsA vs. VHL-ko Modellen 

wiesen ebenfalls auf eine mangelnde HIF Antwort hin (Figure 3 in Heß et al. 2019) [34]. 

Genexpressionsanalysen zu funktionellen Signalwegen zeigten, dass nach CsA Behandlung 

in vivo spezifisch Gene mit Zuordnung zum oxidativen Stoffwechsel herauf reguliert wurden 

(Pathways: „Elektron Transport Chain“, „Oxidative Phosphorylation“) (Table 1 in Heß et al. 2019) 

[34]. Ein wesentlicher Unterschied zum Genexpressionsmuster nach renaler Hypoxie, zum 

Beispiel durch Rhabdomyolyse ist weiterhin, dass nach CsA Behandlung Gene mit Assoziation 

zu oxidativem Stress vermehrt exprimiert werden (Pathways: „Oxidative Stress“, „Glutathione 

Metabolism“) (Table 1 in Heß et al. 2019) [33, 34]. Die Frage, warum es nach CsA vermittelter 

episodischer Hypoxie der Nieren in vivo trotz verstärkter HIF-1a Akkumulation zu keiner 

Erhöhung der HIF Aktivität kommt, sollte näher untersucht werden. 

 

3.2. Etablierung eines in vitro Modells episodischer Hypoxie 

Um die der episodischen Hypoxie nach CsA Behandlung zugrundeliegenden molekularen 

Signalwege zu untersuchen, wurde ein in vitro-Modell etabliert. DCT- und HT1080-Zellen wurden 

an 6 aufeinanderfolgenden Tagen jeweils für 4 h einer Hypoxie ausgesetzt. Zum Vergleich 

dienten Zellen aus Normoxie sowie aus 4 h und 24 h Hypoxie (Figure 1 in Heß et al. 2019) [34]. 

Wir entschieden uns für eine tägliche Hypoxie von 4 h, weil frühere Versuche im Mausmodell 2 h 

nach CsA Gabe eine signifikante Hypoxie gezeigt hatten und eine gewisse Zeitspanne für die 

Diffusion durch das Zellmedium sowie die molekulare Reaktion zusätzlich gewählt wurde [28].  

Für eine bessere Vergleichbarkeit wählten wir für die episodische Hypoxie 6 x 4 h, also eine 

Gesamthypoxie von 24 h. Western Blot Analysen zeigten, dass es in vitro nach episodischer 

Hypoxie zu einer ausgeprägten Akkumulation von HIF-1a kommt. Tatsächlich zeigte sich sowohl 
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in DCT- als auch in HT1080-Zellen ein signifikant stärkerer HIF-1a Anstieg im Vergleich zu 24 h 

Hypoxie (Figure 4 in Heß et al. 2019) [34].  

 
3.3. Episodische Hypoxie erhöht die HIF-1a Proteinstabilität  

 
Als Ursache für diesen Anstieg der HIF-1a Proteinmenge waren zunächst sowohl eine vermehrte 

Transkription des HIF-1a Gens, eine verstärkte Translationsrate sowie eine erhöhte 

Proteinstabilität denkbar. Eine vermehrte Transkription des HIF Gens in episodischer Hypoxie 

konnten wir mit Hilfe von qPCR-Untersuchungen ausschließen (Abbildung 1).  

 

 

Abbildung 1 Keine Erhöhung der Hif-1a mRNA Menge nach episodischer Hypoxie. Real time PCR 
Analyse der Hif-1a mRNA in DCT-Zellen nach Normoxie (Kontrolle), episodischer Hypoxie (6 Tage à 4 h 
1 % O2 pro Tag) bzw. einmalige Inkubation bei 1 % O2 für 4 oder 24 h. Die Normalisierung erfolgte auf 18S 
rRNA. *: p< 0,05 (n=6) 

 

Da die a-Untereinheit für ihre Stabilitätsvarianz unter verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen 

bekannt ist, testeten wir anschließend die Stabilität der a-Untereinheit in den verschiedenen 

Hypoxieformen mit Hilfe des Translationshemmers Cycloheximid [35, 36]. Aufgrund der kurzen 

Proteinhalbwertszeit von HIF-1a [37], wurden die Zellen 1 h nach Zugabe von Cycloheximid 

geerntet und aufgearbeitet. Im anschließenden Western Blot konnte eine signifikant erhöhte HIF-

1a Menge in allen Hypoxieformen gegenüber Normoxie nachgewiesen werden. Zudem zeigte 
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sich eine signifikant erhöhte Proteinmenge in episodischer Hypoxie gegenüber 24 h Hypoxie 

(Abbildung 2). Eine erhöhte Proteinstabilität scheint demnach die verstärkte Akkumulation von 

HIF-1a in episodischer Hypoxie – zumindest partiell – zu erklären. 

 

 

 

Abbildung 2 HIF-1a Stabilität in DCT-Zellen in den verschiedenen Hypoxieformen. (A) repräsentativer 
Western Blot der HIF-1a Menge in den verschiedenen Hypoxieformen mit und ohne CHX-Behandlung für 
1 h. (B) Quantifizierung der Ergebnisse. Tubulin diente als Ladekontrolle. Dargestellt ist die HIF-1a 
Proteinmenge nach 1 h CHX-Behandlung in Prozent vom Ausgangswert. Es zeigt sich eine siginifikant 
erhöhte Proteinstabilität in episodischer Hypoxie verglichen zu 24 h Hypoxie. Signifikanz im Vergleich zu 
Kontrolle: ##: p< 0,01, ###: p< 0,001. Signifikanz zwischen den Hypoxieformen: **: p< 0,01 (n=6) 
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3.4. Episodische Hypoxie in vitro initiiert nicht die typische HIF Antwort 
 

Um zu testen, ob die HIF-1a Akkumulation in episodischer Hypoxie zu einer vermehrten 

Expression von HIF Zielgenen führt, wurde die Gesamt-RNA aus den Zellversuchen im Rahmen 

von qPCRs auf HIF Zielgene untersucht. Die getesteten HIF Zielgene (Aldolase-C, Hexokinase-

2, Glukosetransporter-1, Adrenomedullin) waren in DCT-Zellen jeweils nach 24 h Hypoxie 

signifikant stärker exprimiert als in episodischer Hypoxie (Figure 6 in Heß et al. 2019) [34]. Um 

zu untersuchen, ob die Beobachtung spezifisch für renale Mauszellen ist, wurde zusätzlich eine 

mRNA Quantifizierug zu den HIF Zielgenen Aldolase C und Carboanhydrase 9 in humanen 

Fibrosarkomzellen (HT1080) mit je 3 biologischen Replikaten durchgeführt, die denselben Trend 

zeigten (Abbildung 3).  
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Abbildung 3 Herabgesetzte transkriptionelle Aktivität von HIF-1 nach episodischer Hypoxie in humanen 
HT1080 Zellen. Real time PCR Analyse der HIF-1 Zielgene (A) Aldolase C (ALDO-C) und (B) 
Carboanhydrase (CA-9). Die Normalisierung erfolgte auf 18S rRNA. *: p< 0,05; ***: p< 0,001 (n=3) 

 

Zur Bestätigung einer inadäquaten HIF Aktivität nach episodischer Hypoxie wurden DCT- und 

HT1080-Zellen mit einem HIF abhängigen Luciferase-Reportervektor transfiziert, dessen 
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Promotor sechs HRE (Hypoxia Response Elements) Motive enthält. Auch hier zeigte sich trotz 

starker HIF-1a Akkumulation eine limitierte transkriptionelle Aktivität von HIF-1 in episodischer 

Hypoxie in beiden Zelllinien (Figure 5 in Heß et al. 2019) [34]. 

3.5. Eine beeinträchtigte nukleäre HIF-1a Translokation erklärt die fehlende HIF Antwort 
 

Als mögliche Erklärung für die fehlende HIF Antwort trotz HIF-1a Akkumulation, zogen wir 1) eine 

veränderte Interaktion zwischen HIF und seinen Kofaktoren, 2) Veränderungen der Methylierung, 

sowie 3) eine verminderte nukleäre Translokation der a-Untereinheit in Betracht. Epigenetische 

Einflüsse spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation von HIF Zielgenen [38]. EP300 (E1A 

binding protein p300) ist ein bekannter Koaktivator von HIF-1. Er besitzt Histon-Acetyltransferase-

Aktivität und induziert eine Entwindung des Chromatins, was die Expression zahlreicher HIF 

Zielgene erleichtert. Indem er an die Transaktivierungsdomäne von HIF-1a bindet, ist er als 

epigenetischer Regulator aktiv. Seine Funktion wird u.a. durch posttranslationelle Modifikationen 

von HIF beeinflusst – ein Beispiel hierfür ist die Hydroxylierung eines Asparagins von HIF-1a 

durch FIH-1 (factor inhibiting HIF-1) [38]. CITED-2 (CBP/p300 interacting transactivator 2) ist 

wiederrum dazu in der Lage mit EP300 zu interagieren und so die Aktivität EP300-abhängiger 

Transkriptionsfaktoren wie HIF-1 zu beeinflussen. Die Affinität von CITED-2 zu EP300 ist um ein 

Vielfaches höher als die von HIF-1a. Deshalb kann CITED-2 die HIF-1a Aktivität verringern [39]. 

Unter der Annahme, dass EP300 und / oder CITED-2 in ihrer Menge in den verschiedenen 

Hypoxieformen verändert sein könnten, untersuchten wir die entsprechende mRNA-Menge in 

den verschiedenen Hypoxieformen exemplarisch mittels qPCR. Es zeigten sich keine 

signifikanten Unterschiede zwischen 4 h, 24 h und 6 x 4 h Hypoxie (Abbildung 4).  
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Abbildung 4 Exemplarisch getestete HIF Kofaktoren zeigen keine Änderung auf mRNA Ebene in DCT-
Zellen nach episodischer Hypoxie. qPCR Analyse; die Normalisierung erfolgte auf 18S rRNA.  (A) zeigt 
den inhibitorischen HIF Kofaktor Cited-2. (B) zeigt den HIF Koaktivator Ep300. *: p< 0,05 (n=6) 

 

Anschließend wurde die Methylierung der DNA untersucht. Die vermehrte Bindung von CH3-

Gruppen an Cytosine in CpG-Dinukleotiden im Promotorbereich von Genen führt üblicherweise 
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zur verminderten Transkription des entsprechenden Gens [40]. Da auch eine veränderte 

Methylierung in episodischer Hypoxie eine Rolle spielen könnte, untersuchten wir exemplarisch 

bestimmte hypoxie-responsive Elemente in den Promotorregionen der HIF Zielgene 

Prolylhydroylase 3 (Phd3, alias Egln3) und Aldolase C (Aldo-C) auf eventuell veränderte 

Methylierung in den verschiedenen Hypoxieformen. Nach Bisulfitkonversion und Amplifikation der 

ausgewählten Promotorsequenzen wurden die Amplikons einem Restriktionsansatz mit 

HpyCH4IV zugeführt. HpyCH4IV konnte das Amplikon aus dem Phd3-Promotor in keiner der 3 

Hypoxieformen schneiden, während das Amplikon des Aldo C-Promotors in allen Hypoxieformen 

geschnitten wurde. Wir gehen deshalb davon aus, dass das untersuchte HRE im Phd3-Promotor 

unter allen Testbedingungen unmethyliert vorliegt, jenes im Aldo C-Promotor hingegen 

methyliert. Es zeigten sich jeweils keine Unterschiede in der Methylierung der untersuchten HRE 

zwischen den verschiedenen Hypoxieformen (Abbildung 5). Zu beachten ist, dass der Aldolase 

C Promotor weitere HRE beinhaltet, deren Methylierungsstatus hier nicht untersucht wurde. 
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Abbildung 5 Methylierungsstatus der getesteten HRE in den Promotorregionen der HIF Zielgene Aldolase 

C (Aldo-C) und PHD3 (alias Egln3). Agarosegelelektrophorese nach Bisulfitkonversion, PCR und 
Restriktion für die Promotoren von Aldo C (oben) und Phd3 (unten) in DCT Zellen in verschiedenen 

Hypoxieformen. Episodische Hypoxie führt nicht zu einer Änderung des Methylierungsstatus der 

getesteten HRE in den Promotorregionen der HIF Zielgene Aldo-C und Phd3. Das das HRE 3 beinhaltende 

Amplikon des Aldo C Promotors hat eine Länge von 220 bp, nach Restriktion waren 164 und 56 bp große 

Restriktionsfragmente zu erwarten. Das Amplikon für den Phd3 Promotor ist 158 bp groß – nach 

Restriktion wären 126 und 32 bp zu erwarten. Für die Zellen in 4 h Hypoxie und episodischer Hypoxie 

bestand ein anderer Erntezeitpunkt als für Zellen in 24 h Hypoxie, so dass auch 2 Kontrollen (1 & 2) 

mitgeführt wurden. Auf dem Agarosegel mit untersuchte Bedingungen zur Präkonditionierung („präkond“) 
waren Bestandteil parallel durchgeführter Versuchsreihen und sollen hier nicht weiter erläutert werden. 

(n=3) 
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Um als Transkriptionsfaktor zu fungieren, muss die a-Untereinheit von HIF-1 in den Zellkern 

gelangen [8]. Der nukleäre Proteinimport stellt einen wichtigen regulatorischen Mechanismus in 

Hinblick auf Transkription und Replikation dar [41]. Unsere bisherigen Western Blots konnten nur 

die Gesamtmenge von HIF-1a in den Zellen detektieren – Aufschlüsse über die genaue 

Lokalisation ergaben sich hieraus nicht. Nachdem sich kein Hinweis auf eine Beeinträchtigung 

der transkriptionellen HIF Aktivität durch eine veränderte Kofaktorexpression oder veränderte 

Methylierungsmuster der Zielgene zeigte, wurde die subzelluläre Lokalisation von HIF-1a mit 

Hilfe der differentiellen Zentrifugation zur Isolation von cytosolischen- vs. Kernextrakten 

untersucht. Während nach 24 h Hypoxie HIF-1a fast ausschließlich in der Kernfraktion 

akkumulierte, blieb nach episodischer Hypoxie die HIF-1a Proteinmenge weitestgehend auf das 

Cytosol beschränkt (Figure 7 in Heß et al. 2019) [34]. Somit korrelierte eine unzureichende HIF 

Aktivität in episodischer Hypoxie mit einer gestörten nukleären HIF-1a Translokation. 

 

3.6. Episodische Hypoxie führt zu einem moderaten Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies 
sowie zu einer Aktivierung zellulärer Schutzmechanismen 
 
Ausgehend von den in vivo Gene Ontology- und Microarray-Analysen, untersuchten wir das 

renale Transkriptom CsA behandelter Mäuse auf eine mögliche Aktivierung zellulärer 

Schutzmechanismen gegen ROS und fanden signifikant heraufregulierte Gene, die mit dem 

Glutathionsystem assoziiert sind. Hierbei handelt es sich erneut um einen Unterschied im 

Transkriptom verglichen mit anhaltender HIF Aktivierung im VHL-Knockout-Modell (Figure 8A in 

Heß et al. 2019). Es erfolgte die in vitro Verifizierung dieser Ergebnisse mit Hilfe eines 2‘,7‘-

Dichlorfluorescein-Diacetat-Assays mit DCT-Zellen. Hier zeigte sich keine Erhöhung der ROS 

Mengen nach 4 h Hypoxie, eine moderate Erhöhung nach episodischer und die deutlichste 

Erhöhung nach 24 h Hypoxie (Figure 8B in Heß et al. 2019). Zusammenfassend konnte sowohl 

auf Expressionsebene für Kandidatengene des Glutathionsystems in vivo, als auch über die 

detektierte ROS Menge in vitro eine Besonderheit der episodischen Hypoxie gegenüber Kurzzeit- 

(4 h) und Langzeit- (24 h) Hypoxie aufgezeigt werden. 

 

3.7. Episodische Hypoxie schützt in vitro vor Apoptose 
 
Zur genaueren Untersuchung der Konsequenzen der beobachteten Unterschiede zwischen 

episodischer und anhaltender Hypoxie, sollte der Einfluss episodischer Hypoxie auf das 

Zellüberleben analysiert werden. Hierzu erfolgte die Apoptoseinduktion mit Hilfe des 

unspezifischen Kinaseinhibitors Staurosporin nach Exposition der Zellen gegenüber den 

beschriebenen Hypoxieformen mit anschließender Reoxygenierung (3 h). Sowohl im Vergleich 

zu 4 h Hypoxie als auch zu 24 h Hypoxie, zeigten die Zellen nach episodischer Hypoxie signifikant 
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geringere Mengen des Apoptosemarkers aktive Caspase-3 (Figure 9 in Heß et al. 2019). Diese 

Ergebnisse lassen einen protektiven Einfluss episodischer Hypoxie gegenüber Apoptose 

vermuten, der hauptsächlich auf HIF unabhängigem Schutz vor ROS zu beruhen scheint. 
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4. Schlussfolgerung 

Die Forschung rund um Hypoxie und Reoxygenierung beschäftigt Wissenschaftler weltweit 

bereits seit Jahrzehnten. Vor allem im Zusammenhang mit kardiovaskulären Erkrankungen wie 

dem Myokardinfarkt oder Apoplex sowie Tumorerkrankungen und Schlafapnoesyndromen 

wurden diesem Phänomen spezifische Effekte zugeschrieben [42 - 45]. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein in vitro Modell episodischer Hypoxie etabliert, mit dessen 

Hilfe die zellulären Signalwege einer CsA Behandlung im Mausmodell nachempfunden werden 

konnten. Unsere Ergebnisse konnten die Beobachtung einer renalen HIF-1a Akkumulation ohne 

korrespondierenden Anstieg der transkriptionellen Aktivität verifizieren. Damit unterscheiden sich 

diese Ergebnisse von üblichen Modellen episodischer Hypoxie wie beispielsweise Modellen für 

obstruktive Schlafapnoe oder Krebserkrankungen, die neben der erhöhten HIF Menge auch einen 

Anstieg von HIF Zielgenen zeigen [24, 46].  

Ausschlaggebend für die unzureichende HIF Aktivität nach episodischer Hypoxie ist die 

Beeinträchtigung der nukleären Translokation von HIF-1a. Obwohl unsere Versuche zu DNA-

Methylierung und HIF Kofaktoren keine signifikanten Unterschiede zu anhaltender Hypoxie 

zeigten, ist ein Einfluss dieser Faktoren auf die HIF Aktivität in episodischer Hypoxie nicht 

auszuschließen, da diese nur exemplarisch an einigen Beispielen und nur auf mRNA Ebene 

untersucht wurden. Eine Einflussnahme ist daher auch nur für die hier untersuchten Beispiele auf 

der jeweils untersuchten Ebene auszuschließen. 

In vielen experimentellen Szenarien intermittierender Hypoxie ist eine vermehrte ROS Produktion 

nachweisbar, was beispielsweise auf eine Hemmung des Komplexes I der mitochondrialen 

Elektronentransportkette zurückzuführen ist [47]. Tatsächlich zeigte sich dieser Anstieg der ROS 

Menge in episodischer Hypoxie verglichen mit Normoxie und 4 h Hypoxie auch unter den 

experimentellen Bedingungen dieser Arbeit. Im Vergleich zu 24 h Hypoxie war die ROS Menge 

jedoch signifikant geringer. Es ist bekannt, dass hohe Mengen reaktiver Sauerstoffspezies Zellen 

schädigen und deren Lebenszeit verkürzen können. Moderat erhöhte ROS Spiegel hingegen sind 

in der Lage vor Apoptose zu schützen, zum Teil über die Aktivierung antioxidativer Mechanismen, 

und tragen so zu einer gewissen Langlebigkeit diverser Organismen bei [48 - 50].  

So konnte auch in dem in dieser Arbeit verwendeten Zeitregime, bzw. im Vergleich verschiedener 

Hypoxieformen, die geringste Apoptoserate nach Auslösung von Zellstress nach episodischer 

Hypoxie detektiert werden. Es wird vermutet, dass die hiermit verbundenen protektiven 

Mechanismen zum verspäteten Beginn der Gewebeschädigung beitragen, die in früheren 

Versuchen 6 Wochen nach CsA Behandlung zu verzeichnen waren [28]. Während Lee et al. & 

Zhao et al. beschreiben, dass erhöhte ROS Level zu einer verbesserten HIF Aktivität führen, was 

wiederum die ROS Mengen reduziert, scheint die hier beobachtete Widerstandsfähigkeit 

gegenüber Apoptose HIF unabhängig zu sein [51, 52]. Entgegen unserer Annahme eines 
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Zusammenhanges zwischen der fehlenden HIF Antwort in episodischer Hypoxie und den 

nephrotoxischen Nebenwirkungen der CsA Therapie, zeigten die DCT-Zellen in episodischer 

Hypoxie sogar eine Verstärkung anti-apoptotischer Schutzmechanismen.  

Obwohl einige in vivo Ergebnisse in vitro reproduziert werden konnten, ist anzunehmen, dass 

CsA weitere Mechanismen beeinflusst. D‘ Angelo et al. konnten nachweisen, dass eine einzelne 

CsA Gabe in vitro die hypoxieabhängige HIF-1a Stabilisierung verhindern kann, was ein intaktes 

Proteasom erfordert [53]. Unsere in vivo und in vitro Versuche hingegen ergaben eine HIF-1a 

Akkumulation und weisen damit auf einen von HIF Hydroxylierung und proteasomalem Abbau 

abweichenden Mechanismus hin. Abhängig von Zeitpunkt, Dauer und Zelltyp scheinen also 

verschiedene Signalwege zu existieren, die die HIF Aktivität verhindern.  

Allgemein weist eine Vielzahl von Daten aus der Niere auf ein Zusammenspiel aus ROS und 

Inflammation als Ursache der renalen Schädigung durch Ischämie / Reperfusion, zum Beispiel 

im Rahmen einer Sepsis oder akuten Infarzierung hin [54]. Episodische Hypoxie wie in dieser 

Arbeit untersucht, ist letztlich eine wiederkehrende Abfolge zwischen Hypoxie und 

Reoxygenierung. Entgegen der Annahme, dass eine möglichst schnelle Reoxygenierung nach 

Hypoxie durch ein Wiederauffüllen der ATP-Reserven und eine Wiederherstellung der zellulären 

Homöostase das Überleben der Zelle sichert, kann die Gewebeschädigung durch 

Reoxygenierung noch verstärkt werden. Dieses Phänomen wird unter anderem auf das 

Ungleichgewicht zwischen einer vermehrten ROS Produktion durch Reoxygenierung einerseits 

und der Unfähigkeit der noch energiedepletierten Zelle, diese ROS zu detoxifizieren andererseits, 

zurückgeführt [55]. Mit der Präkonditionierung ist ein Phänomen bekannt geworden, das 

intrinsische zelluläre Schutzmechansimen aktivieren und so eine Adaptation an Zellstress 

ermöglichen kann [56]. Zellen, die einem transienten, subletalen Stress, wie beispielsweise 

kurzen Hypoxien, ausgesetzt werden, entwickeln also eine gewisse Toleranz gegenüber einem 

folgenden, potentiell tödlichen Stressor [57]. Auch bei der Präkonditionierung spielt HIF u.a. als 

Initiator der Reprogrammierung des zellulären Energiestoffwechsels und als Vermittler zwischen 

oxidativem Stress und der Immunantwort eine entscheidende Rolle [36]. Darüber hinaus ist 

bekannt, dass ROS in geringen Mengen als Signalmediatoren fungieren und so im Rahmen von 

Präkonditionierung „Survival“-Programme der Zelle aktivieren können. Unter anderem wird Ihnen 

ein Einfluss auf die Gefäßweite und damit auf die metabolischen Anforderungen zugeschrieben 

[57]. Für HIF konnten sowohl vorteilhafte als auch nachteilige Effekte im Kontext von 

intermittierender Hypoxie und Hypoxie / Reoxygenierung gezeigt werden. Während HIF im 

Allgemeinen ein zelluläres Überleben in Sauerstoffmangelsituationen ermöglicht, indem er eine 

vom Sauerstoff unabhängige ATP-Produktion begünstigt, spielt er andererseits eine 

entscheidende Rolle bei der Entwicklung renaler Fibrose [52, 58 - 61]. In unserem Modell wird 

von einer weitestgehend HIF unabhängigen zellulären Anpassung ausgegangen, da die gewählte 

Hypoxie-Zeit von 4 h pro Tag offenbar zu kurz für eine adäquate HIF Antwort ist. Parallelen 
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zwischen zellulärer Konditionierung wie in dieser Studie beobachtet und dem Phänomen 

„Präkonditionierung“ sollten weiter untersucht werden. 

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass das vorliegende in vitro Modell episodischer Hypoxie 

eine HIF unabhängige Antwort hervorruft und in dieser Hinsicht den Ergebnissen der CsA 

Versuche in vivo entspricht. Die HIF Akkumulation, die sich jedoch hauptsächlich auf das Cytosol 

zu beschränken scheint und daher nicht zu einer Aktivierung entsprechender HIF Zielgene führt, 

wurde verifiziert. Zudem konnte gezeigt werden, dass Zellen in episodischer Hypoxie einen 

moderaten Anstieg der Menge reaktiver Sauerstoffspezies aufweisen, was mit einem gewissen 

Schutz vor Apoptose korreliert. Es wird angenommen, dass die Zellen in episodischer Hypoxie 

ein gewisses „zelluläres Gedächtnis“ für die Dauer und Periodik der Zyklen von Hypoxie / 

Reoxygenierung bzw. eine Konditionierung aufbauen und so eine adäquate Adaptation initiieren 

können, die vor allem eine suffiziente ROS Eliminierung beinhaltet. 

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass sich episodische Hypoxie im Kontext von CsA von 

allgemeinen Modellen intermittierender Hypoxie sowie anhaltender Hypoxie oder HIF Aktivierung 

teilweise unterscheidet. Die hier aktivierten Schutzmechanismen könnten die CsA vermittelten 

nephrotoxischen Effekte abmildern, sie aber möglicherweise aufgrund der fehlenden 

schützenden Effekte von HIF auf lange Sicht nicht verhindern. 

Zukünftige Forschungsbemühungen werden die molekularen Mechanismen hinter den anti-

apoptotischen Effekten episodischer Hypoxie und ihren Einfluss auf Gewebeschädigung 

fokussieren, um mögliche Zielstrukturen für eine Abmilderung nephrotoxischer Nebenwirkungen 

von CsA zu identifizieren. Weitere Untersuchungen sind außerdem nötig, um die spezifischen 

Regulatoren der HIF-1 Aktivität / Translokation in episodischer Hypoxie zu entschlüsseln und die 

Pathogenese der Organschädigung durch Hypoxie / Reoxygenierung zu beleuchten. Ob der 

moderate Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies, die fehlende HIF Antwort oder ein anderer 

Mechanismus die langfristige, CsA vermittelte Nephrotoxizität bestimmt, muss in weiteren 

Untersuchungen ermittelt werden. 
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Protokolle der Arbeitsgruppe an und passte sie, wann immer nötig, an besondere Erfordernisse 

der Versuche an. Die Arbeit mit der Zellkultur inklusive der Plasmidpräparation, Zelltransfektion 

mit anschließender Messung und Auswertung der Reportergen-Assays sowie die Aufarbeitung 

der Zellen mit Gewinnnung von RNA und Protein, die Synthese von cDNA, qPCR-Versuche, 

differentielle Zentrifugation und Western Blots wurden von mir geplant, durchgeführt und 

ausgewertet, wobei ich insbesondere bei der statistischen Auswertung und der grafischen 

Darstellung von Frau Dr. Kasim und Herrn Prof. Dr. Fähling unterstützt wurde. Die Etablierung 

des Protokolls für die Methylierungsuntersuchungen sowie dessen Ausführung und Anpassung 

konnte ich vollständig in Eigenarbeit absolvieren. Obwohl ich die Laborarbeiten und deren 

zahlreiche Wiederholungen zumeist selbständig durchführte, danke ich Frau Jeannette Schmidt, 

Frau Ursula Kastner und Frau Heide Lück dafür, dass sie mich mit einigen dieser Arbeiten 

unterstützten. Frau Dr. Kasim plante die ROS-Assays und Apoptoseinduktionsversuche, führte 

diese durch und wertete sie aus. Frau Dr. Susanne Mathia und Herr Prof. Dr. Christian 

Rosenberger trugen hauptsächlich zu den in vivo-Ergebnissen bei, indem sie die entsprechenden 

Tierversuche mit CsA, VHL-Knockout und Rhabdomyolyse-induziertem Nierenversagen 

durchführten, deren RNA Herr Prof. Dr. Fähling für qPCR-Versuche und Microarray-Analysen 

nutzen konnte. Herr Prof. Dr. Fähling wertete die Microarraydaten aus und führte die Gene 

Ontology-Analysen durch, die als Grundlage der weiteren Projektplanung dienten. Für die 
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Erstellung des Manuskriptes erfolgten diverse Diskussionen im Kreis der Koautoren. Die 

Konzeption und Ausformulierung erfolgten hauptsächlich durch uns Erstautoren, Frau Dr. Kasim 

und mich. Zusammen mit Herrn Prof. Dr. Fähling und Herrn Prof. Dr. Rosenberger, der 

insbesondere die Verbindung unserer Untersuchungen zur klinischen Anwendung diskutierte, 

konnten wir das Manuskript überarbeiten und fertigstellen. Die Bearbeitung der Revision erfolgte 

durch mich und meinen Doktorvater. Während des gesamten Projektes erhielten wir zudem 

hilfreiche Hinweise zu nötigen Projektüberarbeitungen von unserem Institutsleiter Herrn Prof. Dr. 

Pontus Persson. 
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(SLVRGLF�K\SR[LD���,QWHUPLWWHQW�K\SR[LD���&\FOLQJ�K\SR[LD���+\SR[LD�LQGXFLEOH�IDFWRU��+,)����
&\FORVSRULQH�$���5HDFWLYH�R[\JHQ�VSHFLHV��526����$SRSWRVLV

Abstract
Background/Aims: Recently, we have demonstrated that episodic hypoxia occurs in kidneys 
of mice challenged repetitively with the immunosuppressant cyclosporine A (CsA), in analogy 
WR� KXPDQV� RQ� &V$� WUHDWPHQW�� +RZHYHU�� WKH�PROHFXODU� FRQVHTXHQFHV� RI� HSLVRGLF� K\SR[LD�
UHPDLQ� SRRUO\� GHÀQHG�� DV� LV� LWV� LPSDFW� RQ� FHOO� VXUYLYDO�� +HUH�� ZH� V\VWHPDWLFDOO\� VWXG\� FHOO�
response to episodic, as compared to single course hypoxia. Methods: In vivo, kidneys of 
mice challenged daily with CsA for one week were analyzed by microarray analysis, gene 
RQWRORJ\�DQDO\VLV��DQG�T3&5��In vitro, renal cells were subjected to hypoxia (1 % O2) which was 
either episodic (4 h for 6 consecutive days), short-term (4 h), or sustained (24 h). Western blot 
DQDO\VLV� TXDQWLÀHG� K\SR[LD�LQGXFLEOH� IDFWRU��į� �+,)��į��� �·��·�GLFKORURÁXRUHVFHLQ� GLDFHWDWH�
detected intracellular ROS. After re-oxygenation, staurosporine served to induce apoptosis, 
TXDQWLÀHG�E\�DFWLYH�FDVSDVH����Results: In vivo, HIF target gene expression was suppressed by 
daily CsA treatment. Yet, we found up-regulation of genes involved in defence against cellular 
stress, notably against ROS. Renal cells in vitro�EHKDYHG�ODUJHO\�GLරHUHQW�XQGHU�HSLVRGLF�DQG�
sustained hypoxia, while their response to short-term hypoxia oscillated between the previous 
WZR�� (SLVRGLF� K\SR[LD� H[KLELWHG� WKH� KLJKHVW� WRWDO� +,)��į� SURWHLQ� OHYHO�� ORZHVW� QXFOHXV�WR�
cytoplasm ratio, and lowest HIF target gene expression. When compared with normoxia, re-
oxygenation after sustained hypoxia increased ROS by 3.04 ± 1.04 fold (p<0.001), and re-
oxygenation after episodic hypoxia by 1.26 ± 0.16 fold (p<0.01). Staurosporine-induced active 
caspase-3 was highest after sustained, and lowest after episodic hypoxia. Conclusion: In vitro 
episodic hypoxia mimics the largely HIF-independent transcriptome observed after repetitive 
CsA treatment in vivo. In vitro preconditioning with episodic hypoxia protects against stress-

Michael Fähling Institut für Vegetative Physiologie, Charité – Universitätsmedizin Berlin, Corporate Member of Freie Universität 
Berlin, Humboldt-Universität zu Berlin and Berlin Institute of Health, Charitéplatz 1, D-10117 Berlin (Germany) 
Tel. +49 30 450 528268, Fax +49 30 450 7528972, E-Mail michael.faehling@charite.de
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LQGXFHG�DSRSWRVLV��'HVSLWH�RI� LWV� ORQJ�WHUP�DGYHUVH� HරHFWV��&V$�GHULYHG�HSLVRGLF�K\SR[LD�
LQGXFHV�D�XQLTXH�UHQDO�K\SR[LD�UHVSRQVH�WKDW�SURYLGHV�DGDSWDWLRQ�WR�UH�R[\JHQDWLRQ�PHGLDWHG�
ROS damage.

Introduction

Cellular injury caused by hypoxia-re-oxygenation (H/R) is immanent in organ 
transplantation,  and in various ischemic diseases. Cycles of H/R may occur chronically, 
as in obstructive sleep apnea, or in preterm infants with immature respiratory control 
[1-3]. Cellular H/R is also a key player in ischemia/reperfusion injury that leads to organ 
damage [4]. Key mediators of H/R injury are cellular hypoxia and the generation of reactive 
oxygen species (ROS). Hypoxia boosts hypoxia inducible factors (HIF), which elicit canonical 
transcriptional activation of survival genes promoting adaptation to decreased oxygen 
levels. HIF is a heterodimeric oxygen-sensing transcription factor consisting of a regulated 
��������������ȋ��	ǦȽȌ���������������������������������������������ȋ��	ǦȾȌǤ����������������
����������ǡ�������Ǧ�����������������������������	ǦȽ��������������������������������������
��������������������ȋ���Ȍ�����������	ǦȽ�����������������������������������ȏͷȐǤ�������������
������������������������	ǦȽ�������ȋ��	ǦͳȽǡ�ʹȽǡ�͵ȽȌǡ���	Ǧͳ�������	Ǧʹ���������������������������
for target gene activation in hypoxia [6, 7]. In general, HIF-1 is responsible for the initial 
��������� ��� �������� ����� ��	Ǧʹ� ������������� ���� ����� ��������� ������ ����� ����������
�������� ����������� ��� �����ϐ��� ����� ������ ȏͺǡ� ͻȐǤ� ��������ǡ� ��� ����� ������ ����� ����������
with the immunosuppressant cyclosporine A (CsA), which is standard of care in organ 
transplantation [10], in mice leads to transient renal hypoxia, as revealed by pimonidazole 
�������ǡ� ������������������������ �������ǡ� ����������������������	ǦͳȽ� ȏͳͳȐǤ� �����������
repetitive CsA treatment the above mentioned hypoxia markers largely oscillated within 
ʹͶ��ǡ����������������������ǲ����������������ǳǡ���������������������������������������������
hypoxia generally employed in experimental models. The reasons for CsA-induced organ 
�������� ���� ������������� ����������ǡ� ���� ����� ������� �������� ����������������� ȏͳʹȐ� ����
generation of reactive oxygen species (ROS) [13]. In both, humans and rodents, chronic 
CsA treatment eventually leads to renal toxicity with so-called striped tubular-interstitial 
ϐ�������Ǥ������ ���������������������������������������ǡ������� ������������������������������
supply to medullary rays [14]. Nevertheless, the mechanisms leading to CsA-induced kidney 
ϐ�����������������������������������������Ǥ�������������������������������������������ǡ������
������������� ����ǡ���	��������������� ϐ�������� �����������Ǧϐ�������� ������������� ȏͳͷǦͳ͹ȐǤ�
Interestingly, in some tumor cells it has been shown that CsA acts as a potent inhibitor of HIF-
ͳȽ�����������������������������������Ǧ���������������������������������������������������
ȏͳͺȐǤ���������ǡ�����͸�������������ǡ�����������������	ǦͳȽ���������������������������������ǡ�
����ǡ���������������ȋ������������������������ȌǦ����������������������������ȏͳͻȐǤ���������
with a limited renal HIF response in CsA mediated episodic hypoxia in vivo, we found low 
��	�������������������ǡ��������ǡ�����������������������Ǧ����������������	ǦͳȽ���������ȏͳͳȐǤ�
���������������������������������������������ϐ���������������������������������������������
in episodic hypoxia, as are potential cell protective responses. In this study, we replicate 
episodic hypoxia in vitroǡ�������������������������������������������Ǥ����ϐ������������������
�������� ���������� �� �����ϐ��ǡ� ��	Ǧ������������ �������������ǡ� ������ �������� �����������
against cellular stress, and protects against apoptosis.

© 2019 The Author(s). Published by 
Cell Physiol Biochem Press GmbH&Co. KG
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Materials and Methods

Animal Studies
Animal experiments were carried out according to the guidelines of the American Physiological 

�������Ǥ� ���ͺǦ����Ȁ��ͳȀ���ϐ���ΪȀΪmice were used throughout, and experimental protocols for mice were 
������������������������ȏʹͲǡ�ʹͳȐǤ�������������������������������������������	���Ǧ����������ǡ����Ǧ�������
induced by a single SC injection of doxycycline, and kidneys were harvested 4 d later. This time lag was 
necessary to allow full establishment of the knock-out. Kidneys from untreated animals served as controls. 
In order to induce in vivo episodic hypoxia, seven daily SC injections of CsA (60 mg/kg) were delivered, and 
������������������ʹ���������������������������Ǥ�����������������������������������������������������ȏͳͳȐǤ�
Animal experiments with CsA were conducted without doxycycline induction.

Cell culture and in vitro hypoxia protocols
�������������������������������ȋ���Ȍ�������ȋ������������Ǥ��������Ǥ�	�������Ȍ�����������������������

�������������������������ͳͲΨ�����Ǧ�������������������������������ȋ	��ȌǤ�������ϐ������������ȋ��ͳͲͺͲȌ�
������ȋ����ǡ�
������Ǣ�����͵ͳͷȌ�����������������������ǯ������ϐ���������ǯ��������ǡ�������������������
ͳͲ��������������ͳͲΨ�	��Ǥ������������������������������������ȋʹͳΨ��ʹǡ�ͷΨ���ʹ, 37°C) or placed in a 
hypoxia incubator (1% Oʹǡ�ͷΨ���ʹ, 37°C). Three in vitro hypoxia protocols were used (Fig. 1): Short-term 
hypoxia was chosen to replicate a single injection of CsA in mice, which led to a marked accumulation of 
�������������������ʹ��� ȏͳͳȐǤ� ����������� ����� in vitro was set at 4 h, appreciating that some additional 
time would be needed for ambient oxygenation to reach its designated level. In mice, episodic hypoxia had 
�������������͹�������������������ǡ������������������������ʹ�����������������������ȏͳͳȐǤ�In vitro, we opted for 6 
daily courses of short-term hypoxia (4 h, see above), with cell harvesting immediately after the last course. 
Although this was one day short of the corresponding in vivo experiment, we felt it was appropriate, since 
���������������������������������������ʹͶ�����������������������ǡ����������������������������Ǥ������������
was chosen as the benchmark of hypoxia research.

Microarrays/ gene ontology (GO)-Analysis
������ �������� ���������� ������ �������� ȋ������� ������������ ��������� 
���Ȍ� ����� ������� ��������

�����������������������ȋ�αͷȌ�����������������ȋ�αͷȌ�����Ǥ�����������������������������������������������
�����ʹͳͲͲ�������������ȋ��������������������Ȍ����������������������������������±�
���������������	��������
���������������������������������������������������������������
�������ʹǤͲ�ȋ��������������ǤȌǤ������������
���������������������������
�����������������������ȏ
��ͳͳͳͷͳ͸ȐǤ

����������� ����� ������� ���� ����������� ����������� ��������� ������ �������Ǧ������
���� �������������
��������ȋ���
������Ȍ�ȏʹʹȐǤ�������������������������������������������������ϐ������������������������������
downregulated in control animals or mice following one week of daily CsA treatment was performed based 
�������
������������ǡ���

��������ǡ���������������������������Ǥ��������������������������ǡ�������������
groups of regulated genes according to a p-value < 0.01.

Fig. 1. Schematic of the experimental in vitro design used to create the different models of hypoxia. Renal 
(DCT) cells exposed to periods of normoxia are shown as grey boxes, short periods of 4 h hypoxia as short 
����������ǡ���������������ʹͶ������������������������������Ǥ���������������������������ǡ�������������������͸�
daily doses of 4 h hypoxia each, is shown in a darker shade of blue.

Figure 1 
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RNA extraction and qPCR
������ ���� ���� ���������� ������ ���Ǧ���� ȋ������� ������������ ��������� 
���ȌǤ� ����� �������

����� ������ϐ���� ��� ����� ����� ���� ������������� ���� ���������� ��� ������������ ȋ�����������ǡ� ��������
����������ȌǤ������������������ϐ���������������ǣ�ͳͲ��������ͻͷι�������ͶͲ��������������������ͳͷ������ͻͷι�ǡ�
ͳ������������������͸ʹι�ǡ�����͵Ͳ�����������������͹͹ι�Ǥ��������������ǡ����������������������������������
�������������Ǥ�������������������������������������������ǣ�ͳͺ�̴����̴	�ǣ�ͷǯǦ
��������������

���Ǣ�
ͳͺ�̴����̴��ǣ� ͷǯǦ��
�������

��������Ǣ� �����̴	�ǣ� ͷǯǦ
��
�
�������



�

Ǣ�
�����̴��ǣ� ͷǯǦ�������
�����
�
�

�Ǣ� ��ʹ̴	�ǣ� ͷǯǦ
�
����
�

��������
Ǣ� ��ʹ̴
��ǣ� ͷǯǦ

�
���

���������
�Ǣ� ���ʹ�ͳ̴	�ǣ� ͷǯǦ������
�
�
���


�
�Ǣ� ���ʹ�ͳ̴
��ǣ� ͷǯǦ����
��
�

�

������Ǣ� ���̴	�ǣ� ͷǯǦ��
��
���������


��Ǣ� ���̴��ǣ�
ͷǯǦ��������
��
�


����Ǥ�������������������������������������������ͳͺ�����������������'C

t
 method. 

Results are shown as arithmetic means of at least three independent biological replicates.

Protein Isolation and Western blot analysis
���������������������������������������������������������������������ͷͲ���������ȋ���͸ǡ�ͺȌǡ�Ͷ�������ǡ�ͳ�

Ψ����ǡ�����ͳʹǤͷ�������Ǥ�	��������������������������������������������������������ǡ�����������������������
���������������������������������������������������������ͳͲǡ�ͲͲͲ���������ͳͲ��������������������������������ʹͲ�
�������ǡ�ͳͶͲ��������ǡ�ʹͷΨ��������ǡ�ͲǤͳΨ����ǡ�ͲǤͷΨ����������ͶͲǡ�ͳ���������������������������������������
ȋ�����Ȍ�����ͳ�������Ǥ������ͳͲ������������� ������������ ���������������� ��������Ǥ����������������������
ȋ����������������Ȍ������������������ǡ���Ǧ�������������������������������������������������������ͷ��������
ͻͷι�Ǥ��������������������������������������������������������ȏʹ͵ȐǤ���������������������������������������
����ǣ�����Ǧ��	ǦͳȽ�ȋͳͲͲͲ͸Ͷʹͳǡ����������������Ȍǡ�����Ǧ������Ǧ���������͵�ȋͲ͸ͷͻͻǡ�������Ȍǡ�����Ǧ����ʹ��ȋ���
͵͵͹͹ͶͶǡ��������Ȍǡ�����Ǧ��������͵�ȋ��Ͳͺ͵͹͹��Ǧ�ǡ������Ȍǡ���������Ǧ���������������͵�ȋ͵ͲͳͷǦͳͲͲǡ����������ȌǤ�
������������������������������������������Ǧ��������������������Ǧ��������
Ǧ����ȋ��Ǧʹ͵ͳ͹�������ǦʹͲ͵ͳǡ�
Santa Cruz Biotechnology).

Cell Transfection and Reporter Gene Assays
��������������������ͻ͸Ǧ�������������������������������������ϐ���ϐ���������������
�͵Ǧ����������������

ȋ�������Ȍ� ��� �� �������� ��� ��������ϐ���� �������� �����������͸� �������� ����������� ��������� ȋ͸� �����Ȍ� ȋͷǯ�
��
�
Ȍ�����������ϐ���������������������������������������������	ǦͳǤ���Ǧ��������������������������������������������
���������������������������������������ϐ�������Ǥ������������������������������ͳʹ����������������ϐ�������������
cycle (for in vitro������������������� ����	��Ǥ�ͳȌ������� ������������ ��������������������� ȋ��������������Ȍ�
���������� ��� ����������������ǯ�� ������������Ǥ� ��������������������������������������� ��������Ǧ
��® assay 
�������ȋ�������Ȍ�����������������������������������������Ǧ������������ȋ�������������������
���ȌǤ

ROS assay in vitro
	������������������������ǡ�Ͷ�������������ǡ�ʹͶ�������������ǡ����������������͸������������������Ͷ�����������

ȋ��������� �������Ȍǡ� ������ ����� �������� ������ ��������� ����������� ����� ͳͲ� ρ�� ʹǯǡ͹ǯȂ��������ϐ�����������
diacetate (DCFDA, from Sigma) in serum-free media for 30 min in the dark, washed with PBS and allowed to 
recover in the presence of 0.03 % HʹOʹ for 30 min. Fluorescence intensity was read on a Synergy HTX multi-
������������������ȋ�������������������
���ȌǤ�	�����������������ǡ�Ͷ�������������������������������������
counting. Fluorescence reads were normalized to cell number.

Induction of apoptosis in vitro
	������������������Ǧ�������������������ǡ�������������������������ͳ�ρ����������������ȋ�����Ȍ�����͵���

�������������������������ǡ� ������������������������������������������������ ���������������������������
active caspase-3.

Statistics
���������������������������������ά���Ǥ�������������������������������������������������������������

�������������������ǡ���������������Ǥ��δͲǤͲͷ���������������������ϐ�����Ǥ
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Results

��������������������������������ϔ������������������������
Recently, we have shown in mice that repetitive CsA treatment provoked episodic 

��������������Ǧ�����������������������������ȽǦ��������������������������������������	Ǧͳ�ȏͳͳȐǤ�
�������ǡ����������Ǧ����������������	ǦͳȽ������������������������ǡ�������������������������
��� ��������� ��	� ��������� ��� ���������� ��� ���������� ��	Ǧͳ� ������� �����Ǥ������ ����������
mRNA expression levels of HIF target genes in kidneys of mice following CsA treatment [11] 
��������������� �Ȍ� �������������� ȋ��������������� ��������������������� ������Ȍ� ȏʹͳȐ���� ��Ȍ�
����������������	������������������Ǧ���ȏʹͳȐǡ�����������������������������������	�������������
����������������������������������������ȋ	��Ǥ�ʹȌǤ

Therefore, we here moved on to systematically analyze the transcriptome in CsA treated 
����Ǥ��������������� ��������ǡ���� ������͵ǡʹͺʹ� ������ ������������� �� �Ǧ������ ���< 0.01 in 
kidneys of mice daily treated with CsA for one week. Of these, 1,471 genes were up-regulated 

Fig. 2.���	��������������������������������������������ȋ������Ȍ������������	������������ȋ���Ǧ��Ȍ���������
�������������������������������Ǥ�������ϐ��������ȋ����Ȍ�����������������������������������	�������������ǣ�
����������Ǧʹ�ȋ��ʹȌǡ�
������Ǧͳ�������������ȋ���ʹ�ͳ�������
���ͳȌǡ����������������ȋ���Ȍǡ���������������Ǧͳ�
ȋ����ͳȌǡ�������������������Ǧͻ�ȋ���ͻȌ����������������ȋ�����Ȍ������������������������������Ǥ����ǣ�����������
������������������ȋ͸Ͳ���Ȁ�����Ȍ����������������������������������������ȏͳͳȐǤ�������ǣ����������������
��������������������������������������������������������������������������ȏʹͳȐǤ����Ǧ��ǣ�����������������
��������������ǡ��������������ϐ������Ǧ�������������������������������������	�����������������������������
���������ȏʹͳȐǤ�ȗǣ��δͲǤͲͷǡ�ȗȗǣ��δͲǤͲͳǡ�ȗȗȗǣ��δͲǤͲͲͳǤ

Figure 2 
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���� ͳǡͺͳͳ� ������ ����� ����Ǧ���������Ǥ� ��� ������ ��� ������������� ���� ��	� ����������������
��������� ��� �� ����� ������� �����ǡ� ͵ʹ� ������������� ��	� ������� ������ ����� ������� ������
expression were selected. Fig. 3A depicts the modest activation of HIF target genes in CsA-
induced episodic hypoxia. For comparison, and to demonstrate a typical renal HIF response, 
	��Ǥ�͵ ����������������������������������	�������������������������������������ǡ��������������ϐ���
���Ǧ�������ǡ��� ����������������� �������������������������������Ǧ����������������	��������
������ȋ����	��Ǥ�ʹȌǡ�ȏʹͳȐǤ�������Ǧ������������������������ǡ���Ǧ����������������	��������������
���� ����� ��������ǡ� ���� ����� ���������ǡ� ���� ���������������� ���� �������� ����� ��� ���Ǧ��Ǥ�
������ǡ������ ����������� ����� ��������� ������������ ��������� ��� �����ϐ������ ������������
���������������ǲ��	�������������������������ǳ����ǲ�������������������ǳǡ����������������������
HIF response in CsA-induced episodic hypoxia. Instead, according to gene ontology analysis, 
��Ǧ���������� ������ ����� �����ϐ�������� ������� ����� ���� ������ ǲ������������ ����������
��������ǳ�����ǲ������������	������ǳ�ȋ������ͳȌǡ���������������������������������������������
��������������������������������������ȏʹͶȐǤ�	����������ǡ�����������������������������������
��������������������ǲ������������������������ǳ�����ǲ�������������������������ǳǡ�����������Ǧ
�����������������������������������ǲ���������ǳǤ

Fig. 3. CsA treatment in vivo leads to only modest activation of HIF-1 signaling. Yet, cellular defense against 
stress is promoted.  (A) Fold changes and associated p-values for known HIF-1 target genes as determined 
from the microarray analysis are shown for CsA treated mice.  (B) For comparison, a typical pattern of these 
��	�����������������������������������������������������Ǧ��ǡ�����������������������	����������ȋ�����������
�����
��ͶͶͻʹͷȌ�ȏʹͳȐǤ�ȗǣ��δͲǤͲͷǡ�ȗȗǣ��δͲǤͲͳǡ�ȗȗȗǣ��δͲǤͲͲͳǤ

Figure 3 
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ǲ	�������������ǳǡ�ǲ�����������������ǳ�����ǲ���������������������ǡ������������������ǳ�
support the view of activation of the innate immune system under conditions of CsA, which 
����������������������������Ǥ�	������ǡ�ǲ����������������ǳ�����ǲ
���������������������ǳ��������
ϐ��� ����� ������������������������������������������������������������Ȁ���Ǧ������������ �����
causes elevated ROS levels. Analysis of the down-regulated genes by CsA-induced episodic 
hypoxia yielded e.g. genes that are involved in circadian rhythms.

Taken together, in vivo����������������������������������������������ϐ����������������ǡ�
clearly distinct from that obtained by HIF activation and/ or sustained hypoxia.

��	ǦͷȽ��������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������	ǦͳȽ���������������������������	��������

gene expression in CsA-induced episodic hypoxia [11], we attempted to replicate this pattern 
in vitro using renal distal convoluted tubule (DCT) cells. To this end, cells were exposed to 1 
% Oʹ for 4 h per day on 6 consecutive days (episodic hypoxia). The results were compared 
��������������Ͷ�������������ȋ�����Ǧ����Ȍ��������ǡ�����������������ʹͶ������ȋ���������Ȍ���������
(see Fig. 1). The latter is the benchmark protocol for activation of HIF and HIF target genes.

��������������������������������	ǦͳȽ�����������������������������������������������������
ȋ	��Ǥ�Ͷ�ȌǢ���ϐ�����������������������������������������ͳͲͺͲ�ϐ�������������������������������
�����������������������������������ȋ	��Ǥ�Ͷ�ȌǤ���������ϐ����������������ǡ��������ǡ��������������
when comparing episodic hypoxia to cells exposed to a single 4 h cycle of hypoxia.

������ �� ��	� ���������� ����������� ��������� ���������� ������ ���� ����������� ���������
cloned downstream of a promoter containing six hypoxia-response elements (6 x HRE) 
ȋ	��Ǥ� ͷǡ� ����� �����Ȍǡ���� ������ ����� ����Ǧ������������� �������� �� ͳ͵Ǥʹ� ȋΪ�͵ǤͺȌǦ� ����ʹʹǤͲ� ȋΪ�
ͶǤͻȌǦ����� ��������� ��� ���������������� ������������ʹͶ�������������� �������������ͳͲͺͲ������ǡ�

Table 1.����������������������������������������������������������������������������ȋ������͸Ͳ���Ȁ�����ȌǤ�
�����������������������������������Ǧ��������Ǧ�����������������������������������������������������ϐ������
�����������ȋ�δͲǤͲͳȌǤ�������������������ȋ��Ǧ���������ǣ����������Ǣ�����Ǧ���������ǣ�����������Ȍ���������������
�������������
������������ǡ���

��������ǡ����������������������������������Ǧ������
�����������������
��������ȋ���
������ȌǤ��ǣ����������������������������������������������ǡ��ǣ���������������������������������
set and also in the category, E: the expected number in the category, R: ratio of enrichment, rawP: p-value 
from hypergeometric test, adjP: p-value adjusted by the multiple test adjustment

�
���ǣ��δͲǤͲͳ���� ���ǣ��δͲǤͲͳ������

������������ ����������� ������������ �����������

����������������������
���������

�α͹͹Ǣ��αͶͺǢ��α͵Ǥ͸͸Ǣ�
�αͳ͵Ǥͳ͵Ǣ�����αͶǤͳͲ�ǦͶͶǢ�

����αͶǤͷͳ�ǦͶʹ�
���������� �α͵ʹǢ��αͳ͹Ǣ��αʹǤͲͻǢ��αͺǤͳʹǢ�

����αͳǤͷͳ�ǦͳʹǢ�����αͳǤ͹ͷ�ǦͳͲ�

�������������������
������

�αͻͻǢ��αͳͻǢ��αͶǤ͹ͲǢ�
�αͶǤͲͶǢ�����αͳǤ͹ͺ�ǦͲ͹Ǣ�

����αͻǤ͹ͻ�ǦͲ͸�
���������������� �αͶͷͷǢ��αͷ͹Ǣ��αʹͻǤ͹ͺǢ��αͳǤͻͳǢ�

����αͳǤͻ͵�ǦͲ͸Ǣ�����αͲǤͲͲͲͳ�

������������	�������
�αͶͻǢ��αͳͲǢ��αʹǤ͵͵Ǣ�

�αͶǤ͵ͲǢ�����αͺǤͶͺ�ǦͲͷǢ�
����αͲǤͲͲͳͶ�

��������������������
���������������������

����������

�αͶͺǢ��αͳ͵Ǣ��α͵ǤͳͶǢ�
�αͶǤͳͶǢ�����αͺǤͷ͸�ǦͲ͸Ǣ�

����αͲǤͲͲͲʹ�

����������
����������������

�αͷͺǢ��αͳͳǢ��αʹǤ͹ͷǢ�
�α͵ǤͻͻǢ�����α͹Ǥ͹Ͳ�ǦͲͷǢ�

����αͲǤͲͲͳͶ�
���������������������� �αͳͳʹǢ��αʹͳǢ��α͹Ǥ͵͵Ǣ��αʹǤͺ͸Ǣ�

����αͳǤͲͺ�ǦͲͷǢ�����αͲǤͲͲͲʹ�

�������������������
�αͳͲǢ��αͷǢ��αͲǤͶ͹Ǣ�

�αͳͲǤͷ͵Ǣ�����αͶǤͻͶ�ǦͲͷǢ�
����αͲǤͲͲͳͶ�


������������������� �α͵ͷǢ��αͳͳǢ��αʹǤʹͻǢ��αͶǤͺͲǢ�
����αͺǤͺͲ�ǦͲ͸Ǣ�����αͲǤͲͲͲʹ�

	��������������
�αͳͺ͸Ǣ��αʹʹǢ��αͺǤͺ͵Ǣ�

�αʹǤͶͻǢ�����α͹Ǥ͹͵�ǦͲͷǢ�
����αͲǤͲͲͳͶ�

������������������� �αͶͻǢ��αͳ͵Ǣ��α͵ǤʹͳǢ��αͶǤͲͷǢ�
����αͳǤͳͲ�ǦͲͷǢ�����αͲǤͲͲͲʹ�

���������������������ǡ�
������������������

�αͳ͹Ǣ��α͸Ǣ��αͲǤͺͳǢ��α͹ǤͶ͵Ǣ�
����αͺǤͻͳ�ǦͲͷǢ�
����αͲǤͲͲͳͶ�

������������������ �αͳͷͺǢ��αʹͶǢ��αͳͲǤ͵ͶǢ��αʹǤ͵ʹǢ�
����αͻǤ͹ͻ�ǦͲͷǢ�����αͲǤͲͲͳ͸�

����������������� �αʹͺǢ��α͹Ǣ��αͳǤ͵͵Ǣ��αͷǤʹ͸Ǣ�
����αͲǤͲͲͲ͵Ǣ�����αͲǤͲͲ͵͹� ����������������������� �αͷͻǢ��αͳʹǢ��α͵Ǥͺ͸Ǣ��α͵ǤͳͳǢ�

����αͲǤͲͲͲͶǢ�����αͲǤͲͲͷͺ�


����������������������
�αͷͶǢ��αͳͲǢ��αʹǤͷ͸Ǣ�
�α͵ǤͻͲǢ�����αͲǤͲͲͲʹǢ�

����αͲǤͲͲ͵ͳ�
����������������������� �αͳ͸ͷǢ��αʹʹǢ��αͳͲǤͺͲǢ��αʹǤͲͶǢ�

����αͲǤͲͲͳʹǢ�����αͲǤͲͳͷͷ�

�
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������������Ǥ��������������ǡ���������������������������������ʹǤ͹�ȋΪ�ͳǤͲȌǦ�����ͳǤ͸�ȋΪ�ͲǤͷȌǦ�����
����������������������������������ͳͲͺͲǡ�������������Ǥ����������������������������������������
�����ϐ��������ȋ�δͲǤͲͲͳȌ���������������������ʹͶ������������������������ȋ	��Ǥ�ͷȌǤ���������ϐ������
alteration, however, was observed between episodic and short-term (4 h) hypoxia. Similar 
results were obtained by detection of HIF target genes (Fig. 6). All tested HIF target genes 
����� �����ϐ�������� ���������� ��� ��������� �������� ��� ��������� ��� ���������� �������Ǥ� ����ǡ�
������������ǡ���������������ϐ��������������������������������������������	Ǧͳ�������������������
����������������������	ǦͳȽ��������ǡ������������������������������������������������������
lack in HIF response observed in CsA treated mice (Fig. 3).

���������������������������������������������������	ǦͷȽ
To address the question of how episodic hypoxia impairs HIF activity, we investigated 

������������������������������	ǦͳȽ���������������������������������������������������	ǦͳȾ�����
����������� �������������� ������� ��������Ǥ����������������������������������������������
�������������������������������������������� ���� ������������������	ǦͳȽ� �������� ������������
����������������������ȋ	��Ǥ�͹�ȌǤ����������������������������������������������������������������
���������������������������������������	ǦͳȽ���������ǡ�����������������������ǡ��������ϐ������
��������������	ǦͳȽ�������������������������������������ʹ Ͷ�����������ȋ	��Ǥ�͹�ȌǤ��������������ǡ�
������ ������ ������������ ���� ������ ������� ��� ��	ǦͳȽ� ��� ���� �������ǡ� ����� �� �����ϐ��������
decreased nuclear/cytoplasmic distribution when compared to both normoxia and to cells 
exposed to long-term hypoxia (Fig. 7C). This indicates an impaired localization of the newly 
�������������	ǦͳȽ���������������������������������������������������������������	ǦͳȽ���������
contributing factor in episodic hypoxia.

Fig. 4.������������������������������	ǦͳȽ���������������Ǥ����������������������������	ǦͳȽ����������������ȋ����
�����Ȍ����ȋ�Ȍ�������������������ȋ���Ȍ�����ȋ�Ȍ�������ϐ������������������ȋ��ͳͲͺͲȌǤ��������������������������
is shown in the bottom panel. Detection of tubulin served as a loading control. Error bars indicate standard 
����������ȋ�α͵ȌǤ������ϐ�������������������͓͓ǣ��δͲǤͲͳǡ�͓͓͓ǣ��δͲǤͲͲͳǤ�����������������������ϐ���������������
��������������Ǥ�ȗǣ��δͲǤͲͷǤ

Figure 4 
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ROS produced by re-oxygenation following different forms of hypoxia
���ϐ����������������������������������������������������������ϐ��������������������������

��������������	���������ǡ���������������������ϐ����������������������������������������������
�����ȋ������ͳȌǤ��������ǡ�
��������������������������������������������������
������������������
������ǡ��������������������������������������������Ǥ������ǡ������ϐ�������ǡ������������������
consists of hypoxia/re-oxygenation cycles, an acknowledged source of ROS. Thus, we next 
screened the transcriptome of CsA-induced episodic hypoxia for ROS scavengers. Indeed, 
we found nine different transcripts associated with the glutathione antioxidant system that 
����������ϐ����������Ǧ���������� ȋ	��Ǥ�ͺ�ǡ������������Ȍ������ �������� ��� ��������Ǥ������ ��� ���
���������������Ǧ��ǡ��������������������	Ǧ����������ǡ�������������������������������������
�������������������������ϐ������������Ǧ����������ȋ	��Ǥ�ͺ�ǡ������������ȌǤ����������ǡ��������
������	� ��������ǡ� ����������� ��� ���� ������ϐ�������� ��� �� ��������� ��� ��������� �������Ǥ� � ���
verify these observations in vitroǡ����������ϐ�����������������������������������������������
�������������ͳ������������������������ǡ������Ǧ����ǡ����������������������ȋ	��Ǥ�ͺ�ȌǤ������������
after short-term hypoxia were similar to controls. Interestingly, ROS levels after episodic 
�������ǡ��������������ǡ����������ϐ������������������������������������������������������������
system are supposed to be elevated. As expected, ROS levels after sustained hypoxia were 
������������������ǡ����������ϐ�����������������������������������������ȋ	��Ǥ�ͺ�ȌǤ

Our data show that episodic hypoxia leads to a modest increase in ROS, as well as 
to increased defence against ROS, which most likely is triggered by HIF-independent 
mechanisms.

Episodic hypoxia protects against apoptosis in vitro
Since our in vivo and in vitro data indicate that episodic hypoxia is associated with a 

defence against ROS, we next tested if this translated into a better cell survival in a toxic 
environment. To this end, cells were pre-exposed to either episodic, short-term, or sustained 
hypoxia. Then, cells were challenged with staurosporine to induce apoptosis under conditions 
�����Ǧ������������ȋ	��Ǥ�ͻȌǤ���������������Ǧ͵����������������������������������������������ȋ	��Ǥ�

Fig. 5.� �������� ��	Ǧͳ� ���������������� ��������� ��� ��������� �������Ǥ� ������ ����� ������������ ����� �� �
�͵Ǧ
������������������������������������������ϐ����������������������������������Ǧ������������������ȋ͸�����ȌǤ�
Schematic of the used promoter constructs is shown in the left panel. Hypoxia typically induces an increase 
���͸�����Ǧ���������� ��������������������	ǦͳȽ� �������������������� ����������� ��������� �����	Ǧͳ���������Ǥ�
Following exposure to the different types of hypoxia, HRE-dependent transcription of the luciferase gene was 
������������������������������������������������ȋ������������Ȍ�������ͳͲͺͲ�ȋ�����������Ȍ������Ǥ��������������
��ϐ��������������������������������Ǧ���������������������������������������Ǥ��������������������������������
�����������������������������������͸�����Ǥ������������ ����������������������������ȋ�αͺȌǤ������ϐ����������
��������ǣ�͓ǣ��δͲǤͲͷǡ�͓͓ǣ��δͲǤͲͳǡ�͓͓͓ǣ��δͲǤͲͲͳǤ�����������������������ϐ�����������������������������Ǥ�ȗȗȗǣ�
p<0.001.

Figure 5 
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ͻ�ǡ��ȌǤ� ���Ǧ��������������� ��������� �������� �����ϐ�������� �������� �������������Ǧ��������
���������ǡ������������������������������Ǧ��������������������������Ǥ���������������������
��	ǦͳȽ���������������������������������������������Ǥ����������������������������������ǡ�����
�����������������Ǧ�������������������� �������������������������	ǦͳȽ���������������������
ȋ	��Ǥ�ͻ�ǡ��Ȍǡ������������������������������������������������������������Ǥ

Remarkably, episodic hypoxia showed the least degree of apoptosis, even when compared 
���Ͷ����������ǡ���ϐ��������������������������������������������������������������������������
�����������������Ǥ������	ǦͳȽ��������������������ǡ��������������	�������������������������������
no differences between short term hypoxia and episodic hypoxia, we conclude that episodic 
hypoxia mainly mediates protection against re-oxygenation triggered ROS.

Fig. 6.�����������	Ǧͳ���������������������������������������������Ǥ�����������������������������	Ǧͳ��������
������ȋ�Ȍ������������ȋ�����Ȍǡ�ȋ�Ȍ������������ʹ�ȋ��ʹȌǡ�ȋ�Ȍ�����������������������ʹ�ȋ���ʹ�ͳǡ�������
���ͳȌǡ�����
ȋ�Ȍ� ��������������� ȋ���Ȍ� ������� �����Ǥ� ������������ ����������� ��� ͳͺ�� ���������� ���� ���� �����ϐ������
��������������������������������������������������͓͓͓ǣ��δͲǤͲͲͳǡ�͓͓ǣ��δͲǤͲͳǤ�����������������������ϐ�������
����������������������Ǥ�ȗȗǣ��δͲǤͲͳǡ�����ȗȗȗǣ��δͲǤͲͲͳǤ����������������������������������������ȋ�α͸ȌǤ

Figure 6 

  



 50 
 

Cell Physiol Biochem 2019;52:1075-1091
DOI: 10.33594/000000073
Published online: 13 April 2019 1085

Cellular Physiology 
and Biochemistry

Cellular Physiology 
and Biochemistry

© 2019 The Author(s). Published by 
Cell Physiol Biochem Press GmbH&Co. KG

Heß et al.: Episodic Hypoxia Protects from Cell Stress

Fig. 7. Reduced nuclear 
������������� ��� ��	ǦͳȽ�
in episodic hypoxia. (A) 
�����������������������
blot of HIF-1D protein 
levels in total, nuclear 
and cytosolic fractions 
after exposure of DCT 
cells to different types 
of hypoxia. Tubulin 
was used as a cytosolic 
marker and acetyl 
histone H3 served as 
a nuclear marker. (B) 
������������� ��� ��	ǦͳȽ�
protein levels in total 
cell lysates. Note the 
stronger increase in 
��	ͳȽ� ������ ��� ���������
����������������� ���ʹͶ���
of hypoxia. (C) Nuclear/
cytoplasmic ratio of HIF-
ͳȽ� �������� ������� �����
����������������ͳǤ�������
����������ʹ Ͷ��������������
��	ǦͳȽ� ��������������
accumulates in the 
nucleus, episodic 
hypoxia causes a low 
nuclear/cytoplasmic 
�����Ǥ� �����ϐ������� ���
���������͓ǣ��δͲǤͲͷǡ�͓͓ǣ�
�δͲǤͲͳǡ� ͓͓͓ǣ� �δͲǤͲͲͳǤ�
Asterisks denote 
�����ϐ������� ��������
�������� ������Ǥ� ȗȗȗǣ�
p<0.001. Error bars 
indicate standard 
deviation (n=3).

Figure 7 
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Discussion

Although hypoxia 
was generally regarded 
��� ������������ ȏʹͷǦ
ʹ͹Ȑǡ� ����������������
to hypoxia and 
intermittent hypoxia 
���� ����� �� ����ϐ������
impact on cell 
differentiation and 
��������� ȏʹͺǦ͵ͳȐǤ�
Obviously, hypoxia 
is of double nature, 
depending on its extent, 
length, and timing. 
Here we systematically 
studied episodic 
hypoxia, as a distinct 
type occurring in both 
health and disease. 
���� ���� ϐ��������
are that 1) Episodic 
hypoxia induces a 
�����ϐ��� �������������ǡ�
which is distinct from 
that observed after 
���������� �������Ǣ� ʹȌ�
In episodic hypoxia 
a disparity occurs 
between marked HIF-
ͳȽ� ������������ǡ� ����
low HIF target gene 
����������Ǣ� ͵Ȍ� ���������
hypoxia mounts 
defence against cellular 
������Ǣ�ͶȌ����Ǧ����������
with episodic hypoxia 
protects against 
apoptosis.

This study 
represents a 
continuation of 
our previous work 
demonstrating that in 
vivo daily CsA treatment 
provokes episodic 
hypoxia to the kidney 
[11]. By global gene 
expression analysis 
��� ���ϐ������ �����
CsA mediated episodic 
hypoxia in vivo is 
virtually unable to up-

Fig. 8. Episodic hypoxia induces antioxidant mechanisms and attenuates 
��������������Ǥ�ȋ�Ȍ����������������������������������������������������
genes associated with antioxidant defense in CsA treated mice (upper 
�����ǡ��αͷ�����Ȍ���������������������������������Ǧ�����ϐ������Ǧ���ȋ������
�����Ǣ�����������������
��ͶͶͻʹͷȌ�ȏʹͳȐǤ�ȗǣ��δͲǤͲͷǡ�ȗȗǣ��δͲǤͲͳǡ�ȗȗȗǣ��δͲǤͲͲͳǤ�
Error bars indicate standard deviation. (B) Cellular ROS production in 
DCT cells after exposure to different types of hypoxia followed by 1 h 
��Ǧ�����������������������������ʹǯǡ�͹ǯǦ��������ϐ���������������������
ȋ��	��Ȍ������Ǥ������ϐ�������������������͓͓ǣ��δͲǤͲͳǡ�͓͓͓ǣ��δͲǤͲͲͳǤ�
����������������������ϐ�����������������������������Ǥ�ȗȗȗǣ��δͲǤͲͲͳǤ�
Error bars indicate standard deviation of three independent biological 
experiments, each with 10 replicates.

Figure 8 
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�����������	�������������������������	ǦͳȽ���������������������Ǥ
To expand our in vivo work, we have created an in vitro protocol of episodic hypoxia, 

which, by its design, can easily be compared with either short-term, or sustained hypoxia. 
The latter is the benchmark protocol for HIF target gene up-regulation in vitro.

Our experiments conducted with two different cell lines (renal mouse and human 
ϐ�����������������Ȍ����ϐ������������������	���������������Ǧ�������������������������������
������������������������������������������������������Ǥ�����������������ǡ� ���������������
�����������������ǡ����������������������������������������������������������	ǦͳȽ������������

Fig. 9.� ��������� �������� ��������� ����������� ��� ���������Ǥ� ȋ�Ȍ� ��������������� �������� ����� ��� ��	ǦͳȽǡ�
����������Ǧ͵� ���� ������� �������Ǧ͵� ������ ���������� ���������� ����� ͳ� ρ�� �������������� ������� ͵� �� ��Ǧ
oxygenation. DCT cells were prior exposed to the different types of hypoxia. Tubulin served as a loading 
�������Ǥ� ȋ�Ȍ� ������������� ��� ��	ǦͳȽ� �������� ������Ǥ� ���������� ������� �����ϐ������� �������� ��������������
�������� ������� ȗǣ� �δͲǤͲͷǡ� ȗȗǣ� �δͲǤͲͳǡ� ȗȗȗǣ� �δͲǤͲͲͳǤ� ������ ����� ��������� ��������� ���������� ȋ�α͵ȌǤ� ȋ�Ȍ�
Quantitation of Procaspase-3 protein levels as in (B). (D) Quantitation of active Caspase-3 protein levels as 
in (B). Shown in white bars in each graph are the protein levels in untreated cells in normoxia. This can be 
used as a comparison for the effect of staurosporine on apoptosis in the absence of hypoxia in these cells.

Figure 9 
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�������������������������ǡ�������������������	ǯ�������������������������������ǡ�������������
����ǡ� ���� ����������� ���� ��	� ��������Ǥ� ��������Ǧ��������� ��� ��	ǦͳȽ� ��� ����������ǡ� ����
in contradiction with the current view of a rapid and unrestricted nuclear translocation, 
���������������������������������������������������	ǦͳȽ�ȏ͵ʹǦ͵ͷȐǤ�����������������������
������������������������������	ǦͳȽǡ�����������������������������������������������������������
�������� �������������Ǥ��������ǡ� ��������� ����� �����Ͷ���������� �������� ���� �����ϐ������� ���
��������������������	����������������	ǦͳȽ������������������������������Ǧ�����������Ǥ�����
latter effect is attributed to hypoxic up-regulation of PHDs that elevate activity during re-
oxygenation [36]. Thus, a cellular memory effect may exist that prevents a potentially mal-
adaptive elevation of transcriptional HIF activity under conditions of repetitive short-term 
hypoxia cycles.

Although we were able to reproduce in vivo� ϐ�������� ��� ����������� ���� ���������� ���
episodic hypoxia in vitro, it is suggested that CsA affects further mechanisms. Previously, it 
has been shown that, in vitroǡ����������������������������������Ǧ����������	ǦͳȽ���������������
by a single CsA dose and this inhibitory action of CsA requires a functional proteasomal 
����������ȏͳͻȐǤ� �����������ǡ�����������������������������������	ǦͳȽ��������������������
following daily cycles of CsA and in renal cells exposed to repetitive short-term (episodic) 
�������Ǥ�����ǡ�����ϐ����������������������������������������������	ǦͳȽ�������������������
�����������������������Ǥ����������������������������	ǦͳȽ���������������������ǡ�����������
that depending on timing, application as well as cell type, different mechanisms exist to 
prevent HIF activity following CsA and/ or episodic hypoxia.

Pathway enrichment analysis predicts that CsA mediated episodic hypoxia mounts a 
�����ϐ��� �������� �������� ��������� ������Ǥ� ��������� ����� ����������� �������Ȁ��Ǧ������������
episodes would boost cellular defence against ROS led us to test for transcripts involved 
in protection against ROS. Indeed, nine such candidates associated with the glutathione 
�����������������������������ϐ����������Ǧ�����������������������������������������Ǥ���������
��������� ����������	���������ǡ� ��������������ϐ����������������������������������������ϐ���
����� ����������� �������������ǡ� ���������� ����� ���������� �������Ǥ� ������ϐ�������� ��� ����
generation upon re-oxygenation in vitro revealed that short-term hypoxia was comparable 
to controls and, as expected, sustained hypoxia/ re-oxygenation caused marked elevation 
in ROS. Episodic hypoxia, namely the daily repetition of short-term hypoxia, produced a 
������ǡ����������ϐ��������������Ǥ�����������������������������������������������������������
����������������������������ȏ͵͹ȐǤ������������������������������ǡ�����������������������������
�������ǡ��������������������ȏ͵ͺȐǡ�������������������������������������������������������
����������������ȏ͵ͻǦͶ͵ȐǤ�����������ǡ�����������������������ǡ������������������������������������
episodic hypoxia, has been also reported under CsA treatment in vivo [13]. Conceivably, 
moderate elevated ROS levels may trigger cellular defence mechanisms.

���� ��������� ��������� �����ϐ��� ������� ��� ��������� ������������ ������������ ����������
of apoptosis during re-oxygenation. Apoptosis was most pronounced when cells were 
subjected to sustained hypoxia/re-oxygenation and challenged with staurosporine, a 
������������ ���������� ��� ������������ ��� �� ������� ��� �������� ȏͶͶǡ� ͶͷȐǤ�������� ���������� ���
the apoptosis marker active caspase-3 was also found by pre-treatment with short-term 
hypoxia. By contrast, pre-treatment with episodic hypoxia conferred marked protection 
from staurosporine-induced apoptosis. Thus, the unique character of episodic hypoxia 
seems to be resistance to ROS mediated cell stress following re-oxygenation. Interestingly, 
��� ����� ����������	ǦͳȽ��������ǡ� ���������������������� �������� ��� ���������� ��������ǡ�����
highest after episodic hypoxia, and lowest after sustained hypoxia. Obviously, strong HIF-
ͳȽ� �������������������� ��������� �������� ��������� ���������� ��Ǧ�����������Ǥ���� ���������
����������������������������������	ǦͳȽ�������������������������������������������ϐ��Ǥ����������
within three hours of staurosporine toxicity, pre-existing HIF target genes, as built up by 
sustained hypoxia, could not prevent cell death.

���������������������������in vivo experiment [11], and in light of our in vitro data, CsA-
induced episodic hypoxia may elicit some cell protective mechanisms, at least in the short-
����ǡ�������������������������������������������������������Ǧ����Ǥ����������������������������
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the protective cellular response is mainly attributed to HIF, during episodic hypoxia, the 
����������������������������������ϐ���������������������������������Ǥ�������������������
����������ǡ��������������	ǦͳȽ�����������������������������������������������������������������
of our episodic hypoxia setting. Expanding this concept may lead to new perspectives on 
other physiological and patho-physiological conditions of episodic hypoxia/re-oxygenation, 
������Ǥ�Ǥ�������������������ǡ�������������������������ǡ����������������ǤǤ��������������������
increase in ROS or the lack of a HIF response determines CsA mediated nephrotoxicity in the 
long term, needs to be addressed in future studies.

Conclusion

�������������������������������ϐ���������������������Ǧ��������������������������������
hypoxia. Pre-conditioning with episodic hypoxia may become a tool to ameliorate organ 
damage under stress.
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