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Einleitung 

1. Einleitung 

Molekularer Sauerstoff (O2) ist für alle Zellen höherer Tierarten existentiell, da alle aktiven 

Stoffwechselvorgänge und Replikationsmechanismen auf die ausreichende Bereitstellung von 

ATP angewiesen sind. Durch die aerobe Glykolyse wird Glukose zu Pyruvat umgewandelt und 

dieses dann im Rahmen von Citratzyklus und Atmungskette an der inneren 

Mitochondrienmembran zu H2O und CO2 oxidiert. Dabei entstehen pro Mol Glukose 36 bzw. 38 

Mol ATP. Durch anaerobe Glykolyse entstehen nur 2 Mol ATP pro Mol Glukose, und sie ist 

damit wesentlich ineffektiver. Ist eine ausreichende Gewebe-Oxygenierung nicht gewährleistet 

(Hypoxie), sind nur wenige Zellen in der Lage, ihre Funktion und Struktur längere Zeit aufrecht 

zu erhalten. Unterschiedlicher Verbrauch von O2, unterschiedliche Reserven an energiereichen 

Phosphaten oder gespeichertem O2 sowie die molekulare Ausstattung zur anaeroben Glykolyse 

erklären, warum manche Zelltypen wie z.B. Skelettmuskelzellen und Makrophagen unter 

Hypoxie länger ihren Stoffwechsel aufrecht erhalten können als andere Zellen, z.B. der 

Großhirnrinde. 

Multizelluläre Organismen haben eine Vielzahl von Organsystemen entwickelt, um eine 

ausreichende Oxygenierung aller Gewebe zu gewährleisten. Dazu gehören Atemwege und Lunge 

ebenso wie das Herz-Kreislauf-System und die Erythrozyten des Blutes. Alle diese Systeme 

werden in ihren Stellgrößen (z. B. Atemfrequenz, Herzfrequenz, Blutdruck, Zahl der 

Erythrozyten, Menge des Hämoglobins) direkt oder indirekt durch den Sauerstoffpartialdruck 

(pO2) im Blut bzw. im Gewebe beeinflusst. 

Hypoxie spielt in der Entstehung oder im Verlauf nahezu aller Krankheiten gleich welcher 

Ätiologie eine wichtige Rolle. Offensichtlich ist dies bei primär ischämischen Erkrankungen. So 

ist bei einem Infarkt Hypoxie die wichtigste Ursache des Zell- und Gewebeuntergangs. 

Sauerstoffmangel ist aber auch für den Verlauf von inflammatorischen oder neoplastischen 

Erkrankungen von erheblicher Bedeutung. Während es bei entzündlichen Reaktionen mit 

fibrotischem Umbau von Gewebe (Narben, Remodeling) in Folge der Verlängerung der 

Diffusionsstrecken im Gewebe zu lokaler Hypoxie kommt, kommt es im Kern schnell 

wachsender Tumore oft zu einer ausgeprägten Hypoxie und Nekrose und damit zu einer 

Veränderung des Wachstumsverhaltens. 

Auf die Beeinträchtigung der oxidativen Phosphorylierung bei Hypoxie und den damit 

einhergehenden Energiemangel reagieren Zellen und damit der gesamte Organismus mit 

verschiedenen spezifischen Mechanismen. Bestimmte erregbare Zellen wie die Typ-1-Zellen im 

Glomus caroticum oder Zellen der Phäochromozytom-Zelllinie PC12 reagieren auf systemische 
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arterielle Hypoxämie bzw. Hypoxie sehr schnell mit einer Depolarisation. Der daraus folgende 

Ca2+-Einstrom führt zu einer Aktivierung unterschiedlicher Signalkaskaden, was in einer 

Ausschüttung von Neurotransmittern und Katecholaminen wie Dopamin und Noradrenalin 

resultiert. Dies hat unter anderem eine verstärkte Atmung zur Folge. Außerdem findet durch eine 

zelltypabhängige Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren wie z. B. AP-1 (c-fos) und 

NF-kB eine Veränderung der Genexpression statt (Conforti 1999; Kobayashi 1999; Premkumar 

2000; Alvarez-Tejado 2001; Beitner-Johnson 2001; Beitner-Johnson 2002).  

Der wichtigste Mechanismus für mittel- und langfristige hypoxische Adaptation und Reaktion 

auf lokale Hypoxie sind jedoch die Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktoren (HIF). 

1.1.  Hypoxie-induzierbare Transkriptionsfaktoren 

HIF ist ein Heterodimer aus einer α- und einer β-Untereinheit, welche beide zur Familie der 

„basic helix-loop-helix PAS domain“ Proteine gehören. Es gibt zwei Isoformen der HIFα-

Untereinheit, die an der hypoxischen Geninduktion beteiligt sind, nämlich HIF-1α und HIF-2α 

(auch EPAS-1=„Endothelial PAS domain protein-1“ genannt), die beide auf ähnliche Weise auf 

Proteinebene hypoxieabhängig reguliert werden, während HIFβ (auch ARNT=„Aryl 

hydrocarbon receptor nuclear translocator“ genannt) konstitutiv exprimiert wird und auch mit 

anderen Transkriptionsfaktoren als HIFα dimerisiert  (Wang 1995; Wiesener 1998). 

1.1.1. Stabilisierung und Aktivierung von HIFα 

Unter normoxischen Bedingungen wird HIF-1α durch spezifische Prolyl-Hydroxylasen (PHD 1, 

2, 3) an zwei Prolylresten (Pro402 und Pro564) hydroxyliert. Die PHDs sind eisenabhängige 

Dioxigenasen, die O2 und 2-Oxoglutarat als Kosubstrat sowie Ascorbat als Kofaktor benötigen. 

Durch einen Km-Wert, der im Bereich der (patho)physiologischen Schwankungen des pO2 im 

Gewebe liegt, stellen diese Prolyl-Hydroxylasen den Sauerstoffsensor des HIF-Systems dar 

(Epstein 2001; Ivan 2001; Jaakkola 2001). Durch die Prolyl-Hydroxylierung kann das Von-

Hippel-Lindau-Protein (pVHL) an HIFα binden. pVHL ist Teil einer Ubiquitin Ligase. 

Zusammen mit Elongin C und mehreren anderen, erst teilweise identifizierten Proteinen (z. B. 

Cullin B) bildet es einen Komplex, der zur Ubiquitinierung und letztlich zur proteasomalen 

Degradation der HIFα-Untereinheit führt (Salceda 1997; Kallio 1999; Maxwell 1999). Dieser 

Prozess führt dazu, dass unter normoxischen Bedingungen praktisch kein HIF-1α oder HIF-2α in 

Zellen oder Geweben nachweisbar ist. Eine Inaktivierung von pVHL führt daher zu einer O2-

unabhängigen Stabilisierung von HIFα (Wiesener 2001). 
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Eine weitere O2-abhängige Hydroxylierung findet an einem Asparaginylrest in der c-terminalen 

Transaktivierungsdomäne von HIFα (HIF-1α: Asn803; HIF-2α: Asn851) statt. Die dafür 

verantwortliche Asparaginyl-Hydroxylase wurde vor kurzem kloniert und ist identisch mit dem 

vorher identifizierten Factor Inhibiting HIF-1 (FIH) (Mahon 2001; Hewitson 2002; Lando 

2002a). Durch die Asparaginyl-Hydroxylierung wird im Gegensatz zu den Prolyl-

Hydroxylierungen nicht die Stabilität, sondern die Aktivität der HIFα-Untereinheit beeinflusst, 

indem die Bindung des transkriptionellen Koaktivators CBP/p300 behindert wird (Lando 2002b). 

Dadurch lässt sich die Beobachtung erklären, dass eine alleinige Stabilisierung von HIFα nicht 

ausreicht, um unter normoxischen Bedingungen die gesamte transaktivierende Aktivität von HIF 

zu induzieren (Hofer 2001). Es gibt allerdings auch Hinweise, dass die Wirkung von FIH nicht 

primär über die Sauerstoffspannung reguliert wird, sondern vielmehr darüber, dass VHL HIF an 

FIH heranträgt. So hat FIH Bindungsdomänen sowohl für HIF als auch für VHL (Mahon 2001). 

 

 

 
Abb. 1.1.1.a Schematische Darstellung der HIFα-Degradation in Normoxie 
Unter normoxischen Bedingungen werden bestimmte Prolyl- (P) und Asparaginylreste (N) von HIFα durch 
spezifische Prolyl-(PHD) bzw. Asparaginyl-Hydroxylasen (FIH) hydroxyliert. Durch die Prolyl-Hydroxylierung 
kann das Von-Hippel-Lindau-Protein (pVHL) die HIFα-Untereinheit binden. Anschließend wird die HIFα-
Untereinheit durch eine E3-Ubiquitin-Ligase ubiquitiniert und proteasomal degradiert. Die Asparaginyl-
Hydroxylierung verhindert die Bindung des Kofaktors CBP/p300 und reduziert damit die transaktivierende Wirkung 
von HIF. 
 
Unter Hypoxie kann die Hydroxylierung von HIFα nicht mehr stattfinden, so dass HIFα sowohl 

stabilisiert als auch aktiviert wird. HIFα transloziert dann durch einen noch nicht genau 

bekannten Mechanismus in den Zellkern (Chilov 1999). Um dort DNA binden und seine 

Zielgene transaktivieren zu können, muss HIFα mit HIFβ/ARNT dimerisieren (Gradin 1996; 
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Salceda 1996; Wood 1996; Kallio 1997; Chilov 1999). Das HIF Heterodimer bindet an das HIF-

bindende Sequenz-Motiv (HBS) 5’-RCGTG-3’, das Teil der sogenannten „hypoxia-responsive 

elements“ (HRE) in den Promotoren oder Enhancern der HIF-Zielgene ist. Datenbankanalysen 

ergeben, dass dieses Motiv sehr häufig zu finden ist, ohne dass sich daraus zwingend eine 

funktionelle Bedeutung ergibt. Man muss also davon ausgehen, dass es weitere Faktoren gibt, 

die die DNA-Bindung von HIF regulieren. Ein Mechanismus scheint die CpG-Methylierung der 

potenziellen Bindungsstellen zu sein, die die Bindung von HIF verhindert (Wenger 1998a).  

Durch die Rekrutierung von Kofaktoren wie CBP/p300, SRC-1 oder TIF2 initiiert HIF die 

Transkription (Arany 1996; Ebert 1998; Kallio 1998; Ema 1999; Carrero 2000; Gu 2001). Es hat 

sich gezeigt, dass die Bindung von HIF zwar notwendig, aber nicht ausreichend für die Induktion 

der Transkription ist. So finden sich in den HREs von hypoxie-induzierbaren Genen immer 

Bindungsstellen für mehrere Transkriptionsfaktoren. Obwohl diese Transkriptionsfaktoren selbst 

in der Regel nicht durch Hypoxie reguliert werden, kann durch sie die Hypoxieantwort 

amplifiziert oder gewebespezifisch reguliert werden. Beispiele dafür sind Interaktion von HIF 

mit ATF-1/CREB-1 am Laktat-Dehydrogenase A-Gen (Firth 1995; Ebert 1998), mit AP1 am 

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-Gen (Damert 1997) und mit HNF-4 am 

Erythropoetin-Gen (Galson 1995). Auch können zwei oder mehr HBS ein funktionelles HRE 

bilden, zum Beispiel im Transferrin-Gen (Rolfs 1997). Die Bedeutung mehrerer Bindungsstellen 

für die Bildung eines HRE erklärt sich durch die Beobachtung, dass für eine feste Bindung von 

CBP/p300 die Interaktion mit mehr als einem Transkriptionsfaktor notwendig ist. 
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Abb. 1.1.1.b Schematische Darstellung der hypoxischen Aktivierung von HIF 
Bei Sauerstoffmangel findet die Prolyl- und Asparaginyl-Hydroxylierung nicht statt. Dadurch entgeht die HIFα-
Untereinheit der Degradation und kann in den Kern translozieren. Dort rekrutiert HIFα die konstitutiv exprimierte 
HIFβ-Untereinheit und Kofaktoren wie CBP/p300, bindet an die hypoxia response elements (HRE) der Zielgene und 
aktiviert dadurch deren Transkription. 
 
Mehrere negative Rückkopplungsmechanismen, die die HIF-Antwort auf Hypoxie regulieren, 

wurden beschrieben. So sinkt nach längerer Hypoxie die Konzentration von HIF-1α-mRNA 

(Wenger 1998b). Außerdem wurde eine HIF-1-abhängige Induktion von p35srj beobachtet. 

Durch p35srj wird die Bindung von HIF und CBP/p300 behindert und somit die 

Transaktivierung deutlich inhibiert (Bhattacharya 1999). Der wichtigste negative 

Rückkopplungsmechanismus ist jedoch wahrscheinlich die transkriptionelle Induktion der HIF-

Prolyl-Hydroxylasen PHD2 und PHD3 durch HIF selbst (Cioffi 2003; D'Angelo 2003).  

HIFα lässt sich durch pharmakologische Inhibition der PHDs und FIH stabilisieren und 

aktivieren. Dazu können verschiedene Substanzen verwendet werde. Eisen-Chelatbildner wie 

Dipyridyl bilden Komplexe mit intrazellulärem Eisen, so dass die eisenabhängige 

Hydroxylierung von HIFα nicht mehr erfolgen kann. Kobalt kann die enzymatische Reaktion 

behindern, indem es den notwendigen Kofaktor Ascorbat aus den Zellen depletiert (Salnikow 

2004). Mittlerweile konnte auch in mehreren Arbeiten gezeigt werden, dass spezifische 
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Inhibitoren der PHDs HIF stabilisieren und dadurch HIF-Zielgene und Angiogenese induziert 

werden (Ivan 2002; Warnecke 2003).  

1.1.2. Wirkung von HIF 

Die große Bedeutung von HIF für die Anpassung des Organismus an Hypoxie erklärt sich durch 

die große Anzahl von Genen, die durch HIF reguliert werden und die Wirkung des HIF-Systems 

in allen Zellen. 

Viele der durch HIF induzierten Genprodukte (s. Tab. 1) bewirken eine bessere 

Sauerstoffversorgung des Gewebes. So kommt es durch Induktion von HIF zu einer erhöhten O2-

Transportkapazität, da eine vermehrte Erythropoetin (EPO) Produktion in den peritubulären 

Fibroblasten der Niere eine verstärkte Erythropoese induziert (Bachmann 1993; Maxwell 1993). 

HIF-2α ist für die Regulation der EPO-Synthese die entscheidende Isoform (Warnecke 2004; 

Scortegagna 2005). Eisenmangel ist ein häufiger Grund für eine nicht ausreichende 

Erythropoese, da Eisen für die Hämoglobinsynthese notwendig ist. HIF induziert sowohl 

Transferrin als auch den Transferrin-Rezeptor und Ceruloplasmin. Dadurch kommt es zu einer 

verbesserten Eisen-Transportkapazität und zu einer besseren Versorgung des blutbildenden 

Gewebes mit Eisen. 

Gleichzeitig wird die lokale Durchblutung verbessert. Es wurde gezeigt, dass VEGF ein Zielgen 

von HIF ist. Durch VEGF wird die Angiogenese in hypoxischen Geweben induziert. Als Folge 

steigt die Kapillardichte und die Diffusionsstrecke für O2 im Gewebe sinkt. Auch der VEGF-

Rezeptor Flt-1 wird durch HIF reguliert. 

Transgene Mäuse, bei denen ein stabilisiertes HIF-1α unter der Kontrolle eines keratinozyten-

spezifischen Promotors überexprimiert wird, entwickeln eine hypervaskularisierte Haut. Im 

Gegensatz zu Tieren, die nur VEGF überexprimieren, zeigen sich hier keine „undichten“ Gefäße 

oder Entzündungsreaktionen (Elson 2001). Dies zeigt, dass HIF als „master regulator“ der 

Angiogenese nicht nur über VEGF, sondern durch die Induktion eines komplexen Musters an 

unterschiedlichen, zusammenwirkenden Faktoren Angiogenese induziert. Durch Microarray 

Analysen wurden in den letzten Jahren ca. 200 HIF-1α induzierbare Gene identifiziert. Eine 

Auswahl der wichtigsten HIF-Zielgene ist in Tabelle 1 aufgeführt.  
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Erythropoese und Eisentransport  Glukose Aufnahme und Glykolyse 
Erythropoetin  
 

Erythropoese  Glukose-Transporter 1 
 

Glukose Aufnahme 

Transferrin 
 

Eisentransport  Laktat-Dehydrogenase A 
 

Glykolyse 

Transferrin-Rezeptor 
 

Eisenaufnahme  Phosphofruktokinase L 
 

Glykolyse 

Ceruloplasmin 
 

Eisenoxidation  Aldolase A 
 

Glykolyse 

  GAPDH 
 

Glykolyse 

Angiogenese und Gefäßtonus  Phosphoglyzerat-Kinase 1  Glykolyse 

VEGF 
 

Angiogenese  Enolase 1 
 

Glykolyse 

Flt-1 
 

VEGF-Rezeptor  PFKFB3 
 

Regulation der 
Glykolyse 

EG-VEGF 
 

Angiogenese  
 

PAI-1 
 

Angiogenese  Andere  

iNOS 
 

NO-Produktion  p35srj 
 

HIF-Regulation 

HO-1 
 

CO-Produktion  Kollagen Prolyl-4-
Hydroxylase α  

Kollagen-Synthese 

Adrenomedullin 
 

Gefäßtonus  ETS-1 
 

Transkriptionsfaktor 

Endothelin 1 
 

Gefäßtonus  IGFBP-1 
 

Wachstumsfaktor 

α1B-Adrenerger-
Rezeptor  
 

Gefäßtonus  Carboanhydrase 9 
 

pH-Regulation 

 

Tabelle 1: Wichtige HIF-Zielgene 
Wirkung von HIF (nach Wenger 2002). Weitere Erläuterungen im Abschnitt 1.1.2 
 
Die lokale Durchblutung wird wesentlich durch den Gefäßtonus beeinflusst. Dieser wird unter 

anderem durch NO, CO oder Hormone wie Endothelin, Adrenomedullin oder Noradrenalin 

gesteuert. Auch in diese Systeme greift HIF ein, indem es die induzierbare NO-Synthase (iNOS), 

die Häm-Oxigenase 1 (HO-1), Endothelin 1, Adrenomedullin und den α1b-Adrenergen-Rezeptor 

induziert. 

In hypoxischen Geweben kann durch anaerobe Glykolyse auch ohne O2 ATP generiert werden. 

Viele der für die Glukose-Aufnahme oder für die Glykolyse notwendigen Enzyme sind HIF-

Zielgene (s. Tab. 1), so dass die Zelle in die Lage versetzt wird, einem O2-Mangel mit einer 

verstärkten anaeroben Glykolyse zu begegnen. Dadurch kann die Lebensfähigkeit der Zelle unter 

hypoxischen Bedingungen erheblich verbessert werden. 

Am Beispiel von α-Fetoprotein (afp) konnte erstmals gezeigt werden, dass HIF-1 auch die 

Transkription behindern kann, indem es mit anderen Transkriptionsfaktoren wie z. B. c-Myc um 

eine DNA-Bindungsstelle kompetitiert (Mazure 2002). 
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1.1.3. Hypoxieunabhängige Regulation von HIF 
Mehrfach wurde berichtet, dass Wachstumsfaktoren und Zytokine unabhängig von Hypoxie die 

Proteinexpression und Aktivität von HIF-1α und HIF-2α beeinflussen können. Ohne dass der 

Mechanismus bis jetzt eindeutig geklärt wurde, wird HIF in einigen Zelltypen durch Faktoren 

wie Insulin, Insulin-like Growth Factor 1 und 2, Interleukin 1β, Tumor-Nekrose-Faktor α, 

Thrombin, Transforming Growth Factor β1, Platelet-derived Growth Factor, Hepatocyte Growth 

Factor und Angiotensin II induziert (Übersicht in (Bilton 2003)). Eine Hypothese ist, dass über 

die Aktivierung von Rezeptor Tyrosin Kinasen und die nachfolgende Phosphorylierung und 

Aktivierung von Ras/Raf-, MEK- und p42/p44-MAP-Kinasen die Transkription und/oder 

Translation der HIFα-Untereinheit stimuliert wird. Durch eine Sättigung der PHDs oder von 

pVHL könnte HIFα der proteasomalen Degradation entkommen und so stabilisiert werden. Auch 

die Aktivierung von Akt scheint HIF-1α über einen ähnlichen Mechanismus zu stabilisieren 

(Laughner 2001). Da diese Beobachtungen bisher nur in der Zellkultur gemacht wurden und 

meist die Induktion der transkriptionellen Aktivität von HIF durch diese Faktoren um ein 

Vielfaches geringer ist als die hypoxische Induktion, bleibt offen, welche Bedeutung nicht 

hypoxischen Mechanismen bei der Aktivierung von HIF in vivo zukommt. Eine möglicherweise 

größere physiologische Bedeutung hat die post-translationale Modifizierung von HIFα durch 

Phosphorylierungen. So steigert eine Phosphorylierung von HIFα-Untereinheiten deren 

transkriptionelle Aktivität nach erfolgter hypoxischer Stabilisierung. Obwohl gezeigt werden 

konnte, dass p42/p44-MAP-Kinasen an der Phosphorylierung beteiligt sind, konnten die 

phosphorylierten Aminosäurereste der HIFα-Untereinheiten noch nicht identifiziert werden 

(Richard 1999). Die (patho)physiologische Bedeutung dieser Befunde ist noch nicht geklärt, 

obwohl man spekulieren kann, dass durch Wachstumsfaktoren die HIF-Antwort auf Hypoxie je 

nach Gewebetyp und Hypoxie-auslösender Noxe, z. B. inflammatorische Ereignisse, moduliert 

werden kann. 
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Abb. 1.1.3 Schematische Darstellung der möglichen hypoxieunabhängigen Aktivierung von HIF 
Durch Wachstumsfaktoren oder Angiotensin II (Ang II) wird die Transkription und Translation von HIFα deutlich 
gesteigert. Möglicherweise kommt es dadurch zu einer Sättigung der spezifischen Prolyl-(PHD) bzw. Asparaginyl-
Hydroxylasen (FIH). Dann entgeht HIFα der proteasomalen Degradation, kann in den Kern translozieren und dort 
nach Dimerisierung mit HIFβ Zielgene transaktivieren. 

1.1.4. HIF in vivo 

Die herausragende Bedeutung von HIF in vivo konnte mittlerweile durch verschiedene 

Untersuchungen gezeigt werden. In Tumoren induziert HIF eine verstärkte Angiogenese und 

anaerobe Glykolyse. Dabei wird HIF entweder durch Hypoxie im Kern solider Tumoren oder 

durch Mutationen, insbesondere von VHL, stabilisiert. Dies hat eine besondere Bedeutung für 

die Tumoren des vererblichen von-Hippel-Lindau-Syndroms. Die betroffenen Patienten haben 

eine Keimbahnmutation in einem Allel des VHL-Gens. Aus noch unbekannten Gründen tritt im 

Laufe des Lebens in bestimmten Organen eine (somatische) Mutation auch des anderen VHL-

Allels auf und führt dann zur Entstehung von Phäochromozytomen, Hämangioblastomen des 

ZNS und der Retina und klarzelligen Nierenzellkarzinomen. Für diese Tumore, die 

gekennzeichnet sind durch eine besonders ausgeprägte Vaskularisierung, ist die Mutation im 
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VHL-Gen in den Nierenzellkarzinomen, vielleicht sogar nur die damit einhergehende 

Stabilisierung von HIF, das entscheidende Ereignis in der Tumorentstehung (Kondo 2002; 

Mandriota 2002; Maranchie 2002).  

Durch Knockout-Experimente an Mäusen konnte die Bedeutung von HIF für die embryonale 

Entwicklung demonstriert werden. Homozygoter Knock-out von HIF-1α oder HIF-2α führte zu 

einem Absterben der Embryonen, verursacht durch schwere Fehlentwicklungen des 

kardiovaskulären Systems bzw. Bradykardie in Folge einer gestörten Katecholaminsynthese bei 

einem HIF-2α Knock-out Modell (Maltepe 1997; Iyer 1998; Ryan 1998; Tian 1998; Peng 2000). 

Zusätzlich zeigten HIF-2α-defiziente Mäuse Störungen der Lungenreife (Tian 1998; 

Compernolle 2002). Mäuse mit einem heterozygoten Defekt von HIF-1α sind lebensfähig, 

zeigen aber eine gestörte Anpassung an Hypoxie.  

Im Jahr 2003 gelang erstmals durch aufwändige Rückkreuzungen die Generierung von 

lebensfähigen HIF-2α Knock-out Mäusen. Diese Mäuse zeigten eine Multiorgan-Pathologie, die 

an Erkrankungen durch gestörte Mitochondrien-Funktion erinnerte, sowie Defekte in der 

Hämatopoese (Scortegagna 2003a; Scortegagna 2003b). In einer späteren Arbeit wurde gezeigt, 

dass die hämatopoetischen und biochemischen Defekte weitgehend durch eine EPO-Substitution 

aufgehoben werden konnten (Scortegagna 2005). Dies legt die Vermutung nahe, dass EPO evtl. 

das einzige HIF-2α Zielgen sein könnte. 

1.2.  Das Renin-Angiotensin-System 

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) spielt eine entscheidende Rolle in der Homöostase des 

kardiovaskulären Systems, insbesondere bei der Regulation von Blutdruck und Blutvolumen und 

der Aufrechterhaltung der Gewebeperfusion und damit auch der Gewebeoxygenierung. 

Klassischer Weise wurde das RAS als ein endokrines Hormonsystem gesehen. Dabei wird Renin 

aus den juxtaglomerulären Zellen der Niere durchblutungsabhängig freigesetzt und dadurch die 

Umwandlung des in der Leber gebildeten Angiotensinogens in Angiotensin I (Ang I) katalysiert. 

Das zirkulierende Decapeptid Ang I wird im pulmonalen Gefäßbett durch endothelständiges 

Angiotensin Converting Enzyme (ACE) zum Octapeptid Angiotensin II (Ang II) umgewandelt. 

Ang II ist das Effektormolekül des RAS und wirkt über membranständige Angiotensin II-

Rezeptoren (ATR) an den Zellen des jeweiligen Zielorgans. An der glatten Gefäßmuskulatur 

führt Ang II zu einer Kontraktion. U.a. über das sympathische Nervensystem wirkt es am Herzen 

positiv inotrop und chronotrop. In der Nebennierenrinde steigert Ang II die Synthese von 

Aldosteron, welches in der Niere eine verstärkte Rückresorption von Natrium und Wasser zur 
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Folge hat. Durch ein verstärktes Durstgefühl sowie eine vermehrte Sekretion von Vasopressin 

wird das intravaskuläre Volumen weiter gesteigert. Im Endeffekt führen diese Mechanismen zu 

einer Steigerung des Blutdrucks und damit zu einer Verbesserung der Organperfusion (Übersicht 

in Achard 2001). 

In den letzten Jahren hat sich die Erkenntnis durchgesetzt, dass neben diesem zirkulierenden 

RAS auch in vielen Organen ein lokales, gewebeständiges RAS besteht. Dieses ist von 

besonderer Bedeutung in der Niere, der Gefäßwand, dem Herzen, dem Gehirn und der 

Nebenniere. Dabei werden sämtliche Komponenten des RAS auch lokal exprimiert. Auch sind 

außer Renin und ACE weitere Enzyme wie Chymase oder Tissue Plasminogen Activator in der 

Lage, Ang II zu bilden (Übersicht in Bader 2001). 

1.2.1. Angiotensin II-Rezeptoren 
Bisher wurden zwei verschiedene Typen von ATR charakterisiert. Sie werden Angiotensin II-

Rezeptor Typ 1 (AT1R) und Typ 2 (AT2R) genannt. Ein erster Nachweis von unterschiedlichen 

Subtypen des ATR gelang durch die Entwicklung von spezifischen Liganden und die 

Beobachtung, dass Dithiothreitol (DTT) die Affinität von Ang II mit den Rezeptoren 

unterschiedlich beeinflusst. Durch DTT wird die Affinität von Ang II mit AT1R verringert, 

während die Affinität mit AT2R gesteigert wird (Chang 1982; Gunther 1984; Chiu 1989; Speth 

1991). Später konnte durch die Klonierung der ATR-Gene gezeigt werden, dass beide 

Rezeptoren zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit sieben transmembranären 

Domänen (GPCR) gehören (Murphy 1991; Sasaki 1991; Kambayashi 1993; Mukoyama 1993). 

Eine G-Protein-Kopplung konnte für den AT2R bisher allerdings noch nicht sicher 

nachgewiesen werden. Auch wird dieser Rezeptor nach Ligandenbindung nicht internalisiert, 

verhält sich also auch in diesem Punkt nicht wie ein klassischer G-Protein-gekoppelter Rezeptor 

(Dudley 1991; Csikos 1998). Eine strukturelle Erklärung für diese fundamentalen Unterschiede 

zwischen den ATR-Subtypen findet sich möglicherweise in der Aminosäuresequenz beider 

Angiotensin II-Rezeptoren, die eine Homologie von lediglich 34% aufweist (Kambayashi 1993; 

Mukoyama 1993). 

1.2.1.1. Der Angiotensin II-Rezeptor Typ 1 (AT1R) 
Die klassischen Wirkungen des RAS wie Blutdruckregulation, Wasser- und 

Elektrolythomöostase werden über den AT1R vermittelt. 

Der AT1R wurde erstmals aus RASMCs sowie Rinder-Nebennieren kloniert. Das Produkt des 

AT1R-Gens besteht aus 359 Aminosäuren und hat – im nicht-glykosylierten Zustand – ein 

Molekulargewicht von 41 kDa (Murphy 1991; Sasaki 1991). Das humane Genom enthält ein 
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einziges für den AT1R kodierendes Gen auf Chromosom 3 (Curnow 1992; Davies 1994). Im 

Gegensatz dazu gibt es bei Nagetieren zwei Isoformen des AT1R, AT1AR und AT1BR mit einer 

Sequenzhomologie von 94%, die von unterschiedlichen Genen kodiert werden (Langford 1992; 

Takeuchi 1993). AT1A-Rezeptoren werden vor allem in der Niere, der Lunge, der Leber und 

glatten Gefäßmuskelzellen exprimiert. Dagegen konnte man den AT1B-Rezeptor überwiegend in 

der Nebenniere und im Hypophysenvorderlappen nachweisen (Übersicht in de Gasparo 2000). 

Spezifische Antagonisten für den AT1-Rezeptor sind die Sartane, z.B. Losartan, Irbesartan oder 

Candesartan. 

1.2.1.1.1. Regulation der AT1R-Expression 

Die Expression der AT1-Rezeptoren ist gewebe- und zelltypabhängig. In der Promotorregion  

des AT1R wurden Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren identifiziert, die einen positiven 

Einfluss auf die Transkriptionsrate des AT1R-Gens haben. Darunter finden sich Glucocorticoid 

response elements, eine PEA3-Bindungsstelle, ein cAMP response element sowie je eine AP1- 

und GATA4-Bindungstelle im AT1AR-Gen der Ratte (Übersicht in Matsubara 1998). Weiterhin 

wurde eine sogenannte Negative Regulatory Region (NRE) beschrieben. Nur in Zellen 

neuronalen Ursprungs binden dort Kernproteine und inhibieren dadurch die Transkription 

(Murasawa 1993; Murasawa 1995). 

Über diese sowie vermutlich über weitere bisher nicht identifizierte Bindungsstellen regulieren 

viele Wachstumsfaktoren die AT1R-Expression. So induzieren Insulin und Wachstumshormon 

(GH) die Expression (Wyse 1997; Nickenig 1998). Im Gegensatz dazu reduzieren andere 

Wachstumsfaktoren wie Platelet-derived Growth Factor, Epidermal Growth Factor oder Basic 

Fibroblast Growth Factor sowie Stickstoffmonoxid (NO) die AT1R-Expression in der glatten 

Gefäßmuskulatur. Dieser Effekt, der über eine Destabilisierung der mRNA vermittelt wird 

(Nickenig 1994; Ichiki 1998), überspielt jedoch häufig positive transkriptionelle Effekte durch 

Wachstumsfaktoren. Ebenso haben verschiedene Zytokine wie Interleukin 1α, Tumor-Nekrose-

Faktor α und Interferon γ eine inhibierende Wirkung auf die AT1R-Expression. (Übersicht in de 

Gasparo 2000). 

1.2.1.1.2. Signaltransduktionswege des AT1R 

Die Bindung von Ang II an den AT1R aktiviert zelltypabhängig verschiedenste 

Signaltransduktionswege. Über die Kopplung an Gq/11 wird Phospholipase C aktiviert, was über 

die Bildung von Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) zu einer Freisetzung von 

Kalzium (Ca2+) aus intrazellulären Speichern und einer Aktivierung von Proteinkinase C (PKC) 
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führt. Sowohl die Freisetzung von Ca2+ als auch die Aktivierung von PKC verursachen eine 

Kontraktion von Gefäßmuskelzellen und verursachen dadurch eine Vasokonstriktion. Damit 

einhergehend reduziert die Aktivierung von an Gi/o-gekoppelten AT1R die Aktivität der 

Adenylatcyclase, wodurch die Produktion des vasodilatatorisch wirkenden „second messengers“ 

zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) vermindert wird (Übersicht in Hughes 2000). In 

einigen Zelltypen, z. B. VSMC, wirkt Ang II über die Aktivierung des nukleären Faktors kappa 

B (NF-κB) proinflammatorisch (Kranzhofer 1999; Ruiz-Ortega 2000). Ebenso wirkt die 

Aktivierung der Phospholipase D (PLD) durch Ang II proinflammatorisch. PLD stimuliert die 

Freisetzung von Arachidonsäure und begünstigt damit die Bildung von Prostaglandinen 

(Lassegue 1993). Des weiteren ist der AT1-Rezeptor an der Öffnung von Ca2+-Kanälen beteiligt, 

wodurch extrazelluläres Ca2+ in den Intrazellulärraum strömt. Dieser Mechanismus spielt eine 

Rolle bei der Ang II induzierten Aldosteronproduktion und –sekretion sowie bei der 

Vasokonstriktion (Apfeldorf 1988). Der AT1R hat auch Eigenschaften einer 

Rezeptortyrosinkinase: Durch die Transaktivierung von Wachstumsfaktorrezeptoren wie dem 

Epidermal Growth Factor-Rezeptor (EGF-R) oder dem Platelet derived Growth Factor-Rezeptor 

(PDGF-R) stimuliert AT1R Zellproliferation und –hypertrophie. Dabei werden durch 

Phosphorylierung die „mitogen-activated protein“ (MAP-) Kinasen ERK1 und ERK2 

(„extracellular signal-regulated kinases“) aktiviert, was letztlich zu einer verstärkten Expression 

von „early response“ Genen wie den Transkriptionsfaktoren c-Fos, c-Jun und c-Myc führt. 

Weiterhin aktiviert der AT1R Signaltransduktionswege von Zytokinrezeptoren, so z. B. Janus-

Kinasen (JAK), die wiederum STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription)-

Transkriptionsfaktoren aktivieren, und induziert die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies 

(ROS) in einigen Zelltypen. (Übersicht in Guo 2001). 
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Abb. 1.2.1.1 Signaltransduktionswege des Angiotensin II-Rezeptors Typ 1 
Erläuterung der Abkürzungen siehe Abschnitt 1.2.1.1.2. 
 

1.2.1.1.3. Verteilung und Funktion von AT1R in vivo 

Der AT1R wird fast in allen Organen exprimiert. Hohe AT1R-Dichten wurden vor allem im 

Gehirn, in den Nebennieren, dem Herzen, den Gefäßen und in den Nieren gefunden. Die gut 

charakterisierten Wirkungen des RAS wie die Steigerung des Blutdrucks, der Natrium- und 

Wasserretention und die Stimulation von Proliferation und Kollagensynthese kardiovaskulärer 

Zellen werden über den AT1R vermittelt. 

Im Gehirn verändert Ang II über den AT1R u.a. den Salzappetit, moduliert die zentrale 

Blutdruckregulation und beeinflusst die Hormonausscheidung in der Hypophyse (Culman 1995; 

Aguilera 1996). 

In den Nebennieren werden AT1R insbesondere in der Zona Glomerulosa der Nebennierenrinde 

und den chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks gefunden (Montiel 1993). Dort bewirken 

sie eine Freisetzung von Katecholaminen sowie von Aldosteron (Giacchetti 1996). 

Im Herzen ist die Konzentration von AT1R im Reizleitungssystem besonders hoch, während die 

Konzentration im Myokard relativ gering ist (Allen 1990; Saavedra 1993). Über diese AT1-
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Rezeptoren sowie über die Freisetzung von Katecholaminen hat Ang II einen positiv 

chronotropen und inotropen Effekt (Moravec 1990). Ang II stimuliert außerdem direkt und über 

die Freisetzung verschiedener Wachstumsfaktoren Proliferation und Hypertrophie von 

Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten sowie von glatten Gefäßmuskelzellen (Huckle 

1994). Diese Prozesse spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von linksventrikulärer 

Hypertrophie und kardiovaskulärem „Remodeling“ (Übersicht in Bader 2001). Es konnte 

mittlerweile gezeigt werden, dass der Einfluss von Ang II auf die Entwicklung von 

linksventrikulärer Hypertrophie und Herzversagen unabhängig von einer Steigerung des 

arteriellen Blutdrucks ist (Paradis 2000). Die AT1R vermittelte Konstriktion von 

Gefäßmuskelzellen ist eine zusätzliche Belastung des kardiovaskulären Systems und trägt 

entscheidend zur Entwicklung eines arteriellen Hypertonus bei. Als weiterer kardiovaskulärer 

Risikofaktor wird die Entwicklung von Atherosklerose durch die proinflammatorische Wirkung 

der AT1R Stimulation beeinflusst. 

In der Niere findet sich eine hohe AT1R-Expression auf den mesangialen Zellen des 

Glomerulums, auf interstitiellen Zellen der äußeren Medulla sowie den renalen Gefäßen. Etwas 

geringer ist AT1R-Dichte auf dem Epithel des proximalen Tubulus (Zhuo 1992a; Zhuo 1992b). 

Ang II inhibiert durch den AT1R die weitere Ausschüttung von Renin aus den Zellen der Macula 

densa und vermittelt so eine negative Rückkopplung auf das RAS (Zhuo 1992c; Bell 1999). 

Obwohl Ang II den renalen Gefäßwiderstand steigert und damit der renale Plasmafluss sinkt, 

fällt die glomeruläre Filtrationsrate (GFR) nicht ab. Ang II steigert überwiegend in den 

efferenten Arteriolen den Gefäßwiderstand, wodurch der Filtrationsdruck in den glomerulären 

Kapillaren verstärkt und die GFR gesichert wird (Cervenka 1999). In den letzten Jahren ist 

zunehmend deutlich geworden, dass Ang II in der Pathophysiologie von chronischen 

Nierenerkrankungen und bei der Entwicklung einer Niereninsuffizienz eine wichtige Rolle spielt. 

Im Rahmen von chronischen Nierenerkrankungen kommt es zu einem Wachstum von 

überlebenden Nephronen. Durch die Aktivierung von AT1R werden sowohl Zellen im 

Glomerulum (mesangiale Zellen, Endothel) als auch Tubulusendothelzellen und interstitielle 

Fibroblasten zu Proliferation und/oder Hypertrophie angeregt. Ferner wird durch AT1-

Rezeptoren eine verstärkte Bildung von Molekülen der extrazellulären Matrix induziert 

(Übersicht in Wolf 2003). Zusammen mit der durch Ang II gesteigerten Freisetzung des 

transformierenden Wachstumsfaktors β (TGF-β) beeinflusst dies das renale Remodeling durch 

verstärkte Fibrose. Hinzu kommt, dass Ang II durch die proinflammatorische Wirkung des 

AT1R Entzündungsprozesse unterhält und damit das Fortschreiten der Grunderkrankung 

unterstützt. 
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1.2.1.2. Der Angiotensin II-Rezeptor Typ 2 (AT2R) 

Ang II bindet mit gleicher Affinität an den AT2R wie an den AT1R. Ebenso wie für den AT1R 

wurden für den AT2R spezifische Antagonisten, wie z.B. PD123319, entwickelt. 

Sowohl im humanen Genom als auch im Genom der Ratte und der Maus findet sich ein 

einzelnes Gen für den AT2R auf dem X-Chromosom. Das Gen kodiert für ein Protein mit 363 

Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 41 kDa im unglykosylierten Zustand 

(Kambayashi 1993; Mukoyama 1993). 

1.2.1.2.1. Regulation der AT2R-Expression 

Die Expression des AT2-Rezeptors ist proliferations- und wachstumsfaktorabhängig. Fötales 

Kälberserum, Wachstumsfaktoren wie PDGF oder basischer Fibroblastenwachstumsfaktor 

(bFGF) (Dudley 1993; Horiuchi 1995; Ichiki 1995a) oder Aktivatoren von PKC wie Phorbol-12-

myristat-13-acetat (PMA) reduzieren die AT2R-Expression (Kijima 1996; Murasawa 1996). 

Wahrscheinlich ändert die Aktivierung des PKC-Ca2+-Signaltransduktionsweges die Bindung 

von Transkriptionsfaktoren an den Promotor des AT2R-Gens. In der Promotorregion des AT2R-

Gens konnten u. a. AP1- und C/EBP-Bindungsstellen nachgewiesen werden, die eine negativ-

regulatorische Wirkung auf die AT2R-Genexpression haben (Ichiki 1996). 

Eine vermehrte AT2R-Expression konnte nach Stimulation mit Interleukin 1β (IL-1β), Insulin 

und Insulin like Growth Factor (IGF-1) beobachtet werden (Kambayashi 1996). 

Eine höhere Expression von Interferon Regulatory Factor 1 (IRF-1) in ruhenden Zellen scheint 

zumindest teilweise für die gesteigerte AT2R-Expression in ruhenden im Vergleich zu 

proliferierenden Zellen verantwortlich zu sein (Horiuchi 1995). 

1.2.1.2.2. Signaltransduktionswege des AT2R 

Im Gegensatz zum AT1R konnte die Signaltransduktion des AT2R bisher nur ansatzweise 

aufgeklärt werden. Obwohl der AT2R strukturell zur Familie der GPCR gehört, wurde bisher 

eine Kopplung des Rezeptors an ein G-Protein nicht eindeutig nachgewiesen. Ein von einigen 

Arbeitsgruppen favorisiertes Konzept ist, dass der AT2R eine die AT1R-Signaltransduktion 

antagonisierende Wirkung besitzt. Eine Funktion des AT2R scheint die Aktivierung von Protein-

Phosphorylasen bzw. -Phosphatasen zu sein. Die Bindung von Ang II an den AT2R aktiviert die 

Serin/Threoninphosphatase PP2A in neonatalen hypothalamischen Neuronen. PP2A 

dephosphoryliert und inaktiviert die durch AT1R-Stimulation aktivierten MAP-Kinasen (Huang 

1996a; Huang 1996b). Des Weiteren gibt es Hinweise auf eine Aktivierung von Protein Tyrosin 

Phosphatasen (PTP) wie der induzierbaren MAP-Kinase Phosphatase 1 (MKP-1) oder der SH-
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PTP1 (SHP-1) durch den AT2-Rezeptor (Yamada 1996; Horiuchi 1997). Eine Aktivierung von 

MKP-1 würde MAP-Kinasen deaktivieren (Sun 1993). Unter bestimmten Bedingungen kann 

durch den AT2R die Aktivierung von MAP-Kinasen allerdings auch verstärkt werden. Werden 

PC12W-Zellen durch Nerve Growth Factor (NGF) zu einem neuronalen Phänotyp differenziert, 

hat die Bindung von Ang II an den AT2R eine vorrübergehend vermehrte Aktivität der MAP-

Kinasen ERK-1 und –2 zur Folge (Stroth 2000). 

Aktivierung von MKP-1 dephosphoryliert und inaktiviert auch das Apoptose-Schutz-Protein 

Bcl-2 (Horiuchi 1997). Dies könnte der beschriebenen proapoptotischen Wirkung der AT2-

Rezeptor-Stimulation zugrunde liegen. In mehreren Arbeiten konnte außerdem gezeigt werden, 

dass AT2R Stimulation, wahrscheinlich über eine gesteigerte Bradykinin-Freisetzung, die 

Bildung von NO stimuliert (Gohlke 1998). Durch die von NO vermittelte Steigerung des 

intrazellulären zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP) bewirkt der AT2R so letztlich eine 

Vasodilatation und damit eine Blutdrucksenkung. 

 

 
 
Abb. 1.2.1.2 Signaltransduktionswege des Angiotensin II-Rezeptors Typ 2 
Erläuterung der Abkürzungen siehe Abschnitt 1.2.1.2.2. 
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1.2.1.2.3. Verteilung und Funktion von AT2R in vivo 

Im Fetus ist der AT2R der dominierende ATR-Subtyp und wird besonders in mesenchymalen 

Geweben hoch exprimiert. Direkt nach der Geburt sinkt die AT2R-Expression jedoch deutlich 

(Grady 1991). Aufgrund dieser Beobachtung wurde für den AT2R eine Funktion in der fötalen 

Entwicklung postuliert. Da sich jedoch AT2R-Knock-out-Mäuse normal entwickeln (Hein 1995; 

Ichiki 1995b), bleibt die Bedeutung von AT2R für die fötale Entwicklung weiter unklar. Im 

Gegensatz zum AT1R ist die Expression des AT2R im adulten Menschen und Nagetier auf 

wenige Organe wie Gehirn, Herz, Nebenniere, Niere und Fortpflanzungsorgane und bestimmte 

Zellpopulationen beschränkt. Dabei unterscheidet sich die Expression je nach Spezies deutlich. 

Während der AT2R im Rattengehirn vor allem in Kerngebieten mit sensorischer Funktion zu 

finden ist, beschränkt sich die Expression beim Menschen auf das Cerebellum (Übersicht in 

Hohle 1995). Aufgrund von Knock-out Experimenten wird angenommen, dass der AT2R eine 

Rolle bei Steuerung von Durstentwicklung und explorativem Verhalten spielt. Außerdem 

reagierten die AT2R-Knock-out Mäuse auf Ang II-Infusionen mit einer größeren Steigerung des 

arteriellen Blutdrucks als Wildtyp-Tiere bzw. hatten einen höheren basalen Blutdruck (Hein 

1995; Ichiki 1995b). 

Bei Ratten konnte der AT2R im Herzen in geringen Mengen auf Myozyten und in den 

Koronarien nachgewiesen werden. Dagegen scheint der AT2R beim Menschen der dominierende 

Rezeptorsubtyp im Myokard zu sein und wird vor allem auf interstitiellen Fibroblasten und evtl. 

in geringerer Menge auf Myozyten exprimiert (Regitz-Zagrosek 1995). 

Im Gegensatz zu den meisten Spezies, bei denen eine hohe AT2-Rezeptorendichte im 

Nebennierenmark gefunden wird, ist diese im menschlichen Nebennierenmark deutlich geringer. 

In Nieren von erwachsenen Ratten wird der AT2R vor allem in Glomeruli, aber auch in 

kortikalen Tubuli und auf interstitiellen Zellen exprimiert (Edwards 1992; Sechi 1992). Im 

Tiermodell verbessert er durch eine Steigerung der cGMP-Bildung in der Niere die renale 

Mikrozirkulation (Siragy 1996; Siragy 1997). 

Wichtig ist, dass die AT2R-Expression unter vielen pathophysiologischen Bedingungen wie 

Herzinsuffizienz, Nierenversagen, Myokardinfarkt, Hirnverletzungen, Gefäßschädigung und 

Wundheilung z. T. massiv gesteigert wird (Übersicht in de Gasparo 2000). Die Hypothese, dass 

AT2R für die Regulation von  Heilungs- und Remodelingprozessen von Bedeutung sind, wird 

unterstützt durch die Beobachtung, dass durch die Gabe eines AT2R-Antagonisten die 

Neointima-Bildung nach Gefäßverletzungen verringert wird (Janiak 1992). Außerdem konnte 

kürzlich gezeigt werden, dass AT2R für die Regeneration von peripheren Nerven nach 
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traumatischen Läsionen von Bedeutung sind (Reinecke 2003). Im Gegensatz dazu wurde von 

mehreren Gruppen eine AT1R-antagonistische antiangiogene AT2R Wirkung gezeigt, die aber 

nicht unumstritten ist (Munzenmaier 1996; Silvestre 2002; Walther 2003). 

Die Hochregulation der AT2R-Expression auf kardialen Fibroblasten nach Myokardinfarkt und 

im Rahmen von kardialem Remodeling könnte auf profibrotische und proliferationsstimulierende 

AT2R-Effekte hindeuten (Tsutsumi 1998; Wharton 1998). Knock-out Modelle kardiovaskulärer 

Erkrankungen führten auch hier jedoch zu widersprüchlichen Befunden (Akishita 2000; 

Senbonmatsu 2000; Ichihara 2001; Inagami 2001; Ichihara 2002). Das ursprüngliche auf 

Zellkulturexperimenten mit PC12W und R3T3 Zellen beruhende Konzept, dass der AT2R 

AT1R-antagonistische antiproliferative und proapoptotische Ang II Effekte vermittelt, muss also 

differenzierter betrachtet werden. 

1.3.  Herleitung der Fragestellung 

Das Renin-Angiotensin-System und das HIF-„System“, d. h. die Gesamtheit der von HIF 

induzierten Zielgene, dienen gemeinsam der Aufrechterhaltung der Gewebe- bzw. 

Organperfusion und damit letztendlich der Versorgung von Zellen mit Sauerstoff und 

Nährstoffen. Diese Beobachtung wirft die Frage auf, ob und inwieweit beide System 

interagieren. So liegen bereits einige fragmentarische Hinweise auf eine ATR-Regulation durch 

Hypoxie vor.  

In der Randzone von Myokardinfarkten wurde z. B. eine gesteigerte AT2R-Expression gezeigt 

(Wharton 1998). In diesem Bereich ist auch die HIF-1α Proteinexpression am stärksten 

(Jurgensen 2004). 

Beim Remodeling nach Myokardinfarkt verändert sich auch das Expressionsmuster der 

Angiotensin II-Rezeptoren. In der Regel ist beim Menschen und beim Nager die ATR-

Expression in frühen Phasen von Kardiomyopathien oder nach einem Infarkt hochreguliert 

(Übersicht in Volpe 2003). Inwieweit das Remodeling und die ATR-Induktion direkt durch die 

lokale Ischämie oder indirekt durch eine vermehrte Bildung von Wachstumsfaktoren und 

anderen Mediatoren reguliert wird, ist aber nicht geklärt. 

Der Einfluss von Hypoxie auf die ATR-Expression ist bisher in Tiermodellen mit meistens 

chronischer, über mehrere Tage andauernder, Hypoxie untersucht worden. In der Ratte führte 

diese zur vermehrten Expression von AT1R im Glomus caroticum (Leung 2000; Fung 2002). Im 

Ratten-Pankreas wurde nach chronischer Hypoxie eine gesteigerte AT1BR- und AT2R-

Expression nachgewiesen (Chan 2000). Im Rahmen eines durch Hypoxie induzierten 
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pulmonalen Hochdrucks konnte eine gesteigerte kardiale AT2R-Expression gemessen werden, 

ohne dass sich die AT1R-Expression veränderte (Chassagne 2000). Werden Ratten sieben Tage 

in einer Umgebung mit 10% O2 gehalten, findet sich an den alveolären Membranen eine um ein 

Drittel gesteigerte AT1R-Dichte (Zhao 1996). Bei diesen chronischen Modellen können jedoch 

direkte hypoxische Effekte nicht von sekundären Mechanismen, z.B. im Rahmen von 

Geweberemodeling, differenziert werden.  

Auch die hohe Expression von AT2R im Fötus, die offenbar nicht mit der Regulation von 

Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen zusammenhängt, könnte durch den niedrigen pO2 

im fetalen Blutkreislauf bedingt sein. 

Zusammengenommen sind dies Hinweise darauf, dass Hypoxie einen regulatorischen Einfluss 

auf die ATR-Expression haben könnte. Bisher gibt es aber keine Daten, die dies eindeutig 

nachweisen. Insbesondere gibt es noch fast keine Daten über den Einfluss von Sauerstoff auf die 

ATR-Expression in Zellkulturen. Lediglich für den AT1R wurde bisher eine Induktion von 

mRNA und Protein in Gefäßmuskelzellen der Ratte unter Hypoxie beschrieben (Sodhi 2003). In 

dieser Arbeit wurde jedoch nicht auf die zugrunde liegenden Mechanismen der hypoxischen 

Induktion eingegangen. Konkrete Daten über den Einfluss von HIF auf die ATR-Expression und 

die Identifizierung der funktionellen HREs fehlen daher bis heute. 

 

Umgekehrt gibt es Befunde, die auf eine Regulation von HIF durch Ang II hindeuten. In 

isolierten Gefäßmuskelzellen der Ratte induzierte Ang II über den AT1R HIF-1α. Diese 

Induktion übertraf sogar die Induktion durch Hypoxie und ist wahrscheinlich auf 

transkriptionelle und translationale Mechanismen zurückzuführen (Richard 2000). 

Erst kürzlich wurde gezeigt, dass es bis zu vier Wochen nach einem experimentellen 

Myokardinfarkt in der Ratte zu einer Proteininduktion von HIF, besonders HIF-2α, in 

infarktfernen Regionen des Myokards kommt (Jurgensen 2004). Dies könnte ein Anzeichen für 

eine sauerstoffunabhängige Stabilisierung von HIF sein, z. B. durch Wachstumsfaktoren, 

Zytokine oder Angiotensin II. 

Als ein weiterer Hinweis auf eine Beeinflussung der HIF-Expression durch Ang II können die 

„post kidney transplantation erythrocytosis“ (PTE), die durch ACE-Hemmer behandelt werden 

kann, und die Beobachtung, dass eine medikamentöse Blockade des RAS u.U. zu einer Anämie 

mit inadäquat niedriger EPO-Produktion führen kann, gewertet werden.  

 

Diesen Hinweisen auf eine Interaktion zwischen dem RAS und dem HIF-„System“ sollte in der 

vorliegenden Arbeit in Zellkulturmodellen nachgegangen werden.  
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es konkret, 

1. hypoxieabhängige Veränderungen der Regulation der ATR-Expression in isolierten 

Zellen (VSMC und kardialen Fibroblasten für AT1R, PC12 und 3T3Li für AT2R) darzustellen 

und einen möglichen direkten Einfluss von HIF auf die ATR-Expression nachzuweisen; 

2. die postulierte Induktion von HIF-1α und HIF-2α durch Ang II in VSMC zu überprüfen 

und die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen zu charakterisieren.
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2. Material und Methoden 

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von Sigma (München) bezogen. 

2.1.  Zellkultur 

2.1.1. PC12W 
Die Zelllinie PC12W ist ein Subklon der Zelllinie PC12. Diese wurde aus einem 

Phäochromocytom der Ratte isoliert (Greene 1976) und wird häufig als Modell für neuronale 

oder katecholamin-synthetisierende Zellen genutzt. PC12W-Zellen exprimieren im Gegensatz zu 

PC12 Zellen keine AT1R sondern ausschließlich AT2R (Speth 1990). Damit eignen sie sich 

besonders für Untersuchungen zu Regulation und Funktion von AT2R. 

Die Zelllinie PC12W wurde freundlicherweise von Prof. S. Bottari (INSERM, Grenoble, 

Frankreich) zur Verfügung gestellt.  

2.1.2. 3T3-L1 
Die Zelllinie 3T3-L1 besteht aus immortalisierten neonatalen Fibroblasten der Maus (Dudley 

1991). Sie wurde freundlicherweise von Dr. M. Praus (Institut für Laboratoriumsmedizin und 

Pathobiochemie, Charité, Berlin) überlassen. 

2.1.3. Aortale Gefäßmuskelzellen der Ratte (RASMC) 
Aortale Gefäßmuskelzellen der Ratte (RASMC) werden häufig für die Simulation und 

Untersuchung kardiovaskulärer Erkrankungen genutzt. Da RASMC AT1R in größerer Zahl 

exprimieren und Gefäßmuskelzellen pathophysiologisch bei kardiovaskulären Erkrankungen 

eine große Bedeutung haben, wurden sie insbesondere bei der Erforschung der physiologischen 

und pathophysiologischen Ang II-Wirkung häufig eingesetzt. Die hier verwendeten RASMC 

wurden mir freundlicherweise von der Arbeitsgruppe PD Dr. K. Graf (DHZB, Berlin) zur 

überlassen.  

2.1.4. Kardiale Fibroblasten der Ratte (rFib) 
Die in dieser Arbeit verwendeten kardialen Fibroblasten der Ratte (rFib) wurden aus Herzen von 

Ratten isoliert, die Teil einer Kontrollgruppe für andere Experimente waren (Bernhardt 2006). 

Für die Isolation wurden folgende Lösungen benutzt: 

PBS (ohne Mg2+ und Ca2+): 8,5 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 3 mM KCl 
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Collagenase-/Dispaselösung: 120 µl Trypsin (2,5%), 188 µl CaCl2 (0,1 M), 900 µl 

Rinderserumalbumin (BSA 7,5%), 250 µl HEPES (1 M), 925 µl Kollagenase (2%), 96 µl 

Dispase (24 U/ml) ad 25 ml Krebs-Henseleit-Puffer, pH 7,4. 

Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Schritte auf Eis oder mit gekühlten (4°C) Lösungen 

durchgeführt. 

Das in sehr kleine Gewebestücke (ca. 1 mm Kantenlänge) zerteilte Myokard wurde mit PBS 

gewaschen, bis der Überstand frei von zellulären Bestandteilen war. Anschließend wurde das 

Gewebe 20 min bei 37°C mit der Collagenase-/Dispaselösung inkubiert. Dann wurde der 

Überstand mit den Fibroblasten abgenommen und etwaige Gewebereste wurden erneut mit der 

Collagenase-/Dispaselösung verdaut. Schließlich wurden alle Überstände gepoolt und mit einem 

gleichen Volumen DMEM mit 10% FKS versetzt, um die Enzymaktivität zu unterbinden. Die 

Zellen wurden pelletiert, mit PBS (ohne Mg2+ und Ca2+) gewaschen, erneut pelletiert und dann 

auf Zellkulturschalen in Kulturmedium (s.u.) verteilt. Nach einer Stunde Inkubation im 

Zellkulturschrank wurde das Medium vorsichtig abgenommen, die Schalen zwei Mal mit 

eiskaltem PBS (ohne Mg2+ und Ca2+) gewaschen und anschließend wieder mit Kulturmedium 

aufgefüllt. Dieser Waschvorgang wurde am ersten und zweiten Tag nach Isolation wiederholt. 

2.1.5. Kulturbedingungen 
Alle Kulturmedien, Zusätze und Enzyme für die Zellkultur wurden von PAA (Linz, Österreich) 

bezogen. 

Sämtliche Zellen wurden bei 37°C in 95% Raumluft und 5% CO2 kultiviert. PC12W-Zellen 

wurden in RPMI 1640-Medium mit 10% Pferdeserum und 5% fötalem Kälberserum (FKS) 

sowie 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin kultiviert. Für 3T3-L1-Zellen, RASMC 

sowie rFib wurde DMEM-Medium mit Zusatz von 10% FKS, 100 U/ml Penicillin und 100 

µg/ml Streptomycin verwendet. 

Erreichten die Zellen eine Konfluenz von ca. 80%, wurden sie mit 0,1 % Trypsin/0,67 mM 

EDTA in PBS von der Kulturschale gelöst und in einer Verdünnung von 1:3 bis 1:5 auf neue 

Kulturschalen verteilt. Für die Experimente wurden von RASMC und rFib Zellen zwischen der 

4. und 10. Passage verwendet. 

Für Experimente mit Hypoxie wurde ein NuAire-Inkubator (Zapf, Sarstedt) benutzt, bei dem der 

O2-Gehalt frei wählbar ist. Dabei wird Sauerstoff bis zum gewünschten O2-Gehalt durch 

Stickstoff ersetzt. In den hier dargestellten Experimenten wurde ein Gasgemisch von 0,5% - 21% 

O2, 74% - 94,5% N2 und 5% CO2 verwendet. 
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2.2.  mRNA-Analyse 

2.2.1. Extraktion der RNA 
Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis und mit gekühlten Reagenzien durchgeführt, um die 

Degradierung von RNA durch ubiquitär vorhandene RNasen zu minimieren. 

Zur Isolierung von RNA aus Zellkultur wurde eine Modifikation der Methode von Chomczynski 

und Sacchi (Chomczynski 1987) angewandt. Die Zellen wurden einmal mit PBS (ohne Mg2+ und 

Ca2+) gespült, in 10 ml PBS abgeschabt und pelletiert. Das Pellet wurde in 1 ml RNA-Bee (Tel-

Test, Friendswood, USA) gelöst, mit 100 µl Chloroform versetzt und 15 min auf Eis inkubiert. 

Der saure pH-Wert während der Extraktion in Verbindung mit der speziellen 

Phenol/Chloroform-Mischung (Phenol : Chloroform = 5 : 1) führt dazu, dass sich die DNA in 

der Interphase und die RNA in der oberen, wässrigen Phase befindet. Nach dem Trennen der 

Phasen durch Zentrifugation wurde die wässrige Phase mit der RNA in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt und die RNA durch Zugabe von einem Volumenteil Isopropanol gefällt (-80°C, > 1 h). 

Anschließend wurde die RNA pelletiert, einmal mit 80%igem Ethanol gewaschen, in 

Hybridisierungspuffer (80% Formamid; 40 mM PIPES, pH 6,4; 400 mM NaCl; 1mM EDTA) 

aufgenommen und zur vollständigen Lösung 15 min bei 95°C erhitzt. Die Konzentration der 

RNA wurde photometrisch bestimmt. Die Absorption einer 1:100 Verdünnung wurde bei 260 

und 280 nm Wellenlänge im Photometer (Pharmacia, Erlangen) gemessen. Der Quotient 

optischen Dichte (OD) OD260:OD280 diente zur Beurteilung möglicher Proteinkontamination der 

extrahierten RNA und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Gegebenenfalls wurde die 

Proteinkontamination durch einen weiteren Isolationsschritt verringert. Die RNA-Konzentration 

wurde anhand der OD260 bestimmt: 1 OD260 entspricht 40 µg RNA/ml. Bis zur weiteren Analyse 

wurden die Extrakte bei –80°C aufbewahrt. 

2.2.2. mRNA-Nachweis mittels RT-PCR 

Die Reverse Transkription (RT) in Verbindung mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist 

eine verhältnismäßig einfache und schnelle Methode zum Nachweis spezifischer mRNA-

Transkripte. Für eine genaue Quantifizierung von Gen-Transkripten eignet sich diese Methode 

jedoch nicht gut, da insbesondere die Effizienz der reversen Transkription größeren 

Schwankungen unterliegt. 

Bei der Reversen Transkription wird mit Hilfe eines aus Retroviren stammenden Enzyms, der 

Reversen Transkriptase, und unspezifischen Primern („random hexamers“) die gesamte zelluläre 

RNA, also auch die mRNA, in „complemantary“ DNA (cDNA) umgeschrieben. Anschließend 

 24



Material und Methoden 

wird eine PCR mit genspezifischen Primern durchgeführt, und die Produkte werden auf einem 

Agarosegel aufgetrennt und analysiert. Als Kontrolle wurde das β-Aktin-Gen benutzt. 

 

Für die RT wurde folgender Ansatz auf Eis vorbereitet: (alle MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 

 5 µl  5x First Strand Buffer 

 2 µl   dNTPs (je 2,5 mM) 

 2,5 µl  Random Hexamers (50 µM) 

 2,5 µl  DTT (Dithiothreitol ; 100 mM) 

 1,25 µl  RNasin 

 8,75 µl  H2O (RNase frei) 

Diesem Ansatz wurde 1 µg RNA zugegeben. Um RNA-Sekundärstrukturen aufzulösen, wurde 

der Ansatz anschließend 5 min bei 65°C inkubiert. Nach Zugabe von 1 µl (10 U) Superscript II 

RT (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) erfolgte die reverse Transkription 45 min bei 37°C. Danach 

wurde die reverse Transkriptase durch 10 min Inkubation bei 93°C denaturiert. Die gewonnene 

cDNA wurde bei –20°C gelagert. 

 

Für die PCR wurden 2,5 µl der cDNA mit folgenden PCR-Ansatz versetzt: (alle MBI Fermentas, 

St. Leon-Rot) 

 2,5 µl  10x Taq Pol Puffer 

 1 µl  MgCl2 (50 mM) 

 1 µl  dNTPs (je 2,5 mM) 

 1,25 µl  Primer AT2R+ (10 µM) 

 1,25 µl  Primer AT2R– (10 µM) 

 15,25  H2O 

 0,25  Taq Pol (5 U/µL) 

Primer: 

Primer forward (AT2R+): TATGGCTTTCCCACCTGAGA 

Primer reverse (AT2R–): AACAGCAGCTGCCATCTTCA 

Programm: 

 5 min  94°C 

 1 min  93°C 

 1 min  60°C       24 Zyklen 

 1 min  72°C 

 10 min  72°C 
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Die PCR-Produkte wurden auf einem 2%igen Agarose/TAE (40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA-

Na2, pH 8,5)-Gel aufgetrennt und unter UV-Licht visualisiert. 

2.2.3. mRNA-Analyse mittels Ribonuklease-Protection-Assay 

Im Ribonuklease-Protection-Assay (RPA) wird mRNA durch eine radioaktiv markierte 

Antisense-Sonde nachgewiesen. Dazu wird in ein geeignetes Plasmid ein definierter Abschnitt 

der cDNA des Zielgens kloniert und dann so in vitro transkribiert, dass eine spezifische, 

radioaktiv markierte RNA-Sonde entsteht, die dem definierten Abschnitt des Zielgens 

komplementär ist, also eine antisense RNA. Ein Überschuss an Sonde wird mit den zu 

untersuchenden mRNA-Extrakten inkubiert, so dass stabile RNA-Hybride aus Sonde und mRNA 

des Zielgens entstehen. Nicht hybridisierte Sonden und andere einzelsträngige RNA-Moleküle 

werden durch Verdau mit Ribonuklease (RNase) A und T1 degradiert und die „geschützte“ 

Sonde wird durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Autoradiographie dargestellt. Als 

interne Kontrolle für den Einsatz gleicher RNA-Mengen wurde die U6 small nuclear (U6sn) 

RNA verwendet. U6snRNA ist ein Spleißfaktor und daher in ihrer Expression einem 

„housekeeping gene“ vergleichbar. 

2.2.3.1. In vitro-Transkription und 32P-Markierung der RPA-Sonden 
Die benötigten Plasmide lagen bei Beginn der Arbeit vor (Wiesener 2003; Warnecke 2003; 

Jurgensen 2004). Es handelte sich um das Plasmidgrundgerüst pcDNA3, in das definierte 

Abschnitte der cDNA der zu analysierenden Gene kloniert worden waren. Dabei wurden die 

Genabschnitte so in den Polylinker des Plasmids kloniert, dass durch in vitro-Transkription des 

linearisierten Plasmids mit SP6-RNA-Polymerase bzw. T7-RNA-Polymerase (für die U6snRNA-

Sonde) eine Antisense-Sonde entsteht. Für die Generierung der radioaktiven Sonden wurde der 

Transkriptions-Ansatz mit einem finalen Volumen von 20 µl (1x Transkriptionspuffer; 10 mM 

DTT (Dithiothreitol); je 0,5 mM CTP, ATP, UTP; 20 U RNasin (alle Roche, Mannheim); 4 µl α-
32P-GTP (= 40µCi; 400 Ci/mmol, Amersham, Freiburg); 1-2 µg Plasmid; 20 U RNA-Polymerase 

(SP6 oder T7, Roche, Mannheim)) 90 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Um die Plasmid-

DNA aus dem Ansatz zu erntfernen, wurden anschließend 20 U DNase I (Roche, Mannheim) 

zugegeben, und der Ansatz wurde für weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde 

durch Zugabe von 60 µl STE (10 mM Tris, pH 7,5; 2 nM EDTA; 0,1% SDS 

(Natriumdodecylsulfat)) beendet. Nicht inkorporierte Nukleotide wurden mit Sephadex-G-50 

Säulen (Roche, Mannheim) entfernt. Zum Fällen der RNA-Sonde wurde der Ansatz mit 250 µl 

Ethanol, 10 µl 3 M Natriumacetat und 40 µg E. coli tRNA (Roche, Mannheim) versetzt, 1 h auf 

Trockeneis präzipitiert und anschließend pelletiert. Das Pellet wurde in 80 µl 
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Hybridisierungspuffer bei 95°C gelöst. Die spezifische Aktivität der Sonde wurde in einem 

Szintillationszähler (Wallac, Boston, USA) gemessen. 

 

Gen Geschütztes Fragment 5’ – 3’-Ende Accession-Nr. 

HIF-1α 165 bp nt 682 – 846 NM02439 

HIF-2α 298 bp nt 1654 – 1951 AJ277828 

VEGF 223 bp nt 2280 – 2502 M63971 

AT1R 200 bp nt 141 - 340  M87003.1 

AT2R 209 bp nt 374 - 582 D16840.1 

U6snRNA 107 bp nt 1 – 107 X01366 
Tabelle 2: RPA-Sonden 

2.2.3.2. RNase-Protection-Assay 

2.2.3.2.1. Hybridisierung 

Für die Hybridisierung der Sonde mit der mRNA des jeweiligen Gens wurden 30 µg (HIF-1α, 

HIF-2α) oder 50 µg (AT1R, AT2R, VEGF) der RNA-Extrakte mit Hybridisierungspuffer auf 50 

µl aufgefüllt. Hiervon wurde jeweils ein 1 µl abgenommen und in einem neuem Reaktionsgefäß 

auf 50 µl aufgefüllt, um mit der U6snRNA-Sonde hybridisiert zu werden. Es wurden jeweils ca. 

1.000.000 cpm der Sonden pro Ansatz verwendet. Für jede Sonde wurde ein Ansatz ohne RNA 

mitgeführt, um die Vollständigkeit des RNase-Verdaus zu kontrollieren. Die Ansätze wurden 10 

min bei 95°C denaturiert und dann 16 h bei 55°C (60°C für Ratten-HIF-2α Sonde) im 

Wasserbad hybridisiert. 

2.2.3.2.2. Ribonuklease-Verdau und Phenol-Chloroform-Extraktion 

Durch Zugabe von 350 µl RNase-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 7,5; 5 mM EDTA; 300 mM 

NaCl), RNase A (40 µg/ml) und RNase T1 (2 µg/ml) und Inkubation bei 25°C, 30 min wurde 

einzelsträngige RNA degradiert. Um die RNasen zu inaktivieren, wurden 60 µl einer Proteinase 

K Lösung (1 mg Proteinase K/ml wurden zuvor mit 200 µl 20% SDS versetzt) pro Ansatz 

hinzugegeben und weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Nun wurden 50 µl des U6snRNA-

Ansatzes dem zugehörigen Ansatz mit der Sonde des zu untersuchenden Gens hinzugefügt. Die 

geschützten RNA-Hybride wurden mittels Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:25:1)-

Extraktion extrahiert. 410 µl der wässrigen, RNA-haltigen Phase wurden in ein neues 

Reaktiongefäß überführt und mit 1 ml Ethanol und 40 µg tRNA (Roche, Mannheim) auf 
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Trockeneis gefällt (>1/2 h). Anschließend wurde die RNA durch Zentrifugation (30 min, 16000 

x g, 4°C) pelletiert. 

2.2.3.2.3. Gelelektrophorese 

Die RNA-Pellets wurden in 5 µl Ladepuffer (1x TBE; 80% Formamid; 0,1% Bromophenolblau; 

0,1% Xylen Cyanol) aufgenommen und 10 min bei 95°C denaturiert. Die Proben wurden auf ein 

denaturierendes Harnstoff-6% Acrylamid-Gel (National Diagnostics, Hessle Hul, UK) 

aufgetragen. Zur Größenabschätzung wurde ein 32P-markierter DNA-Marker, pBR322 DNA-

MspI Digest (New England Biolabs, Frankfurt) mit auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese 

erfolgte bei 65 W (ca. 1600 V, 55 mA) für 2,5 h. Anschließend wurden das Gel auf einem 

Vakuumtrockner getrocknet und ein Röntgenfilm (X-OMAT LS, Kodak, Chalon-sur-Saône, 

Frankreich) bei –80°C über Nacht exponiert. 

2.2.3.2.4. Quantifizierung der Signale 

Für eine genaue Quantifizierung der Signalintensität wurde ein Phosphoimager (Fujix BAS 

2000, Fuji, Japan) benutzt. Die Auswertung der Signalintensität erfolgte mit dem Programm 

TINA 2.0 (Raytest, Straubenhardt). Dabei wurde das Signal des Zielgens in Relation zur 

Signalintensität der U6sn-Sonde gesetzt. 

2.3.  Proteinnachweis mittels Western-Blot 

2.3.1. Proteinextraktion 

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis und mit gekühlten Reagenzien durchgeführt, um die 

Degradierung von Proteinen zu minimieren. 

Die Zellen wurden einmal mit kaltem PBS (ohne Mg2+ und Ca2+) gewaschen und dann in 10 ml 

pro Fraktion abgeschabt und pelletiert. Das Zellpellet wurde, je nach Größe, in 150-300 µl 

Extraktionspuffer (8 M Urea; 10mM Tris, pH 6,8; 10% Glycerol; 1% SDS; 5 mM DTT; 0,5 mM 

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid); je 1 mg/l der Proteaseinhibitoren Aprotinin, Leupeptin 

und Pepstatin) aufgenommen und homogenisiert (Homogenisator Ultra-Turrax; Ika, Staufen). 

Die Proteinkonzentration wurde colorimetrisch nach Anweisung des Herstellers mittels Bio-Rad 

DC Protein Assay (Bio-Rad, München) bestimmt. Bis zur weiteren Analyse wurden die Extrakte 

bei –80°C aufbewahrt. 
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2.3.2. Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE und Western-Blot 
Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch denaturierende 

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Für HIF-1α und HIF-2α – mit einem 

Molekulargewicht von ca. 110 kDa – wurde ein Gel mit einer Acrylamidkonzentration von 10% 

gewählt. Um die Größe der Proteine abschätzen zu können, wurde in eine der Spuren ein 

Proteinmarker (Prestained Molecular Weight Marker; MBI Fermentas, St.Leon-Rot) geladen, der 

u. a. ein 120 kDa-Protein enthält. Je 50 – 100 µg der Proteinextrakte wurden mit 5x Ladepuffer 

(250 µM Tris; 50% Glycerol; 10% SDS; 500 µM DTT; 0,5% Bromophenol Blau) versetzt und 

für 5 min bei 95°C denaturiert. Die Auftrennung erfolgte für 2,5 h bei 100 V in Tris-Glycin 

Puffer (25 mM Tris-Base; 200 mM Glycin; 0,1% SDS). Anschließend wurden die Proteine auf 

eine PVDF-Membran (Immobilon-P; Millipore, Bedford, USA) transferiert. Der Transfer 

erfolgte bei 120 V und einer Begrenzung der Stromstärke auf 200 mA für 2 h in Tris-Glycin-

Methanol Puffer (10 mM Tris; 200 mM Glycin; 20% Methanol). 

2.3.3. Immunfärbung 
Um unspezifische Bindungen zu blockieren, wurden die Membranen 16 h bei 4°C in einem 

Blockpuffer (PBS; 5% Trockenmilch; 0,1% Tween 20) inkubiert. 

Für HIF-1α wurde ein monoklonaler Maus-Antikörper gegen humanes HIF-1α (Novus; 

Littleton, USA) verwendet, der mit Ratten-HIF-1α kreuzreagiert. Der Antikörper wurde 1:1000 

mit Blockpuffer verdünnt und für 2 h bei RT mit der Membran inkubiert. 

Für HIF-2α wurde ein affinitätsgereingter polyklonaler Kaninchen-Antikörper (PM9, 

(Rosenberger 2002)) genutzt. Er wurde uns freundlicherweise von Herrn P. Ratcliffe (Wellcome 

Trust Center for Human Genetics, Oxford, UK) überlassen. Der Antikörper richtet sich gegen die 

Aminosäuren 337-439 des murinen HIF-2α und erkennt auch Ratten-HIF-2α. Es wurde eine 

Verdünnung von 1:500 in Blockpuffer eingesetzt und die Membranen wurden ebenfalls 2 h bei 

RT mit dem Antikörper inkubiert. 

Als sekundäre Antikörper wurden, je nach Spezies des primären Antikörpers, Meerrettich-

Peroxidase (horseradish peroxidase = HRP)-gekoppelte Antikörper benutzt: Ziege-anti-Maus-

HRP für HIF-1α und Schwein-anti-Kaninchen-HRP für HIF-2α (beide DAKO; Ely, UK). Die 

Detektion der Signale erfolgte durch Chemilumineszenz mit dem Supersignal West Extended 

Duration Substrate (Pierce; Rockford, USA) nach Angaben des Herstellers auf X-omat LS 

Röntgenfilm (Kodak; Chalon-sur-Saône, Frankreich). Um den Transfer der Proteine und gleiche 

Beladung zu überprüfen, wurden die Membranen mit Coomassie-Lösung (0,1% Coomassie 

Brilliant Blue; 50% Methanol) angefärbt. 
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2.4.  Proteinnachweis mittels 125J-Ang II Bindungsassay 

Die ATR-Protein-Expression wurde mit Hilfe von 125J-(Sar1,Ile8)-Ang II-Bindungsexperimenten 

an nativen, in 24-Loch-Platten kultivierten Zellen bestimmt. Man verwendet hierzu ein Ang II-

Derivat, das nach Bindung an die Rezeptoren nicht internalisiert wird. Vor der Inkubation mit 

dem 125J-(Sar1,Ile8)-Ang II wurde gebundenes Ang II aus dem Zellkulturmedium bzw. dem FKS 

durch Waschen mit einem sauren Glycinpuffer entfernt. Der Anteil an gebundenem 125J-

(Sar1,Ile8)-Ang II im Bindungsexperiment, der nicht durch Vorinkubation mit 1 µM kaltem Ang 

II verdrängt werden kann, wird als unspezifische Bindung definiert. 

Die Zellen wurden in 6-Loch-Platten kultiviert und jeweils 24 h durch Hypoxie (0,5% O2), 100 

µM DP oder 100 µM CoCl2 stimuliert. Anschließend wurden die Zellen einmal mit PBS 

gewaschen und 5 min bei 4°C mit 250 µl Glycinpuffer (50 mM Glycin, 150 mM NaCl, pH 3) 

inkubiert. Damit wurde eventuell gebundenes Ang II aus der Zellkultur entfernt. Danach wurden 

die Zellen drei Mal mit Bindungspuffer (50 mM TrisHCl pH 7,4; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2; 

0,25 % Rinder-Serum-Albumin) gewaschen. 

Gegebenenfalls erfolgte jetzt die Vorinkubation mit 1 µM „kaltem“ Ang II oder 10 µM DuP 753 

in 200 µl Bindungspuffer für 30 min bei Raumtemperatur. 

Dann wurden 25 µl „Tracer working solution“ (5 µCi 125J-Sar1,Ile8 Ang II/ml) zugesetzt und der 

Ansatz für eine 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. 

Um das ungebundene 125J-(Sar1,Ile8)-Ang II zu entfernen, wurden die Zellen vier Mal mit PBS 

gewaschen, wobei der erste Überstand zur späteren Messung aufbewahrt wurde. Die Zellen 

wurden im Anschluss durch Zugabe von 500 µl 2 N NaOH lysiert und die Vertiefungen mit je 

500 µl 1% SDS ausgewaschen. Das Zelllysat und die zugehörige SDS-Waschlösung wurden 

gepoolt und die Radioaktivität in einem Szintillationszähler (Wallac, Boston, USA) gemessen. 

Parallel wurde eine Proteinbestimmung aus je drei nicht mit 125J-Ang II inkubierten Wells, 

durchgeführt, indem die Zellen gewaschen und anschließend in Aqua dest. lysiert wurden. Die 

Proteinmenge pro Vertiefung wurde wie oben beschrieben (s. Abschnitt 2.3.1) bestimmt. Zur 

Normalisierung wurde die gemessene 125J-Ang II-Bindung durch den Mittelwert der 

Proteinmenge der drei Vertiefungen geteilt und auf die unstimulierten Ausgangswerte bezogen. 

2.5.  MTS Proliferationsassay 

Um die Proliferation von PC12W-Zellen unter den verschiedenen Versuchsbedingungen zu 

bestimmen, wurde der Cell Titer 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega; 

Mannheim) benutzt. Mit diesem Assay wird die Aktivität von Dehydrogenasen in Mitochondrien 
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lebender Zellen gemessen, die das Substrat MTS (3-(4,5-Dimethylthiozol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoliumsalz) mit Hilfe des Elektronenfängers 

PES (Phenazin-Ethosulfat) zu Formazan umwandeln. Die Umsetzung von MTS zu Formazan 

kann photometrisch bei einer Wellenlänge von 490 nm gemessen werden und ist direkt 

proportional zur Anzahl der lebenden Zellen. 

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 5x103 Zellen/Vertiefung in 96-Well Platten in normalem 

Kulturmedium ausgesät, 24 h später wurde das Medium durch FKS-reduziertes Medium (0,5% 

FKS) ersetzt oder ein Mediumwechsel mit Kulturmedium durchgeführt. Weitere 24 h später 

wurden die Zellen 24 h durch 100 µM DP bzw. Inkubation in 0,5% O2, 94,5% N2, 5% CO2 

stimuliert. Anschließend wurde ein Mediumwechsel mit 80% Kulturmedium und 20% 

Substratlösung durchgeführt. Bis zu einer ausreichenden Färbung des Mediums wurden die 

Zellen bei 37°C, 5% CO2, 95% Raumluft inkubiert. Die Absorption wurde bei 490 nm gegen 630 

nm im ELISA-Reader (Dynatech MR5000; Dynatech Laboratories; Chantilly, USA) gemessen. 

Die Extinktion von je 24 Vertiefungen  mit gleichen Versuchsbedingungen wurden gemittelt. 

Angegeben sind die Mittelwerte von drei unabhängigen Experimenten mit Standardabweichung. 

2.6.  Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 

Mit dieser Methode kann die Bindung von Transkriptionsfaktoren an spezifische DNA-

Sequenzen nachgewiesen werden. Dafür wird ein synthetisches, doppelsträngiges Oligonukleotid 

als radioaktive Sonde benutzt, das die Bindungssequenz eines Transkriptionsfaktors enthält. 

Durch Inkubation mit Kernextrakten binden die entsprechenden Transkriptionsfaktoren an die 

DNA. Die Proben werden auf einem nicht denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die 

ungebundene Sonde läuft dabei bis zum unteren Ende des Gels. Durch die Bindung von 

Transkriptionsfaktoren wird die Sonde im Gel retardiert und die Position der Bande auf dem 

Röntgenfilm daher verändert (= Gelshift). 

Um die gebundenen Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, können die Proben mit einem 

spezifischen Antikörper gegen den Transkriptionsfaktor vorinkubiert werden. Durch die Bindung 

des Antikörpers wird entweder die Sonde weiter verlangsamt, und es entsteht ein sogenannter 

Supershift, oder der Antikörper bindet in der DNA-bindenden Domäne des Transkriptionsfaktors 

und hebt die Bindung zwischen Transkriptionsfaktor und Sonde auf, so dass die spezifische 

Bande eliminiert wird. 

Die Spezifität der Proteinbindung an die Sonde wird überprüft, indem in einem Ansatz die nicht 

radioaktive (=kalte) Sonde im Überschuss zugefügt wird und in einem anderen Ansatz ein nicht 
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spezifisches oder mutiertes kaltes Oligonukleotid. Nur die kalte spezifische Sonde kann dabei die 

radioaktive Sonde aus der Bindung verdrängen, d. h. die retardierte Bande wird eliminiert. Das 

unspezifische Oligonukleotid hat dagegen keinen Einfluss. 

2.6.1. Präparation von Kernextrakten aus PC12W-Zellen 
Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis und mit gekühlten Reagenzien durchgeführt, um die 

Degradierung von Proteinen zu minimieren. PC12W-Zellen wurden einmal mit kaltem PBS 

(ohne Mg2+ und Ca2+) gewaschen und dann in 10 ml pro Fraktion abgeschabt und pelletiert. Das 

Pellet wurde in 400 µl hypotonem Puffer (10 mM HEPES, pH 7,9; 1.5 mM MgCl2; 10 mM 

KCL; 0,5 mM DTT; 0,5 mM PMSF; 1 mM NaF; 4 mM Natriumorthovanadat) resuspendiert und 

für 20 min auf Eis inkubiert. Um die Zellmembran aufzuschließen, wurden 25 µl 10% NP-40 

zugegeben und kurz gevortext. Die Zellkerne wurden bei 1000 x g, 4°C für 5 min pelletiert und 

der Überstand abgenommen. Das Kernpellet wurde in 200 µl hypertonem Puffer (5 mM HEPES, 

pH 7,9; 26% Glycerol; 420 mM KCl; 1,5 mM MgCl2; 0,2 mM EDTA; 0,5 mM DTT; 0,5 mM 

PMSF) aufgenommen und für 20 min auf Eis geschüttelt, so dass die Proteine zusammen mit 

dem Wasser aus dem Zellkern in den Überstand gelangen konnten. Anschließend wurden die 

Extrakte bei 16000 x g, 4°C, 20 min zentrifugiert, der Überstand wurde in Aliquots in flüssigem 

Stickstoff eingefroren und bei –80°C gelagert. Die Aliquots wurden jeweils nur einmal 

aufgetaut. 

2.6.2. 32P-Markierung der EMSA-Sonden 
Im AT2R-Gen von Maus, Ratte und Mensch wurden durch eine Sequenzanalyse (MatInspector 

(Quandt 1995)) drei verschiedene potentielle HRE gefunden. Diese wurden nach ihrer Lage im 

Gen „AT2R-prom“ (Ratte, Mensch), „AT2R-5’“ (nur Maus) und „AT2-3’“ (alle drei Spezies) 

genannt. Folgende Oligonukleotide wurden als sense- und antisense-Strang synthetisiert. Dabei 

dienten die Oligo-dT Enden der besseren Hybridisierung der komplementären Oligonukleotide. 

Gleichzeitig werden dadurch weitere potenzielle Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen 

ausgeschlossen, da diese überwiegend aus G und C bestehen. 

 

AT2R-prom  (+) TTT TTT GTA CCA CGC CCT GCT TTT TT 

Die HIF-bindende Sequenz (HBS; kursiv) befindet sich auf dem antisense-Strang. Der 

unterstrichene Bereich entspricht acc. no. D43778.1, nt 57-71 (RATAIIT2R „Rattus norvegicus 

gene for angiotensin II type 2 receptor“). Diese potenzielle HIF-Bindungsstelle liegt im 

Promotorbereich ca. 1500 bp stromaufwärts des TATA-Signals. 
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AT2R-5´   (+) TTT TGT GTG TGC GTG TAT GAA TTT TTT 

Das HBS-Motiv (kursiv) befindet sich auf dem sense-Strang. Der unterstrichene Bereich 

entspricht acc. no. U00768.1, nt 204-221 („Mus cookii 129/SV angiotensin II type 2 receptor 

gene“). Diese Sequenz liegt im Intron 1. 

 

AT2R-3´  (+) TTT CAT AGC AAC GTG TTA CTT TGG TTT. 

Das HBS-Motiv (kursiv) befindet sich auf dem sense-Strang. Der unterstrichene Bereich 

entspricht acc. no. NM_007429.1, nt 851-871 („Mus musculus angiotensin II receptor type 2 

mRNA”) und acc. no. NM_012494.1, nt 678-6981 (“Rattus norvegicus Angiotensin receptor 2 

(Agtr2) mRNA”). Diese Sequenz liegt im Ratten- und Maus-Gen am Ende des 

proteinkodierenden Bereichs im Exon 3. Im humanen AT2R-Gen liegt diese Sequenz in der 3’-

UTR. 

 

Für die Markierung wurde eine Mischung von sense- und antisense-Oligonukleotid zu je  

0,5 µM angesetzt. Für die radioaktive Endmarkierung wurde folgender Ansatz gewählt und für 

45 min bei 37°C inkubiert: 

 2 µl Polynukleotidkinase-Puffer A (MBI Fermentas; St. Leon-Rot) 

 8 µl Oligomix (je 0,5 µM) 

 3 µl γ−32P-ATP (=30 µCi; 3000 Ci/mmol, Amersham; Freiburg) 

 6 µl H2O 

 1 µl T4- Polynukleotidkinase (MBI Fermentas; St. Leon-Rot) 

Nicht inkorporierte Nukleotide wurden mit Sephadex-G-25 Säulen (Roche; Mannheim) entfernt. 

Zu der gereinigten Sonde wurden 4 µl 3 M NaCl gegeben. Die Radioaktivität der Sonde wurde 

in einem Szintillationszähler (Wallac, Boston, USA) gemessen. Um die sense- und antisense-

Stränge der Sonde zu hybridisieren, wurde der Mix 10 min bei 93°C erhitzt und dann für jeweils 

15 min bei 60°C und 37°C inkubiert und schließlich bei –20°C gelagert. Nicht radioaktive 

Oligonukleotide wurden nach dem selben Schema hybridisiert. 

2.6.3. Electrophoretic Mobility Shift Assay 
Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis und mit gekühlten Reagenzien durchgeführt, um die 

Degradierung von Proteinen zu minimieren. Für die Bindungsreaktion wurde folgender Ansatz 

gewählt: 
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5 µl   100 mM HEPES, pH 7,9 

2,5 µl  50% Glycerol 

0,275 µl 0,5 M DTT 

0,25 µl  100 mM MgCl2 

0,25 µl  100 mM EDTA 

0,1 µl   1 µg/µl PolydIdC 

0,25 µl  10 mg/ml PMSF 

0,125 µl 200 mM Natriumorthovanadat 

ad 20 µl mit H2O 

Dazu wurden 5 µg der Kernextrakte gegeben. Für die Bindungsreaktion sind 50 mM KCl 

notwendig. Die Konzentration von KCl in den Kernextrakten betrug 420 mM. Durch Zugabe von 

200 mM KCl wurde die benötigte Konzentration von KCl erreicht. 

Nach Zugabe von 1 µl Sonde (50.000 cpm/µl) wurden die Ansätze 10 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Für Kompetitionsexperimente wurden die Ansätze erst mit 1 µl der kalten Sonde (1 

µM) und dann mit der 32P-markierten Sonde vermischt. Für Supershift Experimente wurde ein 

Antikörper gegen HIF-1α (Transduction Laboratories; Lexington, USA) dazugegeben und der 

Ansatz 45 min auf Eis inkubiert, bevor die Sonde dazugegeben wurde. 

Anschließend wurden die Proben auf einem 5%igen, nicht denaturierenden 0,3x TBE-

Polyacrylamidgel bei 4°C elektrophoretisch getrennt. Als Laufpuffer wurde 0,3x TBE/0,5% 

NP40 benutzt. Vor dem Auftragen der Sonden wurde das Gel bei 150 V, 4°C für mindestens  

1 h equilibriert. Nach der Elektrophorese wurden das Gel auf einem Vakuumtrockner getrocknet 

und ein Röntgenfilm (X-OMAT LS, Kodak, Chalon-sur-Saône, Frankreich) bei  

-80°C über Nacht exponiert. 
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3. Ergebnisse 

3.1.  Teil 1: Regulation der Angiotensin II-Rezeptor-Expression durch

 Hypoxie und Hypoxie-Mimetika  

3.1.1. HIF-1α und HIF-2α werden in den untersuchten primären Nagerzellen
 und Zelllinien exprimiert 

Zuerst wurde die hypoxische Proteinexpression von HIF-1α und HIF-2α in RASMCs und 

PC12W-Zellen in Western-Blot Analysen dargestellt, um sicher zu stellen, dass diese Zellen 

mindestens eine HIF-α-Isoform sauerstoffabhängig induzieren und damit für Untersuchungen 

HIF-abhängiger Genexpression geeignet sind. Zu diesem Zweck wurden die Zellen 4 h durch 

Hypoxie (0,5% O2) oder Chemikalien, die HIF stabilisieren, so genannte Hypoxie-Mimetika 

(100 µM DP, 800 µM Mim, 100 µM CoCl2), stimuliert. Hypoxie-Mimetika inhibieren die HIF-

Prolyl-Hydroxylasen, indem sie z. B. den notwendigen Kofaktor Eisen chelatieren (DP, Mim). 

Wie erwartet konnte HIF-1α- und HIF-2α-Protein nur in den stimulierten Zellen nachgewiesen 

werden. PC12W-Zellen exprimierten anscheinend annähernd gleiche Mengen der beiden HIF-α-

Isotypen. Ein direkter quantitativer Vergleich ist im Western-Blot jedoch nicht möglich, da man 

nicht voraussetzen kann, dass die Affinität der beiden Antikörper identisch ist (Abb. 3.1.1.a).  

 

 
Abb. 3.1.1.a HIF-Induktion in PC12W-Zellen 
Western-Blot (60 µg Proteinextrakt aus PC12W-Zellen) für HIF-1α und HIF-2α. Die Zellen wurden 4 h in 
Normoxie (Ko) oder in Gegenwart von 0,5% O2 (Hyp), 100 µM Dipyridyl (DP), 800 µM Mimosin (Mim) oder 100 
µM Kobaltchlorid (CoCl2) kultiviert. 
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RASMCs exprimierten deutlich weniger HIF-1α als PC12W-Zellen. Daher musste mehr 

Proteinextrakt für den Western-Blot verwendet werden (100 µg vs. 60 µg) (Abb. 3.1.1.b). Die 

HIF-2α Proteinexpression von RASMCs lag bei derselben Menge eingesetzten Gesamt-Proteins 

unter der Nachweisgrenze (s. Abschnitt 3.2.3). 

 

 
Abb. 3.1.1.b HIF-Induktion in RASMCs 
Western-Blot (100 µg Proteinextrakt aus RASMCs) für HIF-1α. Die Zellen wurden 4 h in Normoxie (Ko)m oder in 
Gegenwart von 0,5% O2 (Hyp), 100 µM Dipyridyl (DP), 800 µM Mimosin (Mim) oder 100 µM Kobaltchlorid 
(CoCl2) kultiviert. 
 

3.1.2. Sauerstoffabhängige Expression von AT1R-mRNA 
Um eine mögliche sauerstoffabhängige Regulation der AT1R-mRNA-Expression nachzuweisen, 

wurden RASMCs 16 h durch Hypoxie (0,5% O2) stimuliert und die mRNA-Expression im 

RNase-Protection-Assay (RPA) mit 32P-markierten antisense-RNA Sonden bestimmt. Für den 

Nachweis der AT1R-mRNA wurden (50-)100 µg, für den Nachweis der AT2R-mRNA 100 µg 

Gesamt-RNA eingesetzt. Die AT1R-mRNA-Expression in RASMCs wurde durch Hypoxie 

deutlich reduziert (auf ca. 40%) (Abb. 3.1.2.a). 

Da durch Hypoxie nicht nur HIF, sondern auch andere Signaltransduktionswege und 

Transkriptionsfaktoren aktiviert werden (s. Abschnitt 1.1.1)., wurden die Zellen auch mit 

chemischen HIF-Induktoren stimuliert und die Effekte mit denen der Hypoxie verglichen. Um 

eine mögliche Beteiligung von HIF an der sauerstoffabhängigen Regulation der AT1R-mRNA 

darzustellen, wurden RASMCs 16 h mit 100 µM DP und 800 µM Mim stimuliert und die 

mRNA-Expression durch RPA bestimmt. Vergleichbar mit der hypoxischen Stimulation zeigte 

sich auch hier eine deutliche Reduktion der mRNA-Menge auf ca. 30% (DP), bzw. 10% (Mim) 

(Abb. 3.1.2.a). 
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Abb. 3.1.2.a AT1R-mRNA-Expression in RASMCs unter Hypoxie und Stimulation mit Hypoxie-Mimetika 
RNase-Protection-Assay (50 µg RNA aus RASMCs) für AT1R-mRNA. Die Zellen wurden 16 h in Normoxie (Ko) 
oder in Gegenwart von 0,5% O2 (Hyp), 100 µM Dipyridyl (DP) oder 800 µM Mimosin (Mim) kultiviert. 
 
 
Entgegen der auf tierexperimentellen Daten basierenden Annahme, dass der AT1-Rezeptor durch 

Hypoxie induzierbar sein könnte, zeigte sich also eine Verminderung der AT1R-Genexpression 

nach 16 h hypoxischer Stimulation. Da durch chemische Induktion von HIF ein ähnlicher Effekt 

zu beobachten war, lag die Vermutung nahe, dass HIF an dieser Regulation – direkt oder indirekt 

– beteiligt sein könnte.  

In rFibs zeigte sich kein Unterschied in der AT1R-mRNA-Expression zwischen hypoxischen 

und normoxischen Zellen. Auch die Stimulation von rFibs mit 100 µM DP ergab nur eine 

geringe Veränderung der AT1R-mRNA-Expression (Abb. 3.1.2.b). 
 

 
 

Abb. 3.1.2.b AT1R-mRNA-Expression in rFibs unter Hypoxie und Hypoxie-Mimetika 
RNase-Protection-Assay (50 µg RNA aus rFibs) für AT1R-mRNA. Die Zellen wurden 16 h in Normoxie (Ko), bei 
0,5% O2 (Hyp) oder in Gegenwart von 100 µM Dipyridyl (DP) kultiviert. 
 
 
Die geringfügige Reduktion der Gesamt-mRNA-Expression, die bei allen Zelltypen unter 

längerer (16 h oder mehr) DP-Stimulation auftrat, ist sehr wahrscheinlich auf eine unspezifische 

Transkriptions- und Proliferationshemmung durch den starken Eisenchelator zurückzuführen 

(siehe auch Abschnitt 3.1.6).  

Die hypoxische Reduktion der AT1R-mRNA ist also nur in RASMC, aber nicht in rFib 

nachweisbar, scheint also vom Zelltyp abhängig zu sein. 
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Um den Zeitverlauf der AT1R-mRNA-Expression unter Hypoxie darzustellen, wurden RASMCs 

4 h, 8 h und 16 h durch Hypoxie (0,5% O2) stimuliert. Im Vergleich zur normoxischen Kontrolle 

zeigte sich nach 4 h noch keine Reduktion der mRNA-Expression. Dagegen war nach 8 h 

Hypoxie die AT1R-mRNA-Expression auf ca. 2/3 und nach 16 h auf ca. 1/3 der Ausgangwerte 

reduziert (Abb. 3.1.2.c). 

 
 

Abb. 3.1.2.c Zeitverlauf der AT1R-mRNA-Expression unter Hypoxie in RASMCs 
RNase-Protection-Assay (50 µg RNA) für AT1R-mRNA. Die Zellen wurden in Normoxie (Ko) oder für 4 h, 8 h 
oder 16 h bei 0,5 % O2 kultiviert. 
 

3.1.3. Sauerstoffabhängige Expression von AT2R-mRNA 
Um zu bestätigen, dass die PC12W-Zellen den AT2-Rezeptor exprimieren, wurde AT2R-mRNA 

zuerst mittels RT-PCR nachgewiesen, da diese Methode sensitiver und weniger aufwändig ist als 

der RPA. Als Negativ-Kontrolle diente dabei RNA aus RASMCs. Wie erwartet exprimierten nur 

PC12W-Zellen nachweisbare Mengen an AT2R-mRNA (Abb. 3.1.3.a) 
 

 
 

Abb. 3.1.3.a Zellspezifische Expression von AT2R-mRNA 
RT-PCR für AT2R-mRNA (1µg RNA pro RT-Ansatz). 
Spuren 1-3: Unabhängige RNA-Präparationen aus RASMCs 
Spuren 4-6: Unabhängige RNA-Präparationen aus PC12W-Zellen 
 
Um zu überprüfen, ob der AT2R sauerstoffabhängig reguliert wird, wurden PC12W-Zellen 16 h 

Hypoxie (0,5% O2) ausgesetzt und die AT2R-mRNA-Expression im RPA dargestellt, da sich 
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diese Methode besser für quantitative Analysen eignet als die RT-PCR. Entgegen der Annahme, 

dass die AT2R-Expression durch Sauerstoffmangel induziert wird, reduzierte Hypoxie die 

AT2R-mRNA-Expression auf 47% (±11%; n=3) der normoxischen Kontrollen (Abb. 3.1.3.b). 

Da auch die Induktion von HIF durch 100 µM DP und 100 µM CoCl2 zu einer deutlichen 

Abnahme der AT2R-mRNA-Menge führte (DP: 21% (±8%; n=3); CoCl2: 7% (±2%; n=3)) (Abb. 

3.1.3.b), erschien eine Beteiligung von HIF an der hypoxischen Reduktion der AT2R-mRNA 

wahrscheinlich. In den selben Proben zeigte sich durch Hypoxie, DP und CoCl2 eine deutliche 

Induktion der VEGF-mRNA als Zeichen einer Stabilisierung und Aktivierung von HIF (Abb. 

3.1.3.b). 

 
 

Abb. 3.1.3.b AT2R-mRNA-Expression in PC12W-Zellen unter Hypoxie und Hypoxie-Mimetika 
RNase-Protection-Assay (50 µg RNA) für AT2R-mRNA und VEGF-mRNA. Die Zellen wurden 16 h in Normoxie 
(Ko) oder in Gegenwart von 0,5% O2 (Hyp), 100 µM Dipyridyl (DP) oder 100 µM Kobaltchlorid (CoCl2) kultiviert. 
VEGF: vascular endothelial growth factor-mRNA als Kontrolle für die Induktion von HIF 
 
Auch in 3T3L1-Zellen reduzierten Sauerstoffmangel und Hypoxie-Mimetika die AT2R-mRNA-

Expression eindeutig (Abb. 3.1.3.c), was bedeutet, dass die sauerstoffabhängige Regulation der 

AT2R-mRNA nicht auf einen Zelltyp beschränkt ist. 
 

 
 

Abb. 3.1.3.c AT2R-mRNA-Expression in 3T3L1-Zellen unter Hypoxie und Hypoxie-Mimetika 
RNase-Protection-Assay (50 µg RNA) für AT2R-mRNA. Die Zellen wurden 16 h in Normoxie (Ko) oder Hypoxie  
(Hyp, 0,5% O2) kultiviert oder mit 100 µM Dipyridyl (DP) oder 100 µM Kobaltchlorid (CoCl2) stimuliert. 
 
Um den Zeitverlauf der AT2R-mRNA-Regulation unter Hypoxie und chemischer HIF-

Stabilisierung darzustellen, wurden PC12W-Zellen parallel durch Hypoxie (0,5% 02) oder 100 
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µM DP stimuliert und nach 4 h, 8 h und 16 h mit den jeweiligen Kontrollen geerntet. Sowohl 

hypoxische als auch chemische Stimulation bewirkten bereits nach 8 h eine Reduktion der 

mRNA-Menge, die nach 16 h ca. 30% (Hypoxie) bzw. 50% (DP) des jeweiligen unstimulierten 

Kontrollwerts erreicht hatte (Abb. 3.1.3.d). Die vergleichbare Kinetik der AT2R-mRNA-

Reduktion warf die Frage auf, ob sowohl die hypoxische als auch die chemische Stimulation 

identische Signaltransduktionswege aktivieren. 
 

 
 

Abb. 3.1.3.d Zeitverlauf der AT2R-mRNA-Expression unter Hypoxie und DP-Stimulation in PC12W-Zellen 
RNase-Protection-Assay (50 µg RNA) für AT2R-mRNA und VEGF-mRNA. Die Zellen wurden für 4 h, 8 h oder 16 
h in Normoxie (Ko), bei 0,5 % O2 (Hyp) oder in Gegenwart von 100 µM Dipyridyl (DP) kultiviert. Die Messwerte 
der AT2R-mRNA unter Hypoxie und Dipyridyl wurden auf die jeweilige normoxische Kontrolle bezogen. 
VEGF: Vascular endothelial growth factor-mRNA als Kontrolle für die Induktion von HIF 
 

3.1.4. Abhängigkeit der AT2R-mRNA-Regulation von de-novo 
 Proteinexpression 

Für die Wirkung von HIF unter Hypoxie ist eine andauernde Translation des Proteins 

Voraussetzung, da durch die ständige Degradation unter normoxischen Bedingungen praktisch 

kein HIF-1α oder -2α-Protein in der Zelle nachweisbar ist. Daraus folgt, dass durch eine 

Hemmung der Translation, z.B. durch Cycloheximid (CHX), die Wirkung von HIF verhindert 

werden kann (Wang 1993). 
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Um zu untersuchen, ob de-novo Proteinsynthese für die Regulation von AT2R-mRNA durch 

Hypoxie notwendig ist, wurden PC12W-Zellen 45 min mit 350 µM CHX vorinkubiert und 

anschließend 16 h durch Hypoxie (0,5% O2), 100 µM DP oder 100 µM CoCl2 stimuliert. Durch 

CHX wurde die Reduktion der AT2R-mRNA verhindert. Als Zeichen einer unterdrückten HIF-

Aktivität durch CHX wurde auch VEGF-mRNA nicht mehr induziert (Abb. 3.1.4). Dies 

bedeutet, dass für die Reduktion der AT2R-mRNA und die Induktion von VEGF die andauernde 

Translation eines oder mehrerer Proteine, möglicherweise von HIF-1α oder -2α, notwendig ist. 
 

 
 

Abb. 3.1.4 Die hypoxische Reduktion von AT2R-mRNA ist abhängig von de-novo Proteinexpression 
RNase-Protection-Assay (50 µg RNA) für AT2R-mRNA und VEGF-mRNA. Die Zellen wurden für 16 h in 
Normoxie (Ko), oder in Gegenwart von 0,5 % O2 (Hyp), 100 µM Dipyridyl (DP) oder 100 µM Kobaltchlorid 
(CoCl2) kultiviert. Durch Vorinkubation mit 350 µM Cycloheximid (CHX) wurde die Proteintranslation 
unterdrückt. 
VEGF: Vascular endothelial growth factor-mRNA als Kontrolle für die Induktion von HIF 
 

3.1.5. AT2R-mRNA-Stabilität unter Hypoxie 
Die Reduktion der AT2R-mRNA unter Hypoxie kann sowohl Folge einer geringeren 

Transkriptionsrate als auch Folge einer verminderten mRNA-Stabilität sein. Um dies näher zu 

untersuchen, wurde Actinomycin D eingesetzt. Das Antibiotikum Actinomycin D (aus 

Streptomyces antibioticus) interkaliert in doppelsträngige DNA und behindert dadurch Enzyme 

der Replikation und Transkription. Es wirkt dadurch sowohl antibiotisch als auch zytostatisch. In 

diesem Fall wurde die transkriptionshemmende Eigenschaft von Actinomycin D genutzt. 

PC12W-Zellen wurden mit Actinomycin D (2 µg/ml) inkubiert und 30 min danach durch 

Hypoxie (0,5% O2) 4 h, 8 h, 16 h bzw. 24 h stimuliert. 

Entgegen der erwarteten Reduktion wurde im RPA jedoch eine Zunahme an AT2R-mRNA 

gemessen, während die VEGF-mRNA-Induktion aufgehoben war. Die Zunahme der AT2R-

mRNA war in normoxischen und hypoxischen Zellen in etwa gleich, erreichte nach 8 h ein 
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Maximum und fiel erst nach 24 h wieder ab. Geht man davon aus, dass Actinomycin D die 

Transkription vollständig hemmt, lässt sich diese scheinbare Induktion der AT2R-mRNA-

Expression nur durch eine sehr lange Halbwertszeit der AT2R-mRNA erklären, die offenbar 

länger ist als die der meisten anderen zellulären RNAs, so dass es zu einem relativen Anstieg des 

Anteils der AT2R-mRNA an der Gesamt-RNA kommt. Dagegen war die U6snRNA bereits nach 

8 h nur noch in geringen Mengen nachweisbar (Abb. 3.1.5), was auf eine kurze Halbwertszeit 

dieser RNA hinweist. Da in hypoxischen und normoxischen Zellen der Zeitverlauf der AT2R-

mRNA-Expression vergleichbar war, scheint kein hypoxiereguliertes Protein an der Regulation 

der AT2R-mRNA-Stabilität beteiligt zu sein. Die verringerte AT2R-mRNA-Expression unter 

Hypoxie ist also vermutlich transkriptionell reguliert. 
 

 
 

Abb. 3.1.5 AT2R-mRNA-Stabilität unter Hypoxie 
RNase-Potection-Assay (50 µg RNA) für AT2R-mRNA und VEGF-mRNA. Die Zellen wurden mit Actinomycin (2 
µg/ml) vorbehandelt und anschließend für 4 h, 8 h, 16 h oder 24 h in Normoxie (Ko) oder Hypoxie (Hyp; 0,5 % O2) 
kultiviert. 

 

3.1.6. Sauerstoffabhängiges Wachstum von PC12W-Zellen 

Da bekannt ist, dass die AT2R-Expression in proliferierenden Zellen abnimmt (Horiuchi 1995), 

wurde untersucht, ob Hypoxie oder DP die Proliferationsrate von PC12W-Zellen stimulieren und 

so indirekt zu einer verminderten AT2R-Expression führen. PC12W-Zellen in Gegenwart von 

10% oder 0,5% FKS wurden 24 h durch Hypoxie (0,5% O2) oder 100 µM DP stimuliert und die 

Proliferationsrate mit Hilfe des MTS-Assays bestimmt. Serumentzug reduzierte die relative 

Proliferationsrate in unstimulierten Zellen auf 78±3% (n=3). 

Hypoxie steigerte in der Gegenwart von 10% FKS die relative Proliferationsrate von PC12W-

Zellen auf 108±3% (nicht signifikant, p=0,23; n=3), während sie bei ruhenden Zellen keine 
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Änderung der Proliferation bewirkte. Dipyridyl hingegen reduzierte die relative 

Proliferationsrate in proliferierenden Zellen auf 66±9% (p=0,03; n=3) und in ruhenden Zellen 

auf 49±7% (p=0,01; n=3) (Abb. 3.1.6). Da weder Hypoxie noch DP zu einer signifikant 

verstärkten Proliferation von PC12W-Zellen führten, diese insbesondere durch DP sogar deutlich 

abnahm, wird die Reduktion der AT2R-mRNA nicht durch eine vermehrte Zellproliferation 

verursacht. 

 
Abb. 3.1.6 Relative Proliferationsrate von PC12W-Zellen unter Hypoxie und Dipyridyl-Stimulation 
MTS-Proliferationsassay von PC12W-Zellen. Zellen wurden zuerst 24 h in 10% oder 0,5% FKS und anschließend 
in Normoxie (Ko), bei 0,5 % O2 (Hyp) oder in Gegenwart von 100 µM Dipyridyl (DP) kultiviert. Angeben ist der 
Mittelwert der relativen Proliferation mit Standardabweichung, bezogen auf die Proliferation bei Normoxie in 10% 
FKS (n=3). 
 

3.1.7. Untersuchung potenzieller HIF-Bindungsstellen im AT2R-Gen 

Durch Sequenzanalyse (MatInspector (Quandt 1995)) ließen sich im AT2R-Gen bei Maus, Ratte 

und Mensch insgesamt drei potenzielle Bindungsstellen für HIF identifizieren (Abb. 3.1.7.a). Sie 

wurden nach ihrer Lage im Gen „AT2R-prom“, „AT2R-5’“ und „AT2R-3’“ genannt. Das 

AT2R-prom HRE liegt ungefähr 1500 bp stromaufwärts des TATA-Signals im Promotor des 

Ratten- und humanen AT2R-Gens. AT2R-5’befindet sich im Intron I des Maus-Gens, während 

AT2R-3’ im Exon 3, also in der proteinkodierenden Sequenz von Maus und Ratte und kurz 

hinter dieser beim Menschen zu finden ist. (Sequenzen und genaue Lage siehe Abschnitt 2.6.2). 
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Abb. 3.1.7.a Lage der drei potenziellen HIF-Bindungsstellen (HRE) im AT2R-Gen 
Schematische Darstellung der durch das MatInspector-Programm identifizierten potenziellen „Hypoxia-responsive 
elements“ (HRE) im AT2R-Gen. 
AT2R-prom HRE im Promoter des AT2R-Gens von Mensch und Ratte; AT2R-5’ HRE im Intron 1 des AT2R-Gens 
der Maus; AT2R-3’ HRE im Exon 3 des AT2R-Gens von Mensch, Ratte und Maus. 
Ex: Exon, Int: Intron, ATG: Startkodon. 
 
In Gelshift-Analysen (electrophoretic mobility shift assays, EMSA) wurde untersucht, ob an 

diese potenziellen Bindungsstellen Kernproteine bzw. HIF binden. Es wurden Kernextrakte von 

unstimulierten und stimulierten PC12W-Zellen (4 h, 0,5% O2; 100 µM DP) verwendet, die mit 

den doppelsträngigen 32P-markierten Oligonukleotidsonden mit den HIF-Bindungsstellen 

inkubiert wurden. Die entstehenden Proteinkomplexe wurden dann auf nicht-denaturierenden 

Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt. Bei Kernproteinbindung wurde die Sonde im Gel retardiert 

(=„band shift“), während die freie Sonde bis zum unteren Ende des Gels wanderte. Eine Sonde 

mit der HIF-Bindungsstelle des Erythropoetin-Gens (EPO-HRE) wurde als Kontrolle benutzt. 

Kernproteinbindung war sowohl bei den drei AT2R-Sonden als auch bei der EPO-HRE-Sonde 

nachweisbar. Eine zusätzliche durch Hypoxie und Dipyridyl-Stimulation induzierte HIF-

spezifische Bande war jedoch nur mit der EPO-HRE-Sonde nachweisbar. Dagegen änderte sich 

das Bindungsmuster der AT2R-Sonden durch die hypoxische Stimulation der Zellen nicht (Abb. 

3.1.7.b). 
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Abb. 3.1.7.b Hypoxieabhängige Bindung von Kernproteinen an potenzielle HREs im AT2R-Gen 
Electrophoretic mobility shift assay mit Kernextrakten aus PC12W-Zellen. Die Zellen wurden 4 h in Normoxie 
(Ko), bei 0,5 % O2 (Hyp) oder in Gegenwart von 100 µM Dipyridyl (DP) kultiviert. 
EPO-HRE: Sonde mit der Sequenz des HRE im Enhancer des EPO-Gens; AT2R-prom: Sonde mit dem potenziellen 
HRE im Promoter des AT2R-Gens ; AT2R-5’: Sonde mit dem potenziellen HRE im Intron 1 des AT2R-Gens; 
AT2R-3’: Sonde mit dem potenziellen HRE im Exon 3 des AT2R-Gens. 
 
Verdrängungsexperimente mit einem Überschuss von „kalten“, also unmarkierten 

Oligonukleotidsonden dienen dem Nachweis der Spezifität der Kernproteinbindung. Ein 

Überschuss an kalter EPO-HRE-Sonde verhinderte, wie erwartet, die Bindung von 

Kernproteinen (HIF) an das EPO-HRE. Überraschenderweise hoben aber auch eine Zugabe der 

AT2R-3´-Sonde und der AT2R-5´-Sonde Proteinbindung an das EPO-HRE vollständig auf, 

während die Kompetition mit der AT2R-prom-Sonde zwar die unspezifischen Banden 

abschwächte, die HIF-spezifische induzierte Bande aber nicht beeinflusste. Eben so wenig 

beeinflusste die Kompetition mit einer Sonde mit einer AP1-Bindungstelle die Proteinbindung an 

das EPO-HRE (Abb.3.1.7.c). 

Kompetition mit der AT2R-5’- und der AT2R-3’-Sonde, aber nicht mit der AT2R-prom-Sonde, 

verdrängte also die EPO-HRE-Sonde aus der Bindung mit dem HIF-Komplex. Dies könnte ein 

Hinweis darauf sein, dass ein Teil des HIF-Komplexes auch Teil des Proteinkomplexes ist, der 

konstitutiv an das AT2R-5´-HRE und das AT2-3´-HRE bindet. Da HIF-α in normoxischen, nicht 

stimulierten Zellen nicht in größeren Mengen vorhanden ist, ist es vermutlich ARNT/HIFβ. 
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Abb. 3.1.7.c Kompetition der hypoxieabhängigen Bindung von Kernproteinen an das EPO-HRE durch 
potenzielle HREs des AT2R-Gens 
Electrophoretic mobility shift assay mit Kernextrakten aus PC12W-Zellen. Die Zellen wurden 4 h in Normoxie (Ko) 
oder bei 0,5 % O2 (Hyp) kultiviert. Die Kernextrakte wurden mit einem Überschuss an nicht radioaktiven Sonden 
(Kompetitor) vorinkubiert. Anschließend wurde die radioaktiv markierte EPO-HRE-Sonde zugegeben. 
EPO-HRE: Sonde mit dem HRE im Enhancer des EPO-Gens; AT2R-prom: Sonde mit dem potenziellen HRE im 
Promoter des AT2R-Gens ; AT2R-5’: Sonde mit dem potenziellen HRE im Intron 1 des AT2R-Gens; AT2R-3’: 
Sonde mit dem potenziellen HRE im Exon 3 des AT2R-Gens; AP1: Sonde mit der Sequenz einer AP1-
Bindungsstelle 
 

3.1.8. Untersuchung der sauerstoffabhängigen AT1R-mRNA-Expression in vivo 
Es stellte sich die Frage, ob auch in vivo eine sauerstoffabhängige Regulation von ATR-mRNA 

nachweisbar ist. Aus vorangegangenen Studien (Wiesener 2003;Warnecke 2003) lag Gewebe 

von Ratten vor, bei denen eine funktionelle Anämie und damit eine Gewebehypoxie durch 0,1% 

Kohlenmonoxid in der Einatmungsluft herbeigeführt oder bei denen HIF durch enterale Gabe 

von 600 mg/kg Körpergewicht L-Mimosin (Mim) induziert worden war. 

Die relative ATR-mRNA-Expression in Niere und Leber wurde durch RPA bestimmt. Nach 6 h 

und 12 h CO Exposition konnte in der Niere eine Reduktion der AT1R-mRNA nachgewiesen 

werden. Gleichzeitig kam es zu einer Induktion der HIF-Zielgene VEGF und EPO. Vergleichbar 

wurde durch Mim die Expression von AT1R-mRNA in der Niere ebenfalls reduziert, während es 

VEGF-mRNA induzierte. In der Leber konnte keine Veränderung der AT1R-mRNA festgestellt 

werden. VEGF wurde dagegen noch deutlicher als in der Niere induziert, was auf eine starke 

Hypoxiesensitivität der Leber hinweist und damit ausschließt, dass eine zu geringe 

Hypoxiesensitivität der Grund für die ausbleibende Regulation der AT1R-mRNA in der Leber ist 

(Abb. 3.1.8). 
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Abb. 3.1.8 AT1R-mRNA-Expression in Rattengeweben nach Aktivierung von HIF durch funktionelle 
Anämie oder Gabe von L-Mimosin 
RNase-Potection-Assay (100 µg RNA) für AT1R-mRNA, VEGF-mRNA und EPO-mRNA. Bei sechs Wochen alten 
männlichen Sprague-Dawley-Ratten wurde für 6 h oder 12 h durch 0,1 % Kohlenmonoxid (CO) in der 
Einatmungsluft eine funktionelle Anämie herbeigeführt oder durch enterale Gabe von 600 mg/kg Körpergewicht L-
Mimosin (Mim) eine Induktion von HIF erreicht. 
 
Die Expression von AT2R-mRNA lag unter der Nachweisgrenze des RPA (maximal 100 µg 

Gesamt-RNA wurden eingesetzt). 

Die hypoxische Reduktion der AT1R-mRNA-Expression ist also nicht auf Zellkultur-

Experimente beschränkt, sondern auch in vivo nachweisbar. Ähnlich wie bei den Experimenten 

mit RASMCs und rFibs ist die Regulation der AT1R-mRNA aber abhängig vom untersuchten 

Gewebe bzw. Zelltyp. 

3.1.9. Sauerstoffabhängige ATR-Protein-Expression 

Die ATR-Protein-Expression wurde mit Hilfe von Ang II-Bindungsexperimenten an nativen, in 

24-Loch-Platten kultivierten Zellen bestimmt. Man verwendet hierzu das Ang II-Derivat 125J-

(Sar1,Ile8)-Ang II, das nach Bindung an die Rezeptoren nicht internalisiert wird. Vor der 

Inkubation mit 125J-(Sar1,Ile8)-Ang II wurde gebundenes Ang II aus dem Zellkulturmedium bzw. 

dem FKS durch Waschen mit einem sauren Glycinpuffer entfernt. Der Anteil an gebundenem 
125J-(Sar1,Ile8)-Ang II im Bindungsexperiment, der nicht durch Vorinkubation mit 1 µM kaltem 

Ang II verdrängt werden kann, wird als unspezifische Bindung definiert. Diese unspezifische 

Bindung ist vom Zelltyp und von der Zelldichte abhängig und betrug zwischen 1% (PC12W) 

und 7% (RASMC). Durch Kompetition mit dem spezifischen AT1R-Blocker DuP753 (= 
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Losartan) konnte nachgewiesen werden, dass PC12W ausschließlich und 3T3L1 überwiegend 

AT2R exprimieren, während RASMCs ausschließlich AT1R exprimieren (Abb. 3.1.9.a). 

 
Abb. 3.1.9.a Expression von AT1R- und AT2R-Protein in nicht stimulierten Zellen 
125J-(Sar1,Ile8)-Ang II-Bindung an nativen, nicht stimulierten Zellen. Ein Teil der Zellen wurde vor Zugabe des 125J-
(Sar1,Ile8)-Ang II mit einem Kompetitor (Komp.) vorinkubiert. 
DuP753: spezifischer AT1R-Antagonist (Losartan) 
 
24 h Hypoxie (0,5% O2) sowie 100 µM DP und 100 µM CoCl2 führten zu einer deutlichen 

Reduktion von AT2R-Protein in PC12W-Zellen. Analog dazu reduzierte Hypoxie die AT1R-

Proteinexpression in RASMCs deutlich (Abb. 3.1.9.b). Die Werte wurden jeweils auf die 

Gesamtproteinmenge normalisiert, die in den stimulierten Zellen ebenfalls signifikant abnahm. 

 

 
Abb. 3.1.9.b Expression von AT1R- und AT2R-Protein in stimulierten Zellen 
125J-(Sar1,Ile8)-Ang II-Bindung an nativen stimulierten Zellen. Die Zellen wurden 24 h in Normoxie (Ko), in 0,5 % 
O2 (Hyp), mit 100 µM Dipyridyl (DP) oder mit 100 µM Kobaltchlorid (CoCl2) kultiviert. 
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3.2.  Teil 2: Induktion von HIF durch Ang II und Protein-Kinase-

 Aktivatoren 

3.2.1. Induktion von HIF-1α-Protein in RASMCs 
Im Jahr 2000 wurde erstmals gezeigt, dass Ang II über den AT1R in ruhenden, also serumfrei 

kultivierten RASMCs HIF-1α-Protein sauerstoffunabhängig induzieren kann (Richard 2000). 

Um diese Daten zu überprüfen, wurden RASMCs 24 h in Medium ohne FKS inkubiert und 

anschließend 4 h mit 100 nM und 1 µM Ang II stimuliert. Der Proteinnachweis erfolgte durch 

Western-Blot-Analyse. HIF-1α-Protein wurde unabhängig vom Stimulus nur relativ schwach 

exprimiert, so dass die Intensität der Banden gering war bzw. eine größere Proteinmenge (100 

µg) verwendet werden musste. HIF-1α-Protein wurde durch Ang II dosisabhängig induziert 

(Abb. 3.2.1.a). Eine deutliche Induktion war erst durch eine hohe Dosis – 1 µM Ang II – zu 

erreichen. Die Amplitude der HIF-1α-Induktion durch Ang II war sehr variabel, teilweise jedoch 

mit der durch Hypoxie (0,5% O2) vergleichbar. 

 
Abb. 3.2.1.a HIF-1α-Induktion durch Ang II in RASMCs 
Western-Blot (60 µg Proteinextrakt aus PC12W-Zellen, 100 µg aus RASMCs) für HIF-1α. Ruhende Zellen wurden 
4 h in Normoxie (Ko), bei 0,5% O2 (Hyp) oder mit 100 nM oder mit 1 µM Ang II kultiviert. Dargestellt sind zwei 
von drei unabhängigen Experimenten mit dem selben Ergebnis. 
 
Viele der Wirkungen von Ang II erfolgen über eine Aktivierung von Proteinkinasen, 

insbesondere der Proteinkinase C (PKC). Um zu untersuchen, ob auch die Induktion von HIF-1α 

durch Aktivierung von PKC erfolgt, wurden RASMCs 24 h in Medium ohne FKS inkubiert und 

dann 4 h mit dem PKC-Aktivator Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA 100 ng/ml), oder durch 

Hypoxie (0,5% 02), DP (100 µM) und Ang II (1 µM) stimuliert. Da auch andere 

Wachstumsfaktoren PKC aktivieren können und umgekehrt PMA auch andere Proteinkinasen als 

die PKC aktiviert, z. B. auch die PI3Kinase und die MAP-Kinasen ERK1 und 2, wurden 

RASMCs parallel auch mit 10% FKS stimuliert. PMA induzierte HIF-1α-Protein deutlich stärker 

als Ang II und 10% FKS und geringfügig stärker als Hypoxie und DP (Abb. 3.2.1.b). 
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Abb. 3.2.1.b HIF-1α-Induktion durch nicht-hypoxische Stimuli in RASMCs 
Western-Blot (60 µg Proteinextrakt aus PC12W-Zellen, 100 µg aus RASMCs) für HIF-1α. Ruhende Zellen wurden 
4 h in Normoxie (Ko), bei 0,5% O2 (Hyp) oder in Gegenwart von 100 µM Dipyridyl (DP), 1 µM Ang II (AngII), 
100 ng/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) oder 10 % fötalem Kälberserum (FKS) kultiviert. 
Dargestellt ist eins von drei unabhängigen Experimenten mit dem selben Ergebnis. 
 
Diese Daten zeigen, dass in ruhenden primären VSMCs durch eine plötzliche starke Aktivierung 

von proteinkinaseabhängigen Signalwegen, in denen wahrscheinlich die PKC, MAP-Kinasen 

und die PI3-Kinase ein wichtige Rolle spielen, HIF auch in der Gegenwart von Sauerstoff 

stabilisiert und vermutlich aktiviert werden kann.  

3.2.2. Regulation von HIF-1α-mRNA in RASMCs 

Um mögliche Effekte von Ang II auf die HIF-1α-mRNA-Expression nachzuweisen, wurden 

RASMCs 24 h in Medium ohne FKS inkubiert und anschließend 4 h, 6 h und 8 h mit 100 nM 

Ang II stimuliert. Im RPA konnte eine Verdreifachung der HIF-1α-mRNA nach 4 h 

nachgewiesen werden. Nach 8 h war die nachgewiesene Menge an HIF-1α-mRNA immer noch 

ungefähr verdoppelt gegenüber den Ausgangswerten (Abb. 3.2.2). 

 
Abb. 3.2.2 Zeitverlauf der HIF-1α-mRNA-Expression in RASMCs nach Stimualtion mit Angiotensin II 
RNase-Potection-Assay (30 µg RNA-Extrakt aus RASMCs) für HIF-1α. Ruhende Zellen wurden in Normoxie (Ko) 
oder für 4 h, 6 h oder 8 h mit 100 nM Angiotensin II kultiviert. 
 
Die beobachtete Induktion von HIF-1α-Protein nach Stimulation mit Ang II scheint also 

zumindest teilweise durch eine verstärkte HIF-1α-mRNA-Expression, d. h. durch eine vermehrte 

Transkription oder eine reduzierte Degradation, verursacht zu sein. Obwohl bei der Aktivierung 
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von HIF durch Hypoxie die Stabilisierung der α-Untereinheit des Proteins der entscheidende 

Schritt ist, kann also in primären Zellen offenbar auch eine Steigerung der mRNA-Expression 

und evtl. der Proteintranslation (in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht) zu einer so starken 

Anreicherung von HIF-α in den Zellen führen, dass die am HIF-α-Abbau beteiligten Faktoren 

gesättigt werden und es damit zu einer normoxischen Stabilisierung und Aktivierung von HIF 

kommt. 

 

3.2.3. Expression von HIF-2α in RASMCs 

Als nächstes sollte untersucht werden, ob auch HIF-2α durch nicht-hypoxische Stimuli wie Ang 

II, PKC oder FKS induzierbar ist. Dafür wurden die selben Proben, wie in 3.2.1 per Western-

Blot-Analyse (100 µg Protein/Spur) auf HIF-2α-Expression untersucht. Dabei stellte sich jedoch 

heraus, dass HIF-2α-Protein in RASMCs nicht oder nur so gering exprimiert wird, dass es unter 

der Nachweisgrenze des Western-Blots liegt (Abb. 3.2.3.a). 

 
Abb. 3.2.3.a HIF-2α-Proteinexpression in RASMCs 
Western-Blot (60 µg Proteinextrakt aus PC12W-Zellen, 100 µg aus RASMCs) für HIF-2α. Ruhende Zellen wurden 
4 h in Normoxie (Ko), bei 0,5% O2 (Hyp) oder mit 100 µM Dipyridyl (DP), 1 µM Ang II (AngII), 100 ng/ml 
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) oder 10% fötalem Kälberserum (FKS) kultiviert. 
 
Da HIF-2α-Protein in RASMCs nicht nachgewiesen werden konnte, wurde als nächstes 

untersucht, ob das HIF-2α-Gen in RASMCs transkribiert wird. Dafür wurden die selben Proben 

wie in 3.2.2 untersucht. Im RPA konnte HIF-2α-mRNA nachgewiesen werden, wenn auch in 

deutlich geringeren Mengen als HIF-1α-mRNA. Warum kein HIF-2α-Protein nachweisbar war, 

konnte nicht geklärt werden. Ang II hatte jedoch keinen Einfluss auf die HIF-2α-mRNA-

Expression (Abb. 3.2.3.b). 
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Abb. 3.2.3.b Zeitverlauf der HIF 2α-mRNA-Expression in RASMCs nach Stimualtion mit Angiotensin II 
RNase-Potection-Assay (30 µg RNA) für HIF-2α. Die Zellen wurden in Normoxie (Ko) oder für 1 h, 2 h, 4 h oder 6 
h in Gegenwart von 100 nM Angiotensin II kultiviert. 
 

3.2.4. Regulation von HIF-1α in rFibs 
Anschließend sollte untersucht werden, ob die Induktion von HIF-1α in RASMCs durch Ang II 

oder PMA auch in anderen AT1R-exprimierenden Zellen nachweisbar ist. Dazu wurden rFibs 24 

h in Medium ohne FKS inkubiert und anschließend 4 h mit Ang II (1 µM) oder PMA (100 

ng/ml) stimuliert und die HIF-1α-Expression durch Western-Blot-Analyse bestimmt. Im 

Gegensatz zu RASMCs induzierte in rFibs nur PMA, nicht aber Ang II, HIF-1α-Protein (Abb. 

3.2.4.a). 

 
Abb. 3.2.4.a HIF-1α-Proteinexpression in rFibs 
Western-Blot (60 µg Proteinextrakt aus PC12W-Zellen, 100 µg aus rFibs) für HIF-1α. Ruhende Zellen wurden 4 h 
in Normoxie (Ko), bei 0,5% O2 (Hyp) oder mit 1 µM Ang II (AngII) oder 100 ng/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat 
(PMA) kultiviert. 
 
Da die Induktion von HIF-1α-Protein durch Ang II und PMA in RASMCs zumindest teilweise 

durch eine Erhöhung der HIF-1α-mRNA bedingt ist, wurde untersucht, ob dies auch bei der 

Induktion von HIF-1α durch PMA in rFibs der Fall ist. 
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Abb. 3.2.4.b Zeitverlauf der HIF-1α-mRNA-Expression in rFibs nach Stimulation mit PMA 
RNase-Potection-Assay (30 µg RNA) für HIF-1α. Die Zellen wurden für 1 h, 2 h, 4 h oder 6 h mit 100ng/ml 
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) stimuliert und mit unstimulierten (Ko) Zellen verglichen. 
 

3.2.5. Regulation von HIF-2α in rFibs 

Da vermutet wurde, dass in rFibs im Gegensatz zu RASMCs auch HIF-2α-Protein exprimiert 

wird, da Fibroblasten in vivo auch eher HIF-2α als HIF-1α exprimieren, sollte untersucht 

werden, ob es durch Ang II oder PMA zu einer Induktion von HIF-2α-Protein in rFibs kommt. 

Dafür wurden rFibs nach 24 h Serumentzug 4 h durch Hypoxie (0,5% O2), Ang II (1 µM) oder 

PMA (100 ng/ml) stimuliert und die HIF-2α-Protein-Expression durch Western-Blot-Analysen 

bestimmt. Durch Hypoxie konnte eine deutliche Stabilisierung von HIF-2α-Protein induziert 

werden. Ang II führte zu keiner nachweisbaren Expression, während PMA HIF-2α-Protein 

geringfügig induzierte, wenn auch in deutlich geringerem Maße als Hypoxie (Abb. 3.2.5.a). 

Auch im Vergleich zur HIF-1α-Induktion in RASMC war die HIF-2α-Induktion durch PMA in 

rFib deutlich schwächer. 

 
Abb. 3.2.5.a HIF-2α-Proteinexpression in rFibs 
Western-Blot (60 µg Proteinextrakt aus PC12W-Zellen, 100 µg aus rFibs) für HIF-2α. Ruhende Zellen wurden 4 h 
in Normoxie (Ko), bei 0,5% O2 (Hyp) oder mit 1 µM Ang II (AngII) oder 100ng/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat 
(PMA) kultiviert. 
 
Auch in rFib wurde eine Zeitkinetik der HIF-2α mRNA-Expression nach PMA Stimulation 

erstellt. Zu einem Anstieg der mRNA-Expression kam es auch bei HIF-2α nicht (Abb. 3.2.5.b). 
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Abb. 3.2.5.b Zeitverlauf der HIF-2α-mRNA-Expression in rFibs nach Stimulation mit PMA 
RNase-Potection-Assay (30 µg RNA) für HIF-2α. Die Zellen wurden für 1 h, 2 h, 4 h oder 6 h mit 100 ng/ml 
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) kultiviert; Ko = unstimulierte Kontrolle. 
 
Zusammengenommen zeigen die Experimente, dass HIF-1α besonders in RASMCs auch durch 

hypoxieunabhängige, proteinkinaseabhängige Stimuli induzierbar ist. Dieser Induktion liegt 

zumindest partiell eine Steigerung der mRNA-Expression zugrunde.  

rFibs reagieren auf derartige Stimuli anscheinend schwächer, und HIF-2α scheint weniger als 

HIF-1α durch proteinkinaseabhängige Signaltransduktionswege induzierbar zu sein. Das Fehlen 

eines Ang II Effekts in rFib könnte mit einer geringeren AT1R-Expression in diesen Zellen 

zusammenhängen. 
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4. Diskussion 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Interaktionen zwischen den Hypoxie-induzierbaren 

Transkriptionsfaktoren und Komponenten des Renin-Angiotensin-Systems darzustellen. Zum 

einen sollte die Frage beantwortet werden, ob Hypoxie die AT1R- oder die AT2R-Expression 

beeinflusst. Auf der anderen Seite sollten die bereits von einer anderen Gruppe beschriebene 

Induktion von HIF-1α durch Ang II überprüft sowie eine mögliche Regulation von HIF-2α 

durch Ang II dargestellt werden. 

4.1.  Auswahl und Limitationen der Methoden 

4.1.1. Der Ribonuklease-Protection-Assay zum Nachweis von mRNA-
 Transkripten 

Für die Quantifizierung der spezifischen mRNAs wurde der Ribonuklease-Protection-Assay 

(RPA) gewählt. Der RPA bietet gegenüber anderen Methoden des mRNA-Nachweises mehrere 

Vorteile. Er ist gegenüber dem Northern-Blot in etwa um den Faktor 10 sensitiver, was bedeutet, 

dass die Nachweisgrenze bei etwa 105 Kopien eines Gens liegt, und über einen wesentlich 

größeren mRNA-Konzentrationsbereich linear, da es sich um eine Flüssigphasenhybridisierung 

handelt und somit eine Sättigung (wie z. B. die einer Hybridisierungsmembran beim Northern-

Blot) nicht so leicht auftreten kann. Noch sensitiver ist die Reverse Transkription-Polymerase-

Kettenreaktion (RT-PCR), mit der unter Umständen weniger als 100 Kopien eines Gens 

nachgewiesen werden können (Rottman 2002). Da dafür jedoch die reverse Transkription der 

mRNA und die Amplifizierung der cDNA notwendig sind, beinhaltet diese Methode mehr 

Fehlerquellen bei der Quantifizierung von Gen-Transkripten. Insbesondere eignet sie sich nicht 

gut, um kleinere (<50%) Unterschiede in der mRNA-Expression quantitativ exakt darzustellen. 

Im Gegensatz dazu entspricht beim RPA die Anzahl der „geschützten“ Sondenmoleküle exakt 

der Anzahl der in der Probe vorhandenen mRNA-Moleküle, und selbst kleine Unterschiede in 

der Genexpression lassen sich mit Hilfe eines Phosphoimagers gut quantifizieren. Außerdem 

müssen RNA-Proben für die RT-PCR in Wasser oder Tris-Puffer gelöst und gelagert werden. 

Damit sind diese Proben sehr anfällig für RNasen. Im Gegensatz dazu werden die Proben für den 

RPA in einem Formamidpuffer gelagert, der RNasen inhibiert (Dvorak 2003). 

Für alle mRNA-Nachweismethoden gilt, dass durch sie nur mRNA-Fließgleichgewichte 

bestimmt werden können, die zum einen durch die Transkriptionsrate und zum anderen durch 

den mRNA-Abbau reguliert werden. Daher lässt sich keine Aussage treffen, ob eine verringerte 
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mRNA-Expression wie z. B. der ATR-mRNAs durch eine Hemmung der Transkription oder eine 

verstärkte Degradation verursacht ist. Diese Frage sollte durch eine Inkubation mit dem 

Transkriptionshemmer Actinomycin D geklärt werden. In den untersuchten Proben aus PC12W-

Zellen zeigte sich, dass die AT2R-mRNA in Gegenwart von Actinomycin D scheinbar, d. h. in 

Relation zum Pool der gesamten zellulären RNA, zunahm und kein Unterschied im Zeitverlauf 

zwischen hypoxischen und normoxischen Proben zu erkennen war, d. h. keine veränderte 

mRNA-Stabilität unter Hypoxie vorlag. AT2R-mRNA hat unter Normoxie eine sehr lange 

Halbwertszeit (ca. 18.5 h; (Kijima 1996)). Es kann aber nicht ganz ausgeschlossen werden, dass 

Actinomycin D durch Hemmung der Transkription eines nicht durch Hypoxie regulierten RNA-

degradierenden Faktors zu einer weiteren Stabilisierung der AT2R-mRNA führte, wie es für die 

Erythropoetin-mRNA von Goldberg et al. (Goldberg 1991) gezeigt wurde. Die Methode des 

Nuclear-Runoff-Assays hätte theoretisch die Möglichkeit geboten, die AT2R-Transkriptionsrate 

unter Hypoxie bestimmen zu können. Diese Methode ist jedoch bei gering exprimierten Genen 

wie den Ang II Rezeptoren sehr schwierig und ungenau. 

4.1.2. Zellkultur  
Um mit einem möglichst physiologischen Modell zu arbeiten, wurden soweit verfügbar keine 

Zelllinien sondern primäre Rattenzellen benutzt. Für die Untersuchungen zur Expression des 

AT1R unter Hypoxie und der Wirkung von Ang II auf die Expression von HIF wurden 

Gefäßmuskelzellen aus der Aorta (RASMCs) und kardiale Fibroblasten (rFibs) verwendet. Diese 

Zelltypen eignen sich besonders gut, da sie eine große pathophysiologische Bedeutung für Herz-

Kreislauf-Erkrankungen besitzen und verhältnismäßig einfach isoliert werden können. 

Für Untersuchungen des AT2R stehen nur wenige Zelllinien zur Verfügung. Sie stammen alle 

von Nagetieren. Eine humane Zelllinie, die AT2R exprimiert, ist bis jetzt nicht beschrieben 

worden. Primäre Zellen wie Endothelzellen, die in vivo AT2R exprimieren, regulieren diesen 

unter Zellkulturbedingungen sehr schnell herunter. PC12W- und 3T3L1-Zellen sind Zelllinien 

aus der Ratte bzw. der Maus. Daher können die Ergebnisse aus diesen Zelllinien nicht ohne 

weiteres auf den Menschen übertragen werden. Weiterhin muss bedacht werden, dass es sich bei 

diesen Zelllinien um entdifferenzierte Tumorzelllinien und bei PC12W-Zellen außerdem um 

einen neuronalen Zelltyp handelt und somit unter Umständen Signaltransduktionswege eine 

veränderte Aktivität zeigen. 

4.1.3. Protein-Nachweis / Bindungsassay 
Da Western-Blot-Experimente mit kommerziell erhältlichen AT1R- und AT2R-Antikörpern 

aufgrund der unspezifischen Bindungsmuster keine verwertbaren Ergebnisse erbrachten, wurde 
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für die Bestimmung der ATR-Proteinexpression ein Bindungsassay mit radioaktiv markiertem 

Ang II verwendet. Spezifische Rezeptorblocker dienten zur Bestimmung des Rezeptorsubtyps. 

Bei der Inkubation der Zellen mit DP und der hypoxischen Exposition zeigte sich in den Proben 

stets eine Reduktion der gesamten Proteinmenge. Das war nicht unerwartet, da sowohl Hypoxie 

als auch Eisenchelatoren zu einer allgemeinen Hemmung der Transkription und Translation und 

längerfristig auch der Proliferation führen. Die Regulation der ATR-Proteinexpression wurde 

dadurch aber möglicherweise z. T. maskiert.  

4.2.  Auswirkung von Hypoxie auf die Angiotensin II-Rezeptor-

 Expression 

4.2.1. Die Wirkung von Hypoxie auf die AT1R-Expression ist abhängig vom
 untersuchten Zelltyp und Organ  

Sauerstoffmangel (0,5% O2) reduzierte die AT1R-mRNA-Expression in RASMCs nach 8 h auf 

65% und nach 16 h auf 35-40% der normoxischen Kontrollwerte. In rFibs hatte Hypoxie 

dagegen keinen nachweisbaren Einfluss auf die AT1R-Expression. 

In vivo führten Hypoxie und chemische Hypoxie-Mimetika in der Rattenniere ebenfalls zu einer 

Abnahme der AT1R-mRNA-Gehalte. Im Myokard war AT1R-mRNA selbst bei Verwendung 

von 100 µg Gesamt-RNA mit dem RPA kaum nachweisbar (nicht gezeigt). In der Rattenleber, in 

der die AT1R-Expression nicht verändert war, wurde durch Induktion einer funktionellen 

Anämie durch CO-Exposition oder durch die enterale Gabe des Hypoxie-Mimetikums L-

Mimosin (Mim) die VEGF-mRNA-Expression deutlich gesteigert. Dies zeigt, dass auch in der 

Leber eine lokale Gewebehypoxie und HIF-Aktivierung vorlag. Der fehlende Einfluss von 

Sauerstoffmangel auf die AT1R-Expression in der Leber wurde daher nicht durch fehlende 

Hypoxieempfindlichkeit oder HIF-Expression verursacht. Vermutlich beeinflusst Hypoxie die 

AT1R-Expression indirekt und nicht durch einen HIF-vermittelten direkten Effekt auf die 

Transkription. Da die Genexpressionsmuster in Niere, Herz und Leber aufgrund der spezifischen 

Funktionen dieser Organe sehr unterschiedlich sind, könnten auch eventuelle Mediatoren der 

Hypoxiewirkung, z. B. Hypoxie-induzierbare Wachstumsfaktoren, differenziell reguliert sein. 

Außerdem können in vivo systemische Effekte einer lokalen Regulation durch Hypoxie 

entgegenwirken. Der durch eine akute schwere Hypoxie verursachte Blutdruckabfall könnte z. B. 

das RAS aktivieren, was durch einen negativen „feedback“-Mechanismus zu einer 

Herabregulation der AT1R-Expression (erst auf Proteinebene, dann transkriptionell) führen 

könnte. 
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Zelltypabhängige Unterschiede in der Regulation des AT1-Rezeptors und ihre molekularen 

Grundlagen wurden bereits in anderen Studien gezeigt. So findet sich im Promotor des AT1R-

Gens ein „negative regulatory element“ (NRE). An dieses NRE bindet in PC12-Zellen ein bisher 

nicht näher charakterisiertes Kernprotein und unterdrückt damit die Expression des Rezeptors. 

Im Gegensatz dazu ist dieses Protein in Gefäßmuskel- und Gliazellen nicht präsent, so dass in 

diesen Zellen die AT1R-Expression nicht gehemmt wird (Murasawa 1993; Murasawa 1995). 

Obwohl dieser Mechanismus die Grundlage für gewebespezifische Unterschiede der basalen 

AT1R-Expression sein könnte, erklärt er jedoch noch nicht ausreichend die Unterschiede in der 

hypoxischen Induzierbarkeit. Wahrscheinlich handelt es sich um ein Zusammenwirken von zell- 

bzw. gewebespezifischen und hypoxieregulierten Faktoren. 

4.2.2. Der Einfluss von Sauerstoffmangel auf die AT1R-Expression ist von der 
 Stärke der Hypoxie abhängig 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen im Widerspruch zu Daten von Sodhi et al. (Sodhi 

2003), die erst nach Beginn dieser Arbeit veröffentlicht wurden. Diese Arbeitsgruppe 

untersuchte ebenfalls die Auswirkung von Hypoxie (3% O2, 6 h – 24 h) auf die AT1R-

Expression in RASMC und beschrieb eine Induktion des AT1R sowohl auf mRNA- als auch auf 

Proteinebene, ohne dabei die Induktion von HIF darzustellen oder die zugrunde liegenden 

molekularen Mechanismen näher zu untersuchen. Im Gegensatz zu der relativ milden Hypoxie 

von 3% O2 in der Arbeit von Sodhi et al. wurden die Zellen in den hier beschriebenen 

Experimenten durch eine schwere Hypoxie von 0,5% O2 stimuliert.  

Ein Sauerstoffgehalt von 0,5% wurde für diese Arbeit gewählt, da dabei die zu erwartende 

Induktion von HIF am größten ist. Dies bezieht sich sowohl auf die im Western-Blot 

nachweisbare Proteinmenge als auch auf die in Gelshift-Assays nachgewiesene DNA-

Bindungsaktivität des HIF-Komplexes. Schon bei einer O2-Konzentration von 1,5 – 2% wird nur 

noch etwa die Hälfte der maximalen HIF-Aktivität gemessen. In Gegenwart von 3% O2 sinken 

Proteinmenge und DNA-Bindungsaktivität auf ca. ein Viertel der Werte unter 0,5% 

Luftsauerstoff (Jiang 1996). Dies könnte bedeuten, dass in der Arbeit von Sodhi et al. nicht die 

HIF-Induktion der wesentliche Faktor war, sondern andere durch Hypoxie induzierte  Faktoren, 

die auch schon bei minder schwerer Hypoxie aktiviert werden (s. Abschnitt 1) und einen 

positiven Effekt auf die AT1R-Expression haben. Dieser positive Effekt wird dann aber unter 

schwerer Hypoxie durch die transkriptions- und translationshemmende Wirkung der Hypoxie 

unterdrückt bzw. sogar ins Gegenteil verkehrt. 
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4.2.3. Vergleich der Wirkung von akuter und chronischer Hypoxie auf die 
 AT1R-Expression 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass in der Rattenniere sowie in RASMCs in vitro 

schwere, akute Hypoxie (0,5% O2, max. 16 h) eine deutlich verminderte AT1R-Expression zur 

Folge hat. 

In verschiedenen Tiermodellen mit chronischer Hypoxie ist dagegen eine Hochregulation der 

AT1R-Expression beschrieben worden. In Typ-1-Zellen des Glomus caroticum wurde durch 

chronische Hypoxie (4 Wochen, 10% O2) die Expression von AT1A- und AT1B-Rezeptoren 

verstärkt (Leung 2000). Werden Ratten sieben Tage in einer Umgebung mit 10% O2 gehalten, 

findet sich an den alveolären Membranen eine um ein Drittel gesteigerte AT1R-Dichte (Zhao 

1996). Im Gegensatz dazu war in einer anderen Studie in einem ähnlichen Modell keine 

Veränderung der AT1R-mRNA-Expression nachzuweisen (Chassagne 2000). Im Ratten-

Pankreas verdoppelte sich die mRNA des AT1BR-Subtyps durch chronische Hypoxie (4 

Wochen, 10% O2), während sich die Expression der AT1AR-mRNA nicht veränderte (Chan 

2000). Die zu Beginn der Arbeit vorliegenden Daten waren also widersprüchlich, ließen aber 

eine hypoxieabhängige Induktion des AT1R vermuten. Jedoch wurden in keinem dieser Modelle 

die Mechanismen der veränderten Genexpression weiter untersucht. Außer HIF werden durch 

Hypoxie zelltypabhängig noch andere Transkriptionsfaktoren wie z. B. NF-kB und AP1 und 

verschiedene Proteinkinasen und Ionenkanäle aktiviert (s. Abschnitt 1). Außerdem konnte in den 

Tiermodellen nicht zwischen einer direkten Wirkung der Hypoxie und den Folgen der 

systemischen und lokalen Reaktion auf die chronische Hypoxie unterschieden werden. So kam 

es in allen Studien zu signifikanten Blutdruckunterschieden zwischen den hypoxischen und den 

normoxischen Tieren. Im Gegensatz zu akuter schwerer Hypoxie (8% O2 für 8 h), die für einen 

längeren Zeitraum zum Tod der Tiere führen würde und einen Blutdruckabfall verursacht, führt 

chronische, etwas mildere Hypoxie zu einem Blutdruckanstieg. Dies ist insbesondere beim 

Modell des Hypoxie-induzierten pulmonalen Hochdrucks mit einem Remodeling der pulmonalen 

Gefäße verbunden, was wiederum die Ursache für eine veränderte ATR-Expression sein könnte 

(Chassagne 2000). 

Im Gegensatz zu der in der vorliegenden Arbeit angewandten schweren akuten Hypoxie 

(gemeint ist hier ein Zeitraum von etwa 4-24 h in vitro und 8 h in vivo) werden bei chronischer 

Hypoxie wahrscheinlich andere Mediatoren freigesetzt und (Transkriptions-) Faktoren aktiviert. 

In humanen Endothelzellen der Pulmonalarterien (hPAEC) führt chronische Hypoxie (3% O2, 72 

h) zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors activator protein-1 (AP-1) (Fantozzi 2003). Da 

die Aktivierung von AP-1 zu einer Induktion von AT1R führt (Suzuki 1993), könnte dies die 
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verstärkte Expression von AT1R in Modellen des Hypoxie-induzierten pulmonalen Hochdrucks 

erklären, vorausgesetzt, die Befunde aus humanen Endothelzellen lassen sich auf die Ratte 

übertragen. 

Auch der Transkriptionsfaktor CREB reguliert die AT1R-Transkription (Chen 1994). In 

isolierten Kardiomyozyten konnte nach Hypoxie und anschließender Reoxygenierung eine 

andauernde Aktivitätssteigerung von CREB nachgewiesen werden, die eine Hypertrophie der 

Kardiomyozyten zur Folge hatte (El Jamali 2004). In vivo spielen Ischämie und Reperfusion 

insbesondere beim Herzinfarkt eine große Rolle. Möglicherweise ist dies ein Unterschied im 

Versuchsaufbau, der für die gegensätzliche Regulation von AT1R in akuter Hypoxie und 

Ischämie/Reperfusion von entscheidender Bedeutung ist. 

 

4.2.4. Die Wirkung von Hypoxie auf die Expression von AT2R 
Die Hochregulation der AT2R-Expression in Gewebeläsionen (Janiak 1992), Neointima, beim 

renalen und kardialen Remodeling und am Rand von Infarkten (Wharton 1998) sowie die hohe 

Expression im Fetus legten die Vermutung nahe, dass der AT2-Rezeptor durch Hypoxie 

induzierbar sein könnte. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch eindeutig gezeigt, dass dies 

nicht der Fall ist. Hypoxie reduzierte die AT2R-Proteinexpression in PC12W- und 3T3L1-Zellen 

auf ca. 50% der normoxischen Werte. In Rattengeweben lag die AT2R-Expression unter der 

Nachweisgrenze des RPA. 

Die vorliegende Arbeit ist der erste Nachweis, dass akute Hypoxie in der Zellkultur einen 

direkten, negativ-regulatorischen Einfluss auf die AT2R-Expression hat. Dieser Befund steht 

scheinbar im Widerspruch zu den Daten aus Tierversuchen. In einem Modell des Hypoxie-

induzierten pulmonalen Hochdrucks wurde z. B. eine Induktion des AT2R in Lungengefäßen 

sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene beschrieben (Chassagne 2000). Außerdem führte 

chronische Hypoxie (4 Wochen, 10% O2) im Pankreas der Ratte zu einer vermehrten Expression 

von AT2R-mRNA (Chan 2000). Auch bei diesen Studien handelt es sich also um Tiermodelle 

mit chronischer Hypoxie, bei denen die zugrundeliegenden Mechanismen der verstärkten AT2R-

Expression nicht näher untersucht wurden. Untersuchungen an Zellkulturen, die einen direkten 

Effekt der Hypoxie zeigen könnten, lagen bisher nicht vor. Wahrscheinlich sind auch für die 

Induktion des AT2R in vivo unter systemischer chronischer Hypoxie parakrine Effekte im 

Rahmen des Gewebe-Remodelings oder systemische Reaktionen die entscheidenden Faktoren. 
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4.2.5. Die Reduktion von AT2R unter Hypoxie ist nicht eine Folge gesteigerter 
 Proliferation 

Da bekannt ist, dass die Expression von AT2R in proliferierenden Zellen abnimmt (Horiuchi 

1995), wurde untersucht, ob Hypoxie oder DP die Proliferationsrate von PC12W-Zellen 

beeinflussen. Weder Hypoxie noch DP führten nach 24 h zu einer signifikant gesteigerten 

Proliferationsrate von PC12W-Zellen. Durch DP-Stimulation kam es sogar zu einer deutlichen 

Hemmung der Proliferation. Die Reduktion der AT2R-Expression durch Hypoxie und DP ist 

also nicht eine Folge gesteigerter Zellproliferation. 

 

4.2.6. Hinweise für eine Beteiligung von HIF an der Regulation von AT1R und 
 AT2R  

Zwei Arbeiten zeigten bisher eine Regulation des AT1R durch akute Hypoxie in 

Zellkulturzellen, also ohne eine Wechselwirkung durch parakrine oder systemische Effekte der 

Hypoxie. Sodhi et al. fanden eine Stimulation der AT1R-mRNA-Expression in ruhenden (0% 

Serum) VSMCs in einer Atmosphäre, die 3% O2 enthielt. Nach 6 h Hypoxie war der AT1R-

mRNA-Gehalt um ca. 48% erhöht, nach 24 h auf das 2,5-fache der normoxischen Werte. Warum 

dieses Experiment nur unter Serumentzug durchgeführt wurde, ist nicht klar. HIF-abhängige 

Effekte sind in der Regel deutlicher in der Gegenwart von Serum nachweisbar, wahrscheinlich, 

weil die Transkription und Translation der HIFα-Untereinheiten verstärkt sind. 

In der Arbeit von Krick et al. wurde 2005 gezeigt, dass Fibroblasten der pulmonal-arteriellen 

Adventitia unter akuter, schwerer Hypoxie (1% O2, 24 h) vermehrt AT1R-Protein exprimieren. 

Dieser Effekt konnte durch Transfektion mit siRNA gegen HIF-1α abgeschwächt werden, so 

dass eine Regulation durch HIF-1α postuliert wurde. Es wurden jedoch weder eine AT1R-

mRNA-Induktion noch die Bindung von HIF an ein potenzielles HRE im AT1R-Gen gezeigt 

(Krick 2005). Daher bleibt offen, ob es sich bei den beschriebenen Effekten um eine direkte 

Wirkung von HIF auf die AT1R-Genexpression handelt oder nicht vielmehr um eine Wirkung 

von HIF auf andere Faktoren, die schließlich zu einer gesteigerten AT1R-Expression führen. 

Ob die eindeutige Reduktion der ATR-Expression, die in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, 

durch Hypoxie-induzierbare Transkriptionsfaktoren vermittelt wird, konnte im Rahmen dieser 

Doktorarbeit nicht endgültig geklärt werden.  

Einige Beobachtungen lassen jedoch eine Beteiligung von HIF an der verringerten Expression 

von AT1R und AT2R unter Hypoxie vermuten.  

Sowohl AT1R- als auch AT2R-mRNA wurden nicht nur durch Hypoxie, sondern auch durch 

chemische Induktion von HIF mit DP, Mim oder CoCl2 verringert. Dabei führte chemische 
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Induktion von HIF zu einer vergleichbaren oder noch stärkeren Reduktion der mRNA-Menge, 

und auch der Zeitverlauf der Reduktion war nahezu gleich. In der Rattenniere führte neben 

Hypoxie auch die Gabe von Mim zu einer deutlichen Reduktion der AT1R-mRNA.  

Diese Ergebnisse legten nahe, dass sowohl Hypoxie als auch Hypoxie-Mimetika identische 

Signaltransduktionswege aktivieren, die die ATR-Expression verringern, und dass HIF daran 

beteiligt ist. HIF ist in der Regel zwar ein aktivierender Transkriptionsfaktor, aber eine 

Kompetition mit anderen Faktoren, die die ATR-Expression unter Normoxie aktivieren, kann 

nicht ganz ausgeschlossen werden. Ein derartiger molekularer Mechanismus wurde bereits für α-

Fetoprotein, DNA-Reparaturenzyme und Zellzyklusregulatoren gezeigt (Mazure 2002; Koshiji 

2004; 2005). Dabei verdrängt der HIF-Komplex den Transkriptionsfaktor Myc von seiner 

Bindungsstelle, der E-box (5´CACGTG), die partiell identisch mit der HIF-Bindungsstelle ist 

(5´RCGTG). In einigen Fällen wird die Myc-Aktivität jedoch auch unabhängig von einer E-Box 

gehemmt oder ist von der DNA-Bindung des Transkriptionsfaktors SP1 abhängig. 

Für die Expression und Aktivierung von HIF unter Hypoxie ist eine andauernde Transkription 

und Translation der α-Untereinheiten notwendig, da es aufgrund der kurzen Halbwertszeit unter 

Normoxie nicht zu einer Speicherung des Proteins kommt. Inkubation von PC12W-Zellen mit 

Cycloheximid inhibierte die Induktion der VEGF-mRNA durch Hypoxie oder DP. Gleichzeitig 

war die Abnahme der AT2R-mRNA-Expression vollständig aufgehoben. Die Reduktion der 

AT2R-Expression unter Hypoxie ist also von de-novo Proteintranslation abhängig wie auch die 

Induktion von VEGF. Ob das regulatorische Protein, dessen Translation durch Cycloheximid 

gehemmt wurde, in beiden Fällen HIF ist, konnte aber mit diesem Experiment nicht geklärt 

werden. 

Da in der Sequenz des AT2R-Gens drei mögliche HIF-Bindungsstellen (HREs) vorhanden sind, 

sollten diese durch Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) näher untersucht werden. Das 

Bindungsmuster von normoxischen Kernextrakten und Kernextrakten aus hypoxischen oder mit 

DP stimulierten Zellen unterschied sich jedoch nicht. Eine spezifische Bindung von HIF war 

auch mit Supershift-Analysen nicht darstellbar (nicht gezeigt). Trotzdem waren die Sonden 

AT2R-5’ und AT2R-3’ in der Lage, die Positiv-Kontrolle (ein Oligonukleotid mit dem EPO-

HRE) aus der Bindung an den HIF-Komplex zu verdrängen. Auch für die Unterdrückung der α-

Fetoprotein-Transkription durch HIF sind Gelshift-Untersuchungen mit ähnlichen Resultaten 

veröffentlicht worden (Mazure 2002). Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass vielleicht nicht 

HIFα, sondern ein konstitutiv exprimierter Teil des HIF-Komplexes, z. B. ARNT = HIF-β, an 

diese HREs bindet.  
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Obwohl in den letzten Jahren die spezifische Induktion von bestimmten Genen unter Hypoxie 

durch HIF weitgehend aufgeklärt wurde, ist bisher über spezifische Unterdrückung einzelner 

Gene durch Hypoxie wenig bekannt. Neben der oben zitierten Inhibition von Myc-abhängiger 

Genexpression ist ein möglicher Mechanismus die Inhibition der RNA-Elongation durch das von 

Hippel-Lindau-Protein (VHL), dass an Elongin B und C bindet (Duan 1995). Möglicherweise 

gelangt ein Teil des zytoplasmatischen VHL-Proteins zusammen mit HIF in den Zellkern und 

hemmt die RNA-Expression der Gene, die nicht durch HIF transaktiviert werden. Weiterhin 

haben bestimmte mRNAs eine verkürzte Halbwertszeit unter Hypoxie. Dabei wurde aber 

nachgewiesen, dass die verstärkte Degradation von hnRNP A2/B1-mRNA unter Hypoxie von 

HIF-1 unabhängig ist (Garayoa 2003). 

Obwohl also zunehmend auch negative Genregulation durch HIF beschrieben wird (Mazure 

2002; Koshiji 2004; 2005) und einige Ergebnisse als Hinweise auf eine solche Regulation 

interpretiert werden können, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht vollständig 

geklärt werden, welche Rolle HIF bei der Herabregulation der ATR-Expression spielt. 

Möglicherweise handelt es sich bei der Reduktion der ATR-Expression um eine Hemmung der 

Translation und Transkription, wie sie unter Hypoxie oder Eisenchelatoreinwirkung bei den 

meisten Genen mit Ausnahme der HIF-Zielgene nachzuweisen ist. Dafür spricht, dass in RNA-

Interferenz (RNAi)-Experimenten, in denen die HIF-1α−mRNA- und -Protein-Expression durch 

small interfering RNAs (siRNAs) partiell ausgeschaltet wurde (Warnecke 2004), keine 

Aufhebung der AT2R-Herabregulation beobachtet wurde (C. Warnecke, unpublizierte Daten). 

Die Effizienz des „Knockdowns“ von HIF-1α war allerdings in PC12W-Zellen gering (ca. 50%). 

 

4.3.  Induktion von HIF durch nicht hypoxische Mechanismen 

Zu Beginn der Arbeit lagen bereits einzelne Studien vor, die zeigten, dass HIF auch durch nicht-

hypoxische Mechanismen induziert werden kann. Dabei ist die Aktivierung von HIF jedoch um 

ein Vielfaches geringer als der Anstieg der HIF-Aktivität unter Hypoxie (s. Abschnitt 1.1.3). 

Eine Ausnahme scheint die HIF-Aktivierung durch Wachstumsfaktoren in RASMCs zu sein. 

Richard et al. berichten, dass in RASMCs die Induktion von HIF-1α durch Ang II und andere 

Wachstumsfaktoren der Induktion durch Hypoxie vergleichbar ist oder diese sogar übertrifft 

(Richard 2000). In einer späteren Arbeit wurde gezeigt, dass Ang II HIF aktiviert, indem es die 

Transkription und Translation von HIF-1α induziert (Page 2002). Diese Ergebnisse sollten in der 

 63



Diskussion 

vorliegenden Arbeit überprüft werden. Zusätzlich sollte untersucht werden, ob Ang II eine 

ähnliche Wirkung auf HIF-2α besitzt. 

4.3.1. Hohe Dosen von Ang II induzieren HIF-1α und HIF-2α in der Zellkultur 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass nur durch sehr hohe Dosen Ang II (1 µM) nach 

vollständigem Serumentzug eine eindeutige Induktion von HIF-1α in RASMCs nachzuweisen 

ist. Dabei übertraf diese Induktion nie die Induktion durch Hypoxie.  

Eine Ursache für diese unterschiedlichen Ergebnisse könnte eine geringere AT1R-Expression in 

unseren RASMCs gewesen sein. Nach längerer in vitro-Kultivierung in der Gegenwart von 

fetalem Kälberserum verringert sich die AT1R-Expression von primären Zellen (Cresci 2003). 

Ebenso wie von Richard et al. und Pagé et al. beschrieben, wurden daher für diese Arbeit nur 

RASMCs zwischen der dritten und zehnten Passage benutzt.  

In RASMCs unterdrücken sowohl Wachstumsfaktoren als auch Zytokine die Expression von 

AT1R u.a. durch Inhibition von Transkription und verminderte mRNA-Stabilität (Nickenig 

1994; Lassegue 1995). Außerdem wird auch AT1R – ebenso wie AT2R – in proliferierenden 

Zellen vermindert exprimiert (Nickenig 1996). Um eine möglichst hohe Expression von AT1R 

zu induzieren, wurden die Zellen für die Ang II-Stimulationsexperimente für 24 h in Medium 

ohne FKS kultiviert, wie es in den Arbeiten von Richard et al. und Pagé et al. beschrieben wurde. 

Ein Unterschied im Versuchsaufbau ist daher nicht zu erkennen, so dass eine befriedigende 

Erklärung für die etwas abweichenden Ergebnisse nicht gegeben werden kann. 

4.3.2. PMA induziert HIF-1α stärker als Ang II in RASMCs 

Da Ang II HIF-1α über die Aktivierung von PKC und eine Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1 

und 2 induzieren soll, wurden RASMCs auch mit PMA stimuliert. Im Vergleich zur Stimulation 

mit Ang II zeigte sich durch Aktivierung von PKC eine deutlichere Induktion von HIF-1α-

Protein, die zumindest partiell wahrscheinlich auf einer Steigerung der Transkriptionsrate beruht. 

Auch Pagé et al. (Page 2002) zeigten eine stärkere Induktion von HIF-1α durch PMA als durch 

Ang II. 

Die Aktivierung von PKC und ERK1/2 steigert also die Transkription und Translation von HIF-

1α in RASMCs. Da diese Induktion nur in ruhenden Zellen (mind. 24 h Serumentzug) 

nachweisbar war, liegt die Vermutung nahe, dass die durch PMA und Ang II plötzlich 

gesteigerte HIF-α Transkription und Translation die abbauenden Faktoren (z. B. PHD, VHL), 

die durch den Serumentzug evtl. ebenfalls herabreguliert werden, sättigt, so dass HIFα auch 

unter Normoxie nicht vollständig degradiert werden kann und somit auf Proteinebene 
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nachweisbar ist. Allerdings führte diese HIFα-Stabilisierung in der vorliegenden Arbeit nicht zu 

einer Aktivierung eines HIF-abhängigen Reportergens (nicht gezeigt), der sensitivsten 

Nachweismethode für eine HIF-Aktivierung.  

Der Nachweis einer HIF-Stabilisierung in vitro ist also noch kein Beweis dafür, dass Ang II HIF 

auch in vivo aktiviert und dass dies zu einer biologisch relevanten Induktion von HIF-Zielgenen 

führt. 

4.3.3. PMA induziert HIF-1α in rFibs posttranskriptionell 

Um zu untersuchen, ob Ang II auch in anderen Zellen HIF-1α induzieren kann oder ob dieser 

Effekt auf RASMCs beschränkt ist, wurden rFibs mit Ang II und PMA stimuliert. In rFibs 

induzierte nur PMA HIF-1α-Protein (eventuell exprimierten die Zellen zu wenig AT1R für einen 

nachweisbaren Ang II Effekt). Im Gegensatz zu RASMCs führte die Stimulation von rFibs mit 

PMA jedoch nicht zu einer verstärkten HIF-1α-mRNA-Expression. Daher scheinen für die 

Induktion von HIF-1α in rFibs durch PMA nicht transkriptionelle, sondern eher translationale 

und posttranslationale Mechanismen eine Rolle zu spielen. 

4.3.4. HIF-2α wird nicht durch Ang II aber durch PMA induziert 

Zusätzlich sollte untersucht werden, ob auch HIF-2α durch Ang II induziert wird. In RASMCs 

wurde zwar etwas HIF-2α-mRNA exprimiert, jedoch war weder unter Hypoxie noch nach 

Stimulation mit Ang II oder PMA HIF-2α-Protein nachweisbar. In rFibs induzierte PMA HIF-

2α-mRNA und –Protein, während Ang II keinen Effekt hatte. Dabei blieb die Menge an 

nachgewiesenem HIF-2α aber deutlich unter der durch Hypoxie induzierten HIF-2α-

Proteinmenge. 

Die geringere Ang II-Wirkung auf die HIF-2α-Akkumulation bei rFib könnte zum einen auf 

einer geringeren AT1R-Expression dieser Zellen beruhen. Andererseits liegen zahlreiche 

Hinweise dafür vor, dass HIF-1α und HIF-2α neben der gemeinsamen Regulation durch 

Proteinstabilisierung zusätzlich durch transkriptionelle und translationale Mechanismen 

differentiell reguliert werden, so zum Beispiel durch noch nicht identifizierte zelltyp-spezifische 

Faktoren, die der gewebespezifischen Expression der beiden HIFα-Isoformen  zugrunde liegen. 

Außerdem zeigt HIF-2α in bestimmten Zelllinien (HeLa, PC12) eine veränderte Zeitkinetik mit 

einer maximalen Induktion nach 16 h im Gegensatz zur maximalen Induktion von HIF-1α nach 

4 h (Bracken 2006). In bestimmten Zelllinien aus klarzelligen Nierenzellkarzinomen regulieren 

sich die HIFα-Isoformen sogar reziprok, d. h. eine Überexpression von HIF-1α unterdrückt HIF-
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2α ebenso wie umgekehrt HIF-2α die HIF-1α-Expression. Vermutlich liegt diesem 

Mechanismus eine Hemmung der Proteintranslation zu Grunde, entweder direkt durch die 

jeweils andere HIF-Isoform oder durch andere, durch HIF induzierte Faktoren (Raval 2005). In 

Tumoren ist HIF-2α häufig auf RNA-Ebene hochreguliert, z. B. in Astrozytomen (Khatua 2003). 

Außerdem zeigen beide Faktoren auch während der Embryonalentwicklung z. B. in der Niere ein 

spezifisches Expressionsmuster, das sich nicht allein durch Sauerstoffgradienten erklären lässt 

(Bernhardt 2006). Als Poster wurde auf dem Keystone Symposium „Hypoxia and Development, 

Physiology and Disease“, 16.-21. Januar 2006, Breckenridge, Colorado, U.S.A. gezeigt, dass 

VHL die Translation von HIF-2α, aber nicht HIF-1α unterdrückt (Rapisarda A. et al. Differential 

inhibition of HIF-1α and HIF-2α protein accumulation by topotecan in human renal cancer cells; 

Poster 320, S. 92 Abstract Band). 

Zusammengefasst sind die Befunde dieses Teilprojekts also ein weiterer Hinweis auf 

hypoxieunabhängige Regulationsmechanismen für HIF-1α und HIF-2α durch Ang II und den 

Proteinkinase-Aktivator PMA, wobei die funktionelle Relevanz der Ang II Effekte in vivo bis 

heute nicht geklärt ist. Weiterhin weisen sie auf eine differenzielle Regulation von HIF-1α und 

HIF-2α hin.  

 

Sowohl das System der Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktoren als auch das Renin-

Angiotensin-System haben sich im Laufe der Evolution entwickelt, um in mehrzelligen 

Lebewesen eine optimale, dem jeweiligen Bedarf angepasste Gewebeoxygenierung 

sicherzustellen. Dies geschieht zum einen durch die Anpassung des jeweiligen Sauerstoffbedarfs, 

z. B. durch die verbesserte Möglichkeit zur anaeroben Glykolyse, zum anderen durch die 

vermehrte Bereitstellung von Sauerstoff durch verstärkte Vaskularisierung und Anpassung der 

Gewebeperfusion bzw. des Blutdrucks. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sich diese beiden 

Systeme auf verschiedenste Weise auf molekularer Ebene gegenseitig beeinflussen. In 

scheinbarem Widerspruch zu tierexperimentellen Befunden wurde jedoch keine Induktion der 

Angiotensin II-Rezeptor-Expression durch Hypoxie gefunden, sondern eine Reduktion. Dies 

zeigt, dass die chronische Hypoxie, wie sie in Tiermodellen induziert wurde und in 

pathologischen Remodeling-Prozessen auftritt, nicht gleichzusetzen ist mit 

Genregulationsvorgängen in der akuten schweren Hypoxie, deren wichtigster Mediator HIF ist. 

Dieser Befund ist klinisch nicht unbedeutend, da sich pharmakologische HIF-Aktivatoren bereits 

in der Phase der klinischen Testung befinden.  
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Die vorliegende Arbeit leistet somit einen Beitrag zum Verständnis der Regulation der 

Angiotensin II-Rezeptoren und legt die Grundlage für weiterführende Experimente, in denen die 

funktionelle Relevanz der Interaktion von RAS und HIF in vivo gezeigt werden sollte. 
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5. Zusammenfassung 

 
Für alle höheren Lebewesen ist es überlebensnotwendig, eine ausreichende Gewebeperfusion 

und -oxygenierung sicherzustellen. Zwei der wichtigsten körpereigenen Systeme zur 

Aufrechterhaltung der Sauerstoffversorgung und Gewebeperfusion sind die Hypoxie-

induzierbaren Transkriptionsfaktoren (HIF)-1 und –2, die durch eine Veränderung der 

Genexpression die Anpassung an eine verminderte Sauerstoffzufuhr vermitteln, und das Renin-

Angiotensin-System (RAS), das Blutdruck und Plasmavolumen reguliert, besonders bei 

Überaktivität aber auch zu (pathologischen) Veränderungen der Genexpression führen kann. 

Tierexperimentelle Studien weisen auf ein Interaktion zwischen HIF und dem RAS hin. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation der Ang II Rezeptoren Typ 1 (AT1R) und Typ 

2 (AT2R) durch Hypoxie und ihre molekularen Grundlagen eingehend analysiert. Umgekehrt 

wurde der Effekt einer Ang II-Stimulation auf die HIF-Stabilisierung untersucht. RNase-

Protection-Assays dienten zur Messung von mRNA-Gehalten, Western-Blot-Analysen und 

Rezeptorbindungsstudien zu Darstellung von HIF bzw. der ATR-Proteinexpression. 

In verschiedenen Zelllinien (PC12W, 3T3-L1) und aortalen Gefäßmuskelzellen der Ratte 

(RASMCs) wurde die AT1R-Expression auf mRNA- und Proteinebene durch akute Hypoxie (16 

h, 0,5% O2) und chemische HIF-Stabilisatoren deutlich reduziert. Ebenso wurde der AT2R in 

PC12W- und 3T3-L1-Zellen durch Hypoxie und Hypoxie-Mimetika herabreguliert. In vivo 

reduzierte Hypoxie in Ratten organspezifisch die AT1R-Expression. Am Beispiel des AT2-

Rezeptors wurde nachgewiesen, dass für die verminderte mRNA-Expression unter Hypoxie eine 

de-novo Proteintranslation nötig ist. In Gelshift-Analysen konnte eine Bindung von 

Kernproteinen an die drei potenziellen HIF-Bindungsstellen im AT2R-Gen nachgewiesen 

werden. Diese Bindung war zwar nicht hypoxieabhängig, konnte jedoch durch Kompetition mit 

einer Sonde für die HIF-Bindungsstelle des Erythropoetin-Gens, einem bekannten HIF-Zielgen, 

unterbunden werden. In RASMCs konnte eine Induktion von HIF-1α-Protein durch eine hohe 

Dosis Ang II, PMA oder Serum gezeigt werden, die vermutlich auf einer transkriptionellen 

und/oder translationalen Induktion von HIF-1α beruht. Ang II hatte keinen Effekt auf HIF-2α in 

RASMCs sowie HIF-1α und -2α in kardialen Ratten-Fibroblasten. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die in Tierversuchen beschriebene ATR-Induktion bei 

chronischer Hypoxie wahrscheinlich nicht auf die direkte Wirkung von HIF zurückzuführen ist, 

umgekehrt Ang II jedoch die HIF-Aktivierung beeinflussen kann. Diese Ergebnisse erleichtern 
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die Interpretation tierexperimenteller und klinischer Befunde und sind eine wichtige Grundlage 

für weiterführende Studien in vivo. 

 

Schlagwörter: Angiotensin II Rezeptor, AT1R, AT2R, Hypoxie-induzierbarer Faktor, HIF, 

Hypoxie, Renin-Angiotensin-System 
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