Leibniz Online, Nr. 28 (2017)
Zeitschrift der Leibniz-Sozietat e. V.
ISSN 1863-3285

Johann Gross (MLS)

Molekulare Netzwerke bei Sauerstoffmangel (Hypoxie)

Vortrag auf der Plenartagung ,,Molekulare Netzwerke in Biologie und Medizin“am 6. April 2017
Veréffentlicht: 15.06.2017

Zusammenfassung

In der Evolution hat sich fiir die Sicherung der kontinuierlichen Sauerstoffversorgung und die Auf-
rechterhaltung der Sauerstoff-Homoostase ein komplexes System herausgebildet: Die Lunge fiir die
0, Aufnahme, die Erythrozyten fiir den O, Transport, das Herz und das Gefal3system fiir die Vertei-
lung von Sauerstoff und Substraten. Sauerstoffmangel (Hypoxie) kann entweder durch ein vermin-
dertes Sauerstoff-Angebot oder einen erhéhten Verbrauch entstehen. Die Wahrnehmung des Sauer-
stoffpartialdruckes pO, erfolgt (iber Chemorezeptoren, vermittelt von endogen gebildeten Gasmole-
kiilen (Stickstoffmonoxid-NO, Kohlenstoffmonoxid-CO, Schwefelwasserstoff-H,S), sie wirken als
Transmitter. Im Unterschied zu den klassischen Neurotransmittern, werden diese Gastransmitter
nicht in Vesikeln gespeichert.

Die molekularen Anpassungsmechanismen an einen Sauerstoffmangel werden am Beispiel von
zwei Erkrankungen vorgestellt: Der Hohenkrankheit und des Aufmerksamkeit Defizit Hyperaktivitat
Syndrom (ADHS).

Im Laufe der Evolution haben sich in den Populationen, die Gber Hunderte von Generationen in
Hohen oberhalb 3000 m leben, Adaptationsmechanismen herausgebildet, die ein Uberleben in Ge-
sundheit gewahrleisten. Diese Mechanismen betreffen sowohl den HIF-Signalweg, den O, Sensor in
den Karotiskdrperchen und den zellularen Stoffwechsel. Das Protein ,Hypoxia-Inducible Factor
HIF1a“ ist ein wichtiger Transcriptionsfaktor, der die Synthese der mRNS fiir die Sauerstoff abhangi-
gen oder Sauerstoff-assoziierten Proteine reguliert.

Hypoxie in der friihen Entwicklungsphase (pra-, intra- oder postnatal) beeinflusst wahrend der on-
togenetischen Entwicklung die Struktur und Funktion von Geweben und Organen und beeinflusst
damit die Vulnerabilitat oder die Widerstandsfahigkeit gegeniiber Risikofaktoren und Erkrankungen
im spateren Leben. Hypoxie verandert den genau regulierten Prozess der Zellproliferation und Diffe-
renzierung und hat dadurch dauerhaften Einfluss auf die Funktion betroffener Gewebe. Man spricht
von der ,fetalen Programmierung von Erkrankungen im Erwachsenenalter”. Besonders empfindlich
ist das ZNS. Charakteristische Folge von milder bis maRiger Hypoxie in der Perinatalperiode ist das
Aufmerksamkeit Defizit Hyperaktivitdt Syndrom (ADHS).

Historisches

Der Beginn der Hypoxieforschung lasst sich auf das Jahr 1774 festlegen. Joseph Priestley, ein Theolo-
ge und zugleich Universalgelehrter und Bierbrauer, interessierte die Frage nach den Eigenschaften
von Gasen, z. B. denen, die er bei der Garung beobachtete. Es wird folgendes berichtet: , Er stellte
eine brennende Kerze in einen abgeschlossenen Glasbehalter. Die Kerze erlosch nach kurzer Zeit. Als
er eine Maus in den gleichen Behalter brachte, erstickte sie nach einigen Minuten. Daraufhin setzte
er Maus und Kerze zusammen in den Behalter. Die Kerze erlosch schneller als sonst. Offenbar beno-
tigten Maus und Kerze den gleichen Bestandteil der Luft. Wenn aber auf der Erde standig Verbren-
nungsprozesse stattfinden und gleichzeitig viele Lebewesen atmen, misste dann nicht dieser Luftbe-
standteil rasch verbraucht sein? Im Rahmen weiterer Versuche machte Priestley die entscheidende
Entdeckung. Er hatte einen Minzezweig in die Luft eingebracht in der zuvor eine Kerze erloschen war.
Er konnte in der urspriinglich verbrauchten Luft eine Kerze erneut zum Brennen bringen. Die Pflanze
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hatte der Luft den entscheidenden Bestandteil wiedergegeben, der ihr durch die Kerze und die Maus
entnommen worden war“ (http://www2.vobs.at/bio/botanik/b-photosynthese-1.htm).

Sauerstoff als chemische Verbindung wurde von dem schwedischen Apotheker Carl Wilhelm
Scheele im Jahr 1772, d. h. zwei Jahre vor Priestley und unabhdngig von ihm entdeckt. Weil das Gas
die Verbrennung férderte, nannte Scheele das gefundene Gas ,Feuerluft”. Jahre spater erkannte der
franzosische Naturwissenschaftler Antoine Laurent Lavoisier die bedeutende Rolle des Sauerstoffs bei
der Atmung. Antoine Lavoisier (1743 - 1794) war ein konsequenter Kritiker der damals vorherrschen-
den Phlogistontheorie; er erkannte, dass Atmung nichts anderes ist als die langsame Verbrennung
von Kohlenstoff und Wasserstoff mit Sauerstoff. Er gilt als Begriinder der modernen Chemie (Lahiri,
2000). Wesentliche Erkenntnisse lber die Lebensprozesse ohne Sauerstoff, d. h. Gber Hypoxie, ver-
danken wir Louis Pasteur (1822 - 1895). Er beobachtete in Hefezellen den Sauerstoff als chemische
Verbindung wurde von dem schwedischen Apotheker Carl Wilhelm Scheele im Jahr 1772, d. h. zwei
Jahre vor Priestley und unabhangig von ihm entdeckt. Weil das Gas die Verbrennung férderte, nann-
te Scheele das gefundene Gas ,,Feuerluft®. Jahre spater erkannte der franzésische Naturwissenschaft-
ler Antoine Laurent Lavoisier die bedeutende Rolle des Sauerstoffs bei der Atmung. Antoine Lavoisier
(1743 - 1794) war ein konsequenter Kritiker der damals vorherrschenden Phlogistontheorie; er er-
kannte, dass Atmung nichts anderes ist als die langsame Verbrennung von Kohlenstoff und Wasser-
stoff mit Sauerstoff. Er gilt als Begriinder der modernen Chemie (Lahiri, 2000). Wesentliche Erkennt-
nisse Uber die Lebensprozesse ohne Sauerstoff, d. h. Gber Hypoxie, verdanken wir Louis Pasteur
(1822 - 1895). Er beobachtete in Hefezellen den nach ihm benannten Effekt: Die Erhéhung des Glu-
kose Verbrauches unter anaeroben, d. h. Sauerstoffmangelbedingungen. Fehlt Sauerstoff, dann
schaltet die Zelle auf Glykolyse um und erzeugt Energie auch ohne Sauerstoff, aber mit deutlich ge-
ringerer Effizienz.

An den Grundlagen unseres heutigen Verstandnisses der biologischen Oxidation und Atmung ha-
ben viele herausragende Wissenschaftler des vorigen Jahrhunderts ihren Anteil. Zu nennen sind: Otto
Warburg (1883 - 1970) mit der Entdeckung des eisenhaltigen Atmungsfermentes und seiner Rolle fir
die zelluldare Atmung; Hans Adolf Krebs (1900 - 1981) mit der Aufklarung des Zitronensadure-Zyklus;
Peter Mitchell (1920 - 1992) mit der Entdeckung der Beziehungen zwischen ATP-Synthese und mito-
chondrialer Atmung. In diese Reihe gehoért auch mein verehrter Lehrer und der langjahrige Prasident
der Leibniz Sozietdt Mitja Rapoport (1912 - 2004) mit der Entdeckung des 2.3 DPG Zyklus’es, einer
Substanz, die Aufnahme und Abgabe des Sauerstoffs von roten Blutzellen in der Lunge und im Gewe-
be steuert. Aus seinem Institut kamen wichtige Beitrdage zur Feinregulation der Glykolyse in roten
Blutzellen (Rapoport et. al., 1976). Ihm und Inge Rapoport habe ich auch zu danken fiir die Unterstiit-
zung der Hypoxie-Forschung in der DDR. Insgesamt kam es zu 10 Hypoxie-Tagungen, in den Jahren
1988, 91 und "94 als internationale Tagungen.

Anpassung an eine Hypoxie

Sauerstoffmangel kann entweder durch ein vermindertes Sauerstoff-Angebot oder einen erhdhten
Verbrauch entstehen (Poth et. al., 2013). Ein vermindertes Sauerstoffangebot ist z.B. zu erwarten bei
Aufenthalt in groBen Hohen, kardiovaskularen Erkrankungen wie koronare Herzkrankheit oder Kreis-
lauf-Schock, aber auch bei Lungenerkrankungen wie Lungenddem, akute Lungenentziindung oder
Lungenembolie. Ein erhéhter Sauerstoffverbrauch liegt z.B. vor bei rasch wachsenden Tumoren, Ent-
ziindungen, Infektionen, Sepsis und immunologischen Erkrankungen. In der Evolution hat sich fir die
Sicherung der kontinuierlichen Sauerstoffversorgung und die Aufrechterhaltung der Sauerstoff-
Homoostase ein komplexes System herausgebildet (Eltzschig et. al., 2014; Prabhakar and Se-
menza,2015): Die Lunge fiir die O, Aufnahme, die Erythrozyten fir den O, Transport, das Herz und
das GefaRsystem fir die Verteilung von Sauerstoff und Substraten.

Bei Hypoxie kommt es zu einer Reihe von physiologischen Anpassungs-Reaktionen mit verschie-
denen Zeitkonstanten (Abb. 1). Im Sekunden- bis Minuten-Bereich wird die Atmung und Herzfrequenz
aktiviert. Im Minuten bis Stunden Bereich erfolgen metabolische Reaktionen in Zellen und Geweben,
u.a. die genau regulierte Hemmung des ATP-Verbrauches und der ATP-Synthese. Wichtige Energie
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Abb. 1: Zeitlicher Verlauf von physiolo-
gischen Anpassungs-Reaktionen an
eine Hypoxie.

verbrauchende Reaktionen sind die Aktivitat von lonenkanalen und die Proteinsynthese; die Aktivitat
beider Prozesse wird vermindert (Hochachka et. al., 1996). In diesem Zeitraum findet auch der
Transport von HIF1A (Hypoxia inducible factor 1A) in den Zellkern statt, eines speziellen Proteins fir
die Anpassung an einen Sauerstoffmangel. Im Stunden bis Tages-Bereich setzen dann molekulare
Reaktionen ein, d. h. es werden die Boten-RNA fiir HIF1A und viele Proteine, die fiir die Anpassung an
Sauerstoffmangel von Bedeutung sind, synthetisiert. Dazu gehoren u.a. die Expression fir Erythropo-
ietin (ein Hormon fiir die Neubildung von roten Blutzellen), fir glykolytische Enzyme (Sicherung der
Substratbereitstellung) und fir Wachstumsfaktoren zur Bildung von kleineren und groReren Gefidllen
(z. B. VEGFA; Vasogene endothelial growth factor alpha).

Wenn die Energiebereitstellung in Form von ATP nicht mehr aufrechterhalten werden kann, wer-
den eine Vielzahl von biologischen Prozessen eingeleitet, die letztlich zum Zelltod fiihren kénnen
(Boutilier and St-Pierre, 2000). Zunachst wird der Pasteur-Effekt aktiviert, d.h. ATP wird anaerob,
ohne Sauerstoff, erzeugt. Die Effizienz der anaeroben Energieerzeugung ist deutlich geringer (Faktor
18), daher tritt sehr bald ein Substratmangel im betroffenen Gewebe ein. Wenn die anaerobe ATP-
Produktion den Energiebedarf flr die Aufrechterhaltung des lonen- und osmotischen Gleichgewich-
tes nicht mehr aufrechterhalten kann, kommt es zur Membran-Depolarisation, zum intra-extra-
zelluliren lonenaustausch entsprechend der lonengradienten (K*-Ausstrom, Na'-Einstrom) und zum
unkontrollierten Einstrom von Ca*-lonen (iber Spannungs-abhidngige Calcium-Kanile. Die erhdhte
intrazellulire Calcium-Konzentration fiihrt zur Aktivierung von Ca™"-abhdngigen Phospholipasen und
Proteasen; das verstarkt die Depolarisation, fihrt zur Zellschwellung und zur Ruptur der Zellmemb-
ran und damit zum Zelltod. Zellen und Gewebe von Hypoxie-toleranten Lebewesen verhalten sich
etwas anders, der ATP-Umsatz kann viel starker unterdriickt werden (Larson et. al., 2014). Vom
Grundsatz liegt aber dieselbe Sequenz von pathologischen Ereignissen vor wie bei Hypoxie-sensitiven
Spezies. Die metabolische Suppression konserviert Substrate und verlangert so die Uberlebenszeit fiir
Stunden oder Tage.

Registrierung der O,-Konzentration im Organismus

An der Teilungsstelle der A. carotis communis befindet sich ein Knduel von verschiedenen Zellen, die
Karotiskérperchen (Carotid body oder Glomus carotikum). Dieses Areal gehért zu dem im ganzen
Korper am starksten durchstromten Gewebe, es wird 25-mal starker mit Blut versorgt, als ein gleich
groRes Gebiet in der Hirnrinde. Uber die von hier ausgehenden Nerven wird die Atmung und Herz-
frequenz reguliert.

Die Wahrnehmung des Sauerstoffpartialdruckes pO, erfolgt (iber Chemorezeptoren. Erst vor kur-
zem wurde der molekulare Mechanismus des Sauerstoff-Sensors aufgeklart (Prabhakar, 2012). In die
Regulation sind endogen gebildete Gasmolekiile (Stickstoffmonoxid- NO, Kohlenstoffmonoxid-CO,
Schwefelwasserstoff-H,S) involviert, sie wirken als Transmitter. Im Unterschied zu den klassischen
Neurotransmittern, werden diese Gastransmitter nicht in Vesikeln gespeichert. Wenn sie gebildet
werden, diffundieren sie rasch in Nachbarzellen und werden dort inaktiviert; die Halbwertszeit be-
tragt nur wenige Sekunden. Gastransmitter haben Eigenschaften wie molekularer Sauerstoff, sie
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binden an Ham, sogar mit groRerer Affinitat als O,.Viele der biologischen Funktionen sind gekoppelt
an die Aktivierung von Ham-enthaltenden Proteinen und werden reguliert durch den Redoxstatus

Abb. 2: Registrierung des Sauerstoff-
gehaltes im Blut in den Karotiskérper-
chen.

der Zellen (Prabhakar, 2011). Abb. 2 zeigt in vereinfachter Form die Kaskade der Regulationsprozes-
se, die die Atmung und die Herzaktion steuern. Der primare Ort fir die Wahrnehmung des O, Gehal-
tes sind die Glomuszellen in den Karotiskdrperchen. Diese Zellen exprimieren Hamoxygenase 2
(HMOX2), ein Enzym, das selbst Ham enthalt, eine hohe Affinitat zu O, hat und Ham zu Biliverdin und
CO abbaut. Bei Hypoxie wird die CO-Bildung vermindert, da weniger Sauerstoff zur Verfligung steht.
CO hemmt die sensorische Aktivitdt von Karotiskorperchen lber die Hemmung eines zweiten En-
zyms, von Cystathion-gamma-Lyase (CSE oder CTH), ein Enzym dessen Aktivitdt zur Bildung von
Schwefelwasserstoff fiihrt. Bei Hypoxie flihrt die verminderte CO-Bildung zu erhéhter CSE Aktivitat;
das verstirkt gebildete H,S hemmt die Mitochondrien-Atmungskette und die Aktivitit von K'-
Kanalen, es kommt zum Calcium-Einstrom in die Zellen und zur Aktivierung von excitatorischen und
inhibitorischen Neurotransmittern (ATP, Adenosin, Serotonin, GABA, Dopamin). Uber zentrale Schalt-
stellen werden Atmung und Herzaktion an den bestehenden Sauerstoffmangel angepasst.

In Wirklichkeit sind die Regulationsmechanismen weit komplizierter (Ganfornina et. al., 2005). Un-
tersuchungen zur Genexpression in Karotiskdrperchen bei einer Hypoxie von 10 % Sauerstoff bei der
Maus zeigen, dass etwa 400 Gene hochreguliert und genau so viele herunter reguliert werden. In
einem anderen Organ, im Nebennierenmark (NNM, Adrenal medulla), werden ebenfalls zahlreiche
Gene hoch und herunter reguliert, die ihrerseits zahlreiche biologische Prozesse steuern. In letzter
Zeit konzentriert sich die Hypoxie-Forschung wieder auf die Karotiskdrperchen (Shirahata et. al.,
2013). Sie sollen involviert sein in den Mechanismus verschiedener kardiovaskuldrer Erkrankungen, z.
B. der Schlaf-Apnoe oder bestimmten Formen des Blut-Hochdrucks (neurogene Hypertonie). Von
Bedeutung ist, dass Storungen in der Entwicklung der Karotiskdrperchen, z. B. durch Hypoxie oder
noch starker durch Hyperoxie, Langzeitwirkungen auf die Regulation des kardiovaskularen Systems
des Erwachsenen haben.
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Hypoxia inducible factor 1 (HIF1A)

Die ersten molekularbiologischen Erkenntnisse (iber die Regulation der Genexpression bei Sauer-
stoffmangel wurden am erythropoetischen System gewonnen. Die bei Hypoxie stimulierte Bildung
roter Blutzellen und die Untersuchung der Expression von mRNS fiir Erythropoietin in Abhangigkeit
vom Sauerstoffpartialdruck hatten Modellcharakter fir die Bearbeitung molekularbiologischer Fra-
gen der modernen Medizin. Im Jahre 1992 wurde ein Protein im Zellkern nachgewiesen, das durch
Hypoxie induziert wird und an das Erythropoietin - Gen bindet und damit die Transkription, d. h. die
Synthese von mRNS fir Erythropoietin aktiviert (Semenza and Wang, 1992). Dieses Protein, der , Hy-
poxia-Inducible Factor HIF1a“, erwies sich als ein Schlisselfaktor fiir die Anpassung von Zellen an eine
Hypoxie. HIF1A reguliert die Synthese von mRNS von zahlreichen Sauerstoff-abhangigen oder Sauer-
stoff-assoziierten Proteinen. Die Entdeckung von HIF1A I6ste eine Flut von Untersuchungen zu Hypo-
xie-abhangigen Genen aus und revolutionierte das Verstdandnis von Hypoxie und ihrer Rolle in der
Medizin. HIF-Protein ist ein Heterodimer, es besteht aus einer variablen Sauerstoff-abhangigen al-
pha-Untereinheit und einer stabilen beta-Untereinheit (bekannt auch als Aryl Hydrocarbon Receptor
Nuclear Translocator, ARNT). Inzwischen sind drei alpha-Untereinheiten bekannt (HIF1A,
HIF2A/EPAS1, HIF3A), die sich u.a. durch jene Prolinreste unterscheiden, die hydroxyliert werden
(Duan, 2016; Wierenga et. al., 2014). In der BIOGRID-Datenbank (https://thebiogrid.org/) umfasst
das HIF1A-Netzwerk Interaktionen mit 159 Molekiilen und 507 Assoziationen. Entsprechend der Gen-
Ontologie Datenbank (http://www.geneontology.org/) ist HIF1A in 34 biologische Prozesse und in 13
molekulare Funktionen involviert (Abb. 3).

Abb. 3: Netzwerk von HIF1A (BIOGRID-
Datenbank).

Bei molekularen Netzwerken ist wichtig zu verstehen, was die einzelnen Knoten (Proteine, Gene) und
Linien (Assoziationen) fir die Physiologie oder Pathologie bedeuten. Am Beispiel jener Gene, die an
der Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF1A beteiligt sind, soll die Bedeutung einzelner Proteine
und die Art der in dem Netzwerk angedeuteten Wechselwirkung dargestellt werden (Abb. 4; Ma and
Zhang, 2015; Zarember and Malech, 2005). Zu den wichtigen Genen, die an der Regulation des Tran-
skriptionsfaktors HIF1A beteiligt sind, gehéren PH (Prolin Hydroxylase), VHL (von Hippel-Lindau Tu-
mor Suppressor), FIH (Factor inhibiting HIF1A), UB (Ubiquitin), p300/CBP (E1A binding Protein
p300/CBP-CREB binding Protein) und HIF1B (ARNT). In Gegenwart von ausreichend molekularem
Sauerstoff (Normoxie) wird HIF1A hydroxyliert durch PH; es werden zwei OH-Gruppen an das HIF1A
Protein angelagert. Dies ermoglicht die Bindung von VHL. Die Bindung von VHL verhindert die Bin-
dung von 2 Kofaktoren p300/CBP, damit wird HIF1A Protein in Proteasomen abgebaut. Die Hydroxy-
lierung von HIF1A erfolgt auch durch FIH. Diese Bindungsstelle ist wichtig fiir die Bindung der Tran-
skriptions-Coaktivatoren p300 und CBP (Lisy and Peet, 2008). In Hypoxie, wenn der Bedarf das O,
Angebot Ubersteigt, werden die O, abhangigen PH und FIH Enzyme gehemmt. HIFla akkumuliert,
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wird in den Zellkern transportiert und verbindet sich dort mit HIF1B und p300/CBP, einem Transkrip-
tionskomplex, der die Hypoxia responsive elements (HRE) in der Promoter-Region von Zielgenen
erkennt und die Bildung der Boten RNS als Matrize fiir das Protein synthetisiert. Die Hypoxie-
sensitiven Komponenten des HIF-Systems sind Prolylhydroxylase (drei Isoformen) und Asparaginyl
Hydroxylase (=FIH; Chan et. al., 2016).

Abb. 4: Regulation des Transkriptions-
faktors HIF1A (in Anlehnung an
Zarember and Malech, 2005).

Fiir die Regulation der Transkription muss HIF1A in den Zellkern gelangen. Eigene Untersuchungen
belegen, dass HIF1A bei Normoxie nicht im Zellkern nachweisbar ist, sondern im Cytoplasma. Etwa
eine Stunde nach einer maRigen Hypoxie ist HIF1A im Zellkern angereichert; bereits eine Stunde spa-
ter ist HIF1A im Zellkern nicht mehr nachweisbar (Gross et. al., 2003). Durch die Bindung des HIF1A
Komplexes an die DNS werden zahlreiche biologische Prozesse aktiviert. Besonders wichtig sind die
Neubildung von roten Blutzellen (Erythropoese), die Neubildung und das Wachstum von GefaRen
(Angiogenese) und die Synthese von Proteinen fir den Glukose-Transport und die Glykolyse.

Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass in den letzten Jahren eine ganze Klasse von RNS ent-
deckt wurde mit regulatorischen Funktionen bei Hypoxie (Uchida and Dimmeler, 2015). Neben den
Proteinen in Form der Transkriptionsfaktoren wie z. B. HIF1A sind es Micro — oder langere RNS-
Molekiile, die die Reaktion des Gewebes auf Hypoxie regulieren und ebenfalls ausgedehnte Netzwer-
ke ausbilden. Kodierende RNS repradsentieren <3% des totalen Genoms, die groBe Mehrzahl der an-
deren Transkripte haben keine kodierende Funktion. Diese nichtkodierenden RNS-Molekile kénnen
eingeteilt werden in die kiirzere (weniger als 200 Nukleotide, sogenannte MiRs) und langere RNS-
Molekiile (mehr als 200 Nukleotide, sogenannte long noncoding RNAs, IncRNAs). Fiir lange Zeit wur-
de die Bedeutung dieser RNS nicht erkannt. Ein typischer Vertreter ist miR-210, bekannt als Hypoxa-
mirs, der sowohl im Blut, im Herzgewebe als auch in der Haut bei Hypoxie nachgewiesen wurde
(Chan et. al., 2012). Die praktische Bedeutung fiir Diagnostik, Therapie und Prognose ist noch vollig
offen. Eine neuere Arbeit berichtet, dass miR-210 ein Regulator des Energiestoffwechsels bei kardia-
ler Hypoxie ist (Azzouzi et. al., 2015).

Rolle von Hypoxie bei ausgewdhlten Erkrankungen

Sauerstoffmangel ist oft verbunden mit zusatzlichen pathogenetischen Faktoren, die die Reaktion des
Gewebes auf eine Hypoxie und den Krankheitsverlauf modifizieren. Je nachdem, welche weiteren
Faktoren vorliegen, kann man verschiedene Formen von Hypoxie unterscheiden. Bei einer hypoxi-
schen Hypoxie liegt ein reiner Sauerstoffmangel vor. Diese Hypoxieform liegt z. B. bei Hohenhypoxie,
Lungenerkrankungen und Tumorerkrankungen vor. Bei einer Asphyxie liegt zusatzlich zu einem Sau-
erstoffmangel eine Erhdhung des pCO, vor, eine Hyperkapnie. Von einer Ischdmie spricht man bei
einem Sauerstoffmangel infolge verschlechterter Durchblutung; damit entsteht zusatzlich ein Sub-
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stratmangel (z. B. Glukose). Typische hypoxisch-ischdmische Erkrankungen liegen beim Herz-Infarkt
oder ZNS-Schlaganfall vor. Im Folgenden sollen zwei Formen der Hypoxie am Beispiel typischer Er-
krankungen behandelt werden: Die Hohenkrankheit, eine Erkrankung, die auf einem reinen Sauer-
stoff Mangel beruht und die ADHS-Erkrankung, die haufig durch eine Hypoxie vor, wahrend und nach
der Geburt bedingt ist und in der Regel mit einer Asphyxie oder Ischdmie einhergeht.

Hohenkrankheit

Bei extremer Hohe (>5500 m Uber dem Meeresspiegel) betragt der Sauerstoffpartialdruck weniger
als die Halfte von dem, der in Hohe des Meeresspiegels vorliegt. Flir den Menschen liegt bei diesen
Bedingungen eine hypoxische Hypoxie vor, die zu einer Reihe von Anpassungsreaktionen auf systemi-
scher und molekularer Ebene fihrt (Chen et. al., 2012). Auf systemischer Ebene sind der Anstieg der
Atem- und Herzfrequenz (im Stundenbereich), die erhéhte Bildung von roten Blutzellen und der An-
stieg des Hamoglobin-Gehaltes gut bekannt (im Zeitraum von Tagen). Bei mangelnder Anpassung
kann es zur Hohenkrankheit kommen. Man unterscheidet milde Formen (AMS- Acute Mountain Sick-
ness; bei 50 - 90 % einer Population) bis zu schweren Formen, dem fatalen Odem des ZNS (High Alti-
tude Cerebral Edema, HACE) oder dem Hohen-Lungenddem (High Altitude Pulmonary Edema, HAPE).
Die milde Form der Hohenkrankheit duRert sich in typischen Symptomen wie Kopfschmerzen, Appe-
titlosigkeit, Erbrechen, Schlafstérungen und Leistungsschwache. Etwa 30 % der Bergwanderer in Ho-
hen Uber 3000 m kdnnen diese Symptome entwickeln. Werden diese Symptome ignoriert, so kann es
zu dem Hoéhenlungen- und/oder Héhenhirnddem kommen, die ohne den Abstieg in geringere Hohen
und unbehandelt innerhalb weniger Tage zum Tod flihren kdnnen. Bei dem Hohen-Lungenédem tritt
vermehrt Fllssigkeit aus den Lungengefaflen in die Lungenblaschen und vermindert dadurch die Sau-
erstoffaufnahme. Dadurch wird der Sauerstoffmangel im Koérper zusatzlich verstarkt. Bei dem Ho-
henddem des ZNS handelt es sich wahrscheinlich um eine Schwellung des Gehirns und um Verande-
rungen der Blut-Hirnschranke (Bailey et. al., 2009). Fir beide Formen spielen die erhéhte Zahl von
roten Blutzellen und der erhhte Himoglobin (Hb)-Gehalt des Blutes eine wichtige Rolle.

Man hatte lange Zeit angenommen, dass ein Anstieg des Hb-Gehaltes eher glinstig sei unter Be-
dingungen einer chronischen Hypoxie, weil pro ml Blut mehr Sauerstoff transportiert wird. Da aber
mit steigender Zahl roter Blutzellen und einem erh6hten Hb-Gehalt die Blutviskositat ansteigt,
wachst der Gefall-Widerstand und als Endergebnis resultiert eine verminderte Oxygenierung des
Gewebes. Das wird deutlich bei der fetalen Entwicklung wahrend der Schwangerschaft. Ein hoher Hb-
Gehalt der Schwangeren vermindert die O,-Versorgung des Feten, es kommt zur Wachstumsretardie-
rung des Feten und die fetale Mortalitat in utero steigt an. Der Hb-Gehalt einer Population, die in
Hohe des Meeresspiegels lebt, hat sich als optimal herausgestellt.

Es ist gut bekannt, das Tibeter und Sherpas, d. h. gut an das Hochgebirge adaptierte Personen,
diese Erkrankungen nicht bekommen. Man vermutete Unterschiede im Genom. Daher sind in den
letzten Jahren zahlreiche Genom-weite Studien durchgefiihrt worden, um die Mechanismen dieser
Anpassung an eine Hypoxie zu verstehen. Da bekannt ist, dass das menschliche Genom eine erhebli-
che Variabilitat aufweist, suchte man gezielt nach Unterschieden lber das gesamte Genom (Geno-
me-Wide Allelic Differentiation Scan-GWADS; Beall et. al., 2010). Man verglich die Sequenzen der
DNS von 35 Tibetern, die in einer Hohe von 3200-3500 m permanent lebten mit der DNS von 84 Han-
Chinesen, die im Flachland lebten (92 % der Gesamtbevélkerung Chinas). Die Genom Analyse resul-
tierte in insgesamt 503722 Unterschieden in der Basensequenz, den sogenannten Einzelnukleotid
Polymorphismen (Single Nucleotide Polymorphism, SNP). SNPs sind Unterschiede in der Sequenz, die
sich von Person zu Person, unabhangig von ihrem Verwandtschaftsverhaltnis, unterscheiden und in
der Regel harmlose Mutationen darstellen. Die Haufigkeit der lGberwiegenden Mehrzahl der SNPs
war in beiden Populationen identisch. In zwei Genen wurden SNPs gefunden, die sich in ihrer Haufig-
keit in den beiden Populationen deutlich unterscheiden: Im Gen EPAS1 (=HIF2A, endothelial PAS do-
main proteinl) und im Gen EGLN1 (=HIF1-PH2, egl-9 family hypoxia inducible factor 1). Bei dem Gen
EPAS1 (= HIF2A) Gen ist in der DNS anstelle von Adenin, Guanin eingebaut (Abb. 5). Da diese Muta-
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Abb. 5: Einzelnukleotid Polymor-
phismen von EPAS1 und EGLN1
bei Tibet-Bewohnern.

tion im Intron liegt, also nicht im Protein-kodierenden Anteil der DNS, kommt es nicht zum Einbau
einer anderen Aminoséaure. Bei EGLN1 ist anstelle von Cytosin in der DNS Guanin vorhanden; das hat
zur Folge, dass eine andere Aminosaure in das Protein eingebaut wird, wir sprechen von einer Mis-
sense Variation (Xiang et. al., 2013). Die beiden Varianten treten bei 71 % der Tibeter auf, sind aber
extrem selten bei Han-Chinesen, Japanern Europdern und Afrikanern (0,6-2,3 %). Diese genetische
Variation geht mit einem niedrigen Himoglobin-Gehalt einher, verglichen mit dem Hamoglobin (Hb) -
Gehalt von akklimatisierten Flachland-Bewohnern. Der niedrigere Hdmoglobin- Gehalt hat den Vor-
teil einer geringeren Viskositat des Blutes und damit einer besseren Durchblutung. Es ist interessant,
dass diese SNPs bei Bewohnern anderer Hochgebirge, z.B. der Anden nicht festzustellen sind. Die
Bewohner der Anden haben einen hohen Hb-Gehalt, ohne die Probleme der Hoéhenkrankheit zu ha-
ben. Eine Korrelation zwischen diesen beiden SNPs und dem Hb-Gehalt existiert bei Bewohnern im
Flachland ebenfalls nicht. Der Unterschied im Hb-Gehalt kann also nur als Marker, nicht als Ursache
interpretiert werden.

Es wird vermutet, dass weitere Faktoren fiir die gute Anpassung der Tibeter an die Hohenhypoxie
verantwortlich sind (Edwards et. al., 2014; Beall et. al., 2010). Es wurden SNP-Unterschiede in 20
weiteren Genen gefunden, allerdings mit geringerer statistischer Sicherheit. Analysiert man diese 20
Gene in der STRING Datenbank, so ergibt sich ein signifikantes Netzwerk, das aus zwei miteinander
verbundenen Sub-Netzwerken besteht (Abb. 6; von Mering et al., 2005). Die Gene sind u.a. den bio-
logischen Prozessen "Generation of precursor metabolites and energy” (GO:0006091, 9 Gene) und
»Cellular respiration ( GO: 0045333, 7 Gene) zuzuordnen. Die Analyse ergibt deutliche Hinweise da-
rauf, dass fundamentale Prozesse der zelluldren Atmung, des ATP-Metabolismus und von Oxidations-
Reduktionsprozessen der Anpassung zu Grunde liegen.

In der Welt gibt es drei Hochland-Regionen, in denen lber Hunderte von Generationen dort ge-
lebt haben: Tibet, die Anden und das Semien Plateau in Athiopien. Ein Vergleich des genomischen
Polymorphismus in diesen Regionen zeigt, dass unterschiedliche Gene an der Anpassung beteiligt
sind: EPAS1 und EGLN1 sind an der Regulation der HIF-1A Aktivitdt und des Hb-Gehaltes beteiligt
(Tab. 1). EDNRA (Endothelin-Rezeptor, Typ1 ist an der Regulation der Durchblutung beteiligt, HMOX2
(Hdmoxygenase 2) ist an der Registrierung des O,-Gehaltes in den Karotiskérperchen beteiligt.
PRKAA1 (Proteinkinase AMP activated catalytic subunit alpha 1) gilt als Sensor fiir die energetische
Situation der Zelle, ARNT2 ist Teil des HIF-Signalweges, THRB (Rezeptor fiir das Schilddriisenhormon)
ist involviert in Wachstumsprozesse und Prozesse der Energieverwertung (Simonson, 2015).

Tab. 1: Anpassung an Héhenhypoxie in verschiedenen Hochebenen der Welt

Kriterium Tibet Anden Athiopien

Besiedlung (Jahre) Vor 25000 J. Vor 12000 J. Vor 5000 J. (700007?)

Sauerstoff-Sattigung Normal Erhoht Erhoht

Hb-Gehalt Vermindert (relativ) Erhoht Erhoht

Genom (SNP) EPAS1, EGLN1, PRKAA1, EDNRA ARNT2, THRB
EDNRA, HMOX2
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Die Anpassung an die Hohenhypoxie bedeutet dramatische Verdanderungen in der Genexpression in
vielen Geweben mit Hunderten von Genen, die hoch und Hunderte von Genen, die herunter reguliert
werden. Offensichtlich liegt bei den Populationen im Hochgebirge eine positive Selektion nach Dar-
win vor (Storz, 2010).

Abb. 6: Netzwerk von Genen, die sich in
der Hdufigkeit des Vorkommens von
SNPs unterscheiden (STRING-Netzwerk;
http://string-db.org/; von Mering et
al., 2005).

Perinatale Hypoxie und ihre Folgen

Die besondere Bedeutung der perinatalen Hypoxie liegt darin, dass Hypoxie nicht nur kurzfristige,
einmalige Wirkungen entfaltet, sondern Einfluss auf das gesamte spatere Leben des Individuums hat.
Ursachen fir fetale Hypoxie sind die sogenannte Plazenta-Insuffizienz (gestorter Stoffaustausch zwi-
schen Mutter und Kind), die Praeklampsie (Erkrankung der Mutter gekennzeichnet durch erhéhten
Blutdruck und Protein Ausscheidung (iber die Niere), eine Hypoxie im Hochland und toxische Sub-
stanzen, u.a. Alkohol und Rauchen (Rees et. al., 2011; Doyon et. al., 2013). Praeklampsie und niedri-
ges Geburtsgewicht sind allgemeine Charakteristika von Schwangerschaften von aus dem Flachland
ins Hochgebirge zugezogenen Frauen (Thompson and Al-Hasan, 2012). Ursachen fiir Sauerstoffman-
gel wahrend der Geburt sind u.a. eine langdauernde Geburt, eine anormale Lage des Kindes, extreme
Unreife des Kindes und Erkrankungen der Atemwege des Kindes.
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Die besondere Vulnerabilitat des ZNS-Gewebes gegeniiber Sauerstoffmangel ergibt sich aus dem
hohen Verbrauch von Sauerstoff. GewichtsmaRig betrdgt das ZNS beim Menschen 2 % des Korper-
gewichtes, es hat aber einen Verbrauch an Sauerstoff von 20 %. Die synaptische Transmission im ZNS
erfordert ungefahr 30-50 % des zerebralen Sauerstoffs (Kumar, 2011). Daher sind die Reaktionen auf
einen akuten Sauerstoffmangel mit Veranderungen der synaptischen Erregung oder Hemmung ver-
bunden. Diese Reaktionen sind sehr schnell, im Sekunden-Bereich. Eine akute Hypoxie hemmt zu-
nachst die synaptische Aktivitit, bei ldnger anhaltender Hypoxie kommt es zur Offnung von Ca™-
Kanalen. Je nach Schweregrad und Verlauf der Hypoxie, kbnnen zwei grundlegende Formen der peri-
natal-hypoxischen Schadigungen unterschieden werden: 1. Schadigung groRerer Areale des ZNS ver-
bunden mit Zelltod und Schadigung der neuronalen Verbindungen; 2. Beeinflussung der Entwicklung
des ZNS ohne neuronalen Zelltod, aber mit veranderter Genexpression und mit Folgen fiir die Ver-
schaltung im ZNS.

Zu 1. Eine schwere Hypoxie in utero resultiert in akuter neuronalen und glialen Zellschadigung mit
Verminderung des ZNS-Gewichtes und mit nachfolgenden funktionellen Defiziten (Ma and Zhang,
2015). Es kann sowohl die graue (= Zellen) als auch die weilRe (=Fasern) Substanz des ZNS betroffen
sein. Die Schadigung der weillen Substanz fiihrt zur Unterbrechung der afferenten und efferenten
kortikalen Verbindungen und damit zum Verlust von Neuronen im Cortex. Als peripherer Marker fiir
das Vorliegen von Zelltod kann der Nachweis von Neuronen spezifischer Enolase (NSE) im Liquor oder
Plasma dienen (Dauberschmidt et. al., 1983; Rees et. al., 2011).

Der Zelltod kann (iber Nekrose, Apoptose und Autophagie erfolgen, wobei es viele Ubergangsfor-
men gibt. Die klassische Nekrose wird definiert lber die Zellschwellung, die nachfolgende Auflésung
der Zelle und des Zellkerns (Karyolyse); sie fihrt zur Entziindung in dem betroffenen Gebiet. Die
Apoptose ist ein kontrollierter Zelltod, wobei die einzelnen Zellkompartmente reguliert abgebaut
werden und in der Zelle verwertet werden. Die Autophagie ist ein langsamer kontrollierter Abbau
von Zellen, es ist ein normaler biologischer Prozess, ein Recycling von Zellen und ihren Organellen.
Ein charakteristischer Mechanismus fir die Einleitung des Zelltodes bei Hypoxie/lschdmie ist die Exci-
totoxizitdt durch Glutamat (=Zelltod durch Reiziiberflutung; Northington et. al., 2011). Die Aminosau-
re Glutamat ist der wichtigste Neurotransmitter flir die Steuerung von Erregungsprozessen im ZNS.
Bei intensiver Aktivierung der Rezeptoren kommt es zur Offnung von Ca"*-Kanélen, einem Einstrom
von Calcium und zur Aktivierung von Ca"-sensitiven Proteasen, Proteinkinasen, Phosphatasen, Phos-
pholipasen und Stickoxyd-Synthase (NOS). Excitotoxizitdt kann auch ausgelést werden durch einen
Abfall der ATP-Konzentration und die Akkumulation von Adenosin. Die Bindung an Adenosin-
Rezeptoren kann ebenfalls zur Offnung von Ca**-Kanilen und zum Zelltod fiihren (Mukandala et. al.,
2016).

Zu 2. Viel hdufiger als eine zum Zelltod fiihrende Hypoxieform sind milde bis moderate hypoxische
Zustande des Feten und Neugeborenen, sie kdbnnen zu senso-motorischen Koordinationsstérungen,
Storungen von Aufmerksamkeit, Spontanaktivitdt, Konzentrationsschwierigkeiten und Lernschwierig-
keiten flihren. Diese Symptome werden unter dem Sammelbegriff , Aufmerksamkeits-Defizit-
Hyperaktivitdts-Syndrom® (ADHS; Attention Deficit Hyperactivity Disorder, ADHD) zusammengefasst.
Storungen der Aufmerksamkeit und der motorischen Aktivitat sind bei 3-10 % aller Kinder weltweit
nachweisbar, bei Jungen haufiger als bei Madchen. Es gibt auch zahlreiche Arbeiten, die die neurolo-
gischen und psychiatrischen Erkrankungen wie M. Parkinson, M. Alzheimer, Autismus oder Schizo-
phrenie mit einer perinatalen Hypoxie in Verbindung bringen.

Untersuchungen (ber Reifung und Altern von roten Blutzellen hatten gezeigt, dass rote Blutzellen
aus dem Nabelschnurblut zur Diagnostik einer prdanatalen Hypoxie geeignet sind. Der Kreatingehalt
oder die Dichte von roten Blutellen erlauben Riickschliisse Gber eine Hypoxie in den 1-2 Monaten vor
der Geburt (Syllm-Rapoport et. al.,1981; Gross et. al., 1983). Durch friihzeitige Diagnostik und Forde-
rung der betroffenen Neugeborenen kann die Entwicklung des Kindes positiv beeinflusst werden.

Die klinische Symptomatik der Spatfolgen von perinataler Hypoxie hat schon sehr frith die Auf-
merksamkeit auf Veranderungen des Neurotransmitters Dopamin im ZNS gelenkt (Lange et. al.,
2010). Dopamin (DA) ist beteiligt sowohl an der motorischen Aktivitat als auch am Belohnungs-, Ess-
und Motivations-Verhalten; Storungen dieser Aktivitaiten gehdren zu den Merkmalen der ADHS-
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Erkrankung. Das dopaminerge System im ZNS besteht aus Neuronen, die in der Substantia nigra und
der Ventral tegmental area (VTA) lokalisiert sind; die Neuronen projizieren in die Regionen Striatum
(nigro-striatale Bahnen; unbewusste, unwillkiirliche Bewegungen, Lokomotorik), Limbische Region
(mesolimbische Bahnen; Belohnung, Essverhalten) und zum Cortex (mesocorticale Bahnen; Motivati-
on, Emotionen). Der wichtigste Neurotransmitter dieses Systems, Dopamin, wird Gber ein Sauerstoff-
abhangiges Enzym, die Tyrosinhydroxylase (TH) synthetisiert. TH katalysiert die Umwandlung von L-
Tyrosin zu L-Dihydroxyphenylalanine (DOPA); es ist die erste und Geschwindigkeits-bestimmende
Reaktion der Biosynthese der Katecholamine Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin (Eser and Fitz-
patrick,2010). Ldnger anhaltende Hypoxie fihrt zu einer deutlichen Erhdhung der TH Aktivitat (
Kumar2011). Weitere wichtige Neurotransmitter dieser Regionen sind Glutamat, GABA (Gamma-
Aminobuttersdure) und Serotonin. Diese Neurotransmitter sind nicht nur beteiligt an der motori-
schen Aktivitat, sondern auch am Belohnungs-, Ess- und am Motivations-Verhalten. Friihere Untersu-
chungen hatten gezeigt, dass das cholinerge System des Cortex durch eine pranatale Hypoxie nicht
oder nur gering beeinflusst wird (Gross et. al., 1981).

Substantia nigra ist ein Areal von dopaminergen Neuronen im Bereich des Mesencephalon (Mit-
telhirn), das durch einen hohen intrazelluldren Gehalt an Melanin (dunkles Pigment) und Eisen dun-
kel gefarbt erscheint. Zahlreiche Fasern der dopaminergen Neurone enden im Striatum (Nucleus
caudatus und Putamen). Diese Region wird auf Grund ihrer Erscheinung in Hirn-Schnitten als ,Strei-
fenkorper” bezeichnet. Die Regionen Substantia nigra und Striatum sind morphologisch gut charakte-
risiert und experimentell gut zu praparieren. Das bietet die Mdglichkeit, mit verschiedenen experi-
mentellen Hypoxie-Modellen zu arbeiten wie Hirnschnitten, Synaptosomen- (Praparationen von sy-
naptischen Nervenendigungen), Zellkulturen und Tiermodellen.

Die Reizlibertragung von DA-Neuronen der Substantia nigra auf Neuronen des Striatum erfolgt
Uber spezialisierte Teile des Neurons, die Synapsen (Abb. 7). Die beiden Neurone gehen nicht

Abb. 7: Synapse im nigro-striatalen System. Abkiirzun-
gen s. Text.
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ineinander Uber, sondern sind voneinander durch den synaptischen Spalt getrennt. Synapsen beste-
hen aus einem prdsynaptischen Teil, der die Erregung heranfihrt (afferent) und dem postsynapti-
schen Teil, der die Erregung empfangt und weiterleitet (efferent). Wichtige molekulare Determinan-
ten des dopaminergen Systems sind die Tyrosinhydroxylase (TH) als Sauerstoff-abhangiges und wich-
tiges regulatorisches Enzym fiir die DA-Synthese, der DA-Gehalt des Gewebes, die Freisetzung von DA
in den synaptischen Spalt bei neuronaler Reizung und die Wiederaufnahme bzw. Entfernung des DA
aus dem Spalt Gber ein Transportprotein, den Dopamin Transporter (DAT; SLC6A3). Wichtige DA-
Rezeptoren, an die DA bindet und die zu biochemischen Reaktionen fiihren, sind DRD1, ein primar
aktivierender Rezeptor am postsynaptischen Teil und der DRD2 Rezeptor, ein primar inhibitorischer
Rezeptor, der pra- und postsynaptisch nachweisbar ist.

Mesencephale Zellkultur

Fir die Charakterisierung von grundlegenden Reaktionen von dopaminergen Zellen gegeniliber Hypo-
xie sind Zellkulturen, die aus embryonalem Mittelhirn prapariert werden kdénnen, gut geeignet
(Andreeva et. al., 2001; Gross et. al., 1999). Unmittelbar nach Aussaat von Zellen sind diese sehr un-
reif; im Verlaufe von etwa zwei Wochen nehmen sie die Form von neuronalen Zellen an mit zahlrei-
chen Fortsadtzen und entsprechen in ihrer morphologischen Struktur reifen Neuronen (Andreeva et.
al., 1996). Unreife und reife dopaminerge Neuronen reagieren vollig unterschiedlich auf eine Hypoxie
(Tab. 2). Wahrend unreife Zellen auf eine Hypoxie mit einer Proliferation reagieren, sterben reife
Zellen ab. In hamatopoetischen Stammzellen geht die Proliferation bei Hypoxie einher mit einer
Hochregulation von HIF1A und CDKN1C (Cyclin dependent kinase inhibitor; p57kip2; Wierenga et.
al.,2014). Letzteres bindet verschiedene Proteinkomplexe, die in die Regulation der Zellproliferation
involviert sind. Unter normoxischen Bedingungen ist es ein Inhibitor der Zell-Proliferation. Hypoxie
erhoht die Expression dieses Inhibitors, Folge ist eine erhdohte Zellproliferation. Es ist gut moglich,
dass ein dhnlicher Mechanismus im ZNS wirkt. Zugabe von excitotoxisch wirkenden Glutamat Kon-
zentrationen zu unreifen Zellen hat keinen Einfluss, wahrend die Zugabe von Glutamat zu reifen do-
paminergen Zellen den Zelltod férdert, ein weiterer Hinweis auf die hohe Vulnerabilitdt von dopami-
nergen Zellen. Indikatoren fiir die dopaminerge Aktivitat wie der DA-Gehalt der Zellen und der Quo-
tient der Metabolite DOPAC und DA tendieren zu einer Erhéhung.

Tab. 2. Reaktion von reifen und unreifen dopaminergen Zellen auf Hypoxie und auf Zugabe von
Glutamat zum Zellkulturmedium (n-fach).

Kriterium Unreife Zellen Reife Zellen
Anzahl DA-Zellen (TH-IR) 1,9 0,3

Anzahl DA-Zellen nach Glutamatzugabe 1,0 0,2-0,5

DA (pmol/mg Protein) 1,2 1,3
DOPAC/DA Ratio 0,21 0,42

Die Daten wurden den Publikationen Andreeva et. al., 2001; Andreeva et. al., 1996; Gross et. al., 1999 und
Leclere et. al., 2004 entnommen. TH-IR —-Immunreaktive Férbung auf Tyrosinhydroxylase.

Zellkulturen sind auch geeignet, Langzeiteffekte infolge Hypoxie zu untersuchen. Hypoxie Exposition
wahrend der frithen Entwicklungsphase der Zellkulturen induziert Veranderungen des DA-Gehaltes
(Abb. 8). Eine Hypoxie an den Tagen DIV1-3 (Day in Vitro) fihrt zu einem erhéhten DA-Gehalt in rei-
fen Zellen, eine Hypoxie an den Tagen 4, 5 und 6 hat keinen Einfluss. Die sogenannte kritische Phase
fir diese Eigenschaft sind die Tage 1-3 nach Aussaat der Zellen. Hypoxie wahrend der kritischen Pha-
se flihrt neben einem erhéhten Dopamin-Gehalt auch zu einer erhéhten Freisetzung von DA (sponta-
ne, stimulierte, poststimulierte Freisetzung; Husemann et. al., 1999).
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Abb. 8: Kritische Phase zum Einfluss von
Hypoxie auf die Entwicklung des DA-
Gehaltes in reifen Zellen (mesencephale
Zellkultur; Gross et. al., 1999).

Asphyxie von Neugeborenen Ratten

Fur die Untersuchung der Langzeitfolgen einer Hypoxie/Asphyxie auf das nigro-striatale System sind
Tierversuche unumganglich; sie bieten die Moglichkeit, das Verhalten und die neurologischen Veran-
derungen zu untersuchen. Ein im Karolinska-Institut/Stockholm entwickeltes Asphyxie-Model der
Neugeborenen Ratte ist gut geeignet, Veranderungen des nigro-striatalen dopaminergen Systems zu
untersuchen (Andersson et. al., 1995). Die Asphyxie-Exposition fiihrt bei Ratten zu einer veranderten
motorischen Aktivitdt im Erwachsenenalter. 15-16 min Exposition flihren zu einer erhéhten lokomo-
torischen Aktivitat, 19-20 min fUhren zu einer verminderten motorischen Aktivitat, verbunden mit
verminderter Motilitdt und verschlechterten Aufzuchtverhalten (Chen et. al., 1995). Die Veranderun-
gen in der lokomotorischen Aktivitat gehen einher mit Langzeitveranderungen von Kriterien des do-
paminergen Systems in der Zellregion (SN) und im Striatum-Projektionsgebiet (Abb. 9). Die Langzeit-
veranderungen bestehen in einer veranderten dopaminergen Aktivitat, sichtbar an dem erhdhten
DOPAC/DA-Quotienten und einem verminderten DA-Gehalt. Bemerkenswert sind die erhéhte mRNA-
Expression der DA-Rezeptoren DRD1 und DRD2. Wahrscheinlich ist die Hochregulation dieser Protei-
ne eine sekundare Folge der veranderten DA-Aktivitdt in der Substantia nigra und im Striatum, da
diese Gene in ihrer Promoter-Region keine Bindungsstellen fiir HIF1A haben. In klinischen Studien
gelang es, mittels Einzel-Photonen-Emissions-Computer Tomographie (SPECT) und NMR-
Magnetresonanz-Spektroskopie eine veranderte Expression von DRD2 Rezeptoren nach perinataler
Hypoxie/Asphyxie nachzuweisen (Kapucu et. al., 1998).
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Abb. 9: Einfluss einer perinatalen As-
phyxie auf Determinanten des dopa-
minergen Systems der Ratte im Alter
von vier Wochen. Abkiirzungen ver-
gleiche Abb. 7.

Es ist bemerkenswert, dass andere ungiinstige Bedingungen in der Schwangerschaft wie Unterernah-
rung oder Proteinmangel ebenfalls zu Langzeit-Veranderungen des dopaminergen Systems flihren
(Vucetic et. al., 2010). In einem Maus-Modell von Protein-armer Erndhrung fand man ahnliche Ver-
haltensauffalligkeiten in erwachsenen Tieren wie nach einer fetalen Hypoxie (z.B. Hyperaktivitat).
Untersuchungen zur Genexpression von Determinanten des dopaminergen Systems zeigten eine 6-8-
fache Hochregulation von TH, DAT in der VTA-Region und eine erhéhte Anzahl von dopaminergen
Zellen in der VTA Region. Als moglicher Mechanismus fiir Langzeitveranderungen werden epigeneti-
sche Modifikationen des Cyclin-abhéngigen Kinase Inhibitors 1C (Cdknlc) in Betracht gezogen. Die
Methylierung der Promoter-Region von Cdknlc war auf die Halfte vermindert, das fihrte zu einer 2-
7-fachen Erh6hung der Cdkncl mRNS. Die verminderte Synthese dieses Inhibitors fiihrte zu einer
erhohten Proliferation von dopaminergen Zellen.

ADHS-Netzwerk

In den letzten 10-15 Jahren sind wichtige Arbeiten zur Genetik der ADHS-Erkrankung erschienen. Sie
zeigen, dass neben dem dopaminergen Systems die Neurotransmitter Systeme von Glutamat, Sero-
tonin und GABA von grofRer Bedeutung sind (Kirley et. al., 2002; Harris et. al., 2016). Auf Grund der
Bedeutung des dopaminergen Systems fiir diese Erkrankung wird von der ,dopaminergen Hypothe-
se” des ADHS gesprochen (Kirley et. al., 2002; Gonon, 2009). Das Netzwerk von Abb. 10 illustriert die
engen Beziehungen zwischen Determinanten des DA-, Serotonin-, Glutamat- und GABA-Systems
(Harris et. al., 2016; Elia et. al., 2011; Bollmann et. al., 2015). Wichtige Komponenten des dopaminer-
gen Systems sind:

-TH und die DA-Rezeptoren DRD1, DRD2 (Abb. 10; blau);

-Das Glutamat-Neurotransmitter-System mit den metabotropen Glutamat-Rezeptoren (GRM, rosa);
-Das GABA-erge NT-Systems mit den GABA-Rezeptoren und dem Schliisselenzym der GABA Synthese
GAD1 (Glutaminsaure Decarboxylase; gelb);

-Das Serotonin-NT-System mit Enzymen und Rezeptoren (dunkelblau).
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Die Analyse der Assoziationen zwischen diesen 34 Proteinen in der STRING-Datenbank resultiert in
insgesamt 208 Assoziationen und einer durchschnittlichen Anzahl von Assoziationen pro Molekil von
12,2 (Clustering Koeffizient 0.629). In der Genemania Datenbank (http://genemania.org/) wird dieses
NW wie folgt charakterisiert: 43 % ,,Coexpression” (in mindestens einer Studie waren zwei Gene zu-
sammen exprimiert ), 24 % ,Physical interactions” (in mindestens einer Studie Protein-Protein-
Interaktionen), 15 % ,Shared protein domains“ (zwei Proteine haben in einem Bereich ihrer Peptid-
Sequenz eine vergleichbare Sekundarstruktur), 8% ,Predicted” (Assoziationen von zwei Proteinen
sind auf Grund funktioneller Beziehungen in anderen Organismen zu erwarten) und 9 % als ,,Colocali-
zation” (zwei Proteine sind in denselben Zellen nachweisbar).

Abb. 10: Netzwerk von Proteinen
der Dopamin-, Glutamat-, Sero-
tonin und GABA-Neurotrans-
mitter-Systeme, die bei ADHS
eine Rolle spielen (STRING-Netz-
werk; http://string-db.orq/;
von Mering et al., 2005; bearbei-
tet mit Cytoscape; Shannon et.
al., 2003).

Nach dem bisherigen Wissensstand hat HIF1A (rot), der wichtigste Hypoxie-abhangige Transkriptions-
faktor, direkte regulatorische Beziehungen nur zu Tyrosin Hydroxylase (blau). Chronische Hypoxie (10
% O, fiir 24 Stunden) fihrt zu einem Abfall der extrazelluldren Glutamat-Konzentration und zu einem
Anstieg des GABA-Gehaltes in Neuronen (Kumar, 2011). Es ist gut moglich, dass zuséatzlich zu den
kausalen Beziehungen zwischen HIF1A und TH weitere, bisher unbekannte Wirkungen von Hypoxie
die Expression von ADHS-assoziierten Markern verandern.

Die Interpretation solcher Netzwerke hat mit duRRerster Vorsicht zu erfolgen. Es ist mit zahlreichen
falsch positiven Aussagen zu rechnen (Kamburov et. al., 2012). Das in Abb. 10 gezeigte Netzwerk
wurde mit einem ,minimal interaction Score” von 0.4 (mittlere Zuverlassigkeit) konstruiert, wobei
folgende Hinweise bzw. Nachweise herangezogen wurden: Auswertung von Abstracts verschiedener
Datenbanken, experimentelle Nachweise, Co-Expressionsanalysen, ,Gene neighborhood”, ,Gene
fusion” und ,,Co-occurence”. Auf Grund dieser Unsicherheiten kann das Netzwerk vor allem als Aus-
gangspunkt fiir neue Uberlegungen und Forschungsprogramme dienen. Betrachtet man nur jene
Assoziationen, die zwischen verschiedenen Neurotransmitter Systemen experimentell belegt sind,
dann reduzieren sich die Assoziationen auf die Beziehung DRD1-GRIN1-(Dopamin Rezeptor D1 und N-
Methyl D-Aspartat Rezeptor 1, ionotrop) und auf die Assoziation GRM2-HTR2A (metabotroper Glu-
tamat Rezeptor 2 und 5-Hydroxytrypamin/Serotonin Rezeptor 2A).

In Wirklichkeit sind die Auswirkungen, selbst einer sehr begrenzten transienten Hypoxie, auf die
Genexpression im ZNS viel komplexer und weitreichender. Eine pranatale zerebrale Ischamie fihrt
z.B. zu einer Fehlentwicklung von kleinen GABA-ergen Nervenzellen im Striatum, den ,,medium-sized
spiny neurons". Die Anzahl dieser Nervenzellen ist nicht betroffen, aber ihre morphologische Auspra-
gung, charakterisiert durch unreife Verzweigungen, Verdnderungen an den Spine (Dornen)-
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tragenden Dendriten und den Nervenendigungen. Die Auspragung von Glutamat-Rezeptor Typen ist
deutlich verandert. Die Stérungen in der dendritischen Reifung und die Fehlentwicklung der Gluta-
mat-ergen synaptischen Transmission sind wahrscheinlich Ursache fiir die Langzeitfolgen hinsichtlich
der motorischen Aktivitat und den Verhaltensstérungen von Frithgeborenen und Neugeborenen, die
unter fetaler Hypoxie zu leiden hatten (McClendon et. al., 2014).

Ein gutes Modell fiir die Untersuchung des Einflusses von Hypoxie auf die ZNS-Entwicklung ist das
fetale Schaf, weil die Hypoxie (iber das Muttertier gut reguliert werden kann und das Gewebe des
Mutter- und fetalen Tieres gut zugangig ist (Wood et. al., 2016). Im vorliegenden Fall wurde am Ende
der Gestationszeit der Sauerstoffpartialdruck in der Einatmungsluft des Muttertieres fiir 30 min von
normal etwa 100 mm Hg (P,0,) auf 50 mm Hg reduziert (etwa um die Halfte, entspricht etwa 5000 m
Hohe); das entspricht beim Feten einem Abfall des PaO, von etwa 20 mm Hg auf 10 mm Hg; im Ab-
stand von 10 min wurden dem Feten 5 ml Blut entnommen. In der Hypophyse des Feten wurden 595
Gene hoch und 790 Gene herunter reguliert. Darunter sind zahlreiche Gene, die eine Bindungstelle
fir HIF1 im Promoter ihres Genes haben, d. h. Giber den Transkriptionsfaktor HIF1a reguliert werden.
Die Mehrzahl der Gene hat keine Bindungsstelle fiir HIF1A, daher ist zu vermuten, dass es weitere
Sauerstoffabhangige Regulatoren gibt, die noch nicht bekannt sind. Fiir ein erwachsenes Lebewesen
ware eine solche transiente Hypoxie von 30 Minuten ohne Langzeitfolgen. Fir ein Lebewesen in Ent-
wicklung hat aber eine solche Veranderung der Genexpression lebenslange Konsequenzen, weil da-
bei Gene sind, die die Proliferation und Differenzierung von Neuronen beeinflussen und damit die
Anzahl und Qualitat von Zellen, die dem betreffenden Individuum zur Verfligung stehen.

Epigenetische Modifizierung der Genexpression

Der grundlegende Mechanismus der fetalen Programmierung von Erkrankungen im Erwachsenenal-
ter besteht in der epigenetischen Modifizierung der Genexpression (Thompson and Al-Hasan, 2012;
Ma and Zhang, 2015). Abb.11 illustriert schematisch die Modifizierung der Genexpression durch feta-
le Hypoxie als Grundlage fiir Langzeiteffekte auf die ZNS-Entwicklung: Die Expression von Genen wird

Abb. 11: Modulierung der Genexpressi-
on durch epigenetisch wirksame Prote-
ine.

verandert, weil Hypoxie die Struktur von DNS und Histonen modifiziert. Der epigenetische Mecha-
nismus umfasst zwei wichtige Gruppen von Enzymen: Enzyme die eine Methylgruppe an die DNS
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oder Histone anlagern oder entfernen (Methyltransferasen und Demethylasen) und Enzyme, die eine
Acetyl-Gruppe -(Essigsauregruppe) an die Histone anlagern oder entfernen (Acetyl- Transferasen und
Deacetylasen). Histone sind Proteine im Zellkern, die sich um die DNS winden und den Zugang von
Transkriptionsfaktoren und damit die Synthese von Boten-RNS fiir Proteine regulieren. Modifikatio-
nen der DNS-oder Histon-Struktur beeinflussen die DNS-Faltung, die Bindung von Transkriptionsfak-
toren und damit die Genexpression. Die verdnderte Genexpression betrifft die Zellteilung, die Diffe-
renzierung, Reifung und Spezialisierung einerseits von Zellen des ZNS und andererseits Zellen im Zu-
sammenhang mit der GefalRbildung. Damit werden auch die Ausbildung von Nervenfasern und die
Struktur des neuronalen Netzwerkes, des sogenannten Connectomes, beeinflusst. Das Resultat kann
eine hypoxisch-ischamische Enzephalopathie in Form des ADHS sein (Ma and Zhang, 2015).

Eine Prifung der Beziehungen zwischen den beteiligten Proteinen mit Hilfe der STRING-
Datenbank resultiert in einem signifikanten Netzwerk zwischen HIF1A als wichtigem Hypoxie-
abhangigen Transkriptionsfaktor, Hypoxie-regulierten Enzymen mit epigenetischen Wirkungen (Me-
thyl- und Acetyl-Transferasen, Demethylasen und Deacetylasen) und Schlisselgenen fiir die ,Auspra-
gung von ADHS (Abb. 12). Das Netzwerk illustriert die zahlreichen Assoziationen zu den Proteinen,

Abb. 12: Assoziationen zwischen Proteinen, die an der Entstehung von ADHS beteiligt sind, und Hypoxie-
abhdngigen Proteinen, die epigenetisch aktiv sind (STRING-Netzwerk; http://string-db.org/; von Mering et al.,
2005; bearbeitet mit Cytoscape; Shannon et. al., 2003).
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die epigenetisch wirksam sind. Das NW umfasst 54 Knoten, 346 Assoziationen mit durchschnittlich

12.8 Assoziationen pro Knoten und einem durchschnittlichen Clustering Koeffizienten von 0.627.

Fir zukiinftige Untersuchungen zu kausalen Beziehungen zwischen epigenetischer Programmie-
rung infolge Hypoxie und postnataler ADHS- Erkrankung sind die Assoziationen zwischen epigene-
tisch wirksamen Proteinen und Proteinen aus dem ADHS-Netzwerk von besonderem Interesse (Abb.
13). Um die Assoziationen in dem NW zu betonen, wurden Proteine, die zu den Neurotransmittern
Dopamin, Serotonin und GABA gehdren, manuell im oberen Bereich der Abb.13 positioniert. Schlis-
selproteine, die durch Hypoxie epigenetisch beeinflusst werden kénnen, sind:

— YWHAAQ. Dieses Protein gehort zu den 14-3-3 Proteinen; es ist eine Tyrosin3-monooxygenase bzw.
Tryptophan 5-monooxygenase; es ist involviert in die Entwicklung der Substantia nigra, ist Regula-
tor der Transkription; in der BIOGRID-Datenbank sind Interaktionen mit 430 Proteinen ausgewie-
sen; es hat besondere Bedeutung fiir die Aktivitdt von TH und TPH1; Jacobsen et. al., 2015;).

— GAD1. Dieses Protein ist eine Glutamatdecarboxylase und ist involviert in die Bildung von GABA;

— MAOA und MAOB. Diese Enzyme sind fiir den Abbau von Dopamin, Serotonin und Noradrenalin
verantwortlich. MAOB ist zusatzlich involviert in die Entwicklung der Substantia nigra.

Abb. 13: Proteine des ADHS-Netzwerkes, die Assoziationen zu epigenetisch wirksamen Enzymen aufweisen
(http://string-db.org/ Von Jensen et al., 2005. ).
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DNS Methyltransferasen sind ebenfalls Hypoxie abhangig, aber wahrscheinlich nicht Gber HIF1A (Ma
and Zhang, 2015; Ma et. al., 2014). Die Modifizierung von Histonen ist nicht beschrankt auf die Acety-
lierung/Deacetylierung; die Genexpression wird auch durch Phosphorylierung, Ubiquitination von
Histonen und Micro-RNA bestimmt.

Eine generelle Regel, ob und wie Hypoxie Methylierung, Demethylierung, Acetylierung, Deacety-
lierung und damit eine Hoch oder Herunter-Regulation bewirken, gibt es bisher nicht (Perez-Perri et.
al., 2011). Es sind nur einzelne Beispiele bekannt. Im Rattenherzen fiihrt eine chronische pranatale
Hypoxie Uber eine epigenetische Programmierung von PKCepsilon (= PRKCE, (Patterson et. al., 2010)
zu einer erhdhten Vulnerabilitdt des Herzens im Erwachsenenalter gegeniliber einem experimentellen
Herzinfarkt. In der DNS von Kindern mit einem Tourette-Syndrom, einer Erkrankung aus dem Kreis
der ADHS, wurde eine verminderte Methylierung des Dopamin-Transporters und eine erhéhte Me-
thylierung des Dopamin D2 Rezeptors gefunden (Muller-Vahl et. al., 2017).

Hypoxie ist nicht der einzige Risikofaktor fiir die Langzeitgesundheit des Menschen. Inzwischen
gibt es eine Vielzahl von epidemiologischen und tierexperimentellen Untersuchungen, die belegen,
dass andere perinatale Ursachen wie Unterernahrung, Proteinmangel, Stress ebenfalls zu Erkrankun-
gen im Erwachsenenalter fiihren kénnen. Das betrifft vor allem solche Erkrankungen wie Bluthoch-
druck, Diabetes mellitus, Adipositas, veranderte Stressreaktion (Langley-Evans, 2006; Xiong and
Zhang, 2013). Es wird von ,fetaler Programmierung von Erkrankungen des Erwachsenen” gespro-
chen.

Kinder mit einer chronischen Erkrankung mit Behinderung oder Funktionsverlust stellen ein globa-
les Problem im Gesundheitswesen einer jeden Gesellschaft dar, sowohl in den reichen und noch
mehr in den armen Landern. Kirzlich ist eine Meta-Analyse erschienen zum Einfluss von sozio-
0konomischen Faktoren auf die Entwicklung von Kindern aus Familien mit hohem Einkommen und
mit geringem Einkommen (Spencer et. al., 2015). Die Werte zum relativen Risiko von Kindern aus
armeren Schichten zeigen, dass Kinder aus sozial benachteiligten Verhaltnissen ein im Durchschnitt
doppelt so hohes Risiko haben wie Kinder aus reicheren Schichten.

Tab. : Metaanalyse iliber Beziehungen zwischen chronisch-invalidisierenden Erkrankungen von Kin-
dern und dem sozio6konomischen Status der Eltern (Spencer et. al., 2015).

Behinderung/Erkrankung Rel. Risiko (Odds Ratio, 95 % Cl)
Gesamt 1,72 (1,48-2,01)
Psychologische Erkrankungen 1,88 (1,68-2,10)
Geistige Behinderungen/Lernschwierigkeiten 2,41 (2,03-2,86)
Asthma 2,20 (1,87-2,85)
Zerebrale Léhmungen 1,42 (1,26-1,61)
Angeborene Anomalien 1,41 (1,24-1,61)
Epilepsie 1,38 (1,20-1,59)
Sensorische Beeintrachtigungen 1,70 (1,39-2,07)

Rel.-Relatives; Cl-Confidence Intervall

In der wissenschaftlichen Literatur wird das Konzept der fetalen Programmierung von Erkrankungen
des Erwachsenen Barker zuerkannt und wird daher als Barker Hypothese bezeichnet (Barker et. al.,
1989; Barker, 1998). Vom Grundsatz wurde dieses Konzept bereits Mitte der 70-er Jahre von Dérner
(Dorner, 1977) in der Charité vorgeschlagen. Es wurde entwickelt am Modell der Homosexualitat
(Hormones and Brain Differentiation, 1976). Dorner zeigte auch Beziehungen zwischen der postnata-
len Erndhrung von Neugeborenen und dem Auftreten von Adipositas und Diabetes mellitus im Ju-
gend- und Erwachsenenalter (Dorner et. al., 1984). Wir haben das Konzept von Dorner auf die Hypo-
xie und die Auswirkungen auf das dopaminerge System Ubertragen. Die Leistungen von Barker sollen
nicht geschmalert werden. Er hat umfangreiche epidemiologische Untersuchungen am Menschen
durchgefiihrt und hat das Konzept der fetalen Programmierung bestatigt, erweitert und als ein fir
den Menschen giiltiges Konzept formuliert.
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Es wird zunehmend akzeptiert, dass neben dem ererbten Genom und den_jeweiligen Umweltfak-
toren Stérungen in der Perinatalperiode ein dritter wichtiger und eigenstandiger Faktor fiir die Aus-
pragung des Phanotyps eines Individuums sind. Viele Erkrankungen im Erwachsenenalter haben ihre
Ursache in Stérungen wahrend der Perinatalperiode (engl. Developmental Origins of Health and Dis-
ease; DOHaD; Wadhwa et. al., 2009; Stolp et. al., 2012; Abernethy et. al., 2004). Fiir die Lésung glo-
baler Probleme, die vor der menschlichen Gesellschaft stehen, vor allem in den drmeren und weniger
entwickelten Landern, ist es von entscheidender Bedeutung zu erkennen, dass fiir die schwangere
Frau moglichst optimale Bedingungen geschaffen werden. Es sind nicht die Gene, die die Unterschie-
de im Genom zwischen der Bevélkerung in den armen und reicheren Landern ausmachen, die Unter-
schiede liegen in der Epigenetik wahrend der fetalen Entwicklung und den Bedingungen fiir das auf-
wachsende Kind. Von entscheidender Bedeutung sind die sozialen Verhaltnisse, die Unterschiede von
arm und reich. Es ware wiinschenswert, dass die Politiker der Welt diesen Aspekt besser verstehen
und der primdren Pravention von Erkrankungen der nachfolgenden Generation starkere Beachtung
schenken.
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