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Hypoxie kann zu alveoldren Odemen fithren. Mogliche Ursachen sind hypoxiebedingte
Vasokonstriktion, erhohte GefaBBpermeabilitit, sowie Hemmung der Fliissigkeitsresorption
aus dem Alveolarraum. Die Fliissigkeitsresorption wird vom transalveoliren Na'-Transport
getrieben. In vitro Untersuchungen an kultivierten Alveolarepithelzellen zeigten, dass in
Hypoxie die Aktivitdt des lonentransportes gehemmt wird. Die Transporthemmung geht mit
einer Abnahme der Menge membranstindiger lonentransporter einher.

Ziel dieser Studie war es nachzuweisen, ob Hypoxie eine Internalisierung membranstiandiger
Ionentransportproteine verursacht und ob etwaige Verinderungen mit Anderungen im
Cytoskelett zusammen héangen.

Es wurden humane AS549-Zellen (Lungencarcinomzellen, die groBtenteils die selben
Eigenschaften wie Alveolar Typ II Zellen aufweisen) und primére ATII-Zellen der Ratte fiir
die Zellkulturen verwendet. Die Na/K-ATPase (a;- und ;-Untereinheit) und der Na/K/Cl-
Cotransporter wurden untersucht. Zur Bestimmung der Dichte an Transportproteinen in der
Plasmamembran wurden Westernblots durchgefiihrt. Zum Nachweis moglicher
Internalisierung von Transportproteinen wurden die A549-Zellen und ATII-Zellen fixiert und
mit Antikdrpern markiert. Nach Anfirben dieser mit fluoreszierenden, sekundiren
Antikorpern wurden die Transportproteine und Aktin als Marker des Cytoskeletts im
konfokalen Mikroskop dargestellt.

Die Westernblots zeigen eine deutliche Reduktion der o;-Na/K-ATPase und der [3;-Na/K-
ATPase um 36% bzw. 15%. Die Bandendichte des NKCC nahm nach kurzzeitiger

Hypoxieexposition leicht zu und fielen um etwa 30% nach 24h Hypoxie. Dichtemessungen an



gefarbten Transportproteinen im konfokalen Mikroskop zeigen fiir die o;-Na/K-ATPase und
den Na/K/Cl-Cotransporter ein den Westernblots entsprechendes Ergebnis.

Da die Westernblots an Proteinen der Plasmamembran (isoliert durch differentielle
Zentrifugation) durchgefiihrt wurden, konnte die Abnahme der Proteindichte durch
verminderte Synthese, oder aber durch Internalisierung verursacht worden sein.
Internalisierung von membranstindigen Ionentransportern sollte durch ein vermehrtes
Auftreten markierter Transporter im Zellinneren erkannt werden. In dieser Studie konnten wir
keine Umverteilung von Transportproteinen aus der Plasmamembran in das Zellinnere
nachweisen.

Die immunhistochemische Darstellung des Aktins zeigt keinerlei Anderung im Sinne von
Retraktion, Depolymerisation oder einer andersartigen Umstrukturierung des Cytoskeletts.
Diese wire zu erwarten gewesen, falls die Internalisierung mit einer Umverteilung des Aktin-
Cytoskeletts einhergegangen wire. Insgesamt sprechen diese Befunde also gegen eine
Internalisierung.

Da eine Internalisierung aber auch auf einen submembrandsen Bereich beschrinkt sein
konnte, der mit dem Lichtmikroskop nicht aufgeldst werden kann, miissen zum endgiiltigen
Nachweis oder Ausschluss elektronenmikroskopische oder biochemische Nachweismethoden

angewandt werden.
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