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1 Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind mit 39 % die haufigste Todesursache in Deutschland
(Statistisches Bundesamt, Erhebung 2015). Dabei gingen im Jahr 2015 13,8 % und 4,4 % der
Todesfalle auf einen akuten Myokardinfarkt bzw. einen Schlaganfall zurlick und 2,8 % starben
in Folge einer zerebrovaskularen Erkrankung (Statistisches Bundesamt, Erhebung 2015).
Unter dem Begriff Herz-Kreislauf-Erkrankungen werden alle Erkrankungen des Herzens und
des Blutgefallsystems zusammengefasst. Daher zahlt auch die Atherosklerose zu den Herz-
Kreislauf-Erkrankungen. Sie wird umgangssprachlich als Arterienverkalkung bezeichnet und
ist u. a. durch eine Akkumulation von Fetten in der Innenseite der Gefalke sowie durch
GefaRverhartung gekennzeichnet (Falk, 2006). Dies kann zu GefalRverengungen fuhren und
infolge zu Verringerungen des Blutflusses. Atherosklerose ist eine still fortschreitende
Erkrankung, deren Symptome, meist durch die Entstehung einer Thrombose, im
Erwachsenenalter auftreten. Klinische Komplikationen kénnen je nach Lokalisation zur
Erkrankung der koronaren Herzkranzgefalle, der BlutgefalRe im Gehirn oder zu peripheren
arteriellen Verschlusserkrankungen fuhren. Dies kann einen Herzinfarkt, einen Schlaganfall
und sogar den Verlust von Gliedmalien zur Folge haben, da das jeweilige Gewebe mit
Sauerstoff und Nahrstoffen unterversorgt ist. Des Weiteren kann es zu einer Unterversorgung
von Organen kommen. Atherosklerotische Veranderungen in der Niere kdnnen Nieren-
funktionsstorungen zur Folge haben, die unter Umstanden zu Nierenversagen fihren. Zu den
Risikofaktoren gehdren Rauchen, ungesunde Erndhrung, Stress und einen Mangel an
Bewegung. Genetische Faktoren kénnen ebenfalls zur Entstehung einer Atherosklerose
beitragen (Barquera et al., 2015; Herrington et al., 2016). Ein Beispiel hierfur ist das Werner-
Syndrom. Werner-Syndrom Patienten haben eine Mutation im Werner-Syndrom Gen (Wrn),
die zum Funktionsverlust oder zum vorzeitigen Abbau des Werner-Syndrom Proteins (WRN)
fuhrt. Ein haufiges Symptom des Werner-Syndroms ist die frihe Entstehung einer
Atherosklerose, deren Folgen bereits vorzeitig zum Tod dieser Patienten fuhren kdnnen
(Tsianakas et al., 2007; Saha et al., 2013).

1.1 Werner-Syndrom Protein

Im Folgenden werden der Aufbau, die Funktion sowie Mutationen der WRN-Helikase und

deren phanotypische Auswirkungen im Menschen naher erlautert.
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1.1.1  Aufbau und Funktion des Werner-Syndrom Proteins

WRN gehdrt zur Familie der RecQ Desoxyribonukleinsdure- (DNA-) Helikasen. In Saugetieren
sind funf homologe RecQ Proteine bekannt: RecQ like helicases (RECQL) 1, RECQL2 (WRN),
RECQL3 (Bloom-Syndrom Protein, BLM), RECQL4 (Rothmund-Thomson-Syndrom, RTS) und
RECQLS5 (Gray et al., 1997; Ellis et al., 1995; Oshima et al., 2018). Alle Mitglieder der RecQ-
Familie besitzen eine Adenosintriphosphat- (ATP) abhangige 3'—5" Helikase mit ATPase-
Domane (Marino et al., 2013; Kitano, 2014). Die funf humanen RecQ Helikasen unterscheiden
sich durch das Vorhandensein oder Fehlen weiterer Doméanen (Matsuno et al.,, 2006). Im
Gegensatz zu allen anderen RecQ Helikasen besitzt WRN am Amino- (N-) Terminus eine
3'—5" Exonuklease. Des Weiteren besteht WRN aus einer RecQ Carboxy- (C-) terminalen
Domane, mit der das Protein an die DNA bindet. Darauf folgt die HRDC- (helicase and RNaseD
C-terminal) Domane und eine Kernlokalisationssequenz (NLS), die sich am C-terminalen Ende
des Proteins befindet und fir die Translokation vom Zytoplasma in den Nukleus verantwortlich
ist (Abbildung 1-1) (Marino et al., 2013; Kitano, 2014).

Amino- Exonuklease RQC HRDC Carboxy-
: 2 8 i NLS )
Terminus Doméane Doméne Doméne Terminus

Abbildung 1-1: WRN besteht aus mehreren funktionellen Einheiten.

WRN ist eine ca. 162 kDa groRe DNA-Helikase bestehend aus 1432 Aminosauren und ist aus mehreren
funktionellen Einheiten zusammengesetzt. Am N-terminalen Ende ist die Exonuklease-Domane (hellgriin)
lokalisiert. Daran schlief3t die Helikase- (dunkelgriin) und die RQC-Domane (gelb) an. Die HRDC-Domaéne (blau)
und die Kernlokalisationssequenz (NLS) (organge) befinden sich am C-terminalen Ende von WRN (modifiziert nach
Hu et al., 2005; Kitano et al., 2010). C-: Carboxy; HRDC-Domane: helicase and RNaseD C-terminal Domane; N-:
Amino; RQC: RecQ.

Die WRN-Exonuklease wurde zuerst 1997 von Moser und Mushegian beschrieben (Moser et
al., 1997; Mushegian et al., 1997). In den darauf folgenden Jahren wurden die Dom&nen von
WRN intensiv untersucht. Dabei fand man eine Reihe von Substraten der WRN-Exonuklease,
die die Beteiligung von WRN an der DNA-Replikation, Rekombination und DNA-Reparatur
implizierten (von Kobbe et al., 2003 a; Kitano et al., 2010, von Kobbe et al., 2003 b; Kitano et
al., 2007; Brosh et al., 2002). Untersuchungen von Kitano et al. zeigten, dass die HRDC-
Domane in vitro keine DNA-Bindungseigenschaften besitzt. Daher dient sie vermutlich der
Interaktion von WRN mit Proteinbindungspartnern (Kitano et al., 2007). Andere
Untersuchungen zeigten, dass die HRDC-Doméne wichtig fir das Erkennen von Laser-
induzierten sowie durch Mitomycin und Methylmethansulfonat (MMS) entstandenen DNA-
Schaden ist (Samanta et al., 2012; Lan et al., 2005).

Die ATPase Domane bindet und hydrolysiert ATP und ist somit die treibende Kraft fir die ATP-
abhangige DNA-Helikase (Gray et al, 1997; Suzuki et al., 1997a). Letztere prozessiert
ungewohnliche DNA-Strukturen, die durch ihre sperrigen Formen die Replikation behindern.
Es handelt sich dabei, ahnlich der Exonuklease-Substrate, um Holliday Struktur, Bubble
Duplex und Guanin-Quadruplex DNA (Brosh et al., 2002; Shen and Loeb, 2001).
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1.1.1.1 DNA metabolische Prozesse

WRN tragt durch seine Beteiligung an diversen DNA metabolischen Prozessen wie der
Transkription, Replikation und Rekombination sowie an der DNA-Reparatur und der Telomer-
Erhaltung malfgeblich zu der Integritat der genomischen Stabilitat bei (Larsen und Hickson,
2013). Mutationen in RECQL2 (WRN), RECQL3 (BLM), RECQL4 (RTS) rufen monogene
Erkrankungssyndrome hervor, was die Wichtigkeit dieser Helikasen fir die Erhaltung des
Genoms unterstreicht. Die Beteiligung von WRN an verschiedenen DNA metabolischen
Prozessen wird durch zahlreiche Studien belegt (Balajee et al., 1999; Rodriguez-Lopez et al.,
2002; Harrigan et al., 2006; Shamanna et al., 2016). So zeigte die Studie einer amerikanischen
Arbeitsgruppe um Balajee und Bohr, dass lymphoblastoide Werner-Syndrom Zellen mit einer
homozygoten WRN-Mutation eine um 40-60 % verringerte Transkriptionseffizienz im Vergleich
zur Transkription von Zellen aus gesunden Kontrollgruppen mit intaktem WRN aufwiesen
(Balajee et al., 1999). WRN mutierte Fibroblasten wiesen im Vergleich zu normalen
Lungenfibroblasten eine veranderte Prozessierung der normalen bidirektionalen DNA-
Replikation auf, was zu der Bildung einer asymmetrischen Replikationsgabel fihrte
(Rodriguez-Lépez et al., 2002). Eine weitere Studie zeigte, dass humane Fibroblasten nach
einer WRN-Depletion und anschlielender Behandlung mit MMS oder Hydroxycarbamid
langere Zeit bendtigten, um den Zellzyklus zu beenden als ihre WRN-profiziente

Kontrollgruppe (Sidorova et al., 2008).

1.1.1.2 DNA-Reparatur

WRN ist an der Reparatur verschiedener DNA-Schaden beteiligt. Doppelstrangbriiche werden
meist durch ionisierte Strahlung oder DNA quervernetzende Agenzien verursacht und durch
die nicht-homologe Endverknupfung (non-homologous end-joining, NHEJ) und homologe
Rekombination (HR) repariert. HR und NHEJ unterscheiden sich in der Prozessierung der
DNA-Doppelstrangbriiche. Bei der HR wird ein neuer DNA-Doppelstrang synthetisiert. Als
Vorlage fur den neuen Strang dient das Schwesterchromatid (Thompson und Schild, 2001).
Die Reparatur des DNA-Doppelstrangbruchs findet daher nach erfolgter Replikation, in der
Synthese- oder G2-Phase des Zellzyklus, statt. Im Gegensatz dazu werden beim NHEJ beide
Enden der DNA-Bruchstellen zurlckgeschnitten und im Anschluss ligiert. NHEJ findet
wahrend des gesamten Zellzyklus statt. Der initiale Schritt des NHEJ-Reparaturweges ist die
Erkennung der DNA-Enden durch das Enzym KU Heterodimer KU70/80 (Haber, 2000; Lieber,
2008). Das Protein KU70 bindet am N-Terminus von WRN und stimuliert dessen Exonuklease-
Aktivitat, was auf eine Beteiligung von WRN an der DNA-Doppelstrangbruchreparatur
hindeutet (Cooper et al., 2000; Karmakar et al., 2002). WRN interagiert mit dem DNA-
dependent protein kinase (DNA-PK) Komplex, welcher ebenfalls am NHEJ beteiligt ist.
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Darlber hinaus wiesen Shamanna und Kollegen, die Aktivierung des klassischen NHEJ-
Weges durch die Helikase- und Exonuklease-Aktivitat von WRN nach (Shamanna et al., 2016).
Des Weiteren war das NHEJ in WRN-knockdown (-kd) Zellen insgesamt vermindert
(Shamanna et al., 2016). WRN ist ebenfalls an der Reparatur von DNA-Schaden durch HR
beteiligt, da es mit dem Replikationsprotein A2 (RPA) an DNA-Doppelstrangbrichen ko-
lokalisiert. RPA stimuliert zudem die Helikase-Aktivitdt von WRN (Brosh et al., 1999; Sakamoto
et al., 2001).

Die am haufigsten auftretenden DNA-Schaden sind Basenmodifikationen, da sie durch eine
Vielzahl von Stoffen endogenen und exogenen Ursprungs hervorgerufen werden konnen.
Dabei handelt es sich um DNA-L&sionen, die u. a. durch reaktive Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species, ROS), alkylierende Agenzien oder ionisierte Strahlung entstehen.
Beschadigte Basen werden durch Basenexzisionsreparatur (BER) entfernt. Wahrend der BER
bindet WRN an die Stelle des DNA-Schadens, um die doppelstrangige DNA zu entwinden und
interagiert dabei mit Faktoren der BER (Brosh et al., 2001 b; Ahn et al., 2004). Eine detaillierte
Erlauterung der BER erfolgt an anderer Stelle (Abschnitt 1.2.2).

1.1.2 Mutationen des Werner-Syndrom Gens

Das Werner-Syndrom ist eine monogene, autosomal rezessiv vererbte Erkrankung. Bisher
sind 85 verschiedene Mutationen im humanen Wrn bekannt, die sich Uber den ganzen
Genlokus erstrecken. Dabei handelt es sich um Splicing, Missense sowie Nonsense
Mutationen und genomische Umlagerungen. Viele Mutationen betreffen das C-terminale Ende
des Proteins, was haufig zu dessen Verkurzung und somit zum Verlust der NLS fuhrt. Dies
verhindert, dass WRN zu seinem Bestimmungsort, dem Nukleus, gelangt und resultiert in
einem Funktionsverlust des Proteins (Matsumoto et al., 1997; Yamabe et al., 1997). Andere
Mutationen fuihren zu Proteininstabilitat, was einen Abbau von WRN zur Folge hat (Huang et
al., 2006; Tadokoro et al., 2013; Uhrhammer et al., 2006). Oft handelt es sich um komplexe
Heterozygotie, bei der auf beiden Allelen unterschiedliche Mutationen vorhanden sind. Dabei
befindet sich auf einem Allel eine Nullmutation, wohingegen auf dem anderen Allel eine
Missense-Mutation vorliegt. Den Phanotyp betreffend, sind komplex heterozygote Werner-
Syndrom Patienten von denen mit homozygoter Nullmutation nicht unterscheidbar (Huang et
al., 2006).

1.1.3 Das Werner-Syndrom - altersassoziierte Symptome und Alterungsmodell

Wie zuvor beschrieben, hat ein Funktionsverlust von WRN weitreichende Folgen fir die Zelle
und fuhrt zu genomischer Instabilitat. Die Auswirkungen dieses Funktionsverlusts auf den

Phanotyp beschreibt das Werner-Syndrom, das in diesem Abschnitt dargestellt wird.
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Das Werner-Syndrom wurde zum ersten Mal 1904 von dem deutschen Mediziner Otto Werner
im Rahmen seiner Dissertation mit dem Titel ,Uber Katarakt in Verbindung mit Sklerodermie*
beschrieben. Es wird als segmentales Progerie-Syndrom bezeichnet, da mehrere Organe
betroffen sind. Das Werner-Syndrom zeichnet sich durch das Auftreten einiger
altersassoziierter Erkrankungen sowie altersunabhangiger Symptome aus (Kudlow et al.,
2007; Dreesen und Stewart, 2011). Ein typischer Krankheitsverlauf des Werner-Syndroms
beginnt mit dem Ausbleiben eines Wachstumsschubs wahrend der Pubertat und einer daraus
resultierenden Kleinwlchsigkeit. Ergrauen und ein friiher Verlust des Haupthaares treten ab
dem 20. Lebensjahr auf. Im Alter von ca. 25 Jahren kommt es zu pathologischen
Hautveranderungen. Die Haut wirkt straff oder, durch den Verlust des subkutanten Gewebes,
atrophisch. Im weiteren Verlauf der Erkrankung kommt es zur Sklerodermie (Bindegewebs-
verhartung), zu einer Hyperkeratose (Verhornung), zu Ulzerationen insbesondere im Bereich
des FuRkndchels, und zu Pigmentstérungen. Es treten Kalzifikationen des Weichteilgewebes,
insbesondere der Achillessehne und Veranderungen der Stimme auf (Takemoto et al., 2013).
Im Alter zwischen 30 und 40 Jahren kommt es vermehrt zu altersassoziierten Erkrankungen
wie bilateralen Katarakten und Diabetes mellitus Typ Il. Nach dem 40. Lebensjahr entwickeln
Werner-Syndrom Patienten Osteoporose der Fingerknochen und Zehenknochen, wahrend bei
physiologisch alternden Menschen meist die Wirbelsaule von Osteoporose betroffen ist.
Aulerdem kommt es zu Fehlfunktionen des Immunsystems, Demenz, Atherosklerose, wobei
hauptsachlich die Koronargefalle betroffen sind sowie zu einer erhéhten Krebsinzidenz
(Tsianakas et al., 2007; Saha et al., 2013; Martin et al., 1999). Bei den Krebserkrankungen
handelt es sich meist um seltene, aber multiple Tumoren mit mesenchymalem Ursprung wie
beispielsweise Sarkome des Weichteilgewebes, Osteosarkome, Melanome und Schilddrisen-
karzinome. Dies unterscheidet sich von den Krebsarten, die wahrend des normalen Alterns
gehauft auftreten. Hier handelt es sich meist um Karzinome epithelialen Ursprungs. Zu den
Kardinal- oder Leitsymptomen des Werner-Syndroms gehoéren bilaterale Katarakte,
dermatologische Veranderungen, Kleinwuchs und vorzeitiges Ergrauen, Haarverlust sowie
elterliche Vererbbarkeit oder betroffene Geschwister und Verwandte (Martin et al., 1999;
Tsianakas et al., 2007, Takemoto et al., 2013). Aufgrund des spaten Einsetzens der
Erkrankung wahrend der Adoleszenz und der verschiedenartigen Symptome wird das Werner-
Syndrom erst mit durchschnittlich 37 Jahren diagnostiziert und manche phanotypischen
Merkmale, wie die Kleinwlchsigkeit, werden erst im Nachhinein auf die Erkrankung
zuruckgefuhrt (Huang et al., 2006; Goto et al., 2013). Durch eine verbesserte medizinische
Versorgung ist die durchschnittliche Lebenserwartung in dem Zeitraum von 1966 bis 2004 von
38 Jahren auf 53 Jahre gestiegen (Goto und Matsuura, 2008). Die Patienten sterben haufig

an den Folgen von Herzinfarkten und Krebserkrankungen.
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Auf Sardinien und in Japan liegt die Pravalenz bei 1:50.000 (Satoh et al., 1999). Dies beruht
vermutlich auf dem Griindereffekt (Saha et al., 2013). In anderen Landern liegt die Pravalenz
bei 1-9:1.000.000. Die beim Werner-Syndrom auftretenden altersassoziierten Erkrankungen
unterscheiden sich von Erkrankungen, die im Laufe der normalen Alterung auftreten. Die
Nutzlichkeit des Werner-Syndroms als Modell zur Untersuchung von Alterungsprozessen wird
durch eine Studie von Kyng und seinen Kollegen unterstutzt (Kyng et al., 2003). Sie
untersuchten die globale Genomexpression von 6912 Genen, isoliert aus Fibroblasten von
Patienten mit Werner-Syndrom, normalen jungen und alten Spendern und verglichen diese
miteinander. Dabei zeigten 6,3 % der Gene eine signifikante Veradnderung der Expression in
Fibroblasten mit mutiertem WRN oder Fibroblasten von alten Spendern, wenn man sie mit
Fibroblasten junger Spender verglich. 91 % der Gene zeigten eine ahnliche Expression in
Werner-Syndrom und normalen alten Fibroblasten. 3 % der Gene waren ausschlie3lich in
Werner-Syndrom Fibroblasten und 6 % in normalen, alten Fibroblasten reguliert. Die Analyse
zeigte, dass die Expressionsmuster von Werner-Syndrom Fibroblasten denen von normalen,
alten Fibroblasten dhneln (Kyng et al., 2003). Ahnliche Expressionsmuster von Werner-
Syndrom Zellen und normal gealterten Fibroblasten zeigten sich nach einer DNA-

schadigenden Behandlung mit y-Strahlung oder ultravioletter Strahlung (Kyng et al., 2005).

1.1.4 WRN und physiologische Alterung

WRN scheint bei der Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen wahrend der
physiologischen Alterung von Bedeutung zu sein. Darauf deuten die Ergebnisse mehrerer
Studien hin, in denen der Einfluss von nicht-synonymen Einzelnukleotid-Polymorphismen
(single nucleotide polymorphisms, SNPs) im Wrn-Gen auf die Entstehung von Gefal-
erkrankungen untersucht wurde. Im Rahmen einer gro3angelegten danischen Bevolkerungs-
studie wurde die Kausalitat von in Wrn auftretenden Polymorphismen und dem Auftreten von
Schlaganfallen sowie Myokardinfarkten untersucht. Aus den Ergebnissen der Studie resultierte
ein um 13 % erhdhtes Risiko einen Schlaganfall zu erleiden, wenn die
Leucin(L)1074Phenylalanin(F) Variante auftrat und eine um 12 % erhdhte Wahrscheinlichkeit,
wenn der Cystein(C)1367Arginin(R) Genotyp vorlag (Christoffersen et al., 2017). Zwei weitere
Studien zeigten, dass der C1367R Polymorphismus mit einem erhéhten Risiko, einen
Myokardinfarkt zu erleiden, assoziiert ist (Ye et al., 1997; Morita et al., 1999). Studien von
Castro et al. und Bohr et al. konnten dies nicht bestatigen (Castro et al., 1999; Bohr et al.,
2004). Die Studie von Bohr et al. zeigte dartber hinaus, dass der C1367R Polymorphismus,
trotz seiner Nahe zur Kernlokalisationssequenz, keinen Einfluss auf die Translokation von
WRN in den Nukleus hat (Bohr et al., 2004).

Polymorphismen im Wrn-Gen beeinflussen die Interaktion von WRN mit Bindungspartnern, die

enzymatische Aktivitdt von WRN und die Sensitivitdt von Fibroblasten gegenlber
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genotoxischen Noxen. So zeigte die Arbeitsgruppe um Gagné und Lebel, dass WRN mit
L1074F und C1367R Polymorphismen, im Vergleich zum nativen WRN, eine hohere Affinitat
zu Poly(Adenosindiphosphat-Ribose)-Polymerase 1 (PARP1) aufwies (Gagné et al., 2016).
Des Weiteren wies die Exonuklease der nativen Variante eine geringere Aktivitat auf als die
des Polymorphismus (Gagné et al., 2016). Werner-Syndrom Fibroblasten, die L1074F und
C1367R Uberexprimierten, waren weniger sensitiv gegenuber Hydrochinon und
Wasserstoffperoxid als die Werner-Syndrom Fibroblasten, die die native Variante

Uberexprimierten.

1.2 Entstehung und Reparatur von DNA-Basenschaden

Die DNA wird durch genotoxische Agenzien endogenen und exogenen Ursprungs geschadigt.
Endogene Noxen sind meist Abbauprodukte des zellularen Metabolismus. Exogene Ursachen
sind u. a. ionisierende Strahlung, Umweltnoxen und die Exposition mit ultraviolettem (UV) Licht
(Téoule, 1987). Dabei kommt es zu flir das jeweilige Genotoxin typischen DNA-Schaden, die,
abhangig von der Art des Schadens, zur Aktivierung spezifischer Reparaturmechanismen
fuhren. Zur Aktivierung der BER kommt es meist nach dem Auftreten von Basenmodifikationen

durch beispielsweise ROS und alkylierende Agenzien.

1.2.1 Entstehung von DNA-Basenschaden durch ROS und alkylierende Agenzien

Es sind annahernd 100 verschiedene oxidative Basenschaden bekannt. In der humanen Zelle
entstehen taglich ca. 10*-10° Basenschaden (Adelman et al., 1988). Dabei handelt es sich um
oxidative Schaden, Alkylierungen, Desaminierung, Depurinierung oder Depyrimidierung, die
durch Oxidanzien, Alkylanzien und durch Hydrolyse hervorgerufen werden (Feig et al., 1994).
Aufgrund der in dieser Arbeit verwendeten Substanzen, tertiar-Butylhydrochinon (tBHQ) und
MMS, wird im Folgenden die Schadigung der DNA durch Oxidanzien und Alkylanzien naher
beschrieben. TBHQ wird als Nahrungsmittelzusatz zur Konservierung von Fetten und Olen
sowie Fisch verwendet und hat in sehr geringen Konzentrationen eine antioxidative Wirkung
(Chen, 1999; EFSA, 2016). In héheren Konzentrationen wirkt tBHQ zytotoxisch und DNA
schadigend, da es ROS generiert (Gharavi et al., 2007; Eskandani et al., 2014).

ROS sind vorwiegend endogenen Ursprungs. Sie entstehen als Produkte der Elektronen-
transportkette wahrend der zellularen Respiration und bei inflammatorischen Prozessen
(Taylor et al., 1995; Trenam et al., 1990; Fantel et al., 1995). ROS bildende Enzyme sind
Lipoxygenasen, Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) Oxidasen (NOX) und
Xanthin Oxidasen (Cross et al., 1984; Edderkaoui et al., 2005; Kou et al., 2008). ROS
entstehen auch durch die Entkopplung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase

(eNOS/NOS3), was die Bildung von Peroxinitrit zur Folge hat. Die bekanntesten reaktiven
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Sauerstoffspezies sind Superoxidradikale (O2-), Wasserstoffperoxid (H202) und das
Hydroxylradikal ((OH). Das hochreaktive Hydroxylradikal wird durch die Fenton-Reaktion von
H.O. mit Eisen(ll)-lon (Fe?*) oder Kupfer(Il)-lon (Cu?*) gebildet (Birben et al., 2012). Es reagiert
mit Doppelbindungen der DNA-Basen, zieht Wasserstoffatome von Methylgruppen der
Thymine ab und greift das Zuckerphosphatriickgrat an. Durch letzteres entstehen
Einzelstrangbriiche, die anders als beschadigte Basen, durch Einzel- oder Doppelstrang-
bruchreparatur behoben werden (Birben et al., 2012; Pham et al., 2013). Am Beispiel des in
dieser Arbeit verwendeten tBHQ ist die Entstehung von ROS dargestellt (Abbildung 1-2A).
Haufige durch Hydroxylierung entstehende Basenmodifikationen sind Formamidpyrimidin
(Fapy) und 7,8-Dihydro-8-oxo-2’-deoxyguanosin (8-oxo-dG). Eine Fapy-Base entsteht durch
die Offnung des Imidazolrings von Adenin (FapyA) oder Guanin (FapyG) und fihrt zur Bildung
eines fragmentierten Purins. 8-oxo-dG wird durch Hydroxylierung des C8-Restes eines
Guanins gebildet, wodurch ein gesattigter Imidazolring entsteht (Kalam et al., 2006; Palmer et
al., 1997). Im Gegensatz zu ROS sind Alkylanzien meist auf exogene Quellen zuriickzuflihren.
Sie kommen u. a. im Zigarettenrauch und in Chemotherapeutika vor oder stammen aus der
Industrie. Alkylanzien sind elektrophil und reagieren mit den nukleophilen Ringnitrogenen. Sie
fugen eine Alkylgruppe hinzu. Das Alkylanz MMS flhrt zur Bildung von N7-Methylguaninen
und N3-Methylguaninen (Abbildung 1-2B) (Pascucci et al., 2005; Lawley und Shah, 1972).
A) OH

2-tert Butylhydrochlnon

tBHQ
Cu?
202
Semichinon Chinon
B)
o}
o H,C: ! OH " i
— g—
i I N
0]
H,C —S —O —CH, </ </
T N
o] NH, | NH,
HO HO
Methylmethansulfonat (MMS) Guanin N7-Methyliertes Guanin

Abbildung 1-2: Bildung von DNA-Basenschaden durch (A) tBHQ und (B) MMS.
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A) Zunachst erfolgt die Elektroneniibertragung (e”) von tBHQ auf ein Kupfer-lon (Cu?*), wodurch Cu?* zu Cu*
reduziert wird. Das aus dieser Reaktion hervorgehende Semichinon-Radikal reduziert molekularen Sauerstoff (O2)
zu Superoxidanionen (O2-), welche durch die Reaktion mit der oxidierten Form des Enzyms Superoxid-Dismutase
zu Wasserstoffperoxid (H202) umgesetzt werden. H202 und Cu* bilden im Anschluss durch die Fenton-Reaktion
Hydroxylradikale (ROS), die DNA-Schaden hervorrufen kdnnen. B) Durch eine nukleophile Substitutionsreaktion
wird die Methylgruppe von MMS auf Guanin Ubertragen. Es entsteht u. a. das Methyladdukt N7-Methylguanin.
tBHQ: tertiar-Butylhydrochinon; MMS: Methylmethansulfonat; e: Elektron; Cu(l) und Cu(ll): Kupfer-lonen; ROS:
reaktive Sauerstoffspezies. (Modifiziert nach Budiawan und Widiastuti, 2015; Pommier und Diasio, 2006).

1.2.2 Behebung von DNA-Basenschaden durch BER

Die BER kann entsprechend der Anzahl der beteiligten Kernproteine in vier Schritte unterteilt
werden: 1) Erkennen und Entfernen der beschadigten Base durch eine lasionsabhangige
DNA-Glykosylase; 2) Schneiden des DNA-RUckgrats durch eine apurine/apyrimidine (AP)-
Endonuklease oder DNA-AP-Lyase; 3) Auffullen des Spaltes mit Hilfe einer DNA-Polymerase
und 4) Verknipfung der Fragmente durch eine DNA-Ligase (Abbildung 1-3).

Abhangig von der Art des Basenschadens erfolgt die Initiation der Reparatur mit der Exzision
der Base durch eine schadensspezifische DNA-Glykosylase. Das bifunktionelle Enzym 8-
Oxoguanin DNA-Glykosylase 1 (OGG1) detektiert die Basenschaden 8-oxo-dG und FapyC.
Ein Substrat der Nei like DNA Glycosylase 1 (NEIL1) ist u. a. FapyG. Monofunktionelle DNA-
Glykosylasen schneiden N-glykosidische Bindungen, um die Base zu entfernen. Es entsteht
eine abasische Stelle, die potentiell mutagen ist. Bifunktionelle DNA-Glykosylasen entfernen
die Base und spalten zusatzlich das DNA-Ruckgrat mit Hilfe einer DNA-AP-Lyase (Karahalil
et al., 1998). In diesem Schritt der BER bindet WRN Uber seine RecQ-Domane an NEIL1 und
stimuliert deren enzymatische Aktivitat. Die bifunktionelle NEIL1 entfernt daraufhin die
beschadigte Base durch ihre DNA-Glykosylase-Aktivitdt und schneidet mit Hilfe der DNA-
Lyase das DNA-RUckgrat (Popuri et al., 2010; Das et al., 2007).

Nach dem Entfernen der Base durch eine monofunktionelle DNA-Glykosylase schneiden AP-
Endonukleasen das DNA-RUckgrat 5 zur AP-Stelle. Wahrend Apurinic/apyrimidinic
endonuclease 1 (APE1) an die AP-Stellen bindet, bildet es einen Komplex mit WRN, was
dessen Helikase-Aktivitat hemmt (Ahn et al., 2004).

Abhangig von der Anzahl der beschadigten Basen werden nach der Prozessierung durch
DNA-Glykosylasen und AP-Endonukleasen zwei verschiedene Reparaturwege einge-
schlagen: die ,short-patch“ BER, bei der ein einzelnes Nukleotid ausgetauscht wird oder die
Jlong-patch® BER, bei der mindestens zwei Nukleotide aber meist 6-13 Nukleotide ersetzt
werden (Matsumoto et al., 1994; Frosina et al., 1996; Kim et al., 1998; Klungland und Lindhal,
1997). Die Wahl des Reparaturweges ist aulerdem von der Spezifitdt der Glykosylase, vom
Zelltyp und den verfugbaren BER-Faktoren abhangig. Da WRN an der ,long-patch” Reparatur
beteiligt ist, wird im Folgenden dieser Reparaturweg naher beschrieben (Abbildung 1-3).

Im ersten Schritt der ,long-patch® BER werden DNA-Polymerase-B, flap endonuclease 1

(FEN1) und Ligase1 zur abasischen Stelle rekrutiert. WRN entwindet zunachst mit Hilfe seiner
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Helikase-Aktivitat die DNA. Der dabei entstandene DNA-Uberhang wird durch FEN1, welche
durch WRN stimuliert wird, geschnitten (Brosh et al., 2001 b; Ahn et al., 2004). Die WRN-
Exonuklease agiert kooperativ mit der Polymerase-3 (Harrigan et al., 2006; Harrigan et al.,
2007). Mit Hilfe seiner 5’'Desoxyribophosphatase-Aktivitat spaltet die DNA-Polymerase-3 das
terminale 5’-Desoxyribosephosphat (5°dRP) der AP-Stelle, um die spatere Ligation zu
ermdglichen. Die Polymerase-, deren Aktivitdt von WRN Uber seine Helikase-Aktivitat
stimuliert wird, polymerisiert den fehlenden Strang (Harrigan et al., 2003).

Die Licke zwischen altem und neuem Nukleotidstrang wird durch Ligase1 oder Ligase3
verknupft (Harrigan et al., 2006; Harrigan et al., 2007).

Durch die Entstehung von Purinbasenschaden wird der PARP1-abhangige BER-Weg aktiviert
(Reynolds et al., 2015; Dantzer et al., 2000; Prasad et al., 2001). PARP1 fungiert als Sensor
fur DNA-Schaden und interagiert mit Faktoren der BER, z. B. mit WRN. Das zunachst
unmodifizierte PARP1 bildet mit WRN einen Komplex und inhibiert die Helikase- und
Exonuklease-Aktivitat von WRN, um unkontrollierte DNA-Entwindung zu vermeiden und somit
die genomische Stabilitat zu wahren (von Kobbe et al., 2004 a; Li et al., 2004). Nach
Erkennung von DNA-Schaden durch PARP1 und dessen Bindung an die beschadigte DNA
kommt es zu einer Autoparylierung (Autopoly(ADP)ribosylierung) von PARP1. PARP1 ist nun
in der Lage, weitere an der Schadensantwort beteiligte Faktoren zu parylieren und somit zur
Stelle des DNA-Schadens zu rekrutieren. Das parylierte PARP1 16st sich von der DNA und
von WRN, was die Aktivierung von WRN zur Folge hat (Khadka et al., 2015). In Abwesenheit
von WRN findet ebenfalls eine Autoparylierung von PARP1 statt; allerdings ist die Parylierung
und somit die Rekrutierung von nuklearen Proteinen zum Ort des DNA-Schadens durch die
fehlende Komplexbildung von WRN mit PARP1 vermindert. Dies fuhrt zu einer Akkumulation
von DNA-Schaden (von Kobbe et al., 2003 b).
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Basenexzisionsreparatur (BER)

beschadigte Base

Enffernen der
DNA-Glykosyl NEIL1/0GG1
beschadigten Base JHOSsE

Entfernen des Zucker-

Phosphat Ruckgrats AP-Endonuklease APE1

Entwindung der
DNA-Strange und
Synthese des

WRN

Polymerase p

neuen Strangs

Abspaltung des
5-Uberhangs

FEN1

Spaltschliefung | Ligase

Abbildung 1-3: Schematische Darstellung der ,,Jong-patch“ BER.

Beschadigte Basen werden durch schadensspezifische DNA-Glykosylasen, wie NEIL1 oder OGG1, detektiert und
entfernt. Dabei wird die DNA-Glykosylase-Aktivitdt von NEIL1 durch WRN stimuliert. Die Endonuklease APE1
inhibiert WRN, um eine vorzeitige Entwindung der DNA zu vermeiden, und spaltet das Zucker-Phosphat-Riickgrat.
Es entstehen 5°-Desoxyribosephosphat (5°dRP) Gruppen. Im nachsten Schritt entwindet WRN, aktiviert durch die
Dissoziation des WRN/PARP1-Komplexes, die DNA und trennt die DNA-Doppelstrange. Gleichzeitig stimuliert
WRN das Enzym Polymerase-R, das die Strangneusynthese katalysiert. Durch Stimulation der Endonuklease FEN1
durch WRN wird der entstandene 5’-Uberhang gespalten. Die SpaltschlieRung erfolgt durch das Enzym Ligase 1.
APE1: apurinic/apyrimidinic endonuclease; FEN1: flap endonuclease 1, Lig1: Ligase1; Polf3: Polymerase-; NEIL1:
Nei like DNA Glycosylase 1; OGG1: 8-Oxoguanin DNA-Glykosylase 1; PARP1: Poly(Adenosindiphosphat-Ribose)-
Polymerase 1; WRN: Werner-Syndrom Protein. (Abbildung in Anlehnung an Brosh et al., 2013; Brosh und Bohr,
2007)
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1.3 Aufbau von Blutgefalien

Wahrend der Embryogenese werden Blutgefale aus dem Mesoderm gebildet. Grolde
Blutgefalle, wie Arterien und Venen, sind von innen nach aullen wie folgt aufgebaut. Die
Tunica intima (Intima) bildet die innerste Schicht (Abbildung 1-4). Sie setzt sich aus dem
einschichtigen Endothel zusammen, welches der Basallamina aufsitzt und in direktem Kontakt
mit dem Blutkreislauf steht. Darauf folgt das Stratum subendotheliale, eine Extrazellularmatrix
mit wenigen Zellen. Sie ist ebenfalls Bestandteil der Intima. Die Membrana elastica interna ist
arterienspezifisch und besteht aus elastischen Fasern. Sie trennt die Intima von der nachsten
Gefalschicht, der Tunica media (Media). Die Media setzt sich aus glatten Muskelzellen und
der Extrazellularmatrix zusammen und reguliert den GefalRwiderstand. In arteriellen Gefallen
schliel3t sich die Membrana elastica externa an die Media an, die durch ihre zusatzlichen
Fasern fur eine erhdhte Elastizitat sorgt. Es folgt die Tunica adventitia (Externa). Sie besteht
aus Bindegewebe mit elastischen und kollagenen Fasern und ist mit Nerven, Lymph- und
BlutgefaRen durchsetzt. Die Adventitia/Externa sorgt fir die Einbettung ins Gewebe. Kleine
Blutgefalle wie Kapillaren und Sinusoide bestehen lediglich aus der Intima und werden von
Perizyten umschlossen, die u. a. die Bildung vaskularer Verzweigungen und die Differen-
zierung von Endothelzellen regulieren (Faller und Schiinke, 2008; Alberts et al., 2002). Die
Dichte von Endothelzellen unterscheidet sich dabei innerhalb der verschiedenen Kapillaren.
Kontinuierliche Kapillaren bestehen aus einer geschlossenen Endothelzellschicht, die
ausschliefllich die Passage von kleinen Molekilen zuldsst. Fenestrierte Kapillare besitzen
zwischen den Endothelzellen Poren, die fir kleine Proteine durchlassig sind. Sie kommen
vorwiegend in endokrinen Drusen, im Darm und der Bauchspeicheldrise vor. Sinusoide
besitzen zusatzlich eine fenestrierte Basallamina und sind fur gréRere Proteine durchlassig
(Ltllmann-Rauch und Asan, 2009).

Tunica Tunica Tunica
externa media intima
r L 1T . 1 r . 1
Bindegewebe mit Glatte Endothel
kollagenen Fasern Muskelzellen mit

Basalmembran

Membrana elastica interna

Membrana elastica externa

Abbildung 1-4: Schematischer Aufbau der arteriellen GefaBwand.

Die innerste, dem Blutkreislauf zugewandte Schicht, ist die Intima, bestehend aus dem Endothelium. Daran
schlielBen sich Media und Adventitia an. Die arterienspezifische Membrana elastica interna und die Membrana
elastica externa verleihen der Arterienwand zusatzliche Elastizitat.

(Abb. in Anlehnung an https://viamedici.thieme.de/lernmodule/histologie)
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1.4 Endothelzellfunktionen und deren Dysregulation

Endothelzellen kleiden das gesamte GefalRsystem von Arterien, Venen und Haargefalen aus.
Sie bilden eine physikalische Barriere zwischen Blutkreislauf und Gewebe und regulieren die
Transmigration von Immunzellen zum Ort der Inflammation sowie den Stoffaustausch
zwischen Blut und Gewebe. Unter physiologischen Bedingungen ist das Endothelium nicht
adhasiv. Kommt es zu einer Inflammation exprimieren Endothelzellen Adhasionsmolekiile
(interzellulares Adhasionsmolekul 1, ICAM1; vaskulares Adhasionsmolekul 1, VCAM1; endo-
theliales Selektin, E-Selektin) auf ihrer Oberflache, wodurch Leukozyten am Endothelium
adharieren und ins Gewebe transmigrieren (Abbildung 1-5). Um die Transmigration der Leuko-
zyten zu erleichtern, erhoht sich die Permeabilitdt des Endotheliums (Patibandla et al., 2009).
Eine weitere Eigenschaft von Endothelzellen ist die Fahigkeit den Blutdruck durch
Sezernierung vasoreaktiver Substanzen (z. B. NO, Prostacyclin, Endothelin 1) zu regulieren
(Sandoo et al., 2010, Wu et al., 1988). Scherstress und Entziindungen modifizieren die Bildung
dieser Faktoren (Wu et al., 1988).

Unter physiologischen Bedingungen sind Endothelzellen durch die Ausschittung anti-
koagulativer Substanzen antithrombotisch und gewahrleisten somit die Fluiditat des Blutes.
Bei einer Gefallverletzung adharieren Thrombozyten an dem beschadigten Endothelium.
Bestimmte Plasmaproteine (Gerinnungsfaktoren), bei denen es sich meist um Serinproteasen
handelt, werden proteolytisch gespalten und aktiviert. Das I6sliche Plasmaprotein Fibrinogen
wird durch die Serinprotease Thrombin zu unléslichem Fibrin umgewandelt, wodurch es zu
einer Aggregation von Thrombozyten kommt. Durch die Aktivierung der Serinprotease
Thrombin und die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin bildet sich ein stabiler Thrombus
(Hallbach, 2011). Sobald die Wundheilung abgeschlossen ist, wird der Fibrinthrombus durch
die Serinprotease Plasmin abgebaut (Fibrinolyse). Dieser Prozess wird von Endothelzellen
durch die Expression des gewebespezifischen Plasminogenaktivators (tissue-type
plasminogen activator, PLAT/APA) vermittelt. Bei PLAT handelt es sich um eine Serinprotease,
welche die Umwandlung des inaktiven Proenzyms Plasminogen in die aktive Serinprotease
Plasmin katalysiert und somit Fibringerinnsel |0st. Die Aktivitat von PLAT wird durch den
Plasminogenaktivator Inhibitor (plasminogen activator inhibitor, PAI1) reguliert (Grulich-Henn
und Muller-Berghaus, 1990).

Endothelzellen sind in der Lage zu migrieren und sind an der de novo Synthese
(Vaskulogenese) sowie an dem Wachstum von Blutgefallen (Angiogenese) und an der
Reparatur der beschadigten GefalRwand beteiligt (Abbildung 1-5) (Michaelis, 2014).
Endothelzellen regulieren die Proliferation glatter Muskelzellen durch Ausschuttung von
mitogenen (z. B. Endothelin 1, EDN1) oder wachstumsinhibierenden Substanzen (z. B. NO)
(Alberts et al., 1994; Sarkar et al., 1997). In der gesunden Gefallwand verhalten sich glatte
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Muskelzellen ruhend, wahrend sie nach Schadigung des Endothels oder wahrend einer

Atherosklerose zu proliferieren beginnen (Scott-Burden und Vanhoutte, 1994).

) e

Endothelzellfunktionen lt’—‘ 1l

R R

Abbildung 1-5: Endothelzellfunktionen in der Ubersicht.

Endothelzellen besitzen eine Vielzahl spezifischer Funktionen, die die Aufrechterhaltung der vaskularen
Homoostase sicherstellen. Das Endothelium fungiert als Barriere (zwischen Blutkreislauf und Interstitium), deren
Hyperpermeabilitat mit Inflammation assoziiert ist. Wahrend einer Inflammation bilden Endothelzellen
Adhasionsmolekile und présentieren diese auf ihrer Zelloberfliche, wodurch sie die Transmigration von
Immunzellen ins Gewebe vermitteln. Endothelzellen regulieren durch Bildung von Vasodilatoren und
Vasokonstriktoren den Blutdruck und nehmen Einfluss auf die Proliferation von glatten Muskelzellen. Zudem sind
Endothelzellen an der Neubildung von Gefalen beteiligt und sind essentiell fiir die Regeneration beschadigter
Gefale. Rote Pfeile kennzeichnen die Regulation bei Endotheldysfunktion. Griine Pfeile stellen die Regulation
gesunder Endothelzellen dar. NO: Stickstoffmonoxid; BK: Bradykinin; EDHF: Endothelium derived hyperpolarizing
factor; PGl2: Prostacyclin, EDN1: Endothelin 1.

1.4.1 Internalisierung von oxidiertem LDL

Die Internalisierung des Lipoproteins geringer Dichte (low-density lipoprotein, LDL) fuhrt unter
bestimmten Voraussetzungen zur Aktivierung und Dysfunktion des Endotheliums. LDL dient
normalerweise als Transportvehikel von lipophilen Substanzen (Cholesterin, Phospholipiden,
Triglyceriden) aus der Leber in den extrahepatischen Raum. LDL bindet an LDL-Rezeptoren
auf der Zellmembran und wird durch Endozytose aufgenommen. Im Zytosol fusionieren die mit
LDL-beladenen Transportvesikel mit den Lysosomen, in denen LDL anschlielRend abgebaut
und dessen Rezeptoren recycelt werden (Goldstein und Brown, 1976).

Durch freie Radikale, Ubergangsmetallionen und Lipoxygenasen werden LDL-Molekiile
modifiziert bzw. oxidiert, und somit in ihrer Gesamtladung negativ, was zu einer Veranderung
der Rezeptor-vermittelten Interaktion fuhrt (Morel et al., 1983). Oxidiertes LDL (oxLDL) wird,
anders als das unmodifizierte LDL, durch die Bindung an Scavenger Rezeptoren (SR)
endozytotisch internalisiert und lysosomal abgebaut (Moriwaki et al., 1998). Die SR-vermittelte
Internalisierung fuhrt zur Aktivierung einer inflammatorischen Signalkaskade. SR sind eine
Superfamilie membrangebundener Rezeptoren, die bei Eukaryoten in 10 Familien (A-J)

eingeteilt werden. Sie regulieren Signalwege, die am Fettstoffwechsel und der Zellproliferation
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sowie an der Entstehung von Atherosklerose und Krebs beteiligt sind. Neben oxLDL sind
endogene Proteine und Pathogene sowie apoptotische Zellen weitere Liganden dieser
Rezeptoren. SR werden unter normalen Bedingungen von Endothelzellen, vaskularen glatten
Muskelzellen und Makrophagen gering exprimiert. Vermehrtes Auftreten von oxLDL,
inflammatorischen Molekllen oder die Exposition mit Superoxidradikalen aktivieren die
MRNA-Expression des lectin-like oxidized LDL receptor 1 (LOX1) SR (Morawietz et al., 2001).
Die ligandenstimulierte Signaltransduktion unterscheidet sich je nach SR-Familie und ist
abhangig von der Bindung spezifischer Liganden. Die Bindung von oxLDL an verschiedene
SR und die Aktivierung pathophysiologischer Signalwege war Gegenstand vieler
Untersuchungen. So zeigte eine Studie, dass SR-A19° Mause 50-70 % weniger modifiziertes
LDL in die Zellen aufnahmen und proportional dazu weniger atherosklerotische Lasionen
entwickelten (Suzuki et al., 1997 a; Kamada et al., 2001). Der SR cluster of differentiation 36
(CD36) (Klasse B2-SR) hingegen interagiert mit Integrinen, aktiviert die fokale
Proteintyrosinkinase 2 / Adhasionskinase (PTK2/FAK) und moduliert die Zell-Adhasion und
endotheliale Zellmigration. Die durch CD36 aktivierten Vav-Proteine fungieren als Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor flir Ras homolog family member (RHO) und Rac family small
GTPase 1 (RAC1), die die Aktinmodellierung und Migration vermitteln (Park et al., 2012). Der
LOX1 SR (SR-E1) aktiviert nach Stimulation die proinflammatorische Signaltransduktion, was
zu einer Aktivierung von nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NF-
KB) und somit zur Expression proinflammatorischer Gene filhrt (Khaidakov et al., 2011). Neben
der Aktivierung verschiedener Signalwege kommt es durch die Aktivierung von SR zur Bildung
von ROS. Bindet oxLDL an LOX1 stimuliert das die Bildung von ROS und flihrt zu oxidativen
DNA-Schaden und einem reduzierten NO-Gehalt (Sun et al., 2011; Cominacini et al., 2003).
Die Signalkaskade, die durch die Bindung von oxLDL an den LOX1 Rezeptor ausgel6st wird

und zur Atherosklerose beitragt, ist an anderer Stelle beschrieben (Abschnitt 1.5.1).

1.4.2 Endotheliale Zellmigration und Angiogenese

Angiogenese ist als Neubildung von BlutgefalRen aus bereits bestehenden Gefallen definiert
und unterscheidet sich somit von der de novo Synthese von Blutgefallen wahrend der
Embryonalentwicklung, der Vaskulogenese. Die Angiogenese setzt die Fahigkeit von Zellen
voraus zu migrieren und zu proliferieren. Dabei migrieren die Zellen im Kollektiv. Endotheliale
Zellmigration ist an essentiellen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen
beteiligt. Im adulten Organismus findet Angiogenese bei Entziindungen statt oder dient der
Blutversorgung von Tumoren. Endotheliale Zellmigration ist zudem bei der Reparatur
beschadigter Gefalle zu beobachten.

Unter physiologischen Bedingungen und je nach Gewebetyp befinden sich Endothelzellen in

adultem Gewebe meist in einem Ruhezustand mit geringem migratorischem und proliferativem
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Potential (Schwartz und Benditt, 1977; Schwartz et al., 1981; Hobson und Denekamp, 1984).
Bei einem erhdhten Nahr- und Sauerstoffbedarf, der durch die bereits vorhandenen Blutgefalle
nicht gedeckt werden kann, werden Endothelzellen aktiviert und die Angiogenese setzt ein.
Zunachst wird eine einzelne Zelle angeregt, die zu migrieren beginnt. Der vaskulare
endotheliale Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth factor, VEGF) bindet dabei am
vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) und verstarkt die Expression von Delta
like 4, welches an den Notch-Rezeptor der Nachbarzellen bindet und deren Aktivierung
vermittelt (Gerhardt et al., 2003; Suchting et al., 2007; Hellstrom et al., 2007). Durch die
Bindung von VEGF-A an seinen Tyrosinkinase Rezeptor kinase insert domain receptor (KDR)
wird die physiologische und pathophysiologische Angiogenese initiiert. AuRerdem stimuliert
die Aktivierung von KDR die vaskulare Permeabilitat (Sirois und Edelman, 1997; Abhinand et
al., 2016).

Wahrend der Angiogenese wandern Endothelzellen (Pionierzellen) stimuliert durch
Wachstumsfaktoren, durch gerichtete Migration zur beschadigten Stelle (Yoshida et al., 1996;
Kanazawa et al., 2010; Vitorino und Meyer, 2008). Sie geben das migratorische Signal an die
Folgezellen weiter (Gerhardt et al., 2003). Die Migration der Folgezellen wird durch Zell-
Verbindungen (vaskular-endotheliales- (VE) Cadherin, a-Catenin) und ungerichtete Motilitat
sichergestellt (Adams et al., 1996; Vitorino und Meyer, 2008). In der Pionierzelle kommt es
zunachst zu einer Zellpolarisation in der Zellfront (zur Migrationsrichtung), die durch die kleine
Rho-GTPase cell division cycle 42 (CDC42) reguliert wird. Dies beinhaltet die Neuausrichtung
des Mikrotubulus-Organisationszentrums und des Golgi Apparates durch CDC42 in
Migrationsrichtung (Palazzo et al., 2001; Etienne-Manneville et al., 2001).

Am Leitsaum entstehen Protrusionen bestehend aus Lamellipodien und Filopodien. Bei
Lamellipodien handelt es sich um blattférmige Zellauslaufer aus einem dicht gepackten
Netzwerk aus Aktinfilamenten, an deren Spitze Filopodien lokalisiert sein kdnnen. Filopodien
sind kleine, antennenartige Auslaufer. Wahrend CDC42 an der Filopodienextension beteiligt
ist, wird die Aktinpolymerisation in Lamellipodien durch RAC vermittelt. Zunachst akkumuliert
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) in der Zellfront. Es kommt zur Aktivierung von
RAC uber PIP3-abhangige Guaninnukleotidaustauschfaktoren (guanine nucleotid exchange
factors, GEF) (Nobes und Hall, 1995; Carretero-Ortega et al., 2010). RAC bindet an WASp-
family verprolin-homologous protein (WAVE) und aktiviert es. WAVE wiederrum aktiviert den
Actin related proteins 2/3 (Arp2/3) Komplex und vermittelt somit die Lamellipodienextension
(Ponti et al., 2004; Mullins et al., 1998). CDC42 aktiviert das Wiskott-Aldrich-Syndrom Protein
(WASP) und vermittelt somit die Aktinpolymerisierung der Filopodien (Higgs und Pollard, 2000;
Yamazaki et al., 2007; Srinivasan et al., 2003). Formine und Proteine der Spire Familie sind

ebenfalls an der Extension der Protrusionen beteiligt, indem sie Filamentverlangerungen ohne
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Verzweigungen bilden (Yang et al., 2007). Das Vasodilator-stimulierte Phosphoprotein (VASP)
bildet ebenfalls lange Filamente.

Zellen adharieren Uber fokale Adhasionskomplexe an der sie umgebenden extrazellularen
Matrix. Fokale Adhasionskomplexe bestehen hauptsachlich aus Integrinen, bei denen es sich
um Transmembranrezeptoren handelt. Die meisten Integrine binden an Glykoproteine
(Lamine, Kollagen) der extrazellularen Matrix (Kramer et al., 1990). Wahrend der Migration
werden am Leitsaum neue Adhasionskomplexe gebildet, die die Zelle an der extrazellularen
Matrix anheften. Im hinteren Teil der Zelle werden fokale Adhasionskomplexe abgebaut um
die Fortwartsbewegung der Zelle zu gewahrleisten. Die Bildung stabiler fokaler Adhasions-

komplexe verlangsamt die Migration der Zelle (Michaelis, 2014).

1.4.3 Leukozyten-Endothel Adhasion und Inflammation

Unter normalen Bedingungen ist das Endothel nicht adhasiv, da es anti-adhasiv wirkende
Molekile wie Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO) und Prostacyclin exprimiert (Lefer und Lefer,
1996; Kubes et al., 1991; Bouma et al., 1996). Kommt es zu einer Entziindung, wird das
Endothel aktivert und produziert ROS, was zu einer transkriptionsabhangigen Expression und
Synthese von Adhasionsmolekilen durch die Transkriptionsfaktoren NF-«kB und
Aktivatorprotein 1 (AP1) fuhrt (Cooper et al., 2002). Das hat zu Folge, dass immunkompetente
Zellen aus dem Blutkreislauf zur Stelle der Inflammation ins Gewebe rekrutiert werden.

Leukozyten nahern sich durch die Expression des endothelzellspezifischen VCAM1 der
Gefallwand an und werden schlief3lich ,eingefangen“ (Abbildung 1-6). Durch die vermehrte
Expression und Prasentation von Lektin-ahnlichen Glykoproteinen (Selektine) auf der
endothelialen Zellmembran entstehen schwache Leukozyten-Endothel Interaktionen mit
zunachst geringer Affinitat. Leukozyten rollen entlang des Endotheliums und verlangsamen
dabei zunehmend ihre FlieRgeschwindigkeit. Selektine vermitteln diesen Schritt. Dabei wird E-
Selektin endothelzellspezifisch gebildet, wahrend Thrombozyten-Selektin (platelet selectin, P-
Selektin) sowohl von Leukozyten als auch von Endothelzellen exprimiert wird. Leukozyten
bilden konstitutiv Lymphozyten-Selektin (L-Selektin) und interagieren mit endothelialem P- und
E-Selektin (Ma et al., 1994). Durch die Freisetzung von Chemokinen durch Endothelzellen und
das inflammatorische Gewebe werden Leukozyten aktiviert (Hillyer et al., 2003). Die
Leukozyten-Integrine haben nun einen hoheren Affinitadtsstatus und interagieren mit den
temporar exprimierten Adhasionsmolekilen ICAM1, ICAM2 und VCAM1 der Endothelzellen,
wodurch die Leukozyten an das Endothel adharieren (Myers et al., 1992). Die transkriptionelle
Expression von Adhasionsmolekulen in Endothelzellen wird durch Entzindungsmediatoren
wie Zytokine und Chemokine initiilert. Phosphoinositid-3-Kinasen und Vav-Proteine, die
ebenfalls die Permeabilitdt und die Aktinmodellierung kontrollieren, stabilisieren die

Leukozyten an der Endothelzellwand und sorgen fir deren grof3flachige Anhaftung. ICAM1
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vermittelt nun das Kriechen der Leukozyten entlang des Endotheliums. Die Liganden-
Rezeptor-Bindungen fuhren schlieBlich zu einem stabilen Arrest der Leukozyten am
Endothelium (Sanz et al., 1997). Die parazellulare Migration ins Subendothelium erfolgt durch
das Thrombozyten-Endothelzellen-Adhasionsmolekil (platelet and endothelial cell adhesion
molecule, PECAM), wahrend die transzellulare Migration durch ICAM1 vermittelt wird (Sans et
al., 1999; Henseleit et al., 1994). PECAM wird konstitutiv exprimiert und wird, im Gegensatz
zu ICAM1 und VCAM1, nicht durch Zytokine hochreguliert (Ma et al., 1994). Die parazellulare
Migration von Leukozyten wird durch eine erhdhte Permeabilitat des Endotheliums erleichtert,
indem VCAM1 die Phosphorylierung von VE-Cadherin, die zum Abbau von Adhasions-
verbindungen (adherens junctions) fuhrt, aktiviert. Dieser Signalweg beinhaltet die Aktivierung
der Rho-GTPase RAC, einer regulatorischen Komponente von NOX, dessen Aktivierung zur
Bildung von ROS fuhrt, die wiederum PTK2 aktivieren (Ley, 2013). Diese phosphorylieren den
Tyrosinrest Y658 von VE-Cadherin und vermitteln so den Abbau der Adhasionsverbindungen.
Eine durch ICAM1 aktivierte RHO GTPase fihrt zur Bildung von Stressfasern und einer
Aktivierung von Proteinkinase C, was ebenfalls eine Hyperpermeabilitdt zur Folge hat (Poston
et al., 1992; Allingham et al., 2007; Clark et al., 2007).
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Abbildung 1-6: Schematische Darstellung der Leukozyten-Endothel Adhasion.

Inflammatorische Molekiile stimulieren die Bildung des endothelzellspezifischen VCAM1, wodurch sich Leukozyten
dem Endothelium annahern (Einfangen). Im nachsten Schritt kommt es mit Hilfe von Selektinen zu schwachen
Leukozyten-Endothel Interaktionen und zum Rollen der Leukozyten entlang des Endothels. Die Aktivierung der
Leukozyten durch Chemokine flhrt zu einer erhéhten Bindung von Leukozyten-Integrinen an endothelzell-
spezifische Adhasionsmolekile (ICAM1, ICAM2, VCAM1), was fur eine Adhasion der Leukozyten am Endothel
sorgt. Vav-Proteine und Phosphoinositid-3-Kinasen vermitteln eine flachige Anhaftung der Leukozyten am
Endothel. ICAM1 vermittelt das intravaskulére Kriechen der Leukozyten. Die Migration erfolgt entweder parazellular
mit Hilfe von PECAM oder transzellular durch ICAM1. Rote Schrift: endothelzellspezifische Molekiile. Blaue Schrift:
leukozytenspezifische Molekile. Phosphoinositid-3-Kinasen und P-Selektin werden sowohl vom Endothel als auch
von Leukozyten gebildet. E-Selektin: endotheliales Selektin, ICAM: intercellular adhesion molecule; L-Selektin:
Lymphozyten-Selektin; PECAM: platelet and endothelial cell adhesion molecule; P-Selektin: platelet selectin; VVcam:
vascular cellular adhesion molecule. (Abb. modifiziert nach Ley et al., 2007)
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1.4.4 Barrierefunktion und vaskulare Permeabilitat

Das Endothel stellt eine natirliche Barriere zwischen Blutstrom und Interstitium dar. Im
gesunden Endothel wird die Stabilitdt dieser Barriere durch intakte Zell-Zell Verbindungen
aufrechterhalten, die physikalischem und chemischem Stress in Form von Scherstress und
ROS ausgesetzt sind (Galley et al., 2004). Die Permeabilitdt des Endotheliums wird durch
Veranderungen des Zytoskeletts, der Zell-Zell Verbindungen und der Anhaftung an der
extrazellularen Matrix modelliert. Unter pathophysiologischen Bedingungen kommt es zu einer
Hyperpermeabilitdt und einem unkontrollierten Eintritt von Plasmaproteinen (z. B. Albumin)
aus dem Blut in das umliegende Gewebe (Stasek et al., 1992). Eine erhdéhte vaskulare
Permeabilitat wird durch Entzindungsmediatoren, Pathogene und aktivierte Monozyten
stimuliert. Das Endothel wird parazellular durch Adhasionsverbindungen (adherens junctions)
und Schlussleiste (lateinisch: Zonula Occludens) zusammengehalten. GroRRere Gefalle haben
offene Zellkontakte (Luissint et al., 2012; Krouwer et al., 2012). Sie bilden Kanale und somit
eine direkte Verbindung zwischen dem Zytosol zweier Zellen. Daher dienen sie dem schnellen
Austausch von Signalmolekilen wie Calcium-lonen (Ca?*) und haben weniger Einfluss auf die
Barrierefunktion. Des Weiteren kann das Endothelium in spezialisierten Geweben wie Leber
und Milz per se grolte Poren (diskontinuierliches und fenestrisches Endothel) ausbilden
(Abschnitt 1.3). Adhasionsverbindungen sind fur grofere Plasmaproteine wie Albumin
(Molekulargewicht: 69 kDa) undurchlassig (Stasek et al., 1992). Der wichtigste Vertreter dieser
Gruppe ist VE-Cadherin, das Uber Transmembrandomdnen an das VE-Cadherin einer
anderen Zelle bindet. Uber Catenine ist VE-Cadherin mit dem Aktinzytoskelett verkniipft. Die
Stabilitdt des VE-Cadherin-Catenin-Zytoskelett-Komplexes ist essentiell fir die Barriere-
funktion des Endotheliums (Tharakan et al., 2012; Sawant et al., 2011). Weniger haufig
kommen Schlussleisten vor. Sie treten vor allem in spezialisierten Geweben wie in der Blut-
Hirn-Schranke auf und sind nur fir sehr kleine Molektle durchlassig (< 1 kDa). Die Porengrdfie
(und somit die Durchlassigkeit) wird durch die Zusammensetzung der junctions bestimmt.
Eine Reihe von Faktoren induzieren Hyperpermeabilitdt. Dazu z&hlen Thrombin, Histamin
sowie die Zytokine Interleukin 4 (IL4) und Tumornekrosefaktor a (TNFa), die Bindung von
VEGF an seinen Rezeptor und ROS (Hippenstiel et al., 1998; Skaria et al., 2016; Ashina et
al., 2015; Sawant et al., 2013). Hyperpermeabilitat ist zudem mit Alterung assoziiert (Pelegri
et al., 2007; Blau et al.,, 2012; Di et al., 2016). Die Entstehung von Peroxynitrit aus NO
verringert die Aktivitdt von NOS3 und erhoht die Permeabilitit durch Abbau der
Adhasionsverbindungen (Zhang et al., 2005).
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1.4.5 Stimulation purinerger Rezeptoren und erhéhte Ca?*-Freisetzung

Die Aktivierung purinerger Rezeptoren fiihrt zur Freisetzung von Calcium-lonen. Ca?* ist ein
second messenger, der eine Vielzahl zellularer Mechanismen moduliert. Dazu gehoren
vaskularer Tonus, Permeabilitat sowie die Regulation der Synthese und Ausschuttung von
NO, PLAT, dem Von-Willebrand-Faktor und Prostacyclin (Kohn et al., 1995; Martikainen und
Isaacs 1990; Leavesley et al., 1993; Dumas de la Roque et al., 2017; Di et al., 2016).
Unterschieden werden die adenosinbindenden P1-Rezeptoren und P2-Rezeptoren, deren
Liganden ATP, Adenosindiphosphat (ADP) und Uridintriphosphat (UTP) sind. P2-Rezeptoren
werden unterteilt in P2X-lonenkanal-Rezeptoren (P2XR) und P2Y G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (P2YR) (Di Virgilio et al., 2012). Letztere sind Bestandteil der Membran von
Endothelzellen (P2Y1R, P2Y2R und P2YsR). Die Stimulation von P2Y2R durch seine Liganden
fuhrt zur Aktivierung der Phospholipase C, die Inositoltriphosphat (IP3) generiert. IP3 induziert
die Freisetzung von Ca?" aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) durch die Bindung an
IP3-Rezeptoren, was in einer verstarkten Umstrukturierung des Zytoskeletts und einer
veranderten Zellmorphologie resultiert. Die Stimulation des P2Y3;R flhrt ebenfalls zum
Einstrom von Ca?* aus dem extrazellularen Raum (Liang et al., 2008; Turner et al., 1999). In
dieser Arbeit wurde der purinerge G-Protein-gekoppelte Rezeptor P2Y untersucht. Unter
physiologischen Bedingungen setzen beschadigte Zellen oder aktivierte Blutplattchen
Nukleotide frei, die an P2YR binden und diesen aktivieren. Besonders die Aktivierung des
P2Y;R hat einen Einfluss auf die Entwicklung endothelialer Dysfunktionen. So wiesen
Atherosklerose-sensitive (atherosclerosis-prone apolipoprotein E-deficient, ApoE™) Mause mit
P2Y,R-Defizienz keine Fettstreifen-Lasionen (fatty streak lesions) auf (Chen et al., 2017). Des
Weiteren wurden atherosklerotische Plaques in atherosklerosesensitiven, P2Y;R-defizienten
Ma&usen durch verminderte Einwanderung von Makrophagen stabilisiert (Qian et al., 2016;
Chen et al., 2017). Durch die Bindung extrazellularer Nukleotide an P2Y2R war die Expression
des entziindungsassoziierten Faktors VCAM1 hochreguliert (Seye et al., 2003) und P2Y:R-
defiziente humane Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVEC) migrierten im Wundheiliungs-
versuch langsamer (Sathanoori et al., 2017). Zuvor wurde bereits gezeigt, dass eine
Stimulation von HUVEC mit ATP in einer Erhohung der intrazellularen Ca?-Mengen
resultierte, was u. a. zur Phosphorylierung und Aktivierung von FAK flihrte. Die Aktivierung
von FAK hatte eine Umordnung des Zytoskeletts und die Initiation der Migration zur Folge
(Kaczmarek et al., 2005; Cary et al., 1998).
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1.5 Atherosklerose

Im Folgenden wird dargelegt welche Einflussfaktoren die Entstehung einer Atherosklerose

beglnstigen und diese manifestieren.

1.5.1 Endotheliale Dysfunktion und die Initiation atherogener Prozesse

Die Pathogenese der Atherosklerose ist ein multifaktorieller Prozess, an dessen Anfang
Veranderungen des arteriellen Endothels stehen. Diese flhren zu einem Ungleichgewicht
einer Reihe gegenlaufiger Faktoren (Vasodilatoren und Vaskonstriktoren, pro- und
antiinflammatorische Substanzen, Oxidanzien und Antioxidanzien) und manifestieren sich
schlief3lich zur endothelialen Dysfunktion.

Das vasorelaxierende NO und der potente Vasokonstriktor EDN1 werden von Endothelzellen
gebildet und dienen primar der Regulation des Gefaldtonus. Eine Disbalance dieser beiden
Faktoren kann eine Fehlfunktion des Endothels zur Folge haben. Unter diesen Bedingungen
ist die Bioverfligbarkeit oder Synthese von NO vermindert, wahrend EDN1 verstarkt exprimiert
wird (Cerrato et al., 2012; Barton et al., 1998; Lee et al., 1991). NO wird in Endothelzellen
normalerweise konstitutiv durch NOS3 gebildet. Eine verringerte Bioverfligbarkeit von
Tetrahydrobiopterin, einem essentiellen Kofaktor von NOS3, kann zur Entkopplung der NOS3
fuhren. NOS3 tragt dann zur Bildung von ROS in Form von Superoxidanionen bei, die mit NO
zu reaktivem Peroxinitrit (ONOO") reagieren (Zou et al., 2002; Balligand et al., 2009). Durch
die verringerte Bioverfugbarkeit von NO kommt es zur Vasokonstriktion und Hypertension. Ein
initiales Ereignis, dass zum Ungleichgewicht von NO und EDN1 fihrt, ist die Bindung von
oxLDL an seinen Rezeptor (LOX1). Dies hat die Bildung von Superoxidanionen zur Folge und
fuhrt zu einer verringerten Produktion von NO sowie zur Aktivierung von NF-kB (Cominacini et
al., 2000). Letztere fuhrt zu einer vermehrten Expression von EDN1 (Sakurai et al., 2004;
Quehenberger et al., 2000).

Darlber hinaus werden, durch die Bindung von oxLDL an LOX1, Endothelzellen aktiviert, die
daraufhin proatherogene Faktoren (Matrix-Metalloproteasen und Cystein-Cystein Chemokin-
ligand 2 (CCL2/MCP1)) freisetzen. Dies fuhrt zur Monozytenanhaftung und Differenzierung.
Monozyten werden rekrutiert und transmigrieren aus dem Blutstrom in die Intima, wo sie zu
Makrophagen ausdifferenzieren und proinflammatorische Zytokine ausschutten, die weitere
Monozyten anlocken (Takei et al., 2001; Erl et al., 1998). Durch die Aufnahme von Lipiden
werden sie zu fettbeladenen Schaumzellen, sterben und bilden einen lipidreichen,
nekrotischen Kern (Zhu et al., 2011). Oberhalb des nekrotischen Kerns kann sich durch die
Migration von glatten Muskelzellen aus der Media in die Intima eine fibrése Kappe bilden, die
den nekrotischen Kern umschlief3t. Dies ist die Grundlage zur Entstehung atherosklerotischer
Plaques (Chen et al., 2001 a; Xu et al., 2013; Luo et al., 2011).
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Proinflammatorische Prozesse sind ein entscheidender Faktor bei der Entstehung und Ruptur
atherosklerotischer Plaques. Entzindliche Prozesse und oxidativer Stress sind Athero-
sklerosemarker, die eng miteinander verknupft sind (Balligand et al., 1994; MacMicking et al.,
1995). Wahrend einer Entzindungsreaktion kommt es zur Aktivierung von
plasmamembranstandigen Oxidasen (z. B. NADPH-Oxidase) durch proinflammatorische
Stimuli (Zytokine), wodurch ROS gebildet werden. ROS aktivieren entziindungsassoziierte,
redoxsensitive Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB. Die Expression von ICAM1 und VCAM1 ist
ebenfalls mit der NADPH-Oxidase assoziiert (Barbieri et al., 2011; Lee et al., 2011 a; Li et al.,
2018). Um zellulare Strukturen, wie Proteine, DNA und Lipide vor ROS zu schutzen, gibt es
zelleigene antioxidativ wirkende Enzyme, wie die Superoxid-Dismutase, Katalase und das
Glutathion-S-Transferase-System (McCord und Fridovich, 1969; Kirkman et al., 1999). Diese
Schutzmechanismen wirken bis zu einem gewissen Grad ebenfalls ROS-assoziierten,
proatherogenen Prozessen entgegen (Cominacini et al., 2000).

Das Chemokin CCL2 vermittelt wahrend einer Entzindung die Migration von
immunkompetenten Zellen wie Monozyten und Lymphozyten aus dem Blutkreislauf ins
Gewebe. Es wird vom vaskularen Endothelium und glatten Muskelzellen exprimiert und lockt
Monozyten an. CCL2 hat einen direkten Einfluss auf die Pathogenese der Atherosklerose und

wird verstarkt in atherosklerotischen Plaques exprimiert (Nelken et al., 1991).

1.5.2 Manifestierung und Progression der Atherosklerose

Atherosklerose ist eine chronische inflammatorische und altersassoziierte Erkrankung der
Gefalke mit Einlagerung von Fetten in die Subintima der Gefallwand, durch die es zur
Arterienverengung kommt. Ein wichtiges Ereignis bei der Entstehung einer Atherosklerose
stellt u. a. die Internalisierung von oxidiertem LDL durch Scavenger Rezeptoren (Abschnitt
1.4.1) dar, die eine proinflammatorische Antwort hervorruft. Die Folge sind Ablagerungen von
Lipiden in der Intima und deren daraus resultierende Verdickung. Im weiteren Verlauf kommt
es zu einer nektrotischen Debris und zur Zerstérung der Intima. Es bildet sich eine fibrése
Kappe tber dem lipidreichen Kern unterhalb des Endothels. Eine Plaquelasion entsteht. Durch
die Akkumulation proteolytischer Enzyme, die die fibrése Kappe des Fibroatheroms langsam
zersetzen, wird das fibrose Gewebe dinn und instabil, was schlielllich zum Abreil3en des
Plaques und zur Entstehung eines Thrombus” fihrt. Instabile Plaques zeichnen sich, im
Gegensatz zu stabilen Plaques, durch eine akute Entziindungsreaktion aus. Sie entwickelt
sich zu Atheromen (Talgzyste), die zum Gefalverschluss fuhren kénnen (Aziz und Yadav,
2016; Singh et al., 2002; Falk, 2006). Die atherosklerotische Gefaflwand zeichnet sich durch
eine erhohte Dicke und verminderte Zellularitat, durch vermehrten Kollageneinbau sowie einer
Verringerung des Elastin, aus. Durch die geringere Elastizitdt kommt es zu einem erhohten

systolischen und einem verringerten diastolischen Blutdruck (Falk, 2006).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Atherosklerose der KoronargefalRe fuhrt zu Myokardinfarkten und ist neben Krebs-
erkrankungen die haufigste Todesursache von Patienten mit defektem Wrn (Takemoto et al.,
2013). Atherosklerose ist auf eine Fehlfunktion von Endothelzellen zurickzufuhren und durch
inflammatorische Prozesse gekennzeichnet, die zu einer Akkumulation von ROS flhren (Xu
et al., 2013). Folglich kommt es zu einer Verschiebung des Redoxgleichgewichts zu Gunsten
der oxidativen Seite. Daher ist atherosklerotisches Gewebe durch ein prooxidatives Milieu
gekennzeichnet (Balligand et al., 1994; Darville und Eizirik, 1998). Es konnte gezeigt werden,
dass Zellen von Werner-Syndrom Patienten sensitiv gegenuber exogenen DNA-schadigenden
Agenzien sind und somit eine erhéhte Sensitivitdt gegentber Umwelteinfliissen aufweisen
(Monti et al., 1992). Exogene und endogene ROS fiihren zu DNA-Basenschaden, die durch
die BER behoben werden. Es ist bekannt, dass WRN direkt und indirekt an der BER beteiligt
ist. Dabei interagiert WRN mit Faktoren der ,Jong-patch”“ BER und bindet an die DNA, um diese
zu entwinden (Harrigan et al., 2006).

Die Hypothese dieser Arbeit war, dass WRN ein wichtiger Faktor fur die Aufrechterhaltung der
Endothelzellfunktionen unter basalen Bedingungen und nach oxidativem Stress ist.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von WRN auf Endothelzellfunktionen,
die einen Hinweis auf die Entstehung von Atherosklerose bei Werner-Syndrom Patienten
geben soll. Dazu sollten immortalisierte Endothelzell-ahnliche Zellen (EA.hy926), sowie
primare endotheliale Zellen (HUVEC) als in vitro Modelle verwendet werden. Nach dem
knockdown (kd) von WRN mittels RNA-Interferenz (RNAI) sollten WRN-deplitierte Zellen im
Vergleich zu Mock-transfizierten Wildtyp (Wt) Zellen hinsichtlich ihrer Endothelzellfunktionen
vergleichend untersucht werden. Die Bedeutsamkeit der DNA-Helikase Funktion von WRN fir
die Endothelzellfunktionen sollte unter Verwendung eines WRN-Helikase Inhibitors
(NSC617145) untersucht werden.

Des Weiteren sollte Uberprift werden, inwieweit die Kds einzelner WRN-assoziierter und nicht-
assoziierter Faktoren der BER einen Effekt auf Endothelzellfunktionen haben, die dem des
WRN-kd ahneln. Kds ausgewahlter BER-Faktoren sollten ebenfalls durch RNAi-vermittelte
Herunterregulation erreicht werden. Weiterhin sollten die Zellen in Abhangigkeit von WRN oder
einzelner BER-Faktoren mit schwach oder moderat toxischen Konzentrationen des Oxidanz
tBHQ und des Alkylanz MMS behandelt werden. Dabei sollte untersucht werden, ob dies dazu

fuhrt, dass mdégliche basale Effekte auf Endothelzellfunktionen verstarkt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
211 Gerate

Absauganalage MINI-VAC ECO

Bestrahlungsgerat Gammacell® 1000 Elite

Blottingsystem Mini Trans-Blot® Cell
CFX™ Real-time PCR Detection System
CoolCell® Einfrierbehaltnis
CO2-Inkubator Serie CB

Feinwaage Kern ABS

ChemiDoc™ Touch
Eismaschine SPR-80
Fluoreszenzlampe HBO50

Fluoreszenzlampe X-Cite Series 120Q

Fluoreszenzlampe Olympus U-RFL-T
Fluoreszenzmikroskop CKX 41
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 40 CFL
Fluoreszenzmikroskop BX43
Gelelektrophoresegerat Mini
PROTEAN® Tetra Cell System
Heizblock Drybath System
Heizplatte/Magnetrihrer Combimag Ret

Kuhlzentrifuge MIKRO 200R

Laborschuttler SWIP SM25-C

Mikroliterpipetten Pipetman classic

10 pl, 100 pl, 1000

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Best Theratronics Ltd., Vancouver,
Kanada

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
BioCision, Kalifornien, USA

BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,
Deutschland

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
NordCap®, Bremen, Deutschland
Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Excelitas Technologies Corp., Waltham,
Massachusetts, USA

Olympus, Shinjuku, Japan

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland
Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland
Olympus, Shinjuku, Japan

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
Starlab, Hamburg, Deutschland

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen,
Deutschland

Edmund Blhler GmbH, Hechingen,
Deutschland

Gilson, Middleton, Wisconsin, USA
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Mikrotiterplattenlesegerat Infinite® F200
Mikrotiterplattenlesegerat NOVOstar

Mikrotiterplattenlesegerat Sunrise™

Milli-Q® Advantage A10 System

Mini-Rocker-Shaker MR-1
Mini-Vac power Vacuum System
Multichannel Research plus Pipette

NanoVue™ Plus Spectrophotometer

Netzgerat PowerPac™ Basic Power Supply

Personal Bio-Vortex V-1 plus

QlAcube

Radiometer Copenhagen PHM93
Roto-Shake Genie®

Sonifiziergerat EpiShear™ Probe sonicator

Sterilbank Hera Safe

Thermocycler Biometra T-Personal
Waage 3716MP

Warme-/Trockenschrank

Wasserbad W22

Zahlkammer Neubauer-Improved

Zentrifuge Heraeus™ Multifuge™ X1

Zentrifuge PerfectionSpin P

Zentrifuge Universal 320

Tecan Group AG, Mannedorf, Schweiz

BMG Lab Technologies, Offenburg,
Deutschland

Tecan Group AG, Mannedorf, Schweiz

Merck Millipore, Billerica, Massachusetts,
USA

Biosan, Riga, Lettland

Axon Lab AG, Stuttgart, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
GE Healthcare, Little Chalfont, UK
Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
BioSurplus, San Diego, Kalifornien, USA
Scientific Industres Inc., New York, USA
Active Motif, La Hulpe, Belgien

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Biometra, Gottingen, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland

Memmert GmbH & Co.KG, Schwabach,
Deutschland

GK Sondermaschinenbau GmbH,
Arnsdorf, Deutschland

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Koénigshofen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

6-Well Platten

12-Well Platten

96-Well Mikrotiterplatten

Deckglaser 18x18 mm

Einfrierréhrchen Cryo.s™

Filterspitzen 10 pl, 20 pl

Mehrzweckrohrchen 15 ml, 50 ml

Objekttrager

Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 1000 pl
Reaktionsgefae 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml
Spitzen Braun Injekt 5 ml
Serologische Glaspipetten

5 ml, 10 ml, 20 ml

Sterilfilter 0,2 ym

Zellkulturflasche 25 cm?, 75 cm?

Zellkulturschalen, 35 mm, 60 mm

Pasteurpipetten

2.1.3 Kits

Cytotoxicity Detection Kit™VS (LDH)
HCS Mitotic Index Kit

Greiner Bio-One International AG,
Kremsmiinster, Osterreich

Greiner Bio-One International AG,
Kremsmiinster, Osterreich

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

VWR International GmbH, Radnor,
Pennsylvania, USA

Greiner Bio-One International AG,
Kremsmiinster, Osterreich

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

Greiner Bio-One International AG,
Kremsmiinster, Osterreich

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Starlab, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland
B. Braun Melsungen AG

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

VWR International GmbH, Radnor,
Pennsylvania, USA

Greiner Bio-One International AG,
Kremsmiinster, Osterreich

Greiner Bio-One International AG,
Kremsmiinster, Osterreich

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Hoffmann — La Roche, Basel, Schweiz

Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA
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High-capacity cDNA Reverse Transcription

RNase-free DNase Set

RNeasy® Mini

SensiMix SYBR® Hi-ROX

In Vitro Permeability Kit

Luminescent ATP Detection Assay Kit

Senescence B-Galactosidase Staining Kit

2.1.4 Chemikalien

APS

Borsaure

BSA

Calcein-AM
DMF
DMSO

DTT

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Formaldehyd (37 %)

Glycin
H202 (30 %)
HCI

Isopropanol

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Bioline, London, UK

Merck Milipore, Darmstadt, Deutschland
Abcam, Cambridge, UK

Cell Signaling Technology, Cambridge,
UK

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck Millipore, Billerica, Massachusetts,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck Millipore, Billerica, Massachusetts,
USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

VWR International GmbH, Radnor,
Pennsylvania, USA
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KClI
KH2PO4

Luminol

Magermilchpulver

Methanol

Methylenblau

Methylmethansulfonat
NazH PO4
Na-Acetat

Na-Citrat
Na-Resazurin

NaCl

NaOH

Neutralrot

Oregon Green® 488 Bapta-1 AM

Pluronic F-127
Ponceau-S

Rotiphorese® Gel 30

SDS
tBHQ
TEMED

humanes TNFa
Tris-Base
Tris-HCI

Triton X-100

Trypanblau

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

VWR International GmbH, Radnor,
Pennsylvania, USA

ICN Biomedicals GmbH, Eschwege,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

VWR International GmbH, Radnor,
Pennsylvania, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Invitrogen, Eugene, Oregon, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

PeproTech, Princeton, New Jersey, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
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Tween 20

2.1.5 Medien und Zusatze fur die Zellkultur

DMEM

DMEM ohne Phenolrot
ECGM2

ECGS

FCS

HAT Zusatz
Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640

2.1.6 Primare Zellen und Zelllinien
HUVEC

EA.hy926

HT-29

2.1.7 Enzyme

RNase

DNase-freie RNase

Trypsin/EDTA-L6sung (10x)

2.1.8 Primer

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Promocell, Heidelberg, Deutschland
Promocell, Heidelberg, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Promocell, Heidelberg, Deutschland

Universitat von North Carolina, Chapel
Hill, North Carolina, USA

DSMZ GmbH, Braunschweig,
Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

RNase-free DNase Set; Qiagen, Hilden,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Die Primer wurden mit Hilfe des National Center for Biotechnology Information (NCBI,
Nationales Zentrum flr Biotechnologieinformation; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) designt.

Primer wurden von Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Eine
Ausnahme stellen Edn1, Plat und Icam1 dar, die von Sigma Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis,

Missouri, USA) synthetisiert wurden.
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Tabelle 2-1: Auflistung der Primer.

Gen Primersequenz Forward (5°-3") Primersequenz Reverse (5°-3°) NM Nummer
lcam1 TACACGGTGAGGAAGGTT AAGAAGATAGCCAACCAATGT NM_000201.2
Vcam1 TGTCATTGAGGATATTGGAA ATAACTGTATTCTTGGGTGAT NM_001078.3
Sele GCTATGACTTATGATGAG ATTCCAATCCAGTAATAAC NM_000450
Nos3 GTCCAGAGGCTGCAAGGATT AAGAAACAGGAAGCGGGTGG NM_000603.4
Nos2 GGAGGAGATGCTGGAGATGG ATCCCCGCAAACATAGAGGT NM_000625.4
Ccl2 CTATAGAAGAATCACCAGCAG CTAGGGGAAAATAAGTTAGCTG | NM_002982.3
Plat CTATAGAAGAATCACCAGCAG TCCGGCAGTAATTATGTTTG NM_000930.4
Edn1 GGAGAATTTACTTCCCACAAG TCTCCATAATGTCTTCAGCC NM_001168319.1
Kdr GACAAACTATCTCACACATCG TTTCATCAGGGTAACTCCAG NM_001159920.1
Ho1 CAACAAAGTGCAAGATTC AGAAAGCTGAGTGTAAGG NM_002133
Gpx1 GCCAAGAACGAAGAGATT TCGAAGAGCATGAAGTTG NM_000581

Wrn AAGATGTGCTGTAGAAGAA TCGTAACTATACACAATGGA NM_000553.4
Rac1 ATCAGTTACACAACCAAT CGTAATCTGTCATAATCTTC NM_006908
RhoA CCGATGTTATACTGATGTG ACAGAAATGCTTGACTTC NM_001664

Vim GGACCAGCTAACCAACGACA TCCTCCTGCAATTTCTCCCG NM_003380.4
Cdh5 ATGCGGCTAGGCATAGCATT TGTGACTCGGAAGAACTGGC NM_001795.4
Ptk2 GCTCCCTTGCATCTTCCAGT TCTTGAGGAGCTCTGGGGAA NM_001352699.1
Actb TGGCATCCACGAAACTAC GTGTTGGCGTACAGGTCTT NM_001101.3
Gapdh CATGAGAAGTATGACAACAG ATGAGTCCTTCCACGATA NM_001289745.1

F: forward:; R: reverse.

2.1.9 Primare und sekundare Antikdrper

2.1.9.1  Primére Antikbrper
B-Aktin (C4) M 1:1000
APE1 K 1:500
EDN1 (C-7) M 1:500
NOS3 (C-11) M 1:500
ERK2 (C-14) K 1:1000
FEN1 K 1:1000
PTK2 (B-8) M 1:500
GAPDH K 1:1000
pH3 (S10) K 1:50
YH2AX (S139) M 1:500
ICAM1 (G-5) M 1:500
PARP1 K 1:1000
NEIL1 K 1:500
pCHK1 (S345) K 1:1000
pCHK2 (T68) K 1:1000
pKAP1 (S824) M 1:1000

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA

Cell Signaling Technology, Cambridge, UK

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA

Cell Signaling Technology, Cambridge, UK

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA

Cell Signaling Technology, Cambridge, UK

Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA
Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA

Cell Signaling Technology, Cambridge, UK

Abcam, Cambridge, UK

Cell Signaling Technology, Cambridge, UK

Abcam, Cambridge, UK

Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, AL, USA



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000201.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001078.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000603.4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000625.4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_002982.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000930.4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001168319.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001159920.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000553.4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001101.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001289745.1
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p16 (F-12) M 1:1000
p21 K 1:1000
pp53 (S46) K 1:1000
0GG1 K 1:500
RAC1 M 1:500
RHOA K 1:500
VE-Cadherin K 1:1000
Vimentin M 1:1000
WRN M 1:500
HO1 K 1:1000

M: Maus; K: Kaninchen.

2.1.9.2 Sekundére Antikbrper

anti-M IgG, Z anti-M 1:2000
Peroxidase-
konjugiert

anti-K Z anti-K 1:2000
IgG, Peroxidase-
konjugiert

Alexa Flouor 488®  Z anti-M 1:500

K: Kaninchen; M: Maus; Z: Ziege.

2.1.10 Sonstiges

Glasflaschen
Nitrozellulosemembran Amersham™

LDL, Dil acetylated

LipofectamineRNAIMAX®

Ol (Immersion QOil Type-F)

PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder

Parafilm

RNase Inhibitor RibolLock

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA
Cell Signaling Technology, Cambridge, UK
Abcam, Cambridge, UK

Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA
Cell Signaling Technology, Cambridge, UK
Abcam, Cambridge, UK

Abcam, Cambridge, UK

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Abcam, Cambridge, UK

Rockland Immunochemicals,
Limerick, Pennsylvania, USA

Rockland Immunochemicals,
Limerick, Pennsylvania, USA

Life Technologies, Carlsbad,
Kalifornien, USA

Schott AG, Mainz, Deutschland
GE Healthcare, Little Chalfont, UK

Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA

Olympus, Shinjuku, Japan

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Pechiney Plastic Packaging, Inc

Thermo Fisher Scientific, Inc.,
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Roti®-Load-Puffer

Vectashield®

Zellschaber

2.1.11 L6sungen und Puffer

Blotting-Puffer

ECL-L6sung

PBS (pH 7,4)

PBS mit hohem Salzgehalt

PBST

Ponceau S Ldsung

Resazurinlésung

Resazurinstocklésung

Waltham, Massachusetts, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Vector Laboratories, Burlingame,
Kalifornien, USA

Greiner Bio-One International AG,
Kremsmdiinster, Osterreich

250 mM Tris-Base
192 mM Gilycin
20 % (v/v) Methanol

2 ml Lésung A
100 mM Tris-HCI pH 8,6
50 mg Luminol in 200 ml
20 pl Lésung B
11 mg para-Hydroxycoumarinsaure in
10 ml DMSO
3 pl H202 (30 %)

2 mM KH2P04
137 mM NaCl
2,7 mM KCI

10 mM NazHPO4

2 mM KH2P04
400 mM NaCl
2,7 mM KCI

10 mM NazHPO4

PBS
0,3 % (v/v) TritonX-100

1,5 g/l Ponceau S
5 ml/l Essigsaure

1 ml Resazurinstockldsung
9999 ml NaCl/Pi-Puffer

440 mM Na-Resazurin in
Dimethylformamid
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Sammelgel (5 %)

SDS Laufpuffer

TBS

TBST

Trenngel (6 %)

Trenngel (10 %)

Trenngel (12 %)

Trenngel (15 %)

1,3 ml Acrylamid 30 % (Rotiphorese® Gel 30)
1ml1,5M Tris-Base pH 6,8

5,5 ml MilliQ-H.0O

160 pl SDS 10 %

80 pl APS (100 g/1)

80 pl TEMED 10 %

25 mM Tris-Base
192 mM Gilycin
0,1 % (w/v) SDS

50 mM Tris-Base
150 mM NaCl

TBS
0,05 % (v/v) Tween 20

4 ml Acrylamid 30 % (Rotiphorese® Gel 30)
5ml1,5M Tris-Base pH 8,8

10,4 ml MilliQ-H20

200 ul SDS 10 %

200 pl APS (100 g/l)

160 yl TEMED 10 %

6,7 ml Acrylamid 30 % (Rotiphorese® Gel 30)
5ml 1,5 M Tris-Base pH 8,8

7,8 ml MilliQ-H.O

200 ul SDS 10 %

200 pl APS (100 g/l)

80 pl TEMED 10 %

8 ml Acrylamid 30 % (Rotiphorese® Gel 30)
5ml 1,5 M Tris-Base pH 8,8

6,5 ml MilliQ-H20

200 pl SDS 10 %

200 pl APS (100 g/l)

80 pl TEMED 10 %

10 ml Acrylamid 30 % (Rotiphorese® Gel 30)
5ml 1,5 M Tris-Base pH 8,8

4,5 ml MilliQ-H.0

200 pl SDS 10 %

200 pl APS (100 g/l)

80 pul TEMED 10 %
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Krebs-HEPES-Puffer (5x)

CaCl>-MgSO4-Stammldsung (1 M)

Oregon Green Losung (3 uM)

Neutralrot-Inkubationslésung

Neutralrot-Fixierlésung

Neutralrot-Extraktionsldsung

2.1.12 Inhibitoren

NSC617145 (WRN-Helikase Inhibitor)
AZD2281 (Olaparib, PARP1 Inhibitor)

2.1.13 siRNAs

AllStars negative Control siRNA (1027280)
APE1 FlexiTube siRNA (S102663353)
FEN1 FlexiTube siRNA (S103038959)
NEIL1 FlexiTube siRNA (S100136584)
OGG1 FlexiTube siRNA (S103085943)
PARP1 FlexiTube siRNA (S102662996)

118,6 mM NaCl

4,7 mM KCI

1,2 mM KH2PO4

4,2 mM NaHCOs

11,7 mM CesH1206

10 mM CsH12N204S

1™ CaCl,

1™ MgSO4

3ul Oregon Green

3yl 1 % Pluronic F-127 20 % (w/w)

2ml KHP (1x)

10 % 1 M HEPES (pH 7,4)

10 % Neutralrot-Stocklésung (0,1 %
Neutralrot in H2O, 2 Tropfen
Eisessig)

80 % Medium

1% (viv) Formaldehyd

1 % (w/v) CaCl, in H.O

50 % (v/v) Ethanol

1% (VIv)

Essigsaure in H.O

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

ApexBio, Houston, Texas, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
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WRN Stealth siRNA (HSS111385)

2.1.14 Software

Bio-Rad CFX Manager 3.1
cellSens Dimension
cellSens Standard

i-control 1.8 (Infinite® F200)
ImagedJ 1.483

Image Lab™ Touch Software
MS Office

GraphPad Prism 5.01

Zen 2012

ChemBioDraw Ultra 13

Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
Olympus, Shinjuku, Japan

Olympus, Shinjuku, Japan

Tecan Group AG, Mannedorf, Schweiz

National Institute of Health, Bethesda,
Maryland, USA

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
Redmond, Washington, USA
Graphpad, La Jolla, Kalifornien, USA
Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

PerkinElmer Informatics, Cambridge, MA,

USA

2.2 Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Zellkulturmethoden sowie molekularbiologische,
proteinchemische, zytochemische und statistische Methoden angewendet, die im Folgenden

naher beschrieben werden.

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zellkultivierung

Die humane, immortalisierte Endothelzelllinie EA.hy926 wurde in Dulbeccos’s modified
Eagle’s medium (DMEM) mit 10 % hitzeinaktiviertem, fetalem Kalberserum (fetal calf serum;
FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Da es sich um eine Hybridzelllinie handelt,
wurde dem Medium ein Hypoxanthin-, Aminopterin-, Thymidin- (HAT) Zusatz beigefugt, der
zur post-fusionalen Selektionierung diente. Die primaren humanen Nabelschnurvenen-
endothelzellen (HUVEC) wurden in Endothelial Cell Growth Medium 2 (ECGM2) kultiviert,
welches mit Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS), einem hypothalamischen
Rinderextrakt, angereichert wurde. Die humane, immortalisierte Karzinomzelllinie HT-29
wurde ausschlief3lich fur die Durchfuhrung des Zell-Zell Adhasionsversuchs bendtigt und in
Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) Medium mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS
und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Alle Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO:
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angereicherter und befeuchteter Atmosphare inkubiert. Zur Inkulturnahme von eingefrorenen
Zellen wurden diese in 15 ml Medium aufgetaut, in eine Zellkulturflasche (75 cm?) (iberfiihrt
und das Medium nach Adharenz der Zellen (6 h, 37°C, 5 % CO.) gewechselt. Bei einer
Konfluenz von 80-90 % wurden die Zellen passagiert. Nach Absaugen des Mediums wurde
das restliche Medium mit phosphatgepufferter Salzldsung (phosphate buffered saline, PBS)
entfernt und die Zellen mit Trypsin-Ethylendiamintatraacetat (Trypsin-EDTA) von der
Zellkulturflasche geldst. In dem Medium enthaltenes FCS diente zum Abstoppen der Reaktion.
Nach dem Zentrifugieren (220 x g, 2 min, 21°C) erfolgte die Kultivierung in frischem Medium.
EA.hy926 Zellen wurden von Passage 19 bis 36, HT-29 Zellen von Passage 28 bis 36 und
HUVEC von Passage 4 bis 9 verwendet. Die Kryokonservierung der Zellen erfolgte unter
langsamer Temperatursenkung (-1°C/min) und unter Verwendung des CoolCell® Einfrier-
behaltnisses. Das Einfriermedium setzte sich aus 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO), 40 % FCS
und 50 % Zell-Medium-Suspension zusammen. Zunachst wurden die Zellen bei -80°C

langsam eingefroren und nach 24 h in einen Tank mit flissigem Stickstoff GUberfihrt.

2.2.1.2 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mittels verbesserter Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dazu wurden 10 pl
Zellsuspension luftblasenfrei in die Kammer pipettiert und unter dem Lichtmikroskop wurden
alle Zellen der GroRquadrate ausgezahlt. Die Gesamtzellzahl berechnete sich wie folgt:

Gesamtzellzahl = Zellzahl *10**Verdij Vol
esamitzellzanl = Zahl der Grquuadrate ergunnung-voiumen

2.2.1.3 Transfektion (RNA-Interferenz)

Eine synthetisch hergestellte small interfering RNA (siRNA) mit einer Lange von 21 bis 22
Nukleotiden entspricht einem Sequenzausschnitt des auszuschaltenden Zielgens. Sie bindet
durch die negative Ladung ihres Phosphatriickgrades an die im Transfektionsreagenz
enthaltenen kationischen Lipide, welche durch Endozytose von der Zelle aufgenommen
werden. Die doppelstrangige siRNA bindet an den RNA-induced silencing complex (RISC).
Daraufhin folgt die Entwindung und Separation der Doppelstrange. Die einzelstrangige, von
der Zelle synthetisierte messenger RNA (mMRNA), welche komplementar zur einzelstrangigen
siRNA ist, bindet an dieser und wird abgebaut (Martinez, 2002).

Die Transfektion von EA.hy926 Zellen und HUVEC erfolgte 48 h nach Aussaat in 6 cm
Schalen. Vor der Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel. Pro Reaktionsansatz wurden 10 pl
Transfektionsreagenz LipofectamineRNAIMAX® mit 10 nM (APE1, FEN1, NEIL1, OGG1,
WRN) siRNA bzw. 20 nM (PARP1) siRNA in DMEM, ohne Zusatz von FCS und
Penicillin/Streptomycin, inkubiert. NS (Nonsilencing) siRNA diente als Negativkontrolle. Nach

20 min Inkubationszeit war die Komplexbildung zwischen kationischen Lipiden und siRNA
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abgeschlossen und das Transfektionsgemisch wurde tropfenweise auf die Zellen pipettiert.
Die Zellen wurden fir weitere 24 h im Inkubator kultiviert, bevor sie zur Versuchsdurchfihrung

in fr den jeweiligen Versuch spezifische Zellkultur-Formate umgesetzt wurden.

2.2.1.4 Zell-Behandlung

Um oxidativen Stress auszulosen und DNA-Schaden hervorzurufen, die durch BER behoben
werden, wurden EA.hy926 Zellen und HUVEC fir 24 h (und 72 h) mit dem Oxidans tBHQ
dauerbehandelt. Aufgrund seiner Unldslichkeit in Wasser wurde tBHQ in DMSO (< 0,1 %)
gelést. Als Kontrolle wurde DMSO als Loésemittelkontrolle ins Medium gegeben. Da
Alkylanzien ebenfalls DNA-Schaden verursachen, die durch BER behoben werden, wurden
die Endothelzellen mit dem Alkylanz MMS ebenfalls fiir 24 h (und 72 h) behandelt. MMS wurde
in H2O gel6st. In Abhangigkeit der Endpunkte wurden zur Stimulation von entzindungs-
assoziierten Reaktionen wie der vaskularen Hyperpermeabilitdt oder der Zell-Zell Adhasion
und der transkriptionellen Hochregulierung von inflammationsassoziierten Faktoren EA.hy926
Zellen und HUVEC mit 100 ng/ml TNFa (19 h, 37°C, 5 % CO,) oder 10 ng/ml TNFa (2 h, 37°C,
5 % COy) inkubiert. Die mit TNFa behandelten Zellen dienten als Positivkontrolle. Die
Bestrahlung von EA.hy926 Zellen und HUVEC erfolgte mit einer Casium'’-Quelle in dem
Bestrahlungsgerat Gammacell® 1000 Elite. Bestrahlte Zellen wurden bei der Untersuchung der
Seneszenz als Positivkontrolle mitgefuihrt. Des Weiteren wurde die Helikase-Aktivitat von
WRN pharmakologisch gehemmt. Dazu wurden EA.hy926 Zellen und HUVEC 48 h vor
Versuchsbeginn mit 0,5, 1,0 und 5,0 yM des WRN Inhibitors NSC617145 inkubiert (Aggarwal
et al., 2013). Fir Migrationsversuche wurden EA.hy926 Zellen 2 h vor Versuchsbeginn und
wahrend des Versuchs mit 50 uM des PARP1 Inhibitors Olaparib (AZD2281) inkubiert (Senra
etal., 2011).

2.2.1.5 Viabilitat und Toxizitat

Zur Messung der Viabilitdt wurden, unter Verwendung von 96-Well Platten, Wildtyp und WRN-
kd EA.hy926 Zellen und HUVEC fur 24 h (und 72 h) dauerhaft mit verschiedenen tBHQ oder
MMS-Konzentrationen (50-400 uM) behandelt. Im Anschluss wurden verschiedene Endpunkte
gemessen, die auf die zellulare Viabilitdt bzw. Zytotoxizitat schlieBen lassen. Verwendete

Lésungen und Puffer sind in Abschnitt 2.1.11 aufgefuhrt.

2.2.1.5.1 Alamar Blue Assay

Die Alamar Blue L6sung ist eine oxidierte, blaue, nicht-fluoreszierende Resazurinlésung (7-

Hydroxyphenoxazin-3-on-10-oxid), die durch viable und metabolisch aktive Zellen zu
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reduziertem, rétlichem, fluoreszierendem Resorufin (7-Hydroxphenoxazin-3-on) umgewandelt
wird (O’Brien et al., 2000).

Es wurden 100 uyl einer mit DMEM (ohne Zuséatze und Phenolrot) verdinnten 44 pM
Resazurinlésung auf die Zellen pipettiert und inkubiert (90 min, 37°C, § % CO.). Die
Fluoreszenz (Exzitation: 535 nm, Emission: 590 nm) wurde mit dem Mikrotiterplattenlesegerat
Tecan Infinite® F200 gemessen (Integrationszeit: 20 us, Blitze: 5, Verstarkung: 25). Je nach
Versuch wurden Kontrollzellen mit NS siRNA und/oder der Losemittelkontrolle oder
ausschlief3lich mit NS siRNA behandelt.

2.2.1.5.2 Neutralrot Assay

Der schwach kationische Neutralrot-Farbstoff diffundiert durch die Plasmamembran und bindet
an anionische Molekule der Lysosomen. Lebende Zellen sind dazu in der Lage den pH-
Gradienten aufrechtzuerhalten, der die Zelle dazu befahigt Neutralrot aufzunehmen und die
Freisetzung ins Medium, wahrend eines Waschschrittes, zurickzuhalten. Durch eine saure
Losung wird Neutralrot aus der Zelle extrahiert. Die Menge des Farbstoffs korreliert dabei mit
der Anzahl lebender Zellen (Repetto et al., 2008).

Zunachst wurde das Medium von den Zellen entfernt und zur Durchfiihrung des
Laktatdehydrogenase (LDH) Tests (Abschnitt 2.2.1.5.3) in eine andere 96-Well Platte
uberfihrt. Es wurden 200 pl der frisch angesetzten Neutralrot-Inkubationslésung auf die Zellen
gegeben und inkubiert (60 min, 37°C, 5 % CO,). Bei lichtmikroskopischer Betrachtung zeigten
die Zellen eine deutliche Rotfarbung. Nach dem Entfernen der Inkubationslésung wurden
100 ul einer Fixierlésung auf die Zellen gegeben, die sofort wieder entfernt wurde. Im
Anschluss wurden die Zellen mit PBS gewaschen und der rote Farbstoff mittels
Extraktionslosung geldst (15 min, RT, unter Schitteln). Die Absorption wurde mit dem Sunrise

Mikrotiterplattenlesegerat bei einer Wellenlange von 540 nm gemessen.

2.2.1.5.3 LDH Assay

Das Prinzip des LDH Tests beruht auf der erhéhten Freisetzung der zytosolischen LDH in den
extrazellularen Raum durch Zellen mit lysierter Plasmamembran. Dabei setzt LDH Pyruvat und
Nikotinamidadenindinukleotid (NAD*) zu Lactat und Nikotinamidadenindinukleotid-Hydrid
(NADH) um. Es entsteht rotes Formazan, dessen Absorption gemessen wird (Decker und
Lohmann-Matthes, 1988).

Die Untersuchung des LDH-Gehalts im Medium wurde mit dem ,Cytotoxicity Detection KitP-VS
(LDH)“-Kit von Roche durchgefuhrt. Zur Messung der LDH wurde die LDH-Lésung

entsprechend des Volumens des Mediumiberstandes zugegeben und inkubiert (30 min, 37°C,
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5 % CO,). Im Anschluss wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 492 nm mit Hilfe des

Plattenlesegerats Sunrise gemessen.

2.2.1.54 MTT Assay

NAD(P)H-abhangige Oxidoreduktasen reduzieren das gelbe 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu unldslichem, violettem Formazan. Die Intensitat der
Blaufarbung bzw. der Absorption Iasst Rickschllisse auf die metabolische Aktivitat und somit
auf die Vitalitat der Zellen zu (Mosmann, 1983).

Zur Durchflhrung des Tests wurden 20 pyl MTT Lésung (5 mg/1 ml PBS) zu 100 pl Medium
pipettiert und abhangig von der Dauer der Formazanbildung inkubiert (30-40 min, 37°C, 5 %
COy). Nach der Bildung von Formazannadeln wurde der Uberstand abgenommen und das
Formazan mit 100 pl DMSO geldst (15 min RT, unter Schitteln). Die Absorption wurde mit

dem Mikrotiterplattenlesegerat Sunrise bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen.

2.2.1.6 Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies

Die Substanz 2',7'-Dichlorodihydrofluoresceindiacetat (H.DCFDA) diffundiert in die Zelle und
wird dort durch zellulare Esterasen zu nicht-fluoreszierendem H>.DCF deacetyliert. In der Zelle
gefangen, wird H.DCF, proportional zur Menge der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), zu
2", 7" -Dichlorofluorescein (DCF) oxidiert, welches fluoresziert und somit detektiert werden kann
(Wang und Roper, 2014). Die Intensitdt der gemessenen Fluoreszenz ist proportional zur
Menge der ROS.

Die Messung der Entstehung von zellularen ROS in EA.hy926 Zellen und HUVEC erfolgte im
96-Well Format im Anschluss an die 24-stiindige Dauerbehandlung mit schwach toxischen
oder moderat toxischen tBHQ-Konzentrationen. EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden mit
100 uM H2DCFDA inkubiert (20 min, 37°C, 5 % CO). Die Fluoreszenz (Exzitation: 485 nm;
Emission: 535 nm) wurde mit dem Tecan Infinite® F200 Plattenlesegerat gemessen

(Integrationszeit: 20 ps; Blitze: 5; Verstarkung: 25).

2.2.1.7 Zell-Zell Adhé&sion

Zur Untersuchung des Einflusses von WRN sowie der ausgewahlten BER-Faktoren auf
Entziindungsprozesse, an denen Endothelzellen durch Sekretion inflammatorischer Faktoren
mafgeblichen beteiligt sind, wurde die Zell-Zell Adhasion untersucht.

Dazu wurden EA.hy926 Zellen und HUVEC in 96-Well Platten ausgesat und fur 24 h mit tBHQ,
MMS, der jeweiligen Losemittelkontrolle oder fir 2 h mit 10 ng/ml TNFa behandelt. HT-29
Zellen wurden mit 2,5 yM des membranpermeablen Calcein-Acetoxymethylester (-AM)
angefarbt (30 min, 37°C, lichtgeschitzt). Nach Eintritt in die Zelle wird Calcein-AM durch
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intrazellulare Esterasen zu fluoreszierendem Calcein hydrolysiert. Es wurde eine
Zellsuspension mit 1 x 10* fluoreszenzmarktierter HT-29 Zellen/Well auf die EA.hy926 oder
HUVEC Ein-Zell-Schicht (Monolayer) pipettiert und inkubiert (60 min, 37°C, 5 % CO2). Im
Anschluss wurden die nicht adharenten HT-29 Zellen durch Waschen mit PBS vorsichtig
entfernt (Nubel et al., 2004). Die Messung erfolgte mittels Mikrotiterplattenlesegerat Tecan
Infinite® F200 (Exzitation: 496 nm; Emission: 516 nm; Integrationszeit: 500 us; Blitze: 10;
Ruhepause: 2 ms). Die Aufnahme fluoreszenzmikroskopischer Bilder erfolgte mit dem
Olympus Axiovert 40 CFL Mikroskop.

2.2.1.8 Endotheliale Zellmigration

Die Untersuchung der endothelialen Zellmigration erfolgte mit Hilfe des Wundheilungs Assays.
Die Fahigkeit der Endothelzellen, nach kd von WRN und verschiedenen BER-Faktoren sowie
nach Substanzbehandlung zu migrieren, wurde in einer 6-Well Platte untersucht. Der
konfluente, einzellige HUVEC oder EA.hy926 Zellrasen wurde mit einer 10 pl Pipettenspitze
geritzt, so dass eine Verletzung des Zellrasens entstand. Das Verschlieen der ,Wunde“ mit
der Zeit, stellt ein Mal3 fir die Migrationsaktivitdt dar. Die Zellen wurden wahrend der
Migrationszeit je nach Bedingung mit tBHQ, MMS oder der Lésemittelkontrolle inkubiert (8 h,
37°C, 5 % COy). Des Weiteren wurden EA.hy926 Zellen mit 1 uM oder 10 uM des WRN
Inhibitors NSC617145 inkubiert. Direkt nach der Verletzung (0 h), 4 h und 8 h nach der
Verletzung wurden lichtmikroskopische Aufnahmen mit dem Olympus Axiovert 40 CFL
Mikroskop aufgenommen (van der Meer et al., 2010). Die Flache des unbewachsenen

Abschnitts wurde mit Hilfe von ImagedJ ermittelt.

2.2.1.9 Vaskulére Permeabilitat

Veranderungen der vaskularen Permeabilitdt von WRN-profizienten und -kd EA.hy926 Zellen
und HUVEC wurden mit dem ,In Vitro Vascular Permeability Assay“-Kit von Merck Millipore
untersucht. Dabei wachsen die Zellen auf einer semipermeablen Membran, in der
sogenannten /nsert-Platte. In Abhangigkeit der Ausbildung von Adhasionsverbindungen, die
die Dichte der Endothelbarriere regulieren, kann mehr oder weniger eines Fluoreszenz-
farbstoffs durch die Zellzwischenrdume der einlagigen Zellschicht dringen. Der durch die
Zellzwischenrdume hindurch getretene Fluoreszenzfarbstoff wird aufgefangen und dessen
Fluoreszenzintensitat gemessen. Letztere korreliert mit der vaskularen Permeabilitat.

WRN-profiziente und WRN-defiziente EA.hy926 Zellen (1 x 10°) und HUVEC (0,5 x 10°)
wurden in das Insert ausgesat. Um eine 100 %ige Konfluenz und eine vollstandige Ausbildung
der Zell-Zell Verbindung zu erreichen, wurden die Zellen 72 h inkubiert (37°C, 5 % COy);
anschlielRend erfolgte die Behandlung mit tBHQ. Die Zellen wurden 48 h nach Aussaat

nachtransfiziert, um den kd von WRN sicherzustellen. Als Positivkontrolle erfolgte eine
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Dauerbehandlung mit 100 ng/ml TNFa fur 19 h. Um die Durchlassigkeit der Zellschicht zu
untersuchen, wurden 75 pl einer Fluoresceinisothiocyanat (FITC) Dextran Losung auf den
Zellrasen pipettiert und die Platte inkubiert (20 min, RT, lichtgeschitzt). Die durch die
Zellzwischenrdume hindurch getretene Fluoreszenzlésung wurde in einer Auffangplatte
gesammelt. Die Fluoreszenz wurde mittels Tecan Infinite® F200 (Exzitation: 284 nm; Emission:

535 nm) gemessen (Integrationszeit: 1000 us; Blitze: 5; Verstarkung: 20).

2.2.1.10 Aufnahme von modifiziertem LDL

Die Endozytose von modifiziertem, insbesondere oxLDL erfolgt Uber bestimmte Rezeptoren,
deren Aktvierung eine Entzindungskaskade auslést und die an der Bildung athero-
sklerotischer Plaques beteiligt sind.

In diesem Versuch wurde der Einfluss von WRN und tBHQ beziehungsweise MMS auf die
Aufnahme von modifiziertem LDL untersucht. OxLDL stimuliert die Sauerstoffradikalbildung.
Um den Eintrag von weiteren ROS zu vermeiden und rein basale Effekte bzw. Effekte von
tBHQ oder MMS messen zu kdnnen, wurde fur den Versuch acetyliertes LDL (acLDL)
verwendet. Dieses bindet an die gleichen Rezeptoren wie oxLDL. Die Messung der Aufnahme
von modifiziertem LDL wurde im 96-Well durchgefiihrt. Dazu wurden EA.hy926 Zellen und
HUVEC mit 10 ug/ml fluoreszenzmarkiertem 1,1-dioctadecyl-3,3,3,3-tetramethylindocarbo-
cyanine-labeled acetylated LDL (DilAcLDL) inkubiert (4 h, 37°C, 5 % CO2). Nicht aufge-
nommenes acLDL wurde durch das Waschen mit PBS entfernt. Die Fluoreszenzmessung
wurde im Tecan Infinite® F200 durchgefiihrt (Exzitation: 554 nm; Emission: 571 nm;

Integrationsszeit: 500 us; Blitze: 5).

2.2.1.11 ATP-Gehalt

Um zu dberprifen, ob WRN einen Einfluss auf die Mitochondrienfunktion und somit einen
Einfluss auf den bioenergetischen Status der Zelle hat, wurden zellulare ATP-Mengen mit Hilfe
des ,Luminescent ATP Detection Assay“ Kit von Abcam untersucht. Um den intrazellularen
ATP-Gehalt zu messen, werden die Zellen zunachst lysiert und der ATPase-abhangige Abbau
von ATP inhibiert. Die eigentliche Messung des ATP-Gehalts beruht auf der Zugabe von D-
Luciferin und Luciferase welches mit ATP und Sauerstoff zu Oxyluciferin umgesetzt wird.
Dabei entsteht neben Adenosinmonophosphat (AMP), anorganischem Diphosphat (PPi) und
CO. ebenfalls Licht, welches gemessen wird und proportional zum ATP-Gehalt ist
(https://lwww.abcam.com).

Der Versuch erfolgte im 96-Well Format. Dazu wurden EA.hy926 Zellen und HUVEC mit WRN
siRNA transfiziert, replatiert und mit verschiedenen tBHQ- oder MMS-Konzentrationen
behandelt. Zum Lysieren der Zellen und zur Stabilisierung von ATP wurde ein Lysepuffer

(Bestandteil des Kits) zugegeben (5 min, 700 rpm schittelnd, RT). Nach Zugabe der
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Substratlésung (Bestandteil des Kits) wurde der Ansatz vermischt (5 min, 700 rpm schittelnd,
RT), gefolgt von einer Inkubationsphase (10 min, RT, lichtgeschitzt). Im Anschluss wurde die
Lumineszenz mittels Tecan Infinite® F200 gemessen (Dauer: 4 sec; Amplitude: 5 mm;

Integrationszeit: 5000 ms).

2.2.1.12 Intrazelluldre Ca* -Freisetzung

Die Proliferation und Migration endothelialer Zellen wird u. a. durch deren Ca?*-Freisetzung z.
B. aus dem ER reguliert (Martini et al., 2010). Ein moglicher Einfluss von WRN und tBHQ auf
die Freisetzung von intrazellularem Ca?* wurde untersucht. Das Messprinzip beruht auf der
Inkubation der Zellen mit einem membranpermeablen Ca?'-Indikator. Kommt es zur
intrazellularen Ausschittung von Ca?* bindet dieses an den Indikator, wodurch es zu einer
Verstarkung des Fluoreszenzsignals kommt.

Der Versuch wurde im 96-Well-Format durchgefihrt. Zunachst wurden die konfluenten Zellen
mit Krebs-HEPES-Puffer (KHP) gewaschen und anschlieRend mit einer Lésung bestehend
aus 3 uM des Ca?*-Indikators Oregon Green® 488 Bapta-1-AM sowie Pluronic® F-127 und
KHP-Puffer inkubiert (1 h, 37°C, 5 % CO,). Nach Entfernen der Oregon Green-Lésung wurden
180 ul KHP-Puffer auf die Zellen gegeben. Zur Stimulation der Ca?*-Freisetzung wurde eine
Reagenzienplatte vorbereitet, die mit in KHP-Puffer verdiinntem ATP (Endkonzentration von
ATP: 10 uM) und dem KHP-Puffer bestlickt war (Kassack et al., 2002). Die Fluoreszenz-
messung erfolgte mit NOVOstar, einem Plattenlesegerat mit Pipettierfunktion, wobei zu jedem
Well sequentiell in KHP verdiinntes ATP oder die KHP Pufferkontrolle pipettiert und mit einer
Messdauer von 30 s die Freisetzung von intrazellularen Ca?* gemessen wurde (Exzitation: 485

nm; Emission: 538 nm).

2.2.1.13 Seneszenz

Die Messung der replikativen Seneszenz beruht auf der Blaufarbung seneszenter Zellen durch
die Hydrolyse des Substrats 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-galactopyranosid (X-Gal) mittels
seneszenzassoziierter B-Galaktosidase zu Galaktose und 5-Brom-4-Chlor-3-Hydroxyindole,
welches zu 5,5'-Dibrom-4,4'-Dichlor-Indigo oxidiert wird (Dimri et al.,1995).

Die Seneszenz von WRN-profizienten und WRN-kd HUVEC und EA.hy926 Zellen wurde
48 h, 72 h, 96 h und 120 h nach Transfektion gemessen. Als Kontrolle wurden unbehandelte
HUVEC und EA.hy926 Zellen mit 10 Gy bestrahlt und 72 h nach Bestrahlung ebenfalls
hinsichtlich ihrer Seneszenz untersucht. Nach einer Transfektionszeit von 48 h wurde das
Medium gewechselt. Der Versuch wurde mit dem ,Senescence B-Galactosidase Staining“-Kit
von Cell Signaling in 35 mm Schalen durchgefihrt. Vor Beginn wurde die B-Galaktosidase
Farbeldésung angesetzt. Dazu wurde X-Gal in Dimethylformamid (DMF) gelést (20 mg/ml, 20 x

Stocklésung). Die Farbeldsung setzte sich aus weiteren im Kit enthaltenen Komponenten
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zusammen. Entsprechend der Anleitungen des Kits wurden die Zellen nach Entfernen des
Mediums einmal mit PBS gewaschen und mit einer Fixierldsung (2 % Formaldehyd, 0,2 %
Glutaraldehyd in PBS) immobilisiert (15 min, RT). Im Anschluss wurde die Fixierldsung entfernt
und der Zellrasen zweimal mit PBS gespllt. In jede Schale wurde 1 ml der B-Galactosidase
Farbelésung gegeben und in einem Trockeninkubator (16 h, 37°C, kein CO>) inkubiert.
Lichtmikroskopische Bilder wurden mit dem Olympus Axiovert 40 CFL Mikroskop

aufgenommen und mit ImagedJ ausgewertet. Pro Bedingung wurden = 500 Zellen gezahit.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 RNA-Isolierung

Nach dem Absaugen des Mediums und dem Waschen mit PBS wurden zuvor transfizierte
bzw. behandelte Endothelzellen mit 350 ul eines Puffers, bestehend aus 306 pl RLT Puffer
(entnommen aus RNeasy® Mini Kit) und 44 ul Dithiothreitol (DTT) inkubiert und anschlieBend
unter Zuhilfenahme eines Zellschabers von der Kulturschale geldst und lysiert. Die Gesamt-
RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit und der QlAcube Workstation nach dem Protokoll
wPurification of total RNA from animal tissues and cells inculding DNase digestion“ von Qiagen
isoliert. Vor der RNA Aufreinigung wurde ein DNase Verdau durchgefuhrt. Das RNeasy Mini
Kit beinhaltet Saulen, an deren Silikamembran vorwiegend mRNA bindet, die durch mehrere

Waschschritte gereinigt und schlieRlich in RNase-freiem H>O eluiert wird.

2.2.2.2 RNA-Konzentrationsmessung

Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit dem NanoVue™ Plus Spectrophotometer
gemessen. Das Absorptionsmaximum von RNA hat seine spezifische optische Dichte bei einer
Wellenlange von 260 nm. Das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt bei einer Wellenlange
von 280 nm. Die Reinheit der Probe errechnet sich somit aus dem Quotienten beider optischer
Dichten (260 nm/280 nm) und sollte 2,0 bzw. 2,0 bis 2,2 betragen. Die isolierte mMRNA wurde
bei -80°C gelagert.

2.2.2.3 cDNA Synthese

Die complementary DNA (cDNA) Synthese wurde mit Hilfe des ,High-capacity cDNA Reverse
Transcription* Kits durchgefuhrt. Die Umschreibung von RNA in cDNA erfolgte durch die RNA-
abhangige DNA-Polymerase Reverse Transkriptase, unter Verwendung von Random-
Hexamer-Primern. Bei letzterem handelt es sich um die Mischung aller mdoglichen
Kombinationen von Basen eines hexameren Nukleotids, welches an zufélligen RNA-

Abschnitten komplementar bindet.



Material und Methoden 44

Es wurden 2000 ng isolierte mMRNA pro Reaktionsansatz verwendet, wobei abhangig von der
im Eluat enthaltenen Menge bis zu 10 pl RNA-Eluat in den Ansatz pipettiert wurden. Des
Weiteren wurde RT-Puffer, Desoxynukleotid (dNTP) Mix (100 mM), RT Random Hexamer-
Primer, MultiScribe™ Reverse Transcriptase, RNase Inhibitor und Nuklease-freies Wasser in
den vom Hersteller empfohlenen Volumina (Tabelle 2-2) hinzu pipettiert. Die cDNA Synthese
wurde im Thermo-Cycler von Biometra durchgefuhrt (Tabelle 2-3). Die synthetisierte cDNA
wurde bei -20°C gelagert.

Tabelle 2-2: Reaktionsansatz cDNA Synthese.

Komponente Volumen
[u1]
RNA (2000 ng) 1,3-10
10X Puffer 2,0
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8
10X RT Random Primers 2,0
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0
RNase Inhibitor 1,0
Nuklease-freies H20 0-11,9
Insgesamt pro Reaktionsansatz 20,0

Tabelle 2-3: Reaktionsbedingungen wahrend der cDNA Synthese.

Temperatur [°C] Zeit

[min]
Primer Annealing 25 10

DNA-Polymerisation 37 120
Enzym Deaktivierung 85 5
Lagerung 4 0

2.2.2.4 Quantitative Real-time PCR

Die Analyse der mRNA-Expression erfolgte mit dem CFX96™ Real-time Polymeraseketten-
reaktion (polymerase chain reaction, PCR) Detektions-System und dem ,SensiMix SYBR® Hi-
ROX* Kit. Das Prinzip dieser Methode basiert auf der quantitativen Erfassung der
synthetisierten cDNA nach jedem Zyklus, die dem Mall der mRNA-Expression eines Gens
entspricht. Dabei bindet SYBR® green an doppelstrangige DNA, wodurch das Fluoreszenz-
signal verstarkt wird. Die nach jeder Elongation gemessene Fluoreszenz korreliert mit der
DNA-Menge. Der im Versuch verwendete Reaktionsansatz beinhaltete synthetisierte cDNA,
den jeweiligen genspezifischen Forward und Reverse Primer und SensiMix SYBR® Hi-ROX.
Mit sterilem PCR Wasser wurde der Reaktionsansatz auf ein Endvolumen von 20 ul aufgefillt
(Tabelle 2-4). Als Referenzgene dienten Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase
(Gapdh) und B-Aktin (Actb). Die quantitative Real-time PCR wurde unter den in Tabelle 2-5
aufgefiihrten Reaktionsbedingungen durchgefihrt. Die Schritte, bestehend aus

Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation, wurden in 44 Amplifizierungszyklen
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wiederholt. Die Quantifizierung erfolgte durch die Ermittlung von ACt und AACt. Der threshold
cycle (Ct) Wert gibt den Beginn der exponentiellen Phase an, bei dem das gemessene
Fluoreszenzsignal das Hintergrundsignal ubertrifft. Fir die Auswertung wurde sowohl das
Mittel des Ct-Wertes des Zielgens, als auch das des Referenzgens ermittelt. Um ACt zu
berechnen, wurde der Ct-Wert des Ziel-Gens von dem des Referenzgens fir jede
Versuchsbedingung subtrahiert. AnschlieRend wurde AAC durch den Quotient der beiden

Gruppen, Kontrolle und behandelt, errechnet (Rao et al., 2013). Daraus ergibt sich folgende

2-AACt_ Expression (behandelt)

Formel: Expression (Kontrolle)

Dieser Wert wurde mit Hilfe der Bio-Rad CFX Manager 3.1 Software ermittelt. PCR Produkte
mit spezifischer Schmelzkurve und weniger als 34 Zyklen wurden in die Auswertung
miteinbezogen. Die quantitative Real-time Analyse wurde mit Primern durchgefihrt, die die
mMRNA-Expression der folgenden Gene widerspiegeln: Icam1, Vcam1, Sele, Nos3, Nos2, Ccl2,
Plat, Edn1, Kdr, Ho1, Gpx1, Ptk2, Rac1, Cdh5, Vim, RhoA und Wrn, deren Primersequenzen

im Materialienteil (Abschnitt 2.1.8) zu finden sind.

Tabelle 2-4: Reaktionsansatz quantitative Real-time PCR.

Komponente Menge
cDNA (20 ng) 20 ng
Forward Primer 0,25 yM
Reverse Primer 0,25 uM
SensiMix SYBR® Hi-ROX 1x
Nuklease-freies H20 ad 20 pl
Insgesamt pro Reaktionsansatz 20,0

Tabelle 2-5: Reaktionsbedingungen quantitative Real-time PCR.

. Temperatur Zeit
Schritt [EC] [min]
Polymeraseaktivierung 95 10:00
Denaturierung 95 0:15
Primerhybridisierung 55 0:15
Elongation 72 0:17

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden
2.2.3.1 Protein-Isolierung

Die Gesamtproteinisolierung erfolgte mittels Roti®-Load Proteinauftragspuffer aus 6-Well
Platten oder 6 cm Schalen. Das im Roti®-Load Proteinauftragspuffer enthaltende anionische
SDS (sodium dodecyl sulfat, Natriumdodecylsulfat) fuhrt zu einer Denaturierung der Proteine
und uberlagert durch seine Anlagerung deren Eigenladung mit negativer Ladung. Es wurden
200 pl mit H,0 verdiinnter Roti®-Load-Lésung auf die Zellen gegeben (5 min, auf Eis), diese
mit Hilfe eines Zellschabers vom Gefalkboden geldst und in ein Reaktionsgefaf’ tberfihrt. Der

Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall mit einer hohen Amplitude. Dazu wurden die Zellen
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auf Eis sonifiziert (Amplitude 50 %; 5 Pulse je 1 s Puls; 1 s Pause). Im Anschluss wurden die
Zelltrimmer abzentrifugiert (10.000 x g, 10 min, RT). Der Uberstand wurde in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bis zur Durchfiihrung der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) bei -80°C gelagert.

2.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteine der Zellen wurden nach Molekulargewicht durch eine diskontinuierliche SDS-
PAGE aufgetrennt. Dazu wurden die Proteine denaturiert und eine Negativladung erzeugt
(Abschnitt 2.2.3.1.). Aufgrund dessen wandern die Proteine anhand ihres Molekulargewichts
und unabhangig ihrer eigenen Ladung und dreidimensionalen Struktur durch das Gel. Somit
wandern Proteine mit einem niedrigen Molekulargewicht schneller zur Anode als die mit einem
hoheren Molekulargewicht. Die Gelmatrix ist aus mehreren Komponenten zusammengesetzt.
Durch Acrylamid und N,N’-Methylenbisacrylamid werden lineare Ketten bzw.
Querverbindungen ausbildet. Ammoniumpersulfat (APS) ist flr die Polymerisation
verantwortlich, die durch N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) katalysiert wird. Die
Proteine wurden denaturiert (95°C, 5min) und auf das Gel aufgetragen. Die
Zusammensetzung der verwendeten Gele ist im Materialteil (Abschnitt 2.1.11) aufgefuhrt.
Nach Auftragung wurden die Proteine unter Verwendung des SDS Laufpuffers mittels Mini-
PROTEAN® Tetra Cell Elektrophorese-Systems elektrophoretisch aufgetrennt. In einem
5 %igen Sammelgel wurde das Gesamtprotein bei einer Stromstarke von 15 mA konzentriert
und im 8-15 %igen Trenngel bei 35 mA pro Gel aufgetrennt. Zur GrélRenbestimmung wurden

7 ul des Proteinmarkers PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder aufgetragen.

2.2.3.3 Western Blot Analyse

Dieses Prinzip basiert auf der Detektion von Proteinen durch die Bindung spezifischer,
primarer Antikérper, die monoklonal oder polyklonal Uber ein, beziehungsweise mehrere,
Epitope an das Zielprotein binden. Die Detektion erfolgt Uber den sekundaren Antikorper.

Der Proteintransfer der im SDS-PAGE (Abschnitt 2.2.3.2) aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran erfolgte mittels Wet Blot Elektrophoresemethode und mit Hilfe des Mini
Trans-Blot® Cell Systems (kleine Proteine: 90 min, 300 mA; groRe Proteine: 16 h, 100 mA).
Zur Uberpriifung der Proteinimmobilisierung an der Membran wurde diese anschlieRend mit
Ponceau S (Abschnitt 2.1.11) angefarbt und mit Tris-gepufferter Salzlosung (Tris-buffered
saline, TBS) nach Dokumentation entfarbt (5 min, RT, unter Schwenken). Zur Blockierung
freier unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran in 5 % fettreduziertem Milchpulver,
gelést in TBST (TBS mit Tween20®), inkubiert (2 h, RT). Im Anschluss wurde die Membran mit

TBST gewaschen und mit einem fur das Zielprotein spezifischem, primaren Antikdrper
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inkubiert (16 h, 4°C, 1:500 — 1:1000). Nach dem Waschen mit TBST wurde die Membran mit
einem sekundaren Antikérper in 5 % fettreduziertem Milchpulver/TBST oder 5 % Rinderserum-
albumin (bovine serum albumin, BSA)/TBST verdinnt und inkubiert (2 h, RT, 1:2000). Ein
Sekundarantikdrper, der als signalgebende Komponente mit einer Peroxidase gekoppelt war,
wurde verwendet. Das Substrat flr die Peroxidase war Luminol. Zur Sichtbarmachung des
Proteins wurde die Membran in einer enhanced chemiluminescence (ECL) Chemi-
lumineszenzlésung (Abschnitt 2.1.11) inkubiert (1 min, RT). Als Ladekontrollen dienten 3-
Aktin, GAPDH und extrazellular regulierte Kinase 2 (ERK2). Die Lumineszenz-Intensitat wurde

mittels Chemidoc™ Touch detektiert und mit Hilfe von ImagedJ quantifiziert.

2.2.4 Zytochemische Methoden

2.2.4.1 pH3-Farbung

Der mitotische Index der Zellen wurde bestimmt, um den Proliferationsstatus zu tberprifen.
Dazu wurde spezifisch an Serin 10 phosphoryliertes Histon 3 (pH3) detektiert, das wahrend
der Mitose phosphoryliert wird. Somit lassen sich pH3-positive Zellen als proliferativ einordnen.
Zur Untersuchung des mitotischen Index wurde das ,HCS Mitotic Index Kit verwendet.
EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden auf Deckglaschen ausgesat. Konfluente oder
subkonfluente (Kontrolle) Zellen wurden mit 4 % Paraformaldehyd auf den Deckglaschen
fixiert (15 min, RT). Die Inkubation der fixierten Zellen mit Methanol (-20°C, 16 h) diente zur
Permeabilisierung. Im Anschluss wurden die Zellen mit 5 % BSA/PBST (PBS mit Tween20®)
inkubiert, um freie Bindungsstellen zu blockieren (1 h, RT). Die Inkubation mit einem in PBST
verdunnten H3 Antikorper erfolgte in einer feuchten Kammer (1:500, 4°C, 16 h). Die Zellen
wurden mit PBS gewaschen, mit PBS mit hohen Salzgehalt (2 min, RT) inkubiert und
anschlieRend mit PBST gewaschen (5 min, RT). Danach erfolgte die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper Alexa Fluor® 488 (Ziege anti-Kaninchen) (1:500, 2 h, RT). Nach dem
Waschen mit PBS wurden die Deckglaschen mit 4°,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)-
haltigem Vectashield eingedeckelt und versiegelt. Fluoreszenzbilder wurden mit dem Olympus
BX43 Mikroskop aufgenommen und mit ImagedJ ausgewertet. Pro Bedingung wurden = 100

Zellen gezahlt. Nicht-konfluente Zellen dienten als Positivkontrolle.

2.2.4.2 F-Aktin Férbung

Um die Auswirkung des WRN-kd auf das Aktin-Zytoskelett und die damit verbundene
endotheliale Zellmigration darzustellen, wurden EA.hy926 Zellen mit Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) gekoppeltem Phalloidin gefarbt. Phalloidin ist ein zyklisches Peptid und Toxin des
Pilzes Amanita phalloides, welches sich an filamentoses Aktin anlagert und dessen

Depolymerisation verhindert (Dancker et al., 1975).
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Zu den Analysezeitpunkten wurden die Zellen mit 4 % frisch angesetztem Paraform-
aldehyd/PBS inkubiert (15 min, RT, unter Schutteln). Die Zellen wurden mit PBS gewaschen
und mit Aceton behandelt (5 min, RT). Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen
mit FITC markiertem Phalloidin (40 min, RT) inkubiert, anschliefend mit PBS gewaschen und
mit DAPI-haltigem Vectashield eingedeckelt. Die Aufnahme der Fluoreszenzbilder erfolgte mit
dem Olympus BX43 Mikroskop.

2.2.5 Statistische Auswertung

Die Daten wurden als Mittelwert + oder + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the
mean, SEM) dargestellt. Die statistische Analyse wurde, je nach Anzahl der zu vergleichenden
Gruppen, mit dem zweiseitig, ungepaarten Student’s t-Test, One-way Analysis of Variance
(ANOVA) mit Dunnett’'s Korrektur fur multiple Vergleiche oder dem Two-way ANOVA mit
Bonferroni post-hoc Test durchgeflihrt. Signifikante Unterschiede wurden flr den Student’s t-
Test mit ,*, One-way ANOVA mit . #* und Two-way ANOVA mit ,1“ gekennzeichnet. Bei einem
Wert von p < 0,05 wurde das Ergebnis als statistisch signifikant gewertet. Sofern nicht anders
angegeben, wurden mit NS siRNA und DMSO behandelte oder unbehandelte Zellen (Kon) als

Kontrolle verwendet.
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3 Ergebnisse

Die in dieser Arbeit verwendete Fusionszelllinie EA.hy926 ist ein Hybrid aus humanen
Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVEC) und der permanenten A549 Zelllinie, die aus dem
humanen Lungenkarzinom isoliert wurde (Edgell et al., 1983). EA.hy926 Zellen zeigen
Charakteristika von primaren Endothelzellen. Sie bilden den Von-Willebrand-Faktor und
zeigen eine erhohte Expression der Adhasionsmolekiile interzellulares Adhasionsmolekil 1
(ICAM1), vaskulares Adhasionsmolekil 1 (VCAM1) und E-Selektin nach Stimulation mit TNFa
(Thornhill et al., 1993). Des Weiteren wurden in dieser Arbeit HUVEC verwendet. HUVEC
werden aus der humanen Nabelschnurvene isoliert und sind ein gut etabliertes in vitro Modell
zur Untersuchung von spezifischen Endothelzellfunktionen. In der vorliegenden Arbeit wurde
der Einfluss der basalen Effekte des Werner-Syndrom Proteins (WRN) sowie ausgewahlter
Basenexzisionsreparatur- (BER) Faktoren auf Endothelzellfunktionen untersucht. EA.hy926
und HUVEC, wurden, nach knockdown (kd) von WRN oder einzelnen BER-Faktoren
(apurinic/apyrimidinic endonuclease 1, APE1; Nei like DNA Glycosylase 1, NEIL1; flap endo-
nuclease 1, FEN1; Poly(Adenosindiphosphat-Ribose)-Polymerase 1, PARP1; 8-Oxoguanin
DNA-Glykosylase 1, OGG1) und nach Agensbehandlung, hinsichtlich ihrer Endothelzellfunk-
tionen untersucht. Um das prooxidative Milieu in der atherosklerotischen Gefallwand nachzu-
bilden, wurden beide Endothelzelltypen mit schwach oder moderat toxischen Konzentrationen
des Oxidans tertiar-Butylhydrochinon (tBHQ) inkubiert. Dabei wurden die Konzentrationen so
gewahlt, dass die Funktionalitat sowie die Vitalitat dieser Zellen erhalten blieben. Im Anschluss
wurde der Effekt auf die Endothelzellen untersucht. Die Inkubation mit tBHQ diente zudem der
Generierung von DNA-Schaden, die normalerweise durch die oben genannten BER-Faktoren
und WRN repariert werden. Um substanzklassenspezifische Unterschiede zu untersuchen, die
den gleichen DNA-Reparaturweg aktivieren wie Oxidanzien, wurden die Zellen selektiv fur

einige Endpunkte mit dem Alkylanz Methylmethansulfonat (MMS) inkubiert.

3.1 Untersuchungen des Einflusses von WRN auf die Viabilitat und auf
endothelzellspezifische Funktionen

Alle Versuche wurden nach dem gleichen zeitlichen Ablauf durchgefihrt (Abbildung 3-1).

Umsetzen der Zellen in
ein fiir den Versuch

| Aussaat der Zellen ” siRNA Transfektion | geeignetes Format | Analyse |
[
I
Tag 1 Tag 3 Tag 4 Tag 6

Abbildung 3-1: Schema zum Ablauf der Untersuchung von Endothelzellfunktionen.

48 h nach Aussaat der Zellen wurde die Transfektion mit unterschiedlichen siRNAs durchgefiihrt. Die Zellen wurden
entsprechend der Anforderungen des Experiments erneut ausgesat. Nach weiteren 48 h wurde die jeweilige
Analyse durchgefiihrt. siRNA: small interfering RNA.
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3.1.1 siRNA-vermittelter WRN-kd

Um Effekte von WRN auf endothelzellspezifische Funktionen zu untersuchen, wurde zunachst
ein WRN-kd mittels RNA-Interferenz durchgefiihrt. EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden mit
10 nM WRN-spezifischer siRNA inkubiert und der WRN-Proteingehalt mittels Western Blot
Analyse untersucht (Abbildung 3-2A). In EA.hy926 Zellen wird, im Vergleich zu mit
Nonsilencing (NS) siRNA behandelten Zellen, ein WRN-Restproteingehalt von 23 % detektiert.
In HUVEC wird 36 % WRN, im Vergleich zu mit NS siRNA behandelten Zellen, detektiert.
Dieses Ergebnis wurde mittels quantitativer Real-time PCR verifiziert (Abbildung 3-2B). Auf
mRNA-Ebene werden 17 % Wrn mRNA in EA.hy926 Zellen und 59 % Wrn mRNA in HUVEC

jeweils im Vergleich zu mit NS siRNA behandelten Zellen nachgewiesen.
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Abbildung 3-2: Knockdown von WRN mit Hilfe der RNA-Interferenz.

EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden fir 24 h mit 10 nM NS siRNA oder 10 nM WRN siRNA inkubiert. A) Im
Anschluss wurde die kd Effizienz auf Proteinebene mittels Western Blot Analyse untersucht. Die Proteingehalte
von ERK2 und GAPDH dienten als Ladekontrolle. Dargestellt sind reprasentative Blots und die Quantifizierung aus
drei unabhangigen Experimenten (n = 3) als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) relativ zu mit NS
siRNA behandelten Zellen (= 1.0). B) Zur Untersuchung der kd Effizienz auf mMRNA-Ebene wurde eine quantitative
Real-time PCR durchgefuhrt. Als interner Standard der mRNA-Analyse dienten Actb und Gapdh. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) relativ zur mit NS siRNA behandelten Zellen (= 1.0) aus drei
unabhangigen Experimenten in Duplikaten (n = 3, N = 2). Actb: B-Aktin; ERK2: extrazellular regulierte Kinase 2;
GAPDH/Gapdh: Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase; NS siRNA: Nonsilencing small interfering RNA,
WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein small interfering RNA.

3.1.2 Einfluss von WRN auf die Viabilitat

Um zu analysieren, ob eine reduzierte Verfligbarkeit von WRN Einfluss auf die Viabilitat von
EA.hy926 Zellen und HUVEC hat, wurden verschiedene metabolische Endpunkte 48 h nach
Transfektion untersucht. Als Kontrolle dienten mit NS siRNA behandelte Zellen. Es wurden
folgende metabolische Endpunkte bestimmt: Reduktion von Resazurin zu Resorufin (Alamar
Blue Assay); Reduktion von MTT zu Formazan (MTT Assay); Binden und Zurlickhalten des
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Neutralrot-Farbstoffs durch die Lysosomen vitaler und intakter Zellen (Neutralrot Assay);
Aktivitat der von toten Zellen ins Medium abgegebenen Lactatdehydrogenase (LDH Assay).
Die Versuche zeigen eine verminderte Reduktion von Resazurin zu Resorufin (Abbildung
3-3A) bei EA.hy926 Zellen nach WRN-kd und eine verminderte Fahigkeit von WRN-kd
EA.hy926 Zellen Neutralrot zurickzuhalten (Abbildung 3-3C). Der WRN-kd hat keinen Einfluss
auf die Dehydrogenase-Aktivitat von EA.hy926 Zellen im MTT Assay (Abbildung 3-3B). In
Abwesenheit von WRN weisen HUVEC eine erhdhte mitochondriale Aktivitat im Alamar Blue
Assay auf, zeigen aber eine signifikant verminderte Dehydrogenase-Aktivitat im MTT Assay
(Abbildungen 3-3A und 3-3B). Diese Effekte sind jedoch nur schwach ausgepragt. Das
ZurUckhalten von Neutralrot durch HUVEC ist WRN-kd unabhangig (Abbildung 3-3C). Der
WRN-Status hat keinen Einfluss auf die LDH-Aktivitdt (Abbildung 3-3D) der untersuchten
Endothelzellen, was die Schlussfolgerung zulasst, dass WRN zwar die metabolische Aktivitat

modauliert, aber im Rahmen dieser Versuche, nicht zu einem signifikant erhdhten Zelltod fihrt.
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Abbildung 3-3: Einfluss von WRN auf die Viabilitat von Endothelzellen.

EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden bezuglich ihrer Viabilitdt mit Hilfe des A) Alamar Blue B) MTT und C)
Neutralrot Assays, sowie der Zytotoxizitat mittels des D) LDH Assays untersucht. NS siRNA behandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes relativ zu mit NS siRNA
behandelten Zellen (= 1.0) aus drei unabhangigen Experimenten in Triplikaten (n = 3, N = 3) fur B), C) und D) und
vier unabhangige Experimente in Quadruplikaten (n = 4, N = 4) fir A). Student’s t-Test *p < 0,05. LDH:
Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; NS siRNA: Nonsilencing
small interfering RNA; WRN: Werner-Syndrom Protein.
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3.1.3 Einfluss von WRN auf Endothelzellfunktionen: Ca?*-Freisetzung, acLDL-
Aufnahme, Permeabilitat, Zell-Zell Adhasion und Endothelzellmigration

Endothelzellen besitzen besondere Eigenschaften, die fir die Aufrechterhaltung der
Gefalintegritat essentiell sind und bei einer Dysfunktion zu Atherosklerose flihren kénnen. Im
Folgenden wurde der Einfluss von WRN auf verschiedene Endothelzellfunktionen analysiert.
Zunachst wurde das Potential intrazellulares Ca?* nach Stimulation mit ATP freizusetzen
untersucht. Die Ca?*-Freisetzung ist in EA.hy926 Zellen WRN-unabhangig, wahrend ein
signifikanter Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentrationen in WRN-kd HUVEC zu
verzeichnen ist (Abbildung 3-4A). Die Aufnahme von oxidiertem LDL durch Endothelzellen ist
ein wichtiger Prozess in der Pathogenese der Artherosklerose. Um zu untersuchen, ob WRN
einen Einfluss auf die Aufnahme von modifiziertem LDL hat, wurden WRN-kd und Wildtyp (Wt)
EA.hy926 Zellen und HUVEC mit acLDL inkubiert. Der Versuch zeigt in keiner der beiden
Endothelzelltypen eine signifikante Veranderung der Aufnahme von acLDL (Abbildung 3-4B).
Tendenziell ist die acLDL-Aufnahme bei beiden Endothelzelltypen nach WRN-kd leicht

vermindert.
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Abbildung 3-4: Untersuchungen der Ca?*-Freisetzung und der Aufnahme von acLDL in Abhangigkeit von
WRN.

A) EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden mit ATP stimuliert und die Ca?*-Freisetzung wurde gemessen. Als
Kontrolle dienten mit NS siRNA behandelte Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) relativ zu mit NS siRNA behandelten Zellen (= 1.0) aus drei unabhangigen Experimenten in Triplikaten (n =
3, N = 3). Student’s t-Test *p < 0,05. B) EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden fiir 4 h mit Dil acetyliertem LDL
inkubiert. Die mit NS siRNA behandelten Zellen dienten als Kontrolle. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) relativ zu mit NS siRNA behandelten Zellen (= 1.0) aus drei unabhangigen Experimenten
in Duplikaten (n = 3, N = 2). Student’s t-Test *p < 0,05. Ca?*: Calcium-lonen; Dil: 1,1"-Dioctadecyl-3,3,3",3 -
Tetramethylindocarbocyanin-Perchlorat; LDL: low-density lipoprotein, Lipoprotein geringer Dichte; NS siRNA:
Nonsilencing small interfering RNA; WRN: Werner-Syndrom Protein.

Endothelzellen haben eine Barrierefunktion und regulieren die Durchlassigkeit von Molekilen
unterschiedlicher GroRe. Eine erhdhte Permeabilitat wird beispielsweise durch die Behandlung
der Zellen mit TNFa erzielt. Weder ein WRN-kd noch die Behandlung mit TNFa haben einen
Effekt auf die Permeabilitdt der EA.hy926 Ein-Zell-Schicht (Monolayer) (Abbildung 3-5A),
wohingegen die TNFa-Behandlung und der WRN-kd die Permeabilitadt der HUVEC Monolayer
in gleichem Mafe erhdht (Abbildung 3-5B). Somit tragt WRN zur Integritat der Barrierefunktion
der HUVEC Monolayer bei.
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Abbildung 3-5: Permeabilititsuntersuchungen von WRN-kd und wildtypischen EA.hy926 Zellen und
HUVEC.

A) EA.hy926 Zellen und B) HUVEC wurden auf einer Membran ausgesat. Die Permeabilitdt der Ein-Zell-Schicht
wurde 72 h nach Aussaat gemessen, indem ein Fluoreszenz-Farbstoff auf die Zell-Schicht gegeben wurde. Dabei
korreliert die Menge der durch die Ein-Zell-Schicht hindurch gelaufenen Fluoreszenzlésung mit der Permeabilitat
der Ein-Zell-Schicht. Zellen, die 19 h vor Permeabilitdtsmessung mit TNFa dauerbehandelt wurden, dienten als
Positivkontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) relativ zu mit NS siRNA
behandelten Zellen (= 1.0) aus zwei unabhangigen Experimenten in Duplikaten (n = 2, N = 2) fir EA.hy926 Zellen
und vier unabhangigen Experimenten in Duplikaten (n = 4, N = 2) fiir HUVEC. One-way ANOVA #p < 0,05. Kon:
Kontrolle; NS siRNA: Nonsilencing small interfering RNA; TNFa: Tumornekrosefaktor alpha; WRN siRNA: Werner-
Syndrom Protein small interfering RNA.

Von immunologischer Relevanz ist die Eigenschaft von Endothelzellen, Adhdsionsmolekule
zu exprimieren und somit im Blut zirkulierende Zellen aus dem Blutstrom an sich zu heften und
deren Transmigration ins Gewebe zu vermitteln. Im Folgenden wurde die Zell-Zell Adhasion
von fluoreszenzmarkierten HT-29 Zellen an die Ein-Zell-Schicht von EA.hy926 Zellen oder
HUVEC untersucht. Bei der HT-29 Zelllinie handelt es sich um eine Karzinomzelllinie, die in
der Lage ist an das Endothelium zu adharieren. Als Positivkontrolle wurde die Monolayer vor
Durchfuhrung des Versuchs mit TNFa behandelt. WRN-profiziente Zellen dienten als
Kontrolle. Weder die Abwesenheit von WRN noch die Inkubation mit TNFa hat einen Effekt
auf die Zell-Zell Adhasion von EA.hy926 Zellen (Abbildung 3-6A). Bei HUVEC mit
vermindertem WRN-Gehalt ist die Zell-Zell Adhasion signifikant erhdht (Abbildung 3-6A). Eine
stark induzierte Adhasion von HT-29 Zellen an HUVEC ist nach der Behandlung mit TNFa zu
verzeichnen. Diese ist unabhangig vom WRN-Status. Des Weiteren wurde Uberprtft, ob diese
Endothelfunktion abhangig von der WRN-Helikase-Aktivitat war (Abbildung 3-6B). Dazu wurde
die Ein-Zell-Schicht vor Durchflihrung des Zell-Zell Adhasions-Versuchs, mit verschiedenen
Konzentrationen des WRN Inhibitors NSC617145 behandelt, welcher die WRN-Helikase-
Aktivitat spezifisch hemmt. Die Auswertung des Versuchs zeigt keinen signifikaten Einfluss
der WRN-Helikase-Aktivitat auf die Zell-Zell Adhasion in HUVEC und EA.hy926 Zellen
(Abbildung 3-6B). Unter physiologischen Bedingungen ist das Endothel nicht adhasiv
(Abschnitt 1.4.3). WRN unterstitzt diese anti-adhdsiven Eigenschaften von HUVEC,

unabhangig von dessen Helikase-Aktivitat.
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Abbildung 3-6: Analyse der Zell-Zell Adhasion in Abhangigkeit von WRN.

Die Adhasion fluoreszenzmarkierter HT-29 Zellen an der Ein-Zell-Schicht von WRN-kd oder Wildtyp EA.hy926
Zellen oder HUVEC wurde gemessen. A) Als Positivkontrolle dienten EA.hy926 Zellen und HUVEC, die vor
Durchfiihrung des Versuchs fiir 2 h mit TNFa behandelt wurden. Gezeigt sind reprasentative Bilder und Mittelwerte
+ Standardfehler des Mittelwertes (SEM) relativ zu mit NS siRNA behandelten Zellen (= 1.0) aus drei unabhangigen
Experimenten in Quadruplikaten (n = 3, N =4). Student’s t-Test *p < 0,05; One-Way ANOVA #p < 0,05. B) EA.hy926
Zellen und HUVEC wurden vor dem Adhasionsversuch mit 0,5 uM, 1,0 uM oder 5,0 uyM des WRN-Helikase
Inhibitors NSC 617145 behandelt. Als Kontrolle dienten WRN-profiziente unbehandelte Zellen. Dargestellt sind
reprasentative Bilder und Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) relativ zu mit NS siRNA behandelten
Zellen (= 1.0) aus drei unabhangigen Experimenten in Quadruplikaten (n = 3, N = 4). Kon: Kontrolle; NS siRNA:
Nonsilencing small interfering RNA; TNFa: Tumornekrosefaktor alpha; WRNi: WRN-Helikase Inhibitor; WRN
siRNA: Werner-Syndrom Protein small interfering RNA.



Ergebnisse 55

Da die Migration von Endothelzellen bei der Reparatur von beschadigten Gefalten von
Bedeutung ist, wurde im Folgenden der Einfluss von WRN auf die endotheliale Zellmigration
mit Hilfe des ,Wundheilungsversuchs® untersucht. Dabei wurde gemessen wie schnell eine
,Wunde“ durch Migration geschlossen wird. Die Ergebnisse des Versuchs zeigen eine stark
inhibitorische Wirkung eines verminderten WRN-Gehalts auf die Migration von EA.hy926
Zellen und HUVEC nach 8 h Regeneration. Hierbei ist die Migration von WRN-kd EA.hy926
Zellen um 75 % und die Migration von WRN-kd HUVEC um 40 % reduziert (Abbildung 3-7A).
Der hemmende Effekt eines WRN-kd auf die Migration der untersuchten Endothelzellen ist
nach 24 h Migrationszeit noch immer sichtbar (Abbildung 3-7C). Um zu analysieren, ob die
verminderte Migrationsfahigkeit der WRN-kd EA.hy926 Zellen auf eine fehlende WRN-
Helikase-Aktivitat zurlckzufihren ist, wurden EA.hy926 Zellen vor Beginn des
Wundheilungsexperiments mit dem WRN-Helikase Inhibitor NSC 617145 inkubiert. Die
Ergebnisse dieses Versuchs zeigen, dass die Migrationsfahigkeit dieser Zellen durch
Hemmung der Helikase nicht beeintrachtigt wird (Abbildung 3-7B). Daraus resultiert, dass die
Anwesenheit von WRN, nicht aber die enzymatische Aktivitdt der WRN-Helikase, wichtig fir
die Migration von EA.hy926 Zellen ist.

Zellmigration ist ein Prozess, der Energie bendtigt. Um zu untersuchen, ob die verlangsamte
Migration von WRN-kd Endothelzellen auf einer verminderten Verfligbarkeit von Energie
beruht, wurde die intrazellulare ATP-Konzentration von WRN-kd EA.hy926 Zellen im Vergleich
zu WRN-Wt EA.hy926 Zellen gemessen. Aus den Ergebnisse der Messung resultiert kein
signifikanter Unterschied der ATP-Menge in An- oder Abwesenheit von WRN (Abbildung
3-7D). Die Hemmung der Migration von WRN-kd EA.hy926 Zellen ist demnach nicht auf

verminderte ATP-Konzentrationen zurlckzufiihren.
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Abbildung 3-7: Einfluss von WRN auf die endotheliale Zellmigration.

A) Die Migration von WRN-kd EA.hy926 Zellen und WRN-kd HUVEC wurde 0 h, 4 h und 8 h nach Verletzung der
Ein-Zell-Schicht im Vergleich zu WRN-profizienten Zellen gemessen. Dargestellt sind reprasentative Bilder der
Migration und die quantitative Analyse aus zwei unabhangigen Experimenten in Triplikaten (n = 2, N = 3), die als
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) relativ zur mit NS siRNA behandelten Kontrolle dargestellt
sind. Student’s t-Test *p < 0,05. B) Gezeigt sind reprasentative Bilder und die quantitative Analyse des
~Mundheilungsversuchs® von EA.hy926 Zellen, die zuvor mit verschiedenen Konzentrationen des WRN-Helikase
Inhibitors NSC617145 behandelt wurden. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes relativ zu
mit NS siRNA behandelten Zellen (= 1.0) aus einem Versuch durchgefihrt im Triplikat (n = 1, N = 3). C) Dargestellt
sind Bilder des ,Wundheilungsversuchs” nach 24 h Migrationszeit aus einem Versuch durchgefiihrt im Triplikat
(n=1, N = 3). D) Der ATP-Gehalt von WRN-kd EA.hy926 Zellen wurde mittels Lumineszenz-Messung ermittelt.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes relativ zu mit NS siRNA behandelten Zellen (= 1.0)
aus vier unabhangigen Experimenten in Duplikaten (n = 4, N = 2). ATP: Adenosintriphosphat; NS siRNA:
Nonsilencing small interfering RNA; WRNi: WRN-Helikase Inhibitor; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein small
interfering RNA.

Um einen proliferativen Effekt auszuschlief3en, der das flir die Migration gemessene Ergebnis
beeinflussen konnte, wurde der mitotische Index der Endothelzellen mit Hilfe des mitose-
spezifischen Markers pH3 bestimmt. Als Positivkontrolle dienten proliferierende mit NS siRNA
behandelte Zellen. Aus den Resultaten des Versuchs geht hervor, dass die konfluente Ein-
Zell-Schicht beider Endothelzelltypen einen geringeren Anteil an pH3-positiven Zellen aufweist
als die proliferierenden Kontrollzellen (Abbildung 3-8A und 3-8B). Dieses Ergebnis war WRN-
unabhéangig. Die SpaltschlieRung im ,Wundheilungsversuch“ (Abbildung 3-7) wird somit nicht
durch einen proliferativen Effekt beeinflusst, sondern ist auf Migration zurlickzuflhren.
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Abbildung 3-8: Untersuchung des mitotischen Index konfluenter Endothelzellen.

Phosphoryliertes Histon 3 (pH3) der mit NS siRNA oder WRN siRNA behandelten konfluenten A) EA.hy926 Zellen
oder B) HUVEC wurden nach einer 8 h Migrationszeit angefarbt (rot). Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt.
Proliferierende Zellen des jeweiligen Zelltyps dienten als Kontrolle. Dargestellt sind reprasentative Bilder und die
quantitative Analyse als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) relativ zu mit NS siRNA behandelten
Zellen (= 1.0) aus drei unabhangigen Experimenten (n = 3, N = 1). Pro Bedingungen wurden = 100 Zellen gezahit.
Student’s t-Test *p < 0,05. DAPI: 4°,6-Diamidin-2-phenylindol; NS siRNA: Nonsilencing small interfering RNA,;
prolif.: proliferierend; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein small interfering RNA.

Moglicherweise geht die starke Hemmung der endothelialen Zellmigration von WRN-kd Zellen
mit einer Umlagerung des Zytoskeletts einher. Daher wurde das filamentdse Aktin (F-Aktin)
der EA.hy926 Zellen mit FITC-gekoppeltem Phalloidin angefarbt (Abbildung 3-9A). Die am
Rand der Verletzung lokalisierten WRN-reduzierten Pionierzellen weisen eine starke
Polarisierung und die Ausbildung langlicher Lamellipodien in Richtung der ,Wunde*“ auf. Bei
einer nativen WRN Expression bilden Pionierzellen hingegen vergleichsweise kurze und
zugleich breitere Lamellipodien aus. Um genauer zu analysieren, worin der Grund fir den
Unterschied in der Morphologie zwischen migrierenden WRN-kd Zellen und Wt Endothelzellen
liegt und warum erstere langsamer migrieren, wurde die mRNA-Expression und der
Proteingehalt verschiedener auf die Migration einflussnehmender Faktoren untersucht. Dazu
zahlen das Intermediarfilament Vimentin, welches Migration und Adhésion reguliert (lvaska et
al., 2007), und VE-Cadherin, das ein wesentlicher Bestanteil von Adhasionsverbindungen ist
und somit die Aufrechterhaltung der vaskularen Barriere sicherstellt (Navarro et al., 1998). Aus
der Analyse resultiert eine WRN-unabhangige mRNA-Expression von Cdh5 (VE-Cadherin) in

beiden Endothelzelltypen, wahrend die mMRNA-Expression von Vim (Vimentin) ausschlieflich
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in EA-hy926 Zellen signifikant vermindert ist (Abbildung 3-9B). Der Proteingehalt von Vimentin
und CDHS5 ist durch einen WRN-kd in EA.hy926 Zellen und HUVEC im Vergleich zum Wt nicht
verandert (Abbildung 3-9C). Zwei weitere wichtige Faktoren der Migration sind RAC1 und
RHOA. Wahrend RAC1 Einfluss auf die Direktionalitat der endothelialen Zellmigration nimmt
(Higgs und Pollard, 2000; Yamazaki et al., 2007), beeinflusst RHOA das Loslosen der Zelle
von deren Substrat an dem, der Migrationsrichtung entgegensetzten, hinteren Zellende
(Spiering und Hodgson, 2001; Chrzanowska-Wodnicka und Burridge, 1996). Aus dem
Ergebnis der Untersuchungen geht hervor, dass die mRNA-Expression, nicht aber die
Proteinexpression, von RhoA in WRN-kd EA.hy926 Zellen signifikant vermindert ist
(Abbildungen 3-9B und 3-9C). WRN hat keinen Effekt auf die mRNA-Expression und den
Proteingehalt von RhoA/RHOA in HUVEC (Abbildungen 3-9B und 3-9C). Wahrend die mRNA-
Expression von Rac1 in beiden Endothelzelltypen nach WRN-kd unverandert bleibt, ist die
RAC1 Proteinkonzentration in WRN-kd Zellen vermindert (Abbildungen 3-9B und 3-9C). Ein
weiterer wichtiger Faktor migrierender Zellen ist die Proteintyrosinkinase 2 (PTK2). PTK2 ist
in fokalen Adhasionskomplexen lokalisiert, die die Zelle mit ihrem Substrat, der extrazellularen
Matrix, verankert. In WRN-kd EA.hy926 Zellen und HUVEC ist die mMRNA-Expression von Ptk2
signifikant erhoht, wogegen der Proteingehalt von PTK2 in beiden Endothelzelltypen verringert
ist (Abbildungen 3-9B und 3-9C). Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass WRN die
Morphologie migrierender Zellen beeinflusst und die mRNA- und Proteinexpression von an der
Migration beteiligten Faktoren spezifisch modelliert.
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Abbildung 3-9: F-Aktin-Organisation, mRNA-Expression und Proteinexpression migrationsassoziierter
Faktoren in Abhdngigkeit des WRN-Status.
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A) Nach Transfektion der EA.hy926 Zellen mit WRN siRNA oder NS siRNA wurde F-Aktin mittels FITC-gekoppeltem
Phalloidin angefarbt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Gezeigt sind reprasentative Bilder aus zwei
unabhangigen Versuchen. B) Die mRNA-Analyse migrationsassoziierter Faktoren wurde mittels quantitativer Real-
time PCR durchgefiihrt. Es wurde auf die relative mRNA-Expression der mit NS siRNA behandelten Zellen normiert.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes relativ zu mit NS siRNA behandelten Zellen (= 1.0)
aus drei unabhangigen Versuchen, durchgefiihrt in Duplikaten (n = 3, N = 2). Student’s t-Test *p < 0,05. C) Die
Proteinmenge migrationsassoziierter Faktoren wurde mittels Western Blot Analyse untersucht. B-Aktin, GAPDH
und ERK2 dienten als Ladekontrollen. Dargestellt sind reprasentative Blots aus zwei unabhangigen Versuchen
(n = 2). ERK2: extrazellular regulierte Kinase 2; Ptk2/PTK2: Proteintyrosinkinase2; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-
phosphat-dehydrogenase; NS siRNA: Nonsilencing small interfering RNA; RAC1/Rac1: Rac family small GTPase
1; RHOA/RhoA: Ras homolog family member A; VE-Cadherin/Cdh5/CDHS5: vaskular-endotheliales Cadherin; Vim:
Vimentin; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein small interfering RNA.

3.1.4 Analyse der mRNA- und Proteinexpression spezifischer
Endothelzellenfaktoren

Der Einfluss von WRN auf die mRNA-Expression und Proteinmenge von Faktoren, die in
verschiedene endothelzellspezifische Prozesse involviert sind, wurde mittels quantitativer
Real-time PCR bzw. Western Blot Analyse untersucht. Zunachst wurde die mRNA-Expression
der Zell-Zell Adhasionsmolekiile Sele (E-Selektin), lcam1 und Vcam1 analysiert. Daraus ergibt
sich eine signifikant erhohte mRNA-Expression von Sele in WRN-kd EA.hy926 Zellen
(Abbildung 3-10A). WRN hat keinen Effekt auf die Expression der Adhasionsmolekile Icam1
und Vcam1 in diesen Zellen, wahrend die mRNA-Expression von Sele, Icam1 und Vcam1 in
WRN-kd HUVEC signifikant erhdht ist (Abbildung 3-10A). Im Wt beider Endothelzelltypen ist
die Proteinkonzentration von ICAM1 gering (Abbildung 3-10B). ICAM1 ist nach Behandlung
mit TNFa oder durch verminderte WRN Expression induziert, wobei der Effekt in WRN-kd
HUVEC im Vergleich zu dem in WRN-kd EA.hy926 Zellen starker ist (Abbildung 3-10B). WRN
hat keinen Effekt auf die mRNA-Expression der Stickstoffmonoxid-Synthasen Nos2 und Nos3
in EA.hy926 Zellen und HUVEC. Der Proteingehalt von NOS3 ist ebenfalls unabhangig vom
WRN-Status (Abbildung 3-10B). In WRN-kd EA.hy926 Zellen und HUVEC sind Cc/2 und Plat
verstarkt exprimiert (Abbildung 3-10A). Wahrend ein WRN-kd keinen Effekt auf die mRNA-
Expression von Edn1 hat, ist die Menge von EDN1 auf Proteinebene in WRN-kd Zellen im
Vergleich zu TNFa behandelten und mit NS siRNA behandelten EA.hy926 Zellen und HUVEC
leicht erhdht (Abbildungen 3-10A und 3-10B). Die mRNA-Expression von Kdr (Vegfr) ist nicht
signifikant erhéht. Die Gen- und Proteinexpression der primaren HUVEC ist starker induziert,
dennoch sind die Ergebnisse zwischen HUVEC und EA.hy926 Zellen qualitativ ahnlich, was

die Relevanz der Ergebnisse untermauert.
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Abbildung 3-10: Analyse der mRNA- und Proteinexpression endothelzellspezifischer Faktoren.

A) Zur Analyse der mRNA-Expression wurde nach Transfektion von EA.hy926 Zellen und HUVEC mit NS siRNA
oder WRN siRNA eine quantitative Real-time PCR durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit NS siRNA
behandelt wurden. Es wurde auf die relative mRNA-Expression der mit NS siRNA behandelten Zellen normiert.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) relativ zu mit NS siRNA behandelten Zellen
(= 1.0) aus drei unabhangigen Experimenten durchgefiihrt in Duplikaten (n = 3, N = 2). Die mRNA-Expression von
Sele, Plat, Kdrin EA.hy926 Zellen wurde in zwei unabhangigen Versuchen in Duplikaten durchgefiihrt (n=2, N = 2).
Student’s {-Test *p < 0,05. B) Untersucht wurde die Proteinmenge endothelzellspezifischer Faktoren. Dargestellt
sind reprasentative Western Blots aus zwei unabhéngigen Experimenten. Als Ladekontrollen dienten $-Aktin, ERK2
und GAPDH. Ccl2: C-C motif chemokine ligand 2; C-C Chemokinligand 2; DMSO: Dimethylsulfoxid; EDN1/Edn1:
Endothelin 1; NOS3/Nos3: endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase; ERK2: extrazellular regulierte Kinase 2;
GAPDH/Gapdh: Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase; ICAM1/Icam1: intercellular adhesion molecule 1,
Nos2: induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase; NS siRNA: Nonsilencing siRNA; Plat: tissue-type plasminogen
activator, gewebespezifischer Plasminogenaktivator; TNFa: Tumornekrosefaktor alpha; Vcam1: vascular cellular
adhesion molecule 1; Kdr. vascular endothelial growth factor receptor 2; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein
siRNA.

3.1.5 Einfluss von WRN auf Seneszenz

Werner-Syndrom Patienten altern vorzeitig und entwickeln frih typische Altersassoziierte
Erkrankungen, zu denen auch die Atherosklerose zahlt. Um zu untersuchen, ob Zellen mit
verminderter WRN Expression vermehrt zellulare Seneszenz aufweisen, wurde die Aktivitat
der seneszenzassoziierten B-Galactosidase (SA-BG) untersucht, deren Substrat X-Gal sich
nach hydrolytischer Spaltung blau farbt. Bestrahlte Zellen dienten als Positivkontrolle. In
EA.hy926 Zellen und HUVEC ist zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen
WRN-kd und WRN-W1t Zellen erkennbar (Abbildung 3-11A). Eine erhdhte Seneszenz ist 120 h
nach Transfektion und 72 h nach Bestrahlung mit 10 Gy in WRN-Wt und WRN-kd EA.hy926
Zellen und HUVEC zu beobachten. In HUVEC konnte bereits 96 h nach Transfektion in Wt,
aber nicht in WRN-kd Zellen, ein signifikanter Anstieg der Seneszenz gemessen werden
(Abbildung 3-11A). Insgesamt zeigen EA.hy926 Zellen einen héheren Anteil seneszenter

Zellen im Vergleich zu HUVEC (Abbildung 3-11A). Eine flachige und/oder amorphe Form von
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Zellen sowie vergrolierte Zellkerne kénnen Anzeichen flr Senezenz sein (Parrinello et al.,
2003; Chen und Ames, 1994; Chen et al., 2001b). Daher wurde zusatzlich zum SA-BG-
Versuch die Zell-Morphologie (Abbildung 3-11B) untersucht. Nach Entstehung von DNA-
Schaden durch Bestrahlung ist der Anteil von EA.hy926 Zellen mit vergro3erter Morphologie
im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen (NS siRNA, 48 h) signifikant erhoht (Abbildung
3-11B). Dabei weisen WRN-kd EA.hy926 Zellen nach Bestrahlung einen signifikant hdheren
Anteil an vergroerten Zellen auf als die bestrahlten WRN-Wt EA.hy926 Zellen (Abbildungen
3-11B und 3-11C). In HUVEC sind keine signifikanten Unterschiede in der ZellgroRe zu
verzeichnen (Abbildungen 3-11B und 3-11C). Diese Ergebnisse zeigen, dass WRN unter
basalen Bedingungen keinen Einfluss auf die Seneszenz der hier untersuchten Endothelzellen

hat. WRN-kd EA.hy926 Zellen weisen nach DNA-Schadigung vermehrt Seneszenzmerkmale

auf.
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C) EA.hy926

Abbildung 3-11: Einfluss von WRN auf die Seneszenz von Endothelzellen.

Zur Analyse der Wirkung von WRN auf die Seneszenz wurden EA.hy926 Zellen und HUVEC mit WRN siRNA
behandelt. Mit NS siRNA behandelte Zellen dienten als Kontrolle. Als Positivkontrolle dienten bestrahlte Zellen
(10 Gy, 72 h). Pro Bedingung wurden = 500 Zellen gezahlt und daraus die Anzahl der A) X-Gal-positiven Zellen
sowie B) die Anzahl der vergroRerten Zellen 48 h, 72 h, 96 h und 120 h nach Transfektion bestimmt. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von drei unabhangigen Experimenten (n = 3, N = 1) nach
48 h, 72 h, 96 h und 120 h und von zwei unabhangigen Experimenten bei bestrahlten Zellen (10 Gy, 72 h). One-
way ANOVA #p < 0,05; Two-way ANOVA #p < 0,05. C) Repréasentative Bilder aus zwei bis drei unabhéngigen
Versuchen zeigen blau gefarbte X-Gal-positive Zellen. Gelbe Pfeile markieren exemplarisch das Auftreten
vergroRerter Zellen. NS siRNA: Nonsilencing siRNA; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein siRNA; X-Gal: 5-Brom-
4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid.

Des Weiteren wurde die Proteinexpression der Seneszenzmarker CDK-Inhibitor 2A (p16) und
CDK-Inhibitor 1 (p21) analysiert (Abbildung 3-12). WRN-kd EA.hy926 Zellen exprimieren mehr
p16 und p21 als die WRN-profizienten Kontrollzellen, was auf eine erhéhte Seneszenz der
Zellen in Abwesenheit von WRN hindeutet (Abbildung 3-12). In HUVEC, die mit WRN siRNA
behandelt wurden, ist der p21 Proteingehalt leicht erhoht, wobei p16 nicht detektierbar war.

EA.hy926 HUVEC
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Abbildung 3-12: Proteinanalyse der Seneszenzmarker p16 und p21.

Die Analyse des Proteingehalts der seneszenzassoziierten Faktoren p16 und p21 wurde, nach Transfektion von
EA.hy926 Zellen und HUVEC mit NS siRNA oder WRN siRNA, mittels Western Blot Analysen untersucht. 3-Aktin
diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind reprasentative Western Blots aus zwei unabhangigen Versuchen. NS
siRNA: Nonsilencing siRNA; p16: CDK Inhibitor 2A; p21: CDK Inhibitor 1; WRN: Werner-Syndrom Protein.



Ergebnisse 63

3.2 Untersuchungen des Einflusses von BER-Faktoren auf endothelzell-
spezifische Funktionen

Wahrend der BER interagiert WRN mit den BER-Faktoren APE1, FEN1, NEIL1 und PARP1.
Daher wurde in diesem Abschnitt der Einfluss dieser WRN-abhangigen Faktoren, sowie der
Einfluss des WRN-unabhangigen BER-Faktors OGG1, auf die Funktionalitdt von Endothel-
zellen untersucht. Dabei wurde der Frage nachgegangen, ob ein kd der genannten BER-
Faktoren einen mit WRN-kd vergleichbaren Effekt auf Endothelzellen zeigt und somit die BER
einen wichtigen Einfluss auf die Aufrechterhaltung der Endothelzellfunktionen hat. Der Ablauf

der Experimente entsprach dem in Abbildung 3-1.

3.2.1 Knockdown der BER-Faktoren APE1, FEN1, NEIL1, PARP1 und OGG1

Zunachst wurde, wie bereits bei den Versuchen mit WRN, ein kd des jeweiligen BER-Faktors
mit der fr ihn spezifischen siRNA durchgefiihrt. Es ergeben sich fir EA.hy926 Zellen folgende
Restprotein-Mengen: APE1: 8 %, FEN1: 25 %, NEIL1: 14 %, PARP1: 34 %; OGG1: 23 %
(Abbildung 3-13). In HUVEC wurden meist geringere kd-Effizienten erreicht, woraus hoéhere
Restproteingehalte resultieren. Es ergeben sich fiir den Restproteingehalt nach dem kd der
BER-Faktoren folgende Werte: APE1: 41 %, FEN1: 59 %, NEIL1: 25 %, PARP1: 13 %, OGG1:
22 % (Abbildung 3-13). Zusatzlich zu den kds der BER-Faktoren wurden in EA.hy926 Zellen
WRN-BER-Faktor-Doppel-kds durchgefihrt.
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Abbildung 3-13: Knockdown von APE1, FEN1, NEIL1, PARP1 und OGG1 mittels RNA-Interferenz.

A) EA.hy926 Zellen und B) HUVEC wurden mit NS siRNA oder 10 nM APE1-, FEN1-, NEIL1- oder OGG1-
spezifischer siRNA inkubiert. Zur Durchfihrung des PARP1-kd wurden die Zellen mit 20 nM PARP1-spezifischer
siRNA inkubiert. Zusatzlich wurde in EA.hy926 Zellen ein WRN-BER-Faktor-Doppel-kd mit den zuvor
beschriebenen siRNA-Konzentrationen fiir die jeweiligen BER-Faktoren und 10 nM WRN-spezifischer siRNA
durchgefiihrt. Nach 24 h Inkubation wurde die kd Effizienz auf Proteinebene mittels Western Blot Analyse
untersucht. Die Proteinexpression von (3-Aktin diente als Ladekontrolle. Zu sehen sind reprasentative Blots aus 2
unabhangigen Experimenten (n = 2) sowie deren Quantifizierung. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) relativ zu mit NS siRNA behandelten Zellen (= 1.0) aus zwei unabhangigen Experimenten.
APE1: apurinic/apyrimidinic endonuclease; BER: Basenexzisionsreparatur; FEN1: flap endonuclease 1; NEIL1: Nei
like DNA Glycosylase 1; NS siRNA: Nonsilencing siRNA; OGG1: 8-Oxoguanin DNA-Glykosylase 1; PARP1:
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein siRNA.
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3.2.2 Einfluss der BER-Faktoren auf Endothelzellfunktionen: Zell-Zell Adhasion und
Endothelzellmigration

Die vorherigen Versuche mit EA.hy926 Zellen zeigen keinen Einfluss von TNFa oder WRN auf
die Zell-Zell Adhasion, was im Gegensatz zu den Ergebnissen der bei HUVEC gemessen Zell-
Zell Adhasion steht (Abbildung 3-6). Daran anlehnend wurde im Folgenden Uberpruft, welchen
Einfluss die in der vorliegenden Arbeit betrachteten BER-Faktoren auf die Zell-Zell Adhasion
haben. Aus den Untersuchungen resultiert, dass sowohl in EA.hy926 Zellen als auch in
HUVEC die Adhasion von HT-29 Zellen an Zellen mit reduziertem OGG1 Proteingehalt erhdoht
ist, wohingegen die verminderte Expression der WRN-abhangigen BER-Faktoren APE1,
FEN1, NEIL1 oder PARP1 keinen Einfluss auf die Zell-Zell Adhasion hat (Abbildungen 3-14A
und 3-14B). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Anwesenheit des WRN-unabhangigen OGG1
der Zell-Zell Adhasion entgegen wirkt. Es hat eine starkere anti-adhasive Wirkung als WRN.
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Abbildung 3-14: Analyse der Zell-Zell Adhasion von EA.hy926 Zellen und HUVEC mit kd einzelner BER-
Faktoren.

Die Adhasion von Calcein-AM gefarbten HT-29 Zellen an die Ein-Zell-Schicht von APE1-, FEN1-, NEIL1-, PARP1-
und OGG1-kd A) EA.hy926 Zellen und B) HUVEC wurde fluorimetrisch analysiert. Als Kontrolle dienten mit NS
siRNA behandelte Zellen. Dargestellt sind reprasentative Bilder sowie die Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) relativ zu mit NS siRNA behandelten Zellen (= 1.0) aus vier unabhangigen Experimenten in
Quadruplikaten (n = 4, N = 4) fir APE1-, FEN1-, NEIL1- oder PARP1-kd EA.hy926 und drei unabhangigen Experi-
menten in Quadruplikaten (n = 3, N = 4) fir OGG1-kd EA.hy926 Zellen. Bei HUVEC handelt es sich um drei
unabhangige Experimente in Triplikaten (n = 3, N = 3) fir APE1-, FEN1-, NEIL1- oder PARP1-kd HUVEC und zwei
unabhéngige Experimente in Triplikaten (n = 2, N = 3) fur OGG1-kd HUVEC. Student’s t-Test *p < 0,05. APE1:
apurinic/apyrimidinic endonuclease; FEN1: flap endonuclease 1; NEIL1: Nei like DNA Glycosylase 1; NS siRNA:
Nonsilencing siRNA; OGG1: 8-Oxoguanin DNA-Glykosylase 1; PARP1: Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1; WRN
siRNA: Werner-Syndrom Protein siRNA.
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Der Migrationsversuch, welcher zeigt, dass WRN die endotheliale Zellmigration von EA.hy926
Zellen und HUVEC unterstitzt (Abbildung 3-7), wurde mit BER-kd Endothelzellen wiederholt.
Dies sollte Aufschluss dartiber geben, ob die WRN-assoziierten Faktoren APE1, FEN1, NEIL1
oder PARP1 sowie der WRN-unabhangige Faktor OGG1 einen ahnlichen Einfluss auf die
Migration haben wie ein WRN-kd. Zusatzlich wurde untersucht, in wie weit ein gleichzeitiger
kd von WRN und einem BER-Faktor die Migration von EA.hy926 Zellen beeinflusst. Die
Beobachtungen zeigen eine verlangsamte Zellmigration nach kd von APE1-, NEIL1- und
PARP1 in EA.hy926 Zellen und HUVEC (Abbildungen 3-15A und 3-15B). Der PARP1 Inhibitor
Olaparib hat keinen hemmenden Effekt auf die Migration (Abbildung 3-15A). Eine erhdhte
Migrationsgeschwindigkeit ist in EA.hy926 Zellen nach dem kd von FEN1 und OGG1 zu
beobachten (Abbildung 3-15A). Dies gilt auch fur die Migration der OGG1-kd HUVEC, nicht
aber fur FEN1-kd HUVEC, deren Migrationsgeschwindigkeit der der Kontrolle gleicht
(Abbildung 3-15B). Ein WRN-BER-Faktor-Doppel-kd mit einem der untersuchten BER-
Faktoren in EA.hy926 Zellen fuhrt zu einer starkeren Hemmung der Migration im Vergleich zur
Migration von EA.hy926 Zellen mit kd von APE1, NEIL1 oder PARP1. Der WRN-BER-Faktor-
Doppel-kd mit FEN1-kd oder OGG1-kd wirkt stark inhibitorisch auf die Migration von EA.hy926
Zellen im Vergleich zu der Migration der mit NS siRNA behandelten Kontrollzellen.
Zusammenfassend zeigt sich, dass WRN im Vergleich zu den anderen hier untersuchten BER-
Faktoren die Migration am starksten unterstutzt. BER-Faktoren beeinflussen die Migration
unterschiedlich. Ahnlich wie WRN, unterstiitzen APE1, NEIL1 und PARP1 die Migration,
wahrend diese durch FEN1 und OGG1 gehemmt wird. Die unterschiedlichen Effekte auf die
Migration sind bei beiden Endothelzelltypen zu beobachten (ausgenommen FEN1).
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Abbildung 3-15: Untersuchung der endothelialen Zellmigration hinsichtlich des Einflusses ausgewahlter
BER-Faktoren.
A) Die Migration von APE1-, FEN1-, NEIL1-, PARP1- und OGG1-kd EA.hy926 Zellen und deren Doppel-kd mit
WRN, sowie B) die Migration von APE1-, FEN1-, NEIL1-, PARP1- und OGG1-kd HUVEC wurde 0 h, 4 h und 8 h
nach ,Verletzung® der Ein-Zell-Schicht gemessen. EA.hy926 Zellen wurden mit 50 uM des PARP1 Inhibitors
Olaparib inkubiert und die Migration wurde direkt nach ,Verletzung”“ sowie und 4 h und 8 h danach analysiert.
Gezeigt sind reprasentative Bilder der endothelialen Zellmigration. Die quantitativen Analysen zeigen Mittelwerte +
Standardfehler des Mittelwertes relativ zu mit NS siRNA behandelten Zellen (= 1.0). Die Migration der APE1- und
NEIL1-kd Zellen und deren WRN-BER-Faktor-Doppel-kd wurde in zwei unabhangigen Experimenten in Triplikaten
(n = 2, N = 3) untersucht. Bei der Analyse der Migration von Zellen mit PARP1- und OGG1-kd wurden drei
unabhangige Experimente in Triplikaten (n = 3, N = 3) und beim WRN-BER-Faktor-Doppel-kd ein Experiment in
Triplikaten durchgefihrt (n = 1, N = 3). Bei der Untersuchung der Migration von HUVEC handelt es sich um
Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen, durchgefihrt in Triplikaten (n = 3, N = 3) bei APE1-, FEN1-, NEIL1-
und PARP1-kd Zellen. Bei OGG1-kd HUVEC wurden zwei unabhangige Experimente in Triplikaten durchgefihrt
(n =2, N = 3). Student’s t-Test *p < 0,05. APE1: apurinic/apyrimidinic endonuclease; FEN1: flap endonuclease 1;
NEIL1: Nei like DNA Glycosylase 1; NS siRNA: Nonsilencing siRNA; OGG1: 8-Oxoguanin DNA-Glykosylase 1;
PARP1: Poly(ADP-Ribose)Polymerase 1; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein siRNA.
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3.2.3 Analyse der mMRNA-Expression endothelzellspezifischer Faktoren in
Abhangigkeit von ausgewahlten BER-Faktoren

Zur Untersuchung des Einflusses der WRN-assoziierten und WRN-unabhangigen BER-
Faktoren auf die mMRNA-Expression endothelzellspezifischer Faktoren wurde eine quantitative
Real-time PCR durchgefuhrt. Keiner der untersuchten Faktoren ist auf mMRNA-Ebene durch
den kd der BER-Faktoren in EA.hy926 Zellen reguliert (Abbildung 3-16A). Im Gegensatz zu
den WRN-assoziierten BER-Faktoren, die keinen signifikanten Einfluss auf die mRNA-
Expression der untersuchten Faktoren in HUVEC haben, resultiert der kd des WRN-
unabhangigen BER-Faktors OGG1 in HUVEC in einer signifikant erhéhten mRNA-Expression
von Sele, Icam1, Vcam1, Ccl2 und Kdr (Abbildung 3-16B). Tendenziell unterscheiden sich die
MRNA-Expressionsmuster der endothelzellspezifischen Faktoren nach kd einzelner BER-
Faktoren in EA.hy926 Zellen von denen der HUVEC (Abbildungen 3-16A und 3-16B). Aus dem
kd des WRN-unabhangigen BER-Faktors OGG1 resultiert ein dhnliches Expressionsprofil wie
nach dem kd von WRN in HUVEC (Abbildungen 3-10A und 3-16B).
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Abbildung 3-16: Analyse der mRNA-Expression endothelzellspezifischer Faktoren in BER-kd Zellen.

Zur Analyse der mRNA-Expression wurde 48 h nach Transfektion von A) EA.hy926 Zellen und B) HUVEC mit
APE1-, FEN1-, NEIL1-, PARP1- oder OGG1-spezifischer siRNA eine quantitative Real-time PCR durchgefiihrt. Es
wurde auf die relative mRNA-Expression der mit NS siRNA behandelten Zellen normiert. Kontrollzellen wurden mit
NS siRNA behandelt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes relativ zu mit NS siRNA
behandelten Zellen (= 1.0) mit drei unabhangigen Experimenten, durchgefiihrt in Duplikaten (n =3, N = 2). Student’s
t-Test *p < 0,05. APE1: apurinic/apyrimidinic endonuclease; Ccl2: C-C motif chemokine ligand 2, C-C
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Chemokinligand 2; Nos3: endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, FEN1: flap endonuclease 1; Nos2: induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase; Icam1: intercellular adhesion molecule 1; Kdr. vascular endothelial growth factor
receptor 2; NEIL1: Nei like DNA Glycosylase 1; NS siRNA: Nonsilencing siRNA; OGG1: 8-Oxoguanin DNA-
Glykosylase 1; PARP1: Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1; Plat: tissue-type plasminogen activator, gewebe-
spezifischer Plasminogenaktivator; Vcam1: vascular cellular adhesion molecule 1; Sele: E-selektin.

3.3 Untersuchungen des Einflusses von tBHQ und MMS auf die Viabilitat und
auf endothelzellspezifische Funktionen

Wahrend in den vorherigen Kapiteln die basalen Effekte auf die Funktionalitat von
Endothelzellen nach kd von WRN und anderen BER-Faktoren untersucht wurde, wird im
folgenden Abschnitt der Einfluss eines Oxidans und eines Alkylans auf die Funktionalitat von
Wildtyp Zellen im Vergleich zu kd Zellen analysiert.

Atherosklerose ist durch eine Verschiebung des Redoxgleichgewichtes zu Gunsten von ROS
gekennzeichnet, die zu DNA-Basenschaden fihren kénnen. Um das prooxidative Milieu einer
Atherosklerose nachzustellen, wurden konfluente Endothelzellen Uber einen Zeitraum von
24 h mit dem Oxidans tBHQ behandelt und die Viabilitat (zusatzlich nach 72 h gemessen) und
Funktionalitat dieses Zelltyps untersucht. Ergdnzend wurde der Einfluss von MMS, welches
ebenfalls Basenschaden verursachen kann, auf ausgewahlte Endpunkte analysiert. Die Zellen
wurden ebenfalls 24 h mit MMS (fur die Viabilitdt zusatzlich 72 h) inkubiert.

Um die Versuchsbedingungen konstant zu halten, wurden alle Experimente nach dem

gleichen Versuchsschema durchgefihrt (Abbildungen 3-17).

Umsetzen der Zellen in
ein fur den Versuch
| Aussaat der Zellen ” siRNA Transfektion | geeignetes Format |Substanzbehandlung ” Analyse |

Tag 1 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6

Abbildung 3-17: Schema zum Ablauf der Experimente mit Substanzbehandlung.

Nach Aussaat der Zellen wurde die Transfektion nach einer Erholungsphase von 48 h durchgefiihrt. Die Zellen
wurden entsprechend den Anforderungen des Experiments erneut ausgesat. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen
fur 24 h (bei der Untersuchung der Viabilitdt zusatzlich fir 72 h) mit tBHQ oder MMS behandelt. Im Anschluss an
die Vorbehandlung erfolgte die Analyse des entsprechenden Endpunktes. siRNA: small interfering RNA.

3.3.1  Bestimmung schwach toxischer und moderat toxischer Konzentrationen von
tBHQ und MMS

Zunachst wurde die Sensitivitat von Wt-Endothelzellen bezlglich einer Behandlung mit tBHQ
oder MMS untersucht (Abbildung 3-18). Nach tBHQ-Behandlung betragt die mittlere
inhibitorische Konzentration (ICso) bei EA.hy926 Zellen 200 uM tBHQ (24 h), wahrend die 1Cso
bei HUVEC 150 uM tBHQ (24 h) betragt. Es handelt sich hierbei um die Konzentration, die
bendtigt wird, um 50 % der Zellen zu inhibieren. Dies deutet darauf hin, dass HUVEC im
Vergleich zu EA.hy926 Zellen sensitiver gegeniber tBHQ sind. Bei EA.hy926 Zellen betragt
die ICsp nach MMS-Behandlung 300 pM, die bei HUVEC betragt > 200 uM (Abbildungen
3-18A und 3-18B).
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Abbildung 3-18: Viabilitat nach tBHQ- und MMS-Behandlung.

A) EA.hy926 Zellen und B) HUVEC wurden mit verschiedenen tBHQ- oder MMS-Konzentrationen inkubiert. Nach
24 h und 72 h wurde die Viabilitadt der Endothelzellen mittels Alamar Blue Assay gemessen. Als Kontrollen dienten
mit DMSO behandelte (fur tBHQ) bzw. unbehandelte (fir MMS) Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) relativ zur entsprechenden Kontrolle (= 1.0) aus drei unabhangigen Experimenten in
Triplikaten (n = 3, N = 3) fur die Versuche mit EA.hy926 Zellen und HUVEC nach tBHQ-Behandlung, und aus vier
unabhangigen Versuchen in Duplikaten (n = 4, N = 2) fur HUVEC behandelt mit MMS. Student’s t-Test *p < 0,05.
DMSO: Dimethylsulfoxid; IC: inhibitory concentration, inhibitorische Konzentration; MMS: Methylmethansulfonat;
tBHQ: tertiar-Butylhydrochinon.

Anhand der Dosis-Wirkungskurven von tBHQ und MMS (Abbildung 3-18) wurden die
Konzentrationen zur Behandlung der Endothelzellen fir alle weiteren Analysen festgelegt. Da
die Funktionalitdt der Zellen in weiterem Verlauf untersucht werden sollte, war eine
weitestgehende Erhaltung der Vitalitat der Endothelzellen von Bedeutung. Folglich wurden
jeweils eine schwach zytotoxische und eine moderat zytotoxische Konzentration von tBHQ
und MMS nach 24 h Inkubation fir die weiteren Analysen gewahlt. Diese Konzentrationen sind

der Tabelle 3-1 zu entnehmen.

Tabelle 3-1: Schwach und moderat zytotoxische Konzentrationen von tBHQ und MMS 24 h nach
Behandlung.

Die Werte wurden anhand der Dosis-Wirkungskurve aus Abbildung 3-18 bestimmt und beziehen sich auf die 24 h
Behandlung mit MMS oder tBHQ.

EA.hy926 Substanz HUVEC
schwach moderat schwach moderat
zytotoxisch | zytotoxisch zytotoxisch | zytotoxisch
100 uM 160 uM tBHQ 60 uM 120 uM

100 UM 200 uM MMS 100 uM 200 uM
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3.3.2 Untersuchung des Einflusses von tBHQ auf die Viabilitat und die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies

Inwieweit tBHQ in Abhangigkeit von WRN die Viabilitdt von Endothelzellen beeinflusst, wurde
mit Hilfe des Alamar Blue Assays untersucht. Dazu wurden WRN-kd Endothelzellen und mit
NS siRNA behandelte Kontrollzellen mit verschiedenen Konzentrationen von tBHQ behandelt.
WRN-kd HUVEC und EA.hy926 Zellen zeigen nach 24 h eine erhohte Sensitivitat gegenlber
tBHQ-Behandlung im Vergleich zu WRN-profizienten Zellen (Abbildungen 3-19A und 3-19B).
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Abbildung 3-19: Viabilitit von WRN-kd Zellen nach tBHQ-Behandlung.

WRN-kd A) EA.hy926 Zellen und B) HUVEC wurden mit verschiedenen tBHQ-Konzentrationen inkubiert. Nach 24 h
wurde die Viabilitdt der Endothelzellen mittels Alamar Blue Assay gemessen. Als Kontrollen dienten mit DMSO
behandelte Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes relativ zur Kontrolle (= 1.0) aus
vier unabhangigen Versuchen in Quadruplikaten (n = 4, N = 4). Student’s t-Test *p < 0,05. DMSO: Dimthylsulfoxid;
NS siRNA: Nonsilencing siRNA; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein siRNA; tBHQ: tertiar-Butylhydrochinon.

Zur Messung des oxidativen Stresses in EA.hy926 Zellen und HUVEC nach Behandlung mit
schwach und moderat zytotoxischen tBHQ-Konzentrationen wurde die intrazellulére Bildung
von ROS gemessen. Dazu wurde der fluorogene Stoff DCFDA, der in die Zelle diffundiert,
durch zellulare Esterasen deacetyliert und anschlieliend durch ROS zu dem fluoreszierenden
DCF oxidiert wird, fluorimetrisch gemessen. Nach Behandlung mit moderat zytotoxischen
tBHQ-Konzentrationen ist die Menge an ROS in EA.hy926 Zellen um das ca. 1,4-fache
(Abbildung 3-20A) und in HUVEC um das ca. 1,6-fache (Abbildung 3-20B), im Vergleich zu mit
DMSO und NS siRNA behandelten Zellen, tendenziell erhéht. Die ROS-Menge ist in WRN-kd
Zellen im Vergleich zu den jeweiligen WRN-Wt Zellen tendenziell, aber nicht signifikant,

vermindert.
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Abbildung 3-20: Analyse der Bildung zelluladrer reaktiver Sauerstoffspezies nach tBHQ-Behandlung.
WRN-kd A) EA.hy926 Zellen und B) HUVEC wurden fir 24 h mit schwach und moderat toxischen tBHQ-
Konzentrationen behandelt, anschlieBend mit DCFDA inkubiert und die Fluoreszenz gemessen. Als Kontrollen
dienten mit DMSO behandelte Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes relativ zur
Kontrolle (= 1.0) aus zwei unabhéngigen Experimenten in Duplikaten (n = 2, N = 2). One-way ANOVA #p < 0,05.
DCFDA: 2',7'-Dichlorodihydrofluorescein-diacetat; DMSO: Dimethylsulfoxid; NS siRNA: Nonsilencing siRNA; ROS:
reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies; tBHQ: tertiar-Butylhydrochinon; WRN siRNA: Werner-
Syndrom protein siRNA.

Zur Untersuchung der Bildung antioxidativer Faktoren als Reaktion auf die tBHQ-Behandlung
wurde die mMRNA-Expression von Gpx7 und Ho1 untersucht (Abbildung 3-21A). Im Gegensatz
zur Genexpression von Gpx1, ist die Genexpression von Ho71 nach tBHQ-Behandlung in
beiden Zelltypen stark induziert, wobei die Expressionslevel in HUVEC um ein vielfaches
hoéher sind als in EA.hy926 Zellen (Abbildung 3-21A). Die Expression von HO1 nach tBHQ-
Behandlung ist ebenfalls auf Proteinebene induziert (Abbildung 3-21B). WRN hat in beiden
Zelltypen keinen Einfluss auf die Expression von Ho7/HO1 (Abbildung 3-21). Gpx1 wird
ausschlie8lich in WRN-kd EA.hy926 Zellen nach tBHQ-Behandlung vermindert exprimiert
(Abbildung 3-21A).
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Abbildung 3-21: Untersuchung der mRNA- und Proteinexpression antioxidativer Faktoren nach tBHQ-
Behandlung.

Mit WRN oder NS siRNA behandelte Zellen wurden fir 24 h mit schwach toxischen oder moderat toxischen tBHQ-
Konzentrationen inkubiert. A) Die mMRNA-Expression von Gpx7 und Ho1 wurde mittels quantitativer Real-time PCR
untersucht. Es wurde auf die relative mRNA-Expression der mit NS siRNA behandelten Zellen normiert. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes relativ zu mit NS siRNA und DMSO behandelten Zellen (= 1.0)
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aus drei unabhéngigen Experimenten durchgefiihrt in Duplikaten (n = 3, N = 2). One-way ANOVA #p < 0,05. B)
Dargestellt sind représentative Western Blots. B-Aktin und GAPDH dienten als Ladekontrolle. Actb: B-Aktin; DMSO:
Dimethylsulfoxid; GAPDH/gapdh: Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase; Gpx7: Glutathionperoxidase 1;
HO1/Ho1: Hamoxygenase 1; NS siRNA: Nonsilencing siRNA; tBHQ: tertiar-Butylhydrochinon; WRN siRNA:
Werner-Syndrom Protein siRNA.

3.3.3 Einfluss der tBHQ- und MMS-Behandlung auf Endothelzellfunktionen von
WRN- und BER-kd Zellen: acLDL-Aufnahme, Ca?*-Freisetzung, Permeabilitat,
Zell-Zell Adhasion und Endothelzellmigration

Zunachst wurde untersucht, inwieweit die schwach und moderat zytotoxischen tBHQ- und
MMS-Konzentrationen Einfluss auf die Aufnahme von acLDL durch WRN-Wt und WRN-kd
Endothelzellen hatten. In EA.hy926 Zellen wirkt vor allem die Inkubation mit MMS inhibitorisch
auf die Aufnahme von acLDL (Abbildung 3-22A). In HUVEC zeigt sich ein dosisabhangiger
Effekt auf die Aufnahme von acLDL durch die Behandlung mit tBHQ (Abbildung 3-22B). Ein
reduzierter WRN-Gehalt wirkt sich weiter hemmend auf die Aufnahme von acLDL nach tBHQ-
Behandlung in HUVEC aus, wahrend ein WRN-kd in EA.hy926 Zellen die Aufnahme von
acLDL nach Behandlung mit 160 uM tBHQ verbessert.
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Abbildung 3-22: Aufnahme von acLDL nach tBHQ- oder MMS-Behandlung in Abhangigkeit von WRN.

Nach 24 h Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen von tBHQ oder MMS wurden WRN-kd A) EA.hy926
Zellen und B) HUVEC mit acetyliertem LDL (acLDL) inkubiert und im Anschluss die LDL-Aufnahme gemessen.
Dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) aus drei unabhangigen Versuchen
durchgefiihrt in Duplikaten (n = 3, N =2). One-way ANOVA #p < 0,05; Two-way ANOVA *p < 0,05. DMSO:
Dimethylsulfoxid; Kon: Kontrolle; LDL: Jlow-density lipoprotein;, MMS: Methylmethansulfonat; NS siRNA:
Nonsilencing siRNA; tBHQ: tertir-Butylhydrochinon; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein siRNA.

Die Freisetzung intrazelluldrer Calcium-lonen wurde in WRN-profizienten und WRN-kd
Endothelzellen nach Behandlung mit tBHQ untersucht. Die Ca?'-Freisetzung ist in Wt
EA.hy926 Zellen nach tBHQ-Behandlung signifikant verringert und somit tBHQ-abhangig
(Abbildung 3-23A). TBHQ hat keinen signifikanten Einfluss auf die Freisetzung von Ca?* in
wildtypischen HUVEC (Abbildung 3-23B).
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Abbildung 3-23: Ca?*-Freisetzung nach tBHQ-Behandlung in Abhéngigkeit von WRN.

Mit WRN oder NS siRNA behandelte Zellen wurden flr 24 h mit schwach oder moderat zytotoxischen tBHQ-
Konzentrationen inkubiert. Nach Stimulation mit ATP wurde die Ca?*-Freisetzung (ber eine Dauer von 30 s
gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) aus drei unabhdngigen
Versuchen mit A) EA.hy926 Zellen durchgefiihrt in Duplikaten (n = 3, N = 2) und drei unabhangigen Versuchen mit
B) HUVEC durchgefiinhrt in Triplikaten (n = 3, N = 3). Student’s t-Test *p < 0,05; One-way ANOVA #p < 0,05; Two-
way ANOVA *p < 0,05. ATP: Adenosintriphosphat; Ca?*: Calcium; DMSO: Dimethylsulfoxid; NS siRNA:
Nonsilencing siRNA; tBHQ: tertiar-Butylhydrochinon; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein siRNA.

Die Behandlung von WRN-kd HUVEC mit schwach zytotoxischen oder moderat zytotoxischen
tBHQ-Konzentrationen ergibt keine signifikante Veranderung der Permeabilitat im Vergleich
zu WRN-kd HUVEC, die nicht mit tBHQ behandelt wurden (Abbildung 3-24). Die Permeabilitat
in Anwesenheit von WRN liegt nach Behandlung mit der moderat toxischen Konzentration
zwischen der der Kontrolle und der nach TNFa-Behandlung und ist lediglich tendenziell erhdht.
Es kann geschlussfolgert werden, dass tBHQ, wenn Uberhaupt, eher einen geringen Effekt auf

die Permeabilitat von HUVEC hat, der weitestgehend WRN-unabhangig ist.

878 NS siRNA
7]/ 00 WRN siRNA
6

5

| |4

#

#
Lo |

34

2

Ll i

0- T T T T
o o
© «

tBHQ [uM]

Relative Permeabilitat
=y

DMSO
TNF ¢

Abbildung 3-24: Einfluss von tBHQ auf die Permeabilitit von WRN-kd und Wt HUVEC.

HUVEC wurden auf einer permeablen Membran ausgesat. Die Intensitat des Fluoreszenz-Farbstoffes, der durch
die HUVEC Monolayer trat, wurde gemessen und war proportional zur Permeabilitat. Zellen, die 19 h vor
Permeabilitdtsmessung mit TNFa behandelt wurden, dienten als Positivkontrolle. Zudem wurden Zellen fir 24 h mit
schwach oder moderat zytotoxischen tBHQ-Konzentrationen behandelt. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) relativ zu mit NS siRNA und DMSO behandelten Zellen (= 1.0) aus vier
unabhéngigen Experimenten in Duplikaten (n = 4, N = 2). One-way ANOVA #p < 0,05. NS siRNA: Nonsilencing
siRNA; tBHQ: tertiar-Butylhydrochinon; TNFa: Tumornekrosefaktor alpha; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein
siRNA.

Des Weiteren wurde der Einfluss beider Agenzien auf die Adhasion von HT-29 Zellen an die
Endothel Ein-Zell-Schicht untersucht (Abbildung 3-25). MMS vermindert die Zell-Zell Adhasion
WRN-profizienter, nicht aber WRN-reduzierter EA.hy926 Zellen, wahrend tBHQ ausschlieflich
Einfluss auf die Adhasion WRN-reduzierter Zellen nach Behandlung mit schwach toxischen
tBHQ-Konzentrationen hat (Abbildung 3-25A). Des Weiteren induzieren moderat zytotoxische
tBHQ-Konzentrationen die Zell-Zell Adhasion von HT-29 Zellen an WRN-kd HUVEC um das



Ergebnisse 75

8-fache und an WRN-Wt HUVEC um das 6-fache. Nach Behandlung von HUVEC mit schwach
toxischen MMS-Konzentrationen ist die Zell-Zell Adhasion von WRN-kd Zellen im Vergleich zu
WRN-profizienten Zellen signifikant erhoht (Abbildung 3-25A). Nach kd einzelner BER-
Faktoren ist die Adhasion von HT-29 Zellen an die EA.hy926 Ein-Zell-Schicht bereits basal um
das Doppelte erhoht (Abbildung 3-25B). Wahrend tBHQ vor allem in APE1- und PARP1-kd
EA.hy926 Zellen zu einer verstarkten Adhasion fuhrt, hat MMS keinen signifikanten Einfluss
auf die Adhasion dieser Zellen (Abbildung 3-25B). In BER-kd HUVEC ist durch die Behandlung
mit tBHQ keine signifikante Anderung in der Zell-Zell Adhasion zu verzeichnen. Die Ergebnisse

zeigen, dass die Zell-Zell Adhasion vor allem durch tBHQ stimuliert wird.
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Abbildung 3-25: Analyse der Zell-Zell Adhasion nach kd von WRN oder einzelnen BER-Faktoren und nach
Inkubation mit tBHQ und MMS.

EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden fiir 24 h mit schwach toxischen oder moderat toxischen tBHQ- oder MMS-
Konzentrationen behandelt und mit Calein-AM gefarbten HT-29 Zellen inkubiert. AnschlieBend wurde die
Fluoreszenzintensitat der adharenten HT-29 Zellen gemessen. Als Kontrolle fir tBHQ behandelte Zellen dienten
Zellen, die mit DMSO inkubiert wurden. Kontrollen fur die mit MMS behandelten Zellen waren unbehandelte Zellen
(Kon: Kontrolle). A) Ergebnis der Zell-Zell Adhasions-Analyse von WRN-kd EA.hy926 Zellen oder HUVEC.
Dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes aus drei unabhangigen Versuchen, durchgefihrt in
Triplikaten (n = 3, N = 3). Student’s t-Test *p < 0,05; One-way ANOVA #p < 0,05; Two-way ANOVA #p < 0,05. B)
Resultat der Untersuchung von APE1-, FEN1-, NEIL1- PARP1- oder OGG1-kd Zellen. Dargestellt ist der
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (n = 4, N = 4). One-way ANOVA #p < 0,05. APE1: apurinic/apyrimidinic
endonuclease; DMSO: Dimethylsulfoxid; FEN1: flap endonuclease 1; Kon: Kontrolle; MMS: Methylmethansulfonat;
NEIL1: Nei like DNA Glycosylase 1; NS siRNA: Nonsilencing siRNA; OGG1: 8-Oxoguanin DNA-Glykosylase 1;
PARP1: Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1; tBHQ: tertidr-Butylhydrochinon; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein
siRNA.

Wie bereits in vorherigen Untersuchungen gezeigt, unterstitzen WRN (Abbildung 3-7) sowie
einige BER-Faktoren (APE1, NEIL1, PARP1) die endotheliale Migration, wahrend andere
(FEN1, OGG1) (Abbildung 3-15) dieser entgegenwirken. Der Einfluss von tBHQ und MMS auf

die migratorische Eigenschaft von wildtypischen Endothelzellen und Endothelzellen mit
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WRN/BER-kd wurde im Folgenden untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die tBHQ-
Behandlung WRN-profizienter EA.hy926 Zellen keinen Effekt auf deren Migration hat, wahrend
WRN-defiziente EA.hy926 Zellen ihre Migration durch die Behandlung mit tBHQ verbessern
(Abbildung 3-26A). Letzteres ist ebenfalls bei WRN-kd EA.hy926 Zellen der Fall, die mit MMS
behandelt wurden (Abbildung 3-26A). Allerdings wirkt MMS hemmend auf die Migration der
Wt EA.hy926 Zellen. In HUVEC ist die Migration durch die Behandlung mit schwach und
moderat toxischen tBHQ-Konzentrationen dosisabhangig und in WRN-profizienten und WRN-
kd HUVEC gleichermalen inhibiert (Abbildung 3-26B). Nach der tBHQ-Behandlung von APE1-
, FEN1-, und NEIL1-kd EA.hy926 Zellen oder EA.hy926 Zellen mit einem WRN-BER-Faktor-
Doppel-kd gibt es keinen signifikanten Unterschied zu den jeweiligen unbehandelten kd-
Kontrollen. Die Migration ist in WRN-OGG1-Faktor-Doppel-kd Zellen vermindert (Abbildung
3-26A). In PARP1-kd Zellen verbessert die Inkubation mit tBHQ die Migration beider
Endothelzelltypen (Abbildungen 3-26A und 3-26B). In APE1-kd HUVEC verbessert sich die
Migration nach tBHQ-Behandlung signifikant, wahrend die tBHQ-Behandlung der Zellen mit
FEN1- und NEIL1-kd keinen Effekt auf die Migration hat (Abbildung 3-26B). Die Ergebnisse
zeigen, dass tBHQ in Abhangigkeit der kds mancher BER-Faktoren die Migration von

Endothelzellen modelliert.
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Abbildung 3-26: Endotheliale Zellmigration in Abhéngigkeit von WRN und/oder einzelnen BER-Faktoren
nach Behandlung mit tBHQ und MMS.

A) Nach kd des jeweiligen BER-Faktors und dem WRN-BER-Faktor-Doppel-kd in EA.hy926 Zellen und B) nach kd
des jeweiligen BER-Faktors in HUVEC wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von tBHQ (oder
ggf. MMS) behandelt. Die Migration wurde direkt nach Verletzung sowie 4 h und 8 h danach analysiert. Die Analysen
zeigen Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes relativ zu mit NS siRNA und DMSO behandelten Zellen (= 1.0)
oder zu mit NS siRNA, unbehandelten Zellen (= 1.0; Kon). Gezeigt sind ein bis drei unabhangige Versuche,
durchgefihrt in Triplikaten (n = 1-3, N = 3). Student’s t-Test *p < 0,05. APE1: apurinic/apyrimidinic endonuclease;
BER: Basenexzisionsreparatur; DMSO: Dimethylsulfoxid; FEN1: flap endonuclease 1; Kon: Kontrolle; MMS:
Methylmethansulfonat; NS siRNA: Nonsilencing siRNA; NEIL1: Nei like DNA Glycosylase 1, OGG1: 8-Oxoguanin
DNA-Glykosylase 1; PARP1: Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1; tBHQ: tertiar-Butylhydro-chinon; WRN siRNA:
Werner-Syndrom Protein siRNA.

Die ATP-Menge von EA.hy926 Zellen wurde in Abhangigkeit von WRN und nach Behandlung
mit tBHQ und MMS luminometrisch gemessen. Nach tBHQ-Behandlung ist das zellulare ATP
in WRN-profizienten EA.hy926 Zellen vermindert, was auf toxische Effekte von tBHQ
zuruckzufuhren ist (Abbildung 3-27). Die ATP-Menge in WRN-kd Zellen ist durch eine tBHQ-
Behandlung nicht signifikant verandert. MMS hat keinen Effekt auf die Menge des zellularen
ATPs (Abbildung 3-27).
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Abbildung 3-27: Zellularer ATP-Gehalt nach Behandlung mit tBHQ und MMS.

Der ATP-Gehalt von EA.hy926 Zellen wurde abhangig von WRN und nach Behandlung mit tBHQ und MMS mittels
Lumineszenz ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes relativ zu mit NS siRNA und
DMSO behandelten Zellen oder mit NS siRNA behandelten Zellen (= 1.0) aus drei bis vier unabhangigen
Experimenten in Duplikaten oder Quadruplikat (n = 3-4, N = 2-4). One-way ANOVA *p < 0,05, Two-way ANOVA #p
< 0,05. ATP: Adenosintriphosphat; DMSO: Dimethylsulfoxid; Kon: Kontrolle; MMS: Methylmethansulfonat; NS
siRNA: Nonsilencing siRNA; tBHQ: tertiar-Butylhydrochinon; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein siRNA.
Mégliche Effekte des Oxidans tBHQ auf die Genexpression und Proteinmenge der migrations-
assoziierten Faktoren Vimentin, CDH5, RAC1 und RHOA wurden untersucht (Abbildung 3-28).
Die mRNA-Expression von Vim ist nach tBHQ-Behandlung in beiden Endothelzelltypen
vermindert (Abbildung 3-28A). Auch die Ergebnisse der Analyse der Cdh5 mRNA-Expression
zeigen eine verringerte Menge nach tBHQ-Inkubation in EA.hy926 Zellen. TBHQ hat keinen
Effekt auf die Genexpression von RhoA oder Rac1 in beiden Zelltypen (Abbildung 3-28A). Die
Proteinmenge der untersuchten Faktoren (Vimentin, CDH5, RHOA, RAC1, PTK2) ist nach
tBHQ-Behandlung in WRN-kd Zellen im Vergleich zu WRN-Wt Zellen nicht verandert
(Abbildung 3-28B). Unabhangig vom WRN-Status ist der RHOA-Proteingehalt nach tBHQ-
Behandlung in EA.hy926 Zellen erhodht, wahrend PTK2 in WRN-kd EA.hy926 Zellen nach
tBHQ-Behandlung im Vergleich zu unbehandelten WRN-kd Zellen erhoht ist (Abbildung
3-28B). Die Ergebnisse zeigen, dass tBHQ die Gen- und Proteinexpression migrations-

assoziierter Faktoren spezifisch beeinflusst.
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Abbildung 3-28: Analyse der mRNA- und Proteinexpression migrationsassoziierter Faktoren nach
Genotoxin-Behandlung.
Nach WRN-kd wurden Zellen fir 24 h mit moderat toxischen tBHQ-Konzentrationen behandelt. A) Die mRNA-
Expression wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time PCR untersucht. Es wurde auf die relative mRNA-
Expression der mit NS siRNA und DMSO behandelten Zellen normiert. Abgebildet sind Mittelwerte + Standard-
fehler des Mittelwertes in Relation zu mit NS siRNA und DMSO behandelten Zellen (= 1.0) aus zwei bis drei
unabhangigen Experimenten, durchgefihrt in Duplikaten (n = 2-3, N = 2). One-way ANOVA *p < 0,05. B) Zur
Bestimmung der Proteinmenge wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt. 3-Aktin, GAPDH und ERK2 dienten
als Ladekontrolle. Dargestellt sind représentative Blots aus zwei unabhangigen Experimenten. ERK2: extrazellular
regulierte Kinase 2; Ptk2: fokale Adhasionskinase; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase; NS
siRNA: Nonsilencing siRNA; Rac1/Rac1: Rac family small GTPase 1; RhoA/RhoA: Ras homolog family member
A; tBHQ: tertiar-Butylhydrochinon; VE-Cadherin/Cdhb5: vaskular-endotheliales Cadherin; WRN siRNA: Werner-
Syndrom Protein siRNA.

3.3.4 Analyse der mMRNA-Expression endothelzellspezifischer Faktoren nach
Behandlung mit tBHQ und MMS in Abhangigkeit einzelner BER-Faktoren

Die Analyse der Genexpression und Proteinmenge endothelzellspezifischer Faktoren von
WRN-kd Zellen wurde, erganzend zur Analyse der basalen Expression, ebenfalls nach tBHQ
und MMS-Behandlung untersucht. In HUVEC ist Sele nach Oxidansbehandlung
herunterreguliert (Abbildung 3-29A). Icam1 ist in WRN-kd EA.hy926 Zellen nach Behandlung
mit tBHQ vermehrt exprimiert, wohingegen Icam1 durch die tBHQ-Behandlung in HUVEC nicht
reguliert ist (Abbildung 3-29A). Die Proteinmenge von ICAM1 ist in WRN-kd EA.hy926 Zellen
und HUVEC erhoht, wobei die Proteinmenge in WRN-kd HUVEC nach tBHQ-Behandlung
deutlich geringer ist als unter basalen Bedingungen (Abbildung 3-29B). Die mMRNA-Expression
des Adhéasionsmolekuls Vcam1 ist nach tBHQ-Behandlung in HUVEC herunterreguliert
(Abbildung 3-29A). In beiden Endothelzelltypen ist die Expression von Nos3 und Nos2 Agens-
unabhéangig, was sich fir NOS3 auf Proteinebene bestatigt (Abbildungen 3-29A und 3-29B).
Wahrend die Cc/2 mRNA-Expression in HUVEC durch tBHQ verringert ist, ist Cc/2 in EA.hy926
Zellen vermehrt exprimiert. MMS, nicht aber tBHQ, verringert die mMRNA-Expressionslevel von
Plat und Kdrin EA.hy926 Zellen. Die Edn1 mRNA-Expression ist nach Behandlung mit tBHQ
und MMS herunterreguliert, was fir die Behandlung mit tBHQ ebenfalls auf Proteinebene
erkennbar ist (Abbildungen 3-29A und 3-29B). Die Ergebnisse zeigen, dass tBHQ die Gen-
und Proteinexpression und MMS die mRNA-Expression endothelzellspezifischer Faktoren

beeinflusst.
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Abbildung 3-29: Analyse der mRNA- und Proteinexpression endothelzellspezifischer Faktoren nach
Genotoxin-Behandlung.

WRN-kd und Kontrollzellen wurden fir 24 h mit moderat toxischen tBHQ- und MMS-Konzentrationen behandelt. A)
Die mRNA-Expression wurde quantifiziert und die Werte wurden auf die relative mRNA-Expression der mit NS
siRNA behandelten Zellen normiert. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes relativ zu mit NS
siRNA und DMSO behandelten oder relativ zu mit NS siRNA behandelten Zellen (=1.0) aus zwei bis vier
unabhangigen Experimenten, durchgefiihrt in Duplikaten (n = 2-4, N = 2). One-way ANOVA *p < 0,05. B) Zur
Bestimmung der Proteinmenge wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt. Die Inkubation mit TNFa diente als
Positivkontrolle fir die Expression von Adhasionsmolekilen. [B-Aktin, GAPDH und ERK2 dienten als
Ladekontrollen. Dargestellt sind reprasentative Western Blots aus zwei unabhangigen Experimenten. Actb: B-Aktin;
Ccl2: C-C motif chemokine ligand 2; C-C Chemokinligand 2; DMSO: Dimethylsulfoxid; EDN1/Edn1: Endothelin 1;
eNOS/Nos3: endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, ERK2: extrazellular regulierte Kinase 2; GAPDH/ gapdh:
Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase; ICAM1/Icam1: intercellular adhesion molecule 1; Nos2: induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase; NS siRNA: Nonsilencing siRNA; Plat. tissue-type plasminogen activator,
gewebespezifischer Plasminogenaktivator; tBHQ: tertidr-Butylhydrochinon; TNFa: Tumornektrosefaktor alpha;
Vcam1: vascular cellular adhesion molecule 1; Kdr. vascular endothelial growth factor receptor 2; WRN siRNA:
Werner-Syndrom protein siRNA.
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3.3.5 Untersuchung des Aktivierungsstatus von Faktoren der DNA-Schadensantwort
in WRN-knockdown Zellen

Noxen kénnen zu DNA-Schaden fiuhren, auf die die Zelle mit der sogenannten DNA-
Schadensantwort reagiert. Die DNA-Schadensantwort ist eine Signalkaskade, die zum
Zellzyklus-Arrest und anschlielender DNA-Reparatur oder zum programmierten Zelltod, der
Apoptose, fuhrt. Durch das Auftreten eines DNA-Schadens werden die Serin/Threonin
Proteinkinasen ataxia telangiectasia mutated (ATM) und ataxia telangiectasia and Rad3
related (ATR) aktiviert (Lakin et al., 1999). Phosphoryliertes ATM (pATM) und ATR (pATR)
dienen als Signaltransduktoren fir die Phosphorylierung und Aktivierung der Checkpoint-
kinase (CHK) 1 und 2, sowie H2A histone family, member X (H2AX), das an Doppelstrang-
briiche bindet und fur das Tumorsuppressorprotein (p53), welches die Apoptose einleitet (Helt
et al, 2005). Um zu untersuchen, inwieweit die schwach oder moderat toxischen
Konzentrationen des Oxidans tBHQ und des Alkylanz MMS, Faktoren der DNA-Schadens-
antwort aktivieren, wurden nach 24 h Inkubation Western Blot Analysen durchgefihrt. Dabei
wurden Proteine untersucht, die ATM oder ATR nachgeschaltet sind: KRAB-associated
protein1 (KAP1), CHK1 und CHK2, p53 und H2AX. Aus den Analysen geht hervor, dass KAP1,
WRN unabhangig, nach Substanzgabe in beiden Endothelzelltypen aktiviert wird. Nach der
tBHQ-Behandlung ist keine Aktivierung von CHK1, CHK2 oder H2AX nachweisbar (Abbildung
3-30A). WRN-kd HUVEC zeigen allerdings eine verstarkte Phosphorylierung von p53. Infolge
der MMS-Behandlung von EA.hy926 Zellen und HUVEC sind KAP1 und CHK2 dosisabhangig
phosphoryliert (Abbildung 3-30B). Die Ergebnisse zeigen einen agensspezifischen Einfluss
auf die Aktivierung der DNA-Schadensantwort. Es sind keine klaren WRN-Effekte erkennbar
(auRer pp53 HUVEC).
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Abbildung 3-30: Aktivierung von an der DNA-Schadensantwort beteiligten Proteine nach Behandlung mit
tBHQ oder MMS.

WRN-kd und Kontroll EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden mit schwach oder moderat toxischen A) tBHQ- und B)
MMS-Konzentrationen inkubiert. Nach einer Behandlung von 24 h wurde der Aktivierungsstatus der an der DNA-
Schadensantwort beteiligten Faktoren, unter Verwendung phosphospezifischer Antikérper mittels Western Blot
Analysen untersucht. Als Kontrolle dienten mit NS siRNA und DMSO behandelte Zellen oder Zellen die nur mit NS
siRNA behandelt wurden (Kon). Die Proteinmenge von f-Aktin, ERK2 und Glycerinaldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase (GAPDH) dienten als Ladekontrollen. Gezeigt sind reprasentative Blots aus 1-2 unabhangigen
Versuchen. CHK: Checkpointkinase; DMSO: Dimethylsulfoxid; ERK2: extrazellular regulierte Kinase 2; yH2AX:
H2A histone family, member X an Serin 139 phosphoryliert; KAP1: KRAB-associated protein1; Kon: Kontrolle;
MMS: Methylmethansulfonat; NS siRNA: Nonsilencing siRNA; p: phospho; p53: Tumorsuppressorprotein; tBHQ:
tertiar-Butylhydrochinon; WRN siRNA: Werner-Syndrom Protein siRNA.
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4 Diskussion

Atherosklerose ist eine chronisch inflammatorische und altersassoziierte Erkrankung der
Blutgefalie, die mit einer Dysfunktion des Endotheliums einhergeht. Das initiale Ereignis ist die
Entkopplung der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS), was vermehrt zur Bildung intrazellularer
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) flihrt (Balligand et al., 2009; Zou et al., 2002). Folglich
kommt es zur Schadigung von DNA, Proteinen und der Plasmamembran. Die Folgen
kardiovaskularer Erkrankungen stellen die haufigste Todesursache dar. Risikofaktoren wie
Rauchen, eine glucosereiche Ernahrung, Ubergewicht und Bluthochdruck tragen maRgeblich
zur Entstehung vaskularer Erkrankungen bei (Barquera et al., 2015; Herrington et al., 2016).
Neben Umwelt- und Life-Style bedingten Faktoren spielen genetische Faktoren ebenfalls eine
Rolle bei der Entstehung von Atherosklerose. Obwohl Atherosklerose eine komplexe
Erkrankung ist, gibt es mehrere Kandidatengene, die die Artherosklerose beglinstigenden
Prozesse modellieren. Eines dieser Gene kodiert fur das Werner-Syndrom Protein (WRN).
Dabei handelt es sich um eine Helikase, die an der DNA-Reparatur, Replikation, Transkription
sowie an der Erhaltung von Telomeren beteiligt ist (Larsen und Hickson, 2013). Wahrend der
Reparatur von Basenschaden entwindet WRN die DNA und interagiert mit weiteren Faktoren
dieses Reparaturweges (Opresko et al., 2004; Ahn et al., 2004). Mutationen des Werner-
Syndrom Gens (Wrn) fihren zu einem Funktionsverlust des Proteins. Ein Symptom von
Werner-Syndrom Patienten ist die frihzeitige Manifestation der Atherosklerose (Tsianakas et
al., 2007; Saha et al., 2013). Wie es zur frihzeitigen Entstehung der Atherosklerose in Werner-
Syndrom Patienten kommt und welche molekularen Mechanismen der Entstehung einer
endothelialen Dysfunktion zugrunde liegen, ist weitestgehend unbekannt. Unerforscht ist,
inwieweit Defekte in Wrn die Endothelzellfunktionen beeinflussen, die zur Entstehung einer

Atherosklerose filhren.

4.1 Einfluss von WRN auf Viabilitat und Endothelzellfunktionen

Zunachst wurde die Funktionalitat von Endothelzellen in Abhangigkeit von WRN untersucht.
Das Auftreten einer Atherosklerose und andere flir das Werner-Syndrom typische
altersassoziierte Erkrankungen sind auf das Fehlen oder einen Funktionsverlust von WRN
zurtckzufuihren. Hierfir sind beispielsweise Mutationen im C-Terminus von W
verantwortlich, die einen Verlust der Kernlokalosationssequenz zur Folge haben. Aus diesem
Grund ist das Protein nichtin der Lage, in den Kern zu translozieren. Andere Mutationen flihren
zur Instabilitat von WRN, worauf ein schneller Proteinabbau folgt (Huang et al., 2006). Die fir
das Werner-Syndrom typischen Erkrankungen treten mit einer unterschiedlichen Haufigkeit
auf. Wahrend sich bilaterale Katerakte bei 100 % der untersuchten Werner-Syndrom Patienten

entwickeln, manifestiert sich bei 40 % der untersuchten Patienten eine Atherosklerose (Huang
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et al., 2006). Warum diese Patienten von einer Atherosklerose betroffen sind, kann auf
mehrere Grunde zuruckzufuhren sein. Die Entwicklung dieser Erkrankung ist ein
multifaktorieller Prozess. Weitere genetische Faktoren konnten die Entstehung einer
Atherosklerose begulnstigen. Des Weiteren konnten Umwelteinflisse und die Lebensweise der
Patienten die Genese der Atherosklerose fordern. Auch konnte es einen mutations-
abhangigen Effekt innerhalb von Wirn geben. In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von
RNA-Interferenz ein WRN-knockdown (kd) in EA.hy926 Zellen und HUVEC erzielt (Abbildung
3-2). Die Zellen hatten einen geringen WRN-Restgehalt. In welchem Ausmal} ein funktions-
fahiges, aber in seiner Menge stark reduziertes WRN zur Aufrechterhaltung der Funktionen
bzw. zur Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion beitragt, ist schwer zu beurteilen. Es
stellt sich die Frage, ob es zu einer sukzessiven Abschwachung der jeweiligen
Endothelfunktion mit sinkender WRN-Konzentration kommt und ob es einen Schwellenwert
(Threshold) der WRN-Menge gibt, bei dem die Endothelfunktion erhalten bleibt bzw. eine

Dysfunktion eintritt.

4.1.1 Einfluss von WRN auf die Viabilitdt von Endothelzellen

Zunachst wurde die Bedeutung von WRN fir die Erhaltung von Vitalitdtsparametern analysiert.
Im Alamar Blue und im MTT Assay wurde die Umsetzung von Farbstoffen durch Reduktion in
metabolisch aktiven Zellen untersucht. Der MTT Assay zeigt, dass WRN keinen Effekt auf die
Reduktionskapazitat von EA.hy926 Zellen hat (Abbildung 3-3B). Aus dem Alamar Blue Assay
geht eine signifikant verminderte Reduktionsaktivitat in WRN-kd EA.hy926 Zellen hervor, was
auf eine Modellierung der Mitochondrienfunktionen zurtckzufihren sein kdénnte (Abbildung
3-3A). Das Ergebnis des Alamar Blue Assays wird durch Untersuchungen von Li et al.
unterstitzt, die zeigen konnten, dass WRN-defiziente HeLa Zellen veranderte mitochondriale
Funktionen aufweisen, deren Folge ein verandertes Redoxgleichgewicht und die Inhibition des
Zellwachstums und der Zellproliferation ist (Li et al., 2014). Die unterschiedlichen Ergebnisse
des Alamar Blue und MTT Assays in der vorliegenden Arbeit, kdnnten auf die Beteiligung
verschiedener Enzyme zurtckzuflhren sein. Wahrend im MTT Assay die Reduktion von
Tetrazolium durch mitochondriale Enzyme katalysiert wird, wird Alamar Blue (Resazurin) durch
mitochondriale oder zytoplasmatische Reduktasen umgesetzt (De Fries et al., 1995; Zalata et
al., 1998). Aus anderen Studien geht allerdings hervor, dass Resazurin und MTT durch
zytosolische sowie mitochondriale Enzyme zu Resorufin bzw. Formazan umgesetzt werden
(Gonzales und Tarloff, 2001; Hamid et al., 2004). Dies wurde bedeuten, dass durch den MTT
und Alamar Blue Assay nur bedingt Rickschlisse auf eine Schadigung der Mitochondrien
gezogen werden konnen. Im Vergleich zum MTT Test ist der Alamar Blue Assay haufig
sensitiver (Hamid et al., 2004). In ersterem ist die Reduktionsaktivitdt von WRN-kd HUVEC im

Vergleich zur WRN-profizienten HUVEC vermindert, wohingegen sie im Alamar Blue Assay
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erhoht ist (Abbildungen 3-3A und 3-3B). Der WRN-abhangige Unterschied im Alamar Blue
Assay ist nicht grof3, aber statistisch signifikant (0,07 £+ 0,02).

Der Neutralrot Assay basiert auf der nichtionischen, passiven Diffusion des leicht kationischen
Farbstoffs durch die Zellmembran und das Binden des Farbstoffs an den anionischen Gruppen
der Lysosomen (Nemes ef al., 1979; Winckler, 1974; Repetto et al., 2008). Wahrend WRN-kd
EA.hy926 Zellen eine verminderte Anlagerung von Neutralrot zeigen, was auf einen
vermehrten Zelltod hindeuten kann, ist die Neutralrot-Aufnahme in HUVEC WRN-unabhangig
(Abbildung 3-3C). Diese Abweichungen (ebenfalls im Alamar Blue Assay) zwischen beiden
Endothelzelltypen sind moglicherweise durch zellspezifische Unterschiede und/oder durch
eine unterschiedliche WRN-kd Effizienzen zu erklaren.

Der LDH Assay beruht auf der enzymatischen Umsetzung eines Farbstoffs im Medium durch
die Freisetzung der intrazellularen Lactatdehydrogenase (LDH) von Zellen mit beschadigter
Plasmamembran (Fotakis und Timbrell, 2006). In beiden Endothelzelltypen ist kein
Unterschied zwischen WRN-kd Zellen und deren Kontrollen zu verzeichnen, was darauf
hindeutet, dass eine Reduktion des WRN-Gehalts in den untersuchten Zellen nicht zu einer
erhdhten Zytotoxizitat fuhrt (Abbildung 3-3D). Fur die fortfihrenden Versuche bedeutet dies,
dass ein verminderter WRN-Gehalt keine allgemeine Toxizitdt hervorruft und somit die

moglichen Effekte auf Endothelzellfunktionen spezifisch sind.

4.1.2 Modulation endothelzellspezifischer Funktionen in Abhangigkeit von WRN

In diesem Teil der Arbeit werden die Ergebnisse zur Untersuchung des Einflusses von WRN
auf die Ca?*-Freisetzung, acLDL Aufnahme, Permeabilitat, Zell-Zell Adhasion und endotheliale
Zellmigration erdrtert. Dabei handelt es sich u. a. um Funktionen, deren Deregulierung zur
Atherogenese beitragt.

Zunachst wurde der Einfluss von WRN auf die Reaktionsfahigkeit des G-Protein-gekoppelten
purinergen P2Y-Rezeptors (P2YR) untersucht, indem die Freisetzung intrazellularer Calcium-
lonen nach ATP-Stimulation gemessen wurde. Die Ergebnisse zeigen, dass WRN-kd HUVEC
mehr Ca?*-lonen freisetzen als WRN-profiziente HUVEC, was darauf hindeutet, dass WRN die
Freisetzung von Calcium-lonen reguliert und intrazellulare Ca?*-Konzentrationen gering halt
(Abbildung 3-4A). Welchen Mechanismen dies zugrunde liegen konnte, ist in der Literatur
ansatzweise beschrieben. In WRN-defizienten Maushepatozyten war hypoxia inducible factor
1 subunit alpha (HIF-1a), welches die Genexpression von P2Y;R stimuliert, aktiviert und
stabilisiert (Kraus et al., 2016; Labbé et al., 2012). Dies konnte eine erhéhte Ca?*-Freisetzung
erklaren. Ca?* ist ein second messenger, der die Permeabilitdt und die Zell-Zell Adhasion
erhoht (Tiruppathi et al., 2002; Seye et al., 2003). Aus der Literatur ist bekannt, dass die
Aktivierung des P2Y2>-Rezeptors durch die Stimulation mit ATP und UTP die Expression des

vaskularen Adhasionsmolekil 1 (VCAM1) humaner koronarer, arterieller Endothelzellen
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induziert (human coronary artery endothelial cells, HCAEC) und die Adhasion von Monozyten
an diesen Zellen stimuliert (Seye et al, 2003; Seye et al., 2004). Eine Studie mit
Atherosklerose-sensitiven (atherosclerosis-prone apolipoprotein E-deficient, ApoE™) Mausen
zeigt, dass die Plaquebildung und die Makrophageninfiltration, bei vorliegender P2Y2R-
Defizienz, vermindert ist (Chen et al., 2017). Die erhéhte Ca?*-Freisetzung in WRN-kd HUVEC
konnte auch in der vorliegenden Arbeit zu einer erhdhten Zell-Zell Adhasion (Abbildung 3-6A),
einer vermehrten mRNA-Expression von Vcam1 (Abbildung 3-10A) sowie einer erhohten
Permeabilitat (Abbildung 3-5) gefuihrt haben. In WRN-kd EA.hy926 Zellen ist die Freisetzung
von Ca?* im Vergleich zur Kontrolle unverandert (Abbildung 3-4A). Die abweichenden
Ergebnisse von EA.hy926 Zellen und HUVEC sind womdglich auf zelltypabhangige
Unterschiede zurlickzuflihren, da es sich bei HUVEC um Primarzellen und bei EA.hy926
Zellen um eine Hybridzelllinie (HUVEC und A549) handelt. Des Weiteren zeigen WRN-kd
EA.hy926 Zellen, anders als WRN-kd HUVEC keine induzierte Zell-Zell Adhasion (Abbildung
3-6A), keine erhohte mRNA-Expression von Vcam1 (Abbildung 3-10A) und keine
Hyperpermeabilitdt (Abbildung 3-5).

Die Aktivierung der proinflammatorischen Signalkaskade, ausgel6st durch die Bindung von
oxLDL an Scavenger Rezeptoren (SR), tragt wesentlich zur Pathogenese der Atherosklerose
bei und ist in der Literatur ausfuhrlich beschrieben (Boullier et al., 2001; Kzhyshkowska et al.,
2012; Suzuki et al., 1997b; Whitman et al., 2002). Die Aufnahme von acLDL in WRN-kd Zellen
ist in der vorliegenden Arbeit tendenziell, jedoch nicht signifikant, vermindert (Abbildung 3-4B).
Aus einer Studie von Cogger et al. aus dem Jahr 2014 ergaben sich Hinweise auf die
transkriptionelle Regulation von SR durch WRN. Mikroarray-Analysen zeigten, dass der
makrophagenspezifische SR MSR1 (Klasse A) in Leber-sinusoidalen Endothelzellen WRN-
Helikase mutierter Mause (WRNAVAre!) hochreguliert war (Cogger et al., 2014). Dies stellt
aufgrund der durchgefihrten in vivo Untersuchungen (Cogger et al., 2014) keinen direkten
Widerspruch zu den in dieser Arbeit gewonnenen in vitro Daten dar. Ein weiterer Grund fur die
unveranderte Aufnahme von acLDL in WRN-kd Zellen im Vergleich zu WRN-Wildtyp (Wt)-
Zellen kénnte der Schwellenwert der WRN-Menge sein, der mit dem kd nicht erreicht wurde.
In fortflhrenden Versuchen koénnte eine Gen- und Proteinexpressionsanalyse ausgewahlter
endothelzellspezifischer SR klaren, ob WRN einen Effekt auf die Gen- und Proteinexpression
dieser Rezeptoren hat und infolgedessen inflammatorische und atherosklerotische Prozesse
modelliert.

Ein weiteres Entziundungsmerkmal ist die Hyperpermeabilitdt des Endotheliums, die es
immunkompetenten Zellen ermdglicht, aus dem Blutkreislauf ins Interstitium zu gelangen. Die
Untersuchung von EA.hy926 Zellen hinsichtlich der Modellierung ihrer Permeabilitdt in
Abhangigkeit von WRN oder nach TNFa-Behandlung ergibt keine Veranderung (Abbildung

3-5A). Da es sich bei EA.hy926 Zellen um eine Fusionszelllinie handelt und die Regulation der
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Permeabilitat endothelzellspezifisch ist, bleibt unklar, ob EA.hy926 Zellen flr die Untersuchung
dieses Endpunktes geeignet sind. Die Freisetzung von Ca?" fiihrt zum Abbau von
Adhasionsverbindungen (adherens junctions) und resultiert somit in einer erhdhten
Permeabilitat (Tiruppathi et al., 2002). Demzufolge kénnte eine fehlende Responsivitat bzgl.
der Ca?-Freisetzung nach Rezeptorstimulation in WRN-kd EA.hy926 Zellen eine Hyper-
permeabilitat verhindern oder zumindest abschwachen. Aus dem Versuch mit HUVEC
resultiert eine erhdhte Permeabilitadt, sowohl nach TNFa-Behandlung als auch in WRN-kd
HUVEC. Daraus kann geschlossen werden, dass WRN fir die Stabilitdt der endothelialen
Barriere von Bedeutung ist. In Anwesenheit von WRN hat TNFa einen ahnlich starken Effekt
auf die Permeabilitat wie in WRN-kd HUVEC. Méglicherweise fihren TNFa und WRN-kd durch
den gleichen Aktivierungsweg zu einer erhdhten Permeabilitat. Eine Studie von Hofmann et
al. zeigt, dass TNFa die Genexpression von VE-Cadherin herunterreguliert (Hofmann et al.,
2002). VE-Cadherin (CDH5) stellt eine Schliisselkomponente der Adhasionsverbindungen dar
und ist flir den Aufbau von Zell-Zell Verbindung elementar (Crosby et al., 2005). In dieser Arbeit
ist die Genexpression von Cdh5 (VE-Cadherin) in HUVEC mit vermindertem WRN-Gehalt im
Vergleich zum Wt nicht beeinflusst (Abbildung 3-9B). Auch auf Proteinebene ist CDH5 in Zellen
mit vermindertem WRN-Gehalt im Vergleich zu WRN-profizienten Kontrollzellen unverandert
(Abbildung 3-9C). Daraus lasst sich zunachst schlieBen, dass die VE-Cadherin-Expression
nicht der Grund fir die erhéhte Permeabilitat in Abwesenheit von WRN ist. In fortfihrenden
Analysen koénnte untersucht werden, ob eine Modellierung von Adhasionsverbindungen der
Grund fir die erhdohte Permeabilitdt in HUVEC ist, indem eine Untersuchung die
Phosphorylierung von VE-Cadherin an Serin S665 oder an einem Tyrosin-Rest (u. a. Y645,
Y658, Y685, Y731) zeigt (Gavard und Gutkind, 2006; Wallez et al., 2007; Potter et al., 2005;
Esser et al., 1998; Eliceiri et al., 1999). Erhohte intrazellulare Ca?*-Konzentrationen, wie sie
bei WRN-kd HUVEC nach Stimulation mit ATP gemessen wurden (Abbildung 3-4A), vermitteln
ebenfalls den Abbau von VE-Cadherin in Adh&sions-verbindungen (Sandoval et al., 2001). In
dieser Arbeit ist das Haupt-Intermediarfilament Vimentin weder auf Gen- noch auf
Proteinebene in WRN-kd HUVEC im Vergleich zu Wt HUVEC verandert exprimiert
(Abbildungen 3-9B und 3-9C). In der Literatur ist beschrieben, dass eine Phosphorylierung von
Vimentin zu einer erhdhten Permeabilitdt des Endothels fuhrt (Liu et al., 2014). Demzufolge
ware es kunftig interessant, auch hier zu untersuchen, ob Vimentin in WRN-kd Zellen vermehrt
phosphoryliert ist.

Bei einer Entzindung kommt es zu einer erhohten Adhasion von Immunzellen an der
Gefallwand, die durch die Expression von Adhasionsmolekulen vermittelt wird. Die Ergebnisse
der Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass die Zell-Zell Adhasion in WRN-kd HUVEC
erhoht ist (Abbildung 3-6A), was darauf hindeutet, dass WRN fur die Aufrechterhaltung der

anti-adhasiven Eigenschaften von HUVEC unter physiologischen Bedingungen von
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Bedeutung ist. Nach Behandlung von HUVEC mit TNFa ist die Zell-Zell Adhasion WRN-
unabhangig erhoht (Abbildung 3-6A). Die Ergebnisse der Behandlung von HUVEC mit TNFa
stehen im Einklang mit den Ergebnissen aus der Literatur (Wang et al., 2016; Park et al., 2015).
TNFa stimuliert die transkriptionelle Expression von Adhasionsmolekulen (lcam1, Vcam1) in
Endothelzellen, was eine vermehrte Zell-Zell Adhasion zur Folge hat (Wang et al., 2016; Park
et al., 2015). In Abwesenheit von WRN wurde vor allem in HUVEC eine Induktion der mRNA-
Expression von Adhasionsmolekilen nachgewiesen, was die erhohte Zell-Zell Adhasion
dieser Zellen erkaren kdnnte (Abbildungen 3-6A und 3-10A). In WRN-kd HUVEC ist die
Proteinexpression von ICAM1 ebenfalls deutlich starker induziert als in WRN-kd EA.hy926
Zellen (Abbildung 3-10B). In der Literatur ist der Vergleich zwischen den primaren HUVEC und
der EA.hy926 Zelllinie hinsichtlich der Antwort auf Zytokine und der Expression von
endothelzellspezifischen, immunrelevanten Molekiilen mehrfach beschrieben (Thornhill et al.,
1993; Baranska et al., 2005). Resultate proteomischer Analysen ergaben, dass EA.hy926
Zellen im Vergleich zu HUVEC einige, aber nicht alle, endothelzellspezifischen Proteine
exprimieren und EA.hy926 Zellen darlber hinaus Proteine exprimieren, die A549-spezifisch
sind (Lu et al., 2009; Thornhill et al., 1993; Baranska et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit
ist die mRNA-Expression von Vcam1 in WRN-kd HUVEC stark erhoht, wahrend es in
EA.hy926 Zellen zu keiner Induktion der Genexpression kommt (Abbildung 3-10A). Dieser
Effekt wurde ebenfalls in der Literatur nach Behandlung mit TNFa beschrieben (Lidington et
al., 1999). Eine wenig bzw. nicht induzierte Expression von Icam1 bzw. Vcam1 in WRN-kd
EA.hy926 Zellen schwacht moglicherweise den Effekt auf die Zell-Zell Adhasion ab (Abbildung
3-6A). Weiterhin wurde die Zell-Zell Adhasion in Abhangigkeit von WRN untersucht, indem die
Helikase-Aktivitat in WRN-profizienten Zellen durch den Inhibitor NSC617145 spezifisch
gehemmt wurde (Moles et al., 2016; Aggarwal et al., 2013). Die Auswertung der Analysen
ergab, dass die Zell-Zell Adhasion unabhangig von der katalytischen Aktivitdt der WRN-
Helikase ist (Abbildung 3-6B). Wie bereits zuvor beschrieben (Abschnitt 1.1.1), besteht WRN
aus verschiedenen funktionellen Doméanen. Uber seine HRDC Doméne interagiert WRN mit
anderen Proteinen (Hu et al., 2005; Kitano et al., 2007; Samanta et al. 2012; Lan et al. 2005).
Moglicherweise interagiert WRN uber diese Domane mit Faktoren, die die Zell-Zell Adhasion
modellieren.

Endotheliale Zellmigration ist ein wichtiger Prozess der Angiogenese wahrend einer
Inflammation oder der Reparatur von Gefal3en nach Verletzung. In der vorliegenden Arbeit
wurde ein sogenannter ,Wundheilungsversuch® durchgefihrt, der eine Gefalverletzung in
vitro nachbilden soll. Im Versuch ist die endotheliale Migration von WRN-kd Zellen beider
Endothelzelltypen gehemmt, wobei der Effekt in WRN-kd EA.hy926 Zellen deutlicher ist
(Abbildung 3-7A). Der inhibitorische Effekt, verursacht durch geringere WRN-Mengen, ist nach

24 h noch immer sichtbar, was die Starke der Hemmung unterstreicht (Abbildung 3-7C), wobei
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zu diesem spateren Zeitpunkt nicht mehr zwischen Migration und Proliferation unterschieden
werden kann. Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass WRN die Fahigkeit von Endothelzellen zu
migrieren unterstiutzt. Gestitzt werden diese Ergebnisse durch die Resultate einer Analyse mit
Fibroblasten, die aus Patienten mit Werner-Syndrom isoliert wurden (Nyunoya et al., 2009).
Durch eine Uberexpression von WRN verbesserte sich die zuvor verminderte
Migrationsgeschwindigkeit WRN-defizienter Zellen (Nyunoya et al., 2009). Die Mechanismen,
die der Migrations-unterstutzenden Funktion von WRN zugrunde liegen, sind nicht bekannt.
Die Resultate der Analyse einer pharmakologischen Hemmung von WRN mit Hilfe des
Inhibitors NSC617145 fuhren zu einem Helikase-unabangigen Ergebnis (Abbildung 3-7B).
Eine mogliche Erklarung hierfur ist, dass WRN Uber eine andere Doméane, wie beispielsweise
die HRDC Protein-Protein Interaktionsdomane, Einfluss auf die Migration nimmt.

Endotheliale Zellmigration bendtigt Energie. Anhand der Messung des intrazellularen ATP-
Gehalts zeigt sich, dass der mitochondriale Energiemetabolismus von WRN-kd EA.hy926
Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen nicht signifikant beeinflusst ist (Abbildung 3-7D).
Demnach ist der Effekt eines WRN-kd auf die Migration nicht durch einen verminderten ATP-
Gehalt zu begriinden.

Um sicherzustellen, dass die Zellen im ,Wundheilungsversuch® nicht in den Spalt proliferieren,
sondern migrieren, wurde der Mitose-Index dieser Zellen im Vergleich zu subkonfluenten
Zellen untersucht. Aus der Bestimmung der mitotischen Indizes geht hervor, dass es sich bei
den im Migrationsversuch verwendeten Zellen, im Vergleich zu subkonfluenten Kontrollzellen,
um nicht proliferierende Zellen handelt (Abbildung 3-8). Des Weiteren wurde der Zeitraum (0-
8 h Migrationszeit) zur Untersuchung der SpaltschlieBung so gewahlt, dass die
Wahrscheinlichkeit einer Proliferation minimiert wurde. Daraus resultiert, dass die
SpaltschlieBung im Migrationsversuch durch Migration und nicht durch Proliferation
geschlossen wurde.

Adhasionsverbindungen regulieren nicht nur die vaskulare Permeabilitat. Sie stellen durch
Zell-Zell Kontakte ebenfalls sicher, dass Folgezellen mit den Pionierzellen mitmigrieren. Wie
schon zuvor erortert, ist in HUVEC weder VE-Cadherin noch Vimentin auf mRNA- oder
Proteinebene WRN-abhangig reguliert (Abbildungen 3-9B und 3-9C). Auf den Daten
basierend, scheint die Proteinexpression von VE-Cadherin und Vimentin nicht der Grund fir
die verlangsamte Migration zu sein.

Auffallig sind die Unterschiede in der Morphologie migrierender WRN-kd und WRN-nativer
Zellen, die vorwiegend nach der Farbung des F-Aktins mit FITC-gekoppeltem Phalloidin
erkennbar wurden. Wahrend WRN-profiziente Zellen facherférmige, kurze Lamellipodien
ausbilden, sind die Lamellipodien von WRN-kd EA.hy926 Zellen langlich und schmal
(Abbildung 3-9A). Die Ergebnisse des Versuchs zeigen, dass in Abwesenheit von WRN eine

Polarisierung und Protusionsbildung madglich ist, die Migration jedoch stark beeintrachtigt ist.
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Dabei scheint WRN direkt oder indirekt auf die Form der Protrusionen Einfluss zu nehmen. Ein
Grund hierfur konnten Modifikationen bei der Bildung von Aktin-Filamenten sein. An der Aktin-
Nukleation sind verschiedene Faktoren beteiligt. Durch den Arp2/3 Komplex werden vermehrt
verzweigte Aktin-Filamente gebildet, wahrend durch Formin lange, unverzweigte Aktin-
Filamente polymerisiert werden (Yang et al., 2007; Dayel und Mullins, 2004; Rose et al., 2005;
Higashi et al., 2008). Eine Aktivierung dieser Faktoren durch WRN und eine daraus
resultierende Einflussnahme von WRN auf die Morphologie der Lamellipodien ware moglich.
Demnach waren in Abwesenheit von WRN vermehrt Formin oder VASP Proteine an der Aktin
Nukleation beteiligt, wahrend die Aktin-Filamente WRN-profizienter Zellen vermehrt durch
Arp2/3 Komplexe gebildet werden wirden. Dies kdnnte in fortflhrenden Studien untersucht
werden.

Die endotheliale Zellmigration ist ein komplexer Prozess, an dem eine Vielzahl von Proteinen
beteiligt ist, die u. a. Zell-Zell Kontakte sowie Zell-Substrat Kontakte und die Umlagerung des
Aktin-Zytoskeletts regulieren und kontrollieren. Um die gehemmte Migration von Zellen mit
reduziertem WRN-Gehalt naher zu untersuchen, wurde die Expression einiger migrations-
assoziierter Faktoren analysiert (Abbildungen 3-9B und 3-9C). Daraus ergibt sich, dass WRN
selektiv auf die mRNA- und Proteinexpression verschiedener Faktoren Einfluss nimmt. So
fuhrt die Abwesenheit von WRN zu einem verminderten RAC1- und PTK2-Proteingehalt,
wahrend RHOA nicht beeinflusst ist (Abbildung 3-9C). Daher kann die Hypothese aufgestellt
werden, dass WRN die endotheliale Zellmigration durch seine Interaktion mit RAC1- und
PTK2-assoziierten Mechanismen unterstitzt. RHOA wird durch RAC1 aktiviert, was zu einer
Mysion ll-vermittelten Retraktion des hinteren Teils der Zelle flhrt (Pestonjamasp et al., 2006;
Sun et al., 2004). Dies kdnnte in der vorliegenden Arbeit auf eine verminderte Aktivierung von
RHOA durch reduzierte RAC1-Proteinmengen in WRN-kd Endothelzellen hindeuten. Durch
eine geringere Aktivierung von RHOA kdme es zu einer eingeschrankten Mysion ll-vermittelten
Retraktion der Zelle, wodurch die Migrationsfahigkeit der WRN-kd Endothelzelle vermindert
ware. Somit wirde WRN die Migration durch Regulation der RAC1-Expression unterstitzen.
Da der Proteingehalt von RHOA weder in HUVEC noch in EA.hy926 Zellen beeinflusst ist, hat
dieser vermutlich keinen entscheidenden Einfluss auf den Migrationseffekt. Eine wichtigere
Rolle spielt moglicherweise die Aktvierung von RHOA. PTK2 ist eine weitere
Schlisselkomponente der endothelialen Zellmigration. Eine aktuelle Studie zeigt, dass die
Hemmung von PTKZ2 durch den Inhibitor Y15 die Migration von EA.hy926 Zellen
konzentrationsabhangig hemmt (Yu et al, 2018). Dabei hemmt Y15 die Y397
Autophosphorylierung von PTK2 und verhindert somit dessen Aktivierung. Des Weiteren
zeigte die Studie eine zeitabhangige Herunterregulierung von RAC1 und RHOA auf
Proteinebene durch den PTK2 Inhibitor. Die Studie von Yu et al. zeigte ausserdem, dass die

Proteinmengen von RHOA nach 120 min wieder anstiegen, wahrend die RAC1
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Proteinkonzentration nach 60 und 120 min vermindert war (Yu et al., 2018). Ubertragen auf
die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnte dies bedeuten, dass eine verminderte PTK2-
Proteinmenge zu einer verminderten Expression von RAC1 fuhrt, was zu einer Verlangsamung
der Migration beitragt. Unklar bleibt jedoch, wie es durch die verminderte Expression von WRN

zu einem geringeren Proteingehalt von PTK2 kommt.

4.1.3 WRN-abhangige Induktion der Expression von endothelzellspezifischen
Faktoren

Der Einfluss von WRN auf die Genexpression einiger wichtiger endothelzellspezifischer
Faktoren wurde in EA.hy926 Zellen und HUVEC untersucht. Des Weiteren wurde selektiv flr
einige dieser Faktoren eine Proteinexpressionsanalyse durchgefiihrt. Die Expression der Zell-
Zell Adhasionsmolekiile Icam1, Vcam1 und Sele wurde bereits zuvor im Rahmen der Zell-Zell
Adhasionsversuche diskutiert. An dieser Stelle soll die Expression von Nos3, Nos2, Ccl2, Plat,
Edn1 und Kdr in Abhangigkeit von WRN erortert werden (Abbildung 3-10).

Die Synthese von Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO) durch Stickstoffmonoxid-Synthasen
(NOS) ist eine wichtige Eigenschaft des Endothels, deren Deregulierung zur Entstehung von
endothelialen Dysfunktionen fuhrt. In Endothelzellen existieren zwei Isoformen von NOS, die
konstitutiv exprimierte endotheliale NOS (NOS3) und die induzierbare NOS (NOS2).
Unabhangig vom betrachteten Zelltyp ist weder die mRNA-Expression von Nos3 noch die von
Nos2 WRN-abhangig reguliert, was fir NOS3 ebenfalls auf Proteinebene der Fall ist.
Méglicherweise sind proatherosklerotische Mechanismen in Abwesenheit von WRN daher
nicht auf die Deregulierung der Expression von Nos2 oder Nos3 zuruckzufuhren. Wahrend die
Produktion von NO durch NOS2, die vor allem nach bakteriellen Infektionen aktiviert wird,
weitestgehend von der transkriptionellen Expression des Nos2 Gens abhangt, wird NOS3
vorwiegend post-translational reguliert. Die Expression von Nos3 ist konstitutiv und fur die
Modulation des Gefaldtonus verantwortlich. Die Bildung von Nos3 kann allerdings durch
Scherstress und erhohte intrazellulare Ca?*-Konzentrationen induziert werden (Ziegler et al.,
1998). Die in der vorliegenden Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen geben keinen Hinweis
auf eine Modifikation der Expression von NOS3 durch WRN. Die Phosphorylierung von NOS3
am Y495 fuhrt zur Inaktivierung des Proteins und kommt vermehrt in gealterten Endothelzellen
vor, wohingegen die Phosphorylierung am Y1177 eine Aktivierung von NOS3 zur Folge hat
(Yoon et al., 2010). Letztere wurde vermehrt in HUVEC niedriger Passage gefunden und nahm
in alteren HUVEC ab. Zudem ist in der Literatur beschrieben, dass HUVEC einer hoheren
Passage im Vergleich zu einer geringeren Passage weniger NO produzieren (Yoon et al.,
2010). Da ein Verlust von WRN zu einem vorzeitig alternden Phanotyp fihrt, ist denkbar, dass
in WRN-kd Endothelzellen NOS3 nicht auf transkriptioneller Ebene sondern post-translational

(Phosphorylierung) reguliert wird. Dies ist spekulativ und muss durch entsprechende Analysen
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(z. B. mit Hilfe eines Y495 phosphospezifischen NOS3 Antikorpers) bestatigt werden. Die
Genexpression von Ccl2 ist in WRN-kd EA.hy926 Zellen und HUVEC hochreguliert (Abbildung
3-10A). Dieses Ergebnis stimmt mit den Resultaten einer Studie Uberein, in der die
Serumkonzentrationen verschiedener Zytokine von 35 Werner-Syndrom Patienten untersucht
wurde (Goto et al., 2015). CCL2 induziert die Permeabilitat des Endotheliums (Stamatovic et
al., 2003). Ist die CCL2-Proteinexpression ebenfalls erhoht, konnte dies in WRN-kd HUVEC
neben anderen Faktoren zur erhdhten Permeabilitat der HUVEC Ein-Zell-Schicht beigetragen
haben (Abbildung 3-5), was allerdings in entsprechenden Analysen untersuch werden musste.
Die mRNA-Expression von Plat ist in HUVEC und in EA.hy926 Zellen induziert (Abbildung
3-10A). Untersuchungsergebnisse von Blann und Lupu zeigten, dass die PLAT- Konzentration
in atherosklerotischem Gewebe ebenfalls erhoht ist (Blann et al., 1995; Lupu et al., 1995). Es
ist bisher nicht bekannt, welche WRN-abhangigen Mechanismen die mRNA-Expression von
Ccl2 und Plat regulieren. Die Expression von EDN1 ist auf Proteinebene leicht induziert. Eine
vermehrte Expression von EDN1 kann zu erhohten ROS-Mengen fihren und ist ein
Charakteristikum von atherosklerotischen Endothelzellen (Kapitel 1.5.1). Daher kénnte die
leichte Induktion von EDN1 in WRN-kd Endothelzellen ein Anzeichen flr eine endothelialen

Dysfunktion sein.

4.1.4 Einfluss von WRN auf die Seneszenz

Aufgrund der Akkumulation chromosomaler Aberrationen und dem Verlust von Telomeren
weisen Werner-Syndrom Zellen eine erhdhte genomische Instabilitat auf (Crabbe et al., 2007).
Werner-Syndrom Fibroblasten haben eine verminderte Lebensspanne, da sie die Proliferation
friher stoppen als normale Fibroblasten. Des Weiteren proliferieren sie langsamer (Tahara et
al., 1997; Crabbe et al., 2007; Faragher et al., 1993) und reagieren sensitiver auf Noxen (de
Magalhaes et al., 2004). Daraus resultiert eine frihe replikative Seneszenz. Erhoéhte
intrazellulare ROS-Mengen kdénnen ebenfalls Seneszenz hervorrufen. Seneszenz und
Telomer-Verkurzung wurden in Endothelzellen arteriosklerotischer Plaques nachgewiesen
(Minamino et al., 2002). Daran anlehnend wurden in dieser Arbeit native und im WRN-Gehalt
modifizierte EA.hy926 Zellen und HUVEC hinsichtlich ihrer Seneszenz untersucht.

Aus den Untersuchungen resultieren keine signifikanten Unterschiede der lysosomalen
seneszenzassoziierten [-Galactosidase (SA-BG) -Aktivitdt zwischen WRN-kd und WRN-
profizienten Zellen (Abbildung 3-11A). Die Umsetzung des Substrats durch eine erhéhte SA-
BG-Aktivitat steigt 96 h bzw. 120 h nach Transfektion vor allem in EA.hy926 Zellen an. Primare
HUVEC sind Endothelzellen, die sich im konfluenten Zellverband ,ruhend“ verhalten und
vorwiegend nach Verletzung des Gewebes proliferieren. Dies kénnte ein Grund fir die
schwache Induktion der SA-BG-Aktivitat in HUVEC sein. Im Gegensatz dazu weist die
EA.hy926 Hybridzelllinie Charakteristika der stark proliferierenden Krebszelllinie A549 auf.
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Durch Veranderungen der Lysosomen kann es zu falsch positiven Ergebnissen bei der
Analyse der SA-BG-Aktivitdat kommen (Yang und Hu, 2005). Ein direkter Einfluss von WRN auf
Lysosomen ist zum bisherigen Zeitpunkt noch nicht in der Literatur beschrieben.
Morphologisch betrachtet erscheinen seneszente Zellen haufig grof3 und flachig oder
spindelférmig. Auflerdem konnen seneszente Zellen vielkernig sein (Coleman at al., 2010).
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen des SA-BG Versuchs weisen die untersuchten
Endothelzellen basal keinen WRN-abhangigen Effekt bezuglich einer seneszenzassoziierten
Morphologie auf. Nach DNA-Schadigung durch Bestrahlung in EA.hy926 Zellen zeigt sich ein
Effekt auf die Morphologie, der in WRN-kd Zellen signifikant erhoht war, was bedeutet, dass
WRN-kd EA.hy926 Zellen sensitiver auf Bestrahlung reagieren (Abbildungen 3-11B und 3-
11C). Auch nach Bestrahlung zeigen EA.hy926 Zellen eine starkere Responsivitat als HUVEC,
was womaglich ebenfalls darauf zurlickzuflihren ist, dass es sich bei EA.hy926 Zellen um eine
Fusionszellline von HUVEC mit einer stark proliferierenden Krebszelllinie handelt.

An der Entwicklung der Seneszenz kdnnen verschiedene Signalwege beteiligt sein. Daher ist
es nicht ausreichend, die Seneszenz mit nur einem Marker zu analysieren. Es wurde zusatzlich
untersucht, ob die Expression von Zellzyklus-Arrest-Proteinen, wie p16"N*A und p21°™1, als
Marker flr Seneszenz (Stein et al., 1999; Vogt et al., 1998), induziert war. Die Analysen
ergeben eine erhdhte Proteinexpression von p16 in WRN-kd EA.hy926 Zellen (Abbildung
3-12). Dies wurde ebenfalls in einer Studie aus dem Jahr 2018 in WRN-defizienten
embryonalen Mausfibroblasten auf Proteinebene nachgewiesen (Si et al.,, 2018). In dieser
Arbeit ist p16 in WRN-kd HUVEC nicht induziert. Die Analyse von p21 ergibt eine
Hochregulation des Proteins vor allem in EA.hy926 Zellen und geringfugig in HUVEC. Die
Ergebnisse der Untersuchungen deuten darauf hin, dass es sich unter basalen Bedingungen,
vor allem in WRN-kd HUVEC, nicht um eine vermehrte replikative Seneszenz im Vergleich
zum Wt handelt.

Einige der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Endothelzellfunktionen sind in WRN-kd
Endothelzellen dereguliert, was die Entstehung und Progression einer Atherosklerose
begiinstigen konnte (Abbildung 4-1). Dazu zahlen eine erhohte Ca?*-Freisetzung,
Permeabilitat und Zell-Zell Adhasion. Zudem kommt es in WRN-kd Endothelzellen selektiv zur
Induktion der Genexpression inflammationsassoziierter Faktoren (Icam1, Vcam1, Sele, Ccl2).
Aus den Migrationsanalysen mit WRN-kd Zellen resultiert eine starke Inhibition der
endothelialen Zellmigration, die vermutlich durch PTK2 und RAC1 vermittelt wird. Wahrend Wt
EA.hy926 Zellen eher kurze und breite Protrusionen ausbilden, ist die Form der Protrusionen
WRN reduzierter EA.hy926 Zellen auffallig l1anglich. Die Aufnahme von modifiziertem LDL ist
durch WRN nicht beeinflusst. Die Genexpression von Nos2 und Nos3 ist ebenfalls WRN-
unabhéangig. Aus den Untersuchungen geht ein inflammationsassoziiertes Gesamtbild hervor,

welches zumindest teilweise auf eine NF-kB-abhangige Aktivierung der Transkription
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proinflammatorischer Gene zurlickzuflihren sein koénnte, da beispielsweise Adhasions-
molekile durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB exprimiert werden (Collins et
al., 1995; Ledebur und Parks, 1995). Diese Vermutung wird durch eine Untersuchung an
humanen embryonalen Nierenzellen und Epithelzellen unterstitzt (Mizutani et al., 2015). Die
Studie zeigte, dass WRN sowohl mit der p65 Untereinheit als auch mit der p50 Untereinheit
von NF-kB interagiert (Mizutani et al., 2015). Eine weitere Studie zeigte, dass ein WRN-kd in
Fibroblasten zu einer Modifizierung der NF-kB- und IL6-Signalwege flhrt (Turaga et al., 2009).
A) WRN-reduziert WRN-profizient
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Abbildung 4-1: Schematische Darstellung des postulierten Einflusses von WRN auf Endothelzell-
funktionen.

A) WRN-kd Endothelzellen zeigen im Vergleich zu profizienten Kontrollzellen eine vermehrte Expression von
Adhasionsfaktoren (Sele, Icam1, Vcam1) und eine erhéhte Zell-Zell Adhasion. Der WRN-kd hat einen hemmenden
Effekt auf die Migration sowie B) eine verminderte Expression von PTK2 zur Folge. Morphologisch weisen WRN-
kd Zellen eine langliche Form der Lamellipodien auf, die mdéglicherweise einer veranderten Aktin Nukleation
zugrunde liegt. In WRN-kd Zellen wurde durch die Stimulation mit ATP mehr Ca?* freigesetzt und A) die
Permeabilitdt ist im Vergleich zu WRN-profizienten Zellen erhodht. Arp2/3: actin related proteins 2/3; ATP:
Adenosintriphosphat; Ca?*: Calcium-lonen; Ccl2: Cystein-Cystein Chemokinligand 2; Icam: interzellulares
Adhasionsmolekil F-Aktin: filamentdses Aktin; PTK2: Protein Tyrosinkinase 2; P2YR: purinerger Rezeptor; RAC:
Rac family small GTPase 1; Vcam: vaskulares Adhasionsmolekil; WRN: Werner-Syndrom Protein.

Die Expression inflammationsassoziierter Proteine kénnte auch aus einer Uberaktivierung von
PARP1 resultieren. Aus einer Studie geht hervor, dass es in WRN-defizienten U20S zu einer
Uberaktvierung von PARP1 und erhéhten Bildung von PAR kommt (Gottipati et al., 2010).
PARP1 aktiviert NF-kB, wodurch es zur Expression inflammatorischer Gene, wie Zytokinen
und Adhasionsmolekilen kommt (Ba und Garg, 2011; Infante et al., 2012). In der vorliegenden
Arbeit kdnnte eine Uberaktivierung von PARP1 in Abwesenheit von WRN erklaren, warum es
in WRN-kd Zellen zu einer Aktivierung inflammationsassoziierter Faktoren kommt. Die
untersuchten WRN-kd Zellen zeigen Merkmale, bei denen es sich ebenfalls um postmitotische
zellulare Seneszenz (post mitotic cellular senescence, PoMiCs) handeln kénnte (Sapieha und

Mallette, 2018). Typische Merkmale von PoMiCs sind eine Stabilisierung von p53 (Abbildung
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3-30) und die Induktion des p16 Signalweges (Abbildung 3-12), die bei WRN-kd Zellen in

dieser Arbeit beobachtet wurden.

4.2 Einfluss einzelner Basenexzisionsreparaturfaktoren auf
Endothelzellfunktionen

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) verursachen DNA-Lasionen, die
durch die Basenexzisionsreparatur (BER) behoben werden. Dabei findet eine vielseitige
Interaktion der beteiligten Faktoren statt, indem sie die Aktivitdt der anderen Faktoren
stimulieren oder hemmen und dabei selbst stimuliert oder gehemmt werden. Kommt es zu
einem Defekt der BER durch die Depletion eines beteiligten Faktors, kann die Reparatur nur
unzureichend ausgefihrt werden. Infolgedessen kommt es zu einer Akkumulation von
Basenschaden, die zur Apoptose oder Seneszenz der Zelle fihren kann. Seneszenz ist
ebenfalls ein Charakteristikum der Zellen atherosklerotischer Plaques (Minamino et al., 2002).
Die beobachteten Effekte eines WRN-kd auf die Endothelzellfunktionen kénnten in Verbindung
mit einer beeintrachtigten BER stehen. Inwieweit der kd eines BER-Faktors, die durch den
WRN-kd hervorgerufene Modulation der Endothelzellfunktionen nachbildet oder, ob einzelne
BER-Faktoren tberhaupt Einfluss auf Endothelzellfunktionen nehmen, soll in diesem Abschnitt
naher beleuchtet werden. Dazu wurden hauptsachlich Faktoren ausgewahlt, die wahrend der
BER mit WRN interagieren (APE1, FEN1, NEIL1, PARP1). OGG1 stellt einen WRN-
unabhangigen Faktor der BER dar. Der kd einzelner BER-Faktoren kann zur Akkumulation
oxidativer Basenschaden flhren, die teilweise zur Entstehung altersassoziierter Erkrankungen
beitragen (Canugovi et al., 2014a; Liu et al., 2011). Ein Beispiel hierfir sind neurodegenerative
Erkrankungen (Aliyev et al., 2005; Liu et al., 2011). Eine Reihe von Untersuchungen konnte
die Beteiligung einzelner BER-Faktoren an der Entstehung dieser Erkrankungen nachweisen.
So wurden in post-mortem Gehirnen von Patienten mit Alzheimer Erkrankung ein reduzierter
NEIL1-Proteingehalt und eine geringere Aktivierung von NEIL1 nachgewiesen (Canugovi et
al., 2014a). Im Maus-Modell unterstitzte NEIL1 die Erhaltung der Gedachtnisfunktionen nach
Exposition mit oxidativem Stress (Canugovi et al., 2014b). Eine Studie von Liu et al. zeigte,
dass OGG1 murine Neuronen unter ischamischen Bedingungen vor oxidativen DNA-Schaden
und Zelltod schitzt. Die Akkumulation oxidativer DNA-Schaden in OGG-defizienten Mausen
war signifikant héher als in Wt-Mausen (Liu et al.,, 2011). BER-Faktoren haben ebenfalls
Einfluss auf das vaskuldare System. So entwickelten Mause eine Hypertonie und eine
reduzierte Vasodilatation, wenn die APE1-Proteinkonzentration vermindert war (Jeon et al.,
2004). Dies beruhte auf der Regulation des vaskularen Tonus durch die Aufrechterhaltung der
eNOS-Aktivitat durch APE1 im Maus-Modell (Jeon et al., 2004). Eine Inhibition von PARP1
schitzt vor altersassoziierten endothelialen Dysfunktionen (Zhang et al., 2015; Shang et al.,
2016).
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4.21 Knockdown-Effizienz einzelner BER-Faktoren

Der kd der einzelnen BER-Faktoren APE1, FEN1, NEIL1, PARP1 und OGG1 wurde mittels
RNA-Interferenz erzielt. Dabei wurden unterschiedliche kd Effizienzen erreicht (Abbildung
3-13). Generell wurden fir die EA.hy926 Zellen hohere kd Effizienzen erzielt als fir die
primaren HUVEC.

422 Modulation der Zell-Zell Adhasion, Migration und mRNA-Expression
endothelzellspezifischer Faktoren durch knockdown einzelner BER-Faktoren

Ein kd von APE1 hat keinen Einfluss auf die Zell-Zell Adhasion der hier verwendeten
Endothelzellen (Abbildung 3-14). Dementsprechend sind die Adhasionsmolekile (/lcam1,
Vcam1, Sele) auf Genexpressionsebene nicht reguliert (Abbildung 3-16). Aus Ergebnissen
von APE1-Uberexpressionsanalysen in HUVEC aus dem Jahr 2006 resultierte eine anti-
adhasive Wirkung von APE1, da es die TNFa stimulierte Expression von VCAM1 auf
Proteinebene abschwachte und die Adhasion von Monozyten an HUVEC verminderte (Kim et
al.,, 2006). Im Umkehrschluss wurde eine Reduktion des APE1-Proteingehalts zu einer
verstarkten Zell-Zell Adhasion und vermehrten VCAM1 Proteinexpression in HUVEC fihren,
was in der vorliegenden Arbeit allerdings nicht der Fall war. Fur HUVEC wurde ein APE1 hoher
Restproteingehalt von 41 % detektiert, der dazu fuhren kdnnte, dass keine eindeutigeren
Ergebnisse aus den Versuchen resultieren. In EA.hy926 Zellen und HUVEC hemmte der
APE1-kd die Migration (Abbildung 3-15). Eine Studie von Jiang et al. bestatigt dieses Ergebnis.
Die Inhibition der Migration von retinalen vaskularen Endothelzellen war hierbei von der
Redoxfunktion von APE1 abhangig (Jiang et al., 2011). Eine durch APE1-kd gehemmte
Migration ist daher vermutlich nicht durch BER-abhangige Mechanismen reguliert, sondern auf
die Redoxeigenschaften von APE1 und die damit verbundene Hemmung verschiedener
Transkriptionsfaktoren zurtckzufuhren. APE1 stimuliert die DNA-Bindungsaktivitat von Redox-
abhangigen Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB, AP1 und HIFa (Bhattacharyya et al., 2010;
Ando et al., 2008). Die mRNA-Expression von Nos3, Ccl2 und Kdr ist durch einen APE1-kd
nicht beeinflusst (Abbildung 3-16). Im Gegensatz zu einem WRN-kd werden durch reduzierte
APE1-Mengen keine inflammationsassoziierten Mechanismen aktiviert, die fir athero-
sklerotische Veranderungen charakteristisch sind. Aus den Ergebnissen der Untersuchungen
kann daher geschlossen werden, dass APE1, im Gegensatz zu WRN, keinen Einfluss auf die
Entstehung einer Atherosklerose hat.

Mutationen des FEN1-Gens flhren zur Hypersensitivitdt gegenuber genotoxischen
Substanzen, zur Akkumulation von Mutationen und resultieren schliellich in einer
genomischen Instabilitdt (Kucherlapati et al., 2002; Larsen et al., 2003). In der vorliegenden
Arbeit hat der kd von FEN1 keinen Einfluss auf die Zell-Zell Adhasion der untersuchten

Endothelzellen (Abbildung 3-14). Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der Analyse der
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transkriptionellen Expression von Icam1, Vcam1 und Sele, da diese ebenfalls nicht induziert
war (Abbildung 3-16). Die Ergebnisse dieser Arbeit werden allerdings nicht durch die in der
Literatur beschriebenen Ergebnisse im Tiermodell unterstutzt. Demnach wiesen FEN1 knock-
in (E160D Fen1 Punktmutation, die die Nuklease-Aktivitat hemmt) Mause inflammations-
assoziierte Merkmale sowie eine vermehrte Akkumulation von Immunzellen auf (Zheng et al.,
2007). Die Differenzen sind womoglich in der Verwendung der verschiedenen Modelle (in vivo
versus in vitro) zu begrinden. FEN1-kd EA.hy926 Zellen migrieren schneller als Kontroll-
zellen, wohingegen FEN1-kd HUVEC bezlglich der Migration keine Unterschiede im Vergleich
zur Kontrolle zeigen (Abbildung 3-15). Ein Grund hierfur kdénnte der hohe FEN1-Restgehalt in
HUVEC von 59 % sein (Vergleich EA.hy926 Zellen: 25 % FEN1-Restproteingehalt). Der
Schwellenwert, ab dem ein Effekt auf die Migration sichtbar ware, ware somit nicht erreicht.
Die verbesserte Migration in FEN1-kd EA.hy926 Zellen zeigt, dass die beobachteten Effekte
der WRN-assoziierten BER-Faktoren (APE1, NEIL1, PARP1) spezifisch sind. In der Literatur
wird eine Deregulation von FEN1 vor allem mit der Entstehung und Progression von Tumoren
in Verbindung gebracht (Zhang et al., 2018; Zheng et al., 2011; Kucherlapati et al., 2002).
Zellmigration ist ein Teil der Angiogenese, der unter pathophysiologischen Bedingungen den
wachsenden Tumor mit Nahrstoffen versorgt. Moglicherweise unterstitzt die verstarkte
endotheliale Zellmigration in FEN1 depletierten Endothelzellen die Tumorprogression.

Der kd von NEIL1 hat keinen Effekt auf die Zell-Zell Adhasion und die mRNA-Expression der
untersuchten Adhasionsmolekule (Abbildungen 3-14 und 3-16). Die mRNA-Expression der
untersuchten endothelzellspezifischen Faktoren (Nos3, Ccl2, Kdr) ist ebenfalls nicht durch
einen NEIL1-kd beeinflusst. Diese flir die Entstehung einer Atherosklerose bedeutenden
Prozesse sind unabhangig von NEIL1. Der NEIL1-kd hemmt die Migrationsgeschwindigkeit
von EA.hy926 Zellen und HUVEC. Neben WRN interagiert auch NEIL1 in vivo und in vitro mit
PARP1, indem NEIL1 die Parylierungsaktivitat von PARP1 stimuliert (Noren Hooten et al.,
2012). Proteine von NEIL1-kd Zellen waren nach Behandlung mit DNA-schadigenden
Substanzen weniger paryliert als die Proteine der NEIL1-profizienten Kontrollzellen. Aul3erdem
wurde gezeigt, dass die Aktivierung der Parylierung durch NEIL1 in alten Mausen vermindert
war (Noren Hooten et al., 2012). Die Parylierung von Proteinen durch PARP1 wird durch die
Entstehung von DNA-Schaden aktiviert, wodurch DNA-Reparaturfaktoren zur Stelle des DNA-
Schadens rekrutiert werden. Aus der verminderten Parylierung von Proteinen in NEIL1-kd
Zellen konnte eine Akkumulation von DNA-Schaden resultieren. Neben der DNA-Glykosylase-
Aktivitat ist keine weitere Eigenschaft von NEIL1 bekannt. In dieser Arbeit kdnnte daher die
Akkumulation von DNA-Schaden durch eine unzureichende DNA-Reparatur Grund fur die
inhibierte Migration sein oder aber die Beteiligung anderer unbekannter Proteine konnte zu

dieser Funktionsstorung fuhren.
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Ein PARP1-kd hat keinen Einfluss auf die Zell-Zell Adhasion von EA.hy926 Zellen und HUVEC
(Abbildung 3-14). Weder die mRNA-Expression der Adhasionsmolekile noch die der
endothelzellspezifischen Faktoren Nos3, Ccl2 und Kdr sind durch einen PARP1-kd beeinflusst
(Abbildung 3-16). Andere Ergebnisse resultierten aus einer Untersuchung von Atherosklerose-
anfalligen Mausen, deren PARP1 pharmakologisch inhibiert war oder die PARP1-defizient
waren (von Lukowicz et al., 2008). Hier war die Expression von VCAM1 und E-Selektin sowie
NOS2 herunterreguliert (von Lukowicz et al., 2008). Die Diskrepanz zwischen den
Ergebnissen dieser Studie und den Resultaten der vorliegenden Arbeit konnen durch die
gewahlten in vivo bzw. in vitro Modelle begrindet sein. Die Anwesenheit von PARP1
unterstitzt, ebenso wie WRN, die Migration sowohl in HUVEC als auch in EA.hy926 Zellen,
was allerdings bei EA.hy926 Zellen nicht auf die enzymatische Aktivitdit von PARP1
zurtickzufuhren ist (Abbildung 3-16Abbildung 3-15). Integrine vermitteln u. a. die Adhasion der
Zelle an die extrazellulare Matrix. Aufgrund einer verminderten mRNA- und Proteinexpression
von Integrin a-L (CD34a), welches transkriptionell durch NF-kB und PARP1 reguliert wird,
waren PARP1-defiziente Mikroglia nicht in der Lage zu migrieren (Ullrich et al., 2001).
Demnach ware eine verminderte Transkription von Integrinen auch in der vorliegenden Arbeit
als ein moglicher Grund fir die verlangsamte Migration von PARP1-kd Endothelzellen
denkbar. In einer Studie von Zhang et al. wird eine Beteiligung von PARP1 an der Entstehung
endothelialer Dysfunktion und der Manifestierung der Atherosklerose in der Maus beschrieben,
die mit der Expression proinflammatorischer Faktoren einhergeht (Zhang et al., 2015). Eine
Depletion oder Inhibition von PARP1 verbesserte das Krankheitsbild, indem die Expression
von Adhasionsmolekilen und anderen inflammatorischen Faktoren vermindert war (Zhang et
al., 2015). Ein PARP1- sowie ein WRN-kd zeigen ahnliche inhibitorische Effekte auf die
endotheliale Zellmigration, haben allerdings gegenteilige Effekte auf die Genexpression
inflammationsassoziierter Faktoren. Wahrend eine PARP1-Inhibiton als mdglicher
therapeutischer Ansatz zur Behandlung von vaskuldaren Erkrankungen Gegenstand der
heutigen Forschung ist, fihrt die Depletion von WRN zur Aktivierung inflammatorischer Gene
(Turaga et al., 2009).

Nach der Inkubation von Epithelzellen mit 8-oxo-dG, dem Substrat von OGG1 und Initiation
der OGG1-induzierten BER wurde eine Genexpressionsanalyse durchgefiihrt, die zeigt, dass
Cadherine, Zell-Zell Adhasionsmolekiile und immunkompetente Molekiile in vivo hochreguliert
werden (Aguilera-Aguirre et al., 2015). In einer weiteren in vivo Studie flhrte eine Depletion
von OGG1 zur verminderten transkriptionellen Aktivierung dieser Faktoren in Lungen-
Epithelzellen (Ba et al., 2014). Im Gegensatz dazu haben in der vorliegenden Arbeit
verminderte OGG1-Proteinmengen in HUVEC eine erhdhte Expression der Adhasions-
molekule zur Folge (Abbildung 3-16). Ein méglicher Grund kdnnte hier wieder die in vivo

Situation und die Untersuchung eines anderen Zelltyps (Epithelzellen) sein (Ba et al., 2014).
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Die vermehrte Expression von Adhasionsmolekilen in OGG1-kd HUVEC stehtim Einklang mit
der im Zell-Zell Adhasionsversuch beobachteten signifikant erhdhten Adhasion von HT-29
Zellen an HUVEC (Abbildung 3-14). In HUVEC ist ebenfalls eine Induktion der Genexpression
von Ccl2 und Kdr zu verzeichnen, was darauf hindeutet, dass die Anwesenheit von OGG1 in
den hier untersuchten Endothelzellen den inflammationsassoziierten Prozessen entgegen
wirkt (Abbildung 3-16). In der vorliegenden Arbeit weisen OGG1-kd Zellen eine schnellere
endotheliale Zellmigration auf als die profizienten Kontrollzellen (Abbildung 3-15). Eine Studie
aus dem Jahr 2014 zeigt, dass die Bindung von OGG1 an sein Substrat 8-Oxo-dG in humanen
Fibroblasten und Mauslungen zur Aktivierung der RHO-GTPasen fuhrt und deren Expression
erhoht (Luo et al., 2014). Dies hat die Aktivierung der Polymerisation von Aktin und der
Stressfaserbildung zur Folge, was flr die Migration bedeutend ist (Luo et al., 2014). RAC1 wird
ebenfalls durch den 8-oxo-dG-OGG1 Komplex aktiviert (Hajas et al., 2013). Im Umkehrschluss
wurde dies bedeuten, dass sich ein OGG-kd hemmend auf die Migration auswirken konnte.
Die Auswirkungen eines WRN-BER-Faktor-Doppel-kd auf die endotheliale Zellmigration von
EA.hy926 Zellen wurde ebenfalls untersucht. Bei jedem untersuchten BER-Faktor resultierte
eine Verlangsamung der Migrationsgeschwindigkeit aus einem zusatzlichen kd von WRN.
Vermutlich sind Mechanismen an der Modulation der Migration beteiligt, die unabhangig von
der BER sind. Dabei kann es sich um eine fir den jeweiligen BER-Faktor spezifische
Aktivierung der Transkription von migrationsassoziierten Faktoren handeln (z. B. Redox-
funktion von APE1) oder um die Aktivierung von Proteinen durch BER-Faktoren, die an der
Expression von migrationsmodellierenden Faktoren beteiligt sind. Auch Veranderungen der
Aktivitat oder post-translationale Regulation dieser Migrationsfaktoren sind denkbar.

Aus den Ergebnissen der Untersuchungen lasst sich Folgendes schlieflen: Die Anwesenheit
von FEN1 und OGG1 hemmen die Migration, wahrend APE1, NEIL1 und PARP1 (ebenso wie
WRN) diese unterstutzen (Abbildung 4-2). Dieser gegenteilige Effekt auf die Migration scheint
nicht auf die klassische Rolle dieser Faktoren in der BER zuriickgefiihrt werden zu kénnen.
Die DNA-Glykosylasen OGG1 und NEIL1 haben teilweise Uberlappende Substrataffinitaten
innerhalb der BER, was die Hypothese des Einflusses nicht-kanonischer Funktionen auf die
Migration unterstutzt. Wie bereits erwahnt, reguliert APE1 die Aktivitat redoxsensitiver
Transkriptionsfaktoren (Ando et al., 2008; Bhattacharyya et al., 2010), wahrend PARP1 mit
NF-kB interagiert (Ba und Garg, 2011; Infante et al., 2012). FEN1 aktiviert RHOA und vermittelt
den Umbau des Aktinzytoskeletts (Guerra et al., 2011). OGG1 aktiviert nach Bindung sein
Substrat 8-Oxo-dG Rho-GTPasen und stimuliert die Aktin-Nukleation (Luo et al., 2014). Der
kd des WRN-unabhangigen OGG1 fuhrt (ebenso wie WRN-kd) als einziger der untersuchten
BER-Faktoren (APE1, FEN1, NEIL1, PARP1) zu einer vermehrten Expression von
Adhasionsmolekilen und einer Induktion der Zell-Zell Adhasion. Die Induktion der Zell-Zell

Adhasion und die Expression inflammationsassoziierter Faktoren ist charakteristisch fir
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atherosklerotische Endothelzellen. APE1, FEN1, NEIL1 und PARP1 haben keinen Einfluss auf
die inflammationsassoziierten Funktionen der in dieser Arbeit untersuchten Endothelzellen,
was bedeuten konnte, dass diese BER-Faktoren keinen groRen Effekt auf die Entstehung von
Atherosklerose haben konnten. Welche Mechanismen hier zugrunde liegen, muss in
fortfuhrenden Studien geklart werden. Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass BER-
Faktoren unabhangig von WRN Effekte auf Endothelzellfunktionen haben, die sich

voneinander unterscheiden kdnnen.

A) B)
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Abbildung 4-2: Schematische Darstellung des Einflusses von APE1, FEN1, NEIL1, PARP1 und OGG1 auf
die Adhédsion und Migration.

A) APE1, FEN1, NEIL1 und PARP1 sind an der Reparatur kleiner Basenlasionen beteiligt und interagieren wahrend
der Basenexzisionsreparatur (BER) mit WRN. OGG1 ist ebenfalls ein BER-Faktor. Eine Interaktion von OGG1 mit
WRN wurde bisher nicht beschrieben. Ebenso wie WRN wurden die aufgefihrten BER-Faktoren hinsichtlich ihres
Einflusses auf die Adhasion und Zellmigration untersucht. B) Die Zell-Zell Adhasion OGG1-reduzierter HUVEC war
stark erhéht. Keinen Einfluss auf die Adhasion hatte ein kd von APE1, FEN1, NEIL1 oder PARP1. C) Reduzierte
OGG1- oder FEN1-Proteinmengen wirkten stimulierend auf die Migration, wohingegen ein verminderter Gehalt von
APE1-, NEIL1- oder PARP1 die Migration der untersuchten Endothelzellen hemmt. APE1: apurinic/apyrimidinic
endonuclease; BER: Basenexzisionsreparatur; FEN1: flap endonuclease 1; kd: knockdown; NEIL1: Nei like DNA
Glycosylase 1; OGG1: 8-Oxoguanin DNA-Glykosylase 1; PARP1: Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1; WRN: Werner-
Syndrom Protein.

4.3 Einfluss von tBHQ und MMS auf die Viabilitat und auf
Endothelzellfunktionen

Neben der Entstehung intrazelluldarer ROS durch die Atmungskette sind Endothelzellen
extrazellularen ROS ausgesetzt. Endothelzellen stehen in direktem Kontakt mit dem Blutstrom
und sind daher den im Blut enthaltenen Stoffen exponiert. Mit dem Blutstrom zirkulieren freie
Radikale (ROS und reaktive nitrogen species (RNS)), die die Plasmamembran, Proteine und
die DNA schadigen. Dabei kommt es durch die Schadigung von Makromolekilen zu
Funktionsstdérungen, aus denen sich eine Erkrankung manifestieren kann. Weiterhin kann es
zur Akkumulation von DNA-Schaden kommen, die, sofern nicht repariert, zum Zelltod oder zur
Seneszenz flihren kénnen. Daher ist neben zellularen ROS-Abwehrmechanismen (Katalase,
Glutathion, Superoxid Dismutase) eine funktionierende DNA-Reparatur von Bedeutung. In der

vorliegenden Arbeit wurden Endothelzellen mit dem Oxidans tBHQ und dem Alkylanz MMS
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behandelt, um den Einfluss dieser Substanzen in Abhangigkeit der Expression von WRN und
anderen BER-Faktoren auf Endothelzellfunktionen zu untersuchen. Im folgenden Abschnitt

sollen die Ergebnisse dieser Analyse diskutiert werden.

4.3.1 Vergleich der Viabilitdt von Endothelzellen nach tBHQ- oder MMS-Behandlung
sowie Induktion der ROS-Bildung und Expression von HO1 nach tBHQ-
Behandlung

Zunachst wurde die Toxizitdt von tBHQ, als Vertreter von ROS und MMS, als Vertreter fir
Alkylanzien, untersucht (Abbildung 3-18). Eine langandauernde Inkubation (72 h) der
Endothelzellen mit tBHQ oder MMS wirkt auf die untersuchten Endothelzellen starker
zytotoxisch als eine kurze Inkubation (24 h). Dies ist durch eine verlangerte Expositionszeit
und die vermutlich damit verbundene Akkumulation von DNA-Schaden und Auslésung des
Zelltods zu erklaren. Dieses Ergebnis wird durch eine Studie bestatigt, bei der A549 Zellen
und HUVEC fir 24 h, 48 h und 72 h mit verschiedenen tBHQ-Konzentrationen behandelt
wurden (Eskandani et al., 2014).

Ein Vergleich der ICs;-Werte macht deutlich, dass die tBHQ-Behandlung auf HUVEC
zytotoxischer wirkt als auf EA.hy926 Zellen (Abbildung 3-18). HUVEC sind somit, im Vergleich
zu EA.hy926 Zellen, sensitiver gegenuber tBHQ. In einer Studie wurde die Viabilitat beider
Endothelzelltypen unter hyperglykdmischen Bedingungen miteinander verglichen. Aus den
Ergebnissen der Untersuchung resultiere ebenfalls eine hoéhere Sensitivitdt von HUVEC
gegenuber EA.hy926 Zellen (Karbach et al., 2012).

Zudem reagierten beide der in dieser Arbeit untersuchten Endothelzelltypen sensitiver auf die
kurze Behandlung mit tBHQ (24 h), wenn der WRN-Gehalt reduziert ist (Abbildung 3-19). Die
erhohte Sensitivitat von WRN-defizienten Zellen gegenuber Noxen, die oxidative Schaden
hervorrufen, ist in der Literatur bereits ausfihrlich beschrieben (Harrigan et al., 2006; Ogburn
et al., 1997; Saintigny et al., 2002) und wird durch die Akkumulation von DNA-Schaden
hervorgerufen, die schliellich zur Apoptose fiihren (Harrigan et al., 2006; Ogburn et al., 1997;
Saintigny et al., 2002). DNA-Schaden kénnen durch das Fehlen von WRN in den jeweiligen
Reparaturwegen, wie BER und HR, nur unzureichend behoben werden.

Unter basalen Bedingungen wurde in keinem der untersuchten Endothelzelltypen eine erhéhte
Bildung von intrazelluldarem ROS nach kd von WRN gemessen (Abbildung 3-20). Auch die
Gen- und Proteinexpression der HO1 war in WRN-kd EA.hy916 Zellen und HUVEC nicht
induziert (Abbildung 3-21). Dies deutet darauf hin, dass die Reduktion des WRN-Gehalts
alleine nicht zu einer erhdhten Konzentration von ROS flhrte. Dies entspricht nicht den in der
Literatur beschriebenen Ergebnissen. In einer Studie ergaben Untersuchungen der ROS-
Konzentration in WRN-defizienten Fibroblasten eine basale Erhéhung der ROS-Mengen um

34 % (Massip et al., 2010). Eine weitere Studie zeigte, dass es in WRN-defizienten
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Fibroblasten zu einer Stabilisierung und Aktivierung von HIF-1a kam, welche flr die
Generierung von mitochondrialen ROS verantwortlich ist (Labbé et al., 2012). Eine mogliche
Erklarung konnte abermals die Verwendung verschiedener Zelltypen in der Literatur
(Fibroblasten) und der vorliegenden Arbeit (Endothelzellen) sein. Die ROS-Bildung ist nach
tBHQ-Behandlung tendenziell erhéht. HO1 unterliegt einer redoxregulierten Genexpression,
die aktiviert wird, sobald ROS entsteht (Ryter und Choi, 2005). Die verstarkte Expression von
Ho1/HO1, die in beiden Endothelzelltypen unabhangig vom WRN-Status nach tBHQ-
Behandlung gemessen wurde (Abbildung 3-21), unterstitzt das Ergebnis der Messung der
ROS-Konzentration nach tBHQ-Behandlung in weiten Teilen (Abbildung 3-20). Die Aktivierung
antioxidativer Mechanismen ist spezifisch, da die antioxidativ wirkende Gpx7 in tBHQ
behandelten WRN-kd EA.hy926 Zellen signifikant herunterreguliert ist. Dieses Ergebnis wird
durch einer Studie aus dem Jahr 2014 unterstltzt, bei der die Gpx7 mRNA-Expression in
WRN-defizienten Fibroblasten ebenfalls herunterreguliert war (Seco-Cervera et al., 2014). Ein
beeintrachtigter Abwehrmechanismus gegen ROS, in Form einer reduzierten Gpx7
Expression, konnte zu einer erhéhten ROS Akkumulation in WRN-defizienten Zellen fihren,

was allerdings in dieser Arbeit nicht bestatigt werden konnte.

4.3.2 Vergleich der Modulation von Endothelzellenfunktionen in Abhangigkeit von
WRN und BER-Faktoren nach tBHQ- und MMS-Behandlung

TBHQ hat einen inhibitorischen Effekt auf die Aufnahme von acLDL in HUVEC, der durch einen
WRN-kd verstarkt wird (Abbildung 3-22B). Dies ist womdglich auf toxische Effekte von tBHQ
auf die beteiligten Strukturen zurlckzufuhren. Unterstitzt wird dies durch die Viabilitats-
untersuchungen, die zeigen, dass WRN-kd HUVEC sensitiver gegeniiber tBHQ waren als die
WRN-Wt HUVEC (Abbildung 3-19B). Vor allem die mit MMS behandelten EA.hy926 Zellen
nehmen, unabhangig vom WRN-Status, ebenfalls weniger acLDL auf (Abbildung 3-22A). Ein
Grund fur die verminderte Aufnahme von acLDL sind auch hier vermutlich zytotoxische Effekte
von MMS. Unter physiologischen Bedingungen wiirde eine verminderte Aufnahme von oxLDL
bedeuten, dass oxLDL vermehrt im Blutkreislauf verbleibt und zu oxidativen zelluldren
Schaden von Membranlipiden oder Proteinen fliihren kénnte. Durch die verminderte Aufnahme
von modifiziertem LDL kdnnte es moglicherweise unter physiologischen Bedingungen nicht zu
einer Aktivierung der Scavenger Rezeptoren kommen, wodurch die Aktivierung der
proinflammatorischen Signalkaskade ausbliebe. Eine Studie zeigt, dass ROS die Aktivitat von
Scavenger Rezeptoren und deren Genexpression in glatten Muskelzellen erhéht (Mietus-
Snyder et al., 1997). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nach der Inkubation mit schwach
toxischen tBHQ-Konzentrationen nicht festgestellt werden.

In EA.hy926 Zellen ist die Freisetzung von Ca?" in WRN-profizienten Zellen nach tBHQ-

Behandlung vermindert, was auf einen toxischen Effekt von tBHQ auf die beteiligten
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Makromolekiile hindeutet, wahrend dieser Effekt in WRN-kd Zellen weniger ausgepragt ist
(Abbildung 3-23). Ein moéglicher Grund daflr kdnnten antioxidative Effekte sein, die in WRN-
kd EA.hy926 Zellen verstarkt induziert sein konnten. Moglicherweise sind andere antioxidative
Faktoren als Gpx1 involviert, wie z. B. nuclear factor, erythroid 2 like 2 (Nrf2). Die Freisetzung
von Ca?* in HUVEC ist tBHQ-unabhangig. In der Literatur ist mehrfach beschrieben, dass die
Aktivierung purinerger Rezeptoren durch ATP zur Akkumulation intrazellularer ROS fuhrt
(Fujita et al., 2009; Kawano et al., 2015; Sathanoori et al., 2015). Ob ROS die Freisetzung
von Ca?* bzw. die Aktivierung puringereger Rezeptoren beeinflusst, ist nicht bekannt. Der
Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse von EA.hy926 Zellen im Vergleich zu HUVEC
bleibt unklar. Spekulativ ist, ob die NF-kB-vermittelte transkiptionelle Expression purinerger
Rezeptoren durch ROS vermindert wird. Einige Studien zeigten, dass ROS die HIF-1a-
vermittelte Gentranskription seiner Zielgene supprimiert (Niecknig et al., 2012; Liu et al., 2004).
Dies konnte ein Grund fiir die verminderte Freisetzung von Ca?* durch P2Y Rezeptoren der
EA.hy926 Zellen nach tBHQ-Behandlung sein. Der leichte Anstieg nach tBHQ- Behandlung in
WRN-kd Zellen konnte wiederum auf die stabilisierenden Effekte durch WRN-Depletion
zurickzufuhren sein.

Die Behandlung von HUVEC mit tBHQ fuhrt zu einer tendenziell erhéhten Permeabilitat der
WRN-profizienten HUVEC Ein-Zell-Schicht (Abbildung 3-24). Obwohl dieser Effekt gering ist,
wird dieses Ergebnis durch die Literatur unterstitzt und mdgliche Griinde werden beschrieben.
ROS fuhrt zur vaskularen Hyperpermeabilitat, indem HIF1 hochreguliert wird (Lee et al., 2006).
Des Weiteren kdnnen ROS Phosphatasen durch die Oxidation wichtiger Cysteinreste im
aktiven Zentrum inaktivieren, was dazu fihrt, dass Komponenten der Zell-Zell Verbindungen
nicht mehr dephosphoryliert werden (Sallee et al., 2006). Eine mdglicher Abbau der
Adhasionsverbindungen, ausgeldst durch eine Tyrosin-Proteinkinase, bleibt bestehen und
fuhrt somit zu einer erhdhten Permeabilitat (Sallee et al., 2006). Eine weitere Mdglichkeit ist
die Regulierung der Genexpression oder die post-translationale Phosphorylierung von
Adhasionsverbindungen. Nach tBHQ-Behandlung ist Vimentin (Vim) auf Genexpressions-
ebene in beiden Endothelzelltypen und VE-Cadherin (Cdh5) in EA.hy926 Zellen
herunterreguliert (Abbildung 3-28A). TBHQ hat jedoch keinen Einfluss auf die
Proteinexpression von CDHS5 und Vimentin (Abbildung 3-28B). Daraus kann geschlossen
werden, dass eine veranderte Proteinexpression von CDH5 und Vimentin vermutlich nicht an
der Veranderung der Permeabilitdt nach tBHQ-Behandlung beteiligt ist. Mdglicherweise ist der
Abbau von CDH5 und Vimentin durch deren Phosphorylierung auch hier ein Grund fur eine
leicht erhdhte Permeabilitat. Die Permeabilitat von WRN-kd HUVEC ist bereits basal erhoht
und wird durch eine Inkubation mit tBHQ nicht verandert. Moglich ware, dass die Permeabilitat
von WRN-kd HUVEC einen Schwellenwert erreicht, bei dem die Permeabilitat nicht weiter

erhoht werden kann und somit keine additiven Effekte erkennbar sind. Weiterhin konnten die
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durch einen WRN-kd und durch tBHQ die gleichen Mechanismen akiviert werden, die zu einer
erhdhten Permeabilitat fhren. FortfUhrende Untersuchungen kénnten diesen Annahmen auf
den Grund gehen.

Da MMS die adhasiven Eigenschaften nativer EA.hy926 Zellen vermindert, aber keinen Effekt
auf die Genexpression der untersuchten Adhasionsmolekuilen hat (Abbildungen 3-25A und 3-
29A), kénnten allgemeine zytotoxische Effekte der Grund fur eine verminderte Zell-Zell
Adhasion sein. MMS hat keinen Einfluss auf die Zell-Zell Adhasion von WRN-kd EA.hy926
Zellen. Ahnliche WRN-abhangige Unterschiede waren bei der Aufnahme von aclLDL
(Abbildung 3-22) und der Freisetzung von Ca?* (Abbildung 3-23) nach tBHQ-Behandlung von
EA.hy926 Zellen zu verzeichnen. Ein Grund kdnnte, wie bereits zuvor erwahnt, die Aktivierung
antioxidativer Mechanismen sein.

TBHQ hat keinen Einfluss auf die Proteinexpression von ICAM1 in Wt EA.hy926 Zellen
(Abbildung 3-29B). Dieses Ergebnis wird durch eine Studie unterstitzt, die zeigen konnte,
dass ROS NF-kB aktiviert, wodurch die Transkription von IL6, ICAM1 und VCAM1 in
Endothelzellen initiiert wird (Volanti et al., 2004). Es wurden allerdings keine erhdhten
Proteinmengen von ICAM1 und VCAM1, aber von IL6 detektiert (Volanti et al., 2004).
Weiterhin fanden Volanti et al. heraus, dass ICAM1 und VCAM1 lysosomal aber nicht
proteasomal abgebaut wurden. Es wurde keine Adhasion von Granulozyten an der
Endothelzellwand detektiert (Volanti et al., 2004). Moderat toxische tBHQ-Konzentrationen
stimulierten die Zell-Zell Adhasion von HT-29 Zellen an HUVEC (Abbildung 3-25A). Eine
Studie aus dem Jahr 2008 zeigt ebenfalls, dass ROS zu einer Induktion der Zell-Zell Adhasion
fuhrt (Kim et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit war die Transkription von E-Selektin, Icam1
und Vcam1 nach tBHQ-Behandlung allerdings herunterreguliert (Abbildung 3-29A). Dieses
Ergebnis konnte fir ICAM1 auf Proteinebene bestatigt werden (Abbildung 3-29B).
Méglicherweise ist die verminderte Induktion der Genexpression auf den Zeitpunkt der
Messung 24 h nach tBHQ-Behandlung zurlckzuflihren. Nach Behandlung der HUVEC mit
MMS ist die Zell-Zell Adhasion im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nicht signifikant
erhéht (Abbilung 3-25A). Wie sich bereits bei der Untersuchung von mit MMS behandelten
WRN-kd EA.hy926 Zellen zeigt, auch bei der Analyse der mit MMS behandelten EA.hy926
Zellen mit kd einzelner BER-Faktoren keine signifikant veranderte Zell-Zell Adhasion im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen (Abbildung 3-25B). Die Zell-Zell Adhéasion steigt in
Abhangigkeit der tBHQ-Dosis und in Abwesenheit einzelner BER-Faktoren deutlich an. Daher
scheinen vor allem ROS zu einer erhéhten Zell-Zell Adhasion zu fihren. Durch Stimulation der
Zytokinproduktion fuhrt oxidativer Stress zur Aktivierung des Endothels und zu einem
proinflammatorischen Milieu (Bulua et al., 2011). Die Zell-Zell Adhésion ist vor allem nach
tBHQ-Behandlung von APE1-kd EA.hy926 Zellen induziert (Abbildung 3-25B). Diese

Ergebnisse werden durch eine Studie untersitzt, die zeigte, dass APE1 die TNFa induzierte
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Expression von VCAM1 und die Adhasion von Monozyten an HUVEC vermindert (Kim et al.,
2006). Wie bereits zuvor erwahnt, protektiert die Anwesenheit von APE1 Endothelzellen vor
der Entstehung einer endothelialen Dysfunktion bei Auftreten erhéhter ROS-Mengen (Kim et
al., 2006; Pines et al., 2005).

Eine Studie im Mausmodell mit Lungenentziindung zeigte, dass TNFa die Bildung von ROS
induziert, wodurch 8-oxodG DNA-Schaden im Genom u. a. in Promotorregionen entstehen (Ba
et al., 2014). Dies fuhrt zu einer vermehrten Bindung von OGG1 an 8-oxodG und zur
Rekrutierung von NF-kB/p65 sowie der damit verbundenen Genexpression proinflam-
matorischer Gene. In Abwesenheit von OGG1 war die Bindung von NF-kB/p65 und die TNFa
induzierte Transkription proinflammatorischer Gene nach ROS vermindert (Ba et al., 2014).
Dies ist nur schwer mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit in Einklang zu bringen, da
hier die Zell-Zell Adhasion in Abwesenheit von OGG erhoht ist und die Zell-Zell Adhasion nach
tBHQ-Behandlung dieser Zellen nicht weiter erhoht ist (Abbildung 3-25B).

Die Zell-Zell Adhasion von PARP1-kd EA.hy926 Zellen war erst nach Behandlung mit moderat
toxischen tBHQ-Konzentrationen signifikant induziert (Abbildung 3-25B). Wie bereits zuvor
beschrieben, stimuliert PARP1 die Expression proinflammatorischer Gene durch ROS, was
durch eine PARP1-Defizienz verhindert wird (Zhang et al., 2015; Shang et al., 2016).
Moglicherweise ist der Restproteingehalt von PARP1 mit 34 % in EA.hy926 Zellen zu hoch
und daflir verantwortlich, dass die Expression inflammationsassoziierter Gene nach Exposition
mit ROS induziert werden kénnte. Die beobachteten Effekte sind ROS-spezifisch, da nach
MMS-Behandlung die Zell-Zell Adhasion im Vergleich zur Kontrolle nicht induziert ist. Kds von
FEN1 und NEIL1 haben weder nach tBHQ- noch nach MMS-Behandlung einen signifikanten
Einfluss auf die Zell-Zell Adhasion (Abbildung 3-25B). Dies kdnnte darauf hindeuten, dass
beide BER-Faktoren einen weniger bedeutenden Einfluss auf inflammationsassoziierte
Prozesse in Endothelzellen haben.

In Anwesenheit von WRN wirkt MMS hemmend auf die Migration. MMS stimuliert die Migration
von WRN-kd EA.hy926 Zellen im Vergleich zu unbehandelten WRN-kd EA.hy926 Zellen. Ein,
im Vergleich zu WRN-profizienten Zellen, stimulierender Effekt von MMS auf WRN-kd Zellen
ist bereits zuvor bei anderen Analysen zu beobachten. Der Grund hierfur ist unklar und kann
in fortfihrenden Studien untersucht werden.

Die Migration von normalen EA.hy926 Zellen ist tBHQ unabhangig. Im Vergleich zu
unbehandelten WRN-kd EA.hy926 Zellen stimuliert die Behandlung dieser Zellen mit schwach
toxischen tBHQ-Konzentrationen die Migration, wahrend eine héhere tBHQ-Konzentration die
Migration im Vergleich nur tendenziell erhdht (Abbildung 3-26A). Letzteres ist mdglicherweise
auf zytotoxische Effekte zurtickzufiihren. Im Vergleich zu unbehandelten WRN-kd EA.hy926
Zellen ist der Proteingehalt von RHOA und PTK2 in WRN-kd EA.hy926 nach tBHQ-

Behandlung erhéht und somit fir PTK2 ahnlich hoch wie in unbehandelten WRN-profizienten
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Kontrollzellen (Abbildung 3-28B). Dies kdnnte darauf hinweisen, dass tBHQ die Expression
von PTK2 unter WRN-kd Bedingungen stimuliert. Es ist bekannt, dass die Inhibition von PTK2
zu einer verminderten Migration von Endothelzellen fuhrt (Yu et al., 2018). Zellmigrations-
analysen (,Wundheilungsversuch®) zeigen, dass eine erhéhte RHOA Expression in HUVEC
zu einer erhohten Migration dieser Zellen fuhrt (Zhao et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit
konnte daher die vermehrte RHOA-Proteinmenge nach tBHQ-Behandlung in WRN-kd
EA.hy926 Zellen die Migration stimulieren.

In HUVEC war ein dosisabhangiger toxischer Effekt von tBHQ auf die Migrationen zu
beobachten (Abbildung 3-26B). Bis auf PTK2, welches nach tBHQ-Behandlung von WRN-kd
HUVEC ahnliche Expressionsmuster aufweist wie EA.hy926 Zellen, sind keine weiteren
migrationsassoziierten Faktoren durch eine Inkubation mit tBHQ verandert. Die gleichen
Ergebnisse die ahnlichen Expressionsmuster von PTK2 in EA.hy926 und HUVEC
untermauern die Bedeutung dieses Ergebnisses. Allerdings verbesserte dies nicht die
Migrationsgeschwindigkeit dieser Zellen. Moglicherweise verhindern an dieser Stelle toxische
Effekte eine verbesserte Migration von WRN-kd HUVEC durch tBHQ.

Geringe tBHQ-Konzentrationen stimulieren spezifisch die Migration von PARP1-kd und
PARP1-WRN Doppel-kd EA.hy926 Zellen sowie von PARP1- und APE1-kd HUVEC
(Abbildung 3-26). Diese Resultate sind vergleichbar mit den Ergebnissen der Migration von
WRN-kd EA.hy926 Zellen nach Inkubation mit geringen tBHQ-Konzentrationen. Ob die
Expression von PTK2 und RHOA in PARP1- und APE1-kd Zellen ebenfalls modifizert ist, muss
in fortfGhrenden Untersuchungen geklart werden.

MMS hat keinen Effekt auf die ATP-Mengen von EA.hy926 Zellen, wahrend diese nach tBHQ-
Behandlung in Anwesenheit, nicht aber in Abwesenheit, von WRN vermindert sind (Abbildung
3-27). Eine Schadigung der Mitochondrien durch oxidativen Stress und die damit
einhergehende verminderte Produktion von ATP kdnnte ein Grund fur das Ergebnis in WRN-
Wt Zellen darstellen, vor dem WRN-kd EA.hy926 Zellen geschutzt sein kdnnten. WRN-
defiziente Zellen sind allerdings durch die Aktivierung von HIF1 und die damit verbundene
Generierung von mitochondrialem ROS per se erhdhten ROS-Mengen ausgesetzt (Labbé et
al., 2012). Dies hatte eine Reduktion der ATP-Mengen von WRN-kd Zellen zur Folge, was
allerdings in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet wurde. Zudem ergab die Untersuchung
der basalen intrazelluldren ROS-Bildung keine erhéhten ROS-Konzentrationen in WRN-kd
Zellen (Abbildung 3-20). Eine Studie von Sun et al. zeigte anhand von zerebrovaskularen
Mausendothelzellen eine Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion nach 24-stundiger
tBHQ Inkubation; diese geht mit einer Reduktion von ATP einher (Sun et al., 2016). Ahnliche
Effekte wurden in Hepatozyten beobachtet (Nakagawa, 1996). Jiang et al. zeigten, dass die

24 h Inkubation von A549 Zellen mit in dieser Arbeit vergleichbaren tBHQ-Konzentrationen
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keinen Effekt auf die ATP Level hat (Jiang et al., 2016). Aus welchem Grund tBHQ bezliglich
dieses Endpunktes keinen Effekt auf WRN-kd EA.hy926 Zellen hat, bleibt zu klaren.

4.3.3 Wirkung von tBHQ und MMS auf die Expression endothelzellspezifischer
Fakoren

In beiden Zelltypen ist weder die Expression von Nos2 noch von Nos3/NOS3 nach Behandlung
mit tBHQ oder MMS reguliert (Abbildung 3-29). Nach Literaturangaben wird Nos3 auf mRNA-
und Proteinebene durch die Behandlung mit H.O: induziert (Mohamed et al., 1995; Drummond
et al., 2000). Ob NOS3 durch ROS post-translational modifiziert wird, hangt von dem ROS-
Molekdl ab (Veal and Day, 2011; Janssen-Heininger et al., 2008). Studien zeigten aul’erdem,
dass Zytokine wie TNFa die mRNA-Expression von Nos3 herunterregulieren (Lai et al, 2003;
Yan et al., 2008; Wu et al., 2008). Eine Studie von Wu et al. zeigte, dass die Transkription von
Nos2 vor allem wahrend einer Infektion stimuliert wird. AuRerdem wurde gezeigt, dass die
Transkription von Nos2 spezifisch durch von NADPH-Oxidasen gebildeten ROS oder durch
NF-kB aktiviert wird (Wu et al., 2008). Die fehlende Regulierung von Nos2 und Nos3/NOS3 in
der vorliegenden Arbeit konnte auf die Reaktivitat und die fehlende Spezifitat des exogenen
tBHQ zurtckzufuhren sein.

Die Transkription von Kdr ist in HUVECnach tBHQ-Behandlung hochreguliert, wohingegen
diese nach MMS-Behandlung in EA.hy926 Zellen signifikant herunterreguliert war (Abbildung
3-29). Durch NADPH-Oxidase produzierte ROS sind Signalmolekule der Angiogenese. ROS
initieren die Bindung von VEGF an seinen Rezeptor KDR (VEGFR2), woraufhin KDR
phosphoryliert wird. Darauf folgt die Aktivierung eines Signalweges, der die Angiogenese
aktiviert (Ushio-Fukai und Alexander, 2004). Bestatigt sich bei weiteren Analysen der auf
mRNA-Ebene gezeigte Effekt auf Proteinebene, konnte die Behandlung mit MMS einen anti-
angiogenen Effekt auf Endothelzellen haben. Die mRNA-Expression von Ccl2 ist nach tBHQ-
Behandlung WRN-unabhangig in EA.hy926 Zellen induziert, wahrend der gegenteilige Effekt
in HUVEC zu beobachten ist. Die Behandlung mit MMS hatte keinen Effekt auf die
Genexpression von Ccl2 in EA.hy926 Zellen. Die vermehrte Expression von Ccl2 nach tBHQ-
Behandlung kénnte auf einen inflammationsassoziierten Effekt von tBHQ hindeuten. Ein
gegenteiliger Effekt durch tBHQ wurde in HUVEC gezeigt. Unterschiede zwischen EA.hy926
Zellen und HUVEC sind moglicherweise auf deren unterschiedlichen Genotyp zurtckzufiuhren.
Um eine differenziertere Aussage treffen zu kdnnen, sollte der Proteingehalt von CCL2 in
weiteren Untersuchungen analysiert werden. Eine Studie zeigte, dass seneszente
mesenchymale Zellen MCP1 (CCL2) sezernieren, welches durch die Bindung an seinen
Rezeptor den Seneszenz-Signalweg verstarkt. MCP1 fuhrt, durch ROS oder die Aktivierung
des Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) Signalwegs, zu einer erhdhten

Proteinexpression von p53 sowie p21 (Jin et al., 2016). Da die mRNA-Expression von CCL2
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in WRN-kd EA.hy926 Zellen bereits basal hoch ist, kénnte dies die erhohten p21
Proteingehalte bei der Untersuchung der Seneszenz erklaren (Abbildung 3-12). ROS fuhrt zur
Aktivierung des mitogen-activated protein kinase 14 (p38) MAPK Weges, der die Aktivierung
von CCL2 induziert (Takaishi et al., 2003). Dies konnte eine Erklarung fur die in EA.hy926
Zellen beobachtete erhéhte Ccl2 Expression sein. Der antiinflammatorische Faktor Plat war in
EA.hy926 Zellen WRN-abhangig nach tBHQ-Behandlung hochreguliert. Nach Inkubation mit
MMS war die Gentranskription von Plat allerdings vermindert, was zeigt, dass MMS keine
inflammationsassoziierte Wirkung hat. Die Edn1/EDN1 Expression war nach tBHQ-
Behandlung signifikant in beiden Zelltypen herunterreguliert. Dies galt auch far mit MMS
behandelte EA.hy926 Zellen. In der Literatur ist beschrieben, dass sowohl die Expositon mit
extrazellularen als auch intrazellulare ROS die mRNA-Expression von EDN1 in
Mesangialzellen induzieren. EDN1 fihrt wiederum zu einer vermehrten Bildung von ROS
(Hughes et al., 1996; Cerrato et al., 2012). Dieses Ergebnis ist nicht charakteristisch flr
Endothelzellen in atherosklerotischen Gefalien mit prooxidativem Milieu, da EDN1 in diesem

Zusammenhang normalerweise hochreguliert ist.

4.3.4 \Vergleich der Aktivierung der DNA-Schadensantwort nach tBHQ- oder MMS-
Behandlung in Abhangigkeit von WRN

DNA-Schaden aktivieren die DNA-Schadensantwort, die zu einer Apoptose, einem Zellzyklus-
arrest oder DNA-Reparatur fihren kann. Ein initialer Schritt der DNA-Schadensantwort-
aktivierung ist die Aktivierung der DNA-Schadenssensoren ATM und ATR. DNA-Doppelstrang-
briche fuhren zur SUMOylierung (small ubiquitin-related modifier) des Proteins NF-kB
essential modulator (NEMO), woraufhin die ATM Kinase NEMO phosphoryliert und NEMO im
Anschluss ubiquitiniert wird. Der ATM-NEMO-Komplex transloziert aus dem Nukleus in das
Zytoplasma, wo es daraufhin zum Abbau von nuclear factor of k light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor (IkB) kommt. Dies hat die Aktivierung von NF-kB und der damit
verbundenen Transkription inflammatorischer Gene zur Folge (Wu et al., 2006; Huang et al.,
2003; Li et al., 2001; Gorgoulis et al., 2003). Erhéhte ROS-Konzentrationen resultieren in DNA-
Doppelstrangbrichen und einer erhdhten genomischen Instabilitdt. Zellen, die aus Werner-
Syndrom Patienten isoliert wurden, weisen ebenfalls eine erhéhte Anzahl an DNA-
Doppelstrangbrichen auf (Sargolzaeiaval et al., 2018). Es ist weiterhin bekannt, dass p53 die
Expression von ICAM1 NF-kB-unabhangig stimuliert (Gorgoulis et al., 2003). In dieser Arbeit
wurde untersucht, inwieweit die gewahlten tBHQ- und MMS-Konzentrationen eine DNA-
Schadensantwort hervorrufen, die u. a. Rickschlisse auf eine mdgliche Aktivierung inflam-
mationsassoziierter Faktoren zulassen koénnten (Abbildung 3-30). Dazu wurde der
Aktivierungsstatus von einigen, an der DNA-Schadensantwort beteiligten, Faktoren untersucht
(pPKAP1, pCHK1, pCHK2, pp53, yH2AX). Aus den Analysen resultiert eine spezifische
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Aktivierung der untersuchten Faktoren, wobei durch MMS eine etwas starkere und
umfassendere DNA-Schadensantwort ausgeldst wird als durch tBHQ. Erwartungsgemaf
ergeben die Untersuchungen, entsprechend der geringen tBHQ- und MMS-Dosen, keine
umfangreiche Aktivierung der DNA-Schadensantwort. Als Antwort auf DNA-Schaden, wird p53
durch ATM phosphoryliert und somit stabilisiert. Dies kann zu einem Zellzyklusarrest, zu
Seneszenz oder zu Apoptose fuhren (Canman et al., 1998). Die vermehrte Phosphorylierung
von p53 in WRN-kd HUVEC, die nach Behandlug mit moderat toxischen tBHQ-
Konzentrationen auftritt, kénnte durch die hdhere Suszeptibilitdt von WRN-kd Zellen
gegeniber Noxen erklart werden und mitverantwortlich fir eine leicht erhdhte Expression von
ICAM1 in WRN-kd Zellen sein (Abbildung 3-29B).

Es lasst sich folgendes zusammenfassen: Die gewahlten niedrig dosierten tBHQ-
Konzentrationen filhren zu einem leichten intrazellularen ROS-Anstieg, aktivieren die
Expression der redoxabhangigen HO1 und fihren zu einer leichten Induktion der DNA-
Schadensantwort. Obwohl WRN-kd Zellen sensitiver gegeniber tBHQ sind, waren diese
Ergebnisse meist WRN-unabhangig (auler z. B. pp53). Die Inkubation der Endothelzellen mit
MMS fuhrte zu einer starkeren DNA-Schadensantwort. Die Behandlung mit tBHQ stimuliert die
Zell-Zell Adhasion und erhdht tendenziell die Permeabilitat von HUVEC (Abbildung 4-3). Des
Weiteren ist die mRNA-Expression von Ccl2 nach tBHQ-Behandlung induziert. Die
Behandlung der Endothelzellen mit MMS induziert weder die Expression von Ccl2 noch
aktviert es die Zell-Zell Adhasion.
WRN-reduziert WRN-profizient
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Abbildung 4-3: Schematische Darstellung des Einflusses von tBHQ auf Endothelzellfunktionen in
Abhangigkeit von WRN.

TBHQ stimulierte die Adhasion von HT-29 Zellen (griine Ovale) an Endothelzellen, wobei die Zell-Zell Adhé&sion in
WRN-kd Endothelzellen im Vergleich zu den wildtypischen Zellen nach tBHQ-Behandlung geringfligig hoher war.
Die Gen- und Proteinexpression von Ho1/HO1 war nach Inkubation mit tBHQ erhoht. Weiterhin flhrte die tBHQ-
Behandlung zu einer teilweise reduzierten Freisetzung von Ca?* vor allem in WRN-profizienten Zellen sowie zu
einer Hemmung der Aufnahme von acLDL. acLDL: acetyliertes Lipoprotein geringer Dichte; ATP: Adenosintri-
phosphat; Ca?*: Calcium-lonen; HO1/Ho1: Hamogygenase 1 Icam: interzelluldres Adh&sionsmolekil; PTK2:
Protein Tyrosinkinase 2; P2YR: purinerger Rezeptor; RAC: Rac family small GTPase 1; ROS: reaktive
Sauerstoffspezies; Sele: Selektin; tBHQ: tertiar-Butylhydrochinon; Vcam: vaskulares Adhasionsmolekil; WRN:
Werner-Syndrom Protein.
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Daher scheint tBHQ, im Gegensatz zu MMS, vor allem inflammationsassoziierte,
endothelzellspezifische Funktionen zu stimulieren. Die Inkubation der Zellen mit tBHQ oder
MMS hemmt die Aufnahme von acLDL, die Freisetzung von Ca?" und die endotheliale
Zellmigration, moglicherweise durch toxische Effekte auf die beteiligten Molekule. Dabei
ergaben die Analysen, dass WRN-kd Zellen oftmals tendenziell weniger stark in ihrer Funktion
gehemmt sind als WRN-profiziente Zellen (acLDL, Ca?*-Freisetzung, ATP-Mengen). Dennoch
waren die beobachteten genotoxischen Effekte grotenteils unabhangig vom WRN-Status.
WRN scheint daher vor allem unter basalen Bedingungen wichtig fir die Aufrechterhaltung der

Funktionalitat von Endothelzellen zu sein.
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5 Ausblick

Ein unerwartetes Ergebnis des ersten Teils dieser Arbeit war der stark inhibitorische Effekt
eines WRN-kd auf die endotheliale Zellmigration von EA.hy926 Zellen und HUVEC. Weitere
Analysen zeigten eine veranderte Morphologie der Lamellipodien und eine Reduktion der
PTK2 Proteinmenge in diesen Zellen. Unklar ist, welche durch WRN regulierten Mechanismen
diesem Ergebnis zugrunde liegen und auf welche Weise WRN mit den beteiligten Faktoren
interagiert. Ein Ansatzpunkt zur Untersuchung des lamellipodialen Phanotyps von WRN-kd
Zellen ist die Durchfiihrung einer Vergleichsanalyse des Aktivierungsstatus” von Proteinen, die
an der Polymerisation verzweigter (z. B. Arp2/3) und langlicher (z. B. Formin) Aktin-Filamente
beteiligt sind. Dabei kdnnen sowohl fluoreszenzmikroskopische zytochemische Verfahren als
auch proteinmengenbasierte Verfahren verwendet werden. Mégliche Zielproteine waren
Arp2/3 sowie Formin und deren jeweilige Aktivatorproteine Cortactin und Rho GTPasen
(Uruno et al,, 2001). Bezlglich der verminderten PTK2 Proteinmengen sollte zunachst
untersucht werden, ob ein WRN-kd zu einem proteasomalen Abbau von PTK2 flhrt, was mit
Hilfe eines Proteasom-Inhibitors untersucht werden kénnte. Des Weiteren kénnten post-
transkriptionelle Modifikationen zu einem schnellen Abbau der synthetisierten Ptk2 RNA
fuhren. Ebenfalls ist weitestgehend ungeklart, durch welche BER-Faktor-vermittelten
Mechanismen die Migration beeinflusst wird. Zunachst kénnte Gberprift werden, ob der PTK2
Proteingehalt, ahnlich, wie in WRN-kd Zellen vermindert ist oder eine Veranderung der
Expression von Adhasionsverbindungen vorliegt. Darliber hinaus kénnte die Phosphorylierung
an einem Tyrosin-Rest (u. a. Y645, Y658, Y685, Y731) von VE-Cadherin mittels phospho-
spezifischer Antikérper und Western Blot Analysen untersucht werden (Gavard und Gutkind,
2006; Wallez et al., 2007; Potter et al., 2005; Esser et al., 1998). In diesem Zusammenhang
ware ebenfalls interessant zu klaren, durch welche Mechanismen tBHQ und MMS die
Migration von WRN-kd EA.hy926 Zellen modellieren. Weitere an der Migration beteiligte
Faktoren wie Paxilin oder Integrine kdnnten an dieser Stelle ndher untersucht werden.

Durch eine Vergleichsanalyse lieRe sich klaren, wodurch der durch WRN-kd herbeigeflihrte
Effekt auf die Permeabilitat begrindet ist. Dies konnte erfolgen, indem die Phosphorylierung
von VE-Cadherin oder B-Catenin und der damit verbundene Abbau von Adhéasionsver-
bindungen fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden.

Entgegen der Erwartungen waren die Ca?*-Freisetzung, acLDL Aufnahme, Zell-Zell Adhasion
und die ATP-Menge WRN-profizienter Zellen nach tBHQ- oder MMS-Behandlung teilweise
starker beeinflusst als in WRN-kd Zellen. Aufgrund der erhéhten tBHQ Sensitivitat von WRN-
kd Zellen ware ein gegenteiliger Effekt zu vermuten gewesen. Es bleibt zu klaren, ob eine
Veranderung der antioxidativen Schutzfunktionen zu diesen Ergebnissen gefihrt hat. Dabei
kénnte die mRNA- und Proteinexpression der antioxidativen Faktoren (Katalase, Superoxid-

Dismutase) untersucht werden. Auch die Untersuchung von N-Acetylcystein oder Nrf2 kénnten



Ausblick 112

in dieser Hinsicht Erkenntnisse liefern (Akerboom et al., 1981; Lee et al., 2011 b). Die Aktivitat
des Transkriptionsfaktors Nrf2 kdnnte mit Hilfe eines Kits bestimmt werden, bei dem Nrf2 an
die doppelstrangige DNA bindet und diese Bindung durch die spezifische Bindung eines
Antikorpers sichtbar gemacht wird (Taguchi et al., 2011). Weiterhin ist eine Durchfuhrung von
Expressionsanalysen der Target Gene von Nrf2 denkbar.

Nicht alle Werner-Syndrom Patienten entwickeln im Laufe ihres Lebens eine Atherosklerose
(Huang et al.,, 2006). In fortflhrenden Versuchen lieRe sich mit Hilfe des CRISPR/Cas-
Systems gezielt Mutationen in das Wrn-Gen integrieren, die bei Werner-Syndrom Patienten
mit Atherosklerose identifiziert wurden. Dies wirde vermutlich eine differenziertere und
fokussiertere Betrachtung ermdglichen. Andererseits wird die Entwicklung einer
Atherosklerose neben genetischen Faktoren durch Umwelteinfllisse begtinstigt, weswegen die
Wahl der atheroskleroseassoziierten Mutationen bezlglich der Haufigkeit ihres Auftretens
genau Uberdacht werden muss. Aullerdem muss die Fahigkeit der Zellen, in vitro zu
proliferieren, sichergestellt sein.

Weitaus seltener als kd- oder Mutations-Analysen werden in der Literatur die Resultate von
WRN-Uberexpressionsanalysen beschrieben. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit wére die
Analyse der Konsequenzen einer Uberexpression von WRN vor allem fir Versuche
interessant, bei denen ein WRN-kd einen hemmenden Effekt hatte (z. B. Migration, mRNA-
und Proteinexpression).

Da es sich bei EA.hy926 Zellen um eine Hybridzelllinie handelt, deren Genotyp aus HUVEC
und A549 besteht, resultierten aus den vergleichenden Analysen mit primaren HUVEC haufig
unterschiedliche Effekte auf den untersuchten Endpunkt. Um die aus den Untersuchungen
unter Verwendung von HUVEC resultierenden Ergebnisse zu verifizieren, kdnnten die
Untersuchungen mit HUVEC, die aus anderen Spendern isoliert wurden, wiederholt werden,
um klonale Effekte auszuschlieRen. Des Weiteren kdnnten die Versuche mit einem anderen
in vitro System untersucht werden. Da es sich bei HUVEC um aus der Nabelschnurvene
isolierte Endothelzellen handelt, kdnnte ein direkter Vergleich mit Endothelzellen aus der Vena
Saphena (human saphenous vein endothelial cells (HSaVEC)) gezogen werden. Zum
Vergleich von Endothelzellen, die aus Arterien isoliert wurden, dienen human umbilical artery
endothelial cells (HUAEC) oder human coronary artery endothelial cells (HCAEC). Bei HUVEC
handelt es sich um das prominenteste und zugleich um das etablierteste endotheliale in vitro
System, was ein Grund fir die Verwendung dieser Zellen in der vorliegenden Arbeit war. Das
Verwenden anderer primarer Zellen ware vor allem zur Untersuchung der Effekte von WRN
auf verschiedene Endothelzellen von Interesse.

Die Atherogenese ist ein komplexer Prozess, der in der Tunica intima stattfindet. Neben
Endothelzellen sind glatte Muskelzellen und immunkompetente Zellen (Monozyten) an der

Entstehung atherosklerotischer Plaques beteiligt. Daher ware eine Untersuchung des



Ausblick 113

Einflusses von WRN auf die Funktionalitat dieser Zellen in einem in vitro Modell oder unter
physiologischen Bedingungen in einem in vivo Mausmodell interessant. Zu letzterem wirde
sich ein WRN-mutiertes Mausmodell eignen, welches im Vergleich zu Kontrollgruppen ein
erhohtes Serum PAIl1-Level, erhéhte IL18 Expression und kardiovaskulare Fibrose aufweist
(Aumailley et al., 2015). Diese Mause konnten beispielsweise hinsichtlich der Veranderung
ihrer Gefaldstruktur und Modellierung atherogener Faktoren untersucht werden. Entnommene
Gefalie alterer Mause konnten ebenfalls hinsichtlich Scherstress untersucht werden, der sich

ebenfalls positiv auf die Entwicklung von Atherosklerose auswirkt.
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6 Zusammenfassung

Atherosklerose ist eine chronisch entziindliche Erkrankung der BlutgefaBwand, die auf eine
endotheliale Dysfunktion zurickgeht und durch eine Verdickung und Kalzifikation der
GefalBwand gekennzeichnet ist. Dabei sind reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species, ROS) malgeblich an der Aktivierung pathologischer Signalwege beteiligt.
Komplikationen dieser Erkrankung flihren zu einer unzureichenden Nahr- und
Sauerstoffversorgung der betroffenen Gewebe und haben Gewebeschaden zur Folge. Die
Grinde fir die Entstehung einer Atherosklerose sind multifaktoriell. Neben Umwelteinfliissen
sind genetische Pradispositionen flr die Entstehung vaskularer Erkrankungen verantwortlich.
Werner-Syndrom Patienten haben einen Defekt im Werner-Syndrom Gen (Wrn) und erkranken
haufig bereits wahrend der dritten Dekade ihres Lebens an Atherosklerose, die neben
malignen Tumoren die haufigste Todesursache dieser Patienten darstellt. Das Werner-
Syndrom Protein (WRN), eine DNA-Helikase, ist an der Reparatur von DNA-Basenschaden
durch die Basenexzisionsreparatur (BER) beteiligt. DNA-Basenschaden entstehen u. a. durch
ROS, wie sie vermehrt in atherosklerotischem Gewebe auftreten. Nach der Entstehung von
DNA-Basenschaden entwindet WRN das zu reparierende Teilstlick der DNA und interagiert
mit Faktoren des BER-Weges.

Daher ist die Arbeitshypothese, dass durch das Fehlen von WRN (bzw. BER-Faktoren)
pathologische, DNA-schadenassoziierte Mechanismen aktiviert werden, welche zu
endothelialen Fehlfunktionen fihren. WRN und eine funktionierende BER wirden demnach
einer Akkumulation von Basenlasionen entgegenwirken und waren fur die Aufrechterhaltung
endothelzellspezifischer Funktionen von Bedeutung.

Um dies zu untersuchen wurden WRN und/oder ausgewahlte BER-Faktoren (APE1, FEN1,
NEIL1, PARP1, OGG1) in EA.hy926 Hybridzellen sowie primaren HUVEC mittels RNA-
Interferenz herunterreguliert und der Einfluss auf ausgewahlte Endothelzellfunktionen
analysiert. Zusatzlich wurden die Endothelzellen mit schwach oder moderat zytotoxischen
Konzentrationen des Oxidans tBHQ oder des Alkylanz MMS behandelt und im Anschluss
ebenfalls hinsichtlich ihrer Funktionalitat untersucht.

Ein reduzierter WRN-Gehalt hatte keine unspezifischen zytotoxischen Effekte auf die
untersuchten Endothelzellen zur Folge. Die Analysen der endothelzellspezifischen Funktionen
ergaben, dass WRN keinen Einfluss auf die Aufnahme von acLDL hat und die Stabilitat der
endothelialen Barriere aufrechterhalt. WRN unterstitzt die endotheliale Zellmigration.
Weiterfihrende Untersuchungen ergaben, dass die Proteinexpression von PTK2 in WRN-kd
Zellen vermindert ist, was u. a. ursachlich fur die verminderte Migration dieser Endothelzellen
sein koénnte. WRN wirkt der mRNA-Expression inflammations-assoziierter Faktoren
(Adhasionsmolekiile, Ccl2, Plat) entgegen und verringert die adhasiven Eigenschaften des

Endothels, die die Adhasion von im Blutkreislauf zirkulierenden Molekilen an das Endothelium
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férdern. Aus den Untersuchungen ergab sich ein inflammations-assoziiertes Erscheinungsbild
der Zellen mit vermindertem WRN-Gehalt. Als einziger der untersuchten BER-Faktoren
beeinflusst OGG1 die Zell-Zell Adhasion und die mRNA-Expression endothelzellspezifischer
Faktoren in dhnlicher Weise wie WRN. Ebenso wie WRN unterstitzen die WRN-assoziierten
BER-Faktoren APE1, NEIL1 und PARP1 die Migration, wahrend FEN1 und OGG1 hemmend
auf diese wirken. Daraus kann geschlossen werden, dass die fur APE1-, NEIL1- und PARP1-
kd beobachteten Effekte spezifisch sind und diese nicht auf die klassische Rolle der
untersuchten Faktoren in der BER zurlickzuflhren sind.

Die Inkubation der Endothelzellen mit tBHQ induziert die mRNA- und Proteinexpression der
Hamoxygenase 1. Die hier verwendeten niedrigen tBHQ- und MMS-Konzentrationen flihren
nicht zu einem erhohten Zelltod. Allerdings werden an der DNA-Schadensantwort beteiligte
Faktoren durch die Inkubation der Zellen mit tBHQ und MMS aktiviert. TBHQ und MMS wirken
hemmend auf die Aufnahme von acLDL, wahrend ausschlielich tBHQ die Zell-Zell Adh&asion
stimuliert. Die mRNA-Expression von Ccl2 ist nach der Behandlung der Endothelzellen mit
tBHQ ebenfalls erhdht. Daher scheint vor allem das Oxidans tBHQ inflammationsassoziierte
Mechanismen zu stimulieren. Die Effekte der verwendeten Substanzen sind grofitenteils
unabhangig vom WRN-Proteingehalt der Zellen. Daher scheint WRN vor allem unter basalen
Bedingungen zur Aufrechterhaltung der Endothelzellfunktionen beizutragen und alters-
assoziierten Mechanismen entgegenzuwirken. Auch die untersuchten BER-Faktoren (APE1,
NEIL1, PARP1, OGG1) tragen in unterschiedlichem Umfang zur Aufrechterhaltung der

Endothelzellfunktionen bei.

Summary

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease of blood vessels, which is initiated by
endothelial dysfunction and leads to thickening and calcification of the vessel wall. Reactive
oxygen species (ROS) are involved in activation of pathological, proatherogenic signalling
pathways. Complications provoked by atherosclerosis are based on an insufficient nutrition
and oxygen supply of the affected tissue, which leads to myocardial infarction and stroke.
Atherosclerosis is a multifactorial disease, caused by environmental influences as well as
genetic predisposition. The gene defect in Werner-Syndrome patients give rise to an early
onset of atherosclerosis during the third decade of life. Besides cancer, atherosclerosis is the
main cause of death of these patients. The Werner-Syndrome protein (WRN) DNA-helicase is
involved in base excision repair (BER), which is activated by DNA base damage caused for
instance by ROS. Abundant ROS formation occurs in atherosclerotic plaques activating
inflammatory gene expression. During BER, WRN unwinds the DNA of the damaged area and

interacts with various BER proteins to promote DNA repair.
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Based on these data we hypothezied, that a loss of WRN (or other BER-factors) leads to the
activation of pathological, DNA-damage associated mechanisms, which cause endothelial
dysfunction. WRN and a functional BER prevent accumulation of DNA base lesions and are
essentiell for the maintenance of endothelial-specific functions.

To this end, WRN and/or single BER factors (APE1, FEN1, NEIL1, PARP1, OGG1) of
EA.hy926 cells and HUVEC were knocked down (kd) by RNA-interference technique.
Subsequently, analysis of cell functionality was performed. Furthermore, endothelial cells were
treated with slightly toxic and moderate toxic concentrations of the antioxidant tBHQ or the
alkylating agent MMS, followed by the investigation of endothelial cell-specific functions.

The reduced WRN content has no unspecific cytotoxic effects on endothelial cells. Analyses
of endothelial cell specific functions reveal that WRN has no influence on acLDL uptake and
maintains the stability of the endothelial barrier. Moreover, WRN supports endothelial cell
migration. More detailed investigations show reduced protein levels of PTK2 in WRN-kd
endothelial cells, which might cause the impaired migration of these cells. WRN keeps the
MRNA expression of inflammation-related factors (adhesion molecules, Ccl/2, Plat) low and
works against the adhesion of circulating molecules to the endothelium. WRN-kd cells show
inflammation-associated features. Amongst the investigated BER-factors, OGG1 is the only
one that influences cell-cell adhesion and mMRNA expression of endothelial-specific factors
similar to WRN. As observed for WRN, the WRN-associated BER factors APE1, NEIL1 and
PARP1 support endothelial cell migration, whereas it is hampered by FEN1 and OGG1. Due
to this result, the observed effects might be specific and are not based on the classical role of
the BER-factors in BER.

The incubation of endothelial cells with tBHQ induce mRNA- and protein expression of heme
oxygenase 1. Low-dose tBHQ and MMS concentrations show no increase in cells death. Both,
tBHQ and MMS, activate factors of the DNA damage response. TBHQ and MMS have
inhibitory effects on acLDL uptake, but only tBHQ stimulates cell-cell adhesion. The mRNA
expression of Ccl2 is increased after tBHQ treatment as well. It seems that especially the
oxidative agent tBHQ stimulates inflammation-associated mechanisms. The effects of
genotoxic agents are mostly independent of WRN content.

Therefore, the results indicate that WRN supports endothelial functionality especially under
basal non genotoxic conditions and works against age-related mechanisms. The investigated
BER-Factors (APE1, NEIL1, PARP1, OGG1) also maintain endothelial functionality with

different efficiency.
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8 Anhang

8.1 Weitere Abbildungen

A) EA.hy926

[ 5] ver @S] earer [ ] oGt
[ o aciin [ O] 5-acn B-Aktin

Abbildung 8-1: Western Blot Analysen nach knockdown von WRN und einzelnen BER-Faktoren.
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Die Effizienz des RNA-Interferenz-vermittelten kds von WRN, APE1, FEN1, NEIL1, PARP1 und OGG1 in
A) EA.hy926 Zellen und B) HUVEC wurde auf Proteinebene mittels Western Blot Analysen untersucht. Ergdnzend
zu den Blots in Abbildungen 3-2 und 3-13 sind an dieser Stelle weitere Blots aufgefiihrt. Diese wurden zur

Quantifizierung des Proteingehalts herangezogen.
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Abbildung 8-2: Western Blot Analysen zur Bestimmung der héchsten knockdown Effzienz.
A) EA.hy926 Zellen und B) HUVEC wurden 48 h nach Aussaat mit verschiedenen Konzentrationen der APE1,
FEN1, NEIL1, PARP1 oder OGG1 siRNA inkubiert. Der Proteingehalt wurde mit Hilfe von Western Blot Analysen
untersucht. Die Konzentration mit der jeweils hdchsten kd Effizienz wurde fur weitere Versuche verwendet.
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8.2 Auflistung der den Abbildungen zugrunde liegenden Daten

Im Folgenden sind die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Daten aufgefiihrt. Die
der technischen und biologischen Replikate sind jeweils der Legende der

Anzahl

entsprechenden Abbildungen zu entnehmen.

Tabelle 8-1: Restproteingehalte von WRN und einzelnen BER-Faktoren nach Transfektion.

In EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden WRN oder einzelne BER-Faktoren 48 h nach Aussaat mittels RNA-
Interferenz herunterreguliert und der Restproteingehalt mittels Western Blot Analysen bestimmt. Aufgefiihrt sind

die den Abbildungen 3-2 und 3-13 zugrunde liegenden Mittelwerte + SEM.

EA.hy926 HUVEC
WRN siRNA 0,23 + 0,07 WRN siRNA 0,36 + 0,06
APE1 siRNA 0,08 + 0,25 APE1 siRNA 0,41 + 0,01
FEN1 siRNA 0,25 + 0,053 FEN1 siRNA 0,59 + 0,07
NEIL1 siRNA 0,14 + 0,013 NEIL1 siRNA 0,25 + 0,22
PARP1 siRNA 0,34 + 0,023 PARP1 siRNA 0,13 + 0,04
OGG1 siRNA 0,23 +0,014 OGG1 siRNA 0,22 + 0,03

Tabelle 8-2: WRN-abhéngige Ca2+-Freisetzung nach tBHQ-Behandlung.

Nach Stimulation mit 10 uM ATP wurde die Freisetzung von Ca?* gemessen. Die aufgefiihrten Daten sind

Mittelwerte + SEM aus den Abbildungen 3-4 und 3-23.

EA.hy926 HUVEC
NS siRNA DMSO 1,0+ 0,05 NS siRNA DMSO 1,0+0,04
NS siRNA 100 uM tBHQ 0,72 + 0,56 NS siRNA 60 uM tBHQ 0,93 + 0,05
NS siRNA 160 uM tBHQ 0,64 + 0,56 NS siRNA 120 uM tBHQ 1,07 + 0,08
WRN siRNA DMSO 1,04 + 0,06 WRN siRNA DMSO 1,35 +0,17
WRN siRNA 100 uM tBHQ 0,88 + 0,07 WRN siRNA 60 uM tBHQ 1,41+ 0,17
WRN siRNA 160 uM tBHQ 0,79 + 0,056 WRN siRNA 120 uM tBHQ 1,32 +0,16

Tabelle 8-3: Daten zur Untersuchung des Einflusses von WRN und/oder tBHQ auf die Permeabilitit.
Die Permeabilitdt von WRN-kd und WRN-Wt EA.hy926 Zellen und HUVEC wurde gemessen. Zusatzlich wurden

WRN-kd und WRN-Wt HUVEC mit tBHQ behandelt und hinsichtlich der Permeabilitdt untersucht. Die
aufgelisteten Daten sind Mittelwerte + SEM von Abbildung 3-5 und 3-24.

EA.hy926 HUVEC

NS siRNA 1,0+ 0,22 1,0+ 1,11

NS siRNA TNFa 0,64 + 0,02 2,26 + 0,41
WRN siRNA 0,61 + 0,005 2,63 + 0,54
WRN siRNA TNFa 0,57 + 0,001 2,59 + 0,59
NS siRNA 60 uM tBHQ - 2,87+ 1,28
NS siRNA 120 uM tBHQ - 1,51 +0,34
WRN siRNA 60 uM tBHQ - 2,62 + 0,45
WRN siRNA 120 uM tBHQ - 3,10+ 1,0

Tabelle 8-4: Daten zur Aufnahme von acLDL in Abhangigkeit der WRN-Expression.

EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden nach einer WRN siRNA Transfektion mit schwach oder moderat toxischen
tBHQ- oder MMS-Konzentrationen behandelt und fur 4 h mit gelabeltem acLDL inkubiert. Bei den der Tabelle zu
entnehmenden Daten handelt es sich um Mittelwerte + SEM, die den Abbildungen 3-4 und 3-22 zugrunde liegen.

EA.hy926 HUVEC
NS siRNA DMSO 1,0+ 0,01 NS siRNA DMSO 1,0 + 0,04
NS siRNA 100 uM tBHQ 0,87 + 0,04 NS siRNA 60 uM tBHQ 0,93 + 0,03
NS siRNA 160 uM tBHQ 0,58 + 0,09 NS siRNA 120 uM tBHQ 0,69 + 0,02
WRN siRNA DMSO 0,89 + 0,05 WRN siRNA DMSO 0,98 + 0,04
WRN siRNA 100 uM tBHQ 0,87 +0,03 WRN siRNA 60 pM tBHQ 0,81 + 0,07
WRN siRNA 160 uM tBHQ 0,82 + 0,06 WRN siRNA 120 uM tBHQ 0,46 + 0,06
NS siRNA Kon 1,0+ 0,04
NS siRNA 100 pM MMS 0,73 + 0,09
NS siRNA 200 pM MMS 0,62 + 0,09
WRN siRNA Kon 0,99 + 0,09
WRN siRNA 100 yM MMS 0,63 + 0,10
WRN siRNA 200 yM MMS 0,57 + 0,11




Anhang

Tabelle 8-5: Daten zur Zell-Zell Adhésion in Abhéangigkeit der Expression von WRN oder einzelnen BER-

Faktoren.

Die Zell-Zell Adhasion wurde in Abhangigkeit von WRN und den einzelnen BER-Faktoren APE1, FEN1, NEIL1,
PARP1 und OGG1 sowie in Abhangigkeit des WRN Inhibitors (WRNi) und nach tBHQ- oder MMS-Behandlung
untersucht. Dazu wurden fluoreszenzmarkierte HT-29 Zellen mit der Endothel-Ein-Zell-Schicht inkubiert. Nach einer
Adharenzzeit von 1 h wurde die Fluoreszenzintensitat der adharenten HT-29 Zellen gemessen. Die aufgefiihrten

Daten liegen Abbildung 3-6, 3-14 und 3-25 zugrunde. Es handelt sich um Mittelwerte + SEM.

EA.hy926 HUVEC
NS siRNA DMSO 1,0+ 0,02 NS siRNA DMSO 1,0+ 0,02
NS siRNA 100 uM tBHQ 1,08 +0,13 NS siRNA 60 uM tBHQ 0,58 + 0,09
NS siRNA 160 uM tBHQ 1,22+0,13 NS siRNA 120 uM tBHQ 6,05 + 1,14
WRN siRNA DMSO 1,04 + 0,02 WRN siRNA DMSO 1,11+ 0,07
WRN siRNA 100 uM tBHQ 0,76 + 0,07 WRN siRNA 60 pM tBHQ 1,28 + 0,65
WRN siRNA 160 uM tBHQ 1,17 + 0,17 WRN siRNA 120 uM tBHQ 8,55 + 0,96
NS siRNA Kon 1,0+ 0,09 NS siRNA Kon 1,0+ 0,02
NS siRNA 100 yM MMS 0,6 + 0,09 NS siRNA 100 uM MMS 0,73 + 0,09
NS siRNA 200 yM MMS 0,54 + 0,08 NS siRNA 200 uM MMS 2,18 + 1,43
WRN siRNA Kon 1,0+ 0,06 WRN siRNA Kon 1,65 +0,78
WRN siRNA 100 yM MMS 0,92 + 0,14 WRN siRNA 100 yM MMS 1,48 + 0,12
WRN siRNA 200 yM MMS 0,84 + 0,11 WRN siRNA 200 yM MMS 1,44 + 0,29
APE1 siRNA Kon 1,85 + 0,084
APE1 siRNA DMSO 1,42 +0,16 APE1 siRNA DMSO 1,06 + 0,04
APE1 siRNA 100 pM tBHQ 1,91 +0,16 APE1 siRNA 60 uM tBHQ 0,83 + 0,07
APE1 siRNA 160 pM tBHQ 2,66 + 0,30 APE1 siRNA 120 uM tBHQ 1,43 +0,28
APE1 siRNA 100 pM MMS 1,69 +0,16
APE1 siRNA 200 yM MMS 1,47 +0,18
FEN1 siRNA Kon 2,32+ 0,55
FEN1 siRNA DMSO 1,34 + 0,14 FEN1 siRNA DMSO 1,12 + 0,06
FEN1 siRNA 100 uM tBHQ 1,38 +0,18 FEN1 siRNA 60 uM tBHQ 0,92 + 0,044
FEN1 siRNA 160 uM tBHQ 1,66 +0,18 FEN1 siRNA 120 pM tBHQ 1,11+ 0,09
FEN1 siRNA 100 yM MMS 1,53 + 0,26
FEN1 siRNA 200 yM MMS 1,13+0,15
NEI1 siRNA Kon 2,22+ 0,36
NEIL1 siRNA DMSO 1,16 + 0,15 NEIL1 siRNA DMSO 1,21 + 0,06
NEIL1 siRNA 100 uM tBHQ 1,42 + 0,21 NEIL1 siRNA 60 uM tBHQ 0,84 + 0,07
NEIL1 siRNA 160 uM tBHQ 1,68 + 0,21 NEIL1 siRNA 120 uM tBHQ 1,54 + 0,56
NEIL1 siRNA 100 yM MMS 1,24 +0,17
NEIL1 siRNA 200 yM MMS 1,07 +0,17
PARP1 siRNA Kon 1,74 + 0,15
PARP1 siRNA DMSO 1,46 + 0,21 PARP1 siRNA DMSO 1,43 +0,28
PARP1 siRNA 100 uM tBHQ 1,92 +0,35 PARP1 siRNA 60 pM tBHQ 0,88 + 0,03
PARP1 siRNA 160 uM tBHQ 2,48 + 0,30 PARP1 siRNA 120 pM tBHQ 1,27 + 0,17
PARP1 siRNA 100 pM MMS 1,65+ 0,26
PARP1 siRNA 200 yM MMS 1,29 + 0,19
OGG1 siRNA DMSO 5,74 + 0,92 OGG1 siRNA DMSO 0,96 + 0,02
OGG1 siRNA 100 uM tBHQ 2,76 + 0,40 OGG1 siRNA 60 uM tBHQ 0,78 + 0,03
OGG1 siRNA 160 uM tBHQ 5,63 + 1,31 OGG1 siRNA 120 uM tBHQ 0,77 + 0,04
0,5 yM WRNi 0,99 + 0,08 0,5 uM WRNi 1,09 + 0,12
1 uM WRNi 1,08 + 0,13 1 uM WRNi 1,28 + 0,19
5 yM WRNi 1,02 + 0,06 5 yM WRNi 1,44 + 0,35

Tabelle 8-6: Daten zur Zellmigration von WRN- bzw. BER-Faktor-kd Zellen nach tBHQ- oder MMS-

Behandlung.

Entsprechende kd EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden fiir 24 h mit tBHQ oder MMS behandelt. Im Anschluss
daran wurde die Ein-Zell-Schicht verletzt und die Migrationsgeschwindigkeit nach 8 h Migrationszeit bestimmt. Die
aufgelisteten Daten sind Grundlage fiir die Abbildungen 3-7, 3-15 und 3-26. Es handelt sich um Mittelwerte + SEM.

EA.hy926 HUVEC
NS siRNA 1,00 £ 0,02 NS siRNA 1,00 £ 0,03
WRN siRNA 0,25 £ 0,05 WRN siRNA 0,70 £ 0,03
NS siRNA 100 uM tBHQ 1,09 + 0,06 NS siRNA 60 uM tBHQ 0,51 £0,05
WRN siRNA 100 uM tBHQ 0,64 £ 0,05 WRN siRNA 60 pM tBHQ 0,42 £ 0,03
NS siRNA 160 uM tBHQ 0,82 £0,12 NS siRNA 120 uM tBHQ 0,11 £ 0,05
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WRN siRNA 160 uM tBHQ 0,39 + 0,09 WRN siRNA 120 uM tBHQ 0,01+ 0,01
NS siRNA 100 pM MMS 0,76 + 0,03
WRN siRNA 100 uM MMS 0,35+ 0,04
NS siRNA 200 pM MMS 0,67 0,15
WRN siRNA 200 uM MMS 0,53 £ 0,05
1 uM WRNi 1,06 + 0,03
10 pM WRNi 1,14 £ 0,01
APE1 siRNA 0,61+0,06 APE1 siRNA 0,76 + 0,07
APE1 siRNA 100 M tBHQ 0,49 + 0,06 APE1 siRNA 60 uM tBHQ 1,15+ 0,10
APE1 WRN siRNA 0,46 + 0,05
APE1 WRN siRNA 100 pM tBHQ 0,42 0,04
FEN1 siRNA 1,27 £ 0,09 FEN1 siRNA 0,97 + 0,05
FEN1 siRNA 100 pM tBHQ 1,42 £ 0,09 FEN1 siRNA 60 uM tBHQ 1,01+ 0,05
FEN1 WRN siRNA 0,80 £ 0,04
FEN1 WRN siRNA 100 M tBHQ 0,71+0,05
NEIL1 siRNA 0,81+0,04 NEIL1 siRNA 0,61x0,09
NEIL1 siRNA 100 uM tBHQ 0,85+ 0,05 NEIL1 siRNA 60 M tBHQ 0,53 +0,13
NEIL1T WRN siRNA 0,43 £ 0,01
NEIL1 WRN siRNA 100 uM tBHQ 0,51+ 0,01
PARP1 siRNA 0,63+ 0,06 PARP1 siRNA 0,76 + 0,09
PARP1 siRNA 100 uM tBHQ 0,82 + 0,06 PARP1 siRNA 60 pM tBHQ 0,95+0,10
PARP1 WRN siRNA 0,42 + 0,03
PARP1 WRN siRNA 100 pM tBHQ | 0,54 £ 0,02
OGG1 siRNA 1,12+ 0,04 OGG1 siRNA 0,69 + 0,07
OGG1 WRN siRNA 0,66 + 0,12 OGG1 siRNA 100 uM tBHQ 0,75+ 0,04
OGG1 WRN siRNA 100 uM tBHQ 1,19 £ 0,03

Tabelle 8-7: ATP-Gehalt von WRN-kd Zellen basal und nach tBHQ-oder MMS-Behandlung.
Nach der Behandlung von WRN-kd EA.hy926 Zellen und mit NS siRNA behandelten EA.hy926 Zellen mit tBHQ
oder MMS wurde der ATP-Gehalt gemessen. Die gezeigten Daten sind Grundlage fir Abbildungen 3-7 und 3-27.
Es handelt sich um Mittelwerte + SEM.

EA.hy926

NS siRNA DMSO 1,0 + 0,02
NS siRNA 100 uM tBHQ 0,67 +0,9
NS siRNA 160 M tBHQ 0,66 + 0,06
WRN siRNA DMSO 1,09 + 0,09
WRN siRNA 100 pM tBHQ 0,87 +0,12
WRN siRNA 160 pM tBHQ 0,9+0,1
NS siRNA Kon 1,0 + 0,03
NS siRNA 100 uM MMS 0,94 + 0,04
NS siRNA 200 uM MMS 0,88 + 0,06
WRN siRNA Kon 1,09+ 0,12
WRN siRNA 100 pM MMS 1,04 + 0,08
WRN siRNA 200 pM MMS 0,99 +0,13

Tabelle 8-8: Daten zur Bestimmung des mitotischen Index in Abhangigkeit von WRN.
WRN-reduzierte und WRN native EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden hinsichtlich ihres mitotischen Indexes
untersucht, indem pH3-positive Zellen angefarbt wurden. Proliferierende Zellen dienten als Kontrolle. Erfasst sind
Mittelwerte + SEM. Die zugehdrige graphische Darstellung ist Abbildung 3-8.

EA.hy926 HUVEC
Prolif. Zellen 4,47 + 0,93 Prolif. Zellen 7,52 +1,10
NS siRNA 1,27 + 0,090 NS siRNA 1,65 + 0,92
WRN siRNA 1,10 + 0,31 WRN siRNA 1,93 + 0,67
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Tabelle 8-9: Daten zur mRNA-Expression von WRN bzw. BER-Faktor-kd Zellen nach tBHQ- oder MMS-

Behandlung.

Endothelzellspezifische, migrationsassoziierte und antioxidative Faktoren wurden hinsichtlich der Veranderungen
durch reduzierte Proteinmengen von WRN oder den BER-Faktoren APE1, FEN1, NEIL, PARP1 und OGG1 sowie
durch die Behandlung mit tBHQ oder MMS mit Hilfe einer quantitativen Real-time PCR untersucht. Bei den
gelisteten Daten handelt es sich um Mittelwerte + SEM. Die dazugehdrigen grafischen Darstellungen sind

Abbildungen 3-9, 3-10, 3-16, 3-28 und 3-29.

EA.hy926 HUVEC
Vim; WRN siRNA 0,86 + 0,05 Vim; WRN siRNA 1,08 + 0,25
Vim; NS siRNA 160 pM tBHQ 0,73 + 0,03 Vim; NS siRNA 120 uM tBHQ 0,72 + 0,04
Vim; WRN siRNA 160 uM tBHQ 0,66 + 0,09 Vim; WRN siRNA 120 pM tBHQ 0,81 + 0,08
Cdh5; WRN siRNA 1,08 + 0,13 Cdh5; WRN siRNA 0,92 + 0,14
Cdh5; NS siRNA 160 uM tBHQ 0,46 + 0,16 Cdh5; NS siRNA 120 uM tBHQ 1,29 + 0,44
Cdh5; WRN siRNA 160 uM tBHQ 0,38 + 0,04 Cdh5; WRN siRNA 120 uM tBHQ 1,20 + 0,34
RhoA; WRN siRNA 0,72 + 0,02 RhoA; WRN siRNA 1,04 + 0,18
RhoA; NS siRNA 160 uM tBHQ 0,99 + 0,07 RhoA; NS siRNA 120 uM tBHQ 0,84 + 0,09
RhoA; WRN siRNA 160 uM tBHQ 0,98 + 0,14 RhoA; WRN siRNA 120 uM tBHQ 0,99 + 0,08
Rac1; WRN siRNA 0,78 + 0,21 Rac1; WRN siRNA 1,09 + 0,23
Rac1; NS siRNA 160 uM tBHQ 1,26 + 0,34 Rac1; NS siRNA 120 uM tBHQ 0,99 + 0,19
Rac1; WRN siRNA 160 uM tBHQ 0,76 + 0,45 Rac1; WRN siRNA 120 uM tBHQ 1,23 + 0,14
Ptk2; WRN siRNA 1,18 + 0,04 Ptk2; WRN siRNA 1,14 + 0,07
Sele; WRN siRNA 2,36 + 0,33 Sele; WRN siRNA 135,21 + 128,81
Sele; NS siRNA 160 uM tBHQ 1,16 + 0,40 Sele; NS siRNA 120 uM tBHQ 0,07 + 0,03
EA.hy926 HUVEC
Sele; WRN siRNA 160 uM tBHQ 2,79 + 0,49 Sele; WRN siRNA 120 uM tBHQ 0,41 +0,13
Icam1; WRN siRNA 1,89 + 1,01 Icam1; WRN siRNA 7,95 +475
Icam1; NS siRNA 160 uM tBHQ 0,56 + 0,34 Icam1; NS siRNA 120 uM tBHQ 0,49 + 0,28
Icam1; WRN siRNA 160 uM tBHQ 12,27 + 6,84 Icam1; WRN siRNA 120 uM tBHQ 1,07 + 0,23
Icam1; NS siRNA 200 yM MMS 0,68 +0,15
Icam1; WRN siRNA 200 yM MMS 1,52+ 0,73
Vcam1; WRN siRNA 0,89 + 0,17 Vecam1; WRN siRNA 17,83 + 15,89
Vcam1; NS siRNA 160 uM tBHQ 0,80 + 0,64 Vcam1; NS siRNA 120 uM tBHQ 0,01 + 0,01
Vcam1; WRN siRNA 160 uM tBHQ 0,69 + 0,41 Vecam1; WRN siRNA 120 yM tBHQ 0,08 + 0,06
Vcam1; NS siRNA 200 yM MMS 0,75+ 0,08
Vcam1; WRN siRNA 200 yM MMS 0,86 + 0,10
Nos3; WRN siRNA 0,99 + 0,24 Nos3; WRN siRNA 0,97 + 0,28
Nos3; NS siRNA 160 uM tBHQ 0,52 + 0,46 Nos3; NS siRNA 120 uM tBHQ 0,94 + 0,25
Nos3; WRN siRNA 160 uM tBHQ 1,56 + 0,78 Nos3; WRN siRNA 120 uM tBHQ 0,97 + 0,45
Nos3; NS siRNA 100 yM MMS 0,94 +0,13
Nos3; WRN siRNA 200 yM MMS 1,23 + 0,33
Nos2; WRN siRNA 1,15+ 0,28 Nos2; WRN siRNA 1,36 + 0,53
Nos2; NS siRNA 160 uM tBHQ 1,10 + 0,06 Nos2; NS siRNA 120 uM tBHQ 1,29 + 0,29
Nos2; WRN siRNA 160 uM tBHQ 1,21 + 0,05 Nos2; WRN siRNA 120 uM tBHQ 0,77 + 0,45
Nos2; NS siRNA 200 yM MMS 0,94 +0,12
Nos2; WRN siRNA 200 yM MMS 1,01 + 0,10
Ccl2; WRN siRNA 3,562 + 1,86 Ccl2; WRN siRNA 6,69 + 3,45
Ccl2; NS siRNA 160 uM tBHQ 4,52 + 3,54 Ccl2; NS siRNA 120 uM tBHQ 0,07 + 0,05
Ccl2; WRN siRNA 160 uM tBHQ 6,22 + 2,51 Ccl2; WRN siRNA 120 uM tBHQ 0,04 + 0,02
Ccl2; NS kd 200 uM MMS 0,92 +0,14
Ccl2; WRN siRNA 200 yM MMS 1,24 + 0,55
Plat; WRN siRNA 2,16 + 0,54 Plat; WRN siRNA 2,37 +0,33
Plat; NS siRNA 160 uM tBHQ 1,11 + 0,59 Plat; NS siRNA 120 uM tBHQ 1,47 + 0,61
Plat; WRN siRNA 160 uM tBHQ 2,29 +0,78 Plat; WRN siRNA 120 uM tBHQ 2,10+ 1,15
Plat; NS siRNA 200 yM MMS 0,39 + 0,10
Plat; WRN siRNA 200 yM MMS 0,47 + 0,17
Edn1; WRN siRNA 0,93 + 0,26 Edn1; WRN siRNA 1,18 + 0,25
Edn1; NS siRNA 160 uM tBHQ 0,52 + 0,05 Edn1; NS siRNA 120 uM tBHQ 0,15+ 0,01
Edn1; WRN siRNA 160 uM tBHQ 0,27 + 0,04 Edn1; WRN siRNA 120 uM tBHQ 0,17 + 0,07
Edn1; NS siRNA 200 yM MMS 0,37 + 0,08
Edn1; WRN siRNA 200 yM MMS 0,25 + 0,06
Kdr; WRN siRNA 1,01 + 0,09 Kdr; WRN siRNA 1,47 + 0,19
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Kdr, NS siRNA 160 pM tBHQ 1,38 + 0,42 Kdr; NS siRNA 120 uM tBHQ 1,79 + 0,28
Kdr; WRN siRNA 160 uM tBHQ 1,29 + 0,44 Kdr; WRN siRNA 120 uM tBHQ 1,33+0,20
Kdr, NS siRNA 200 pM MMS 0,34 +0,02
Kdr, WRN siRNA 200 pM MMS 0,33 +0,07
Gpx1 WRN siRNA 1,01 +0,17 Gpx1; WRN siRNA 0,87 +0,13
Gpx1 NS siRNA 160 uM tBHQ 0,71 +0,17 Gpx1; NS siRNA 120 pM tBHQ 0,93 + 0,035
Gpx1 WRN siRNA 160 M tBHQ 0,50 + 0,11 Gpx1; WRN siRNA 120 uM tBHQ 0,97 + 0,26
Ho1 WRN siRNA 1,01+ 0,09 Ho1; WRN siRNA 0,83 +0,29
Ho1 NS siRNA 160 pM tBHQ 19,72 + 3,46 Ho1; NS siRNA 120 uM tBHQ 206,91 + 63,95
Ho1 WRN siRNA 160 uM tBHQ 30,55 + 2,61 Ho1; WRN siRNA 120 pM tBHQ 264,44 + 156,86
Sele APE1 siRNA 1,34 + 0,44 Sele; APE1 siRNA 4,76 +3,20
Sele FEN1 siRNA 3,60 +2,19 Sele; FENT siRNA 4,76 + 3,44
Sele NEIL1 siRNA 2,17 +0,80 Sele; NEIL1 siRNA 3,60 + 2,44
Sele PARP1 siRNA 1,04 + 0,55 Sele; PARP1 siRNA 3,31+2,37
Sele OGG1 siRNA 0,56 + 0,20 Sele; OGG1 siRNA 385,52 + 293,78
Icam1; APE1 siRNA 1,12 + 0,41 Icam1; APE1 siRNA 3,75+1,95
Icam1; FEN1 siRNA 0,57 + 0,11 Icam1; FEN1 siRNA 4,73 +2,23
Icam1; NEIL1 siRNA 0,81+0,15 Icam1; NEIL1 siRNA 3,94 + 1,48
Icam1; PARP1 siRNA 0,37 + 0,21 Icam1; PARP1 siRNA 3,26 + 1,62

EA.hy926 HUVEC

Icam1; OGG1 siRNA 0,96 + 0,26 Icam1; OGG1 siRNA 49,40 + 14,37
Vcam1; APE1 siRNA 0,82 +0,15 Vcam1; APE1 siRNA 1,29 + 0,53
Vcam1; FEN1 siRNA 1,55 + 0,21 Vcam1; FEN1 siRNA 1,83+0,75
Vcam1; NEIL1 siRNA 1,11+0,10 Vcam1; NEIL1 siRNA 1,57 +0,15
Vcam1; PARP1 siRNA 1,09 + 0,06 Vcam1; PARP1 siRNA 1,57 + 0,86
Vcam1; OGG1 siRNA 0,82+0,19 Vcam1;, OGG1 siRNA 12,04 + 11,0
Nos3; APE1 siRNA 1,23 + 0,05 Nos3; APE1 siRNA 0,53 +0,29
Nos3; FEN1 siRNA 0,96 + 0,02 Nos3; FEN1 siRNA 0,45+0,23
Nos3; NEIL1 siRNA 1,07 + 0,04 Nos3; NEIL1 siRNA 0,59 + 0,14
Nos3; PARP1 siRNA 0,76 + 0,14 Nos3; PARP1 siRNA 0,46 + 0,15
Nos3; OGG1 siRNA 0,96 + 0,05 Nos3; OGG1 siRNA 0,57 + 0,14
Ccl2; APE1 siRNA 1,36 + 0,05 Ccl2; APE1 siRNA 1,56 + 0,45
Ccl2; FEN1 siRNA 0,92 +0,12 Ccl2; FEN1 siRNA 2,10 + 0,57
Ccl2; NEIL1 siRNA 1,29+ 0,10 Ccl2; NEIL1 siRNA 1,30 + 0,36
Ccl2; PARP1 siRNA 0,69 + 0,16 Ccl2; PARP1 siRNA 1,62 +0,70
Ccl2; OGG1 siRNA 0,87 + 0,11 Ccl2; OGG1 siRNA 4,30 +0,92
Kdr; APE1 siRNA 1,43+0,18 Kdr; APE1 siRNA 0,71 +0,22
Kdr; FEN1 siRNA 0,73+0,12 Kdr; FEN1 siRNA 0,79+0,16
Kdr; NEIL1 siRNA 0,92 + 0,05 Kdr; NEIL1 siRNA 0,75 +0,24
Kdr; PARP1 siRNA 0,40 + 0,28 Kdr; PARP1 siRNA 0,98 + 0,09
Kdr; OGG1 siRNA 1,15+ 0,13 Kdr; OGG1 siRNA 33,08 + 22,50

Tabelle 8-10: Daten zur WRN-assoziierten Seneszenz.

Die Seneszenz WRN reduzierter Zellen und die der jeweiligen Kontrollzellen wurde mittels SA-BG Assay bestimmit.
Als Kontrolle dienten Zellen, die mit 10 Gy bestrahlt wurden. Des Weiteren wurden morphologisch vergroRerte
Zellen gezahlt. Bei den aufgefiihrten Zahlenangaben handelt es sich um den Mittelwert + SEM. Die dazugehdrigen
Darstellungen befinden sich in Abbildung 3-11.

EA.hy926 HUVEC

X-Gal positive Zellen X-Gal positive Zellen

NS siRNA 48 h 2,13+ 0,21 NS siRNA 48 h 1,71+ 0,83
WRN siRNA 48 h 6,74 + 1,35 WRN siRNA 48 h 3,04 + 0,82
NS siRNA 72 h 6,87 + 3,62 NS siRNA 72 h 4,18 + 2,24
WRN siRNA 72 h 6,56 + 2,59 WRN siRNA 72 h 4,18 + 2,52
NS siRNA 96 h 13,87 + 3,23 NS siRNA 96 h 10,82 + 1,11
WRN siRNA 96 h 13,40 + 1,10 WRN siRNA 96 h 9,56 + 2,91
NS siRNA 120 h 22,39 + 6,90 NS siRNA 120 h 9,54 + 0,70
WRN siRNA 120 h 29,74 + 10,03 WRN siRNA 120 h 7,87 +1,13
NS siRNA 10 Gy, 72 h 28,96 + 5,12 10Gy, 72 h 13,59 + 0,46
WRN siRNA 10 Gy, 72 h 38,08 + 6,33 WRN siRNA 10 Gy, 72 h 11,26 + 2,98
Anzahl grof3er Zellen Anzahl grof3er Zellen

NS siRNA 48 h 0,66 + 0,42 NS siRNA 48 h 0,47 + 0,21
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WRN siRNA 48 h 0,43 +0,33 WRN siRNA 48 h 0,68 + 0,38
NS siRNA 72 h 0,68 + 0,06 NS siRNA 72 h 1,17 + 0,84
WRN siRNA 72 h 0,77 + 0,07 WRN siRNA 72 h 0,94 + 0,67
NS siRNA 96 h 1,08 + 0,22 NS siRNA 96 h 0,98 + 0,26
WRN siRNA 96 h 0,86 + 0,27 WRN siRNA 96 h 0,87 + 0,30
NS siRNA 120 h 0,51 +0,28 NS siRNA 120 h 0,49 + 0,29
WRN siRNA 120 h 0,70 + 0,29 WRN siRNA 120 h 0,48 + 0,12
NS siRNA 10 Gy, 72 h 2,30 +0,34 NS siRNA 10 Gy, 72 h 1,44 + 0,01
WRN siRNA 10 Gy, 72h | 3,91+ 0,46 WRN siRNA 10 Gy, 72h | 1,54 + 0,49

Tabelle 8-11: Viabilitat von WRN-knockdown Zellen.

Die Viabilitat von WRN-kd Zellen wurde mit Hilfe des Alamar Blue- (AB), MTT-, Neutralrot- (NR) und LDH-Assays
untersucht. Die aufgelisteten Daten sind Mittelwerte + SEM. Die graphische Darstellung ist in Abbildung 3-3 zu

finden.
EA.hy926 HUVEC
AB NS siRNA 1,00 + 0,01 AB NS siRNA 1,00 + 0,02
AB WRN siRNA 0,76 + 0,02 AB WRN siRNA 1,07 + 0,01
MTT NS siRNA 1,00 + 0,02 MTT NS siRNA 1,00 + 0,01
MTT WRN siRNA 0,96 + 0,04 MTT WRN siRNA 0,91 + 0,02
NR NS siRNA 1,00 + 0,01 NR NS siRNA 1,00 + 0,09
NR WRN siRNA 0,89 + 0,03 NR WRN siRNA 1,07 + 0,13
LDH NS siRNA 1,00 + 0,09 LDH NS siRNA 1,00 + 0,06
LDH WRN siRNA 1,05 + 0,07 LDH WRN siRNA 1,05+ 0,01

Tabelle 8-12: Daten zur Viabilitdt von Endothelzellen nach MMS-Behandlung.
EA.hy926 Zellen und HUVEC wurden fiir 24 h und 72 h mit verschiedenen MMS-Konzentrationen behandelt. Die
Viabilitdt wurde mittels Alamar Blue Assay gemessen. Bei den gelisteten Werten handelt es sich um Mittelwerte +
SEM. Die jeweiligen Dosis-Wirkungskurven sind in Abbildung 3-18 dargstellt.

EA.hy926 HUVEC
tBHQ [uM] nach 24 h tBHQ [uM] nach 24 h
0 1,00 + 0,01 0 1,00+ 0,0
100 1,00 + 0,03 25 0,95+ 0,01
200 0,53 £ 0,06 50 0,91 £ 0,04
300 0,34 + 0,1 100 0,76 £ 0,05
400 0,14 £ 0,08 200 0,62 £ 0,01
300 0,10 £ 0,03
tBHQ [uM] nach 72 h tBHQ [uM] nach 72 h
0 1,00 + 0,01 0 1,00 + 0,01
100 0,84 + 0,01 25 1,02 £ 0,02
200 0,43 £ 0,07 50 0,89 + 1,04
300 0,11+ 0,01 100 0,63 £ 0,01
400 0,0 £ 0,01 200 0,08 £ 0,01
300 0,04 £ 0,01
MMS [uM] nach 24 h MMS [uM] nach 24 h
0 1,04 £ 0,02 0 1,00 + 0,03
50 1,09 £ 0,07 50 1,06 + 0,03
100 0,97 £ 0,07 100 0,88 + 0,04
200 0,93 £ 0,06 200 0,64 + 0,09
300 0,46 £ 0,14
MMS [uM] nach 72 h MMS [uM] nach 72 h
0 1,04 £ 0,03 0 1,00 + 0,03
50 0,91 £ 0,06 50 0,78 £ 0,04
100 0,82 + 1,06 100 0,75+ 0,02
200 0,41 £ 0,06 200 0,35+ 0,04
300 0,17 £ 0,03
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Tabelle 8-13: Daten zut Viabilitdt nach tBHQ- und MMS-Behandlung in Abhédngigkeit von WRN.
Sowohl WRN-kd als auch WRN-profiziente Zellen wurden fiir 24 h mit verschiedenen tBHQ-Konzentrationen

behandelt. Im Anschluss wurde deren Viabilitat mittels Alamar Blue Assay gemessen. Es handelt sich bei den
dargestellten Daten um Mittelwerte + SEM der in Abbildung 3-19 gezeigten Dosis-Wirkungskurven.

EA.hy926 HUVEC

NS siRNA NS siRNA

tBHQ [uM] tBHQ [uM]

0 1,00 £ 0,01 0 1,00 £ 0,02
50 1,08 £ 0,02 50 0,96 £ 0,01
100 0,86 £ 0,04 100 0,89 £ 0,02
200 0,46 £ 0,05 200 0,32 £ 0,07
300 0,23+ 0,05 300 -0,01 £ 0,01
400 0,03 £ 0,00 400 -0,01 £ 0,01
WRN siRNA WRN siRNA

tBHQ [uM] tBHQ [uM]

0 0,78 £ 0,02 0 1,07 £ 0,01
50 0,82+ 0,03 50 0,91+ 0,03
100 0,63 % 0,09 100 0,59 % 0,09
200 0,20 £ 0,04 200 -0,01£0,01
300 0,03 0,00 300 -0,01£0,01
400 0,04 £ 0,01 400 -0,01£0,01

Tabelle 8-14: Daten zur Bildung intrazellulédrer reaktiver Sauerstoffspezies nach Behandlung mit tBHQ.

Die Bildung intrazelluldarer ROS in EA.hy926 Zellen und HUVEC wurde mit Hilfe des H2DCFDA Assays
fluorimetrisch gemessen. Tabellarisch aufgefihrt sind Mittelwerte + SEM. Die graphische Darstellung ist in
Abbildung 3-20 zu finden.

EA.hy926 HUVEC
NS siRNA DMSO 1,00 + 0,00 NS siRNA DMSO 1,00 + 0,00
NS siRNA 100 pM tBHQ 1,34 +0,19 NS siRNA 60 uM tBHQ 1,61 +0,21
NS siRNA 160 pM tBHQ 1,37 + 0,22 NS siRNA 120 uM tBHQ 1,47 + 0,27
WRN siRNA DMSO 0,87 + 0,12 WRN siRNA DMSO 0,63 + 0,19
WRN 100 uM tBHQ 1,15+ 0,173 WRN 60 uM tBHQ 1,02 + 0,22
WRN 160 uM tBHQ 1,30 + 0,24 WRN 120 pM tBHQ 1,61+0,35
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