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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Endotheliale zu Mesenchymale Transition ist ein dynamischer Prozess bei dem
Endothelzellen funktionale und morphologische Anderungen durchlaufen und schlieBlich
einen mesenchymalen Phanotyp  annehmen. Dieser  Vorgang ist zwar
entwicklungsphysiologisch fur die regelrechte Herzentwicklung notwendig, wurde im adulten
Organismus jedoch bereits mit verschiedensten Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie der
kalzifizierenden Aortenklappenerkrankung in Verbindung gebracht. Dysregulationen von
Ektonukleotidasen, einer Gruppe membranstandiger Enzyme, die den Abbau von
extrazellularem ATP und seiner Metabolite regulieren, steht ebenfalls mit dem Auftreten
kardiovaskularer Pathologien in Zusammenhang. Trotz der zahlreichen Studien, die diese
Vorgange separat untersuchen gab es bisher keine Erkenntnisse Uber einen mdglichen
Zusammenhang zwischen dysregulierter purinerger Signalkaskade und dem Auftreten von
Endothelialer zu Mesenchymaler Transition in Endothelzellen der Aortenklappe. Das Hauptziel
dieser Arbeit besteht daher darin, erstmals die Rolle der purinergen Signalkaskade in der
Entstehung von Endothelialer zu Mesenchymaler Transition in humanen valvularen

Endothelzellen der Aortenklappe zu untersuchen.

Es wurde gezeigt, dass eine Dysregulation der purinergen Signaltransduktion kurzfristig
zunachst zu einer endothelialen Dysfunktion und langfristig zu einer partiellen Endothelialen
zu Mesenchymalen Transition in Aortenklappenendothelzellen flihrt. Hierbei scheint
besonders unter Inhibition der Schlisslenzyme CD39 und CD73 die erhéhte Phosphorylierung
von p38-mitogenaktivierte  Proteininasen, sowie die Regulation des SLUG
Transkriptionsfaktors eine Rolle zu spielen. Aktivierung von P2- oder A>-Adenosinrezeptoren
verursachte ebenfalls, in verschiedenem Ausmal}, Endotheliale zu Mesenchymale Transition.
Aufgrund gezeigter Unterschiede in der morphologischen Anderung und der Beeinflussung
verschiedener Transkriptionsfaktoren, ist anzunehmen, dass sich die zugrundeliegenden

Mechanismen unterscheiden missen.

Die vorliegende Forschungsarbeit zeigt somit erstmals den Einfluss der purinergen
Signalkaskade auf die Induktion einer Endothelialen zu Mesenchymalen Transition in
humanen Endothelzellen der Aortenklappe, wobei die genauen mechanistischen Hintergriinde
weiterhin unklar sind. Im Zusammenhang mit bereits publizierten Daten aus Interstitialzellen
der Aortenklappe, sowie dem aktuellen Verstandnis von degenerativen Klappenerkrankungen,
weisen die vorliegenden Daten weiterfiihrend auf einen malfgeblichen Einfluss der purinergen

Signaltransduktion auf die Pathophysiologie der Aortenklappe hin.



Summary

Summary

Endothelial to mesenchymal transition is a dynamic process during which endothelial cells
undergo profound morphological and functional changes, ultimately acquiring a mesenchymal
phenotype. While this transition is crucial for cardiac development during embryogenesis, it
has also been linked to various cardiovascular pathologies in the adult organism.
Dysregulation of ectonucleotidases, a group of membrane-bound enzymes that regulate the
metabolism of ATP and its metabolites, is also linked to cardiac diseases such as calcific aortic
valve disease. Despite the many studies dealing with these processes separately, there is no
knowledge about a possible relation between dysregulation of purinergic signaling and the

occurrence of endothelial to mesenchymal transition in endothelium of the aortic valve.

Hence, the main aim of this thesis was to investigate the role of the purinergic signaling system
in endothelial to mesenchymal transition of human aortic valve endothelial cells for the first

time.

Dysregulation of purinergic signaling lead to endothelial dysfunction and ultimately to
endothelial to mesenchymal transition. Inhibition of the key enzymes CD39 and CD73 seems
to induce these changes via enhanced phosphorylation of p38-mitogen-activated protein
kinase and regulation of the SLUG transcription factor. Interestingly, activation of P2- or A.-
adenosine receptors lead, to different extends, to endothelial to mesenchymal transition as
well. Concerning the diverse morphological changes and affected transcription factors, we

propose that the underlying mechanisms may be different.

For the first time, this study shows the effects of the purinergic signaling system on endothelial
to mesenchymal transition in human aortic valve endothelial cells, however the precise
mechanisms are yet unknown. In accordance with already published data from interstitial cells
of the aortic valve, as well as the general understanding of degenerative valve diseases, the
obtained data suggest a profound effect of the purinergic signaling system on the

pathophysiology of the aortic valve.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Endothel der Aortenklappe

Als Endothel bezeichnet man die einlagige Zellschicht, die das komplette kardiovaskulare
System auskleidet. Auch im Aufbau der Aortenklappe findet sich entsprechend eine auliere
Schicht aus Endothelzellen wieder (valvulare Endothelzellen, VEC), welche die drei
innenliegenden  Schichten extrazelluldrer Matrix und Interstitialzellen (valvulare
Interstitialzellen, VIC) umgibt (Abbildung 1).

Endothelzellen

(@@ @]

Lamina

J.\
<> fibrosa

Interstitialzellen Lamina
Q j spongiosa
<> Q Lamina
ventricularis

®]/® | e e e,

Endothelzelién

Abbildung 1: Aufbau der Aortenklappe

Schematische Darstellung des mehrschichtigen Aufbaus der Aortenklappe. Im Inneren der Klappe finden sich drei
Schichten Extrazellularmatrix unterschiedlicher Zusammensetzung, in der Interstitialzellen eingebettet sind. Eine
einlagige Schicht aus Endothelzellen bildet die duRerste Schicht der Klappe.

Das Endothel der Aortenklappe wurde lange Zeit als wenig relevant fir die Physiologie und
Pathophysiologie der Klappe angesehen, da man davon ausging, dass Herzklappen passive
Strukturen sind, die lediglich durch Druckanderung 6ffnen und schlief3en [1]. Heute ist bekannt,
dass es sich bei den Aortenklappentaschen um ein aktives Gewebe handelt, und die
verschiedenen Zelltypen maligeblich an der Aufrechterhaltung der Homdostase der
Herzklappe beteiligt sind [2]. Im Gegensatz zu VIC sind VEC jedoch weiterhin weniger gut
untersucht. Diese Zellart erscheint in vitro, wie andere Endothelzellen (EC) auch, in
Kopfsteinpflastermorphologie (homogen, eher rundlich, enger Zell-Zell Kontakt) [3], scheint
sich aber molekularbiologisch deutlich von anderen Endothelpopulationen abzuheben [4, 5].

Diese Erkenntnisse haben VEC eine neue Relevanz in der Erforschung kardiovaskularer

1



Einleitung

Erkrankungen verliehen und die Ansicht, dass eine Dysfunktion dieser Zellen ein frihes
Stadium von Pathologien wie der kalzifizierenden Aortenklappenerkrankung (calcific aortic

valve disease, CAVD) sein kann, wird zunehmend durch Studien unterstttzt [6-9].

1.1.1 Endothelfunktion

Endothelzellen sind eine heterogene, hochadaptive Zellart, die in permanentem Kontakt mit
dem zirkulierenden Blut und allen darin enthaltenen Komponenten steht. Das Endothel bildet
die innere Auskleidung aller Blut- und LymphgefalRe und des Herzens, somit ist es an
zahleichen Positionen des Korpers die Schnittstelle von Blut zu Gewebe [10]. Aufgrund dieser
Stellung und der andauernden Exposition der Zellen gegenuber zahlreicher Stimuli besitzen
EC die Fahigkeit, in Folge verschiedenster Reize systemische Reaktionen einzuleiten. Diese
Dynamik ist eine wichtige Voraussetzung Vvieler regulatorischer Prozesse wie
Entzindungsreaktionen, Blutdruckregulation oder Fibrinolyse [11]. Die Aktivierung von
Endothelzellen in Reaktion auf variable externe Einflisse ist somit zentral fur die
Aufrechterhaltung der Homoostase. Eine wichtige Rolle in dieser Endothelfunktion spielt das
I6sliche Gas Stickstoffmonoxid (NO), welches von der endothelialen NO Synthase 3 (eNOS)
produziert wird. NO kann schnell durch die Plasmamembran diffundieren und somit die Zellen
in Blut und umliegendem Gewebe beeinflussen. So bewirkt es Gefalerweiterung durch
Relaxation von Glattmuskelzellen und reguliert die Expression von Adhasionsmolekiile wie
interzellulares Adhasionsmolekil 1 (ICAM-1) oder vaskulares Adhasionsmolekil 1 (VCAM-1)
[12, 13]. Die Balance zwischen Vasodilatatoren und Vasokonstriktoren ist in gesundem
Endothel eine grundliegende Voraussetzung, da so Komplikationen wie Vasospasmen
verhindert werden. Bei diesem Gleichgewicht sind NO als wichtigster antiproliferativer,
antithrombotischer Vasodilatator und Endothelin-1 (EDN-1) als potentester proproliferativer,

prothrombotischer Vasokonstriktor des Endothels mafRgebliche Groen [14].

1.1.2 Endotheliale Dysfunktion

Eine nicht-adaptive Endothelaktivierung kann diverse Stérungen der regulierenden Funktion
des Endothels verursachen und wird als endotheliale Dysfunktion bezeichnet [15]. Unter
physiologischen Bedingungen verhindert das Endothel unter anderem Vasospasmen,
ungehinderte Leukozytenadhasion und bildet eine nicht-thrombogene Oberflache. Kommt es
jedoch zu einer Dysfunktion, werden Adhéasionsmolekiile exprimiert, EC nehmen pro-
thrombotische Eigenschaften an oder werden inflammatorisch aktiv. Hierbei kommt es speziell
zu einer erhdhten Expression von ICAM-1 und VCAM-1 mit Aktivierung des nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NFkB) Signalwegs. Nehmen die
Endothelzellen einen prothrombotischen Zustand an, ist die Balance zwischen eNOS Aktivitat

2



Einleitung

und EDN-1 Sekretion gestort, wobei es in der Regel zu einer Verschiebung zu Gunsten von
EDN-1 kommt [14, 16]. Die endotheliale Dysfunktion kann tber die genannten Faktoren hinaus
auch jegliche andere Bereiche der Funktionen von Endothelzellen umfassen und gilt daher als
mafgeblich in der Entstehung und dem Fortschreiten verschiedenster kardiovaskularer

Erkrankungen wie der koronaren Herzkrankheit (KHK) oder Atherosklerose [17, 18].

1.2 Endothelial to Mesenchymal Transition (EndMT)

Endothelzellen sind dazu in der Lage, einen Prozess zu durchlaufen, der als Endotheliale zu
Mesenchymale Transition (engl.: endothelial to mesenchymal transition, EndMT) bezeichnet
wird. Hierbei andern die EC ihren Phanotyp von endothelial zu mesenchymal. Konkret
bedeutet das, dass die Zellen makroskopisch ihre typische Kopfsteinplastermorphologie
verlieren und eine eher spindelférmige, elongierte Form annehmen. Endothelzellmarker wie
Cluster of Differentiation 31 (CD31), Vaskular-endotheliales Cadherin (VE-cadherin) oder von
Willebrand Faktor (vVWf) werden herunterreguliert, bis hin zum vélligen Verlust der Expression.
Gleichzeitig werden mesenchymale Marker wie a-Glattmuskel-Aktin (aSMA) oder Vimentin
(Vim) in diesen Zellen hochreguliert. Dartber hinaus verlieren Endothelzellen, die eine EndMT
durchlaufen, ihre urspriingliche Funktionalitat und sind weniger adhasiv [19]. Der Prozess der
EndMT muss hierbei als ein Spektrum von mdglichen Anderungen der Funktion und des
Phanotyps verstanden werden, innerhalb dessen auch intermediare Typen vorkommen, die
Merkmale beider Zellarten exprimieren (Abbildung 2). Man kann daher diesen Prozess in
partielle EndMT, bei der noch endotheliale Merkmale nachweisbar sind, und komplette EndMT
unterscheiden. Methodisch ist zu beachten, dass die Untersuchung der EndMT nach wie vor
wissenschaftlich herausfordernd ist. Es gibt zum einen keine standardisierten Methoden, um
die Funktionalitat der Zellen zu adressieren, und zum anderen keinen Konsens daruber,

welche Kriterien konkret erfillt sein missen, damit von einer EndMT gesprochen werden kann.
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Endothelialer Phanotyp

* Adhasiv * Weniger adhésiv

* Apikal-basale Polaritat e Verlust der Polaritat

* Kopfsteinpflaster Morphologie * Spindelférmige Morphologie
o vWF EndMT * aSMA

* CD31 * Viimentin

¢ VE-cadherin

Abbildung 2: Merkmale der Endothelialen zu Mesenchymalen Transition (EndMT)

EndMT beschreibt eine funktionelle Transition adhasiver, morphologisch regelrechter Endothelzellen zu mobilen,
spindelférmigen Mesenchymalzellen und geht mit dem Verlust endothelialer und dem entsprechenden Erlangen
mesenchymaler Marker einher. Der Prozess der EndMT muss hierbei als ein Spektrum von méglichen Anderungen
der Funktion und des Phanotyps verstanden werden, innerhalb dessen auch intermediare Typen vorkommen, die
Merkmale beider Zellarten exprimieren.

1.21 EndMT in Entwicklung und Krankheit

EndMT wurde erstmals in der Embryonalentwicklung beschrieben, wo der Prozess als
Sonderform der Epithelialen zu Mesenchymalen Transition (engl.: epithelial to mesenchymal
Transition, EMT) bezeichnet wurde und Teil der Angiogenese und der Entstehung des
Endokardkissens ist, aus dem schliel3lich die Herzklappen hervorgehen [20, 21]. Dieser
Umstand Iasst zwar eine Verbindung zwischen den Zellen der Herzklappen und der Fahigkeit
EndMT zu durchlaufen vermuten, lange Zeit war jedoch unbekannt, ob dies im adulten
Organismus noch moglich ist. Heute wei® man, dass VEC der adulten Aortenklappe, sowohl
in vivo als auch in vitro, zu einer EndMT fahig sind [22]. Die Bedeutung dieses Prozesses im
adulten Stadium ist weiterhin Gegenstand der Forschung, wurde aber bereits mit
verschiedensten pathologischen Zustanden, wie Atherosklerose, fibrotischem Umbau von
Herzklappen, oder auch Myokardinfrakt in Zusammenhang gebracht [23-25]. Auf der anderen
Seite wird auch vorgeschlagen, dass die EndMT von VEC in Malien ein physiologischer
Vorgang sein kénnte, aus dem neue VIC hervorgehen, die die Klappenstruktur aufrecht
erhalten[26]. Mechanistisch wurde bereits gezeigt, dass EndMT in unterschiedlichen
Endothelzellarten durch verschiedene Stimuli wie Transforming growth factor beta (TGFf)
Signaling, inflammatorische Zytokine oder Scherstress initiilert wird [27-29]. Fir VEC der
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Aortenklappe ist aullerdem spezifisch bekannt, dass EndMT durch Veranderungen der
Extrazellularen Matrix verursacht, jedoch auch durch Interaktionen mit VIC unterdrickt werden
kann [30, 31]. Die Vielzahl der Studien, die sich also mit verschiedenen Arten von EC, deren
Fahigkeit, EndMT zu durchlaufen, und den zugrundeliegenden Stimuli beschaftigen, zeigt auf,
dass dysfunktionales Endothel eine zentrale Rolle in der Pathogenese kardiovaskularer
Erkrankungen einnimmt. EndMT steht dabei als eine spezielle Form der Dysfunktion im Fokus
der Forschung. Die komplexen Mechanismen, vor allem in VEC der Aortenklappe, sind jedoch

weiterhin unbekannt.

1.2.2 Mechanismen der EndMT

Die zugrundeliegenden Signalwege der EndMT sind noch immer Gegenstand der aktuellen
Forschung, da die Ablaufe zwischen verschiedenen EC Typen sehr heterogen sein kénnen.
Eine Reihe von Stimuli, Mediatoren und Transkriptionsfaktoren wurde bereits mit EndMT in
Zusammenhang gebracht und umfasst unter anderem das TGFB Signaling und
inflammatorische Einflisse wie Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa) [27-29]. Die wohl
bekanntesten und am besten untersuchten Induktoren von EndMT sind hierbei die TGF[3
Isoformen, eine inflammatorische Aktivierung riickt jedoch zunehmend in den Fokus [32]. Es
gibt zahlreiche Mediatoren dieser Signalwege, die auch synergistisch wirken konnen.
Bekannte downstream Targets der TGFB Signalkaskade sind unter anderem extracellular-
signal regulated kinases 1/2 (ERK1/2) und p38-mitogenaktivierte Proteininasen (p38). Ein
zentraler Mediator des TNFa Signalwegs ist NFkB. Sowohl einzeln als auch in Kombination
kbnnen TGFB und TNFa EndMT induzieren und zur Expression spezifischer
Transkriptionsfaktoren flhren. Die bekanntesten bisher identifizierten Transkriptionsfaktoren
sind SNAIL, SLUG, TWIST, ZEB1 und ZEB2 [33, 34]. Die Snail Familie (SNAIL, SNAI71; SLUG,
SNAI2) beinhaltet hierbei die am haufigsten untersuchten Kandidaten und wird mit dem TGF{31
Signalweg in Zusammenhang gebracht [35, 36]. TWIST, ZEB1 und ZEB2 wurden hingegen
haufiger mit dem TNFa Signalweg assoziiert [37].
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Abbildung 3: Mechanismen der EndMT

Verschiedene Stimuli, Mediatoren und Transkriptionsfaktoren wurden bereits mit EndMT in Zusammenhang
gebracht. Darunter TGFB und TNFa, die Uber p38, ERK oder NfkB diverse EndMT induzierende
Transkriptionsfaktoren aktivieren. (angelehnt an [32])

1.3 Die purinerge Signaltransduktion

Das Konzept der purinergen Signaltransduktion bezeichnet die Verwendung von
Purinnukleotiden als extrazelluldre Signalmolekile und wurde erstmals 1972 von Burnstock
beschrieben [38]. Diese Signallibertragung ermoglicht eine dynamische und schnelle lokale
interzelluldare Kommunikation und beinhaltet drei Prozesse: Freisetzen von Nukleotiden,
enzymatischer Abbau und Aktivierung von purinergen Rezeptoren [39]. Innerhalb der
purinergen Signalkaskade werden freigesetzte Nukleotide im Extrazellularraum von speziellen
Enzymen der Zelloberflache, den Ektonukleotidasen, hydrolytisch gespalten. Freigesetztes

Adenosintriphosphat (ATP) wird dabei zunachst durch Ektonukleosid Triphosphat
6
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Diphosphohydrolase-1 (ENTPD1, CD39) und Ektonukleotid Pyrophosphatase-1 (ENPP1) Gber
Adenosindiphosphat (ADP) zu Adenosinmonophosphat (AMP) abgebaut. Das so entstandene
AMP wird in Folge durch Ekto-5"-Nukleotidase (CD73) zu Adenosin dephosphoryliert [40].
Sowohl das Ausgangsmolekul ATP, als auch das Endprodukt Adenosin kénnen ihrerseits
purinerge Rezeptoren aktivieren (Abbildung 4). Diese Rezeptoren gehdren zu einer Familie
von Plasmamembranmolekilen, die in fast allen Zellarten zu finden sind und lassen sich in
zwei Gruppen einteilen: P1 Rezeptoren, die durch Adenosin aktiviert werden und P2
Rezeptoren, die durch ATP aktiviert werden. P1 Rezeptoren sind G-Protein gekoppelt und
werden nochmal in vier Typen aufgeteilt (A1, A2a, A2s und Az). P2 Rezeptoren werden in die
lonen gesteuerten Kanale P2X und die G-Protein gekoppelten P2Y Rezeptoren unterschieden.

Bisher sind sieben P2X und acht P2Y Rezeptoren in Saugetieren bekannt [41, 42].

ENPP1- CD39 CD73
ook P’Z\(f :' E A2A A

Y ( Azg 3

Abbildung 4: Die purinerge Signalkaskade

Freigesetztes ATP im Extrazellularraum wird durch Ektonukleosid Triphosphat Diphosphohydrolase-1 (ENTPD1,
CD39) und Ektonukleotid Pyrophosphatase-1 (ENPP1) Giber ADP zu AMP abgebaut. AMP wird dann durch Ekto-
5'-Nukleotidase (CD73) zu Adenosin dephosphoryliert. Sowohl das Ausgangsmolekiil ATP, als auch das
Endprodukt Adenosin kdnne ihrerseits purinerge Rezeptoren aktivieren. P2 Rezeptoren werden durch ATP und A2
Rezeptoren durch Adenosin aktiviert.

1.3.1 Die purinerge Signalkaskade in kardiovaskularen Erkrankungen

Die purinerge Signaltransduktion spielt in einer Vielzahl von physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen des kardiovaskuldaren Systems eine wichtige Rolle. Die
Aktivitat purinerger Rezeptoren steht hierbei mit Thrombozytenaggregation, Regulation des
Gefalitonus aber auch der Entstehung von Atherosklerose in Zusammenhang [43]. Die
Bedeutung der purinergen Signalkaskade fur die Pathogenese von Gefal3kalzifizierung wurde

erstmals durch Untersuchungen der infantilen Arterienkalzifikation (idiopathic infantile arterial
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calcification, 11AC; ICD-10 Q28.8), einer autosomal rezessiven Erkrankung, bei der eine loss-
of-function-Mutation des ENPP1 Gens ursachlich ist (OMIM 208000) [44] deutlich. Dartber
hinaus wurden familiare Formen von Mutationen des NTS5E Gens (CD73) als potentieller
Ausloéser fur Arterien- und Gelenksdegeneration identifiziert [45]. Auch die Rolle der purinergen
SignalUbertragung in der Pathogenese von CAVD wurde bereits untersucht [46]. Die aktuelle
Forschung postuliert hierbei unter anderem, dass die Expression von CD73 auf VIC durch
gesteigerte Adenosinspiegel und somit Aktivierung von Aza Rezeptoren die Degeneration
vorantreibt [47]. Der Einfluss der purinergen Signalkaskade auf VEC ist in diesem

Zusammenhang jedoch bisher weitestgehend unbekannt.

1.4 Ziel der Arbeit

Sowohl! die purinerge Signalkaskade als auch der Prozess der EndMT stellen wichtige
Faktoren in der Physiologie und Pathophysiologie von Endothelzellen dar. Eine Dysregulation
der purinergen Signaltransduktion im Sinne einer Funktionsdnderung der Schlisselenzyme
CD39 und CD73 und daraus resultierendem Ungleichgewicht der Purinnukleotide steht
nachweislich mit kardiovaskularen Erkrankungen wie CAVD oder Atherosklerose in
Zusammenhang. Die EndMT st entwicklungsphysiologisch flir die regelrechte
Herzentwicklung notwendig, findet sich im adulten Organismus jedoch ebenfalls im
Zusammenhang mit diversen Herzkreislaufpathologien wieder. Trotz der zahlreichen Studien,
die diese Vorgange separat untersuchen gibt es bis heute keine Erkenntnisse Uber den
moglichen Zusammenhang zwischen einer dysregulierten purinergen Signalkaskade und dem
Auftreten von EndMT in VEC.

Das Hauptziel dieser Arbeit besteht daher darin, erstmals die Rolle der purinergen
Signalkaskade in der Entstehung von EndMT in VEC zu untersuchen. Die Hypothese dieses
Forschungsprojektes ist, dass eine Dysregulation der purinergen Signaltransduktion die
Funktionalitat von VEC beeinflusst und zu EndMT fuhrt. Da Endothelzellen, ihrem
Ursprungsgewebe nach, eine grofe Heterogenitat aufweisen, werden die Untersuchungen in
primaren humanen VEC durchgefihrt, um eine direkte Interpretation der Ergebnisse im
biomedizinischen Kontext zu ermoglichen. Die Umsetzung dieses Forschungsvorhabens wird

hierbei in drei wesentliche Schritte unterteilt:

l. Gewinnung primarer humaner VEC
Il. Untersuchung des Einflusses einer dysregulierten purinergen Signalkaskade auf

Morphologie und Funktionalitat von VEC
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1. Untersuchung des Einflusses einer dysregulierten purinergen Signalkaskade auf
das Auftreten von EndMT in VEC

Erste Einblicke in den potenziellen Zusammenhang zwischen einer dysregulierten purinergen
Signalkaskade und dem Auftreten von EndMT in valvuldren Endothelzellen kénnen zu einem
besseren Verstandnis der Mechanismen valvularer Pathologien beitragen und neue Ansatze
zur pharmakologischen Intervention bieten. Darliber hinaus kénnen Kenntnisse der
untersuchten Prozesse zukinftige Konzepte zum kardiovaskularen Tissue Engineering

unterstitzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Gewinnung primarer humaner Aortenklappen-Endothelzellen

2.1.1 Gewebegewinnung

Mit Genehmigung der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat (Studiennummer:
2018-298-bio) wurden Herzklappen von Patienten herangezogen, die einem Eingriff zum AK-
Ersatz oder einer Herztransplantation (HTX) zugeflhrt wurden. Das Vorgehen ist gemaf} der
Deklaration von Helsinki zu ,Ethischen Grundsatzen fir die medizinische Forschung am
Menschen“[48]. Alle Patientinnen und Patienten gaben im Vorfeld des Eingriffes Ihr

Einverstandnis zur Gewebespende fir Forschungszwecke.

Unmittelbar nach Entnahme des Gewebes im Operationssaal wurde eine Tasche der
Aortenklappe in sterile phosphatgepufferte Salzlésung (PBS; Kat.-Nr. 10010-023, Gibco®,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) uUberfihrt und zur Aufarbeitung in das
Forschungslabor gebracht. Das Taschengewebe wurde erneut in PBS gewaschen, um Blut-

und Geweberilckstande zu entfernen, und im Anschluss fotodokumentiert.

2.1.2 Patientenkohorte

In dem durchgefuhrten Forschungsprojekt wurde Material von Spendern verwendet, die sich
im Zeitraum zwischen Oktober 2018 und Mai 2021 einer der genannten operativen Eingriffe
unterzogen haben. Informationen Uber Vorerkrankungen, Voroperationen und weitere
klinische Parameter wurden zur zuverlassigen Beurteilung der Forschungsergebnisse flr

jeden Spender dokumentiert.

2.1.3 Zellisolation und Kultivierung

Primére VEC wurden unmittelbar nach Entnahme und Dokumentation aus den humanen
Aortenklappentaschen gewonnen. Daflir wurde das zuvor in PBS gereinigte Gewebe zunachst
in steriler Umgebung (Zellkulturbank HERAsafe KS, Thermo Fisher Scientific) in 5 ml 0,25
%iger Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-Losung (Trypsin-EDTA; Kat.-Nr. 25200-
56, Gibco®, Thermo Fisher Scientific) bei 37°C fur 4 Minuten inkubiert (Abbildung 5 B). Die
Reaktion wurde nach Ablauf der Zeit durch Zugabe von Kulturmedium (Tabelle 1) gestoppt
und die Oberflache des Gewebes leicht mit einem Skalpell abgeschabt (Abbildung 5 C). Die
Klappentasche wurde entfernt und die Suspension durch ein Zellsieb mit 100 um PorengréRe
(Kat.-Nr. CC8111-0102, Starlab, Hamburg, DE) gefiltert, um Geweberlckstande zu entfernen
(Abbildung 5 D). Schlief3lich wurde die Zellsuspension fur 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert
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(Heraeus Labofuge 300, Thermo Fisher Scientific), und das Pellet in frischem Kulturmedium
aufgenommen. Die so gewonnenen Zellen wurden in eine mit 1 %iger Gelatine (Art.-Nr.
G9391, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 1 % in PBS, autoklaviert und sterilfiltriert)
beschichtete 25-cm2-Zellkulturflasche tberfiihrt und bei 37°C und 5 % CO: bis zur Konfluenz
inkubiert. Hier zeigte sich nicht selten eine Mischkultur mit entsprechend heterogener
Morphologie (Abbildung 5E).

Abbildung 5: Isolation und Kultivierung primarer humaner Aortenklappen-Endothelzellen.

Eine Tasche der Aortenklappe wurde unter sterilen Bedingungen im Operationssaal aus dem entnommenen
Empfangerherz im Rahmen einer HTX herausprapariert und in PBS gereinigt (A). Die Tasche wurde fur die Dauer
von 4 Minuten in Trypsin-EDTA bei 37°C inkubiert (B), und die Oberflaiche anschlieRend mit einem Skalpell
abgeschabt (C). Die Suspension wurde durch ein Zellsieb gefiltert (D). Nach Zentrifugation und Aufnehmen der
gewonnenen Zellen in frischem Kulturmedium erfolgte die Kultivierung in 25-cm?2-Zellkulturflasche bis zur Konfluenz
(E, Mafdstab 400 pm).

Tabelle 1: Zusammensetzung hVEC Kulturmedium

Endothelial Cell Growth Medium MV* (EC Medium) 500 ml
Penicillin / Streptomyzin 1%
Amphotericin B 1%

*MV Medium Kit; Kat.-Nr. C-22120, PromoCell, Heidelberg, DE.
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2.1.4 Aufreinigung mittels magnetic cell separation (MACS)

Die Aufreinigung der zuvor isolierten primaren humanen Zellen wurde mit dem Verfahren der
magnetischen Zellseparation (magnetic cell separation, MACS®) durchgefiihrt. Als Marker fir
Endothelzellen wurde CD31 verwendet. Bei dem Verfahren binden spezielle magnetische
Partikel in Suspension an CD31 positive Zellen, diese Zellsuspension wird dann in einer Saule
einem starken magnetischen Feld ausgesetzt, in dem entsprechend die magnetisch
markierten Zellen im Inneren der Saule gehalten werden, wahrend nicht-markierte Zellen
ausgewaschen werden. Nach Entfernen der Saule aus dem magnetischen Feld kann die
CD31-positive Zellfraktion eluiert werden. Fur dieses Verfahren wurde eine Vorrichtung der
Firma Miltenyi Biotec (MidiMACS® Separator mit MACS® MultiStand, Kat.-Nr. 130042302;
130042303 Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, DE), sowie ein Set zur CD31 spezifischen
Zellmarkierung mit magnetischen Partikeln (CD31 MicroBead Kit human, Kat.-Nr. 130091935,
Miltenyi Biotec) und Trennsaulen (LS Columns, Kat.-Nr. 130042401, Miltenyi Biotec) derselben
Firma genutzt. Die Zellen wurden, wie beschrieben, aus einer Tasche der Aortenklappe isoliert
und in Passage 0 bis zur Konfluenz kultiviert. Eine erste Passagierung in 75-cm?-
Zellkulturflasche erfolgte vor der Aufreinigung um sicherzustellen, dass ausreichend
Zellmaterial fir den Prozess vorhanden war. Die Zellen wurden dann in Passage 1 nach
zweimaligem Waschen mit PBS mittels 0,25 %igem Trypsin-EDTA vom Kulturflaschenboden
abgel6st und fur funf Minuten bei 300 x g (Heraeus Labofuge 300, Thermo Fisher Scientific).
Das Zellpellet wurde in 60 pl serumfreiem EC Medium aufgenommen, mit 20 ul Blockierldsung
versetzt und einige Sekunden gemischt (Vortexmischer IKA MS1 Minishaker, Sigma-Aldrich,
USA). Im Anschluss wurden 20 yl CD31 magnetische Partikel hinzugegeben und die
Suspension fur 15 Minuten bei 4°C inkubiert, um die Bindung der Partikel an die Zellen zu
ermoglichen (Abbildung 6 A). Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen durch erneute
Zentrifugation bei 300 x g fir 3 Minuten pelletiert und in 1 ml serumfreiem EC Medium
resuspendiert. Zeitgleich wurde die Saule in das magnetische Feld eingebracht und mit 3 ml
serumfreiem EC Medium vorbereitend gespllt. Die Suspension der markierten Zellen wurde
im magnetischen Feld auf die Saule aufgetragen und der Durchfluss aufgefangen. Die Saule
wurden dann mit 3 ml serumfreiem EC Medium gesplilt. Dieser Vorgang wurde zwei weitere
Male, jeweils nach vollstdndigem Durchfluss des aufgetragenen Volumens, wiederholt
(Abbildung 6 B). Im letzten Schritt wurde die Saule aus dem Magnetfeld entfernt, die

markierten Zellen eluiert (Abbildung 6 C) und, wie zuvor beschrieben, pelletiert.
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Abbildung 6: Aufreinigung priméarer humaner Aortenklappen-Endothelzellen.

Die Zellsuspension wurde in Passage 1 mit spezifischen magnetischen Partikeln inkubiert, die an CD31 positive
Zellen binden (A, CD31+ Zellen). Diese markierte Suspension wurde in einer Trennsaule einem starken Magnetfeld
(M) ausgesetzt, wobei magnetisch markierte Zellen in der Saule gehalten wurden, wahrend nicht-markierte Zellen
ausgewaschen wurden (B, CD31- Zellen). Nach dem Auswaschen wurde die Saule aus dem Magnetfeld entfernt
und die enthaltene, CD31 positive, Zellfraktion eluiert (C).

Diese CD31 positive Zellfraktion wurde schlief3lich in EC Medium aufgenommen, in eine
Gelatine beschichtete 75-cm2-Zellkulturflasche tberfiihrt und bei 37°C und 5 % CO; kultiviert.
Die aufgereinigten Zellen wurden bis Passage vier weiterkultiviert, um eine ausreichende
Zellzahl fir die nachfolgenden Experimente zu erreichen. In Passage vier wurden die Zellen
nach zweimaligem Waschen mit PBS mittels 0,25 %igem Trypsin-EDTA vom
Kulturflaschenboden abgelést und fuar funf Minuten bei 1200 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in ca. 1 ml Einfriermedium (Tabelle 2) pro 10° Zellen
resuspendiert und in Kryoréhrchen (Low temperature freezer vials, Art.-Nr. 4791262, VWR,
Radnor, PA, USA) Uberfiihrt. Zur Kryokonservierung wurde diese Zellsuspension stufenweise
bei -80°C in einem Gefrierbehalter mit Propan-2-ol Kuhimittel (Nalge Nunc International
Corporation, Rochester, New York, USA) heruntergekihlt. Zur Langzeitlagerung wurden die
Zellldsungen in einen Flussigstickstofftank (Cryotank 35VHC, Taylor-Wharton, Theodore, AL,
USA) Uberflhrt.

13



Material und Methoden

Tabelle 2: Zusammensetzung Einfriermedium

Dimethylsulfoxid (DMSO) 10 %

Fotales Kéalberserum* 10 ml

*Fetal Calve Serum (FCS); Ch. Nr. : BCCCO0665, Sigma-Aldrich)

2.1.5 Charakterisierung mittels Inmunfluoreszenzfarbung

Die isolierten und nach CD31 aufgereinigten primaren humanen Endothelzellen der
Aortenklappe wurden vor der Verwendung in Experimenten mittels Immunfluoreszenzfarbung
charakterisiert, um eine mdglichst reine Kultur sicherzustellen. Hierzu wurden sowohl von
Willebrand Faktor (vVWf) als Endothelmarker als auch Vimentin und alpha smooth muscle actin
(aSMA) als mesenchymale Marker bestimmt (Tabelle 4). Als Positivkontrolle wurde in jeder

Farbung eine Gewebeprobe humanes Myokard mitgefiihrt.

2.1.6 Fixierung der Zellen auf Glasplattchen

Die Zellen wurden auf Gelatine-beschichtete Glasplatichen (Cover slips 12 mm, Gerhard
mezel GmbH, Braunschweig, DE) in einer 6-Well Kulturplatte (Cellstar® Multiwellplatte, Art.-
Nr. 657160, Geriner Bio-One, Frickenhausen, DE) ausgesat und bis zu 80% Konfluenz
kultiviert. Nach dreimaligem Waschen mit kaltem PBS erfolgte die Fixierung mit 4 %
Formaldehyd (Roti-Histofix, Art.-Nr. P087.5, Carl Roth, Karlsruhe, DE). Hierzu wurde die
Fixierldsung langsam Uber die Plattchen gegeben und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur
belassen. Die Formaldehydlésung wurde anschlieRend abgenommen und die Platichen erneut
dreimal mit PBS gewaschen. Im Anschluss wurde die Immunfluoreszenzfarbung, wie in
Abschnitt 2.2.3.3 beschrieben, durchgeflhrt.

2.1.7 Vorbereitung der Gewebekontrolle

Humanes Myokard wurde in ca. 1 cm grol3e Stlicke zerteilt und in Einbettmedium (Tissue-
Tek®, Art.-Nr. SA62550, Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn, NL) in Kryoformen (Tissue-
Tek® Cryomold®, Art.-Nr. SA62534, Sakura Finetek) gebettet. AnschlieRend wurde das
Praparat in Isopentan (2-Methylbutan, Art.-Nr. 3927.2, Carl Roth, DE) auf die Temperatur von
Flissigstickstoff heruntergekuhlt. Zur Gewinnung histologischer Schnitte wurde der gefrorene
Praparatblock im Kryomikrotom (Kryostat CM1950, Leica Biosystems, Wetzlar, DE) auf -20°C
temperiert und dann 5 pym dunne Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden sofort auf
Glasobjekttrager (SuperFrost® Plus Objekttrager, Art.-Nr. 03-0060, R. Langenbrinck,

Emmendingen, DE) aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Vor
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der Immunfluoreszenzfarbung wurden die Gewebeschnitte, wie in 2.2.3.1 beschrieben,
ebenfalls fur 10 Minuten in 4% iger Formaldehydlosung fixiert und anschliellend in PBS

gewaschen.

2.1.8 Immunfluoreszenzfarbung

Fir die Immunfluoreszenzfarbung wurden die Gewebeschnitte auf dem Objekttrager zunachst
mit Fettstift (Dako-Pen, Art.-Nr. S2002, Dako, Glostrup, DK) umrandet und dann gemeinsam
mit den Zellen weiterbehandelt. Alle verwendeten Loésungen wurden vor jedem
Farbedurchgang frisch angesetzt (Tabelle 3). Als erstes erfolgte ein Permeabilisierungsschritt
mit 0,25 % iger Triton-X Losung fur 10 bei Raumtemperatur. Nach einem Waschschritt mit
PBS (3x 1 Minute) wurde Uber 60 Minuten mit 5 % iger boviner Serumalbuminldsung (Fraction-

V, Tabelle 3) bei Raumtemperatur in feuchter Atmosphare blockiert.

Tabelle 3: Reagenzien und Losungen fiir die Immunfluoreszenzfarbung

Losung Hersteller Zusammensetzung
PBS 137 mM NaCl
2,7 mM KCI

10 mM NazHPO4 X 2H20

1,8 mM KH2PO4

pH 7,4
Triton-X 100 NeoLab; Art.Nr. 1139LT001 0,25 % in PBS
Tween 20 Sigma-Aldrich; Art.-Nr. P1379 0,1 % in PBS
Polyoxyethylen
(20)-sorbitan-
monolaurat
Fraction-V Sigma-Aldrich; Art.-Nr. A9418 1%

5%

in 0,1 % iger Tween 20 Lésung
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Anschlielend wurde dreimal fir 1 Minute in Tween-20 Lésung (Tabelle 3) gewaschen und die
Primarantikorper (Tabelle 4) aufgetragen. Die Inkubation mit primaren Antikdrpern erfolgte
immer bei 4°C in feuchter Atmosphare Uber Nacht. Am Folgetag wurde die Antikérperldsung
in drei finfmindtigen Waschschritten mit Tween-20 Lésung abgewaschen und die Praparate
fur 60 Minuten bei Raumtemperatur in feuchter Atmosphare und unter Ausschluss von Licht

mit den entsprechenden Sekundarantikdrpern (Tabelle 5) inkubiert.

Tabelle 4: Primarantikorper fiir die Immunfluoreszenzfarbung

Antigen Spezies Hersteller Verdiinnung

Von Willebrand Faktor =~ Kaninchen Dako, Agilent Technologies 1:200

Art.-Nr. A0082

Vimentin Maus Progen Biotechnik Art.-Nr. 1:50
10515

aSMA Maus Sigma-Aldrich Art.-Nr. A5228  1:100

Die verwendeten Antikdrper wurden in 1 % iger Serumalbuminlésung verdunnt (siehe
Tabelle 3)

Tabelle 5: Sekundarantikorper fur die Immunfluoreszenzfarbung

Antigen Spezies Hersteller Verdiinnung
Maus IgG* (H+L**) Ziege Thermo Fisher Scientific Art.-  1:400

Nr. A11029
Kaninchen IgG (H+L) Ziege Thermo Fisher Scientific Art.-  1:500

Nr. A11010
4' 6-Diamidino-2- Carl Roth Art.-Nr. 6335.1 1:1000
phenylindol

Dihydrochlorid (DAPI)

*IgG : Immunglobulin G
** H+L : Heavy and Light chains = schwere und leichte Ketten der Antikdrperstruktur

Die verwendeten Antikdrper wurden in 1 % Fraction-V Losung verdinnt (siehe Tabelle 3)
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Ein weiterer Waschschritt mit PBS (3 x 5 Minuten) und eine Kernfarbung mit DAPI (Tabelle 5)
erfolgte fir 10 Minuten bei Raumtemperatur in feuchter Atmosphare. Die Praparate wurden
nach einem Waschschritt in destilliertem Wasser und kurzer Trocknung bei Raumtemperatur
mit Medium (CV Ultra, Art.-Nr. 14070937891, Leica, USA) eingedeckt und bis zur Mikroskopie
lichtgeschutzt gelagert. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden mit dem Leica DM
2000 LED Mikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, DE) angefertigt und die Bildverarbeitung
erfolgte mit der Software LASX (Leica Application Suite X, Version 3.7.4.23463, Leica, USA).

2.2 In-vitro-Versuche mit primaren humanen VEC

Far die In-vitro Versuche wurden primare humane VEC der Passagen vier bis funf verwendet.
Die Zellen wurden kryokonserviert gelagert und durch Zugabe von 37°C warmem
Kulturmedium aufgetaut. AnschlielRend erfolgte ein Zentrifugationsschritt fir 5 Minuten bei 300
X g (Heraeus Labofuge 300, Thermo Fisher Scientific), und das Pellet wurde in frischem
Medium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in eine mit 1 %iger Gelatine beschichtete
75-cm?2-Zellkulturflasche tberfihrt und bei 37°C und 5 % CO- bis zur Konfluenz inkubiert.

2.2.1 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl der kultivierten humanen VEC wurde vor der Aussaat in 6-Well Platten bestimmt,
um eine Uber die Replikate gleichbleibende Anzahl Zellen fir die Experimente zu verwenden.
Der Zellrasen einer 75-cm?-Zellkulturflasche wurde dazu nach zweimaligem Waschen mit PBS
mittels 0,25 %igem Trypsin-EDTA vom Kulturflaschenboden abgeldst und fur finf Minuten bei
300 x g zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 10 ml Kulturmedium aufgenommen.
Von der Zellsuspension wurden 40 ul im Verhaltnis 1:1 mit 0,4 %iger Trypanblau-L&sung (Art.-
Nr. K940, VWR, USA) versetzt und in einer Neubauer-Zahlkammer (Glaswarenfabrik Karl
Hecht GmbH & Co KG, Sondheim vor der Rhdn) quantifiziert. Hierzu wurde im ersten Schritt
die durchschnittliche Zellzahl von vier Quadranten ermittelt und mit dem Kammerfaktor 2x10*
multipliziert um die Zellzahl pro Milliliter zu erhalten. Im zweiten Schritt wurde der Wert mit dem
totalen Volumen der Zellsuspension (10 ml) multipliziert um die zu Verfigung stehende Anzahl

an Zellen zu ermitteln.

2.2.2 Aussaat und Behandlung

Die In-vitro Versuche wurden mit 100.000 Zellen pro Well in 2 ml Medium in einer 6-Well
Kulturplatte durchgefiihrt. Hierzu wurde die zuvor ermittelte Zellzahl in einem entsprechenden

Volumen Kulturmedium geldst und in die zuvor mit 1 %iger Gelatine beschichteten und mit
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Medium versehenen Wells gegeben. Nach Erreichen von Konfluenz wurde mit der Behandlung

der Zellen begonnen.

Als etablierte Induktoren von EndMT wurden TGFB1 [49, 50] und TNFa [32] gemal} der
Literatur in Konzentrationen von 10 oder 5 ng/ml eingesetzt [51]. Die purinerge Signalkaskade
wurde, wie bereits in einer vorherigen Forschungsarbeit der Arbeitsgruppe publiziert [52],
durch Behandlung mit Inhibitoren der Schlisselenzyme CD73 (Adenosine 5-(a,B3-
methylene)diphosphate; AMP-CP) und CD39 (Sodium polyoxotungstate; POM-I), sowie mit
Agonisten der P2 (273%)-0O-(4-benzoylbenzoyl)adenosine 5-triphosphate triethylammonium
salt; BzZATP) und A2-Rezeptoren (fir Aoa: CGS-21680 hydrochloride hydrate; CGS und fur Azg:
BAY 60-6583; Bay) manipuliert (Abbildung 7; Tabelle 6).

ATP AMP Adenos,'n

ENPP1.CD39
opAPZ I

, POM-I

BzATP

Abbildung 7: Inhibitoren und Agonisten der purinergen Signalkaskade.

Die Schllisselenzyme der purinergen Signalkaskade wurden mittels Sodium polyoxotungstate (POM-I) oder
Adenosine  5-(a,B-methylene)diphosphate ~ (AMP-CP)  inhibiert. = Zuséatzlich  wurden  (2/3)-O-(4-
benzoylbenzoyl)adenosine 5*-triphosphate triethylammonium salt (BzATP) als P2 Rezeptor Agonist und CGS-
21680 hydrochloride hydrate (CGS) und BAY 60-6583 (Bay) als A2 Rezeptor Agonisten eingesetzt.
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Tabelle 6: Agenzien zur Zellbehandlung

Substanz Art.-Nr. & Hersteller Konzentration
TGF-B1 7754-BH-005; R&D Systems 10 ng / ml
TNFa H8916; Sigma-Aldrich 5ng/ ml
POM-| 2689; Tocris 10 uM

BzATP B6396; Sigma-Aldrich 25 uM
AMP-CP M8386; Sigma-Aldrich 10 uM

CGS C141; Sigma-Aldrich 10 uM

Bay 606583; Sigma-Aldrich 10 uM

Die Behandlung der VEC erfolgte fiir die Untersuchungen beztiglich Endothelfunktion Gber 24
h, um sicherzustellen, dass noch keine Transition zu einem mesenchymalen Zelltyp
stattgefunden hat. Analysen der EndMT erfolgten nach 14 Tagen. Als Referenz wurden VEC
mitgeflhrt, in denen mit TGFB1 oder TNFa EndMT induziert wurde (Abbildung 8).

ﬁusiat Behandlung Tag 14 \

Tag 1
! = - Inhibitioren und
AOOO Agonisten purin. Sign.

| TGFB1/ TNFa
Abbildung 8: Experimenteller Aufbau

‘ Inhibitioren und Agonisten purin. Sign.

/

Primare humane VEC wurden in 6-Well Kulturplatten ausgesat und ab Konfluenz mit Inhibitoren und Agonisten der
purinergen Signalkaskade behandelt. Die behandelten Zellen wurden fiir Analysen der Endothelfunktion nach 24 h
und zur EndMT Untersuchung nach 14 Tagen geerntet.
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2.2.3 Durchlichtmikroskopie

Kulturverlauf, Morphologie und Zelldichte der verwendeten Zellen wurden in regelmafigen
Abstanden durchlichtmikroskopisch (Leica DM IL LED, Leica Microsystems, DE) kontrolliert.
Nach erfolgter Behandlung wurde die Zellmorphologie zu verschiedenen Zeitpunkten
dokumentiert (Mikroskopkamera DFC425 C, Leica Microsystems, DE), die Bildverarbeitung
erfolgte mit der Software LAS (Leica Application Suite Version 3.8).

2.24 Zelllyse

Fir  weiterflhrende  Analysen  mittels  proteinbiochemischer = Methoden  oder
Genexpressionsanalysen wurden Lysate der behandelten Zellen hergestellt. In jedem Fall
wurden die Kulturiiberstande zunachst abgenommen und bei -80°C eingelagert. Die Zellen
wurden zweimal mit PBS gewaschen und mit 100 pyl RIPA Puffer oder 350 ul RLT Puffer
(Tabelle 7) Uberschichtet. Der Zellrasen wurde mit einem Zellschaber (Art.-Nr. 20003521,
Sarstedt, NUmbrecht, DE) abgetragen und mechanisch lysiert. Die Lysate wurden bis zur
weiteren Verwendung in 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefaen (Microtube, Art.-Nr. 72.690.550,
Sarsted, DE) bei -80°C gelagert.

Tabelle 7: Puffer zur Zelllysierung

Loésung Art.-Nr. & Hersteller Zusammensetzung
RIPA Puffer 20-188; Merck Millipore RIPA Puffer (10x)
04693124001; Roche Protease Inhibitor Cocktail
04906837001; Roche Phosphatase Inhibitor Cocktail
dH>0
RLT Puffer 1015762; Qiagen RLT Puffer
R0862; Invitrogen 1% Dithiothreitol (DTT)
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2.3 Genexpressionsanalysen

2.3.1 Ribonukleinsaure (RNA)-Isolation aus primaren humanen VEC

Die RNA-Isolation aus primaren humanen VEC erfolgte mit dem Q/Ashredder (Kat.-Nr. 79656,
Qiagen, Hilden, DE) und RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen (Art.-Nr. 74106, Qiagen, DE).
Dieses kommerzielle System basiert auf einer Saulen Methode, bei der die RNA an eine
Siliciumdioxidmembran gebunden wird. Hierbei wird die gebundene RNA durch mehrere
Waschschritte und einem Desoxyribonuklease (DNase)-Verdau schrittweise aufgereinigt und

schlieRlich in RNAse freiem Wasser eluiert.

Zunachst wurden die in RLT Puffer gelagerten Zelllysate (siehe 2.2.4 Zelllyse) auf Eis
aufgetaut und auf die QIAshredder Saulen gegeben. Ein 1 Min. Zentrifugationsschritt bei
11.000 x g (Zentrifuge 5804R, Eppendorf, Hamburg, DE) folgte, um die Zellsuspension einem
abschlielRenden Lyse-Schritt zu unterziehen. Das Lysat wurde dann mit demselben Volumen
70%igen Ethanol (Art.-Nr. SZBF236EV, Sigma-Aldrich) versetzt. Diese Mischung wurde auf
das RNeasy Saulen-System aufgetragen und bei 8.000 x g erneut fir eine Minute zentrifugiert.
Der Durchfluss der Saulen wurde nach jedem Schritt verworfen. Durch Zugabe von 350 pl
PW1-Puffer aus dem verwendeten Kit und anschlieRende Zentrifugation bei 8.000 x g fur 1
Min. erfolgte der erste Waschschritt. Danach wurde gemaR Herstellerangaben der DNase
Puffer (RNAse free DNase Set Art.-Nr. 79254, Qiagen) angesetzt, direkt auf die Membran der
Saule aufgetragen und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit
erfolgte ein weiterer Waschschritt mit RW1-Puffer, gefolgt von zwei weiteren Waschschritten
mit je 500 pyl RPE-Puffer der ebenfalls dem Kit beiliegt. Nach Uberfiihrung der Saulen in neue
AuffanggefalRe wurden noch einmal fur 1 Min. bei 8.000 x g eventuelle Pufferriickstande
abzentrifugiert. Die Saulen wurden in neue Eppendorf Reaktionsgefale uberfuhrt und die
Elution der aufgereinigten RNA erfolgte abschliellend durch Zugabe von 40 yl RNase freiem
Wasser und Zentrifugation bei 8.000 x g fur 1 Minute. Die RNA wurde bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.

2.3.2 Reverse Transkription

Die aufgereinigte RNA wurde unter Verwendung des QuantiTect RT Kit der Firma Qiagen (Art.-
Nr. 205313, Qiagen) in komplementare DNA (complementary DNA, cDNA) umgeschrieben.
Hierzu wurden die Proben zunachst auf Eis aufgetaut und die Konzentration mit einem
Mikroplattenleser (Infinite 1000 Pro, Tecan, Mannedorf, CH) durch Messung der Absorption
bei 230 nm, 260 nm und 280 nm bestimmt.
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Zur Synthese der cDNA wurden im ersten Schritt die in Tabelle 8 aufgelisteten Komponenten
in ein 200 yl Reaktionsgefald gegeben und der Ansatz fur 2 Minuten bei 42°C in einem

Thermocycler (Thermocycler T3000, Biometra, Géttingen, DE) inkubiert.

Tabelle 8: Ansatz zur Entfernung genomischer DNA

Komponente Konzentration / Volumen
gDNA Wipeout Buffer 7x 2 ul

RNA <1 ug, variabel
RNase-freies Wasser ad 14 pl

Im Anschluss wurden die restlichen Komponenten (Tabelle 9) hinzugefligt, wobei die Reverse
Transkriptase als Letztes zugegeben wurde. Der Ansatz wurde im Thermocycler zunachst 15
Minuten bei 42°C und dann 3 Minuten bei 95°C inkubiert, um die Reaktion abzuschlief3en.

Tabelle 9: Komponenten zur cDNA Synthese

Komponente Konzentration / Volumen
RT Buffer 5x 4 ul
Primer Mix 1l
Reverse Transkriptase 1l

Die so erhaltenen cDNA wurde auf eine einheitliche Konzentration von 5 ng/ul eingestellt und

bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.3.3 Semiquantitative real-time PCR

Die mRNA Expression wurde mittels semiquantitativer real-time PCR analysiert. Hierzu wurde
der GoTaq qRT-PCR Master Mix mit Referenzfarbstoff (Art.-Nr. A6002, Promega, Mannheim,
DE) gemal Herstellerangaben verwendet (Tabelle 10), und jede Probe wurde in Duplikaten
gemessen. Alle Messungen wurden mit dem StepOne plus Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) durchgeflihrt. Das Temperatur- und Zeitprofil der Reaktion

ist in Tabelle 11 aufgeflhrt.
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Tabelle 10: Reaktionskomponenten qPCR

Komponente Menge pro Reaktion
GoTag gRT-PCR Master Mix 1x

Primer* 3 pmol

cDNA 10 ng

*gilt fir Vorwarts- und Rickwartsprimer; Reaktionsvolumen 20 pl

Tabelle 11: Temperatur- und Zeitprofil der gPCR

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Inkubation 50 °C 120s 1
Enzymaktivierung 95°C 120s 1
Denaturierung 95°C 15s 40
Primerhybridisierung und —elongation 60°C 30s

Schmelzkurve Standardprotokoll des Gerates

Die Auswertung der erhobenen Expressionsdaten wurde mit der integrierten Software des
Gerates vorgenommen (StepOne Software Version 2.3, Applied Biosystems, USA). Hierbei
wurde die AACt-Methode [53] zur relativen Quantifizierung genutzt, bei der die mRNA
Expression des Zielgens auf die Expression einer endogenen Kontrolle (Housekeeper)
bezogen wird. Bei den verwendeten Proben wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) als Housekeeper verwendet. Alle analysierten Gene sind in Tabelle

12 aufgelistet.
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Tabelle 12: Primersequenzen fiir die qPCR

Zielgen Vorwartsprimer Riickwartsprimer

GAPDH * CTGCACCACCAACTGCTTAG ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT
SNAI1 CACTATGCCGCGCTCTTT TAGGGCTGCTGGAAGGTAAA
TWIST1 GGCTCAGCTACGCCTTCTC TCCTTCTCTGGAAACAATGACA
SNAI2 GCCAAACTACAGCGAACTGG CACAGTGATGGGGCTGTATG
ZEB1 AACCCAACTTGAACGTCACA TTACACCCAGACTGCGTCAC
ZEB2 AACAAGCCAATCCCAGGAG GTTGGCAATACCGTCATCCT
TGFB1 CTGAACCCGTGTTGCTCTC GAGGTATCGCCAGGAATTGT
EDN-1 TGGGAAAAAGTGTATTTATCAGCA GGAGCCCATGCAGATGTACT
NOS3 GACGCTACGAGGAGTGGAAG CCTGTATGCCAGCACAGCTA

* Referenzgen zur Normalisierung (Housekeeper)

2.4 Proteinbiochemie

2.41 Proteinbestimmung mittels Bicinchoninsaure-Assay

Der Proteingehalt der Zelllysate wurde mit einem kommerziellen Bicinchoninsaure-Assay [54]
(Pierce™BCA Protein Assay Kit, Art.-Nr. 23225, Sigma-Aldrich, DE) nach Herstellerangaben
bestimmt. Hierzu wurden Standards von bovinem Serumalbumin in verschiedenen
Konzentrationen vorbereitet und die Reaktionslosung aus 50 Teilen Reagent A
(Bicinchoninsaure) und 1 Teil Reagent B (Kupfer-ll-Sulfat) hergestellt. Die Proben wurden in
der Verdunnung 1:5 verwendet, und die Reaktion erfolgte in 96-Well Platten. Sowohl die
Standards als auch die Proben wurden in Duplikaten pipettiert, mit 200 yl Reaktionslésung pro
Well versetzt und fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Absorption wurde anschlieRend bei
560 nm im Mikroplattenleser gemessen. Eine Standardkurve die die Standardkonzentrationen
gegen die gemessene Absorption zeigt wurde generiert und die entsprechende

Geradengleichung genutzt, um die Proteinkonzentrationen der Proben zu errechnen.
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2.4.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS PAGE) wurde angewendet,
um die in den Zelllysaten enthaltenen Proteine ihrer GréRe nach aufzutrennen [55, 56]. Die
Proben wurden dazu mit Ladepuffer (Tabelle 13) versetzt und fir 10 Minuten bei 95°C

denaturiert.

Tabelle 13: Ladepuffer SDS PAGE

Komponente Art.-Nr. & Hersteller Endkonzentration in der Probe
Tris-HCI pH 6,8 4855.5; Roth 62,5 mM

SDS CN30.4; Roth 70 mM

Glycerin 3793.2; Roth 10 %

Dithiothreitol R0862; Thermo Fisher 100 mM

Bromphenolblau B0126; Sigma-Aldrich 0,01 %

Die vorbereiteten Proben wurden in ein Polyacrylamid-Gel (Tabelle 14) geladen, und die SDS
PAGE wurde anschlielend in Laufpuffer (Tabelle 15) im Mini-PROTEAN® Tetra Cell System
(Kat.-Nr. 165-8001, Bio-RAD Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) bei initial 60 V flr 15 min
und anschliel3end bei 120 V fur ca. 60 min durchgeflhrt.

Tabelle 14: Gelzusammensetzung SDS PAGE

Komponente Art.-Nr. & Hersteller Trenngel (10%) Sammelgel (4%)

40% Acrylamid- A515.1; Roth 2,5 ml 500 pl

/Bisacrylamid Stammldsung

1 M Tris-Base in dH.O 4855.5; Roth -- 1,26 ml
(pH 6,8)

1,5 M Tris-Base in dH20O 4855.5; Roth 2,5 ml --

(pH 8,8)
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10 % SDS (w/v in dH20) CN30.4; Roth 100 pl

10 % 215589; Merck 50 pl 25 yl
Ammoniumperoxodisulfat
(w/v in dH20)

N,N,N',N'- 161-0801; Bio-RAD 5yl 5 pl
Tetramethylethylendiamin

(TEMED)

dH>0O 4,85 ml 3,18 ml

Tabelle 15: Laufpuffer SDS PAGE

Komponente Art.-Nr. & Hersteller Endkonzentration
Tris-Base 4855.5; Roth 25 mM

Glycin 23390.03; Serva 200 mM

SDS CN30.4; Roth 0,1 %

der pH wurde im gebrauchsfertigen Puffer auf 8,3 eingestellt

2.4.3 Western-Blot

Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurden die Proteinbanden auf eine 0,45 pm
Nitrozellulosemembran (Art.-Nr. 1620115, Bio-RAD, USA) Ubertragen [57, 58]. Hierbei wurde
das Mini Trans-Blot® System (Art.-Nr. 170-3935, Bio-RAD, USA) verwendet, bei dem der
Transfer im Nassverfahren durchgefihrt wird. Zwei Schwamme und zwei Filterpapiere wurden
dazu in gekuhltem Transferpuffer (Tabelle 16) getrankt. Ein Schwamm wurde in die innere
Kammer gelegt, gefolgt von einem Filterpapier und dem Elektrophorese-Gel. Die
Nitrozellulosemembran wurde flr einige Minuten in Transferpuffer aquilibriert und auf das Gel
aufgelegt. Darauf wurden das verbliebene Filterpapier und der Schwamm geschichtet. Die

Blotkammer wurde schlief3lich mit Transferpuffer gefllt, und die innere Kammer wurde mit der
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Membranseite zur Anode eingelegt. Der Transfer erfolgte bei 100 V fir 80 Minuten unter 4°C

Kuhlung.

Tabelle 16: Transferpuffer Western-Blot

Komponente Art.-Nr. & Hersteller Endkonzentration
Tris-Base 4855.5; Roth 25 mM

Glycin 23390.03; Serva 200 mM

Methanol 20847.320; VWR 20 %

2.4.4 Immunodetektion

Nach dem Transfer wurde die Membran enthommen und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur in
5 %iger BSA Losung blockiert. Im Anschluss wurde die Membran mit Zielprotein spezifischen
Primarantikorpern (Tabelle 17) bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde Uberschissige Primarantikdrperlésung durch dreimaliges Waschen in Tris-gepufferter
Salzlésung mit Tween 20 (TBST; Tabelle 18) entfernt. AnschlieRend erfolgte die Inkubation
mit Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelten Sekundarantikbrpern (Tabelle 19) fur 60
Minuten bei Raumtemperatur.

Tabelle 17: Primarantikorper fiir Western-Blot Analysen

Antigen Art.-Nr. & Hersteller  Spezies Verdiinnung

Poly-(ADP-Ribose-) 9532; Cell Signaling Kaninchen 1:250
Polymerase (PARP)

Active Caspase 3 (a-Casp3) 2302; Abcam Kaninchen 1:200
B-Actin 4967; Cell Signaling Kaninchen 1:2000
a-Glattmuskel-Aktin (aSMA) A5228; Sigma-Aldrich  Maus 1:1000
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Vaskular-endotheliales 33168; Abcam Kaninchen 1:1000
Cadherin (VE-cadherin)

Cluster of Differentiation 31 Pa851852; Cusabio Kaninchen 1:1000
(CD31)

Glyceraldehyd-3-Phosphat 2118; Cell Signaling Kaninchen 1:2000
Dehydrogenase (GAPDH)

Tabelle 18: TBST Puffer

Komponente Art.-Nr. & Hersteller Endkonzentration
Tris-Base 4855.5; Roth 10 mM
NaCl 9265.2; Roth 150 mM
Tween-20 Sigma-Aldrich; Art.-Nr. 0,1%
P1379

Tabelle 19: Sekundarantikorper fiir Western-Blot Analysen

Antigen Art.-Nr. & Hersteller Spezies Verdiinnung

Anti-Kaninchen  111-035-003; Ziege 1:10000
HRP gekoppelt  Jackson Immuno

Anti-Maus HRP 115-035-044; Ziege 1:10000

gekoppelt Jackson Immuno

Die Detektion der Zielproteinbanden erfolgte nach erneutem Waschen in TBST mittels
Chemilumineszenzverfahren.  Dazu  wurde die  Substratldsung  (WesternBright
Chemilumineszenz Substrat Quantum, Art.-Nr. 541015, Biozym Scientific, Oldendorf, DE)
aufgetragen und die Membran in einem CCD Kamera basiertem Imager System (Amersham
Imager 600, GE Healthcare, Chicago, IL, USA) ausgelesen. Die Intensitat der Banden wurde
mit der Software ImagedJ [59] um den Hintergrund korrigiert und zur Auswertung als Maf} fir

die Menge des exprimierten Proteins herangezogen. Die so ermittelte Proteinexpression
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wurde mittels der Ladekontrolle Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) auf

die Gesamtmenge des verwendeten Probenmaterials normiert.

2.4.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Von primaren VEC sezernierte Marker wurden mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) bestimmt. Hierzu wurden das Human IL-6 DuoSet ELISA Kit (Art.-Nr. DY206-05) und
das Endothelin Pan Specific DuoSet ELISA Kit (Art.-Nr. DY1160) der Firma R&D Systems
(Bio-techne, Minneapolis, MN, USA) nach Herstellerangaben angewandt. Hierbei wurde
zunachst eine Mikrotiterplatte mit einem Zielprotein-spezifischen Antikérper (Capture
Antikérper) beschichtet. Ein entsprechender Standard oder Zellkulturiiberstdnde wurden als
Proben zugegeben und inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die ungebundenen
Probenanteile in mehreren Waschschritten entfernt und ein weiterer, ebenfalls Zielprotein
spezifischer, Biotin-konjugierter Antikdrper (Detection Antikdrper) aufgetragen. Durch einen
weiteren Waschschritt wurde ungebundener Antikérper nach Ablauf der Inkubationszeit
ebenfalls entfernt. AbschlieRend wurde Meerrettichperoxidase-konjugiertes Avidin durch 20-
minUtige Inkubation an den Detection Antikérper gebunden und eine Substratiésung (3,3°,5,5°-
Tetramethylbenzidin) zugegeben um eine Farbreaktion auszulésen. Die Intensitat der
Reaktion wurde in einem Mikroplattenleser bei 450 nm gemessen und um den Hintergrund
korrigiert. Die Bestimmung aller Proben erfolgte in Duplikaten. Zur Errechnung der Menge des

sezernierten Zielproteins wurde eine Standardkurve erstellt.

2.4.6 Laktat-Dehydrogenase (LDH)-Assay

Die Zytotoxizitat der verwendeten Behandlungen in der Zellkultur wurde mittels LDH Assay
(Pierce™ LDH Cytotoxicity Assay Kit, Art.-Nr. PI88953, Thermo Fisher Scientific) nach
Herstellerangaben bestimmt. Die verwendete Methode basiert auf der Detektion von aus
beschadigten Zellen freigesetzter Laktatdehydrogenase [60]. Hierbei wurden 50 pl
Zellkulturiberstand in Duplikaten in eine 96-Well Platte gegeben und mit Reaktionsreagenz
versetzt. Wahrend einer 30-minutigen Inkubationszeit wandelt die LDH aus der Probe Lactat
zu Pyruvat um, das folglich verfligbare NADH fuhrt schlieBlich zu einer kolorimetrischen
Reaktion, bei der ein roter Formazanfarbstoff als Produkt entsteht. Die Farbreaktion wurde
nach Ablauf der Inkubationszeit gestoppt und die Farbintensitat in einem Mikroplattenleser bei

490 nm und 680 nm gemessen.
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2.5 Statistische Analysen

Die statistische Analyse und grafische Aufarbeitung der erhobenen Daten erfolgte mit der
Software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Die Ergebnisse
wurden immer als Mittelwert + Standardfehler (SEM, standard error oft the mean) dargestellt.
Die Daten der experimentellen Vergleichsgruppen wurden ab einem p-Wert von < 0,05 als
signifikant verschieden bezeichnet. Abhangig von der Art der Daten, Gruppengréf’e und
Gruppenanzahl wurden verschiedene Testverfahren verwendet um die erhobenen Datensatze

zu analysieren.

Kardinale Variablen, wie das Alter der Spende, wurden zunachst mit einem D’Agostino —
Pearson omnibus normality test auf parametrische Verteilung untersucht. Alle Spenderdaten
lagen als Variablen innerhalb einer Gruppe vor und wurden entsprechend mit einem one

sample t-test verglichen.

Experimentell erhobenen Daten, die relativ zu einer Kontrolle betrachtet wurden, wurden
mittels nicht-parametrischen Analysen verglichen. Hierzu wurde der Kruskal-Wallis test mit
Dunn’s multiple comparisons test, sowie ein anschlielender zweiseitigen Mann-Whitney U test

zum paarweisen Vergleich experimenteller Gruppen verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Anlegen einer primaren Zellkultur humaner valvularer
Endothelzellen

Im vorliegenden Forschungsprojekt wurde eine humane, primare Zellkultur von Endothelzellen
der Aortenklappe angelegt. Als Ursprungsmaterial wurden Aortenklappen von Patienten, die
zwischen Oktober 2018 und Februar 2021 am Universitatsklinikum Disseldorf Empfanger
eines Spenderherzes wurden, verwendet. In einzelnen Fallen wurden dartber hinaus auch
Klappen verwendet, die bei Herzklappenersatzoperationen intraoperativ durch den Chirurgen

als makroskopisch regelrecht beurteilt wurden.

3.1.1 Klinische Daten der Spenderkohorte

Endothelzellen der Aortenklappe wurden aus Gewebespenden (n=11) von Empfangern
orthotoper Herztransplantationen (73 %) oder von Patienten nach Klappenersatz-operation
(27 %) gewonnen. Die Spender waren signifikant haufiger mannlichen als weiblichen
Geschlechts, Alter und body mass index (BMI) der Kohorte waren normalverteilt. Der
durchschnittliche BMI aller Spender lag bei 28 + 5 und wich daher nicht signifikant vom oberen
Grenzwert der Praadipositas (29,9; [61]) ab. Bezogen auf die Gesamtheit der Spender litten
45 % an arterieller Hypertonie, andere erhobene kardiovaskulare Risikofaktoren, sowie
Komorbiditaten, traten selten auf (Chronische Niereninsuffizienz: 27%; koronare
Herzkrankheit: 18 %; Diabetes mellitus, Nikotinabusus, Dyslipoproteinamie: 9 %; Tabelle 20).
Als Medikation nahmen 73 % Diuretika, 55 % Antikoagulanzien und 36 % Statine ein.
Blutdruckmedikation wurde ebenfalls erfasst, jedoch lediglich von einem geringen Anteil der
Kohorte eingenommen (27 %). Die praoperativen Laborwerte zeigten im Mittel eine
Thrombozytenzahl von 222.000 £ 46 /ul, einen C-reaktives Protein (CRP) Wert von 2 £ 2 mg/d|
und eine Leukozytenzahl von 8.000 £ 4 /ul wobei alle Werte im Normbereich (Thrombozyten:
<400.000, CRP: <5, Leukozyten <10.000) lagen (Tabelle 20).
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Tabelle 20: Spenderkohorte zur Isolation primarer Endothelzellen der Aortenklappe

Klinische Parameter der Patienten, deren Gewebespende (Aortenklappentaschen) zur lIsolation primarer
Endothelzellen verwendet wurde. Kategoriale Variablen sind als Anzahl betroffener Spender (n) und prozentualem
Anteil dieser an der Gesamtgruppe (%) dargestellt und kardinale Variablen sind als Mittelwert + SEM aufgefiihrt.
Kardinale Variablen wurden erst mit einem D’Agostino — Pearson omnibus normality test auf parametrische
Verteilung untersucht, dann wie die Ubrigen Parameter mittels one sample t-test verglichen, wobei der BMI und
Laborwerte im Vergleich zu maximalen Referenzwerten analysiert wurden. Abkiirzungen: n.v. — normalverteilt, BMI
— body mass index, n.a. — nicht auswertbar, ACE — Angiotensin konvertierendes Enzym.

alle Patienten Urz:)e_wzl:tl)e d

Spender [Anzahl], n 11
Geschlecht [méannlich], n (%) 8 (73) 0,0004
Alter [Jahre] 60 + 13 n.v.
Koérpermasseindex [kg/m?] 28+5 0,1751
Primérindikation, n (%)

Herztransplantationsempfanger 8 (73) 0,0004

Klappenersatz 3(27) 0,0816
kardiovaskulare Risikofaktoren, n(%)

Raucher oder ehemalige Raucher 1(9) 0,3409

arterielle Hypertonie 5 (45) 0,0162

Dyslipoproteindmie 1(9) 0,3409
Komorbiditdten, n (%)

Chronische Niereninsuffizienz 3(27) 0,0816

koronare Herzkrankheit 2 (18) 0,1669

extrakardiale Gefalerkrankungen 0(0) n.a.

Diabetes mellitus 1(9) 0,3409
Medikamente, n (%)

Statine 4 (36) 0,0379

Diuretika 8 (73) 0,0004

ACE-Hemmer 3(27) 0,0816

B-Adrenorezeptor-Antagonisten 3 (27) 0,0816

Antikoagulanzien 6 (55) 0,0061
Laborwerte

Thrombozyten [x1000/pl] 222 + 46 <0,0001

Leukozyten [x1000/ul] 8 £4 0,0158

C-reaktives Protein [mg/dl] 2+2 <0,0001

3.1.2 Aufreinigung und Charakterisierung der Zellpopulation

Die aus dem Spendergewebe isolierten Zellen wurden Anhand ihrer Bindung Uber den
Endothelzellmarker CD31 aufgereinigt und anschlielend mittels Immunfluoreszenzfarbung
gegen den zusatzlichen Endothelmarker von Willebrand Faktor, sowie den mesenchymalen

Marker aSMA charakterisiert, um eine mdglichst reine Kultur zu gewahrleisten.
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Die Zellen waren nach 24 h am Boden der Kulturflasche adharent und nach durchschnittlich
48 h (Abbildung 9, A) konnte makroskopisch eine Proliferation beobachtet werden. Die Zellen
ordneten sich im Verlauf zunachst in Gruppierungen an (Abbildung 9, B) und bei Konfluenz
zeigten sich zwei morphologisch distinkte Zellpopulationen (Abbildung 9, C). Nach der
magnetischen Zellseparation mittels Bindung Uber CD31 zeigte die Kultur schlief3lich eine

homogene Zellpopulation mit rundlicher, kopfsteinpflasterartiger Morphologie (Abbildung 9, D).

Abbildung 9: Durchlichtmikroskopische Aufnahmen von priméaren VEC im Verlauf nach Isolation

Durchlichtmikroskopie primarer humaner VEC 48 h (A) und 4 Tage (B) nach lIsolation. An Tag 7 waren zwei
morphologisch distinkte Zellpopulationen zu erkennen (C), davon eine Population mit spindelférmig elongierter
Form (Pfeil links, C) und eine weitere mit rundlicher Erscheinung (Pfeil rechts, C) geformt. Nach der magnetischen
Zellseparation zeigte sich eine homogene Zellpopulation mit rundlicher, kopfsteinpflasterartiger Morphologie (D).
MaRstab 200 ym (A, B) bzw 400 ym (C, D).

Die Immunfluoreszenzfarbung der aufgereinigten Zellpopulation gegen von Willebrand Faktor
zeigte bei allen Spendern ein positives Signal (Abbildung 10, vVWf) bei gleichzeitig negativem
Signal in der aSMA Farbung (Abbildung 10, aSMA).
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Abbildung 10: Immunfluoreszenzbasierte Charakterisierung primarer humaner VEC.

Durchlichtmikroskopische Aufnahmen (DL) isolierter primarer humaner VEC aller Spender (#1-11) zeigten eine
kopfsteinpflasterartige Morphologie. Immunfluoreszenzfarbung gegen von Willebrand Faktor (vVWf, rot) zeigte ein
positives Signal bei gleichzeitig negativer alpha smooth muscle actin Farbung (aSMA, griin). Zellkerne wurden mit
4',6-Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid blau gefarbt. MaRstab 100 um (DL) bzw. 50 ym (VWf, aSMA).

3.2 Manipulation der purinergen Signalkaskade in primaren
humanen VEC

Die purinerge Signalkaskade der primaren humanen VEC wurde durch Behandlung mit
Inhibitoren der Schllisselenzyme CD73 (Adenosine 5-(a,B-methylene)diphosphate; AMP-CP)
und CD39 (Sodium polyoxotungstate; POM-1), sowie mit Agonisten der P2 (2/39)-O-(4-
benzoylbenzoyl)adenosine 5-triphosphate triethylammonium salt; BzATP) und A2-
Rezeptoren (fir Aza: CGS-21680 hydrochloride hydrate; CGS und fur Azs: BAY 60-6583; Bay)
manipuliert, um die Auswirkung einer Dysregulation dieses Systems zu untersuchen. Der
Einfluss auf die Funktionalitdt der Endothelzellen wurden nach 24-stindiger Inkubation

analysiert.
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3.2.1 Uberpriifung auf zytotoxische Effekte

Die eingesetzten Substanzen wurden zunachst mittels LDH Assay hinsichtlich moéglicher

zytotoxischer Wirkung auf die VEC Kultur untersucht.

Die LDH-AKktivitat in den Zellkulturiberstanden war, im Vergleich zur Kontrolle, durch keine der
Behandlungen signifikant erhoéht. Zellen, die mit POM-I oder AMP-CP behandelt wurden,
zeigten eine Reduktion der LDH Aktivitat (p<0,05) (Abbildung 11 A).
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Abbildung 11: Effekte der eingesetzten Substanzen auf Zellschiadigung und Apoptosemarker in VEC

Primare humane Endothelzellen der Aortenklappe wurden fir 24 h mit Inhibitoren der Schliisselenzyme des
purinergen Signalings (10 uM POM-I: CD39 Inhibitor; 10 uM AMP-CP: CD73 Inhibitor), oder mit Agonisten der P2
(25uM BzATP) und A2-Rezeptoren (Aza: 10 uM CGS; Azs: 10 uM Bay) behandelt. Dargestellt ist die relative LDH
Aktivitat im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ktrl.) (n=10 pro Behandlung) (A). Die Apoptosemarker Poly-
(ADP-Ribose-)Polymerase (PARP), gespaltene PARP (cleaved PARP; c-PARP) und aktivierte Caspase 3 (a-
Casp3) wurden mittels Western-Blot bestimmt. Dargestellt sind reprasentative Abbildungen der Analysen. Zur
Normierung wurde die Expression von B-Actin herangezogen (B). Die Daten sind als relative Proteinexpression im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ktrl) dargestellt (C/D). Die Daten sind als Mittelwert £ SEM abgebildet (n=5

pro Behandlung). Die Statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis und Dunn’s multiple comparisons test.
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Zusatzlich zur LDH Analyse wurde die Expression Apoptose-assoziierter Proteine in
Zelllysaten der behandelten VEC untersucht. Das Enzym Poly-(ADP-Ribose-)Polymerase
(PARP) katalysiert in vitalen Zellen die DNA-Reparatur und ist im Zellkern lokalisiert. Kommt
es zur Apoptose, wird PARP als erstes Molekil gespalten (cleaved PARP; c-PARP) und das
Verhaltnis dieses Spaltproduktes kann als Marker flr beginnende apoptotische Prozesse
herangezogen werden [62]. Als weiterer Marker wurde die aktivierte Form der Caspase 3 (a-
Casp3) untersucht, welche unter apoptotischen Bedingungen vorliegt und verschiedene
Strukturproteine der Zelle abbaut [63]. Das Verhaltnis von gespaltener PARP zur nicht-
gespaltenen Form war unter keiner Behandlung signifikant erhoht (Abbildung 11 B/C). Die
Proteinexpression der aktivierten Caspase 3 in VEC war ebenfalls unter keiner Bedingung
signifikant erhéht (Abbildung 11 B/D).

3.2.2 Auswirkung der Manipulation der purinergen Signalkaskade auf die

Funktionalitat primarer humaner VEC

Die Effekte der Manipulation der purinergen Signalkaskade in primaren humanen VEC wurden
zunachst hinsichtlich der Zellfunktionalitat untersucht. Hierbei standen verschiedene Marker
der endothelialen Dysfunktion im Fokus, die in der Literatur bereits mit Pathologien des
Herzkreislaufsystems in Zusammenhang gebracht wurden. Morphologie, Sekretion und

Proteinexpression der Zellen wurden nach 24 stindiger Behandlung analysiert.

Morphologisch zeigten unbehandelte Zellen (Ktrl.) nach 24 h weiterhin eine homogene,
rundliche Form. Unter Behandlung mit POM-I und BzATP konnte diese Zellform weiterhin bei
einem groRen Anteil der Population beobachtet werden, jedoch durchzogen mit
spindelférmigen Zellen. AMP-CP und CGS Behandlung fiuhrten zu einem ahnlichen
morphologischen Bild mit deutlichen Anteilen spindelférmiger, gestreckter Zellen. Die mit Bay
behandelten VEC zeigten ausschlieBlich die bereits beschriebene, gestreckte Morphologie
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Morphologie primarer humaner VEC nach Manipulation der purinergen Signalkaskade.

Primare humane Endothelzellen der Aortenklappe wurden fiir 24 h mit Inhibitoren der Schlisselenzyme der
purinergen Signalkaskade (10 uM POM-I: CD39 Inhibitor; 10 yM AMP-CP: CD73 Inhibitor), oder mit Agonisten der

P2 (25uM BzATP) und A2-Rezeptoren (Aza: 10 uM CGS; Azg: 10 uM Bay) behandelt. Die Morphologie der Zellen
wurde durchlichtmikroskopisch festgehalten. Dargestellt sind reprasentative Bilder. MaRRstab 400 ym.

3.2.2.1 Keine inflammatorische Aktivierung von VEC durch Manipulation der

purinergen Signalkaskade

Die Proteinexpression der etablierten Inflammationsmarker interzellulares Adhasionsmolekul
1 (ICAM-1), vaskulares Adhasionsmolekil 1 (VCAM-1), nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B-cells (NFkB) und dessen phosphorylierte Form (pNFkB) wurden
mittels Western-Blot analysiert. ICAM-1 und VCAM-1 sind Adhasionsmolekiile, die von
aktiviertem Endothel exprimiert werden und die Rekrutierung von Leukozyten im Rahmen der
Inflammationsantwort vermitteln [64, 65]. Der Transkriptionsfaktor NFkB wird durch
Phosphorylierung (pNFkB) aktiviert und reguliert in Folge zahlreiche Gene, die im

Zusammenhang mit einer Inflammationsantwort stehen [66].
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Abbildung 13: Keine inflammatorische Aktivierung von VEC durch Manipulation der purinergen
Signalkaskade.

Primare humane Endothelzellen der Aortenklappe wurden fiir 24 h mit Inhibitoren der Schlisselenzyme der
purinergen Signalkaskade (10 uM POM-I: CD39 Inhibitor; 10 yM AMP-CP: CD73 Inhibitor), oder mit Agonisten der
P2 (25uM BzATP) und A2-Rezeptoren (Aza: 10 uM CGS; Ags: 10 uM Bay) behandelt. Dargestellt sind
reprasentative Abbildungen der Western-Blot Analyse (A), sowie die relative Proteinexpression im Vergleich zur
inflammatorisch aktivierten Kontrolle (TNFa, C/D). Zusatzlich wurde die Interleukin-6 (IL-6) Sekretion der Zellen in
das Medium mittels ELISA bestimmt (B). Die Daten sind als Mittelwert + SEM abgebildet (n=8 pro Behandlung).
***p<0,001 vs. TNFa (C/D). Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis und Dunn’s multiple
comparisons test.

In den behandelten Zellen war die Proteinexpression von keinem der Adhasionsmolekile im
Vergleich zur TNFa stimulierten Kontrolle nachweisbar (Abbildung 13 A/D). Das Verhaltnis von
pNFkB zu NFkB war ebenfalls nicht erhdéht (Abbildung 13 AJ/C). Zusatzlich zur
Proteinexpression wurde die Interleukin 6 (IL-6) Sekretion der behandelten VEC mittels ELISA
bestimmt. IL-6 ist ein bekanntes pro-inflammatorisches Zytokin, welches zahlreiche Effekte
innerhalb von Entziindungs- und Immunreaktionen hat [67, 68]. Die behandelten VEC zeigten
keine erhohte IL-6 Sekretion im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 13 B).
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3.2.2.2 Dysregulation der purinergen Signalkaskade begunstigt endotheliale
Dysfunktion in VEC

Im Rahmen einer endothelialen Dysfunktion kann die Beteiligung des Endothels an der
Regulation der Hamostase und des Gefalltonus gestdrt sein. Das wichtigste, von
Endothelzellen freigesetzte, Vasorelaxans, ist Stickstoffmonoxid (NO), dessen Synthese durch
die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) katalysiert wird. Einer der potentesten
Vasokonstriktoren hingegen ist Endothelin-1, welches ebenfalls von Endothelzellen freigesetzt
wird und dessen Synthese hauptsachlich auf Genebene reguliert wird [69]. Die Balance
zwischen relaxierenden und kontrahierenden Faktoren ist unter physiologischen Bedingungen

die Voraussetzung fur die kardiovaskuldare Homeostase [14, 15].

Die mRNA Expression von NOS3 (eNOS) und EDN-1 (Endothelin-1) wurde in den
behandelten VEC nach 24 h mittels gRT-PCR untersucht. Bei Inhibition von CD39 und ENPP1
durch POM-I konnte eine signifikant erhdhte Expression von EDN-1 (p<0,01, Abbildung 14 B)
gemessen werden. Die Inhibition von CD73 durch AMP-CP fihrte ebenfalls zu einer
signifikanten Zunahme der EDN-1 Expression (p<0,05, Abbildung 14 B). Im Gegensatz dazu
fuhrte keine der Behandlungen mit Rezeptor-Agonisten zu Veranderungen der EDN-1
Genexpression. Die Expression von NOS3 wurde nur durch den A;a Rezeptor-Agonisten CGS
signifikant erhoht (p<0,05, Abbildung 14 B). Auf Proteinebene wurde die eNOS Expression
mittels Western-Blot und die EDN-1 Sekretion per ELISA analysiert. Die eNOS Expression war
durch keine Behandlung signifikant verandert (Abbildung 14 C) wahrend die EDN-1 Sekretion,
wie auch auf Genexpressionsebene, unter Inhibition der Schlisselenzyme mit POM-I oder
AMP-CP signifikant erhdht war (p<0,05, Abbildung 14 D). Zusatzlich fuhrte hier auch die
Behandlung mit dem Aza Rezeptor-Agonisten CGS zu einer erhéhten Sekretion (p<0,05,
Abbildung 14 D). Im Gegensatz dazu war die EDN-1 Sekretion unter Behandlung mit dem Az
Agonisten Bay signifikant reduziert (p<0,05 Abbildung 14 D).
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Abbildung 14: Erh6hte Endothelin-I Expression durch Dysregulation der purinergen Signalkaskade in VEC

Primare humane Endothelzellen der Aortenklappe wurden fir 24 h mit Inhibitoren der Schlisselenzyme der
purinergen Signalkaskade (10 uM POM-I: CD39 Inhibitor; 10 yM AMP-CP: CD73 Inhibitor), oder mit Agonisten der
P2 (25uM BzATP) und A2-Rezeptoren (A2a: 10 uM CGS; Azg: 10 uM Bay) behandelt (A). Dargestellt sind die
mRNA Expression von Endothelin-1 (EDN-1) und eNOS (NOS3) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ktrl)
(B). Die Proteinexpression von eNOS wurde mittels Western-Blot analysiert. Die Daten sind als relative
Proteinexpression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ktrl) dargestellt. Zur Normierung wurde die
Expression von GAPDH herangezogen (C). Die Sekretion von EDN-1 in den Zellkulturiiberstand der VEC wurde
mittels ELISA untersucht (D). Die Daten sind als Mittelwert + SEM abgebildet (n=5 pro Behandlung). *p<0,05
**p<0,01 vs. Ktrl. Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis und Dunn’s multiple comparisons test.
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3.3 Untersuchung von EndMT Potential und Induktion in primaren
humanen VEC

Einer der wohl bekanntesten und am besten untersuchten Induktoren von EndMT ist TGF[31
und findet entsprechend in vielen Studien Anwendung [49, 50]. Ein weiterer bekannter
Stimulus, der nachweislich zu EndMT fuhrt, ist TNFa [32]. Diese beiden Induktoren wurden
gemal der Literatur eingesetzt [51] und zunachst die Effekte der Behandlung im Hinblick auf

Toxizitat und EndMT analysiert.

3.3.1 Uberpriifung auf Zytotoxische Effekte

Die eingesetzten Konzentrationen von TGFB1 und TNFa wurden anhand von
Literaturrecherchen gewahlt und daher zunachst mittels LDH Assay und Western-Blots
hinsichtlich moéglicher zytotoxischer Wirkung auf die VEC Kultur untersucht. Die LDH-Aktivitat
in den Zellkulturiiberstanden war, im Vergleich zur Kontrolle, weder durch 10 ng/ml TGF1,
noch durch 5 ng/ml TNFa signifikant erhéht (Abbildung 15 A). Die Expression Apoptose-
assoziierter Proteine wurde in Zelllysaten der behandelten VEC untersucht. Das Verhaltnis
von gespaltener PARP zur nicht-gespaltenen Form war unter keiner der beiden Behandlung
signifikant erhéht. Die Proteinexpression der aktivierten Caspase 3 zeigte ebenfalls keine
Unterschiede (Abbildung 15 B-D).
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Abbildung 15: Effekte von TGFB1 und TNFa Behandlung auf Laktat-Dehydrogenase (LDH) Aktivitdt und
Apoptosemarker in VEC

Primare humane Endothelzellen der Aortenklappe wurden fur 24 h mit TGFB1 (10 ng/ml) oder TNFa (5 ng/ml)
behandelt. Dargestellt ist die relative LDH Aktivitat im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ktrl.) (n=10 pro
Behandlung) (A). Die Apoptosemarker Poly-(ADP-Ribose-)Polymerase (PARP), gespaltene PARP (cleaved PARP;
¢c-PARP) und aktivierte Caspase 3 (a-Casp3) wurden mittel Western-Blot bestimmt. Dargestellt sind reprasentative
Abbildungen der Analysen. Zur Normierung wurde die Expression von 3-Actin herangezogen (B). Die Daten sind
als relative Proteinexpression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ktrl) dargestellt (C/D). Die Daten sind als
Mittelwert + SEM abgebildet (n=5 pro Behandlung).

3.3.2 Bestimmung der EndMT Dauer

Die Endotheliale zu Mesenchymale Transition ist ein gradueller Prozess und kann je nach
Zellursprung und Stimulus innerhalb weniger Tage bis hin zu mehreren Wochen verlaufen. In
der Literatur finden sich fir in vitro Versuche Zeitspannen von 24 h bis 21 Tagen, sodass
zunachst ein geeigneter Zeitpunkt fur die EndMT Induktion bestimmt wurde.

Die Immunfluoreszenzfarbung der mit TGFB1 oder TNFa behandelten VEC zeigte nach 24 h

eine gleichmaRige vWf Expression bei leichtem Vimentinsignal in den Behandlungen im
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Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen. Nach 7 Tagen nahm das Vimentinsignal zu und
die Zellmorphologie zeigte unter beiden Behandlungen eine starkere Spindelform. Gleichzeitig
war das vWf Signal in den mit TNFa behandelten Zellen stark reduziert. Die 14 tagige
Inkubationsdauer zeigte schliel3lich sowohl morphologisch als auch in der Signalverteilung alle
Charakteristika einer EndMT bei regelrechter Kontrolle. Unter beiden Behandlungen war zu
diesem Zeitpunkt ein prominentes Vimentinsignal sichtbar und gleichzeitig nur noch
stellenweise vVWf nachweisbar. Die Form der Zellen war vollstédndig elongiert und spindelformig
auslaufend (Abbildung 16).
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TGFB1

TNFa

Abbildung 16: Komplette EndMT in primadren humanen VEC nach 14 Tagen

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen primarer humaner VEC nach EndMT Induktion mit TGFB1 (10 ng/ml) oder
TNFa (5 ng/ml) nach 24 Stunden (24h), 7 Tagen (7d) und 14 Tagen (14d). Immunfluoreszenzfarbung gegen von
Willebrand Faktor (vWf, rot) und Vimentin (Vim, griin). Zellkerne wurden mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol
Dihydrochlorid (DAPI) blau gefarbt. Dargestellt sind reprasentative Bilder. Ma3stab 50 um.

3.3.3 TGFB1 und TNFa induzieren EndMT in VEC nach 14 Tagen

Als Referenz wurde zunachst eine EndMT mittels der bekannten Induktoren TGFB1 und TNFa

uber 14 Tage induziert und die Zellmorphologie und Proteinexpression der endothelialen
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Marker vWf, CD31 und VE-cadherin, sowie die mesenchymalen Marker Vimentin und aSMA

analysiert.

Die unbehandelten Zellen zeigten nach 14 Tagen weiterhin eine regelrechte Morphologie mit
Kopfsteinpflaster-artiger Anordnung und Form (Ktrl., Abbildung 17 A), sowie eine gleichmalige
vWT Expression ohne nachweisbares Vimentinsignal (Ktrl., Abbildung 17 B). Eine Behandlung
mit TGFB1 fihrte zu einer inhomogenen Morphologie mit zahlreichen spindelférmig
gestreckten Zellen (TGFB1, Abbildung 17 A) und reduzierter vWf Expression bei deutlichem
Vimentinsignal (TGFB1, Abbildung 17 B). Die Stimulation mit TNFa fuhrte zu einer
homogenen, spindelférmigen Morphologie (TNFa, Abbildung 17 A) bei ausbleibender vWf
Expression und gleichmaRigem Vimentinsignal (TNFa, Abbildung 17 B).

Abbildung 17: TGFB1 und TNFa induzieren EndMT in primédren humanen VEC nach 14 Tagen

Durchlichtmikroskopische Aufnahmen primarer humaner VEC (A) sowie Immunfluoreszenzfarbung gegen von
Willebrand Faktor (vWf, rot) und Vimentin (Vim, griin) nach EndMT Induktion mit TGFB1 (10 ng/ml) oder TNFa (5
ng/ml) fir 14 Tage. Zellkerne wurden mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid blau geféarbt. Dargestellt sind
reprasentative Bilder. Ma3stab 100 ym (Durchlicht) bzw. 50 ym (Fluoreszenz).
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Die Western-Blot Analyse der behandelten VEC zeigte eine signifikant erhdhte Expression
des mesenchymalen Markers aSMA unter beiden Behandlungen (TGFB1 p<0,05, TNFa
p<0,01; Abbildung 18 A/B) bei gleichzeitig signifikant reduzierter Expression der endothelialen
Marker VE-cadherin (TGFB1 p<0,05, TNFa p<0,01; Abbildung 18 A/C) und CD31 (TGFp1
p<0,01 Abbildung 18 A/D).
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Abbildung 18: EndMT Induktion mit TGFb1 und TNFa in primaren humanen VEC

Primare humane Endothelzellen der Aortenklappe wurden fur 24 h mit TGFB1 (10 ng/ml) oder TNFa (5 ng/ml)
behandelt und mittels Western-Blot hinsichtlich alpha smooth muscle actin (aSMA, B), VE-cadherin (C) und CD31
Expression (D) untersucht. Dargestellt sind reprasentative Abbildungen der Analysen. Zur Normierung wurde die
Expression von B-Actin herangezogen (A). Die Daten sind als relative Proteinexpression im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (Ktrl) dargestellt (B-D). Die Daten sind als Mittelwert + SEM abgebildet (n=11 pro
Behandlung). *p<0,05 **p<0,01. Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis und Dunn’s multiple

comparisons test.
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3.4 Einfluss der purinergen Signalkaskade auf die EndMT in
primaren humanen VEC

Der Einfluss der purinergen Signalkaskade auf die EndMT in primaren humanen VEC wurde
mithilfe der in 3.2 etablierten Behandlungen untersucht. Als Referenz wurde eine EndMT
mittels der bekannten Induktoren TGFB1 und TNFa in den gewonnenen Zellen etabliert und
analysiert (siehe 3.3.3). AnschlieRend wurden die Marker dieser Versuche auch in den Proben
der mit den Inhibitoren und Agonisten der purinergen Signalkaskade behandelten Zellen

untersucht.

3.4.1 Gesteigerte ATP-Wirkung induziert EndMT in primaren humanen VEC

Um die Rolle von extrazellularem ATP bei der EndMT in VEC zu untersuchen, wurden die
Zellen fur 14 Tage mit dem CD39 Inhibitor POM-1 oder mit dem P2 Rezeptor Agonisten BZATP,
einem synthetischen ATP Analogon, behandelt und hinsichtlich der Proteinexpression der
etablierten EndMT Marker (siehe 3.3.3) analysiert.

Die unbehandelten Zellen zeigten nach 14 Tagen auch hier weiterhin eine regelrechte
Morphologie mit kopfsteinpflasterartiger Anordnung und Form (Ktrl., Abbildung 19 A), sowie
eine gleichmalige vWf Expression ohne nachweisbares Vimentinsignal (Ktrl., Abbildung 19
B). Eine Behandlung mit POM-I fihrte zu einer homogenen, spindelférmigen Morphologie
(POM-I, Abbildung 19 A) und netzartiger Ausbreitung der Zellkérper bei leicht reduzierter vVWf
Expression und positivem Vimentinsignal (POM-I, Abbildung 19 B). Die Stimulation mit BZATP
fuhrte zu einer inhomogenen Zellmorphologie mit Ansammlungen spindelférmig gestreckter
Zellen (BzATP, Abbildung 19 A) und vereinzelt netzartiger Ausbreitung der Zellkdrper bei leicht
reduzierter vVWf Expression und positivem Vimentinsignal (BzATP, Abbildung 19 B).
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Abbildung 19: Gesteigerte ATP-Wirkung induziert EndMT Phéanotyp in primdren humanen VEC

Durchlichtmikroskopische Aufnahmen primarer humaner VEC (A) sowie Immunfluoreszenzfarbung gegen von
Willebrand Faktor (vVWf, rot) und Vimentin (Vim, griin) nach Behandlung mit dem CD39 Inhibitor POM-1 (10 yM)
oder dem P2 Rezeptor Agonist BzZATP (25 uM) fir 14 Tage. Zellkerne wurden mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol
Dihydrochlorid blau gefarbt. Dargestellt sind reprasentative Bilder. Maf3stab 100 um (Durchlicht) bzw. 50 ym
(Fluoreszenz).
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Die Western-Blot Analyse dieser behandelten VEC zeigte eine signifikant erhdhte Expression
des mesenchymalen Markers aSMA, sowoh! unter POM-I Behandlung als auch unter BzZATP
Behandlung (p<0,05, Abbildung 20 A/B), bei gleichzeitig signifikant reduzierter Expression der
endothelialen Marker VE-Cadherin (p<0,01, Abbildung 20 A/C) und CD31 (POM-I p<0,01,
BzATP p<0,00; Abbildung 20 A/D).
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Abbildung 20: Gesteigerte ATP-Wirkung induziert EndMT in primaren humanen VEC

Primare humane Endothelzellen der Aortenklappe wurden fiir 14 Tage mit dem CD39 Inhibitor POM-I (10 uM) oder
dem P2 Rezeptor Agonist BZATP (25 uM) behandelt und mittels Western-Blot hinsichtlich alpha smooth muscle
actin (aSMA, B), VE-cadherin (C) und CD31 Expression (D) untersucht. Dargestellt sind reprasentative Abbildungen
der Analysen. Zur Normierung wurde die Expression von 3-Actin herangezogen (A). Die Daten sind als relative
Proteinexpression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ktrl) dargestellt (B-D). Die Daten sind als Mittelwert +
SEM abgebildet (n=11 pro Behandlung). *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001. Die statistische Analyse erfolgte mittels
Kruskal-Wallis und Dunn’s multiple comparisons test.

49



Ergebnisse

3.4.2 Inhibition von CD73 sowie gesteigerte Wirkung von Adenosin induzieren

EndMT in primaren humanen VEC

Um eine mdégliche Auswirkung von Adenosin und AMP auf EndMT in VEC zu untersuchen,
wurden die Zellen fiir 14 Tage mit dem CD73 Inhibitor AMP-CP oder mit den A2 Rezeptor
Agonisten, CGS und Bay, behandelt und hinsichtlich der Proteinexpression der etablierten
EndMT Marker (siehe 3.3.3) analysiert.

Die unbehandelten Zellen zeigten nach 14 Tagen weiterhin eine regelrechte Morphologie mit
Kopfsteinpflaster artiger Anordnung und Form (Ktrl., Abbildung 21 A), sowie eine gleichmalige
vWT Expression ohne nachweisbares Vimentinsignal (Ktrl., Abbildung 21 B). Eine Behandlung
mit AMP-CP fuhrte hier zu einer inhomogenen Morphologie mit zahlreichen spindelformigen
Zellen (AMP-CP, Abbildung 21 A) bei leicht reduzierter vWf Expression und positivem
Vimentinsignal (AMP-CP, Abbildung 21 B). Die Stimulation mit CGS fuhrte im Vergleich zu
einer ahnlichen Zellmorphologie (CGS, Abbildung 21 A) bei gleichmafliger vWf Expression,
jedoch nur vereinzelt positivem Vimentinsignal (CGS, Abbildung 21 B). Die mit Bay
behandelten Zellen zeigten eine homogenen Morphologie mit stark spindelférmigen Zellen
(Bay, Abbildung 21 A) bei reduzierter vWf Expression und gleichmaRig positivem
Vimentinsignal (Bay, Abbildung 21 B).
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Ktrl.

AMP-CP

Abbildung 21: Inhibition von CD73 sowie gesteigerte Wirkung von Adenosin induzierten EndMT Phanotyp
in primaren humanen VEC

Durchlichtmikroskopische Aufnahmen primarer humaner VEC (A) sowie Immunfluoreszenzfarbung gegen von
Willebrand Faktor (vVWf, rot) und Vimentin (Vim, griin) nach Behandlung mit dem CD73 Inhibitor AMP-CP (10 uM)
oder den A2-Rezeptor Agonisten CGS und Bay (Aza: 10 uM CGS; Azg: 10 uM Bay) fiir 14 Tage. Zellkerne wurden
mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid blau geféarbt. Dargestellt sind reprasentative Bilder. MaRRstab 100
pm (Durchlicht) bzw. 50 ym (Fluoreszenz).
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Die Western-Blot Analyse dieser behandelten Zellen zeigte eine signifikant erhdhte Expression
des mesenchymalen Markers aSMA, unter allen drei Behandlungen (AMP-CP p<0,01,
CGS/Bay p<0,001; Abbildung 22 A/B), bei gleichzeitig signifikant reduzierter Expression des
endothelialen Markers CD31 (AMP-CP p<0,01, CGS/Bay p<0,05; Abbildung 22 A/D). Die
Proteinexpression von VE-cadherin wurde unter AMP-CP- und CGS-Behandlung signifikant
reduziert (p<0,05 Abbildung 22 A/C), bei Inkubation mit Bay wurde dieser Effekt jedoch nicht
statistisch signifikant (Abbildung 22 A/C).
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Abbildung 22: Inhibition von CD73 sowie gesteigerte Wirkung von Adenosin induzierten EndMT in priméren
humanen VEC

Primare humane Endothelzellen der Aortenklappe wurden fiir 14 Tage mit dem CD73 Inhibitor AMP-CP (10 pM)
oder den A2-Rezeptor Agonisten CGS und Bay (Aza: 10 uM CGS; Azs: 10 uM Bay) behandelt und mittels Western-
Blot hinsichtlich alpha smooth muscle actin (aSMA, B), VE-cadherin (C) und CD31 Expression (D) untersucht.
Dargestellt sind reprasentative Abbildungen der Analysen. Zur Normierung wurde die Expression von B-Actin
herangezogen (A). Die Daten sind als relative Proteinexpression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ktrl)
dargestellt (B-D). Die Daten sind als Mittelwert + SEM abgebildet (n=11 pro Behandlung). *p<0,05 **p<0,01
***n<0,001. Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis und Dunn’s multiple comparisons test.
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3.5 Erste mechanistische Untersuchungen

Der gezeigte Zusammenhang zwischen purinerger Signalkaskade und dem Auftreten von
EndMT in VEC war bisher unbekannt, sodass erste Einblicke in die mechanistischen
Hintergrinde mittels der Analyse bekannter Mediatoren und Transkriptionsfaktoren angestrebt
wurden. Hierzu wurden sowohl zentrale Mediatoren des TGF und TNFa Signalweges mittels

Western-Blot, als auch EndMT-assoziierte Transkriptionsfaktoren mittels gqPCR untersucht.

3.5.1 Untersuchung EndMT assoziierter Mediatoren

Es gibt zahlreiche Mediatoren der bekannten EndMT-induzierenden Signalwege, die zum Teil
auch synergistisch wirken kédnnen. Bekannte downstream Targets sind unter anderem ERK1/2
und p38 (siehe Abbildung 3). Die Aktivierung dieser Mediatoren durch Phosphorylierung wurde
in VEC, die verschieden induzierte EndMT durchlaufen haben, mittels Western-Blot

untersucht.

3.5.11 Keine Beeinflussung der ERK1/2 Phosphorylierung

Nach dem Durchlaufen einer EndMT zeigte sich in VEC keine signifikante Regulation der
ERK1/2 Proteinexpression. Die Stimulation mit TGFB oder TNFa, sowie die Inhibition der
Schlisselenzyme CD73 und CD39 oder die Aktivierung purinerger Rezeptoren flihrten nicht

zu einer veranderten Aktivierung der ERK1/2 im Sinne einer Phosphorylierung (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Keine Beeinflussung der ERK1/2 Aktivierung bei EndMT in VEC

Primare humane Endothelzellen der Aortenklappe wurden fir 14 Tage mit dem CD39 Inhibitor POM-I (10 uM), dem
P2 Rezeptor Agonist BZATP (25 uM), dem CD73 Inhibitor AMP-CP (10 uM), den A2-Rezeptor Agonisten CGS und
Bay (Aza: 10 uM CGS; Agg: 10 uM Bay), TGFB1 (10 ng/ml) oder TNFa (5 ng/ml) behandelt und mittels Western-
Blot hinsichtlich extracellular-signal regulated kinases 1/2 (ERK1/2) Expression untersucht. Dargestellt sind
reprasentative Abbildungen der Analysen. Zur Normierung wurde die Expression von Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) herangezogen (A). Die Daten sind als relative Proteinexpression im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (Ktrl) dargestellt (B-D). Die Daten sind als Mittelwert + SEM abgebildet (n=7 pro
Behandlung). Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis und Dunn’s multiple comparisons test.

3.5.1.2 Erhohte p38 Phosphorylierung unter TGFB1 Stimulation und Inhibition
von CD39 oder CD73

Bei einer TGFB-induzierten EndMT zeigte sich eine signifikant erhéhte Phosphorylierung der
p38 (p<0,05) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Eine TNFa-Behandlung flhrte jedoch
zu keiner signifikanten Regulation (p=0,1270; Abbildung 24, B). Die Inhibition von CD39 mittels
POM-I fuhrte in VEC ebenfalls zu einer signifikanten Zunahme der p38-Phosphorylierung
(p<0,01) im Vergleich zur Kontrolle, wobei eine Behandlung mit BzATP keinen Effekt zeigte
(Abbildung 24, C). VEC in denen CD73 mittels AMP-CP inhibiert wurde zeigten in der Tendenz
eine erhdhte p38 Phosphorylierung, diese erreichte jedoch keine statistische Signifikanz
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(p=0,1250). Aktivierung von Adenosinrezeptoren mittels CGS oder Bay flihrte zu keinem Effekt
(Abbildung 24, D).

A B

Kirl. TGFB1 TNFa POM-I BzATP AMP-CP CGS  Bay *

Ersse i LR
- e ST e e -

|-—-|--|_?-|GAPDH

|_

rel. p38 Phosphorylierung
(vs. Ktrl.)
[N
1

N

* %
0,1250

H-

(vs. Kirl.)

rel. p38 Phosphorylierung
(vs. Ktrl.)
(]
1
-
rel. p38 Phosphorylierung

Abbildung 24: Erhohte p38 Aktivierung durch TGFB1 oder Inhibition der Schliisslenzyme

Primare humane Endothelzellen der Aortenklappe wurden fiir 14 Tage mit dem CD39-Inhibitor POM-I (10 uM), dem
P2 Rezeptor-Agonist BzZATP (25 uM), dem CD73-Inhibitor AMP-CP (10 uM), den A2-Rezeptor-Agonisten CGS und
Bay (A2a: 10 uM CGS; Azg: 10 uM Bay), TGFB1 (10 ng/ml) oder TNFa (5 ng/ml) behandelt und mittels Western-
Blot hinsichtlich Expression von p38-mitogenaktivierte Proteininasen (p38) untersucht. Dargestellt sind
reprasentative Abbildungen der Analysen. Zur Normierung wurde die Expression von Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) herangezogen (A). Die Daten sind als relative Proteinexpression im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (Ktrl) dargestellt (B-D). Die Daten sind als Mittelwert + SEM abgebildet (n=5 pro
Behandlung). *p<0,05 **p<0,01. Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis und Dunn’s multiple
comparisons test.

3.5.2 Untersuchung EndMT assoziierter Transkriptionsfaktoren

Eine Reihe von Transkriptionsfaktoren wurde bereits mit EndMT in Verbindung gebracht. Zu
den bekanntesten identifizierten Induktoren zahlen SNAIL, SLUG, TWIST, ZEB1 und ZEB2
[33, 34]. Die Transkriptionsfaktoren der Snail Familie (SNAIL, SNAI1; SLUG, SNA/2) sind

hierbei die am haufigsten untersuchten Kandidaten und werden mit dem TGF(31 Signalweg in
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Zusammenhang gebracht [35, 36]. TWIST, ZEB1 und ZEB2 wurden hingegen haufiger mit
dem TNFa Signalweg assoziiert [37]. Die Genexpression dieser zentralen
Transkriptionsfaktoren wurde nach 14-tagiger EndMT Induktion in VEC untersucht, um erste

Einblicke in die mechanistischen Hintergriinde zu erhalten.

3.5.21 TGFB1 induzierte EndMT fiihrt zu Hochregulation von SNAIL wahrend
TNFa induzierte EndMT TWIST und ZEB1/2 reguliert

VEC, die eine TGFB1-induzierte EndMT durchlaufen haben, zeigten eine signifikant erhdhte
SNAI1-Genexpression (p<0,01) bei gleichzeitig signifikant reduzierter Expression von TWIST1
(p<0,05), ZEB1 (p<0,001) und ZEBZ2 (p<0,05). Die Expression von SNA/2 war nicht reguliert
(Abbildung 25 A). Nach Induktion der EndMT mittels TNFa Stimulation zeigten die VEC
hingegen eine signifikante Hochregulation der Genexpression von TWIST1 (p<0,05), ZEB1
(p<0,05) und ZEB2 (p<0,001). Die Expression von SNA/1 war hier nicht reguliert (Abbildung
25 B).
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Abbildung 25: Regulation EndMT assoziierter Transkriptionsfaktoren in TGF1 und TNFa stimulierten VEC

Primare humane Endothelzellen der Aortenklappe wurden fiir 14 Tage mit TGF1 (10 ng/ml; A) oder TNFa (5 ng/ml;
B) behandelt und mittels real time PCR hinsichtich mRNA Expression der EndMT-assoziierten
Transkriptionsfaktoren SNAI1 (SNAIL), SNAI2 (SLUG), TWIST1 (TWIST), ZEB1 und ZEB2 untersucht. Die Daten
sind als relative mRNA Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (gestrichelte Linie) dargestellt. Die
Daten sind als Mittelwert + SEM abgebildet (n=9 pro Behandlung). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Die statistische
Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis und Dunn’s multiple comparisons test.
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3.5.2.2 Inhibition von CD39 fiihrt zu Herunterregulation von SLUG und TGFB1
wahrend BzATP SNAIL reguliert

Die durch Inhibition von CD39 induzierte EndMT (POM-I) fuhrte in VEC zu einer signifikanten
Reduktion der TGFB1 (p<0,01) und SNAI2 (p<0,01) Genexpression. Die Expression von
SNAI1, TWIST1, ZEB1 und ZEB2 war hier nicht reguliert. Die Behandlung mit BzZATP zeigte
eine signifikante Reduktion der SNA/1 (POM-I, p<0,05) Expression, jedoch keine Regulation
der untersuchten Transkriptionsfaktoren (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Regulation EndMT-assoziierter Transkriptionsfaktoren in VEC unter Manipulation der
extrazellularen ATP Wirksamkeit

Primare humane Endothelzellen der Aortenklappe wurden fiir 14 Tage mit dem CD39-Inhibitor POM-I (10 uM) oder
dem P2-Rezeptor-Agonist BZATP (25 uM) behandelt und mittels real time PCR hinsichtlich mRNA Expression der
EndMT-assoziierten Transkriptionsfaktoren SNAI1 (SNAIL), SNA/2 (SLUG), TWIST1 (TWIST), ZEB1 und ZEB2
untersucht. Die Daten sind als relative mRNA Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ktrl)
dargestellt. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM abgebildet (n=9 pro Behandlung). * p<0,05 , ** p<0,01, *** p<0,001.
Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis und Dunn’s multiple comparisons test.
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3.5.3 Inhibition von CD73 fiihrt zu Herunterregulation von SLUG und TGFf1
wahrend die Aktivierung von Adenosinrezeptoren SNAIL und ZEB1/2

reguliert

VEC, die eine durch CD73-Inhibition (AMP-CP Behandlung) induzierte EndMT durchlaufen
haben, zeigten eine signifikante Reduktion der TGFB71 (p<0,01) und SNAI2 (p<0,05)
Genexpression, wobei die Expression von SNAI1, TWIST1, ZEB1 und ZEB2 nicht signifikant
reguliert war. Die Behandlung mit dem A,a -Rezeptor-Agonisten CGS fuhrte in VEC zu einer
signifikant reduzierten SNA/1 (p<0,01), ZEB1 (p<0,01) und ZEB2 (p<0,05) Genexpression
ohne signifikante Regulation von SNAI2, TWIST1 oder TGFB1. Die Aktivierung des Ass
Rezeptors mittels Bay flhrte in VEC zu einer signifikant reduzierten SNA/1 Genexpression
(p<0,01), ohne die weiteren untersuchten Transkriptionsfaktoren zu beeinflussen (Abbildung
27).
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Abbildung 27: Regulation EndMT-assoziierter Transkriptionsfaktoren in VEC unter Manipulation des
extrazelluldren Adenosinstoffwechsels

Primare humane Endothelzellen der Aortenklappe wurden fir 14 Tage mit dem CD73-Inhibitor AMP-CP (10 uM)

oder den A2-Rezeptor-Agonisten CGS und Bay (Aza: 10 uM CGS; Azg: 10 uM Bay) behandelt und mittels real time
PCR hinsichtlich mRNA Expression der EndMT-assoziierten Transkriptionsfaktoren SNAI1 (SNAIL), SNAI2
(SLUG), TWISTT1 (TWIST), ZEB1 und ZEB2 untersucht. Die Daten sind als relative mRNA Expression im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle (Ktrl) dargestellt. Die Daten sind als Mittelwert + SEM abgebildet (n=9 pro
Behandlung). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis und Dunn’s
multiple comparisons test.
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4 Diskussion

Die purinerge Signalkaskade und der Prozess der Endothelialen zu Mesenchymalen
Transition sind hochrelevant in der Physiologie und Pathophysiologie von Endothelzellen.
Eine Dysregulation der purinergen Signaltransduktion steht hierbei nachweislich mit
kardiovaskularen Erkrankungen wie CAVD oder Atherosklerose in Zusammenhang [46].
EndMT ist in der Entwicklungsphysiologie unerlasslich fir eine regelrechte Herzentwicklung,
findet sich im adulten Organismus jedoch im Zusammenhang mit diversen
Herzkreislaufpathologien wieder. Bis heute gibt es keine Erkenntnisse Uber den moglichen
Zusammenhang zwischen einer dysregulierten purinergen Signalkaskade und dem Auftreten
von EndMT in valvularen Endothelzellen, da diese Prozesse bisher ausschliefl3lich getrennt
voneinander untersucht wurden. Ziel dieser Arbeit war es daher, erstmals diesen potenziellen

Zusammenhang zu adressieren.

Die Ergebnisse des vorliegenden Forschungsprojektes zeigen, dass eine Dysregulation der
purinergen Signalkaskade auf vielfaltige Weise die Funktionalitat von VEC beeinflusst und zu
EndMT fuhrt.

4.1 Aspekte der Isolation und Verwendung primarer humaner Zellen

Im Bereich der kardiovaskularen Forschung kann der Zugang zu humanem Probenmaterial
herausfordernd und von finanziellen Hurden gepragt sein. Zusatzlich ist die Gewinnung von
physiologisch intaktem Referenzmaterial direkt aus dem Herzen aus naheliegenden Grinden
generell nur sehr limitiert mdglich. Patienten, die sich einer Herztransplantation unterziehen
massen, leiden in 90% der Falle unter einer schwerwiegenden Herzmuskelerkrankung, die
dazu fihrt, dass die Pumpleistung des Herzens nicht mehr ausreicht. Im Gegensatz dazu ist
nur bei 3% der Transplantationspatienten eine Erkrankung der Herzklappen fir die
eingeschrankte Pumpfunktion ursachlich [70]. Klappenmaterial, welches aus Herzen von
Transplantationsempfangern gewonnen wurde, kann daher als annahernd physiologisch
angesehen werden und findet in der Forschung entsprechend Verwendung. Im vorliegenden
Forschungsprojekt wurden Aortenklappen von Patienten, die am Universitatsklinikum
Disseldorf Empfanger einer Herztransplantation wurden, verwendet. In einzelnen Fallen
wurden darlber hinaus auch Klappen verwendet, die bei Herzklappenersatz-Operationen
intraoperativ durch den Chirurgen als makroskopisch regelrecht beurteilt wurden. Das Material
wurde unmittelbar nach Organentnahme der Zellisolation zugefiihrt, um eine héchstmdgliche
Vitalitat sicherzustellen, was bei einer Entnahme aus post mortem Spendern nicht méglich ist.
Dieser Aspekt birgt auch im weiteren Verlauf der Isolation einen Vorteil, da das Endothel, als

aulerste Schicht der Herzklappe, direkten Stress durch Transport, mechanische und
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enzymatische Ablésung erfahrt und somit ein initial héherer Anteil vitaler Zellen den Erfolg der
Isolation sicherstellt. Verunreinigungen der Kultur mit Zellen aus den tieferen Schichten der
Klappe oder auch Erythrozyten mussen auflerdem immer bedacht werden und durch
sorgfaltige Aufreinigung und Charakterisierung ausgeschlossen bzw. beseitigt werden. Die
Dauer der enzymatischen Ablosung sollte hierbei so kurz wie moglich gehalten werden, um
nur die Endothelschicht zu l6sen. Die Reinheit der angelegten Kulturen wurde in der
vorliegenden Arbeit durch Sortierung nach CD31 positiven Zellen, sowie makroskopische
Beurteilung und Immunfluoreszenzfarbungen gegen VvWf bestatigt. CD31 gilt als der
sensitivste Endothelmarker [71] und wird in hoher Konzentration nur an der Oberflache von
Endothelzellen exprimiert, in sehr viel geringerer Intensitat jedoch auch von Immunzellen [72,
73]. Als Marker in der Immunfluoreszenz eignet sich vWf, da dieser auf3er auf Endothelzellen
nur auf Megakaryozyten vorkommt, und diese aufgrund des Ausgangsgewebes und ihrer
auffalligen Morphologie ausgeschlossen werden kénnen [72, 74]. aSMA kann nur auf
Endothelzellen nachgewiesen werden, wenn bereits eine EndMT begonnen hat [72] und wurde
daher als Kontrollfarbung eingesetzt, um bereits transformierte Zellen auszuschlielRen.
Aufgrund der homogenen und charakteristischen Morphologie der verwendeten Zellen nach
Aufreinigung, sowie der positiven vWf Farbung bei gleichzeitig negativer aSMA Farbung kann

von einer regelrechten Endothelzellkultur ausgegangen werden.

Die Arbeit mit primaren Zellen ist aufwandig, da sie spezialisiertes Medium benotigen, weniger
robust sind und nur eine limitierte Lebensspanne haben. Zeitlich muss die Arbeit mit primaren
Zellen ebenfalls sorgfaltig koordiniert werden, da mehrere Wochen von lIsolation Uber
Aufreinigung und Charakterisierung bis zu einer ausreichenden Expansion der Kultur
vergehen. Trotz dieser Herausforderungen birgt die Forschung an primaren Zellen im
Vergleich zur Arbeit mit Zelllinien vielerlei Vorteile. Zelllinien wurden genetisch verandert, um
eine Immortalisierung herbeizufuhren und kénnen sich daher in einigen Aspekten von Zellen
ihres Ursprungsgewebes unterscheiden. Die meisten Zelllinien werden auflerdem seit
mehreren Jahrzehnten kultiviert, haben sich diesen artifiziellen Bedingungen angepasst und
kénnen zusatzlich durch Effekte wie genetischen Drift beeinflusst sein [75]. Die Verwendung
von primaren Zellen bietet dagegen ein direkteres Abbild der in vivo Situation und besonders
fur Endothelzellen wurde bereits gezeigt, dass Zelllinien verschiedenen funktionelle Marker
wie VCAM1 oder sogar CD31 nicht oder nur unzureichend exprimieren [76]. Besonders auch
nach bekannt werden zahlreicher kreuzkontaminierter oder missidentifizierter Zelllinien [77]
steigt das Interesse an der Arbeit mit Primarzellen, besonders im Zusammenhang mit
biomedizinischen Fragestellungen, wie die des vorliegenden Forschungsprojektes, welche

Rulckschlisse auf zuklnftige Anwendungen im Patienten zulassen sollen.
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4.2 Die purinerge Signalkaskade beeinflusst die Morphologie von
VEC

Endothelzellen haben unter physiologischen Bedingungen eine charakteristische
Kopfsteinpflastermorphologie, die durch homoge rundliche Zellform und enge Zell-Zell
Kontakte gekennzeichnet ist [3]. Dartber hinaus haben jedoch verschiedene Studien bereits
gezeigt, dass das Endothel Uber eine erstaunliche Plastizitat verflgt [78, 79]. Die Endotheliale
zu Mesenchymale Transition kann als Teil der Fahigkeit zu dieser Plastizitdt angesehen
werden und umfasst sowohl morphologische als auch funktionale Anderungen des Endothels.
Die Zellform erscheint hierbei schlieRlich spindelférmig elongiert und die Zellen verlieren ihren
engen Kontakt [80]. Wie einleitend beschrieben, ist ein potenzieller Zusammenhang zwischen
EndMT und purinerger Signaltransduktion bisher ganzlich unerforscht und somit liegen
ebenfalls keine Daten Uber den Einfluss einer dysregulierten purinergen Signaltransduktion

auf die Morphologie von EC vor.

Im vorliegenden Forschungsprojekt wurden humane Endothelzellen der Aortenklappe nach
24-stindiger Behandlung mit Inhibitoren und Agonisten der purinergen Signalkaskade
durchlichtmikroskopisch beurteilt, um mdgliche Auswirkungen auf die Morphologie zu
untersuchen. Der Zeitpunkt 24 Stunden stellte hierbei sicher, dass noch keine komplette
EndMT stattgefunden hat und lediglich kurzfristig durch den Eingriff in die Signaltransduktion
hervorgerufene Effekte erfasst wurden. Die erhobenen Daten zeigen einen deutlichen Einfluss
auf die Zellmorphologie, der in der Auspragung unter den eigesetzten Behandlungen variiert.
Wahrend die Inhibition der Schlisselenzyme CD39 und CD73, sowie die Stimulation mit
BzATP nur zu einem geringen Anteil elongierter Zellen fuhrte, zeigten sich unter A2-Rezeptor
Aktivierung zahlreiche, stark elongierte Zellen. Dies wurde besonders fir Azs-Rezeptor
Aktivierung beobachtet. Diese Ergebnisse zeigen somit erstmals einen Einfluss der purinergen
Signaltransduktion auf die Morphologie von humanen Endothelzellen der Aortenklappe in vitro.
Die unterschiedliche Auspragung der gezeigten Effekte lasst hierbei vermuten, dass sich die
zugrunde liegenden Mechanismen unterscheiden und eine Dysregulation im Bereich der A2-
Adenosinrezeptoren bereits kurz nach dem Auftreten einen distinkten Effekt auf valvulares
Endothel hat. Der purinerge Stoffwechsel scheint somit ein wichtiger Modulator der

Morphologie valvularer Endothelzellen zu sein.
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4.3 Die purinerge Signalkaskade beeinflusst die Funktionalitat von
VEC

Endothelzellen sind unter physiologischen Bedingungen dynamisch aktivierbar, das heif’t dass
EC auf verschiedenste Stimuli mit Sekretion oder Expression entsprechender Zytokine oder
Proteine reagieren. Diese Plastizitdt der Zellen spielt eine wichtige Rolle in zentralen
biologischen Vorgangen wie Inflammationsantwort oder Fibrinolyse [11]. Eine nicht-adaptive
Aktivierung bezeichnet man als endotheliale Dysfunktion [15], die bereits als fruhes Stadium
zahlreicher kardiovaskularer Erkrankungen wie koronare Herzkrankheit oder Atherosklerose
identifiziert ist [17, 18]. Merkmale dysregulierter Endothelzellen sind, unter anderem, eine
verminderte NO Freisetzung durch reduzierte eNOS Produktion, erhéhte Expression von

Adhéasionsmolekilen und die Sekretion vasokonstriktorischer Substanzen.

Die Effekte einer dysregulierten purinergen Signaltransduktion auf die Funktionalitat von VEC
wurden im vorliegenden Forschungsprojekt nach 24-stindiger Behandlung untersucht, um
sicherzustellen, dass die Zellen noch keine Transition durchlaufen haben. Die
Proteinexpressionsanalysen der Inflammationsmarker ICAM1, VCAM1 und NFkB
Phosphorylierung, sowie ELISA Messungen der IL-6-Sekretion zeigten zwar durch TNFa
Stimulation, jedoch durch keine Behandlung Effekte. Aufgrund dieser Datenlagen kann davon
ausgegangen werden, dass die verwendeten VEC zwar in der Lage sind inflammatorisch
aktiviert zu werden, dass eine Dysregulation der purinergen Signaltransduktion hierbei jedoch

primar kein Ausloser ist.

Weiterfuhrend wurden eNOS als Bereitsteller des wichtigsten antithrombotischen
Vasodilatators und EDN-1 als potentester prothrombotischer Vasokonstriktor des Endothels
[14] untersucht. Die Inhibition der Schllisselenzyme CD39 und CD73 fiihrte hierbei zu einer
signifikant erhdhten Genexpression und Sekretion von EDN-1 bei gleichzeitig tendenzieller
Reduktion der eNOS Expression. Auch die Aktivierung des Aza Rezeptors fuhrte zu einer
signifikant erhdhten EDN-1 Sekretion, jedoch gleichzeitig zu einer ebenfalls signifikant
erhohten NOS3 Genexpression. Interessanterweise fuhrte eine Az Rezeptor Aktivierung zu
einer signifikanten Reduktion der EDN-1-Sekretion ohne die eNOS Expression zu
beeinflussen. Die vorliegenden Daten weisen somit vorrangig auf eine endotheliale
Dysfunktion im Sinne einer prothrombotischen Aktivierung durch Inhibition der
Schlisselenzyme der purinergen Signalkaskade hin. Die mechanistischen Hintergriinde sind
unklar, es wurde jedoch bereits in CD73-knockout-Mausen ein systemischer Anstieg des EDN-
1-Spiegels beobachtet, der mdglicherweise auf eine inhibitorische Wirkung von Adenosin auf

die EDN-1 Produktion hindeutet [81]. Die entgegengesetzten Effekte der Aktivierung von A2
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Rezeptoren in Bezug auf die EDN-1 Sekretion entsprechen den Beobachtungen aus Studien
an porcinem Trachealepithel und kardialen Fibroblasten der Ratte, in denen ebenfalls eine
Inhibition der Sekretion via Az jedoch nicht via Axa Rezeptoren gezeigt werden konnte [82,
83]. Diese Daten lassen vermuten, dass diese Effekte nicht ausschliel3lich auf eine veranderte
extrazellulare  Adenosinverfugbarkeit, sondern auch auf davon unabhangigen
Signalprozessen basieren. Uber mégliche Zusammenhénge zwischen der Aktivitat von CD39
und einer gesteigerten Endothelinsekretion liegen bis heute keine Studien vor. Unabhangig
von den zugrundeliegenden Mechanismen zeigen diese Daten eindeutige Effekte einer
dysregulierten purinergen Signaltransduktion auf die Funktionalitdt von VEC im Sinne einer
Storung der Homobostase von anti- und pro-thrombotischen beziehungsweise

vasodilatorischen Faktoren.

4.4 TGFB1 und TNFa als EndMT Induktoren in VEC

Die Endotheliale zu Mesenchymale Transition wurde bisher nicht im Zusammenhang mit der
purinergen Signaltransduktion untersuch, somit sind keine Referenzen beziiglich eines
methodisch adaquaten Aufbaus, insbesondere der damit einhergehenden zeitlichen Achse
verfigbar. Da es sich bei der EndMT um einen graduellen Prozess handelt, der je nach
Zellursprung und Stimulus innerhalb weniger Tage bis hin zu mehreren Wochen verlaufen
kann, musste im vorliegenden Projekt zunachst ein geeigneter Referenzzeitpunkt fir die
EndMT Induktion bestimmt werden. In der Literatur finden sich fur in-vitro-Versuche sehr
variable Zeitspannen von ca. 24 h bis 21 Tagen unter Verwendung verschiedener Induktoren.
Eine der wohl bekanntesten und am besten untersuchten Substanzen zur Induktion von
EndMT ist hierbei TGFB1 und findet entsprechend in zahlreichen Studien Anwendung [49, 50,
84]. Als weiterer bekannter Stimulus, der ebenfalls in diversen EC Typen zu EndMT fihrt, wird
TNFa eingesetzt [32]. Eine maldgebliche Herausforderung bei der Untersuchung von EndMT
ist aulerdem die groRe Heterogenitat der Endothelzellen und ihre daraus resultierende
unterschiedliche Reaktion auf die genannten Stimuli [50, 85]. Des Weiteren gibt es bis heute
keine konkreten Leitlinien, die ein bestimmtes Marker-Set festlegen, um eindeutig eine EndMT
zu beschreiben [33]. Die meisten Studien verwenden jedoch die unter 1.2 aufgefiihrten Marker
in Kombination mit morphologischer Bewertung der Zellen, um eine Transition zu identifizieren.
In der vorliegenden Forschungsarbeit wurden die beiden Induktoren TGFf1 und TNFa geman
der Literatur eingesetzt [51] und zunachst zur Bestimmung der Inkubationsdauer
herangezogen. Zur Identifizierung einer EndMT wurden die einleitend beschriebenen Marker,
sowie die morphologische Beurteilung verwendet. Im zeitlichen Verlauf wurden 14 Tage als

geeigneter Zeitpunkt festgelegt, da sich hier in der Immunfluoreszenz ein nahezu kompletter
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Rickgang der vWf Expression bei gleichzeitig positivem Vimentinsignal zeigte. Die
Zellmorphologie war ebenfalls vollstandig elongiert und spindelférmig im Vergleich zu
unbehandelten VEC. Um den so ausgewahlten Zeitpunkt zu bestatigen, wurden zusatzlich
Western-Blot Analysen durchgefuhrt, die eine signifikante Reduktion der endothelialen Marker
CD31 und VE-cadherin, sowie eine signifikante Zunahme der Expression des mesenchymalen
Markers aSMA zeigten. Anhand dieser Daten konnte von einer validierten EndMT zum
Zeitpunkt 14 Tage ausgegangen werden, sodass dieser fur alle folgenden Experimente

verwendet wurde.

4.5 Die purinerge Signalkaskade beeinflusst EndMT in VEC

Zahlreiche Studien haben bisher die Vorgange der purinergen Signaltransduktion und der
EndMT unabhangig voneinander untersucht. Beide Prozesse stellen nachweislich wichtige
Faktoren in der Physiologie und Pathophysiologie von Endothelzellen dar, es gibt jedoch bis
heute keine Erkenntnisse Gber den méglichen Zusammenhang zwischen einer dysregulierten
purinergen Signalkaskade und dem Auftreten von EndMT in valvuldren Endothelzellen. Um
einen moglichen Zusammenhang zu untersuchen, wurden VEC mit denen unter 4.2 bereits
evaluierten Behandlungen fir den mittels TGFB1 und TNFa bestimmten Zeitraum von 14
Tagen (siehe 4.3) stimuliert und dann hinsichtlich der etablierten EndMT Marker auf

Proteinebene untersucht.

4.5.1 Gesteigerte ATP-Wirkung fiihrt zu EndMT in VEC

Inhibition des Schlisselenzyms CD39 in VEC zeigte morphologisch, sowie in der
Proteinexpressionsanalyse deutliche Anzeichen einer EndMT. Auffallig war hier die netzartige
Ausbreitung der Zellkorper, die sich vereinzelt auch bei BzZATP-Behandlung zeigte, jedoch
unter keiner der anderen Behandlungen auftrat. Mit BzZATP behandelte VEC zeigten ein
ahnliches EndMT Expressionsmuster wie unter CD39-Inhibition, jedoch mit weniger
prominentem Vimentinsignal. Auch morphologisch waren die Zellen hier heterogener mit
deutlichen Anteilen regelrecht rundlicher Zellen. Insgesamt war die Expression vom
endothelialen Marker vWf in der Immunfluoreszenz im Vergleich zur TGFB oder TNFa
Behandlung prominenter, bei jedoch dhnlichem Expressionsmuster der Gbrigen Marker in der
Western-Blotanalyse. Aufgrund dieses Verhaltnisses von deutlicher Expression endothelialer
Marker bei gleichzeitig Zunehmender Expression mesenchymaler Marker kann man unter
gesteigerter ATP-Wirkung von einer partiellen EndMT in VEC sprechen. Diese Effekte stehen

im Einklang mit den bereits aus der Forschungsgruppe publizierten Daten zur pro-
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degenerativen Wirkung auf valvulare Interstitialzellen im ovinen in vitro Modell [52]. Dartber
hinaus wurde bereits in einer Studie an Aortenklappen von CAVD Patienten ein verringerter
extrazellularer ATP Abbau festgestellt, der mit dem Schweregrad der Erkrankung korreliert
[86]. Zusammen betrachtet verdeutlicht diese Datenlage nun die Bedeutung eines
dysregulierten extrazelluldaren ATP-Katabolismus flr das Auftreten degenerativer
Erkrankungen der Aortenklappe. Eine erhéhte ATP-Wirksamkeit scheint hier sowohl in VIC als

auch in VEC pathologische Effekte zu haben.

4.5.2 Inhibition von CD73 aber auch gesteigerte Wirkung von Adenosin fiihrt zu
EndMT in VEC

Die Inhibition des Schlisselenzyms CD73 fuhrte in VEC ebenfalls morphologisch, sowie in der
Proteinexpressionsanalyse zu deutlichen Anzeichen einer EndMT. Die Behandlung mit dem
Aon -Rezeptorantagonisten CGS verursachte in den Zellen ein ahnliches Bild wie unter CD73
Inhibition. Unter Aktivierung des Az Rezeptors mittels Bay zeigten die VEC eine auffallig
ausgepragte Spindelform mit starker Expression mesenchymaler Marker. Insgesamt war auch
hier bei Behandlung mit AMP-CP oder CGS die Expression vom endothelialen Marker vWf in
der Immunfluoreszenz im Vergleich zur TGFB oder TNFa Behandlung prominenter, bei
ahnlichem Expressionsmuster der Ubrigen Marker in der Western-Blotanalyse. Man kann
somit, wie schon unter 4.5.1 erlautert, auch unter CD73-Inhibition und A.a -Aktivierung von
einer partiellen EndMT in VEC sprechen. Im Vergleich weist das distinkte morphologische Bild,

sowie das reduziertere vWf Signal unter Bay-Behandlung eher auf eine komplette EndMT hin.

Die Inhibition von CD73 verhindert die Dephosphorylierung von AMP zu Adenosin auf der
Zelloberflache, sodass der extrazellulare Adenosinspiegel verringert wird. In Folge wird auch
die Aktivierung der Adenosinrezeptoren (A2a / Azs) reduziert. Interessanterweise zeigen die
erhobenen Daten jedoch, dass sowohl die Inhibition von CD73 als auch die Aktivierung der
Adenosinrezeptoren, in unterschiedlichem Ausmal, zu EndMT in VEC flhrt. Im ovinen VIC in
vitro Modell der Arbeitsgruppe wurde bereits ein pro-degenerativer Effekt durch Aktivierung
der Adenosinrezeptoren publiziert, wobei die Inhibition von CD73 entsprechend anti-
degenerative Wirkung hatte [52]. Die Effekte der A2-Rezeptor Stimulation decken sich hier mit
den in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnissen in VEC und sprechen fur einen pathologischen
Einfluss. Die in diesem Kontext zunachst kontrovers erscheinende Wirkung einer CD73
Inhibition in VEC koénnte durch eine alternative Adenosin Produktion Uber Alkaline
Phosphatase bedingt sein. In Patienten mit genetischer CD73 Defizienz (arterial calcification
due to deficiency of CD73; ACDC) ist entsprechend bereits eine erhdhte Aktivitat der Gewebe-

unspezifischen Alkalinen Phosphatase (Tissue-nonspecific alkaline phosphatase; TNAP) und

65



Diskussion

somit ein gesteigerter Dephosphorylierung von AMP zu Adenosin bekannt, die zu erhéhter
Kalzifizierung fuhrt [87]. DarUber hinaus lasst der in dieser Arbeit gezeigte, distinkte
morphologische Unterschied durch Az Rezeptor Aktivierung im Vergleich zu A.a Aktivierung
oder CD73 Inhibition vermuten, dass es nochmals zwischen den Adenosinrezeptoren

verschiedene Mechanismen geben muss, die schlie8lich zur EndMT flhren.

4.6 Erste mechanistische Hypothesen

Der in dieser Arbeit eindeutig gezeigte Einfluss der purinergen Signalkaskade auf die EndMT
in humanen VEC der Aortenklappe wirft weiterflhrende Fragen zu den molekularen
Mechanismen auf. Das Auftreten von EndMT sowohl unter Inhibition der Schllisselenzyme,
als auch bei Aktivierung purinerger Rezeptoren Iasst darauf schliel3en, dass Mechanismen
zugrunde liegen, die sich nochmal untereinander unterscheiden. Um erste Einblicke zu
erhalten, wurden daher bekannte Mediatoren und Transkriptionsfaktoren der in EndMT

beteiligten Signalwege untersucht.

Die Expression von ERK1/2 war nach 14 Tagen in den untersuchten VEC unter keiner
Behandlung reguliert. Auch die TGFB oder TNFa Stimulation hatte keinen nachweisbaren
Effekt. Der ERK1/2 Signalweg wurde zwar bereits vielfach mit TGFB induzierter EMT und
EndMT in Zusammenhang gebracht [88-90], scheint im untersuchten Modell aber eine

untergeordnete Rolle einzunehmen.

Die Aktivierung der p38 im Sinne einer Phosphorylierung war im Gegensatz zu ERK1/2 bei
TGFp Stimulation, sowie Inhibition von CD39 signifikant erhdht. Eine deutliche Tendenz zeigte
sich ebenfalls bei CD73 Inhibition. Stimulation mit TNFa oder Aktivierung purinerger
Rezeptoren hatten hier keinen Effekt. Ein Teil der bei den Schlisselenzymen relevanten
Signalkaskade scheint also die Phosphorylierung von p38 zu beinhalten, wie es auch bei TGF3
Induktion der Fall ist. Diese p38 vermittelte EndMT Induktion durch TGFp ist bereits aus
endothelialen Vorlauferzellen und humanen mikrovaskularen Zellen der Haut bekannt [36, 91].
Daruber hinaus scheint diese Kaskade auch durch Scherstress in humanen Endothelzellen
der Koronararterien aktiviert zu werden [92]. Bisher gibt es zu einem potenziellen
Zusammenhang zwischen CD73 oder CD39 Aktivitdt und p38 Phosphorylierung keine

Erkenntnisse.

Weiterfihrend wurden Genexpressionsanalysen bekannter Transkriptionsfaktoren der EndMT

durchgeflihrt, die, wie bereits aus Studien bekannt [35, 93], eine signifikant erhdhte Expression
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von SNAIL nach TGF induzierter EndMT zeigten. Gleichzeitig waren TWIST, ZEB1 und ZEB2
signifikant reduziert. Die Inhibition der Schlisslenzyme flhrte hier interessanterweise lediglich
zu einer Reduktion der SLUG Expression, jedoch auch zu einer signifikant reduzierten TGF(
Genexpression. Weitere untersuchte Transkriptionsfaktoren waren nicht wesentlich reguliert.
Da unter CD39 und CD73 Inhibition lediglich eine Reduktion der SLUG Expression
nachzuweisen war, wahrend zum selben Zeitpunkt unter TGFf Induktion SNAIL erhdht war,
verlauft die EndMT Induktion Uber die Schlisselenzyme moglicherweise zeitlich anders. SLUG
ist, wie SNAIL, ein Target der EndMT assoziierten TGF Kaskade und es konnte daher zum
untersuchten Zeitpunkt von 14 Tagen bereits eine Art feedback Regulation eingesetzt haben,
die zu einer Reduktion der SLUG Expression aufgrund einer vorherigen Uberexpression
gefihrt hat. Zur weiteren Aufklarung mussten hier in anschlieRenden Projekten verschiedene
Zeitpunkte analysiert werden, um die ablaufende Kaskade weiterfiihrend zu charakterisieren.
Diese Daten unterstreichen zunachst lediglich eine maogliche Interaktion mit dem TGFf
Signalweg. Ein solcher Zusammenhang wurde bereits sowohl fur CD73, als auch fir CD39 in
T-Zellen gezeigt, die bei defektem TGF[ Signaling eine reduzierte Expression der Enzyme
zeigen [94, 95]. Interessanterweise wurde CD73 erst kirzlich als Target der TGFB
Signalkaskade in Epithelzellen der Nierentubuli identifiziert und mit progressiver diabetischer
Nephropathie, sowie Nierenfibrose in Zusammenhang gebracht [96]. Da viele EndMT
assoziierte Mechanismen auch bei der EMT in Epithelzellen vorkommen, ist es mdglich, dass
sich auch hier die Erkenntnisse aus Epithelzellen anteilig auf Endothel Ubertragen lassen.
Somit wurde hier ein Ansatzpunkt identifiziert, der in zuklnftigen Studien zur Regulation der

EndMT durch die Schlusselenzyme der purinergen Signalkaskade aufgegriffen werden kann.

In VEC die eine TNFa induzierte EndMT durchlaufen haben waren, anders als unter TGFf3
Stimulation, die TWIST, ZEB1 und ZEB2 Genexpression signifikant erhoht. Nach EndMT
Induktion durch A;a Rezeptor Aktivierung mittels CGS zeigte sich hingegen eine signifikante
Reduktion der Expression von ZEB1 und ZEB2. Da fir diese Behandlungen auRerdem keine
p38 Aktivierung nachgewiesen werden konnte, handelt es sich hier, verglichen mit TGFj3,
scheinbar um einen anderen Signalweg. Aufgrund der Effekte auf dieselben
Transkriptionsfaktoren besteht die Mdglichkeit, dass auch hier ein Zusammenhang zwischen
Aoa Rezeptor Aktivitdt und TNFa Signalweg besteht. Eine Regulation der A;a Rezeptor
Expression durch TNFa ist bereits in Epithelzellen der Lunge gezeigt worden [97] und kuirzlich
auch mit inflammatorisch induzierter Nierenfibrose in Zusammenhang gebracht worden [98].
Auch in mononuklearen Zellen des peripheren Blutes von Patienten mit kongestivem
Herzversagen wurde eine Regulation der A;a Rezeptor Expression durch TNFa unter

Verwendung von CGS als Agonist nachgewiesen [99]. Es ist also wahrscheinlich, dass dieser
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Zusammenhang auch in weiteren Zellarten eine Rolle spielt und in Verbindung mit

kardiovaskularen Pathologien steht.

Die Aktivierung von P2 oder Az Rezeptoren mittels BzZATP oder Bay flihrte in VEC hingegen
zu einer isolierten signifikanten Reduktion der Genexpression von SNAIL. Die p38
Phosphorylierung war hier ebenfalls nicht reguliert. Diese Beobachtungen stellen zwar eine
Gemeinsamkeit dar, die stark unterschiedlichen Ergebnisse der morphologischen Analysen
lassen jedoch vermuten, dass zwischen den EndMT Mechanismen dieser Rezeptoren an

anderer Stelle Unterschiede bestehen.

Insgesamt veranschaulichen diese ersten Einblicke und Hypothesen zu mdglichen
mechanistischen Hintergriinden die Komplexitat der EndMT assoziierten Signalwege und das
noch begrenzte Verstandnis der Wissenschaft dartber. Nicht zuletzt aufgrund der
Heterogenitat verschiedener Endothelzellpopulationen ist es nach wie vor unsicher, wie sehr
die Ubertragbarkeit von Erkenntnissen hier limitiert ist. Die dargelegten Hypothesen sind also
auch ganz eindeutig als solche zu interpretieren und sollen lediglich potentielle Ansatze fur
zuklnftige Studien bieten. Die vorliegenden Daten legen nahe, dass sich der Effekt der
Inhibition von CD73 und CD39 auf die Induktion von EndMT mechanistisch von denen einer
Manipulation einzelner purinerger Rezeptoren unterscheidet, und dabei die Phosphorylierung
von p38, sowie eine mdgliche Interaktion mit dem TGF Signalweg eine Rolle spielt (Abbildung
28).
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ATP AMP

Adenosin

TGFB

Abbildung 28: Einfluss der purinergen Signalkaskade auf die EndMT in VEC - Erste mechanistische
Einblicke

Erste Einblicke legen nahe, dass sich der Effekt der Inhibition von CD73 und CD39 auf die Induktion von EndMT
mechanistisch von denen der purinergen Rezeptoren unterscheidet und dabei die Phosphorylierung von p38, sowie
eine mogliche Interaktion mit dem TGF[ Signalweg eine Rolle spielt.
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4.7 Limitationen und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen insgesamt erstmals, dass die purinerge
Signalkaskade Einfluss auf Funktionalitat und Induktion von EndMT in humanen VEC der
Aortenklappe hat. Im Kontext kardiovaskularer Erkrankungen wie der CAVD war bisher nur
bekannt, dass sowohl EndMT als auch eine Dysregulation der purinergen Signaltransduktion
eine Rolle spielen, potenzielle Zusammenhange wurden nicht untersucht. Vor diesem
Hintergrund stellen die Ergebnisse der vorliegenden Forschungsarbeit eine wichtige neue
Erkenntnis dar, die die purinerge Signaltransduktion als Modulator von EndMT in VEC
identifiziert. Dies lasst, zusammen mit den in der Forschungsgruppe bereits publizierten Daten
zur prodegenerativen Wirkung auf VIC den Schluss zu, dass sich eine Dysregulation der
purinergen Signalkaskade maligeblich auf die Physiologie der Aortenklappe auswirkt.
Natarlich stellt die Degeneration von Herzklappen ein komplexes Zusammenwirken
verschiedener Prozesse und Zellarten dar, sodass die isolierte Betrachtung einer Zellart hier
als Limitation genannt werden muss. Auch die Herkunft der Zellen und die Reinheit der
Ausgangskultur kénnen limitierende Faktoren darstellen. Da die Zellen aus vorerkrankten
Patienten stammen, die sich einer Herztransplantation unterzogen haben, kénnten sie bereits
eine gesteigerte Sensibilitdt gegenuber diversen Stimuli haben oder grundsatzlich eine

erhdhte Fahigkeit, EndMT zu durchlaufen besitzen.

Im Kontext der Entwicklung therapeutischer Ansatze und Nutzung im Bereich Tissue
Engineering, ruckt die purinerge Signaltransduktion nun also ebenfalls als vielversprechender
Modulator von EndMT in VEC und degenerativen Veranderungen in VIC in den Fokus. Es ist
entsprechend denkbar, dass zukiinftige medikamentdse Therapien bei dieser Art der
Signaltransduktion ansetzen kénnen. Daruber hinaus konnten die gewonnenen Erkentnisse
auch im Tissue Engineering bioartifizieller Herzklappenprothesen eine mafigebliche Rolle
spielen, um die frihzeitige Implantatdegeneration durch Manipulation der purinergen

Signalkaskade zu verhindern.

Nach wie vor sind Fragen nach den genauen Mechanismen, sowie der Interaktion von VIC
und VEC in diesem Zusammenhang offen. Zukunftige Studien sollten daher sowohl
weiterflihrende mechanistische Untersuchungen als auch die Verwendung von Co-Kulturen
oder sogar 3D Zellkulturmodellen enthalten, um ein umfassenderes Bild der Auswirkungen
einer dysregulierten purinergen Signaltransduktion unter physiologischeren Bedingungen zu
erlangen. Schliel3lich kénnten so gezielte Targets fir die oben genannten Interventionen

identifiziert und genutzt werden.
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4.8 Fazit

Die vorliegende Forschungsarbeit zeigt erstmals den Einfluss der purinergen Signalkaskade
auf die Induktion einer EndMT in humanen Endothelzellen der Aortenklappe. Hierbei scheint
eine Dysregulation der Schlisselenzyme CD39 und CD73 kurzfristig zunachst zu einer
endothelialen Dysfunktion und langfristig zu einer partiellen EndMT zu fuhren. Da ein
genetisch bedingter Funktionsverlust dieser Enzyme bereits mit kardiovaskuladren
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht wurde, kann somit die Hypothese aufgestellt
werden, dass hierbei die EndMT eine Rolle spielt. Die mechanistischen Hintergrinde, die die
purinerge Signalibertragung und das Entstehen einer EndMT in VEC verbinden, sind
weiterhin unklar, erste Einblicke weisen aber auf eine Vermittlung Gber p38 Phosphorylierung

und ein Zusammenspiel mit der TGF Signalkaskade hin.
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