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Zusammenfassung

Die Aortendissektion (AD) ist eine lebensbedrohliche Notfallerkrankung, die durch die
Trennung von GefalRwandschichten und die Bildung eines echten und eines falschen
Gefallslumens charakterisiert ist. Zu den etablierten Risikofaktoren zahlen die arterielle
Hypertonie (aHT) und das Rauchen. Pathophysiologisch kommt es zu einem initialen
Einriss der Tunica Intima, wobei insbesondere die Endothelintegritat eine malRgebliche
Rolle spielen kénnte. Diese wird durch Zell-Zell und Zell-Matrix Adhasionsproteine

aufrechterhalten, wobei Ve-Cadherin und Integrine zentrale Funktionen einnehmen.

Ziel der Arbeit war es, die Integritdt humaner aortaler Endothelzellen (HAoOEC) nach
Exposition mit Nikotin (Nik) und Angiotensin Il (Ang Il) als Modellsubstanzen fir die

Risikofaktoren aHT und Rauchen zu charakterisieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunachst die Gen- und Proteinexpression relevanter
Adhasionsproteine mit Hilfe von standardisierten Verfahren quantifiziert. Erganzend
erfolgte eine Transkriptomanalyse mittels RNA-Sequenzierung, um Aufschluss Uber

weitere potenziell bedeutende Gene flir die Endothelintegritat zu erhalten.

Die Ergebnisse der Arbeit deuten auf eine signifikant erhohte Nik induzierte
Genexpression von Ve-Cadherin und Integrin 1 hin, wobei diese vermutlich tber eine
Laminin vermittelte Regulation erfolgt. Auf Proteinebene wurde stattdessen keine
signifikante Regulation der Adhasionsproteine beobachtet. Die Transkriptomanalyse
zeigt eine erhohte Expression der Galektin kodierenden Gene Galektin-9 (LGALSY),
Galektin-3 binding protein (LGALS3BP) und Galektin-3 (LGALS3) unter Nikotineinfluss.
Galektine haben bekannte Funktionen in der Zell-Zell und Zell-Matrix Verkntupfung und
interagieren mit gefalRbiologisch relevanten Genen wie Fibronektin 1 (FN1), B-Catenin
(CTNNB1), Integrin-B1 (ITGB1), Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM1) und

Matrix-Metalloproteinase 2 (MMP2), wie eine Interaktionsanalyse zeigt.

Schlussfolgernd hat vor allem die Nik Exposition zu einer signifikant veranderten
Genexpression gefuhrt. Die Galektinfamilie wurde als potentieller noveller Regulator im
Kontext der Endothelintegritat identifiziert. Weiterfuhrende Experimente sind notwendig
um entsprechende Interaktionsmechanismen genauer zu verstehen und funktionelle

Auswirkungen zu charakterisieren.



Abstract

Aortic dissection (AD) is a life-threatening emergency condition characterized by the
separation of vascular wall layers and the formation of a true and a false lumen.
Established risk factors include arterial hypertension (aHT) and smoking.
Pathophysiologically, an initial tear in the tunica intima often occurs, in which endothelial
integrity may play a significant role. This integrity is maintained by cell-cell and cell-matrix

adhesion proteins, with ve-cadherin and integrins playing central roles.

The aim of this work was to characterize the integrity of human aortic endothelial cells
(HAOEC) after exposure to nicotine (Nik) and angiotensin Il (Ang IlI) as model substances

for the risk factors aHT and smoking.

In the course of this work, the gene and protein expression of relevant adhesion proteins
was first quantified using standardized methods. Additionally, a transcriptome analysis
was conducted using RNA sequencing to gain insight into other potentially significant

genes for endothelial integrity.

The results of the study indicate a significantly increased nicotine-induced gene
expression of ve-cadherin and integrin 1, which presumably occurs through a laminin-
mediated regulation. At the protein level, however, no significant regulation of adhesion
proteins was observed. The transcriptome analysis shows increased expression of the
galectin-coding genes galectin-9 (LGALS9), galectin-3 binding protein (LGALS3BP) and
galectin-3 (LGALS3) under nicotine influence. Galectins have known functions in cell-
cell and cell-matrix linking and interact with vascular biologically relevant genes such as
fibronectin 1 (FN1), B-catenin (CTNNB1), integrin-1 (/ITGB1), vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM1) and matrix metalloproteinase 2 (MMP2), as an interaction analysis

shows.

In conclusion, nicotine exposure in particular led to significantly altered gene expression.
The galectin family was identified as a potential novel regulator in the context of
endothelial integrity. Further experiments are necessary to understand the

corresponding interaction mechanisms in more detail and to clarify the functional effects.
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1. Einleitung

1.1 Die Aorta

Die Aorta, im Volksmund als Hauptschlagader bekannt, ist die groflte Arterie des
menschlichen Herzkreislaufsystems und wurde 2024 von der European Association for
Cardio-Thoracic Surgery (EACTS) und der Society of Thoracic Surgeons (STS) als
selbstandiges Organ eingefuhrt [2]. Bei Erwachsenen erreicht sie einen Durchmesser
von ca. 2,5 bis 3,5 cm, wobei dieser von proximal nach distal abnimmt [3]. Sie leitet

oxygeniertes Blut aus dem Herzen in die Peripherie.

1.1.1 Anatomie der Aorta

Anatomisch Iasst sich die Aorta in flinf Segmente einteilen (Abb. 1) [4].
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Abb. 1: Anatomische Einteilung der Aorta. Die Aorta leitet oxygeniertes Blut aus dem Herzen
in die Peripherie und kann in finf Segmente eingeteilt werden. Auf die Aortenwurzel folgt die Aorta
ascendens. Es schlie3en sich der Arcus aortae, sowie die Aorta descendens an. Diese kann in
die Pars thoracicae aortae und Pars abdominalis aortae unterteilt werden. Kreiert mit BioRender
nach Isselbacher et al. [4].



Die Aortenwurzel entspringt an der Aortenklappe, welche die Aortenwurzel mit dem
linken Ventrikel des Herzens verbindet und bildet die Briicke vom Myokard zur Aorta [5].
Das zweite Segment, die Aorta ascendens, nimmt einen kranialen Verlauf ehe der Arcus
aortae folgt [6]. Dieser nimmt einen bogenférmigen, dorsalen Verlauf und gibt wichtige
arterielle Abgange flr die Blutversorgung der Kopf-Hals Region und oberen Extremitaten
ab [7, 8]. Der Truncus brachiocephalicus ist der erste Abgang [6]. Anschliel3end folgen
die Abgange der Arteria carotis communis sinistra und der Arteria subclavia sinstra [6].
Distal der Arteria subclavia sinistra endet der Aortenbogen und es schlief3t sich die Aorta
descendens an, welche in die Abschnitte Pars thoracicae aortae und Pars abdominalis
aortae unterteilt wird [9]. Die Aorta descendens verlauft kaudal, passiert das Diaphragma
und gewahrleistet die Versorgung der abdominellen Organe [9]. Anschliel3end teilt sie
sich an der Bifurcatio aortae in die beiden Arteriae iliacae communes, welche das Blut

in die unteren Extremitaten leiten (Abb. 1) [9].

1.1.2 Histologie der Aorta

Histologisch weist die aortale GefalRwand den klassisch dreischichtigen Aufbau
elastischer Arterien auf, wobei jede Schicht distinktive Merkmale aufweist (Abb. 2) [10].

Adventitia —

Media —

Intima —

Glatte Muskelzellen
Elastische Lamelle

Vasa Vasorum

Membrana Elastica Externa

Membrana Elastica Interna

Nervi Vasorum

Endothel

Abb. 2: Histologischer Aufbau der Aorta. Die Aorta weist den klassischen dreischichtigen
Wandaufbau auf. Innen die Tunica Intima, in der Mitte die Tunica Media und auf3en die Tunica
Adventitia. Alle Schichten besitzen distinktive Merkmale. Kreiert mit BioRender nach Isselbacher
et al. [4].



Die Tunica Intima (Innere GefalRwandschicht) besteht aus Endothelzellen, welche auf
einer Basalmembran liegen [4]. Das Endothel stellt eine mechanische Barriere zwischen
GefaRwand und Blutstrom dar [11]. Unter der Basalmembran liegt eine dinne
Bindegewebsschicht sowie die Membrana Elastica Interna, welche die Tunica Intima
nach auf3en von den Tunica Media (Mittlere GefalRwandschicht) abgrenzt [4, 10]. Diese
besteht vor allem aus glatten Muskelzellen und einer in der Aorta besonders
ausgepragten Anzahl an elastischen Lamellen [10]. Elastische Lamellen ermdglichen der
Aorta die Pulswelle der Myokardsystole in einen kontinuierlichen Blutstrom zu leiten
(sog. Windkesselfunktion) [12]. Die Tunica Media wiederum wird durch die Membrana
Elastica Externa nach auRen zur Tunica Adventitia (AuBere GefaRwandschicht)
abgegrenzt [2, 4]. Die aortale Adventitia besteht aus kollagenésem Bindegewebe,
Fibroblasten den Nervi Vasorum und Blutgefalien, welche die Vasa Vasorum bilden und

der Versorgung der Gefaldwand dienen [13].

1.1.3 Pathologien der Aorta

Die Aorta kann von einer Vielzahl an Pathologien betroffen sein. Die haufigsten
Patholgien der Aorta stellen das Aortenaneurysma, aortale Bindegewebserkrankungen,
die Aortitis und das akute Aortensyndrom (AAS) dar [14]. Letzteres fasst drei
Notfallerkrankungen der Aorta zusammen, die sich durch eine geschwachte GefalRwand
charakterisieren. Dazu zahlen das intramurale Hamatom (IMH), das penetrierende
Aortenulkus (PAU), sowie die akute Aortendissektion (AD) [15]. Die AD ist die haufigste
Erkrankung des AAS und soll im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen [15].

1.2 Die Aortendissektion

Die AD stellt eine potentiell lebensbedrohliche Erkrankung dar, die durch die Trennung

der GefalRwandschichten beschrieben wird [16].

In der Regel kommt es zu einem initialen Einriss der Tunica Intima (sog. Entry), der das
Einstrdmen von Blut aus dem systemischen Kreislauf in die GefaBwand zwischen Tunica
Intima und Adventitia ermdglicht [17, 18]. Das Blut dehnt sich entweder anterograd oder
retrograd entlang der Tunica Media aus, sodass ein Intimaflap entsteht, der das wahre
Lumen vom neugebildeten Pseudolumen (sog. Falsches Lumen) separiert [3]. In einigen
Fallen entsteht ein zweiter, distaler Einriss der Tunica Intima (sog. Reentry), Uber den

das Blut aus dem Pseudolumen in das wahre Lumen zurtickgelangt (Abb. 3A) [16].

In ca. 10% aller Falle entstehen AD als Folge von IMH [19]. Hier kommt es initial zur
Ruptur der Vasa Vasorum, sodass ein IMH die Aufspaltung der Gefaldwand verursacht
[16, 20, 21]. In diesen Fallen bleibt die Tunica Intima intakt (Abb. 3B) [16, 20].



Als gefahrlichste Komplikationen gelten die Malperfusion von Organen und die

Aortenruptur, welche tédlich enden kdénnen [22].
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Abb. 3: Aortendissektion (AD) verursacht durch eine Separation der GefaBwand. A: In den
meisten Fallen entseht eine AD durch den Einriss der Tunica Intima. B: In wenigen Fallen fuhrt
die Ruptur der Vasa Vasorum zu einem Intramuralen Hamatom (IMH) und einer folgenden AD mit
intakter Tunica Intima. Kreiert mit BioRender nach Nienaber et al. [16].

1.2.1 Epidemiologie der Aortendissektion

AD treten typischerweise ab der funften Lebensdekade auf [20]. Die hohe Letalitat der
AD erschwert genaue Aussagen zur Inzidenz. Studien zufolge reicht sie von 5-16
Patienten mit AD pro 100.000 Einwohner, wobei oftmals die pra-hospitalisierten
Todesfalle nicht erfasst werden und hdhere Inzidenzen durchaus vorstellbar erscheinen
[23, 24]. Mit steigendem Alter nimmt die Inzidenz stark zu. Eine prospektive
Bevolkerungsstudie aus dem Jahr 2013 von Howard et al. berichtet fur die Altersgruppe
der Uber 65-Jahrigen eine Inzidenz von etwa 35 pro 100.000 Einwohnern [25].

Studienubergreifend sind Manner haufiger betroffen als Frauen [23-25].

1.2.2 Klassifikation der Aortendissektion

Es gibt verschiedenste Moglichkeiten die AD zu klassifizieren. Gangig ist die

anatomische Einteilung von AD nach der DeBakey- oder Stanford-Klassifikation.

Besonders die Stanford Klassifikation ist flir den klinischen Alltag von Bedeutung [22].
Sie teilt die AD in Stanford Typ A und B ein. Sind Teile der Aorta proximal der Arteria
subclavia sinistra betroffen, gilt die AD als Stanford Typ A [16, 22, 26]. Wenn
ausschlieflich die Aorta descendens, d.h. Abschnitte distal der Arteria subclavia sinstra

von einer AD betroffen sind, wird diese als Stanford Typ B klassifiziert [16, 20, 22].



Die DeBakey Klassifikation unterscheidet drei Typen der AD. Typ | ist durch den Einriss
der Tunica Intima im Bereich der Aorta ascendens mit distaler Ausbreitung inkl. Aorta
descendens charakterisiert [20, 26]. Typ Il zeichnet sich ebenfalls durch einen Einriss
der Tunica Intima im Bereich der Aorta ascendens aus, jedoch ist die distale Ausbreitung
auf den Aortenbogen limitiert [20, 26]. Die Aorta descendens ist in keinem Fall beim
DeBakey Typ Il betroffen [26]. Der Typ lll wiederum betrifft ausschlieBlich die Aorta
descendens, sodass der Intima Einriss distal der Arteria subclavia sinstra liegt [20, 26].
Ist die Ausbreitung der Typ Il AD auf die Pars thoracicae aortae begrenzt, gilt die AD als
Typ llla [20, 26]. Wenn jedoch auch die Pars abdominalis aortae betroffen ist, wird die
AD als Typ llIb eingeteilt [20, 26].

Neben der anatomischen Einteilung kdnnen AD auch nach ihrem zeitlichen Verlauf in
akut, subakut und chronisch klassifiziert werden. Sind Symptome seit maximal 14 Tagen
prasent, wird von einer akuten AD ausgegangen [27]. Prasentieren Patienten Symptome
Uber einen Zeitraum von 14 — 90 Tagen, wird eine subakute AD angenommen [27]. Von
einer chronischen AD wird bei Symptomen mit mindestens 90 Tagen Persistenz

ausgegangen [27].

1.2.3 Risikofaktoren der Aortendissektion

Neben den bereits beschriebenen Risikofaktoren des mannlichen Geschlechtes und
fortgeschrittenen Alters (>65 Jahre), gibt es eine Vielzahl an weiteren Risikofaktoren fir
die Entstehung von AD. Angeborene Bindegewebserkrankungen, wie das Marfan
Syndrom, Loeys-Dietz Syndrom, Ehlers-Danlos Syndrom oder eine bikuspide
Aortenklappe bilden eine erste Gruppe an Risikofaktoren fir die AD [17, 28]. AuRerdem
steigern inflammatorische Erkrankungen wie die Aortitis, Riesenzellarteriitis oder
Takayasu Arteriitis das Risiko flr AD [29]. Weiter gelten eine Schwangerschaft, der
Kokainismus und die Dyslipidamie als Risiko [29]. Auch sind die arterielle Hypertonie
(aHT) und das Rauchen als modifizierbare Risikofaktoren flir AD gut etabliert und sollen

im Rahmen dieser Forschungsarbeit genauer untersucht werden [16, 24, 28, 29].

1.2.3.1 Arterielle Hypertonie als Risikofaktor

Die aHT gilt als groRter Risikofaktor fir AD [18, 24]. Patienten mit AD weisen eine
Pravalenz der aHT von bis zu 75 % auf [25, 30]. Ein bekannter Pathomechanismus flr
die Entstehung von AD als Folge der aHT, ist die Degeneration der Tunica Media. Die
aHT fuhrt zu einer Minderperfusion der Vasa Vasorum, welche fur die Blutversorgung
der Tunica Adventitia und der duReren Tunica Media verantwortlich ist [21, 31]. Diese
Minderperfusion fuhrt zur Ischamie in der duReren GefalRwand, sodass unter anderem

die Elastizitat der Tunica Media abnimmt [31-33]. Histopathologisch zeigen Patienten mit



AD und aHT eine reduzierte Anzahl an elastischen Lamellen und elastischen
Verbindungsfasern [32, 33]. Dies hat eine erhdhte Gefal3steifigkeit zur Folge und kann
potentiell zu einer schlechteren Balance zwischen Intima und Adventitia fihren, wenn es

um die Kompensation von Scherstress geht [33, 34].

1.2.3.1.1 Arterielle Hypertonie und Scherstress

Die AD ist mit erhdhtem Blutfluss und abnormalem Scherstress assoziiert [35]. Neben
morphologischen Veranderungen der Aorta kann auch die aHT zu abnormalem
Scherstress flhren, sodass der mechanische Stress zu der Entstehung eines Entry
beitragt [21, 36]

Scherstress wird als die Kraft, welche parallel zur Oberflache eines Materials einwirkt
definiert [37]. Im menschlichen Korper erzeugt der Blutstrom endothelialen Scherstress,
der als Kraft/Flacheneinheit abgegeben wird (in dyn/cm?, Pascal [Pa] oder Newton
[N]/m?; 10 dyn/cm?=1 Pa=1 N/m?). Die Viskositat (4) und Flussrate (Q) des Blutes, sowie
der Radius (r) der Blutgefalie bestimmen den Scherstress (r) (Abb. 4).

ux Qx4
T=———
Txr3
Der Normalwert fiir groRe Arterien liegt im Durschnitt bei 10 — 15 dyn/cm?, wobei es auf
Grund der Hamodynamik deutliche Unterschiede zwischen einzelnen Regionen eines
GefalRes geben kann [38]. Vom hdchsten Scherstress sind in der Regel

Bifurkationsareale betroffen [39].

Flussrate (Q)

Viskositat (p)

Abb. 4: Schematische Darstellung des Scherstress in BlutgefiaBen. Der endotheliale
Scherstress (1) wird von der Viskositat (u) und der Flussrate (Q), sowie dem Radius (r) des
BlutgefalRes bestimmt. Eigene Darstellung kreiert mit BioRender.

Der Scherstress ist ein wichtiger Faktor in der Regulation von physiologischen
Prozessen in der GefaRwand [40]. Er steuert Prozesse in der Tunica Media und vor allem
der Tunica Intima, dessen Endothel die mechanische Transduktion des Scherstress
umsetzt [41].



1.2.3.2 Rauchen als Risikofaktor

Neben der aHT ist das Rauchen ein zweiter modifizierbarer und etablierter Risikofaktor
fur AD [28]. Studien zeigen ein signifikant héheres Risiko flr die Entstehung einer AD,
wenn Patienten aktiv rauchen [24, 42]. Auch zeigen Daten, dass sich eine Nikotinkarenz

positiv auswirkt und zu einer reduzierten Mortalitat fihrt [42].

Welche genauen pathophysiologischen Prozesse durch das aktive Rauchen zur
Entstehung einer AD beitragen, ist nicht in Ganze geklart. Bekannt ist, dass sie
Inhaltsstoffe konventioneller Zigaretten zu Veranderungen in der Tunica Media und
Tunica Intima flhren, die eine AD bedingen kénnen. Ein Inhaltstoff, welcher wesentlich
zu etwaigen Veranderungen beitragt ist Nikotin (Nik). Nik tragt zur Versteifung von
Gefallen, der endothelialen Dysfunktion und der Entstehung von atherosklerotischen
Plaques bei [43].

Im Kontext der Gefalversteifung ruft Nik eine erhdhte Expression von
Matrixmetalloproteinasen-2 und -9 (MMP2 / MMP9) hervor [43, 44]. Dies flihrt zur
Fragmentierung von elastischen Lamellen in der Tunica Media, sodass die Aorta an
Elastizitat verliert und versteift [43, 45].

Die Rolle von Nik in der Induktion von endothelialer Dysfunktion und Atherosklerose steht
seit Dekaden im Fokus kardiovaskularer Forschung. Nik Exposition fuhrt zu einer pro-
inflammatorischen Umgebung, was letztlich zur endothelialen Dysfunktion fihrt, die
durch eine geringe Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) gekennzeichnet ist [46].
Die endotheliale Dysfunktion ist ein friher Zwischenschritt in der Pathogenese der

Atherosklerose, die als Risikofaktor fir eine AD gilt [47].

Da das Rauchen und auch die aHT direkte pathologische Einflisse auf das Endothel
haben, kdnnte es lohnenswert sein die Pathomechanismen dieser beiden Risikofaktoren
fur eine AD genauer zu untersuchen. Im Hinblick auf die Pathogenese einer AD, welche
durch einen initialen Intimaeinriss charakterisiert ist, scheint ein genauer Blick auf die
mechanische Stabilitdt und Integritdt des Endothels sinnvoll. Das Endothel ist als
innerste Zellschicht direkten mechanischen (Blutdruck) und chemischen Einflussen (Nik)

ausgesetzt.

1.3 Das Endothel

In der Aorta bildet das Endothel eine kontinuierliche, nicht-fenestrierte und
semipermeable Monolayer, die den Transport von Flussigkeiten, Hormonen,
Makromolekulen und Blutzellen zwischen intravasalem und interstitiellem Raum reguliert

[48, 49]. Das Endothel formt jedoch nicht nur die mechanische Barriere zwischen



Blutstrom und GefaRwand, sondern erflllt darliber hinaus bedeutsame endokrine
Funktionen flr die physiologische Gefalfunktion [49]. Es reguliert beispielsweise den
Gefaltonus, steuert den Blutfluss, spielt eine Rolle in der Angiogenese und erflllt

wichtige Funktionen in der Blutgerinnung [50].

Im Hinblick auf die mechanischen Krafte des Blutstroms, denen das Endothel ausgesetzt
ist, sind verschiedene Komponenten flir die mechanische Stabilitat des Endothels von
Bedeutung. Das intrazelluldre Gerlst von Endothelzellen bildet das Zytoskelett [51].
Dieses ist mit Zell-Zell- und Zell-Matrix Verbindungen verknlUpft [52]. Zell-Zell
Verbindungen verknlpfen zwei benachbarte Endothelzellen und Zell-Matrix
Verbindungen bilden die basale Adhasion von Endothelzellen mit der Basalmembran
(Abb. 5) [52].

Zytoskelett

Zell-Zell Verbindungen

Zell-Matrix Verbindungen

Endothelzelle

Basalmembran

Abb. 5: Komponenten der endothelialen Stabilitdt. Das Gerist des Endothels wird durch das
Zytoskelett geformt. Lateral sind die Endothelzellen durch Zell-Zell Verbindungen verknipft und
basal verknupfen Zell-Matrix Verbindungen die Endothelzellen mit der Basalmembran. Eigene
Darstellung kreiert mit BioRender.

1.3.1 Das Zytoskelett von Endothelzellen

Endothelzellen weisen den typischen Aufbau des eukaryotischen Zytoskeletts auf.
Dieses befindet sich im Zytosol, verleiht der Zelle mechanische Stabilitdt und verhindert
eine UbermaRige Verformbarkeit der Zelle [53]. Es besteht im Wesentlichen aus den
Hauptstrukturen: Mikrotubuli, Intermediarfilamente und Aktinfilamente [54]. Mikrotubuli
bestehen aus den Heterodimeren a- und B-Tubulin, verlaufen meist von zentral nach
aufden und sind die steifsten Komponenten des Zytoskeletts [53]. Intermediarfilamente
sind langlich und verleihen der Zelle ihre Elastizitat. Bislang sind sieben verschiedene
Formen von Intermediarfilamenten, welche gewebespezifisch vorkommen, bekannt [55].
Endothelzellen exprimieren den Typ Il der Intermediarfilamente Vimentin [55]. Studien
zeigten, dass der endotheliale Vimentingehalt im kardiovaskularen System deutliche
Variation aufzeigt und von lokalen, hamodynamischen Gegebenheiten abhangig ist [56].
Die doppelstrangigen Aktinflamente spielen eine wichtige Rolle in der

Mechanotransduktion von Scherstress, der endothelialen Adharenz und Steuerung der
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Permeabilitat der Monolayer [57]. Gemeinsam mit Intermediarfilamente sind sie lateral

und basal der Endothelzellen mit Zell-Zell- und Zell-Matrix Verbindungen verkntpft [52].

1.3.2 Zell-Zell Verbindungen

Zell-Zell Verbindungen sind Proteinkomplexe, die benachbarte Zellen miteinander
verknipfen und essentiell fiir die Barrierefunktionen, Zellproliferation und Zellmigration
von Gewebe sind [58]. Die Ankerproteine der Proteinkomplexe sind im Zytosol mit dem
Zytoskelett der Zelle verbunden. Es folgt ein Transmembranprotein und der
extrazellulare Ligand, welcher mit dem extrazellularen Liganden der Nachbarzelle
verankert ist [59]. Die endothelialen Zell-Zell Verbindungen zeichnet sich durch drei
grole Familien aus: Die Gap Junctions (GJ), Tight Junctions (TJ) und Adherens
Junctions (AJ) (Abb. 6). Jede dieser Gruppen weist distinktive Merkmale und Funktionen
auf [60].

Endothelzelle % éCIaudin Endothelzelle

CV e JAMSs, ESAM
VL

— Tight Junctions

Occludin

o C —wonConnexin Gap Junctions
C e —

(ijNektin
— Adherens Junctions
m VE-Cadherin

Basablmembran

Abb. 6: Schematische Darstellung der Zell-Zell Verbindungen. Zell-Zell Verbindungen
verknipfen Endothelzellen. Es gibt verschiedene Gruppen von Zell-Zell Verbindungen, die
distinktive Merkmale haben. Kreiert mit BioRender nach Wallez und Huber [60].

1.3.2.1 Gap-Junctions

GJ sind interzellulare Kanale die bedeutsam flir die Kommunikation benachbarter Zellen
sind [61]. Sie ermdglichen die interzellulare Diffusion kleiner Molekile und lonen [61].
Ein Connexin stellt die kleinste Untereinheit von GJ dar [62]. Sechs Connexine bilden

ein Connexon und zwei Connexone bilden eine GJ. Unterschiedliche Connexin-Formen



werden gewebespezifisch exprimiert [62]. Das Endothel exprimiert einige Connexine
uniform und andere variabel [63]. Die Expression von Connexin43 ist beispielsweise
variabel und hangt vom Scherstress ab, sodass Connexin43 in Bifurkationsarealen
vermehrt vorkommt [63]. Im kardiovaskularen Kontext sind GJ essentiell fir die
Vasodilatation von Blutgefallen und den Blutdruck [64-66]. Beispielhaft zeigt ein
Knockout von Connexin40 in Mausmodellen im Phanotyp eine eingeschrankte

Gefalerweiterung [64].

1.3.2.2 Tight-Junctions

TJ, auch Zonula Occludens genannt, sind fir die Barrierefunktion des Endothels
essentiell. Sie kontrollieren die endotheliale Permeabilitdt und sorgen fiir einen
regulierten parazellularen Transport von Wasser, lonen, Proteinen und Zellen, sodass
die vaskulare = Homodostase aufrechterhalten bleibt [67].  Verschiedene
Transmembranproteine bilden TJ in dem sie ein apikal liegendes Netzwerk formen. Die
Anzahl der TJ ist reziprok proportional zur Permeabilitdt des Endothels [68]. Zu den
wichtigsten TJ Proteinen zahlen Occludin, Claudin und Junctional Adhesion Molecules
[60]. Die endotheliale Permeabilitdt kann durch unterschiedlichste physiologische und
pathologische Reize verandert werden, indem es zu einer gednderten TJ Konfiguration
kommt [69]. Ein Integritatsverlust der TJ erhéht die endotheliale Permeabilitat, sodass
Flissigkeit, Makromolekile und Zellen aus den BlutgefalRen in den interstitiellen Raum

treten kénnen und die vaskulare Homoostase aus dem Gleichgewicht kommt [67].

1.3.2.3 Adherens-Jdunctions

Nachdem die Schlisselfunktion von GJ die interzellulare Kommunikation und von TJ die
Regulation des parazellularen Transports ist, sorgen AJ mafgeblich fir die mechanische
Stabilitat des Endothels, welche wie bereits erwahnt im Fokus dieser Arbeit stehen soll
[59]. AJ werden von zwei Proteineinheiten gebildet: Die bekannteste ist der Ve-Cadherin-
Catenin Komplex, wahrend der Nektin-Afadin Komplex im vaskularen Kontext weniger
erforscht ist [70, 71].

1.3.2.3.1 Ve-Cadherin

Vascular Endothelial Cadherin (Ve-Cadherin) ist ein transmembran Protein aus der
Familie der Cadherine [72]. Cadherine sind Adhasionsproteine, welche insbesondere in
Geweben, die mechanischen Belastungen ausgesetzt sind, eine Rolle spielen [73]. Die
extrazellulare Domane von Ve-Cadherin ist fiir die homophile Kalzium (Ca?*) abhéngige
Interaktion mit benachbarten Endothelzellen verantwortlich [74]. Durch das Binden von
Ca?* an die extrazelluldaren Domanen, werden die Interaktionen gestarkt [75]. Die

Transmembranregion verankert das Protein in der Zellmembran und die intrazellulare
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Domane von Ve-Cadherin ist durch Adapterproteine wie 3-Catenin, Plakoglobin oder
p120-Catenin mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden (Abb. 7) [72, 75].

Ca

Nektin
VE-Cadherin
Extrazellular
L 4 4 2 2 2 0 1 1 1 SO0 9900099999000 SRSD® SO0 SS9
20000800000 2000008000000 8See® 2000880000
Intrazellulér
p120-Catenin
B-Catenin Plakoglobin Afadin
Aktin oobt

Abb. 7: Vereinfachte schematische Darstellung endothelialer Adherens Junctions. Ve-
Cadherin ist Uber verschiedene Adapterproteine mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden, wahrend
Nektin durch Afadin mit dem Aktin-Zytoskelett verknipft wird. Eigene Darstellung kreiert mit
BioRender.

Ve-Cadherin hat verschiedene Funktionen, welche fir das Endothel von essentieller
Bedeutung sind. Es ist das bedeutsamste Adhasionsprotein fir die mechanische
Stabilitat und Integritat des Endothels und Teil eines Scherstress sensitiven Netzwerks,
welches standige Veranderungen der endothelialen Integritat als Antwort auf den lokalen
Scherstress ermdoglicht [59, 76]. Wie TJ spielt auch Ve-Cadherin eine Rolle in der
Regulation der endothelialen Permeabilitat [77]. Vor allem die transendotheliale
Migration von Leukozyten ist nur durch lokale Ve-Cadherin Downregulation méglich und
wird durch inflammatorische Zytokine ausgeldst [77, 78]. In pathologischen Settings

kann dies zur Entstehung von Atherosklerose flihren [79].
1.3.2.3.2 Nektin

Im Gegensatz zu Ve-Cadherin bilden Nektine eine Familie von Ca?* unabhangigen
Adhasionsproteinen, die aus vier Mitgliedern (Nektin-1 bis Nektin-4) besteht [80]. Die
intrazellulare Domane von Nektin ist durch das Adapterprotein Afadin mit dem Aktin-
Zytoskelett verbunden (Abb. 7) [81]. Im Vergleich mit Ve-Cadherin sorgen Nektine fur
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eine schwachere Zell-Zell Adhasion, die sowohl homo —, als auch herterophil sein kann
[80, 82]. Im Endothel sind Nektine mitverantwortlich fir dessen Barrierefunktion [60].
Hier gibt es eine direkte Interaktion mit Ve-Cadherin [60, 81, 82]. Nektin-2 oder Nektin-3
Knockout in Endothelzellen hat eine Downregulation von Ve-Cadherin und einen

Barriereverlust zur Folge [82] .

1.3.3 Zell-Matrix Verbindungen

Zell-Matrix Verbindungen sind fir die mechanische Stabilitdt des Endothels ebenso
wichtig wie das Zytoskelett und Zell-Zell Verbindungen [83]. Sie verknlpfen das Endothel
mit der unterliegenden Basalmembran und tragen so zur Aufrechterhaltung der
Endothelintegritat bei [59, 83]. Endotheliale Zell-Matrix Verbindungen werden
hauptsachlich durch Integrine gebildet [84].

1.3.3.1 Die Basalmembran

Die Basalmembran besteht im Wesentlichen aus drei Schichten, die von
unterschiedlichen Komponenten gebildet werden. Die apikale, endothelnahe Schicht
wird als Lamina Lucida bezeichnet und enthalt Kollagen IV, Laminine und Fibronektin
[83, 85]. Durch eine netzartige Struktur verleiht das Kollagen IV der Basalmembran ihre
Stabilitat [86]. Die mittlere Schicht, die Lamina Densa, enthalt Kollagen |V, Perlecan und
Nidogen [85]. Perlecan ist ein Proteoglykan, welches an Zell-Matrix Interaktionen
beteiligt ist und Nidogen spielt eine Rolle in der Verbindung von Kollagen IV und
Lamininen [87, 88]. Die Lamina Reticularis ist die basale Schicht, welche Proteoglykane
und Kollgane enthalt [85]. Kollagen IV, Laminin und Fibronektin sind die Komponenten

der Basalmembran, welche als Liganden fir Integrine dienen [83, 84].

1.3.3.2 Integrine

Integrine sind eine groRe Familie an heterodimeren Glykoproteinen, die als
Adhasionsproteine dienen [84, 89]. Sie bestehen aus jeweils einer a und B Untereinheit,
die wie Zell-Zell Adhasionsproteine aus einer extrazellularen Domane, einer
Transmembran Doméane und einer kleinen intrazelluldaren Domane aufgebaut sind [89].
Integrine Ubernehmen wichtige Funktionen in der Organisation des Aktin-Zytoskeletts
mit dem sie durch fokale Adhasionskomplexe verbunden sind [90]. Sie wechseln
stéandige zwischen inaktivem und aktivem Zustand [91]. Aktiviert werden sie durch die
Adapterproteine Talin und Kindlin-2 [90, 91]. Das Aktin-bindende Protein Vinculin
verbindet aktivierte Integrine intrazellular mit dem Zytoskelett (Abb. 8) [92]. Die
extrazellulare Domane der Integrine ist je nach Affinitat mir Kollagen IV, Laminin [84].
Integrin a1B1 und Integrin a2B1 sind zwei Vertreter der Kollagen bindenden Integrine

und Integrin a6p1 ein Vertreter der Laminin bindenden Integrine [83].

12



Laminin L Kollagen IV
]

Integrin Integrin
inaktiv aktiv

liye

Intrazellular [ I ]

Abb. 8: Vereinfachte schematische Darstellung der Integrin vermittelten Zell-Matrix
Verbindung. Extrazelluldr binden Integrine je nach Affinitdt an Kollagen IV oder Laminine.
Intrazelluldr sind sie durch Adapterproteine mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden. Eigene
Darstellung kreiert mit BioRender.

1.4 Ziele der Arbeit

Obwohl der Intimaeinriss in den meisten Fallen der initiale Ausléser fur die Entstehung
einer AD ist, sind konkrete pathophysiologische Vorgange, die einen Einriss der Tunica
Intima auslésen bzw. beglinstigen, nicht in Ganze geklart. Auf Grund der Tatsache, dass
das Endothel als innerste Zellschicht der Tunica Intima eine Barriere zwischen Blutstrom
und GefalRwand darstellt und sowohl den mechanischen, als auch den chemischen
Einflissen des Blutstroms unmittelbar ausgesetzt ist, scheint es sinnvoll das Endothel

im Kontext der Pathogenese einer AD genauer zu beleuchten.

Dazu wird in dieser Arbeit der Einfluss von etablierten, modifizierbaren Risikofaktoren fiir
die AD wie eine aHT oder das Rauchen auf die mechanische Endothelintegritat
untersucht. Dazu wurden Nik und Ang Il als Modellsubstanzen fur das Rauchen und die
aHT zur experimentellen Durchfuhrung ausgewahlt. Zunachst wurde sowohl die Gen-
als auch Proteinexpression von Ve-Cadherin, Nektin und verschiedenen Integrinen in

exponierten Humanen Aortalen Endothelzellen (HAOEC) quantifiziert. Weiterfihrend
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wurde eine Transkriptionsanalyse mittels Ribonukleinsdure (RNA)-Sequenzierung
durchgefuhrt, um Aufschluss Uber weitere potenziell bedeutsame Gene fir die

Endothelintegritat und die damit verbundenen Signaltransduktionswege zu erhalten.
Folgende Fragestellungen wurden untersucht:

Wie beeinflussen Nik und Ang Il/aHT die Gen- und Proteinexpression von Ve-Cadherin,

Nektin und ausgewabhlten Integrinen in HAOEC?

Welche Gene konnten aufierdem in die Regulation der Endothelintegritat von Nik oder

Ang Il exponierten HAOEC potentiell involviert sein?
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zellen

Fur alle Experimente mit Zellkulturen, wurden kommerziell erhaltiche HAOEC

(PromoCell, Heidelberg, Deutschland) kultiviert. Die Primarzellen wurden aus der

humanen Aorta ascendens und Aorta descendens isoliert.

2.1.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Absaugsystem Modell Vacusafe

Autoklave VX-95

Bioreaktor

Drucker ECOSYS P 2040dn
Einkanalpipetten 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200
i, 1000 pl

Einkanalpipetten P10, P20, P200, P1000
Eismaschine Scotsman FRIMONT AF 80
Feuchtigkeitskammern

Filter- Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 100 pl

Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -80 °C HERAFREEZE
HFU T SERIES

Hamozytometer Neubauer

IKA-Schittler MTS 4

Inkubator HERAcell®
Inversmikroskop CKX41

Kamera Axiocam Mrm
Kuhlschrank
Kulturgefald: 6-Well Platte

Integra Biosciences GmbH, Biebertal,
Deutschland

Systec GmbH, Linden, Deutschland
Frauenhofer, Miinchen, Deutschland
Kyocera, Kyoto, Japan

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
KdIn/Wesseling, Deutschland

Gilson, Limburg-Offheim, Deutschland
Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, USA
Eigenbau

STARLab International GmbH, Hamburg,
Deutschland

Liebherr, Bulle, Schweiz

Fisher Scientific™ GmbH, Schwerte,
Deutschland

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

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

Heraeus, Hanau, Deutschland

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Liebherr, Bulle, Schweiz

SARSTEDT AG & Co. KG, NiUrmbrecht,

Deutschland
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Laborglasflasche Schott-Duran 100 ml

Mikroskop Axio Observer D1

Mikrozentrifuge Heraeus Fresco™

Mikrozentrifuge Heraeus Pico 21™

Nitirl Einmalhandschuhe XL

Parafilm 'M' Laboratory Film

PCR Reaktionsgefal® Multiply®-Pro Gefaly
0,2 ml

PCR-Verschliefolien 'B' seal

Petrischalen 60 x 15 mm

Petrischalen CELLSTAR 100 x 20 mm

Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 100 pl

Pipettenspitzen 200 pl

Pipettus Eppendorf Easypet

Pipettus Powerpette

Pumpe im Bioreaktor ISMATEC®

Reaktionsgefale 1,5 ml & 2 ml

RT-PCR System CFX96 Real-Time System
Schlauchsytem ISMATEC Innerer
Durchmesser: 2,79 mm

Serologische Pipetten CEIISTAR 5 ml, 10
ml, 25 ml

Spektrophotometer NANODROP 2000c
Sterile Luftfilter Filtropur 0,2 ym

DWK Life Sciences GmbH, Mainz,
Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Fisher Scientific™ GmbH, Schwerte,
Deutschland

Fisher Scientific™ GmbH, Schwerte,
Deutschland

Ansell, Yarra City, USA

Amcor Limited, Zurich, Schweiz
SARSTEDT AG & Co. KG, Nurmbrecht,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
SARSTEDT AG & Co. KG, Nurmbrecht,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

STARLab International GmbH, Hamburg,
Deutschland

SARSTEDT AG & Co. KG, Nirmbrecht,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

IDEX Health & Science GmbH, Wetheim,
Deutschland

SARSTEDT AG & Co. KG, Nirmbrecht,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

IDEX Health & Science GmbH, Wetheim,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Fisher Scientific™, Waltham, USA
SARSTEDT AG & Co. KG, NiUrmbrecht,

Deutschland
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Sterile Sicherheitswerkbank Safe 2020

Stickstofftank Cryoplus 3
Thermo Cycler FlexCycler2
TUXEDO InfinityBook S 15 - Gen6

Universal-Tischzentrifuge 5424

Vernichtungsbeutel

Vortex GENIE 2
Wasserbad WNE 14
Zellschaber GroRRe L

Zentrifuge Heraeus Megafuge 40R

Zentrifuge PerfectSpinMini
Zentrifugenréhrchen 15 ml & 50 ml

M Slide | Luer 0,4 mm Collagen IV coverslip,
80172
M Slide | Luer 0,4 mm uncoated

coverslip, 80171

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Angiotensin Il

BSA

Chloroform

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Dulbecco's Balanced Salt Solution (DPBS)
EC Basal Medium

Fisher Scientific™ GmbH, Schwerte,
Deutschland

Fisher Scientific™, Waltham, USA
Analytic Jena, Jena, Deutschland

TUXEDO Computers GmbH, Augsburg,

Deutschland

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
KdIn/Wesseling, Deutschland
SARSTEDT AG & Co. KG, Nirmbrecht,
Deutschland

Scientific Industries, Inc., New York, USA
Memmert, Schwabach, Deutschland
SARSTEDT AG & Co. KG, Nirmbrecht,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold,
Deutschland

VWR PeQlab, Darmstadt, Deutschland
SARSTEDT AG & Co. KG, Nurmbrecht,
Deutschland

ibidi GmbH, Gréafelfing, Deutschland

ibidi GmbH, Gréafelfing, Deutschland

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Damstadt,
Deutschland

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Damstadt,
Deutschland

VWR International GmbH, Hannover,
Deutschland

Gibco, Californien, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

PromoCell GmbH, Heidelberg,

Deutschland
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EC Growth Medium

Ethanol vergallt

Fotales Bovines Kalberserum (FBS)
Gentamycin 10 mg/ml

Glycerin

Kollagen IV 0,5 mg/ml

Laminin 0,5 mg/ml

Mowiol

Nikotin

Nuklease freies Wasser
Paraformaldehyd 4 %

Phosphatgepufferte Salzldsung

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix

Quiazol

Tris-HCL

Tritron X-100

Trypan Blau 0,4 %

Trypsin 0,25 %/EDTA
Xylol (Roti®Histofix 4 %)

PromoCell GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Damstadt,
Deutschland

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Damstadt,
Deutschland

R&D Systems, Minneapolis, USA
Roche, Mannheim, Deutschland

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Damstadt,
Deutschland

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Damstadt,
Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Damstadt,
Deutschland

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Damstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Science, Waltham, USA
Qiagen, Hilden, Deutschland

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Damstadt,
Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Damstadt,
Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

2.1.4 Kits Hersteller Nr.
High-Capacity cDNA Reverse Transkription  Invitrogen, Thermo Fisher, 4368814
Kit Waltham, USA

RNeasy Micro Kit Qiagen, Hilden, 74004

Deutschland
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2.1.5 Losungen

BSA 1 %

BSA 2 %

2.1.6 Einbettmedium

Mowiol fiir Fluoreszenz

2.1.7 Zellkulturmedium

Zellkulturmedium fiir Endothelzellen

EC Basal Medium

Fetales Kalberserum

Endothelial Cell Growth Supplement
(ECGS)

Epidermal Growth Factor (hEFG)

Hydrocortison

2.1.8 Computerprogramme
EndNote 20
Fiji is just ImagJ (Fiji)
GraphPad Prism 9.1.2

Linux Ubuntu

Microsoft Office
multigc (Version 1.7)
NanoDrop 2000/2000c

R (Version 4.3.1)

Zen blue Version 3.3.89.0000

Rezept
BSA

PBS
BSA
PBS

Rezept
Mowiol

Glycerin (Merck)
Ve- H,0
0,2M Tris-HCL

Absolute Menge

500 ml
25 ml
2 mi

500 pl
500 pl

Menge

100 ml
2g
100 ml

Menge
12 g
30¢g
30 ml
60 ml

Finale Konzentration

0,05 ml/ml
0,004 ml/ml

10 ng/ml
1 ug/ml

Thomson Reuters, New York, USA
NIH open source, Bethesda, USA
Graphpad Software, La Jolla, USA

Canonical Foundation, Ubuntu community

Microsoft, Redmond, USA

Thermo Fisher Science, Waltham, USA

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

19



2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Methoden

Die Zellkulturarbeiten wurden den herkdmmlichen Standards entsprechend unter
sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank durchgefuhrt. Die bendtigten
Materialien waren vor dem Einsatz entweder steril verpackt oder wurden vorab
desinfiziert oder sterilisiert. Die verwendeten Losungen und Kulturmedien wurden bei 4
°C — 8 °C gelagert und vor Gebrauch in einem Wasserbad bei 37 °C erwarmt. Die
Zellkulturen wurden bei einer Temperatur von 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 %
Kohlenstoffdioxid (CO2) — Gehalt im Inkubator kultiviert.

2.2.1.1 Auftauen der Zellkulturen

Die HAOEC wurden im Stickstofftank aufbewahrt. Fir den Gebrauch wurden die Zellen
im Wasserbad bei 37 °C erwarmt. Sobald sich das Zellpellet vom Kryordhrchen I6sen
lied, wurde es in 10 ml Endothelzellmedium (siehe 2.1.7 Zellkulturmedium) Uberfuhrt.
AnschlieRend wurde die Suspension auf eine Petrischale transferiert und zur

Kultivierung in den Inkubator gegeben.

2.2.1.2 Zellkultivierung

Alle zwei bis drei Tage erfolgte der Wechsel des Endothelzellmediums. Dabei wurde
zunachst das alte Medium mittels Absaugsystem dekantiert, bevor die Zellen mit 10 ml
Dulbecco’s Balanced Salt Solution (DPBS) gewaschen wurden. AnschlielRend wurde 6
ml Endothelzellmedium auf die Petrischale gegeben. Das fortschreitende Zellwachstum
wurde engmaschig unter dem Lichtmikroskop beobachtet. Sobald eine 80 % - 90 %
Konfluenz des Zellrasens erreicht war, fand eine Zellpassage statt. Hierbei wurde das
alte Zellkulturmedium abgenommen, die Zellen einmalig mit 10 ml DPBS gewaschen
und 1 ml Trypsin-0,25 %/Ethylendiamintetraessigsaure (Trypsin-0,25 %/EDTA) auf die
Petrischale pipettiert. Da Trypsin Adhasionsproteine verdaut, 16sten sich die Zellen vom
Boden der Petrischale ab und befanden sich in Suspension. Um beschriebenen Vorgang
zu stoppen, wurde 6 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) + 20 % Foétales
Kélberserum (FBS) auf die Zellen gegeben. FBS bindet kompetitiv an die
Adhasionsproteine und stoppt so die Verdauung der Proteine durch Trypsin. Im nachsten
Schritt wurde die Zellsuspension in ein 50 ml Falcon Uberfihrt und fir 5Minuten (Min)
bei 200 x g zentrifugiert, sodass ein Zellpellet entstand. Der Uberstand wurde dekantiert,
die Zellen in 10 ml DPBS resuspendiert und wieder fir 5Min bei 200 x g zentrifugiert.
Nach erneutem Dekantieren des Uberstands, wurden die Zellen in Endothelzellmedium
resuspendiert und auf zwei bis drei frische Petrischalen, welche vorab mit 5 ml

Endothelzellmedium bedeckt worden waren, ausgesat.
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2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Um die Zellen in einer gewlinschten Zahl auszusaen, wurden sie, wie in Abschnitt 2.2.1.2
beschrieben, geldst, gewaschen, zentrifugiert und in Suspension aufgenommen. 15 ul
der Zellsuspension wurden mit 15 pl Trypanblau gemischt. Danach erfolgte die
Bestimmung der Zellzahl gemaR standardisiertem Protokoll in einem Hamozytometer.
Unter dem Lichtmikroskop wurden alle leuchtenden, vitalen Zellen in den vier
Quadranten gezahlt. Anhand der ermittelten Werte wurde dann mittels folgender Formel

entsprechende Zellzahl pro ml errechnet.

Zellen _ Zellzahl (Summe aller Quadranten) x Verdinnungsfaktor (2) x Kammerfaktor (10.000)
mlL Anzahl der Qudranten (4)

2.2.1.4 Kollagen und Laminin Beschichtung der Kulturgefale

Um Zell-Matrix Verbindungen zu untersuchen, wurden die HAOEC nach einer
Zellpassage auf Laminin oder Kollagen IV beschichteten Kulturgefalen ausplattiert.
Hierzu wurden unbeschichtete Kulturgefalle vorab mit den Strukturproteinen
beschichtet. Zunachst wurden die jeweiligen Stammldsungen auf Eis aufgetaut, bevor
Gebrauchslésungen mit gewinschten Konzentrationen hergestellt wurden. Die
Stammldsung Kollagen IV (0,5 mg/ml) wurde auf eine finale Konzentration von 0,005
mg/ml und die Stammlésung Laminin (0,5 mg/ml) auf eine finale Konzentration von 0,015
mg/ml in DPBS verdinnt. Anschlielend sind die Gebrauchslésungen in ausreichender
Menge in die Kulturgefalle pipettiert worden, sodass die gesamte Flache bedeckt war.
Um die gleichmafige Beschichtung der KulturgefalRe zu gewahrleisten, wurden diese
zusatzliche fur 5Min auf einen Schuttler gestellt. Danach kamen die Kulturgefale in den
Inkubator. Nach 1Stunde (h) wurde die Gebrauchslésung abgenommen und es konnten
Zellen ausgesat werden. Um die Methode zu validieren wurden 6x10* Zellen auf u-Slides
| Luer 0,4 mm (ibidi GmbH, Grafelfing, Deutschland) ausgesat und unter Fluss kultiviert.
Vorab wurden die uy-Slides mit Kollagen 1V oder Laminin beschichtet. Als Kontrolle diente
eine unbeschichtete uy-Slide. Nachdem die Zellen wie in 2.2.1.6 beschrieben unter Fluss

kultiviert wurden, wurde anschlieRend die Adharenz der Zellen per Mikroskop evaluiert.
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2.2.1.5 Behandlung der Zellen

Bevor die statisch kultivierten HAOEC behandelt wurden, sind ein Teil der Zellen nach
einer Zellpassage auf Laminin oder Kollagen IV beschichteten 6-Well Platten ausgeséat
worden. Sobald die HAOEC eine Konfluenz von 95 % erreicht hatten, wurden sie Uber
einen Zeitraum von 6h mit 100 nM Nik, 100 nM Ang Il oder der Kombination aus 100 nM
Nik und 100 nM Ang Il behandelt. Um die undulierenden Nikotinspiegel von Rauchern
im Blutplasma zu simulieren wurde eine undulierende Exposition gewahlt, wohingegen
die Exposition mit Ang Il kontinuierlich erfolgte. Sowohl fur die undulierende, als auch fur
die kontinuierliche Exposition wurden Kontrollen erstellt. Nachfolgende Abbildung zeigt

das beschriebene Behandlungsregimen. (Abb. 9)

Undulierende Kontrolle

Nikotin

—_— 100 nM Nikotin 1h 2h 3h 4h 5h &h

Kombination 1

100 nM Nikotin, 100 ni 1h 2h 3h 4h Sh Gh
Angiotensin Il

100 nM Angiotensin |1

Statische Kontrolle

Angiotensin ||

1h 2h 3h 4ah Sh 6h
—— 100 nM Angiotensin Il n i : t : I : | : | : |

Abb. 9: Schematische Darstellung des Behandlungsregimen. Die HAOECs wurden Uber
einen Zeitraum von 6 Stunden mit 100 nM Nikotin, 100 nM Angiotensin |l oder der Kombination
aus 100 nM Nikotin und 100 nM Angiotensin Il behandelt. Die Exposition mit Nikotin erfolgte
undulierend, wahrend die Exposition mit Angiotensin Il konstant stattfand. Sowohl fur die
undulierende, als auch fur die konstante Exposition wurden Kontrollen angefertigt.

2.2.1.6 Kultivierung der HAOEC unter Fluss

Um die HAoEC unter physiologischem Scherstress zu kultivieren wurden die HAoEC auf
unterschiedlich beschichteten u-Slides ausgesat und flr 6h unter Fluss kultiviert. Im
Anschluss wurden die Zellen proteinbiochemisch aufbereitet, um die Expression von Ve-

Cadherin und Integrin B1 der unterschiedlichen Gruppen zu quantifiziert.
2.2.1.6.1 Aussaen der HAOEC auf u-Slides

Fir die Kultivierung der HAOEC unter Fluss wurden Kollagen IV und unbeschichtete y-
Slides | Luer 0,4 mm (ibidi GmbH, Grafelfing, Deutschland) verwendet. Die
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unbeschichteten u-Slides | Luer 0,4 mm wurden nach in Abschnitt 2.2.1.4 erlautertem
Protokoll mit Laminin beschichtet. Die mit Kollagen IV oder Laminin beschichteten u-
Slides wurden mit 6x10* Zellen in 100 yl Endothelzellmedium gefiillt und inkubiert. Nach
6h wurden beide Seiten der uy-Slides mit Endothelzellmedium aufgefillt und Gber Nacht
inkubiert. Dadurch konnten sich die Zellen niederlassen und auf dem Boden der u-Slides
einen adharenten Zellrasen bilden (Abb. 10). Am Folgetag konnte das Experiment

fortgefiihrt werden.

2.2.1.6.2 Kultivierung der HAoEC im Bioreaktor

Kollagen IV / Laminin

Abb. 10: Schematische Darstellung von flusskultivierten HAoOEC in u-Slides. HAOEC wurden
auf Kollagen IV oder Laminin beschichtete p-Slides (ibidi GmbH, Gréfelfing, Deutschland)
ausgesat und unter Fluss kultiviert. Eigene Darstellung kreiert mit BioRender nach ibidi GmbH,
Gréfelfing, Deutschland [93].

Die am Vortag auf beschichteten y-Slides inkubierten HAOEC wurden an eine Pumpe im
Bioreaktor (Frauenhofer, Miunchen, Deutschland) angeschlossen und bei einer
Temperatur von 37 °C und einem CO.-Gehalt von 5 % unter Fluss kultiviert. Ein
Laborglas, gefillt mit 30 ml Endothelzellmedium + 75 yl Gentamycin wurde Uber die
Pumpe mit den u-Slides verbunden, sodass ein geschlossener Kreislauf hergestellt
wurde. An einen dritten Ausgang des Laborglases wurde ein Luftfilter konnektiert. Die
ersten 30Min wurde die Flussgeschwindigkeit auf 9 ml/Min eingestellt. Danach erfolgte
die Erhéhung der Flussgeschwindigkeit auf 14,5 ml/Min, sodass die HAOEC fir 48h bei
einem physiologischen Scherstress von 14 dyn/cm? kultiviert wurden. AnschlieRend
wurden die Zellen Uber einen Zeitraum von 6h mit 100 nM Nik, mit einer erhdhten
Flussgeschwindigkeit (22,5 ml/Min / 21 dyn/cm?), oder der Kombination aus 100 nM Nik
und erhohter Flussgeschwindigkeit behandelt. Wie in 2.2.1.5 wurde auch hier eine
ondulierende Exposition mit Nik gewahlt. Die Exposition mit erhohter
Flussgeschwindigkeit erfolgte kontinuierlich. Fur die ondulierende, als auch fir die

kontinuierliche Exposition wurden Kontrollen angefertigt. Nachdem die Exposition der

23



HAOEC abgeschlossen war, wurden die Zellen fur 10Min mit 4 % Paraformaldehyd (PFA)
fixiert und anschliefiend in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) bei 4 °C — 8 °C

aufbewahrt.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Ve-Cadherin und Integrin B1 Farbungen der HAOEC

Um die Proteinexpression von Ve-Cadherin und Integrin 31 zu quantifizieren wurden
flusskultivierte Zellen immunzytochemisch gefarbt. Hierzu wurde die indirekte
Farbemethode angewandt. Zuerst erfolgte das Abnehmen der Pufferlésung von den
Slides, auf denen die Zellen kultiviert und behandelt worden waren. Die Zellen wurden
in PBS mit 1 % Triton X-100 fur 10Min permeabilisiert. AnschlieRend fand eine
Blockierung mit einer 2 % Bovines Serumalbumin (BSA)-Blockierungsldsung (2.1.5
siehe Losungen) fur 1h statt. Die Primarantikérper wurden in 1 % BSA verdinnt. Die
Verdinnung wurde auf die Zellen pipettiert und bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Zellen doppelt gewaschen, bevor sie mit den
Sekundarantikorpern flir 1h bei Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert wurden.
Danach wurden sie erneut mindestens zweimal gewaschen und eine zehnminutige 4',6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Gegenfarbung durchgefiihrt. Nach abgeschlossener
Farbung erfolgte das Eindecken der Slides mit Mowiol (siehe 2.1.6 Einbettmedium). Am
Tag darauf wurden Aufnahmen der Slides bei 200 x VergréRerung mit Mikroskop und
Kamera gemacht. Wahrend die Belichtungszeit fir DAPI im ZEN blue
Computerprogramm auf 100 ms gesetzt wurde, betrug die Belichtungszeit fur Ve-
Cadherin und Integrin 1 3000 ms. Fir die Auswertung wurde das Programm Fiji is just
Imaged (Fiji) genutzt. Um die Intensitat der Fluoreszenz von Ve-Cadherin und Integrin

B1 pro Bild zu quantifizieren wurde der durchschnittliche Grauwert ermittelt.
Alle Bilder wurden mittels standardisierten Protokolls ausgewertet (Abb. 11):

run("Remove Outliers...", "radius=10 threshold=40 which=Bright");

run("8-bit");

run("Set Measurements...", "area mean standard min centroid center perimeter
integrated median stack display redirect=None decimal=3");

run("Measure");
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C e

File Edt Font Resuts
[Label [Area [Mean [StdDev [Min [Max [X [¥ [xXmvm [Perim_[iniDen [Median [RawiniDen [Sice

1 LINTEGRIN-B11cri 23641834 10439 7127 0 67 8 67605 4856 246803176 8 15069276 1
2 1INTEGRIN-B12c2i 23641834 12165 7409 0 65 68750 4856 287612870 10 17561029 1
3 1INTEGRN-B13.czi 23641834 11233 6507 0 48 67951 4856 10 9 16215316 1
4 1INTEGRIN-B14czi 23641834 10951 6900 0 88 69250 4856 9 15807941 1
5 5.2 34 11484 6941 0 79 8 48 06732 68379 4856 2 2 10 18577211 1
6 34 11399 7814 O 70 48 07217 66845 4856 9 16455223 1
7 11132 7881 0 63 48 93892 6997 4856 9 16069572 1
8 1. VECADHERN3cz 23 34 13117 7864 0 68 48 95712 66526 4856 310110953 11 18934714 1
9 1 VECADHERMNdcz 23641834 13491 8098 0 106 48 97960 69435 4856 318948029 11 19474287 1
10 1.VE-CADHERINSczi 23641834 13652 825% 0 77 8l 48 O7860 64976 4856 322769.076 12 19707502 1

Abb. 11: Beispielhafte Darstellung der Ermittlung des durchschnittlichen Grauwerts fiir Ve-
Cadherin und Integrin B1. Native Bilder (A) wurden zunachst bearbeitet und Artefakte wurden
mittels Threshold beseitigt (B). AnschlieRend wurde der durchschnittliche Grauwert fiir jedes Bild
ermittelt und in einer Tabelle in der Spalte ,Mean‘ angezeigt (C).

Weiter erfolgte die Bestimmung der Anzahl an Zellkernen pro Bild (Abb. 12):
setOption("ScaleConversions”, true);

run("8-bit");

run("Median...", "radius=3");

run("Options...", "iterations=1 count=1 black");

run("Auto Threshold", "method=0tsu white");

run("Watershed");

run("Set Measurements...", "area standard centroid center perimeter median stack
display redirect=None decimal=3");

run("Analyze Particles...", "display clear summarize add");
Der Quotient aus dem durchschnittlichen Grauwert und der Anzahl der Zellkerne wurde

mittels Excel errechnet und diente flr den spateren Vergleich der Proteinexpression

unter den verschiedenen Versuchsgruppen.
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Summary
File Edit Font

Slice [Count [Total Area [Average Size [%Area |[Perim_[Median
1. DAPI1 czi 86 1090867 12684 4614 13518 255
1. DAPI2 czi 71 1006 144 14171 4256 14379 255

1. DAPI3.czi 104 1399001 13452 5917 13844 255
1. DAPI4 czi 106 1397.396 13.183 5911 13809 255
1. DAPI5 czi 126 1627.784 12919 6.885 13658 255

Abb. 12: Beispielhafte Darstellung der Ermittlung der Anzahl der Zellkerne. Native DAPI-
Bilder (A) wurden zunachst bearbeitet um Zellkerne zu ermittelt und zu zahlen (B). Anschlief3end
wurde die Anzahl der Zellkerne fir jedes Bild ermittelt und in einer Tabelle in der Spalte ,Count’
angezeigt (C).

2.2.2.2 Aktin Farbung Farbungen der HAoEC
Um die Morphologie von statisch kultivierten und flusskultivierten HAoEC zu vergleichen

wurde eine Aktin Immunfluoreszenzfarbung mittels direkter Methode durchgefihrt. Wie

in Abschnitt 2.2.2.1 beschrieben wurden die Pufferlosung abgenommen, die Zellen

permeabilisiert und eine Blockierung vorgenommen. Danach wurde der Aktin Antikdrper
in PBS verdunnt (Tabelle 1) und fir 15Min inkubiert.

Primarantikorper Konzentration/Verdiinnung Hersteller
Ve-Cadherin 1:30 Thermo Fischer
Integrin 1 15 pug/mi R&D
DAPI 2 pg/mi Sigma Aldrich
AktinGreen 488 1 Tropfen/mi Thermo Fischer
Solundaranikoper ___ Konaoncalonerdinnung ____Horsillr

AlexaFluor 488 goat anti- 2 Tropfen/ml Thermo Fischer
rabbit

AlexaFluor 594 goat anti- 2 Tropfen/ml Thermo Fischer
rabbit

Tabelle 1: Antikorper fir die immunzytochemischen Farbungen

Nach dem anschlieRenden Waschen der Zellen wurde die Farbung wie in 2.2.2.1 mit

einer DAPI Gegenfarbung und dem Eindecken mittels Mowiol fortgefihrt. Am Folgetag
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wurden mikroskopische Aufnahmen mit individuell passender Belichtungszeit

angefertigt.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 RNA-Extraktion

Vor der RNA-Extraktion wurden die Zellen auf unbeschichteten oder, wie in Abschnitt
2.2.1.4 beschrieben, beschichteten 6-Well Platten behandelt. Anschliel’iend wurden die
Kulturgefalie auf Eis gelagert und ein dreimaliger Waschvorgang mit jeweils 6 ml DPBS
pro Well durchgefihrt. Durch die Zugabe von 350 ul QlAzol Lysispuffer erfolgte die
Auflésung der aulleren Zellmembran, sodass die Zellkulturen mithilfe von Zellschabern
geerntet werden konnten. Das Lysat wurde bis zur RNA-Isolation in Reaktionsgefalien

bei -80 °C eingefroren.

2.2.3.2 RNA-Isolation

Nachdem die RNA extrahiert wurde, erfolgte die RNA-Isolation. Hierzu wurde das Lysat
auf Eis aufgetaut, mit 45 uyl Chloroform vermischt und fir 15 Sekunden (Sek) geschdittelt.
AnschlieRend wurde es fur 30Min bei 12.000 x g und einer Temperatur von 4 °C
zentrifugiert, sodass eine Phasentrennung stattfinden konnte. Die obere, wassrige RNA-
Phase wurde aufgenommen und je nach Menge in einem Verhaltnis von 1:1 mit 70 %
Ethanol (EtOH) prazipitiert. Die weiteren Schritte der RNA-Isolation wurden mithilfe des
RNeasy Mirco Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Protokoll des Herstellers
durchgefuhrt. Die RNA wurde an eine Mini Spin Saule gebunden, bevor sie mit den
Puffern gewaschen wurde. Als Letztes wurde die isolierte RNA in 30 pl RNase freiem
Wasser aus den Mini Spin Saulen herausgeldst. Direkt im Anschluss wurde die

Konzentration der RNA bestimmt.

2.2.3.3 NanoDrop

Die Messung der RNA-Konzentration erfolgte mittels Sepktrophotometer. Es wurde die
Absorption bei 260 nm und 280 nm gemessen und anschlieend der Quotient aus
A260/280 errechnet. Dieser gilt als Indikator fir die Reinheit der isolierten RNA und liegt
im optimalen Fall bei 2,0. Fir die Messungen wurde 1 pl der Proben auf dem
entsprechenden Sensor des Sepktrophotometers appliziert und dreifach bestimmt. Als
Blank wurde RNase freies Wasser verwendet. Im Anschluss an die Messungen wurde
die RNA bei -80 °C aufbewahrt.

2.2.3.4 cDNA Synthese
Die RNA wurde mittels High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Invitrogen,

Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Vilnius, Litauen) in komplementare
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Desoxyribonukleinsdure (cDNA) transkribiert. Hierzu wurden 10 ul RNA (50 ng/pl) und
10 ul Mastermix in Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Tubes pipettiert, anschlielend
kurz zentrifugiert und fir die cDNA-Synthese im Thermocycler inkubiert. Das Pipettieren
der Reagenzien erfolgte auf Eis. Als Kontrolle wurde eine zusatzliche Probe ohne

reverse Transkriptase (-RT) mitgefuhrt. Der Mastermix war wie folgt zusammengestellt:

Komponente Volumen/Probe [pl]
Nuklease freies Wasser 3,2 ul
10x RT Buffer 2yl
25x dNTP Mix 0,8 pl
10x RT Random Primer 2 ul
RNase Inhibitor 1 ul
Multiscribe Reverse Transkriptase 1l
Tabelle 2: Komponenten des Mastermix fiir die cDNA-Synthese
Folgendes Programm wurde fir die cDNA-Synthese verwendet:

Schritt Temperatur [°C] Zeit [Min]
Bindung der Primer 25°C 10Min
Transkription 37 °C 120Min
Inaktivierung der reversen Transkriptase 85 °C 5Min

Tabelle 3: Cycler Programm fiir die cDNA-Synthese
2.2.3.5 qRT-PCR

Um die Genexpression der unterschiedlich exponierten HAoOEC vergleichen zu kénnen,
wurde die cDNA (-RT Kontrolle) mithilfe von spezifischen Primern in einer Real-Time
quantitative Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR) amplifiziert und im Anschluss tber
Floureszenzdetektion quantifiziert. Hierflr kam ein interkalierender Farbstoff in Form von
Sybr Green | zur Anwendung. Zunachst wurde 1 yl cDNA pro Probe in eine 96-Well
Mikrotiterplatte eingesetzt und anschliefend 19 pl Mastermix hinzugefugt. Fir jede
Probe ist eine Doppelbestimmung angesetzt worden. Der Mastermix war wie folgt

zusammengestellt:
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Komponente Volumen/Probe [ul]

PowerUp™ SYBR™ Green Master 10 pl
Mix (Thermo Fisher, Waltham, USA)

Primer (verdiinnt) 1 ul
Destilliertes Wasser 8 ul

Tabelle 4: Komponenten des Mastermix fiir die qRT-PCR

Allen Laufen wurde eine negative Wasserkontrolle mitgefihrt. Als Housekeeping Gen
wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) genutzt. Nach dem

Pipettieren, wurden die 96-Well Mikrotiterplatten verschlossen und zentrifugiert.

Fur die Amplifikation und Fluoreszenzdetektion wurde das CFX96™ Real-Time System
sowie das Bio-Rad CFX Manager Programm verwendet. Da die gqRT-PCR mit einem
interkalierenden Farbstoff durchgefliihrt wurde, erfolgte im Anschluss der Amplifikation

eine Schmelzkurvenanalyse, um die Spezifitdt der Amplifikate zu bestimmen.

Das Cycler Programm wurde wie folgt eingestellt:

Schritt Temperatur [°C] Zeit [Sek]

Denaturierung 95,0 °C 180Sek 1

Amplifikation 95,0 °C 10Sek 44
60,0 °C 60Sek

Schmelzkurve: Kontinuierlicher Anstieg der Temperatur von 50 °C auf 95 °C alle 5
Sekunden um 0,5 °C

Tabelle 5: Cycler Programm fiir die gqRT-PCR

Die Auswertung der Daten erfolgte mithilfe von Excel. Sie wurden mittels ddCT-Methode

und Fold Change Wert 299t analysiert und zur Kontrolle normalisiert.
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Primer Verdiinnung Hersteller

GAPDH 1:20 Quiagen
Nektin 1:3 OriGene
Ve-Cadherin 1:3 OriGene
Integrin 1 1:3 OriGene
Integrin a1 1:3 OriGene
Integrin a2 1:3 Sino Biological
Integrin a6 1:3 Origene
Galektin 9 1:20 biozol
Galektin 3 binding protein 1:20 biomol
Galektin 3 1:3 biomol

Tabelle 6: Primerliste fiir die qRT-PCR

2.2 .4 Bioinformatische Methoden

Um etwaige Einflisse von Nik oder Ang Il auf das Transkriptom der HAOEC zu
untersuchen und differential expressed genes (DEG) ausmachen zu kbnnen wurde eine
RNA-Sequenzierung durchgefuhrt. Hierfur wurden HAoEC Uber 24h mit 100 nM Nik, 100
nM Ang Il und deren Kombination behandelt, sowie eine Kontrolle angefertigt. Die RNA
wurde wie oben beschrieben isoliert und in Zusammenarbeit mit dem Labor fur
Genomics & Transcriptomics, Biologisch-Medizinisches Forschungszentrum der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf weiterverarbeitet. Dieses hat die Qualitat und
Quantitat der RNA-Proben gemessen, fertigte die sog. Library an und fuhrte die RNA-
Sequenzierung durch. Die RNA-Sequenzen wurden im Fast Alignment Sequence
Quality (FASTQ) Format Ubermittelt und eigenstandig ausgewertet. Es folgt die
Beschreibung der Methoden, die durch das Labor fir Genomics & Transcriptomics

durchgeflhrt wurden.

2.2.4.1 Messung der RNA-Qualitat und Quantitat

Die RNA-Proben wurden quantifiziert (Qubit RNA HS Assay, Thermo Fisher
Scientific) und die Qualitdt wurde mittels Kapillarelektrophorese unter
Verwendung eines Fragment Analyzers und dem ‘Total RNA Standard Sensitivity
Assay‘ (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien) gemessen. Alle Proben
wiesen eine hohe RNA-Qualitat (RQN dber 9,8) auf.
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2.2.4.2 Anfertigung der Library

Die Anfertigung der Library erfolgte gemal dem Herstellerprotokoll unter
Verwendung des 'lllumina Stranded Total RNA Prep, Ligation with Ribo-Zero Plus
Library Prep Kit' (lllumina Inc., San Diego, Kalifornien). Fir die ribosomal
depletion, Fragmentierung, cDNA-Synthese, Adapterligierung und library

amplification wurden 500 ng RNA verwendet.

2.2.4.3 RNA-Sequenzierung

Die Library wurden aufgereinigt, normalisiert und anschlieRend mit einer
Sequenzlange von 1 x 151 Basepaaren mittels HiSeq 3000/4000 System
(llumina Inc., San Diego, Kalifornien) sequenziert. Bevor die Daten zur weiteren
Analyse an unsere Arbeitsgruppe uUbermittelt wurden, wurde das bcl2fastq2
Programm genutzt um die Daten vom Base-Call (BCl) Format in das FastQ
Format zu konvertieren, sowie ein Adapter Trimming und Demultiplexing

durchzufihren.

2.2.4.4 Analyse der RNA-Sequenzen

Nachdem die RNA-Sequenzen im FASTQ Format erhalten wurden, wurde zunachst
Qualitatsanalyse der Proben mit FastQC (v11.9) ermittelt und in Form eines MultiQC
(v1.7) Berichts geblindelt dargestellt [94, 95]. Durch das Mapping, wurde anschlielRend
die Lage der Rohsequenzen auf dem Referenzgenom ermittelt. Hierzu wurden das
Programm STAR (v2.7.10a) genutzt [96]. Dieses hat die Rohsequenzen dem
Referenzgenom (Genome Reference Consortium Human Reference 38/hg38) von der
University of California Santa Cruz (UCSC) Genome Datenbank zugeordnet [97]. Mithilfe
von featureCounts (v2.0.1) wurden die Anzahl an Sequenzen fur jedes Gen ausgezahlt
und in einer Tabelle festgehalten [98]. Anhand dieser Tabellen liel3 sich eine Principal
Component Analysis (PCA) und Differential Expression Analysis durchflihren. Die PCA
ermdglicht es die Varianz der Proben zu visualisieren und wurde mit R 4.3.1
durchgefiihrt. Das DESeq2 Paket (v1.26.0) von R wurde fir die Normalisierung und die
Analyse der DEG zwischen den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe genutzt [99].
Um die Anzahl an falsch-positiven Resultaten zu reduzieren, wurden ausschliellich
Gene mit einer False Discovery Rate (FDR) von maximal 5 % (p-adjusted (padj) < 0,05)
als statistisch signifikant angesehen. Die Ergebnisse der DESeq2 Analysen wurden in

Volcano Plots dargestellt.

2.2.4.5 In-Silico Analyse
Mithilfe von GenMANIA (v3.6.0) wurden die Top 100 Interaktionsgene von LGALSSY,
LGALS3 und LGALS3BP ermittelt [100]. Um Interaktionsgene, die eine Relevanz in der
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Zelladhasion haben, zu finden, wurden anschlieBend Uberlappungen der
Interaktionsgene und einem Zelladhasion Genset (GO:0007155) der Molecular
Signatures Database (MSigDB) ermittelt [101, 102].

2.2.5 Statistik

Fur die statistische Auswertung und die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde
das Programm GraphPad Prism 9.1.2 (Graphpad Software, La Jolla, USA) genutzt. Es
wurden verschiedene statische Tests zur Analyse der Daten verwendet. Die jeweils
angewendeten Tests sind in der entsprechenden Abblidungsunterschrift vermerkt. Das
statistische Signifikanzniveau wurde aur einen p-Wert von < 0,05 festgelegt. Die Daten

wurden als Mittelwert + Standardfehler (SEM) mit einzelnen Datenpunkten dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse gqRT-PCR

3.1.1 Genexpressionslevel von Zell-Zell Adhasionsproteinen

Zunachst wurde der Einfluss von Nik und Ang Il auf die Genexpression von AJ-
Adhasionsproteinen in Form von Ve-Cadherin und Nektin mittels qRT-PCR quantifiziert.
Hierfir wurden die HAoOEC auf unterschiedlich beschichteten 6-Well Platten Uber einen
Zeitraum von 6h mit Nik, Ang Il exponiert. Wahrend keine statistisch signifikante
Regulation von Ve-Cadherin in HAOEC auf unbeschichteten oder Kollagen
beschichteten 6-Well Platten zu erkennen ist, sorgt die Nik Exposition der HAoEC auf
Laminin beschichteten 6-Well Platten fiur eine im Vergleich zur Kontrolle signifikant
héhere Expression von Ve-Cadherin (p = 0,0046) (Abb. 13 A-C). Fir die Expression von
Nektin konnten keine statistisch signifikanten Regulationen ermittelt werden (Abb. 13 D-
F).
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Abb. 13: Genexpressionslevel von Zell-Zell Proteinen in HAOEC auf unterschiedlich
Beschichtungen. A-F: Transkriptionslevel von Ve-Cadherin (A-C) und Nektin (D-F) in HAOECs,
die auf unterschiedlich beschichteten 6-Well Platten kultiviert wurden und mit 100 nM Nikotin
(Nik), 100 nM Angiotensin Il (Ang Il) und deren Kombination (Komb) exponiert wurden. Fir die
Analyse wurde die AACT-Methode genutzt. GAPDH wurde als Referenz (Housekeeper) genutzt.
Die Daten sind als Fold Change vs. Kontrolle dargestellt. **p-Wert (p) < 0,005; one-way Anova
mit Dunnett Correction oder t-test (n=4-9).
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3.1.2 Genexpressionslevel von Zell-Matrix Adhasionsproteinen

Weiter wurde der Einfluss von Nik und Ang Il auf die Genexpression von Zell-Matrix
Adhasionsproteinen wie Integrin a1 (ITGA7), Integrin a2 (ITGA2), Integrina6 (/ITGAG6)
und Integrin B1 (/ITGB1) quantifiziert. Sowohl fur die Expression von ITGA1, als auch
ITGAG6 lassen sich, unabhangig der Beschichtung, keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen und der jeweiligen Kontrolle feststellen (Abb. 14 A-C/G-
). Auch fiir die Expression von ITGA2 und ITGB1 in HAOEC, die auf unbeschichteten
oder Kollagen beschichteten 6-Well Platten kultiviert wurden, kénnen keine signifikanten
Unterschiede ermittelt werden (Abb. 14 DI/E, J/K). Lediglich auf Laminin kultivierte
HAOEC zeigen signifikante Unterschiede in der Expression von ITGAZ2 (p = 0,0034) und
ITGB1 (p = 0,0363). Eine kombinierte Exposition mit Nik und Ang Il fihrt zu einer
signifikant niedrigeren Expression von ITGA2, wahrend die alleinige Nik Exposition fir

einen signifikanten Anstieg der ITGB1 Expression sorgt (Abb. 14 I/L).
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Abb. 14: Genexpressionslevel von Zell-Matrix Proteinen in HAoECs auf unterschiedlich
Beschichtungen. A-L: Transkriptionslevel von Integrin a1 (/TGA17) (A-C), Integrin a2 (ITGA2)
(D-F), Integrin a6 (ITGA6) (G-l) und Integrin 31 (/TGB17) (J-L) in HAOECsSs, die auf unterschiedlich
beschichteten 6-Well Platten kultiviert wurden und mit Nikotin (Nik), Angiotensin Il (Ang II) und
deren Kombination (Komb) exponiert wurden. Fur die Analyse wurde die AACT-Methode genutzt.
GAPDH wurde als Housekeeper genutzt. Die Daten sind als Fold Change vs. Kontrolle
dargestellt. *p < 0,05, **p < 0,005; one-way Anova mit Dunnett Correction oder t-test (n=4-9).
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3.2 Ergebnisse- u-Slides

3.2.1 Zellkultivierung unter Fluss

Fur die Zellkultivierung unter Fluss wurden zunachst das Verhalten der HAoOEC auf
unbeschichteten, sowie Kollagen IV und Laminin beschichteten u-Slides charakterisiert.
Nachdem die HAOEC unter Fluss kultiviert wurden, wurde die Konfluenz des Zellrasens
unter einem Lichtmikroskop evaluiert. In der Betrachtung lasst sich feststellen, dass der
Zellrasen auf Kollagen und Laminin beschichteten u-Slides dicht ist und keine groReren
Abtragungen des Zellrasens zu erkennen sind (Abb. 15 A/B). Im Vergleich dazu fallt auf,
dass der Zellrasen auf unbeschichteten u-Slides wesentlich lichter ist und Teile des
Zellrasens durch das Wirken von Scherstress abgetragen werden (Abb. 15 C).
AnschlieRend wurde durch eine Aktin Farbung die Ausrichtung der HAOEC
charakterisiert. Man sieht, dass sich die HAOEC sowohl auf Kollagen, als auch auf

Laminin beschichteten u-Slides entlang der Flussrichtung ausrichten (Abb. 15 D/E).

A Kollagen B Laminin C Unbeschichtet

Abb. 15: Darstellung des Zellrasens unter Flussbedingungen. Wahrend die Beschichtung
der Channel Slides mit Laminin und Kollagen fiir den Erhalt eines dichten und konfluenten
Zellrasens sorgt (A/B), ist erkennbar, dass die HAOECs auf unbeschichteten Channel Slides nicht
adhérent sind und durch den Scherstress abgetragen werden (C). Die Aktin Farbung sorgt flr
eine Farbung der Aktinfilamente des Zytoskeletts. Sie zeigt, dass sich die HAOECs unter Fluss
auf Kollagen und auf Laminin beschichteten Channel Slides ausrichten (D/E). Fluoreszensbilder
erstellt mit Fiji is just ImagJ (Fiji).

Auf Grund der dargestellt Ergebnisse wurde die Zellkultivierung unter Fluss auf
unbeschichtete u-Slides fur folgende Versuche als ungeeignet beurteilt und im weiteren

Verlauf nichtmehr angewandt.
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3.2.2 Proteinexpressionslevel von Integrin 1 und Ve-Cadherin

Um den Einfluss von Nik und Bluthochdruck — simuliert durch eine erhdhte
Flussgeschwindigkeit - auf die Proteinexpressionslevel von Integrin 1 und Ve-Cadherin
von HAoEC zu untersuchen, wurden HAoOEC in einem Bioreaktor unter Fluss kultiviert
und behandelt. Durch anschlieBende immunzytochemische Aufbereitungen konnten die

Proteinexpressionslevel quantifiziert werden.

Fur die HAoOEC, welche auf Kollagen beschichteten u-Slides kultiviert wurden, lassen
sich keine signifikanten Unterschiede zu den Vergleichskontrollen flir die Expression von
Integrin B1 feststellen (Abb. 16 A/B). Fur die Expression von Ve-Cadherin stellen sich
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede dar, wobei sich in Nik und Komb exponierten
HAOEC eine in der Tendenz niedrigere Expression zeigt (Abb. 16 C/D). Weiter wurde
mittels Pearsons Korrelationstest untersucht, inwiefern die Expression von Integrin 31
und Ve-Cadherin miteinander korreliert. Sowohl fur die undulierende Exposition (r =
0,8206, p < 0,0001), als auch fir die konstante Exposition (r = 0,9430, p < 0,0001) der
HAOEC zeigt sich, dass es eine statistisch signifikante positive Korrelation der
Expression von Integrin B1 und Ve-Cadherin gibt (Abb. 16 E/F). Abb. 16G zeigt
Fluoreszenzbilder aller Kontroll- und Versuchsgruppen fir die Zellkultivierung unter
Fluss auf Kollagen beschichteten u-Slides. Obwohl sich in der Betrachtung kaum
Unterschiede zwischen den Gruppen ausmachen lassen, lasst sich dennoch die in der
Tendenz niedrige Expression von Ve-Cadherin in Nik und Komb behandelten HAOEC im

Vergleich zu Kontrolle auch visuell bestatigen (Abb. 16 G).

HAOEC, die auf Laminin beschichteten u-Slides kultiviert wurden, zeigen eine signifikant
niedrige Expression von Integrin 1 nach der Exposition mit Komb im Vergleich zur
Kontrolle (p = 0,0139) (Abb. 17 A). Fur die Exposition mit Nik oder erhdhter
Flussgeschwindigkeit sind keine signifikanten Unterschiede fir die Integrin B1
Expression erkennbar (Abb. 17 A/B). Fur die Expression von Ve-Cadherin stellen sich
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede dar, wobei Nik exponierte HAOEC eine in der
Tendenz hdhere Expression verglichen zur Kontrolle zeigen (Abb. 17 C/D). Auch fir die
HAOEC, welche auf Laminin kultiviert wurden, wurde die Korrelation der Expression von
Integrin B1 und Ve-Cadherin untersucht. Wie fur HAOEC, die auf Kollagen kultiviert
wurden, stellt sich fur die undulierende Exposition (r = 0,7416, p = 0,0004) und fir die
konstante Exposition (r = 0,7900, p = 0,0022) der HAOEC eine statistisch signifikante
positive Korrelation der Expression von Integrin f1 und Ve-Cadherin dar (Abb. 17 E/F).
Bei Betrachtung der Fluoreszenzbilder (Abb. 17 G) bestatigt sich die niedrigere

Expression von Integrin 1 fir die Komb Versuchsgruppe auch visuell.
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Abb. 16: Proteinexpressionslevel von Ve-Cadherin und Integrin 1 von flusskultivierten
HAOECs auf Kollagen. A-D: Proteinexpressionslevel von Integrin 1 und Ve-Cadherin in
HAOECSs, die auf Kollagen beschichteten Channel Slides flusskultiviert (14,5 ml/Min) wurden und
mit Nikotin (Nik), Erhdhtem Fluss (22,5 ml/Min) und deren Kombination (Komb) exponiert wurden.
Fir die Analyse wurde das Programm Fiji genutzt, wobei der Quotient aus Grauwert und Anzahl
der Zellkerne gebildet wurde. Dieser Diente fir die statistische Analyse. *p < 0,05; one-way Anova
mit Dunnett Correction (n=6). E/F: Pearsons Korrelationstest fur die Proteinexpressionslevel von
Integrin 1 und Ve-Cadherin. *p < 0,05; (n=12-18). G: Fluoreszenzbilder aller Kontroll- und
Versuchsgruppen.
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Abb. 17: Proteinexpressionslevel von Ve-Cadherin und Integrin 1 von flusskultivierten
HAOECs auf Laminin. A-D: Proteinexpressionslevel von Integrin 1 und Ve-Cadherin in
HAOECSs, die auf Laminin beschichteten Channel Slides flusskultiviert (14,5 ml/min) wurden und
mit Nikotin (Nik), Erhéhtem Fluss (22,5 ml/min) und deren Kombination (Komb) exponiert wurden.
Fur die Analyse wurde das Programm Fiji genutzt, wobei der Quotient aus Grauwert und Anzahl
der Zellkerne gebildet wurde. Dieser Diente fir die statistische Analyse. *p < 0,05; one-way Anova
mit Dunnett Correction (n=6). E/F: Pearsons Korrelation Test fir die Proteinexpressionslevel von
Integrin 1 und Ve-Cadherin. *p < 0,05; (n=12-18). G: Fluoreszenzbilder aller Kontroll- und
Versuchsgruppen.
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3.3 Ergebnisse RNA-Sequenzierung

Um Aufschluss uber weitere potenziell bedeutende Gene fur die Endothelintegritat und
damit verbundene potentielle Signaltransduktionswege zu erhalten, wurde eine
Transkriptionsanalyse mittels RNA-Sequenzierung durchgefuhrt. Hierzu wurden HAoOEC
mit Nik, Ang Il und deren Kombination flr 24h exponiert. Zusammen mit der

Kontrollgruppe (K) gab es insgesamt vier Gruppen: K, Nik, Ang Il und Komb.

3.3.1 Probenqualitat

Zunachst wurde die Qualitat der RNA-Sequenzen aller Proben ermittelt und in einem
MultiQC Bericht zusammengefast. Die Analyse geht als erstes auf die
Wahrscheinlichkeit das eine Base vom Basecaller korrekt erkannt wurde ein und gibt
diese im sog. Phred Score wieder. Abb. 18A stellt den durchschnittlichen Phred Score
(y-Achse) aller Sequenzen flir jede Basenposition (x-Achse) dar. Dabei reprasentiert
eine Kurve jeweils eine Probe. Alle Proben weisen fur alle Basen einen Phred Score von
Uber 30 auf. In Abb. 18B wird die Anzahl an Sequenzen (y-Achse) pro Phred-Score (x-
Achse) dargestellt. In allen Proben liegt der Phred Score fir nahezu alle Sequenzen bei
uber 30.

FastQC: Mean Quality Scores FastQC: Per Sequence Quality Scores

FastQC: Per Sequence GC Content FastQC: Per Base N Content

Abb. 18: MultiQC Bericht zur Probenqualitdt 1/2. In allen Diagrammen (A-D) représentiert eine
Kurve jeweils eine Probe (n=12). Teilweise Uberlappen die Kurven. A: Darstellung des
durchschnittlichen Phred Scores fiir jede Basenposition in den Sequenzen. B: Darstellung der
Anzahl an Sequenzen pro Phred Score C: Darstellung des durchschnittlichen Anteils von Guanin
und Cytosin (GC) innerhalb der Sequenzen D: Darstellung des Prozentsatzes an ‘N* Calls des
Basecallers fur jede Basenposition. (Erstellt mit MultiQC). Programm: MultiQC (v1.7).
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In Abb. 18C ist der durchschnittliche Anteil von Guanin und Cytosin (GC-Anteil)
innerhalb aller Sequenzen einer Probe dargestellt. Wie erwartet sind alle Kurven
annahernd normalverteilt, wobei die Proben eine kleine Spitze bei 80 % aufweisen. Der
Anteil der Basen, die der Basecaller nicht mit ausreichender Sicherheit erkennen konnte
wird in Abb. 18D gezeigt. Dieser Anteil wird als N-Anteil bezeichnet und liegt fir alle
Proben ab Base 3 < 0,01 %.

Die Analyse gibt auflerdem Aufschluss Uber den Inhalt pro Basensequenz (Per base
sequence content), den Anteil an Adaptersequenzen, den Anteil an Uberreprasentierten

Sequenzen und der Anzahl an Sequenzduplikaten.

Kontrolle 1 FastQC: Sequence Counts
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Abb. 19: MultiQC Bericht zur Probenqualitét 2/2. A: Darstellung des Inhalts pro Basensequenz
fur die Probe Kontrolle1. B: Darstellung des Anteils an Sequenzduplikationen. (Erstellt mit
MultiQC). Programm: MultiQC (v1.7)

Der Inhalt pro Basensequenz gibt das Verhaltnis der vier Basen fir jede Position
innerhalb der Sequenzen einer Probe an und ist fir die ersten 10 - 15 Basen in allen
Proben nicht uniform verteilt. Ab Base 15 zeigt sich der Anteil der vier Basen Uber die
Lange der Sequenzen annahernd uniform. Abb. 19A zeigt das Verhaltnis der vier Basen
fur die Probe Kontrolle1 exemplarisch. Der Anteil an Adaptersequenzen liegt bei allen
Proben < 0,1 %. Der Anteil an Uberreprasentierten Sequenzen ist bei allen Proben < 1
%. Die Anzahl an Sequenzduplikaten liegt im Durchschnitt bei ca. 70 % (Abb. 19B).

3.3.2 Probenvarianz

Um die Varianz der Genexpression innerhalb aller Proben zu ermitteln wurde eine PCA
durchgeflihrt. Es zeigt sich, dass sich die Proben der einzelnen Gruppen (K, Nik, Ang I
und Komb) nicht in Clustern bindeln und stattdessen nur unzulénglich voneinander
abgrenzen lassen (Abb. 20). Die Proben K1, K3, Angll1, Angll2, Komb1, Komb2,
Komb3, Nik1 und Nik3 bilden ein groRes Cluster. Deutlich auf’erhalb dieses Clusters
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liegen die Proben Nik2 und K2. Sie zeigen eine starke Varianz in der Genexpression im

Vergleich mit allen anderen Proben.
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Abb. 20: Probenvarianz in der Genexpression. PCA-Plot, der die Varianz aller Proben
(Kontrolle, Nikotin, Ang Il, Komb) in Bezug auf deren Genexpression darstellt. n=3. Programm: R
(v4.3.1)

3.3.3 Differentielle Genexpressionsanalyse

In weiteren Verlauf wurde die Genexpression der Versuchsgruppen und der
Kontrollgruppe verglichen. Dieser Vergleich wurde mithilfe des R Pakets DESeq2
durchgefiuhrt. Die Analyse zeigt eine signifikant hohere Expression von TAP1
(Transporter associated with antigen processing 1) in Nik exponierten HAOECs (Tabelle
7). Eine Ang Il Exposition fuhrt zu keiner signifikanten Regulation der Gene (Tabelle 7).
Wurden die HAOEC mit Komb behandelt, lassen sich finf signifikant regulierte Gene
feststellen. Signifikant erhéht exprimiert werden Matrix-Metalloproteinase 1 (MMP1) und
Thymosin a1 (PTMA), wahrend es fur das nicht kodierende Gen KCNQ10OT1, Epidermal
Growth Factor-Like Protein 8 (EGFL8) und das RNA-Gen LOC7007190986 zu einer

niedrigeren Expression kommt (Tabelle 7).
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Gen

Nikotin vs. Kontrolle

Log2FoldChange

p-Werte (p)

p-adjustiert (padj)

Angiotensin Il vs. Kontrolle

TAP1 0,1459 3,63E-07 0,0080
LGALS9 0,2640 6,93E-06 0,0654
RPS12 -0,1447 8,81E-06 0,0654
HMGA2-AS1 -0,4382 1,80E-05 0,0963
RPS20 -0,1310 2,16E-05 0,0963

Kombination vs. Kontrolle

MMP1 0,1510 8,81E-06 0,1541
POTEM 0,2935 0,0005 0,9999
LINCO1106 0,2754 0,0016 0,9999
SNORD&4 0,1975 0,0047 0,9999
ZBTB12 0,1707 0,0018 0,9999

PTMA 0,1301 1,71E-06 0,0182
KCNQ10T1 -0,3078 2,02E-06 0,0182
LOC100190986 -0,2305 2,46E-06 0,0182
EGFLS8 -0,0003 5,81E-06 0,0257
MMP1 0,1698 5,73E-06 0,0257
Tabelle 7: Top 5 Gene der differentiellen Genexpressionsanalyse
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Abb. 21: Differentielle Genexpressionsanalyse: Versuchsgruppen vs. Kontrolle. A-C:
Volcano Plots, die differentiell exprimierte Gene (DEGs) der RNA-Sequenzierung Analyse von
HAOECs exponiert mit Nikotin (Nik) (A), Angiotensin Il (Ang Il) (B) und Kombination (Komb) (C)
vs. Kontrolle zeigen. Die signifikant hochregulierten Gene (Rot) und signifikant runterregulierten
Gene (Blau) mit padj < 0,05 sind in entsprechender Farbe markiert. Relevante Gene sind mit
ihrem Gen Namen hervorgehoben. n=3. Programm: DESeq2 R-Paket (v1.26.0)
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Im Hinblick auf Gene, die in der Zell-Zell und/oder Zell-Matrix Adhasion beteiligt sind,
fallt vor allem die erhdhte Expression von LGALS9 (Galektin-9) (padj = 0,0654) und auch
LGALS3BP (Galektin-3 bindendes Protein) (padj = 0,1567) in Nik behandelten HAoOEC
auf (Abb. 21 A). In Ang Il und Komb exponierten HAOEC zeigen sich in der differentiellen
Genexpressionsanalyse keine nennenswerten Tendenzen in der Expression dieser
Gene (Abb. 21 B/C).

3.3.4 gRT-PCR-Validierung

Um die Ergebnisse der differentiellen Genexpressionsanalyse fir relevante Gene zu
validieren, wurde eine qRT-PCR durchgefihrt. HAOEC wurden auf Laminin oder
Kollagen beschichteten 6-Well Platten mit Nik, Angio Il und Komb behandelt. Es zeigen
sich keine signifikanten Veranderungen in der Genexpression von LGALS9, LGALS3BP
und LGALS3 in HAOEC, die auf Laminin beschichteten 6-Well Platten kultiviert und
exponiert wurden (Abb. 22 A-C).
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Abb. 22: Genexpressionslevel von Galektinen in HAOECs auf Laminin und Kollagen. A-F:
Transkriptionslevel von Galektin-9 (LGALS9), Galektin-3 bindendes Protein (LGALS3BP) und
Galektin-3 (LGALS3) in HAOECs, die auf Laminin und Kollagen kultiviert wurden und mit 100 nM
Nikotin (Nik), 100 nM Angiotensin Il (Ang Il), sowie deren Kombination (Komb) exponiert wurden.
Fir die Analyse wurde die AACT-Methode genutzt. GAPDH wurde als Housekeeper genutzt. Die
Daten sind als Fold Change vs. Kontrolle dargestellt. **p-Wert (p) < 0,005; Grubbs’ test und one-
way Anova mit Dunnett Correction oder t-test (n=4).
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Fir HAoEC, die auf Kollagen kultiviert und mit Nik behandelt wurden, erhéht sich jedoch
die Expression von LGALS9, LGALS3BP und LGALSS3 statistisch signifikant (Abb. 22
D-F). Die Komb Exposition sorgt fur eine signifikant erhéhte Expression von LGALS3BP
in auf Kollagen kultivierten HAOEC (Abb. 22 E).

3.3.5 In-silico Interaktionsanalyse

Um etwaige Geninteraktionen von LGALS9, LGALS3 und LGALS3BP auszumachen
wurde eine in-silico Interaktionsanalyse durchgefihrt. Diese ermdglicht eine
Identifikation der Top 100 Interaktionsgene (Abb. 23 A). Ein anschlieRender Vergleich
der Interaktionsgene mit einem Zelladhasion Genset zeigt, dass 24 Interaktionsgene
eine Funktion in der Adhasion von Zellen haben (Abb. 23 B). Diese Gene sind in Tabelle

8 nach Interaktionsrank-Reihenfolge aufgelistet.

A Top 100 Interaktionsgene B

@ u@n Top 100 Interaktionsgene Genset Zelladhé&sion

1507

Abb. 23: Interaktionsgene von LGALSY9, LGALS3BP und LGALS3 mit Fokus auf
Zelladhasion. A: Interaktionsnetzwerkanalyse von LGALS9, LGALS3BP und LGALSS3. B: Venn
Diagramm, dass die Schnittmenge der Interaktionsgene und dem Genset Zelladhasion zeigt.
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Interaktionsgene von LGALS9, LGALS3BP und LGALS3 in der Zelladhésion

4 LGALS1 Galectin 1 49 CTNNB1 Catenin Beta 1

7 FCGR2B Fc Gamma Receptor Ilb 60 PTEN Phosphatase And Tensin Homolog
10 PTPRT | " Ote'”RTe}’gg;;’;f ’ij;‘fg”a’ase 66 CcD63 CD63 Molecule

13 | LGALS9C Galectin 9C 68 | ALcam | ActivatedLeukoayte Cell Adhesion
17 LGALS9B Galectin 9B 70 CD6 CD6 Molecule

18 FN1 Fibronectin 1 73 SIGLEC5 Sialic Acid Binding Ig Like Lectin 5
19 LGALS4 Galectin 4 74 S100A11 S100 Calcium Binding Protein A11
20 ABL1 ABL P z;gr‘;;fggigelgn Non- | s2 | vcam1 | Vascular Cell Adhesion Molecule 1
27 | LGALS7B Galectin 78 87 | siGLEC1o | SialcAcidBinding lg Like Lectin
40 LGALS2 Galectin 2 90 SIGLEC6 Sialic Acid Binding Ig Like Lectin 6
42 HLA-A e ';’}Zﬁcggg’:tlszity 92 | GPNMB Glycoprotein Nmb

44 ITGB1 Integrin Beta 1 98 MMP2 Matrix Metallopeptidase 2

Tabelle 8: Interaktionsgene von LGALS9, LGAL3BP und LGALS3 im Zelladh&dsion Genset
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4. Diskussion

Die AD stellt eine lebensbedrohliche Notfallerkrankung dar. Laut einer britischen Studie
aus dem Jahr 2020 versterben schatzungsweise 20 % der Patienten mit AD, bevor Sie
ein Krankenhaus erreichen [103]. Selbst wenn die Patienten ein Krankenhaus erreichen
und entsprechend versorgt werden kénnen, liegt die Mortalitat in den ersten 30 Tagen
bei 16,9 % [104]. Auf Grund der hohen Letalitdt von AD, ist es daher im allgemeinen
Interesse die pathophysiologischen Entstehungsprozesse dieser Erkrankung besser zu
ergrinden. Bekannt ist, dass die AD eine multifaktorielle Erkrankung ist, die im
Wesentlichen durch eine geschwachte GefalRwand und durch erhdhten Scherstress
ausgeldst wird, sodass ein Intimaeinriss folgt [17]. Wahrend die pathophysiologischen
Mechanismen in der Tunica Media in den letzten Jahren im Mittelpunkt der Forschung
zur AD standen, wurde in dieser Arbeit der Einfluss von etablierten Risikofaktoren wie
Rauchen und aHT auf die mechanische Endothelintegritat untersucht. Dazu wurden
zunachst die Gen- und Proteinexpression von essentiellen Zell-Zell und Zell-Matrix-
Adhasionsproteinen in Nik und Ang Il exponierten HAOEC analysiert. Sie verleihen dem
Endothel seine mechanische Stabilitdt indem sie die Endothelzellen untereinander und
mit der Basalmembran verbinden. Anschlieend sollte eine Transkriptomanalyse mittels
RNA-Sequenzierung Aufschluss Uber weiterer Gene mit potentieller Rolle in der
Modulation der Endothelintegritat geben. Insgesamt deuten die Daten auf signifikant
erhohte Nik induzierte Genexpressionslevel von sowohl Zell-Zell, als auch Zell-Matrix
Adhasionsproteinen und ermittelten die Galektinfamilie als potentiellen novellen

Regulator in der Modulation von der Endothelintegritat.

Das bedeutendste Adhasionsprotein fur die Zell-Zell Verbindung ist Ve-Cadherin. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine signifikant erhohte Genexpression von Ve-
Cadherin in statisch kultivierten HAOEC, die mit Nik exponiert wurden. Wahrend Naik et
al. auch auf Proteinexpressionsebene eine signifikant erhéhte Expression von Ve-
Cadherin nach Nik Exposition in humanen zerebralen mikrovaskularen Endothelzellen
(hCMEC/D3) feststellen konnten, zeigen die Daten dieser Forschungsarbeit keine
signifikant erhéhte Expression von Ve-Cadherin in HAOEC [105]. Im Vergleich fallt auf,
dass Naik et al. eine deutlich langere Nik Exposition, sowie eine starkere Nik
Konzentration fir ihre in-vitro Experimente gewahlt haben [105]. Studien zeigen, dass
die Wahl der Nik Konzentration einen signifikanten Einfluss auf die
Forschungsergebnisse hat - hier gilt grundsatzlich je hoher die Konzentration, desto
eindeutiger die Ergebnisse [106, 107]. Folglich bleibt hypothetisch festzuhalten, dass die
Nik Effekte auf transkriptionellen Niveau durchaus konzentrationsabhangig sein

koénnten. Fur eine erhdhte Expression des Adhasionsproteins Ve-Cadherin kénnte Nik
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induzierter oxidativer Stress sorgen. Leji et al. zeigen, dass oxidativer Stress zur einer
erhohten Ve-Cadherin Expression flihrt und gehen davon aus, dass dies Teil eines
zellschitzenden Reaktionsmechanismus ist [108]. Auch ist bekannt, dass der bei
Hypoxie gebildete Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierter Faktor 1a (HIF1a) die
Expression von Ve-Cadherin verstarkt [109]. Da Nik ein etablierter Faktor fir die
Induktion von oxidativem Stress ist und auch zu erhéhter HIF 1a-Expression fliihren kann,
sind dies potentielle Mechanismen, die eine Erklarung fur eine erhdhte durch Nik
ausgeldste Ve-Cadherin Expression liefern kdnnten [110, 111]. Nichtsdestotrotz deuten
Ergebnisse anderer Studien, entgegen der Ergebnisse dieser Arbeit oder derer von Naik
et al., auf eine deutlich niedrigere endotheliale Ve-Cadherin Expression nach Nik
Exposition hin [106]. Ahnlich wie fiir das Zell-Zell Adhasionsprotein Ve-Cadherin, kann
fur das Zell-Matrix Adhasionsprotein Integrin 1 eine signifikant erhéhte Genexpression
durch Nik Exposition detektiert werden, wahrend die Quantifizierung der
Proteinexpression von Integrin 31 keine signifikanten Ergebnisse lieferte. Integrin B1 ist
eine bedeutende Integrin Untereinheit und hat entscheidenden Einfluss auf die Adhasion
von Endothelzellen und der Basalmembran [83]. Vergleichbare Studien, die den Einfluss
von Nik auf die Expression von Integrin 1 in Endothelzellen untersuchen, sind dem
Autor nicht bekannt. Hier bedarf es somit weiterfiihrende Experimente um den Einfluss
von Nik auf Integrine und deren Modulation der Zell-Matrix Verbindungen besser zu

verstehen.

Um jene Modulation der Integrine und der Zell-Matrix Verbindungen in von
Endothelzellen und der Basalmembran zu untersuchen, wurden die HAoEC in dieser
Arbeit auf beschichteten KulturgefaRen kultiviert und behandelt. Die Kulturgefalie
wurden mit Kollagen und Laminin beschichtet. Beides sind Komponenten der
Basalmembran und dienen als Ankerproteine von Integrinen. Bei der Betrachtung der
Genexpressionslevel von Ve-Cadherin und Integrin 1 fallt auf, dass die signifikante
Transkriptionsreaktionen unter einer Exposition mit Nik von Laminin abhangig zu sein
scheint. Dies wirde folgernd bedeuten, dass die einzelnen Komponenten der
Basalmembran individuelle Auswirkungen auf die Endothelintegritat hatten. Zu ahnlicher
Annahme kommen Song et al., deren Daten darauf hinweisen, dass die endotheliale
Adhasion an Laminin eine B1- und B3-Integrine modulierte Ve-Cadherin Stabilisierung
an den Zell-Zell-Verbindungen vermittelt und so die Transmigration von Leukozyten
gesteuert wird [112]. Auch Di Russo et al. deuten in in-vitro Studien auf eine
Laminin/Integrin/Ve-Cadherin Achse, die mafgeblich zur endothelialen Stabilitadt und
erhohten Adhasionskraft beitragt [113]. Dass es einen komplexen Crosstalk zwischen

Integrinen und Cadherinen gibt, ist bekannt [83, 114]. Auch die Ergebnisse der
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Korrelationsanalyse dieser Arbeit, die eine signifikante Korrelation der Proteinexpression
von Integrin B1 und Ve-Cadherin zeigen, deuten auf eine Interaktion der beiden
Adhasionsproteine, welche Uber das endotheliale Zytoskelett miteinander verbunden
sind, hin. Integrine spielen eine zentrale Rolle in der dynamischen Regulation der
Endothelintegritat und beeinflussen lber komplexe Signalwege unter anderem die
Organisation von Ve-Cadherin. Dabei kann Integrin B1 sowohl stabilisierende, als auch
disruptive Effekte auf Ve-Cadherin und die Endothelintegritat haben. Yamamoto et al.
zeigten, dass Integrin 1 die Expression von Ve-Cadherin mafgeblich reguliert und so
fur eine stabiles Endothel sorgt [115]. Bereits die fehlende Aktivierung von Integrin 31
durch das Adapterprotein Talin hat Auswirkung auf die zelluldre Organisation von Ve-
Cadherin und sorgt fir einen endothelialen Stabilitdtsverlust [116]. In inflammatorischen
Settings sorgt jedoch vor allem das Fibronektin bindende Integrin a5B1 flr Disruptionen
von Ve-Cadherin und den Verlust interendothelialer Verbindungen [117]. Insgesamt zeigt
nicht nur diese, sondern auch zahlreiche andere Studien, dass Rauchen, in dieser Arbeit
durch die Modellsubstanz Nik abgebildet, zu Veranderungen der Expression von
wichtigen Zell-Zell und Zell-Matrix Adhasionsproteinen fihrt. Inwiefern Rauchen die
Interaktion dieser Proteine untereinander beeinflusst und diese Interaktionen moduliert

werden, kénnte Gegenstand weiterer Experimente sein.

Nicht nur der Einfluss von Rauchen, sondern auch der Einfluss einer aHT sollte in dieser
Arbeit untersucht werden. Um die Expression von Adhasionsproteinen in diesem Kontext
zu untersuchen wurden die HAOEC mit Ang Il oder erhdhter Flussgeschwindigkeit
kultiviert. Fur die Exposition der HAoOEC mit Ang Il lassen sich keine signifikanten
Veranderungen in der Genexpression der untersuchten Adhasionsproteine beobachten.
Auch die erhdhte Flussgeschwindigkeit wahrend der Zellkultivierung in u-Slides zeigt
keine Veranderungen in der Proteinexpression von Ve-Cadherin und Integrin 1.
Dennoch wurde in anderen Studien gezeigt, dass die Exposition von Endothelzellen der
menschlichen Nabelschnurvene (HUVEC) und murinen vaskuldren Endothelzellen zu
einer signifikant geringeren Expression von Ve-Cadherin fuhrt [118, 119]. Die
Expositionszeit in diesen Experimenten betrug min 24h. Auflerdem zeigten Li et al., dass
Ang Il maRgeblich zur erhéhten endothelialen Expression von Integrin B3 Uber eine
Nuklear Faktor kB (NF-kB) Aktivierung beitragt [120], wahrend Stawowy et al. eine
erhdhte Aktivitat von Integrin 31 in murinen kardialen Fibroblasten durch Ang Il zeigten
[121]. Entsprechend der Ergebnisse dieser Arbeit kommen auch Miao et al. zu der
Annahme, dass variabler Scherstress keinen signifikanten Einfluss auf die quantitative
Proteinexpression von Ve-Cadherin haben [122]. Stattdessen zeigten Sie, dass

verschiedene Stromungsmuster unterschiedliche Auswirkungen auf die Verteilung der
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Proteine haben [122]. Areale der Aorta mit laminaren Strémungsmustern zeigen eine
héhere Expression von Ve-Cadherin an den Zellgrenzen, als Areale mit turbulenten
Stromungsmustern [122]. Dass Scherstress Integrine aktiviert und zu einer erhdhten
Expression von Integrin 1 flhrt, zeigten Urbich et al. in einem Experiment, welches
flusskultivierte HUVEC mit statisch kultivierten HUVEC verglich [123]. Auf Grund der
bisher unzureichenden Datenlage bezlglich der Auswirkungen von unterschiedlichem
Scherstress auf die Expression von Integrin 1, kdnnten weitere Experimente, die dieser
Frage nachgehen, fur Erkenntnisse sorgen. Dass die aHT, der Blutfluss und dessen
Scherstress Auswirkungen auf das Endothel und dessen Adhasionsproteine haben, ist
bekannt. Ve-Cadherin und Integrine sind gemeinsam mit anderen Proteinen wichtige
Bestandteile in der Mechanotransduktion. Studien zeigen, dass Scherstress Ve-
Cadherin aktiviert [124]. Es formt zusammen mit Platelet endothelial cell adhesion
molecule (PECAM-1) und Fetal liver kinase (Flk-1) einen mechanosensitiven Komplex,
der das Endothel dem Scherstress entsprechend orientiert [125]. Integrine geben die
Signale des Zytoskelettes tber Mikrotubuli, Intermediarfilamente und Mikrofilamente
weiter um die Endothelintegritat zu wahren [126]. Insgesamt zeigt sich eine Ve-Cadherin
und Integrin vermittelte Zelladhasion als komplexes Konstrukt, welches durch
unterschiedliche Signalwege untereinander verknipft ist und die Endothelintegritat
steuert. Daher wurde neben der Quantifizierung der Gen- und Proteinexpression von
Zell-Zell und Zell-Matrix Adhasionsproteine in Nik und aHT (Ang Il) exponierten HAOEC
eine RNA-Sequenzierung durchgefuhrt. Ziel war es Hinweise auf weitere potentielle
Gene auszumachen, die im Rahmen der Endothelintegritdt steuernde Funktionen

einnehmen.

Die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung und der qRT-PCR deuten auf eine signifikante
Transkriptionsreaktion von LGALS9, LGALS3BP und LGALS3 in Nik exponierten
HAoEC hin, wahrend die Exposition mit Ang Il keine Regulationen dieser Galektine
hervorruft. Eine Verknupfung zwischen Rauchen und erhdhter Galektin-3 Expression
wurde bereits von anderen Gruppen beobachtet. Guha et al. zeigten, dass Nik zu
erhohten Galektin-3 Expression in Brustkrebszellen flhrt, wahrend Sharma et al.
zeigten, dass Zigarettenrauch zu erhohten Galektin-3 Level im Rahmen von
respiratorischen Erkrankungen fuhrt [127, 128]. Die Nik induzierte Transkriptionsreaktion
in HAoEC scheint von Kollagen abhangig zu sein. Galektine sind eine Proteinfamilie, die
durch eine carbohydrate recognition domain (CRD) an B-Galactosidase Kohlenhydrate
binden [129]. Insgesamt 15 Galektine gehdren dieser Proteinfamilie an, wobei Galektin-
1, -3, -8 und -9 die vorherrschenden Galektine in Endothelzellen sind [130, 131]. In

jingsten Beobachtungsstudien wurden erhdhte Galektin-3 und Galektin-9
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Plasmakonzentrationen mit verschiedenen vaskuldren Pathologien in Verbindung
gebracht [132-134]. Ob die erhdéhten Plasmaspiegel von Endothelzellen stammen, ist
dabei nicht in Ganze geklart. AulRerdem zeigten sich eine erhéhte LGALS3 Expression
in tierexperimentellen Studien zur Atheroskleroseentstehung, welche wie bereits
erwahnt ein bekannter Risikofaktor flir AD darstellt [135]. Im Kontext dieser Arbeit ist
interessant, dass Galektine bekannte Modulatoren von Zell-Zell und Zell-Matrix
Verbindungen sind [136]. Sie regulieren Zelladhasion auf konzentrationsabhangige
Weise [137]. Ist Galektin-3 bei Normalkonzentration adhasionsférdernd, so kommt es bei
erhdhten Galektin-3 Konzentrationen zu inhibitorischen Effekten [136, 137]. In
Epithelzellen vermitteln Galektin-3 und -9 die Adhasion zu Laminin und Kollagen [138].
Dabei kommt es auch zu Interaktionen mit den in dieser Arbeit untersuchten
Adhéasionsproteinen. Bereits 2012 beschrieben Margadant et al. etwaige
Wechselbeziehungen von Galektin-3 und Integrin B1 [139]. Sie zeigten, dass die
Expression von Galektin-3 durch Integrin 1 hervorgerufen wird und Galektin-3
wiederum die Adhasion von Integrin 31 zu Laminin und Kollagen unterstiitz [139]. In der
Tumorforschung wurde auf3erdem in melanozytaren Tumorzellen gezeigt, dass Galektin-
3 unter anderem die Expression von Ve-Cadherin zur Induktion der Tumor Angiogenese
fordert [140]. Auch Galektin-9 interagiert mit Integrinen und reguliert deren Funktionen in
der Zell-Matrix Adhasion [138]. Wie diese Regulation stattfinden kénnte und welche
weiteren Gene in der Interaktion eine Rolle spielen kénnten, sollte eine in-silico
Interaktionsanalyse von LGALS3, LGALS3BP und LGALS9 zeigen.

Die Analyse ergab, dass insgesamt 24 der Top 100 Interaktionsgene Funktionen in der
Zelladhasion haben. Dabei ist auch das Gen ITGB17 unter jenen 24 Genen. Wie bereits
im vorherigen Abschnitt beschrieben, sind Wechselbeziehungen von Galektin-3 und
Integrin B1 im Kontext der Zell-Matrix Adhasion bekannt. Daher konnten weitere
Untersuchungen, die die Interaktion im Kontext der Endothelintegritat ergrinden,
interessante und vielversprechende Ergebnisse liefern. Ein weiteres Gen aus der Liste
der 24 Interaktionsgene, die Implikationen in der Zelladhasion haben, ist das Gen
Fibronektin 1 (FN7). FN1 kodiert fur das Protein Fibronektin 1, welches wie Laminin und
Kollagen einen Bestandteil der Basalmembran darstellt, und eine wichtige Rolle in der
Zelladhasion, Zellmigration und Zelldifferenzierung spielt [83, 141]. In Bezug auf
Galektine zeigten Ahrens et al., dass Fibronektin die Genexpression von LGALS3 in
endothelialen Vorlauferzellen signifikant erhdht [142]. Als Bestandteil der Basalmembran
ist auch Fibronektin ein wichtiger Ligand fiir Integrine. Uber die Arginyl-Glycyl-Aspart
Saure (RGD) sorgen die meisten Integrine fur Zell-Matrix Verbindungen zu Fibronektin

[143]. Integrin a5B1 ist der starkste Rezeptor fur Fibronektin [143]. Im Kontext der
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Endothelintegritat ist Fibronektin ein bedeutender Stabilisator. Enthalt die
Basalmembran nicht genug Fibronektin kommt es zu einer erhéhten Permeabilitat und
gestérten Barrierefunktion des Endothels [144]. Ein anderes interessantes
Interaktionsgen im Zusammenhang mit Zelladhasion ist p-Catenin (CTNNB1). Wie
bereits in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben, ist B-Catenin ein Adapterprotein,
welches Ve-Cadherin mit dem Aktin-Zytoskelett verbindet (Abb. 7) [72, 75]. Oas et al.
zeigten, dass B-Catenin die Starke der Ve-Cadherin induzierten Zell-Zell Adhasion
reguliert, indem es Aktin bindende Proteine mobilisiert, die den Ve-Cadherin/ B-Catenin
Komplex mit dem Aktin-Zytoskelett stabilisieren [145]. In der Interaktion mit Galektinen,
ist vor allem Galektin-3 ein bekannter Interaktionspartner. Im Kontext vaskularer
Pathologien zeigten experimentelle Studien, dass Galektin-3 den Wnt/B-Catenin
Signalweg in glatten Muskelzellen in der Atheroskleroseformation aktiviert und eine
Galektin-3 knockout zur geringeren Proteinexpression von (B-Catenin flhrt [146]. Das
Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM 1) Gen ist ebenfalls ein Interaktionsgen der
analysierten Galektine. VCAM 1 unterstitzt vor allem die Adhasion von Immunzellen an
das Endothelium und ist ein bekanntes Protein in der Entstehung von vaskularen
Pathologien wie bspw. Atherosklerose [147, 148]. Auch in der Entstehung von AD
scheint VCAM 1 von Bedeutung zu sein. In einem AD Mausmodell wurde eine erhéhte
Expression des Proteins im Rahmen von AD gezeigt [149]. Dass eine Inflammation der
Gefallwand eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie von AD spielt, ist bekannt [150].
Im Kontext dieser Arbeit ist Interessant, dass bereits von Chen et al. gezeigt werden
konnte, dass Galektin-3 Uber einen Integrin 1 abhangigen Signalweg zur Inflammation
durch erhohte Expression von VCAM 1 fuhrt [151]. Wie VCAM 1 wurden auch erhdhte
Expressionslevel des Proteins Matrix Metalloproteinase 2 (MMP2) im Kontext mit AD
gezeigt [149, 152]. MMP2 ist ein fuhrendes Protein, wenn es um den Abbau der
Extrazellularen Matrix der GefaRwand geht und tragt so zur Entstehung von AD bei [153].
In der Tunica Intima sorgt MMP2 zu einem Verlust der Endothelintegritat indem es zum
Abbau von Ve-Cadherin und B-Catenin beitragt [154]. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass das MMP2 Gen unter den 24 Zelladhdsionsgenen ist, die mit Galektinen
intergieren. Neben MMP2 wurden mit FN1, CTNNB1 und VCAM 1 interessante
Interaktionsgene von Galektinen in der in-silico Interaktionsanalyse gefunden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit konnten Basis fur weitere experimentelle Ansatze dienen, die
den Einfluss von Rauchen auf pathophysiologische Prozesse und Signalketten in der
Endothelintegritdt untersuchen, die unter anderem durch Galektine, deren
Interaktionsgenen und den Adhasionsproteinen Ve-Cadherin und Integrin 1 moduliert

werden konnten.
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4.0.1 Limitationen

Diese Forschungsarbeit basiert ausschlief3lich auf in-vitro Experimenten. Grundsatzlich
kénnen diese Experimente die physiologischen Gegebenheiten des menschlichen

Kdrpers nur bedingt abbilden.

Um den Einfluss von Rauchen und aHT auf die Adhérenz des Endothels zu untersuchen,
wurden HAoOEC mit den Modellsubstanzen Nik und Ang Il entsprechend exponiert und
Gen- sowie Proteinexpressionslevel von Adhasionsproteinen quantifiziert. Neben Nik
enthalten Zigaretten viele andere Substanzen, die Auswirkungen auf den Képer haben
kénnen. Diese Auswirkungen konnten durch die durchgefihrten Experimente nicht
abgebildet werden, sodass nur bedingt Schlussfolgerungen in Bezug zu Rauchen
getroffen werden koénnen. In dieser Arbeit wurde versucht die wechselnden
Serumkonzentrationen von Nik moéglichst gut nachzuahmen, sodass die Nik Exposition
undulierend stattfand. Zur besseren Durchfiihrbarkeit wurde die Exposition fir 6h
ausgefuhrt. In Studien die vergleichbare in-vitro Experimente durchflihrten, wurde in aller
Regel eine kontinuierliche Nik Exposition im zeitlichen Rahmen von 90Min — 24h gewahlt
[107, 155]. Ob eine undulierende in-vitro Nik Exposition gegentber der kontinuierlichen
in-vitro Nik Exposition fur Forschungszwecke Uberlegen ist, um eine moglichst
realitdtsnahe Nik Exposition abzubilden, ist bisher nicht durch wissenschaftliche Studien
beantwortet. Die gewahlte Konzentration von 100 nM Nik liegt im tblichen Bereich fur
in-vitro Zellkultur Studien, wenngleich andere Studien bis zu zehnmal hdheren
Konzentrationen wahlten [106, 156]. Es wurde versucht Fir die Experimente mit statisch
kultivierten HAOEC wurde Ang Il zur in-vitro Nachahmung von aHT gewahlt. Dabei wurde
eine Konzentration von 100 nM Ang Il gewahlt, welche im ublichen Bereich flr in-vitro
Experimente liegt [157]. Ang Il ist ein Vasokonstriktor, der eine zentrale Rolle in der
Pathophysiologie der aHT spielt und direkt auf das Endothel einwirkt [158]. Aul3erdem,
ist die aHT mit erhéhten Ang Il Serumspiegeln assoziiert [159, 160]. Nichtsdestotrotz
kdénnte die Verwendung von Ang Il zur Nachahmung von aHT den realen Kontext stark
simplifizieren. Vor dem Hintergrund, dass hier ein komplexer biologischer Prozess
untersucht wird, sollte eine potentielle Simplifizierung bei der Interpretation der

Ergebnisse berlcksichtigt werden.

Fir einige Experimente wurden HAOEC statisch kultiviert und exponiert. Jedoch sind
HAOEC, unter natlrlichen Bedingungen, standigem Blutfluss und Scherstress
ausgesetzt. Studien zeigen, dass dies wesentliche Auswirkungen auf die Physiologie,
Genexpression und Morphologie von Endothelzellen hat [161, 162]. Nichtsdestotrotz ist

eine statische Kultivierung von HAOEC fur Zellkulturexperimente gangig und verbreitet
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[163, 164]. Eine potentielle Simplifizierung sollte auch bei der Interpretation der

Ergebnisse von statisch kultivierten HAOEC Experimenten berticksichtigt werden.

Im Gegensatz zur statischen Kultivierung, wurden HAoEC fur die Quantifizierung der
Proteinexpressionslevel von Adh&sionsproteinen in  einem Bioreaktor bei
physiologischem Scherstress kultiviert [38]. Dazu waren die y-Slides mit Laminin und
Kollagen IV beschichtet, da der Zellrasen auf unbeschichteten y-Slides wesentlich lichter
war und durch den Scherstress abgetragen wurde. Fir die Flusskultivierung von HAOEC
ist es also essentiell, die y-Slides mit einer Komponente der Basalmembran, die als
Ligand fur Zell-Matrix Adhasionsproteine dient, zu beschichten. Offensichtlich ist es den
HAOEC nur durch die Zell-Matrix Adhasion mdglich, den mechanischen Kraften des
Scherstress zu widerstehen. Aulierdem konnte eine morphologische Ausrichtung der
HAoEC entlang der Flussrichtung erkannt werden. Nichtsdestotrotz waren die HAoOEC
einem monotonen Fluss ausgesetzt. Das heterogene Flussgeschehen, sowie die
heterogenen Scherstresswerte, welche auf das aortale Endothel einwirken, konnten in

diesem Experiment nicht durch den Fluss abgebildet werden [38, 39] .

Um potentielle Signalwege, die die Zelladhasion beeinflussen, zu untersuchen wurde
eine RNA-Sequenzierung durchgefiihrt. Die Aussagekraft einer RNA-Sequenzierung
hangt unter anderem von der Varianz und der Anzahl der Proben ab. Ching et al. zeigen,
dass sich eine geringe Varianz und hohe Probenanzahl positiv auf die Aussagekraft
eines RNA-Sequenzierung Experiments auswirken [165]. Vor diesem Hintergrund sind
die Probenvarianz und die gewahlte Probenzahl (n=3) als nicht optimal, aber dennoch
ausreichend, zu bewerten. Trotz der stetig sinkenden Kosten einer RNA-Sequenzierung
ist die Methode im Vergleich immer noch sehr kostenintensiv [165, 166]. Daher wurde
fur diese Arbeit die minimale Anzahl von drei Proben gewahlt. Die Qualitat der Proben
zeigte sich mit einem Phred Score von > 30 als aufierst hochwertig. Auch andere
Forschungsgruppen definieren einen Phred Score von 30 als qualitativen cutoff Wert
[167].

4.1 Schlussfolgerungen

Vor dem Hintergrund, dass AD eine derartig akut lebensbedrohliche Erkrankung
darstellen, bleibt es von Interesse die genauen pathophysiologischen Mechanismen in
der GefalRwand zu verstehen. Ziel dieser Arbeit war es einen ersten Beitrag zur
Charakterisierung der mechanischen Endothelintegritat im Kontext der Pathogenese von

AD zu leisten.

Vor allem Nikotin, ein etablierter Risikofaktor fir AD, hat in diesem Zusammengang fir

eine signifikant erhdhte Genexpression von Adhdsionsmolekulen gefuhrt. Ausldser dafur
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kénnte unter anderem oxidativer Stress sein. Zeigen andere Studien auch auf
Proteinebene signifikant erhdhte Nik induzierte Expressionslevel in Endothelzellen, so
konnten die Ergebnisse auf Transkriptionsebene in dieser Arbeit nicht gleichermalien auf
Proteinebene abgebildet werden [105]. Hier scheint es auf das Expositionsausmal,
welches in dieser Arbeit im Vergleich mit anderen gering ausgefallen ist, anzukommen.
Daher deutet eine Nik Exposition von Endothelzellen insgesamt auf einen erhéhten
interzellularen Zusammenhalt des Endothels hin. Dies kénnte zur Folge haben, dass das
Endothel rigider wird und die Tunica Intima an Elastizitat verliert. Da das Endothel jedoch
formbar und elastisch auf verstarkte Scherkrafte oder erhdhte Blutdriicke reagieren
muss, kdnnte hier eine erhéhte Rigiditdt der Tunica Intima von Nachteil sein und zu

einem Einriss der Tunica Intima beitragen (Abb. 24).

Ve-Cadherin ﬁ Integrine = Blutdruck @ Nikotin ® & Blutelen

Abb. 24: Vereinfachte Darstellung eines potentiellen Pathomechanismus der Entstehung
von Intimaeinrissen. A: Die Mechanische Endothelintegritat bei physiologischen Bedingungen
vermittelt durch Ve-Cadherin und Integrine. B: Erhohte Nikotinlevel im Blutkreislauf fihren zur
vermehrten Expression von Ve-Cadherin und Integrinen. Dies kénnte das Endothel rigider werden
lassen. C: Die erhdhte Endothelrigiditédt kdnnte einen Verlust an Elastizitat der Intima bedeuten.
Dies hatte zur Folge, dass das Endothel versteifen wirde und es bei erhéhtem Blutdruck und
stérkeren Scherkraften zu einem Intimaeinriss kommen kénnte. Kreiert mit BioRender nach
Mulorz et al. [155].

Fur die Tunica Media wurde bereits gezeigt, dass Nik flr eine erhdhte Rigiditat der
GefalRwand sogt. Nik induziert Abbauprozesse von elastischen Fasern in der Tunica
Media, sodass diese zunehmend an Elastizitat verliert und es zu einer Versteifung des

Gefalles kommt [43]. Es kdnnte also lohnenswert sein, weiterfihrende Experimente, die
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sich mit Nik induzierter Intima- und Gefaliversteifung auseinandersetzen,
durchzufiihren. Feststeht, dass neben den quantitativen Ergebnissen, die diese Arbeit
liefert, auch qualitative Studien mit funktionellen Experimenten zu diesem Therma folgen
sollten. Um pathophysiologische Prozesse besser zu verstehen, waren daher auch
weitere Experimente, die potentielle Signalwege und Interaktionsgene im Kontext der
Endothelintegritat von AD erforschen, von Interesse. Hier hat die durchgeflihrte
Transkriptomanalyse = Galektine als  potentiellen neuen  Forschungsansatz
hervorgebracht. Nikotin fihrt zu einer erhdhten Genexpression von LGALS3, LGALS9
und LGALS3BP. Es ist bekannt, dass Galektine Modulatoren von Zelladhasion sind und
in den letzten Jahren in den Fokus vaskuldrer Forschung riicken [132-134, 136]. Die
Interaktionsanalyse hat gezeigt, dass unter den Top Interaktionsgenen von LGALSS3,
LGALS9 und LGALS3BP bekannte Gene der Gefal3biologie wie FN1, CTNNB1, ITGB1,
VCAM 1 und MMP2 sind. Etwaige Anschlussexperimente kénnten erfolgsversprechend

sein.

Die Pathogenese des Intimaeinriss bei AD bleibt weiterhin nicht vollstandig geklart.
Diese Arbeit stellt einen Beitrag zur Charakterisierung der mechanischen
Endothelintegritat dar. Insgesamt deuten die Ergebnisse auf eine erhdhte Verankerung
von Endothelzellen durch Nik hin. Es ist vorstellbar, dass dies zu einer verstarkten
Rigiditat der Tunica Intima und einem Verlust an Elastizitadt bzw. Formbarkeit fuhren
kénnte. Das Nik zur Gefalversteifung fihrt ist bereits bekannt [43]. Zukulnftige
Untersuchungen und Anschlussexperimente, insbesondere mit Fokus auf funktionelle
Proteinveranderungen und Anderungen der spezifischen zelluldren Funktionalitat, sind
notwendig, um die pathophysiologischen Entstehungsprozesse von AD, insbesondere
im Bereich der Tunica Intima, weiter zu verstehen und potenzielle therapeutische

Zielstrukturen zu identifizieren.
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