Aus der Klinik fur Gefal- und Endovaskularchirurgie
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Hubert Schelzig

Einfluss von E-Zigaretten auf die

Gefalsteifigkeit im in-vitro-Modell

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf

vorgelegt von
Hsiang-han Liu

2026



Als Inauguraldissertation gedruckt mit der Genehmigung der

Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

gez.:

Dekan: Prof. Dr. med. Nikolaj Klocker
Erstgutachter/in: Prof. Dr. med. Markus Wagenhauser
Zweitgutacher/in: Prof. Dr. med. Hug Aubin



Zusammenfassung

E-Zigaretten werden haufig als vermeintlich gesiindere Alternative zu konventionellen
Zigaretten gesehen und werden zunehmend genutzt. Wiéhrend Tabakkonsum als
etablierter Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Erkrankungen gilt, ist bisher weitestgehend
unklar, wie sich der Konsum von E-Zigaretten auf das GefaBsystem auswirkt. Ein
entscheidender Faktor in der Entstehung kardiovaskulédrer Erkrankungen ist die Zunahme
der GefaBsteifigkeit, welche fiir Erkrankungen wie arteriellen Hypertonus,
Atherosklerose und deren Folgeerkrankungen pradisponieren kann. Einige Studien legen
eine Assoziation von E-Zigarettenkonsum und erhohter GefaBsteifigkeit nahe, die

Ursachen dafiir sind jedoch unzureichend verstanden.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss verschiedener Inhaltsstoffe in E-Zigaretten-Dampf
auf unterschiedliche Zellen der GefdaBwand hinsichtlich der GefaBsteifigkeit evaluiert. Zu
diesem Zweck wurden humane glatte Muskelzellen und Endothelzellen der Aorta mit
verschiedenen Substanzen, die in E-Zigaretten-Dampf vorkommen, darunter Nikotin,
Acrolein, Acetaldehyd, Formaldehyd und Propylenglykol, behandelt. Anschlieend
wurden Expressionsverdnderungen von Proteinen des extrazelluldren Matrix-Umbaus
und inflammatorischer Gewebeantwort mittels Reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion, sowie auf Proteinebene mittels Westernblot-Analyse untersucht.
Zusitzlich wurden funktionelle Assays fiir die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies
und fiir die Matrix-Metalloproteinase-Aktivitdt durchgefiihrt. Dariiber hinaus erfolgten

histologische Anlaysen an murinen Aortenproben im Rahmen einer in-vivo Exposition.

Dabei zeigte sich eine reduzierte Expression von Elastin und eine erhhte Expression von
Typ-3-Kollagen in glatten Muskelzellen, sowie eine erhohte Expression der
proinflammatorischen Proteine Interleukin 8 und intercellular adhesion molecule 1 in
Epithelzellen nach Behandlung mit den genannten Substanzen. Diese quantitativen
Verdnderungen der Strukturproteine wurden in der Westernblot-Analyse bestétigt.
Zudem wurden eine erhohte reaktive Sauerstoffspezies-Produktion in Epithelzellen,
sowie eine erhohte Matrix-Metalloproteinase-Aktivitdt in glatten Muskelzellen als
Anzeichen eines vermehrten Umbau der extrazelluldiren Matrix beobachtet.
Zusammenfassend legen die experimentellen Ergebnisse nahe, dass die Bestandteile des
E-Zigaretten-Dampfs in verschiedenen Zellen der GefdBwand eine pro-inflammatorische
Gewebeantwort und einen vermehrten Umbau der GefdBwand begiinstigen konnten, was

zu einem erhdhten Risiko fiir kardiovaskulédre Folgeerkrankungen beitragen konnte.



Abstract

E-cigarettes are often seen as a supposedly healthier alternative to conventional cigarettes
and have become increasingly popular in recent years. While tobacco consumption is an
established risk factor for cardiovascular disease, it is still largely unclear how the
consumption of e-cigarettes affects the vascular system. A decisive factor in the
development of cardiovascular diseases is the increase in vascular stiffness, which can
predispose to diseases such as arterial hypertension, atherosclerosis and related diseases.
The available evidence shows an association between e-cigarette use and increased
vascular stiffness, but the underlying mechanism are still unknown. In this study, the
influence of different ingredients of combustion products of e-cigarettes on different cells
of the vascular wall with regard to vascular stiffness was evaluated. Human smooth
muscle cells and endothelial cells of the aorta were treated with different chemical
compounds present in e-cig vapor, including nicotine, acrolein, acetaldehyde,
formaldehyde and propylene glycol. Subsequently, expression changes of structural and
proinflammatory proteins were analysed by reverse transcription polymerase chain
reaction and at protein level by Western blot analysis. In addition, functional assays were
used to evaluate the level of reactive oxygen species production and matrix

metalloproteinase activity.

Exposure to the different chemical compunds resulted in a significantly reduced
expression of elastin and increased expression of type 3 collagen in smooth muscle cells,
as well as increased expression of proinflammatory proteins interleukin 8 und
intercellular adhesion molecule 1 in epithelial cells. These quantitative changes in
structural proteins were further confirmed by Western blot analysis. In addition, increased
ROS production in epithelial cells and increased matrix metalloproteinase activity in
smooth muscle cells were observed as signs of increased tissue remodelling enzyme
activity. In conclusion, the experimental results suggest that the components of e-cigarette
vapor may promote a pro-inflammatory tissue response and increased vascular wall
remodeling in various cells of the vascular wall, which may contribute to an increased

risk of cardiovascular disease.
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1 Einleitung
1.1 Erhohte Gefafisteifigkeit und assoziierte Erkrankungen

Gefilisteifigkeit kann als ein Sammelbegriff fiir die Dehnbarkeit bzw. die elastischen
Eigenschaften eines Gefif3es betrachtet werden. Dabei konnen sich Verdnderungen in den

verschiedenen Schichten der Gefa3wand auf die GeféaBsteifigkeit auswirken (1).

Die Gefdllwand einer Arterie besteht aus drei Schichten: Tunica intima, Tunica media
und Tunica adventitia. Die Tunica intima besteht aus Endothelzellen und einer
Basalmembran. Sie fungieren nicht nur als Diffusionsbarriere, sondern regulieren auch
die Leukozyten-Adhédsion auf dem GefdBendothel und den Tonus der vaskuldren glatten
Muskelzellen in der Tunica media (2). Die regulierenden Funktionen erfolgen durch die
Expression verschiedener Zytokine, Adhédsionsmolekiile und Stickstoffmonoxid (NO).
Bei einer Dysfunktion kann es zu Strukturverdnderungen in der GefdBwand kommen, die

dann wiederum die Himodynamik beeinflussen kdnnen (3).

In der Tunica media befinden sich die vaskuldren glatten Muskelzellen (VSMCs)
eingebettet in der extrazelluldren Matrix, welche hauptsdchlich aus Elastinfasern und
Kollagenfasern vom Typ I und Typ III besteht. Die VSMCs dienen nicht nur der
Regulation der Lumenweite und des Gefalltonus durch Kontraktion und Dilatation,
sondern sind auch an der Produktion der extrazelluldiren Matrix beteiligt. Die
extrazellulire Matrix ist fiir die FElastizitdit und die Compliance des Gefal3es
verantwortlich und gewéhrleistet die Windkesselfunktion der arteriellen Gefdlie (2). Bei
der Windkesselfunktion geht es um eine Aufrechterhaltung eines kontinuierlichen
Blutflusses, unabhingig von der systolischen oder diastolischen Phase des Herzzyklus.
Eine Verdnderung der Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix kann zu einer
Beeintrachtigung der Himodynamik und der Stabilitit der GefaBwand fithren. Die Tunica
adventitia besteht aus Bindegewebe, das aus Elastin- und Kollagenfasern aufgebaut ist.
AulBerdem umfasst die Tunica adventitia Versorgungsgefafle der groBBen Arterien, die als
Vasa vasorum bezeichnet werden, und die Verankerung der Gefdf3e an Nachbarstrukturen

4, 9).
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Abb. 1: Aufbau der Gefiflwand. Die GefiBwand kann in drei Schichten unterteilt werden. Die Tunica
intima besteht aus dem Endothel und reguliert die Barrierefunktion, die Adhdsion von Leukozyten und die
Gefillweite. Die Tunica media enthélt glatte Muskelzellen und die von ihnen produzierte und aus Elastin-
und Kollagenfasern bestehende extrazelluldre Matrix, die fir den GefdBitonus und die GeféaBstabilitit
verantwortlich ist. Die Tunica adventitia besteht aus Bindegewebe und enthélt die Versorgungsgefafie der
groBBen Arterien. Aullerdem verankert sie die Gefdlle an Nachbarstrukturen. Eigene Darstellung nach
Lillmann-Rauch, Taschenlehrbuch Histologie (6).

Bei einer erhohten GefédBsteifigkeit kann die Windkesselfunktion der Aorta bei einem
Verlust der Elastizitit nicht mehr gewiahrleistet werden, wodurch die Entwicklung einer
isolierten systolischen Hypertonie begiinstigt wird. Eine Zunahme der Steifigkeit der
Aorta fithrt zudem zu einer Erhdhung der Blutdruckamplitude, was zu einem hoheren
systolischen und einem geringeren diastolischen Druck fiihrt. AuBerdem kann es zu
mikrovaskuldren Schidden in den Nieren und im Gehirn kommen, wodurch wiederum die
Entwicklung von Niereninsuffizienz und vaskuldre Demenz begiinstigt wird (7-9).
Dariiber hinaus gewihrleistet die Windkesselfunktion auch den Bluteinfluss in die
Koronararterien wiahrend der Diastole, weshalb eine verminderte Windkesselfunktion
eine subendokardialen Ischdmie und damit die Entwicklung einer Herzinsuffizienz

begiinstigt (10).

Verdnderte himodynamische Kréfte bei arterieller Hypertonie konnen mit einer gestorten
Barrierefunktion des Endothels verbunden sein, wodurch atherosklerotische
Verdnderungen begiinstigt werden (11). Bei Atherosklerose handelt es sich um eine
degenerative Erkrankung der GefdBBwand, bei der es zur Bildung von Plaques kommt.
Durch Atherosklerose konnen Stenosen in den Arterien entstehen, etwa im Rahmen einer
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) in den Arterien der unteren
Extremitit, in den Koronararterien des Herzens, oder an der Bifurkation der A. carotis.

Durch Plaquebildung kommt es auflerdem zu einer sukzessiven Versteifung der



GefiaBBwand, was zu einem hoheren systolischen Blutdruck flihren kann (12, 13). Dartiber
hinaus treten auch stirkere Scherkrifte auf, wodurch weitere Schidden des Endothels
begiinstigt werden konnen (14). Konsekutiv fiihrt ein hoherer systolischer Blutdruck zur
weiteren Endothelschdadigung, wodurch im Sinne einer Negativspirale die Entstehung von

Atherosklerose weiter vorangetrieben wird.

1.2 Der Einfluss von Zigarettenkonsum auf das kardiovaskuléire System

Zigarettenkonsum ist ein zentraler Risikofaktor fiir eine Vielzahl von Erkrankungen, wie
Neoplasien, pulmonale und kardiovaskuldre Erkrankungen (15, 16). Dabei besteht ein
enger Zusammenhang zwischen Zigarettenkonsum und einem deutlich hoheren Risiko
fiir Myokardinfarkt, Schlaganfall und plotzlichem Herztod, sowie bei aktivem und
ehemaligem Zigarettenkonsum eine héhere Privalenz von arterieller Hypertonie und
Aortenaneurysmen (17-24). AuBBerdem fiihrt aktiver Zigarettenkonsum zu einer hheren

Re-Stenosierungsrate nach peripherer oder kardialer Angiolastie (25).

In einer Vielzahl von klinischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass
Zigarettenkonsum mit einer Entwicklung von GefdBlspasmen und atherosklerotischen
Veridnderungen der Koronararterien und der cerebral versorgenden Gefdfle bis hin zur
pAVK assoziiert ist  (26-32). Ein wesentlicher protektiver Faktor gegeniiber
Vasospasmen und atherosklerotischen Verdnderungen ist Stickstoffmonoxid (NO), das in
den Endothelzellen synthetisiert wird und wesentlich zur Endothelfunktion beitragt (33).
Zigarettenkonsum fithrt zu einer Reduktion der Aktivitit der endothelialen
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS), was dann auch zu einer geringeren NO-Synthese
fiihrt (34, 35). Eine geringere NO-Menge ist sowohl mit einer beeintrachtigten
flussvermittelten und endothelabhéngigen Vasodilatation der versorgenden Gefél3e, als
auch einer stirkeren Adhédsion von Monozyten am Endothel verbunden, wodurch die

Bildung von atherosklerotischen Verdanderungen begiinstigt wird (36-39).

Dariiber hinaus besteht ein Zusammenhang zwischen Zigarettenkonsum und einer
erhohten GefaBsteifigkeit, die unterschiedliche Auswirkungen auf das Herz-Kreislauf-
System hat und insbesondere arterielle Hypertonie fordert (40-42). Dabei wird die
Windkesselfunktion der Aorta durch die erhohte Gefal3steifigkeit beeintriachtigt und die

Versteifung der Gefdlle fiihrt zu einer verstirkten Pulswellenreflexion. Beide Faktoren



begiinstigen die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie (21). Durch das im
Zigarettenrauch enthaltene Nikotin wird auch das sympathische Nervensystem stimuliert,
was mit einer Erth6hung der Herzarbeit und des Gefafltonus verbunden ist (43). Wie genau
der Zigarettenkonsum zu einer erhéhten GeféaBsteifigkeit flihrt, ist Gegenstand intensiver
Forschung. Dabei scheinen Umbauprozesse der Gefialwand eine zentrale Rolle zu spielen
(44). So konnten beispielsweise im Serum von Zigarettenkonsumierenden hdohere

Konzentrationen von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) nachgewiesen werden (45).

Die im Vorgehenden beschriebenen Effekte des Zigarettenkonsums sind vor allem auf
die Verbrennungsprodukte im Rauch zuriickzufiihren. Bei der Verbrennung
konventioneller Zigaretten entstehen mehr als 9.000 bekannte chemische Verbindungen
und insbesondere reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies, Aldehyde, wie Acrolein,
Acetaldehyd und Formaldehyd, und Nikotin, die eine wichtige Rolle bei den
Schadigungen des kardiovaskuldren Systems spielen (15, 43). Auf diese

unterschiedlichen Verbindungen wird in den folgenden Abschnitten eingegangen.

1.2.1 Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies

Die reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies konnen entweder direkt als Teer oder
Rauchpartikel im Zigarettenrauch vorliegen oder endogen nach der Aufnahme anderer
Verbrennungsprodukte durch eine Aktivierung von Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten gebildet werden. Der damit verbundene oxidative Stress kann einerseits
Endothelzellen direkt schidigen, indem Lipide in der Membran peroxidiert oder
Nukleinsdureketten im Zellkern unterbrochen werden (46-48). Andererseits wird durch
oxidativen Stress die Bioverfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) reduziert, indem NO
zu nicht-vasoaktivem Stickstoffdioxid (NO2) oder Peroxynitrit (ONOO") oxidiert wird.
Die regulierenden Funktionen von NO, wie etwa die Hemmung von Leukozyten-
Adhision und Thrombozyten-Aktivierung und Forderung der GefdB3dilatation, konnen

durch eine geringere Bioverfiigbarkeit von NO beeintrichtigt werden (49-51).

In der aktuellen wissenschaftlichen Literatur besteht weitgehend Konsens dariiber, dass
die durch langfristigen Tabakkonsum entstehende reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffspezies das Endothel schddigen. Dabei werden Entziindungen, Alterung und
eine Dysregulation des Zellzyklus jeweils durch eine hohere Expression

proinflammatorischer Zytokine, reduzierte Zellproliferation und DNA-Schidden gefordert.
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Dadurch wird wiederum die Entwicklung von Atherosklerose, arterieller Hypertonie und
Aortenaneurysmen begiinstigt (21, 52, 53). In weiteren klinischen Studien wurde
beobachtet, dass eine Blockade reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies durch einen
Rauchstopp oder Antioxidantien wie Vitamin C nach langjdhrigem Tabakkonsum zu
einer Verbesserung der Endothelfunktion fiihrt (37, 54). Diese Studien stiitzen die
Annahme, dass reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies, die bei der Verbrennung von

Tabak entstehen, eng mit Endothelpathologien assoziiert sind.
1.2.2 Acrolein

Acrolein um ein hochreaktives ungesittigtes Aldehyd, das beispielsweise bei
Verbrennungsprozessen von (E-)Zigaretten entsteht (55, 56). AuBBerdem bildet Acrolein
einen Bestandteil der allgemeinen Luftverschmutzung (57, 58). Weil Acrolein
alveolengédngig ist, wird es primdr pulmonal aufgenommen (59). Durch seine
amphiphilen Eigenschaften kann Acrolein auch leicht durch Zellmembranen diffundieren
(60). Das aufgenommene Acrolein kann dann mit dem in der DNA enthaltenen Guanin
und Aminosduren, wie Cystein, Lysin und Histidin, reagieren, wodurch
Proteinexpression modifiziert werden kann. Modifizierte Proteinexpression kann sich
wiederum auf verschiedene biochemische Prozesse auswirken, wobei es etwa durch die
Aktivierung von NF-kB zu einer Verstirkung von Entziindungsprozessen und durch die
Aktivierung des Bcl-2-Signalwegs zu einer vermehrten Zellapoptose kommen kann (61,
62). AuBlerdem wird das Enzym Aldosereduktase, das oxidativen Stress im
endoplasmatischen Retikulum kompensiert, durch Acrolein inaktiviert (63-65). Es konnte
auch nachgewiesen werden, dass die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)
bei einer Exposition mit Acrolein supprimiert werden kann. Bei einer chronischen
Exposition kann es zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen aktiven eNOS-
Dimeren und inaktiven eNOS-Monomeren kommen, wodurch oxidativer Stress in den

vaskuldren Endothelzellen begiinstigt wird (66).

Dartiber hinaus kann Acrolein das Gleichgewicht zwischen High-density- und Low-
density-Lipoproteinen (HDL und LDL) beeinflussen. Dabei kann Acrolein zum einen
Apolipoprotein A-1 modifizieren, das einen Hauptbestandteil von HDL bildet, und zum
anderen mit LDL konjugieren. Das konjugierte Acrolein-LDL hat eine hohere Affinitét
zu Makrophagen als oxidiertes LDL, welches wiederum an Atherogenese beteiligt ist.

Dariiber hinaus wurden in einer Studie von Conklin et al. humane Bypass-Materialien



(Arteria thoracica interna und Vena saphena) Acrolein in Konzentrationen von 1-1000
uM ausgesetzt, wobei bei beiden Bypass-Materialien eine Hyperkontraktion beobachtet
werden konnte, wodurch koronare Vasospasmen im Zusammenhang mit einer Acrolein-

Aufnahme erklédrt werden konnten (67-69).

AuBerdem wurde in unterschiedlichen Studien festgestellt, dass bei einer Exposition
gegeniiber Acrolein proinflammatorische Reaktionen in verschiedenen Zelltypen
induziert werden. Dabei konnten etwa eine stirkere Adhédsion von Monozyten an
Endothelzellen und héhere Spiegel der proinflammatorischen Zytokine Interleukin-6 und

Interleukin-8 (IL-6 und 8) in Pneumozyten nachgewiesen werden (70-74).
1.2.3 Acetaldehyd

Bei Acetaldehyd handelt es sich um einen Stoff, der nicht nur im Zigarettenrauch
vorkommt, sondern auch in der Industrie als Zwischenprodukt bei der Herstellung
chemischer Substanzen verwendet wird. Uber die Luftverschmutzung kann Acetaldehyd
in die Umwelt gelangen und als Metabolit von Alkohol wird er auch im menschlichen

Korper gebildet (75).

Durch seine hohe Reaktivitit kann Acetaldehyd Proteine in immunologisch
unterscheidbare Proteinaddukte konvertieren, die im hepatischen und kardialen Endothel
Immun- und Entziindungsreaktionen induzieren (76, 77). In unterschiedlichen Studien
konnte bereits nachgewiesen werden, dass eine Exposition gegeniiber Acetaldehyd zu
einer verstirkten Expression der Adhisionsmolekiile intercellular adhesion molecule 1
(ICAM-1) in pankreatischen Zellen und einer Erhohung der Spiegel des
proinflammatorischen Zytokins Interleukin-8 (IL-8) in hepatischen und pulmonalen

Zellen fiihrt (74, 78, 79).

Auflerdem kann Acetaldehyd die Proliferation der arteriellen glatten Muskulatur
stimulieren (80). Die Proliferationsrate der glatten arteriellen Muskulatur ist bei gesunden
erwachsenen Individuen in der Regel duBlerst gering. Bei einem Einfluss externer Noxe
kann aber eine hohere Rate der Zellvermehrung beobachtet werden, wobei es zu einer
verstarkten Produktion von Bestandteilen der extrazelluldren Matrix kommt. Dazu
gehoren Kollagen und Elastin, die die GefdBwand-Architektur und damit auch deren

biomechanische Eigenschaften beeinflussen (81-84).



1.2.4 Formaldehyd

Formaldehyd kann entweder exogen iiber die Luftverschmutzung aus Industrie- und
Fahrzeugabgasen und Zigarettenrauch als auch endogen als Metabolit von Lebensmitteln

aufgenommen werden.

Durch seine hohe Reaktivitit kann Formaldehyd mit DNA-Nukleoprotein-Verbindungen
interagieren, wodurch es zu Konformationsdnderungen und einer beeintrachtigten
Reparaturfahigkeit der DNA kommen kann. Dadurch konnen Endothelzellen geschadigt
werden, wodurch pro-atherosklerotische Entwicklungen begiinstigt werden (85-88). In
einer Publikation von Yu et al. wird beschrieben, dass eine hohere Methylamin-Menge
durch die Nahrungsaufnahme zu einer stirkeren endogenen Produktion von Formaldehyd
fiihrt, wasim Mausmodell zu Endothelschiden und atherosklerotische Verdnderungen
fithrte (89). AuBerdem wurde bei einer Exposition gegeniiber Formaldehyd in nasalen
mikrovaskulidren Endothelzellen eine Zunahme der Adhdsionsmolekiile ICAM-1 und
vascular cell adhesion protein 1 (VCAM-1) beobachtet (90). Dariiber hinaus konnte
nachgewiesen werden, dass Formaldehyd zytotoxische Effekte auf humane
Endothelzellen der Aorta hat (91). In einer klinischen Studie fiihrte eine 90-miniitige
Exposition gegeniiber Formaldehyd in der Arteria carotis von Probanden zu einer
Verdickung der Tunica intima und der Tunica media. Diese Verdickung kann als akute

Entziindungsreaktion mit Infiltration von Monozyten interpretiert werden (92).
1.2.5 Nikotin

Bei Nikotin handelt es sich um eine chemische Verbindung, die an nikotinerge
Acetylcholinrezeptoren (nAChRs) bindet und dadurch die neuronale Freisetzung von
Noradrenalin im sympathischen Nervensystem stimuliert. Noradrenalin fiihrt zu einer
Steigerung der Herzarbeit und einer Vasokonstriktion im systemischen Kreislauf, was
letztlich zu einer Erhohung des Blutdrucks fiihrt (43). AuBerdem kann Nikotin
proinflammatorische Wirkungen auf zelluldrer Ebene hervorrufen. Dieser Effekt konnte
in zwei Studien mit humanen Gingiva- und bronchialen Epithelzellen nachgewiesen
werden, in denen nach einer Stimulation eine stirkere Freisetzung von IL-8 festgestellt
werden konnte, einem proinflammatorischen Zytokin (93, 94). IL-8 kann neutrophile
Granulozyten chemotaktisch anlocken, deren Extravasation ins Subendothelium fordern

und die Monozytenproduktion beschleunigen (95). Die proinflammatorische Wirkung
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von Nikotin kann, in Kombination mit der Induktion von oxidativem Stress, zu einer
Beeintrachtigung der Endothelfunktion fiihren. Es wurde aber auch beobachtet, dass eine
Aktivierung der a7 -nAChRs durch Nikotin die Proliferation und Migration der
Endothelzellen fordert (43, 96). Dariiber hinaus wurde beobachtet, dass Nikotin durch

eine Freisetzung des Gewebewachstumsfaktors-Beta-1 (TGF[3-1) auch den fibrotischen

Umbau des Myokards begiinstigen kann. TGF(3-1 stimuliert Fibroblasten und induziert
Kollagensynthese (97). Eine iiber das physiologische Maf} hinausgehende Produktion von
Typ-I- und Typ-IlI-Kollagen und die Akkumulation in der extrazelluliren Matrix kann
zu einer fibrotischen Verdnderung des Gewebes flihren, was zu einer Beeintrdchtigung
der kontraktiven Funktion des Myokards und der elastischen Funktion der arteriellen

GefaBBwand fithren kann (98-100).

In mehreren klinischen Studien konnte allerdings auch nachgewiesen werden, dass sich
bei der Verabreichung von nikotinhaltigen bzw. fiir die Rauchentwdhnung eingesetzten
Medikamenten das kardiovaskulidre Risiko nicht erhoht, was auf Relevanz von weiteren

Verbrennungsprodukten im Zigarettenrauch in diesem Kontext hinweist (101-103).

1.3 Eigenschaften von E-Zigaretten

E-Zigaretten (E-Zigs) bestehen im Wesentlichen aus einer Batterie, einem Erhitzer und
einer Flissigkeitskammer fiir das E-Liquid (Abb. 2). Bei den verschiedenen
Generationen von E-Zigs gibt es Unterschiede beim Aufbau und der Menge des
aufgenommenen Nikotins. Beim Konsum wird durch Unterdruck Luft in das Gerit
eingezogen und mit den erhitzten E-Liquids vermischt, wodurch ein Aerosol gebildet

wird (104).

Lufteingang
! FliRigkeitskammer |
Batterie Luft .-:.:. ) Actrosol
| ' |
Erhitzer

Abb. 2 Aufbau einer E-Zigarette. Die Luft wird in das Gerét eingezogen und mit dem erhitzten E-
Liquid vermischt, wodurch das Aerosol entsteht. Eigene Darstellung.

Seit der Markteinfiihrung in den USA im Jahr 2007 werden E-Zigs hdufig als weniger
gesundheitsschiddliche Substitution fiir konventionelle Zigaretten (K-Zigs) propagiert.



Dies begriindet sich in der Annahme, dass bei E-Zigs im Vergleich zu K-Zigs die
Zusammensetzung der gesundheitsschiddigenden Verbrennungsprodukte einfacher und in
Menge reduziert ist (105). Im Jahr 2016 wurde vom Royal College of Physicians in
GroBbritannien die Nutzung von E-Zigs statt K-Zigs zur Reduzierung der
Gesundheitsschiden empfohlen (106). Dartiber hinaus zeigte sich in mehreren klinischen
Studien, dass der Konsum von E-Zigs im Vergleich mit K-Zigs mit geringeren
hiamodynamischen Verdanderungen assoziiert ist. In einer Studie von Vlachopolous et al.
ergaben sich bei Probanden, die E-Zigs im Zeitraum von 5 Minuten oder 30 Minuten
konsumierten, im Vergleich mit Probanden, die in 5 Minuten K-Zigs rauchten, eine
langsamere Steigerung und geringere Spitzenwerte des systolischen Blutdrucks und der
Pulswellengeschwindigkeit (107). In einer Studie von Franzen et al. konnte auBerdem
nachgewiesen werden, dass es bei E-Zig-Konsum im Vergleich mit K-Zig-Konsum zu
einer geringeren Steigerung des peripheren systolischen und diastolischen Drucks, des
zentralen diastolischen Drucks, der Herzfrequenz und der Pulswellengeschwindigkeit
kommt, was im Wesentlichen auf das enthaltene Nikotin zuriickgefiihrt wurde (108). In
einer Studie von St. Helen et al. zeigte sich, dass die Plasmakonzentration von Nikotin

bei E-Zigs-Konsum langsamer ansteigt als beim K-Zigs-Konsum (109).

E-Liquids enthalten in der Regel Nikotin, Propylenglykol, pflanzliches Glycerin und
Aromastoffe. Im Unterschied zu K-Zigs wird bei E-Zigs kein Tabak verbrannt, sondern
E-Liquid gedampft, wodurch sich die Zusammensetzung des Aerosols deutlich verdndert,

sodass etwa kein Kohlenstoffmonoxid entsteht (110).

E-Liquids enthalten Nikotin in der Regel in einer Konzentration von 3-48 mg/ml. Dabei
sollte allerdings beachtet werden, dass die tatsichliche Konzentration im Aerosol

gerdteabhingig ist (111).

Durch das Erhitzen des Propylenglykols und des pflanzlichen Glycerins konnen
Propylenoxid, Acetol, Glyoxal, Methylglyoxal, Glycidol und unterschiedliche Aldehyde
entstehen, wie Acetaldehyd, Formaldehyd und Acrolein (112-114). Mit Hinblick auf die
Wirkung auf das kardiovaskuldre System erscheinen vor allem die Aldehyde als relevant.
Die beim Verdampfen entstehende Menge ist dabei stark von der Temperatur des Geréts
abhingig, sodass bei verschiedenen E-Zig-Modellen unterschiedliche Aldehyd-Spiegel

im Aerosol gemessen wurden (110, 112). Propylenglykol kommt ebenfalls in relevanter



Menge im E-Zig-Dampf vor, mogliche toxische Effekte wurden bisher aber kaum

untersucht (115).

Im Vergleich mit den anderen Bestandteilen der E-Liquids konnen die
Verbrennungsprodukte der Aromastoffe stark variieren. So koénnen etwa Alkohol und
verschiedene Aldehyde entstehen. Zu den bekannten toxischen Verbindungen gehodren
etwa Diacetyl und Benzaldehyd, die potenziell pulmonale Schiden verursachen kénnen
(116). Allerdings kann angesichts der aktuellen empirischen Datenlage noch nicht
abschlieBend beurteilt werden, ob es durch den Einsatz von Aromastoffen

moglicherweise zu zusétzlichen gesundheitsschidlichen Wirkungen kommt (110).

In der Studie von Teasdale et al. wurden die humanen koronararteriellen Endothelzellen
dem gesamten Aerosol ausgesetzt, das sowohl pro- als auch antiinflammatorische
Verbrennungsprodukte enthilt (105). In der vorliegenden Arbeit erfolgte im Gegensatz
eine separate Exposition der Zellen gegeniiber verschiedenen chemischen Verbindungen,
um eine differenzierte Untersuchung der Wirkungen einzelner Verbrennungsprodukte zu

ermoglichen.

1.4 Die Einflusse von E-Zigaretten-Dampf auf Endothelfunktion

Dysfunktion des Endothels umfasst eine Beeintrichtigung der physiologischen
Funktionen des Gefillendothels, zu denen u. a. die Regulation der GefaBBweite und der
Gefidllpermeabilitdt, der Modulation der adhdsiven und chemotaktischen Eigenschaften
von Immunzellen bei akuten und chronischen Entziindungen und die Hemmung der
Thrombozyten-Aggregation gehdéren (33, 117). Die Aufrechterhaltung der
physiologischen Funktionen des Endothels erfolgt vor allem durch Stickstoffmonoxid
(NO), das durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS) aus L-Arginin und Sauerstoff
synthetisiert wird (33).

Die Atiologie eine Endotheldysfunktion ist in den meisten Fillen auf einen Mangel an
Stickstoffmonoxid (NO) zuriickzufiihren, induziert durch eine Uberproduktion von ROS,
Entzlindungsprozesse und eine reduzierte eNOS-Aktivitét (118).

NO ist wegen seines ungepaarten Elektrons hochreaktiv, weshalb es mit reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) in das nicht bioverfiigbares Peroxynitrit (ONOO-) umgewandelt
werden kann (33). Dariiber hinaus sollte berticksichtigt werden, dass eNOS NO lediglich
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in Dimer-Form synthetisieren kann. Bei Anwesenheit von Peroxynitrit kann das eNOS-
Dimer entkoppeln, wodurch es zu einer reduzierten NO-Synthese kommen kann (119,

120).

Im Rahmen einer klinischen Studie konnte bei Probanden, die iiber einen Zeitraum von
sieben Tagen eine festgelegte Menge von E-Zigs konsumiert haben, eine Zunahme von
Markern fiir oxidativen Stress und eine Verringerung der Bioverfligbarkeit von NO im
Blut festgestellt werden (121). In einer experimentellen Studie konnte nachgewiesen
werden, dass die Exposition mit dem Extrakt von E-Zig-Dampf in kultivierten vendsen
Endothelzellen zu einem Anstieg des ROS-Spiegels fiihrt, wihrend eine Behandlung mit
einem Antioxidans die ROS-induzierte Apoptose deutlich reduziert (122). In einer
weiteren Studie wurde eine hohere Anzahl von endothelialen Vorlduferzellen bei
Probanden beobachtet, die E-Zigs konsumierten, sodass die durch einen E-Zig-Konsum
induzierte ROS-Produktion sowohl die Endothelfunktion als auch das Uberleben der
Endothelzellen beeintrachtigen kann (123).

Bei Endotheldysfunktion kann die Immunregulation durch die Inhibition der
Rekrutierung und Adhésion von Leukozyten durch den Mangel von NO nicht adidquat
umgesetzt werden (124, 125). Die Entziindungsreaktion der Tunica intima durch
Leukozyten, zu denen Monozyten und Makrophagen gehdren, kann in drei Schritte
unterteilt werden, namlich Rekrutierung, Adhédsion und Infiltration. Die
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8 fungieren als Chemokine und locken
Leukozyten an. Am Entziindungsort werden die Leukozyten durch Adhésionsmolekiile,
wie ICAMI1, VCAMI und P-Selektin, angeheftet, sodass sie durch das Endothel dringen
konnen (5, 126, 127). Dabei scheint eine verdickte Tunica intima ein Friithzeichen von
Gefallversteifung zu sein. In der Studie von Li et al. konnte durch immunohistochemische
Farbung gezeigt werden, dass bei einer Intimaverdickung verstiarkt ICAM1-Molekiile

exprimiert werden (128, 129).

In der vorliegenden Arbeit wird daher die Frage untersucht, ob die Komponenten im E-
Zig-Dampf eine verstirkte Bildung von ROS und entziindungsrelevanten Molekiilen im

Endothel induzieren konnen.
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1.5 Die potenzielle Wirkung von E-Zigaretten-Dampf auf den Umbau in

der Tunica media

Neben den Verdnderungen der Endothelfunktion in der Tunica intima kann auch eine
Verdanderung der Zusammensetzung der extrazelluldiren Matrix in der Tunica media zu
einer erhohten GefaBsteifigkeit beitragen. Wesentliche Prozesse hierbei sind der Abbau
oder auch die Fragmentierung elastischer Fasern und der Einbau von Kollagenfasern (130,
131). Dabei sind insbesondere eine verstdarkte Expression und Aktivitdt von Proteasen,
Reparaturdefekte der extrazelluldren Matrix durch eine verminderte Elastin-Synthese und

eine chronische Inflammationsreaktion von zentraler Bedeutung (132).

Eine Gruppe von Proteasen, die am Abbau von Elastin in der Tunica media der humanen
Aorta wesentlich beteiligt ist, sind die MMPs (133, 134). MMPs werden von VSMCs
produziert und konnen spezifische Komponenten der extrazelluliren Matrix, etwa Elastin,
Kollagen und Elastin, proteolytisch abbauen. Ihre Expression wird in kranken und
entziindlichen Geweben héufig hochreguliert (135, 136). In einer klinischen Studie
konnte eine erhohte Konzentration von MMP-2 und MMP-9 im Serum von Patienten mit
einer dilatierten Aorta ascendens nachgewiesen werden, was als Indikator fiir eine
verminderte GefaBwand-Compliance verwendet werden kann (137). AuBlerdem wurde in
einer Studie festgestellt, dass die Expression und Aktivitdit von MMP-2 und MMP-9 in

Mausaorten bei chronischer Exposition gegeniiber Nikotin erhoht waren (138).

Die aktuelle Studienlage zum Zusammenhang zwischen E-Zig-Konsum und der Aktivitét
von MMPs leitet sich vor allem aus Arbeiten im Kontext von pulmonalen Zellen und
Geweben ab. In einer Studie konnte eine erhohte Aktivitdit von MMP-2 und MMP-9 nach
bronchoalveoldren Lavage der Konsumierenden von E-Zigs gemessen werden (139).
Allerdings liegen bisher nur unzureichende Daten zum Zusammenhang zwischen E-Zig-
Konsum und der Proteasenaktivitit im GefdBsystem vor. Deshalb wird in der
vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangen, ob das E-Zig-Dampf die Proteasenmenge

und -aktivitit in der Tunica media der humanen Aorta verdndern kann.
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1.6 Fragestellung

Wihrend die negativen Auswirkungen von Tabakrauch auf das GefiaBBsystem bereits
eingehend erforscht wurden, wurde die Frage nach den Effekten von E-Zig-Dampf bzw.
den darin enthaltenen Chemikalien auf das GefdBBsystem bisher nur unzureichend

untersucht.

Im Rahmen der vorliegenden experimentellen Arbeit wurden zwei zentrale zelluldre
Gruppen der GefaBwand betrachtet, ndmlich die Endothelzellen (ECs) der Tunica intima
und die glatten Muskelzellen (VSMCs), als wesentlicher Bestandteil der Tunica media.
Die Zellen wurden in vitro gegeniiber chemischen Verbindungen exponiert, die haufig im
E-Zig-Dampf vorkommen, insbesondere Nikotin, Acrolein, Propylenglykol, Acetaldehyd
und Formaldehyd.

Dabei wurden zwei Fragestellungen untersucht:

1. Begiinstigen die genannten chemischen Verbindungen Endotheldysfunktion durch

erhohte ROS-Bildung und Regulation pro-inflammatorischer Proteine?

2. Beeinflussen die genannten Bestandteile des E-Zig-Aerosols VSMCs mit Hinblick auf
Expression von Strukturporteinen und tragen sie damit zu den Umbauprozessen der

extrazellularen Matrix bei?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Labormaterialien

Utensil Modell Firma
Absaugsystem Integra Vacusafe Integra Bioscience
Autoklav VX-95 Systec
Aufnahmesystem flir Western- ChemiDoc MP Imaging Bio-Rad
Blot System
Brutschrank HERA cell 240 Heraeus
Direktverdrangerpipettenspitzen ~ Combitips advanced Eppendorf
Einkanalpipetten Eppendorf-Research; Eppendorf
10, 100, 1000 pl
Einkanalpipetten Eppendorf-Research Eppendorf
plus; 10, 20, 100, 200,
1000 pl
Einkanalpipetten Pipetman P10, P20, Gilson
P200, P1000

Einmal-Stangenpipetten

Filterpipettenspritzen

Gefrierschrank

Gefrierschrank
Imaging System
Kiivette

Kiihlschrank

Kiihl-Gefrier-Kombination

Mehrfachdispenser

Mikroskop
Mikrozentrifuge

Stripetten 1ml, 2ml,
Sml, 10ml, 25ml
10ul, 100ul, 1000ul
HERAfreeze HFU T-
Serie

Liebherr -20°C
ChemiDoc™MP

3 ml

FKU 1800 Index
20K/001

CNP 2013 Index
20C/001

Multipette Plus
CKX 41
PerfectSpin Mini
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QGreiner Bio-One

Starlab

Thermo Scientific

Liebherr
Bio-Rad
Sarstedt Deutschland
Liebherr

Liebherr

Eppendorf

Olympus
Peqlab



Multilabel Reader
Nitrozellulosemembran
PCR-Thermocycler
Pipettierhelfer
Pipettierhelfer
Pipettierhelfer
Pipettierhelfer
Pipettenspritzen
Pipettenspritzen

qPCR-Gerit

qPCR-Gerit

Reagenzglasschiitter
Reagiergefille
Schiitter

Schiitter
Sicherheitswerkbank, Klasse 11
Spectrophotometer
Kugelmiihle
Wasserbad
Werkbank
Zellkultur-Platten
Zellkultur-Platten
Zellschaber
Zentrifuge
Zentrifuge
Zentrifuge

Zentrifugenr6hrchen

Victor X4

0,45 um

Flex Cycler 2
Easypet
Hirschmann

neo Accupette 3-9905
Powerpette

10ul, 100ul, 1000ul
200pul

CFX96 Real-Time
System

C1000 Touch Thermal
Cycler

Vortex Genie 2
1,5ml, 2ml

MTS 4

Duomax 1030

Safe 2020
Nanodrop 2000c
TissueLyser LT
WNE14

Safe 2020

96-Well

Cellstar 100x20mm

Centrifuge 5424
Megafuge 40R
Fresco 17

Falcon 15ml, 50ml
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Perkin Elmer
Thermo Scientific
Analytik Jena
Eppendorf
Hirschmann

Neolab

VWR

Starlab

Sarstedt Deutschland
Bio-Rad

Bio-Rad

Scientific Industries
Sarstedt Deutschland
IKA-Labortechnik
Heidolph

Thermo Scientific
Peqlab

Qiagen

Memmert

Thermo Scientific
Sarstedt Deutschland
Greiner Bio-One
Sarstedt Deutschland
Eppendorf

Thermo Scientific
Thermo Scientific

Sarstedt Deutschland



2.1.2 Chemikalien und Losungen

Chemikalie Hersteller

Acetaldehyd Sigma Aldrich

Acrolein Restek

Acrylamid Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
APS Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
Bradford-Reagenz Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
BSA Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
Chloroform Sigma Aldrich

Clarity Max™ Western ECL Substrate Bio-Rad

dNTP-Mix (25x)

DTT

EDTA

Ethanol

Formaldehyd

Glycin

IGEPAL ® CO-520

NaCl

Nikotin

Nukleasen-freies Wasser

Methanol

Milchpulver

PageRuler Prestained Protein Ladder
PBS

Propylenglykol

Qiazol-Lysereagenz
Reverse-Transkriptase (MultiScribe)
Reverse Transkription Buffer (10x)

Reverse Transkription Random Primers (10x)

SDS
SYBR-Green
TBS
TEMED

Thermo Scientific

Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
VWR

Rockland

Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
Thermo Scientific

Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
Thermo Scientific

Thermo Scientific

Sigma Aldrich

Qiagen

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
Thermo Scientific

Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
Merck KGaA (Sigma-Aldrich)



Tris-Base Merck KGaA (Sigma-Aldrich)

Trypan Blue Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
Trypsin-EDTA Sigma Aldrich

Tween 20 Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
WST-1 Reagenz Roche

2.1.3 Zellkultur

Primirzellen Firma

humane aortale glatte Muskelzellen (HAoSMC), Sigma Aldrich
humane Aortenendothelzellen (HA0EC) PromoCell
Medien Firma

DMEM Thermo Scientific
Endothelial Cell Growth Medium MV Kit PromoCell

2.1.4 Software

Sofware Firma

Bio-Rad CFX Manager (CFX Bio-RAD
Manager™, Software, Bio-Rad

Laboratories. Inc. Version 3.1)

GraphPad Prism 9.1.2 Graphpad Software La Jolla
ImageLab 4.1 Bio-RAD

Microsoft Office Microsoft

NanoDrop 2000/2000c Thermo Fisher Scientific

Perkin Elmer 2030 Manager Perkin Elmer

Image J National Institutes of Health, die USA
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2.1.5 Primer

Primer Angewendte Hersteller Katalognummer Verdiinnung
Zellline gegen ddH,0
GAPDH VSMC, EC Biomol GmbH VHPS-3541 1:3
ICAM1 EC Biomol GmbH VHPS-4429 1:3
VCAM1 EC OriGene HP230503 1:3
IL6 EC Biomol GmbH VHPS-4559 1:3
IL8 EC Biomol GmbH VHPS-4563 1:3
CD40 EC Biomol GmbH VHPS-9433 1:3
SEL-P EC Biomol GmbH VHPS-8223 1:3
COL3A1 VSMC Qiagen 330001PPH00439 F  Ohne
Verdiinnung
ELN VSMC Biomol GmbH VHPS-2951 1:3
MMP2 VSMC Qiagen 330001PPHO0151B  Ohne
Verdiinnung
TIMP2  VSMC Qiagen QTO00017759 Ohne
Verdiinnung

2.1.6 Test-Kits

Test-Kit Hersteller
MMP Activity Assay Kit (Fluorometric - Green) abcam
RNeasy Kit Qiagen
ROS/Superoxide Detection Assay Kit (Cell-based) abcam
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2.1.7 Antikorper

Primire Angewendte Molekulidre Hersteller Katalog- Verdiinnung

Antikorper Zellline Gewicht des nummer
Zielproteins

B-Actin EC, VSMC  Ca. 40 kDa Cell 8584 1:3000
(rabbit Signaling
monoclonal)
ICAM1 EC 85-110 kDa  Antibodie ~ABIN 1:1000
(mouse s-online 94178
monoclonal)
IL8 (rabbit EC Ca. 11 kDa Sigma HPA 1:1000
polyclonal) Aldrich 057179
ELN (rabbit VSMC Ca. 80 kDa Bioss bs- 1:1000
polyclonal) 1756R
COL3A1 VSMC Ca. 180 kDa  Thermo PAS- 1:2000
(rabbit Scientific 34787
polyclonal)
TIMP2 VSMC Ca. 24 kDa Sigma SAB420 1:1000
(mouse Aldrich 0814-25
monoclonal)

Sekundiire Antikorper Hersteller Katalognummer Verdiinnung
Pierce goat anti-rabbit IgG Thermo 31460 1:15000
(H+L) Peroxidase conjugated Scientific
Anti-mouse IgG, HRP-linked Cell 7076 1:15000
Antibody Signaling
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2.2 Zellkultivierung

Das Ziel der Zellkulturexperimente bestand darin, den FEinfluss der chemischen
Verbindungen auf den humanen Endothelzellen (ECs) und den humanen vaskuldren

glatten Muskelzellen (VSMCs) in vitro zu untersuchen.

Die folgenden Bedingungen galten wéhrend der Zellkulturverfahren: Vor Beginn jeder
Zellbehandlung wurden die Zellen unter dem CKX41 Inversmikroskop betrachtet. Die
Standard-Zellkulturmedien wurden im Wasserbad auf 37°C vorgewarmt. Eine sterile und
kontaminationsfreie Zellkultivierung wurde durch das Arbeiten unter der biologischen
Sicherheitswerkbank, Klasse II gewihrleistet. Vor Benutzung wurden die
Sicherheitsbank und alle Materialien mit 70% EtOH desinfiziert. Die fiir die Experimente

verwendeten Zellen befanden sich zwischen der vierten bis zehnten Passage.

Die ECs und die VSMCs wurden auf 10 cm Zellkulturschalen in 7 ml Zellkulturmedium
kultiviert. An jedem dritten Tag wurde das alte Zellkulturmedium abgenommen. Die
Zellen wurden mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen in 7 ml frischem
Zellkulturmedium bei 37°C und 95% Luftfeuchtigkeit im Inkubator, der mit 5% CO2

begast wurde, kultiviert.
2.2.1 Zellkulturmedien

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit zwei verschiedenen Zellkulturmedien gearbeitet:
ECs wurden mit Endothelial Cell Growth Medium MV Kit kultiviert. VSMCs wurden mit
dem Standard-Zellkulturmedium DMEM kultiviert, welches zu 20% mit fatalem
Bovinserum (FBS) und zu 1% mit Penicillin/Streptomycin (PEN/STREP) angereichert

wurde.
2.2.2 Passagieren der Zellen

Sobald die Zellen eine Konfluenz von 80 — 90% erreicht hatten, wurden diese passagiert:
Das alte Zellkulturmedium wurde abgenommen und die Zellen wurden mit DPBS
gewaschen, um altes Medium zu entfernen. 1,5 ml Trypsin-EDTA-LS&sung wurde auf die
Zellkulturschale gegeben, um die adhdrenten Zellen von den Schalen abzulosen. Unter
dem CKX41 Inversmikroskop wurde die Zellablosung kontrolliert. Durch Zugabe von
4,5 ml Standard-Zellkulturmedium wurde die Trypsinwirkung beendet. Die Zelllosung
wurde in einem Zentrifugenrohrchen gegeben und bei 200 x g flinf Minuten bei

Raumtemperatur zentrifugiert. Der Fliissigkeitsiiberstand wurde entfernt, die Zellen in
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PBS erneut gelost und bei gleicher Einstellung zentrifugiert. Wiederum wurde der
Fliissigkeitsiiberstand entfernt und das Zellpellet geldst, diesmal in frischem und der
jeweiligen Zelllinie entsprechendem Zellkulturmedium. Die Zelllosung wurde auf neue

Zellkulturschalen verteilt — im Verhéltnis 1:2 oder 1:3.
2.2.3 Zellzahlbestimmung

Eine Neubauer Ziahlkammer wurde durch das Anbringen des Deckglases auf die zwei
Glasstege vorbereitet. Die Zellzahl der Zellen wurde zu Beginn der Experimente
bestimmt. Hierfiir wurden 3 pl des in frischem Zellkulturmedium geldsten Zellpellets mit
27 pl Trypan Blau vermischt und 10-fach verdiinnt. 10 pl dieser Mischung wurde auf
eine Neubauer Zahlkammer an den Rand des Deckglases pipettiert. Die Zéhlung der
Zellen erfolgte unter dem CKX41 Inversionsmikroskop, wobei jeweils fiinf von
insgesamt neun Feldern auf jeder Seite, insgesamt zehn Felder, gezihlt wurden. Die

Berechnung der Zellzahl erfolgte gemal3 folgender Formel:

Gesamt gezadhlte Zellanzahl
10 Felder
Durchschnittliche Zellzahl pro Feld X 10 — Fach — Verdiinnung
1 x 10~*(Volume, ml)

= Durchschnittliche Zellzahl pro Feld

= Zellzahl pro Millimeter

Die Zellsuspension mit bekannter Zellkonzentration wurde dann, in Abhéngigkeit vom
jeweiligen Experiment, mit einer definierten Zellzahl in Petrischalen oder

Zellkulturschalen ausgesiit.

2.3 Aufbereitung der Chemikalien

Die erworbenen Chemikalien wurden in molaren Einheiten umgerechnet und sind wie
folgt angegeben: Nikotin: 6,22 M; Acrolein: 15 M; Acetaldehyd: 17,69 M; Formaldehyd:
4,34 M; Propylenglykol: 13,62 M. Die jeweiligen Substanzen wurden in einer Reihe,

maximal 10-fach bei jedem Vorgang, mit sterilem Wasser verdiinnt.

Um die chemischen Eigenschaften der Substanzen, insbesondere solcher mit niedrigen
Siedepunkten (beispielsweise Acetaldehyd mit 20,2 °C), wihrend der Aufbereitung zu
bewahren, wurden alle Prozesse auf mit UV-Strahlung behandeltem Eis durchgefiihrt.

Zusitzlich wurden das sterile Wasser und die Pipettenspitzen zuvor auf 4 °C gekiihlt.
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2.3.1 Zellviabilititsassay

Wie in der Einleitung dargelegt, wurden die Chemikalien in verschiedenen
Verdiinnungsstufen getestet. Die ausgewihlten Konzentrationen jeder Chemikalie sind in

(Tabelle 1) dargestellt.

Tabelle 1: Die ausgewiihlten Konzentrationen der Chemikalien.

Chemikalien Konzentrationen

Nikotin InM, 100nM, 1uM, 100uM, 1mM
Acrolein 0,5uM, 1 uM, 2uM, 5uM, 10uM, 25uM
Acetaldehyd 0,5uM, 1 uM, 2uM, 5uM, 10uM, 25uM
Formaldehyd 0,5uM, 1 uM, 2uM, 5uM, 10uM, 25uM
Propylenglykol 50uM, 200uM, 1mM, SmM

Der hier beschriebene Versuch wurde in 96-Wellen-Platten durchgefiihrt. Dabei wurde
die letzte Verdiinnung durch Zugabe von Kulturmedium auf ein Volumen von 100 pl in
jedes Well vorgenommen. Um potenzielle Pipettierfehler zu minimieren, wurde das

Experiment so konzipiert, dass jedes Pipettiervolumen mindestens 1,5 pl betrug.

Im Folgenden wird zur Veranschaulichung des Vorgehens die Dosierung von
Propylenglykol  beispielhaft  erlautert:  Propylenglykol — wurde mit einer
Stockkonzentration von 13,62 M verwendet. Im ersten Schritt wurde eine Mischung aus
10 pul Propylenglykol und 90 pl sterilem Wasser in einem Eppendorf-Réhrchen hergestellt.
In der Folge wurde eine weitere Verdiinnung vorgenommen, indem 10 pl der zuvor
hergestellten Mischung mit 90 pl sterilem Wasser vermischt wurden. Dadurch konnte
eine Losung mit einer Konzentration von 136,2 mM erzielt werden. Die Testlosung mit
einer Konzentration von 5 mM wurde durch Zugabe von 3,8 ul der Ausgangslosung pro
Well pipettiert. Der verbliebene Anteil wurde erneut zehnfach verdiinnt, was einer
Konzentration von 13,62 mM entsprach. In der Folge wurden 7,7 ul der Losung in jedes
Well fiir eine Testkonzentration von 1 mM pipettiert. Die verbleibende Losung wurde
wiederum fiinfmal verdiinnt, was einer Konzentration von 2,72 mM entspricht. In der
Folge wurden 7,7 ul der Losung in jedes Well fiir eine Testkonzentration von 200 uM
pipettiert, sowie 1,9 pl fiir 50 uM.

Die Vorgehensweise bei der Verwendung anderer Chemikalien folgte dem gleichen

Prinzip.
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2.3.2 Arbeitskonzentrationen fiir nachfolgende Experimente

Auf Basis der Resultate des Zellviabilititsassays, welche im Abschnitt 3.1 im Detail
erldutert werden, wurden die finalen Arbeitskonzentrationen der Chemikalien definiert
(Tabelle 2), welche fiir simtliche nachfolgenden Experimente in dieser Arbeit zum
Einsatz kamen. Die Verdiinnung erfolgte geméd dem im vorherigen Abschnitt

dargelegten Prinzip.

Tabelle 2: Die finalen Arbeitskonzentrationen jeweiligen Chemikalien, die in folgenden

Experimenten angewendet wurden.

Chemikalie Arbeitskonzentration
Nikotin 100 uM

Acrolein 2 uM

Propylenglykol 50 uM

Acetaldehyd 25 uM

Formaldehyd 5uM

2.4 Zellviabilitatsassay

Im Rahmen dieser Arbeit lag der Fokus auf der Untersuchung der Verénderungen von
Zellen unter der Behandlung mit verschiedenen Chemikalien. Ein ausgeprigter
Zelluntergang wurde daher als Storfaktor betrachtet und sollte nach Mdglichkeit
vermieden werden. Das Ziel dieser Untersuchung bestand in der Ermittlung von
Konzentrationen der Chemikalien, bei deren Unterschreitung eine ausreichende

Uberlebensrate der Zellen gewiihrleistet werden konnte.
2.4.1 Prinzip der WST-1-Assay

Zur Evaluierung der Uberlebensrate der Zellen unter Behandlung mit den Chemikalien
wurde der WST-1-Assay (Water-Soluble Tetrazolinium) eingesetzt. Beim WST-
Reagenz (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat)
handelt es sich um einen hellrétlichen Farbstoff, der durch mitochondriale Succinyl-
Tetrazolinium-Reduktase zu dunkel-rotlichem Formazan gespalten wird (Abb. 3). Die
mitochondriale Succinyl-Tetrazolium-Reduktase ist ausschlielich in der Atmungskette
der Mitochondrien lebensfdhiger Zellen lokalisiert. Der Vergleich der Menge des

gebildeten Formazans in behandelten Zellen im Verhiltnis zur Kontrolle erlaubt demnach
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die Ableitung des Anteils der iiberlebenden Zellen. Das entstandene Formazan ist 16slich
im Kulturmedium, sodass dessen Menge durch Absorptionsmessungen bei einer

Wellenldnge von 450 nm bestimmt werden kann.

| o A G
+N N

ek NH
Y NAD" et NADH 1 I
N VR N N
so.ns A so.na
= -
mitochondriale Succinyl-
Tetrazolinium-Reduktase
SO;Na SO;Na
WST-1 (leicht rot) Formazan (dunkel rot)

Abb. 3: Strukturinderung der WST-1-Reagenz. WST-1 wird zu Formazan reduziert, wiahrend das
Elektronenkoppelreagenz (EKR) oxidiert wird. Die oxidierte Form des Elektronenkoppelreagenzes wird
anschliefend unter Verbrauch von NADH wieder zu EKR-H reduziert. Eigene Darstellung modifiziert nach
Yin et al. (140)

2.4.2 Durchfiihrung

Sowohl ECs als auch VSMCs waren zum Zeitpunkt der Untersuchung zwischen der
dritten und zehnten Passage. Die Kultivierung erfolgte gemdll dem zuvor genannten
Protokoll. Im Rahmen des vorliegenden Versuchs wurden die Zellen geteilt und in einer
96-Well-Platte angeziichtet. Dabei wurden jeweils 1 X 10* Zellen und 100 pl
Kulturmedium pro Well verwendet. Die Kultivierung erfolgte {iber einen Zeitraum von
24 Stunden. In der Folge wurden die Zellen gemidB den zuvor erwihnten

Konzentrationsschemen fiir weitere 24 Stunden behandelt.

Im Anschluss an die Behandlungen wurde in jedes Well eine Menge von 10 pl des WST-
1-Reagenzes gegeben. Die Kultivierung erfolgte im Dunkeln iiber einen Zeitraum von
zwei Stunden, anschlieBend wurde die Absorption bei einer Wellenldnge von 450 nm

gemessen.
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2.5 ROS-Assay

Im Rahmen dieses Experiments wurde der durch die Behandlung induzierte oxidative
Stress sowie die Superoxide mit dem ROS/Superoxide Detection Assay Kit quantifiziert.
Der oxidative Stress wird dabei als Fluorescein (Anregung/Emission = 490/525 nm) und

die Superoxide als Rhodamin (Anregung/Emission = 550/620 nm) detektiert.

Die ECs der zehnten Passage wurden gesplittet und 24 Stunden vor der Behandlung in
einer speziell fiir die Fluorometrie konzipierten 96-Well-Platte ausgeséht, wobei jeweils
1 x 10* Zellen und 100 ul Kulturmedium pro Well verwendet wurden. Fiir jede

Bedingung waren acht Replikate vorgesehen.

Da die Reaktionen der Zellen nach einer 24-stiindigen Exposition gegeniiber den
Chemikalien beobachtet werden sollten, um eine einheitliche Grundlage fiir die
Auswertung zu schaffen, wurde die Behandlung mit den Chemikalien 24 Stunden vor der
Detektion begonnen. Die Konzentrationen der zu testenden Chemikalien wurden gemaf3

den Angaben in Abschnitt 3.1 festgelegt.

Die Detektion erfolgte gemil dem vom Hersteller bereitgestellten Protokoll. Als positive
und negative Kontrolle wurden jeweils 400 uM Pyocyanin, ein ROS-Inducer, und 5 mM
N-Acetyl-L-Cystein, ein ROS-Inhibitor, mit Endkonzentrationen eingesetzt. In
Ubereinstimmung mit den Empfehlungen des Herstellers sollte die Inkubation mit dem
ROS/Superoxide Detection Mix nach der Induktion fiir die positive Kontrolle durch den
ROS-Inducer 30 bis 60 Minuten dauern. Um vollstdndigere und zuverldssigere
Ergebnisse zu erhalten, wurde die Platte 30, 45 und 60 Minuten inkubiert und insgesamt

dreimal mit dem Multilabel-Reader Victor X4 bei beiden Wellenldngen gemessen.
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2.6 quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Im Rahmen dieses Experiments wurde untersucht, inwiefern Chemikalien Einfluss auf
genetische Expressionsverdanderungen in Zellkulturen nehmen. Der Fokus der
Untersuchung lag dabei auf Entziindungsmarkern und Adhésionsmolekiilen bei ECs,
sowie auf Kollagen, Elastin und Extracellular-Matrix-Remodelling-Proteine bei VSMC:s.
Die ausgewdhlten Primer, die auf Zielgene abzielten, die potenziell am Umbauprozess
der GefdBBwand beteiligt sein konnten, sind zusammen mit ihren Abkiirzungen in (Tabelle

3) aufgefiihrt:

Tabelle 3: Die Primerliste.

Zelllinie | Ausgewiihlte Primer

EC ICAM-1, VCAM-1, IL-6, IL-8, CD40, P-Selektin (SELP)

VSMC Kollagen Typ III (COL3A1), Elastin (ELN), Matrix-Metalloproteinase-2
(MMP2), Tissue-Inhibitor of Metalloproteinase-2 (TIMP2)

Des Weiteren wurde GAPDH, welches in beiden Zellarten exprimiert wurde, als
Housekeeper-Primer verwendet. Die Gegeniiberstellung der Ct-Werte von GAPDH und
des jeweiligen Primers erlaubte eine Normalisierung der Expressionsstérke jeder Probe.
Das detaillierte Verfahren wurde im nachfolgenden Abschnitt "Auswertung" néher

erlautert.
2.6.1 Prinzip der qPCR

Die konventionelle PCR basiert auf der Bildung von Bindungen zwischen den zugefiigten
Primern und Nukleotiden unter Einwirkung der Polymerase. Die nachfolgende Messung

der Expressionsstirke erfolgt mittels Elektrophorese.

Im Gegensatz dazu erfolgt bei der Echtzeit-quantitativen PCR (qPCR) eine Messung der
DNA-Menge wihrend der Reaktion. Dazu werden den Reagenzien DNA-bindende
Farbstoffe beigefiigt. Im Rahmen dieses Experiments wurde SYBR-Green als Farbstoff
eingesetzt. Der DNA-Farbstoff-Komplex absorbiert blaues Licht mit einer Wellenlidnge
von 494 nm und emittiert griilnes Licht mit einer Wellenldnge von 521 nm, welches vom
Detektor erfasst wird. Im Verlauf der Reaktion nimmt die Stirke des Lichtsignals mit
zunehmender DNA-Menge zu, bis die vorab festgelegte Schwelle fiir die Signalstirke
erreicht wird. Der Ct-Wert gibt die Anzahl der Replikationszyklen an, in deren Verlauf
die zuvor beschriebenen Vorginge stattfinden. Die Schwelle wird so festgelegt, dass sie

sich am untersten Punkt des linearen Bereichs der Signalstiarke-Kurve befindet (Abb. 4).
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Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass ein niedriger Ct-Wert eine geringe Anzahl

an Replikationszyklen erfordert und eine hohe Genexpression impliziert.

A

Plateau-Bereich

linearer
Bereich

exponentieller
Bereich

Fluroszenz-St3rke

Schwelle

Ct-Wert

v

Zyklen

Abb. 4: Die Fluroszenz-Kurve einer qPCR. Die Kurve der Fluoreszenzstirke ldsst sich in drei
Phasen unterteilen. Initial exponentieller Anstieg, dann linearer Anstieg, und dann Plateaubereich.
Die Festlegung der Schwelle erfolgt im untersten Punkt des linearen Bereichs, wobei die Anzahl der
Zyklen, bei denen die Kurve die Schwelle erreicht, als Ct-Wert definiert wird. Eigene Darstellung.

2.6.2 Probegewinnung und RNA-Isolation

Die Zellen wurden gesplittet und mit einer Konzentration von 1 X 10° Zellen pro
Mikroliter Kulturmedium in 10-cm-Petrischalen ausgeséht. Jede Petrischale enthielt 7 ml

Kulturmedium, was einer Gesamtzahl von 7 X 10> Zellen pro Schale entsprach.

Nach der Aussaat der Zellen in die Kulturmedien wurde eine 24-stiindige Ruhephase
eingelegt, bevor die Chemikalien appliziert wurden. Die Konzentrationen der

Chemikalien wurden geméf den Angaben in Abschnitt 3.1 festgelegt.

Nach Abschluss der Behandlungen wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der
Petrischale abgeschabt und in 700 ul QIAzol-Lysereagenz geladen. AnschlieBend wurde
die Mischung mit einem Volumen von 90 pl Chloroform vermischt. Im Anschluss
wurden die Proben bei einer Temperatur von 4 °C und einer
Zentrifugationsgeschwindigkeit von 800 x g fiir einen Zeitraum von 30 Minuten
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden 350 pul der oberen, klaren Schicht der
zentrifugierten Proben zusammen mit 350 pl Ethanol in RNeasy MinElute Spin Columns
iibertragen. Die nachfolgenden Schritte wurden in Ubereinstimmung mit dem Protokoll

des RNeasy-Kits durchgefiihrt.
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2.6.3 cDNA-Synthese

Die Konzentration der RNA in den Proben wurde mit dem NanoDrop 2000 erfasst und

auf den gleichen Konzentrationswert verdiinnt. Die gleich konzentrierten Proben wurden

zusammen mit dem Master-Mix, in ein Reaktionsgefa3 auf Eis pipettiert (Tabelle 4). Als

negative Kontrolle wurde bei jeder cRNA-Synthese eine Probe ohne Reversetranskriptase

(negative RT) eingesetzt, um sicherzustellen, dass die RNA-Proben frei von DNA sind.

Tabelle 4: Die Zusammensetzung von Master-Mix fiir cDNA-Synthese. (RT: reverse

Transkription)

Bestandteil von Master-Mix | Volumen fiir | Volumen fiir negative RT

Versuchsproben (ul) ((71))

10x RT Buffer 3 3

25x ANTP Mix 1,2 1,2

10x RT Random Primers 3 3

Reverse Transkriptase 1,5 0

Nukleasen-freies Wasser 6,3 7,8

RNA-Probe 15 15

Das Gemisch wurde dann in dem PCR-Thermocycler unter folgendem Programm in

cDNA synthetisiert (Tabelle 5).

Tabelle S: Das Temperaturchema der cDNA-Synthese.

Temperatur Zeit

25°C 10 Minuten
37°C 90 Minuten
37°C 30 Minuten
85°C 5 Minuten
16°C Hold
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2.6.4 quantitative PCR

Die cDNA-Proben wurden jeweils mit einer Menge von 1 ul in jedes Well der qPCR-
Platte auf Eis pipettiert. Im Anschluss wurde eine 19-pl-Losung aus Master-Mix,
bestehend aus SYBR-Green, ddH.O und Primer, hinzugefiigt, sodass sich ein
Gesamtvolumen von 20 pl pro Well ergab (Tabelle 6). Die Zusammensetzung des

Master-Mixes ist primer-abhdngig und lautet wie folgt:

Tabelle 6: Die Zusammensetzung von Master-Mix fiir qPCR.

Bestandteil von Master-Mix | Volumen jeder Welle (ul), fiir | Volumen jeder Welle (ul),

Primer aus Biomol/Origen fiir Primer aus Qiagen

SYBR-Green 10 10
Primer 0,25 1
Nukleasen-freies Wasser 8,75 8

Zur Verifizierung der DNA-Freiheit des Master-Mixes wurde bei jedem Master-Mix eine
No Template Control (NTC) als negative Kontrolle durchgefiihrt. In diesem
Zusammenhang wurde ein Volumen von 1 pl der cDNA-Probe durch ein Volumen von

1 pl nukleasefreiem Wasser ersetzt.

Im Anschluss wurde die Platte mit einer Folie versiegelt, kurz zentrifugiert und sodann

in den Automaten fiir den Lauf eingelegt. Das Laufschema ist in Tabelle 7 dargestellt:

Tabelle 7: Laufschema der qPCR.

Schritt Temperatur (°C) | Zeit (Sekunden) Zyklen
Initiation 95 180 1
Denaturierung 95 10 45
Gliihen, Elongation, Ablesen | 60 60

2.6.5 Auswertung

Die relative Genexpressionsstirke der Zellen, welche einer Intervention unterzogen
wurden, wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe als Fold-Change dargestellt. Die

Berechnung erfolgte gemal3 folgender Formel:

ACt = Ctgetester Primer — CtGAPDH
AACt = ACtprope — ACtkontrotle
Fold Change = 274A¢t
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2.7 Proteinanalyse

Im Rahmen der Untersuchung genetischer Expressionsverdnderungen auf Proteinebene
wurde eine Western-Blot-Proteinanalyse durchgefiihrt. Die Proteine wurden sowohl aus
ECs als auch aus VSMCs isoliert und mittels Gelelektrophorese basierend auf ihrem
Molekulargewicht getrennt. Im Anschluss wurden die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran iibertragen, wo sie durch Bindung mit priméren Antikorpern
nachgewiesen wurden. Im Anschluss wurden die primiren Antikorper mit sekundéiren
Antikorpern inkubiert, wodurch in Verbindung mit dem Clarity Western ECL-Substrate
chemilumineszente Signale erzeugt wurden. Die Intensitét dieser Signale korrelierte mit
der Menge des in der Probe enthaltenen Proteins. Die erzeugten Signale wurden durch

ein Imaging-System erfasst und im Anschluss einer Quantifizierung unterzogen.

Die Proteine, deren genetische Expression in der gPCR signifikant verédndert war, wurden
einer quantitativen Analyse unterzogen. In Anlehnung an die Ergebnisse der quantitativen
PCR (siehe Abschnitt 3.3) wurden fiir das vorliegende Proteinassay die folgenden

Antikorper eingesetzt:

Zelllinie | Antikorper

EC ICAM-1

VSMC Kollagen Typ II (COL3Al), Elastin (ELN), Tissue-Inhibitor of
Metalloproteinase-2 (TIMP2)

Des Weiteren wurde B-Aktin, welches von beiden Zellarten translatiert wird, als
Housekeeping-Antikdrper eingesetzt. Dies diente der Normalisierung der Auswertung

hinsichtlich der gemessenen Bandstérke der Versuchsgruppe.
2.7.1 Proteinisolation

Die Zellen wurden in einer Dichte von 1 X 10° Zellen pro Mikroliter Kulturmedium in
10-cm-Petrischalen ausgesit. Jede Petrischale wies ein Volumen von 7 ml Kulturmedium
auf, was einer Gesamtzahl von 7 X 10° Zellen pro Schale entsprach. Im Anschluss an die
Aussaat wurden die Zellen fiir die Dauer von 24 Stunden unbehandelt belassen, bevor sie
einer weiteren Behandlung mit den Chemikalien iiber einen Zeitraum von ebenfalls 24
Stunden unterworfen wurden. Die Konzentrationen der Chemikalien wurden geméf den

Angaben in Abschnitt 3.1 festgelegt.

Nach der Behandlung wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der Petrischale in

120 pl RIPA-Puffer abgeschabt und in Eppendorf-Reaktionsgefdle mit Metallkugeln
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geladen. Zur Lyse der Zellen wurden die Reaktionsgefde mit den Metallkugeln in den
Tissue-Lyser gegeben und drei Mal mit einer Frequenz von 50 Hz fiir jeweils 15
Sekunden geschiittelt. AnschlieBend wurden die Proben bei 4 °C mit einer
Rotationsgeschwindigkeit von 13.000 rpm fiir 30 Minuten zentrifugiert, worauthin der
Uberstand in frische ReaktionsgefiBe iibertragen wurde. Fiir die Messung der
Proteinkonzentration wurden 20 pl der Proben verwendet, wihrend das restliche
Volumen mit dem Protease-Inhibitor im Verhaltnis 1:10 gemischt und bei -80 °C fiir bis

zu acht Wochen gelagert wurde.
2.7.2 Messung der Proteinkonzentration

Die Messung wurde mittels Bradford-Assay durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden 980
ul Bradford-Reagenz mit entweder 20 ul Proteinprobe oder 20 pul RIPA-Puffer als blanke
Referenz vermengt. Die gesamte Losung wurde in Kiivetten geladen und mit dem
Spektralphotometer NANODROP 2000c vermessen. Infolge der erfolgten Messungen
wurden die Proben unter Zugabe des RIPA-Puffers auf eine homogene

Proteinkonzentration verdiinnt.
2.7.3 Elektrophorese und Westernblot-Analyse

Die Elektrophorese wurde unter Verwendung eines SDS-Polyacrylamid-Gels
durchgefiihrt. Das Gel ldsst sich in zwei Bestandteile gliedern: das Sammelgel und das
Trenngel. Im Sammelgel erfolgt eine Anreicherung der Proteine auf einer Ebene,
wihrend im Trenngel eine Separation der Proteine nach ithrem Molekulargewicht erfolgte.
Die beiden unterscheiden sich im Anteil des Polyacrylamids. Eine Ubersicht iiber die

Zusammensetzung beider Gele findet sich in Tabelle 8.

Tabelle 8: Die Zusammensetzung vom Sammelgel und Trenngel.

Zutaten Sammelgel Trenngel

Acrylamid 2,25 ml 12,0 ml

VE-Wasser 8,82 ml 10,35 ml

TEMED 14,99 ul 14,99 ul

10% APS 149,9 ul 149,9 ul

Puffer 3,78 ml Upper-Puffer 7,47 ml Lower-Puffer

Das erstarrte Gel wurde in der Halterung montiert und anschlieend in einen Laufpuffer

eingetaucht.

31




Des Weiteren wurde eine Denaturierung der Proteinproben vorgenommen. Ein Volumen
von 22,5 ul jeder Proteinprobe wurde entnommen und mit 7,5 pl 4x Ladmmli-Puffer in
einem Eppendorf-Reagenzgefd3 gemischt. In der Folge wurde die Mischung fiir zehn

Minuten auf 95 °C erhitzt, um die Proteine zu denaturieren.

Im Anschluss wurden die denaturierten Proteinproben sowie der Marker PageRuler
Prestained Protein Ladder in das Gel geladen. Der PageRuler ermdglicht die Darstellung
der Hohe bestimmter molekularer Gewichte auf dem Gel mithilfe von sichtbaren Béndern.
Die Konzentration der Proteine erfolgte zunichst durch Elektrophorese mit einer
elektrischen Spannung von 90 V fiir 10 Minuten im Sammelgel. Im Anschluss wurden
sie mit 120 V fiir 90-120 Minuten im Trenngel nach ihren molekularen Gewichten

getrennt.

Im Anschluss an die Elektrophorese erfolgte eine Ubertragung der Proteine vom Gel auf
eine Nitrozellulosemembran. In diesem Prozess erfolgte die Platzierung des Gels sowie
der Nitrozellulosemembran in der mit 1 x Blotting-Puffer gefiillten Blotting-Kammer,

gefolgt von der Anlage eines Stroms von 0,8 A fiir 30 Minuten.

Im Anschluss erfolgte eine einstiindige Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen
an der Membran mittels Blotto B, wihrend gleichzeitig die ersten Antikorper vorbereitet
wurden. Die Antikorper wurden jeweils mit Blotto B verdiinnt. In der Folge wurde die
Membran iiber Nacht bei einer Temperatur von 4 °C mit den verdiinnten ersten

Antikorpern inkubiert.

Nach einer dreimaligen Waschung mit 1x TBS-Puffer erfolgte eine Inkubation der
Membran bei Raumtemperatur liber den Zeitraum einer Stunde mit dem sekundéren

Antikorper.

Im Anschluss an die Inkubation mit dem sekundédren Antikorper erfolgte eine erneute
Waschung der Membran mit 1x TBS-Puffer. Im néchsten Schritt wurde das Clarity
Western ECL-Substrate gemischt und ein Milliliter davon fiir jede Membran verwendet.
Nach der zehnminiitigen Inkubation wurden die Signale unter Verwendung des Imaging-

Systems und des Programms ImageLab detektiert, dokumentiert und ausgewertet.

Um die Signalstdrke jeder Probe zu normalisieren, wurde ein Antikdrper gegen B-Aktin
als Housekeeper eingesetzt. Die Membran wurde iiber Nacht bei 4 °C mit diesem

Antikorper inkubiert und am darauffolgenden Tag nach einer dreimaligen Waschung
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unter Verwendung des Imaging-Systems abfotografiert. Die Auswertung wurde mit dem

Programm ImageJ durchgefiihrt, wobei die

vorgenommenen Normierung ermittelt wurde.

2.7.4 Zusammensetzung der angewendeten Puffer

10x Blotting-Puffer

1x Blotting-Puffer

Blotto B

10x Protease-Inhibitor

4x Limmli-Puffer

Lower-Puffer

Tris base

Glycin

SDS

VE-Wasser

10x Blotting-Puffer
VE-Wasser
Methanol

TBST 0,1%
Milchpulver

BSA

10mM Tris-HCL
500mM NacCl
10mM EDTA
10mM DTT
Glycerin

BSA

VE-Wasser

SDS

IM Tris-HCL
Glycerol
3-Mercaptoethanol
Bromophenol blue
VE-Wasser

1,5M Tris base
VE-Wasser

0,4% SDS
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Signalstdrke anhand der

145,6 g
713 ¢g
925¢

Ad 500 ml
25 ml

175 ml

50 ml

100 ml

Ig

Ig

10 ml

12,5 ml

2 ml
0,154 g
20 ml

10 mg

Ad 100 ml
8g

2 ml

40 ml

8 ml

03¢

Ad 100 ml
90,885 g
Ad 400 ml
2g



RIPA-Puffer VE-Wasser 44,875 ml
4M NaCl 1,875 ml
1% IGEPAL 0,5 ml
20% SDS 250 ul
IM Tris pHS8,0 2,5 ml
10x Laufpuffer Glycin 1424 ¢
Tris base 303 ¢
SDS 10g
VE-Wasser Ad 1000 ml
10x TBS Tris base 242¢g
NaCl 80g
VE-Wasser 800 ml
37% HCI ca.13 g, bis pH7,4 erreicht
VE-Wasser Ad 1000 ml
0,1% TBST 10x TBS 25 ml
VE-Wasser 225 ml
Tween 20 250 ml
Upper-Puffer 0,5M Tris base 30,285 ¢
4% SDS 20g
VE-Wasser Ad 500 ml

2.8 MMP-Assay

Die katalytische Wirkung einer Enzymklasse kann in zwei Aspekten betrachtet werden:
der Enzymmenge und der Enzymaktivitit. In vorangehenden Experimenten, darunter
qPCR und Westernblot-Analyse, wurde die Menge der Matrixmetalloprotease jeweils auf
der Ebene der genetischen Expression und der Proteintranslation bestimmt. Im Rahmen
dieses Experiments wurde ein besonderes Augenmerk auf die Aktivitit von MMP-2
gelegt. Zur Durchfiihrung der Untersuchung wurde das MMP Activity Assay Kit

(Fluorometric — Green) verwendet.
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2.8.1 Probevorbereitung

Die VSMCs der dritten Passage wurden auf eine spezielle 96-Wellen-Platte fiir
Fluorometrie aufgeteilt, wobei jeweils 1 X 10* Zellen und 100 pl Kulturmedium pro
Well vorgesehen sind. Fiir jede Bedingung wurde die Durchfiihrung von sechs Replikaten
umgesetzt. Nach einem Zeitraum von 24 Stunden erfolgte eine weitere Behandlung der
Zellen mit den fiinf Chemikalien iiber einen Zeitraum von ebenfalls 24 Stunden. Die

Konzentrationen der Chemikalien wurden geméfl den Angaben im Abschnitt 3.1 gewéhlt.
2.8.2 Detektion der MMP-AKktivitiit
Die Detektion wurde gemifl dem vom Hersteller bereitgestellten Protokoll durchgefiihrt.

Zu diesem Zweck wurde das Kulturmedium abgesaugt und durch 25 pl Assay-Puffer
ersetzt. Zur Kontrolle des Assay-Buffers wurden weitere sechs Wells ohne Zellen mit
jeweils 25 ul des genannten Losungsmittels befiillt. Im Anschluss wurden 25 pl der 2x
APMA Working Solution hinzugefiigt, sodass das Gesamtvolumen in jedem Well 50 pul
betrdgt. AnschlieBend wurde die Mischung bei einer Temperatur von 37 °C fiir eine
Stunde inkubiert, um die Aktivierung von MMP-2 zu induzieren. Zur Kontrolle der
APMA Working Solution wurden weitere sechs Wells mit jeweils 50 pl Assay-Buffer ohne
APMA Working Solution befiillt.

Nach der Inkubation wurde pro Well 50 pl von Working Solution mit verdiinntem MMP
Green Substrate hinzugefiigt und fiir weitere 45 Minuten unter Raumtemperatur inkubiert.
Die Detektion erfolgte bei einer Wellenldnge von 485 nm (Anregung) und 525 nm

(Emission).

2.9 Analyse der histologischen Bilder muriner Aorten nach E-
Zigaretten-Exposition

Als Teil dieser Arbeit wurden zudem vorliegende Bilder von histologischen Schnitten
von murinen Aorten analysiert, welche im Rahmen eines Kollaborationsprojekts
gewonnen wurden. In dieser Arbeit wurden in den entsprechenden Bild-Dateien eine
Elastin-Quantifizierung  der  histologischen  Schnitte = vorgenommen.  Die
tierexperimentellen Arbeiten und histologische Gewebeaufarbeitung selbst waren nicht
Teil dieser Arbeit. Zum besseren Verstdndnis und Interpretation der Daten wird der
genaue Versuchsautbau dennoch entsprechend dargelegt, um die Ergebnisse der

Bildanalyse in den entsprechenden Kontext zu riicken.
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2.9.1 Probegewinnung fiir histologischen Bilder

Die Versuche an Tieren sowie die Anfertigung der histologischen Préparate wurden
ausschlieBlich an der Stanford University in den USA durchgefiihrt. Im Rahmen dieser
Arbeit erfolgte die Analyse der so entstandenen histologischen Schnittbilder.

Die Protokolle aller Tierexperimente wurden vom "Administrative Panel on Laboratory
Animal Care at Stanford University" (http://labanimals.stanford.edu) bzw. vom "VA
Institutional Animal Care and Use Committee" genehmigt und entsprachen den
Richtlinien der "National Institutes of Health" und des "U.S. Department of Agriculture"
fiir die Haltung und Verwendung von Tieren in der Forschung (Protokollnummer:
TSA1819). Die Versuche wurden an C57BL/6J-Méusen durchgefiihrt, welche vom
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) erworben wurden. Fiir die Dauer von drei
Wochen wurden ménnliche 6- und 14-Wochen alte C57BL/6J-Méuse tiglich E-Zig-
Dampf mithilfe des SciReq InExpose system (SCIREQ, Montreal, Kanada) ausgesetzt.
Das verdampfe E-Liquid hatte eine Zusammensetzung von einer Nikotinmenge von 24
mg/ml mit/oder 50 % Propylenglykol, 50 % pflanzlichem Glyzerol auf. Die Exposition
der Tiere erfolgte durch Inhalation von E-Zig-Dampf {iber einen Zeitraum von 60
Minuten pro Tag fiir insgesamt drei Wochen, wobei die Expositionsdauer neun Sekunden
pro Minute betrug. Die verwendete E-Zig war ein Gerét der dritten Generation mit einem
temperaturkontrollierten Erhitzer, dessen Temperatur auf 230 °C eingestellt wurde. Die
Kontrollgruppe wurde fiir den gleichen Zeitraum wie die Versuchsgruppe in das SciReq

InExpose System gesetzt, allerdings wurde ihnen ausschlielich Raumluft zugefiihrt.

Nach Ende der Expositionszeit wurden die Tiere gemall dem Protokoll terminiert und die
Aorta mit kalter Kochsalzlosung durch Herzpunktion gespiilt. Im Anschluss wurden die
thorakalen und infrarenalen Segmente in 4 % Paraformaldehyd tiberfiihrt und fiir 24
Stunden inkubiert. Im nédchsten Schritt erfolgte die Kryoschutzbehandlung in 25 %
Saccharose in PBS fiir ebenfalls 24 Stunden. Danach wurden die Proben fiir weitere 24
Stunden in 50 % Saccharose in PBS eingelegt. SchlieBlich wurden die Proben in ein
optimales Schneidetemperatur-Medium (OCT-Medium, Tissue-Tek) eingebettet. Im
Anschluss wurden Kryoschnitte mit einer Dicke von 7 pm systematisch gesammelt und
gemil dem Standardprotokoll fiir die Farbung mit Himatoxylin-Eosin und Elastica Van
Gieson behandelt. Die histologischen Schnitte wurden in verschiedenen Vergroferungen

fotografiert und die Bilder fiir die weitere Analyse iibermittelt.
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2.9.2 Auswertung der histologischen Bilder

Im Folgenden wurde die relative Menge der Elastinfasern in einem zweidimensionalen
histologischen Bild definiert. Dazu wurde das Verhiltnis zwischen der Fliche der
Elastinfasern und der Gesamtfliche des Schnittes herangezogen. Zur automatischen
Darstellung der Flache in Pixeln wurde das Plug-in "Colour Deconvolution" von ImageJ
verwendet. Die Trennung verschiedener Strukturen erfolgte anhand ihrer
unterschiedlichen Rot-Griin-Blau- (RGB-)Werte, welche durch die Farbung dargestellt
wurden. Das Plug-in beinhaltete bereits eine Auswahl an Vektoren fiir einige géngige
Féarbungen, wie beispielsweise HE und Giemsa. Allerdings war der Vektor fiir die
Elastika-Farbung, in diesem Kontext erforderlich war, noch nicht inkludiert. Zur
Bestimmung des Vektors wurde die Option "from ROI" gewihlt. Die Auswahl von zwei
bis drei Farben ermoglichte die Anzeige der RGB-Werte. Die Werte wurden in den
Source-Code des Plug-ins integriert und basierend auf dem neu bestimmten Vektor
wurden die Bilder getrennt. Im vorliegenden Beispiel wurden die Farben der Elastinfasern
sowie des umliegenden Gewebes ausgewihlt. Ein exemplarisches Beispiel ist in

Abbildung 5 dargestellt.

Abb. 5: Ein Beispiel von einem farbegetrennten histologischen Bild der Maus-Aorta. Die linke
Seite zeigt lediglich die Strukturen, deren gefarbte Elastinfasern den gleichen RGB-Wert aufweisen.
Der iibrige Teil dieses histologischen Schnittes ist auf der rechten Seite zu sehen.
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Allerdings wurde geméf3 Abbildung 5 auch Hintergrundrauschen erfasst. Um prézisere
Messungen zu ermoglichen, wurde an dieser Stelle eine Messungsschwelle manuell
mittels der Threshold-Funktion von Image J definiert. Die Erfassung erfolgte
ausschlieBlich fiir diejenigen Bereiche, deren Farbstdrke die festgelegte Schwelle

tiberschreitet. Der in Abbildung 6 dargestellte Prozess veranschaulicht diesen Vorgang.

Abb. 6: Manuell gesetzte Messungsschwelle. Dic Messungsschwelle wurde so eingestellt, dass lediglich
der rot markierte Teil, d. h. die Elastinfasern ohne Hintergrundrauschen, erfasst wird.

Die erfassten Flichen wurden letztendlich in Weil und der Hintergrund in Schwarz
dargestellt. Die Pixelanzahl in den weillen Flachen, somit die Gréfe der zu messenden

Areale, wurde mithilfe der Messfunktion des Programms Image J ermittelt (Abb. 7)

Abb. 7: Areale, die die Schwelle iiberschreiten und gemessen werden. Die weilen Areale wurden
unter Zuhilfenahme einer Pixelmessung quantifiziert, woraus sich der Anteil der Elastinfasern berechnen
lieB3.

Die ermittelten Ergebnisse dienten der Berechnung des Verhiltnisses zwischen
Elastinfasern und der gesamten Schnittfliche, um auf diese Weise die relative Menge an

Elastin abzuschitzen.
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3 Ergebnisse
3.1 Zellviabilitiitsassay

Aus der Literatur lieBen sich keine verldsslichen Konzentrationsmengen der untersuchten
Chemikalien nach E-Zig Konsum ableiten. Zur Untersuchung in einem in vitro Setting
galt es zu beachten, dass eine zu hohe Konzentration der Chemikalien zu vermehrten
Zelluntergang fithren kann, wodurch die Erforschung der zelluliren Reaktion
beeintrachtigt wiirde, wéhrend eine zu niedrige Konzentration innerhalb kurzer
Expositionszeitrdume (24 Stunden) keine signifikanten zelluldren Reaktionen zur Folge
haben konnte. Zur Ermittlung der optimalen Konzentration fiir jede Chemikalie wurde
daher zunichst ein Zellviabilititsassay mit WST-1 durchgefiihrt. Die nachfolgenden
Abbildungen 8 bis 12 illustrieren die Zellviabilitét jeder Zelllinie unter Behandlung mit
verschiedenen Konzentrationen und unterschiedlichen Chemikalien. Die optische Dichte
der Kontrolle wurde in jedem Replikat als 1 definiert, sodass die Zellviabilitit der
Versuchsgruppen als relative optische Dichte im Vergleich zur Kontrolle dargestellt

werden konnten.

EC » VSMC
1.05- 9
[ )
o9 e
o 1.05-
1.00- m— @
B T ; & 1.004
- @
5 0.954 . ‘ 11 &
= Pe | o] oo o 0,95+
: 1 s
o
0.90 - :. 0.90 &
0.8
il LT s I||I|I||||
ﬂ.l} 1 1 L 1 1 | U‘.D | I | 1 ] |
G - & o8 & & & &
ﬁa‘ e .\QQO S PSP‘} .\6\ ':F 6‘ n.;i\ R @9 e \@\5 .\6‘
+ +
Konzentration Nikotin Konzentration Nikotin

Abb. 8: Zellviabilitit unter Behandlung von Nikotin in verschiedenen Konzentrationen. EC und
VSMC wurden den verschiedenen Chemikalien in den genannten Konzentrationen von Nikotin fiir 24h

ausgesetzt (n=6) und die Zellviabilitét relativ zur Kontrolle bestimmt.
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Abb. 9: Zellviabilitit unter Behandlung von Acrolein in verschiedenen Konzentrationen. EC und
VSMC wurden den verschiedenen Chemikalien in den genannten Konzentrationen von Acrolein fiir
24h ausgesetzt (n=6) und die Zellviabilitét relativ zur Kontrolle bestimmt.
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Abb. 10: Zellviabilitit unter Behandlung von Propylenglykol in verschiedenen Konzentrationen.

EC und VSMC wurden den verschiedenen Chemikalien in den genannten Konzentrationen von
Propylenglykol fiir 24h ausgesetzt (n=6) und die Zellviabilitit relativ zur Kontrolle bestimmt.
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Abb. 11: Zellviabilitit unter Behandlung von Acetaldehyd in verschiedenen Konzentrationen. EC

und VSMC wurden den verschiedenen Chemikalien in den genannten Konzentrationen von
Acetaldehyd fiir 24h ausgesetzt (n=6) und die Zellviabilitit relativ zur Kontrolle bestimmt.
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Abb. 12: Zellviabilitit unter Behandlung von Formaldehyd in verschiedenen Konzentrationen.
EC und VSMC wurden den verschiedenen Chemikalien in den genannten Konzentrationen von
Formaldehyd fiir 24h ausgesetzt (n=6) und die Zellviabilitdt relativ zur Kontrolle bestimmt.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden die Arbeitskonzentrationen der Chemikalien

die definiert. Die Entscheidung {ber die

fiir nachfolgenden Experimente

Arbeitskonzentrationen erfolgte anhand zweier Kriterien:

1. Die Arbeitskonzentration jeder einzelnen Chemikalie sollte bei beiden Zelllinien

identisch sein.

2. Die Arbeitskonzentration sollte so hoch wie moglich sein, wobei die Vitalitét der Zellen

unter dieser Konzentration mindestens 95 % betragen muss.

Die unterstehende Tabelle prisentiert die festgelegten Konzentrationen, die in den

nachfolgenden Experimenten zum Einsatz kamen.

Chemikalie Endgiiltige Konzentration
Nikotin 100 uM

Acrolein 2 uM

Propylenglykol 50 uM

Acetaldehyd 25 uM

Formaldehyd 5uM
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3.2 ROS-Assay

Die Fragestellung, ob die in E-Zig-Dampf enthaltenen Chemikalien oxidativen Stress in
den GefdBendothelzellen induzieren und somit zu einer endothelialen Dysfunktion
beitragen konnen, wurde durch einen ROS-Assay in ECs untersucht. Der ROS-Assay
wurde in acht technischen Replikaten gemédl den Empfehlungen des Herstellers
durchgefiihrt. In den nachfolgenden Abbildungen werden die Ergebnisse der durch die
Behandlung induzierten ROS (Abb. 13) und Superoxide (Abb. 14) in verschiedenen
Inkubationszeiten mit ROS/Superoxide Detection Mix dargestellt.
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Abb. 13: Detektierte Fluroscein-Stirke mit verschiedenen Inkubationsdauer mit ROS/Superoxide
Detection Mix. Die Fluoreszenzstirke korrelierte mit der Intensitit der durch die Behandlung
induzierten ROS. Bei jeder Messung wurde der Mittelwert der Kontrollgruppe als 1 definiert, sodass
die Versuchsgruppen entsprechend ihrer detektierten Fluoreszenzstirke in Bezug auf die Kontrolle
umgerechnet werden konnten. n=8

Hierbei zeigte sich, dass die Inkubationsdauer die Ergebnisse beeinflusst, obschon der
Hersteller eine Zeitspanne zwischen 30 und 60 Minuten empfiehlt. Es wurde ein
deutlicher ~ Unterschied der gemessenen Fluoreszenzstirke zwischen den
Versuchsbedingungen mit den Inkubationszeiten, die jeweils 30 und 45 Minuten betrugen,
festgestellt. Aus diesem Grund erfolgte die Auswertung auf Basis der Ergebnisse der
Versuchsbedingung mit einer 45-miniitigen Inkubation. Die Ergebnisse zeigten, dass die
Behandlungen mit allen Chemikalien zu einer etwa 1,2-fachen Induktion von ROS im

Vergleich zur Kontrolle fiihrten.
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Rhodamin (Superoxide)
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Abb. 14: Detektierte Rhodamin-Stirke mit verschiedenen Inkubationsdauer mit ROS/Superoxide
Detection Mix. Die Rhodaminstirke korrelierte mit der Intensitit der durch die Behandlung induzierten
Superoxide. Bei jeder Messung wurde der Mittelwert der Kontrollgruppe als 1 definiert, sodass die
Versuchsgruppen entsprechend ihrer detektierten Rhodaminstirke in Bezug auf die Kontrolle

umgerechnet werden konnten. n=8

Im Vergleich zu Fluroscein liel sich bei Rhodamin kein signifikanter Unterschied
zwischen den verschiedenen Inkubationszeiten sowie zwischen der Kontrollgruppe und

den Versuchsgruppen feststellen.
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3.3 Quantitative Polymerasen-Kettenreaktion

Die vorliegenden Untersuchungen zielten darauf ab, die biologischen Auswirkungen der
VSMCs und ECs bei Exposition mit E-Zig-Dampf abzuschitzen. Zu diesem Zweck
wurden die durch die Behandlung mit den fiinf Chemikalien induzierten

Expressionsverdnderungen mittels quantitativer qPCR analysiert.
3.3.1 Expressionsverinderungen der glatten Muskelzellen

Im Rahmen der durchgefiihrten Experimente wurde zunichst die Expression der Gene in
VSMC:s analysiert, welche eine wesentliche Rolle bei der Bildung und Umgestaltung der
extrazelluliren Matrix in der Tunica media spielen. Die Genexpression von ELN zeigte
sich unter den Behandlungen mit sdamtlichen fiinf Chemikalien im Vergleich zur
Kontrolle vermindert. (Abb. 15 A) Gleichzeitig wurde eine signifikant erhdhte
Expression von COL3A 1 nach Nikotin Behandlung festgestellt, wobei sich nach Acrolein
Exposition eine signifikant reduzierte Eyxpression zeigte. Die Versuchsgruppe, die
gegeniiber Propylenglykol, Acetaldehyd und Formaldehyd exponiert wurden, zeigte

keine statistisch signifikanten Verdnderungen der Genexpressionen (Abb. 15 B).
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Abb. 15: Die Expressionsverinderungen von Elastin und Typ-III-Kollagen, durch die
Behandlungen der 5 Chemikalien. (A) Die durchschnittlichen Fold-Changes von Elastin (ELN)
zeigten bei allen Behandlungen einen Wert von unter 0,5, was auf eine signifikante Reduktion der
Expression hindeutet. (B) Die Expressionsverdnderungen des Typ-IlI-Kollagens (COL3Al)
manifestierten sich ausschlielich in Reaktion auf die Behandlung mit Nikotin und Acrolein. Allerdings
zeigten sich die Verdanderungen nicht einheitlich. So war die Genexpression unter der Behandlung mit
Nikotin signifikant hochreguliert, wihrend sie unter der Behandlung mit Acrolein signifikant
herunterreguliert war. n=4, *: p<0,05
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Im Bezug auf Proteine, die den Umbau der ECM beeinflussen, sind die MMPs sowie
deren Antagonisten TIMPs, von entscheidender Bedeutung. Obgleich keine signifikante
Expressionsmodulation von MMP2 festgestellt wurde, zeigte sich TIMP2 nach
Behandlung mit Formaldehyd signifikant vermindert exprimiert, wihrend nach Acrolein-

Exposition eine signifikat erhohte Expression gesehen werden konnte (Abb. 16).
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Abb. 16: Die genetischen Expressionsverinderungen von MMP-2 und TIMP-2, durch die
Behandlungen der 5 Chemikalien. (A) Es konnte keine signifikanten Verdnderungen der Expression
von MMP-2 festgestellt werden. (B) Signifikante Expressionsverdnderungen von TIMP-2 waren unter
den Behandlungen mit Acrolein und Formaldehyd festzustellen. n=4, *: p<0,05

3.3.2 Expressionsverimderungen der Endothelzellen

Im Gegensatz zu VSMCs wurde bei ECs der Fokus auf die inflammatorische Regulation,
sowie die Adhdsion von Immunzellen und Thrombozyten gelegt. IL-8 lockt durch die
chemotaktische Eigenschaft Leukozyten an den Ort der Inflammation an. Bei den
Versuchsgruppen, die gegeniiber Nikotin und Acetaldehyd exponiert wurden, konnte eine
signifikant erhohte Expression von IL-8 festgestellt werden. Im Gegensatz dazu konnte

keine signifikante Verdanderung der Genexpression von IL-6 gesehen werden (Abb. 17).

Neben den proinflammatorischen Zytokinen gilt auch Andock-Proteine fiir
Entziindungszellen Makrophagen und Leukozyten als Anzeichen fiir inflammatorische
Reaktion. Im Rahmen dieses Experimentteils wurde P-Selektin untersucht. Dabei konnte
eine leicht erhohte Expression unter den Behandlungen mit Acetaldehyd und
Formaldehyd festgestellt werden, welche jedoch nicht statistisch signifikant war (Abb.
18).
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Abb. 17: Die genetischen Expressionsverinderungen von IL-8 und IL-6, durch die Behandlungen
der 5 Chemikalien. (A)Unter den Behandlungen wurde eine 1,5- bis 2-fache vermehrte Expression von
IL-8 beobachtet. (B) Die Expressionsverdnderungen von IL-6 waren statistisch nicht signifikant, es lie3
sich jedoch eine Erhohung bei sdmtlichen Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrolle feststellen.
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse lie8 sich ableiten, dass die untersuchten Chemikalien eine

proinflammatorische Wirkung aufwiesen. n=4, *: p<0,05
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Abb. 18: Die genetischen Expressionsverinderungen von P-Selektin durch die Behandlungen der
5 Chemikalien. Unter den Behandlungen mit Acetaldehyd und Formaldehyd lie sich eine leicht
erhohte Expression von P-Selektin beobachten, wobei beide Ergebnisse jedoch nicht signifikant waren.

n=3
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Weiter wurden ICAM-1 und VCAM-1 als Adhisionsmarker fiir das angeborene
Immunsystem und CD40 fiir das erworbene Immunsystem untersucht. Die Expression
von ICAM-1 zeigte unter den untersuchten Chemikalien eine signifikante Erh6hung,

wéhrend die Verdnderungen von VCAM-1 und CD40 nicht signifikant waren (Abb. 19).
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Abb. 19: Die genetischen Expressionsverinderungen von ICAM1, VCAM1 und CD40, durch die
Behandlungen der 5 Chemikalien. (A) Die gesteigerte Genexpression von ICAM1 lieB sich unter
allen Behandlungen, mit Ausnahme der Behandlung mit Acetaldehyd, nachweisen. (B) Die
Verdnderungen der Expression von VCAMI1 waren nicht signifikant. (C) Die Verdnderungen der

Expression von CD40 waren nicht signifikant. n=4, *: p<0,05
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3.4 Western-Blot-Proteinanalyse

Im Anschluss an die durchgefiihrte qPCR wurde eine Western-Blot-Proteinanalyse
durchgefiihrt, um die zuvor festgestellten genetischen Expressionsverdnderungen durch
die genannten Behandlungen auf Proteinebene zu untersuchen. Das Ziel des Experiments
war, die Proteine als funktionelle Einheit des Umbauprozesses der Gefa3wand quantitativ

darzustellen.

In den nachfolgenden Abschnitten erfolgt die Prdsentation der mittels Imagel

ausgewerteten Ergebnisse in relativen Mengen im Vergleich zu den Kontrollen.

Kontrolle Nik AC PG AA FA
ELN 80 kDa W B e R W m e e o

B-Actin 45 kDa b IR R —

IcAM1 110kDa [

TIMP2 24 kDa —— v s MR — —

Abb. 20: Die Darstellung der zelluliren Proteine  mittels  Western-Blot.
Die Trennung der zelluldren Proteine erfolgte mittels Elektrophorese nach ihrem jeweiligen
molekularen Gewicht. Die Abbildung zeigt die unterschiedlichen Mengen der Proteine, die durch
verschiedene Intensitdten der chemilumineszenten Signale dargestellt wurden. Im Anschluss wurden
die Signale mittels ImageJ quantitativ in Graustufen ausgewertet.

3.4.1 Veranderungen der Protein-Menge bei den glatten Muskelzellen

Die Ergebnisse der qPCR zeigten, dass die Expression des Elastin-kodierenden Gens
unter den untersuchten chemischen Substanzen signifikant reduziert war. Diese Tendenz
konnte auch bei der Messung des Elastin-Gehalts in den VSMCs beobachtet werden,
wobei die Ergebnisse bis auf die Versuchsgruppe, die mit Acrolein exponiert wurde,

statistisch signifikant waren. (Abb. 21)
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Abb. 21: Die Verinderung des Elastin-Gehalts durch die Behandlungen der 5 Chemikalien. Die
Behandlung mit diversen Chemikalien fiihrte zu einer signifikanten Reduktion von Elastin in VSMC.
Die Reduktion war statistisch signifikant, mit Ausnahme der Versuchsgruppe, die Acrolein ausgesetzt
war. n=3, *: p<0,05

Im Vergleich zu den Ergebnissen der qPCR, die eine signifikante Zunahme der COL3A1-
Genexpression unter Nikotinbehandlung und eine signifikante Abnahme unter
Acroleinbehandlung ergab, zeigte sich auf Proteinebene eine allgemeine Tendenz zu
erhohten Proteinmengen. Diese lagen um den Faktor 1,2 bis 1,5 hoher als in der
Kontrollgruppe. Insbesondere in der Versuchsgruppe mit Acetaldehydexposition war der

Anstieg statistisch signifikant (Abb. 22).
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Abb. 22: Die Verinderung des Gehalts von Typ-III-Kollagen durch die Behandlungen der 5
Chemikalien. Die Behandlung mit diversen Chemikalien fiihrte zu einer Erhohung der Typ-IlI-
Kollagen-Mengen in VSMC. Bei Acetaldehyd-Exposition lieB sich eine signifikante Verdnderung
nachweisen. n=3, *: p<0,05
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Die Ergebnisse der qPCR zeigten, dass die TIMP2-Expression unter den Behandlungen
mit Nikotin und Acrolein erhoéht und unter Propylenglykol, Acetaldehyd und
Formaldehyd erniedrigt war. Die tatsdchlichen Proteinmengen entsprachen jedoch nur
teilweise den zuvor beschriebenen Beobachtungen auf Expressionsebene. Es konnte eine
Erhohung der Proteinkonzentrationen unter den Behandlungen mit Nikotin und Acrolein
festgestellt werden, wobei die Nikotin-Gruppe eine erhohte Proteinmenge aufwies.
Demgegentiber zeigten die Gruppen, die mit Propylenglykol, Acetaldehyd und
Formaldehyd behandelt wurden, im Vergleich zur Kontrolle keine Verdnderung (Abb.
23).
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Abb. 23: Die Verdnderung des TIMP2-Gehalts durch die Behandlungen der 5 Chemikalien. Die
Behandlungen mit Nikotin und Acrolein fiihrten zu erhéhten Mengen von TIMP2 in VSMC.
Demgegeniiber wiesen die anderen drei Gruppen keine signifikanten Verdnderungen im Vergleich zur
Kontrolle auf. Diese Unterschiede sind jedoch nicht statistisch signifikant. n=3, *: p<0,05
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3.4.2 Verianderungen der Protein-Menge bei den Endothelzellen

Im Rahmen der qPCR konnte eine erhohte Genexpression des Adhédsionsmolekiils
ICAM-1 unter den Behandlungen mit Acrolein, Nikotin, Propylenglykol und
Formaldehyd beobachtet werden, wobei die Ergebnisse in einigen Fillen statistisch
signifikant ausfielen. Bei den Versuchsgruppen, die mit Acrolein, Propylenglykol,
Acetaldehyd und Formaldehyd behandelt wurden, konnten kaum Verdnderungen im
Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Eine Erh6hung wurde in der Versuchsgruppe,
die mit Nikotin behandelt wurde, beobachtet, wobei diese jedoch statistisch nicht

signifikant war. (Abb. 24)
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Abb. 24: Die Verinderung des ICAM1-Gehalts durch die Behandlungen der 5 Chemikalien. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe wiesen die Versuchsgruppen, die Acrolein, Propylenglykol, Acetaldehyd
und Formaldehyd ausgesetzt wurden, keine signifikanten Verdanderungen auf. Die Versuchsgruppe, die
einer Nikotinbehandlung ausgesetzt war, wies eine erhohte Menge des ICAM1 auf, wobei jedoch kein
statistisch signifikanter Unterschied festzustellen war. n=3, *: p<0,05
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3.5 MMP-Assay

Im Anschluss an die qualitative Bestimmung der Matrix-Metalloproteinasen (MMP) in
vorangehenden Experimenten erfolgte die Darstellung der katalytischen Aktivitit der

MMP.

Das MMP Activity Assay Kit (Fluorometrie, griiner Farbstoff) wurde verwendet, wobei

die Inkubationszeit gemial dem Protokoll fiir MMP2 ausgewéhlt wurde.

Wie in Abbildung 25 dargestellt, konnte nach Exposition mit allen getesteten
Chemikalien eine signifikante Steigerung der MMP-Aktivitit um etwa 1,5-fach

beobachtet werden.
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Abb. 25: Die Verinderungen der MMP2-Aktivitit nach den Expositionen mit den Chemikalien.
Unter der Behandlung verschiedener Chemikalien konnten signifikante, um ca. 1,5-fache Steigerungen
katalysierender Aktivititen von MMP2 nachgewiesen werden. n=3, *: p<0,05, **: p<0,01.
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3.6 Analyse der histologischen Bilder muriner Aorten nach E-
Zigaretten-Exposition

Zur Evaluation des Einflusses von E-Zig-Dampf auf das GefaB3system in vivo, wurden im
Rahmen dieser Arbeit histologische Schnitte von Aorten von Mausen, die E-Zig-Dampf

ausgesetzt wurden, untersucht.

Nach der Behandlung mit Nikotin und/oder Propylenglykol wurden die thorakale und
infrarenale Aorta von jungen (6Wochen) und adulten (14 Wochen) Miusen entnommen
und histologisch aufgearbeitet. Da E-Zigs insbesondere bei jlingeren Menschen beliebt
sind und bekannt ist, dass die elastische Eigenschaft der Gefiaf3e bei jlingeren Individuen
ausgepragter ist, bestand das Ziel der Untersuchung darin zu evaluieren, wie die

Exposition gegeniiber E-Zigs bei unterschiedlichen Altersgruppen ihre Wirkung entfaltet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die histologischen Schnittbilder analysiert, um
festzustellen, ob die Menge der Elastinfasern in der Tunica Media der Maus-Aorten durch

die Behandlungen veréndert wurde.
3.6.1 Adulte Miuse

In der Studiengruppe der adulten Méuse im Alter von 14 Wochen konnte beobachtet
werden, dass Expositionen mit Nikotin und/oder Propylenglykol zu einer Abnahme der
relativen Elastinmenge fiihrten, wobei dies vorallem auf die thorakalen Aortenabschnitte

zutraf.

Die Elastinanteile in den jeweiligen Schnitten der Versuchsgruppen, die mit Nikotin
und/oder Propylenglykol behandelt worden waren, wurden mit dem Durchschnitt des
Elastinanteils der Raumluft-exponierten Kontrollgruppe verglichen. Der Durchschnitt der

Kontrollgruppe wurde als 1 definiert.

Die relativen Elastinanteile unter verschiedenen Expositionsbedingungen sind in

Abbildung 26 dargestellt.
3.6.2 Junge Miuse

Bei jlingeren Miusen im Alter von sechs Wochen zeigten sich unterschiedliche

Verdanderungsmuster im Vergleich zu den adulten Tieren.

In der Versuchsgruppe, die gegeniiber Propylenglykol allein exponiert war, wurde keine

signifikante Verdnderung des FElastinanteils festgestellt. Allerdings wurde bei der
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Exposition gegeniiber Nikotin und Propylenglykol sowohl in der thorakalen als auch in

der infrarenalen Aorta eine signifikante Reduktion des Elastinanteils festgestellt.

Die relativen Elastinanteile unter verschiedenen Expositionsbedingungen sind in

Abbildung 27 dargestellt.
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Abb. 26: Die Verinderungen der Elastinanteile nach verschiedenen Behandlungen bei adulten
Miusen. Nach Exposition mit Nikotin und/oder Propylenglykol (PG) konnte eine Reduktion des
Elastingehalts in den histologischen Schnitten der Aorten dlterer Mause beobachtet werden. Dabei
zeigte sich eine besonders ausgepridgte Reduktion des Elastinanteils in der thorakalen Aorta, die
zudem statistisch signifikant war. n=6, **: p<0,01
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Abb. 27: Die Verinderungen der Elastinanteile nach verschiedenen Behandlungen bei jiingeren
Miusen. Nach der Exposition mit Nikotin und Propylenglykol (PG) konnte eine Reduktion der
Elastinanteile in histologischen Schnitten der Aorten jlingerer Méuse beobachtet werden. PG allein
zeigte im Gegensatz dazu keine signifikante Wirkung. Im Vergleich zur élteren Kohorte war auch die
infrarenale Aorta von einer Reduktion des Elastinanteils betroffen. n=6, **: p<0,01, ***: p<0,001
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4 Diskussion

Seit ihrer Markteinfithrung steigt die Zahl von E-Zig-Konsumenten stetig, wihrend die

Auswirkungen auf das kardiovaskuldre System noch weitestegehend unklar sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Einfliisse hdufig im E-Zig-Dampf
vorkommende chemischen Verbindungen auf zwei unterschiedliche Typen von
GefalBwandzellen ausiiben. Der Fokus lag dabei auf der ROS-Entstehung und den
Entziindungsreaktionen in ECs, sowie der Proteaseaktivitdt in der extrazelluldren Matrix
der Tunica media. Dariiber hinaus wurde die Synthesefunktion analysiert und in
Zusammenhang mit der Reparaturfdhigkeit der VSMCs gesetzt. In diesem
Zusammenhang ging es darum, die durch den Konsum von E-Zigs potenziell
verursachten Gesundheitsrisiken durch eine erhohte GefdBsteifigkeit und die damit

verbundenen Mechanismen auf zelluldarer Ebene besser zu verstehen.

Wesentliche chemische Verbindungen, die im E-Zig Dampf enthalten sind, umfassen
Nikotin, Acrolein, Propylenglykol, Acetaldehyd und Formaldehyd, wobei alle diese
Stoffe als potenziell relevant fiir die Entstehung von kardiovaskuldre Erkrankungen
betrachtet werden. Die Serumkonzentrationen der einzelnen chemischen Verbindungen,
die vom Korper beim E-Zig-Konsum aufgenommen werden, hingen in erheblichem
MafRe von den jeweiligen E-Zig-Modellen, von der Zusammensetzung des E-Liquids und
vom individuellen Konsumverhalten ab. Als Referenz wurden unterschiedliche Studien
ausgewdhlt, in denen die fiinf oben genannten chemischen Verbindungen in ECs oder
VSMCs untersucht wurden (141-145). Dabei sollte beachtet werden, dass in diesen
Studien mit einem breiteren Konzentrationsintervall gearbeitet wurde und die Ergebnisse
jeweils nur fiir eine einzelne Zellart erzielt wurden. In der Publikation von Dai et al. wurde
eine dosisabhingige Beziehung zwischen Exposition gegeniiber E-Zig-Dampf und
Expression proinflammatorischer Zytokine sowie unterschiedliche Eftekte von
Exposition an diversen Zellarten aufgezeigt (146). Weil es in der vorliegenden Arbeit
primir nicht um eine Analyse der Konzentrationsabhédngigkeit, sondern um eine
Untersuchung der zelluldiren Antworten beider Zelllinien auf die chemischen
Verbindungen geht, wurde eine einheitliche Arbeitskonzentration sowohl fiir ECs als
auch fir VSMCs festgelegt. Diese Konzentrationen wurden so ausgewéhlt, dass sie
innerhalb der in den oben genannten Studien beschriebenen Intervalle liegen, keinen
iiberméBigen Zelltod verursachen, aber dennoch messbare Auswirkungen auf die Zellen

beobachtet werden konnen. Unter der Voraussetzung einer Mindestzellviabilitdt von 95
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% wurde die Arbeitskonzentration fiir alle Experimente in der vorliegenden Arbeit

einheitlich festgelegt.

Wegen der multifaktoriellen Einfliisse auf die Serumkonzentrationen dieser chemischen
Verbindungen und der fehlenden Moglichkeit einer vollstdndigen Erfassung der
physiologischen Serumkonzentrationen bei unterschiedlichem Konsumverhalten im
Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die konzentrationsabhidngigen zelluldren

Antworten in zukiinftigen Studien untersucht werden.

4.1 Entziindungsreaktionen im Endothel durch das E-Zigaretten-

Aerosol

Die endotheliale NO-Synthase (eNOS) in den ECs bildet einen wesentlichen Faktor fiir
die Aufrechterhaltung der Endothelfunktion und damit auch fiir die Regulation der
Gefilsteifigkeit. Dem durch eNOS produzierten NO kommen dabei mehrere Funktionen
zu: Zum einen kann das im Endothel produzierte NO den Tonus der VSMCs in der Tunica
media regulieren und zum anderen ist es fiir die Regulation der GefaBBpermeabilitdt und
der adhdsiven und chemotaktischen Eigenschaften von Immunzellen bei akuten und

chronischen Inflammations-Reaktionen verantwortlich.

Bei oxidativem Stress kann NO in eine nicht-bioverfiigbare Form umgewandelt werden
und die Produktionskapazitit der eNOS nimmt ab, wodurch Endothelfunktionen

beeintrachtigt werden, die durch NO aufrechterhalten werden.

In der klinischen Studie von Carnevale et al. wurde eine reduzierte Bioverfiigbarkeit von
NO im Endothel bereits nach neun Ziigen von E-Zigs beschrieben (121). Es konnte
ebenso in mehreren Studien nachgewiesen werden, dass viele Komponenten im E-Zig-
Dampf oxidativen Stress durch ROS induzieren konnen. Zu diesen Komponenten

gehoren Nikotin, Acrolein und Formaldehyd (33, 63, 64, 85-87).
4.1.1 Oxidativer Stress im Endothel

Im Gegensatz zu K-Zigs iiben E-Zigs, wie in der Publikation von Dai et al. dargelegt,
zwar geringere Einfliisse auf den Remodeling- und Reparatursmechanismus des
kardiovaskuldren Systems aus, jedoch wurde in dieser Studie bei einer chronischen

Exposition gegeniiber E-Zigs ein erhdhter ROS-Spiegel festgestellt (146).
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In den vorliegenden Experimenten zeigten sich das ROS-Niveau nach Exposition nicht
nur gegeniiber den in den vorher genannten Studien beschriebenen Substanzen, wie
Nikotin, Acrolein und Formaldehyd, sondern auch gegeniiber Propylenglykol und
Acetaldehyd signifikant erhoht. In allen Versuchsgruppen wurde im Vergleich mit der
Kontrollgruppe eine um den Faktor 1,2 erhohte Fluoreszenzstarke festgestellt, was eine
erhohte ROS-Produktion aufzeigt. Demgegeniiber konnten nach der gleichen Behandlung
und Inkubationsdauer keine signifikanten Verdnderungen bei den Spiegeln von
Superoxiden nachgewiesen werden. In zahlreichen Studien wurde beschrieben, dass
Nikotin, Acrolein und Formaldehyd Peroxide als ROS in ECs induzieren konnen (86, 147,
148). Obwohl in einer Studie von Dikalov et al. sowohl Wasserstoffperoxid als auch
Superoxid nachgewiesen werden konnten, beschrieben Dreher und Junod in ihrer Studie,
dass Superoxid intrazelluldr spontan oder enzymvermittelt in ROS umgewandelt wird,
wie Wasserstoffperoxid oder Hydroxyl-Radikale (147, 149). Dadurch koénnten die
gemessenen Diskrepanzen zwischen den ROS- und der Superoxidspiegel erklart werden.
Dariiber hinaus wurde in der Studie von Ody et al. aufgezeigt, dass Wasserstoffperoxid
und Hydroxyl-Radikale und weniger Superoxide fiir die Induktion von
Endotheldysfunktion relevant sind (150). Die im Rahmen dieser Arbeit gesammelten
Ergebnisse stimmen dahingehend mit der verfligbaren Literatur iiberein und weisen
darauf hin, dass EC-schiddigende Radikale in verstdrktem Mafe vorhanden sind. Jedoch
wurde keine direkte Nachweismoglichkeit fiir den Spiegel von einzelnen ROS-Arten, wie
etwa Wasserstoffperoxid und Hydroxyl-Radikale, untersucht. Um die Korrelation
zwischen unterschiedlichen ROS-Arten und dadurch induzierten Zellschddigungen zu

analysieren, sind spezifische Studien in der Zukunft erforderlich.

Die Resultate der vorliegenden Arbeit stiitzen die Annahme, dass alle fiinf getesteten
chemischen Verbindungen im E-Zig-Dampf oxidativen Stress in Endothelzellen
induzieren konnen, was wiederum die Entwicklung einer Endotheldysfunktion

begiinstigen konnte.

4.1.2 Die Endotheldysfunktion und inflammatorsiche Verinderungen

Eine erhohte ROS-Aktivitit und eine Verringerung der entziindungsmodulierenden
Wirkung des Endothels konnen zu einer Beeintrdchtigung der Barrierefunktion des

Endothels fithren (11). Eine Entziindungsreaktion im GefdBendothel ist mit einer
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starkeren Prdsenz von Adhésionsmolekiilen und einem hoheren Spiegel von
proinflammatorischen Zytokinen verbunden, wodurch negative Gefdverdnderungen
begiinstigt werden (12). Die Adhdsionsmolekiile an der luminalen Oberfliche von ECs
lassen sich in zwei Subgruppen unterteilen: Immunglobuline (z. B. ICAM-1, VCAM-1
und PECAM-1) und Selektine (z. B. E-Selektin und P-Selektin) (151-153). Die
unterschiedlichen Arten der Adhisionsmolekiile weisen eine Spezifitit zu bestimmten
Immunzellen auf (154). Im Falle einer Entziindung wird eine vermehrte Expression von
ICAM-1 beobachtet, was wiederum die Adhdsion und Transmigration der Monozyten
und neutrophilen Granulozyten fordert, demgegeniiber zeigt VCAM-1 eine hdhere
Affinitdt fiir Lymphozyten (151, 155). In diversen Studien zur Atherogenese wurde eine
erhohte Expression von ICAM-1 und VCAM-1 beobachtet, wihrend PECAM-1 keine
signifikante Erhohung aufwies (127, 156, 157). Dariiber hinaus wurde in einigen Studien
die Expression von E-Selektin, nicht jedoch von P-Selektin, in unterschiedlichen ECs

nach der Behandlung mit Nikotin oder K-Zig-Kondensat erhoht beobachtet (158, 159).

In der Studie von Makwana et al. wurden humane aortale ECs fiir 24 Stunden jeweils
gegeniiber K-Zig-Kondensat, E-Zig-Kondensat und Nikotin in-vitro exponiert. Hierbei
zeigte sich eine erhohte ICAM-1-Expression, wohingegen keine signifikanten
Verianderungen von VCAM-1 und E-Selektin beobachtet werden konnten (160). In
weiteren Arbeiten zeigte sich nach Exposition von ECs gegeniiber Acrolein eine
verstiarkte Adhdsion der Monozyten und bei einer Exposition gegeniiber Formaldehyd
eine stirkere Expression der Adhédsionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 (70, 90). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die fiinf getesteten Komponenten
des E-Zig-Dampfs zu einer Verdnderung der Genexpression und der Produktion von

Adhéasionsmolekiilen in ECs fiihren.

Mittels qPCR und der Westernblot-Proteinanalyse wurde bei der Exposition gegeniiber
Nikotin und Propylenglykol eine erhohte Genexpression bzw. eine hdhere Molekiilmenge
von ICAM-1 festgestellt, aber nicht von VCAM-1. Diese Ergebnisse zeigen eine
Ubereinstimmung mit der Studie von Makwana et al., in der ECs eine Exposition
gegeniiber E-Zig-Kondensat ausgesetzt wurden. Allerdings konnten Albaugh et al. bei
einer Exposition gegeniiber Nikotin in umbilikal-vendsen Endothelzellen
immunhistochemisch eine verstirkte Expression von ICAM-1 und VCAM-1 nachweisen

(161). In der Studie von Kim et al. ergab sich bei einer Exposition gegeniiber
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Formaldehyd in nasalen mikrovaskuldren Endothelzellen ebenso eine stirkere Expression

von ICAM-1 und VCAM-1 (90).

In der Studie von Albaugh et al. wurden eine geringe Nikotin-Konzentration von 10 nM
und eine kiirzere Expositionsdauer von drei Stunden eingesetzt. Damit ist
unwahrscheinlich, dass eine zu kurze Expositionsdauer und eine zu niedrige
Konzentration die Ursachen der nicht signifikanten Expressionsverdnderung von VCAM-
1 bei einer Exposition gegeniiber Nikotin in der vorliegenden Arbeit sind. Die Ergebnisse
dieser Arbeit fallen mit Hinblick auf die Expressionsverdnderungen von ICAM-1 bei
einer Exposition gegeniiber Nikotin vergleichbar aus. Dabei liegt nahe, dass das Endothel
der Vena umbilicalis und der Aorta bei der Expression der Adhdsionsmolekiile nach
Exposition gegeniiber Nikotin unterschiedliche zellulire Antworten aufweist. Um diese
Annahme bestitigen zu konnen, ist eine vergleichende Untersuchung der Reaktionen des
Endothels unterschiedlicher Gefdfle unter gleichen Bedingungen bei einer Exposition
gegentiiber Nikotin erforderlich. In der Studie von Kim et al. wurde bei einer Exposition
gegeniiber Formaldehyd ab einer Konzentration von 3,3 pM und fliichtigen organischen
Verbindungen mit einer Konzentration von 0,1 pg/mL eine verstirkte Expression von
ICAM-1 und VCAM-1 in den nasalen mikrovaskuldren Endothelzellen festgestellt. In der
gleichen Studie zeigte sich, dass eine alleinige Exposition gegeniiber fliichtigen
organischen Verbindungen nicht zu Expressionsverdnderungen fiithrt, wodurch die
beobachtete Wirkung am ehesten auf die Behandlung mit Formaldehyd zuriickzufiihren
ist. Dartiber hinaus sollte auch hier beriicksichtigt werden, dass die Zelleigenschaften des
Endothels je nach Lokalisation im GefdB3system differieren konnen. In dieser Studie
wurde erstmalig eine erhéhte Genexpression von ICAM-1 nach Exposition gegeniiber
Propylenglykol beschrieben, wobei in der Literatur keine vergleichbaren Studie gefunden

wurden.

In zahlreichen Studien wurde beschrieben, dass eine Exposition gegeniiber verschiedenen
chemischen Verbindungen eine verstirkte Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen in unterschiedlichen Zellarten stimulieren kann. In den Studien von Kashiwagi
et al. und Tsai et al. wurden Gingiva- und bronchiale Endothelzellen Nikotin mit einer
Konzentration von jeweils | mM und 5 pM ausgesetzt, wobei jeweils eine signifikante
Erhohung der IL-8-Expression und der IL-8-Menge festgestellt wurde (93, 94). In den
Studien von Wu et al. und Saiki et al. wurden humane umbilikale Endothelzellen

gegeniiber Acrolein mit Konzentrationen von jeweils 5-20 pM und 25-50 pM exponiert.
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In beiden Studien zeigte sich jeweils eine erhohte Proteinmenge und eine stirkere
Genexpression von IL-6 (72, 162). In der vorliegenden Untersuchung der Genexpression
und Proteinmenge der proinflammatorischen Zytokine wurde deshalb analysiert, ob

dhnliche Phinomene auch in humanen aortalen ECs auftreten.

In der aktuellen Forschungsliteratur gibt es unterschiedliche Studien, die sich vor allem
mit den proinflammatorischen Auswirkungen des Konsums von K-Zigs auf Pneumozyten
beschiftigen. In anderen Studien wurden die Auswirkungen der untersuchten chemischen
Verbindungen auf hepatische oder pankreatische Zellen beim Alkoholkonsum untersucht.
Ein systematischer Vergleich der eigenen Ergebnisse mit den Ergebnissen in anderen

Publikationen ist daher nur eingeschriankt moglich.

Die erhohte Genexpression von IL-8 wurde auch in der vorliegenden Arbeit nicht nur bei
einer Exposition gegeniiber Nikotin, sondern auch bei einer Exposition gegeniiber
Acetaldehyd beobachtet. In den Studien von Kashiwagi et al. und Tsai et al. wird nur die
Exposition gegeniiber Nikotin beim Endothel in anderen Organen beschrieben, weshalb

die eigenen Ergebnisse als neu betrachtet werden kdnnen.

Im Vergleich mit den Studien von Wu et al. und Saiki et al. hat sich die
Expressionsverdnderung von IL-6 in der vorliegenden Arbeit bei den Expositionen
gegentiber allen fiinf Chemikalien als nicht statistisch signifikant erwiesen. Dabei wurde
eine Arbeitskonzentration von 2 pM Acrolein verwendet. In den Studien von Wu et al.
und Saiki et al. konnte dagegen eine signifikante Expressionsverdanderung von IL-6 erst
ab einer Konzentration von jeweils 5 uM und 25 pM nachgewiesen werden. Deshalb liegt
nahe, dass die Ergebnisse mit einer statistisch nicht signifikanten Erhéhung auf die
Konzentration zuriickzufiihren sind. Um diese Annahme bestétigen zu konnen, sind
weitere  Untersuchungen  erforderlich, in denen der Fokus auf die
konzentrationsabhédngige zelluldre Antwort gerichtet wird. Auflerdem liegt es nahe, dass

es Unterschiede bei den Zellantworten des aortalen und des umbilikalen Endothels gibt.

Es kann aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass die von den in der Literatur
beschriebenen abweichenden methodischen Faktoren zu den nicht signifikanten
Ergebnissen beigetragen haben. Dabei sollte allerdings beachtet werden, dass die
Messungen in allen Versuchsgruppen mindestens viermal wiederholt wurden, wobei eine

tolerierbare Standardabweichung festgestellt werden konnte.
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Zusammenfassend zeigte sich in der vorliegenden Untersuchung nach Exposition
gegeniiber Nikotin, Propylenglykol und Acetaldehyd eine signifikante Hochregulation
der proinflammatorischen Proteine und der dafiir kodierenden Gene, welche in Teilen
auch so in der verfiigbaren Literatur beschrieben wird. Auch wenn es sich um hierbei um
stark simplifizierte in vitro Modelle handelt, konnte dies daraufhin deuten, dass die
Aufnahme dieser chemischen Komponenten durch den Konsum von E-Zigs das Risiko

fiir Veranderungen der GefdlBwand erhoht.

Es verbleiben jedoch weitere proinflammatorische Mechanismen, die hinsichtlich ihres
Zusammenhangs mit dem Konsum von E-Zigaretten und Gefélpathologien noch zu
erforschen sind. In einer Studie von Mulorz et al. konnte geziegt werden, dass E-Zig
Exposition experimentelles abdomineles Aortenaneurysma-Wachstum begiinstgt, was
insbesondere auf das enthaltene Nikotin und eine Suppression der anti-inflammatorischen
MikroRNA-24 zuriickgefiihrt wurde (163). In der Studie von Taki et al. wurde ebenfalls
eine herunterregulierende Wirkung von Nikotin auf die Transkription von MikroRNA-80
und -228 beschrieben, was zu einer erhohten Anfélligkeit fiir Entziindungsprozesse fiihrt
(164). Die Frage, ob die iibrigen Substanzen im E-Zig-Dampf einen dhnlichen Effekt

aufweisen, muss durch weitere Studien erdrtert werden.

4.2 Der Umbau in der Tunica media durch das Aerosol von E-Zigaretten

Die Tunica media, die durch glatte Muskulatur und deren extrazellulire Matrix aus
Elastin- und Kollagenfasern gebildet wird, fungiert als Regulator des Gefal3tonus und der
Elastizitit der GefaBwand. Typ-I- und Typ-IlI-Kollagen stellen die vorherrschenden
Kollagenarten in der Aorta dar. Typ-IlI-Kollagen kommt vor allem in der Tunica media
vor, wihrend Typ-I-Kollagen hauptsichlich in der Tunica adventitia lokalisiert ist (165).
In einer Studie von Poschl et al. wurde zudem die Relevanz von Typ-IV-Kollagen fiir die
Stabilisierung der Basalmembran in der Tunica media dargelegt, wobei bei einer
Mutation des Typ-IV-Kollagen-Gens letale Verldufe bereits in der embryonalen
Entwicklungsphase fiihren (166). In der vorliegenden Arbeit wurde aus den genannten

Griinden der Fokus auf Typ-III-Kollagen gelegt.

Elastin in der Tunica media nimmt den grof3ten Einfluss auf die Geféaf3elastizitit und -
steifigkeit. Wahrend Kollagen die Stabilitit der GefdBwand und die Zugfestigkeit bei
hoherer Druckbelastung sicherstellt, gewdhrleistet Elastin die Riickstellkraft bei
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niedrigerer Druckbelastung (167). In der vorliegenden Arbeit wurde der Sachverhalt einer

intensiven Untersuchung auf Gen- und Proteinebene, sowie in-vivo unterzogen.

Neben Kollagen und Elastin wurden Fibronektin und Proteoglykane als weitere
Bestandteile der extrazelluldren Matrix identifiziert. Fibronektin agiert als "Klebstoff" der
Bestandteile der Tunica media und iibt keine direkten mechanischen Einfliisse auf die
GefdaBwand aus. Proteoglykane hingegen weisen variable Funktionen auf (168).
Proteoglykane sind essentiell fiir die Kollagenformation und ihre Seitenketten konnen als

Speicher fiir Lipoproteine, Wachstumsfaktoren und Zytokine dienen (165, 169).

In diesem Abschnitt wird auf die Verdnderung der Konsistenz der Tunica media
eingegangen, die auf einen Abbau bzw. eine reduzierte Produktion von Elastinfasern und
einen kompensatorischen Einbau von Typ-III-Kollagenfasern zuriickgefiihrt werden kann.
Dies kann zu einer Beeintrichtigung der elastischen Eigenschaften und Abweichungen

bei der Compliance eines Gefélles fiihren.

Zum einen konnen die durch die chemischen Verbindungen im E-Zig-Dampf induzierte
starkere Produktion und eine hochregulierte Aktivitit der Proteasen zu einer
Fragmentierung der Elastinfasern fithren. Zu diesen Enzymen gehdren u. a. die MMPs
und ihre Inhibitoren, ndmlich TIMPs (138, 170, 171). Zum anderen kann die Produktion
von Elastin und Typ-IlI-Kollagen durch VSMCs auf unterschiedlichen Ebenen der
Proteinexpression durch die chemischen Verbindungen im E-Zig-Dampf beeinflusst

werden und zwar von der Gen-Regulation bis zur posttranslationalen Ebene (172, 173).
4.2.1 Die verinderte Produktion der Bestandteile der extrazelluliiren Matrix

Nach einer 24-stiindigen Exposition gegeniiber fiinf Chemikalien wurde die Expression
von Elastin- und Typ-IlI-Kollagen durch qPCR quantifiziert. Dabei konnte bei der
Exposition gegentiber allen fiinf getesteten Chemikalien eine signifikante Abnahme der
Genexpression von Elastin festgestellt werden. Die Ergebnisse vorangegangener Studien
am Mausmodell legen nahe, dass bei einer Exposition gegeniiber E-Zigs eine vermehrte
Elastinfragmentierung beobachtet wurde (172). Obwohl diese Ergebnisse nicht direkt mit
den eigenen iibereinstimmen, kann eine beeintrichtigte Reparaturfahigkeit bei Schiden
auf eine Abnahme der Genexpression zuriickgefiihrt werden. Dariiber hinaus wurde in
mehreren Studien darauf hingewiesen, dass Acrolein, Acetaldehyd und Formaldehyd das
Potenzial besitzen, die Genexpression zu modifizieren (174-176). Damit ist es plausibel,

dass die untersuchten Chemikalien die Genexpression von Elastin beeinflussen konnen.
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Allerdings ergab sich bei der Genexpression von Typ-III-Kollagen keine homogene
Tendenz hinsichtlich der Verédnderungen. Bei der Exposition gegeniiber Nikotin konnte
eine signifikante Erhohung der Expression beobachtet werden, wiahrend es gegeniiber
Acrolein zu einer Verringerung der Expression kam. Bei den Versuchsgruppen mit den

anderen drei Chemikalien konnten keine signifikanten Verdnderungen festgestellt werden.

Bei den Ergebnissen auf der Proteinebene wurde eine einheitliche und signifikante
Reduktion der Menge von Elastin festgestellt, was den Ergebnissen auf der
Expressionsebene und den Aussagen in der Literatur entspricht. Abweichend von den
Ergebnissen auf der Expressionsebene ergab sich bei der Menge des Typ-III-Kollagens
allerdings nur bei der Exposition gegeniiber Acetaldehyd ein statistisch signifikanter

Anstieg.

Eine erhohte GefidB3steifigkeit durch den Abbau von Elastinfasern und einen sekundéren
kompensatorischen Einbau von Kollagenfasern bildet ein generelles Merkmal
altersbedingter Verdnderungen der GefdBwand. (130, 131). Dabei ist es aber auch
moglich, dass die Exposition gegeniiber den Komponenten von E-Zig-Dampf eine
verstirkte Produktion von Kollagen aus VSMCs als primdre Antwort induzieren kann.
Nach den eigenen Ergebnissen kann die Exposition gegeniiber Nikotin und Acetaldehyd
dazu fiihren, dass VSMCs verstérkt Kollagen produzieren. Die Frage, ob der verstérkte
Kollageneinbau in die Tunica media eher auf die primére oder die sekundédre Antwort
zuriickzufiihren ist, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht abschlieBend gekléart werden.
Um die Annahme zu bestitigen, dass der kompensatorische Kollageneinbau auf die
sekunddre Antwort zuriickzufiihren ist, sollten weitere Untersuchungen durchgefiihrt
werden. Dabei konnen in-vivo-Untersuchungen mit einer langfristigen Exposition
gegentliber E-Zig-Dampf oder in-vitro-Untersuchungen mit einem mechanischen Reiz
eingesetzt werden. Allerdings kann eine Exposition gegeniiber Acrolein auch zu einer
reduzierten Kollagenproduktion der VSMCs fiihren. In einer Studie von Raveendran et
al. konnte nach einer Exposition gegeniiber einem Extrakt eines K-Zig-Aerosols eine
Reduktion der Menge des Typ-I-Kollagens in kultivierten VSMCs nachgewiesen werden
(177). In dieser Studie wurde das gesamte Aerosol mit mehr als 9.000 Komponenten
eingesetzt, weshalb die reduzierte Menge des Typ-I-Kollagens auf die summierte
Wirkung aller Komponenten zuriickgefiihrt wurde. Ein Vergleich mit den vorliegenden

Daten ist deshalb nur bedingt mdglich.
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AuBerdem ergab sich beim Typ-III-Kollagen eine Diskrepanz zwischen der genetischen
Expression und der Proteinexpression. In verschiedenen Arbeiten wurde die Beziehung
zwischen mRNA und Protein analysiert, wobei festgestellt wurde, dass es nicht immer
eine lineare Korrelation zwischen der genetischen Regulation und der Proteinebene gibt
(178, 179). Unterschiede zwischen der Menge der mRNA und der Menge der Proteine in
einer Zelle konnen auf verschiedene Faktoren zuriickgefiihrt werden. Zum einen hingt
die Translation von mRNA zu den Proteinen vom Zellzyklus ab, der durch variable
duBere Faktoren beeinflusst werden kann. Zum anderen konnte eine unterschiedliche
Stabilitdt von mRNA und Proteinen festgestellt werden, was zu Unterschieden beim
messbaren Anteil filhren kann. Ein weiterer Grund ist, dass einige Signalwege, wie
beispielsweise der mTOR/S6K-Weg, die Proteinsynthese auch unabhingig von der
Menge der mRNA regulieren konnen (180). Deshalb sollten die biochemischen
Variationen der Translation und die Mdglichkeiten einer Aktivierung unterschiedlicher
Signalwege durch die Exposition gegeniiber den ausgewihlten Chemikalien in anderen

Studien genauer untersucht werden.

In der vorliegenden Studie fiihrte eine Exposition von VSMCs gegeniiber den flinf
untersuchten Komponenten des E-Zig-Dampfs zu einer geringeren Produktion von
Elastin. Dadurch kann es nach dem Abbau der Elastinfasern durch unterschiedliche
Mechanismen zu einer Beeintrachtigung der Fahigkeit der GefdBwand zur Reparatur von
Schiaden kommen. Nach der Exposition konnten unterschiedliche Verdnderungen des
Typ-11I-Kollagens auf der genetischen und der Proteinebene festgestellt werden.
Insbesondere in einer Kombination mit einem kompensatorischen Kollageneinbau kann
daher eine erhohte GefaBsteifigkeit zur Folge haben. In weiteren Studien sollte untersucht
werden, ob die Exposition gegeniiber E-Zig-Dampf die Hauptursache fiir die
Verdanderung des Kollagengehalts ist, und zu welchen posttranskriptionalen

Modifikationen der das Typ-III-Kollagen kodierenden Gene es dabei kommt.
4.2.2 Die Expression und Aktivitit der am Gefiflwandumbau beteiligten Enzyme

Der Umbauprozess in der Tunica media wird durch Proteasen induziert, wobei
insbesondere die MMP-2 eine wesentliche Rolle spielt. MMP-2 fungiert als Gelatinase
und spaltet eine Vielzahl von Proteinarten, darunter Fibronektin, Typ-1V/V-Kollagen
aber auch Elastin (181, 182). Dabei konnte eine erhohte Konzentration von MMP-2

sowohl bei pathologisch dilatierten Geféllen als auch bei GefaBproben mit einem héheren
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Wert von Fibrillin-1, einem Abbauprodukt von Elastin, nachgewiesen werden (137, 183).
In den Studien von Simova et al., Wagenhéuser et al. und Ghosh et al. wurde zwar die
Rolle von beiden MMP-2 und -9 bei GefiBwandumbau erwihnt, allerdings werden
unterschiedliche MMPs durch unterschiedliche Zellen exprimiert (137-139). Wéhrend
MMP-2 durch Mesenchymzellen, einschlieBlich VSMCs, exprimiert wird, wird MMP-9
hauptsdchlich durch infiltrierende Makrophagen produziert und kommt in VSMC-
Monokulturen nur in geringem Malle vor (184, 185). In der vorliegenden Arbeit wurde
neben der Menge der von VSMCs produzierten Strukturproteine untersucht, inwiefern
die Exposition gegeniiber den fiinf ausgewihlten Chemikalien zu Verénderungen der

Konzentration und der Aktivitit von MMP-2 fiihrt.

Bei dem MMP-Assay zeigte sich eine signifikante Steigerung der enzymatischen
Aktivitdt von MMPs durch alle fiinf getesteten Chemikalien um den Faktor 1,5.

Bei der quantitativen Analyse durch qPCR wurde festgestellt, dass sich die
Genexpression von MMP-2 dabei nicht signifikant verdndert hat. Deshalb kann
angenommen werden, dass die stirkere katalysierende Wirkung der Protease bei der
Exposition gegeniiber den Chemikalien primér nicht auf eine verstirkte Genexpression,

sondern auf andere Mechanismen zuriickzufithren ist.

Das Protein TIMP-2 fungiert als natiirlich vorkommender Inhibitor von MMP-2, wobei
es eine Bindung mit dem aktiven Zentrum von MMP-2 eingeht (186). AuBlerdem iibt
TIMP-2 auch einen Einfluss auf die Aktivierung von MMP-2 aus, da fiir die Aktivierung
von MMP-2 eine Komplexbildung zwischen TIMP-2 und Pro-MMP-2 essentiell ist. Die
Bindung des Komplexes an der Zelloberfliche durch eine Membrane-Type-1-Matrix-
Metalloproteinase (MT1-MMP) fiihrt zur Aktivierung von Pro-MMP-2, wobei die
Bindung einer zweiten MT1-MMP als Aktivator fiir Pro-MMP-2 wirkt. Uberschiissige
Mengen von TIMP-2 kdnnen jedoch an die aktivierende MT1-MMP binden, was einen
Mechanismus fiir die Hemmung der Aktivitit von MMP-2 darstellt (187, 188). Die
Menge von TIMP-2 beeinflusst deshalb die katalysierende Wirkung von MMP-2.

Die durchgefiihrte qPCR fiihrte zu uneinheitlichen Verdnderungen der Genexpression
von TIMP-2 in Abhéngigkeit von den verwendeten Chemikalien. Dabei ergab sich bei
der Behandlung mit Acrolein eine signifikant hoéhere, bei der Behandlung mit
Formaldehyd allerdings eine signifikant geringere Expression. Diese signifikanten

Veridnderungen konnten aber auf der Proteinebene durch eine Westernblot-Analyse nicht
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mehr nachgewiesen werden. Demnach zeigte sich in dem hier angewendeten
experimentellen Setting keine Verdnderung der Enzymmenge von TIMP-2 als Antwort

auf die Behandlung mit den fiinf untersuchten Komponenten von E-Zig-Dampf.

Aus den vorgestellten Untersuchungsergebnissen kann abgeleitet werden, dass die fiinf
Komponenten die Aktivitit des Enzyms MMP-2 erhohen und auch die Fragmentierung
von Elastin in der Tunica media fordern konnen, wobei die Enzymaktivitit multifaktoriell
beeinflusst wird. Aufgrund der Ergebnisse der quantitativen Analysen von MMP-2 und
TIMP-2 scheint es unwahrscheinlich, dass die Enzymaktivitit durch eine erhohte
Genexpression des Enzyms oder eine Beteiligung der Inhibitoren beeinflusst wird. Neben
diesen beiden Faktoren konnten auch posttranslationale Modifikationen zu einer
verdnderten Enzymaktivitdt filhren, etwa Phosphorylierung, Acetylierung und
Methylierung. AuBlerdem wurde in einer Studie die Abhéngigkeit der MMP-2-Aktivitit
von unterschiedlichen pH-Werten untersucht, wobei ein direkter Einfluss des pH-Werts
auf die Aktivitit von MMP-2 nachgewiesen werden konnte (189). Eine potentielle
Verianderung des pH-Werts durch Zugabe der verschiedenen Chemikalien wurde im
Rahmen der hier vorgestellten Experimente nicht untersucht. Des Weiteren ist zu
bemerken, dass MMP-9 aus Makrophagen in-vivo eine signifikante Rolle beim Umbau
der Tunica media einnimmt. Die FEinfliisse der untersuchten Chemikalien auf der
Expression von MMP-9, sowie die Interaktionen unterschiedlicher MMPs sind in der

vorliegenden in-vitro-Arbeit begrenzt und bediirfen weiterer Kldrungen.
4.2.3 Die Verinderungen der Tunica media in Tiermodellen

Die Auswertung der histologischen Schnittbilder zeigte unterschiedliche Anteile an

Elastinfasern zwischen jungen und adulten Tieren.

Es ist bekannt, dass die thorakale Aorta aufgrund ihrer mechanischen Belastung und
Struktur einen hoheren Elastingehalt aufweist (190). Dariiber hinaus konnte bei dlteren
Gefidllen festgestellt werden, dass die Elastinfasern eine geringere Stabilitdt und eine
verminderte Fdhigkeit zur Selbstreparatur aufweisen (191, 192). Deshalb kann die
stiarkere Reduktion des Elastingehalts bei der thorakalen Aorta der adulten Tieren bei der
Exposition im Vergleich mit den jiingeren Tieren als ein Erkldrungsansatz herangezogen
werden. Im Unterschied dazu ergab sich in der infrarenalen Aorta im Vergleich mit
anderen Aortenabschnitten ein geringerer Elastingehalt, der bei gealterten Gefd3en noch

stiarker ausgepragt war (193). Die nicht signifikanten Verdanderungen kénnte damit erklart
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werden, dass die ausgewdhlte Analysemethode nicht sensitiv genug ist, um kleinere

Verdnderungen nachzuweisen.

In den jungen Tieren zeigte sich nur in der Gruppe, die gegeniiber E-Zig Dampf mit
Nikotin exponiert wurde, eine signifikante Abnahme des Elastingehalts. Mit Hinblick auf
die eigenen in-vitro-Untersuchungen konnte dies, auf eine erhohte Aktivitdit von MMP-2
durch Stimulation durch Nikotin und Propylenglykol zuriickzufiihren sein. In der in-vivo-
Studie von Wang et al. wurde sowohl eine hochregulierte Expression als auch eine
gesteigerte  Proteinmenge von MMP-2, sowie eine daraus resultierende
Elastindegeneration bei Méusen im Alter von 12 bis 16 Wochen nach einer Nikotin-
Infusion iiber einen Zeitraum von sechs Wochen beschrieben (194). In dieser Studie
sowie in der vorliegenden Arbeit wurde aber nur die alleinige Wirkung einzelner
chemischer Verbindungen untersucht. Deshalb kann angenommen werden, dass die
Verianderung bei der Exposition gegeniiber Propylenglykol allein wegen der besseren
Reparaturfdhigkeit bei der jiingeren Maus nicht signifikant bleiben wiirde, wéihrend die
addierte Wirkung des Nikotin-Propylenglykol-Gemischs iiber die Reparaturfdhigkeit
hinausgehen wiirde, sodass es zu manifesten Verdnderungen der Wandstruktur kommen
kann. Es liegen aktuell keine Studien vor, die sich gezielt mit der Wechselwirkung
unterschiedlicher Chemikalien auf den Elastingehalt der GefdaBwand beschéftigen. Fiir
eine Bestitigung dieser Annahme miissten demnach die addierten Wirkungen der

Komponenten untersucht werden.

AuBerdem sollte darauf hingewiesen werden, dass mit der verwendeten Methode
lediglich eine Abschitzung des Elastingehalts mdglich war. Dabei wurde fiir eine
Quantifizierung der Elastinfasern die Fliche in zweidimensionalen histologischen
Schnittbildern berechnet und die Ergebnisse wurden dann mit der Kontrollgruppe
verglichen. Die damit verbundene Ungenauigkeit konnte die statistisch nicht
signifikanten Ergebnisse bei den Versuchsgruppen der infrarenalen Aorta der adulten
Kohorte und der Versuchsgruppe mit einer Exposition gegeniiber Propylenglykol der
jingeren Kohorte erkldren. In zukiinftigen Studien sollte mit quantitativen Techniken wie
Massenspektrometrie untersucht werden, inwiefern die in der vorliegenden Arbeit mit der
beschriebenen Methode ermittelten Resultate mit der tatsdchlichen Ausprdgung des

Elastingehalts korrelieren.
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Dariiber hinaus besteht Potenzial fiir weitere Forschungen zur Verdnderung in
Tiermodellen bei chronischen Expositionen, die sich auf das realitidtsnahe
Konsumverhalten beziehen. In der Studie von Olfert et al. wurden die Langzeiteffekte
einer achtmonatigen, chronischen Exposition gegeniiber E-Zigs im murinen Modell
untersucht. Diese Studie diente dazu, den E-Zig-Konsum von Menschen in der Phase der
Adoleszenz und friihen Erwachsenenzeit zu simulieren, wihrend sich die vorliegende
Arbeit mit den separaten Reaktionen in unterschiedlichen Altersgruppen sowie mit der
Wirkung einzelner Komponenten im E-Zig-Dampf befasst. In der genannten Studie
wurde eine erhohte Gefilsteifigkeit durch Flussgeschwindigkeitsmessung sowie
Kraftaufnehmer festgestellt, deren Tendenz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
im Einklang steht und beide Studien sich in Bezug auf die Untersuchungsbedingungen
gegenseitig erginzen (195). In dieser Studie wurde zudem eine verschlechterte Reaktion
auf Vasodilatatoren wie Acetycholin sowie eine minimale, jedoch signifikante Abnahme
der Ejektionsfraktion des Herzens beschrieben. Diese bieten das Potenzial, diese Aspekte

durch die Untersuchungsbedingungen der vorliegenden Arbeit zu evaluieren.

In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass eine Exposition gegeniiber
Nikotin und/oder Propylenglykol auch unter in-vivo-Bedingungen zu einer Reduktion der
Elastinfasern in der Tunica media fiihrt. Dartliber hinaus wurde festgestellt, dass die Aorta
mit hoherem Alter eine besondere Anfilligkeit fiir solche Verdnderungen aufweist.
Daraus ldsst sich ableiten, dass der E-Zig-Dampf zu einem Elastinverlust in der Tunica
media beitragen kann, wobei dieser Effekt bei einer Kombination mit der altersbedingten
Degeneration noch stirker ausfallen kann. Die in der vorliegenden Arbeit etablierte
Methode ermdéglichte aber nur eine grobe Abschidtzung des FElastingehalts. Die
Sensitivitdt und die Spezifitidt der Methode sind noch nicht bekannt und sollten deshalb

in zukiinftigen Studien untersucht werden.

4.3 Fazit

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die untersuchten, im E-zig Dampf
vorkommenden chemischen Verbindungen, die Gen- und Proteinregulation von ECs und
VSMC:s beeinflussen. Dabei konnten sowohl pro-inflammatorische, als auch den ECM-
Umbau beeinflussende Verdnderungen identifiziert werden. Dabei legen die Ergbenisse

nahe, dass durch Expsoition gegeniiber E-Zigs Elastinfragmentierung und
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Reparaturmechanismen in der Tunica media beeintrichtigt werden konnen. Diese
Mechanismen konnten langfristige GefaBBverdnderunegn begiinstigen, welche etwa eine

erhohte GefaBsteifigkeit als Folgfe haben konnten.

In der vorliegenden Arbeit konnte bestitigt werden, dass die Acrolin, Propylenglykol,
Acrolein, Nikotin und Acetaldehyd ROS-Bildung im Gefdfendothel und eine verstarkte
Expression von Adhidsionsmolekiilen und proinflammatorischen Zytokinen induzieren,
was in anderen Studien hauptsdchlich fiir andere Zelllinien beschrieben wurde,
beispielsweise Pneumozyten und Hepatozyten. Die Entziindungsreaktionen im
GefaBendothel konnten dabei eine Endotheldysfunktion hervorrufen, die wiederum

unterschiedliche pathologische Verdnderungen in der GefiBwand begiinstigen kann.

Aus unterschiedlichen Studien zur Verdnderung der Komposition der extrazelluldren
Matrix der Tunica media ist bekannt, dass im Rahmen degenerativer Verdnderungen
Elastin abgebaut und Kollagen kompensatorisch eingebaut wird, was in einer erhéhten
Gefdlisteigfikeit miinden kann. In der Analyse der histologsichen Bilder aus einem
Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass sich die inhalative Exposition gegeniiber
E-Zig-Dampf mit Nikotin und/oder Propylenglykol auf den Elastingehalt der Mausaorta
auswirkt. In diesem Zusammenhang konnte auf zelluldrer Ebene geziegt werden, dass die
Bestandteile von E-Zig-Dampf die Aktivitit von MMP-2 in der Tunica media
hochregulieren und zeitgleich die Produktion von Elastin in humanen aortalen VSMC
reduziert wird. Des Weiteren konnte eine Kollagenproduktion durch VSMC festgestellt
werden, die durch die Exposition gegeniiber den Hauptsubstanzen im E-Zig-Dampf

induziert wurde.

Die hier gezeigten Ergebnisse legen nahe, dass die im E-Zig Dampf enthaltenen
chemischen Verbindungen das Potential haben, Zellen des Gefd3systems zu schédigen.
Die vorgestellten Ergebnisse beziiglich des reduzierten Elastingehalts der murinen Aorten
unterstiitzen diese Aussage zudem in einem — stark simplifizierten- in-vivo Modell. Die
Ubertragbarkeit der Resultate ist dennoch deutlich eingeschrinkt. Es gilt die Folgen bei
langfristigen Expositionen zu priifen. AuBerdem sollten die genauen biochemischen
Mechanismen der posttranskriptionalen und posttranslationalen Modifikation und die
Wechselwirkungen zwischen den Komponenten und unterschiedlichen intrazelluldren

Signalwegen in weiteren Studien genauer untersucht werden.
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