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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Physiologische Funktionen der GefalBmuskulatur

1.1.1 Aufbau und Funktion der grof3en GefalRe

Die grundlegende Aufgabe der grof3en Geféal3e besteht darin, das Blut vom Herzen durch den
Korper und wieder zuriick zu transportieren, sowie den Stoffaustausch in den Organen
zwischen den Zellen und dem Blut zu gewahrleisten. Aus dem linken Herzventrikel entspringt
die Hauptschlagader (Aorta), aus der alle Arterien des grol3en Kreislaufes hervorgehen. Diese
lasst sich unterteilen in die aufsteigende Aorta (Aorta ascendens), den Aortenbogen (Arcus
aortae) mit den drei supraaortalen GefalRabgangen (Truncus brachiocephalicus, A. carotis
communis sinistra, A. subclavia sinistra) und die absteigende Aorta (Aorta descendens). Die
absteigende Aorta lasst sich wiederum in die Brustaorta (Aorta thorakalis) und die Bauchaorta
(Aorta abdominalis) untergliedern und endet schlie8lich in der Aortenbifurkation (Uflacker,
2010). Grundsatzlich bestehen die groBen GefaBe aus drei unterschiedlichen
Gewebeschichten, deren genaue Zusammensetzung abhangig von der jeweiligen
Funktionalitat variieren kann (Borysenko et al., 1989). Da die Arterien einem hohen arteriellen
Blutdruck standhalten missen, besitzen diese eine sehr muskelreiche Media (Tunica media),
wahrend die Venen, die dem Niederdrucksystem angehoren, weniger vaskulare
Glattmuskelzellen (VSMC) beinhalten. Aufgrund der gering ausgebildeten Media besitzen die
Venen einen groReren Durchmesser und kdnnen dadurch mehr Blut speichern. Der Blutseite
zugewandt befindet sich die Intima (Tunica interna), welche im Wesentlichen aus
Endothelzellen und einer Basalmembran (Elastika interna) besteht. Diese innerste Schicht der
GefaRRe dient primar der Abdichtung der GefalRwand als selektiv permeable Barriere und
gewabhrleistet einen optimalen Blutstrom. Dariiber hinaus sind die Endothelzellen der Intima
durch Interaktionen mit dem peripheren Nervensystem an der Regulation des Gefaldtonus
beteiligt und tragen zu Thrombolyse- und Gerinnungsprozessen bei (Pugsley et al., 2000). Im
Rahmen der Initiierung einer Atherosklerose spielen Endothelzellen ebenfalls eine grofl3e
Rolle, da sie an inflammatorischen Prozessen beteiligt sind und die Lokalisierung der
atherogenen Gefaliregionen bestimmen (Li et al., 2018). Der Intima schliel3t sich als mittlere
Gewebeschicht die Media, bestehend aus VSMCs und elastischen Fasern (Elastin), an. Unter
physiologischen Bedingungen dbernehmen VSMCs biosynthetische, sowie kontraktile
Aufgaben innerhalb der Gefaliwand (Rzucidlo et al., 2007). Durch Kontraktion und Relaxation
der VSMCs andert sich der Gefal3durchmesser, wodurch der Blutdruck reguliert wird (Webb,
2003). Die aufRerste Schicht, hauptsachlich aus Bindegewebe bestehend, wird Adventitia

(Tunica externa) genannt und dient der Verankerung der Blutgefal3e im Gewebe.
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Abbildung 1.1: Einteilung der Aorta und Aufbau der grof3en Gefal3e

(A) Die Aorta lasst sich in die Aorta ascendens, den Arcus aortae, sowie die Aorta descendens
unterteilen. Der Aortenbogen beinhaltet drei Gefallabgange, Truncus brachiocephalicus, A. carotis
communis sinistra und die A. subclavia sinistra. (B) Die gro3en Gefalle bestehen aus drei
Gewebeschichten. Der Blutseite zugewandt befindet sich die Tunica intima, gefolgt von der Tunica
media und der Tunica adventitia. Die Abbildung 1.1B wurde auf der Grundlage einer urspriinglich von
bioRender (biorender.com) stammenden Vorlage erstellt.

1.1.2 Differenzierung von vaskularen Glattmuskelzellen

Die Differenzierung von VSMCs spielt eine groBe Rolle bei der Ausbildung der Gefal3e
wahrend der embryonalen Entwicklung. Die VSMCs entwickeln sich in Abhangigkeit ihrer
genauen Lokalisation in den GefalRen aus einem breiten Spektrum an embryonalen Gewebe
(Deng et al., 2017). Wahrend die VSMCs des Aortenbogens und der aufsteigenden Aorta aus
der Neuralleiste stammen (Majesky, 2007), entwickeln sich die VSMCs der absteigenden und
abdominalen Aorta aus dem Mesoderm und die Koronararterien aus dem Pro-Epikardium
(Mikawa et al., 1996). Die Differenzierung der Zellen wird durch die dynamische Modulation
unterschiedlicher regulatorischer Transkriptionsfaktoren, sowie durch nichtcodierende
Ribonukleinsduren (RNA) gesteuert. Dabei wird auch die Abundanz kontraktiler Proteine
innerhalb der VSMCs und somit ihr funktioneller Phanotyp festgelegt (Roostalu et al., 2018).
Einer der molekularen Mechanismen, welche die Differenzierung von VSMCs steuern, verlauft
Uber den platelet-derived growth factor BB (PDGF-BB), der als Lockstoff (chemoattractant) auf
VSMCs einwirkt und deren Proliferation stimuliert (Hellstrom et al., 1999). Weitere potente
Initiatoren der VSMC-Differenzierung sind der transforming growth factor beta (TGFp) (Guo et
al., 2012) und der endothelial exprimierte jagged canonical Notch ligand 1 (JAG1), der die
Notch3-abhangige Differenzierung aktiviert (Manderfield et al., 2012). AufRerdem fungiert
Myocardin (MYOCD), das mit dem DNA-bindenden Transkriptionsfaktor serum response
factor (SRF) Komplexe bildet, als bedeutsamer Schalter des kontraktilen Phanotyps, der unter

1.2.2 genauer beschrieben wird (Li et al., 2003; Miano, 2015). Neben den nichtcodierenden
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RNAs, wie z.B. micro RNA (miRNA) (Uchida et al., 2015; Yu et al., 2014), sind auch
epigenetische Chromatin-Modifikationen an der Regulation der VSMC-Differenzierung
involviert (Liu et al.,, 2015). Eine Besonderheit der VSMCs ist, dass sie nicht terminal
differenziert sind und somit ihren Phanotyp als Reaktion auf lokale auf3ere Einflisse

modulieren kénnen.

1.1.3 Regulation des GefalRtonus in vaskularen Glattmuskelzellen

Die regulatorischen Funktionen von VSMCs in der GefalBwand beinhalten sowohl
physiologische, als auch pathophysiologische Aufgaben (Alexander et al., 2012). Im
Wesentlichen gehdren zu den physiologischen Eigenschaften der Erhalt der Gefal3struktur,
die Regulation des Gefaltonus und GefalRdurchmessers, die Blutdruckregulation und die
Blutflussdistribution (Alexander & Owens, 2012; Owens et al., 2004). Dabei erfolgt die
Regulation des arteriellen Blutdrucks zum einen lber das Herzzeitvolumen und zum anderen
Uber den peripheren Widerstand der Gefal3e. Durch die hohe Dichte an elastischen Fasern in
der Aorta kann der pulsierende Blutstrom, der durch die rhythmischen Kontraktionen des
Herzens entsteht, in einen gleichmaBigen Volumenstrom umgewandelt werden, was als
Windkesselfunktion bezeichnet wird (Belz, 1995). Die Blutdruckregulation in den Gefalien
erfolgt dann Uber die Kontraktion und Relaxation der VSMCs, was sich entsprechend in einer
GefalRengstellung oder GefaRweitstellung aulBert. Bei der Kontraktilitat der VSMCs ist vor
allem der sekundéare Botenstoff Kalzium (Ca?") von immenser Bedeutung. Es existieren hohe
Ca?*-Konzentrationsunterschiede zwischen dem extrazellularen ([Ca?']e) und intrazellularen
([Ca?*]) Kompartiment, was letztlich in einem ins Zellinnere gerichteten Ca?*-Gradienten
resultiert (Lee et al., 2002). Die Kontraktion in VSMCs kann auf zwei unterschiedliche Arten
eingeleitet werden. Einerseits kann die Initiierung der Kontraktion durch Innervation und einer
daraus resultierenden Depolarisation der Plasmamembran aktiviert werden. Dies wird als
elektromechanische  Kopplung  bezeichnet. Zum  anderen  fihrt auch die
pharmakomechanische Kopplung, eine Aktivierung von Zelloberflachenrezeptoren durch die
Interaktion mit entsprechenden Liganden, zur Kontraktion der VSMCs (Somlyo et al., 1968).
Beide Mechanismen resultieren in einer Erhohung der [Ca?]. Wahrend bei der
elektromechanischen Kopplung das Aktionspotential zur Offnung spannungsabhangiger Ca?*-
Kanale (LTCC) und somit zum Anstieg der [Ca?]i fuhrt, werden bei der
pharmakomechanischen Kopplung (zunachst) Rezeptoren an der VSMC Oberflache aktiviert.
Dies hat wiederum eine Ca?*-Freisetzung aus intrazellularen Speichern zur Folge und/oder
fuhrt dazu, dass die Ca?'-Sensitivitat verschiedener Proteine des kontraktilen Apparates
erhoht werden (siehe Abb. 1.2A). Hierbei aktiviert z.B. die Liganden-gesteuerte Stimulation ao-

adrenerger  G-Protein-gekoppelter  7-Transmembranhelix-Rezeptoren  (GPCR)  die
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Phospholipase C (PLC), welche die Hydrolyse des Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphats
(PIP2) zu Diacylglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) stimuliert. IP3 bindet an IPs-
Rezeptoren (IPsR) des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) und fihrt so wiederum zur
Freisetzung von Ca?" aus dem SR (Ogut et al., 2003). Das akkumulierte intrazellulare Ca?*
bindet priméar an Calmodulin (CaM), das vier Bindungsstellen fir Ca?* besitzt (Kretsinger et al.,
1973). Die Bildung des (Ca?")s-CaM-Komplexes fihrt zur Konformationsénderung von CaM,
sodass eine Bindung an die Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK) und somit die Aktivierung
dieser ermoglicht wird (Ikura et al., 1984; Seamon, 1980). Die Aktivierung der MLCK filhrt
nachfolgend zur Phosphorylierung der regulatorischen leichten Kette des Myosins (MLC2) an
Serin 19 (Serl9), das fir die Steigerung der Adenosintriphosphatase (ATPase)-Aktivitat von
Myosin verantwortlich ist.

Im Gegensatz zur Kontraktion, werden Relaxationsprozesse in VSMCs durch sinkendes [Ca?*];
eingeleitet. SR-Ca?*-ATPasen (SERCA) in der Membran des SR sind in der Lage Ca?" im
Antiport mit Wasserstoff (H") vom Zytoplasma in das SR zu pumpen, was in einer Reduktion
von [Ca?")iresultiert (Periasamy et al., 2007). Des Weiteren fuihrt auch die Plasmamembran-
Ca?*-ATPase (PMCA) zur Senkung der [Ca?'];, indem Ca?* wieder in den Extrazellularraum
gepumpt wird (Brini et al., 2011). Zum Ausgleich der MLCK-Aktivitat kann die MLC2 durch die
Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP) dephosphoryliert werden (siehe Abb. 1.2A).
Hierbei handelt es sich um ein Heterotrimer, das aus einer regulatorischen myosin
phosphatase target subunit 1 (MYPTL1), einer katalytischen Untereinheit und einer kleineren
Untereinheit (20 kDa) mit unbekannter Funktion besteht (Alessi et al., 1992). Die Selektivitéat
der MLCP fur phosphoryliertes Myosin wird Giber die MYPT1-Untereinheit vermittelt (Shirazi et
al., 1994).

Neben der Ca?*-abhangigen Regulation des GefaRtonus, sind auch Ca?*-unabhéangige, G-
Protein-vermittelte Mechanismen an der Muskelaktivierung beteiligt. Eine Steigerung der
Muskelkontraktion kann tber eine sogenannte Ca?*-Sensitivierung erreicht werden. Dabei
spielt zum einen der ras homolog family member A (RhoA)-Guanosintriphosphat (GTP)-
aktivierte Rho-Kinase-Signalweg eine wichtige Rolle (Ogut & Brozovich, 2003). Uber die
Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren wird der GTP-Austauschfaktor (GEF) aktiviert,
welcher die Aktivierung von RhoA-Guanosindiphosphat (GDP) zu RhoA-GTP unterstitzt
(Schmidt et al., 2002). Nachfolgend aktiviert RhoA-GTP die Rho-assoziierte Kinase (ROCK),
die MYPT1 an Threonin 696 (Thr696) phosphorylieren kann und dariiber eine Inhibition der
MLCP-Aktivitat bewirkt (Kimura et al., 1996; Leung et al., 1995). Des Weiteren spielt auch die
protein phosphatase 1 regulatory inhibitor subunit 14A (CPI-17) eine Rolle bei der Ca?*-
Sensitivierung, da CPI-17 sowohl ein Substrat der ROCK, als auch der PLC ist (Kitazawa et
al., 2000). Phosphoryliertes CPI-17 bindet als die aktive Form des CPI-17 an die katalytische

Untereinheit der MLCP, wodurch deren Enzymaktivitat ebenfalls inhibiert wird (siehe
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Abb.1.2A) (Kitazawa et al., 2003). Neben der Ca?*-Sensitivierung kann es Stickstoffmonoxid
(NO)-vermittelt auch zu einer Ca?*-Desensitivierung kommen, wodurch eine Relaxation der
VSMC:s initiiert wird. Die genauen Mechanismen der vasorelaxierenden Funktionen von NO
werden unter 1.4.2 ausfihrlich beschrieben. Dariber hinaus sind die dinnen Filamente
Caldesmon und Calponin (Morgan et al., 2001), sowie Komponenten des Aktin-Zytoskeletts
(Gerthoffer et al., 2001) ebenfalls an der Regulation der Kontraktilitat glatter Muskelzellen

beteiligt.
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Abbildung 1.2: Schematische Ubersicht tiber die Regulation der Kontraktilitat in VSMCs

(A) Die elektromechanische (unten) und die pharmakomechanische (oben) Kopplung induzieren die
Kontraktion in vaskularen Glattmuskelzellen (VSMC) Uber verschiedene Signalwege. Das Schema
wurde modifiziert nach (Ogut & Brozovich, 2003). (B) Die Darstellung der Relaxation und Kontraktion
auf Ebene der kontraktilen Filamente verdeutlicht die Interaktion des phosphorylierten Myosins mit Aktin
und der dadurch ausgeldste Querbriickenzyklus. Das Schema wurde modifiziert nach (Schmidt et al.,
2011). ATP = Adenosintriphosphat; ADP = Adenosindiphosphat; CaM = Calmodulin, CPI-17 = protein
phosphatase 1 regulatory inhibitor subunit 14A; DAG = Diacylglycerin; GDP = Guanosindiphosphat;
GEF = GTP-Austauschfaktor; GPCR = G-Protein- gekoppelter 7-Transmembranhelix-Rezeptor; GTP =
Guanosintriphosphat; IPs = Inositol-1,4,5-triphosphat; IP3R = Inositol-1,4,5-triphosphat Rezeptor;
LTCC = spannungsabhéangige L-typ Ca?*-Kandle; MLC2 = regulatorische leichte Kette 2 des Myosins;
MLCK = Myosin-leichte-Ketten-Kinase; MLCP = Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase; MYPT1 = myosin
phosphatase target subunit 1; PLC = Phospholipase C; PIP2 = Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat;
RhoA =ras homolog family member A; ROCK = Rho-assoziierte Proteinkinase; SR = Sarkoplasma-
tisches Retikulum.
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1.1.4 Aufbau des Zytoskeletts vaskularer Glattmuskelzellen

Das Zytoskelett der VSMCs setzt sich primar aus den Intermediarfilamenten, den Mikrotubuli,
sowie dem glattmuskularen Myosin vom Typ Il (SM Myosin II) und den Aktinfilamenten
zusammen (Yamin et al., 2012). Das Netzwerk der Intermediarfilamente dient dem Zweck, die
dreidimensionale Integritat der VSMCs aufrechtzuhalten und ist in Blndeln angeordnet, die
mit den sogenannten dense bodies (DB) assoziieren und diese meist umgeben (Berner et al.,
1981). Sie setzen sich zusammen aus den Proteinen Vimentin und Desmin. Die genaue
Funktion der Mikrotubuli in kontraktilen VSMCs und das Ausmal} der Tubulin Polymerisierung
wird aktuell kontrovers diskutiert. Es gilt jedoch als gesichert, dass Tubulin in VSMCs in grof3en
Mengen exprimiert wird (Yamin & Morgan, 2012). Das SM Myosin Il besteht aus zwei
schweren Ketten, sowie zwei unterschiedlichen Typen von leichten Ketten (MLC20 und
MLC17). Jedes individuelle Myosinfilament ist zudem von ungefahr 15 Aktinfilamenten
umgeben (Devine et al., 1971; Murphy et al., 1974). Die Bedeutung der Interaktion von SM
Myosin Il und Aktin ist unter 1.1.3 genauer beschrieben. Im Rahmen der Kontraktion glatter
Muskelzellen sind neben der Aktin-Myosin-Interaktion und dem Querbriickenzyklus auch eine
Reihe an zytoskelettalen Prozessen und die Polymerisierung von Aktinfilamenten von grof3er
Bedeutung. In VSMCs gibt es vier relevante Isoformen des Aktins. Die grof3en Arterien
enthalten etwa 60% a-SM-Aktin (a-SMA), 20% B-Aktin und zusammen etwa 20% y-SM- und -
nicht-muskulares Aktin (Fatigati et al.,, 1984). Das y-nicht-muskulédre Aktin ist in seiner
Lokalisierung auf den Zellkortex beschréankt, wahrend sich die a-SMA-Filamente in
Langsrichtung der Zelle ausrichten und B-Aktin punktférmig mit den DBs und den
Fokaladhasionen (FA) assoziiert (Gallant et al., 2011). Das am Haufigsten vorkommende
Protein in VSMCs ist a-SMA, welches sowohl als l6sliches, globulares (G-Aktin), als auch als
filamentdses F-Aktin existiert (Gunst et al., 2008). Die G-Aktin-Monomere stehen hierbei in
standigem Austausch mit den Aktin-Monomeren innerhalb der F-Aktinfilamente. F-Aktin besitzt
eine polymere Struktur, die aus asymmetrischen, zweilappigen und 42 kDa schweren Aktin-
Monomeren besteht. Die Monomere sind in einer doppelstréangigen, helikalen Anordnung
organisiert (Gunst & Zhang, 2008). Die Polymerisierung von Aktin-Filamenten ist
hauptséchlich von der Anlagerung des ATP-gebundenen G-Aktins an das dynamische
(barbed) Ende des F-Aktins abhangig (Fujiwara et al., 2002). Bei der Kontraktion von VSMCs
kommt es zu einer Zunahme von F-Aktin und einer Abnahme an G-Aktin (Barany et al., 2001).
Untereinander sind die VSMCs entweder indirekt tber Adh&sionen an die extrazellulare Matrix
(ECM) oder direkt Uber Zell-Zell-Kontakte miteinander verbunden. Die kontraktilen Einheiten
von VSMCs sind hierbei Uber Adhasionsproteinkomplexe mit den zytoplasmatischen Enden
von Transmembranproteinen (Integrine) verknipft, die wiederum mit ihren extrazellularen
Komponenten an die ECM gekoppelt sind (Gerthoffer & Gunst, 2001). Diese Multi-Protein-

Komplexe, die fur die Verbindung zwischen der ECM und den Aktin-Filamenten verantwortlich
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sind, werden als FAs bezeichnet (Zhang et al., 2008). Hierbei sind die Integrine, die aus einer
a- und B-Untereinheit bestehen, die hauptséchliche transmembrandre Komponente der FAs
und vermitteln sowohl Signale aus dem Zellinneren nach auf3en (inside-out), als auch Signale
aus dem Extrazellularraum ins Zellinnere (outside-in) (Gerthoffer & Gunst, 2001; Heerkens et
al., 2007; Sun et al., 2005). Zu den Adhéasionsproteinen innerhalb der FAs gehdren zum
Beispiel die Proteine Vinculin und Talin (Tang et al., 2017). Im Zytosol der VSMCs werden die
Aktin-Filamente wiederum durch die DBs, die hauptsachlich aus dem Aktin-
Vernetzungsprotein a-Actinin bestehen, quervernetzt (Draeger et al., 1990; Draeger et al.,
1989). Die DBs fungieren dabei als Aquivalente der Z-Scheiben in Skelett- und
Herzmuskelzellen. Die Verankerung der kontraktilen Elemente an den DBs ist demnach

Grundlage der Verkirzungsfahigkeit und Kontraktion der VSMCs.

dense bodies

F
;. Intermediar-

filamente

p-Aktin

a-SMA

Myosin Il

Abbildung 1.3: Schematische Ubersicht iiber vaskulare Zytoskelett-Strukturen

Die kontraktilen Einheiten aus Aktin- und Myosin-Filamenten sind Uber die fokalen Adh&asionen (FA) mit
der Zellmembran und Uber dense bodies (DB) untereinander vernetzt. Die transmembranaren Integrine
vermitteln die Kontakte der Zelle mit der extrazellularen Matrix (ECM). Des Weiteren sorgen
Intermediarfilamente fir den Erhalt der dreidimensionalen Integritdt der VSMCs. Das Schema wurde
modifiziert nach (Yamin & Morgan, 2012). Weitere Details im Text (1.1.4).

Verschiedene Aktin-bindende Proteine, wie z.B. Tropomyosin (Tpm), Caldesmon und
Calponin, nehmen Einfluss auf die Aktin-Polymerisierung in VSMCs. Tpm wird in VSMCs in
hohem MaR exprimiert und kann durch seine Ca?'-abhéngige Bindung an F-Aktin die
Aktomyosin-Interaktion beeinflussen. Die Regulation der Aktin-Polymerisierung durch Tpm
kann insoweit interpretiert werden, dass Tpm die Zuganglichkeit anderer Aktin-bindender
Proteine zu den Aktinfilamenten kontrolliert und somit als eine Art Torwachter (gatekeeper)
fungiert (Gallant et al., 2011; Lehman et al., 2012). Caldesmon ist sowohl in der Lage mit

polymerisierten Aktin-Filamenten, als auch mit Intermediarfilamenten zu interagieren und ist
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an dem Erhalt der jeweiligen Netzwerke in VSMCs beteiligt. Zudem ist Caldesmon durch seine
Bindung an Aktin in der Lage die Aktomyosin-ATPase zu inhibieren und damit die Kontraktilitét
der VSMCs zu beeinflussen (Marston et al., 1992; Pritchard et al., 1989). Calponin spielt eine
Rolle bei der Feinregulation der vaskularen Kontraktilitat und inhibiert, &hnlich wie Caldesmon,
die Aktin-aktivierte Myosin-ATPase und stabilisiert das Aktin-Zytoskelett (Makuch et al., 1991,
Winder et al., 1990).

Die Aktin-Polymerisierung wird dartber hinaus durch verschiedene biochemische Signalwege
beeinflusst. Hierbei spielt z.B. der RhoA-Signalweg eine besondere Rolle, da RhoA Uber die
Aktivierung von LIM-Kinasen (LIMK) die Phosphorylierung von Cofilin an Serin 3 (Ser3)
beeinflussen kann. Durch diese Phosphorylierung wird die von Cofilin-vermittelte
Depolymerisierung der Aktin-Filamente inhibiert (Tejani et al., 2011). Zudem ist mit dem
Protein cell division cycle 42 (Cdc42) eine weitere kleine GTPase an der Regulation der Aktin-
Polymerisierung beteiligt. Cdc42 aktiviert Uber eine Phosphorylierung das neuronale-Wiskott-
Aldrich Syndrom Protein (N-WASP), das zur Verzweigung der Aktin-Filamente an den FAs
fuhrt (Albiges-Rizo et al., 2009). Des Weiteren beeinflusst das Vasodilatator-stimulierte
Phosphoprotein (VASP) die Verlangerung der Aktin-Filamente. Es wird wahrend der
Zelladhasion und -invasion an Serin 239 (Ser239) phosphoryliert, was wiederum die Aktin-
Polymerisierung und somit auch die Zellmigration fordert (Defawe et al., 2010; Kim et al.,
2010).

1.1.5 Die Migration von vaskularen Glattmuskelzellen

Bei der Migration von Zellen handelt es sich um einen polarisierten Prozess, der die aktive
Bewegung der Zellen ermdglicht. Eine besondere Rolle kommt dabei dem dynamischen Aktin-
Zytoskelett zu. Dieses reguliert die raumliche und zeitliche Protrusion, Adhasion, Kontraktion
und Retraktion ausgehend von der Zellvorderseite. Der Migrationsprozess kann im
Allgemeinen in vier Schritte gegliedert werden. Im ersten Schritt kommt es zunéchst zur
Ausbildung von Ausstilpungen, den sogenannten Lamellipodien, als Reaktion auf Signale der
ECM (Tang & Gerlach, 2017). AnschlieBend I6st die Bindung von Integrinen an ein
spezifisches Motiv der ECM die Assemblierung der FAs durch eine Induktion der Integrin-
Aggregation aus (Tang & Gerlach, 2017). Daraufhin werden Strukturproteine, wie z.B. Talin,
Vinculin, a-Actinin und die Integrin-gekoppelte Kinase (ILK), sowie Signalproteine, wie z.B. die
fokale Adhasionskinase (FAK), Paxillin, Cdc42 und das ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1 (Rac1l), rekrutiert (Tang, 2015). Dadurch wird die Zelle an der ECM verankert und
die nachfolgende Ausbildung der Stressfasern wird Uber die rekrutierten Signalproteine initiiert,
was zur Ausdehnung der Zelle fiihrt (Gunst et al 2008). Die sogenannten Stressfasern sind

kontraktile Blindel, die Aktin-Filamente und Myosin lI-Filamente enthalten. Im letzten Schritt
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der Migration werden FAs an der Zellriickseite abgebaut, damit sich die gesamte Zelle
vorwarts bewegen kann (Cleary et al., 2014; Gerthoffer, 2008; Pollard et al., 2009; Tang &
Gerlach, 2017). Der Prozess der Migration wird Uber verschiedene Proteine und Signalwege
reguliert bzw. beeinflusst. Zum einen ist Vimentin in der Lage an der Plasmamembran mit dem
zytoplasmatischen Teil von Integrin B3 zu interagieren und somit die Bindung der Integrine an
extrazellulare Liganden zu beeinflussen (Kim et al., 2016). Des Weiteren induziert die durch
das Protein Cdc42 vermittelte Phosphorylierung von Vimentin eine Integrin Bi-Aktivierung
(Leduc et al., 2015). Dartiber hinaus wird der Migrationsprozess unter anderem auch von RhoA
reguliert, welches die Aktivierung von LIMK vermittelt. Die aktivierten LIMK kénnen Cofilin an
Ser3 phosphorylieren und flihren dadurch zu einer Inhibition der Depolymerisierung der Aktin-
Filamente, wodurch der Aktinumsatz unterdriickt und die Bildung von Stressfasern erhdht wird
(Murali et al., 2014; Schoenwaelder et al., 1999).

1.2 Pathophysiologische Veranderungen der GefalBmuskulatur

Pathophysiologische Verdnderungen der GefaRmuskulatur sind meist charakterisiert durch
eine phanotypische Modulation der VSMCs. Hierzu zahlen z.B. Atherosklerose, Kalzifizierung
der GefalBwand, sowie Restenose als Folge einer Angioplastie oder Aneurysmen (Deng et al.,
2017). Nach einer Gefallverletzung oder wahrend einer GefalRerkrankung kommt es zur
Dedifferenzierung der VSMCs (Owens, 1995; Wang D-Z et al., 2004) von einem kontraktilen
Status hin zu einem proliferativen, synthetischen Phanotyp mit erhéhtem proliferativen und
migrierenden Verhalten, sowie einer gesteigerten Synthese an Komponenten der ECM
(Chistiakov et al., 2015; Deng et al., 2017; Rzucidlo et al., 2007).

1.2.1 Epidemiologie und Atiologie proliferativer GefalRerkrankungen

Weltweit fihren Herz-Kreislauf-Erkrankungen (CVD) zu ca. 17,9 Millionen Todesfallen jahrlich
und zahlen damit zur Haupttodesursache (Virani et al., 2020). In Deutschland steht jeder
2. Todesfall mit CVDs in Verbindung mit steigender Prévalenz in den letzten Jahren. CVDs
stellen eine Gruppe von Erkrankungen des Herzens und der BlutgefdlRe dar, wobei die
koronare Herzerkrankung, Bluthochdruck, Herzmuskelentzindungen und Herzrhythmus-
storungen am haufigsten auftreten. Ursachlich fir eine Zunahme der Pravalenz
kardiovaskularer Erkrankungen, welche vor allem im spateren Lebensalter auftreten, sind
mitunter eine zunehmende Alterung der Bevolkerung, sowie wachsender Wohlstand, der mit
einem Uberangebot an Nahrung und koérperlicher Inaktivitat einhergeht. Dies begiinstigt

zudem weitere Risikofaktoren fir CVDs, wie z.B. Adipositas, Diabetes mellitus, Bluthochdruck
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oder Dyslipidamie. Hierbei fuhrt eine Kombination mehrerer Risikofaktoren zu einem
exponentiellen Anstieg des kardiovaskuldaren Gesamtrisikos. Bei der Betrachtung der
Epidemiologie fallen geschlechtsspezifische Unterschiede auf. CVDs treten bei Frauen im
Schnitt 10 Jahre spater auf als bei Mannern, was mit einer dstrogenen Vasoprotektion der
Frauen vor der Menopause in Verbindung gebracht wird (Bockler et al., 2007; Hinrichs, 2007).
Die Identifizierung von Patienten mit einem hohen CVD-Risiko und die Sicherstellung einer
angemessenen Behandlung sind unerlasslich fir die Pravention vorzeitiger Todesfélle. Einer
der wichtigsten zugrunde liegenden pathologischen Prozesse kardiovaskularer Erkrankungen
stellt die Entwicklung einer Atherosklerose dar. Die Initierung kann bereits im frihen
Lebensalter beginnen und uber einen langen Zeitraum latent und asymptomatisch bleiben,
bevor der Krankheitsverlauf in fortgeschrittene Stadien Ubergeht (Hong, 2010; Jack, 2000;
Song et al., 2020). Die grol3e, globale Inzidenz der Gefal3erkrankung konnte in einer Meta-
Analyse von Song et al. deutlich gezeigt werden. Es wurde festgestellt, dass weltweit eine
verstarkte Intima-Media-Dicke der Arteria carotis communis (ACC), sowie die Plaquebildung
in der Carotis héaufige Erkrankungen in der allgemeinen Bevolkerung sind und der
Nikotinabusus, Diabetes mellitus und Hypertonie die Hauptrisikofaktoren hierflr darstellen
(Song et al., 2020).

Die aktuelle Leitlinientherapie der Atherosklerose beinhaltet vor allem die Behandlung der
Dyslipidamie mittels Lipidsenkern wie z.B. Statinen, Gallensaurebindern, Cholesterin-
resorptionshemmern und neuerdings auch mit Antikdrpern (AK) (Weingartner et al., 2020).
Diese neue, vielversprechende Therapieoption basiert auf Proproteinkonvertase Subtilisin
Kexin Typ 9 (PCSK9)-Inhibitoren, die verhindern, dass das Enzym PCSK9 an low density
lipoprotein (LDL)-Rezeptoren auf der Oberflache von Leberzellen bindet und diese dadurch
vermindert abgebaut werden. Dies resultiert in einer vermehrten LDL-Aufnahme in die
Leberzellen und verminderten Blut-LDL-Konzentrationen (Sabatine, 2019). Alle genannten
Therapieoptionen zielen darauf ab, die Progredienz der Bildung atherosklerotischer Plaques
in der GefaRwand zu reduzieren und somit das kardiovaskulare Risiko zu senken. Hingegen
sind aktuell keine Therapieoptionen zur direkten Stabilisierung bereits bestehender Plaques,
bspw. durch die Beeinflussung der Vulnerabilitdt, verfigbar. Da unter anderem die
phéanotypische Modulation von VSMCs, die Bildung der fibrésen Kappe, das VSMC-
Transdifferenzierungspotential, sowie der Ablauf nekrotischer und apoptotischer Vorgéange
innerhalb atherosklerotischer Plagues einen grofRen Einfluss auf die Vulnerabilitat haben, ist
es dringend notwendig ihre pathomechanistische Bedeutung fir die Erkrankung besser zu
verstehen und gezielt einflussnehmende Faktoren zu erforschen. Dies kénnte zu einem breiten
Spektrum an neuen Therapieansitzen und -mdglichkeiten fihren, und so letztlich die

Pravalenz kardiovaskularer Ereignisse positiv beeinflussen.
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1.2.2 Phanotypische Modulation in vaskularen Glattmuskelzellen

Die phanotypische Modulation der VSMCs wurde das erste Mal in Gewebekulturen
beschrieben (Chamley et al., 1974). Sie gilt als Hauptmechanismus, Uber den VSMCs auf
Gefallverletzungen und -schaden reagieren (Roostalu & Wong, 2018). Da VSMCs nicht
terminal differenziert sind, besitzen sie ein hohes Differenzierungspotential und kénnen von
einem kontraktilen hin zu einem synthetischen, dedifferenzierten Phanotyp modulieren (Deng
et al., 2017; Owens, 1995; Wang & Olson, 2004). Der synthetische, dedifferenzierte Phéanotyp
ist durch eine reduzierte Expression kontraktiler Marker, wie z.B. a-SMA, smooth muscle
myosin heavy chain (SMMHC), Transgelin (SM22a) oder Calponin, gekennzeichnet (Owens,
1995). Neben der verdnderten Transkription glattmuskelspezifischer Gene geht die
phanotypische Modulation mit einer Veranderung der Morphologie von spindelférmigen zu
rautenférmigen Zellen einher, die lichtmikroskopisch beobachtet werden kann (Rensen et al.,
2007). Synthetische VSMCs weisen aul3erdem eine erhdhte Proliferations- und Migrationsrate
auf und exprimieren vermehrt Proteine der ECM und pro-inflammatorische Zytokine
(Alexander & Owens, 2012; Bennett et al., 2016; Rzucidlo et al., 2007).

Kontraktiler, differenzierter Synthetischer, dedifferenzierter
Phé@notyp Phé@notyp

Phédnotypische
Modulation

4
A

Expression kontraktiler Proteine 1 Expression ECM Proteine 1
Kontraktilitat 1 Migration 1

Proliferation 1

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der phanotypischen Modulation von VSMCs

VSMCs sind nicht terminal differenziert und kénnen deshalb infolge unterschiedlicher Stimuli vom
kontraktilen, differenzierten zum synthetischen, dedifferenzierten Phanotyp modulieren. Wahrend die
kontraktilen VSMCs durch eine hohe Expression glattmuskularer, kontraktiler Proteine gekennzeichnet
sind und somit ein hohes Kontraktionsvermdgen aufweisen, sind eine erhdhte Expression an ECM-
Proteinen, sowie eine gesteigerte Migration und Proliferation charakteristisch fir den synthetischen
Phéanotyp. Das Schema wurde modifiziert nach (Davis-Dusenbery et al., 2011).

Induziert und reguliert wird die phanotypische Modulation durch Transkriptionsfaktoren (z.B.
serum response factor (SRF), GATA6 und nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of

activated B cells (NF-xB) (Yoshida et al., 2013)), sowie Myocardin (Ackers-Johnson et al.,
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2015; Bennett et al., 2016) und krueppel-like factor (KLF) (Deng et al., 2017; Ha et al., 2017,
McConnell et al., 2010). Aulzerdem sind Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF-BB (Ha et al., 2015),
transforming growth factor beta (TGFB) (Chen S et al, 2004; Sinha et al., 2004)),
inflammatorische Mediatoren (z.B. tumor necrosis factor alpha (TNFa), interleukin 1 beta (IL-
1B) (Beamish et al., 2010)) und epigenetische Modulationen beteiligt (Alexander & Owens,
2012; Gomez et al.,, 2015; Liu et al.,, 2015; McDonald et al., 2007). Die phanotypische
Modulation hat zwar auch physiologische Funktionen, wie z.B. die Reparatur von
GefalRschaden oder die Neovaskularisierung (Chistiakov et al., 2015; Fischer et al., 2006),
allerdings ist der synthetische Phanotyp in VSMCs vor allem in Folge einer Verletzung oder
Entzindung vorzufinden (Ackers-Johnson et al., 2015) und ist charakteristisch fur die
pathophysiologischen Prozesse im Rahmen verschiedener GefaRerkrankungen, wie z.B.
Hypertension, Atherosklerose oder Aneurysmen (Castorena-Gonzalez et al., 2014; Owens et
al., 2004).

1.2.3 Pathophysiologische Mechanismen der Atherosklerose

Die Atherosklerose stellt als multifaktorielle, chronisch entziindliche GefalRerkrankung
(Bennett et al.,, 2016; Tabas et al., 2015) ein bedeutender Trigger fur kardiovaskulare
Erkrankungen dar, da die Ruptur atherosklerotischer Plaques zur Thrombusbildung mit
nachfolgendem Herzinfarkt oder ischamischen Insult fihren kann (Allahverdian et al., 2018;
Sakakura et al., 2013). Die wichtigsten Risikofaktoren flr die Entstehung atherosklerotischer
Plaques sind Ubergewicht (Rocha et al., 2009; van Rooy et al., 2014), Bluthochdruck und
Diabetes mellitus Typ 2 (Glowinska et al., 2003; Grundy, 2002). Die Bereiche, an denen das
Gefal besonders anféllig fur eine Atherogenese ist, werden vor allem durch die Funktionalitat
der Endothelzellen bestimmt, die somit maf3geblich an der Initiierung der Atherosklerose
beteiligt sind (Li et al., 2018). Zudem werden mechanische Stimuli in Verbindung mit dem
Beginn der Atherogenese, sowie deren Progression gebracht (Sit et al., 2020). Letztendlich
fuhren alle diese Einflisse zu endothelialen Zellschdden und letztlich zur Dysfunktion des
Endothels. Dadurch wird das Eindringen von LDL in die subendotheliale Intima begtnstigt und
fuhrt zur Oxidation von LDL (Harman et al., 2019; Sitia et al., 2010). Oxidiertes LDL (oxLDL)
wiederum lockt Monozyten aus der Blutbahn an. Dies fuhrt zur Monozyten-Diapedese in den
subendothelialen Raum, wo diese zu Makrophagen transformiert werden, die oxLDL
phagozytieren und sich anschlielend zu Schaumzellen entwickeln (Abb. 1.5) (Chistiakov et
al., 2015). Im weiteren Verlauf stimulieren von Schaumzellen freigesetzte inflammatorische
Mediatoren und Zytokine die Migration der VSMCs von der Media in die subendotheliale
Intima. Dort proliferieren diese und exprimieren vermehrt ECM-Proteine (Abb. 1.5). Hierbei

durchlaufen die VSMCs eine phanotypische Modulation vom differenzierten, kontraktilen hin
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zum dedifferenzierten, synthetischen Phanotyp (Alexander & Owens, 2012; Chistiakov et al.,
2015; Tabas et al., 2015). Zudem ist bekannt, dass VSMCs an der Bildung der fibrésen Kappe
der atherosklerotischen Plaques beteiligt sind und die vermehrt synthetisierten ECM-Proteine

zur Plaque-Stabilisierung beitragen (Harman & Jgrgensen, 2019).
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des atherosklerotischen Pathomechanismus

Bei der Initiierung der Atherosklerose kommt es durch eine endotheliale Dysfunktion an pradisponierten
Stellen zum Eindringen von low density lipoprotein (LDL) in den subendothelialen Raum, wo dieses
oxidiert wird (oxLDL). Dies fuhrt zur Adhasion und Diapedese von Monozyten aus der Blutbahn, die im
subendothelialen Raum zu Makrophagen differenzieren, oxLDL phagozytieren und sich zu
Schaumzellen entwickeln. Von den Schaumzellen werden inflammatorische Zytokine und
Wachstumsfaktoren (u.a. PDGF) freigesetzt, die eine phanotypische Modulation der VSMCs und deren
Migration von der Media in die Intima induzieren. VSMCs tragen vor allem zur Bildung der fibrésen
Kappe bei, kénnen allerdings auch zu Chondrozyten-ghnlichen oder Makrophagen-ahnlichen Zellen
transdifferenzieren. Die Plaquevulnerabilitdét wird von verschiedenen Faktoren, wie der Dicke der
fibrésen Kappe, Kalzifizierungen, sowie von apoptotischen und nekrotischen Vorgangen innerhalb der
Plaques beeinflusst. Das Schema wurde modifiziert nach (Gargiulo et al., 2016).

Zudem koénnen VSMCs auch weitere, alternative phanotypische Veradnderungen z.B. zu
Schaumzellen-dhnlichen, Makrophagen-ahnlichen oder Osteochrondrozyten-ahnlichen
Subtypen durchlaufen (Basatemur et al., 2019). Hierbei konnte in den letzten Jahren durch
Jlineage-tracing“ Studien neue Erkenntnisse Uber die Herkunft verschiedener Zelltypen in

atherosklerotischen Plaques gewonnen werden. Dabei wurde festgestellt, dass eine groRRe
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Anzahl an Zellen in den Lé&sionen von VSMCs abstammen, obwohl diese nicht mehr die
.Klassischen® kontraktilen Marker (z.B.: a-SMA, SMMHC, Transgelin), sondern Marker anderer
Zelltypen (z.B. Mac-2) exprimieren (Chappell et al., 2016; Durham et al., 2018; Feil et al., 2014;
Jacobsen et al., 2017; Misra et al., 2018; Wang et al., 2019). Im weiteren Verlauf der
Atherosklerose kommt es zum Zelltod der Makrophagen und VSMCs, wobei diese Lipide
freisetzen, die im Zentrum der Plagques akkumulieren und den nekrotischen Kern bilden
(Harman & Jgrgensen, 2019).

Die Vulnerabilitdit der atherosklerotischen Plaques und damit auch das Risiko einer
Plaqueruptur ist durch eine diinne, fibrose Kappe (oft mit Mikro-Kalzifizierungen) und einen
lipidreichen, nekrotischen Kern gekennzeichnet (Bennett et al., 2016; Durham et al., 2018;
Shankman et al., 2015). In diesem Zusammenhang scheint ein verstarktes proliferierendes
Verhalten von VSMCs, welches zur Stabilisierung der fibrésen Kappe beitragt, v.a. im frihen
Stadium der Atherosklerose von Vorteil zu sein (Bennett et al., 2016).

1.2.4 Pathophysiologische Mechanismen der Restenose

Die Ruptur eines atherosklerotischen Plaques fihrt zur Thrombusbildung mit nachfolgendem
Herzinfarkt oder ischamischen Insult durch eine Stenose der entsprechenden Gefalie. Klinisch
wird ein Stent eingesetzt, um die Engstelle zu beseitigen und das Gefal zu stiitzen. Aufgrund
einer Ubermafigen Proliferation von VSMCs kann es allerdings an diesen Stellen wiederholt
zu einer Verengung der Gefalie kommen, was als Restenose (chronische Neointimabildung)
bezeichnet wird. Der Pathomechanismus der Restenose ist bislang nicht vollstéandig
aufgeklart, aber es wird angenommen, dass die Restenose der GefalRe durch eine
Kombination aus einem Umbau (Remodeling) der Arterienwand und einer Neointima-
Hyperplasie entsteht (Austin et al., 1985). Zur Aufklarung der komplexen zellularen und
biochemischen Mechanismen in vivo werden Tiermodelle herangezogen. Hierbei wurden in
der Maus folgende Gefal3verletzungsmodelle etabliert: Die Verletzung der Carotis mit einem
Draht (Lindner et al.,, 1993), die Carotis-Ligatur (Kumar et al., 1997), die perivaskulare
elektronische Verletzung (Carmeliet et al., 1997) und das perivaskulare Manschetten-Modell
(Moroi et al., 1998). Die Ligation der linken Carotis, bei intaktem Endothel, fiihrt durch einen
verringerten Blutstrom zur Neointimabildung (Kumar & Lindner, 1997). In vivo wurde bereits
gezeigt, dass eine Verringerung des Blutstroms in Gefaf3transplantaten und verletzten
GefalRen zu einer hdheren intimalen L&asionsbildung fuhrt, was darauf hinweist, dass die
Veranderungen des Blutflusses die Proliferation der VSMCs beeinflusst (Bassiouny et al.,
1992; Kohler et al., 1991). Die ph&notypische Modulation und die damit einhergehende
Proliferation von VSMCs scheinen die wichtigsten Aspekte der arteriellen Reaktion auf

Verletzungen in experimentellen Modellen der Restenose zu sein (Ferns et al., 2000). Folglich
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erscheint es schlissig, dass die Bildung neointimaler Zellen mehrheitlich von VSMCs der
Media bewerkstelligt wird (Herring et al., 2014; Nemenoff et al., 2011). Die Migration einer
Subpopulation medialer VSMCs in die Intima wird von freigesetzten Wachstumsfaktoren, wie
z.B. PDGF angetrieben. In der Intima findet anschlieRend eine hohe Proliferation der VSMCs
statt (Ferns et al., 1991; Rutherford et al., 1997). Durch die phanotypische Modulation liegt in
der Intima der synthetische Phanotyp der VSMCs vor. Dieser fihrt zur erhdhten Bildung und
Sekretion von ECM-Proteinen (z.B. Hyaluronan und Chondroitinsulfat). Des Weiteren findet im
fortschreitenden Verlauf ein Umbau der GefdRe durch den Abbau berschissiger
extrazellularer Matrix durch Matrix-Metalloproteasen (MMP) statt.

1.3 Cystein-reiche LIM-Proteine

Die Familie der Cystein-reichen LIM-Proteine (CRP) gehéren den LIM-only Proteinen an. Die
funktional bedeutsamste Doméne der CRP-Proteine bilden multiple LIM-Doménen, bestehend
aus tandemartig angeordneten Zinkfingerstrukturen (Sanchez-Garcia et al.,, 1994).
Hochkonservierte Cystein- oder Histidin-reiche Regionen komplexieren hierbei die Zinkionen
innerhalb der Zinkfinger, die Uber zwei Aminosauren (AS) miteinander verbunden sind.
AnschlieBend an die LIM-Domane folgt eine Glycin-reiche Sequenz (Louis et al., 1997). Des
Weiteren sind CRPs Uber ihre LIM-Domanen in der Lage zu homomultimerisieren (Huber et
al., 2000). Die LIM-only Proteine differieren vor allem in der Anzahl ihrer LIM-Domanen
(Kadrmas et al., 2004). Bislang konnten innerhalb der CRP-Familie vier verwandte Proteine
identifiziert werden (Abb. 1.6): CRP1 (Csrpl) (Liebhaber et al., 1990), CRP2/smLIM (smooth
muscle LIM) (Csrp2) (Weiskirchen et al., 1993), CRP3/MLP (Csrp3) (Arber et al., 1994) und
CRP4 (Crip2), das auch als heart LIM protein (HLP) bekannt ist (Okano et al., 1993;
Straubinger et al., 2017; Yu et al., 2002; Zhang et al., 2007). Wahrend der Homologiegrad von
CRP1, CRP2/smLIM und CRP3/MLP bezuglich ihrer AS-Sequenzen vergleichsweise hoch ist
(>65%), zeigt CRP4 eine héhere genetische Ubereinstimmung mit den Proteinen der CRIP
(Cystein-reiche intestinale Proteine)-Familie (CRIP1 und CRIP3/TLP) auf (Abb. 1.6)
(Straubinger et al., 2017). Diese Zugehdrigkeit bzw. genetische Ahnlichkeit mit den Proteinen
der CRIP-Familie spiegelt sich auch im Gennamen von CRP4 (Crip2) wider. CRP-Proteine
sind vor allem im Zytoplasma, an zytoskelettalen Strukturen und im Nukleus lokalisiert. Durch
diese Lokalisation konnen CRPs (CRP1, CRP2/smLIM, CRP3/MLP) Uber ihre Zinkfinger mit
zytoskelettalen Strukturen, wie Zyxin und a-Actinin interagieren und dadurch die dynamische
Regulation des Zytoskeletts beeinflussen (Louis et al., 1997). Zudem sind LIM-Proteine
allgemein als Adapterproteine bekannt und kdnnen teilweise auch direkt mit Nukleinsduren

interagieren (Weiskirchen et al., 2003).
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Abbildung 1.6: Genetische Ubereinstimmung der Vertreter der CRP- und CRIP-Familie

Sowohl mit den Vertretern der CRP-Familie, als auch mit CRIP1 und CRIP3/MLP der CRIP-Familie
weist CRP4/HLP homologe Aminosauresequenzen auf. Hierbei zeigt CRP4/HLP mit CRIP1
interessanterweise die hichste genetische Ubereinstimmung (67,5%). Trotzdem wird CRP4 von den
meisten Autoren weiterhin zu den CRPs gezahlt, lediglich der Genname Crip2 weist auf die
Verwandtschaft mit der CRIP-Familie hin. Das Schema wurde modifiziert nach (Straubinger et al., 2017).

.4

CRP1 und CRP2/smLIM weisen besonders in VSMCs und Fibroblasten eine hohe Expression
auf und scheinen bei der Differenzierung von VSMCs eine besondere Rolle zu spielen (Louis
et al., 1997). Durch die Interaktion mit den Transkriptionsfaktoren der SRF- und GATA-Familie
kénnen CRP1 und CRP2/smLIM auRRerdem die Expression glattmuskelspezifischer Gene
regulieren (Beckerle, 1997; Chang et al., 2003). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
eine Ablation von CRP2/smLIM zu einer verstarkten VSMC-Migration und einer erhdhten
Neointimabildung nach einer durch einen Draht induzierten arteriellen Verletzung fuhrt (Wei et
al.,, 2005). In CRP1-defizienten Mausen wurde interessanterweise der umgekehrte Effekt
beobachtet (Lilly et al., 2010). Zudem konnte in CRP1/CRP2-Doppelknockout-Mausen eine
identische Reaktion auf die arterielle Verletzung wie in den entsprechenden Wildtyp-Tieren
beobachtet werden, was darauf hindeutet, dass CRP1 und CRP2/smLIM in einer funktionell
antagonistischen Weise die VSMC-AKktivitat als Reaktion auf eine Gefal3verletzung regulieren
konnen (Lilly et al., 2010).

Im Gegensatz zu CRP1 und CRP2/smLIM wird CRP3/MLP (muscle LIM protein) nur in Skelett-
und Herzmuskelzellen exprimiert (Schneider et al.,, 1999). Interessanterweise fiihrt eine
globale Deletion von CRP3/MLP in Mausen zu einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) (Arber
et al., 1994). Entsprechend werden Mutationen des humanen Csrp3 Gens auch mit erblich

bedingten Kardiomyopathien in Verbindung gebracht (Geier et al., 2003).

1.3.1 Cystein-reiches LIM-Protein 4 (CRP4)

CRP4 wurde nach seiner Erstbeschreibung zunéchst als CRP2 benannt (Okano et al., 1993),
doch aufgrund der Verwechslungsgefahr mit CRP2/smLIM wurde es 2007 in CRP4 umbenannt
(Zhang et al., 2007). Das fur CRP4 kodierende Gen (Crip2) ist beim Menschen auf dem

Chromosom 14 und bei der Maus auf dem Chromosom 12 zu finden und besteht aus 7 Exons
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(Karim et al., 1996). Zwischen Mensch und Maus unterscheidet sich die Proteinsequenz von
CRP4 in nur 12 AS (Huber et al., 2000). Die Expression von CRP4 konnte im Rattenmodell
vor allem im Herzen, in den Gefal3en und der Lunge nachgewiesen werden. Zudem wird CRP4
auch in der Niere, der Leber und Milz, dem Magen und Darm, sowie im Gehirn exprimiert
(Okano et al., 1993). Eine besonders hohe mRNA-Expression in den Arterien, im Herzen und
in der Lunge von Crip2 wird ebenfalls im GTEx (Genotype tissue expression)-Portal, einer

Gendatenbank zur humanen Genexpression, angegeben (Consortium, 2015).

NH~

Abbildung 1.7: Molekularer, struktureller Aufbau von CRP4

Das Cystein-reiche LIM-only Protein 4 (CRP4) wird zur Familie der LIM-Proteine gezéahlt und besteht
aus zwei LIM-Doménen, mit jeweils zwei tandemartig angeordneten Zinkfingerstrukturen. Die Zinkionen
werden von Cystein- oder Histidinreichen Regionen komplexiert. Den LIM-Doménen folgen Glycinreiche
Regionen und sie werden durch die Gelenkregion miteinander verbunden. CRP4 besitzt in seiner
Gelenkregion das sogenannte RKTS (Arginin-Lysin-Threonin-Serin)-Motiv mit der putativen
Phosphorylierungsstelle fur die 3,5-cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP)-abhéngige
Proteinkinase Typ | (cGKI) an Serin 104. Das Schema wurde modifiziert nach (Huber et al., 2000).

Im Vergleich zu den restlichen Vertretern der CRP-Familie, weicht der Genname von CRP4
von der Standardnomenklatur der CRP-Gene ab. Die Abweichung begriindet sich in der
Tatsache, dass trotz der Verwandtschaft gewisse Unterschiede zu den anderen CRP-
Proteinen bestehen, was sich, wie bereits ausgefuhrt, auch im AusmalRl der AS-
Sequenzidentitat zwischen CRP1-3 und CRP4 widerspiegelt, die von 35 % bis zu 80 % variiert
(Abb. 1.6) (Straubinger et al., 2017). Das Molekulargewicht von CRP4 betragt 23 kDa und das
Protein ist aus 208 AS aufgebaut (Huber et al., 2000). Hierbei besteht CRP4 aus zwei LIM-
Domaéanen, die jeweils zwei tandemformig angeordnete Zinkfinger-Strukturen aufweisen
(Sanchez-Garcia & Rabbits, 1994). Die Zinkionen werden von den hochkonservierten Cystein-
oder Histidin-reichen Regionen komplexiert und zwischen den beiden LIM-Doméanen befindet
sich eine flexible Linker-Region, welche die beiden Bausteine miteinander verbindet (Abb. 1.7).
Uber die LIM-Domanen ist CRP4 in der Lage Protein-Protein-Interaktionen mit verschiedenen

Signalmolekdilen, Transkriptionsfaktoren oder Strukturproteinen einzugehen und die Bildung
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multimerer Proteinkomplexe zu ermdglichen (Weiskirchen & Gunther, 2003; Weiskirchen et
al., 1995).

Eine weitere Besonderheit von CRP4 unter den CRP-Proteinen ist das sogenannte RKTS
(Arginin-Lysin-Threonin-Serin)-Motiv innerhalb der Linker-Region. Diese Konsensus-Sequenz
enthalt Serin 104 (Serl104), das eine putative Phosphorylierungsstelle fur die 3',5'-cyclisches
Guanosinmonophosphat (cGMP)-abhéangige Proteinkinase Typ | (cGKI) darstellt (Huber et al.,
2000). Beide Isoformen der cGKI (cGKla und cGKIpB) phosphorylieren CRP4 bereits basal und
die Zugabe von cGMP steigert die Phosphorylierung um ein Vielfaches. Wéhrenddessen kann
die cGKIl CRP4 nur unter cGMP-stimulierten Bedingungen phosphorylieren und hat keinen
Einfluss auf die basalen Phosphorylierungslevel von CRP4 (Huber et al., 2000). Bei der cGKI
handelt es sich um eine Kinase, die vaskuldre NO- und natriuretisches Peptid (NP)-induzierte
cGMP-Signale vermittelt. Dessen Vorkommen und Funktion wird unter 1.4 ndher beschrieben.
Als mogliches Substrat der cGKI nimmt die cGMP-induzierte Phosphorylierung von CRP4 z.B.
im Spinalganglion, wo eine Co-Lokalisation von CRP4 und der cGKI nachgewiesen werden
konnte, Einfluss auf die Schmerzverarbeitung im Mausmodell (Schmidtko et al., 2008). Des
Weiteren konnte auch in VSMCs und verschiedenen Neuronen des Plexus myentericus und
submucosus eine Co-Lokalisation von CRP4 und der cGKI nachgewiesen werden (Huber et
al., 2000).

Trotz der erheblichen Unterschiede in der Homologie scheinen alle Vertreter der CRP-Familie
als Regulatoren der Differenzierung verschiedener Zelltypen, unter anderem VSMCs, zu
fungieren (Chang et al., 2003; Lilly et al., 2010; Wei et al., 2005). Aufgrund der humanen Daten
zur mRNA-Expression (GTEx) und der Protein-Expressionsdaten aus der Ratte ist
anzunehmen, dass CRP4 durch seine hohe Expression in Gefal3en, auch in VSMCs, die einen
grofRen Teil der Zellen in Arterien ausmachen, stark exprimiert wird und dort eventuell &hnliche
Funktionen wie CRP1 und CRP2/smLIM austibt. In Bezug auf die glattmuskulare Funktion von
CRP4 konnte in Kulturen glattmuskularer Zelllinien nachgewiesen werden, dass CRP4 von der
cGKI phosphoryliert werden kann und dadurch in VSMC-&hnlichen Zellen in der Lage ist,
regulatorische Funktionen in Bezug auf die Zellplastizitat auszuiben (Zhang et al., 2007).
Hierbei wurde gezeigt, dass von der cGKI phosphoryliertes CRP4 im Zellkern Uber seine
Zinkfinger mit den Transkriptionsfaktoren SRF und GATA6 innerhalb der o-SMA-
Promotorregion interagieren kann. Dies fiihrt zu einer Stabilisierung der Anordnung der
Transkriptionsfaktoren und induziert die Expression glattmuskularer Gene (Zhang et al., 2007).
Allerdings zeigt CRP4 selbst keine intrinsische transkriptionelle Aktivitat. Zusatzlich zur
Regulation der phanotypischen Modulation von VSMCs wird angenommen, dass CRP4 an der
Organisation des Zytoskeletts beteiligt ist und eine Interaktion mit Proteinen der FAs eingehen
konnte (Huber et al., 2000). Die physiologische Funktion von CRP4 in VSMCs, die Bedeutung
von CRP4 im Rahmen des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs, die Regulation der phanotypischen
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Modulation im murinen Modell und die Bedeutung von CRP4 fir vaskulare, proliferative
Erkrankungen, wie z.B. die Atherosklerose oder Restenose ist bis dato unklar und daher
Gegenstand der vorliegenden Dissertation (siehe 1.5).

Die kardiale Rolle von CRP4 wurde bereits von Straubinger et al. (2017) analysiert. Im Rahmen
dieser Publikation wurde neben dem kardialen Phanotyp der globalen CRP4-defizienten Maus
und der Auswirkungen der CRP4-Ablation auf die Entwicklung einer kardialen Angiotensin Il
(Ang Il)-induzierten Herzhypertrophie, auch die Bedeutung von CRP4 fiir die cGMP-modulierte
Pathophysiologie myokardialer Remodeling-Prozesse analysiert (Straubinger et al., 2017). Es
konnte gezeigt werden, dass beide CRP4-Allele intakt sein missen (CRP4 WT), um eine
biologische Expression von CRP4 im Herzen zu erlangen. Innerhalb der Kardiomyozyten
konnte CRP4 vor allem an der Plasmamembran und an den Z-Scheiben detektiert werden
(Straubinger et al., 2017). Unter basalen Bedingungen wiesen die CRP4-defizienten Mause
eine leichte Hypotonie auf. Nach einer 7-tagigen Ang ll-Infusion der M&use fuihrte die globale
Ablation von CRP4 uber einen Blutdruck-unabhé&ngigen Mechanismus zu einem signifikant
verstarkten hypertrophen Wachstum der Kardiomyozyten. Unter diesen Bedingungen war der
Blutdruck der CRP4-defizienten und -profizienten Mause interessanterweise identisch. Dabei
wurde angenommen, dass CRP4 unter anderem Uber eine positive, autoregulatorische
Ruckkopplungsschleife in den Kardiomyozyten den BNP/cGMP/cGKI-Signalweg Uber GATA-
Proteine moduliert und so zur Begrenzung der pathogenen Wirkung von Ang Il beitragt
(Straubinger et al., 2017). Zusatzlich zu den antihypertrophen Effekten von CRP4 konnten
antifibrotische Funktionen von CRP4 im Herzen beobachtet werden (Straubinger et al., 2017).
Des Weiteren wurde in den CRP4-defizienten Herzen eine signifikante Anreicherung von
CRIP1 beobachtet. Dies filhrte zu der Annahme, dass CRP4 notwendig ist, um die pathogenen
Wirkungen des Ang-ll-Signalwegs zu begrenzen, wohingegen wahrend der physiologischen
Herzentwicklung eine Hochregulierung von CRIP1 eine unzureichende Menge an
funktionellem CRP4 kompensieren kann (Straubinger et al., 2017).

Wie bereits erwahnt, besitzt CRP4 neben den kardiovaskularen Funktionen weitere
Funktionen im nozizeptiven System des Rickenmarks und spielt eine Rolle bei der Regulation
inflammatorischer Schmerzen. In den Laminae | und Il des Hinterhorns der Maus konnte eine
Co-Lokalisation von CRP4 und der cGKI nachgewiesen werden. Im Rickenmark kann CRP4
ebenfalls von der cGKI phosphoryliert werden und dartiber die Regulation inflammatorischer
Schmerzen modulieren (Schmidtko et al., 2008). Unter physiologischen Bedingungen fuhrt
eine globale Deletion von CRP4 in Mausen zu einem gesteigerten Schmerzempfinden
gegenuber inflammatorischen Reizen (Schmidtko et al., 2008), was auf eine inhibitorische
Funktion von CRP4 bei der Entwicklung des inflammatorischen Schmerzes hindeutet.
Interessanterweise konnte die CRP4-induzierte Inhibition des inflammatorischen Schmerzes

durch eine intrathekale Gabe von cGMP-Analoga in CRP4 WT Mausen aufgehoben werden.
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Die Phosphorylierung von CRP4 in Folge der cGKI-Aktivierung fihrte hierbei zu einer
Hyperalgesie in den Kontrolltieren, wahrend der Effekt in den CRP4 KO Mausen ausblieb
(Schmidtko et al., 2008). Im Vergleich zum inflammatorischen Schmerz, scheint CRP4 keinen

Einfluss auf akute und neuropathische Schmerzen zu haben (Schmidtko et al., 2008).

1.3.2 Cystein-reiches intestinales Protein 1 (CRIP1)

Das Cystein-reiche intestinale Protein 1 (CRIP1), welches der CRIP-Familie zugehdrt, besteht
aus 77 AS und besitzt im Gegensatz zu CRP4 nur eine LIM-Doméne, die aus zwei Zinkfingern
besteht. Zudem verfugt CRIP1 im Vergleich zu CRP4 uber keine Gelenkregion mit RKTS-
Motiv, weshalb davon auszugehen ist, dass CRIP1 nicht von der cGKI phosphoryliert werden
kann (Straubinger et al., 2017). In der Literatur wird das Protein vor allem als Tumormarker
beschrieben, wahrend seine kardiovaskulare Funktion bis vor Kurzem nahezu unbekannt war.
Im Bereich der Tumorforschung konnte bereits gezeigt werden, dass CRIP1 Protein-Protein-
Interaktionen eingehen und dariiber Transkriptionsprozesse regulieren kann (Baumhoer et al.,
2011; Ludyga et al., 2013). Im kardiovaskularen Bereich wird CRIP1 hauptsachlich mit der
Herzentwicklung (Straubinger et al., 2017), sowie in Monozyten als Marker fir die Entstehung
einer Hypertonie und kardiovaskulare Ereignisse in Verbindung gebracht (Schweigert et al.,
2021; Zeller et al., 2017). Im Zebrafisch-Modell wurden schwere Herzfehler und ein vorzeitiger
Tod durch ein Gen-Silencing von CRIP1 in Zebrafisch Embryos mit Hilfe von Morpholinos
festgestellt (Straubinger et al., 2017). Des Weiteren wurden im Rahmen einer Meta-Analyse
des humanen, monozytaren Transkriptoms die Genexpression mit Bluthochdruck assoziiert.
Dabei konnte CRIP1 als signifikant reguliertes Transkript identifiziert werden, welches mit
Bluthochdruck korreliert (Zeller et al., 2017). Zuséatzlich korrelierte die CRIP1-Genexpression
mit dem Auftreten einer kardialen Hypertrophie. Dartiber hinaus wurden zirkulierende CRIP1-
Level mit einem erhéhten Risiko fur das Auftreten eines Schlaganfalls in Verbindung gebracht
(Zeller et al., 2017). In einer kurzlich von unserer Arbeitsgruppe publizierten Arbeit tiber CRIP1
in Monozyten konnte eine Assoziation zwischen der CRIP1 mRNA-Expression in Monozyten
und dem Blutdruck bestatigt werden. Dies lasst auf eine Verbindung zwischen CRIP1 und der
Blutdruck-Regulation durch das Immunsystem schliel3en (Schweigert et al., 2021).

Innerhalb der Untersuchungen des kardialen CRP4-Proteoms konnte zudem eine signifikante
Uberexpression von CRIP1 in Herzen globaler CRP4 KO Mause identifiziert werden
(Straubinger et al., 2017). Wie bereits erwahnt, stimmen die AS-Sequenzen von CRIP1 und
CRP4 zu ca. 67,5% miteinander tberein und die Genloci von Cripl und Crip2 befinden sich
beide auf dem Chromosom 12. Die beiden Proteine gehen wahrscheinlich keine direkte
Interaktion im Herzen miteinander ein, allerdings wird angenommen, dass CRIP1 eine

kompensatorische Rolle im Herzen einnimmt, um die CRP4-defizienten Mause vor einem noch
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gravierenderen kardialen Phanotyp zu schitzen (Straubinger et al.,, 2017). Neben der
Expression im Herzen wird CRIP1 in hohem Mal} in der Lunge, der Aorta und in Immunzellen
exprimiert (Schweigert et al., 2021; Straubinger et al., 2017). Auf Transkriptionsebene kann
ebenfalls anhand der humanen Gendatenbank GTEx und der murinen Datenbank Tabula
Muris, basierend auf Einzelzell-Transkriptomdaten, eine starke Expression von Cripl im
kardiovaskularen System und besonders im Herzen und der Aorta bestétigt werden
(Consortium, 2015; Schaum et al., 2018).

1.4 Der NO/cGMP/cGKI-Signalweg

Bereits vor Uber 40 Jahren wurde die vasorelaxierende Wirkung des frei diffundierbaren,
biologischen Botenstoffs NO bekannt (Furchgott et al., 1980). Bis heute werden organische
Nitrate, wie das Nitroglycerin, bei pektangindsen Beschwerden oder der Behandlung einer
hypertensiven Krise eingesetzt. Neben den gefallerweiternden Funktionen werden NO auch
modulierende Eigenschaften in Bezug auf die Proliferation von VSMCs zugeschrieben (Garg
et al., 1989). NO stellt ein wichtiges Signalmolekil im Kérper von Saugetieren dar, das als
gasférmiges Molekul in biologischen Flussigkeiten eine sehr kurze Halbwertszeit von wenigen
Sekunden besitzt (Wink et al., 2000). Fir die Entdeckung von NO, das bis dahin als
unbekannter Faktor unter dem Namen endothelium-derived relaxing factor (EDRF) gefuhrt
wurde, erhielten die Wissenschaftler Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro und Ferid Murad
1988 den Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin (Furchgott & Zawadzki, 1980; Ignarro et al.,
1987; Katsuki et al., 1977). Seitdem konnte in etlichen Studien gezeigt werden, dass die
Bioverfuigbarkeit und die Signalubertragung von NO eine wichtige Rolle bei der Funktionalitat
des Nerven-, Herz-Kreislauf-, Magen-Darm-, endokrinen und Immunsystems spielt. Zudem ist
bekannt, dass NO an der Pathogenese von kardiovaskuldren Erkrankungen, wie der
Hypertonie, der Atherosklerose und Restenosierung von GefalRen beteiligt ist (Lloyd-Jones et
al., 1996). Dennoch sind viele Fragestellungen in Bezug auf die Bedeutung von NO und
dessen nachgeschalteten Signalkaskaden aktuell unbeantwortet und bedirfen weiterer
Forschung. In Abhangigkeit der verfligbaren Targets und seiner Konzentration ist NO in der
Lage entweder die Generierung von cGMP zu induzieren oder die Aktivitat von zellularen
Proteinen direkt zu regulieren (Hanafy et al., 2001; Hofmann et al., 2000). Die direkte
Modulierung der Aktivitat zellularer Proteine vermittelt NO z.B. tiber eine Nitrosylierung freier
Thiol-Gruppen was zum einen als Schutzmechanismus vor reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
dient (Sun et al., 2006) und zum anderen zur Modulation Ca?*- und spannungsabhéangiger

Kaliumkanale fuhrt (Bolotina et al., 1994; Sampson et al., 2001).
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1.4.1 Mechanismus und physiologische Funktionen des Signalwegs im
Organismus

Fur die Produktion von endogenem NO sind hauptsachlich die sogenannten NO-Synthasen
(NOS) verantwortlich. Es wurden bislang drei verschiedene Isoformen der NOS charakterisiert,
die in vielen verschiedenen Zelltypen exprimiert werden. Dazu zahlen die konstitutiv
exprimierten endotheliale (eNOS/NOS-3) und neuronale NOS (nNOS/NOS-1), sowie die
induzierbare NOS (iNOS/NOS-2). Die iNOS wird ebenfalls konstitutiv exprimiert, jedoch kann
die Expression im Rahmen von Entziindungs- und Abwehrreaktionen durch die Freisetzung
von Endotoxinen und Zytokinen um ein Vielfaches erhoéht werden. Dies begulnstigt die
Eliminierung von Bakterien und infizierten Zellen durch zytotoxische Lyse (Radomski et al.,
1990). Bei der Generierung von NO katalysieren die NOS mit Hilfe von mehreren Co-Faktoren
die Oxidation von L-Arginin zu NO und L-Citrullin (Abb. 1.8) (Nathan et al., 1994). Hierbei ist
die enzymatische Aktivitat der nNOS und eNOS von Ca?*-CaM abhangig, wahrend die iNOS
unabhéangig von Ca?*-CaM aktiv ist (Marletta, 1994). Da es keine Speicherform fiir NO gibt,
diffundiert es unmittelbar nach seiner Generierung durch die Zellmembran, um seine
physiologischen Funktionen in den Zielzellen auszutben. Dort aktiviert es die Idsliche
Guanylyl-cyclase (sGC/NO-GC) (Abb. 1.8) (Krumenacker et al., 2004). Die NO-GC setzt sich
aus zwei Untereinheiten (ai/a2 und B1) zusammen, was zu zwei katalytisch aktiven, funktional
aber weitestgehend identischen Heterodimeren NO-GC1 (01f1) und NO-GC2 (a2f1) flhrt.
Waéhrend die NO-GC1 in fast allen Geweben exprimiert wird, kann die NO-GC2 vorwiegend in
der Lunge und dem Gehirn detektiert werden (Koesling et al., 2004). Die Sensitivitat der NO-
GC wird Uber eine prosthetische Ham-Gruppe innerhalb der Bi-Untereinheit, die als Rezeptor
fur NO fungiert und die Umsetzung von Guanosin-5‘-Triphosphat (GTP) zu cGMP katalysiert,
vermittelt (Martin et al., 2005; Russwurm et al., 2004). Neben dem NO-abhéngigen Signalweg,
kénnen zellulare cGMP-Spiegel auch Uber membrangebundene, partikuldare Guanylyl-
cyclasen (pGCs) erhoht werden (Abb. 1.8) (Garbers et al., 1994). Diese werden hierbei priméar
durch NPs, wie das Atriale Natriuretische Peptid (ANP), brain natriuretic peptide (BNP) oder
C-type natriuretic peptide (CNP) aktiviert. Die drei Proteine differieren in ihrer Affinitat zu den
verschiedenen Isoformen der pGCs. Wahrend ANP und BNP vor allem an die Isoform GC-A
binden, wird die GC-B vor allem tber CNP aktiviert (Kuhn, 2009; Schulz, 2005).

Fur den sekundéaren Botenstoff cGMP konnten bereits einige Zielstrukturen entschlisselt
werden. Zu den entscheidenden Effektoren gehdren die cGMP-abh&ngigen Proteinkinasen
(cGKs), sowie die sogenannten CNG-Kanale (cyclic nucleotide-gated ion channels) (Abb. 1.8)
(Hofmann et al., 2000; Lohmann et al., 1997; Pfeifer et al., 1998). Die speziellen lonenkanéle
werden durch die Bindung von cGMP gedffnet und induzieren durch den Einstrom von Natrium
(Na*) und Ca?* eine Membranpotentialanderung in den jeweiligen Zellen (Biel et al., 1998). Die

CNG-Kanéale werden abundant im olfaktorischen Epithel, sowie in der Retina exprimiert und
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besitzen wichtige Funktionen bei der sensorischen Signalweiterleitung (Kaupp et al., 2002;
Lane Brown et al., 2006).

Unter den cGKs, die zu den Serin/Threonin-Kinasen zahlen, kdnnen die drei Isoformen cGKla
(prkgl), cGKIB (prkgl)und cGKIl (prkg2) unterschieden werden (Hofmann et al., 2000; Scott,
1991). Bei der cGKla und cGKIp handelt es sich um Produkte des prkgl Gens, die sie sich in
Exon 1 unterscheiden und von alternativen ATG-Startcodons aus gebildet werden (Pfeifer et
al., 1998). Strukturell sind die cGKs aus einer regulatorischen und einer katalytischen Domane
zusammengesetzt und liegen, Gber das Leucinzipper-Motiv im N-Terminus verbunden, als
Homodimere vor (Hofmann et al., 1992). Die katalytische Doméane befindet sich am C-
Terminus. Dort existiert zudem eine Bindungsstelle fir Magnesium (Mg?*)-ATP, wodurch die
Uberfiihrung eines Phosphatrestes von ATP auf ein Serin oder Threonin der entsprechenden
Zielstruktur ermdglicht wird. Des Weiteren weisen die cGKs zwei allosterische Bindungsstellen
fir cGMP in der regulatorischen Domane auf. Nach dessen Besetzung durch cGMP folgt eine
Autophosphorylierung des N-Terminus, sowie eine Konformationsanderung des Enzyms. Dies
bewirkt eine Aufhebung der Autoinhibition der katalytischen Doméne, indem die
Pseudosubstratbindestelle freigeben wird. AnschlieRend kann das jeweilige Substrat von der
cGK gebunden und phosphoryliert werden (Doeskeland et al., 1983; HUGGINS et al., 1991).
Die Konzentration an bendtigtem cGMP fir die Aktivierung der cGKI bewegt sich im
submikromolaren Bereich, wobei die cGKla deutlich niedrigere cGMP-Level zur Aktivierung
benétigt als die cGKIp (Feil et al., 2002; Ruth et al., 1991). Wéhrend die cGKII durch eine
Myristoylierung am N-Terminus an der Plasmamembran lokalisiert ist, sind die l6slichen
Isoformen der cGKI (cGKla und cGKIp) im Zytosol vorzufinden (Vaandrager et al., 1996). Des
Weiteren unterscheiden sich die cGKs in ihrem Expressionsmuster. Die cGKI wird vor allem
in der Lunge, dem Herzmuskel, den Thrombozyten, sowie verschiedenen Gehirnregionen und
im Nervensystem exprimiert (Hofmann et al., 2000). Im Vergleich dazu sind hohe cGKII-Level
in Chondrozyten, der Lunge, Prostata und samtlichen Gehirnregionen vorzufinden (Lohmann
et al., 1997). Zudem werden beide Isoformen etwa im gleichen Ausmal3 im Auge, in den
VSMCs der Arterien, dem Gastrointestinaltrakt, der Niere und der Trachea exprimiert
(Hofmann et al., 2006; Joyce et al., 1986).

Zur Regulation der Dauer, des Ausmalfes und der regionalen Distribution des intrazellularen
cGMP-Signals kénnen die zyklischen Nukleotide von Phosphodiesterasen (PDE) wieder
abgebaut werden (Abb. 1.8). Bei der Enzymfamilie der PDEs handelt es sich um Proteine, die
eine Hydrolyse von zyklischem Adenosin-3,5-Monophosphat (cAMP) und/oder cGMP zu
Adenosin-5-Monophosphat (AMP) bzw. Guanosin-5-Monophosphat (GMP) vermitteln
(Soderling et al., 1998). Bislang konnten 11 Isoformen der PDEs nachgewiesen werden, wobei
die PDE5, 6 und 9 exklusiv cGMP abbauen. Die PDE4, 7 und 8 hydrolysieren wiederum

selektiv cAMP. Alle weiteren Isoformen sind in der Lage sowohl cAMP als auch cGMP
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umzusetzen (Kass et al., 2007). In VSMCs ist die PDE5-Isoform die bedeutendste cGMP-
hydrolysierende PDE und spielt eine grofl3e Rolle bei der Regulation des vaskularen Tonus.
Seine klinische Bedeutung wird auch in der effektiven Anwendung spezifischer Inhibitoren
(Sildenafil, Tadalafil, Vardenafil und Avanafil) zur Behandlung der erektilen Dysfunktion und
der pulmonalen Hypertonie deutlich (Rybalkin et al., 2003).
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Abbildung 1.8: Generierung, Effektoren und Abbau von cGMP

Die Schematische Darstellung der Generierung und der Zielstrukturen von zyklischem Guanosin-3‘,5
Monophosphat (cGMP) zeigt zum einen die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) aus Arginin und
Sauerstoff (O2) mit Hilfe der NO-Synthasen (NOS). Zum anderen ist die Generierung von cGMP aus
Guanosin-5*-triphosphat durch die lésliche Guanylyl-cyclase (sGC) oder die partikulare Guanylyl-
cyclase (pGC) dargestellt. Des Weiteren gehéren zu den bislang bekannten cGMP-Substraten die
cyclic-nucleotide-gated ion channels (CNG-Kanéle), die cGMP-abhéangige Proteinkinase (cGK), sowie
die Phosphodiesterasen (PDE). Durch die Modulation der PDE-Aktivitat kann cGMP indirekt die cCAMP-
Spiegel beeinflussen. Das Schema wurde modifiziert nach (Hofmann et al., 2000). ANP = Atriales
Natriuretisches Peptid; BND = brain natriuretic peptide; CNP = C-type natriuretic peptide;
eNOS = endotheliale NO-Synthase; INOS = induzierbare NO-Synthase.

Zusammenfassend kann cGMP (ber die Bindung an die unterschiedlichen intrazellularen
Substrate seine differenzierten Funktionen austben. Durch die Bindung von cGMP an
mehrere PDEs, die spezifisch fir den Abbau von cAMP verantwortlich sind, kann auf diese
Weise auch ein intrazellularer Cross-Talk zwischen den beiden zyklischen Nukleotidpools
(cGMP und cAMP) stattfinden, indem die Aktivitat Gber die PDEs reguliert wird. Die
Beeinflussung der cAMP-Spiegel kann durch cGMP allerdings nicht nur indirekt, sondern auch
direkt Uber eine Kreuzaktivierung der cAMP-abhéngigen Proteinkinase (cAK) moduliert
werden (Sonnenburg et al., 1994). Unter den cGMP-Zielstrukturen sind die cGKs vermutlich
die Bedeutendsten und sind essentiell fir die Funktionalitéat und Weiterleitung des NO/cGMP-

Signalwegs (Hofmann et al., 2006).
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1.4.2 Die Rolle der cGKI fur die Regulation der Glattmuskelzellfunktion und -
pathologie

Bei der Charakterisierung cGKI-defizienter Mause konnte gezeigt werden, dass die cGKI
entscheidend an der cGMP-abhéngigen Relaxation der Blutgefalie beteiligt ist und somit eine
bedeutende Rolle bei der Regulation des Gefal3tonus spielt (Lukowski et al., 2008; Pfeifer et
al., 1998; Sausbier et al., 2000). Im Speziellen konnte die cGKI-Aktivierung mit der [Ca?']-
Regulation in VSMCs in Verbindung gebracht werden, wobei die cGKI Uber unterschiedliche
Mechanismen zur Senkung der [Ca?]i und somit zur cGMP-abhangigen Relaxation der
VSMCs beitragt (Abb. 1.9) (Hofmann et al., 2000; Minzel et al., 2003).
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Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der cGMP/cGKI-vermittelten Signaltransduktion in
VSMCs

Die cGMP-vermittelte Aktivierung der cGKIl fuhrt Uber verschiedene Mechanismen zur Hemmung der
Kontraktion von VSMCs und dadurch bedingt zur Blutdrucksenkung. Diese Effekte werden von der cGKI
unter anderem Uber eine Phosphorylierung folgender Substrate vermittelt: inositol-1,4,5-triphosphate-
receptor-associated cGKI substrate (IRAG), myosin phosphatase target subunit 1 (MYPTL1),
transforming protein RhoA (RhoA), regulator of G-protein signaling 2 (RGS-2) und der spannungs- und
Ca?*-abhangige Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit (BKca-Kanal). Uber die Hemmung des
Vasodilatator-stimulierten Phosphoproteins (VASP) reguliert die cGKI das Remodeling des Aktin-
Zytoskeletts in VSMCs. Das Schema wurde modifiziert nach (Schlossmann et al., 2011).
eNOS = endotheliale NO-Synthase; GPCR = G-Protein-gekoppelter 7-Transmembranhelix-Rezeptor;
GMP = Guanosin-5-monophosphat; GTP = Guanosin-5‘-triphosphat;  iINOS = induzierbare  NO-
Synthase; |IP3z = Inositol-1,4,5-triphosphat; MLC2 = Myosin  regulatorische leichte Kette 2;
MLCK = Myosin-leichte-Ketten-Kinase; MLCP = Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase; NO = Stickstoff-
monoxid; PDE = Phospho-diesterase; PLC = Phospholipase C; ROCK = Rho-assoziierte Protein-
kinase; sGC = I6sliche Guanylyl-cyclase.

25



Einleitung

(1.) Spannungsabhéangige und Ca?*-sensitive BKca-Kanale mit groRer Leitfahigkeit konnen von
der cGKI phosphoryliert werden, wodurch es zu einer Hyperpolarisation durch den Ausstrom
von Kalium (K*) aus der Zelle kommt und LTCCs gehemmt werden. Dies resultiert in einer
Reduktion der [Ca?']i (Alioua et al., 1998; Fukao et al., 1999). (2.) Ein weiteres Target der
cGKIB in VSMCs stellt das ER-assoziierte IRAG dar, das durch die cGKIl-vermittelte
Phosphorylierung in der Lage ist, die IPs-induzierte Ca?*-Freisetzung aus den intrazellularen
Speichern zu hemmen (Schlossmann et al., 2000). (3.) Daruber hinaus kann die cGKI Uber
Ca?*-unabhangige Mechanismen, durch die Beeinflussung der Ca?*-Sensitivitat verschiedener
Proteine, die VSMC-Relaxation beginstigen. Bedingt durch die Phosphorylierung der
regulatorischen Untereinheit MYPT1 der MLCP an Serin 695 (Ser695) durch die cGKla kommt
es zur vermehrten Aktivitat der MLCP (Surks et al., 1999; Wooldridge et al., 2004). Dies fuhrt
zur Ca?*-Desensitivierung kontraktiler Signaltransduktionsproteine und damit zur Relaxation
(SOMLYO et al., 2003). (4.) Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die cGKl-abhangige
Phosphorylierung von RhoA an Serin 188 (Serl88) eine Hemmung des RhoA/ROCK-
Signalwegs bewirkt und somit zur Relaxation der VSMCs beitragt (Smolenski et al., 2000). (5.)
Als weiteres Substrat der cGKI fungiert das regulator of G-protein signaling 2 (RGS-2), das in
phosphoryliertem Zustand an das Gg-Protein bindet und die Aktivitdt der GTPase von Gg-
Proteinen potenzieren kann (Tang et al., 2003). Hierdurch verringert sich die Halbwertszeit
des an G-Proteine gebundenen GTP deutlich, was zur Abschwachung der
rezeptorvermittelten, Agonisten-induzierten Kontraktion der Gefal3e fuhrt (Hepler, 1999).

Zusatzlich zur wichtigen Rolle von NO/cGMP/cGKI bei der Regulation des Gefal3tonus und
der endothelialen Permeabilitat, wird eine Beteiligung des Signalwegs an der Proliferation und
Dedifferenzierung von VSMCs diskutiert. Zahlreiche Befunde implizieren in diesem
Zusammenhang auch eine Schlisselfunktion bei der Pathogenese verschiedener vaskulo-
proliferativer Erkrankungen wie z.B. der Atherosklerose in vivo (Lehners et al., 2018; Lukowski
et al., 2008; Segura-Puimedon et al., 2016; Wolfsgruber et al., 2003). In Bezug auf die
Atherogenese scheint der NO-vermittelte Signalweg eine duale Rolle einzunehmen und Uber
verschiedene Mechanismen sowohl anti- als auch pro-atherogene Effekte auszuliben
(Wolfsgruber et al., 2003). Hierbei sind die Effekte sowohl vom Ursprung, als auch vom
Ausmald der NO-Generierung abhangig (Knowles et al., 2000; Kuhlencordt et al., 2001). Des
Weiteren konnten in murinen Apolipoprotein E (ApoE) KO Mausen, durch die spezifische
Deletion der cGKIl in VSMCs, reduzierte atherosklerotische Plaques festgestellt werden
(Wolfsgruber et al., 2003). Ursachlich fiir den pro-atherogenen Effekt der cGKI kdnnte die in
primaren VSMCs nachgewiesene cGKI-vermittelte gesteigerte Proliferation sein. Zum anderen
wurden in primaren VSMCs durch die Aktivierung der cGKI auch anti-apoptotische Effekte,
sowie eine erhthte Zelladhasion beobachtet (Weinmeister et al., 2008). Die gesteigerte

Zelladhéasion wird hierbei vermutlich Uber Integrine durch die Inhibition des RhoA/ROCK-
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Signalwegs vermittelt. In synthetischen VSMCs wurden hingegen cGKl-assoziierte anti-
proliferative Effekte detektiert (Weinmeister et al., 2007). So ist bereits bekannt, dass die
Proteinexpression der cGKI durch die Dedifferenzierung der VSMCs stark herunterreguliert
wird (Lincoln et al., 2006). Im Gegensatz zu den pro-atherogenen cGKI-Effekten konnte bei
einer experimentell induzierten Restenose nach Ligation der Carotis kein cGKI-vermittelter
Einfluss detektiert werden. Daher wird vermutet, dass das NO-induzierte vaskulare
Remodeling wahrend der Restenose durch andere d.h. cGMP-unabhéngige Signalwege
vermittelt wird (Lukowski et al., 2008).

Neben den proliferativen Funktionen in VSMCs, gibt es zahlreiche Hinweise, dass die
Aktivierung des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs auch an der Regulation der phanotypischen
Modulation beteiligt sein konnte (Feil et al., 2005; Lincoln et al., 2001). Im murinen
Atherosklerose-Modell konnte eine Inhibition der phanotypischen Modulation durch eine
glattmuskelspezifische Ablation der a;-Untereinheit der sGC (GUCY1A3) detektiert werden.
Dies fuhrt zu der Annahme, dass eine Erh6hung der sGC-Aktivitat durch die Induktion der
vaskularen Dedifferenzierung pro-atherogene Effekte zur Folge hat (Segura-Puimedon et al.,
2016). Kontrovers dazu, wurde in einer anderen Publikation eine verringerte Promotoraktivitat
des GUCY1A3-Gens mit einem erhohten Atherosklerose Risiko assoziiert (Kessler et al.,
2017). Eine GUCY1A3-Mutation, die zu verringerten sGC- und cGMP-Leveln fuhrte, wird
ebenfalls mit einer gesteigerten Thrombusbildung und somit einem erhdhten
Myokardinfarktrisiko in Verbindung gebracht (Erdmann et al., 2013; Segura-Puimedon et al.,
2016). Inwieweit die glattmuskulare cGKI an diesen teilweise kontroversen Funktionen der
sGC im kardiovaskuldren System beteiligt ist, konnte bislang noch nicht geklart werden.
Zudem wird nach wie vor diskutiert, ob eine gesteigerte Aktivitdit des NO/cGMP/cGKI-
Signalwegs im kardiovaskularen System eher protektive oder negative Effekte hervorruft
(Kessler et al., 2017; Segura-Puimedon et al., 2016).

Neben den in diesem Kapitel benannten Zielstrukturen der cGKlI, ist davon auszugehen, dass
noch weitere bislang nicht entschlisselte Substrate im vaskuldren System existieren, die es
gilt aufzuklaren. CRP4 konnte bereits als weiteres Substrat der cGKI identifiziert werden
(Huber et al., 2000), obgleich die Bedeutung von CRP4, sowie die Rolle der putativen
Interaktion von cGMP/cGKI mit CRP4 fir die Regulation des Geféal3tonus und fur proliferative

Remodeling-Prozesse in den Gefalien weitgehend unbekannt ist.

1.4.3 cGMP-modulierende (experimentelle) Substanzen und Arzneistoffe

Aufgrund der vielseitigen Funktionen des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs auf physiologische und
pathophysiologische kardiovaskuldre Prozesse wurden in der Vergangenheit erhebliche

Anstrengungen unternommen, mit dem Ziel durch die Entwicklung cGMP-modulierender
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Substanzen in die entsprechenden Krankheitsprozesse einzugreifen. In der Tat werden aktuell
zahlreiche ,cGMP-Modulatoren® klinisch eingesetzt. So wird bspw. Glyceroltrinitrat in Form von
Aerosolen als NO-Donator zur GefaRBerweiterung im Rahmen der Standardtherapie zur
Kupierung akuter pektanginbser Beschwerden verwendet (Wimalawansa, 2008). Zur
prophylaktischen Therapie der Angina Pectoris werden ebenfalls NO-Donatoren wie z.B.
Molsidomin oder Isosorbidmononitrat (ISMN) eingesetzt (Schlossmann et al., 2005).
Experimentell kann die endogene NO-Freisetzung z.B. durch die NO-Donatoren Diethylamin
NONOat (DEA/NO) oder Sodiumnitroprussid (SNP) nachgeahmt werden (Abb.1.10) (Wanstall
et al., 2001). Zudem steht mit L-Name ein experimenteller NO-Synthasehemmer zur
Verfigung, der die endogene NO-Generierung unterdriickt und somit die Konzentration an
freiem NO senkt (Sander et al., 1995).

Die Modulation der sGC stellt eine weitere attraktive therapeutische Angriffsmoéglichkeit
innerhalb des cGMP/cGKI-Signalwegs dar. Hierbei dienen die neuen und vielversprechenden
Wirkstoffe entweder als sGC-Stimulatoren oder als sGC-Aktivatoren, die unabhangig von NO
die Aktivitéat der sGC erhohen. Wirkstoffe der Gruppe der sGC-Stimulatoren kénnen jedoch
nur an der reduzierten Form der sGC, welche eine funktionsfahige Ham-Gruppe besitzt,
angreifen. sGC-Aktivatoren sind hingegen in der Lage, die oxidierte Form der sGC zu
adressieren, die v.a. unter pathophysiologischen Bedingungen mit hohen oxidativen
Stressleveln vorkommt (Evgenov et al., 2006). Hierbei wurde Riociguat als erster sGC-
Stimulator zur Behandlung der pulmonalen Hypertonie, sowie der chronisch-
thromboembolischen pulmonalen Hypertonie zugelassen (Ghofrani, D'Armini, et al., 2013;
Ghofrani, Galié, et al., 2013). Mit Vericiguat ist im Jahr 2020 ein weiterer Modulator der sGC
zur symptomatischen Behandlung der chronischen Herzinsuffizienz (HFrEF) von der FDA
zugelassen worden (Armstrong et al., 2020; Markham et al., 2021). Bislang konnte aus der
Familie der sGC-Aktivatoren noch kein Vertreter zugelassen werden, allerdings stellt diese
Stoffklasse eine hdchst vielversprechende Alternative zu den sGC-Stimulatoren dar. Da sGC-
Aktivatoren, wie z.B. Cinaciguat, an die sGC im inaktiven Zustand (oxidiert, Ham-frei)
angreifen kénnen, ist besonders unter hohem oxidativen Stress ein deutlicher Vorteil dieser
Wirkstoffgruppe zu erwarten (Stasch et al.,, 2002). So konnte z.B. im Rahmen einer
experimentell erzeugten Ischdmie unter gleichzeitiger Gabe von Cinaciguat das Infarktareal
bei intakter cGKI-Aktivitat signifikant reduziert werden (Bice et al., 2014; Methner et al., 2013).
Hierbei entsteht vorwiegend durch die Reperfusion der GefalRe infolge der induzierten
Okklusion ein Anstieg an ROS, was Uber unterschiedliche Mechanismen letztendlich zum
Zelltod im Infarktareal fuhrt (Ferdinandy et al., 2007; Soltysinska et al., 2014). Die Erh6hung
der cGKI-Aktivitat durch die induzierte Aktivierung der oxidierten sGC scheint dabei protektive

Effekte im Hinblick auf den Reperfusionsschaden zu haben (Methner et al., 2013).
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Es sind bislang nur wenige die pGC adressierende Wirkstoffgruppen auf dem Arzneistoffmarkt
verfugbar. Darunter befinden sich die neutralen Endopeptidase (NEP)/Neprilysin-Inhibitoren,
die den Abbau der NPs unterbinden. Das Praparat Entresto, eine Fixkombination aus dem
Ang lI-Rezeptor-Blocker (AT:-Blocker) Valsartan und dem Neprilysin-Hemmer Sacubitril, wird
in der Therapie der symptomatischen chronischen Herzinsuffizienz mit reduzierter
Ejektionsfraktion (HFrEF) angewendet (Fala, 2015). Des Weiteren wurde 2001 das native NP
Nesiritide von der FDA fiir die Behandlung einer akuten Herzinsuffizienz zugelassen (Colucci
et al., 2000). Es wurde allerdings festgestellt, dass Nesiritide zu einer Verschlechterung der
Nierenfunktion, sowie zu einer erhéhten Sterblichkeit flihrte (Sackner-Bernstein, Kowalski, et
al., 2005; Sackner-Bernstein, Skopicki, et al., 2005). Um die pharmakologischen Wirkungen
zu optimieren und unerwiinschte Effekte zu minimieren, wird aktuell an der Entwicklung von
Designer NPs, die aus den nativen NPs durch Addition, Deletion oder Substitution von AS
gewonnen werden, geforscht (Lee et al., 2009; Meems et al., 2016). Zudem wurden vor kurzem
niedermolekulare, positive allosterische Modulatoren der GC-A, die den GC-A Rezeptor fir
endogenes ANP oder BNP sensibilisieren, entdeckt. Diese zeigten ex vivo eine therapeutische
Wirkung bei Bluthochdruck und Herzinsuffizienz beim Menschen (Andresen et al., 2022;
Sangaralingham et al., 2021).

Ein weiterer Behandlungsansatz zur Erhéhung der cGMP-Konzentration stellt die
Wirkstoffklasse der PDE-Inhibitoren dar. Experimentell kann hierbei der unselektive PDE-
Hemmer Isobutylmethylxanthin (IBMX) genutzt werden. Zur Therapie der erektilen Dysfunktion
werden hingegen schon seit langerem selektive Hemmestoffe der PDES5 (Sildenafil, Tadalafil,
Vardenafil) eingesetzt. Das Wirkprinzip beruht auf der verbesserten Durchblutung des Corpus
Cavernosums durch die erhéhten cGMP-Spiegel und die dadurch induzierte GefalRrelaxation
(Boolell et al.,, 1996). Zusatzlich sind die PDES5-Inhibitoren auch zur Behandlung der
pulmonalen Hypertonie zugelassen und kénnen hier z.B. auch in Kombination mit Endothelin-

Rezeptor-Antagonisten eingesetzt werden (Galié et al., 2015; Seferian et al., 2013).

1.5 Hypothese und Zielsetzung der Arbeit

CVDs sind die Hauptursache fur Morbiditat und Mortalitdt im Alter. Therapeutische
Behandlungsmadglichkeiten sind daher von immenser Bedeutung fur das Gesundheitssystem
(Virani et al., 2020). Neben der Hypertonie kann auch die Entwicklung einer Atherosklerose
zahlreiche Folgeerkrankungen verursachen, die das Herz-Kreislaufsystem betreffen. Deshalb
stellt die Erforschung der Pathogenese, sowie die Therapie der Atherosklerose wichtige
Bausteine in der Pravention daraus resultierender Folgeerkrankungen, wie z.B. Herzinfarkte
oder Schlaganfélle, dar. Bei der Entstehung von Gefalierkrankungen sind unter anderem

VSMCs entscheidend fur den Funktionsstatus von Gefal3en, da sie durch Kontraktions- und
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Relaxationsvorgdnge den GefafRtonus und somit auch den Gefal3durchmesser steuern
(Chistiakov et al., 2015). Zudem kann der Phanotyp der VSMCs durch unterschiedliche
Einflisse, wie z.B. Hypertonie, Hyperlipiddmie und weitere vaskular proliferative Ereignisse
reguliert werden, da VSMCs nicht terminal differenziert sind. So kdnnen VSMCs von einem
kontraktilen, differenzierten Phénotyp hin zu einem synthetischen, dedifferenzierten Phénotyp
modulieren (Owens, 1995). Dabei ist selbst in gesunden Gefal3en eine heterogene Population
aus kontraktilen und synthetischen VSMCs vorzufinden (Muto et al.,, 2007). Da die
phanotypische Modulation der VSMCs zu einer - aus physiologischer Sicht - Dysfunktion des
Zelltyps fuhrt, steht diese im direkten Zusammenhang mit vaskularen, proliferativen
Erkrankungen, wie der Atherosklerose, Restenose oder Aneurysmen (Owens et al., 2004). Die
synthetischen, dedifferenzierten VSMCs weisen im Gegensatz zu den kontraktilen Zellen eine
rautenférmige Morphologie auf und sind funktionell durch eine erhodhte Proliferation und
Migration charakterisiert. Zudem liegt bei diesem Phéanotyp eine niedrigere Expression
glattmuskelspezifischer, kontraktiler Markerproteine vor (Owens et al., 2004; Rensen et al.,
2007). Dadurch verlieren die synthetischen VSMCs ihr Relaxationsvermdgen und kdnnen
somit auch zu einer Hypertonie beitragen, sowie einen bereits bestehenden Bluthochdruck
negativ beeinflussen (Castorena-Gonzalez et al., 2014). Neben der phéanotypischen
Modulation der VSMCs spielen auch genetische Pradispositionen eine bedeutende Rolle bei
der Entstehung vaskularer Erkrankungen (James et al., 2003; Levy et al., 2000; Wilson et al.,
2001).

Der NO/cGMP/cGKI-Signalweg scheint bei der funktionellen Regulation der VSMCs und des
Gefalwiderstands von immenser Bedeutung zu sein (Furchgott & Zawadzki, 1980). Die
Aufklarung der potenziellen downstream Mechanismen und Effektoren des NO/cGMP/cGKI-
Signalwegs ist daher von groRBem Interesse und sollte zum Verstdndnis der
zugrundeliegenden Pathomechanismen vaskulérer Erkrankungen beitragen.

CRP4 konnte bereits als neues Substrat der cGKI im kardiovaskuldaren System identifiziert
werden (Huber et al., 2000; Straubinger et al., 2017). Daraus leitet sich die Hypothese ab,
dass CRP4 durch seine vaskulare Lokalisation, sowie der potenziellen Funktion innerhalb der
Differenzierung von VSMCs als LIM-Protein und Substrat der NO/cGMP/cGKI-Signalkaskade
ein putatives pharmakologisches Target fiir die Behandlung von vaskuléren, proliferativen
Erkrankungen darstellen konnte. In diesem Zusammenhang wurde in der vorliegenden Arbeit
die physiologische, vaskulare Bedeutung von CRP4, sowie dessen Rolle bei der Entwicklung
vaskularer, proliferativer Umbauprozesse untersucht. Im Rahmen der kombinierten
zellbasierten, sowie in vivo Charakterisierung von CRP4 lagen weitere Schwerpunkte auf der
Analyse des putativen cGMP/cGKI/CRP4-Signalwegs fur die Regulation des GefalRtonus. Die
Versuche zur Aufklarung der vaskularen Funktion von CRP4 wurden in CRP4-profizienten

versus -defizienten Zell- und Ganztiermodellen durchgefiihrt. Konkret wurden fir die
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Einleitung

Charakterisierung der physiologischen Funktion von CRP4 in vitro Experimente mit ganzen
Aortenringen und isolierten VSMCs der Passage 0 (PO) aus CRP4 WT und KO Mausen
verwendet. Um die Bedeutung der Regulation des Gefal3tonus durch CRP4 im Rahmen des
NO/cGMP/cGKI-Signalwegs in vivo aufzuklaren, wurden parallel telemetrische
Blutdruckmessungen unter Gabe verschiedener cGMP-modulierender Substanzen
durchgefuhrt. Die Analyse der pathophysiologischen Bedeutung von CRP4 wurde hingegen
in vitro anhand von primaren (PO), sowie passagierten VSMCs (P10 - 15), die dem
synthetischen Phanotyp entsprechen, durchgefiihrt. Diese Versuche wurden durch ein
murines Atherosklerose-Modell mit ApoE-defizienten Mausen ergéanzt. Unter Western Diat
(WD) wurde hierbei die Bedeutung von CRP4 fir die Pathogenese der Atherosklerose und im
Speziellen dessen Rolle bei der Regulation der phanotypischen Modulation von VSMCs

untersucht.
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Material

2. Material

In Abschnitt 2.1 sind die verwendeten Mauslinien, allgemeine Laborgerate, Software und die

verwendeten Verbrauchsmaterialien aufgelistet. Weitere versuchsspezifische Materialien,

Substanzen und Puffer sind im darauffolgenden Abschnitt 2.2 aufgefihrt.

2.1 Allgemeine Materialien

2.1.1 Mauslinien

Stammbezeichnung

Genetische Bezeichnung

Herkunft

CRP4 129Sv-Crip2m1-1VRuth/Ryth Prof. Ruth, Tibingen

ApoE B6.129P2-ApoEtm1Unc/J Charles River Laboratories
2.1.2 Gerate

Gerat Geratebezeichnung, Hersteller

Absauganlage in der Zellkultur
Analysenwaage
Autoklav

Brutschrank

Detektionssystem (Western Blot)
Druckkatheter (Blutdruckmessung)
Eismaschine

Elektrodenplatten (Western Blot)
Elektrophoresekammer (Genotypisierung)
Elektrophoresekammer (Western Blot)
Fluoreszenzlampe (Ca?*-Messungen)
Fluoreszenzmikroskop (Apotome)
Fluoreszenzmikroskop (Ca?*-Messungen)
Gelvisualisierungsanlage

Hamilton Spritze SYR 50pl

Heizblock

Heizplatte mit Temperaturkontrolle
Histologiescanner
Isofluran-Absauganlage
Isofluran-Narkoseeinheit

Kamera Stereolupe (En face Olrotfarbung)
Kamera Axiocam MRc Rev.3

Kamera Spot Inside (Ca%*-Messungen)
Kleintierwaage

Kryotom

Kuhlzentrifuge

Lichtmikroskop (Histologie)
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Membran-Vakuumpumpe, Laboport
Sartorius

VX 55, Systec

ELV 3870, Tuttnauer

Hera Cell, Heraeus

Amersham Imager 600, GE-Healthcare
TA11ETA-F10, DataScience Int.
Wessamat Type KF35, Kaelte Stiel
30034507, Scie-Plas

Sub-cell, BioRad

Mini Protean, BioRad

XBO 75, Carl Zeiss

Zeiss Axiolmager Z1, Carl Zeiss
Zeiss Axiovert S100, Carl Zeiss
BioDoc Analyze, Biometra

705N, Hamilton

Thermomixer® compact, Eppendorf
Thriller Thermo Incubator, Peqglab
TCAT-2LV Controller, Physitemp
Panoramic Desc, 3D Histech, Sysmex
LAS, Groppler

0258- Narkoseeinheit, Volker
Distelkamp-Electronic

Carl Zeiss

Visitron

LS2000H, G&G

Microm HM, Thermo Scientific
Centrifuge 5417 R, Eppendorf
Zeiss Axiovert 200M, Carl Zeiss



Material

Gerat

Geratebezeichnung, Hersteller

Lichtmikroskop (Zellkultur)
Mehrfachdispenser

Messschieber (Tibiae-Vermessung)
Mikroplattenreader (ELISA-Reader)
Mikrowelle

Mobile Tierhaltungssysteme
Narkosegerat

Narkosemaske

PCR-Maschinen

pH-Meter

Photometer

Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000 pl)
Pipetten (10, 100, 1000 pl)

Pipettierhilfe

Praparierscheren, Pinzetten
Prazisionswaage BP2100S

gRT-PCR Maschine
Reinstwasseraufbereitungsanlage
Rektalsonde zur Temperaturiiberwachung
Schdttler

Shutter (Ca?*-Messapparatur)
Stereolupe
Sterilwerkbank

Strom/Spannungsquelle
Telemetriesystem
Ultraturrax
Vakuumzentrifuge
Vortex

Warmelampe
Wasserbad
XCELLigence RTCA DP
Zentrifugen

2x Mikroskop DM Il LED, Leica
Handy StepS, Brand

Digitaler Schieblehre, Mitutoyo
Tecan Infinite F200 Pro, Tecan
MWG 800 FiF

Luftstromschranke Uniprotect, Bioscape
Groppler

Groppler

Mastercycler, Eppendorf
MastercyclerGradient, Eppendorf
pH 540 GLP, WTW

pH-Meter 761 Calimatic, Knick
Nanophotometer P330, Implen
Pipetman, Gilson

Research pro, Eppendorf

Accu jet pro, Brand

FST

Sartorius

Opticon FD-3200, MJ Research
Milli-Q Biocell, Millipore

MLT 1404, AD Instruments
Unimax 1010, Heidolph

Duomax 1030, Heidolph

Visitron

EZ5 und M80, Leica

Safe 2020, Thermo Scientific
Herasafe, Heraeus

Standard Power Pack 25. Biometra
DataScience Int.
Dispergieraggregat 1130, Kinematica
Concentrator 5301, Eppendorf
Genie 2 G560E, Scientific Industries
Infrarotlampe, Beurer

SW 22, Julabo

Roche

Centrifuge 5415D, Eppendorf
Centrifuge 5417C, Eppendorf
Micro 220R, Hettich
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Material

2.1.3 Software
Software Verwendung Hersteller
Amersham Imager 600 Scan Software Western Blot GE-Healthcare
AnalySIS 3.2 Fluoreszenzmikroskop Olympus
Axio Vision Rel.4.8 Histologie Zeiss
BioDocAnalyze Geldetektion Biometra
CaseViewer Histologie Sysmex
CFX Manager gRT-PCR Bio-Rad
CorelDRAW Graphics Suites Abbildungen Corel

2020

Dataquest A.R.T.3.1
GraphPad Prism 9
ImageJ

Image Quant TL 7.0
Magellan 7.2
Microsoft Office
Opticon Analysis 1.4
Perseus

Primer 3
RTCA-Software 2.0
Visiview Software

2.1.4

Material

Auswertung Telemetrie-Messungen
Diagramme, Statistik
Auswertung IF-Bilder
Western Blot Quantifizierung
ELISA Assay
Datenaufbereitung, Text
gRT-PCR Quantifizierung
Auswertung Proteomik
gRT-PCR Primer Design
XCELLigence
Ca?*-Messungen

Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Bestellnummer

DataScience Int.
Graphpad Software, Inc.
Wayne Rasband
GE-Healthcare

Tecan

Microsoft

MJ Research
MaxQuant

Visual Sonics

ACEA Biosciences, Inc.
Visitron

Bezugsquelle

Einmalhandschuhe Nitrile Powder-Free

Einmalstripetten

- 2ml

- 5ml

-10 ml

-25ml

-50 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal’
-1,5ml

-2,0mi 72.695.500
Magnetrihrstabchen (15 - 50 mm) C267.1
Parafilm M PM-9969
Pasteurpipetten

- gestopft E327.1

- ungestopft 4522.1
PCR-Reaktionsgefal? 0,5 ml 30.124.537
Pipettenspitzen, gestopft

- wowul 765288

- 20ul 774288

- 200 pl 739288

- 1000 pl 740288
Pipettenspitzen, ungestopft

- 10 pl 701.116

- 20-200 pl 70.762.010
- 1000 70.760.012
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290418

4486
4487
4488
4489
4490

003012.0.086

Abena
Corning

Eppendorf
Sarstedt
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth

Eppendorf

Greiner Bio-One

Sarstedt



Material

Material Bestellnummer Bezugsquelle
Prazisionstiicher Kimtech Science AA64.1 Kimberly Clark
Rotilabo-Spritzenfilter PVDF P666.1 Carl Roth
Spritzen

- 1ml 15000-03 BD

- 2ml 4606701V Braun

-10 mi 4606728V Braun
Vakuumfiltrationseinheit (Filtropur BT25) 831822 Sarstedt
Waagschalen Carl Roth

- 41x41x8mm 1878.2

-89 x 89 x 25 mm 1884.1

Zahlkammer C-Chip DHC-NO1 PDHC-NO1 Merck Millipore
Zellkulturflaschen Corning

- 25cm? 430639

- 75cm? 430641U

- 175 cm? 431080

Zellkulturplatten 6-well 3516 Corning
Zellkulturschale 8 cm? 430165 Corning
Zellschaber 25 cm 3010 Corning
Zentrifugenroéhrchen Corning
-15ml 430766

- 50 ml, konisch 430290

- 50 ml, freistehend 430291

2.2 Versuchsspezifische Verbrauchsmaterialien, Chemikalien,
Kitsysteme und Antikorper

Die verwendeten Standardsubstanzen entsprechen dem héochsten Reinheitsgrad flr
molekularbiologische Analysen und wurden, sofern nicht anders vermerkt, bei den Firmen
Sigma-Aldrich (Taufkirchen) oder Carl Roth (Karlsruhe) gekauft. Des Weiteren wurde fir die
Herstellung aller Loésungen und  Puffer  autoklaviertes und  mittels  der
Reinstwasseraufbereitungsanlage deionisiertes Wasser (dH.O) verwendet. Die verwendeten

Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG (Ebersberg) bezogen.

2.2.1 Genotypisierung

Substanzen zur DNA-Isolation und PCR

Material/Substanz/Lésung Bestellnummer Bezugsquelle
KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit 07-KK7352-02 PegLab
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Material

Primer zur Genotypisierung

Mauslinie Primerbezeichnung Primersequenz von 5°-3¢

CRP4 For 1 AGGCTTTCCATTGGGATGTG
For 2 ACAGATGGAATCCATGGAGGA
Rev GCGCGGTCTAGTGGGCAT

ApoE For GCCTAGCCGAGGGAGAGCCG
Rev 1 GCCGCCCCGACTGCATCT
Rev 2 TGTGACTTGGGAGCTCTGCAG

— Die Oligo-DNA-Lyophilisate werden in autoklaviertem, deionisiertem Wasser (dH20) rekonstituiert
und die Primer-Stocklésung wird auf eine Zielkonzentration von 4 uM eingestellt.

Substanzen und Lésungen fir die Agarose-Gelelektrophorese

Material/Substanz/Lésung Bestellnummer Bezugsquelle

Agarose 840004 Biozym Scientific
Borsaure 6943.3 Carl Roth
Bromphenolblau 15375 Serva

DNA-Marker (2-Log DNA-Ladder) 32000-S New England Biolabs
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) 8043.2 Carl Roth
Ethidiumbromid E1510 Sigma-Aldrich

Ficoll 400 CN90.3 Carl Roth

Tris 5429.3 Carl Roth
Xylencyanol X4126 Sigma-Aldrich

EDTA [0,5 M] pH 8,0

EDTA 186,19
dH20 ad 1000 ml
— pH-Wert mit NaOH auf 8,0 einstellen

Bromphenolblau-Lésung

Bromphenolblau 110 mg
dH20 2 mi

TBE-Puffer 10x

Tris 108 g
Borsaure 55¢9
EDTA[0,5 M] pH 8,0 40 ml
dH20 ad 1000 ml

—1x TBE-Puffer: 1:10 Verdinnung
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Xylencyanol-Losung

Xylencyanol 100 mg
dH20 2 mi
— im Ultraschallbad 16sen (15 min)

Agarosegel 2 %

Agarose 29
1x TBE-Puffer 100 mi

DNA-Langenstandard

2-Log DNA-Ladder 10 pl
6x Ladepuffer 20 pl
dH20 90 pl



Material

Ladepuffer 6x

Ficoll 400 99
EDTA [0,5 M] pH 8,0 12 ml
10x TBE-Puffer 30 ml
Bromphenolblau-Ldsung 1,3ml
Xylencyanol-Lésung 1,5ml
dH20 ad 50 ml

— Ficoll, EDTA und 10x TBE 1 h bei 60°C riihren

— mit dH20 auf 47 ml auffullen und Farbstofflésungen zugeben

2.2.2 Organentnahmen und Zellkultur

Versuchsspezifische Materialien, Substanzen, Losungen und Medien fir die Isolation

von Aorten und die Kultivierung von VSMCs

Material/Substanz/Lésung

Bestellnummer

Bezugsquelle

8-Br-cGMP [100 mM]

BSA (Rinderserumalbumin) [10 mg/ml]
Cinaciguat [50 uM]

Collagenase Sigma Blend Type F [10 mg/ml]
DTT (Dithiothretiol) [100 mg/mi]

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM)
FCS (fetales Kalberserum)

HEPES

Hyaluronidase Typl1 [10mg/ml]
3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) [1M]
Kaliumchlorid (KCI)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgClz-6H20)
Natriumchlorid (NaCl)

Na-Glutamat

Papain [7 mg/ml]

PBS

Pen-Strep (10000 U/ml Penicillin G, 10000 pg/ml
Streptomycin

Pinzetten

Riociguat [2,4 mM]
Schere

Sterilfilter
Trypsin (10x)

Ca?*-freies Medium

Na-Glutamat 14,37 g
NacCl 3,59
HEPES 2,38¢g
KCI 042g
MgClz-6H20 0,2g

— mit dH20 auf 1l auffillen
— pH 7,4 einstellen

7250415
A8806
55M4048V
3483-12-3
31966-021
42Q1163K
H3375
SLBQ4618V
15879
P5405
1.05833.1000
S5886
6106043
SLBL6472V
14190094
1751324

11254-20; 11251-
35; 11151-10
15007-08; 14058-
09

SE2M229104
15090046

Verdau-L6osung A

Biolog
Sigma-Aldrich
Bayer AG
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck Millipore
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Thermo Fisher

FST

Bayer AG
FST

Carl Roth
Thermo Fisher

Papain (0,7 mg/ml)
BSA (1 mg/ml)
DTT (1 mg/ml)
Ca?*-freies Medium

100 pl
10 pl
10 pl

880 ul

— Lésung steril filtrieren
— kurzfristige Lagerung (4°C)
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Material

Verdau-Lésung B

VSMC-Kulturmedium

Hyaluronidase (1 mg/ml) 100 pl DMEM

Collagenase (1 mg/ml) 100 pl Pen-Strep

BSA (1 mg/ml) 10wl FCS

Ca?*-freies Medium 790 ul — Lagerung bei 8°C
— L6sung steril filtrieren

— kurzfristige Lagerung (4°C)

Trypsin (1x)

Trypsin (10x) 90 ml

PBS 10 ml

— Lésung homogenisieren und aliquotieren

— Lagerung bei -20°C

2.2.3
Kulturen

Versuchsspezifische Materialien

Untersuchungen

Material/Substanz/Lésung

und Substanzen @ fir

Bestellnummer

500 ml
5mi
50 ml

Histologische Untersuchungen von Aortenschnitten und VSMC-

histologischen

Bezugsquelle

8-well Platten (mit Lumox beschichtet)
Aceton

Alizarinrot S

Aluminiumfolie

Ammoniak (30-33%)

Aquatex

Bouin’s Lésung

Deckglaser 20x60 High Precision
DePeX Eindeckmittel
Einbettmedium NEG50

Eosin G (0,5%)

Eselnormalserum (NDS)

Essigsaure (100%)

Ethanol (absolut)

Haematoxylin nach Harris

Hoechst

ImmEdge (Hydrophobic Barrier Pen)
Isopropanol

Klingen (Kryotom)

Levamisol

Objekttrager SuperFrost® (26 x 76 mm)
Olrot O

Paraformaldehyd (PFA)

PBS

PermaFIluor
Resorcin-Fuchsin-Ldsung
Saccharose

Streckglas (39,5 mm)

Toluol

Tris
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94.6150801
9371.4
A5533
2596.1
P093.2
1.08562.0050
HT10132
LH26.1
HX069485
6502
X883.1
017-000-121
3728.5
32205
X903.1
33258
H-4000
T910.1
MX35
SP-500
1879.1
00625
0335.2
14190094
TA-030-FM
X877.1
4621.2
449990
AE06.1
5429.2

Sarstedt

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth

Carl Roth

Merck Millipore
Sigma-Aldrich
Carl Roth

VWR

Thermo Scientific
Carl Roth
Dianova

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Vector Laboratories
Carl Roth
Thermo Scientific
Vector Laboratories
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Carl Roth

Carl Roth
Thermo Scientific
Carl Roth

Carl Roth



Material

Material/Substanz/Lésung Bestellnummer Bezugsquelle
Triton X-100 3051.2 Carl Roth

Van Gieson-L6sung 3925 Carl Roth

Weigert’'s Eisen-Hamatoxylin (A,B) HT1079-1SET Sigma-Aldrich

Xylol 9713.3 Carl Roth
Ziegennormalserum (NGS) S-1000 Vector Laboratories

Lésungen zum Fixieren von Gewebe und Zellen

PFA-Stocklésung 4% PFA-L6sung 2%
Paraformaldehyd (PFA) 2049 PFA-L6sung 4%
PBS 500 ml PBS
— unter Rihren auf 60°C erhitzen — 10 ml Aliquots; Lagerung bei -20°C

— weitere 30 min bei 60°C
— 50 ml Aliquots; Lagerung bei -20°C

Saccharose-L6sung 20% Saccharose-Losung 10%

Saccharose 2g Saccharose lg

PBS ad 10 ml PBS ad 10 ml
— kurz vor Gebrauch frisch herstellen — kurz vor Gebrauch frisch herstellen

Saccharose-Lésung 5%

Saccharose 0,59

PBS ad 10 ml
— kurz vor Gebrauch frisch herstellen

Lésungen und Puffer die Alizarin-Farbung

Alizarinrot S-Lésung 2% Aceton-Xylen Gemisch (50:50)
Alizarinrot S 249 Aceton 50 ml
dH:20 ad 100 ml Xylen 50 ml

— mit NH4OH auf pH 4,1-4,3 einstellen

Lésungen und Puffer fir die Olrot O-Farbung

Olrot O-Stocklésung Olrot O-Arbeitslésung
Olrot O 05¢g Olrot O-Stocklésung 6 Teile
100 ml Isopropanol 100 ml dH20 4 Teile

— 24h im Dunkeln stehen lassen
— Lo6sung filtrieren; Lagerung bei RT

Lésungen und Puffer fur die Elastika van Gieson Farbung

Weigert’s Eisen-Hamatoxylin

Lésung A 40 ml

Losung B 40 ml
— kurz vor Gebrauch frisch herstellen
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Material

Losungen und Puffer flr die Masson-Trichrom-Farbung

Bezeichnung

Bestellnummer Bezugsquelle

Trichrom-Farbungskit (Masson)

Essigsaure 1%

Essigsaure 100% 5ml
dH20 ad 500 ml
— kurz vor Gebrauch frisch herstellen

Phosphormolybdéanséure/ Phosphor-
wolframsaure-Arbeitslésung

Phosphormolybdénsaure 20 ml
Phosphorwolframsaure 20 ml
dH20 40 ml

— kurz vor Gebrauch frisch herstellen

HT15-1KT Sigma-Aldrich

Weigert’s Eisen-Hamatoxylin

Losung A 40 mi
Losung B 40 ml
— kurz vor Gebrauch frisch herstellen

Losungen zur Permeabilisierung von Gewebe und Zellen

Triton X-100in PBS 0,3%

Triton X-100 1,5ml
PBS ad 500 ml
— unter Ruhren l8sen; Lagerung bei 4°C

Triton X-100in PBS 0,1%

Triton X-100 0,5 ml
PBS ad 500 ml
— unter Rihren I6sen; Lagerung bei 4°C

Losungen zur Blockade unspezifischer Bindungsstellen

PBS + Serum 10%

NGS oder NDS 1ml
PBS 9mil
— kurz vor Gebrauch frisch herstellen

Losungen und Kits IHC-(AP)-Farbung

Bezeichnung

PBS + Serum 1,5%

NGS oder NDS 0,150 ml
PBS 9,85 ml
— kurz vor Gebrauch frisch herstellen

Bestellnummer Bezugsquelle

Vectastain® ABC-AP-Kit Standard Alkaline Phosphatase AK 5000

(ABC-AP-Arbeitslosung)

Vector® Blue Alkaline Phosphatase Substrat Kit IlI

(AP-Substrat-Losung)

Tris-HCI [0,1 M] pH 8,2

Tris 1219
dH20 ad 1000 ml

— mit HCI pH 8,2 einstellen
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Material

ABC-AP-Arbeitslésung

PBS

Reagenz A

Reagenz B

— 30 min im Dunkeln
inkubieren

5ml
1 Tropfen
1 Tropfen

AP-Substrat-Lésung

Tris-HCI [0,1 M] pH 8,2 5ml
Levamisol 2 Tropfen
Reagenz 1 2 Tropfen
Reagenz 2 2 Tropfen
Reagenz 3 2 Tropfen

Verwendete Primérantikdrper IHC- und IF-Féarbung

Antikorper Spezies Verdinnung Bezugsquelle

Anti-Acadl Kaninchen 1:100 Proteintech, #17526-1-AP
Anti-a-SMA Kaninchen 1:500 Abcam, #ab124964
Anti-a-SMA® 647 Kaninchen 1:50 Cell Signaling, #76113S
Anti-cGKI Kaninchen 1:500 Cell Signaling, #3248S
Anti-Cofilin Kaninchen 1:500 Cell Signaling, #5175T
Anti-CRIP1 Kaninchen 1:500 Abgent, #AP4707b
Anti-CRP4 Kaninchen 1:2000; 1:100  Pharmakologie AK Ruth
Anti-Cu?*-oxLDL Kaninchen 1:500 Merck Millipore,#AB3230
Anti-Ggps1 Kaninchen 1:100 Proteintech, #14944-1-AP
Anti-Ki67 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, #9129S
Anti-Mac2 Kaninchen 1:2000 Abcam, #ab76245
Anti-NO-GCps Kaninchen 1:500 Prof. Friebe, Wirzburg
Anti-PRDX4 Kaninchen 1:100 Proteintech, #10703-1-AP
Anti-Rail4 Kaninchen 1:100 Proteintech, #17507-1-AP
Anti-VASP Kaninchen 1:500 Cell Signaling, #3132T
Phalloidin® 647 Kaninchen 1:40 Thermo Fisher, # A30107

Verwendete Sekundarantikérper IHC- und IF-Farbung

Antikorper Spezies Verdinnung Bezugsquelle

Alexa 488-Goat-Anti-Rabbit 1IgG Ziege 1:800 Thermo Fisher, #A11008
Alexa 555-Goat-Anti-Rabbit IgG Ziege 1:800 Thermo Fisher, #A32732
Alexa 568-Donkey-Anti-Rabbit IgG Esel 1:800 Thermo Fisher, #A10042
Biotinylierter Goat-Anti-Rabbit IgG Ziege 1:500 Vector Laboratories (#BA-

Lésungen zum Eindeckeln der Schnitte oder Zellen

Permafluor + Hoechst

Permafluor
Hoechst

10 mi
10 pl

— vortexen und lichtgeschutzt bei 4°C lagern
— mind. 24h vorher herstellen, um Luftblasen zu vermeiden

1000)
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2.2.4 RNA-Analytik

Versuchsspezifische Materialien und Substanzen

Material/Substanz/Lésung

Bestellnummer

Bezugsquelle

96-well PCR-Platte (Low Multiwell)

DEPC-H20
Ethanol (absolut)

iScript cDNA Synthesis Kit
NucleoSpin® RNA-Isolations-Kit

Primer
RNaseZAP™

SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix

Versiegelungsfolie (Microseal® ‘B’)

B-Mercaptoethanol

NucleoSpin® RNA Kit (200 Praparationen)

Kit-Bestandteile

Bio-Rad

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Macherey-Nagel
Eurofins
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Bio-Rad

Carl Roth

Collection Tubes (1,5 ml; 2 ml)
Membran-Entsalzungs-Puffer (MDB)
NucleoSpin® RNA Saulen

NucleoSpin® Filter

RAL Losung (Lysepuffer)
RAS3 Losung (Waschpuffer Konzentrat)

RAW2 Lésung (Waschpuffer)
rDNAse (RNAse-frei, lyophilisiert)

Reaktionspuffer fur die rDNAse

RNAse-freies H20

iScript cDNA Synthesis Kit

Kit-Bestandteile

In 100 ml Ethanol (100%) losen;

In 550 pl RNAse-freiem H20
I6sen; Lagerung bei -20°C

MLL-9601
T143
32205
170-8891
740955.250
diverse
R2020
1725274
MSB-1001
4227.1

VerpackungsgroRe  Anmerkung

250 Stk.

125 ml

250 Stk.

250 Stk.

125 ml

3x25 ml

Lagerung bei RT

80 ml

5 Vials

30 ml

60 ml

5x Reverse Transkription-Reaktionsmix
iScript Reverse Transkriptase
Nuklease-freies H20

Losungen und Versuchsansatze fir RNA-Isolation

Ethanol 70%

Ethanol 100%
dH20
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35 ml
15 ml

Zell-Lyse-Mix
RA1-Lésung 350 pl
B-Mercaptoethanol 3,5ul



Material

Lésungen und Versuchsanséatze fur cDNA-Synthese

+RT-cDNA-Synthese-L6sung

gRT-PCR-Mastermix

5x iScript-Mix 4 ul
Reverse Transkriptase 1l
RNA [0,1 pg/pl] 5l
DEPC-H20 0w

— cDNA 1:7,5 verdliinnen

Primer fur die gRT-PCR

2x Sso Green Supermix 7,5 ul
Vorwartsprimer [2 uM] 2,25 ul
Ruckwartsprimer [2 pM] 2,25 pl
cDNA 3ul

Zielgen Primertyp Primersequenz von 5° — 3¢
CALD1 (Caldesmon) For ACAGAAGTGAAGGCGCAGAA
Rev TCAGCTTCCTTGTCCCCACT
CNN1 (Calponin) For GCCGGGTTCTGTGAAGAAGG
Rev GCCTCAAAGATGTCGTGGGG
CRIP1 For ATCGTCCCTGCCTGAAGTGT
Rev CCCAAACATGGCGGAGTAGC
CRP4 For ACGATGGCCAGCCCTACT
Rev TAGCTGCCCACAGCACCA
GUCY1A3 (NO-GC,1) For TGAGGTCATGTCTCCCCACG
Rev TCACTCCGACAACTCCAGCA
HPRT For CATTATGCCGAGGATTTGGA
Rev CCTTCATGACATCTCGAGCA
MYH11 (SMMHC) For CAAGTGCAGTGATGGGGAGC
Rev GCATGCCAGTGACACTCTCC
PRKG1 (cGKIl) For GGCGATGTGGGGTCACTGGTGT
Rev CCATGGTGCAGAGCTTCACGCC
PTK2 (FAK) For CGACAGCAGCAGGAAATGGA
Rev CTCCCGTCTTCCCTGTCGAT
a-SMA For AGAGGCACCACTGAACCCTA
Rev GCATAGAGGGACAGCACAGC
TAGLN (Transgelin) For CGATGGAAACTACCGTGGAGA
Rev AAGGCCAATGACGTGCTTCC
VIM (Vimentin) For CAGGAGGCCGAGGAATGGTA
Rev CGGTACTCGTTTGACTCCTGC
ZY X (Zyxin) For CTGAGGCCCCTACCCAGCTC
Rev GGGAACAAATGGAGTGGCAAC

— Die Oligonukleotid-Lyophilisate wurden in DEPC-H20 rekonstituiert und auf eine Zielkonzentration

von 100 uM eingestellt

2.2.5 Proteinanalytik

Versuchsspezifische Materialien und Substanzen

Material/Substanz/Lésung Bestellnummer Bezugsquelle
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 9592.2 Carl Roth
Bromphenolblau 15375 Serva
cOmplete Mini Protease-Inhibitor-Tablette 11836170001 Sigma-Aldrich
Coomassie-Brilliant-Blue G250 3862.2 Carl Roth
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Material/Substanz/L6sung Bestellnummer Bezugsquelle
Dithiothreitol (DTT) 6908.1 Carl Roth
EGTA E3889 Sigma-Aldrich
Essigsaure (100%) 3738.5 Carl Roth
Glycerin 3783.1 Carl Roth
Glycin 3908.3 Carl Roth
Hamilton-Spritze X035 Carl Roth
Isopropanol 6752.3 Carl Roth
Methanol 4627.5 Carl Roth
Milchpulver T145.3 Carl Roth
Natriumazid (NaNz) K305 Carl Roth
Natriumchlorid (NacCl) 3957.2 Carl Roth
Nonidet-P40 74385 Sigma-Aldrich
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 6367.2 Carl Roth
Phosphatase-Inhibitor Cocktail 2 P5726 Sigma-Aldrich
Phosphatase-Inhibitor Cocktail 3 P0044 Sigma-Aldrich
Phosphorsaure (84,5%) 6366.1 Carl Roth
Proteinmarker IV 27-2110 PeglLab
PVDF-Membran (Immobilion®-FL) IPFLO0010 Merck Millipore
Rinderserumalbumin (BSA) 8076.2 Carl Roth
Rotilabo® Blottingpapiere (0,35 mm) CL67.1 Carl Roth
Rotiphorese® Gel 30 (Acrylamid-Ldsung) 3029.2 Carl Roth
Sodiumdodecylsulfat (SDS) 5136.2 Carl Roth
Sterilfilter BT25 Sarstedt
Tetramethylethylendiamid (TEMED) 263.3 Carl Roth
Tris 5429.3 Carl Roth
Trueblot Beads 00-8000-25 Biomol
Tween 20 9127.1 Carl Roth
UV-Klivetten 0030106300 Eppendorf
VivaSpin® 500, 5.000 MWCO 512-4001 VWR
B-Mercaptoethanol 4227.1 Carl Roth
g-Aminocapronsaure A2504 Sigma-Aldrich

Lyse der Proteine und Konzentrationsbestimmung

Tris-HCI [1 M] pH 8,3

PMSF [200 mM]

Tris 121,14 g
dH20 ad 1000 ml
— mit HCI pH 8,3 einstellen

SDS-L6sung 10%

PMSF 348,4 mg
Ethanol (absolut) 10 ml
— Lagerung bei -20°C

Protease-Inhibitor-Stocklésung 10x

SDS 10g
dH20 ad 100 ml
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SDS-Lysepuffer

SDS-Lysepuffer (Phosphoblots)

Tris-HCI [1 M] pH 8,3 210yl

SDS 10% 670 ul

B-Mercaptoethanol 170 ul

PMSF [200 mM] 20 ul

dH20 ad 10 ml

Bradford-Ldsung

Coomassie Blau G250 100 mg

Ethanol (absolut) 50 ml

Phosphorséaure (84,5%) 100 ml

dH20 ad 1000 ml

4x Laemmli

SDS 59

Tris 2449

Glycerin 40 ml

Bromphenolblau 4 mg

dH20 ad 100 ml

— mit HCI pH 6,7 einstellen

— 1 ml Aliquots

— Lagerung bei -20°C
Gelelektrophorese

Tris-HCI-Lésung [1,8 M] pH 8,8

Tris 218,052 g

dH20 ad 1000 ml

— mit HCI pH 8,8 einstellen
— autoklavieren

Ammoniumperoxosulfat (APS) 30%

APS 159
dH20 ad 50 ml
— 1 ml Aliquots
— kurzfristige Lagerung bei 4°C,

sonst bei -20°
Trenngel 10% (4 Minigele)
dH20 7,4 ml
Tris-HCI-L6sung [1,8 M] pH 8,8 3,6 ml
Rotiphorese (AA-L6sung) 57 ml
SDS 10% 167 ul
TEMED 20 pl
APS 30% 66,6 pl

Tris-HCI [1 M] pH 8,3 210 ul
SDS 10% 670 pl
B-Mercaptoethanol 170 ul
Phosphatase-Inhibitor Il 100 ul
Phosphatase-Inhibitor 111 100 ul
Protease-Inhibitor-Stock 10x 100 ul
dH20 ad 10 ml
DTT-L6sung [1 M]

DTT 15,425 ¢g
dH20 ad 100 ml
— 100 pl Aliquots

— Lagerung bei -20°C

4x Laemmli + DTT [100 mM]

4x Laemmli 1ml
DTT [1M] 100 pl
— DTT erst kurz vor dem

Gebrauch hinzugeben

Tris-HCI-L6ésung [0,6 M] pH 6,8

Tris 72,684 g
dH20 ad 1000 ml
— mit HCI pH 6,8 einstellen

— autoklavieren

Elphor-Puffer 10x

Tris 3049
Glycin 144 g
SDS 109
dH20 ad 1000 ml
— mit HCI pH 8,3 einstellen

— 1x Elphor: 1:10 mit dH20

Trenngel 17,5% (4 Minigele)

dH20 3,4 ml
Tris-HCI-L6sung [1,8 M] pH 8,8 3,6 ml
Rotiphorese (AA-LOsung) 9,7 ml
SDS 10% 167 pl
TEMED 12 pl
APS 30% 56,6 pl
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Sammelgel 5% (4 Minigele)

dH20 7,2 ml
Tris-HCI-Ldsung [0,6 M] pH 6,8 1ml
Rotiphorese (AA-Losung) 1,66 ml
SDS 10% 100 pl
TEMED 20 pl
APS 30% 33,2 ul
Western Blot

Anodenpuffer 1 Anodenpuffer 2
Tris 36,39 Tris 3,69
Methanol 200 mi Methanol 200 ml
dH20 ad 1000 ml dH20 ad 1000 ml
— pH 10,4 einstellen — pH 10,4 einstellen
Kathodenpuffer 10x TBST
Tris 30 Tris 2429
g-Aminocapronsaure 584 NaCl 164,6 g
Methanol 200 ml Tween 20 10 ml
dH20 ad 1000 ml dH20 ad 2000 ml
— pH 7,6 einstellen — pH 8,0 einstellen

— 1x TBST: 1:10 mit dH20;

steril filtrieren

Milchpulver-Lésung 5% AK-Verdlinnungslésung
Milchpulver 59 1x TBST 95 ml
1x TBST ad 100 ml BSA 59
— frisch herstellen NaNs 10% 500 pl

— Lagerung bei 4°C

Verwendete priméare Antikorper
Antikorper Spezies Verdinnung Bezugsquelle
Anti-Acadl Kaninchen 1:1000 Proteintech, #17526-1-AP
Anti-a-Adducin Maus 1:500 Santa Cruz Biotechnology,
#sc-133079

Anti-y-Adducin Maus 1:500 Santa Cruz Biotech., #sc-365178
Anti-B-Aktin Maus 1:500 Santa Cruz Biotech., #sc-8432
Anti-cGKI Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, #3248S
Anti-Cofilin Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, #5175T
Anti-pCofilin (Ser3) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, #3313T
Anti-CRIP1 Kaninchen 1:750 Abgent, #AP4707b
Anti-CRP4 Kaninchen 1:2000 Pharmakologie AK Ruth
Anti-Fibulin 2 Maus 1:500 Santa Cruz Biotech., #sc-271843
Anti-GAPDH Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, #2118S
Anti-Ggps1 Kaninchen 1:1000 Proteintech, #14944-1-AP
Anti-HSP60 Kaninchen 1:1000 Santa Cruz Biotech., #s5c13966
Anti-Integrin B3 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, #4702S
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Antikdrper Spezies Verdiinnung Bezugsquelle

Anti-Lamin A/C Maus 1:1000 Cell Signaling, #4777T
Anti-Mac2 Kaninchen 1:2000 Abcam, #ab76245

Anti-MLC2 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, #3672S
Anti-pMLC2 (Serl9) Maus 1:1000 Cell Signaling, #3675S
Anti-MYPT1 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, #8574S
Anti-pMYPTL1 (Thr696) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, #5163T
Anti-NO-GCp1 Kaninchen 1:1000 Prof. Friebe, Wiirzburg
Anti-a-PDE5 Kaninchen 1:500 Sergej Rybalkin, Seattle
Anti-Pirin Maus 1:500 Santa Cruz Biotech., #sc-271623
Anti-PRDX4 Kaninchen 1:1000 Proteintech, #10703-1-AP
Anti-Serpin B6 Maus 1:500 Santa Cruz Biotech., #sc-374535
Anti-Serpin H1 Maus 1:500 Santa Cruz Biotech., #sc-5293
Anti-a-SMA Kaninchen 1:1000 Abcam, #ab124964

Anti-Rail4 Kaninchen 1:1000 Proteintech, #17507-1-AP
Anti-VASP Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, #3132T
Anti-pVASP(Ser239) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, #3114T
Anti-Vimentin Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, #5741T

Verwendete Fluorophor-gekoppelte sekundare Antikorper

Antikorper Spezies Verdinnung Bezugsquelle
Anti-Mouse Cy 3 ECL Plex  Ziege 1:1500 GE Healthcare, #PA43009
Anti-Rabbit Cy 5 ECL Plex  Ziege 1:2500 GE Healthcare, #PA45011

Subzelluldre Proteomanalyse
Versuchsspezifische Materialien und Substanzen

Material/ Substanz/ Lésung Bestellnummer Bezugsquelle
ProteoExtract® Subcellular Proteome Kit 539790-1KIT Merck Millipore

Co-Immunprazipitation

IP-Lysepuffer IP-Waschpuffer

Tris-HCI[1 M] pH 7,4 0,3 ml Tris-HCI[1 M] pH 7,4 0,3ml
NaCl [4 M] 475 pl NaCl [4 M] 475 pl
NP 40 10% 500 pl NP 40 10% 100 pl
EGTA[0,1 M] 500 pl EGTA[0,1 M] 500 pl
Phosphatase-Inhibitor 2 100 pl Phosphatase-Inhibitor 2 100 pl
Phosphatase-Inhibitor 3 100 pl Phosphatase-Inhibitor 3 100 pl
cOmplete Mini 1 Tablette cOmplete Mini 1 Tablette
dH20 ad 10 mi dH20 ad 10 ml
IP-Ladepuffer 2x IP-Ladepuffer + DTT

Tris-HCI [1 M] pH 8,3 2 mi IP-Ladepuffer 2x 950 pl
SDS 3g DTT [1 M] 50 pl
Glycerol 100% 5mi — kurz vor Gebrauch herstellen
Bromphenolblau 6 mg — 1:1 mit IP-Lysaten verdiinnen

dH20 ad 50 ml
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2.2.6 Kompetitiver cGMP-ELISA
Versuchsspezifische Materialien und Substanzen
Bestellnummer

Material/Substanz/Lésung Bezugsquelle

Calciumchlorid (CaClz) C1016 Sigma-Aldrich
cGMP EIA kit Cay581021-96

D-Glucose G7528 Sigma-Aldrich
HEPES H3375 Sigma-Aldrich
Kaliumchlorid (KCI) P5405 Sigma-Aldrich
Magnesiumsulfat (MgSOa) M7506 Sigma-Aldrich
Natriumchlorid (NaCl) S5886 Sigma-Aldrich

Losungen und Puffer flur die cGMP Bestimmung

cGMP EIA-Probenpuffer (1x)

Cayman Chemical Company

cGMP EIA-Waschpuffer (1x)

EIA-Probenpuffer (10x) 10 ml Waschpuffer (400x) 1ml
dH20 90 ml dH20 ad 400 ml
Polysorbat 20 200 pl
cGMP AChE Tracer cGMP EIA-Antiserum
cGMP AChE Tracer 100 dtn cGMP EIA-Antiserum 100 dtn
cGMP EIA-Probenpuffer 6 mi cGMP EIA-Probenpuffer 6 mi
cGMP Standardstockldsung [300 nM] Tyrode-Ldsung
cGMP Standard 300 pmol NaCl 8,18 g
cGMP EIA-Probenpuffer 1ml HEPES 1,199
— rekonstituieren D-Glucose 1,80 g
— Lagerung bei 4°C KCI [0,5 M] 10 ml
MgSO04 [0,12 M] 10 ml
CaClz [1 M] 2ml
dH20 ad 1000 ml

2.2.7 xCELLigence Messungen

Versuchsspezifische Materialien und Substanzen

Material/Substanz/Lésung

— Substanzen l6sen
— pH 7,4 einstellen

Bestellnummer

Bezugsquelle

E-Plate® 16

2.2.8 Migrations-Assay

Versuchsspezifische Materialien und Substanzen

Material/Substanz/Lésung

2801032

Bestellnummer

Omni Life Science

Bezugsquelle

Culture-Insert 3 Well in p-Dish 35 mm, hoch
p-Dish 35 mm, hoch Grid-500
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2.2.9 Ca?"-Messungen

Versuchsspezifische Materialien und Substanzen

Material/Substanz/Lésung

Bestellnummer

Bezugsquelle

8-Br-cGMP [100 mM]
Calciumchlorid (CaCl.)

CellView-Zellkulturschalen (35/ 10 MM, Glasboden)

Cinaciguat [50 uM]

DEA/NO

Fura-2 Acetoxymethylester (Fura-2 AM)
D-Glucose

HEPES

Immersionsél Immersol™ 518F
Kaliumchlorid (KCI)

Kanule (0,3 x 13 mm) Microlance 3
Magnesiumsulfat (MgSOQOa)
Natriumchlorid (NaCl)
(-)-Norepinephrin

Lésungen und Puffer fur die Ca?*-Messungen

cGMP [1mM]
cGMP [100 mM] 200 pl
Tyrode ad 20 ml

DEA/NO [10 pM]

7250415
C1016
627860
292500
344906
G7528
H3375
444960-0000-000
P5405
03087148
M7506
S5886
A7257

Cinaciguat [25 nM]

Biolog
Sigma-Aldrich
Greiner Bio-One
Bayer AG
Sigma-Aldrich
Merck Millipore
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Zeiss
Sigma-Aldrich
BD
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Cinaciguat [50 uM]
Tyrode

5ul
ad 10 ml

Norepinephrin-Stocklésung [100 mM]

DEA/NO [10 mM] 10 pl
Tyrode ad 10 ml
Tyrode

NaCl 8,18¢g
HEPES 1,19¢g
D-Glucose 1,809
KCI[0,5 M] 10 mi
MgS0O4 [0,12 M] 10 ml
CaClz [1 M] 2 mi
dH20 987 mi

— Substanzen I6sen und pH 7,4 einstellen
— steril filtrieren

2.2.10 In vivo Experimente

Versuchsspezifische Materialien und Substanzen

Material/Substanz/Lésung

Norepinephrin
dH20

Bestellnummer

10 mg
4,863 ml

Bezugsquelle

Bepanthen Augensalbe
Druckkatheter zur Blutdruckmessung
EDTA

Enthaarungscreme

PZN 01578681
TA11ETA-F10
E6760

PZN 4916836

Roche
DataScience Int.
Sigma-Aldrich
Reckitt Bencksier
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Material/Substanz/Lésung

Bestellnummer

Bezugsquelle

Ethilon 1l 5-0 (Wundverschluss)

Ethilon Polyamid 66 7-0 (Neointima-Ligatur)
GefalRdehnungspinzette

Isofluran

Kantle (20G, 0,4 x 19 mm) zur Lésungsentnahme
Kanile (25G, 0,5 x 25 mm) zur i.p. Injektion
Kantle (27G, 0,4 x 19 mm) zur Carotiseréffnung
Katheterhalter

Ketamin-ratiopharm® 100 mg

Leukosilk 1,25 cm x 5 m

Nadeln 0,125 mm (Aorta aufpinnen)
Natriumchlorid-Losung, steril (0,9%)

Octenisept

Olrot O

Paraformaldehyd (PFA)

PBS

Perma-Hand Seide 7.0 (Wundverschluss)
Pinzetten

Resorba-Seide 7.0/0.5 (Carotisligatur)
Rimadyl® vet (Carprofen)

Rompun 2% (Xylazin)

Saccharose

Scheren

Wattestabchen

Losungen und Puffer fur die Olrot O-Farbung

Olrot O-Stockldsung

Olrot O 0,59
100 ml Isopropanol 100 ml

PFA-Saccharose-L6ésung
Saccharose 59

PFA-L6sung 4% ad 100 ml
— pH 7,4 einstellen

EDTA [50 mM]

EDTA 14,612 g
dH20 ad 100 ml

— pH 8,0 einstellen

50

EH7823
1696H
00276-13
220/96
301300

PZN 02058009
302200
00574-11

PZN 7538837
00626219
10130-05

PZN 2159621
PZN 7463832
00625

0335.2
14190094
EH7464G
11254-20; 11251-
35; 11151-10
R101

PZN 011208
PZN 1320422
4621.2
14058-09; 15000-
03

PZN 6141575

Ethicon
Ethicon

FST

Aventis

BD

BD

BD

FST
Ratiopharm
BSN Medical
FST
Fresenius Kabi
Schilke
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Thermo Fisher
Ethicon

FST

Resorba
Pfizer
Bayer AG
Carl Roth
FST

Heinz Herenz

Olrot O-Arbeitslésung

Olrot O-Stockldsung

dH20

6 Teile
4 Teile

— 24h im Dunkeln stehen lassen
— Lésung filtrieren; Lagerung bei RT

EDTA [5 mM]

EDTA [50 mM]
dH-0O

10 ml
ad 100 ml
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Lésungen und Substanzen fur die i.p. Injektion (Telemetriemessungen)

Cinaciguat [3 pg/100 pl]

Sodiumnitroprussid [75 pg/100 pl]

Cinaciguat [1 mg/ml] 3l
Aqua ad injectabilia 97 ul
Carbachol [15 pg/100ul]

Carbachol 1,5mg
Aqua ad injectabilia 10 ml

SNP 7,5 mg
Aqua ad injectabilia 10 ml

L-Name [3 mg/100 pl]

L-Name 30 mg
Aqua ad injectabilia 1ml
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3. Methoden

3.1 Mauszucht

3.1.1 Tierhaltung

Die Haltung der Elterntiere und Generierung der Versuchstiere wurden in der S1-Tierhaltung
am Pharmazeutischen Institut (Abteilung Experimentelle Pharmakologie, LS Pharmakologie,
Toxikologie und Klinische Pharmazie) der Universitat Tubingen durchgefihrt. Hierfir wurden
die Tiere in standardisierten Kafigen in Temperatur- (22 + 2°C) und Feuchtigkeits-regulierten
(55 = 5%), offenen spezifiziert Pathogen-freien (SPF) Haltungssystemen gehalten.
Entsprechend der tierschutzrechtlichen Normen wurden die Mause in Gruppen von maximal 3
Tieren pro Kéafig (Typ Il, Makrolon) abgesetzt und die Nachzucht der benétigten Versuchstiere
wurde in speziellen Zuchtkafigen (Typ lll, Makrolon) durchgefuihrt. Der Hell-/Dunkelrhythmus
der Raume lag bei 12/12 h mit einer Lichtphase von 6 Uhr—18 Uhr. Zudem wurde
sichergestellt, dass die Tiere ad libitum Zugang zu Futter (Altromin, Lage, Deutschland; Sniff
Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland) und Wasser haben. Des Weiteren standen den
Tieren als Beschaftigungsgegenstande Holzstreu, Nistmaterial und kleine Kunststoffhduser
zur Verfuigung. Alle Tierversuche wurden von der Ethikkommission der Tierschutzbehérde des
Regierungsprasidiums TuUbingen genehmigt und wurden unter Beachtung des Deutschen

Tierschutzgesetzes durchgefihrt.

3.1.2 Verpaarung und Generierung von Versuchstieren — CRP4-Knockout-
Mauslinie

Fur die vorliegende Dissertation wurden Wildtyp und globale CRP4-Knockout Mause (CRP4
WT und CRP4 KO) mit SV129-Hintergrund der CRP4-Mauslinie (129Sv-Crip2™L-YRuth/Ryth)

verwendet.

129Sv-Crip2mt-1Ruth/Ryth

Durch die Generierung der CRP4-Mauslinie konnte eine globale Deletion an funktionsfahigem
CRP4 gewahrleistet (Schmidtko et al., 2008) und somit der Einfluss von CRP4 auf den
gesamten Organismus untersucht werden. Die Knockout-Mauslinie wurde mit Hilfe der
Crel/loxP-Technik am Pharmazeutischen Institut (LS Pharmakologie, Toxikologie und Klinische
Pharmazie) der Universitat Tubingen generiert. Dabei wurden die Exons 2-7 und somit der
Grolteil des CRP4-Gens deletiert.

Als Kontrolltiere dienten Wildtyp Wurfgeschwister (CRP4 WT, +/+). Zusammen mit CRP4
KO (-/-) Mausen und heterozygoten Nachkommen wurden die Kontrolltiere durch die
Verpaarung heterozygoter Elterntiere (CRP4 Het, +/-) gewonnen. Wéahrend fir die in vivo

Versuche nur mannliche Nachkommen der heterozygoten Verpaarung herangezogen wurden,
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konnten flr die in vitro Experimente und die Isolation der VSMCs auch weibliche Mause im
Alter von 6 - 8 Wochen verwendet werden. Um eine hdhere Versuchstierzahl fur die Isolation
der VSMCs zu erzielen, wurde zuséatzlich auch mit Versuchstieren einer homozygoten
Verpaarung gearbeitet. Im Rahmen der Zellkulturexperimente wurden deshalb CRP4

WT (+/+), sowie auch CRP4 KO (-/-) Mause jeweils untereinander verpaart.

3.1.3 Invivo Atherosklerose-Mausmodell

Im Gegensatz zu Menschen, entwickeln M&use u.a. aufgrund einer, im Vergleich zum
menschlichen Organismus, relativ hohen high density lipoprotein (HDL)-Konzentration im Blut
auf natdrliche Weise keine Atherosklerose. Durch das Eingreifen in den Lipoprotein-
Metabolismus, z.B. mit Hilfe einer ApoE-Knockout-Mauslinie, steht allerdings ein valides
Atherosklerose-Mausmodell zur Verfigung (Daugherty, 2002; Jawien et al., 2004; Kapourchali
et al., 2014). Des Weiteren kann die Entwicklung einer Atherosklerose in ApoE KO M&ausen
durch die zusatzliche Fitterung einer hochcholerischen Diat beschleunigt werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde ein in vivo Atherosklerose-Modell mit ApoE KO CRP4 doppelmutanten
Méusen etabliert und analysiert. Die Versuchstiere mit einem gemischten SV129 x C57BL/6J
Hintergrund wurden ab einem Alter von 5 Wochen entweder mit einer WD mit 0,21%
Cholesterol (Bestellnr. E15721-34, Sniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland) oder dem
entsprechenden Kontrollfutter (CD) (Bestellnr. E15720-04, Sniff Spezialdiaten GmbH, Soest,
Deutschland) fur 8 bzw. 16 Wochen gefiittert.

129Sv-Crip2imLiRuth/Ryth x B6.129P2-Apoet™unc/]

Zur Generierung der doppelmutanten, CRP4-heterozygoten Elterntiere (ApoE”- CRP4*") der
Versuchstierzucht wurden zunachst ApoE KO (-/-) Mause mit einem C57BL/6J Hintergrund mit
CRP4 KO (-/-) der CRP4-Mauslinie (siehe 3.1.2) verpaart. Hierbei wurden doppelmutante,
heterozygote ApoE*" CRP4*- Mause gewonnen, die wiederum miteinander verpaart werden
konnten, um die Elterntiere der hiesigen Zuchtlinie zu generieren. Im Rahmen der
Versuchstierzucht konnten schlieRlich durch die Verpaarung von ApoE” CRP4*- Mausen
CRP4 WT (+/+) und CRP4 KO (-/-) Mause mit einem ApoE-negativen Hintergrund als
Wurfgeschwister gewonnen werden. Fir alle durchgefihrten in vivo Versuche wurden
mannliche Wurfgeschwister verwendet. Lediglich fur die Western Blot Analysen wurden auch

weibliche Wurfgeschwister herangezogen.
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3.2 Genotypisierung der Eltern- und Versuchstiere

Zur Identifizierung und Genotypisierung der Eltern- und Versuchstiere wurden diese
routinemaflig im Alter von 2 - 3 Wochen mittels eines spezifischen Ohrlochschemas (Abb. 3.1)
markiert. Anhand der entnommenen Ohrbiopsien konnte durch DNA-Isolierung und
anschlielender DNA-Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) der Genotyp der
entsprechenden Mause durch eine Agarose-Gelelektrophorese detektiert und bestimmt
werden.

FEHiE I Abbildung 3.1 Ohrlochschema  zur

@ o Identifizierung und Genotypisierung der
(20) () Versuchstiere

Das rechte Ohr dient der Markierung der 10-er

(D Zahlen und das linke Ohr markiert die 1-er Zahlen.

@ Somit ergeben sich zur Unterscheidung der Mause
Zahlen von 1-99.

3.2.1 DNA-Isolierung aus Ohrbiopsien

Zur DNA-Isolierung aus den Ohrbiopsien wurde das kommerziell erwerbliche KAPA Mouse
Genotyping Kit (siehe 2.2.1) verwendet. Hiermit konnten eine schnelle und einfache Extraktion
und Amplifikation der DNA gewahrleistet werden. Dieses Kit besteht aus dem
Extraktionsenzym (KAPA Express Extract Enzyme (1 U/ul)), dem Extraktionspuffer (KAPA
Express Extract Buffer (10x)) und einem PCR-Mix (KAPA2G Fast Genotyping Mix (KAPA2G)).
Dieser beinhaltet die DNA-Polymerase, den Reaktionspuffer mit Ladepuffer,
Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs) und Magnesiumchlorid (MgCly).

Orientierend an der Anzahl der Genotypisierungsansatze (Ohrbiopsien) wurde zunéchst ein
Mastermix aus je 2 ul Extraktionsenzym, 10 pl Extraktionspuffer, sowie 88 pl dH»O pro
Extraktionsansatz hergestellt. Anschlielend erfolgte die Inkubation der Ohrbiopsien in einem
Thermoschuttler mit 100 yl des Mastermix bei 75°C und 500 rpm in einem Eppendorf-
Reaktionsgefal® (1,5 ml) fur 10 min. Die Zellen werden hierbei durch die Protease lysiert, die
Proteine und Nukleasen degradiert und dadurch die DNA freigesetzt. Im nachsten Schritt fand
die Inaktivierung der Enzymaktivitat statt, indem die Proben fir 5 min bei 95°C und 500 rpm
erhitzt wurden, gefolgt von einer Zentrifugation der Proben. Der DNA-enthaltende Uberstand
wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefaf (1,5 ml) pipettiert und konnte bis zur weiteren

Verarbeitung fur einen kurzen Zeitraum bei 4°C gelagert werden.
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3.2.2 DNA-Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCRist eine in vitro Methode, die eine selektive enzymatische Vervielfaltigung spezifischer
DNA-Sequenzen ermdglicht (Mullis et al., 1987). Hierbei ist der Ablauf der PCR der natirlichen
Replikation der DNA sehr ahnlich und wird in einem Thermocylcer durchgefihrt. Fur die
Durchfuhrung muissen die Nukleotidsequenzen der Abschnitte bekannt sein, welche die zu
amplifizierende DNA-Sequenz flankieren, damit hierzu entsprechende Oligonukleotid-
sequenzen (Primer) synthetisiert und eingesetzt werden kénnen. Wéahrend der PCR durchlauft
die DNA-Probe mehreren PCR-Zyklen (30 Zyklen), die mit Hilfe eines spezifischen
Temperaturablaufs jeweils 3 Phasen beinhalten: Denaturierung, Primerhybridisierung und
Elongation. Die Denaturierungsphase dient der Spaltung von Wasserstoffbriicken zwischen
den DNA-Strangen und resultiert in der Auftrennung der doppelstrangigen DNA. Hierzu
wurden die Proben auf 94°C erhitzt. AnschlieRend erfolgte eine Temperatursenkung auf 57°C
(CRP4) bzw. 62°C (ApoE), die jeweils eine Hybridisierung der beiden Primer (siehe 2.2.1) an
die flankierenden Sequenzen der einzelstrangig vorliegenden DNA ermdéglichte. Dabei lagert
sich der Vorwartsprimer (forward primer, F) an das 3‘-Ende des kodierenden DNA-Stranges
an und der Rilckwartsprimer (reverse primer, R) hybridisiert an das 3-Ende des
komplementaren DNA-Stranges. Eine Rehybridisierung der Einzelstrange wurde dadurch
verhindert, dass die Primer im Uberschuss zugegeben wurden. Bei einer Temperatur von 72°C
erfolgte nun die Elongation durch die DNA-Polymerase (KAPA2G Fast Hot Start DNA
Polymerase), welche anhand der verfigbaren dNTPs einen komplementaren Strang zum
Primer-flankierten DNA-Abschnitt in 5° = 3'-Richtung synthetisierte. Die neu synthetisierten
DNA-Strange dienen gleicherweise als Matrize, was zur exponentiellen Amplifikation des
spezifischen DNA-Abschnitts fuhrt. Fir die Durchfiihrung der PCR wurden 500 pl Eppendorf-
PCR-Tubes (siehe 2.2.1) verwendet und die PCRs wurden nach spezifischen Schemata
pipettiert (Tabelle 3.1). Dabei wurden jeweils 23,7 ul Mastermix vorgelegt und je 1,3 pl DNA
hinzugegeben. In Tabelle 3.2 ist das Thermocylcer-Temperaturprotokoll dargestellt, das zu
Beginn eine 3-minitige DNA-Polymerase Aktivierungsphase bei 94°C beinhaltet. Dies ist darin
begrindet, dass es sich bei der verwendeten Polymerase um eine Hot Start DNA-Polymerase
handelt.

Tabelle 3.1: Pipettierschemata zur DNA-Vervielfaltigung mittels PCR

Pipettierschema 1 (CRP4) Pipettierschema 2 (ApoE)

DNA 1,3 ul DNA 1,3ul
2x KAPA2G Genotyping Mix 12,5 ul 2x KAPA2G Genotyping Mix 12,5 ul
CRP4 F1 (4 uM) 1l ApoE F (4 uM) 0,5 ul
CRP4 F2 (4 uM) 1,5ul ApoE R1 (4 uM) 1l
CRP4 R (4 pM) 1u ApoE R2 (4 pM) 0,5 ul
dH20 7,7 pl dH20 9,2 ul
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Tabelle 3.2: Temperaturprotokolle fiir die Genotypisierung

PCR-Programm #1 (CRP4) PCR-Programm #2 (ApoE)

T1 94°C 3 min T1 94°C 3 min

T2 94°C 30 sec T2 94°C 30 sec

T3 57°C 30 sec 30 Zyklen T3 62°C 30 sec 30 Zyklen
T4 72°C 30 sec T4 72°C 30 sec

T5 72°C 3 min T5 72°C 3 min

T6 4°C max. 1 Tag T6 4°C max. 1 Tag

3.2.3 Detektion der PCR-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die Detektion der amplifizierten DNA-Fragmente erfolgte im Anschluss an die PCR durch
deren Auftrennung mittels der Agarose-Gelelektrophorese in einem elektrischen Feld geman
der GrolRRe der Fragmente. Infolge der negativen Ladung der Phosphatgruppen des Zucker-
Phosphat-Riickgrats der Nukleotid-Einzelbausteine, wandern diese im elektrischen Feld zur
Anode. Dabei ist die Geschwindigkeit, mit der die DNA-Fragmente im Agarosegel wandern,
aufgrund des elektrischen Widerstands umgekehrt proportional zu ihrer GréRe. Wahrend der
Auftrennung wird das Gel mit 1x TBE-Puffer (siehe 2.2.1) (berschichtet, wodurch die
Aufrechterhaltung des pH-Wertes (pH 8,0) und damit der polyionische Zustand der DNA
gewahrleistet wird. Durch das zusétzliche Auftragen eines Langenstandards (2-Log DNA-
Ladder, siehe 2.2.1) kann die Grol3e der PCR-Fragmente ermittelt werden. Zur Auftrennung
der amplifizierten DNA-Fragmente wurden 2%-ige Agarosegele verwendet (siehe 2.2.1). Dazu
wurde die Agarose in 1x TBE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle geldst und nachfolgend
mit Hilfe eines Magnetrihrers auf RT abgekihlt. Das abgekihlte Gel wurde mit 0,1 pg/ml
Fluoreszenzfarbstoff (Ethidiumbromid) versetzt und anschlie3end in die dafir vorgesehene
GelgieBkammer (siehe 2.1.1) gegossen, bevor spezielle Kamme zur Generierung der
Probentaschen eingesetzt wurden. Bei Ethidiumbromid handelt es sich um einen
Fluoreszenzfarbstoff, der in die DNA interkaliert und somit eine Visualisierung der DNA-
Fragmente ermdglicht. Im Anschluss an die vollstdndige Polymerisation des Agarosegels
konnten die Geltaschen mit den Proben und dem L&ngenstandard beladen werden. Die
Proben wurden hierzu mit dem 6-fach konzentrierten Ladepuffer (siehe 2.2.1) im Verhaltnis
5:1 eingesetzt, dessen hohe Viskositat daftir sorgt, dass die Proben in den Taschen verbleiben
und nicht in den Elektrophorese-Puffer diffundieren. Die im Laufpuffer enthaltenen Farbstoffe
Xylencyanol (800 bp) und Bromphenolblau (100 bp) wurden dazu verwendet, um die Laufweite
der Proben nachvollziehen zu kénnen. Die Auftrennung im elektrischen Feld wurde durch das
Anlegen einer Spannung von 80 V fiir ca. 15 min begonnen. Nachfolgend wurde die Spannung
fur die restliche Dauer der Elektrophorese (Gesamtdauer ~1 — 2 Stunden) auf 120 V erhoht.

Aufgrund des interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs konnten die DNA-Banden mittels eines
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UV-Licht basierten Geldetektionsgerats (siehe 2.1.1) visualisiert werden. Nachfolgend wurde
die GrofRe der PCR-Fragmente anhand des Langenstandards bestimmt und dem jeweiligen
Genotyp zugeordnet (Abb. 3.2).

Y T HTR TR

L & g g 8 3

bp M O O O bp M < < <
2000 2000
1000 1000
500
500 -+ WT-Allel 400

300

300
200

-« L1-Allel

Abbildung 3.2: Genotypisierung und Identifizierung der Versuchstiere

Reprasentative Darstellung der PCR-Ergebnisse von (A) heterozygoten CRP4*- Mausen, sowie
homozygoten CRP4" und CRP4** Tieren; WT: Wildtyp, 500 bp; KO: Knockout, 421 bp. (B) PCR-
Ergebnisse von heterozygoten ApoE*- Mausen und homozygoten ApoE” und ApoE** Tieren; WT:
Wildtyp, 155 bp; KO: Knockout, 245 bp; M: DNA-Marker (2-Log DNA-Ladder).

3.3 Isolierung muriner vaskularer Glattmuskelzellen
3.3.1 Organentnahme und Zellkultur

Zur gezielten molekularbiologischen Analyse der CRP4 Funktion in VSMCs wurden diese aus
den Aorten von CRP4 WT und KO Mausen isoliert und kultiviert. Fur die nachfolgenden in vitro
Experimente wurden sowohl frisch kultivierte (P0O) VSMCs, als auch hochpassagierte (P10 —
P15) VSMCs verwendet. Dabei wurden fir die Isolierung der VSMCs je 4 Aorten aus 6 — 8
Wochen alten Versuchstieren gepoolt. Hierfur wurden diese zun&chst mittels Kohlenstoffdioxid
(COy)-Inhalation in ihren Haltungskafigen durch langsame Gaseinleitung bei geschlossenem
Kafigdeckel euthanasiert. Nach der Feststellung des Todes durch die Prufung der
Zwischenzehenreflexe, wurde der Thorax der Tiere unterhalb des Sternums gedéffnet. Die
Aorta wurde von dem umliegenden Gewebe frei prapariert und zusammen mit dem Herzen bis
kurz oberhalb der Nierenabgénge entnommen. In eiskalter, isotonischer und Phosphat-
gepufferter Salzlésung (PBS) wurden die Aorten anschlie@end vom restlichen, anhaftenden
Gewebe befreit und in ca. 2 mm lange Sticke geschnitten. Nachfolgend fand der erste
enzymatische Verdauungsschritt mit Hilfe von Papain [0,7 mg/ml] statt. Hierzu wurden die
Aortenstiicke in 250 pl/Aorta eiskalte Verdauldsung A (siehe 2.2.2) Uberfuhrt und 60 min bei
37°C im Wasserbad inkubiert. Alle 10 min wurden die Eppendorf-Reaktionsgefafie (2 ml) mit
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den Aortenstlicken behutsam invertiert, um die enzymatische Verdauung zu beschleunigen.
AnschlieBend wurde fir 1 min bei 250 xg zentrifugiert und der enzymatische Uberstand
abgenommen und verworfen. Nun folgte der zweite Verdauungsschritt mit Hilfe von
Hyaluronidase Typl [1 mg/ml] und Kollagenase Typ2 [1 mg/ml] in der Verdaul6sung B (siehe
2.2.2). Dafur wurden die Aortenstiicke unter sterilen Bedingungen in 250 pl/Aorta
Verdaulésung B mit einer 1 ml Pipette resuspendiert. Es erfolgte eine erneute Inkubation fur
25 min bei 37°C im Wasserbad. Wahrenddessen wurden die Aortenstiicke alle 3 — 4 min
mittels einer 1 ml bzw. im weiteren Verlauf der Verdauung mit einer 200 pl Pipette unter sterilen
Bedingungen resuspendiert, bis die Aorten vollstandig verdaut waren. Der Verdauungs-
prozess wurde dann durch Zugabe von 10 ml VSMC-Kulturmedium (37°C) (siehe 2.2.2)
gestoppt und die Zellen wurden fur 7 min bei 300 xg abzentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstandes konnte das Zellpellet mit 200 pl/Aorta VSMC-Kulturmedium resuspendiert und
die Zellen mittels einer 1 ml Pipette vereinzelt werden. Die Analyse der Zellzahl erfolgte mittels
einer Neubauer-Zahlkammer. Hierzu wurden je 10 pl des Zell-Lysats zur Zellzahlbestimmung
in die Kammern pipettiert und jeweils vier Quadranten ausgezéahlt und gemittelt. Die isolierten
VSMCs wurden dann a 150.000 Zellen/Loch auf 6-Loch-Platten ausgebracht und in 3 ml
Zellkulturmedium pro Vertiefung bei 37°C und 6% CO: im Inkubator kultiviert. Der erste
Wechsel des Mediums erfolgte 3 Tage nach der Isolation und danach alle 2 — 3 Tage. Fir die
Experimente mit PO VSMCs wurden die Zellen fir ca. 7 Tage kultiviert bis diese zu 80%
konfluent gewachsen waren. Zur Generierung von hochpassagierten, synthetischen P10 —
P15 VSMCs wurden diese 10- bis 15-mal passagiert. Die zahlreichen Passagen bewirken
letztlich eine phanotypische Modulation der Zellen. Fir den Passagiervorgang wurden die
Zellen zunéchst 2-mal mit PBS gewaschen und anschliel3end wurde fir 10 min mit 500 pl/Loch
1x Trypsin (siehe 2.2.2) bei 37°C im Inkubator das Ablésen der Zellen induziert. Durch weitere
mechanische Behandlung konnte ein nahezu vollstdndiges Ablosen der Zellen erreicht
werden. Diese wurden dann in 10 ml VSMC-Kulturmedium (37°C) aufgenommen, wodurch
das Trypsinieren der Zellen gestoppt wurde. Nach einer Zentrifugation bei 1.000 rpm fiir 10 min
konnte das Zellpellet erneut in frischem VSMC-Kulturmedium resuspendiert und in ein

nachstgréRReres Zellkulturgefald tberfihrt werden.

3.3.2 Migrationsmessungen

Fir die Durchfihrung von Migrationsmessungen wurde ein Wundheilungs-Assay mit Hilfe von
Migrationsschalen mit einem integrierten 3-Loch-Einsatz von ibidi treat (siehe 2.2.8)
verwendet. Nach der VSMC-Isolation wurden jeweils 150.000 Zellen pro Schale in 3 ml VSMC-
Kulturmedium ausgebracht und bis zur 80%igen Konfluenz kultiviert. Nachfolgend wurde der

3-Loch-Einsatz entfernt und die Migration der Zellen in die zellfreien Bereiche in einem Intervall
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von 24 h beobachtet. Hierzu wurde ein Phasenkontrast-Mikroskop mit einer digitalen Kamera
(siehe 2.1.2) verwendet und das Zuwachsen der zellfreien Bereiche wurde mittels der Software
AxioVision Rel.4.8 (siehe 2.1.3) quantifiziert. Nach 72 h wurde die Messung beendet. Zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten wurden jeweils Bilder der exakt gleichen Positionen angefertigt

und ausgewertet.

3.3.3 Proliferationsmessungen

Die Messungen der Proliferation von frisch isolierten und P10 — P15 VSMCs wurden mit Hilfe
des Impedanz-basierten XxCELLigence RTCA DP Analysators (Real Time Cell Analyzer, siehe
2.1.1) durchgefuhrt. Hierbei handelt es sich um eine Proliferationsmessmethode, bei der das
Zellwachstum in Echtzeit analysiert und gemessen werden kann. Die E-Plates® (siehe 2.2.7)
sind am Plattenboden mit goldenen Mikroelektroden ausgestattet, Uber die ein kleiner
elektrischer Strom flie3en kann. Adharente Zellen dienen bei der Messmethode als elektrische
Isolatoren, welche das Impedanz-Signal, das als dimensionsloser Parameter (Zellindex)
gemessen wird, beeinflussen. Wéahrend der Messung befindet sich die Messapparatur mit den
Sensoren (siehe 2.1.1) in einem Inkubator bei 37°C und 6% CO.. Zu Beginn jeder Messung
wurde jeweils eine basale Hintergrundmessung mit je 100 pl Zellkulturmedium pro Loch fir
15 min (1 min Messintervall) durchgefiihrt. Anschlieend wurde die Zellzahl der frisch
isolierten oder hochpassagierten Zellen ermittelt und die Zellsuspensionen wurden auf
2x10* Zellen/100 pl (frisch isolierte VSMCs) bzw. 2,5x10% Zellen/100 pl (P10 — P15 VSMCs)
eingestellt. In jedes Loch der E-Plates® wurden jeweils 100 pl des entsprechenden Zell-Lysats
pipettiert. Nachfolgend konnte die Messung im Inkubator gestartet werden (15 min
Messintervall). Eine Messreihe wurde beendet, sobald der Zellindex ein maximales Plateau
erreicht hatte (nach ca. 200 h fir frisch isolierte VSMCs und 72 h fir hochpassagierte VSMCs).
Hierbei wurde pro Kondition und Préparation jeweils eine 4-fach Bestimmung durchgefihrt und
der jeweilige Mittelwert zur Auswertung herangezogen. Die Analyse und Evaluation der
experimentellen Daten wurde mit Hilfe der xCELLigence RTCA-Pro Software (siehe 2.1.3)
durchgefuhrt.

3.3.4 Ratiometrische Visualisierung der intrazellularen Calciumsignale in
VSMCs

Zur Untersuchung der [Ca?*] in VSMCs wurde der membrangangige Fluoreszenzfarbstoff
Fura-2 Acetoxymethylester (Fura-2 AM, siehe 2.2.9) verwendet. Der Fluoreszenzfarbstoff
kann dank der Veresterung mittels passiver Diffusion tUber die Zellmembran in die Zellen
gelangen und wird im Zytosol durch intrazellulare Esterasen in die entsprechende hydrophile

Fura-2 Form umgewandelt. Dieses kann nun nicht mehr aus der Zelle diffundieren und reichert
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sich im Zytosol an. Fura-2 bindet Ca?*-lonen reversibel und konzentrationsabhangig, indem es
mit freien Ca?*-lonen Chelatkomplexe im Verhéltnis 1:1 bildet. Hierbei verschiebt sich die
Anregungswellenlange von 380 nm (ungebunden) nach 340 nm (Ca?" gebunden). Bei der
Messung der [Ca?*];werden nach alternierender Anregung der Zellen bei 340 nm und 380 nm
die Emissionsintensitaten bei 510 nm gemessen und das jeweilige (ratiometrische) Verhaltnis
berechnet (F340/F380) (Moore et al., 1990). Durch die Zunahme von [Ca?']i nimmt die
Fluoreszenzintensitat bei 380 nm ab und bei 340 nm zu, wodurch die F340/F380-Ratio
ebenfalls zunimmt, was Rickschlisse auf die Ca?*-Signale bzw. konkret den Anstieg von
[Ca?)i zulasst.

3.3.4.1 Fluoreszenz-basierte Calcium-Messapparatur

Die Ca?*-Messungen wurden mit PO VSMCs durchgeftihrt, die hierfir aus Aorten isoliert (siehe
3.3.1) und 7 — 10 Tage in dafur vorgesehenen Ca?*-Messschalchen mit Glasboden (siehe
2.2.9) kultiviert wurden. Pro Ca?'-Messschale wurden hierzu 1x10° Zellen/ml in 1 ml
Zellkulturmedium ausgebracht. Zudem wurde den Zellen vor den Messungen fir 48 h das
Serum entzogen. Die Fluoreszenzmessung fand unter Lichtausschluss mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops (Zeiss Axiovert S100, siehe 2.1.1) mit einem 40x Objektiv statt. An
das Mikroskop ist zudem eine Kamera (Spot Inside, siehe 2.1.1) angeschlossen, welche Uber
die Software VisiView (siehe 2.1.3) bedient werden kann. Zuséatzlich ist das Mikroskop an eine
Xenonlampe (siehe 2.1.1) gekoppelt, tGber welche Licht mit 340 nm und 380 nm mittels des
Shutters erzeugt werden kann. Um wahrend der Messungen einen konstanten Zu- und Ablauf
von Tyrode-Losung (siehe 2.2.9) zu gewdhrleisten, sowie die Applikation von Substanzen zu
ermdglichen, ist die Messapparatur Uber ein Schlauchsystem mit einem speziell dafir
vorgesehenen Plastikring (Messzelle) verbunden, der direkt in das Messschélchen eingesetzt
werden kann. Uber senkrecht fixierte 50 ml Spritzen, die via 3-Wege-Héhne mit dem
Schlauchsystem verbunden sind, kdnnen Pufferlésungen (mit Agonisten, cGMP-Modulatoren,
usw.) aufgrund ihres hydrostatischen Drucks in die Messschélchen appliziert werden. Der
kontinuierliche Abfluss der Lésungen erfolgt tiber eine Absaugvorrichtung, die an eine Pumpe
angeschlossen ist. Fiur eine erfolgreiche Stimulation der VSMCs, muss die Applikation von
Noradrenalin (NA) Uber eine Kantle (siehe 2.2.9), die direkt Gber den zu messenden Zellen
platziert wurde, erfolgen. Die Temperatur wahrend der Messung wird ebenfalls Uber ein
Schlauchsystem gewahrleistet, das mit 37°C warmem Wasser durchspult wird. Fir die
Auswertung der Messungen werden die aufgenommenen Bildersequenzen bei 340 nm und
380 nm fiur jeden Messzeitpunkt mittels der Software ImageJ (siehe 2.1.3) analysiert. Hierzu
wird jede Zelle einzeln betrachtet und ausgewertet. Fur die graphische Darstellung der

Ergebnisse wird die 340/380-Ratio berechnet und gegen die Messzeitpunkte aufgetragen.
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AnschlieRend erfolgt die Bestimmung der Peakhéhe und der area under the curve (AUC) des
ersten und zweiten Peaks, sowie die Berechnung der Verhéltnisse vom zweiten zum ersten
Peak.

Xenon- PC mit VisiView
Shutter lampe Software

NA-Reservoir

Kamera

cGMP-Modulatoren
Pufferlésung

Kanile
Zulauf fur Pufferlésung M hal
essschale

Fluoreszenz-
mikroskop

Zulauf
Substanzen

Zulauf
Temperierung

Messzelle Messschale

Abbildung 3.3: Aufbau der Calcium-Messapparatur

Die Ca%*-Messapparatur setzt sich aus dem Fluoreszenzmikroskop und einer angeschlossenen Kamera
(Spot Inside) zusammen, die Uber die Software VisiView gesteuert werden kann. Mit Hilfe der
Xenonlampe, die an einen Shutter gekoppelt ist, wird abwechselnd Licht mit einer Wellenlange von
340 nm und 380 nm erzeugt. Die cGMP-Modulatoren und die Pufferldosung werden mittels senkrecht
fixierter 50 ml Spritzen Uber dunne, auf 37°C temperierte Schlduche in die Messzelle geleitet. Die
Noradrenalin (NA)-Losung befindet sich in einer senkrecht fixierten 5 ml Spritze mit 3-Wege-Hahn und
wird Uber eine Kantle direkt auf die Zellen appliziert. Der Ablauf der Flissigkeiten wird Uber einen an
eine Absaugpumpe angeschlossenen Ablaufschlauch gewahrleistet.

3.3.4.2 Durchfuhrung der Calciummessungen

Zur Durchfiihrung der Ca?*-Messungen wurden die Zellen im Abstand von 25 min zweimal mit
dem gefaRaktiven Neurohormon NA [2 uM] stimuliert, um einen Anstieg der [Ca?*]; Signale zu
erzeugen. Um den Effekt von pharmakologischen Modulatoren des cGMP-Signalwegs (8-
Bromo-cGMP (8-Br-cGMP), Cinaciguat und Diethylamin NONOat (DEA/NO)) zu untersuchen,
wurden die Zellen jeweils fir 5 min direkt vor der zweiten NA-Stimulation mit den Losungen
der cGMP-Modulatoren inkubiert. Dazu wurden die Substanzen vor der Applikation zun&chst
auf 37°C erwarmt. Nach dem Serumentzug wurden die Zellen zweimal mit je 1 ml Tyrode-
Losung (siehe 2.2.9) gewaschen. Dann erfolgte unter Lichtausschluss eine 45-minltige
Inkubation der Zellen mit 2,5 pl 1 mM Fura-2 AM Ldsung in je 1 ml Tyrode-Lésung. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde die Messschale zusammen mit der Messzelle auf dem
Objektiv platziert. Dieses wurde vor Beginn der Messung mit 100%-igem Ethanol gereinigt und

mit einem Tropfen Immersol 518F benetzt. Zunachst erfolgte eine 8-minltige Auswaschphase
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mit der Tyrode-L6sung, um Uberschissiges Fura-2 AM zu entfernen. Wéahrend dieser Zeit
konnte ein geeigneter Zellausschnitt lokalisiert werden, der voneinander isolierte VSMCs mit
vitaler Struktur zeigte, und die Kanile fiur die NA-Applikation konnte platziert werden. Der
Ablauf der Ca?*-Messungen ist in Abb. 3.4 graphisch dargestellt. Die eigentliche Messung
wurde mit einer 2-mindtigen basalen Messung gestartet. Darauf folgte die erste Stimulation
der Zellen mit einer 2 uM NA-L6sung fir 5 sec. Zur Regeneration der Zellen und um das NA
vollstdndig auszuwaschen, wurden die Zellen weitere 20 min mit der Tyrode-Ldsung
perfundiert. Daraufhin wurden die Zellen fir 5 min mit einer cGMP-erh6henden Substanz
(siehe 2.2.9) vorstimuliert. Anschliel3end erfolgte die zweite Stimulation mit 2 uM NA fir 5 sec.
Die Messungen wurden nach ca. 30 min beendet, nachdem die Calciumlevel infolge des 2.
Peaks wieder das Ausgangsniveau erreicht hatten.

Mess- Mess-
beginn NA NA ende
cGMP-
erhohende
Fura-2 AM Inkubation Auswaschphase Auswaschphase Substanz
45 min ‘ 8 min | 2 min ’ 20 min | 5 min |

Abbildung 3.4: Durchfihrung der Calciummessungen

Zeitlicher Ablauf der [Ca?]-Messungen mit zweimaliger Stimulation der VSMCs durch das
Neurohormon Nordadrenalin (NA) (blau). Die Vorstimulation (rot) erfolgte mit den cGMP-erh6henden
Substanzen 8-Bromo-cGMP (8-Br-cGMP) [1mM], Cinaciguat [25 nM] und Diethylamin NONOat
(DEA/NO) [10 uM]. Dazwischen wurden die Zellen mit Tyrode-L6sung gespult (grau).

3.3.5 ELISA-basierte cGMP-Bestimmung

Die Bestimmung der Konzentration von zyklischem Guanosin-3‘,5-monophosphat (cGMP) in
hochpassagierten VSMCs von CRP4 WT und KO Mausen wurde mit einem kommerziell
erwerblichen Kitsystem der Firma Cayman Chemical durchgefiihrt (siehe 2.2.6). Hierbei kann
unter Anwendung eines kompetitiven enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) die
Quantifizierung von cGMP in Zell-Lysaten durchgefuhrt werden (Abb. 3.5). Der Messbereich
des Assay liegt bei 0,23 — 30 pmol/ml und kann mit einer Sensitivitat (80% B/Bo) von ca.
1 pmol/ml gemessen werden. Die Methode beruht auf der kompetitiven Bindung von freiem
cGMP und einem Acetylcholinesterase (AChE)-gekoppelten cGMP-Konjugat (cGMP-Tracer)
an eine limitierte Menge cGMP-spezifischer AKs (Kaninchen AK). Dieser AK bindet wiederum
an einen murinen, monoklonalen anti-Kaninchen IgG AK, mit dem die Vertiefungen der ELISA-
Platte zuvor beschichtet wurden. Die Menge an cGMP-Tracer wird wahrend des Versuchs
konstant gehalten, wahrend die Konzentration an freiem cGMP, in Abh&ngigkeit der
untersuchten Probe, unter verschiedenen Versuchsbedingungen variiert. Die Menge an
cGMP-Tracer, die an den cGMP-AK binden kann, ist demnach umgekehrt proportional zur

cGMP-Konzentration in dem jeweiligen Versuchsansatz. Im Versuchsverlauf entsteht in den

62



Methoden

Vertiefungen der ELISA-Platten durch die enzymatische Spaltung von Acetylcholin zunachst
Thiocholin. Die Visualisierung des Thiocholins erfolgt anschlieBend mit Hilfe des Ellmans-
Reagenz, welches das Substrat 5,5-Dithio-bis-(2-Nitrobenzoeséaure) enthédlt, das mit
Thiocholin zu dem farbigen Produkt 5-Thio-2-Nitrobenzoeséaure reagiert. Das gelbe Produkt
absorbiert stark bei 412 nm, weshalb die Intensitdt der Farbe mittels photometrischer
Messungen detektiert werden kann. Diese verhalt sich proportional zur Menge an

gebundenem cGMP-Tracer:

Absorption ~ [gebundener cGMP-Tracer] ~ 1/ [freies cGMP]

_ murine, monoklonale

~  Anti-Kaninchen IgG
Blockade unspezifischer
D Bindestellen

AChE-gekoppeltes cGMP
(cGMP Tracer)

= cGMP-ELISA-Antiserum

© = freies cGMP

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der ELISA-Messung

(A) Die Vertiefungen der 96-Lochplatte sind mit murinen, monoklonalen Anti-Kaninchen 1gG und einer
speziellen Zusammensetzung an blockierenden Proteinen vorbeschichtet. (B) In die Vertiefungen wurde
der cGMP-Tracer, das cGMP-ELISA-Antiserum und entweder der Standard oder die Proben mit freiem
cGMP pipettiert und Uber Nacht inkubiert. (C) Nach der Inkubation wurden die ungebundenen
Reagenzien mit Hilfe eines Waschpuffers entfernt. (D) Die Entwicklung der Farbreaktion erfolgte durch
die Zugabe des Ellmans-Reagenz und 90-minttiger Inkubation im Dunkeln. Die schematische
Darstellung wurde auf Grundlage der experimentellen Anleitung des Herstellers (Cayman Chemical)
modifiziert.

Das Probenmaterial fir den ELISA wurde aus isolierten VSMCs von CRP4 WT und globalen
CRP4 KO Mausen gewonnen, die fur 10 — 15 Passagen kultiviert wurden (siehe 3.3.1). Far
die Durchfiihrung des Experiments wurden jeweils 2x10° Zellen pro Kondition auf je eine
Petrischale ausgebracht und kultiviert bis diese zu 80% konfluent gewachsen waren. Nach
48 h Serumentzug wurden die Zellen in Tyrode-Ldsung (siehe 2.2.6) mit dem sGC-Stimulator
Cinaciguat [25 nM] oder dem sGC-Aktivator Riociguat [10 pM] mit oder ohne den
unspezifischen PDE-Inhibitor IBMX [200 uM] fiir 10 min stimuliert. Nachfolgend wurde die Lyse
der Zellen mit jeweils 400 pl/Petrischale eiskaltem 100%igem Ethanol durchgefiihrt, gefolgt

von einer Zentrifugation des Zell-Lysats bei 13.000 rpm fir 5 min. Das Zellpellet wurde zur
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Bestimmung der Proteinkonzentration in SDS-Lysepuffer aufgenommen und die
Konzentration mittels der Bradford-Methode (siehe 3.5.1) bestimmt. Wahrenddessen wurde
der abgenommene Uberstand, welcher das cGMP enthalt, zum Abdampfen des Ethanols fiir
mindestens 2 h vakuumzentrifugiert. Das getrocknete, cGMP-haltige Pellet wurde
anschlielRend in 115 pl ELISA-Puffer resuspendiert und bei -20°C gelagert.

Im Anschluss an die Gewinnung des Probenmaterials wurde der ELISA vorbereitet und geman
den Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur Erstellung einer Standardkurve wurde zunéchst der
im Kit enthaltene cGMP-Standard in 1 ml ELISA-Puffer diluiert und 100 pl davon mit 900 pl
ELISA-Puffer verdunnt (S1 [30 pmol/ml]). In weiteren Verdiinnungsschritte (S2 — S8) wurden
Lésungen mit absteigenden cGMP-Konzentrationen hergestellt. Hierfiir wurden jeweils 500 pl
des vorherigen Verdiinnungsansatzes entnommen und mit 500 pl ELISA-Puffer verdinnt,
sodass die Endkonzentration von S8 bei 0,23 pmol/ml lag. Nachfolgend wurde in die mit 1IgG-
AK Uberzogene 96-Lochplatte die entsprechenden Substanzen und Lysat-Proben pipettiert
(Abb. 3.6). Die Vertiefungen fur den Nullabgleich (Blk; Blank) blieben hierbei ungefullt. Darauf
folgten zwei Vertiefungen fir die Bestimmung der unspezifischen Bindungen (NSB; non-
specific binding), in die hierzu je 100 ul ELISA-Puffer und 50 pl cGMP-Tracer pipettiert wurden.
Drei weitere Vertiefungen dienten der Bestimmung der maximalen Bindung des cGMP-Tracer
(Bo) und wurden mit 50 ul ELISA-Puffer, 50 ul cGMP-Tracer, sowie 50 pl cGMP-Antiserum
befillt. Die Verdlinnungsreihe (S1 — S8) wurde jeweils als Duplikat pipettiert (50 pl Standard,
50 pl cGMP-Tracer, 50 pl cGMP-Antiserum) wahrend die Proben (1 - 24) als Triplikate in die
96-Lochplatte pipettiert wurden (50 pl Probe, 50 ul cGMP-Tracer, 50 pl cGMP-Antiserum). Es
folgte eine Inkubation der Substanzen in der Platte Uber Nacht, mindestens jedoch fiir 18 h bei
RT unter Anwendung einer Schutzfolie. Nach mindestens 18 h Inkubation wurde die 96-
Lochplatte 5-mal mit einem Waschpuffer gespilt. Um ein effizientes Waschen zu
gewabhrleisten, wurde die Platte nach jedem Waschschritt auf eine saugfahige Unterlage
geklopft. Die Farbentwicklung erfolgte anschlieRend durch die Zugabe von je 200 pl frisch
hergestellten Ellmans-Reagenz. In die Vertiefung fur die Bestimmung der totalen Aktivitat der
AChE (TA) wurde aufRerdem noch 5 ul des cGMP-Tracer pipettiert. Die Platte wurde nun mit
der Schutzfolie versiegelt und 90 min auf einem Schiittler unter Lichtausschluss inkubiert.
AnschlieBend wurde die Absorption jeder Aussparung mittels Photometer (Tecan Sunrise,
siehe 2.1.1) bei einer Wellenlange von 405 nm gemessen. Die Auswertung des cGMP-ELISAs
wurde mit Hilfe der Software Magellan 7 (siehe 2.1.3) und einer vorprogrammierten Exceldatei
(www.caymanchem.com/analysis/eia) durchgefiihrt. Hierbei wurden von allen ermittelten
Werten der Nullwert (Blk) subtrahiert und nachfolgend durch einen korrigierten Bo-Wert
dividiert. Zur Berechnung des Kkorrigierten Bo-Werts wurde von dem urspriinglichen,
gemittelten Bo-Wert der NSB-Wert fur die unspezifischen Bindungen des cGMP-Tracer

subtrahiert. Die berechneten Werte fur die Proben konnten nun auf die cGMP-Standardkurve
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bezogen und die entsprechenden cGMP-Konzentrationen in pmol ermittelt werden. Diese

wurden schlussendlich auf die Proteinmengen der jeweiligen Proben bezogen.
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Abbildung 3.6: Pipettierschema der 96-Lochplatte fur die ELISA-Messung

Die Abbildung zeigt die Belegung der 96-Lochplatte des cGMP-ELISAs. Blk = Nullabgleich,
NSB = unspezifische Bindung des cGMP-Tracer, Bo=maximale Bindung des cGMP-Tracer,
TA = Totale Aktivitat der Acetylcholinesterase, S = cGMP-Standard. Weitere Erklarungen im Text. Das
Pipettierschema wurde auf Grundlage der experimentellen Anleitung des Herstellers (Cayman
Chemical) modifiziert.

>

G M m OT O W

3.4  RNA-Analytik

Die Methode der quantitativen Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) dient zur
Bestimmung des mRNA-Gehalts von Geweben und Zellen mit Hilfe von Primern. Die RNA-
Analytik wurde mit isolierten PO VSMCs von CRP4 WT und KO Aorten durchgefiihrt (siehe
3.3.1). Hierzu wurden die frisch isolierten VSMCs auf 6-Loch Platten in einer Zelldichte von
1,5x10° Zellen/Loch ausgebracht und 7 — 10 Tage kultiviert. Danach erfolgte die RNA-
Extraktion und das Umschreiben der RNA in copy DNA (cDNA), die zur quantitativen
Bestimmung herangezogen wurde. Zur Vermeidung von Kontaminationen der Proben mit
RNAsen wurde der Arbeitsplatz vor den jeweiligen Arbeitsschritten mit 80%-igem Ethanol und
RNaseZAP™ (siehe 2.2.4) gereinigt. In den nachfolgenden Arbeitsschritten wurde stets mit

RNAse freiem Diethylpyrocarbonat-behandeltem (DEPC) Wasser gearbeitet.

3.4.1 RNA-Extraktion

Die Isolierung der RNA erfolgte mit Hilfe eines kommerziell erwerblichen Kitsystems von
Macherey Nagel (NucleoSpin® Kit, siehe 2.2.4) und wurde entsprechend der
Herstellerangaben durchgefiihrt. Das Kit stellt eine effiziente, reproduzierbare RNA-

Isolationsmethode mit hoher Ausbeute dar, sodass auch die Analyse geringer Mengen an
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Probematerial mdglich ist. In einem ersten Schritt zur Probennahme wurde zunéchst das
Zellkulturmedium entfernt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Dann erfolgte die Zell-
Lyse, die mit 350 pl RALl und 3,5 pl B-Mercaptoethanol pro Isolationsansatz durchgefihrt
wurde. Hierzu wurde der Zell-Lyse-Mix mit einer Pipette auf die Zellen gegeben und mehrfach
mit dieser resuspendiert, bis die Zellen vollstdndig abgeldst waren. Durch die enorme Menge
an chaotropen Salzen in RA1 werden vorhandene RNAsen inaktiviert und eine spétere
Adsorption der RNA an eine Silikamembran wird beginstigt. Das gewonnene Lysat wird
anschliel3end auf einen NucleoSpin® Filter (violetter Ring) gegeben und 1 min bei 11.000 xg
zur Filtration zentrifugiert. Der Filter wurde abgenommen, das filtrierte Lysat mit 350 pl 70%
Ethanol versetzt und 5-mal mit einer Pipette resuspendiert, um die Bindungseigenschaften der
RNA zu optimieren. Im Anschluss wurde das Lysat-Ethanol-Gemisch auf die NucleoSpin®
RNA-S&ule (blauer Ring) pipettiert und 30 sec bei 11.000 xg zentrifugiert. Hierbei bindet die
RNA an die Silikamembran der Saulen, sodass der Durchlauf verworfen werden kann. Zur
Entsalzung der Silikamembran wurde nachfolgend 350 pl membrane desalting buffer (MDB)
auf die Saule gegeben und erneut 1 min bei 11.000 xg zentrifugiert. Daraufhin wurde der
DNAse-Verdau mit 100 ul eines rDNAse-Reaktionsgemisches (90 ul rDNAse-Reaktionspuffer
+ 10 ul rekonstituierte DNAse), das auf die Saule gegeben wurde, durchgefiihrt. Nach 15 min
Inkubation bei RT wurde der DNAse-Verdau mit 200 ul RAW2-Puffer abgestoppt und die Saule
fur 30 sec bei 11.000 xg zentrifugiert. Darauf folgten zwei Waschschritte mit 600 pl und 200 pl
RA3-Puffer bei RT, um Salze, Metabolite und makromolekulare Zellbestandteile zu entfernen.
Auf den ersten Waschschritt folgte eine Zentrifugation bei 11.000 xg fir 30 sec und nach dem
zweiten Waschschritt wurde bei 11.000 xg fur 2 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde die
gereinigte RNA durch die Applikation von 40 pl RNAse-freiem DEPC-H,O von der Membran
eluiert, indem 1 min bei 11.000 xg und RT zentrifugiert wurde. Das Eluat wurde auf Eis gelagert
und die entsprechenden RNA-Konzentrationen am Nanophotometer (siehe 2.1.2) bestimmit.

Mit DEPC-H,0O wurde eine Konzentration von 0,1 ug/ul eingestellt.

3.4.2 cDNA-Synthese

Fir die cDNA-Synthese wurde das iScript cDNA Synthesis Kit von Bio-Rad (siehe 2.2.4)
verwendet und die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der Herstellerangaben. Durch die
Anwendung einer Reversen Transkriptase (RT) kann mittels RT-PCR aus der isolierten,
gereinigten RNA die cDNA synthetisiert werden. Hierzu wurden 5 pl RNA [0,1 pg/pl] mit 4 pl
5x iScript Mix, 1 pyl RT und 10 pl DEPC-H0 in ein PCR-Tube pipettiert. Zur Erzeugung einer
Negativkontrolle (-RT-cDNA) wurde fiir jede Probe zusétzlich ein Versuchsansatz mit 5 pl RNA
[0,1 pg/ul], 4 pl 5x iScript Mix und 11 pl DEPC-H,O ohne RT hergestellt. Die reverse

Transkription der Proben erfolgte anschlieRend in einem Thermocycler anhand eines
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spezifischen Temperaturprotokolls (Tabelle 3.3). Zunachst fand die Anlagerung der im Kit
enthaltenen Primer (Oligo-dT-Nukleotide und Random-Hexamer-Oligonukleotide) an die RNA
bei 25°C fur 5 min statt. Dabei synthetisiert die RT durch ihre RNA-abhéngige DNA-
Polymeraseaktivitat einen zum RNA-Strang komplementéaren DNA-Hybridstrang. Darauf folgte
die reverse Transkription bei 42°C fir 30 min, wobei der Abbau des RNA-Strangs durch die
RNAse-H*-Aktivitat der RT bewerkstelligt wird. Zudem wird mittels der RT (DNA-abhéangige
DNA-Polymeraseaktivitat) ein komplementarer DNA-Strang zu dem Einzelstrang synthetisiert.
Zur Inaktivierung der RT wurde anschlie3end fur 5 min auf 85°C erhitzt und daraufhin auf 4°C
abgekuhlt. Die umgeschriebenen cDNA-Proben wurden im Anschluss an die Synthese mit
jeweils 180 pl DEPC-H-0 diluiert und bei -20°C zur Lagerung eingefroren.

Tabelle 3.3: Temperaturprotokoll fir die cDNA-Synthese

PCR-Programm

Primeranlagerung 25°C 5 min
Reverse Transkription 42°C 30 min
Inaktivierung der RT 85°C 5 min
Kihlen 4°C

3.4.3 RNA-Analytik mittels gRT-PCR

Die gRT-PCR dient der Amplifikation von DNA-Fragmenten und der zeitgleichen
Quantifizierung der entstandenen PCR-Produkte durch eine fluoreszenzbasierte Detektion.
Die gemessene Fluoreszenz nimmt dabei proportional zu der Menge an gebildeten PCR-
Produkten zu und kann deshalb fir die Quantifizierung herangezogen werden (Higuchi et al.,
1992; Higuchi et al., 1993; Wittwer et al., 1997). Zur Durchfiihrung der gqRT-PCR missen
zunachst die entsprechenden Primer (siehe 2.2.4) generiert und synthetisiert werden. Hierzu
wurde die Software Primer 3 und Primer-BLAST (siehe 2.1.3) verwendet und folgende
Bedingungen fir die Generierung der Primer festgelegt: Primerlange < 23 bp, Schmelz-
temperatur 58°C — 64°C und eine FragmentgréRe von 70 bp — 120 bp. Die entsprechend
entworfenen Primer wurden von Eurofins bezogen (siehe 2.2.4). Fiur die PCR wurde zunachst
fur jedes Primerpaar ein Mastermix hergestellt, der aus dem SsoAdvanced Universal
SYBR®Green Supermix (siehe 2.2.4), dem Vorwértsprimer [2 uM] und dem Riickwértsprimer
[2 uM] bestand. Der Supermix beinhaltet einen Fluoreszenzfarbstoff (SYBR®Green), eine
Polymerase, dNTPs, MgCl,, spezielle Puffersysteme und Stabilisatoren, sowie die passiven
Referenzfarbstoffe ROX und Fluoreszein. Die PCR wurde in einer 96-Lochplatte durchgefihrt,
in die zunachst 13,5 ul des Mastermix pro Vertiefung vorgelegt wurden. Anschlieend wurde
je 1,5 ul cDNA pro Vertiefung dazu pipettiert, wobei jede Probe mindestens als Duplikat

aufgetragen wurde. Lediglich bei den -RT-cDNA-Proben wurde auf technische Replikate
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verzichtet. Die qRT-PCR wurde in einem Thermocylcer (CFX Connect, siehe 2.1.2) mit
definiertem Temperaturprotokoll durchgefiihrt (Tabelle 3.4). Zur initialen Denaturierung und
somit zur Aktivierung der Polymerase wurde die Probe zunachst fur 1 min auf 98°C erhitzt. Die
Aktivierung der DNA-Polymerase basiert darauf, dass die AKs, die an das aktive Zentrum der
Polymerase gebunden sind, denaturiert werden. Darauf erfolgte die eigentliche qRT-PCR,
angefangen mit einer Denaturierungsphase bei 98°C fiir 5 sec, bei der die Wasserstoffbriicken
zwischen den DNA-Helices aufgebrochen wurden. Anschlie3end wurde die Temperatur fir
15 sec auf 58°C gesenkt, damit die Primeranlagerung stattfinden konnte. Die neu generierten
DNA-Strange wurden dann durch freie Nukleotide bei einer Temperatur von 72°C fur 30 sec
vervollstandigt (Elongationsphase). Da der Fluoreszenzfarbstoff mit hoher Affinitéat an die
DNA-Doppelstrange bindet, kommt es zu einer 1000x Zunahme des Fluoreszenzsignals. Die
Zunahme des gRT-Produkts nach jedem Amplifikationszyklus erfolgt exponentiell und kann
durch die Detektion des Fluoreszenzsignals in Echtzeit erfasst werden. AnschlieRend wurde
eine Schmelzkurve durch eine kontinuierliche Temperaturerhéhung von 58°C — 95°C (in 0,5°C
Schritten) erstellt, um ein Interkalieren des Fluoreszenzfarbstoffes mit unspezifischen DNA-
Fragmenten zu analysieren. Zur quantitativen Auswertung der gRT-PCR wurde die
Fluoreszenzintensitat gegen die Zyklenzahl aufgetragen und der sigmoidale Kurvenverlauf
analysiert. Die Quantifizierung erfolgte durch die Bestimmung der Ct-Werte. Der Ct-Wert (cycle
threshold, Schwellenwertzyklus) bezeichnet den  Schnittpunkt zwischen einer
Amplifikationskurve und einer Schwellenwertlinie und stellt ein relatives MaR fir die
Zielgenkonzentration in der PCR-Reaktion dar. Es werden Ct-Werte fiir das Zielgen und fir
ein Referenzgen, welches in seiner Expression unabhangig von genetischen und aufieren
Einflissen ist, bestimmt. Die mMRNA-Menge wurde stets in Bezug auf die Referenz berechnet
und als relative mMRNA-Expression angegeben. Als Referenzgen wurde die Hypoxanthin-
phosphoribosyl-transferase 2 (HPRT2) verwendet. Da angenommen wird, dass in jedem
Zyklus eine Verdopplung der cDNA-Menge stattfindet, wurden die ACt-Werte wie folgt
berechnet:

ACt = 2/(Ct (Referenz) - Ct (Zielsequenz))

Nach der Beendigung der gRT-PCR konnte ein Teil der Proben auf ein 3%iges Agarosegel
aufgetragen werden und anhand der gebildeten Fragmente Kontaminationen durch

genomische DNA ausgeschlossen, sowie die Spezifitat der Primer verifiziert werden.
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Tabelle 3.4: Temperaturprotokoll fir die qRT-PCR

gRT-PCR-Programm

Initiale Denaturierung 98°C 1 min
Denaturierung 98°C 5 sec
Primeranlagerung 58°C 15 sec
Elongation 72°C 30 sec
Fluoreszenzmessung

— 40 Zyklen

Erstellung der Schmelz- 58°C- 95°C je 1sec
kurve in 0,5°C Schritten

Kihlung 4°C max. 1 Tag

3.5 Proteinbiochemische Analysen

Fur die proteinbiochemische Analyse wurden ganze Aorten, sowie isolierte und kultivierte
VSMCs (PO und P10 - 15) verwendet. Zur Generierung ganzer Aortenlysate wurden Aorten
aus CRP4 WT und KO Mausen von der Aortenwurzel bis auf Hohe des Diaphragmas
entnommen. Bei den CRP4 WT und KO Versuchstieren mit ApoE KO Hintergrund im Rahmen
des Atherosklerose-Modells wurden die Aorten von der Aortenwurzel bis zu iliakalen
Bifurkation entnommen und fir die Analyse herangezogen. Alle isolierten und kultivierten
VSMCs (siehe 3.3.1) stammten aus CRP4 WT und KO Mausen. Den PO Zellen wurden zur
Untersuchung des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs vor der Proteinextraktion flr 48 h Serum
entzogen und eine 30-minutige Stimulation mit 8-Br-cGMP [1mM] durchgefuhrt. Die P10 - P15
VSMCs wurden fir 10 — 15 Passagen kultiviert. Vor der Proteinextraktion wurde den Zellen
ebenfalls fir 48 h Serum entzogen, um eine Zellsynchronisation zu erzielen.

Nach der Proteinextraktion erfolgte die quantitative Bestimmung der Proteinmenge nach
Bradford und anschlie@end wurden die Proteine mit Hilfe einer Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) der Gro3e nach aufgetrennt. Darauf folgte der
Transfer der Proteine via Western Blot (WB) auf eine Membran und die AK-basierte

Visualisierung der Proteinbanden.

351 Proteinextraktion
3.5.1.1 Aortenlysate

Nach der Aortenentnahme wurden je zwei Aorten pro Genotyp gepoolt, um geniigend
Proteinmenge zur proteinbiochemischen Analyse zu erhalten. Diese wurden mit je 400 pl SDS-
Lysepuffer (siehe 2.2.5) versetzt und mittels eines Hand-Dispergiergerats (siehe 2.1.2) auf

hochster Stufe aufgeschlossen. Die Proteinlysate wurden anschlielend bei 95°C fur 10 min
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erhitzt und nach kurzem Vortexen bei 4°C fir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, um
Gewebetrummer abzutrennen. Der Uberstand wurde in ein frisches Eppendorf-
Reaktionsgefald Uberflhrt und die Proteinmenge nach Bradford quantitativ bestimmt (siehe
3.5.3).

3.5.1.2 Lysate kultivierter VSMCs (PO und P10 - 15)

Zu Beginn der Proteinextraktion wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die kultivierten
VSMCs 2-mal mit PBS gewaschen. Die Zell-Lyse erfolgte mit Hilfe des SDS-Lysepuffers (siehe
2.2.5), der nach dem Waschvorgang direkt auf die Zellen gegeben wurde
(400 pl/Versuchsansatz). Fur die Analyse der Phosphorylierungsstellen, wurde ein
modifizierter Lysepuffer mit den Phosphatase-Inhibitor-Cocktails (PI I, PI Ill) verwendet. Der
Lysepuffer wurde mehrfach auf und abpipettiert und mit Hilfe eines Zellschabers (siehe 2.2.5)
wurden die Zellen vollstédndig von der Oberflache der Zellkulturgefaf3e gelést. Nachfolgend
wurden die Zell-Lysate fir 10 min bei 95°C gekocht und nach kurzem Vortexen fur 5 min bei
13.000 rpm und 4°C zentrifugiert, um Zelltrimmer abzutrennen. Der Uberstand wurde dann
mit Hilfe eines VivaSpin 500 Zentrifugalkonzentrators (siehe 2.2.5) auf ein Volumen von ca.
75 pl eingeengt (13.000 rpm, 4°C, ~40 min) und somit aufkonzentriert. Das aufkonzentrierte
Zell-Lysat wurde anschlieBend in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefall pipettiert und die

Proteinmenge nach Bradford bestimmt (siehe 3.5.3).

3.5.1.3 Subzellulére Proteom-Analyse

Die subzellulare Proteom-Analyse von PO VSMCs erfolgte anhand eines kommerziell
erwerblichen Kits (ProteoExtract® Subcellular Proteome (S-PEK), siehe 2.2.5), mit dessen
Hilfe eine schnelle und reproduzierbare Extraktion des subzellularen Proteoms adharenter
Zellen moglich ist. Hierbei wird die unterschiedliche Loslichkeit der definierten subzelluldren
Kompartimente in 4 ausgewahlten Reagenzien genutzt, um die einzelnen Kompartimente
voneinander zu trennen. Die Zellen bleiben wahrend der sequenziellen Extraktion so lange auf
der Oberflache der Zellkulturplatten haften, bis das geeignete Extraktionsreagenz der
einzelnen Kompartimente zum Einsatz kommt. Somit erhalt man am Ende der sequentiellen
Extraktion vier getrennte Fraktionen aus jeder Probe: Zytosolische Fraktion (F1),
Proteinfraktion mit Membranen und Organellen (F2), Zellkernfraktion (F3) und Zytoskelett-
Fraktion (F4). Fur die subzellulare Proteom-Analyse wurden isolierte VSMCs von CRP4 WT
und KO Mausen auf 6-Loch Platten kultiviert und nach Erreichen einer ca. 80%igen Konfluenz
wurde den Zellen fir 48 h Serum entzogen. In den letzten 24 h des Serumentzugs wurde pro

Genotyp die Halfte der Zellen mit 8-Br-cGMP [1 mM] stimuliert, wahrend die anderen Zellen
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unter basalen Bedingungen untersucht wurden. Nach dem Serumentzug wurde das
Zellkulturmedium vorsichtig abgenommen, ohne hierbei die Zellschicht zu beschadigen, und
die Zellen wurden mit jeweils 800 ul Waschpuffer 2-mal fir 5 min bei 4°C unter leichtem
Schitteln gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Waschpuffer wieder
abgenommen. AnschlieRend wurden die Zellen mit 400 pl eiskaltem Extraktionspuffer I, der
2 ul des Protease-Inhibitor-Cocktails enthielt, bedeckt und 10 min bei 4°C unter leichtem
Schutteln inkubiert. Der Extraktionspuffer | mit der darin geldsten Zellfraktion (F1) wurde erneut
abgenommen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Zur Separierung der zweiten
Fraktion wurden die Zellen mit 400 ul eiskaltem Extraktionspuffer 1l, dem ebenfalls 2 pl des
Protease-Inhibitor-Cocktails zugesetzt wurden, fir 30 min bei 4°C unter leichtem Schutteln
inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand mit F2 wieder vollstandig abgenommen und auf
Eis gelagert. Fir die weitere Extraktion wurden 200 pl eiskalter Extraktionspuffer 111 mit 2 pl
Protease-Inhibitor-Cocktail und 0,5 pl Benzoase® Nuclease gemischt und direkt auf die Zellen
pipettiert. Nach 10 min Inkubation bei 4°C unter leichtem Schutteln wurde der Uberstand (F3)
abgenommen und auf Eis gelagert. Die restlichen Zellbestandteile, die dem Zytoskelett
angehdoren, wurden in 200 ul Extraktionspuffer IV mit 2 ul Protease-Inhibitor-Cocktail geltst
und auf Eis gelagert. Anschlie@end wurden die Proteinkonzentrationen der jeweiligen
Fraktionen mit der Bradford-Methode bestimmt (siehe 3.5.3) und die Proben fir die weitere

proteinchemische Analyse vorbereitet.

3.5.1.4 Proteom-Analyse in VSMCs via LC-MS/MS

Die Proteom-Analyse zur Untersuchung der CRP4-abhéngigen Proteinregulation im
synthetischen VSMC-Phanotyp wurde mit hochpassagierten (P10 - P15) VSMCs aus CRP4
WT und KO Mausen durchgefiihrt. Dabei wurde das Proteom via Fliissigchromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS/MS) analysiert. Hierzu wurden die Zellen in
Petrischalen kultiviert und es wurde fur 48 h Serum entzogen. AnschlieRend wurde das
Zellkulturmedium abgenommen und die VSMCs wurden 2-mal mit PBS gewaschen. Die Zell-
Lyse erfolgte mit dem IP-Lysepuffer (siehe 2.2.5), der auch fiir die Co-Immunprazipitation (Co-
IP) verwendet wurde. Mit Hilfe eines Zellschabers wurde das komplette Zell-Lysat enthommen
und 5 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert, um Zelltrimmer zu entfernen. Der Uberstand
wurde in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefal3 tberfihrt und bei -80°C gelagert. Die
nachfolgende LC-MS/MS-Analyse wurde im Proteom Forschungszentrum fir Augenheilkunde
des Universitatsklinikums Tubingen in der Arbeitsgruppe von Dr. Karsten Boldt durchgefihrt
(Boldt et al., 2011).
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3.5.2 Co-Immunprazipitation

Bei der Co-IP handelt es sich um eine biochemische Methode zur Identifizierung physiologisch
relevanter Protein-Protein-Interaktionen. Mittels fiir das Zielprotein spezifischer AKs kann das
Zu untersuchende Protein mitsamt seiner gebundenen Interaktionspartner angereichert und
prazipitiert werden. Diese Methode ermdglicht die Analyse und Identifikation neuer
Bindungspartner fur CRP4. Hierzu wurden CRP4-gekoppelte IP-Agarose-Beads verwendet,
die im Pull-down-Verfahren zur Anreicherung von CRP4 und seinen Interaktionspartnern
dienten. Diese konnten anschlielRend mittels LC-MS/MS analysiert werden (Abb. 3.7). Fur
jeden Co-IP Ansatz wurde je eine CRP4 WT und eine CRP4 KO Probe gleichzeitig generiert.
Zur ldentifikation von CRP4-Interaktionspartnern in VSMCs unter basalen Bedingungen und
in Abhangigkeit von cGMP, wurden isolierte, kultivierte VSMCs der Passagen 10 - 15 zunachst
fur 48 h unter Serumentzug gestellt. Fir die cGMP-abhéngige Analyse von CRP4-
Interaktionspartnern, wurden die Zellen in den letzten 24 h des Serumentzugs zusatzlich mit
8-Br-cGMP [1mM] stimuliert. Anschlie3end wurde das Zellkulturmedium abpipettiert und die
VSMCs wurden 2-mal mit PBS gewaschen. Die VSMCs wurden mit jeweils 400 pl IP-
Lysepuffer lysiert und mit einem Zellschaber vollstandig aus der Petrischale in ein Eppendorf-
Reaktionsgefald tberfiihrt. Zur Abtrennung von Zelltrimmern wurden die Proben fir 2 min bei
10.000 rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand zur Aufkonzentrierung in VivaSpin 500
Saulen (siehe 2.2.5) Uberfuhrt. Die Proben wurde bei 13.000 rpm in der Kuhlzentrifuge (4°C)
auf ein Volumen von ca. 75 pl eingeengt. In der Zwischenzeit wurden die TrueBlot IP-Beads
(TBB) (200 — 220 pl) zunachst in einem 15 ml Falcontube mit 3 ml PBS gewaschen und bei
3.000 rpm fir 2 min zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde erneut durchgefiihrt und die
TBBs wurden anschliel3end in 3 ml IP-Lysepuffer (siehe 2.2.5) resuspendiert. Um den CRP4-
AK an die Beads zu koppeln, wurden zur Halfte der TBBs (1,5 ml) 10 ul CRP4-Antiserum in
ein Eppendorf-Reaktionsgefald pipettiert und fir 1 h auf einem Reagenzglas-Rotator bei 4°C
inkubiert. Die andere Halfte der TBBs dienten der Generierung der ,Wasch-Beads® und
wurden fir 2 min bei 10.000 rpm und 4°C zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstands in
300 pl Lysepuffer resuspendiert. 50 pl der aufkonzentrierten Proteinlysate wurden nun mit je
150 ul Lésung, welche die Wasch-Beads enthielt, vermengt und 45 min auf dem Reagenzglas-
Rotator bei 4°C inkubiert. Das restliche Probelysat (~25 pl) wurde mit 25 pl SDS-Ladepuffer
(siehe 2.2.5) versetzt und 10 min bei 95°C gekocht. Danach wurden die Lysate, zur Analyse
der gesamten VSMC-Proteine, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C aufbewabhrt.
Darauf folgte die weitere Aufbereitung der CRP4-AK-gekoppelten IP-Beads (AK-IP-Beads).
Diese wurden 3-mal mit je 500 pl IP-Waschpuffer fir 2 min bei 10.000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Auf den letzten Waschschritt folgte die Resuspendierung der AK-IP-Beads in
300 pl IP-Waschpuffer und die anschlieRende Lagerung auf Eis. Nun wurden die Wasch-

Beads durch Zentrifugieren (5 min, 10.000 rpm, 4°C) von den Lysaten getrennt. Der Uberstand
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mit den Proteinlysaten wurde in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald pipettiert und
mit je 150 pl der AK-IP-Beads versetzt. Diese wurden tber Nacht (fir mind. 16 h) bei 4°C auf
dem Reagenzglas-Rotator inkubiert. Die sedimentierten Wasch-Beads wurden ebenfalls 3-mal
mit je 500 pl IP-Waschpuffer fir 2 min bei 10.000 rpm und 4°C gewaschen und nach dem
Verwerfen des Uberstands wurden diese mit 50 pl SDS-Ladepuffer fir 10 min bei 95°C
gekocht. Die Wasch-Beads fungieren als Kontrolle, um unspezifische Bindungen der TBBs

ausschlieRen zu kdénnen.
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Abbildung 3.7: Schematischer Ablauf der Co-Immunprazipitation

Zur Identifizierung basaler und cGMP-abhangiger CRP4-Interaktionspartner in synthetischen VSMCs
wurde eine Co-IP durchgefuhrt. (A) Das Proteinlysat fur die Durchfiihrung des Experiments wurde aus
hochpassagierten (P10 - 15) VSMCs mittels IP-Lysepuffer gewonnen. (B) Die VSMC-Proteine wurden
anschlieBend (ber Nacht mit den CRP4-AK-gekoppelten Agarose-Beads inkubiert und am
darauffolgenden Tag wurden die ungebundenen Proteine durch Waschschritte abgetrennt.
AnschlieRend wurden CRP4 und seine interagierenden Proteine mit Hilfe von Glycin eluiert und fur die
LC-MS/MS-Analyse herangezogen. Diese wurde im Proteom-Forschungszentrum fiir Augenheilkunde
am Universitatsklinikum TUbingen (Arbeitsgruppe Dr. Karsten Boldt) durchgefihrt.

Am darauffolgenden Tag wurden die AK-IP-Beads mit den gebundenen Proteinkomplexen
5 min bei 10.000 rpm (4°C) zentrifugiert. AnschlieRend wurden 50 pl des AK-IP-Uberstands
mit 50 pl SDS-Ladepuffer versetzt und 10 min bei 95°C gekocht und eingefroren (-80°C). Der
restliche Uberstand wurde verworfen und die sedimentierten AK-IP-Beads wurden 3-mal mit
je 500 pl IP-Waschpuffer fur 2 min bei 10.000 rpm und 4°C gewaschen. Die Prazipitate fur die
WB-Analyse wurden nun mit 50 pl SDS-Ladepuffer resuspendiert und 10 min bei 95°C
gekocht. Dadurch werden die Protein-Protein-Interaktionen gelost, sodass CRP4 und

direkte / indirekte Interaktionspartner unabhangig voneinander analysierbar sind (Texier et al.,
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2014). IP-Lysate, die fur die LC-MS/MS-Analyse vorgesehen waren, wurden nach dem letzten
Waschschritt eluiert. Hierzu wurden die AK-IP-Beads mit den gebundenen Proteinkomplexen
mit 150 pl eiskaltem Glycinpuffer [0,2 M] flr 10 min bei 4°C unter leichtem Schiitteln inkubiert.
Die Probe wurde fur 1 min zentrifugiert und der Uberstand mit den Proteinkomplexen wurde in
ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal3 pipettiert. Bis zur weiteren LC-MS/MS-Analyse im
Proteom-Forschungszentrum fiir Augenheilkunde des Universitatsklinikums Tubingen
(Arbeitsgruppe von Dr. Karsten Boldt) (Boldt et al., 2011) wurden die Proben bei -80°C
aufbewabhrt.

3.5.3 Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford

Die quantitative Bestimmung der Proteinmenge erfolgte nach der Bradford-Methode (Bradford,
1976). Hierbei handelt es sich um eine photometrische Methode zur Proteinquantifizierung.
Diese beruht auf hydrophoben und ionischen Wechselwirkungen zwischen dem
Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 und den kationischen, unpolaren
Seitengruppen der Proteine im sauren Milieu. Der ungebundene, braunrote Farbstoff liegt
zunachst in seiner kationischen Form vor und besitzt sein Absorptionsmaximum bei 470 nm.
Im sauren Milieu kommt es zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums auf 595 nm
durch die Entstehung des Farbstoff-Protein-Komplexes, da der Farbstoff dadurch in seine
blaue, anionische Sulfatform (bergeht. Die Absorptionsverschiebung wird photometrisch
gemessen und stellt ein MaR3 fur die Proteinkonzentration der Lésung dar, die auf eine
Kalibriergerade, die anhand eines Standardproteins (bovines Serumalbumin (BSA)) erstellt
wurde, bezogen werden kann. Zusatzlich zu den Proben mit den Proteinlysaten wurde pro
Messung jeweils eine Kontrolle, die lediglich das ungebundene Farbreagenz ohne Proteine
enthalt, vermessen. Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte in speziellen Plastik-
Einwegkulvetten (siehe 2.2.5), in die 95 pl dH,O vorgelegt und 5 ul Proteinlésung bzw.
Lysepuffer (Kontrolle) zugegeben wurden. Anschlie3end wurde jeweils 1 ml Bradford-Losung
(siehe 2.2.5) dazu pipettiert und fiir 5 min unter Lichtausschluss inkubiert. Die Probeltsungen
wurden jeweils 3-mal vermessen und der Mittelwert der Einzelmessungen zur Protein-
konzentrationsberechnung herangezogen. Die einzelnen Proben wurden anschlielend mit
dH>O und Probenpuffer (4x Laemmli mit Dithiothreitol (DTT), siehe 2.2.5) auf die gleiche
Konzentration [4 pg/ul] eingestellt. Der in Laemmli enthaltene Farbstoff Bromphenolblau dient
der Lauffrontmarkierung im Acrylamidgel, wahrend DTT durch seine Fahigkeit Disulfidbricken
zu reduzieren zur Denaturierung bendtigt wird. Das im Probenpuffer enthaltene SDS liegt im
Uberschuss vor und dient der Denaturierung, sowie der Maskierung der Eigenladung der
Proteine. Dies fuhrt dazu, dass alle Proteine eine konstante negative Ladung erhalten, die

proportional zu ihrer Masse ist. Zusatzlich enthélt der Probenpuffer Glycerin, das durch die
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Erhéhung der Probendichte fiir das Absinken der Proben in die Geltaschen bendtigt wird. Die
Denaturierung der Proteinlysate wurde fir 10 min bei 95°C durchgefihrt. Daraufhin wurden
die Proben direkt fir die gelelektrophoretische Auftrennung verwendet oder alternativ bis zur

Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.

3.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE stellt eine gangige Methode zur Auftrennung von Proteinen dar. Diese werden
hierbei geman ihrer molekularen Masse in einem elektrischen Feld getrennt (Laemmli, 1970).
Zur Trennung der Proteine wird ein diskontinuierliches Gel auf Polyacrylamid-Basis verwendet.
Die negativ geladenen Proteine wandern im Gel zur Anode und legen dabei eine spezifische
Laufstrecke zurlick, die umgekehrt proportional zum Logarithmus der Molekiilmasse ist. Durch
den Molekularsiebeffekt der Polyacrylamid-Matrix ist somit eine elektrophoretische
Auftrennung der Proteine moglich. Wahrend das Sammelgel der Konzentrierung der Proteine
dient, damit diese wéahrend der Elektrophorese zeitgleich in das Trenngel tibergehen, fungiert
das Trenngel als Trennmedium. Die beiden Gele haben eine unterschiedliche Porengréi3e,
sowie unterschiedliche pH-Werte (Sammelgel: neutraler pH, Trenngel: basischer pH). Die
Polyacrylamidgele entstehen durch eine radikalische Polymerisation von Acrylamid und
Bisacrylamid, wodurch das Polyacrylamid quervernetzt wird. Die PorengréRe wird hierbei
durch den Gesamt-Acrylamid/Bisacrylamid-Anteil definiert und orientiert sich an der Gré3e der
aufzutrennenden Zielproteine. Hochprozentige, dichte Gele (z.B. 17,5%) werden fir kleine
Zielproteine eingesetzt, wahrend fliir gro3ere Proteine eine Polyacrylamid-Konzentration von
10% verwendet wird. Zum  Start der radikalischen  Polymerisation  wird
Ammoniumperoxodisulfat (APS) verwendet, das ein starker Radikalbildner darstellt. Zusatzlich
wird Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator eingesetzt. Das GiefR3en der Gele fand
in einer speziellen Gelgiel3-Apparatur statt, wobei zunachst das Trenngel und nach dessen
Polymerisation das Sammelgel in einen kleinen Spalt zwischen zwei Glasplatten gegossen
wurde. Dabei wurde darauf geachtet, dass das Trenngel immer die gleiche Fillhdhe (ca. 75%)
aufwies. Wahrend der Polymerisation wurde das Trenngel mit 100% Isopropanol
Uberschichtet, um eine glatte Oberflache zu generieren und eine Blasenbildung zu vermeiden.
Nach dem vollstandigen Auspolymerisieren des Trenngels (ca. 1 h) wurde die Isopropanol-
Schicht wieder abgenommen und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. In das
Sammelgel wurde nun zur Geltaschenbildung ein Probenkamm eingeschoben, der nach der
Polymerisation (ca. 1 h) wieder entfernt werden konnte. Die frisch gegossenen Gele wurden,
nachdem sie vollstandig auspolymerisiert waren, mitsamt der Glasplatten in das innere Modul
der Elektrophorese-Kammer eingespannt und die Geltaschen wurden mit VE-Wasser

aufgefillt. Das innere Modul wurde anschliel3end in die Elektrophorese-Kammer eingesetzt
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und vollstandig mit Elektrophorese-Puffer (1x Elphor-Puffer; siehe 2.2.5) beflllt. Nachdem die
Geltaschen mit Hilfe einer Hamilton-Spritze mit den Proben (15 pl) und dem Proteinmarker
(3 ul) beladen wurden, konnte auch die auRere Kammer vollstandig mit Elektrophorese-Puffer
beflllt werden. Der Proteinmarker enthalt eingefarbte Proteinfragmente definierter Grélzen (10
- 170 kDa) und dient dazu, den Grad der Auftrennung visuell beobachten zu kénnen. Die
Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 80 V gestartet und nach dem Ubergang der

Proben aus dem Sammelgel ins Trenngel (ca. 15 min) wurde die Spannung auf 120 V erhoht.

3.5.5 Semi-dry Western Blot und Detektion der Proteine

Nach der Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE folgt der Transfer auf eine
Tragermembran, wodurch die Proteine konserviert werden und mittels spezifischer AKs
detektiert werden kodnnen. Hierzu wurde ein sogenannter Semi-Dry Blot mittels einer dafur
vorgesehenen WB-Apparatur mit platinbeschichteten Tragerelektroden durchgefihrt. Der
Transfer erfolgt in horizontaler Ausrichtung auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran,
indem ein elektrisches Feld angelegt wird. Die negativ geladenen Proteine wandern im Verlauf
der Elektrophorese zur Anode, wo die PVDF-Membran positioniert ist. Zu Beginn des
Transfers wurden die Elektrodenplatten mit Wasser befeuchtet und drei mit Anodenpuffer |
und zwei mit Anodenpuffer Il getrankte Filterpapiere wurden mittig auf die Anode gelegt (siehe
2.2.5). AnschlieRend wurde die hydrophobe PVDF-Membran in Methanol aquilibriert, um eine
bessere Benetzung mit dem Transferpuffer zu erreichen. Nach kurzem Eintauchen der
Tragermembran in Anodenpuffer Il wurde diese ebenfalls auf dem Filterpapierstapel
positioniert. Das Gel wurde nun aus den Glasplatten heraus genommen und nach Abtrennen
des Sammelgels luftblasenfrei auf der Tragermembran platziert, sodass ein direkter Transfer
stattfinden konnte. Zum Schluss wurden 5 in Kathodenpuffer getrankte Filterpapiere auf das
Gel positioniert und die befeuchtete Kathodenplatte auf den Stapel gelegt. Um den Transfer
Zu unterstitzen, wurden die Platten mit einer gefiliten 2 | Glasflasche beschwert.
AnschlieRend wurden die Platten an die Stromquelle angeschlossen und der Proteintransfer
erfolgte fur 60 min bei 60 mA pro Gel und fir weitere 15 min bei 90 mA pro Gel.

Die Detektion der Proteine erfolgte im Anschluss an den Proteintransfer mit Hilfe von
spezifischen AKs. Dafur wurden zunachst unspezifische Bindungsstellen der Membran mittels
einer 5%-igen Milchpulverldsung (siehe 2.2.5) abgesattigt. Die Inkubation der Membran in der
Milchpulverlésung wurde auf einem Schudittler fir 1 h bei RT durchgefihrt. AnschlieRend wurde
die Membran 3-mal fir je 10 min in 1x TBST-Puffer (siehe 2.2.5) gewaschen und
gegebenenfalls mit einem Skalpell zugeschnitten. Die Membran wurde nun tber Nacht bei 4°C
auf einem Reagenzglas-Rotator in der primédren AK-LOsung inkubiert. Dabei binden die

primaren AKs an spezifische Epitope des analysierten Proteins. Am nachsten Tag wurde die
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Membran 3-mal fur je 10 min mit 1x TBST-Puffer gewaschen, um unspezifisch gebundene,
sowie ungebundene AKs zu entfernen. Darauf folgte die Inkubation der Membran fir 1 h bei
RT unter Lichtausschluss in der Sekundarantikérperldsung. Der sekundare AK ist an einen
Fluorophor (Cy3 oder Cy5) gekoppelt und bindet an den Fc-Teil des Primarantikorpers.
Aufgrund der Lichtempfindlichkeit des Sekundarantikérpers wurden die nachfolgenden
Waschschritte (5x 5 min) in 1x TBST ebenfalls im Dunkeln durchgefiihrt. Nach dem Waschen
wurde die Membran zwischen fusselfreien Tlchern getrocknet. Die trockene Membran wurde
anschliel3end mit dem Amersham Imager 600 (siehe 2.1.2) analysiert und die Proteinbanden
bei der entsprechenden Wellenlange detektiert. Die Quantifizierung und Auswertung der
Proteinexpression erfolgten mit Hilfe der Image Quant TL Software (siehe 2.1.3). Hierfur
wurden die auf derselben Membran detektierten Banden untereinander normalisiert und die
Expression der analysierten Proteine auf ein Referenzprotein (GAPDH, B-Aktin oder HSP60)
bezogen. Das Referenzprotein wird unabhéngig vom Genotyp und &auBeren Einflissen

konstant exprimiert.

3.6 In vivo Experimente
3.6.1 Telemetrische Blutdruckmessungen

Die Bestimmung der basalen Blutdruckwerte, der Herzrate und der Aktivitdt (Bewegung),
sowie eine Echtzeit-Messung der Blutdruckregulation durch cGMP-erhéhende Substanzen
wurde mit Hilfe telemetrischer in vivo Blutdruckmessungen durchgefihrt. Hierzu wurden CRP4
WT und KO Mausen mit und ohne ApoE KO Hintergrund in einem Alter von 12 — 16 Wochen
TA11PA-C10 Transmitter von Data Science International (DSI, siehe 2.2.10) implantiert
(Straubinger et al., 2017). Fir die Implantation der Blutdruckkatheter wurden die Tiere
zunachst durch eine intraperitoneale Injektion (i.p.) von Ketamin [80 mg/kg Korpergewicht
(KG)] und Xylazin [10 mg/kg KG] analgesiert. Darauf folgte die Inhalations-Anéasthesie mittels
eines Isofluran-Sauerstoff-Gemisches (0,5 - 2%), welches den Mausen Uber eine
Narkosemaske (siehe 2.1.2) verabreicht wurde. Uberschiissiges Gas kann iiber ein spezielles
Schlauchsystem mit konstantem Luftzug wieder abgeleitet werden, um eine Uberdosierung zu
vermeiden. Die Operation erfolgte auf einer Heizplatte, die kontinuierlich auf 37°C erwarmt
wurde. Vor Beginn der Operation wurden die Haare der Versuchstiere an der Inzisionsstelle
mittels Enthaarungscreme (siehe 2.2.10) entfernt. Anschlielend wurde ein ventraler,
submandibulérer kleiner Schnitt durchgefiihrt und die Speicheldriisen zur Seite geschoben,
um zur linken ACC zu gelangen. Diese wurde nun vom umliegenden Gewebe und dem Nervus
vagus freiprapariert und kaudal zur Bifurkation mit einem permanenten Knoten ligiert. Eine
weitere reversible Ligation wurde proximal zur ersten Ligation gesetzt. AnschlieRend wurde

die Carotis mit Hilfe einer Kanile (siehe 2.2.10) angeritzt und der Katheter wurde in das Gefal
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eingefiihrt und so weit vorgeschoben, bis der vordere Bereich den Aortenbogen erreichte. In
dieser Position wurde der Katheter mit zwei weiteren Knoten fixiert und das umliegende
Gewebe wurde als Schutz des Katheters wieder dariiber gelegt. Nun wurde die linke Flanke
mit Hilfe von GefalRklemmen geweitet und 1 ml Natriumchlorid (NaCl) wurde Uber eine 1 ml
Spritze in den geweiteten Bereich gegeben, um eine Dehydratation vorzubeugen. Der
Transmitter wurde anschliel3end subkutan im Bereich der linken Flanke zwischen den Vorder-
und Hinterpfoten positioniert und die Schnittstelle wurde mit mehreren Einfachnahten wieder
verschlossen. Damit sich die Tiere vollstandig erholen kdnnen, erfolgte nach der Operation
eine 7-tagige Erholungsphase, bevor mit den telemetrischen Blutdruckmessungen begonnen

wurde.

3.6.1.1 Telemetrische Blutdruckmessungen im Atherosklerose-Modell

Die basale telemetrische Blutdruckmessung in ApoE KO CRP4 WT und KO Tieren erfolgte
nach 16 Wochen WD, wobei die Katheter fir die Messung bereits nach 12 Wochen WD
implantiert wurden. Eine Katheterimplantation ware nach 16 Wochen WD aufgrund zu starker
atherosklerotischer Ablagerungen in der Carotis vermutlich nicht mehr mdglich gewesen. Fur
die basalen Messungen wurden die Daten der Transmitter (alle 15 min fiir 5 min) Uber 3 Tage

aufgezeichnet. Hierflr wurden die Tiere in ihren Heimatkafigen auf den Messplatten platziert.

3.6.1.2 Telemetrische Blutdruckmessungen unter dem Einfluss cGMP-
modifizierender Substanzen

Um den Effekt verschiedener cGMP-beeinflussender Substanzen auf die Blutdruckregulation
in CRP4 WT und KO Mausen zu untersuchen, wurden jeweils an drei aufeinander folgenden
Tagen pro Woche eine Substanz i.p. injiziert (Abb. 3.8). In funf aufeinanderfolgenden
Versuchswochen (VW) wurde zunachst Aqua ad injectabilia, dann der sGC Stimulator
Cinaciguat [1 pg/kg KG], der NO-Donator Sodiumnitroprussid (SNP) [2,5 mg/kg KG], das die
endotheliale NO-Freisetzung-beeinflussende Carbachol [0,5 mg/kg KG] und zuletzt der NOS-
Hemmer L-Name [100 mg/kg KG] verabreicht. Die Messungen starteten immer zur selben
Tageszeit mit einer basalen Blutdruckmessung (30 sec fur 15 sec) tiber 30 min. Anschlie3end
wurde den M&usen 100 pl der entsprechenden Substanz i.p. injiziert und fir weitere 150 min
gemessen (30 sec fur 15 sec). Nach Beendigung der Messung wurden die Tiere wieder in den
Tierhaltungsschranken gehalten. Die Auswertung der generierten Daten erfolgte mit Hilfe der
Dataquest A.R.T.3.1 Software von DSI (siehe 2.1.3). Fur die basalen Messungen wurde
jeweils der Mittelwert aus den Messungen der drei Tagesmessungen (je 12 h) und der drei
Nachtmessungen (je 12 h) berechnet, sowie ein gemittelter 24 h-Wert analysiert. Bei den

Messungen infolge der i.p.-Injektionen cGMP-beeinflussender Substanzen wurde der
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Blutdruck gegen die Zeit aufgetragen und jeweils Mittelwerte aus den drei aufeinander

folgenden Messungen berechnet und zur Auswertung herangezogen.

7 Tage
Erholungs- 1 VW 2 VW 3 VW
phase — D E——
oPp —» Aqua ad injectabilia —p Cinaciguat — > SNP
Injektionen | Auswaschphase Injektionen | Auswaschphase Injektionen | Auswaschphase
Mo [ Di [ Mi [ Do | Fr | sa | so Mo | Di [ Mi [Do | Fr | sa|so Mo | Di [ Mi [Do | Fr |sa|so
4. VW 5. VW
—> Carbachol —> L-Name
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Abbildung 3.8: Wochenablauf der telemetrischen Blutdruckmessungen

Sieben Tage nach Transmitterimplantation wurde fir eine dreifache Bestimmung an je drei aufeinander
folgenden Tagen die gleiche Substanz verabreicht. Danach erfolgte eine viertdgige Auswaschphase
bevor die nachste Substanz i.p. injiziert wurde. In den funf Versuchswochen (VW) wurden Aqua ad
injectabilia (1.VW), Cinaciguat [1 pg/kg KW] (2.VW), Sodiumnitroprussid (SNP) [2,5 mg/kg KW] (3.VW),
Carbachol [0,5 mg/kg KW] (4.VW) und L-Name [100 mg/kg KG] (5.VW) untersucht.

3.6.2 In vivo Atherosklerose-Mausmodell

Da Mause auf nattrliche Weise keine Atherosklerose entwickeln, wurden zur Untersuchung
der atherosklerotischen Plaqueentwicklung in Abhangigkeit von CRP4 Mause mit einem
atherogenen ApoE KO Hintergrund eingesetzt. Die daraus resultierenden ApoE KO CRP4-
defizienten M&use, sowie die entsprechenden ApoE KO CRP4 WT Tiere wurden im Alter von
5 Wochen entweder mit einer WD oder CD fir 8 — 16 Wochen gefiittert (siehe 3.1.3). Die
Durchfuihrung der Diaten ist in Abb. 3.9 schematisch dargestellt. Wahrend der Fitterung wurde
das Gewicht der Tiere zweimal pro Woche ermittelt und alle 4 Wochen erfolgte eine
Blutentnahme aus der Schwanzvene zur Messung der Cholesterol-, Triglyzerid- und Glucose-
Werte. Nach 8 bzw. 16 Wochen Fitterung wurden die Tiere dann mittels COz-Inhalation
euthanasiert und der Brustkorb ged6ffnet. Die folgenden Schritte der Aortenisolation wurden
gemal eines publizierten Protokolls durchgefuhrt (Mohanta et al., 2016). Direkt nach der
Brustkorber6ffnung wurde aus dem rechten Atrium Blut fir die Plasmaisolierung entnommen.
Dieses wurde bei 2.000 xg und 4°C fur 5 min zentrifugiert und die obere farblose Phase,
welche das Plasma enthélt, wurde abgenommen und in einem 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefald bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren. Die Plasmaproben
wurden im Zentrallabor am Institut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie des
Universitatsklinikums Tibingen von Prof. Dr. Andreas Peter auf unterschiedliche metabolische
Parameter via ELISA-Messungen untersucht. Nach der Blutentnahme wurden die Tiere Uber

den linken Ventrikel mittels einer 10 ml Spritze zunachst mit 10 ml eiskalter Ethylendiamin-
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tetraessigsaure (EDTA)-Ldsung [5 mM in PBS] und anschlieBend mit 20 ml eiskaltem PBS
perfundiert. Nun folgte die Enthahme der Organe, mit Ausnahme der Nieren und des Herzens.
Die Aorta wurde vom Herzen bis zur iliakalen Bifurkation mittels einer kleinen Augenschere

von dem umliegenden Fettgewebe und von der Adventitia freiprapariert (Abb. 3.10A).

finale Untersuchung

BE
BE BE BE BE
¢ ‘ ¢ ¢ en face Olrot O
= Farbung
| Standardfutter | Western Diat (WD) oder Kontrolifutter (CD) |
T 1T 1 1T 1T 1T 1T 17 1T 1T 1T 1T 1T 1T T T 7171771711 L\Fr;al;;ge':'ge-fasie“e
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Aortenkryoschnitte
Wochen nach der Geburt
WB Analysen

Abbildung 3.9: Zeitschema fiir den Ablauf des in vivo Atherosklerose-Modells

Im Alter von 5 Wochen begann die Futterung der ApoE KO CRP4 doppelmutanten Mause fir 8 oder 16
Wochen mit einer Western Diat (WD) oder mit Kontrollfutter (CD). Alle vier Wochen erfolgte eine
Blutentnahme (BE) uber die Schwanzvene wéahrend der Fitterungszeit. Die finale Untersuchung
beinhaltete eine Blutentnahme zur Plasmaisolierung aus dem Herzen, sowie die Aortenisolation fiir en
face Olrotfarbungen, die Anfertigung von Kryoschnitten fiur Immunfluoreszenz (IF)- und
immunhistochemische (IHC)-Analysen und die Proteinisolierung fir Western Blot (WB)-Analysen.

3.6.2.1 En face Olrotfarbung der Aorta

Fur die en face Olrotfarbung der Aorta wurde diese zunéchst tiber den linken Ventrikel mit 5 ml
4% Paraformaldehyd (PFA) in PBS perfundiert. Nach 10 min Inkubation wurde anschlie3end
mit 10 ml 5% Saccharose in PBS perfundiert und die Aorta vom Herzen bis zur iliakalen
Bifurkation entnommen. Die Aorta wurde auf einer mit schwarzem Wachs bedeckten
Petrischale in PBS von restlichem, auf3eren Fettgewebe befreit (Abb. 3.10B) und der Lange
nach mit einer kleinen Augenschere aufgeschnitten. Nun konnte die Aorta mit Hilfe von kleinen
Nadeln (0,125 mm Durchmesser, siehe 2.2.10) auf das Wachs gepinnt werden. Uber Nacht
folgte eine Inkubation der Aorta in PFA-Saccharose (siehe 2.2.10) bei RT. Am darauffolgenden
Tag wurde die Aorta 3-mal mit PBS gewaschen und fur 5 min in 60% Isopropanol inkubiert.
Nach der Entfernung des Isopropanols, wurde die Aorta mit der Olrotldsung (siehe 2.2.10)
bedeckt und 30 min inkubiert. Danach wurde 3-mal fur je 2 sec mit 60% Isopropanol
gewaschen, bevor die Aorta mit dH>O bedeckt wurden. Die Auswertung der Plagueanzahl und
Plagueflache erfolgte anhand von Bildern, die mit der Mikroskopkamera von Distelkamp-
Electronic (siehe 3.1.2) erstellt wurden, und mit Hilfe der AxioVision Rel.4.8 Software (siehe
2.1.3).
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3.6.2.2 Anfertigung von Kryoschnitten der Aorta

Zur Anfertigung von Kryoschnitten der Aorta wurde diese vom Herzen bis zur iliakalen
Bifurkation prapariert und in zwei thorakale und zwei abdominale Segmente unterteilt (siehe
3.10B). Hierzu wurde die Aorta kurz nach dem Aortenbogen, auf Héhe des Diaphragmas und
unterhalb der Nierenabgénge geschnitten. Die Aortensegmente wurden 4 h in 4% PFA in PBS
auf einem Schittler bei 4°C inkubiert und anschlieBend 3-mal fir je 10 min mit PBS
gewaschen. Darauf folgte die Inkubation in einem Saccharose-Gradienten, um das in den
Aortensegmenten verbleibende Wasser zu entziehen und somit einen besseren Gewebeerhalt
beim Einfrieren der Aorten zu erzielen. Dazu wurden die Aortensegmente zunéchst in 5%
Saccharose in PBS fur 1 h, dann in 10% Saccharose in PBS Uber Nacht und fir weitere 24 h
in 20% Saccharose in PBS bei 4°C inkubiert. Anschliel3end wurden die Gewebe in NEG-50™
(siehe 2.2.3) in vorgeformten Alufolie-Behaltern bei -80°C eingefroren. Fur die
Immunfluoreszenz (IF)- und immunhistochemischen (IHC)-Analysen wurden von den
eingefrorenen Aortensegmenten an einem Kryotom (siehe 2.1.2) bei-20°C 8 pm dicke Schnitte
angefertigt. Die Kryoschnitte wurden auf Glasobjekttrager (siehe 2.2.3) aufgenommen und bei
-20°C bis zur Durchfuhrung der Farbungen gelagert.

A B

Aortenbogen

Herz

Thorax |l
Aorta
Nieren
Abdomen |
— -
iliakale
Bifurkation Abdomen ||

Abbildung 3.10: Aortenpréaparation aus ApoE KO CRP4 doppelmutanten Mausen
(A) Die Organe der ApoE KO CRP4 doppelmutanten Mause wurden bis auf das Herz und die Nieren
entfernt und die Aorta vom Herzen bis zur iliakalen Bifurkation freiprapariert. (B) Fur die Anfertigung von

Kryoschnitten wurde die Aorta in 2 thorakale und 2 abdominale Segmente unterteilt, die nebeneinander
eingebettet und geschnitten wurden.
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3.6.3 Neointimamodell der Carotis-Ligatur

Mit der Durchfuihrung eines in vivo Mausmodell zur Untersuchung der Restenose von Gefal3en
wurde der Einfluss von CRP4 auf die phanotypische Modulation und die proliferativen VSMC-
Eigenschaften weiter untersucht. Es ist bekannt, dass die Regulation des Blutflusses die
Entstehung einer Neointima beeinflusst (Kohler et al., 1991). Mit der Methode der Carotis-
Ligatur nach einem etablierten Protokoll (Kumar & Lindner, 1997), wird kinstlich eine
Restenose erzeugt und Uber 4 Wochen aufrechtgehalten, um die Bildung einer Neointima zu
induzieren. Bereits wenige Tage nach der Ligatur der linken ACC sind VSMCs in der Intima
nachweisbar, die dort stark proliferieren und das Gefal3dlumen gravierend verengen. Zudem
vergroRert sich auch die Mediaflache und inflammatorische Zellen lassen sich in der Adventitia

N

linke ACC rechte ACC

und der &uf3eren Schicht der Media detektieren.

N

rechte ACC

Bifurkation

linke ACC

permanente
Ligatur
fur 28 Tage
—_— >

Aortenbogen Aortenbogen

Abbildung 3.11: Schematische Darstellung der Neointima-Ligatur
Der pathologische GefalRverschluss der linken Arteria carotis communis (ACC) proximal zur Bifurkation
fur 28 Tage fuhrt zur Ausbildung einer Neointima, die das Gefal3lumen stark einengt.

Zur Untersuchung der pathologischen Neointima-Bildung wurden mannliche CRP4 WT und
CRP4-defiziente Geschwisterpaare im Alter von 12 — 16 Wochen verwendet. Analog zur
Implantation von Blutdruckkathetern wurden die Tiere vor dem Operationsbeginn mit einer
Mischung aus Ketamin [80 mg/kg KG] und Xylazin [10 mg/kg KG] i.p. injiziert und somit pra-
analgesiert. Anschliel3end erfolgte die Einleitung der Inhalationsnarkose, bestehend aus
einem Isofluran-Sauerstoffgemisch (0,5 — 2%), Gber ein Narkosegerét und eine Narkosemaske
(siehe 2.1.2). Eine auf 37°C erhitzte Heizplatte diente zur Aufrechterhaltung der Kdorper-
temperatur. Die weiteren Schritte zur Freilegung der linken ACC erfolgten analog zur
Implantation der Blutdruckkatheter (siehe 3.6.1). Nachdem der Nervus vagus vorsichtig von
der linken ACC separiert wurde, erfolgte die Ligatur der linken ACC. Dazu wurde proximal zur
Bifurkation mittels eines nicht resorbierbaren Fadens (siehe 2.2.10) ein per Doppelknoten

gesicherter, permanenter GefalRverschluss gesetzt (Abb. 3.11). AnschlieRend wurde die
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Wunde durch eine Hautnaht mittels Einzelknopfnahte wieder verschlossen und die Maus
wurde bis zum Erwachen unter einer Warmelampe gehalten, um die Aufrechterhaltung der
Korpertemperatur zu gewahrleisten. In den darauffolgenden Tagen wurden die Mause bei
Bedarf analgetisch mit Paracetamol (per oral (p.0.)) versorgt.

28 Tage nach der Operation wurden die Mause mit CO; euthanasiert und tber den linken
Ventrikel mit 20 ml 2% PFA in PBS perfundiert, um einen optimalen Gewebeerhalt zu erzielen.
Danach wurde die linke ACC vom Aortenbogen bis oberhalb der Ligatur entnommen und es
erfolgte analog zu 3.6.2.2 die Kryoprotektion und das Einbetten der ACC fir die Anfertigung
von Kryoschnitten. Am Kryotom wurden serielle 8 um dicke Schnitte im Abstand von je 96 um
angefertigt und auf Glasobjekttrager aufgenommen. Die Analyse der Mediadicke, der
Intimadicke und der Intima-Media-Ratio erfolgte mit Hilfe von H&E-Farbungen (siehe 3.7.2).
Die gefarbten Schnitte wurden an einem Histologiescanner (siehe 2.1.2) eingescannt und mit
Hilfe der ImageJ Software (siehe 2.1.3) ausgewertet. Dazu wurden folgende Flachen (A)-
Berechnungen (in um?) durchgefihrt:

1. AMedia = Aéuf&ere elastische Lamina (EEL) — Ainnere elastische Lamina (IEL)
2. Anntima = AlgL — Agefsglumen
3. Ratio = Alntima/AMedia

3.7 Histologie

Im nachfolgenden Abschnitt werden die histologischen Farbungen zur ldentifizierung einzelner
Proteine oder Gewebestrukturen beschrieben. Hierfir wurden Kryoschnitte von Aorten CRP4-
defizienter Mause und deren Kontrolltiere (CRP4 WT) (siehe 3.3.1), sowie im Rahmen des
Atherosklerose-Modells von Aorten ApoE KO CRP4 doppelmutanter Mause (siehe 3.6.2)
durchgefiihrt. Die Carotiden von CRP4 WT und KO Mausen wurden nach der Durchfiihrung
der Neointima-Ligatur (siehe 3.6.3) mittels H&E-Farbungen visualisiert (siehe 3.7.3). Die
Kryokonservierung, das Einbetten und das Schneiden der Aorten bzw. Carotiden erfolgte wie
in 3.6.2.2 beschrieben. Die Immunféarbungen (siehe 3.7.1 und 3.7.2) wurden ebenfalls mit
isolierten, kultivierten VSMCs (PO und P10 - 15) durchgefihrt (siehe 3.3.1). Dazu wurden die
Zellen vor der Farbung mittels 4% PFA in PBS fur 15 min fixiert. Die Detektion und Auswertung
der Farbungen erfolgte entweder an dem Panoramic Desc Histologiescanner oder an einem

Fluoreszenzmikroskop (siehe 2.1.2).
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3.7.1 Immunhistochemie zum Nachweis von CRP4

Der Nachweis von CRP4 in Aortenschnitten und isolierten, fixierten VSMCs wurde unter
anderem mit Hilfe einer IHC-Farbung durchgefiihrt. Diese Methode basiert auf einer
spezifischen Antigen-AK-Reaktion. Zunachst findet die hochaffine Bindung eines spezifischen,
primaren AKs an ein bestimmtes Epitop des Zielproteins statt. Der priméare AK wird wiederum
von einem sekundaren AK erkannt, der an spezifische, konservierte IgG-Strukturen des
Organismus, in dem der primare AK synthetisiert wurde, bindet und zur Detektion an Enzyme
(z.B. Peroxidase oder Alkalische Phosphatase (AP)) gekoppelt ist (siehe 2.2.3). Ca. 30 min
vor Beginn der eigentlichen Farbung wurden die Kryoschnitte aufgetaut und mit einem Fettstift
(siehe 2.2.3) umrandet, damit die Farbe- und Waschlésungen auf den Objekttragern appliziert
werden konnten. Zur Vorbereitung der Zellen wurden die fixierten Zellen zunachst 2-mal mit
PBS gewaschen. Die Farbung der Kryoschnitte bzw. Zellen erfolgte in einer feuchten Kammer,
um ein Austrocknen wéahrend des Farbevorgangs zu verhindern. Im Anschluss an die
Vorbereitung der Proben erfolgte die Permeablisierung mit 0,1% (Zellen) oder 0,3%
(Kryoschnitte) Triton X-100-Losung in PBS (siehe 2.2.3) fir 15 min. Zur Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen wurden die Proben danach 3-mal mit PBS gewaschen und mit
10% Eselnormalserum (NDS) in PBS (siehe 2.2.3) fir 1 h inkubiert. AnschlieRend fand die
Bindung des primaren AKs durch eine Ubernacht-Inkubation mit einer 1:1500 Verdiinnung des
CRP4-Antiserums in 1,5% NDS in PBS bei 4°C statt. Bei jeder Farbung wurde eine Negativ-
Kontrolle ohne primaren AK mit 1,5% NDS in PBS mitgefiihrt, um unspezifische Bindungen
des sekundaren AK auszuschlieBen. Am darauffolgenden Tag wurden die Proben 5-mal fir je
5 min mit 1,5% NDS in PBS gewaschen und 1 h mit dem biotinylierten, sekundaren AK (siehe
2.2.3) bei RT im Dunkeln inkubiert. Wahrend dem anschlieRenden Waschen (5x 5 min mit
PBS), wurde die ABC-Arbeitslésung (siehe 2.2.3) hergestellt und 30 min im Dunkeln pra-
inkubiert. Es folgte eine 30-minitige Inkubation der Proben mit der ABC-Arbeitsldsung. Dabei
bindet Avidin mit hoher Affinitdit an das Biotin des biotinylierten Sekundarantikorpers.
Nachfolgend wurde erneut 3-mal fiir 10 min mit PBS gewaschen, bevor das AP-Substrat (siehe
2.2.3) appliziert wurde. Das AP-Substrat beinhaltet BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indoylphosphat)
und NBT (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) und wird von der AP zu einem blauen Indigo-Farbstoff
umgesetzt. Endogene Phosphatasen wurden vorab durch den Zusatz von 5 Tropfen Levamisol
(siehe 2.2.3) inhibiert, um Hintergrundfarbungen zu vermeiden. Die Farbreaktion wurde unter
dem Mikroskop beobachtet und nach ca. 10 min mit Hilfe von Leitungswasser (3x 2 min)
gestoppt. Nach dem Trocknen der Proben, wurden die Objekttrdger mit den gefarbten

Schnitten bzw. Zellen mit dem wassrigen Einbettmedium Aquatex (siehe 2.2.3) eingebettet.
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3.7.2 Immunfluoreszenzfarbung

Analog zur IHC ist die Detektion von Proteinen in Gewebeschnitten und Zellpraparaten anhand
spezifischer AKs auch mit Hilfe der IF-Farbung mdglich. Im Gegensatz zur AP-Féarbung ist der
sekundare AK bei der IF-Farbung direkt an einen Fluorophor gekoppelt. Dadurch entfallen die
enzymatische Kopplung, sowie die Umsetzung des Substrats nach der Inkubation mit dem
sekundaren AK. Die Visualisierung erfolgt durch die Anregung der Fluorophore bei
entsprechender Wellenlange. AnschlieBend koénnen die durch den Primérantikdrper
markierten Strukturen mikroskopisch betrachtet werden. Die Kryoschnitte und Zellpraparate
wurden, wie bereits in 3.7.1 beschrieben, auf die Farbung vorbereitet und permeabilisiert. Zur
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen, wurden die Proben danach 3-mal mit PBS
gewaschen und je nach Herkunft des sekundaren AKs mit 10% Eselnormalserum (NDS) in
PBS oder 10% Ziegennormalserum (NGS) in PBS (siehe 2.2.3) fur 1 h inkubiert. Anschliel3end
wurde der primare AK in der jeweiligen Konzentration in 1,5% NDS bzw. NGS in PBS (siehe
2.2.3) appliziert. Die Inkubation mit dem Priméarantikdrper erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Am
nachsten Tag wurden die Proben 5-mal fir 5 min mit 1,5% NDS bzw. NGS in PBS gewaschen
und mit dem Fluorophor-gekoppelten, sekundaren AK fir 1 h im Dunkeln inkubiert. Nach
weiteren Waschschritten (3x 5 min) mit PBS wurden die Proben getrocknet. Die gefarbten
Gewebeschnitte bzw. Zellen wurden anschlieRend mit einer Mischung aus Permafluor und
Hoechst (siehe 2.2.3) eingebettet. Hoechst dient hierbei zur Visualisierung der Zellkerne, da
es in die DNA interkaliert. Die Quantifizierung der IF-Farbungen im Rahmen des in vivo
Atherosklerose-Modells erfolgte mit Hilfe des Programms ImageJ (siehe 2.1.3) und es wurden
entweder die positiven Kerne (Ki-67) auf die Gesamtzellzahl oder die positive Flache (a-SMA,

oxLDL, Mac2) auf die Gesamtflache der atherosklerotischen Plaques bzw. Media bezogen.

3.7.3 Hamatoxylin- und Eosin-Farbung

Zur Differenzierung verschiedener Zellstrukturen in histologischen Gewebeschnitten wurde die
H&E-Farbung durchgefuhrt (Fischer et al., 2008). Zellkerne und ribosomale Strukturen werden
hierbei durch basisches Hamatoxylin aufgrund der hohen Affinitdt des Farbstoffs zu
Nukleinsduren blau bis lila gefarbt. Zytoplasmatische Proteine, Mitochondrien und
Kollagenfasern werden hingegen durch den sauren Farbstoff Eosin rétlich bis pink dargestellt.
Zu Beginn der Farbung wurden die histologischen Gewebeschnitte nach dem Auftauen durch
das Durchfuhren einer Ethanol-Reihe in absteigender Konzentration (100%, 90%, 70% und
50%) fur je 2 min rehydriert. Danach wurden die Kryoschnitte 3-mal fir je 2 min mit dH.O
gewaschen und fur 5 sec in der Hamatoxylin-Lésung nach Harris gefarbt (siehe 2.2.3). Nach
zweimaligem Waschen fur je 2 min in Leitungswasser folgte ein kurzes Eintauchen in 0,1%

Ammoniak-Lésung zur Entwicklung der Blaufarbung der Zellkerne. Anschliel3end wurde 5 min
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in Leitungswasser gewaschen und 10 min in saurer Eosin-Y-Losung (0,1%) inkubiert (siehe
2.2.3). Es folgten funf Waschschritte flr je 2 min in Leitungswasser und ein Differenzieren der
Farbung in 80% Ethanol fir 2 min. Die Schnitte wurden nun fir 3 min in 100% Ethanol und
5 min in Toluol dehydriert. Nach dem vollstdndigen Trocknen der Objekttrager mit den
gefarbten Gewebeschnitten erfolgte das Einbetten mit dem hydrophoben DePex-Medium
(siehe 2.2.3).

3.7.4  Olrot-O Farbung

Die Olrot-O Farbung dient der Visualisierung neutraler Lipide in histologischen Geweben. Bei
Olrot-O handelt es sich um einen lipophilen Farbstoff, der aufgrund seines Lésungsverhaltens
zu den Gewebelipiden diffundiert und diese leuchtend rot farbt. Bei der folgenden
Farbemethode werden die Zellkerne anschlieRend mit einer Hamatoxylin-Losung nach Harris
(siehe 2.2.3) blau gegengefarbt, um das gesamte Gewebe sichtbar zu machen. Zunachst
wurden die Kryoschnitte fiir 30 min bei RT getrocknet und anschlieend fir 5 min in 4% PFA
in PBS fixiert. Darauf folgte eine 5-minitige Inkubation der Schnitte in 60% Isopropanol. Nun
wurden die Objekttrager fur 10 min in die Olrot-O Farbelésung (siehe 2.2.3) getaucht und
anschliel3end wieder 3-mal fur je 2 sec in 60% Isopropanol gewaschen. Bevor die Kryoschnitte
mit der Hamatoxylin-Losung nach Harris fiir 6 min gegengefarbt wurden, fand ein kurzer
Waschschritt mit Leitungswasser statt. Anschlielend wurden die Objekttrdger mit den
Kryoschnitten mehrfach mit Leitungswasser gewaschen, gefolgt von einer 10-minltigen
Inkubation in frischem Leitungswasser. Die gefarbten Gewebeschnitte wurden im Anschluss
direkt mit dem wassrigen Einbettmedium Agquatex (siehe 2.2.3) eingebettet und nach einer

Trocknungsphase (mind. 60 min) am Histologiescanner (siehe 2.1.2) analysiert.

3.7.5 Masson-Trichrom-Farbung

Mit Hilfe der Masson-Trichrom (MT)-Farbung konnen Kollagenfasern in histologischen
Geweben visualisiert und quantifiziert werden. Zellkerne werden bei dieser Farbemethode
durch Weigert's Eisen-Hamatoxylin lila bis rot gefarbt, wahrend Zytoplasma und
Muskelgewebe durch die Bieberich-Scharlach-Saurefuchsin-Lésung blass-rosarot bis
schwach blaulich gefarbt wird. Nach einer Behandlung mit Phosphorwolframsaure und
Phosphormolybdansaure kann Kollagen durch Anilinblau in einem kraftigen Blauton
dargestellt und vom restlichen Gewebe gut differenziert werden. Am Tag vor der Férbung
wurden die Kryoschnitte zun&chst fir mind. 24 h in Bouin-Ldsung fixiert (siehe 2.2.3). Danach
folgte ein 3-maliges Waschen der Objekttrager fir je 2 min in Leitungswasser, bis keine

Gelbfarbung mehr zu sehen war. AnschlieBend wurden die Kryoschnitte zur Farbung der
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Zellkerne fur 1 min in die Weigert's Eisen-Hamatoxylin-Lésung (siehe 2.2.3) getaucht. Es
folgten wieder 3 Waschschritte flr je 2 min in Leitungswasser, um die Uberschissige
Farbelbsung zu entfernen. Darauf wurde die Farbung des Zytoplasmas mit der Bieberich-
Scharlachrot-Saurefuchsin-Lésung (siehe 2.2.3) fur 3 min durchgefiihrt. AnschlieBend wurde
3-mal flr je 2 min in dH.O gewaschen. Die Objekttrager mit den Kryoschnitten wurden nun fur
5min in der Phosphormolybdan-/Phosphorwolframsaure-Arbeitslosung vorbehandelt und
danach direkt fur 2 min in der Anilinblau-L6sung inkubiert (siehe 2.2.3). Dadurch wurden die
Kollagenfasern blau gefarbt. Zur besseren Differenzierung der Farbung erfolgte noch eine 2-
mindtige Inkubation in 1% Essigsaure. Die Schnitte wurden anschliel3end 4-mal fiir je 2 min
mit dH>.O gewaschen und fir 2 min in 80% Ethanol differenziert. Eine Dehydrierung fand
zunéchst fur 3 min in 100% Ethanol statt. Darauf folgte eine erneute Dehydrierung mit Xylol
fir 5 min und die gefarbten Schnitte wurden unter dem Abzug bei RT getrocknet. Nach dem
abgeschlossenen Trocknungsvorgang wurde mit dem hydrophoben Einbettmedium DePeX
eingebettet (siehe 2.2.3).

3.7.6  Elastika van Gieson Farbung

Die Elastika van Gieson (EvG) Farbung ist daflir geeignet elastische Fasern, sowie kollagene
Fasern differenziert darzustellen. Die Zellkerne von histologischen Gewebeschnitten werden
hierbei durch die Weigert's Eisen-Hamatoxylin-Lésung schwarzbraun gefarbt, wahrend
elastische Fasern durch die van Gieson-Lésung schwarzviolett und kollagene Fasern durch
die Resorcin-Fuchsin-Ldsung rot gefarbt werden. Die Muskulatur und das Zytoplasma werden
durch die Farbemethode gelb dargestellt. Analog zur MT-Farbung wurden die Kryoschnitte
zunachst fur mind. 24 h in Bouin Ldsung fixiert (siehe 2.2.3). Am nachsten Tag wurden die
Objekttrager 2-mal in Leitungswasser gewaschen und fur je 2 min in Ethanol-Losungen mit
absteigender Konzentration (100%, 90% und 80%) getaucht. AnschlieBend wurden die
Kryoschnitte fir 35 min in der Resorcin-Fuchsin-Lésung inkubiert (siehe 2.2.3). Die
Farbelbésung wurde durch 4-maliges Waschen fiir je 1 min mit Leitungswasser und ein kurzes
Eintauchen in dH20 entfernt. Darauf folgte die Farbung der Zellkerne mittels Weigert's Eisen-
Hamatoxylin fir 2 min (siehe 2.2.3). Es wurde anschlieRend 2-mal fir je 2 min mit dH>O und
5-mal fur je 2 min mit Leitungswasser gewaschen. Nun wurden die elastischen Fasern durch
eine 1-mindtige Inkubation der Kryoschnitte in der van Gieson-L6sung gefarbt (siehe 2.2.3).
Direkt im Anschluss wurde 2-mal fur je 1 min mit 70% Ethanol und fur 30 sec in 96% Ethanol
gewaschen. Die Dehydrierung der Schnitte erfolgte fur 2-mal je 1 min in 100% Ethanol und
5 min in Xylol. Die Objekttrager mit den gefarbten Gewebeschnitten wurden getrocknet und

anschlielend mit dem hydrophoben Einbettmedium DePeX eingebettet (siehe 2.2.3).
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3.7.7 Alizarinrot S Farbung

Bei dem Farbstoff Alizarinrot S handelt es sich um eine Anthrachinon Derivatfarbstoff, der zur
Identifizierung von Ca?* in histologischen Gewebeschnitten angewendet werden kann (Leroux-
Berger et al.,, 2011). Die Farbereaktion ist zwar nicht 100% spezifisch, da Magnesium-,
Strontium-, Barium- und Eisenionen ebenfalls eine Farbung hervorrufen kénnten, allerdings
sind die lonen dieser Elemente nur in Spuren im Gewebe zu finden, sodass eine Stérung der
Farbung nicht zu erwarten ist. Alizarinrot S chelatiert Ca?* zu einem roten, doppelbrechenden
Alizarinrot S-Ca?*-Komplex. Zu Beginn der Farbung wurden die Kryoschnitte in Ethanol-
Losungen mit absteigenden Konzentrationen (100%, 90% und 70%) fur je 2 min rehydriert. Es
folgte ein kurzes Eintauchen (30 sec) in dH»O, bevor die Schnitte fir 2 min in der 2%
Alizarinrot S-Lésung inkubiert wurden (siehe 2.2.3). AnschlieRend fand die Dehydrierung
zunachst in Aceton, dann in einem Aceton-Xylol (50:50) Gemisch und zuletzt fir 5 min in Xylol
statt. Nach dem Trocknen der Objekttrager mit den gefarbten Gewebeschnitten, wurden diese
mit dem hydrophoben Einbettmedium DePeX eingebettet (siehe 2.2.3).

3.8 Statistik

Die statistische Analyse wurde mit der Software GraphPad Prism (siehe 2.1.3) durchgefiihrt.
Alle Ergebnisse dieser Arbeit wurden als Mittelwerte +Standardfehler (SEM) dargestellt. Die
Normalverteilung der zugrunde liegenden Grundgesamtheit einer Stichprobe wurde mit Hilfe
des Shapiro-Wilk-Tests und Kolmogorov-Smirnow-Tests Uberprift. Zur statistischen Analyse
zweier Wertegruppen wurde unter Annahme gleicher Varianzen ein zweiseitiger Student t-Test
durchgefuhrt. Bei dem Vergleich von mehr als zwei Wertegruppen untereinander erfolgte eine
zweifaktorielle Varianzanalyse (2-way ANOVA) gefolgt von entsprechenden Post-hoc Tests
(siehe Abbildungslegenden). Die Kurvenverlaufe der Relaxationsversuche und telemetrischen
Blutdruckmessungen (Abb. 4.11 und 4.13) wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (2-
way ANOVA) mit Messwiederholung auf Signifikanzen untersucht und die einzelnen Werte mit
Hilfe geeigneter Post-hoc Tests analysiert (siehe Abbildungslegenden). Fir die Analyse der
Proteom- und Interaktom-Daten (Abb. 4.14,4.22 und 7.9; Tab. 4.1, 7.1, 7.3, 7.4 und 7.5) wurde
der zweiseitige Student t-Test mit permutationsbasierter FDR (false discovery rate)-
Bestimmung, sowie der Signifikanz-A/B-Test mit einer Benjamini-Hochberg-basierten FDR-
Bestimmung angewendet (Tyanova et al., 2016). Diese Berechnungen wurden mit Hilfe der
Perseus Software von Dr. Karsten Boldt im Proteom-Forschungszentrum fiir Augenheilkunde
des Universitatsklinikums Tudbingen durchgefiihrt. Fur alle Testarten wurden p-Werte <0,05 als
statistisch signifikant betrachtet. Die Differenzierung erfolgte zwischen *p<0,05, **p<0,01 und
***p<0,001. Nicht signifikante Unterschiede (p>0,05) sind nicht dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1 CRP4-Expression in Aorten und glatten Gefallmuskelzellen

Zur Analyse der CRP4-abhangigen Regulation vaskuléarer Funktionen wurden sowohl in vitro,
als auch in vivo Experimente an WT und globalen CRP4 KO Mausen durchgefihrt. Die
vaskulare Expression von CRP4 wurde bereits in vorangegangenen Arbeiten anhand von
Rattengewebe (Huber et al., 2000) und vaskuléaren Zelllinien (Zhang et al., 2007) gezeigt. Um
die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten korrekt interpretieren zu kdnnen, musste
zunachst das CRP4-Expressionsmuster in Aorten und VSMCs bestatigt werden (Straubinger
et al., 2017). Fur diese Versuche wurden Aorten und isolierte VSMCs aus CRP4 WT und
globalen KO Méausen mittels gRT-PCR, WB und IHC-basierter AP-Farbung analysiert (Abb.
4.1).
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Abbildung 4.1: CRP4 Expressionsanalyse in Aorten und VSMCs

(A) gRT-PCR Expressionsanalysen in VSMCs und (B) WB-Analysen von Aorten und VSMCs aus CRP4
WT und globalen KO Mausen. Fur die gqRT-PCR diente Hypoxanthin-phosphoribosyl-transferase
(HPRT) als interner Standard, wahrend fir die WB-Analysen Glycerinaldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase (GAPDH) als Ladungskontrolle verwendet wurde. Die subzelluldare Lokalisation von
CRP4 in Aortenschnitten und isolierten VSMCs (C) wurde mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen
ermittelt. Die blauen Farbsignale kommen hierbei durch das Umsetzen des AP-Substrats zustande und
bestatigen fur CRP4 eine hohe Abundanz in der Tunica media der Aorten und im Zytoplasma der
isolierten VSMCs. In den Zellen zeigte sich dartber hinaus eine perinukleédre Anreicherung von CRP4
und eine geringe Expression im Nukleus. Die Abbildung wurde modifiziert nach (L&ngst et al., 2022).
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Dabei konnte CRP4 sowohl auf Transkriptionsebene in VSMCs (Abb. 4.1A), als auch auf
Proteinebene in Aorten und VSMCs (Abb. 4.1B) von CRP4 WT Tieren in hoher Abundanz
nachgewiesen werden. Zudem zeigten AP-Farbungen von Aortenschnitten eine deutliche
Expression von CRP4 in der Tunica media (Abb. 4.1C). In isolierten VSMCs war CRP4
ebenfalls mittels immunhistochemischer Farbungen im CRP4 WT detektierbar. Hierbei konnte
eine starke zytosolische Lokalisation mit einer perinukledren Anreicherung des Proteins
festgestellt werden. Im Zellkern waren ebenfalls geringe Mengen an CRP4 zu erkennen.
Proteinlysate von CRP4-defizienten Aorten und VSMCs, sowie die Farbung der
entsprechenden Aortenkryoschnitte und fixierter VSMCs waren erwartungsgemafll CRP4
negativ (Abb. 4.1).

4.2 Physiologische Funktionen von CRP4 in der
Gefallmuskulatur

4.2.1 Transkription typischer glattmuskularer Gene in PO VSMCs

Zunéchst wurde zur Untersuchung der physiologischen Funktion von CRP4 in VSMCs die
Expression typischer glattmuskuldrer Gene untersucht. Hierzu wurden die mMRNA-
Expressionslevel dieser Gene in PO VSMCs von CRP4 WT und KO M&usen mittels gRT-PCR-
Analysen bestimmt. Bei der Untersuchung typischer kontraktiler Markerproteine der VSMCs,
wie o-SMA, SMMHC, Calponin und Transgelin, wurden Kkeine genotypspezifischen
Unterschiede festgestellt (Abb. 4.2A). Aufgrund der zelluldren Lokalisation von CRP4 und da
bereits bekannt ist, dass CRPs an Strukturen des Zytoskeletts in VSMCs binden kénnen
(Pomiés et al., 1997; Wei et al., 2005), wurden zudem verschiedene Proteine des Zytoskeletts
untersucht. Die FAK, Zyxin und Vimentin zeigten hierbei allerdings ebenfalls keine
genotypspezifischen Unterschiede (Abb. 4.2B). Wahrend die FAK vor allem an der Ausbildung
von FAs beteiligt ist, interagiert Zyxin sowohl mit FAs, als auch mit den F-Aktinfasern des
Zytoskeletts (Martino et al.,, 2018). Vimentin ist wiederum an der Ausbildung der
Intermediarfilamente in VSMCs beteiligt (Yamin & Morgan, 2012). Mittels IF wurden zudem die
F-Aktinfasern der VSMCs untersucht. Die Detektion von F-Aktin erfolgte mit Hilfe von
Phallotoxin, einem F-Aktin-stabilisierenden Zellgift aus dem grinen und weil3en
Knollenblatterpilz. Dabei deutete die Farbung eine Anreicherung der F-Aktinfasern in CRP4
WT VSMCs im Vergleich zu den CRP4-defizienten Zellen an (Abb. 4.2C). Dies impliziert, dass
CRP4 an der Ausbildung der Stressfasern und somit auch an Adhéasions- und

Migrationsvorgangen in VSMCs beteiligt sein konnte.
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Abbildung 4.2: Expression kontraktiler und zytoskelettaler Proteine in isolierten PO VSMCs

Die quantitative Bestimmung der relativen mRNA-Expression verschiedener kontraktiler Markerproteine
und Interaktoren des Zytoskeletts mittels gRT-PCR zeigte keine CRP4-abhangigen Unterschiede. (A)
a-SMA, SMMHC, Calponin, Transgelin, sowie (B) FAK, Zyxin und Vimentin wurden hierbei auf den
internen Standard HPRT normalisiert (n=6/Genotyp). Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte +SEM
dargestellt. (C) IF-Farbungen von filamentdsem Aktin (F-Aktin) in PO VSMCs deuteten auf eine hdhere
Stressfaserausbildung in CRP4 WT im Gegensatz zu CRP4 KO Mausen hin. Die F-Aktinfasern wurden
mittels Phallotoxin (griin) detektiert, die Kernfarbung wurde mit Hoechst (blau) durchgefihrt.

4.2.2 Regulation der Migration in glatten Muskelzellen

Um eine mdogliche Beteiligung von CRP4 an der Regulation der VSMC-Migration zu
analysieren, wurde ein modifizierter Wundheilungs-Assay (siehe 3.3.2) mit Hilfe eines
herausnehmbaren Silikoneinsatzes anhand von PO Zellen durchgefiihrt. Hierbei konnte
festgestellt werden, dass die CRP4 WT VSMCs nach 24 h und 48 h signifikant schneller in
den zellfreien Bereich migrierten als die CRP4-defizienten Zellen (Abb. 4.3A, B). Dieser
Unterschied in der Migration lie3 sich nur zu den friihen Zeitpunkten (24 h und 48 h nach der
Entfernung des zellfreien Stegs) beobachten, zu denen vor allem Adhéasions- und
Migrationsvorgdnge dominieren. Zu einem spateren Zeitpunkt (72 h nach der Entfernung des
Inserts) waren keine genotypspezifischen Unterschiede mehr zu erkennen (Abb. 4.3A, B). Dies
konnte damit zusammenhangen, dass das zu diesem Zeitpunkt wahrscheinlich
vorherrschende Proliferationsgeschehen das Migrationsgeschehen maskiert. Zur weiteren
Untersuchung der Migrationsregulation durch CRP4 wurde die Expression von Integrin B3
(ITGB3) in ganzen Aortenlysaten analysiert. Integrin Bz wird in hohem Mal3e in VSMCs
exprimiert und es ist bereits bekannt, dass es eine Rolle bei der Regulation der VSMC-
Adhasion und -Migration spielt (Kappert et al., 2001; Panda et al., 1997). ITGB3 bildet
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zusammen mit oy Integrin heterodimere, transmembranare Komplexe, welche eine
Verbindung zwischen der ECM und dem Zytoskelett darstellen. Interessanterweise konnte
eine niedrigere ITGB3-Expression in CRP4 KO Aorten im Vergleich zu CRP4 WT Aorten
detektiert werden (Abb. 4.3C, D). Dies impliziert eine CRP4-abhangige Aktivierung des Integrin

Bs-Signalwegs, was letztlich zu einer Stimulation des Migrationsverhaltens der PO VSMCs
fuhrt.
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Abbildung 4.3: Migration in kontraktilen PO VSMCs und Integrin ps-Expression in Aorten

(A) Mit Hilfe von speziellen Silikoneinsatzen wurde ein modifizierter Wundheilungs-Assay mit PO VSMCs
von CRP4 WT und KO Mausen durchgefihrt. Die Zellen wurden alle 24 h Uber einen Zeitraum von 72 h
nach Entfernen des Silikonstegs lichtmikroskopisch beobachtet. (B) Der zellfreie Bereich wurde mittels
der Software AxioVision Rel.4.8 quantifiziert. Transient war eine erhdhte Migration in CRP4 WT PO
VSMCs festzustellen (n=4/Genotyp, *p<0,05). (C,D) Die relative Integrin Bs-Expression war infolge der
CRP4-Ablation signifikant reduziert und wurde mittels WB-Analysen von ganzen Aortenlysaten
quantifiziert. Heat shock protein 60 (HSP60) diente als Ladungskontrolle (n=6/Genotyp, **p<0,01). Alle
Ergebnisse wurden als Mittelwerte +SEM dargestellt. Die Signifikanzen wurden mittels dem zweiseitigen
Student t-test ermittelt. Modifiziert nach (Langst et al., 2022).

4.3 CRP4 als potentielles Substrat der glattmuskularen cGKI

Im Gastrointestinaltrakt (Huber et al., 2000), im Rickenmark (Schmidtko et al., 2008) und in
glattmuskuléaren Zelllinien (Zhang et al., 2007) konnte CRP4 bereits als Substrat der cGKI
identifiziert werden. CRP4 wird dabei an Ser104 der RKTS-Sequenz cGMP/cGKIl-abhé&ngig
phosphoryliert. Die nachfolgenden Experimente dienten der Verifizierung dieser Befunde in
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CRP4 WT und KO Aorten und primaren VSMCs und der Analyse der Bedeutung von CRP4
innerhalb des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs im vaskuldaren System. Ein Teil der
entsprechenden Daten (4.3.1, 4.3.3, 4.4.1 - 4.4.4) wurde kirzlich veroéffentlicht (Langst et al.,
2021).

4.3.1 CRP4-abhangige Expression von NO-GC/cGKI

Zunachst wurden unterschiedliche Komponenten des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs in CRP4-
profizienten und -defizienten Aorten und isolierten VSMCs untersucht.. Hierbei war die
essentielle Bi-Untereinheit der NO-GC (NO-GCB1) mittels IF-Farbungen im Zytosol von PO
VSMCs detektierbar (Abb. 4.4A). Obwohl eine direkte Co-Lokalisation aufgrund der
identischen Primar-AK-Spezies nicht moglich war, deuten die Ergebnisse der Farbung auf eine
intrazellulare Co-Lokalisation der NO-GCp; mit CRP4 hin (Abb. 4.4D). Die Auswertung der
Expressionsanalyse von Zell-Lysaten mittels WB impliziert dabei eine signifikante Reduktion
der NO-GCBi-Level in CRP4-defizienten VSMCs. Dieser Expressionsunterschied war
unabhangig von der Stimulation der Zellen mit dem membranpermeablen cGMP-Analogon 8-
Br-cGMP (Abb. 4.4B, C). Die nachfolgende Expressionsuntersuchung der cGKI mittels IF-
Farbungen von Kryoschnitten der Aorta zeigte, dass das Expressionsmuster, welches sich vor
allem auf die Tunica media begrenzt (Weinmeister et al., 2008), mit dem von CRP4 (siehe
Abb. 4.1) weitestgehend Ubereinstimmt (Abb. 4.4D). Darlber hinaus deutete die zytosolische
Lokalisation der cGKI in isolierten PO VSMCs auf eine Co-Lokalisation mit CRP4 hin (Abb.
4.4D). Interessanterweise erschien die cGKI-Abundanz in CRP4 KO Aorten dabei im Vergleich
zu WT Aorten reduziert zu sein. Dies konnte mittels WB-Analysen von ganzen Aortenlysaten
bestatigt und quantitativ erfasst werden (Abb. 4.4E, F). Nach der Isolierung und Kultivierung
der Zellen (P0O) waren die zuvor identifizierten Expressionsunterschiede allerdings nicht mehr
nachweisbar. Sowohl gRT-PCR- als auch WB-Analysen von PO VSMCs zeigten
dementsprechend keine genotypspezifischen Unterschiede fir cGKI (Abb. 4.4G-1). Generell
hatte auch die 30-miniitige Stimulation der Zellen mit 8-Br-cGMP keinen Effekt auf die cGKI-
Expressionslevel in VSMCs (Abb. 4.4H, 1).
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Abbildung 4.4: CRP4-abhéngige NO-GCp:- und cGKI-Expression im vaskulédren System

(A,D) IF-Farbungen von Aortenschnitten und PO VSMCs von CRP4 WT und KO Méausen wurden zur
Analyse der CRP4-abhangigen Lokalisation der Bi-Untereinheit der NO-GC (rot) und der cGKI (rot)
durchfiihrt. Die Zellkerne wurden mit Hoechst (blau) visualisiert. (B, C) WB-Analysen der NO-GCp:-
Expression wurden in isolierten VSMCs +cGMP-Analogon 8-Br-cGMP [1 mM] durchgefuhrt. CRP4-
defiziente VSMCs wiesen unabhéngig von der 8-Br-cGMP-Stimulation geringere Expressionslevel auf.
GAPDH diente hierbei als Ladungskontrolle (n=6-8/Genotyp, **p<0,01, *p<0,05, 2-way ANOVA, Holm-
Sidak's multiple comparisons test). (E, F) Die Proteinexpression der cGKI war in Aorten CRP4-
defizienter Mause ebenfalls reduziert, (H, |I) wahrend in isolierten VSMCs (PO) keine cGKI-
Expressionsunterschiede zwischen CRP4 WT und KO +8-Br-cGMP [1 mM] detektiert werden konnten.
HSP60 (Aorten) und GAPDH (VSMC) dienten als Ladungskontrollen (n=6-8/Genotyp, ***p<0,001,
zweiseitiger Student t-test). (G) Die mMRNA-Expression der cGKiI, in isolierten VSMCs (P0) mittels gRT-
PCR ermittelt, war ebenfalls unveréndert. Als interner Standard diente HPRT. Alle Ergebnisse wurden
als Mittelwert £SEM dargestellt. Modifiziert nach (Langst et al., 2021).
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432 Effekte von cGMP auf die subzellulare CRP4-Lokalisation

Zhang et al. konnte unter Verwendung einer glattmuskularen Zelllinie zeigen, dass CRP4
cGMP-abhangig im Zellkern mit Transkriptionsfaktoren (SRF, GATAG) interagiert, um so die
Transkription glattmuskelspezifischer Gene zu regulieren (Zhang et al., 2007). Um die
nukleare Expression von CRP4 auch in den primaren VSMCs von CRP4 WT und KO Méausen
verifizieren zu koénnen, wurden unterschiedliche intrazellulare Fraktionen (Zytosol,
Membran/Organellen, Zellkern und Zytoskelett) der VSMCs generiert (siehe 3.5.1.3) und
mittels WB analysiert (Abb. 4.5A). Unter basalen Bedingungen wurde CRP4 vor allem im
zytoskelettalen Kompartiment und in etwas geringerer Menge im Zytosol, an
Membranen/Organellen und im Zellkern detektiert (Abb. 4.5A, B). Im Einklang mit der Studie
von Zhang et al. war in der nuklearen Fraktion keine signifikante Veranderung der CRP4-
Expression nach 24 h Stimulation mit 8-Br-cGMP zu beobachten (Abb. 4.5A, B). Im Zytosol
und am Zytoskelett waren die CRP4-Level nach 8-Br-cGMP-Stimulation ebenfalls
unverandert. Lediglich in der Membran/Organellen-Proteinfraktion zeigte sich nach 8-Br-
cGMP-Stimulation ein signifikanter Anstieg der CRP4-Signale (Abb. 4.5A, B). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass CRP4 durch cGMP primar an die membrandsen
Bestandteile und Organellen der VSMCs transloziert wird. In den CRP4 KO VSMC-Lysaten

war das CRP4 Protein erwartungsgemal’ nicht nachweisbar (Abb. 4.5A).
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Abbildung 4.5: Charakterisierung der CRP4-Lokalisation in subzellularen Kompartimenten £8-
Br-cGMP

Vor der Fraktionierung der Zellbestandteile mit Hilfe des ProteoExtract® Subcellular Proteome kits
wurden die PO VSMCs £8-Br-cGMP [1 mM] 24 h im serumfreien Medium kultiviert. (A) Die einzelnen
Fraktionen der PO VSMCs aus CRP4 WT und KO Mausen wurden anschlielend mittels WB analysiert
und (B) quantifiziert. Als Ladungskontrollen dienten GAPDH (Zytosol und Membran/Organellen), Lamin
A/C (Nukleus) und Vimentin (Zytoskelett) (h=4/Genotyp, *p<0,05, zweiseitiger Student t-test). Die
Ergebnisse wurden als Mittelwerte +SEM dargestellt.
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4.3.3 CRP4-Status und Aktivitat des cGMP/cGKI-Signalwegs

Als mogliche Ursache fir die in CRP4-defizienten Aorten beobachtete Reduktion der cGKI-
Expression, sowie fir die in CRP4 KO VSMCs nachgewiesene Depletion der NO-GCp;-
Expression (Abb. 4.4) wurde als nachstes die Aktivitat von cGMP/cGKI betrachtet. Hierzu
wurden die cGMP-abhéngigen Phosphorylierungslevel von VASP in CRP4 WT und KO PO
VSMCs analysiert. VASP ist ein ubiquitdr exprimiertes Substrat der cGKI (Smolenski et al.,
1998; Weinmeister et al., 2008) und wird durch die Kinase spezifisch an Ser239 phosphoryliert,
wodurch es auch als Biomarker fir die intrazellulare Aktivitat von cGMP/cGKI geeignet ist.
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Abbildung 4.6: VASP-Phosphorylierungslevel als Biomarker fir die cGKI-Aktivitat

(A) WB-Analysen von VASP und phospho-VASP (pVASPSe23) in CRP4 WT und KO PO VSMCs
+30 min 8-Br-cGMP-Stimulation [1 mM]. GAPDH diente als Ladungskontrolle. (B) Basierend auf dem
pVASPSer239/\VVASP-Verhaltnis wurde eine Quantifizierung der Proben in (A) vorgenommen. Dabei wurde
die Intensitat der Banden auf unstimulierte VSMCs normalisiert (n=6/Genotyp, **p<0,01, zweiseitiger
Student t-test). Es sind die Mittelwerte +SEM gezeigt. (C) IF-Farbungen von VASP (rot) in PO VSMCs
unter basalen Bedingungen und nach 8-Br-cGMP-Stimulation [1 mM]. Die Zellkerne wurden mittels
Hoechst (blau) geféarbt. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Langst et al., 2021).

Die WB-Analysen zeigten nach 8-Br-cGMP-Stimulation einen signifikanten Anstieg der Ser239
Phosphorylierungslevel von VASP (pVASP>¢2%) in den CRP4 KO im Vergleich zu WT VSMCs
(Abb. 4.6A, B). Dies lasst auf eine erhdhte cGMP/cGKI-Aktivitat in CRP4-defizienten VSMCs
schlieen und impliziert, dass die Aktivitdt von cGMP/cGKI CRP4-abhangig moduliert wird.

Erganzende IF-Farbungen von VSMCs deuten zudem auf eine starkere Lokalisation von
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VASP an den fokalen Adhéasionen in CRP4 KO VSMCs nach 8-Br-cGMP Stimulation hin,
wohingegen unter basalen Bedingungen keine genotypspezifischen Unterschiede im VASP-
Lokalisationsmuster erkennbar waren (Abb. 4.6C).

Da VASP Uber eine Regulation der F-Aktin-Polymerisierung (Benz et al., 2009; Gerthoffer,
2007) eine Rolle bei der Migration glatter Muskelzellen spielt, wurde im Folgenden das
Migrationsverhalten der VSMCs betrachtet. Im CRP4 KO zeigte sich nach 8-Br-cGMP-
Stimulation eine signifikant hohere Migration der PO VSMCs als bei unstimuliert belassenen
VSMCs (Anhang Abb. 7.1A). Interessanterweise hatte die 8-Br-cGMP-Stimulation dagegen
nur einen geringfugigen Effekt auf die Migration der CRP4 WT VSMCs (Anhang Abb. 7.1A).
Neben der erhdohten Migration lie? sich nach 8-Br-cGMP-Stimulation auch ein geringeres
Caldesmon mRNA-Expressionslevel im CRP4 KO feststellen (Anhang Abb. 7.1B). Caldesmon
ist ebenfalls an der vaskularen Regulation von Migrationsprozessen beteiligt und kdnnte durch
CRP4 in seiner Funktion beeinflusst sein (Yokouchi et al., 2006).

Diese Versuche unterstitzen die These, dass CRP4 auch in VSMCs ein Substrat des
NO/cGMP/cGKI-Signalwegs ist und entweder durch die Phosphorylierung an Ser104 (oder
Uber andere unbekannte Mechanismen) mit cGMP/cGKI interagiert. Durch die Depletion von
funktionalem CRP4 wird der cGMP/cGKI-Signalweg wahrscheinlich auf unterschiedlichen
Ebenen beeinflusst. Das resultiert mdglicherweise in einer lberschielfenden cGKI-Aktivitat,

die nur unzureichend durch geringere NO-GC- und cGKI-Expressionslevel ausgeglichen wird.

4.4 cGMP/CRP4-abhangige Regulation des Vasotonus und
Blutdrucks

Der NO/cGMP/cGKI-Signalweg spielt eine bedeutende Rolle bei der homdostatischen
Regulation des vaskularen Systems (Sausbier et al., 2000). Eine Erh6hung des vaskularen
cGMP fiihrt dabei zu einer Vasorelaxation und einer Senkung des Blutdrucks. Die cGKI wurde
als wichtigster Mediator der cGMP-vermittelten gefal3regulierenden Effekte identifiziert
(Minzel et al., 2003; Pfeifer et al., 1998; Schlossmann & Desch, 2011; Surks et al., 1999). Da
CRP4 in den vorangegangenen Versuchen als vaskulares Substrat der cGKI verifiziert werden
konnte, sollte im Folgenden auch die potentielle Bedeutung von CRP4 fir die Regulation des

Vasotonus und folglich auch des Blutdrucks eruiert werden.

4.4.1 CRP4 beeinflusst NO/cGMP/cGKI-modulierte [Ca?*]i-Signale in primaren
VSMCs

Die cGMP-vermittelte Vasorelaxation umfasst unter anderem auch die Suppression der durch

Agonisten induzierten zytoplasmatischen freien Ca?*-Akkumulation in VSMCs (Pfeifer et al.,
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1998; Sausbier et al., 2000; Schlossmann et al., 2000). Mit den folgenden Experimenten wurde
analysiert, ob CRP4 als Komponente des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs an der Unterdriickung
des NA-induzierten Ca?*-Transienten beteiligt ist. Hierzu wurden Fura-2 AM-basierte Ca?*-
Messungen (Feil et al., 2002) an PO VSMCs aus CRP4 WT und KO Mausen durchgefihrt. Die
Stimulation mit dem as-adrenergen Rezeptoragonisten NA, fuihrte zu einem Ca?*-Einstrom in
die Zelle, sowie zur Freisetzung von Ca?" aus dem ER, was als [Ca?*]-Transient ratiometrisch

mittels Fura-2 AM messbar ist.

A CRP4 WT B CRP4 KO
31 e
8-Br-cGMP
3 2 g 2
& 8-Br-cGMP @
S S
< <
t t
l\flA ltlA NA NA
0 T—7F T T T T 1 0 7~ J ! 1
0 2 20 22 24 26 28 30 0 220 22 24 26 28 30
Zeit [min] Zeit [min]
150 . 150
mm CRP4 WT]* mm CRP4 WT:|
£ ¥ X I CRP4KO - * I CRP4 KO
£ 100+ S 1004
X o=t
5 2
o ]
o 507 T 50
= o
14
0- 0-
8-Br-cGMP - + -+ 8-Br-cGMP - + - 4+

Abbildung 4.7: Ca?*-Messungen in PO VSMCs nach 8-Br-cGMP Stimulation

In CRP4 WT und KO PO VSMCs wurden ratiometrische Fura-2 AM Ca?*-Messungen durchgefihrt. (A,B)
Nach dem ersten [Ca?']-Peak, ausgelost durch Noradrenalin (NA), erfolgte eine 20-minitige
Auswaschphase bevor fir 5 min mit 8-Br-cGMP [1 mM] superfundiert wurde. AnschlielRend wurde durch
NA ein weiteres [Ca?*]-Signal ausgeldst. (C,D) Zur Auswertung wurde das Verhaltnis der maximalen
Peakhohe und die area under the curve (AUC) des zweiten und ersten Peaks gebildet. Die Reduktion
der entsprechenden [Ca?*]i-Parameter war nur im CRP4 WT in beiden Fallen signifikant. Auch die
prozentuale Reduktion der maximalen Peakhdéhe im CRP4 WT vs. KO erreichte dabei das
Signifikanzniveau. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte +SEM (n=3 mit 8-9 Zellen/Genotyp, *p<0,05,
***n<0,001, 2-way ANOVA, Bonferroni's (C) und Tukey (D) multiple comparisons test). Die Messungen
wurden in Zusammenarbeit mit Felicia Kleusberg im Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgefiihrt
(Kleusberg, 2019). Die Abbildung wurde modifiziert nach (L&ngst et al., 2021).

Nach einer 20-minitigen Auswaschphase wurde zunachst mit 8-Br-cGMP prainkubiert, bevor
durch erneute NA-Stimulation der zweite [Ca?')-Transient ausgelést wurde. In beiden
Genotypen wurden im Vergleich zum ersten Peak signifikant niedrigere [Ca%"]-Transienten
gemessen (Abb. 4.7A-C). Allerdings fiel die Reduktion der Peakhthe in den CRP4 WT Zellen
signifikant groRer aus als in den CRP4 KO VSMCs (Abb. 4.7A-C). Auch bei der Auswertung
der AUC konnte eine deutliche Reduktion der NA-induzierten [Ca?*]i-Signale nach 8-Br-cGMP-
Stimulation festgestellt werden, die allerdings nur im CRP4 WT signifikant war (Abb. 4.7D).
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Hierbei waren genotypspezifische Unterschiede erkennbar, die jedoch nicht das statistische
Signifikanzniveau erreichten (Abb. 4.7D). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass CRP4,
vermutlich cGKl-vermittelt, an der Reduktion des NA-induzierten [Ca?']-Peaks durch 8-Br-
cGMP beteiligt ist (Feil et al., 2002; Kai et al., 1987).

Nachfolgend wurde untersucht, ob der CRP4-abhéangige Effekt auf die NA-induzierten [Ca?*]-
Transienten auch durch endogen produziertes cGMP vermittelt wird. Dazu wurden die VSMCs
zunachst mit dem NO-Donator DEA/NO stimuliert. DEA-NO setzt NO mit einer Halbwertszeit
von 2 min schnell frei und stimuliert die intrazellulare NO-GC zur cGMP-Generierung. Analog
zu den vorherigen Experimenten (Abb. 4.7) wurden die [Ca?']-Transienten nach einer
DEA/NO-Préa-Inkubation und erneuten NA-Stimulation untersucht und die Werte jeweils auf die
Level des priméren Peaks bezogen (Abb. 4.8).
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Abbildung 4.8: Ca?*-Messungen in PO VSMCs nach DEA/NO-Stimulation

In CRP4 WT und KO PO VSMCs wurden ratiometrische Fura-2 AM Ca2*-Messungen durchgefiihrt. (A,B)
Nach dem ersten [Ca?']i-Peak, ausgeldst durch NA, erfolgte eine 20-minitige Auswaschphase bevor fir
5 min der NO-Donator DEA/NO [10 pM] superfundiert wurde. Anschlieend erfolgte der zweite NA-
induzierte [Ca?*]i-Peak. (C,D) Die Peakhdhe war in beiden Genotypen DEA/NO-sensitiv, jedoch war der
Effekt auf deren prozentuale Reduktion signifikant ausgeprégter im CRP4 WT vs. KO VSMCs. Bei der
Auswertung wurden die Peakhdhe und die AUC des zweiten Peaks, jeweils auf die des ersten Peaks
normiert. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte +SEM (n=5-6 (9-11 Zellen)/Genotyp, *p<0,05, ***p<0,001,
2-way ANOVA, Bonferroni's multiple comparisons test). Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit
Felicia Kleusberg durchgefiihrt (Kleusberg, 2019) und die Abbildung wurde nach (L&ngst et al., 2021)
modifiziert.

Auch bei diesen Experimenten zeigte sich eine signifikante Reduktion der Peakhthe nach
DEA/NO-Inkubation in beiden Genotypen (Abb. 4.8A-C). In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen nach 8-Br-cGMP-Stimulation fihrte auch die DEA/NO-Behandlung zu einer
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signifikant héheren Reduktion der [Ca%']-Transienten in Gegenwart von CRP4 im Vergleich zu
CRP4-defizienten VSMCs (Abb. 4.8A-C). Dies bestatigt, dass auch die von endogenem cGMP
hervorgerufenen Effekte auf die NA-induzierten [Ca?*]i-Signale CRP4-abhéangig sind. Dartiber
hinaus wurde infolge der DEA/NO-Applikation in beiden Genotypen eine Reduktion der AUC
beobachtet. Dieser Effekt war allerdings nur im CRP4 WT statistisch signifikant (Abb. 4.8D).
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Abbildung 4.9: Ca?*-Messungen in PO VSMCs nach Cinaciguat-Stimulation

In CRP4 WT und KO PO VSMCs wurden ratiometrische Fura-2 AM Ca?*-Messungen durchgefihrt. (A,B)
Nach dem ersten [Ca?']i-Peak, ausgeldst durch NA, erfolgte eine 20-miniitige Auswaschphase bevor fiir
5 min der NO-GC-Aktivator Cinaciguat [25 nM] superfundiert wurde. Anschliel3end wurde erneut ein
NA-induziertes [Ca?*]-Signal ausgeldst. (C,D) Die Peakhohe war hierbei unabhéngig vom Genotyp
Cinaciguat-sensitiv. wohingegen keine Effekte der entsprechenden Pra-Inkubation auf die AUC
erkennbar waren. Bei der Auswertung wurden die Peakhdhe und die AUC des zweiten Peaks jeweils
auf die des ersten Peaks normiert. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte +SEM (n=3 (5-7 Zellen)/Genotyp,
*p<0,05, 2-way ANOVA, Holm-Sidak's multiple comparisons test). Die Messungen wurden in
Zusammenarbeit mit Felicia Kleusberg im Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgefihrt (Kleusberg, 2019).
Die Abbildung wurde modifiziert nach (Langst et al., 2021).

Kontrare Ergebnisse lieferten die Experimente zur Untersuchung der NO-GC-Aktivierung
mittels Cinaciguat. Hierbei handelt es sich um einen NO-GC-Aktivator, der auch die (eigentlich)
dysfunktionale, Ham-freie NO-GC zur cGMP-Bildung anregt (Chester et al., 2009). Cinaciguat
fuhrte ebenfalls zu einer Reduktion der Peakhohe des NA-vermittelten [Ca?*]-Transienten,
allerdings war dieser Effekt unabhdngig vom Genotyp der VSMCs (Abb. 4.9A-C). Die
Quantifizierung der AUC ergab eine leichte Cinaciguat-vermittelte Reduktion der [Ca?')i-
Signale, die in CRP4 WT und KO VSMCs statistisch nicht signifikant unterschiedlich ausfiel
(Abb. 4.9D). Diese Versuche implizieren, dass Cinaciguat CRP4-unabhangige Effekte auf die

NA-induzierten [Ca*']-Transienten hat. Denkbar ist auch, dass die Cinaciguat-vermittelten
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Effekte auf die Ham-freie NO-GC/cGMP-Generierung vom CRP4-Status der VSMCs abhéangig

sind, was in den nachfolgenden Experimenten (siehe 4.4.2) naher untersucht wurde.

4.4.2 CRP4 moduliert die cGMP-Generierung in VSMCs

Um zu ermitteln, ob die cGMP-Bildung bzw. der -Abbau in VSMCs durch CRP4 reguliert
werden, wurden diese zunachst unter basalen Bedingungen mittels eines kompetitiven ELISA-
Assays (siehe 3.3.5) analysiert. Fur die Durchfiihrung des Assays wurden aufgrund der
bendtigten groRen Zellzahl (2x 10° Zellen/Kondition) passagierte P10 - 15 VSMCs aus CRP4
WT und KO Mausen verwendet. Unter basalen Bedingungen zeigte sich kein
genotypspezifischer Unterschied im cGMP-Gehalt der VSMCs (Abb. 4.10A). Nach Cinaciguat-
bzw. Riociguat-vermittelter Aktivierung bzw. Stimulation der NO-GC war der cGMP-Gehalt der
CRP4 KO Proben im Vergleich zum CRP4 WT signifikant erhdht (Abb. 4.10B, C). Da das im
ELISA-Assay gemessene cGMP unter anderem durch cGMP-abbauende PDEs begrenzt wird
(Rybalkin et al., 2002; Rybalkin et al., 2003; Zhang L et al., 2019), kdnnten die deutlich hbheren
cGMP-Konzentrationen darauf hindeuten, dass die Aktivitat der cGMP-degradierenden PDEs
bei CRP4-Ablation veréndert ist. Entsprechend fuhrte die Hemmung der PDEs mit dem pan-
Inhibitor IBMX zu einer Nivellierung der Unterschiede in der cGMP-Freisetzung zwischen
CRP4 WT und KO VSMCs (Abb. 4.10B, C). Demnach fiihrt die Stimulation des NO-GC/cGMP-
Signalwegs CRP4-abhéngig zu einer IBMX-sensitiven Reduktion der cGMP-degradierenden
PDE-Aktivitat. Zur Verifizierung und weiteren Analyse dieser Hypothese wurde die Expression
des PDE Isoenzyms 5 (PDE5) in Aorten und isolierten PO VSMCs in Abhangigkeit von CRP4
betrachtet. Es ist bereits bekannt, dass die PDE5 zu den wichtigsten cGMP-hydrolysierenden
Enzymen in VSMCs gehdren, deren Aktivitat durch hohere cGMP-Level gesteigert werden
kann (Rybalkin et al., 2002; Yan et al., 2003). In Aortenlysaten war mit PDE5-spezifischen AKs
kein Expressionsunterschied zwischen CRP4 WT und KO Mausen darstellbar (Abb. 4.10D,
E). Nach Stimulation der PO VSMCs mit dem cGMP-Analogon 8-Br-cGMP konnte allerdings
eine signifikant reduzierte PDE5-Expression in den CRP4-defizienten VSMCs detektiert
werden (Abb. 4.10D, F). Dabei wurden die Expressionslevel der stimulierten Proteinlysate auf
basale, unstimulierte Proteinlysate normiert.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass CRP4 keinen Einfluss auf die basale cGMP-
Bildung und -Degradierung hat. Bei Aktivierung des NO/cGMP-Signalwegs zeigten sich IBMX-
sensitive Unterschiede im cGMP-Gehalt der CRP4 WT vs. KO VSMCs. Ursachlich hierfur
konnten die basal, sowie nach 8-Br-cGMP-Stimulation beobachteten PDE5-Expressionslevel
sein. Generell scheint die Deletion von CRP4 zu einer verminderten cGMP-Degradation durch

glattmuskulare PDEs zu fuhren.
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Abbildung 4.10: CRP4-abhéngige cGMP-Generierung in VSMCs nach NO-GC-Aktivierung

(A) Basale cGMP-Konzentrationsmessungen wurden mit Hilfe eines kompetitiven ELISA-Assays in
P10 - 15 CRP4 WT und KO VSMCs durchgefuhrt und wiesen keine genotypspezifischen Unterschiede
auf. (B, C) Nach Inkubation der Zellen mit dem NO-GC-Aktivator Cinaciguat [25 nM] bzw. dem NO-GC-
Stimulator Riociguat [10 pM] nahm der cGMP-Gehalt zu, wobei der Anstieg in CRP4-defizienten VSMCs
signifikant hoher ausfiel. Diese Experimente wurden in An- oder Abwesenheit des unspezifischen
Phosphodiesterase (PDE)-Inhibitors 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) [200 pM] durchgefuhrt. Die
IBMX-Behandlung resultierte in einer Nivellierung der genotypspezifischen Unterschiede nach NO-GC-
Aktivierung bzw. -Stimulation (n=3-4/Genotyp, *p<0,05, ***p<0,001, zweiseitiger Student t-test). (D, E)
WB-Analysen der PDE5 wurden in ganzen Aortenlysaten und in (D, F) Zell-Lysaten von PO VSMCs in
Abhangigkeit einer 30-minttigen 8-Br-cGMP [1 mM]-Stimulation durchgefuhrt. Die geringeren PDE5-
Expressionslevel in CRP4 KO VSMCs nach 8-Br-cGMP-Stimulation weisen auf eine geringere Aktivitat
der PDES5 bei Abwesenheit von CRP4 hin (n (Aorten)=4/Genotyp, n (VSMCs)=6-7/Genotyp, *p<0,05,
zweiseitiger Student t-test). Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte +SEM dargestellt. Die Abbildung
wurde modifiziert nach (Langst et al., 2021).

443 Die cGMP-abhéangige Relaxation von Aorten wird durch CRP4 reguliert

Die Messungen der [Ca?*]-Transienten in primaren VSMCs (Abb. 4.7, 4.8, 4.9) weisen darauf
hin, dass CRP4 an der Suppression der Agonist-induzierten [Ca?']-Signale durch den
NO/cGMP/cGKI-Signalweg beteiligt ist. Dies fuhrt zu der Annahme, dass CRP4 auch den
Vasotonus in Aorten in Abh&ngigkeit des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs beeinflussen kdnnte.
Um dies zu untersuchen, wurden in Kooperation mit der AG Prof. Dr. Tanja Zeller,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Kontraktions- und Relaxationsexperimente anhand
von CRP4 WT und KO Aortenringen im Organbad durchgefiihrt. Zun&achst konnte mit Hilfe von
Prostaglandin F,, (PGF»,) eine maximale Kontraktion der Aortenringe erreicht werden. Diese
maximale Kontraktion, berechnet als delta (A) aus der Differenz der basalen und maximalen

Kontraktionswerte, war in CRP4 KO Aortenringen signifikant niedriger als in CRP4 WT Aorten
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(Abb. 4.11A). In Aortenringen von CRP4 KO Mausen konnte eine signifikant hdhere

prozentuale Relaxation, bezogen auf die maximale Kontraktion, detektiert werden (Abb. 4.11B-

D). Dieser genotypspezifische Unterschied war nach der Stimulation mit Carbachol (Abb.

4.11D) am starksten, wahrend nach Zugabe des NO-GC-Aktivators Cinaciguat oder des NO-

Donators Glyceroltrinitrat (GTN) nur geringe CRP4-abhéngige Relaxationskomponenten zu

sehen waren, die auch nur bei héheren Cinaciguat- und GTN-Konzentrationen signifikant

wurden (Abb. 4.11B, C).
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Abbildung 4.11: CRP4-abhéngige Kontraktion und
Relaxationsvorgéange in Aortenringen.

Die Kontraktions- und Relaxationsexperimente wurden
mit Aortenringen aus CRP4 WT und KO M&ausen in einem
Organbad durchgefuhrt. (A) Dabei fiel die maximale
Prostaglandin Fz.-induzierte Kontraktion der CRP4 WT
Aortenringe signifikant hoher aus als die der KO
Aortenringe (n=8-12/Genotyp, *p<0,05, zweiseitiger
Student t-test). (B-D) AnschlieRend wurde die Dosis-
abhangige Relaxation der Aortenringe nach einer Pra-
Kontraktion mit PGFzq durch (B) Cinaciguat [0,1 nM -
1 uM], (C) Glyceroltrinitrat (GTN) [1 nM - 10 mM] und (D)
Carbachol [1 nM - 10 mM] untersucht. Die Relaxation
wurde hierbei prozentual zur maximalen Kontraktion der
jeweiligen Aortenringe berechnet. Insgesamt konnte in
CRP4-defizienten Aortenringen ein héheres Relaxations-
vermdogen festgestellt werden, das durch die Stimulation
mit Carbachol am deutlichsten ausfiel. Alle Ergebnisse
sind als Mittelwerte  +SEM  dargestellt  (n
(Cinaciguat)=4/Genotyp, n (GTN)=5-6/Genotyp, n
(Carbachol)=6-9/Genotyp, *p<0,05, **p<0,01, 2-way
ANOVA mit Messwiederholung, uncorrected Fisher’s
LSD multiple comparisons test). Die Experimente wurden
am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf von Dr.
Olga Schweigert (Arbeitsgruppe Prof. Tanja Zeller)
durchgefiihrt. Die Abbildung wurde nach (Langst et al.,
2021) modifiziert.

Diese in vitro Ergebnisse weisen darauf hin, dass die NO/cGMP/cGKI-induzierte

Vasorelaxation von CRP4, mdglicherweise im Sinne eines negativen Feedbacks, moduliert

wird, was letztlich eine UberschieRende vasorelaxierende Reaktion verhindert. Auf den ersten
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Blick scheinen diese Ergebnisse mit den Daten aus den Ca?*-Messungen im Konflikt zu
stehen. Aufgrund der verstarkten Unterdriickung der vasokonstriktiven [Ca?']-Signale durch
cGMP/CRP4 ware eigentlich ein hdheres Relaxationsvermdgen der WT Aorten zu erwarten
gewesen. Allerdings bestimmen neben Ca?*-abhangigen auch Ca?*-unabhangige
Mechanismen die VSMC Relaxation und Kontraktion. Hierbei spielen die Ca?*-Sensitivitat

(kontraktiler) VSMC Proteine, sowie den Muskeltonus bestimmende Signalkaskaden eine

Rolle.
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Abbildung 4.12: MYPT1- und MLC2-Expression und -Phosphorylierungslevel in PO VSMCs

WB-Analysen anhand von Zell-Lysaten aus CRP4 WT und KO PO VSMCs unter basalen Bedingungen.
(A, B) Die relative Proteinexpression von myosin phosphatase target subunit 1 (MYPT1) und myosin
regulatory light chain (MLC) 2 in CRP4 WT und CRP4-defizienten PO VSMCs wiesen eine signifikant
héhere MYPT1-Expression in CRP4 KO VSMCs auf, wéahrend die MLC2-Expressionslevel unverandert
waren (n=9-10/Genotyp fir MYPT1, n=6/Genotyp fur MLC2, **p<0,01, zweiseitiger Student t-test). (A,
C) Bei der Quantifizierung der relativen Proteinlevel des phosphorylierten MYPT1 (pMYPT1769%) und
des phosphorylierten MLC2 (pMLC2%¢19) im Verhaltnis zum jeweiligen Gesamtprotein zeigten sich
signifikant niedrigere Phosphorylierungslevel von pMYPT1T6% ynd pMLC25¢9 hei CRP4-Depletion
(n=4/Genotyp fur pMYPTT% ynd n=6/Genotyp fir pMLC25¢19, *p<0,05, zweiseitiger Student t-test).
GAPDH diente als Ladungskontrolle, worauf alle Proteinkonzentrationen normalisiert wurden. Alle
Daten sind als Mittelwerte +SEM angegeben. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Langst et al., 2021).

Konkret sind dabei die Expressionslevel, als auch der Phosphorylierungsstatus der
regulatorischen Einheit der MLCP (MYPT1), sowie dem MLCP-Substrat MLC2 bedeutsam.
Durch die Phosphorylierung der MLC2 an Serl9 (pMLC2%¢%) kommt es zu einer Ca?*-
unabhangigen Kontraktion der VSMCs (Chacko et al., 1977; SOMLYO & SOMLYO, 2003).
Eine cGMP-vermittelte Phosphorylierung der MYPT1 an Ser695 (pMYPT15°%%) hingegen fuhrt
zu einer Aktivierung der MLCP (Khatri et al., 2001; Wooldridge et al., 2004) und verhindert
zudem die inhibierende Phosphorylierung der MLCP an Thr696 (pMYPT1™"%%), Die daraus
resultierende, gesteigerte Aktivitat der MLCP fihrt anschlieRend zu einer Dephosphorylierung
der MLC2 und einer nachfolgenden Relaxation der VSMCs (Nakamura et al., 2007). In
Ubereinstimmung mit dem geringeren Kontraktionsvermdgen der CRP4 KO Aorten zeigte eine
Analyse der MYPT1-Proteinexpression signifikant hohere MYPT1-Level in CRP4-defizienten
VSMCs (Abb. 4.12A, B). Das basale MLC2-Proteinexpressionsniveau war in PO VSMCs
dagegen nicht unterschiedlich zwischen den Genotypen (Abb. 4.12A, B). Die CRP4-Defizienz
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war auRerdem mit einer signifikant geringeren Thr696-Phosphorylierung der MYPT1 assoziiert
(Abb. 4.12A, C), was auf eine Desinhibition der MYPT1 im CRP4 KO hinweist. Infolgedessen
war in den CRP4 KO VSMCs auch ein geringeres pMLC25¢9- evel detektierbar (Abb. 4.12A,
C). Zusammenfassend lassen sich durch die geringeren pMLC25¢™°- und pMYPT17"6%.| evel
und die hdhere MYPT1-Proteinexpression, die verminderte maximale Kontraktion der
Aortenringe, sowie die cGMP-vermittelte erhohte Relaxation in CRP4 KO Mausen erklaren.
Dabei scheinen die Effekte von CRP4 auf die Ca?*-Sensitivitét biologisch relevanter zu sein
als die CRP4-abhangige Regulation der [Ca?*]..

4.44 Die Rolle von CRP4 fur die Blutdruckregulation durch NO/cGMP/cGKI

Die in vitro ermittelten Kontraktions- und Relaxationsunterschiede zwischen CRP4 WT und
KO Aorten weisen darauf hin, dass CRP4 auch an der cGMP-abh&ngigen Blutdruckregulation
beteiligt sein konnte. Um dies zu untersuchen, wurden in vivo telemetrische
Blutdruckmessungen in CRP4 WT und KO Mausen durchgefihrt (Lukowski et al., 2010;
Straubinger et al., 2017). Zunachst wurden hierzu der basale Blutdruck bestimmt, um die
bereits publizierten Befunde einer milden Hypotonie in CRP4 KO Mausen zu bestéatigen (Abb.
4.13A) (Straubinger et al.,, 2017). Diese Befunde sind koharent mit dem geringeren
Kontraktionsvermdgen der CRP4-defizienten Aortenringe im Vergleich zu den WT
Aortenringen. Des Weiteren wurden Modulatoren des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs eingesetzt,
um deren CRP4-abhangigen Effekt auf den Blutdruck zu eruieren. Vorab wurden
Kontrollmessungen nach Aqua ad inject Injektionen durchgefiihrt. Dabei konnten keine
Unterschiede in den systolischen Blutdruckwerten (SBD) zwischen CRP4 WT und KO Mausen
detektiert werden (Anhang Abb. 7.2). Erwartungsgemal resultierte aus der i.p.-Applikation des
NO-GC-Aktivators Cinaciguat ein anhaltend signifikant niedrigerer SBD. Der
blutdrucksenkende Effekte von Cinaciguat setzte mit einer Verzégerung von ca. 15 min ein
und war dabei in den CRP4-defizienten Mausen ausgepragter als in den CRP4 WT Mausen
(Abb. 4.13B). Im Vergleich dazu folgte auf die SNP- und Carbacholinjektion eine deutlich
schnellere und drastischere Blutdrucksenkung. Auch die SNP- und Carbachol-induzierte
Blutdrucksenkung war in den CRP4 KO Mausen signifikant ausgepragter (Abb. 4.13C, D). Die
Auswertung der MAP und diastolischen Blutdruckwerte zeigten &@hnliche Verlaufe wie die
dargestellten SBD, wiesen allerdings weniger signifikante genotypspezifische Unterschiede
auf (Daten nicht gezeigt). In Ubereinstimmung mit den Relaxationsexperimenten in
Aortenringen (Abb. 4.11) lassen die erhobenen Daten darauf schlieRen, dass CRP4 eine
modulierende Rolle bei der cGMP-abhangigen Blutdruckregulation einnimmt und eine Deletion
von CRP4 letztlich den NO-GC/cGMP-Signalweg enthemmt. Im Gegensatz hierzu konnten

nach der Applikation des NO-Synthase-Inhibitors L-Name keine Unterschiede im Anstieg des
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Blutdrucks zwischen CRP4 WT und KO beobachtet werden (Abb. 4.13E). Es ist deshalb

anzunehmen, dass die blutdruckregulierende Rolle von CRP4 nur bei intakter endogener NO-

Bioverfugbarkeit zum Tragen kommt.

Zusammenfassend scheint CRP4 an der Feinregulierung des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs
beteiligt zu sein. Dabei vermindert das cGKI-Substrat CRP4 moglichweise UberschieRende
Reaktionen des Signalwegs und fungiert somit im vaskularen System im Sinne einer negativen

Ruckkopplung als Modulator der Blutdruck-Homoostase.
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Abbildung 4.13: Blutdruckmessungen in CRP4 WT und KO Mausen nach Applikation cGMP-
stimulierender Substanzen

(A) Basale telemetrische Blutdruckmessungen in CRP4 WT und KO Mausen in vivo bestatigten die von
Straubinger et al. 2017 publizierte Hypotonie in CRP4 KO Mausen. Es sind die Mittelwerte der
systolischen Blutdruckwerte (SBD) +SEM dargestellt (n=8/Genotyp, *p<0,05, zweiseitiger Student t-
test). Die Auswertung der MAP und diastolischen Blutdruckwerte zeigten ahnliche Verlaufe wie die SBD,
wiesen allerdings weniger signifikante genotypspezifische Unterschiede auf (Daten nicht gezeigt). (B-
D). Die systolische Blutdrucksenkung durch (B) Cinaciguat [100 pug/kg Koérpergewicht (KG), i.p.], (C)
Sodiumnitroprussid (SNP) [2,5 mg/kg KG, i.p.] oder (D) Carbachol [0,5 mg/kg KG, i.p.] wurde fiir 60 min
nach der i.p.-Injektion in CRP4 WT und KO Mé&ausen erfasst. Alle verwendeten cGMP-Modulatoren
induzierten eine mindestens transiente Blutdrucksenkung, die (teilweise) signifikant deutlicher im CRP4
KO vs. WT ausfiel. Verwendete Tierzahlen: n (Cinaciguat)=8/Genotyp, n (SNP)=7-8/Genotyp, n
(Carbachol)=5/Genotyp. Statistische Auswertung: *p<0,05, 2-way ANOVA mit Messwiederholung,
uncorrected Fisher's LSD multiple comparisons test. (E) Die Substanz L-NAME [100 mg/kg KG, i.p.]
wurde verabreicht, um zu untersuchen, inwiefern aus der Inhibition der endogenen NO-Synthasen
CRP4-abhéangige Blutdruckeffekte resultieren. Wahrend den 60-minttigen Blutdruckmessungen war in
beiden Genotypen ein deutlicher Anstieg des SBD detektierbar. Der Anstieg verlief dabei unabhangig
vom CRP4-Status der Versuchstiere (n=5-6/Genotyp). Alle Daten sind als Mittelwerte +SEM dargestellt.
Die Blutdruckmessungen wurden gemeinsam mit Dr. Julia Adler (Experimentelle Pharmakologie,
Universitat Tubingen) durchgefihrt und die Abbildung nach (Langst et al., 2021) modifiziert.
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4.45 Identifikation cGMP-abhéngiger CRP4-Interaktionspartner in VSMCs

Um weitere Hinweise zur Bedeutung von CRP4 als Substrat der cGKI in VSMCs zu erlangen,
wurde das CRP4-Interaktom (nach 8-Br-cGMP-Stimulation) in VSMCs charakterisiert.
Ausgehend von anti-CRP4-AK-basierten Co-IPs aus synthetischen VSMCs, die fiir 24 h mit 8-
Br-cGMP [1 mM] stimuliert wurden, wurden signifikant angereicherte (direkte oder indirekte)
Interaktionspartner mittels LC-MS/MS (siehe 3.5.2) identifiziert (Abb. 4.14A, Anhang Tab. 7.1).
Neben Zyxin (Zyx), das eine Rolle bei der glattmuskuléaren Zelladhasion und phanotypischen
Modulation von VSMCs spielt (Ghosh et al., 2015), konnte auch das pro-inflammatorische
Substrat vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) (Braun et al., 1999) als cGMP-
abhéngiger CRP4-Interaktionspartner detektiert werden (Abb. 4.14A). Zudem wurde eine
cGMP-abhéngige Interaktion von CRP4 mit dem Cingulin-&hnlichen Protein 1 (Cgnll), das als
Adapterprotein der GTP-GEF die Aktivitat der kleinen GTPasen RhoA und Racl beeinflusst,
beobachtet (Guillemot et al., 2014) (Abb. 4.14A). Von besonderem Interesse war auf3erdem
die Protein-Protein-Interaktion von CRP4 mit Cofilin, welches bei der Aktin-Polymerisierung
und somit auch bei der VSMC-Migration von grof3er Bedeutung ist (Torres et al., 2011; Yang
et al., 1998). Die Aktivitat von Cofilin wird tber die Phosphorylierung des Proteins an Ser3 dual
durch die LIMK und die protein phosphatase slingshot homolog 1 (SSH1L) reguliert (Martin et
al., 2008). Zur naheren Analyse der Funktion von Cofilin in Abhangigkeit von CRP4 wurden
zunachst IF-Farbungen in PO VSMCs von CRP4 WT und KO Mausen angefertigt. Diese
zeigten eine hohe zytoplasmatische und nukledre Lokalisation von Cofilin unter basalen
Bedingungen (Abb. 4.14B). Durch die Stimulation der VSMCs mit 8-Br-cGMP [1 mM] konnte
in den CRP4 WT Zellen eine Translokation des Cofilins vom Zellkern ins Zytoplasma
beobachtet werden, wahrend die CRP4-defizienten Zellen auch unter diesen Bedingungen
eine hohe nukleare Cofilin-Expression aufwiesen (Abb. 4.14B). Welche Relevanz eine
Translokation von Cofilin hat und ob diese mit dem Phosphorylierungsstatus und somit der
Aktivitat von  Cofilin  zusammenhangt, wird aktuell noch kontrovers diskutiert
(Andrianantoandro et al., 2006; Nebl et al., 1996). Interessanterweise war das Ausmal’ der
Cofilin-Phosphorylierung an Ser3 (pCofilin®®) nach 8-Br-cGMP-Stimulation in Zell-Lysaten
aus CRP4 WT PO VSMCs im Vergleich zu den entsprechenden KO Proben signifikant
reduziert (Abb. 4.14C, E). Des Weiteren resultierte die 8-Br-cGMP-Stimulation in den CPR4-
defizienten VSMCs im Vergleich zum CRP4 WT in signifikant geringeren Cofilin-
Proteinexpressionsleveln (Abb. 4.14C, D).
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Abbildung 4.14: Co-IP von CRP4 nach 8-Br-cGMP-Stimulation und Interaktion mit Cofilin

(A) Zur Identifizierung cGMP-abhéngiger CRP4-Interaktionspartner wurden Co-Immunpréazipitationen
(Co-IP) in synthetischen CRP4 WT und KO P10 - 15 VSMCs durchgefuihrt. Hierzu wurden die Zellen
vor der Co-IP fur 24 h mit oder ohne 8-Br-cGMP [1 mM] in serum-freiem Medium inkubiert. Die CRP4-
AK-Préazipitate wurden im Anschluss an die Co-IP via LC-MS/MS-Messungen im Proteom-
Forschungszentrum fur Augenheilkunde des Universitatsklinikums Tubingen (Arbeitsgruppe von Dr.
Karsten Boldt) analysiert (n=5/Genotyp und Kondition, zweiseitiger Student t-test, Signifikanz A-test).
(B) IF-Farbungen von Cofilin (rot), das in der Co-IP als CRP4-Interaktionspartner identifiziert werden
konnte, implizierten in CRP4 WT VSMCs eine durch 8-Br-cGMP-Stimulation [1 mM]-induzierte
Translokation vom Zellkern ins Zytoplasma. Die Zellkerne wurden mittels Hoechst (blau) angefarbt. (C-
E) WB-Analyse des Cofilin-Gesamtproteins, sowie der Ser3-Phosphorylierung von Cofilin (pCofilinSers).
In CRP4-defizienten VSMCs war nach 30-minttiger Stimulation mit 8-Br-cGMP [1 mM] eine niedrigere
Cofilin-Gesamtproteinexpression bei hoheren pCofilinse3-Leveln erkennbar (n=5/Genotyp und
Kondition, *p<0,05, **p<0,01, (D) 2-way ANOVA mit Tukey multiple comparisons test, (E) zweiseitiger
Student t-test). Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte +SEM dargestellt.

Die Interaktion mit CRP4, sowie die Unterschiede im Phosphorylierungsstatus und der
Expression von Cofilin kénnten, zusammen mit den Effekten von CRP4 auf den NO-
GC/cGMP-Signalweg, letztlich ursachlich fir das aberrante (durch 8-Br-cGMP stimulierbare)
Migrationsverhalten der CRP4-defizienten VSMCs sein (Anhang Abb. 7.1A).
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4.5 Die Rolle von CRP4 bei vaskulo-proliferativen Erkrankungen

Neben den physiologischen Funktionen von CRP4 in GeféalRen wurden im Rahmen dieser
Arbeit auch mdgliche pathophysiologische Aspekte von CRP4 bei vaskulo-proliferativen
GefalRerkrankungen adressiert. Ein Teil der entsprechenden Daten (4.16 - 4.21, 4.23 - 4.27)
wurde kurzlich veroéffentlicht (L&ngst et al., 2022).

451 In vivo Atherosklerose-Modell

Zur Induktion der atherosklerotischen Plaquebildung wurden CRP4 WT und KO Mé&use auf
einem ApoE KO Hintergrund generiert und fir 8 - 16 Wochen mit einer WD oder CD gefittert
(siehe 3.6.2). Unabhangig von ihrem CRP4-Status zeigten alle Mause unter WD eine
erwartungsgemals signifikant hdhere Gewichtszunahme im Vergleich zu den CD Tieren (Abb.
4.15A). Dahingegen zeigte die Analyse der Triglyzeride und Glukose im Blut keine diat- oder
genotypspezifischen Differenzen auf (Abb. 4.15C, D). Lediglich die Cholesterol-Level waren
unter der WD signifikant erhdht (Abb. 4.15B). Die erhdhten Cholesterolwerte konnten auch bei
der Analyse der Plasmablutfette infolge terminaler Vollblutentnahmen nach 16 Wochen
Futterung unter WD bestatigt werden (Anhang Tab. 7.2). Neben den Cholesterol-Leveln
nahmen auch die Lebergewichte der WD-gefltterten Tiere signifikant, aber CRP4-
unabhangig, zu (Anhang Tab. 7.2). Alle weiteren untersuchten metabolischen Parameter
(Leber- und Nierenwerte) zeigten keine Genotyp-abhéangigen Unterschiede (Anhang Tab. 7.2).
Zusammenfassend deuten die erhobenen Daten darauf hin, dass CRP4 keine bedeutende
Rolle fur die Regulation metabolischer Parameter im ApoE-defizienten Atherosklerose-Modell
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Abbildung 4.15: Gewichtskurve und Lipidanalyse in CRP4 WT/ApoE KO und dKO Méausen

Durch die WD-Futterung der ApoE KO Méause konnte unabhéngig vom Genotyp ein Anstieg des (A)
Gewichts und der (B) Gesamtcholesterolkonzentration im Vergleich zur CD beobachtet werden. (A)
Wahrend der Futterung der Spezialdiaten (CD oder WD) wurden die ApoE KO CRP4 WT und KO Mause
2-mal wochentlich zur Erstellung einer Gewichtskurve gewogen (n (CD)=12-13/Genotyp, n (WD)=15-
21/Genotyp, ***p<0,001, 2-way ANOVA mit Messwiederholung). (B-D) Die Analyse der Cholesterol-,
Triglyzerid- und Glukosewerte im Vollblut wahrend der 16-wéchigen Fitterungsphase fand alle 4
Wochen via Punktion der Schwanzvene statt (n (CD)=3-4/Genotyp, n (WD)=6-10/Genotyp, ***p<0,001,
zweiseitiger Student t-test). Alle Werte wurden als Mittelwerte £SEM angegeben.
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Nachfolgend wurde das CRP4 Expressionsmuster wahrend der atherosklerotischen
Pathogenese in den Aorten betrachtet. WB-Analysen ganzer Aortenlysate aus CRP4
WT/ApoE KO und doppelmutanten CRP4 KO/ApoE KO (dKO) Mausen, die fir 16 Wochen mit
WD oder CD geflttert wurden, implizierten in diesem Zusammenhang, dass das CRP4-
Proteinexpressionslevel von der Diatzusammensetzung unabhangig ist (Abb. 4.16A, B). In
Ubereinstimmung mit vorangegangenen Versuchen (Abb. 4.1B) war in den Aorten der dKO
Méause keine CRP4-spezifische WB-Bande detektierbar (Abb. 4.16A, B). Des Weiteren zeigten
IF-Farbungen von Aortenschnitten des Aortenbogens eine deutlich mediale Lokalisation von
CRP4 unter CD-Futterung. In den atherosklerotischen Aorten konnte CRP4 ebenfalls in der
Tunica media, aber auch im Inneren der Plaques, besonders im Bereich der fibrosen Kappe,
von CRP4 WT/ApoE KO Mausen nachgewiesen werden (Abb. 4.16C), wohingegen in dKO
Plagues keine CRP4-Farbung detektiert werden konnte (Abb. 4.16C). Diese Ergebnisse
unterstitzen die Hypothese, dass CRP4 an der Formation, Entwicklung und/oder Stabilisation
atherosklerotischer Plaques im in vivo Atherosklerose-Modell beteiligt sein konnte.
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Abbildung 4.16: CRP4-Expression in ApoE KO Méausen nach 16 Wochen CD oder WD

Nach 16 Wochen WD- oder CD-Futterung wurde die Expression von CRP4 in ApoE-defizienten CRP4
WT und KO Aorten untersucht. (A, B) Mittels WB-Analysen wurden die CRP4-Expressionslevel in
Abhéngigkeit von der Diat quantifiziert. Hierbei zeigten sich keine Unterschiede zwischen der CD- und
WD-Futterung. Erwartungsgemal war CRP4 in den Proteinlysaten doppelmutanter CRP4/ApoE KO
Méuse (dKO) nicht nachweisbar. GAPDH diente als Ladungskontrolle (n=3-4/Genotyp). (C) Anhand von
IF-Farbungen wurde die Expression von CRP4 (rot) in Aortenschnitten des Aortenbogens
nachgewiesen. CRP4 wurde sowohl in der Media, als auch innerhalb der Plagues, vor allem im Bereich
der fibrosen Kappe (weil3e Pfeilspitzen), exprimiert. Hoechst (blau) diente zur Visualisierung der
Zellkerne. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Langst et al., 2022).
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4.5.2 Gesteigerte atherosklerotische Plaguebildung in CRP4 WT Mausen
nach 16 Wochen WD

Um die Beteiligung von CRP4 fiir die Atherogenese zu quantifizieren, wurden en face Olrot O-
Farbungen der CRP4 WT/ApoE KO und dKO Lasionen angefertigt (Abb. 4.17A). Hierbei zeigte
sich unter WD eine signifikant hdhere Anzahl an atherosklerotischen Plaques (Abb. 4.17B),
sowie eine signifikant groRere Lasionsflache (Abb. 4.17C) in CRP4 WT Aorten im Vergleich
zu CRP4 KO Aorten. Dieser pro-atherogene Effekt von CRP4 war vor allem im Bereich des
Aortenbogens und im abdominellen Teil auf Hohe der Nierenabgange der Aorta prominent.
Die Aorten zeigten unter CD erwartungsgemalfd keine atherosklerotischen Ablagerungen und
dienten somit als geeignete Kontrollgruppe fiir die WD-gefltterten Versuchstiere (Abb. 4.17A).

A Abbildung  4.17: Verminderte athero-
sklerotische Plagueentwicklung in dKO
Méausen nach 16 Wochen WD

(A) En face Olrot O-Farbungen des Aorten-
bogens und der abdominellen Aorta nach 16
Wochen WD oder CD in CRP4 WT/ApoE KO
und dKO Mausen. Vor der Farbung wurde die
Aorta entnommen, der Lange nach aufge-
schnitten und auf eine schwarze Wachs-
unterlage gepinnt. In Abwesenheit von CRP4
waren weniger Olrot O-gefarbte Lasionsareale in
den Aorten feststellbar. Zudem wiesen dKO
Aorten eine geringere (B) Plagueanzahl, sowie
eine kleinere (C) relative Plaqueflache bezogen
auf die gesamte Aortenfliche auf (n=12-
14/Genotyp, *p<0,05, zweiseitiger Student t-
test). Die Daten sind als Mittelwerte *=SEM
dargestellt. Die Abbildung wurde modifiziert
nach (Langst et al., 2022).
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Zur Verifizierung der Ergebnisse aus den en face Olrot O-Farbungen und zur differenzierten
Visualisierung und Quantifizierung der Mediadicke, Intima/Media-Ratio und des nekrotischen

Lasionskerns wurden H&E-Farbungen von Kryoschnitten der Aorta aus CRP4 WT/ApoE KO
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und dKO Mausen nach 16 Wochen WD angefertigt (Abb. 4.18A). Die Mediadicke unter den
atherosklerotischen Plaques wies dabei keine Unterschiede zwischen den Genotypen auf
(Abb. 4.18A, B; Anhang Abb. 7.4A). Das Intima/Media-Verhaltnis war, in Ubereinstimmung mit
den en face Olrot O-Farbungen, im CRP4 WT/ApoE KO dagegen signifikant gréRer als in den
dKO Aorten (Abb. 4.18A, C, Anhang Abb. 7.4B). Interessanterweise war wiederum das
nekrotische Areal der dKO Plaques grof3er als im CRP4 WT/ApoE KO Genotyp (Abb. 4.18A,
D). Dabei wurden zellfreie Bereiche innerhalb der atherosklerotischen Plaques als nekrotische
Kernbereiche definiert (Anhang Abb. 7.4C).
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Abbildung 4.18: Intima/Media-Ratio in Kryoschnitten atherosklerotischer Aorten

(A) H&E-gefarbte Kryoschnitte von Aorten aus CRP4 WT/ApoE KO und dKO M&usen wurden nach 16
Wochen WD zur naheren Analyse der Plaquezusammensetzung angefertigt. (B-D) Die Analyse der
Mediadicke zeigte keine CRP4-abhangigen Unterschiede, wahrend die niedrigere Intima/Media-Ratio
in CRP4-defizienten Aorten die Ergebnisse der en face Olrot O-Farbungen (Abb. 4.17) unterstiitzten.
Des Weiteren fuhrte die Ablation von CRP4 zu groR3eren nekrotischen Bereichen innerhalb der Plaques
(n=6-7/Genotyp, *p<0,05, zweiseitiger Student t-test). Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte +SEM
dargestellt. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Langst et al., 2022).

45.3 Hamodynamische Parameter doppelmutanter CRP4/ApoE KO Mause

Um zu dberprifen, ob die geringere Plaquebildung in den dKO Mausen auf
blutdruckregulierende Funktionen von CRP4 zurtickzufihren ist, wurden nach 16 Wochen WD
telemetrische Blutdruckmessungen durchgefuhrt. Hierbei zeigten sowohl der SBD, als auch
die diastolischen Blutdruckwerte, keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Genotypen (Abb. 4.19A, B). Auch die hamodynamischen Parameter MAP, Pulsamplitude und
Herzrate waren von der CRP4-Ablation in dKO Mausen unbeeinflusst (Abb. 4.19C-E).
Lediglich die lokomotorische Aktivitat der dKO vs. CRP4 WT/ApoE KO Mause war am Tag
signifikant héher (Abb. 4.19F).
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Abbildung 4.19: Telemetrische Blutdruck- und Aktivitdtsmessungen nach 16 Wochen WD

Die telemetrischen Blutdruckmessungen wurden in CRP4 WT/ApoE KO und dKO Mausen nach
16 Wochen WD-Ftterung an drei aufeinanderfolgenden Tagen (72 h) durchgefuihrt. Dabei wurden die
systolischen (A), diastolischen (B) Blutdruckwerte, sowie der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) (C)
ermittelt. Zwischen den Genotypen zeigte sich kein Unterschied in diesen Parametern. Des Weiteren
wurde auch die Pulsamplitude (D), Herzrate (E) und die Aktivitat der Mause (F) aufgezeichnet und
quantifiziert. Fur die Auswertung wurden die Mittelwerte der drei Tage in Abhangigkeit des
Tag/Nachtzyklus (12 h/12 h), sowie als 24 h-Wert berechnet (n=6-7/Genotyp, *p<0,05, zweiseitiger
Student t-test). Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte £SEM dargestellt. Die Abbildung wurde modifiziert
nach (Langst et al., 2022).

Erganzende telemetrische Blutdruckmessungen wurden zu einem friheren Zeitpunkt d.h.
nach 12 Wochen WD durchgefiihrt. Hierbei wurden ebenfalls keine genotypspezifischen
Unterschiede im SBD, MAP, Pulsamplitude, Herzrate und der lokomotorischen Aktivitat
nachgewiesen (Anhang Abb. 7.5A, C-F). Interessanterweise prasentierten sich die dKO Tiere
zu diesem Zeitpunkt mit einem gering aber signifikant niedrigeren diastolischen Blutdruck
(Anhang Abb. 7.5B), der isoliert betrachtet wahrscheinlich nicht urséachlich fur die reduzierte
Plagueentwicklung der Tiere ist. Insgesamt gesehen liefern diese Ergebnisse einen weiteren
Hinweis darauf, dass die pro-atherogenen Effekte hauptsachlich auf blutdruckunabhé&ngige

vaskulare Funktionen von CRP4 zurlickzufihren sind.

45.4 Expression von a-SMA in atherosklerotischen Plaques

a-SMA ist ein glattmuskelspezifischer Marker, welcher jedoch im Verlauf der
atherosklerotischen Pathogenese im Rahmen phéanotypischer Modulationen, sowie

Transdifferenzierungsprozessen, in seiner Expression stark herunterreguliert sein kann (Feil
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et al., 2014; Gomez et al., 2013). In ApoE KO CRP4-positiven atherosklerotischen Plaques
konnte eine signifikant groRere, prozentuale a-SMA-positive Flache detektiert werden als in
CRP4-defizienten Mausen (Abb. 4.20A, B). Hingegen war die a-SMA-positive Flache in der
Tunica media unterhalb der Plagues in den dKO Aorten signifikant grof3er als in den CRP4

WT/ApoE KO Aorten (Abb. 4.20A, C).

A ApoE KO

CRP4 WT WD CRP4 KO WD

B ApoE KO C ApoEKO D ApoE KO
104 * 5 * “‘9 4
g iy [0} x *
88 8 5 T
€0
s S 45 § 30
2 % 6+ o O = % —
2z el g T 3
go 5= 30 N T 204
S0 44 9 i
<3 gﬂ\z N x
© o
e 2 = = 15 £ 10
8= 2 E
= 0 T o
Wi Ko WT KO &5 WT KO
E F ApoE KO
* %k
WTCD KOCD c_ 15-
ST L] . CRP4WT}
o-SMA | Suh SEED SR S 3 g 1,2+ & o CRP4 KO
GAPDH | s— e e === g0 \ . CRP4WT}WD
WTWD KO WD £ 809 ‘ & o CRP4KO
5% 06
a-SMA y 30
GAPDH | ™ s . c— 2503—
SEo
ol )
ApoE KO E
(L'SMA

Abbildung 4.20: Geringere a-SMA-Expression in CRP4-defizienten atherosklerotischen Plaques
(A) IF-Farbungen von Aortenschnitten aus CRP4 WT/ApoE KO und dKO Mausen nach 16 Wochen WD
mit a-SMA (rot). Die Zellkerne wurden mit Hoechst (blau) gegengefarbt. (B, C) Aus der Ablation von
CRP4 resultierte, in Bezug auf die Plaquegesamtflache, ein signifikant geringeres, prozentuales a-SMA-
geférbtes Lasionsareal. Zudem war das o-SMA-positive Farbeareal in Bezug auf die Flache der Tunica
media signifikant groRer. (D) Die Bestimmung der Plaque-assoziierten Zellzahl anhand der Zellkerne
ergab, bezogen auf die entsprechenden Plaqueflachen, im dKO Genotyp signifikant niedrigere Werte
(n=8-9/Genotyp, *p<0,05, zweiseitiger Student t-test). (E, F) WB-Analysen von o-SMA in CRP4
WT/ApoE KO und dKO Aortenlysaten zeigten bei Fltterung der WD eine deutliche Herunterregulierung
der a-SMA-Expression im Vergleich zur CD. Dieser Unterschied erreichte nur fir den CRP4 WT/ApoE
KO Genotyp das Signifikanzniveau (n=4/Genotyp (jeweils aus 2 Aorten), **p<0,01, 2-way ANOVA,
Bonferroni's multiple comparisons test ). Alle Daten sind als Mittelwerte +SEM dargestellt. Die Abbildung
wurde modifiziert nach (Langst et al., 2022).
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Koharent mit der dominierenden a-SMA-Expression im Inneren der Plaques, konnte auch eine
signifikant hohere Zellzahl in den Plaques der CRP4 WT/ApoE KO Mause detektiert werden
(Abb. 4.20A, D). Dies konnte ein Hinweis auf die CRP4-abhangige Migration von VSMCs aus
der Media in den atherosklerotischen Plaque sein. Diese Befunde korrelieren mit den ebenfalls
im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten zur Migration der PO VSMCs, deren Migration auch
positiv durch CRP4 beeinflusst wurde (Abb. 4.3A, B). Erwartungsgemal® konnte in den
Aortenlysaten der CRP4-profizienten und -defizienten ApoE KO Mause nach 16 Wochen WD-
Futterung via WB eine Reduktion der a-SMA-Expressionslevel im Vergleich zur CD detektiert
werden (Abb. 4.20E, F). Diese Differenz zwischen den Fitterungsprotokollen war jedoch nur
fur den CRP4 WT/ApoE KO Genotyp signifikant, was ebenfalls impliziert, dass CRP4 an der
phanotypischen Modulation, die Grundlage fur das gesteigerte Migrationsverhalten zuvor
kontraktiler VSMCs ist, beteiligt ist. Im Zuge der WB-Analyse zeigte die Ablation von CRP4
allerdings keine signifikanten Effekte auf die a-SMA-Expression unter WD-Konditionen (Abb.
4.20E, F). Dies ist in Anbetracht der vergleichsweise geringen Anzahl an Plaquezellen im

Vergleich zur Gesamtzahl an VSMCs in der Aorta nicht verwunderlich.

455 Vermehrte Proliferation in CRP4 KO/ApoE KO Lé&sionen

Durch die phanotypische Modulation der VSMCs im Verlauf der atherosklerotischen Plaque-
entstehung steigt die Proliferationsrate der Zellen. Proliferation scheint dabei Giberwiegend
reparierende Funktionen zu besitzen und wird nicht durchgéangig als primarer Treiber der
Plagueentstehung gesehen (Bennett et al., 2016). Zur Untersuchung der proliferierenden
Zellzahl in atherosklerotischen Plaques wurden die Aortenschnitte von CRP4 WT/ApoE KO
und dKO Mausen nach 16 Wochen WD mit dem Proliferationsmarker Ki-67 gefarbt. Hierbei
zeigte sich eine signifikant erhdhte Anzahl an proliferierenden Zellen im Inneren der CRP4-
defizienten Plaques (Abb. 4.21A, B). Die Anzahl der Ki-67-postiven Zellen innerhalb der Tunica
media unterhalb des Plaqueareals war hingegen deutlich geringer und nicht unterschiedlich
zwischen den Genotypen (Abb. 4.21C). Diese Befunde waren unerwartet, da anzunehmen
war, dass die Proliferation der Plaquezellen zur Entwicklung der atherosklerotischen Lasionen
in CRP4 WT/ApoE KO Méausen beitrdgt. Um aufzuklaren inwiefern der synthetische,
proliferative Phanotyp der VSMCs zur Entstehung der atherosklerotischen Plaques beitragt,
wurden Impedanz-basierte Messungen zum Proliferationsverhalten hochpassagierter P10 - 15
VSMCs mit dem xXCELLigence System durchgefiihrt (siehe 3.3.3). Dabei zeigten die CRP4-
defizienten Zellen eine signifikant hohere Proliferationsrate im Vergleich zu den CRP4 WT
VSMCs (Abb. 4.21D), was auf anti-proliferative Effekte von endogenem CRP4 in synthetischen
VSMCs hindeutet. Interessanterweise waren die genotypspezifischen Unterschiede in der

Proliferationsrate der (glattmuskularen) Plague- und Mediazellen zu einem friheren Stadium
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der atherosklerotischen Plaqueentstehung, d.h. nach 8 Wochen WD, nicht detektierbar
(Anhang Abb. 7.6A-C). In Ubereinstimmung mit diesem Befund zeigten auch PO CRP4 WT
und KO VSMCs keine Unterschiede in ihrem Proliferationsverhalten (Anhang Abb. 7.6D).
Diese Befunde implizieren, dass CRP4 mdglicherweise abhéngig vom Phanotyp der VSMCs
anti-proliferative Effekte aufweist, im spateren Verlauf der Atherogenese aber auch

Proliferations-hemmende Funktionen vermittelt.
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Abbildung 4.21: Proliferation in atherosklerotischen Plaques nach 16 Wochen WD

Anhand von Kryoschnitten von CRP4 WT/ApoE KO und dKO Mausen nach 16 Wochen WD wurde die
Anzahl proliferierender Zellen im Inneren der Plaques (B), sowie in der Tunica media unterhalb der
Plaques (C) quantifiziert. (A) Hierzu wurden die Gewebeschnitte mit dem Proliferationsmarker Ki-67
(gelb), sowie dem Zellkernmarker Hoechst (blau) gefarbt. (B, C) Die Proliferationsrate innerhalb der
Plagues war im dKO signifikant erhoht, wahrend innerhalb der Media die Anzahl der Ki-67-positiven
Zellen keine genotypspezifischen Differenzen zeigte. Die Proliferation wurde prozentual auf die
Gesamtzellzahl in den definierten Gewebebereichen berechnet (n=6-7/Genotyp, *p<0,05, zweiseitiger
Student t-test). (D) In P10 - 15 CRP4 KO VSMCs wurden, im Rahmen von Impedanz-basierten
Proliferationsmessungen mit Hilfe des XCELLigence Systems (Roche), hdhere Proliferationsraten
festgestellt als bei den entsprechenden CRP4 WT VSMCs (n=3/Genotyp (jeweils aus 4 Aorten isolierte
VSMCs), ***p<0,001, zweifaktorielle Varianzanalyse (2-way ANOVA) mit Messwiederholung). Alle
Ergebnisse wurden als Mittelwerte +SEM préasentiert. Die Abbildung wurde modifiziert nach (L&ngst et
al., 2022).

Die anti-proliferativen Effekte von CRP4 in synthetischen VSMCs konnten auch in einem
weiteren in vivo Mausmodell, das mit vaskularem Remodeling im Zusammenhang steht,

nachgewiesen werden. Hierzu wurde eine permanente Ligatur der linken Carotis fur 28 Tage
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an CRP4 WT und KO Mausen durchgefuihrt. Mittels H&E-Farbungen wurde das Ausmal’ der
Neointima-Formation quantifiziert. Hierbei zeigte sich ca. 1,5 mm hinter der Ligatur eine
signifikant starkere Neointima-Bildung in CRP4-defizienten Mausen, wahrend die Media keine
genotypspezifischen Unterschiede aufwies (Anhang Abb. 7.7A-D). Diese Ergebnisse stimmen
mit der anti-proliferativen Funktion von CRP4 in synthetischen VSMCs in vitro Uberein, da die
Neointima-Formation im Carotis-Ligatur-Modell ebenfalls mit der phanotypischen Modulation
von VSMCs in Zusammenhang gebracht wird (Owens et al., 2004).Die phanotypabhangige
Funktion von CRP4 wurde nicht nur in Bezug auf das Proliferationsverhalten der VSMCs
betrachtet (Abb. 4.21), sondern auch hinsichtlich des Migrationsverhaltens der Zellen.
Wéhrend PO CRP4 WT VSMCs schneller migrierten als CRP4 KO Zellen, wurde die Migration
in P10 - 15 VSMCs durch CRP4 gehemmt (Anhang Abb. 7.8A, B). Zur Untersuchung der
Migration synthetischer VSMCs wurde analog zu den PO VSMCs ein modifizierter
Wundheilungs-Assay in P10 - 15 CRP4 WT und KO VSMCs durchgefuhrt. Hierbei wurde der
zellfreie Steg zwischen den bewachsenen Zellflachen von CRP4-defizienten VSMCs schneller
geschlossen, als von CRP4 WT Zellen (Anhang Abb. 7.8A, B).

Zusammenfassend zeigten die Experimente eine stark phanotypabhangige Funktion von
CRP4 im Bezug auf die Proliferation und Migration von VSMCs. Im in vivo Atherosklerose-
Modell scheint vor allem die Plaqueentstehung durch die migrationsstimulierenden Effekte von
CRP4 im vorwiegend kontraktilen VSMC Phanotyp beeinflusst zu werden, wohingegen bei
fortgeschrittener Plaqueentwicklung die anti-proliferativen Effekte von CRP4 von eher
geringerer pathophysiologischer Relevanz zu sein scheinen. In diesem Zusammenhang ist zu
bertcksichtigen, dass die Untersuchungen zur Zellproliferation in den atherosklerotischen

Plagques nicht nur VSMCs, sondern auch weitere Zelltypen erfassen.

4.5.6 Regulation der Expression glattmuskulérer Proteine in synthetischen
VSMCs

Um genauere Erkenntnisse Uber die CRP4-regulierte phanotypische Modulation der VSMCs
zu erlangen, wurden LC-MS/MS-basierte Proteom-Analysen in synthetischen P10 - 15 VSMCs
aus CRP4 WT vs. KO Aorten durchgefuhrt. Hierbei wurden bei CRP4-Defizienz signifikant
hoch- bzw. herunterregulierte Proteine identifiziert (Abb. 4.22, Anhang Tab. 7.3). Neben
Proteinen, die mit der Entstehung einer Atherosklerose oder mit der Plastizitat von VSMCs
assoziiert werden konnten, waren auch Proteine reguliert, die mit der Organisation des Aktin-
Zytoskeletts in VSMCs in Verbindung gebracht werden konnten (Tab. 4.1). Des Weiteren
konnten bei der Analyse gemeinsamer biologischer Prozesse vier Proteine identifiziert werden,
die an Oxidations-/Reduktionsprozessen (GO:0055114) beteiligt sind (Tab. 4.1).

Unter den signifikant herunterregulierten Proteinen in CRP4 KO VSMCs konnte die
Geranylgeranyl-Diphosphat-Synthase (Ggpsl), die bei der post-translationalen Modifikation
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von Proteinen eine bedeutende Rolle spielt und z.B. exklusiv fur die Prenylierung kleiner
GTPasen bendtigt wird, identifiziert werden (Foley et al., 2020; Kainou et al., 1999; Wei et al.,
2020) (Abb. 4.22, Tab. 4.1). Zudem wurden mit a- und y-Adducin (Add1 und 3) (Kimura et al.,
1998; Matsuoka et al., 2000), Pirin (Pir) (Liu et al., 2013; Pang et al., 2004) und Ankycorbin
(Rail4) (Kutty et al., 2006; Peng et al., 2000) Interaktoren des Aktin-Zytoskeletts unter den im
CRP4 KO Genotyp herunterregulierten Proteinen detektiert (Abb. 4.22, Tab. 4.1). Des
Weiteren zeigte die THO-Komplexuntereinheit 2 (Thoc2) (Kumar et al., 2018; Yuan et al.,
2018), die an dem Export von gesplei3ter VSMC Marker-mRNA beteiligt ist, eine signifikant
niedrigere Expression in CRP4-defizienten synthetischen VSMCs (Abb. 4.22, Tab. 4.1).
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Abbildung 4.22: CRP4-abhéngige Proteom-Analyse in synthetischen VSMCs

Proteom-Analyse via LC-MS/MS-Messungen in P10 - 15 VSMCs aus CRP4 WT und KO Mausen. In
dem Scatterblot sind alle signifikant regulierten (Student t-test (rot), Signifikanz B test (griin) oder in
beiden Testverfahren (blau) signifikant) Proteine dargestellt (n=5/Genotyp (jeweils aus 4 Aorten isoliert).

Unter den hochregulierten Proteinen konnten mit dem Ubiquitin-ahnlichen Modifikator-
aktivierenden Enzym 1 (Uba 1) (Liao et al., 2020; Qin et al.,, 2016), dem Thrombozyten-
Aktivierungsfaktor Acetylhydrolase IB-Untereinheit Gamma (Pafahlb3) (Keyzer et al., 2009;
Theilmeier et al., 2000) und Peroxiredoxin-4 (PRDX4) (Xin Guo et al., 2012; Yamada et al.,
2018) einige Proteine identifiziert werden, die bereits in friiheren Studien mit der Pathogenese
der Atherosklerose assoziiert wurden (Abb. 4.22, Tab. 4.1). Neben PRDX4 waren unter den
im CRP4 KO hochregulierten Proteinen aul3erdem die Mikrotubuli-assoziierte Monooxygenase
(Mical2) (Grintsevich et al., 2017; Lundquist et al., 2014; Xu et al., 2017), sowie die Acyl-CoA
Dehydrogenase (Acadl) (Kurtz et al., 1998; Zhang Y et al., 2019), die ebenfalls an der
Redoxregulation von Zellen beteiligt sind (Abb. 4.22, Tab. 4.1).

Im Rahmen von Pathway-Enrichment-Analysen mit Hilfe des GetGo-Analysetools
(http://getgo.russelllab.org) konnte zudem ein biologischer Prozess identifiziert werden, mit
dem vier der CRP4-regulierten Proteinen in Verbindung stehen. So zeigten PRDX4, Mical2,
Acadl und Pir eine statistisch signifikante Anreicherung bei Oxidations-/Reduktionsprozessen

(GO: 0055114, Fisher’'s p-Wert = 0,014).
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Tabelle 4.1: Signifikante CRP4-regulierte Proteine in P10 - 15 VSMCs

Proteinname Genname

Relevanz*

p-Wert

Biologische Funktion

Subzellulare
Lokalisation

Referenzen

Herunterregulierte Proteine in CRP4 KO synthetischen VSMCs

Geranylgeranyl Ggps1 3,9x10"”  Umwandlung von Farnesyl- Zytoplasma Kainou T. et al., 1999;
diphosphate pryophosphat in Wei L. et al., 2020;
synthase 1 Geranylgeranyl- Foley et al., 2020
pyrophosphat (GGPP), eine
Vorstufe der Prenylierung
THO complex Thoc2 X 0,008 Unterstitzung des mRNA Zellkern Yuan X. et al., 2018;
subunit 2 Exports von gespleiliter Kumar R. et al., 2018;
VSMC marker mRNA Heath C. et al., 2016
Pirin Pir 8§ 0,012 Redox-sensor fur den Zellkern Liu F. et al., 2013;
Transkriptionsfaktor NF-kB Wendler W.M.F. et al.,
1997,
Pang H. et al., 2004
v-Adducin Add3 # 0,024 Forderung von Aktin Spektrin ~ Zytoskelett, Rangrez A.Y. et al., 2010;
Interaktionen und Regulation Plasma- Matsuoka Y. et al., 2000;
der Aktin Polymerisation membran Xin M. et al., 2009
Ankycorbin Rai14 0,029 Assoziation mit Strukturen Zytoplasma, Kutty R.K. et al., 2006;
des Kortikalen Zytoskeletts Zellkern Peng Y. et al., 2000
und mit Stressfasern
u-Adducin Add1 # 0,045 Foérderung von Aktin Spektrin  Zytoskelett, Fukata Y. et al., 1999;
Interaktionen und Regulation Plasma- Kimura K. et al., 1998;
der Aktin Polymerisation membran Matsuoka Y. et al., 2000
Hochregulierte Proteine in CRP4 KO synthetischen VSMCs
Ubiquitin like Uba1 X 0,010 E1 aktivierendes Enzym im Mitochondrium, Liao J. et al., 2020;
modifier Rahmen der Ubiquitin Zellkern, Qin Z. et al., 2016;
activating Aktivierung Zytoplasma Schulmann B. et al., 2009
enzyme 1
Basal cell Bcam 0,012 Glykoprotein und Rezeptor Plasma- Eyler C. et al., 2006;
adhesion fur das extrazellulare membran, Kikkawa Y. et al., 2005;
molecule Matrixprotein Laminin Zellkern Rahuel C. et al., 2008
Peroxiredoxin-4 Prdx4 X, § 0,016 Unterstitzung der Endoplasma- Guo X. et al., 2012;
Disulfidbriickenbindung im tisches Lipinski S. et al., 2019
ER als multifunktionales Retikulum Yamada S. et al., 2018
Redoxprotein mit Peroxidase
Aktivitat
Platelet activating ~ Pafah1b3 X 0,021 Katalysation der Zytoplasma, Evangelou A. et al., 1994;
factor inaktivierenden Zytoskelett De Keyzer D. et al., 2009;
acetylhydrolase Acetylgruppen-entfernung Theilmeier G. et al., 2000
1b catalytic vom platelet-activating factor
subunit 3 (PAF)
Microtubule Mical-2 # 8§ 0,025 Induktion des F-Aktin Abbaus  Zellkern Lundquist M.R. et al., 2014;
associated durch Oxidation von F-Aktin Zytoskelett Xu Q. et al., 2017;
monooxygenase, an Methionin 44/ 47 Grintsevich E.E. et al., 2017
Calponin and LIM
domain
containing 2
Acyl-CoA Acadl| § 0,027 Katalysation des ersten Mitochondrium Kurtz D.M. et al., 1998;
dehydrogenase Schritts der mitochondrialen Zhang Y. et al., 2019
long chain Fettsaure-beta-Oxidation
Interferon Ifitm3 0,038 antivirale Aktivitat (u.a. gegen  lysosomale ZaniA. etal., 2018;
induced Influenza A Virus) Membran, Kenney A.D. et al., 2019
transmembrane Plasma-
protein 3 membran

* Assoziation mit VSMC Plastizitat und/oder Atherosklerose (x);
Assoziation mit dem ,Remodeling” des Aktin-Zytoskeletts in VSMCs (#)
Biologischer Prozess: oxidation reduction (GO:0055114) (8)
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Abbildung 4.23: Expression der CRP4-regulierten Proteine in synthetischen VSMCs

(A, B) Verifizierung der signifikant regulierten Proteine (Tab. 4.1) im Rahmen der Proteom-Analyse in
P10 - 15 CRP4 WT vs. KO VSMCs mittels WB. Die Geranylgeranyl-diphosphat-Synthase (Ggps1), Pirin,
gamma- und alpha-Adducin (y- und a-Add) und Ankycorbin (Rail4) waren in CRP4-defizienten VSMCs
signifikant herunterreguliert, wahrend die langkettige Acyl-CoA Dehydrogenase (Acadl) und
Peroxiredoxin 4 (PRDX4) bei CRP4-Defizienz als signifikant hochregulierte Proteine verifiziert werden
konnten. Als Ladungskontrollen dienten GAPDH und B-Actin (n=7-11/Genotyp (jeweils aus 4 Aorten
isoliert), *p<0,05, ***p<0,001, zweiseitiger Student t-test). Alle Daten wurden als Mittelwerte +SEM
dargestellt. (C) Mit Hilfe von IF-Farbungen synthetischer P10 - 15 CRP4 WT und KO VSMCs konnte die
subzellulare Expression von CRP4, Ggps1, Rail4, Acadl und PRDX4 (rot), sowie die CRP4-abhangige
Expressionsregulation dargestellt werden. Hierbei konnte die per LC-MS/MS und WB detektierte
Hochregulation von PRDX4 in CRP4 KO VSMCs leider nicht verifiziert werden. Zur Farbung der
Zellkerne wurde Hoechst (blau) eingesetzt. Zur Visualisierung der kompletten Zellstruktur wurden die
F-Aktinfasern bei der PRDX4-Farbung mit Phalloidin (griin) gegengeféarbt. Die IF-Farbungen wurden je
4-mal durchgefiihrt. Bei den dargestellten Bildern handelt es sich um reprasentative Abbildungen. Die
Abbildung wurde modifiziert nach (Langst et al., 2022).
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Im WB konnten die Expressionsunterschiede einiger signifikanter CRP4-regulierter Proteine,
die in der LC-MS/MS-basierten Proteom-Analyse identifiziert wurden, bestétigt werden (Abb.
4.23A, B). Neben den WB-Analysen wurde die CRP4-abhangige Expression einiger regulierter
Proteine, sowie ihre subzellulare Lokalisation in VSMCs, mittels IF-Farbungen in synthetischen
P10 - 15 VSMCs untersucht (Abb. 4.23C). Dabei war Ggps1 vor allem mitochondrial lokalisiert,
wahrend Rail4 im Zellkern und im Zytoplasma detektiert werden konnte. In Ubereinstimmung
mit den WB- und Proteom-Daten konnte eine geringere Expression der beiden Proteine in den
CRP4 KO VSMCs festgestellt werden (Abb. 4.23C). Die im CRP4 KO hochregulierten Proteine
Acadl und PRDX4 wiesen eine primar zytoplasmatische Lokalisation mit einer perinukleéren
Anreicherung, &hnlich wie bei CRP4, in den VSMCs auf. Die per LC-MS/MS und WB
detektierten Expressionsunterschiede wurden in den entsprechenden IF-Farbungen allerdings
nicht deutlich (Abb. 4.23C).

4.5.7 Die CRP4-abhangige Regulation von PRDX4 in atherosklerotischen
Aorten

Die Proteom- und WB-Analysen der synthetischen VSMCs implizieren, dass PRDX4 ein
besonders vielversprechendes CRP4-reguliertes Protein sein konnte. PRDX4 ist ein
Redoxprotein mit einer Thioredoxin-abhangigen Peroxidase-Aktivitat, das an der Reduktion
von ROS beteiligt ist (luchi et al., 2009; Tavender et al., 2010). Bekannterweise hat eine
Uberexpression von PRDX4 plaquestabilisierende Effekte und fiihrt zu einer verminderten
Plagueentstehung im Verlauf einer Atherosklerose (Xin Guo et al., 2012; Yamada & Guo,
2018), sowie zu reduziertem oxidativem Stress (luchi et al., 2009; Konno et al., 2015).

Mittels IF-Farbungen von PRDX4 und CRP4 wurde zunachst untersucht, ob und wo PRDX4
innerhalb der atherosklerotischen Plaques exprimiert wird. Hierfiir wurden Aortenschnitte von
CRP4 WT/ApoE KO vs. dKO Méausen nach 16 Wochen WD erstellt und mit anti-PRDX4 und
a-SMA-AKs inkubiert. Die IF-Farbungen zeigten eine deutliche Expression von PRDX4 in der
Tunica media und im Inneren der Plaques (Abb. 4.24A). Interessanterweise war einerseits
eine deutliche Co-Lokalisation mit a-SMA-positiven Zellen erkennbar, wahrend andererseits
PRDX4 auch in weiteren Bereichen der L&sionen detektierbar war (Abb. 4.24A). In
Ubereinstimmung mit den WB-Daten synthetischer VSMCs (Abb. 4.23A, B) lieR sich eine
deutlich starkere PRDX4-Expression in den dKO Aorten feststellen (Abb, 4.24A). Im
Unterschied zu PRDX4 war CRP4 vor allem in den a-SMA-positiven Bereichen, der Tunica
media und der fibrosen Kappe im CRP4 WT zu erkennen (Abb. 4.24A). Interessanterweise
zeigten WB-Analysen von CRP4 WT/ApoE KO und dKO Aortenlysaten nach 16 Wochen CD-

Futterung bei CRP4-Defizienz ein niedrigeres Expressionslevel von PRDX4. Nach 16-
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wochiger WD-Ftterung lie3 sich nur in den dKO Aorten eine deutliche und signifikante
Expressionssteigerung von PRDX4 beobachten (Abb. 4.24B-D).
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Abbildung 4.24: PRDX4-Expression in CRP4 KO/ApoE KO Aorten

(A) IF-basierte Detektion von CRP4 (grun) und PRDX4 (grin) in CRP4 WT/ApoE KO vs. dKO
Aortenschnitten nach 16 Wochen WD-Fitterung. Die Schnitte wurden einer simultanen Farbung mit
dem glattmuskelspezifischen Marker o-SMA (rot) unterzogen. PRDX4 konnte in der Media und
grof3flachig innerhalb der Lasionen detektiert werden, wahrend CRP4 nur in der Media und im Bereich
der fibrésen Kappe zu sehen war. Die Zellkerne wurden mit Hilfe von Hoechst (blau) gegengefarbt. (B-
D) WB-Analysen der PRDX4-Expression in Aortenlysaten nach CD bzw. WD. In den dKO Aorten Proben
konnte nach 16 Wochen WD im Vergleich zu CD eine signifikante Hochregulation von PRDX4 detektiert
werden. Als Ladungskontrolle diente GADPH (n=2-4/Genotyp (jeweils aus 2 Aorten), *p<0,05,
***n<0,001, zweiseitiger Student t-test (C), 2-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparisons test (D)).
Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte +SEM dargestellt. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Langst
et al., 2022).

458 Einfluss von CRP4 auf den oxidativen Stress in atherosklerotischen
Plagues

Da das CRP4-regulierte Redoxprotein PRDX4 oxidativen Stress moduliert, wurde im
Folgenden untersucht, ob die Hochregulation von PRDX4 in vivo als Schutzmechanismus vor
oxidativen LDL-Modifikationen in atherosklerotischen Plaques zu verstehen ist. Dazu wurden
CRP4 WT/ApoE KO und dKO Aortenschnitte nach 16 Wochen WD mit einem anti-Cu?*-oxLDL-
spezifischen AK inkubiert. Um die Lokalisation der oxLDL-Level innerhalb der Plaques besser
zuordnen zu koénnen, wurden die GefaBwandstrukturen zusatzlich mit «o-SMA-AKs
gegengefarbt (Abb. 4.25A). Hierbei zeigte sich in CRP4-defizienten Aorten eine signifikant

geringere Akkumulation an oxLDL-Komplexen im Inneren der atherosklerotischen Lasionen,
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wo sich die Lipidherde primar befinden (Abb. 4.25A, B). Dies konnte darauf hinweisen, dass
die (zumindest initial) im dKO beobachtete Potenzierung der PRDX4-Expression die LDL-
Oxidation in der GefalBwand reduziert und somit die Initiierung und Progression
atherosklerotischer Plaques limitiert.

Oxidativer Stress in atherosklerotischen Plaques ist auch ein Promotor fir die
Transdifferenzierung von VSMCs hin zu Osteochondrozyten-éhnlichen Zellen (Byon et al.,
2008; Farrokhi et al., 2015; Mody et al.,, 2001), was wiederum zu Kalziumablagerungen
innerhalb der Plagques und im Bereich der Tunica media fuhrt. Um die Menge an
Kalziumablagerungen zu quantifizieren, wurden die CRP4 WT/ApoE KO und dKO Kryoschnitte
mit Hilfe der histochemischen Alizarin-Farbung analysiert. Generell war die mit Alizarin
reagierende Plaqueflache bezogen auf die Gesamtflache der Lasionen klein (Abb. 4.25C, D).
Dennoch zeigte sich in den dKO Aorten im Vergleich zu den CRP4 WT/ApoE KO Aorten eine
signifikante Reduktion der Alizarin-positiven Kalziumablagerungen (Abb. 4.25C, D).
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Abbildung 4.25: Analyse der oxLDL-Level und der Kalzifizierung atherosklerotischer Plaques
(A, B) Die mittels anti-Cu?*-oxLDL-spezifischer AKs (griin) visualisierten oxLDL-Komplexe waren in den
atherosklerotischen Plaques von dKO Aorten (16 Wochen WD) signifikant geringer. Die Zellkerne
wurden mit Hoechst (blau) gegengeféarbt und VSMCs wurden mittels a-SMA (rot) visualisiert (n=6-
7/Genotyp, *p<0,05, zweiseitiger Student t-test). (C, D) Die Kalzifizierung der atherosklerotischen Aorten
wurde mittels einer Alizarin-Farbung detektiert und quantifiziert. Auch diese Nachweismethode weist
auf weniger Kalziumablagerungen bei CRP4-Ablation hin (n=7/Genotyp, **p<0,01, zweiseitiger Student
t-test). Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte +SEM dargestellt. Die Abbildung wurde modifiziert nach
(Langst et al., 2022).
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45.9 Putative Bedeutung der CRP4-Interaktionspartner Cdc42, Fbin2,
HSP47 und Tpm2 fir Plaquewachstum und -zusammensetzung

Im Rahmen von Co-IP-Analysen (siehe 3.5.2) konnten mittels LC-MS/MS-Messungen neue
vaskulare CRP4-Interaktionspartner identifiziert werden, die an den pro-atherogenen Effekten
von CRP4 beteiligt sein kdnnten. In diesem Zusammenhang erschien Cdc42 von besonderem
Interesse und kdnnte zu den vermehrten Kalziumablagerungen in den atherosklerotischen
Plagues der CRP4 WT/ApoE KO Méause (Abb. 4.25C, D) beitragen. Das kleine GTP-bindende
Protein ist an der Organisation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt und wurde als Promotor fur
Kalziumablagerungen in der Gefal3wand identifiziert (Anhang Abb. 7.9A, Tab. 7.5) (Jaffe et al.,
2005; Puetz et al., 2009). Entsprechend erscheint es plausibel, dass die Interaktion von Cdc42
mit CRP4 die Kalziumablagerungen in den atherosklerotischen Plagues beeinflusst. Zudem
konnte Fibulin 2 (Fbin2) ebenfalls als CRP4-interagierendes Protein detektiert werden
(Anhang Abb. 7.9A, B). Dieses Protein bindet verschiedene extrazellulare Liganden (z.B.
Versican, Hyaluronan) und seine Expression in atherosklerotischen Plaques, sowie die
Beeinflussung der VSMC Migration, wurden bereits in der Literatur bestétigt (Anhang Tab. 7.4)
(Strém et al., 2006). Des Weiteren interagierte CRP4 mit Serpin B6 und Serpin H1 (HSP47) in
synthetischen VSMCs (Anhang Abb. 7.9A, B). HSP47 ist ein Kollagen-spezifisches Chaperon,
das bereits in atherosklerotischen Plaques detektiert werden konnte und hier ebenso wie
CRP4 besonders im Bereich der fibrésen Kappe lokalisiert war (Anhang Tab. 7.5) (Rocnik et
al., 2000; Zhou et al.,, 2004). Mit B-Tropomyosin (Tpm2) wurde ein weiteres CRP4-
interagierendes Protein identifiziert, das mit der Pathogenese der Atherosklerose in
Zusammenhang steht (Anhang Tab. 7.5) (Meng et al., 2019).

4.5.10 Vulnerabilitat atherosklerotischer Plaques von ApoE KO CRP4 Méausen

Eine erhéhte Konzentration an oxLDL, sowie auch die vermehrte Ablagerung von Ca#" (als
Calciumsalze) in der atherosklerotischen Gefaldwand stehen im Zusammenhang mit einer
starkeren Vulnerabilitéat der Plaques (Kelly-Arnold et al., 2013). Aus diesem Grund wurden im
Folgenden weitere Parameter der Plaguevulnerabilitdt in Abh&ngigkeit von CRP4 untersucht.
Hierbei konnten bei der Untersuchung der neutralen Lipidlevel mittels Olrot O-Farbungen (Abb.
4.26A, B), der Quantifizierung der Kollagenakkumulation via MT-Farbungen (Abb. 4.26C, D)
und der Anzahl der Elastinbriche mit Hilfe der Elastika van Gieson Farbung (Abb. 4.26E, F)
in atherosklerotischen Plaques keine Unterschiede zwischen CRP4 WT/ApoE KO und dKO
detektiert werden. Offensichtlich fuihrt die CRP4 Dys-/funktion zu sehr differentiellen Effekten

auf diverse mit der Stabilitdt atherosklerotischer Plaques assoziierter Parameter.
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Abbildung 4.26: Beurteilung der Plaquevulnerabilitat in atherosklerotischen Aorten

Zur Analyse weiterer Parameter der Vulnerabilitét atherosklerotischer Plagues, wurden Kryoschnitte von
CRP4 WT/ApoE KO und dKO Mause nach 16 Wochen WD mit spezifischen histochemischen Methoden
gefarbt. (A, B) Die Detektion neutraler Lipide in atherosklerotischen Plagues wurde mit Hilfe einer
modifizierten Olrot O-Farbung durchgefiihrt. Hierbei wurden die Schnitte zur Visualisierung des
Gewebes zusétzlich mit Hamatoxylin gegengefarbt (n=6-7/Genotyp). (C, D) Mit Hilfe von Masson-
Trichrom-Féarbungen wurde die Kollagenakkumulation innerhalb der atherosklerotischen Plaques
quantifiziert (n=6-7/Genotyp). (E, F) Zur Auszahlung der Elastinbriiche/Kryoschnitt wurden die Aorten
mit der Elastika van Gieson Methode gefarbt und ausgewertet (n=6-7/Genotyp). Alle Daten sind als
Mittelwerte +SEM angegeben. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Langst et al., 2022).

Zusatzlich wurde auch die Infiltration der atherosklerotischen Plagues mit Makrophagen oder
Makrophagen-ahnlichen Zellen untersucht. Hierzu wurden IF-Farbungen und WB-Analysen
der CRP4 WT/ApoE KO vs. dKO Aorten mit dem Makrophagen-Marker Galectin-3 (Mac?2)
durchgefuhrt. Nach 16 Wochen WD konnte im Vergleich zu den Tieren unter CD ein
signifikanter Anstieg an Mac2 in den ganzen Aortenlysaten detektiert werden (Abb. 4.27C),
allerdings war die Menge an infiltriertem Mac2 sowohl in den IF-Farbungen der Kryoschnitte
als auch in den ganzen Aortenlysaten CRP4-unabhangig (Abb. 4.27A-D).
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Abbildung 4.27: Mac2-Expression in ApoE KO CRP4 doppelmutanten Aorten

Die Infiltration der atherosklerotischen Aorten durch Makrophagen wurde mit Hilfe des Makrophagen-
Markers Galectin-3 (Mac2) durchgefiihrt. (A, B) Anhand von IF-Farbungen von Kryoschnitten aus CRP4
WT/ApoE KO vs. dKO Aorten nach 16 Wochen WD konnte die Mac2 (griin)-positive Flache bezogen
auf die Plaqueflache berechnet werden. Dabei konnten keine genotypspezifischen Differenzen
detektiert werden (n=6-7/Genotyp). Die Zellkerne wurden durch Hoechst (blau) gefarbt. (C, D) In
Ubereinstimmung mit den IF-Farbungen war Mac2 in WB-Analysen nach 16 Wochen WD in CRP4
WT/ApoE KO und dKO Aortenlysaten detektierbar. Es zeigte sich im Vergleich zu CD-gefitterten
Kontrolltieren eine CRP4-unabhangige Hochregulation von Mac2 (n=4/Genotyp (jeweils aus 2 Aorten)).
Als Ladungskontrolle diente GAPDH. Alle Daten wurden als Mittelwerte £SEM dargestellt. Die Abbildung
wurde modifiziert nach (Langst et al., 2022).

Zusammenfassend konnte CRP4 im Rahmen des in vivo Atherosklerose-Modells als pro-
atherogener Faktor identifiziert werden. Hierbei deuten die in Kapitel 4.5.1 bis 4.5.9
prasentierten Befunde darauf hin, dass CRP4 unter anderem die VSMC-Plastizitat, die
Proteinexpression und Parameter der Plaguestabilitéat, sowie die oxidativen Stresslevel und

damit die atherogene Modifikation von LDL reguliert.

45.11 Die CRP4-abhangige Expression von CRIP1in VSMCs und
atherosklerotischen Plaques

Eine CRP4-abhéngige Regulation der CRIP1-Expression wurde erstmals durch die Analyse
diverser Herzproben nachgewiesen. Konkret konnten Straubinger et al. zeigen, dass CRIP1
im CRP4-defizienten Herz moglicherweise ein effektiver Ersatz fur multiple CRP4-Funktionen
wahrend der normalen kardialen Entwicklung ist und auch eine gewisse Rolle bei der
physiologischen Anpassung des Herzmuskels an Belastung einnimmt (Straubinger et al.,
2017). CRP4 (Crip2) und CRIP1 (Cripl) stammen aus derselben Genfamilie und ihre AS-

Sequenzen weisen eine hohe Ahnlichkeit auf. Um zu prifen, ob CRIP1 auch im vaskularen
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System einer CRP4-abhéngigen Expressionsregulation unterliegt und ob dies einen Einfluss
auf die Pathogenese vaskularer Erkrankungen haben kénnte, wurde die CRIP1-Expression in
VSMCs und Aorten analysiert. Im Rahmen von gRT-PCR-Analysen von PO und P10 - 15
VSMCs aus CRP4 WT und KO Aorten konnte eine signifikante Reduktion von Cripl in
passagierten CRP4 WT VSMCs detektiert werden. Hier scheint es durch die phanotypische
Modulation der Zellen zu einer Suppression der Cripl mRNA-Level in WT Tieren zu kommen.
Dies wurde durch die Ablation von CRP4 unterdriickt, was zu signifikant hdheren
Expressionsleveln im synthetischen Phanotyp CRP4-defizienter VSMCs fuihrte (Abb. 4.28A).
Die erh6hte CRIP1-Expression in CRP4 KO VSMCs konnte auf Proteinebene sowohl in IF-
Farbungen, als auch in WB-Analysen synthetischer VSMCs bestatigt werden (Abb. 4.28B-D).
Die IF-Farbungen von CRP4 KO VSMCs zeigten aul3erdem eine deutlich héhere CRIP1-
Expression im Zytoplasma und im Zellkern, wahrend die zytoplasmatischen CRIP1-Signale in
den passagierten CRP4 WT VSMCs kaum detektierbar waren und das CRIP1-Signal im
Zellkern deutlich schwéacher ausfiel (Abb. 4.28B). Da die synthetischen VSMCs eine groR3e
Rolle bei der Pathogenese der Atherosklerose spielen, wurden anschlie3end auch die CRIP1-
Expressionslevel in CRP4 WT/ApoE KO und dKO Aorten nach 16 Wochen WD vs. CD
analysiert. Hierbei zeigte sich in WB-Analysen ganzer Aortenlysate ebenfalls eine signifikant
erhdhte CRIP1-Proteinexpression in dKO Aorten nach 16 Wochen WD-Ftterung (Abb. 4.28E,
F). Bei IF-Farbungen zur Detektion der CRIP1-Lokalisation in atherosklerotischen Aorten
zeigte sich eine deutliche Co-Lokalisation von CRIP1 und o-SMA-positiven, sowie Mac2-
positiven Zellen (Abb. 4.28G). Somit ist anzunehmen, dass CRIP1 in atherosklerotischen
Plagues sowohl in VSMC-&hnlichen Zellen in der Media und der fibrosen Kappe, als auch in
Makrophagen-ahnlichen Zellen im Inneren der Lasionen exprimiert wird. Interessanterweise
wurde CRIP1 kirzlich in Monozyten beschrieben und konnte hier mit Bluthochdruck in
Verbindung gebracht werden (Schweigert et al., 2021). Welche Rolle CRIP1 in der
Atherogenese, insbesondere im Zusammenhang mit dem CRP4-Status der VSMCs spielt,

muss zukunftigen Untersuchungen vorbehalten bleiben.
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Abbildung 4.28:

CRIP1-Expression
in VSMCs und ApoE
KO Aorten

(A) Die Analyse der

Cripl  mRNA-Level
mittels gRT-PCR
wurde in PO und
P10 - 15 VSMCs aus
CRP4 WT vs. KO
Mausen durch-

gefihrt. In P10 - 15
VSMCs fiihrte CRP4
zu einer signifikant
niedrigeren Cripl-
Expression  (n=6-8/
Genotyp (jeweils aus
4 Aorten isoliert),
**p<0,01, ***p<0,001,
zweiseitiger Student
t-test). HPRT wurde
als interner Standard

eingesetzt. (B) IF-
Farbungen von
CRIP1 (rot) und

Phalloidin (grun) in
P10 - 15 VSMCs aus
CRP4 WT und KO
Mausen wurden zur
Detektion der intra-
zellularen Lokali-
sation von CRIP1 in
Abhangigkeit von
CRP4 angefertigt.
Die Zellkerne wurden
mittels Hoechst
(blau) gefarbt. (C, D)
Bei WB-Analysen
von CRP4 und CRIP1
in Proteinlysaten von
P10 - 15 VSMCs

konnte ebenfalls eine signifikant niedrigere CRIP1-Expression in Anwesenheit von CRP4 nachgewiesen
werden (n=3-4/ Genotyp, *p<0,05, zweiseitiger Student t-test). Als Ladungskontrolle wurde GAPDH
verwendet. (E, F) Auch im Atherosklerose-Modell zeigte sich die signifikant erhdhte CRIP1-Expression
in dKO Aortenlysaten nach 16 Wochen WD innerhalb von WB-Analysen (n=2-4/Genotyp (jeweils aus 2
Aorten), *p<0,05, 2-way ANOVA, Bonferroni's multiple comparisons test). GAPDH diente als
Ladungskontrolle. (G) Die Lokalisation von CRIP1 in der Media und innerhalb der atherosklerotischen
Plagues wurde durch serielle Kryoschnitte von CRP4 WT/ApoE KO und dKO Mausen nach 16 Wochen
WD analysiert, die mit CRIP1 (orange), a-SMA (rot) und Mac?2 (griin) gefarbt wurden. Die Visualisierung
der Kerne fand mit Hoechst (blau) statt. Alle Daten wurden als Mittelwerte +£SEM présentiert.
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5. Diskussion

CRP-Proteine kénnen tber LIM-Motive Protein-Protein-Interaktionen vermitteln und hierdurch
als vielseitige Adapterproteine fungieren. Diese strukturellen Aspekte scheinen Grundlage der
weitreichenden biologischen Bedeutung von LIM-Proteinen bei zellularen Funktionen, wie der
Differenzierung, zytosolischen Organisation, Genexpression, sowie Zellteilung und Motilitat zu
sein (Bach, 2000; Dawid et al., 1998; Kadrmas & Beckerle, 2004; Schmeichel et al., 1997,
Weiskirchen & Glnther, 2003). Entsprechend wurde auch in VSMCs gezeigt, dass CRP-
Proteine in der Lage sind die Organisation des Zytoskeletts zu regulieren, sowie Einfluss auf
die Differenzierung der Zellen zu nehmen (Kadrmas & Beckerle, 2004; Lilly et al., 2010; Wei
et al., 2005). Daruber hinaus wurde CRP4, als bis dato einziger Vertreter der CRP-Proteine,
im enterischen Nervensystem (Huber et al., 2000), in den Spinalganglien des Rickenmarks
(Schmidtko et al., 2008), in Kardiomyozyten (Straubinger et al., 2017) und in VSMCs (Zhang
et al., 2007) als Substrat der cGKI identifiziert. Die cGKl ist als entscheidende Komponente
der NO/cGMP/cGKI-Signalkaskade an der homdostatischen Regulierung des Gefal3systems
(Sausbier et al., 2000) und an vaskulo-proliferativen Prozessen beteiligt (Wolfsgruber et al.,
2003). Auch die blutdruckregulierende Bedeutung von CRP4 konnte bereits gezeigt werden.
Interessanterweise entwickelten globale CRP4 KO Mause dabei eine milde Hypotension
(Straubinger et al.,, 2017). Dieser Befund ist Uberraschend, da von dem NO/cGMP/cGKI-
Signalweg anti-hypertensive und gefal3erweiternde Funktionen ausgehen. Sofern also
bluthochdruckassoziierte Effekte von NO/cGMP/cGKI CRP4-abhangig sind, ware nach der

Ablation von CRP4 ein Bluthochdruck zu erwarten gewesen.

Da die physiologischen und pathophysiologischen Funktionen von CRP4 im vaskularen
System bislang weitgehend unklar sind, wurden diese Aspekte im Rahmen der vorliegenden
Dissertation untersucht. Hierbei wurde vor allem untersucht, inwiefern die physiologischen
Funktionen von glattmuskularem CRP4 in Bezug auf die vaskulare Kontraktilitat und
Blutdruckregulation in einem Zusammenhang mit dem cGMP-Signalweg stehen. Ein weiterer
Fokus lag dabei auf der Bedeutung von CRP4 fir die Entwicklung vaskulo-proliferativer
Erkrankungen, im Speziellen bei der Pathogenese der Atherosklerose und Restenosierung

von GefalRen.

5.1 Physiologische Funktionen von CRP4

Die bisherigen Untersuchungen der CRP4-Expression im kardiovaskularen System, basierend
auf globalen CRP4 KO und WT Mausen, zeigten eine deutliche CRP4-Proteinexpression in
Herzlysaten, sowie an der Plasmamembran und den Z-Scheiben isolierter Kardiomyozyten

(Straubinger et al., 2017). Des Weiteren wurde in Aortenlysaten eine hohe CRP4-Abundanz
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detektiert (Straubinger et al., 2017). In der vorliegenden Arbeit konnte die vaskulére
Expression von CRP4 mittels WB-Analyse von Aortenlysaten und immunhistochemischen
Farbungen von Feinschnitten der Aorta bestatigt werden (Abb. 4.1B, C). Die Farbungen der
Aortenschnitte zeigten zudem eine deutliche Lokalisation des LIM-Proteins in der Tunica
media, der VSMC-reichen Schicht der Aorta (Abb. 4.1C). Da die Kryosektionen der Aorta auch
Endothelzellen, Pericyten und Bindegewebe erfassen, wurden zuséatzlich isolierte VSMCs auf
ihre CRP4-Expression untersucht. Hierbei konnte eine deutliche zytoplasmatische
Lokalisation von CRP4 mit einer perinuklearen Anreicherung, sowie eine moderate nukleare
Expression identifiziert werden (Abb. 4.1C). Die priméar zytoplasmatische Lokalisation von
CRP4 in VSMCs koénnte darauf hindeuten, dass CRP4 an der Regulation des Zytoskeletts
beteiligt ist. Entsprechende Funktionen wurden fir homologe Vertreter der CRP-Familie
(CRP1, CRP2/smLIM) bereits beschrieben (Kadrmas & Beckerle, 2004; Louis et al., 1997).
Die Expressionsanalyse verschiedener Interaktoren des Zytoskeletts, wie z.B. FAK, Zyxin und
Vimentin, wiesen allerdings keine CRP4-abhéngigen Expressionsunterschiede in qRT-PCR-
Analysen von PO VSMCs auf (Abb. 4.2B). Nichtsdestotrotz deutete der Nachweis von F-
Aktinfasern im CRP4 WT auf eine ausgepragtere Ausbildung an Stressfasern als in CRP4-
defizienten PO VSMCs hin. Da die Ausbildung von F-Aktinfasern sowohl Einfluss auf die
VSMC-Kontraktilitat (Barany et al., 2001), als auch auf die Migrationsprozesse in VSMCs
(Gunst & Zhang, 2008) nimmt, weist die erhthte F-Aktinfaser-Ausbildung darauf hin, dass

CRP4 an diesen zellularen Prozessen beteiligt sein kénnte.

5.1.1 CRP4 als Effektor des cGMP/cGKI-Signalwegs

In glattmuskuldren Zelllinien wurde bereits gezeigt, dass CRP4 ein Substrat der cGKI ist.
Infolge der cGKl-abhangigen Phosphorylierung an Serl04 ist CRP4 in der Lage die
Transkriptionsfaktoren SRF und GATA6 zu binden und deren Anordnung in der
entsprechenden Promotorregion zu stabilisieren. Dartiber beeinflusst phosphoryliertes CRP4
die Expression glattmuskelspezifischer Gene, wie z.B. a-SMA (Zhang et al., 2007). Im Rahmen
dieser Dissertation wurde untersucht, ob endogenes CRP4 in primaren, murinen VSMCs
ebenfalls ein cGKl-abhéngiges Substrat ist und ob diese Interaktion fur die transkriptionelle
Regulation glattmuskelspezifischer Gene relevant ist. Wie bereits in Kapitel 5.1 diskutiert,
konnte sowohl eine zytoplasmatische als auch eine geringe nukledre Expression von CRP4 in
VSMCs detektiert werden (Abb. 4.1C). Die starke perinukleare Anreicherung des LIM-Proteins
im Zytosol konnte ein Hinweis darauf sein, dass CRP4 ausgehend von dieser Position nukleare
Funktionen erfllt und/oder, analog zu den in Zelllinien erhobenen Befunden, nukledres CRP4
nach cGKl-abhangiger Phosphorylierung mit SRF und GATAG interagiert (Zhang et al., 2007).

Des Weiteren konnte in Langst et al. gezeigt werden, dass nach der Inkubation frisch isolierter
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Aorten mit Orthophosphat die CRP4-Phosphorylierung, vermutlich an Serl04, Uber eine
vaskulare cGMP/cGKI-Aktivierung in CRP4 WT Mausen erfolgt (Langst et al., 2021). Um einen
mdglichen Einfluss der Phosphorylierung auf die intrazellulare Lokalisation von CRP4 zu
analysieren, wurden mit Hilfe des cGMP-Analogons 8-Br-cGMP Translokationsversuche
durchgefiihrt und die zellulare Lokalisation von CRP4 bestimmt (siehe 2.2.5). Unter basalen
Bedingungen konnte in allen vier Zellkompartimenten (Zytosol, Membran/Organellen, Zellkern,
Zytoskelett) CRP4 detektiert werden, wobei der WB-basierte Nachweis fur die Zytoskelett-
Fraktion die starksten Signale zeigte (Abb. 4.5). Da nach einer 24-stiindigen Stimulation der
VSMCs mit 8-Br-cGMP nur in der Membran/Organellen-Fraktion ein signifikanter Anstieg des
CRP4 Proteins festgestellt werden konnte (Abb. 4.5), scheint eine bedeutsame Translokation
von CRP4 nach cGMP-induzierter Phosphorylierung in priméaren VSMCs unwahrscheinlich.

Auch wenn die mechanistischen Details aktuell noch unklar sind, scheint CRP4 dennoch die
Abundanz verschiedener Komponenten des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs zu beeinflussen. So
wurden in CRPA4-defizienten VSMCs signifikant niedrigere NO-GCpi-Proteinlevel, sowie
signifikant weniger cGKI-Protein in Aortenlysaten detektiert (Abb. 4.4C, G). Vermutlich als
Folge der plastischen Eigenschaften der VSMCs unter Kulturbedingungen, war der
Unterschied in der cGKI-Proteinmenge in den entsprechenden Zellen nicht mehr detektierbar
(Abb. 4.4E, ). Ob transkriptionelle Regulationsmechanismen flir die beobachteten
Anpassungen der NO-GCB:- und cGKI-Proteinabundanz verantwortlich sind und/oder diese
als Teil eines Feedback-Mechanismus zu verstehen sind, was impliziert, dass die CRP4-
Ablation zu einer UberschielRenden Aktivitat des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs fuihren kénnte,
ist aktuell noch unklar. Ein Indiz fir eine mogliche Disinhibition der endogenen cGMP/cGKI-
Aktivitat liefert der nach 8-Br-cGMP-Stimulation beobachtete Anstieg an pVASPS¢2% in CRP4-
defizienten vs. -profizienten VSMCs (Abb. 4.6). Die Phosphorylierung von VASP an Ser239
kann als Biomarker fir die Ermittlung der cGKI-Aktivitdt herangezogen werden (Smolenski et
al., 1998). Die in Abb. 4.6 prasentierten Befunde deuten demnach darauf hin, dass CRP4 an
der Feinjustierung des cGMP-Signalwegs in VSMCs beteiligt sein kénnte und somit eine
Fehlregulation und/oder eine Uberschiel3ende Aktivitat von NO/cGMP/cGKI verhindert (Langst
et al., 2021). Weiterhin liefert auch die hemmende Funktion von CRP4 auf die durch cGMP-
induzierte Stimulation der VSMC Migration (Anhang Abb. 7.1A) einen zusatzlichen Hinweis
auf eine Disinhibition der endogenen cGKI-Aktivitdt in CRP4 KO VSMCs, da auch eine
Aktivierung der cGKI in primaren VSMCs zu einer erhohten Adhasion der Zellen fuhrt
(Weinmeister et al., 2008). Alternativ steht die gesteigerte Migration in CRP4 KO Zellen,
zumindest teilweise, mit einer cGMP-abhangigen Herunterregulation der Caldesmon-
Expression in Zusammenhang (Anhang Abb. 7.1B). Entsprechend begiinstigt ein Knockdown
von Caldesmon die Migration und Invasion primarer VSMCs erheblich (Gao et al., 2016).

Neben der Regulation der Migration beeinflusst das mit F-Aktin interagierende Caldesmon
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ebenfalls die Kontraktilitat der VSMCs (Marston & Redwood, 1992; Pritchard & Marston, 1989).
Zudem wird die Transkription von Caldesmon Uber die Transkriptionsfaktoren SRF, GATA6
und den Nkx-Homeobox-Faktor reguliert (Nishida et al., 2002). Die postulierte Koordination
der Transkriptionsfaktoren SRF und GATA6 durch CRP4 kénnte demnach eine Erklarung fur
die Expressionsunterschiede von Caldesmon nach einer 8-Br-cGMP-Stimulation sein (Zhang
et al., 2007).

5.2 cGMP-abhangige Regulation des Vasotonus

Die Bedeutung des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs ist aufgrund zahlreicher praklinischer und
klinischer Studien zur Regulation des Vasotonus und Blutdrucks unumestritten. So fihren z.B.
eine Ablation der cGMP-generierenden Enzyme NO-GC (Groneberg et al., 2010) oder GC-A
(Lopez et al.,, 1995) in gentechnisch verdanderten Mausmodellen zu einem erhdhten
Vasotonus. Auch mittels cGMP-modulierender, pharmakologischer Substanzen konnte die
vasoregulierende Funktion des NO/cGMP-Signalwegs in vivo und in vitro beobachtet werden.
Hierbei wurde durch den Einsatz von NO-Donatoren (Ignarro et al., 1981) oder des NO-GC
Stimulators Riociguat (Mittendorf et al., 2009) eine deutliche Blutdrucksenkung erreicht,
wahrend PDE5-Inhibitoren nur zu einer milden Senkung des Vasotonus fihrten (Jackson et
al., 1999). Umgekehrt konnte mittels NO-Synthase-Inhibitoren eine Hypertension induziert
werden (Gardiner et al., 1992). Des Weiteren wurde die cGKI als wichtigster nachgeschalteter
Effektor von cGMP bei der Vermittlung der Relaxation von GefalRen identifiziert (Minzel et al.,
2003; Pfeifer et al., 1998; Schlossmann & Desch, 2011; Surks et al., 1999). Hierbei
antagonisiert die cGKI die gefal3verengende Signallbertragung in VSMCs funktional, indem
die Kinase die basale und die Agonist-induzierte intrazellulare Ca?*-Akkumulation, sowie die
Reaktionsfahigkeit (Ca?*-Sensitivitat) der Myofilamente unterdriickt (Butler et al., 2013;
Schlossmann & Desch, 2011). Interessanterweise zeigen die im Rahmen dieser Dissertation
erhobenen Daten, dass auch CRP4 an der Regulation der Expressions- und
Phosphorylierungslevel von Proteinen, die bei der Steuerung der transmembranaren Ca?*-
Strome, der Ca?*-Freisetzung aus intrazellularen Speichern und der Ca?*-Sensitivitat eine
Rolle spielen, beteiligt ist. Uber diese Mechanismen erhéht CRP4 mdglicherweise die
Kontraktilitdt und wirkt der cGMP-vermittelten Relaxation der VSMCs entgegen. Entsprechend
resultierte die Ablation von CRP4 bereits basal in einer milden Hypotonie, wahrend die
blutdrucksenkende Wirkung cGMP-erh6hender Substanzen in CRP4 KO M&usen signifikant
starker ausfiel (Abb. 4.13). Diese in vivo Effekte konnten durch eine stérkere relaxierende
Wirkung von cGMP-erh6henden Substanzen auf Aortenringe in Abwesenheit von CRP4 (Abb.
4.11) und einer damit assoziierten gesteigerten Ca?*-Desensitivierung in VSMCs erklart
werden (Abb. 4.12) (siehe 5.1.1, 5.2.1 und 5.2.2) (Langst et al., 2021).
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5.2.1 Regulation von GefaRtonus und Ca?*-Desensitivierung via CRP4

Die bereits in den vorherigen Abschnitten diskutierte Hypothese einer enthemmten (oder
Uberaktivierten) cGKI-Aktivitat in CRP4-defizienten VSMCs bestétigte sich auch bei der
Betrachtung des geringeren maximalen Kontraktionsvermégens der CRP4 KO Aortenringe
(Abb. 4.11A). Interessanterweise fiihrte die Ablation von CRP4 zu einem Anstieg der MYPT1-
Proteinlevel (Abb. 4.12A, B). MYPT1 gilt als Untereinheit von MLCP und reguliert die Aktivitat
der Phosphatase und damit den Phosphorylierungsstatus von MLC2. Zudem war in CRP4-
defizienten VSMCs eine Reduktion der die MYPT1-Aktivitat inhibierenden Phosphorylierung
an Thr696 zu beobachten, aus der folglich auch geringere pMLC25¢"°-Level resultierten (Abb.
4.12A, C). Interessanterweise werden diese, die Ca?"-Desensitivierung in VSMCs
bestimmenden Mechanismen, auch durch den NO/cGMP/cGKI-Signalweg moduliert. So fuhrt
eine Aktivierung der MLCP, vermutlich indirekt Giber eine Ser695-Phosphorylierung der MYPT1
(Wooldridge et al., 2004) zur Vasodilatation (Nakamura et al., 2007). Es ist bereits in der
Literatur beschrieben, dass Thr696 bei einer bestehenden pMYPT1S¢% fir weitere
Phosphorylierungen weniger zuganglich ist (Wooldridge et al., 2004). Somit kbnnten reduzierte
pPMYPT1™%.| evel in CRP4-defizienten VSMCs ein Hinweis darauf sein, dass hierdurch auch
der pMYPT15¢%.Status reguliert wird. Dies ist allerdings nur eine Annahme, welche es in
zuklnftigen Experimenten weiter zu analysieren gilt. Die Thr696-Phosphorylierung von
MYPT1 wird Gber ROCK vermittelt (Kato et al., 2012; Kimura et al., 1996), was letztlich in einer
pPMLC25¢9 resultiert (Kiss et al., 2019; SOMLYO & SOMLYO, 2003), die eine Interaktion von
Myosin mit den Aktinfilamenten ermdéglicht und somit zur Kontraktion fuhrt (Chacko et al., 1977;
K E Kamm et al., 1985). Die beobachteten reduzierten pMLC2%¢°-Level in CRP4 KO VSMCs
in vitro sind demnach kongruent mit dem niedrigeren pMYPT1™%.Status, sowie dem
verminderten  Kontraktionsvermdgens der Aorten und den reduzierten basalen
Blutdruckwerten der CRP4-defizienten Mause (Qiao et al., 2014). Zudem erklart die erhdhte
Ca?*-Desensitivierung auch die gesteigerten vasodilatatorischen (Abb. 4.11B-D) und
blutdrucksenkenden Effekte der cGMP-erhhenden Substanzen im CRP4 KO (Abb. 4.13B-D).
Zusammengenommen bestérken diese Befunde die Annahme, dass es sich bei CRP4 um
einen endogenen Feedback-Inhibitor des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs handeln kénnte (Langst
et al., 2021).

5.2.2 Regulation der VSMC-Relaxation tUber Ca?*-abhangige Mechanismen

Die Relaxation wird neben der erhéhten Ca?*-Desensitivierung auch tiber eine Modulation der
Agonist-induzierten [Ca?)-Transienten via cGMP beeinflusst (Sausbier et al., 2005;
Schlossmann et al., 2000). Erwartungsgemal fuhrte die Stimulation der primaren VSMCs mit
8-Br-cGMP (Abb. 4.7), sowie dem NO-Donator DEA/NO (Abb. 4.8) in CRP4 WT VSMCs zu

133



Diskussion

einer signifikanten Reduktion der [Ca?')-Transienten. Diese Effekte waren im CRP4 KO
weniger ausgepragt. Dies impliziert, dass CRP4 fir die cGMP-abhangige Modulation der NE-
induzierten [Ca?']-Transienten essentiell ist. Diese Befunde stehen klar im Widerspruch zu der
gesteigerten Relaxation (Abb. 4.11), sowie der intensiveren Blutdrucksenkung der CRP4 KO
Aorten bzw. Mause nach cGMP-Stimulation (Abb. 4.13). Offensichtlich spielen die
glattmuskularen [Ca?)-Transienten im CRP4 KO eine untergeordnete Rolle fir den
Gefal3tonus und den Blutdruck (Abb. 4.11, 4.13). Hier scheint die bei CRP4-Ablation
beobachtete Ca?*-Desensitivierung zu dominieren (Langst et al., 2021). Interessanterweise
bildet die glattmuskulare cGKI mit IRAG und dem IPsR einen terndren Komplex, der die
Freisetzung von Ca?* aus dem SR verhindert (Schlossmann et al., 2000). Eventuell beeinflusst
CRP4 die Funktion und/oder Stabilitat dieses Komplexes und nimmt damit Einfluss auf das
AusmaR der NA-induzierten Ca?*-Freisetzung. Zusammengenommen implizieren diese
Befunde, dass CRP4 fur die effiziente Unterdriickung der [Ca?')-Transienten Uber den
NO/cGMP/cGKI-Signalweg notwendig ist, wohingegen der CRP4-Funktionsverlust Ca?*-
unabhangige Desensitivierungsmechanismen stimuliert (Butler et al.,, 2013; SOMLYO &
SOMLYO, 2003). Da CRP4 neben der cGKl-spezifischen Phosphorylierungsstelle an Ser104
(Zhang et al., 2007) Uber LIM-Adaptermodule multiple Proteininteraktionen eingehen und
koordinieren kann, erscheint es plausibel, dass CRP4 raumlich und zeitlich begrenzte
NO/cGMP/cGKI-vermittelte Signale auf unterschiedliche Weise beeinflussen kann.

In Bezug auf die NA-induzierten [Ca?']-Transienten zeigte lediglich Cinaciguat, das die
oxidierte, Ham-freie NO-GC aktiviert, keine genotypspezifischen Unterschiede (Abb. 4.9)
(Schmidt et al., 2009). Dies kénnte zum einen mit der reduzierten NO-GCpi-Expression in
CRP4-defizienten PO VSMCs und zum anderen mit einer erhéhten cGMP-Generierung durch
die Stimulation mit Cinaciguat in CRP4 KO VSMCs (Abb. 4.10B) zusammenhangen.
Interessanterweise waren die basalen cGMP-Konzentrationen trotz der niedrigeren NO-GCps-
Expression in CRP4-defizienten VSMCs in beiden Genotypen fast identisch (Abb. 4.10A). Die
vermehrte cGMP-Generierung war in CRP4 KO Zellen infolge der Stimulation mit dem NO-
GC-Stimulator Riociguat, der NO-unabhangig und synergistisch zu NO die reduzierte NO-GC
stimuliert, noch starker ausgepragt (Abb. 4.10C) (Stasch et al., 2009). Dies lasst vermuten,
dass der cGMP-Generator NO-GC in Abwesenheit von CRP4 vermehrt im reduzierten Status
vorliegt, was auf ein niedrigeres Level an oxidativem Stress hindeuten kénnte. Es ist bekannt,
dass ein erhohtes oxidatives Stresslevel und damit eine erhéhte ROS-Bildung zu
Fehlfunktionen im NO/cGMP-Signalweg fiihren. Dies schliel3t Veranderungen der Aktivitat und
Expression der NO-GC, cGKI und cGMP-spezifischer PDEs mit ein (Chester et al., 2011;
Farrow et al., 2008; Hanson et al., 1998; Mulsch et al., 2001). Darlber hinaus kann die Aktivitat
mehrerer PDEs auch durch den cGMP-Spiegel stimuliert oder gehemmt werden. So fihrt z.B.

die Phosphorylierung von PDES5 durch die cGKI zu seiner Aktivierung (Rybalkin et al., 2002;
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Rybalkin et al., 2003). Interessanterweise war der Unterschied in den cGMP-Leveln zwischen
den Genotypen sensitiv flr eine unspezifische/vollstandige PDE-Hemmung (Abb. 4.10B, C).
Zusammen mit einem geringeren cGMP-induzierten PDE5-Expressionsanstieg in CRP4-
defizienten Zellen (Abb. 4.10D, F) lassen diese Befunde die Schlussfolgerung zu, dass durch
CRP4 ein verstarkter Abbau von cGMP stattfindet, maoglicherweise aufgrund erhohter
oxidativer Stresslevel. Alternativ liegt in CPR4 KO VSMCs auch eine aktivere, vaskulare NO-
GC vor, deren basale Expression zum Ausgleich der erhohten Aktivitéat herunterreguliert ist.
Diese Uberlegungen sind jedoch rein hypothetisch und bedurfen der experimentellen
Uberprifung.

5.2.3 Beeinflussung der Aktin-Polymerisierung

Neben den bereits benannten Mechanismen ist auch die Regulation des Aktin-Zytoskeletts an
der Ca?"-Desensitivierung beteiligt. Es wird davon ausgegangen, dass die Aktin-
Polymerisierung zur Gefal3verengung und zum Umbau der Widerstandsarterien bei
Bluthochdruck beitragt (Nakamura et al.,, 2000; Staiculescu et al.,, 2013). In diesem
Zusammenhang identifiziert die vorliegende Arbeit genotypabhangige Anderungen im
Phosphorylierungsstatus der Aktin-assoziierten Proteine VASP (Abb. 4.6A, B) und Cofilin
(Abb. 4.14C, E). Es ist bekannt, dass die cGKI-vermittelte pVASPS®2¥ Einfluss auf die
Interaktion von VASP mit G- und F-Aktin hat und dadurch die VASP-gesteuerte Aktin-
Polymerisierung (Benz et al., 2009), sowie das Wachstum von VSMCs beeintrachtigt wird
(Chen L et al., 2004). Die erhchten pVASPS®23-| evel in 8-Br-cGMP-stimulierten CRP4 KO
VSMCs konnten deshalb mit einer mutmalllich verminderten Aktin-Polymerisierung
zusammenhangen und somit ein weiterer Grund fir die verstarkte Relaxation der CRP4 KO
Aorten darstellen.

Des Weiteren ist auch ROCK, ein nachgeschalteter Mediator der kleinen GTPase RhoA, an
der Regulierung der Aktindynamik beteiligt, indem es die LIMK-Aktivitat steuert (Foote et al.,
2016). Interessanterweise konnte Cofilin, ein Substrat der LIMK, nach der Stimulation
kultivierter VSMCs mit 8-Br-cGMP ebenfalls als ein CRP4-interagierendes Protein identifiziert
werden (Abb. 4.14A). Die Funktion des Aktin-bindenden Proteins Cofilin liegt in der
Regulierung der Aktindynamik durch die Depolymerisierung von F-Aktin-Stressfasern des
Zytoskeletts (Gerthoffer, 2007; Ostrowska et al., 2017; Xu et al., 2017). Die Aktivitat von Cofilin
kann von der LIMK Uber eine Phosphorylierung an Ser3 negativ beeinflusst werden (Arber et
al., 1998; Toshima et al., 2001; Yang et al., 1998). Dartiber hinaus wird die Phosphorylierung
und Aktivitat von Cofilin auch durch Slingshot-Phosphatasen (SSH) reguliert, die mit Cofilin
und LIMK interagieren und zu einer Dephosphorylierung fuihren kénnen (Kanellos et al., 2016;

Ma et al.,, 2019; Soosairajah et al., 2005). In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
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werden, dass CRP4 cGMP-abhangig sowohl an der Cofilin-Expression, als auch an der
Dephosphorylierung von Cofilin beteiligt ist. Konkret zeigten sich in 8-Br-cGMP-behandelten
CRP4 KO VSMCs niedrigere Cofilin-Level und erhohte pCofilins-Level (Abb. 4.14C-E).
Hieraus lasst sich eine Bedeutung von CRP4 fir die Interaktion von LIMK mit Cofilin ableiten.
Alternativ konnte CRP4 auch die Dephosphorylierung von Cofilin Gber eine Regulation der
SSHs férdern und somit zu einer erhdhten Polymerisierung der Aktin-Stressfasern fuhren.
Darlber hinaus ist bekannt, dass Cofilin bei oxidativem Stress an Cys139 und Cys147 oxidiert
werden kann, was die Interaktion mit Aktin verhindert (Xu et al., 2017). Zudem wird derzeit
diskutiert, ob eine Oxidation auch die Dephosphorylierung von Cofilin an Ser3 fordert (Klamt
et al., 2009; Luo et al., 2014; Xu et al.,, 2017). Diese Vorstellung ware kongruent mit der
Annahme, dass die Ablation von CRP4 zu einem geringeren oxidativen Stresslevel fuhrt. Von
weiterem Interesse ist, dass Cofilin eine Kernlokalisierungssequenz (NLS) enthalt, die ein
Shuttling zwischen Kern und Zytoplasma erméglicht (Kanellos & Frame, 2016; Munsie et al.,
2012). Es ist bereits bekannt, dass sich Cofilin unter Stressbedingungen im Zellkern
anreichert, wo es in hohem MalR3e an Aktinfilamente bindet (Munsie et al., 2012). Da mittels IF-
Farbungen beobachtet werden konnte, dass Cofilin nach einer 8-Br-cGMP-Stimulation in
CRP4 WT VSMCs aus dem Zellkern ins Zytoplasma transloziert wird, konnte die
Dephosphorylierung von Cofilin - mdglicherweise auch mit dessen Translokation
zusammenhangen (Nebl et al., 1996). Interessanterweise konnte in CRP4-defizienten VSMCs
keine Kerntranslokation von Cofilin beobachtet werden (Abb. 4.14B).

Insgesamt kénnte die cGMP- und CRP4-abhéngige Regulierung der VASP- und Cofilin-
Phosphorylierungsmuster ebenfalls an der in Kapitel 5.2.1 erlauterten blutdruckmodulierenden
Wirkung von CRP4 beteiligt sein. Hierbei wirde die mutmaflich verminderte Aktin-
Polymerisierung in den CRP4-defizienten VSMCs zu der verstarkten vaskularen Relaxation
und Blutdruckabnahme im CRP4 KO beitragen.

5.3 Pathophysiologische Funktionen von CRP4

Die phanotypische Modulation der VSMCs gilt als wichtiges Ereignis in der Pathogenese der
Atherosklerose (Allahverdian et al., 2018; Bennett et al., 2016; Tabas et al., 2015). Eine
Schadigung der Gefalie induziert die sogenannte Phanotypmodulation der VSMCs von
kontraktilen zu synthetischen Zellen und ist durch eine niedrigere Expression kontraktiler
Proteine, eine erhdhte Migration, sowie Proliferation und eine gesteigerte Expression
verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine und MMPs charakterisiert (Alexander & Owens,
2012; Owens et al., 2004; Rzucidlo et al., 2007). Neben der phanotypischen Modulation sind
VSMCs auch in der Lage durch Transdifferenzierung Eigenschaften von alternativen Zelltypen,

wie z.B. Schaumzellen, Makrophagen, mesenchymalen Stammzellen, Osteochondrozyten
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oder ECM-produzierenden Zellen anzunehmen (Basatemur et al., 2019). Die vielfaltigen
Eigenschaften und Funktionen der VSMCs tragen zum einen zur Progression, dem
Entzindungsgeschehen und den erhdhten oxidativen Stressleveln, sowie dem Zelltod in
atherosklerotischen Plaques bei (Durham et al., 2018). Zum anderen kénnen VSMCs aber
auch eine stabilisierende Funktion auf atherosklerotische Plaques ausiiben, indem sie ECM-
Proteine synthetisieren und so zur Stabilisierung der fibrosen Kappe beitragen. Da VSMCs
folglich sowohl pro- als auch anti-atherogene Eigenschaften besitzen, ist die Erforschung der
verschiedenen Signalwege und moglicher Targets in VSMCs von grof3er Bedeutung fur
zukunftige Therapieoptionen in der Pravention und Behandlung der Atherosklerose
(Basatemur et al., 2019). Fur die CRP4-homologen Proteine CRP1 und CRP2 wurde bereits
ein Zusammenhang zwischen der glattmuskuléren Proteinexpression, Proliferation (Lilly et al.,
2010; Wei et al., 2005), sowie der Differenzierung von VSMCs (Chang et al., 2003) festgestellt.
Neben ihrer stabilisierenden Funktion fir die Zytoarchitektur der VSMCs, sind CRP-Proteine
auch in der Lage mit den Transkriptionsfaktoren SRF und GATA Komplexe einzugehen und
daruber die Expression VSMC-spezifischer Gene zu regulieren (Chang et al., 2003; Wei et al.,
2005) (Huber et al., 2000; Zhang et al., 2007).

5.3.1 Atherogene Effekte von CRP4 durch die Beeinflussung der VSMC
Migration

Nach der Atherosklerose-induzierenden WD-Fitterung zeigte sich durch eine CRP4-Ablation
im ApoE-defizienten Mausmodell eine geringere atherosklerotische Plaguebildung. Neben der
bereits bestatigten medialen Expression von CRP4 in gesunden GefalRen war CRP4 auch in
atherosklerotischen Plaques, insbesondere in der Region der fibrosen Kappe der CRP4
WT/ApoE KO Mause detektierbar (Abb. 4.16C). Dies deutet darauf hin, dass CRP4 als
atherogener Faktor zur Formation der fibrésen Kappe und zur vermehrten Plaguebildung
beitragt (Abb. 4.17, Abb. 4.18C) (Langst et al., 2022). In vergleichbaren Arbeiten konnte bereits
nachgewiesen werden, dass die fibrose Kappe durch sequentielle Migration und Proliferation
einzelner medialer VSMCs gebildet wird (Hui et al., 2005; Oppi et al., 2019). Ausgeldst wird
der Migrationsprozess u.a. durch die Freisetzung inflammatorischer Mediatoren und Zytokine.
Zudem bestéatigen Studien zum Ursprung der Zellen, dass mindestens 30% der lasionalen
Zellen von VSMCs abstammen (Allahverdian et al., 2014; Feil et al., 2014). Die starke CRP4-
Lokalisation am Zytoskelett (Abb. 4.5), sowie die verstarkte Ausbildung von F-Aktinfasern in
CRP4-positiven PO VSMCs, weisen darauf hin, dass CRP4 an F-Aktin-gesteuerten zellularen
Prozessen, wie der Migration, beteiligt sein konnte. Interessanterweise zeigten primare WT
VSMCs ein hoheres Migrationsverhalten als entsprechende CRP4-defiziente Zellen (Abb.
4.3A, B), was zur erhdhten Plaguebildung in vivo beitragen kdnnte (Abb. 4.17, Abb. 4.18A, C).

Ebenfalls konnte dies eine Erklarung fir die gesteigerte o-SMA-Abundanz in den
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atherosklerotischen Lasionen von CRP4 WT/ApoE KO Mausen (Abb. 4.20A, B) sein. Die
erhdhte Migration kdnnte unter anderem mit den héheren ITGB3-Proteinleveln der CRP4 WT
Aortenlysate zusammenhangen (Abb. 4.3C, D). ITGB3 ist an der Ausbildung von FA
wesentlich beteiligt und kann dariiber das Migrationsvermdgen der VSMCs beeinflussen
(Kappert et al., 2001; Panda et al., 1997). Neben den in vitro Befunden wurde die Interaktion
von Integrin B3 und Osteopontin mit einer gesteigerten VSMC Migration bei der Entstehung
atherosklerotischer Plaques, sowie nach vaskuldren Verletzungen in Verbindung gebracht
(O'Brien et al., 1994; Panda et al., 1997). Allerdings wurden im Rahmen dieser Arbeit keine
weiteren Analysen zur CRP4-ITGB3-Beziehung vorgenommen, welche diese Hypothese
abschliel3end bestéatigen wirden. Eine aktuelle Studie konnte interessanterweise zeigen, dass
ITGB3 an der Pravention der VSMC Transdifferenzierung zu Makrophagen-&hnlichen Zellen
beteiligt ist (Misra et al., 2018). Jedoch wurden weder in atherosklerotischen Plaques, noch in
ApoE KO Aortenlysaten nach WD-Ftterung CRP4-abhéngige Veranderungen in der Mac2-
Expression festgestellt (Abb. 4.27), was darauf hindeutet, dass CRP4 keine Bedeutung fir die
Transdifferenzierung von VSMCs in Makrophagen-ahnliche Zellen hat.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass CRP4 primar Uber vaskuldare Migrationsprozesse die
Plagueentstehung beeinflusst, lasst sich aus der kombinierten Bestimmung metabolischer und
hamodynamischer Parameter ableiten. Entsprechend ergaben der Koérpergewichtsverlauf
wahrend der WD-Fitterung (Abb. 4.15A), als auch die Analyse der Blutlipide (Abb. 4.15b-D,
Tab. 7.2) keine genotypspezifischen Unterschiede zwischen dem ApoE-defizienten CRP4 WT
und KO. Auch die Analyse der Blutdruckparameter nach 16 Wochen WD im ApoE KO Modell
implizierte eine Normalisierung der im globalen CRP4 KO detektierten Hypotension. Mit CRP4
im Zusammenhang stehende Blutdruckanderungen in vivo erscheinen damit als Einflussfaktor

bei der Entwicklung der Atherogenese unwahrscheinlich (Abb. 4.19) (L&ngst et al., 2022).

5.3.2 CRP4-abhangige Regulation der Proliferation im synthetischen VSMC
Phanotyp

Wahrend CRP4 die Migration von unpassagierten VSMCs in vitro stimuliert und so die
atherosklerotische Plaquebildung und -groRe in vivo fordert, dominieren in passagierten,
synthetischen VSMCs in vitro anti-proliferative Eigenschaften von CRP4 (Abb. 4.21). Dies
deutet darauf hin, dass CRP4 abhangig vom Differenzierungsstatus der VSMCs eine duale
Rolle einnimmt. CRP4 konnte hierbei stimulierend auf die initialen Schritte der
Plagueentstehung Einfluss nehmen, wahrend es in synthetischen Zellen einer weiteren
Plagueprogression durch anti-proliferative Funktionen entgegenwirkt. Kongruent mit diesen
Befunden war die Anzahl Ki-67-exprimierender und somit proliferierender Zellen innerhalb der
atherosklerotischen CRP4 WT/ApoE KO Plaques vermindert, wohingegen die Anzahl an
Zellen in den Plaques insgesamt erhoht war (Abb. 4.20D) (Langst et al., 2022). Dieser
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scheinbare Widerspruch lasst sich Uber die globale Deletion von CRP4 im ApoE KO-Modell
erklaren. So dirfte die Ausschaltung von CRP4 auch weitere Plaquezelltypen, wie bspw.
Endothelzellen, Pericyten und Immunzellen (Makrophagen, T-Lymphozyten) betreffen, die
wahrscheinlich nicht von VSMCs abstammen. Des Weiteren wird bei fortgeschrittenen
atherosklerotischen Lasionen eine verstarkte VSMC-Proliferation beobachtet, die fiir die
Plaguestabilitat und somit die Progression der Erkrankung von Vorteil sein kann (Bennett et
al., 2016). Da die Proliferation von VSMCs im Krankheitsbild der Atherosklerose also
hauptséachlich ,reparierende“ Funktionen zu haben scheint und nicht als priméarer Treiber der
Plaguebildung angesehen wird, konnte dieser Aspekt zudem darauf hindeuten, dass die
Ablation von CRP4 zu einer stabileren Plaquestruktur beitrdgt (Bennett et al., 2016; Lutgens
et al., 1999).

Die anti-proliferative Funktion von CRP4 im synthetischen vaskuldren Phanotyp konnte auch
in einem weiteren vaskuldren Krankheitsbild, der Restenosierung von Gefallen nach deren
Verletzung, bestétigt werden (Abb. 7.7). Vergleichbar mit der Pathogenese der Atherosklerose
sind hier die phanotypische Modulation der VSMCs und eine damit einhergehende
UbermaRige Proliferation von VSMCs ein wichtiger Aspekt der neointimalen Hyperplasie, die
nach einer Gefallverletzung im experimentellen Restenosemodell entsteht (Ferns & Avades,
2000). Auch in diesem Krankheitsmodell konnten CRP4-abhangige anti-proliferative
Eigenschaften festgestellt werden, die in vivo zu einer Unterdriickung der Bildung neointimaler
Zellen flhrte, die mehrheitlich wahrscheinlich von VSMCs der Media abstammen (Herring et
al., 2014; Nemenoff et al., 2011).

5.3.3 Einfluss oxidativer Stressfaktoren auf die CRP4-abhangige
Atherogenese

Entzindungsgeschehen, Ischamie und Reperfusionsschaden, Adipositas und Insulinresistenz
sind pathophysiologische Zustande, die mit vermehrtem oxidativen Stress assoziiert werden
(D’Archivio et al., 2012; Lukowski et al.). Auch die Entstehung und das Fortschreiten der
Atherosklerose werden mit oxidativem Stress in Zusammenhang gebracht. So kann die
Entstehung von ROS die Pathogenese der Atherosklerose auf unterschiedliche Weise
verstarken (Barry-Lane et al., 2001; Vendrov et al., 2006). Hierbei ist die Oxidation von LDL
ein entscheidender und wichtiger Ausloser atherosklerotischer Ereignisse (Harrison et al.,
2003; luliano, 2001; Kattoor et al., 2017). Die Oxidation von LDL ist fur alle an der
Atherogenese beteiligten Zellen zytotoxisch. Wie bereits unter 5.2.2 beschrieben, weisen
verschiedene Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass CRP4 tber eine Modulation oxidativer
Stressfaktoren zu vulnerableren Plaques fiihren kdnnte. Diese Hypothese wird durch die

signifikante Anreicherung CRP4-regulierter Proteine (PRDX4, Mical2, Acadl, Pir) in
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Oxidations-/Reduktionsprozessen (GO: 0055114) (Tab. 4.1), sowie einer signifikant hoheren
Abundanz von oxLDL (Abb. 4.25A, B) und Mikroverkalkungen in ApoE KO CRP4-positiven
Plagues unterstitzt (Abb. 4.25C, D) (Langst et al., 2022). Die oxLDL-induzierte osteogene
Transdifferenzierung von VSMCs (Byon et al., 2008; Farrokhi et al., 2015; Mody et al., 2001)
konnte in diesem Zusammenhang zu der Kalzifizierung der Plaques beitragen. Die
Kalzifizierung der GefaRe wird bei zahlreichen GefalRerkrankungen (z.B. Atherosklerose,
chronische Nierenerkrankung, Bluthochdruck und Diabetes) beobachtet und wird neben
oxLDL durch eine Vielzahl an Faktoren reguliert, beispielsweise Zytokine und Zytokin-
abhangige Signalwege (Barrett et al.,, 2019; McRobb et al., 2017; Raggi et al., 2018;
Shanahan, 2007). Letztlich kann der Prozess der Kalzifizierung von VSMCs bzw. Plaques
einerseits durch den Verlust VSMC-spezifischer Marker und zum anderen durch den Erwerb
osteogener Marker (z. B. Runx1/Cbfal/Osteopontin, Osterocalcin, AP) charakterisiert werden
(Massy et al, 2008; Speer et al, 2009; Steitz et al., 2001). Das Auftreten von
Mikroverkalkungen in atherosklerotischen Plaques verandert massiv die Gewebestruktur und
das mechanische Verhalten der Plaques (Barrett et al., 2019). Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass eher oberflachliche ,punktuelle“ Verkalkungen die Wahrscheinlichkeit einer
Plaqueruptur erhéhen (Nerlekar et al., 2018; Sakaguchi et al., 2016) und mit einem
signifikanten Anstieg der Gesamtmortalitét assoziiert sind (Durham et al., 2018). Obwohl die
Analyse zusatzlicher Marker fiir die Plaque-In-/Stabilitat keine Unterschiede zwischen den
Genotypen aufwiesen (Abb. 4.26), deuten die Befunde dieser Arbeit darauf hin, dass CRP4

zumindest einen wichtigen Aspekt der Plaquestabilitat negativ beeinflusst.

5.3.4 Vergleich der Proteinexpression synthetischer CRP4 WT und KO
VSMCs

Durch Proteomanalysen synthetischer VSMCs konnten CRP4-regulierte Proteine identifiziert
werden (Abb. 4.23, Tab. 4.1). CRP4-abhéngige Effekte auf die Genexpression wurden bereits
in glattmuskularen Zelllinien nachgewiesen (Zhang et al., 2007). Interessanterweise konnten
einige CRP4-regulierte Proteine bereits mit der VSMC-Differenzierung, der Organisation der
Aktindynamik, Oxidations-/Reduktionsprozessen (GO: 0055114), oxidativem Stress und/oder
der Pathogenese der Atherosklerose assoziiert werden (Tab. 4.1) (Langst et al., 2022). In
Bezug auf die Migration von VSMCs und deren Plastizitat, lieRen sich nach Ablation von CRP4
herunterregulierte Proteine finden, die an der Organisation des Zytoskeletts, sowie der
Ausbildung von Stressfasern beteiligt sind (Tab. 4.1). Eines dieser Proteine stellt die Ggpsl
dar (Tab. 4.1, Abb. 4.23). Ggpsl spielt eine wichtige Rolle bei der posttranslationalen
Modifikation von Proteinen durch die Umwandlung von Farnesylpyrophosphat (FFP) in
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) (Kainou et al., 1999). Interessanterweise ist die

Prenylierung einiger kleiner GTPasen (z.B. Rho/Rac-Familie), die unter anderem an der
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Aktindynamik des Zytoskeletts beteiligt sind, ausschlie3lich von der Geranylgeranylierung
durch GGPP abhéngig (Foley et al., 2020). Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein
globaler Ggps1 KO in Mausen letal ist und eine SM-spezifische Ablation von Ggps1 in Mausen
zu einem signifikanten Anstieg mehrfach ungesattigter Fettsauren (PUFASs) und einer damit
verbundenen beeintrachtigten Eicosanoid-Produktion fiihrt. Des Weiteren wurden im SM-
spezifischen Ggpsl KO reduzierte systolische Blutdruckwerte bei 7 Wochen alten Mausen,
sowie ein fortschreitender Verlust an VSMCs in der Aorta festgestellt (Wei et al., 2020). Neben
Ggpsl war auch die Expression des zytoskelettalen Proteins Adducin (a- und y-Add), das an
der Organisation des Zytoskeletts, sowie an Zell-Zell-Kontakten beteiligt ist, in synthetischen
CRP4-defizienten VSMCs herunterreguliert (Tab. 4.1, Abb. 4.23). Adducin spielt bei der
Zellmigration und Signaltransduktion in Zellen eine Rolle (Matsuoka et al., 2000). Zudem
verstérkt die Phosphorylierung von a-Adducin dessen Affinitat fur F-Aktin, woraus ein erhohtes
Kontraktionsvermdgen der VSMCs und eine erhthte Zellmotilitat resultieren (Kimura et al.,
1998). Diese Phosphorylierung wird tiber den Rho-ROCK-MYPT1-Signalweg reguliert (Kimura
et al., 1998; Matsuoka et al., 1996). Da Expressionsstudien an CRP4 KO vs. WT VSMCs eine
Reduktion der MYPT1-Expressionslevel (Abb. 4.12) im KO zeigten, ist dies ein weiterer
Hinweis darauf, dass CRP4 an der Regulation dieser Signalkaskade beteiligt sein kdnnte.
Insgesamt deutet die geringere Ggpsl-, a- und y-Adducin-Proteinexpression darauf hin, dass
die erhdhte Migration im synthetischen Phanotyp der CRP4 KO VSMCs (Abb. 7.8) zumindest
teilweise mit der CRP4-abhéngigen Abundanz dieser Faktoren zusammenhangen konnte.
Daruber hinaus fihrte die Ablation von CRP4 in VSMCs auch zu einer Herabsetzung der
Proteinexpression von Thoc2, das Teil des TREX (Transkription/Export)-Komplex ist (Tab.
4.1). Thoc2 ist am Export von gespleif3ter VSMC-Marker-mRNA aus dem Zellkern beteiligt.
Des Weiteren scheint eine Thoc2-Deaktivierung zur Dedifferenzierung von VSMCs mit einer
verringerten Expression von VSMC-Markergenen, sowie einer erhéhten Migration und
Proliferation zu fuhren (Yuan et al., 2018). Dies konnte eventuell eine Rolle fur die hdhere
Proliferation und Migration im synthetischen Phanotyp CRP4-defizienter VSMCs spielen.
Thoc2 wurde auch in atherosklerotischen Plaques identifiziert, was darauf hindeutet, dass
Thoc?2 ebenfalls an der Pathogenese der Atherosklerose in vivo beteiligt sein kénnte (Yuan et
al., 2018). Ein weiteres bei CRP4-Defizienz herunterreguliertes Protein ist Rail4, das auch als
neuartiges retinales Pigmentepithelzellgen (NORPEG) bezeichnet wird (Tab. 4.1, Abb. 4.23).
Es gibt zum einen Hinweise darauf, dass Rail4 eine Rolle bei den NAD(P)H-Oxidase-
vermittelten phanotypischen und funktionellen Veranderungen von VSMCs spielt (Vendrov et
al., 2006). Zum anderen wird vermutet, dass Rail4 mit den Strukturen des kortikalen Aktin-

Zytoskeletts und den Stressfasern assoziieren kann (Peng et al., 2000; Qian et al., 2013).

Neben den im vorherigen Abschnitt aufgefihrten herunterregulierten Proteinen, waren in

synthetischen CRP4 KO VSMCs auch einige hochregulierte Proteine detektierbar. Eine
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entsprechende Hochregulation konnte fiir Ubal nachgewiesen werden. Ubal ist das erste und
wichtigste El-aktivierende Enzym bei der Ubiquitin-Aktivierung und damit Teil des Ubiquitin-
Proteasom-Systems (UPS) (Tab. 4.1, Abb. 4.23). Das UPS ist von grof3er Bedeutung fur den
intrazellularen Proteinabbau (Schulman et al., 2009; Yang et al., 2012) und eine abnormale
Funktion des UPS kann in den verschiedenen Stadien (Initiierung, Fortschreiten, Komplikation)
der atherosklerotischen Pathogenese ambivalente Auswirkungen haben (Herrmann et al.,
2002; Versari et al., 2006; Wang et al., 2015). Vor Kurzem wurde berichtet, dass eine
Hemmung von Ubal durch den Ubiquitin-E1-Inhibitor PYR-41 die Entwicklung einer diatetisch-
induzierten Atherosklerose in ApoE KO Mausen abschwécht und den oxidativen Stress in
atherosklerotischen Lasionen tiber eine Hemmung der NADPH-Oxidase verringern kann (Liao
et al., 2020). Diese Befunde scheinen zunachst im Widerspruch zu den Ergebnissen in den
CRP4-defizienten VSMCs zu stehen, in denen ein hoher Ubal-Gehalt und gleichzeitig
niedrigere oxLDL-Level in atherosklerotischen Plaques detektiert wurden. Allerdings wurden
die anti-atherogenen Effekte von PYR-41 primar auf eine Hemmung der Makrophagen-
bedingten Proinflammation zurtickgeftihrt (Liao et al., 2020), was keine Ruckschlisse auf die
endogene Funktion von Ubal in den VSMCs der ApoE KO CRP4 KO Mause zulasst. Zwei
weitere Proteine, die mit der Regulation von oxidativem Stress assoziiert werden und in CRP4
KO VSMCs hochreguliert waren, sind Acadl und Mical2 (Tab. 4.1, Abb. 4.23). Wahrend Acadl
den ersten Schritt der mitochondrialen Fettsdaure-p-Oxidation, ein Prozess zur
Energiegewinnung durch Verkirzung der Fettsduren, katalysiert (Chegary et al., 2009;
Hirschey et al., 2010; Kurtz et al., 1998), ist die Proteinfamilie der Micals tber eine Regulierung
der Exozytose an der Redox-Regulierung des Zytoskeletts und am intrazellularen trafficking
beteiligt (Zhou et al., 2011). Die grol3e, Flavin-abh&ngige Monooxygenase Mical2 enthalt die
Calponin-Homologie-Doméne (CH-Domane) vom Typ 2, die als Protein-Protein-
Interaktionsmodul fur Proteine fungieren kann und vermutlich die Bindung von F-Aktin an die
Monooxygenase-Doméne (MO-Domaéane) erleichtert (Zhou et al., 2011). Durch die Bindung an
Mical2 kann die posttranslationale Oxidation von F-Aktin an Methionin 44/47 ausgeldst und
somit die Depolymerisierung von Aktin stimuliert werden (Grintsevich et al., 2017; Hung et al.,
2011; Lundquist et al., 2014; Zhou et al, 2011). Eventuell konnte auch diese
oxidationsabhéngige Regulierung der Aktindynamik einen Einfluss auf das
Migrationsverhalten der CRP4-defizienten VSMCs in den unterschiedlichen Phanotypen
haben. Die erhthte Expression von Mical2 kdnnte zu einer gesteigerten Depolymerisierung
von Aktin fihren und die beobachtete, geringere Ausbildung an F-Aktin-Stressfasern, sowie
die verminderte Migration in CRP4 KO VSMCs begiinstigen.

Als vielversprechendster Kandidat unter den im CRP4 KO hochregulierten Proteine ist PRDX4
zu nennen (Tab. 4.1, Abb. 4.23, Abb. 4.24). Zusammen mit Acadl, Mical2 und Pir konnte

PRDX4 im Rahmen von Pathway-Enrichment-Analysen mit dem biologischen Prozess
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LoXidation reduction“ (GO: 0055114) als signifikant angereichert identifiziert werden (Boldt et
al., 2016) (Tab. 4.1). Dies impliziert, dass CRP4 an der Regulation von Proteinen beteiligt ist,
die bei Oxidations-/Reduktionsprozessen eine Rolle spielen (Langst et al., 2022). Es ist bereits
bekannt, dass PRDX4 ROS sowohl in intrazellularen Kompartimenten (endoplasmatisches
Retikulum), als auch im extrazellularen Lumen abféangt und dadurch als Schutzbarriere vor
oxidativen Schadigungen der Zelle dient (Jin et al., 1997; Moore et al., 2005; Tavender &
Bulleid, 2010; Xin Guo et al., 2012; Yamada & Guo, 2018). Dabei fungiert es als
Elektronenakzeptor und Ubertragt Elektronen von der reduzierten Proteindisulfid-lIsomerase
(PDI) auf Wasserstoffperoxid (Konno et al., 2015; Tavender & Bulleid, 2010; Zito et al., 2010).
Des Weiteren wurde bereits gezeigt, dass PRDX4 die NF-kB-Signallibertragung negativ
reguliert (Weichart et al., 2006; Yu et al., 2010) und in extrazellularen Vesikeln Inflammasom-
aktivierter Makrophagen hochreguliert ist, sowie bei Entziindungsreaktionen sezerniert wird
(Lipinski et al., 2019; Wong et al., 2000). Interessanterweise wurde berichtet, dass die
Uberexpression von humanem PRDX4 (hPRDX4) in ApoE KO Mausen das Fortschreiten einer
diatetisch-induzierten Atherosklerose unterdrickt (Xin Guo et al., 2012). Zudem wurde in
dieser Studie eine anti-atherogene Wirkung von PRDX4 ohne die Beeinflussung metabolischer
Parameter, wie Glukose- und Lipidspiegel, nachgewiesen. Diese Befunde decken sich mit den
Ergebnissen unserer Untersuchungen, die auf eine pro-atherogene Wirkung von CRP4
hindeuten, wobei auch in dem hier untersuchten ApoE KO-Modell der CRP4-Status keinen
Einfluss auf metabolische Parameter hatte. Entsprechend der Publikation von Guo et al.
konnte eine PRDX4-Expression in VSMCs und in Makrophagen atherosklerotischer Plagues
bestatigt werden (Abb. 4.24A) (Xin Guo et al., 2012). Des Weiteren waren durch die hPRDX4-
Uberexpression, in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen aus den dKO Mausen, die
oxLDL-Spiegel und die Proliferation von VSMCs in den atherosklerotischen Plagues signifikant
erhoht (Xin Guo et al., 2012). Dariiber hinaus ist bekannt, dass auch weitere Mitglieder der
PRDX-Familie (z.B. PRDX1, 2 und 6) an der anti-oxidativen Signalibertragung beteiligt sind
und in der Lage sind vor mechanisch induzierten und atherosklerotischen Gefal3erkrankungen
zu schitzen (Kisucka et al., 2008; Park et al., 2011; Wang X et al., 2004). Zusammenfassend
deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass in Abwesenheit von CRP4 ein Teil der
anti-atherogenen Effekte, sowie die Unterdriickung der oxidativen Stresslevel Uber eine
verstarkte Expression von PRDX4 erklart werden kann. Derzeit ist allerdings unklar, ob die
SRF- und GATAG6-abhéngige Regulierung der SM-spezifischen Gentranskription durch CRP4
(Zhang et al., 2007) eine Bedeutung fir die PRDX4-Expression hat (Langst et al., 2022).
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5.3.5 Interaktionspartner von CRP4 in synthetischen VSMCs

CRP4 kann uber seine LIM-Domanen Protein-Protein-Interaktionen mit verschiedenen
Signalmolekilen, Transkriptionsfaktoren oder Strukturproteinen eingehen und ist an der
Ausbildung multimerer Proteinkomplexe beteiligt (Weiskirchen & Gunther, 2003; Weiskirchen
etal., 1995). Welche Proteine in VSMCs mit CRP4 interagieren kdnnen und welche Rolle diese
Interaktionen im Bezug auf die vaskuldre Funktion von CRP4 spielen, war bislang unklar.
Interessanterweise erbrachte die Analyse synthetischer VSMCs CRP4-Interaktionspartner, die
im Zusammenhang mit der Entstehung einer Atherosklerose und/oder mit oxidativem Stress
stehen (Anhang Abb. 7.9A, Tab. 7.5). Mit Hilfe der Co-IP konnte z.B. die kleine GTPase Cdc42
als CRP4-interagierendes Protein identifiziert werden (Anhang Abb. 7.9A, Tab. 7.5). Dabei
handelt es sich um ein Protein mit vielseitigen zellularen Funktionen, das unter anderem an
der Organisation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt ist, die Polaritdt der Zellen und die
Kontraktilitat in VSMCs reguliert (Jaffe & Hall, 2005; Puetz et al., 2009). Dabei kann Cdc42
z.B. die p21l-activated protein kinase (PAK2) aktivieren, die an der Aktin-Polymerisierung
beteiligt ist und zu dessen targets sowohl die LIMK, als auch die MLCK gehéren (Cotteret et
al., 2002; Puetz et al., 2009). Des Weiteren zeigte sich in isolierten VSMCs aus der Ratte,
dass eine Uberexpression von Cdc42 zu einer vermehrten Kalzifizierung der VSMCs in vitro
fuhrte (Li et al., 2019). Cdc42 kdnnte somit sowohl eine Rolle bei der CRP4-vermittelten
Regulation der VSMC Migration und Kontraktion spielen, als auch im Zusammenhang mit den
erhohten Ca?*-Ablagerungen in atherosklerotischen Plagues der CRP4 WT/ApoE KO Mause
stehen. Die genaueren Zusammenhange und Funktionen dieser Interaktion missen allerdings
in weiteren Experimenten noch untersucht werden. Auferdem konnte eine Interaktion von
CRP4 mit Tom1 und Tpm2 in den Co-IP-Experimenten mit synthetischen VSMCs detektiert
werden (Anhang Abb. 7.9A, Tab. 7.5). Die beiden Isoformen des Tpms sind an der Regulation
der Aktin-Polymerisierung beteiligt und regulieren als eine Art ,gatekeeper” die Zuganglichkeit
anderer Aktin-bindender Proteine zu den Aktinfilamenten (Gallant et al., 2011; Lehman &
Morgan, 2012; Wang et al., 2010). Zudem wird die kooperative Aktivierung von Aktomyosin
der VSMCs durch Tpm verstarkt, wodurch Tpm auch einen Einfluss auf die Kontraktilitdt von
VSMCs hat (Marston et al., 2008). Interessanterweise konnte neben den benannten
Funktionen der Tropomyosine Tpm2 vor Kurzem als potentieller diagnostischer und
therapeutischer Biomarker fur die Entwicklung einer Atherosklerose identifiziert werden (Meng
et al., 2019). Im Rahmen einer Studie von Meng et al. konnte gezeigt werden, dass die relative
Expression von Tpm2 in atherosklerotischem Gewebe, im Vergleich zur Kontrollgruppe,
deutlich niedriger war (Meng et al., 2019). Dies weist auf eine Korrelation zwischen den Tpm2-
Expressionsleveln und der Entwicklung einer Atherosklerose hin. Aufgrund der vielseitigen
Funktionen am Zytoskelett der VSMCs und im Rahmen der Atherosklerose ist es durchaus

vorstellbar, dass die Interaktion von CRP4 mit Tpm1 und/oder Tpm2 zu den beobachteten pro-
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atherogenen Effekten von CRP4 beitragen konnte. Als ein weiteres interessantes mit CRP4-
interagierendes Protein konnte FbiIn2 identifiziert werden (Anhang Abb. 7.9A, B, Tab. 7.5).
Vaskulares FbIn2 ist an der Bindung verschiedener extrazellularer Liganden, wie z.B.
Versican, beteiligt (Olin et al., 2001) und wurde wéahrend der phanotypischen Modulation von
VSMCs aus Rattenaorten hochreguliert. Neben dem Zusammenhang mit der
Dedifferenzierung von VSMCs wurde die Interaktion von FbIn2 und Versican auch mit der
Migration von VSMCs assoziiert (Strom et al., 2006). Aufgrund einer starken Fbin2-Expression
in atherosklerotischen Lasionen von Mausen, vor allem in der Region der fibrosen Kappe
(Strém et al., 2006), kann angenommen werden, dass FbIn2 hier moglicherweise mit CRP4
interagiert und an den pro-atherogenen Effekten von CRP4 beteiligt sein konnte. HSP47 stellt
ein weiteres CRP4-Interaktionsprotein dar, das in Bezug auf die Atherosklerose von
Bedeutung sein koénnte (Anhang Abb. 7.9A, B, Tab. 7.5). Es wurde bereits gezeigt, dass
HSP47 in VSMC-ahnlichen Zellen und besonders in der fibrosen Kappe von
atherosklerotischen L&sionen exprimiert wird (Rocnik et al., 2000; Rocnik et al., 2001; Zhou et
al., 2004). HSP47 ist als Kollagen-spezifisches Chaperon bekannt, das an Prokollagen binden
kann. Zudem ist bekannt, dass die Expression von HSP47 durch oxLDL hochreguliert wird
(Rocnik et al.,, 2000). Inwieweit CRP4 seine pro-atherogenen Eigenschaften Uber eine
Interaktion mit Fbin2 und/oder HSP47 vermittelt, muss allerdings durch weitergehende

Versuche im Atherosklerose-Modell erst noch analysiert werden.

5.3.6 Regulation der CRIP1-Expression im pathophysiologischen Modell

CRIP1 gehort zur CRIP-Genfamilie (Crip) und weist eine hohe Ubereinstimmung in der AS-
Sequenz mit CRP4 auf. Im Gegensatz zu CRP4 besitzt CRIP1 allerdings nur eine LIM-
Domane, bestehend aus zwei Zinkfingern. Aufgrund der fehlenden Linkerregion ist auch kein
RKTS-Motiv vorhanden, Uiber das die cGKl-abhéngige Phosphorylierung von CRP4 vermittelt
wird (Straubinger et al., 2017). Vermutlich ist CRIP1 daher kein Substrat der cGKI und spielt
dementsprechend auch keine bedeutende Rolle im NO/cGMP/cGKI-Signalweg. Im Herzen
konnte bereits gezeigt werden, dass die Expression von CRIP1 vom CRP4-Expressionsstatus
abhangig ist. Es wird angenommen, dass CRIP1 im CRP4 KO kompensatorisch hochreguliert
wird, um eine normale kardiale Entwicklung und eine physiologische Anpassung des
Herzmuskels an Belastung gewaéhrleisten zu konnen (Straubinger et al.,, 2017).
Interessanterweise konnte auch auf vaskuldrer Ebene eine CRP4-abhéngige CRIP1-
Expression unter pathophysiologischen Bedingungen in synthetischen VSMCs (Abb. 4.28A-
D) und ApoE KO Aorten (Abb. 4.28E, F) nachgewiesen werden. Wahrenddessen war die
CRIP1-Expression unter basalen Bedingungen in gesunden Gefal3en unveré&ndert (Abb.

4.28A). Zudem wurde neben der starken zytoplasmatischen Lokalisation des Proteins auch
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nukleares CRIP1 detektiert (Abb. 4.28B). Inwiefern die CRIP1-Hochregulation in synthetischen
VSMCs der CRP4 KO Mause und unter atherosklerotischen Bedingungen auch
kompensatorische (oder andere) Funktionen im Hinblick auf die Regulation von
Transkriptionsprozessen nimmt, bleibt aktuell unklar. In der Tat werden Uber CRIP1 Protein-
Protein-Interaktionen die Transkription bestimmter Gene in Tumoren reguliert (Baumhoer et
al., 2011; Ludyga et al., 2013). Ob diese Befunde auch auf VSMCs Ubertragbar sind, muss
wie bereits ausgefuhrt zukilnftig analysiert werden. Neben der mdoglichen Beteiligung an
Transkriptionsregulationsprozessen implizieren diverse Studien, dass CRIP1 als Biomarker
und Onkogen bei Tumorerkrankungen eine Rolle spielt (Hao et al., 2008; Pan et al., 2021).
Hierbei scheint CRIP1 Einfluss auf die Proliferation und Migration verschiedener Zelltypen zu
nehmen (Lanningham-Foster et al., 2002; Li et al., 2017; Zhang et al., 2018). Es wéare somit
von grof3em Interesse den Einfluss von CRIP1 auf die Migration und Proliferation in VSMCs
zu untersuchen. Dadurch konnte ein eventuell vorhandener Zusammenhang zwischen der
erhohten Proliferation und Migration in synthetischen CRP4-defizienten VSMCs und der
erhdhten Expression von CRIP1 hergestellt werden. Dartiber hinaus konnte CRIP1 in ApoE
KO Aorten nach 16 Wochen WD sowohl in a-SMA-positiven Zellen in der Media und innerhalb
der Plaques, als auch in Mac2-positiven Zellen identifiziert werden (Abb. 4.28G).
Interessanterweise wird CRIP1 neben der bereits bekannten Expression in Monozyten
(Schweigert et al.,, 2021; Zeller et al.,, 2017) auch nach der vaskularen Infiltration der
Monozyten und der Differenzierung zu Makrophagen in hohem Mafe in diesem Zelltyp
exprimiert. Erhohte zirkulierende CRIP1-Level in Monozyten wurden mit Bluthochdruck und
einem erhohten Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse, wie z.B. Schlaganfall in Verbindung
gebracht (Zeller et al.,, 2017). In einer vor Kurzem publizierten Studie konnten wir die
Korrelation der CRIP1-Expression in Monozyten und dem Blutdruck im murinen Modell, sowie
anhand humaner Studien bestatigen. Durch die Stimulation mit Ang Il wurde CRIP1 in
Monozyten hochreguliert, was auf eine Assoziation zwischen CRIP1 und der
Blutdruckregulation durch das Immunsystem schlieBen lasst (Schweigert et al., 2021).
Aufgrund seiner Funktion im Rahmen der Blutdruckregulation und der Expression in
Makrophagen und VSMCs atherosklerotischer Plaques ist anzunehmen, dass CRIP1 auch
eine Rolle bei der Pathogenese einer Atherosklerose spielen kdnnte. Dies sollte zukunftig in
Monozyten-spezifischen oder SM-spezifischen CRIP1 KO Mausen in einem Atherosklerose-

Modell in vivo analysiert werden.

54 Limitationen der Arbeit und Ausblick

Die Interpretation der im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten unterliegt trotz der

interessanten Befunde noch einigen Limitationen. Zum einen wurden die prasentierten
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Ergebnisse mit einem konstitutiven KO Mausmodell erhoben, bei dem CRP4 bereits wahrend
der Entwicklung in allen somatischen Zellen, sowie in den Zellen der Keimbahn fehlt. Daher
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die globale CRP4-Deletion zu genetischen
Veranderungen gefihrt haben kénnte, die nicht vollstandig erfasst wurden (Léngst et al.,
2021). In unseren Experimenten konnten wir CRP4 als Substrat der cGKIl in VSMCs
identifizieren, allerdings wiirde der Einsatz eines spezifischen pCRP45¢"104-AKs zur weiteren
Aufklarung dieser Interaktion und ihrer in vivo Relevanz beitragen. Aul3erdem wére es mit
einem entsprechenden Tool méglich, die Aktivierung des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs, eine
Zunahme der Ca?'-Desensitivierung der Myofilamente und des Gefalitonus direkt mit den
Phosphorylierungsleveln von CRP4 an Ser104 zu korrelieren (Langst et al., 2021). Ein weiterer
Erkenntnisgewinn wére auf’erdem durch den Einsatz von CRP4-aktivierenden oder -
inhibierenden Substanzen zu erwarten, die aktuell aber leider noch nicht verfligbar sind.
Hierdurch kdonnte CRP4 auch pharmakologisch adressiert werden. Das ist bedeutsam, da
diese akute Regulation andere Effekte auf den Blutdruck oder Gefal3tonus haben kdnnte als
der konstitutive KO von CRP4. Eine weitere Limitation der hier vorliegenden Arbeit ist das
Fehlen eines rein kontraktilen VSMC in vitro Modells. Da bereits durch die Isolierung und
Kultivierung der primaren, murinen VSMCs ein gewisser Anteil an Zellen zum synthetischen
Phanotyp moduliert, ist die Vergleichbarkeit mit ,gesunden“ VSMCs in Aorten nur begrenzt
madglich.

Im Rahmen der Experimente zur Untersuchung der Atherosklerose wurden bis dato keine
lineage-tracing studies durchgefiihrt, die es ermoéglichen wirden die Abstammung der
untersuchten Zellen sicher zu verifizieren (Langst et al.,, 2022). Da VSMCs innerhalb
atherosklerotischer Plaques eine Vielzahl an Transdifferenzierungsprozessen durchlaufen
konnen (Harman & Jgrgensen, 2019), war es somit nicht mdglich eine eindeutige Zuordnung
der Zelltypen innerhalb der L&sionen vorzunehmen. Des Weiteren sollte in zukinftigen
Experimenten die Untersuchung von CRP4 im Rahmen von apoptotischen Prozessen mit Hilfe
einer TUNEL-Farbung oder Farbungen der Caspase-3 in den Kryoschnitten
atherosklerotischer Gefal3e durchgefihrt werden, da es durchaus denkbar ist, dass CRP4 fur
die Apoptose eine Rolle spielen kénnte. Zudem wurde auch der Einfluss weiterer wichtiger
Mediatoren der atherosklerotischen Pathogenese, wie z.B. inflammatorischer Proteine und
Zytokine noch nicht adressiert (Langst et al., 2022). In Bezug auf die Untersuchungen des
CRP4-abhéngigen Proteoms wurde im Rahmen dieser Arbeit der Fokus vor allem auf das
vielversprechende Redoxprotein PRDX4 gelegt. Da im Verlauf der Experimente aber auch
weitere Redox-assoziierte (Acadl, Mical2 und Pir), das Aktin-Zytoskelett (z.B. Adducine,
Mical2) und das Proteasom betreffende (z.B. Ubal) CRP4-abhangig regulierte Proteine
identifiziert werden konnten, wére eine intensivierte Untersuchung dieser Kandidaten von

groBem Interesse (Langst et al., 2022). Des Weiteren konnten einige mit CRP4-interagierende
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Proteine in synthetischen VSMCs identifiziert werden (z.B. Cdc42, Tpm und HSP47), deren
Bedeutung fur die CRP4-abhéngige Pathogenese der Atherosklerose noch nicht abschliel3end
geklart werden konnte.

Ein weiterer Aspekt, der zukiinftig noch einige Aufmerksamkeit benétigt, sind Untersuchungen
zur Rolle des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs bei der CRP4-abhdngigen atherosklerotischen
Plagueentstehung. Hierbei ware zu klaren, inwiefern die pro-atherogenen Effekte von CRP4
auf die Plastizitdt von VSMCs und die Entwicklung einer Atherosklerose von NO-GC/cGKI
moduliert werden. Interessanterweise wurde kirzlich gezeigt, dass die a:-Untereinheit der NO-
GC die phanotypische Modulation von VSMCs und die Entstehung einer Atherosklerose
begilnstigt (Segura-Puimedon et al., 2016). Studien an einem ApoE-defizienten VSMC-
spezifischen cGKI KO Modell implizieren fir cGKI ebenfalls eine pro-atherogene Rolle
(Wolfsgruber et al., 2003). Trotz bestehender Kontroversen (Lehners et al., 2018)
Ubereinstimmen diese Befunde zu den endogenen Komponenten des NO/cGMP/cGKI-

Signhalwegs mit den hier beobachteten pathophysiologischen Funktionen von CRP4.
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6. Zusammenfassung

CRP4 vermittelt Uber LIM-Doméanen Protein-Protein-Interaktionen und fungiert als
Adapterprotein. Diese Eigenschaften befahigen CRP-Proteine und mutmalflich auch CRP4
dazu verschiedene zellulare Funktionen im vaskularen System auszuliben. Hierzu zahlen die
Organisation des Zytoskeletts, die Regulation der Zellmotilitdt und Genexpression, oder die
Differenzierung von VSMCs (Kadrmas & Beckerle, 2004; Lilly et al., 2010; Wei et al., 2005;
Weiskirchen & Gilnther, 2003). In der hier vorliegenden Arbeit wurden sowohl putative
physiologische, als auch pathophysiologische Funktionen von glattmuskularem bzw.
vaskuldrem CRP4 untersucht. Ein Fokus der Arbeit war dabei die mégliche Bedeutung von
CRP4 fur den NO/cGMP/cGKI-Signalweg bzw. cGMP-modulierte Zell- und Gefafl3funktionen.
Bei der Analyse der physiologischen Funktionen konnte zunachst festgestellt werden, dass
CRP4 in VSMCs, wahrscheinlich Uber die LIM-Doménen des Proteins vermittelt, vor allem
zytosolisch und zytoskelettal lokalisiert ist und Einfluss auf die Motilitat und Migrationsfahigkeit
der VSMCs nimmt. Mdglicherweise werden diese regulatorischen Einflisse utber eine
Interaktion mit Proteinen, welche die Aktindynamik beeinflussen (z.B. Integrin s, Cofilin oder
VASP (Abb. 6.1)), vermittelt (Kappert et al., 2001; Kim et al., 2010; Yang et al., 1998). Im
Zytosol der VSMCs konnte vor allem eine perinukleare Anreicherung von CRP4, sowie eine
geringe nukleare Abundanz des Proteins beobachtet werden. Diese Befunde zur
intrazellularen Lokalisation von CRP4 passen gut zu den Erkenntnissen, dass CRP4 in
vaskularen Zelllinien als Substrat der cGKI identifiziert wurde und als Adapterprotein an der
cGMP-abhangigen Regulation der glattmuskularen Genexpression beteiligt sein soll (Zhang
et al., 2007). Zudem konnten im Rahmen dieser Arbeit mit NO-GCp: und cGKI bedeutsame
Faktoren des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs als CRP4-regulierte Proteine identifiziert werden
(Langst et al., 2021). Neben diesen Effekten auf die Proteinexpression scheint CRP4 auch die
Phosphorylierungslevel cGKIl-spezifischer Substratproteine zu beeinflussen. Konkret
implizieren die erhoben Daten, dass CRP4 liber einen negativen Feedback-Mechanismus den
vaskularen NO/cGMP/cGKI-Signalweg moduliert. Dies zeigte sich unter anderem in einer
reduzierten Ca?*-Sensitivitat der Myofilamente nach CRP4-Ablation. Dabei resultierte der
CRP4-Funktionsverlust in hoheren MYPT1-Proteinleveln mit einer reduzierten, inhibitorischen
Phosphorylierung an Thr696, sowie folglich niedrigeren pMLC25¢°-Leveln (Abb. 6.1). Diese
WB-Analysen mit phosphospezifischen AKs wurden (in Kollaboration mit Dr. Olga Schweigert
am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, AG Prof. Tanja Zeller) in myographischen
Experimenten mit Aortenringen bestatigt. Hier war eine reduzierte maximale Kontraktilitat
CRP4-defizienter Aortenringe zu beobachten, vermutlich weil die disinhibierte cGMP-
vermittelte Ca2*-Desensitivierung zur Relaxation der VSMCs beitragt (SOMLYO & SOMLYO,
2003). In vivo prasentierten sich Mause mit einer globalen CRP4-Defizienz in Folge der

geringeren Kontraktilitdt der Aorten mit niedrigeren basalen Blutdruckwerten. Des Weiteren
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bewirkte die Deletion von CRP4 ein gesteigertes Relaxationsvermégen der Aorten als Antwort
auf blutdrucksenkende Modulatoren des NO/cGMP/cGKI-Signhalwegs, wodurch letztlich eine
starkere Blutdrucksenkung im CRP4 KO in vivo erzielt werden konnte (Abb. 6.1). Diese
Befunde lassen darauf schlie3en, dass in CRP4 KO Mausen eine Disinhibition des endogenen
NO/cGMP/cGKI-Signalwegs stattfindet.

Uberraschenderweise und im Gegensatz zu den vorbezeichneten Befunden scheinen 8-Br-
cGMP und DEA/NO CRP4 fir inre hemmenden Effekte auf die Agonist-induzierten [Ca?']-
Transienten in kultivierten VSMCs zu bendtigen (Abb. 6.1) (Mlnzel et al., 2003; Schlossmann
& Desch, 2011). Dabei kdnnte CRP4 mdglicherweise als Adapterprotein fungieren, indem es
die relevanten Signalmolekdle fir die effiziente Ubermittiung der NO/cGMP/cGKI-Signale zu
den [Ca?*)i-regulierenden Proteinen in VSMCs raumlich koordiniert. Zusammenfassend zeigen
die physiologischen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass CRP4 an der Feinjustierung der
vaskuldren Reaktion auf cGMP-modulierende pharmakologische Substanzen beteiligt ist.
Zudem ubt CRP4 weitere Funktionen im Rahmen der Regulation des vaskularen Aktin-
Zytoskeletts aus und beeinflusst auch das Migrationsvermdgen der VSMCs.
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cGKI- . . 1= hochreguliert in CRP4 KO VSMCs/Aorten
Aktivitit T vaskulare Relaxation |=herunterreguliert in CRP4 KO VSMCs/Aorten

Blutdruckabnahme in CRP4 KO Mausen 1

Abbildung 6.1: Die CRP4-vermittelte cGMP-abhéangige Blutdruckregulation

Die schematische Darstellung gangiger Mechanismen zur Regulation der VSMC Relaxation und des
Blutdrucks in Abhangigkeit von cGMP zeigt, wie CRP4 an der Feinjustierung dieser Prozesse bzw. der
vaskularen Reaktion auf cGMP-modulierende Substrate beteiligt sein kénnte. Ein CRP4-
Funktionsverlust fiihrte Uber héhere MYPT1-Proteinlevel bei gleichzeitig geringeren, inhibierenden
pMYPT1T69%.| eveln und folglich verminderten pMLC25¢19 zu einer starkeren Ca2*-Desensitivierung der
VSMCs. Zudem konnte eine héhere cGKI-Aktivitat (bei reduzierten cGKI-Proteinleveln) in Form von
erhdhten pVASPSe239. und pCofilinSe3-Leveln, was potenziell zu einer niedrigeren Aktin-
Polymerisierung beitragt, in CRP4 KO VSMCs festgestellt werden. Trotz der verminderten cGKI-
vermittelten Hemmung der [Ca?']-Transienten resultierte die CRP4-Defizienz in einem erhdhten
Relaxationsvermdgen der Aorten und einer starkeren Blutdruckabnahme der Mause als Antwort auf
cGMP-erh6hende Substanzen. Zusammengenommen deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die
Ablation von CRP4 zur Disinhibition des endogenen, vaskularen NO/cGMP/cGKI-Signalwegs fihrt. Das
Schema wurde modifiziert nach (Langst et al., 2021).
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Neben den physiologischen vaskuldren Eigenschaften von CRP4, wurde im Rahmen dieser
Dissertation auch der Einfluss von CRP4 auf pathophysiologische vaskulare Erkrankungen,
wie z.B. die Entwicklung einer Atherosklerose untersucht. Bei der Atherosklerose handelt es
sich um eine multifaktorielle, chronisch entziindliche Gefal3erkrankung, fir deren Pathogenese
VSMCs eine grofRe Rolle spielen (Bennett et al., 2016). Eine Ruptur der atherosklerotischen
Plagues kann zur Thrombenbildung mit einem nachfolgenden Herzinfarkt oder Schlaganfall
fuhren (Allahverdian et al., 2018). Damit stellt die Atherosklerose eine der wichtigsten
zugrundeliegenden pathologischen Prozesse fir die Entwicklung von CVDs dar, die weltweit
die Haupttodesursache sind (Virani et al., 2020). Eine weitere Entwicklung und Verbesserung
der aktuellen Therapie, sowie eine verbesserte Pravention atherosklerotischer
GefalRerkrankungen erscheint daher unerlasslich und bedarf weiterer Forschung. Die im
Rahmen dieser Dissertation erhobenen in vivo Befunde im atherogenen ApoE KO Mausmaodell
zeigten einen pro-atherogenen Effekt fur (vaskulares) CRP4 (Abb. 6.2). Die pro-atherogene
Wirkung geht mit einer erhdhten Anzahl und Grof3e CRP4-profizienter atherosklerotischer
Plagues einher. Des Weiteren ergab sich ein Zusammenhang zwischen der Hyperzellularitat
der Plagues und dem CRP4 WT-Status. Diese in vivo Befunde konnten durch in vitro
Experimente in primaren VSMCs unterlegt werden. Dabei konnte bei der Analyse des
Migrationsvermdégens festgestellt werden, dass CRP4 die Migration in primaren VSMCs fordert
und somit durch eine Stimulation der phanotypischen Modulation, die durch eine vermehrte
Migration charakterisiert ist, zur erhéhten Plaquebildung beitragen kdnnte (Abb. 6.1) (Deng et
al.,, 2017). Diese These wird durch eine erhohte o-SMA-Abundanz innerhalb der
atherosklerotischen CRP4 WT Plaques, die auf eine erhgohte Anzahl migrierter VSMCs
hindeutet, unterstiitzt. Obwohl CRP4 die Initierung und Entwicklung atherosklerotischer
Lasionen stimuliert, Ubernimmt es moglicherweise einige gegenlaufige Funktionen im
synthetischen VSMC-Phéanotyp. So konnte gezeigt werden, dass CRP4 in synthetischen,
hochpassagierten VSMCs die proliferative Kapazitat in vitro vermindert und innerhalb
atherosklerotischer Plaques in vivo ebenfalls zu einer niedrigeren Proliferationsrate der Zellen
fuhrt (Abb. 6.2). Bei der naheren Betrachtung der komplexen Plaguezusammensetzung zeigte
sich auRerdem in ApoE KO CRP4-positiven Mausen eine hohere Oxidation von LDL, sowie
damit einhergehend auch eine erhéhte Anfalligkeit fur Kalzifizierungen der VSMCs innerhalb
der Plaques (Abb. 6.2). Ein moglicher Signalweg fiir die Vermittlung der erhdhten LDL-
Oxidation in CRP4 WT/ApoE KO Lé&sionen ist die Suppression der Expression des anti-
oxidativen Enzyms PRDX4, das zusammen mit Pir, Mical2 und Acadl mit Oxidations-
/Reduktionsprozessen (GO: 0055114) in synthetischen VSMCs in Verbindung steht (Tab. 4.1,
Abb. 6.2). PRDX4 wurde bereits in einer frGheren Publikation als anti-atherogenes Target
identifiziert (Xin Guo et al., 2012). Die erhdhte Oxidation von LDL und vermehrte Kalzifizierung

der VSMCs, sowie die verminderte Zellproliferation durch CRP4 tragen hierbei zu einer
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Zusammenfassung

gesteigerten Vulnerabilitat der atherosklerotischen Plaques bei und kénnten einen Einfluss auf
das Risiko einer Plagueruptur (die allerdings im ApoE-defizienten Atherosklerose-Modell eher

unwahrscheinlich ist) nehmen (Abb. 6.2).

Zusammenfassend fuhren die Ergebnisse zu der Annahme, dass CRP4 eine sehr
differenzierte Rolle in den verschiedenen Stadien der VSMC Plastizitdt und wahrend der
Entwicklung einer Atherosklerose spielt. Dabei dominieren die pro-atherogenen Effekte von
CRP4 uber den anti-proliferativen Eigenschaften in synthetischen VSMCs und fiihren zu einem
milderen atherosklerotischen Phanotyp in dKO Mausen. Durch eine zielgerichtete Modulation
der CRP4-Aktivitat oder Interaktionsfahigkeit ware es daher denkbar, das Migrationspotenzial
von VSMCs zu vermindern und die Expression von PRDX4 zu induzieren, was eine frihe

Lasionsbildung verhindern und/oder zur Plaquestabilitét in spateren Stadien beitragen konnte.
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Abbildung 6.2: Zusammenfassung der CRP4-regulierten Pathogenese der Atherosklerose

Die schematische Darstellung der CRP4-vermittelten pro-atherogenen Wirkungen zeigen, dass CRP4
die Plaquebildung fordert, indem es die phanotypische Modulation und das Migrationsvermégen der
VSMCs stimuliert. Dies fuhrte zu einer héheren a-SMA-Abundanz innerhalb der atherosklerotischen
Plagues und einer insgesamt starker ausgepragten Plaquebildung. In fortgeschrittenen Plaques
beeinflusst CRP4 hingegen die Stabilitat der Plaques. CRP4 vermittelt diese Funktion zum einen durch
die Hemmung des anti-oxidativen Proteins PRDX4, was zu einer vermehrten Oxidation von LDL
innerhalb der Lé&sionen fiihrte. Dies geht ebenfalls mit einer erhdhten Kalzifizierung der VSMCs
innerhalb der Plagues einher. Zum anderen begiinstigt CRP4 die Vulnerabilitat der Lasionen durch
seine anti-proliferative Wirkung auf synthetische VSMCs und Zellen innerhalb der atherosklerotischen
Plagues. Das Schema wurde nach (Léngst et al., 2022) modifiziert.

Media
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7. Anhang
7.1 cGMP-abhangige Migration von PO VSMCs
A g PO VSMC e PO VSMC
Ez,o— T * - CRP4WT]+8-Br-cGMP 7 mm CRP4WT
55 15 B = CRPaKO é§ 12+ . 1 CRP4 KO
05 3 g _
S8 25
25 "] U 6]
8 E o051 87
xs™ SE 34
0,0- 0-
24 h 48 h 72h CTR  8-Br-cGMP

Abbildung 7.1: cGMP-abhangige Migration von PO VSMCs

(A) Die Migrationsanalyse von CRP4 WT und KO PO VSMCs in Abhangigkeit von cGMP wurde mittels
eines modifizierten Wundheilungs-Assay durchgefihrt. Die Zellen wurden hierbei mit oder ohne 8-Br-
cGMP [1 mM] in den Migrationsschalen kultiviert und 24 h, 48 h und 72 h nach Entfernen des Inserts
auf den Fortschritt der Migration untersucht. Dabei konnte in CRP4-defizienten VSMCs eine signifikant
gesteigerte Migration durch die Stimulation mit 8-Br-cGMP detektiert werden, wahrend in CRP4 WT
VSMCs kein Effekt zu sehen war (n=3/Genotyp, *p<0,05, **p<0,01, zweiseitiger Student t-test). (B) Die
Migrationseffekte korrelierten unter anderem mit einer gehemmten Caldesmon-Expression in CRP4 KO
VSMCs nach 8-Br-cGMP-Stimulation. Die mRNA-Expression von Caldesmon wurde mit Hilfe einer qRT-
PCR unter basalen Bedingungen und nach 24 h 8-Br-cGMP [1 mM]-Stimulation in CRP4 WT und KO
PO VSMCs quantifiziert (n=5-6/Genotyp, *p<0,05, zweiseitiger Student t-test). Alle dargestellten
Ergebnisse sind als Mittelwerte +SEM berechnet.
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7.2 Etablierung der telemetrischen Blutdruckmessungen bei i.p.
Injektion

Aqua ad injectabilia

0 -+ CRP4 WT
e -o- CRP4 KO

SBD [mmHg]

Zeit [min]

Abbildung 7.2: Telemetrische Blutdruckmessungen nach Aqua ad inject. i.p. Applikation

Um den Effekt der intraperitonealen Injektion auf den systolischen Blutdruck (SBD) zu messen, wurden
Kontrollmessungen mit Aqua ad injectabilia i.p. Injektionen durchgefiuhrt. Die Injektionen fanden 30 min
nach Beginn der Messungen statt (im Diagramm Zeitpunkt O min). Hierbei konnte gezeigt werden, dass
die Injektion keine genotypspezifischen Unterschiede in den SBD der CRP4 WT und KO Mause
hervorrufen (n=8/Genotyp). Der MAP und die diastolischen Blutdruckwerte zeigten hierbei ebenfalls
keine Unterschiede zwischen CRP4 WT vs. KO Mausen (Daten nicht gezeigt). Alle Daten sind als

Mittelwerte +SEM dargestellt (Léangst et al., 2021).
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7.3 Etablierung der Co-IP in synthetischen VSMCs
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Abbildung 7.3: Etablierung der Co-IP mit CRP4 in synthetischen VSMCs

Zur Etablierung der Co-IP wurde das Probenmaterial zu unterschiedlichen Zeitpunkten via WB bzgl.
einer CRP4-Proteinexpression untersucht. In den urspringlichen Proteinlysaten (Lysat) konnte CRP4
nur im CRP4 WT detektiert werden. In den entsprechenden CRP4 KO Proben war erwartungsgemaf
kein CRP4 detektierbar. Die Waschbeads und der Uberstand mit den ungebundenen Proteinen (IP-SN)
zeigten ebenfalls keine CRP4-Banden. Um zu bestétigen, dass die Nebenbanden in dem Co-IP WB von
der leichten und schweren Kette des CRP4-AK stammen, wurden zuséatzlich die eluierten TrueBlot®
Beads (TBBs) und die mit CRP4-AK inkubierten TBBs geblottet. Hier konnten jeweils nur die

Nebenbanden und keine Bande auf der Hohe von CRP4 detektiert werden.
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7.4 cGMP-regulierte CRP4-Interaktionspartner

O = ' < N

£ 9% g = £¢ =

3 e S 5 s 5
ol £ n 7 [}

Crip2 30,5319 4,02E-11 ok 6,05E-45 X
Eeflb 23,8183 0,0338 * 4,72E-28 X
Ptbpl 23,1665 0,1804 n.s. 1,24E-26 X
Ppia 25,2299 0,0626 n.s. 2,93E-31 X
Vcaml 23,5001 0,1942 n.s. 2,35E-27 X
Rpl18 25,4878 0,1749 n.s. 7,26E-32 X
Fbin2 25,4511 0,0684 n.s. 8,85E-32 X
Timp3 23,9035 0,2026 n.s. 3,06E-28 X
Sipal 23,0267 0,1776 n.s. 2,47E-26 X
Rpl9 24,2940 0,1715 n.s. 4,11E-29 X
Rpl10a 24,3811 0,1720 n.s. 2,61E-29 X
Psmc4 23,1376 0,0620 n.s. 1,43E-26 X
Eefld 24,6363 0,0055 * 6,88E-30 X
Eef2 25,3140 0,1801 n.s. 1,86E-31 X
Tnkslbpl 24,6780 0,1764 n.s. 5,52E-30 X
Cdc42 25,9180 0,0614 n.s. 6,86E-33 X
Lrchl 23,6297 0,0619 n.s. 1,23E-27 X
Gnas 24,1611 0,1821 n.s. 8,16E-29 X
Rpl22 25,1764 0,0054 i 3,90E-31 X
Ywhaq 25,9312 0,0603 n.s. 6,38E-33 X
Cct4 24,0642 0,1783 n.s. 1,34E-28 X
Agbl1 29,5996 0,0632 n.s. 2,38E-42 X
Plekhg3 24,2664 0,1715 n.s. 4,74E-29 X
Cttn 26,5220 0,1782 n.s. 2,34E-34 X
Serpinb6 25,1312 0,1713 n.s. 4,97E-31 X
Prpf4b 24,6777 0,0046 * 5,53E-30 X
Prdx2 24,0038 0,1712 n.s. 1,83E-28 X
Cstb 25,1979 0,777 n.s. 3,48E-31 X
Zyx 24,7727 0,0616 n.s. 3,35E-30 X
Cgnil 24,2502 0,0594 n.s. 5,15E-29 X
Rps9 23,2812 0,1769 n.s. 7,02E-27 X
Rpl10 24,9058 0,1887 n.s. 1,66E-30 X
Cemip 25,3346 0,0783 n.s. 1,66E-31 X
Lrch3 23,9941 0,0597 n.s. 1,92E-28 X
Phldb2 24,3884 0,1785 n.s. 2,52E-29 X
Finc 26,8427 0,0655 n.s. 3,78E-35 X
Rnhl 24,1796 0,1787 n.s. 7,42E-29 X
Rtcb 25,0057 0,0627 n.s. 9,73E-31 X
Rrbpl 24,2591 0,0828 n.s. 4,92E-29 X
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o) = : < N

i S8 S8 £f 0 %

© b = 8 53 »

Arhgdia 24,1645 0,1772 n.s. 8,02E-29 X

Serpinbla 24,8765 0,0339 * 1,94E-30 X

Rpl4 23,9849 0,1748 n.s. 2,02E-28 X

Ap2bl;Aplbl 24,4668 0,0734 n.s. 1,67E-29 X

Slit3 24,4643 0,1811 n.s. 1,69E-29 X
Cfi1 1,1605 0,0502 n.s. 0,3239
Serpinhl 1,2643 0,0422 * 0,3069
Tpm3 0,5467 0,0474 * 0,4312
Tinl 0,7113 0,0467 * 0,4016
Rps20 1,4691 0,0435 * 0,2745
Rps23 0,4744 0,0489 * 0,4444
Gnbl 2,4799 0,0455 * 0,1432
Rps3a 0,9398 0,0468 * 0,3614
Tpm4 1,9222 0,0442 * 0,2094
Ppp1rob 2,8047 0,0465 * 0,1120
Finb 1,2933 0,0418 * 0,3022
Eeflg 0,7079 0,0460 * 0,4022
Rail4 1,4247 0,0477 * 0,2814
Copbl 0,8811 0,0437 * 0,3716

Tabelle 7.1: CRP4-Interaktionspartner nach 8-Br-cGMP-Stimulation
Auflistung der Mittelwerte der CRP4 WT/KO Ratios aller mittels LC-MS/MS detektierten Proteine nach
8-Br-cGMP-Stimulation in Co-IP-Lysaten von P10 — 15 VSMCs. Zudem sind die Signifikanzniveaus des
zweiseitigen Student t-tests mit permutationsbasierter FDR (false discovery rate)-Bestimmung (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001) und die mittels Signifikanz A-Test (mit einer Benjamini-Hochberg-basierten FDR-
Bestimmung) signifikanten Proteine, die mit einem (x) gekennzeichnet sind, dargestellt (n=5/Genotyp

(jeweils aus 4 Aorten isoliert)).
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7.5 Untersuchung der metabolischen Parameter im in vivo
Atherosklerose-Modell
Parameter CRP4 WT/ dKO CD CRP4 WT/ dKO WD
ApoE KO CD ApoE KO WD

Gewicht Leber 73,78 + 4,31 74,61+ 554 126,71 + 17,36** 109,37 + 9,46*
[mg/mm Tibia]
Gewicht Milz 5,62 + 0,55 5,73+ 0,96 7,53+ 0,89 6,25 + 2,03
[mg/mm Tibia]
Gewicht Lunge 19,07 £ 0,86 17,47 £1,43 16,70 £ 1,34 17,10 £ 1,53
[mg/mm Tibia]
Gewicht Herz 8,31+0,14 7,79+0,22 8,24 + 0,26 8,22 +0,42
[mg/mm Tibia]
HDL [mg/dl] 29,99 + 2,03 30,27 £ 2,57 26,09 + 1,78 2522+ 1,79
LDL [mg/dl] 25,98 + 3.03 28,47 +2,26 277,6 + 27,98*** 277,43 + 20,41***
VLDL [mg/dl] 358,27 + 27,12 399,98 + 26,93 1248,44 + 103,42***  1324,08 + 99,38***
Protein [g/dlI] 477 +0,18 4,75+0,10 3,99 +0,23 3,87 +£0,16
CK [un] 1356,89 + 613,63 1913,00 £ 369,90 1789,87 + 466,76 1562,55 + 483,45
Harnstoff [mg/dl] 38,98 + 2,21 43,24 +2,70 37,97 +2,83 34,65 + 2,67
NEFA [umol/I] 483,61 + 53,94 524,17 + 70,33 569,82 + 50,40 645,06 + 52,19
GPT [U/] 14,67 £ 1,78 16,00 + 2,45 4,57 0,37 6,18 + 1,40
GOT [U/1] 159,00 + 18,08 294,50 + 31,88 180,00 + 18,15 161,82 + 26,88
AP [U/] 90,51 + 13,36 79,84 + 5,16 78,18 + 3,58 75,31+2,72
Triglyzeride 1,80+ 0,16 1,90 £ 0,50 542 + 1,06 6,61+0,52
[mg/100mg Leber]
Cholesterol 0,24 + 0,04 0,19 £ 0,02 0,65+ 0,10 0,82+ 0,05

[mg/100mg Leber]

Tabelle 7.2: Metabolische Parameter im in vivo Atheroklerose-Modell

Auflistung verschiedener metabolischer Parameter von CRP4 WT/ApoE KO und dKO Mé&usen nach 16
Wochen WD- vs. CD-Fitterung (n=7-15/Genotyp, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, zweiseitiger Student
t-test). Alle Werte sind als Mittelwerte +£SEM dargestellt. Die Tabelle wurde modifiziert nach (Langst et
al., 2022).
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7.6  Auswertungsmethode der H&E-Farbungen

.|| CRP4 KO WD

B ApoE KO

CRP4 WTWD . .

Abbildung 7.4: Exemplarische Bilder zur Veranschaulichung der Auswertung der H&E-Farbung
(A) Zur Auswertung der Mediadicke unterhalb des Plaguebereichs wurde die Media in H&E-gefarbten
Kryoschnitten aus CRP4 WT/ApoE KO und dKO Mausen nach 16 Wochen WD an 6 unterschiedlichen
Stellen/Kryoschnitt vermessen. Der Mittelwert der Messungen wurde fiir die weitere Berechnung
herangezogen und auf die jeweilige Plaqueflache bezogen. (B) Die Berechnung der Intima/Media-Ratio
erfolgte durch das Ausmessen des Gefal3lumens (A (GefalZslumen)), der dul3eren elastischen Lamina
(A (EEL)), sowie der inneren elastischen Lamina (A (IEL)) und wurde wie folgt berechnet:

) A(IEL) — A(Gefafllumen)
Ratio =
A(EEL) — A(IEL)

(C) Die zelifreien (=ungefarbten) Flachen innerhalb der Plaques wurden als nekrotischer Kern definiert.
Hierzu wurde mittels der Software ImageJ eine Colour Deconvolution fur H&E-Farbungen durchgefihrt
und durch Anwendung eines definierten Threshold jeweils die zellfreien Bereiche bezogen auf die
Plaqueflache berechnet.
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7.7 Telemetrische Blutdruckmessungen nach 12 Wochen WD
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Abbildung 7.5: Telemetrische Blutdruckmessungen nach 12 Wochen WD im in vivo
Atherosklerose-Modell

Die telemetrischen Blutdruckmessungen wurden in ApoE KO CRP4 doppelmutanten Mausen nach 12
Wochen WD-Fitterung an drei aufeinanderfolgenden Tagen (72 h) durchgefuhrt. Hierbei wurden die
systolischen (A), diastolischen (B) Blutdruckwerte, sowie der MAP (C) ermittelt. Des Weiteren wurde
auch die Pulsamplitude (D), Herzrate (E) und die Aktivitat der Mause (F) aufgezeichnet und quantifiziert.
Fur die Auswertung wurden die Mittelwerte der drei Tage in Abhéngigkeit vom Tag-/Nachtzyklus
(12 h/12 h) und als 24 h-Wert berechnet. Dabei konnten in Abwesenheit von CRP4 signifikant niedrigere
diastolische Blutdruckwerte detektiert werden (n=6-7/Genotyp, *p<0,05, zweiseitiger Student t-test). Alle
Ergebnisse sind als Mittelwerte +£SEM dargestellt.
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7.8 Ki-67 Messungen in atherosklerotischen Plaques nach 8
Wochen WD
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Abbildung 7.6: Proliferation in atherosklerotischen Plagues nach 8 Wochen WD

Anhand von Kryoschnitten aus CRP4 WT/ApoE KO und dKO Mausen nach 8 Wochen WD-Ftterung
wurde die Anzahl proliferierender Zellen im Inneren der Plaques (B), sowie in der Tunica media
unterhalb der Plaques (C) quantifiziert. (A) Hierzu wurden die Gewebeschnitte mit dem
Proliferationsmarker Ki-67 (gelb), sowie dem Zellkernmarker Hoechst (blau) gefarbt. (B, C) Die
Proliferationsrate wurde prozentual auf die Gesamtzellzahl in den definierten Gewebebereichen
berechnet und zeigte keine genotypspezifischen Unterschiede auf (n=6/Genotyp). (D) In PO VSMCs aus
CRP4 WT und KO Mausen wurde zudem eine Impedanz-basierte Proliferationsmessung mit Hilfe des
XCELLigence Systems (Roche) in Echtzeit durchgefuhrt. Auch hier konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen CRP4 WT und KO VSMCs detektiert werden (n=3/Genotyp (jeweils aus 4
Aorten isolierte VSMCs)). Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte +SEM prasentiert. Modifiziert nach
(Langst et al., 2022).
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7.9 In vivo Restenose-Modell (Neointima-Ligatur)
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Abbildung 7.7: Neointima-Formation im Rahmen des in vivo Ligatur-Modells

(A) Zur Durchfiihrung des Ligatur-Modells wurden bei CRP4 WT und KO Mausen die linke Carotis flr
28 Tage permanent ligiert. AnschlieBend wurde die ligierte Carotis prapariert und Kryoschnitte (8 um)
angefertigt. Mit Hilfe von H&E-Farbungen wurde die (B) Mediaflache, (C) Intimaflache, sowie die (D)
Intima/Media-Ratio in Abh&ngigkeit von der Entfernung zur Ligatur ausgemessen und berechnet. (C, D)
CRP4-defiziente Mause wiesen eine verdickte Intima und eine hdhere Intima/Media-Ratio auf (n=4-
5/Genotyp, *p<0,05, zweiseitiger Student t-test). Alle Daten sind als Mittelwerte +SEM dargestellt.
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7.10 Migrationsverhalten von hochpassagierten P10 - 15 VSMCs

A
CRP4 WT 8 h CRP4 WT 32 h
CRP4 KO 8 h CRP4 KO 24 h CRP4 KO 32h
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Abbildung 7.8: Migration in synthetischen P10 - 15 VSMCs von CRP4 WT vs. KO Mausen

(A) Mit Hilfe von speziellen Silikoneinsatzen wurde ein modifizierter Wundheilungs-Assay mit P10 - 15
VSMCs aus CRP4 WT und KO Mausen durchgefiihrt. Die Zellen wurden 8 h, 24 h und 32 h nach
Entfernen des Silikoneinsatzes lichtmikroskopisch beobachtet und (B) das Schliel3en der Liicke wurde
mittels der Software AxioVision Rel.4.8 quantifiziert. CRP4-defiziente hochpassagierte VSMCs zeigten
ein signifikant hoheres Migrationsvermdégen als die entsprechenden CRP4 WT VSMCs (n=3/Genotyp,
*p<0,05, **p<0,01, zweiseitiger Student t-test). Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte +SEM dargestellt.
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7.11 Basale Proteom-Analyse in P10 - P15 VSMCs aus CRP4 WT
und KO Mausen

@) c ' m

2 X 2< £ _ ~ O g

g HE 2y =2 Sy =

5 Sle Ze g2 £7 5
8 g | & 5 5 g
Crip2 24,5991 1,37E-10 fd 0 X
Trmtll 19,7148 0,3515 n.s. 2,01E-65 X
Thoc2 19,1011 0,0076 * 1,58E-61 X
Dock5 19,9326 0,3660 n.s. 7,77E-67 X
Myole 1,2102 0,3981 n.s. 0,0026 X
Endog 19,3844 0,0678 n.s. 2,61E-63 X
Prdx4 -0,8339 0,0156 * 0,0009 X
Degsl -0,9449 0,0717 n.s. 0,0041 X
Man2bl 0,8167 0,3475 n.s. 0,0017 X
Amacr 18,8551 0,3433 n.s. 5,34E-60 X
Hax1 18,6606 0,3617 n.s. 8,36E-59 X
Prkagl -21,5821 0,3261 n.s. 0 X
Acotl -20,9285 0,3785 n.s. 0 X
Sgce 22,9173 0,3129 n.s. 9,55E-88 X
Gnpdal -21,9703 0,3418 n.s. 0 X
Cpd 1,6561 0,0923 n.s. 1,51E-08 X
Rbm3 -0,7809 0,2808 n.s. 0,0020 X
B2m -21,6631 0,0634 n.s. 0 X
Mtnd4 1,0413 0,1020 n.s. 0,0003 X
Ctsl 0,8001 0,3171 n.s. 0,0011 X
Mel 0,6410 0,1539 n.s. 0,0015 X
Txn 0,6285 0,2052 n.s. 0,0029 X
Atplbl 0,6730 0,1462 n.s. 0,0009 X
Bsg 1,5179 0,2523 n.s. 2,17E-13 X
Vim 0,8128 0,8900 n.s. 0,0002 X
Mfge8 -0,8083 0,3151 n.s. 0,0036 X
Tgm2 -0,8016 0,7516 n.s. 0,0015 X
Pnp -0,7826 0,2685 n.s. 0,0019 X
Aldhlal 1,3841 0,6109 n.s. 4,39E-10 X
Dcn 1,6621 0,2146 n.s. 1,63E-11 X
Fmrl -0,8238 0,0525 n.s. 0,0029 X
Pbx1 -19,4772 0,0892 n.s. 4,84E-307 X
Aldh3al -0,7595 0,6159 n.s. 0,0027 X
Gsr 0,8765 0,1125 n.s. 1,82E-05 X
Ctsh 1,1244 0,2426 n.s. 4,83E-06 X
Acadl -0,7405 0,0267 * 0,0035 X
Jakl 0,7023 0,3114 n.s. 0,0041 X
Uspl0 20,7193 0,3490 n.s. 4,57E-72 X
Mmpl14 -19,3692 0,8026 n.s. 1,14E-303 X
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Slcl6al 2,1482 0,1949 n.s. 9,70E-16 X
Lsm3 1,5340 0,7584 n.s 1,55E-07 X
Prrx1 1,0552 0,2504 n.s 0,0003 X
Dynli1 -0,8379 0,0802 n.s 0,0025 X
Actgl -2,6456 0,3083 n.s 1,47E-22 X
Itpr3 -20,7446 0,3568 n.s 0 X
Slc9a3rl 0,8227 0,5717 n.s 0,0001 X
Renbp -1,8804 0,8862 n.s 1,24E-07 X
Phf5a -20,8001 0,1325 n.s 0 X

Fhil 1,0493 0,5958 n.s 1,62E-06
Dtymk -21,1083 0,3563 n.s 0 X
Dab2 0,8200 0,0556 n.s 0,0017 X
Rplp2 0,7202 0,4878 n.s 0,0007 X
Apoal -23,6887 0,3094 n.s 0 X
Ubal -1,0088 0,0103 * 4,57E-05 X
Emll -0,8315 0,3769 n.s 0,0027 X
Cobll1 0,6256 0,2435 n.s 0,0020 X
Nt5c2 -20,9014 0,3465 n.s 0 X
Psme4 18,8746 0,3459 n.s 4,05E-60 X
Thoc6 19,2626 0,3595 n.s 1,54E-62 X
Grb10 20,7887 0,1262 n.s 0 X
Arhgef2 -0,9726 0,0706 n.s 0,0032 X
Papola 20,5156 0,3559 n.s 1,08E-70 X
Pafah1b3 -0,7977 0,0215 * 0,0040 X
Lamb2 0,8386 0,3169 n.s 0,0006 X
Msin 20,3305 0,3989 n.s 0 X
Fscnl -0,8617 0,6488 n.s 0,0006 X
Fbnl 0,8842 0,1853 n.s 0,0007 X
Snrpc -22,3222 0,3488 n.s 0 X
Sprrla 1,9181 0,7642 n.s 8,08E-15 X
Cdk6 -20,9960 0,3779 n.s 0 X
Cd34 22,4438 0,0676 n.s 0 X
Myo6 20,2013 0,0676 n.s 1,34E-68 X
Wapal 19,4209 0,3534 n.s 1,53E-63 X
Samd9l 19,1285 0,3556 n.s 1,07E-61 X
Hectdl -1,1752 0,2990 n.s 0,0010 X
Ecm29 0,6909 0,1811 n.s 0,0007 X
Nup188 -24,7570 0,8011 n.s 0 X
Ugtlar7c 2,0314 0,2196 n.s 2,93E-14 X
Akap9 -22,1710 0,0616 n.s 0 X
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Fblim1 -1,2266 0,3353 n.s. 7,01E-06 X
XFam63a -20,4622 0,0725 n.s. 0 X
Gypc 21,0647 0,3534 n.s. 2,00E-74 X
Brd2 19,3044 0,3585 n.s. 8,37E-63 X
Coll4al -1,3803 0,6303 n.s. 4,29E-07 X
Upk3b 20,2206 0,1696 n.s. 0 X
Zc3hcl 20,1904 0,3545 n.s. 1,58E-68 X
Commd7 20,3929 0,3675 n.s. 7,15E-70 X
Chmp2b -20,6631 0,0666 n.s. 0 X
Mical2 -1,0363 0,0251 * 0,0016 X
Efempl -19,9929 0,4242 n.s. 1,98E-323 X
Rps6kb1 1,1656 0,4036 n.s. 0,0037 X
Bri3bp 1,1800 0,8041 n.s. 0,0033 X
Taok3 20,5303 0,0676 n.s. 8,60E-71 X
Anapc2 21,3834 0,1251 n.s. 0 X
Mina -20,4001 0,3631 n.s. 0 X
Slc38a2 -21,0407 0,3608 n.s. 0 X
H6pd -0,9755 0,4919 n.s. 0,0004 X
Trim32 -19,5606 0,8258 n.s. 0,00E+00 X
GnI3 20,0391 0,0676 n.s. 1,56E-67 X
Rhot2 19,6421 0,3457 n.s. 5,90E-65 X
Cc2dla 19,3538 0,3507 n.s. 4,08E-63 X
Alkbh3 19,6125 0,1266 n.s. 9,14E-65 X
Mrpl38 19,6211 0,1263 n.s. 8,05E-65 X
Ncapd2 -19,0186 0,4299 n.s. 7,51E-293 X
Mcfd2 0,9556 0,4076 n.s. 0,0010 X
Suox 0,7703 0,0573 n.s. 0,0017 X
Sh3kbpl 1,6531 0,3957 n.s. 3,88E-05 X
Rnpep -1,5268 0,2119 n.s. 1,85E-08 X
Chchd4 -19,8440 0,7994 n.s. 1,24E-318 X
Mgstl 0,6268 0,6634 n.s. 0,0019 X
Ces2c 1,2267 0,2477 n.s. 3,46E-06 X
Dnajc9 -21,5467 0,0776 n.s. 0 X
Tmem205 21,4852 0,3478 n.s. 0 X
Baspl 3,1219 0,3075 n.s. 3,58E-31 X
Snx18 0,8726 0,1903 n.s. 0,0008 X
Msi2 1,4544 0,3922 n.s. 0,0003 X
Rheb -21,7890 0,0594 n.s. 0 X
Tcaf2 -0,9607 0,4758 n.s. 0,0005 X
Tubb6 -0,7857 0,0611 n.s. 0,0018 X
Xpo5 0,7843 0,4832 n.s. 0,0014 X
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Mta3 19,4481 0,3451 n.s 1,03E-63 X
Cmas 0,9357 0,0990 n.s. 0,0013 X
Hars2 -20,2002 0,3680 n.s. 0 X
Atp5I 0,5822 0,1975 n.s. 0,0039 X
Ifitm3 -0,8470 0,0381 * 0,0022 X
Ddx47 19,2388 0,0676 n.s. 2,17E-62 X
Moxd1 -21,3257 0,1242 n.s. 0 X
Mxra7 1,3394 0,7602 n.s. 0,0009 X
Mpc2 1,3239 0,3937 n.s. 0,0010 X
Mms19 1,4157 0,3935 n.s. 0,0004 X
Mrpl21 -20,8547 0,3588 n.s. 0 X
Cul2 1,4201 0,3891 n.s. 1,16E-06 X
Cal3 -1,0502 0,4576 n.s. 0,0014 X
Prss23 1,1974 0,3657 n.s. 0,0029 X
Pir 23,4008 0,0119 * 0 X
Mrps9 -19,5457 0,4207 n.s. 0,00E+00 X
Prkarla 0,7692 0,0761 n.s. 0,0002 X
Rail4 0,9363 0,0292 * 0,0004 X
Tor3a -20,4129 0,3877 n.s. 0 X
Elp4 19,4887 0,3622 n.s. 5,66E-64 X
Brd4 21,5304 0,3502 n.s. 0 X
Agk 20,8562 0,1270 n.s. 5,36E-73 X
Tmod3 0,5723 0,8359 n.s. 0,0045 X
Ddx21 -19,7018 0,3841 n.s. 4,11E-314 X
Pdzk1 -21,8049 0,3795 n.s. 0 X
Slc29al -1,3285 0,1841 n.s. 1,07E-06 X
Piscrl 0,7179 05171 n.s. 0,0033 X
Smpd3 1,0566 0,8075 n.s. 0,0003 X
Nkain4 21,3185 0,0679 n.s. 3,47E-76 X
Glrx -1,0985 0,1200 n.s. 6,20E-05 X
Add3 1,1798 0,0242 * 1,01E-08 X
Addl 1,0033 0,0452 * 1,01E-06 X
Ndrg2 20,4924 0,3764 n.s. 1,55E-70 X
Zranb2 20,9951 0,0676 n.s. 6,00E-74 X
Bcam -19,7828 0,0117 * 1,11E-316 X
Cetn2 19,5646 0,3681 n.s. 1,85E-64 X
Plp2 -23,8345 0,3641 n.s. 0 X
Ggpsl 20,8906 3,93E-12 e 3,12E-73 X
Cdh13 20,8233 0,0678 n.s. 8,98E-73 X
Rnf7 19,2248 0,3482 n.s. 2,66E-62 X
Rfc2 -20,6399 0,7745 n.s. 0 X
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Ehdl 0,7190 0,3405 n.s. 0,0007 X

Sic12a7 -1,4572 0,0545 n.s. 8,94E-06 X

Vnnl -1,3945 0,9584 n.s. 3,24E-07 X

Fads2 1,1342 0,3056 n.s. 9,80E-05 X

Aifm1 0,6006 0,4526 n.s. 0,0029 X

Dctn3 -1,6003 0,1607 n.s. 0,0021 X

Mettl1 -19,2353 0,8348 n.s. 1,64E-299 X
Tcofl 0,7344 0,0081 b 0,0668
Capnl -0,6808 0,0259 * 0,0144
Ik -0,5787 0,0255 * 0,0387
Prim1 -20,4661 0,0112 * 0,2835
Pik3r1;Pik3r3;Pik3r2 -19,3322 0,0112 * 0,3110
Map2k4 -0,1761 0,0248 * 0,6131
Inppl -0,4543 0,0459 * 0,2154
Actn4 -0,4856 0,0066 b 0,0684
Psmcl -0,0958 0,0487 * 0,7894
Ctps2 -0,6360 0,0229 * 0,0550
Usp9x -0,2620 0,0391 * 0,3753
Thumpd3 0,3115 0,0159 * 0,7872
Psmd1 -0,3050 0,0125 * 0,2961
Trmt10c -21,3730 0,0112 * 0,2627
Cttn -0,4171 0,0031 b 0,1266
Dvi2 -0,4816 0,0005 o 0,1881
Cd47 0,4891 0,0370 * 0,0538
Plcgl -0,1695 0,0422 * 0,6275
Ifit3 -19,3400 0,0125 * 0,3108
Ppp2rla -0,2251 0,0019 i 0,4836
Napll4 -0,2868 0,0298 * 0,3427
Erbb2ip -0,6104 0,0444 * 0,0926
Tecprl -19,8767 0,0105 * 0,2976
Wipi2 -0,3375 0,0159 * 0,3644
Tm9sf4 0,2472 0,0448 * 0,2977
Slc25a12 0,2022 0,0166 * 0,2815
Eiflax -0,5502 0,0130 * 0,0499
Rcn2 -0,4295 0,0056 > 0,1308
lars 0,4214 0,0442 * 0,0369
Qdpr -0,3782 0,0474 * 0,2600
Aldh5al -19,8834 0,0097 * 0,2974
Usp47 -0,7822 0,0118 * 0,0179
Cog5 -19,2500 0,0112 * 0,3130
Crbn -19,7256 0,0112 * 0,3012
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Cdc123 -19,7651 0,0100 * 0,3003
Prpsap2 -0,4256 0,0174 * 0,2472
Cops8 -0,1950 0,0283 * 0,5468
Arl8a -0,3804 0,0153 * 0,1930
Pdk3 -0,2215 0,0299 * 0,6754
Limsl -0,3575 0,0395 * 0,2139
Gpsl -0,1180 0,0366 * 0,7549
Dhx30 -20,3956 0,0112 * 0,2851
Lamtorl -0,5856 0,0147 * 0,0778
Spg21 -20,1442 0,0112 * 0,2911
Btf314 0,5309 0,0076 * 0,0290
Cotll -20,7210 0,0112 * 0,2775
Txndcl7 0,5906 0,0132 * 0,0213
GIrx3 -0,2320 0,0476 * 0,4654
Chchd3 0,4077 0,0269 * 0,1033
Hddc3 -19,8590 0,0123 * 0,2980
Itpa 0,2981 0,0364 * 0,2202
Napa -0,3441 0,0084 * 0,2440
Alg2 0,4019 0,0200 * 0,1558
Cmpk1 0,5636 0,0486 * 0,0052
Dtd1 -20,6608 0,0112 * 0,2789
Mvp -0,6083 0,0103 * 0,0187
Cog8 -19,4009 0,0112 * 0,3093
Nudt5 0,2557 0,0331 * 0,2822
Dclk1 -0,7199 0,0322 * 0,0098
Arpc3 -0,3155 0,0499 * 0,2775
Edfl -0,2959 0,0136 * 0,3255
Vapb 0,3456 0,0460 * 0,0785
Maged1 -20,6477 2,11E-14 ok 0,2792
Thi2 0,1783 0,0467 * 0,5069
Psmd10 -0,5991 0,0299 * 0,0990

Tabelle 7.3: Signifikante Proteine aus der basalen Proteom-Analyse in P10 - 15 VSMCs
Auflistung der Mittelwerte der CRP4 WT/KO Ratios aller mittels LC-MS/MS detektierten Proteine in
P10 — 15 VSMCs von CRP4 WT und KO Aorten. Zudem sind die Signifikanzniveaus des zweiseitigen
Student t-tests mit permutationsbasierter FDR (false discovery rate)-Bestimmung (*p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001) und die mittels Signifikanz B-Test (mit einer Benjamini-Hochberg-basierten FDR-
Bestimmung) signifikanten Proteine, die mit einem (x) gekennzeichnet sind, dargestellt (h=5/Genotyp
(jeweils aus 4 Aorten isoliert)). Dabei zeigen die in CRP4 WT (positive Ratios) oder KO (negative Ratios)
VSMCs signifikant angereicherten Proteine eine CRP4-abhangige Proteinexpression.
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7.12 Identifikation von CRP4-Interaktionspartnern mittels Co-IP

A B
Co-IP P10-P15 VSMC
@ = Signifikanz A-test CRP4 Co-IP
1000 — 5 ® = Signifikanz A- & WT KO
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Abbildung 7.9: Co-IP synthetischer VSMCs und WB-Analyse einiger CRP4-Interaktionspartner
LC-MS/MS-Analyse der Co-IP (Abb. 3.9) aus synthetischen P10 - 15 CRP4 WT und KO VSMCs. (A)
Der Scatterblot zeigt alle signifikant mit CRP4-interagierenden (Signifikanz A-test (griin) oder
Signifikanz A- und Student t-test (blau) signifikant) Proteine (n=5/Genotyp (jeweils aus 4 Aorten isoliert)).
(B) WB-Analysen zur Verifizierung der CRP4-Interaktionspartner Fibulin 2, Serpin B6 und Serpin H1
nach erfolgter Co-IP in CRP4 WT und KO P10 - 15 VSMCs.
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Crip2 30,5817 2,23E-11  ** 0 X
Cad 23,3957 0,0338 * 1,55E-193 X
Flotl 24,3338 0,1973 n.s. | 3,58E-209 X
Col3al 25,9513 0,0657 n.s. | 1,43E-237 X
Sptanl 2,2762 0,3642 n.s. 0,0020 X
Serpinhl 24,5815 0,1778 ns. | 211E-213 X
Rpl12 23,0069 0,0338 * 3,10E-187 X
Fbin2 25,8861 0,1842 ns. | 2,16E-236 X
Tpm1;Tpm2 23,8965 0,1809 n.s. | 8,30E-202 X
Tnkslbpl 24,8419 0,0338 * 6,76E-218 X
Cdc42 24,6616 0,1801 n.s. | 8,85E-215 X
Rps18 26,0288 0,0652 n.s. | 558E-239 X
Gnb2 1,4668 0,4066 n.s. 0,0315 X
Rpl19 23,0660 0,1801 ns. | 3,47E-188 X
P4hal 1,7735 0,1990 n.s. 0,0123 X
Serpinb6 25,1856 0,1750 ns. | 6,70E-224 X
Sptbnl 3,1791 0,6931 n.s. | 2,80E-05 X
Sdpr 25,4139 0,1733 ns. | 6,20E-228 X
Myo6 1,4949 0,2143 n.s. 0,0291 X
Luzpl 23,6625 0,0048 * 6,39E-198 X
Finc 26,2388 0,1638 n.s. | 8,23E-243 X
Triobp 24,4434 0,0338 * 4,87E-211 X
Rtcb 24,8639 0,1800 n.s. | 280E-218 X
Rpl1l 25,8387 0,1757 n.s. | 1,55E-235 X
Pdhb 1,4809 0,3944 n.s. 0,0302 X
Serpinbla 25,0283 0,0339 * 3,84E-221 X
Plec 1,7618 0,1851 n.s. 0,0128 X
Carml 24,9691 0,0338 * 4,14E-220 X

Tabelle 7.4: Auflistung aller signifikanter CRP4-Interaktionspartner

Auflistung der Mittelwerte der CRP4 WT/KO Ratios aller mittels LC-MS/MS detektierten Proteine in Co-
IP-Lysaten von synthetischen P10 — 15 CRP4 WT und KO VSMCs. Zudem sind die Signifikanzniveaus
des zweiseitigen Student t-tests mit permutationsbasierter FDR (false discovery rate)-Bestimmung
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) und die mittels Signifikanz A-Test (mit einer Benjamini-Hochberg-
basierten FDR-Bestimmung) signifikanten Proteine, die mit einem (x) gekennzeichnet sind, dargestellt
(n=5/Genotyp (jeweils aus 4 Aorten isoliert)).
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Tabelle 7.5: Analyse von CRP4-Interaktionspartnern mit Relevanz fur die VSMC Plastizitat
und/oder Atherosklerose bzw. das Remodeling des Aktin-Zytoskeletts

Proteinname Genname Relevanz* Ratio Biologische Funktion Subzellulare Referenzen
(WT/KO) Lokalisation

Filamin-C Finc 26,24 Reorganisation des Aktin Zytoplasma, Dalkilic I. et al., 2006;
Zytoskeletts und Plasma- Zhou X. et al., 2007;
Muskelentwicklung membran Tanabe K. et al., 2017

Collagen Col3a1 25,95 Kollagen I-Fibrillogenese Endoplasma- Liu X. et al., 1997;

alpha-1(lll) chain tisches Schwarze U. et al,,

Retikulum 2001

Fibulin-2 Fbin2 X 25,88 Bindung verschiedener Plasma- Pan C.T. et al., 1993;
extrazellularer Liganden (z.B. membran Strom A. et al., 2006;
Elastin, Fibrillin-1, Versican, Argraves W.S. et al.,
Hyaluronan) 2003

Serpin B6 Serpinb6 25,18 Inhibition von Trypsin- und Zytoplasma, Scarff K. et al., 2004;
Chymotrypsinahnlichen Zellkern Burgener S. et al.,
Proteasen 2019; Mangan M. et

al., 2008

Histone-arginine Carm1 24,97 Modifikation anderer Zellkern, An W. et al., 2004;

methyltransferase Transkriptionsfaktoren (z.B. NF- Zytoplasma Cheng D. et al., 2007;

CARM1 kB, p53) und Histonen (z.B. Yadav N. et al., 2008
Histone H3)

182 kDa Tnks1bp1 24,84 Regulation des Aktin Zytoplasma, Ohishi T. et al., 2017;

tankyrase-1- Zytoskeletts, Telomer-Erhaltung, Zellkern Tan W. et al.,

binding protein Reparatur von DNA-Schéden 2017

Cell division Cdc42 # 24,66 Aktin Zytoskelettorganisation Plasma- Jaffe A.B. et al., 2005;

control protein 42 und -polymerisation; Férderung membran Puetz S. et al., 2009

der vaskularen Kalzifizierung

Serpin H1 Serpinh1 X 24,58 Kollagen-spezifisches Chaperon Endoplasma- Rocnik E. et al.,
tisches 2000;
Retikulum Zhou J. et al., 2004
TRIO- and F-actin Triobp 24 .44 Stabilisierung der F-Aktin Zytoskelett, Xu S. etal., 2019;
binding protein Strukturen und Zellkern Park S. et al., 2018

Stressfaserbildung

Tropomyosin Tpm1, X 23,90 Regulation der zytoskelettalen Zytoskelett, Wang C.L. etal,
alpha-1 & beta Tpm2 Aktinfilamente Zytoplasma 2010; Marston S. et
chain al., 2008;

Meng L. et al., 2019

60S ribosomal Rpl12, 23,01; Zusammensetzung der Zytoplasma Zhou X. et al., 2015;

protein L12, L19, Rpl19, 23,01; Ribosomen und Bhat K. et al., 2004;

L11 Rpl11 25,84 Proteintranslation Grey J.P. et al., 2005

Plectin Plec 1,76 Verbindung verschiedener Zytoplasma, Wiche G. et al., 2011;
Elemente des Zytoskeletts intermediare Osmanagic-Myers S.

Filamente etal., 2015

Spectrin alphaand  Sptan1, 2.27: Stabilisierung der Zytoskelett Machnicka B. et al.,

beta chain, non- Sptbn1 3,18 Plasmamembran und 2012;

erythocytic 1 Organisation intrazellularer Bennett V. et al., 1990
Organellen

* Assoziation mit der VSMC Plastizitat und/oder Atherosklerose (x);
Assoziation mit dem Remodeling des Aktin-Zytoskeletts in VSMCs (#)
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