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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1Vaskulares Endothel

Das vaskulare Endothel ist eine Zellschicht, welche das Innere von Lymph- und
Blutgefalen wie Arterien, Kapillaren und Venen auskleidet (Vanhoutte et al. 2017,
Kriiger-Genge et al. 2019). Das Endothel besteht aus einer Einzelschicht von
Endothelzellen (ECs), welche Uber adherens junctions, tight junctions und gap
junctions verfligen, die eine zentrale Rolle bei der Barriere- und
Zellkommunikationsfunktion tbernehmen (Wallez und Huber 2008). Unterhalb der
Einzelschicht befindet sich die Basalmembran und die Membrana Elastica Interna.
Diese Schichten bilden gemeinsam die Tunica Intima (Abbildung 1). Die
Basalmembran enthéalt verschiedene Molekiile wie Kollagen, Laminin, Kollagen und
Perlecan. Die Tunica Media setzt sich aus kontraktilen und nicht-kontraktilen
vaskularen glatten Muskelzellen (VSMC) sowie Elastin zusammen. Darunter befindet
sich die Tunica Adventitia, welche vor allem Fibroblasten enthalt. Die Auspragung der
Schichten ist dabei von der Lokalisation und der Funktion des Gewebes abhangig
(Bkaily et al. 2021, J6zkowiak et al. 2025).
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Abbildung 1: Aufbau der GeféaRBwand. Die innerste Schicht wird durch Endothelzellen (ECs), Basalmembran und
Membrana Elastica Interna gebildet, welche als Tunica Intima bezeichnet wird. Darunter sind vaskulare glatte
Muskelzellen (VSMC) und Elastin lokalisiert. Sie bilden zusammen die Tunica Media. Die aufRerste Schicht, die
Tunica Adventitia, besteht aus der Membrana Elastica Externa und Bindegewebe (Veréndert nach Bkaily et al.
2021).



1. Einleitung

Die Morphologie von Endothelzellen variiert je nach Art des Blutgefal3es. Wahrend
Endothelzellen in Arterien und Arteriolen eine spindelférmige Form annehmen, weisen
Endothelzellen in Venen und Kapillaren eine abgerundete Form auf (Hennigs et al.
2021, Pluta et al. 2025). Aufgrund der Lokalisation als innerste Zellschicht der
Blutgefal3e sind Endothelzellen kontinuierlich mechanischen und biochemischen
Kraften ausgesetzt. Sie fungieren als hochentwickelter Sensor und Transducer-
Komplex und missen in der Lage sein dynamisch auf sich andernde
Umweltbedingungen reagieren zu kénnen, um eine ordnungsgemalfe Funktion des
Endothels zu gewéhrleisten. ECs formen eine Barriere und kontrollieren die
Permeabilitdt zwischen dem Blut und dem umliegenden Gewebe (Yuan und Rigor
2010). Daruber hinaus regulieren ECs den peripheren Blutdruck, da sie vasoaktive
Mediatoren wie Stickstoffmonoxid (NO) und Endothelin-1 produzieren (Alonso und
Radomski 2003, Vanhoutte et al. 2017). ECs werden daher auch eine Funktion bei der
Regulation von Blutflussgeschwindigkeit und -verteilung zugeschrieben. Des Weiteren
sind sie essenziell fur die Angiogenese. Auch bei der Blutgerinnung spielt das Endothel
eine entscheidende Rolle. So stellen ECs bei Gefal3verletzungen die Sekretion von
Gerinnungshemmern ein und sezernieren stattdessen den von-Willebrand-Faktor
(VWF), wodurch die sekundare Blutgerinnung eingeleitet wird (Cines et al. 1998,
McCarron et al. 2017). Durch die Beteiligung von Endothelzellen an diesen zahlreichen
Mechanismen zeigt sich ihre bedeutende Rolle in einem gesunden und intakten
vaskularen System. An der Regulierung dieser Mechanismen sind verschiedene
Komponenten des Endothels von entscheidender Bedeutung. Die endotheliale
Glykokalyx (eGC) dient als mechanischer Sensor und ist sowohl mit mechanosensitive
lonenkanéle als auch den Zellkortex geknipft. Zusammen bilden sie ein hoch
komplexes System aus Sensoren und Transducern und sind entscheidend am
Prozess des Mechanosignaling beteiligt (Fels und Kusche-Vihrog 2020).



1. Einleitung

1.1.1 Endotheliale Nanomechanik und das Mechanosignaling

1.1.1.1 Die endotheliale Glykokalyx (eGC)

Das Mechanosignaling des Endothels beschreibt einen Prozess, bei dem die
Schubspannung in den Blutgefal3en in ein biochemisches Signal umgewandelt wird
(Chatterjee et al. 2015). An der Transduktion sind verschiedene Komponenten
beteiligt. Dazu zahlt die oberste Schicht des Endothels, die endotheliale Glykokalyx
(eGC). Eine intakte eGC weist eine Hohe von 0,2 — 0,5 um in Kapillaren und 2-3 pm
in kleinen Arterien auf (van den Berg et al. 2003, van Haaren et al. 2003). Auch die
Zusammensetzung und Dicke der eGC variiert in Abhangigkeit vom Gefal3bau, um
optimal an die Umgebung angepasst zu sein (Richter 2019). So weist die eGC
beispielsweise in den Kapillaren des Gehirns eine starker ausgepragte eGC auf, da
sie an der Aufrechterhaltung der Blut-Hirnschranke beteiligt ist, als die eGC in
Kapillaren in der Lunge. Dort findet sich eine diinne eGC, da der Gasaustausch
zwischen Alveolen und Lungenkreislauf erleichtert werden soll (Suzuki et al. 2022).
Die eGC im Herz hingegen ist durch eine hohe Glypican-1 Expression gekennzeichnet.
Dies sorgt fur eine robuste Mechanosensorik bei Schubspannung und einer erhéhten
NO-Produktion, um schnellstméglich auf Blutdruckverdnderungen reagieren zu
konnen (Suzuki et al. 2023).

Die eGC ist an vielen wichtigen Prozessen wie der Regulierung der
GefalRpermeabilitat,  Aufrechterhaltung  eines  gleichmaRigen Blutflusses,
Mechanotransduktion, Schutz vor oxidativem Stress, der Blutgerinnung durch die
Bindung von Antithrombin Il (AT-III) an die eGC sowie der Immunzelladhasion beteiligt
(Florian et al. 2003, Pober und Sessa 2007, Bansch et al. 2011, Alphonsus und
Rodseth 2014, Kolafova et al. 2014, Proudfoot et al. 2017, Suzuki et al. 2023). Wie in
Abbildung 2 dargestellt, ist die eGC aus membrangebundenen, kohlenhydratreichen
Molekilen wie Glykoproteinen und Proteoglykanen aufgebaut (Reitsma et al. 2007,
Kaur und Harris 2023). Wahrend Glykoproteine durch Sialinsdure charakterisiert sind,
zeichnen sich Proteoglykane durch unverzweigte Glykosaminoglykane, wie
Heparansulfat, Chondroitinsulfat und Hyaluronséaure, aus (Tkachenko et al. 2005,
Sarrazin et al. 2011, Cosgun et al. 2020). Durch den hohen Anteil an Heparansulfat,

Hyaluronsaure und Sialinsaure ergibt sich eine stark negativ geladene eGC. Dieser
6



1. Einleitung

Umstand sorgt daflr, dass Blutzellen und Plasmaproteine, die ebenfalls negativ
geladen sind, nicht adharieren kénnen und bildet somit eine protektive Barriere
(Constantinescu et al. 2003). Die Hohe der eGC ist entscheidend fir diese
Schutzfunktion. Zum einen verhindert eine hohe eGC die Adhasion von Immunzellen
an der GefalBwand, zum anderen sorgt sie fur eine Permeabilitatsbarriere, wodurch
Flissigkeiten und Molekile kontrolliert aus den Blutgefal3en in das umliegende
Gewebe gelangen (van den Berg et al. 2003, Lipowsky 2012). Die eGC ist Uber das
Transmembran-Kernprotein Syndecan, zu dessen Transmembranfamilie Syndecan-1-
4 zahlen, im Aktin-Zytoskelett verankert. Sie sind mechanisch miteinander gekoppelt,
was der Signalweiterleitung von extra- nach intrazellular dient (Tkachenk et al. 2005,
Richter 2019, Li und Wang 2021).

Leukozyt

Erythrozyt ‘
I Losliche
Albumin  Proteoglykane L
Heparansulfat —y Glypican-1 ‘ & I'4
e ¢ ¢ ed
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der endothelialen Glykokalyx (eGC). Die eGC dient als Schutzbarriere
fur ECs. Sie besteht aus Proteoglykanen wie Syndecan und Glypican-1, welche verschiedene Glykosaminoglykane
wie Heparansulfat und Hyaluronsaure gebunden haben. Die Bindung von Antithrombin Il (AT-1ll) an die eGC
inhibiert die Blutgerinnung. Die Superoxid-Dismutase (SOD) bietet durch die Bindung an Heparansulfat Schutz vor

oxidativem Stress (Veréndert nach Kaur und Harris 2023).



1. Einleitung

1.1.1.2 Zellkortex

Eine weitere Komponente innerhalb des Mechanosignaling befindet sich direkt
unterhalb der Plasmamembran von Endothelzellen, der Zellkortex. Der Zellkortex ist
eine ca. 50-150 nm dynamische Schicht, welche in Kooperation mit der eGC
mechanische Kréfte innerhalb des Blutstroms wahrnimmt und auf sich &ndernde
Umgebungsbedingungen reagiert. Er setzt sich primar aus Aktin sowie Aktin-
bindenden Linker-Proteinen zusammen und wird durch das Motorprotein Myosin I
vernetzt. Durch die Polymerisation von globularem Aktin (G-Aktin) zu filamentésem
Aktin (F-Aktin) und umgekehrt, kann der Kortex dynamisch auf Veranderungen im
Blutfluss reagieren (Dominguez und Homes 2011, Cosgun et al. 2020). Durch den
Polymerisierungszustand des Aktins wird die mechanische Steifigkeit des Zellkortex
bestimmt. Polymerisiertes Aktin ist mit einem steifen Zellkortex assoziiert, wahrend
depolymerisiertes Aktin ein Merkmal eines weichen Zellkortex darstellt (Kasas et al.
2005, Fels et al. 2014).

annnnpanananaNN NN aNNnNanNANnNNNNNNns
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Abbildung 3: RhoA und Racl Signalweg. Aktiviertes Racl bindet den WAVE-Komplex (Wiskott—Aldrich
syndrome protein) und stimuliert dadurch Arp2/3. Dies flihr zur Aktinpolymerisation. Aktiviertes RhoA aktiviert die
Rho-Kinase (ROCK), wodurch die LIM-Kinase aktiviert wird. Dies bewirkt eine Inhibition des Cofilin und damit einen

Aktin Turnover (veréandert nach Mgller et al. 2019).
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Die Steuerung des Aktingerists erfolgt Uber verschiedene Mechanismen. Eine
zentrale Rolle spielen dabei die kleinen GTPasen RhoA und Racl, deren Signalweg
in Abbildung 3 dargestellt ist. Racl stimuliert Arp2/3 durch die Bindung des WAVE
regulatory complex (Wiskott—Aldrich syndrome protein), wodurch die Filamentbildung
durch Cortaktin induziert und das Aktingerist stabilisiert wird. RhoA aktiviert Rho-
Kinase (ROCK), welche wiederum die LIM-Kinase (LIMK) aktiviert und zur Inhibition
des Aktin-depolymerisierenden Faktor Cofilin fihrt. Dies hat zur Folge, dass
Stressfasern gebildet werden (Ohashi et al. 2000, dos Remedios et al. 2003, Fels et
al. 2014, Chen et al. 2017). Sowohl die Inhibierung von RhoA als auch Rac1l induzieren
einen weicheren endothelialen Kortex (Fels et al. 2025). Eine erhoéhte
Aktinpolymerisation, welche durch kleine GTPasen vermittelt werden, fuhrt zu einem
steifen Zellkortex, verringert die eNOS-Aktivitat und bewirkt damit eine eingeschrankte
Endothelfunktion. Wahrend vermehrtes F-Aktin mit einer verringerten eNOS-AKktivitat
assoziiert ist, zeigt sich eine deutlich hhere eNOS-Aktivitat bei vermehrten G-Aktin
(Su et al. 2003, Jaffe und Hall 2005, Prasain und Stevens 2009, Fels et al. 2012).
Ursachlich dafur ist die Bindung der eNOS an G-Aktin, wodurch die Phosphorylierung
der eNOS geférdert wird und somit die NO-Produktion verstarkt wird (Villadangos und
Serrador 2024). Polymerisiertes Aktin ist hingegen mit einer Abnahme der eNOS-

Aktivitat assoziiert, wodurch die die NO-Produktion verringert wird (Su et al. 2003).

1.1.1.3 Mechanik und Funktion

Die Fahigkeit von ECs, die Elastizitat und Funktion verschiedener Kompartimente, wie
eGC, Zellkortex, Zytoplasma und Zellkern, anzupassen, wird als Zellmechanik
bezeichnet (Fels et al. 2014). Fur die ordnungsgemaé&fe Funktion des Endothels ist dies
unerlasslich, da sich die endotheliale Nanomechanik flexibel an sich &ndernde
Umgebungsbedingungen anpassen muss (Cosgun et al. 2020). Veranderungen der
endothelialen Nanomechanik beeinflussen unmittelbar Funktion der Zelloberflache
und damit das Verhalten der ganzen Zelle (Fels et al. 2014). Diese Anderungen in der
Struktur von ECs kdnnen mit endothelialer Dysfunktion und vaskularen Entziindungen
assoziiert sein (Fels and Kusche-Vihrog 2017). Zum Beispiel tragt eine anhaltende
Versteifung des Endothels zur Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion bei. Diese

wurde kurzlich als stiff endothelial cell syndrome (SECS) (Lang 2011).
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Damit die Rolle der Zellmechanik und ihr Einfluss auf physiologische Ablaufe prazise
erfasst werden kann, ist es erforderlich, dass die molekularen Grundlagen der
nanomechanischen Eigenschaften ermittelt und deren Wirkung auf zellulare
Signalprozesse charakterisiert werden (Fels et al. 2014). Die Zusammenh&nge
zwischen eGC-Hbhe und Kortex-Steifigkeit, welche als endotheliale Nanomechanik
zusammengefasst werden, sind in Abbildung 4 dargestellt. Die mechanischen
Eigenschaften von ECs werden dabei von lonenkanélen moduliert (Fels und Kusche
Vihrog 2020). Durch die funktionelle Kopplung der eGC und des Zellkortex tber
Syndecan, fuhrt eine Depolymerisation des kortikalen Aktin-Zytoskeletts zu einer
Hohenzunahme der eGC, was charakteristisch fur ein gesundes Endothel ist (Cosgun
et al. 2020). Die Hohe der eGC ist fur die Funktion des Endothels unerlasslich, da sie
als Barriere zwischen Blutstrom und Gewebe agiert und somit fur die Gefal3integritat
sorgt (Milusev et al. 2022).

~__ 4 o
Intakte eGC - £ o - ‘@ Shedded eGC
lonenkanal _ L « lonenkanal
Aktivierung «« Aktivierung f

,Steifer” Kortex
nicht verformbar

,weicher” Kortex
verformbar

| Flussinduzierte NO-Produktion | I Gestorte NO-Produktion l

o
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lonenkanéle

Q‘i Py
,%d Glykokalyx » Ca?"/Na*

% F-Aktin .o G-Aktin % Zytoskelett ‘ eNOS

Abbildung 4: Modell der endothelialen Signaltransduktion. Ein gesundes Endothel ist durch eine intakte eGC
und einen weichen Kortex gekennzeichnet, welcher auf Verédnderungen im Blut mit einer flussinduzierten NO-
Produktion reagieren kann. Pathophysiologische Verdnderungen fihren zu einer shedded eGC und einem steifen
Kortex sowie einem vermehrten Ca?* und Na* Einstrom. Daraus resultiert eine gestorte NO-Produktion (Verandert
nach Fels und Kusche-Vihrog 2020).

10
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Eine vermehrte Aktinpolymerisation des Kortex bedingt hingegen eine verringerte
eGC-Hohe, eine erhohte eGC-Steifigkeit und einen erhohten Ca?* und Na* Einstrom
(Oberleithner et al. 2011, Fels und Kusche-Vihrog 2020). Durch die Versteifung des
Zellkortex wird die Verformbarkeit der Plasmamembran deutlich eingeschrankt und
verhindert dadurch die Aktivierung der eNOS. Dies fihrt zu einer Reduzierung der NO-
Freisetzung und damit zu einer eingeschrankten Vasodilatation (Fels et al. 2010). Yen
et al. waren aul3erdem in der Lage eine Beeintrachtigung der flussinduzierten NO-
Produktion durch die enzymatische Entfernung der eGC nachzuweisen (Yen et al.
2015).

Eine Schadigung der eGC kann unterschiedliche Auspragungen annehmen. Diese
werden als shedded oder collapsed bezeichnet (Cosgun et al. 2020). Beide Formen
sind ein Charakteristikum flr eine endotheliale Dysfunktion und vaskulare
Inflammation. Die Schadigungen der eGC werden dabei durch verschiedene Faktoren
verursacht. Zum Beispiel beeintrachtigt ein erhdhter Na*-Spiegel im Blutplasma die
eGC und induziert die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und
IL-1B (Schierke et al. 2017). Eine reduzierte funktionelle Hohe der eGC flihrt zum
Verlust ihrer Barrierefunktion, wodurch Flissigkeit und Makromolekile ins Gewebe
eindringen und dort Gewebetdeme verursachen (lba und Levy 2019, Patterson et al.
2022). Der Abbau der eGC hat auch zur Folge, dass Adh&asionsmolekiile wie ICAM-1
und VCAM-1 freigelegt werden, wodurch Immunzellen verstarkt adhéarieren (Qu et al.
2021). Beispielsweise gelangen Neutrophile so Uber den Blutstrom verstarkt an den
Ort der Inflammation. Ihr Zielort wird durch verschiedene Chemokinrezeptoren wie
Leukotrien B4, Komplementfaktoren wie C5a und N-Formyl-Methionyl-Leucyl-
Phenylalanin erreicht. Am Bestimmungsort angelangt, sorgen exprimierte
Adhasionsrezeptoren der $2- und B1-Familie fir das Rollen der Neutrophilen entlang
des Endothels und verlangsamen sie dadurch. Des Weiteren sind L-Selektine und
Liganden fur P- und E-Selektine sowie ICAM-1 an diesem Prozess beteiligt. Nachdem
die Neutrophilen gestoppt wurden, kénnen diese durch das Endothel migrieren. Uber
,Chemotaxis gelangen diese an den Ort der Entztindung, wo es zur Freisetzung von

Proteasen und ROS kommt, sowie zur Auslésung der NETose (Ley et al. 2018).

Schadigungen der eGC sind mit diversen systemischen Erkrankungen wie
Atherosklerose (Mitra et al. 2017), Sepsis (Fernandez-Sarmiento et al. 2020), Diabetes
mellitus (Dogné et al. 2018), Hypertension und Lungentédem (Collins et al. 2013) und
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1. Einleitung

Krebs (Buffone und Weaver 2020) assoziiert. Ein wichtiger Mediator, der die eGC-
Hohe reduziert und aulRerdem die eGC-Steifigkeit erhdht (Wiesinger et al. 2013), ist
das Zytokin Tumornekrosefaktor (TNF-a), welcher eine zentrale Rolle innerhalb von
Entztndungsreaktionen spielt. Die Bindung an seinen Rezeptor (TNFR1) aktiviert
sowohl den NF-kB-Signalweg als auch den MAPK-Signalweg und fordert dadurch
Entzindungsreaktionen (van Loo und Bertrand 2023). Unter anderem fordert die
Aktivierung des NF-kB-Signalwegs die Transkription von Heparanasen (Ramani et al.
2017). Verschiedene Studien konnten auf3erdem zeigen, dass TNF-a die Aktivierung
von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) stimuliert (Hang et al. 2008, Lin et al. 2008).
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), welche unter anderem von Endothelzellen
sekretiert werden, sind in der Lage Komponenten der eGC, wie Proteoglykane, zu
schneiden, was zum Shedding der eGC fuhrt. Durch das Shedding werden
verschiedene Adhéasionsmolekiile, wie ICAM-1, auf der Oberflache on Endothelzellen
freigelegt, was die Adhasion unterschiedlicher Immunzellen fordert. Zinkhaltige MMPs
(Endopeptidasen) kénnen Entzindungen modulieren sowie Wundheilung,
Gewebeumbau und Angiogenese induzieren (Verma und Hansch 2007, Murphy und
Nagase 2008, Lipowsky 2011, Lipowsky 2012). Ihre Aktivierung erfolgt unter anderem
durch Plasmin (Davis et al. 2001), Mikropartikel (Lozito und Tuan 2012) oder Thrombin
(Galis et al. 1997), wahrend ihre Aktivitat durch TIMPs streng reguliert wird. Ein
Ungleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs kann zur Entstehung atherosklerotischer
Plaques beitragen (Kremastiotis et al. 2020). Weitere Studien konnten die Beteiligung
von MMPs an der Entwicklung von Atherosklerose bestatigen (Magdalena et al. 2006,
Olejarz et al. 2020).

Des Weiteren ist bekannt, dass vielen kardiovaskularen Pathologien eine endotheliale
Dysfunktion zugrunde liegt. Kirzlich konnte am Beispiel des akuten ST-
Hebungsinfarktes (STEMI) gezeigt werden, dass dieser zur Schadigung der eGC fluhrt
und dadurch die Monozytenadhadsion an der Endotheloberflache beginstigt. Als
STEMI (ST-Elevation Myocardial Infarction) wird ein akuter und lebensbedrohlicher
Herzinfarkt bezeichnet, der durch den Verschluss eines Herzkranzgefal3es verursacht
wird. Beim STEMI war rekombinantes Syndecan-1 in der Lage den Wiederaufbau der
geschadigten eGC zu unterstitzen (Vahldieck et al. 2023). In einer weiterfiihrenden
Studie haben Vahldieck et al. gezeigt, dass beim akuten Myokardinfarkt das
Komplementensystem stark aktiviert wird. Besonders wichtig dabei sind die

Anaphylatoxine C3a und Cba, bei dem vor allem Cba eines der potentesten
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proinflammatorischen Anaphylatoxine darstellt (Vahldieck et al. 2023). Der erhdhte
Cbha-Spiegel in STEMI-Patienten-Seren steigerte den Spiegel von Syndecan-1,
Heparansulfat und Hyaluronsaure, was charakteristisch fiir eine shedded eGC ist. C5a
I0ste zudem eine Aktivierung von RhoA aus, wodurch die Kortex-Steifigkeit erhdht
wurde. In STEMI-Seren konnte aul3erdem eine verminderte NO-Bioverflugbarkeit
gemessen werden (Vahldieck et al. 2024). Es ist bekannt, dass eine Gbermafiige C5a-
Konzentration zur Produktion von Zytokinen wie TNF-a und IL-6 beisteuern, welche
die Heparanasen-Expression und damit das Shedding der eGC induzieren (Yan und
Gao 2012, Fels et al. 2022, Ghosh und Rana 2023, Vahldieck et al. 2024).

1.1.2 Rolle von Stickstoffmonoxid (NO) auf die Gefafl¥funktion

Stickstoffmonoxid (NO) wurde bereits 1980 von Furchgott und Zawadzki als
Relaxationsfaktor ermittelt (Furchgott und Zawadzki 1980). NO ist ein sekundarer
Botenstoff, der Gber Vasodilatation den peripheren Blutdruck reguliert. Fir die NO-
Produktion nimmt die eGC zunachst die Schubspannung innerhalb des Blutstroms
wahr und Ubertragt den mechanischen Reiz auf die Plasmamembran und das
Zytoskelett der Endothelzellen. Dadurch werden mechanosensitive lonenkanéle in der
Membran aktiviert, wodurch u.a. ein Calcium-Einstrom ausgeldst wird (Dragovich et al.
2016). Wie in Abbildung 5 dargestellt kann der Calcium-Einstrom aufRerdem durch
agonistisch wirkende Signalmolekiile wie Acetylcholin (ACh), Bradykinin (BK) oder
ATP erfolgen oder aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) freigelassen werden
(Sandoo et al. 2010). Ca?* dient als essenzieller second messenger und vermittelt
verschiedene Signalwege und immunologische Reaktionen, darunter MAPK-, NF-kB-
, PI3K-Akt- und RhoA/ROCK-Signalweg (Du und Liu 2025, Pirri 2025). Der
intrazellulare Anstieg des Calciumspiegels fihrt unter anderem zur Bindung von Ca?*
an Calmodulin. Durch eine strukturelle Verénderung kann der Calcium-Calmodulin-
Komplex an die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) binden, wodurch
diese aktiviert wird. Die aktivierte eNOS ist nun in der Lage die Umwandlung von L-
Arginin zu endogenem NO zu katalysieren. Im Anschluss diffundiert NO aus der EC in
den glatten Muskel. Dort angelangt aktiviert NO die I6sliche Guanylatzyklase (sGC),
welche das Pyrophosphat des Guanosintriphosphat (GTP) abspaltet, woraus der

second messenger zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) hervorgeht. Das
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cGMP wiederum aktiviert die Proteinkinase G (PKG), welche die Myosin-leichte-Kette-
Phosphatase (MLCP) aktiviert. Diese wiederum dephosphoryliert die Myosin-leichte-
Kette (MLC). Daraus resultiert die Relaxation der glatten Muskulatur und ein
verringerter Gefal3tonus (Sandoo et al. 2010, Klinger und Kadowitz 2017, Nussinovitch
et al. 2017, Tang et al. 2017, Alvarez-Santos et al. 2020, Fels und Kusche-Vihrog
2020).

Schubspannung

Phosphorylierung

L-arginin
Cca? —= eNO§ ———

+ NO Endothelzelle
Calmodulin

. /

— lCa2+ —»lMLCK —» Relaxierung
Aktivitat

Glatter Muskel

cGMP

Abbildung 5: Schematische Darstellung der NO-vermittelten Vasodilatation glatter GefalBmuskeln. Durch
Schubspannung innerhalb des Blutflusses oder durch NO-Agonisten wie Acetylcholin (ACh), Bradykinin (BK),
Adenosintriphosphat und Adenosindiphosphat (ATP und ADP), sowie Substanz P (SP) und speichergesteuerter
Calciumkanal (SOCa?*) steigt der intrazellulare Calciumspiegel. Dadurch wir die endotheliale
Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) aktiviert, was zur Vasodilatation der glatten Muskulatur fihrt (Verandert nach
Sandoo et al. 2010 und Nussinovitch et al. 2017).

In einem ruhenden Endothel, also bei einem geringen intrazellularen Ca?*-Spiegel,
sorgt die Bindung der eNOS an Caveolin-1 fiur eine Hemmung der eNOS-Aktivitat (Ju
et al. 1997, Dudzinski et al. 2007, Sandoo et al. 2010, Askari et al. 2023). Das aktive
eNOS-Dimer wird von zwei Monomeren gebildet. Wahrend das erste Monomer tber
eine Reduktase-Domaéane verflgt, welche Bindungsstellen far

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH), Flavinadenindinukleotid (FAD) und
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Flavinmononukleotid (FMN) enthalten, verfigt das zweite Monomer Uber eine
Oxygenase-Domane, mit Bindungsstellen fur Ham, Tetrahydrobiopterin (BH4) und L-
Arginin. Calmodulin koppelt die Monomere Uber die Reduktase- und Oxygenase-
Domaéne miteinander. FMN und FAD transferieren langsam Elektronen von NADH zur
Oxygenase-Domane, genauer gesagt ins Ham-Zentrum, wo Oz zu Oz reduziert wird.
Um die Reaktion zu beschleunigen, nutzt die eNOS BHa zusatzlich als
Elektronendonor. BH4 vermindert auf3erdem die Freisetzung von Superoxiden (Gielis
et al. 2011, Tran et al. 2022).

Zu den Aufgaben von NO zahlt auch die Regulierung der vaskularen Permeabilitat (Di
Lorenzo et al. 2013). Ist NO ausreichend in Endothelzellen vorhanden, verhindert NO
die Induktion verschiedene Enzyme wie Heparanasen, welche Bestandteile der eGC
abbauen (Garsen et al. 2016). Sowohl unter Schubspannungs-Bedingungen und
Belastung als auch durch NO-Agonisten wie ACh, BK, ADP und ATP steigt die
endotheliale NO-Konzentration (Jin und Loscalzo 2010). Ein NO-Mangel entsteht
durch Gefal3entziindungen, die mit einem Shedding der eGC einhergehen. Eine
beeintrachtigte eGC hat zur Folge, dass die Aktivierung der mechanosensitiven
lonenkanéle deutlich eingeschrankt ist. Dadurch gelangt weniger Calcium in ECs,
wodurch die Aktivitdt der eNOS reduziert wird und infolgedessen die NO-Produktion
beeintrachtigt wird. An diesem Punkt entwickelt sich ein Teufelskreis, da ein NO-
Mangel aufgrund der vermehrten Freisetzung von MMPs und Heparanasen den
Schutz der eGC nicht mehr gewahrleisten kann (Zhang et al. 2018, Goligorsky und
Sun 2020, Wang et al. 2025). Eine shedded eGC fluhrt zu einer erhéhten Permeabilitat,
wodurch mehr Immunzellen adharieren kénnen (Iba und Levy 2019). Ausgeschittete
Zytokine, wie TNF-a, welches von aktivierten Makrophagen, Lymphozyten und ECs
sezerniert werden, inhibieren die eNOS-Expression, wodurch sich die Dysfunktion
verschlimmert (Neumann et al. 2004). Die beeintrachtigte eGC und die gestorte NO-

Produktion sind Merkmale der endothelialen Dysfunktion.

Die Verfugbarkeit von NO ist aufgrund des vermehrten Vorhandenseins von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) reduziert. Diese wird durch die hohe Aktivitat der NADPH-
Oxidasel, 2 und 5 (NOX) verursacht, wodurch eine tibermaRige Menge an Superoxid
Anion (O2’) entsteht. Oz reagiert umgehend mit dem vorhandenen NO zu Peroxynitrit
(ONOO), welches ein starkes Oxidationsmittel darstellt (Kuzkaya et al. 2005, Meza et
al. 2019, Camargo et al. 2025). Es ist bekannt, dass Peroxynitrit Tetrahydrobiopterin
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(BH4) oxidiert, welches ein elementarer Cofaktor fiir die endotheliale
Stickstoffmonoxidsynthase darstellt. Durch die Oxidation von BH4 zu BHs:, welches
dann zu Dihydrobiopterin (BHz) zerfallt, wird der aktive eNOS-Dimer destabilisiert.
Abbildung 6 zeigt schematisch den Mechanismus des Uncouplings, wodurch die
eNOS destabilisiert wird.

HSP-90,

44 BH4 BH2'W

| ROS | A QP

Abbildung 6: Schematische Darstellung des eNOS Uncouplings. BHa stabilisiert den eNOS Dimer. In
Anwesenheit von BHas wird NO in ausreichenden Mengen generiert. Steigt die Konzentration an ROS wird BH4
vermehrt zu BH2 oxidiert, was zur Destabilisierung und damit zum Uncoupling des Dimers fiihrt. Die NO-Produktion

wird dadurch verringert, wodurch die Konzentration an ROS weiter steigt (Gielis et al. 2011).

Dieser ist dadurch in der Lage hinreichend L-Arginin und Oz in Citrullin und NO
umzuwandeln. Durch die Oxidation von BH4 zu BH2 durch vermehrte ROS wird die
eNOS entkoppelt. Aufgrund der Entkopplung der eNOS entsteht ein Teufelskreislauf.
Die entkoppelte eNOS generiert ihrerseits Superoxid, wodurch auch das verbliebende
BH4 oxidiert wird. Dies hat zur Folge, dass die NO-Produktion stark abnimmt (Gielis et
al. 2011, Crabtree und Channon 2011). Eine weitere Funktion von NO ist das
Verhindern der Thrombozytenaggregation und die Monozytenadh&sion (Naseem
2005, Jin und Loscalzo 2010). NO sorgt in Thrombozyten fir die Aktivierung der

Guanylatzyklase. Dies fuihrt zu einem Anstieg der Botenstoffes cGMP und folglich zur
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Aktivierung  der  Proteinkinase G. Dadurch  sinkt die intrazellulare
Calciumkonzentration, was zur Inhibierung der Thrombozytenaggregation fuihrt (Wang
et al. 1998, Dangel et al. 2010, Russo et al. 2023).

1.1.3 Mechanosensitive lonenkanéle in Endothelzellen

Mechanosensitive lonenkanéle, welche in der Plasmamembran der ECs lokalisiert
sind, stellen neben der eGC und dem Zellkortex eine weitere wichtige Komponente
innerhalb des Mechanosignalings dar, da sie sowohl als Sensor als auch als
Transducer und Effektor agieren. Sie konnen daher als Modulatoren der
Endothelfunktion angesehen werden. Zu den Kandlen z&hlen unter anderem
Mitglieder der transient receptor potential (TRP), der epithelialer Natriumkanal (ENaC)
und Piezo. Ihre Aufgaben bestehen in der Wahrnehmung von mechanischen Kraften
und Druckschwankungen innerhalb des Blutflusses. Durch die Dehnung bzw.
Verformung der Zellmembran werden die lonenkanéle gedffnet und kdnnen tber den
loneneinstrom mechanische Reize in ein zellulares Signal umwandeln (Fels und
Kusche-Vihrog 2020, Beverley et al. 2025). Unter Schubspannung stellt das Offnen
der mechanosensitiven lonenkanéle den ersten Schritt des Mechanosignalings dar
(Christensen und Corey 2007, Martino et al. 2018). Mechanosensitive lonenkanale
weisen dabei unterschiedliche Eigenschaften auf. Wahrend K*-selektive TREK-Kanéle
eine Hyperpolarisation der ECs bewirken, ist Piezol, welcher permeabel fir Ca2*- und
Na*-lone ist, an der Depolarisation der ECs beteiligt. Der Calcium-Einstrom bewirkt
eine Aktivierung der eNOS und damit die NO-Freisetzung, welche zur Vasodilatation
fuhrt (Fels und Kusche-Vihrog 2020). Die beschriebene Signalkaskade zeigt die
Bedeutung mechanosensitiver lonenkandle bei der Blutdruckregulation. Eine
besondere Rolle tragen hierbei die mechanosensitiven lonenkanale ENaC und Piezol.
Fels et al. konnten zeigen, dass der vermehrte Einbau von ENaC in ECs zu einer
Versteifung der Endotheloberflache fuhrt (Fels et al. 2010).

ENaC ist auch in glatten Muskelzellen lokalisiert, wo er die druckinduzierte
Vasokonstriktion vermittelt (Drummond et al. 2008, Kim et al. 2013, Fels und Kusche-
Vihrog 2020). Jeggle et al. konnten zeigen, dass Mutationen in der - und y-
Untereinheit des ENaC arteriellen Hypertonie fordern (Jeggle et al. 2013). Daraus geht
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hervor, dass ECs und glatte Muskelzellen sich gegenseitig beeinflussen und in beide
Richtungen miteinander interagieren. Die Reaktionen auf Schubspannungen im
Blutfluss und die Regulierung des Gefal3tonus sind dabei stark von der endothelialen
Nanomechanik abhéangig. Daher ist ein Zusammenspiel der verschiedenen
Komponenten innerhalb des Mechanosignaling von essenzieller Bedeutung, damit sie
flexibel auf Anderungen in der Umgebung reagieren kénnen. Dies gewahrleisten ECs
durch den Wechsel zwischen ,weichen“ und ,steifen Zustdnden. Der Wechsel stellt
dabei ein elementares Charakteristikum eines gesunden Endothels dar. ECs, die diese
Fahigkeit verloren haben, werden als dysfunktional angesehen. Fundamentale
Komponenten des Mechanosignaling sind mechanosensitive lonenkanéle.
Fehlfunktionen dieser Kanale sind mit diversen kardiovaskularen Erkrankungen

verknupft.

1.1.4 Piezo lonenkanale-Familie

Mechanosensitive lonenkandle der Piezo Familie stellen eine essenzielle Komponente
innerhalb der Transduktion von mechanischen Reizen zu zellularen Signalen dar.
Dieser Prozess ist vor allem bei der Gefal3entwicklung, der Blutdruckregulation sowie
dem Schmerzempfinden von grof3er Bedeutung (Wang und Xiao 2017). Im Jahre 2010
wurden Piezol und Piezo2 als Mitglieder einer neuen Familie von mechanisch
aktivierter Kationenkanale charakterisiert (Coste et al. 2010). Wéhrend Piezo2
Uberwiegend in sensorischen Neuronen, wie Spinalganglion und Ganglion trigeminale
exprimiert wird, wird Piezol uberwiegend in Haut, Blase, Lunge, Niere und besonders
stark in Endothelzellen und Erythrozyten exprimiert (Wu et al. 2017, Fang et al. 2021,
Qin et al. 2021). Der hohe Stellenwert von Piezol wird u.a. durch die Studie um
Ranade und Kollegen belegt, die die Letalitdit von Piezol-defizienten

Méauseembryonen demonstrieren (Ranade et al. 2014).

Piezol und Piezo2 weisen 42 % homologe Sequenzen und eine &hnliche Struktur auf
(Qin et al. 2021). Bisherige Studien haben gezeigt, dass die Piezo-Kanale eine 38-
Transmembran-Helix Topologie und eine dreiklingige propellerahnliche homotrimere
Struktur, welche als Mechanotransducer dient sowie eine C-terminale intra- (CTD) und

extrazellulare Strukturdomane (CED) aufweisen.
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines Piezol Kanals. (A) Dargestellt sind die wichtigsten Strukturen des
mechanosensitiven lonenkanals Piezol. Dazu zahlen die Cap-Domane, die multiplen Transmembrandoméanen
(TMs), die propellerférmig angeordnete Klinge (Blade), die extrazellulare C-terminale Strukturdoméne (CED), inner
(IH) und outer Helix (OH), der Anker, intrazellulare C-terminale Strukturdoméane (CTD), sowie der Balken (Beam).
(B) Skizziert die charakteristische 38- Transmembran-Helix-Topologie von Piezo-Kanélen (Veréandert nach Zong et
al. 2023).

Wie in Abbildung 7B dargestellt, ist jede Untereinheit des Homotrimers in TM-Helix-
Einheiten (THU) organisiert, welche aus jeweils vier gefalteten Transmembran-Helices
aufgebaut sind. Die Transmembranhelices TM37 und TM38 bilden die inner und outer
Helix (IH und OH), welche das zentrale Porenmodul umschlie3en. Die
mechanosensitiven Klingen (Blades) im Extrazellularraum sind tber einen Balken

(Beam) mit der Cap-Domane verbunden (siehe Abbildung 7A) (Fang et al. 2021, Jiang
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et al. 2021, Qin et al. 2021, Zong et al. 2023). Im entspannten Zustand (Abbildung 8A)
ist der Piezol-lonenkanal leicht nach innen gebogen, wodurch die Pore verschlossen
ist und kein Kationen-Einstrom ausgelost wird. Bei einer Anderung der mechanischen
Spannung werden die Blades durch mechanische Kréfte verformt (Abbildung 8B). Die
Beam-Struktur dient hierbei als Hebel, wodurch Piezol in eine planare Konformation
gezogen wird und sich dadurch die zentrale Pore 6ffnet, sodass diverse Kationen wie
Ca?* und Na* einstromen konnen (Wang et al. 2018, Zhao et al. 2019, Lin et al. 2019,
Zong et al. 2023).

A B
Kationen Mechanische Krafte Kationen
Ay = i
N ,,

Abbildung 8: lllustrierung der mechanischen Aktivierung des Piezol-Kanals. (A) Im entspannten Zustand
werden die Blades des Piezol-lonenkanals nach innen gedriickt, wodurch die Pore verschlossen bleibt. (B) Unter
Spannung wird der Kanal-Komplex in eine planare Konformation gezogen, wodurch die Pore gedtffnet wird und ein
Kationen-Einstrom ausgeldst wird (Verandert nach Zong et al. 2023).

1.1.4.1 Aktivierung von Piezol

Die Aktivierung von Piezol, die zum Einstrom von verschiedenen Kationen fuhrt, kann
sowohl durch mechanische Krafte als auch chemisch induziert werden. Im
Ruhezustand ist die Blade-Struktur des Piezol Kanals in einer gebogenen Position
(Abbildung 9A). Syeda et al. waren in der Lage ein kleines synthetisches Molekdl
namens Yodal als einen spezifischen Piezol-Aktivator zu identifizieren. Die
agonistische Wirkung konnte dabei sowohl fir den humanen Piezollonenkanal als
auch fur murine Piezol lonenkanale gezeigt werden (Syeda et al. 2015). Bei
mechanischer Reizung unterhalb der Schwelle wird dieser durch das Abflachen der
Membran gestreckt.
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Membran

Pore

Abbildung 9: Aktivierung des mechanosensitiven Piezol lonenkanals durch Yodal. (A) Im Ruhezustand ist
der Arm des Piezol-Kanals gebogen. (B) Bei einem unterschwelligen Reiz wird der Arm leicht gedehnt, allerdings
kommt es noch nicht zur Offnung des Kanals. (C) Durch die Bindung von Yodal wird das Abflachen des Arms und

der Plasmamembran begtinstigt (Veréndert nach Botello-Smith et al. 2019).

Der Stimulus reicht jedoch nicht aus, um eine Offnung der Poren zu gewahrleisten
(Abbildung 9B). Durch die Bindung von Yodal an der Ligandenbindungsstelle L13,
welche in einer hydrophoben Tasche in der Nahe der Reste 1961-2036 lokalisiert ist,
agiert Yodal als Keil und sorgt dadurch fir eine Verstarkung des Abflachens der
Membran (Abbildung 9C). Dieser Effekt sorgt fur eine Konformationsanderung von
Piezol und schlieRlich zur Offnung der Kanalpore (Botello-Smith et al. 2019). Yodal
sorgt daher fur eine Stabilisierung der offenen Konformation des Kanals und senkt

dadurch die Reizschwelle. Lacroix et al. konnten durch die Generierung von Piezol-
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Hybridkanalen auRerdem zeigen, dass zur Offnung des trimeren Piezol-Kanals
lediglich eine einzige agonistische Untereinheit ausreicht. Elektrophysiologische
Studien haben aul3erdem gezeigt, dass fur die Aktivierung von Piezol die chemische
Zugabe von Yodal ausreichend ist und dazu kein mechanischer Stimulus notwendig
ist (Syeda et al. 2015, Lacroix et al. 2018). Trotz der starken Homologie zwischen
Piezol und Piezo2, hat Yodal keinen Einfluss auf die Modulation von Piezo2 (Lacroix
et al. 2018). Da Yodal hoch spezifisch fir Piezol ist und im Gegensatz zu anderen
Piezol-Aktivatoren/Modulatoren, wie Jedil/2, nicht auf exogene mechanische Krafte
zur Aktivierung angewiesen ist, eignet sich Yodal hervorragend fur isolierte Studie von
Piezol (Syeda et al. 2015, Lacroix et al. 2018). So konnten Davies et al. beispielsweise
zeigen, dass Yodal in der Lage ist ohne mechanische Reizung die durch
Schubspannung-vermittelte  Effekte  auf die  Adhasionsmolekil-Expression

nachzuahmen (Davies et al. 2019).

1.1.4.2 Piezol-Signaling

Der durch die Aktivierung von Piezol vermittelte Calciumeinstrom l6st unterschiedliche
Signalwege aus. Wie bereits unter 1.1.2 beschrieben, fuhrt ein Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration in Endothelzellen zur Aktivierung der eNOS,
wodurch eine Gefal3erweiterung gefordert wird. Durch Schubspannung aktivierte
Piezol-Kanéle vermitteln die Freisetzung von ATP aus ECs. Dies fuihrt zur Aktivierung
des G¢/Gi1-gekoppelten purinergen P2Y2 Rezeptors, was wiederum die Aktivierung
von AKT sowie eNOS und damit eine Vasodilatation auslost. (Wang et al. 2015, Wang
et al. 2016, Albarran-Juarez et al. 2018). Ein siRNA-vermittelter Piezol-Knockdown in
human umbilical arterial endothelial cells (HUAECS) inhibiert den Schubspannung-
induzierten Ca?*-Einstrom. Dadurch wird die Phosphorylierung von AKT und eNOS
verhindert. Darliber hinaus waren Wang et al. in der Lage die Abnahme von Nitrat in
Zellkulturiberstanden nachzuweisen, was fir eine verminderte eNOS-Aktivitat spricht
(Wang et al. 2016). Des Weiteren konnten Lhomme et al. zeigen, dass die NO-
vermittelte Dilatation von intrapulmonalen Arterien bei Mausen durch die Aktivierung

von Piezol Uber seinen Aktivator Yodal vermittelt wird (Lhomme et al. 2019).
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Der Calciumeinstrom uber Piezo fuhrt auch zur Aktivierung der CaMKII. Dadurch wird
eine Phosphorylierungskaskade ausgelost, bei der zunachst MEKK3 und
anschlieBend MEK5 und ERK5 phosphoryliert werden. Dies fuhrt zu einer erhdhten
Expression von KLF2/4, welche eine Inhibierung von NF-kB bewirkt. Daraus resultiert
ein vasoprotektiver Effekt, da NF-kB typischerweise die Expression fur Zytokine,
Chemokine sowie Adhéasionsmolekile auslést und dadurch die Rekrutierung von
Leukozyten und Entziindungen fordert (Lawrence 2009, Liu et al. 2022, Zheng et al.
2022). Pabst et al. haben gezeigt, dass die Aktivierung von Piezol sowohl chemisch
(durch Yodal) als auch mechanisch (durch Schubspannung) zur Aktivierung der a
disintegrin and metalloproteinase ADAM17 und ADAM10 fuhrt (Pabst et al. 2026).
Pabst et al. fanden auRerdem heraus, dass ein (small hairpin RNA) shRNA-vermittelter
Piezol-Knockdown in HUVECSs zu einer reduzierten Zellproliferation fihrt, wohingegen
eine Aktivierung von Piezol durch Yodal zu einer gesteigerten Proliferation fuhrt. Sie
zeigten aulRerdem den Einfluss von Piezol auf die Zellmigration mit einer verminderten
Wundverschlussreaktion in Piezo1l-K.O.-Zellen (Pabst et al. 2026).

1.2 Vaskuléare Entziindungen

Seit Beginn der 90er Jahre steigt die Anzahl an kardiovaskuléaren Erkrankungen (von
13,1 Mio. auf 19,2 Mio. im Jahre 2023) kontinuierlich an. Sie stellen weltweit die
haufigste Todesurasche dar (Global Burden of Cardiovascular Diseases and Risks
2023 Collaborators 2025). Die Risikofaktoren von Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind
dabei sehr vielseitig. Dazu zahlt vor allem eine ungesunde Lebensweise, welche durch
schlechte Ernédhrung, Bewegungsmangel, Adipositas, Rauchen und Bluthochdruck
gekennzeichnet ist. Es zeigen sich jedoch starke Unterschiede zwischen Geschlecht,
Alter und ethnischer Zugehorigkeit (Bays et al. 2021). Wahrend Frauen statistisch
seltener an kardiovaskularen Erkrankungen erkranken, zeigen sie jedoch eine héhere
Letalitdtsrate nach akuten kardiovaskularen Ereignissen im Vergleich zu Mannern
(Gao et al. 2019).

Kardiovaskuldre Erkrankungen werden priméar durch Atherosklerose und arterielle
Hypertonie ausgelost (Frostegard 2013, Frak et al. 2022). Wahrend Atherosklerose
durch Lipidakkumulation und Entzindungen der Blutgefal3e charakterisiert ist, ist

23



1. Einleitung

arterielle Hypertonie durch eine abnormale Gefal3struktur, die den Gefal3widerstand
erhoht, gekennzeichnet (Bjorkegren und Lusis 2022, Ma et al. 2023). Die Ansammlung
von Lipiden, darunter auch das Low Density Lipoprotein (LDL), erfolgt in der Tunica
Intima. Van den Berg et al. konnten einen Zusammenhang zwischen einer shedded
eGC und der LDL-Akkumulation feststellen. Sie bemerkten, dass eine geringere
Menge Heparansulfat und Hyaluronsdure in der eGC mit einer erhdhten
subendothelialen Anreicherung von LDL einhergeht und zu einem Verlust der
Barrierefunktion der eGC fuhrt (Van den Berg et al. 2009). Oxidiertes LDL induziert
aulRerdem die Dephosphorylierung von Akt und beeintrachtigt dadurch die eNOS-
Aktivierung (Chavakis et al. 2001). Dartiber hinaus erhdht oxidiertes LDL die Steifigkeit
von Endothelzellen (Chouinard et al. 2008).

Hypertonie wird ab einem systolischen Blutdruck von 130 mmHg (oder héher) und
diastolischen Blutdruck von 80 mmHg (oder héher) definiert (Igbal und Syed 2023).
Die Ursachen fur die Entstehung von Hypertonie sind dabei sehr vielféltig. Zu diesen
Ursachen gehoéren auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Camargo et al. 2025).
Diese entstehen vor allem durch die Aktivierung von NADPH-Oxidasen durch
Angiotensin Il. ROS reagieren mit NO, wodurch Peroxynitrit (ONOQO") entsteht (Virdis
et al. 2011). Dadurch wird die Vasodilatation stark eingeschrankt. Peroxynitrit hemmt
aulRerdem die Prostazyklin-Synthase, wodurch vermehrt PGH2 entsteht. Diese wirkt
auf den Thromboxan-Rezeptor und fuhrt schlieBlich zu einer verstarkten
Vasokonstriktion (Hink et al. 2003). Ein weiteres Merkmal von Hypertonie ist eine
deutlich verringerte eGC-Hbhe (Ikonomidis et al. 2018, Wang et al. 2025). Es ist noch
nicht abschlieRend geklart, ob die Verringerung der eGC-H6he durch mechanische
Kréfte innerhalb des Blutflusses oder durch eine hohe Salzaufnahme verursacht wird
(Wang et al. 2025). Studien haben bereits gezeigt, dass eine erhdhte extrazelluléare
Natriumkonzentration Uber 5 Tage eine Reduzierung der eGC-Hohe um ca. 50 %
bewirkt. In diesem Zeitraum wurde aufRerdem der Anteil an Heparansulfat um 68 %
reduziert (Oberleithner et al. 2011). Die gleiche Arbeitsgruppe konnte auch zeigen,
dass Natriumkonzentrationen grofRer als 135 mM zu signifikant steiferen
Endothelzellen fihrte (Oberleithner et al. 2007). Innerhalb des stiff endothelial cell
syndrome (SECS), verursacht u.a. Aldosteron eine Hochregulierung des epithelialen
Natriumkanals (ENaC) und |6st dadurch eine reduzierte NO-Produktion und einen
chronisch steifen Zellkortex aus (Fels und Kusche-Vihrog 2019). Extrazellular

verursacht eine hohe Natriumkonzentration eine Schadigung der eGC und ermdglicht
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so den Einstrom von Natrium nach intrazelluldr. Intrazellular bewirkt Natrium eine
Stabilisierung des F-Aktins, wodurch die Steifigkeit des Zellkortex gesteigert wird.

Schlussendlich fuihrt dies zu einer vaskularen Dysfunktion (Mutchler et al. 2021).

Ein wichtiges Kennzeichen fir vaskulare Entziindungen stellt die transendotheliale
Migration (TEM) von Leukozyten dar. Die Diapedese ist dabei von der
Substratsteifigkeit der Oberflache von ECs, welche negativ mit Proteinen der
extrazellularen Matrix korreliert, abhangig. Die Rezeptoraktivierung in Leukozyten
(Integrine) und ECs (Selektine, VE-Cadherin, ICAM-1, PECAM-1 und Integriene)
fuhren zu einer RhoA- vermittelten ROCK-Aktivitat, welche die MLC-Phosphatase
hemmt, wodurch Myosin Il aktiviert wird. Hieraus resultiert eine Steigerung der
Actomyosin-Aktivitat, welche die kontraktilen Krafte und zellulare Steifigkeit fordert
(Schaefer und Hordijk 2015).

1.2.1 Vorarbeiten zum Einfluss von Piezol auf die endotheliale

Nanomechanik

Die in diesem Abschnitt erlauterten Vorarbeiten, sind unverotffentlichte Daten der
Arbeitsgruppe (Bachelorarbeit Katja Schweim und Franziska Unrein, Institut fur
Physiologie, Universitat zu Lubeck sowie Doktorarbeit Erik Hertel, Institut fir
Physiologie, Universitat zu Liubeck). Durch Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass
die eGC-Hohe unter inflammatorischen Bedingungen durch die Aktivierung von Piezol
verbessert wird. Die durch TNF-a verursachte Reduzierung der eGC-Hbhe konnte

durch die Zugabe von Yodal aufgehoben werden.

Weitere Studien haben gezeigt, dass die Aktivierung von Piezol die Anzahl an
adharierten Monozyten an ECs signifikant verringert. Bei einer gesunden eGC kdnnen
nur unzureichend Monozyten an die Adhasionsmolekile der eGC binden. Daran
anknipfend wurden weitere Monozyten-wash-away-Assyas durchgefuhrt, die
demonstrieren, dass die Anzahl der adhéarierten Monozyten pro EC nach dem
Induzieren von inflammatorischen Bedingungen durch TNF-a, im Vergleich zur

Kontrolle signifikant anstieg. Dieser Effekt konnte durch Yodal aufgehoben werden.
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Des Weiteren zeigte die Zell-Zell-Adhasionsmessung, dass nach der Zugabe von
Yodal sich die Krafte zum Trennen des Monozyt und EC im Vergleich zur Kontrolle
nicht veranderte. Dartber hinaus konnte beobachtet werden, dass nach der Zugabe
des Piezol-Aktivators Yodal das Trennen des Monozyten und EC weniger Kraft
erforderte als nach dem Induzieren einer Gefalientztiindung durch die Stimulation mit
TNF-a. Die Adhasionskrafte zwischen Monozyt und EC waren durch Yoda1 folglich
reduziert. Erstaunlicherweise konnte der durch TNF-a-induzierte Effekt durch die

gleichzeitige Stimulation mit Yodal aufgehoben werden).

Die Aktivierung von Piezol kann aulRerdem Zytoskelett-vermittelt Uber das Linker-
Protein Filamin induziert werden (Pathak et al. 2014; Retailleau et al. 2015). Dadurch
zeigt sich erneut das enge Zusammenspiel von mechanosensitiven lonenkanélen und
dem Zytoskelett. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die
endotheliale Nanomechanik die lonenkanal mRNA-Expression beeinflusst. ECs
wurden mit Jasplakinolide und Cytochalasin D behandelt, um entweder einen steifen
oder weichen Zellkortex zu induzieren. Die Ergebnisse zeigten, dass das mRNA-Level
von Piezol innerhalb eines steifen Zellkortex deutlich anstieg. Weitere Studien zur
Untersuchung des Einflusses von Piezol auf die endotheliale Nanomechanik zeigten,
dass die Stimulation mit dem spezifischen Piezol-Aktivator Yodal zu einer signifikant
geringeren Kortex-Steifigkeit fuhrt. Dartber hinaus konnten Effekte auf die eGC
beobachtet werden. Die Aktivierung von Piezol fihrte zum einen zu einer geringeren
Steifigkeit der eGC und zum anderen zu einer Steigerung der eGC-Hohe im Vergleich
zur Kontrolle. Piezol scheint daher eine wichtige Rolle als Mechanosensor zu spielen.
Seine regulatorische Rolle bei der Endothelmechanik und sein Einfluss auf vaskuléare
Entzindungen ist noch nicht ausreichend geklart.

Aufgrund der hohen Bedeutung von vaskularen Erkrankungen ist die Erforschung ihrer
Ursachen von zentraler Bedeutung. Eine beeintréchtigte Funktion von
mechanosensitiven lonenkanélen und damit eine gestdrte endotheliale Nanomechanik
sind an der Entstehung dieser Erkrankungen beteiligt. Der genaue Einfluss von Piezol
auf die endothelialer Nanomechanik sowie seine Rolle bei vaskularen Entztindungen
ist jedoch weitestgehend unklar. Dadurch ist eine umfangreiche Untersuchung

unerlasslich.
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1.3 Zielsetzung

Das Endothel ist eine wichtigste Struktur fur die vaskulare Homoostase und dient als
Schnittstelle zwischen den BlutgefaRen und dem umliegenden Gewebe. Sensoren
innerhalb des Endothels nehmen biochemische und mechanische Reize wahr und
kénnen Uber verschiedene Signalwege spezifische Reizantworten auslésen, wodurch
unter anderem der GefaRwiderstand und damit der Blutdruck reguliert werden kann.
Das System muss dabei stets dynamisch auf sich &ndernde Umgebungsbedingungen
innerhalb des Blutflusses reagieren kbnnen, um eine ordnungsgemalfe Funktion des
Endothels zu gewahrleisten. Die endotheliale Oberflache ist unter physiologischen
Bedingungen durch eine intakte endotheliale Glykokalyx, einen flexiblen Zellkortex und
einer flussinduzierten NO-Produktion gekennzeichnet, wahrend chronische
Veranderungen in diesen Strukturen mit einer endothelialen Dysfunktion assoziiert
sind und zu kardiovaskularen Erkrankungen fuhren kénnen. Auch wenn die Ursachen
fur kardiovaskulare Erkrankungen unterschiedlich sind, zeigen einige davon ahnliche
Merkmale. Dazu gehdren eine geschadigte eGC, ein hoher Einstrom an Kationen in
ECs sowie ein steifer Zellkortex und eine gestérte NO-Produktion.

Piezol wurde als ein wichtiger mechanosensitiver lonenkanal identifiziert. Die Rolle
von Piezol bei der Regulierung der endothelialen Nanomechanik und der
Endothelfunktion ist bislang nicht ausreichend geklart. Die vorliegende Arbeit
fokussiert sich daher auf zwei Fragestellungen. Zum einen sollen die Auswirkungen
von Piezol auf die endotheliale Nanomechanik und Endothelfunktion untersucht
werden. Zum anderen soll der Einfluss von Piezol auf vaskulare Entzindungen
Uberpruft werden. Durch die gezielte Aktivierung von Piezol sollen die mechanischen
Eigenschaften der endothelialen Oberflache mittels Atomic Force Microscope-
Nanoindentationsmessungen analysiert werden. Dazu gehdrt die Untersuchung der
eGC-Hohe, sowie die Steifigkeit des Zellkortex. AuRerdem soll die Rolle von Piezol
bei der EC-Funktion durch einen CRISPR-Cas9-basierten Knockout charakterisiert
werden. Ein weiterfihrendes Ziel ist die Darlegung ein endothelspezifischer Piezol-
Knockout in Mauseaorten den Einfluss von Piezol auf die endotheliale Nanomechanik
darlegen. Diese Untersuchung soll durch weitere molekularbiologische
Untersuchungen, wie NO-Analyse und GTPase-Aktivitat gestutzt werden. Aul3erdem
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soll der Einfluss von Piezol auf vaskulare Entziindungen soll durch die Stimulierung

mit TNF-a, wodurch GefalRentzindungen induziert werden, quantifiziert werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialen

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

12-Well Platten

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

24-Well Platten

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

96-Well Platten

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Deckglaser (15 mm)

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,

Lauda-Kdnigshofen, Deutschland

Gradientengel 4-20 %

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

Kryogefal3e

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Neutral Polypropylengefalle

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Nitrocellulosemembran

Amersham™ Protran®, Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland

Zellkulturflaschen (T-75)

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Zellkulturschalen 35 mm

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Zellschaber

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
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Zentrifugenrohrchen (15 mL und 50 mL)

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

2.1.2 Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien.

Chemikalien

Hersteller

Agarose

Serva, Heidelberg, Deutschland

Biocoll — Trennlésung

Bio&Sell GmbH, Feucht/Nurnberg,
Deutschland

Bio-Rad D¢ Protein Assay

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

BSA Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
CacCl Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Calcein BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

Corning® Cell-Tak™

BD Biosciences, Bedford,
Massachusetts, USA

Dispase Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA
DMEM Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA
DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

DNA-Leiter 1 kb

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

DTT

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA
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ECL Clarity Western ECL Substrate Bio-
Rad

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

Ethanol (99 %)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

FCS Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA
Gelatine Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Glucose Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Glycerin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glycin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Heparin Biochrom, Schaffhausen, Schweiz
HEPES Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Magnesiumchlorid (MgCl2)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Medium 199

Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA

Methanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Midori Green Xtra

NIPPON Genetics EUROPE GmbH,
Duren, Deutschland

Natriumchlorid (NacCl)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Natriumiodid (Nal) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumnitrat (NaNO3) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
NEAA Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA
Opti-MEM Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA
Penicillin/Streptomycin Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA
PBS -/- und +/+ Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA
Proteaseinhibitor Calbiochem/ Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

SDS AppliChem, Darmstadt, Deutschland
TNF-a Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Tris-Base Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Triton-X-100 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Trypsin Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA
Tween Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Urea Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Vanadiumchlorid Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Yodal Tocris Bioscience™, Bristol, UK
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2.1.3 Laborgerate

Tabelle 3: Verwendete Laborgeréate.

Laborgerate

Hersteller

AFM (NanoWizard 4)

Bruker, Karlsruhe, Deutschland

Cycler Bio-Rad T100™ Thermal Cycler

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

Eismaschine

Kalte-Berlin, Berlin, Deutschland

Gelkammer Bio-Rad Mini PROTEAN

Tetra System

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

Geldokumentationssystem biostep®

Celvin® Chemiluminescence Imaging

Biostep GmbH, Burkhardtsdorf,

Deutschland

Geldokumentationssystem Nippon
Genetics FAS-DIGI PRO

NIPPON Genetics EUROPE GmbH,
Duren, Deutschland

Inkubator HERAcell VIOS 160i

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Netzgerat Consort E835

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Netzgerat Bio-Rad Power PAC 3000

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

NO Analyzer (Zysense NOA208i
Analyzer)

GE Water & Process Technologies,
Analytic Instruments; Boulder, Colorado,
USA

PCR Werkbank Erlab Captair Bio

BioCap GmbH, Frankfurt, Deutschland

Plattenreader Berthold Technologies

Berthold Technologies GmbH, Bad
Wildbad, Deutschland

Plattenreader PCRmax Eco™

NIPPON Genetics EUROPE GmbH,

Diren, Deutschland

Prazisionswage Sartorius

Sartorius Lab Instruments GmbH & Co.
KG, Gottingen, Deutschland
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Saugpumpe

neoLab® Migge GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Spektrophotometer NanoDrop ND-1000

Peqlab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Sterilwerkbank

Schulz Lufttechnik, Sprockhdével,

Deutschland

Vortexer Heidolph, Schwabach, Deutschland
Wasserbad GFL, Burgwedel, Deutschland
Zellzahler Nexcelom Bioscience, Lawrence,

Massachusetts, USA

Zentrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2.1.4 Kits

Tabelle 4: Verwendete Kits.

Kit Verwendung Hersteller Bestellnummer

CRISPRMAX | Transfektionsreagenzien | ThermoFisher CMAX0000
CRISPR-Cas9 Scientific, Waltham,
Generierung Piezol Massachusetts, USA
K.O.

ELISA Human Syndecan-1 ThermoFisher EHSDC1
ELISA Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

GeneArt™ CRISPR-Cas9 ThermoFisher A24372

Genomic Quantifizierung Scientific, Waltham,

Cleavage Massachusetts, USA

Detection Kit
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GLISA Rho GTPase Aktivitat Cytoskeleton, BK124
Denver, Colorado,
USA
innuPREP gPCR Innuscreen GmbH, 845-KS-
RNA mini Kit Berlin, Deutschland | 2040010
2.0
sg RNA CRISPR-Cas9 ThermoFisher A35533
Generierung Piezol Scientific, Waltham,
K.O. Massachusetts, USA
TrueCut Cas9 | CRISPR-Cas9 ThermoFisher A36498
v2-Protein Generierung Piezol Scientific, Waltham,
K.O. Massachusetts, USA
2.1.5 Zelllinien
Tabelle 5: Verwendete Zelllinien.
Zelllinie Ursprung Herkunft
EA.hy926 Hybridzellen aus HUVECs | Cora-Jean S. Edgell,
und A549 University of North
(Lungenadenokarzinom) | Carolina, Chapel Hill,
Zellen North Carolina, USA
GM7373 Endothelzellen der Aorta | Leibnitz-Institut DSMZ -
aus Bos taurus Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und
Zellkulturen,
Braunschweig,
Deutschland
HUVEC Endothelzellen aus Aus gespendeten

humanen

Nabelschnurvenen

Nabelschniren des
Marien-Krankenhauses
Libeck und des UKSH

Lubeck isoliert
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Piezol-K.O. Endothelzellen Dr. Stefan Offermanns,
M&auseaorten mit EC- Max-Planck-Institut fir
spezifischen Piezol-K.O. | Herz- und

Lungenforschung, Bad
Nauheim, Deutschland
2.1.6 Primer

Tabelle 6: Verwendete Primer fiir molekularbiologische Methoden.

Primer Sequenz Hersteller Konzentration
L28 (fwd.) | ATGGTCGTGCGGAACTGCT | Metabion 10 pmol
fur gPCR International AG,

Planegg,
Deutschland
L28 (rev.) | TTGTAGCGGAAGGAATTGCG | Metabion 10 pmol
Fur gPCR International AG,
Planegg,
Deutschland
Piezol CTTCCTGGTGGCCCATCT ThermoFisher 7,5 pmol
Primer Scientific,
(fwd.) Waltham,
fur CRISPR Massachusetts,
USA
Piezol CTCTGTCCCTCCTGGGTC ThermoFisher 7,5 pmol
Primer Scientific,
(rev.) Waltham,
fur CRISPR Massachusetts,
USA
Piezol CATCTTGGTGGTCTCCTCT Metabion 10 pmol
Primer International AG,
(fwd.) Planegg,
fur gPCR Deutschland

36



2. Materialien und Methoden

Piezol TCCCTCTCATCATCATCCAG | Metabion 10 pmol
Primer International AG,
(rev.) Planegg,
fur gPCR Deutschland
HPRT1 ACATCAGCTGTTCTG ThermoFisher 7,5 pmol
Primer Scientific,
(fwd.) Waltham,
fur CRISPR Massachusetts,
USA
HPRT1 GGTGAAAGGAGAGAACT ThermoFisher 7,5 pmol
Primer Scientific,
(rev.) Waltham,
fur CRISPR Massachusetts,
USA
2.1.7 Software
Tabelle 7: Angewendete Software
Software Anwendungsbereich Hersteller

Advanced Image Data

Densitometrie

AIDA IMAGING, Cocina,

Analyzer Kalifornien, USA
AIDA Version 2.0
EcoStudy Auswertung qPCR lllumina, Inc., San Diego,

Kalifornien, USA

GraphPad Prism 8

Statistische Auswertung

GraphPad, San Diego,
Kalifornien, USA

OriginPro 8.5

Datenverarbeitung und

Datenexport

OriginLab, Northampton,
Massachusetts, USA

PUNIAS Version 1.0

Auswertung AFM-Kurven

Philippe Carl & Paul

Dalhaimer, punias@free.fr
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

In der vorliegenden Arbeit wurden Zellkulturarbeiten unter S1 Bedingungen
durchgefuhrt.

Zur Durchfuhrung der molekularbiologischen Methoden und Analysen wurden HUVEC
(human umbilical vein endothelial cells - HUVECSs), EA.hy926 und GM7373 Zellen
verwendet. HUVECs wurden aus gespendeten Nebelschniren des Marien-
Krankenhauses Libeck und des UKSH Lubeck isoliert (genehmigt durch die lokale
Ethikkommission, Falle 18-325 und 2023-520 1). Nach der Aussortierung von
beschadigten Nabelschniren, wurden die unbeschéadigten Nabelschnire durch die
Einfihrung einer Knopfkantle eingefihrt und mit PBS -/- (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI,
1,8 mM KH2PO4, 10 mM NazHPO4) gewaschen, bis keine Verunreinigungen mehr zu
erkennen waren. Nach dem Schlie3en und Beflllen der Nabelschnire mit 1 mg/mL
Dispase (Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA), wurden diese eine Stunde bei 37 °C
inkubiert. Die entnommene Zellsuspension wurde anschlie3end 5 min bei 200 x g in
einem 50 mL Falconréhrchen zentrifugiert. Darauf wurden die abgetrennten Zellen in
eine mit 0,5 %iger Gelatine beschichtete T-75 Zellkulturflasche Uberfuhrt und im
Inkubator mit HUVEC-Zellkulturmedium 199 (10 % fetales Kalberserum, 1 %
Penicillin/Streptomycin (100 U/ml; 100 pg/mL), 1 % Large Vessel Endothelial
Supplement (alle: Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA) und Heparin 10 U/mL (Biochrom,
Schaffhausen, Schweiz)) kultiviert (37 °C, 21 % Oz und 5 % COy2). Fir die Beschichtung
wurde eine T-75 Zellkulturflasche mit 0,5 %iger Gelatine, die zuvor in sterilem Wasser
gel6st wurde, beschichtet. Darauffolgend wurde die Zellkulturflasche fir eine Stunde
in den Inkubator gestellt (37 °C, 21 % O2 und 5 % COz2). AnschlieRend wurde die
Uberschissige Gelatine mit einer Saugpumpe abgesaugt. Zellen, die nicht umgehend
ausgesat wurden, wurden im 15 mL Falconréhrchen zentrifugiert (200 x g, 5 min, 4
°C). Das Zellpellet wurde im Kryomedium (Zellkulturmedium mit 10 % DMSO)
resuspendiert und in 1 mL Kryogefal3e Gberfuhrt. Diese wurden die nachsten 24 h auf

-80 °C heruntergekuhlt und anschlieRend im flissigen Stickstoff gelagert.
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EA.hy926-Zellen sind Hybridzellen aus HUVECs und A549 (Lungenadenokarzinom)
Zellen. Die EA.hy926-Zellen wurden freundlicherweise von Cora-Jean S. Edgell,
University of North Carolina, Chapel Hill, North Carolina, USA, zur Verfigung gestellt.
Die Kultivierung erfolgte im DMEM Zellkulturmedium (10 % fetalem Kalberserum, 1 %
Penicillin/Streptomycin (alle Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA)).

GM7373 Zellen (Leibnitz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen, Braunschweig, Deutschland) wurden in MEM Zellkulturmedium (20
% fetales Kalberserum, 1 % Penicillin/Streptomycin, 1 % Vitaminlosung und 1 % NEAA
(alle von Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA)) kultiviert.

Zellen, die konfluent gewachsen waren, wurden im Verhdltnis 1.5 passagiert. Dazu
wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen anschlieend mit PBS
gewaschen. Nach dem Absaugen des PBS, wurden der Zellkulturflasche 0,05 %iges
Trypsin zum L6sen der Zellen hinzugefligt und fiir 2-3 min im Brutschrank bei 37 °C
inkubiert. Nachdem mikroskopisch kontrolliert wurde, dass sich alle Zellen gel6st
haben, wurde die Reaktion durch das Hinzufiigen von 10 mL Medium gestoppt.
Anschlie3end wurde die Zellsuspension in ein 15 mL Falconréhrchen tberfihrt und
zentrifugiert (200 x g, 5min, Raumtemperatur). Der Uberstand wurde abgesaugt und
das Pellet mit 1 mL Medium resuspendiert. Zur Zellzahlbestimmung wurden 40 pL der
konzentrierten Suspension entnommen und mit 20 pL 0,2 % Trypanblau versetzt.

Daran angeknupft wurde die Zellzahl durch den Cellcounter ermittelt.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 CRISPR-Cas9

Der Ursprung des CRISPR-Cas9 Systems liegt in der Immunabwehr von Bakterien
gegen virale DNA. Wissenschaftler und Wissenschaftlerinnen waren in der Lage,
dieses System zu adaptieren und als Methode zur Genom Editierung zu etablieren.
Dadurch kdnnen Fremd-DNA-Abschnitte prazise in ein anderes bestehendes Genom
integriert werden oder es konnen Mutationen, die durch das Einfligen oder Deletieren
von spezifischen Basen entstehen, generiert werden. Der Mechanismus des CRISPR-

Cas9 Systems zur Genom-Editierung ist Abbildung 10 dargestellt. Der Komplex
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besteht aus dem Cas9 Protein, welches als Nuklease fungiert und Doppelstrangbriiche

an spezifischen Abschnitten der DNA erzeugen.

Wildtyp Zellen
‘ ex vivo Editierung

Cas9
Linker Schleife

Zielsequenz
tracrRNA

sgRNA

% PAM

Nicht-homologe Endverknipfung Homologie-gerichtete Reparatur

Fehleranféllige : | Spender
Reparatur m Vorlage
Mutation Eingefligte DNA

Abbildung 10: Schematische Darstellung des CRISPR-Cas9 Mechanismus zur Genom-Editierung. Der
CRISPR-Cas9 Komplex besteht aus dem Cas9-Protein, welches den Doppelstrangbruch induziert, der sgRNA,
welche die Zielsequenz lokalisiert und der tracrRNA, welche als Stabilisator des Komplexes dient. Der
Doppelstrangbruch erméglicht tber nicht-homologe Endverknipfungen das Einfugen von Mutationen, wahrend die
Homologie-gerichtete Reparatur ein Einfigen von spezifischen DNA-Abschnitten ermdglicht (Verandert nach

Bonowicz et al. 2025).

Eine weitere Komponente des Komplexes ist die sgRNA, welche eine Geriistregion
besitzt tiber die Cas9 gebunden wird. Die sgRNA leitet Cas9 zur Zielsequenz. Uber
eine Linker-Schleife ist die sgRNA mit der tracrRNA verbunden, was fir die

Stabilisierung des Komplexes sorgt. Um prazise die Zielsequenz zu lokalisieren, wird
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stromabwaérts die PAM-Sequenz (Protospacer Adjacent Motif) bendtigt. Diese
Sequenz enthélt die Basen NGG (wobei N fur eine beliebige Base steht). Dieses Signal
ermdaglicht eine spezifische Bindung von Cas9 an der Zielsequenz. Das Cas9-Protein
kann nun seine Nukleasefunktion ausiben und spaltet den DNA-Doppelstrang. Dabei
werden entweder nicht-homologe Endverknipfungen (NHEJ) oder eine Homologie-
gerichtete Reparatur (HDR) hervorgerufen. Wahrend durch die NHEJ Insertionen und
Deletionen erzeugt werden und daher zu Mutationen fihren, wird bei der HDR gezielt
ein DNA-Abschnitt eingebaut (Bonowicz et al. 2025). Um den Einfluss von Piezol auf
die endotheliale Nanomechanik zu untersuchen, wurde mittels der CRISPR-Cas9-
Methode in EA.hy926 Zellen ein Piezol-K.O. generiert. Die Durchfiihrung erfolgte

nach Anleitung des Herstellers (ThermoFisher Scientific).

Fur die Transfektion von EA.hy926 Zellen wurden in einer 24-Well Platte ausgesét und
mit 450 mL Medium (ohne Penicillin/Streptomycin) und 50 pL Transfektionsreagenz
bedeckt (CRISPRMAX Lipofectamine Transfektionsreagenz). Dazu wurden in ein
Polypropylengefald 24 pL Opti-MEM, 1250 ng Cas9-Protein (TrueCut Cas9 v2-Protein)
(dies entspricht 7,5 pmol), 240 ng der entsprechenenden sgRNA (7,5 pmol) und 2,5
puL Cas9 Plus-Reagenz gemischt. Fir die Negativkontrolle wurde das entsprechende
Volumen an RNase-freiem Wasser statt der sgRNA verwendet. In ein zweites
Polypropylengefald wurden 25 pL Opti-MEM und 1,5 pL CRISPRMAX Lipofectamine
Transfektionsreagenz gemischt und fur eine Minute inkubiert. Anschlie3end wurden
beide Gefalle zusammengefuhrt. Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurde
der Ansatz durchmischt und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend
wurde je 50 pL Transfektionsansatz zu je 450 pL Medium (ohne
Penicillin/Streptomycin) pipettiert. Bevor der Ansatz auf die Zellen gegeben wurde,
wurden die Zellen mit PBS-/- gewaschen. Die Zellen wurden fir zwei Tage mit

entsprechendem Medium inkubiert.

Fur die Lyse der Zellen und Extraktion wurde zunachst das Medium entfernt und die
Zellen anschlieBend mit PBS-/- gewaschen. Darauf wurden die Zellen fir 1-2 min mit
50 upL Trypsin gelést. Die Reaktion wurde dann mit 500 pL Medium (ohne
Penicillin/Streptomycin) gestoppt und die Zellen wurden in ein Polypropylengefald
uberfuhrt und zentrifugiert (200 x g, 5 min, bei Raumtemperatur). Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet wurde mit 500 pL Medium resuspendiert. Daraufhin wurde

eine 10 mL Grenzverdinnungslosung erstellt, damit eine Zelle pro Well (96-Well
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Platte) ausgesat werden konnte. Am darauffolgenden Tag erfolgte eine Validierung
durch mikroskopische Analyse, dass lediglich eine Zelle pro Well vorhanden war. Der
Rest der Zellsuspension wurden erneut zentrifugiert (200 x g, 5 min, bei
Raumtemperatur) und anschlieend bei -80 °C gelagert. Ein Mediumwechsel der
vereinzelten Zellen erfolgte wochentlich.

Tabelle 8: Programmeinstellungen zur Zelllyse.

Temperatur Zeit
60 °C 15 min
95 °C 10 min
4°C Halten

Die PCR-Amplifikation diente zur Vervielfaltigung und Nachweis/Uberprifung des
Zielgens. Dies wurde mit dem GeneArt™ Genomic Cleavage Detection Kit
durchgefuhrt. Dazu wurden zunéchst 1 pL Protein Degrader mit 25 L Cell Lysis Buffer
zusammenpipettiert. Das Gemisch wurde anschlieend dem Zellpellet hinzugefigt, in
ein PCR-Gefal3 dberfuhrt und in den Cycler gestellt. Die Tabelle 8 zeigt das
verwendete Programm fur die Lyse der Zellen. Das Zelllysat wurde anschlie3end

gevortext. Der PCR-Ansatz wurde, wie in Tabelle 9 aufgelistet, vorbereitet.

Tabelle 9: Zusammensetzung PCR-Ansatz.

Komponente Ansatz Kontrolle
Zelllysat 2 uL -
Primer for./rev. jeweils 1pL -
Kontrolle  Template + |- 1L
Primer
AmpliTaq Gold Mastermix | 25 pL 25 L
Wasser 21 pL 24 uL
GESAMT 50 pL 50 uL
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Fur die PCR wurden folgende Primer verwendet: Piezol CTTCCTGGTGGCCCATCT
(fwd.) und CTCTGTCCCTCCTGGGTC (rev.); HPRT1 ACATCAGCTGTTCTG (fwd.)
und GGTGAAAGGAGAGAACT (rev.). Das PCR-Programm wurde wie in Tabelle 10

dargestellt eingestellt.

Tabelle 10: Programmeinstellungen fur PCR.

Stufe Temperatur Zeit Zyklus
Enzym Aktivierung | 95 °C 10 min 1x
Denaturierung 95 °C 30 sec 40x
Annealing 52 °C 30 sec 40x
Extension 72 °C 30 sec 40x
Finale Extension 72 °C 7 min 1x
Halten 4°C

Zur Uberpriifung der PCR-Produkte wurden jeweils 3 puL mit 10 pL sterilem ddH20 und
5 pL 6xLoading Dye in die Taschen eines 2 %igen Agarosegel (in 1XTAE-Puffer mit
Midori Green Xtra) pipettiert. Als Referenz diente die 1 kb Plus DNA-Leiter

(ThermoFisher Scientific). Das Gel lief bei einer Spannung von 80 V fir eine Stunde.

Fur das Re-Annealing wurden 2 pL PCR-Produkt zusammen mit 1 pL 10xDetection-
Reaction-Buffer in ein PCR-Tube gegeben. Der Ansatz fur auf 9 pl mit sterilem Wasser
aufgefillt. Es wurden zudem eine interne Kontrolle, sowie eine Positiv- und eine
Negativkontrolle mitgefuihrt. Das Re-Annealing Programm wurde wie in Tabelle 11
gezeigt ausgewahlt. Das Re-Annealing diente Quantifizierung der Editierungseffizienz

durch anschlieRende Gelelektrophorese.

Tabelle 11: Programmeinstellungen fiir Re-Annealing.

Stufe Temperatur Zeit Temperatur/Zeit
1 95 °C 5 min 1x
2 95-85 °C -2 °Clsec
3 85-25 °C -0,1 °C/sec
Halten 4°C
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Der Enzymverdau durch die Zugabe von je 1 pL Detection-Enzyme und 1uL Wasser
erfolgte fur eine Stunde bei 37 °C im Cycler. AbschlieBend erfolgte erneut eine Gel-
Analyse. Dafir wurden 10 pL Wasser dem 10 uL Enzymverdau und anschlie3end 5
pL 6xLoading Dye hinzugefugt. Die Proben wurden in die Taschen eines 2 %igen
Agarosegels pipettiert. Als Referenz diente die 1 kb Plus DNA-Leiter (ThermoFisher

Scientific).

Der generierte Klon wurde von Eurofins genomics sequenziert. Die Sequenzierung
zeigte eine Basenverschiebung, die zur Insertion eines vorzeitigen Stopcodons an
Position 106 fuhrte (urspriingliche Sequenz: GACCCTCTCGCGACACATA, CRISPR-
Sequenz: GACCCTCTCGCGA*ACAACA*ATA).

Die hier beschriebene CRISPR-Cas9 Methode wurde mehrfach durchgefihrt. Leider
zeigten die Auswertungen auch nach mehrfacher Durchfiihrung und Anpassungen
keinen eindeutigen Piezol-Knockout. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit mit
Piezol CRISPR-Zellen gearbeitet, welche von Erik Hertel (siehe Doktorarbeit Erik

Hertel, Institut fir Physiologie, Universitat zu Libeck) generiert wurden.

2.2.2.2 Western Blot

Der Nachweis des Piezol Proteins in Wildtyp und Piezol CRISPR-Zellen wurde durch
den Western Blot erbracht. Zunachst wurden konfluent gewachsene HUVECS,
EA.hy926 und Piezol CRISPR-Zellen aus 10 cm Schalen mit einem Schaber geerntet.
Die Zellen wurden anschlie3end in UREA-Puffer (100 % Glycerin, 10 % SDS, 1 M
DTT, 1 M Tris, 8 M Urea und Proteaseinhibitor) durch Ultraschall lysiert. Die
Proteinbestimmung erfolgte durch Bio-Rad D¢ Protein Assay. 40 g Protein wurden auf
ein SDS-PAGE Gradientengel (Bio-RAD Mini-PROTEAN TGX Gels Cat.: 4561094)
aufgetragen. Das Gel lief fur 3 h mit 60 V im Laufpuffer (25 mM Tris-Base, 200 mM
Glycin, 0,1 % (w/v) SDS). Anschlieend wurde das Gradientengel fir 30 min in
Blotpuffer (25 mM Tris-Base, 200 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol) bei
Raumtemperatur geschwenkt. Das Blotten wurden mit dem Bio-Rad Trans-Blot®SD
Semi Dry bei 10 V (konstant) fir 90 min auf eine Nitrozellulosemembran (Amersham™
Protran®) durchgefiihrt. Die Membran wurde fir 2 hin 5 % BSA/PBS + 0,025 % Tween

blockiert. Uber Nacht inkubierte die Membran mit dem primaren Piezol Antikorper
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(Proteintech, Kat. # 28511, 1:1000 in 5 % BSA/PBS + 0,025 % Tween) bei 4 °C. Am
darauffolgenden Tag wurde die Membran dreimal fir insgesamt 1 h mit 1XxPBS + 0.025
% Tween gewaschen. Dann wurde der sekundéare Antikdrper hinzugefugt (Dako,
Glostrup, Danemark, anti-rabbit HRP 1:20000 in 5 % BSA/PBS + 0,025 % Tween) und
fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran erneut
dreimal fUr insgesamt 1 h mit 1xPBS + 0,025 % Tween gewaschen. Darauffolgend
wurde die Membran in ECL geschwenkt (Bio-Rad Clarity™ Western ECL Substrate).
Als Ladungskontrolle wurde der Primarantikérper Lamin A/C (Cell Signaling, 1:1000 in
5 % Milch) eingesetzt. Der Antikbrper wurde tber Nacht bei 4 °C mit der Membran
inkubiert. Der passende anti-Maus Sekundarantikdrper (1:20000 in 5 % Milch PBS +
0,025 % Tween) wurde 45 min bei Raumtemperatur mit der Membran inkubiert. Zur
Bildgebung wurde das biostep® Celvin® Chemiluminescence Imaging (Biostep
GmbH, Burkhardtsdorf, Deutschland) System verwendet. Die Auswertung der Bilder
erfolgte durch AIDA Advanced Image Analyzer (AIDA IMAGING, Cocina, Kalifornien,
USA). Die Belichtungszeit mit Piezol Antikdrper betrug 15 min und fir Lamin A/C 5

min.

2.2.2.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion - qPCR

Mittels der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion wurde spezifisch ein DNA-
Abschnitt in Echtzeit vervielfaltigt. Fir die Durchfihrung der gPCR wurde zunachst
RNA aus EA.hy926 Wildtyp und CRIPSR Zellen mittels innuPREP RNA mini Kit 2.0
(Innuscreen GmbH, Berlin, Deutschland) isoliert. Dafiir wurden 200 pL (Anderung zum
Nutzungsprotokoll des Herstellers) Lysepuffer auf die Zellen gegeben, welche mit einer
Zelldichte von 10° Zellen pro Well (12-Well Platte) ausgesat wurden. Nach einer
Inkubation von 2 min bei Raumtemperatur wurde das Lysat achtsam resuspendiert
und nochmals 3 min inkubiert. Der Uberstand wurde darauf auf eine Saule mit einem
Auffangtube tbertragen, um die gDNA zu entfernen. Die Sdule mit dem Lysat wurde
dann zentrifugiert (11000 x g, 2 min, bei Raumtemperatur). Der Filter der Saule wurde
verworfen. Das Lysat wurde daraufhin das aquivalente Volumen an 70 %igem Ethanol
zugefugt. Nach dem Durchmischen wurde die Suspension auf einen weiteren Filter
pipettiert, um die RNA selektiv zu binden. Das Lysat wurde erneut zentrifugiert (11000
X g, 2 min, bei Raumtemperatur). Darauffolgend wurde der Filter in ein neues
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Polypropylengefal3e gesteckt. Es folgte ein mehrstufiger Waschvorgang. Zunachst
wurden 50 pL HS Waschlésung auf den Filter pipettiert. Der Filter samt Auffangtube
wurde dann zentrifugiert (11000 x g, 1 min, bei Raumtemperatur). Das Filtrat wurde
anschlieend verworfen und der Filter auf ein neues Auffangtube gesteckt. Nun
wurden 700 pL LS Waschlosung auf den Filter pipettiert und erneut zentrifugiert (11000
X g, 1 min, bei Raumtemperatur). Das Filtrat wurde erneut verworfen und der Filter auf
ein neues Auffangtube gesetzt. Das Tube wurde schlielend wieder zentrifugiert
(12000 x g, 3 min, bei Raumtemperatur). Der Filterwurde nun in ein Elutionstube
gesetzt. Nachdem 40 pL RNase-freies Wasser auf den Filter gegeben wurde, folgte
die letzte Zentrifugation (11000 x g, 1 min, bei Raumtemperatur). Im Anschluss wurde
die RNA-Konzentration am NanoDrop gemessen. Da die qPCR nur doppelstrangige
DNA amplifiziert, musste die RNA zunachst Uber die reverse Transkription in eine
komplementare DNA (cDNA) umgewandelt werden. Fir die reverse Transkription
wurden 450 ng RNA, 1 pL Random Hexamer, 4 uL dNTPs und DEPEC-Wasser
zusammen pipettiert, sodass ein Gesamtvolumen von 16 pL vorlag. Der Ansatz wurde
gevortext, herunterzentrifugiert und fur 5 min bei 65 °C (Themocycler) erwéarmt.
Danach wurde der Ansatz auf Eis gestellt. In der Zwischenzeit wurde der Mastermix
mit 2 yL 10-fach Puffer, 0,25 yuL RNase-Inhibitor, 0,75 pL DEPC-Wasser und 1 pL
Reverse Transkriptase (x10 fur 10-fach Ansatz) angesetzt. Jeweils 4 uL Mastermix
wurden zur Probe hinzugefigt und dann fur 1 h bei 42 °C inkubiert. Die nun generierte
cDNA wurde bei -20 °C gelagert. Die Real Time gPCR wurde mit dem Eco48 qPCR
System (PCRmax Limited Beacon Road, Staffordshire, Vereinigtes Konigreich)
durchgefihrt. Zur Erstellung des Mastermix wurden je Reaktion 5 uL SYBR Green, 0,4
pL forward Primer (10 pmol) und 0,4 pL reverse Primer (10 pmol) und 3,2 pL Wasser
zusammen pipettiert. Jeweils 9 uL Mastermix und 1 pL cDNA (0,5 pg) wurden pro Well
auf die Tragerplatte aufgetragen. Des Weiteren wurde eine Wasserkontrolle und eine
Plattenkontrolle (eine identische Probe, auf allen Platten) mitgefuhrt. Die fertig
pipettierte Platte wurde nun mit einer Folie verschlossen und kurz anzentrifugiert. Fur
das PCR-Programm wurden die in Tabelle 12 dargestellten Zyklen und Temperaturen

eingestellt.
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Tabelle 12: Temperaturen und Zyklen zur Durchfiihrung der qPCR.

Temperatur Zeit
95 °C 10 min
95 °C 10 sec } 40
60 °C 30 sec

Die EcoStudy Software quantifiziert Fluoreszenzsignale (SYBR Green), welche bei der
temperaturabhéngigen Denaturierung des DNA-Doppelstrangs sichtbar werden.
Dadurch lasst sich der so genannte Ct-Wert bestimmen, welcher aussagt, wie viele
Zyklen bendtigt werden, um einen Fluoreszenz-Schwellenwert zu erreichen. Ein hoher
Ct-Wert bedeutet daher, dass eine geringe DNA-Ausgangskonzentration vorlag, ein
niedriger Ct-Wert bedeutet, dass eine hohe DNA-Ausgangskonzentration vorlag.
Dartber hinaus kann tber die Schmelzkurve des DNA-Doppelstrangs die Spezifitat
der PCR Uuberpruft werden. Die Schmelztemperatur ist von der L&ange und
Basenzusammensetzung der DNA abhangig und ist daher spezifisch flr bestimmte
Sequenzen. Zur Auswertung der gPCR wurde die 2"-AACt-Methode angewendet. Das
Prinzip dieser Methode beruht auf dem ermittelten Ct-Wert. Dieser wird zunachst ins
Verhéltnis zum Haushaltsgen L28 gesetzt, um Schwankungen in der DNA-
Konzentration ausgleichen zu kénnen. AnschlieBend wird die Kontrolle von den
stimulierten Proben subtrahiert. Uber die Potenz der zweiten Basis wird die relative

Expression errechnet.

2.2.2.4 Syndecan Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA

Humanes Syndecan-1 wird als valider Marker fur die Untersuchung der eGC-Integritat
angesehen (Johansson et al. 2011, Steppan et al. 2011). Zur Vorbereitung des ELISAS
(ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA, Kat. # EHSDC1) wurden
zunachst verschiedene Puffer, wie vom Hersteller angegeben, angesetzt. Fir den
Waschpuffer wurden 20 mL des Waschkonzentrats in 380 mL entionisiertem Wasser
verdunnt (1xWaschpuffer). Das Verdiunnungsmittel B wurde vor dem Gebrauch 5-fach
mit entionisiertem Wasser verdinnt (1xVerdlinnungsmittel B). Das Biotin-Konjugat

wurde kurz anzentrifugiert. AnschlieRend wurden 100 pL des Verdinnungsmittel B in
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das Flaschchen mit dem Biotin-Konjugat Uuberfuhrt (80-fach verdinnt). Zur
Probenvorbereitung wurden EA.hy926 Wildtyp-Zellen und Piezol CRISPR-Zellen in
24-Well Platten ausgesat und mit DMSO, 10 ng/mL TNF-a und 0,5 uM Yodal
behandelt. Die entnommenen Uberstande wurden mit 1xVerdiinnungsmittel B
verdunnt. Fur die Erstellung der Standardldsung wurde der lyophilisierte Standard mit
400 pL 1xVerdunnungsmittel B vermengt (50 ng/mL Standardldsung). Aus der
Standardlésung wurden fir die Standardreihe folgende Verdinnungen mit dem
1xVerdinnungsmittel B erstellt: 4000 pg/mL, 1600 pg/mL, 640 pg/mL, 256 pg/mL,
102,4 pg/mL, 40,96 pg/mL, 16,38 pg/mL, O pg/mL (Blank) Syndecan-1. Die
Streptavidin-HRP wurde 200-fach mit 1xVerdinnungsmittel verdinnt. Nach dem
vorsichtigen Durchmischen wurden 60 uL des HRP-Konzentrats in ein Falconréhrchen
mit 12 mL 1xVerdunnungsmittel B pipettiert (200-fach verdinnte HRP-Streptavidin-
Losung). Zur Antigenbindung wurden je 100 pL Standard und 100 pL der verdinnten
Uberstande in die Vertiefung der 96-Well Platte pipettiert. Darauf wurde die Platte mit
einer Plastikfolie verschlossen und fur 2,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. Im
Anschluss wurde die Losung entfernt und die Platte viermal mit 300 pL 1xWaschpuffer
gewaschen. Daraufhin wurden 100 pL des 1xBiotin-Konjugats in jede Vertiefung
pipettiert. Die Platte wurde nun fir 1 h bei Raumtemperatur auf den Schiittler bei 40
U/min inkubiert. Darauf wurde die Platte wie zuvor viermal mit 1xWaschpuffer
gewaschen. Nach dem Hinzufugen von 100 pL Streptavidin-HRP-L6sung wurde die
Platte erneut fur 45 min bei Raumtemperatur bei 40 U/min leicht geschittelt. Darauf
wurde die Platte erneut wie bereits beschrieben gewaschen. Durch das Hinzufligen
von 100 pL TMB-Substrat erfolgte innerhalb der Inkubation von 30 min bei
Raumtemperatur und unter leichtem Schutteln (40 U/min) ein Farbumschlag von
gelblich zu blau. Schlussendlich wurden 50 pL Stopplésung hinzugefuigt. Durch das
vorsichtige Klopfen an der Seite der Platte, sollte die Losung durchmischt werden. Es
erfolgte erneut ein Farbumschlag von blau zu gelb. Direkt nach Zugabe der
Stopplosung wurde die optische Dichte mit dem Berthold bei 450 nm bestimmt,
wodurch die Syndecan-Konzentration bestimmt wurde. Der Syndecan-ELISA nutzt ein
»>andwich-Prinzip“ bei dem Syndecan zwischen einem spezifischen Antikbrperpaar
gebunden ist. Einer verankert das Syndecan in der Mikroplatte, wodurch dieses
immobilisiert wird. Der zweite Antikdrper dient als Detektor, welcher das hinzugefligte
Substrat umsetzt und fur einen Farbumschlag sorgt. Das hervorgerufene Signal ist

dabei proportional zur Konzentration des Syndecans.
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2.2.2.5 Neutrophilen-Assay

Der Neutrophilen-Adh&sions-Assay ist ein in vitro Verfahren, um die Adhasion
zwischen neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen zu untersuchen. Fir die
Durchfihrung des Neutrophilen-Adhasions-Assays wurden zunachst Neutrophile
Granulozyten aus EDTA-BIlut gewonnen. Die ,Blutspenden® erfolgten durch freiwillige
Spender des Instituts fur Physiologie (Ethik-Votum: 19-310). In einem 50 mL Falcon
wurden 7 mL Blut mit 7 mL PBS gemischt. In ein weiteres 50 mL Rohrchen wurden 14
mL Biocoll vorgelegt, worauf das Blut-PBS-Gemisch mit grof3ter Vorsicht tberfuhrt
wurde. Biocoll dient hier als eine Art Filter und ermdglicht so die Trennung von
Blutzellen in einem Dichte-Gradienten. Nach der anschlieRenden Zentrifugation
(800 x g, 25 min, bei Raumtemperatur, ohne Beschleunigung und Bremse) wurden die
obersten Schichten, welche Plasma, Thrombozyten, Lymphozyten, Monozyten und
das Biocoll enthielten, abgesaugt. Dem Erythrozyten-Pellet wurden daraufhin 2
Volumenanteile 1 %iger Polyvinylalkohol zugesetzt und durchmischt. Die Zellen sollten
dann fur 20 min bei Raumtemperatur sedimentieren. Der Uberstand wurde danach in
ein neues 50 mL Roéhrchen tberfuhrt und anschlieRend auf 50 mL mit PBS aufgefullt.
Nach erneuter Zentrifugation (650 x g, 10 min, 4 °C) wurde der Uberstand verworfen
und mit der Restflissigkeit resuspendiert. Nach dem Hinzufligen von 25 mL Bidest fur
30 sec, wurden 25 mL 1,8 % NaCl dazugegeben. Darauf folgte eine Zentrifugation
(650 x g, 10 min, 4 °C). Der Uberstand wurde abermals verworfen und der restlichen
Flussigkeit resuspendiert. Das Zellpellet wurde nun mit 25 mL kaltem PBS aufgefulit.
Nach der Zellzahlbestimmung wurden die Zellen zentrifugiert (650 x g, 10 min, 4 °C).
Das Zellpellet wurde nun so in Medium aufgenommen, dass 1 x 10® Zellen pro mL
vorhanden waren. AnschlieBend wurden 3 pM Calcein hinzugefligt. Das Réhrchen
wurde mit Alufolie umwickelt, um das Calcein vor Licht zu schiitzen und fur 30 min im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit Zentrifugation (450
X g, 5 min, bei Raumterperatur) und Mediumwechsel. Dazu wurde der Uberstand
zunachst verworfen und im ersten Waschschritt mit 10 mL Medium resuspendiert und
gewaschen, im zweiten Waschschritt mit 8 mL Medium. Die Suspension wurde
anschlielend durch einen 40 um Filter gegeben und mit einem 15 mL Falconréhrchen
aufgefangen. Der Filter wurde im Anschluss zwei Mal mit Medium gespuilt. Die fir 24 h
stimulieren EA.hy926 Zellen (mit DMSO, 10 ng/mL TNF-a und 0,5 uM Yodal) wurden

zunachst in 12-Well Platten mit Medium gewaschen und anschlieBend mit den
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Calcein-markierten Neutrophilen fir 20 min im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.
Abschliel3end wurde die Fluorenszenzintensitat bei einer Anregungswellenlange von

492 nm und 535 nm Emissionswellenlange bestimmt.

2.2.2.6 Rho GTPase Aktivitat - GLISA

Der GLISA Test st eine Sonderform des ELISAs und dient der Bestimmung der aktiven
RhoA Proteinaktivitat, welche GTP gebunden hat. Rho GTPasen sind an der
Regulation von verschiedenen zellularen Prozessen wie Zelladhasion, Zellteilung,

Zellmigration und der Zellproliferation beteiligt (Eckenstaler et al. 2022).

Der Signalweg erfolgt wie in Abbildung 4 dargestellt. ROCK ist aul3erdem in der Lage
die eNOS-AKktivitat zu inhibieren (Randar et al. 2025). Dariiber hinaus spielt der
RhoA/ROCK Signalweg eine wichtige Rolle bei verschiedenen Herz-Kreislauf-
Erkrankungen wie Hypertonie (Wirth 2010). Die Bestimmung der Rho-GTPase-
Aktivitat erfolgte durch die Gebrauchsanweisung des Herstellers (Cytoskeleton Inc.,
Kat. # BK124, Denver, Colorado, USA). Zunachst wurden EA.hy926 Wildtyp und
CRISPR- Zellen fur 24 h einem Mangelmedium ausgesetzt (DMEM mit
Penicillin/Streptomycin, ohne FCS). Nach Ablauf der 24 h wurden die Zellen mit
DMSO, 10 ng/mL TNF-a und 0,5 pM Yodal stimuliert und fiir weitere 24 h bei 37 °C
inkubiert. Die Zellkulturschalen wurden schlie3lich dem Inkubator entnommen, sofort
auf Eis gestellt und mit eiskaltem PBS gewaschen, um Serumproteine zu entfernen.
Anschlie3end wurden die Zellen mit 300 pL Lysepuffer und Proteaseinhibitor-Cocktail
lysiert. Die mit dem Zellschaber geernteten Zellen wurden in ein 1,5 mL
Polypropylengefald tberfiihrt und sofort zentrifugiert (10000 x g, 1min, 4 °C). Hieraus
wurden 30 pL fir die Proteinquantifizierung eingesetzt. Des Weiteren wurden 2 x 70
pL far die RhoA-Quantifizierung und 130 pL des restlichen Lysats im fllissigen
Stickstoff eingefroren. Fur die Messung der Lysat-Protein-Konzentration wurden 30 pL
(Anderung zum Protokoll) des Lysats in eine 1 mL Einwegkivette pipettiert.
Anschliel3end wurde dem Laysat 1 mL des Precision RedTM Advanced Protein Assay
Reagenz hinzugefiigt und fur eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Der Leerwert

mit dem Lysepuffer wurde bei 60 nM ermittelt und die Extinktion der Proben wurde
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abgelesen. Die Proteinkonzentration soll laut Hersteller zwischen 0,4 und 2,0 mg/mL

liegen, was auf alle Proben zutraf.

Fiur den G-LISA Assay wurden 60 pL Lysepuffer mit 60 uL eiskaltem Bindungspuffer
gemischt und auf Eis gelagert (Pufferleerwert). Darauf wurden 12 pl Rho-
Kontrollprotein mit 48 pL Zelllysepuffer und 60 pL Bindungspuffer gemischt und auf
Eis gestellt (Positivkontrolle). Die Rho-Platten mit dem enthaltenen Pulver wurden auf
Eis gestellt mit 100 mL eiskaltem Wasser aufgefiillt. Jedem Lysat wurden jeweils 60
pL Bindungspuffer hinzugefiigt. Nach dem Durchmischen wurden sowohl je 50 pL
Lysat als auch 50 pL Pufferleerwertkontrolle und RhoA Positivkontrolle in die
Vertiefung der vorbereiteten Rho-Platte pipettiert und auf Eis gestellt. Die Platte wurde
fur 30 min auf einen Schittler (200 U/min) in einem Kihlraum bei 4 °C gestellt.
Wahrend der Inkubation wurde der primare Anti-RhoA-Antikbrper im
Verdunnungspuffer verdinnt (1:250). Nach den 30 min wurde die Platte zweimal mit
200 pL Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend wurde sofort 200 pL des
Antigenpréasentationspuffers in jedes Well pipettiert und genau 2 min inkubiert. Nach
Entfernen des Antigenpréasentationspuffers wurde erneut mit 200 yuL Waschpuffer
gewaschen. Danach wurde 50 pyL des Anti-RhoA-Antikérpers in jedes Well pipettiert
und far 45 min bei Raumtemperatur auf dem Schdttler (200 x g) inkubiert. Wahrend
der Inkubation wurde der sekundare HRP-markierte Antikdrper im Verdunnungspuffer
verdunnt (1:62,5). Nach einem erneuten Waschschritt wurden 50 pL des sekundaren
Antikdrpers in jedes Well pipettiert und fur 45 min bei Raumtemperatur auf dem
Schittler (200 x g) inkubiert. Nach der Inkubation wurden die HRP-
Detektionsreagenzien A und B (vor Licht schiitzen) in gleichen Mengen gemischt und
anschlieBend jedem Well hinzugefiigt (50 L), welche zuvor erneut mit 200 pL
Waschpuffer gewaschen wurden. Nach einer 15-minttigen Inkubation bei 37 °C,
wurde jedem Well 50 yL HRP-Stopp-Puffer hinzugefiigt. AbschlieRend wurde die

Absorption bei 490 nm in einem Mikroplatten-Spektrophotometer abgelesen.

2.2.2.7 Ex-vivo Aorten-Praparation fir AFM-Messungen

Die Bereitstellung von EC-spezifischen Piezol-Knockout-Mausen Cdh5CreER2
erfolgte durch Prof. Dr. Stefan Offermanns (Max-Planck-Institut fur Herz- und
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Lungenforschung, Bad Nauheim, Deutschland). Die Aorten wurden auf Trockeneis
verschickt. Nach Erhalt der Aorten wurden diese umgehend, wie in Abbildung 11
dargestellt prapariert. Zunachst wurden die Aorten vom umgebenen Gewebe bereit
und in Ringe geschnitten. Durch einen Langsschnitt wurden die Ringe gedffnet, sodass
die Praparate eine GréRe von ca. 4 mm? aufwiesen. Die Aortenpraparate wurden mit
den Zellen nach oben gerichtet auf Deckglaser geklebt (1,4 mg/ mL Cell-Tak® BD
Biosciences, Bedford, Massachusetts, USA) und die ECs auf den Aortenpatches
wurden mit TNF-a (10 ng/ml) und Yodal (0,5 pM) stimuliert. Nach 24 Stunden
Inkubation wurden die Hohe der eGC und die Steifigkeit des Kortex mit Hilfe der

Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy) gemessen.

Schritt 1 Tunica Media

, Basalmembran
Tunica Externa

Tunica Intima
/ (Endothel)

\
A

Schritt 2% —

Abbildung 11: Schematische Darstellung der M&auseaorten-Praparation. Im ersten Schritt wurde das
umliegende Gewebe entfernt und die Aorten in Ringe geschnitten. Im zweiten Schritt wurden die Ringe durch einen
Langsschnitt gedffnet. Im dritten Schritt wurden die Aortenpréparate auf Deckglaser geklebt (verdndert nach
Wiesinger et al. 2013).

2.2.3 Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy)

Das Rasterkraftmikroskop (Atomic Force Microscope — AFM) ermdglicht die

Untersuchung von Zelloberflachen und Zelleigenschaften. Wie in Abbildung 12
52



2. Materialien und Methoden

dargestellt wird daflr ein metallischer, trianguléarer Cantilever, an dessen Spitze sich
eine Polysterol-Kugel (10 um Durchmesser) befindet, in Kontakt mit einer konfluenten
Einzelschicht von endothelialen Zellen gebracht (Federkonstante 10 pN/nm fir eGC
und 30 pN/nm fur Kortex). Dabei wird ein Laserstrahl auf den goldbeschichteten
Cantilever gerichtet. Durch den Kontakt mit der Zelloberflache, kommt es zur Biegung
des Cantilevers. Die Ablenkung des Lasers, der auf die Cantileverspitze gerichtet ist,
wird durch die Photodiode detektiert (V).

Laser Cortex Mechanik

Cantilever . =hatodiode

Endothelzelle

[Nd] yesy

100

50

Deformation [nm] 0 100 200

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Nanoindentation Messung. Der Cantilever mit einer Polysterol-
Kugel wird an die Zelloberflache herangefihrt. Durch den Kontakt mit der Zelle wird der Cantilever gebogen, was
durch eine Photodiode uber die Auslenkung des Lasersignals detektiert und in eine Kraft-Distanz-Kurve konvertiert
wurde.

Um die notwendige Kraft (F) zum Eindriicken der Zelle zu bestimmen, wurden die
Federkonstante und Deflektionsempfindlichkeit (a) mittels kontaktbasierter Kalibration

und thermal-noise Verfahren determiniert (F = V x a x Kcant). Die
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Deflektionsempfindlichkeit wird durch das Driicken auf ein Deckglas bestimmt. Wenn
der Cantilever in Kontakt mit dem Deckglas gebracht wird, wird dieser nach oben
gebogen. Durch Ablenkung des Lasers auf der Photodiode entsteht eine Kraft-Distanz-
Kurve. Der Kehrwert der Steigung des linearen Anstiegs der Kraft-Distanz-Kurve stellt
die Deflektionsempfindlichkeit dar. Beim thermal-noise Verfahren wird die thermisch
angeregte freie Schwingung des Cantilever gemessen. Das Frequenzspektrum der
Schwingungen wertet die NanoWizard Software aus, wodurch die Federkonstante
bestimmt werden kann. Durch die Piezo-Dehnung (xpiezo) lasst sich die Deformation
der Probe (xsample) kalkulieren (xsample = xpiezo — (a x V)). Durch das Hook sche
Gesetz ,F = D x Ax", wobei D die Federkonstante reprasentiert und Ax die
Langenanderung (Biegung des Cantilever) darlegt, lasst sich die Steifigkeit der Probe
ermitteln. Die daraus resultierenden Kraft-Distanz-Kurven dienen als Grundlage fir die
Bestimmung der Hohe und Steifigkeit der endothelialen Glykokalyx und des Zellkortex.
Die Bestimmung der H6he und Steifigkeit erfolgte an HUVECs und EA.hy926 Zellen
sowie an Mauseaorten. Diese wurden zuvor fur 24 h mit 10 ng/mL TNF-a und 0,5 uM
Yodal stimuliert. Die mit HUVECs und EA.hy926 Zellen bedeckten Deckglaser wurden
in 35 mm Schalen geklebt. Anschliel3end wurde 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure HEPES Puffer (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM CacClz, 1 mM MgClz,
5 mM Glucose, 10 mM HEPES) hinzugefluigt. Fur Glykokalyx-Messungen wurde dem
HEPES Puffer 1 % FCS beigefugt. Pro Deckglas wurden 20-27 Zellen mit jeweils 8
Kurven gemessen. Die Auswertung der Kraft-Distanz-Kurven erfolgte mittels
Nanoindentation-Analyse Software PUNIAS (Philippe Carl & Paul Dalhaimer,
punias@free.fr Version 1.0). Im Verlauf der Kraft-Distanz-Kurven mit entsprechendem
Cantilever lasst sich aus dem ersten Anstieg die Hohe (dx) und die Steifigkeit eGC
bzw. die Steifigkeit des Kortex ableiten. Kurven, die keine gleichmaflige oder flache
Annaherung vor dem ersten Kontakt haben, wurden von der Auswertung
ausgeschlossen. Die Daten wurden anschlieBend in OriginPro 8.5 (OriginLab
Corporation, Northampton, Massachusetts, USA) exportiert. Des Weiteren flossen nur
Zellen mit mindestens 4 auswertbaren Kurven in die Analyse ein. Die statistische und
graphische Analyse der selektierten Kraft-Distanz-Kurven erfolgte durch GraphPad
Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, Kalifornien, USA).
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2.2.4 Quantifizierung von Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) erfillt im Endothel wichtige Aufgaben. Zum einen ist NO ein
wichtiger Regulator des peripheren Blutdrucks. Wie bereits beschrieben, ist NO in der
Lage in glatte Muskelzellen zu diffundieren, wo es eine Vasodilatation bewirkt, was zu
einer Senkung des Blutdrucks fuhrt. Dartber hinaus verhindert NO die
Thrombozytenaggregation und die Monozytenadhasion und ist auRerdem an der
Regulierung der vaskularen Permeabilitat beteiligt. Daraus lasst sich ableiten, dass

NO ein wichtiger Marker fur die Integritat von Endothelzellen darstellt.

Zur Bestimmung der NO-Konzentration wurden zunachst GM7373 Zellen in 24-Well
Platten ausgesat. Nachdem die Zellen konfluent gewachsen waren, wurden die Zellen
fur 24 h mit 10 ng/mL TNF-a und 0,5 uM Yodal stimuliert. Nachdem die Zelliberstande
gesammelt wurden, folgte die Proteinfallung der Proben, um interferierende Proteine
zu entfernen. Als Vorbereitung wurden Polypropylengefal3e zweimal mit entionisiertem
Wasser gewaschen, um Kontaminationen von Nitrit- und Nitrat-Derivaten zu entfernen.
Je 100 pL der Uberstande wurden in den zuvor gewaschenen GefaRen mit 200 pL
eiskaltem 99 %igem Ethanol (1:3) durch vortexen fir 10 sec durchmischt.
Anschliel3end wurden die Proben fir 30 min auf Eis gestellt. Darauf wurden die Proben
zentrifugiert (14000 x g, 5min, 4 °C). Die Uberstande der Proben wurden entnommen
und bis zur Messung bei -80 °C gelagert. Die Ermittlung und Analyse der NO-
Konzentrationen der Zellkulturiiberstinde von GM7373 Zellen erfolgte durch den
Zysense NOA208i Analyzer (GE Water & Process Technologies, Analytic Instruments;
Boulder, Colorado, USA). Duplikate zu je 100 uL der deprotonierten Proben wurden
Uber eine Spritze durch den Injektionsport injiziert. Das dort enthaltene
Reduktionsmittel Vanadiumchlorid reduziert Nitrat (NOz") bei ca. 95 °C zu NO:

2NO3 + 3V+3 + 2H20 — 2NO + 3VO2* + 4H+

Das Vanadiumchlorid wandelt auf3erdem Nitrit (NO2") und S-Nitrose-Verbindungen wie
Nitroarginin, Natrium-Nitroprussid und Nitroglycerin, in NO um. Das nun freigesetzte
NO wird in den Kondensator geleitet, um interferierende Komponenten zu minimieren.

Von dort gelangt es in eine NaOH-Falle (1 M NaOH), wo Sauredampfe entfernt
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werden. Schlief3lich wird NO in den Analyzer geleitet, wo NO mit Ozon (Os) gemischt

wird:

NO + 0; —» NO,* + 0,

NOZ* — NOZ + hV

Dabei entsteht angeregtes Stickstoffmonoxid (NO2*), welches umgehend in seinen
urspringlichen Zustand zurlckfallt. Ein Detektor ist in der Lage, das emittierte Licht
mit einer Wellenlange groRRer als 600 nm wahrzunehmen. Die Intensitat des
detektieren Lichts ist dabei proportional zur NO-Konzentration. Die Kalibrierungskurve
wurde unter Verwendung von 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM, 1 uM, 5 uM, 10 uM und
100 pM NaNOs™ mit der NOAnalysis™ Software (Version 3.2) berechnet.

2.2.5 Statistische Analyse

Zur statischen Analyse und zur graphischen Auswertung der generierten Daten, wurde
die Software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, Kalifornien,
USA) verwendet. Innerhalb der statischen Analyse wurden Ausreif3er durch den ROUT
Ausreil3er Test (Robust Regression and Outlier Removal) eliminiert (False Discovery
Rate (FDR); Q Wert = 1 %). Der Test beruht auf einer robusten nichtlinearen
Regression. Die Residuen der robusten Kurve werden analysiert, um Ausreil3er zu
ermitteln. Basierend auf der FDR werden jene Punkte identifiziert, welche signifikante
Abweichungen aufweisen. Diese Ausreil3er werden eliminiert (Motulsky und Brown
2006).

Zur Uberpriifung der Normalverteilung diente der D'Agostino-Pearson Test oder
Shapiro-Wilk Test. Dabei eignet sich der Shapiro-Wilk Test besonders fir kleine
Stichproben im Vergleich zum D'Agostino-Pearson Test (Mishra et al. 2019). Fur
Vergleiche von zwei Testgruppen wurde der Student’s t-Test (parametrische Daten)
oder der Mann-Whitney-U-Test (nicht-parametrische Daten) angewendet.

Gruppenvergleiche zwischen drei oder mehr Gruppen wurden mit Hilfe der einfachen
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Varianzanalyse (ANOVA) fir parametrische oder mit dem Kruskal-Wallis-Test fur
nicht-parametrische, Daten analysiert. Als Posthoc Tests wurde der Tukey's und

Dunn’s Test in Abhangigkeit der Normalverteilung angewendet.

Mit der deskriptiven Statistik wurden der Mittelwert und die Standardabweichung
errechnet. Diese Werte wurden auf eine Nachkommastelle gerundet. Ausnahmen
stellten hier die Auswertung der Rho GTPase Aktivitat durch die GLISA-Methode und
der Syndecan ELISA dar. Aufgrund der niedrigen Werte wurden fiir diese Ergebnisse
mehr als eine Nachkommastelle angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Quantifizierung des Piezol-Knockouts durch CRISPR-
Cas9

Um den Einfluss von Piezol auf die endotheliale Nanomechanik und seine Rolle bei
vaskularen Entzindungen zu untersuchen, wurde in Vorarbeit der Arbeitsgruppe ein
Piezol-Knockout mittels CRISPR-Cas9 generiert. Um den Erfolg der Methode zu
Uberprifen, wurde zunachst der generierten Piezol CRISPR-Zellen von Eurofins
genomics sequenziert. Die Sequenzierung zeigte, wie bereits unter 2.2.2.1
beschrieben, eine Basenverschiebung, die zur Insertion eines vorzeitigen Stopcodons
an Position 106 fuhrte. Dieser CRISPR-Klon wurde durch Erik Hertel generiert (siehe
Doktorarbeit Erik Hertel, Institut fur Physiologie, Universitat zu Libeck). Es konnte
jedoch unter anderem durch Immunfluoreszenz-Farbungen mit einem spezifischen
Piezol-Antikdrper gezeigt werden, dass diese generierten Piezol CRISPR-Zellen
einen partiellen Knockout, nicht aber einen vollstandigen Knockout aufwiesen. Diese
CRISPR-Zellen zeigten zwar eine signifikante Reduzierung der Piezol-Kanale
innerhalb der Piezol CRISPR-Zellen im Vergleich zu EA.hy926 Wildtyp Zellen (siehe
Doktorarbeit Erik Hertel, Institut fir Physiologie, Universitat zu Libeck). Daher wurde
im Rahmen dieser Arbeit die CRISPR-Cas9-Methode mehrfach wiederholt, um einen
vollstandigen Piezol-K.O. zu generieren. Die Sequenzierungen zeigten jedoch nicht
den gezielten Einbau des Stopcodons. Infolgedessen wurden die Piezol CRISPR-
Zellen aus Vorarbeiten von Erik Hertel erneut vereinzelt. Die Uberprifung der
urspringlichen Piezol CRISPR-Zellen und der neu vereinzelten Piezol CRISPR-
Zellen erfolgte durch die quantitative real-time PCR. CRISPR 2022 bezeichnet den
urspringlich erzeugten Piezol-K.O. Klon durch die CRISPR-Cas9 Methode, CRISPR
2024 bezeichnet die neu vereinzelten Piezol CRISPR-Zellen. Die piezol-Expression
wurde durch die Anwendung der 2*-AACt-Methode analysiert. Die Auswertung ergab,
wie in Abbildung 13 dargestellt, dass das Expressionslevel von Piezol in CRISPR
2024 Zellen auf 0,5 = 0,2 verringert war, im Vergleich zu Wildtyp-Zellen (1,1 + 0,5). Die
CRISPR 2022 Zellen hingegen zeigten eine hohere Piezol-Expression (2,0 + 1,8). Da
die CRISPR 2024 Zellen eine deutlich verringerte piezol mRNA Expression zeigte,
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wurde im weiteren Verlauf der Experimente auf diesen Klon zuriickgegriffen (fortan als
,CRISPR* bezeichnet).
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Abbildung 13: Relative piezol mRNA Expression in Wildtyp EA.hy926 und Piezol CRISPR-Zellen. Durch
gPCR wurde die piezol-Expression untersucht. CRISPR 2022 représentiert die urspringlichen CRISPR EA.hy926
Zellen. CRISPR 2024 bezeichnet Piezol CRISPR-Zellen, die erneut vereinzelt wurden (Kruskal-Wallis-Test: N = 1,
n = 4, nicht signifikant).

AnschlieBend wurde die Piezol-Proteinexpression in CRISPR-Zellen Uber die
Western Blot Analyse ermittelt. Dazu wurde je 40 ug Lysat von EA.hy926 Wildtyp-
Zellen und drei Lysate von CRISPR EA.hy926 Zellen (CRISPR I-lll), welche aus
unterschiedlichen Splitvorgangen stammten, auf ein Gradientengel geladen. Wie in
Abbildung 14 dargestellt, zeigten sowohl Wildtyp EA.hy926 Zellen als auch alle
CRISPR-Proben eine Bande um 300 kDa, was dem Molekulargewicht von Piezol
entspricht. Bei einem erfolgreich durchgefiihrten Knockout durch die CRISPR-Cas9-
Methode ware keine Piezol Bande zu erwarten gewesen. Dennoch war Piezol in
CRISPR-Zellen nachweisbar. Allerdings ist der Piezol-Proteingehalt, der durch gPCR
ermittelt wurde, in den Piezol CRISPR-Zellen geringer als in Wildtyp EA.hy926 Zellen
(siehe auch Abbildung 15). Leider waren zwischen N1-3 grof3e Unterschiede zu
erkennen. Bei einzelner Betrachtung (nicht dargestellt) zeigte CRISPR Il dabei eine

besonders stark reduzierte Piezol-Expression.
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Abbildung 14: Auswirkung des CRISPR-Cas9-Knockouts auf die Piezo1-Proteinexpression. Zur Uberpriifung
des Piezol-Knockouts durch CRISPR-Cas9 wurde eine Western Blot Analyse durchgefihrt. EA.hy926 Wildtyp-
Zellen und Piezol CRISPR-Zellen wurden lysiert und der Proteingehalt durch die Western Blot Analyse und Piezol-
Antikorper visualisiert. Die Ladungskontrolle erfolgte durch Lamin A und C. CRISPR | bis 1lI stellen verschiedene

Lysate dar, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten erstellt wurden (N = 1, n = 1-3).

—~
150 -

CQ(D

S <« =

(7] (@]

n £ =5

555

o -

2 T S 100

S5 = ——

© 02

==

S 0 S _

g7 N 50

- = =

('U._

RE®

.950)

LT o ; .
Q~
<

© @)
W S
&) 2
o ©

Q/?“

Abbildung 15: Nachweis der Expression von Piezol in EA.hy926 Wildtyp-Zellen und in Piezol CRISPR-
Zellen durch Western Blot Analyse. Die relativen Signalintensitdten wurden mit AIDA ermittelt. Dargestellt sind
die relative Piezol-Proteinexpression (normalisiert auf Lamin A/C) in Piezol CRISPR-Zellen im Vergleich zu
EA.hy926 Wildtyp-Zellen (Student’s t-Test: N = 1 fur EA.hy923 WT und N = 3 fir CRISPR, nicht signifikant).
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Das Expressionslevel entsprach nur noch 47 % relative zu den Wildtyp-Zellen.
Insgesamt lasst sich daraus ableiten, dass der generierte Klon keinen vollstandigen
Knockout von Piezol aufweist, sondern einen partiellen. CRISPR | (77 %) und IIl (89
%) wiesen eine etwas hohere Piezol-Expression im Vergleich zu CRISPR Il auf. Da
jedoch eine signifikant verringerte Piezol-Expresssion in Piezol CRISPR-Zellen I
nachgewiesen werden konnte, wurden weitere Versuche mit dem Klon dieser Passage

weitergearbeitet.

3.2 Partieller Piezol-Knockout fuhrt zur Schadigung der
eGC

Unter Verwendung der CRISPR-Cas9-Methode sollte die Auswirkung eines Piezol-
K.O. auf die endotheliale Nanomechanik bestimmt werden. Dazu wurde die eGC-HAhe
der unstimulierten Piezol CRISPR-Zellen bzw. nach 24-stindiger Inkubation mit
Yodal und TNF-a mittels AFM-Messungen bestimmt. Die durchschnittliche eGC-Hbhe
unter Kontrollbedingungen (EA.hy926) betrug 157,4 + 54,8 nm (Abbildung 16). Die
partielle Piezol-K.O. CRISPR-Zellen zeigten eine signifikant verringerte eGC-Hbhe
(90,0 = 25,8 nm) im Vergleich zu EA.hy926 Wildtyp-Zellen. Darlber hinaus zeigten
Piezol CRISPR-Zellen, welche mit TNF-a stimuliert wurde (84,5 + 25,3 nm), eine
Verringerung der eGC-H6he um 50,9 % im Vergleich zu EA.hy926 DMSO. Eine
gleichzeitige Behandlung mit TNF-a und Yoda1 konnte den Effekt abmildern
(126,5 £ 36,8 nm), jedoch wird das eGC-Niveau de rEA.hy926 DMSO Kontrollgruppe
nicht erreicht.
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Abbildung 16: Piezol-K.O. fuhrt zu einer reduzierten eGC-Hbhe. Der durch CRISPR-Cas9 induzierte Piezol-
K.O. fuhrt zu einer verringerten eGC-Hohe. Mithilfe der Rasterkraftmikroskopie wurde die eGC-H6he nativer
EA.hy926-Zellen mit einer Population von CRISPR-Cas9 Zellen verglichen. Dabei zeigten die CRISPR-Cas9 Zellen
eine Verringerung der eGC-Hohe im Vergleich zu DMSO-Kontrollbedingungen. Dartber hinaus wurde eine
mogliche Wirkung von Yodal in der Piezo1-K.O. untersucht (Kruskal-Wallis-Test: N = 7, n = 159-183; p-Wert: ****:
p < 0,0001; **: p < 0.01).

Da Piezol CRISPR-Zellen eine geringere eGC-Hohe im Vergleich zu EA.hy926
Wildtyp-Zellen aufwiesen, sollte im nachsten Schritt ein Syndecan ELISA durchgefihrt
werden, um den Abbau der eGC UUber eGC-Bestandteile im Zelliberstand
nachzuweisen. Dazu wurden EA.hy926 Wildtyp-Zellen und Piezol CRISPR-Zellen mit
Yodal und TNF-a behandelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Piezol beeinflusst die Menge an verdautem Syndecan in Endothelzellen. EA.hy926 Wildtyp
(ausgefillte Balken) und Piezol CRISPR-Zellen (gestreifte Balken) wurden fuir 24 h mit Yodal und TNF-a stimuliert.
AnschlieBend wurde die Syndecan-Konzentration in Zellkulturiiberstdnden mittels ELISA bestimmt (Kruskal-Wallis
Test: N=3,n=6; *: p<0,05).

Die Menge an Syndecan im Uberstand stieg signifikant von 0,06 + 0,003. (EA.hy926
DMSO) auf 0,12 + 0,017 (CRISPR Yodal) und 0,12 + 0,02 (CRISPR TNF-a) an. Auch
ein Vergleich zwischen EA.hy926 TNF-a (0,060 £+ 0,004) und CRISPR TNF-a (0,120 £
0,020) zeigt eine steigende Syndecan-Konzentration. Die Tendenz zu einer héheren
Syndecan-Konzentration innerhalb der Piezol CRISPR-Zellen war dabei klar zu
erkennen. Diese Beobachtung wird auRerdem durch WGA-Farbungen (wheat-germ-
agglutinatinin) unserer Arbeitsgruppe gestutzt (siehe Doktorarbeit Erik Hertel, Institut
fur Physiologie, Universitat zu Lubeck). Allerdings konnte entgegen den Erwartungen
kein signifikanter Anstieg von Syndecan nach der Stimulation mit TNF-a in EA.hy926

Zellen beobachtet werden, was die Interpretation erschwert.
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3.3 Piezol Aktivierung verringert die Immunzelladhasion

Chronische Veranderungen der Endotheloberflaiche sind mit GefalRentziindungen
assoziiert. Daher war es das Ziel den Einfluss von Yodal auf Endothelzellen bei TNF-
a-induzierten Entzindungen zu untersuchen. Vorausgehende Studien unserer
Arbeitsgruppe haben bereits gezeigt, dass nach Stimulation von ECs mit Yodal
weniger Monozyten an Endothelzellen adhéarieren. Darlber hinaus zeigte die
Einzelzell-Spektroskopie, dass nach der Zugabe von Yodal die Adhasionskrafte
zwischen Monozyten und Endothelzellen reduziert war (siehe Doktorarbeit Erik Hertel,

Institut fur Physiologie, Universitat zu Lubeck).

Durch weiterfuhrende Studien sollte untersucht werden, ob Piezol auch die Adh&sion
von Neutrophilen an Endothelzellen beeinflusst. Dazu wurden humane Neutrophile
isoliert und mit Endothelzellen inkubiert. Die ECs wurden zuvor fir 24 h mit Yodal und
TNF-a stimuliert. Die statistische Auswertung mittels ANOVA ergab keine
Signifikanzen innerhalb der Gruppen (siehe Abbildung 18). Dennoch zeigte der
Student’s t-Test zwischen EA.hy926 DMSO und EA.hy926 Yodal einen signifikanten
Unterschied (p-Wert: 0,0483).
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Abbildung 18: Einfluss von Piezol auf die Adhasion von Neutrophilen. Isolierte Calcein-geférbte Neutrophile
wurden mit Endothelzellen inkubiert. Diese wurden fur 24 h mit Yodal und TNF-a stimuliert (Student’s t-Test: N =
5, n =10; p-Wert: # 0,0483).

3.4 Piezol Aktivierung verringert die Rho GTPase Aktivitat

Vorausgehende Studien unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die chemische
Aktivierung von Piezol durch seinen Aktivator Yodal zu einer geringeren Steifigkeit
des Zellkortex und zu einer Steigerung der eGC-Hohe fuhrt (unpubliziert). Diese
Faktoren sind charakteristisch fiir ein gesundes Endothel. Ein weicher Zellkortex tragt
aul3erdem zu einer flussinduzierten NO-Produktion bei, wahrend ein steifer Zellkortex
mit einer gestérten NO-Produktion assoziiert ist (Fels und Kusche-Vihrog 2020). Der
steife Zellkortex wird dabei Uber die Aktivierung des RhoA/ROCK-Signalwegs
vermittelt. Die Aktivierung induziert die Bildung von Stressfasern und verstarkt die
zellulare Kontraktilitat (Aguilar et al. 2023). Der RhoA/ROCK-Signalweg ist aul3erdem
an der Funktion der eNOS beteiligt. RhoA/Rock senkt die Stabilitdt der eNOS-mRNA,
wodurch die eNOS-Expression vermindert wird (Yao et al. 2010). Unter
inflammatorischen Bedingungen wird RhoA aktiviert und sorgt fiir eine Stérung der
Barrierefunktion (Kugelmann et al. 2018). Um die Bedeutung der Rho GTPasen,

welche als Modulator der Aktinpolymerisation bekannt sind, zu quantifizieren, wurde
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ihre Aktivitat mittels ELISA-basierter Analyse Uberprift. Wie in Abbildung 19
dargestellt, zeigten EA.hy926 welche mit TNF-a und Yodal stimuliert wurden, die
geringste Rho GTPase Aktivitat (0,4 + 0,08 a.u.).
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Abbildung 19: Piezol Aktivierung verandert die Rho GTPase Aktivitat. EA.hy926 Zellen wurden fir 24 h mit
Yodal und/oder TNF-a behandelt. AnschlieRend wurde die Rho GTpase Aktivitat analysiert (ANOVA: N =1, n = 4;
p-Wert: **: p < 0.01 und Student’s t-Test zwischen EA.hy926 WT und EA.hy926 Yodal; p-Wert: # 0,0142).

Die Aktivitat war dabei signifikant geringer als bei EA.hy926 Wildtyp-Zellen (0,6 £ 0,07
a.u.) und EA.hy926 DMSO (0,6 + 0,11 a.u.). Zwischen allen anderen Gruppen waren
keine signifikanten Unterschiede zu erkennen. Im direkten Vergleich de rKontrolle mit
Yodal-Stimulation ergab sich eine signifikant verringerte Rho-Aktivitat (Student’s t-
Test 0,0142).
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3.5 Piezol Aktivierung wirkt sich auf die NO-Konzentration

aus

Um die Auswirkung der Piezol-Aktivierung auf vaskulare Entzindungen zu
untersuchen, wurden verschiedene Endothelzelllinien fir 24 h mit 0,5 puM Yodal und
10 ng/mL TNF-a stimuliert. Die Zellkulturiberstande wurden entnommen und
anschlieBend wurde die NO-Konzentration bestimmt. Die Ergebnisse der NO-
Quantifizierung ist in Abbildung 20 dargestellt. Verglichen mit allen Zelllinien konnte in
GM7373 Zellen die hochste NO-Konzentration gemessen werden. Dort zeigte die
Stimulation mit TNF-a eine deutlich verringerte NO-Konzentration von
871,3 + 231,9 uM im Vergleich zur DMSO-Kontrolle 1176,0 £ 17,2 uM. Die Stimulation
mit Yodal fuhrte zu einem Anstieg der NO-Konzentration auf 1262,0 + 18,7 uM. Die
statistische Auswertung zwischen DMSO und Yodal zeigte eine Signifikanz mit einem
P-Wert von <0,0001 (Abbildung 20A). Dieses Ergebnis unterstitzt die bisherigen
Untersuchungen, dass die Aktivierung von Piezol sich positiv auf die Endothelfunktion
auswirkt. Die NO-Konzentration in HUVECs zeigte im Vergleich zu GM7373 Zellen
eine deutlich geringere NO-Konzentration. Entgegen den Erwartungen zeigte eine
Stimulation mit TNF-a eine h6here NO-Konzentration 541,4 + 20,2 uM im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle 428,9 + 32, uM 7 (Abbildung 17B). In EA.hy926 WT Zellen flihrte
eine gleichzeitige Stimulation mit Yodal und TNF-a (697,6 + 23,8 uM) zu einer
Abnahme der NO-Konzentration im Vergleich zur Stimulation mit ausschlief3lich TNF-
a (752,7 £ 6,6 uM). Wie in Abbildung 20D dargestellt, zeigte sich innerhalb der Piezol
CRISPR-Zellen eine signifikant reduzierte NO-Konzentration nach der Behandlung mit
TNF-a (554,2 £ 100,3 pM) im Gegensatz zur Kontrolle (710,2 + 22,3 uM). Durch eine
hohe Streuung innerhalb der TNF-a Probe, konnte keine Signifikanz zwischen TNF-a
und Yodal+TNF-a (668,5 £ 24,9 uM) ermittelt werden.
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Abbildung 20: Quantifizierung von Stickstoffmonoxid in Zellkulturiiberstanden. Verschiedene Endothelzellen
wurden fur 24 h mit 0,5 pM Yodal und 10 ng/mL TNF-a stimuliert. AnschlieBend wurde die NO-Konzentration in
Zellkulturiiberstanden gemessen. (A) NO-Konzentration aus Zellkulturiiberstdnden von GM7373 Zellen (ANOVA:
N =1, n = 6; p-Wert: ****: p < 0,0001; **: p < 0.01 und Student’s t-Test zwischen DMSO und Yodal; p-Wert: #
<0,0001). (B) NO-Konzentration aus Zellkulturiiberstdnden von HUVECs (Kruskal-Wallis Test: N =1, n =6; **: p <
0.01; *: p < 0,05). (C) NO-Konzentration aus Zellkulturiberstanden von EA.hy926 WT Zellen (Kruskal-Wallis Test:
N =1, n=6; *: p <0,05). (D) NO-Konzentration aus Zellkulturiiberstdnden von Piezol CRISPR-Zellen (Kruskal-
Wallis Test: N=1, n=6; *: p <0,05).
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3.6 Piezol Effekte in ex vivo Mausaorten

Aorten von Endothel-spezifischen Piezo1-K.O.-Mausen wurden fur die weitere ex-vivo-
Analyse der endothelialen Nanomechanik, also der eGC-H6he und der Kortex-
Steifigkeit, verwendet. Die Aorten-Patches wurden fir 24 h mit Yodal und TNF-a
stimuliert. Anschlieend wurde mittels AFM die eGC-HAhe und die Kortex-Steifigkeit
gemessen. Abbildung 21A zeigt die eGC-H6he der Wildtyp Mauseaorten (schwarze
Balken) und der EC-spezifischen Piezo1-K.O. Mauseaorten (weil3e Balken). Es konnte
beobachtet werden, dass der EC-spezifische Piezol-K.O. eine signifikant geringere
eGC-Hohe 99,5 + 27,3 nm im Vergleich zum Wildtyp zeigte (169,1 + 60,2 nm). Weder
im Wildtyp noch im K.O. fihrte die alleinige Stimulation mit Yodal zu einer
Veranderung der eGC-HOhe im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. Die Behandlung mit
TNF-a fuhrte dagegen im Wildtyp (83,41 + 27,2 nm) zu einer signifikant reduzierten
eGC-Hohe. Durch die gleichzeitige Zugabe von Yodal konnte der negative Effekt von
TNF-a im Wildtyp aufgehoben werden (168,1 + 54,5 nm). Dieses Ergebnis deckt sich
mit den vorangegangenen in-vitro Studien (siehe Abschnitt 3.2). Innerhalb des TNF-a
K.O.s (95,7 £ 20,6 nm) konnte der TNF-a-Effekt in der Yodal-Kostimulation nicht
aufgehoben werden. Der EC-spezifische Piezol-K.O. zeigte konstant Uber alle

Gruppen eine niedrigere eGC-Hohe im Vergleich zur Kontrolle.

Die Auswertung der Kortex-Steifigkeit zeigte eine hohere durchschnittliche Kortex-
Steifigkeit im K.O. im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 21B). Wahrend die Steifigkeit
nach der Stimulation mit TNF-a im Wildtyp (1,1 £ 0,7 pN/nm) im Vergleich zur
Stimulation mit Yodal (0,9 + 0,5 pN/nm) zunahm, war dieser Anstieg im K.O. nicht
festzustellen. Dieser TNF-a-vermittelte Anstieg konnte im Wildtyp mit der
gleichzeitigen Stimulation mit Yodal (0,7 + 0,4 pN/nm) riickgangig gemacht werden.
Auch hier ist festzuhalten, dass dieser Effekt im K.O. nicht aufgehoben werden konnte.
Des Weiteren konnten innerhalb des K.O.s keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Stimulationen (Yodal/TNF-a) detektiert werden. Im paarweisen Vergleich zeigte
sich jedoch eine signifkante Zunahme der kortikalen Steifigkeit in den Piezol-K.O.
Aorten im Vergleich zur WT Kontrole (DMSO Wildtyp: 0,9 £ 0,6 pN/nm, DMSO K.O.:
1,1 + 0,6 pN/nm, Mann-Whitney p 0.0021). Ebenfalls zeigte sich eine signifikante
Zunahme in WT Aorten nach Stimulation mit TNF-a (DMSO Wildtyp 0,9 + 0,6 pN/nm;
1,1 £ 0,7 pN/nm, Mann-Whitney p 0,0088) auf.
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Abbildung 21: Einfluss von EC-spezifischem Piezol-K.O. in Mauseaorten auf die eGC-HOhe und Kortex-

Steifigkeit. (A) eGC- Hohe und (B) Kortex-Steifigkeit nach Stimulation mit TNF-a und Yodal (Kruskal-Wallis Test:
N =10, n = 164-227; p-Wert: ****: p < 00001; **: p < 0.01 und Mann-Whitney Test p-Wert: 0,0021 zwischen WT

und K.O. DMSO und p-Wert: 0,0088 zwischen WT DMSO und WT TNF-a).
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Eine Einzelanalyse durch den Mann-Whitney Test zwischen DMSO Wildtyp (0,9 £ 0,6
pN/nm) und DMSO K.O. (1,1 £ 0,6 pN/nm) zeigte eine Signifikanz mit einem p-Wert
von 0,0021. Eine zweite Einzelanalyse mittels Mann-Whitney Test zwischen DMSO
Wildtyp (0,9 + 0,6 pN/nm) und TNF-a Wildtyp (1,1 = 0,7 pN/nm) wies ebenfalls eine
Signifikanz mit einem p-Wert von 0,0088 auf.

4. Diskussion

Die endotheliale Nanomechanik ist fur eine ordnungsgemaélfe Funktion des Endothels
unerlasslich. Chronische Veranderungen sind mit endothelialer Dysfunktion assoziiert.
Vorausgegangene Versuche unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die
pharmakologische Aktivierung des mechanosensitive lonenkanals Piezol mittels
Yodal die nanomechanischen Eigenschaften der Endotheloberflache beeinflusst. So
fuhrt eine Aktivierung zu einer verringerten Steifigkeit des Aktinkortex in HUVECs
sowie eine Steigerung der eGC-Hbhe. Mechanosensitive lonenkanéle wie Piezol sind
an der Regulierung dieser mechanischen Eigenschaften beteiligt. Ziel der
vorliegenden Arbeit war den Einfluss von Piezol auf die endotheliale Nanomechanik
mit speziellem Fokus auf die eGC und seine Rolle bei Gefal3entziindungen zu
untersuchen. Dies erfolgte durch die Anwendung verschiedener Methoden wie AFM-
Nanoindentationsmessungen, Immunoassays und weitere molekularbiologischen

Verfahren.

4.1 Quantifizierung CRISPR-Cas9 - partieller Piezol

Knockout

Um die Auswirkung von Piezol auf die endotheliale Nanomechanik zu untersuchen,
wurde zunachst ein Knockout mittels CRISPR-Cas9 generiert. Wie bereits unter
Abschnitt 3.1 erlautert, wurde der urspringlich generiete CRISPR-Klon durch Erik
Hertel generiert (siehe Doktorarbeit Erik Hertel, Institut flr Physiologie, Universitat zu

LUbeck). Da es Hinweise darauf gab, dass die CRISPR-Methode einen partiellen, nicht
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aber einen vollstdndigen Knockout generiert hat und die mehrfache Wiederholung
dieser Methode nicht zum korrekten Einbau des Stopcodons gefuhrt hat, wurden die
Piezol CRISPR-Zellen erneut vereinzelt. Die Quantifizierung der neu vereinzelten
Piezol CRISPR-Zellen erfolgte durch qPCR. Die Auswertung der gPCR zeigte eine
verringerte piezol mRNA-Expression in Piezol CRISPR-Zellen (2024) im Vergleich
zu Wildtyp EA-hy926 Zellen und zum urspringlichen Klon (CRISPR 2022). Da ein
vollstandiger Knockout keine mRNA-Expression zeigen wirde, wird die Vermutung
bestarkt, dass es sich um einen partiellen Piezol-Knockout handelt. Der partielle K.O.
kbnnte sich durch den Stopcodon-vermittelten Abbau der mRNA erklart werden.
Aufgrund eines vorzeitigen Stopcodons in der mRNA, wird die Expression des
Fehlerhaften Proteins unterbunden. Jedoch konnte die Vereinzelung zumindest eine
geringere piezol Expression bewirken. Allerdings war zwischen den Wildtyp-Zellen
und Piezol CRISPR-Zellen 2024 keine signifikanten Unterschiede zu ermitteln. Es ist
davon auszugehen, dass keine Signifikanz festgestellt werden konnte, da sie Streuung
innerhalb der Kontrolle sehr hoch war. Auch an dieser Stelle missen weitere
Wiederholungen durchgefuhrt werden, damit eine zweifelsfreie Quantifizierung der
CRISPR-Methode tber die gPCR gewahrleistet werden kann.

Zusatzlich wurde die CRISPR-Methode durch eine Western Blot Analyse quantifiziert.
Die densitometrische Auswertung des Western Blots zeigte eine verringerte Piezol-
Expression in CRISPR-Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Die statistische Analyse
ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede (siehe Abbildung 14). Da trotz des
CRISPR-Cas9-Verfahrens und erfolgter positiver Sequenzierung (mit Nachweis des
K.O.s) weiterhin eine Piezol Expression im Western Blot nachweisbar war, muss hier
von einem partiellen K.O. bzw. einem Misch-Klon ausgegangen werden. Es ist
hervorzuheben, dass zwischen den unabhangigen Versuchen N1-3 groRRe
Unterschiede in der Signalintensitat zu beobachten waren. Vor allem das
Molekulargewicht von Piezol stellte experimentell eine grof3e Herausforderung dar
(Piezo1-Monomer 300 kDa) und erschwerte eine Etablierung eines standardisierten
Protokolls. Es ist daher notig weitere Western Blots durchzufihren, damit die Piezol
Expression eindeutig quantifiziert werden kann. Aufgrund vorheriger Studien unserer
Arbeitsgruppe, die tber Immunfluoreszenz mit spezifischem Piezol-Antikdrper gezeigt
haben, dass Piezol CRISPR-Zellen signifikant weniger Piezol-lonenkanéle
exprimierten (siehe Doktorarbeit Erik Hertel, Institut fir Physiologie, Universitat zu

Libeck), ist die Annahme berechtigt, dass die CRISPR-Methode einen partiellen
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Knockout generiert hat. Fir weitere Experiment kann aul3erdem das Verwenden einer
siRNA in Betracht gezogen werden, um die Piezol-Expression zu unterdriicken. Die
Methode beruht auf der komplementéren Bindung der mRNA, wodurch diese abgebaut
wird und schlief3lich die Translation verhindert wird. Da der Effekt der sSiRNA temporar
ist, konnte der Effekt von Piezol wéahrend des Abschaltens und auch danach

untersucht werden.

4.2 Piezol zeigt vasoprotektive und antiinflammatorische

Eigenschaften

Die eGC tragt entscheidend zu einer ordnungsgemafen Endothelfunktion bei. Eine
gesunde und aufgerichtete Glykokalyx bildet eine Schutzbarriere, die die Adhésion von
Immunzellen verhindert (Yung und Chan 2023). Entziindungen fihren zum Abbau von
eGC-Komponenten wie Heparansulfat und Syndecan-1, die im Blut der Patienten
nachweisbar sind (Dogné und Flamion 2020). Dies kann zur Aktivierung dendritischer
Zellen und zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine fuhren (Goodall et al. 2014).
Daruber hinaus fuihrt eine geschadigte eGC zu einer erhdhten GefalRpermeabilitat (Hu
et al. 2021). Cosgun et al. haben bereits beschrieben, dass TNF-a zu einer
verringerten eGC-Hohe fuhrt (Cosgun et al. 2020). TNF-a bewirkt die Abspaltung von
Syndecan-4, was durch die Sekretion von Heparinasen und Metalloproteinase-9
vermittelt wird und in der Folge zu einer degradierten eGC fuhrt (Ramnath et al. 2014).
TNF-a kann daher fir in vitro Experiment eingesetzt werden, um Gefal3entziindungen
zu simulieren. Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen eindrucksvoll, dass die durch
TNF-a verursachte Schadigung der eGC durch die gleichzeitige Zugabe von Yoda1
aufgehoben werden konnte. Da dieser TNF-a-Effekt auch in Piezol CRISPR-Zellen
nach der Behandlung mit Yodal gezeigt wurde, stitzen diese Ergebnisse die
Erkenntnis, dass durch die CRISPR-Cas9 Methode nur ein partieller Piezol-Knockout
generiert wurde. Der positive Effekt von Piezol auf die eGC-HoOhe belegt den Einfluss
auf die endotheliale Nanomechanik von Endothelzellen. Diese Erkenntnisse werden
zudem eindrucksvoll durch unsere Ergebnisse aus dem ex vivo Ansatz gestitzt
(Abbildung 21A+21B). Endothelspezifische Piezo1-K.O.-Zellen zeichneten sich durch
eine deutlich geringere eGC-Hohe sowie einen steiferen Zellkortex im Vergleich
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Wildtyp-Zellen aus. Unter inflammatorischen Bedingungen, die durch TNF-a induziert
wurden, zeigten Wildtyp-Zellen dagegen eine vergleichbar geringe eGC-HOhe wie
Piezol1l-K.O.-Zellen. Dagegen zeigte sich ein vasoprotekiver Effekt nach paralleler
Aktivierung von Piezol (Yodal) durch Aufhebung der TNF-induzierten Schadigung.
Die vasoprotektiven Eigenschaften werden auf’erdem durch die Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe unterstitzt. Durch die Aktivierung von Piezol konnte die Anzahl von
adharierten Monozyten an ECs reduziert werden. Mithilfe der Einzelzell-
Adhasionsmessung konnte zudem gezeigt werden, dass die erhdhten Adhasionskrafte
nach Stimulation mit TNF-a durch gleichzeitige Stimulation mit Yoda1 aufgehoben
werden konnten. Der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrt Neutrophilen-Assay zeigte
analog zu den Vorarbeiten auRerdem eine geringe Adhasion von Neutrophilen nach
der Piezol Aktivierung durch Yodal in Wildtyp-Zellen. Somit vermittelt eine Piezol
Aktivierung nicht nur vasoprotektive sondern auch antiinflammatorische Effekte auf

Endothelzellebene.

4.3 Die Aktivitat von Piezol wird durch kleine GTPasen

reguliert

Mechanosensitive lonenkanédle sind Uber Ankerproteine mit dem Zytoskelett
verbunden. Die lonenkanalaktivitat wird durch die Aktindynamik beeinflusst, welche
Uber kleine GTPasen wie RhoA und Racl vermittelt wird (Jaffe und Hall 2005). Der
Einfluss von Piezol auf die GTPase-Interaktion ist dabei noch unbekannt. Uber eine
ELISA-basierte Analyse sollte die Rho-Aktivitdt ermittelt werden. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Aktivierung von Piezol durch Yodal zu einer verringerten Rho-
Aktivitat im Vergleich zu Wildtyp-Zellen bzw. zur DMSO-Kontrolle flihrte (siehe
Abbildung 19). Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass die Inhibierung der
kleinen GTPase RhoA zu einer Aktin Depolymerisierung und damit zu einem weichen
endothelialen Kortex fuhrt (Fels et al. 2025). Ebenso fihrt die Stimulation mit Yodal
zu einem weichen Kortex (siehe Bachelorarbeit Franziska Unrein, Institut fur
Physiologie, UzL). Dieses Ergebnis spielt sich auch hier in der Rho-Aktivitat nach der
Stimulation mit Yodal wider. Ubereinstimmend damit, konnte im endothelspezifischen
Piezol-K.O. gezeigt werden, dass K.O.-Zellen einen steiferen Kortex aufwiesen als
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Wildtyp-Zellen. Wahrend in WT-Zellen eine TNF-a Stimulation zu einem steiferen
(dysfunktionalen) Kortex fuhrt, konnte dieser Effekt ebenfalls durch gleichzeitige

Stimulation mit Yodal aufgehoben werden.

Wie bereits in Abschnitt 1.1.2 erlautert fuhrt die Aktivierung des mechanosensitiven
lonenkanals Piezol fuhrt zu einem Calcium-Einstrom in die EC. Dieser aktiviert die
eNOS, wodurch NO produziert wird. Das NO diffundiert in die glatten Muskelzellen und
aktiviert dort die Guanylatzyklase, wodurch cGMP ansteigt. cGMP wiederum aktiviert
die Proteinkinase G, welche ihrerseits RhoA bzw. den Rho/ROCK-Signalweg inhibiert.

4.4 Die Aktivierung von Piezol stimuliert die NO

Bioverfigbarkeit

Stickstoffmonoxid ist ein wichtiger Indikator fir die Funktion des Endothels. Wahrend
ein gesundes Endothel durch eine flussinduzierte NO-Produktion charakterisiert ist, ist
die NO-Produktion unter pathophysiologischen Bedingungen eingeschrankt. Die NO-
Produktion ist u.a. vom Calcium-Einstrom durch mechanosensitive lonenkanéle
abhangig (Gerhold und Schwartz 2016). Lhomme et al. konnten durch ihre Studie
bereits zeigen, dass die Aktivierung von Piezol durch seinen Aktivator Yodal zu einer
NO-vermittelten Vasodilatation fuhrt (Lhomme et al. 2019). Mause mit einem
endothelspezifischen Piezol-K.O. sind nicht mehr in der Lage eine flussvermittelte

GefalRerweiterung durch die Bildung von NO zu induzieren (Wang et al. 2016).

Die Ergebnisse der durchgefiihrten NO-Analyse im Rahmen dieser Arbeit zeigte zum
einen, dass in GM7373 Zellen die NO-Konzentration in Zellkulturiberstanden héher
als in EA.hy926 oder HUVCEs war. Zum anderen konnte beobachtet werden, dass die
NO-Konzentration in GM7373 Zellen nach Piezol-Aktivierung signifikant hoher im
Vergleich zur Kontrolle und zu TNF-a-stimulierten Zellen war. Eine Verbesserung
durch gleichzeitige Gabe von TNF-a und Yodal konnte jedoch nicht beobachtet
werden. Dagegen konnte der Effekt von TNF-a durch die gleichzeitige Stimulation mit
Yodal in Piezol CRISPR-Zellen aufgehoben werden, was mit bisherigen Ergebnissen
unserer Arbeitsgruppe Ubereinstimmt. In Anbetracht der bisherigen Resultate, fallt auf,

dass die Stimulation mit TNF-a fur die NO-Analyse nicht konform mit den bisherigen
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Ergebnissen dieser Arbeit bzw. unserer Arbeitsgruppe ist. Insgesamt muss
festgehalten werden, dass die Daten der NO-Messungen nicht konsistent sind. Eine
maogliche Ursache stellt die geringe Anzahl an unabhéngigen Wiederholungen (N = 1)

dar.

4.5 Piezol Aktivierung steigert die eGC-Hbhe

Es ist bekannt, dass das Zytokin TNF-a zum proinflammatorischen Phanotyp des
Endothels beitragt (Szczygiel et al. 2012). Es induziert das Shedding der eGC und
zerstort dadurch die Gefal3-Schutzbarriere (Chappell et al. 2009). Durch AFM-
Nanoindentationsmessungen konnte gezeigt werden, dass Piezol CRISPR-Zellen zu
einer signifikant geringeren eGC-Hbhe im Vergleich zu Wildtyp EA.hy926 Zellen
aufwiesen (siehe Abbildung 16). TNF-a vermittelte folglich keinen zusatzlichen eGC-
Schaden in Piezol CRISPR-Zellen. Piezol CRISPR-Zellen, die sowohl mit TNF-a als
auch Yodal stimuliert wurden, wiesen dagegen eine partielle Verbesserung der eGC-
Hoéhe im Vergleich zu den Piezol CRISPR-Zellen auf, die ausschliel3lich mit TNF-a
behandelt wurden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Aktivierung von Piezol durch
Yodal den negativen Effekt von TNF-a aufheben konnte. Ob und wie Piezol
Aktivierung den direkten Abbau von eGC-Komponenten, wie Syndecan-1 und
Heparansulfat, abmildern bleibt aktuell jedoch noch unklar. Der positive Effekt von
Piezol auf die Endotheloberflache konnte durch WGA-Farbungen (wheat germ
agglutinin) bestatigt werden (siehe Doktorarbeit Erik Hertel, Institut fir Physiologie,
Universitat zu Lubeck). Agglutinine sind Lektine, welche kovalent mit einem Farbstoff
markiert sind, und spezifisch an eGC-Komponenten binden. Sie kénnen daher zum
Nachweis der eGC verwendet werden. FiUr weiterfihrende Experimente konnten
Lebendfarbungen von Piezol CRISPR-Zellen und Wildtyp-Zellen mit spezifischem
Piezol-Antikdrper durchgefuhrt werden. In Kombination mit dem AFM kann visuell
direkt beurteilt werden, welche Zellen Piezol exprimieren und welche nicht bzw.
deutlich weniger. Auf diese Weise konnen Kraft-Distanz-Kurven zur Bestimmung der
eGC-Ho6he und der Kortex-Steifigkeit generiert werden, die sich direkt in Wildtyp-Zellen
und Piezol CRISPR-Zellen unterteilen lassen.
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Da AFM-Messungen mit CRISPR DMSO und CRISPR TNF-a eine deutlich geringere
eGC-Hohe als Wildtyp EA.hy926 Zellen auswiesen, sollte dieses Ergebnis durch den
Syndecan-ELISA belegt werden. Die Auswertung des Syndecan-ELISAs ergab, dass
in Uberstanden der Piezol CRISPR-Zellen grundsétzlich eine héhere Konzentration
an Syndecan gegenuber Wildtyp-Zellen nachweisbar war. Folglich scheint Piezo1l fur
die Integritat der eGC-Hohe oder Verankerung des Syndecans von entscheidender
Bedeutung zu sein. Durch die Verknupfung der eGC und dem Aktinkortex, wirkt sich
eine Veranderung der eGC-HOhe auch auf die Steifigkeit des Kortex aus. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Kortex-Steifigkeit in Wildtyp-Zellen geringer als in Piezo1-
K.O.-Zellen ist (siehe Abbildung 21B). Der TNF-a-induzierte Anstieg der kortikalen
Steifigkeit in Wildtyp-Zellen, konnte durch die Zugabe von Yodal aufgehoben werden.
Das Fehlen des Piezol-lonenkanals zeigte dagegen konstant eine héhere Steifigkeit
im Vergleich zu Wildtyp-Zellen. Innerhalb der Wildtyp-Zellen konnten keine
signifikanten Unterschiede in der Syndecan-1-Konzentration nach der Stimulation mit
Yodal und TNF-a festgestellt werden. Dies galt auch fir den Vergleich EA.hy926
DMSO und EA.hy926 TNF-a. Obwohl Studien gezeigt haben, dass TNF-a das
Shedding der eGC induziert (Chappell et al. 2009, Dogné und Flamion 2020), konnte
nach der Stimulation mit TNF-a kein Anstieg der Syndecan-1-Kozentration beobachtet
werden. Eine Erklarung dafur liefern Kainulainen et al. Sie haben herausgefunden,
dass TNF-a die Syndecan-1 Expression in ECs unterdriickt. Die Unterdriickung der
Expression zeigte sich bereits nach 6 Stunden nach der Stimulierung und erreichte
nach 10 Stunden die maximale Inhibition. Nach 12-24 Stunden stieg die Expression
wieder leicht an, jedoch blieb das Niveau unter 50 % im Vergleich zum Zeitpunkt O h.
Nach 74 Stunden war die Unterdriickung reversibel (Kainulainen et al. 1996). Fur
zukunftige Experimente sollte zusatzlich ein zeitlicher Verlauf mit TNF-a-Stimulation
(z.B. 0, 3, 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden) durchgefihrt werden. Die zeitabhangige
Stimulation mit TNF-a bietet aul3erdem die Moglichkeit die Wechselwirkung zwischen
dem Zytokin und dem Piezol Aktivator Yodal zu genauer zu untersuchen. So kénnte
ein zeitabhangiger Syndecan-ELISA Aufschluss Uber die Menge an Syndecan-1
geben und die Fragen beantworten, ob die Aktivierung von Piezol den Abbau der eGC

verhindert oder den Wiederaufbau initiiert.

Weitere Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die Aktivierung von Piezol die
Interaktion zwischen Endothel und Monozyten beeinflusst (siehe Doktorarbeit Erik

Hertel, Institut fur Physiologie, Universitat zu Libeck). Einerseits zeigten Monozyten-
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wash-away-Assays, dass nach der Stimulation mit TNF-a mehr Monozyten an ECs
adharieren im Vergleich zur Kontrolle. Die gleichzeitige Stimulation mit Yodal und
TNF-a fihrte hingegen dazu, dass weniger Monozyten an ECs adharieren im Vergleich
zu einer alleinigen Stimulation mit TNF-a. Dies lasst Riuckschlisse auf eine intakte
eGC zu, da eine hohe eGC die Immunzelladh&sion durch abstof3ende Kréfte, wie eine
negative Ladung, der Mononzyten und ECs verhindert. Zum anderen konnte durch
Einzelzell-Adhasionsmessungen demonstriert werden, dass die Aktivierung von
Piezol an der EC die Adhé&sionskrafte zwischen Monozyten und Endotheloberflache
reduzierte. Auch hier konnte durch die gleichzeitige Stimulation mit Yodal und TNF-a

die negative Wirkung von TNF-a aufheben.

Das TNF-a-vermittelte Shedding der eGC unter Entziindungsbedingungen fihrt zur
Diapedese von Leukozyten, zu deren Unterklassen nicht nur Monozyten, sondern
auch Neutrophile zéhlen (Milusev et al. 2022). Neutrophile erreichen innerhalb der
Leukozyten-Klasse als erstes den Infektionsherd (Rosales 2020). Daher sollte
innerhalb dieser Arbeit der Einfluss von Piezol auf die Neutrophilenadhasion
untersucht werden. Die Ergebnisse zeigten, dass die Stimulation von Wildtyp
EA.hy926 Zellen mit Yodal im Vergleich zur Kontrolle zu einer geringeren Anzahl
adharierter Neutrophilen fihrte. Entgegen den Erwartungen zeigte die Behandlung mit
TNF-a jedoch keine vermehrte Adhasion. Die Piezol CRISPR-Zellen zeigten eine
hohere Tendenz bei der Neutrophilenadh&sion im Vergleich zu Wildtyp-Zellen. Die
Unterschiede erreichten jedoch nicht das Signifikanzniveau p < 0.05. Verschiedene
Studien haben bereits gezeigt, dass Neutrophile-Bindungsassays sehr fehleranfallig
sind. Wilhelmsen et al. quantifizierten in ihrer Arbeit In-vitro-Adhasionstests fir
Calcein-markierten Neutrophile (Wilhelmsen et al. 2013). Sie berichten unter anderem,
dass eine zu hohe Calcein-Konzentration von 5 uM zum Farbverlust und damit zu
einem geringeren Fluoreszenzsignal fuhren kann. Zwar wurden in der vorliegenden
Arbeit 3 uM Calcein eingesetzt, jedoch kdonnten Wiederholungen des Neutrophilen-
Test mit noch geringer Konzentration durchgefuhrt werden, um ein optimales
Fluoreszenzsignal zu ermdglichen. Eine weitere Uberlegung wére, die Inkubationszeit
mit Neutrophilen und Calcein auf 30-45 min zu verlangern. Eine zu lange Inkubation
sollte jedoch vermieden werden, da dies wiederum zu einem zu hohem
Fluoreszenzsignal fuhren kann (Wilhelmsen et al. 2013). Blanter et al. beschéftigten
sich in ihren Experimenten mit der Optimierung der Neutrophilenaufreinigung (Blanter

et al. 2022). Sie legen nahe, dass die Aufreinigung Uber Dichtegradienten einen
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hoéheren Aktivierungszustand aufweisen im Vergleich zur Aufreinigung mit
immunomagnetische Beads. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die
Aktivierungsrate in den durchgefiihrten Assays ausreichend war. Es ist festzuhalten,
dass der Effekt von TNF-a erneut validiert werden muss, da dieser Effekt als
Positivkontrolle fir den Assay angesehen werden kann.

Um den Einfluss von Piezol auf die Endotheloberflache zu vertiefen, sollten
weiterfihrende Experimente die Untersuchung von Metalloproteasen durch
Zymographie beinhalten. Da Metalloproteasen Bestandteile der eGC abbauen, kann
diese Methode als weiterer Nachweis fir den Zustand der eGC nach der Stimulation
mit Yodal und TNF-a genutzt werden. Des Weiteren wirde die Methode Aufschluss

dariiber geben, ob Yodal den Abbau der eGC verhindert oder den Aufbau verstarkt.

4.6 Bedeutung von Piezol bei vaskularen Entziindungen

Der mechanosensitive lonenkanal Piezol wird durch Schubspannung im Blutfluss und
besonders durch Gefalentzindungen aktiviert und sorgt fur die Umwandlung von
mechanischen Reizen in biochemische Signale. Seine Aktivierung l6st einen Calcium-
Einstrom in ECs aus und induziert dort verschiedene Signalwege (Zheng et al. 2022,
Yang et al. 2025). Wie in Abschnitt 1.1.2 erlautert, l16st der Ca?*-Einstrom die
Aktivierung der eNOS aus, was zu einer NO-vermittelten Vasodilatation fuhrt. Die
Vasodilatation ist Teil der Entziindungsreaktion, um tber den Blutfluss Immunzellen
an den Entzindungsort zu locken (Lallo und Bracaglia 2024). Der Calcium-Einstrom
Uber Piezol induziert aullerdem den NF-kB-Signalweg, welcher die
Leukozytenadh&sion vermittelt (Lawrence 2009, Liu et al. 2022, Zheng et al. 2022).
Uber den NF-kB-Signalweg wird auRerdem die Transkription von Heparanasen
gefordert, die zum Abbau der eGC beitragen (Ramani et al. 2017). Wie in Abschnitt
1.1.4.1 beschrieben, bewirkt der Calcium-Einstrom auch eine erhéhte Expression von
KLF2/4, welche eine Inhibierung von NF-kB bewirkt. Die Aktivierung von Piezol tragt
daher sowohl tiber seine inflammatorische als auch antiinflammatorische Wirkung zum
Schutz des Endothels bei.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Aktivierung von Piezol zu einer
Stabilisierung der endothelialen Nanomechanik fuhrt, was sich in einer hohen eGC und
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einem weichen Kortex widerspiegelt. Das Fehlen des mechanosensitiven lonenkanals
fuhrte hingegen zu entziindungsahnlichen Zustanden wie eine verringerte eGC-Hbhe
und einem steifen Kortex (siehe Abbildung 16 sowie 21A+21B). Durch die Aktivierung
von Piezol konnte auf3erdem die Anzahl an adharierten Monozyten reduziert werden
(siehe Doktorarbeit Erik Hertel, Institut fir Physiologie, Universitat zu Lubeck), was
durch die Beobachtung unterstitzt wird, dass Piezol mit der Stabilisierung der
endothelialen Nanomechanik assoziiert ist. Piezol kénnte auch eine Rolle bei der
Neutrophilenadhasion spielen. Piezol CRISPR-Zellen zeigten tendenziell eine
vermehrte Neutrophilenadhasion im Vergleich zu Wildtyp-Zellen. Dieses Ergebnis
muss vor dem Hintergrund betrachtet werden, dass TNF-a-Effekte nicht deutlich

wurden.

Die flussinduzierte NO-Produktion ist ein Merkmal einer ordnungsgemalien
Endothelfunktion. Unter chronischen Entziindungen ist diese NO-Produktion gestort.
In GM7373 Zellen konnte durch die Aktivierung von Piezol ein Anstieg von NO
beobachtet werden. Dieser Anstieg lasst dich durch den vermehrten Calcium-Einstrom
Uber den mechanosensitiven lonenkanal erklaren, wodurch die Aktivitat der eNOS
gesteigert wird. Auch hier ist zu beachten, dass die Inkonsistent innerhalb der NO-
Messungen hoch war. Eine Ursache dafir kann die geringe Anzahl an unabhangigen

Wiederholungen sein.

Eine zentrale Frage die sich aus der vorliegenden Arbeit ergibt ist, wie Piezol seine
vasoprotektive Wirkung austbt. Ob die Aktivierung von Piezol den Abbau der eGC
verhindert oder ihren Wiederaufbau induziert. Zum einen kdnnte die Aktivierung von
Piezol und der damit verbundene Calcium-Einstrom einen Anstieg der Expression von
KLF2/4 begunstigen, wodurch die Komponenten der eGC nicht abgebaut werden. Es
ware aber auch mdglich, dass der Piezol-vermittelte Calcium-Einstrom die Synthese

von Komponenten der eGC initiiert.

Interessanterweise zeigt Piezol starke Ahnlichkeiten mit dem mechanosensitiven
lonenkanal TRPV4. Beide fungieren als Mechanosensor und reagieren auf
mechanische Reize. lhre Aktivierung fiihrt jeweils zu einem Calcium-Einstrom, welche
Uber nachgeschaltete Signalkaskaden die Bildung von NO induzieren (Fels und
Kusche-Vihrog 2020). Vor diesem Hintergrund sollte auch der Einfluss des TRPV4-
Kanals auf die endotheliale Nanomechanik durch zuktinftige Experimente untersucht

werden.
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Der vasoprotektive Effekt von Piezol macht den mechanosensitiven lonenkanal zu
einem vielversprechenden Ziel bei der zukinftigen Behandlung von vaskularen
Erkrankungen. Die weitere Charakterisierung von Piezol beziglich seiner

antiinflammatorischen Eigenschaften ist daher von grol3er Bedeutung.
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Das vaskulare Endothel ist eine Zellschicht, welche das Innere von Lymph- und
Blutgefal3en wie Arterien, Kapillaren und Venen auskleidet. Das Endothel besteht aus
einer Einzelschicht von Endothelzellen (ECs), welche zum einen als hochentwickelter
Sensor und Transducer-Komplex fungieren, welcher extrazellular mechanische Kréafte
aus dem Blutstrom wahrnimmt und intrazellular in ein biochemisches Signal
umwandelt. Zum anderen bilden Sie eine Schutzbarriere zwischen den Blutstrom und
dem umliegenden Gewebe. Die Mechanotransduktion wird tGiber spezifische Strukturen
wie der endothelialen Glykokalyx, mechanosensitive lonenkanale und dem
dynamischen Aktin-Kortex vermittelt. Aufgrund ihrer Lokalisation mussen
Endothelzellen in der Lage sein flexibel auf sich andernde Bedingungen aus dem
Blutstrom reagieren zu kénnen. ECs regulieren den peripheren Blutdruck, da sie
vasoaktive Mediatoren wie Stickstoffmonoxid (NO) produzieren. Der Wechsel
zwischen einem weichen und steifen Aktinkortex ist daher ein wichtiges
physiologisches Merkmal und ist fur die ordnungsgemal3e Funktion des Endothels
unerlasslich. ECs, die diese Funktion verloren haben, kdonnen als dysfunktional

angesehen werden und sind mit kardiovaskuléaren Erkrankungen assoziiert.

Kirzlich wurde der mechanosensitive lonenkanal Piezol charakterisiert, dessen Rolle
beztiglich der Regulation der Mechanik und Funktion von ECs bisher wenig erforscht
ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war es den Einfluss von Piezol auf die endotheliale
Nanomechanik und auf vaskuldre Entzindungen zu untersuchen. Bisherige
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die endotheliale
Nanomechanik die lonenkanal mRNA-Expression beeinflusst. Hierfur wurden ECs mit
Jasplakinolide und Cytochalasin D behandelt, um entweder einen steifen oder weichen
Zellkortex zu induzieren. Das Ergebnis zeigte, dass das mRNA-Level von Piezol
innerhalb eines steifen Zellkortex deutlich anstieg. Des Weiteren fuhrte die direkte
Stimulation mit dem spezifischen Piezol-Aktivator Yodal zu einer signifikant
geringeren Kortex-Steifigkeit fuhrt und einer verbesserte eGC. Wahrend durch
Stimulation mit dem proinflammtorischen Zytokin TNF eine Schadigung der eGC
induziert wurde, konnte bei gleichzeitige Piezol Aktivierung durch Yodal dieser Effekt
aufgehoben werden. Dieser antiinflammatorische Effekt unterstreicht die Bedeutung

von Piezol fiir die endotheliale Nanomechanik.
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Durch die Generierung eines CRISPR-Cap9-vermittelten Piezol-Knockouts sollte in
der vorliegenden der Einfluss von Piezol auf die endotheliale Nanomechanik
tiefgrindiger untersucht werden. Zwar konnte durch die CRISPR-Cas9-Methode nur
ein partieller Knockout generiert werden, dennoch konnten durch ihn deutliche
Ergebnisse generiert werden. Piezol CRISPR-Zellen zeigten im Vergleich zu Wildtyp
ECs eine signifikant geringere eGC-Hohe. Wahrend durch Stimulation mit dem
proinflammtorischen Zytokin TNF eine Schadigung der eGC induziert wurde, konnte
bei gleichzeitige Piezol Aktivierung durch Yodal dieser Effekt aufgehoben werden.
Dieser antiinflammatorische Effekt unterstreicht die Bedeutung von Piezol fur die
endotheliale Nanomechanik. Bemerkenswerterweise konnte durch die Zugabe des
Piezol-Aktivators Yodal dennoch der negative TNF-Effekt auf die eGC-Hohe
abgemildert werden. Um diese Ergebnisse bestatigen zu koénnen, wurde die
Konzentration von Syndecan, welches ein Bestandteil der eGC ist, in
Zellkulturiberstanden bestimmt. In der Tat war die Konzentration von Syndecan in
Wildtyp-Zellen niedriger im Vergleich zu Piezol CRISPR-Zellen. Folglich scheint

Piezol einen vaspoprotektiven Effekt zu vermitteln.

Die eGC-Hohe beeinflusst die Immunzelladhasion. Eine verringerte eGC-Hohe
ermdglicht die Adhasion von Immunzellen. Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe haben
bereits gezeigt, dass die Aktivierung von Piezol die Anzahl an adharierten Monozyten
an ECs verringert. Basierend auf diesen Ergebnissen sollte auch der Einfluss von
Piezol auf die Neutrophilenadhéasion Uberprift werden. Die Auswertung ergab, dass
die Piezol-Aktivierung durch Yodal, und damit Verbesserung/Stabilisierung der eGC
als Nanobarriere, zu einer geringeren Anzahl an adharierten Neutrophilen fiihrte. Des
Weiteren konnte beobachten werden, dass mehr Neutrophile an Piezol CRISPR-
Zellen adharierten als an Wildtyp-Zellen. Auch hier zeigte sich ein

antiinflammatorischer Effekt der Piezol-Aktivierung auf die Immunzelladh&sion.

Bei der Regulierung der endothelialen Nanomechanik spielten die kleine GTPase, wie
RhoA, eine zentrale Rolle. RhoA ist u.a. an der Regulierung des Aktin-Zytoskeletts und
der Myosin-Kontraktilitat beteiligt. Aktiviertes RohA reguliert das hierbei F-Aktin und G-
Aktin Gleichgewicht. Die Aktivierung des RhoA/ROCK-Signalwegs und damit die
Stabilisierung des F-Aktins fuhrt zu einer Verringerung der eNOS-Aktivitat und zu einer
erhohten Gefal3permeabilitat und fordert Gefalentziindungen und eine endotheliale

Dysfunktion. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung
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von Piezol zu einer verringerten Rho-Aktivitat fihrte. Eine verringerte Rho-Aktivitat
vermittelt fir die Depolymerisation des kortikalen Aktins und den Shift zu mehr G-Aktin.
Dieses Resultat stimmt mit den bisherigen Ergebnissen Uberein, dass die Stimulation

mit Yodal sich positiv auf die endotheliale Nanomechanik auswirkt.

Ein wichtiger Mediator der Endothelfunktion ist Stickstoffmonoxid. Seine Bildung wird
durch die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase vermittelt und I6st eine
Vasodilatation aus. Ein gesundes Endothel ist durch eine flussinduzierte-NO
Produktion gekennzeichnet, wahrend die NO-Produktion bei chronischen
Entzindungen gestort ist. In Zellkulturiberstanden von GM7373 Zellen konnte die NO-
Konzentration durch die Stimulation mit Yodal im Vergleich zur Kontrolle gesteigert
werden. Die Stimulation mit TNF-a, welche eine Gefalentziindung simuliert, zeigte im
Vergleich zu Yodal eine signifikant geringere NO-Konzentration. Es ist jedoch
festzuhalten, dass die Daten der NO-Messungen sehr inkonsistent waren, wodurch

eine Einordnung der Ergebnisse erschwert wird.

Aorten von Endothel-spezifischen Piezol-K.O.-Mausen wurden fur die weitere ex-vivo-
Analyse der endothelialen Nanomechanik, also der eGC-HOhe und der Kortex
Steifigkeit, verwendet. Es konnte beobachtet werden, dass Piezol-K.O.-Zellen stets
eine verminderte eGC-H6he im Vergleich zu Wildtyp-Zellen. Dartiber hinaus konnte
auch in diesem ex vivo Ansatz der negative Effekt von TNF-a in Wildtyp-Zellen durch
die gleichzeitige Stimulation mit Yodal aufgehen werden. Die Messung der Kortex-
Steifigkeit zeigt einen Anstieg bei Piezol1-K.O.-Zellen im Vergleich zum Wildtyp. Auch

hier konnte der negative Effekt von TNF-a durch Yoda aufgehoben werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die Aktivierung von Piezol positiv auf
die endotheliale Nanomechanik auswirkt und einen vasoprotektiven Schutz bildet. Da
eine gestorte Mechanik mit GefalRerkrankungen assoziiert ist, machen diese Resultate
Piezol besonders als mdglichen Kandidaten fir die Behandlung von kardiovaskularen

Erkrankungen interessant.
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The vascular endothelium is a layer of cells that lines the interior of lymphatic and blood
vessels, such as arteries, capillaries, and veins. The endothelium consists of a single
layer of endothelial cells (ECs), which, on the one hand, function as a highly developed
sensor and transducer complex that detects extracellular mechanical forces from the
blood flow and converts them intracellularly into a biochemical signal. On the other
hand, they form a protective barrier between the blood flow and the surrounding tissue.
Mechanotransduction is mediated by specific structures such as the endothelial
glycocalyx, mechanosensitive ion channels, and the dynamic actin cortex. Due to their
location, endothelial cells must be able to respond flexibly to changing conditions in
the bloodstream. ECs regulate peripheral blood pressure by producing vasoactive
mediators such as nitric oxide (NO). The transition between a soft and stiff actin cortex
is therefore an important physiological feature and is essential for the proper function
of the endothelium. ECs that have lost this function can be considered dysfunctional

and are associated with cardiovascular diseases.

The mechanosensitive ion channel Piezol was recently characterized. However, its
role in regulating the mechanics and function of endothelial cells (ECs) has been little
studied to date. The aim of this study was to investigate the influence of Piezol on
endothelial nanomechanics and vascular inflammation. Previous studies by our
research group have shown that endothelial nanomechanics influence ion channel
MRNA expression. For this purpose, ECs were treated with jasplakinolide and
cytochalasin D to induce either a stiff or soft cell cortex. The results showed that the
MRNA level of Piezol increased significantly within a stiff cell cortex. Furthermore,
direct stimulation with the specific Piezol activator Yodal led to significantly lower
cortex stiffness and improved eGC. While stimulation with the pro-inflammatory
cytokine TNF-a induced damage to the eGC, this effect was reversed upon
simultaneous Piezol activation by Yodal. This anti-inflammatory effect underscores

the importance of Piezol for endothelial nanomechanics.

By generating a CRISPR-Cas9-mediated Piezol knockout, the present study aimed to
investigate the influence of Piezol on endothelial nanomechanics in greater depth.

Although the CRISPR-Cas9 method could only generate a partial knockout, it
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nevertheless yielded clear results. Piezol CRISPR cells exhibited a significantly lower
eGC-height compared to wild type ECs. While stimulation with the pro-inflammatory
cytokine TNF-a induced damage to the eGC, this effect was reversed upon
simultaneous Piezol activation by Yodal. This anti-inflammatory effect underscores
the importance of Piezol for endothelial nanomechanics. Notably, the addition of the
Piezol activator Yodal nevertheless mitigated the negative TNF effect on eGC-height.
To confirm these results, the concentration of syndecan, a component of the eGC, was
measured in cell culture supernatants. Indeed, the concentration of syndecan was
lower in wild type cells compared to Piezol CRISPR cells. Consequently, Piezol

appears to mediate a vasoprotective effect.

The height of the endothelial glycocalyx (eGC) influences immune cell adhesion. A
reduced eGC-height facilitates the adhesion of immune cells. Previous work by our
research group has already shown that the activation of Piezol reduces the number of
monocytes adhering to endothelial cells (ECs). Based on these results, the effect of
Piezol on neutrophil adhesion was also investigated. The analysis revealed that
Piezol activation by Yodal, and thus the enhancement/stabilization of the eGC as a
nanobarrier, resulted in a lower number of adhered neutrophils. Furthermore, it was
observed that more neutrophils adhered to Piezol CRISPR cells than to wild-type cells.
Here, too, an anti-inflammatory effect of Piezol activation on immune cell adhesion

was evident.

Small GTPases, such as RhoA, play a central role in regulating endothelial
nanomechanics. RhoA is involved, among other things, in regulating the actin
cytoskeleton and myosin contractility. Activated RhoA regulates the balance between
F-actin and G-actin in this process. Activation of the RhoA/ROCK signaling pathway
and the resulting stabilization of F-actin leads to a reduction in eNOS activity and
increased vascular permeability, promoting vascular inflammation and endothelial
dysfunction. In the present study, it was demonstrated that activation of Piezol led to
reduced Rho activity. Reduced Rho activity mediates the depolymerization of cortical
actin and the shift toward more G-actin. This result is consistent with previous findings

that stimulation with Yodal has a positive effect on endothelial nanomechanics.

Nitric oxide is an important mediator of endothelial function. Its production is mediated
by endothelial nitric oxide synthase and triggers vasodilation. A healthy endothelium is
characterized by flow-induced NO production, whereas NO production is impaired in
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chronic inflammation. In cell culture supernatants from GM7373 cells, NO
concentration was increased by stimulation with Yodal compared to the control.
Stimulation with  TNF-a, which simulates vascular inflammation, resulted in a
significantly lower NO concentration compared to Yodal. It should be noted, however,
that the data from the NO measurements were highly inconsistent, making it difficult to

interpret the results.

Aortas from endothelial-specific Piezol knockout mice were used for further ex vivo
analysis of endothelial nanomechanics, specifically the eGC-height and cortex
stiffness. It was observed that Piezol knockout cells consistently exhibited a reduced
eGC-height compared to wild-type cells. Furthermore, in this ex vivo approach, the
negative effect of TNF-a in wild-type cells could be reversed by simultaneous
stimulation with Yodal. Measurements of cortical stiffness showed an increase in
Piezo1-KO cells compared to wild-type cells. Here, too, the negative effect of TNF-a

was reversed by Yoda.

In summary, it can be said that the activation of Piezol has a positive effect on
endothelial nanomechanics and provides vasoprotective benefits. Since impaired
mechanics are associated with vascular diseases, these results make Piezol
particularly interesting as a potential candidate for the treatment of cardiovascular
diseases.
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7. Abklrzungsverzeichnis

Im folgenden Abschnitt werden in dieser Arbeitet verwendete Abktrzungen aufgefihrt.

Aus dem Englischen abgeleiteten Abkirzungen werden sowohl in englischer als auch

deutscher Sprache erlautert.

°C

%

ACh

ADAM

ADP
AFM
AT-III
ATP
BH:2
BHa
BK
BSA

bzw

ca.
Ca?t

CaCl2

Grad Celsius
Prozent
Adenin Base
Acetylcholin

A disintegrin and metalloproteinase, Disintegrin und

Metalloproteinase

Adenosindiphosphat

Atomic force microscope, Rasterkraftmikroskop
Antithrombin

Adenosintriphosphat

Dihydrobiopterin

Tetrahydrobiopterin

Bradykinin

Bovine serum albumin, Rinderserumalbumin
Beziehungsweise

Cytosin Base

Circa

Calciumion

Calciumchlorid
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CD44

cDNA

CED

cGMP

CO2

CRISPR

CTD

DAMP

DEPC

DMEM

DNA/DNS

dNTP

DTT

ECs

ECL

EDTA

eGC

ENaC

eNOS

ER

Cluster of differentiation 44, Unterscheidungsgruppe 44
Complementary DNA, komplementéare DNA
Extrazelluare C-terminale Strukturdoméne

Cyclic guanosine monophosphate, zyklisches
Guanosinmonophosphat

Kohlenstoffdioxid

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats,
gehauft auftretende, regelmaRig unterbrochene, kurze

Palindrom-Wiederholungen
Intrazellulare C-terminale Strukturdoméne

Damage-associated molecular patterns,

schadensassoziierte molekulare Muster
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosidtriphosphate

Dithiothreitol

Endothelial cells, Endothelzellen

Enhanced Chemiluminescence, verstarkte

Chemilumineszenz

Ethylenediaminetetraacetic acid,

Ethylendiamintetraessigsaure

Endothelial glycocalyx, endotheliale Glykokalyx
Epithelial sodium channel, Epithelialer Natriumkanal
Endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase

Endoplasmatisches Retikulum
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FAD
F-Aktin
FCS/FKS
FDR
FMN

fwd

G

gDNA
G-Aktin

GTP

H20
HDR
HEPES
HRP

HUVEC

HUAEC

ICAM-1

IL-18
K+
kb

KCI

Flavinadenindinukleotid

Filamentdses Aktin

Fetal calf serum, Fetales Kalberserum

False discovery rate, Falscherkennungsrate
Flavinmononukleotid

Forward, vorwarts

Guanin Base

Genomische DNA

Globulares Aktin

Guanosintriphosphat

Stunde/Stunden

Wasser

Homology-directed repair, Homologie-gerichtete Reparatur
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase

Human umbilical vein endothelial cells, menschliche

Endothelzellen der Nabelvenen

Human umbilical arterial endothelial cells, menschliche

Endothelzellen der Nabelarterie

Intercellular adehesion molecule 1, interzellulares

Adhésionsmolekihl 1
Inner helix, innere Helix
Interleukin-13

Kalium

Kilobasen

Kaliumchlorid
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KH2POa4

Kir

K.O.
LDL

LIMK

MAPK

MEM
Mg?2*
MgCl2
min
Mio
mL
MLCK
mm
mmHg
mM
mm?
MMPs

MRNA

Na*

NaCl

Kaliumdihydrogenphosphat

Inward-rectifier potassium channel, einwarts

gleichgerichtender Kaliumkanal

Knockout

Low density lipoprotein, Lipoprotein niedriger Dichte
LIM-Kinase

Molar

Mitogen-activated protein  kinase, Mitogen-aktivierte
Proteinkinase-Kinase

Eagle's Minimum Essential Medium
Magnesiumion

Magnesiumchlorid

Minute/Minuten

Million

Milliliter

Myosin light chain kinase, Myosin-leichte-Ketten-Kinase
Millimeter

Millimeter-Quecksilbersaule

Millimolar

Quadratmillimeter
Matrix-Metalloproteinasen

Messenger RNA, Boten-Ribonukleinsaure
beliebige Base

Natrium

Natriumchlorid
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NADH

Na2HPO4

Nal

NaNO3

NaOH

NEAA

NET

ng

NHEJ

nM

nm

NO2

NO3s~

NF-kB

NO

NO2

NOX

OH

ONOO-

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Hydrid
Dinatriumhydrogenphosphat

Natriumiodid

Natriumnitrat

Natriumhydroxid

Non-essential amino acids, nicht-essentielle Aminosauren

Neutrophil extracellular traps, Neutrophile extrazellulare

Fallen
Nanogramm

Non-homologous end joining, nicht-hnomologe

Endverknipfungen
Nanomolar
Nanometer

Nitrit

Nitrat

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-

cells

Stickstoffmonoxid
Stickstoffdioxid
NADPH-Oxidase
Sauerstoff

Dioxygen

Ozon

Outer helix, auf3ere Helix

Peroxinitrit

92



7. Abkilrzungsverzeichnis

PAM

PBS

PCR
pH
PI13K
PKG
pmol
pN

gPCR

ref

rcf

RhoA

RNA
ROCK
ROS
RT
SDS
SecC

SECS

sGC

Protospacer adjacent motif, Vorabstandshalter-

angrenzendes Motiv

Phosphate-buffered solution, Phosphatgepufferte

Kochsalzlésung

Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion
pondus hydrogenii, Wasserstoffkraft
Phosphoinositid-3-Kinase

Proteinkinase G

Pikomol

Pikonewton

Quantitative polymerase chain reaction, quantitative

Polymerase-Ketennreaktion
Reverse, rickwarts

Relative centrifugal force, relative

Zentrifugalbeschleunigung

Ras homolog family member A, Ras-Homologes-

Familienmitglied A

Ribonukleinsaure

Rho-associated coiled-coil kinase, Rho-Kinase
Reactive oxygen species, Reaktive Sauerstoffspezies
Raumtemperatur

Sodium Dodecyl Sulfat, Natriumdodecylsulfat
second/seconds, Sekunde/Sekunden

Stiff endothelial cell syndrome, Syndrom der steifen
Endothelzelle

Soluble guanylate cyclase, l6sliche Guanylatzyklase
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sgRNA
shRNA
SiRNA

SOCa?

SOD
SP

STEMI

TAE
TEM
THU

TIMP

TNF-a
TNFR
TLC

tracrRNA

TRP

VCAM-1

Single guide RNA
Small hairpin RNA, kleine Haarnadel-RNA
Small interfering RNA, kleine eingreifende RNA

Store-operated Ca?* channel, speichergesteuerter
Calciumkanal

Superoxid-Dismutase
Substanz P

ST-Elevation = myocardial infarction,  ST-Hebungs-
Myokardinfarkt

Thymin Base

Tris-Acetat-EDTA

Transendotheliale Migration

Transmembrane helix unit, Transmembran Helix Einheit

Tissue Inhibitor of Metalloproteinases, Gewebeinhibitoren

der Metalloproteinasen
Tumornekrosefaktor-a
Tumornekrosefaktor-Rezeptor
Toll-like receptor, Toll-artiger Rezeptor

Trans-activating CRISPR RNA, transaktivierende CRISPR
RNA

Transient receptor potential, transiente Rezeptorpotenzial-

Kanale
Umdrehungen
Volt

Vascular cell adhesion molecule 1, vaskulares

Zelladhasionsmolekil 1
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VEGF

viv
viw
w/v
VWF
WAVE
WGA
ML

pm

UM

Vascular endothelial growth factor,

Endothelwachstumsfaktor

Volumenprozent

Gewichtsvolumen

Massenkonzentration

von-Willebrand-Faktor

WASP-family verprolin-homologous protein, WAVE-Protein
wheat-germ-agglutinatinin, Weizenkeim-Agglutinin
Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar
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Abbildung 20: Vollstandiger Western Blot zur Quantifizierung der CRISPR-Cas9 Methode. Der Western Blot
zeigt die Auswirkung des CRISPR-Cas9 Knockouts auf die Piezol-Proteinexpression. EA.hy926 Wildtyp-Zellen
und Piezol CRISPR-Zellen wurden lysiert und der Proteingehalt durch die Western Blot Analyse und Piezol-
Antikdrper visualisiert. CRISPR 1 bis Ill stellen verschiedene Lysate dar, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten

erstellt wurden.
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Abbildung 21: Vollstandiger Western Blot mit Ladungskontrolle Lamin A und C zur Quantifizierung der
CRISPR-Cas9 Methode. Der Western Blot zeigt die Ladungskontrolle zum Piezol-K.O. Blot. CRISPR | bis Il

stellen verschiedene Lysate dar, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten erstellt wurden.
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