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EINLEITUNG

1.1 Das BlutgefaRsystem

Das menschliche BlutgefalRsystem dient primar dem Transport. Nahrstoffe und
Sauerstoff werden durch das Blut zu den stoffwechselaktiven Zellen transportiert,
wahrend die dort entstehenden Stoffwechselprodukte zur weiteren Verwendung oder
Ausscheidung abtransportiert werden. Zusatzlich erfullt es aber durch den Transport
verschiedenster Botenstoffe und Abwehrzellen auch Kommunikationsaufgaben und
ist ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems. Durch die gezielte Umverteilung des
Blutstroms regulieren Blutgefale auch die Kérpertemperatur und mittels Einsatz von
Schwellkérpern mechanische Funktionen wie beispielsweise die Peniserektion und
den Analverschluss.

Herz und BlutgefalRsystem bilden gemeinsam das erste im menschlichen Embryo
angelegte Organsystem. Zu Beginn der dritten Woche der Embryonalentwicklung
bilden mesodermale Angioblasten in verschiedenen Regionen des Embryos
Zellhaufen, die sogenannten Blutinseln, in denen sich Hohlrdume ausbilden. Wie
genau die Hohlrdaume entstehen, ist Gegenstand aktueller Forschung. Zwei
Mechanismen werden diskutiert: zum einen durch intrazellulare Bildung von
Vakuolen, die sich schlieBlich verbinden und zum anderen die interzellulare
Lumenbildung durch De-Adharenz benachbarter Endothelzellen (Kamei et al., 2006;
Strilic et al., 2009). Durch die Verbindung solcher Raume entstehen die ersten
rudimentaren Gefalte, die nach Anschluss an das zunachst nur einkammerige Herz
schliel3lich am Ende der dritten Woche der Embryonalentwicklung erstmals einen
funktionsfahigen Blutkreislauf ermdglichen. Diese de novo Entstehung von
Blutgefalden wird als Vaskulogenese bezeichnet. Von dieser zu unterscheiden ist die
Angiogenese, welche eine Bildung von neuen Blutgefalten durch Aussprossung von
bereits bestehenden Gefallen beschreibt. Die Kombination beider Prozesse fuhrt
letztlich zur Ausbreitung des Blutgefalisystems im sich entwickelnden Embryo.
Wichtigster Wachstumsreiz ist dabei die Hypoxie von Gewebe, dessen Versorgung
durch eine sich beim Wachstum vergréRernde Diffusionsstrecke zwischen Gefalten
und Zellen nicht mehr ausreichend ist. Die von diesem Gewebe exprimierten
Transkriptionsfaktoren (HIF, hypoxia-inducible transcription factors) aktivieren eine

Vielzahl angiogener Zielgene, von denen der vascular endothelial growth factor
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(VEGF) den wichtigsten Wachstumsfaktor darstellt. Um dauerhaft bestehen und
spezifische Funktionen erfillen zu koénnen, missen die neu gebildeten
Endothelzellschlauche einen Reifungsprozess durchlaufen. Dieser Prozess
beinhaltet neben der organspezifischen Spezialisierung der Endothelzellen
insbesondere die Rekrutierung von Perizyten und glatten GefalRmuskelzellen
(vascular smooth muscle cells, vSMC) und den Aufbau einer spezifischen
extrazellularen Matrix (EZM).

Nach Aufbau und Funktion werden reife GefalRe grob in Arterien, Venen und
Kapillaren unterteilt. Als Arterien werden dabei alle Gefal3e bezeichnet, in denen das
Blut vom Herzen zu den Kapillargebieten transportiert wird. Die Kapillaren sind der
eigentliche Ort des Austauschs zwischen dem Blut und dem Gewebe und stellen den
haufigsten Gefaldstyp im menschlichen Korper dar. Alle Gefalle, die Blut aus den
Kapillaren zum Herzen oder zu anderen Kapillargebieten abtransportieren, werden
als Venen bezeichnet. Der jeweilige Aufbau der verschiedenen Gefalie folgt dabei
der spezifischen Funktion. Wahrend Kapillaren neben einer Endothelzellschicht nur
aus einer Basalmembran mit unregelmalig eingelagerten Perizyten bestehen, um
die Diffusionsstrecke moglichst gering zu halten, haben die grof3eren Arterien und
Venen einen dreischichtigen Aufbau: Tunica intima (Intima) mit der das Lumen
auskleidenden Endothelzellschicht, Tunica media (Media) mit den glatten
GefaBmuskelzellen und Tunica adventitia (Adventitia) mit Fibroblasten und
extrazellularer Matrix. Venen besitzen dabei in der Regel deutlich weniger vSMC als
Arterien. Die kleineren Arteriolen und Venolen besitzen ebenfalls Intima und Media,
unterscheiden sich aber vor allem in der Auspragung der Mediadicke. Wahrend sich
besonders bei postkapillaren Venolen nur vereinzelte vSMC an die Intima
anschlie3en, besitzen Arteriolen in der Regel eine geschlossene Schicht glatter
Muskulatur (Carmeliet, 2003; Jain, 2003).

1.2 Glatte GefaBmuskelzellen

Neben quergestreifter und Herzmuskulatur stellt glatte Muskulatur die dritte beim
Menschen vorkommende Muskelart dar. Wie bei allen Muskelzellen besteht die
Hauptaufgabe in der Erzeugung einer mechanischen Kraft durch Kontraktion. Dabei
unterscheiden sich glatte Muskelzellen von den anderen beiden insbesondere in der

Organisation des kontraktilen Apparates und dem Kontraktionsmechanismus. Glatte
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Muskulatur findet sich vor allem in Hohlorganen, die ihr Lumen aktiv verandern
kénnen. Die typische glatte Muskelzelle ist spindelférmig mit einem zentralliegenden
Zellkern und kann sowohl vereinzelt als auch in dichten Zellverbanden vorkommen.
Jede Zelle ist von einer Basalmembran umgeben, Uber welche auch die
Kraftibertragung zu benachbarten Zellen und umliegendem Gewebe vermittelt wird.
Der kontraktile Apparat besteht aus a-Aktin- und Myosin-Isotypen, die aber nicht in
Sarkomeren, sondern in schrag verlaufenden Bindeln angeordnet sind. Diese
besondere Anordnung in Kombination mit einem ausgepragten Zytoskelett aus
Intermediarfilamenten und nicht-muskularem Aktin ermdglichen glatter Muskulatur
eine viel starkere Verkirzung im Vergleich zur quergestreiften Muskulatur, die aber
auch deutlich mehr Zeit in Anspruch nimmt. Auch die Aktivierungsmechanismen flr
eine Kontraktion unterscheiden sich stark von quergestreifter Muskulatur. Wie auch
bei der Herzmuskulatur findet die Erregung unwillkirlich statt. Der aktivierende
Stimulus kann je nach Gewebe aber sehr unterschiedlich sein: So kommen eine
neurogene Aktivierung Uber das vegetative Nervensystem, eine myogene Aktivierung
Uber Schrittmacherzellen und eine Aktivierung Uber Hormone oder Iokale
Gewebsfaktoren in Frage. Auch verschiedene physikalische Reize konnen Einfluss
auf den Muskeltonus nehmen. Haufig regulieren mehrere Mechanismen gleichzeitig
die Kontraktion (Kao and Carsten, 1997; Lullmann-Rauch and Asan, 2015).

Alle Mechanismen munden letztzlich in einer Beeinflussung der ATPase-Aktivitat der
regulatorischen Myosinleichtkette (myosin light chain, MLC) als zentrale und
unmittelbare Schaltstelle der Kontraktion. Hierbei flhrt eine Phosphorylierung der
leichten Kette des Myosins |l durch die Myosin-Leichtketten-Kinase (myosin light
chain kinase, MLCK) zu einer Aktivitdtssteigerung der MLC und damit
Kontraktionsforderung. Eine Dephosphorylierung durch die Myosin-Leichtketten-
Phosphatase (myosin light chain phosphatase, MLCP) flhrt zu einer Inaktivierung
und damit Beendigung der Kontraktion. Wie im quergestreiften Muskel auch, ist ein
Anstieg der Ca?*-Konzentration der Hauptreiz fiir eine Kontraktion. Nach Bindung
der Ca?*-lonen an das zytosolische Protein Calmodulin aktiviert der Ca?*-Calmodulin-
Komplex die MLCK. Ein Absinken der intrazellularen Ca?*- Konzentration bewirkt
hingegen ein Uberwiegen der Phosphatasefunktion und damit eine Verminderung
der Kontraktilitat. Der Einstrom von Ca?* wird dabei Uber spannungs- und
rezeptorgesteuerte Kanale in der Zellmembran und der Membran des

sarkoplasmatischen Retikulums gesteuert. Die Kontraktionsstarke ist dabei nicht
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ausschlieflich von der Ca?*-Konzentration oder deren absoluten Veranderung
abhangig. Der gleiche Ca?*-Anstieg bewirkt nach einem rezeptorvermittelten Signal
eine starkere Kontraktion, als nach einer Membrandepolarisation. Dieses Phanomen
wird mit einer Beeinflussung der Ca?*-Empfindlichkeit des kontraktilen Apparates
erklart. Hierunter versteht man eine von rezeptorvermittelten Signalkaskaden
ausgehende Beeinflussung des Gleichgewichts zwischen den beiden
Schlisselenzymen MLCK und MLCP, insbesondere durch Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von MLCP. So fuhrt eine Aktivierung von P2-Rezeptoren
beispielsweise Uber den second messenger cAMP zu einer Aktivierung der
Proteinkinase A, welche wiederum MLCP phosphoryliert und damit aktiviert. Die
aktive MLCP kann nun die Myosinleichtkette dephosphorylieren und wirkt somit
muskelrelaxierend. Auch Angiotensin und Stickstoffmonoxid nehmen tber die MLCP
Einfluss auf die Ca?*-Empfindlichkeit (Brozovich et al., 2016; Frismantiene et al.,
2018b; Touyz et al., 2018).

Glatte GefaBRmuskelzellen

Glatte GefaBmuskelzellen (vascular smooth muscle cells, vSMC) bilden den
zellularen Hauptbestandteil der Gefallwand. Gemeinsam mit der von ihnen
produzierten extrazellularen Matrix (EZM) dienen sie der Stabilisierung der
Gefalstruktur und dem Widerstand gegen die standige mechanische Belastung.
Uber ihre Kontraktionsfahigkeit regulieren vSMC die Weite der Blutgefafe und damit
Blutdruck und —verteilung. Beachtenswert ist der uneinheitliche Ursprung der vSMC.
In der Embryogenese konnten bisher acht verschiedene Vorlauferzellpopulationen
unterschiedlichen Ursprungs identifiziert werden, unter anderem aus Neuralleiste,
Somiten, Proepikard, Mesothel und sekundarem Herzfeld (Majesky et al., 2011).
Auch eine postembryonale Entstehung von vSMC wird diskutiert. Vorlauferzellen
konnten in der Adventitia und mit den Perizyten an der Grenze zwischen Intima und
Media gefunden werden. Die genaue Bedeutung und Funktion dieser Populationen
ist Gegenstand aktueller Forschung (Corselli et al., 2010).

Die heterogenen Vorlauferzellen fihren zu unterschiedlichen Eigenschaften der
jeweils abgeleiteten adulten vSMC (Gadson et al., 1997; Thieszen et al., 1996). Dies
wurde auch als madgliche Ursache der  sehr unterschiedlichen
Auftretenswahrscheinlichkeit bestimmter GefalRerkrankungen in Abhangigkeit von der

Gefalllokalisation diskutiert. So entstehen insbesondere Aortendissektionen haufig
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im Grenzbereich zwischen Abschnitten mit vSMC unterschiedlichen Ursprungs. Am
Aufbau der Aorta sind vSMC aus dem lateralen Plattenmesoderm, dem
Neuroektoderm und dem paraxialen Mesoderm beteiligt. Cheung et al. konnten
zeigen, dass es zwischen vSMC diesen Ursprungs zu einer unterschiedlichen
Aktivierung von Metalloproteasen und deren Inhibitoren nach Stimulation mit
Interleukin (IL)-18 kommt. Dies kénne zu regional unterschiedlichen mechanischen
Eigenschaften der Gefallwand fihren und damit das ortsspezifische Auftreten von
Aortendissektionen erklaren (Cheung et al., 2012).

Unabhangig vom Ursprung besitzen alle vSMC gemeinsame gruppenspezifische
Eigenschaften. Charakteristisch fur die Morphologie einer reifen glatten
GefalBmuskelzelle sind ein heterochromer Nukleus, Myofilamente und schwach
ausgepragtes Endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Apparat. Zur Identifizierung
von vSMC auf molekularer Ebene werden vorwiegend Proteine des kontraktilen
Apparates und des Zytoskeletts nachgewiesen. Das am haufigsten in vSMC
vorkommende Protein ist Glattmuskel-a-Aktin (smooth muscle actin, SMA). Da es
allerdings unter anderem auch in Skelett- und Herzmuskelzellen exprimiert wird, ist
es nicht spezifisch fur vSMC. Das aktinbindende Glattmuskelprotein 22a (smooth
muscle 22 a, SM22a) zeigt ein ahnliches Expressionsmuster wie SMA und gilt als
weiterer unspezifischer Differenzierungsmarker. Seine genaue Funktion ist unklar, es
konnte aber eine Assoziation zu verschiedenen physiologischen und pathologischen
Regulationsmechanismen nachgewiesen werden (Liu et al., 2018). Als spezifische
Differenzierungsmarker gelten das Protein der schweren Myosinkette (smooth
muscle myosin heavy chain, SMMHC) und smoothelin. Wahrend bei SMMHC die
Funktion als essentieller Bestandteil des kontraktilen Apparates und die SMC-
spezifische Expression gut untersucht sind (Miano et al., 1994), fehlt fir smoothelin
bei bekanntem SMC-spezifischen Expressionsmuster nach wie vor ein genaues
Verstandnis der biologischen Funktion. Da Knockout-Mause ohne Expression von
smoothelin einen veranderten SMC-Phanotyp mit Beeintrachtigung der Kontraktilitat
prasentieren, ist eine essentielle Funktion in der physiologischen SMC-Funktion aber
sehr wahrscheinlich (Niessen et al., 2005; Rensen et al., 2008).

Insbesondere in der GefalRentwicklung besteht eine Hauptaufgabe der vSMC in der
Produktion von Proteinen der EZM. Hierzu gehdren unter anderem Elastin, Kollagene

und Proteoglykane. In ausgereiften Gefalken wird diese Funktion auf ein Minimum
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reduziert, kann aber bei Anpassung an bestimmte mechanische Reize oder nach

Verletzungen wieder gesteigert werden (Wagenseil and Mecham, 2009).

1.2.1 Phéanotypen

Differenzierte vSMC in einer gesunden Gefallwand besitzen das charakteristische
zuvor beschriebene Aussehen und exprimieren die fir ihre kontraktilen Aufgaben
notwendigen Proteine. Der Phanotyp dieser vSMC wird als kontraktil bezeichnet. Als
Reaktion auf bestimmte Signale, wie Wachstumsfaktoren, mechanische Krafte,
Entzindungsmediatoren, mechanische Verletzungen, neuronale Signale oder
bestimmte Kontakte mit Zellen und EZM in der Umgebung sind vSMC in der Lage, zu
dedifferenzieren und einen Phanotyp anzunehmen, der als synthetisch bezeichnet
wird (Owens et al., 2004). Bei diesem als Phanotyp-Modulation oder Phanotypen-
Switch bezeichneten Vorgang wird die Expression von Proteinen des Zytoskeletts
und des kontraktilen Apparates reduziert, wohingegen Proteine, die zum Umbau der
EZM oder zur Zellzyklusprogression bendtigt werden, verstarkt exprimiert werden.
Eine Ubersicht tber einige wichtige Markerproteine gibt Tabelle 1. In der Praxis
dienen zur Differenzierung der verschiedenen Phanotypen insbesondere SMA,
SMMHC, SM22a, Smoothelin und Calponin.

Tabelle 1: Wichtige Markerproteine der Phéanotyp-Modulation nach Allahverdian
(Allahverdian et al., 2018)

Proteine Abkiirzung Expression
kontraktil synthetisch

a-smooth muscle actin SMA +++ +
Smooth muscle myosin heavy chain SMMHC + -
Transgelin / smooth muscle 22 a SM22 a + -
Desmin + -
Smoothelin + -
Calponin + -
Collagen VI - +
Matrix Metalloproteinase-2, -9 MMP-2, -9 - +
Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator u-PA - +
Gewebe-Typ Plasminogen Aktivator t-PA - +

10
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In Verbindung mit den Veranderungen auf molekularer Ebene kommt es auch zu
strukturellen und funktionellen Veranderungen. Mit Annahme des synthetischen
Phanotyps verandern die Zellen ihre spindelférmige Morphologie und nehmen eine
epitheloide/ rhomboide Form an. Die zur Proteinsynthese bendtigten Zellorganellen
wie endoplasmatische Retikulum und Golgi-Apparat sind in den synthetischen vSMC
deutlich ausgepragter als in den kontraktilen. Im Vergleich zu den quieszenten
kontraktilen vSMC zeigen die synthetischen Muskelzellen eine erhdhte
Proliferationsrate und Migrationsaktivitat (Hao et al., 2003).

Zu beachten ist, dass es sich beim kontraktilen und synthetischen Phanotyp nicht um
zwei vollstandig voneinander zu trennende Zustande der vSMC handelt. Vielmehr
gehen beide kontinuierlich ineinander Uber und es existieren zahlreiche Formen, die
sich auf dem Kontinuum zwischen diesen beiden Polen einordnen (Rensen et al.,
2007).

Die Regulation dieser Veranderungen ist komplex und erfolgt wie in allen
biologischen Prozessen auf verschiedenen Ebenen, inklusive Transkription,
epigenetische Modifikation, Signalgenerierung und Signaltransduktion (Uberblick bei
(Frismantiene et al., 2018b)).

Fur zwei der an der Regulation beteiligten Signalwege ist eine Interaktion mit HTRA1
bekannt, TGF- und Notch. Ihre Bedeutung in der Phanotypen-Modulation soll daher

im Folgenden kurz dargestellt werden.

1.2.1.1 Regulation durch TGF-$

Zur Superfamilie der TGF-B-Proteine gehdéren mehr als 30 verschiedene Zytokine,
die nach ihrer Aktivierung an sogenannte Typ | und Typ Il Rezeptoren auf der
Zelloberflache binden, woraufhin diese sich zusammenlagern und das Signal durch
Phosphorylierung der intrazellularen rezeptorregulierten Smad-Proteine (R-Smad)
weiterleiten. Diese bilden mit Co-Smad einen aktivierten Smad-Komplex, welcher in
den Nukleus wandert, wo er unter Beteiligung weiterer Cofaktoren an verschiedenen
regulatorischen Promoterregionen der DNS andocken oder mit anderen
Transkriptionsfaktoren interagieren kann (Shi and Massagué, 2003). So induziert
TGF-B die kontraktile Differenzierung der vSMC direkt durch die Kontrolle von
Promotoren einiger SMC-spezifischer Markergene wie MYH11, ACTA2, TAGLN, und
CNN1 (Hautmann et al., 1997) und indirekt Uber Interaktion mit und Induktion von

11
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einigen Transkriptionsfaktoren wie Serum response factor (SRF), Krippel-like-factor-
4 und 5 (KLF4/5) und Myokardin (Adam et al., 2000; Guo and Chen, 2012; Hirschi et
al., 2002; Qiu et al., 2003; Qiu et al., 2005).

Ligand <> \

Transkriptions-
komplex

Cofaktor

Coaktivator/

Rezeptor \ | Corepressor

Komplex @@

Gen -

Nucleus

Abb. 1: Schema des TGF-B-Signalwegs

Bindung des Liganden fiihrt zur Komplexierung der Typ | und Typ Il Rezeptoren und zur
Phosphorylierung intrazellularer rezeptorregulierter Smad-Proteine (R-Smad). Diese bilden mit Co-
Smad und weiteren Cofaktoren im Nukleus einen Transkriptionskomplex (adaptiert nach Massagué
(Massagué and Chen, 2000)).

1.2.1.2 Regulation durch den Notch-Signalweg

Der Notch-Signalweg ist ein hochkonservierter Signalweg, bei dem es zur
Signallbertragung zwischen benachbarten Zellen kommt. Sowohl die vier bei
Saugetieren bekannten Notch-Rezeptoren (Notch1, 2, 3 und 4) als auch die funf
Liganden (Jagged-1, Jagged-2, Delta-like 1, 3 und 4) sind Transmembranproteine.
Bindet ein Ligand an einen Notch-Rezeptor auf der Oberflache einer Nachbarzelle,
kommt es zur Aktivierung mehrerer Prozessierungsvorgange des Ligand/Rezeptor-
Komplexes, wobei schliellich durch die y-Sekretase die intrazellulare Notch-Domane
(NICD) freigesetzt wird. Diese gelangt in den Nukleus und interagiert hier mit dem
Transkriptionsfaktor RBP-Jk. Hierdurch werden weitere Aktivatoren rekrutiert, die mit
RBP-Jk assoziierten Korepressoren verdrangt und schlieBlich zelltypspezifisch die
Expression bestimmter Zielgene initiiert. Zu den am besten untersuchten Zielgenen
gehoren die Proteine HES1-7 (Hairy and enhancer-of-split) und die Proteine HEY1, 2
und HEYL (Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif) (Fischer and Gessler,
2007). Bei diesen Proteinen handelt es sich um Transkriptionsrepressoren, welche
beispielsweise  die  Expression  gewebespezifischer  Transkriptionsfaktoren

unterdricken.
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Abb. 2: Schema des Notch-Signalwegs

Nach Ligand-Rezeptorbindung wird die NICD freigesetzt und in den Nucleus verlagert. Dort interagiert
sie mit RBP-Jk und fuhrt nach Rekrutierung weiterer Aktivatoren und Verdrangung von Repressoren
zur Initiierung der Transkription bestimmter Zielgene (adaptiert nach Fischer (Fischer and Gessler,
2007), dargestellt mit Erlaubnis der Oxford University Press).

Notch

Der Notch-Signalweg spielt eine Schllsselrolle in der Entwicklung und Homdostase
der Gefallwand. In vSMC kann die Aktivierung des Signalwegs sowohl durch Notch-
Liganden auf benachbarten Endothelzellen als auch auf anderen vSMC erfolgen und
fordert in der embryonalen Entwicklung die Differenzierung und Ausreifung der
GefalRwand (Fouillade et al., 2012). In adulten vSMC sind, mit gewebespezifischen
Unterschieden, die Rezeptoren Notch1, Notch2 und Notch3 und der Ligand Jag1
exprimiert (Villa et al., 2001). Insbesondere die Aktivierung von Notch3 durch
endotheliales aber auch muskulares Jagged1 (JAG1) ist in arteriellen Gefalken
notwendig fur die Differenzierung und Kontraktilitat der vSMC und damit auch fur
eine intakte Vasokonstriktion und Organperfusion (Boulos et al., 2011; Domenga et
al., 2004; Henshall et al., 2014; Li et al., 2009a; Liu et al., 2009). Nach Verletzungen
der Gefallwand kommt es sowohl in Endothelzellen als auch in vSMC zu komplexen,
zeitlichen und raumlichen Veranderungen der Expression von Notchliganden und —
rezeptoren (Lindner et al., 2001). Unklar ist, ob Notch die Dedifferenzierung der
vSMC und damit verbundene Entstehung der Neointima foérdert oder inhibiert. In
verschiedenen Studien wird eine Inhibition durch reduzierte Notch-Aktivitdt nach
Deletion des Rezeptors Notch1 oder des Transkriptionsfaktors HEY2 und nach
Transfektion mit einem I6slichen JAG1 gezeigt (Caolo et al., 2011; Li et al., 2009b;
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Sakata et al., 2004). Es existieren aber auch Studien, in denen eine Deletion des
endothelialen JAG1 Uber eine verminderte Notch-Aktivitdt zu einer vermehrten
Neointimaformation fuhrte (Wu et al., 2011).

Fur die Rezeptoren Notch2 und Notch3 konnten in vSMC ebenfalls unterschiedliche
Effekte nach jeweils isolierter Aktivierung gezeigt werden. Zwar sind beide in der
Lage, die Expression kontraktiler Markerproteine zu férdern, doch nur fir Notch3
konnte zusatzlich eine proliferationsfordernde Wirkung nachgewiesen werden,
wahrend die isolierte Aktivierung von Notch2 anti-proliferativ wirkte (Baeten and Lilly,
2015).

Die duale Rolle des Notch-Signalweges lasst sich auch anhand einiger direkter
Zielgene erkennen. Notch reguliert zum einen direkt einige Gene kontraktiler
Markerproteine wie a-Aktin (Noseda et al., 2006) und die als differenzierungsférdernd
bekannten MicroRNAs miR-143/145, aber auch die Expression des
proliferationsférdernden PDGFR-B (Platelet-Derived Growth Factor Receptor-p)
(Boucher et al., 2011; Jin et al., 2008). Stérungen des Signalweges sind an der
Entstehung verschiedener Erkrankungen beteiligt, u.a. akute T-Zell-Leukamie,
CADASIL, Fallot-Tetralogie, Alagille-Syndrom und verschiedenen Neoplasien (Louvi
and Artavanis-Tsakonas, 2012).

1.3 High temperature requirement protein A1 (HTRA1)

Bei den HTRA1-Proteinen handelt es sich um evolutionar hochkonservierte
Proteasen, die in zahlreichen Spezies von Bakterien Uber Pflanzen bis hin zu
Saugetieren nachgewiesen werden konnten (Clausen et al., 2011; Page and Di Cera,
2008). Die erste Beschreibung eines Proteins aus der HTRA-Familie fand in E. coli
statt. Bakterien mit einer Nullmutation im entsprechenden Genabschnitt waren zum
einen nicht in der Lage, bestimmte Proteine im Periplasma zu degradieren (Strauch
and Beckwith, 1988) und zum anderen unfahig, sich bei erhéhten Temperaturen zu
vermehren (Lipinska et al., 1988). Dementsprechend erhielt das beschriebene
Protein den Namen DegP (von engl. degradation) bzw. HtrA flr High temperature
requirement protein A. Auch wenn schnell klar war, dass es sich bei den beiden
Neuentdeckungen um das gleiche Protein handelte (Strauch et al., 1989),
fanden beide Namen weiterhin teils synonyme Verwendung, wobei DegP meist auf
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die prokaryotischen Vertreter der Proteasefamilie bezogen wird (Clausen et al.,
2002).

Der erste Nachweis im Menschen gelang 1996 durch Isolation von HTRA1 aus
Fibroblasten (Zumbrunn and Trueb, 1996). Seitdem sind die weiteren humanen
HTRA-Proteasen HTRA2, HTRA3 und HTRA4 beschrieben worden. Nach der
strukturbasierten Einteilung der MEROPS-Datenbank gehoéren die HtrA-Proteasen
zur Subfamilie S1C aus dem Clan PA (Rawlings et al., 2008). Es handelt sich also
um Serinproteasen mit der katalytischen Triade His-Asp-Ser im katalytischen
Zentrum, die als Endoprotease fungieren. Das definierende Merkmal dieser Gruppe
ist die Kombination aus einer proteolytischen und mindestens einer C-terminalen
PDZ-Doméane (benannt nach den Proteinen, in denen diese Domane zuerst
gefunden wurde: postsynaptic density of 95 kDa, Discs large und zonula occludens
1) (Pallen and Wren, 1997). Bei HTRA1 findet sich neben der Proteasedomane und
einer PDZ-Domane N-terminal ein Signal-Peptid, gefolgt von einer IGFBP7-Domane,
die einen Protease-Inhibitor vom Kazal-Typ beinhalten (Abb. 1). Diese sorgt bei den
prokaryotischen HTRA-Proteinen fur eine Blockierung der Protease bei niedrigen
Temperaturen und ermdglicht damit das Umschalten von der Funktion als Protease
zum Chaperon (Spiess et al., 1999). In Saugetierzellen konnte kein inhibitorischer
Effekt auf die Proteasedomane nachgewiesen werden (Eigenbrot et al.,, 2012),
sodass von einer Beschrankung der Funktion als Chaperon auf die prokaryotischen
Vertreter ausgegangen wird (Shiga et al., 2011). HTRA1 Monomere lagern sich zu
Trimeren zusammen, die sich in Anwesenheit von Substraten zu deutlich grélieren
Multimeren zusammenlagern konnen, wodurch auch die Proteaseaktivitat steigt. Im
Gegensatz zu den Beobachtungen in anderen Mitgliedern der HTRA-Familie scheint
die PDZ-Domane in HTRA1 nicht fur eine Aktivierung der Proteaseaktivitat notwendig
zu sein (Truebestein et al., 2011). Auch die Anlagerung von Co-Faktoren scheint die
Oligomerisierung und damit die Proteaseaktivitat beeinflussen zu kénnen (Jo et al.,
2014).

IGFBP Kl PROTEASE PDZ

N-terminal o —— S Cermin

Abb. 3: Domédnen von HTRA1

Die relativen Positionen der Domanen wurden von NCBI entnommen. HTRA1 besteht aus einer N-
terminalen insulin-like growth factor-binding protein-Domane (IGFBP, orange), einer Kazal-like
inhibitor-Domane (KI, grin), einer trypsin-like peptidase-Domane (PROTEASE, blau) und einer C-
terminalen PDZ-Domane.

15



Einleitung

HTRA1 wird in zahlreichen Geweben exprimiert, besonders stark in Epidermis,
Gallengang, exokrinem Pankreas, proximalen Nierentubuli, proliferativem
Endometrium, Salpinx, Ovar, Plazenta, glatten Muskelzellen, Fibroblasten,
Endothelzellen, sowie einigen Teilen des Gehirns, darunter Corpus callosum,
Nucleus caudatus und Putamen (Luca et al., 2003; Nie et al., 2003). Es wird primar

sezerniert, kommt aber auch intrazellular und intranuklear vor (Clawson et al., 2008).

Welche physiologischen Funktionen HTRA1 in humanen Zellen erfullt, ist
Gegenstand aktueller Forschung. Bisherige Erkenntnisse zeigen, dass es uber eine
Manipulation verschiedener Signalwege die Differenzierung, Reifung und
Vermehrung von Zellen beeinflusst. So kann es Uber die Degradierung des tuberdse
Sklerose Komplex 2 Proteins den mTOR-Signalweg aktivieren (Campioni et al.,
2010) und Uber die Prozessierung von IGFBP5, was zur Freisetzung von IGF fuhrt,
proliferationsverstarkend wirken (Hou et al., 2005). In der Ovarialkarzinom-Zelllinie
SKOV3 wurde HTRA1 als Mikrotubuli-assoziiertes Protein beschrieben, das die
Zellmigration inhibiert (Chien et al., 2009b). Aktuelle Ergebnisse identifizierten
HTRA1 aullerdem als einen Modulator der Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen zu Osteoblasten und zu Adipozyten (Tiaden et al., 2016; Tiaden et al.,
2012).

Im Folgenden soll die Bedeutung der HTRA1-Protease anhand ihrer Rolle in der
Pathophysiologie einiger Erkrankungen, sowie ihrer Interaktion mit dem Notch- und

dem TGF-B-Signalweg hervorgehoben werden.

1.3.1 HTRA1 und TGF-8

Kontroverse Diskussionen gibt es Uber die Wirkung von HTRA1 auf den TGF-(3-
Signalweg. Verschiedene Autoren berichten Uber eine inhibitorische Wirkung von
HTRA1 auf diesen Signalweg. So soll HTRA1 verschiedene Mitglieder der TGF-(3-
Familie wie bone morphogenic protein 4 (BMP4), growth differentiation factor 5
(GDF5), activin und TGF-Bs binden und Uber eine Abschwachung des TGFB-
Signalweges zu einer gestoérten Augenentwicklung im Hidhnerembryo (Oka et al.,
2004), sowie zur physiologischen Entwicklung und Reifung von neuronalem Gewebe
beitragen (Launay et al., 2008). Auch Uber das Schneiden von proTGF-B1 und die
Regulierung des growth differentiation factor 6 soll HTRA1 den TGF-B-Signalweg
inhibierend regulieren (Shiga et al., 2011; Zhang et al., 2012). Neben der Interaktion
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mit verschiedenen Signalmolekilen konnten auch die Rezeptoren TERII und TERIII
als Substrat von HTRA1 nachgewiesen werden. lhre Inaktivierung durch HTRA1
fuhrte im Experiment zur Inhibierung der Knochenbildung (Graham et al., 2013). Im
Einklang mit diesen Ergebnissen konnte unser Labor kurzlich zeigen, dass sowohl in
vSMC nach HTRA1-Silencing als auch in Arterien von HTRA1"-Mausen erhohte
Spiegel von phosphoryliertem SMADZ2/3-Proteinen als Zeichen einer vermehrten
TGF-B-Aktivitat vorliegen (Klose et al., in Revision). Demgegeniuber steht der
Nachweis, dass HTRA1 in Fibroblasten durch Schneiden von LTBP-1 (latent TGF-3
binding protein 1) TGF-B freisetzen und den Signalwege somit auch aktivieren kann
(Beaufort et al., 2014). Auf die Interaktion von HTRA1 mit dem TGF-B-Signalweg
fuhrten Lorenzi et al. auch die in Patienten mit Frailty-Syndrom (engl. Frailty =
Gebrechlichkeit) erhdhten Level von Plasma-HTRA1 zurlck. Dabei soll HTRA1 die
immunmodulierende Wirkung von TGF-B aufheben und somit zu einer verstarkten

Anfalligkeit fir entziindliche Prozesse beitragen (Lorenzi et al., 2016).

1.3.2 HTRA1 und Notch

Unser Labor konnte kurzlich in vaskularen Endothelzellen zeigen, dass der NOTCH-
Ligand Jagged1 (JAG1) ein Substrat der Protease HTRA1 ist. HTRA1 konnte dabei
uber seine PDZ-Domane an das PDZ-Bindemotiv von JAG1 binden und dessen
intrazellulare Domane schneiden. Dies hatte die intrazellulare Degradierung von
JAG1 und eine verstarkte Aktivierung des NOTCH-Signalwegs durch DLL4 und
NOTCH1 zur Folge (Klose et al., 2018).

In Pankreaskarzinomzellen konnte kurzlich gezeigt werden, dass HTRA1 die
Expression des Rezeptors NOTCH1 beeinflusst (Cheng et al., 2018). Auch in dem
durch NOTCH3-Mutation verursachten CADASIL-Syndrom scheint es zu
Dysregulationen von HTRA1 zu kommen. In den CADASIL-typischen extrazellularen
Ablagerungen, dem granularen osmiophilen Material, konnten auch Anreicherungen

von proteolytisch nicht aktivem HTRA1 gefunden werden (Zellner et al., 2018).

1.3.3 HTRAH1 und extrazellulare Matrix

Ein Grolteil der bekannten Substrate der HTRA1 Protease befindet sich in der
extrazellularen Matrix (EZM). Hierzu zahlen neben dem erwahnten LTBP-1 unter
anderem a2-Makroglobulin, ADAM9 (a disintegrin and metalloproteinase 9),

17



Einleitung

Aggrecan, Amyloid-Precursor-Proteinfragment [(-Amyloid, Biglycan, Clusterin,
Decorin, Fibromodulin, Fibronectin, IBSP (integrin-binding sialoprotein), Kollagen Typ
2, Matrix Gla protein, Nidogen 1, Nidogen 2 und Vitronectin (An et al., 2010; Grau et
al., 2005; Grau et al., 2006; Hadfield et al., 2008; Oka et al., 2004; Tiaden et al.,
2012; Tsuchiya et al., 2005b; Vierkotten et al., 2011). Da Funktionsstérungen der
EZM in zahlreichen Erkrankungen eine tragende Rolle spielen, wurde in den letzten
Jahren zunehmend auch die Bedeutung von HTRA1 fir die entsprechenden
Erkrankungen untersucht. Dabei konnte fur mehrere Erkrankungen des
Bewegungsapparates eine Beteiligung von HTRA1 festgestellt werden. Bei Patienten
mit Osteoarthritis, rheumatoider Arthritis, Bandscheibendegeneration, Duchenne
Muskeldystrophie, sowie mit Gingivitis und Parodontitis wurden in erkranktem
Gewebe erhohte Konzentrationen von HTRA1 und geschnittenen Substraten von
HTRA1 gefunden, allerdings ist die exakte Bedeutung fur die jeweiligen
Pathomechanismen nach wie vor ungeklart (Lorenzi et al., 2014; Tiaden and
Richards, 2013). Die zunehmenden, teils widersprichlichen, Belege flr die Rolle von
HTRA1 in der Differenzierung und Regulation von Knochengewebe lassen auch eine
Spekulation Uber eine Beteiligung von HTRA1 an der Entstehung von Osteoporose
zu (Hadfield et al., 2008; Li and Zhang, 2015; Tiaden et al., 2012; Tiaden and
Richards, 2013; Wu et al., 2014).

1.3.4 HTRA1 in Neoplasien

HTRA1 wurde in verschiedenen Publikationen eine Rolle als Tumorsupressor
zugeschrieben. Fur diese These spricht, dass seine Expression in diversen
Tumorarten vermindert ist und in einigen Fallen negativ mit dem Tumorgrading und
der Prognose der Erkrankung korreliert. Die Ursachen fir die Herunterregulation von
HTRA1 sind nicht endgultig geklart, es konnten aber Allelverlust und epigenetisches
Silencing beobachtet werden (Chien et al., 2009a; Schmidt et al., 2016). Aulierdem
konnte eine Uberexpression von HTRA1 die Proliferation von Melanomzellen in vitro
sowie das Wachstum von Melanommetastasen in vivo vermindern (Baldi et al., 2002)
und inhibierte in Ovarialkarzinomzellen deren Migration (Chien et al., 2009b).
Zusatzlich flhrte eine verminderte HTRA7-Expression zu einer abgeschwachten
Wirkung der Chemotherapeutika Cisplatin und Paclitaxel auf Tumorzellen. Eine
Uberexpression  hingegen erhdhte die Zytotoxizitdt der Medikamente.
Dementsprechend zeigten Patienten mit Magen- und Ovarialkarzinom, die eine
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starkere Expression von HTRAT1 aufwiesen, eine bessere Ansprechrate als
diejenigen mit niedriger HTRA17-Expression (Chien et al., 2006). Als maoglicher
Mechanismus hinter dieser HTRA1-regulierten Resistenz wurde von He et al. die
Degradierung von XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein), einem Protein aus
der Familie der Apoptose-Inhibitoren, durch HTRA1 postuliert (He et al., 2012). Diese
verminderte Sensitivitat gegenudber Chemotherapeutika und eine beschriebene
Korrelation zwischen HTRA1-Level und Gesamtlberleben in einigen malignen
Neoplasien lassen HTRA1 als potentiellen prognostischen Biomarker erscheinen.
Diese Hypothese bedarf aber ebenso wie seine Rolle als Tumorsuppressor und
moglicher diagnostischer Biomarker einer Uberpriifung durch weitere Studien
(Altobelli et al., 2015).

1.3.5 HTRA1 und Makuladegeneration

Polymorphismen in der Chromosomenregion 10926 wurden in verschiedenen
Studien mit einem erhohten Risiko fur die Entstehung einer altersbedingten
Makuladegeneration (AMD) assoziiert. In dieser Region befindet sich neben dem
Gen von HTRA1 auch ARMS?2 (age-related maculopathy susceptibility 2). Welches
der beiden Gene aber kausal mit der Pathogenese der AMD assoziiert ist, wird nach
wie vor kontrovers diskutiert (Friedrich et al., 2011; Grassmann et al., 2017; Kanda et
al., 2010; Yang et al., 2006). Wahrend die neueste Studie von Grassmann et al.
gegen eine ursachliche Beteiligung von HTRA1 und fir ARMS2 bei der AMD-
Entstehung spricht, wurden seit der erstmaligen Beschreibung der Assoziation auch
verschiedene Studien publiziert, die eine Rolle von HTRA1 in der Pathogenese der
AMD zu unterstitzen scheinen. So wurde in den Augen von AMD-Patienten eine
verstarkte HTRA1-Expression gefunden (Tosi et al., 2017; Yang et al., 2006) und
eine Uberexpression von HirA1 in Mausen fiihrte zu krankheitstypischen strukturellen
Veranderungen besonders der Bruch-Membran (Jones et al., 2011; Vierkotten et al.,
2011). Fir einzelne AMD-assoziierte Polymorphismen konnten auch veranderte
Struktureigenschaften des HTRA1-Proteins gefunden werden, die wiederum zu einer
veranderten Interaktion mit dem TGF-B-Signalweg fuhrten (Friedrich et al., 2015). Fir
eine bessere Bewertung der Bedeutung von HTRA1 in der Pathogenese der AMD

sind weitere Studien notwendig.

19



Einleitung

1.3.6 HTRA1 und Alzheimer

Aufgrund seiner Fahigkeit zur Desintegration und anschlielenden Proteolyse von
Tau-Fibrillen und zur Degradation von extrazellularem B-Amyloid wird eine Rolle von
HTRA1 bei Morbus Alzheimer diskutiert (Grau et al., 2005; Poepsel et al., 2015;
Shorter, 2017; Tennstaedt et al., 2012). Fir diese These sprechen unter anderem
eine vermehrte Expression von HTRA1 in einem Alzheimer Mausmodel (Searcy et
al., 2014), sowie die Beobachtung einer inversen Korrelation zwischen dem HTRA1-
Level und der Menge von pathologischem tau-Protein in Patientenproben
(Tennstaedt et al., 2012). Darlber hinaus konnte das Apolipoprotein E4 (ApoE4)
kirzlich als Substrat von HTRA1 identifiziert werden. Das APOE4-Allel gilt als grofdter
genetischer Risikofaktor flr die Entwicklung einer Altersdemenz. Die genaue
Funktion von ApoE4 in der Alzheimerentstehung ist unklar, allerdings scheint seine
Degradierung in verschiedene Fragmente hierbei eine entscheidende Bedeutung zu
besitzen (Chu et al., 2016; Rohn, 2013).

1.3.7 HTRA1 und Schwangerschaft

Die Plazenta wurde mehrfach als besonders reich an HTRA1 beschrieben. Dabei gibt
es einen kontinuierlichen Anstieg der HTRA1-Konzentration vom ersten bis zum
dritten Schwangerschaftstrimester. Bei Schwangeren mit early-onset Praeklampsie
konnten sowohl in der Plazenta als auch im Serum der Mutter besonders hohe
HTRA1-Level gefunden werden, sodass HTRA1 hier als diagnostischer Marker
vorgeschlagen wurde (Marzioni et al., 2012; Teoh et al., 2015). Welche Rolle die
Protease bei der Entstehung der Praeklampsie hat, ist nicht bekannt. Eine gestorte
Vaskulogenese und Differenzierung von Trophoplasten in Hira7-Knockout-Mausen
weist aber auf eine tragende Rolle in der physiologischen Entwicklung der Plazenta
hin und macht eine Beteiigung an der Pathogenese der Praeklampsie

wahrscheinlich (Hasan et al., 2015).

Die Rolle von HTRA1 in der Mikroangiopathie CARASIL wird gesondert in Kapitel

1.4.1 besprochen.
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1.3.8 Phinotyp von Htra1’-Mausen

Eine umfassende Beschreibung des Phanotyps von Htra1-knockout (Htra1”)
Mausen lag zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit noch nicht vor. Erste Hira7-
knockout Mause wurden 2005 von Tsuchiya et al. zur Untersuchung der Rolle von
HTRA1 in der Entstehung von Knorpel- und Gelenkschaden generiert (Tsuchiya et
al., 2005b). Eine Beschreibung der Mause abseits vom HTRA1-Expressionsmuster in
Knorpel- und Knochengewebe erfolgte allerdings nicht.

Zhang et al. beobachteten eine gestorte Gefalientwicklung der Retina in Hirai-
knockout Mausen, sowie erhdhte Spiegel von phosphorylierten SMAD-Proteinen in
deren Hirngewebe (Zhang et al., 2012). In einer ersten ausfiuhrlicheren Beschreibung
der Knockout-Mause fand Scharrer dagegen einen verminderten Spiegel von
phosphorylierten SMAD-Proteinen in verschiedenen Hirnbereichen (Scharrer, 2015).
Die von ihr beschriebenen Mause waren lebens- und fortpflanzungsfahig, mit einer
im Vergleich zum Wildtyp normalen Lebenserwartung und ohne offensichtliche
Beeintrachtigungen. Die Untersuchung von charakteristischen Zeichen des HTRA1-
assoziierten CARASIL-Syndroms (siehe Kapitel 1.4.1) ergab allerdings eine diffuse
Demyelinisierung der weillen Hirnsubstanz, eine Reduktion von a-SMA in
Hirngefalen und reduzierte Expression von Kollagen Typ IV in Gehirnen von Htra1”/--
Mausen. Eine Beeintrachtigung der Plazentaentwicklung konnte bei der
Untersuchung der Rolle von HTRA1 in der Schwangerschaftserkrankung

Praeklampsie in Htra1-knockout Mausen beobachtet werden (Hasan et al., 2015).

1.4 Zerebrale Mikroangiopathien

Als zerebrale Mikroangiopathien (engl. cerebral small vessel disease, CSVD) werden
alle funktionellen oder strukturellen Pathologien kleiner Arterien, Arteriolen,
Kapillaren und kleiner Venen im Hirn zusammengefasst (Pantoni, 2010).
Zusammengenommen stellen die zerebralen Mikroangiopathien die neurologische
Stérung mit der hdchsten Pravalenz dar (Thompson and Hakim, 2009). Die
GefalRveranderungen fuhren Uber verschiedene Defekte des Hirnparenchyms wie
lakunare Infarkte, Lasionen der weillen Substanz und Blutungen zu diversen
neurologischen Beeintrachtigungen der Patienten und spielen unter anderem eine
wichtige Rolle in der Entstehung von Schlaganfallen und vaskularen Demenzen. In

der Bildgebung stellen sich die Veranderungen typischerweise als Lasionen der
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weilden Substanz (engl. white matter lesions) in Form von hypointensen Arealen in
der Computertomographie und hyperintensen Arealen in der T2-gewichteten
Magnetresonanztomographie dar (Wardlaw et al., 2013).

Die Entstehungsmechanismen der CSVD sind bislang nur wenig verstanden.
Wahrend erworbene Mikroangiopathien den grofdten Anteil der Erkrankungen
ausmachen, sind auch verschiedene hereditare Formen bekannt und die Liste der
Gene, die mit CSVD assoziiert sind, wachst zunehmend (Haffner et al., 2016). Eine
besondere Rolle spielen die monogenetischen CSVD. Da sie den erworbenen CSVD
in vielen Aspekten ahneln, werden sie gern als Modell zur Untersuchung
grundlegender Pathomechanismen der CSVD herangezogen. Die wichtigsten
Vertreter der monogenen CSVD sind in Tabelle dargestellt. Besondere Bedeutung
fur die vorliegende Arbeit haben das durch Mutation in HTRA1 verursachte CARASIL
(Cerebral autosomal recessive arteriopathy with subcortical infarcts and
leukoencephalopathy, siehe Kapitel 1.4.1), sowie das klinisch sehr &ahnliche
CADASIL (Cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and
leukoencephalopathy).

Trotz unterschiedlicher ursachlicher Mutation flihren beide Erkrankungen zu
strukturellen und funktionellen Veranderungen der kleinen Hirnarterien mit
Degeneration der vSMC und Veranderungen der EZM mit darauffolgenden Infarkten
und neurologischer Symptomatik. Wesentliche Unterschiede sind die nur bei
CADASIL vorliegenden extrazellularen Ablagerungen von granuldarem osmiophilen
Material (GOM), die zum Teil aus der akkumulierten Extrazellulardomane des
mutierten NOTCHS3 bestehen, und die nicht-neurologischen Symptome Alopezie und
Kreuzschmerzen in CARASIL-Patienten (Chabriat et al., 2009; Tikka et al., 2014).
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Tabelle 2: monogene zerebrale Mikroangiopathien, (adaptiet nach Sgndergaard
(Sendergaard et al., 2017)

Gen

Wesentliche Merkmale

CADASIL

CARASIL

RVCL

Morbus Fabry

HCHWA
Niederlandischer Typ

HCHWA
Islandischer Typ

COL4A1 und 2

FOXC1

NOTCH3
(Autosomal dominant)

HTRA1
(Autosomal rezessiv)

TREX1
(Autosomal dominant)

a-GAL
(X-chromosmal)

APP
(Autosomal dominant)

CST3
(Autosomal dominant)

COL4A1, COL4A2,
(Autosomal dominant)

FOXc1
(Autosomal dominant)

lakunare Infarkte, Migrane mit Aura,
Enzephalopathie, kognitive Stdérungen
und Demenz, motorische Stérungen,
Ablagerung von GOM

subkortikale und lakunare Infarkte, frih
auftretende Demenz, Gangstérungen,
kognitive und motorische Stérungen,
Kreuzschmerzen, Alopezie

Ischamische
Pseudotumore,
Kopfschmerzen,
Stérungen, Dysarthrie,
Apraxie, Proteinurie,
vaskulare Retinopathie,
Syndrom

Schlaganfalle,
migraneartige
psychiatrische
Hemiparese,
Hamaturie,
Raynaud-

TIA, ischamische und hamorrhagische
Schlaganfalle, Neuropathie im

Kindesalter, Belastungsintoleranz,
Hypohidrose, Angiokeratome,
Sehstérungen, GIl-Symptome,
Niereninsuffizienz, hypertrophe
Kardiomyopathie

Intrazerebrale
progressive Demenz

Hamorrhagien,

rezidivierende, haufig todlich verlaufende
intrazerebrale Hamorrhagien

Nephropathien,
Muskelkrampfe, subkortikale
ischamische und hamorrhagische
Infarkte, infantile Hemiparese, Migrane;
Sonderform PADMAL: Gangstérung,
Dysarthrie, Ataxie, Demenz, Hamaturie,
zystische Nierenerkrankung,
intrakranielle Aneurysmen,
Muskelkrampfe

Aneurysmen,

Subkortikale Infarkte, zerebellare
Malformationen, Horstérungen
Axenfeld-Rieger-Syndrom:

Missbildungen des vorderen
Augenabschnitts, Glaukom,
Gesichtsdysmorphismus, Zahnanomalien

Tabelle 2: monogene zerebrale Mikroangiopathien
CADASIL: cerebral autosomal dominant arteriopathy with sub-cortical infarcts and leukoencephalopathy;
CARASIL: cerebral autosomal recessive arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy; GOM:
granular osmiophilic material;, HCHWA: hereditary cerebral hemorrhage with amyloidosis; PADMAL: pontine
autosomal dominant microangiopathy and leukoencephalopathy; RVCL: retinalvasculopathy with cerebral
leukodystrophy; TIA: transient ischemic attacks
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1.4.1 CARASIL

Die zerebrale autosomal rezessive Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten und
Leukoenzephalopathie (engl. Cerebral autosomal recessive arteriopathy with
subcortical infarcts and leukoencephalopathy) ist eine monogenetische
Gefalerkrankung, bei der es zu einer zerebralen Mikroangiopathie mit Entstehung
von subkortikalen Infarkten und daraus folgenden zunehmenden neurologischen
Beeintrachtigungen, sowie zu Alopezie und Spondylose kommt. Die ersten
Symptome entwickeln Betroffene dabei meist im frGhen Erwachsenenalter. Die
vermutlich ersten Aufzeichnungen Uber einen CARASIL-Patienten stammen aus den
sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts. Nemoto und Maeda berichten hier erstmals
Uber drei Patienten mit Morbus Binswanger-ahnlichen Befunden (Maeda et al., 1965;
Nemoto, 1966). Die ausfuhrlichen klinischen und pathologischen Befunde von 2 der
3 Patienten verdffentlichten sie 1976 unter Verwendung des Begriffes ,familiare
ungewdhnliche Enzephalopathie vom Binswanger-Typ ohne Hypertension“ (Maeda
et al., 1976). Ahnlich wie beim heute als vaskuldre Demenz bezeichneten Morbus
Binswanger zeigten diese Patienten neurologische Symptome wie Demenz,
Pseudobulbarparese, pyramidale und extrapyramidale Symptome, zusatzlich aber
auch Lumbago und Alopezie. Besonders ungewohnlich war das Fehlen der flr eine
vaskulare Demenz ursachlichen Hypertonie und das frihe Auftreten der Symptome
bereits im dritten Lebensjahrzehnt. Fukutake et al. publizierten 1985 die Falle von
drei Bridern mit sehr ahnlichen Symptomen sowie in der Computertomographie
sichtbare Schaden der weillen Hirnsubstanz und schlugen daraufhin die Einflihrung
eines neuen Syndroms mit der Bezeichnung ,familiare juvenile Enzephalopathie
(Binswanger-Typ) mit Alopezie und Lumbago® (Fukutake et al., 1985) vor. Das
Akronym CARASIL wurde schlieBlich von Bowler und Hachinski 1994 aufgrund der
Ahnlichkeit zum bereits bekannten und dominant vererbten CADASIL (engl. Cerebral
autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy)
vorgeschlagen (Bowler and Hachinski, 1994). Im Gegensatz zu CADASIL war die fur
CARASIL ursachliche Mutation zu dieser Zeit noch unbekannt und konnte erst 2009
im Gen HTRA1 gefunden werden (Hara et al.,, 2009). Die meisten der bisher
beschriebenen Falle kommen aus Japan und China, in den letzten Jahren wurden
jedoch auch einige Falle auRerhalb Asiens bekannt (Bayrakli et al., 2014; Bianchi et
al., 2014; Mendioroz et al., 2010; Menezes Cordeiro et al., 2015). Insgesamt ist seit
1976 von etwa 50 Patienten mit CARASIL berichtet worden.
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1.4.1.1 Klinische Prasentation

Die Symptome der bis 2011 hauptsachlich aufgrund von klinischen,
neuroradiologischen und pathologischen Befunden diagnostizierten CARASIL-
Patienten wurden von Fukutake et al. zusammengefasst (Fukutake, 2011). Die
haufigste Manifestation ist demnach das Auftreten von lakunaren Infarkten oder einer
schrittweisen Verschlechterung der Hirnfunktionen, gefolgt von zunehmenden
kognitiven Defiziten mit Entwicklung einer Demenz. Eine oft bereits in der
Adoleszenz einsetzende Alopezie ist das haufigste Initialsymptom, etwa 80 % der
Patienten klagen zudem Uber Schmerzen im unteren Ricken. Keiner der Patienten
wies eine Hypertonie auf und auch andere Laborparameter lagen, soweit sie
untersucht wurden, im Referenzbereich.

Eine von Nozaki et al. 2014 verdffentlichte Publikation, welche die Symptome der
genetisch bestatigten CARASIL-Patienten zusammenfasst und auswertet kam
weitgehend zu ahnlichen Ergebnissen (Nozaki et al., 2014). Danach stellen sich die
Patienten typischerweise im jungen Erwachsenenalter mit Demenz, Gangstérungen,
Alopezie und Schmerzen im unteren Rickenbereich vor. Das Durchschnittsalter beim
Auftreten der Demenz lag bei 35,1 Jahren, das bei Auftreten der Gangstorungen bei
30,7 Jahren. Die Schmerzen im unteren Ruicken begannen im Mittel im Alter von
24,9 Jahren und ein diffuser Haarausfall setzte im Durchschnitt im Alter von 16,7
Jahren ein. Dabei gab es keine Berichte von Korper- oder Schamhaarverlusten. Beim
Grofteil der  Patienten konnte  zum Untersuchungszeitpunkt  eine
Pseudobulbarparalyse, ein positives Babinski-Zeichen (jeweils in 9 von 13 Patienten)
und eine Hyperreflexie (in 12 von 13) festgestellt werden. Auflerdem wurden
regelmaRig Stérungen des Affektes, Harninkontinenz und ein horizontaler Nystagmus
festgestellt. Im Verlauf der Erkrankung kam es zu einer zunehmenden
Verschlechterung der motorischen und kognitiven Defizite und 7 der 13 Patienten
bendtigten im Verlauf ihres vierten Lebensjahrzehntes einen Rollstuhl. Im Kontrast zu
Fukutakes Befunden waren nur drei der Patienten von einem apoplektischen Insult
betroffen, von hamorrhagischen Infarkten wurde nicht berichtet. Hervorzuheben ist,
dass auch hier bei keinem der Patienten eine Hypertension, ein Diabetes mellitus
oder eine Dyslipidamie, die typischen Risikofaktoren fur das Entstehen einer

Gefalerkrankung, vorlag.
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1.4.1.2 Neuroradiologie

Die CARASIL-typischen Defekte zeigen sich in der Computertomographie als
bihemispharische, diffuse, homogene und hypodense Veranderungen der weillen
Substanz. Diese Lasionen stellen sich in der Magnetresonanztomographie (MRT) in
der T2-Wichtung hyperintens dar und befinden sich vorwiegend im frontalen Bereich
der weillen Substanz, sowie im anterioren Temporallappen aber auch im
Cerebellum, Hirnstamm, Capsula interna und Capsula externa. Lakunare Infarkte
kénnen in den Basalganglien, im Thalamus und in tieferen Schichten der weil3en
Substanz gefunden werden. Im fortgeschrittenen Stadium kommt es zu einer diffusen
Hirnatrophie und zu Mikroblutungen in Kortex, Thalamus und Kleinhirn. Neben
diesen unspezifischen Veranderungen gilt das Vorliegen einer hyperintensen Lasion,
die sich bogenférmig von der Pons zum Pedunculus cerebellaris medius erstreckt
und als ,arc sign“ bezeichnet wird, als charakteristisch flur das fortgeschrittene
Krankheitsstadium. In der MRT der Wirbelsaule zeigen sich sowohl zervikal als auch
lumbal degenerative Veranderungen der Bandscheiben und der Wirbelkorper
(Nozaki et al., 2014; Nozaki et al., 2015).

1.4.1.3 Pathologie

Die pathologischen Veranderungen betreffen bei CARASIL hauptsachlich die
Perforansaste der die tieferen Hirnstrukturen versorgenden Hirnarterien.
Autopsiebefunde zeigen in diesen Gefallen typischerweise einen Verlust von glatten
GefalBmuskelzellen, myointimale Verdickungen und eine aufgefacherte,
mehrschichtige Lamina elastica interna. Die Lamina adventitia zeigt sich ausgedunnt.
Arteriosklerotische Veranderungen kommen in den Hirnarterien nur sporadisch vor
und sind meist von mildem Ausmal. In der weillen Substanz kann regelmaliig eine
Abblassung des Myelins und eine Gliose, sowie multiple perivskulare Erweichungen
festgestellt werden. In der grauen Substanz findet sich mitunter ein neuronaler
Zellverlust (Fukutake, 2011; Ito et al., 2016; Nozaki et al., 2014).

1.4.1.4 Pathophysiologie

Die genauen Mechanismen der Krankheitsentstehung sind nicht bekannt und

Gegenstand aktueller Forschung. Da die ursachliche Mutation im HTRA1-Gen liegt,
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stent die hier codierte Serinprotease im Zentrum aller pathogenetischen
Uberlegungen. Die Mehrheit der bisher identifizierten Mutationen befindet sich
innerhalb der oder in enger Assoziation zur Proteasedomane von HTRA1, sodass
eine Reduktion oder ein Verlust der Proteaseaktivitat von HTRA1 als
krankheitsursachlich angenommen wird (Nozaki et al., 2014). Fir einige der
beschriebenen Mutationen konnte solch eine verminderte Proteaseaktivitat bereits
nachgewiesen werden (Hara et al., 2009; Nishimoto et al., 2011). Die Vielzahl der
bekannten und teils noch unbekannten Interaktionen und die unvollstandig
aufgeklarte physiologische Rolle von HTRA1 erschweren die Suche nach den
pathophysiologischen Folgen eines Defekts der Protease (siehe Kapitel 1.3). Nach
aktuellem Forschungsstand spielt eine Beeinflussung des TGF-B-Signalwegs eine
zentrale Rolle in der CARASIL-Entstehung. Uber eine Interaktion mit verschiedenen
Mitgliedern dieses Signalweges kann HTRA1 hier sowohl inhibierend als auch
stimulierend wirken. Ob aber durch den Verlust der Aktivitdt von HTRA1 eine
Inhibition oder eine Disinhibition dieses Signalweges zur Entstehung von CARASIL
fuhrt, wird diskutiert (Beaufort et al.,, 2014; Liu et al., 2015). Eine erhohte
Konzentration von TGF-B-Proteinen bzw. ihre erhdhte Expression in Proben von
CARASIL-Patienten scheinen aber die These der Disinhibition und damit Verstarkung
des TGF- B -Signalwegs zu unterstitzen (Cai et al., 2015; Hara et al., 2009). Fir
eine mogliche Beteiligung spricht auch, dass TGF-B zur Pathogenese zahlreicher
anderer vaskularer Erkrankungen beitragt (Goumans and ten Dijke, 2018). Auch bei
den pathologischen Veranderungen des Skeletts konnte TGF-B ursachlich sein, da
es eine wichtige Rolle in der Differenzierung von Osteoklasten und Osteoblasten
spielt (Tang and Alliston, 2013).

1.4.2 CADASIL

Die zerebrale autosomal dominante Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten und
Leukoenzephalopathie (engl. Cerebral autosomal dominant arteriopathy with
subcortical infarcts and leukoencephalopathy) ist eine hereditéare Erkrankung der
kleinen Hirnarterien, die bei Patienten zu charakteristischen neurologischen Defiziten
im mittleren Erwachsenenalter fuhrt. Die erste Beschreibung erfolgte vermutlich
bereits 1955 durch van Bogaert als Form des Morbus Binswanger (Van Bogaert,
1955). In den folgenden Jahren wurden unter verschiedenen Bezeichnungen
ahnliche Falle einer erblichen zerebralen Gefallerkrankung veroffentlicht (Colmant,
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1980; Davous and Fallet-Bianco, 1991; Mas et al., 1992; Salvi et al., 1992; Sonninen
and Savontaus, 1987; Sourander and Walinder, 1977; Stevens et al., 1977), bis
schlieBlich 1993 die ursachliche Mutation im NOTCH3-Gen entdeckt und die
Bezeichnung CADASIL etabliert wurde (Tournier-Lasserve et al., 1993). Nach
heutigem Forschungsstand kommt CADASIL in allen ethnischen Gruppen vor und ist
die haufigste hereditare Ursache von Schlaganfallen und vaskularen Demenzen mit
einer regional stark schwankenden Pravalenz von 1,32 / 100 000 Einwohnern in
Nordost-England (Narayan et al., 2012) dber 4 / 100 000 in Finnland (Mykkanen et
al., 2004) bis hin zu Berichten von 14 / 100 000 auf der Insel Gran Canaria (Tikka et
al., 2014).

1.4.2.1 Klinische Prasentation

Die klinische Symptomatik unterscheidet sich mitunter stark zwischen den
betroffenen Familien und auch innerhalb dieser. Trotz allem kdnnen aber gewisse
Symptome als charakteristisch fur das Syndrom bezeichnet werden. Das zuerst
auftretende Symptom ist haufig eine Migrane mit Aura. Diese liegt in 20 — 40 % der
CADASIL-Patienten vor und tritt im Durchschnitt erstmals im Alter von 30 Jahren auf.
Der meist visuellen oder sensorischen Aura von 20 — 30 min Lange folgt dabei ein flr
wenige Stunden anhaltender Kopfschmerz (Chabriat et al., 1995a; Vahedi et al.,
2004). Regelmalig kommt es aber auch zu schweren Migraneattacken mit unter
anderem Hemiplegie, Meningismus oder sogar komatésen Zustanden (Feuerhake et
al., 2002; Schon et al., 2003). Migraneattacken ohne Aura treten bei CADASIL-
Patienten nicht haufiger auf als in der Normalbevolkerung.

70 — 85 % der Patienten erleiden ischamische Schlaganfalle oder transitorische
ischamische Attacken (TIA). Damit stellen diese die haufigste CADASIL-
Manifestation dar (BOUSSER and TOURNIER-LASSERVE, 2001; Chabriat et al.,
1995b; Dichgans et al.,, 1998). Das Durchschnittsalter beim ersten ischamischen
Ereignis lag bei 49 Jahren. Die Mehrheit der Patienten erleidet im Krankheitsverlauf
mindestens zwei Schlaganfalle, die sich in aller Regel als subkortikale lakunare
Infarkte darstellen und haufig zu Gangstérungen, Kontinenzstérungen und
Pseudobulbarparalysen fuhren (Opherk et al., 2004).

Affektive Storungen treten in 20 % der Patienten auf. In aller Regel handelt es sich
dabei um depressive Episoden, gelegentlich auch im Wechsel mit manischen
Phasen (Desmond et al., 1999; Kumar and Mahr, 1997). Unabhangig von einer
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Depression konnte in 40 % der CADASIL-Patienten aullerdem eine Apathie
beobachtet werden (Reyes et al., 2009).

Die zweithaufigste klinische Prasentation stellen kognitive Beeintrachtigungen dar.
Zu Beginn sind dies insbesondere exekutive Dysfunktionen, die sich besonders
durch eine Veranderung der Verarbeitungsgeschwindigkeit sowie durch
Beeintrachtigungen von Konzentrationsfahigkeit und Gedachtnis zeigen. Im Verlauf
der Erkrankung kommt es in der Regel zu einer Ausweitung der Beeintrachtigungen
auf alle kognitiven Domanen und zur Ausbildung einer Demenz, wobei im
Unterschied zur Alzheimer-Demenz die Bereiche des semantischen Gedachtnisses
und die Wiedererkennung haufiger vergleichsweise unbeeintrachtigt bleiben (Buffon
et al., 2006; Nils Peters et al., 2005; Taillia et al., 1998).

Andere klinische Symptome sind selten, wobei das Fehlen von extrazerebralen
Krankheitsmanifestationen als weiteres charakteristisches Merkmal von CADASIL

betrachtet werden kann.

1.4.2.2 Neuroradiologie

Zum Nachweis struktureller Veranderungen infolge zerebraler Mikroangiopathien
dient standardmafig die MRT. Typisch aber nicht spezifisch fir CADASIL-Patienten
sind dabei subkortikale hyperintense Signale, lakundre La&sionen und
Mikrohamorrhagien, sowie Hirnatrophie in der T2-Wichtung und der FLAIR-Sequenz
(Fluid-Attenuated Inversion Recovery). Insbesondere Schaden in der temporopolaren
Region und der Capsula externa scheinen mit CADASIL assoziiert zu sein (Auer et
al., 2001; Bersano et al., 2018; Salamon, 2014). Die Lasionen lassen sich in aller
Regel bereits vor dem Auftreten klinischer Symptome nachweisen und liegen bei
allen Mutationstragern spatestens im Alter von 35 Jahren vor (Bousser and Tournier-
Lasserve, 1994; Chabriat et al., 1998; Tournier-Lasserve et al., 1993). Auch die
Diffusionsbildgebung (DWI, diffusion-weighted imaging) und vor allem ihre
Weiterentwicklung, die Diffusions-Tensor-Bildgebung (DT, diffusion tensor imaging)
spielen in der CADASIL-Diagnostik eine zunehmende Rolle (Baykara et al., 2016;
Mascalchi et al., 2017). Die DTI erméglicht es unter anderem, Schaden der weillen
Substanz zu quantifizieren. Das Volumen der Lasionen und die Hirnatrophie sind
dabei von allen Befunden der Bildgebung am starksten mit dem klinischen Defizit
assoziiert (Croall et al., 2017; Duering et al., 2011; Jang and Seo, 2015; Viswanathan
et al., 2010).
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1.4.2.3 Pathologie

Makroskopisch zeigen sich typische Zeichen einer zerebralen Mikroangiopathie wie
eine Rarefizierung der weillen Substanz, lakunare Infarkte in der weillen Substanz
und den Basalganglien und eine Hirnatrophie. Mikroskopisch zeigt sich eine
Arteriopathie der kleinen penetrierenden Hirnarterien mit Verdickung und
Fibrosierung der Gefallwand, Veranderungen der Media mit Untergang von vSMC
und Ablagerung von extrazellularer granularer osmiophiler Granula (GOM) innerhalb
der Media bis in die Adventitia (Baudrimont et al., 1993; Craggs et al., 2014; Kalimo
et al., 2002; Okeda et al.,, 2002). Auch wenn ein wesentlicher Bestandteil der
krankheitsspezifischen GOM akkumulierte NOTCH3-Extrazellulardomanen zu sein
scheinen, ist die genaue Zusammensetzung weiterhin unbekannt (Ishiko et al., 2006;
Joutel et al., 2000). Da sie auch in Arterien aul3erhalb des Hirns nachweisbar sind,
kann der Nachweis von GOM aus Hautbiopsien auch in der Diagnostik angewendet

werden (Ruchoux et al., 1994).

1.4.2.4 Pathophysiologie

Die Pathogenese von CADASIL ist trotz zahlreicher Studien weiterhin schlecht
verstanden. Obwohl die ursachlichen Mutationen ausschlief3lich das NOTCH3-Gen
betreffen, scheint ein Verlust der Rezeptorfunktion von NOTCH3 und damit eine
Unterbrechung des Notch-Signalwegs nicht, oder zumindest nicht ausschliel3lich fur
die Krankheitsentstehung verantwortlich zu sein (Chabriat et al., 2009). Da allen
bekannten Mutationen eine Akkumulation von, NOTCH3-EZD-Aggregate
beinhaltendem, GOM folgt, spielen diese Ablagerung eine entscheidende Rolle in
den aktuellen Erklarungsmodellen. Zur Erkldrung mehrerer neurodegenerativer
Erkrankungen mit Fehlfaltungen von Proteinen wird angenommen, dass die
fehlgefalteten Proteine nicht nur untereinander aggregieren, sondern auch
Interaktionspartner binden und so zu Dysfunktionen dieser Proteine und Zytotoxizitat
fuhren (Yang and Hu, 2016). Diese Sequestrierung anderer extrazellularer Proteine
konnte auch in GOM von CADASIL-Patienten nachgewiesen werden (Joutel et al.,
2016; Monet-Leprétre et al., 2013). Unter den zahlreichen Faktoren, die mit
NOTCH3-EZD in GOM kolokalisiert sind, konnte bislang nur fur zwei ein
Zusammenhang mit GefalRdysfunktionen gefunden werden. Zum einen konnte fur

den Gewebeinhibitor der Metalloproteinase 3 (TIMP3, tissue inhibitor of
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metalloproteinase-3) eine Bedeutung als Regulator der zerebralen Hamodynamik
nachgewiesen werden (Capone et al., 2016a; Capone et al., 2016b). Zum anderen
konnte kurzlich auch fiur HTRA1 eine Anreicherung in GOM mit folgendem
Funktionsverlust gezeigt werden, was Spekulationen zu einem moglicherweise
ahnlichen Pathomechanismus hinter sowohl CADASIL als auch CARASIL zulasst
(Zellner et al., 2018).

1.5 Zielsetzung

Die Rolle der Serin-Protease HTRA1 unter physiologischen und pathologischen
Bedingungen ist aktuell Gegenstand intensiver Forschung. Das Expressionsmuster
sowie die Assoziation zu Gefallerkrankungen wie AMD und CARASIL deuten auf
wichtige Aufgaben der Protease in der Aufrechterhaltung der normalen
Gefal¥funktion hin. Welche Wirkung HTRA1 auf die verschiedenen zellularen

Bestandteile der Gefallwand hat, ist allerdings unbekannt.

Unsere Arbeitsgruppe konnte eine Interaktion von HTRA1 und JAG1 in
Gefallendothelzellen nachweisen, die zur Degradation des Notch-Liganden und
damit Beeinflussung des Notch-Signalwegs flhrt. Der Notch-Signalweg spielt eine
entscheidende Rolle in der Gefallentwicklung und -homobostase und Mutationen des
Rezeptors NOTCH3 sind die Ursache flr das phanotypisch CARASIL sehr ahnliche
Syndrom CADASIL. Bei beiden Erkrankungen kommt es zu Defekten kleiner
Hirnarterien mit Verlust von glatten GefaBmuskelzellen. Aus diesem Grund stellen wir
die Hypothese auf, dass HTRA1 in vSMC durch Regulation von JAG1 fur die
Feinabstimmung der NOTCH3-Aktivitat notwendig ist und hierlber Einfluss auf die

Funktionen glatter GefaBRmuskelzellen nimmt.

In der vorliegenden Arbeit soll deshalb zunachst das Verhalten von vSMC mit
unterschiedlicher Expression von HTRAT in verschiedenen Zellkulturversuchen
untersucht werden. Zusatzlich soll durch Expressionsanalysen evaluiert werden, ob
auch in vSMC eine Beeinflussung des Notch-Signalwegs durch die verschiedenen
HTRA1-Expressionsniveaus nachgewiesen werden kann und welche anderen

Marker ggf. beeinflusst werden.
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Die Uberprifung der Funktionalitit von HTRA1-defizienten vSMC in-vivo soll in
einem Mausexperiment erfolgen. Hierbei wird in den Versuchstieren eine Hypertonie
induziert und Unterschiede in der Blutdruckregulation zwischen Htra1/--Mausen und

Htra1**-Mausen untersucht.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Chemikalie Summenformel Hersteller
1,4-Dithiothreitol (DTT) C4H1002S2 Serva, Heidelberg
Agarose ((C12H1809)n) Carl Roth
Ammoniumpersulfat (APS) (NH4)2S20s Carl Roth
Ampicillin Natriumsalz Carl Roth
Blasticidin-S-Hydrochlorid Carl Roth
Borsaure HsBOs Sigma Aldrich
Bromphenolblau C19H10BrsOsS Carl Roth
D (+)-Saccharose C12H22011 Sigma Aldrich
DAPI Carl Roth
Desoxycorticosteron-Azetat (DOCA) Innovative Research of
America
Dimethylsulfoxid (DMSO) C2HsOS Sigma-Aldrich
Dinatriumhydrogenphosphat NazHPO4+*H20 Sigma Aldrich
EGTA Sigma Aldrich
Essigsaure C2H402 Carl Roth
Ethanol 96% C2HsOH Sigma-Aldrich
Ethidiumbromid C21H20BrNs Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Merck
Glycerol CsHsOs Carl Roth
Glycin C2HsNO2 Carl Roth
Hoechst (Kernfarbung) Sigma-Aldrich
Igepal CA-630 (C2H40O)nC14H220 Sigma Aldrich
Isopropanol CsHsO Merck
Kaliumchlorid KCI Merck
Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 Merck
Kalziumchlorid CaCl2 Sigma-Aldrich
Kanamycin Carl Roth
Magnesiumchlorid MgClz2 Sigma-Aldrich
Manganchlorid MnCl2 Sigma-Aldrich
Methanol CHsOH Sigma Aldrich
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Methylcellulose Sigma-Aldrich
MTT C18H16BrNsS Sigma Aldrich
Natriumacetat C2H3sNaO:2 Sigma-Aldrich
Natriumchlorid NaCl Carl Roth
Natriumdesoxycholat CsH3oNaOs4 Sigma Aldrich
Natriumdodecylsulfat (SDS) NaC12H25S04 Serva
Natriumhydroxid NaOH Carl Roth
Natriumorthovanadat NasVO4 Sigma Aldrich
Nonidet-P40 Amresco
Penicillin/Streptomycin Life Technologies
Polyethylenimin (PEI) (C2HsN)n Polysciences
Ponceau S-solution (0.1 %) C22H16N4Na4O13S4 AppliChem
Puromycin PAA Laboratories
Salzsaure 37% HCI Sigma-Aldrich
3-Mercaptoethanol C2HsOS Carl Roth
Tetramethylendiamin (TEMED) CesH16N2 Sigma-Aldrich
Triton X-100 C14H220(C2H40)n Sigma-Aldrich
Trypanblau C34H28N6014S4 Sigma-Aldrich
Tween-20 CssH114026 Sigma-Aldrich
Xylencyanol Ca2s5H27N2NaOsS2 Sigma-Aldrich
2.1.2 Reagenzien

Reagenz Hersteller
Accutase PAA Laboratories

AceGlow Chemilumineszenzsubstrat

Peqlab Biotechnology

Cell Tracker Red CMTPX

Life Technologies

Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs)

Eurofins MWG operon

DNA Marker: DNA Ladder Mix Fermentas
ECL Western-Blot Detektionsreagenz Pierce
Fetales Kalberserum (FCS), hitzeinaktiviert Biochrom
FITC-konjugiertes Lektin (L9381) Sigma Aldrich
Fluorescent Mounting Medium (Eindeckmedium) DAKO
Gelatine, Typ-B Sigma-Aldrich
Luria Bertani Agar: LB Agar Sigma-Aldrich
Luria Bertani Medium: LB Broth Sigma-Aldrich
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Magermilchpulver

Gerbu Biotechnik

Matrigel Matrix (growth factor reduced)

BD Biosciences

Oligofectamin

Life Technologies

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

Fermentas

Power SYBR Green PCR Mix

Life Technologies

Protease Inhibitor Cocktail

Roche Applied Science

Restriktionsenzyme

New England Biolabs

Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich

Rotiphorese-Gel 30

Carl-Roth

Taqg-Polymerase und -Puffer

Peglab Biotechnology

Trypsin-EDTA 0.05 %

Life Technologies

Ziegenserum (10%, ready-to-use)

Zymed Corporation

2.1.3 Puffer und Losungen

Blotpuffer (10x)
250 mM Tris
1,4 M Glycin

Elektrophoresepuffer (10x)
(in 11 H20 gelost)

144 g Glycin

30 g Tris

10 g SDS

ELISA-Lysepuffer

200 mM NacCl

75 mM Tris

15 mM NaF

1,5 mM NasVOs4

7,5 mM EDTA

7,5 mM EGTA

1,5 % Triton X-100

0,75 % Igepal CA-630
Protease Inhibitor Cocktail

Ladepuffer (6x)

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol

50 % (w/v) D (+)-Saccharose
0,1 M (w/v) EDTA
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Laemmli-Probenpuffer (5x)
250 mM Tris/HCL pH 6,8
0,5MDTT

50 % Glycerin

10 % SDS

0,5 % Bromphenolblau

PBLEC-Puffer

(in PBS; wird auf pH 6,8 eingestellt)
1 % Triton X-100

0,1 mM CaCl2

0,1 mM MgCI2

0,1 mM MnCI2

PBS (10x)

(wird auf pH 7,4 eingestellt)
1,4 M Natriumchlorid

27 mM Kaliumchlorid

81 mM NazHPO4*2H20

17 mM KH2PO4

PBST (1x)
1x PBS
0,05 % Tween-20

Ponceau-S Farbelésung
0,5 % Ponceau-S Losung
1 % Essigsaure

SB-Puffer (20x)

(wird auf pH 8,0 eingestellt)
400 mM NaOH

800 mM Borsaure

TAE-Puffer (10x)

(wird auf pH 7,8 eingestellt)
400 mM Tris

20 mM Natriumacetat

10 mM EDTA

TBST

(wird auf pH 7,5 eingestellt)
10 mM Tris-HCI

75 mM NaCl

0,1 % Tween-20

1 mM EDTA
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TE Puffer (1x)

(wird auf pH 8,0 eingestellt)
10 mM Tris

1 mM EDTA

Uberschichtungsldosung
(in DMEM mit Glutamax)
0,4 % Agarose

2,5% FCS

1 % Penicillin/Streptomycin

MTT-L6sung

(in 11 ddH20)
5g Tetrazoliumbromid

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

Cryo-Roéhrchen Sigma Aldrich

Dako Pen Dako

Objekttrager Langenbrinck

Paraffinfilm Pechiney Plastic Packaging

Pasteurpipetten

Hirschmann Laborgerate

PCR-Rohrchen

Brand

Petrischalen 100 mm

BD Bioscience

Petrischalen 100 mm

Greiner Bio-One

Petrischalen 150 mm

Greiner Bio-One

Petrischalen, rechteckig

Greiner Bio-One

Pipetten: 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

BD Bioscience

Pipettenspitzen, mit Filter: 10 ul, 100 pl, 1 ml

Biozym

Pipettenspitzen: 10 ul, 100 pl, 200 pl, 1 ml

Eppendorf

PVDF-Membran

Millipore Corporation

Reaktionsgefale: 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

Eppendorf

Transwell®, 6,5 mm Insert, 8.0 ym Porengrofle

Costar Corning

Whatman® 3MM Chromotographie Papier

Schleicher & Schuell

Zellkulturflasche, 75 cmz2

Greiner Bio-One,

Zellkulturflaschen, 75 cm?

Costar Corning

Zellkulturplatten

BD Bioscience

Zellschaber

BD Bioscience

Zentrifugationsréhrchen:15 ml, 50 mli

BD Bioscience
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2.1.5 Zellkulturmedien und -l6sungen

Name

Hersteller

Complete Classic Medium 420 500

Cell Systems

DMEM, low glucose, GLUTMAX

Thermo Fisher Scientific

Endothelial Cell Endopan3 Basal Medium (ECBM)

PAN-Biotech

Medium-199 (10x)

Sigma-Aldrich

Opti-MEM Gibco®

Life Technologies

Phosphatpuffer (PBS) Gibco®

Life Technologies

2.1.6 Molekularbiologische Kits

Name

Hersteller

Gateway® LR ClonaseTM Il Enzyme Mix

Invitrogen

High Capacity cDNA RT Kit

Life Technologies

PureYield Plasmid Midiprep System

Promega

QIAmMp® DNA Mini Kit

Qiagen

Quick Blunting Kit

New England Biolabs

Quick Ligase Kit

New England Biolabs

RNeasy Mini Kit

Qiagen

2.1.7 Oligonukleotidprimer

Primer fiir Humangene

Name Sequenz

hOAZ (fw) 5-GAGCCGACCATGTCTTCATT-3’
hOAZ (rev) 5-CTCCTCCTCTCCCGAAGACT-3
hHES1-for 5-TCAACACGACACCGGATAAA-3
hHES1 (rev) 5-CCGCGAGCTATCTTTCTTCA-3
hHES5 (fw) 5- GCATGGCCCCCAGCA-3’
hHESS5 (rev) 5-ACGAAGGCTTTGCTGTGCTT-3
hHEYL (fw) 5- GCAAGCCAGGAAGAAACACA-3
hHEYL (rev) 5-AGAATCCTGTCCCACCAGTG-3’
hHTRA1 (fw) 5-TGGAATCTCCTTTGCAATCC-3'
hHTRA1 (rev) 5'-ACGCTCCTGAGATCACGTCT-3'
ha-SMA (fw) 5-CTGTTCCAGCCATCCTTCAT-3
ha-SMA (rev) 5-CCGTGATCTCCTTCTGCATT-3
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hSMTN (fw) 5-CCTGGTGCACAACTTCTTCC-3’
hSMTN (rev) 5-AAGACACACTTGGGGTCAGG-3’
hCNN1 (fw) 5-GGAGCTGAGAGAGTGGATCG-3'
hCNN1 (rev) 5-GTGCCAATTTTGGGTTGACT-3'
hMYH11 (fw) 5-GTGAACGCACTCAAGAGCAA-3’

hMYH11 (rev)

5-TATTCACTGGCCTTGGTTCC-3’

Primer fiir Mausgene

Name Sequenz

mGAPDH (fw) 5- AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3’
mGAPDH (rev) 5- ACACATTGGGGGTAGGAACA-3
mHTRA1 (fw) 5'-CGTACCACGCTCCTGTCTTT-3
mHTRA1 (rw) 5'-CACTACGCATTGCAGCCCCTC-3*

mMHTRA1-KO (fw)

5-AATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTT-3'

MHTRA1-KO (rev)

5-TGTGCACGCCGTCGTACTGT-3

2.1.8 siRNA und shRNA

Um die Expression von HTRA1 in kultivierten HUASMC zu vermindern, kamen
sowohl small interfering RNAs (siRNAs) als auch short hairpin RNAs (shRNAs) zum

Einsatz. Die siRNAs wurden dabei mittels Transfektion direkt in die Zellen

ubertragen. Die shRNA wurde hingegen mittels eines Lentivirus Ubertragen.

siRNA

Gen Sequenz Hersteller Katalog-Nr.
GAAGUAUAUUGGUAUCCGALtt | Ambion 11279

hHTRA1 | GCCCGUUAGUAAACCUGGALt | Ambion 11280
AUAUCGAAUUGUUUCGCAALt | Ambion $11281

shRNA

Gen Bezeichnung Sequenz FOR

HTRA1 | shHTRA1S8

CCGGCCCAACAGTTTGCGCCATAAACTCGAGTTTATGG
CGCAAACTGTTGGGTTTTTG
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2.1.9 Antikorper

Name Spezies Herkunft

anti-HTRA1 Maus R&D Systems, MAB2916

anti-GAPDH Maus Abcam, ab8245

Anti-Actin, a-Smooth Muscle - Cy3 Maus Sigma-Aldrich, C6198

anti-SM22a Kaninchen Abcam, ab137453

Anti -Smooth Muscle Myosin Maus eBioscience, 14-6400

anti-rabbit Ig, HRP Ziege DAKO

anti-mouse Ig, HRP Ratte DAKO

Anti-mouse Ig, Alexa Flour 488 Ziege Invitrogen

2.1.10 Plasmide

Bezeichnung Beschreibung Herkunft

plkoLV Lentiviraler Vektor plko1.puro ohne Freundlicherweise zur
Insert; dient als Leervektorkontrolle; Verflgung gestellt durch
Resistenz Ampicillin/Puromycin Prof. S. Hahn, ZKF,

Bochum

plko shHTRA1 S8 Lentivirales Plasmid, das fir eine | Linda Trubestein, AG
shRNA gegen HTRA1 kodiert; | Ehrmann, Universitat
Resistenz Ampicillin/Puromycin Duisburg-Essen

pmd2.G Kodiert fur das lentivirale Glykoprotein | Addgene
VSVG

pspax2 Kodiert verschiedene lentivirale | Addgene
Strukturproteine und Enzyme (gag,
pol und env)

2.1.11 Zellen und Bakterien

Zelltyp Herkunft

Human umbilical artery smooth muscle cells (HUASMC) Laborbestand

Human embryonic kidney A (HEK 293A) Invitrogen

Human embryonic kidney T (HEK 293T) Laborbestand

Escherichia coli (E. coli) Stabl3

Life Technologies
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2.1.12 Gerate und Software

Gerat Hersteller
Brutschrank Hera cell 250 Thermo Scientific
Brutschrank Memmert

Cell Observer Mikroskop Zeiss

ChemiDoc Imaging System Bio-Rad
Feinwaage Kern & Sohn
Gefrierschrank, -20°C Liebherr
Gefrierschrank, -80°C Eppendorf

Geldokumentation

Intas Science Imaging

Gelelektrophorese Equipment

StarLab

Hamilton Spritze Hamilton
Heizblock Carl Roth
Kolben 1L,0,5L,0,1L,0,05L Schott
Konfokalmikroskop LSM700 Carl Zeiss
Kuhlschrank, 4°C Liebherr
Laborwaage PC 2200 Mettler Toledo

Magnetrthrer

Janke and Kunkel

Mikroskop ECLIPSE TS100 Nikon
Mikroskop 1X50 Olympus
Milli-Q Wasseraufbereitungssystem Millipore
Minizentrifuge Biozym

Mithras LB940

Berthold Technologies

Nanodrop1000

Thermo Scientific

Netzteil Electrophoresis power supply EV231

Consort

Neubauer Zahlkammer

Paul Marienfeld

NIBD System Panlab
PCR Cycler Bio-Rad
pH-Meter Metrohm
Photometer Eppendorf
Protein-Elektrophorese Mini-PROTEAN Bio-Rad
Quarzkuvette Biometra

Real-time PCR System StepOnePlus

Applied Biosystems

Schuttler Silent rocker

Cti

Sterilbanke Safe 2020

Thermo Fisher Scientific
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Thermomixer HLC Biotech
Tischzentrifuge 5415 R Eppendorf
Ultrazentrifuge Thermo Scientific
Vortex Mixer Scientific Industries
Wasserbad SW20 Julabo

Zentrifuge Rotina 420R Hettich

Software Entwickler

Cell"P Software Olympus
EndNote® X8 Thomson Reuters
ImageJ Wayne Rasband (NIH)
ImagelLab 3.0 BioRad

Microsoft Office 2013-2016 Microsoft Corp.
StepOnePlus v2.3 Applied Biosystems
Zen 2012 (black edition) Carl Zeiss

2.2 Methoden
2.21 Zellkultur

2.2.1.1 Isolierung von HUASMC

Die glatten GefaBmuskelzellen wurden aus maximal 24 Stunden alten
anonymisierten Nabelschnuren aus der Frauenklinik der Universitatsklinik Heidelberg
gewonnen (HUASMC, human umbilical artery smooth muscle cells). Die arteriellen
Gefalke der Nabelschnur wurden freiprapariert und in Ringe von 0,2 — 0,4 cm Dicke
geschnitten. Diese wurden in eine Zellkulturplatte Uberfihrt und nach kurzem
Antrocknen mit DMEM low glucose mit 15% FCS und Penicillin-Streptomycin-Mix
bedeckt. Nach 1 — 2-wdchiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die Ringe
entfernt und die inzwischen aus den Ringen migrierten HUASMC weiter kultiviert bis
eine Konfluenz des KulturgefalRes erreicht wurde. Im Anschluss wurden die Zellen

wie unter 2.2.1.3 beschrieben der Kryokonservierung zugefuhrt.

42



Material und Methoden

2.2.1.2 Kultivierung von HUASMC, HEK293A und HEK 293T

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefihrt. HUASMC wurden
bis zur vierten Passage verwendet und in DMEM (1g/L Glukose) mit 15 % FCS
kultiviert. HEK293A und HEK 293T-Zellen wurden in DMEM (4,5 g/L Glukose) mit
10 % FCS kultiviert. Zu jedem Medium wurden 1 % Penicillin/Streptomycin
zugegeben. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C und 5 % COx2.

Fur die Zellpassage und die Vorbereitung von Experimenten wurde bei den
HUASMC und den HEK293A-Zellen zunachst das Medium abgesaugt und einmalig
mit PBS gewaschen. Danach wurde Trypsin zugefugt und die Zellen bis zur
Ablésung bei 37 °C und 5 % CO:2 kultiviert. Der Trypsinierungsprozess wurde
anschlieend bei HUASMC durch das beschriebene Zellkulturmedium, bei HEK293A
durch 10 % FCS in PBS abgestoppt und die entstandene Zellsuspension fir 5 min
bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet mit
dem jeweiligen Medium resuspendiert.

Mittels einer Neubauer Zahlkammer wurde die Zellkonzentration bestimmt. Hierflr
wurde zunachst zur Markierung von avitalen Zellen der Farbstoff Trypanblau im
Verhaltnis 1:1 zugesetzt. Im Anschluss wurden die durchschnittliche Anzahl vitaler
Zellen pro Zahlfeld ermittelt. Da die Zellsuspension durch das Trypanblau verdinnt
wurde und ein Zahlfeld ein Volumen von je 0,1 ul fasst, musste das Ergebnis im

Anschluss mit 2*10* multipliziert werden, um die Zellzahl pro Milliliter zu errechnen.

2.2.1.3 Kryokonservieren und Auftauen von Zellen

Zur Kryokonservierung von HUASMC bei -180 °C in FlUssigstickstoff wurden diese
wie oben beschrieben zunachst gewaschen, trypsiniert und zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde dann mit Kulturmedium mit 10 % DMSO resuspendiert und nach
Uberfiihrung in Kryordhrchen in Isopropanolbehaltern auf -80 °C abgekiihlt. Am
Folgetag wurden die Rdhrchen in den Flussigstickstofftank tberflihrt. Das Auftauen
der Zellen erfolgte durch zigige Erwarmung bei 37 °C im Wasserbad. Nach
Hinzufigen von Kulturmedium zur Pufferung der toxischen Wirkung des DMSO
wurde die Zellsuspension fiir 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Pellet mit Kulturmedium resuspendiert, um die Zellen ihrer

geplanten Verwendung zuzufuhren.
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2.2.1.4 Herstellung und Transduktion von Adenoviren

Die Herstellung des Adenovirus erfolgte im Vorfeld durch den Laborkollegen Adam
und wurde bereits anderswo beschrieben (Klose et al., 2018). Zur Vermehrung des
Virus wurden mit der im Laborbestand vorliegenden Viruslosung HEK293A-Zellen
transduziert. Diese bildeten in der Folge nach etwa 2 Tagen Plaqueformationen. Das
Medium und die verbleibenden Zellen wurden gesammelt und dreimalig eingefroren
und wieder aufgetaut und anschlieend bei 2000 x g fur 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand enthielt die Adenoviruspartikel und wurde bei -80°C eingefroren. Um den
Titer der Losung zu bestimmen, wurden 108 HEK293A-Zellen pro 6-well-Kulturschale
ausgesat und mit Verdinnugsstufen zwischen 10° bis 10* der Viruslosung
transduziert. Nach 48 Stunden wurde das alte Medium entfernt und neues Medium
mit 0,4 % Agarose zu den Zellen gegeben. Nach weiteren 5 Tagen wurden die Zellen
mit 5 mg/ml MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)
angefarbt und die Plaques ausgezahlt, um den Titer zu bestimmen.

Fir die Transduktion von HUASMC wurden 20 x 10* Zellen pro 6-well-Kulturplatte
ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurde das Medium gewechselt und Viruslésung
entsprechend einer MOl von 50 zum Medium hinzugegeben. Nach 24 Stunden
wurde nach zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS neues Medium hinzugeflgt.
48 Stunden nach Transduktion wurde mit den funktionellen Assays begonnen oder

die Zellen fir gPCR und Western-Blot geerntet.

2.2.1.5 Herstellung und Transduktion von Lentiviren

Zur dauerhaften Reduktion der Biosynthese von HTRA1 in den Versuchszellen
wurde mit Hilfe des ViraPower Lentiviral Expression Systems (Invitrogen) ein shRNA
exprimierender Lentivirus geschaffen. Hierfur wurden HEK293T-Zellen mit 3
verschiedenen Plasmiden transfiziert. Das pLKO shHTRA1 S8 Plasmid enthielt die
sequenzspezifische shRNA gegen HTRA1 sowie ein Ampicillin/Puromycin
Resistenzgen. Das pmd2.G Plasmid kodierte fur das Glykoprotein VSVG (vesicular
stomatitis virus G), das fur die Virusaufnahme von Bedeutung ist. Das pspax2
Plasmid hingegen trug Gene, die verschiedene Strukturproteine und Enzyme des
Virus kodierten (gag, pol und env). Als Transfektionsreagenz wurde Polyethylenimin
verwendet. 12 Stunden nach Transfektion wurde das Medium gewechselt. 36

Stunden nach Transfektion wurde der Uberstand gesammelt und frisches Medium zu
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den Zellen gegeben. Nach weiteren 24 Stunden wurde erneut das Medium
abpipettiert und mit dem bei 4 °C gelagerten Medium vom Vortag gemischt, die
verbliebenen Zellen wurden entsorgt. Das gewonnene Medium wurde bei einer
PorengréfRe von 0,45um sterilfiltriert und bei 4 °C und 27500 rpm fur 2,5 Stunden
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Ultrazentrifugationsréhrchen
zum Trocknen fur 20 min invers auf Papierticher aufgestellt. Anschlielend wurden
die Pellets in je 70 pl PBS resuspendiert, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Zur Bestimmung des Virustiters wurden 150 000 HUASMC in 6-well-Kulturschalen
ausgesat und mit verschiedenen Verdiinnungsstufen der Virusldsung zwischen 102
und 10 transduziert. Eine Schale wurde als Kontrolle nicht transduziert. Nach 48
Stunden wurde das Medium durch ein Puromycin enthaltendes Selektionsmedium
ersetzt. Dieses wurde alle 3 Tage erneuert. Nach 10 Tagen waren samtliche Zellen
der Kontrolle abgestorben, wahrend sich in den anderen Schalen Kolonien gebildet
hatten. Diese wurden mittels einer Kristallviolett-Lésung (5 mg/ml in 2% Ethanol)
angefarbt und fur die Titerbestimmung ausgezahlt.

Fir die Transduktion von HUASMC wurden 20 x 104 Zellen pro 6-well-Kulturplatte
ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurde das Medium gewechselt und Viruslésung
entsprechend einer MOI von 10 zum Medium hinzugegeben. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen zweimalig mit PBS gewaschen und neues Medium hinzugefligt. 48
Stunden nach Transduktion wurde mit den funktionellen Assays begonnen oder die

Zellen fur gPCR und Western-Blot geerntet.

2.2.1.6 Transfektion mit small interfering RNA

Die Verminderung der Genexpression von HTRA1 wurde auch durch den Einsatz
von small interfering RNA (siRNA) erreicht. Fur die Transfektion der HUASMC
wurden 120000 Zellen in 6-well-Kulturschalen ausgesat. Nach 24 Stunden
Inkubationszeit wurde ein siRNA-Mix, bestehend aus 10ul siRNA und 175ul Opti-
MEM, und ein Transfektions-Mix aus 12 pl Oligofectamin und 3ul Opti-MEM pro
Schale vorbereitet. Die beiden Lésungen wurden nach 10 min bei Raumtemperatur
zusammengefihrt und abermals fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen
wurden einmalig mit PBS gewaschen und mit 800ul Opti-MEM bedeckt, bevor die
Transfektionsldésung hinzugefligt wurde. Vier Stunden nach Transfektion wurde das
Medium durch frisches DMEM mit 15 % FCS ersetzt. Bei Verwendung der Zellen fur
Migrations-, Proliferations- und Sprouting-Spheroid-Assays wurden diese 24 Stunden
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nach Transfektion angesetzt. Alle Ubrigen Anwendungen erfolgten 48 Stunden nach

Transfektion.

2.2.1.7 Immunfluoreszenzfarbung

Die Farbung von HUASMC erfolgte auf mit Gelatine bedeckten Deckglasern. Hierfur
wurden die Deckglaser zunachst in 24-well-Kulturschalen Uberfuhrt und mit Ethanol
desinfiziert, bevor sie nach zweimaligem Waschen mit PBS mit je 500 pl einer
0,2%-igen Gelatine-Loésung bedeckt wurden. Nach 10-minltiger Inkubationszeit
wurden die Deckglaser erneut zweimalig mit PBS gewaschen und anschlieRend die
Zellen darauf ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen nach Waschung
mit PBS mit 4 % PFA fur 10 min fixiert. Anschliefend wurden die Zellen zweimalig
mit PBS gewaschen und 0,1 % Triton in PBS fur 3 min appliziert. Nach einer weiteren
PBS-Waschung erfolgte das Blocken der Zellen durch 3 % BSA in PBS fir eine
Stunde. Fur die einfache Anfarbung von F-Actin mittels Phalloidin wurden die
Deckglaser nun mit Alexa Fluor 568-konjugiertem Phalloidin (Invitrogen) 1:200 fur 2
Stunden unter Lichtausschluss inkubiert. Die Zellen wurden hiernach dreimalig fir je
5 min mit PBS gewaschen, dann fir 10 min mit DAPI 1:5000 inkubiert und nochmals
dreimalig fur je 5 min mit PBS gewaschen. Nach Fixierung der Deckglaser auf
Objekttragern mittels Eindeckmedium konnten diese vor Licht geschutzt gelagert und
mikroskopiert werden. Bei Farbung mit Antikdrpern gegen a-SMA (Sigma, C6198),
Myosin (eBioscience, 14-6400) und Sm22a (Abcam, ab137453) wurden diese analog
dem obigen Vorgehen anstelle des Phalloidins aufgetragen und die Deckglaser
anschlieBend bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Hierbei wurden die Informationen der
entsprechenden Datenblatter bertcksichtigt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fur
je 5 min wurden die Zellen mit dem jeweils passenden Sekundar-Antikorper fir 60
min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden die Deckglaser wie oben
beschrieben gewaschen, mit DAPI inkubiert und nach erneuter Waschung auf

Objekttragern fixiert.
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2.2.2 Molekularbiologische und Biochemische Methoden

2.2.2.1 Hitzeschock-Transformation und Plasmidisolation

Voraussetzung fur die Herstellung des shHTRA1 exprimierenden Lentivirus war die
Amplifikation des pLKO Expressionsplasmides in dem kompetenten Bakterienstamm
E.coli Stbl3. Das Einbringen des Plasmids in die Bakterien erfolgte dabei durch eine
Hitzeschock-Transformation. Zunachst wurden die E. coli langsam auf Eis aufgetaut
und anschliefend 50 ng Plasmid in 50 ul der Bakterienlésung gegeben. Nach 10
Minuten Inkubation auf Eis erfolgte der Hitzeschock durch eine Inkubation im 42 °C
warmen Wasserbad fur 60 Sekunden. Nachdem die Reaktionsgefal3e fur 2 min auf
Eis abgekuhlt waren, wurden 500 ul LB-Medium hinzugefligt und die Lésung flr 60
min bei 37 °C auf dem Schuttler inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei
3000 rpm fiir 3 min. 500 pl Uberstand wurden verworfen, die transformierten
Bakterien mit 500 pl LB-Medium resuspendiert und auf mit dem jeweiligen
Selektionsantibiotikum versetzten Agarplatten ausplattiert. Nach Inkubation Uber
Nacht bei 37 °C wurden einige der entstandenen Bakterienkolonien in
Reaktionsgefalle mit je 5 ml LB-Medium mit Ampicillin Uberfuhrt und erneut Uber
Nacht bei 37 °C auf einem Schattler inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte die
Isolierung der Plasmide mit Hilfe des PureYield™ Plasmid Midiprep Systems

(Promega) nach Herstellerangaben.

2.2.2.2 RNA-Isolierung

Aus kultivierten HUASMC wurde unter Zuhilfenahme des InnuPrep RNA Mini kit
(Analytic Jena) nach den Herstellerangaben RNA isoliert. Dabei wurden die Zellen
zunachst zweimalig mit PBS gewaschen bevor sie mit einem vom Hersteller
bereitgestellten Puffer lysiert wurden. Durch Anwendung eines Silico-Filters wurde
zunachst die genomische DNA aus dem Lysat gefilter. Danach wurde 70 % Ethanol
im Verhaltnis 1:1 zugesetzt und die Lésung erneut durch eine Membran gefiltert, in
der diesmal die RNA gebunden wurde. Nach mehreren Schritten der Aufreinigung
wurde die RNA schlieBlich in 30 pl nukleasefreiem Wasser gelost und die RNA-
Konzentration mittels Spektrophotometer (Nanodrop, Thermo Scientific), wie in
Abschnitt 2.2.2.3 beschrieben, bestimmt.
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2.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren erfolgte mit dem
Nanodrop1000 (Thermo Scientific). 1,5 yl einer zu untersuchenden Probe wurden
dabei auf den Detektor aufgetragen und dann die Absorption von
monochromatischem Licht mit einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Unter
Anwendung des Lambert-Beer'schen Gesetzes berechnete das Gerat dann die
gesuchte Konzentration. Um zusatzlich eine Aussage Uber den Grad der
Proteinkontamination der Probe zu erhalten, wurde auch die Absorption von
monochromatischem Licht mit einer Wellenlange von 280 nm gemessen. Das
260 nm / 280 nm Absorptionsverhaltnis korreliert mit dem Reinheitsgrad der Probe.
Ein guter Reinheitsgrad liegt fir DNA-Proben bei einem Verhaltnis von = 1,8, fur
RNA-Proben bei = 2,0.

2.2.2.4 cDNA Synthese

Um isolierte RNA durch eine Real-Time-PCR analysieren zu kdnnen, musste sie
zunachst durch reverse Transkription in komplementare DNA umgeschrieben
werden. Dies erfolgte unter Verwendung des High Capacity cDNA Reverse
Transkription Kit (Life Technologies). Hierbei wurde bis zu 2 pg RNA pro

Reaktionsansatz eingesetzt. Der gesamte Reaktionsansatz setzte sich wie folgt

zusammen:
10x RT Buffer 2 ul
25x dNTP-Mix (100 mM) 0.8 pl
10x Random Primer 2yl
20x Reverse Transkriptase 1l
RNA 2000 ng
Nukleasefreies Wasser ad 20 pl

Die Amplifikation im Thermocycler fand nach folgendem Schema statt:

10 min bei 25 °C (Inkubation)
120 min at 37 °C (Elongation)

5 min at 85 °C (Inaktivierung der reversen Transkriptase)

Die cDNA wurde bis zur Weiterverwendung bei -20 °C gelagert.
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2.2.2.5 Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die quantitative real time polymerase chain reaction (QRT-PCR) wurde verwendet,
um Expressionsunterschiede bestimmter Gene auf mMRNA-Ebene zu untersuchen.
Dafur wurde zunachst wie oben beschrieben RNA aus kultivierten Zellen isoliert und
in cDNA umgeschrieben. Das Prinzip der qPCR basiert auf einer Bindung des
interkalierenden Fluoreszenz-Farbstoffs SYBR Green an doppelstrangige DNA. Das
Fluoreszenzsignal korreliert somit mit der Menge der amplifizierten cDNA. Unter
Annahme einer verlustfreien vorherigen Ubertragung von mRNA in cDNA lassen sich
damit Ruckschllsse auf relative Unterschiede der Genexpression in der untersuchten
Probe ziehen. Der Reaktionsansatz wurde unter Verwendung des SYBR Green PCR
Mix (Life Technologies) nach Herstellerangaben folgendermalien in einer 96-well-

Platte vorbereitet:

cDNA in ddH20 (20 ng/ul) 1 pl
Primer vorwarts (10 pM) 1 pl
Primer rickwarts (10pM) 1 pl
SYBR Green Master Mix 12,5 ul
ddH20 9,5 ul

Die Reaktion fand in einem StepOne Plus Real-Time PCR System (Life

Technologies) nach folgendem Schema statt:

Initiierung (95 °C): 10 Minuten
Denaturierung (95 °C): 30 Sekunden

Annealing (60 °C): 30 Sekunden 40x
Elongation (72 °C): 30 Sekunden

Finale Elongation (72 °C): 6 Minuten

Um eine Amplifikation von unspezifischer DNA auszuschlieen, wurde im Anschluss
an die finale Elongation eine Schmelzkurvenanalyse mit einer kontinuierlichen
Temperaturerhdhung von 0,3 °C/min von 60 °C bis 95 °C durchgefihrt. Die
Auswertung erfolgte mittels des C+-Werts (cycle threshold), der automatisch von der
LinReg-Software bestimmt wurde. Der Ci+-Wert beschreibt dabei die Anzahl von
Zyklen, die bendtigt wurden, um einen definierten Fluoreszenzwert erstmals zu
Ubersteigen. Anhand der Ci-Werte konnten dann durch die AAC+-Methode die
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Expressionsunterschiede berechnet werden. Als Referenz dienten hierbei die stabil

exprimierten Haushaltsgene (engl. housekeeping gene) GAPDH und OAZ1.

2.2.2.6 DNA-Isolation aus Mausgewebe

Um DNA fur die Genotypisierung von Versuchsmausen zu gewinnen, wurden kurze
Stucke vom Schwanz der Tiere entfernt und in 100 pl alkalischem Lysepuffer auf
dem Schuttler fir 45 min bei 95 °C lysiert. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur
erfolgte eine Neutralisation der Losung mit 100l Tris-HCL (400mM). Bis zur weiteren

Verwendung fur die Genotypisierungs-PCR wurde die Probe bei 4 °C gelagert.

2.2.2.7 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Genotypisierung der Htra1”-Mause erfolgte mittels PCR. Hierfiir wurden fiir
jedes Tier je ein Reaktionsansatz zum Nachweis des Wildtyp-Allels und einer fir das
mutierte Allel vorbereitet. Unter Verwendung von GoTaq (Promega) wurden folgende

Ansatze pipettiert:

DNA 2 ul
Primer vorwarts 1l
Primer ruckwarts 1l
Puffer 10 pl
dNTP-Mix 1 ul
MgCl2 2 ul
DMSO 5 pl
Taqg-Polymerase 0,25 ul
ddH20 ad 50 pl

Nach Platzierung der Proben in einem Thermocycler wurde folgendes Programm

angewendet:
Initiierung (95 °C): 5 Minuten
Denaturierung (95 °C): 30 Sekunden
Annealing (60 °C): 30 Sekunden 40x
Elongation (72 °C): 60 Sekunden

Finale Elongation (7 2°C): 5 Minuten
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Die Produkte der Amplifikation wurden in einer Agarose Gelelektrophorese
aufgetrennt, um die erfolgreiche PCR zu bestatigen und anhand der Banden den

Genotyp der untersuchten Mause ablesen zu kénnen.

2.2.2.8 Agarose Gelelektrophorese

Die in der Genotypisierungs-PCR entstandenen Produkte wurden fur eine
Auftrennung nach GréRe einer Gelelektrophorese unterzogen. 1 % Agarose in SB-
Puffer wurde flr ca. 2 min in einer Mikrowelle erhitzt um die Agarose zu I6sen. Nach
AbkuUhlung auf unter 60°C wurde Ethidiumbromid entsprechend einer
Endkonzentration von 0,05 ug/pl hinzugefugt. Das Gel wurde gegossen und nach
Polymerisation in der Elektrophoresekammer mit Puffer bedeckt. Die Proben wurden
mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und in die Ladetaschen Ubertragen. Zusatzlich wurde
ein DNA Marker aufgetragen, der eine spatere Zuordnung der Banden zu einer
bestimmten GroRe ermdglichte. Die Gelelektrophorese wurde mit einer Spannung
von 200-250 V durchgefihrt und anschlieRend die Banden unter UV-Licht mit einer

Wellenlange von 254 nm dargestellt.

2.2.2.9 Herstellung von Proteinlysaten

Kultivierte HUASMC wurden zunachst mit PBS gewaschen und anschliel3end nach
Zugabe eines Proteinlysepuffers fur 10 min auf Eis inkubiert. Der Lysepuffer setzte
sich aus RIPA-Puffer mit 1 % Phosphataseinhibitor, 0,4 % Proteaseinhibitor und
0,1 % DTT zusammen. Das Lysat wurde mit Hilfe eines Zellschabers geerntet und
bei 4 °C und 13000 rpm fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand mit den geldsten

Proteinen wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberfuhrt und bei -20 °C gelagert.

2.2.2.10 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteingemischen nach ihrer Gréf3e und
ist damit gemeinsam mit dem sich in der Regel anschlieRenden Western-Blot der
Goldstandard fur den quantitativen und qualitativen Proteinnachweis. Mittels
Bradford-Assay wurde zunachst die Konzentration der Proteinlysate bestimmt.
Hierfur wurden je 4 ul Proteinlysat mit 700 ul BradfordUltra (Expedition) flir 5 min bei

95 °C inkubiert und anschlie®end die Absorption bei einer Wellenlange von 595 nm
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gemessen. Gleiche Mengen der Proteinproben wurden mit Laemmlipuffer gemischt
und far 5 min bei 95 °C inkubiert. Die Proben wurden in die Ladetaschen des 5 %
SDS-Polyacrylamid-Sammelgels Ubertragen, an welches sich das 10 % Trenngel
anschloss. Die Elektrophorese wurde bis zum Eintritt der Proteine in das Trenngel
mit 80 V, danach mit 100 V betrieben.

22211 Western-Blot-Analyse

Nach der Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurden die Proteine aus dem
Trenngel im Western-Blot auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen und dort
mittels spezifischer Antikdrper angefarbt. Hierzu wurde das Gel auf die Membran
Uberfuhrt und die Kombination zu beiden Zeiten mit Whatman-Papier und
Schwammen umgeben. Beim Aufbau dieses Sandwiches wurde darauf geachtet,
dass alle Komponenten bestandig mit Transfer-Puffer feucht gehalten wurden und
dass sich keine Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten bildeten. Eine Blotting-
Apparatur wurde mit einem 20 % Methanol beinhaltenden Transfer-Puffer beflllt und
das Konstrukt eingesetzt. Die Ubertragung fand tber Nacht bei 50 V und 4°C statt.
Im Anschluss wurde die Membran fir 30 min mit 5 % BSA in TBST geblockt und mit
den Primarantikdrpern Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen flr
jeweils 10 min wurden die Meerrettichperoxidase-konjugierten Sekundarantikdrper
auf die Membranen gegeben und fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Der
Nachweis der gebundenen Antikdrper erfolgte nach erneutem dreimaligem Waschen
und anschlieRender Zugabe von Aceglow Chemilumineszenzsubstrat mit Hilfe eines
ChemiDoc-Systems (Biorad). Die Auswertung der Bilder fand mit der ImagelLab-
Software (Biorad) statt.

2.2.3 In vitro Zellkulturexperimente

2.2.3.1 Wundheilungsassay

Der Einfluss von HTRA1 auf die Zellmigration wurde anhand eines
Wundheilungsassays uberpruft. HUASMC wurden wie oben beschrieben transduziert
oder transfiziert. Die Zellen wurden trypsiniert und nach Zentrifugation fir 5 min bei
1000 rpm gezahlt und entsprechend einer Endkonzentration von 10° Zellen/ml mit

Kulturmedium verdinnt. Zweikammerige Kultur-Einsatze aus Silikon (Ibidi) wurden in
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24-well-Kulturplatten platziert und pro Kammer 100 pl der Zellsuspension Ubertragen.
Nach Inkubation Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die Einsatze entfernt und
500 pl DMEM mit 15 % FCS pro well hinzugeflgt. Durch den Steg zwischen den
Kammern hinterlie3 der Einsatz einen zellfreien Spalt. Dieser wurde unmittelbar nach
Entfernung des Einsatzes und nach 24 Stunden Inkubation mit einem Olympus IX50
Mikroskop fotografiert. Durch die in die zellfreie Zone einwachsenden HUASMC
verringerte sich die Spaltbreite, so dass Uber eine Abstandsmessung der Spaltrander

die Geschwindigkeit der Zellmigration berechnet werden konnte.

2.2.3.2 Proliferations-Assay

Die Bestimmung der Proliferationsrate der HUASMC erfolgte durch Erheben der
Zellzahl pro Areal zu verschiedenen Zeitpunkten. Hierfir wurden die Zellkerne der
Versuchszellen temporar mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst 33342 angefarbt.
Hoechst 33342 bindet an die kleine Furche doppelstrangiger DNA und hat nach
Anregung mit UV-Licht ein Emmissionsmaximum bei etwa 465 nm. HUASMC wurden
wie oben beschrieben transduziert oder transfiziert. Pro 6-well-Kulturschale wurden
10° Zellen ausgeséat und Uber Nacht inkubiert. OptiMEM reduced Medium wurde
Hoechst 33342 entsprechend einer Endkonzentration von 2,5 pg/ml zugeflgt. Die
Zellen wurden mit PBS gewaschen und fur 30 min mit dem vorbereiteten Medium
unter Lichtausschluss bei 37 °C inkubiert. Pro well wurden 3 Areale markiert und mit
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Olympus 1X50) fotografiert. Im Anschluss wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und mit DMEM mit 15 % FCS bei 37 °C und 5 % CO2
inkubiert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen erneut nach obigem Verfahren
angefarbt und die gleichen Areale fotografiert. Die Anzahl der Zellen pro Areal wurde
mit der Software Imaged ausgezahlt und die Veranderung der Zellzahl pro 24
Stunden ermittelt.

2.2.3.3 Spheroid-basiertes Invasions-Assay

Das Spheroid-basierte Invasions-Assay wurde ursprunglich zur Untersuchung der
Differenzierung und Beeinflussung von Endothelzellen entwickelt (Korff and
Augustin, 1998). Fur die hier untersuchte Fragestellung der dreidimensionalen
Invasion von Gefalmuskelzellen in ihre Umgebung wurden ausschlief3lich HUASMC
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verwendet, ansonsten aber das bekannte Protokoll tbernommen. Zur Durchfihrung

des Experiments mussten zunachst folgende Losungen hergestellt werden:

Kollagen Typ | L6sung

Das Kollagen vom Typ | wurde aus Rattenschwanzen isoliert. Gefrorene
Rattenschwanze wurden zunachst fur 20 min in 70 % Ethanol sterilisiert. Haut und
Wirbelkdrper wurden entfernt und die Sehnen freigelegt. Diese wurden in 70%
Ethanol gewaschen und fur eine Stunde getrocknet. Zur Extraktion des Kollagens
wurden die Sehnen anschlie3en fur 48 Stunden in 0,1%iger Essigsaure inkubiert. Die
Lésung wurde fir 90 min bei 17000 rpm zentrifugiert und der das Kollagen
enthaltende Uberstand bei -80 °C eingelagert. Vor der experimentellen Verwendung
wurde die Losung mit 0,1%iger Essigsaure auf eine Konzentration von 3 mg/ml

weiter verdinnt.

Methocel-Losung

6 g Methylzellulose wurden nach Autoklavierung in 250 ml basalem Endopan
Medium bei 60 °C geldst. Nach 20 min Ruhren wurden weitere 250 ml basales
Endopan Medium hinzugefigt und die Lésung Uber Nacht unter Rihren bei 4 °C
inkubiert. Im Anschluss wurde die Methocel-Lésung fiir 4 Stunden bei 4000 rpm und

4 °C zentrifugiert und bei 4 °C eingelagert.

Zur Herstellung der Spheroide wurden pro Konstrukt 160000 Zellen in 10 ml
Kulturmedium mit 20 % Methocel gegeben und die Losung gut gemischt. Mit einer
12-Kanal-Pipette wurde die gesamte Losung in Tropfen mit einem Volumen von 25 pl
auf nicht-adhasive quadratische Petrischalen pipettiert. Die Platten wurden vorsichtig
gewendet, um hangende Tropfen entstehen zu lassen und bei 37 °C Uber Nacht
inkubiert. Unter diesen Bedingungen konnten sich nun in jedem Tropfen die darin
enthaltenen HUASMC zusammenlagern und kompakte Zellhaufen, sogenannte
Spheroide, bilden. Am nachsten Tag wurden diese mit PBS von den Petrischalen
gewaschen und die gewonnene Losung fir 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert und mit
Methocel mit 20 % FCS resuspendiert. Auf Eis wurden 4 ml einer Kollagenlésung
vorsichtig mit 500 yl 10x Medium 199 vermischt. Da die Kollagenldsung zuvor flr
eine optimale Konzentration mit 0,1%iger Essigsaure verdinnt wurde, musste sie

nun mit 0,2 M NaOH auf einen pH-Wert von etwa 7,4 neutralisiert werden. Das
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Erreichen des korrekten pH-Wertes konnte gut durch einen Farbumschlag der
Losung von gelb zu orange beobachtet werden. Das neutralisierte Kollagen wurde zu
dem Spheroid-Methocel-Gemisch gegeben und zigig aber vorsichtig gemischt und
anschliellend in Portionen von einem Milliliter pro well in 24-well-Kulturplatten
aufgeteilt. Die Kulturplatte wurde fur 30 min bei 37° C inkubiert und inzwischen die
Stimulationslésungen vorbereitet. Hier wurden pro well 100 pl einer Kontrollldsung
aus Basalmedium, sowie eine Testlosung mit FGF und eine weitere mit PDGF in
Basalmedium verwendet. Die Menge der Stimulantien wurden dabei so gewahlt,
dass deren Konzentration im Versuchsansatz nach dem Hinzufigen zu den
Spheroiden 25 ng/ml betrug. Nach Zugabe der Stimulationslésungen wurden die
Kulturplatten mit den Spheroiden fir weitere 24 Stunden bei 37°C inkubiert und die
Versuchsansatze anschlieRend mit 1 ml 10 % PFA in PBS pro well gestoppt. Die 24-
well-Kulturplatten wurden bei 4 °C gelagert bis mit Hilfe eines Olympus 1X50
Mikroskops Aufnahmen der Spheroide gemacht und die Invasion der HUASMC in
das die Spheroide umgebende Gewebe mit der Cell®P Software ausgewertet

wurden.

2.2.4 Tierexperimentelle Methoden

Htra17--Mause mit einem C57/BI6 Hintergrund wurden bereits beschrieben (Tsuchiya
et al., 2005a). Die Mause wurden unter pathogenfreien Bedingungen gehalten und
jegliche Tierversuche wurden in Ubereinstimmung mit geltenden Gesetzen und
Regelungen durchgefiihrt. Alle Tierversuche wurden von den lokalen Behdérden

genehmigt.

2.2.4.1 Perfusion isolierter Mausarterien

Die Versuchstiere wurden geopfert, Mesenterialarterien zweiter oder dritter Ordnung
isoliert und in die mit Tyrode-Puffer geflllte Kammer des Myographen (Culture
Myograph, DMT, Kopenhagen, Danemark) eingebracht. Die Arterien wurden unter
einem longitudinalen Druckgradienten von 20 mmHg mit Tyrode-Puffer perfundiert
(70-110 mmHg am Einfluss und 50-90 mmHg am Ausfluss), sodass ein Fluss von
~0,07 ml/min resultierte. Arterien, die keine myogene Reaktion zeigten, wurden von

der Analyse ausgeschlossen. Die druckinduzierten Veranderungen des
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Gefalldurchmessers wurden mithilfe der VediView Software (DMT, Kopenhagen,

Danemark) ausgemessen.

2.2.4.2 DOCA-Salz induzierte Hypertension

Desoxycorticosteron (DOC) ist ein Steroidhormon und ein physiologisches
Zwischenprodukt bei der Biosynthese von Aldosteron. Wie dieses fuhrt es Uber eine
Aktivierung von Mineralkortikoidrezeptoren zur vermehrten renalen Absorption von
Na* und damit sekundar zur Wasserrlckresorption. Als Desoxycorticosteron-Azetat
(DOCA) wurde das Hormon erstmals 1943 von Seyle et al. zur Induktion einer
Hypertonie in Ratten beschrieben (Selye et al., 1943). Dabei musste der Effekt von
DOCA durch eine zusatzliche Verabreichung von Trinkwasser mit 1 % NaCl verstarkt
werden, da eine alleinige Gabe von DOCA nicht fir die Entstehung einer Hypertonie
genugte. Die genaue Pathogenese dieses Hypertonie-Modells ist nach wie vor nicht
abschlielend geklart. Neben der durch erhdohte Salz- und Wasseraufnahme
entstehenden Hypervolamie spielen vor allem Veranderungen der Sympathikus-
Aktivitat und verschiedener humoraler Faktoren eine wichtige Rolle (Schenk and
McNeill, 1992; Yemane et al., 2010). Trotz der bestehenden Unklarheiten findet das
DOCA-Salz-Modell breite Anwendung und stellt inzwischen auch in der Maus ein
etabliertes Hypertonie-Modell dar. In der vorliegenden Arbeit wurde es zur
Untersuchung der Blutdruckregulation in Htra1/-Mausen verwendet. Der Ablauf des
Experiments erfolgte weitgehend nach bereits beschriebenen Standardprotokollen
(Korff et al., 2012; Licht et al., 2010). Zur Implantation der DOCA-Pellets (Innovative
Research of America, Sarasota, FL) wurden die Mause durch intraperitoneale
Injektion einer Ketamin/Xylazin-Mischung narkotisiert und eine ausreichende
Narkosetiefe durch regelmaRige Untersuchung des Zwischenzehenreflexes
sichergestellt. Nach Inzission im Bereich der rechten Flanke wurde subkutan ein
Pellet mit 50 mg DOCA implantiert. Mause aus der Kontrollgruppe wurden
scheinoperiert ohne Implantation eines Pellets. Alle Tiere bekamen ab dem Tag der
Operation ausschlieBlich Trinkwasser mit 1 % NaCl. Die Messung von Puls und
Blutdruck fand nicht-invasiv mit einem NIBP System von Panlab durch eine spezielle
Mauseschwanz-Manschette plethysmographisch statt. Die erste Messung fur die
Basalwerte wurde 3 Tage vor der Operation durchgefuhrt. Es folgten 3 weitere
Messungen im Abstand von je einer Woche beginnend am 7. postoperativen Tag.
Nach der letzten Messung wurden die Mause geopfert. Zur Auswertung wurde aus
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den gemessenen systolischen und diastolischen Werten der mittlere arterielle Druck
berechnet. Hierfur wurde die Formel MAD = diastolischer Druck + 1/3 * (systolischer Druck
— diastolischer Druck) verwendet. Verglichen wurden die 4 Gruppen Htra1--Kontrolle,

Htra1/-DOCA, Htra1**-Kontrolle und Htra1*+-DOCA.

57



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

Die Untersuchung des Einflusses von HTRA1 auf vSMC setzte zunachst die
Kultivierung von vSMC mit anschlieRender Uberexpression bzw. Silencing des
HTRA1-Gens voraus. Hierfir wurden humane glatte GefaBmuskelzellen aus
Nabelschnuren (human umbilical arteria smooth muscle cells = HUASMC)
entnommen und unter Standardbedingungen bei 37 °C und 5 % CO2 in DMEM low
glucose Medium mit 1000 mg/L D-Glukose und Zusatz von 15 % FCS inkubiert. Eine
transiente, aber hocheffiziente Uberexpression von HTRA1 wurde mittels
Transduktion der HUASMC mit einem, das humane HTRA7-Gen exprimierenden
Adenovirus erreicht. Die erfolgreiche Uberexpression (etwa 70-fach) konnte auf RNA-
Ebene mittels gPCR nachgewiesen werden (Abb. 4 A).

Zur transienten Unterbindung der Produktion von HTRA1 kam zunachst eine small
interfering RNA (siRNA) zum Einsatz. Bei hierunter mangelnder Reduktion der
HTRA1-mRNA Expression wurde als Alternative ein Lentivirus entwickelt. Dieser
flhrte Uber die Expression einer HTRA1-spezifischen small hairpin RNA (shRNA) zu
einer dauerhaften Reduktion der HTRA1-Expression. Die HTRA1 Expression konnte
so auf mRNA-Ebene um im Mittel 92 % gesenkt werden (Abb. 4 B). Die erfolgreiche
Uberexpression und Reduktion von HTRA1 konnte per Westernblot auch auf

Proteinebene nachgewiesen werden (Abb. 5).
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Abb. 4: HTRA1 Expression nach Uberexpression und Silencing

(A) HUASMC wurden mit Adenovirus transduziert zur Uberexpression von entweder GFP (ctrl) oder
HTRA1 (Ad-HTRA1). Die Expressionsstarke von HTRA1 wurde 48 Stunden nach Transduktion mittels
gPCR analysiert. n=4 (B) HUASMC wurden mit Lentiviren transduziert, die entweder Kontroll-shRNA
(sh-ctrl) oder shRNA gegen HTRA1 (sh-HTRA1) exprimieren. Die Expressionsstarke von HTRA1
wurde 48 Stunden nach Transduktion mittels qPCR analysiert. n=6; **= p<0,01; ***, p<0,001;
zweiseitiger, ungepaarter t-Test.
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Abb. 5: Western-Blot-Analyse der HTRA1 Expression

(A) HUASMC wurden mit Adenovirus transduziert zur Uberexpression von entweder GFP (ctrl) oder
HTRA1 (Ad-HTRA1). Die Expressionsstarke von HTRA1 wurde 48 Stunden nach Transduktion mittels
Western-Blot analysiert. (B) HUASMC wurden mit Lentiviren transduziert, die entweder Kontroll-
shRNA (sh-ctrl) oder shRNA gegen HTRA1 (sh-HTRA1) exprimieren. Die Expressionsstarke von
HTRA1 wurde 48 Stunden nach Transduktion mittels Western-Blot analysiert.

3.1 HTRA1 beeinflusst den Notch-Signalweg

Die klinische Ahnlichkeit des durch NOTCH3-Mutationen verursachten CADASIL mit
dem durch HTRA1-Mutationen entstehenden CARASIL, zusammen mit der
Erkenntnis, dass HTRA1 den Notch-Liganden JAG1 schneiden kann, lassen eine
Beeinflussung des Notch-Signalwegs durch HTRA1 vermuten. Zur Uberpriifung
dieser These wurde zunachst die Expression bestimmter Zielgene des Notch-
Signalweges nach Uberexpression oder Silencing von HTRA1 in HUASMC mittels
gPCR untersucht. In HUASMC mit verminderter HTRA1-Biosynthese konnte eine
signifikante Erhéhung der Expression von HES1 auf das 1,8-fache und HEYL auf das
8,4-fache, sowie eine verminderte Expression von HEY?2 auf die Halfte im Vergleich
zu den Kontrollzellen beobachtet werden (Abb. 6 A). Auch nach Uberexpression von
HTRA1 in HUASMC konnte eine veranderte Expression einiger Notch-Zielgene
festgestellt werden. Die Expression von HEY2 zeigte sich hier um 35 % erhoht,
wahrend die Expression von HEYL um 28 % vermindert war (Abb. 6 B).
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Abb. 6: HTRA1 reguliert NOTCH-Zielgene

(A) HUASMC wurden mit Lentiviren transduziert, die entweder Kontroll-shRNA (sh-ctrl) oder shRNA
gegen HTRA1 (sh-HTRA1) exprimieren oder (B) mit Adenoviren zur Uberexpression von entweder
GFP (ctrl) oder HTRA1 (HTRA1). Die Expressionsstarke von HES1, HEY2 und HEYL wurde 48
Stunden nach Transduktion mittels qPCR analysiert. n=4 (a); n=6 (b) *=p<0,05; **=p<0,01;
***=p<0,001; zweiseitiger, ungepaarter t-Test.

3.2 HTRA1 beeinflusst den Phanotyp von vSMC

Es ist bekannt, dass der Notch-Signalweg sowohl in der embryonalen Entwicklung
als auch in verschiedenen adulten Krankheitsbildern eine wesentliche Rolle in der
Differenzierung von glatten Muskelzellen einnimmt (Morrow et al., 2008). Dieser
Umstand und die optische Auffalligkeit der HUASMC mit verminderter HTRA1-
Biosynthese im Vergleich zu den Kontrollzellen legten den Verdacht nahe, dass auch
HTRA1 Uber den Notch-Signalweg Einfluss auf den Phanotyp der Muskelzellen
ausubt. Ein wesentliches Merkmal des kontraktilen Phanotyps, welches durch den
Notch-Signalweg reguliert wird, ist der kontraktile Apparat der vSMC. Verschiedene
Studien zeigen, dass die NOTCH3-ICD die Expression von kontraktilen Proteinen
aktiviert, wohingegen die Notch-Zielgene der HEY- und HES-Familie die Expression
dieser Proteine inhibieren. Um Veranderungen des Phanotyps nachzuweisen, wurde
mittels gPCR die Expression einiger Markerproteine des kontraktilen Phanotyps nach
Uberexpression oder Silencing von HTRA17 untersucht. Passend zur verstarkten
Expression von HES1 und HEYL in HUASMC mit vermindertem HTRA1 zeigte sich
in diesen Zellen eine Verminderung der kontraktilen Markerproteine a-Aktin (a-
smooth muscle actin, aSMA) um 60 % und Transgelin (smooth muscle protein 22 q,
SM22 a) um 48 % im Vergleich zu Kontrollzellen (Abb. 7 A). Signifikante
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Veranderungen der Markerproteine Calponin (CNN1) und der schweren Myosinkette
(myosin heavy chain, MYH11) konnten nicht nachgewiesen werden. Eine
Bestatigung der Ergebnisse auf Proteinebene mittels Western-Blott erfolgte durch

Laborkollegen und ist in Abb. 7 B dargestellt.

In den HUASMC mit vermehrter HTRA1-Expression konnten keine signifikanten
Veranderungen der Markerproteine beobachtet werden (Ergebnisse nicht

dargestellt).
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Abb. 7: HTRA1 Silencing reduziert Expression kontraktiler Markerproteine

HUASMC wurden mit Lentiviren transduziert, die entweder Kontroll-shRNA (sh-ctrl) oder shRNA
gegen HTRA1 (sh-HTRA1) exprimieren. (A) Die Expressionsstarke von aSMA, SM22, MYH11 und
CNN1 wurde 48 Stunden nach Transduktion mittels qPCR analysiert. n=4; **=p<0,01; ***=p<0,001;
zweiseitiger, ungepaarter t-Test. (B) Westernblot kontraktiler Proteine. n=3; Durchflhrung: Iris Moll.

Zur Visualisierung der festgestellten Expressionsunterschiede auf Proteinebene
wurden die manipulierten Zellen einer Konfokalmikroskopie zugefuhrt. Da Aktin das
am haufigsten in vSMC vorkommende Protein ist, lassen sich Unterschiede in der
Expression konfokalmikroskopisch gut darstellen. Nach Anfarbung des Aktins durch
fluoreszenzmarkiertes Phalloidin zeigten HUASMC nach HTRA7—knockdown ein
deutlich geringeres Fluoreszenzsignal als die Kontrollzellen (Abb. 8).
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Abb. 8: Reduzierte Aktinfarbung nach HTRA1-Silencing

HUASMC wurden 48 Stunden nach Transduktion mit entweder Kontroll-shRNA (sh-ctrl) oder shRNA
gegen HTRA1 (sh-HTRA1) mit PFA fixiert und mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin angefarbt. Die
Immunofluoreszenzfarbungen wurden mit dem  Konfokalmikroskop LSM700 analysiert.
Skalierungsbalken: 100 ym.

3.2.1 HTRA1 reguliert vSMC-Zellmigration

In adulten menschlichen GefalRen zeigen differenzierte, kontraktile vSMC nur eine
sehr geringe Proliferations- und Migrationsrate. Beim Wechsel zum synthetischen
Phanotyp kdnnen sie ihre Proliferations- und Migrationskompetenz jedoch deutlich
steigern. Da die Ergebnisse der Genexpressionen einen Einfluss von HTRA1 auf die
Regulation des Phanotyps andeuteten, sollten in einem nachsten Schritt diese
Funktionsparameter untersucht werden. Die Migration der Versuchszellen wurde
zunachst in einem Wundheilungsassay untersucht.

Hier zeigte sich bei HUASMC mit Uberexpression von HTRA1T eine signifikant
verminderte Migrationsrate. Innerhalb von 24 Stunden reduzierten die Zellen mit
forcierter HTRA 1-Expression die Luckenbreite um 12,7 % im Vergleich zu 22,1 % bei
den Kontrollzellen. HUASMC nach lentiviralem HTRA1-Silencing migrierten hingegen
starker als ihre Kontrollzellen. Nach 24 Stunden reduzierten sie die Breite der
zellfreien Licke um im Mittel 38,5 % gegenuber 25,8 % in der Kontrolle (Abb. 9).
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Abb. 9: HTRA1 inhibiert HUASMC Zellmigration

(A) HUASMC wurden mit Adenovirus zur Uberexpression von entweder GFP (ctrl) oder HTRA1
transduziert, oder lentiviral mit  Kontroll-sh-RNA (sh-ctrl) oder HTRA1-sh-RNA (sh-HTRAT1)
transduziert und in einen Einsatz in 24- Well Platten Uberflihrt. Der durch die Entfernung des
Einsatzes entstandene zellfreie Streifen wurde nach 0 und 24 h fotografiert. (B) Aus der gemessenen
Breite der Liicke wurde anschlieRend deren Reduktion Giber 24 h berechnet. n=4 unabhangige Assays
mit jeweils 6 wells. Resultate dargestellt als Mittelwerte + SD, *=p<0,05; zweiseitiger, ungepaarter t-
Test.
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Die Ergebnisse unterstitzen die These eines Wechsels vom kontraktilen zum
synthetischen Phanotyp bei HTRA1-Verlust in vSMC. Zur Bestatigung wurde ein
spharoid-basiertes Invasionsassay durchgeflhrt. Hierbei wurden die HUASMC 24
Stunden nach Transduktion mit Adenovirus (HTRA17- oder GFP-Uberexpression)
oder Lentivirus (knockdown von HTRA1 oder Kontrolle) als hangende Tropfen
gelagert und die hierbei entstehenden Spharoide weitere 24 Stunden spater in eine
Kollagenmatrix unter entweder Basalbedingungen, Stimulation mit 25 ng/ml FGF
oder 25 ng/ml PDGF eingebettet. Nach 24 Stunden wurden die Spharoide mittels
PFA fixiert und die Zellaussprossungen der Spharoide in die Matrix ausgemessen.
Uberexpression von HTRA1 fiihrte analog zum Wundheilungsassay zu einem
geringeren Aussprossen der Spharoide im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 10). Unter
Basalbedingungen flhrte die forcierte HTRA7-Expression zu einer Abnahme der
kumulativen Sprosslange auf 72 % der Kontrollzellen. Auch nach PDGF-Stimulation
betrug die kumulative Sprosslange der Versuchszellen nur 96 % der Lange von
Kontrollzellen unter basalen Konditionen. Unter FGF-Stimulation erreichte die
kumulative Sprosslange Uberexprimierter Zellen 99 % der Kontrollzellen, dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant. Spharoide der mit Lentivirus transduzierten
Zellen zeigten sich unter Anwendung des Standardprotokolls wiederholt instabil und

konnten daher nicht ausgewertet werden.
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Abb. 10: Uberexpression von HTRA1 fiihrt zu vermindertem Aussprossen aus dem Zellverband
(A) In Kollagen eingebettete HUASMC Sphéaroide 72 h nach adenoviraler Transduktion zur
Uberexpression von entweder GFP (ctrl) oder HTRA1 (HTRA1). Die Sphéroide wurden entweder mit
Basalmedium oder mit 25 ng/ml FGF oder PDGF stimuliert. Skalierungsbalken: 100 pm. (B)
Quantifizierung der Lange aller Aussprossungen jedes Sphéroids. Pro Kondition wurden 10
Sphéaroide analysiert. n=3, *=p<0,05, **=p<0,01, n.s.= nicht signifikant; zweiseitiger, ungepaarter t-
Test.
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3.2.2 HTRA1 reguliert vSMC-Proliferation

Die Fahigkeit als ausdifferenzierte, quieszente Zellen erneut in den Zellzyklus
eintreten zu konnen, stellt eine Besonderheit glatter Gefallmuskelzellen dar. Dieser
Wiedereintritt gilt auch als wesentlicher Aspekt eines Wechsels vom kontraktilen zum
synthetischen Phanotyp und geht mit einer erhdhten Proliferationsrate im Vergleich
zum kontraktilen Phanotyp einher. Die Migrationsrate wurde durch Auszahlung der
mit Hoechst angefarbten Zellkerne im Abstand von 24 Stunden ermittelt. Die
HUASMC mit HTRA1-knockdown zeigten im Versuch eine im Mittel auf 224 % der
der Kontrolle erhdhte Proliferationsrate. HUASMC mit forcierter HTRA1-Expression
nach adenoviraler Transduktion zeigten dagegen im Vergleich zur Kontrolle eine um
12 % reduzierte Proliferationsrate (Abb. 11).
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Abb. 11: HTRA1 inhibiert die Proliferation von HUASMC

(A) HUASMC wurden mit Adenovirus zur Uberexpression von entweder GFP (ctrl) oder HTRA1, oder
(B) lentiviral mit Kontroll-sh-RNA (sh-ctrl) oder HTRA1-sh-RNA (sh-HTRA1) transduziert. Die
manipulierten Zellen wurden in 6-well-Platten ausgesat und die Zellzahl innerhalb markierter Bereiche
nach Farbung mit Hoechst im Abstand von 24 Stunden ermittelt. Aus der Veranderung der Zellzahl
Uber 24 Stunden wurde die Proliferation berechnet. Dargestellt werden Mittelwerte
+ Standardabweichung. n=3; **=p<0,01; ***=p<0,001; zweiseitiger, ungepaarter t-Test.
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3.2.3 HTRA1 reguliert die N-Cadherin Expression

Neben morphologischen Unterschieden fielen in der Verarbeitung der HUASMC mit
reduzierter HTRA1-Expression eine veranderte Anordnung der Zellverbande und ein
im Vergleich einfacheres Losen des Zellverbands bei Behandlung mit Trypsin /
EDTA-L6sung auf. Zur Untersuchung von Veranderungen der Zell-Zell-Kontakte
wurde mittels gPCR die Expression von N-Cadherin, einem wichtigen
Zelladhasionsmolekul in vSMC untersucht (Frismantiene et al., 2018a; George and
Beeching, 2006). Hierbei wurde in HUASMC nach lentiviralem Silencing von HTRA1
eine signifikante Reduktion der Expression um etwa 42 % im Vergleich zur Kontrolle
festgestellt (Abb. 12).
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Abb. 12: HTRA1 reguliert N-CADHERIN-Expression

HUASMC wurden mit Lentiviren transduziert, die entweder Kontroll-shRNA (sh-ctrl) oder shRNA
gegen HTRA1 (sh-HTRA1) exprimieren. Die Expressionsstarke von N-CADHERIN wurde 48 Stunden
nach Transduktion mittels gPCR analysiert. n=3; ***=p<0,001; zweiseitiger, ungepaarter t-Test.

3.3 HTRA1-Verlust mindert Kontraktilitat

Die dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich einen Einfluss von HTRA1 auf die
Funktionen glatter GefaBmuskelzellen. Um zu untersuchen, ob auch die
Kontraktionsfahigkeit verandert ist, wurden zunachst isolierte Mesenterialarterien aus
Htra17--Mausen myographisch untersucht. Hier konnte eine Beeintrachtigung der
arteriellen Kontraktilitdit im Vergleich zu Gefalden von Kontrolltieren beobachtet
werden. Bei intraluminalen Drucken von 80 — 100 mmHg zeigte sich in den Arterien
von Htra1/-Mausen eine signifikant geringere autoregulatorische Verminderung des

GefalRdurchmessers als in den Kontrollarterien (Abb. 13).
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Abb. 13: Druckabhédngige Veranderung des GefdBdurchmessers mesenterialer Mausarterien
Isolierte Mesenterialarterien von HtrA1**- und HtrA1/--Mausen wurden verschiedenen intraluminalen
Dricken ausgesetzt und die relative Veranderung des arteriellen Durchmessers bestimmt. Die
Untersuchung erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Thomas Korff, Institut
fur kardiovaskulare Physiologie, Heidelberg.

3.4 DOCA-Salz induzierte Hypertension

In Htra1/--Mausen sind bisher unter physiologischen Bedingungen keine vaskularen
Funktionseinschrankungen beschrieben. Die reduzierte Kontraktionsfahigkeit
isolierter Mausarterien lasst aber eine veranderte Regulation des Blutdrucks in
Htra1’--Mausen vermuten. Um diese Hypothese in-vivo in zu Uberprifen, wurde
daher mittels Implantation von Pellets mit dem Wirkstoff Desoxycorticosteron-Azetat
(DOCA) eine Hypertonie in Htra1/- und Htra1**-Mausen induziert und Unterschiede
in der Regulation des Blutdrucks untersucht.

Hierzu wurden mittels PCR-Genotypisierung eine Gruppe mit 9 Htra1/--Mausen mit
einem C57/Bl6-Hintergrund und eine Kontrollgruppe mit 10 Htra1**-
Wurfgeschwistern definiert. Aus jeder Gruppe wurden 5 Mause einer DOCA-pellet-
Implantation, die Ubrigen Mause einer Scheinoperation unterzogen, sodass 4
Versuchsgruppen entstanden: Htra1**-Kontrollgruppe, Htra1*+*-DOCA-
Interventionsgruppe, Htra1--Kontrollgruppe und Htra1--DOCA-Interventionsgruppe.
Bereits in der Messung des basalen Blutdrucks vor dem operativen Eingriff zeigten
sich Unterschiede im Blutdruck zwischen den Htra1”- und Htra1**-Mausen.
Insbesondere der systolische Blutdruck war in den Htra1/-Tieren erhdht. So betrug
der initiale Blutdruck der Htra1**-Mause im Mittel 74,5 / 54,5 mmHg gegeniiber
83,5/59,3 mmHg in den Htra1/--Mausen (Abb. 14).
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Uber den Versuchszeitraum von ca. 3 Wochen stieg in allen 4 Gruppen der Blutdruck
im Vergleich zum Basalwert signifikant an. Bei den Htra71**-Versuchstieren kam es
wie erwartet in der DOCA-Interventionsgruppe zu einem starkeren Anstieg des
Blutdrucks als in der Kontrollgruppe. Der mittlere arterielle Druck (MAD) stieg in der
Kontrollgruppe um 38 % (von 60,4 mmHg auf 83,3 mmHg), gegenuber einer
Steigerung um 60 % (von 62,4 mmHg auf 99,9 mmHg) in der DOCA-
Interventionsgruppe. Im Gegensatz dazu zeigte sich zwischen der Kontrollgruppe
und der DOCA-Interventionsgruppe in den Htra17-Versuchstieren keine signifikanten
Unterschiede. In der Htra17-Kontrollgruppe kam es zu einem Anstieg des MAD um
35 % (von 64,6 mmHg auf 87 mmHg), in der Htra1--DOCA-Interventionsgruppe stieg
der MAD lediglich um 29 % (von 68,6 mmHg auf 88,5 mmHg). Im Vergleich mit der
Htra1/--DOCA-Interventionsgruppe  zeigte  sich in der  Htra1**-DOCA-
Interventionsgruppe uber den Versuchszeitraum ein starkerer Anstieg und ein
héherer Endwert des Blutdrucks (Abb. 15, Abb. 16). Diese Versuche wurden in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Thomas Korff vom Institut flr

kardiovaskulare Physiologie in Heidelberg durchgefuhrt.
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Abb. 14: Vergleich der basalen Blutdruckwerte

3 Tage vor der operativen DOCA-pellet-Implantation erfolgte die nichtinvasive Blutdruckmessung zur
Bestimmung der Basiswerte von systolischem (Systole) und diastolischem (Diastole) Blutdruck. n=9 je
Gruppe; *=p<0,05; Dargestellt werden Mittelwerte + Standardabweichung.
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Abb. 15: Verminderer Anstieg des Blutdrucks in HTRA1"--DOCA-Interventionsgruppe

Mittlerer arterieller Druck (MAD) der praoperativen (basal) und 3. postoperativen (end) Messung. Der
MAD wurde mittels der Formel MAD = diastolischer Druck +1/3*(systolischer Druck — diastolischer
Druck) berechnet. n=4 Mause; *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; Dargestellt werden Mittelwerte +
Standardabweichung.
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Abb. 16: Relative Verdnderung des MAD

Quotient aus dem mittleren arteriellen Druck (MAD) der 3. postoperativen und der praoperativen
Blutdruckmessung. Der MAD wurde mittels der Formel MAD = diastolischer Druck +1/3*(systolischer
Druck — diastolischer Druck) berechnet. n=4 Mause; *=p<0,05; Dargestellt werden Mittelwerte +
Standardabweichung.
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4 DISKUSSION

Gefalerkrankungen gehdren weltweit zu den haufigsten Todesursachen und flhren
zu einer enormen Krankheitsbelastung betroffener Patienten und der Gesellschaft
(Wang et al., 2016). Die Entstehungsmechanismen sind komplex und umfassen
neben zahlreichen Umwelteinflissen auch genetische Faktoren. Wahrend dem
Groliteil der Erkrankungen eine multifaktorielle Genese mit Beteiligung verschiedener
Genvarianten und Umweltfaktoren zugrunde liegt, gibt es einen sehr kleinen Teil der
Patienten, deren pathologische Veranderungen sich durch eine monogenetische
Ursache erklaren lasst. Diese seltenen Unterformen bieten die Modglichkeit, durch
ihre Untersuchung die Pathomechanismen von Gefallerkrankungen besser zu
verstehen und letztendlich auch ein Krankheitsmodell flr die komplexeren
Erkrankungen zu entwickeln. Eine solche Erkrankung stellt auch die zerebrale
Mikroangiopathie CARASIL mit ihrer ursachlichen Mutation im HTRA71-Gen dar. Da
HTRA1-Mutationen zu den haufigsten bekannten Mutationen in zerebralen
Mikroangiopathien gehéren und zusatzlich mit weiteren Gefalkerkrankungen
assoziiert sind, scheint die Aufklarung der physiologischen und pathologischen
Proteinfunktion von HTRA1 vielversprechend zur Erlangung eines tieferen
Verstandnisses des Pathomechanismus zerebraler Mikroangiopathien und von
Gefalerkrankungen im Allgemeinen.

Diese Arbeit zeigt, dass die Serin-Protease HTRA1 fir eine kontraktile
Differenzierung von vSMC notwendig ist und ihr Verlust zur Triggerung von
Merkmalen eines synthetischen Phanotyps flhrt. Eine gleichzeitige Beeinflussung
des Notch-Signalwegs, einem zentralen Regulator glatter Gefalmuskelfunktionen,
legt nahe, dass die beobachteten Veranderungen zumindest zum Teil Uber diesen

Signalweg vermittelt werden.

Der Notch-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und
Homdostase von Blutgefallen. Stérungen des Signalwegs sind an der Pathogenese
diverser Erkrankungen mit Beeintrachtigung der Gefalifunktion beteiligt, darunter das
Alagille-Syndrom, CADASIL, pulmonal-arterielle Hypertonie und Atherosklerose
(Boucher et al., 2012). Unserer Arbeitsgruppe gelang kurzlich der Nachweis einer
Interaktion zwischen dem Notch-Liganden JAG1 und der Protease HTRA1 in

Endothelzellen. Der Kontakt flhrte hier zur Zerschneidung und zugigen
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Degradierung von JAG1 und daraus folgender Beeinflussung des Notch-Signalwegs
(Klose et al., 2018). Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse kénnen auch in
vSMC einen Einfluss von HTRA1 auf den Notch-Signalweg zeigen. Die
Untersuchung von vSMC nach entweder adenoviraler Uberexpression von HTRA1
oder HTRAT1-Silencing durch lentiviral eingebrachte anti-HTRA1-shRNA zeigte
signifikant veranderte Expressionsniveaus einiger Notch-Zielgene in der gPCR. Eine
Uberexpression fihrte in der gqPCR zu einer signifikant erhdhten Expression von
HEYZ2 und einer verminderten Expression von HEYL. Entgegengesetzt verhielten
sich die Ergebnisse nach einer lentiviraler Verminderung von HTRA1. Hier zeigte
sich eine erniedrigte HEY2-, sowie eine erhdhte HEYL- und HES1-Expression. Die
genannten Zielgene kodieren Transkriptionsfaktoren, fir die verschiedene
Funktionen in vSMC diskutiert werden. In Ko-Kulturen mit Endothelzellen und vSMC
korrelierte eine erhohte HEYL-Expression mit einer JAG1-NOTCH3-induzierten
kontraktilen Differenzierung glatter Gefallmuskelzellen (Liu et al., 2009). HEY-
Proteine konnten an anderer Stelle allerdings auch als potente Inhibitoren dieser
Differenzierung identifiziert werden (Tang et al., 2010; Tang et al., 2008). Die
komplexe Regulation der Familie der HES- und HEY-Proteine durch Bindung
untereinander und mit zahlreichen anderen Proteinen sowie die Interaktion mit
anderen Signalwegen wie TGF-B, JAK/STAT und Ras machen ihre genaue Funktion
allerdings stark kontextabhangig (Fischer and Gessler, 2007). Als Erklarung der
unterschiedlichen Effekte wird die Beobachtung einer Dosisabhangigkeit des Notch-
Signalwegs herangezogen (Louvi and Artavanis-Tsakonas, 2012). Danach fuhrt die
Aktivierung des Signalwegs zunachst zur Differenzierung der vSMC bis schlieflich
das Expressionsniveau der HES- und HEY-Gene einen Grenzwert Uberschreitet und

die dedifferenzierende Wirkung Uberwiegt (Morrow et al., 2008; Tang et al., 2010).

Die Beeinflussung des flr die Differenzierung glatter GefalBmuskelzellen
bedeutungsvollen Notch-Signalwegs durch HTRA1 flhrte gemeinsam mit den
pathologischen Veranderungen dieser Zellen in Patienten mit dem HTRA1-Defizienz-
Syndrom CARASIL zu der Hypothese einer Modulation des vSMC-Phanotyps durch
HTRA1. Zur Uberprifung dieser These wurden zunachst in vSMC mit
unterschiedlicher HTRA1-Expression die Expressionsniveaus spezifischer
Markerproteine des kontraktilen Phanotyps untersucht. Dabei wurde in den vSMC mit

HTRA1-Silencing eine verminderte Expression von a-SMA und SM22a festgestellt.
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Diese konnte von unserer Arbeitsgruppe im Western Blot auch auf Proteinebene
bestatigt werden (Klose et al., in Revision). Des Weiteren konnte auch
konfokalmikroskopisch eine gleichmaRig verminderte Anfarbung von Aktin in allen
Zellbereichen der HTRA1-deprivierten vSMC gezeigt werden. Fur die Expression der
schweren Myosinkette (MYH77) und fur Calponin (CNN) konnten keine
Expressionsunterschiede festgestellt werden. Im Unterschied zu MYH11 sind weder
a-SMA noch SM22a spezifisch fur glatte Muskelzellen. Dennoch gehéren beide zu
einer Gruppe verlasslicher Marker der kontraktilen Differenzierung und insbesondere
ihr simultaner Verlust kann als klarer Hinweis auf eine Dedifferenzierung der vSMC
und die Adaptation eines synthetischen Phanotyps nach HTRA17-Verlust betrachtet
werden. Die unveranderte Expression von MYH71 und CNN widerspricht einem
Verlust des kontraktilien Phanotyps nicht, da bekannt ist, dass zahlreiche
Abstufungen und damit verschiedene Expressionsmuster auf dem Kontinuum
zwischen kontraktilen und synthetischen Phanotyp méglich sind (Owens et al., 2004).
Um Aussagen Uber den Phanotyp treffen zu kénnen, sind neben der Untersuchung
des Expressionsniveaus spezifischer Markerproteine aber auch die Beurteilung
weiterer, vor allem funktioneller Zellparameter notwendig.

Ein entscheidendes Merkmal synthetischer vSMC sowohl unter physiologischen als
auch unter pathologischen Bedingungen, ist die Fahigkeit zur vermehrten
Proliferation und Migration. Der Einfluss von HTRA1 auf diese Parameter ist insofern
von besonderer Relevanz und wurde durch verschiedene Zellkulturversuche
untersucht. In einem Wundheilungsassay migrierten vSMC nach Uberexpression von
HTRA1 langsamer in einen zellfreien Bereich ein als die Vergleichszellen. Nach
HTRA1-Silencing zeigte sich hingegen eine vermehrte Migration. In einem
zusatzlichen, spharoidbasierten Invasionsassay konnte das Ergebnis fur die
Uberexpression bestatigt werden, wahrend die notwendigen Zellspharoide mit vSMC
nach HTRA1-Silencing keine ausreichende Stabilitdt fir eine Auswertung zeigten.
Auch die Proliferation der vSMC zeigte sich nach HTRA1-Verlust deutlich gesteigert,
wohingegen sie nach Uberexpression im Vergleich zu den Kontrollzellen vermindert
war.

Gemeinsam unterstitzen diese Ergebnisse die Hypothese von der Adaptation eines
synthetischen Phanotyps glatter GefaBmuskelzellen nach HTRA1-Verlust und deuten
auf die Notwendigkeit eines funktionsfahigen HTRA1-Proteins fur die

Aufrechterhaltung des kontraktilen vSMC-Phanotyps hin.
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Ahnliche Resultate fir vSMC aus Htra17-Mausen prasentierten kiirzlich auch lkawati
et al. (lkawati et al., 2018). Die isolierten vSMC zeigten hier im Vergleich zu
Wildtypzellen eine erhdhte Proliferation und Migration, sowie verminderte
Markerproteine des kontraktilen Phanotyps. Die GefalRe der Versuchstiere zeigten
aullerdem pathologische Veranderungen, wie sie auch in Arterien von CARASIL-
Patienten anzutreffen sind, sodass die Autoren schlussfolgern, dass die Modulation
des VvSMC-Phanotyps einen entscheidenden Pathomechanismus der HTRA1-
Defizienz darstellt. Ahnliche Wirkungen auf Migration und Proliferation konnten fir
die HTRA1-Protease bereits in anderen Zelltypen, vornehmlich Tumorzellen,
nachgewiesen werden (Baldi et al., 2002; Campioni et al., 2010; Cheng et al., 2018;
Chien et al., 2009b; Zhao et al., 2015). HTRA1 wird hier auch als Tumorsuppressor
bezeichnet, da seine verminderte Expression in einigen Tumoren mit erhdhten
Proliferations- und Migrationsraten einhergeht, wahrend eine experimentelle
Uberexpression in diesen Zellen zur Hemmung von Migration und Proliferation fiihrt.
Dieser Effekt wurde in Tumorzellen teilweise durch die Fahigkeit von HTRA1 zur
direkten Regulation des Mikrotubuliapparats begrindet (Chien et al., 2009b). Auch
die HTRA1-Funktion als Inhibitor des proliferationsférdernden Wnt-Signalwegs wurde
kirzlich als Erklarung der beobachteten Tumorsuppressorwirkung postuliert (Globus
et al., 2017).

Verschiedene Beobachtungen fuhrten zu der Hypothese, dass die Zelladhasion der
vSMC nach Silencing von HTRA1 vermindert ist. Zum einen gelang es den derart
manipulierten vSMC im spharoidbasierten Migrationsassay nicht, fur eine
Auswertung ausreichend stabile Zellspharoide zu bilden. Zum anderen wurde bei der
Verarbeitung der Zellen ein gegenluber den Kontrolizellen verandertes Verhalten
festgestellt. Nach Zugabe einer Trypsin/EDTA-L6sung l6sten sich die Zellen mit
verminderter HTRA1-Expression deutlich schneller voneinander und vom Boden der
Kulturschalen. Da N-CADHERIN ein wesentliches Adhasionsmolekul in vSMC
darstellt und in einigen Studien einen Einfluss auf deren Proliferation und Migration
zeigte (Sun et al, 2014; Uglow et al., 2003), wurde die Expression in den
manipulierten Zellen untersucht. Die festgestellte Reduktion der N-CADHERIN-
Expression nach HTRAT1-Silencing objektivierte den subjektiven Eindruck einer
Einschrankung der Zelladhasion. Auch andere Studien stellten bereits eine

Assoziation zwischen gesteigerter Migration und N-CADHERIN-Reduktion her (Blindt
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et al., 2004; Jagadeesha et al.,, 2012). Es liegen allerdings auch Studien vor, die
Steigerungen der vSMC-Migration mit vermehrter N-CADHERIN-Expression in
Verbindung bringen (Dwivedi et al., 2008; Jones et al., 2002). Ahnlich
widerspruchlich sind auch die Ergebnisse zur Bedeutung von N-CADHERIN fur die
vSMC-Proliferation mit Hinweisen fur eine positive (Dwivedi et al., 2009; Uglow et al.,
2003), als auch negative Regulation (Mui et al., 2015). Dabei postulierten Mui et al.
eine Abhangigkeit der pro- oder antiproliferativen Wirkung des N-CADHERINS von
der spezifischen Zusammensetzung der EZM und der Involvierung bestimmter
Integrine.

In vSMC kann sowohl die Aktivierung des Notch-Signalwegs als auch von TGF-3 die
Expression von N-CADHERIN steigern (Nuessle Johannes et al., 2011; Wang et al.,
2007). Eine Manipulation dieser Signalwege durch HTRA1 konnte also auch in der
vorliegenden Arbeit zur Herunterregulierung der N-CADHERIN Expression gefuhrt
haben. Auch eine Regulation von N-CADHERIN auf Proteineben in vSMC ware
denkbar. In isolierten vSMC aus Htra1/--Mausen wurde eine deutlich erhéhte Aktivitat
der Matrix-Metalloprotease-9 (MMP-9) nachgewiesen (lkawati et al., 2018). Diese
Protease konnte in einer weiteren Studie Uber eine extrazellulare Degradation von N-
CADHERIN zu einer verstarkten Proliferation von vSMC fihren (Dwivedi et al.,
2009). Veranderungen von N-CADHERIN auf Proteinebene wurden in der
vorliegenden Arbeit allerdings nicht untersucht. Diese und weitere Untersuchungen
der Cadherinfunktion mittels beispielsweise einem Adhasionsassay waren weitere
Voraussetzung, um die Bedeutung der vorliegenden Beobachtung besser einordnen

zu kbnnen.

Die vordergrundige Aufgabe adulter kontraktiler glatter GefalRmuskelzellen ist die
Regulation des Blutflusses und damit verbunden die Verteilung des Blutvolumens in
den Organen. Verlieren vSMC ihren kontraktilen Phanotyp, biufRen sie auch ihre
Kontraktilitat ein und sind damit nicht mehr in der Lage eine adaquate Regulation des
Blutflusses zu gewahrleisten. Die beobachtete Reduktion kontraktiler Proteine in
vSMC nach HTRAT1-Silencing liel3 fur diese Zellen auch eine verminderte
Kontraktilitat vermuten. Tatsachlich konnte in einer myographischen Untersuchung
isolierter Arterien aus Htra1/--Mausen eine verminderte Kontraktilitdt gezeigt werden.
Erganzende Untersuchungen unseres Labors bestatigten dies auch in

Kontraktilitatsassays mit kultivierten HUASMC (Klose et al., in Revision). In Htra1-
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Mausen wurde bislang keine Funktionseinschrankungen der Gefalle beschrieben.
Um vorhandene Defizite zu demaskieren und die Regulation des Blutdrucks in-vivo
zu Uberprufen, wurde daher mittels DOCA-pellets eine Hypertonie in den Tieren
induziert. In diesem Versuch zeigte sich in den Htra1”--Mausen ein geringerer
Blutdruckanstieg nach DOCA-Implantation als in den ebenso behandelten Htra1++-
Mausen. Auch gegenilber der Htra1/-Kontroligruppe, die zwar eine salzhaltige
Trinklosung aber keine DOCA-pellet-Implantation bekam, kam es zu keinem
signifikant hoherem Blutdruckanstieg. In der Messung der basalen Blutdruckwerte
vor Intervention wiesen die Htra1--Mausen allerdings einen hoéheren systolischen
Blutdruck als die Htra1**-Kontrolltiere auf.

Die Regulation des Blutdrucks erfolgt Uber zahlreiche Mechanismen. Zentrale
StellgroRe ist dabei in der Regel der Gefaldtonus, von welchem der periphere
GefalRwiderstand abhangt. Fur die Entstehung der meisten Hypertonieformen spielt
daher ein erhéhter Gefaldtonus eine entscheidende Rolle (Coffman, 2011). Auch die
durch DOCA-Salz induzierte Hypertonie wird wesentlich durch eine verstarkte
Vasokonstriktion der Widerstandsgefale verursacht (Wirth et al., 2007; Yemane et
al., 2010). Da die oben aufgefuhrten Ergebnisse eine verminderte
Kontraktionsfahigkeit von vSMC mit HTRA1-Defizit zeigen, lasst sich durch diese
auch der geringere Blutdruckanstieg in den Htra17-Mausen mit DOCA-Pellet
erklaren. Ein Mangel von HTRA1 fuhrt in den vSMC also Uber eine Modulation zum
synthetischen Phanotyp zu einer verminderten Kontraktilitdt und verhindert hierdurch
die Erhéhung des Gefalltonus im DOCA-Salz induzierten Hypertoniemodell.

Fur die beobachteten Unterschiede zwischen den Wildtyp- und den Knockout-Tieren
bei der basalen Blutdruckmessung konnten Veranderungen der GefalRwand
verantwortlich sein. Zu einer Erhéhung des GefalRwiderstands kdnnen neben einer
verstarkten Kontraktion auch strukturelle Veranderungen der Arterienwand fihren.
Insbesondere eine Versteifung der GefaRwand durch Verlust von Elastin ist mit der
Entstehung hypertoner Zustande assoziiert (Wagenseil and Mecham, 2012).
Arterielle Hypertonien sind zwar in CARASIL-Patienten beschrieben worden, stellen
aber kein charakteristisches Merkmal dieser Erkrankung dar. Ein veranderter Aufbau
von Arterienwanden mit vermehrter Degradation elastischer Fasern konnte allerdings
in zahlreichen Proben von CARASIL-Patienten gefunden werden. In Htra17--Mausen
wurden kurzlich insbesondere in der Aorta ebenfalls Veranderungen der Gefallwand

mit einer vermehrten Elastindegradation festgestellt (Ikawati et al., 2018). Eine damit
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verbundene Versteifung der Gefallwand konnte die in dieser Arbeit beobachteten
héheren basalen Blutdruckwerte in  Htra1/--Mausen erklaren. Weitere
Untersuchungen zur Zusammensetzung der Gefal3e und deren Steifigkeit sind aber
fur eine bessere Beurteilung notwendig.

Insgesamt ist die Aussagekraft dieser Versuchsreihe durch verschiedene Faktoren
limitiert. Die Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe war gering und verminderte sich
innerhalb des Versuchszeitraumes weiter, sodass zur abschlieienden Messung nur
16 Tiere zur Verfugung standen. Die manuelle Messung des Blutdrucks mittels
Schwanzmanschette stellte einen weiteren Unsicherheitsfaktor dar, da, trotz aller
Sorgfalt und Gewodhnung der Tiere an das Prozedere, die Toleranz der Versuchstiere
fur das Verfahren stark schwankte. Hier empfiehlt sich zuklnftig eine invasive

Blutdruckmessung mittels Telemetrie, um Fehler im Messverfahren zu minimieren.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit einen Einfluss der Serinprotease
HTRA1 auf den Phanotyp glatter GefalBmuskelzellen. Die Verminderung der
Expression von HTRA1 fuahrt in-vitro zur Annahme eines synthetischen Phanotyps
mit Reduktion der Expression von Markerproteinen, sowie einer gesteigerten
Proliferations- und Migrationsrate. HTRA1 scheint daher fiur die Aufrechterhaltung
des kontraktilen Phanotyps notwendig zu sein. Diese These wird durch eine
eingeschrankte Funktionsfahigkeit der vSMC in-vivo bestatigt, die zu einem
verminderten Blutdruckanstieg im DOCA-Salz-induzierten Hypertoniemodell fuhrte.
Veranderte Expressionen bestimmter Notch-Zielgene legen eine Bedeutung des
Notch-Signalwegs flr diese Beobachtungen nahe. Die Resultate dieser Arbeit
mussen allerdings in  Zusammenschau mit anderen Ergebnissen unserer
Arbeitsgruppe interpretiert werden, die kurzlich veréffentlicht wurden (Klose et al., in
Revision). Hier konnte gezeigt werden, dass HTRA1 in vSMC neben Notch auch den
TGFB-Signalweg reguliert. Obwohl die alleinige Aktivierung beider Signalwege eine
kontraktile Differenzierung forderte, flhrte ihre gleichzeitige Aktivierung durch
HTRA1-Verlust zu einer starken Expression gemeinsamer HES- und HEY-Zielgene
und hieruber zur Dediffenzierung der vSMC.

Wahrend ein Einfluss von HTRA1 auf den TGFB-Signalweg bereits als moglicher
Pathomechanismus von CARASIL diskutiert wurde, ist die Interaktion mit dem Notch-
Signalweg eine hier erstmals beschriebene Beobachtung und stellt eine Verbindung
zum CADASIL-Syndrom mit seiner ursachlichen NOTCH3-Mutation her. Ein
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ahnlicher Pathomechanismus von CARASIL und CADASIL wurde aufgrund der
ahnlichen klinischen Prasentation bereits vermutet, zumal auch kurzliche
Entdeckungen wie die Anreicherungen von funktionsuntiichtigem HTRA1 in den
CADASIL-spezifischen extrazellularen Ablagerungen auf eine mdgliche Verbindung
hinweisen (Zellner et al., 2018).

Aktuelle Studien zeigen, dass auch heterozygote HTRA1-Mutationen Ursache einer
zerebralen Mikroangiopathie sein konnen und dass die Pravalenz solcher Mutationen
deutlich hoher ist, als die des sehr seltenen CARASIL-Syndroms (Lee et al., 2018).
Dies verdeutlicht die Notwendigkeit eines umfassenden Verstandnisses der von
HTRA1 regulierten Vorgange sowohl in physiologischem als auch pathologischem
Kontext. Neben weiteren Studien unter anderem zu den zahlreichen Interaktionen
von HTRA1 mit Bestandteilen der EZM und deren Einfluss auf die Gefalfunktion
sollte auch die neue Verbindung zum Notch-Signalweg weiter erforscht werden. Da
der Ligand JAG1 den primaren Interaktionspartner darstellt, sollten zukinftige
Arbeiten die Auswirkungen einer veranderten Expression dieses Liganden auf vSMC

und die Pathogenese zerebraler Mikroangiopathien untersuchen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Strukturelle und funktionelle Beeintrachtigungen von Blutgefallen sind an der
Entstehung zahlreicher Erkrankungen beteiligt. Glatte Gefalmuskelzellen stellen den
haufigsten Zelltyp in Gefallwanden dar und sind essentieller Bestandteil zahlreicher
pathomechanistischer Uberlegungen. Hierbei spielt die auRergewdhnliche Plastizitat
dieser Zellen eine entscheidende Rolle. Diese erlaubt es ihnen, auf bestimmte Reize
mit einer Anderung ihres Phanotyps zu antworten und dabei ihre Kontraktilitat
zugunsten einer erhdhten Migrations- und Proliferationsfahigkeit sowie einer

vermehrten Syntheseleistung zu vermindern.

Die Protease HTRA1 wird sowohl in Endothel- als auch in glatten GefaBmuskelzellen
exprimiert und grofltenteils nach extrazellular sezerniert. |hre physiologischen
Aufgaben sind weithin unbekannt, Mutationen im HTRA7-Gen stellen allerdings die
Ursache der zerebralen Mikroangiopathie CARASIL dar. Bislang unbekannte
Mechanismen fuhren hierbei zu einer insbesondere zerebral veranderten
GefalRarchitektur mit Verlust von glatten Gefallmuskelzellen und daraus
resultierenden, vorwiegend neurologischen, Beeintrachtigungen. Unser Labor konnte
kurzlich eine Interaktion zwischen HTRA1 und dem Notch-Liganden Jagged1 mit
darauffolgender Degradation des Liganden nachweisen. Der Notch-Signalweg ist ein
bekannter Regulator der Phanotyp-Modulation glatter GefaBmuskelzellen, spielte

aber in bisherigen Modellen der CARASIL-Pathogenese keine Rolle.

Diese Arbeit zeigt, dass HTRA1 in glatten GefaRmuskelzellen fur eine kontraktile
Differenzierung notwendig ist und ein Mangel der Protease zur Phanotyp-Modulation
mit Etablierung eines synthetischen Phéanotyps fiihrt. Eine HTRA1-Uberexpression
reduzierte die Migrations- und Proliferationsrate, wahrend ein Verlust eine Steigerung
dieser Parameter sowie eine verminderte Kontraktilitdt der Muskelzellen zur Folge
hatte. HTRA1-Knockoutmause wiesen dementsprechend eine beeintrachtigte
arterielle Vasokonstriktion und einen verminderten Blutdruckanstieg nach Hypertonie-
Induktion mittels DOCA-Salz auf. Expressionsanalysen zeigten eine Abhangigkeit der
Expression einiger Notch-Zielgene vom Expressionslevel der HTRA1-Protease.
Gemeinsam mit weiteren Ergebnissen unseres Labors flhrte dies zu der
Schlussfolgerung, dass die Phanotyp-Modulation nach HTRA1-Verlust auf eine
Jagged1-mediierte simultane Uberaktivierung des TGFB- und Notch-Signalwegs
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zuruckzufuhren ist. Zusammenfassend verdeutlichen die beschriebenen Ergebnisse,
dass HTRA1 eine wesentliche Rolle in der Homobostase glatter Gefallmuskelzellen
spielt. Zudem zeigt die in Muskelzellen erstmals beschriebene Interaktion zwischen
HTRA1 und dem Notch-Signalweg mogliche pathogenetische Parallelen der
zerebralen Mikroangiopathien CARASIL und CADASIL auf.
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