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Il. Zusammenfassung

I[I. Zusammenfassung

Endothelzellen (EZ) fungieren als wichtiger Regulator der GefaBpermeabilitdt und -angiogenese und
missen die umliegenden Gewebe mit den jeweils bendtigten Nahrstoffen versorgen. Sie existieren in
einer stark ausgepragten Heterogenitat, sodass eine optimale Anpassung an die unterschiedlichen
Bedirfnisse dieser Gewebe gewahrleistet wird. Es haben sich drei Subtypen entwickelt, die sich durch
ihr Vorhandensein an spezifischen Endothel-Mikrodomanen, den Caveolae, den Fenestrae und den
Transendothel-Kanalen, auszeichnen. Diese Mikrodomanen kénnen Diaphragmen ausbilden, deren
einzige bekannte Komponente das EZ spezifische plasmalemma vesicle-associated protein (PLVAP) ist.
Im zentralen Nervensystem (ZNS) ist die Expression von PLVAP von dem jeweiligen GefaRbett
abhangig. Z.B. wird dessen Expression in der Blut-Hirn-Schranke (BHS) durch den kanonischen
WNT-Signalweg unterdriickt. Die GefdaRe des humanen Plexus choroideus (PC), dessen Epithelzellen zur
Bildung der Blut-Liquor-Schranke (BLS) beitragen, weisen dagegen fenestrierte EZ auf, welche PLVAP
exprimieren. Ektopische Expression der humanen TERT ermdglichte erstmals die Herstellung einer
immortalisierten EZ-Zelllinie des PC (iHCPENC), die Fenestrae mit PLVAP enthaltenden Diaphragmen
ausbildet. Mithilfe einer Transkriptomanalyse via Massive Analysis of cDNA Ends (MACE) wurden die
iHCPEnC zunachst ndher charakterisiert. Dazu wurden primare Zellen der sechsten Passage
(HCPENC p6) mit einer jangeren (p20) und einer alteren Passage (p50) von iHCPENC verglichen. So
konnte eine sehr hohe Ubereinstimmung von HCPEnC und iHCPENC beobachtet werden, da die
verglichenen Transkriptome sehr hohe Bestimmtheitsmalie erzielten und von den 26586 untersuchten
Transkripten nur geringe Anteile signifikant verandert waren. Mithilfe einer GSEA-Analyse wurden die
identifizierten differentially expressed genes (DEG) biologischen Prozessen zugeordnet, die durch die
veranderte Expression der DEG potenziell beeinflusst werden. Verschiedene der identifizierten DEG
konnten als endothel-relevant identifiziert werden, u.a. auch Vertreter des WNT-Signalweges. Die
Expression der Komponenten des Signalweges wurde mittels PCR (berprift. Dabei wurden
verschiedene Vertreter der WNT-Liganden, WNT-Rezeptoren und Ko-Rezeptoren, WNT-Modulatoren
sowie der Signaltransmitter 3-Catenin (CTNNB) in HCPEnC und iHCPENC nachgewiesen. Im Weiteren
wurden die Funktionsfdhigkeit des WNT-Signalweges und sein Einfluss auf die Expression von
Zielgenen wie plvap durch Stimulation mit LiCl und den WNT-Agonisten WNT3a und WNT9a Uberprift.
Es konnte jedoch weder eine nukleare Translokation von CTNNB noch eine signifikante Anderung der
Expressionslevel der untersuchten Zielgene nachgewiesen werden. Die Verwendung des GSK3[-
Inhibitors SB 216763 bewirkte eine leicht verbesserte nukleare Translokation von CTNNB, allerdings
wurde CTNNB weiterhin auch an der Zellmembran detektiert. Auerdem konnten nur geringe
Anderungen der Zielgenexpression nach Behandlung der iHCPENC mit SB 216763 festgestellt werden.
Mogliche weitere Ko-Lokalisationen von CTNNB mit zelluldren Komponenten auRerhalb des Zellkerns
wurden Uberpriift, wobei eine Ko-Lokalisation von CTNNB mit dem ER erfasst wurde. Zuvor in der
Literatur beschriebene Lokalisationen im Golgi oder frithen und spdten Endosomen konnten jedoch
nicht eindeutig detektiert werden.

Diese Arbeit konnte eine groRe Ubereinstimmung der iHCPEnC mit den primaren HCPEnC belegen und
dadurch die Eignung der iHCPENC als Modell der BLS stiitzen. AuRerdem wurden Hinweise auf einen
funktionierenden WNT-Signalweg in den PC-Endothelzellen gefunden, der zur Regulation der
Permeabilitat der EZ des PC und damit der BLS beitragen kénnte. Um die Funktion des WNT-Signalwegs
im PC-Endothel im Detail zu bestimmen, wédren eine weitere Optimierung und Vertiefung der
durchgefiihrten Versuche notwendig.



lll. Summary

[II.  Summary

Endothelial cells (ECs) act as an important regulator of vascular permeability and angiogenesis and
must supply the surrounding tissues with the respective nutrients they require. They exist in a highly
distinct heterogeneity, ensuring optimal adaptation to the different needs of these tissues. Three
subtypes have evolved, characterized by their presence of specific endothelial microdomains, the
caveolae, the fenestrae, and the transendothelial channels. These microdomains can form diaphragms
who’s only known component is the EC specific plasmalemma vesicle-associated protein (PLVAP). In
the central nervous system (CNS), PLVAP expression is dependent on the particular vascular bed. For
example, its expression in the blood-brain barrier (BBB) is repressed by the canonical WNT pathway.
In contrast, the vessels of the human choroid plexus (CP), whose epithelial cells contribute to the
formation of the blood-cerebrospnal fluid barrier (BCSFB), have fenestrated EC that express PLVAP.
Ectopic expression of human TERT allowed for the first time the generation of an immortalized EZ cell
line of CP (iHCPENC) that forms fenestrae with PLVAP-containing diaphragms. Using transcriptome
analysis via Massive Analysis of cDNA Ends (MACE), iHCPENC were first characterized in more detail.
For this purpose, primary cells of the sixth passage (HCPEnC p6) were compared with a younger (p20)
and an older passage (p50) of iHCPEnC. Thus, a very high concordance of HCPEnC and iHCPEnC was
observed, as the compared transcriptomes achieved very high coefficients of determination and only
small proportions of the 26586 transcripts examined were significantly altered. Using GSEA analysis,
the identified differentially expressed genes (DEG) were assigned to biological processes potentially
affected by the altered expression of DEG. Several of the identified DEG could be identified as
endothelium-relevant, including representatives of the WNT signaling pathway. The expression of the
components of the signaling pathway was verified by PCR. Various representatives of WNT ligands,
WNT receptors and co-receptors, WNT modulators, and the signal transmitter 3-catenin (CTNNB) were
detected in HCPENC and iHCPENC. Furthermore, the functionality of the WNT signaling pathway and
its influence on the expression of target genes such as plvap were verified by stimulation with LiCl and
the WNT agonists WNT3a and WNT9a. However, neither nuclear translocation of CTNNB nor a
significant change in the expression levels of the target genes examined was detected. The use of the
GSK3 inhibitor SB 216763 caused a slightly improved nuclear translocation of CTNNB; however, CTNNB
was still also detected at the cell membrane. In addition, only minor changes in target gene expression
were detected after treatment of iHCPEnC with SB 216763. Possible further co-localization of CTNNB
with cellular components outside the nucleus was verified, and co-localization of CTNNB with the ER
was detected. However, previously reported localizations in the Golgi or early and late endosomes in
the literature could not be clearly detected.

This work was able to demonstrate a high concordance of iHCPEnC with primary HCPENnC, thereby
supporting the suitability of iHCPENC as a model of BCSFB. In addition, evidence was found for a
functional WNT signaling pathway in the CP endothelial cells, which may contribute to the regulation
of the permeability of the EZ of the CP and thus BCSFB. To determine in detail the function of the WNT
signaling pathway in the Cp endothelium, further optimization and deepening of the experiments
performed would be necessary.
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1. Einleitung
1.1.

1. Einleitung

1.1. Bedeutung von Endothelzellen
In der heutigen Zeit gelten nicht ibertragbare Krankheiten als haufigste Todesursache. Diese machten
im Jahr 2017 weltweit 73,4 % der Todesfalle aus, was einem Anstieg von 22,5 % seit dem Jahr 2007
entspricht [1,2]. Innerhalb dieser Gruppe verursachten nach Angaben der WHO im Jahr 2015 neben
kardiovaskularen Krankheiten (cardiovascular diseases; CVD), die mit 6,2 Millionen Toten an der Spitze
lagen, Krebs, chronische Atemwegserkrankungen und Diabetes zusammen insgesamt 12,4 Millionen
Tote (82.7 %). Dabei werden in Landern mit hohem Einkommen (ca. 48 Lander) CVD auf Grund von
Erfolgen in Pravention und Behandlung mittlerweile durch Krebs abgel6st, wahrend in den 65
verbleibenden Landern mit mittlerem und niedrigem Einkommen durch Krebs verursachte Todesfalle
weiterhin auf Rang zwei bis vier verbleiben [1,3].
Sowohl bei CVD als auch bei Krebserkrankungen spielen Endothelzellen (EZ), welche die innerste
Schicht von BlutgefaRen auskleiden, eine bedeutende Rolle [4]. EZ nehmen nicht nur Scherstress wahr
und passen Durchmesser und Dicke der GefaBwand durch molekulare Signalwege entsprechend an,
sondern kontrollieren auch die Migration von Immunzellen und den Transport von Molekilen in und
aus dem Blutstrom [5,6]. Zusatzlich halten sie die Versorgung des unterliegenden Gewebes und die
Homoostase des Mikroklimas der unterschiedlichen Gewebe aufrecht. AuRerdem unterstiitzen sie das
Immunsystem bei der Abwehr von Pathogenen, Tumoren und korperfremden Material [7,8].
Damit EZ den unterschiedlichen Anspriichen der verschiedenen umgebenden Gewebe und
Mikroumfelder gerecht werden kénnen, haben sich unterschiedliche Typen von EZ entwickelt. Diese
Heterogenitat ist nicht nur zwischen verschiedenen Spezies und Organismen zu finden, sondern auch
innerhalb eines Organismus und selbst innerhalb eines Organs [9]. Dementsprechend kdnnen EZ
entsprechend ihres Vorkommens in Organismus-ibergreifende EZ oder Organ-spezifische EZ eingeteilt
werden. Die Gruppe der Organismus-ibergreifenden EZ umfasst Arterielle EZ, Ven6se EZ, Kapillare EZ
und Lymphatische EZ, wédhrend Organ-spezifische EZ in die EZ der Blut-Hirnschranke (BHS), des
Herzens, der Leber, der Lunge und der Niere unterteilt werden [9]. Eine weitere Klasse bilden Tumor
EZ, da sie sich deutlich von gesunden EZ unterscheiden. Neben diesen Mdglichkeiten ist eine Einteilung
entsprechend ihrer morphologischen Struktur und Funktion gelaufig.

1.2. Morphologische Unterschiede von Endothelien

Um den unterschiedlichen Anspriichen verschiedener Abschnitte des Kardiovaskuldren-Systems und
mitunter auch solchen innerhalb des identischen GefaRbettes gerecht zu werden, besteht das
Endothel aus einer heterogenen Population von EZ mit diversen Funktionen. Die Eigenschaften eines
BlutgefaRes, wie z.B. dessen Permeabilitdt, hangen daher von den EZ ab. Dies schlielSt sowohl ihre
Anordnung in einer lockeren oder dichten Schicht kombiniert mit dem Vorkommen einer
Basalmembran als auch die Ausprdgung von EZ-spezifischen Mikrodomanen ein [10-14]. Entsprechend
werden verschiedene Endotheltypen anhand ihrer charakteristischen Struktur und Funktion
unterschieden (siEHE ABBILDUNG 1), die den diversen Anforderungen der umgebenden Gewebe
angepasst und daher spezifisch fir jedes Organ sind [10,15-20]. Dementsprechend erfolgt eine
Einteilung in kontinuierliches, fenestriertes oder diskontinuierliches (auch sinusférmiges) Endothel,
welche zur Regulation der Permeabilitat von BlutgefaBen fiir Wasser und geloste Nahrstoffe
unterschiedlich stark beitragen [12-14].
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Abbildung 1 Schematische Gegeniiberstellung der drei Endothelgrundtypen.

Die Abbildung stellt die Gegensdtze und

Gemeinsamkeiten von kontinuierlichen, fenestrierten und sinusoidalen Endothelien hinsichtlich ihrer Morphologie (oben),
ihrer Charakteristiken und ihrem Vorkommen (unten) dar.
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1.2.1.  Kontinuierliches Endothel

Das kontinuierliche Endothel weist die geringste Permeabilitat aller Endothelien auf (siEHE ABBILDUNG
1) und wird durch ein ununterbrochenes Endothel mit kontinuierlicher Basalmembran und dichten
Zell-Zell Kontakten, die auch als tight junctions (TJ) bekannt sind, charakterisiert. Dieser Typ EZ ist unter
anderem in Muskelgewebe, dem Herz, der Lunge und dem Gehirn zu finden [17,20]. Diese dicht
angeordneten Endothelien formen eine hoch selektive Diffusions-Barriere fiir Nahrstoffe, Proteine und
Immunzellen, die nur die Passage von Wasser und kleinen Molekiilen erlaubt und so den Verlust von
Plasmaproteinen und Blutzellen verhindert [12-14].

Charakteristisch fiir diese EZ sind 50-100 nm grof3e, kolbenformige Einbuchtungen der Plasma-
membran, sogenannte Caveolae (SIEHE ABBILDUNG 1). Sie sind im Elektronenmikroskop abhangig von
dem jeweiligen Zelltyp in unterschiedlichen Organisationsgraden zu erkennen, namlich als Trauben-
dhnliche Cluster, Rosetten, Membran-gebundene oder -ungebundene Vesikel oder als Tubulus-
ahnliche Strukturen [21-23]. Diesen Strukturen wurde eine Rolle in einer Form des transzelluldren
Molekiiltransports liber die Schicht aus EZ zugeschrieben, eine Funktion der Caveolae, die spater durch
Cholesterol-Transport, Potozytose und Endozytose erganzt wurde [24-32]. Auflerdem wurde bei
Membranen mit hoher Anzahl an Caveolae zunachst dem Protein Caveolinl eine relevante Rolle als
strukturelle Komponente und beim Vesikeltransport zugewiesen. Caveolinl war das erste identifizierte
Protein der Familie gefolgt von den spater beschriebenen verwandten Proteinen Caveolin2 und
Caveolin3. Diese Proteine der Caveolin-Familie dienen seither als Marker-Proteinen fiir Caveolae-
haltige Membranen [33-39].

1.2.2.  Fenestriertes Endothel

Auch bei dem fenestrierten Endothel handelt es sich um ein kontinuierliches Endothel, das sich
zusatzlich noch durch eine weitere Mikrodomane auszeichnet, die sogenannten Fenestrae (SIEHE
ABBILDUNG 1). Dabei handelt es sich um kreisformige Membranéffnungen mit einem Durchmesser von
70 nm, die sich durch die gesamte Dicke der Zelle ziehen und oftmals mit einem 5 bis 6 nm diinnen,
nicht membrandsen Diaphragma verschlossen sind, das als fenestral diaphragm (FD) bezeichnet wird
[10,17,18,22]. Im fenestrierten Endothel weisen nicht nur Fenestrae solche Diaphragmen auf, sie sind
auch bei Caveolae zu finden und werden dort als stomatal diaphragms (SD) bezeichnet (S/EHE ABBILDUNG
1). Die Fusion von Caveolae soll zu der Entstehung sogenannter transendothelialer Kanale
(transendothelial channels; TEC) fihren, welche ebenfalls die gesamte Zelle durchziehen und im
Gegensatz zu Fenestrae zwei Diaphragmen aufweisen, je eines an jeder Offnung [31,40-43].

Die Poren-dhnliche Struktur von Fenestrae und TEC soll einen schnellen Austausch von Molekilen
zwischen dem Blutkreislauf und dem zu versorgenden Gewebe erméglichen [13,14]. Das fenestrierte
Endothel weist daher eine erhdhte Permeabilitat flr kleine und mittelgroRBe Molekiile auf, weshalb es
eine wichtige Rolle in der Regulation endokriner Homdostase spielt [22]. Dementsprechend kommt
dieses Endothel in GefalRbetten von Organen mit erhohter Filtration, Sekretion oder
transendothelialem Transport vor. Das trifft unter anderem auf exokrine und endokrine Drisen, die
Magen- und Darmschleimhaut, den Plexus choroideus (PC), die Nierenglomeruli und einen Teil der
renalen Tubuli zu [10,17,19,44].
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1.2.3.  Diskontinuierliches Endothel

Das diskontinuierliche Endothel weist ebenso wie das fenestrierte Endothel Caveolae, Fenestrae und
TEC mit entsprechenden Diaphragmen auf, allerdings handelt es sich hierbei um kein kontinuierliches
Endothel (siEHE ABBILDUNG 1). Stattdessen besitzt das diskontinuierliche Endothel gréRere Offnungen
von 30 bis 40 um, sogenannte interendothelial gaps, die auf Liicken zwischen den EZ und eine pordse
Basalmembran zurilickzufiihren sind [17,19,44]. Folglich handelt es sich beim diskontinuierlichen
Endothel um den Typ EZ mit der hdchsten Permeabilitdt des GefdaRbettes. Es ist in Organen wie der
Leber oder hamatopoetischen Organen wie der Milz und dem Knochenmark vorhanden [10-14,17].

1.3. Diaphragmen

Obwohl Struktur und Komposition von SD and FD als gleich angesehen werden, scheinen beide
Diaphragmen unterschiedliche biochemische Eigenschaften zu haben. So ist eine hohe Anzahl
anionischer Modifikationen charakteristisch fiir FD, wahrend diese in SD fehlen [45]. Diese anionischen
Modifikationen verursachen einen Ladungsunterschied in FD, der scheinbar héher ist als die negative
Ladung der Plasmamembran [45,46]. Dadurch werden FD impermeabel fiir anionische Proteine, sodass
die Permeabilitat durch einen zusatzlichen Selektivitatsfaktor eingeschrankt wird. Dieser zusatzliche
Selektivitatsfaktor fehlt bei SD, sodass diese die Passage von anionischen Proteinen weiterhin erlauben
sollten [45]. Da Proteasen und Heparinasen die anionischen Modifikationen der FD entfernen kénnen,
wird angenommen, dass die luminale Seite dieser Diaphragmen von einer Glykokalyx Giberzogen wird
[47].

Bisher ist die einzige bekannte molekulare Komponente von SD und FD das Endothel-spezifische, nur
in Diaphragmen préasente Plasmalemma Vesikel-assoziierte Protein (plasmalemma vesicle-associated
protein; PLVAP) (siEHE ABBILDUNG 2) [12,42,48,49]. Allerdings ist die Expression dieses Proteins auf einen
Teil der EZ in der Vaskulatur beschrankt. So ist es bis auf die endokardiale Auskleidung der
Herzkammern nicht in den groRen GefdRen vorhanden [14,31,40,50-53]. Die hochsten PLVAP
Expressionslevel sind in Organen mit fenestrierten Endothelien, wie in den endokrinen Driisen, der
Lunge, der Milz, den Nieren und dem Verdauungstrakt zu finden [50,51]. Es wurde gezeigt, dass PLVAP
nicht nur fur die Entstehung des Herz-Kreislauf-Systems, sondern auch fiir postnatale Prozesse wie die
Aufrechterhaltung der Blutkomposition und Organ-Homoostase wichtig ist. Daher wird angenommen,
dass PLVAP eine auBerordentliche Rolle in der Regulation der GefdlRpermeabilitdit einnimmt
[13,41,42,49]. AuBerdem soll es als Leukozyt-Transfer Molekll eine essenzielle Rolle in der
Uberwachung von Immun- und Entziindungsprozessen spielen, da es nach einem inflammatorischen
Stimulus in der Zelle neu verteilt wird [54].
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Abbildung 2 Schematische Darstellung von PLVAP. A zeigt die Primarsequenz von PLVAP. Bereiche, die zu der extrazelluldren
Domadne (griin), der Transmembrandomane (rot) oder der intrazellularen Domane (gelbgriin) gezahlt werden, wurden farbig
unterlegt. Aminosauren mit méglicher regulatorischer Funktion wurden farblich entsprechend hervorgehoben. B stellt die
Tertiarstruktur von PLVAP dar und hebt die Besonderheiten wie z.B. prominente Sekundarstrukturen der einzelnen Domanen
hervor. C Bildung der Quartarstruktur in Form von Homodimeren. D veranschaulicht die Zusammenlagerung mehrerer dieser
Homodimere bei der Ausbildung der Diaphragmen in Caveolae (links), TEC (mittig) und Fenestrae (rechts).
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1.3.1. PLVAP-der Bestandteil der Diaphragmen

PLVAP wurde zuerst als Antigen fir die beiden klassischen Endothel-Antikérper, Maus Endothel-Zell
Antigen 32 (mouse endothelial cell antigen; MECA-32) und Pathologische Anatomie Leiden-Endothel
(PAL-E), entdeckt [49,55-57]. Dabei reprasentiert MECA-32 die murine Variante von PAL-E, welches die
Endothelzellen von Kapillaren, mittelgroRen Venen, Venolen und Milzsinusoiden farbt, Arteriolen und
grofSe Venen allerdings nicht erkennt, wahrend MECA-32 diese farbt [55,58,59].

Aufgrund der Fahigkeit zwischen verschiedenen EZ zu unterscheiden, wurde PAL-E verbreitet als
vaskularer Marker verwendet, der in Kombination mit einem allgemeinen vaskuldren Marker wie CD31
zur Unterscheidung von lymphatischen und vaskuldaren Endothelien beitrug. [13]. So wurde festgestellt,
dass PLVAP im Endothel der BHS, in der Blut-Retina-Schranke (BRS) oder anderen EZ mit Eigenschaften
einer Blut-Gewebe-Barriere nicht exprimiert wird, jedoch in dem fenestrierten Endothel des PC,
welches keine direkten Barriere-Eigenschaften besitzt [13,59-63]. Darliber hinaus ist PLVAP die erste
und bisher einzige entdeckte molekulare Komponente in FD und SD und wurde als essenziell fir ihre
Ausbildung festgestellt [64,65]. In Ubereinstimmung wurden weder PLVAP Homologe in Vertebraten
ohne SD und FD gefunden, noch wird PLVAP in Endothelien ohne Diaphragmen exprimiert [31].
AulRerdem wurde demonstriert, dass PLVAP an der Regulation der basalen Permeabilitdt, des
Leukozyten-Transfers und der Angiogenese beteiligt ist [54,66-69]. Dies wird besonders unter
pathogenen Bedingungen deutlich, wenn PLVAP in der BHS oder der BRB exprimiert wird und die
schitzende Barriere unterbrochen wird. Auf den Verlust der Barriere folgen unter anderem Ischdamie,
traumatische Rickenmarksverletzungen, Transplantant-Glomerulopathie, Krebs und diabetische
Retinopathie, weswegen PLVAP in den Fokus fiir neue Therapieansatze riickt [66,70-80].

1.3.2. Molekulare Charakteristiken von PLVAP

Bei PLVAP handelt es sich um ein 55-65 kDa grof3es N-glykosyliertes Glykoprotein des Typs Il, das in die
Membran integriert ist, in situ Homodimere formt und bei physiologischem pH-Wert Heparin binden
kann (SIEHE ABBILDUNG 2) [14,48,52,53,81,82]. Auf molekularer Ebene l&sst sich das Protein in eine kurze
27 Aminosauren (AS) umfassende intrazelluldre Domane, eine Transmembrandomane und eine grofRe,
380 AS beinhaltende extrazelluldare Doméane unterteilen (SIEHE ABBILDUNG 2A, B) [31,52,53]. Innerhalb der
nicht konservierten intrazelluldaren Domane befinden sich zwei kurze fast identische Abschnitte aus 7
bzw. 8 AS, wovon der 7 AS zdhlende dem N-Terminus zugewandt ist und der 8 AS umfassende naher
an der Transmembrandomane liegt und eine mogliche Caveolin-1 Bindestelle reprasentiert [31,83].
Dagegen ist die extrazellulare Domane hoch konserviert und weist vier N-Glykosilierungsstellen, zwei
Coiled-Coil-Domanen und eine Prolin-reiche Region in der Ndhe des C-Terminus auf (SIEHE ABBILDUNG
2A, B) [52,82]. Die gesamte extrazellulare Domane wird von a-Helices dominiert, deren Anordnung dem
Protein eine stabahnliche Struktur verleihen. Indem zwischen jeder siebten hydrophoben AS
benachbarter PLVAP-Proteine eine Bindung geformt wird, entsteht eine intermolekulare Superhelix,
die zur Ausbildung der Homodimere fuhrt (siEHE ABBILDUNG 2C) [52,57]. Diese Homodimere lagern sich
zu radialen Fibrillen zusammen, die letztendlich FD und SD ausbilden. Untersuchungen von FD mit Hilfe
von Schockfrosten- und Tiefatzen-Elektronenmikroskopie zeigten, dass PLVAP-Homodimere in einer
oktogonalen radférmigen Symmetrie angeordnet sind (SiEHE ABBiLDUNG 2D) [27,31,84]. Die
extrazelluldren Enden der Fibrillen verflechten sich dabei zu einem zentralen Netz, wiéhrend die
intrazelluldren Enden das Protein in der Zellmembran verankern, indem sie entweder direkt an das
Cytoskelett oder indirekt an dieses liber Adaptermolekiile binden (sieHE ABBILDUNG 2D) [31,54]. Um das
Konstrukt auf der extrazellularen Seite zu stabilisieren, ist das Protein in der N&ahe der
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Transmembrandomane in solch einem AusmalR glykolisiert, dass die Masse der Glykolisation bis zu
15 % des Gesamtgewichts des Proteins ausmacht (S/iEHE ABBILDUNG 2C). Es wird angenommen, dass die
maximale Distanz zwischen den benachbarten, radial angeordneten Fibrillen ungefdhr 6 nm betragt.
Dieser Wert beruht auf ultrastrukturellen Bildern, die mithilfe von Elektronenmikroskopie
aufgenommen wurden [84,85].

1.3.3. Funktionen von PLVAP in nicht-Barriere-formenden &

Barriere-formenden EZ

PLVAP gilt als essenzieller Regulator vaskuldrer Permeabilitdit wahrend der Embryogenese und in
postnatalen physiologischen Prozessen, zu denen unter anderem die Aufrechterhaltung der
Blutkomposition und die Organhomdostase zadhlen [13,41,42,49,53,55,61,86,87]. Die exakten Funktionen
von PLVAP sind jedoch stark davon abhidngig, ob es in fenestrierten oder nicht fenestrierten EZ
exprimiert wird. Zu den EZ, die keine Barrieren formen, zahlen fenestrierte EZ, die von FD abgedeckt
werden (ausgenommen sind EZ der Glomeruli der Niere und der Leber-Sinusoid-Kapillaren, welche
beide keine FD auspragen), und die kontinuierlichen Endothelien der Haut, der Muskulatur und der
Lunge [48,49,56,62].

Fenestrierte EZ exprimieren PLVAP auch liber die Embryogenese hinaus im adulten Gewebe, wo es
dazu beitragt, einem exzessiven Proteinverlust des Blutstroms in das umliegende Gewebe
vorzubeugen [88-90]. Aufgrund seiner Lokalisation in den Diaphragmen, wird PLVAP als Filter fur FD
und SD angesehen, der die Passage von Wasser und gelosten Stoffen ermdglicht, aber eine
GroRenlimitation fliir Makromolekiile darstellt, und gilt somit als Feinregulator der vaskularen
Permeabilitat [91]. Fehlt PLVAP, fihrt dies folglich zum Fehlen von FD und SD und zu einer Leckage von
Proteinen aus dem betroffenen GefaR. Dabei scheint der Verlust der FD schwerwiegender als der der
SD, da Fenestrae ohne Diaphragmen Poren formen, welche die Kapillarlumen mit dem darunter
liegenden Gewebe direkt verbinden und so eine unkontrollierte Diffusion von Makromolekilen
ermoglichen. Fehlende SD erlauben zwar den Eintritt der Makromolekiile in Vesikel, der Vesikulare
Transport wird jedoch nicht betroffen. Dieser bendtigt weitere Proteine, wie Caveolin-1, Dyneine und
SNARE-Proteine. Diese regulieren auch die Formation, Abschniirung und Fusion von Caveolae [88-90].

In EZ, die eine Barriere ausformen, wie z.B. in der BHS (sIEHE ABBILDUNG 1 & ABBILDUNG 3) oder der BRS,
wird PLVAP im ausdifferenzierten Gewebe nicht mehr exprimiert, sodass eine erneute Expression von
PLVAP zum Verlust der Barriereintegritat fiihrt [55,61,91-94]. Dies verursacht GefalRdurchbriiche und
schlieBlich den Zusammenbruch der Barriere [95]. Daher tritt eine Expression von PLVAP in diesen EZ
nur unter pathogenen Konditionen auf [91]. Dazu zdhlen z.B. diabetische Makuladdeme (diabetic
macular edema (DME)), welche Blindheit oder Gehirntumore verursachen [71,96], diabetische
Retinopathie [70,72,97], Gehirnischamie [66,73] und Gehirntumore [59,73].

Menschen mit einer nonsense Mutation im plvap-Gen entwickeln, aufgrund des Verlusts der
Barrierefunktion und dem Austreten der Plasmakomponenten in das Interstitium von Organen mit
fenestrierten Kapillaren, Protein-Verlust Enteropathie, Hypoproteindmie, Hypoalbumindamie und
Hypertriglyzeridamie [49,98]. Diese konnen zu einem Kwashiorkor-ahnlichem Auszehrungssyndrom
und letztendlich zum Tod flihren [49,98]. Als besonders wichtige Regulatoren der Barriereintegritat
gelten dabei Claudin-5 (CLDN5) und Occludin (OCLN) in ihrer Funktion als Regulatoren des
parazellularen Transports, und Caveolin-1 und PLVAP als Regulatoren des vesikularen und
transzellularen Transports [74].
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1.3.4. Regulation von PLVAP

Betrachtet man die zahlreichen Krankheiten, die durch eine fehlerhafte Permeabilitat der GefaRe
durch veranderte PLVAP Expression in den betroffenen Geweben hervorgerufen werden, wird
ersichtlich, dass die Expression vom PLVAP genauestens an die Bedlrfnisse der jeweiligen GefdaRe und
der darunter liegenden Gewebe angepasst und reguliert werden muss. Als Hauptregulator der PLVAP-
Expression wurde der vascular endothelial growth factor (VEGF) identifiziert [70,74,79,99,100]. Weitere
identifizierte Regulatoren von PLVAP in unterschiedlichen EZ sind Angiotensin-2 [99], Phorbol-
Myristat-Acetat (PMA) [65], durch Norrin/WNT vermittelte [-Catenin Signaltransduktion
[76,93,101,102], Notch-abhdngige Signalibermittlung, der transformierende Wachstumsfaktor-3
(transforming growth factor-B (TGF-B)) [103,104], inflammatorische Mediatoren, wie der
Tumornekrosefaktor-a (tumor necrosis factor-a (TNF-a), und Scherstress [105].

Uber die Regulation von PLVAP im zentralen Nervensystem (ZNS) ist bisher noch nicht sehr viel
bekannt, da sich die meisten Studien mit dem Barriere-formenden Endothel der BHS oder der BRB
beschéftigen, in denen plvap nur nach pathologischen Verdnderungen exprimiert wird und so zur
Auspragung zahlreicher Erkrankungen fiihrt [55,61,91-94]. Allerdings besitzt das ZNS noch weitere
Grenzflachen zwischen Blutkreislauf und dem Parenchym, die nicht zur BHS oder der BRS zahlen (sIEHE
ABBILDUNG 3). Der PC gilt zum Beispiel als ein Grundorgan der Blut-Liquor-Schranke (blood-
cerebrospinal fluid barrier; BLS) und besteht aus Epithelzellen (EPZ) und EZ. Im Gegensatz zur BHS und
der BRS ist das Endothel des PC fenestriert und exprimiert plvap, sodass es eine grolRere Permeabilitat
als die Endothelien der BHS und der BRS aufweist. Es ist denkbar, dass sich die Regulation von PLVAP
in diesen verschiedenen Endothelien unterscheidet, sodass es zur Auspragung der unterschiedlichen
Funktionen und Phanotypen kommt.

1.4. Das zentrale Nervensystem

Das ZNS bendtigt ein strikt homdostatisches und steriles Umfeld, um seine Funktionalitdt aufrecht zu
erhalten. Durch die Abschirmung des ZNS vom Rest des Kérpers kdnnen sowohl der Metabolit-Influx
als auch der Efflux von Stoffwechselendprodukten kontrolliert werden. Zwei der Barrieren, die diese
Funktionen ermdglichen, sind die BHS und die BLS. Hinweise auf die Existenz dieser Barrieren ergaben
sich bereits im 16. Jahrhundert, als Leonardo da Vinci das Ventrikelsystem im Gehirn illustrierte,
welches spater als Ort der Lokalisation des PC und damit der BLS identifiziert wurde [106]. Darliber
hinaus konnten Ehrlich und Goldmann zur Wende des 20ten Jahrhunderts die Abgrenzung des ZNS
vom Blutkreislauf beweisen [107,108]. Bei den von Ihnen durchgefiihrten Studien farbte ein in den
Blutkreislauf injizierter Farbstoff alle Organe bis auf das Gehirn an, wahrend umgekehrt nach Injektion
des Farbstoffes in den Liquor cerebrospinalis (cerebrospinal fluid; CSF) nur das Gehirn gefarbt wurde
[107,108]. Dies weist auf das Vorhandensein von Barrieren zwischen dem Blut und dem ZNS hin.
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1.4.1. Blut-Hirn-Schranke

Die Barriere mit der groRten Oberflache zwischen dem Blut-Kreislauf und dem ZNS stellt die BHS dar
(SIEHE ABBILDUNG 3B) [109-112]. Sie wird aus den die Kapillaren formenden EZ gebildet, die durch die TJ
Proteine Zonula occludens1-3 (Z01-3) und adherens junctions (AJ) Proteine wie Cadherine dicht
miteinander verbundenen sind [109-113]. Die dabei gebildeten Zell-Zell-Verbindungen sind oftmals
mehrreihig ausgepragt, sodass eine physische Barriere entsteht, die fiir viele Molekile unpassierbar
ist. Verstarkt wird dieser Effekt noch durch das Fehlen von Fenestrierungen, wie sie in anderen
Endothelien auftreten, und einer sehr geringen Anzahl pinozytischer Vesikel [112,114]. Zur
Aufrechterhaltung der BHS und ihrer Funktionalitat befinden sich zusatzlich Astrozyten und Perizyten
im Verband mit den EZ, wobei Perizyten und EZs eine besonders enge Verbindung miteinander
eingehen (siEHE ABBILDUNG 3B). Dadurch entsteht die sogenannte Basallamina, die im Raum der
extrazellularen Matrix von den Endfiifen der Astrozyten umgeben wird. Andere Zelltypen der
extrazellularen Matrix wie Mikroglia und die Enden von Nervenzellen, tragen zusatzlich zur
Unterstlitzung der BHS bei [115].

Die Endothelzellschicht der BHS stellt allerdings auch eine Verbindung zwischen dem ZNS und dem
peripheren Kreislauf dar, und muss, trotz des im Vergleich zu anderen Kapillarendothelien stark
reduzierten parazelluldren und transzellularen Transports, das unterliegende Gewebe mit gentigend
Nahrstoffen versorgen [112]. Zu den wichtigsten Transportsytemen zdhlen dabei Rezeptor-vermittelte
Endozytose, aktiver Effluxtransport durch Solute carrier Transporter sowie lonentransport [116]. Daher
besitzt die BHS eine Reihe an spezialisierten Adenosintriphosphat (ATP)-bindende Kassetten (ABC)
Transportern und weitere Transzytose-Mechanismen, die den Zufluss von Makromolekiilen und somit
den Stoffaustausch zwischen Blut und ZNS regulieren. Zusammen reprasentieren sie die chemische
Komponente der Barriere, die einen selektiven Austausch ermdglicht. Fiir den selektiven Austausch
durch unterschiedliche selektive Transporter sprechen die ausgeprdgte Anzahl an Mitochondrien in
den EZ der BHS, die deren Energiebedarf und metabolische Aktivitdt decken missen [109,117].
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Abbildung 3 Auspragungen der Barrieren zwischen peripherem Blutkreislauf oder Gewebe und dem ZNS. A Nach auRen
hin wird das Gehirn durch die arachnoidale Blut-Liquor-Schranke, welche zwischen dem Subarachnoidalraum (dulerer
Liquorraum) und der Dura mater durch arachnoidale Grenzzellen ausgebildet wird, abgeschirmt. B Das Gehirnparenchym
wird vom Blutkreislauf durch die BHS isoliert. Das Grundelement der Barriere bilden die durch TJ versiegelten
mikrovaskuldaren EZ der Gehirnkappillaren, welche zusatzlich durch Perizyten und Astrozyten eingefasst werden. C Die
BlutgefiaRe der Zirkumventrikuliren Organe weisen gréRe Ahnlichkeiten zu peripheren GefaRen auf. Dabei wird der innere
Liguorraum durch Tanizyten abgegrenzt. D Die choroidale innere Blut-Liquor Schranke trennt den Blutkreislauf des im
Ventrikelsystem lokalisierten Plexus choroideus von dem ventrikularen Liquor ab. Das Endothel des PC ist im Gegensatz zur
BHS fenestriert, sodass die eigentliche Barrierefunktion von den dicht mit TJ verbundenen Epithelzellen Gbernommen wird.
(Modifiziert nach Borkowski et al. 2020 [118])
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Neben der BHS, existiert noch eine weitere Grenzflache zwischen ZNS und Blutkreislauf, die BLS. Diese
ist in zwei Strukturen, dem PC (ABsiLDUNG 3D) und der Arachnoidea (ABsiLDUNG 3A), lokalisiert. Im
weiteren Verlauf wird naher auf die choroidale innere BLS als Grenzflaiche des PC zum inneren
Liguorraum fokusiert.

1.4.2.  Blut-Liquor Schranke

Die innere BLS wird zwischen dem Blut-Kreislauf und der CSF ausgebildet und erstreckt sich tber alle
vier Ventrikel des PC [119]. Damit reprasentiert die BLS eine weitere hoch vaskularisierte Barriere des
ZNS mit der zweitgroRten Oberflache nach der BHS. Die Zellen des PC, der auch den Grof3teil der CSF
im ZNS produziert, welche eine wichtige stoffdampfende Eigenschaften fiir das Gehirn auslibt [120],
bilden die Grundstruktur dieser Barriere. Zu dieser Grundstruktur (SieHE ABBILDUNG 3D) zahlen ein durch
TJ und TJ-assoziierte Proteine (wie ZO1 und OCLN) dicht verbundenes Epithel und ein fenestriertes
Endothel entlang der BlutgefdRe [119-121]. Dementsprechend {bernimmt das spezialisierte
neuroektdermale Epithel die Ausbildung der Schrankenfunktion dieser stark vaskulierten Barriere
[120,122]. Neuere Studien deuten allerdings darauf hin, dass das Endothel des PC die Barrierefunktion
der BLS beeinflussen kann [122,123].

Die stark polarisierten Epithelzellen sitzen, mit der apikalen Seite dem CSF zugewandt, auf einer
Basalmembran mit darunter liegendem Stroma [120]. Es handelt sich zudem um hochkuboidale Zellen,
die von Ependymzellen (siEHE ABBILDUNG 3E) abstammen, und im Bereich der Ventrikelaufhdangung in
diese Ubergehen [124]. Zur Optimierung der Sekretion des CSF ist die Oberfliche der apikalen Seite
durch einen Birstensaum aus Mikrovilli stark vergroRert [125]. Die polare Expression von Transportern
und lonenkanalen in den Epithelzellen des PC ermoglicht die Produktion des CSF [125].

Die Produktion des CSF wird durch den Fluss von Natrium (Na*), Chlorid (CI) und Bicarbonat (HCO*)
Uber die Zellmembran ermoglicht. Dieser Fluss wird durch einen osmotischen Gradienten mit Hilfe der
Aktivitidt der basolateralen Natrium/Kalium-ATPasen infolge des Zerfalls von Kohlensdure, welcher
durch carbonische Anhydrasen katalysiert wird, erzeugt [119,125]. Folglich werden die entstandenen
HCO* und H* lonen gegen Cl- und Na* ausgetauscht und reichern sich in den Epithelzellen des PC an.
So wird stetig Wasser aus dem Blutkreislauf Giber Aquaporin 1 Kanale in das ZNS aufgenommen und
schatzungsweise 500 ml CSF am Tag produziert, wodurch die CSF drei bis fiinfmal taglich ausgetauscht
wird [126]. Die Zusammensetzung der sekretierten CSF bleibt dabei stets konstant.

Darliber hinaus reprasentiert die BLS nicht nur eine physikalische Barriere, die potenzielle Pathogene
und andere Uber das Blut Gibertragbare Bedrohungen fiir das ZNS abwehrt [119,125]. Die Epithelzellen
sind mit einer groRen Anzahl von transmembranalen Efflux-Transportern, wie ABC-Transporter, und
anderen Enzymen ausgestattet, um neurotoxische Substanzen zu entfernen oder abzubauen [125].
Weitere passive und aktive Transporter sorgen fiir den Austausch von Substraten, wahrend gleichzeitig
die freie Diffusion liber die Barriere verhindert wird. Unter diese weiteren Transporter fallen z.B.
Mitglieder der Solute-Carrier Familie [119]. Da das Endothel des PC im Gegensatz zu dem der BHS stark
fenestriert ist, werden Wasser, Ndhrstoffe und Immunzellen nicht durch das Endothel abgehalten und
deren selektiver Transport wird vom Blut ins ZNS Uber das Epithel reguliert [120]. Das Zusammenspiel
von Epithel und Endothel des PC dient somit der Aufrechterhaltung der BLS, der Produktion der CSF
und der Homoostase des ZNS.
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1.4.3. Bedeutung der Barrieren fiir das ZNS

Die Barrieren des ZNS, wie die BHS oder die BLS, tragen deutlich zum Schutz und der Homdoostase des
ZNS bei. Daran beteiligt sind auch unterschiedliche Immunzellen, die, im Vergleich zum Blutkreislauf,
in sehr geringer Anzahl im ZNS vorkommen [127,128]. So wurden im Hirnparenchym vorwiegend
Mikroglia, die zu Phagozyten gezahlt werden, im Stroma der BLS Makrophagen und dendritische Zellen
und an den Mikrovilli des PC ebenfalls Phagozyten, die sogenannten Epiplexuszellen oder Kolmer-
Zellen, als vorherrschende Immunzellen beschrieben [126]. Dariiber hinaus konnten Immunzellen im
ZNS detektiert werden, die unter nicht-inflammatorischen Bedingungen im Blutkreislauf vorkommen
[127]. Generell konnte im gesunden Zustand ein sehr niedriges Verhaltnis von Immunzellen im ZNS zum
Blut von 1 zu 2500 fir T- und B-Zellen und 1 zu 2000 fiir Monozyten festgestellt werden, was ungefahr
einem Leukozyten pro ul CSF entspricht [128]. Aus diesen Griinden wird das ZNS-Parenchym als
immunprivilegierter Ort bezeichnet, der eine ordnungsgemalle Funktion von Neuronen gegeniiber
einer Immunantwort priorisieren kann, wahrend die Barrieren dieses Privileg nicht besitzen, da sie die
ZNS-Immunitat vermitteln [127-129].

Die physikalischen und biochemischen Barrieren der BHS und BLS verhindern demnach nicht nur den
Eintritt von Mikroorganismen oder neurotoxischen Substanzen Uber das Blut ins ZNS, sondern
regulieren auch die Immunzellaktivitat streng. Eine Storung der daran beteiligten komplexen
Interaktionen, z.B. durch Entziindungen, und der folgende Zusammenbruch der Barrieren des ZNS
werden als Teil der Pathogenese vieler schwerwiegender Krankheiten, wie z.B. der Multiplen Sklerose,
angesehen [130,131]. Flr viele pathogene Erreger ist bekannt, dass sie diese Barrieren tiberwinden und
in das ZNS vordringen kénnen, auch wenn sie zuvor eine Immunreaktion der Zellen der BHS oder BLS
ausgelost haben [132]. Die anschlieBende Infektion des ZNS kann einen Zusammenbruch der Barrieren
bewirken. Ebenso werden Metastasenbildung und Schizophrenie als Ursache diskutiert [131,133-137].

1.5. WNT/ B-Catenin-Signalweg

Einen fundamentalen Mechanismus innerhalb der Embryogenese und der Homoostase im Gewebe
stellt die sogenannte WNT-Signaltransduktion dar, welche durch die Sekretion von Glykoproteinen aus
der Familie der WNT-Proteine initiilert wird [138,139]. Wé&hrend der Embryogenese spielt der
WNT-Signalweg in vielen unterschiedlichen GefdaRsystemen, u.a. der Mikrovaskulatur des ZNS, eine
zentrale Rolle in der Vaskulo- und Angiogenese. Gerat die WNT-vermittelte Signallibertragung durch
Uber- oder Unterexpression dieses Signalweges aus dem Gleichgewicht, kann dies zu deutlichen
Veranderungen der vaskuldren Entwicklung und der Spezifikation von EZ fiihren [140,141].

Da dieser Mechanismus unter anderem die Zellproliferation, Zellpolaritdat und die Bestimmung des
Zellschicksals steuert, ist eine Storung dieses Signaltransduktions-Prozesses beim Menschen oftmals
assoziiert mit Geburtsdefekten, Krebs und anderen Krankheiten [142].

Die WNT-Signaltransduktion kann in drei unterschiedliche Prozesse aufgeteilt werden. Zunachst wird
zwischen dem kanonischen und nicht-kanonischen Signalweg unterschieden [139]. Der
nicht-kanonische WNT-Signalweg wird nochmals unterschieden in den planaren Zellpolaritatsweg und
den WNT/Ca*-Weg [143].

In den Kapillaren des sich entwickelnden Gehirns fordert die Aktivierung des kanonischen Signalweges
die Formation von TJ und Transportern [102,144-148]. Auf eine Dysregulation dieses Signalweges wurde
bei vielen ZNS-Krankheiten verwiesen, die einen Zusammenbruch der BHS beinhalten, wie z.B. Multiple
Sklerose [130], Schlaganfall [149], Alzheimer [150], Huntington [151] und Gehirntumore [152]. Daher ist
in diesen Fallen eine therapeutische Modulation des WNT-Signalweges eine interessante Option, die
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allerdings durch die grof3e Vielfalt und Komplexitat des Signalweges erschwert wird. Diese Vielfalt und
Komplexitat ergibt sich auch daher, dass von jedem Protein, welches in dem Signalweg eine
wesentliche Rolle spielt, zahlreiche Isoformen existieren [143,144]. Hinzu kommt, dass bisher sehr
wenige Kenntnisse Uber die Verteilung, Funktion und Aktion der einzelnen Komponenten und deren
Isoformen in der Mikrovaskulatur des Gehirns existieren [144]. Von den wenigen bisher bekannten
Informationen beziehen sich die meisten Daten auf die Rolle des WNT-Signalweges in der
Embryogenese, jedoch nicht im adulten Gehirn. Darlber hinaus beschaftigen sich die meisten
Forschungen mit der BHS, jedoch nicht mit den anderen Schnittstellen zwischen ZNS und Blutkreislauf.

1.5.1. Bestandteile des WNT-Signalweg

Der WNT-Signalweg zeichnet sich durch eine hohe Spezifitdt und Komplexitat aus, die auf der
Kombination seiner Bestandteile beruhen, welche lber den gesamten Zweig der vielzelligen Tiere
(Metazoa) hinweg konserviert sind [139,153]. So existieren in Saugetieren 19 WNT-Liganden,
10 Frizelled Rezeptoren (FZD), 4 Ko-Rezeptoren und 10 WNT-Modulatoren [154].

1.5.1.1. WNT-Liganden

Bei den WNT-Liganden handelt es sich um ca. 350-400 Aminosauren umfassende, sekretierte
Wachstumsfaktoren, deren Aminosaurensequenzen untereinander einen Identitdtsgrad von 27 % bis
83 % aufweisen und ein konserviertes Muster aus 23 oder 24 Cysteinen teilen [139,153]. Alle
WNT-Liganden sind von dhnlicher GréRe und erreichen ein Molekulargewicht von 39 kDa (WNT7a) bis
zu 46 kDa (WNT10a) [153]. Uber ihre Struktur ist allerdings wenig bekannt, da sie nicht I8slich sind.
Aufgrund des hochkonservierten Musters aus Cysteinen wird jedoch angenommen, dass die
Ausbildung mehrerer intramolekularer Disulfidbriicken wesentlich zur Faltung der Proteine beitragt.
Aus Experimenten mit chimdren WNT-Proteinen und Deletionsmutanten wird abgeleitet, dass der
N-Terminus der Proteine fiir die Bindung an Rezeptoren benétigt wird, wahrend C-terminale Bereiche
Zielrezeptoren aktivieren und die Spezifitdt der Reaktion auf die unterschiedlichen WNT-Proteine
festlegen [155-157]. AuBerdem wird ein Lipid mit einer Acyl-Gruppe, eine sog. Palmitoleinsdure,
wahrend der Synthese an das Protein durch eine Palmitoyl-Transferase namens Porcupin angehangt,
eine Modifikation, die vermutlich Gbergreifend bei allen WNT-Proteinen stattfindet [153,158-160]. Es
wird angenommen, dass dieses Lipid als Bindemotiv fiir die FZD fungiert [161]. Darliber hinaus verleiht
das Lipid dem Protein hydrophobe Eigenschaften, die es an die Zellmembran binden, und tragt somit
womoglich zur Begrenzung des WNT-Aktionsradius bei. Das Transmembranprotein Wntless/Evi bindet
die lipid-modifizierte Form im Verlauf dieser Maturation und tiberfiihrt diese an die Plasmamembran,
sodass das WNT-Protein sekretiert werden kann [155,162-166]. Es gibt Hinweise darauf, dass die
Proteine keineswegs frei im extrazelluldaren Raum vorliegen, sondern mit Glykosaminoglykanen
assoziieren und daher eng an die Zelloberflaiche gebunden bleiben oder in Vesikel und Exosomen
integriert und auf deren Oberflache prasentiert werden [167-172]. Ein anderes Modell besagt, dass der
Transfer von WNT-Proteinen zwischen direkt benachbarten Zellen stattfindet und zusatzlich zu den
FZD noch die transmembranen E3 Ligasen RNF43/ZNRF3 benétigt werden [173]. Obwohl in einigen
Fallen angenommen wird, dass sekretierte WNT-Proteine als weit reichende Morphogene fungieren,
geschieht die Signallibertragung mittels WNT in den meisten Geweben liber den direkten Kontakt
benachbarter Zellen [174].
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1.5.1.2. WNT-Rezeptoren und Ko-Rezeptoren

Im kanonischen WNT-Signalweg spielen zwei Rezeptorfamilien, die Transmembranrezeptoren aus der
Familie der FZD und deren Ko-Rezeptoren, low-density lipoprotein receptor related protein 6 (LRP6)
und LRP5, eine wichtige Rolle [138,175]. Bei den FZD handelt es sich um sogenannte
sieben-Transmembran (7-TM) G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (G-protein-coupled receptors; GPCR),
wodurch die Vermutung nahe gelegt wird, dass WNT-Signale durch heterotrimere G-Proteine
weitergeleitet werden [155]. Tatsachlich wurde gezeigt, dass eine Untergruppe der FZD mithilfe der
Pertussis Toxin-sensitiven Unterklasse der heterotrimeren G-Proteine intrazellulires Ca?* anreichern
und so die Protein-Kinase C (PKC) aktivieren kann [176-180]. Neben der 7-TM GPCR enthalt die Struktur
der FZD eine N-terminale Cystein reiche Domane (CRD) zur Bindung der WNT-Proteine und einen
kurzen zytoplasmatischen Teil, der ein PDZ bindendes Motiv aus den Aminosduren S/T-X-V am
C-terminalen Ende enthilt. Die CRD formt eine neue Proteineinbuchtung mit einer konservierten
Dimer-Verbindung, welche als wichtige Bindestelle fir WNT-Proteine betrachtet wird [181].

Die FZD weisen unterschiedliche Kapazitaten zur Aktivierung von 3-Catenin (CTNNB) auf, sobald sie mit
WNT und LRP5/6 ko-liberexprimiert werden [138,182]. Dabei ist eine partielle funktionelle Redundanz
zwischen den einzelnen FZD wahrscheinlich. Da FZD sowohl Bestandteil des kanonischen als auch des
nicht-kanonischen WNT-Signalweges sind, scheint die Aktivierung des betreffenden Signalweges durch
ein bestimmtes WNT-Protein von der Zusammensetzung des involvierten Rezeptor-Komplexes
abzuhangen [183]. Der CTNNB abhangige kanonische WNT-Signalweg wird nur aktiviert sobald ein
WNT-FZD-Komplex LRP5/6 rekrutieren kann, und wird folglich das FZD-LRP5/6 Ko-Rezeptor Modell
genannt [175]. Die beiden Ko-Rezeptoren LRP5 und LRP6 sind partiell redundant, allerdings ist LRP6
meist dominant vertreten. Darliber hinaus ist LRP6 essenziell fir die Embryogenese, wahrend LRP5
eine kritische Rolle in der adulten Knochen-Homoostase spielt [175]. Es wird angenommen, dass LRP6
den nicht-kanonischen Signalweg in vivo antagonisiert, was durch konkurrierende WNT-Liganden
erklart werden konnte oder aber durch einen bisher unbekannten Mechanismus [184,185]. Im
Gegenzug wurden weitere WNT-Rezeptoren wie RYK und ROR2 nachgewiesen, die in manchen Fallen
den kanonischen Signalweg unterdriicken [183].

1.5.1.3. WNT-Modulatoren

Zu den zahlreichen von der Zelle abgegebenen Proteinen, die den WNT-Signalweg antagonisieren oder
modellieren, gehéren die sekretierten Frizzled-verwandten Proteine (secreted Frizzled related
proteins; sFRP) und das WNT-inhibitorische Protein (Wnt inhibitory protein; WIF). Diese sind in der Lage
WNT zu binden und kdnnen dadurch sowohl den kanonischen als auch den nicht-kanonischen
WNT-Signalweg inhibieren, jedoch sind nur sFRP dazu fahig auch an FZD zu binden [186]. Bei der
Bindung an FZD wurde eine hohe Redundanz unter den sFRP nachgewiesen und einige sFRP scheinen
auch Funktionen unabhédngig der WNT-Signaltransduktion aufzuweisen, zum Beispiel als Regulatoren
extrazelluldrer Proteinasen [186,187].

Zusatzlich zu den bereits genannten WNT-Antagonisten, existieren zwei Familien an WNT-Inhibitoren,
diejenigen der Dickkopf (DKK) und der Wise/SOST Familien. Ausgenommen von DKK1 handelt es sich
bei den Proteinen der DKK-Familie um LRP5/6 Liganden bzw. Antagonisten, welche daher als
spezifische Inhibitoren des kanonischen WNT-Signalweges betrachtet werden [188,189]. Dagegen
scheint der Mechanismus, mit Hilfe dessen DKK1 den WNT-Signalweg inhibiert, nicht vollstandig
geklart zu sein. Die vorherrschende Theorie besagt, dass DKK1 die Ausbildung des WNT-induzierten
FZD-LRP6 Komplexes unterbricht, wobei in manchen Geweben die transmembranen Kremen (KRM)
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Proteine eine geringe modulatorische Funktion Gbernehmen [108,189,190]. Ebenso wie DKK1 soll
Sclerostin (SOST) die Formation des durch WNT-Liganden induzierten FZD-LRP6 Komplex in vitro
unterbrechen kénnen. Daher wird SOST als LRP5/6 Ligand bzw. Antagonist angesehen. Bei WISE
handelt es sich ebenfalls um einen LRP5/6 Antagonisten [189,191,192].

Mit den Norrin und R-spondin (RSPO) Proteinen existieren zwei Protein-Familien, die als Agonisten des
kanonischen WNT-Signalweges gelten [193]. Als ein spezifischer Ligand flir FZD4 interagiert Norrin
wahrend der retinalen Vaskularisation mit FZD4 und LRP5/6 [193]. RSPO scheint wahrenddessen eine
Synergie mit WNT, FZD und LRP6 einzugehen und wahrend der Embryogenese auch eine allgemeine
Interaktion mit LRP6 zu zeigen, wobei der Interaktionsmechanismus kontrovers diskutiert wird [194-
197]. Es wurde in unterschiedlichen Quellen berichtet, dass RSPO an FZD und LRP6 [195], in erster Linie
an LRP6 [196] oder an keines der beiden bindet [198]. Ein anderes Modell besagt, dass RSPO ein Ligand
von KRM ist und die DKK/KRM vermittelte Internalisation von LRP6 unterbindet [182]. Gegen letzteres
Modell spricht jedoch, dass KRM2 Doppel-KO Mutanten lebensfahig sind, keine Phdanotypen von RSPO-
Mutanten ausbildeten und RSPO die Signalibermittlung via CTNNB aktivieren kann, obwohl beide
KRM-Gene fehlen [108,197]. Interessanterweise werden RSPO-Gene oft zusammen mit WNT-Genen
ko-exprimiert und ihre Expression scheint sogar von derjenigen der WNT-Gene abzuhangen, was fir
ein positives Feedback zur Verstarkung der WNT-Signalvermittlung spricht [198].

1.5.2.  Funktionsweise des kanonischen WNT-Signalweges

Der kanonische Signalweg zeichnet sich durch die Aktivierung des zytosolischen Signalmolekiils CTNNB
aus, wahrend die nicht-kanonischen Signalwege unabhangig von diesem Signalmolekiil funktionieren.
Es handelt sich bei CTNNB um einen transkriptionalen Ko-Aktivator, welcher, insofern kein Stimulus
durch ein WNT-Protein eingeht, konstant durch den AXIN-Komplex degradiert wird (ABBILDUNG 4) [139].
Dieser Komplex besteht aus dem Scaffold-Protein AXIN, dem Tumor Suppressor adenomatous
polyposis coli Genprodukt (APC), der Casein Kinase 1 (CK1) und der Glykogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3)
[139]. Die N-terminale-Region von CTNNB wird sequenziell durch CK1 und GSK1 phosphoryliert, was
durch eine E3 Ubiquitin-Ligase Untereinheit, -TrPC, erkannt wird [138,175]. Dies flhrt wiederum zur
Ubiquitinierung und proteasomalen Degradation von CTNNB, sodass es an der Translokation in den
Nukleus gehindert und der Expression von WNT-Zielgenen vorgebeugt wird [175].
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Abbildung 4 Schematische Darstellung des WNT-Signalweg. In A sind die Mechanismen bei einem inaktiven kanonischen
WNT-Signalweges zusammengefasst, wahrend in B die Abldufe nach einer Aktivierung veranschaulicht werden.

Bindet ein WNT-Ligand an einen FZD und LRP5/6, dimerisieren die beiden Rezeptoren nach einer
Konformationsdanderung des FZD und es kommt zur Ausbildung eines Proteinkomplexes unter
Einbezug des Geristproteins Dishevelled (DVL) [174,199,200]. Infolgedessen wird LRP6 durch
Phosphorylierung aktiviert, indem GSK3 oder CK1y den Ko-Rezeptor an einem Serin innerhalb der fiinf
wiederholenden PPPSP Motive phosporyliert [201]. Eine Beteiligung weiterer Proteinkinasen kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden. Ein solches PPPSP Motiv kommt bei mehreren Komponenten des
WNT-Signalweges vor, unter anderem bei CTNNB, AXIN, and APC [202].

Diese zweifach phosphorylierten Motive innerhalb der cytoplasmischen Teile des LRP-Komplexes
gelten wiederum als Bindestelle fiir AXIN, sodass der AXIN-Komplex anschlieBend durch Bindung an
die phosphorylierten Motive an den Rezeptor-Komplex rekrutiert wird [201,203-205]. Die Interaktion
zwischen LRP und AXIN wird wiederum durch die Bindung von FZD und DVL ermdéglicht, da deren
Interaktion die Phosphorylierung von LRP6 durch GSK3 induzieren soll [206-209]. Infolgedessen wird
die AXIN-vermittelte Phosphorylierung von CTNNB verhindert [139,210,211].

Die Stabilisation von CTNNB begiinstigt seine Akkumulation im Zytosol und schliefllich seine
Translokation in den Nukleus, wo CTNNB mit Mitgliedern der DNA-bound T cell factor/lymphoid
enhancer factor (TCF/LEF) Proteinfamilie interagiert. Dadurch wird die Repression von WNT-Zielgene
aufgehoben und stattdessen ihre Expression ermdglicht [138,139,210,211].
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1.5.3.  Regulation des ZNS Endothels durch WNT-Signaliibermittlung
Es wurde bereits gezeigt, dass einige der Zielgene, die mit Hilfe von WNT und CTNNB im ZNS reguliert
werden, neben der Angiogenese und Differentiation auch wichtig fiir die Aufrechterhaltung der BHS
sind [102,145-147]. Darunter fallen unter anderem PLVAP, CyclinD (CCND1), Glukosetransporter 1
(GLUT1), Permeabilitats-Glykoprotein (permeability glycoprotein; P-GP), Brustkrebs-Resistenzprotein
(breast cancer resistance protein; BCRP), AXIN2, CLAUDIN 1 (CLDN1), CLAUDIN 3 (CLDN3) und
CLAUDIN 5 (CLDN5) [144]. AuRerdem wurde beschrieben, dass die GefaRe unterschiedlich sensitiv auf
Stérungen oder Abweichungen des kanonischen WNT-Signalweges regieren, je nachdem, welche
Region des ZNS untersucht wurde. Folglich wird der WNT-Signalweg bendtigt, um die Plastizitat der
Barriere-Eigenschaften im ausgereiften ZNS GefaRsystem zu bewahren [20].
Weiterhin konnte auch fiir die BRB eine Regulation diverser zellularer Prozesse durch den
WNT-Signalweg festgestellt werden. Beispielsweise kann der WNT-Agonist Norrin zusammen mit
FZD4, LRP5 und Tetraspanin-12 die retinale Angiogenese wahrend der Embryonalentwicklung
beeinflussen [212]. Weitere Studien offenbarten, dass auch in der adulten Retina Norrin und FZD
exprimiert werden. Die von den beiden Faktoren vermittelte Signaliibertragung bewirkt sowohl in der
sich entwickelnden Rentina als auch in dem tiefen Kapillarbett der neuralen Retina, dass die Expression
von PLVAP herunterreguliert bzw. blockiert und so die Permeabilitdt der BRB verringert wird [213].
Wurde dagegen die Interaktion von Norrin oder WNT3a und FZD4 unterbrochen, konnte eine
Induktion der PLVAP Expression in tiefen GefaBbetten und damit eine Erhdhung der
GefdlRpermeabilitdt innerhalb der adulten neuronalen Retina beobachtet werden [213]. Durch
Inhibition der CTNNB-vermittelten Transkription konnten diese Phadnotypen, welche auch bei
Gefalentwicklungsstérungen und Barrieredefekten aufgrund fehlender Rezeptoren, Ko-Rezeptoren
oder Liganden festgestellt werden konnten, reproduziert werden [20]. Eine erneute Stabilisation von
CTNNB konnte diese vaskuldren Defekte in Gehirn und Retina wieder verbessern [20]. Diese Beispiele
verdeutlichen, dass der kanonische WNT-Signalweg ein unverzichtbarer Regulator wahrend der
Angiogenese des Gehirns, der postnatalen Reifung der GefdRe im ZNS und letztendlich auch der
Etablierung der BHS ist [76,102,213,214].
Darliber hinaus spielt der kanonische WNT-signalweg eine Rolle in der Aufrechterhaltung der BHS im
adulten Gehirn, da WNT und Notch an der Signallibermittlung zur Kontrolle der Herabregulation von
PLVAP in spezialisierten GefaBbetten der BHS beteiligt zu sein scheinen [20,76,102-104,211,213,215-218)].
Betrachtet man allerdings den Einfluss unterschiedlicher GefaRbetten und Anforderungen bestimmter
Mikroumgebungen auf die Entwicklung der EZ, dann wird deutlich, dass noch viel Forschung notwendig
ist, um die Regulation von PLVAP in diesem Kontext zu verstehen. Ebenso interessant ist der Einfluss
von PLVAP auf die Ausbildung von Fenestrae, FD und SD innerhalb der EZ dieser unterschiedlichen
Gefdllbetten und Gewebe. So gibt es Hinweise darauf, dass eine differenzielle Regulierung des
WNT-Signalweges dazu beitrdgt in unterschiedlichen ZNS-Regionen die vorhandenen EZ so
anzupassen, dass ihre Eigenschaften den jeweiligen Anforderungen entsprechen [214]. Ein besseres
Verstdandnis der gegenseitigen Beeinflussung und Regulierung der unterschiedlichen ZNS-Regionen
untereinander, sowie der daraus entstehenden Anforderungen an EZ, konnte zuklnftig die
Anwendung neuer therapeutischer Strategien zur gezielten Bekdmpfung der zahlreichen Facetten
kardiovaskularer Krankheiten ermoglichen.
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1.6. Ziel dieser Arbeit

Ein Grundbaustein moderner Forschung ist die Verwendung von Zellen, welche aus einem tierischen
oder humanen Gewebe entnommen wurden [219]. Das Problem dieser primaren Zellen ist ihre
natlirliche Seneszenz, d.h., dass sie eine beschrankte Lebensdauer haben und nach einer bestimmten
Anzahl an Zellteilungen (das sog. Heyflick-Limit) absterben. Daher wurden viele der in der Literatur
beschriebenen Zelllinien urspriinglich aus Tumorgeweben entnommen, deren Zellen tendenziell
immortalisiert sind, sich aber haufig auch drastisch von den Zellen des entsprechenden gesunden
Gewebes unterscheiden [219]. Durch experimentelle Immortalisierung von Zellen aus Normalgewebe
kann man diese Probleme umgehen, indem p53/p16/pRb inhibiert wird und sich die Zellen dadurch
unbegrenzt teilen kdnnen [219,220]. Neben Mutation der p53 und pRb Gene und der Einfihrung von
Onkogenen kann auch die ektopische Expression der Telomerase oder der TERT zur Immortalisierung
einer Zelle verwendet werden [219]. Allerdings kdnnen auch bei immortalisierten Zelllinien mit der Zeit
deutliche Unterschiede zu den primaren Zellen auftreten [221].

Der humane PC ist ein hoch vaskularisiertes Organ in den Ventrikeln des Gehirns, das unter anderem
bei der CSF Produktion, der Gehirnentwicklung, dem Alterungsprozess des ZNS, Neuro-Immun-
Interaktionen, der Pathogenese von ZNS Infektionen, neurodegenerativen Krankheiten und der
Bildung der BLS eine bedeutende Rolle spielt [120,222]. Die Uberwindung dieser Barriere durch
Pathogene und ihr Zusammenbruch wurde im Zusammenhang mit ZNS-Infektionen und zahlreichen
neurodegenerativen Krankheiten beschrieben [120,222-225]. Im Gegensatz zu dem dichten Epithel, das
die Barrierefunktion der BLS Gbernimmt, ist das Endothel des PC, welches das Lumen der Blutgefilie
vom Gewebe abtrennt, fenestriert [120,222]. Neue Beobachtungen verweisen allerdings auf einen
wichtigen Beitrag des Endothels bei der Regulierung der BLS [11,122]. Diverse Erkenntnisse tber die
Funktionen des PC konnten durch die Anwendung von in vitro Modellen gewonnen werden, unter
anderem mit Hilfe einer humanen PC-Epithelzelllinie (HIBCPP Zellen), aber eine Zelllinie des PC
Endothels stand bis vor kurzem nicht zur Verfligung [76,93,101,102,226,227]. Durch ektopische
Expression der TERT wurde in unserem Labor vor kurzem aus primdren PC Endothelzellen eine
immortalisierte Zelllinie (iHCPEnC) generiert, welche typische Eigenschaften des primaren PC
Endothels, wie die Ausbildung von Fenestrae, aufweist [123]. Im ndchsten Schritt war es noétig, diese
Zelllinie molekularbiologisch zu charakterisieren. In der vorliegenden Arbeit sollte tGberprift werden,
inwieweit die Zelllinie noch alle wesentlichen Charakteristiken der primaren Zellen aufweist, und in
welchem MaRe sie sich von diesen unterscheidet. Dazu wurden primare Zellen der Passage 6 (p6) mit
den iHCPENC verglichen. Fir die Analyse wurde sowohl eine friihere Passage (p20) als auch eine
spatere Passage (p50) der immortalisierten Zelllinie herangezogen, um zusatzlich die Stabilitat der
Zelllinie zu untersuchen. Mithilfe einer RNA-Sequenzierung wurde ein Uberblick tber den
Ahnlichkeitsgrad der beiden Zelllinien und der beiden Altersstufen gewonnen.

Im Gegensatz zum Endothel der BHS exprimieren die Endothelzellen des PC PLVAP, die einzige
bekannte Komponente von FD und SD [52,57]. Es wurde bereits gezeigt, dass neben VEGF als
Hauptregulator auch die Norrin/WNT-vermittelte CTNNB Signaltransduktion PLVAP reguliert
[70,74,76,79,93,99-102]. In EZ ist der WNT-Signalweg besonders aktiv wahrend der
Embryonalentwicklung und ist involviert in der Vaskulo- und Angiogenese der Mikrovaskulatur. Bei
Veranderungen des WNT-Signalweges durch loss- oder gain-of-function werden sowohl die vaskulare
Entwicklung der EZ als auch deren Spezifikation deutlich verdndert [140,141].

Im ZNS konnte dem WNT-Signalweg eine wichtige Rolle sowohl wahrend der Entwicklung als auch bei
der Instandhaltung der Barriere-Eigenschaften der adulten Gehirnkapillaren der BHS und der BRB
zugewiesen werden [76,102,213,214]. In beiden Fallen bewirkt die Aktivierung des WNT-Signalweges

23



1. Einleitung
1.6.

eine Unterdriickung der PLVAP Expression. Wie bereits bei der pathologischen Uberexpression von
VEGF beobachtet, fihren durch Mutationen oder pathogene Konditionen ausgelésten Stérungen des
WNT-Signalweges zur Hochregulierung der PLVAP Expression, einer vergroBerten vaskuldren
Permeabilitdt und damit zum Verlust der Barriere. [13]. Die Sensitivitdt der EZ auf das WNT/CTNNB
Uibermittelte Signal ist dabei abhangig von der Region des ZNS, in der das betroffene GefaR lokalisiert
ist [214]. AuBerdem unterscheiden sich EZ auch innerhalb desselben GefiRbettes, z.B. weisen die EZ
des PC auch in Bezug auf Endothel-Marker signifikante Unterschiede zum Endothel der BHS auf [11].
Daher kénnte der WNT-Signalweg in fenestrierten EZ des PC dazu beitragen, dass PLVAP exprimiert
wird, um so die Permeabilitdt der EZ zu regulieren. Um diese Fragestellung zu klaren, wurde in der
vorliegenden Arbeit die Auswirkung der Aktivierung des WNT-Signalweges auf die Expression von
PLVAP und weitere Zielgene dieses Signalweges untersucht.
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2.1. Material

2.1.1.  Zellen
Es wurden sowohl primare Endothelzellen (HCPENnC) des humanen Plexus choroideus verwendet, als
auch die daraus abgeleitete immortalisierte Zelllinie (iHCPEnC). Letztere wurde in unserem Labor
generiert, indem die katalytische Einheit der humanen Telomerase (human telomerase; hTERT)
exprimiert wurde.

2.1.2. Medien und Zusatze fir die Zellkultur

Beschreibung

Hersteller

Attachment Factor (4Z0-201) Cell Systems (USA)

Komplettes, Klassisches Medium mit Serum und Cell Systems lGber PELOTech

CultureBoost™ (4Z0-500)
Fotales Kilberserum Gold (FCS) PAA, Pasching, A
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich, Steinheim, D

Trypsin 0,25 % (1 x), mit EDTA Na fliissig Gibco/Life Technologies, Paisley, UK

Trypanblau Fluka/Sigma, Steinheim, D
2.1.3.  Antikorper
2.1.3.1.  Primdrantikérper
Beschreibung Hersteller- Eigenschaften Verdiinnung Hersteller
bezeichnung
Anti-B-catenin GTX101435 Kaninchen, polyclonal 1:200 (IF); GeneTex
1:1000 (WB)

Anti actives B-  05-665 Maus, monoclonal, 1:200 (IF); MerckMillipore

catenin Klonnr.: 8.00E+07 1:1000 (WB)

Anti -PLVAP abx129030 Kaninchen 1:1000 (WB) Abbexa

Anti - ab81719 Maus, monoclonal 1:200 (IF) Abcam

PLVAP/PV-1

Anti -B-actin MA1-140 Maus, monoclonal, 1:1000 (WB) Thermo Fischer
Klonnr.: 15G5A/E2

Anti -GAPDH 2118 Kaninchen 1:1000 (WB) Cell signalling

Anti-Rab5 3547 Kaninchen, monoclonal, 1:200 (IF) Cell signalling
Klonnr.: C8B1

Anti-Rab7a 55469-1-AP Kaninchen, polyclonal 1:200 (IF) Proteintech
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2.1.3.2.  Sekunddrantikérper
Beschreibung Hersteller- Eigenschaften Verdiinnung Hersteller
bezeichnung
Esel Anti- AP182 HRP-gekoppelt 1:5000 (WB) Millipore
Kaninchen
Esel Anti-Maus AP192 HRP-gekoppelt 1:5000 (WB) Millipore
Esel Anti A21206 Alexa-Fluor 488 1: 500 (IF) Invitrogen
Kaninchen
Esel Anti Maus A21125 Alexa-Fluor 594 1: 500 (IF) Invitrogen
2.1.4. Grofdenstandards und Ladepuffer
Beschreibung Hersteller
Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Fermentas, St. Leon-Rot, D
4 x LDS Proben-Puffer Novex, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Novex Sharp Protein-Standard Novex, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
100 x reduzierendes Reagenz Novex, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
2.1.5. Oligonukleotidprimer
Gensymbol Vorwartsprimer Riickwartsprimer Fragment- Referenz
grofle
GAPDH TGTTGCCATCAATGACCCCTT CTCCACGACGTACTCAGCG 202
ACTB ATTGGCAATGAGCGGTTC TGAAGGTAGTTTCGTGGATGC 91 Kang et al., 2019
YWHAZ CCGTTACTTGGCTGAGGTTG TTGCATTTCCTTTTTGCTGA 106 Kang et al., 2019
RLP19 CTGATCAAGGATGGGCTGAT GCCGCTATGTACAGACACGA Rodriguez et al.,
2012
B2M AGCGTACTCCAAAGATTCAGGTT ATGATGCTGCTTACATGTCTCGAT 306/ Radonic et al.,
933 2004
RLP13a GGATGAACACCAACCCTTCC AACACCTTGAGACGGTCCAG 133 Kang et al., 2019
SDHA CATCCACTACATGACGGAGCA ATCTTGCCATCTTCAGTTCTGCTA 90 Modesto et al.,
2013
WNT1 CAAGATCGTCAACCGAGGCT TCACACGTGCAGGATTCGAT 120 Laksitorini et al.,
2019
WNT2 CGTGTGTGCAACCTGACTTC TGTGTGCACATCCAGAGCTT 168 Laksitorini et al.,
2019
WNT2B GATCCGAGAGTGTCAGCACC CCTCTCGGCTACTTCTGAGC 107 Laksitorini et al.,
2019
WNT3 TGACTCGCATCATAAGGGGC GTGGTCCAGGATAGTCGTGC 181 Laksitorini et al.,
2019
WNT3A AGCAGGACTCCCACCTAAAC AGAGGAGACACTAGCTCCAGG 132 Laksitorini et al.,
2019
WNT4 TCTTCGCCGTCTTCTCAGCC GCACCGAGTCCATGACTTCC 162 Laksitorini et al.,
2019
WNT5A TGTTGCTCGGCCCAGAAGTC GCTTCAATTACAACCTGGGCG 137 Laksitorini et al.,
2019
WNT5B GCGAGAAGACTGGAATCAGGG TAATGACCACCAGGAGTTGGC 163 Laksitorini et al.,
2019
WNT6 CGGGGAGCGTTTAAAGGACA TTATTGATACTAACCTCACCCACC 159 Laksitorini et al.,
2019
WNT7A AGTACAACGAGGCCGTTCAC GCACGTGTTGCACTTGACAT 326 Laksitorini et al.,
2019
WNT7B TACGTGAAGCTCGGAGCACT CGGAACTGGTACTGGCACTC 176 Laksitorini et al.,

2019
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WNT8A

WNTS8B

WNT10A

WNT10B

WNT11

WNT9A

WNT9B

WNT16

LRP5

LRP6

FZD1

FZD2

FZD3

FZD4

FZD5

FZD6

FZD7

FZD8

FZD9

FZD10

sFRP1

sFRP2

sFRP3

sFRP4

sFRP5

WIF1

DKK1

DKK2

DKK3

DKK4

PVLAP

OCLN

CTGGTCAGTGAACAATTTCC

TATCAGTTTGCCTGGGACCG

CTGTTCTTCCTACTGCTGCT

GTCTCCCCACGGTTTAAGCA

TCTTTGGGGTGGCACTTCTC

GACGGTCAAGCAAGGATCTG

GTGTCTTGCCATAGCAGGCTT

TCAGGGAGACCCTCTTCACAG

ATGGGCGCCAGAACATCAA

TTGTTGCTTTATGCAAACAGACG

GTGAGCCGACCAAGGTGTAT

GCGAAGCCCTCATGAACAAG

TGAGTGTTCGAAGCTCTATGG

CAGTGAGGCATGGAGGTGTT

TACCCAGCCTGTCGCTAAAC

TGGCCTGAGGAGCTTGAATGTGAC

GTTTGGATGAAAAGATTTCAGGC

ACAGTGTTGATTGCTATTAGCATG

CCCTAGAGACAGCTGACTAGCAG

ACACGTCCAACGCCAGCATG

TGGCCCGAGATGCTTAAGTG

CTCGCTGCTGCTGCTCTTC

ATGGTCTGCGGCAGCCCGG

GTTCCTCTCCATCCTAGTGG

CTACTGGAGGGTGTTTTCAC

CACCTGGATTCTATGGAGTG

CAGGATTGTGTTGTGCTAGA

CTCAACTCCATCAAGTCCTC

GAGGTTGAGGAACTGATGG

GTCCTGGACTTCAACAACAT

CTGCGATGCCTTGCTCTTCAT

AAGCAAGTGAAGGGATCTGC

GTAGCACTTCTCAGCCTGTT

CTGTCTCCCGATTGGCACTG

ACACACACCTCCATCTGC

TCAGGACCTCCAGTGGTTTG

TCTGCCGAGTTCACTTGACG

TGCTCTCGCAGTTCTTCTCA

AATAAGGAGGCCGTGTGTCAG

AGCAGGTACGGTTTCCTCTTG

AGATGTCGATGCTGAGGTCGTG

CGTTTAATGGCTTCTTCGCTGAC

CAGCCGGACAAGAAGATGAT

TCCGTCCTCGGAGTGGTTCT

ATCACGCACATGCAGAAAAG

AAAGAGCTCAAGGGGCCATC

AAAACCGTCCAAAGATAAACTGC

TATCGCCCAGCAAAAATCCAATGA

GACCACTGCTTGACAAGCACAC

GTGAAATCTGTGTATCTGACTGC

CGGGGGTTTATTCCAGTCACAGC

ACGAGTCATGTTGTAGCCGATG

CCTCAGTGCAAACTCGCTGG

GGCTTCACATACCTTTGGAG

CTGTCGTACACTGGCAGCTC

GCTGAGATACGTTGCCAAAG

CTTTCCCTTACCCTCTCCT

ACAGAGGTCTCCCTGGTAAC

TGACAAGTGTGAAGCCTAGA

TACCTCCCAACTTCACACTC

CCAGTCTGGTTGTTGGTTAT

GTTGCATCTTCCATCGTAGT

AGTCCCTCCACAGGTTACGA

GGGGTTATGGTCCAAAGTCA

180

91

152

91

177

411

70

151

117

167

184

116

95

247

421

295

269

264

170

180

505

431

574

201

218

202

164

215

233

272

204

Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
Laksitorini et al.,
2019
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GLUT1 AATACACCACCTCACTCCTG
BCRP CAGTCTTCAAGGAGATCAGC
P-GP ATATCAGCAGCCCACATCAT
CDH5 GTTCGGCTGACAGGTCCACA
20-1 ATCTCGGAAAAGTGCCAGGA
CLDN5 AGGCGTGCTCTACCTGTTTTG
CLDN3 GCCACCAAGGTCGTCTACTC
CLDN1 TTTACTCCTATGCCGGCGAC
CCND1 GTCCCACTCCTACGATACGC
APCDD1 AAGGAGTCACAGTGCCATCA
AXIN-2 GACAGGAATCATTCGGCCAC
CTNNB TCTGAGGACAAGCCACAAGATTACA
VWF CGGCTTGCACCATTCAGCTA
PLAT

GGTCTGGAGAAGTCTGTAGAG
THBS

AGTGGAAGAGCATCACGCTG
SERPINE1 GCAAGGCACCTCTGAGAACT
EDN1 CAGAAGAAGTTCAGAGGAACACC

GAGGTACGTGTAAGGGACTG 188
CCAGTACGACTGTGACAATG 132
GAAGCACTGGGATGTCCGGT 154
CGATGTGGCGAGGAGCATCA
TTTCAGCGCACCATACCAAC 124
AACTCGCGGACGACAATGTT 78
CGTAGTCCTTGCGGTCGTAG 82
GAGGATGCCAACCACCATCA 173
CAGGGCCGTTGGGTAGAAAA 129
TTGTGATGAACTCTGGGCCT 136
CCTTCAGCATCCTCCGGTAT 181
TGGGCACCAATATCAAGTCCAA 122
TGCAGAAGTGAGTATCACAGCCATC 90
CCTAGACTGGATTCGTGACAA 134
CACCACGTTGTTGTCAAGGG 287
GGGTGAGAAAACCACGTTGC 202
GGAAGCCAGTGAAGATGGTT 334

Laksitorini et al.,
2019

Laksitorini et al.,
2019

Laksitorini et al.,
2019

Laksitorini et al.,
2019

Laksitorini et al.,
2019

Laksitorini et al.,
2019

Laksitorini et al.,
2019

Laksitorini et al.,
2019

Laksitorini et al.,
2019

Laksitorini et al.,
2019

Laksitorini et al.,
2019

Laksitorini et al.,
2019

Xuetal., 2017

Yan et al., 2020
Bray et al., 2019

Zhangetal.,
2020
Lee etal., 2018
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Chemikalien und Losungen

Beschreibung

Hersteller

Agarose NEEO Ultra Quality
B-Mercaptoethanol

Desoxynukleotid Triphosphat Set PCR Grade

Ethanol absolut
Ethidiumbromid

Fsl-1

Carl Roth, Karlsruhe, D

Sigma Aldrich, Steinheim,
Roche applied Science, Mannheim, D
Mallinckrodt Baker, Devender, NL

Applichem, Darmstadt, D

D

LPS E. coli 0111:B4 ultrapure

Milchpulver

ProLong Gold Antifade Reagenz

Invivogen, Toulouse, F
Invivogen, Toulouse, F

Roth, D

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

2.1.7.  Puffer und Losungen
Beschreibung Zusammensetzung Hersteller Verwendung
Verwendete Stock
Menge/
finale
Konzentration
Blockierlosung  1x TBST siehe TBST 20x Westernblot
5% Milchpulver (w/v) Supermarkt

Inkubationslos
ung

2%

DPBS 1x liquid -/-
Mg/Ca

Bovine Serum
Albumine (BSA) (w/v)

28

Gibco/Life Technologies,
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DPBS 1 x liquid Gibco/ Life Technologies, divers
-/- Mg/Ca Paisley, UK
modifizierter 1x 10x RIPA-Puffer Millipore, Billerica, MA, USA  Proteinlyse/
RIPA-Puffer 1x 10x Protease Inhibitor Sigma Aldrich, Steinheim, D Protein-
Cocktail bestimmung
1mM Na3VOa Sigma Aldrich, Steinheim, D
H20 dest
modifizierter 1x RLT Lyse Puffer Qiagen, Hilden, RNA-Isolation
RLT-Puffer 10 mM R-Mercaptoethanol Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
MOPS- 20 ml 20x NuPAGE SD MOPS Novex, Life Technologies, SD-Gelelektro-
Laufpuffer Laufpuffer Carlsbad, CA, USA phorese
380 ml H.0 dest
TAE-Puffer 20 ml 50x TAE-Puffer Biorad, Miinchen, D Agarosegel-
980 ml H20 dest elektrophorese
TBST-Puffer 50 ml 20x TBS-Puffer Immuno-
(200 mM Tris, 3 detektion
M NacCl, pH7,6 (HCl)) Carl Roth, Karlsruhe, D
10 ml 10% Tween 20 Applichem, Darmstadt, D
960 ml H20 dest Applichem, Darmstadt, D
Transferpuffer 50 ml 20x NuPAGE Novex, Life Technologies, Westernblot
Transferpuffer Carlsbad, CA, USA
200 ml Methanol Merck KGaA, Darmstadt, D
750 ml H20 dest
2.1.8. Kits

Beschreibung

Hersteller

AffinityScript QRT-PCR cDNA Synthesis Kit
Brilliant Il SYBRe Green QRT-PCR Master Mix

RNA easy Micro Kit

RNAse free DNAse Set
QlAShredder

Tag DNA Polymerase Kit(1000 U)

QIAGEN, Hilden, D
QIAGEN, Hilden, D
QIAGEN, Hilden, D
QIAGEN, Hilden, D

Agilent Technologies, Waldbronn, D
Agilent Technologies, Waldbronn, D

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Millipore, Billerica, USA
Substrate WBKL S05 00
2.1.9. Laborgerate
Beschreibung Modell Hersteller
Autoklav 5075 ELV Systec
Bioanalyzer Bioanalyzer 2100/2100 expert Agilent Technologies

Blotting Apparatur
Brutschrank
Chemilumineszenzdetektor

Fluoreszenzmikroskop

Geldokumentation

software

TE22 Mighty Small Transfer

Hera Cell 240

Chemi Smart 5100 (150W TypeT &
5x20-2A)

ApoTome/Linse
636/1.4/Axiovision 4.6 software
TV Zoom Lense 2/3"C 11.5-

6.9 mmFl.4

Hoefer
Thermo Fischer
VILBER LOURMAT

Carl Zeiss, Jena, D

VILBER LOURMAT
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Gelkammer SUB-CELL® GT BioRad
Mini SUB-CELL® GT
Heizblock Thermomixer compact Eppendorf
Thermomixer comfort Eppendorf
Heiz-/Magnetriihrer VMS-C4-2 VWR
Kiihlaggregat F12/ED Julabo
Lichtmikroskop Axiovert 40C Zeiss
Mikrowelle MWG758 Ciatronic
PCR 2720 Thermocycler Applied Biosystems
MX3005P™ Agilent Technologies
pH Meter pH Meter 766 Calimetric Knick
Pipetboy Pipetboy Comfort IBS integra
Biosciences
Pipetten Research 100-1000 pl; 20-200 pl; Eppendorf
10-100 pl
Reference 0,5-10 pl; 0,1-2,5 pl Eppendorf
Powersupply Power Pac™ Basic BioRad
Rollmischer Assistant 348 Typ RM5.40 Karl Hecht KG
SD Gelelektrophoreseapparatur XCell SureLock electrophoresis Invitrogen
Novex Mini
Cell
Spectrophotometer Co 8000 Cell Density Meter WPA biowave
Nanodrop-1000 Peglab
Spectrophotometer
Infinite M200 Tecan
Sterilbank Hera Save Thermo Fischer
Volt-/Ohmmessgerat mit Millicell®-ERS Millipore
Elektrode MERSSTX 01 Millipore
Vortex Analog Vortex Mixer VWR
Waagen PCA 623s Satorius
Extend ED2245 Satorius
Wasserbad SW22 Julabo
Zahlkammer Improved 0,1 mm Tiefe, Neubauer
0,0025 mm?
Zentrifuge Micro 200R Rotor 2424A Hettich
Rotana 460R Rotor 5624 Hettich
Picofuge® Il Microfuge Stratagene
2.1.10. Verbrauchsmaterialien
Beschreibung Eigenschaften Hersteller
Chromatographie Papier Whatman 3mm Chr Maidstone, Kent, UK
Deckglaschen 24*50 mm VWR, D
Impfschlinge hart, 1 pl steril VWR, D
Nitrozellulose Trans-Blot 0,45 um Biorad, Miinchen, D
Transfermembran

NuPAGE NOVEX

4-12 % Bis-Tris Gele 1,5 mm,

15 Well

Objekttrager
Safe-Lock ReaktionsgefaR

Mattrand 76*26 mm
0,5ml,1,5ml,2 ml, 5 ml

Mx3000P Optical Strip (120 count)
Caps

Mx3000P Strip Tubes

QRT-PCR 96-Well Plates non-skirted

TipOne® Filter Tip

1000 ul XL Graduated Filter Tip (Sterile)

200 pl Graduated Filter Tip (Sterile)

Novex, Life Technologies, Carlsbad,

CA, USA
Langenbrinck, Emmendingen, D
Eppendorf, Hamburg, D

Agilent Technologies, Waldbronn, D

Agilent Technologies, Waldbronn, D
Agilent Technologies, Waldbronn, D

Starlab, Hamburg, D
Starlab, Hamburg, D
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TipOne® Tip

TipOne® RTP Filter Tip

Thincert Zellkultur Einsdtze

Tissue Culture Flasks

100 pl Bevelled Filter Tip (Sterile)
10 ul XL Graduated Filter Tip, Max.
Volume 20 pl (Sterile)

1250 pl XL Graduated Tip

200 pl Bevelled Graduated Tip

10 pl XL Graduated Tip (Max. Vol. 20ul
RPT 1000 pl XL Graduated Filter Tip
(Sterile)

200 pl Graduated Filter Tip (Sterile)
100 pl Bevelled Filter Tip (Sterile)
10 pl XL Graduated Filter Tip,

Max. Vol. 20 pl (Sterile)

fir 24-Well Zellkultur Platten 3 um
2*10E6 Poren

fir 12-Well Zellkultur Platten 3 um
75 cm? 250 ml PS red

filter cap sterile

Starlab, Hamburg, D
Starlab, Hamburg, D
Starlab, Hamburg, D
Starlab, Hamburg, D
Starlab, Hamburg, D
Starlab, Hamburg, D
Starlab, Hamburg, D

Starlab, Hamburg, D
Starlab, Hamburg, D
Starlab, Hamburg, D

Greiner, Frickenhausen, D

Greiner, Frickenhausen, D
Greiner, Frickenhausen, D

Zellkulturplatten 12-Well Starlab, Hamburg, D
24-Well Starlab, Hamburg, D
48-Well Starlab, Hamburg, D

2.1.11. Software

Software

Developer

Adobe lllustrator CC
Bioconductor
Vision-Capt
Chemi-Capt
clusterProfiler package

complexHeatmap (Version 2.0.0)

FastQC

ggplot2 package (Version 3.3.6)

i-control™

kallisto (Version 0.46.1)
limma package

MXPro

NGS Analyse package systemPipeR

Prism 9.0.0

R

SAS system, release 9.4
trim_galore (Version 0.6.4)
Zeiss ZEN Imaging Software

Adobe Inc., San José, Kalifornien, USA

Bioconductor Core Team

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland

Guangchuang Yu, Bioconductor

Zuguang Gu, Bioconductor

Babraham Bioinformatics

Thomas Lin Pedersen

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Gordon Smyth, Bioconductor

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Thomas Girke, Bioconductor

GraphPad Software, Inc.

R Core Team

SAS Institute Inc., Cary, NC, USA
Babraham Bioinformatics

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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2.2. Methoden

2.2.1.  Zellbiologische Methoden

2.2.1.1. Zellkultur

Sowohl primire als auch immortalisierte HCPEnC wurden in 25 cm? Zellkulturflaschen bei 37°Cund 5 %
CO, bis zum konfluenten Wachstum kultiviert. Nach dem Waschen mit vorgewarmten
Zellkulturmedium wurden die Zellen durch Zugabe warmen Trypsins und einer kurzen Inkubationszeit
von der Zellkulturflasche abgelost. Um die Ablosungsreaktion zu beenden, wurden 1 ml
Zellkullturmedium hinzugefiigt, die Zellen wurden griindlich suspendiert, und das Trypsin wurde
mittels Zentrifugation bei 1400 rpm fiir max. 5 min entfernt. Das wahrend der Zentrifugation
entstandene Zellpellet wurde in 1 ml neuen Medium resuspendiert, und eine neue Kultur wurde im
Verhaltnis 1:4 angelegt. Flr Experimente mit anschlieBender Extraktion von RNA oder Protein-Lysaten
wurden die Zellen in 24 Well Platten ausgesdht, zur Durchfiihrung von Immunfluoreszenz-
Experimenten wurden zusatzlich in 100 % EtOH sterilisierte Coverslips verwendet. Sowohl die
verwendeten Zellkulturflaschen als auch die Wells und die Coverslips wurden unmittelbar vor dem
Zellkontakt mit Attachment-Faktor beschichtet.

2.2.2.  Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1. RNA-Isolation

Um eine veranderte Expression bestimmter Gene nachzuweisen, wurde die RNA der Zellen extrahiert
und anschlieBend isoliert. Zunachst werden die Zellen einmal mit DPBS gewaschen, bevor sie durch
Zugabe von modifiziertem RLT Puffer (nach Vorgabe des RNeasy Micro Kits, Quiagen) lysiert wurden.
Die Lyse wurde dabei durch zu Hilfenahme eines Zellschaber (bei groReren Kulturen) oder mittels
mehrmaligen Auf- und Abpipettierens unterstiitzt. Nachdem das Lysat in flissigem Stickstoff
eingefroren wurde, konnte es anschlieRend bei -80°C gelagert werden. Zur weiteren Isolation und
Aufreinigung der RNA wurde das RNeasy Micro Kit von Quiagen verwendet. Die Quantitdat und Qualitat
der isolierten Gesamt-RNA wurde anschlieRend mit dem UV-Spektrophotometer Nanodrop®
ND1000 bei einer Wellenldnge von A=260 nm und 260/280 nm bestimmt. AnschlieRend wurde
eine Reverse Transkription PCR (RT-PCR) zur Herstellung von cDNA durchgefiihrt.

2.2.2.2.  Reverse Transkription PCR (RT-PCR) zur cDNA-Synthese
Zur Synthese von cDNA aus der isolierten RNA behandelter und unbehandelter Zellen, wurde das
AffinityScript QRT-PCR cDNA Synthesis Kit von Agilent Technologies den Herstellerangaben
entsprechend verwendet. Die entstandene cDNA konnte anschliefend bei -20°C gelagert werden,
oder weiter mittels (quantitativer) PCR untersucht werden.
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2.2.2.3.  Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die Expression der Zielgene wurde anhand von PCR analysiert. Dazu wurde das Qiagen Taq DNA-

Polymerase Kit von Quiagen gemaR den Anweisungen der Produzenten verwendet. Der Ansatz fir
eine PCR Reaktion wurde dementsprechend zusammengestellt und ist in TAgeLLE 1 aufgeflihrt

Tabelle 1 Reaktionsansatz einer konventionellen PCR

Reagenz Ansatz fiir 1x PCR Reaktion [ul]
Buffer 2,5

dNTP 0,5

For/Rev Primer 1

Taq pol 0,125

H20 20,375

cDNA 0,5

total: 25

Die verwendeten Primer und die Reaktionsbedingungen sind in 2.1.5 bzw. in nachfolgender
Tabelle aufgelistet.

Tabelle 2 Reaktionsbedingungen der konventionellen PCR

Reaktionsschritt Temperatur Zeit

Innitiation 94°C 2 min

Denaturation 94°C 30s

Annealing 60°C 45s 35 Zyklen
Elongation 72°C 45s

Finale Elongation 72°C 5 min

Hold 4°C oo

AnschlieBend wurde das entstandene Produkt mittels Agarosegelelektrophorese tGberprift.

2.2.2.4. Agarosegelelektrophorese
Die zu untersuchenden Proben wurden mittels Agarosegelelektrophorese (2 % Agarose in TAE-
Puffer versetzt mit Ethidiumbromid) bei 100-120V fir 40-50 min aufgetrennt. AnschlieBend
wurden die Nukleinsduren mithilfe des zugesetzten Ethidiumbromids anhand ihrer Fluoreszenz
durch die Geldokumentationsanlage BioVision-3026 und der dazu gehorenden Software
VisionCapt nachgewiesen.

2.2.2.5. Quantitative Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR)

Mittels quantitativer PCR konnte die Genexpression durch absolute oder relative Quantifizierung
numerisch dargestellt werden. Dazu wurde das Brilliant Il SYBR® Green QRT-PCR Master Mix Kit
verwendet, welches den Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green Il Farbstoff enthalt. Im Komplex mit DNA
kann er bei maximaler Absorption A=494 nm und maximaler Emission A=521 nm detektiert werden,
wodurch der Fortschritt der Amplifikation dargestellt werden kann. Um nicht-PCR basierte
Schwankungen der Fluoreszenz zu normalisieren, wird ein Referenz-Farbstoff verwendet, dessen
Fluoreszenz bei einer maximalen Absorption von A=584 nm und maximale Emission von A=612 nm
konstant bleibt. Der Ansatz fir eine gRT-PCR Reaktion gemaR den Angaben des Herstellers ist in
TABELLE 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3 Reaktionsansatz einer qRT-PCR

Reagenz Ansatz fiir 1x PCR Reaktion [ul]
2x Brilliant Il SYBR Green Master Mix 12,5

Diluted reference dye, 30 nm (ROX) 0,375

cDNA 0,2

H20 6,925

For/Rev Primer Mix, 250 nM 5

total: 25

Die Reaktion wurde mit dem Stratagene Mx3005P System und der dazugehérenden MX Software
durchgefiihrt. Dabei wurden die Parameter 1 ,plateau premelt/RT segment” und ,normal 2-step
amplification setting” ausgewahlt, welchen eine Dissoziationskurve angeschlossen wurde. Dieses
Setting wurde entsprechend den Angaben in TABELLE 4 modifiziert.

Tabelle 4 Reaktionsbedingungen der qRT-PCR

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturation 95°C 15 min
Denaturation 94°C 15s
Annealing 60°C 30s
Elongation 72°C 30s
Dissoziationskurve 95°C 30s
60°C 20s
95°C 20 min
Hold 4°C oo

Der langsame Temperaturanstieg ermoglicht das Sammeln der Fluoreszenzdaten, die sich in einem
Peak abzeichnen, welcher abfallt, sobald der Farbstoff durch das Schmelzen der DNA freigesetzt wird.
Mithilfe der Dissoziations- und Schmelzkurve konnte das Amplifikat so hinsichtlich seiner Qualitat und
Quantitat interpretiert werden. AuRerdem wurde der Schwellenzyklus (threshold cycle, CT) jedes
Amplifikats bestimmt, jene Anzahl von Amplifikationszyklen, ab der sich die Fluoreszenz vom
Hintergrundrauschen abgrenzt. Der CT Wert ist demnach reprasentativ fiir den initial vorliegenden
Expressionsstatus eines Gens und ist invers korreliert mit der Anzahl der Amplifikate einer Probe.
Dementsprechend gibt er Auskunft darliber, ob das Zielgen auch die exponentielle Phase wahrend der
PCR Amplifikation erreicht hat. Um die relative Expression eines Genes zu bestimmen, wurde die
Effizienz-korrigierte ACT-Methode verwendet:

relative Expression = EZl-elgen_CTZielge“ +E Referenzgen_CTRefere“de“
Durch Auftragung des Logarithmus der Fluoreszenz gegen die durchlaufenen Zyklen konnte die
Effizienz (E) eines Genes ermittelt werden, indem die Steigung der linearen Regression (R%) im

exponentiellen Bereich bestimmt wurde. Die Fold change der einzelnen Gene wurde mittels der
Effizienz-korrigierten 22" Methode ermittelt:
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Fold Change = EZL'elgen_ACTZielgen - EReferenzgen_ACTR(Hrerenzgen
mit
ACTZielgen = CTZielgen - CTKontrolle Zielgen
ACTReferenzgen = CTlHaushaltsgen - CTlKontrolle Haushaltsgen

Um Variationen durch Referenzgene zu vermeiden, wurden jeweils die CT-Werte und die Effizienzen
der drei Referenzgene RPL13a  (Ribosomal Protein L19, YWHAZ (Tyrosine 3-
Monooxygenase/Tryptophan 5-Monooxygenase Activation Protein Zeta) und SDHA (Succinat
Dehydrogenase Complex Flavoprotein Subunit A) gemittelt und als Referenz-CT bzw. Referenzeffizienz
verwendet.

Ein Gen wurde als hoher bzw. geringer exprimiert als in der Kontrollkondition eingestuft, sobald die
Fold change grolRer als 2 bzw. geringer als 0,5 betrug.

2.2.2.6. Doppelimmunfluoreszenzfirbung

Die Doppelimmunfluoreszenz ermoglicht das Anfarben unterschiedlicher Strukturen durch
Verwendung von Antikdrpern-Fluoreszenz Konjugat mit unterschiedlichem Absorbtions- und
Emisionsspektrum. Die auf Deckglaser herangezogenen Zellen wurden zunachst mit PBS gewaschen,
um Reste des Zellmediums und verwendeter Zell-Stimulantien wie z.B. LiCl abzuwaschen. Je nach
Kompatibilitdt der verwendeten Antikérper wurden die Zellen anschlieBend durch eine 30-minlitige
Behandlung in 4 % PFA bei RT fixiert, zweimal in PBS gewaschen und anschlieRend 5 min in 0,1 % Triton
X100/PBS aufgeschlossen oder Fixierung und Aufschluss erfolgte durch eine 10-minitige Inkubation
mit 100 % eiskaltem Methanol. Es folgten ein Waschschritt mit PBS und eine Inkubation in 1 % BSA/PBS
Losung von 15 min, um die unspezifische Bindung von Antikdrpern zu blockieren. Danach wurden die
Zellen in frischer 1 % BSA/PBS Inkubationsl6sung mit Erstantikdrper (sieHE 2.1.3.1) fur 1 h inkubiert. Bei
Verwendung mehrerer Erstantikorper konnten diese gleichzeitig inkubieren, insofern sie einen
unterschiedlichen Hintergrund hatten (sifHe 2.1.3.1), andernfalls musste noch einmal gewaschen,
blockiert und neu inkubiert werden. Nachdem die Deckgldser viermal in PBS gewaschen worden
waren, wurde ein erneuter 15-minitiger Blockierschritt angehangt. Dem folgte die Inkubation in frisch
angesetztem Zweitantikérper in Inkubationslésung fiir eine weitere Stunde im Dunkeln (siEHE 2.1.3.2).
Analog zur Erstantikérperinkubation konnten auch hier mehrere Zweitantikdrper gleichzeitig
verwendet werden, (SIEHE 2.1.3.2). Im Anschluss wurden die Deckglaser viermal in PBS und einmal in
ddH,0 gewaschen und getrocknet. Die Deckgldaser wurden in Einbettungsmedium (SiEHE 2.1.6)
eingebettet.

2.2.2.7. RNA Sequenzierung via Massive Analysis of cDNA Ends (MACE)
Zur Analyse des Transkriptoms wurde eine Form der RNA-Sequenzierung, die sogenannte Massive
Analysis of cDNA Ends (MACE) durch die Firma GenXPro durchgefiihrt [228]. Wahrend konventionelle
RNA-Seq Methoden Transkripte zufillig fragmentieren und sequenzieren, werden durch MACE die
Transkriptfragmente von dem 3’Ende spezifisch sequenziert. So wird verhindert, dass mehrere
Fragmente eines Transkripts in die finale Datenquantifikation aufgenommen werden und so eine
Uberreprésentation von langen Fragmenten verursacht wird [228]. AuRerdem wird jedes Transkript
mit einer einmaligen Sequenz als Barcode (“TrueQuant” -unique molecular identifiers) markiert, sodass
eine Verzerrung durch PCR verhindert wird. Stattdessen wird jedem Read einer Sequenz nur ein
Transkript in der Probe zugeordnet, sodass auch seltene Transkripte schon bei einer 10 bis 20 fach
geringeren Sequenziertiefe als bei der herkdmmlichen RNA-Seq festgestellt werden, wo diese zumeist
erst nach 100 oder mehr Reads auftauchen [228]. Dadurch wird deutlich weniger Ausgangsmaterial
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benotigt. Dementsprechend wurde isolierte Gesamt-RNA von HCPEnCs der Passage 6 (p6) und
iHCPENC aus den Passagen 20 und 50 (p20 bzw. p50) aus je 3 biologischen Replikaten isoliert und deren
Konzentration bestimmt, eine Mindestkonzentration von 10 ng/uL zur Bearbeitung ist notwendig.

2.2.2.8.  Statistische Analyse der RNA-Sequenzierungsdaten: Differentially
Expressed Genes und Gene Onthology

Nach der Bearbeitung und Analyse der Proben durch GenXPro wurden die erhaltenen Daten
bioinformatisch weiter in Zusammenarbeit mit Herrn Sticht der Arbeitsgruppe Bioinformatics der
UMM Mannheim analysiert. Dabei wurden hauptsachlich die Programme R und Bioconductor
verwendet, wobei das NGS Analyse package systemPipeR verwendet wurde [229]. Die
Qualitatskontrolle der sequenzierten Raw Reads wurde mithilfe von FastQC (Babraham Bioinformatics)
durchgefiihrt, wobei Reads mit geringer Qualitdt mit Hilfe von trim_galore (Version 0.6.4) entfernt
wurden. Die resultierenden Reads wurden mit dem humanen Genom (Version GRCh38.p13 von
GeneCode) abgeglichen und mittels kallisto (Version 0.46.1) gezahlt [230]. AnschlieRend wurden die
gezdhlten Daten in log2 counts per million (log2PCM) unter der Verwendung der voom-Funktion des
limma package transformiert [231]. Die Unterschiede (log2 Fold changes) der log2PCM zwischen den
Proben einschlielllich der zugehoérigen p-Werte und FDR Werte wurden kalkuliert. Als signifikant
wurden Gene erachtet, deren log2 Fold change > 1 betrug und deren p-Wert und FDR < 0,05 war. Die
ermittelten Werte wurden daraufhin sortiert und als ranked list flir eine gene set enrichment analysis
(GSEA) verwendet. Die folgende Gene Ontology Analyse wurde mithilfe des clusterProfiler package in
R durchgefiihrt [232]. Vulcanoplots und Dotplots wurden mithilfe des ggplot2 package (Version 3.3.6)
[233] und Heatmaps wurden durch Anwendung von complexHeatmap (Version 2.0.0) erstellt [234].

Die Daten sind derzeit unter ,results_ MACE.zip; Aktueller Pfad: Denzer / results_ MACE.zip“ bei der
Arbeitsgruppe der Kinder- und Jugendklinik, Infektiologisches Labor der Universitadtsklinik Mannheim
hinterlegt und kénnen auf Wunsch eingesehen werden. Ein 6ffentlicher Pfad wird bei Publikation der
Daten eingerichtet werden.
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3.1. Prinzip der RNA-Sequenzierung und statistische Analyse
Immortalisierte Zelllinien unterliegen im Gegensatz zu Kulturen aus primaren Zellen nicht der
natirlichen Seneszenz und kdnnen so fiir vielfaltige Zwecke in der Forschung genutzt werden. Sie
kénnen aus den urspriinglich gewonnenen primaren Zellen durch Mutation der p53 und pRb Gene, der
Einfllhrung von Onkogenen und die ektopische Expression der Telomerase oder hTERT hergestellt
werden [219,220]. Eine immortalisierte Zelllinie ist dabei umso wertvoller, je mehr sie den Zellen des
natirlichen Herkunftsgewebes entspricht. Daher ist es wichtig, eine Transkriptomanalyse der primaren
Zellen und der immortalisierten Zellline durchzufiihren, um den Grad ihrer Ubereinstimmung zu
Uberprifen und aufgrund dessen zu entscheiden, ob die immortalisierte Zelllinie als Modell genutzt
werden kann.

Das Transkriptom von Zellen kann mit Hilfe von next generation sequencing ermittelt werden. Neben
der traditionellen RNA-Sequenzierung basiert eine neuere Methode, die sog. Massive Analysis of cDNA
Ends (MACE) darauf, nur das 3'-Endes der Transkripte zu sequenzieren [228]. Dadurch wird jeder
Lesevorgang eines Transkripts der Probe fiir dieses reprasentativ, anstatt der moglichen mehreren
Reads desselben, zufillig fragmentierten Transkripts bei der konventionellen RNA-Seq. Somit
ermoglicht die MACE eine tiefere Sequenzierung der Proben, sodass auch selten exprimierte Gene
schon bei geringerer Tiefe erfasst werden und nicht zugunsten langerer, haufiger detektierter
Transkripte unterreprasentiert werden [228].

Um die Ahnlichkeit der in unserem Labor generierten Zelllinie iHCPENC zu der primaren Zelllinie
HCPENnC zu untersuchen, der sie entstammt, sollten beide zundchst einer vergleichenden
Gesamttranskriptom-Analyse unterzogen werden. Um herauszufinden, ob die immortalisierte Zelllinie
auch Uber spate Passagen hinweg eine stabile Genexpression aufweist, wurden unterschiedlich weit
fortgeschrittene Passagen der iHCPEnC analysiert. Untersucht wurden eine jlingere Passage der
primaren HCPEnC (p6; ,HCPEnC p6“) sowie eine junge Passage der immortalisierten iHCPENC (p20;
JHCPENC p20“) und eine dltere Passage der iHCPENC (p50; ,,iHCPENC p50“).

Die Analyse erfolgte durch eine RNA-Sequenzierung mittels einer MACE aus je drei biologischen
Replikaten der primaren Zellen und zwei unterschiedlichen Passagen der immortalisierten Zelllinie.
Dazu wurden je 10ng/ul isolierte RNA aus Zellen der Kulturen p6, p20 und p50 der Firma GenXPro zur
Verfligung gestellt, die sowohl die Durchfiihrung der MACE als auch der bioinformatischen
Auswertungen libernahm (siehe 2.2.2.7 und 2.2.2.8).

Um die ermittelten Transkriptomdaten der drei Zelltypen miteinander zu vergleichen, wurde zunachst
die Heatmap der Raw Reads der einzelnen biologischen Replikate betrachtet (Assi.bunG 5). Dabei
wurden die drei Zelllinien in einer Matrix gegeniibergestellt, ihre Ahnlichkeit mit Hilfe von
hierarchischem Clustering bestimmt und in Form von Dendrogrammen dargestellt. Zusatzlich wurden
die errechneten Cluster entsprechend ihrer Pearson Koeffizienten koloriert, wobei rot einem Wert von
1 und damit der hochstméglichen Ubereinstimmung entspricht, wihrend blau dem niedrigsten
identifizierten Wert von 0,94 zugeordnet wurde. Aus der generierten Heatmap wird zunachst deutlich,
dass die jeweiligen Transkriptome der biologischen Replikate eine hohe Ubereinstimmung ihrer Raw
Reads zueinander aufweisen. Der Pearson Koeffizient belegt, dass eine starke positive Korrelation
zwischen den einzelnen Proben besteht, da der niedrigste Wert fir den Koeffizienten bei 0,94 liegt.
Drei hell hervorgehobene Cluster und drei Gruppen im Dendrogramm verweisen darauf, dass sich
jeweils die drei biologischen Replikate innerhalb einer Gruppe am &hnlichsten sind. Die grofite
Ubereinstimmung untereinander haben dabei die drei Proben der immortalisierten Zelllinie p20, was

37



3. Ergebnisse
3.1.

deutlich an dem sehr hellen Cluster in der linken oberen Ecke der Abbildung zu erkennen ist. Bei
genauerer Betrachtung offenbart sich eine leichte Rotfarbung der Cluster aus dem Vergleich von
raw_iHCPENC_p20_2 mit raw_iHCPEnC_p20_3. Somit liegt in diesen Clustern der hoéchste Pearson
Koeffizient und damit die héchste identifizierte Ahnlichkeit zwischen zwei unterschiedlichen Proben
vor. Diese Beobachtung spiegelt sich auch in den Dendrogrammen wider. Der Unterschied dieser
beiden Proben zu raw_iHCPEnC_p20_1 ist jedoch so gering, dass er sich nur in einer sehr feinen
Farbnuance im Pearson Koeffizient und einem sehr geringen Abstand in den Dendrogrammen
widerspiegelt (ABBILDUNG 5).

Die drei Proben der primaren HCPENnC weisen untereinander groRRere Abweichungen auf als die der
immortalisierten iHCPENC p20. Dadurch erscheinen sie in der Heatmap in leicht blaulichen Clustern
(entsprechend einem Pearson Koeffizient zwischen 0,97 und 0,96) und das Dendrogramm zeigt einen
gréReren Abstand der einzelnen Aste. Die Proben 2 und 3 stimmen daher &éfter miteinander tiberein,
als je eine der beiden Proben mit Probe 1.

Bei den immortalisierten iHCPENC p50 kénnen die groRten Abweichungen innerhalb der biologischen
Replikate einer Gruppe beobachtet werden. Dementsprechend ist ihre Farbung etwas weiter ins
Blauliche verschoben, als bei HCPEnC p6 zu beobachten war und auch der Abstand der Verbindungen
im Dendrogramm ist groRer. Entsprechend ihrer Ahnlichkeit lassen sich zuerst Probe 1 und Probe 3
gruppieren, und anschlieRend kann Probe 2 hinzugruppiert werden.

Wenn die verschiedenen Gruppen von Replikaten miteinander verglichen werden, dann besteht die
groRte Ahnlichkeit beim Vergleich der Replikate von HCPEnC p6 und iHCPENC p20, wiahrend die aus
den Replikaten von HCPENC p50 bestehende Gruppe insgesamt die deutlichsten Unterschiede zu den
beiden anderen Gruppen von Replikaten aufzeigt. Ein Unterschied zwischen den Replikat-Gruppen ist
beim Vergleich der aus den Gegenliberstellungen von HCPENC p6 und iHCPENC p20 bzw. iHCPENC p50
und iHCPENC p20 entstandenen Pearson Koeffizienten bereits sichtbar, ist aber deutlicher ausgepragt
bei der Betrachtung des Vergleichs von HCPENC p6 und iHCPENC p50. Dies zeigt sich dadurch, dass
diese Cluster unter anderem die tiefsten Blaufarbungen aufweisen, einschlieBlich dem geringsten
Pearson Koeffizienten von 0,94 zwischen den Proben der primaren raw_HCPEnC p6_1 und der
immortalisierten raw_iHCPEnC_p50 3. Zusammenfassend scheint die Heatmap darauf hinzudeuten,
dass die Transkriptome der primaren Zelllinie p6 und der jlingeren Passage der immortalisierten
Zelllinie p20 zu einem hoheren Anteil einander entsprechen, wahrend die altere Passage p50 der
immortalisierten Zelllinie auf den ersten Blick eine hohere Heterogenitat aufweist. Insgesamt kann
jedoch ein hoher Grad der Ubereinstimmung zwischen den primaren Zellen und den immortalisierten
Zellen der beiden Passagen nachgewiesen werden.
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Abbildung 5 Graphischer Vergleich der Transkriptome von HCPEnC und iHCPEnC. Die Heatmap veranschaulicht die Raw
Reads der drei biologischen Replikate von HCPEnC p6, iHCPEnC p20 und iHCPEnC p50 und stellt die jeweiligen
Beziehungsgrade untereinander dar.

Da flir den ersten Vergleich der Transkriptome jedoch die Rohdaten der Expressionslevel der einzelnen
Gene verwendet wurden, ist noch keine Aussage moglich, in welchem Umfang die beobachteten
Differenzen tatsachlich signifikant sind. Daher wurden die Fold changes der normalisierten Rohdaten
und deren p- und false discovery rate (FDR)-Werte genauer betrachtet. Aus diesen Daten wurden
zunachst Listen mit differentiell exprimierten Genen (DEG) erstellt, um die Unterschiede der
Transkriptome zwischen den primaren und den immortalisierten Zellen, als auch zwischen junger und
alter Passage statistisch zu erfassen.

Zur Verifizierung der durch die MACE-Analyse ermittelten Listen der DEG, wurde eine gRT-PCR-Analyse
ausgewahlter Gene durchgefiihrt, sodass deren Expressionslevel mit den in der gRT-PCR ermittelten
relativen Expressionslevel verglichen werden konnten. Es wurden die Gene von Willebrandt Faktor
(VWF), Plasminogen Aktivator, Gewebetyp (plasminogen activator, tissue type; PLAT),
Thrombospondinl (THBS1), Serpin E1 (serpin family E member; SERPINE1) und Endothelin 1 (EDN1)
ausgewahlt, da es sich um Endothel relevante Gene handelt, deren Expression im Vergleich nach der
Immortalisierung im Vergleich zu den primaren Zellen signifikant verdandert erschien.
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Die aus der gRT-PCR ermittelten relativen differentiellen Expressionen und die aus der MACE-Analyse
stammenden Fold changes und FDR-Werte wurden in TABELLE 5 gegenlibergestellt.

Tabelle 5 Quantitative PCR zur Validierung der Transkriptomdaten der MACE-Analyse. Verglichen werden die relativen Fold
changes, die mithilfe der in 2.2.2.5 beschriebene Effizienz-korrigierte 224CT-Methode ermittelt, mit den DEG und den
FDR-Werten der MACE-Analyse. In beiden Fallen lagen zu jeder Probe drei Stichproben zu Grunde, aus denen ein Mittelwert
mit dazugehoriger Standardabweichung (STABW) bzw. ein normalisierter Wert bestimmt wurde. Die Fold change bzw. die
differenzielle Expression wurde in Bezug zu den priméren Zellen HCPEnC ermittelt.

iHCPENC VWF

gRT-PCR STABW MACE FDR
P20 5,30 0,11 2,49 0,0
P50 0,56 0,12 -0,54 2,68E-12

PLAT

gRT-PCR STABW MACE FDR
P20 0,07 0,01 -3,07 0,0
P50 1,32 0,20 0,3 6,22E-76

THBS1

qRT-PCR STABW MACE FDR
P20 1,06 0,02 -0,18 6,47E-24
P50 0,17 0,03 -2,62 0,0

SERPINE1

gRT-PCR STABW MACE FDR
P20 0,47 0,03 -0,94 0,0
P50 0,30 0,02 -1,59 0,0

EDN1

gRT-PCR STABW MACE FDR
P20 1,57 0,08 0,22 1,57E-09
P50 0,15 0,02 -2,66 0,0

Bei der qRT-PCR werden Gene, deren Fold change groRer 2 ist, als Gberexprimiert definiert, und jene,
deren Fold change unter 0,5 ist, als unterexprimiert, wiahrend bei der MACE Fold changes zwischen -1,5
und 1,5 als nicht verdndert eingestuft wurden. Aus TABELLE 5 wird ersichtlich, dass die angewandten
Kriterien in MACE und gqRT-PCR zu Ubereinstimmenden Einstufungen der Gene in hoch- oder
herunterregulierte Gene fiihren.
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3.2. Vergleich der Transkriptome von HCPEnC und iHCPEnC

3.2.1. Numerischer Vergleich signifikant exprimierter Gene bei
HCPEnC und iHCPEnC

Die differenzielle Expression in den analysierten Zellen wurde durch die Firma GenXPro bestimmt.
Dabei wurden die Expressionslevel der insgesamt 26586 untersuchten Transkripte in den primaren
Zellen 6 (p6), den immortalisierten Zellen der Passage 20 (p20), und den immortalisierten Zellen der
Passage 50 (p50) untereinander verglichen. Fiir diese Vergleiche werden die Bezeichnungen
p20_vs_p6, p50_vs_p6, sowie p50_vs_p20 verwendet.

Um einen ersten Eindruck zu gewinnen, wie ahnlich die Expressionsdaten der drei Zelllinien zueinander
sind, wurden Scatterplots angefertigt, indem die gemittelten Expressionsdaten von p6, p20 und p50
einander gegenibergestellt wurden (ABBILDUNG 6). Anhand einer Trendlinie wurde anschlieBend das
BestimmtheitsmaR (R?) jedes Vergleichs bestimmt. Dieser Wert beschreibt, wieviel Prozent der Varianz
durch das vorliegende lineare Regressionsmodell erkldart werden kann. Fiir den Vergleich der alteren
und jiingeren Passagen p50_vs_p20 wurde ein Wert von 0,9463 fiir R? bestimmt, woraus geschlossen
werden kann, dass ca. 95 % der Varianz innerhalb der Genexpression von p50 durch das Niveau der
Genexpression in p20 ausgeglichen wird. Dies legt eine hohe Ubereinstimmung der Expressionsniveaus
der beiden Passagen der immortalisierten Zellen nahe. Auch fiir die Vergleiche von p50_vs_p6 und
p20_vs_p6 konnten mit 0,9379 und 0,9506 hohe Werte fiir R ermittelt werden.

In diesen ersten Vergleichen der Zellen wurden alle erhaltenen Expressionsdaten verglichen. Daher
fand die statistische Signifikanz der unterschiedlichen Genexpressionen zwischen den verglichenen
Zellen hier noch keine Beachtung. Bei diesen Analysen wurden demnach noch keine signifikant
exprimierten Gene ermittelt, und die Gene wurden noch nicht in hoch- oder herunterregulierte Gene
eingeteilt.
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Abbildung 6 Bestimmung der Ahnlichkeit der drei Zelllinien durch Gegeniiberstellung der Genexpressionsdaten in Form
von Scatterplots. Als Grundlage dienten die gemittelten Expressionslevel der primaren HCPEnC p6, sowie der jiingeren und
dlteren Passage der immortalisierten iHCPENC p20 und p50. Es wurde eine lineare Trendlinie in die Graphiken der

Gegenlberstellungen von p50_vs_p20 (oben), p50_vs_p6 (mittig) und p20_vs_p6 (unten) eingefuigt, die als Grundlage zur
Ermittlung des jeweiligen BestimmtheitsmaRes (R?) diente.
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Um diese Daten weiter entsprechend ihrer statistischen Signifikanz aufzuteilen, wurden diese nach
einem log2FoldChange >1,0 und einem p-Wert und FDR <0,05 gefiltert. Gene dieser Kategorie wurden
als signifikant eingestuft. Durch diese Analyse konnten fir p20_vs p6 insgesamt 2899 Gene
identifiziert werden, deren Expressionen sich signifikant voneinander unterschieden (SiEHE ABBILDUNG
7). Bei p50_vs_p6 wurden 3038 Gene mit signifikanten Differenzen festgestellt. Die gréRte Anzahl DEG
(4791) konnte beim Vergleich p50_vs_p20 festgestellt werden. Die ermittelten DEG wurden weiter in
herunter- (Runter) und hochregulierte (Hoch) Gene unterteilt (ABBILDUNG 7).

Runter
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Abbildung 7 Ubersicht der signifikanten Gene. Zur Ermittlung signifikanter Gene wurden die Transkriptome von p50 mit
denen von p20, p50 mit p6 und p20 mit p6 verglichen. Diese wurden dariber hinaus in runter- bzw. hochregulierte Gene
unterteilt und entsprechend graphisch erfasst.

In die Kategorie ,,Runter” fielen beim Vergleich p20_vs_p6 1723 DEG, 1465 bei p50_vs_p6 und 1882
bei p50_vs_p20. Gleichzeitig wurden 1176 Gene bei p20_vs_p6, 1573 bei p50_vs_p6 und 2909 bei
p50_vs_p20 der Kategorie ,,Hoch” zugeordnet (ABBiLDUNG 8A). Aus dieser Unterteilung ist jedoch nicht
zu entnehmen, inwiefern sich diese Gruppen voneinander unterscheiden oder zu welchem Grad sie
miteinander Gbereinstimmen. Um dies zu klaren, wurden verschiedene Vergleiche der signifikanten
DEG von p20_vs_p6, p50_vs_p6 und p50_vs_p20 durchgefiihrt (AssiLounG 8B). Zundchst wurden die
Listen der signifikanten DEG von p20_vs_p6 und p50_vs_p6 gegenlibergestellt, da beide auf dem
Vergleich der immortalisierten iHCPENC zu den primaren HCPENC basierten. So wurden 1806 Gene
bestimmt, die nur dem Vergleich p20_vs_p6 zugeordnet wurden und 1945 Gene, die nur in p50_vs_p6
auftraten. Die restlichen 1093 Gene konnten in beiden Gruppen nachgewiesen werden und
unterscheiden sich demnach signifikant voneinander beim Vergleich der primaren Zellen p6 mit beiden
Passagen der immortalisierten Zellen (p20 und p50). Diese Gruppe wurde anschlieBend mit den
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signifikanten DEG aus p50_vs_p20 verglichen. So wurden 769 Gene bestimmt, die nur im Bezug zu p6
signifikant verandert waren, aber beim Vergleich von p50 zu p20 nicht auftreten. Gleichzeitig wurden
4467 Gene identifiziert, die sich zwar zwischen den beiden immortalisierten Zelllinien unterscheiden,
aber im Vergleich zur Primarkultur keine Signifikanz aufweisen. AuBerdem lieRen sich 324 Gene
ermitteln, die in beiden Gruppen vorkamen (ABBILDUNG 8B).

A  Anzahl der signifikanten Gene

| Runter | Hoch | Gesamt
p50_vs_p20 1882 2909 4791
pP50_vs_p6 1465 1573 3038
pP20_vs_p6 1723 1176 2899

B Aufteilung der signifikanten Gene

iHCPENC p20 iHCPEnC p50  iHCPENC p20, iHCPENC p50
zZu zZu iHCPENC p50 & =——— zu
HCPENC p6 : . HCPENC pé HCPENC p6 \ iHCPENC p20
N
1806 1093 1945 4467
2899 ' 3038 1093 T 4791

Abbildung 8 Vergleich der Transkriptome zwischen HCPEnC p6, iHCPENC p20 und IHCPENnC p50. Zunichst wurde die
jeweilige Anzahl der signifikanten Gene aus AssiLbunG 7 unterteilt in Runter, Hoch und Gesamt in A. aufgelistet und diese
Werte genutzt, um sie in B. schematisch gegeniliber und in Beziehung zueinander zu setzen. Dabei wurden die signifikanten
Gene aus p20_vs_p6 und p50_vs_p6 miteinander verglichen und anschlieBend in gemeinsam bzw. einzeln auftretende Gene
aufgespalten. Die so ermittelte Gruppe der geteilten signifikanten Gene wurde daraufhin mit p50_vs_p20 verglichen.

Im vorherigen Abschnitt wurde die Gesamtanzahl der DEG fiir jede Gegeniiberstellung der primaren
und immortalisierten Zellen und deren Passagen bestimmt und diese anschlieBend nebeneinander
betrachtet, um DEG zu identifizieren, die in nur einer, zwei oder sogar drei der verglichenen Listen
hervortraten.

Als Basis fiir den nachsten Vergleich dienten die Listen der hoch- und herunterregulierten DEG mit dem
Ziel gemeinsame DEG zu identifizieren, die sowohl in den beiden Vergleichen der primaren HPCEnC
und den immortalisierten iHPCEnC (p20_vs_p6 bzw. p50_vs_p6) vorkamen, als auch im Vergleich der
jungen und alten Passage (p50_vs_p20). Dadurch sollten DEG identifiziert werden, die gemeinsam
oder einzeln innerhalb der beschriebenen Vergleiche auftraten. In mehreren Gruppen auftretende
DEG konnen einen Hinweis auf einen gemeinsamen Ursprung der betreffenden Abweichung liefern,
welche mit dem fortschreitenden Alter der Zelllinie weiter besteht. Treten DEG nur in einer Gruppe
auf, deutet dies auf potenziell unterschiedliche Ausléser der beobachteten Differenzen hin und kénnte
dariber hinaus ein Indiz dafiir sein, dass sich Differenzen iber mehrere Passagen weiter verandern.
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Aus diesem Grund wurde nun fiir die hoch- bzw. herunterregulierten DEG jeder Gruppe ebenso
verfahren, wie es im vorigen Abschnitt beschrieben wurde. Dabei wurden hoch- und
herunterregulierte DEG getrennt voneinander betrachtet (Assi.DUNG 9). In beiden Fallen wurden
wieder zuerst p20_vs_p6 und p50_vs_p6 verglichen, um Auskunft Gber gemeinsam hoch- und
herunterregulierte DEG der immortalisierten Zellen im Vergleich zu den primaren Zellen zu erhalten.
Die einzeln und gemeinsam vorkommenden Gene wurden bestimmt und letztere wiederum dem
Vergleich der spiaten mit der frihen Passage der immortalisierten Zellen (p50_vs_ p20)
gegenlbergestellt. Dadurch sollten zum einen DEG identifiziert werden, die nur beim direkten
Vergleich der dlteren und jingeren Passage als signifikant differentiell exprimiert klassifiziert werden
konnten, und zum anderen DEG, die auch im Vergleich der beiden immortalisierten Linien mit den
primaren Zellen signifikant differentiell reguliert sind. Letztere weisen demnach sowohl signifikante
Unterschiede zwischen der priméaren Zelllinie und der immortalisierten Zelllinie als auch zwischen der
jingeren und der dlteren Passage der immortalisierten Zellen auf.

In einem weiteren Schritt wurden die DEG, die nur im Vergleich der spaten Passage zur friihen Passage
(p50_vs_p20) auftraten, noch einmal mit den ermittelten DEG verglichen, die nur in der
Gegenliberstellung von p50 vs_p6 auftraten (AssiLbUNG 9A). Auf diese Weise wurden jene DEG
herausgefiltert, die tatsachlich nur in einer dieser beiden Listen vorkamen, und jene DEG, die in beiden
Listen vorkamen. Die parallele Betrachtung der dem Vergleich aus p50 vs p20 zu p20_vs_p6
entstammenden Liste an DEG mit den DEG, die zuvor nur in p20_vs_p6 vorkommend identifiziert
werden konnten, wies wiederum keine weitere Ubereinstimmung auf und wurden aus diesem Grund
nicht dargestellt.

Nach dieser Vorgehensweise konnten fiir die Kategorie der hochregulierten Gene 792 bzw. 1189
einzelne Gene fiir p20_vs_p6 bzw. p50 vs_p6 identifiziert werden, wahrend 384 Gene beiden
Gegenlberstellungen zugeordnet werden konnten. Von diesen kamen 324 nur im Bezug zu p6 vor und
60 konnten nach Vergleich mit p50_vs_p20 auch bei diesen gefunden werden. Somit verblieben 2849
Gene, die nur in den immortalisierten Zellen zwischen der jungen und der alten Passage
unterschiedlich waren. Diese teilten sich nochmals in 1980 einzeln vorkommende Gene und 869 Gene
auf, die mit den einzelnen Genen aus p50_vs_p6 libereinstimmten. Daher verblieben 802 Gene, die
nur in p50_vs_p6 signifikant hochreguliert worden waren (ABBILDUNG 9A).

Bei den herunterregulierten Genen wurden zunachst 1119 bzw. 861 Gene identifiziert, die nur zu
p20_vs_p6 bzw. p50_vs_p6 gehorten, und 604 Gene, die in beiden existierten. Wurden diese mit
p50_vs_p20 verglichen, ergab sich eine Ubereinstimmung von 89 Genen. Gleichzeitig wurden 515 bzw.
1793 Gene identifiziert, die nur einer der Gruppen auftraten. Von den 1793 nur in p50_vs_p20
vorkommenden Genen waren 685 ebenfalls unter jenen Genen zu finden, die nur bei p50_vs_p6
signifikant auftraten. Somit wurden 1135 bzw. 203 Gene bestimmt, die ausschlieRlich beim Vergleich
von p50_vs_p20 bzw. von p50_vs_p6 eine Signifikanz aufwiesen (ABBILDUNG 9B).
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A Hochreguliert
iHCPENC p20 iHCPENC p50  iHCPENC p20, i iHCPENC p50
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Abbildung 9 Aufteilung der signifikanten Gene nach hoch- und herunterregulierten Genen. Ahnlich wie in AssiLbunG 8,
wurde fiir die hochregulierten Gene (A) und fir die herunterregulierten Gene (B) nach Ubereinstimmungen und
Unterschieden zwischen den untersuchten Zellgruppen gesucht. Dazu wurden die signifikanten Gene aus p20_vs_p6 und
p50_vs_p6 miteinander verglichen und anschlieBend in gemeinsam bzw. einzeln auftretende Gene unterteilt. Die so
ermittelte Gruppe der geteilten signifikanten Gene wurde daraufhin mit p50_vs_p20 verglichen und ebenfalls zwischen
gemeinsamen und einzeln vorkommenden Genen unterschieden. Anschliefend wurden die nur in p50_vs_p20 ermittelten
Gene nochmals mit denen nur in p50_vs_p6 auftretenden Genen verglichen.
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Die beobachteten Unterschiede in den DEG geben bisher noch wenig Auskunft dariiber, ob diese
Expressionsunterschiede zeitlich stabil bestehen bleiben oder sich verandern. So kénnte z.B. ein
signifikanter Unterschied der Expression verschiedener Gene in der frilhen Passage der
immortalisierten Zellen im Vergleich zu den priméaren Zellen (p20_vs_p6) auch im Vergleich der spaten
Passage der iHCPEnC mit den primdren Zellen (p50_vs p6) bestehen bleiben, oder der
Expressionsunterschied konnte sich so weit reduzieren, dass keine Signifikanz mehr besteht.

Um zu untersuchen, wie sich die beobachteten Verdanderungen in der Genexpression Uber die Zeit
verhalten, wurden die Gruppen der hoch- und herunterregulierten Gene der friihen Passage vs. der
primaren Zellen (p20_vs_p6) und der spaten Passage vs. der primdren Zellen (p50_vs_p6)
gegenibergestellt (ABsiLDUNG 10). Dabei wurde wahrend dieser Analyse auf eine explizite Trennung
der hoch- und herunterregulierten DEG verzichtet und vier getrennte Vergleiche durchgefiihrt. Zuerst
wurden die hochregulierten DEG aus p20_vs_p6 mit den hochregulierten DEG aus p50_vs_p6 und
anschlieRend die hochregulierten DEG aus p20_vs_p6 mit den herunterregulierten DEG aus p50_vs_p6
verglichen. Das gleiche Verfahren wurde mit den herunterregulierten DEG aus p20_vs_p6 wiederholt.
Wie bereits in ABBILDUNG 9 gezeigt, wurden 384 Gene identifiziert, deren Expressionslevel sowohl in
p20_vs_p6, als auch in p50_vs_p6 signifikant verandert waren (SIEHE ABBILDUNG 9A & ABBILDUNG 10A),
und es wurden 604 Gene bestimmt, die in diesen Gruppen herunterreguliert waren (SIEHE ABBILDUNG
9B & ABBILDUNG 10D). Bei diesen Genen blieb somit die Tendenz der verdanderten Genexpression nach
der Immortalisierung auch nach langerer Zeit bestehen.

Im Gegensatz dazu wurden 57 bzw. 48 Gene identifiziert, die in p20_vs_p6 hochreguliert waren und in
p50 vs_p6 wieder herunterreguliert wurden, bzw. die in p20 _vs_v6 herunter- und in p50_vs_v6
hochreguliert waren (ABsiLbUNG 10B, C). Die in der jingeren Passage der immortalisierten iHCPENnC
detektierten Veranderungen der Genexpression gegenlber der primaren HCPEnC blieben in diesen
Fallen nicht stabil bestehen, sondern haben sich ins Gegenteil verandert.

Weiterhin wurden 735 bzw. 1021 Gene gefunden, die im Vergleich p20_vs_v6 hoch- bzw.
herunterreguliert waren, aber beim Vergleich p50_vs_v6 keinen signifikanten Unterschied aufwiesen.
Ebenso existieren 1141 Gene, die in der Gegenuberstellung p50_vs_p6 hochreguliert waren, aber bei
der Gegenuberstellung p20_vs_p6 als nicht signifikant differentiell exprimiert klassifiziert wurden.
Dartiber hinaus wurden 804 in der Gegeniberstellung p50 vs p6 herunterregulierte Gene
identifiziert, fur die ebenfalls keine signifikanten Abweichungen bei Betrachtung von p20_vs_p6
beobachtet werden konnten.
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Abbildung 10 Entwicklung der Genexpression von der jiingeren zur dlteren Passage. Hochregulierte Gene aus p20_vs_p6
wurden sowohl mit hochregulierten (A) als auch mit herunterregulierten Genen (B) aus p50_vs_p6 verglichen und gemeinsam
und einzeln auftretende Gene aufgelistet. Dasselbe wurde fiir die herunterregulierten Gene aus p20_vs_p6 wiederholt (C, D).
Zur Verdeutlichung der Entwicklung wurden hochregulierte Gene rot unterlegt und mit einem roten, hochweisenden Pfeil
versehen, wahrend herunterregulierte Gene blau unterlegt und mit einem blauen, herabweisenden Pfeil versehen wurden.

Nach dieser rein numerischen Analyse sollten die signifikanten DEG im néachsten Schritt naher
betrachtet und verglichen werden. Dazu sollten diese Gene und ihre jeweilige Rolle identifiziert und
damit ein erster Einblick in die Auswirkungen der beobachteten Verdanderungen erméglicht werden.

3.2.2. Identifikation der Gene mit den hochsten Signifikanzen

Um einen besseren Uberblick iiber die Gene mit den héchsten Anderungen der Expressionslevel zu
bekommen, wurde eine Heatmap mit den 50 DEG erstellt, welche die hochsten Signifikanzen
aufwiesen (SIEHE ABBILDUNG 11). Dazu wurden die Daten der Genexpression standardisiert, d.h. fiir jedes
Gen wurden die Raw Reads jeder Probe in die entsprechenden Z-Scores umgewandelt. Dadurch
werden starke Abweichungen der Genexpression vom Erwartungswert (dem Mittel der detektierten
Expressionslevel eines Gens) nun entsprechend einer Skala von 1 bis -1 zugeordnet, mit dem Wert 1
als starke positive Genexpression (rot) und -1 als starke negative Genexpression (griin).
Dementsprechend kdnnen positive Werte als hochreguliert und negative Werte als herunterreguliert
angesehen werden, wahrend der Wert 0 keiner Abweichung entspricht und damit kein Unterschied in
den Expressionslevel darstellt. Die so entstandenen Reihenminima und Reihenmaxima wurden
anschlieRend anhand ihrer Ahnlichkeit hierarchisch geclustert, wodurch eine einfache Identifizierung
der grofBten Unterschiede zwischen den primaren Zellen p6 und den immortalisierten Zellen p20 und
p50 ermoglicht wird.
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Fiir die primare Zelllinie sind drei unterschiedliche Cluster zu erkennen, in die sich die DEG einteilen
lassen. Im oberen linken Eck der Heatmap (ABBILDUNG 11A) ist ein Cluster zu erkennen, das die Gene
fam102a, nfed4, pim3 und col4al umfasst. Entsprechend seiner griinen Farbung wird diesen Genen in
den primaren HCPENC ein Reihenminimum zwischen -0,5 und -1 zugewiesen und sie sind demnach nur
schwach exprimiert. Die gleichen Gene sind in den immortalisierten Zellen vorwiegend rétlich gefarbt,
was einem Maximum von 0,5 bis 1 entspricht. Sie sind dort demnach stark exprimiert. Darliber hinaus
ist zu erkennen, dass die Proben der alteren Passage p50 weniger stark exprimiert sind als die der
jingeren Passage p20, sodass sie je ein eigenes Cluster ausbilden.

Ein weiteres Cluster besteht aus den Genen cd44, melanoma cell adhesion molecule (mcam) und cdpcl.
Wahrend die geringste Expression dieser Gene in den Proben von iHCPENnC p20 vorliegt, ist die hochste
Expression in den Proben von iHCPEnC p50 vorzufinden. Dies deutet auf eine Reduktion des
Expressionslevels in der jingeren Passage in Vergleich zu den priméaren Zellen und der p50 hin.

Das letzte deutlich zu erkennende Cluster in den Proben der primdren Zellen umfasst die restlichen
Gene. Dieses im Vergleich zu den beiden anderen umfangreiche Cluster verdeutlicht durch seine
hellrote Farbung, dass diese Gene in HCPEnC die hochsten Expressionslevel von 0,5 bis 1 aufweisen.
Bei Betrachtung der Proben von iHCPENC p20 und p50 kann das zuletzt erwahnte umfangreiche Cluster
in drei verschiedene Cluster weiter unterteilt werden. Von diesen drei Clustern sind zwei sehr gut
innerhalb der Proben der jlingeren Passage p20 zu erkennen. Das erste Cluster umfasst die Gene
col8al, ccn2, mt2a, ptx3, ankrdl, tstd1, serpinel, tom1, ccnd2, inhba, mapla und myl9 und ist durch
seine dunkle Farbung im unteren Bereich der Heatmap gut zu erkennen. Interessanterweise sind diese
Gene bei der jlingeren Passage p20 nicht klar in Maxima bzw. Minima eingeteilt, stattdessen bewegen
sich deren Expressionslevel zwischen -0,5 und 0,5 und verweisen damit auf sehr geringe Unterschiede
in den jeweiligen Expressionslevel. In der dlteren Passage p50 sind diese Gene Uberwiegend durch
hellgriine Kolorierung charakterisiert, was naheliegt, dass diese Gene in der dlteren Passage sehr
schwach exprimiert werden. Beim Vergleich von HPCEnC p6 mit iHPCEnC p20 und p50 deutet dies
darauf hin, dass diese Gene in p20 und p50 fortschreitend herunterreguliert werden, wobei die
Wahrscheinlichkeit fir eine signifikante Abweichung beim Vergleich mit p50 groRRer ist.

Das zweite Cluster umfasst die Gibrigen Gene und ist in iHCPENnC p20 hellgriin dargestellt, was Minima
von -0,5 bis -1 verdeutlicht. Betrachtet man nun Werte dieser Gene in p50 unter Zuhilfenahme des
Dendrogramms auf der linken Seite, lasst sich das Cluster in zwei weitere unterteilen, sodass die letzten
beiden groRReren Cluster ersichtlich werden. Das erste Cluster umfasst die Gene zscan18, cxcl2, cobll1,
uchll, actnl, cxcl6, pcdhga8, plau, corolc, nrgl, podxl, cxcll, serpineb2 und c6orfr132, dessen Werte
sich in p50 Uberwiegend zwischen 0 und 0,5 bewegen. Diese Gene kdnnten sich dementsprechend mit
Hilfe weiterer Analysen in p50_vs_p6 als nicht signifikant verandert und in p20_vs_p6 als
herunterreguliert herausstellen.

Das dritte Cluster beinhaltet die Gene lox, bcl2al, csrpl, soatl, adamstll, cntnl, hegl, pcxm2, mpzl2,
celf2, mmpl, pdcdllg2, ccnndl1, kcnj12, nfh und nnat. Diese Gene sind Uberwiegend griin markiert,
wobei sowohl Werte zwischen -0,5 und -1 (p20 und p50) als auch zwischen -0 und -0,5 (p50) erreicht
werden. Die Mehrheit dieser Gene weist jedoch niedrige negative Werte auf. Dementsprechend
konnte fiir diese Gene im Vergleich von p50 zu p6 mit keinen signifikanten Abweichungen zu rechnen
sein. Die wenigen, die in p50 ebenfalls hellgriin markiert wurden, kdnnten dagegen dhnlich wie p20 im
Vergleich zu p6 signifikant herunterreguliert sein.
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Abbildung 11 Vergleich der signifikanten Gene. A. veranschaulicht die Top 50 signifikant veranderten Gene anhand ihrer
Raw Reads in einer Heatmap dar. B. stellt die einzelnen Volcano Plots von p20_vs_p6, p50_vs_p6 und_p50_vs_p20
gegeniiber. Die log2 Fold changes der einzelnen Transkripte wurde gegen den negativen logio ihrer p-Werte fiir p50_vs_p20,
p50_vs_p6 und p20_vs_p6 aufgetragen. Dabei wurden Gene mit log2 Fold changes unter -1 als signifikant unter- und tber 1
als signifikant tiberexprimiert. Dartiber hinaus wurde ein p-Wert von 2,5 als Signifikanz-Threshold gewahlt. Die resultierenden
signifikant unter- bzw. berexprimierten Gene wurden blau bzw. rot markiert, wahrend die nicht signifikanten schwarz
gekennzeichnet wurden.
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Da als Grundlage zur Generierung der Heatmap die Raw Reads der einzelnen Proben dienten, ist es
moglich, dass nach Einbeziehung einer definierten Signifikanzschwelle bestimmte Gene in Bezug auf
ihre differenzielle Expression anders bewertet werden. Aus diesem Grund wurden Volcano Plots fir
alle Gene aus den Vergleichen p20_vs_p6, p50_vs_p6 und p50_vs_ p20 angefertigt, um eine bessere
Aussage Uber die Verteilung aller DEG zu ermoglichen (ABBiLDUNG 11B).

Im Gegensatz zur Heatmap bildet beim Volcano Plot der log2 Fold change, der gegen den logl0 der
p-Werte aufgetragen wird, die Grundlage zur Darstellung der signifikanten DEG. Als Signifikanz-
Grenzwerte wurden log2 Fold changes von +1 bzw. -1 und logio p-Werte von +0,05 bzw. -0,05
ausgewahlt. Entsprechend dieser Kriterien werden die meisten Gene im nicht signifikanten Bereich
eingestuft. Zusatzlich wurden fir jede Gruppe einige der Gene mit den hochsten Signifikanzen
ermittelt. Wie bereits in AssiibuUnG 5 angedeutet, sind bei Vergleich der jungen Passage der
immortalisierten Zellen zu den primaren Zellen (p20_vs_p6) die Mehrheit der signifikanten Gene
herunterreguliert, einschlielich aller Gene mit den hochsten Signifikanzen, mit der Ausnahme von
lamb4. Auch bei Vergleich der spaten Passage der immortalisierten Zellen zu den primaren Zellen
(p50_vs_p6) sind die meisten signifikanten Gene herunterreguliert, jedoch sind neben lamb4 auch
procr, snhg25, cldn5 und stc1 hochreguliert. Mit einer erhohten Lebensdauer der Zelllinie findet daher
eine Verschiebung der differentiellen Expression hin zu einer Hochregulierung statt. Betrachtet man
die Unterschiede zwischen den immortalisierten Zellen der Passagen p50 und p20, ohne die primare
Zelllinie miteinzubeziehen, wird dieser Effekt besonders deutlich. Dementsprechend finden sich hier
nicht nur die Mehrzahl der signifikant regulierten Gene auf der Seite der hochregulierten Gene, auch
uchll und cd44, die bei p20_vs_p6 unter den stark herunterregulierten Genen zu finden waren,
werden nun den stark hochregulierten Genen zugeordnet. Vergleicht man p20_vs_p6 und p50_vs_p6
fallen auch einige Gene auf, deren Einordnung unverandert bleibt. Dazu zdhlen neben lamb4 auf der
hochregulierten Seite auch tagin, ccdn2, inhba und ankrdl auf der herunterregulierten Seite
(ABBILDUNG 11). Ebenso ist sowohl bei p50_vs_p6 als auch bei p50_vs_p20 thbs1 herunterreguliert und
stcl hochreguliert. Durch die Betrachtung einzelner signifikanter Gene ist jedoch weder eine
Schlussfolgerung noch eine Voraussage moglich, ob bzw. wie sich diese Veranderungen auf die Zelle
auswirken und welchen Phanotyp sie dadurch potenziell ausbildet. Daher sollen im nachsten Schritt
alle Gene gemeinsam betrachtet werden, die in einem logischen Zusammenhang zueinanderstehen.
Dadurch soll geklart werden, ob die signifikant verdnderten Gene nur einzelne Abweichungen
darstellen, oder ob sie in der Summe zu biologischen Verdanderungen fiihren kénnten.

3.2.2. Auswirkungen der signifikant exprimierten Gene auf

biologische Prozesse

Sowohl in der Heatmap als auch in den Volcano Plots tauchen differentiell regulierte Gene auf, die eine
ahnliche biologische Funktion haben bzw. denselben biologischen Prozessen zugeordnet werden. Dazu
zahlen z.B. ccnd1 und ccnd2, welche beide an der Regulation des Zellzyklus beteiligt sind, oder cldn5
und cldn11, die beide zum Aufbau von TJ beitragen. Dementsprechend stellt sich die Frage, ob neben
diesen DEG noch weitere DEG identifiziert werden kénnen, die derselben biologischen Funktion
zugeordnet werden konnen. Weiterhin ist von Interesse, ob die beobachteten signifikanten
Veranderungen potenziell in der Lage sind Verdnderungen der biologischen Abldufe innerhalb der Zelle
zu verursachen. Daher wurden Gene Set Enrichment Analysen (GSEA) durchgefiihrt, um festzustellen,
ob innerhalb einer Gruppe von Genen bestimmte Genklassen signifikant (iber- oder unterexprimiert
werden und somit zu einem verdanderten Phanotyp beitragen kénnten.
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Als Grundlage fiir die GSEA wurden Gen-Sets (GS) auf Basis der Gene Ontology (GO) Datenbank
ausgewahlt und nach den biologischen Prozessen (BP) als Parameter geordnet (Gene Ontology
Biological Processes; GOBP). Dies wurde flir p20_vs_p6, p50_vs_p6 und p50_vs_p20 durchgefiihrt. Die
gewonnenen Daten wurden anschlieRend in ABB/iLDUNG 12 in Form von Dot Blots wiedergegeben. Dabei
wurden die GS zunachst vom niedrigstem zum hdchsten p-Wert sortiert und anschlieRend die zehn GS
mit den niedrigsten p-Werten zur Erstellung der Dot Blots verwendet. Nach der Adjustierung der p-
Werte wiesen diese Sets die gleichen p-Werte auf und wurden demnach nach den GeneRatios
aufgetragen.

Die GSEA ergab, dass das Gen-Set mit der hochsten GeneRatio bei Vergleich der jungen
immortalisierten Passage zu den priméaren Zellen (p20_vs_p6) ,,neuron projection development” war,
wahrend es bei Vergleich der spaten immortalisierten Passage zu den primaren Zellen (p50_vs_p6)
»RNA processing” und bei Vergleich der beiden Passagen (p50_vs_p20) ,cell division”“ war. Des
Weiteren fallt auf, dass p20_vs_p6und _p50_vs_p6 vier der zehn ermittelten GS teilen, diese allerdings
andere Counts und GeneRatios aufweisen, sodass sie aufgrund ihrer Signifikanz in einer anderen
Rangfolge erscheinen. Es handelt sich dabei um “regulation of cellular component movement”,
“regulation of protein phosphorylation”, “epithelium development und circulatory system
development”. Dariber hinaus ist auffillig, dass bei p20_vs_p6 die meisten Gen-Sets in den Bereichen
,development” und ,,morphogenesis“ mit jeweils zwei bzw. drei Sets zu finden sind. Dagegen ist nur
ein Set zum Bereich ,movement”vorhanden. Interessanterweise hatten diese GS alle einen negativen
Enrichment Score (ES) und auch ihr normalisierter ES (NES) war negativ, weswegen diese GO-Termini
als herunterreguliert oder unterdriickt betrachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz dazu sind bei p50_vs_p6 nur zwei GS der Entwicklung und ein Set der Morphogenese
unter den 10 betrachteten GS zu finden, wahrend vier Sets Signalwegen zugeordnet werden kénnen.
Dartiber hinaus wurden die beiden GS ,,RNA processing“ und ,positive regulation of cellular component
organisation” ermittelt. Auch bei der dlteren Passage waren alle ES und NES der im Dot Blot
dargestellten GO-Termini negativ und gelten daher als herunterreguliert oder unterdriickt. Auffallig ist
jedoch, dass beim direkten Vergleich von p50 und p20, ohne dass vorher auf eine Schnittmenge mit
p6 selektiert wurde, andere GS in den Vordergrund treten. So kdnnen drei Sets dem Bereich Immunitat
zugeordnet werden, drei umfassen unterschiedliche biosynthetische Prozesse und drei umfassen die
Organisation der Zelle, sowie die Zellteilung. Somit sind Unterschiede zwischen den drei Zelltypen
festzustellen. Darlber hinaus sind alle GS, die im Dot Blot von p50_vs_p20 vermerkt wurden,
hochreguliert und haben demnach positive ES und NES in Gegensatz zu p20_vs_p6 und p50_vs_p6.
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Abbildung 12 Dot Blots der GSEA ermittelten GOBP. Als Grundlage der GSEA wurde die Datenbank der GO unter der Rubrik
BP verwendet. Dargestellt wurden die 10 GS mit den héchsten GeneRatios und niedrigsten adjustierten p-Wert. Die jeweilige
Anzahl (Count) signifikant veranderter Kern-Gene des GS wird dabei durch Kreise (Dots) mit unterschiedlichen Durchmessern
versinnbildlicht. Die GeneRatio stellt das Verhaltnis zwischen Counts pro SetgroRe dar.
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Mit Hilfe der beschriebenen GSEA Analysen auf Basis der GOBP wurde ein Uberblick tiber diejenigen
biologischen Prozesse erstellt, welche in Folge der Immortalisierung der Zelllinie potenziell verandert
wurden. Zur Uberpriifung dieser Daten wurde eine weitere GSEA auf Basis der Reactome Datenbank
durchgefiihrt. Gleichzeitig ist es damit moglich, die identifizierten BP genauer zu untersuchen und so
potenzielle Auswirkungen besser abzuschatzen. Analog zur vorherigen Untersuchung, wurden auch
hier die Ergebnisse in einem Dot Blot veranschaulicht (ABsi.bunG 13). Dabei wurden fir p20_vs_p6,
p50 _vs_p6 und p50_vs_p20 die zehn GS mit den niedrigsten p-Werten ausgewdahlt und im Dot Blot
entsprechend der GroRe ihrer GeneRatios aufgetragen, da auch hier die adjustierten p-Werte identisch
waren.

Die Analyse von p20_vs_p6 ergab, dass sechs der identifizierten GS dem Uberbegriff ,cell cycle”
zugeordnet werden kdnnen. Die anderen vier Sets umfassen ,sensory perception”, ,RHO GTPase
effectors”, ,,extracellular matrix organization” und ,intra-Golgi and retrograde Golgi to ER traffic”. Bis
auf die ,,sensory perception”, welche zu den GO-Termini unter dem Uberbegriff ,neurons“ passen, sind
diese Ergebnisse zunachst liberraschend, da aus der vorherigen GOBP Analyse der Schwerpunkt auf
den ,cell cycle” nicht ersichtlich war. In der GOBP Analyse waren die meisten GO-Termini den
Bereichen ,,development” und ,,morphogenesis” zugeordnet (ABBILDUNG 12). Ein Bezug zu Entwicklung
und Morphogenese kann in Kombination mit den ,,RHO GTPase effectors“und der ,extracellular matrix
organization” erstellt werden, da sowohl wahrend der Zellteilung als auch wahrend der Entwicklung,
die stark von der Zellteilung abhingt, die Zellkomponenten (wie z.B. die extrazelluldre Matrix, der
Nukleus, Aktinskelett, Mikrotubuli, uvm.) organisiert und neu aufgebaut werden missen. Analog zur
GOBP Analyse, wiesen auch bei Analyse der Reactome Datenbank alle GS, die zur Erstellung der Dot
Blot verwendet wurden, einen negativen ES und NES auf und waren demnach herunterreguliert.

Bei p50 vs _p6 konnten drei Sets bestimmt werden, die mit RNA-Prozession und Translation
zusammengefasst werden kénnen. Drei weitere sind dem Bereich der Biosynthese zuzuordnen, wobei
sich zwei mit der Synthese von Cholesterol und ein Set mit der Synthese von Triglyceriden beschaftigt.
Zwei Gene-Sets befassen sich mit der Regulation der Genexpression Uber SREBF/SREBP und ein Set mit
Signallbertragung Uber Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. Die verbliebenen beiden Sets umfassen die
Organisation der extrazelluldaren Matrix und Axon Fiihrung. Wahrend bei p20_vs_p6 sowohl die
GO-Termini der BP und der Reactome Datenbank herunterreguliert waren, sind bei p50_vs_p6 sowohl
hoch als auch herunterregulierte GS nach der Reactome Datenbank Analyse zu beobachten. Zu den
hochregulierten GO-Termini gehdren “cholesterol biosynthesis”, “triglyceride synthesis”, “activation of
gene expression by SREBF (SREBP)” und “regulation of cholesterol biosynthesis by SREBP (SREBF)”.

” o u

Herunterreguliert waren dagegen “rRNA processing”, “rRNA processing in the nucleus and the cytosol”,
“extracellular matrix organization”, “axon guidance”, “translation und signaling by receptor tyrosine
kinases”. Die gefundenen GO-Termini stimmen nach Analyse der Reactome Datenbank bzw. der BP gut
miteinander Uberein.

Der Vergleich p50_vs_p20 weist insgesamt funf GS auf, die den Bereichen ,cell cycle” und ,cell
devision” zugeordnet werden kdnnen. Zwei weitere Sets umfassen den ,,metabolism of steroids“ und
fatty acid metabolism”, eines den ,cilium assembly” und zwei weitere ,,RHO GTPase effectors” und
,RHO GTPase activate formins”. Daher weist auch der Vergleich p50_vs _p20 eine gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse der GOBP und Reactome Datenbank Analyse auf. Unter anderem
sind die GO-Termini von p50_vs_p20 ebenfalls bei Analyse mit Hilfe der Reactome Datenbank

hochreguliert gefunden.
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Abbildung 13 Dot Blots der mit Hilfe der GSEA ermittelten Reaktome. Als Grundlage der GSEA wurde die Datenbank der
Reaktome verwendet. Dargestellt wurden die 10 GS mit den hochsten GeneRatios und niedrigsten adjustierten p-Wert. Die
jeweilige Anzahl (Count) signifikant verdnderter Kern-Gene des GS wird dabei durch Kreise (Dots) mit unterschiedlichen
Durchmessern versinnbildlicht. Die GeneRatio stellt das Verhaltnis zwischen Counts pro SetgroRe dar.
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Bei der gemeinsamen Betrachtung aller Daten, die mit Hilfe der Analyse der Reactome Datenbank
gewonnen wurden, fallt auf, dass p20_vs_p6 und p50_vs_p6 nur 1 gemeinsames Gen-Set unter den
betrachteten 10 relevantesten GS teilen, wahrend p20_vs_p6 und p50_vs_p20 vier gemeinsam
auftretende GS aufweisen. Wahrend fast alle GS nicht explizit nur auf einen Zelltyp beschrankt sind,
stechen die RHO-GTPase Effektoren, die bei p20_vs_p6 und p50_vs_p20 aufgelistet werden, aus dieser
Liste heraus. Neben ihrer Hauptaufgabe der Aktin-Reorganisation, sind sie auch in der Zell Migration,
dem Membrantransport und der Wundheilung tatig [235]. Besonders letzteres ist ein charakteristischer
Funktionsbereich von Endothelien. Deswegen sollen endothel-relevanten Gene im nachsten Abschnitt
nochmals genauer betrachtet werden.

3.3. Vergleichende Expression endothel-relevanter Gene
Bei den iHCPENnC handelt es sich um eine immortalisierte Endothelzelllinie des Plexus choroideus,
welche moglichst genau die speziellen Eigenschaften dieses spezifischen Endothels widerspiegeln
sollen. Daher wurden die Ergebnisse der RNA-Seq nochmals auf Unterschiede der Transkriptome der
priméaren Zellen und den beiden Passagen iHCPENC in Bezug auf charakteristische Endothel-Faktoren
untersucht. Es wurden insgesamt 84 endothel-relevante Gene betrachtet. Unter diesen Genen
befanden sich sowohl sogenannte pan-Endothelmarker, welche unabhangig von dem GefaRRbett und
dessen Lage exprimiert werden und solche, die spezifisch fir das Endothel der Gehirn-
Mikrovaskulartur bzw. des PC sind. Zu den Pan-Endothelmarkern zdhlen unter anderem Gene, die bei
der Blutgerinnung und Wundheilung eine Rolle spielen. Es wird zwischen den prokoagulierenden
Faktoren, welche die Bildung von Blutpfropfen bzw. Thromben zur GefdRverschlieBung nach
Verletzungen beférdern und den antikoagulierenden Faktoren, welche sie verhindern, unterschieden
[10]. Zu ersteren zdhlen unter anderem Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI)-1 kodiert von serpinel
und von Willebrand Faktor (vWF), welcher Trager des Blutgerinnungsfaktors VIII ist. Die
antikoagulierenden Faktoren umfassen unter anderem den gewebespezifischen Plasminogenaktivator
(plat), Thrombomodulin (thbd) und Endothelial Protein-C-Rezeptor (procr) [9,10,236,237]. Eine weitere
Besonderheit beider Faktoren besteht darin, dass sie in Arterien, Venen und Kapillaren unterschiedlich
exprimiert werden. Antikoagulierende Faktoren werden vermehrt in Arterien und Venen exprimiert,
wahrend Kapillaren beide Faktorarten exprimieren [9,10,236,237].
Weitere Endothelmarker kdnnen der Immunabwehr zugeordnet werden z.B. zur Rekrutierung von
Leukozyten und deren Passage Uber die EZ. Dazu zdhlen P-Selektin und E-Selektin, ICAM1 und ICAM2,
welche die Stadien rolling und adhesion der transendothelialen Zell-Migration vermittelten [238-240].
Fir den eigentlichen Prozess der Zell-Migration ist platelet endothelial cell adhesion molecule-1
(pecam/ CD31) verantwortlich [238-240].
Im Gegensatz zu den pan-Endothelmarkern unterscheidet sich die Expression von Genen fiir TJ oder
AJ oder die von Genen, welche in die Regulation der GefdlRpermeabilitdt involviert sind, zwischen
unterschiedlichen Organen und GefalRbetten entsprechend den vorliegenden Endotheltypen. Daher
konnen diese Gene als Marker fir spezifische Endotheltypen verwendet werden. So ist VE-cadherin
(CDH5) in Al reichen EZ zu finden, PLVAP in fenestrierten GefdaRen, und Mitglieder der Claudin Familie
sind Bestandteile von TJ in besonders dichten Endothelien, wobei Claudin 5 (CLDN5) besonders hoch
in der BHS exprimiert wird [10]. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei VEGF um einen Marker fir
induzierte Permeabilitat [241-243].
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3.3.1. Numerischer Vergleich signifikant exprimierter, endothel-

relevanter Gene
Im ersten Schritt wurde untersucht, inwiefern die 84 selektierten endothel-relevanten Gene in den
Gruppen der DEG vorgefunden wurden. Von den ausgewahlten Genen wurden 41 bei Vergleich der
jungen immortalisierten Zellen im Vergleich zu den priméaren Zellen (p20_vs_p6) ermittelt, 30 bei
Vergleich der adlteren Passage der immortalisierten Zellen im Vergleich zu den primdren Zellen
(p50_vs_p6), und 34 Gene werden bei Vergleich beider Passagen der immortalisierten Zellen
(p50_vs_p20) als signifikant eingestuft (ABsiLounG 14A & B). Einige der Gene traten dabei in zwei oder
sogar in allen drei Gruppen als signifikant hervor. Zwolf Gene wurden in allen drei Gruppen als
signifikant identifiziert. Abziglich der 12 Gene, die in allen drei Gruppen vertreten waren, wiesen die
Vergleiche p20_vs_p6 und p50_vs_p6 eine Uberlappung von 9 Genen auf, die Vergleiche p50_vs_p6
und p50_vs_p20, 8 und die Vergleiche p20_vs_p6 und p50_vs_p20 11. AuBerdem offenbarten sich
mehrere Gene, die nur in einer der drei Gruppen den Status eines signifikant exprimierten Genes
erhielten. Das galt fir 9 Gene bei p20_vs_p6, einem Gen bei p50_vs_p6 und drei Genen bei
p50_vs_p20 (SIEHE ABBILDUNG 14A).
Werden die signifikanten Gene weiter nach hoch- und herunterregulierten Genen charakterisiert,
ergeben sich fir p20_vs_p6 20 herunterregulierte und 21 hochregulierte Gene. Auch der Vergleich
p50 vs_p6 zahlte 20 herunterregulierte Gene, jedoch nur 10 hochregulierte Gene. Von den 34
signifikanten Genen bei p50 _vs _p20 wurden ebenfalls 20 Gene zu den herunterregulierten Genen
gezahlt, wihrend 14 Gene den hochregulierten zugerechnet wurden (ABBILDUNG 14B).

A Aufteilung der signifikanten Gene B
TR T
iHCPENRC p20 iHCPENC p50
zZu Zu
HCPENC p6 HCPENC p6 p50_vs_p20
9
o Status
o [ Runter
gg p50_vs_p6 = Hoc";e
iHCPENC p50 Pa0_ys F6
Zu
iHCPENC p20
NJmmer der slgnlﬁkante;Gene
| Runter | Hoch | Gesamt
p50_vs_p20 20 14 34
p50_vs_p6 20 10 30
p20_vs_p6 20 20 41

Abbildung 14 Vergleich der Expression endothel-relevanter Gene zwischen HCPEnC p6, iHCPENC p20 und IHCPENnC p50. A.
stellt die jeweiligen Anzahlen der signifikant exprimierten Gene zwischen p20_vs_p6, p50_vs_p6 und p50_v_p20 und deren
jeweiligen Uberschneidungen in einem Venndiagramm dar. B. stellt die jeweiligen Anzahlen der signifikanten Gene der drei
Gruppen einander gegenlber und teilt sie weiter in herunterregulierte und hochregulierte Gene auf, die sowohl in
graphischer als auch in tabellarer Form zusammengefasst werden.
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3.3.2. Identifikation signifikant exprimierter, endothel-relevanter Gene
Von den signifikant differentiell exprimierten, endothel-relevanten Genen wurden bei den drei
Vergleichen primare HCPEnC p6 zu immortalisierte iHCPENC p20 (p20_vs_p6), primare HCPENC p6 zu
immortalisierte iHCPENnC p50 (p50_vs_p6) und dltere Passage zu jiingerer Passage der immortalisierten
iHCPENC (p50_vs_p20) 12 Gene gefunden, die bei allen drei Vergleichen vorkamen. Darunter waren
auch Gene, die bereits in ABB/ILDUNG 11 unter den Genen mit den hochsten signifikanten differenziellen
Expressionen eingestuft worden waren, namlich die Gene fir MCAM (oder CD146), Matrix
metalloproteinase-1 (MMP1), Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (PLAU), Pentraxin-related
protein 3 (PTX3 oder TSG-14) und SERPINE1 (ABsiLounG 11). Bei MCAM handelt es sich um ein
Zelladhdsionsmolekiil, das als Rezeptor fiir ein breit exprimiertes Matrixprotein namens Laminin
alpha-4 fungiert. MMP1 ist involviert im Abbau der extrazellularen Matrix, PLAU in der Auflosung von
Blutgerinseln (Fibrinolyse), PTX3 in der Aktivierung des Komplementsytems und SERPINE1 in der
Hemmung der Fibrinolyse. Weitere DEG, die in allen drei Gruppen signifikant exprimiert waren, sind
cdh5, cldn11, dkk3, eng, ein Teil des TGF- Rezeptorkomplexes, nrpl, ein membrangebundener
Tyrosinkinase Rezeptor fiir vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktoren (vegf) und rcni, ein Calcium
bindendes Protein innerhalb des ER Lumen:s.

Tabelle 6 Vergleich der Fold changes der endothel relevanten Gene. Die zusammengestellten log2 Fold changes von
iHCPENC p20 bzw. iHCPEnC p50 zur primdren Zelllinie HCPEnC p6 wurden aufgrund der Daten der MACE-Analyse
zusammengestellt. Fold changes der signifikanten Gene wurden hervorgehoben.

SYMBOL GENNAME P20_VS_P6 P50_VS_P6 P50_VS_P20
ANXA2 annexin A2 -0,70 -0,73 -0,03
ATP1B1 ATPase Na+/K+ transporting subunit beta 1 -0,45 -1,20 -0,75
CAV1 caveolin 1 -0,06 -0,14 -0,08
CAV2 caveolin 2 0,16 0,09 -0,07
CAVIN1 caveolae associated protein 1 -0,56 -0,35 0,21
CD109 CD109 molecule 0,09 0,16 0,06
CD59 CD59 molecule (CD59 blood group) 0,00 0,27 0,27
CD99 CD99 molecule (Xg blood group) 0,36 0,73 0,37
CDH5 cadherin 5 0,74 -0,47 -1,21
CLDN11 claudin 11 0,69 -1,24 -1,92
CTNNB1 catenin beta 1 0,20 -0,44 -0,64
DKK1 dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1 -1,66 -1,64 0,02
DKK3 dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 3 0,32 -0,73 -1,05
DVL1 dishevelled segment polarity protein 1 0,10 0,19 0,10
DVL2 dishevelled segment polarity protein 2 0,12 0,27 0,15
DVL3 dishevelled segment polarity protein 3 0,55 0,26 -0,29
EZCR endothelial cell surface expressed chemotaxis and apoptosis -0,22 0,07 0,29
regulator
EDF1 endothelial differentiation related factor 1 0,16 0,00 -0,16
EDN1 endothelin 1 0,25 -2,64 -2,90
EGFL7 EGF like domain multiple 7 0,62 0,34 -0,29
ENG endoglin 0,32 -0,70 -1,03
EPHB4 EPH receptor B4 0,81 0,25 -0,56
ESAM endothelial cell adhesion molecule 0,09 0,61 0,52
ESM1 endothelial cell specific molecule 1 -1,34 -0,56 0,79
FGFR1 fibroblast growth factor receptor 1 -0,22 0,00 0,22
FKBP2 FKBP prolyl isomerase 2 0,04 0,04 0,01
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FzD1 frizzled class receptor 1 1,00 -0,38 -1,38
FZD2 frizzled class receptor 2 -0,51 0,59 1,10
FzZD3 frizzled class receptor 3 -1,90 -2,58 -0,68
FZD4 frizzled class receptor 4 0,37 0,26 -0,12
FZD5 frizzled class receptor 5 0,92 0,88 -0,03
FZD6 frizzled class receptor 6 0,75 0,37 -0,39
FZD7 frizzled class receptor 7 -0,39 0,13 0,52
FZD8 frizzled class receptor 8 1,28 -0,19 -1,47
FZD9 frizzled class receptor 9 -0,74 -0,45 0,30
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase -0,19 0,00 0,19
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 -0,41 -0,51 -0,10
ICAM2 intercellular adhesion molecule 2 0,06 0,05 -0,02
ICAM3 intercellular adhesion molecule 3 0,15 0,02 -0,13
IFI16 interferon gamma inducible protein 16 0,84 0,99 0,15
IFITM3 interferon induced transmembrane protein 3 0,37 0,13 -0,24
ITGAS integrin subunit alpha 5 -0,30 -0,53 -0,23
LGALS3 galectin 3 0,08 0,05 -0,03
LRP5 LDL receptor related protein 5 1,61 0,49 -1,12
LRP6 LDL receptor related protein 6 0,27 -0,56 -0,82
LYVE1 lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 3,32 2,45 -0,87
MCAM melanoma cell adhesion molecule -0,71 0,49 1,20
MMP1 matrix metallopeptidase 1 -1,45 -0,97 0,49
NECTIN2 nectin cell adhesion molecule 2 -0,42 -0,54 -0,13
NRP1 neuropilin 1 1,13 0,48 -0,65
OCLN occludin -2,51 -0,51 2,00
PECAM1 platelet and endothelial cell adhesion molecule 1 0,53 -0,23 -0,77
PLAT plasminogen activator, tissue type -3,11 0,22 3,33
PLAU plasminogen activator, urokinase -1,77 -0,57 1,20
PLAUR plasminogen activator, urokinase receptor -0,66 -0,33 0,33
PLVAP plasmalemma vesicle associated protein 1,23 -0,50 -1,73
PLXND1 | plexin D1 0,79 0,62 -0,17
PTMA prothymosin alpha 0,32 0,21 -0,11
PTX3 pentraxin 3 -0,96 -1,65 -0,69
RCN1 reticulocalbin 1 1,21 0,82 -0,39
ROBO4 roundabout guidance receptor 4 -0,37 -0,10 0,27
RYK receptor like tyrosine kinase 0,44 0,59 0,15
S100A11 $100 calcium binding protein A11 -0,10 -0,03 0,07
S100A16 $100 calcium binding protein A16 -0,38 0,00 0,39
SERPINE1 | serpin family E member 1 -0,98 -1,71 -0,73
SFRP4 secreted frizzled related protein 4 -1,42 0,33 1,75
TFRC transferrin receptor 0,31 -1,83 -2,14
THBD thrombomodulin -1,69 -0,39 1,30
THBS1 thrombospondin 1 -0,14 -2,61 -2,48
VEGFA vascular endothelial growth factor A -0,46 0,01 0,47
VEGFB vascular endothelial growth factor B 0,44 0,20 -0,24
VEGFC vascular endothelial growth factor C -1,04 -1,64 -0,59
VIM vimentin -0,06 0,66 0,71
VWF von Willebrand factor 2,58 -0,71 -3,29
WNT2B Whnt family member 2B -0,02 -0,41 -0,39
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WNT3 Whnt family member 3 -0,79 -0,79 0,00
WNT3A Whnt family member 3A -0,77 0,42 1,20
WNT4 Whnt family member 4 0,04 0,23 0,18
WNT5A Whnt family member 5A 1,11 -1,85 -2,96
WNT7B Whnt family member 7B 0,32 0,15 -0,18
WNT9A Whnt family member 9A 1,15 0,80 -0,34
WNT9B Whnt family member 9B -1,10 0,15 1,25
WNT10B Wnt family member 10B 1,47 2,02 0,55
WNT11 Whnt family member 11 -0,77 1,50 2,27

Gene, die nur bei p20_vs_p6 und p50_vs_p6 als signifikant identifiziert werden konnten, waren anxa2,
cavinl, dkk1, fzd3, ifi16, itga5, lyvel, nectin2, und vegfc. Diese Gene zeigten jedoch keine signifikanten
Unterschiede im direkten Vergleich der beiden Passagen der immortalisierten Zelllinie.
Dementsprechend kdnnte eine stabile Veranderung der immortalisierten Zelllinie vorliegen.

Einige Gene wiesen sowohlin p20_vs_p6, als auch in p50_vs_p20, aber nichtin p50_vs_p6, signifikante
Unterschiede auf. Unter diesen Genen waren ephb4, esml1, fzd8, Irp5, ocln, pecam1, plat, robo4,
5s100a16, thbd und vwf. Obwohl diese Gene in p20 im Vergleich zu den primadren Zellen einen
deutlichen Unterschied in der Expression aufwiesen, ist diese Expressionsdifferenz offensichtlich nicht
Gber weitere Passagen stabil.

Im Gegensatz dazu konnten durch den Vergleich der spaten Passage p50 zu der jungen Passage p20
Gene identifiziert werden, die erst im Verlauf einer zunehmenden Passagierung der Zellline den Status
einer signifikanten Divergenz erreichen konnten. Diese Gene umfassten cd59, cd99, ctnnb1, ednl, tfrc,
thbs1 und vim.

Die endothel-relevanten Gene egfl7, fzd4, fzd6, plaur, plxnd1, ptma, vegfb und wnt9a sind nur beim
Vergleich p20_vs_p6 signifikant reguliert. Im Gegenzug dazu wurde wnt10b nur beim Vergleich
p50_vs_p6 als signifikant verandert eingestuft. Interessanterweise scheinen sich diese Veranderungen
der jungen und der dlteren Passage nur in Bezug auf die Primarzelllinie zu offenbaren, da im direkten
Vergleich der beiden Passagen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte. Werden jene
Gene betrachten, die nur im direkten Vergleich der beiden Passagen der iHCPENC als signifikant
eingestuft werden, treten plvap, wnt5a und wnt11 hervor.

3.4. Expression von WNT-Rezeptoren, Ko-Rezeptoren und
Signalmodulatoren in HCPEnC

Bei der Untersuchung der endothelrelevanten Gene konnten ebenfalls einige Komponenten des
WNT-Signalweges als signifikant verandert in den immortalisierten Zellen festgestellt werden. Im ZNS
tragt der WNT-Signalweg zur Regulierung der Angiogenese und Differentiation der EZ bei und spielt
eine ebenso wichtige Rolle beim Aufbau und der Aufrechterhaltung der BHS und der BRB in den
ausdifferenzierten Kapillaren [76,102,213,214]. Eine fehlerhafte Aktivierung des WNT-Signalweges in
diesen EZ fiihrt zu der Expression von plvap, dessen Proteinprodukt dort unter normalen Bedingungen
nicht gebildet wird, und verursacht dadurch einen Anstieg der Permeabilitat dieser Kapillaren und den
Verlust der Barriere [13]. Im Gegensatz zu den EZ der BHS exprimieren die fenestrierten EZ des PC
PLVAP in den FD und SD der Fenestrae und Stomata [52,57]. Da EZ in verschiedenen Regionen des ZNS
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unterschiedlich sensitiv fir WNT-Signallibertragung sind [11], kann der WNT-Signalweg eine Rolle bei
der Regulierung der plvap Expression in den EZ des PC spielen.

Zur Uberpriifung der Ergebnisse der RNA-Sequenzierung sollte mittels PCR bestatigt werden werden,
dass die primdren PC-Endothelzellen alle noétigen Komponenten exprimieren, um einen
funktionierenden kanonischen WNT-Signalweg aufzubauen. Dazu wurden die Zellen lysiert und
anschliefRend RNA aus dem Lysat entnommen und aufgereinigt (2.2.2.1). Nach der Umwandlung in
cDNA (2.2.2.2) wurde mittels PCR und den unter 2.1.5 aufgeflihrten Oligonukleotidprimern die
Genexpression der Komponentenb des kanonischen Signalweges verifiziert (2.2.2.3 & 2.2.2.4). Zur
Kontrolle wurden human fetal brain total RNA und eine humane BHS-Endothel Zelllinie (hCMEC/D3)
eingesetzt. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in ABBILDUNG 15 zusammengefasst, welche reprasentativ
flr vier unabhangige Untersuchungen ist.

WNT-Liganden WNT-Rezeptoren & Ko-Rezeptoren

HCPENRC

hCMEC/D3

human fetal
brain total
RNA

HCPENC

hCMEC/D3

human fetal
brain total
RNA

Abbildung 15 Expression des kanonischen WNT-Signalweges in HCPEnC. Die Expression von A. WNT-Liganden, B. WNT-
Rezeptoren & Ko-Rezeptoren, C. WNT-Modulatoren und D. Signaltransmittern und Zielgenen in HCPEnC wurde mit Hilfe von
PCR bestimmt. Als Kontrollen wurden HCPEnC/D3 und human fetal brain total RNA verwendet. Die Sterne zeigen die
gesuchten Banden bei Mehrfachsignalen an.

Es konnte gezeigt werden, dass die primaren Zellen die WNT-Liganden wnt2b, wnt3, wnt4 und wnt9a
exprimierten (siehe AssiLDUNG 15). Mithilfe der PCR konnte Wnt5a nicht als Bande in den Agarosegelen
nachgewiesen werden. Von den untersuchten Rezeptoren konnten fzd1, fzd 2, fzd 4, fzd5, fzd6, fzd7,
fzd 8 und fzd 9 nachgewiesen werden, sowie die beiden Ko-Rezeptoren Irp5, und Irp6. Somit waren bis
auf fzd3 und fzd10 alle wesentlichen Rezeptoren des kanonischen Signalweges vorhanden. Als fiir die
Signalkaskade benétigter Ubermittler wurde auch die Expression von ctnnb festgestellt, ebenso wie
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einige der betrachteten Zielgene des WNT-Signalweges. Unter diesen befanden sich plvap, ocin, glutl,
bcrp, p-gp, ve-cadherin (cdh5), zo1, cldn5, cldn3, cldnl, ccnd1, apcddl und axin2. Zusammen mit dem
Nachweis verschiedener WNT-Modulatoren wie sfrpl, sfrp3, sfrp4, dkk1l und dkk3 konnte somit
gezeigt werden, dass alle fir einen funktionalen Signalweg benétigten Bestandteile des kanonischen
WNT-Signalweges in den primdren Zellen vorhanden sind.

3.5. Expression von WNT-Rezeptoren, Ko-Rezeptoren und

Signalmodulatoren in iHCPEnC
Im folgenden Schritt sollte auch fir die immortalisierte Zelllinie Giberprift werden, ob alle nétigen
Komponenten vorhanden sind, um einen potenziell funktionsfahigen kanonischen WNT-Signalweg
auszubilden. Aquivalent zu den primaren Zellen wurde die RNA der immortalisierten Zellen isoliert und
in cDNA umgewandelt, um sie mittels PCR und den unter 2.1.5 beschriebenen Oligonukleotidprimern
auf die Expression der entsprechenden Liganden, (Ko-) Rezeptoren und Signalmodulatoren zu
untersuchen (2.2.2.3-2.2.2.4). In ABILDUNG 16 wurden die Ergebnisse, welche reprasentativ fir vier
selbststandige Experimente sind, den Kontrollen human fetal brain total RNA und hCMEC/D3

gegenibergestellt.

WNT-Rezeptoren & Ko-Rezeptoren

iHCPEnC

hCMEC/D3

human fetal
brain total
RNA
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hCMEC/D3

human fetal
brain total
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Abbildung 16 Expression des kanonischen WNT-Signalweges in iHCPEnC. Die Expression von A. WNT-Liganden, B. WNT-
Rezeptoren & Ko-Rezeptoren, C. WNT-Modulatoren und D. Signaltransmittern und Zielgenen in iHCPEnC wurde mit Hilfe von
PCR bestimmt. Als Kontrollen wurden HCPEnC/D3 und human fetal brain total RNA verwendet. Die Sterne zeigen die
gesuchten Banden bei Mehrfachsignalen an.
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So konnten wnt2b, wnt3, wnt4, wnt9a und wnt10b als vorherrschend exprimierte WNT-Liganden
identifiziert werden (siEHE ABBILDUNG 16). Daher unterscheiden sich die primaren Zellen von der
immortalisierten Zelllinie in der Expression von wnt10b.

Ahnlich den primiren Zellen, konnten fzd1, fzd2, fzd4, fzd5, fzd 6, fzd 7, fzd 8 und fzd9 als Rezeptoren
und Irp5 und Irp6 als Ko-Rezeptoren bestatigt werden. Ebenso wurde auch die Expression des
SignallUbermittlers ctnnb, sowie einige der Zielgene wie plvap, ocin, glutl, bcrp, p-gp, cdh5, zo1, cldn5,
cldn3, cldn1, ccnd1, apcdd1 und axin2 nachgewiesen. Auch exprimiert die immortalisierte Zelllinie mit
sfrpl, sfrp3, sfrp4, dkk1 und dkk3 alle WNT-Modulatoren, die bereits bei den primaren Zellen bestatigt
werden konnten.

3.6. Vergleichende Expression WNT-Signalweg Molekiile
primarer und immortalisierter Endothelzellen

Um die Expression der wesentlichen Komponenten des kanonischen WNT-Signalweges nicht nur
guantitativ, sondern auch qualitativ zu bestimmen, wurden die in 3.4 und 3.5 generierten cDNAs
verwendet, um mithilfe der in 2.1.5 aufgelisteten Oligonukleotidprimer eine gRT-PCR durchzufiihren
(2.2.2.5). Die Rohdaten dieser Analyse sind in ABBILDUNG 17 dargestellt.

Entsprechend allgemein gebrauchlichem Standard gelten Transkripte mit einem CT-Wert ab 35 als
nicht exprimiert. Bei Anwendung dieser Obergrenze konnten bei der Betrachtung der CT-Werte
dhnliche Ergebnisse beobachtet werden, wie sie in 3.4 und 3.5 beschrieben wurden, indem Expression
der WNT-Liganden wnt2b, wnt3, wnt4 undwnt9a in den primdren und immortalisierten Zellen
bestatigt wurde.
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Abbildung 17 Graphische Darstellung der in der qRT-PCR ermittelten CT-Werte zur Uberpriifung der Expression von
Whnt-Liganden, Rezeptoren & Ko-Rezeptoren, Modulatoren, Signaliibermittlern und Zielgenen. In A sind die CT-Werte der
Uberpriften Transkripte von HCPEnC und iHCPENC aus vier unterschiedlichen Experimenten als Mittelwert mit dazugehoriger
Standardabweichung zusammengefasst. In B wurden die CT-Werte der beiden Kontrollen, human fetal brain total RNA und
einer anderen Endothel-Zelllinie der BHS (hCMEC/D3) dargestellt.
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Zur weiteren Analyse der Daten wurde die relative Expression jedes Transkriptes bezogen auf mehrere
Referenzgene, deren Daten zu einem gemittelten Referenzwert zusammengefasst wurden, bestimmt
(BESCHRIEBEN IN 2.2.2.5). Es wurden nur die Daten jener Transkripte zur Berechnung verwendet, die
unter der in 2.2.2.5 und 3.6 genannten Definition auch exprimiert waren. Da vier unabhdngige
Experimente die Grundlage dieser Daten waren, wurde der Mittelwert ihrer CT-Werte in der Effizienz-
korrigierten ACT-Methode zur Analyse verwendet. Die ermittelte relative Expression dieser Gene in
HCPENC und iHCPENC ist in TABELLE 7 zusammengefasst und in ABsiLDUNG 18 dargestellt.

Tabelle 7 Gegeniiberstellung jeweiligen relativen Expression von HCPEnC und iHCPENnC sowie der Fold change.

relative Expression Fold change

Gensymbol Genname HCPENnC iHCPENC iHCPENC zu

HCPENnC
Wnt2b 2% 3% 1,13
Whnt3 10 % 12% 1,26
Wnt4 3% 4% 1,24
Wnt5a 4% 1% 0,29
Whnt9a 5% 7% 1,48
Wnt10b 1% 4% 6,87
LRP5 Low-density lipoprotein receptor-related protein 25% 22% 0,86
LRP6 fow—density lipoprotein receptor-related protein 14 % 14% 0,95
FzD1 grizzled 1 3% 3% 1,07
FzD2 Frizzled 2 13 % 13% 1,02
FzZD4 Frizzled 4 27 % 32% 1,17
FZD5 Frizzled 5 4% 4% 1,03
FZD6 Frizzled 6 24 % 28% 1,14
FZD7 Frizzled 7 1% 5% 1,33
FZD8 Frizzled 8 20% 18 % 0,88
FZD9 Frizzled 9 4% 4% 1,11
sFRP1 secreted frizzled-related protein 1 17 % 13% 0,79
sFRP3 secreted frizzled-related protein 3 2% 2% 1,05
sFRP4 secreted frizzled-related protein 4 2% 3% 1,11
DKK1 Dickkopf 1 42 % 42 % 0,99
DKK3 Dickkopf 3 39% 50 % 1,26
PLVAP plasmalemma vesicle-associated protein 3% 3% 1,09
OCLN Occludin 6% 4% 0,74
GLUT1 Glukose Transporter 1 5% 5% 1,14
BCRP breast cancer resistance protein 6% 6% 0,96
P-GP P-glycoprotein 1 2% 3% 1,16
CDH5 VE-cadherin 12 % 12 % 0,95
201 Zona occludens 1 25% 28 % 1,07
CLDN5 Claudin5 11% 10 % 0,85
CLDN3 Claudin3 1% 1% 1,08
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CLDN1 Claudinl 9% 8% 0,82
CCDN1 CyclinD 31% 32% 1,03
Axin2 2% 2% 0,92
CTNNB b-catenin 39% 37 % 0,95
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Abbildung 18 Graphische Darstellung der relativen Expression von WNT-Liganden, Rezeptoren & Ko-Rezeptoren,
Modulatoren und Signaliibermittlern & Zielgenen in HCPEnC und iHCPEnC. Nur fir Transkripte, deren CT-Wert sich unter
der Obergrenze von 35 befand, wurde die relative Expression dargestellt.

AnschlieBend wurde der Fold change der einzelnen Gene im Vergleich von iHCPEnC zu HCPEnC
bestimmt, durch Anwendung der in 2.2.2.5 beschriebenen Effizienz-korrigierten 244“-Methode. Die
resultierenden Werte wurden in TABELLE 7 zusammengetragen. Mithilfe der gRT-PCR gelang es auch
wnt5a nachzuweisen, welches zuvor in der MACE-Analyse, aber nicht in den Agarosegelen der zuvor
durchgefiihrten PCR, detektiert werden konnte. Es zeigt sich, dass die meisten der in TABELLE 7
zusammengefassten Gene einen Fold change um 1 aufweisen und damit als nicht signifikant Gber- oder
unterexprimiert gelten. Dies gilt jedoch nicht fiir wnt5a und wnt10b, deren Fold change sich deutlich
von dem Wert 1 absetzt (TABELLE 7). Wahrend wnt5a in iHCPENC im Vergleich zu den primaren Zellen
unterexprimiert ist (Fold change 0,29), ist wnt10b in iHCPENC Uberexprimiert (Fold change 6, 87).

66



3. Ergebnisse
3.6.

WNT-Liganden WNT-Rezeptoren & Ko-Rezeptoren
8- 1.5
6= ] — —
[} [} —
2 D 1.0
(1] ©
S 47 S
3 3
S S 0.5
o, w
0 1 I L) ) L] L) 0.0 I I I I I I I I | 1
0 & » 2 2 g P P NP NSO
F Q& E &S SELLLSLLLNL
$\=¢\$$\5$\3$§\ RN AR S A S SR A SR
WNT-Modulatoren Signal-Transmitter & Zielgene
1.5+ 1.5+
[} (] ] ] ] T T —
> 1.0 > 1.0 | o
] @ — .
< <
S S —
3 k]
£ 0.5 £ 0.54
0.0 T T T T T 0.0~ 11111 T-T-T-1
N %) 13 N ) L3N LR RPN DO INDIDNII W
R R R \ Ay SR RO SR PN IR
£ £ £ & & PP E E VPE PP F

Abbildung 19 Graphische Darstellung der Fold change der WNT-Liganden, Rezeptoren & Ko-Rezeptoren, Modulatoren und
Signallibermittlern & Zielgenen. In den Graphen wurden die in Tageie 5 beschriebenen Fold change der Gene
zusammengefasst, die im Vergleich von iHCPEnC und HCPENC generiert wurden. Zur Berechnung wurde die in 2.2.2.5
beschriebene Effizienz-korrigierte 224¢T-Methode verwendet. Gene wurden als iiber- bzw. unterexprimiert betrachtet, sobald

die Fold change den Wert von 2 iber- bzw. von 0,5 unterschritt.

Um abzugleichen, in welchem MaRe die qRT-PCR Analysen der WNT-Signalwegkomponenten die
MACE Daten reproduzieren, wurden die Fold changes der relevanten Gene in TABELLE 8
gegenibergestellt. Dadurch wurde zum einen Uberprift, ob beide Analysen gleiche oder dhnliche
Interpretationen bzw. Einstufungen der ermittelten Werte in hoch-, herunter- oder nicht verdnderte
Gene ermoglichen. Zum anderen wurde (berprift, ob die ermittelten signifikanten DEG in beiden
Analysen (ibereinstimmen. Dabei ist zu beachten, dass bei der qRT-PCR ein standardmaRiger
Signifikanz-Threshold von 2 bzw. 0,5 fir die signifikant hoch- bzw. herunterregulierten Gene
angewendet wurde, wahrend bei der MACE ein niedrigerer Threshold von 1 gewahlt wurde, und
p-WERT und FDR bei der Ermittlung der Signifikanz mit einbezogen wurden.
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Tabelle 8 Gegeniiberstellung der Expressionsdaten der MACE-Analyse und der gRT-PCR des WNT-Signalweges. Die Tabelle
stellt die ermittelten Fold changes der Komponenten des WNT-Signalweges aus der gRT-PCR und der MACE-Analyse
gegeniiber. Die log2 Fold changes der MACE-Analyse wurden fiir diesen Vergleich zuriick in die Fold change Uberfiihrt.
Fold changes, die als signifikant eingestuft wurden, wurden durch Fettdruck hervorgehoben.

qRT-PCR MACE
iHCPENnC vs HCPEnC p20_vs_p6 p50_vs_p6 p50_vs_p20

WNT2B 1,13 0,99 0,75 0,76
WNT3 1,26 0,58 0,58 1,00
WNT3A 0,58 1,34 2,29
WNT4 1,24 1,03 1,17 1,13
WNT5A 0,29 2,16 0,28 0,13
WNT7B 1,25 1,11 0,89
WNT9A 1,48 2,21 1,74 0,79
WNT9B 0,47 1,11 2,38
WNT10B 6,87 2,76 4,04 1,47
WNT11 0,58 2,83 4,83
LRP5 0,86 3,05 1,40 0,46
LRP6 0,95 1,20 0,68 0,57
FzD1 1,07 2,00 0,77 0,38
FZD2 1,02 0,70 1,50 2,14
FzD3 0,27 0,17 0,62
FzD4 1,17 1,30 1,19 0,92
FzD5 1,03 1,89 1,85 0,98
FZD6 1,14 1,69 1,29 0,76
FZD7 1,33 0,76 1,09 1,43
FzD8 0,88 2,42 0,88 0,36
FZD9 1,11 0,60 0,73 1,23
SFRP1 0,79 0,30 1,07 3,55
sFRP3 1,05

SFRP4 1,11 0,37 1,25 3,36
DKK1 0,99 0,32 0,32 1,02
DKK3 1,26 1,25 0,60 0,48
CTNNB1 0,95 1,15 0,74 0,64

Bei Betrachtung von TABeiLE 8 wird deutlich, dass die aus der MACE-Analyse und der gRT-PCR
ermittelten Fold changes des WNT-Signalweges bis auf wenige Ausnahmen Ubereinstimmen und damit
auch eine gleiche Einstufung der DEG in hoch- und herunterregulierte Gene ermoglicht. Die
auffalligsten Unterschiede zwischen den beiden Analysen beziehen sich auf wnt3a, wnt7b, wnt9b,
wntl11 und fzd3, welche in der MACE-Analyse detektiert werden konnten, wahrend sie in der gRT-PCR
nicht detektiert werden konnten, und auf sfrp3, welches nur in der gRT-PCR-Analyse identifiziert
wurde.

Die anderen Unterschiede wurden bei der Einstufung der Signifikanz der DEG beobachtet. Dies betraf
wnt5a, wnt9a, wnt10b, wntll, Irp5, fzd3, fzd4, fzd6, fzd8, dkk1, dkk3 und ctnnb. Im Fall von wnt5a und
wntl0b wurden beide Gene sowohl in der MACE-Analyse als auch in der gRT-PCR als signifikant
verandert eingestuft, allerdings erfolgte diese Einstufung in der MACE in beiden Féllen nur bei einem
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Vergleich (wnt5a in p50_vs_p20 und wnt10b in p50_vs_p6). Die Uibrigen DEG wnt9a, wnt11, Irp5, fzd3,
fzd4, fzd6, fzd8, dkk1, dkk3 und ctnnb wurden dagegen nur in der MACE-Analyse als signifikant
differentiell exprimiert detektiert. Dabei gelten wnt9a, wntll, fzd4, fzd6 und fzd8 als signifikant
hochreguliert und Irp5, dkk1, und ctnnb als signifikant herunterreguliert.

3.7. Extrinsische Aktivierung des WNT-Signalweges in
iHCPEnC und Einfluss auf PLVAP

3.7.1. Stimulation des WNT-Signalweges mit LiCl und WNT-Agonisten
Um zu untersuchen, ob der kanonische WNT-Signalweg auch in den ausdifferenzierten Zellen aktiv ist,
wurde zunéachst eine Behandlung mit 10 mM LiCl durchgefiihrt. Bereits Laksitorini et al. haben die
Behandlung mit LiCl als Positiv-Kontrolle fiir einen funktionierenden kanonischen WNT-Signalweg in
ihren Experimenten verwendet [144]. Als Inhibitor des GSK3B-Komplexes verhindert LiCl die
Phosphorylierung und damit die Inaktivierung von CTNNB, und imitiert somit einen funktionsfahigen
WNT-Signalweg [244]. Die Translokation des normalerweise membrangebundenen CTNNB in das
Zytosol und daraufhin in den Nukleus kann mit Hilfe von Immunfluoreszenz verfolgt werden. Nach
Lustig et al. konnte bereits ein bedeutender Anstieg zytosolischen CTNNB in MDA MB 231
Brustkarzinomzellen wahrend der Behandlung mit WNT1 nach 2 h festgestellt werden [245]. Andere
Publikationen konnten jedoch darlegen, dass die Dauer und Auspragung der Translokation von CTNNB
in den Nukleus stark vom jeweiligen Zelltyp abhangt [246-248]. Da fiir die Beobachtung einer nuklearen
Translokation von CTNNB nach Induktion des WNT-Signalweges mit unterschiedlichen Stimuli, wie LiCl
und WNT-Agonisten, nach Inkubationszeiten von 2 h bis zu 48 h berichtet wurden und um eine
mogliche friihe Translokation nicht auszuschlieRen, wurde zunachst eine Behandlung mit LiCl fir 1 h
ausgewahlt. Weiterhin sollte eine Schadigung der iHCPENC durch eine zu lange Behandlung mit LiCl
vermieden werden, wie z.B. die bereits beobachteten Stillstainde des Zellzyklus und Auslosung der
Apoptose in diversen anderen Zellen [249-251]. Die Behandlung der Zellen mit LiCl wurde mit der in
2.2.2.6 beschriebenen PFA-Fixierung abgebrochen und die Immunfluoreszenzfarbung (IF) mit dem in
2.1.3.1 & 2.1.3.2 beschriebenen CTNNB Primarantikorper und dem Sekundarantikorper Alexa
Fluor 488 vorgenommen. Die Ergebnisse der Mikroskopie sind in ABsILDUNG 20 zusammengestellt.
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Abbildung 20 CTNNB Translokation nach 1h Behandlung mit 10 mM LiCl. iHCPEnC wurden fiir eine Stunde mit 10 mM LiCl
behandelt und anschlieBend eine IF zum Nachweis von CTNNB (grin: Alexa Fluor 488) und den Nuklei (blau: DAPI)
durchgefiihrt. In der oberen Reihe sind die unbehandelten Zellen abgebildet, in der unteren Reihe die mit 10 mM LiCl
behandelten Zellen.

Vor Behandlung der iHCPENnC mit LiCl wurde CTNNB hauptsdchlich an der Zellmembran detektiert.
Nach der Behandlung konnte das Signal hingegen hauptsachlich im Zytosol der Zellen beobachtet
werden, wobei es sich wahrscheinlich um die freie und damit aktive Form von CTNNB handelt. Dies
spricht flir den Beginn der Translokation von CTNNB von der Zellmembran Uber das Zytosol in den
Nukleus. Um zu untersuchen, ob eine nukleare Translokation des aktiven CTNNB nach langeren
Inkubationszeiten der iHCPEnC mit LiCl stattfindet, wurden die Zellen fir 6 h und 24 h mit LiCl
behandelt. Allerdings konnte weder die zytosolische noch die nukleare Translokation von CTNNB
mittels IF eindeutig festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Da die Translokation von CTNNB in den Nukleus die Transkription diverser Zielgene induziert [144,252-
254], wurde eine mogliche Reaktion der Zellen nach Zugabe von WNT-Aktivatoren auf mRNA Ebene
mit Hilfe von gRT-PCR untersucht. Als Grundlage fir diese Analyse wurden die immortalisierten Zellen
zundchst fir 6 h mit 10 mM LiCl behandelt. In einem zweiten Versuchsaufbau wurde eine
Inkubationszeit von 24 h gewahlt. Auerdem wurde eine Aktivierung des WNT-Signalwegs mit den
WNT-Liganden WNT9a (200 ng/ul) bzw. WNT3a (200 ng/ul) durchgefihrt. Von den 19 in Vertebraten
bekannten WNT-Liganden fiel die Wahl auf WNT9a, da wnt9a in den primaren und immortalisierten
Zellen in hoheren Mengen exprimiert vorlag. Wnt3a wiederum wurde aufgrund seiner haufigen
Verwendung in der Literatur ausgewahlt [255]. Nach Behandlung der Zellen wurde die Gesamt-RNA
extrahiert und in cDNA umgeschrieben, um sie anschlieRend mittels gRT-PCR zu analysieren (SIEHE
2.2.2.1, 2.2.2.2 & 2.2.2.5) Dabei waren zunichst die Auswirkungen der Behandlungen auf die
Expression von plvap, ccndl1, axin2, zol und cldn5 als Zielgene des aktiven WNT-Signalweges und
wichtige Regulatoren der vaskuldren Permeabilitat von Interesse.
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Aus den erhaltenen Daten wurde der Fold change der analysierten Gene in iHCPEnC nach 6 h und 24 h
LiCl Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bestimmt (AssiLounG 21A). Es konnte ein
schwacher Einfluss auf die Expressionen von plvap und ccndl beobachtet werden, die beide
hochreguliert wurden. Im Gegensatz dazu scheint die Expression von axin2, zo1 und cldn5 geringfligig
herunterreguliert zu sein. Allerdings bewegen sich fast alle Verdanderungen der Genexpression der
behandelten Zellen innerhalb des nicht signifikanten Bereiches, dessen unterster bzw. oberster
Grenzwert bei der Fold change von 0,5 bzw. 2 liegt (siehe 2.2.2.5). Nur die Expression von plvap weist
nach einer 24 h Behandlung mit LiCl eine Fold change von groRRer als 2 auf. Auf Grund der erhéhten
Standardabweichung im Vergleich zur vorliegenden Fold change konnte jedoch keine eindeutige
Aussage Uber einen Einfluss auf die Genexpression von plvap gemacht werden. Dementsprechend wird
unter den analysierten Bedingungen auch fiir die Expression von plvap von einem nicht signifikanten
Einfluss durch die Behandlung mit LiCl in iHCPEnC ausgegangen.

Auch nach der Behandlung von iHCPENC mit den WNT-Agonisten WNT9a und WNT3a lagen alle
errechneten Fold changes in dem zuvor definierten nicht signifikanten Bereich zwischen 0,5 und 2.
Demzufolge konnte kein eindeutiger Einfluss auf die Regulation der Genexpression der untersuchten
WNT-Zielgene in iHCPENC nach Stimulation mit WNT9a und WNT3a beobachtet werden (ABBILDUNG
21B). Diese Ergebnisse verifizieren wiederum die Beobachtungen der Immunfluoreszenz-Farbung nach
Behandlung mit LiCl, die eine Akkumulation von CTNNB im Zytoplasma, nicht jedoch eine vollstandige
Translokation in den Nukleus zeigten.
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Abbildung 21 Stimulation des WNT-Signalweges. A. Stimulation von iHCPENC mit 10 mM LiCl fir 6 h und 24 h. Aufgetragen
wurde der Mittelwert der erhaltenen Fold change der untersuchten Zielgene mit den dazugehdrigen Standardabweichungen.
B. Stimulation von iHCPENnC mit 200 ng/ul WNT9a und 200 ng/ul WNT3a. Aufgetragen wurde der Mittelwert der erhaltenen
Fold change der untersuchten Zielgene mit den dazugehorigen Standardabweichungen C. IF der immortalisierten Zellen nach
Stimulation mit 10 mM LiCl, 10 pM SB 216763 und 200 ng/ul WNT3a. CTNNB (griin) wurde mithilfe von Immunfluoreszenz
visualisiert.

Aufgrund der geringen Stimulation des WNT-Signalweges durch LiCl und prominente Agonisten des
Signalweges (WNT9a, WNT3a) wurde parallel zu LiCl ein GSK3B-Inhibitor (SB 216763) getestet, der
bereits in Cai et al. Anwendung fand [255]. Dieser Inhibitor inhibiert spezifisch GSK3[3, was die
Phosphorylierung und damit Inaktivierung von CTNNB und dessen Degradation im Proteasom
unterbindet, und somit auch zu einer Aktivierung des WNT Signalweges flihrt. Bei der Behandlung von
iHCPEnC mit SB 216763 (ber einen Zeitraum von 24 h konnte festgestellt werden, dass
Konzentrationen des Inhibitors von 10 uM und 20 uM zu einer nuklearen Translokation von CTNNB
fihren (siEHE IX, ABBILDUNG 26 & ABBILDUNG 27). Mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Studien wurde die
Wirksamkeit von SB 216763 mit der Wirksamkeit von LiCl und WNT3a verglichen (SiEHE ABBILDUNG 21C).
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Dabei zeigt sich ein deutlich starkeres Signal fir CTNNB nach der Behandlung mit 10 uM SB 216763 im
Zytosol der Zellen als es bei LiCl oder WNT3a der Fall war, welches scheinbar um den Nukleus der Zelle
konzentriert ist.

3.7.2. Stimulation des WNT-Signalweges durch Inhibition von GSK33 mit

SB 216763

Aufbauend auf der Beobachtung, dass Behandlung mit dem GSK3B-Inhibitor SB 216763 in einem
starkeren Signal fir CTNNB im Zytosol resultierte, sollte nun kontrolliert werden, ob nur die Menge an
zytosolischem CTNNB zunahm, oder ob auch ein nukleares Signal detektiert werden kann. Dazu wurde
zunachst eine IF der immortalisierten Zellen durchgefiihrt, die fir 24 h mit 10 uM des Inhibitors
behandelt worden waren. Neben CTNNB wurde auch CDH5 berprift, da es als AlJ-Protein
mitverantwortlich fir die Permeabilitdt des Endothels ist [256,257]. Die Permeabilitdt des Endothels
kann durch das dynamische Offnen und SchlieRen der Al zum Teil reguliert werden [258]. Studien
haben unter anderem gezeigt, dass die Blockade von CDH5 die Neoangiogenese unterdriickt und die
Permeabilitdt des Endothels erhéht [259,260].

Neben seiner Rolle als WNT-Signallibermittler und Transkriptionsfaktor besitzt CTNNB eine weitere
Funktion in der Ausbildung der AJ, indem es durch Bindung an deren cytosolischen Teil Cadherine und
somit AJ im Zytoskelett der Zelle verankert [261]. Zusatzlich interagiert CTNNB nicht nur mit CDH5,
sondern auch mit alpha-Catenin (CTNNA) und ist somit mit dem kortikalen Aktin verbunden. Daneben
ist CDH5 auch mit dem intermediarfilament Vimentin (VIM) Gber gamma-Catenin (CTNNG) verbunden
[256,257]. Dementsprechend existieren zwei Pools an CTNNB, wobei allerdings nicht geklart ist, ob
diese beiden Pools im Austausch miteinander stehen und wie die Zelle die Verteilung von CTNNB
zwischen den Pools balanciert [261,262]. Die Permeabilitdit der EZ konnte demnach durch eine
Verringerung von CDH5 und CTNNB an der Zellmembran und einer Schwachung der AJ hervorgerufen
werden, oder durch die CTNNB vermittelte Expression von PLVAP in Reaktion auf einen WNT-Stimulus.
Im Folgenden wurde CTNNB wie in 2.1.3.1 & 2.1.3.2 beschrieben mit Alexa Fluor 488 und CDH5 mit
Alexa Fluor 594 gefarbt. Nach einer Inkubation von 24 h mit SB 216763 konnte eine Translokation von
CTNNB von der Zellmembran in das Zytosol der iHCPENC beobachtet werden (ABsiLDUNG 22). Dabei
konnte eine besonders starke Akkumulation um den Nukleus detektiert werden, jedoch konnte auch
ein starkeres Signal von CTNNB im Nukleus erfasst werden. Interessanterweise scheint erst nach der
Aktivierung von CTNNB durch den GSK3[-Inhibitor eine Ko-Lokation von CTNNB und CDH5, vor allem
an der Zellmembran stattzufinden.
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CDH5 aktives CTNNB zusammen

Kon

10 uM SB 216763

Abbildung 22 Nukleare Translokation von CTNNB. Es wurde eine IF gegen CDH5 (rot: Alexa Fluor 594) und CTNNB (griin:
Alexa Fluor 488) durchgefiihrt. Dazu wurden iHCPENC fiir 24 h mit 10 um SB 216763 inkubiert. Die dargestellten Aufnahmen
sind reprasentativ fir drei Experimente.

Um zu lberprifen, ob eine verlangerte Inkubationszeit, eine hohere Dosierung oder eine Kombination
von beiden eine verstiarkte nukleare Translokation von CTNNB herbeifiihren kann, wurden die
Inhibitionsstudien um eine Behandlung mit 20 uM SB 216763 und eine Inkubationszeit von 48 h
erganzt. Allerdings konnte auch nach einer verlangerten Inkubation oder einer erhéhten Dosierung
keine deutlichere nukleare Translokation von CTNNB beobachtet werden AssiLbunG 23. Zusatzlich
scheint CDHS5 bei einer langeren Inkubationszeit unabhangig von der Dosierung ebenfalls vermehrt im
Zytosol und um den Nukleus lokalisiert vorzuliegen.

Da Veranderungen der Expressions- und Transkriptionslevel von Zielgenen in einer Zelle in der Regel
deutlich sensitiver durch PCR-Analysen nachzuweisen sind als Veranderungen in den Proteinlevel
mittels Western Blot [263], wurde eine Expressionsanalyse von Zielgenen des WNT-Signalweges nach
der Stimulation mit SB 216763 durchgefiihrt. Auf diese Weise sollte festgestellt werden, ob der
GSK3pB-Inhibitor einen Einfluss auf die Regulation der Zielgene hat, was wiederum auf einen
funktionsfahigen WNT-Signalweg hindeuten wirde. Dazu wurden die immortalisierten Zellen mit
10 uM SB 216763 lber eine Dauer von 24 h behandelt. Nach der Isolation der RNA und der
Generierung von cDNA wurden ausgewahlte Zielgene mit Hilfe von qRT-PCR wie in 2.2.2.1, 2.2.2.2 &
2.2.2.5. beschrieben analysiert.

Neben den zuvor bereits betrachteten Zielgenen plvap und ccnd1 wurde auch die Expression von ctnnb
analysiert, da ctnnb an der Regulation einiger Gene beteiligt ist, die wiederum CTNNB regulieren [264-
266] und in den durchgefiihrten IF-Farbungen (SIEHE ABBILDUNG 21 & ABBILDUNG 22) ein starkeres Signal
nach Behandlung mit dem Inhibitor detektiert wurde. Zusatzlich wurde die Expression von DKK1 in die
Analyse eingeschlossen, da es einen prominenten Antagonisten des Signalweges darstellt [255]. Auf
diese Weise sollte iberprift werden, ob eine verdnderte Expression von Antagonisten ein moglicher
Grund fir die geringen Expressionslevel der WNT-Zielgene nach Behandlung mit SB 216763 oder
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WNT-Agonisten und damit fir die Inaktivitat des WNT-Signalweges in den iHCPENC ist. Die aus den
gRT-PCR Analysen resultierenden Fold changes sind in ABBILDUNG 24 dargestellt.

10 um SB 216763 20 um SB 216763

-.- :

24h

--- :
-- R

--- :

Abbildung 23 CTNNB Translokation nach Behandlung mit GSK3[-Inhibitor SB 216763. iHCPENnC wurden fiir 24 h bzw. 48 h
mit 10 um und 20 um des GSK3f-Inhibitors SB 216763 inkubiert und anschlieRend mittels Immunfluoreszenz nach CTNNB
(griin: Alexa Fluor 488) und CDHS5 (rot: Alexa Fluor 594) gefarbt. Die dargestellten IF-Aufnahmen sind reprasentativ fiir drei
Experimente.

48h

Ahnlich der Stimulation der Zellen mit LiCl oder den WNT-Agonisten WNT9a und WNT3a, bewegten
sich die Fold changes von plvap und ccnd1 nahe dem Wert 1 und befanden sich demnach im nicht
signifikanten Bereich, da ein Fold change von 1 keiner Verdnderung zur Kontrolle entspricht. Im
Gegensatz dazu sind sowohl cldn5, cdh5 und ctnnb deutlich hochreguliert. Zwar treten bei cldn5 und
cdh5 hohe Standardabweichungen auf, jedoch wiesen die jeweiligen der Standardabweichung zu
Grunde liegenden Fold changes beider Gene Werte deutlich (iber dem oberen Grenzwert des nicht
signifikanten Bereiches auf. Die Gene gelten somit unabhéngig von der Varianz zwischen den einzeln
detektierten Fold changes als hochreguliert. Das Gen fiir das TJ-Protein ZO1 ist zwar hochreguliert,
jedoch nicht genug, um einen Effekt von SB 216763 verifizieren zu konnen. Die Expression von dkk1
wurde durch das Wirken des Inhibitors herunterreguliert und bewegt sich am unteren Grenzwert des
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nicht signifikanten Bereiches. Ob die niedrigen Expressionslevel von dkk1 auf eine Inaktivierung seitens
DKK1 zurickzufihren sind, kann daher nicht unmittelbar ausgeschlossen werden.

4 =

Fold change
T

DKK1 PLVAP CLDN5 CDHS CTNNB ZO1 CCND1

Abbildung 24 Expressionslevel ausgesuchter Zielgene nach Behandlung mit GSK3B-Inhibitor. Stimulation von iHCPEnC mit
10 uM LiCl fir 6 h und 24 h. Aufgetragen wurde der Mittelwert der erhaltenen Fold changes der untersuchten Zielgene mit
den dazugehorigen Standardabweichungen.

Da DKK1 als Ursache fiir die niedrigen Expressionslevel der CTNNB Zielgene nicht eindeutig
ausgeschlossen werden konnten und die Gene cldn5, cdh5 und ctnnb nach dem Einsatz des Inhibitors
SB 216763 tatsachlich differenziell exprimiert wurden, sollte im nachsten Schritt geklart werden,
warum nur geringe Mengen an CTNNB im Nukleus detektiert werden konnte.

3.7.3. Ko-Lokalisation von CTNNB mit unterschiedlichen Zellorganellen

Sowohl nach der Inhibition von GSK3f durch LiCl als auch durch den Inhibitor SB 216763 wurden in der
Immunfluoreszenz erhdhte Signale von CTNNB und CDH5 in iHCPENnC im Bereich um den Nukleus
festgestellt, jedoch konnten nur eine minimale Zunahme von aktivem CTNNB im Nukleus und nur
geringe Effekte auf die Expression von Zielgenen des WNT-Signalweges beobachtet werden. Somit
stellt sich die Frage, warum in iHCPENC trotz verlangerter Expositionen mit dem Inhibitor keine
zunehmende nukleare Translokation von CTNNB stattfindet. Studien haben gezeigt, dass CTNNB nach
der Aktivierung durch einen WNT-Stimulus nicht nur im Nukleus, sondern auch in Reycling-
Endosomen, dem Golgi-Apparat und dem ER lokalisiert werden konnte [252,253,267]. AuBerdem
existiert ein zweiter Pool an aktiven CTNNB, welches in seiner Funktion als Bestandteil der AJ an
Cadherine wie CDH5 bindet und diese so in der Membran verankert [261,262]. Dementsprechend ist
dieser Pool an der Zellmembran lokalisiert, wobei jedoch unklar ist, ob die beiden CTNNB-Pools
miteinander im Austausch stehen [261,262].
Eine vermehrte Lokalisation an der Zellmembran oder den genannten Organellen konnte demzufolge
die geringe nukleare Translokation von CTNNB und geringe Einflussnahme auf die Expression von
Zielgenen wie plvap erklaren. Dementsprechend sollte im nachsten Schritt Gberprift werden,
inwiefern CTNNB und CDH5 mit Organellen der Zellen ko-lokalisieren.
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CTNNB Marker merged

CANX (ER)

GM130 (Golgi)

Abbildung 25 Ko-Lokalisation von CTNNB mit unterschiedlichen Zellorganellen. Die immortalisierten EZ wurden zunachst
fir 24 h mit 10 uM SB 216763 inkubiert und anschlieRend eine IF gegen CTNNB und verschiedene Marker durchgefiihrt, um
die Lokalisation von CTNNB im Zytosol zu bestimmen. Von oben nach unten wurden folgende Marker verwendet: CANX, EEA1,
GM130, CDHS5, Rab5 und Rab7a.
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Hierflr wurden die Zellen fiir 24 h mit 10 uM SB 216763 behandelt und anschlieBend mit 4 % PFA
fixiert. AnschlieBend wurde eine IF gegen CTNNB und verschiedene Marker durchgefiihrt, die
spezifisch fiir bestimmte Zellorganellen sind. In friiheren Studien wurde bereits berichtet, dass aktives
CTNNB nach Behandlung der immortalisierten Zellen mit WNT-Aktivatoren unter anderem auch mit
Recycling-Endosomen, dem Golgi-Apparat und in geringem Umfang dem ER assoziiert [252,253,267].
Als im Folgenden verwendete Marker wurden daher Calnexin (Canx) zur Farbung des
Endoplasmatischen Retikulums (ER), EEA1 zur Farbung friher Endosomen, GM130 als Marker des
Golgi-Apparats (Golgi) und Rab5 und Rab7a zur Farbung von Recycling-Endosomen ausgewahlt
(AeiLbunG 25). Im Verlauf dieser Experimente konnte ein gemeinsames Signal fir CTNNB und dem
membrangebundenen CANX detektiert werden (siEHE ABBILDUNG 25). Daraus lasst sich ableiten, dass
CTNNB Molekiile am ER lokalisiert vorliegen. Es kann jedoch nicht differenziert werden, ob Anteile von
CTNNB an das ER gebunden sind oder sich im ER Lumen befinden.

Eine Klarung dieser Fragen erfordert zusatzliche Experimente. Im Gegensatz zu der in der Literatur
beschriebenen Lokalisation von CTNNB in Endosomen, konnte in iHCPENC nach Stimulation des
WNT-Signalweges durch SB 216763 keine Ko-Lokalisation von CTNNB und EEA1 oder CTNNB und Rab7a
detektiert werden. Ob eine Assoziation von CTNNB mit den frilhen Endosomen oder den Rab7a
positiven Recycling-Endosomen vorliegt, ist daher nicht festzustellen und bedarf weiterer
Uberpriifung.
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4. Diskussion

4.1. Eignung von iHCPENC als Modell zur Erforschung des PC
und der BLS

4.1.1. Die Bedeutung von EZ in der Erforschung des PC

Der PC ist eine komplexe, hoch vaskularisierte Struktur in den Ventrikeln des Gehirns, die auf
verschiedenen Zelltypen einschlieBlich Endothel-, Epithel-, Immun-, Mesenchym-, Glia- und
Nervenzellen aufgebaut ist. Er ist nicht nur wahrend der Entwicklung des Gehirns von Bedeutung,
sondern ist auch essenziell an der Produktion des Liquors beteiligt. AuRerdem bildet er die innere BLS,
die eine zentrale Rolle wahrend der Pathogenese von ZNS-Infektionen und neurodegenerativen
Krankheiten spielt [120,222-225]. Dabei wird die eigentliche Schrankenfunktion von dem dichten Epithel
des PC ausgelibt. Die Kapillaren des PC kleidet ein fenestriertes Endothel aus, welches die Lumen vom
Stroma trennt und eine regulierte Versorgung des unterliegenden Gewebes erméglicht [136,268,269].
Viele Funktionen des PC ergeben sich aufgrund seiner Fahigkeit, Blut und Liquor durch eine stabile
Barriere voneinander zu trennen. Um die Funktionen des PC neben Tiermodellen auch mit Hilfe von in
vitro Modellsystemen erforschen zu kénnen, muss gewahrleistet sein, dass die Barrierefunktionen und
die eingeschrankte parazellulare Permeabilitat des PC in den in vitro Modellen rekapituliert werden.
In der Literatur sind in vitro-Modelle basierend auf primaren, aus verschiedenen Spezies isolierten.
Zellen oder auf Tumorzelllinien tierischer Abstammung beschrieben [118,135,136,226,227]. Eines dieser
Modelle besteht aus humanen epithelialen PC-Papillomzellen (HIBPCP), die auf mikropordsen
Einsatzen kultiviert werden und bei Konfluenz sowohl eine Polaritat als auch einen hohen (500 bis 800
Q cm?) TEER ausbilden sowie eine geringe Permeabilitit fir Makromolekiile aufweisen [268-270].
Aktuelle Beobachtungen haben gezeigt, dass sich EZ auch innerhalb des gleichen Gefdllbettes
unterscheiden kdnnen, und dass sich z.B. die EZ des PC in Bezug auf Endothel-Marker signifikant von
den EZ der BHS unterscheiden [11]. Diese Erkenntnisse haben dazu gefiihrt, dass EZ in den Fokus neuer
Forschungsansatze geriickt wurden [122]. In Bezug auf den PC wird angenommen, dass neben den EPZ
auch die organspezifischen Endothelzellen eine wichtige Rolle bei der Funktion des PC spielen und
damit bedeutend zur Generierung der BLS beitragen [11]. Allerdings ist im Gegensatz zu PC EPZ bisher
keine humane Zelllinie bekannt, die auf PC-Endothelzellen (HCPENC) basiert [271,272]. Daher ist, trotz
des aktuellen Fokus auf EZ, Forschung zu den EZ des PC gegenwartig stark unterreprasentiert.
Zusatzlich wird meist nur im Zusammenhang mit vaskuldren Erkrankungen auf die EZ verwiesen und
selbst wenn deren Auswirkungen im ZNS betrachtet werden, dann liegt der Fokus meist auf den EZ der
BHS [13,40,236]. Eine Einbindung des physiologisch relevanten PC-Endothels beim Studium des PC und
der BLS wiirde sicherlich wertvolle Erkenntnisse in Bezug auf deren Funktion liefern. Eine Substitution
des PC-spezifischen Endothels durch Endothelzellen aus anderen Organen ware aus Griinden
mangelnder Spezifitat keine optimale Losung.

Bei der Generierung von in vitro Modellen ist weiterhin zu beachten, dass sich Transkriptom und
Proteom auch innerhalb eines Zellverbandes zwischen einzelnen Zellen unterscheiden kénnen. So
wurde durch Studien am PC festgestellt, dass sich dessen EPZ untereinander in ihrem Transkriptom
und Proteom unterschiedlich verhielten, was auf parakrine Signallibertragung benachbarter Zellen,
unter anderem von EPZ zu EPZ, zuriickgefiihrt wurde [237-239]. Aufgrund der Interaktion der Zellen
und der gegenseitigen Einflussnahme aufeinander ist es nicht unwahrscheinlich, dass sich die
Transkriptome und Proteome der einzelnen Zellen im Gewebe von denen isolierter Zellen in in vitro
Modellen unterscheiden. Daher empfahlen Marques und Sousa bei der Analyse der BLS nicht nur das
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isolierte Epithel des PC zu betrachten, sondern auch das darunter liegende Stroma mit Immunzellen
und Fibroblasten einzubeziehen [237,273]. Allerdings wurden auch in dieser Arbeit EPZ und EZ getrennt
voneinander betrachtet und mégliche Interaktionen nicht behandelt. Es ist davon auszugehen, dass im
PC auch zwischen dem Epithel und dem darunter liegenden Endothel eine Interaktion stattfindet. Z.B.
befinden sich an der basolateralen Seite der EPZ viele ABC-Transporter und Solute-Carrier, die
ebenfalls in den EZ des PC exprimiert werden [240-242]. Diese Expressionsmuster unterstiitzen eine
Interaktion zwischen Epithel und Endothel im PC. Aus Ermangelung eines PC in vitro Modelles, das
sowohl Epithel als auch Endothel einbezieht, musste zur Erforschung dieser Interaktionen, auch
hinsichtlich der Rolle des PC in der Ausbildung der BLS, auf Tiermodelle zuriickgegriffen werden
[118,136,227,269-272]. Durch Generierung eines Zwei-Zelltyp Modells, welches aus PC-Epithel- und
Endothelzellen besteht, konnte auch in vitro das Zusammenspiel von Epithel und Endothel betrachtet
und der Einsatz von Tiermodellen reduziert werden. Zu beachten ist allerdings, dass bei Einsatz von
Primarzellen die geringe Anzahl an moglichen Zellpassagen und die Variabilitdit zwischen
verschiedenen Primarzellkulturen die Anwendung eines solchen Modells erschwert. Daher besteht die
Notwendigkeit eine Zelllinie zu erzeugen, die charakteristische Endothelmarker sowie eine
reproduzierbare Morphologie und Genexpression der primaren Zellen aufweist. Um diese
Grundvoraussetzung an die neuartige Zelllinie zu erfillen, wurde bei der Generierung einer
PC-Endothelzelllinie eine Methode zur Immortalisierung von primaren Zellen ausgewahlt, welche zu
moglichst geringen Unterschieden im Vergleich zu den primaren Zellen fihrt.

4.1.2. Grundlage einer neuartigen PC-Endothelzelllinie (iHCPEnC)

Seit der ersten dauerhaften Kultur von Hela-Zellen 1951/1952, sind Zellkulturen ein fester Bestandteil
der Forschung [205]. Priméare Zellen, die direkt aus einer Probe entnommen werden, besitzen alle
Eigenschaften der Ursprungsprobe und reprasentieren diese im Vergleich zu transformierten Zelllinien
daher am besten, jedoch ist ihre Uberlebensdauer auf einige wenige Passagen beschrankt [208]. Die
Primarzellkultur unterliegt demnach ihrer natirlichen Seneszenz und stirbt nach dem sogenannten
jeweiligen Heyflick-Limit ab [219,220,274,275]. Eine permanente Zellkultur aus Tumorzellen oder
transformierten Zellen ist dagegen deutlich stabiler, weniger empfindlich und besitzt eine in der
Theorie unendlicher Lebensdauer. Zur Herstellung einer solchen Zelllinie kénnen p53/p16/pRb durch
Mutation der p53 und pRb Gene und der Einflihrung von Onkogenen inhibiert werden, sodass sich die
Zellen unbegrenzt teilen kdnnen [208,209]. Allerdings verandert dieser Prozess der Transformation die
Zellen oftmals dramatisch, sodass sie sich deutlich von den Ursprungszellen unterscheiden [208]. Bei
aus Tumorgewebe generierten Zelllinien ist zu beachten, dass sich die Tumorzellen ebenfalls deutlich
vom gesunden Gewebe unterscheiden kénnen [219,220,274,275]. Um eine permanente Zelllinie zu
generieren, die den primaren Zellen moglichst dhnlich ist, kann auf Transformation mit Hilfe von hTERT
zuriickgegriffen werden [205,206]. Auf diese Weise hergestellte Zelllinien exprimierten den katalytisch
aktiven Teil der Telomerase, wodurch eine Verkirzung der Telomere unterbunden wird [208].

Auf die Immortalisierung mit Hilfe von hTERT wurde bei der Generierung der Zelllinie iHCPENC
zuriickgegriffen [123]. Die gewonnenen Zellen wuchsen in Kultur nur in einer Schicht und auch das
Wachstum in soft-Agar war fiir diese Zellen nicht moglich, was bereits darauf hindeutete, dass die
Zellen durch die Immortalisierung keine onkologische Transformation erfahren hatten. Ebenso
konnten auch nach fortschreitender Passagierung keine Beobachtungen beziiglich einer Verdanderung
der Zellmorphologie aufgrund einer fortgeschrittenen Seneszenz festgestellt werden, wahrend sich
diese bei den primaren Endothelzellen bereits nach 14 Passagen durch eine abgeflachte Morphologie,
eine vergrolRerte Zelloberflache mit Ausstilpungen und eine unterdriickte Proliferation dufSerte. [123].
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Im Gegensatz dazu wurden bei iHCPENC keine dieser Veranderungen selbst bei Uberschreitung der
Passage 30 beobachtet, was 60 Verdopplungen der Ursprungspopulation entspricht [123].

Zur Ergdanzung dieser rein morphologischen Beschreibung wurde in der vorliegenden Arbeit ein
umfassender Transkriptom-Vergleich der primaren Zellen und verschiedener Passagen der
immortalisierten EZ des PC durchgefiihrt. Dadurch sollten die Ahnlichkeiten zwischen den
verschiedenen Zellen, aber auch mogliche Unterschiede, aufgedeckt und analysiert werden, um zu
ermitteln, in welchem MaRe die iHCPEnC Eigenschaften des primaren PC-Endothels rekapitulieren.
Durch eine vergleichende Analyse friither und spater Passagen sollten weiterhin mégliche Anderungen
in den immortalisierten Zellen in Abhangigkeit fortschreitender Passagierung detektiert werden.

Bei der Gegenliberstellung der gemittelten, der MACE-Analyse entstammenden Expressionswerte der
primaren Zellen HCPEnC und der jlingeren (p20) und &lteren (p50) Passage der immortalisierten
iHCPENC konnten hohe BestimmtheitsmalRe (R?) ermittelt werden. Mit einem Wert von 0,9463
implizierte das lineare Regressionsmodell, dass die in p50 beobachtete Genexpression zu 95 % durch
die Genexpression in p20 erklart werden koénnte. Dies bedeutet, dass die beobachteten
Veranderungen der Genexpression in p50_vs_p20 ihren Ursprung in der ermittelten Genexpression
der jiingeren Passage p20 haben. Anders ausgedriickt, die Veranderungen, die in der Genexpression
von p20 auftraten, fliihrten zu den Expressionsveranderungen, die anschlieBend in p50 beobachtet
werden konnten. Eine solche Beziehung verdeutlicht eine hohe Ubereinstimmung der beiden
Passagen. Ebenso scheint die Expression der Gene in den immortalisierten Zellen auf den
Expressionsniveaus der priméaren Zellen zu basieren, da hohe R? von 0,9379 beim Vergleich p50_vs_p6
und von 0,9506 beim Vergleich p20_vs_p6 ebenfalls festgestellt werden konnten. Ausgehend von
diesen Werten kann eine hohe Ahnlichkeit der urspriinglichen priméren Zellen und den aus ihnen
hervorgegangenen immortalisierten Zellen angenommen werden. Ahnliche Werte wurden auch beim
Vergleich der Expressionsprofile von zwei BLS-Endothelzelllinien, den immortalisierten humanen
Kapillarendothelzellen (hCMEC/D3) und den primdren humanen zerebralen mikrovaskularen
Endothelzellen (hpBECs), beobachtet, wobei ein BestimmtheitsmaR von 0,91 (p<1.68 - 107°) erreicht
wurde [276]. Ein Vergleich einer haufig genutzten, auf immortalisierten Herzzellen basierenden
Mauszelllinie (MCEC) mit ihren priméren Zellen (pEC) konnte dagegen nur eine Ubereinstimmung von
0,75-0,77 erreichen [221].

4.1.3. Hohe Ubereinstimmung von HCPEnC und iHCPEnC

Mithilfe der MACE-Analyse konnte nachgewiesen werden, dass die Expressionslevel der primaren
Zellen zu einem hohen Anteil mit den Expressionslevel der immortalisierten Zellen Gibereinstimmen,
was sich nach Vergleich der Raw Reads in einem Pearson-Koeffizient zwischen 0,94 und 0,98
widerspiegelt. Dabei lagen die groBten Ubereinstimmungen in den Niveaus der untersuchten
Genexpressionen beim Vergleich der Raw Reads der jingeren Passage p20 mit denen der primaren
Zellen vor, wahrend in dieser Analyse die altere Passage p50 die grofSten Unterschiede zu der jlingeren
Passage p20 aufweist. Diese Beobachtung spiegelt die bereits in der Regressionsanalyse ermittelten
Ergebnisse wider.

Betrachtet man nun die Anteile der signifikanten DEG und die Gesamtanzahl der untersuchten
Transkripte, sind in der Gegenlberstellung der alteren Passage zur jungen Passage der
immortalisierten Zellen nur 18 % der analysierten Gene signifikant differentiell exprimiert, was eine
hohe Ahnlichkeit der beiden Passagen der iHCPENC impliziert. Besonders relevant fiir die Eignung der
iHCPENC als in vitro Modell des PC-Endothels ist die Ahnlichkeit zu der primaren Zelllinie. Bei der
Untersuchung dieses Aspektes konnte festgestellt werden, dass die primaren Zellen und die iHCPENnC
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sogar eine noch héhere Ahnlichkeit aufwiesen als die jiingere und &ltere Passage der immortalisierten
Zelllinie untereinander. Sowohl beim Vergleich der primaren Zellen (p6) mit der frithen (p20) als auch
der spaten (p50) Passage der iHCPEnC waren nur ca. 11 % der insgesamt 26.586 untersuchten
Transkripte differentiell exprimiert. Weiterhin sind viele der DEG nicht nur in einem der Vergleiche
vorzufinden, sondern auch in einem oder zwei weiteren der Vergleiche So wurden bei den Vergleichen
der beiden Passagen der iHCPENC mit den primaren Zellen (p20_vs_p6 und p50_vs_p6) mehr als ein
Drittel der insgesamt identifizierten differentiell exprimierten Gene identisch. Aus dieser Schnittmenge
war wiederum eine hohe Zahl an Genen (29 %) identisch zu denen, die zwischen den beiden Passagen
der iHCPENC (p20_vs_p50) differentiell exprimiert waren. Allerdings traten beim Vergleich p20_vs_p50
noch eine groRe Anzahl weiterer differentiell exprimierter Gene auf, die aber beim Vergleich der
immortalisierten Zellen mit den primaren zunachst nicht ins Gewicht fallen. Allerdings konnte bei einer
fortschreitenden Passagierung diese Differenz weiter vergréRert werden und dann auch im Vergleich
zu den primaren Zellen eine Rolle spielen.

Wie sich die Veranderungen der Genexpression wahrend voranschreitender Passagierung der Zellen
verhalten, |asst sich zunachst oberflachlich durch die Unterteilung in hoch- und herunterregulierte DEG
ermitteln. Dabei fiel besonders auf, dass der Anteil an herunterregulierten DEG im Verlauf der
Passagierung der Zelllinie abnimmt und der Anteil der hochregulierten DEG zunahm (SIEHE ABBILDUNG 7
& ABBILDUNG 8). Diese Beobachtung legt nahe, dass sich einige DEG Uber den Verlauf der
voranschreitenden Passagierung in ihrer Expression verstarken oder auch verringern. Teilweise kénnte
es sich dabei um zelluldre Korrekturen handeln, die zuvor aufgetretene Abweichungen ausgleichen,
die z.B. in Folge der Immortalisierung der Zellen entstanden sind. Dafiir spricht, dass einige DEG, die
im Vergleich der jlingeren immortalisierten Zellen zu den priméaren Zellen (p20_vs_p6) signifikant
differentiell exprimiert waren, im Vergleich der alteren immortalisierten Zellen mit den primaren
Zellen (p50_vs_p6) nicht mehr identifiziert wurden. Auch DEG, die in p20_vs_p6 hochreguliert waren
und in p50_vs_p6 runterreguliert (57 DEG), oder umgekehrt (48 DEG), unterstiitzen diese Hypothese.
Méglich ist, dass nach der ersten Differenz der Genexpression eine Uberkorrektur stattgefunden hat.
Im Verlauf weiterer Passagierung kdnnte sich eine erneute Korrektur ereignen.

Alternativ kdnnte sich der in p50_vs_p6 festgestellte Expressionslevel dieser DEG stabilisieren und
dieses Level in folgenden Passagen beibehalten. Da bei den Vergleichen von p20_vs_p6 und p50_vs_p6
DEG identifiziert wurden, die in beiden Gegeniberstellungen hochreguliert (384 DEG) bzw.
herunterreguliert (604 DEG) vorlagen, spricht dies fiir ein stabiles Expressionsniveau dieser DEG, das
nicht mit dem der primaren Zellen lbereinstimmt. Es ist allerdings moglich, dass bei weiterer
Passagierung liber p50 hinaus Gene, die vorher im Vergleich mit den primaren Zellen differentiell
exprimiert waren, entweder wieder auf das Niveau der primaren Zellen , eingestellt” werden oder sich
weiter ,,auseinanderbewegen®.

Insgesamt zeigt sich eine hohe Ubereinstimmung beider Passagen der immortalisierten iHCPENC zu
den primaren Zellen, welche die Eignung der iHCPENnC als in vitro Modell des PC-Endothels
unterstreicht. Zusatzlich wurde durch die Analyse der spaten Passage der iHCPEnC die Stabilitat der
Immortalisierung belegt.
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4.1.4. Auswirkungen der Immortalisierung auf biologische Prozesse
Durch die GSEA Analyse der ermittelten signifikant regulierten DEG konnten biologische Prozesse
identifiziert werden, in denen sich die immortalisierten Zelllinien von den primaren Zellen
unterscheiden. Zum Beispiel wurde den signifikanten Genen der Vergleiche der jungen und der alteren
Passage der iHCPEnC mit den primaren HCPENnC (p20_vs_p6 und p50_vs p6) der GO Terminus
,circulatory system development” zugeordnet. Die Differenzierung der Endothelzellen zahlt zu den
frihen Stadien der GefaRentwicklung. Im Verlauf der GefalRentwicklung erwerben die Endothelzellen
spezialisierte Eigenschaften, zu denen die Kontrolle der Zellpermeabilitdt, Expression spezifischer
transzellularer Transportsysteme, sowie Membranadhasionsmolekiile gehdren, um den spezifischen
Bediirfnissen verschiedener Organe gerecht zu werden [277]. Ebenso missen die bendtigten
Eigenschaften zur Regulation des Blutflusses, der Produktion und Bindung von Chemokinen und zur
Kontrolle des Leukozyten-Transports ausgebildet werden. Dabei werden neben der Zelldifferenzierung
auch andere zelluldare Mechanismen, wie der Zellzyklus, Apoptose und zellulare Kommunikation tber
den WNT-Signalweg kontrolliert [278].
Zwei weitere interessante GO-Termini, die beim Vergleich p20_vs_p6 detektiert wurden, sind ,neuron
development” und ,epithelium development”. Bereits in Parichha et al. wurde beschrieben, dass die
feinregulierte Aktivitat des WNT-Signalweges nicht nur in der Embryonalentwicklung des PC bendétigt
wird, sondern auch fiir die korrekte Produktion der CSF verantwortlich ist [279]. Die Uberexpression als
auch die Unterexpression dieses Signalweges flihrte sowohl in einem Maus-Modell, in dem der
WNT-Signalweg-Regulator CTNNB konstant aktiviert vorlag, als auch in stammzellbasierten humanen
Organoiden zu einem Verlust der PC EPZ im Telencephalon. Stattdessen bildeten diese Zellen
Eigenschaften von Neuralzellen aus [279]. Die Transformation des wachsenden PC-Epithels in seine
adulte, in die Ventrikel hineinragende, Form aus Vorlauferzellen wird durch die Interaktion der EPZ mit
dem umgebenden zelluldren Netzwerk aus mesenchymalen und vaskuldren Zellen ermdglicht [280-
284]. Auch in p50 _vs p20 wurde eine Anreicherung von DEG festgestellt, die dem GO-Terminus
,epithelium development” zugeordnet werden kénnen.
Aufgrund der negativen ES und NES kann davon ausgegangen werden, dass Gene, die den genannten
GO-Termini zugeordnet werden, herunterreguliert sind. Allerdings kann dadurch noch keine Aussage
dariber getroffen werden, ob der Prozess herunterreguliert ist, da keine explizite Unterscheidung
zwischen Aktivatoren und Inhibitoren getroffen wurde. Eine tiefergehende Betrachtung der beteiligten
Gene wiare demnach zuséatzlich von Noéten, um das Ergebnis der GSEA weiter zu spezifizieren. Es ist
bekannt, dass die weitere Entwicklung der EZ einschlieRlich der Ausbildung ihrer charakteristischen
Eigenschaften durch Austausch mit den umliegenden Geweben induziert wird [140]. Diese produzieren
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren und aktivieren damit die Expression spezifischer Gene in
EZ. Wahrend die primaren Zellen moglicherweise auch in Kultur noch einige wenige Zellzyklen den
Einfluss des Gewebes, z.B. durch epigenetische Modifikationen, aufrechterhalten, kdnnen die
niedrigeren Expressionslevel der beschriebenen GO-Termini zugehérenden Gene in den
immortalisierten Zellen potenziell dem fehlenden Einfluss der umliegenden Gewebe zugeschrieben
werden. Allerdings kénnten diese signifikant veranderten GO-Termini auch einen Hinweis auf eine
Regulation in der alteren Passage der iHCPEnC (p50) geben, die sich von den Prozessen in jungen
Zelllinien unterscheidet. Wahrend die Entwicklung von BlutgefdBen ein lebenswichtiger Prozess
wahrend der embryonalen Entwicklung und des Gewebewachstums ist, wird in ausdifferenzierten
Zellen diesem Prozess jedoch auch eine Rolle wahrend der Regeneration und bei Krankheitsprozessen
zugeschrieben [285].
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Es bleibt zu klaren, wie stark die jeweiligen Auspragungen der veranderten GO-Termini sind und
inwieweit sie den Phdanotyp der Zellen beeinflussen. Es ist zu bedenken, dass die ermittelten
GO-Termini, wenn auch indirekt mit den EZ assoziiert, lediglich einen Hinweis auf eine Verdnderung
biologischer Prozesse geben. Daher sollten die gewonnenen Daten stets im Bezug zum Phanotyp der
Zellen betrachtet werden. Dadurch kann Uberprift werden, ob der beobachtete Effekt stark genug
ausgepragt ist, um auch einen detektierbaren Unterschied zwischen den Phanotypen und dem
Verhalten von primaren und immortalisierten Zellen hervorzurufen. AuBerdem kann der Vergleich mit
anderen Zelllinien und in vitro Modellsystemen, z.B. den PC EPZ oder anderen EZ, dabei helfen, eine
Einstufung der Unterschiede vorzunehmen. Die Unterschiede kdnnten unterteilt werden, z.B. in 1.
verandert, aber immer noch den EZ des PC entsprechend, 2. verandert, aber immer noch im Rahmen
von EZ, oder 3. generell deutlich von EZ unterschieden.

Weiterhin muss in Betracht gezogen werden, dass die gewonnenen Expressionsdaten der isolierten
primaren HCPEnC von den Expressionsleveln der Zellen in ihrem natlirlichen Umfeld abweichen
kénnen. Es wurde bereits gezeigt, dass Zellkulturmodelle basierend auf EZ der BHS im Vergleich zu
ihren primaren Zellen geringe Expressionslevel wichtiger Transporter-Familien, wie ABC- oder
SLC-Transporter, aufweisen, die normalerweise stark ausgepragt sind [276]. Bei diesem Beispiel haben
die kultivierten EZ der BHS auBerhalb ihres nativen Umfeldes ihr charakteristisches Proteom
einschlieRlich der Expression von charakteristischen Markergenen verloren und stattdessen eher
allgemeine Phanotypen einer ,, durchschnittlichen” EZ angenommen. Die These, dass die umliegenden
Zellen einen groRen Einfluss auf die Ausbildung der BHS typischen Geno- und Phanotypen haben, wird
durch zahlreiche Studien gestitzt, bei denen die EZ in Ko-Kulturen mit Astrozyten und Perizyten
untersucht wurden [92,286-294]. BHS charakteristische Expressionsmuster konnten sogar in EZ, die
nicht der BHS entstammen, erzeugt werden [292].

4.2.WNT-Signaliibertragung als Regulator vaskularer
Permeabilitat in IHCPEnC

4.2.1. Auspragung des kanonischen WNT-Signalweges in HCPEnC und

iHCPEnC

Die WNT-Signallbertragung reguliert grundlegende Aspekte der Zellentwicklung, Differenzierung,
Proliferation und des Uberlebens, und kann dabei diverse Signalwege und Rezeptoren nutzen.
Infolgedessen kam man zu der Annahme, dass EZ besonders sensitiv gegeniiber der
WNT-Signalilbertragung sind und sich moglicherweise auch selbst tUber diesen Weg stimulieren [140].
Es wurde bereits beschrieben, dass loss- und gain-of-function Experimente mit Teilen des
WNT-Signalwegs zu deutlichen Veranderungen der vaskuldren Entwicklung und der Spezifikation von
Endothelzellen flhren [140]. In vielen unterschiedlichen GefdRtypen, einschlieBlich  der
Mikrovaskulatur des Gehirns, kann daher eine Aktivierung des WNT-Signalweges bei der Vaskulo- und
Angiogenese im Rahmen der embryonalen Entwicklung beobachtet werden [140,141]. Auch bei der
Entstehung des PC aus dem kortikalen Saum spielt der WNT-Signalweg eine groRe Rolle, und seine
Aktivitdt konnte in murinen und humanen embryonalen PCs nachgewiesen werden [279,280].
Interessanterweise scheinen sich die PCs der vier Ventrikel in Mausen morphologisch zu
unterscheiden, und die molekularen Ursachen dieser Unterschiede sind bisher unbekannt [281].
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In einer systematischen gRT-PCR Analyse konnte bereits in mehreren EZ unterschiedlichen Ursprungs
eine breitflachige Expression der unterschiedlichen Komponenten des WNT-Signalweges festgestellt
werden [295]. Sowohl in der MACE-Analyse der immortalisierten Zellen als auch in den nachfolgenden
PCR Experimenten konnten alle wesentlichen Komponenten des kanonischen WNT-Signalweges
nachgewiesen werden. Dabei wurde festgestellt, dass bis auf FZD 10 alle Rezeptoren und
Ko-Rezeptoren, sowie CTNNB in den priméren, als auch den immortalisierten EZ des PC exprimiert
wurden. Jedoch konnten nicht alle Komponenten innerhalb der Gruppen der WNT-Liganden und der
WNT-Modulatoren detektiert werden. So wurden nur die WNT-Liganden wnt2b, wnt3, wnt4 und
wnt9a sowie die WNT-Modulatoren sfrp1, sfrp3, sfrp4, dkk1 und dkk3 in den beiden Passagen der
immortalisierten Zelllinie nach PCR und qPCR nachgewiesen. [295].

In der MACE-Analyse konnten fiir die primaren und immortalisierten EZ des PC im Vergleich zur
gRT-PCR zusatzlich wnt3a, wnt7b, wnt9b und wntll aufgezeigt werden. Diese Gene wurden in der
gRT-PCR und in der konventionellen PCR als nicht exprimiert definiert, da ihre CT-Werte den Threshold
von 35 dberschritten. Dass diese Transkripte in der MACE starker hervortraten, kénnte darauf
zurickzufihren sein, dass dort auch alternativ gespleiSte Isoformen erkannt werden, wahrend eine
PCR nur bekannte Sequenzen detektieren kann [296,297]. Auch wurden einige der Komponenten des
WNT-Signalweges durch die MACE-Analyse und die gRT-PCR als unterschiedlich signifikant eingestuft.
Dies ist hauptsachlich auf die unterschiedliche Methodik bei der Auswertung der beiden Analysen
zuriickzufihren. Wahrend fiir die gRT-PCR der allgemein genutzte Threshold eines Fold change von 2
(hochreguliert) bzw. 0,5 (herunterreguliert) verwendet wurde, wurde bei der MACE-Analyse ein
Threshold von 1 bzw. -1 gewahlt und zusatzlich wurden p-Wert und FDR-Wert zur Bestimmung der
Signifikanz bericksichtigt. Der Vergleich der mit Hilfe der beiden Methoden ermittelten
Expressionsdaten ergab dennoch, dass die Fold changes und die Bewertung der Signifikanz der
Komponenten des WNT-Signalweges sowohl in den iHCPENC als auch den priméaren Zellen bei beiden
Methoden in groRem Male Ubereinstimmten.

Einige der Komponenten des WNT-Signalweges wurden beim Vergleich der immortalisierten zu den
primaren Zellen sowohl in der MACE-Analyse als auch in der qRT-PCR als signifikant differentiell
exprimiert identifiziert. U.a. war wnt5a sowohl in der MACE als auch in der gRT-PCR herunterreguliert.
Allerdings war dieser Effekt in der MACE nur im Vergleich der &alteren zur jlingeren Passage
(p50_vs_p20) signifikant, wahrend der Effekt in der qRT-PCR im Vergleich der immortalisierten zu den
primaren Zellen hervorstach. Im Gegensatz dazu wurde die Expression von wntl0b in den
immortalisierten Zellen als hochreguliert identifiziert. Dieser Effekt konnte in der MACE-Analyse
jedoch nur im Vergleich der dlteren Passage von iHCPENC gegenliber den primaren HCPENC als
signifikant eingestuft werden.

Interessanterweise wird die Aktivitdit von WNT5a besonders im Rahmen des nicht kanonischen
Signalweges bei der Differenzierung von EZ beschrieben [298]. Dabei wird lber diesen Weg die
Zytoarchitektur, die apikobasale Polaritdt und die allgemeine GrofRe und Komplexitdt des PC reguliert
[299,300]. Es wird allerdings davon ausgegangen, dass eine gegenseitige Beeinflussung zwischen den
unterschiedlichen WNT-Signalkaskaden stattfindet. So wurde zum Beispiel nachgewiesen, dass der
CTNNB unabhangige Signalweg den CTNNB abhangigen Signalweg unterdriicken kann [139]. Somit
kénnte auch hier eine Einflussnahme mittels WNT5a vorliegen, die in den immortalisierten Zellen
weniger stark ausgepragt ist.

Die Expression der Komponenten des WNT-Signalweges in den EZ des PC impliziert, dass der Signalweg
aktiv genutzt wird, da seine Transkription andernfalls zugunsten von Energieersparnis epigenetisch
inaktiviert wirde [301]. Unklar ist allerdings, ob diese Komponenten konstitutiv, fakultativ oder
induziert exprimiert werden. Gegen eine konstitutive Expression und damit potenzielle konstante
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Aktivierung des WNT-Signalweges sprechen friihere Experimente, in deren Folge die standige Aktivitat
von CTNNB zur Transformation von Zellen in andere Zelltypen fihrte [302-304]. AuBerdem reduzierte
sowohl| der systemische knockout als auch die Uberexpression vom wnt5a die PC-GréRe und
Entwicklung in Embryonen [280,305].

Inwiefern die Herunterregulierung von wnt5a in den iHCPENC einen Einfluss auf den kanonischen und
nicht kanonischen WNT-Signalweg und die Expression dessen Zielgene hat, muss weiter untersucht
werden. Nach der GSEA Analyse der MACE Daten konnten zunachst keine signifikanten Auswirkungen
auf den WNT-Signalweg an sich festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Da nur wenige Komponenten
als signifikant exprimiert bezeichnet werden konnten, ist in weiteren Experimenten zu untersuchen,
ob diese Abweichungen ausreichen, um signifikante Veranderungen in der Genexpression von iHCPEnC
im Vergleich zu HCPENnC zu gewahrleisten. Trotz dieser eher geringfligigen Abweichungen bieten sich
die iHCPENC fiir weitere Studien zur Aktivitdt und Regulierung des WNT-Signalweges in den EZ des PC
sowie resultierende Auswirkungen an.

4.2.2. Aussagekraft der Transkriptomuntersuchungen von HCPEnC und
iHCPEnC

Fir die Generierung sowie Aufrechterhaltung des zelluldren Transkriptoms und Proteoms sind eine
Reihe miteinander verbundener Prozesse erforderlich, die von der Menge der mRNA-Transkripte,
deren Verarbeitung und Degradation bis hin zur Proteinsynthese, -modifikation und regulierten
Degradation reichen [277,306]. Das dynamische Gleichgewicht zwischen diesen Prozessen bestimmt
die mRNA- und Proteinmenge fiir ein bestimmtes Gen [277]. Allerdings sind der Einfluss der mRNA-
und Proteinstabilitat auf ihre spatere Korrelation auf globaler Ebene noch nicht im Detail geklart.

Fir die WNT-Liganden wurden in der vorliegenden Arbeit geringe Transkriptmengen in der gPCR und
der MACE detektiert. Dies konnte in den Raw Reads und den normalisierten Werten beobachtet
werden. Solch geringe Expressionsmengen miissen jedoch nicht gleichbedeutend damit sein, dass auch
das Genprodukt in geringen Mengen vorliegt. So kdnnte von den in dieser Arbeit untersuchten Genen
bereits ein hohes Basislevel an exprimierten Protein vorliegen. Die in MACE und qRT-PCR gemessenen
geringen Expressionsraten der WNT-Liganden auf Transkript-Ebene kénnten in diesem Fall dazu
dienen, den aktuellen Expressionslevel wieder an einen bendtigten Basiswert anzupassen und diesen
so konstant zu halten. Dariber hinaus spielt auch die Stabilitdt des Transkriptes eine grof3e Rolle fiir
die tatsachlich gebildete Menge an Protein in der Zelle [277]. Im Durchschnitt produziert eine tierische
Zelle in einer Stunde 2 Kopien einer gegebenen mRNA, wahrend in der selben Zeit mehrere Dutzend
der korrespondierenden Proteine pro mRNA hergestellt werden kénnen [306]. Dabei betragt die
durchschnittliche Halbwertszeit einer mRNA 2,6 bis 7 Stunden. Im Vergleich dazu besitzen Proteine mit
einer durchschnittlichen Halbwertszeit von 46 Stunden eine wesentlich groRere Bestdndigkeit
[307,308]. Transkripte und Proteine einer bestimmten Gruppe weisen dabei haufig dhnliche
Halbwertszeiten auf. So sind mRNAs und Proteine, die dem tierischen Metabolismus zugeordnet
werden, meist sehr stabil und weisen hohe Protein/mRNA Verhiltnisse auf [307,308]. Im Gegensatz
dazu sind mRNAs und Proteine, die in Chromatin Organisation und Regulation der Transkription
involviert sind, haufig sehr kurzlebig, da so eine schnelle Reaktion auf interne und externe zelluldre
Stimuli erfolgen kann [307-309].

Somit kann ein Transkript, das stabiler ist, auch 6fter translatiert werden, bevor es abgebaut wird. Es
werden demnach nicht so viele Transkripte benétigt, um eine vergleichbare Menge an Protein zu
produzieren, wie bei einer instabilen mRNA [310,311]. Da die Sekundarstruktur eines Transkriptes

86



4. Diskussion
4.2,

besonders zur Stabilitat und damit Langlebigkeit des Transkripts beitragt, konnten Analysen der
detektierten signifikanten DEG eine Auskunft Gber ihre Stabilitdat und damit tGber ihren Einfluss auf die
Proteinexpression gewahren. AuBerdem konnte eine Ribosom-Footprint Analyse helfen, die
Produktions- und Elongationsraten dieser Proteine festzustellen [306,312].

Darliber hinaus ist es nicht méglich nur mit Hilfe von Transkriptom-Daten eine Aussage lber die Menge
an exprimiertem Protein zu treffen, da die Stabilitdit des betreffenden Proteins ein nicht zu
unterschatzender Faktor ist [277]. Aulerdem ist zu kldren, ob das Protein konstant in der Zelle vorliegt
und somit einen gewissen Basiswert in der Zelle einnimmt, oder ob es nur in Reaktion auf bestimmte
Stimuli gebildet oder (deutlich) vermehrt wird. Um diese Punkte zu klaren, misste zusatzlich zur
Transkriptom- eine Proteomics-Analyse durchgefiihrt werden.

GroR angelegte Studien Uber Transkriptome und Proteome in zahlreichen murinen und humanen
Zellen und Geweben zeigten, dass die Level exprimierter mRNAs und deren zugehériger Proteine nur
eine  moderate Ubereinstimmung aufweisen [307,313,314]. Die jeweiligen beobachteten
BestimmtheitsmalRe dieser Vergleiche konnten mit R<0.4 zusammengefasst werden.
Dementsprechend konnten weniger als 40 % der Varianzen der detektierten Proteinlevel durch die
Expressionslevel der zugehdrigen Transkripte erkldrt werden. Uber 60 % der Varianzen manifestieren
sich daher durch andere Unterschiede, z.B. Unterschiede in der Proteinproduktion und den Raten des
Proteinabbaus. Entsprechend konnten variierende Beitrage von Transkription, Translation und des
Proteinabbaus zu den beobachteten Varianzen in proliferierenden, differenzierenden und stimulierten
murinen Immunzellen festgestellt werden [307,313,315].

Die geringe Korrelation zwischen mRNA und Proteinen scheint dabei im Gleichgewichtszustand durch
intrinsische biochemische Prozesse und deren stochastische Natur und durch externes Rauschen, zum
Beispiel aufgrund fluktuierender externer Konditionen, in der Genexpression hervorgerufen zu werden
[316]. Im Gegensatz dazu wird bei einer zellularen Antwort auf einen Umweltstimulus das Proteom
durch Transkription und Translation angepasst, wobei auch das externe Rauschen in der
Genexpression reduziert wird. So wurde beispielsweise in dendritischen Zellen von Méausen eine
Verschiebung der Anteile der mRNAs von Genen, die mit Immunreaktionen assoziiert werden kénnen,
von bis zu 63 % der Gesamtexpression im Gleichgewichtszustand auf bis zu 92 % nach einer Stimulation
beobachtet [315]. AuBerdem wurde festgestellt, dass differentiell exprimierte Gene oftmals héhere
Korrelationen von mRNA und Protein aufweisen, als es in den unstimulierten Zellen der Fall war [317].
Eine Anpassung der Genexpression an bestimmte Stimuli scheint daher durch die Reduktion des
Rauschens in der Genexpression mittels hoherer mRNA/Protein Korrelationen ermaéglicht zu werden.
Ebenso wurde beobachtet, dass die mRNA Level konservierter Gene im Laufe der Zeit divergieren,
diesem Effekt jedoch durch posttranskriptionale, translationale und proteindegradierende
Regulationen entgegengewirkt wird, um den Proteinreichtum zurlick auf das evolutionar favorisierte
Niveau zu bringen [306].

Auch wenn alle diese Faktoren bekannt sind, ware noch zu klaren, wie aktiv das fragliche Protein ist.
Dies konnte mithilfe einer Phospho-Proteomics-Analyse untersucht werden, da viele Proteine erst
durch das Anhdngen einer Phosphatgruppe aktiviert werden.

Zieht man all diese Faktoren in Betracht, ist es durchaus moglich, dass die in dieser Arbeit
beschriebenen signifikanten Differenzen zwischen der primaren und der immortalisierten Zelllinie auf
der Ebene der Proteinexpression keine weiteren Auswirkungen haben. Da die primdren und
immortalisierten Zellen bereits auf der Transkriptebene eine hohe Korrelation aufweisen, ist weiterhin
davon auszugehen, dass die iHCPENC ein sehr gutes in vitro Modell des PC-Endothels darstellen.
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4.2.3. Nukleare Translokation von CTNNB

Der kanonische WNT-Signalweg und dessen Aktivierung spielt in vielen Forschungsansatzen,
besonders in Bezug auf die Entwicklung oder die Entstehung von Krebserkrankungen eine zentrale
Rolle. Die Bestatigung eines aktiven Signalweges wurde dabei in vielen Studien allerdings nur basierend
auf der Lokalisation von CTNNB oder der Detektion weiterer Komponenten des WNT-Signalweges
getroffen [318-324]. Um die Funktionalitdat des WNT-Signalweges nachzuweisen, bedarf es jedoch
weiterer Analysen. Eine in der Literatur ausfiihrlich beschriebene Methode besteht darin, mithilfe von
LiCl den GSK-Komplex zu inhibieren, sodass CTNNB nicht mehr phosphoryliert und abgebaut wird. Dies
flhrt zur Aktivierung des WNT-Sgnalweges [144,244,255]. Durch die Behandlung der iHCPENC mit LiCl
konnte in dieser Arbeit eine Zunahme des cytosolischen CTNNB detektiert werden, jedoch lag ein
grolRer Anteil weiterhin an der Membran gebunden vor. Begriinden lasst sich dies mit der dualen
Funktion von CTNNB. In seiner cytosolischen Form ist es als Co-Transkriptionsfaktor von LEF/TCF tatig
und aktiviert so Zielgene des WNT-Signalweges, wahrend es in seiner membrangebundenen Form mit
Cadherinen wie CDH5 den Zellkontakt aufrechterhadlt und festigt [256,257,325]. AulRerdem wurde
berichtet, dass CTNNB in seiner dephosphorylierten Form zunachst an der Plasmamembran in der
Nahe von aktiviertem LRP6 und AXIN zu finden ist [326].

Im Unterschied zu anderen Zelllinien (e.g. HelLA, NIH3T3, U20S, SW480, MCF10A und T47D [252])
konnte in iHCPENC nach Behandlung mit LiCl jedoch hochstens ein sehr geringer Anteil des CTNNB
Pools im Nukleus detektiert werden. Aus diesem Grund wurde zusatzlich der GSK3B-Inhibitor
SB 216763 eingesetzt, der eine spezifischere Bindung zu GSK3pB aufweisen soll als LiCl [255]. Tatsachlich
konnte nach Behandlung der iHCPEnC mit diesem Inhibitor eine starkere Translokation von CTNNB von
der Zellwand ins Zytosol festgestellt werden. Dabei akkumulierte CTNNB vor allem um den Nukleus,
allerdings wurde nur ein geringes Signal im Nukleus detektiert. Ein dhnlicher Effekt wurde bereits bei
Jamieson et al. beobachtet [252]. In ihrer Studie mit MCF-7 Brustkrebszellen konnte ebenfalls weder
nach Stimulation mit WNT-Proteinen noch nach Stimulation mit dem WNT-Agonisten LiCl eine
nukleare Translokation von CTNNB festgestellt werden. Die Autoren fiihrten dies auf die ungewdhnlich
niedrige Expression von TCF/LEF zuriick, was die Zuriickhaltung von CTNNB im Nukleus negativ
beeinflussen und zu einem verstarkten Ausstrom von CTNNB fuhren wirde [252]. Es wird vermutet,
dass TCF/LEF unter anderen auch den nuklearen Transport von CTNNB vermitteln. Allerdings wurde
auch Dberichtet, dass CTNNB wunabhangig von anderen Faktoren oder einer nuklearen
Lokalisationssequenz in den Nukleus translozieren kann, indem eine passive Interaktion mit
Kernproteinen stattfindet [327]. Neben einer verringerten nuklearen Translokation und Retention von
CTNNB tragen noch weitere Faktoren zu den niedrigen Leveln an CTNNB im Nukleus bei, indem sie
dessen Export vermitteln. Dazu zdhlen unter anderem APC, AXIN und RANBP3 [327-329]. Darliber
hinaus scheint APC auch als Chromatin-assoziierter Suppressor von CTNNB Zielgenen aktiv zu sein, der
den schrittweisen bzw. oszillierenden Austausch von Ko-Aktivatoren mit Ko-Repressoren vorantreibt
[243,330,331]. Ob womoglich diese Faktoren die Aktivitdit von CTNNB im Nukleus der EZ des PC
verhindern, muss weiter erforscht werden.

In den in dieser Arbeit charakterisierten, immortalisierten Endothelzellen wurde eine besonders
niedrige Expression von tcf/lef festgestellt. Interessanterweise sind diese Faktoren nicht nur in den
Endothelzellen des PC, sondern auch in der PC-Epithelzelllinie HIBPCP schwach exprimiert (Daten nicht
gezeigt) [227,277,332]. Da diese Faktoren vermehrt im WNT-Signalweg eine Rolle spielen, und dieser in
vielen Geweben, vor allem wahrend der Embryogenese, aktiv ist, kdnnten die beobachteten niedrigen
Expressionslevel auf eine Stilllegung der Gene durch epigenetische Mechanismen hindeuten. Viele
Studien weisen jedoch auf eine Aktivierung des WNT/B-Catenin-Signalwegs in diversen Erkrankungen
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(allen voran Krebs) hin, die oftmals durch eine epigenetische Inaktivierung der Inhibitoren des
WNT/B-Catenin-Signalwegs entsteht [333]. Der Funktionsverlust negativer WNT-Regulatoren durch
epigenetisches Gen-Silencing, sowohl durch DNA-Methylierung als auch durch Histonmodifikation der
mit Tumorsuppressorgenen assoziierten Promotoren, tragt haufig zur Aktivierung der abnormen
WNT/B-Catenin-SignalUbertragung in Tumoren bei [334].

Auch auf der Transkriptionsebene tragen viele epigenetische Aktivatoren und Regulatoren zu der
Regulation von CTNNB bei. U.a. wurde berichtet, dass die lokale Rekrutierung von TCF/CTNNB zu
weitreichenden Modifikationen des Chromatins fiihren kann [335]. Dabei ist allerdings nicht geklart,
ob die aktivierten Ko-Regulatoren simultan oder nacheinander agieren. In der Summe scheinen jedoch
sowohl Ko-Aktivatoren als auch Ko-Repressoren wahrend der CTNNB abhangigen Transkription aktiv
zu sein und erschaffen so womoglich ein dynamisches Chromatinumfeld, um eine prazise Antwort auf
den WNT-Stimulus zu generieren [139]. Eine epigenetische Analyse, wie zum Beispiel die Analyse der
DNA-Methylation oder eine Chromatin-Immunprazipitation, kdnnte hier aufschlussreiche Ergebnisse
liefern, ob auch in den EZ des PC die Aktivitat dhnlicher Ko-Aktivatoren und Ko-Repressoren bei der
Regulation von CTNNB involviert sind. In Drosophila wurden durch epigenetische Analysen die beiden
Ko-Aktoren BCL9 und Pygo identifiziert, die flir die CTNNB abhangige Transkription benotigt werden.
Dabei ermoglicht das nuklear vorkommende Pygo die Rekrutierung und Zurilickhaltung des
CTNNB/BCL9 Komplexes im Nukleus und die Interaktion mit dem Mediator-Komplex, und scheint
durch seine gemeinsame Bindung mit TCF an Chromatin-Loki bei der Rekrutierung vom CTNNB/BCL9
Komplex zu Beginn der Wg-Signallibermittlung zu helfen [336-340]. AuBerdem bindet Pygo mit Hilfe
seiner plant homology domain bei Interaktion mit BCL9 an dimethyliertes H3K4, weswegen spekuliert
wird, dass Pygo/BCL9 an der Transition von Gen-Silencing zu WNT-induzierter Transkription beteiligt
ist, indem entsprechende Histoncodes erkannt und so der Methylierungsstatus der WNT-Zielgene
gedndert werden [341]. Alternativ soll die Bindung an dimethyliertes H3K4 einen weiteren
Ankermechanismus fir CTNNB darstellen, sodass TCF aus dem Komplex dissoziieren und mit dem
Inhibitor Groucho interagieren kann, um die Transkription von Zielgenen zu pausieren oder zu beenden
[339,342,343]. Ebenso kdnnen Zielgene auch durch kompetitive Repression mittels Verdrangung von
Transkriptionsaktivatoren durch CTNNB/TCF oder durch Bindung von CTNNB/TCF und weiterer
Ko-Repressoren direkt unterdrickt werden [344-348].

Neben der geringen Expression von lefl wurden auch niedrige Level von myc in iHCPEnC detektiert
(Daten nicht gezeigt). Kirzlich wurde publiziert, dass MYC fiir die Regulation der lefl Expression
verantwortlich ist [254]. Dabei wurde beobachtet, dass MYC die Transkription von lef1 aktiviert und
dadurch wiederum die Zuriickhaltung von CTNNB im Nukleus ermdglicht. In der vorliegenden Arbeit
wurden in den primaren und den immortalisierten EZ niedrige Level an lef1 beobachtet, was demnach
in direktem Zusammenhang mit den geringen Expressionslevel von myc stehen konnte.
Interessanterweise stellt myc ebenfalls ein Zielgen von LEF1 dar, das nach erfolgter Signaltransduktion
via CTNNB aktiviert wird, sodass von einem Komplexen Feedback-Loop ausgegangen werden kann
[254]. Dementsprechend bieten sich weitere Untersuchungen zu den Auswirkungen von erhéhten MYC
oder LEF1 Leveln auf die nukleare Translokation bzw. Retention von CTNNB an. Ebenfalls kann
untersucht werden, ob durch Stimulation oder Transfektion der Zellen mit diesen Faktoren ein
ausreichend grofRRer Effekt erzielt werden kann, um die Transkription von Zielgenen anzuregen.

Dariber hinaus wurde beobachtet, dass MYC neben LEF1 auch die Expression anderer Komponenten
des WNT-Signalweges aktivieren kann, u.a. von wnt2b, fzd6 und Irp6 [254]. Daraus schlossen die
Autoren, dass MYC nicht nur in der Lage ist, den Signalweg zu aktivieren, sondern dass es sich dabei
um einen generellen Mechanismus in Zellen handelt, um den WNT-Signalweg zu regulieren. Dabei
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wirde MYC den groBten Einfluss aller untersuchten Regulatoren auf LEF1 ausiiben. Weiterhin wurde
beobachtet, dass MYC in der Lage ist, die WNT-Inhibitoren DKK1 und sFRP1 in unterschiedlichen
Brustkrebszelllinien zu unterdriicken und auf diese Weise den WNT-Signalweg zu aktivieren [349]. Dies
belegt, dass MYC durch mehrere Mechanismen in die Regulation des WNT-Signalweges eingreift. Dazu
zahlt auch eine Studie, welche einen globalen Anstieg der mRNA cap-Methylierung nach Rekrutierung
von cyclin-dependent kinase 7 und RNA (guanine-7-)-methyltransferase an Promotoren durch
Induktion des konditionalen Tet-MYC Vectors in P493-6 Zellen aufdeckte [266]. Darunter befanden sich
unter anderem auch mRNAs von Proteinen innerhalb des WNT-Signalweges, wie gsk38, apc, Irp5,
ctnnb1, and tcf7, was zu ihrer erhéhten Transkription fihrte [266].

Von den moglichen Effekten von MYC und LEF1 auf die Aktivitdt des WNT-Signalweges abgesehen,
wurde bereits vor einigen Jahren beschrieben, dass die alleinige Aktivitdt des WNT-Signalweges in
Krebszellen womdglich nicht ausreicht, um eine optimale nukleare Translokation von CTNNB zu
gewdhrleisten [254,350]. So wird beispielsweise die Phosphorylierung von LRP6 durch KRAS induziert,
was letztendendes die Aktivierung des WNT-Signalweges einschlielich der nuklearen Translokation
von CTNNB vorantreibt und so zur Zellmigration und zum Tumorwachstum beitragt [350]. AuRerdem
wurde berichtet, dass zusatzlich zur Aktivierung des WNT-Signalweges auch die parallele Aktivierung
der RAC1 GTPase bendtigt wird, um eine nukleare Translokation von CTNNB zu induzieren [351]. Dabei
bilden RAC1, JNK2 (Jun N-terminal kinase 2) und CTNNB einen cytoplasmischen Komplex, bei dem
CTNNB von JNK2 an Serin 191 und 605 phosphoryliert wird und so die nukleare Translokation
vorangetrieben wird. Anderen Studien zufolge soll RAC1 zusammen mit seinen guanine nucleotide
exchange factors eine Rolle als Komponente des TCF/CTNNB Transkriptionskomplexes oder als
antagonistischer Partner des AXIN-APC Komplexes spielen [352,353]. Auch Stimuli unabhangig von der
WNT-Familie kénnen Signale Gber CTNNB vermitteln und so die vaskulare Permeabilitdt verandern.
Dazu zahlt Thrombin, das eine Neuverteilung von cadherin-gebundenen CTNNB ins Cytoplasma und
den Nukleus bewirken kann [354,355]. Lipid phosphate phosphatase 3 kann wiederum CTNNB Signale
verstarken, sodass die Fibronektinsynthese, die Zellmigration von Endothelzellen und vaskulare
Vernetzungen verstarkt werden [356]. Diese Erkenntnisse implizieren, dass auch bei der Stimulation
des WNT-Signalweges in den EZ des PC weitere regulatorische Elemente notig sind, um eine optimale
nukleare Translokation von CTNNB zu ermaoglichen.

Eine weitere Ursache fir die niedrige nukleare Translokation von CTNNB in iHCPEnC koénnte die
Lokalisation von CTNNB zu verschiedenen perinuklearen Strukturen sein. So wurde in MCF-7 Zellen
eine Ko-Lokalisation von aktivem CTNNB mit Recyclingendosomen und dem Golgi demonstriert
[252,357]. In dieser Dissertation konnte allerdings keine Ko-Lokalisation von CTNNB mit dem
Golgi-Apparat oder endozytotischen Vesikeln in den EZ des PC nach Behandlung mit dem Inhibitor
SB 216763 nachgewiesen werden. Es ist bereits bekannt, dass CTNNB durch den endozytotischen und
makropinosomen Weg recycelt werden kann. In diesem Zusammenhang wurde in einer Studie mit
A431 Plattenepithelkarzinomzellen gezeigt, dass CTNNB nach der Behandlung mit LiCl von dem

Ill

»,endozytotischen Recycling-Pool” in der Nahe des Nukleus freigegeben wurde und so fiir eine direkte
nukleare Translokation verfiigbar war [358]. Bei dieser Freisetzung von CTNNB aus den Endosomen und
anderen zytoplasmischen Strukturen in MCF-7 Zellen konnte WNT eine Rolle spielen [252]. Die
Entschliisselung der genaueren Mechanismen bedarf allerdings noch weiteren Untersuchungen, da
beispielsweise die Endosomfaktoren Rab5 und Rab7a in Immunprazipitationsexperimenten nicht als

Bindepartner von CTNNB identifiziert wurden [252].
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Neben der Ko-Lokalisation mit den Endosomen konnte in Drosophila und einigen Krebs Zelllinien auch
eine Assoziation von CTNNB mit dem Golgi nachgewiesen werden [252,253,267,359]. Dementsprechend
wurde eine Verbindung von CTNNB mit 3-COP-positiven Transportvesikeln demonstriert [252]. Die
Autoren vermuteten daher, dass CTNNB eine regulatorische Rolle in der Formation der COP |
Vesikelhtlle oder im Transport der kleinen COP | ausgekleideten Vesikel innerhalb des retrograden
Transports zwischen Golgi und ER oder innerhalb des Golgis spielt [252]. Auch in Drosophila konnte
eine Assoziation zwischen CTNNB und den Vesikeln des Golgi-Apparats beobachtet werden [253].
Daher kdnnte der Golgi einen Teil des zytoplasmischen CTNNB wahrend des Vesikeltransports binden
[252]. Dies konnte erklaren, warum in iHCPENnC auch fiir CDH5 eine Lokalisation am Golgi detektiert
wurde. Da fir CDH5 neben CTNNA und CTNNC auch eine Interaktion mit CTNNB nachgewiesen wurde
[256,257,261,262], kdnnte es Gber diese Bindung in die Vesikel des Golgi transportiert worden sein.

In der vorliegenden Studie wurde in SB 216763 stimulierten iHCPENnC CDH5 am Golgi lokalisiert
detektiert. Eine weitere Arbeit hat gezeigt, dass die Golgi assoziierte Phospholipase A2a (cPLA2a) dazu
beitrdagt, neu synthestisiertes CDH5 zur Zelloberflache zu transportieren [360,361]. Inhibition von
cPLA2a flihrte zur Disorganisation von CDH5 an der Plasmamembran und dessen Akkumulation in
intrazelluldaren Vesikeln und dem Golgi. Diese Unterbrechung der Regulation von CDHS5 fiihrte
wiederum zur Dissoziation von cPLA2a vom Golgi. Ob die beobachtete Lokalisation von CDH5 im Golgi
in SB 216763 stimulierten iHCPENC durch Manipulation dieses Mechanismus einhergehend mit einem
Verlust der Integritat der Al verursacht wurde, oder ob es sich neu synthetisiertes CDH5 auf dem Weg
zur Plasmamembran handelt, misste mit Hilfe weiterer Studien geklart werden.

4.2.4. Einfluss des kanonischen WNT-Signalweges auf die Expression von
PLVAP

Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass der WNT-Signalweg eine bedeutende Rolle bei der
Vaskularisierung des Gehirns und der Ausbildung der BHS spielt [93,102,146,147,362,363]. Storungen
dieses Signalweges durch Inhibition oder vermehrte Stimulation werden daher als signifikante
Modulatoren der Gehirndurchblutung, der GefaBpermeabilitat von Gehirngefaflen und der Ausbildung
der BHS sowohl in unterstitzender als auch in schwdachender Funktion betrachtet
[93,102,146,147,362,363].

In vielen Fallen wird davon ausgegangen, dass die Signallibertragung Gber WNT-Proteine zwischen
benachbarten Zellen im direkten Zell-Zellkontakt Gibermittelt wird [167-174]. Z.B. wurde nachgewiesen,
dass Astrozyten WNT produzieren und dadurch die Architektur und Funktion der sogenannten
Neurovaskularen Einheit regulieren [140]. Daher ware es interessant zu untersuchen, ob eine solche
Signallbertragung zwischen dem Endothel des PC und dem Epithel stattfindet. Ein vom Epithel
ausgehendes Signal koénnte Uber Vermittlung durch WNT-Proteine die Fenestrierung der
Endothelzellen steuern. Fir die Untersuchung solcher Interaktionen ware ein Ko-Kulturmodell
bestehend aus PC-Endothel (iHCPEnC) und -Epithel (HIBPCP Zellen) gut geeignet. In diesem
Zusammenhang sind die in dieser Studie generierten Transkriptom-Daten von besonderem Interesse,
da mit ihrer Hilfe Abweichungen der Genexpression in den iHCPENC detektiert werden kdénnen, die
durch Interaktion mit dem Epithel hervorgerufen werden. Andererseits kdnnen auch potenzielle
Anderungen im Expressionsprofil der HIBPCP Zellen analysiert werden, welche durch Interaktion mit
dem Endothel hervorgerufen werden.
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Wie bereits angedeutet, scheint die Signallibertragung der WNT-Proteine in der Nahe des Ortes
stattfinden, an dem sie produziert werden [174]. Die sowohl in den primdren als auch den
immortalisierten Zellen detektierten Expressionslevel einiger WNT-Liganden legen demnach nahe,
dass WNT-Signale auch von den adulten EZ des PC lbertragen werden. Allerdings ist das Ziel der
Ubertragung, bzw. deren Wirkung im PC, bisher nicht eindeutig bestimmt werden.

Sowohl fir die BHS als auch die BRB wurde berichtet, dass die Angiogenese, die postnatale vaskulare
Maturation, sowie die Aufrechterhaltung der Barriereeigenschaften auch in adulten Zellen durch
Mitwirken des WNT-Signalweges gewadhrleistet wird [76,102,213,218]. Dabei wird die Expression von
PLVAP in den spezialisierten GefaRbetten der BHS scheinbar tGber WNT und Notch Signalwege
herunterreguliert [20,76,102-104,213,215-217]. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass Inhibition des
WNT-Agonisten Norrin oder seines Interaktionspartners FZD4 die Barriereintegritaten der Retina und
des Cerebellums durch reduzierte Expression von cldn5 und erhdhte Expression von plvap stort [20].
Interessanterweise gibt es Hinweise darauf, dass, abhangig von der betroffenen Region im ZNS, durch
spezifische Regulierung des WNT-Signalweges unterschiedliche Endothel-Eigenschaften ausgepragt
werden [214]. Ahnlich wie PLVAP zur Erhaltung der Permeabilitdtsbarriere zwischen der Hypophyse
und den GefdRen der BHS und einer damit verbundenen Regulation des Proteintransfers beitragt,
kénnte der WNT-Signalweg im PC fir eine beabsichtigte Steuerung der Permeabilitat verantwortlich
sein, anstatt die Barriere, wie bei einer Fehlfunktion in der BHS, zu beschadigen [22]. Dafiir spricht,
dass die Expression der unterschiedlichen Komponenten des WNT-Signalweges von der ZNS-Region
abhangen und zur Ausbildung der fiir die entsprechende Region charakteristischen EZ-Eigenschaften
beitragen soll [214]. Dies wird auch durch die Forschungen von Junge et al. und Hemler et al.
unterstitzt, die sich mit TSPAN12, einem Mitglied der Tetraspanin Proteinfamilie, befassen
[140,364,365]. Die Autoren haben gezeigt, dass Norrin-Multimere zusammen mit TSPAN12 die Bildung
von FZD4-Multimeren und die Aktivierung der nachfolgenden Signallbertragung férdern.
Interessanterweise ist TSPAN12 besonders in EZ der Retina angereichert, jedoch in keinen anderen
Gefadlltypen oder Zellen zu finden. AufRerdem konnte TSPAN12 den WNT-Signalweg erst dann
beeinflussen, nachdem dieser bereits durch den Agonisten Norrin initialisiert worden war [140].
Dadurch wird deutlich, dass WNT- bzw. CTNNB-abhadngige Signalwege in Organ- und Zell-spezifischer
Weise durch zusatzliche Faktoren reguliert werden kénnen. Diese Daten legen nahe, dass auch im PC
fir eine spezifische Regulation des WNT-Signalweges weitere, bisher unidentifizierte, Faktoren eine
Rolle spielen kdnnten, um die charakteristischen EZ der BLS auszubilden.

In diesem Zusammenhang stellt VEGF einen vielversprechenden Faktor dar, da Rezeptoren fir VEGF in
den adulten ruhenden EZ der BHS herunterreguliert sind [366]. Es wurde bereits nachgewiesen, dass
VEGF unter pathogenen Konditionen die Ausbildung von fenestrierten EZ in der BHS oder der BBB
durch erhéhte PLVAP Expression verursachen kann [66,70,73]. Dabei gab es wiederum Hinweise auf das
Mitwirken anderer Proteine wie Caveolin-1 [217]. Auch die durch VEGF beeinflusste PLVAP-Expression
ist moglicherweise abhangig von den umgebenden Geweben und damit Organen, und spezifisch fir
verschiedene Spezies [100,217]. Zum Beispiel ist eine spezifische Kombination unterschiedlicher VEGF
notig, um eine selektive GefaRformation im myelenzephalen PC von Zebrafischen hervorzurufen [367].
Darliber hinaus wurde festgestellt, dass eine Behandlung von EZ mit VEGF die, durch HDAC?7
unterbundene, nukledre Translokation von CTNNB durch Induktion von HDAC7-Abbau
wiederherstellen kann, sodass eine Aktivierung von Zielgenen stattfindet [140,368]. Eine bis zu 3 fache
Erhéhung der Transkriptlevel von PLVAP und eine deutliche Zunahme an dessen Proteinmengen nach
VEGF-Stimulation wurde in den iHCPEnC nachgewiesen [123]. Weiterhin wurden in iHCPEnC nach
VEGF-Behandlung erhéhte Mengen an PLVAP in Immunfluorenzanalysen detektiert, und vergleichbare
bis starker ausgepragte Effekte wurden durch Behandlung mit PMA erreicht [123]. Diese
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Beobachtungen legen nahe, dass VEGF die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Hemmung der
nukledren Translokation von CTNNB bei Induktion des WNT-Signalweges wiederherstellen, und so als
weiteres Bindeglied in der Regulation der EZ des PC fungieren kann. Dabei ist in Betracht zu ziehen,
dass VEGF von den umgebenden Zellen bzw. Gewebe produziert und sekretiert wird, dhnlich der
Produktion und Sekretion von WNT durch Astrozyten an der BHS [140].
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Die Grundstruktur der inneren BLS bildet der in den Ventrikeln des Gehirns lokalisierte PC, eine hoch
vaskularisierte Struktur aus unterschiedlichen Zelltypen, die fir die Produktion des Liquors
verantwortlich ist und entscheidend zu der Entwicklung des Gehirns beitragt. Im Zusammenhang mit
verschiedenen Krankheiten des ZNS wurde ein Zusammenbruch der BLS sowie, bei
Infektionserkrankungen, eine Invasion tber den PC beschrieben. [120,222-225]. Zur Erforschung dieser
Krankheiten wurden bisher Tiermodelle und in vitro Modellsysteme, welche, wie z.B. die Zelllinie
HIBPCP, auf epithelialen Zellen des PC basieren, eingesetzt [118,136,226,227,269,271,272]. Allerdings
konnte mit Hilfe aktueller Forschungen, neben dem Epithel des PC, auch den im PC lokalisierten EZ ein
Beitrag zur BLS nachgewiesen werden [11]. Eine in unserem Labor neu generierte Zelllinie (iIHCPENC)
basiert auf immortalisierten PC-Endothelzellen, ist die einzige beschriebene Endothelzelllinie des PC,
und kann daher einen wertvollen Beitrag zur Erforschung der BLS liefern. Mithilfe von
Transkriptomanalysen konnte eine groRe Ahnlichkeit zwischen den primaren EZ des PC und den auf
ihnen basierenden iHPCENC nachgewiesen und somit die Eignung der iHCPENC als Modell fiir die EZ
des PC unterstiitzt werden. Die mit Hilfe der iHCPENnC gewonnenen Transkriptomdaten bilden eine
Grundlage fir weitere Forschungsansatze. So kénnen die Auswirkungen verschiedener Interaktionen
und Stimuli untersucht werden. Dazu zdhlen beispielsweise Interaktionen der iHCPEnC mit
Epithelzellen des PC. Hierflr wirde sich ein Zwei-Zelltyp-Modell aus iHCPEnC und HIBPCP anbieten,
welches in unserer Arbeitsgruppe bereits entwickelt wurde [123]. Mit Hilfe dieses Modelles kann ein
mehr der in vivo Situation entsprechendes Modell des PC in vitro dargestellt werden, wodurch auch
der Anteil an bendtigten Tierversuchen zur Erforschung von komplexen Interaktionen zwischen den
Zellen des PC reduziert werden kdnnte. Ebenfalls kdnnen in diesem Modell Auswirkungen von
Infektionen, die durch Pathogene wie Bakterien oder Viren ausgelost werden, untersucht werden.

In den EZ des PC werden viele ABC-Transporter und Solute-Carrier exprimiert, die ebenfalls an der
basolateralen Seite der EPZ lokalisiert sind [240-242]. Substanzen oder Medikamente, die Gber die BLS
in das CSF gelangen, konnen schnell im ZNS verteilt werden. Die in dieser Arbeit ermittelten
Transkriptomdaten sowie bereits publizierte Transkriptomdaten aus Epithelzellen des PC
[226,270,272,332,369,370] kdnnen helfen Studien zu generieren, welche die Interaktion und den
Transport von Substanzen und Medikamenten am PC untersuchen.

Eine weitere Anwendung der iHCPENC ist die Erforschung der Regulation der Permeabilitdt von
PC-Kapillaren durch WNT/B-Catenin-Signaliibertragung. In dieser Arbeit wurde bereits nachgewiesen,
dass die Komponenten dieses Signalweges auch in ausdifferenzierten EZ des PC (primare Zellen und
iHCPENC) exprimiert werden. Nach Stimulation des WNT-Signalweges konnte allerdings nur eine
geringfligige nukleare Translokation von CTNNB festgestellt werden. Es ist zu klaren, ob durch
zusatzliche Stimulation mit LEF1 und/ oder VEGF die Rate der nuklearen Translokation von CTNNB
erhoht werden kann. In der Folge kdonnten PCR-Analysen die Regulierung der Expression von
WNT-Zielgenen Gberwachen, um festzustellen, ob die Stimulation des WNT-Signalweges einen Einfluss
auf die Expression von PLVAP in den EZ und damit auf die Permeabilitdt der GefaRe und die Funktion
der BLS hat.
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Abbildung 26 Einfache Konzentrationsbestimmung von SB 216763. Die zu verwendende Konzentration des Inhibitors wurde
anhand einer Konzentrationsreihe getestet. AnschlieBend wurde eine Immunfluoreszenzfarbung gegen CTNNB durchgefiihrt,
um mogliche Effekte aufzudecken und ein Durchscheinen des Antikdrpers in einen anderen Kanal auszuschlieRen.
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Abbildung 27 Uberpriifung der Konzentrationshestimmung von SB 216763. Die zu verwendende Konzentration des

Inhibitors wurde erneut anhand einer Konzentrationsreihe getestet. AnschlieBend wurde eine Immunfluoreszenzfarbung
gegen CTNNB und CDHS5 durchgefiihrt, um mogliche Effekte aufzudecken.
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