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1 Einleitung

1.1 Chronische GefaBerkrankung als Risikofaktor fiir kardiovaskulare
Ereignisse

Bei kardiovaskularen Erkrankungen handelt es sich um eine Vielzahl an
Krankheitsbildern, welche das Herz-Kreislaufsystem und die Blutgefalle
betreffen. Sie sind differenzierbar in chronische Erkrankungen wie arterielle
Hypertonie und akute Erkrankungen wie ein Myokardinfarkt oder Schlaganfall.
Kardiovaskulare Erkrankungen stellen die haufigste Todesursache weltweit dar
(Fuster, 2010). Allein in Deutschland waren die Krankheiten des
Kreislaufsystems mit 33,9 % die haufigste Ursache fur Todesfalle und sind es
seit 1990 stetig gewesen (Abbildung 1). Hierbei entstehen auf Grund der
chronischen GefalRerkrankung Erkrankungen, wie die koronare Herzkrankheit
(KHK), Schlaganfalle und rheumatische Herzerkrankungen (Krieg et al., 2022).
Epidemiologisch ist der Tod bedingt durch die kardiovaskulare Erkrankung
(CVD) weltweit von 1990 bis 2019 um 53,81 % gestiegen und nimmt somit einen
relevanten Stellenwert in der globalen Gesundheitsversorgung ein (Li et al.,
2023).

Todesursachen nach Krankheitsarten 2023
in %

Krankheiten des Kreislaufsystems D 33,9
Bésartigen Neubildungen (Krebs) I 22,4

Krankheiten des Atmungssystems | KA

Psychische und Verhaltensstorungen [ INEGEGIGIIIN 6.5

Verletzungen und Vergiftungen I 4.8

Krankheiten des Verdauungssystems [ 4,4

sonstige I 20,7
© V! Statistisches Bundesamt (Destatis), 2025

Abbildung 1. Todesursachen nach Krankheitsarten 2023. Erkrankungen des
Kreislaufsystems, folglich kardiovaskulare Erkrankungen, bilden den Grol¥teil der Todesursachen
in Deutschland 2023 (Bundesamt, 2025).

Die Gesamtheit an kardiovaskularen Erkrankungen wird hierbei durch
Risikofaktoren wie Nikotinabusus, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und

Hyperlipidamie beeinflusst (Brown et al.,, 2023). Als besonders relevanter
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Risikofaktor flr Herz-Kreislauf-Erkrankungen ist die kardiovaskulare
Gefallverkalkung hervorzuheben (Rennenberg et al., 2009). Bei dieser handelt
es sich um eine Kiristallisation von Kalzium und Phosphat in Form von
Hydroxyapatit, welches in der arteriellen GefaBwand oder in den Herzklappen
akkumuliert. Die Akkumulation von Kalzifizierungen und Lipiden kann zu einer
Plaque im Rahmen der Atherosklerose fiihren, welche zur Induktion einer
Ischamie flhren kann. Daraus resultierend kann es zu einer
Organminderperfusion auftreten (Chen et al., 2017). Diese manifestiert sich
unter anderem als ischamischer Schlaganfall. Pathophysiologisch wird dieser
Zustand haufig durch makroangiopathische arterioarterielle Embolien
verursacht, die insbesondere in der Karotisgabel entstehen (Abbildung 2A).
Nach einer Plaqueruptur gelangt ein Thrombus uber die Arteria carotis interna in
die Zerebralarterien, wo er die charakteristische Minderperfusion auslost, die fur
den ischamischen Schlaganfall verantwortlich ist. Klinisch auf3ert sich dies durch
neurologische Defizite wie Hemiparesen, Hypasthesien, verwaschene Sprache
und Hemianopsie (Banerjee & Chimowitz, 2017). DarUber hinaus kann sich eine
Atherosklerose klinisch als Myokardinfarkt vom Typ | manifestieren, der durch
einen plaquebedingten thrombotischen Verschluss der Herzkranzgefalle
entsteht (Abbildung 2B). Dieser wird weiter in ST-Hebungsinfarkt (STEMI) und
Nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI) unterteilt (Smit et al., 2020). Ab einer
héhergradigen Stenose von = 70 % treten pektanginése Beschwerden auf, die
charakteristisch fur den Myokardinfarkt sind. Zu den weiteren typischen
Symptomen zahlen Todesangst, Ubelkeit, Dyspnoe sowie ausstrahlende
Schmerzen (Smit et al.,, 2020). Die hohe Kklinische Relevanz dieser
Folgeerkrankungen unterstreicht die Notwendigkeit, chronische
Gefalerkrankungen und Gefaldverkalkungen als bedeutende Risikofaktoren

detailliert zu analysieren.



A Ischamischer Schlaganfall

Myokardinfarkt Typ |

-

Abbildung 2. Pathophysiologie des ischamischen Schlaganfalls und Myokardinfarkt Typ I.
Sowohl der ischdmische Schlaganfall als auch der Myokardinfarkt sind pathophysiologisch eng
mit  Atherosklerose und vaskuldrer Kalzifizierung verbunden. Die Akkumulation
atherosklerotischer Ablagerungen fiihrt zur Bildung von Plaques. Besonders in der Karotisgabel
kann die Abldésung solcher Plaques einen ischamischen Schlaganfall auslosen (A). Ebenso kann
die Loslésung einer arterioarteriellen Plaque zu einer Ischamie der Koronararterien fiihren und
damit einen Myokardinfarkt vom Typ | induzieren (B). Die Abbildung wurde mit Bildern vom
Servier Medical Art erstellt. Servier Medical Art by Servier ist lizenziert mit der Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

1.2 Chronische Nierenerkrankung als Komorbiditat der chronischen
GefaRerkrankung

Die chronische Nierenkrankheit (CKD) stellt eine wichtige Komorbiditat der CVD
dar. Bei der CKD handelt es sich um eine irreversible Abnahme der
exkretorischen und inkretorischen Nierenfunktion. Die Diagnosestellung und
Stadieneinteilung erfolgt anhand der glomerularen Filtrationsrate (GFR). Hierbei
I&sst sich die CKD in funf Stadien (Tabelle 1) unterteilen (Hashmi et al., 2023;
Kalantar-Zadeh et al., 2021).

Tabelle 1. Stadieneinteilung der chronischen Nierenerkrankung (CKD) anhand der
glomerularen Filtrationsrate (GFR) (Nephrology, 2024).

Stadium Glomerulére Filtrationsrate [ml/min/m?]
G1 =90
G2 60 — 89
G3a 45 - 59
G3b 30-44


https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)

G4 15-29
G5 <15

Die unterschiedlichen GFR-Stadien spiegeln unterschiedlich stark ausgepragte
Symptome der CKD wider. Die Stadien G1 und G2 weif3en noch eine hohe
Funktionalitat auf und verlaufen meist symptomlos und auf3eren sich héchstens
in Form einer Proteinurie. Mit abnehmender renaler Funktion in Stadium G3a und
G3b nehme die Symptome der Patientiinnen zu. Hierzu zahlen typische
Symptome wie arterielle Hypertonie, Odeme und renale Osteopathie durch
Stérung des Mineralmetabolismus. Mit Stadium G4 und G5 nimmt die
Nierenfunktion zunehmend ab und resultiert in einer Dialysepflichtigkeit
beziehungsweise der Notwendigkeit einer Nierentransplantation (Hashmi et al.,
2023). Die wichtigsten Faktoren fur die Regulation des Mineralmetabolismus
stellen Kalzium, Phosphat, Parathormon (PTH), Vitamin D und der Fibroblasten-
Wachstumsfaktor 23 (FGF23) dar (Palit & Kendrick, 2014). Aufgrund der
reduzierten Sekretionsfahigkeit der Niere bei CKD entsteht ein Ungleichgewicht
des Kalziummetabolismus und des Phosphatmetabolismus, woraus eine
Hyperphosphatamie resultiert. Diese tragt zur vaskularen Kalzifizierung in der
Tunica media der Arterien bei. Aufgrund des Transportes des Phosphats mittels
Endozytose und Exozytose in die Gefallwand akkumulieren diese dort und es
entstehen Mikrokalzifizierungen und Makrokalzifizierungen (Palit & Kendrick,
2014). Die Therapie der CKD erfolgt zunachst medikamentés zur
Aufrechterhaltung des Sauren-Basen-Haushaltes und des Elektrolythaushaltes
(Kavelak, 2022; Kim, 2021). Sollte diese nicht ausreichend sein bendtigen
Patient:innen  eine  Nierenersatztherapie.  Hierfir kommen  diverse
Dialyseverfahren, wie die Hamodialyse, Hamofiltration, Hamodiafiltration oder
auch die Peritonealdialyse in Frage (Chuasuwan et al., 2020). Als ultima ratio
erfolgt eine Nierentransplantation (Ghanta & Jim, 2016). Im klinischen Kontext
spielt die chronische Gefallerkrankung fur viele weitere Erkrankungen eine
wichtige Rolle. Denn CVD kann zu unterschiedlichen klinischen Auspragungen
fuhren, unter anderem koronarer Herzkrankheit (KHK), Schlaganfalle, periphere
arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) und Aortenaneurysmen. Insbesondere die
KHK basiert auf Symptomen, welche aufgrund einer Minderperfusion durch CVD
entstehen (Boudoulas et al., 2022). Zu diesen Symptomen zahlen typischerweise

Angina Pectoris und Dyspnoe, welche sich aufgrund der Minderperfusion bis zum
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Vollbild eines Myokardinfarktes ausbilden kdnnen (Aguilar-Ballester et al., 2021).
Hierbei lasst sich beobachten, dass 50 % der Patient:innen im CKD-Stadium 4
bis 5 eine CVD aufweisen und dementsprechend sich die kardiovaskulare
Mortalitat erhoht. Diese liegt zwischen 40 und 50 % in Relation zu 26 % bei
physiologischer Nierenfunktion (Jankowski et al., 2021). Insbesondere bei
fortgeschrittener CKD flihren die Herzinsuffizienz oder Arrhythmien zum
kardiovaskularen Tod (Jankowski et al., 2021). Sowohl traditionelle als auch
nicht-traditionelle Risikofaktoren haben einen erheblichen Einfluss auf die CVD
bei CKD. Zu den traditionellen Risikofaktoren zahlen unter anderem arterielle
Hypertonie, Dyslipidamie und Rauchen. Die nicht-traditionellen Risikofaktoren
umfassend die vaskulare Kalzifizierung, Inflammation und Proteinurie (Jankowski
et al., 2021; Major et al., 2018). Insbesondere ist die vaskulare Kalzifizierung als

nicht-traditioneller Risikofaktor von Relevanz fur die CVD und CKD.

1.3 Die Pathophysiologie der chronischen GefaBerkrankung -
Kalzifizierung als Risikofaktor
Bei der kardiovaskularen Kalzifizierung handelt es sich um die pathologische
Akkumulation von Kalziumphosphat in den GefalRwanden und den Herzklappen.
Durch die Kalzifizierung kommt es zu einer Veranderung der Biomechanik,
welche zu Komplikationen wie einem Myokardinfarkt oder einem Schlaganfall
fuhren kann (Hutcheson & Goettsch, 2023). Dementsprechend stellt die
kardiovaskulare Kalzifizierung einen relevanten Faktor in der Pathophysiologie
diverser Krankheitsbilder dar. Durch Messungen des Knochel-Arm-Indexes
konnte eine Pravalenz von 24,4 % von vaskularen Kalzifizierungen ermittelt
werden. Es konnte beobachtet werden, dass die Pravalenz in Mannern hoher ist
als bei Frauen (Chen et al., 2022). Fur die Gefalverkalkungen werden
unterschiedliche Lokalisationen differenziert. Einerseits ist eine Kalzifizierung in
den Herzklappen, insbesondere in der Aortenklappe, zu beobachten (Hutcheson
& Goettsch, 2023; Karwowski et al., 2012). Andererseits lagern sich die
Kalzifizierungen in den Gefallwanden der Arterie ab. Es erfolgt eine

Klassifizierung in die intimale und mediale Gefal3kalzifizierung (Abbildung 3).



Mediale Chronische

Kalzifikation Nierenerkrankung Intima

Media
Adventitia

Intimale Atherosklerose
Kalzifikation

Abbildung 3. Schema der unterschiedlichen Arten der GefaBverkalkung. (A) Die mediale
Gefaldverkalkung betrifft die Tunica media und tritt insbesondere bei chronischer
Nierenerkrankung (CKD) und Diabetes mellitus auf, wahrend die intimale Gefal3verkalkung in der
Tunica intima vermehrt bei Atherosklerose auftritt. (B) Der Aufbau der arteriellen Gefaltwand
ermoglicht die Visualisierung der Unterschiede in den Akkumulationsorten der Verkalkung. Die
Abbildung wurde mit Bildern vom Servier Medical Art erstellt. Servier Medical Art by Servier ist
lizenziet mit der Creative Commons  Attribution 3.0 Unported License
((https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)

Beide Kalzifizierungsarten werden durch unterschiedliche Pathomechanismen
reguliert. Jedoch existieren auch gemeinsame Induktoren der Kalzifikation. Zu
diesen zahlen unter anderem die Apoptose, Seneszenz, Autophagie,
Inflammation und extrazellulare Vesikel (EVs). Durch die Pathomechanismen
kommt es zu einer Differenzierung der glatten GefalBmuskellzellen (VSMC) zu
osteoblastischen VSMC in der Tunica media, welche eine Kalzifizierung
induzieren.  Lipidablagerungen in der Tunica intima flUhren zur
Makrophageninfiltration und Differenzierung von VSMC zu Schaumzellen und
osteoblastischen VSMC, welche eine Kalzifizierung der Tunica intima initiieren
(Abbildung 4) (Durham et al., 2018).

Adventitia

) Glatte GefaRmuskelzellen (VSMC)
Media

Intima -4 Osteoblastische VSMC
Schaumzellen VSMC
Seneszente VSMC
Lipide

Kalzifikation

0@@@@%
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Abbildung 4. Pathomechanismen der medialen und intimalen vaskuldren Kalzifizierung.
Darstellung einer Arterie und dessen pathophysiologische Mechanismen zur Entstehung
vaskularer Kalzifizierung. Durch pathologische Ausldser wie Inflammation, oxidativer Stress und
Apoptose kommt zu einer Differenzierung der glatten GefalRmuskelzellen (VSMC) zu
osteoblastischen VSMC. Durch diese kommt es zu Kalzifizierungen in der Tunica media. Durch
Lipidablagerungen in der Tunica intima kommt es zur Makrophageninfiltration und Differenzierung
von VSMC zu Schaumzellen. Inflammation, oxidativen Stress und Apoptose fiihren zur
Differenzierung von osteoblastischen VSMC und die daraus resultierenden Kalzifizierung der
Tunica intima. Die Abbildung wurde mit Bildern vom Servier Medical Art erstellt und modifiziert
nach (Durham et al., 2018). Servier Medical Art by Servier ist lizenziert mit der Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). (Durham et al.,
2018) ist lizenziet mit der Creative Commons Attribution 4.0 International
(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Mehrere verschiedene Pathomechanismen, wie der Verlust von Inhibitoren, die
Seneszenz, oxidativer Stress, Apoptose und Inflammation beglnstigen die
Differenzierung der kontraktilen VSMC zur osteoblastischen VSMC und die
vaskularen Kalzifizierung. Durch den Verlust von Inhibitoren der Kalzifizierung
wie Matrix Gla Protein (MGP), Osteopontin und Fetuin-A kommt es zu einer
Erhdhung osteogener Marker wie Runt-verwandter Transkriptionsfaktor 2
(RUNX2) wund Knochenmorphogenes Protein 2 (BMP2). Reduzierte
Konzentrationen von MGP und Fetuin-A kénnen unter anderem bei Patient:innen
mit CKD oder Diabetes mellitus gefunden werden und haben somit vor allem
einen Einfluss auf die intimale Kalzifikation und nur einen geringen Einfluss auf
die Kalzifikation der Tunica media (Durham et al., 2018; Westenfeld et al., 2009).
Die Seneszenz ist ein relevanter Faktor fur die Kalzifizierung. In VSMC, welche
sich in Seneszenz befinden, konnte in vitro in der Literatur bereits eine Erhéhung
der Kalzifizierung und erhdhte osteogene Marker wie ALPL und RUNX2
nachgewiesen werden (Nakano-Kurimoto et al., 2009). Oxidativer Stress, wie die
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), sind auch beteiligt an der vaskularen
Kalzifizierung. Diese treten in hdherer Konzentration im Alter und bei CKD auf
und fuhren zur Erhéhung des osteogenen Markers RUNX2. Dies fuhrt zu einer
vermehrten Differenzierung von VSMC zu osteogenen VSMC. Als weiterer
relevanter Faktor hat sich die Apoptose herausgestellt. In der Literatur konnte
bereits nachgewiesen werden, dass eine Inhibition der Apoptose die
Kalzifizierung und die Menge an kalzifizierenden EVs reduziert (Reynolds et al.,
2004). Durch die Apoptose kommt es zur Freisetzung von Apoptosekdrpern,
welche einen hohen Kalziumgehalt aufweisen, welches final in der EZM
akkumuliert und zur Kalzifizierung fuhrt (Proudfoot et al., 2000). Die Inflammation
als Risikofaktor fur die Kalzifizierung ist schon langer bekannt. Hierbei migrieren

Makrophagen, Lymphozyten und dendritische Zellen in die atherosklerotische
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Lasion. Dadurch kommt es zur Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen,
wie TNFa und IL-6. Diese induzieren die Differenzierung von VSMC zu
osteoblastischen VSMC und die Apoptose (Al-Aly et al., 2007). Neben den
gemeinsamen Induktoren der Kalzifizierung der Tunica intima und media weisen
diese jedoch auch separate Pathomechanismen auf. Die Mineralablagerungen in
der Tunica intima treten vermehrt bei Erkrankungen mit kardiovaskularer
Beteiligung, wie Diabetes und Herzinsuffizienz auf. Die Plaque der intimalen
Kalzifizierung setzt sich aus unterschiedlichen Zelltypen, Lipiden und Mineralien
zusammen. Zu den zellularen Bestandteilen zahlen Thrombozyten, Monozyten
und Leukozyten. Die beteiligten Mineralien sind vor allem Kalzium und Phosphat.
Bei der Atherosklerose tragt die Kalzifizierung durch Kalzium- und
Phosphatablagerungen in den spateren Stadien wesentlich zur Versteifung der
Arterienwand bei. Durch diese kommt es zu einer Beeintrachtigung der
Hamodynamik und ein erhdhtes Risiko flr kardiovaskularer Komplikationen.
(Frak et al., 2022; Karwowski et al., 2012). Die Kalzifizierung beginnt als
Mikrokalzifizierung, welche wahrscheinlich durch nekrotische oder apoptotische
Zellen induziert wird. Durch vermehrte Mikrokalzifizierungen entstehen
Makrokalzifizierungen in der Tunica intima (Lee et al., 2020). Die
Mineralablagerungen der Tunica media treten hauptsachlich bei Patient:innen mit
chronischen Niereninsuffizienz (CKD) auf, induziert durch die begleitende
Hyperphosphatamie (Heuschkel et al., 2022). Im Gegensatz zu der intimalen
Kalzifikation fuhrt bei der medialen Kalzifikation das erhdhte Serumphosphat
dazu, dass es in der Gefallwand eingelagert wird, wodurch sich zunachst
Mikrokalzifizierungen  bilden. Diese  akkumulieren im  Verlauf zu
Makrokalzifizierungen (Blaser & Aikawa, 2018). Beide Kalzifizierungsarten
weisen gemeinsame Pathomechanismen auf und werden jedoch auch teilweise
auf unterschiedliche Arten reguliert, jedoch sind EVs von zentraler Rolle fir den

Mineraltransport sowohl in die Tunica intima als auch in der Tunica media.

1.4 Vaskulare Kalzifizierung — Extrazellulare Vesikel als Vermittler der
GefaBverkalkung

Bei EVs handelt es sich um Membranpartikel, welche von Zellen sezerniert
werden. Diese konnen diverse Molekule transportieren, wie beispielsweise RNA
und Proteine. EVs lassen sich in drei Subidentitdten anhand der Biogenese

differenzieren (Ginini et al., 2022; Yu et al., 2023). Es gibt Exosomen, die eine
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GroRe von etwa 50 bis 150 nm aufweisen. Bei diesen handelt es sich um
intraluminale Vesikel, die durch die Fusion von multivesikularen Kérpern (MVB)
mit der Plasmamembran entstehen (Busatto et al., 2021). Mikrovesikel hingegen
haben eine Grofe von circa 100 bis 1000 nm und entstehen durch die Knospung
und Ablésung von der Plasmamembran (Han et al., 2022). Als letzte Gruppe
lassen sich noch apoptotische Kdrperchen abgrenzen, welche eine Grole bis zu
5000 nm aufweisen kdonnen und beim regulierten Zelltod freigesetzt werden
(Nagata, 2018). Fur die EVs stellen die Endozytose und Exozytose zentrale
Prinzipien dar, denn dadurch werden unter anderem der physiologische
Stofftransport und die Zell-Zell-Interaktion reguliert (Yates et al., 2022).
Pathophysiologisch tragen EVs einen erheblichen Teil zu der intimalen und
medialen Gefaltverkalkung bei (Blaser & Aikawa, 2018; Li et al., 2022; Zazzeroni
et al., 2018). Fur die unterschiedlichen pathophysiologischen Funktionen von
EVs muss zunachst zwischen einer Umgebung mit Hyperphosphatamie und
einer inflammatorischen Umgebung unterschieden werden (Abbildung 5). Bei der
Kalzifikation der Tunica media liegt in der Regel eine Hyperphosphatamie vor,
welche zu einer schnellen Kalzifizierung der glatten Gefalimuskelzellen fuhren
kann (Blaser & Aikawa, 2018; Heuschkel et al., 2022). Die Kalzifikation der
Tunica media bei Hyperphosphatadmie entsteht durch die Aufnahme des
Phosphats in die VSMC und deren Bindung an intrazellulare Proteinmediatoren.
Durch die Bindung an die Proteinmediatoren werden Mineralien durch EVs
mittels Exozytose aus der VMSC heraustransportiert (Krohn et al., 2016). Dieser
Prozess erfolgt unabhangig von der gewebsunspezifischen alkalischen
Phosphatase (TNAP), wodurch es, aufgrund der Nukleation von
mineralbeladenen EVs mit niedrigem TNAP-Gehalt, zur schnellen
Gefalikalzifizierung kommt (Blaser & Aikawa, 2018). Es folgt eine Akkumulation
der mineralbeladenen EVs in der Tunica media. Initial entstehen hierbei
Mikrokalzifizierungen, welche sich aufgrund der Akkumulation dieser zu
Makrokalzifizierungen entwickeln (Bakhshian Nik et al., 2017). Die Kalzifikation
der Tunica intima hingegen ist von der TNAP-Aktivitat abhangig. TNAP ist
physiologisch an der Biomineralisation im Knochen und pathophysiologisch an
der Gefalverkalkung beteiligt. TNAP hydrolysiert Phosphatester in alkalischen
Puffer, welches zur Bildung von organischen Radikalen und anorganischen
Phosphat fuhrt. Durch die Freisetzung des anorganischen Phosphats entsteht

ein Konzentrationsgradient zwischen dem intravesikularen und extravesikularen
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Raum, wodurch ein Einstrom von Kalzium und Phosphat in das EV zustande
kommt (New & Aikawa, 2013). Durch die Freisetzung dieser EVs, mit hohem
TNAP- und Mineralgehalt entstehen Kalzifizierungen der Tunica intima, welche
durch eine Reduktion des Kollagennetzes unterstutzt, werden (Goettsch et al.,
2016; Zwakenberg et al., 2020).

Hyperphosphatamie Inflammation

Gefallumen

Intima

Media

Adventitia

Abbildung 5. Einfluss der extrazellularen Vesikel auf die GefdBverkalkung. Bei der
Gefaldverkalkung spielen extrazellulare Vesikel (EVs) eine besonders relevante Rolle. Durch
Endozytose und Exozytose induzieren diese Mikrokalzifizierungen, welche durch Akkumulation
zur Makrokalzifizierungen flhren. Dies ist einerseits induzierbar durch eine Hyperphosphatéamie
wie in der chronischen Nierenerkrankung und andererseits durch Inflammation, welche die
osteogene Differenzierung induziert. Diese fiihrt im weiteren Verlauf durch die Freisetzung von
mineralbeladenen extrazelluldren Vesikeln zur Kalzifikation der Tunica intima. Die Abbildung
wurde mit Bildern von Servier Medical Art erstellt und nach (Hutcheson et al., 2017) modifiziert.
Servier Medical Art by Servier ist lizenziert mit der Creative Commons Attribution 3.0 Unported
License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). (Hutcheson et al., 2017) ist lizenziert mit
der Creative Commons Attribution 4.0 International
(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

1.4.1 Endozytose, endosomale Reifung und Exozytose als
humanbiologische Basisprinzipien

Bei der Endozytose, endosomalen Reifung und Exozytose handelt es sich um

humanbiologische Basisprinzipien, die fir unzahlige Prozesse im menschlichen

Korper relevant sind. Es handelt sich bei diesen Prinzipien um
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membranverlagernde Transporte. Hierbei kommt es zur Abschnlrung eines
Stlicks der Membran. Diese Abschnirung enthalt Moleklle, welche transportiert
werden. Bei der Endozytose handelt es sich um den Transport von Molekulen
von extrazellular nach intrazellular. Hierbei wird zwischen der Phagozytose,
Pinozytose und rezeptorvermittelten Endozytose differenziert (Doherty &
McMahon, 2009) (Abbildung 6). Als einer der wichtigsten Endozytose
Mechanismen gilt die rezeptorvermittelte Endozytose. Hierbei werden kleine bis
mittelgrolle Moleklle durch die Signalkaskade eines membranstandigen
Rezeptors nach intrazellular aufgenommen (Saito et al.,, 2010). Durch diese
Signalkaskade erfolgt die intrazellulare Akkumulation von Clathrinmolekdlen,
wodurch die Membran einstulpt und sich das Vesikel formt. Die Abschnurung des
Vesikels von der Zellmembran erfolgt mittels Dynamin. Vesikel, die durch
Endozytose von der Plasmamembran nach intrazellular gelangen, fusionieren
anschlieBend mit den frihen Endosomen und werden dann in der Zelle weiter
prozessiert und verteilt (Saito et al., 2010). Bei der Phagozytose handelt es sich
um die Aufnahme von gréflieren Molekilen durch phagozytotische Zellen, wie
beispielweise Makrophagen, die Opsonin-Rezeptoren enthalten (Aderem &
Underhill, 1999). Die Pinozytose ist das Prinzip der Aufnahme mittelgrofl3er
geldster Molekile. Dies unterliegt keiner Regulation, sondern verlauft spontan
unter Beteiligung von Aktin (Kay, 2021).

Extrazelluldrraum Clathrin-Triskelion
Zellmembran
Clathrin-coated Pit Clathrin-coated Vesikel s—— Schwere
] Kette
Ligand : . & Leichte —
o | s ! % : Kette
TN E : :
N\ by X
x_{ = AT v/t
Rezeptor ‘%,)% """""""""" f F‘ < ' 5
. Clathrin Clathrin: N g ______%_ i
,.5’7 Recycling \ Extrazelluldrraum
) -
> . X
A
/ é& F& y \?‘ rﬁﬁ Y - «——Dynamin
x £ = /
r J%
W o—
() Zur Zellmembran
é}- \«@ /
Zum Lysosom oder
A Golgi-Apparat */ Endosom Intrazelluldrraum - Clathrin-coated Vesikel

Abbildung 6. Die Endozytose als relevantes physiologisches Prinzip. Die rezeptorvermittelte
Endozytose unterliegt vielen Regulationsmechanismen und Signalkaskaden. Besonders das
Protein Clathrin ist von besonderer Relevanz fir die Formung von Vesikeln bei der Endozytose.
(1) Liganden aus dem Extrazellularraum binden an die Membranrezeptoren. (2) Ligand-Rezeptor-
Komplex vermittelt die Bildung eines Clathrin-coated Pit. (3) Im Verlauf erfolgt die Anlagerung
weiterer Clathrinmolekiile, bis sich ein Vesikel nach intrazellular abschniirt. (4) Abdiffundieren der
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Clathrinmolekile vom Vesikel. (5) Abgabe der Liganden von Rezeptoren ins Vesikelinnere und
Aufteilung des Vesikels in ein Endosom. (6) Neben der Aufteilung in ein Endosom erfolgt auch
die Aufteilung in ein leeres Vesikel (7,8) Recycling der Vesikel/Rezeptoren tber Verschmelzung
mit der Zellmembran. (Amboss, 2024a)

Bei der endosomalen Reifung handelt es sich um den Prozess, der Reifung des
frthen Endosoms (EE) zum spaten Endosom (LE) dber viele
Regulationsmechanismen (Abbildung 7). Die Vesikel werden zunachst von dem
Golgi-Apparat abgeschnurt. Dieser Iasst sich unterteilen in eine Cis-Golgi-Seite
und eine Trans-Golgi-Seite. Die Cis-Golgi-Seite ist verantwortlich flir den
Empfang proteinbeladener Membranvesikel. Anschlielend werden die
aufgenommenen Membranvesikel unterschiedlich modifiziert (Mohan et al.,
2023). Der Golgi-Apparat ist unter anderem verantwortlich fur die Modifikation
von Glykoproteinen, Hormonaktivierung und Adressierung sekretorischer
Proteine. An der Trans-Golgi-Seite erfolgt die Vesikelabschnirung. Diese werden
dann in Richtung der Zellmembran oder des Lysosoms geschickt (Mohan et al.,
2023). Nach der Abschnurung der Vesikel vom Golgi-Apparat schlief3t sich der
endosomale Reifungsprozess an. Wahrend des Reifungsprozess kommt es zu
einer morphologischen Anderung des EE, zu einer Zunahme der lysosomalen
Komponenten, einer Anderung des pH-Wertes und zu einem Austausch der
Membrankomponenten (Huotari & Helenius, 2011). Nachdem die Reifung des
EE zum LE abgeschlossen ist, kann das LE noch mit einem Lysosom zu einem
Endolysosom fusionieren, worauf ein weiterer Reifungsprozess folgt (Abbildung
7).

Lysosom

Fusion von
LE/Lysosom

Plasmamembran
;\\

o
Endolysosom | 'O
y \7/ /

Reifung LE

Abbildung 7. Uberblick iiber die endosomale Reifung. Nach der Abldsung vom Golgi-Apparat
erfolgt die Reifung des friihen Endosoms (EE) liber mehrere Regulationsschritte zum spaten
Endosom (LE). Das LE kann anschlieend noch mit einem Lysosom fusionieren und wird so zum
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Endolysosom. Die Abbildung wurde mit Bildern von Servier Medical Art erstellt und modifiziert
nach (Huotari & Helenius, 2011). Servier Medical Art by Servier ist lizenziert mit der Creative
Commons Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)
(Huotari & Helenius, 2011) ist lizenziert mit der Creative Commons Attribution 4.0 International
(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Bei der Exozytose handelt es sich um die Abgabe von mittelgrof3en bis grof3en
Molekulen an die Zellumgebung durch Membranfusion (Sugita, 2008) (Abbildung
8). Bei den multivesikularen Kérpern (MVB) werden intraluminale Vesikel geformt
durch die Einwartsknospung der endosomalen Membran. MVB fusionieren
anschlieBend Rab-abhangig mit der Plasmamembran und sezernieren ihre
Exosomen nach extrazellular (Blaser & Aikawa, 2018). Neben dem klassischen
Weg kann ein Recyclingendosom (RE) gebildet werden. Der Reaktionsweg
bestimmt, ob die Exozytose des RE langsam oder schnell ablauft. Die Vesikel
besitzen typischerweise eine Lipiddoppelschicht, welche spezifische
Mantelproteine enthalt fur den jeweiligen Exozytose-Pathway (Sugita, 2008).
Anschliel3end erfolgt die Fusion des Vesikels mit der Zellmembran und daraus
resultiert die Sekretion der Molekule nach extrazellular. Die Regulation dieser
Prozesse erfolgt haufig mittels der intrazellularen Kalziumkonzentration oder mit
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Abbildung 8. Uberblick iiber die Exozytose. Die Exozytose stellt eines der wichtigsten
Prinzipien in der Humanbiologie dar. Insbesondere fir den Stofftransport ist sie besonders
relevant und Stérungen dieser dufdern sich klinisch. (1) Die cis-Seite erhalt Transportvesikel mit
Syntheseprodukten aus dem rauen endoplasmatischen Retikulum (rER). Die Vesikel enthalten
zum einen Proteine des rER und zum anderen nicht-zytosolische Proteine. Nicht-zytosolische
Proteine sind lysosomale, sekretorische und Transmembranproteine, wobei letztere bereits im
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rER in die Membran eingelagert wurden. (2) Die nicht-zytosolischen Proteine werden von Zisterne
zu Zisterne weitergeschickt und im Verlauf modifiziert. (3 - 5) An der trans-Golgi-Seite werden
dann Vesikel mit Membranproteinen, Exportvesikel oder Lysosomen abgeschnirt, die zur
Zellmembran gelangen und mit dieser verschmelzen und zum Zielort gelangen. Modifiziert nach
(Amboss, 2024b).

1.4.2 Rab-Proteine als Regulatoren der Exozytose und endosomalen
Reifung
Bei Rab-Proteinen handelt es sich um kleine GTPasen, die insbesondere fur den
intrazellularen Transport von Vesikeln von Bedeutung sind. Rab5 st
verantwortlich fir die Endozytose und Fusion der Vesikel. Rab11 und Rab25
regulieren das langsame Recycling mittels Recycling-Endosomen und Rab4 das
schnelle Recycling. Rab7 ist fir die endosomale Reifung und die Fusion mit
Lysosomen verantwortlich. Rab1 und Rab2 spielen bei der Regulation des
Transports vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat eine Rolle
(Martinez-Arroyo et al.,, 2021). Somit sind Rab-GTPasen von besonderer

Bedeutung fur die intrazellulare Regulation (Tabelle 2).

Tabelle 2. Ubersicht iiber die Funktionen der Rab-Proteine (Martinez-Arroyo et al., 2021).
Rab Funktion

1/2 Transportregulation vom endoplasmatischen Retikulum zum

Golgi-Apparat

4 Schnelles Recycling der Endosomen
5 Endozytose und Vesikelfusion
7 Endosomale Reifung und Fusion mit Lysosomen
11/25 Langsames Recycling mittels Recycling-Endosomen
27a Vesikelfusion in der Exozytose
27b Vesikelmotilitat in der Exozytose

Die Aktivierung beziehungsweise Deaktivierung dieser GTPasen erfolgt in
Abhangigkeit von Guanosintriphosphat (GTP). Durch den GTP-Austauschfaktor
(GEF) erfolgt die Freisetzung von gebundenem Guanosindiphosphat (GDP).
Daraufhin erfolgt die Bindung des im Zytosol hdher konzentrierten GTPs an das
Rab-Protein. Hierdurch erfolgt die Aktivierung des Rab-Proteins. Die
Inaktivierung erfolgt durch die Hydrolyse von GTP zu GDP mittels des GTPase-
aktivierenden Proteins (GAP) (Li & Marlin, 2015) (Abbildung 9).
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Abbildung 9. GTPase Regulation der Rab-Proteine. Die Regulation der Rab-Proteine erfolgt
in Abhangigkeit von Guanosintriphosphat (GTP). Rab-Proteine liegen bei einer Bindung von GTP
aktiv vor. Bei einer Bindung von Guanosindiphosphat (GDP) liegen sie inaktiv vor. Die Hydrolyse
wird durch das GTPase-aktivierende Protein (GAP) unterstiitzt und die Aktivierung durch den
GTP-Austauschfaktor (GEF). Die Abbildung wurde mit Bildern vom Servier Medical Art erstellt.
Servier Medical Art by Servier ist lizenziert mit der Creative Commons Attribution 3.0 Unported
License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Die GTPase Rab7 ist verantwortlich fur die endosomale Reifung und die
lysosomale Fusion. Rab7 ist unterteilbar in Rab7a und Rab7b, welche sich in
ihrer Funktion und Lokalisation unterscheiden (Guerra & Bucci, 2016). Rab7a ist
hauptsachlich im spaten Endosom (LE) vorhanden und nur wenig ausgepragt im
frihen Endosom (EE). Rab7b ist lokalisiert im Trans-Golgi-Netzwerk und im LE
und reguliert den retrograden Transport des Endosoms zum Trans-Golgi-Apparat
(Progida et al., 2010). Die geringe Auspragung von Rab7a im EE ist bedingt
durch die endosomale Reifung von EE zum LE. Dort erfolgt die Rab-Konversion
von Rab5 zu Rab7, sodass beim LE nur noch Rab7 vorhanden ist (Abbildung 10).
Die Rab-Konversion erfolgt durch die Unterbrechung der Aktivierung von Rab5
mit Rabex-5 und die Rekrutierung und Aktivierung von Rab7. Beides wird durch
SAND-1/Mon1 und Ccz1 reguliert (Kinchen & Ravichandran, 2010; Poteryaev et
al., 2010). Die hauptsachliche Funktion von Rab7a ist die Regulation des
Transports vom EE zum LE und dessen Transport zum Lysosom mittels Dynein-
und Kinesin-Motoren (Guerra & Bucci, 2016; Zhang et al., 2009). Fiur den
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Transport mittels Dynein erfolgt die Rekrutierung eines Rab interagierenden
lysosomalen Proteins (RILP) durch Rab7 in der GTP-gebundenen Form.
Dadurch kommt es zur Aktivierung eines Dynein-Dynaktin-Komplexes
(Cantalupo et al., 2001; Jordens et al., 2001). Fur die Aktivierung der Kinesin-
Motoren erfolgte eine Interaktion zwischen Rab7 und FYVE und einem Coiled-
Coil-Domane enthaltendes Protein 1 (FYCO1) (Pankiv et al., 2010). Die
Regulation der Fusion des LE mit dem Lysosom ist noch nicht abschlieend
geklart. Als Hypothesen wurden aufgestellt, dass es zu einem vesikularen
Trafficking kommen konnte, eine kontinuierliche Fusion stattfinden kdonnte oder
zunachst die Bildung eines Endolysosom mit anschlieBendem Remodeling
stattfinden konnte (Guerra & Bucci, 2016). Mutationen von Rab7 sind assoziiert
mit der Charcot-Marie-Tooth-Krankheit [IB. Diese aulRert sich durch langsam
progrediente motorische und spater motorisch-sensible Polyneuropathie mit
Atrophie der Wadenmuskulatur (Saveri et al., 2020). Die Inhibition der
endosomalen Reifung durch Hemmung von Rab7 kann durch den Inhibitor CID-
1067700 erfolgen. Hierbei erfolgt eine unspezifische Inhibition von Rab7a und
Rab7b.

Diffusion von Rab5 in
Abhangigkeit von Rab7a

@

Bildung von

Rab5 EE Rab5-Doménen Rab7a LE
L 0-0-0-
© l

O

O ) Neu geformtes Rab5-

Endosom wird fur erneute
O Rab5 Reifung genutzt

Abbildung 10. Die endosomale Reifung vom friihen zum spaten Endosom unterliegt der
Rab-Konversion von Rab5 zu Rab7. Nach der Endozytose erfolgt am frihen Endosom (EE)
durch Einfluss der Rab-Proteine die Regulation der weiteren Verwertung. Durch den Austausch
von Rab5 durch Rab7 entsteht aus dem EE ein spates Endosom (LE). Der Austausch erfolgt
progredient bis Rab5 komplett durch Rab7a im spaten Endosom (LE) ausgetauscht wurde. Die
ausgetauschten Rab5-Domanen konvergieren und bilden am Ende ein funktionelles Rab5-
positives Endosom. Die Abbildung wurde mit Bildern vom Servier Medical Art erstellt und
modifiziert nach (Skjeldal et al., 2021). Servier Medical Art by Servier ist lizenziert mit der Creative
Commons Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).
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(Skjeldal et al., 2021) ist lizenziert mit der Creative Commons Attribution 4.0 International
(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Neben der Regulation der endosomalen Reifung sind Rab-Proteine auch an der
Steuerung der Exozytose beteiligt (Izumi, 2021). Eine zentrale Rolle bei der
Induktion der Exozytose spielt Rab27 (Abbildung 11). Dieses Protein wird in die
Isoformen Rab27a und Rab27b unterteilt, die beide in sekretorischen Zellen an
der Trans-Golgi-Seite, sowie in Endosomen Iokalisiert sind, jedoch
unterschiedliche Funktionen erfillen (Gomi et al., 2007; Ostrowski et al., 2010;
Pfeffer, 2010). Rab27b ist in der Literatur mit der Regulation der Vesikelmotilitat
in Verbindung gebracht worden, insbesondere in Zusammenarbeit mit dem
Effektorprotein Slac2b (Ostrowski et al., 2010). Experimente mit Rab27b-
Knockout-Modellen deuteten darauf hin, dass Rab27b den Transfer von Vesikeln
von Mikrotubuli zum aktinreichen Kortex sowie deren Verbleib in der
Zellperipherie reguliert (Ostrowski et al., 2010). Zudem konnte in der Literatur
beobachtet werden, dass Endosomen in der Elektronenmikroskopie bei Rab27b-
Knockouts verkleinert waren. Dies legt nahe, dass Rab27b beim Transfer von
Membranen vom Golgi-Apparat zu den Endosomen eine Rolle spielt (Ostrowski
etal., 2010; Savina et al., 2002). Rab27a hingegen ist zusammen mit Slp4-a und
dem Effektor JFC1 an dem Andocken und der Fusion des Vesikels mit der
Zellmembran beteiligt (Abbildung 11A-B) (Huang et al., 2023; Pfeffer, 2010).
Rab27a-Silencing hat eine reduzierte Fusion und Vergrolerung der Vesikel zur
Folge (Ostrowski et al., 2010). Die Rab27a-JFC1-Interaktion kann mittels
Nexinhib20 inhibiert werden, welches folglich zur Hemmung der Exozytose fuhrt
(Abbildung 11B) (Johnson et al., 2016). Es ist noch nicht abschlielend geklart,
ob die Regulation der Vesikelmotilitat und die Membranfusion Uber denselben
Signalweg oder unabhangig voneinander reguliert werden (Ostrowski et al.,
2010). Mutationen in Rab27a fihren zum Griscelli Syndroms Typ Il, welches sich
klinisch durch Hypopigmentierung und Immundefizienz aufiert (Ohishi et al.,
2020). Insbesondere unter Berucksichtigung der klinischen Konsequenzen ergibt
sich eine hohe Relevanz von Rab27 in der Exozytose und von Rab7 in der

endosomalen Reifung.
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Abbildung 11. Die Exozytose und die Relevanz von Rab27. (A) Regulation der Exozytose
unterliegt vielen Mechanismen. Die Regulation erfolgt unter anderem durch die GTPase Rab27,
die sich funktionell noch in Rab27a und Rab27b unterteilen lasst. Rab27A ist hierbei mit Spl4-a
verantwortlich fir die Membranfusion und Rab27B mit Slac2-b fir die Vesikelmotilitat. Die
Abbildung wurde mit Bildern vom Servier Medical Art erstellt. Servier Medical Art by Servier ist
lizenziert mit der Creative Commons  Attribution 3.0 Unported License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). Abbildung modifiziert nach (Pfeffer, 2010) (B).
Rab27A interagiert mit JFC1 fur die Induktion der Exozytose. An dieser Interaktion setzt
Nexinhib20 an und inhibiert so die Rab27A-JFC1-Interaktion. (Johnson et al., 2016) ist lizenziert
mit der Creative Commons Attribution 4.0 International
(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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2 Zielsetzung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen weisen die hdchste Mortalitdt weltweit auf.
Dennoch stehen nur wenige Therapieoptionen der Atherosklerose und
Gefalikalzifizierung zur Verfugung, weshalb eine weitere Erforschung der
zugrundeliegenden Pathophysiologie notwendig ist. Durch vorhandene Daten
der AG Gottsch und Literatur ist bereits bekannt, dass EVs an der Initiation der
vaskularen Kalzifikation der Tunica media, als auch der Tunica intima von
Arterien beteiligt sind. FlUr die Kalzifikation der Tunica intima wurde ein
Zellkulturmodell mit osteogenem Medium und fir die Tunica media ein
Kalziumphosphat-angereichertes Medium genutzt (Heuschkel et al., 2022).
Diese Dissertation unterliegt der Hypothese, dass die Hemmung der
endosomalen Reifung und der Exozytose, die EV-vermittelte Gefallverkalkung

reduziert.

Die Zielsetzung wurde mittels in vitro Kalzifizierung mit zwei Modellen an SMC
untersucht. Die Inhibition erfolgte mittels zweier Molekile. Nexinhib20 inhibiert
die Rab27a-JFC1-Interaktion und dementsprechend die Exozytose. CID-
1067700 ist ein Inhibitor der BODIPY-GTP-Bindung an Rab7 und hat
dementsprechend Einfluss auf die endosomale Reifung. Es folgte eine
Untersuchung der Zellvitalitat mittels Messung der metabolischen Aktivitat und
direkter Darstellung lebender und toter Zellen durch eine Fluoreszenz-Farbung.
Zur Visualisierung der Matrixmineralisierung wurde eine Alizarin-Rot-Farbung
durchgefihrt, welche per Elution und Bildanalyse quantifiziert wurde. Durch die
Nanotracking-Analyse erfolgte die Bestimmung der EV-Menge auf Grundlage der
Brownschen Molekularbewegung. Die Durchflusszytometrie diente der
Bestimmung der Mineralbeladung basierend auf einer CellTracker
Green/Osteosense-Doppelfarbung. Es erfolgte die Messung der enzymatischen
Aktivitat der gewebsunspezifischen alkalischen Phosphatase. Final erfolgte die
Bestimmung der mineralisierungsassoziierten Genen ALPL, BMP2 und TAGLN

per Polymerase-Kettenreaktion.
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3 Material & Methoden
3.1

Tabelle 3. Reagenzien und Chemikalien

Materialliste

Substanz

Firma

2-Propanol

alamarBlue® — Zellvitalitats-Reagenz

Alizarin Rot

Kalziumchlorid (CaClz)
Celltracker Grin (CTG)

Sigma-Aldrich,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

St.Louis, Missouri,

Missouri,

Cetylpyridiniumchlorid Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri,
USA

Chloroform Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri,
USA

CID-1067700 Biozol, Eching, Deutschland

Dexamethason Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri,
USA

Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth  GmbH, Karlsruhe,

(Na2HPO4) Deutschland

DNAse AWAY Molecular BioProducts, San Diego,

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) + 4.5 g/l D-Glucose + L-
Glutamine; (-) Pyruvate

Kalifornien, USA
Gibco - Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Dulbecco’s Phosphat-gepuffertes Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri,

Saline (modifiziert, ohne Kalzium und USA

Magnesiumchlorid) (PBS)

Ethanol Carl Roth  GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Fetales Kalberserum (FBS) Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri,
USA
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Fluoreszeindiacetat (FDA) (1,0 mg/ml
in H20)

FluoroBrite™ DMEM
L-Ascorbinsaure-2-Phosphat
Natriumdihydrogenphosphat

(NaH2PO4)
Nexinhib20

Nuklease-freies Wasser
OsteoSense 680EX
Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptomycin
Propiumiodid

(Ph) (25 mg/ml in

Aceton)

RNase AWAY

RNase Inhibitor

TagMan Fast Advanced Master Mix 2x

TagMan Gene Expression Assays 20x

Triton-X-100

TRIzol RNA Isolationsreagenz

Trypan Blau (0.4%)

Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Missouri,

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri,
USA

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri,
USA

Bio-Techne GmbH -  Tocris,
Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland

Qiagen, Venlo, Niederlande
PerkinElmer, Waltham,
Massachusetts, USA

Carl Roth  GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri,
USA

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri,
USA

Molecular BioProducts, San Diego,
Kalifornien, USA

Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA
Applied Biosystems, Waltham,

Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA

Missouri,

Missouri,
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Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri,

(EDTA) Lésung (0,5%) USA
B-Glycerolphosphat Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri,
USA
Tabelle 4. Kits
Kit Firma

Alkaline Phosphatase Activity Biovision, Zurich, Schweiz
Colorimetric Assay Kit

Bicinchoninsaure Protein Assay Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Kit Massachusetts, USA
High-Capacity cDNA Reverse- Applied Biosystems, Waltham,
Transcription Kit Massachusetts, USA

Tabelle 5. Tagman Proben

Gen Name ID Firma
ALPL Alkaline HS01029144 m1 Thermo Fisher
phosphatase Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
TAGLN Transgelin HS01038777-g1  Thermo Fisher

Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

RPLPO Ribosomal HS99999902 m1 Thermo Fisher
protein lateral Scientific, Waltham,
stalk subunit PO Massachusetts, USA

BMP2 Bone Hs00154192_m1 Thermo Fisher
Morphogenetic Scientific, Waltham,
Protein 2 Massachusetts, USA

Tabelle 6. Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Firma

10 mL Stripette™ serologische . .
_ Corning, Corning, New York, USA
Pipette
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12-Well-Platten

25 mL Stripette™ serologische
Pipette
Corning® Sterile 5 mL Stripette

Serological Pipets
Glas-Pasteurpipetten

Eppendorf Safe-Lock Tubes -
Reaktionsgefal3, 2 ml

Falcon® 24-well Clear Flat Bottom
Falcon® 96-well Clear Flat Bottom

Pipettenspitzen, 200 pl

Pipettenspitzen, 50 — 1000 pl

Schraubrohre, 50 ml

Spritze, 1 ml

Spritze, 10 ml

TipOne® Filter Pipettenspitzen,
10 pl

TipOne® Filter Pipettenspitzen,
1000 pl

TipOne® Filter Pipettenspitzen,
200 pl

Zellkultur Multiwellplatte, 48 Well

Zentrifugenréhrchen, 15 ml

0.2 ml 8-Strip Non-Flex PCR
Tubes

Corning® 25 mm Diameter
Syringe Filters, 0.2 ym Pore RC

Membrane

VWR International, Radnor, Pennsylvania,
USA

Corning, Corning, New York, USA

neoLab Migge GmbH, Heidelberg,
Deutschland
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,

Deutschland
Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Corning, Corning, New York, USA
Corning, Corning, New York, USA
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA

B. Braun SE, Melsungen, Deutschland

Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland

Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland

Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich
Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland

Corning, Corning, New York, USA
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Reaktionsgefale

Multi® SafeSeal, 0.5 ml, farblos

Minisart® High

Spritzenvorsatzfilter, 0,1 ym

Flow

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well-

Reaktionsplatte, 0,1 ml
Pipettenspitzen, 0,5 — 10 pl

Reaktionsgefalle
ROTILABO® 1,5 ml schwarz

SafeSeal Reagiergefal3, 1,5 ml

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,

Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, NUmbrecht,

Deutschland

Tabelle 7. Technische Gerate und Equipment

Equipment Firma
BioTek Cytation 5 Cell Imaging BioTek Instruments, Inc., Winooski,
Multimode Reader Vermont, USA
. . BioTek Instruments, Inc., Winooski,
BioTek EL808 Microplate Reader
Vermont, USA
BioTek Instruments, Inc., Winooski,
BioTek ELx808 Microplate Reader
Vermont, USA
Beckman Coulter GmbH, Krefeld,

CytoFLEX S Durchflusszytometer

Digital dry bath

Eppendorf ~ Research®

pipette set

plus

EVOS® FL Cell Imaging System

Grant

Personal Vortexmischer

Instruments™ PV-1

HeracellTM 150i CO2 Inkubator

Deutschland

Labnet International Inc., Edison, New
Jersey, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA
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Heraeus Fresco 21
Mikrozentrifuge

Heraeus Megafuge 40R
Zentrifuge

Heraeus Trockenschrank T5042
Leica DMI6000

Leica DMIL LED

Milli-Q® Advantage A10

NanoDrop® Spectrophotometer
ND- 1000

NanoSight NS300

Pippetierhilfe accu-jet® S
Pippetierhilfe Integra Pipetboy 2
Pippetierhilfe Pippetus
StepOnePlus™ Real-Time PCR

System
Tischzentrifuge Mini Star

Veriti 96-Well Thermocycler
Wasserbad

Zellkulturbank HeraSAFEks

Tabelle 8. Programme

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Germany

Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

WR, Radnor, Pennsylvania, USA

Malvern Panalytical, Malvern,
GroRbritannien

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

INTEGRA  Biosciences Deutschland
GmbH, Biebertal, Deutschland
Hirschmann GmbH, Eberstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

VWR International, Radnor, Pennsylvania,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Memmert, Schwabach, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Programm

Firma

BioRender
(https://www.biorender.com)
BioTek Gen5 (Version 3.12)

BioRender, Toronto, Kanada

Agilent, Santa Clara, Kalifornien, USA
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Fiji (Imaged) (Version 2.9.0)

Graph Pad Prism (Version 10.0.3)

i-control (Version 3.08.01)

Microsoft Office 365 (Version
16.74)
NanoDrop® ND-1000
3.8.1)
NanoSight NTA (Version 3.2)

(Version

SMART - Sevier Medical

(https://smart.servier.com)

Art

Wayne Rasband, National Institutes of
Health

GraphPad
Kalifornien, USA

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Software, San  Diego,

Microsoft,
USA
VWR International, Radnor, Pennsylvania,
USA

Malvern

Albuquerque, New Mexico,

Panalytical, Malvern,
Worcestershire, Vereinigtes Konigreich

Elsevier, Amsterdam, Niederlande

StepOnePlus™ Software (Version Thermo Fisher Scientific, Waltham,
2.0) Massachusetts, USA
3.2  Puffer und Lésungen
Tabelle 9. Puffer und Losungen
Puffer / LOsung Zusammensetzung
4% Paraformaldehyd-Lésung 4% (w/v) PFA in PBS (pH 7,4)
(PFA)

Wachstumsmedium (CM)

Kalziumphosphathaltiges Medium
(CaP)

Dexamethason

L-Ascorbinsaure-2-Phosphat

DMEM + 4.5 g/L D-Glucose, L-Glutamine;
(-) Pyruvate

10% fetales Kalberserum (FBS)

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
Wachstumsmedium

1,2 mM CaClz

(finale Konzentration: 3,0 mM)

1,09 mM Phosphatpuffer

(81% Na2HPO4 und 19% NaH2PO4)
(finale Konzentration 2,0 mM)

25 yM Dexamethason

Ethanol (EtOH)

10 mM L-Ascorbinsaure-2-Phosphat
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Destilliertes Wasser (dH20)

Osteogenes Medium (OM) Wachstumsmedium
10 mM B-Glycerolphosphat
100 pM L-Ascorbinsaure-2-Phosphat
10 nM Dexamethason
B-Glycerolphosphat 1 M B-Glycerolphosphat
Destilliertes Wasser (dH20)

3.3 Methoden
3.3.1 Zellbiologische Methoden

Im Folgenden werden die zellbiologischen Methoden zur Kultivierung und
Vitalitatsmessung der immortalisierten koronar-arteriellen glatten
GefalBmuskelzellen (imSMC) beschrieben. Die Immortalisierung von SMC
erfolgte mittels Simian Virus 40 large T Antigen (SV40LT) und menschlicher
Telomerase Reversetranskriptase (HTERT) (Heuschkel et al., 2022). Die
Durchfiihrung der folgenden Methoden erfolgte unter sterilen Bedingungen in der
Zellkulturbank.

3.3.1.1 Kultivierung von glatten GefaBmuskelzellen

ImMSMC sind adharente Zellen und wurden in T75-Flaschen in 10 ml
Wachstumsmedium (DMEM + 4.5 g/L D-Glucose, L-Glutamine; (-) Pyruvate 10%
(v/iv) fetales Kalberserum (FBS), 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin) (CM) im
Inkubator bei 37°C und 5% Kohlenstoffdioxid kultiviert. Hierbei dient FBS zur
Aufrechterhaltung der Zellvitalitat, sowie zur Anregung des Zellmetabolismus und
der Zellteilung. Penicillin/Streptomycin dient zur Vermeidung der Kontamination
der Zellkultur mit Pilzen und Bakterien. Alle Medien und Puffer wurden im

Wasserbad bei 37°C vorgewarmt.

3.3.1.2 Subkultivierung von Zellen

Sobald die Zellen eine Dichte zwischen 80 % und 90% Konfluenz erreicht haben,
welches durch Mikroskopieren tberprift wurde, wurden diese subkultiviert. Fur
die Subkultivierung wird das Enzym Trypsin verwendet. Trypsin ist eine
Serinprotease, welche die Adhasionsmembranproteine spaltet. Dadurch werden

adharente Zellen, die an der Kulturflasche haften, in Suspension freigesetzt. Die
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Zellen wurden zunachst zweimal mit vorgewarmter Phosphat-gepufferter
Kochsalzlésung (Phosphate-buffered saline; PBS) gewaschen, um das Medium
und fetale Kalberserum (FBS) vollstandig zu entfernen. Anschlieend wurde
vorgewarmte 0,5%-ige Trypsin-EDTA Losung (3 ml/75 cm?) hinzugegeben und
im Inkubator bei 37°C fur 1 min inkubiert, um eine optimale Enzymaktivitat zu
gewahrleisten. Unter dem Mikroskop wurde tberprift, ob sich die Zellen von der
Oberflache des Zellkulturgefalies gelost haben. AnschlieRend wurden 7 ml CM
hinzugegeben, um die Trypsin-Reaktion durch das Enzym o1-Antitrypsin,
welches sich im FBS befindet, zu inaktivieren. Die Zellsuspension wurde
anschlieBend fir 5 min bei 300 xg bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in 9 ml Wachstumsmedium

resuspendiert.

3.3.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neubauerzahlkammer und Trypanblau bestimmt.
Trypanblau ist ein Farbstoff zur Bestimmung der Zellvitalitat. Dieser dringt in tote
Zellen ein und ermdglicht so einen Ruckschluss auf die Zellvitalitat. Die
Zellsuspension und eine 0,4%ige Trypanblau-Lésung wurden im Verhaltnis 1:2
in einem Reaktionsgefall gemischt und die Neubauer-Zahlkammer wurde mit der
angefarbten Zellsuspension beladen. AnschlieRend wurden die Zellen, welche
nicht blau gefarbt sind, unter dem Mikroskop mit einer Neubauer-Zahlkammer in
vier Eckquadranten gezahlt. Die Zellsuspension wird zuvor so verdunnt, sodass
maximal 50 Zellen pro Quadrat gezahlt werden. Die Zellzahl pro ml berechnet

sich durch Formel 1.

Zellzahl _ gezahlte Zellen
ml 4 (Anzahl an Quadranten)

x Verdunnungsfaktor x 10*

Formel 1. Berechnung der Zellzahl pro ml mittels Neubauerzdhlkammer.

Diese Formel basiert auf dem Kammerfaktor der Neubauerzahlkammer. Denn
aufgrund der Flache von 1 mm? der Quadrate, einer Kammerhoéhe von 0,1 mm
und vier Quadranten ergibt sich der Faktor 10*. Der Verdiinnungsfaktor basiert
auf der Verdlinnung der Zellsuspension mit Trypanblau im Verhaltnis 1:2. Die
Zellen wurden anschlieend mit einer Zelldichte von 26 000 Zellen/cm? auf 12-
Well-Platten fir gPCR und 24-Well-Platten fir die restlichen Analysen ausgesat.

Hierbei wurde die Ziel-Zellzahl mit Formel 2 berechnet.
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_ Ziel-Zellzahl x Verdiinnungsfaktor
Zellzahl= .
gezahlte Zellzahl

Formel 2. Berechnung der gewiinschten Zellzahl.

3.3.1.4 In vitro Modelle der Gefaverkalkung

Es wurden zwei in vitro GefaRverkalkungsmodelle in imSMCs verwendet. Diese
Modelle dienen zur Imitation der Gefaldverkalkung der Tunica intima und der
Tunica media. Das osteogene Medium (OM) stellt ein Modell fur die intimale
Gefalverkalkung dar (Heuschkel et al., 2022). InSMCs wurden fiur bis zu 14
Tage in osteogenem Medium (OM; CM supplementiert mit 10 mM B-
Glycerolphosphat, 100 uM L-Ascorbinsaure und 10 nM Dexamethason) kultiviert.
B-Glycerolphosphat dient als Phosphatquelle und induziert die Aktivitat der
gewebsunspezifischen alkalischen Phosphatase (TNAP). L-Ascorbinsaure ist
verantwortlich fur die Erhdhung der Kollagenproduktion und Dexamethason
induziert osteogene Gene. Als Kontrolle diente CM. Das Medium wurde alle drei
Tage erneuert. Im Gegensatz dazu, stellt das mit Kalzium und Phosphat
angereicherte Medium (CaP) ein Modell fur die mediale GefalRverkalkung dar
(Heuschkel et al., 2022). Hierfur wurden imSMCs bis zu sieben Tage in CaP
Medium (CM supplementiert mit 1,2 mM CaClz und 1,09 Phosphatpuffer (Tabelle
9) kultiviert. Durch die Hinzugabe von Kalziumchlorid und Phosphatpuffer wurde
eine Endkonzentration von 3 mM Kalzium und 2 mM Phosphat im Medium

erreicht. Das Medium wurde alle drei Tage erneuert.

3.3.1.5 Inhibition von Rab7 und Rab27

Die Inhibition der GTPase Rab7, welche fir die endosomale Reifung von
Relevanz ist, erfolgte mittels CID-1067700 in den Konzentrationen 0,1, 1 und
10 uM. Fur die Inhibition von Rab27 wurde Nexinhib20 in den Konzentrationen
0,5, 0,75, 1 und 2 yM genutzt. Durch die Inhibition von Rab27 wird die Exozytose
beeinflusst. Die Zellen wurden in kalzifizierendem Medium, welches mit den
Inhibitoren supplementiert wurde, kultiviert. Die Inhibitoren wurden in
Dimethylsulfoxid (DMSOQO) geldst, sodass CM und OM supplementiert mit DMSO
im Verhaltnis 1:1000 als Kontrolle fungierten.
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3.3.1.6 Konditioniertes Medium zur Analyse extrazellularer Vesikel

Nach sieben (CaP) und nach 10 (OM) Tagen wurden Zellen zur Analyse von EVs
fir 24 h in Wachstumsmedium mit 0,1% FBS kultiviert. Die Reduktion des FBS
dient der Reduktion der Partikelhintergrundes (Haraszti et al., 2019).
Anschlieend wurde zur weiteren Analyse von EVs das konditionierte Medium
abgenommen und in Reaktionsgefalie Uberfihrt. Diese wurden bei 1000 xg fir 5
min bei 4°C zentrifugiert, um Zellreste aus dem konditionierten Medium zu
entfernen. AnschlieRend wurde der Uberstand in neue Reaktionsgefalie
Uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Die gesammelten
EVs wurden anhand des Aggregationsassays, Durchflusszytometrie und NTA

analysiert.

3.3.1.7 Bestimmung der Zellvitalitat mittels Resazurin-Reduktion

Bei der Resazurin-Reduktion erfolgte die Bestimmung der Zellvitalitat mittels
Resazurin, welches initial blau, nicht-fluoreszierend und zellpermeabel ist. Bei
Zelleintritt in lebende Zellen wird Resazurin zu Resorufin, durch Enzyme mit
Diaphorase-Aktivitat in den Mitochondrien reduziert, das rot-fluoreszierend ist.
Somit findet bei der Methode der Resazurin-Reduktion eine Messung der
metabolischen Aktivitat statt. Als Methode fur die Resazurin-Reduktion wurde
alamarBlue genutzt. Die Zellvitalitat wird bei der CaP-induzierten Kalzifizierung
nach sieben und bei OM nach vierzehn Tagen bestimmt. Die Zellen wurden mit
PBS gewaschen und mit dem alamarBlue Reagenz 1:10 in CM verdunnt flr vier
Stunden im Zellkulturinkubator inkubiert. Je 100 pl des Uberstandes wurden in
eine transparente und in eine schwarze 96-well Platte Gberflhrt. Die Bestimmung
der Absorption erfolgte in der transparenten Platte, mit dem Cytation5 der Firma
BioTek Instruments. Die Messung erfolgte mit einer Wellenlange von 570 nm und
der Referenzwellenlange 600 nm. Die Messung bei 570 nm diente hierbei zur
Messung der Substratumsetzung und 600 nm zur Bestimmung des
Hintergrundes. Parallel wurde in der schwarzen Platte die Fluoreszenz bei einer
Extinktion von 550 nm und einer Emission von 590 nm mittels BioTek Cytation 5
Cell Imaging Multimode Reader bestimmt. Die Messung der Fluoreszenz und der

Absorption erfolgte zum Vergleich beider Methoden.

30



3.3.1.8 Bestimmung der Zellvitalitat mittels Fluoreszeindiacetat-
Propiumiodid-Farbung

Weiterhin wurde die Fluoreszeindiacetat (FDA)-Propiumiodid (Pl)-Farbung zur
Messung der Zellvitalitat genutzt, die unabhangig von der metabolischen Aktivitat
ist. Lebenden Zellen nehmen den nicht fluoreszierenden Farbstoff FDA auf. In
lebenden Zellen findet eine Umsetzung in den grin fluoreszierenden Metaboliten
Fluoreszein durch unspezifische membranstandige Esterasen statt. Damit ist das
grune Fluoreszenzsignal reprasentativ fur lebende Zellen. Dahingegen kann der
rot fluoreszierende Farbstoff Pl nur in tote Zellen eindringen, da durch den Zelltod
die Zellmembran permeabel wird. Pl interkaliert in die DNA im Zellkern. Tote
Zellen fluoreszieren nach der Farbung rot. Fir die Positivkontrolle der PI-Farbung
wurde ein Well mit Triton-X-100 (1:5000 verdinnt in PBS), welches den Zelltod
durch die Zerstorung der Lipiddoppelmembran fordert, fur 2 min inkubiert. Fur die
FDA-PI Farbung wurden FDA (5 mg/ml in H20) 1:110 und PI (0,5 mg/ml in
Azeton) 1:100 in PBS verdunnt. Dies erfolgte lichtgeschitzt in schwarzen
ReaktionsgefalRen. Die Zellen wurden fur 30 Sekunden mit der FDA-PI-Lésung
lichtgeschutzt bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Zuvor wurden die Zellen
zweimal mit vorgewarmten PBS gewaschen und nach der Farbung wurde die
FDA/PI-Lésung durch PBS ersetzt. Die Zellvitalitat mittels FDA-PI-Farbung
wurde bei der CaP-induzierter Verkalkung an Tag sieben und bei OM-induzierter
Verkalkung an Tag vierzehn durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit dem
Fluoreszenzmikroskop Leica DMI 6000 in dem grunen und roten Kanal
mikroskopiert (Tabelle 10). Es wurden pro Well Bilder in Triplikaten mit einer
zehnfachen VergroRerung (Objektivnummer 506259) angefertigt. Die
Quantifizierung der FDA-PI-Bilder erfolgte mittels Fiji (Version 2.9.0). Dafur
wurden die Bilder in den grinen und roten Kanal separiert und mittels Watershed
Separation die einzelnen Zellen voneinander unterschieden. Anschlieend
wurden die Zellen bei einem Threshold fur die FDA-Bilder von 43 und fur Pl mit
einem Threshold von 31 analysiert (Anhang Abbildung 1A & 1B).

Tabelle 10. Filtereinstellungen des Fluoreszenzmikroskopes.

Filter Kanal Exzitation [nm] Emission [nm]
L5 (FDA) Gran 440 - 520 505
N2.1 (PI) Rot 515 - 560 580
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3.3.2 Molekularbiologische Methoden

3.3.2.1 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsaure
Assay
Der Bicinchoninsaure Assay (BCA) dient zur Quantifizierung der Proteinmenge
in einer Probe. Dieser basiert auf der Reduktion von Cu?* zu Cu'* durch Proteine
im alkalischen Medium und dem kolorimetrischen Nachweis von Cu'* mittels
Bicinchoninsaure. Zunachst erfolgt die Chelatbildung von Proteinen mit den
Kupferkationen im  alkalischen Milieu. AnschlieBend erfolgt eine
Farbentwicklungsreaktion der Bicinchoninsaure mit den reduzierten
Kupferkationen, sodass ein violettes Reaktionsprodukt entsteht. Die Bestimmung
der Proteinkonzentration erfolgte anhand einer Standardkurve von 25 ul Albumin
in den Konzentrationen 0, 12,5, 25, 62,5, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000
pg/ml Albumin (Tabelle 11). Die Proben mit einem Volumen von 25 pl wurden 1:2
in dH20 verdlinnt und in technischen Replikaten auf eine transparente 96 Well
Platte pipettiert. Es folgte die Hinzugabe von 200 ul Arbeitslésung, welche zu 50
Teilen aus Reagenz A und zu 1 Teil aus Reagenz B besteht. Die Platte wurde
anschlielend bei 37°C fur 30 min inkubiert. Die Absorption wurde bei 562 nm
mittels BioTek Cytation 5 Cell Imaging Multimode Reader gemessen. Die
Berechnung der Proteinmenge [mg] erfolgte in Microsoft Excel anhand der
linearen Regression unter Berucksichtigung des Probenvolumens und des

Verdinnungsfaktors.

Tabelle 11. Pipettierschema der Standardkurve zur Bestimmung der
Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsaure Assay (BCA).

Albumin Standard Finale Konzentration des
Wasser [pl]
[m1] Albuminstandards [pg/ml]
A 0 300 2000
B 125 375 1500
C 325 325 1000
D 175 175 von B 750
E 325 325von C 500
F 325 325von E 250
G 325 325von F 125
H 200 200 von G 62,5
I 400 100 von G 25
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J 175 175 von | 12,5
K 400 0 0

3.3.2.2 Isolation der Ribonukleinsaure mittels TRIzol™

Fur die Analyse der mRNA-Expression erfolgte die Ribonukleinsaure-Isolation
(RNA-Isolation) mittels TRIzol™. Die Inkubation der Zellen in 12-Well Platten
erfolgte mit einer Zelldichte von 100.000 Zellen/ml. Die Zellen wurden zweimal
mit vorgewarmten PBS gewaschen. Um die Zellen direkt in den Wells zu lysieren
erfolgte die Inkubation fur 5 min mit 500 pl TRIzol™ pro Well einer 12-Well-Platte.
Anschlielend wurden die Platten bei -20°C bis zur weiteren Nutzung gelagert.
Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde an speziellen RNA-Arbeitsplatzen
mit gefilterten Pipettenspitzen gearbeitet. Dieser wurden zuvor mit Isopropanol,
DNA AWAY und RNase AWAY gereinigt. Es erfolgte die Homogenisierung des
Lysats und eine Uberfiihrung in Reaktionsgefale. AnschlieRend wurde 0,1 ml
Chloroform pro 0,5 ml TRIzol fur die Phasentrennung hinzugegeben, gemischt
und fur 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Trennung der Phasen erfolgte
mittels Zentrifugation fir 15 min bei 12000 xg und 4°C. In der unteren roten
Phenol-Chloroform-Phase befinden sich die Proteine, in der Interphase, die DNA
und die oberste farblose Phase enthalt die RNA. Die oberste RNA-Phase wurde
in ein neues Reaktionsgefal} Uberfluhrt, AnschlieRend erfolgte die Hinzugabe von
Isopropanol zur TRIzol™ Reagenz im Verhaltnis 1:2 und eine Inkubation fur
10 min bei Raumtemperatur flr das Ausfallen der RNA. Durch die Zentrifugation
fur 10 min bei 12000 xg bei 4°C bildet die RNA ein Prazipitat am Boden des
ReaktionsgefaBes. Nach Entfernung des Uberstandes erfolgten drei
Waschschritte mit je 1 ml 75 % Ethanol und Zentrifugation bei 12000 xg fur 10
min bei 4°C. Dies diente zur Entfernung von restlichen Salzen, die noch in der
akkumulierten RNA vorhanden waren. Das Prazipitat wurde danach bei 60°C in
einem Heizblocke getrocknet, um restliches Ethanol zu entfernen. Anschliel3end
wurde das Pelletin 20 pl RNase-freiem Wasser resuspendiert und 5 min bei 60°C

im Heizblock inkubiert.

3.3.2.3 Synthese komplementarer DNA durch reverse Transkription

Bei der reversen Transkription handelt es sich um die Synthese von
komplementarer DNA (cDNA) anhand der RNA. Hierbei werden die
Nukleinsauren der RNA in die der DNA transkribiert und Ribose durch
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Desoxyribose mittels reversen Transkriptasen ausgetauscht. Die isolierte RNA
wurde mithilfe des NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000 mit der Software
ND-1000 (Version 3.8.1) quantifiziert. Die Berechnung der RNA-Konzentration
erfolgt mit einem modifiziertem Lambert-beersches-Gesetz unter Einbezug des
Extinktions-Koeffizients (Formel 3) (ThermoFisher, 2010). Die Berechnung der
bendtigten RNA flr die reverse Transkription erfolgte durch die Formel 4. Es
erfolgte die Uberpriifung der RNA-Reinheit. Eine Probe wurde als rein deklariert,
sofern die Absorptionsratio Azeonm/A2sonm zwischen 1,7 und 2,0 lagen und

A260nm/A230nm > 1,8 lagen.

ngy Axe
RNA [— -
ml b

Formel 3. Berechnung der RNA-Menge im NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000. A =
Absorption in Absorptions-Einheiten bei Wellenlange 260 nm (AU); e = Extinktionskoeffzient in
Abhangigkeit von der Wellenldnge (RNA = 40 ng-cm/ul); b = Strecke in cm

1000 ng
RNA-Konzentration im NanoDrop

= Benotigte RNA-Menge [pl]

Formel 4. Berechnung der benétigten RNA-Menge fiir die cDNA-Synthese.

Die mithilfe von Formel 4 berechnete RNA wurde auf 10 ul mit RNase-freiem
Wasser aufgefillt und in PCR-Reaktionsgefalle uberfuhrt. Flr die reverse

Transkription erfolgte die Herstellung eines Mastermixes (Tabelle 12).

Tabelle 12. Herstellung des Mastermixes fiir die cDNA-Synthese.

Substanz Menge pro Probe Finale
[pl] Konzentration

10 x Reverse Transkriptase Puffer 2 1x
Desoxynukleosidtriphosphat (dNTP) 0,8 4 mM
Mix (100 mM)
10 x Reverse Transkriptase zufallige 2 1x
Primer
MultiScribe Reverse Transkriptase 1 2,5 U/l
(50 U/pl)
RNase-Inhibitor (20 U/ul) 1 1 U/ul
Nuclease-freies Waser 3,2
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RNA-Probe (1000 ng) 10

Insgesamt 20

Die Proben wurden zusammen mit dem Mastermix im Verhaltnis 1:2 gemischt.
Die Transkription erfolgte mittels des Veriti 96-well Thermocyclers. Die cDNA-
Synthese erfolgte in mehreren Erhitzungsschritten (Tabelle 13). Zunachst
erfolgte eine Erhitzung auf 25°C, um ein Gleichgewicht in der Probe herzustellen.
Danach erfolgte fur 120 min bei 37°C die cDNA-Synthese mittels reverser
Transkriptase. Hierbei erfolgt der Abbau von RNA zu cDNA basierend auf der
RNase-H-Aktivitat des Enzyms. Nun erfolgte die Erhitzung auf 85°C fir 5 min zur
Deaktivierung der Enzyme. Zuletzt wurden die Proben auf 4°C abgekuhlt, sodass
die cDNA bis zur weiteren Verwendung stabil gelagert werden konnte.
Anschliellend wurde die Proben verdinnt, sodass eine finale Konzentration von
10 ng/ul vorlag. Die Proben wurden entweder bei -20°C gelagert oder direkt fur
die PCR verwendet.

Tabelle 13. Zyklen des Thermocyclers fiir die cDNA-Synthese.

Temperatur [°C] Zeit [min]
25 10
37 120
85 5
4 Bis zur Abkuhlung

3.3.2.4 Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erfolgt die Analyse der mRNA-
Expression bestimmter Gene auf Basis der Amplifikation der synthetisierten
cDNA. Die PCR wurde mittels TagMan® durchgeflhrt. Hierbei handelt es sich
um eine Echtzeit-PCR-Methode, welche Nukleinsauren komplementar zu der
Ziel-DNA nutzt. Die TagMan®-Probe besitzt sowohl an ihrem 5°-, als auch an
ihrem 3"-Ende Fluoreszenzfarbstoffe. TagMan®-Proben sind so designt, dass
diese an eine spezifische DNA-Region hinter einem Primer binden. Mittels der
Taqg-Polymerase wird der Primer verlangert. Aufgrund der 5°-3'-
Exonukleaseaktivitat der Taqg-Polymerase wird die TagMan®-Probe abgebaut.
Durch den Abbau kommt es zur Freisetzung von Fluorophor, dessen Fluoreszenz

gemessen werden kann. Die gemessene Menge an Fluorophor ist hierbei direkt
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proportional zur Fluoreszenz und der vorhandenen DNA. Die PCR erfolgte in
MicroAMP Fast Optical 96-well Reaktionsplatten. Es erfolgte fir die PCR eine
Herstellung des Mastermixes (Tabelle 14). Fur die Analyse wurden die Proben
im Verhaltnis 1:10 mit dem Mastermix in die Reaktionsplatte Uberfihrt, sodass
ein Gesamtvolumen von 10 pl vorliegt. Die 96-Well-Platte wurde mit MicroAmp ™
Optical Adhesive Folie versiegelt. AnschlieRend wurde die Platte bei 1000 x g
und 20°C fur 1 min zentrifugiert, um sicherzustellen, dass sich die Probe am
Boden der Reaktionsplatte befindet und keine Luftblasen mehr vorhanden sind.
Die Messung erfolgte mit dem StepOnePlus™ Real-Time PCR System mit der
StepOnePlus™ Software (Version 2.0) mit mehreren Heizschritten (Tabelle 15).
Zunachst erfolgte das Aufheizen bei 50°C fUr 2 min und anschlieRend die
Aktivierung der Polymerase bei 95°C fur 2 min. Nun erfolgte die Denaturierung
der DNA in Einzelstrange bei 95°C fur je 1 s mit 50 Zyklen. Anschliel3end folgte
bei 60°C je 20 s mit 50 Zyklen die Anlagerung des Primers und der TagMan®-
Probe, welche zur Elongation fuhrt. RPLPO wurde als Haushaltsgen fur die
Normalisierung verwendet und die Analyse erfolgte Uber die ACt-Methode
(Formel 5).

Tabelle 14. Zusammensetzung des Mastermixes fir die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR).

Substanz Menge pro Probe [pl]
TagMan® Fast Advanced Master Mix (2x) 5
TagMan® Assay Primer (20x) 0,5
cDNA-Probe (10 ng/pl) 1
Nuclease-freies Waser 3,5
Insgesamte Menge pro Probe 10

Tabelle 15. Zyklen der Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion.

Methode Zyklen Temperatur [°C] Zeit
Aufheizen 1 50 2 min
Polymerase Aktivierung 1 95 2 min
Denaturierung 50 95 1s
Extension 50 60 20s
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Relative mMRNA-Expression des Zielgens = 24t
Formel 5. Berechnung der mRNA-Expression anhand der ACt-Methode.

3.3.3. Methoden zur Detektion der Gefaverkalkung

3.3.3.1 Bestimmung der Matrixmineralisierung mittels Alizarin Rot Farbung
Bei der Alizarin Rot Farbung werden Kalziumablagerungen durch eine rote bis
orangene Farbe visualisiert. Diese entsteht durch die Chelatbildung von Kalzium
mit Alizarin Rot bei pH 4,2. Bei diesem pH-Wert weist Alizarin Rot die héchste
Sensitivitat fur Kalzium auf. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen, mit
4% (w/v) Paraformaldehyd (PFA) (pH = 7,4) fir 15 min bei RT fixiert und
anschlie®end dreimal mit ddH20 gewaschen. Die fixierten Zellen wurden mit 2%
(w/v) Alizarin Rot-Losung (pH = 4,2) fur 15 min lichtgeschuitzt bei RT inkubiert.
Anschlieliend wurde der Uberschissige Farbstoff durch mehrmaliges Waschen
mit ddH20 entfernt, bis sich keine Farbe mehr 16st. Final wurden die Zellen
getrocknet und mit dem EVOS® FL Cell Imaging System bei vierfacher und
zehnfacher  VergroRerung  mikroskopiert.  Zur  Quantifizierung  der
Kalziumablagerungen erfolgte die Elution des interkalierten Alizarin Rot mittels
100 mM Cetylpyridinium-Losung (pH 4,3). Dafur wurde 1 ml der 100 mM
Cetylpyridinium-Losung (pH = 4,3) auf die gefarbten Zellen in einer 24-well Platte
gegeben und fur etwa eine Stunde bei 37°C inkubiert, bis sich der Farbstoff
komplett I6ste. AnschlieBend wurde 100 ul des Uberstandes in eine transparente
96-well Platte Uberfuhrt und die Absorption bei 570 nM mit dem Cytation5
ermittelt. Die mit dem Mikroskop angefertigten Bilder wurden mittels Bildanalyse
quantifiziert. Dafir wurden die Bilder in ein 8-bit-Format konvertiert und die
Rotfarbung der Zellen mit einem Threshold von 100 gemessen (Anhang
Abbildung 1).

3.3.3.2 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der
gewebsunspezifischen alkalischen Phosphatase

Die gewebsunspezifische alkalische Phosphatase (TNAP) ist ein friher Marker

der SMC-Verkalkung. Das genutzte Alkaline Phosphatase Activity Colorimetic

Assay Kit von Biovision basiert auf der Dephosphorylierung des Substrats para-

Nitrophenylphosphat (pNPP) durch die alkalische Phosphatase (AP). Dadurch

entsteht das gelbe Produkt para-Nitrophenyl, welches durch eine

Absorptionsmessung bei 405 nm nachgewiesen werden kann. Dafur wurden die
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Zellen auf Eis mit eiskaltem PBS gewaschen und mit 80 ul Assay Puffer lysiert.
Die Lésung des Zell-Monolayers erfolgte mit einem Schaber und es erfolgte eine
Uberfiihrung in ein kaltes Reaktionsgefas. Das Zelllysat wurden bei 14 800 xg
und 4°C fur 10 min zentrifugiert und der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefaly uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
eingefroren. Fur die Quantifizierung der TNAP-Aktivitat wurden die Proben in
einem Verhaltnis 1:5 mit Assay Puffer in eine transparente 96-well Platte
pipettiert, sodass ein Gesamtvolumen von 80 pul vorlag. Zu diesen wurde 50 pl 5
mM para-Nitrophenylphosphat-Losung (pNPP) gegeben. Fir diese Ldsung
erfolgte die Losung eine Tablette pNPP-Substrattablette in 2,7 ml Assay Puffer.
Fir die Quantifizierung der TNAP-Konzentration erfolgte die Bestimmung einer
Standardkurve bei 0, 2, 4, 8 und 16 nmol pNPP (Tabelle 16). Anschliel3end wurde
10 ul alkalische Phosphatase in die Wells fur die Standardkurve gegeben. Es
erfolgte die Inkubation lichtgeschitzt flir 60 min bei Raumtemperatur. Der Assay
wurde mit 20 pl Stopp-Losung gestoppt und es erfolgte die Messung der
Absorption mit einer Wellenlange von 405 nm am Cytation5. Die Berechnung der
Enzymaktivitat erfolgte anhand der Standardkurve und unter Bertcksichtigung
der Verdunnung. Durch die Division mit der Inkubationszeit und des
Probenvolumens ergab sich die TNAP-Aktivitat [U/ml]. Es erfolgte die
Bestimmung der Proteinmenge mit Hilfe des Bicinchoninsdure Assay (BCA).
AnschlieBend erfolgte die Normalisierung der Enzymaktivitdt auf die
Proteinkonzentration, sodass sich eine TNAP-Aktivitat [U/g Protein] ergibt
(Formel 6).

Tabelle 16. Pipettierschema der Standardkurve zur Bestimmung der
gewebsunspezifischen alkalischen Phosphatase (TNAP).

Standard [nmol] 1 mM pNPP [ul] Assay Puffer [pl]
0 0 120
2 2 118
4 4 116
6 6 114
8 8 112
16 16 104
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a

—xd
TNAP-Aktivitat [U/g Protein] = v X:J

Formel 6. Berechnung der gewebsunspezifischen alkalischen Phosphatase (TNAP)
Aktivitdt und Normierung auf die Proteinmenge. a = Menge pNP [umol]; v = Probenvolumen
[WI]: t = Reaktionszeit [min]; d = Verdiinnungsfaktor; p = Proteinkonzentration [g/mi]

3.3.4 Methoden zur Quantifikation von extrazellularen Vesikeln

3.3.4.1 Bestimmung der Anzahl und GroBe extrazelluldrer Vesikel anhand
der Nanopartikel Tracking-Analyse
Die Analyse der Partikelgrofde und Partikelanzahl von EVs erfolgte mit der
Nanopartikel Tracking Analyse (NTA) von Malvern Panalytical, die auf der
Brownschen Molekularbewegung beruht. Die Molekularbewegung steht in
Abhangigkeit von der Viskositat und Temperatur, wird aber nicht von der
Partikeldichte beeinflusst. Durch die Analyse der Partikel und unter
Berucksichtigung der Einstein-Smoluchowski-Beziehung erfolgt die Berechnung
der Partikeldurchmesser. Die Detektionsreichweite des Gerates, in der Partikel
beziehungsweise EVs gemessen werden konnen, reicht von 10 nm bis 1000 nm.
Zunachst wurde konditioniertes Medium 1:2 mit ddH20 verdinnt und in eine 1 ml
Spritze aufgezogen. Diese wurde dann in die Spritzenpumpe eingesetzt und die
Probenkammer befillt. Die Messungen wurden mit fiinf Replikatmessungen pro
Probe mit je 60 s pro Messung durchgefuhrt. Zwischen den Replikaten wurde
neue Probe aus der Spritze in die Kammer eingespllt. Die Messungen fanden
mit dem blauen Laser (488 nm), Kameralevel 14 und Threshold 5 bei 25°C statt.

3.3.4.2 Durchflusszytometrie zur Bestimmung der Mineralbeladung von
extrazellularen Vesikeln
Die Durchflusszytometrie basiert auf dem Prinzip der Emission von optischen
Signalen von Partikeln, wie Zellen oder EVs, wenn diese einen Laser passieren.
Das hierbei entstandene Streulicht oder Fluoreszenzsignal wird detektiert. Das
Streulicht lasst sich unterteilen in Vorwartsstreulicht (engl. Forward scatter
(FSC)) und Seitwartsstreulicht (engl. Side scatter (SSC)). FSC ist hierbei Mal} fur
das Zellvolumen und SSC fur die Granularitat. Um Rdickschlisse auf die
Anwesenheit von EVs zu ermdglichen, wurden diese mit 5-
Chlormethylfluoresceindiacetat (CellTracker™ Griin (CTG)) gefarbt. Bei 5-
Chlormethylfluoresceindiacetat handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff,

der ein Tracking der EVs ermdglicht. Hierbei ist 5-Chlormethylfluoresceindiacetat
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membranpermeabel und wird intrazellular in  ein impermeables
Fluoreszenzprodukt umgewandelt. Die Farbung von 100 pl des EV-reichen
Uberstandes erfolgte bei 37°C fiir 15 min mit 5 yM CTG (1 mg geldst in 10 pl
DMSO). Durch eine Farbung mit Osteosense sind Rickschlisse auf die
Mineralbeladung der EVs mdglich. Bei Osteosense handelt es sich um ein
Fluoreszenz-gekoppeltes Bisphosphonat, welches mit hoher Affinitat an
Hydroxyapatit bindet. Dies ermdglich die Quantifizierung der Mineralbeladung
der EVs. 100 pl des EV-haltigen Uberstandes wurden auf Eis fiir 30 min mit
Osteosense in einer Verdunnung 1:100 gefarbt, sodass eine finale Konzentration
von 200 nmol erreicht wurde. AnschlieRend erfolgte die Messung der gefarbten
Proben 1:10 verdunnt in FluoroBrite™ DMEM am CytoFlexS der Firma Beckman
Coulter mit den Einstellungen aus Tabelle 17. Fur die Auswertung wurde die
gefarbte Population von der ungefarbten im FITC-Kanal in CM durch ein Gate
voneinander getrennt. In Vesikeln von kalzifizierenden Zellen zeigten sich im
Osteosense-Kanal zwei Populationen. Von diesen wurde eine starker mit
Osteosense gefarbt und als positive Population markiert. Die Trennung der

beiden Populationen erfolgte ebenfalls durch ein Gate.

Tabelle 17. Einstellungen fiir die Messungen am Durchflusszytometer.

Gain / Trigger Einstellungen Wert
Vorwartsstreulicht (FCS) 106

Violette Seitenstreuung (VSSC) 1

Gain Seitenstreuung (SSC) 91
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) 750
Osteosense 500
Trigger Violette Seitenstreuung (VSSC) 2000

3.3.4.3 Analyse der Mineralisierung extrazellularer Vesikel anhand des
Aggregationassays

Bei dem Aggregationsassay handelt es sich um eine Methode zur Bestimmung

des Aggregationsverhaltens und des Mineralgehaltes von EVs. Dieser basiert

darauf, dass die zuvor isolierten EVs mit einem mineralhaltiger Reaktionspuffer

(Tabelle 17) und B-Glycerolphosphat versetzt werden. Das B-Glycerolphosphat

fungiert als TNAP-abhangige Phosphatquelle. Kalzifizierende EVs enthalten im

Gegensatz zu nicht kalzifizierenden EVs das Enzym TNAP. Dieses Enzym
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wandelt B-Glycerolphosphat in Phosphat um, wodurch Mineralien ausfallen und
die EVs aggregieren. Der Kalzium- und Phosphatgehalt der EVs verstarkt diesen
Aggregationsprozess zusatzlich. Daher hangt der Grad der Aggregation und
Mineralprazipitation der EVs von ihrem TNAP- und Mineralgehalt ab. Die
Quantifizierung erfolgte mittels Absorptionsmessung, denn in Abhangigkeit vom
TNAP- und Mineralgehalt entstand eine unterschiedlich stark ausgepragte
Trubung. Somit ermoglicht der Aggregationsassay einen Ruckschluss auf das
Kalzifizierungspotential der EVs. Die zuvor gesammelten EVs von CaP und OM
wurden auf Eis aufgetaut und im Verhaltnis 1:2 im Reaktionspuffer (pH = 8,0)
(Tabelle 18) verdunnt. In die verdinnte Probe wurden dann 10 mM -
Glycerolphosphat pipettiert. Die Messung erfolgte von Triplikaten je 200 pl in
einer 96-Well Platte. Fur die Minimierung der Verdunstung der Proben wurden
die Wells am Rand frei gelassen und die Wells um die Proben herum mit Wasser
beflllt. Es erfolgte die Versieglung der Platte mit Parafilm und die Prainkubation
fur fnf Stunden bei 37°C. Fir die finale Messung wurde die Platte in den auf
37°C vorgeheizten Reader Uberfuhrt. Die Messung der Absorption erfolgte alle
funf Minuten bei 340 nm fur 30 Stunden bei 37°C am Tecan Plate Reader. Fur
die Auswertung wurde der niedrigste Wert von den restlichen Werten subtrahiert.
Aus dem daraus gebildeten Graphen wurde die Flache unter der Kurve (AUC)

mittels GraphPad Prism (Prism Software Inc., Version 10.0.3) bestimmt.

Tabelle 18. Zusammensetzung des Reaktionspuffers fiir den
Aggregationsassay.

Substanz Massenkonzentration Stoffmengenkonzentration
[9/1] [mol/l|
Saccharose 21,73 0,064
Glukose 1,0 0,006
MgSO4 0,14 0,001
MOPS 20,9 0,099
CaClz 0,222 0,002
NaHCOs3 0,154 0,002
NaCl 6,0 0,102

3.3.5 Statistische Analyse
Die Daten werden als Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SD) dargestelit.

FUr die Analyse von zwei Gruppen wurde ein t-test verwendet. Die Welch-
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Korrektur wurde angewandt bei unterschiedlichen Varianzen, die mithilfe eines
F-Tests ermittelt wurden. Fur den Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde
eine One-way-analysis of variance (ANOVA) durchgefuhrt. P Werte kleiner als
0,05 wurden als statistisch signifikant eingestuft. Die statistische Analyse erfolgte
mit dem Programm GraphPad Prism (Prism Software Inc., Version 10.0.3) und R
(Version 4.3.1).
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4 Ergebnisse

4.1 In-vitro Kalzifizierungsmodell — Osteogenes Medium

4.1.1 Analyse der Kalzifikation auf zellularer Ebene

Glatte Gefallmuskelzellen (SMC) wurden fir vierzehn Tage mit osteogenem
Medium (OM) kultiviert, um die Mineralablagerung in die extrazellulare Matrix zu
induzieren, die durch Alizarin Rot Farbung im Lichtmikroskop dokumentiert wurde
(Abbildung 12A). Die Quantifizierung der mineralisierten Matrix erfolgte durch
zwei Methoden. Die Elution des Alizarin-Rot zeigte 8,3-fache mehr mineralisierte
Matrix im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,001, Abbildung 12B), wahrend eine
Bildanalyse eine 24,8-fache Erhdhung zeigte (p < 0,001, Abbildung 12C).
Aufgrund der hoheren Konsistenz der Werte der Bildanalyse wurde fur weitere
Analysen diese Methode fur die Quantifizierung der mineralisierten Matrix
genutzt.

Die Zellviabilitdt wurde mittels Resazurin-vermittelter Methode bestimmt, die
durch Absorptionsmessung und Fluoreszenzmessung ausgewertet werden
kann. Beide Methoden zeigen keinen Einfluss des osteogenen Mediums auf die
Viabilitat der SMCs im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 12D, E). Da die
Fluoreszenzmessung vom Hersteller als sensitiver eingestuft wird, wurde far
weitere Experimente dieser Arbeit nur noch diese gemessen (ThermoFisher,
2024). Neben der Resazurin-Reduktion wurde die Zellvitalitat mittels FDA-PI-
Fluoreszenzmessung bestimmt. FDA-positive Zellen sind grin-fluoreszierend
und lebend und Pl-positive Zellen sind rot-fluoreszierend und tot. Die
Fluoreszenzbilder zeigen einen hohen Anteil an lebenden SMCs und nur wenige
Pl-positive SMCs in CM und OM (Abbildung 12F). Die Quantifizierung zeigte,
keinen Einfluss von OM auf den Anteil FDA- (p =0,530) und PlI-positiver
(p = 0,530) Zellen im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 12G, H).

Als nachstes wurde die TNAP-AKktivitat, als friher Marker der SMC Kalzifizierung
bestimmt. Kalzifizierte SMCs zeigen eine 2-fach erhohte TNAP-Aktivitat im
Vergleich zur Kontrolle (p = 0,017, Abbildung 12l). Weiterhin erhéhte OM die
ALPL mRNA-Expression 2,1-fach (p = 0,041, Abbildung 12J) und die BMP2
mMmRNA-Expression 1,7-fach (p = 0,005, Abbildung 12K). Die TAGLN mRNA-
Expression wurde in kalzifizierten SMCs nicht verandert (p = 0,118) (Abbildung
12L).
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Abbildung 12. Osteogenes Medium (OM) induziert die Kalzifikation in glatten
GefaBmuskelzellen (SMC) ohne Einfluss auf die Zellvitalitiat. (A) SMC wurden fir 14 Tage in
OM Kkultiviert und die Matrixmineralisierung wurde im Vergleich zum Kontrollmedium (CM) durch
Alizarin Rot Farbung dargestellt. Malstab 1000 uym. (B — C) Die Quantifizierung der
Matrixmineralisierung erfolgte mittels (B) Elution und (C) Fiji-Bildanalyse. (D — E) Zur Uberpriifung
der Zellvitalitat erfolgte die Messung der metabolischen Aktivitat mittels Resazurin-Reduktion. Es
erfolgte die Messung der (D) Absorption und (E) Fluoreszenz. (F) Zur weiteren Bestimmung der
Zellvitalitdt erfolgte eine Fluoreszeindiacetat-Propiumiodid-Farbung (FDA-PI), welche im
Fluoreszenzmikroskop visualisiert wurden. Lebende Zellen erscheinen hierbei grin
fluoreszierend und tote Zellen rot. Mafistab: 100 ym. (G — H) Die Quantifizierung erfolgte durch
Bildanalyse mittels Fiji, wobei die lebenden Zellen durch FDA dargestellt werden und die toten
durch PI. (I) Die TNAP-Aktivitdt wurde nach sieben Tagen bestimmt und auf die Proteinmenge
normalisiert. (J — L) Die Durchfihrung einer Echtzeit-Polymerasen-Kettenreaktion (qPCR)
erfolgte mittles TagMan-Assays. Bestimmt wurden die Gene ALPL, BMP2 und TAGLN nach 14
Tagen. Kontrolimedium (CM) wird als Dupliakt dargestellt. n = 3 — 10, MW * SD, t-Test ggf. mit
Welch-Korrektur bei signifikantem F-test.
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4.1.2 Analyse mineralpositiver extrazellularer Vesikel

SMC wurden mit OM kultiviert und nach neun Tagen fir bis zu 24 Stunden mit
serum-reduzierten Medium (DMEM + 1 % Penicillin/Streptomycin + 0,1 % FBS)
kultiviert. Dies dient der Bestimmung des optimalen Zeitpunktes zur EV-
Probengewinnung. Konditioniertes Medium wurde nach 12, 16, 20 und 24
Stunden mittels Aggregationsassay analysiert (Abbildung 13A-D). Die
Quantifizierung der Aggregationskurve erfolgte mittels Bestimmung der Flache
unter der Kurve. Diese zeigt, dass EVs aus 12 Stunden konditioniertem Medium
ein 1,4-fach erhohtes Aggregationsverhalten im Vergleich zu CM aufweisen
(p = 0,011, Abbildung 13E). Nach 24 Stunden ist das Aggregationsverhalten von
OM zu CM 2,4-fach erhoht (p = 0,023, Abbildung 13H). Nach 16 und 20 Stunden
Iasst sich kein Unterschied in der EV-Aggregation beobachten (Abbildung 13F-

G). Dementsprechend erfolgte die Probengewinnung der EVs fur weitere

Experimente dieser Arbeit nach 24 Stunden.
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Abbildung 13. Extrazellulare Vesikel (EV) unter osteogenen Konditionen inkubiert mit
serum-reduziertem Medium sind in ihrem Aggregationsverhalten nach 24 Stunden
Inkubation im Vergleich zum Kontrollmedium (CM) verandert. (A — D) Glatte
GefaBmuskellzellen (SMC) wurden nach neun Tagen fir bis zu 24 Stunden in FBS-reduziertem
Medium (DMEM + 1 % Penicillin/Streptomycin + 0,1 % fetales Kalberserum (FBS)) kultiviert.
Nach 12, 16, 20 und 24 Stunden wurde der EV-haltige Uberstand gewonnen. Das
Aggregationsverhalten wurde mit dem Aggregationsassay analysiert. Es fand eine Messung der
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Absorption bei 340 nm alle 5 min fir 30 h bei 37°C statt. Darstellung von reprasentativen Graphen
des Aggregationsverhalten von CM im Vergleich zu osteogenem Medium (OM) an
unterschiedlichen Zeitpunkten. (E — H) Es erfolgte die Quantifizierung der Graphen durch die
Analyse der Flache unter der Kurve. n = 3, MW (schwarze Linie) + SD (gestrichelte Linie), Area
under the curve (AUC), t-Test.

Fiur die weitere Analyse der EVs erfolgte die Messung der Menge an Events
differenziert nach Partikelgrof3e mittels NTA. In der graphischen Darstellung ist
kein Unterschied in den Events aufgeteilt nach PartikelgroRe zwischen OM und
der Kontrolle nachweisbar (Abbildung 14A). In der Klassifizierung der Events per
Partikelgréfde und in der Darstellung der totalen Events ist kein Unterschied von
OM zu CM messbar (Abbildung 14B, C).

Als nachstes erfolgte die Analyse der Mineralbeladung der EVs durch
Durchflusszytometrie. In der Darstellung der reprasentativen Messungen sind
mehr CTG-positive Events in der gefarbten Kontrolle als in der ungefarbten
Kontrolle detektierbar (Abbildung 14D). In der CTG/Osteosense-Doppelfarbung
sind mehr positive Events von OM im Vergleich zur Kontrolle messbar (Abbildung
14E). Die Quantifizierung der CTG-positiven Events zeigte keinen Unterschied
von OM zur Kontrolle (Abbildung 14F). Die Quantifizierung der CTG/Osteosense-
Doppelfarbung zeigte eine 4,0-fache Erhéhung der detektieren Events in OM im
Vergleich zur Kontrolle (p = 0,040, Abbildung 14G).
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Abbildung 14. Extrazellulare Vesikel (EVs) haben eine héhere Mineralbeladung unter
osteogenen Konditionen. (A — C) EVs, die nach 24 Stunden gesammelt wurden, wurden mithilfe
der Nanopartickeltracking Analyse (NTA) analysiert. Es wurden funf Videos je 60 s pro Probe
aufgenommen und analysiert. Darstellung einer (A) reprasentativen Kurve und Quantifizierung
mit (B) Aufteilung nach PartikelgroRe und (C) Gesamtevents im NTA. (D — G) Die EVs wurden in
der Durchflusszytometrie analysiert. Es erfolgte die Messung der vorhandenen Events mittels
grinem CellTracker™ (CTG). Die Messung der Mineralbeladung erfolgte durch Osteosense
(Osteo). Darstellung von reprasentativen Kurven von (D) CTG und (E) Osteosense und (F — G)
Quantifizierung. n = 3 — 6, MW + SD, t-Test.

4.2 In-vitro Kalzifizierungsmodell — Kalziumphosphat Medium

4.2.1 Analyse der Kalzifikation auf zellularer Ebene

SMC wurden fur sieben Tage mit CaP kultiviert, um die Mineralablagerung der
extrazellularen Matrix zu induzieren, die durch Alizarin Rot Farbung im
Lichtmikroskop dokumentiert wurde (Abbildung 15A). Die Quantifizierung der
mineralisierten Matrix erfolgte durch zwei Methoden. Die Elution der Alizarin-Rot-
Farbung zeigte 2,5-fache mehr mineralisierte Matrix im Vergleich zur Kontrolle (p
= 0,048, Abbildung 15B), wahrend eine Analyse der Bilder eine 8,0-fache
Erhéhung zeigte (p = 0,001, Abbildung 15C). Aufgrund der héheren Konsistenz
der Werte der Bildanalyse wurde fir weitere Analysen diese Methode flr die
Quantifizierung der mineralisierten Matrix genutzt.

Bei CaP erfolgte ebenfalls die Messung der Zellviabilitat mittels der Resazurin-
vermittelten Methode. Hierbei zeigten weder die Absorptions- noch die
Fluoreszenzmessung einen Einfluss auf die Viabilitat der SMCs im Vergleich zur
Kontrolle (Abbildung 15D-E). Im weiteren Verlauf erfolgte wegen der hoheren
Sensitivitat hierbei nur die Fluoreszenzbestimmung (ThermoFisher, 2024).
Ebenso erfolgte die Messung der Zellvitalitat mittels FDA-PI-
Fluoreszenzmessung bestimmt. Die Fluoreszenzbilder zeigen einen hohen Anteil
an lebenden SMCs und nur wenige Pl-positive SMCs in CM und CaP (Abbildung
15F). Die Quantifizierung zeigte, keinen Einfluss von CaP auf den Anteil FDA- (p
= 0,497) und Pl-positiver (p = 0,497) Zellen im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung
15G-H).
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Abbildung 15. Kalziumphosphat (CaP) induziert die Kalzifikation in glatten
GefaBmuskelzellen (SMC) ohne Einfluss auf die Zellvitalitat. (A) SMC wurden fiir 7 Tage mit
CaP kultiviert und die Matrixmineralisierung wurde im Vergleich zum Kontrollmedium (CM) durch
Alizarin Rot Farbung dargestellt. Maf3stab 1000 um. (B — C) Die Quantifizierung erfolgte mittels
(B) Elution und (C) Bildanalyse mittels Fiji. (D — E) Zur Uberpriifung der Zellvitalitéat erfolgte die
Messung der metabolischen Aktivitat mittels Resazurin-Reduktion. Es erfolgte die Messung der
(D) Absorption (E) und Fluoreszenz. (F) Zur weiteren Uberpriifung erfolgte eine
Fluoreszeindiacetat-Propiumiodid-Farbung (FDA-PI), welche im Fluoreszenzmikroskop
visualisiert wurden. Lebende Zellen erscheinen hierbei grin fluoreszierend und tote Zellen rot.
Mafstab 100 ym. (G — H) Die Quantifizierung erfolgte durch Bildanalyse mittels Fiji, wobei die
lebenden Zellen durch FDA dargestellt werden und die toten durch Pl. n =3 -9, MW + SD, t-Test
ggf. mit Welch-Korrektur bei signifikantem F-test.

4.2.2 Analyse mineralpositiver extrazellularer Vesikel

SMC wurden mit CaP kultiviert und nach sechs Tagen fur bis zu 24 Stunden mit
serum-reduzierten Medium (DMEM + 1 % Penicillin/Streptomycin + 0,1 % FBS)
kultiviert. Dies diente der Bestimmung des optimalen Zeitpunktes zur EV-
Probengewinnung. Konditioniertes Medium wurde nach 12, 16, 20 und 24
Stunden mittels Aggregationsassay analysiert (Abbildung 16A-D). Die
Quantifizierung der Aggregationskurve, mittels Bestimmung der Flache unter der
Kurve, zeigt kein Unterschied im Aggregationsverhalten nach 12, 16 und 20
Stunden (Abbildung 16E-G). Nach 24 Stunden weisen EVs unter CaP ein 2,6-
fach erhohtes Aggregationsverhalten im Vergleich zu CM auf (p = 0,028,
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Abbildung 16H). Dementsprechend erfolgte die Probengewinnung der EVs flr

weitere Experimente mit CaP nach 24 Stunden.
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Abbildung 16. Extrazelluldre Vesikel (EV) inkubiert mit FBS-reduziertem Medium sind in
ihrem Aggregationsverhalten nach 24 Stunden Inkubation verdndert. (A — D) Glatte
Gefallmuskellzellen (SMC) wurden nach sieben Tagen fir bis zu 24 Stunden in FBS-reduziertem
Medium (DMEM + 1 % Penicillin/Streptomycin + 0,1 % fetales Kélberserum (FBS)) kultiviert.
Nach 12, 16, 20 und 24 Stunden wurde der EV-haltige Uberstand gewonnen. Das
Aggregationsverhalten wurde mit dem Aggregationsassay analysiert. Es fand eine Messung der
Absorption bei 340 nm alle 5 min fir 30 h bei 37°C statt. Darstellung von reprasentativen Graphen
des Aggregationsverhalten von CM im Vergleich zum kalziumphosphatreichen Medium (CaP) an
unterschiedlichen Zeitpunkten. (E — H) Es erfolgte die Quantifizierung der Graphen durch die
Analyse der Flache unter der Kurve. n = 3, MW (schwarze Linie) + SD (gestrichelte Linie), Area
under the curve (AUC), t-Test.

Unter Kalziumphosphat Konditionen erfolgte die weitere Analyse der EVs.
Zunachst erfolgte die Messung der Menge an Events differenziert nach
Partikelgrofie mittels NTA. In der graphischen Darstellung ist kein Unterschied in
den Events aufgeteilt nach Partikelgrole zwischen CaP und der Kontrolle
nachweisbar (Abbildung 17A). Nach der genaueren Aufteilung der Events pro ml
und der Darstellung der totalen Events ist kein Unterschied von CaP im Vergleich
zur Kontrolle messbar (Abbildung 17B-C).

Die Mineralbeladung der EVs wurde mithilfe von Durchflusszytometrie analysiert.

In den reprasentativen Messergebnissen zeigt die gefarbte Kontrolle ein
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starkeres Signal der CTG-positiven Ereignisse im Vergleich zur ungefarbten
Kontrolle (Abbildung 17D). Bei der CTG/Osteosense-Doppelfarbung wurde ein
intensiveres Signal von CaP-positiven Ereignissen im Vergleich zur Kontrolle
festgestellt (Abbildung 17E). Die Quantifizierung der CTG-positiven Ereignisse
ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen CaP und der Kontrolle
(Abbildung 17F). Auch bei CTG/Osteosense-

Doppelfarbung konnte kein signifikanter Unterschied der detektierten Ereignisse

der Quantifizierung der

zwischen CaP und der Kontrolle nachgewiesen werden (p = 0,073, Abbildung
17G).
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Abbildung 17. Extrazelluldre Vesikel (EVs) weisen durch Kultivierung in kalziumphosphat-
angereicherten Medium (CaP) keine Anderung in der Anzahl mineralpositiver Events auf.
EVs, die nach 24 Stunden gesammelt wurden, wurden mithilfe der Nanopartickeltracking Analyse
(NTA) analysiert. Es wurden fiinf Videos je 60 s pro Probe aufgenommen und analysiert. (A)
Darstellung einer reprasentativen Kurve und (B) Quantifizierung mit Aufteilung nach Partikelgréfie
und (C) Gesamtevents im NTA. Die EVs wurden mittels Durchflusszytometrie analysiert. Es
erfolgte die Messung der vorhandenen Events durch Tracking der EVs mittels grinem
CellTracker™ (CTG). Die Messung der Mineralbeladung erfolgte durch Osteosense (Osteo). (D)
Darstellung von reprasentativen Kurven von CTG und (E) Osteosense und (F — G)
Quantifizierung. n = 3 - 6, MW £ SD, t-Test.

4.3.
4.3.1

SMC wurden fur vierzehn Tage mit osteogenem Medium (OM) kultiviert, und

Einfluss der Inhibition der Exozytose

Analyse der Inhibition im osteogenem Medium

stimuliert mit dem Exozytose-Inhibitor Nexinhib20, um die Mineralablagerung in

die extrazellulare Matrix zu induzieren und den Einfluss der Inhibition der
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Exozytose zu analysieren. Es wurden die Konzentrationen 0,75, 1 und 2 uM
genutzt und zunachst der Einfluss auf die Zellviabilitdt, mittels FDA-PI-
Fluoreszenzmessung und Resazurin-vermittelter Methode, bestimmt. Die
Fluoreszenzbilder und die Quantifizierung zeigte keinen Einfluss von Nexinhib20
auf den Anteil FDA- und Pl-positiver Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
(Abbildung 18A, B, Anhang Abbildung 3A). Auch die Resazurin-vermittelte
Methode zeigte keinen Einfluss des Nexinhib20 auf die Viabilitat der SMCs im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Abbildung 18C).
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Abbildung 18. Die Inhibition von Rab27 durch Nexinhib20 beeinflusst die Zellvitalitat nicht.
Glatte GefaBmuskelzellen (SMCs) wurden fiir 14 Tage in osteogenem Medium (OM) kultiviert
und mit Nexinhib20 in den Konzentrationen 0,75, 1 und 2 yM stimuliert. DMSO (1:1000) diente
als Kontrolle. (A) Die Bestimmung der Zellvitalitat erfolgte mittels einer Fluoreszeindiacetat-
Propiumiodid-Farbung (FDA-PI), welche im Fluoreszenzmikroskop visualisiert wurden. Lebende
Zellen erscheinen hierbei grin fluoreszierend und tote Zellen rot. Malstab: 100 um. (B) Die
Quantifizierung erfolgte durch Bildanalyse mittels Fiji, wobei die lebenden Zellen durch FDA
dargestellt werden und die toten durch PI (Anhang Abbildung 3A). (C) Zur weiteren Uberpriifung
der Zellvitalitat erfolgte die Messung der metabolischen Aktivitat mittels Resazurin-Reduktion
nach 14 Tagen.n =3 — 7. MW £ SD. One-way-ANOVA.

Der Einfluss der Inhibition der Exozytose auf die Matrixmineralisierung erfolgte
durch die Alizarin Rot Farbung, welche im Lichtmikroskop dokumentiert, und
durch Bildanalyse quantifiziert wurde (Abbildung 19A, B). 0,75und 1 uM
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Nexinhib20 beeinflussen die Matrixmineralisierung im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle nicht. 2 uM Nexinihib20 reduzierte die Matrixmineralisierung um
64,83 % im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (p = 0,044, Abbildung 19B). Als
nachstes wurde die TNAP-Aktivitat, als friher Marker der SMC Kalzifizierung
bestimmt. Nexinhib20 hatte keinen Einfluss auf die TNAP-Aktivitat im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle (Abbildung 19C). Weiterhin veranderte Nexinhib20 die
ALPL, BMP2 und TAGLN mRNA-Expression im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
nicht (Abbildung 19D-F).

oM
A Nexinhib20 [uM]

B
p=0,416 p > 0,999
52001 o 5
S £ T 400
£2 <E
TE
S §5° & < = 200
< . : Z
077 075 1 2 0 075 1 2
DMSO Nexinhib20 [uM] DMSO Nexinhib20 [uM]
oM oM
D ALPL E BMP2 F TAGLN
p = 0,364 p = 0,100 p = 0,979
p=0,973 p = 0,160 p = 0,259

2 209 >0,999 o p = 0,087 2207 p=0,908

K] 1,5 : ) ®15 2
c c s,

N o N N .

N 10 . N N 1,0 —I—

2 2 2 o
805 L % 3 % & 505

0] o) hd 0]

“ 00 o ® 0,0

’ 075 1 2 ’ 075 1 2 ’ 075 1 2
DMSO  Nexinhib20 [uM] DMSO  Nexinhib20 [uM] DMSO  Nexinhib20 [uM]
oM oM oM

Abbildung 19. Die Inhibition von Rab27 durch Nexinhib20 reduziert die
Matrixmineralisierung. Glatte GefalRmuskelzellen wurden fiir 14 Tage in osteogenem Medium
(OM) kultiviert und mit 0,75, 1 und 2 pM Nexinhib20 stimuliert. DMSO (1:1000) diente als
Kontrolle. (A) Die Matrixmineralisierung wurde Alizarin Rot Farbung dargestellt. MaRstab: 1000
um. (B) Die Quantifizierung von (A) erfolgte durch Bildanalyse. (C) Die TNAP-Aktivitat wurde nach
sieben Tagen bestimmt und auf die Proteinmenge normalisiert. (D — F) Die Durchflhrung einer
Echtzeit-Polymerasen-Kettenreaktion (QPCR) erfolgte mittels TagMan-Assays. Bestimmt wurden
die Gene alkalische Phosphatase (ALPL), knochemmorphogenetisches Protein 2 (BMP2) und
Transgelin (TAGLN) nach 14 Tagen. Kontrolimedium (CM) wird als Duplikat dargestellt. n =3 - 7,
MW £ SD, One-way-ANOVA.
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Als nachstes wurde der Einfluss auf die EVs-Menge und GroRenverteilung mittels
NTA untersucht (Abbildung 20A-C). Die Quantifizierung der Gesamtevents zeigte
kein Einfluss von Nexinhib20 auf die EV-Zahl im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
(Abbildung 20D). Die Differenzierung nach Partikelgré3e erfolgte zwischen 50 bis
500 nm in 50 nm Schritten und anschlieBend die Darstellung der Events
> 500 nm. Dabei konnte bei keiner PartikelgroRe ein Unterschied zwischen 2 uM
Nexinhib20 und der DMSO-Kontrolle detektiert werden (Abbildung 20E).
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Abbildung 20. Die Anzahl an extrazelluldren Vesikeln (EVs) wird durch die Inhibition der
Exozytose nicht beeinflusst. Glatte GefalBRmuskelzellen wurden fir 14 Tage in osteogenem
Medium (OM) kultiviert und mit 0,75, 1 und 2 yM Nexinhib20 stimuliert. DMSO (1:1000) diente
als Kontrolle. Das konditionierte Medium zur Analyse der EVs wurde fur 24 h mit 0,1 % FBS
gesammelt. Die Analyse erfolgte mittels Nanopartikeltracking-Analyse. Es wurden fiinf Videos je
60 s pro Probe aufgenommen und analysiert. (A — C) Darstellung reprasentativer Kurven pro
Konzentration und (D) Quantifizierung mit Aufteilung nach Gesamtevents und (E) nach
PartikelgroRe. n =4, MW + SD, One-way-ANOVA.

Zur weiteren Quantifizierung der EVs erfolgte die Analyse der Mineralbeladung
mittels Durchflusszytometrie. Die Darstellung der reprasentativen Messungen
zeigen keine Unterschiede in der CTG/Osteosense-Doppelfarbung zwischen den
Nexinihib20-Konzentrationen 0,75, 1 und 2 yM im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
(Abbildung  21A-C). Die Quantifizierung der CTG-positiven und
CTG/Osteosense-Doppelpositiven Events zeigte keinen Unterschied zwischen
Nexinhib20 und der DMSO-Kontrolle (Abbildung 21D, E).

Als nachstes wurde das Aggregationsverhaltens der EVs bestimmt. Nexinhib20

beeinflusst die Aggregation von EVs nicht (Abbildung 21F, G).
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Abbildung 21. Die Inhibition der Exozytose weist keinen Einfluss auf die Menge
mineralpositiver Events in extrazellularen Vesikeln (EVs) auf. Glatte Gefallmuskelzellen
(SMC) wurden fir 14 Tage in osteogenem Medium (OM) kultiviert und mit 0,75, 1 und 2 pM
Nexinhib20 stimuliert. DMSO (1:1000) diente als Kontrolle. Das konditionierte Medium zur
Analyse der EVs wurde fur 24 h mit 0,1 % FBS gesammelt. Die Analyse erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Es erfolgte die Messung der vorhandenen Events durch Tracking der EVs
mittels grinem CellTracker™ (CTG). Die Messung der Mineralbeladung erfolgte durch
Osteosense (Osteo). Darstellung von reprasentativen Kurven aller Konzentrationen mit (A — C)
Doppelfarbung CTG/Osteo und (D — E) Quantifizierung. Das Aggregationsverhalten wurde mittels
des Aggregationsassays analysiert. Es fand die Messung einer Absorption bei 340 nm alle 5 min
fur 30 h bei 37°C statt. (F) Darstellung von reprasentativen Graphen des Aggregationsverhaltens
von Nexinhib20 2 uM im Vergleich zu DMSO. (G) Es erfolgte die Quantifizierung der Graphen
durch die Analyse der Flache unter der Kurve. n = 3, MW (schwarze Linie) + SD (gestrichelte
Linie), t-Test ggf. mit Welch-Korrektur bei signifikantem F-test, One-way-ANOVA.

4.3.2 Analyse der Inhibition im Kalziumphosphat Medium

Die Analyse der Inhibition der Exozytose auf die Mineralablagerung erfolgte unter
Kalziumphosphat Konditionen. Dafir wurden SMC fir sieben Tage mit
Kalziumphosphat Medium (CaP) kultiviert und mit dem Exozytose-Inhibitor
Nexinhib20 stimuliert. Die Quantifizierung der Matrixmineralisierung erfolgte
durch die Alizarin Rot Farbung, welche im Lichtmikroskop dokumentiert und
mittels Bildanalyse quantifiziert wurde (Abbildung 22A, B). Nexinhib20 hat keinen
Einfluss auf die Matrixmineralisierung im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
(Abbildung 22B). Die Zellviabilitat wurde mittels Resazurin-vermittelten Methode
und FDA-PI-Fluoreszenzmessung bestimmt, welche beide kein Einfluss von
Nexinhib20 zeigten (Abbildung 22C-E).
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Abbildung 22. Die Inhibition der Exozytose unter kalziumphosphatreichen Konditionen hat
keinen Einfluss auf die Matrixmineralisierung und Zellvitalitat. Glatte Gefalmuskelzellen
(SMC) wurden fur 7 Tage in Kalziumphosphat Medium (CaP) kultiviert und mit 0,75, 1 und 2 uM
Nexinhib20 stimuliert. DMSO (1:1000) diente als Kontrolle. Das konditionierte Medium zur
Analyse der EVs wurde fur 24 h mit 0,1 % FBS gesammelt. (A) Die Matrixmineralisierung wurde
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle durch Alizarin Rot Farbung dargestellt. Mal3stab 1000 pm. (B)
Die Quantifizierung erfolgte durch Bildanalyse mittels Fiji in Relation zu DMSO. (C) Die
Uberpriifung der Zellvitalitit erfolgte mittels Messung der metabolischen Aktivitat durch
Resazurin-Reduktion nach 7 Tagen. (D) Zur weiteren Uberpriifung der Zellvitalitat erfolgte eine
Fluoreszeindiacetat-Propiumiodid-Farbung  (FDA-PI), welche im Fluoreszenzmikroskop
visualisiert wurden. Lebende Zellen erscheinen hierbei griin fluoreszierend und tote Zellen rot.
MafRstab: 100 um. (E) Die Quantifizierung erfolgte durch Bildanalyse mittels Fiji, wobei die
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lebenden Zellen durch FDA dargestellt werden und die toten durch Pl (Anhang Abbildung 3B).
n=3-7, MW = SD, One-way-ANOVA.

Nach der Inhibition der Exozytose unter Kalziumphosphat Konditionen, erfolgte
die weitere Analyse der EVs mittels NTA. Nexinhib20 beeinflusst die EV-Menge
und EV-GroRenverteilung nicht (Abbildung 23A-E).
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Abbildung 23. Die Menge an extrazelluldren Vesikeln (EVs) ist nicht beeinflusst durch die
Inhibition der Exozytose in kalziumphosphatreichen Konditionen. Glatte Gefalmuskelzellen
(SMC) wurden fiir 7 Tage in Kalziumphosphat Medium (CaP) kultiviert und mit 0,75, 1 und 2 yM
Nexinhib20 stimuliert. DMSO (1:1000) diente als Kontrolle. Das konditionierte Medium zur
Analyse der EVs wurde fir 24 h mit 0,1 % FBS gesammelt. Die Analyse erfolgte mittels
Nanopartikeltracking-Analyse im Vergleich zu DMSO. Es wurden fliinf Videos je 60 s pro Probe
aufgenommen und analysiert. Darstellung (A — C) reprasentativer Kurven pro Konzentration und
(D) Quantifizierung mit Aufteilung nach Gesamtevents und (E) Partikelgréfie. n = 4, MW * SD,
One-way-ANOVA.

Zur weiteren Quantifizierung der EVs erfolgte als nachstes die Analyse der
Mineralbeladung der EVs mittels Durchflusszytometrie. In der Darstellung der
reprasentativen Messungen lassen sich keine Unterschiede in der
CTG/Osteosense-Doppelfarbung zwischen CaP kultiviert mit den Nexinihib20-
Konzentrationen 0,75, 1 und 2 yM im Vergleich zur DMSO-Kontrolle detektieren
(Abbildung 24A-C). Die Quantifizierung der CTG-positiven Events zeigte keinen
Unterschied der Nexinhib20-Konzentrationen unter Kalziumphosphat-
Konditionen zur Kontrolle (Abbildung 24D). In der Quantifizierung der
CTG/Osteosense-Doppelfarbung konnte kein Unterschied der detektieren
Events in den analysierten Nexinhib20-Konzentrationen in Relation zur DMSO-

Kontrolle nachgewiesen werden. (Abbildung 24E).
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Als nachstes erfolgte die Analyse des Aggregationsverhaltens der EVs. In der
graphischen Darstellung ist kein Unterschied im Aggregationsverhalten der
Nexinhib20-Konzentrationen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle detektierbar
(Abbildung 24F). Die Quantifizierung der graphischen Darstellung erfolgte mittels
Bestimmung der Flache unter der Kurve. Diese zeigt, dass kein Unterschied im
Aggregationsverhalten von Nexinhib20 2 yM im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
nachweisbar ist (Abbildung 24G).
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Abbildung 24. Die Inhibition der Exozytose in kalziumphosphatreichen Bedingungen hat
keinen Einfluss auf die Menge mineralpositiver Events. Glatte GefaBmuskelzellen (SMC)
wurden fir 7 Tage in Kalziumphosphat Medium (CaP) kultiviert und mit 0,75, 1 und 2 yM
Nexinhib20 stimuliert. DMSO (1:1000) diente als Kontrolle. Das konditionierte Medium zur
Analyse der extrazellularen Vesikel (EVs) wurde fiir 24 h mit 0,1 % FBS gesammelt. Die Analyse
erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Es erfolgte die Messung der vorhandenen Events durch
Tracking der EVs mittels grinem CellTrackerTM (CTG). Die Messung der Mineralbeladung
erfolgte  durch Osteosense (Osteo). Darstellung von reprasentativen Kurven aller
Konzentrationen mit (A — C) Doppelfarbung CTG/Osteo und (D — E) Quantifizierung. Das
Aggregationsverhalten wurde mittels des Aggregationsassays analysiert. Es fand die Messung
einer Absorption bei 340 nm alle 5 min fir 30 h bei 37°C statt. (F) Darstellung von reprasentativen
Graphen des Aggregationsverhalten von Nexinhib20 2 uM im Vergleich zu DMSO. (G) Es erfolgte
die Quantifizierung der Graphen durch die Analyse der Flache unter der Kurve. n = 3, MW
(schwarze Linie) £ SD (gestrichelte Linie), t-Test ggf. mit Welch-Korrektur bei signifikantem F-
test, One-way-ANOVA.

4.4 Einfluss der Inhibition der endosomalen Reifung

Des Weiteren erfolgt die Analyse der Inhibition der endosomalen Reifung in OM
und CaP. Hierfir wurden SMC fir 14 Tage in OM und 7 Tage in CaP kultiviert
und mit dem Inhibitor CID-1067700 in den Konzentrationen 0,1, 1 und 10 uM

stimuliert.
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CID-1067700 hatte in beiden Zellkulturmodellen keinen Einfluss auf die
Matrixmineralisierung (Anhang Abbildung 4A - B, Anhang Abbildung 5A - B), die
Zellviabilitét (Anhang Abbildung 4C - E, Anhang Abbildung 5C - E) sowie die EV-
Menge, EV-GréRenverteilung (Anhang Abbildung 6A - E, Anhang Abbildung
7A - E), mineralpositiver EVs (Anhang Abbildung 8A - E, Anhang Abbildung 9A -
E) und das Aggregationsverhalten (Anhang Abbildung 8F — G, Anhang Abbildung
9F - G) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle.

4.5 Ergebniszusammenfassung

Zusammenfassend zeigen die Daten dieser Arbeit, dass die Inhibierung von
Rab27 durch 2 uM Nexinhib20 unter osteogenen Konditionen zu einer Reduktion
der Matrixmineralisierung fuhrte ohne dabei die EVs zu beeinflussen. In
kalziumphosphatreichen Konditionen konnte kein Einfluss der Inhibition der
Exozytose sowohl auf die Matrixmineralisierung, als auch auf die EVs,
nachgewiesen werden. Die Inhibierung von Rab7 zeigte sowohl in osteogenen,
als auch kalziumphosphatreichen Medium keinen Einfluss auf die

Matrixmineralisierung.
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5 Diskussion

EVs sind von zentraler Bedeutung, denn diese sind durch Exozytose und
Endozytose an dem Stofftransport beteiligt. Durch den pathophysiologischen
Transport von Kalzium und Phosphat in die Gefalwande weisen diese eine hohe
Relevanz in der Pathogenese auf (Krohn et al., 2016). Die exakte
Pathophysiologie und die Biogenese der EVs in der vaskularen Kalzifizierung ist
noch nicht abschlieRend geklart. Die vorliegende Arbeit untersuchte den Einfluss
der Exozytose durch Rab27-Inhibition und der endosomalen Reifung durch
Rab7-Inhibition auf die Kalzifizierung glatter GefalRmuskelzellen. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die Hemmung von Rab27 zu einer Reduktion der
Matrixmineralisierung im Modell der Tunica intima bei einer Konzentration von
2 uM des Rab27 Inhibitors Nexinhib20 flhrt. Es konnte jedoch kein kausaler
Zusammenhang zwischen der EV-Menge und des Mineralgehaltes der EV zu der
Reduktion der Matrixmineralisierung nachgewiesen werden. Die Inhibition von
Rab7 in osteogenem Medium zeigte keinen Einfluss auf die
Matrixmineralisierung von SMC. Es konnte kein Einfluss der Rab7 und Rab27
Inhibition auf die Matrixmineralisierung im Kalziumphosphatmodell beobachtet

werden.

5.1 Einflusse auf zellularer Ebene auf die kardiovaskulare Kalzifizierung
Die Regulation der kardiovaskularen Kalzifizierung unterliegt vielen
unterschiedlichen Prozessen und Regulationsmechanismen. Neben dem
Einfluss von EVs auf die Kalzifizierung existieren auch Einflisse und Limitationen
auf zellulare beziehungsweise molekularbiologischer Ebene, welche im

Folgenden diskutiert werden sollen.

5.1.1 Unterschiede und Limitationen der Zellkulturmodelle
Fir die Analyse des Einflusses der Inhibition der Exozytose und der
endosomalen Reifung wurden in der vorliegenden Arbeit zwei unterschiedliche in
vitro-Modelle genutzt. OM diente als Modell fur die Kalzifizierung der Tunica
intima und CaP als Modell fir die Kalzifizierung der Tunica media. Im Folgenden
sollen die genutzten in-vitro Modelle dieser Arbeit diskutiert werden. In den OM
und CaP-kalzifizierten SMC konnte ein morphologischer Unterschied beobachtet
werden. Bei der osteogenen Kalzifizierung liel3 sich eher eine flachige homogene
Kalzifizierung feststellen, wahrend durch CaP eine eher punktférmige
Kalzifizierung induziert wurde (Abbildung 12A & Abbildung 15A). Die genutzten
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Zellkulturmodelle basieren auf bereits genutzten Modellen in der Literatur
(Heuschkel et al., 2022; Holmar et al., 2020). Die Modelle fiur die CaP-
Kalzifizierung der Tunica media unterscheiden sich haufig in der Kalzium- und
Phosphatkonzentration. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Konzentration von
3 mM Kalzium und 2 mM Phosphat gewahlt (Heuschkel et al., 2022). Die
genutzten Konzentrationen sollen SO Ahnlichkeiten zu den
Serumkonzentrationen zu CKD-Patient:innen simulieren. Klinisch zeigen sich
Hyperphosphatamien bei der CKD mit Konzentration von =4,5mg/dl
(21,46 mmol/l) (Hai et al., 2021; Holmar et al., 2020; Kim et al., 2014), bei
welchen hauptsachlich mediale Kalzifizierungen auftreten (Gauthier-Bastien et
al., 2014). Hierbei lasst sich diskutierten, inwieweit diese Konzentrationen
reprasentativ fir CKD-Patient:innen sind. Insbesondere die Unterschiede in den
verschiedenen Stadien der CKD. Bei der Wahl der Konzentration ist von
besonderer Relevanz das Verhaltnis von Kalzium zu Phosphat, da diese einen
wesentlichen Einfluss auf die Kalzifizierung haben. Es konnte bereits in der
Literatur dargelegt werden, dass Erhdéhungen in Kalzium und Phosphat die
Kalzifizierung erhohen. Jedoch ab einer Phosphatkonzentration von 2,8 mM der
Anstieg der Kalziumkonzentration keinen Einfluss mehr auf die Kalzifizierung
hatte (Holmar et al., 2020). Hierbei handelt es sich um Modelle, die Konditionen
einer CKD etwa im Stadium Il imitieren, da ab diesem eine Hyperphosphatamie
vorliegt aufgrund der reduzierten Nierenfunktion. Somit bleiben die weiteren
Stadien im genutzten Modell unbeachtet, da eine klinisch relevante
Hyperphosphatamie in vivo erst ab Stadium Il vorliegt. In Stadium | und Il der
CKD liegt nur eine leichte Nierenschadigung vor, sodass hier das Phosphat noch
ausreichend ausgeschieden werden kann (Nephrology, 2024). Deshalb lasst sich
insbesondere die klinische Ubertragbarkeit des in vitro Modells kritisch
hinterfragen. Da jedoch eine Imitation von mehreren Krankheitsstadien in einem
zweidimensionalen Modell nicht realisierbar ist und aufgrund der in der Literatur
prasentierten Daten zur Kalzifizierung und Zellviabilitat, wurde das in dieser
Arbeit prasentierte Modell fur die Kalzifikation der Tunica media gewahlt. Fur die
Induktion der intimalen Kalzifizierung wurde ein osteogenes Medium gewahlt.
OM setzt sich aus Dexamethason, L-Ascorbinsaure-2-Phosphat und [-
Glycerolphosphat zusammen. Dexamethason induziert die Genexpression von
osteoinduktiven Genen, L-Ascorbinsaure-2-Phosphat erhoht die

Kollagenproduktion und B-Glycerolphosphat dient als Phosphatquelle und fuhrt
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zur TNAP-Induktion. Diese Induktion konnte nachgewiesen werden, denn die
TNAP-Aktivitat und ALPL mRNA-Expression war in OM im Vergleich zu CM
erhoht (Abbildung 121 — J). Eine der wichtigsten Funktion der TNAP ist die
Hydrolyse von Pyrophosphat in organisches Phosphat und die daraus
resultierende Kalzifikation (Hoylaerts et al., 2015). In vorherigen Studien erfolgte
die Analyse von B-Glycerolphosphat auf die TNAP-Aktivitat in Osteoblasten
(Orimo & Shimada, 2008). Hierbei konnte eine erhdhte TNAP-Aktivitat zwischen
2 und 5 Tagen festgestellt werden. Das Maximum in diesem Zeitraum lasst sich
vermuten aufgrund des Prozesses der Freisetzung von Phosphat von -
Glycerolphosphat (Orimo & Shimada, 2008). Dies bestatigen die, in dieser Arbeit
gezeigten Ergebnisse, in welchen nach 7 Tagen die TNAP-Aktivitat in OM im
Vergleich zu CM erhoht ist (Abbildung 121). Dennoch ist basierend auf der
Literatur diskutabel, ob womoglich eine frihere Bestimmung sinnvoll ware, da in
Osteoblasten das Maximum der TNAP-Aktivitat zwischen 2 bis 5 Tagen lag.
Jedoch ist bei den Ergebnissen dieser Arbeit zu beachten, dass es sich um SMC
handelt, bei welchen eine Kalzifizierung induziert wird und nicht Osteoblasten.
Eine direkte Ubertragbarkeit ist nicht gegeben, da Osteoblasten an der
physiologischen ossaren Kalzifizierung beteiligt sind und es sich
dementsprechend um physiologisch mineralisierende Zellen handelt,
wohingegen SMC an der pathophysiologischen kardiovaskularen Kalzifikation
beteiligt sind und die Mineralisierung in SMC somit einen pathologischen Prozess
darstellt. Inwieweit die beiden Modelle, vor allem zeitlich, vergleichbar sind muss
noch weiter untersucht werden. Basierend darauf ist ein langerer Zeitraum
notwendig, bis die Kalzifizierung der SMC eingetreten ist und somit eine
Erhohung der TNAP-Aktivitat nachweisbar ist. Die in der Literatur gewahlten
Modelle fir OM variieren in den Konzentrationen der Komponenten und teilweise
in der Inkubationszeit (Pustlauk et al., 2020). In der vorliegenden Arbeit wurden
SMC fur 14 Tage mit einer Konzentration von 10 nM Dexamethason, 100 yM L-
Ascorbinsaure-2-Phosphat und 10 mM B-Glycerolphosphat kultiviert, da
vorherige Daten der AG Gottsch bereits gute Kalzifizierung unter diesen
Konditionen zeigten (Heuschkel et al., 2022). Bei dem Modell fir die intimale
Kalzifikation ist ein Transfer der Ergebnisse auf klinische Fragestellungen
diskutabel, da es sich hierbei um ein in vitro Modell handelt. In der Literatur
konnte, bei dem in dieser Arbeit gewahlten Modell, gemeinsame

Genexpressionen in dem in vitro und einem in vivo Mausmodell nachgewiesen
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werden (Heuschkel et al., 2022). Hierbei erfolgte der Vergleich der Hoch- und
Runterregulation von Genen der OM und CaP in vitro Modellen mit Apoe™ und
CKD Méausen. Apoe™ Mause fungierten als Model fir die intimale Kalzifizierung
und ein 5/6 Nephrektomie-induziertes CKD Modell fir die mediale Kalzifizierung
(Heuschkel et al., 2022). In der Literatur konnte dann festgestellt werden, dass
bei dem in vitro OM Modell 42,7 % der Gene sich mit denen der Apoe’- M&usen
Uberschneiden. Bei dem CaP Modell lag eine Uberschneidung von 39,7 % mit
den Genen der CKD Mausen vor (Heuschkel et al., 2022). Darauf basierend
lassen sich eingeschrankte Riickschlisse auf die klinische Ubertragbarkeit
machen, sodass das Modell zumindest teilweise reprasentativ ist fur die in vivo
Situation. Als Limitation der Zellkulturmodelle ist die festzustellen, dass diese nur
eingeschrankt die genauen pathophysiologischen Mechanismen, die bei einer
Kalzifizierung auftreten, widerspiegeln. Unter anderem kann die Differenzierung
zwischen der Mikrokalzifizierung und Makrokalzifizierung in  einem
Zellkulturmodell nicht realisiert werden. Diese ist jedoch essenziell fur die
Pathophysiologie der vaskularen Kalzifizierung in humanen Konditionen. Es
lassen sich die Einflisse der Kalzifizierung auf die Hamodynamik in den Gefalden
nicht darstellen (Hutcheson et al.,, 2015), ebenso wenig erfolgt die
Berucksichtigung der Zellinteraktionen in den GefalRwanden, welche einen
relevanten Einfluss auf humanbiologische Prozesse haben. Insbesondere
proinfammatorische Zellen und Immunzellen stellen einen wesentlichen Faktor
der Atherosklerose und vaskularen Kalzifizierung dar, insbesondere unter
Berucksichtigung der Komorbiditaten (Cai et al., 2023). Als weitere Limitation
Iasst sich das Uberlappende Auftreten der intimalen und medialen Kalzifizierung
im Menschen herausarbeiten (Durham et al., 2018). Dieses istim Zellkulturmodell
durch zwei unterschiedliche Zellkulturmodelle nicht realisierbar. In
Zusammenfassung stellen OM und CaP trotzt ihrer Limitationen geeignete
Modelle der Zellkultur fur die Kalzifikation der Tunica intima und media dar.
Dennoch ist die Komplexitat der kardiovaskularen Kalzifizierung, insbesondere
unter Berlcksichtigung der zahlreichen Komorbiditaten und Risikofaktoren nicht

komplett dargestellt, welche komplexere Modelle unabdinglich macht.
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5.1.2 Die Rolle der alkalischen Phosphatase in osteogenen und
kalziumphosphatreichen Konditionen

In der Literatur konnte bereits gezeigt werden, dass bei CaP auf mMRNA-Ebene
die TNAP-Aktivitat unbeeinflusst bleibt (Heuschkel et al., 2022) und von CaP
behandelten Zellen isolierte EVs keine TNAP-Aktivitat aufweisen (Hutcheson et
al., 2017) . Dies legt nahe, dass die CaP induzierte Kalzifizierung unabhangig
von TNAP verlauft. Im Gegensatz dazu kann bei der osteogenen Kalzifizierung
eine Erhohung der TNAP-AKktivitat auf zellularer Ebene nachgewiesen werden
(Abbildung 121). Die Abhangigkeit der TNAP-Aktivitat in OM konnte erklaren,
warum die Matrixmineralisierung durch die Inhibition der Exozytose in OM
reduziert wird, bei CaP jedoch unbeeinflusst bleibt. Allerdings zeigte ein TNAP-
Assay sowohl auf zellularer als auch auf mMRNA-Ebene, dass die Inhibition von
Rab27 in OM keinen Einfluss auf die TNAP-Aktivitat hat (Abbildung 19C). Ebenso
kann der Unterschied in der Matrixmineralisierung nicht auf das
Aggregationsverhalten der EVs zurlckgefuhrt werden. Hierbei ist TNAP von
besonderer Relevanz, da bei dieser Methode ein Nachweis der Aggregation nur
in TNAP-haltigen EVs moglich ist. B-Glycerolphosphat wird als einzige
Phosphatquelle zugefuhrt, welches durch TNAP zu Phosphat umgewandelt wird
und so zur Mineralausfallung beitragen kann. Weder bei OM (Abbildung 21F-G)
noch bei CaP (Abbildung 24F-G) zeigt die Inhibition der Exozytose im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle einen Unterschied im Aggregationsverhalten. Da es sich bei
dem Aggregationsassay um eine Methode zur Messung des Mineralgehaltes,
Kalzifizierungspotentials und Aggregationsverhaltens von EVs handelt, sind
diese nicht zurtckzufuhren auf die Reduktion der Matrixmineralisierung (Genge
et al., 2007). Jedoch muss der Aggregationsassay bei CaP kritisch betrachtet
werden, da dieser auf der Hinzugabe der Mineralldsung und B-Glycerolphosphat
basiert. Dies induziert eine Aggregation und ein Ausfall der Partikel, wodurch die
Trubung der Absorption gemessen werden kann. 3-Glycerolphosphat fungiert in
dem Assay als Phosphatquelle, jedoch bendtigt es TNAP, um das Phosphat
freizusetzen. Da nur bei OM B-Glycerolphosphat, welches als Substrat von TNAP
fungiert, vorliegt und bei CaP nicht, ist der Assay bei CaP kritisch zu betrachten
(Goettsch et al., 2022; Patel et al., 2019).
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5.2 Limitationen der Inhibition von Rab27 in der Exozytose

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der Rab27-
JFC1-Interaktion durch Nexinhib20 in OM zu einer Reduktion der
Matrixmineralisierung flhrt (Abbildung 19A). Diese Reduktion konnte nicht durch
die Anzahl, Mineralbeladung oder das Aggregationsverhalten der EVs erklart
werden. Im Folgenden soll die Relevanz der Rab27-JFC1-Interaktion, die Rab27
Interaktionen in ossarer Mineralisierung und der Einfluss des Kollagens diskutiert

werden.

5.2.1 Interaktion von Rab27 mit JFC1

Bei der Exozytose handelt es sich um einen stark regulierten Prozess, welcher
wesentlich durch Rab-Proteine beeinflusst wird. Aufgrund der Vielzahl an
beteiligten Rab-Proteinen ware denkbar, dass die Reduktion der
Matrixmineralisierung durch eine unspezifische Inhibition durch Nexinhib20
hervorgerufen wird. Dies konnte jedoch bereits in der Literatur widerlegt werden.
Hierbei erfolgte die Uberprifung der Spezifitat des Inhibitors mittels eines TR-
FRET-Assays (Johnson et al., 2016). Es wurde die Bindung zwischen Rab11 und
seinem Effektor Munc13-4 analysiert. Hierbei wurde festgestellt, dass Nexinhib20
keinen Einfluss auf die Bindung anderer Rab-Proteine an ihre Effektoren hat. Es
konnte gezeigt werden, dass neben Nexinhib20 auch Nexinhib1 und Nexinhib4
keinen Einfluss auf die Rab27-JFC1-Interaktion hatten (Johnson et al., 2016). Es
wurde gezeigt, dass die Rab-Interaktionen einen gemeinsamen Mechanismus
aufweisen, jedoch eine sehr spezifische Partnerbindung haben (Johnson et al.,
2016). Daraus resultierend lasst sich die Reduktion der Matrixmineralisierung
nicht auf einer unspezifischen Hemmung anderer Rab-Interaktionen
zurtckflihren. Als weiteren Einfluss auf die Vesikelfreisetzung wurde in der
Literatur bereits der Einfluss von Rab27a und Rab27b in den RANKL-Prozess in
Osteoblasten analysiert (Kariya et al., 2011). Bei RANKL (Receptor Activator of
NF-kB Ligand) handelt es sich um ein Protein, das von Osteoblasten sezerniert
wird und an der Differenzierung zu Osteoklasten beteiligt ist durch Bindung an
Vorlauferzellen der Osteoklasten und Aktivierung von NF-kB (Boyce & Xing,
2007). Durch die Suppression von Rab27a und Rab27b mittels RNA-Silencing
konnte in der Literatur beschrieben werden, dass diese eine Reduktion der
RANKL-Freisetzung in sekretorischen Lysosomen hervorruft (Kariya et al., 2011).

Auf dieser Grundlage wurde die Analyse der Effektoren durchgefiihrt, Gber die
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Rab27a und Rab27b die Exozytose regulieren. In der Literatur wurden
insbesondere Slp1, Slp2-a, Slp4-a, Slp5 und Munc13-4 eingehend untersucht,
da sie in Zusammenhang mit der Exozytose und ihrer Interaktion mit Rab-
Proteinen stehen (Fukuda, 2008; Kariya et al., 2011). Insbesondere bei Slp4-a,
SIp5 und Munc13-4 konnte eine relevante Reduktion der RANKL-Freisetzung
beschriecben werden. Rab27a mit seinem Effektor Slp4-a wurde am
wahrscheinlichsten die Regulation der Fusion des Vesikels mit der
Plasmamembran wahrend der Exozytose zugeschrieben (Ostrowski et al., 2010).
Daraus resultierend geht hervor, dass Rab27a und Rab27b zusammen mit ihren
Effektoren einen erheblichen Einfluss auf die RANKL-Freisetzung haben. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Inhibition der Rab27a-JFC1-Interaktion inhibiert.
Basierend auf den beschriebenen Einfluss von Rab27a in Osteoblasten Iasst sich
diskutieren, inwiefern eine Inhibition dieser Interaktion einen Einfluss auf die

Interaktion mit weiteren Effektoren wie Slp4-a hat.

5.2.2 Rab27a reduziert die Sekretion von Vesikeln in der ossaren
Mineralisierung
In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyse des Einflusses der Inhibition der
endosomalen Reifung und Exozytose. An diesen Prozess sind EVs mal3geblich
beteiligt. Jedoch konnte in der vorliegenden Arbeit kein Einfluss auf die EV-
Menge oder deren Mineralgehalt nachgewiesen werden. Durch Inhibition von
Rab27a konnte in dieser Arbeit eine Reduktion der Matrixmineralisierung
beobachtet werden (Abbildung 19A). Jedoch hatte dies keinen Einfluss auf die
EVs in VSMC. In der Literatur konnte bereits beschrieben werden, dass ein
Silencing von Rab27a und Rab27b einen Einfluss auf die EV-GroRe in HelLa-
Zellen habe. Durch Silencing von Rab27a wurde die Sekretion von groReren EVs
beobachtet. Das Silencing von Rab27b hingegen bewirkte eine perinuklare
Akkumulation von EVs (Ostrowski et al., 2010). Durch die Inhibition von Rab27
konnte in dieser Arbeit jedoch keine Anderung in der EV-GroRe beobachtet
werden (Abbildung 20E). Des Weiteren konnte in der Literatur bereits
beschrieben werden, dass die Herunterregulation von Rab27a eine Reduktion
von EVs in parodontalen Ligamentstammzellen (PDLSC) induziert (Lu et al.,
2023). Durch Nutzung von siRNA wurde die Rab27a-Expression in PDLSC
herunterreguliert (Lu et al., 2023). Durch das Silencing konnte so eine Reduktion

der EV-Menge im NTA und der Proteinmenge durch BCA nachgewiesen werden
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(Lu et al., 2023). Durch weitere Experimente konnte eine Beteiligung der von
PDLSC sezernierten EVs an der Osteogenese von mesenchymalen
Knochenmarkstammzellen nachgewiesen werden (Lu et al., 2023). EVs sind
neben der kardiovaskularen Kalzifizierung folglich auch in der ossaren
Kalzifizierung von besonderer Relevanz (Ansari et al., 2021; Kobayashi-Sun et
al., 2020). Des Weiteren ist die Regulation von Rab-Proteinen von besonderer
Relevanz in der ossaren Kalzifikation. Fur diese sind Osteoblasten maf3geblich
an der Knochenmineralisierung beteiligt. Besonders durch die Produktion von
Kollagen Typ | stellen diese ein Netz fur die Nukleation und das Wachstum der
Mineralien dar (Kim et al., 2018). Die Mineralisierung durch Osteoblasten kann
direkt und indirekt reguliert werden. Der indirekte Mechanismus inkludiert die
Synthese von nicht-kollagen Proteinen und der direkte Mechanismus ist
assoziiert mit der EV-Sekretion durch Osteoblasten (Boonrungsiman et al., 2012;
Nudelman et al., 2010). EVs in der ossaren Mineralisierung weisen, analog zur
kardiovaskularen Kalzifizierung, erhohte Kalzium- und Phosphatkonzentrationen
auf. Diese kdnnen dann im Verlauf zu Hydroxyapatit akkumulieren (Ansari et al.,
2021). AulBerdem weisen die EVs osteoinduktive Eigenschaften auf (Wei et al.,
2019). Aufgrund der Ahnlichkeit der ossaren und kardiovaskularen Kalzifizierung
und der ahnlichen Beteiligung von EVs erfolgte die Analyse dieser. Die EV-
regulierte ossare Kalzifizierung unterliegt der Regulation von Rab-Proteinen.
Dies betont erneut die Relevanz der EVs in der Kalzifizierung, sowohl ossaren
als auch kardiovaskular. In der vorliegenden Arbeit konnte in der Inhibition von
Rab27a keine Reduktion der EVs im NTA nachgewiesen werden (Abbildung 20).
Eine weitere Mdglichkeit der Uberprifung des Einflusses von Rab27a ware das
Silencing und eine Repetition der Experimente. Somit kdnnte eventuell der Trend
der EV-Reduktion, welche im NTA bisher sichtbar ist, bestatigt werden und eine
mogliche Erklarung fiur die Reduktion der Matrixmineralisierung liefern.
Nichtsdestotrotz ist eine direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse schwierig.
Insbesondere die Ubertragbarkeit der Ergebnisse von PDLSC auf VSMC ist
diskutabel, denn es handelt sich zwar um ahnliche Regulationsmechanismen und
Prozesse, dennoch unterscheiden sich die Zelltypen voneinander. Besonders
unter Berucksichtigung der unterschiedlichen Hoch- und Runterregulation von
osteoinduktiven Genen in der ossaren Mineralisierung sind Unterschiede in der
physiologischen Beteiligung von EVs in PDLSC und pathologischen Beteiligung
in VSMC zu vermuten (Lu et al., 2023).
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5.2.3 Rab27b reduziert Kollagen | in Osteoblasten

Kollagene weisen durch ihre Beteiligung am Aufbau der extrazellularen Matrix
(EZM) eine Relevanz bei der vaskularen und ossaren Kalzifikation auf. Darauf
basierend lasst sich ein Einfluss der Kollagene auf die Inhibition der Exozytose
in OM vermuten und soll im Verlauf diskutiert werden, Kollagen Typ | stellt hierbei
ein essenzielles Gerust fur Kalziumphosphat und an der Kalzifizierung beteiligten
EVs dar (Zhao et al., 2022). AuRerdem hat Kollagen Typ | einen Einfluss auf die
Distribution, Aggregation und Nukleation von EVs und beeinflusst so die
Differenzierung von SMC zu Osteoblasten (Zhao et al., 2022). Neben Kollagen
Typ | sind noch weitere Kollagen an der EZM der GefalRe beteiligt (Xu & Shi,
2014). In der Literatur wurde der Einfluss von Rab27b auf Kollagen in
Osteoblasten bereits analysiert. Bei Osteoblasten handelt es sich um
spezialisierte Kollagen-produzierende Zellen des Knochens (Nabavi et al., 2012).
Es erfolgte die Behandlung der Osteoblasten mit Ascorbinsaure, welche die
Differenzierung der Osteoblasten durch Hochregulation osteogener Gene und
Proteine, besonders Kollagen Typ [, induziert (Kitching et al., 2002). Nach
sechsstundiger Stimulation mit Ascorbinsdure konnte festgestellt werden, dass
die Expression mehrere Rab-GTPasen auf mMRNA-Ebene hochreguliert wurden.
Besonders Rab1, Rab3d und Rab27b wiesen eine erhohte Expression auf
(Nabavi et al., 2012). In den Rab-Proteinen konnte eine erhdhte Kolokalisation
mit Prokollagen nach Stimulation mit Ascorbinsdure nachgewiesen werden
(Nabavi et al., 2012). AuRerdem konnte eine Reduktion des extrazellularen
Kollagens, welches relevant fiur die EZM ist, nach Rab1-, Rab3d- und Rab27b-
Transfektion im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (Nabavi et al., 2012).
Die reduzierte Menge an extrazellularem Kollagen konnte ein Erklarungsansatz
fur die reduzierte Matrixmineralisierung durch Rab27-Inhibiton darstellen. Es
konnte jedoch kein Einfluss von Ascorbinsaure in Osteoblasten auf Rab27a
festgestellt werden (Nabavi et al., 2012), sodass dies vermutlich keinen Einfluss
auf die Kalzifikation von VSMC haben wird. Nichtsdestotrotz hat Kollagen
vermutlich eine relevante Rolle auf die kardiovaskulare Kalzifizierung und bedarf

weiterer Untersuchung.

5.3 Limitationen der Inhibition von Rab7 in der endosomalen Reifung
Im Gegensatz zur Inhibition von Rab27 konnte in der vorliegenden Arbeit kein

Einfluss der Inhibition von Rab7 auf die Matrixmineralisierung gezeigt werden
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(Anhang Abbildung 4). Dementsprechend konnte auch keine Anderung der EV-
Menge oder deren Mineralbeladung nachgewiesen werden.

5.3.1 Rab7 als Marker der endosomalen Reifung

Rab7 spieltim spaten Endosom (LE) eine zentrale Rolle bei der Cargo-Sortierung
und der Weiterleitung von Cargo, einschliel3lich der intraluminal gespeicherten
EVs, vom LE zum Lysosom. Durch eine Inhibition von Rab7 und der damit
resultierende fehlenden Transport vom EE zum LE der EVs, die maligeblich an
der Kalzifizierung beteiligt sind, ware eine reduzierte Matrixmineralisierung und
eine reduzierte EV-Menge zu erwarten. Dies konnte in dieser Arbeit jedoch nicht
nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit konnte kein Einfluss der
Inhibition von Rab7 auf die EV-Menge, Mineralbeladung und GroR3e
nachgewiesen werden. In der Literatur erfolgte bereits die Analyse eines Rab7
Knockouts in HelLa-Zellen. Hierbei konnte in der
Transmissionselektronenmikroskopie nachgewiesen werden, dass die Bildung
von intraluminalen Vesikeln im LE bei einem Knockout unbeeinflusst bleibt
(Vanlandingham & Ceresa, 2009). Jedoch konnte durch den Knockout einer
Verlangsamung des Transports der Cargo und einer Akkumulation der
intraluminalen Vesikel im LE beobachtet werden (Vanlandingham & Ceresa,
2009). Ein moglicher Erklarungsansatz fir diese Ergebnisse ware, dass Rab7
zwar nicht zwingend fur die Bildung multivesikularer Kérperchen (MVB) und den
Cargo-Transport erforderlich ist, jedoch fur die Fusion des LE mit dem Lysosom
eine zentrale Rolle spielt (Vanlandingham & Ceresa, 2009). Denkbar ware
zudem, dass die Funktion von Rab7 im Falle eines Ausfalls durch ein anderes
Rab-Protein kompensiert wird. Dies kdnnte erklaren, warum trotz der zentralen
Bedeutung von Rab7 fir die endosomale Reifung dessen Inhibition in der
vorliegenden Arbeit keinen nachweisbaren Einfluss hatte. Als mdgliche
Alternativen flir Rab7 kdmen Rab4, Rab11 und Rab25 des Recycling Pathways
in Betracht. In der Literatur erfolgte bisher noch keine Analyse dieser Pathways
unter diesen Konditionen, sodass dieser Erklarungsansatz auf Basis der
zellbiologischen Signalwege fundiert. Rab4 ist verantwortlich fur die Regulation
des schnellen Recyclings der EE. Dies geschieht durch standige Assoziation
und Dissoziation von Rab4 mit den EE (Mohrmann et al., 2002). Rab11 und
Rab25 sind gemeinsam fur das langsam Recycling verantwortlich. In der Literatur

konnte in HeLa-Zellen bereits beschrieben werden, dass eine Uberexpression
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von Rab11 und Rab25 zu einem hoheren intrazellularen Transport flihre mit
vermehrten Rab11- und Rab25-positiven Vesikeln (Kessler et al., 2012). Darauf
basierend weisen sowohl Rab4, als auch Rab11 und Rab25 eine relevante Rolle
in der Regulation der Endosomen und konnte eine Kompensation des inhibierten
Rab7-Signalweges ermdglichen. Zur weiteren Klarung dieser Mechanismen sind
jedoch weiterfiihrende Untersuchungen zur Funktion der Rab-Proteine in vitro in
VSMC erforderlich

5.3.2 CID-1067700 als Inhibitor der endosomalen Reifung

Des Weiteren ware eine unspezifische Wirkung des Inhibitors CID-1067700 als
Erklarungsansatz denkbar dafiir, dass trotz der zentralen Rolle von Rab7 in der
endosomalen Reifung kein Einfluss auf die Mineralisierung vorhanden war. Wie
bereits oben beschrieben wird bei einem Ausfall von Rab7 dessen Funktion
wahrscheinlich von einem anderen Rab-Protein dbernommen (Vanlandingham &
Ceresa, 2009). Im Folgenden soll nun die Spezifitdt des inhibitorischen Molekuls
CID-1067700 und dessen Wirkung auf Rab7 diskutiert werden. Da Rab-Proteine
sowohl in einer GDP-inaktiven-, als auch in einer GTP-aktiven-Form vorliegen,
ware denkbar, dass CID-1067700 nur eine der beiden Formen und somit
unvollstandig inhibiert. Experimentelle Studien konnten jedoch nachweisen, dass
CID-1067700 sowohl die GDP- als auch die GTP-gebundene Form von Rab7 mit
einer Inhibitionsrate von 297% hemmt (Agola et al, 2012).
Kristallstrukturanalysen  zeigen, dass CID-1067700 die  Nukleotid-
Bindungsstellen beider Konformationen ausfullt und somit die regulare
physiologische Bindung imitiert. Es konnte nachgewiesen werden, dass die
Wirksamkeit gegenuber der GDP-Konformation etwas geringer ist (Agola et al.,
2012). Somit ist CID-1067700 trotz der etwas geringeren Affinitat fir die GDP-
Konformation ein passender Inhibitor fur beide Konformationen von Rab7. Ferner
konnte festgestellt werden, dass CID-1067700 auch inhibitorische Aktivitaten bei
anderen GTPasen aufweist, insbesondere bei Rab2 (Agola et al., 2012; Hong et
al., 2015). Rab2 ist vermutlich fur die Reifung von dense-core-Vesikeln und
Phagosomen verantwortlich. Somit weist es keine unmittelbare Beteilung in der
endosomalen Reifung auf (Lund et al., 2018). Weitere Effekte von CID-1067700
auf andere Rab-Proteine, insbesondere Rab4, Rab11 und Rab25, wurden in der
Literatur bislang nicht beschrieben. Um mogliche Einflisse auszuschliel3en,

waren jedoch weiterfuhrende Analysen erforderlich.
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6 Schlussfolgerung und Ausblick

Obwohl kardiovaskulare Erkrankungen mit eine der haufigsten globalen
Todesursachen darstellen und viele Studien das Thema kardiovaskulare
Kalzifizierung, insbesondere in Bezug auf CVD und CKD analysieren, sind die
genauen pathophysiologischen Mechanismen der vesikel-vermittelten
Kalzifikation bisher nicht abschlieRend geklart. Besonders die zielgerichtete
medikamentose Therapie gegen kardiovaskulare Kalzifizierung bleibt
dementsprechend nicht realisierbar. Des Weiteren ist der genaue
Pathomechanismus der EVs in der vaskularen Kalzifizierung nicht abschlie3end
geklart. Es lasst sich jedoch aus der Literatur und bisherigen Daten der AG
Gottsch beobachten, dass diese einen relevanten Einfluss auf die vaskulare
Kalzifizierung aufweisen und als moglicher Ansatzpunkt fir weitere
Forschungsfragen in Betracht kommen. Die vorliegende Arbeit analysierte die
vaskulare Kalzifizierung anhand von Zellkulturmodellen flr die intimale (OM) und
mediale Kalzifizierung (CaP). Es konnte nachgewiesen werden, dass eine
Inhibition der Exozytose durch Inhibition der Rab27a-JFC1-Interaktion zu einer
Reduktion der Matrixmineralisierung im osteogenen Medium fuhrte. Allerdings
lie sich auf Grundlage der EVs nicht nachweisen, wodurch diese Reduktion
verursacht wurde, sodass weitere Analysen erforderlich sind. Es konnte in dieser
Arbeit bereits ein Trend der Reduktion der EV-Menge durch Inhibition der
Exozytose beobachtet werden, jedoch ohne Signifikanz. Zur Uberprifung dieses
Trends waren weitere Repetitionen der Zellkulturexperimente sinnvoll. Basierend
auf der Literatur lasst sich ein Einfluss des Kollagens vermuten. Bisher wurde
ausschlieBlich der Einfluss von Rab27b auf Kollagen | in Osteoblasten
beschrieben. Erganzend dazu waren Kollagen-Assays sinnvoll, um den Einfluss
von Rab27a sowie insbesondere die Auswirkungen der Inhibition der Rab27a-
JFC1-Interaktion auf Kollagen in VSMC weiter zu untersuchen. Zur weiteren
Uberpriifung der Spezifitdt des Inhibitors auf Rab27a kénnte ein RNA-Silencing
dieses Gens durchgefuhrt werden. Somit wirde sichergestellt werden, obwohl
schon in der Literatur beschrieben, dass durch den Inhibitor Nexinhib20 keine
weiteren unspezifischen Interaktionen inhibiert werden, welche einen Einfluss auf
die Matrixmineralisierung haben konnten. Final werden komplexere
Versuchsmodelle wie beispielsweise Tiermodelle bendtigt, um die Komplexitat
der Erkrankung und den Einfluss der Inhibition von Rab27a besser reprasentativ

und in vivo darzustellen.
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7 Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen eine der haufigsten Todesursachen
weltweit dar. Als besonderer Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen gilt
die vaskulare Kalzifizierung. Die Kalzifizierung lasst sich differenzieren in die
intimale und mediale Kalzifikation, welche sich morphologisch und in den
assoziierten Krankheitsbildern unterscheiden. Die Kalzifikation der Tunia intima
tritt haufig bei Patient:innen mit Atherosklerose auf, wahrend die der Tunica
media eher bei chronischer Nierenerkrankung (CKD) auftritt. Fir die Induktion
beider Kalzifikationsarten sind von glatten GefaBmuskelzellen sezernierte
extrazellulare Vesikel (EVs) mit einer kalziumphosphatreichen Mineralbeladung
von Relevanz. Die vorliegende Arbeit untersuchte den Einfluss der Inhibition der
Exozytose und endosomalen Reifung auf die vesikel-vermittelte vaskulare
Kalzifizierung. Es wurden zwei in vitro Zellkulturmodelle genutzt, die die beider
Kalzifikationsarten widerspiegeln. Dabei wurden SMC in osteogenem Medium
(OM) fur die intimale Kalzifizierung oder in kalziumphosphatreichem Medium
(CaP) fur die mediale Kalzifizierung kultiviert. Die Inhibition von Rab27 in der
Exozytose erfolgte mittels Nexinhib20 und von Rab7 in der endosomalen Reifung
durch CID-1067000. In OM-kalzifizierten SMCs hemmte die Inhibierung von
Rab27 die Matrixmineralisierung. Sowohl bei weiteren Analysen der EVs mittels
Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA), Durchflusszytometrie als auch bei
zellularen Experimenten wie dem Aggregationsassay, Polymerasen-
Kettenreaktion und Messung der alkalischen Phosphatase konnte kein
Unterschied zwischen der Inhibition von Rab27 und der Kontrolle gezeigt werden.
Die Inhibierung von Rab27 in CaP-kalzifizierten SMCs hatte keinen Einfluss auf
die Matrix-Mineralisierung. Ferner hatte die Inhibition von Rab7, sowohl in OM-,
als auch in CaP-kalzifizierten SMCs keinen Einfluss auf die Matrix-
Mineralisierung.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit durch die Inhibition der Exozytose in
OM eine Reduktion der Mineralisierung gezeigt werden. Jedoch gelang kein
Nachweis, dass dies an der Anderung der Vesikelmenge oder deren
Mineralisierung lag. Weitere Experimente zur Analyse der Mechanismen wie

beispielsweise eine Analyse der Kollagenablagerung sollten erfolgen.
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9 Anhang

A B
1 input = getDirectory("Choose a Directory"): 1
2 processFolder(input); 2
3 3
4 function processFolder(input) { 4
5 list = getFileList(input); 5
3 for (i = @; i = list.length; i++) { 6
7 processFile(input, list[il); 7
8
5 ) 5

18 18

11 function processFile(input, filename) { 1

12 path = input + filename; 12

13 open(path);

14 2

15 run("Split Channels"); lf

16 close(); 5

17 s tWindow(filename + " (red)"); 16

18 close() 7

19 sel indow(filename + " (green)"); 18

20 run{"8-bit"); 19

21 setAutoThreshold("Default dark no-reset"); 20

22 setThreshold(43, 255); 21

23 setDption("BlackBackground", true); 22

24 run{"Convert to Mask"); 23

25 run{"Create Selection"); 24

26 run{"Watershed"); 25

27 run({"Analyze Particles...", "size=@-Infinity summarize"); 26

28 27

29 close(); 28

38} 29

Anhang Abbildung 1. Bildanalyse der Fluores
Pl). Fir die Quantifizierung der Mikroskopie
Ordnerauswahl mit den dazugehdrigen Bildern.
Farbkanale in grun, rot und blau. Fur die Analyse d

input = getDirectory("Choose a Directory")
processFolder(input);

function processFolder(input) {
list = getFileList(input);
for (i = 8; i < list.length; i++) {
processFile(input, listlil);

}

function processFile(input, filename) {
path = input + filename;
open(path);

un("Split Channels");

lose(filename + " (green)");

(filename + " (blue)}");
tWindow(filename + * (red}");
8-bit");

setAutoThreshold("Default dark no-reset");
setThreshold(31, 255);
setOption("BlackBackground", true);
run{"Convert to Mask");

("Create Selection");

run{"watershed");

run({"Analyze Particles...", "size=@-Infinity summarize");

close();

}
zeindiacetat-Propiumiodid-Farbung (FDA-
der FDA-PI-Bilder erfolgte zuné&chst die
AnschlieBend erfolgte die Trennung der
er FDA-Bilder wurde der griine Kanal (A) und

fur Pl der rote Kanal (B) weiter analysiert. Die Bilder wurden flr die weitere Analyse in 8-bit

konvertiert. Final wurden die Zellen flr die Analyse

1 input = getDirectory(
2
3  processFolder(input);
4
5  function processFolde
6 list = getFilelLis
7 for (1 =0; i< 1
8 processFi
9 }
10 }
11
12 function processFile(
13
14 open(input + file
15
16 run("8-bit");
17  setAutoThreshold("Def
18  //run("Threshold...")
19 setThreshold(@, 100);
20 run("Measure');
21 close("x");
22}

voneinander getrennt und analysiert.

"Choose a Directory");

r(input) {
t(input);
ist.length; i++) {
le(input, list[il);

input, file) {

); //open image

ault");

.
r

Anhang Abbildung 2. Bildanalyse der Alizarin Rot Mikroskopie. Mittels Bildanalyse wurden

die Alizarin Rot Bilder ausgewertet. Dafir erfolgt

zunachst die Auswahl des Ordners mit den

Mikroskopie-Bildern. AnschlieRend erfolgt die Konversion in 8-bit und die Anpassung des
Thresholds. Final erfolgt die Messung der Alizarin Rot Flache in Prozent.
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Anhang Abbildung 3. Inhibition der Exozytose und endosomalen Reifung beeinflussen
nicht die Zellvitalitit. Glatte GefalRmuskelzellen (SMC) wurden fiir 14 Tage in osteogenem
Medium (OM) kultiviert und mit 0,75, 1 und 2 yM Nexinhib20 und 0,1, 1 und 10 yM CID-1067700
stimuliert. DMSO (1:1000) diente als Kontrolle. Das konditionierte Medium zur Analyse der EVs
wurde fir 24 h mit 0,1 % FBS gesammelt. Zur Uberpriifung der Zellvitalitdt erfolgte eine
Fluoresceindiacetat-Propiumiodid-Farbung (FDA-PI), welche im Fluoreszenzmikroskop
visualisiert wurden. Lebende Zellen erscheinen hierbei grin fluoreszierend und tote Zellen rot.
MaRstab: 100 ym. (A — D) Die Quantifizierung erfolgte durch Bildanalyse mittels Fiji, wobei die
lebenden Zellen durch FDA dargestellt werden und die toten durch PIl. n = 3, MW = SD, One-way-
ANOVA.
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Anhang Abbildung 4. Inhibition von Rab7 in der endosomalen Reifung durch CID-1067700
unter osteogenen Konditionen (OM) beeinflusst nicht die Matrixmineralisierung und
Zellvitalitat. Glatte GefaBmuskelzellen (SMC) wurden fir 14 Tage in OM kultiviert und mit 0,1, 1
und 10 yM CID-1067700 stimuliert. DMSO (1:1000) diente als Kontrolle. Das konditionierte
Medium zur Analyse der EVs wurde fur 24 h mit 0,1 % FBS gesammelt. (A) Die
Matrixmineralisierung wurde im Vergleich zur DMSO-Kontrolle durch Alizarin Rot Farbung
dargestellt. MaRRstab 1000 um. (B) Die Quantifizierung erfolgte durch Bildanalyse mittels Fiji. (C)
Die Uberpriifung der Zellvitalitat erfolgte mittels Messung der Fluoreszenz der metabolischen
Aktivitat durch Resazurin-Reduktion nach 14 Tagen. (D) Zur weiteren Uberpriifung der Zellvitalitat
erfolgte eine Fluoreszeindiacetat-Propiumiodid-Farbung (FDA-PI), welche im
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Fluoreszenzmikroskop visualisiert wurden. Lebende Zellen erscheinen hierbei grin
fluoreszierend und tote Zellen rot. MaRstab: 100 ym. (E) Die Quantifizierung erfolgte durch
Bildanalyse mittels Fiji, wobei die lebenden Zellen durch FDA dargestellt werden und die toten
durch PI (Anhang Abbildung 3C). (F) Die TNAP-Aktivitdt wurde nach sieben Tagen bestimmt und
auf die Proteinmenge normalisiert. n =3 — 7, MW + SD, One-way-ANOVA.
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Anhang Abbildung 5. Inhibition von Rab7 in der endosomalen Reifung unter
kalziumphosphatreichen Konditionen (CaP) durch CID-1067700 beeinflusst nicht die
Matrixmineralisierung und Zellvitalitat. Glatte Gefallmuskelzellen (SMC) wurden fiir 7 Tage in
Kalziumphosphat Medium (CaP) kultiviert und mit 0,1, 1 und 10 yM CID-1067700 stimuliert.
DMSO (1:1000) diente als Kontrolle. Das konditionierte Medium zur Analyse der EVs wurde fir
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24 h mit 0,1 % FBS gesammelt. (A) Die Matrixmineralisierung wurde im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle durch Alizarin Rot Farbung dargestellt. Ma3stab 1000 ym. (B) Die Quantifizierung
erfolgte durch Bildanalyse mittels Fiji. (C) Die Uberpriifung der Zellvitalitat erfolgte mittels
Messung der Fluoreszenz der metabolischen Aktivitat durch Resazurin-Reduktion nach 7 Tagen.
(D) Zur weiteren Uberpriifung der Zellvitalitit erfolgte eine Fluoreszeindiacetat-Propiumiodid-
Farbung (FDA-PI), welche im Fluoreszenzmikroskop visualisiert wurden. (E) Lebende Zellen
erscheinen hierbei griin fluoreszierend und tote Zellen rot. MaRstab: 100 ym. Die Quantifizierung
erfolgte durch Bildanalyse mittels Fiji, wobei die lebenden Zellen durch FDA dargestellt werden
und tote durch Pl (Anhang Abbildung 3D). n =3 -7, MW £ SD, One-way-ANOVA.
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Anhang Abbildung 6. Partikelzahl ist nicht beeinflusst durch die Inhibition der
endosomalen Reifung. Glatte GefaBmuskelzellen (SMC) wurden fiur 14 Tage in osteogenem
Medium (OM) kultiviert und mit 0,1, 1 und 10 yM CID-1067700 stimuliert. DMSO (1:1000) diente
als Kontrolle. Das konditionierte Medium zur Analyse der extrazellularen Vesikel (EVs) wurde flr
24 h mit 0,1 % FBS gesammelt. Die Analyse erfolgte mittels Nanopartikeltracking-Analyse im
Vergleich zu DMSO. Es wurden fiinf Videos je 60 s pro Probe aufgenommen und analysiert.
Darstellung (A — C) reprasentativer Kurven pro Konzentration und (D) Quantifizierung mit
Aufteilung nach Gesamtevents und (E) PartikelgroRe. n = 4, MW £ SD, One-way-ANOVA.
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Anhang Abbildung 7. Die Anzahl an extrazellularen Vesikeln ist nicht beeinflusst durch die
Inhibition von Rab7 der endosomalen Reifung. Glatte GefalBmuskelzellen (SMC) wurden fir
7 Tage in Kalziumphosphat Medium (CaP) kultiviert und mit 0,1, 1 und 10 yM CID-1067700
stimuliert. DMSO (1:1000) diente als Kontrolle. Das konditionierte Medium zur Analyse der
extrazelluldren Vesikel (EVs) wurde fir 24 h mit 0,1 % FBS gesammelt. Die Analyse erfolgte
mittels Nanopartikeltracking-Analyse im Vergleich zu DMSO. Es wurden funf Videos je 60 s pro
Probe aufgenommen und analysiert. Darstellung (A — C) reprasentativer Kurven pro
Konzentration und (D) Quantifizierung mit Aufteilung nach Gesamtevents und (E) Partikelgréfie.
n =4, MW % SD, One-way-ANOVA.
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Anhang Abbildung 8. Die Anzahl mineralpositiver Events und das Aggregationsverhalten
wird nicht durch die Inhibition der endosomalen Reifung beeinflusst. Glatte
GefaBmuskelzellen (SMC) wurden fir 14 Tage in osteogenem Medium (OM) kultiviert und mit
0,1, 1 und 10 uM CID-1067700 stimuliert. DMSO (1:1000) diente als Kontrolle. Das konditionierte
Medium zur Analyse der extrazellularen Vesikel (EVs) wurde fir 24 h mit 0,1 % FBS gesammelt.

86



Die Analyse erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Es erfolgte die Messung der vorhandenen
Events durch Tracking der EVs mittels grinem CellTrackerTM (CTG). Die Messung der
Mineralbeladung erfolgte durch Osteosense (Osteo). Darstellung von reprasentativen Kurven
aller Konzentrationen mit (A — C) Doppelfarbung CTG/Osteo und (D — E) Quantifizierung. Das
Aggregationsverhalten wurde mittels des Aggregationsassays analysiert. Es fand die Messung
einer Absorption bei 340 nm alle 5 min fir 30 h bei 37°C statt. (F) Darstellung von reprasentativen
Graphen des Aggregationsverhalten von CID-1067700 10 uM im Vergleich zu DMSO. (G) Es
erfolgte die Quantifizierung der Graphen durch die Analyse der Flache unter der Kurve. n = 3,
MW (schwarze Linie) £ SD (gestrichelte Linie), Area under the curve (AUC), t-Test ggf. mit Welch-
Korrektur bei signifikantem F-test, One-way-ANOVA.
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Anhang Abbildung 9. Inhibition von Rab7 in der endosomalen Reifung hat keinen Einfluss
auf die Anzahl mineralpositiver Events und das Aggregationsverhalten. Glatte
GefaBmuskelzellen (SMC) wurden fir 7 Tage in Kalziumphosphat Medium (CaP) kultiviert und
mit 0,1, 1 und 10 yM CID-1067700 stimuliert. DMSO (1:1000) diente als Kontrolle. Das
konditionierte Medium zur Analyse der EV's wurde fir 24 h mit 0,1 % FBS gesammelt. Die Analyse
erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Die Messung der Mineralbeladung erfolgte durch
Osteosense (Osteo). Darstellung von reprasentativen Kurven aller Konzentrationen mit (A — C)
Doppelfarbung CTG/Osteo und (D — E) Quantifizierung. Das Aggregationsverhalten wurde
mittels des Aggregationsassays analysiert. Es fand die Messung einer Absorption bei 340 nm alle
5 min fir 30 h bei 37°C statt. (F) Darstellung von reprasentativen Graphen des
Aggregationsverhalten von CID-1067700 10 uM im Vergleich zu DMSO. (G) Es erfolgte die
Quantifizierung der Graphen durch die Analyse der Flache unter der Kurve. n = 3, MW (schwarze
Linie) £ SD (gestrichelte Linie), Area under the curve (AUC), t-Test ggf. mit Welch-Korrektur bei
signifikantem F-test, One-way-ANOVA.
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