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1 Zusammenfassung / Abstract

Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen die Haupttodesursache flir Manner und Frauen
dar, jedoch erkranken Frauen erst wesentlich spater. Neben hormonellen Einflissen
werden auch sexspezifische Unterschiede auf zellularer Ebene als Grund daflr
diskutiert. Das Endothel spielt eine entscheidende Rolle fur die Gefallhomdostase.
Eine Dysfunktion des Endothels korreliert mit der Entstehung der Atherosklerose und
Herz-Kreislauf-Erkrankungen. In der vorliegenden Arbeit wurden Endothelzellen
unter sexspezifischen Aspekten auf funktionelle und metabolische Unterschiede
untersucht. Dafur wurden weitgehend weibliche und mannliche Endothelzellen der
Nabelschnur (HUVECs) von dizygoten Zwillingen verwendet, um Hormon- und
Umwelteinflisse auf sexspezifische Unterschiede zu minimieren.

In unbehandelten Zellen ergaben sich keine wesentlichen sexspezifischen
Unterschiede. Nach Behandlung mit VEGF jedoch wurde eine starkere Migration in
weiblichen HUVECs beobachtet. Die intrazellulare ATP-Konzentration war in
weiblichen HUVECs nach VEGF signifikant hoher. Serumreduktion flhrte in
mannlichen nicht jedoch in weiblichen HUVECs zu einer signifikanten Verminderung
der ATP-Konzentration. Nach Behandlung mit VEGF war der Quotient aus Glykolyse
und mitochondrialer Atmung in den meisten HUVEC-Zwillingspaaren hoher bei
weiblichen Zellen. Im Gegensatz dazu wurde nach Serumreduktion eine hdhere
basale mitochondriale Atmung in mannlichen HUVECs gemessen. Ein wesentlicher
sexspezifischer Unterschied in der PFKFB3-Expression (6-Phosphofructo-2-
Kinase/Fructose-2,6-Biphosphatase-3), ein Hauptregulierungsenzym der Glykolyse,
zeigte sich jedoch nicht.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit ein Sexualdimorphismus im
Migrationsverhalten sowie im Energiemetabolismus festgestellt werden. Eine hdhere
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ATP-Konzentration nach Serumreduktion und VEGF-Behandlung sowie eine starkere
VEGF-induzierte Migration deuten auf sexspezifische Unterschiede auf zellularer
Ebene hin. Eine bessere Energiebilanz sowie eine grolRere Glykolyse-Aktivitat
konnten im Zusammenhang mit einer besseren Migration weiblicher HUVECs

stehen.

Abstract

Cardiovascular diseases (CVDs) are the main cause of death in men and women,
however these develop later in women. In addition to hormonal influences, sex-
specific differences at a cellular level could play a crucial role. The endothelium is
responsible for maintaining vascular homeostasis and its dysfunction may lead to
atherosclerosis und CVDs. The present study evaluated sex-specific functional and
metabolic differences in endothelial cells. Human umbilical vein endothelial cells
(HUVECSs) from dizygotic twins were used to reduce hormonal and environmental
influences on sex-specific differences.

No sex-specific differences were observed in untreated cells. However, after
VEGF stimulation, the migration in female HUVECs was significantly more
pronounced after VEGF. Intracellular ATP levels were significantly higher in female
cells after VEGF. Serum starvation resulted in a significant decrease of ATP levels in
male but not in female HUVECs. After VEGF, the ratio of glycolysis/mitochondrial
respiration was higher in female HUVECs in most twin pairs. In contrast, male
HUVECs showed higher basal mitochondrial respiration after serum starvation. No
sex-specific differences were observed in the expression of PFKFB3 (6-
Phosphofructo-2-Kinase/Fructose-2,6-Biphosphatase-3), a rate-regulating enzyme of

glycolysis.



In conclusion, this study identified sex-specific differences in cellular migration
and metabolism. Higher ATP levels after VEGF and serum starvation, as well as a
more pronounced VEGF-induced migration in female HUVECSs, indicate sex-specific
differences at the cellular level. A better energy balance and higher glycolytic activity

could contribute to a stronger migration capacity in female HUVECs.



2 Einleitung

2.1 Die Bedeutung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Die Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) bezeichnet
Herz-Kreislauf-Erkrankungen als die weltweit fuhrende Ursache fur Mortalitdt und
Morbiditat (2). Fur ein Drittel aller Todesfalle werden Herz-Kreislauf-Erkrankungen in
Industrienationen verantwortlich gemacht (3). Die steigende Lebenserwartung und
der damit einhergehende demographische Wandel flihren trotz immer besserer
medizinischer Versorgung zu einer Zunahme der kardiovaskular-bedingten
Todesfélle (4, 5). Durch die ansteigende Pravalenz von Ubergewicht bzw. Adipositas
und Diabetes Mellitus Typ 2, insbesondere in Entwicklungs- und Schwellenlandern,
wird davon ausgegangen, dass sich dieser Trend in Zukunft fortsetzen wird (2, 6).
Die Hauptursache fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen ist die Atherosklerose,
eine chronisch-progressive Gefalterkrankung, die die Entstehung von intraluminalen
Plaques und Plaqueerosionen mit nachfolgender Thrombose beschreibt (7). Die
Entstehung der Atherosklerose ist multifaktoriell und wird durch eine Vielzahl von
modifizierbaren und nicht-modifizierbaren Risikofaktoren begunstigt. Zu den nicht-
modifizierbaren Risikofaktoren zahlen unter anderem das Alter, der familiare
Hintergrund sowie das mannliche Geschlecht (4). Modifizierbare Risikofaktoren
umfassen Tabakkonsum, ungesunde Ernahrung, geringe physische Aktivitdt und

Adipositas.



2.2 Das Geschlecht und kardiovaskulare Erkrankungen

2.2.1 Einfluss des Geschlechts auf Mortalitat und Morbiditat

In der Entstehung, Progression und dem Therapieerfolg von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen bestehen sexspezifische Unterschiede (8-10). Sowohl fir Manner als
auch fur Frauen sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen die Haupttodesursachen in
Industrienationen (11, 12). Da der Anteil der Frauen in den hdheren Altersgruppen
zunimmt und die Pravalenz von Herz-Kreislauf-Erkrankungen im Alter ansteigt, sind
Frauen insgesamt haufiger von Herz-Kreislauf-Erkrankungen betroffen (13-16). In
Europa verstarben 2017 49 % der Frauen an kardiovaskularen Erkrankungen
wahrend bei Mannern Herz-Kreislauf-Erkrankungen mit 40 % zur Gesamtmortalitat
beitragen (17) (Abbildung 1). Obwohl die relative Mortalitat durch Herz-Kreislauf-
Erkrankungen bei beiden Geschlechtern abnimmt, ist diese Tendenz bei Frauen
langsamer als bei Mannern (18, 19).

Eine genauere Betrachtung zeigt eine sexspezifische Altersverteilung in der
kardiovaskuldren Mortalitat und Morbiditat. Frauen erkranken im Schnitt erst zehn
Jahre spater an einer koronaren Herzkrankheit (KHK) und sogar 20 Jahre spater an
einem Myokardinfarkt als Manner (11, 20). Im Alter unter 65 Jahren ist das Risiko an
einer koronaren Herzerkrankung zu versterben fir Manner 3- bis 4-mal groer als fur
Frauen. Insgesamt sind somit Frauen daher erst im hoheren Alter von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen betroffen (21). Trotz zunehmender Pravalenz der Herz-
Kreislauf-Erkrankungen bei Frauen im Alter liegt deren Lebenserwartung in
Deutschland mit 83,2 Jahren knapp funf Jahre Uber der Lebenserwartung von

Mannern (22).
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Abbildung 1: Anteil der Todesursachen an der Gesamtmortalitdt fiir Manner (A) und Frauen
(B) in Europa (Stand 2017)(17). Mit freundlicher Genehmigung der Oxford University Press.

Weiterhin besteht ein sexspezifischer Einfluss der kardiovaskularen
Risikofaktoren. Nikotinkonsum steigert das relative KHK-Risiko bei Frauen um 25 %
starker als bei Mannern (23). Sowohl bei Mannern als auch bei Frauen nimmt im

Alter die arterielle Hypertonie zu, jedoch ist die Pravalenz und Inzidenz der arteriellen
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Hypertonie bei Frauen insbesondere nach der Menopause hodher als bei Mannern
(24-26). Das KHK-Risiko steigt durch einen Diabetes mellitus in Frauen starker als in
Mannern (27). Pramenopausal sind Frauen seltener von Fettstoffwechselstorungen
betroffen, was sich in geringeren Triglycerid- und LDL (Low Density Lipoprotein)-
Cholesterolwerten sowie in einem erhohtem HDL (High Density Lipoprotein)-
Cholesterol widerspiegelt (28). Zusatzlich zu den genannten Hauptrisikofaktoren sind
Frauen speziell durch sexspezifische kardiovaskulare Risikofaktoren, wie dem
Gestationsdiabetes und der Gestationshypertonie sowie endokrinen Stérungen wie

dem polyzystischen Ovar-Syndrom (PCQOS), betroffen (5, 13).

2.2.2 Grunde fur sexspezifische Unterschiede

2.2.2.1 Hormonelle Unterschiede

Frauen haben pra- und postmenopausal ein unterschiedliches kardiovaskulares
Risikoprofil. Demzufolge wurden sexspezifische Unterschiede bisher hauptsachlich
durch den Einfluss von Ostrogen erklart. Eine friihe Menopause erhoht das Risiko
kardiovaskularer Risikofaktoren wie dem arteriellen Hypertonus (29). Das Risiko
einer arteriellen Hypertonie ist in pramenopausalen Frauen geringer gegentber nach
der Menopause (30). Postmenopausal steigt in Frauen das Risiko einer Dyslipidamie
und des Ubergewicht (28).

Ostrogen wirkt tGber den Ostrogen Rezeptor a und B auf das Endothel.
Endothelzellen sind spezialisierte Epithelzellen, welche die luminale Seite des Blut-
und LymphgefaRsystems auskleiden (31, 32). Als eines der Haupteffekte fuhrt
Ostrogen zur endothelialen Freisetzung vasodilatatorischer Substanzen, wie
Stickstoffmonoxid (NO), und damit zu einer Gefalrelaxation. Die Fahigkeit der

endothelialen Vasodilatation beugt die Entstehung der Atherosklerose vor (33).



Weiterhin ist eine ostrogene Hemmung vasokonstriktiver Substanzen sowie die
Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) durch Hemmung der
Angiotensin Converting Enzyme (ACE)-Transkription bekannt (34-36).

Der ausschlieRlich positive kardiovaskulare Effekt von Ostrogen konnte sich in
klinischen Studien bislang nicht bestatigen. In einer randomisierten kontrollierten
Studie (Randomized Controlled Trial, RCT) der Women's Health Initiative (WHI)
wurde die Wirkung von Ostrogen plus Progestin bei postmenopausalen Frauen als
Hormon-Ersatz-Therapie (Hormon Replacement Therapy, HRT) gegenuber Placebo
untersucht. Dabei musste die Studie bereits nach funf Jahren frihzeitig abgebrochen
werden, da sich in der HRT-Gruppe ein erhdhtes Risiko fir ein invasives
Mammakarzinom zeigte. Das kardiovaskulare Risiko wurde zudem in dieser Gruppe
nicht signifikant gesenkt (37). Auch in der HER Studie (Heart and
Estrogen/Progestin Replacement Study) zeigte eine HRT keinen Vorteil auf die
Reduktion des kardiovaskularen Risikos. In der HRT-Gruppe stieg aulerdem das
Risiko einer tiefen Venenthrombose (TVT) (38). Insgesamt stellten Sare et al. in ihrer
Metaanalyse ein erhohtes Risiko fur die Entstehung eines Apoplex, einer tiefen
Venenthrombose und einer Lungenembolie nach HRT fest (39). Nicht zuletzt bleibt
ungeklart, warum Ostrogen einerseits vor Herz-Kreislauf-Erkrankungen in
pramenopausalen Frauen schuitzt, jedoch andererseits mit einer erhdhten Pravalenz
von anderen Gefallerkrankungen wie Vaskulitiden und Kollagenosen in dieser
Altersgruppe einhergeht (11, 40, 41), welche wiederum das kardiovaskulare Risiko
erhdohen (42-44). Warum ein fruher Beginn einer HRT das kardiovaskulare Risiko
senkt, wahrend ein spater Beginn nach Menopause das kardiovaskulare Risiko

wiederum erhoht, ist bislang ebenfalls nicht bekannt(45).



2.2.2.2 Intrinsische zellulare Unterschiede

Der sexspezifische Dimorphismus in kardiovaskularen Erkrankungen kann nach
aktuellem Wissensstand nicht allein durch hormonelle Unterschiede erklart werden.
Neben Sexualhormonen kommen auch sexspezifische Unterschiede auf zellularer
Ebene in Betracht. Studien werden bislang jedoch hauptsachlich mit
sexunspezifischen oder mannlichen Zellen durchgefuhrt (46), so dass hier ein
erhohter Forschungsbedarf besteht.

Mehrere Studien konnten einen Einfluss des zellularen Geschlechts auf
sexspezifische Unterschiede zeigen. In Mausen wurde in embryonalen Zellen eine
sexspezifische ~ DNA-Methylierung  festgestellt  (47).  Mitochondrien  aus
Kardiomyozyten weiblicher Ratten sind resistenter gegenuber Ischamie sowie
nachfolgendem Reperfusionsschaden und produzieren weniger reaktive
Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS) als Mitochondrien mannlicher
Ratten (48). ROS werden wiederum mit der Entstehung der Atherosklerose und
Alterungsprozessen in Zusammenhang gebracht (49-51). In Neuronen von Mausen
wurden eine sexspezifische Zellantwort und Apoptose auf zytotoxischen Stress
festgestellt (52).

Die endotheliale Dysfunktion ist gekennzeichnet durch eine Erhdéhung des
oxidativen Stresses (53), einem gestorten endothelialen Energiemetabolismus (54),
sowie durch eine gestorte Aktivitat der endothelialen Nitric Oxide Synthase (eNOS)
(55). Da die endotheliale Dysfunktion zu Beginn der Atherogenese steht, werden
insbesondere Endothelzellen in der kardiovaskularen Grundlagenforschung
untersucht. Humane Endothelzellen der Umbilikalvene (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells, HUVECs) haben sich als in vitro Modell fur sexspezifische
Unterschiede etabliert, da sich bei diesen Zellen der Einfluss der Sexualhormone
zwischen mannlichen und weiblichen Zellen nicht unterscheidet (56).
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Auch in Endothelzellen sind hormonunabhangige sexspezifische Unterschiede
bekannt. Die Grof3e und Morphologie unterscheidet sich zwischen mannlichen und
weiblichen Endothelzellen (57, 58). Bereits 1986 wurde in HUVECs eine hdhere
Prostaglandin-Synthese in mannlichen Zellen festgestellt (59). Prostaglandine sind
Vasokonstriktoren und mit der Entstehung der endothelialen Dysfunktion assoziiert
(60). Hartmann et al. konnten demonstrieren, dass sexspezifische Unterschiede im
Transkriptom in Endothelzellen bei Geburt und im Erwachsenenalter bestehen. Eine
sexspezifische Genexpression wurde sowohl fur gonodale als auch fur autosomale
Chromosome nachgewiesen. Gene, die in der Entstehung der KHK beteiligt sind,
werden bereits bei Geburt sexspezifisch exprimiert (61).

In unserem kardiologischen Forschungslabor der Charité Mitte konnte gezeigt
werden, dass weibliche HUVECs starker Gene der Immun- und Stressantwort bilden
als mannliche. Diese Gene werden durch physiologischen Scherstress in weiblichen
Zellen aulBerdem starker aktiviert (62). Weiterhin werden weibliche Endothelzellen
durch zellularen Stress weniger beeintrachtigt. Nach Serumentzug (62) sowie unter
Hyperoxie (63) zeigten weibliche Endothelzellen eine hdhere Zellviabilitat gegenltber
mannlichen. Sauerstoff- und Glukoseentzug flhrte starker in mannlichen
Endothelzellen zu Zellschadigung und Zelltod als in weiblichen (64).

Die Angiogenese beschreibt den Prozess der Gefalbildung aus bereits
vorhandenen Gefalten und wird sowohl fur Wundheilung als auch zur Deckung des
Sauerstoff- und Metabolitenbedarf bendtigt. Im pathologischen Kontext, wie zum
Beispiel bei einer Myokardischamie, wird Uber die Angiogenese die beeintrachtigte
Perfusion und Herzfunktion durch den Verschluss einer Koronararterie kompensiert
und das Zelluberleben verbessert (65). Voraussetzung flr die Angiogenese ist die
gerichtete Fortbewegung von Endothelzellen, welche als zellulare Migration

bezeichnet wird. In unbehandelten Zellen wurde bereits eine starkere Migration
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weiblicher Endothelzellen festgestellt (58). Eine vermehrte Gefalbildung wurde unter
hyperoxischen Bedingungen in weiblichen HUVECs im Vergleich zu mannlichen
beobachtet (63). In unserem Forschungslabor zeigte sich, dass weibliche HUVECs
vermehrt kapillar-ahnliche Strukturen bilden als mannliche Zellen (62). Wahrend die
eNOS relevant fur die Migration weiblicher HUVECs zu sein scheint, ist der Wirkung
der eNOS auf die Migration mannlicher Zellen deutlich geringer. In mannlichen
HUVECs wurde dagegen ein starkerer Einfluss der Proliferation auf die Wundheilung
und Gefalbildung in vitro beschrieben als in weiblichen Zellen (55).

Die Mechanismen fur diese sexspezifischen Unterschiede sind bisher
weitestgehend unbekannt. In bisherigen Studien wurde die endotheliale Migration
unter sexspezifischen Aspekten nur in unbehandelten Zellen untersucht. Die
Angiogenese sowie die endotheliale Migration wird jedoch hauptsachlich durch
Wachstumsfaktoren stimuliert (31). Die Untersuchung sexspezifischer Unterschiede
in der Migration unter pro-migratorischen Bedingungen kénnte weitere Erkenntnisse
uber einen intrinsischen Sexdimorphismus erbringen. Im Folgenden werden daher

relevante Mechanismen der Migration erlautert.

2.3 Mechanismen der zellularen Migration

2.3.1 Endotheliale Migration

Unter basalen Bedingungen liegen Endothelzellen als ruhende Phalanx-Zellen vor
(66). Nahrstoffmangel, Hypoxie oder Endothelverletzungen fuhren zur Freisetzung
von Wachstumsfaktoren wie VEGF oder bFGF leiten unter anderem die
Umwandlung der inaktiven Endothelzellen in sogenannte Tip- oder Stalk-Zellen ein
(31, 67, 68) (Abbildung 2). Die Richtung der endothelialen Migration folgt dabei der

hdchsten Stimulus-Konzentration (31). Tip-Zellen sind metabolisch sehr aktiv und
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bilden Ausstllpungen wie Filopodien und Lamellipodien, um zum Zielort zu migrieren
(31, 67, 68). Stalk-Zellen sind Uber Zell-Zell-Kontakte mit den Tip-Zellen verbunden
und erweitern durch Proliferation das Gefallnetz (31, 67, 68). Das Aufeinandertreffen
von Tip-Zellen fihrt zur Anastomose zweier Gefaldstimpfe und zu einem neuen
GefalRzweig. Die Angiogenese erfolgt bis der Sauerstoff- bzw. Nahrstoffbedarf
gedeckt ist und keine pro-angiogenetischen Faktoren mehr ausgeschuttet werden.

AnschlieRend erfolgt die Umwandlung in inaktive Phalanx-Zellen (68).

A B

=
Hypoxie/ 7
N\ Nahrstoffel :// )
v

........ Tip-Zelle-——""

i
Anastomose
Inaktive Phalanxzelle

Blutfluss ===y mp

Blutfluss ==

A—
sauerstoff- und nihrstoffreiches
Gewebe

Blutfluss ===y m=p Blutfluss == =—p-
m'

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Angiogenese. Durch Sauerstoff- oder
Nahrstoffmangel werden Wachstumsfaktoren aus dem umliegenden Gewebe ausgeschittet,
welche Endothelzellen zu Tip- und Stalk-Zellen aktivieren (A). Tip-Zellen migrieren in
Richtung des erhdhten Bedarfs und bilden Anastomosen mit anderen Tip-Zellen (B). Durch
Proliferation der Stalk-Zellen entwickelt sich ein neuer GefalRzweig (C), in dem nach Deckung
des Bedarfes Endothelzellen wieder in inaktiver Form vorliegen (D). Modifiziert nach ,The

Link Between Angiogenesis and Endothelial Metabolism“(68). Mit freundlicher Genehmigung
des Annual Reviews.

Einer der wichtigsten pro-angiogenetischen Wachstumsfaktoren ist VEGF. Er

wird vor allem bei Hypoxie oder Inflammation durch Endothelzellen und weitere
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parenchymale Zellen ausgeschuittet und besitzt eine starke pro-migratorische und
proliferative Wirkung (69, 70). Auf vaskularen Endothelzellen bindet VEGF an den
VEGF-Rezeptor 1 (VEGFR1) und den VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR2) (69). Der
VEGFR1 hat eine hohe Bindungsaffinitat fir VEGF, entfaltet aufgrund seiner
geringen Kinase-Aktivitat jedoch kaum eine pro-migratorische Wirkung. Dem
Rezeptor wird bislang eine negative regulatorische Rolle auf Migration und
Angiogenese zugeschrieben (71-73). Die Bindung von VEGF an VEGFR2 aktiviert
mehrere Signalkaskaden unter anderem die Mitogen-Activated-Protein-Kinase
(MAPK), Extracellular-Signal-Regulated-Kinase 1 und 2 (ERK1/2) sowie die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) (70, 74) (Abbildung 3). Uber die Aktivierung
dieser Signalwege wird die Endothelzellmigration und -proliferation sowie die
Permeabilitat gesteigert (68, 70). VEGF reguliert den Energiemetabolismus (68, 75)
und fordert das Zelluberleben (69). Das Verhaltnis von VEGFR2/VEGFR1 in

Endothelzellen entscheidet Uber deren Funktion als Tip- oder Stalk-Zelle (76).

13



VEGFR2

—Endothelze\\membran —

o OO

Aktivierung

Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung des VEGFR2-Signaling in Endothelzellen. Die
Hauptwirkung von VEGF auf das Endothel erfolgt durch die Bindung an den VEGFR2, was die
Aktivierung mehrerer Signalwege zur Folge hat. Letztendlich werden dadurch die
Proliferation, das Zellliberleben sowie Migration und Permeabilitdt des Endothels gesteigert.
Modifiziert nach “Vascular endothelial growth factor (VEGF) - key factor in normal and
pathological angiogenesis” (74). Mit freundlicher Genehmigung des Medical University
Publishing House Craiova.

Daneben ist VEGF an der Koordination der Migration beteiligt. Endothelzellen
mit der starksten VEGFR2-Aktivierung entwickeln sich zu Tip-Zellen und hemmen die
VEGFR2-Expression von Nachbarzellen durch die Expression des Notch-Liganden
Delta-like-ligand 4 (DIl4) (69, 77-79). DIll4 bindet an den Notch1-Rezeptor der
benachbarten Zellen, was Uber ein negatives Feedback die VEGFR2-Expression und
in dessen Folge die Migration und die Ausbildung von Protrusionen hemmt (78, 80,
81). Daraus resultiert eine klare Rollenteilung, in welcher den Tip-Zellen die
gerichtete Migration und Stalk-Zellen die Proliferation und Ausdehnung des

GefaRstumpfes zukommt (68, 81). Durch Anderungen der Konzentrationen von
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VEGFR, DIl4 und Notch1 verandern Endothelzellen wahrend der Angiogenese
fortlaufend die Bestimmung zwischen Tip- und Stalk-Zellen (76).

Einen zusatzlichen Einfluss auf Migration und Proliferation vermittelt VEGF
durch die Stimulation von Phosphodiesterasen (PDEs) (82, 83). Die Wirkung der
PDEs wahrend der Angiogenese wird hauptsachlich durch die Hydrolysierung von
cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP) entfaltet (83-85). Als universaler Second
Messenger spielt cCAMP eine wichtige Rolle in der kardiovaskularen Regulation,
indem es Genexpression, Zellmorphologie und -funktion beeinflusst (86, 87). Die
Haupteffektoren von cAMP in Endothelzellen sind die Proteinkinase A (PKA), der
exchange-factor-directly-activated-by-cAMP (EPAC) (86, 88-90) sowie die cyclic-
nucleotide-gated-ion-channels (CNG) (88). Durch alle genannten Effektoren reguliert
cAMP den GefaRtonus (88). Uber die Aktivierung der PKA und EPAC wirkt cAMP
aullerdem der VEGF-abhangigen Aktivierung von ERK und AKT entgegen und
hemmt so Migration, Proliferation sowie das Zelliberleben (91). Mehrere Studien
konnten belegen, dass erhdhte cAMP-Konzentrationen die Angiogenese inhibieren
(82, 83, 91). In diabetischen Mausen hemmt eine hohere cAMP-Konzentration die
Transkription von VEGF in Endothelzellen (92). Damit Ubereinstimmend foérdert
cAMP die Integritdt der endothelialen Barriere, indem es das Zytoskelett und
Adhasionskontakte stabilisiert (93-96).

Die FGF-Familie besteht aus 18 Liganden, welche mit vier verschiedenen
FGF-Rezeptoren (FGFR) interagieren (97). Auf Endothelzellen wirken insbesondere
FGF 1 (acidic FGF, aFGF) und 2 (basic FGF, bFGF) (97). Ahnlich wie VEGF fordert
bFGF Migration, Proliferation und Zelliiberleben in Endothelzellen. Uber
Tyrosinkinasen aktiviert bFGF unter anderem die Proteinkinase C und ERK und

fordert so die Migration und Proliferation. Weiterhin wird Uber ERK auch die
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Expression von VEGFR2 gesteigert und so ein kumulativer Effekt auf die Migration

erreicht (98, 99).

2.3.2 Endothelialer Energiemetabolismus

Die Angiogenese setzt die Umwandlung von ruhenden Phalanx-Zellen zu aktiven
Stalk- und Tip-Zellen voraus. Dies beruht auf dem Remodelling des Actin-
Zytoskeletts und ist durch einen hohen Energieverbrauch durch die Actomyosin-
Adenosintriphosphatase (ATPase) gekennzeichnet (100-103). Die Moglichkeit der
Migration ist dadurch direkt an die Verfugbarkeit von ATP gekoppelt (100).

Zur ATP-Gewinnung nutzen Endothelzellen, insbesondere wahrend der
Angiogenese, uUberwiegend Glukose. Daneben werden fur die Proliferation grofl3e
Mengen an DNA und Protein bendtigt, welche hauptsachlich aus der Verarbeitung
von Fettsauren und Aminosauren bereit gestellt werden (103). Die Umwandlung von
Glukose in ATP erfolgt in Zellen mithilfe der Glykolyse sowie durch die oxidative
Phosphorylierung.

Mittels Glykolyse wird Glukose zu Pyruvat metabolisiert und dabei zwei
Molekule ATP je Molekll Glukose generiert (104). Weiterhin werden Nebenprodukte
der Glykolyse in metabolischen Nebenzweigen wie dem Pentose-Phosphat-Weg
verwertet (103). Die Glykolyse-Rate (glycolytischer Flux) wird durch
geschwindigkeitsbestimmende Enzyme bestimmt. Ein Hauptenzym fir die
Regulation der Glykolyse-Rate ist die Phosphofructosekinase-2/Fructose-2,6-
bisphophatase (PFKFB), welches die Reaktion von Fruktose-6-Phosphat zu
Fruktose-1,6-Bisphophat katalysiert (75). Da die PFKFB3 von allen PFKFB-
Isoenzymen die hochste Bisphophatase-Aktivitat aufweist, kommt ihr als
Hauptstimulator der Glykolyse eine besondere Rolle zu (105). Durch

angiogenetische Stimuli wie VEGF wird die Glukose-Aufnahme und die PFKFB3-
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Expression erhdht und in dessen Folge die Energiegewinnung durch die Glykolyse
verstarkt (75, 106). Durch die erhdhte Expression von PFKFB3 wird die VEGF-
vermittelte Migration und Proliferation gesteigert sowie die Tip-Zell-Konfirmation in
Endothelzellen gefordert (75).

Die oxidative Phosphorylierung findet in den Mitochondrien statt und generiert
je Molekil Glukose 36 Molekile ATP (104). Neben der ATP-Produktion werden
wahrend der oxidativen Phosphorylierung ROS freigesetzt, welche als
Signalmolekule die Angiogenese fordern kdnnen, jedoch in hdheren Konzentrationen
zellschadigend sind (107). Wahrend der Angiogenese wird der Sauerstoffverbrauch
von Endothelzellen verdreifacht (108) und die mitochondriale Biosynthese durch
VEGEF stimuliert (109). Auch bei vorhandenem Sauerstoffangebot und obwohl durch
die oxidative Phosphorylierung eine wesentlich effektivere Energiegewinnung
moglich ist, generieren Endothelzellen bis zu 85 % der endothelialen ATP-Produktion
aus der Glykolyse (75). Der Grund dafur ist, dass eine wesentlich schnellere ATP-
Gewinnung moglich ist als durch die oxidative Phosphorylierung (110). Daneben sind
energieaufwandige Prozesse wie die Migration unter hypoxischen Bedingungen
moglich. Eine verminderte Glykolyse ist zudem mit einer eingeschrankten
Angiogenese assoziiert und beeinflusst das Gleichgewicht von Tip- und Stalk-Zellen
(75). Zusammenfassend hat eine gesteigerte glykolytische Energiegewinnung in

Endothelzellen einen positiven Einfluss auf die Prozesse der Angiogenese.
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2.4 Ziel der Arbeit und Fragestellung

Die Ursachen fur sexspezifische Unterschiede in Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind
immer noch nicht ausreichend verstanden. Hormonelle Unterschiede kénnen diesen
Sexualdimorphismus bislang nicht vollstandig erklaren. Neben Hormonen kommen
auch intrinsische zellulare Unterschiede als Ursache hierfur in Betracht. Da das
Geschlecht auf zellularer Ebene in Studien kaum berucksichtigt wird, besteht hier ein
erhdhter Forschungsbedarf.

Die endotheliale Migration bildet die Grundlage der Angiogenese und ist fir die
Aufrechterhaltung der Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung wichtig. Sie wird durch
Wachstumsfaktoren gesteuert und durch eine Steigerung des Energiemetabolismus
ermoglicht. Studien konnten sexspezifische Unterschiede unter basalen
Bedingungen in der endothelialen Migration bereits herausstellen. Die Mechanismen,
die fur diese Unterschiede verantwortlich sind, bleiben jedoch bislang unklar. Die
Migration unter pro-migratorischen Bedingungen wurde bislang noch nicht
untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es daher, sexspezifische Unterschiede im
Migrationsverhalten unter pro-migratorischen Bedingungen sowie mogliche
Einflussfaktoren, insbesondere beim Energiemetabolismus, in Endothelzellen zu
untersuchen. Dazu wurden humane Endothelzellen der Umbilikalvene aus
Nabelschniren isoliert und kultiviert. Durch die Verwendung von HUVECs konnte der
Einfluss von kardiovaskularen Risikofaktoren reduziert werden. Um individuelle
Unterschiede zu minimieren, wurden in dieser Arbeit grotenteils Zellen aus den
Nabelschniren von dizygoten Zwillingen verwendet. Die Verfugbarkeit von Zellen
dizygoter Zwillinge war jedoch durch das seltenere Auftreten von
Mehrlingsschwangerschaften begrenzt und deren Verwendung daher nicht
durchgangig maglich.
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Das Wissen von zellularen Geschlechtsunterschieden konnte zu einem
besseren Verstandnis fur die sexspezifische Pravalenz, Prognose und
Krankheitsverlauf von kardiovaskularen Erkrankungen beitragen, sowie grundsatzlich
die Aussagekraft von Daten aus der Grundlagenforschung verbessern.

In dieser Arbeit wurden im Einzelnen folgende Fragestellungen untersucht:

1.) Gibt es einen sexspezifischen Unterschied im Migrationsverhalten in
HUVECs?

2.) Lassen sich anhand der ATP-Konzentration, der PFKFB3-Genexpression
sowie der Art der Energiegewinnung (oxidative Phosphorylierung/Glykolyse)
metabolische, sexspezifische Unterschiede nachweisen? Besteht des
Weiteren eine  Korrelation  zwischen Energiemetabolismus  und
Migrationsverhalten?

3.) Hat das zellulare Geschlecht einen Einfluss auf die VEGFR2-Expression und
die cAMP-Konzentration? Besteht eine Korrelation zwischen diesen Faktoren

und dem sexspezifischen Migrationsverhalten?
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Gerate und Verbrauchsmaterialien

Material

1,5 ml/2 ml Tubes

15 ml/ 50 ml Falcon-Tubes

6 cm Zellkulturschalen

75 cm? Zellkulturflaschen

96 Well Mikroplatten, schwarz
96 Well Microarray-Platten
Feinwaage
AxioCam-MRc-Kamera
Axiovert 200M Foto-Mikroskop

Brutschrank

C-CHIP Zahlkammer
Combitips, diverse

Kryo-Einfriergerat

Culture-Insert-2-Well-Set

Electrophoresis Power Supply

Finnpipette

Fusion Solo S Imaging System

Gefrierschrank (-20 °C)

Gelelektrophoresekammer

Glasplatten

Hersteller

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Corning, New York, USA

Corning, New York, USA

Corning, New York, USA

Greiner Bio-One, Deutschland

BD, Franklin Lakes, USA

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland,

Qualilab, Olivet, Frankreich

Ibidi, Martinsried, Deutschland
Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, Vereinigtes Konigreich
Labsystems Diagnostics, Vantaa,
Finnland

Vilver Lourmat, Eberhardzell,
Deutschland

Liebherr, Bulle Fr, Schweiz

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Gefrierschrank (-80 °C)

Klhlschrank (+4 °C)
Lichtmikroskop

Magnetrahrer

PCR-Mastercycler
Messzylinder, diverse
Microplate-Reader
Mikrotiterschuttler

Mini Spin Zentrifuge
Multikanalpipette
NanoDrop 2000
pH-Messgerat

Pipet Boy

Pipetten, diverse
Pipettenspitzen 5-50 ml
Pipettenspitzen 0,5-1000 pl

Plattenschuttler

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran
QuantStudio 7 Flex Real-Time-PCR-
System

Reagenzflaschen, diverse

Seahorse XFe 96 Analyzer

Seahorse XFe96 Cell Culture
Microplates

Seahorse XFe 96 Sensor Cartridges

Semi-dry-Blotkammer

Sterile Werkbank

Stickstofftank

Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

Liebherr, Bulle Fr, Schweiz

Leica Service, Bensheim, Deutschland
Heidolph Instrument, Schwabach,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Schott, Mainz, Deutschland

Molecular Devices, San José, USA
IKA, Staufen im Breisgau, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
WTW, Weilheim, Deutschland
Integra-Biosciences, Hudson, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Corning, New York, USA

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Heidolph Instrument, Schwabach,
Deutschland

Milipore, Burlington, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA

Schott, Mainz, Deutschland
Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Peqglab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Heraeus Instruments GmbH, Hanau,
Deutschland

Messer, Bad Soden am Taunus,

Deutschland
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Thermomixer
Vortexer
Wasserbad
Whatman-Papier
XF Prep Station
Zellschaber
Zentrifuge 5415R
Zentrifuge 400R

3.1.2 Chemikalien und Substanzen

Tabelle 2: Chemikalien und Substanzen

Chemikalie/Substanz

1,4-Dithiothreit (DTT)

10x Roti-Block

Acrylamid (40 %)

Amido Black Staining Solution
Ammoniumpersulfat (APS)

Basic Fibroblastic Growth Factor (bFGF)
(# GF0039)

Bromphenolblau (BPB)

Complete Ultra Tablets mini Easypack
DNase1 (2U/ul)

dNTP-Mix

Dulbecco’s Phosphate Based Saline
(DPBS)

Endothelial Cell Growth Supplement
(ECGS)

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Glutamin

Glycerol

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Bender & Hobein, Zurich, Schweiz

GFL, Burgwedel, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Corning, New York, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus Instruments GmbH, Hanau,

Deutschland

Hersteller

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
SERVA, Heidelberg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roche, Basel, Schweiz
Ambion, Austin, USA

Roche, Basel, Schweiz

Life Technologies, Carlsbad, USA
Promocell, Heidelberg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Glycin
Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS)
Hepes

Hexamere (0,5 pg/ul)

Kaliumchlorid (KCI)
Kollagenase Typ Il (1 U/ml)

Kryokonservierungsmedium

M-MLV Reverse Transkriptase

Magnesiumchlorid (MgClz)
Methanol

N, N, N, N‘Tetra-methyl-
ethylenediamine (TEMED)

Natriumchlorid

Natriumhydroxid
Natriumpyrophosphat
Natriumvanadat

Okada-Saure

PageRuler

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)
PhosStop Easypack Phosphatase
Inhibitor Cocktail Tablets

RNase Inhibitor

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
3-Mercaptoethanol

Tris

Triton X-100

Trizol

Trypsin-EDTA

Tween 20

Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) (# 676472)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Cell Applications Inc, San Diego, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland

TIB MOL BIOL, Berlin, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Promocell GmbH, Heidelberg,
Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
J.T. Baker, Phillipsburg, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PanReac AppliChem, Chicago, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Life Technologies, Carlsbad, USA

Roche, Basel, Schweiz

Promega, Fitchburg, USA

SERVA, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ferak Berlin GmbH, Berlin, Deutschland
Life Technologies, Carlsbad, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
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3.1.3 Zellkulturmedien

Tabelle 3: Vollmedium

Medium 199, HEPES

20 % Fetal Calf Serum (FCS)
Ascorbinsaure 5 ug/ml
Endothelial Cell Growth Supplement
(ECGS) 12 pg/ml

Glutathion 5 pg/mli

Heparin 5000 U/mi

Glutamin 200 mM
Amphotericin B 50 ng/ml
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 ug/ml

Tabelle 4: Serumarmes Zellmedium

Medium 199, HEPES
0,5 % FCS
Ascorbinsaure 5 pg/mi
ECGS 12 pg/ml
Glutamin 200 mM
Glutathion 5 pg/ml
Heparin 5000 U/mi
Medium 199, HEPES
Amphotericin B 50 ng/ml
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 ug/ml

Hersteller

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

PromoCell, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland
Life Technologies, Carlsbad, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
PromoCell, Heidelberg, Deutschland
Life Technologies, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland
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Tabelle 5: Seahorse Assay Medium

Dulbecco's Modified Eagle’'s Medium
(DMEM)

0,5 % FCS

Glukose 5,5 mM

Glutamin 2 mM

Natriumchlorid 32 mM

3.1.4 ELISA und Kits

Tabelle 6: ELISA und Kits

Assay
ATP Assay Kit
(Colorimetric/Fluorometric)

Deproteinizing Sample Preparation Kit

Direct cAMP ELISA Kit

Pierce™ ECL Plus Western Blotting
Substrat

Pierce™ BCA Protein Assay Kit
Seahorse Mito Stress Test Kit

TagMan™ Gene Expression Assay

3.1.5 Primer

Tabelle 7: Primer

Primer Assay ID
PFKFB3 Hs00998700_m1
Beta-actin

Sex-determining Region Y
X-inactive Specific

Transcript

Hs01060665_g1
Hs00976796_s1
Hs00976796_m1

Hersteller
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Biochrom, Berlin, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, USA
PanReac AppliChem, Chicago, USA

Hersteller

Abcam, Cambridge, Vereinigtes
Kdnigreich

Abcam, Cambridge, Vereinigtes
Kdnigreich

Enzo Life Science, New York, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Applied Biosystems, Foster City, USA

Hersteller
alle Applied Biosystems,
Foster City, USA
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3.1.6 Antikorper

Tabelle 8: Erstantikoérper

Erstantikorper

Anti-VEGFR2

Tabelle 9: Zweitantikorper

Zweitantikorper

Goat-Anti-Rabbit

3.1.7 Puffer und Losungen

Tabelle 10: Puffer und Losungen

Puffer/Losung
10x SDS-Laufpuffer

Blotpuffer

20x TBS

Western-Blot-Waschpuffer

5x SDS Probenpuffer

Verdiinnung in
Blocklosung
1:1000

Verdiinnung in
Blocklosung
1:10000

Hersteller

Cell Signaling (#12599)
(Danvers, MA, USA)

Hersteller

Santa Cruz Biotechnology

(sc-2004) (Santa Cruz, CA,
USA)

Bestandteile

30,3 g Tris

144 g Glycin

10 g SDS

geldst in 1 L Aqua dest.
100 ml 10x SDS Laufpuffer
200 ml Methanol

700 ml Aqua dest.

1 M Tris

3 M Natriumchlorid

geldst in 1 L Aqua dest.
100 ml Tris

4 ml 10 % Tween 20
geldst in 2 L Aqua dest.
655 pl 1 M Tris-Chlorid (pH 6,8)
1,13 ml 87 % Glycerol
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2,3ml 10 % SDS

500 pl B-Mercaptoethanol

10 mg Bromphenolblau (BPB)
Protein-Lysepuffer 100 mM Natriumchlorid

20 mM Hepes

1 % Triton X-100

4 mM Natriumpyrophosphat

10 mM EDTA

Phosphatase Inhibitor Cocktail

PhosStop 25x (40 ul/ml)

Phosphatase Inhibitor Cocktail

Complete (40 pl/ml)

100 uM Okada-Saure

Hypotonischer Waschpuffer 10 mM Tris
1 mM EGTA
1 mM EDTA
10 mM KCL
2 mM MgCl
1 mMDTT

0,3 mM Natriumvanadat

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Far alle Versuche wurden ausschlieBlich Endothelzellen aus humanen
Umbilikalvenen verwendet. Die Bereitstellung der Nabelschniure erfolgte
freundlicherweise durch die Klinik fir Geburtsmedizin, Charité Mitte. Solange nicht
gesondert erwahnt, wurden Nabelschnulre von dizygoten Zwillingen mit jeweils einem
mannlichen und einem weiblichen Zwilling verwendet. Die Geschlechtsbestimmung

der HUVECSs erfolgte mittels Real-Time-RT-PCR durch Messung der sexspezifischen
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Genexpression des SRY Gens (Sex-determining Region Y) fir mannlich und des

XIST Gens (X-inactive Specific Transcript) fur weiblich.

3.2.1.1 Praparation humaner Endothelzellen aus Umbilikalvenen

HUVECs wurden durch Kollagenase-Verdau aus humanen Umbilikalvenen
gewonnen und anschlielend in Vollmedium kultiviert. Zuerst wurde die Umbilikal-
vene mit 2 x 20 ml HBSS durchgespdult. Um HBSS-Ruckstande zu vermeiden, wurde
die Vene anschliellend vorsichtig mit Raumluft ventiliert. Die Vene wurde mit
Klemmen verschlossen und mit 10 ml Kollagenase gefullt. Darauf wurde die Vene flr
15 Minuten bei 37 °C und 5 % CO: in einem Brutschrank inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Nabelschnur mit 2 x 20 ml HBSS durchgespilt und die Lésung
mit den Zellen in einer Petrischale aufgefangen. Die geldsten Endothelzellen wurden
in ein 50 ml Tube Uberfuhrt und bei 1200 rpm flr 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 20 ml Vollmedium

resuspendiert und in eine 75 cm? Zellkulturflasche Ubertragen und kultiviert.

3.2.1.2 Trypsinieren und Passagieren der HUVECs

Der Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. Bei 80 % Konfluenz wurde das
Vollmedium aus der Zellkulturflasche entfernt und die Zellen mit 10 ml warmem PBS
gespult, um Mediumreste zu entfernen. Die Zellen wurden mit 1,5 ml Trypsin bei
37 °C fur 30 Sekunden behandelt und durch Klopfen vom Flaschenboden geldst. Das
Ablosen der Zellen wurde per Lichtmikroskop kontrolliert. Zum Passagieren wurden
die Zellen in 10 ml Vollmedium resuspendiert und auf mit 15 ml Vollmedium gefillten
Zellkulturflaschen aufgeteilt. HUVECs wurden bis maximal Passage 4 fur alle

Experimente verwendet.
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3.2.1.3 Einfrieren und Auftauen der HUVECs

Den Zellen, die erst zu einem spateren Zeitpunkt verwendet wurden, wurde nach
dem Trypsinieren 1,5 ml Kryokonservierungsmedium hinzugegeben. Die Zellen
wurden dann in ein Kryoréhrchen transferiert. Zur Schonung der Zellen wurden die
Kryordhrchen in einen Einfrierbehalter mit Isopropanol gegeben, um eine schonende
Kdhlung von 1 °C/Stunde zu gewahrleisten. Bis zur weiteren Verwendung wurden die
Zellen bei -80 °C aufbewahrt.

Zum Auftauen wurden die Kryoréhrchen fur 2 Minuten in einem Wasserbad
bei 37 °C erwarmt. Die Zellen wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen transferiert und auf
ein Gesamtvolumen von 15 ml mit warmem Vollmedium aufgeflllt. Spatestens nach
einem Tag wurde das Medium gewechselt, um das Kryokonservierungsmedium zu

entfernen.

3.2.2 RNA-Isolation

Die Isolation der RNA erfolgte fur alle Zellen zur Geschlechtsbestimmung sowie zur
Bestimmung der PFKFB3-Genexpression. Zur Geschlechtsbestimmung wurden
RNA-Proben von Zellen in Vollmedium verwendet. Nach der Behandlung wurde das
Zellkulturmedium entfernt und 1 ml Trizol je Zellkulturschale flr wenige Sekunden
hinzugegeben. AnschlieRend wurde das Zelllysat in ein 1,5 ml Tube Uberfuhrt und
0,2 ml Chloroform hinzugegeben. Die Proben wurden gevortext und fur wenige
Sekunden inkubiert. Daraufhin wurden die Lysate fir 15 Minuten bei 10000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Durch die Zentrifugation bildeten sich im Tube drei Phasen, wobei
die RNA in der obersten Phase in einer klaren Flussigkeit gelost war. Diese wurde in
ein neues 1,5 ml Tube Ubertragen. Zur Reinigung der RNA wurden 0,5 ml

Isopropanol hinzugeflgt. Die Inkubation mit Isopropanol erfolgte iber 30 Minuten bei
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Raumtemperatur. Die Proben wurden dann bei 13000 rpm und 4 °C fir 30 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden anschlielend
zweimal mit 75 % Ethanol gewaschen. Dafur wurde fur jeden Waschschritt 1 ml 75 %
Ethanol zum Pellet hinzugegeben und fur 5 Minuten bei 10000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend verworfen. Nach dem letzten
Waschschritt wurde das RNA-Pellet in 30 pl Aqua dest. gelést. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch mittels NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). Dafur wurde zuerst ein Referenzwert mit 1 pl Aqua
dest. ermittelt. Anschlielend wurde 1 pl einer RNA-Probe auf das Messinstrument

pipettiert und die Absorption bei 260 nm gemessen.

3.2.3 Real-Time-RT-PCR

3.2.3.1 Das Prinzip der Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR beruht auf dem Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
und dient dem quantitativen Nachweis von DNA bzw. cDNA. Neben den
Bestandteilen der klassischen PCR werden bei der Tagman-Real-Time-PCR neben
dem PCR-Reaktionsansatz eine Tag-DNA-Polymerase mit Exonuklease-Aktivitat
sowie Sonden hinzugeflgt, die jeweils Uber 2 Introns liegen, um Signale aus der
DNA auszuschliel3en. Sie sind aulterdem am 5’-Ende mit einem Fluorophor und am
3’-Ende mit einem Quencher-Molekll versehen. Das Quencher-Molekul inhibiert
durch die raumliche Nahe zum Fluorophor dessen Fluoreszenzemission. Nachdem
die DNA in der Denaturierungsphase in Einzelstrangen vorliegt, binden Primer und
Sonden an die DNA. Anschlieend bindet die Tag-Polymerase an den 3‘-Enden der
Primer und elongiert den DNA-Strang. Dabei trifft sie auf das 5-Ende der Sonden
und degradiert das Fluorophor durch deren Exonucleaseaktivitat. Dadurch entfallt die

Inhibition der Fluoreszenzemission und das detektierte Fluoreszenzsignal wird
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starker. Die Messung des Fluoreszenzsignals erfolgt nach jedem PCR-Zyklus. Zu
Beginn eines PCR-Zyklus &ndert sich der DNA-Gehalt aufgrund der
vergleichsweisen geringen Menge nur marginal und ist zu gering, um sie vom
Hintergrund-Fluoreszenzsignal zu unterscheiden. Mit steigender Zykluszahl nimmt
das Fluoreszenzsignal exponentiell zu und lasst sich von der Hintergrund-
Fluoreszenz unterscheiden. Der Zeitpunkt, an dem die Zunahme der
Fluoreszenzemission zum ersten Mal signifikant den Wert der Hintergrund-
Fluoreszenz Ubersteigt, wird als Schwellenwert bezeichnet. Der Zyklus, an dem das
Fluoreszenzsignal den Schwellenwert Uberschreitet, wird als CT-Wert beschrieben.
Der CT-Wert korreliert damit invers zu der initialen DNA-Menge und erlaubt

Ruckschlisse auf den anfanglichen DNA-Gehalt.

3.2.3.2 Umschreibung der Messenger-RNA in Copy-DNA

Zur Durchfuhrung der Real-Time-PCR musste die isolierte Messenger-RNA (mRNA)
in eine DNA-Kopie (copy-DNA, cDNA) umgewandelt werden. Dafur wurden 500 ng
RNA mit Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 9 ul erganzt. Im ersten Schritt
wurden den RNA-Proben 0,5 pyl DNase 1 (2 U/pl) hinzugegeben, um eine
Kontamination mit genomischer DNA zu vermeiden. Dieser Schritt wurde flr
15 Minuten bei 37 °C durchgefihrt. Um die DNase im Anschluss zu deaktivieren,
wurden die Proben fur 10 Minuten bei 75 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden
die Proben sofort auf Eis gelegt, um die Reaktion zu stoppen. Anschliellend wurden
den Proben 2 pl Random-Hexamer-Primer (0,5 U/pl) hinzugefugt und far 10 Minuten
bei 75 °C inkubiert. Die Proben wurden danach fur 5 Minuten auf Eis gelegt. Als
letzten Schritt wurden 8,5 pyl RT-Mastermix hinzugefugt. Die Bestandteile des RT-

Mastermix sind aus Tabelle 11 zu entnehmen.
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Tabelle 11: Bestandteile des RT-Mastermix

Bestandteil Volumen
5x First-Strand Puffer 4 ul

DTT 2 ul
dNTPs 1 ul
RNase Inhibitor 0,5 ul
M-MLV Reverse Transkriptase 1 ul

(200 U/pl)

Nach 5-minutiger Inkubation bei 25 °C erfolgte die reverse Transkription bei 37 °C fur
60 Minuten. Die Proben wurden nach dem letzten Reaktionsschritt auf Eis gelegt.
Alle Reaktionsschritte wurden in einem PCR-Cycler durchgefihrt. Die nun

gewonnene cDNA wurde im Verhaltnis von 1:5 mit Aqua dest. verdunnt.

3.2.3.3 Durchfuhrung der Real-Time-PCR

Pro Ansatz wurden 6 pl cDNA-Proben (25 ng cDNA/Ansatz) auf ein MicroArray
Optical 96 Well Reaction Plate aufgetragen. Je Ansatz wurden Duplikate verwendet.
Aulerdem wurde ein Ansatz ohne Template (No Template Control, NTC) mitgefthrt,
um unspezifische Fluoreszenzsignale zu detektieren. So konnte zwischen DNA-
Amplifikation und Hintergrund-Fluoreszenz unterschieden werden. Es wurde ein
Mastermix aus 6,5 yl Genexpressionsmix und 0,5 pyl Sonden und Primern hergestellt
und je Ansatz 7 pl Mastermix hinzugegeben. Die 96 Well Platte wurde mit einer Folie
versiegelt. Zur Durchmischung der cDNA-Proben mit dem Mastermix wurde die
96 Well Platte fur 4 Minuten bei 1000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Es wurden 40 PCR-
Zyklen durchgefuhrt. Beta-Actin wurde als Homekeeping-Gen zur Bestimmung des

basalen Expressionsniveaus verwendet. Als Zielgen wurde die Genexpression der
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PFKFB3 bestimmt. PFKFB3 ist eines der Hauptregulierungsenzyme der Glykolyse
und diente zur Ermittlung der zellularen Glykolyse-Aktivitat unter verschiedenen
Versuchsbedingungen sowie im Vergleich zwischen mannlichen und weiblichen
Zellen. Dazu wurden HUVECs auf 6 cm Zellkulturschalen ausplattiert. Bei Konfluenz
wurde das Vollimedium durch serumarmes Zellmedium ersetzt und die Zellen in
diesem Medium fur 5 Stunden kultiviert. Vor dem Mediumwechsel wurde mit der
Ruckseite einer 1000 pl Pipettenspitze ein Spalt gezogen. Zellen in Vollmedium ohne
Spalt wurden als Baseline mitgefuhrt. Anschlieliend wurden die Zellen entweder flr
16 Stunden mit 2 nM VEGF oder 20 % FCS behandelt. Zellen in serumarmen
Zellmedium dienten als Kontrolle. Der Nachweis der PFKFB3-Genexpression erfolgte
in mannlichen und weiblichen HUVECs von nicht-verwandten Spendern. Die
Bestimmung der Genexpression von XIST und SRY diente zur
Geschlechtsbestimmung aller verwendeten Zellen.

Die Real-Time-PCR wurde in einem QuantStudio 7 Flex Real-Time-PCR-
System (Life Technologies, Carlsbad, USA) durchgeflihrt und mittels QuantStudio
Real-Time PCR-Software (Version 1.3) analysiert. Die Auswertung erfolgte anhand
der ermittelten CT-Werte bzw. der Differenz aus Zielgen und Housekeeping-Gen als
delta-CT. Das Expressionsniveau nach Behandlung wird relativ zur Expression in der

Vergleichsgruppe (Baseline oder Kontrolle) angegeben.

3.2.4 Bestimmung der Zellmigration

FUr die Migrationsversuche wurden Doppelkammersysteme (Culture Insert 2 Well,
Ibidi, Martinsried, Deutschland) verwendet. Das Kammersystem ermdglicht die
Bildung von zwei getrennten Zellflachen, welche nach Abzug des Kammersystems
von einem 500 um breitem, zellfreiem Spalt getrennt sind. Durch Dokumentation des

Spaltschlusses nach einer bestimmten Zeit (in dieser Arbeit nach 16 Stunden) kann
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ein Ruckschluss auf die Migrationsfahigkeit der Zellen gezogen werden. Pro Doppel-
kammersystem wurden in jede Kammer 40000 Zellen der gleichen HUVEC in 70 ul
Vollmedium ausgesat. Nach 24 Stunden wurde das Kammersystem mit einer
Pinzette vorsichtig abgezogen. Das Vollmedium wurde entfernt und durch serum-
armes Zellmedium ersetzt. Zwischen dem Mediumwechsel wurden die Zellen mit
1 ml serumarmem Zellmedium gespult. Nach 5 Stunden Serumentzug wurden die
Zellen entweder mit 2 nM VEGF oder mit 6 nM bFGF fur 16 Stunden behandelt. Als
Kontrolle wurden Zellen in serumarmen Zellmedium mitgefuhrt. Fur jede Behand-
lungsgruppe bzw. Kontrolle wurden Duplikate verwendet. Die fotografische
Dokumentation erfolgte zum Zeitpunkt 0 Stunden (Ausgangswert) und 16 Stunden
(Endwert) der Behandlung bei einer funffachen VergroRerung mithilfe eines Axiovert
Mikroskops (Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Die Fotos wurden mit einer AxioCam
MRc Kamera (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) aufgenommen. Es wurden drei
Fotos Uber den kompletten Spalt pro Doppelkammersystem erstellt und mittels
Axiovision Software (Version 4.8.2) zu einem Bild zusammengefugt. Aullerdem
wurden fur die Ausgangswerte und Endwerte ein identisches Flachenareal erstellt.
Die Flachen wurden mithilfe der Software Image J (Version 1.52a) ausgemessen. Als
Zellmigration wurde der Spaltschluss innerhalb des Flachenareals in Prozent zum
Ausgangswert gemessen.

Abbildung 4 zeigt beispielhaft den Spaltschluss vor und nach VEGF-Behandlung bei

weiblichen HUVECs.
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Abbildung 4: Lichtmikroskopische Aufnahme (5-fache VergroRerung) von HUVECs vor
(links) und nach (rechts) VEGF-Stimulation.

3.2.5 Der Seahorse XF Cell Mito Stress Test

3.2.5.1 Das Prinzip des Seahorse XF Cell Mito Stress Tests
Mithilfe des Seahorse XF Cell Mito Stress Tests kann der Energieumsatz an
lebenden Zellen gemessen werden. Durch die Messung verschiedener Parameter
kann aullerdem zwischen der Energiegewinnung durch oxidative Phosphorylierung
und der Energiegewinnung durch Glykolyse differenziert werden. Die oxidative
Phosphorylierung ist ein mitochondrialer Prozess, welcher sauerstoffabhangig ATP
als Energietrager produziert. Sie ist hauptsachlich fur den Sauerstoffverbrauch einer
Zelle verantwortlich. Eine gesteigerte oxidative Phosphorylierung setzt daher auch
einen  erhohten  Sauerstoffbedarf  voraus. Durch die Messung der
Sauerstoffkonzentration bzw. dessen Verbrauch kann somit ein Rickschluss auf die
Energiegewinnung der oxidativen Phosphorylierung gezogen werden. Die
Sauerstoffkonzentration wird im Mito Stress Test als Sauerstoff-Verbrauchs-Rate
(Oxygen Consumption Rate, OCR) gemessen.

Im Vergleich zur oxidativen Phosphorylierung ist die Glykolyse ein schneller
und sauerstoffunabhangiger Prozess der Energiegewinnung und bildet neben ATP

als Endprodukt Laktat. Eine gesteigerte Glykolyse-Aktivitat fuhrt durch die Produktion
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von Laktat zu einer Ansauerung der Zelle und ihres Milieus. Die daraus folgende
Veranderung des pH-Wertes kann mittels Mito Stress Test als extrazellulare
Ansauerungsrate (Extracellular Acidification Rate, ECAR) gemessen werden.
Der Quotient aus ECAR und OCR (ECAR/OCR Ratio) beschreibt das Verhaltnis von
Glykolyse zu oxidativer Phosphorylierung an der Energiegewinnung.

Wahrend eines Mito Stress Tests erfolgt die Messung von OCR und ECAR zu
12 Zeitpunkten. Zur Ermittlung verschiedener Parameter erfolgen nacheinander im
zeitlichen Abstand Injektionen der Substrate Oligomycin, Carbonyl cyanide-4-
trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP) sowie gleichzeitig von Rotenon und
Antimycin A. Diese Substrate interagieren mit den Komplexen der oxidativen
Phosphorylierung und beeinflussen deren Aktivitat. Abbildung 5 stellt die Interaktion

der einzelnen Substrate mit der mitochondrialen Membran graphisch dar.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Interaktion von Oligomycin, FCCP, Rotenon und
Antimycin A mit der oxidativen Phosphorylierung. Der Protonentransport in den Komplexen
| bis IV erzeugt einen Protonenkonzentrationsgradient zwischen Intermembranraum und
Matrix und ermoglicht in Komplex V die ATP-Produktion. Durch Oligomycin wird die ATP-
Synthase in Komplex V blockiert und die oxidative Phosphorylierung unterbrochen. Die
Injektion von FCCP entkoppelt die ATP-Produktion von den Komplexen I-IV und simuliert die
maximale mitochondriale Leistung. Rotenon und Antimycin A blockieren die Komplexe | und
Il und flihren zu einem vollstéandigen Stillstand der oxidativen Phosphorylierung. Modifiziert
nach Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit User Guide, Agilent Technologies (111). Mit
freundlicher Genehmigung von Agilent Technologies.

Zu Beginn eines Mito Stress Tests erfolgt eine Basalmessung. Die Injektion von
Oligomycin erfolgt nach Messpunkt 3 und wirkt am Komplex V der oxidativen
Phosphorylierung. Dort wird die mitochondriale ATP-Synthase blockiert. Dadurch
wird die ATP-Synthese inhibiert und der O2-Verbrauch der Zelle nimmt ab.
Nach Messpunkt 6 erfolgt die Injektion von FCCP, welches Protonen durch die
mitochondriale Membran transportiert und somit die Komplexe | bis IV von der ATP-
Produktion entkoppelt. Dadurch imitiert es die maximale mitochondriale
Leistungsfahigkeit bzw. dessen maximalen Sauerstoffverbrauch. Gleichzeitig sorgt
die Entkopplung fir den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotenzials.

Nach Messpunkt 9 erfolgt die Injektion von Rotenon und Antimycin A. Rotenon
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blockiert Komplex | der oxidativen Phosphorylierung, Antimycin A Komplex Ill. So
wird die mitochondriale Aktivitat vollstandig aufgehoben. Alle weiteren OCR-
Anderungen sind nun vollstandig mitochondrienunabhangig.

Durch die 3 Injektionen lassen sich mithilfe des Mito Stress Tests folgende

Messparameter ableiten und auswerten (Abbildung 6):
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Abbildung 6: Schematischer Seahorse Mito Stress Test mit Darstellung des Verlaufs der OCR
in Abhdngigkeit von Zeit und Injektionen. Zu Beginn erfolgt die Messung des basalen,
mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs. Durch Injektion von Oligomycin sinkt der
Sauerstoffverbrauch ab. Die Entkopplung der ATP-Synthese durch FCCP fiihrt zur maximalen
Leistung der Komplexe | bis IV und zum Anstieg der OCR. Nach Antimycin A- und Rotenon-
Injektion kommt die mitochondriale Aktivitat vollstandig zum Erliegen. Modifiziert nach
Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit User Guide, Agilent Technologies (111). Mit freundlicher
Genehmigung von Agilent Technologies.

Basale Atmung: Gibt den basalen, mitochondrialen Energieverbrauch der Zelle an.
ATP-Produktion: Darstellung der ATP-Menge, die mitochondrial unter basalen

Zustanden in der Zelle generiert wird.
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Protonenleck: Mitochondrialer Sauerstoffverbrauch, welcher nicht an die
Atmungskette gebunden ist.

Maximale Atmung: Maximaler Sauerstoffverbrauch, der mitochondrial erzeugt
werden kann.

Respiratorische Reservekapazitat: Bezeichnet den Sauerstoffverbrauch, welcher
bei Maximalleistung zusatzlich gewonnen werden kann und berechnet sich aus dem
Quotienten von maximaler und basaler Atmung.

Nicht-mitochondriale Atmung: Sauerstoffverbrauch, welcher nicht durch

Mitochondrien erzeugt wird.

3.2.5.2 Durchfuhrung des Seahorse XF Cell Mito Stress Tests
Far den mitochondrialen Stress Test wurden HUVECs auf eine Seahorse 96 Well
Platte ausplattiert. Es wurden 15000 Zellen pro Well verwendet. Die aul’eren 36
Wells wurden wie vom Hersteller empfohlen nicht mit Zellen belegt und dienten bei
der Messung als Background, um unspezifische Signale herauszurechnen. Nach 24
Stunden wurde das Vollmedium durch serumarmes Zellmedium ersetzt. Um
Ruckstande des Vollmedium zu entfernen, wurden die Wells zusatzlich mit 100 ul
serumarmen Zellmedium gespult. Bei Zellen, die als Baseline (Zellen in Vollmedium)
mitgefuhrt wurden, wurde kein Mediumwechsel durchgefuhrt. Die restlichen Zellen
wurden fur 5 Stunden in serumarmen Zellmedium kultiviert. Anschlielend wurden die
Zellen entweder mit 2 nM VEGF, 6 nM bFGF oder mit 20 % FCS fur 16 Stunden
behandelt. Zellen ohne Behandlung in serumarmen Zellmedium wurden als Kontrolle
mitgefluhrt. FUr jede Behandlung bzw. Kontrolle standen 6 Wells pro 96 Well Platte
zur Verfugung.

Eine Stunde vor der Messung wurde das entsprechende Zellmedium entfernt

und durch das Seahorse Assay Medium ersetzt. Die Zellen wurden anschliel3end fur
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eine Stunde bei 37 °C und 0 % CO: in einer XF Prep Station inkubiert. In dieser Zeit
wurde die Behandlung mit 2 nM VEGF und 6 nM bFGF fortgefuhrt. Die Injektions-
substanzen Oligomycin, FCCP sowie Rotenon und Antimycin A wurden zur Belegung
der Injektions-Ports im Seahorse Assay Medium verdunnt. Die Konzentration betrug
fur Oligomycin 0,3 puM, fur FCCP 1 yM und fur Rotenon und Antimycin A jeweils
0,3 uM. Die Injektionen erfolgten alle 18 Minuten. Alle 6 Minuten wurden OCR und
ECAR gemessen.

FUr die Auswertung wurde zu jedem Messzeitpunkt das arithmetische Mittel
aus den 6 Wells einer Behandlungsgruppe ermittelt. Die gewonnenen Daten wurden
auf die Proteinkonzentration normiert und mit dem Programm Wave (Version 2.1.3)
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) ausgewertet.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Zellmedium vorsichtig
aus den Wells entfernt und 50 pl einer Lyseldésung aus 50 mM NaOH und 1 % Triton
X-100 pro Well hinzugefugt. Die Zellen wurden fur 10 Minuten unter kontinuierlicher
Bewegung auf einem Plattenschuttler lysiert. Es wurden 10 pl Lysate pro Well
anschliellend auf eine neue 96 Well Platte aufgetragen. Die Proteinmenge wurde
durch kolorimetrische Messung der Absorption bei 563 nm bestimmt und anhand
einer Standardkurve quantifiziert. Die Datenauswertung erfolgte mittels Softmax Pro

(Version 5.4).

3.2.6 Messung des intrazellularen cAMP-Gehalts

HUVECs wurden auf 6 cm Zellkulturschalen ausplattiert und in Vollimedium kultiviert.
Bei Konfluenz, Ublicherweise an Tag 2, wurde das Zellkulturmedium entfernt und die
Zellkulturschale zweimal mit 1 ml warmem PBS gewaschen. Zuvor wurde mittig ein
Spalt mit der Ruckseite einer 1000 ul Pipettenspitze gesetzt. Dadurch entstanden

zwei durch den Spalt getrennte Zellflachen und es wurde so eine Verletzung imitiert.
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AnschlieBend wurde den Zellen fur 5 Stunden serumarmes Zellmedium
hinzugegeben. Nach dem Serumentzug wurden die HUVECs entweder fur 3 oder
16 Stunden mit 2 nM VEGF oder 6 nM bFGF behandelt. Als Kontrolle dienten Zellen
in serumarmen Zellmedium.

Nach der Behandlung wurde das Zellkulturmedium von den Zellkulturschalen
abgenommen und als Uberstand in ein 2 ml Tube (bertragen. Die Uberstéande
wurden bei 13000 rpm und 4 °C fur 5 Minuten zentrifugiert. Darauf wurden die
Uberstande in ein neues 2 ml Tube Ubertragen und unmittelbar in flissigem Stickstoff
schockgefroren.

Anschlielend wurden die Zellen mit 0,5 ml 0,1 M HCI fur 20 Minuten lysiert.
Die HCI-Lysate wurden in ein 1,5 ml Tube Ubertragen und fur 5 Minuten bei 650 rpm
und 4 °C zentrifugiert. Die Lysate wurden auf ein neues 1,5 ml Tube Ubertragen und
sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die cAMP-Konzentrationsbestimmung
wurde jeweils fur die Uberstande als auch fiir die HCl-Lysate durchgefihrt. Sie
erfolgte mit einem cAMP-Complete-ELISA Kit (Enzo Life Science GmbH, Loérrach,
Deutschland). Mithilfe der vom Hersteller bereitgestellten Standards wurde eine
Standardreihe erstellt und zusammen mit den Proben als Duplikate auf eine 96 Well
Platte aufgetragen. Anschlielend wurden nach Hersteller-Protokoll Assay-Puffer und
Antikdrper hinzugegeben. Die Bestimmung des intrazellularen cAMP erfolgte bei
einer optischen Dichte von 405 nm mittels Microplate-Reader und wurde mittels
Software Softmax Pro (Version 5.4) (Molecular Devices, San José, USA)
ausgewertet. Alle Daten wurden im Anschluss auf ihren Proteingehalt normiert. Dafur
wurde das Zellmedium vorsichtig entfernt. Pro Well wurden 50 pl einer Lyselosung
aus 50 mM NaOH und 1% Triton X-100 hinzugegeben. Die 96 Well Platten wurden
verschlossen und die Zellen fur 10 Minuten unter kontinuierlicher Bewegung auf

einem Plattenschuttler lysiert. Anschlielend wurden 10 pl Lysate pro Well auf eine
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neue 96 Well Platte aufgetragen. Die Proteinmenge wurde durch kolorimetrische
Messung der Absorption bei 563 nm bestimmt und anhand einer Standardkurve
quantifiziert. Die Datenauswertung erfolgte mithilfe der Software Softmax Pro

(Version 5.4).

3.2.7 Messung des intrazellularen ATP-Gehalts

Die ATP-Bestimmung wurde mithilfe eines ATP Assay Kits (Abcam, Cambridge,
Vereinigtes Konigreich) durchgefuhrt. Dafir wurden HUVECs auf 6cm
Zellkulturschalen ausplattiert und in Vollmedium kultiviert. Bei Konfluenz wurde mit
der Ruckseite einer 1000 pl Pipettenspitze mittig ein Spalt durch die bewachsenen
Zellkulturschalen gezogen. AnschlieRend wurde das Zellkulturmedium abgesaugt,
die Schalen mit 1 ml warmem PBS gewaschen und den Zellen fir 5 Stunden
serumarmes Zellmedium hinzugegeben. Darauf wurden die Zellen entweder mit
2 nM VEGF, 6 nM bFGF oder 20 % FCS behandelt. Pro Behandlung wurde eine
6 cm Zellkulturschale verwendet. Zellen in serumarmen Zellmedium ohne
Behandlung wurden als Kontrolle mitgefuhrt.

Nach 16 Stunden Behandlung wurde die ATP-Extraktion mittels des ATP
Assay Kits durchgefuhrt. Pro 6 cm Zellkulturschale wurden 100 yl ATP-Assay-Puffer
hinzugegeben. Wie vom Hersteller empfohlen, wurde dem ATP-Puffer ein
Proteinase-Inhibitor (Complete-Protease-Inhibitor-Cocktail, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) hinzugefugt, um einen vorzeitigen Abbau des ATP zu verhindern. Die Lysate
wurden auf ein 1,5 ml Tube uUbertragen und bei 13000 rpm und 4 °C fur 2 Minuten
zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden auf ein neues Tube transferiert.
Da Enzyme und Proteine die ATP-Messung stéren kdnnen, wurden die Proben nach
der Extraktion mittels Deproteinizing-Sample-Kit-TCA (Abcam, Cambridge,
Vereinigtes Konigreich) behandelt. Nach der Deproteinisierung wurden alle Proben in

42



flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Messung flur kurze Zeit bei -80 °C
gelagert. Fur die Messung wurden die Lysate und die vom Hersteller bereitgestellten
Standards als Triplikate auf eine 96 Well Platte aufgetragen und mittels Microplate-
Reader gemessen. Die fluorometrische ATP-Bestimmung erfolgte anhand einer
Standardkurve bei einer Extension/Emission von 535/587 nm und wurde mit der

Software Softmax Pro (Version 5.4) ausgewertet.

3.2.8 Western Blot
Mittels Western Blot wurde die Menge an VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR2) bestimmt.
Dafur wurden die Extrakte von je 5 weiblichen und 5 mannlichen, nicht-verwandten

HUVECs verwendet.

3.2.8.1 Proteinextraktion

Proteine wurden aus Zellen von 6 cm Zellkulturschalen isoliert. In einem ersten
Versuchsansatz wurde bei Konfluenz ein Spalt mit der Ruckseite einer 1000 ul
Pipettenspitze gezogen. AnschlieRend wurde ein Mediumwechsel zu serumarmen
Zellmedium vollzogen und die Zellen fur 5 Stunden kultiviert. AnschlieBend wurden
die Zellen fur 16 Stunden mit 2 nM VEGF behandelt. Zellen in serumarmen
Zellmedium dienten als Kontrolle. Nach der Behandlung wurde das entsprechende
Zellmedium abgesaugt und die Zellen mit 1 ml kaltem PBS und 1 ml hypotonischem
Puffer gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen mit 80 ul Protein-Lysepuffer
benetzt und mittels Zellschaber von der Zellkulturschale geldst. Die Lysate wurden
auf ein 1,5 ml Tube Ubertragen und fur 10 Minuten auf Eis gelagert. Darauf wurden
sie fiir 10 Minuten bei 10000 rpm zentrifugiert und der Uberstand auf ein neues Tube

ubertragen und unmittelbar in flissigem Stickstoff schockgefroren.
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3.2.8.2 Proteinbestimmung

Zur Proteinquantifizierung der Western Blot Proben wurde das Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet. Es wurden pro Well
3 ul Proteinlysate fir die Proteinbestimmung verwendet und als Duplikate auf eine
96 Well Platte aufgetragen. Die Proteinmenge wurde durch kolorimetrische Messung
der Absorption bei 563 nm bestimmt und anhand einer Standardkurve quantifiziert.

Die Datenauswertung erfolgte mittels Softmax Pro (Version 5.4).

3.2.8.3 Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung wurden fur die gewonnenen Proteinproben
Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS)-Polyacrylamid-Gele hergestellt. Jedes Gel bestand
aus einem 8 % Trenngel und einem Sammelgel. Die Zusammensetzung von Trenn-
und Sammelgel sind aus Tabelle 12 zu entnehmen. Der pH-Wert wurde mittels

Salzsaure und Natriumhydroxid eingestellt.

Tabelle 12: Bestandteile von Trenngel und Sammelgel.

Bestandteil 8 % Trenngel Sammelgel
H20 3,28 ml 3,65 ml

1,5 M Tris pH 8,8 1,56 ml -

1M Tris pH 6,8 - 625 pl

10 % SDS 62,5 pl 50 pl

40 % Acrylamid 1,28 ml 625 pl

10 % APS 50 pl 50 pl
TEMED 5 ul 5 pl

Zuerst wurde die Gelkammer bis zu zwei Drittel mit Trenngel befullt. AnschlieRend
wurde das restliche Drittel mit Isopropanol Uberschichtet, um eine glatte,

luftblasenfreie Geloberflache zu gewahrleisten. Nach 30 Minuten Polymerisation
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wurde das Isopropanol abgegossen und die Gelkammer mit Aqua dest. gespult.
Das Sammelgel wurde eingegossen und der Gelkamm gerade eingefuhrt. Das
Sammelgel wurde fur eine weitere halbe Stunde polymerisiert. Bis zur Verwendung
am Folgetag wurden die Gele bei 4 °C in 1x SDS-Laufpuffer gelagert. Fur die
Gelelektrophorese wurden die Gelkammern samt Gelen in die Gel-
elektrophoresekammer gespannt und der Gelkamm entfernt. Jeweils 20 yg Lysat
wurden mit 8 pl Probenpuffer vermischt. Anschlielend wurden die Proben flr
5 Minuten bei 95 °C erhitzt und kurz bei 12000 rpm zentrifugiert. Jede Geltasche
wurde mit einem Probenvolumen von 25 pl geflllt. AuBerdem wurden pro Gel 8 pli
Proteinladder als GroRenstandard hinzugegeben. Die Gelelektrophorese lief bei

einer Stromstarke von 20 mA fir circa 2 Stunden.

3.2.8.4 Blotting

Das Blotten beschreibt die Proteintbertragung von einem Gelelektrophoresegel auf
eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran. Nach der Gelelektrophorese wurde das
Gel den Platten entnommen. Das Sammelgel wurde vorsichtig abgetrennt und das
Trenngel mit den Proteinproben in Blotpuffer geschwenkt. Fir den Western Blot
wurde ein Semi-dry-Blotter verwendet. Daflr wurden drei Whatman-Papiere in
Blotpuffer getrankt und Ubereinander in die Blot-Kassette gelegt. Das Trenngel wurde
auf das Whatman-Papier platziert. Vor dem Platzieren auf dem Trenngel wurde die
PVDF-Membran auf GelgroRe zurechtgeschnitten und zuerst in Methanol und
anschlieBend in Blotpuffer getrankt. Auf die PVDF-Membran wurden drei weitere
Whatman-Papiere platziert. Das Blotten wurde bei 4 Watt fur 90 Minuten
durchgefuhrt. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurde die Membran

unmittelbar danach in einen Behalter mit 15 ml Blocklésung gegeben und bei 4 °C
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uber Nacht inkubiert. Fur die Blocklosung wurde ein 10x Roti-Block-Konzentrat
(Roth, Karlsruhe, Deutschland) im Verhaltnis von 1:10 mit PBS verdinnt.

Am Folgetag wurde die Blocklésung abgegossen. Daraufhin erfolgte die
Inkubation des ersten Antikorpers in der Blocklésung Uber Nacht bei 4 °C. Am
nachsten Tag wurde die Membran dreimal fur 5 Minuten mit Western-Blot-
Waschpuffer gewaschen. Anschlieend wurde der zweite Antikdrper in der
Blocklésung fur eine Stunde bei Raumtemperatur unter stadndigem Schutteln
hinzugegeben. Die Blockldsung mit Zweitantikdrpern wurde entfernt und die
Membran zuerst dreimal fur jeweils 5 Minuten und darauffolgend dreimal flr
10 Minuten mit Western-Blot-Waschpuffer gewaschen.

Die Entwicklung der Membran erfolgte mittels Chemilumineszenz-Verfahren.
Mit diesem Verfahren wird durch die Interaktion eines Substrates mit der Meerrettich-
Peroxidase des Zweitantikorpers ein Fluoreszenzlicht emittiert, welches durch einen
Detektor gemessen werden kann. Dabei ist die Starke des Fluoreszenzsignals
proportional zur Proteinmenge auf der Membran. Fir die Reaktion wurde in dieser
Arbeit das Pierce™ ECL Plus Western Blotting Substrat (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) verwendet. Die beiden im Kit enthaltenen Losungen wurden nach
Herstellerangaben im Verhaltnis von 40:1 gemischt und anschlielend auf die
Membran verteilt. Die Membran wurde fir 5 Minuten abgedunkelt mit dem ECL-
Substrat inkubiert. Das ECL-Substrat wurde entfernt und die Membran innerhalb
einer Plastikfolie in eine Dunkelkammer gelegt. Die Expositionsdauer variierte in
Abhangigkeit von der gewulnschten Signalstarke und betrug einige Sekunden bis
Minuten. Die Entwicklung und Aufnahme erfolgte mittels Fusion Solo S Imaging

System (Vilver Lourmat, Eberhardzell, Deutschland).
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3.2.9 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden als arithmetischer Mittelwert +/- Standard Error of the Mean
(SEM) oder als Einzelwerte angegeben. Daneben wurde zum besseren Vergleich die
Darstellung als Vielfaches (Fold change) verwendet. Die Realtime-PCR-Daten
wurden auf Grundlage der delta-delta-CT-Werte ausgewertet. Mannliche und
weibliche Zellen, die von der gleichen Mutter stammten, wurden mittels gepaarten
T-Tests statistisch analysiert. Nicht-verwandte HUVECs wurden mittels Mann-
Whitney-U-Test verglichen. Fur die Auswertung und Darstellung wurden SPSS
Statistics (IBM, Armonk, USA), Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, USA) und
GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, USA) verwendet. Ein p-Wert von

< 0,05 wurde als signifikant und ein p-Wert von < 0,01 als hochsignifikant festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Zellmigration

Die endotheliale Zellmigration ist ein wichtiger Prozess fur die Gefaliregeneration,
Wundheilung und Angiogenese und ist an der Aufrechterhaltung der endothelialen
Barrierefunktion beteiligt (31). In dieser Arbeit wurden sexspezifische Unterschiede in
der Migrationsfahigkeit von Endothelzellen nach der Stimulation durch VEGF und
bFGF an getrenntgeschlechtlichen, dizygoten Zwillingen untersucht. Als Migration
wurde die Verkleinerung des Spaltes zwischen den Zellreihen als relativer
Spaltschluss zum Ausgangswert gewertet. Als Ausgangswert wurde die Spaltgrolie
vor Behandlung definiert.

Im Vergleich zum Ausgangswert anderte sich die SpaltgroRe nach
Serumreduktion sowohl bei den mannlichen als auch bei den weiblichen Zellen nach
16 Stunden nur unwesentlich (Abbildung 7). Insgesamt nahm die Spaltgrof3e bei den
weiblichen Zellen leicht zu. Nach VEGF war bei beiden Geschlechtern eine deutliche
Migration zu erkennen. Dabei betrug der Spaltschluss bei den weiblichen Zellen
verglichen mit den mannlichen HUVECs mehr als das Doppelte. Der Unterschied war
hochsignifikant. Interessanterweise wurde nach bFGF geschlechtsunabhangig keine
wesentliche Migration gemessen. Sie war im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant

unterschiedlich (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Spaltschluss nach 16 Stunden. Kontrolle: Serumreduktion. Nach
Serumreduktion und nach bFGF zeigten sich kaum Verdanderungen der SpaltgroRe im
Vergleich zum  Ausgangswert. Nach VEGF reduzierte sich die SpaltgroRe
geschlechtstbergreifend. Der Spaltschluss war bei weiblichen Zellen signifikant hoher. Es
wurden Zellen von dizygoten Zwillingen verwendet. (Mittelwerte + SEM; **p<0,01 (gepaarter
t-Test); n=14 pro Geschlecht)

4.2 Messung der metabolischen Aktivitat

Die endotheliale Migration ist ein energieaufwendiger Prozess, der die Produktion
von ATP voraussetzt (112). Mithilfe des Seahorse Mito Stress Tests kann durch die
Messung von OCR und ECAR Ruckschlusse auf den Energieverbrauch sowie das
Verhaltnis von oxidativer Phosphorylierung und Glykolyse in Zellen gewonnen
werden. Im Folgenden werden die Resultate der einzelnen OCR-Parameter im

Vergleich mannlicher und weiblicher HUVECs dargestellt.
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4.2.1 Energiegewinnung durch oxidative Phosphorylierung

Die basale Atmung beschreibt den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch und
errechnet sich aus der Summe von mitochondrialer ATP-Produktion und
Protonenleck. Abbildung 8 stellt die basale Atmung in den 5 Behandlungsgruppen
dar. Nach Serumreduktion war sowohl bei den mannlichen als auch bei den
weiblichen Zellen der basale Sauerstoffverbrauch am geringsten. Nach VEGF war
die basale Atmung bei den mannlichen gegenlber den weiblichen Zellen signifikant
hoher. In allen anderen Behandlungsgruppen ergaben sich keine signifikanten,

sexspezifische Unterschiede.
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Abbildung 8: Sexspezifische Unterschiede in der basalen Atmung. Baseline: unbehandelte
Zellen im Vollmedium. Kontrolle: Serumreduktion. Verglichen mit der Kontrolle erhdhte sich
der Sauerstoffverbrauch in allen Behandlungen. Nach VEGF zeigte sich bei den méannlichen
Zellen eine erhodhte basale Atmung im Vergleich zu weiblichen Zellen. Es wurden Zellen von
dizygoten Zwillingen verwendet (Mittelwerte + SEM; *p<0,05 (gepaarter t-Test); n=15 pro
Geschlecht)

Die respiratorische Reservekapazitat beschreibt die Fahigkeit, die mitochondriale

Aktivitat bei erhéhtem Energiebedarf zu steigern und berechnet sich als Quotient aus
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basaler und maximaler Atmung. Ermittelt wird dadurch der relative Zuwachs des
Sauerstoffverbrauchs.

Nach VEGF wurde geschlechtsunabhangig die hochste respiratorische
Reservekapazitat gemessen (Abbildung 9). Dabei zeigte sich eine signifikant héhere
respiratorische Reservekapazitat bei den weiblichen HUVECs. In den anderen
Behandlungsgruppen bestanden keine signifikanten sexspezifischen Unterschiede.
Interessanterweise lag die respiratorische Reservekapazitat in der Kontrolle leicht

hdher als nach FCS und im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Baseline).
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Abbildung 9: Sexspezifische Unterschiede in der respiratorischen Reservekapazitit.
Baseline: unbehandelte Zellen im Vollmedium. Kontrolle: Serumreduktion. Nach VEGF war
die respiratorische Reservekapazitat in weiblichen HUVECs signifikant hoher im Vergleich zu
den mannlichen Zellen. Es wurden Zellen von dizygoten Zwillingen verwendet (Mittelwerte +
SEM; *p<0,05 (gepaarter t-Test); n=15 pro Geschlecht)
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In Abbildung 10 sind die anderen OCR-Parameter unter den verschiedenen
Behandlungen dargestellt. Das Protonenleck (Abbildung 10A) beschreibt den
Sauerstoffverbrauch, der nicht fur die ATP-Produktion zur Verfigung steht. Die ATP-
Produktion (Abbildung 10B) ist die Differenz aus basaler Atmung und Protonenleck.
Bei beiden Parametern ergaben sich jedoch keine signifikanten sexspezifischen
Unterschiede. Die maximale Atmung (Abbildung 10C) war in mannlichen und
weiblichen HUVECs vergleichbar. Geschlechtsunabhangig kam es in allen
Behandlungsgruppen mindestens zu einer Verdopplung der OCR im Vergleich zur
basalen Atmung (Abbildung 8). Sie war nach VEGF am hoéchsten. In der nicht-
mitochondrialen Atmung (Abbildung 10D) =zeigten sich ebenfalls keine

sexspezifischen Unterschiede.

52



A Protonenleck B ATP-Produktion
Em mw Em mw
- 20 — 20
= c
] ]
o o
a 15 & 15 — I
'E 1,0 E 1,0
= =
=] [=]
£ o5 E o5
[+ 4 [+ 4
S “ “ l S
0,0 0,0
N I R S B v
@,g)‘ & L & & £ <
¥ @ ¥ ¢
C Maximale Atmung D Nicht-mitochondriale Atmung
Em mw Em mw
-~ 60 —~ 20
< £
g 50 = g
£ ) £ 15
3 40 y
S S
E 3,0 E 1,0
= =
o 2,0 <)
g £ o5
[+ 1'0 o
(] o
© o0 © o0
e 4 L L S (2 & & S
o> A\ Q) © O & W o o C
S L ¥ & < S € ¥ & <
P LT

Abbildung 10: Sexspezifischer Vergleich von Protonenleck (A), ATP-Produktion (B),
Maximaler Atmung (C) und Nicht-mitochondrialer Atmung (D). Baseline: unbehandelte
Zellen im Vollmedium. Kontrolle: Serumreduktion. Die Veranderungen der OCR in den
jeweiligen Behandlungsgruppen zeigten keine signifikanten sexspezifischen Unterschiede. Es
wurden Zellen von dizygoten Zwillingen verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels
gepaartem t-Test. (Mittelwerte £ SEM, n=15 pro Geschlecht)

4.2.2 Energiegewinnung durch Glykolyse

Als Mal fiir die pH-Wert Anderung des Zellmediums bietet die ECAR Rickschliisse
auf die Glykolyse-Aktivitat. In allen Behandlungsgruppen gab es jedoch keine
sexspezifischen Unterschiede in der basalen ECAR (Abbildung 11). Nach der
Inhibition vom mitochondrialen Komplex V durch Oligomycin kam es in allen Gruppen

zu einem Anstieg der ECAR. Dabei ergaben sich jedoch keine signifikanten

Unterschiede zwischen weiblichen und mannlichen HUVECs.
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Abbildung 11: Sexspezifischer Vergleich der ECAR vor (A) und nach (B) Oligomycin. Baseline:
unbehandelte Zellen im Vollmedium. Kontrolle: Serumreduktion. Es zeigten sich keine
signifikanten sexspezifischen Unterschiede vor und nach Oligomycin. Es wurden Zellen von
dizygoten Zwillingen verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels gepaartem t-Test. Nach
Oligomycin stieg die ECAR in allen Behandlungsgruppen deutlich an. (Mittelwerte + SEM,
n=15 pro Geschlecht)

4.2.3 ECAR/OCR Ratio

Die ECAR/OCR Ratio stellt jeweils den Anteil von oxidativer Phosphorylierung und
Glykolyse an der zellularen Energiegewinnung dar. Eine Erhdhung der ECAR/OCR
Ratio spiegelt dabei eine erhdhte Energiegewinnung mittels Glykolyse wider. Die
ECAR/OCR Ratio war nach Serumreduktion in weiblichen HUVECs im Vergleich zu
mannlichen erhoht (Abbildung 12A). Der Unterschied war jedoch nicht signifikant
(p=0,053). In 11 von 15 Zwillingspaaren zeigte sich nach Serumreduktion eine
hohere ECAR/OCR Ratio bei den weiblichen Zellen und in 10 von 15 Zwillingspaaren
nach VEGF (Abbildung 12B). Nach bFGF und FCS ergaben sich keine

sexspezifischen Unterschiede.
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Anzahl der HUVEC-Zwillingspaare mit hoherer
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Abbildung 12: Sexspezifischer Vergleich der basalen ECAR/OCR Ratios (A) und die Anzahl
von HUVEC-Zwillingspaaren mit hoherer ECAR/OCR Ratio fiir weibliche oder méannliche
Zellen (B). Baseline: unbehandelte Zellen im Vollmedium. Kontrolle: Serumreduktion. Die
ECAR/OCR Ratio war nach Serumreduktion bei weiblichen im Vergleich zu mannlichen Zellen
hoher (p=0,053 (gepaarter t-Test)). Dies gilt ebenfalls nach VEGF. Nach Serumreduktion
wiesen in 11 von 15 Zwillingspaaren sowie nach VEGF in 10 von 15 Zwillingspaaren die
weiblichen Zellen hohere OCR/ECAR Ratios gegentiber den mannlichen Zellen auf. Es wurden
Zellen von dizygoten Zwillingen verwendet (Mittelwerte + SEM (A); n=15 pro Geschlecht)

4.3 Intrazellulare ATP-Konzentration

Als universeller Energietrager der Zelle ist ATP ein Endprodukt des anaeroben und
aeroben Energiestoffwechsels und wird bei einer Vielzahl von zellularen Prozessen
bendtigt. Da bei der Migration durch die Kontraktion des Zytoskeletts ebenfalls viel
Energie bendtigt wird, spielt ATP eine wesentliche Rolle bei der Migration von
Endothelzellen (112). Daher wurde in dieser Arbeit die ATP-Konzentration in
HUVECs von dizygotischen Zwillingen gemessen.

Mannliche unbehandelte HUVECs hatten eine leicht hohere ATP-
Konzentration gegenuber weiblichen Zellen (Abbildung 13A und B). Der Unterschied
war jedoch nicht signifikant. Nach Serumreduktion sank der ATP-Gehalt bei den
mannlichen HUVECs im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant ab, wahrend
sich bei den weiblichen HUVECs die ATP-Konzentration im Vergleich zu

unbehandelten Zellen nur geringfligig reduzierte. Nach VEGF war die ATP-
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Konzentration in weiblichen HUVECs im Vergleich zu den mannlichen Zellen
signifikant hoher (Abbildung 13A). Der intrazellulare ATP-Gehalt der weiblichen
Zellen betrug dabei ca. das 1,5-Fache der mannlichen HUVECs (Abbildung 13B).
Nach bFGF wurde kein signifikanter sexspezifischer Unterschied beobachtet.

Es zeigte sich sowohl in der Kontrolle als auch nach VEGF bei weiblichen
Zellen eine hohere ATP-Konzentration in 8 von 11 Zwillingspaaren (Abbildung 13C).
Nach bFGF war nur in 4 von 11 Zwillingspaaren bei den weiblichen HUVECs die
ATP-Konzentration hoher gegenuber den mannlichen Zellen. In unbehandelten
Zellen wurde in 6 von 11 Zwillingspaaren bei weiblichen HUVECs eine grollere

ATP-Konzentration gemessen.
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Abbildung 13: Sexspezifische Unterschiede in der absoluten (A) und relativen (B) ATP-
Konzentration sowie die Anzahl von HUVEC-Zwillingspaaren mit hoéherer ATP-
Konzentration fiir weibliche oder mannliche Zellen (C). Baseline: unbehandelte Zellen im
Vollmedium. Kontrolle: Serumreduktion. Im Vergleich zur Baseline nahm die ATP-
Konzentration nach Serumentzug und nach VEGF bei mannlichen HUVECs signifikant ab. Die
ATP-Konzentration war nach beiden Behandlungen in weiblichen HUVECs hoher, der
Unterschied war nach VEGF signifikant. Es wurden Zellen von dizygoten Zwillingen
verwendet. (Mittelwerte + SEM (A und B); *p<0,05; **p<0,01 (A und B (gepaarter t-Test));
n=11 pro Geschlecht)

4.4 cAMP-Konzentration

Als potenzieller Einflussfaktor auf die Migration (84) wurde die cAMP-Konzentration
mittels ELISA gemessen. Nach 3 Stunden Serumreduktion war im Vergleich zu den
mannlichen Zellen die intrazellulare cAMP-Konzentration der weiblichen HUVECs
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signifikant hoher (Abbildung 14A). Nach VEGF ergab sich dagegen kein wesentlicher
Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen HUVECs. Im Vergleich zur
Kontrolle stieg die cAMP-Konzentration nach VEGF bei den mannlichen Zellen
signifikant, wohingegen sie in weiblichen HUVECs leicht abnahm. Nach bFGF war
die cAMP-Konzentration ebenfalls bei weiblichen HUVECs hoher, jedoch ohne
Signifikanz zu erreichen (Abbildung 14A).

Nach 16 Stunden war in allen Behandlungsgruppen die intrazellulare
cAMP-Konzentration deutlich héher als nach 3 Stunden. Dabei wurde allgemein in
mannlichen HUVECs eine hohere cAMP-Konzentration beobachtet. Der Unterschied
war jedoch nicht signifikant (Abbildung 14B). In den Zellkultur-Uberstanden konnten
nach 16 Stunden nur sehr geringe Mengen cAMP nachgewiesen werden (Abbildung

14C). Es zeigte sich jedoch kein signifikanter sexspezifischer Unterschied.
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Abbildung 14: Sexspezifische Unterschiede in der cAMP-Konzentration in Lysaten nach 3 (A)
und 16 Stunden (B) sowie in Uberstinden (C) nach 16 Stunden Behandlung. Kontrolle:
Serumreduktion. Nach 3 Stunden Serumreduktion war die cAMP-Konzentration in weiblichen
HUVECs signifikant hoher als in mannlichen Zellen. Nach VEGF stieg die cAMP-Konzentration
im Vergleich zur Kontrolle in mannlichen Zellen signifikant an. Es wurden Zellen von nicht-
verwandten Spendern verwendet. (Mittelwerte + SEM; *p<0,05 (Mann-Whitney-U-Test); n=6
pro Geschlecht)

4.5 PFKFB3-Expression

Die 6-Phosphofructo-2-Kinase/Fructose-2,6-Biphosphatase-3 (PFKFB3) ist ein
Schlusselenzym der Glykolyse. Erhdohte PFKFB3-Level steigern die Glykolyse-
Aktivitat der Zelle und fordern die Migration und Angiogenese in Endothelzellen (75).

In dieser Arbeit wurde die PFKFB3-Expression mittels Real-Time-RT-PCR in jeweils
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5 mannlichen und weiblichen, nicht verwandten HUVECs bestimmt (Abbildung 15).
Im Vergleich zu unbehandelten Zellen stieg die PFKFB3-Expression nach
Serumreduktion in den mannlichen Zellen auf das 1,2-Fache an (Abbildung 15A),
wobei sich kein sexspezifischer Unterschied ergab. Nach Stimulation mit VEGF und
FCS war die PFKFB3-Genexpression in weiblichen Zellen geringflugig hoher, jedoch
ohne Signifikanz zu erreichen. Im Vergleich zur Kontrolle wurde nach VEGF in
weiblichen HUVECs ein leichter Anstieg der PFKFB3-Expression beobachtet
(Abbildung 15B).
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Abbildung 15: Sexspezifischer Vergleich der relativen PFKFB3-Expression nach 16 Stunden
bezogen auf die Baseline (A) und auf die Kontrolle (B). Baseline: unbehandelte Zellen im
Vollmedium. Kontrolle: Serumreduktion. Es wurden keine signifikanten sexspezifischen
Unterschiede gemessen. Die Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test. Es wurden
Zellen von nicht-verwandten Spendern verwendet. (Mittelwerte + SEM; n=5 pro Geschlecht)

4.6 Zellulare VEGFR2-Proteinlevel

VEGF aktiviert Uber den VEGFR2 die Migration von Endothelzellen und steigert
deren Energiemetabolismus (68, 70). Dabei wird der Rezeptor wahrend der

Stimulation intrazellular abgebaut und so die VEGFR2-Menge reduziert (69).
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Zur Untersuchung eines madglichen Geschlechtsunterschiedes der VEGFR2-Menge
auf Proteinebene wurden Western Blots mit 5 nicht-verwandten, mannlichen und
weiblichen HUVECs durchgefuhrt. Dabei wurden die Zellen nach 16 Stunden
Serumreduktion mit oder ohne VEGF-Behandlung untersucht (Abbildung 16). Die
VEGFR2-Proteinmenge nahm nach VEGF geschlechtsubergreifend ab. Das
Expressionsniveau variierte dabei stark zwischen einzelnen Zellen bzw. Spendern.

Es liel3en sich keine eindeutigen, sexspezifischen Unterschiede feststellen.

m1 w1 m2 w2 m3 w3 m4 wé m5 w5
kKDa - + - + - + - + -+ -+ -+ -+ - + - + VEGF
230 [P0 e o O W e W o o | e | VEGFR2
| SR euSEs= | — | | Ladekontrolle

Abbildung 16: Sexspezifischer Vergleich in der VEGFR2-Proteinmenge nach VEGF (+) im
Vergleich zur Kontrolle (-). VEGF fiihrte zu einer Abnahme der VEGFR2-Menge. Jedoch
wurden keine eindeutigen sexspezifischen Unterschiede festgestellt. Als Ladekontrolle
wurde Amido Black verwendet. Es wurden Zellen von nicht-verwandten Spendern
verwendet.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurden sexspezifische Unterschiede im Migrationsverhalten von
mannlichen und weiblichen HUVECs sowie potenziell beteiligter Einflussfaktoren
untersucht. In weiblichen HUVECs war die Migration nach VEGF starker ausgepragt.
Des Weiteren zeigte sich ein Trend zu héheren ECAR/OCR Ratios in weiblichen
HUVECs nach Serumreduktion und VEGF, was darauf hindeutet, dass der
Glykolyse-Anteil der Energiegewinnung in diesen Zellen hdher war. Die ATP-
Konzentration nach VEGF und nach Serumreduktion war in weiblichen HUVECs
hdher. Dies spricht flr einen geringeren Energieverbrauch oder eine hdhere
Energiegewinnung in weiblichen Zellen. Bei mannlichen HUVECs wurde eine hdhere
mitochondriale Atmung nach VEGF festgestellt. Die respiratorische Reservekapazitat
war jedoch in weiblichen HUVECs grdofler, was auf ein hdheres Steigerungspotenzial
der mitochondrialen Atmung hindeutet. Die Bestimmung der PFKFB3-Expression
sowie der VEGFR2-Proteinmenge ergab keine signifikanten sexspezifischen
Unterschiede. Zusatzlich wurde cAMP als weiterer Einflussfaktor auf die Migration
bestimmt. Nach kurzer Serumreduktion war die cAMP-Konzentration in weiblichen
HUVECs im Vergleich zu mannlichen Zellen signifikant hoher, was daflr spricht,
dass zu diesem Zeitpunkt eine starkere Hemmung der Migration vorliegt. Dieser
Unterschied ergab sich nach 16 Stunden nicht. Im Folgenden werden die Ergebnisse

im Zusammenhang mit dem aktuellen Stand der Literatur diskutiert.
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5.1 Sexspezifische Unterschiede in der endothelialen Migration

Als innerste Gefaldschicht sind Endothelzellen hauptverantwortlich fir die Integritat
und Permeabilitdt der Gefalle. Die endotheliale Migration ermdglicht die Modellierung
der Permeabilitdt sowie die Anpassung an Nahrstoffmangel und Hypoxie (31). Eine
hdéhere Konzentration und eine bessere Migration von endothelialen Progenitor
Zellen (EPC) aus dem Blut wurde bei Frauen im Vergleich zu Mannern festgestellt
(113, 114). Bereits auf zellularer Ebene konnten sexspezifische Unterschiede in der
Migration gezeigt werden. Eine bessere Motilitat und Migration wurde in weiblichen
HUVECs unter Basalbedingungen nachgewiesen (55, 5&8). In diesem
Zusammenhang wurde auch eine vermehrte Ausbildung von Lamellipodien in
weiblichen Zellen gefunden (55). Unter hyperoxischen Bedingungen zeigten
weibliche pulmonale mikrovaskulare Endothelzellen (HPMECs) eine starker
ausgepragte Migration und vermehrte Gefalbildung (115). Auch in der vorliegenden
Arbeit zeigten weibliche HUVECs eine starker ausgepragte Migration nach VEGF im
Vergleich zu mannlichen. Fur die Migration von Endothelzellen ist VEGF einer der
wichtigsten Wachstumsfaktoren (116). Die Entstehung von Filopodien und Tip-Zellen
wird mafgeblich durch VEGF stimuliert (117). Eine deutliche Steigerung der
Migration nach VEGF im Vergleich zu unbehandelten Zellen wurde beobachtet (118,
119). Es wird diskutiert, dass eine starkere VEGF vermittelte Migration weiblicher
Zellen in vitro Grundlage fur eine bessere Angiogenese und Wundheilung in vivo ist.
Rono et al. fanden in weiblichen Mausen im Vergleich zu mannlichen Tieren eine
schnellere  Wundheilung. Dabei blieb die bessere Wundheilung auch nach
Ovariektomie erhalten (120).

Rudnicki et al. stellten im Fettgewebe von weiblichen Mausen eine bessere
Gewebedurchblutung fest. Diese bessere Durchblutung war mit einer besseren

systemischen Insulin-Sensitivitat in weiblichen Mausen assoziiert (121). In aortalen
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Endothelzellen aus Ratten wurde eine verzdgerte Wundheilung bei mannlichen
Zellen im Vergleich zu weiblichen nachgewiesen (57).

Cattaneo et al. konnten zeigen, dass die Migration von weiblichen HUVECs
unter Basalbedingungen starker von eNOS abhangig ist als bei mannlichen Zellen.
Die eNOS-Expression und eNOS-Aktivitat war in weiblichen HUVECs hdher (55).
Eine geringere eNOS-Aktivitat wird mit einer schnelleren Progression
atherosklerotischer Lasionen in Verbindung gebracht (122). In unserer
Forschungsgruppe zeigte sich ebenfalls eine hoéhere eNOS-Proteinmenge in
unbehandelten weiblichen HUVECs im Vergleich zu mannlichen (1). Nach VEGF-
Stimulation ergab sich dieser Unterschied jedoch nicht, was dafiur spricht, dass
andere Mechanismen fur die Unterschiede in der VEGF-induzierten Migration
verantwortlich sind.

In unserer Forschungsgruppe wurde die Funktionalitdt des Endothels unter
Nahrstoffentzug untersucht. Nach Serumentzug wurden vermehrt kapillar-ahnliche
Strukturen in weiblichen HUVECs gebildet. Die Zellviabilitdt war nach Serumentzug
in weiblichen Zellen ebenfalls groRer im Vergleich zu mannlichen (62). Die
Zellviabilitat und Proliferation ist unter Hyperoxie bei mannlichen HPMECs
eingeschrankt, wohingegen sie in weiblichen Zellen nur geringfugig beeintrachtigt
wird (115). Daraus lasst sich ableiten, dass sich weibliche Endothelzellen unter
zytotoxischen Bedingungen oder Nahrstoffmangel besser adaptieren kdnnen als
mannliche Zellen. Unter serumarmen Bedingungen findet keine wesentliche
Migration von Endothelzellen statt (123, 124). In der vorliegenden Arbeit wurde nach
Serumreduktion ebenfalls keine Migration beobachtet. Somit wurden auch keine
sexspezifischen Unterschiede festgestellt.

Neben VEGF ist bFGF ebenfalls ein potenter Wachstumsfaktor. In mehreren

Studien wurde eine pro-migratorische Wirkung von bFGF nachgewiesen (125-128).
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Durch Aktivierung glykolytischer Enzyme steigert bFGF den Energiemetabolismus in
Endothelzellen (106). Uber bFGF wird zudem die VEGF-induzierte Migration durch
Steigerung der VEGFR2-Expression erhoht (125). In vivo wurde durch bFGF eine
Beschleunigung der Gefalbildung und Wundheilung erreicht (127, 129, 130).
Sexspezifische Unterschiede in der Migration nach bFGF wurden bislang nicht
untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde nach bFGF in HUVECs keine relevante
Migration beobachtet. Somit lie® sich ein moglicher sexspezifischer Unterschied in
der Migration nicht untersuchen. Die in dieser Arbeit verwendete Konzentration von
bFGF war vergleichbar mit anderen Arbeiten (106, 131). Arunkumar et al. konnten
bereits nach kirzeren Zeitpunkten eine signifikante Steigerung der Migration durch
bFGF im Vergleich zu unbehandelten Zellen feststellen (127). Die Messung zu
anderen als in dieser Arbeit verwendeten Zeitpunkten kénnte in HUVECs eine
Migration durch bFGF besser dokumentieren.

Als Definition der Migration wurde in der vorliegenden Arbeit der Spaltschluss
eines Doppelkammersystems gewahlt. Eine Migration au3erhalb des Spaltes wurde
damit nicht bertcksichtigt. Eine Verletzung als Migrationsreiz wie bei einem
Wundheilungsassay war durch die gewahlte Untersuchungsmethode nicht mdglich.
Die bFGF induzierte Migration konnte auch durch einen Chemotaxis Assay
untersucht werden. In diesem Assay ware die Migration durch Aufbau eines
Konzentrationsgradienten gegebenenfalls besser messbar. Nach VEGF wurde flr
die Migration ein unterschiedliches Ergebnis fur Chemotaxis- und Wundheilung-

Assay beschrieben (58).
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5.2 Sexspezifische Unterschiede im endothelialen Metabolismus

Bei Migration, Angiogenese und Wundheilung steigern Endothelzellen ihren
Energieverbrauch (68, 75). Fur den Stoffwechsel stehen im Wesentlichen die
oxidative Phosphorylierung sowie die Glykolyse zur Verflugung. Wahrend die
oxidative Phosphorylierung uber einen langeren Zeitraum effizient ATP produziert,
kann durch die Glykolyse eine schnelle Steigerung der ATP-Konzentration erreicht
werden (112). Im Vergleich zu eher oxidativen Zelltypen wie Neuronen,
Kardiomyozyten und Hepatozyten ist der Anteil der mitochondrialen Atmung in
Endothelzellen wesentlich geringer (75). Endothelzellen besitzen zudem in Relation
zur GesamtzellgroRe einen geringeren Anteil an Mitochondrien (2-12 % im Vergleich
zu Hepatozyten (28 %) und Kardiomyozyten (22-37 %) (132). Verglichen mit der
Glukose-, Fettsaure- und Glutamin-Oxidation, ist die Energiegewinnung durch
Glykolyse (glykolytischer Flux) in Endothelzellen um den Faktor 200 erhdht. Die
Glykolyse stellt in Endothelzellen somit den wichtigsten Prozess der
Energieerzeugung dar. Bis zu 85 % des ATPs werden in Endothelzellen aus der
Glykolyse gewonnen. Dabei wird der glykolytische Flux durch VEGF weiter gesteigert
(75).

Sexspezifische Unterschiede auf zellularer Ebene im Energiemetabolismus
sind bislang in Endothelzellen kaum untersucht. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit die Aktivitat von oxidativer Phosphorylierung und Glykolyse unter
pro-migratorischen Bedingungen sexspezifisch bestimmt. Nach VEGF war die basale
Atmung in mannlichen HUVECs gegenuber weiblichen Zellen hodher. Die
mitochondriale ATP-Produktion unterschied sich jedoch nicht.

Wahrend der oxidativen Phosphorylierung werden neben ATP auch ROS

generiert, die als Signalmolekule wirken und in geringen Konzentrationen
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Proliferation und Migration von Endothelzellen fordern (133, 134). In hdheren Dosen
sind ROS auch an der Entstehung der endothelialen Dysfunktion und Atherosklerose
beteiligt (49, 51, 135). In welcher Konzentration ROS als Signalmolekile
proangiogenetisch oder eher zellschadigend fur das Endothel sind, ist bisher nicht
eindeutig geklart (136). Eine hdhere ROS-Produktion konnte in vitro (58) und in vivo
(137, 138) in mannlichen Zellen im Vergleich zu weiblichen nachgewiesen werden.
Weiterhin wurde flr mannliche Zellen wahrend der Angiogenese eine starkere
Aktivitat der B-Oxidation beschrieben (139). Die B-Oxidation findet ebenso wie die
oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien statt und liefert Substrate, die fur
die Nukleotid-Synthese wichtig sind. Zusammenfassend findet sich somit eine
Tendenz zu einer starker ausgepragten mitochondrialen Atmung in mannlichen
Zellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine signifikant hohere respiratorische
Reservekapazitdt nach VEGF in weiblichen HUVECs gemessen. Die maximale
Atmung unterschied sich dabei zwischen mannlichen und weiblichen Zellen nicht.
Dranka et al. zeigten, dass unter oxidativen Stress zunachst die respiratorische
Reservekapazitat in Endothelzellen reversibel reduziert wird. Bei zunehmender
Zellschadigung kommt es schliel3lich zu einer irreversiblen Reduktion der basalen
mitochondrialen Atmung (140). Der Verlust der respiratorischen Reservekapazitat
korreliert mit einer mitochondrialen Schadigung und Zelltod (141). Damit
ubereinstimmend besteht eine hohere Zellviabilitdt weiblicher Endothelzellen nach
Hyperoxie (115) und nach Serumentzug (62). Wahrend der Angiogenese wird bei der
Umwandlung von ruhenden Phalanx-Zellen zu aktiven Stalk- und Tip-Zellen die
Glykolyse zusatzlich stimuliert und die glykolytische ATP-Produktion verdoppelt (75).
In Ubereinstimmung dazu konnte in der vorliegenden Arbeit nach VEGF-Stimulation

und Serumreduktion eine Steigerung der Glykolyse festgestellt werden. Es wurden
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dabei aber keine wesentlichen sexspezifischen Unterschiede in der ECAR gefunden.
Im Verhaltnis von Glykolyse zu mitochondrialer Atmung (ECAR/OCR Ratio) wurde in
unbehandelten Zellen ebenfalls kein sexspezifischer Unterschied beobachtet. Nach
Serumreduktion und VEGF-Stimulation nahm jedoch die ECAR/OCR Ratio in
weiblichen Zellen zu. Im Vergleich zu den mannlichen Zellen wurde bei mehr
weiblichen Zellen eine hoéhere ECAR/OCR Ratio gemessen. Ein hdherer
glykolytischer Flux in Endothelzellen ist mit einer starker ausgepragten Migration
assoziiert. Die Entwicklung der Endothelzellen zu migratorischen Tip-Zellen wird
durch die Aktivierung der Glykolyse gefordert. Eine Inhibition der oxidativen
Phosphorylierung in Endothelzellen fuhrt andererseits nicht zu einer Beeintrachtigung
der Angiogenese (75). He et al. demonstrierten im Mausmodell, dass ein erhohter
Anteil der oxidativen Phosphorylierung an der zellularen Energiegewinnung und die
Verringerung der Glykolyse in Endothelzellen mit einer Stérung der Angiogenese
assoziiert sind. Die erhohte mitochondriale Aktivitat steigerte aufllerdem die
endotheliale ROS-Produktion sowie den Sauerstoffverbrauch (142). Longchamp et
al. konnten nachweisen, dass die Hemmung der mitochondrialen Atmung durch
Hydrogensulfid zu einer kompensatorischen Erhdhung der Glykolyse und damit zu
einer besseren Migration in HUVECs fuhrte (143). In Osteosarkomzellen steigerte
eine mitochondriale Dysfunktion ebenfalls Glykolyse und Migration (144).
Zusammenfassend ergeben sich in der vorliegenden Arbeit Hinweise fur eine
hohere Glykolyse-Aktivitat in weiblichen Zellen, wohingegen mannliche Zellen eine
Tendenz zu einem starker ausgepragten mitochondrialen Energiemetabolismus
zeigten. Zur weiteren Beurteilung wurde daher die PFKFB3-Genexpression auf
sexspezifische Unterschiede untersucht. Die PFKFB3 ist eines der wichtigsten
Schrittmacherenzyme der Glykolyse (75). Die Inhibition von PFKFB3 reduziert in

Endothelzellen die Glykolyse um 35-40 % (67) und VEGF stimuliert die PFKFB3-
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Expression und Glykolyse (75, 145). PFKFB3 selbst steigert die VEGF-Expression in
Endothelzellen (142), wohingegen laminarer Scherstress die PFKFB3-Expression
hemmt (146). PFKFB3 erhoht die Proliferation in Stalk-Zellen und das
Migrationsverhalten in Tip-Zellen (67). In mehreren Studien wurde durch Inhibition
von PFKFB3 in Endothelzellen die Migration in vitro und die Angiogenese in vivo
reduziert (75, 145, 147).

Nach VEGF und Behandlung mit FCS war die PFKFB3-Genexpression in der
vorliegenden Arbeit bei weiblichen Zellen leicht hoher, jedoch waren die
Unterschiede nicht signifikant. Die Tendenz eines hoheren glykolytischen Flux in
weiblichen Zellen konnte damit im Rahmen dieser Arbeit nicht durch eine erhdhte
PFKFB3-Genexpression erklart werden und korrelierte auch nicht mit der besseren
Migration weiblicher HUVECs nach VEGF. Boscaro et al. fanden in unbehandelten
Zellen ebenfalls keine sexspezifischen Unterschiede in HUVECs. Nach Ostrogen-
Stimulation war die PFKFB3-Expression in weiblichen HUVECs jedoch signifikant
groRer als in mannlichen (148). Das konnte ein Hinweis sein, dass Sexualhormone
einen groleren Einfluss auf die PFKFB3-Expression haben als intrinsische zellulare
Unterschiede.

Die PFKFB3-Genexpression konnte wahrend der Migration zeitlichen
Schwankungen unterliegen. Xu et al. stellten nach VEGF zwar eine signifikante
Erhéhung der PFKFB3-Genexpression nach 12 Stunden, nicht jedoch nach 24
Stunden, fest. Weiterhin zeigten sich Unterschiede zwischen der PFKFB3-mRNA
und Proteinexpression, wobei letztere nach 24 Stunden im Gegensatz zur
Genexpression signifikant erhdoht war (145). Eine sexspezifische Bestimmung der
PFKFB3-mRNA und Proteinmenge sollte daher zu mehreren Zeitpunkten erfolgen.
Ein Sexualdimorphismus im Energiemetabolismus konnte jedoch auch auf

Unterschiede in anderen glykolytischen Enzymen zurlckzufihren sein. Nach bFGF
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wurde eine selektive Steigerung der Proteinmenge der Hexokinase 2 festgestellt,
nicht jedoch der PFKFB3 (106). Eine Hemmung der Pyruvatkinase M 2 (PKM2)
reduzierte die ATP-Produktion um 50 % sowie die Migration in Endothelzellen (149).
Neben der Hohe der PFKFB3-Expression kdnnte auch deren intrazellulare
Lokalisation von Bedeutung sein. Wahrend der Migration verlagern sich glykolytische
Enzyme und insbesondere PFKFB3 von perinuklear in die Lamellipodien und werden
so direkt an die Aktinfilamente gekoppelt (75, 112, 150) (Abbildung 17). Durch diese
Kompartimentierung konnten glykolytische Enzyme direkt mit dem Zytoskelett
verknUpft und ihre Leistung gesteigert werden (112). Mitochondrien sind im
perinuklearem Zytosol angesiedelt und eine Verlagerung in die Fortsatze ist aufgrund
ihrer GroRe nicht moglich (75). Die lokale ATP-Produktion in Lamellipodien und
Filopodien ermdglicht die effektive Verwertung der Energie vor Ort und reduziert den
Verlust durch Diffusion. Ein mdglicher Sexualdimorphismus konnte sich daher auch
aus subzellularen Konzentrationsunterschieden ergeben und musste nicht auf die
PFKFB3-Gesamtmenge zuruckzufuhren sein. Aufbauend auf den Ergebnissen dieser
Arbeit konnte die Untersuchung einer sexdifferenzierten Kompartimentierung
einzelner Proteine weitere Informationen Uber den endothelialen Energiestoffwechsel

liefern.
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Abbildung 17: Kompartimentierung des Energiemetabolismus in Endothelzellen. In
migrierenden Endothelzellen werden glykolytische Enzyme zugunsten einer besseren
Energiegewinnung mit dem Zytoskelett verknipft und in Filo- und Lamellipodien verlagert.
Modifiziert nach ,Metabolic pathway compartmentalization: an underappreciated
opportunity?. Mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

ATP ist der wesentliche zellulare Energietrager und wird in Endothelzellen
hauptsachlich aus Glukose generiert (103). Wahrend der Migration wird
intrazellulares ATP fur die Kontraktion und Umbau des Zytoskeletts bendtigt (149).
Extrazellular wirkt es als Signalmolekul dber purinergische Rezeptoren (151). Sowohl
intrazellulares als auch extrazellulares ATP fuhren zu einer gesteigerten Migration
und Gefalbildung in Endothelzellen (152-154).

Konsistent mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurde in unbehandelten
HUVECs in einer anderen Studie kein signifikanter sexspezifischer Unterschied in
der ATP-Konzentration festgestellt (139). Nach Serumreduktion wurde in der
vorliegenden Arbeit durchgangig eine hohere ATP-Menge in weiblichen HUVECs

nachgewiesen, ohne statistische Signifikanz zu erreichen. Die ATP-Konzentration
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war jedoch in den meisten HUVEC-Zwillingspaaren hoher bei weiblichen Zellen. Im
Vergleich zu unbehandelten Zellen nahm die ATP-Konzentration nach
Serumreduktion und VEGF bei mannlichen Zellen signifikant ab, bei weiblichen
HUVECs jedoch nicht. Eine hohere ATP-Produktion oder ein niedriger ATP-
Verbrauch nach Serumentzug wurde fur eine bessere Energiebilanz weiblicher
Zellen sprechen. Die ATP-Menge korreliert positiv mit Zelluberleben und Zellviabilitat
(154). In weiblichen Endothelzellen wurde eine héhere Zellviabilitdt im Vergleich zu
mannlichen bereits gezeigt (62, 115).

VEGF verdoppelt die glykolytische ATP-Produktion in migrierenden
Endothelzellen (155). Eine schnellere Wundheilung nach ATP-Behandlung wurde in
Mausen beschrieben (156, 157). Sowohl Adenosin, ein Spaltprodukt von ATP, als
auch extrazellulares ATP steigern die VEGF-induzierte Migration (158, 159). In der
vorliegenden Arbeit entsprach die ATP-Konzentration in weiblichen HUVECs nach
VEGF-Stimulation in etwa der Konzentration unbehandelter Zellen. Bei mannlichen
HUVECs nahm nach VEGF die ATP-Konzentration im Vergleich zu unbehandelten
Zellen signifikant ab. Die geringere ATP-Konzentration nach VEGF kénnte zu einer
verminderten Migration mannlicher Zellen in der vorliegenden Arbeit beitragen.
Allerdings unterschied sich die ATP-Menge in mannlichen Zellen nach VEGF und
Serumreduktion nicht wesentlich. Da alle Zellen vor Behandlung mit VEGF fur funf
Stunden in serumarmen Zellmedium kultiviert wurden, kdnnte ein vorangegangener
Zelltod den geringen Effekt von VEGF auf Migration und ATP-Konzentration in
mannlichen Zellen erklaren. Insbesondere in mannlichen HUVECs wurde eine
gesteigerte Apoptose und Zelltod nach Serumentzug festgestellt (160). Eine
Bestimmung der Zellviabilitdt vor Behandlung ware daher in weiteren Arbeiten
zielfuhrend. Weiterhin kénnten Messungen zu mehreren Zeitpunkten einen

Aufschluss Uber den zeitlichen Verlauf einer mdoglichen sexspezifischen
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ATP-Freisetzung liefern. Muller et al. konnten nach 3 Stunden die hdchste
extrazellulare ATP-Konzentration messen, wahrend sie nach 6 Stunden bereits
wieder deutlich abnahm (152). Nach Behandlung mit Calcium-Polyphosphat wurde
die maximale intrazellulare ATP-Konzentration nach 2 Stunden gemessen und nahm
zu einem spateren Zeitpunkt wieder ab (161).

Ebenso wie VEGF stimuliert bFGF die Glykolyse und den endothelialen
Energiemetabolismus (106). Damit Ubereinstimmend war in der vorliegenden Arbeit
die ATP-Konzentration nach bFGF im Vergleich zur Kontrolle erhoht. Ein signifikanter

sexspezifischer Unterschied wurde jedoch nicht beobachtet.

5.3 Sexspezifische VEGFR2-Proteinmenge

Die Wirkung von VEGF auf das Endothel wird Uber die VEGF-Rezeptoren 1, 2 und 3
(VEGFR1, 2, 3) vermittelt (69). VEGFR3 wird hauptsachlich auf lymphatischen
Endothelzellen exprimiert und hat eine untergeordnete Rolle fur vaskulare
Endothelzellen (69, 162). Die VEGF-Bindung an VEGFR1 bewirkt eine negative
Ruckkopplung und reduziert die Wirkung von VEGF Uber VEGFR2 (69). Sowohl
Migration als auch Proliferation werden Uber den VEGFR2 in Endothelzellen
stimuliert (163, 164). Das Verhaltnis von VEGFR1 zu VEGFR2 determiniert den
Ubergang einer Zelle von Stalk- zur Tip-Zelle. Eine Reduktion von VEGFR2 in
Endothelzellen fuhrt jedoch nicht notwendigerweise zu einer verminderten Migration
(76). Die Regulation des VEGFR2 erfolgt durch die Internalisierung und
Degradierung des Rezeptors nach VEGF (69). In migrierenden Endothelzellen
wurden geringe Mengen VEGFR2 gemessen, da VEGFR2 wahrend der Migration
schnell abgebaut wird (165). Damit Ubereinstimmend nahm in dieser Arbeit nach

Behandlung der Zellen mit VEGF die VEGFR2-Proteinmenge ab. Die basale
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Proteinmenge des VEGFR2 war individuell sehr unterschiedlich und ergab keine
sexspezifischen Unterschiede. Auch der Gehalt vom Ioslichen VEGFR1 im
Zellkulturiberstand ergab in einer Studie unserer Arbeitsgruppe nach
VEGF-Stimulation keinen wesentlichen Unterschied zwischen mannlichen und
weiblichen Zellen (1). In der vorliegenden Arbeit konnte die VEGFR2-Proteinmenge
aufgrund eingeschrankter Verfugbarkeit nur in Zellen von nicht-verwandten Spendern
durchgefuhrt werden. Untersuchungen an Zellen von dizygoten Zwillingen kdnnten

weitere Erkenntnisse erbringen, da hier individuelle Unterschiede reduziert werden.

5.4 Sexspezifische cAMP-Konzentration

Als universaler Second Messenger spielt cAMP eine wichtige Rolle in der
kardiovaskularen Regulation, Genexpression, Zellmorphologie und Zellfunktion (86).
Die Wirkungen von cAMP auf das Endothel sind vielfaltig. Es unterstutzt die
endotheliale Barrierefunktion durch Senkung der Permeabilitdt und hemmt
Entzindungsreaktionen und die Anheftung von Monozyten (86, 166, 167).
Andererseits reduziert cAMP die Proliferation und Migration von Endothelzellen
(151). Eine erhdhte Konzentration von cAMP wurde in mehreren Studien mit einer
Einschrankung der endothelialen Migration in Zusammenhang gebracht (82, 83, 91,
168, 169). Die Phosphodiesterasen (PDE) 2, 3 und 4 sind hauptverantwortlich fur die
Regulierung der cAMP-Konzentration in Endothelzellen. In weiblichen Endothelzellen
wurde eine hohere Konzentration und ein grolRerer Einfluss der PDE3 im Vergleich
zu mannlichen Zellen gefunden (170). Dadurch konnte sich ein vermehrter cAMP-
Abbau durch PDE3 in weiblichen HUVECs positiv auf das Migrationsverhalten
auswirken. Sexspezifische Unterschiede in der endothelialen cAMP-Konzentration

sind nach aktueller Studienlage jedoch nicht bekannt. In dieser Arbeit ergab die
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Bestimmung der cAMP-Konzentration kein eindeutiges Ergebnis. Wahrend nach 3
Stunden Serumentzug eine signifikant niedrigere cAMP-Konzentration in mannlichen
Zellen vorlag, war nach 16 Stunden Behandlung kein signifikanter sexspezifischer
Unterschied festzustellen. Zudem konnte die niedrigere cAMP-Konzentration in
mannlichen Endothelzellen nach Serumreduktion nicht mit einer besseren Migration
in Zusammenhang gebracht werden. Die sexspezifischen Unterschiede in der cAMP-
Konzentration nach Serumreduktion kdnnen ebenfalls nicht die bessere Migration der
weiblichen HUVECs nach VEGF erklaren. Der Grund daflir konnte in den komplexen
und vielfaltigen Aufgaben von cAMP liegen. Neben der anti-migratorischen Wirkung
fordert cAMP Uber PKA auch die eNOS-Aktivitat (171-173). Eine erhohte eNOS-
Aktivitat ist in weiblichen HUVECs mit einer besseren Migration assoziiert (55).
Daneben ist in HUVECs auch eine durch den cAMP/PKA-Signalweg vermittelte pro-
migratorische Wirkung durch VEGF beschrieben worden (70, 172).

Nach aktueller Studienlage ist somit sowohl eine pro- wie auch eine anti-
migratorische Wirkung von cAMP beschrieben. Eine mdgliche Erklarung dafur kdnnte
sein, dass die intrazelluldare Gesamtkonzentration von cAMP allein nicht
entscheidend, sondern die subzellulare Lokalisation von Bedeutung ist. Das
cAMP-Signaling liegt in verschiedenen Kompartimenten vor (174, 175). Es konnte
gezeigt werden, dass sich die cAMP-Wirkung je nach Lokalisation unterscheidet
(176-179). Wahrend cAMP in membrangebundenen Komplexen die endotheliale
Barriere stabilisiert, wird durch zytosolisches cAMP die endotheliale Barriere gestort
bzw. die zellulare Permeabilitat erhoht (180, 181). Die Bestimmung der cAMP-
Konzentration in Abhangigkeit von seiner Lokalisation
(membrangebunden/zytosolisch) wahrend der Migration kdnnte somit neue Hinweise

uber eine allgemeine und sexspezifische Wirkung liefern.
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5.5 Ausblick

Bislang werden in vitro Studien Uberwiegend mit Zellen unbekannten Geschlechts
durchgefuhrt. Zunehmende Studien belegen klar, dass es sexspezifische
Unterschiede auf zellularer Ebene gibt. Bisher unbeachtete sexspezifische
Unterschiede auf Zellebene kdnnten zu widersprichlichen Ergebnissen in spateren
in vivo Studien fuhren. Die Berlcksichtigung des biologischen Geschlechts bereits
auf zellularer Ebene wirde die Aussagekraft und Vergleichbarkeit dieser Studien
verbessern.

Die vorliegende Arbeit liefert Hinweise auf sexspezifische Unterschiede im
Migrationsverhalten und im Energiemetabolismus von humanen Endothelzellen. Eine
bessere Energiebilanz sowie eine groflere Glykolyse-Aktivitat konnten in
Zusammenhang mit einer besseren Migration weiblicher HUVECs stehen. Die
genauen Mechanismen bleiben bisher unvollstandig geklart. In nachfolgenden
Studien ware eine detaillierte Untersuchung des Energiemetabolismus, insbesondere
der Glykolyse, im Zusammenhang mit der Migration interessant. Ein
Sexualdimorphismus koénnte sich noch deutlicher unter Stresszustanden wie zum
Beispiel bei Hypoxie oder Scherstress zeigen.

Aktuelle Erkenntnisse von Zecchin et al. heben weiterhin die Bedeutung der
subzellularen Lokalisation von Metaboliten und Enzymen auf die Zellfunktion hervor.
Unterschiede in der Lokalisation werden durch eine quantitative Messung wie in der
vorliegenden Arbeit jedoch nicht erfasst. Eine sexspezifische Betrachtung der
subzellularen Konzentration beispielsweise von ATP und glykolytischen Enzymen
konnte Hinweise auf den Zusammenhang zwischen Energiemetabolismus und
Migration geben. In einem weiteren Schritt sollten die Erkenntnisse auch auf in vivo

Modelle Ubertragen und Uberpruft werden.
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5.5 Limitationen dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit hat das sexspezifische Migrationsverhalten sowie den
Energiemetabolismus in  HUVECs untersucht. Wegen der individuellen
Schwankungen ist die Fallzahl mit maximal n=15 pro Geschlecht eher gering. Somit
spielten neben dem biologischen Geschlecht auch individuelle zellulare Unterschiede
eine grolRere Rolle

Die Migration erfolgt in vivo dreidimensional und in Wechselwirkung mit
anderen Zellen, extrazellularen Matrix und einer Vielzahl weiterer Einflussfaktoren
(31). Des Weiteren gibt es beim Metabolismus grof3e Unterschiede zwischen in vitro
und in vivo Modellen fur verschiedene Zelltypen (103, 182). Inwieweit sich die
Ergebnisse auf die in vivo Situation Ubertragbar sind, ist daher nur schwer
einzuschatzen. Es wurden HUVECs verwendet, um hormonelle Einflisse zu
reduzieren. Endothelzellen sind jedoch je nach Lokalisation sehr heterogen (183-
185), so dass sexspezifische Unterschiede in einem Zelltyp nicht automatisch auch
fur andere Endothelzellen gelten muissen. Durch die Verwendung von dizygoten
Zwillingszellen in einem Teil der Untersuchungen konnten Umwelteinflisse auf
sexspezifische Unterschiede eines HUVEC-Zwillingspaares vermindert werden. Die
Verflugbarkeit und Verwendung von Zellen dizygoter Zwillinge waren durch das
seltenere Vorkommen von Mehrlingsschwangerschaften begrenzt. Damit konnten in
der vorliegenden Arbeit diese Zellen nicht fur alle Untersuchungen verwendet
werden. Durch unterschiedliche Mdutter tritt beim sexspezifischen Vergleich von

Zellen von nicht-verwandten Spendern eine breitere genetische Variabilitat auf.
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