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Zusammenfassung

Mediale vaskulare Kalzifizierung ist neben der Atherosklerose, welche die Intima betrifft,
eine Form der GefalRwandveranderung, welche das kardiovaskulare Risiko erhohen
kann. Noch nicht lange ist bekannt, dass es sich dabei nicht um einen passiven Ablage-
rungsvorgang handelt, sondern um einen aktiven Umbauprozess mit diversen induzie-
renden und regulierenden Faktoren. Bei diesem auch Mediasklerose genannten Prozess
kommt es zum Umbau der mittleren Gefal3schicht hin zu einer kalzifizierenden Struktur,
wobei glatte GefalBmuskelzellen zentral beteiligt sind. Patienten mit Diabetes Mellitus lei-
den vermehrt an medialer Gefalikalzifizierung, gleichzeitig wurden in dieser Patienten-
gruppe reduzierte Zink-Spiegel gezeigt. Es konnte in praklinischen Studien gezeigt wer-
den, dass Zink einen protektiven Effekt auf diese Kalzifizierung unter erhdhten Phosphat-
Konzentrationen hat, wie sie beispielsweise bei Patienten mit chronischer Nierenerkran-
kung vorliegen. Eine Hemmung des Transkriptionsfaktors nuclear factor k-light-chain-en-
hancer of activated B cells (NF-kB) durch TNF- a induced protein 3 (TNFAIP3) spielt bei
diesen Effekten von Zink eine Rolle. Ob und wie Zink diesen Effekt auch bei hohen Glu-
kose-Konzentrationen vermitteln konnte, war Gegenstand dieses Projektes. Glukose
kann den Transkriptionsfaktor NF-kB aktivieren, womit Hyperglykamie pro-kalzifizierende
Effekte hervorrufen konnte, welche moglicherweise durch Zink abgedampft werden konn-
ten. Im Rahmen des hier diskutierten Forschungsvorhabens wurden humane aortale
glatte GefaRmuskelzellen verwendet und mittels real-time qPCR, Western-Blotting, Far-
bungen und verschiedenen Assays analysiert. Es zeigte sich, dass in mit hohen Gluko-
sekonzentrationen behandelten Gefalmuskelzellen eine Zink-Supplementation die Ex-
pression von osteogenen Markern und die Kalzifizierung reduzieren konnte. Analog wa-
ren die Aktivitat der alkalischen Phosphatase und die Freisetzung von Osteopontin unter
hohen Glukosekonzentrationen erhoht und bei zusatzlicher Zink-Supplementation abge-
schwacht. Durch hohe Glukosekonzentrationen kam es zu einer Aktivierung von NF-kB,
welche durch Zink-Supplementation reduziert wurde. Zugabe von Zink fuhrte zu einer
erhohten Expression des Proteins TNFAIP3. Unter Hemmung von TNFAIP3 durch Silen-
cing konnte unter Zink-Supplementation kein protektiver Effekt beobachtet werden, wobei
keine Hemmung der Aktivierung von NF-kB und der Expression von osteogenen Markern
feststellbar war. Ebenso konnte ein Silencing des Rezeptors GPR39 die Zink-induzierte
Expression von TNFAIP3 unterdricken und die anti-kalzifizierenden Effekte von Zink ab-



schwachen. Zuammenfassend lasst sich interpretieren, dass Zink unter hohen Glukose-
konzentrationen, wie bei Diabetes mellitus, eine schutzende Auswirkung zur Verminde-
rung einer vaskularen Kalzifizierung haben konnte. Dies wird wahrscheinlich vermittelt
uber Aktivierung von GPR39, wodurch es zur Aktivierung von TNFAIP3 und dadurch In-
hibierung von NF-kB kommt. Um die Erkenntnisse auf Patienten zu Ubertragen ist jedoch
weitere Forschung notwendig um andere beitragende Faktoren und Signalwege zu ver-
stehen.

Abstract

Medial vascular calcification, besides atherosclerosis, which affects the intima, is a form
of alteration of the vascular wall that can increase cardiovascular risk. Not long ago it was
discovered that vascular calcification is not a passive deposition process, but an active
remodeling involving various inducing and regulating factors. This process, also known
as media sclerosis, involves the transformation of the middle layer of the vessel into a
calcifying structure, whereby vascular smooth muscle cells play an essential role. Pa-
tients with diabetes mellitus commonly suffer from medial vascular calcification and low
zinc levels were observed in this patient group. Preclinical studies have shown that zinc
has a protective effect on the progression of calcification during elevated phosphate con-
centrations, as commonly seen in patients with chronic kidney disease. An inhibition of
the transcription factor nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB)
by TNF- a induced protein 3 (TNFAIP3) plays an important role in these effects of zinc.
This project aimed to investigate the effect of zinc in high glucose concentrations. High
glucose can activate NF-kB, which could potentially lead to hyperglycemia-induced pro-
calcifying effects, an effect that might be attenuated by zinc supplementation. For this
project human aortic smooth muscle cells were used and analysed by real-time qPCR,
Western Blotting, staining and various assays. Zinc supplementation in vascular smooth
muscle cells treated with high glucose concentrations reduced the expression of osteo-
genic markers and calcification. Analogously, the activity of alkaline phosphatase and the
release of osteopontin were increased under high glucose concentrations and reduced
with additional zinc treatment. High glucose concentrations led to NF-kB activation, which
was attenuated by zinc supplementation. Zinc treatment resulted in an increased expres-

sion of the protein TNFAIP3. When TNFAIP3 was silenced, the protective effect of zinc



supplementation was not apparent anymore, no inhibition of NF-kB activation and ex-
pression of osteogenic markers and calcification was observed. Furthermore, silencing of
the receptor GPR39 suppressed the zinc-induced expression of TNFAIP3 and decreased
the anti-calcifying effects of zinc. Thus, it can be concluded that in high glucose concen-
trations, as in diabetes mellitus, zinc could potentially have a protective effect in reducing
medial vascular calcification. This could possibly be mediated through the activation of
GPR39, subsequent induction of TNFAIP3 and inhibition of NF-kB. Further research is
necessary to understand other contributing factors and signaling pathways and to even-
tually translate these findings into clinical applications.
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1 Einleitung

1.1 Mediale Gefaverkalkung

Die mediale Gefallverkalkung, auch bezeichnet als ,Monckeberg Mediasklerose®, wurde
als ein aktiver biologischer Prozess erkannt, bei dem Kalzium und Phosphat in der medi-
alen Schicht der Arterien abgelagert werden (1). Der Prozess weil}t gewisse Ahnlichkei-
ten zur Mineralisierung von Knochen auf (2). Ursprunglich ging man davon aus, dass es
sich bei der Mediasklerose um einen passiven Degenerationsprozess handelt, wobei eine
Umgebung mit hohem Phosphat und Kalzium Milieu die Ablagerung von Mineralien be-
dingt (3). Zahlreiche Forschungsarbeiten konnten aber zeigen, dass es sich dabei um
einen aktiven biologischen Prozess handelt, an dem verschiedene Faktoren und moleku-
lare Signalwege beteiligt sind, wodurch es zu einer regulierten Mineralisierung von Ge-
fakgewebe kommt (4). Ein Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-kalzifizierenden Sig-
nalen steht im Vordergrund des Pathomechanismus der Mediasklerose (3). Neben der
medialen Gefallverkalkung gibt es die Atherosklerose als andere Form der Arterioskle-
rose, welche primar die Intima betrifft und anderen Einflussfaktoren und Pathomechanis-
men unterliegt, mit Veranderungen der Media aber eng verknupft ist (5). Wahrend die
Mediasklerose vor allem mit dem hoheren Alter, Diabetes Mellitus und Niereninsuffizienz
verbunden ist, besteht bei der Atherosklerose vor allem ein Zusammenhang mit Plaque-
bildung durch Cholesterineinlagerung und Inflammation und dadurch GefalRverengung
und Plaquerupturen, welche potenziell zu Herzinfarkten und Schlaganfallen fuhren (3).
Die genaue Pravalenz der medialen Gefallverkalkung ist schwer zu determinieren, weil
es kein generelles Screening Verfahren gibt, die mediale GefalRverkalkung schnell als
Arteriosklerose fehldiagnostiziert werden kann und weil die Arteriosklerose auch auf-
grund von vorhandenen Therapiemdglichkeiten, welche es bei Mediasklerose nicht in
dem Ausmass gibt, tendenziell im Vordergrund steht. Anhand von Ergebnissen von ABI-
Messungen wurde in Studien eine Pravalenz von 0,5 Prozent bei Erwachsenen gefunden
(6). Bei Patienten mit Diabetes Mellitus gibt es eine Pravalenz von 17% bis 42% (6).
Neben der Umwandlung der glatten GefaRmuskelzellen, gibt es noch einen anderen Vor-
gang, der zu Gefallverkalkung fuhrt, namlich das Einwandern von Zellen in die Media,
wie beispielsweise demonstriert wurde mit mesenchymalen Stammzellen aus der Adven-

tita, welche sich zu Osteoblasten-artigen Zellen umwandeln (7).
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1.2. Geschichte der Entdeckung der medialen GefaBverkalkung

,In den hochsten Graden der Mediaverkalkung ist die Arterie in ein starres Rohr verwan-
delt. Nimmt man eine grof3ere Strecke von solchem Gefal} aus der Leiche heraus, so
kann man an dem einen Ende anfassend, das andere nach oben wenden, ohne dal das
Gefal} dabei einknickt” (8)

So beschrieb J.G. Ménckeberg in ,Uber die reine Mediaverkalkung der Extremitatenarte-
rien und ihr Verhalten zur Arteriosklerose® im Jahr 1903 die heute nach ihm benannte
Gefalverkalkung in ihrer fortgeschrittensten Form. Und obwohl diese Beschreibung mehr
als 100 Jahre alt ist, sind die zugrundeliegenden Mechanismen des Phanomens noch
nicht aufgeklart. Wahrend J.G. Monckeberg jedoch noch von ,Kalkablagerung® (8) aus-
geht, steht heute der aktive Prozess und die Wichtigkeit der Balance zwischen fordernden
und hemmenden Faktoren ursachlich im Vordergrund (9). Auch Monckeberg beschrieb
schon ,unter meinen 55 Fallen von reiner Mediaverkalkung finden sich 4 Falle praseniler
Kalkablagerung, wenn man das beginnende Alter vom vollendeten 50. Jahre ab rechnet*
(8), womit vielleicht schon angedeutet war, dass es mehr als einen degenerativen Alte-

rungsprozess geben musste in der Pathogenese der medialen Gefal3verkalkung.

1.3 Mechanismen der medialen GefaBverkalkung

Bei der medialen Gefaldverkalkung kommt es zu einer ektopen Kalzifizierung. Eine wich-
tige Rolle bei der Entstehung von GefalRverkalkungen spielen die glatten GefalRmuskel-
zellen (6). Betroffen sind bei der medialen Gefaldverkalkung vor allem die grof3en Arterien
(10). Bei der Gefalkverkalkung verandern die glatten GefalRmuskelzellen ihren Phanotyp
durch einen Prozess, der gewisse Parallelen zur physiologischen Knochenmineralisie-
rung aufweist (11). Wahrend dieser Transdifferenzierung entwickeln die VSMCs einige
Eigenschaften, die Osteoblasten oder Chondroblasten ahneln (12, 13). Die VSCM wan-
deln sich von einem kontraktilen Phanotyp zu einem eher mesenchymalen Phanotyp mit
den damit verbundenen abweichenden Eigenschaften um (1). Infolgedessen exprimieren
die transdifferenzierten VSMCs vermehrt osteogene Transkriptionsfaktoren wie core-bin-
ding factor alpha 1 (CBFA1), der auch als RUNX2 (runt-related transcription factor 2)
bekannt ist, oder SRY-Box transcription factor 9 (SOX 9) (13). AuRerdem wird das Enzym
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Jlissue-nonspecific alkaline phosphatase“ (ALPL) vermehrt exprimiert, wodurch der kor-
pereigene Hemmestoff der Kalzifizierung Pyrophosphat angebaut wird (12). Das Pyro-
phosphat Molekull wird dabei gespalten zu zwei Phosphat Molekulen und kann dann die
Kalzifizierung nicht mehr inhibieren (14). Daher wurde eine besonders wichtige Funktion
der ALPL bei Gefaldverkalkungen postuliert (13, 15). Wenn die VSMCs osteo-/chond-
roblastenahnliche Eigenschaften annehmen, tragen sie aktiv zu einem lokalen, die Kalzi-
fizierung forderndem Umfeld bei und erleichtern die Ausfallung von Kalzium und Phos-
phat und die Bildung von Kalziumphosphatkristallen (1). Daran sind zahlreiche Mecha-
nismen, wie die Freisetzung von exosomalen Vesikeln, Enzymen und inflammatorischen
Mediatoren beteiligt (16). Zu den Kalziumablagerungen kommt es hauptsachlich in der
extrazellularen Matrix der Zellen (14). Die Hyperglykamie wurde bereits als ein wichtiger
Faktor fur die osteogene Transdifferenzierung von VSMCs identifiziert, die zugrundelie-
genden Mechanismen sind aber nicht im Detail verstanden (17-19). Weitere begunsti-
gende Bedingungen fur GefalRverkalkungen sind unter anderem hohe Phosphatkonzent-
rationen, Hyperkalzamie und Inflammation (16).

1.4 Regulation der medialen GefaRverkalkung

Wenn es zu einer ektopen Kalzifizierung kommt, besteht eine Dysbalance zwischen den
die Kalzifizierung fordernden und den hemmenden Einflissen. Diese Dysbalance kann
auch durch zellulare Mechanismen vermittelt werden, in Folge der pro-kalzifizierenden
Transformation der VSMCs. Komplexe intrazellulare Signalwege initiieren und vermitteln
die Transdifferenzierungsprozesse von VSMCs, und fordern dadurch die Gefaliverkal-
kung (1, 13). Insbesondere inflammatorische Signalwege spielen eine wichtige Rolle, und
zahlreiche inflammatorische Mediatoren und Signalwege konnen pro-kalzifizierende Ver-
anderungen hervorrufen oder verstarken (14). Die damit verbundenen Signalwege sind
noch nicht im Detail erforscht. Ein wichtiger Faktor, der osteogene Signalwege initiieren
kann ist der nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-kB) (20).
NF-kB p 65 ist eine der funf Komponenten, die die Familie der NF-kB-Transkriptionsfak-
toren bilden (21). NF-kB p65 kann die osteogene Genexpression in VSMC aktivieren und
hemmt anti-kalzifizierende Mechanismen wie beispielsweise “ankylosis protein homolog*
(20). Damit wird angenommen, dass NF-kB eine zentrale Schaltstelle bei der Regulation

von Gefallverkalkungen sein konnte (16).
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1.5 Mediale GefaBverkalkung und Hyperglykamie

In der vorliegenden Studie haben wir uns vor allem mit dem Prozess der vaskularen Kal-
zifizierung unter hyperglykamischen Bedingungen befasst. Diabetes mellitus ist eine
Stoffwechselkrankheit, bei der es durch gestorte Insulinsekretion oder Insulinwirkung zu
Hyperglykamien kommt (22). Die dadurch entstehende chronische Hyperglykamie fuhrt
langfristig Uber Mikro- und Makroangiopathien zu Organschaden und Funktionsstorungen
(22). Komplikationen durch Gefal3pathologien sind die haufigste Todesursache bei Pati-
enten mit Diabetes mellitus (23). Teil dieser vaskularen Pathologien ist die Gefaliverkal-

kung, welche bei Diabetes mellitus akzeleriert ist (24).

Wie genau es durch Hyperglykamie zu Gefallverkalkung kommt ist Gegenstand aktueller
Forschung, diverse Einflussfaktoren sind dabei wahrscheinlich (25). Durch Hyperglyka-
mie erhohte Osteopontin-Konzentrationen, welches mit Gefaldverkalkungen assoziiert
wurde, wurden bei diabetischen Ratten gefunden (26). Neben der bei Diabetes mellitus
vorliegenden Hyperglykamie spielen in der Forderung von GefalRverkalkung auch die an-
deren einhergehenden Stoffwechselveranderungen eine Rolle, wie Hyperinsulinamie und
erhohte advanced glycation end products (25). AulRerdem wurde eine wichtige Rolle von
Hypoxie in der Entwicklung von diabetischer Gefal3verkalkung besprochen, auch in Ver-
bindung mit der Hochregulation von Osteopontin (27). Die Hypoxie als Einflussfaktor
konnte auch in einem Modell mit diabetischen Hasen beobachtet werden, unabhangig
davon, ob sie mit Insulin behandelt wurden, oder nicht (28). Inflammation wurde in expe-
rimentellen Studien ebenfalls als Einflussfaktor aufgezeigt, in denen Hyperglykamie in-
duzierte Gefallkalzifizierung von glatten GefaRmuskelzellen Gber das CD36 Antigen dar-
gestellt wurde (29). Eine andere Studie zeigte ebenfalls den Einfluss von inflammatori-
schen Signalwegen auf, wobei sie fanden, dass Interleukin-1beta bei Hyperglykamie die
chondrogene Transdifferenzierung anregt (30). NF-kB spielt auch eine bedeutende Rolle
bei Kalzifizierung von VSMCs durch hohe Glukosekonzentrationen (13, 17). Hohe Glu-
kosespiegel aktivieren NF-kB in VSMCs und fuhren dadurch zu Verkalkung (17, 31). Eine
Hemmung der NF-kB-Aktivierung kann die durch Hyperglykamie initilerten osteogenen
Signalkaskaden in VSMCs unterdrucken (17). Auch endoplasmatischer Retikulum Stress
wurde als einflussnehmender Faktor beobachtet, in einer Studie, in der Hyperglykamie

keine Gefallkalzifizierung mehr auslosen konnte, wenn eine Behandlung mit einem en-
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doplasmatischem Retikulum Stress Inhibitor vorausgegangen war (32). Advanced glyca-
tion end products, welche durch Hyperglykamie Exposition entstehen, verursachen di-
verse mikro- und makrovaskulare Schaden, unter anderem Uber NF-kB-Erhdhung, und
deren therapeutische Inhibition ist Gegenstand aktueller Forschung (33). In experimen-
tellen Studien wurde beispielsweise nachgewiesen, dass es durch advanced glycation
end products zu einer Stimulierung von Calcium-Ablagerung in glatten Gefalimuskelzel-
len kommt (34).

1.6 Konsequenzen der medialen GefaBverkalkung

Gefaldverkalkungen korrelieren mit der Gesamtmortalitat und der kardiovaskularen Mor-
talitat bei Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen, insbesondere bei Patienten,
die eine Hamodialyse bendtigen (35). Mehr als die Halfte der Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz sterben an kardiovaskularen Erkrankungen und die Mortalitat ist 20 —
30 Mal hoher als in der Gesamtbevolkerung (5). GefalRverkalkungen finden bei Patienten
mit Diabetes mellitus beschleunigt statt und konnten auch dort einen wichtigen zu Herz-
Kreislauf-Erkrankungen beitragenden Faktor darstellen (13, 24, 36). Zu den Herz-Kreis-
lauf-Erkrankungen gehoren die koronare Herzkrankheit und der Schlaganfall, und diese
sind fur etwa 65 % aller Todesfalle bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 verantwort-
lich (24). Mediale Gefal3verkalkung fuhrt wahrscheinlich zu einer erhohten Steifigkeit der
Arterien, was wiederum die kardiovaskulare Hamodynamik beeintrachtigt (35, 37). Wei-
tere Auswirkungen sind beispielsweise ein erhohter systolischer Blutdruck, ein hdheres
Vorkommen linksventrikularer Hypertrophien und eine erhohte Wahrscheinlichkeit fur
eine Koronararteriendissektion nach Angioplastie (37). In Studien mit nicht insulinpflichti-
gen Diabetes-Patienten wurde die mediale Gefaldverkalkung als pradiktiver Marker fur
Versterben durch ein kardiovaskulares Ereignis nachgewiesen, unabhangig von anderen
kardiovaskularen Risikofaktoren bei mehr Herzinfarkten, Schlaganfallen und Amputation
der unteren Extremitaten bei von GefalRverkalkung betroffenen Patienten (38). Bei Dia-
betes mellitus tritt die Zunahme der Gefallverkalkung vor der Entwicklung der diabeti-
schen Nephropathie auf, wird aber durch die Erkrankung der Niere spater noch beschleu-
nigt (39). Es wurde bereits postuliert, dass die Hyperglykamie bei Diabetes Mellitus die
Mediasklerose direkt beschleunigen kann (17, 25, 30).
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1.7 Einfluss von Zink

Zink ist ein essentieller Faktor fur die menschliche Gesundheit (40, 41), denn es ist an
der Funktion zahlreichen Enzyme beteiligt, es ist fur die Proteinfaltung wichtig und es
reguliert die Genexpression (42). Zink stellt ein wichtiges molekulares Signal fur die Zel-
len des Immunsystems dar und ist fur viele Transkriptionsfaktoren essentiell (40). Bei
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 wurden reduzierte Zinkspiegel im Blut
festgestellt, die wahrscheinlich auf eine Malabsorption im Darm und eine hohe Ausschei-
dung von Zink im Urin zurtckzuflhren sein konnten (43). Niedrige Zinkwerte korrelieren
mit Insulinresistenz; Zinkmangel ist ein wichtiger Risikofaktor fur Diabetes mellitus und
die damit verbundenen kardiovaskularen Komplikationen (44, 45). Daruber hinaus haben
Studien gezeigt, dass in-vitro eine Zinkbehandlung die Neigung zu Kalzifizierung unter-
druckt, was darauf hindeutet, dass ein niedriger Zinkspiegel ein unabhangiger Risikofak-

tor fur GefalRverkalkung sein konnte (46).

NF-kB spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der durch Hyperglykdmie ausgelosten
osteogenen Signalwege in VSMCs (13) und Zink konnte ein hemmender Faktor in dieser
Konstellation sein (11). Es hat sich gezeigt, dass bei hohen Phosphatkonzentrationen
eine Zinksupplementierung die Kalzifizierung von VSMCs verringert. (11, 47). Chelierung
von Zink induziert die Aktivierung von NF-kB und aktiviert Interferon-Signale bei Virus-
Infektion, was die antivirale Immunantwort verstarkt (48). Die inflammatorischen Effekte
von Lipopolysaccharid in Mikroglia-Zellen werden durch Zink via NF-kB Hemmung redu-
ziert (49). Fur diese Effekte von Zink wird eine wichtige Rolle von A20 (TNFAIP3) vermu-
tet (49). A20 ist ein endogener Hemmer des NF-kB Signalwegs, der durch Zink aktiviert
wird (50). Auch in klinischen Studien wurde der Zusammenhang zwischen Zink und In-
flammation erforscht und es wurde gezeigt, dass inflammatorische Zytokine und oxidati-
ver Stress durch Zink-Supplementation reduziert werden konnten (50). Bezogen auf die
aktuelle COVID-19 Pandemie wurde deswegen bereits eine Zink-Supplementation als
adjuvante Therapie vorgeschlagen, aufgrund des Effektes der Verminderung der proin-
flammatorischen Zytokine, welche bei COVID-19 Erkrankung neben anderen Faktoren
bis hin zum akuten Atemnotsyndrom fuhren (51).
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1.8 Ziele der Studie

Zink wurde als protektiver Faktor bei Gefaldverkalkung in chronischer Niereninsuffizienz
diskutiert (52). Eine Rolle bei der Gefaldverkalkung in Diabetes Mellitus wurde zwar ver-
mutet, aber nicht experimentell nachgewiesen (53). Ziel der vorliegenden Studie war es
die Effekte und Mechanismen der Zink-Supplementation unter diabetischen Bedingungen
in glatten GefalRmuskelzellen zu untersuchen (13). Dazu wurden primare glatte Gefal3-
muskelzellen mit hohen Glukosespiegeln mit und ohne Zinksupplementation behandelt.
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2 Methodik

2.1 Primare humane aortale GefaBmuskelzellen (HAoSMCs)

“Primary human aortic smooth muscle cells” (HAoSMCs; Thermo Fischer Scientific und
Sigma Aldrich) wurden in Waymouth's MB 752/1 Medium und Ham's F-12 nutrient mix-
ture (1:1, Thermo Fisher Scientific) kultiviert, erganzt mit 10% FBS (Thermo Fisher Sci-
entific), 100 U/ml Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin (Thermo Fisher Scientific) (13,
54-56). Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt. HAoSMCs wurden kultiviert und
bis zur Passage 11 verwendet. Wo angegeben, wurden die HAoSMCs mit 50mM Glucose
(Sigma Aldrich) behandelt (17), 15 uM ZnSO4 (Sigma Aldrich), oder 15 uM ZnCI2 (Sigma
Aldrich) (11, 13). Um eine Verkalkung hervorzurufen, wurden die Zellen in Kalzifizerungs-
medium mit 10 mM beta-Glycerophosphat und 1.5 mM Kalzium-Chlorid fur 11 Tage in-
kubiert. Eine Transfektion mit siRNA (Silencing) erfolgte durch 10 nM von TNFAIP3 (ID:
$14260), GPR39 (ID: s6074) or negative control (ID: 4390843) siRNA zusammen mit dem
siPORT ,amine transfection reagent (Thermo Fisher Scientific) (13).

2.2 Real-time polymerase chain reaction

Die Gesamt-RNA wurde aus HAoSMCs mit Trizol Reagenz (Fisher Scientific) entspre-
chend den Anleitungen des Herstellers isoliert (13). Die Synthese der komplementaren
DNA erfolgte mit Oligo(dT)12-18-Primern sowie mit Super-Script |ll Reverse Transcrip-
tase (Fisher Scientific) (13). Die real-time PCR wurde unter Verwendung von iQ Sybr
Green Supermix (Bio-Rad Laboratories) durchgefuhrt. Es wurden humane Primer mit

den folgenden Sequenzen (Fisher Scientific) verwendet (11, 13, 57):

CBFA1 fw: GCCTTCCACTCTCAGTAAGAAGA;
CBFA1 rev: GCCTGGGGTCTGAAAAAGGG;
SOX9 fw: AGCGAACGCACATCAAGAC;

SOX9 rev: CTGTAGGCGATCTGTTGGGG;
ALPL fw: GGGACTGGTACTCAGACAACG;
ALPL rev: GTAGGCGATGTCCTTACAGCC;
TNFAIP3 fw: TCAACTGGTGTCGAGAAGTCC,;
TNFAIP3 rev: CAAGTCTGTGTCCTGAACGC;
GPR39 fw: TCTTCGTGATGGGCCTTCTG;
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GPR39 rev: ACCTCCTTCTGCAAGTATCCTTT;
GAPDH fw: GAGTCAACGGATTTGGTCGT;
GAPDH rev: GACAAGCTTCCCGTTCTCAG.

Die Genexpression wurde analysiert, und zur Bestatigung der Spezifitat der PCR-Pro-
dukte wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt. Die relative mRNA-Expression
normalisiert zur Kontroll-Gruppe wurde mit der 2-2C-Methode unter Verwendung von
GAPDH als Housekeeping-Marker bestimmt (13).

2.3 Western Blotting

Die Proteinisolierung aus HAoSMCs wurde mit Pierce |IP-Lysepuffer (Fisher Scientific)
durchgefuhrt, der sowohl einen Protease- als auch einen Phosphataseinhibitor enthielt
(13). Die Proteinkonzentration wurde mithilfe des Bradford-Assay (Bio-Rad Laboratories)
quantifiziert (56, 58). Gleiche Mengen an Protein wurden in Roti-Load1 Buffer (Carl Roth)
bei 100°C fur 10 Minuten inkubiert und dann auf SDS-PAGE Gelen separiert und spater
auf PVDF-Membranen Ubertragen mittels Routine Western-Blot Protokollen (13). Zur Be-
stimmung des Proteingehalts wurden die Membranen entweder mit primaren Kaninchen
anti-RUNX2-Antikorpern (1:100, Cell Signaling) oder Kaninchen anti-GAPDH-Antikor-
pern (1:1000, Cell Signaling) Uber Nacht bei 4°C inkubiert (13). Als sekundare Antikorper
zum Nachweis des Proteins wurden HRP-konjugierte Kaninchen-Antikorper (1:1000, Cell
Signaling) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur verwendet (13). Die Proteinbanden wurden
mit ECL-Detektionsreagenz (Fisher Scientific) nachgewiesen und mit der Software
Imaged (NIH) analysiert (13). Die Daten wurden als Verhaltnis des Gesamtproteins zum
Housekeeping-Marker GAPDH dargestellt und in Bezug auf die Kontrollgruppe normiert
(13, 47).

2.4 NF-kB Aktivitat

Die NF-kB-Aktivitat wurde mit einem Assay quantifiziert. Kernproteine wurden aus HA-
oSMCs mit dem NE-PER-Kern- und Zytoplasma-Extraktionskit (Fisher Scientific) extra-
hiert (13). Die Quantifizierung und Angleichung der Proteinkonzentration erfolgte mittels
Bradford-Assay (Bio-Rad Laboratories) (13). Die NF-kB-abhangige Transkriptionsaktivi-
tat wurde mit einem kolorimetrischen Assay-Kit fur den Transkriptionsfaktor NF-kB p65
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bestimmt, der gemal} den Anweisungen des Herstellers (Abcam) verwendet wurde (13,

17). Die Daten wurden normalisiert zur Kontrollgruppe dargestellt.

2.5 Osteopontin-Konzentration

Der Gehalt an Osteopontin (OPN) im Medium von HAoSMCs wurde mit dem humanen
OPN DuoSet ELISA-Kit (R&D Systems) und dem DuoSet ancillary Reagent Kit 2 (R&D
Systems) quantifiziert (13). Zum Lysieren der HAoSMCs wurde Pierce IP-Lysepuffer mit
einem Protease- und einem Phosphataseinhibitor verwendet. Die Ergebnisse wurden
normalisiert auf die Gesamtproteinmenge, die mittels Bradford-Assay (Bio-Rad) gemes-
sen wurde, und im Vergleich zur Kontrollgruppe dargestellt (13).

2.6 Aktivitat der alkalischen Phosphatase

Die Aktivitat des Enzyms Alkalische Phosphatase wurde mit einem kolorimetrischen ALP-
Assay-Kit (Abcam) gemessen (13). Die HAoSMCs wurden mit ALP-Assay-Pufferlosung
(Abcam) lysiert und die Aktivitat mittels des Assays bestimmt(13). Die Ergebnisse wurden
normalisiert auf die Gesamtproteinmenge, die mit dem Bradford-Test quantifiziert wurde,
und normalisiert im Vergleich zur Kontrollgruppe dargestellt (13, 17).

2.7 Analyse der Kalzifizierung

FuUr die Analyse des Kalziumgehalts wurden die HAoSMCs uber Nacht mit OsteoSense
680EX (1:250, Perkin Elmer) inkubiert (59). Die Bilder wurden mit dem ChemiDoc MP
Bildgebungssystem (Bio-Rad) mit excitation/emission (bandpass) Wellenlangen von
680/715 (30) nm aufgenommen (13, 60). Die Zellen wurden in 0.6 M HCL bei 4° C
entkalkt, und der Kalziumgehalt wurde mit dem QuantiChrom Calcium Assay Kit (BioAs-
say Systems) gemessen, die Proteinkonzentrationen wurden mit dem Bradford-Test ge-
messen (Bio-Rad Laboratories) (17). Die Ergebnisse wurden im Verhaltnis zur Gesamt-
proteinmenge normiert (13).

2.8 Statistik

Die Daten werden als Punkt-Plots mit arithmetischem Mittelwert und Standardfehler des
Mittelwerts dargestellt (13). Die Anzahl der durchgefuhrten unabhangigen Versuche wird
mit n angegeben. Fur die Normalitatsanalyse wurde der Shapiro-Wilk-Test verwendet
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(13). Um statistische Tests durchzufuhren, wurden nicht-normale Datensatze transfor-
miert (13). Die statistische Prufung erfolgte mittels one-way ANOVA mit Tukey-Post-Hoc-
Test fur homoskedastische Daten oder Games-Howell-Post-Hoc-Test fur heteroskedas-
tische Daten und dem Steel-Dwass-Test fur nicht-normale Daten (11, 13). Ein p-Wert von

<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen (13).
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3. Ergebnisse

Ein primares Ziel der vorliegenden Arbeit war festzustellen, ob die durch Glukose ver-
starkten Kalzifizierungsprozesse durch Zinksupplementation gehemmt werden konnen.
Daher wurde als erstes untersucht, ob sich die Zugabe von Zink auf die Kalzifizierung
unter hohen Glukosekonzentrationen auswirkt. Dazu wurden HA0SMCs in einem Kon-
troll- und Kalzifizierungs-Medium behandelt, mit oder ohne zusatzlich erhdhten Glukose-
konzentration und mit oder ohne Zinksulfat (ZnSO4) (13). Die Exposition der Zellen ge-
genuber hohen Glukosespiegeln steigerte die Kalzifizierung der HAoSMCs signifikant,
wie in Abbildung 1a dargestellt wird (13). Wurden die Zellen zusatzlich mit ZnSO4 behan-
delt, kam es zu einer deutlich geringeren Kalzifizierung der HAoSMCs sowohl im pro-
kalzifizierenden Medium als auch im pro-kalzifizierenden Medium mit zusatzlich hohem
Glukosegehalt (13). Mit diesen Ergebnissen korrespondierend, zeigte eine Kalzifizierung
darstellende Fluoreszenzbildgebung gleiche Ergebnisse, namlich dass UbermaRige Glu-
kosekonzentrationen die Kalzifizierung von HAoSMCs in pro-kalzifizierendem Medium
verstarkten, wahrend die Behandlung mit ZnSo4 unter den gleichen Bedingungen eine
starke hemmende Wirkung hatte, wie in Abbildung 1b dargestellt (13).

Calc.
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Abbildung 1 (13): Zinksulfat hat eine hemmende Wirkung auf die HAoSMC-Kalzifizierung unter
hohen Glukosekonzentrationen. (a): Kalziumgehalt (n = 6, yg/mg Protein) in HAoSMCs mit und
ohne Zusatz von Zinksulfat (ZnSO4) zum Medium, die 11 Tage lang mit Kontroll- (CTR) oder
Kalzifizierungsmedium (Calc.), ohne oder mit hohem Glukosegehalt (HG). *** (p < 0,001) steht
fur einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe; 1 (p < 0,05) und 11t (p <

0,001) stehen fiur einen signifikanten Unterschied betreffend Kalziumgehalt im Vergleich zu der
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Gruppe, die nur das pro-kalzifizierende Medium erhielt, §§§ (p < 0,001) kennzeichnet den signi-
fikanten Unterschied zwischen der Gruppe mit hoher Glukosekonzentration und pro-kalzifizieren-
dem Medium gegenuber der Gruppe mit denselben Bedingungen aber zusatzlicher Zinkbehand-
lung. (b): Durch Fluoreszenzbildgebung nachgewiesene Kalzifizierungen in HAoSMCs mit und
ohne Zusatz von Zinksulfat (ZnSO4) zum Medium nach 11-tdgiger Behandlung mit Kontroll-
(CTR) oder pro-kalzifizierendem Medium (Calc.) ohne und mit hoher Glukosekonzentration (HG)

(Je starker die Aufhellung, desto starker die Verkalkung).

Ein wichtiger Anteil der Gefalmuskelzell-Verkalkung wird wahrscheinlich durch Aktivie-
rung osteogener Signalwege vermittelt. Als Nachstes wurden daher die osteo-/chondro-
genen Signalwege untersucht, indem die Expression und Aktivitat von osteo-/chondroge-
nen Markern analysiert wurde. Hohe Glukosekonzentrationen im Medium erhohten die
Expression von CBFA1, SOX9 und ALPL mRNA in HAoSMCs (13). Diese Effekte wurden
deutlich unterdrickt, wenn die Zellen mit ZnSO4 behandelt wurden, wie in Abbildung 2a-
c gezeigt (13). Daruber hinaus zeigte sich auf der Ebene der Proteine mithilfe von Wes-
tern Blotting, dass die Exposition gegenuber hohen Glukosekonzentrationen die Expres-
sion des CBFA1-Proteins signifikant erhohte, was durch die ZnSO4-Supplementierung
signifikant reduziert wurde (Abbildung 2d) (13). Das Protein Osteopontin (OPN), welches
in das Zellkulturmedium freigesetzt wird, war in einer Umgebung mit hoher Glukosekon-
zentration erhoht, ein Effekt der erneut durch die Behandlung der Zellen mit ZnSO4 deut-
lich abgeschwacht wurde (Abbildung 2e). Die alkalische Phosphatase (ALP) wies eine
signifikant hohere Aktivitat auf in HAoSMCs mit einem Medium mit hohen Glukosekon-
zentrationen, ein Effekt, der durch eine ZnSO4-Supplementierung ebenfalls signifikant
reduziert wurde (Abbildung 2f) (13).
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Abbildung 2 (13): Zinksulfat reduziert die Expression osteo-/chondrogener Marker in HAoSMCs,
die durch hohe Glukosekonzentrationen geférdert wird. Relative mRNA-Expression der osteo-
/chondrogenen Marker CBFA1 (a), SOX9 (b) und ALPL (c) (n = 5) in HAoSMCs mit und ohne
Zusatz von Zinksulfat (ZnSO4) zum Medium, die 24 Stunden lang Kontrollbedingungen (CTR)
oder hohen Glukosekonzentrationen (HG) ausgesetzt. (d): Western-Blot-Ergebnisse der Expres-
sion des Proteins CBFA1 (n = 9) in HAoSMCs mit und ohne Zusatz von Zinksulfat (ZnSO4) zum
Medium nach 24-stiindiger Behandlung als Kontrollgruppe (CTR) oder mit hohen Glukosekon-
zentrationen (HG). (e): Osteopontin (OPN)-Spiegel (n = 10) im Medium von HAoSMCs mit und
ohne Zusatz von Zinksulfat (ZnSO4) zum Medium unter Kontrollbedingungen oder nach 1-wéchi-
ger Behandlung mit hohen Glukosekonzentrationen (HG). (f): ALP-Aktivitat (n = 5) in HAoSMCs
mit und ohne Zusatz von Zinksulfat (ZnSO4) zum Medium, die eine Woche lang unter Kontroll-
bedingungen (CTR) oder hohen Glukosespiegeln (HG) behandelt wurden. ** (p < 0,01), *** (p <
0,001) steht fur einen signifikanten Unterschied gegeniber der Kontrollgruppe, 1 (p < 0,05), Tt
(p <0,01), Tt (p < 0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied gegeniber der HG-Gruppe an.

Theoretisch konnte das im Zinksulfat enthaltene Sulfat eine direkte hemmende Rolle bei
der Verkalkung spielen. Daher wurde untersucht, ob durch die Verwendung von Zinkchlo-
rid (ZnClI2) entsprechende Ergebnisse erzielt werden konnen. Abbildung 3 a und b zei-
gen, dass die Behandlung mit ZnCI2 tatsachlich eine ahnliche hemmende Wirkung wie
die mit ZnSO4 auf die mMRNA-Expression der osteogenen Marker CBFA1 und ALPL hatte
(13). Abbildung 3c deutet darauf hin, dass der Kalziumgehalt in HAoSMCs, die mit ZnCI2
behandelt wurden, gesunken ist, was die anti-kalzifizierenden Eigenschaften von Zink in
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Zellen, die hohen Glukosekonzentrationen ausgesetzt sind, weiter bestatigt (13). Diese
Ergebnisse deuten an, dass eine Zinksupplementierung die vermehrte Kalzifizierung in
Gefalmuskelzellen unter hyperglykédmischen Bedingungen vermindern konnte, wahr-
scheinlich vermittelt durch die Hemmung der osteo-/chondrogenen Signalubertragung

und Umprogrammierung der Zellen (13).
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Abbildung 3 (13): Zinkchlorid hemmt die Expression osteogener Marker und die Kalzifizierung
von HAoSMCs, welche durch hohe Glukosespiegel induziert werden. (a,b): mMRNA-Expression
von CBFA1 und ALPL (n = 4) in HAoSMCs mit und ohne Zusatz von Zinkchlorid (ZnCI2) zum
Medium, die 24 Stunden lang dem Kontrolimedium (CTR) oder hohen Glukosespiegeln (HG) aus-
gesetzt waren. (c): Kalzium-Gehalt (n = 6) in HAoSMCs mit und ohne Zusatz von Zinkchlorid
(ZnCI2) zum Medium, die 11 Tage lang dem Kontrollmedium oder dem Kalzifizierungsmedium
(Calc.) mit hohen Glukosekonzentrationen (HG) ausgesetzt waren. * (p < 0,05), ** (p < 0,01) steht
fur einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe; 1 (p < 0,05), 11 (p < 0,01) bedeutet einen
signifikanten Unterschied im Vergleich zur Gruppe, welche hohen Glucosekonzentrationen aus-

gesetzt war oder pro-kalzifizierendem Medium und hohen Glucosekonzentrationen.

NF-kB wurde bereits als wichtiger Signalweg der Gefaldverkalkung beschrieben, und
kann durch Zink gehemmt werden. Daher untersuchten wir die zugrundeliegenden Me-
chanismen und die Rolle der NF-kB-Signalubertragung bei Zinkbehandlung unter hohen
Glukosekonzentrationen. In Abbildung 4a wird gezeigt, dass in HAOSMCs, die hohen
Glukosekonzentrationen ausgesetzt waren, Indikation fur erhdohte NF-kB-abhangige
Transkriptionsaktivitat gefunden wurde. Durch eine Behandlung mit Zink konnte dieser
verstarkende Effekt auf die NF-kB Aktivitat supprimiert werden (13). Dartber hinaus
wurde festgestellt, dass das TNFa-induced protein 3 (TNFAIP3), ein Inhibitor des NF-kB-
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Signalwegs, unter hyperglykamischen Bedingungen erhoht war und durch die Zugabe
von ZnS0O4 signifikant hochreguliert wurde (Abbildung 4b) (13). Folglich beeinflusste Zink
die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs, wahrscheinlich zumindest teilweise via TNFAIP3

in HAoSMCs unter hyperglykédmischen Bedingungen (13).
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Abbildung 4 (13): Zinksulfat unterdriickt die NF-kB-Aktivierung, die durch hohe Glukosekonzent-
ration in HAOSMCs gefordert wird. (a): NF-kB-abhangige Transkriptionsaktivitat (n = 4) in HA-
0oSMCs mit und ohne Zusatz von Zinksulfat (ZnSO4) zum Medium, die 30 Minuten lang mit Kon-
trollmedium (CTR) oder hohen Glukosekonzentrationen (HG) behandelt wurden. (b): mMRNA-Ex-
pression von TNFAIP3 (n = 5) in HAoSMCs mit und ohne Zusatz von Zinksulfat (ZnSO4) zum
Medium, die 24 Stunden lang Kontrollbedingungen (CTR) oder hohen Glukosekonzentrationen
(HG) ausgesetzt waren. ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) steht flr einen signifikanten Unterschied zur

Kontrollgruppe, T (p < 0,05) steht fir einen signifikanten Unterschied zur Hyperglykamie-Gruppe.

TNFAIP3 wurde bereits mit den hemmenden Effekten von Zink auf NF-kB assoziiert (11,
61). In den folgenden Experimenten wurde daher weiter untersucht, wie TNFAIP3 an dem
Mechanismus beteiligt ist, durch den Zink protektiv wirkt auf die durch hohe Glukosekon-
zentrationen induzierten osteogenen Signale und die Kalzifizierung der HAoSMC (13).
Dafur wurde die endogene Expression von TNFAIP3 mit Hilfe von small interfering RNA
(siRNA) unterdruckt (Abbildung 5a). In HAoSMCs fuhrte allein die Reduktion von
TNFAIP3 zu einem signifikanten Anstieg der NF-kB-abhangigen Transkriptionsaktivitat
(Abbildung 5b) (13). Die Behandlung mit ZnSO4 verringerte die NF-kB-abhangige Tran-
skriptionsaktivitat nur in der negativen Kontrollgruppe der siRNA-transfizierten HA-
oSMCs, nicht aber in der Gruppe mit ausgeschaltetem TNFAIP3 (Abbildung 5b). Die Re-
duktion von TNFAIP3 erhohte tendenziell die mRNA-Expression von CBFA1 und ALPL
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in HAoSMCs unter Kontrollbedingungen (Abbildung 5c,d). Diese Tendenz war aber sta-
tistisch nicht signifikant (p = 0,064 und p = 0,066) (13). In Abbildung 5 c und d wird gezeigt,
dass TNFAIP3-Silencing die hemmenden Effekte von ZnSO4 auf die mMRNA-Expression

osteogener Marker unter hohen Glukosebedingungen signifikant unterdruckt (13).
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Abbildung 5 (13): Silencing von TNFAIP3 verhindert die protektiven Effekte von Zinksulfat auf
die durch hohe Glukosekonzentrationen induzierte NF-kB-Aktivierung und die Expression osteo-
gener Marker in HAoOSMCs. (a): mRNA-Expression von TNFAIP3 (n = 7) in HAoSMCs mit und
ohne Zusatz von Zinksulfat (ZnSO4) zum Medium, die mit negativer Kontroll-siRNA (Neg.si) oder
TNFAIP3-siRNA (TNFAIP3si) transfiziert wurden und 24 Stunden lang mit Kontrollmedium (CTR)
oder hohen Glukosekonzentrationen (HG) behandelt wurden. * (p < 0,05) steht fur einen signifi-
kanten Unterschied zur Negativkontrollgruppe mit Kontrollmedium und ohne Zugabe von ZnSO4.
(b): NF-kB-abhangige Transkriptionsaktivitat (n = 8) in HAoSMCs mit und ohne Zusatz von
Zinksulfat (ZnSO4) zum Medium, die mit negativer Kontroll-siRNA (Neg.si) oder TNFAIP3-siRNA
(TNFAIP3si) transfiziert wurden und 30 Minuten lang einem Kontrollmedium (CTR) oder einem

Medium mit hoher Glukosekonzentration (HG) ausgesetzt wurden. (c,d): mMRNA-Expression von



Ergebnisse 21

CBFA1 und ALPL (n =7) in HAoSMCs mit und ohne Zusatz von Zinksulfat (ZnSO4) zum Medium,
die mit negativer Kontroll-siRNA (Neg.si) oder TNFAIP3-siRNA (TNFAIP3si) transfiziert wurden
und 24 Stunden lang einem Kontrollmedium (CTR) oder einem Medium mit hoher Glukosekon-
zentration (HG) exponiert waren. * (p < 0,05) ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) steht fur einen signifi-
kanten Unterschied gegenliber der Neg.si CTR Gruppe, 1 (p < 0,05, 1 (p < 0,01) steht fir einen
signifikanten Unterschied zwischen der Neg.si und HG Gruppe gegentber der Neg.si und HG-
Gruppe mit ZnSO4-Behandlung, § (p < 0,05), §§ (p < 0,01) steht fur einen signifikanten Unter-
schied zwischen der Neg.si und TNFAIP3si transfizierten Gruppe, die beide mit HG und ZnSO4
behandelt wurden.

Um die Bedeutung von TNFAIP3 bei Kalzifizierung unter glukosereichen Bedingungen
zu untersuchen, wurden weitere Versuche durchgefuhrt. Dafur wurden Silencing-Versu-
che von TNFAIP3 im Kalzifizierungsmodell vorgenommen. Es wurde wieder Kalzifizie-
rung von HAoSMCs direkt Uber den Kalziumgehalt der Zellen analysiert, wobei als Er-
gebnis ein deutlich geringerer protektiver Effekt der Zinksupplementierung auftrat, wenn
TNFAIP3 reduziert war (Abbildung 6) (13).
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Abbildung 6 (13): Das Silencing von TNFAIP3 verringert die protektive Wirkung von Zinksulfat
auf die Kalzifizierung der HAoSMCs unter hohen Glukosekonzentrationen. Kalziumgehalt (n = 8,
pug/mg Protein) in HAOSMCs mit und ohne Zusatz von Zinksulfat (ZnSO4) zum Medium, die ent-
weder mit negativer Kontroll-siRNA (Neg.si) oder TNFAIP3-siRNA (TNFAIP3si) transfiziert wur-
den und 11 Tage lang mit Kontrolimedium (CTR) oder Kalzifizierungsmedium (Calc.) und hohen
Glukosekonzentrationen (HG) behandelt wurden. * (p < 0,05) steht fur einen signifikanten Unter-
schied gegenuber der Neg.si CTR-Gruppe, 1 (p < 0,05) steht fur einen signifikanten Unterschied
zwischen der Neg.si+Calc.+HG-Gruppe und der Neg.si+Calc.+HG+ZnS0O4-Gruppe, § (p < 0,05)
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steht fur einen signifikanten Unterschied zwischen den Calc.+HG+ZnS04-Gruppen jeweils mit

und ohne TNFAIP3 siRNA Behandlung.

In die Effekte von Zink auf TNFAIP3-Expression wurde bereits der Rezeptor GPR39 im-
pliziert. Daher wurde unter glukosereichen Bedingungen und Zinkbehandlung die mogli-
che Rolle des zinkempfindlichen Rezeptors G protein coupled receptor 39 (GPR39) ex-
ploriert. Die Expression von GPR39 wurde durch RNA-Silencing gehemmt (Abbildung 7a)
(13). Interessanterweise erhohten hohe Glukosespiegel die mRNA-Expression von
GPR39 in der mit negativer Kontroll-siRNA behandelten Gruppe, ein Effekt, der durch die
Abwesenheit oder Anwesenheit von ZnSO4 nicht signifikant verandert wurde (Abbildung
7a) (13). Wie in Abbildung 7b-d dargestellt, verringerte die Ausschaltung von GPR39 die
Hochregulierung von TNFAIP3 nach Zinksulfat Behandlung. Ebenso wurde der protektive
Effekt der Zinksulfat Behandlung auf die Hemmung der osteogenen Marker CBFA1 und
ALPL unter GPR39 silencing gehemmt (13). Die GPR39-Transfektion hatte keinen signi-
fikanten Einfluss auf die mMRNA-Expression von TNFAIP3, CBFA1 oder ALPL unter nor-
malen bedingungen (13). Insgesamt scheint daher die schutzende Wirkung von Zink auf
die durch Hyperglykamie induzierte Expression osteogener Marker zumindest teilweise
durch die GPR39-abhangige Hochregulierung von TNFAIP3 vermittelt (13).
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Abbildung 7 (13): Das Silencing von GPR39 schwacht die schitzende Wirkung von Zink auf die
durch hohe Glukose induzierte Expression von osteogenen Markern in HAoSMCs ab. (a):
GPR39-mRNA-Expression (n = 9) in HAoSMCs mit und ohne Zusatz von Zinksulfat (ZnSO4) zum
Medium, die mit negativer Kontroll-siRNA (Neg.si) oder GPR39-siRNA (GPR39si) transfiziert wur-
den und 24 Stunden lang mit Kontroll- (CTR) oder hohen Glukosekonzentrationen (HG) behandelt
wurden. ** (p < 0,01) steht fir einen signifikanten Unterschied gegenuber der Neg.si-CTR-
Gruppe. (b-d): mRNA-Expression von TNFAIP3, CBFA1 und ALPL (n = 9) in HAoSMCs mit und
ohne Zusatz von Zinksulfat (ZnSO4) zum Medium, die entweder mit Negativkontroll-siRNA
(Neg.si) oder GPR39-siRNA (pPR39si) transfiziert wurden und 24 Stunden lang Kontrollmedium
(CTR) oder hohen Glukosekonzentrationen (HG) ausgesetzt wurden. ** (p < 0,01), *** (p < 0,001)
steht fUr einen signifikanten Unterschied gegenuber der Neg.si-transfizierten CTR-Behandlungs-
gruppe, T (p <0,05), 11 (p < 0,001) steht fir einen signifikanten Unterschied zwischen der Neg.si
transfizierten und HG-Gruppe gegenulber der Neg.si transfizierten und HG+ZNSO4-Gruppe, § (p
< 0,05), §§ (p < 0,01) steht fur einen signifikanten Unterschied zwischen den HG+ZnS0O4-Grup-
pen, jeweils mit und ohne GPR39-siRNA Behandlung.
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4. Diskussion

4.1 Ziel des Projekts

Ziel dieses Projekts war die Untersuchung moglicher protektiver Effekte von Zinksupple-
mentierung auf die Kalzifizierung von glatten Gefallmuskelzellen unter hohen Glukose-
bedingungen und welche Mechanismen dem zugrunde liegen. Die Gefallverkalkung ist
ein aktiver Prozess der Zellneuprogrammierung, und diese Studie untersuchte die Regu-
lierung und einige der beteiligten fordernden und hemmenden Faktoren bei dieser Fra-
gestellung.

4.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die gezeigten Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass die durch hohe Glukosekon-
zentrationen verstarkte GefalBmuskelzell-Kalzifizierung durch eine Zinksupplementierung
verringert wird. Dies wurde durch direkte Untersuchungen des Kalziumgehalts in den Zel-
len und Fluoreszenzfarbung nachgewiesen. Weitere Hinweise darauf, dass eine
Zinksupplementierung die durch hohe Glukose induzierte Kalzifizierung abschwacht,
ergaben sich aus der Analyse der mRNA-Expression, der Proteinexpression und der En-
zymaktivitat von osteogenen Markern. Die Expression der osteogenen Marker CBFA1,
SOX9 und ALPL unter glukosereichen Bedingungen wurde nach der Behandlung mit Zink
reduziert. Dies sind typische Marker von verstarkten Verkalkungsprozessen in Gefal3-
muskelzellen (1). Dartber hinaus konnte Zinkchlorid gleichartige protektive Effekte ver-
mitteln: Nach der Behandlung mit Zinkchlorid wiesen die VSMCs ebenfalls eine deutlich
geringere Expression von osteogenen Markern und einen niedrigeren Gesamtkalzium-
gehalt auf, was gegen einen relevanten Einfluss von Sulfat spicht. Bei den Effekten von
Glukose auf pro-kalzifizierende Signalwege spielt der Transkriptionsfaktor NF-kB wahr-
scheinlich eine wichtige Rolle (17). Die Aktivierung von NF-kB durch hohe Glukosekon-
zentrationen wurde durch eine Zinksupplementierung unterdrickt, wahrend der endo-
gene NFk-B Inhibitor TNFAIP3 hochreguliert wurde. Um zu Uberprufen, ob Zink den NF-
kB Signalweg und damit den Kalzifizierungsprozess durch TNFAIP3 hemmt, wurden
Silencing Versuche von TNFAIP3 durchgefuhrt, um Zellen vergleichen zu konnen, die mit
hohen Glukosekonzentrationen und Zink behandelt wurden, jeweils mit oder ohne Aus-
schaltung von TNFAIP3. Dabei zeigte sich, dass die Prasenz von TNFAIP3 fur die pro-
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tektiven Effekte von Zink bendtigt war. Mit TNFAIP3-silencing wurde die durch hohe Glu-
kose induzierte Kalzifizierung und NF-kB-Hinunterregulierung durch Zink nicht unter-
drickt. SchlieRlich, um festzustellen, ob der zinkempfindliche Rezeptor GPR39 am An-
fang dieser Signalkaskade steht, wurde Silencing von GPR39 durchgefuhrt, wodurch wie-
derum die protektiven Auswirkungen von Zink abgeschwacht wurden.

4.3 Auswirkungen

Zusammenfassend wurde ein protektiver Effekt von Zink auf Verkalkungssignalwege un-
ter glukosereichen Bedingungen festgestellt. Mechanistisch ist dieser Effekt zumindest
teilweise Uber GPR39-abhangige Hochregulierung von TNFAIP3 vermittelt, die dann NF-
kB daran hindert, die Kalzifizierung von glatten GefalRmuskelzellen zu fordern. Dieser
Zusammenhang ist im Folgenden schematisch dargestellt:

CBFA1
Hyperglykamie SOX9
ALPL
Kalzifizierte
Gefalle

Reguliert 1 Akalzifizierende Signale

Reguliert ll
\
N
N

Gesunde

m ] Gefalle
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Abbildung 8 (13): Schematische Darstellung der in dieser Studie explorierten Signalwege, wel-
che in den Prozess der Gefalkalzifizierung involviert sind. Bei Hyperglykdmie kann NF-kB ver-
mehrt aktiviert werden, was durch den roten Pfeil dargestellt ist und was zu pro-kalzifizierenden
Signalen und einem Umbau der glatten GefaBmuskelzellen fuhrt, wodurch die pro-kalzifizieren-
den Transkriptionsfaktoren CBFA1 und SOX9 sowie das pro-kalzifizierende Enzym ALPL ver-

mehrt exprimiert werden. Zink kann dem gegeniber protektiv entgegenwirken Giber die Hemmung
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des Transkriptionsfaktors NF-kB, was mit griinen Pfeilen dargestellt ist. Diese antiinflammatori-
schen Effekte kdnnen lGber TNFAIP3 vermittelt werden, welches von GPR39 aktiviert wird, was

wiederum unter anderem abhangig von der Zink-Konzentration stimuliert wird.
44 Bisheriger Wissensstand
4.41 Hyperglykamie

Die Zahl der an Diabetes mellitus erkrankten Menschen steigt stetig und damit nehmen
auch die mikro- und makrovaskularen Folgeerkrankungen und die durch hohe Glukose-
konzentrationen verursachten Effekte zu: Weltweit ist Diabetes mellitus die siebthaufigste
Todesursache (62) und stellt auch eine wachsende Herausforderung fur das Gesund-
heitssystem dar. Laut der International Diabetes Federation hatten im Jahr 2019 9,3 %
der Weltbevodlkerung zwischen 20 und 97 Jahren Diabetes mellitus und prospektiv wer-
den es 2045 10,9% sein (63). Wie bereits in der Einleitung erwahnt, kommt es bei Dia-
betes mellitus zu GefalRverkalkungen und diese sind ein Risikofaktor fur kardiovaskulare
Erkrankungen und Tod (64). Aufgrund dieser Zusammenhange wurde in dieser Studie
die Hyperglykamie bei Gefallverkalkung naher betrachtet. In anderen Studien, in welchen
die Hyperphosphatamie im Vordergrund stand, der Hauptrisikofaktor fur Gefal3verkalkun-

gen, wurde der protektive Effekt von Zink bereits nachgewiesen (11).

Interessanterweise wurde in klinischen Studien diskutiert, dass es zwar ein ausgepragte
Assoziation zwischen Hyperphosphatamie und Gefaldverkalkung gibt bei Patienten mit
chronischer Nierenerkankung ohne Diabetes, aber dass Hyperphosphatamie eventuell
nicht dieselbe Relevanz hat bei Patienten mit chronischer Nierenerkankung und Diabetes
mellitus (65). GefalRverkalkung entwickelt sich bei Patienten mit Diabetes mellitus bevor
eine Dialysepflichtigkeit und damit eine Hyperphosphatamie besteht (39).

Wie genau Hyperglykamie die Gefaldverkalkung beeinflusst ist nicht abschlieRend ge-
klart. Oxidativer Stress und Inflammation sind treibende Krafte in dem multifaktoriellen
Prozess der Gefalverkalkung. Uber die Expression von osteo- und chondrogenen Mar-
kern kommt es zum Umbau der glatten Gefalmuskelzellen (66). Die Serum und Gluko-
kortikoid-induzierbare Kinase 1 (SGK1) wurde als ein wichtiger Faktor identifiziert, wel-
cher zu Gefallverkalkung fuhrt und das sowohl ausgelost durch Hyperglykamie als auch
durch Hyperphosphatamie (56). Hypoxie konnte ein weiterer Prozess sein, durch den
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Hyperglykamie zu GefalRverkalkung fuhrt, iber Osteopontin Erhdhung und Zellprolifera-
tion (27). Diskutiert wurde auch der Einfluss von oxidiertem LDL, welcher in Studien zu
einer Erhohung der alkalischen Phosphatase Aktivitat und zur Formation von kalzifizier-
ten Arealen fuhrte (29, 67). Ein weiterer Aspekt sind die mit Diabetes mellitus einherge-
henden anderen Veranderungen wie Hyperinsulinamie aufgrund von Insulinresistenz,

welche selber pro-kalzifizierend wirkt (68).

4.4.2 Zink

Zink ist nach Eisen das zweithaufigste Spurenelement im menschlichen Korper. Jeder
Mensch hat circa 1,4 — 2,3 g in den verschiedenen Geweben zu unterschiedlichen Antei-
len verteilt (69). Zink ist ein fester Bestandteil von circa 10% der menschlichen Proteine
und damit Teil der Regulation aller zellularen Prozesse durch Enzyme und Transkripti-

onsfaktoren (70).

Es wurden die Auswirkungen von Zink untersucht, weil dies als relevanter Faktor in Zu-
sammenhang mit Gefal3kalzifizierung zunehmend besprochen wird (11). Es wurde be-
reits diskutiert, dass eine Zinksupplementierung mit einem geringeren Risiko fur Gefal3-
verkalkung in chronischer Niereninsuffizienz vergesellschaftet sein konnte (11, 71, 72).
In experimentellen Studien wurde schon 2013 gezeigt, dass die Lebensdauer von glatten
Gefallimuskelzellen von der Zinkkonzentration abhangt (73). Der Zusammenhang basiert
nicht nur auf experimentellem Kontext, sondern auch auf Studien, in denen untersucht
wurde, wie das Risiko der Arterienverkalkung in der Allgemeinbevolkerung mit der Zink-
zufuhr in der Nahrung zusammenhangt (13, 71). Andere Studien haben gezeigt, dass
Zink im Blut speziell bei Patienten mit Diabetes Mellitus mit der Verkalkungsneigung kor-
reliert (46).

4.4.3 Inflammation, NF-kB und GefalRverkalkungen

Entzindliche Prozesse hangen eng mit der Gefallverkalkung zusammen (74). Aktivie-
rung von pro-inflammatorischen Signalwegen durch inflammatorische Mediatoren ver-
starken die Verkalkung von GefalRmuskelzellen (6). Dies konnten wir auch bereits in
friheren Versuchen nachweisen (58). Wir konnten beispielsweise zeigen, dass das pro-
inflammatorische Plasmaprotein ,C-reactive protein“ direkt pro-kalzifizierende intrazellu-

lare Signalmechanismen aktiviert, die eine osteo-/chondrogene Transdifferenzierung in
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VSMCs fordern (58). Dies geschah zumindest teilweise durch die Induktion von oxidati-
vem Stress Uber das Fc fragment of IgG type Illa (FCGR2A) Rezeptor (58). Dies unter-
stutzt, dass Gefallverkalkung ein komplexer Prozess ist, der durch inflammatorische Fak-
toren gefordert wird.

Dabei spielt der Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells eine wich-
tige Rolle (75). Dieser ist ist ein ubiquitar vorkommender Proteinkomplex. Er ist ein wich-
tiger Regulator fur die Entwicklung des Immunsystems, Immunreaktion, Entzindung und
Krebs. NF-kB ist verantwortlich fur DNA-Transkription, induziert die Zytokinproduktion
und vermittelt das Zelluberleben (76). Die Verbindung zwischen der hemmenden Wirkung
von Zink auf die NF-kB-Aktivierung wurde bereits als eine der wichtigen entzindungs-
hemmenden Eigenschaften von Zink nachgewiesen (69). Studien haben gezeigt, dass
ein Zinkdefizit in einem Zustand von akuter Inflammation zu einer erhohten NF-kB Akti-
vierung fuhrt (69). In Studien sind mehrere unterschiedliche inhibierende Wirkweisen von
Zink auf Nf-kB beschrieben, eine der wichtigsten ist jedoch die Zink-abhangige Induzie-
rung von TNFAIP3, welches einer der wichtigsten Inhibitoren von NF-kB ist (69).

Es hat sich gezeigt, dass Zink die Regulierung der Osteoblastogenese und Osteoklasto-
genese zumindest teilweise uber NF-kB beeinflusst (13, 77). Daruber hinaus wird die NF-
kB-Aktivierung als ein wichtiger Faktor angesehen, der zu Gefal3pathologien bei Diabetes
mellitus beitragt (13, 17). So konnte gezeigt werden, dass die osteoinduktive Signaltuber-
tragung, gefordert durch hohe Glukosekonzentrationen, durch die Aktivierung von NF-kB
mittels SGK1 reguliert wird (17). Somit war der Zusammenhang zwischen durch Hyper-
glykamie induzierten prokalzifizierenden Veranderungen und der Aktivierung des NF-kB-
Signalwegs bereits hergestellt.

Die vorliegende Studie baute auf diesen zuvor etablierten Konzepten auf und zeigte, dass
Zink die durch hohe Glukosekonzentrationen geforderte NF-kB-Aktivierung und VSMC-

Kalzifizierung reduziert.

4.4.4 GPR39

Es war bereits bekannt, dass die zellulare Wirkung von Zink zumindest teilweise durch
den G-Protein-gekoppelten Rezeptor 39 vermittelt wird, der durch die extrazellulare Zink-
konzentration reguliert wird (78). Beispielsweise wurde gezeigt, dass ein Zink-Defizit uber

die Regulation von GPR39 mit depressiven Symptomen zusammenhangt (79). GPR39
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ist auBerdem fur entzindungshemmende Eigenschaften bekannt (13, 80, 81). So wird
beispielsweise die Anheftung von Monozyten an Endothelzellen, was ein wichtiger Faktor
bei der Entstehung von Atherosklerose ist, zumindest teilweise durch GPR39 gehemmt
(82). GPR39 vermittelt anti-inflammatorische Effekte zumindest teilweise durch Regula-
tion von TNFAIP3 (83). Aufgrund dieser bereits etablierten Konzepte vermuteten wir,
dass GPR39 in den zugrunde liegenden Mechanismus der antikalzifizierenden Wirkung
von Zink auf VSMCs unter hohen Glukosekonzentrationen involviert ist. Die hemmende
Wirkung auf Gefal3kalzifizierung durch Zink und GPR39 bei phosphatreichen Bedingun-
gen wurde experimentell bereits nachgewiesen (11). Auch in Bezug auf Aortenklappen-
kalzifikation konnte gezeigt werden, dass Zink uber GPR 39 protektiv der Verkalkung
entgegenwirken konnte (84).

Andererseits ist Zink auch an der Aufrechterhaltung der Knochenhomoostase beteiligt
(85). Zink spielt eine wichtige Rolle fur das Wachstum, die Entwicklung und den Erhalt
der Knochen, und zwar zumindest teilweise via GPR39, welches die Enzyme in Osteo-
blasten sowie die Prozessierung und Ablagerung von Kollagen reguliert (86). Andere Stu-
dien haben gezeigt, dass der GPR39-Agonismus sogar ein therapeutisches Ziel fur die
Vorbeugung von Osteoarthritis sein konnte (87). Somit ist Zink ein wichtiger Vermittler

der Knochen-Gefali-Achse mit unterschiedlichen Funktionen in den jeweiligen Geweben.

4.4.5 TNFAIP3

TNFAIP3, auch A20 genannt, ist ein Zinkfingerprotein mit der Fahigkeit, die NF-kB-Akti-
vitat und die TNF-vermittelte Apoptose zu hemmen (88). TNFAIP wirkt antiinflammato-
risch uber die Hemmung von NF-kB, wie in experimentellen Studien gezeigt wurde, in
denen TNFAIP3 knock-out Mause an Multiorgan-Inflammation verstarben (89). In einer
Studie mit Mausen, die TNFAIP3-haploinsuffiziente Gefal3-Allotransplantate erhielten,
wurde gezeigt, dass es zu einer verstarkten Transplantat-Arteriosklerose kam (13, 90).
TNFAIP3 wird durch NF-kB-Stimulatoren hochreguliert, was moglicherweise die Be-
obachtung einer erhohten TNFAIP3-Expression in VSMCs erklaren konnte, die hohen
Glukosespiegeln ausgesetzt wurden (91). TNFAIP3-Expression wird durch Zink hochre-
guliert (69) und die vorliegende Studie zeigt, dass Zink TNFAIP3 bendtigt, um die NF-kB-
Aktivierung unter hohen Glukosekonzentrationen zu beeinflussen (13). Vielfach wurde
bereits gezeigt, dass Zink durch die TNFAIP-3-abhangige NF-kB-Hemmung verschie-

dene andere entzindungshemmende Wirkungen hat, wie die Verringerung entzindlicher
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Zytokine (92) oder zum Beispiel die Wachstumsunterdrickung von intrakraniellen Aneu-
rysmen, deren Pathogenese stark mit chronischen Entzindungen in Verbindung ge-
bracht wird (93). Dass auch TNFAIP3 in die Knochen-Gefald Achse involviert ist, zeigte
sich in Studien an M&usen, in denen eine Uberexpression von TNFAIP3 zu geringer aus-
gepragter Osteoarthritis fuhrte (94).

Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass nachgewiesen wurde, dass TNFAIP3 in den
peripheren mononuklearen Blutzellen von Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 reduziert
ist, was darauf schliel3en Iasst, dass es bei der Pathogenese der Krankheit eine wichtige
Rolle spielt und sogar therapeutisch relevant sein konnte (95). Aufgrund all dieser frihe-
ren Beobachtungen vermuteten wir, dass TNFAIP3 eine wichtige Rolle spielen kdnnte
bei der Wirkung von Zink auf Gefallverkalkung unter hohen Glukosekonzentrationen. Un-
sere Ergebnisse zeigen, dass TNFAIP3 tatsachlich eine entscheidende Rolle bei dem
zugrunde liegenden Mechanismus spielt.

4.5 Starken und Schwachen

Die vorliegenden Ergebnisse wurden ausschliellich durch in-vitro-Experimente erzielt,
was ihre Ubertragbarkeit einschrankt. AuRerdem verwendeten wir sehr hohe Glukose-
konzentrationen im Medium der VSMCs. Daher ware es schwierig, unsere Ergebnisse
direkt auf Patienten mit Diabetes Mellitus zu Ubertragen. Auch wenn ein konsistenter Sig-
nalweg gefunden wurde, schlief3t dies andere Faktoren und Mechanismen nicht aus, die
daran beteiligt sein kdnnten, wie Zink die durch hohe Glukosekonzentrationen geforderte
Gefalikalzifizierung verbessert. Abbildung 7a ist ein Beispiel dafur: Wir konnten feststel-
len, dass GPR39 schon allein durch hohe Glukose hochreguliert wird. Es ist moglich,

dass viele weitere Interaktionen involviert sind, welche bislang unbekannt sind.

In dieser Studie wurde ein Kalzifizierungs-Medium, welches Phosphat enthielt, verwen-
det, um eine Verkalkung der Zellen zu ermdglichen. Dies stellt ebenfalls eine Limitation
dar, da in experimentellen Studien diskutiert wurde, dass eine durch Hyperphosphatamie
verursachte GefalRverkalkung durch Hyperglykamie in vivo nicht beeinflusst wurde (96).
Allerdings wurden auch synergistische Effekte von Diabetes Mellitus und chronischer
Niereninsuffizeinz auf Gefallverkalkung gezeigt (97). Das Durchfuhren der Experimente
ohne Kalzifizierungsmedium war in der vorliegenden Studie nicht moglich, jedoch kdnnen

primar durch das Kalzifizierungsmedium erzeugte Effekte nicht ausgeschlossen werden.
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Eine Starke der vorliegenden Studie ist, dass wir den Kalzifizierungsprozess auf verschie-
dene Weise untersucht haben, um unsere Ergebnisse zu validieren. Es wurden osteo-
/chondrogene Marker auf der Ebene der mRNA-Expression und der Proteinexpression
untersucht, sowie der Gesamtkalziumgehalt gemessen. Ebenso wurden Assays zur
Quantifizierung von Enzymaktivitat und von Protein verwendet. Dartber hinaus wurden
die Auswirkungen von Zink nicht nur mit Zinksulfat, sondern auch mit Zinkchlorid unter-

sucht, um vergleichbare Effekte zu reproduzieren.

Obwohl die Interpretation der Ergebnisse durch zahlreiche Limitationen eingeschrankt ist,
unterstutzen diese eine mogliche wichtige Rolle von Zink bei diabetischer GefalRverkal-

kung.

4.6 Bedeutung und zukiinftige Auswirkungen

Da es sich bei der Gefallverkalkung um eine haufige Pathologie handelt und diese mit
einem drei- bis vierfach hoheren Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse und Mortalitat ein-
hergeht, ist eine Untersuchung der zugrunde liegenden Mechanismen wichtig (98). Die
Gefaldverkalkung findet bei Patienten mit Diabetes mellitus beschleunigt statt (99). Bei
Diabetes mellitus spielt die GefalRverkalkung eine entscheidende Rolle bei der Entste-
hung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen, die die haufigste Todesursache bei Patienten mit
Diabetes mellitus sind (24). Somit konnte die antikalzifizierende und entzindungshem-
mende Wirkung von Zink bei Diabetes Mellitus von grof3er Bedeutung sein (13). Dies gilt
umso mehr, da Patienten mit Diabetes Mellitus Typ 1 und 2 an Zinkmangel leiden konnten
(100).

Klinische Studien haben bereits gezeigt, dass eine Zinksupplementierung bei Personen
mit Pradiabetes einen positiven Einfluss auf die glykamischen und Lipidparameter haben
konnte (13, 101). Andere Studien haben ergeben, dass eine Zinksupplementierung bei
Patienten mit Diabetes mellitus eine positive Wirkung auf den Blutzucker- und LDL-Cho-
lesterinspiegel hat (102). AuRerdem stellten sie eine signifikante Senkung des systoli-

schen und diastolischen Blutdrucks fest (102).

Neben einer positiven Auswirkung auf den Blutzuckerspiegel kdnnte eine Zinksupple-
mentierung auch durch entzindungshemmende Eigenschaften positive Auswirkungen
haben, da Entzindung ein Schlusselfaktor bei der Kalzifizierung von Gefalen sind (103).

Bei fettleibigen Mausen linderte eine Zinksupplementierung eine Herzhypertrophie und
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ein Zinkdefizit verstarkte eine Herzhypertrophie uber die Vermittlung von p38 MAPK-ab-
hangigen kardialen Entzindungswegen (104). Eine andere Studie ergab, dass eine
Zinksupplementierung das Fortschreiten einer diabetischen Nephropathie bei Mausen
verhindert (13, 105).

In einer Metaanalyse wurde festgestellt, dass eine niedrig dosierte, langanhaltende
Zinksupplementierung den Risikofaktoren fur Diabetes mellitus und Herz-Kreislauf-Er-
krankungen entgegenwirken kann (13, 106). Da 17,3 % der Weltbevdlkerung eine unzu-
reichende Zinkzufuhr haben (107), untersuchte die Meta Analyse auch die Biofortifikation,
was den gezielten Einsatz konventioneller Pflanzenztchtung bei Grundnahrungsmitteln
impliziert, und kam zu dem Ergebnis, dass diese einen relevanten Einfluss auf den Lip-
idstoffwechsel, das Redox-Gleichgewicht, die DNA-Reparatur und Entzindung haben
und sich letztendlich positiv auf Risikofaktoren fur Diabetes mellitus und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen auswirken konnte (106).

Im Hinblick auf kuinftige Auswirkungen ist es wichtig zu erwahnen, dass GPR39 in Studien
untersucht wurde, die ergaben, dass das Ausschalten von GPR39 bei Mausen zu einem
Defekt der Insulinsekretion fuhrte, wenn die Mause gefuttert wurden und eine Insulinre-
sistenz entwickelten (108). GPR39 hat somit neben dem in der vorliegenden Studie ex-
plorierten Einfluss auf antikalzifizierende und antiinflammatorische Mechanismen bei Hy-
perglykamie auch einen Einfluss auf die Insulinsekretion unter hyperglykamischen Bedin-
gungen, worauf bei Schlussfolgerungen geachtet werden muss.

Eine weitere interessante Fragestellung, welche uber den Mechanismus der Verlangsa-
mung oder Inhibierung hinausgeht ist eine mogliche Reversibiltat der Gefalkalzifizierung
(5). In einer Studie an Ratten konnte eine durch Langzeit Therapie mit Warfarin und Vi-
tamin-K verursachte Gefal3verkalkung im Verlauf verbessert werden durch eine Behand-
lung mit Endothelin-1-Rezeptor-Antagonisten (109). Der hinter dem Modell liegende Me-
chanismus ist, dass das Matrix G1a Protein von Vitamin K abhangig ist um der Kalzifizie-

rung in der extrazellularen Matrix entgegenzuwirken (110).

Betreffend der Gefaldverkalkung im Rahmen einer Hyperglykdmie hat eine Studie an
VSMCs von Ratten ergeben, dass durch die Behandlung mit dem GLP-1-Antagonisten
Liraglutid eine durch Hyperglykamie induzierte Kalzifizierung von glatten Gefalimuskel-
zellen abgeschwacht werden kann (111). Es wurde beobachtet, dass die osteogenen
Marker CBFA1 und Osteopontin durch die Behandlung reduziert werden konnten und
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smooth muscle alpha actin durch die Behandlung erhoht werden konnte (111). Die ALP
Aktivitat war nach Liraglutid Behandlung reduziert (111). In der Studie wurde die Hem-
mung des PISK/ERK Signalwegs als Wirkmechanismus von Liraglutid auf die durch Hy-
perglykamie induzierte GefalRverkalkung besprochen (111). In einer anderen Studie
wurde investigiert, dass ein durch advanced glycation end products (AGEs) verursachte
Phanotypveranderung von glatten GefalBmuskelzellen aus einem Rattenmodell durch
Liraglutid inhibiert werden konnte, was an nicht mehr vermindertem alpha-smooth muscle
actin sichtbar war nach Liraglutid-Therapie (112). Unter anderem lag dem zugrunde eine
Inhibierung durch Liraglutid des durch advanced glycation end products hochregulierten
NF-kB Signalwegs (112). Sitagliptin, ein anderes orales Antidiabetikum, was Uber die
Hemmung der Dipeptidyl-Peptidase den Abbau von GLP-1 hemmt, wurde ebenfalls in
Studien untersucht und es wurde gefunden, dass die Gefallkalzifizierung in diabetischen
Mausmodellen durch Sitagliptin ebenfalls reduziert wird, was sich beispielsweise an ge-

ringerer Calcium Ablagerung in glatten GefalRmuskelzellen im Mausmodell zeigte (113).

Zusammengefasst bietet die Supplementierung mit Zink zahlreiche potenzielle Vorteile
aufgrund seiner entzindungshemmenden, antioxidativen und antikalzifizierenden Eigen-
schaften, und es wurden bereits zahlreiche Studien durchgefuhrt zu verschiedenen An-

wendungsmaoglichkeiten.



Schlussfolgerung 34

5. Schlussfolgerung

Zinksupplementierung verbessert die durch hohe Glukosekonzentrationen verstarkte
Verkalkung von glatten GefalRmuskelzellen. Die osteo-/chondrogene Transdifferenzie-
rung von glatten GefalBmuskelzellen und die Expression osteogener Marker, die durch
hohe Glukosekonzentrationen geférdert wird, wird durch eine Behandlung mit Zink abge-
schwacht. Dies steht in Zusammenhang mit einer verringerten Glukose-induzierten NF-
kB-Aktivierung nach Zinksupplementation, welche unter anderem durch Hochregulierung
des NF-kB-Inhibitors TNFAIP3 gesteuert wird. Die TNFAIP3-Expression nach Zinkbe-
handlung wird zumindest teilweise durch GPR39 vermittelt. Es sind weitere Studien er-
forderlich, um diese Erkenntnisse zu bestatigen, andere beitragende Faktoren aufzude-
cken und schliel3lich diese Erkenntnisse moglicherweise in einen klinischen Kontext zu
ubertragen.
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Abstract: In diabetic patients, medial vascular calcification is common and associated with increased
cardiovascular mortality. Excessive glucose concentrations can activate the nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-kB) and trigger pro-calcific effects in vascular smooth
muscle cells (VSMCs), which may actively augment vascular calcification. Zinc is able to mitigate
phosphate-induced VSMC calcification. Reduced serum zinc levels have been reported in diabetes
mellitus. Therefore, in this study the effects of zinc supplementation were investigated in primary
human aortic VSMCs exposed to excessive glucose concentrations. Zinc treatment was found to
abrogate the stimulating effects of high glucose on VSMC calcification. Furthermore, zinc was found
to blunt the increased expression of osteogenic and chondrogenic markers in high glucose-treated
VSMCs. High glucose exposure was shown to activate NF-kB in VSMCs, an effect that was blunted
by additional zinc treatment. Zinc was further found to increase the expression of TNFa-induced
protein 3 (TNFAIP3) in high glucose-treated VSMCs. The silencing of TNFAIP3 was shown to abolish
the protective effects of zinc on high glucose-induced NF-kB-dependent transcriptional activation,
osteogenic marker expression, and the calcification of VSMCs. Silencing of the zinc-sensing receptor
G protein-coupled receptor 39 (GPR39) was shown to abolish zinc-induced TNFAIP3 expression and
the effects of zinc on high glucose-induced osteogenic marker expression. These observations indicate
that zinc may be a protective factor during vascular calcification in hyperglycemic conditions.

Keywords: diabetes mellitus; GPR39; high glucose; osteogenic transition; vascular calcification;
vascular smooth muscle cells; zinc; NF-kB

1. Introduction

Vascular calcification is closely associated with a high risk of cardiovascular events and
mortality [1,2]. In patients with diabetes mellitus, vascular calcification is accelerated [3-6]
and may contribute to the development of cardiovascular diseases [3], which in turn are
responsible in large part for the high mortality of these patients [3,7]. Nonetheless, no
broadly applicable treatment against the development of vascular calcification is currently
available [1,8].

Vascular calcification is an active process [9], involving a transition of vascular smooth
muscle cells (VSMCs) into cells with some osteoblast- and chondroblast-like characteris-
tics [9,10]. These VSMCs express increased levels of osteogenic and chondrogenic transcrip-
tion factors, such as core-binding factor alpha-1 (CBFA1/RUNX2) or SRY-box transcrip-
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tion factor 9 (5OX9), as well as enzymes such as tissue-nonspecific alkaline phosphatase
(ALPL) [9-11]. These cells contribute to the creation of a pro-calcific environment in the
media of the vasculature and actively promote tissue mineralization [9]. Hyperglycemia
has been suggested to be a key pathological factor that triggers the expression of osteogenic
markers in VSMCs [12-14] and augments vascular calcification [12-15].

The reprogramming of VSMCs is controlled by complex intracellular signaling path-
ways [9,16,17]. A key mediator of the pro-calcific effects of high glucose in VSMCs is
the transcription factor NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-
cells) [14,18]. High levels of glucose activate NF-kB in VSMCs [14,19,20]. Interference with
NF-kB activation can suppress high glucose-induced osteogenic signaling in VSMCs [14].
Zinc may act as an inhibitor of NF-kB activity in VSMCs [21]. Zinc supplementation can
ameliorate VSMC calcification during phosphate exposure [21,22] and valvular interstitial
cell calcification [23].

Zinc has been associated with beta cell function and insulin resistance [24] and reduced
serum zinc levels are observed in patients with diabetes mellitus [25-29], most likely due
to hyperzincuria and intestinal malabsorption [25,26,30]. Zinc deficiency is a risk factor
for diabetes [31] and its cardiovascular complications [32]. Moreover, in patients with
diabetes mellitus, serum zinc levels inversely associate with serum calcification propensity,
indicating an increased risk of calcification [33]. However, the direct impact of zinc on
vascular calcification during diabetic conditions is still unclear. Therefore, the current
study explored the effects of zinc supplementation on osteogenic/chondrogenic marker
expression and the calcification of VSMCs promoted by elevated glucose levels in vitro.

2. Materials and Methods
2.1. Primary Human Aortic Smooth Muscle Cells (HAoSMCs)

HA0SMCs (Fisher Scientific, Vienna, Austria and Sigma Aldrich, Vienna, Austria)
were cultured as previously described [34,35] and used in experiments up to passage 11.
HA0SMCs were treated with 50 mM of glucose (Sigma Aldrich, Vienna, Austria) [14],
15 uM of ZnSOy (Sigma Aldrich, Vienna, Austria), and 15 uM of ZnCl, (Sigma Aldrich,
Vienna, Austria) [21]. For calcification analysis, HAoSMCs were treated for 11 days with
calcification medium supplemented with 10 mM of B-glycerophosphate and 1.5 mM of
CaCl, (Sigma-Aldrich, Vienna, Austria) [36-38]. Fresh medium with agents was added
every two to three days. Where indicated, HAoSMCs were transfected with 10 nM of
TNFAIP3 (ID: s14260), GPR39 (ID: s6074) or negative control (ID: 4390843) siRNA using
siPORT amine transfection reagent (all from Fisher Scientific, Vienna, Austria) [21].

2.2. RT-PCR

Total RNA was isolated from HA0oSMCs using trizol reagent [34,39] and cDNA was
synthesized with oligo(dT)12-18 primers and SuperScript III Reverse Transcriptase (all from
Fisher Scientific, Vienna, Austria). RT-PCR was performed using iQ Sybr Green Supermix
(Bio-Rad Laboratories, Vienna, Austria) and the following human primers (Fisher Scientific,
Vienna, Austria) [14,21,40]:

CBFA1 fw: GCCTTCCACTCTCAGTAAGAAGA;
CBFA1 rev: GCCTGGGGTCTGAAAAAGGG;
SOX9 fw: AGCGAACGCACATCAAGACG;
S0X9 rev: CTGTAGGCGATCTGTTGGGG;
ALPL fw: GGGACTGGTACTCAGACAACG;
ALPL rev: GTAGGCGATGTCCTTACAGCC;
TNFAIP3 fw: TCAACTGGTGTCGAGAAGTCG;
TNFAIP3 rev: CAAGTCTGTGTCCTGAACGC;
GPR39 fw: TCTTCGTGATGGGCCTTCTG;
GPR39 rev: ACCTCCTTCTGCAAGTATCCTTT;
GAPDH fw: GAGTCAACGGATTTGGTCGT;
GAPDH rev: GACAAGCTTCCCGTTCTCAG.



45

Cells 2021, 10, 3083

30f13

A melt curve analysis was performed to confirm the specificity of the PCR products.
The relative mRNA expression was determined using the 2~ 22Ct method with GAPDH as
the housekeeping gene, normalized to the control group.

2.3. Western Blotting

Proteins were isolated from HAoSMCs using ice-cold Pierce IP lysis buffer containing
complete protease and a phosphatase inhibitor cocktail (all from Fisher Scientific, Vienna,
Austria). Protein concentration was measured using the Bradford assay (Bio-Rad Laborato-
ries, Vienna, Austria) [37,38]. Equal amounts of proteins incubated in Roti-Loadl Buffer
(Carl Roth, Karlsruhe, Germany) for 10 min at 100 °C were separated on SDS-PAGE gels
and transferred to PVDF membranes. Membranes were incubated with primary rabbit
anti-RUNX2 (1:1000, Cell Signaling, Frankfurt am Main, Germany, #8486) or rabbit anti-
GAPDH (1:1000, Cell Signaling, Frankfurt am Main, Germany, #2118) antibodies overnight
at 4 °C and then with secondary anti-rabbit HRP-conjugated antibody (1:1000, Cell Sig-
naling, Frankfurt am Main, Germany) for 1 h at room temperature, before being stripped
in stripping buffer (Fisher Scientific, Vienna, Austria) at room temperature. Bands were
detected with the ECL detection reagent (Fisher Scientific, Vienna, Austria) and quantified
using the Image] software (NIH, Rockville, MD, USA, 1.52n). Data are shown as the ratio
of total protein to GAPDH and were normalized to the control group [14,21].

2.4. NF-kB Activity

NF-kB-dependent transcriptional activity in HAoSMCs was determined using equal
amounts of nuclear proteins, isolated with the NE-PER nuclear and cytoplasmic extraction
kit (Fisher Scientific, Vienna, Austria), and quantified by the Bradford assay (Bio-Rad
Laboratories, Vienna, Austria) [41] and the NF-kB p65 transcription factor colorimetric
assay kit (Abcam, Cambridge, UK) [14]. Data are shown normalized to the control group.

2.5. OPN Levels

OPN levels in conditioned medium from HAoSMCs were determined by using the
human OPN DuoSet ELISA kit (R&D Systems, Abingdon, UK, #DY1433) and DuoSet
Ancillary Reagent kit 2 (R&D Systems, Abingdon, UK). HAoSMCs were lysed with ice-cold
Pierce IP lysis buffer containing a complete protease and phosphatase inhibitors cocktail
(all from Fisher Scientific, Vienna, Austria). Data are shown normalized to total protein
concentration measured by the Bradford assay (Bio-Rad Laboratories, Vienna, Austria) and
to the control group.

2.6. ALP Activity

ALP enzyme activity was determined in cell lysates using the ALP colorimetric assay
kit (Abcam, Cambridge, UK). Data are shown normalized to the total protein concentration
measured by the Bradford assay (Bio-Rad Laboratories, Vienna, Austria) and to the control

group [14].

2.7. Calcification Analysis

HAo0SMCs were incubated overnight at 37 °C with OsteoSense 680EX (1:250, Perkin
Elmer, Traiskirchen, Austria) [42]. Images were acquired with the ChemiDoc MP imaging
system (Bio-Rad Laboratories, Vienna, Austria) with excitation/emission (bandpass) wave-
lengths of 680/715(30) nm [43]. HA0SMCs were decalcified in 0.6 M HCl at 4 °C overnight
and the calcium content was quantified with the QuantiChrom Calcium assay kit (BioAssay
Systems, Hayward, CA, USA) [14,21,37]. Proteins were isolated using 0.1 M NaOH/0.1%
SDS buffer and quantified by the Bradford assay (Bio-Rad Laboratories, Vienna, Austria).
Data are shown normalized to total protein concentration.
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2.8. Statistics

Data are presented as scatter dot plots and arithmetic means + SEM and #n indicate
the number of independent experiments performed. The Shapiro-Wilk test was used for
normality analysis. Prior to statistical testing, non-normal datasets were transformed (log,
sqrt or reciprocal) to provide normality. Statistical testing was assessed using one-way
ANOVA with Tukey’s post hoc test for homoscedastic data or the Games-Howell post hoc
test for heteroscedastic data and the Steel-Dwass method for non-normal data [21,37,44].
A p value of <0.05 was considered statistically significant.

3. Results

A first series of experiments was used to investigate the effects of zinc sulfate (ZnSOy)
on the calcification of HAoSMCs during excessive glucose conditions. As shown in
Figure 1a, treatment with high level of glucose significantly augmented the calcification
of HAoSMCs, which was promoted by exposure to pro-calcific medium containing (-
glycerophosphate and calcium as mineralization substrates. Additional treatment with
ZnSO; significantly suppressed the calcification of HAoSMCs triggered by calcification
medium alone and by calcification medium together with high levels of glucose. In
accordance, the fluorescence imaging of the calcification revealed that high-glucose condi-
tions aggravated the calcification of HAoSMCs induced by calcification medium, while
ZnSOy supplementation had strong inhibitory effects during these pro-calcific conditions
(Figure 1b).
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Figure 1. Zinc sulfate inhibits the calcification of HAoSMCs promoted by high levels of glucose.
(a). Calcium content (n = 6, ug/mg protein) in HAoSMCs treated for 11 days with control (CTR)
or calcification medium (Calc.) without and with high glucose levels (HG) in the absence and
presence of ZnSOy. *** (p < 0.001) significant difference versus control group; t (p < 0.05), t+tt
(p <0.001) significant difference versus Calc.-treated group; §§§ (p < 0.001) significant difference
between Calc.+HG- and Calc.+HG+ZnSO;-treated groups. (b). Calcification detected by fluorescence
imaging in HA0SMCs treated for 11 days with control (CTR) or calcification medium (Calc.) without
and with high glucose levels (HG) in the absence and presence of ZnSOj. Calcified areas: white
pseudocolor.

These effects were paralleled by the inhibition of osteo-/chondrogenic signaling in
HAo0SMCs, as indicated by osteo-/chondrogenic marker expression and activity. High
levels of glucose induced CBFA1, SOX9, and ALPL mRNA expression in HAoSMCs, effects
that were significantly suppressed by ZnSO, (Figure 2a—c). Moreover, exposure to high
levels of glucose significantly increased the CBFA1 protein abundance (Figure 2d), the
osteopontin (OPN) levels released in cell culture medium (Figure 2e), as well as the ALP
activity (Figure 2f) in HAoSMCs, all effects that were again significantly reduced by ZnSO4
supplementation.
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Figure 2. Zinc sulfate suppresses osteo-/chondrogenic marker expression promoted by high glucose levels in HAoSMCs.
(a—c). Relative mRNA expression of CBFA1 (a), SOX9 (b), and ALPL (c) (n = 5; arbitrary units, a.u.) in HAoSMCs treated for
24 h with control (CTR) or high glucose levels (HG) in the absence and presence of ZnSOy. (d). Representative Western
blots and normalized CBFA1 protein expression (n = 9; a.u.) in HAoSMCs treated for 24 h with control (CTR) or high
glucose levels (HG) in the absence and presence of ZnSO;. (e). Normalized OPN levels (n = 10; a.u.) in conditioned medium
from HA0SMCs treated for 7 days with control (CTR) or high glucose levels (HG) in the absence and presence of ZnSOj.
(f). Normalized ALP activity (n = 5; a.u.) in HA0SMCs treated for 7 days with control (CTR) or high glucose levels (HG) in
the absence and presence of ZnSOy. ** (p < 0.01), *** (p < 0.001) significant difference versus control group; t (p < 0.05), +1
(p <0.01), t11 (p < 0.001) significant difference versus the HG-treated group.

ZnCl, treatment had similar inhibitory effects on the mRNA expression of the os-
teogenic markers CBFA1 and ALPL (Figure 3a,b) and on the calcification of HAoSMCs
(Figure 3c), further confirming the anti-calcific properties of zinc during hyperglycemic
conditions. Thus, zinc supplementation inhibited osteo-/chondrogenic reprogramming
and the aggravation of calcification of HAoSMCs under high-glucose conditions.
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Figure 3. Zinc chloride inhibits osteogenic marker expression and the calcification of HAoSMCs
induced by high levels of glucose. (a,b). Relative mRNA expression of CBFA1 (a) and ALPL (b) (n = 4;
arbitrary units, a.u.) in HAoSMCs treated for 24 h with control (CTR) or high glucose levels (HG) in
the absence and presence of ZnCl,. (c). Calcium content (1 = 6, ug/mg protein) in HA0SMCs treated
for 11 days with control (CTR) or calcification medium (Calc.) and high glucose levels (HG) in the
absence and presence of ZnCl,. * (p < 0.05), ** (p < 0.01) significant difference versus control group;
1 (p < 0.05), tt (p < 0.01) significant difference versus the HG-/Calc.+HG-treated group.

To elucidate the underlying mechanisms, the potential interference with NF-kB sig-
naling was analyzed. In HAoSMCs, high levels of glucose significantly increased the
NF-kB-dependent transcriptional activity, as indicated by the DNA-binding activity of
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NEF-kB p65 in nuclear extracts, effects that were significantly suppressed in the presence of
ZnSOy (Figure 4a). Furthermore, the mRNA expression of TNFa-induced protein 3 (TN-
FAIP3), a suppressor of the NF-kB pathway, was increased by the high glucose treatment
and was further up-regulated by the addition of ZnSOj (Figure 4b). Thus, zinc interfered
with NF-kB pathway activation in HAoSMCs under high-glucose conditions.
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Figure 4. Zinc sulfate suppresses NF-kB activation induced by high levels of glucose in HA0SMCs.
(a). Normalized NF-kB-dependent transcriptional activity (n = 4; arbitrary units, a.u.) in HAoSMCs
treated for 30 min with control (CTR) or high glucose levels (HG) in the absence and presence of
ZnSOy. (b). Relative mRNA expression of TNFAIP3 (n = 5; a.u.) in HAoSMCs treated for 24 h
with control (CTR) or high glucose levels (HG) in the absence and presence of ZnSOj. ** (p < 0.01),
*** (p < 0.001) significant difference versus control group; t (p < 0.05) significant difference versus
HG-treated group.

The next experiments investigated the involvement of TNFAIP3 in the protective
effects of zinc during high glucose-induced osteogenic signaling and the calcification
of HAoSMCs. To this end, the endogenous expression of TNFAIP3 was suppressed by
silencing using small interfering RNA (siRNA) (Figure 5a). The silencing of TNFAIP3 alone
was sufficient to significantly increase the NF-kB-dependent transcriptional activity in
HA0SMCs (Figure 5b). ZnSO, treatment significantly suppressed the high glucose-induced
NEF-kB-dependent transcriptional activity in negative control siRNA-transfected HAoSMCs,
but not in TNFAIP3-silenced HA0oSMCs (Figure 5b). As illustrated in Figure 5c,d, TNFAIP3
knockdown tended to increase the CBFA1 and ALPL mRNA expression in HAoSMCs
during control conditions. The difference, however, did not reach statistical significance
(p = 0.064 and p = 0.066, respectively). Moreover, the silencing of TNFAIP3 significantly
blunted the inhibitory effects of ZnSOy4 on the high glucose-induced mRNA expression
of osteogenic markers in HAoSMCs (Figure 5¢,d). Accordingly, the silencing of TNFAIP3
abrogated the protective effects of ZnSO, supplementation on the calcification of HAoSMCs
under high-glucose conditions (Figure 6).

Additional experiments explored the potential role of the zinc-sensing receptor G
protein-coupled receptor 39 (GPR39) in mediating the anti-calcific effects of zinc on
HAO0SMCs by the inhibition of GPR39 endogenous expression using siRNA (Figure 7a). Sur-
prisingly, high levels of glucose up-regulated the mRNA expression of GPR39 in negative
control siRNA-transfected HA0oSMCs, effects that were not significantly modified by addi-
tional treatment with ZnSOy (Figure 7a). The silencing of GPR39 did not significantly affect
the TNFAIP3, CBFA1, and ALPL mRNA expression during control conditions but blunted
the up-regulation of TNFAIP3 and down-regulation of CBFAI and ALPL mRNA expression
in HAoSMCs induced by ZnSO; in the presence of high levels of glucose (Figure 7b-d).
Taken together, the protective effects of zinc on the high glucose-induced osteogenic ex-
pression profile of HAoSMCs were mediated, at least in part, by the GPR39-dependent
up-regulation of TNFAIP3.
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Figure 5. The silencing of TNFAIP3 blocks the effects of zinc sulfate on high glucose-induced NF-kB
activation and osteogenic marker expression in HAoSMCs. (a). Relative mRNA expression of TNFAIP3
(n = 7; arbitrary units, a.u.) in HAoSMCs transfected with negative control (Neg.si) or TNFAIP3
(TNFAIP3si) siRNA and treated for 24 h with control (CTR) or high glucose levels (HG) in the absence
and presence of ZnSOj4. * (p < 0.05) significant difference versus Neg si-transfected CTR-treated group.
(b). Normalized NF-kB-dependent transcriptional activity (n = 8; a.u.) in HAoSMCs transfected with
negative control (Neg.si) or TNFAIP3 (TNFAIP3si) siRNA and treated for 30 min with control (CTR)
or high glucose levels (HG) in the absence and presence of ZnSOy. (c,d). Relative mRNA expression
of CBFA1 (c) and ALPL (d) (n = 7; a.u.) in HAoSMCs transfected with negative control (Neg.si) or
TNFAIP3 (TNFAIP3si) siRNA and treated for 24 h with control (CTR) or high glucose levels (HG) in
the absence and presence of ZnSOj. * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001) significant difference versus
the Neg.si-transfected CTR-treated group; t (p < 0.05), t1 (p < 0.01) significant difference between the
Negsi-transfected HG- and HG+ZnSO4-treated groups; § (p < 0.05), §§ (p < 0.01) significant difference
between the Neg.si- and TNFAIP3si-transfected HG+ZnSO;-treated groups.
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Figure 6. The silencing of TNFAIP3 interferes with the protective effects of zinc sulfate on the
calcification of HAoSMCs under high-glucose conditions. Calcium content (n = 8, ug/mg protein) in
HA0SMCs transfected with negative control (Neg.si) or TNFAIP3 (TNFAIP3si) siRNA and treated
for 11 days with control (CTR) or calcification medium (Calc.) and high glucose levels (HG) in the
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absence and presence of ZnSOy. * (p < 0.05) significant difference versus the Neg.si-transfected
CTR-treated group; t (p < 0.05) significant difference between the Neg.si-transfected Calc.+HG-
and Calc.+HG+ZnSO;-treated groups; § (p < 0.05) significant difference between the Neg.si- and
TNFAIP3si-transfected Calc.+HG+ZnSO4-treated groups.
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Figure 7. The silencing of GPR39 blunts the protective effects of zinc sulfate on high glucose-induced
osteogenic marker expression in HAoSMCs. (a). Relative mRNA expression of GPR39 (n = 9; arbitrary
units, a.u.) in HAoSMCs transfected with negative control (Neg.si) or GPR39 (GPR39si) siRNA and
treated for 24 h with control (CTR) or high glucose levels (HG) in the absence and presence of ZnSOy.
** (p < 0.01) significant difference versus the Neg.si-transfected CTR-treated group. (b—d). Relative
mRNA expression of TNFAIP3 (b), CBFA1 (c), and ALPL (d) (n = 9; a.u.) in HA0oSMCs transfected
with negative control (Neg.si) or GPR39 (GPR39si) siRNA and treated for 24 h with control (CTR)
or high glucose levels (HG) in the absence and presence of ZnSO4. ** (p < 0.01), *** (p < 0.001)
significant difference versus the Neg.si-transfected CTR-treated group; t (p < 0.05), +11 (p < 0.001)
significant difference between the Neg.si-transfected HG- and HG+ZnSO4-treated groups; § (p < 0.05),
§§ (p < 0.01) significant difference between the Neg.si- and GPR39si-transfected HG+ZnSOy-treated

groups.

4. Discussion

The present study disclosed the inhibitory effects of zinc supplementation on vascular
calcification during excessive glucose concentrations in vitro. Zinc has emerged as a
putative protective factor in cardiovascular calcification, and low dietary zinc intake has
been linked to calcification in the general population [21,23,45]. In patients with chronic
kidney disease, zinc deficiency is associated with the development of cardiovascular
disease [46]. The current study extends these findings by showing that zinc deficiency may
contribute to vascular calcification during hyperglycemic conditions.

In diabetic patients, at least in skeletal muscle biopsies, an increased activity of NF-kB
can be observed after LPS challenge [47]. NF-kB activation has been considered to play
a critical role in the detrimental effects of diabetic conditions on VSMCs [14,19,20]. The
pro-calcific changes in VSMCs after excessive glucose exposure [15] are associated with the
activation of the NF-kB pathway [14]. The current observations indicate that zinc supple-
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mentation interferes with the augmenting effects of excessive glucose concentrations on
NEF-kB activation, osteogenic marker expression, and calcification in VSMCs. The inhibitory
effects on NF-kB activation have been discussed as a decisive mechanism underlying the
anti-inflammatory effects of zinc [48]. The anti-calcific effects of zinc are at least partly
mediated by GPR39, a G protein-coupled receptor that is activated by extracellular zinc
and widely associated with anti-inflammatory effects [49]. The activation of GPR39 has
been associated with reduced monocyte-to-endothelial adhesion [50] and reduced cardio-
vascular calcification [21,23]. GPR39 agonism further ameliorates the extracellular matrix
degradation in chondrocytes induced by advanced glycation end-products [51]. The anti-
inflammatory effects of GPR39 activation can be observed in fibroblast-like synoviocytes
after TNFo treatment [52]. Interestingly, GPR39 deficiency is associated with impaired
bone composition in mice [53] and zinc deficiency reduces bone mineral density in rats [54],
which may indicate the role of zinc in the bone-vascular axis [55].

TNFAIP3, also known as A20, acts as an anti-inflammatory signalling protein and
may interfere with NF-kB activation by modulating the ubiquitination or inhibition of the
IkB kinase complex [48,56]. Impaired TNFAIP3 expression increases inflammation and
transplant arteriosclerosis in mice [57]. TNFAIP3, in turn, is up-regulated by stimulators of
NEF-kB as part of a negative feedback loop [58], which could explain the increased TNFAIP3
expression in VSMCs exposed to high-glucose conditions. Zinc up-regulates the expression
of TNFAIP3 [48], and the inhibitory effects of zinc on high glucose-induced NF-kB activity
are dependent on TNFAIP3. A role for TNFAIP3 in zinc-mediated NF-kB inhibition has also
been shown in endothelial [59] and microglial [60] cells. TNFAIP3 expression is reduced
in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from patients with type 2 diabetes [61].
Thus, the up-regulation of TNFAIP3 may play a critical role in the protective effects of zinc
during hyperglycemic conditions. However, the current observations are limited to in vitro
experiments with excessive glucose concentrations. Other mechanisms contributing to
the protective effects of zinc in this model cannot be ruled out. For example, zinc directly
improves serum calcification propensity [33], which could also be reflected in calcification
in vitro.

The anti-inflammatory and anti-calcific effects of zinc could be relevant to diabetes
mellitus, a condition associated with impaired zinc homeostasis [26]. However, the effects
of zinc on NF-kB may be cell-specific [48]. The beneficial effects of zinc supplementa-
tion on glycemic control are discussed in [62]. Interestingly, GPR39-deficient mice fed a
high-fat/high-sucrose or low-fat/high-sucrose diet showed increased prandial glucose
levels [63]. Beyond glycemic control, zinc supplementation may exert beneficial effects on
cardiovascular inflammation, a key mechanism promoting vascular calcification [18,64].
In the diabetic db/db mouse, zinc deficiency exacerbates diabetic cardiomyopathy [65].
Similarly, cardiac inflammation in mice fed a high-fat diet is reduced by zinc supplemen-
tation [66]. In LDL receptor knockout mice, zinc supplementation exerts positive effects
on the serum lipid profile [67]. A favorable effect of zinc supplementation on the lipid
profile in humans was suggested in a previous meta-analysis [68]. Zinc supplementation
was further found to prevent the full development of diabetic nephropathy in a mouse
model [69]. A recent meta-analysis suggests that zinc supplementation may favorably in-
fluence risk factors for type 2 diabetes and cardiovascular disease [70]. In diabetic patients
with coronary heart disease, the combined supplementation of magnesium and zinc has
been associated with favorable effects [71]. Based on these and other beneficial effects, zinc
supplementation has been widely discussed as a therapeutic tool in diabetes and other
pathologies [72], a concept further supported by the current observations. However, the
artificial environment of primary VSMCs in culture warrants caution when translating
effects to diabetic patients. Further research in vivo is required to confirm the protective
effects of zinc on diabetes-related vascular calcification.

In conclusion, zinc supplementation blunts the pro-calcific effects of excessive ex-
tracellular glucose concentrations in VSMCs, an effect associated with impaired high
glucose-induced NF-kB activation. The effects of zinc in VSMCs appear to be dependent
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on GPR39 and TNFAIP3. Further studies addressing whether zinc supplementation may
ultimately translate into better cardiovascular outcomes in diabetes mellitus are warranted.
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