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1. Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen (,cardiovascular disease®, CVD) stellen weltweit die fihrende
Todesursache, verbunden mit erheblichen Gesundheitskosten, dar.! Die absolute Zahl
pravalenter CVD Falle hat sich zwischen 1990 und 2019 von 271 auf 523 Millionen fast
verdoppelt. Ebenso stieg die Anzahl der CVD-assoziierten Todesfalle im gleichen Zeitraum
von 12,1 auf 18,6 Millionen an, wobei 50% dieser Todesfalle durch eine ischamische
Kardiomyopathie bedingt sind, ca. 18% durch ischamische zerebrale Insulte und ca. 16%
durch intrazerebrale Blutungen. Adjustiert nach Alter ist sowohl die Anzahl pravalenter CVD
Falle als auch die CVD-assoziierte Mortalitdt gesunken. Die zunehmende Alterung der
Bevdlkerung scheint somit ursachlich fur den absoluten Anstieg der nicht-adjustierten Zahlen
zu sein,? womit alterungsbedingte vaskulare Veranderungen in den Fokus riicken.

Die Atherosklerose und die Arteriosklerose stellen die wichtigsten Entitdten systemischer
Vaskulopathien dar. Die Atherosklerose ist gekennzeichnet durch eine Lipidakkumulation und
Plaquebildung in der tunica intima der Gefaldwand, die mit einer chronischen Inflammation und
einer Infiltration inflammatorischer Zellen einhergeht. Die Plaques kénnen sekundar
kalzifizieren. Bei der Arteriosklerose handelt es sich um eine Versteifung der Arterienwand
infolge einer primaren Kalzifizierung der tunica media (,medial arterial calcification“, MAC).
Auch wenn sich die jeweilige Pathophysiologie beider Vaskulopathien unterscheidet, gibt es
gemeinsame Risikofaktoren und Signalwege, so dass beide Entitaten in einem Patienten
vorliegen und sich gegenseitig beeinflussen kdnnen. Die chronische Nierenkrankheit (,chronic

kidney disease®, CKD) stellt fur beide Entitaten einen bedeutenden Risikofaktor dar.

1.1 Chronische Nierenerkrankung

Von einer CKD sind aktuell ca. 700 Millionen Menschen betroffen, was einer geschatzten
weltweiten Pravalenz von ca. 9% entspricht.? Von allen Todesursachen zeigt die CKD den
starksten Anstieg der Pravalenz, mit ca. 40% im Vergleich zu 1990.2 Im Gegensatz zur CVD
nahm nicht nur die Gesamtpravalenz, sondern auch die altersadjustierte Pravalenz zu.

Die Nieren sind Hochleistungsorgane. Bei einem Gewicht, das ca. 4%. des Kdrpergewichtes
entspricht, verbrauchen sie ~10% des Energiebedarfs des Korpers. Hierfur ist eine
Durchblutungsrate von ~20% des Herzzeitvolumens, entsprechend ca. 1.800 Litern pro Tag,
notwendig.* Mit einer glomerularen Filtrationsrate (GFR) von ~125 ml/min liegt das tagliche
Filtrationsvolumen bei ~180 Litern, wodurch eine grof3e Menge an Stoffwechselendprodukten
aus dem Blut eliminiert wird* Nimmt die GFR ab, akkumulieren diese
Stoffwechselendprodukte im Blut. Solche ohne bekannte biologische Funktion werden als
uramische Retentionsprodukte und solche mit bekannter biologischer Funktion als
Uramietoxine bezeichnet.* Deren Retention fiihrt zur Ausbildung des klinischen Syndroms der

Uramie, das bereits Ende des 18. Jahrhunderts beschrieben wurde und dessen Name mit



,Urin im Blut® Gibersetzt werden kann.® Die Uramie ist ein chronisches Krankheitsbild das
gepragt ist durch die schadigende Wirkung von mehr als 150 meist pro-inflammatorischer
Uramietoxine. Die Plasma-Konzentration von Uramietoxinen eines Dialysepatienten kann die
nierengesunder Menschen um das mehr als 200-fache (ibersteigen.® Bedeutender als die
Plasma-Konzentration eines einzelnen Uramietoxins ist jedoch das Ausmal® der gesamten
Uramietoxin-Last, die von der verbleibenden GFR abhangt.”® Patienten mit dialysepflichtiger
Nierenerkrankung im Endstadium (,end-stage renal disease®, ESRD) weisen die hdchste
Urémietoxin-Last und damit das volle Ausmafl der Urdmie auf. Die Gesamtmortalitdt von
ESRD Patienten ist im Vergleich zur Allgemeinbevoélkerung bis zu 36-fach erhéht, so dass ein
20-jahriger Dialysepatient bis zu 40 Lebensjahre verliert.”*'° Zu bedenken ist, dass viele CKD
Patienten aufgrund der ausgepragten CVD-Mortalitdt das Stadium der Dialyse gar nicht
erreichen. Ursache hierfir ist die uramische arterielle Vaskulopathie, deren Pathogenese
komplex, multifaktoriell und unzureichend verstanden ist."" Aktuelle Therapieoptionen
orientieren sich an denen nierengesunder Menschen und zielen auf die Behandlung
klassischer kardiovaskularer Risikofaktoren, z.B. Senkung von erhéhten Cholesterinwerten,
ab. Studien zeigen jedoch, dass diese Behandlung bei CKD Patienten nicht in gleicherweise
protektiv wirkt.'? Die Erklarung hierfiir scheint der uramische Phanotyp zu sein, der gepragt ist
von einer chronisch-sterilen Inflammation und einer Vielzahl pro-inflammatorischer
Uramietoxine. Hierdurch werden zahlreiche physiologische Prozesse nachhaltig beeinflusst
und damit die Wirksamkeit pharmakologischer Interventionen abgeschwacht. Speziell auf
diese schadigende Wirkung von Uramietoxinen ausgerichtete Therapieoptionen existieren
aktuell aul3erhalb der Dialysetherapie und der Transplantation nicht. Das therapeutische
Konzept der Dialyse ist die Elimination der Uramietoxine, um dadurch die uramische
Dyshomoostase positiv zu beeinflussen. In den letzten 50 Jahren konnte trotz zahlreicher
technischer Optimierungen das Uberleben von Dialysepatienten nicht verbessert werden.°
Ursachlich ist zum einen die begrenzte Behandlungszeit von i.d.R. 12 Stunden pro Woche im
Vergleich zur kontinuierlichen Entgiftungszeit der Nieren von 168 Stunden pro Woche und zum
anderen die deutlich nachlassende therapeutische Effektivitat bei der Elimination von
mittelmolekularen und proteingebundenen Uréamietoxinen.'® Hierdurch kann die uradmische
Dyshomoostase lediglich auf dem Niveau eines sehr weit fortgeschrittenen CKD Stadiums mit
weiterhin deutlich erhdhter Uramietoxin-Last stabilisiert werden. Daher ist das Ausmal} der

MAC bei dialysepflichtigen Patienten am gréfiten.

1.2 MAC als histopathologisches Korrelat der Arteriosklerose
Durch Rudolph Virchow wurde 1856 der Begriff der ,Arteriosklerose” gepragt, wobei die MAC
dessen pathologisches Korrelat darstellt.'>'* Anfanglich wurde diese als altersabhangige und

vor allem passive, degenerative Ablagerung von Hydroxyapatit (HAP), insbesondere im



Bereich der tunica media der Arteriae elastotypicae, betrachtet.' Die Folge ist eine Versteifung
elastischer Gefale mit hamodynamischen Veradnderungen, v.a. eine Zunahme der
Pulswellengeschwindigkeit, verbunden mit einer erhohten kardiovaskularen Morbiditat und
Mortalitat (Abb. 1).
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Abbildung 1. Mediale arterielle Kalzifizierung

Die mediale arterielle Kalzifizierung geht einher mit hamodynamischen Verdnderungen der Gefale, wie u.a.
Zunahme der Pulswellengeschwindigkeit, die sich im Alter, aber auch durch Komorbiditaten wie u.a. einer
chronischen Niereninsuffizienz (CKD) manifestiert. Dies resultiert in einem drastischen Anstieg (Pfeile) der
kardiovaskularen Ereignisse in CKD Patienten, aber auch einer altersabhangigen Zunahme. Die Verkalkung der
Gefallwand kann u.a. mittels Computertomographie visualisiert werden. Dargestellt ist jeweils eine 3D
Rekonstruktion der Aorta eines exemplarischen CKD Patienten, eines alternsgleichen nierengesunden Probanden,
sowie von einem alteren Patienten mit alternsnormaler glomerularen Filtrationsrate (GFR).

eretellt CD: cardiovescular disease®. 7. Myokardinfark, @ isehamisahe cerebrale inaute, - Vaskuiopathion 1+ o e
Die glatte Gefalimuskelzelle (,vascular smooth muscle cell“, VSMC) stellt eine Schllisselzelle
fur die Pathogenese der MAC dar.'® Unter physiologischen Bedingungen besitzt diese einen
kontraktilen Phanotyp und exprimiert typische Markerproteine (u.a. ,smooth muscle alpha
actin®, ,smooth muscle 22-alpha“ (Sm22a)). Aufgrund einer phanotypischen Plastizitat kdnnen
VSMC ihren zellularen Phanotyp als Reaktion auf Veranderungen des Milieus verandern.'” Im
Prozess der vaskularen Kalzifizierung verlieren die VSMC ihren kontraktilen Phanotyp und
nehmen einen osteoblastdren Phanotyp (OBP) ein, der charakterisiert ist durch eine
verminderte Expression von VSMC- und eine erhdhte Expression von Osteoblasten-Markern.
Zu den Osteoblasten-Markern gehoéren u.a. ,runt-related transcription-factor 2/core-binding
factor alpha 1“ (Runx2/Cbfa1), ,bone morphogenetic protein 2“ (Bmp-2), Osteopontin (Opn),
Osteocalcin (Ocn) und alkalische Phosphatase (Alp).'®'® Induktoren dieser Phanotyp-
Transformation sind u.a. reaktive Sauerstoffspezies (,reactive oxygen species”, ROS) und eine
chronische Inflammation."®?' Diese Phanotyptransformation tritt wahrend der GefaRalterung

auf und wird als ,Inflammaging“ bezeichnet. Die MAC Pathogenese wird neben dem Alter, u.a.



auch von dem Verhaltnis zwischen Mediatoren und Inhibitoren, sowie der Kalzium-Phosphat

Homoostase beeinflusst (Abb. 2).
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Abbildung 2. Einflussfaktoren der medialen arteriellen Kalzifizierung
Eine Vielzahl von Faktoren und deren Dysbalance beeinflussen die Gefalikalzifizierung. Nahere Informationen sind
dem Text zu entnehmen. Aorta: Visualisierung der Kalzifizierung in einer thorakalen Aorta der Ratte mittels

OsteoSense™.?
DAMP: ,damage-associated molecular pattern“, HPT: Hyperparathyreoidismus

1.2.1 Die Kalzium-Phosphat-Hombostase
Molekulares Korrelat der MAC ist HAP, ein unter physiologischen Bedingungen unlésliches
Kristall, bestehend aus Kalzium und Phosphat. Dessen Entstehung ist abhangig von der
Kalzium-Phosphat-Homdostase und von Milieubedingungen. Bereits unter physiologischen
Bedingungen liegen die Kalzium- und Phosphatkonzentrationen an der thermodynamischen
Ldslichkeitsgrenze, so dass deren Plasmakonzentrationen eng reguliert sind und Inhibitoren
die Kristallisation verhindern. Nachdem die initiale Hypothese der MAC Entstehung von einer
passiven Ausfallung von HAP bei erhéhtem Kalzium-Phosphat-Produkt ausging, zeigten
weitere Untersuchungen, dass Kalzium und Phosphat eine aktive Rolle in der MAC
Pathogenese einnehmen.’ Eine Hyperphosphatamie verstarkt bereits unabhangig vom
Vorliegen einer CKD die kardiovaskulare Mortalitdt und die koronare Kalzifizierung durch
Aktivierung prokalzifizierender Signaltransduktionswege und die Initierung einer OBP-
Transformation der VSMC.? Erhohte Kalzium- und Phosphatkonzentrationen bewirken
daruber hinaus eine vermehrte Sekretion von Matrixvesikeln und eine verstarkte Apoptose und
Nekrose von VSMC mit Bildung apoptotischer Kérperchen.?42® Matrixvesikel bestehen aus
Kalzium, Kalziumphosphat, freier Desoxyribonucleinsdure (DNA), Chelatoren und Inhibitoren
der Kalzifizierung und kdnnen abhangig vom Mikromilieu als Nidus fiir die Kalzifizierung dienen
oder eine Phanotyp-Transformation von VSMC in einen OBP bewirken.?*?¢ Die Kalzium-
Phosphat-Homdostase beeinflusst auflerdem die Expression von Inhibitoren der vaskularen
Kalzifizierung und die Autophagie bei funktionellen Stérungen wichtiger Organellen, u.a. der

Mitochondrien.?”-?® Kalziotrope Hormone wie Calcitriol oder Parathormon (Pth) regulieren die



Kalzium-Phosphat-Homdostase und beeinflussen die vaskuldre Kalzifizierung sowie den
Knochenstoffwechsel. Die Bedeutung von Calcitriol in der Pathogenese der MAC ist bislang
unvollstandig verstanden. Sowohl eine Hypo- als auch eine Hypervitaminose D sind mit einer
vermehrten vaskularen Kalzifizierung verbunden.?®

Viele experimentelle Modelle bedienen sich einer erhéhten Zufuhr von Kalzium und Phosphat
als Induktor der MAC.*® Da diese lonen eine Dyshomdostase induzieren, missen neben
thermodynamischen Bedingungen viele aktive, pleiotrope Effekte auf die VSMC bedacht
werden.™ Die Induktion einer Hypervitaminose D wird haufig in in vivo Modellen zur Induktion
der vaskularen Kalzifizierung verwendet. Eine dreitdgige Applikation von 500.000 1U/kg/d
Vitamin D3 bewirkt in Mausen eine schwere aortale MAC bereits nach 7 Tagen.®' Die Vitamin
D Applikation geht einher mit einer erhéhten Kalzium- und Phosphatkonzentration im Serum
und Calcitriol bewirkt auRerdem direkte dosisabhangige Vitamin-D-Rezeptor abhangige
Effekte in der Kalzifizierung.®? Der in in vitro Untersuchungen vermutete direkte Einfluss von
Vitamin D auf die MAC ist in vivo nicht unabhangig von der begleitenden Hyperkalzidamie und
Hyperphosphatdmie zu untersuchen, so dass keine tierexperimentellen Daten vorliegen.
Neben dem Einfluss der Hypervitaminose D scheint auch eine Hypovitaminose D einen
Einfluss auf die Induktion der MAC zu haben. Die inadaquate Substitution einer bestehenden
Hypovitaminose D war in Wildtyp und ,low density lipoprotein® (LDL)-Rezeptor knockout
Mausen verbunden mit einer erhdhten MAC.*334 Vitamin D scheint hier insbesondere eine
direkte Rolle fir die Inflammations-assoziierte vaskulare Kalzifizierung zu spielen. Eine
inadaquate Vitamin D Substitution geht einher mit einer erhéhten Tumornekrosefaktor (Tnf)-a
Expression und ist assoziiert mit einer erhdhten Expression osteogener Markerproteine in
LDL-Rezeptor knockout Mausen.3*34 Vergleichbare Befunde zeigten in vitro Untersuchungen
an VSMC, in denen aktives Vitamin D die Phosphat- und Tnf-a-induzierte Kalzifizierung
vermindert.®® In einem uramischen Rattenmodell bildet sich eine aortale MAC unter niedrigen
Kalzium- und Vitamin D-Konzentration bei begleitend hoher Pth- und Phosphat-Konzentration
aus.*® Pth ist Gber zahlreiche direkte und indirekte Effekte ebenfalls in die Regulation der
Kalzium-Phosphat-Homoostase, dem Knochenstoffwechsel und der vaskularen Kalzifizierung
eingebunden.?” Eine normale Pth Konzentration inhibiert und eine hohe Pth Konzentration,
z.B. beim sekundaren Hyperparathyreoidismus, stimuliert die vaskulare Kalzifizierung und die
Expression osteogener Markerproteine.?” Nach Ausschaltung des Pth-1 Rezeptors zeigt sich
eine signifikant reduzierte pro-kalzifizierende Pth Wirkung, so dass ein direkter Rezeptor-
abhangiger Effekt vorzuliegen scheint.® Unter CKD Bedingungen stellt eine zu niedrige Pth
Konzentration im Zusammenhang mit der Ausbildung eines adynamen Knochenstoffwechsels
einen eigenstandigen Risikofaktor flr die Ausbildung einer vaskularen Kalzifizierung dar und
ist mit einem hohen kardiovaskularen Risiko verbunden.*® Der adyname Knochenstoffwechsel

ist charakterisiert durch einen niedrigen Knochenumbau, ein niedriges Knochenvolumen, eine



normale Mineralisierung mit deutlich reduzierter Zellularitdt und minimaler bis fehlender
Fibrose.® Der adyname Knochenstoffwechsel stellt bisweilen die haufigste Form der renalen
Osteodystrophie dar.*® Er wird ausgelost durch eine zu starke Suppression der Pth Sekretion,
begleitet von einer individuellen und multifaktoriellen Pth Resistenz des Knochens unter
uramischen Bedingungen.*

Die Ablagerung von HAP kann selbst nachhaltige Auswirkungen auf die weitere Kalzifizierung
haben, beispielsweise durch den Effekt auf die Dysorganisation elastischer Fasern in der
tunica media der GefaBwand.'® Elastinfragmente der extrazellularen Matrix (EZM), die durch
Matrix-Metalloproteasen (Mmp) gebildet werden, kdnnen dabei einen Nidus zur Kalzifizierung

darstellen und auf parakrinem Weg das Expressionsprofil benachbarter Zellen beeinflussen.*°

1.2.2 Inhibitoren

Aufgrund physiologisch hoher Kalzium- und Phosphatkonzentrationen bedarf es potenter
endogener Inhibitoren, um die extra-ossare Bildung stabiler HAP zu verhindern."® Das aus der
Leber sezernierte Fetuin-A, das von VSMC stammende, gewebsstandige Matrix Gla Protein
(Mgp), .fibroblast growth factor-23“ (Fgf-23)/Klotho, Pyrophosphat (PPi), Osteoprotegerin
(Opg) und Magnesium haben eine inhibierende Wirkung auf die Pathogenese der MAC.4"-44
Zwischen einem Inhibitor-Mangel und dem Ausmal® der MAC besteht eine klinische
Assoziation.*142

Fgf-23 ist ein aus dem Knochen freigesetztes Hormon. Die Sekretion wird Gber Kalzium,
Vitamin D und Pth reguliert.*>¢ FGF-23 vermindert die Expression der Natrium-Phosphat-
Cotransporter im proximalem Tubulus und induziert dadurch eine Phosphaturie.*®> AuRerdem
inhibiert Fgf-23 die 1a-Hydroxylase und stimuliert die 24-Hydroxylase, so dass die Produktion
von Calcitriol reduziert wird und anstelle dessen 24,25-Dihydroxyvitamin D entsteht, was in
einer weiteren Reduktion der Phosphatkonzentration resultiert.” In Bezug auf die direkten
Auswirkungen von Fgf-23 auf die MAC Induktion bestehen kontroverse Ansichten.
Unterschiedliche Arbeiten zeigten keinen direkten prokalzifizierenden Effekt von Fgf-23 in
VSMC oder Aortenringen.*34° In anderen Studien zeigte sich eine potentiell protektive Wirkung
von Fgf-23 auf die Kalzifizierung in VSMC, die zum Teil abhangig von a-Klotho waren.®® Auf
der anderen Seite zeigte sich in VSMC die Klotho Uberexprimierten, eine durch Fgf-23
induzierte gesteigerte Kalzifizierung.*6

Klotho ist ein Typ | Transmembranprotein, das als Co-Rezeptor mit dem Fgf-Rezeptor 1
assoziiert und so die Bindung von Fgf-23 erméglicht.® Klotho wird insbesondere in der Niere,
aber auch in Plazenta, Prostata, Lunge, Milz und Nebenschilddriise exprimiert.52 Unter dem
Einfluss von Klotho wird die renale Rlckresorption von Phosphat vermindert, die
Ruckresorption von Kalzium erhdht und die Aktivierung von 25-Hydroxy-Vitamin D3 Gber die

Hemmung der 1a-Hydroxylase gehemmt.>® Klotho knockout Mause zeigen eine verminderte
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Lebensspanne, Hyperphosphatamie sowie Hypervitaminose D, und eine damit assoziierte
vorzeitige MAC und Osteopenie.®®> Es existieren 2 Formen von a-Klotho, eine
membrangebundene Form und eine I0sliche Form, die durch das Ablosen der extrazellularen
Domane aus der membrangebundenen Form gebildet wird. a-Klotho entfaltet eine endokrine
Hormonwirkung auf unterschiedliche Transportersysteme.®?® Alle aktuell publizierten
Arbeiten deuten auf einen protektiven Effekt von a-Klotho in Bezug auf die vaskulare
Kalzifizierung hin.%*%¢ Die teilweise kontraren Ergebnisse in Bezug auf die vaskulare
Kalzifizierung zwischen Fgf-23 und a-Klotho kénnen mit einer fehlenden Expression des
membrangebundenen a-Klotho in vaskularen Zellen erklart werden.%’

Fetuin-A ist ein Glykoprotein, das aus der Leber und dem Fettgewebe freigesetzt wird und
unter CKD und ESRD Bedingungen wesentlich zur Vermeidung der vaskularen Kalzifizierung
Uber die Bildung von Calciprotein-Partikeln (CPP) beitragt.** In ESRD Patienten ist eine
niedrige Fetuin-A Plasmakonzentration mit einer erhdhten Mortalitat assoziiert.®

Mgp gehort zur Familie der Vitamin Kz abhéngigen Proteine mit Gla-Domane.° Mgp beinhaltet
Glutamat, das posttranslational von der y-Glutamylcarboxylase carboxyliert wird. Dieser
Vorgang ist Vitamin K-abhangig.%® Uber die Bindung von Kalzium mit hoher Affinitat Gber die
Gla-Domane, wirkt Mgp als potenter Inhibitor der vaskularen Kalzifizierung.*®

PPi ist ein endogener Inhibitor, der die Prazipitation von Kalzium und Phosphat sowohl in vitro
als auch in vivo vermindert.%6"  PPj wird durch die Ectonucleotid-
Pyrophosphatase/Phosphodiesterase (eNPP) 1 und 3 durch Hydrolyse von extrazellularem
Adenosintriphosphat (ATP) gebildet. In der extrazellularen Flissigkeit wird PPi durch die Alp
zu anorganischem Phosphat degradiert.6' Mutationen die in einem Funktionsverlust von eNPP
resultieren, fiihren zu einer signifikanten vaskularen Kalzifizierung.'

Opg ist ein Zytokin-Rezeptor und gehort zur Tnf-Rezeptor-Superfamilie. Opg wirkt als Decoy-
Rezeptor fiir ,receptor activator of nuclear factor kappa B ligand“.%? Hierdurch kommt es zu
einer Hemmung von ,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NFkB)
und damit zu einer Verminderung der Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, was
hemmend auf die vaskulare Kalzifizierung wirkt.5?

Minerale, wie z.B. Magnesium, modulieren die Phosphat-induzierte Kalzifizierung, indem sie
das Gleichgewicht von Stimulatoren und Inhibitoren beeinflussen.'583¢ Uber die Erhdhung der
Aktivitat des Magnesium Transporters ,transient receptor potential melastatin 7¢ und einen
erhéhten intrazellularen Magnesiuminflux wird beispielsweise die Expression von Inhibitoren,
wie Bmp-7, Opn und Mgp, erhoht.®® Als Antagonist von Kalzium-Kanalen verhindert
Magnesium den intrazellularen Influx von Kalzium.®

CKD Patienten entwickeln bereits in frihen Stadien der Niereninsuffizienz relevante
Veranderungen des Knochen- und Mineralstoffwechsels, die als ,CKD—mineral bone disease”
(CKD-MBD) bezeichnet werden. Die CKD-MBD geht einher mit einer erhéhten Frakturrate des
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Knochens und ausgepragten vaskularen und extra-vaskularen Verkalkungen, die in einer
hohen kardiovaskuldaren Morbiditdt und Mortalitdt resultieren.®® Zu den wichtigsten
Veranderungen zahlt eine erhéhte Plasmakonzentration von Pth, Fgf-23 und anorganischem
Phosphat, bei gleichzeitig verminderter Konzentration von 1,25-Dihydroxyvitamin D3, Kalzium
und Klotho.®® Durch eine verminderte Phosphaturie entsteht eine Hyperphosphatamie.®® Durch
die Beeinflussung der Kalzium-Phosphat-Homo&ostase bestehen viele indirekte Wirkungen auf
die Pathogenese der MAC.

1.3  Chronisches ,Inflammaging“ als Stimulator der MAC Pathogenese
Ein zunehmend in den Fokus riickender Induktor der MAC ist die chronische Inflammation, die
bereits in zunehmendem chronologischen Alter als ,Inflammaging“ auftritt und ma3geblich an
assoziierten Pathologien wie CKD oder CVD beteiligt ist.®”¢® Das ,Inflammaging“ beschreibt
den Prozess einer verstarkten Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren mit Induktion
einer sterilen chronischen Inflammation.’>%% Diese ist gekennzeichnet durch die Sekretion
von v.a. NFkB-assoziierten pro-inflammatorischen Interleukinen (Il) der II-1 Familie als Folge
einer  Aktivierung von Mechanismen der Mustererkennung des angeborenen
Immunsystems.®®7® Das Immunsystem hat evolutionar konservierte Abwehrmechanismen
entwickelt, um den Organismus vor Einflissen potentiell schadigender exogener und
endogener Molekile zu schiitzen.”! Eine chronische Aktivierung dieser Schutzmechanismen
fihrt zur Maladaption.”” Die Mustererkennung des angeborenen Immunsystem erfolgt tber
unterschiedliche transmembrandse und intrazellulare Mustererkennungsrezeptoren (,pattern
recognition receptors®, PRR). PRR sind evolutionar von Insekten bis zu Wirbeltieren
konserviert.”> Sie erkennen sowohl potenziell schadliche exogene Molekiile beispielsweise
von Pathogenen, die als ,pathogen associated molecular pattern® bezeichnet werden, als auch
potenziell schadliche endogene Molekile, zu denen v.a. die von sterbenden Zellen
freigesetzten ,damage associated molecular pattern (DAMP) gehdren. Hyperaktive Zellen
sezernieren weitere endogene Molekule, sogenannte Alarmine. Zu den PRR zahlen z.B. Toll-
like-Rezeptoren (TIr), die entweder transmembrands (u.a. TIr2/4) oder zytoplasmatisch (u.a.
TIr9) lokalisiert sind, zytoplasmatische Inflammasomen als Multiprotein-Signalkomplexe (u.a.
,NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein“ (NIrp)1, Nirp3) oder DNA-Detektoren.”
Komponenten der Mustererkennung werden in vaskularen Zellen, wie u.a. in VSMC,
exprimiert.”>’* Deren Aktivierung induziert eine transkriptionelle pro-inflammatorische
Reprogrammierung, durch die eine chronisch-sterile Inflammation induziert wird.” Diese ist in

akuten Situationen zeitlich begrenzt niitzlich, eine Chronifizierung ist aber schadlich.”

1.3.1  Nirp3 Inflammasom
Uber die Aktivierung von Nirp Inflammasomen wird v.a. die Sekretion von Zytokinen der 1I-1

Familie induziert, deren Expression und Aktivierung aufgrund der starken pro-
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inflammatorischen Potenz Uber einen mehrstufigen Prozess reguliert ist. Im kanonischen
Signalweg spaltet Caspase-1 II-1B und 1I-18 aus ihren inaktiven Pro-Peptiden.”® Im nicht-
kanonischen Signalweg wird Il-1a freigesetzt tiber die Spaltung durch Caspase-4/5/11.7 Das
im vaskularen System hauptsachlich exprimierte NIrp3 Inflammasom gehoért zu den
kanonischen Inflammasomen und wird insbesondere durch ROS aktiviert.”®’” Der mehrstufige
Aktivierungsprozess wird Uber ein Initialisierungs- und ein Aktivierungssignal, z.B. TIr
Aktivierung und ROS Produktion, streng kontrolliert.”” Die Sezernierung der Zytokine erfolgt
Uber Membranporen, die durch Gasdermin D (Gsdmd) gebildet werden.”® Die Menge an
membranstandigem, Uber Caspase 1 prozessiertem, Gsdmd ist entscheidend fir das
Zellschicksal.”® Die starkste Antwort auf eine DAMP/Alarmin Stimulation mindet in der
zellularen Pyroptose, der lytischen Form des programmierten Zelltodes.”® Ist die Gsdmd
Menge unterhalb der Pyroptoseschwelle, nimmt die Zelle einen hyperaktiven Zustand an, der
Uber die Caspase 1 Aktivitat, die assoziierte 1I-1 Zytokinmenge, sowie die Gréf3e und Art der
Inflammasomen determiniert wird.”® Im Gegensatz zu myeloischen Zellen exprimieren VSMC
kleine Inflammasomen mit geringer, langsam einsetzender, aber langanhaltender Aktivitat mit
kontinuierlicher Freisetzung niedrigkonzentrierter 1-1 Zytokine.””® Hierdurch wird v.a. eine
zellulare Hyperaktivitdt und chronisch-sterile Inflammation induziert, die sich im Verlauf
unabhangig vom initialen Ausloser selbst unterhalten kann.””"® Die Zellen behalten dabei ihre
volle Viabilitdt und inkludieren lI-1 Zytokine in das Repertoire ihres pro-inflammatorischen
Sekretoms.” ll-1a/B wirken stark pro-inflammatorisch Gber die Aktivierung unterschiedlicher
homomerer und heteromerer Rezeptoren, wodurch viele synergistische Wirkungen vermittelt
werden.”® ll-1a ist ein v.a. aus sterbenden Zellen freigesetztes DAMP, dass die friihe Phase
einer sterilen Inflammation einleitet, wahrend II-18 v.a. als Alarmin von Inflammasomen
gebildet wird und die chronisch-sterile Inflammation aufrecht erhalt.”® 1I-1B induziert die
Expression weiterer pro-inflammatorischer Zytokine, insbesondere 11-6, und kann durch einen
positiven Feedback-Mechanismus auch die eigene Expression steigern.® Damit werden I-1
Zytokine unabhangig vom initialen Ausloser u.a. Uber Rekrutierung von Entzindungszellen
oder Aktivierung von Mmp, wichtiger und autarker Teil der jeweiligen Pathogenese.® Parallel
steigt in alternden Geweben die Anzahl seneszenter Zellen, die sowohl Folge als auch

Ausloser des chronischen ,Inflammaging” sind.®”

1.3.2 Zelluldre Seneszenz
Den Begriff der zelluldren Seneszenz beschrieb der Gerontologe Leonard Hayflick erstmals in
den 1960er Jahren.®' Er entdeckte in Untersuchungen an humanen Fibroblasten, dass
eukaryote Zellen eine endliche Anzahl an Zellteilungen durchfiihren kénnen, dann in einen
Zellzyklusstopp eintreten, aber weiterhin eine metabolische Aktivitat zeigen.®" Man

unterscheidet zwischen replikativer und nicht-replikativer zellularer Seneszenz. In beiden
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Fallen spielen Schadigungen der DNA eine bedeutende Rolle, tber die ,DNA damage
response pathways“ (DDR) induziert werden, die u.a. eine Aktivierung beispielsweise der
humanen Tumorsuppressoren p53/p21 und p16™%4A bewirken. Wahrend die replikative
zellulare Seneszenz eine wichtige Bedeutung fir das Verstandnis der Tumorgenese hat,
spielen Mechanismen der nicht-replikativen Seneszenz in pathologischen Situationen wie
beispielsweise einer chronischen Inflammation eine wichtige Rolle.®® In diesen Situationen
zeigen sich vor allem ROS-induzierte DNA- und Protein-Schadigungsmuster, Uber die
zahlreiche Veranderungen im zellularen Transkriptom induziert werden.®:828% Seneszente
Zellen kénnen hierbei einen reversiblen und potentiell nutzlichen akuten oder nur partiell
reversiblen und potentiell schadlichen chronisch-seneszenten Status einnehmen.57:82:83
Seneszente Zellen zeigen relevante Doppelstrang-DNA-Schaden durch die eine
Phosphorylierung von Histonen induziert wird. Durch den Einfluss der ,ataxia teleangiectasia
mutated® (ATM) und ,ATM-Rad3-related” Kinase wird vor allem das Histon H2A.X
phosphoryliert, aus dem die phosphorylierte Form des yH2A.X entsteht.®* In der Folge werden
die Tumorsuppressoren p53/p21 und p16™K*A als weitere Seneszenz-Marker induziert.%®
Zusatzlich zeigt sich eine erhdhte lysosomale Aktivitdt der Seneszenz-assoziierten [3-
Galaktosidase (SA-B-Gal), Uber die die Hydrolyse von -Galaktosiden in Monosaccharide in
seneszenten Zellen katalysiert wird.2¢ Durch ihre metabolische Aktivitat, u.a. Uber die
Sekretion von ll-1a und II-6, haben sie parakrine Wirkung.®” Hierbei spielen v.a. ROS eine
Rolle, die Uber ,gap junction* zwischen den Zellen transferiert werden kdnnen.® Seneszente
Zellen verandern ihr individuelles Sekretom und nehmen einen hypersekretorischen Zustand
an, der als ,senescence-associated secretory phenotype“ (SASP) bezeichnet wird.®” Das
Sekretom besteht aus einer Vielzahl sekretorischer Mediatoren, darunter beispielsweise pro-
inflammatorische Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren, Proteasen, bioaktive Lipide und
Mmp.#” Die Eigenschaften seneszenter Zellen werden Uber die individuelle Zusammensetzung
des SASP vermittelt.®® Die Zusammensetzung und die Bedeutung des SASP wird wesentlich
beeinflusst durch die Art und Dauer der Induktion, die Dauer der Seneszenz und des Zelltyps.®’
Zentrale Komponenten des SASP sind insbesondere NFkB abhangige pro-inflammatorische
Mediatoren, wobei u.a. II-1B und Il-6 konserviert vorliegen.8?

Letztendlich bilden seneszente Zellen einen pro-inflammatorischen SASP aus, der durch die
Expression zahlreicher pro-inflammatorischer Zytokine, beispielsweise der I[I-1 Zytokin-
Superfamilie, gepragt ist. Daher besteht zwischen der Mustererkennung und der zellularen
Seneszenz mechanistische Uberlappungen. Fir die Pathogenese der MAC in der
physiologischen GefaRalterung kommt der oben beschriebenen OBP-Transformation von
VSMC mit Induktion eines SASP eine wichtige Bedeutung zu."® Die beschriebenen Prozesse

der physiologischen GefaRalterung kdénnen bei vorzeitig einsetzenden und/oder verstarkt
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vorliegenden chronischen ,Inflammaging“ beschleunigt ablaufen, was zu einer vaskularen
Voralterung (Progerie) mit MAC fihrt (Abb. 3).
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Abbildung 3. Vaskulare Progerie mit einhergehender medialen arteriellen Kalzifizierung induziert durch
chronisches , Inflammaging“

Schematische Zusammenstellung der Signalwege, nahere Informationen sind dem Text zu entnehmen. Aorten:
makroskopischer Vergleich einer Kkalzifizierten thorakalen Rattenaorta und einer thorakalen Aorta eines
Kontrolltieres. Visualisierung der Kalzifizierung mittels OsteoSense™ im histologischen Schnitt. Zelle:
Fluoreszenzbasierte Visualisierung von Seneszenzmarkern in glatten GefaRmuskelzellen der Ratte. Nahere

Informationen zu den fluoreszenzbasierten Farbungen sind den Publikationen zu entnehmen.?2.0

Alp: alkalische Phosphatase, Bmp-2: “bone morphogenetic protein 2”, Cbfa1: “core binding factor alpha 1”, DAMP: ,damage-associated molecular
pattern”, II: Interleukin, NFkB: “nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells”, Nirp3: “nucleotide-binding oligomerization domain-
like receptor pyrin domain containing 3" OBP: osteoblastarer Phanotyp, Opn: Osteopontin, PRR: “pattern recognition receptor”, p21: “cyclin-
dependent kinase inhibitor p21”, p16: “cyclin-dependent kinase inhibitor 2A p16”, ROS: reactive oxygen species, SA-B-Gal: Seneszenz-assoziierte
beta Galaktosidase, SASP: Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phanotyp, Tlr: “toll-like receptor”

1.4  Vaskulédre Progerie und ,,Inflammaging“
Bereits in der Allgemeinbevolkerung zeigt sich eine Assoziation zwischen chronischer
Inflammation und CVD.®” Geringe Erhéhungen der zirkulierenden lI-6- und C-reaktives Protein
(Crp)-Konzentration sind mit einer signifikant erhéhten CVD Inzidenz assoziiert, die durch eine
anti-inflammatorische Therapie reduziert werden kann.®” In der JUPITER (,justification for the
use of statins in prevention: an international trial evaluating rosuvastatin®) Studie konnte durch
die Therapie mit einem Cholesterinsynthese-Enzyme-Hemmer bei Patienten das Ausmal} der
Inflammation und damit das kardiovaskulare Risiko gesenkt werden und zwar unabhangig von
der Cholesterin-Plasmakonzentration.”’ Bei Patienten mit einer inflammatorischen
Kardiomyopathie korreliert das Ausmald der Inflammation mit der Expression des NIirp3
Inflammasoms und der Plasmakonzentration von II-1B und 1-18.°2 Die CANTOS

(,canacinumab anti-inflammatory thrombosis outcome study“) Studie belegte erstmals die
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Bedeutung der chronisch-sterilen vaskularen Inflammation.®®> In einem groRen
Patientenkollektiv wurden die positiven Effekte einer auf die Mustererkennung des
angeborenen Immunsystems ausgerichteten anti-inflammatorischen Therapie mit dem 1I-13-
bindenden Antikdrper Canakinumab gezeigt.”® PRR nehmen somit eine mogliche Rolle als
zentraler Vermittler des vaskuldren ,Inflammaging“ ein.** Die Verbindung zwischen
chronischer Inflammation, ,Inflammaging“ und vaskularer Progerie zeigt u.a. das
monogenetische Hutchinson-Gilford-Progerie Syndrom (HGPS). HGPS Patienten sterben im
jungen chronologischen Alter an typischen altersbedingten CVD infolge struktureller
Gefallveranderungen, die gekennzeichnet sind durch einen erhéhten Anteil an VSMC mit OBP
und einer MAC.** Die Prozesse sind vergleichbar mit einer fortgeschrittenen physiologischen
GefaRalterung.®* Dartber hinaus weisen VSMC aus pluripotenten HGPS Stammzellen
nukledre Atypien und eine vorzeitige zellulare Seneszenz auf.®>% Diese sind mit einer
erhéhten Vulnerabilitdt und Ausbildung eines pro-inflammatorischen SASP mit konsekutiver
Induktion einer chronisch-sterilen Inflammation verbunden, also Prozessen, die dem
Jnflammaging“ gleichen.®*% In dem murinen Progeriemodell der Klotho-defizienten Maus
korreliert die Anzahl seneszenter VSMC mit der OBP-Transformation und der MAC.®" Die
seneszenten Zellen exprimieren einen SASP mit erhdhter NFkB Aktivitat und erhdhter
Produktion von II-1 Zytokinen als Zeichen eines akzelerierten vaskularen ,Inflammaging®.®*
Dass die Lebenserwartung in einem HGPS Mausmodell durch die Inhibition des NIirp3
Inflammasoms verbessert werden kann, zeigt die Bedeutung der Mechanismen der
Mustererkennung.®® In LDL-Rezeptor-defizienten Mausen kann (ber die Ausschaltung des
NIrp3 Inflammasoms das Ausmal® der Atherosklerose gesenkt und in ApoE-defizienten
Mausen durch Inhibition der Caspase-1 die atherogene Plaquelast reduziert werden.%2%°

Die Mechanismen der Mustererkennung im Prozess der chronisch-sterilen Inflammation
stellen damit einen potenziellen Ansatz fur die Therapie systemischer Gefaflerkrankungen,

z.B. der urdmisch vaskularen Progerie, dar.

1.5 Chronisch-uramisches ,Inflammaging‘“ und uramische vaskulare Progerie
Klinische Studien zeigen, dass eine klinisch relevante MAC bei 30-70% aller erwachsenen
CKD Patienten vorhanden ist und das deren Ausmal} in den Koronararterien einen
eigenstandigen Pradiktor fir das Auftreten von CVD darstellt.’ Bereits jeder siebte
urdmische padiatrische Patient, der in aller Regel neben der CKD keine weiteren
Komorbiditaten aufweist, zeigt klinisch eine relevante MAC, was den Einfluss der chronischen
Urémie untermauert.'"

Obwohl alle oben postulierten Komponenten innerhalb der Pathogenese der MAC unter CKD
nachgewiesen werden konnen, stellt insbesondere die chronisch-sterile uramische
Inflammation einen Ubergreifenden Faktor dar. Dieser kann bei der Halfte der Patienten mit

fortgeschrittener CKD bereits serologisch nachgewiesen werden und korreliert mit der MAC
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und einer erhohten kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitat.1921%3 |n Arterien uramischer
Patienten zeigt sich korrespondierend eine Phanotyp-Transformation der VSMC mit
Ausbildung eines OBP und eines SASP."% Daher ist anzunehmen, dass unter uramischen
Bedingungen die oben skizzierten Prozesse des chronischen ,Inflammaging“ sowie der PRR
Aktivierung akzeleriert ablaufen und im histopathologischen Korrelat der MAC munden.

Die Uramie stellt eine chronische und Toxin-induzierte systemische Dyshomdostase dar, bei
der eine Vielzahl an Uramietoxinen akkumulieren, die von PRR als uramische DAMP/Alarmine
erkannt werden kénnen. Beispiele hierfiir sind Serumamyloid A (Saa) oder ,high-mobility group
box 1 (Hmgb1).721051% Zym einen kdnnen uramische DAMP direkt tiber die Aktivierung der
Mustererkennung im Sinne eines ,circulus Vvitiosus® die Expression weiterer pro-
inflammatorischer Uramietoxine oder uramischer DAMP und Alarmine induzieren.'®” Zum
anderen flhrt das toxische uramische Milieu zu einer signifikanten Beeintrachtigung der
zellularen Funktion mit einer vermehrten Zelltodrate (Apoptose, Nekroptose, Pyroptose), die
ihrerseits die Freisetzung von DAMP/Alarminen aus den geschéadigten Zellen erhoht.'%®

Die unter physiologischen Bedingungen restriktiv regulierte Mustererkennung ist unter der
Uramie an mehreren Stellen geschadigt. Die Expression von Nirp3, pro-lI-1 und pro-II-18 in
mononukleéren Zellen ist in der Uramie erhoht.” Die Phosphat-vermittelte MAC ist (iber die
Aktivierung des NIrp3 Inflammasoms gesteuert.”* Uramisches Serum induziert in
Endothelzellen in Abhangigkeit des CKD-Stadiums Tlr4-vermittelt eine NiIrp3 Inflammasom-
abhangige endotheliale Dysfunktion.'® Das Uramietoxin Indoxylsulfat induziert als Alarmin
Uber mitochondriale ROS eine erhdhte Nirp3 Inflammasom Aktivitat, mit erhéhter [1-13
Expression.’® Im murinen Uramiemodell ist die Caspase-1 ein wichtiger Regulator der
Neointimabildung und VSMC Phanotyptransformation, die in uramischen Caspase-1-
defizienten Mausen signifikant geringer ausgepragt ist.'"' Diese Befunde belegen die
Bedeutung der Mustererkennung fur das chronisch-uramische ,Inflammaging“, wobei die
zelluldaren und molekularen Mechanismen unter Urdmie bislang unzureichend verstanden
sind.”™ Die ldentifikation zentraler pathophysiologischer Signalwege ist daher notwendig, um
gezielte Therapieanséatze fir die Behandlung der uramisch vaskularen Progerie entwickeln zu
kénnen. Die in der CANTOS Studie gezeigten positiven Effekte der Inhibition der Wirkung von
II-1B auf die kardiovaskulare Morbiditdt und Mortalitdt konnten insbesondere auch in der
Subgruppe von Patienten in friiheren CKD-Stadien mit einer GFR <60 ml/min pro 1,73 m?
gesehen werden.''? Voraussetzung hierfiir ist, dass die initial erhdhte Plasmakonzentration
des Crp unter Therapie auf Werte < 2 mg/dl abgesenkt werden konnte.''? Dies unterstreicht
den Einfluss der lI-1-Familie auf das uramische ,Inflammaging®.

Aktuell kann auf eine Vielzahl unterschiedlicher experimenteller Modelle zurtickgegriffen

werden, um die zellularen und molekularen Mechanismen des ,Inflammaging® zu studieren
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und hierdurch Schlisselsignalwege zu identifizieren. Alle Modelle haben ihre Vor- und

Nachteile.

1.6 Experimentelle Modelle zur Untersuchung der medialen arteriellen
Kalzifizierung

Fir die Untersuchung der MAC Signalwege kommen aktuell verschiedene Modelle zum
Einsatz: (a) in vitro Zellkulturmodelle (v.a. primare VSMC von Maus, Ratte, Mensch), (b) ex
vivo Inkubations- und Perfusionsmodelle (v.a. Arterien von Ratte, Maus) und (c) in vivo
Tiermodelle (Ratte, Maus).*® Die experimentellen Modelle zur Induktion der Kalzifizierung
unterscheiden sich zum Teil erheblich in der Wahl des Stimulationsmediums mit der
Konzentration der verschiedener Zusatze, in der Induktionszeit sowie den experimentellen
Analysemethoden.®'"3 Die Vor-/Nachteile der einzelnen experimentellen Methoden und deren
Analysen sind in zwei Ubersichtsarbeiten der Autorin zusammengefasst.3%1'3
Alle experimentellen Modelle zeigen eine sehr hohe Sensitivitdt gegenlber einer
Kalziumphosphatprazipitation, die abhangig ist von der lonenstarke von Kalzium und Phosphat
und leicht von Stimulatoren oder Inhibitoren der Kalzifizierung beeinflusst werden kann.'®
Supraphysiologische Kalzium- und/oder Phosphatkonzentrationen werden sowohl in in vitro
Modellen als auch ex vivo und in vivo zur Induktion der Kalzifizierung verwendet, so dass diese
in Hinblick auf die thermodynamischen Bedingungen im Versuchsansatz Uberprift und
angepasst werden sollten.>%

In vitro Modelle mit primaren VSMC verschiedener Spezies stellen fir die Durchfiihrung, die

Standardisierung und die Ubertragung von Ergebnissen die vergleichsweisen einfachsten
Modelle dar. Ein grundsatzlicher Vorteil dieser Modelle ist die Betrachtung komplexer
Mechanismen der zelluldren Funktion bis auf das Einzelzell-Niveau, so dass hier
pathophysiologische Signalwege studiert und potenzielle therapeutische Schllsselziele
identifiziert werden kénnen. Ein gravierender Nachteil dieser in vitro Zellmodelle ist der

fehlender Gewebeverbund und die damit fehlende Zell-Zell-Interaktion. In ex vivo Modellen

werden praparierte Arterien in entsprechenden Medien inkubiert (isoliert-inkubierte Arterie
(IIA)). Der Vorteil ist der erhaltene Gewebeverbund mit potenzieller Interaktion zwischen
Endothelzellen und VSMC. Ein Nachteil ist, dass die Arterien nicht mit den Stimulationsmedien
perfundiert und damit endoluminal stimuliert werden. Durch die fehlende Perfusion kommt es
Uber die Versuchszeit zu einer Stérung der endothelialen Funktion, die ihrerseits einen
artifiziellen Einfluss auf den Versuchsansatz auslést. Daher sind ex vivo Methoden notwendig,
die die Vorteile dieses Versuchsansatzes im Sinne der 3R'*  reduce, refine, replace” mit
Erhaltung einer Perfusion unter sterilen Bedingungen und Schonung der endothelialen
Funktion verbindet. Eine solche Methode fiir die Untersuchung der MAC existierte vor Beginn

der experimentellen Tatigkeit fur diese Habilitationsschrift nicht. In_vivo Methoden stellen
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weiterhin den Goldstandard fiir die Untersuchung des Einflusses der Uramie auf die vaskulare
Funktion dar. Die CKD Induktion kann zum einen durch die operative Entfernung von
Nierengewebe (5/6 oder 7/8 Nephrektomie) oder durch die Fltterung einer nephrotoxischen
Substanz, z.B. Adenin, erreicht werden.*® Je nach Induktionsmethode der CKD unterscheiden
sich die Modelle u.a. in der Lokalisation der Kalzifizierung (intimal vs. medial) sowie in deren
Auspragung (Mikro- vs. Makrokristalle).®® Der in vivo Vorteil liegt in der Nachahmung des
komplexen uramischen Milieus, das auch durch die (Fehl-)Funktion anderer Organsysteme
wahrend der Uramie gekennzeichnet ist, der Zell- und Organinteraktion, sowie lokaler und
systemischer Effekte im Organismus. Ein Nachteil diese Modelle sind die aufwendigen

Versuchsbedingungen und insbesondere das hohe Leid der Versuchstiere.®

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Im Mittelpunkt dieser Habilitation steht die Charakterisierung zentraler Signalwege in VSMC
innerhalb des uramischen ,Inflammaging“ und der urdmischen vaskularen Progerie mit Hilfe
von in vitro und ex vivo Methoden, sowie experimenteller Tiermodelle. Das Ziel ist es, neue
gezielte Therapieansatze zu erarbeiten und ihre Wirksamkeit in geeigneten Modellen
Uberprifen zu kénnen.

Die in dieser Habilitationsschrift aufgefiihrten Publikationen kénnen in 2 Abschnitte gegliedert
werden. Die Arbeiten | und Il des ersten Abschnitts umfassen die Etablierung neuer Methoden
zur Bearbeitung zentraler Hypothesen in der MAC Pathogenese. Die Arbeiten Ill bis V im
zweiten Abschnitt umfassen die Untersuchung zentraler Signalwege des uramischen

.Inflammaging“ und der uramischen vaskularen Progerie.

Abschnitt 1 - Etablierung und Optimierung neuer Modelle zur Untersuchung zentraler
pathophysiologischer Signalwege in der Genese der MAC:
I.  Einzelzell-basierter Nachweis von Seneszenz- und Kalzifizierungsmarkern (Arbeit I)

II.  Etablierung eines neuen ex vivo Perfusionsmodells von Nagetierarterien (Arbeit II)

Abschnitt 2 - Identifikation zentraler pathophysiologischer Signalwege in der MAC
Pathogenese:
lll.  Untersuchung des Einflusses von reaktivem Sauerstoffstress auf die Genese der MAC
in einem in vitro Modell (Arbeit Ill)
IV.  Untersuchung des Einflusses von reaktivem Sauerstoffstress auf die Genese der MAC
in einem in vivo Modell (Arbeit 1V)
V.  Untersuchung der Bedeutung des Stressor-induzierten ,Inflammaging“, ausgeldst

uber die Aktivierung des NIrp3 Inflammasoms, auf die Genese der MAC (Arbeit V)
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2. Ergebnisse (Eigene Arbeiten)

.  Einzelzell-basierter Nachweis von Seneszenz- und Kalzifizierungsmarkern

Originalarbeit: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32423114

“A Novel Protocol for Detection of Senescence and Calcification Markers by Fluorescence
Microscopy”

International Journal of Molecular Science, 2020, 21(10), DOI 10.3390/ijms21103475

Herrmann, J.*, Babic, M.*, Télle, M., Eckardt, K.U., van der Giet, M., Schuchardt, M.
(*contributed equally)

Die Genese der MAC ist durch unterschiedliche zellulare Prozesse und Signalwege
gekennzeichnet. Das Verstandnis der Interaktion zwischen diesen Signalwegen ist wichtig, um
neue therapeutische Ansatze, beispielsweise fur das uramische ,Inflammaging“ und die
uramische vaskulare Progerie, zu finden. Fur die Identifizierung dieser Signalwege und ihrer
Interaktion sind verschiedene experimentelle Modelle etabliert worden. Zu diesen zahlen
neben humanen Studien, vor allem tierexperimentelle und zellbasierte Ansatze. Diese wurden
kdrzlich in zwei eigenen Review-Artikeln zusammengefasst.3®'"® Nachteil vieler Methoden ist
die fehlende Méglichkeit die bestehende interzellulare Heterogenitat im Expressionsmuster
der Zelle aufzulésen, so dass neue methodische Ansatze notwendig sind, um Prozesse auf
Einzel-Zell-Niveau zu untersuchen.

Das Ziel dieser Studie war es daher, eine neue ,messenger” Ribonukleinsdure (MRNA) in situ
Detektionsmethode von Seneszenz- und Kalzifizierungsmarkern zu etablieren. Der
experimentelle Ansatz beruht auf einem in vitro Modell mit VSMC der Ratte. Als Marker fur die
Seneszenz wurden im beschriebenen Modell SA-B-Gal, yH2A.X und p21 genutzt. Als
Kalzifizierungsmarker diente der Nachweis von Opn. Der auf Immunfluoreszenz-basierte
Nachweis kann im Fluoreszenzmikroskop visualisiert und anschliefiend quantifiziert werden.
Das Modell ist auf VSMC anderer Spezies (z.B. Mensch, Maus) und andere Marker fir den
Nachweis der Seneszenz und Kalzifizierung Ubertragbar. Weitere Kalzifizierungsmarker wie
Bmp-2 konnten in der Arbeitsgruppe bereits erfolgreich etabliert und in den Studien
angewendet werden.' Im Vergleich zu mRNA Genexpressionsstudien aus Zellen, erlaubt
dieses Protokoll einen Nachweis der Marker auf Einzelzellebene und kann so die

interzellularen Unterschiede im Expressionsmuster der Zellen in Kultur auflésen.
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Abstract: Vascular calcification and stiffening of the arterial wall is a systemic phenomenon that is
associated with aging and it can be increased by several risk factors. The underlying mechanisms,
especially the pathways of cellular senescence, are under current investigation. Easily manageable
in vitro settings help to study the signaling pathways. The experimental setting presented here is
based on an in vitro model using rat vascular smooth muscle cells and the detection of senescence and
osteoblastic markers via immunofluorescence and RN Ascope™'. Co-staining of the senescence marker
p21, the osteoblastic marker osteopontin, detection of senescence-associated heterochromatin foci,

and senescence-associated pB-galactosidase is possible within one test approach requiring fewer cells.

The protocol is a fast and reliable evaluation method for multiplexing of calcifying and senescence
markers with fluorescence microscopy detection. The experimental setting enables analysis on single
cell basis and allows detection of intra-individual variances of cultured cells.

Keywords: calcification; senescence; smooth muscle cell; SA-B-galactosidase; senescence-associated
heterochromatin foci

1. Introduction

Aging is associated with a variety of characteristic changes of the vessel wall [1]. There are several
disorders, in which patients show signs of premature aging of vessels that appear much older than
their biological age e.g., in chronic kidney disease [2-4]. A hallmark of vascular aging is a stiffening
of the arterial wall with increasing pulse-wave velocity and the mineralization of vascular smooth
muscle cells (VSMC) in the media layer of the vessel wall [1,5]. Treatment options are currently not
available [5].

Resulting from clinical and basic research, there is strong evidence that vascular calcification and
aging occur jointly [4,6,7]. Several underlying mechanisms are discussed for vessel mineralization,
including, but not limited to, oxidative stress from various sources and resulting DNA damage,
continuous inflammation, and activation of pro-osteogenic signaling pathways [3,7,8]. However, the
underlying pathophysiological mechanisms need further clarification. Currently, several hypotheses
exist regarding joint or consecutive appearance of calcification and senescence in a vicious cycle in
smooth muscle cells e.g., induced by uremic toxins [4,9]. In addition, the senescence level can vary
within and between cells and the tissue of the same individual [10]. It has to be illuminated whether,
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in one cell population, cells experience senescence and calcification jointly or consecutively, or whether
aged vessels contain distinctly different cell populations of aged and calcified cells.

A better understanding of the underlying mechanisms inducing and linking calcification and
senescence of VSMC in the vessel wall will be necessary for establishing promising treatment options.

Detecting cellular senescence is hampered by the heterogeneity of senescence markers. For the
reliable identification of DNA damage and cell senescence, the detection of several known markers is
necessary. Here, the increased messenger-ribonucleic acid (nRNA) and protein expression of the cell
cycle protein and cyclin inhibitor p21 as well as the formation of senescence-associated heterochromatin
foci (SAHF) and the accumulation of senescence-associated 3-galactosidase (SA-p-Gal) are typically
used [10-12]. Additionally, the cells often undergo morphological changes that are detectable by light
microscopy. Cell mineralization is accompanied by a shift in expression of a wide array of different
markers e.g., osteopontin (OPN) [3,13].

The study aims to develop a fast, robust, and easy to handle protocol by detection of SA-p-Gal,
SAHEF, p21, OPN, and control of cell morphology, on single cell basis in vitro in order to facilitate
jointly and/or consecutively activation of senescence and calcification markers within the cells in a
parallel experimental setting. Therefore, the described method combines ultrasensitive RN Ascope™
in situ hybridization and immunohistochemistry in a multiplex approach requiring few cells. Other
currently available experimental settings with their advantages and disadvantages are summarized in
the supplementary Table S1. Briefly, the in situ hybridization technique enables the detection of various
nucleotide sequences in cells and tissue by radioactive, fluorescence, orimmunohistochemistry labeling
and it permits a multiplex approach in the right experimental setting [14]. The protocol presented here
utilizes RNAscope™, a technology that applies oligonucleotide probes and immunohistochemical or
fluorescence-based detection [15]. The utilized RNAscope™ kit allows for the analysis of three targets
of interest in one experimental setting by fluorescence-based detection.

For the establishment and optimization of the protocol steps, the known inductor of cell
senescence, doxorubicin (Dox) [16], as well as a known inducer of cell mineralization, the uremic toxin
uridine-adenosine tetraphosphate (UpyA) [17], were used. The established protocol provides reliable
data while requiring fewer primary cell numbers and, therefore, fewer animals per experiment by
multiplexing several markers of interest.

2. Results and Discussion

Currently, several senescence markers for cells and tissue are known [10,11]. Often, the detection
of more than one marker is used for reliable detection and the senescence levels can vary between cells
and tissue, respectively, within the same animal [10].

Here, we provided a staining protocol for four markers of interest to detect senescence and
osteoblastic differentiation in cells. Besides, the protocol can be expanded for the detection of other
markers by using a laser-scanning microscope for image acquisition. The detection via fluorescence
staining allows not only the visualization in individual cells, but also quantification for statistical
analysis of the results.

2.1. Detection of SA-B-Gal

SA-B-Gal was selected as marker accumulating in cells during aging, according to previous
studies [6,10]. The staining of the cells with SPiDER-SA-£-Gal upon stimulation with Dox, as a known
inductor of cell senescence [16], results in the accumulation of SA-3-Gal within the cytoplasm of the
cell, as shown in Figure 1. In contrast, while Up4A induces cell calcification [17], no accumulation of
SA-B-Gal could be detected upon stimulation of VSMC for 72 h. For counterstaining of the nucleus,
Hoechst stain was used. The quantification of the pixel sum intensity (Figure 2) confirmed the findings
of the representative images that are shown in Figure 1.
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Figure 1. Detection of senescence-associated -galactosidase (SA-p-Gal) in primary rat smooth muscle
cells upon stimulation with doxorubicin (Dox, 500 nmol/L) and uridine-adenosine tetraphosphate
(UpsA, 100 umol/L) for 72 h. 40x objective. Representative images out of three independent experiments.
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Figure 2. Quantification of senescence-associated B-galactosidase (SA-B-Gal) in primary rat smooth
muscle cells upon stimulation with doxorubicin (Dox, 500 nmol/L) and uridine-adenosine tetraphosphate
(Up4A, 100 umol/L) for 72 h. For analysis, intensity pixel sum per channel was normalized to cell core
area. Bar graph represents mean + SEM of three independent experiments. Ctrl.: control.

The results suggest that accumulation of SA-f-Gal in rat vascular smooth muscle cells (rVSMC)
depends on the inductor and may be dependent on time for different inductors. This underlines the
fact that the detection of more than one senescence marker often seems necessary [10].

2.2. OPN and p21 mRNA Detection and Detection of SAHF

OPN was selected as a calcification marker, because its gene expression was increased by
stimulation with different calcification inducers in previous experiments [17]. The gene expression
of the cyclin inhibitor p21 is one typical marker used for the detection of cellular senescence [6,10].
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Several experimental protocols currently exist for the detection of calcification or senescence markers
in vascular cells (summarized in Table S1). However, the current goal was to use a single cell-based
identification of a senescence and osteoblastic marker while using RNA in situ hybridization via
RN Ascope™ technology. The significant advantage is the multiplexing possibility of several target
genes of interest in a cell and tissue sample in a robust way with high sensitivity [15]. Dox strongly
induced SAHF and mRNA expression of p21, but only slightly induced OPN mRNA expression upon
48 h of stimulation, as shown in Figure 3. In contrast, upon Up4A stimulation, OPN mRNA expression
is induced profoundly, but no SAHF could be detected and p21 mRNA expression is not induced

in VSMC.

Merge

10 um 10 tum 10 tom
— —— —
Alexa
488
OPN
10 um 10 um 10 am
— — ——
Alexa
555
SAHI
10 um 10 tam
Atto 647
p21
10 tum 10 tum 10 tm
- - -
DAPI
nucleus

10 tm 10 tum 10 tim
-— —-— -

Figure 3. Detection of osteopontin (OPN), senescence-associated heterochromatin foci (SAHF), and
p21 in primary rat smooth muscle cells upon stimulation with doxorubicin (Dox, 500 nmol/L) and
uridine-adenosine tetraphosphate (UpyA, 100 umol/L) for 48 h. 40x objective. Representative images

out of three independent experiments. Ctrl.: control.
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The quantification of the pixel sum intensity confirmed the findings for channel Atto 647 (Figure 4).
The crosstalk between the channels Alexa 488 and Alexa 555 and the resulting background impedes the
quantification of OPN mRNA expression and SAHF formation with a standardized, automated, and
reproducible ZEN protocol in this experimental setting. Several options exist to overcome this issue:
next to the application of alternative software permitting manual identification of targets and subsequent
quantification, which can be prone to researcher bias and, therefore, is not presented here, imaging
with a confocal microscope could facilitate quantification by reducing cross talk and background.
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Figure 4. Quantification of p21 in primary rat smooth muscle cells upon stimulation with doxorubicin
(Dox, 500 nmol/L) and uridine-adenosine tetraphosphate (UpyA, 100 nmol/L) for 48 h. For analysis,
intensity pixel sum per channel was normalized to cell core area. Bar graph represents mean + SEM of
three independent experiments. Ctrl.: control.

Stimulation with different inducers as Dox and Up4A varies in the markers analyzed for calcification
and senescence. This underlines that, often, the detection of more than one senescence and calcification
marker seems to be necessary for reliable and comparable results. In addition, in our experimental
setting, we observed a certain level of cell batch specific variances in the expression levels of markers
that are comparable to alternative protocols, like Western Blot and polymerase chain reaction (PCR).
However, representative images also illustrate differences in marker expression between individual
cells, especially for the investigated calcification marker OPN. This information is critical in order
to understand the mechanisms and pathways within one cell during the calcification process. This
information is lost in protocols that jointly analyze cell bulks. The current protocol can allow for the
analysis of co-localization analysis within one cell and differences between cells of the same cell batch.

2.3. Limitations

The experimental design that is presented here is established for an in vitro experiment.
Nevertheless, a transfer from cells to tissue should be possible. The development of appropriate
pre-treatment and imaging of tissue section will require further optimization steps. In the case of
SA-B-Gal staining in tissue, we recommend using freshly frozen tissue and process the material
immediately, as storage even at —80°C reduces enzyme activity. In a proof of concept experiment, we
tested RNAscope™ staining in frozen and paraffin-embedded aortic sections (unpublished data). We
found a similar background in both materials and better results in paraffin-embedded tissue, which we
attribute to easier handling. Alternative targets might be of interest, according to the focus of research.
Here, our protocol provides some opportunities for variation: alternative target genes can be analyzed
with the RNA in situ hybridization technique. The utilized protocol allows up to three different target
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genes. We used one of the available channels for immune-histological staining to make use of the
optimal capacity of our microscope. If equipped with alternative hardware, combination with another
secondary antibody for immune histological staining is possible, thus enriching the opportunities
for multiplexing.

We are aware that there is a variety of alternative protocols. Alternative research models,
such as primary cells from mouse or human, cell lines, as well as tissue sections from clinical
or laboratory origin, are suitable alternatives. Next to that, a huge variety of different methods
for the detection and quantification of our selected targets are possible. Each comes with its
advantages and disadvantages that are shortly summarized in Table S1. In comparison to
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside (X-Gal/BCIG) staining, we found fluorescence
staining of SA-p-Gal to be more robust, faster, and easier to image.

3. Materials and Methods

Figure 5 summarizes the complete and stepwise workflow of the experimental procedures. Primary
VSMC from rat thoracic aorta was selected for experiments. Further special ordering information for
kits with its components and antibodies can be found in the Supplementary Material (Tables S2 and S3).

RNA in Situ + SAHF: Imaging
Sacrifice + Passagmg + 48 h Stimulaton, ——

Cell Explantation @ Staining Over Night
: SPIDER SA-8-Gal: Imaging

72 h Stimulation, —_—
60 min Staining

Figure 5. Scheme of the complete experimental workflow. SAHF: senescence-associated heterochromatin
foci, SA-B-Gal: senescence-associated B-galactosidase.

3.1. Cell Isolation and Culturing

The study was in accordance with the EU Directive 2010/63/EU for animal experiments and it was
approved by the Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin, Germany (T0211/02) and the animal
facility of the Charité—Universitatsmedizin Berlin, Germany. The aorta of Wistar rats was prepared

after euthanasia with sodium pentobarbital (400 mg/kg body weight) per intraperitoneal injection.

After removal of the adventitia of rat thoracic aorta, primary rat VSMC were isolated by explant
outgrowth, as described previously [17]. VSMC were cultured in Dulbecco Modified Eagle Medium
(DMEM, Biochrom AG) containing 1 g/L glucose, supplemented with 10% fetal calf serum (FCS,

Biochrom AG), penicillin (100 U/mL, Biochrom AG), and streptomycin (0.1 mg/mL, Biochrom AG).

The cells were cultured in a humidified incubator at 37°C with 5% carbon dioxide. Cells at passages 4
were used for experiments. The cells were seeded in IBIDI 8 Well u- Slides (ibidi GmbH) for SA-B-Gal
staining and 8-well LabTec Chamber Slides (Thermo Scientific) for RNA in situ hybridization. Cells
were cultured for 24 h to a confluence of 70-80%. It is essential to ensure subconfluence of cells prior
stimulation, because confluence itself was described as an inducer of SA-B-Gal activity [18]. The cells
were serum starved for 24 h prior stimulation in DMEM containing 4.5 g/L glucose, supplemented
with 1% glutamin and antibiotics (penicillin 100 U/mL, streptomycin 0.1 mg/mL). This medium was
also used for stimulation. For SA-f3-Gal staining, the cells were stimulated for 72 h, whereas for mRNA
and SAHF detection a stimulation time of 48 h was used.

3.2. Experimental Setting for Detection of SA-p-Galactosidase

Information regarding the kit components and ordering information are summarized in the
Supplementary Material (Table S3).
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3.2.1. Preparations

Heat incubator to 37 °C (no humidity and carbon dioxide control).

Warm 4% formalin and PBS to 37 °C.

Prepare Mcllvaine buffer: Mix 7.4 mL 0.1 mol/L citric acid solution and 12.6 mL 0.2 mol/L sodium
phosphate solution and set pH to 6.0.

Solve 20 ug SPiDER-SA-B-Gal (Gerbu Biotechnologie) in 35 uL dimethylsulfoxide (DMSO). Store
aliquots at —=20°C.

Dilute Mcllvaine buffer 1:5 in ultrapure water and warm dilution to 37 °C. Dilute SPiDER-SA-£-Gal
1:500 in Mcllvaine buffer in order to obtain the working solution. Protect working solution
from light.

Prepare Hoechst working solution by dissolving Hoechst 33342 (Thermo Fisher) in the appropriate
amount of water to obtain a stock concentration of 10 mg/mL. The stock concentration can be
aliquoted and stored at —20°C. To obtain the working solution, dilute Hoechst 1:2000 in PBS.
Protect working solution from light.

3.2.2. Staining Procedure

The step-by-step staining procedure according to the manufacturer’s (Dojindo) recommendations

is given below. Figure 6 summarizes the main steps with an incubation time less than 40 min for the
whole procedure.

1.
2.

=

@ N

After stimulation, aspirate medium and wash cells once with PBS.

Add 300 uL of 4% buffered formalin to each well and fix cells for 3 min at room temperature,
ensure the exact fixation time.

Aspirate formalin and wash three times with warm PBS.

Add 300 uL of working solution per well and incubate for 30 min in the incubator under light
protection. Caution: Ensure the right fixation times and pH conditions—this is critical for the
B-Gal staining.

Aspirate working solution and wash cells twice with PBS.

Counterstain with Hoechst working solution for 5 min under light protection.

Aspirate solution and wash once with PBS.

Add 300 uL of PBS and image within 24 h.

O

&
s

Figure 6. Staining procedure for senescence-associated-p-galactosidase (SA-B-Gal). Numbering
represents steps in staining procedure. Drop corresponds to wash step. RT: room temperature.
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3.3. Experimental Setting for Detection of OPN, p21 and SAHF

All kit components for staining with the ordering information are summarized in the
Supplementary Material (Table S3).

3.3.1. Preparations

Add purified water to the humidity control tray and heat oven to 40 °C.
Thaw ProLong™ diamond antifade medium (Thermo Scientific) at room temperature.

Prepare wash buffer (ACD Bio) according to manufacturer’s instructions.

Heat mRNA probes (ACD Bio) gently at 40 °C for 10 min in a water bath, centrifuge probes and

mix according to manufacturer’s instructions.

Dilute Protease 111 (ACD Bio) 1:15 with PBS.

Prepare washing dishes for PBS and wash buffer.

Prepare 10% Roti™ImmunoBlock (Carl Roth) by diluting in PBS.

Prepare 1:500 dilution of primary antibody anti-histone H2A.X (phosphoS139) antibody

[EP854(2)Y] (abcam) in 1% Roti™ImmunoBlock/PBS.

e Prepare 1:1,000 dilution of secondary goat anti-Rabbit IgG (H+L) highly cross-adsorbed antibody,
Alexa Fluor 555 (Invitrogen) in 1% Roti™ImmunoBlock/PBS.

e Ifapplicable: Prepare Hoechst stain, as explained above.

e o o o

3.3.2. Staining Procedure

The step-by-step staining procedure according to the manufactures’ recommendations (ACD Bio)
is given below. Figure 7 summarizes the main points with several incubation steps, including one
overnight incubation time.

After stimulation aspirate medium and wash cells once with PBS.
Add 300 uL of 4% buffered formalin to each well and fix cells for 30 min at room temperature.
Aspirate formalin and wash twice with PBS.

Ll

Carefully detach the chamber from the slide according to the manufacturer’s instruction and
place the slide in a PBS filled washing dish. Caution: The glue is strong. Make sure to remove the
glue of the chamber properly, otherwise the slide-coverslip combination becomes too thick.

5. Remove slide from the washing dish and thoroughly apply a barrier around each well with the
ImmEdge™ hydrophobic barrier pen (ACD Bio) and place slide again in PBS.

6. Remove the slide from PBS, remove attaching PBS by gently inverting the slide and add 50 uL of
diluted Protease 111 to each well. Place slide in the humidity control tray, close humidity control
tray, and incubate in the oven for 15 min.

7. Remove slides from tray; remove protease from slide by inverting the slide and place slide in
fresh PBS. Caution: The movement should be gently, but still removing the majority of liquid.

8. Remove slide from PBS, remove PBS by gently inverting the slide, and add 50 uL of diluted
target probes or one drop of positive or negative control to the according wells, place slides in the
humidity control tray, and incubate in the oven for 120 min.

9. Take slides out of the tray, inverse, and wash twice for 2 min each in wash buffer.

10. Remove attached liquid by gentle inversion and add one drop of amplifier 1-fluid (Amp 1-FL) to
each well. Put slides in the humidity control tray in the oven for 30 min.

11. Take slides out of the tray, inverse, and wash twice for 2 min each in wash buffer.

12.  Remove attached liquid by gentle inversion and add 1 drop of Amp 2-FL to each well, place in
the humidity control tray in the oven for 15 min.

13.  After 15 min take slides out of the tray, inverse and wash twice for 2 min each in wash buffer.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22,

23.
24.

25.
26.

Remove attached liquid by gentle inversion and add 1 drop of Amp 3-FL to each well, place in
the humidity control tray in the oven for 30 min.

Take slides out of the tray, inverse and wash twice for 2 min each in wash buffer.

Remove attached liquid by gentle inversion and add 1 drop of the selected Amp 4-FL to each
well, place in the humidity control tray in the oven for 15 min. Caution: For the multiplexing
protocol we used Amp 4-FL A.

Take slides out of the tray, inverse and wash twice for 2 min each in wash buffer.

Add 100 uL of 10% Roti™ImmunoBlock/PBS to each well and block for 1 h in the closed humidity
control tray at room temperature.

Remove attached liquid by gentle inversion and wash once with PBS.

Add 50 pL 1:500 dilution of primary anti-histone H2A.X (phosphoS139) antibody [EP854(2)Y]
(Abcam) in 1% Roti™ImmunoBlock/PBS per well and incubate in the closed humidity control
tray in the fridge overnight.

Remove attached liquid by gentle inversion and wash twice with PBS.

Add 50 pL 1:1,000 dilution of secondary goat anti-rabbit IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed
antibody, Alexa Fluor 555 (Invitrogen) in 1% Roti™ImmunoBlock/PBS per well and incubate in
the closed humidity control tray at room temperature for 60 min.

Remove attached liquid by gentle inversion and wash twice with PBS.

Add 1 drop of 4’ ,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) per well and incubate for 1 min at room
temperature (alternatively add 50 uL 1:2,000 Hoechst working solution and incubate for 5 min at
room temperature).

Remove attached liquid by gentle inversion and wash once with PBS.

Add two drops of ProLong™ diamond antifade medium (Thermo Scientific) to each slide and
gently apply the lid, make sure to gently remove all bubbles, and harden overnight in the
fridge. Caution: The medium is highly viscose and can easily dry out. The cover slid is still
moveable, even after drying. Be careful when cleaning the slide for imaging. Sealing the slide-lid
combination with nail varnish can help in preventing the drying out and preserving the slides for
later imaging.

6
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o

o R

Figure 7. Staining procedure for RNAscope™ and senescence-associated heterochromatin foci. Numbering
represents steps in staining procedure. Drop corresponds with washing step. RT: room temperature.
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3.4. Imaging

For imaging any fluorescence microscope with appropriate filter setting or a confocal microscope
is possible. We obtained the images while using a Zeiss Axiovert 200M inverted transmitted light
microscope using the filter sets, as illustrated in Table 1. For image acquisition, the 40x F-Fluar objective
with Immersol™ oil and the Zen software (Zeiss, Zen2 blue edition) was used. Each experiment was
done in three independent experiments with duplicates for each stimulation drug. An acquisition of
five images per well was done for analysis.

Table 1. Excitation/Emission Wavelength of the Dyes and Filters Used.

SPiDER Hoechst

Dye SA-B-Gal 33342 Alexa 488 Alexa 555 Atto 647 DAPI
Beam 532 395 495 570 660 395
Splitter
Filter Ex.
500-530 335-383 450-490 538-562 625-665 335-383
Wavelength
Filter Em. 545-605 420-470 500-550 570-640 665-715 420-470
Wavelength
Ex.
Wavelength 528 348 493 553 644 348
of Dye
Em.
Wavelength 547 455 517 568 670 455
of Dye

3.5. Quantification of Fluorescence Intensity

The fluorescence intensity per channel was quantified while using the Zen2 software (Zeiss, blue
edition). Five images per well/stimulation were analyzed for three independent experiments.

3.6. Statistical Analysis

Mean + SEM is given in the bar graph. Statistical significance between stimulation and respective

control was analyzed using the Mann-Whitney-U Test. A p value < 0.05 was set as statistically significant.

4. Conclusions

In conclusion, the new experimental sets that are presented here allow for multiplexing and

quantification of several markers of interest for calcification and senescence analysis in primary VSMC.

This might not only help to reduce animal numbers for primary cell isolation and in vivo settings with
regard to the 3R (Replacement, Reduction, and Refinement) thought of Russel and Burch [19], but also
allow the visualization of markers of interest on a single cell basis.

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/21/10/
3475/s1.
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Abbreviations

Amp-FL Amplifier fluid

Ctrl Control

DAPI 4’ 6-diamidino-2-phenylindole

DMSO Dimethylsulfoxide

DNA Deoxyribonucleic acid

DMEM Dulbeccos-modified Eagle medium
Dox Doxorubicin

FCS Fetal calf serum

mRNA Messenger Ribonucleic acid

OPN Osteopontin

PCR Polymerase chain reaction

PBS Phosphate-buffered saline

RT Room temperature

rVSMC Rat vascular smooth muscle cell
SA-B-Gal Senescence-associated B-galactosidase
SAHF Senescence-associated heterochromatin foci
SEM Standard error of mean

UpyA Uridine adenosine tetraphosphate
VSMC Vascular smooth muscle cell

X-Gal (BCIG)  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside

References

1.

10.

1.

Jaminon, A.; Reesink, K.; Kroon, A.; Schurgers, L. The Role of Vascular Smooth Muscle Cells in Arterial
Remodeling: Focus on Calcification-Related Processes. Int. |. Mol. Sci. 2019, 20, 5694. [CrossRef] [PubMed]
Nilsson, PM.; Lurbe, E.; Laurent, S. The early life origins of vascular ageing and cardiovascular risk: The
EVA syndrome. |. Hypertens 2008, 26, 1049-1057. [CrossRef] [PubMed]

Voelkl, J.; Lang, F; Eckardt, K.-U.; Amann, K_; Kuro-O, M.; Pasch, A.; Pieske, B.; Alesutan, I. Signaling
pathways involved in vascular smooth muscle cell calcification during hyperphosphatemia. Cell Mol. Life
Sci. 2019, 76, 2077-2091. [CrossRef] [PubMed]

Henaut, L.; Mary, A.; Chillon, ].M.; Kamel, S.; Massy, Z.A. The Impact of Uremic Toxins on Vascular Smooth
Muscle Cell Function. Toxins 2018, 10, 218. [CrossRef] [PubMed]

Tolle, M.; Reshetnik, A.; Schuchardt, M.; Hohne, M.; van der Giet, M. Arteriosclerosis and vascular
calcification: Causes, clinical assessment and therapy. Eur. |. Clin. Investig. 2015, 45, 976-985. [CrossRef]
[PubMed]

Sanchis, P; Ho, C.Y,; Liu, Y.; Beltran, L.E.; Ahmad, S.; Jacob, A.P,; Furmanik, M.; Laycock, J.; Long, D.A.;
Shroff, R.; etal. Arterial “inflammaging” drives vascular calcification in children on dialysis. Kidney Int.
2019, 95, 958-972. [CrossRef] [PubMed]

Herrmann, ].; Babic, M.; Tolle, M.; van der Giet, M.; Schuchardt, M. Research Models for Studying Vascular
Calcification. Int. |. Mol. Sci. 2020, 21, 2204. [CrossRef] [PubMed]

Burton, D.G.; Matsubara, H.; lkeda, K. Pathophysiology of vascular calcification: Pivotal role of cellular
senescence in vascular smooth muscle cells. Exp. Gerontol. 2010, 45, 819-824. [CrossRef] [PubMed]
Muteliefu, G.; Shimizu, H.; Enomoto, A.; Nishijima, F.; Takahashi, M.; Niwa, T. Indoxyl sulfate promotes
vascular smooth muscle cell senescence with upregulation of p53, p21, and prelamin A through oxidative
stress. Am. |. Physiol. Cell Physiol. 2012, 303, C126-C134. [CrossRef] [PubMed]

Tuttle, C.S.L.; Waaijer, M.E.C.; Slee-Valentijn, M.S; Stijnen, T.; Westendorp, R.; Maier, A.B. Cellular senescence
and chronological age in various human tissues: A systematic review and meta-analysis. Aging. Cell 2020,
19, €13083. [CrossRef] [PubMed]

Carnero, A. Markers of cellular senescence. Methods Mol. Biol. (Cliftonn. ].) 2013, 965, 63-81.

30



31

Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 3475 12 0f 12

12.  Noren Hooten, N.; Evans, M.K. Techniques to Induce and Quantify Cellular Senescence. J. Vis. Exp. 2017,
123, 55533. [CrossRef] [PubMed]

13.  Giachelli, C.M. Ectopic calcification: Gathering hard facts about soft tissue mineralization. Am. . Pathol.
1999, 154, 671-675. [CrossRef]

14. Jensen, E. Technical review: In situ hybridization. Anat. Rec. (Hoboken) 2014, 297, 1349-1353. [CrossRef]
[PubMed]

15. Wang, F; Flanagan, J.; Su, N.; Wang, L.C.; Bui, S.; Nielson, A.; Wu, X.; Vo, H.T.; Ma, X].; Luo, Y. RN Ascope:
A novel in situ RNA analysis platform for formalin-fixed, paraffin-embedded tissues. . Mol. Diagn. 2012, 14,
22-29. [CrossRef] [PubMed]

16. Cappetta, D.; De Angelis, A.; Sapio, L.; Prezioso, L.; Illiano, M.; Quaini, F; Rossi, F,; Berrino, L.; Naviglio, S.;
Urbanek, K. Oxidative Stress and Cellular Response to Doxorubicin: A Common Factor in the Complex
Milieu of Anthracycline Cardiotoxicity. Oxid. Med. Cell Longev. 2017, 2017, 1521020. [CrossRef] [PubMed]

17.  Schuchardt, M.; Tolle, M.; Prufer, ].; Prufer, N.; Huang, T.; Jankowski, V.; Jankowski, ].; Zidek, W.; van
der Giet, M. Uridine adenosine tetraphosphate activation of the purinergic receptor P2Y enhances in vitro
vascular calcification. Kidney Int. 2012, 81, 256-265. [CrossRef] [PubMed]

18.  Yang, N.-C.; Hu, M.-L. The limitations and validities of senescence associated-[3-galactosidase activity as an
aging marker for human foreskin fibroblast Hs68 cells. Exp. Gerontol. 2005, 40, 813-819. [CrossRef] [PubMed]

19.  Russell, W.M.S.; Burch, R.L. The Principles of Humane Experimental Technigue; Methuen & Co Ltd.: London,

UK, 1959.

0 © 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access
@ article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution
BY

(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).



32

II.  Etablierung eines neuen ex vivo Perfusionsmodells von Nagetierarterien
Originalarbeit: https://doi.org/10.1159/000503785

“A Novel Long-Term ex vivo Model for Studying Vascular Calcification Pathogenesis: The Rat
Isolated-Perfused Aorta”

Journal of Vascular Research, 2020, 57(1), 46-52; DOI 10.1159/000503785

Schuchardt, M., Siegel, N.V., Babic, M., Reshetnik, A., Litzenberg, R., Zidek, W., van der
Giet, M., Tolle, M.

Neben in vitro Modellen werden ex vivo Modelle, meist mit aortalen GefaRabschnitten, in
Kalzifizierungsstudien verwendet.*° Diese basieren bislang auf einer Inkubation arterieller
Gefaliringe im Stimulationsmedium fir einige Tagen bis mehrere Wochen. Ein Nachteil dieser
Methode ist, dass die arteriellen Gefafdringe nicht wie unter physiologischen Bedingungen
endoluminal stimuliert werden, sondern eine Stimulation von allen Seiten auf das Gewebe
erfolgt. Ein weiterer Nachteil ist die fehlende Perfusion und damit des physiologischen ,shear
stress”, der die tangentiale Kraft des flieRenden Blutes beschreibt. Dieser ist fur die
physiologische Funktion v.a. des Endothels und des gesamten arteriellen Gefal3es essenziell.
Um diese Nachteile zu tiberwinden, wurde ein neues Perfusionsmodell fiir Arterien entwickelt,
mit dessen Hilfe eine Perfusion und damit eine endoluminale Stimulation arterieller Gefal3e mit
einem Perfusionsmedium unter sterilen Bedingungen fir einen Zeitraum von bis zu 14 Tagen
ermdglicht wird. In der aufgefiihrten Arbeit wurden die Induktion einer MAC durch ein
Hochphosphat-Medium (HPM) zwischen dieser neu entwickelten ex vivo Perfusionsmethode
und der bereits etablierten ex vivo Inkubationsmethode verglichen.

Die Perfusion der Aorta mit einem HPM induziert die Kalzifizierung der GefalRwand, die
histologisch mittels Alizarin Red und von Kossa Farbung in der tunica media nachgewiesen
werden konnte. Der Kalziumgehalt der mit HPM perfundierten Aorten lag im Vergleich zu den
mit Kontrollmedium perfundierten Aorten signifikant hoher. Korrespondierend zeigte sich in
den perfundierten Aorten ein geringerer Kalziumgehalt im Vergleich zu den inkubierten Aorten,
was wiederum als Zeichen einer MAC Induktion unter Verminderung des artifiziellen Effektes
der Inkubationsmethode gewertet werden kann. Die Induktion der mRNA Expression des
osteoblastaren Markers Bmp-2 war fur beide Methoden vergleichbar. Die mMRNA Expression
von Sm22a hingegen ist unter Stimulation mit HPM nur im Perfusionsmodell signifikant
niedriger. Das neu etablierte Modell erlaubt auch die Untersuchung anderer Spezies sowie
anderer Gefal3bette. Fir die Mausaorta konnte diese Methode bereits erfolgreich etabliert
werden'?® und kann somit fiir pharmakologische Untersuchungen unter der Umsetzung der 3R

Prinzipien von Russel und Burch!'* eingesetzt werden.


https://doi.org/10.1159/000503785
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lll. Untersuchung des Einflusses von reaktivem Sauerstoffstress auf die Genese der
MAC in einem in vitro Modell

Originalarbeit: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25029363

“Harmful effects of the azathioprine metabolite 6-mercaptopurine in vascular cells: induction of
mineralization”

PL0oSOne, 2014, e101709, 9(7), DOI 10.1371/journal.pone.0101709

Prifer, J.*, Schuchardt, M.*, Tolle, M., Prifer, N., Hohne, M., Zidek, W., van der Giet, M.
(*contributed equally)

In diesem Teil der Habilitationsschrift sollten zentrale pathophysiologische Signalwege in der
Genese der MAC untersucht werden. Ein zentrales intrazellulares Signalsystem stellen ROS
dar, die entweder zytosolisch oder mitochondrial entstehen kdnnen. Ein bekannter ROS
Induktor ist Azathioprin.

Das Ziel dieser Studie war es, den Einfluss des aktiven Metaboliten des Purinanalogon
Azathioprin, 6-Mercaptopurin, auf die Mineralisierung von glatten GefaBmuskelzellen in einem
in vitro und ex vivo Modell zu untersuchen. 6-Mercaptopurin wird Gber die Xanthinoxidase
metabolisiert, wobei ROS entstehen.

6-Mercaptopurin induziert eine OBP-Transformation der VSMC, die anhand der mRNA
Expressionssteigerung der osteoblastaren Marker Cbfa1, Ocn, Alp, sowie einer erhdhten Alp
Enzymaktivitat nachgewiesen wurde. 6-Mercaptopurin stimuliert aulterdem in vitro und ex vivo
die Mineralisierung der VSMC.

Die OBP-Transformation der VSMC ist abhangig von einem ROS-vermittelten Signalweg.
Sowohl die Hemmung der Xanthinoxidase mittels Allopurinol, als auch die Bindung von
Superoxidradikalen mittels Tiron, inhibiert die 6-Mercaptopurin induzierte Radikalproduktion
sowie die Alp Aktivierung.

Diese in vitro Daten zeigen den Effekt von 6-Mercaptopurin auf die ROS Produktion und die
damit verbundene Induktion der Kalzifizierung der VSMC und Aorten.

Ob sich dieser Effekt auch in einem in vivo Tiermodell bestatigt, lies diese Arbeit offen.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25029363
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Abstract

Vascular mineralization contributes to the high cardiovascular morbidity and mortality in patients who suffer from chronic
kidney disease and in individuals who have undergone solid organ transplantation. The immunosuppressive regimen used
to treat these patients appears to have an impact on vascular alterations. The effect of 6-mercaptopurine (6-MP) on vascular
calcification has not yet been determined. This study investigates the effect of 6-MP on vascular mineralization by the
induction of trans-differentiation of rat vascular smooth muscle cells in vitro. 6-MP not only induces the expression of osteo-
chondrocyte-like transcription factors and proteins but also activates alkaline phosphatase enzyme activity and produces
calcium deposition in in vitro and ex vivo models. These processes are dependent on 6-MP-induced production of reactive
oxygen species, intracellular activation of mitogen-activated kinases and phosphorylation of the transcription factor Cbfal.
Furthermore, the metabolic products of 6-MP, 6-thioguanine nucleotides and 6-methyl-thio-inosine monophosphate have
major impacts on cellular calcification. These data provide evidence for a possible harmful effect of the immunosuppressive
drug 6-MP in vascular diseases, such as arteriosclerosis.
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Introduction phosphatase (ALP) [9]. The OCCs then begin to release calcium
. . and phosphate, forming extracellular hydroxyapatite erystals, This
Pathological vascular changes and  the  subsequent  high process is commonly referred to as calcification [6].
incidence rates of non-fatal and fatal cardiovascular events are )
major complications in patient cohorts with chronic renal failure
and i patients who have undergone successful kidney transplan-
tation [1.2]. The intima and media ol the vessel wall mav be
involved in mineralization, and changes at both sites can coexist.
Cardiovascular morbidity and mortality can increase due 1o
hemodynamic diflerences in the stiffened vessel [2]. Risk factors
that promote arteriosclerosis are similar 10 those known 10 cause

Afier successful renal ransplantation, cardiovascular mortality
is lower compared 1o patients with end-stage renal discase, but
mortality is stll increased compared 10 an age-matched population
with normal kidney function [110]. recent longitudinal study
elucidated that vascular calcification in kidney wransplant patients
is substantial within four years [11]. There is a growing body of
dircet and  circumstantial - evidence  that  immunosuppressive
therapy might influence the progression of vascular alterations
by affecting signaling pathways in multiple cell wypes [1]. Some
reports deseribe the influence of immunosuppressive drugs on the
overall cardiovascular  outcome  [1,12,13], but only limited
knowledge is available concerning the influence ol immunosup-

atherosclerosis and include high arterial blood pressure, diabetes
mellitus, advanced age and chronic kidney disease (CKD) [3-6].
Furthermore, there are several indications that oxidative stress
enhances the progression of vascular mineralization and arterio-
sclerosis [7.8]. A . . .
pressive drugs on arteriosclerosis progression.

Among the commonly used immunosuppressive drugs investi-
gated, 6-mercaptopurine (6-MP) has the most prominent effect on
in wvilro calcilication. Here, we report that 6-MP  induces
mineralization of VSMCs in in vitro and ex vivo models, 6-MP
stimulation leads increased caleium deposition resulting from its

At present, arteriosclerosis is validated as an active  cell-
regulated process. One hypothesis for this process postulates that
a phenotypic wransformation of vascular smooth muscle cells
VSMCs) occurs. VSMCs are translormed into an osteo-chondro-
genie cell (OCC) phenotype. The eells then express OCC-speeific
proteins, such as core-binding factor alpha 1 (Cbfal) or alkaline

PLOS ONE | www.plosone.org 1 July 2014 | Volume 9 | Issue 7 | e101709
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capacity to induce wrans-differentiation of VSMCs into cells
expressing typical OCC markers. The induction of oxidative stress
by 6-MP and its metabolites is a major contributor 1o the calcifying
phenotype of VSMCs. The data reveal a possible harmful effect of
6=MP treatment that may enhance the progression ol arterioscle-

rosis.

Methods

Please see Methods S1 for a detailed description of the methods
and protocols,

Animals and cell culture
All animal experiments were conducted under the guidelines of
the Protection of

iimals. The protocol was approved by the
Berlin Ethics Commiuee of Animal Experiments, The Landesami
fir Gesundheit und Soziales, Berlin, Germany (permit number
00212/02). Preparation ol the aorta from Wistar rats was
(400 mg/
kg body weight, intraperitoneal injection). All efforts were made 10
minimize animal suffering. The adventitia of the rat aorta was
removed before further procedures were performed. The out-
growth technique was used for VSMC isolation from the rat aorta
[14]. The aorta was cut into rings for ex vive assays.

Human VSMCs were purchased from PromoCell, where organ
preparation conformed to the Declaration of Helsinki. Cells in
passages 3 10 8 were used for experiments.

accomplished under sodium pentobarbital anesthe

Induction of in vitro and ex vivo calcification

I wvitro calcification of rat VSMCs and ex vive calcification of
wrtic rings were induced as described previously [15,16]. The
initial day of culture in CM (10 mmol/L B-glveerophosphate,
284 umol/L ascorbic acid and 10 mmol/L sodium pyruvate) was
defined as day 0. The medium was replaced every 3 d:

ral

Cell stimulation

Aortic rings and VSMCs were stimulated for short-term (24
48 hours) or long-term (up to 21 days) experiments. In short-term
experiments using antagonists, cells were pre-treated for 30 min
with each antagonist.

Detection of mineralization

Alizarin Red staining was used to detect the mineralization
status of the aortic rings and VSMCs, and quantification of the
calcium content was determined either using the o-cresolphthalein
method or by measuring the ALP activity.

mRNA expression

After stimulation, cells were harvested for RNA isolation,
reverse transcription was performed, and mRNA expression was
determined via quantitative real-time PCR. mRNA expression
values were normalized to those of the house keeping gene B-actin,

Western blot

Protein lysates of VMSCs were separated imo cytosolic and
nuclear fractions. The nuclear protein fraction was separated by
clectrophoresis on a polyvacrylamide gel, transferred 10 a poly-
vinvlidene  difluoride membrane, and incubated with specific
antibodies, including anti-Chfal, '.mli-(Il)Illl-pllmphu-."ivr'"-' and
anti-TATA-binding protein. For protein  quantification, band
intensities of 3 blots from independent experiments were analyzed
using Biol D-software (Vilber Lourmat).

PLOS ONE | www.plosone.org
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Statistical analysis

Results are presented as means=SEM, and statistical signifi-
cance was determined by a Mann-Whitney test, unless otherwise
indicated. A P value <0.05 was considered statistically significant.

Results

6-MP enhances mineralization in vitro and ex vivo
Previous studies have reported that medium  containing -
glveerophosphate (CM) can induce calcium deposition in VSMCs
[15]. This effect can be further increased by co-treatment with
dexamethasone (DEX) [9]. We tested other immunosuppressive
agents to determine il they could enhance calcium deposition.
Cyelosporin A, tacrolimus, and rapamvcin did not inerease CM-
induced calcium deposition afier 21 days, whereas co-stimulation
with 6-MP and DEX led to a dramatic increase in calcium content
(Figure S1). Due o the prominent effect of 6-MP, we further
investigated its effect on VSMOC mineralization in i vitro and ex
wvivo models. 6-MP treatment for 21 days stimulated caleium foci
formation, which was visualized via Alizarin Red  staining
(Figure 1A). Because 6-MP is known to have an anti-proliferative
eflect on VSMCs [17], and the reduced cell numbers observed
with 6-MP treatment (Figure 1A), we measured cell viability/
proliferation. Long-term treatment with 6-MP for 7 10 21 days
reduced cell number relative 1o the comrols in a dose-dependent
manner (Figure 1B). A bar graph with absorbance units for the
viability/proliferation assay is included as Figure 82, The calcium
content was quantilied alier decalcilication ol the cell layer. In this

Z.

analysis, the calcium content significantly increased upon 6-NP
treatment in control media and CM-cultured cells (Figure 1C). In
addition, ALP enzyme activity was significanly enhanced by 6-
MP compared to eells cultured in either control medium or CM
(Figure 1D). Interestingly, the increase in ALP enzyme activity was
higher upon 6-MP wreatment in control media-stimulated cells
than in cells co-stimulated with CM. Therefore, ALP enzyme
s of treatment (Figure 83).
Here, 6-MP with or without CM co-treatment induced enzyme
acuvity similarly. To minimize species-specilic ellects, we also
tested the hypothesis on VSMCs from human donors. In human
VSMCs, ALP enzyme activity increased upon 6-MP treatment
(Figure $4). To test whether these effects could also be verified in
an ex vivo model, we incubated aortic rings from rats in either
control medium or CM in the presence or absence of 6-MP
(Figure 1L, I). Histological staining of aortic slices with Aliza
Red revealed mineral deposition in the vessel media (Figure 1E). 6-

activity was also measured alier 7 de

MP signific
(Figure 1F).

ntly increased the caleium content of the aortic rings

6-MP promotes expression of osteogenic proteins
Mineralization of VSMUCs is characterized by the expression of
osteogenic proteins [9,15]. We measured the expression of specific
genes after stimulation of VSMCs with 6-MP. 6-MP increased the
expression of the transcription factor c¢bfal in a dose-dependent
manner (Figure 2A). Furthermore, downstream gene products of
this transcription factor, such as ALP and osteocalcin (OCN), were

also induced by 6-MP (Figure 2B,C). Previous studies have noted
that cbfal is not only an initial transcription factor in osteoblast
differentiation but is also necessary for wans-differentiation of
VSMCs into caleifving cells [18]. Therefore, protein expression in
VSMCs was also investigated. Chlal activity and DNA binding
depend on phosphorylation. Therefore, we measured Chlal in the
nuclear protein fraction upon 6-MP reatment of VSMCs. 6-NMP
increased Chlal and Chfal-phospho contents in the nuclens in a
dose-dependent manner. TATA-binding protein was used as a
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A Alizarin Red staining in vi C

control
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Alizarin Red staining ex vivo
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Figure 1. 6-MP-induced calcification in vitro and ex vivo. (A-D) VSMCs were cultured in control medium or CM+6-MP (100 umol/L) for 21 days.
(A) Mineral deposits were visualized via Alizarin red staining. One representative experiment is shown (n=5). (B) VSMCs were treated with 6-MP
(1 umol/L-1 mmol/L) for up to 21 days and viability/proliferation was measured. (C) Calcium content (n=>6) or (D) ALP enzyme activity (n=>6) was
quantified and normalized to protein content. (E,F) Rat aortic rings were incubated in control medium or CM = 6-MP (100 umol/L) for 14 days. (E)
One aortic ring treated with each type of stimulation was used for histochemical analysis. Slices were stained with Alizarin Red to visualize calcium
deposition. (F) Calcium content was quantified and normalized to the dry weight of aortic rings (n>>6). Data represent means*SEM, *p<0.05 vs.

control.
doi:10.1371/journal.pone.0101709.g001

loading control (Figure 2D). The bar graph in Figure 2D shows the
quantification of band intensity from 3 independent Western blots
of Cblal-phospho. Previous studies have shown that the mitogen-
activated kinases (MAPKs) MEKI and ERK1/2 can phosphor-
vlate Cblal [19]. Therefore, we investigated the effect of 6-MP on
MAPK phosphorylation. Phosphorylation of MEK1 and ERK1/2
was induced in a time-dependent manner upon 6-MP treatment
(Figure 2E). Inhibition of the kinases by U0126 diminished cbfal
expression (Figure 2F).

Effects of 6-MP metabolites
6-MP is a cleavage product of azathioprine (AZA), and this
cally [20] or enzy-

cleavage quickly occurs either non-enzym:

matically via glutathione S-transferase (€ ) [21]. Subsequently,
different enzymatic pathways lead to further conversion of 6-MP,
including the xanthine oxidase (XO), thiopurinemethyltransferase
(TPMT) and hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase
(HPRT1) pathways (Figure 3A) [22]. XO metabolizes more than
80% of 6-MP into G-thio-uric acid (6-TU), and the remaining
amount can be further catabolically and anabolically converted
into metabolites [23). The required enzymes for 6-MP metabolism

are expressed in rat VSMCs (Figure 2B). Because the majority of

6-MP is metabolized via XO [21], we blocked this pathway and

measured the effect on mineralization. As XO is a known source of’

reactive oxygen species (ROS), we used the inhibitors allopurinol
(XO inhibitor) and tiron as scavengers for ROS [24]. To examine
the effect of XO inhibition in the mineralization process, we used
both inhibitors during co-stimulation with 6-MP. Allopurinol
reatment resulted in a reduction of ALP  expression and
signilicantly diminished its enzymatic activity, while co-treatment

PLOS ONE | www.plosone.org

"p<0.05 vs. CM. ALP: alkaline phosphatase, CM: calcifying medium, 6-MP: 6-mercaptopurine.

with tron significantly diminished both ALP expression and
enzyme activity (Figure 3C.D).

To determine the effect of 6-MP metabolites on caleification of
VSMCs, we examined the three main metabolites of 6-MP: 6-TU,
6-thio-guanine nucleotides (6-TGNs) and  6-methyl-thio-inosine
monophosphate (6-MTIMP). All investigated 6-TGNs (6-T-GMP,
-GDP, -GTP) and 6-MTIMP, significantly induced cbfal and
ALP mRNA expre

3E.F). This phenomenon could be verified by

on, whereas 6-TU produced no change in
expression (Figure
measuring calcium content and ALP activity after 21 days in
culture. With the exception 6-TU, all investigated compounds (6-
TGNs and 6-MTIMP) robustly induced calcium  deposition
Figure 3G) and ALP enzyme activity (Figure 3H).

6-MP promotes the production of ROS

this pathway by allopurinol and tiron u'(llu'('(l lmlu-l.'lh;r.almn. but
6-TU itsell seemed to have no effect on calcification. Therefore,
the metabolic pathway and associated ROS production might be
relevant. Previous evidence suggests that the ROS level might
contribute to VSMC mineralization [7.8]. Here, we used several
specilic probes, in particular superoxide and hydrogen peroxide, 1o
detect ROS levels afier wreatment of VSMCs with 6-MP and its

metabolites. 6-MP increased the production of superoxide in

dihydrocthidium (DHE-labeled cells in a dose-dependent manner,

as shown by representative  [luorescence  microscopy  images

Figure 4A) and quantification using a 96-well assay (Figure 4B).

Superoxide is rapidly converted 1o hydrogen peroxide. Therefore,

we measured its production via flow cytometry (Figure 4C. D).
Stumulation of cells with the 6-TGNs and 6-MTIMP also
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Figure 2. mRNA expression of osteogenic proteins. (A-C) VSMCs were stimulated with 6-MP as indicated and mRNA expression was detected
after 48 h. Data represent means=SEM, n=6,"p<0.05 vs. control. (D) VSMCs were stimulated with 6-MP for 48 h. Nuclear proteins were extracted.
Cbfal, Cbfal-phospho and TATA-bp were detected via Western blot. Representative images and relative band intensities of 3 independent blots of
Cbfal-phospho are shown. (E) MEK1 and ERK1/2 activation was detected via Bio-Plex (n=6). Values are given as % of control and are normalized to
total kinase. (F) mRNA expression of cbfal after 48 h treatment with 6-MP (100 umol/L) = U0126 (1 umol/L) (n>6). Data represent means = SEM, *p<

0.05 vs. control. ALP: alkaline phosphatase, cbfal: core binding factor alpha-1, 6-MP: 6-mercaptopurine, OCN: osteocalcin.

doi:10.1371/journal.pone.0101709.g002

significantly increased  superoxide  production, whereas 6-TU
seemed o have no effect on superoxide production (Figure 4E).
Inhibition of XO by allopurinol or tiron treatment diminished the
6-MP-induced production of superoxide (Figure 4F).

Discussion

In this study, we report that 6-MP, a cleavage product of the
immunosuppressive drug AZA, is a potent inducer of vascular
calcification in in vitro and ex vivo models. 6-MP stimulated trans-
differentiation of VSMCs into an OCC phenotype, which has
been proposed as one hypothesis for vascular mineralization [18].
The generation of ROS by 6-MP could contribute to the
mechanism responsible for the rans-differentiation of VSMCs.

These data unmask a potendal harmful effect of 6-MP
treatment for vascular disease and specifically focus on the
progression of the vascular calcilication observed in arteriosclero-
sis. AZA s commonly used, as it is a potent drug that controls
many immune discases [25,26]. During the last several vears, AZA
treatment has been replaced in patients who have undergone solid
organ transplantation [20,25]. However, AZAs sull routinely used
in the weatment of several auto-immune  diseases  [26-28].
Currently, its application as an immunosuppressive drug has

PLOS ONE | www.plosone.org

increased due w0 its beneficial effects on lipid profiles and
fibrinolytic parameters [12,29,30]. However, there are several
indications that the cardiovascular risk in AZA-treated patients is
increased [27.28], and vascular alterations could occur. The
present study gives additional indications of the  potentially
harmful effects.

Some clinical studies have revealed relevant roles for immuno-
suppressive drugs on cardiovascular risk profiles [1,12,13,31].
Reasons for the increased cardiovascular morbidity and mortality
are multi-factorial, but there are clear reports that immunosup-
pressive drugs used 1o control the aforementioned discases might
influence the occurrence of cardiovascular events [12]. Vascular
alterations and the incidence rates of non-fatal and  fatal
cardiovascular events are some of the major complications in
different patient cohorts, such as patients suffering from rheuma-
toid arthrits (RA) or systemic lupus erythematosus (SLE) [32],
dialysis patients or patients who have undergone solid organ
transplantation, especially - kidney  transplant - patients (KTX
[1,2,33]. Upon AZA weatment, the risk of coronary heart discase
increases in patients with SLE [27] and in KTX [31] and RA
patients [28].

Generally, it has been thought that the underlying discase might
induce a high cardiovascular burden in these patient groups.

July 2014 | Volume 9 | Issue 7 | 101709
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Figure 3. Effects of 6-MP metabolites. (A) Metabolism scheme of the prodrug AZA. (B) Expression of Xdh (351 bp), HPRT1 (168 bp), IMPDH1
(505 bp), TPMT (104 bp), and B-actin (76 bp) in unstimulated VSMCs. (C,D) Effect of 6-MP (100 umol/L), allopurinol (5 pmol/L) and tiron (100 umol/L)
stimulation on VSMC (C) ALP mRNA expression and (D) ALP enzyme activity. Enzyme activity was normalized to the protein content of the cells, Data
represents means=SEM, n=6, *p<0.05 vs. control “ p</0.05 vs. 6-MP. (E,F) VSMCs were stimulated with 6-MP (100 umol/L), 6-TGNs (each 10 umol/L),
6-MTIMP (10 umol/L) or 6-TU (10 umol/L) for 48 h and (E) cbfal, and (F) ALP mRNA expression levels were analyzed. Data represents means *SEM,
n=6, *p<0.05 vs. control. (G,H) VSMCs were incubated as indicated (100 umol/L 6-MP, 6-TGNs [each 10 umol/L], 6-MTIMP or 6-TU [each 10 umol/L]
for 21 days) and (G) calcium content and (H) ALP enzyme activity were measured. Data represents means=SEM, n=6,"p<0.05 vs. control. AZA:
azathioprine, cbfal: core binding factor alpha-1, GST: glutathione S-transferase, HPRT: hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase, IMPDH1:
inosine monophosphate dehydrogenase 1, 6-MP: 6-mercaptopurine, 6-MTIMP: 6-methylthioinosine monophosphate, 6-TGDP: 6-thioguanosine
diphosphate, 6-TGMP: 6-thioguanosine monophosphate, 6-TGNs: 6-thioguanine nucleotides, 6-TGTP: 6-thioguanosine triphosphate, 6-TIMP: 6-
thioinosine monophosphate, TPMT: thiopurinemethyltransferase, 6-TU: 6-thiouric acid, Xdh: Xanthine dehydrogenase, XO: xanthine oxidase.

doi:10.1371/journal.pone.0101709.9g003

However, given the present results, it is possible that AZA
contributes 1o the higher cardiovascular risk. One report states
that AZA may have atheroprotective properties [34]. In this study,
the authors demonstrated that in a hypercholesterolemic apoll
transgenic
atherosclerosis, mainly due 10 reduced activation of monocytes
[34]. This eflect has not vet been demonstrated by systemic
application. Studies in dialysis [35,36] and KTX patients [3739]
have shown that vessel calcification due 1o arteriosclerosis, rather
than atherosclerosis, strongly predicts all-cause mortality and

mouse model, local delivery of 6-MP  reduced

cardiovascular discase.

The results of the present study demonstrate that 6-MP induces
the expression of typical bone cell markers that induce mineral-
ization in VSMCs.
examines the role of 6-MP with respect to vascular calcification. In

To our knowledge, this report is the first that

the in witro model used, 6-MP produces a stronger eflect on
calcium deposition in compared with DEX treatment, which has
demonstrated a calcification-inducing cflect in previous experi-
mental studies [9]. This effect could be verified by measuring the
calcium deposition and enzyme activity of ALP in rat and human
VSMCs. Similarly, 6-MP treatment results in mineralization of the
vessel media in ex vivo experiments. The less potent effect of 6-MP
in aortic rings compared with its eflect in vitro might be due 10
experimental differences between isolated VSMCs and VSMC
tissue cells. To verify the observed effects of 6-MP, the expression
levels of certain proteins were  investigated.
transcription factor, ebfal, and downstream osteogenic proteins,
such as OCN, were induced by 6-MP wreatment. Chfal is an initial
transcription [actor in osteogenic differentation and also appears
to play a relevant role in VSMC vansformaton [18]. We found

The  osteogenic

PLOS ONE | www.plosone.org

evidence of induction of the Cbfal protein and a phospho variant
in VSMCs. Inhibiton of ERK1/2 led 1o deercased cbfal mRNA
expression. This results supports the known auwto-regulatory
function of cbfal expression [40].

AZA is rapidly converted 10 6-MP either non-enzymatically
[20] or enzymatically, via GST [21]. Subsequenty, 6-MP is
enzymatically cleaved into three main metabolites, including 6-
TU, 6-MTIMP and 6-TGNs (Figure 3A), which act as pharma-
cological agents [21]. Here, we investigated these three main
metabolites, The investigated concentrations of all metabolites
were similar, as expected in the humans afier AZA reaimem [22].
All 6-TGNs and 6-NITIMP signilicantly induced  osteogenic
:'.\‘|l|‘t's.\iull and VSMC mineralization, as detected I))‘ calcium
deposition and ALP activity,
TU (>80%) [:
vascular calcification, although inhibition of the metabolism of 6-
MP 10 6-TU via XO reduced calcification. This observation led us
to the question, it ROS production, via XO, might be involved
[24,41].
[8.42,43].
which activation of XO resulted in the progression of vascular cells

The main metabolite of 6-MP is 6-

3]. As we have shown here, 6-TU had no effect on

ROS is capable of inducing vascular mineralization
A very similar effect has been previously observed in

to caleifying cells [42]. Furthermore, previous reports show that
AZA/G-MP influences oxidative stress [4,45]. 6-MP is degraded
to 6-TGNs and other metabolites, which, with the exception of 6-
TU effect vascular calcification and oxidative stiress. ROS might
contribute to various mechanisms that induce the mineralization
ating the down-
stream signaling pathways are necessary to describe the eflects of
the different 6-MP metabolites on vascular caleilication.

phenotype of VSMCs, Further studies investi

July 2014 | Volume 9 | Issue 7 | 101709



46

6-MP and Vascular Calcification

A control unstained B
%‘: 1.5- 02.A * s
g 8 . &
£ c
6*MPT10 pmo)/L] § ,g 1.01
- v 13 8 Q
S 2 0.5
S c
: S
w
0.0-
ctrl. 1 10 100 1000
6-MP [umol/L]
> 200 o
— *
h ‘I g § 2 2 * * *
| 3 € 1501
€8
l \ \ 33
%] 6-MP [1 pmoliL] 6-MP [10 pmollL] ¢ g 1007
c . . o=
g ' y o 8
) ' £ 501
=2 R
WL ~
- — ) 0-
6-MP [100 pmoliL] 6-MP [1 mmol/L] ctrl. 1 10 100 1000
fluorescence intensity 6-MP [umollL]
2 40, 2 40,
.2%1.4 0O, . ?%"1'4 0, *
£ E 1.2 £ £ 1.2 "
g 8 g 8
c's 1.01 £ % 1.0-
8 8 D
o £ 0.8 o 2 0.8
S £ S c
27 =
i 0.6 L 0.6
R R oo L ctrl. 6-MP tiron allopurinol
N F G Sron _altopurinol

Figure 4. Involvement of ROS. (A B,EF) VSMCs were stimulated as indicated for 30 min before labeling cells with DHE. Superoxide production was
(A) visualized via fluorescence microscopy (representative images from 3 independent experiments) or (B,E,F) quantified in a fluorescence plate
reader (n=6). (C,D) Hydrogen peroxide production is measured in H,DCFDA-labeled cells via flow cytometry. (C) Representative histograms of flow
data (grey: control, white: 6-MP). (D) Quantification of fluorescence intensity by % of labeled control (n=6). (E) Stimulation with 6-MP (100 umol/L) or
its metabolites (each 10 umol/L). (F) Stimulation with 6-MP (100 umol/L) alone or costimulation with inhibitors (tiron [1 mmol/L] and allopurinol
[1 umol/L]). DHE: dihydroethidium, 6-MP: 6-mercaptopurine, 6-MTIMP: 6-methylthioinosine monophosphate, 6-TGDP: é-thioguanosine diphosphate,
6-TGMP: 6-thioguanosine monophosphate, 6-TGN: 6-thioguanine nucleotide, 6-TGTP: 6-thioguanosine triphosphate, 6-TU: 6-thiouric acid.
doi:10.1371/journal.pone.0101709.g004
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In conclusion, this study provides evidence that 6-MP intake

over an extended period of time in patients who under, g
transplantation or suffer from autoimmune diseases might hav
harmful effects that may contribute 1o the progression of vascular
mineralization. Nonetheless, the study has some limitations. We
used in vitro and ex vive models 1o show the impact of 6-MP on
vascular calcification. 6-MP has anti-proliferative properties on
VSMCs and decreases cell number over time relative o the un-
stimulated cells. At concentrations of 6-MP between 100 pmol/L
to | pmol/L. an inhibition of cell proliferation was observed. Most
ol the experiments in this study were carried out with an expected
non-toxic 6-MP concentration (100 pmol/L). At the current stage,
the influence of 6-MP-induced cell death or perhaps cell migraton
in a calcification nidus on the mineralization process in vitro,
cannot be excluded. Animal studies and clinical prospective and

retro-prospective trials are necessary to describe the effects of long-
term treatment with AZA/6-MP. In humans, confounding factors,

such as discase  duration and dise

se severity, and other

therapeutics might have a major influence on the progression of

the calcification process. If this possibility is indeed confirmed, 6-
MP therapy in any context should be examined to reduce possible
harmlul long-term cardiovascular effects.

Supporting Information

Figure 81 Influence of imm PP drugs on in
vitro mineralization. rVSMCs were culured in control
medium (white bar graph) or CM (black bar graphs) in the
presence or absence of DEX (100 nmol/L). CYA, (100 nmol/L),
FK306 (10 nmol/L), RPA (1 nmol/L), and 6-MP (100 pmol/L,).
Calcium deposition was quantified after 21 days and normalized
1o protein content of the cells. Data represent means £ SEM, n=6,
*p<<0.05 vs. control, “p<<0.05 vs. CM. CM: calcification medium,
CYA: eyclosporin A, DEX: dexamethasone, FR306: tacrolimus,
RPA: rapamycin, 6-MP: 6-mercaptopurine, VSMCs: vascular
smooth muscle cells,

(JPG)

Figure 82 Cell viability/proliferation. VSMCs were
cultured in control medium in the presence or absence of 6-MP
(1 pmol/L-1 mmol/L) for 1 10 21 days. Data represent mean-
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Untersuchung des Einflusses von reaktivem Sauerstoffstress auf die Genese der
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Originalarbeit: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33806932
“Long-term treatment of azathioprine in rats induces vessel mineralization”
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Um den in vitro gezeigten Effekt der Induktion der Kalzifizierung durch 6-Mercaptopurin zu
verifizieren, wurde in dieser Arbeit der Effekt einer Langzeitbehandlung mit Azathioprin Uber
24 Wochen auf die GefalBmineralisierung im Rattenmodell untersucht.

Die Azathioprin-Behandlung zeigte keine negativen Effekte auf das Kdérpergewicht oder das
Uberleben im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der Therapiegruppe zeigten sich nach 24
Wochen Behandlung mit Azathioprin histologisch medial lokalisierte Kalziumablagerungen im
aortalen Gefald. Vergleichbar mit den in vitro Daten konnte in vivo eine Phanotyptransformation
der VSMC im aortalen Gewebe durch Nachweis osteoblastarer Marker (Cbfa-1, Alp und Opn)
nachgewiesen werden. Des Weiteren stieg die mMRNA Expression der Xanthinoxidase, eines
der Hauptenzyme fur die Bildung von ROS in VSMC, an. Die Plasmakonzentration von 8-Oxo-
desoxyguanosine, einem systemisch nachweisbaren ROS Marker, war bei den Azathioprin-
behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht.

ROS stellen wichtige intrazellulare Signalmolekile dar, Gber die zellulare Systeme, wie
beispielsweise Inflammasomen als intrazellulare PRR, aktiviert werden kénnen. Daher wurde
untersucht, ob durch die Behandlung mit Azathioprin die Aktivitdt des Nlrp3 Inflammasoms,
als eines der wichtigsten intrazellularen Inflammasomen in VSMC, induziert werden kann.
Sowohl die Expression der pro-inflammatorischen Zytokine 1I-13 und 1I-6 in aortalen Gewebe,
als auch deren Plasmakonzentration war unter der Azathioprin Therapie signifikant erhoht.
Dass diese erhdhte 1I-1B und 1I-6 Expression NIrp3 Inflammasom abhangig ist, zeigten die
Ergebnisse eines experimentellen ex vivo Ansatzes an aortalen Gefaldiringen von NIirp3
knockout Mausen.

Diese Ergebnisse bestatigen die in vitro erzielten Daten der Azathioprin-induzierten
Kalzifizierung von VSMC und Induktion einer MAC. Dariber hinaus zeigte sich die Bedeutung
der ROS-abhangigen Aktivierung des NIrp3 Inflammasomes flr diesen Prozess. Damit rlickten

Mechanismen des angeborenen Immunsystems in den Fokus der weiteren Untersuchungen.
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Abstract: Medial vascular calcification (mVC) is closely related to cardiovascular disease, especially
in patients suffering from chronic kidney disease (CKD). Even after successful kidney transplantation,
cardiovascular mortality remains increased. There is evidence that immunosuppressive drugs might
influence pathophysiological mechanisms in the vessel wall. Previously, we have shown in vitro that
mVC is induced in vascular smooth muscle cells (VSMCs) upon treatment with azathioprine (AZA).
This effect was confirmed in the current study in an in vivo rat model treated with AZA for 24 weeks.
The calcium content increased in the aortic tissue upon AZA treatment. The pathophysiologic
mechanisms involve AZA catabolism to 6-thiouracil via xanthine oxidase (XO) with subsequent
induction of oxidative stress. Proinflammatory cytokines, such as interleukin (IL)-18 and IL-6,
increase upon AZA treatment, both systemically and in the aortic tissue. Further, VSMCs show an
increased expression of core-binding factor a-1, alkaline phosphatase and osteopontin. As the AZA
effect could be decreased in NLRP3~/~ aortic rings in an ex vivo experiment, the signaling pathway
might be, at least in part, dependent on the NLRP3 inflammasome. Although human studies are
necessary to confirm the harmful effects of AZA on vascular stiffening, these results provide further
evidence of induction of VSMC calcification under AZA treatment and its effects on vessel structure.

Keywords: aging; azathioprine; calcification; mineralization; senescence-associated secretory phenotype

1. Introduction

Vascular disease in general and arteriosclerosis in particular remain a major cause of
cardiovascular morbidity and mortality, not only in patients suffering from chronic renal
failure, but also in elderly patients. Up to now, convincing clinical therapy concepts are not
available [1]. A longitudinal study with kidney transplant patients revealed substantial
medial vascular calcification (mVC) within four years even when cardiovascular mortality
decreases after transplantation [2,3]. Beside the influence of uremic toxins on vascular
smooth muscle cell (VSMC) physiology [4] in patients with chronic kidney disease (CKD),
evidence exists that immunosuppressive therapy can influence signaling pathways in
vascular cells and thereby affect the progression of vascular alterations [5]. One of those
potent immunosuppressive drugs is azathioprine (AZA) [6,7]. Even though AZA has
been replaced in patients who have undergone solid organ transplantation [6], it is still
routinely used as a treatment of several auto-immune diseases [7-9]. Several indications
exist that AZA treatment has an impact on the cardiovascular risk and pathophysiology of
the vessel wall [8,9]. In a previous study, we found an induction of mVC and oxidative
stress upon treatment with the cleavage product of AZA, 6-mercaptopurine (6-MP), using
an in vitro model with rat VSMCs [10]. Extensive research in the field of VSMC calcification
revealed the involvement of several mechanisms including osteogenic, senescence and
inflammatory signaling. VSMCs are characterized by a phenotype shift from a contractile
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to a secreting cell called the senescence-associated secretory phenotype (SASP) [11-13].
Recently, Shanahan’s group characterized the SASP of VSMCs by gene expression of several
calcification markers, e.g., alkaline phosphatase (ALP), interleukin (IL)-18 and p21 [13].
In the pathogenesis of CKD, inflammation and calcification are present in patients, even
in early CKD stages [14]. A relevant role of NLRP3 inflammasome activation and IL-16
production has been reported for the calcification process [15]. At least in vitro, IL-16
stimulates VSMC calcification, while NLRP3 knockdown inhibits it [15]. Further, it has
been shown that IL-6 induces calcification of human VSMCs in vitro [16]. In patients
treated with AZA, the IL-6 plasma level and oxidative stress markers increase [17]. In the
current study, the calcifying effect of AZA was investigated in an in vivo rat model treated
with AZA for 24 weeks to support evidence of possible harmful effects on vessel stiffening
in patients who underwent long-term AZA treatment over years.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (n = 29) were purchased from Janvier (Le Genest-Saint-Isle) at the
age of 8 weeks. At the age of 14 weeks, rats were divided randomly into 2 groups. For
24 weeks, the treatment group (1 = 16) received AZA (10 mg/kg body weight) orally via the
drinking water and the control group (1 = 13) received no therapy. The drinking solution
for the animal treatment was prepared daily and the amount of drinking water per cage
was monitored to determine the mean AZA uptake per animal and day. Health and body
weight statuses were monitored in short intervals during the trial period. After 24 weeks,
animals were sacrificed by intraperitoneal injection of pentobarbital (400 mg/kg body
weight). Blood was obtained and organ specimens were prepared for cryofixation and
formalin fixation. Heparin plasma was collected by centrifugation, aliquoted and frozen at
—80 °C until use. NLRP3*/* and NLPR3~/~ mice (C57/BL6 background) were sacrificed
by intraperitoneal injection of pentobarbital (200 mg/kg body weight). Blood was obtained
in heparinized tubes; heparin plasma was collected by centrifugation and aliquoted frozen
at —80 °C until use. Rats and mice were kept on a 12 h light/dark cycle with chow and
water ad libitum. The room temperature was around 22 °C. Chow was purchased from
Ssniff (Soest).

2.2. Blood Parameters

Blood parameters were analyzed in heparin plasma by a blood dry chemistry analyzer
(Fuji) for alkaline phosphatase (ALP), calcium (Ca) and inorganic phosphate (IP) according
to the manufacture’s recommendations. Parathyroid hormone (PTH) (Rat Biointact PTH
ELISA, Immutopics), serum amyloid A (SAA, Rat SAA CLIA Kit, ElabScience), 8-oxo0-2-
deoxyguanosine (MyBioScource), Fetuin-A (LS Bio), Caspase-1 (Biorbyt) and MGP (LS Bio)
plasma concentrations were measured via ELISA according to the manufacture’s protocol.
Plasma concentration of 23 cytokines was determined using Milliplex (Millipore) according
to the manufacturer’s instructions.

2.3. Histological Staining

Histological stains of the aorta were performed in 4 um sections of paraffin-embedded
tissue. Deparaffinized sections were subsequently stained using von Kossa staining. Images
were acquired using a Zeiss AxioVert 200M light microscope with ZEN2 software (Zeiss,
blue edition).

2.4. Quantification of the Tissue Calcium Content

Extracellular calcium content of different vascular beds was determined as previously
published [10,18].
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2.5. Ex Vivo Stimulation of Aortic Tissue

The thoracic aorta of NLRP3*/* and NLRP3~/~ mice was stimulated with calcification
medium: Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) 4.5 g/L glucose, supplemented with
15% fetal calf serum, 1% penicillin/streptomycin, 5 mmol/L sodium hydrogen phosphate
and 0.284 mmol /L ascorbic acid. In co-stimulated samples, medium supplemented with
0.1 mmol/L AZA was used. The aortic tissue was stimulated for 14 days, and the medium
was changed every three days. Afterwards, the aortic tissue was decalcified for 24 h with
0.6 mol /L hydrochloric acid (HCI). The tissue was dried, and dry weight was measured
for normalization.

2.6. Gene Expression

Cryoconserved tissue was homogenized using the Tissue Ruptor with disposable
probes (Qiagen). RNA was isolated using Trizol® (Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
and afterwards reverse transcribed using the High-Capacity cDNA Reverse Transcrip-
tion Kit™ (Applied Biosystems) according to the manufacture’s protocol. Quantitative
determination of mRNA expression was conducted using the iQ™ SYBR Green supermix
and the CFX384 real-time PCR detection system (Biorad, CFX software version 3.1). The
oligonucleotide sequences are given in Supplementary Table S1. GAPD, Ppia and Rpl13A
were used as housekeeping normalization for each sample. The Ct average of the respective
control mice was used for Ct normalization.

2.7. Statistical Analysis

Data are provided as mean + SEM. Statistical analysis was performed using Graph-
Pad Prism software (version 6.0). To evaluate differences between treatment groups, the
Mann-Whitney U test or Wilcoxon matched pairs test was applied. A p-value < 0.05 was
considered as statistically significant.

3. Results
3.1. In Vivo Model

The AZA treatment over 24 weeks was well tolerated by all rats. Both groups, the
control and treatment groups, gained significantly in weight during the observation period
without any significant difference between the two groups. Furthermore, there was no
significant difference between the groups in organ weight of the heart and kidney (Table 1)
and in the plasma concentration of the blood parameter IP. In contrast, Ca plasma levels
and ALP plasma concentration increased significantly during long-term AZA treatment.
However, the calcium phosphate product was not significantly different between both
groups (Table 1). The PTH plasma concentration increased upon AZA treatment for
24 weeks but did not reach statistical significance.

Table 1. Body weight, blood parameters and organ weight of rats. Heart and kidney weights are given as wet tissue weight
normalized to animal weight. Mean £ SEM.

Rat Bady Weight Heart Kidney ALP I Ca PTH
Group 'y Weight Weight [un [mmol/L] {mmol/L] CaxIP {pg/mL]
Initial vs. Final [mg/gl Img/gl P
= 888.0 =
Control 13 5042 + 105° 2.54 + 0.06 509 £0.10 148,50 £ 1849 203£012 241 £ 007 49+£034 1554
- 204301 + . 1.347.0 +
AZA 16 5114 + 11.9° 2.60 + 0.09 521+ 013 2354* 2.10 + 0.07 2.63 + 0.08 55+ 025 3877

AZA: azathioprine, ALP: alkaline phosphatase, IP: inorganic phosphate, Ca: calcium, PTH: parathyroid hormone. ' Animal number 14,
* p < 0.05 initial vs. final of the same group, * p < 0.05 control vs. AZA.

3.2. Effect of Azathioprine on Vessel Mineralization after 24 Weeks of Treatment

The degree of calcification of the Aorta (A.) thoracales and A. abdominales was
determined by measurement of tissue calcium content and via von Kossa staining. The
distribution and frequency of the calcium content of investigated vessels are given in
Figure 1A. The majority of animals in the AZA-treated group (85%) had elevated tissue
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calcium in both A. thoracales and A. abdominales. The calcium content was higher in
the distal vessel part. The von Kossa-stained histological sections (Figure 1B) of AZA-
treated rats demonstrate diffuse calcium deposits localized in the media of the vessel wall,
indicating the progression of calcification. The plasma concentrations of the calcification
inhibitors Fetuin A and MGP are not different between both groups (Table 2).

A 164 DO w/o azathioprine ® w azathioprine

? 50% 85% 50% 85%
O 8 oo =
== =) aesm
£ oo
:s 4-' ..BEBU."."-'..
8 0go  guus o ne
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= . "y

[]

Figure 1. Quantification of mineralization of aortic tissue from rats. (A) Distribution and frequency of
calcium content in different vessels (median). Each data point represents one animal; the dotted line
represents the control median of azathioprine (AZA)-untreated animals; the % represents the number
of animals above the control median (w/0 AZA: n = 12, w AZA: n = 16). (B) Two representative
images per group of von Kossa-stained aortic sections (A. abdominales). Arrow indicates vessel
mineralization crystals.
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Table 2. Plasma concentration of calcification inhibitors. Mean + SEM.
Grou Rat Fetuin-A MGP
P Number [ng/mL] [ng/mL]
Control 13 89.22 +0.28 92.25 + 4.17
AZA 16 89.21 £ 0.17 84.42 + 2.81

AZA: azathioprine, MGP: matrix Gla protein.

3.3. Azathioprine Treatment Induces Oxidative Stress and Reduces Antioxidative Capacity in
Aortic Tissue

A short schema of the AZA metabolism is given in Figure 2A. The prodrug AZA is
cleaved non-enzymatically or by glutathione S-transferases (GST) to 6-MP, which is then
further metabolized enzymatically by xanthine oxidase (XO) and hypoxanthine-guanine
phosphoribosyl transferase (HRPT1) to 6-thiouracil or 6-thioionosine monophosphate. Af-
ter AZA treatment, the HRPT1 mRNA in aortic tissue is significantly decreased (Figure 2B),
while XO is significantly increased after AZA treatment (Figure 2C).

6-Thiouracil

reactive oxygen species
e.g. B-ox0-2-deoxyguanosine

anti-oxidants
eg9.S001,2,3

3 04366

-AZA  +AZA

Figure 2. Oxidative and antioxidative capacity upon azathioprine (AZA) treatment. (A) Schema
of AZA metabolism. (B,C,E-G) mRNA expression in aortic tissue from rats (w/o0 AZA: n =10, w
AZA: n = 13), Mean + SEM. * p < 0.05 vs. control. (D) Reactive oxygen species (ROS) plasma level
via detection of 8-oxo-2-deoxyguanosine. Each data point represents an animal (median, w/o AZA:
n =13, w AZA: n = 16); the dotted line represents the control median of AZA-untreated animals; the
% represents the number of animals above the control median.

During AZA catabolism via XO, reactive oxygen species (ROS) are generated. There-
fore, 8-ox0-2-desoxyguanosine plasma levels as a ROS marker were measured. The distri-
bution and frequency of the ROS increase upon AZA treatment are shown in Figure 2D.
To investigate the antioxidative capacity, SOD1, 2 and 3 mRNA expression was measured.
SOD1 and SOD3 mRNA expression was not found to be different in the AZA-treated group
compared to the untreated controls. For SOD2, the mRNA expression slightly increased
upon AZA treatment; however, it did not reach statistical significance (Figure 2E-G).
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3.4. Azathioprine Treatment Induces SASP: Cytokine Plasma Level

Secretion of proinflammatory cytokines is one sign of the SASP of cells [19]. Therefore,
the plasma levels of different cytokines were measured as systemic markers of inflam-
mation. Out of 23 investigated cytokines, plasma concentrations of six are increased
(Figure 3A) and three are decreased (Figure 3B) upon AZA treatment compared to the
control group. In the treatment group, the plasma concentration of IL-18, IL-6 and vascular
endothelial growth factor (VEGF) significantly increased, whereas the concentration of IL-7,
GM-CSF and MIP-1x only tends to be increased. Interestingly, the plasma concentration of
IL-18, RANTES and serum amyloid A (SAA) significantly decreased in the treatment group.

A
2000 2 wio azathioprine [l w azathioprine
* * * 0.0593
. 15004
2
2 10004
g
5004
o = ﬁ |l| 1 i_
18 VEGF L7 GM—CSF MIP-1a
B C
400 . IL-1ex G-CSF
300,000] = ™0 e IL-2 GRO-KC
200. B w azathioprine = L4 INFy
IL5 M-CSF
<! IL-10 MIP-3a
§ IL-12(p70) | TNFa
4 IL-13 MCP-1
2 g IL-17A
g 1
Q

-Mu-h

i
%ulﬁ-

IL-18 RANTES SM

Figure 3. Cytokine plasma concentration in rats. (A) Cytokines that increase in plasma upon aza-
thioprine (AZA) treatment and (B) that decrease compared to the untreated animals. Mean + SEM,
* p <0.05. (C) Further measured cytokines without a significant difference between AZA-untreated

and -treated groups.

3.5. Azathioprine Treatment Induces SASP and Mineralization in Aortic Tissue

Cells change their expression profile during SASP response [13]. Therefore, the mRNA
expression of osteoblastic, inﬂammatory and senescence markers in aortic tissue was
determined. In the treatment group, the expression of the osteoblastic marker protein
core-binding factor «1 (Cbfal), the tissue non-specific ALP and osteopontin (OPN) signifi-
cantly increased, whereas the expression of the VSMC marker protein SM22« significantly
decreased compared to the control group. In addition to the increased systemic expression
of the proinflammatory cytokines IL-18 and IL-6, their mRNA expression in aortic tissue
was significantly upregulated after 24 weeks of AZA treatment. The expression of cell cycle
proteins p16, p21 and p53 was not altered (Figure 4).
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Figure 4. Expression of senescence-associated phenotype markers in aortic tissue from rats upon
azathioprine treatment. mRNA expression in aortic tissue of azathioprine (AZA)-treated rats vs.
control animals. Mean + SEM, * p < 0.05.

3.6. SASP Induction Is NLRP3-Dependent

There is evidence that the NLRP3 inflammasome complex is involved in mVC [15].
Therefore, we tested the mRNA expression of ASC, NLRP3 and Caspase-1, in the aortic
tissue of our model. In the treatment group, the expression of NLRP3, ASC and Caspase-1 is
significantly increased in the aortic tissue (Figure 5A-C). The systemic plasma concentration
of Caspase-1 is not significantly different between treated and untreated rats (Figure 5D).
To further investigate the pathway via NLRP3 in the calcification process, aortic rings
from the A. thoracales of NLRP3~/~ mice and respective NLRP3*/* control animals were
stimulated ex vivo for 14 days with calcification medium alone and with calcification
medium supplemented with AZA. The plasma levels of ALP, IP and Ca do not significantly
differ between knockout and control animals. However, in aortic rings of NLRP3*/* mice,
calcification media significantly induce tissue calcium content, and co-stimulation with
AZA further increases tissue calcium content in these animals. In NLRP3~/~ mice, the
induction effect of AZA is significantly reduced (Figure 5H).
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*AZA

ﬁi Ml m

ctrl. CM  CM+AZA cirl. CM  CM+AZA
NLRP3 +/+ NLRP3 -/~

Figure 5. NLRP3-dependent induction of senescence-associated phenotype markers. (A-C) mRNA
expression in aortic tissue from rats. (D) Caspase-1 plasma concentration in azathioprine (AZA)-
treated and -untreated rats. (E-G) Plasma concentration of alkaline phosphatase (ALP), inorganic
phosphate (IP) and calcium (Ca) in NLRP3*/* and NLRP3~/~ mice. (H) Aortic tissue rings of
NLRP3*/* and NLRP3~/~ mice were treated for 14 days ex vivo using control and calcification
media in the presence or absence of AZA (0.1 mmol/L) and tissue calcium contents were quantified.
Arrows indicating calcification foci. (E-H) n = 6. (A-H) Mean + SEM, * p < 0.05 vs. control, # p < 0.05
vs. CM.

4. Discussion

In the current study, we examined the in vivo long-term effect of AZA treatment on
mVC in rats. In line with our in vitro data [10], we show that AZA treatment over 24 weeks
induces vessel calcification and proinflammatory SASP activation in the aortic tissue. The
effect is, at least in part, driven by the NLRP3 inflammasome (Figure 6).

Azathioprin

* W

Pro-IL-1R

% = * *

Contractile phenotype Osteoblastic phenotype

Figure 6. Proposed mechanism of azathioprine-induced vessel mineralization. 6-MP: 6-
mercaptopurine, 6-TU: 6-thiouracil, ROS: reactive oxygen species, IL-6: interleukin 1-8, IL-6: in-
terleukin 6, SASP: senescence-associated secretory phenotype, NLRP3Il: NLRP3 inflammasome,
SM22a: smooth muscle protein 22 «, cbfal: core-binding factor alpha-1, OPN: osteopontin, ALP:
alkaline phosphatase.
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AZA is a potent immunosuppressive drug that it is still routinely used as a treatment
of several auto-immune diseases [7-9]. Evidence exists that AZA treatment increases the
cardiovascular risk of patients [8,9]. Arteriosclerosis and subsequent stiffening of the vessel
wall are some of the risk factors for cardiovascular events, not only in patients with CKD
or after organ transplantation [2,3].

In a recent in vitro study, we already observed an induction of VSMC calcification
upon 6-MP treatment [10]. 6-MP is the active metabolite of AZA which is cleaved non-
enzymatically or via GST [8,20]. In line with the in vitro data, the present study shows
an increased mVC of the aortic tissue in the treatment group. However, even though the
calcification was induced by AZA treatment, the effect was less robust than expected from
the in vitro data. The animals in the current study were treated with 10 mg/kg body weight
for 24 weeks.

For other animal studies, the drug dose of AZA or its active metabolite 6-MP differs be-
tween 2 and 60 mg/kg body weight depending on the research question and model [21-28].
The drug dose for humans is usually 1-4 mg/kg body weight and depends on the individ-
ual indication. As the dose in animals is mostly higher than in humans, the application
time in the animal experiment is relatively short compared to the treatment period of often
decades in humans. In line with previous studies for different treatment periods, we found
no significant difference in rat body mass upon AZA treatment [24,29].

In contrast to the in vitro situation, where only one cell type is typically investigated
in an artificial environment, the in vivo situation is influenced by multiple systemic fac-
tors [30] that might contribute to differences observed in vitro and in vivo. The mechanisms
in mVC are multifactorial and in vivo triggered by an imbalance between mineralization
inducers and inhibitors [11]. First, we looked at blood parameters typically associated
with mVC. Plasma concentrations of IP, PTH and the calcium phosphate product do not
significantly differ between the treatment and control groups in our rat model. Under
pathophysiological conditions, calcium and phosphate concentrations typically exceed
their solubility. Endogenous inhibitors such as Fetuin-A and MGP are required to prevent
ectopic precipitation of calcium phosphate complexes. Fetuin-A has potent inhibitory
effects on calcification by protecting crystal growth and deposition [31]. MGP is highly
expressed in calcified VSMCs, acts via a vitamin K-dependent pathway and has a high
binding affinity to calcium ions [32]. However, plasma concentrations of Fetuin-A and
MPG are not significantly different between the treatment and control groups and therefore
cannot explain the observed effects.

As shown in vitro, the induction of calcification upon 6-MP was, at least partially,
dependent on ROS generation via XO [10]. Therefore, we investigated the mRNA gene
expression of HPRT-1 and XO, the main catabolic enzymes of 6-MP, in the aortic tissue.
The expression of HPRT-1 was reduced, whereas the expression of XO was significantly
enhanced. The increased plasma level of 8-oxodehydrogenase supports the finding of an
ROS-dependent effect of AZA treatment via XO, which is in accordance with our former
in vitro results [10]. In vessels from children on dialysis [13], 8-oxodehydrogenase could
also be detected in calcified medium-sized muscular arteries, which shows the relevance of
ROS for the induction of mVC as discussed elsewhere [33]. In our rat model, the expression
of SOD1, 2 and 3 in aortic tissue as a measure of antioxidant capacity was not significantly
altered between the groups.

The enhanced production of inflammatory cytokines/chemokines, such as IL-1, IL-6
and VEGEF, is associated with the prevalence of mVC and age-related diseases [34-37].
Therefore, we first measured the systemic plasma levels of 23 potentially relevant analytes
from the class of cytokines/chemokines and growth factors with potentially proinflamma-
tory properties in our rat model. Indeed, the known SASP cytokines IL-18, IL-6 and VEGF
are significantly increased upon AZA treatment. The activation of those SASP cytokines
is in line with further research that found an induction of “paracrine senescence” in cell
culture as well as mouse models [38]. Furthermore, the plasma level of IL-7, GM-CSF and
MIP-1 tends to be increased upon AZA treatment for 24 weeks. IL-7 has been shown to be
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upregulated in some age-related diseases [34]. Although the main sources of origin of the
cytokines are different, cells of the blood vessels such as macrophages, T cells, monocytes
and platelets, as well as endothelial cells and VSMC, could also produce cytokines [39].

Beside upregulation of inflammatory cytokines, the plasma levels of IL-18, RANTES
and SAA are significantly decreased in AZA-treated animals compared to their respective
controls. SAA acts as a proinflammatory cytokine on VSMCs via activation of, among
others, toll-like receptor (TLR) 2 and 4 to activate monocyte chemoattractant protein-
1 production (MCP-1) [40]. MCP-1 and RANTES have chemoattractive properties on
macrophages in the vessel wall [21]. Pols et al. found an inhibition of MCP-1 upon 6-MP
treatment, whereas no significant effects could be shown on RANTES production [21].
The atheroprotective properties of 6-MP were observed in a mouse model of hypercholes-
terolemic apoE animals, whereby the inhibitory action was mainly triggered by a reduction
in monocyte activation [21]. Beside the detection of systemic SASP markers, we inves-
tigated the SASP activation directly in aortic tissue. Here again, the mRNA expression
of IL-18 and IL-6 is significantly increased upon AZA treatment. IL-6 is known as an
inducer of mineralization in VSMCs [16,41,42]. In part, IL-6 influences MPG'’s inhibitory
action [43]. In addition, IL-6 induces bone morphogenetic protein (BMP)-2, ALP and
OPN expression in VSMCs in vitro [42]. The neutralization of IL-6 reduced the osteogenic
mRNA expression in an in vitro model [44]. For IL-18, a calcification induction in VSMCs
was also shown [15]. Further, typical osteogenic markers such as the transcription factor
Cbfal and its downstream genes ALP and OPN significantly increase in the aortic tissue of
AZA-treated animals. Cbfal, also known as Runx2, is not only a regulatory transcription
factor of osteoblastic differentiation but also an initial osteoblastic differentiation factor
of VSMCs that is required for medial calcification in mice [45,46]. OPN provides strong
affinity for hydroxyapatite, due to its negatively charged phosphoserines, and therefore
acts as an inhibitor of mVC by preventing crystal growth [47]. In healthy arteries, OPN
is not detectable but was found increased in calcified tissue [48]. The inhibitory effect of
OPN on mVC has been shown in vitro and in vivo [49-51]. As all of these proteins are
upregulated in aortic tissue upon AZA treatment, this underlines the harmful effect on
vessel physiology. Although the inductions of senescence markers such as p16, p21 and
p53 are also described as SASP components, we found no significant induction of those
in our model upon AZA treatment. The missing induction of the investigated senescence
markers p21, pl6 and p53 in the aortic tissue might be one explanation for the lesser
calcification induction compared to our in vitro model [10]. Here, AZA induces p16, p21
and p53 (unpublished data). Induction of VSMC calcification by hyperphosphatemia
also induces p21 [52]. However, IL-6 production itself is a sign of senescent VSMCs [53].
Furthermore, IL-18 induces senescence of VSMCs and promotes osteogenic differentia-
tion [35]. Several pieces of evidence exist of a vicious cycle of calcification and senescence
in VMSCs; however, whether this is a conjoint or consecutive pathway is not clear up to
now. Microarray analysis of senescent VSMCs reveals differential regulation of calcifying
markers such as MGP, BMP2 and OFPG as well as inflammation markers such as IL-16 and
tissue remodeling markers such as VEGF [36]. However, one has to keep in mind that some
of the experimental settings investigate bulk cells and single-cell-based methods seem to
be necessary to answer that question.

To further examine the intracellular signaling pathway of SASP induction in the
aortic tissue, we investigated the NLRP3 inflammasome, which is believed to play a role
in the mineralization process and contribute to age-related disease [15,34,54]. NLRP3,
ASC and Caspase-1 are upregulated in calcified VSMCs and lead to a subsequent IL-8
production [15]. The inhibition of the NLRP3 prevents calcification in vitro [15]. In the
aortic tissue of AZA-treated rats, we found a significant increase in NLRP3, ASC and
Caspase-1 mRNA expression, which is in line with the detected aortic IL-18 expression.
However, the systemic Caspase-1 plasma levels were not found to be significantly induced
upon AZA treatment. To further verify the critical role of NLRP3 activation in our model,
we studied aortic tissue in an ex vivo setting for 14 days upon AZA incubation. Our
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results confirm that NLRP3 inflammasome activation may be, at least, one crucial signaling
pathway in AZA-induced mVC.

Limitations of the study: The current study investigated vessel alterations such as
media calcification upon AZA treatment. We wanted to investigate the effect of AZA on
adult rats and therefore started the six-month treatment at the age of 14 weeks. Although
only slight mineralization foci were found in the aortic tissue, a more extended treatment
period was not possible due to the 3R (Reduce, Replace, Refine) thought of Russel and
Burch [55] due to the increased tumor risk in older rats [56]. The current study did not
investigate vessel stiffness parameters upon treatment such as pulse wave velocity, pulse
pressure and systolic/diastolic blood pressure. However, the mRNA expression profile
in the aortic tissue shows changes in the expression pattern of typical marker proteins for
stiffened, mineralized vessels. Here, bone remodeling was not investigated. However, from
other studies, it is known that AZA treatment in rats induces bone remodeling disorders
by inhibiting bone formation and bone mineralization [29].

5. Conclusions

In conclusion, the current study confirmed the possible harmful effect of AZA treat-
ment on vessel structure that was previously found in vitro using rat VSMCs [10]. Beside
mineralization foci in the media of the aortic vessel wall, several changes in the SASP
profile could be detected in the aortic tissue. Even though the effect seems not to be as
strong as expected from our in vitro results [10], one has to keep in mind that humans are
treated over years with AZA, whereas in the current model, only a smaller period could be
investigated. In addition, AZA-treated patients mostly suffer from several comorbidities
that could further reduce the antioxidative capacity of the organism and therefore pro-
nounce the AZA-induced oxidative stress effect on VSMCs. However, the hypothesis has
to be confirmed in human studies.
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V. Untersuchung der Bedeutung des Stressor-induzierten ,,Inflammaging“, ausgelost
tiber die Aktivierung des Nirp3 Inflammasoms, auf die Genese der MAC

Originalarbeit: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2021.752305/full

“Stressor-induced “inflammaging” of vascular smooth muscle cells via NIrp3-mediated pro-
inflammatory auto-loop”

Frontiers in Cardiovascular Medicine, 2021, 8, 752305, DOI 10.3389/fcvm.2021.752305

Herrmann, J., Xia, M., Gummi, M.R., Greco, A., Schacke, A., van der Giet, M., Tolle, M.,
Schuchardt, M.

Obwohl verschiedene Signalkaskaden in die Induktion und Aufrechterhaltung des SASP
involviert sind, kommt dem NIirp3 Inflammasom, als intrazellularem PRR in vaskularen Zellen,
eine zentrale Bedeutung in der MAC Pathogenese zu. Hinweise fir einen ROS- und NIrp3-
abhangigen Signalweg zeigte bereits Arbeit IV. Das Ziel der Arbeit V war es, die Stressor-
induzierte Aktivierung des NIrp3 Inflammasoms und die Rolle des Effektor-Zytokins II-1p auf
die MAC Pathogenese weiter zu untersuchen. Hierfur wurde ein weiterer bekannter ROS
Induktor in VSMC, das Anthrazyklin Doxorubicin, verwendet. Die Ergebnisse zeigten, dass
ROS, DNA-Schaden und eine OBP-Transformation durch Doxorubicin induziert werden. Die
Induktion der Kalzifizierung ist hierbei abhangig vom Nirp3 Inflammasom, das zur anhaltenden
inflammatorischen Reaktion durch die Sekretion von -1 aus den VSMC fihrt. 1I-18 halt
unabhangig vom initialen Ausloser die pro-inflammatorische Situation aufrecht, da durch eine
Auto-Stimulation des NIrp3 Inflammasoms die eigene Expression induziert werden kann. Die
Inhibition von NIrp3 vermindert die Mineralisierung im in vitro und ex vivo Modell.

Stressor-induzierte zellulare Schaden scheinen zur Aktivierung des angeborenen
Immunsystems, insbesondere von PRR, zu fihren, die ihrerseits relevante Veranderungen der
zellularen Funktion nach sich ziehen. Die ROS-abhangige Aktivierung des Nirp3
Inflammasoms induziert die 1I-138 Sekretion. Diese verstarkt die zellulare Seneszenz und den
pro-inflammatorischen SASP, was mit einer OBP-Transformation und Kalzifizierung
einhergeht. Damit konnte ein zentraler Mechanismus identifiziert werden, ber den viele
Stressoren, wie beispielsweise DAMP/Alarmine oder ROS-Induktoren, die Funktion der VSMC
nachhaltig beeinflussen koénnen. Eine Inhibition von PRR kdénnte daher eine neuartige
Therapieoption fir die Reduktion der Kalzifizierung der GefalRwand darstellen. In diesem
Zusammenhang stehen bereits sowohl Inhibitoren des SASP als auch II-1B-bindenden
Antikdrper zur Anwendung im Menschen zur Verfigung. Deren Untersuchung auf den Einfluss
der MAC Pathogenese konnte vielversprechend sein, um die kardiovaskulare Mortalitat von

Patienten mit chronischem ,Inflammaging® zu senken.
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" Department of Nephrology and Medical Intensive Care, Charité — Universitdtsmedizin Berlin, Cooperate Member of Freie
Universitat and Humboldt Universitét, Berlin, Germany, ? Department of Chemistry, Biochemistry and Pharmacy, Freie
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Calcification of the vessel wall as one structural pathology of aged vessels is associated
with high cardiovascular mortality of elderly patients. Aging is linked to chronic sterile
inflammation and high burden of reactive oxygen species (ROS), leading to activation of
pattern recognition receptors (PRRs) such as NIrp3 in vascular cells. The current study
investigates the role of PRR activation in the calcification of vascular smooth muscle
cells (VSMCs). Therefore, in vitro cell culture of primary rat VSMCs and ex vivo aortic
stimulations were used to analyze osteogenic, senescence and inflammatory markers
via real-time PCR, in situ RNA hybridization, Western Blot, photometric assays and
histological staining. Induction of ROS and DNA-damage by doxorubicin induces a shift
of VSMC phenotype toward the expression of osteogenic, senescence and inflammatory
proteins. Induction of calcification is dependent on NiIrp3 activity. II-18 as a downstream
target of NIrp3 induces the synthetic, pro-calcifying VSMC phenotype. Inhibition of
PRR with subsequent reduction of chronic inflammation might be an interesting target
for reduction of calcification of VSMCs, with subsequent reduction of cardiovascular
mortality of patients suffering from vessel stiffness.

Keywords: calcification, senescence, inflammation, Nirp3, smooth muscle cell

INTRODUCTION

Cardiovascular disease (CVD) is the most critical age-related cause of death. Almost 70% of patients
with new CVD are over 75 years old, so that the age might be the most prominent cardiovascular
risk factor (1). One sign of structural pathology of the vessel wall associated with vascular aging
is medial calcification, leading to increased vessel stiffness and pulse-wave velocity (2, 3). Medial
calcification is common in patients with other comorbidities as e.g., chronic kidney disease (CKD)
(2, 4, 5). Until now, no therapy exists to effectively reduce the increased cardiovascular risk
associated with vessel calcification (3).

In particular involved in calcification of the medial layer of the vessel wall is the accumulation
of senescent vascular smooth muscle cells (VSMCs) with a senescence-associated secretory
phenotype (SASP) (6). Senescent cells express typical senescence markers [e.g., p53/p21, lysosomal
senescence-associated B-galactosidase activity (SA-B-Gal), yH2A.X], and show an increased
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vulnerability ~to  exogenous stressors (7-9). VSMCs
physiologically have a contractile phenotype and express
specific VSMC marker proteins (e.g., SM22a, Myhll, Cnnl,
Acta2). Due to phenotype plasticity, VSMCs can adapt an
osteoblast-like phenotype characterized by decreased expression
of VSMC markers and increased expression of osteoblast
markers e.g., core binding factor alpha-1 (Cbfa-1), tissue
non-specific alkaline phosphatase (Alp), osteopontin (Opn),
and bone morphogenetic protein-2 (Bmp-2) (9, 10). Recently,
Shanahan’s group pointed out that the DNA damage-induced
calcification is dependent on activation of Cbfal in VSMCs (11).
They found Cbfal to be involved in DNA damage response and
therefore bridging osteogenic transition and apoptosis in the
mineralization process (11).

During physiological aging, a chronic sterile inflammation,
known as “inflammaging,” develops. This “inflammaging” is
primarily based on mechanisms of the innate immune system
that involve activation of pattern recognition receptors (PRRs)
(12, 13). PRRs are a link between inflammation and cellular
senescence. PRRs are mainly transmembrane toll-like receptors
(Tlrs) and cytoplasmic Nod-like receptor (Nlr) inflammasomes
(14). The Nlrp3 is the best characterized inflammasome and is
expressed in VSMCs (15). The activation of Nlr inflammasomes
induces the secretion of Il-1 cytokines e.g., II-1f (16). II-18
has strong pro-inflammatory effects by activating different II-
1 receptors (Il-1Rs). It induces the expression of other pro-
inflammatory cytokines, especially I1-6, and can increase its own
expression by a positive feedback mechanism (17). Cytokines
and chemokines as major pro-inflammatory mediators can
contribute to chronic inflammation and senescence (18).

Doxorubicin (DOX) is an anthracycline antitumor drug (19).
DOX is known to induce several kinds of DNA damages
by intercalation, generation of free radicals, DNA-binding,
alkylation and cross-linking, DNA strands separation, influenced
helicase activity and inhibition of topoisomerase II (19). Previous
studies have not only investigated effects of DOX on stress-
induced senescence (20) but also, induction of Alp activity upon
DOX treatment; however, only after seven days of treatment
(20). In addition, recent studies have shown the important role
of DNA-damage response and the Cbfal-dependent link to the
calcification process of VSMCs (9, 11). Cobb et al. pointed
out that the DNA damage-induced calcification is dependent
on activation of Cbfal in VSMCs (11). They found Cbfal to
be involved in DNA damage response and therefore bridging

Abbreviations: Acta2, Actin alpha 2; Alp, Alkaline Phosphatase; Asc, Apoptosis-
Associated Speck-like Protein Containing a Caspase-Recruitment Domain;
ATM, Ataxia-Telangiectasia Mutated; BCA, Bicinchonic Acid; Bmp-2, Bone
Morphogenetic Protein-2; Calc M, Calcification Medium; Cbfa-1, Core Binding
Factor alpha 1; Cnnl, Calponin; Ctrl M, Control Medium; CVD, Cardiovascular
Disease; DAMP, Damage Associated Molecular Pattern; DHE, Dihydroethidium;
DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium; DOX, Doxorubicin; FCS, Fetal
Calf Serum; 1I-1B, Interleukin 1 B; II-6, Interleukin 6; Myh11, Myosin Heavy
Chain 11; Nlr, Nod-like Receptor; Nlrp3, Nod-like receptor family pyrin domain
containing 3; Opn, Osteopontin; PBS, Phosphate Buffered Saline; PRRs, Pattern
Recognition Receptors; ROS, Reactive Oxygen Species; Tlr, Toll-like Receptor;
SA-B-Gal, Senescence Associated B-Galactosidase; SASP, Senescence Associated
Secretory Phentoype; Sm22a, Smooth Muscle Protein 22-alpha; VSMCs, Vascular
Smooth Muscle Cells.

osteogenic transition and apoptosis in the mineralization
process (11).

However, there are no detailed studies on the relationship of
stress-induced senescence as e.g., caused by DOX, subsequent
activation of Nlrp3-dependent pro-inflammatory signaling and
calcification in VSMCs. We aim to show that stressor-induced
senescence in VSMCs results in a pro-inflammatory response
and induction of calcification. Accordingly, we used DOX as
stressor. We are aware that DOX might not reflect the whole
spectrum of senescence induction in VSMCs; however, DNA
damage, upregulated under treatment with DOX, is a known and
well-documented inducer of cellular senescence (9, 11).

Therefore, the current study investigates the effects of
the stressor DOX on the initiation of processes of acute
“inflammaging” and vascular calcification. The increase
in calcification upon DOX treatment was dependent on
the activation of the Nlrp3 inflammasome. Il-18 as Nlrp3
downstream effector amplifies its own expression. The
initial stressor-induced acute “inflammaging” process then
can be continued via a Nlrp3 inflammasome-mediated
auto-inflammatory loop resulting in SASP and calcification
of VSMCs.

MATERIALS AND METHODS

All cell culture components were obtained from Biochrom AG
and Bio and Sell. DOX was obtained from Thermo Fisher.
Recombinant rat I1-6 and Il-1p were purchased from PeproTech.
VAS2870 was obtained from Sigma Aldrich and MCC950 from
Invivogen. Tiron was purchased from Biozol and TAK242
from Biomol.

Animals

All experiments with animals were done under minimal
animal suffering and in accordance with the EU Directive
2010/63/EU. The experiments were approved by the Landesamt
fuer Gesundheit und Soziales Berlin (T0211/02), Germany and
the Charité - Universitatsmedizin Berlin, Germany.

Wistar rats were purchased from Janvier Labs. Nlrp3~/~
and Nlrp3*/* (genetic background: C57BL/6) were bred at the
Charité-Universitidtsmedizin Berlin animal facility.

Euthanasia of animals was accomplished with intraperitoneal
injection of sodium pentobarbital (rats: 400 mg/kg body weight,
mice: 200 mg/kg body weight).

VSMCs Cell Culture

Primary rat VSMCs from aortic tissue (aortic arch and thoracic
aorta) of Wistar rats (mean age 4 months, male/female) were
cultured by the outgrowth technique described previously (21).
VSMCs at passages 3 to 7 were used for experiments. Cells
were cultured in a humidified incubator at 37°C with 5%
carbon dioxide. If not stated otherwise, VSMCs were cultured
in Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) containing 1
g/l glucose, supplemented with 10% fetal calf serum (FCS),
penicillin (100 U/ml) and streptomycin (0.1 mg/ml) (culture
medium). For gene expression, ROS detection, protein secretion
and immunohistology experiments, cells were serum-starved for
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24h and stimulated using DMEM with 4.5 g/l glucose (w/o
phenol red), supplemented with 1% glutamine, penicillin (100
U/ml) and streptomycin (0.1 mg/ml).

Preparation of Aortic Rings for ex vivo

Experiments

For ex vivo stimulation of aortic tissue, the adventitia was
removed. Thoracic aortas of rats (mean age 4 months, male)
or Nlrp3™/~ and Nlrp3*/* mice (mean age 11 months,
male/female) were dissected into aortic rings of equal size and
incubated in a well-plate with the respective stimulation medium
for 24h or 14 days, respectively. Each stimulation contained
several aortic rings from different aortic parts (aortic arch,
different segments of descending aorta proximal to distal), which
were equally distributed between stimulation and respective
controls. The incubation procedure of the tissue took place in a
humidified incubator at 37°C and 5% carbon dioxide.

In vitro and ex vivo Calcification

Calcification was induced by exposing VSMCs or aortic rings (rat
and mice) to DMEM containing 4.5 g/l glucose, supplemented
with 15% FCS, 284 pmol/l ascorbic acid and 5 mmol/l inorganic
phosphate, penicillin (100 U/ml) and streptomycin (0,1 mg/ml)
[Calcification Medium (Calc M)]. As Control Medium (Ctrl M)
served DMEM containing 4.5 g/l glucose, supplemented with
antibiotics. Calcification was induced over 14 days of stimulation
with Ctrl M, Calc M and in co-stimulation with DOX (10 or
100 nmol/1), 11-6 (100 ng/ml), 11-§ (100 ng/ml) and MCC950 (50
pwmol/l). Medium was replaced every two to three days.

Gene Expression

VSMCs were serum-starved for 24h prior to stimulation for
48 h. Cells were washed after stimulation with phosphate buffered
saline (PBS) on ice and lysed with RLT™ cell lysis buffer
(Qiagen). RNA was isolated according to the RNeasy™ Mini
kit protocol (Qiagen). The RNA was reverse transcribed using
the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit™ (Applied
Biosystems) according to the manufacturer’s instructions. For
the quantitative determination of mRNA expression, the
iQ™ SYBR Green SuperMix and the CFX384 real-time PCR
detection system (Biorad, CFX software version 3.1) were used.
The oligonucleotides (Supplementary Table 1) were synthesized
by TibMolBiol. Each sample was performed as technical
duplicate for real-time PCR. B-actin and Gapdh were used as
housekeeper genes for normalization. Analysis was performed
with the AACT-method.

Measurement of Alp Activity

After stimulation, VSMCs were lysed and scraped in 0.2%
Triton X/PBS lysis buffer. Alp activity was assessed using a p-
nitrophenyl phosphate-based Alp Assay Kit (Abcam) according
to the manufacturer’s recommendations. Protein content was
determined with the bicinchoninic acid (BCA) protein assay
kit (Pierce) and was used for normalization. Photometric
measurements were conducted with a Multiskan Spectrum
(Thermo Electron Corporation).

Inflammging in Rat VSMCs

Quantification of Calcium Content

For quantification of calcification, VSMCs or aortic rings were
decalcified in 0.6 mol/l HCI overnight or for 24 h, respectively.
After decalcification, cells were washed with PBS and lysed
in 0.1 mol/l NaOH/0.1% SDS buffer. The protein content
was quantified using BCA protein assay kit (Pierce). Aortic
rings were dried and weighed. Calcium content was quantified
using the colorimetrical o-cresolphthalein method (Colorimetric
Calcium Assay, ScienCell) according to the manufacturer’s
recommendation. Photometric measurements were conducted
with a Multiskan Spektrum (Thermo Electron Corporation).
Protein content (in vitro) or aortic dry weight (ex vivo) was used
for normalization, respectively.

Histological Staining of Calcium Deposits
Upon stimulation of VSMCs for 14 days, the cells were
fixed with 4% buffered formaldehyde, washed with PBS
and distilled deionized water and treated with Alizarin
Red solution (2%, pH 4.2) for 20min, then washed again
and imaged.

Upon stimulation of aortic rings for 14 days, the tissue was
fixed overnight, transferred to 70% ethanol, and embedded in
paraffin via automatic procedure. The aortas were serially cut
into 4 wm sections, stained with Alizarin Red solution (0.5%,
pH 4.2) and imaged. For all histological imaging, the Axiovert
200M microscope (Zeiss) with Zen2 software (Blue edition, Zeiss)
was used.

ROS Staining

VSMCs were seeded in 8-well slides (LabTec, Thermo Fisher, -
slide, Ibidi), serum-starved for 24 h, and stimulated for 30 min
as indicated. Afterwards, cells were washed and treated with
30 wmol/l dihydroethidium (DHE) (Molecular Probes) for
30min. Cells were fixed with cold formalin (4%) for 5min
and subsequently washed with PBS. LabTec were mounted with
ProLong™ Gold antifade mount (Thermo Fisher) and stored
in the dark until imaging. For p-slides, wells were covered
with PBS and immediately imaged. A more detailed description
of the staining procedure and data analysis can be found in
the Supplementary Material. For all imaging of fluorescence
stainings, an Axiovert 200M microscope (Zeiss) with Zen2
software (Blue edition, Zeiss) was used.

Immunohistology and mRNA in situ
Staining

VSMCs were stained for SA-B-Gal activity, histone yH2AX,
Bmp-2, Opn and p21 mRNA according to a previously published
protocol (22) with some modifications. Briefly, cells were seeded
in 8-well LabTec chamber slides (Thermo Fisher) or p-slide
(Ibidi), serum-starved for 24 h and stimulated for 48-72 h. Cells
were stained for the desired target and imaged. A more detailed
description of the staining procedure and data analysis can
be found in the Supplementary Material. Quantification of
fluorescence intensity was done with Zen2 (Blue edition, Zeiss)
and Fiji/Image].
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Western Blot

VSMCs were stimulated with DOX (500 and 1,000 nmol/l)
and II-1f (100ng/ml) in cell culture medium for 48h. For
protein extraction, cells were washed with ice-cold PBS and
lysed in cold RIPA buffer (Thermo Fisher Scientific). Protein
content was assessed with BCA protein assay kit (Pierce).
15-10 pg protein per lane (p21: 15 pg, all others 10 pug) was
applied on the respective gel. Protein samples were mixed and
dissolved in 4x Laemmli buffer (Biorad) and heated to 95°C for
15 min. The proteins were separated on 12% TGX Gels (Biorad)
and transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane.
The membranes were immunoblotted overnight at 4°C with
primary antibodies: rabbit anti-p21 (1:2,500, ab109199, Abcam),
rabbit anti-Alp (1:500, 7H11L3, Invitrogen), rabbit anti-Cbfal
(1:1,1000, sc-10758, Santa Cruz), and mouse anti-B-actin
(1:5,000 8H10D10, Cell Signaling Technology). After washing
five times for five min each with TBST, the membranes were
incubated with conjugated fluorescent secondary antibodies
[anti-rabbit-StarBright Blue700 (1:2,500, #12004162, Biorad)
and anti-mouse-StarBright Blue520 (1:2,500, #12005867)].
The bands were visualized using a ChemiDoc MP Imaging
System (Biorad).

Luminex™

VSMCs were serum-starved for 24 h prior to stimulation with
11-1B (100 ng/ml) and respective antagonists [VAS2870 (10 wM),
MCC950 (50 wM), Tiron (10 mM), TAK242 (10 wM)] for 48 h.
Rat aortic rings were stimulated with DOX (1000 nmol/l) and
MCC950 (50 uM) for 24 h. After stimulation, supernatant was
collected for cytokine quantification. Cytokine concentrations in
the supernatant were determined using the Milliplex™ Cytokine
Kit (Millipore) according to the manufacturer’s instructions.
Measurements were conducted using the Bio-Plex device and
respective Bio-Plex software (version 6.1, Biorad). Cells were
washed with cold PBS and lysed in NP40 buffer, followed by
protein quantification using BCA protein assay kit (Pierce).
Aortic rings were dried and weighed for normalization.

Statistical Analysis

Data are provided as mean &= SEM of at least 3 independent
experiments. Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism software (version 6.0). The one-way Anova with multiple
comparisons or Wilcoxon matched paired test were applied to
evaluate differences between treatment groups. A p-value < 0.05
was considered as statistically significant.

RESULTS

Stressor-Induced Calcification With

Osteogenic Transition

Stimulation with calcifying medium robustly induced
calcification of VSMCs after 14 d (Figure 1A). Co-stimulation
with DOX significantly and dose-dependently reinforced
calcification of VSMCs in vitro: quantification (Figure 1A) shows
asignificant and dose-dependent induction of calcification under
co-stimulation of calcification medium and DOX. This is also
visualized by Alizarin Red staining (Figure 1B). To confirm
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these in vitro findings, an ex vivo setting using aortic rings was
conducted. Calcium content of rat aortic rings was quantified
upon 14 d of stimulation, and calcification was visualized
via Alizarin Red staining (Figures 1C,D). DOX stimulation
in calcifying medium dose-dependently increases calcium
deposition ex vivo.

Further evidence for the pro-calcifying potential of DOX
derives from mRNA detection of osteogenic markers as Bmp-
2, Cbfal and Opn, all of them significantly increased upon
DOX stimulation. VSMC marker as Acta2, Cnnl, Myhll,
and SM22a slightly, but not significantly, decreased under
stimulation with DOX (Figure 2A). The osteogenic transition
is further confirmed by detection of Alp activity increase upon
DOX treatment (Figure2B). The induction of calcification
markers after stimulation with DOX was confirmed by in
situ hybridization analysis for Bmp-2 and Opn. Both markers
were visualized via fluorescence staining and quantified by
counting signal dots per whole image (Figure 2C). Although
DOX influences cell behavior and growth, the cytotoxicity of
DOX in our cell model did not reach statistical significance in
the used setting (Supplementary Figure 1).

Stressor-Induced Induction of

“Inflammaging”

II-18 and II-6 are known essential components of the SASP
(23). Therefore, we investigated the effect of DOX on the
expression of both cytokines. DOX induced II-18 and I1-6 mRNA
expression in VSMCs (Figure 3A). It is already known from
the literature that the Nlrp3 inflammasome is involved in the
phenotype switching of VSMCs and in II- production (15).
Therefore, we measured the mRNA expression of Nlrp3, its
cofactor Asc and the associated enzyme caspase-1 that cleaves
the preform of II-1B (pre-Il-1f) into active II-1p. The mRNA
expression of all three proteins was significantly increased
upon DOX stimulation (Figure 3A). Also, the secretion of II-
1B was significantly upregulated after DOX stimulation, while
no significant secretion of I1-6 was found upon DOX treatment.
The DOX-induced II-1f secretion was reduced by co-stimulation
with Nlrp3 inhibitor MCC950 (Figure 3B). As II-18 and Il-6
are both components of the SASP, we tested the pro-calcifying
potential of both substances and found II-1f to significantly
induce calcification, whereas 11-6 did not exhibit calcifying
potential in our model (Figure 3C). To validate the role of the
Nlrp3 inflammasome for calcification, we used an ex vivo setting
with aortic rings from Nlrp3~/~ and respective control mice
(Nlrp3*+/+). While DOX significantly induced aortic calcification
in Nlrp3+/*, the effect is lost in aortas from Nlrp3~/~ mice
(Figure 3D).

To further verify the involvement of Il-1f as effector
molecule of the Nlrp3 inflammasome and of I1-6, we investigated
their effect on mRNA expression of inflammation, senescence
and calcification markers using real-time PCR and in situ
hybridization. II-1f significantly induces the expression of II-
6 and, in the context of a very potent pro-inflammatory auto-
loop, 1I-1B itself. In addition, II-1B induces the expression
of Nlrp3 (Figure 4A). Upon II-1B treatment, VSMCs release
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(mg) (C). Calcium deposits were stained with Alizarin Red (B,D). Data represent mean + SEM, n > 3, *p < 0.05 vs. indicated control, #p < 0.05 vs. calcification
medium. Pictures show one representative experiment of n > 3 (B,D), the scale bar indicates a 200 pm section (D).

500
ex vivo * #
— — 4001 .
c ©
9 § * *
c . .
[*)) 4
g £300 +
E g :
S 200
3 5200
82
1001
ctl.M  Cale.M 10 100
+ DOX (nmol/l)

Calcium content ex vivo
Ctrl. M Calc. M

10 100

Calc. M + DOX (nmol/l)

11-6 (Figure 4B). While the Il-1B-induced expression of the
osteogenic marker Bmp-2 increased, the VSMCs marker SM22a,
Acta2, and Cnnl decreased upon II-1B (Figure4C). The
increased mRNA expression of Bmp-2 upon II-1f8 stimulation
was confirmed by in situ hybridization technique. While for Opn
mRNA expression via real-time PCR no significant effect could
be detected, the in situ hybridization found a slight induction
(Figure 4D).
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As already shown in Figures 1-4, both DOX and II-1f
induce several markers of calcification. In addition, the protein
expression of Cbfal and Alp, detected via Western Blot, is
increased upon DOX and II-1B, respectively (Figures5A,B).
However, the effects of Il-18 and DOX on senescence markers
differ in our experimental model. As shown in Figure 5C,
ROS (superoxide production) is significantly increased by DOX
and II-1B. ROS are one inducer of DNA damage, which can
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as indicated or 1,000 nmol/I for 48 h (A,C) or 14 d (B). mRNA expression was measured with quantitative real-time PCR (A). Measured thresholds of the respective
targets were normalized to the corresponding threshold of housekeeper gene actin before normalization to control (A). Alp activity was measured with a p-nitrophenyl
phosphate-based Alp Assay and normalized to protein content (ug/pl) before normalization to control (B). mRNA expression of Bmp-2 and Opn were visualized with
RNA in situ hybridization staining and were quantified by counting signal dots per whole image, normalized to the DAPI positive cell core area per image (um?) (C).
Data represent mean + SEM, n > 3, *p < 0.05 vs. control. Pictures show a section of a representative experiment of n > 3, the scale bar indicates a 10 pm section
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result in double-strand DNA breaks. A marker of double-
strand DNA breaks, the formation of yH2A.X, was significantly
increased upon DOX treatment, while it is not affected by II-
18 stimulation (Figure5C). In line, while DOX stimulation
results in upregulated expression of the senescence markers p21
and SA-B-Gal, both were not induced by II-1p (Figure 5C).
This could be confirmed by p21 protein detection via Western
Blot (Figure 5D). mRNA detection via real-time PCR confirmed

Frontiers in Cardiovascular Medicine | www.frontiersin.org

the findings of increased p21 mRNA expression upon DOX
(Figure 5E) and no effect on p21 expression upon II-1f treatment
(Figure 5F). Neither DOX nor II-18 induced pl6 mRNA
expression in our cell model (Figures 5E,F).

Involved Signaling Pathway
As I1-1B strongly stimulates its own expression, we tested possible
mediators of the signaling pathway involved in Il-1B-induced
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stimulated in quiescence medium with 1,000 nmol/l DOX and MCC950 (50 wM) as indicated for 24 h (B). Aortic rings from NIrp3~/~ mice and respective controls were
stimulated for 14 d in calcification medium with DOX (100 nmol/l) as indicated (D). mRNA expression was measured with quantitative real time PCR (A). Measured
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SASP activation. A schema of the Nlrp3 inflammasome activation
and the therefore used antagonists is provided in Figure 6A.
MCC950 was used as Nlrp3 inhibitor. It is already known
from the literature that Tlrs work as one initial stimulus for
Nlrp3 assembly and that the activation of Tlr2 and Tlr4 are
involved in II-1B release (24, 25). A previous study by our own
working group has shown that the Tlr4 is constitutively active
in our VSMCs cell model, whereas the TIr2 is subsequently
activated (26). Therefore, we tested the Tlr4 inhibitor TAK242.
As increased ROS production serves as second stimulus for
Nlrp3 activation (25), we also tested tiron as ROS scavenger. In
VSMCs, the NADPH oxidase is one of the leading ROS producers
(27). Therefore, the Nox1 inhibitor VAS2870 was also used.

Both, Tlr2 as well as Tlr4 expression (first stimulus) and Nox1
expression (second stimulus), were induced in VSMCs upon I1-18
stimulation (Figure 6B). Both signals for Nlrp3 assembly could
be significantly diminished by co-treatment with VAS2870 and
tiron (Figures 6C,D). NIrp3 mRNA expression itself was also
diminished by tiron and MCC950 co-treatment, while VAS2870
and TAK242 have no significant effect (Figure 6E). Downstream,
the 1I-1B expression is significantly blocked by VAS2870, tiron,
TAK242, and MCC950 (Figure 6F). The secretion of I1-6 could
be significantly reduced by inhibition of ROS via tiron and Nlpr3
inhibition via MCC950 (Figure 6G). To verify the role of the
Nlrp3-dependent pathway, we also tested Nlrp3 inhibition with
MCC950 for calcification as endpoint. As shown in Figure 6H,
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both the DOX-and Il-B-induced calcifications are significantly
inhibited by MCC950 co-treatment.

DISCUSSION

In the current study, we investigated the effect of ROS induction,
DNA damage, and inflammation on the process of cellular
senescence and calcification in in vitro and ex vivo models
using rat VSMCs and thoracic aortas from rats and mice. After

Frontiers in Cardiove r Medicine | www.frontier

induction of ROS and DNA-damage by the primary stressor,
the Nlrp3 inflammasome is activated with a subsequent auto-
inflammatory loop driven by its effector molecule II-1p.

As primary stressor molecule for VSMCs the anthracycline
DOX was used. It has already been shown in literature that
DOX causes DNA damage via induction of double strand
breaks and ROS and promotes cellular senescence (20). Bielak-
Zmijewska et al. investigated several markers of senescence in
VSMCs upon DOX treatment (20). Although DOX might not
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FIGURE 5 | (A,B,D). Formation of superoxide was assessed with DHE, expression of yH2A.X was analyzed immunohistochemically, mRNA expression of p21 was
assessed with RNA in situ hybridization and formation of SA-p-Gal was assessed with Spider staining (C). For quantification of the expression of yH2A.X, mRNA
expression of p21 and formation of SA-B-Gal, intensity of the respective fluorescence signal was measured after application of a threshold procedure as described in
the supplement and the signal intensity then normalized to the DAPI positive cell core area per image (iwm?). For quantification of DHE, regions of interest were
detected with a threshold procedure as described in the supplement and measured intensity was normalized to the area of interest detected by the threshold
procedure. Alp protein, Cbfal protein and p21 protein were assessed with Western Blot (A,B,D). mRNA expression was measured with quantitative real-time PCR
(E,F). Measured thresholds of the respective targets were normalized to actin (E) or the corresponding average threshold of housekeeper genes actin and Gapdh (F)
before normalization to control. Data represent mean + SEM, n > 3, *p < 0.05 vs. Control. The Western Blots show a representative experiment of n = 3. Full blots
are shown in Supplementary Figures 3-5. Pictures show a section of a representative experiment of n > 3, the scale bar indicates a 10 um section (yH2A.X, p21,
SA-B-Gal) or a 20 um section (superoxide). Full representative images are shown in Supplementary Tables 3-5.
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reflect the whole spectrum of senescence induction in VSMCs,  and hydrogen peroxide treatments (9). yH2A.X is a marker
DNA damage is a known and well-documented inducer of  of double-strand DNA breaks, which are specific domains
cellular senescence (9, 11). As shown recently by Shanahan’s  of facultative heterochromatin that contribute to silencing of
group, the formation of nuclei positive for yH2A.X and ATM  genes promoting proliferation in senescent cells and are one
in VSMCs is induced by calcium phosphate and correlates  known marker of senescence-associated heterochromatin foci
with the induction seen by other DNA damagers as DOX  (SAHF) (28). The phosphorylation of yH2A.X by ATM is a
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key response mechanism to DNA damage, which can result
in the activation of senescence pathways, including p21 (29).
In line, in our experimental model treatment with DOX also
induces DNA damage as yH2A.X and increases senescence
markers p21 and SA-B-Gal. SA-B-Gal catalyzes the hydrolysis of
B-galactosidase to monosaccharides in senescent cells. Cellular
senescence is a dynamically regulated process, with activation
of the p53/p21 and pl6 pathways (30). In our experimental
setting the p53/p21 pathway was upregulated by DOX, whereas
pl6é was not significantly affected (mRNA expression). While
the senescence growth arrest via the pl6 pathway seems not
reversible, the p53-induced growth arrest is reversible upon p53
inactivation (31).

As in the previous study by Bielak-Zmijewska et al. only
limited markers and only seven days of stimulation were
investigated to study induction of calcification by DOX (20),
we aimed to investigate DOX as primary stressor of DNA
damage and senescence in order to analyze pro-inflammatory
response and induction of calcification in VSMCs. In our
experimental setting using primary VSMCs from rat thoracic
aortas, DOX induces mineralization of VSMCs detected via
calcium quantification and Alizarin Red staining after 14 days.
The calcification induction was verified in an ex vivo setting
using thoracic aortic rings. Analysis of the mRNA expression
via real-time PCR and partly also in situ hybridization, enzyme
activity and Western Blot confirmed the findings of osteogenic
transformation of VSMCs; osteogenic markers as Cbfal, Alp,
Bmp-2, and Opn increase upon DOX treatment.

Senescent cells also have a metabolic active and pro-
inflammatory phenotype termed as SASP. Cytokines of the
II-1 family and I1-6 are known to be part of this SASP
(32). Furthermore, the induction of senescence by cytokines
of the II-1 family, e.g, II-1B was investigated in cell culture
and animal models (33). A microarray study has shown that
senescent VSMCs reveal differential regulation of Matrix Gla
Protein, Bmp-2, Osteoprotegerin, and Il-1§ (34). In our own
previous work, we demonstrated that plasma concentrations of
1I-1B and II-6 were significantly increased in rats treated with
azathioprine, another known cellular stressor and ROS inducer,
over a 24-weeks period of treatment (35). Increased expression
of II-1p and 1l-6 was also detected in the aortas of treated
rats, which were associated with increased expression of the
osteogenic proteins Bmp-2, Alp and Cbfal (35). Therefore, we
examined the effect of DOX on the expression of II-1f and Il-
6. The mRNA expression of Il-1B and Il-6 were significantly
increased upon DOX stimulation, with higher induction for II-
1B. The Nlrp3 inflammasome, the most widely characterized
inflammasome and known to be expressed in VSMCs (15),
serves as most significant source of Il-1p production (16). Beside
NIr inflammasomes, transmembrane Tlrs are the main types
of PRRs (14). The activation of PRRs mainly induces sterile
inflammation associated with extensive transcriptional pro-
inflammatory cellular reprogramming (36). This is temporarily
useful in acute situations, while chronic activation is detrimental
(37). Due to their potent pro-inflammatory potency, the Nlrp3
activation and assembly is a strictly controlled process with an
initial stimulus e.g., activation of Tlr, and a second stimulus

e.g., increased production of ROS (25). Subsequent activation
of caspase-1 leads to cleavage and activation of pro-Il-1p into
its active form II-1B (25). PRRs are a link between the innate
immune system, inflammation, and cellular senescence. VSMCs
express small inflammasomes with low and slow onset, but long-
lasting activity leading to a continuous release of Il-1 cytokines
(15, 38). This mainly induces cellular hyperactivity and chronic
sterile inflammation, which can maintain itself independently of
the initial trigger (39). The cells retain their full viability and
include II-1 cytokines in the repertoire of their pro-inflammatory
secretome (39). It was already shown that inflammasomes are
involved in the calcification process and age-related diseases
(40-42). In calcified VSMCs, Nlrp3, its cofactor Asc, and the
cleavage enzyme caspase-1 are upregulated with subsequent Il-1f
production, while Nlrp3 inhibition prevents in vitro calcification
(38). In our experimental model, the expression of Nlrp3, Asc
as well as caspase-1 is significantly upregulated upon DOX
stimulation in VSMCs. Simultaneously, the expression of Tlr2
and Noxl1 also increases. The NADPH oxidase, with Nox1 as
one subunit, is one of the major sources for superoxide anion
release in VSMCs (43). In VSMCs, the TIr4 is constitutively
active, while the TIr2 is upregulated upon an inflammatory
response (26).

As already known from a previous study by Wen et al,
II-1 can promote osteogenic differentiation and induction
of calcification of VSMCs (38). In line, in our experimental
setting, both II-18 and DOX induce VSMC calcification. The
DOX-induced mineralization could be significantly reduced by
MCC950. This could be confirmed in the ex vivo setting with
Nlrp3~/~ mice, where the calcification induction by DOX is also
inhibited compared to control mice. This finding is comparable
to our previous results regarding the stressor azathioprine, whose
calcifying effect could also no longer be seen in aortic rings
from Nlrp3~/~ mice (35). Therefore, I1-1p appears to be a very
important effector cytokine, especially for the maintenance of a
SASP after primary initiation of the SASP by the induction of
“inflammaging” due to a cellular stressor. Thus, II-1 cytokines
might become an essential part of the respective pathogenesis
by forming an auto-inflammatory loop, independent of the
initial trigger.

11-1B increases its own expression as well as the expression and
secretion of I1-6. Moreover, I1-1B also enhances the expression of
relevant components of the signaling pathway, particularly Tlr2,
Nox1 and Nlrp3, also shown to be involved in DOX-mediated
“inflammaging.” Yet, in contrast to the DOX-induced effects
in VSMCs, II-1B does not affect the expression of senescence
markers, such as p21 or SA-B-Gal, nor induces DNA breaks
detected via yYH2A X in our model using primary rat VSMCs.
In contrast, a recent study found induction of senescence in a
co-treatment of Il-18 and phosphate in human umbilical cord
VSMCs (42). Different effects on calcification were also seen for
11-6 when the origin of VSMCs differs: while pro-calcifying effects
of I1-6 were found in human umbilical artery VSMCs in non-
osteogenic medium (44), others found these effects only in co-
stimulation with the soluble I1-6 receptor in osteogenic medium
in human VSMCs (45). At least one explanation might be the
different origin of VSMCs that differ in protein expression, as
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demonstrated by proteomic analysis (46). Like II-1B, processes
of cellular senescence are not affected by Il-6 in our model
(Supplementary Material), whereas an 11-6 production itself is
a component of the SASP and therefore a sign of VSMCs
senescence (32).

This study has some limitations that might hamper the direct
translational aspects of the results: It was performed only in
in vitro and ex vivo settings using cells and thoracic aortas
from rats and mice. Further in vivo studies verifying the major
role of Nlrp3 and II-1f as a potential therapeutic target for the
treatment of vessel “inflammaging” are necessary. In addition, the
transferability in the current study is not shown for human aortic
or other vessel beds.

In conclusion, the inhibition of PRRs could represent an
essential approach for the therapy of systemic vascular diseases.
The CANTOS study demonstrated for the first time in humans
the importance of chronic vascular inflammation for CVD and
the association of cardiovascular mortality with signs of systemic
inflammation (47). The current study results provide further
indications of a potential benefit of an interruption of the Nlrp3-
associated auto-inflammatory loop.
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3. Diskussion

Das vaskulare ,Inflammaging® und dessen histologisches Korrelat MAC stellen sowohl in der
alternden Bevolkerung als auch bei CKD und ESRD Patienten einen eigenstandigen
kardiovaskularen Risikofaktor dar. Kausale Therapieoptionen zur Behandlung der MAC fehlen
bislang in der klinischen Routine.’”> Obwohl in den letzten Jahren zahlreiche potenzielle
Signalwege mit Assoziation zum multifaktoriellen Prozess des ,Inflammaging® identifiziert
werden konnten, ist dessen genaue Pathogenese weiterhin unzureichend verstanden. Die
Identifikation neuer pharmakologischer Konzepte, gerichtet auf zentrale Schlisselziele, ist
notwendig, um diesen komplexen Prozess positiv beeinflussen und damit die Ausbildung
sowie die gravierenden klinischen Folgen verhindern zu kénnen. Hierfur sind neben adaquaten
experimentellen Modellen, die die humane Situation widerspiegeln, geeignete
Analysemethoden notwendig, durch die eine frihzeitige Identifikation und Quantifizierung der
Kalzifizierung und deren pathophysiologischen Signalwege untersucht werden kdnnen.

Diese kumulative Habilitationsschrift umfasst finf ausgewahlte Arbeiten, die sich zum einen
mit der Etablierung neuer experimenteller Modelle und Analysemethoden befassen und zum

anderen einen Einblick in zentrale Signalwege in VSMC geben.

3.1 Modelle zur Untersuchung des vaskuldren ,,Inflammaging“ und der MAC
Zur Identifikation relevanter Signalwege und mdglicher therapeutischer Schlusselziele
innerhalb der Pathogenese der MAC, sind in vitro Studien an primaren VSMC, ex vivo Studien
an aortalen Gewebestiicken und in vivo Studien an Tiermodellen durchgefuhrt worden. Die
benutzten Modelle sind zum Teil sehr heterogen.' Einen Uberblick tiber die Eigenschaften der
experimentellen Modelle und Analysemethoden wurden von der Autorin in zwei Review-Artikel
zusammengefasst.’®""® Jedes Einzelne dieser Modelle kann nur einen Teil der humanen
Situation abbilden, wodurch die Identifikation zentraler Signalwege als Grundlage fiir die

pharmakologische Intervention erschwert wird."™ [n_vitro Modelle stellen die einfachsten

Ansatze in Bezug auf Standardisierung und Durchfiihrung dar. Ein Vorteil ist die Moglichkeit,
komplexe zellulare Signalwege bis auf das Einzelzell-Niveau untersuchen zu kénnen. Das
»Inflammaging"“ ist ein komplexer zellularer Prozess. Sowohl aus eigenen Versuchen als auch
in der Literatur'” zeigt sich, dass die Auspragung des SASP von Zellen in einem
Gewebeverband, aber auch in Kultur, von Zelle zu Zelle verschieden ausgepragt sein kann.
Einzelzell-basierte und ggf. visualisierende Methoden sind von Vorteil fir die Untersuchungen,
zudem da bekannt ist, dass sich beide Prozesse in den Signalkaskaden zumindest teilweise
Uberlappen.®®1% Daher war die Etablierung einer neuen in situ Methode zur gleichzeitigen
Analyse von SASP- und Kalzifizierungsmarkern mittels Fluoreszenzmikroskopie auf VSMC
Einzelzellniveau ein Ziel der Autorin. Auerdem kann so die Ressource der primaren tierischen

Zellen im Sinne des ,refine, reduce, replace” (3R) Gedanken von Russel und Burch'* optimiert
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eingesetzt werden (Arbeit | der Habilitationsschrift). Am Beispiel primarer VSMC der Ratte
konnte ein Multiplex-Detektionsverfahren der Expression der Seneszenzmarker SA-B-Gal,
yH2A.X und p21, sowie des osteogenen Markers Opn etabliert werden.®® Weitere osteogene
Marker, Bmp-2, Alp und Cbfa1, sind ebenfalls etabliert und kamen zum Teil in einer weiteren
Arbeit zum Einsatz."”® Neben dem beschriebenen Modell®® erlauben ,Single-Cell
Transcriptomic Ansatze ebenfalls die gleichzeitige Untersuchung mehrerer Analyten in einer
Zelle und kénnen so eine potenzielle Heterogenitat des zellularen Phanotyps der VSMC
offenlegen.’® Zudem konnen systemische ,Omics“-Studien helfen, die biochemischen,
genetische und experimentellen Anséatze der Gefalkalzifizierung zu verstehen.' Die Vor- und
Nachteile verschiedener alternativer Protokolle zum Einzelzell-basierten Nachweis von
Markern sind im Anhang des Manuskriptes von Herrmann et al. tabellarisch
gegenlbergestellt.”® Die Ergebnisse der Arbeit | belegen, dass der osteogene Marker Opn in
VSMC abhangig ist von der Anzahl der Passagen primarer VSMC, sowie zwischen
verschiedenen Zellchargen in unterschiedlicher Auspragung exprimiert wird. Zudem zeigten
sich Unterschiede im Ausmal der Expression von Kalzifizierungs- und Seneszenzmarkern in
Abhangigkeit des jeweilig verwendeten Induktors,®*'® so dass verschiedene Signalwege hin
zur MAC aktiviert werden. Die etablierte Analysemethode ist Ubertragbar auf andere Marker,
auf andere Zellspezies und auf den Nachweis in Gewebe.

Der Vorteil der Einzelzell-Analyse ist auch gleichzeitig dessen Nachteil, denn durch die
Simplifizierung der Untersuchungsumgebung auf das Niveau einer isolierten VSMC wird der
interaktive Gewebeverband des arteriellen GefalRes aufgehoben, wodurch die parakrine
interzelluldare Kommunikation vaskularer Zellen verloren geht. Daraus ergibt sich die
Notwendigkeit, experimentelle Modelle an arteriellen Gefalpraparaten zu nutzen. Das bislang
verwendete ex vivo Modell der IIA begegnet diesem Problem durch die Aufrechterhaltung des
Gewebeverbandes zumindest teilweise und wurde in zahlreichen Untersuchungen bereits
angewendet.*® Vorteile dieses Modells sind die leichte Praparation, die einfache Durchfiihrung
und die Mdglichkeit der Standardisierung. Der Nachteil dieses Modells ist das Fehlen der
Perfusion, die u.a. fur die Aufrechterhaltung der physiologischen vaskularen Funktionen
essenziell ist.""® Die arteriellen GefaRpraparate werden Uber das Inkubationsmedium mit
Stimulatoren/Inhibitoren des ,Inflammaging® und der MAC Bildung behandelt, so dass neben
der physiologisch intraluminalen Stimulation/Inhibition Uber das Endothel parallel eine
extraluminale Stimulation erfolgt. Daher handelt es sich hierbei um eine artifizielle
Stimulationstechnik, deren Limitationen, insbesondere in Hinblick auf die Auspragung der
induzierten Kalzifizierung, bertcksichtigt werden sollte. Um diesen Limitationen zu begegnen,
wurde das neue ex vivo Modell der ,isoliert perfundierten Arterie“ (IPA) etabliert (Arbeit |l der
Habilitationsschrift). Die Arterie ist dabei Uber einen Zeitraum von bis zu 14 Tagen in einem

Perfusionskreislauf eingespannt, wird mit einem Perfusionsmedium endoluminal unter
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definierten, sterilen Bedingungen perfundiert und ist von einem physiologischen
extrazellularen Medium umgeben.'”® Die ,proof-of-concept’ Studie der IPA wurde an
Rattenaorten im Vergleich zur IIA unter Nutzung eines HPM, wie es bereits in in vitro Studien
an Zellen oder ex vivo Studien genutzt wurde, durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten eine
ausgepragte MAC in beiden Modellen, wobei signifikante Unterschiede im Ausmal} der
Kalzifizierung unter Nutzung des gleichen Stimulationsmediums nachzuweisen waren. Dieser
Unterschied kann durch mehrere Faktoren erklart werden: Zum einen unterscheidet sich die
Stimulationsart der Perfusion von der der Inkubation, da hier keine primare extravaskulare
Stimulation stattfinden kann. Zum anderen kénnen wahrend der Perfusion endothelial
sezernierte Mediatoren, wie beispielsweise Stickstoffmonoxid, einen protektiven Einfluss auf
die Ausbildung der MAC haben. In beiden ex vivo Modellen zeigte sich eine signifikant erhdhte
Expression typischer zellularer OBP Marker, wie beispielsweise Bmp-2.""° Die IPA Methode
ist Ubertragbar auf andere arterielle GefalRe verschiedener Spezies, z.B. auf arterielle Gefalle
gendefizienter Mause.''® Das IPA Modell erlaubt somit Untersuchungen an vaskularen
Praparaten mit erhaltener interzellularer Interaktion zwischen Endothelzellen, VSMC und EZM
unter Nutzung einer physiologisch pulsatilen Perfusion und bildet somit eine Briicke zwischen
dem bislang verwendeten ex vivo IIA Modells und den in vivo Studien. Im Vergleich zu anderen
in der Literatur beschriebenen ex vivo Perfusionsansatzen, die von wenigen Stunden bis zu
einem Tag durchgefihrt wurden,'?'?! st das neu etablierte Modell explizit fur die
Langzeitperfusion von bis zu 14 Tagen konzipiert, wobei kurzere Perfusionszeiten Uber
Stunden ebenfalls mdglich sind. Aufgrund der Flexibilitdt der Perfusionskammer ist die
Perfusion humaner Gefalle ebenfalls moglich, was eine translationale Anwendung im
humanen System erlaubt. Die vollstandige Kompatibilitdit zu allen aktuell etablierten
Analysemethoden der vaskuldaren Kalzifizierung, wie z.B. Quantifizierung des
Kalziumgehaltes, histopathologische und immunhistochemische Untersuchungen, sowie
Expressionsstudien mittels quantitativer ,real-time“ Polymerasekettenreaktion oder Western
Blot Untersuchungen, ist gegeben.

Um die hochkomplexen und multifaktoriellen Interaktionen, insbesondere des vaskularen
»Inflammaging“ unter Krankheitszustanden, beispielsweise der chronischen Uramie, verstehen

zu kénnen, sind aktuell weiterhin in vivo Tiermodelle, meist der Ratte oder Maus, notwendig.

Da Nagetiere gegeniber der Ausbildung einer MAC eine relative Resistenz aufweisen, muss
diese durch einen erheblichen Eingriff in die Homdostase, beispielsweise Uber die Induktion
einer Uramie oder Uber Nutzung genetisch veranderter Modelle, oft zusatzlich in Kombination
mit einer speziellen Diat, etabliert werden.*° Die Auspragung der Uramie unterscheidet sich
zwischen den CKD Tiermodellen zum Teil erheblich, was sich in einer inkonsistenten
Auspragung und Lokalisation der vaskuldren Kalzifizierung in der Intima oder Media

widerspiegelt. Mit diesen in vivo Modellen ist aufgrund des notwendigen Aufwandes fir die
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Induktion und Aufrechterhaltung der Uramie und der damit einhergehenden Folgen ein sehr
hohes Tierleid Uber viele Wochen verbunden. Fur die Verwendung dieser in vivo Modelle und
auch die Etablierung weiterer Modelle sollte daher der 3R Gedanke''* berticksichtigt werden.
Ein alternatives Modell, das méglichst nah an die Bedingungen der humanen Situation kommt,
bei mdglichst hoher Reproduzierbarkeit und geringer Variabilitdt (um Versuchszahlen gering
zu halten) zum Erreichen signifikanter Unterschiede ist daher wiinschenswert. Die IPA kdnnte

hier einen wichtigen Beitrag liefern.

3.2 MAC als Folge einer Stressor-induzierten zellularen OBP-Transformation

Ein Merkmal des sich im Alterungsprozess entwickelnden chronisch sterilen ,Inflammaging*
ist die Aktivierung von Mechanismen der Mustererkennung des angeborenen
Immunsystems.’?'22 Beim Altern fallen zunehmend endogene DAMP/Alarmine an, die eine
kontinuierliche Aktivierung von PRR bewirken,’>'?2 was die Sekretion potenter v.a. NFkB-
assoziierter pro-inflammatorischer Zytokine mit der Ausbildung eines chronischen
Jinflammaging“ zur Folge hat.”>'?? Dieses ist u.a. charakterisiert durch das Vorhandensein
seneszenter Zellen, die spezifische Seneszenz-Marker aufweisen, wie u.a. eine erhdhte
p53/p21 und p16 Expression, eine lysosomale SA-B-Gal Aktivitat sowie Zeichen von DNA-
Schaden, wie u.a. yH2A.X."% Seneszente Zellen durchleben eine Phanotyp-Transformation
hin zu einem pro-inflammatorischen SASP.'?? Die zelluldre Seneszenz stellt somit einen
Teilaspekt des chronischen ,Inflammaging“ dar und ist mit zentralen Mechanismen innerhalb
der MAC Entwicklung verbunden. Zu diesen zahlen u.a. die chronisch-sterile Inflammation,
ROS, eine gesteigerte Zelltodrate, eine gestérte Kalzium-Phosphat-Homobostase, eine
Zunahme von Matrixvesikeln, die OBP-Transformation von VSMC, sowie Veranderungen der
EZM.”® Auch wenn viele Teilaspekte innerhalb der Pathogenese des chronischen
.Inflammaging®, der zellularen Seneszenz und der MAC bekannt sind, so ist deren Interaktion
unzureichend verstanden, wodurch die Identifikation von Schllisselsignalwegen fir die
therapeutische Beeinflussung erschwert ist.

Dass physiologische Alterungsprozesse durch die Mutation nur eines Schlisselproteins
akzeleriert ablaufen kénnen, zeigen HGPS Patienten, die im jugendlichen Alter an vaskularen
Erkrankungen sterben.’® Auch bei anderen, primér nicht genetischen Erkrankungen, spielt
das chronische ,Inflammaging“ eine wichtige Rolle, wie es das Beispiel der chronischen
Uramie zeigt,'® die mit einer zum Teil exzessiv erhohten kardiovaskularen Morbiditat und
Mortalitdt in Abhangigkeit des Schweregrads der Uramie verbunden ist.”® In der CANTOS
Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass durch die Inhibition des NIrp3 Inflammasom
Effektorzytokins II-13, der kombinierte primare kardiovaskulare Endpunkt aus nicht-fatalem
Schlaganfall, nicht-fatalem Myokardinfakt und kardiovaskularer Mortalitat in einem optimal
vortherapierten kardiovaskuldren Hochrisiko-Kollektiv mit erhdhter Crp Plasmakonzentration

signifikant verbessert werden kann.®® Diese Daten zeigten erstmals, das eine auf die
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Verminderung einer chronischen Inflammation ausgerichtete Therapie mit einer Verbesserung
des kardiovaskularen Uberlebens verbunden ist. Aus den oben skizzierten (patho)-
physiologischen Erwagungen und den klinischen Daten heraus ergab sich die Hypothese,
dass PRR als zentrale Mechanismen der Mustererkennung ein potenzielles Bindeglied
zwischen chronischem ,Inflammaging“, oxidativem Stress, zelluldrer Seneszenz und
Ausbildung einer MAC darstellen und somit mafR3geblich an der Ausbildung einer vaskularen
Progerie beteiligt sein konnten. Das Ziel der Arbeit I, IV und V dieser Habilitationsschrift war
es daher, zentral interagierende Signalwege zu identifizieren, um mdgliche therapeutische
Schlisselziele identifizieren zu kénnen. Aufgrund seiner Bedeutung im vaskularen System
wurde der Fokus primér auf das Nirp3 Inflammasom als intrazellularen PRR gelegt,’®’’ das
als Ausloser und Vermittler einer chronischen Inflammation, u.a. resultierend aus erhohtem
oxidativem Stress, Einfluss auf die OBP-Transformation der VSMC und die Formierung des
SAPS hat.

3.2.1 Chronisches ,Inflammaging“: Nirp3 Inflammasom, ROS und DNA-Schéden
Bereits in einer initialen Arbeit der Autorin mit dem purinergen Agonisten Uridin-Adenosin-
Tetraphosphat konnte der Einfluss von ROS auf die Kalzifizierung nachgewiesen werden. 24125
Unter Nutzung des ROS Induktors Azathioprin und dessen Metaboliten 6-Mercaptopurin
konnte eine zentrale Rolle des oxidativen Stresses im Prozess der Kalzifizierung bestatigt
werden.'?612” Sowohl in vitro als auch ex vivo wird eine OBP-Transformation und Kalzifizierung
durch Azathioprin bzw. 6-Mercaptopurin induziert,’® die unabhangig von einer erhohten
Phosphat-Konzentration erfolgt. Durch die anti-oxidative Wirkung von Tiron konnte die
Kalzifizierung verhindert werden, was die zentrale Bedeutung von ROS in der Pathogenese
der MAC verdeutlicht.'?® Die Verifikation erfolgte in einem in vivo Tiermodell, in dem Ratten
Uber einen Zeitraum von 24 Wochen mit Azathioprin behandelt wurden.'?” Die Tiere zeigten
systemische Zeichen eines erhéhten ROS Levels, deren Bildung u.a. durch den Abbau von 6-
Mercaptopurin Uber die Xanthinoxidase erhdht wird und eine OBP-Transformation induzieren
konnen.'?8127 |n der Interventionsgruppe mit Azathioprin wurde ein chronisch-systemisches
.Inflammaging“ induziert, das insbesondere durch eine erhdhte Plasmakonzentration von II-13
und Il-6 gekennzeichnet ist.’?” Die Plasmakonzentration von 1I-18, Rantes und Saa war
erniedrigt und die Konzentration 17 weiterer potenziell pro-inflammatorischer Zytokine zeigte
sich unverandert.'?” Die Untersuchungen an den Gefalken ergaben in der Interventionsgruppe
eine erhohte Expression von II-1 und 1I-6 als Marker eines SASP, sowie von Cbfa1, Alp und
Opn als Marker eines OBP bei gleichzeitig verminderter Expression des VSMC Markers
Sm22a in der Interventionsgruppe.'” Im vaskularen System wird die 1I-1B Sekretion v.a. durch
das NIrp3 Inflammasom reguliert, dessen molekularen Komponenten “apoptosis-associated

speck-like protein” (Asc) und Caspase-1 in kalzifizierenden VSMC verstarkt exprimiert sind.'®
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Eine Hemmung des Nirp3 Inflammasoms reduziert die vaskulare Kalzifizierung in vitro,”128
was in eigenen Untersuchungen bestatigt werden konnte.''*'2” Im aortalen Gewebe der
Interventionsgruppe war die Expression der NIrp3 Inflammasom Komponenten Nirp3, Asc und
Caspase-1 erhoht.'? Ex vivo Versuche an Aortenringen von Nirp3-defizienten Mausen
bestatigten die zentrale Rolle des NIrp3 Inflammasoms im  vaskularen
Kalzifizierungsprozess.'?

Um den Zusammenhang zwischen der ROS Induktion, DNA-Schaden, einer zellularen
Seneszenz und der Aktivierung des Nirp3 Inflammasoms in der Pathogenese der MAC weiter
zu untersuchen, wurde Doxorubicin als Induktor von ROS und DNA-Schaden verwendet.'® In
den Untersuchungen zeigte sich eine Doxorubicin-induzierte Kalzifizierung von VSMC in vitro
sowie ex vivo eine MAC Induktion in aortalen GefaRpraparaten.'’® Neben einer erhéhten
Expression der OBP-Marker Alp, Bmp-2, Cbfa1l und Opn wurde auch die Expression der
SASP-Marker 1I-6 und 1l-1B und die NiIrp3 Inflammasom assoziierten Komponenten Nirp3, Asc
und Caspase-1 durch Doxorubicin stimuliert.""® In ex vivo Untersuchungen an aortalen
Gefalken von NIrp3-defizienten Mausen konnte die Bedeutung des NIrp3 Inflammasoms
bestatigt werden.'"® Somit zeigen die Arbeiten der Autorin, dass das Nirp3 Inflammasom ein
potenziell zentrales pathophysiologisches Element flir die ROS abhangige Induktion der
Kalzifizierung von VSMC und die Ausbildung der MAC im aortalen Geweben ist."'®'?” Die
entscheidende Rolle von Mechanismen der Mustererkennung und die Bedeutung des Nirp3
Inflammasoms wurden auch in anderen Modellen bestatigt. Die durch Doxorubicin-induzierte
myokardiale Dysfunktion und Kalzifizierung der Kardiomyocyten wurde durch MCC950
Therapie verbessert.'?®12° Die II-1B vermittelten pro-inflammatorischen Prozesse bis hin zur
Pyroptose sind vom NIrp3 Inflammasom abhangig, wie in Kardiomyocyten gezeigt werden
konnte.”™® In einem HGPS Mausmodell reduzierte die Inhibition von Nirp3 mit MCC950 die
chronische Inflammation und verlangerte die Lebensspanne der Tiere signifikant.®

Da sowohl Doxorubicin als auch Azathioprin eine II-18 Produktion Uber die Aktivierung des
NIrp3 Inflammasoms induzieren,''®'?" hat die Autorin die Effekte von II-1B auf die Pathogenese
der Kalzifizierung in den angewandten Modellen weiter untersucht. In vitro Daten aus der
Literatur zeigen, dass lI-1B ein Induktor der vaskularen Kalzifizierung ist.'' In eigenen Arbeiten
konnte bestatigt werden, dass II-1B die Ausbildung eines OBP induziert."" Dieser Phanotyp
ist durch die vermehrte Expression der osteogenen Marker Cbfa1, Alp, Opn und einer
verminderten Expression der VSMC Marker Sm22a, ,myosin heavy-chain smooth muscle
isoform“ und Calponin 1 gekennzeichnet.''® II-1B entfaltet seine pro-inflammatorische Wirkung
aulerdem Uber eigene Expressionssteigerung, sowie die anderer PRR, wie TIr2 und TIr4.""®
Diese Autostimulation kann durch die Blockade der Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Oxidase, des TIr4 Rezeptors, des NIrp3 Inflammasoms und durch eine anti-oxidative

Behandlung gehemmt werden.'"® Klinische Studien zeigen, dass II-1B, aber auch 1I-6 und die
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Pentraxine Crp und Pentraxin-3 (Ptx3) Pradiktoren flr kardiovaskulare Erkrankungen und die
Ausbildung vaskularer Pathologien sind.'? I-1B induziert die Expression von 1I-6 und Ptx3."%3
[I-6 und Pix3 sind in CKD- und ESRD-Patienten starke Pradiktoren fir eine erhdhte
kardiovaskulare Morbiditadt und Mortalitat.'3+ 3¢ Weitere Studien zeigen, dass funktionelle
Varianten des 1I-6-Gens das CVD Risiko bei CKD beeinflussen.’®”'*8 |n den eingesetzten in
vitro, ex vivo und in vivo Modellen zeigt sich eine erhdhte systemische und lokale 1I-6
Produktion.''®'2" Dieser Effekt ist abhangig vom PRR TIr4 und dem Nirp3 Inflammasom, aber
unabhangig von einer ROS Induktion.”® II-6 ist somit Teil eines NFkB-abhangigen SASP.'3
Daneben sind NFkB-unabhangige Signalwege Uber p38-,mitogen-activated protein kinase®,
Proteinkinase B (Akt), ,mammalian target of rapamycin“ (mMTOR) und ATM Kinase bekannt,
die die Ausbildung eines SASP und Induktion der MAC miteinander verbinden. Fir ATM ist
der kausale Zusammenhang zwischen SASP und MAC bislang am besten untersucht. Eine
ATM Inhibition hemmt die OBP-Transformation und Kalzifizierung der VSMC Ulber eine
Reduktion der assoziierten Inflammation, wobei Cbfa1 das Bindeglied zur ATM-abhangigen
Kontrolle von DNA-Schaden zu sein scheint.!04140.141

Diese beschriebenen Mechanismen haben einen bedeutenden Anteil an der vaskularen
Progerie. Progressive zellulare Schadigungsmuster minden in der Freisetzung von
DAMP/Alarminen mit einer konsekutiven PRR Aktivierung. Damit werden evolutionar
konservierte immunologische Mechanismen bedient.”? Komponenten des SASP kdnnen
neben ihrer lokalen Bedeutung fir die interzellulare Kommunikation eine tbergreifende Rolle
als systemische pro-inflammatorische Mediatoren gewinnen und damit die Homdostase des
Korpers grundlegend beeinflussen. DAMP/Alarmine kdnnen neben der Inflammation auch eine
zellulare Seneszenz induzieren, die ihrerseits die Inflammation unterhalten kann.#2143 Die
eigenen Ergebnisse zeigen, dass sowohl Doxorubicin als auch [I-18 ROS in VSMC
induzieren.''® DNA-Schaden mit assoziierter Ausbildung einer zellularen Seneszenz (z.B. p21)
hingegen werden zwar durch Doxorubicin, nicht aber durch Il-1B ausgelost.'”™ Entgegen
Hinweisen in der Literatur, in denen II-1B auch die Seneszenz in VSMC induzieren kann,™’
konnten diese Effekte in den eigenen angewandten Modellen nicht nachgewiesen werden.''
Abweichend von unserem Modell wurde der Effekt von II-13 auf die Seneszenz in der Studie
von Han et al. in einem artifiziellen System unter Nutzung eines HPM nachgewiesen,’®' wobei
Phosphat selbst ein Induktor der Seneszenz sein kann.'3? Eine ahnliche Erklarung wiirde auch
fur den in der Literatur nachgewiesen Effekt von 1I-6 auf die Induktion von Seneszenz und
Kalzifizierung zutreffen,'? der in den von der Autorin eingesetzten Modellen ohne Nutzung
eines HPM ebenfalls nicht nachgewiesen werden konnte.''® Die Kenntnisse Uber Prozesse
der zellularen Seneszenz sind von Bedeutung, da durch die Elimination seneszenter Zellen
die Auswirkungen der SASP vermittelten Inflammation relevant vermindert werden kann.'42143

Um jedoch den Stellenwert der zellularen Seneszenz in der Pathogenese der MAC beurteilen
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zu kénnen, bedarf es weiterer Untersuchungen. Vorstellbar ist, dass die zellulare Seneszenz
initial einen protektiven Einfluss auf die MAC Entwicklung hat, der in Abhangigkeit des
Ausmales oder bei Persistenz der Seneszenz den SASP und die MAC Bildung verstarkt. Die
zelluldare Seneszenz kann in Abhangigkeit des jeweiligen Mediators und der zeitlichen
Dimension zu einer DNA-Schadigung fuhren, durch die zusatzlich eine Verstarkung der
zelluldren Seneszenz induziert wird.

Die Arbeiten der Habilitationsschrift bestatigen den Mechanismus eines PRR-abhangigen pro-
inflammatorischem SASP und OBP Uber das NIrp3 Inflammasom. Insbesondere durch 1I-13
wird die Expression weiterer Inflammations- und Kalzifizierungsmarker primar unabhangig
vom zellularen Status der Seneszenz aufrechterhalten, da durch II-1B keine direkten DNA-

Schaden und zellulare DDR induziert werden.

3.2.2 Chronische Niereninsuffizienz als Krankheitsbild der vaskulédren Progerie
Die CKD ist aufgrund der Vielzahl retinierter Uramietoxine ein Musterbeispiel fir eine
kontinuierlich  vorliegende toxische Dyshomodostase mit Freisetzung uramischer
DAMP/Alarmine.®8144145  Darliber hinaus wirken =zahlreiche urdmische Toxine, wie
beispielsweise Saa oder Hmgb1, als DAMP/Alarmine, die von unterschiedlichen PRR
detektiert werden.’21951%€ Aych das Uramietoxin Trimethylamine N-Oxid, ein Produkt des
Darm-Mikrobioms, aktiviert das Nirp3 Inflammasom.’® In der Urédmie besteht somit eine
kontinuierliche Stimulation des angeborenen Immunsystems mit Aktivierung von
Mechanismen der Mustererkennung. Zur Vermeidung der schadlichen Konsequenzen sind die
Therapieziele unter Uramie entweder die Konzentration der DAMP/Alarmine durch
verminderte Bildung oder erhdhte Elimination zu reduzieren oder deren Wirkung durch
Blockade zentraler therapeutischer Schlisselziele zu vermindern. Bei dialysepflichtigen
Patienten kann durch die Dialysebehandlung die chronisch-urdmische Inflammation dennoch
nicht adaquat kontrolliert werden."” Griinde hierfir sind u.a. die intermittierende
Dialysebehandlung und hiermit verbundene limitierte Therapiezeit, sowie die reduzierte
therapeutische Effektivitat, insbesondere im Bereich der mittelmolekularen Uramietoxine.'’
Das bestehende Konzept der Verminderung uramischer Toxine durch Nutzung
unterschiedlicher Dialyseverfahren, stellt fir CKD-Patienten ohne Dialyseindikation keine
geeignete Therapieoption dar. Daher werden alternative Behandlungskonzepte benétigt, die
auf zentrale Mechanismen innerhalb des uréamischen ,Inflammaging“ abzielen. Durch eine
Inhibition der deletaren Wirkungen der Uramietoxine und damit einhergehender Inhibition der
vaskularen Progerie, konnte das kardiovaskulare Risiko reduziert werden. Aufgrund der
Bedeutung der dargestellten Prozesse erscheint der evolutionar konservierte Prozess der

Mustererkennung, insbesondere das NIrp3 Inflammasoms, geeignet zu sein. Die positiven
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Ergebnisse der CANTOS Studie, insbesondere in der phanotypisch komplexen CKD

Subpopulation, unterstiitzen diese Hypothese.''?

3.3 Potenzielle Therapiekonzepte der vaskuldaren Progerie mit Bezug zur Uramie

Verschiedene neue therapeutische Konzepte zielen auf die Beeinflussung von Prozessen der
Kalzifizierung, zelluldaren Seneszenz oder der Inflammation ab.' Der gestorte Kalzium-
Phosphat-Haushalt und eine persistierende chronische Inflammation zahlen zu den wichtigen
nicht-traditionellen CKD-abhangigen Risikofaktoren.'® Eine therapeutische Intervention des
Kalzium-Phosphat-Haushaltes zielen v.a. die Kontrolle der jeweiligen Plasmakonzentration
dieser Elektrolyte, des Vitamin D3 und des Parathormons. Zur Therapie des sekundaren
Hyperparathyreoidimus werden u.a. Phosphatbinder, Vitamin-D Praparate und Kalzimimetika
eingesetzt, durch die die Progression der MAC vermindert werden soll. Aktuell existieren keine
systemischen anti-inflammatorischen Therapieoptionen, die die uramische Inflammation
kausal adressieren. Dass eine kausale anti-inflammatorische Therapie der Uramie
fundamentale Auswirkungen hat, demonstriert der Erfolg der Nierentransplantation, durch die
eine kontinuierliche und signifikante Verminderung der Uramietoxinlast und des damit
einhergehenden uramischen ,Inflammaging“ durch Etablierung einer adaquaten GFR erreicht
wird. Hierdurch wird die Progression der Ausbildung einer MAC vermindert oder sogar
aufgehoben.'® Die mit abnehmender GFR assoziierte Retention uramischer Toxine kann ohne
Dialysetherapie kausal nicht beeinflusst werden, so dass der therapeutische Fokus auf der

Modulation des uramischen “Inflammaging” liegen sollte.

3.3.1 Therapeutische Konzepte im Rahmen der Kalzifizierung
Zu den therapeutischen Ansatzen mit Bezug zur Kalzifizierung zahlen eine Verminderung der
Phosphatkonzentration, eine Verhinderung der Ablagerung von Kalzium-Phosphat-
Komplexen und eine Erhéhung der Konzentration von Inhibitoren der Kalzifizierung.
Eine Metaanalyse von 25 klinischen Studien, davon 18 Studien mit dialysepflichtigen

Patienten, analysierte den Effekt der Senkung der Phosphat-Plasmakonzentration mit Hilfe

von Phosphatbindern auf die Genese der MAC.*° Als primarer Endpunkt wurde hauptséchlich
eine kalzifizierende Koronargefal3-Arteriopathie untersucht. Die Untersuchungsergebnisse an
mehr als 2.500 Patienten verblieben uneinheitlich.’*® Die meisten Studien untersuchten
kalziumhaltige gegen kalziumfreie Phosphatbinder. Dabei war zwar die MAC bei kalziumfreien
im Vergleich zu kalziumhaltigen Phosphatbindern geringer ausgepragt, aber zu einem Placebo
ergab sich kein signifikanter Nutzen,'*° so dass die MAC Progression dabei am ehesten durch
die erhohte Kalziumzufuhr erklart werden kann. Eine Senkung der Phosphatkonzentration
erscheint demnach keinen signifikanten Vorteil gegeniiber einem Placebo zu haben.™® Der

Zulassungsprozess fur die Therapie mit Tenapanor, einem Inhibitor des Natriumhydrogen-
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Antiporters 3, der die gastrointestinale Absorption von Phosphat reduziert, wurde von der
,Food and Drug Administration“ gestoppt, da die klinische Signifikanz unklar eingeschatzt
wurde.

Ein weiteres therapeutisches Konzept ist die Verhinderung der Kalzium- und Phosphat-

Ablagerung durch eine anti-resorptive Therapie mit Bisphosphonaten, strukturellen Analoga
von PPi, oder Denusomab, einem humanisierten Antikorper. Aktuell existieren neun Studien,
die anti-resorptive Therapeutika an ~350 Patienten untersucht haben.'*® Die Ergebnisse von
sieben dieser Studien deuten auf eine Verlangsamung der MAC Entwicklung hin.™® Sowohl
das Studiendesign als auch die eingesetzten Bisphosphonate unterscheiden sich, was einen
direkten Vergleich der Studienergebnisse erschwert und die teilweise widersprichlichen
Ergebnisse erklaren konnte.'® Vier Studien haben das Bisphosphonat Etidronat bei
dialysepflichtigen Patienten eingesetzt, wodurch eine Reduktion der MAC Auspragung erzielt
werden konnte.'*® Diese Daten zeigen, dass eine anti-resorptive Therapie potentiell niitzliche
Wirkungen haben kann. Jedoch sind Langzeitdaten notwendig, um die Auswirkungen des
unter der Therapie bestehenden erheblichen Eingriffs in den Knochenstoffwechsel auf das
vaskulare System besser verstehen zu kénnen.'® Myo-Inositol-Hexaphosphat (SNF472) ist
eine Substanz, die durch eine selektive Bindung an HAP dessen Wachstum inhibiert,5'-153
ohne im Tiermodell nachteilige Auswirkungen auf den Knochenmetabolismus im Vergleich zu
Bisphosphonaten zu zeigen.’* Der ECso-Wert flr die Chelatbildung mit freiem Kalzium ist 50-
mal hoher als die maximal wirksame SNF472-Dosis, was dessen Selektivitat fir HAP
bestatigt.>1%>1% Bei dialysepflichtigen Patienten konnte durch die Behandlung mit SNF472
die Progression der MAC signifikant vermindert werden.'®

Ein Therapieansatz, der auf die Erhéhung der Konzentration von endogenen Inhibitoren der

Kalzifizierung, wie z.B. Mgp, abzielt, ist die Substitution von Vitamin K, wobei der Effekt eine
unklare klinische Signifikanz zeigt.’>” Sechs Studien an ~580 Patienten wurden durchgefiihrt,
von denen nur eine Studie, in der eine Vitamin K Substitution im Dialysat genutzt wurde, einen
Vorteil zeigte. In den anderen funf Studien konnte kein Vorteil einer Vitamin K Substitution in

Bezug auf die Auspragung der MAC gesehen werden.®’

3.3.2 Therapeutische Konzepte im Rahmen des chronischen ,Inflammaging”
Bislang gibt es experimentelle Hinweise, dass eine therapeutische Intervention des NIirp3
Inflammasoms einen protektiven Einfluss auf die MAC Pathogenese hat. In uramischen Ratten
konnte gezeigt werden, dass durch die Therapie mit Puerarin, einem naturlich vorkommenden
Isoflavon, die NiIrp3 Inflammasom vermittelte vaskulare Kalzifizierung signifikant vermindert
wird."™® 6-Shogaol, ein natlrlicher Inhaltsstoff des Ingwerrhizoms, inhibiert die Nirp3
Inflammasom vermittelte vaskulare Kalzifizierung, induziert durch eine hohe Glukose-

Konzentration.”™® Das 2012 entdeckte Myokin Irisin, dessen Plasmakonzentration bei
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dialysepflichtigen Patienten signifikant vermindert ist, vermindert in einem CKD Mausmodell
die Nirp3 Inflammasom vermittelte MAC signifikant.’®® Weitere Inhibitoren des Nirp3
Inflammasoms sind bekannt, mit deren Hilfe die Rolle des NIrp3 Inflammasoms unter
systemischen Bedingungen in vivo weiter verifiziert werden kann.'®" MCC950 ist ein selektiver
Inhibitor, der die ATPase Domane des NIrp3 Inflammasoms blockiert und so dessen Aktivitat
inhibiert."" In vitro und in vivo Studien zeigen, dass das Leben von HGPS Mausen durch eine
MCC950 Therapie verlangert werden kann.'®" Des Weiteren hat MCC950 Uber die Reduktion
der Plaquebildung und Stabilisierung der Plaques eine anti-atherosklerotische Wirkung.62163

Eigene Untersuchungen zeigen, dass MCC950 die Kalzifizierung in vitro vermindert.'"®

3.3.3 Therapeutische Konzepte im Rahmen der zelluldren Seneszenz

Die therapeutischen Konzepte der zelluldren Seneszenz umfassen die Elimination
seneszenter Zellen (,Senolytics*) und die Modulation des SASP (,Senomorphics*).6883.164.165
Durch die Senolyse p16'™4a positiver Zellen in einem transgenen Mausmodell konnte das
Ausmal der Atherosklerose reduziert und das Uberleben der Mause verlangert werden.%5166
Eine vergleichbare Wirkung auf die Atherogenese kann durch das senolytisch wirksame
Medikament Navitoclax (ABT263) erzielt werden. ABT263 inhibiert anti-apoptotische Proteine
der ,B-cell lymphoma 2“ (Bcl-2) Familie, Bcl-2 und Bcl-xl, wodurch es die Apoptose
seneszenter Zellen u.a. durch Reaktivierung der pro-apoptotischen Wirkung der Proteine ,Bcl-
2 antagonist of cell death“ und ,Bcl-2 associated x protein“ und deren Interaktion mit der
auleren mitochondrialen Membran moduliert.’®” Die Therapie mit ABT263 reduziert die
Atherogenese im ApoE-defizienten-Mausmodell und senkt die -6 Plasmakonzentration als
ein Marker der systemischen Inflammation.'®® Der nachweisbare in vitro Effekt von ABT263
auf die Reduktion seneszenter VSMC konnte in vivo nicht bestéatigt werden.'®® Es wurden
weitere senolytische Medikamente auf der Basis von natlrlich vorkommenden Flavonoiden
entdeckt. Eines davon ist Quercetin, dass ein Polyphenol mit anti-oxidativen Eigenschaften ist
und in hoher Konzentration in verschiedenen Obst- und Gemisesorten vorkommt.'®® Durch
Quercetin werden seneszente Zellen selektiv durch die Inhibition des Phosphoinositid-3-
Kinase/Akt und p53/p21/serpine Signalweges durch Reaktivierung der Apoptose eliminiert.
Durch die kombinierte senolytische Therapie mit Quercetin und Dasatinib, einem Inhibitor der
Bcer-Abl-Tyrosinkinase und der Sarcoma-Tyrosinkinase, konnte die Seneszenz-assoziierte
verminderte korperliche Belastbarkeit und die erhdhte Mortalitat alter Mause verbessert
werden.'”® Eine dhnliche Wirkung zeigte die komibinierte senolytische Therapie bei jungen
Mausen, denen seneszente Zellen transplantiert wurden.'”®

.Senomorphics” beeinflussen an unterschiedlichen Stellen den SASP und die zellulare und

morphologische Funktion der Zelle. Hierzu zahlen Inhibitoren des Januskinase/“signal

transducers and activators of transcription“ Signalwegs, von NFkB oder mTOR und Aktivatoren
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von Sirtuinen, einer Gruppe von Histon-Acetylasen, Aktivatoren der Autophagie und anti-
oxidative und anti-inflammtorische Molekdle, die den zellularen Metabolismus und damit den
zellularen Energiehaushalt modulieren.®® Beispiele fiir solche Medikamente sind der mTOR
Inhibitor Rapamycin und Metformin. Eine Therapie mit Rapamycin vermindert die Entstehung
einer replikativen Seneszenz, verbessert die Erneuerung hamatopoetischer Stammzellen
sowie das Uberleben und den Gesundheitsstatus in unterschiedlichen Tiermodellen."”" Eine
Erklarung ist die Beeinflussung des SASP, insbesondere Uber einer verminderte Expression
von 1I-6 und ll-1a, die mit einem reduzierten oxidativen Stress und einer erhdhten Aktivitat der
Adenosin-Monophophat-abhangigen Kinase verbunden ist.8”'"" Mit einer mTOR Inhibition sind
zahlreiche Nebenwirkungen assoziiert, die insbesondere mit der immunsuppressiven und
metabolischen Wirkung auf die Induktion einer Insulinresistenz und einer Hyperlipidamie
verbunden sind.'”? Die Therapie mit Metformin zeigt ebenfalls potenziell vorteilhafte Wirkungen
auf die zellulare Alterung und ist mit einer potenziell lebensverlangernden Wirkung Gber die
Modulation des SASP verbunden.®” Uber anti-oxidative Eigenschaften besteht auRerdem eine
protektive Wirkung auf die DNA.'¢7

Diese Befunde zeigen, dass die Modulation des SASP eine wichtige Rolle fir die Therapie des
.Inflammaging“ einnehmen kann. Hierflir missen zentrale pathophysiologische Mechanismen
identifiziert werden, um die Nebenwirkungsrate zu minimieren. PRR scheinen zentral in das
uramische ,Inflammaging® und die ur@misch vaskulare Progerie eingebunden zu sein, so dass
ein auf die Interaktion zwischen uradmischen DAMP und PRR ausgerichteter Ansatz eine

kausale Therapie des uramischen ,Inflammaging” darstellen konnte.'

3.4  Schlussfolgerung

Fir die physiologische Funktion der VSMC ist die Eigenschaft der Kontraktion essenziell. Um
sich gegen aulere Stressoren behaupten zu kénnen, wechseln Zellen ihren Phanotyp tber
umfangreiche Veranderungen des Transkriptoms im Sinne einer Phanotyp-Plastizitat. Daher
kénnen VSMC unter den Bedingungen eines chronischen ,Inflammaging“ ihren Phanotyp
ebenfalls anpassen. Durch eine vermehrt anfallende Last an DAMP/Alarminen werden
transmembrandse und intrazelluldare PRR aktiviert und ein SASP mit der Expression NFkB-
abhangige 1I-1 Zytokine induziert. Insbesondere Uber 1I-13 wird ein OBP induziert und die
Mechanismen der Kalzifizierung aktiviert. In Abhangigkeit von der Art des zellularen Stressors
und der Menge der intrazelluldren ROS kdnnen sich DNA-Schadigungsmustern ausbilden, die
mit einer Aktivierung von DDR einhergehen. Hierdurch kénnen die VSMC zusatzlich einen
seneszenten Phanotyp einnehmen, der ebenfalls mit der Ausbildung bzw. Verstarkung des
SASP einhergeht, welcher im Verlauf zu einer Verstarkung des OBP und der Kalzifizierung
fuhrt. Auch wenn die MAC pathophysiologisch mit erheblichen Veranderungen der vaskularen

Funktion wie u.a. mit der Erhéhung der vaskularen Steifigkeit verbunden ist, so stellt diese als
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Defektheilung eine Mdglichkeit dar, Stérungen der strukturellen vaskularen Integritat, die letal
sein kdnnen, zu verhindern. Die Ergebnisse dieser Habilitationsschrift weisen darauf hin, dass
unterschiedliche zelluldre Stressoren die beschriebene Phanotyp-Transformation in einen
OBP v.a. Uber Aktivierung des NIrp3 Inflammasoms, als einen zentralen Vermittler des SASP,
induzieren konnen.

Die Uramie stellt ein pradestiniertes Krankheitsbild fur die Ausbildung einer vaskularen
Progerie aufgrund eines chronisch-uramischen ,Inflammaging® dar. Sie ist gepragt durch eine
systemische Dyshomoostase, ausgeldést durch eine hohe pro-inflammatorische
Uramietoxinlast. Uradmietoxine koénnen selbst als DAMP/Alarmine wirken oder die
Uramietoxine flhren zu einer Schadigung von Zellen, die dann DAMP/Alarmine freisetzen.
Hierdurch kommt es zu einer kontinuierlichen Aktivierung von PRR, Uber die das chronisch-
uramische ,Inflammaging“ unterhalten wird und sich die oben skizzierten Phanotyp-
Transformationen ausbilden koénnen. In Abhéangigkeit der Auspragung der zellularen
Schéadigung und des SASP entsteht ein pro-inflammatorischer ,circulus vitiosus® v.a. Uber
Zytokine der II-1 Superfamilie, Uber den der Prozess des uramischen ,Inflammaging® sich
verstetigen und verstarken kann. Das NIrp3 Inflammasom stellt daher ein interessantes
therapeutisches Ziel fur die Pravention und gezielte Behandlung der uramisch vaskuldren
Progerie dar. Um den Zusammenhang zwischen Inflammation, Seneszenz und Kalzifizierung
besser verstehen zu koénnen, sind neue methodische Ansatze notwendig, um die
multifaktorielle Pathophysiologie zum einen auf Einzelzellebene, aber auch im komplexen
Gewebeverband untersuchen zu koénnen. Die in dieser Habilitation neu etablierten

methodischen Ansatze konnen hierflir von Nutzen sein.

3.5 Ausblick

Die Identifikation von Schliisselzielen und die Uberpriifung der Wirksamkeit
pharmakologischer Intervention in geeigneten experimentellen Modellen wird helfen, neue
Therapieoptionen in klinischen Studien einsetzen zu kdnnen. Hierfir ist die Etablierung
weiterer methodischer Ansatze notwendig, durch die bereits das Anfangsstadium der
Kalzifizierung nachgewiesen werden kann. Die Beeinflussung des chronisch-uramischen
,Inflammaging“ durch Modifikation der Ausbildung des SASP und des assoziierten oxidativen
Stressniveaus bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz kann ein therapeutisches
Konzept fir die uramische Progerie darstellen. Neben der Suche nach neuen
Wirkstoffkandidaten koénnten etablierte Wirkstoffe wie u.a. II-1B Antikérper/Antagonisten
therapeutische Optionen bieten, um die hohe kardiovaskuldre Morbiditat und Mortalitat

niereninsuffizienter Patienten verbessern zu konnen.
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4. Zusammenfassung

Stand der Forschung: Kardiovaskulare Erkrankungen sind weltweit die fuhrende
Todesursache, wobei insbesondere altersbedingte vaskulare Veranderungen in den Fokus
ricken. Die Arteriosklerose ist eine wichtige Entitat systemischer Gefalveranderungen und
gekennzeichnet durch eine Kalzifizierung der tunica media (,medial arterial calcification®,
MAC). Ein bedeutender Risikofaktor fir die MAC ist die chronische Nierenkrankheit.
Verschiedene Mediatoren und Inhibitoren beeinflussen die MAC Pathogenese. Hierbei riicken
evolutionar konservierte Mechanismen der Mustererkennung, u.a. die Aktivierung des ,NOD-,
LRR- and pyrin domain-containing protein“ 3 (NIrp3) Inflammasom und das einhergehende
.Inflammaging“ in den Fokus der Untersuchungen.

Fragestellung: Das Ziel dieser kumulativen Arbeit ist Etablierung von geeigneten Modellen
und die Charakterisierung zentraler Signalwege in glatten Gefalmuskelzellen (,vascular
smooth muscle cell, VSMC) innerhalb des uramischen ,Inflammaging®.

Ergebnisse: Um die multifaktorielle MAC Genese und insbesondere die Interaktion der
Signalwege untersuchen zu kénnen, wurde in der ersten Arbeit ein Einzelzell-basiertes Modell
zum Nachweis verschiedener Seneszenz- und Kalzifizierungsmarker etabliert. Durch die
Etablierung des neuen ex vivo Modells der isoliert-perfundierten Arterie im Rahmen der
zweiten Arbeit kann die MAC Pathogenese unter Perfusionsbedingungen analysiert werden.
Die Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) im Signalweg der MAC konnte in der dritten
und vierten Arbeit sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden. ROS aktivieren das Nirp3
Inflammasom als intrazelluldren Mustererkennungsrezeptor. Uber die Sekretion von
Interleukin 1B werden pro-inflammatorische und osteogene Signalwege in VSMC induziert, die
mit einer Phanotyptransformation einhergehen und so die MAC Pathogenese beeinflussen.
Diskussion & Ausblick: Zellularer Stress der VSMC resultiert im ,Inflammaging“ und
osteogenem Phanotyp, die letztendlich in Mechanismen der Kalzifizierung miinden. In
Abhangigkeit von der Art des Stressors nehmen die VSMC zusatzlich einen seneszenten
Phanotyp an, der ,Inflammaging® und Kalzifizierung verstarkt. Das Nirp3 Inflammasom nimmt
eine zentrale Rolle im intrazellularen Signalweg der Pathogenese ein. Diese Defektheilung
geht mit erheblichen strukturellen und rheologischen Veranderungen im Gefald einher,
stabilisieren aber die Gefalintegritat. Die Uramie ist ein pradestiniertes Krankheitsbild fir die
Ausbildung eines chronisch-uramischen ,Inflammaging“ und einer vaskularen Progerie. Die
Modulation des chronisch-urdmischen ,Inflammaging“ kann ein therapeutisches Ziel fur die
uramische Progerie sein. Neben der Suche nach neuen Wirkstoffkandidaten kénnen etablierte
Wirkstoffe therapeutische Optionen bieten, um die hohe kardiovaskulare Morbiditat und

Mortalitat von niereninsuffizienten Patienten reduzieren zu konnen.
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5. Summary

State of the art: Cardiovascular disease is the leading cause of death worldwide and is
associated with significant health care costs. Therefore, age-related vascular changes come
to the fore. Arteriosclerosis is an important entity of systemic vascular changes and is
characterized by calcification of the tunica media (medial arterial calcification, MAC). A
significant risk factor for MAC is chronic kidney disease. Various mediators and inhibitors
influence the MAC pathogenesis. Here, evolutionary conserved mechanisms of pattern
recognition, including activation of the "NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein" 3
(NIrp3) inflammasome and the accompanying "inflammaging" come into focus.

Purpose: The aim of this cumulative work is to establish appropriate models and characterize
key signaling pathways in vascular smooth muscle cells (VSMC) within uremic "inflammaging".
Results: For investigation of the multifactorial MAC progression and in particular the
interaction of signaling pathways, a single cell-based model for the detection of different
senescence and calcification markers was established in the first work. The establishment of
another model in the second work, the isolated-perfused artery, allows MAC pathogenesis to
be analyzed under perfusion conditions. The importance of reactive oxygen species (ROS) in
the MAC signaling pathway was highlighted in the third and fourth papers, both in vitro and in
vivo. These ROS serve as an activation signal for an intracellular pattern recognition receptor
as the NIrp3 inflammasome. NIrp3 maintains pro-inflammatory signaling pathways in VSMC
via secretion of interleukin 1B and influences MAC via induction of osteogenic markers and
concomitant phenotype transformation of VSMC.

Discussion & Outlook: Cellular stress of VSMC results in "inflammaging" and an osteogenic
phenotype, leading to calcification. Depending on the type of stressor, VSMC additionally
adopt a senescent phenotype that enhances "inflammaging" and calcification. The Nirp3
inflammasome occupies a central role in the intracellular signaling pathway of the
pathogenesis. This defect healing is accompanied by significant structural and rheological
changes in vessels but stabilizes the vessel integrity. Uremia is a predestined clinical picture
for the development of chronic uremic "inflammaging" and vascular progeria. Modulation of
chronic uremic "inflammaging" may be a therapeutic target for uremic progeria. In addition to
the search for new drug candidates, established agents may offer therapeutic options to reduce

the high cardiovascular morbidity and mortality of renal failure patients.
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