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Samenvatting

Samenvatting

Endotheelcellen vertalen biomechanische krachten in functionele en fenotypische veranderingen
die een belangrijke rol spelen in de embryonale cardiovasculaire ontwikkeling. In dit proefschrift
hebben wij de rol van primaire cilién in de reactie van endotheelcellen op shear stress onderzocht.
Wij hebben ons gericht op de regulatie van de Krippel-like factor familie van transcriptiefactoren, en
van de Transforming growth factor B (Tgf) en Hedgehog (Hh) signaaltransductie cascades.

In Hoofdstuk 1 wordt een inleiding gegeven van de endotheliale respons op shear stress. Ook wordt
het signaleringsmechanisme beschreven van Tgf3 geassocieerde endotheel-mesenchym transitie
(EndoMT), en die van Hh in de aan- en afwezigheid van primaire cilién.

Hoofdstuk 2 bevat achtergrondinformatie over de stuctuur, distributie, en functie van endotheliale
primaire cilién. Daarnaast wordt de rol van shear stress in de normale cardiovasculaire ontwikkeling
uitgelegd en wordt de functie van primaire cilién in endotheliale mechanotransductie beschreven.

Hoofdstuk 3 beschrijft de universele respons van endotheelcellen op shear stress. Wij laten
zien dat endotheliale voorlopers (endothelial progenitor cells) op een soortgelijke wijze reageren
als gedifferentieerde volwassen arteriéle en veneuze endotheelcellen, onder andere met een
vergelijkbare inductie van de transcriptiefactor Kriippel-like factor 2 (KIf2). Hiermee wordt aangetoond
dat de reactie van endotheelcellen op vloeistofstroom onafhankelijk is van de differentiatiestatus.

In Hoofdstuk 4 bestuderen wij het effect van shear stress op Kif2 expressie en Tgff geassocieerde
signalering in embryonale endotheelcellen. Endotheelcellen in gebieden van hoge shear stress, met
name in het cardiale uitstroomgebied en in het atrioventriculaire kanaal, zijn gekenmerkt door een
hoge expressie van Klf2 en door Tgf3 gedreven EndoMT. Extraembryonale veneuze obstructie leidt
tot een lokale toename van shear stress en verandering in Tgff3 signalering. Dit resulteert op termijn
in een spectrum van aangeboren hartafwijkingen. Wij tonen aan dat, in tegenstelling tot volwassen
endotheel, in embryonale endotheelcellen shear stress leidt tot activering van Tgf/AIk5 (een Tgff3
receptor type 1) signalering en dat de inductie van Klf2 een Alk5 afhankelijk proces is.

In Hoofdstuk 5 wordt de rol van primaire cilién in het reguleren van de endotheliale respons op shear
stress beschreven. Het distributiepatroon van gecilieerde endotheelcellen in het embryonale hart
is shear stress-gerelateerd. Ciliéring is beperkt tot gebieden van lage en oscillerende shear stress.
Ongecilieerde endotheelcellen in gebieden van hoge shear stress, zoals in de cardiale uitstroom en het
atrioventriculaire kanaal, ondergaan in vivo EndoMT. Gecilieerde en niet-gecilieerde endotheelcellen
werden blootgesteld aan shear stress en vervolgens werd de expressie van een aantal markers
voor shear stress en Tgf3 signalering geanalyseerd, en werden de fenotypische veranderingen van
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de cellen bekeken. Het blijkt dat ongecilieerde endotheelcellen een sterke activering van Tgf/Alk5
signalering laten zien en EndoMT ondergaan. Dit respons is afhankelijk van de inhibitie van Kif4.
De rescue van primaire cilién leidt tot verminderde Tgf signalering en tot de remming van EndoMT.
Deze resultaten demonstreren een functionele relatie tussen het endotheliale ciliéringspatroon en de
flow-gerelateerde endotheliale functie.

Hoofdstuk 6 bespreekt de complexe wisselwerking tussen shear stress, primaire cilién en Tgff3
signalering in endotheelcellen op basis van de resultaten verkregen in Hoofdstukken 4 en 5.

Hoofdstuk 7 toont de structuur van endotheliale cilién, zoals bepaald met immunofluorescentie en
elektronenmicroscopie. Gezien de 9+0 microtubuli configuratie van endotheliale cilién, behoren
zij tot de groep van onbeweeglijke (primaire) cilién. Introductie van een fluorescent tubuline eiwit
in de cellen maakt het mogelijk om de beweging van endotheliale cilién te zien terwijl de cellen
werden blootgesteld aan oscillerende flow. Wij laten zien dat endotheliale ciliéring afhankelijk is van
het patroon en niet van het niveau van shear stress en dat oscillerende shear stress ciliéring van
endotheelcellen induceert. Daarnaast toonden wij aan dat het calcium transiént en de transcriptie van
shear stress-afhankelijke genen onafhankelijke parameters zijn in de respons van endotheelcellen
op flow.

Hoofdstuk 8 is gewijd aan de rol van Hh signalering in Tgf3 gemedieerde EndoMT van ongecilieerde
endotheelcellen onder flow. Wij hebben aangetoond dat een alternatief, niet-eerder beschreven,
Hh activatiemechanisme verantwoordelijk is voor de hoge niveaus van GLI-Krippel family
member 1 (Gli1) in ongecilieerde cellen. Gli1 en TgfB2 spelen beide een belangrijke rol in shear
stress-geinduceerde EndoMT van ongecilieerde endotheelcellen. Wij concluderen dat primaire
cilién een schakelaar zijn tussen de ligand-afhankelijke en -onafhankelijke Hh signaaltransductie
en tussen lage en hoge activatie van Tgff32, waarmee zij een centrale rol spelen in de endotheliale
respons op bloedstroom.

Wij besluiten in Hoofdstuk 9 met een uitgebreide samenvatting en een algemene discussie over de

rol van primaire cilién in de endotheliale respons op shear stress en de consequenties hiervan voor
TgfP signalering en EndoMT.
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Pestome

Pes3tome

OHpoTenuanbHble KNEeTK NepeBoAAT BriomexaHn4eckme cuibl B OyHKUMOHAsbHbIE Y PEHOTUMHbIE
N3MEHEHNA, KOTOPbIEe UrpaloT Ba>KHYIO pOsSib B 3MOPUOHANTBHOM KapAvOBaCKYIAPHOM PasBUTUM.
B aTon guccepTtaumoHHon paboTe Mbl U3YHUIU POJib MEPBUYHBIX PECHUYEK B OTBETHON peakumn
SHAOTENManbHbIX KNEeTOK Ha HanpsxeHve capura. Mbl yaenunu ocoboe BHUMaHWe perynaumm
TPaHCKpUNUMOHHBLIX hakTopoB cemenctea Kruppel-like factor (KIf), TpaHcdopmupytowero
thakTopa pocta B (Transforming growth factor B, TgfB) u Exuk- (Hedgehog, Hh) saBucumbix
CUrHarnbHbIX Kackaaos.

MnaBa 1 copgepXuT BBeAeHWe, onucbiBalolee BNWAHWE SHAOTENUanbHON OTBETHOM peakuun
Ha HanpsxeHue cpasura. TakXXe OnuCbIBAIOTCA MeXaHW3Mbl nepeHoca curHanos: TgfB-
VHOYLMPOBAaHHBIV annTenmManbHO-Me3eHxmanbHbln nepexog (endothelial-mesenchymal transition,
EndoMT) n mexannam Hh B mpucyTCTBUN 1 OTCYTCTBUN MNEPBUYHBIX PECHUYEK.

[MaBa 2 cofepXuT NUTepaTypHbIA 0630p, MOCBALLEHHbIN CTPOEHMIO, pacrnpeaeneHunto 1 yHKLMm
3HOOTeNMasbHbIX MEePBUYHBLIX PECcHUYEeK. 3aecb OBBLACHAETCA POMb HamnpsXeHus casura B
HOpMasibHOM KapAMOoBacKyNAPHOM PasBUTUM, U OMUCHIBAETCA (PYHKLMA NEPBUYHbIX PECHUYEK B
3HO0TeNManbHOM MexaHoTPaHCAYKLMN.

MmaBa 3 ONWCbIBAET YHMBEPCASIbHYIO OTBETHYIO peakumio 3HOOTENuasnbHbIX KJIETOK Ha
HanpaXeHune casura. Mbl nokasanu, YTo SHAO0TENNarbHble KNETKU-NPeAWeCTBEHHNKIN pearnpyiot
no aHanorum ¢ AupepeHuUMpoBaHHbIMU apTepuanbHbIMU U BEHO3HbIMWA 3HAOTENManbHbIMU
KneTkamy B3POCHbIX, B YaCTHOCTU, C MOXOXEN nHAaykumen caktopa TpaHckpunummn Kif2. 3tum
NoATBEPXXAAETCA, YTO peakumna SHAO0TENMAsIbHbIX KIETOK Ha KPOBOTOK HE 3aBUCUT OT CTEneHu
nx andpdepeHumaumm.

B aBa 4 mbl n3yvaem gencTeue cagura HanpaxeHuA Ha akcnpeccuo Kif2 n Tgf-3asucumon
Kackafbl nepeHoca CUrHanoB B 3MOPUOHASIbHBLIX SHAOTENUAsbHbIX KneTkax. QHAoTenunanbHble
KNeTku B 0611acTy BbICOKOrO HaMpPAXKEHWA CABUra, MMEHHO B NyTW OTTOKa 06/1acTy Xenyaovka
cepaua M B aTPUOBEHTPUKYNAPHOM KaHane, xapakKTepusyloTcA BbICOKOW akcnpeccunen Kif2 n
TgfB-mHayumpoBaHHbiM EndoMT. OKcTpoambpuoHanbHaA BeHO3HaA OOCTPYKUMA MPUBOAUT K
MECTHOMY YBENUYEHUIO HaNPAXEHWA CABUra U U3MeHeHuto curHanos TgfB curHanbHoro kackaga.
OTO NPMBOAUT K pasnnyHbIM BuAaMm BPOXAEHHOrO nopoka cepaua. Mbl noaTBep>KAaem, 4YTO B
OTNMYMe OT SHAOTENMaNbHbLIX KNETOK B3POCMbIX, B AMOPUOHASBHBIX SHAOTENNAaNbHBLIX KneTkax
Hanps>XXeHue casura NpUBOAMT K aKTUBMPOBaHMIO curHanbHoro kackaga Tgfp/Alk5 (Tgfp peuentop
Tvna l), n 4to nHayumposanue Klif2 saBucut ot akTuemposaHusa Alk5.
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B naBa 5 onucbiBaeTcA posib NEPBUYHBIX PECHUYEK B PErynAauMn SHAOTENUanbHON OTBETHON
peakuuy Ha HanpaxeHue casura. PacnpeneneHve pecHUTYaTbIX SHAOTENUanbHbIX KIETOK
B cepaue aMOpvOHa 3aBUCUT OT HanpAXeHuA cABura. Hanuume pecHuYeK orpaHuymsaeTcA
061acTAMM HU3KOro U KonebaTenbHOro HanpAXeHuA capura. bespecHuTyaTble aHAOTENManbHble
KNeTKMW, HaxodAwmecA B 061acTAX BbICOKOTO HamnpsyXXEHUA CABWUra, TakuMx Kak B MyTW OTTOka
obnacTn >xenypoyka cepaua M aTPUOBEHTPUKYNAPHOM KaHane, nogsepratotcA EndoMT in
vivo. Ha pecHuT4yaTble 1 6e3pecHUTYaTble 3HAO0TENMaNbHbIe KNETKU 6bINo OKasaHo AencTBue
HanpsXXeHuAa casura, nocne 4ero 6bi1 NPOBEAEH aHann3 3KCNpPeccu MapkepoB NO OTHOLIEHUIO
K HanpaxeHuto casura u TgfB-3aBMcuUMOMY cUrHanbHOMY Kackagy M pacCMOTPeHbl (heHOTUMHbIE
n3meHeHna knetok. OkasbiBaeTcA, YTO 6e3pecHUTHaTble SHAOTENVASIbHBIE KNETKWU Bbl3bIBAKOT
cunbHyto akTuBaumto TgfR/AlkS curHanbHoro kackapa v nogsepratotcA EndoMT. Ota peakuma
3aBUCUT OT MHIIMOMPOBaHNA TPaHCKpUNUmMoHHoro chaktopa Kif4. MNoasneHve nepBUYHbIX PECHUYEK
npuBoAUT K ocnabnexunto Tgff curHanbHoro Kackaga u TopMoxxeHunto EndoMT. 3tu pesynbtaTthl
OEMOHCTPUPYIOT PYHKLIMOHATBHYIO CBA3b MEXAY SHAOTENNaNbHbIM pacnpeaeneHneM PeECHUYEK 1
SHAOTENMaNbHON OyHKUMER, CBA3AHHON C KPOBOTOKOM.

Ha ocHoBaHun pesynbTaToB, MoflydyeHHblx B [nasa 4 un 5, B MnaBe 6 obcyxaaeTca CnoXxHoe
B3aVMOLENCTBME MEeXAy HanpsXeHWeMm caBura, nepBuyHbIMKA pecHudkamm n TgfB-3aBmcrmbiv
CUrHasIbHbIM KackaoM B 3HAOTeNMarbHbIX KneTkax.

B lnaBa 7 onucaHo CTpOeHWEe 3HAOTENMasibHbIX KIETOK Mpu onpedeneHud MeTojamu
UMMYHOTyOpECLEHLMM U 3MEeKTPOMUKpockonuui. Ha ocHoBaHum 9+0 MMKpoTpybyaTon
KOHUrypaumm sHA0TENNanbHbIX PeCHUYEeK BUOHO, YTO OHWM OTHOCATCA K rpynne HemnoABMXXHbIX
(nepBrYHbIX) pecHuyek. [Mpu nomowm dnyopecueHTHOro TybynuMHOBOro 6enka Habnoganu
OBWXKEHWe 3HOoTeNManbHbIX KNeToK npu KonebaTenbHOM NoToke. Mbl nokasanu, 4To Hanmuvve
SHAOTENManbHbIX PECHWYEK 3aBUCUT OT TWMa, a He OT CTeMeHW HanmpsAXeHWA CABUra, U 4To
konebaTenbHOEe HanpAXEeHWe cABura CTUMYNMPYeT MOABJIEHWE PECHUYEK ISHAOTeNanbHbIX
KneTok. Hapaay ¢ 3TMM Mbl NOATBEPAUSIM, YTO NEPEHOC KanbUMA Y TPaHCKPUMNLUMA 3aBUCUMbIX
OT HanpAXXeHus cOBura reHoB ABMAITCA He3aBUCKUMbIMK ApYr OT Apyra B OTBETHOW peakuuu
3HAOTEeNManbHbIX KNETOK Ha NOTOK.

naBsa 8 noceALleHa ponun nepegadn Hh-saBmucumbix curHanos B TgfB—uHayumposaHHom EndoMT
anA 6e3pecHUTYaTbIX 3HAOTENMAanbHbIX KMETOK MpU KPOBOTOKe. Mbl MPOAEMOHCTpUpoBany,
YTO anbTepHATUBHBIA, HE OMUCaHHbIN paHee mexaHnam Hh akTuBaumu OoTBeYaeT 3a BbICOKOE
cofep kaHne TPaHCKPUMUMOHHOIo dhakTopa, oTHocALerocsa K cemenctay GLI-Krippel Tuna 1 (GLI-
Krippel family member 1, Gli1) B 6e3pecHuTyHaThix knetkax. Kak Gli1 Tak n TgfB2 urpatoT BaxkHyto
pOnb B BbI3BAHHOM HanpAXeHnem casura mexaHmame EndoMT 6e3pecHUTYaTbIX 9HA0TENManbHbIX
KneTok. Mbl NpUXOAMM K BbIBOAY, YTO NMEPBUYHbIE PECHUYKMN CIyXaT nepeknoyaTeneMm mexay
NMraHa-3aBuMCMON M He3aBucMON Hh curHanmbHbIX KackafoB WM MeXAy HU3KOW U BbICOKOWN
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Pestome

akTuBauuvei TgfB2; npyu 3TOM MM MpPUHAANEXWUT BaXkKHaA Pofb B 3HAOTENMANIbHOM OTBETe Ha
KPOBOMOTOK.

B 'naBe 9, cogep>kallen obLMpHoe pestomMe 1 obLuee 06Cy>aeHne pesynbTaToB, Mbl MPUXOANM K

3aKJI0YEHNIO O PO NEPBUYHBIX PECHUYEK B 3HAOTENNANBHON OTBETHOWN Peakummn Ha HanpAXeHne
cagvra n nocnepyowem snnAHMmn TgfB-3aBMCMMOro curHanbHoro kackaga n EndoMT.
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