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1. Einleitung

Das Zentralnervensystem (ZNS) besteht aus Gehirn und Rickenmark und wird
hauptséachlich von zwei Zelltypen, namlich Nervenzellen und Gliazellen, gebildet (1).
Unter Gliazellen werden die Oligodendrozyten, Astrozyten, Mikroglia und das
Ependym zusammengefasst (2). Die Oligodendrozyten und Astrozyten werden als
Makroglia bezeichnet. Die Astrozyten bilden einen grof3en Teil der Gliazellen im ZNS
und spielen eine wichtige Rolle bei der Unterstiitzung der neuronalen Funktion und
Kontrolle der Blut-Hirn-Schranke (blood brain barrier = BBB) (3-5).

Die Oligodendrozyten bilden die Myelinscheide um die Nervenfortatze, so dass die
Neurone eine hohere Leitungsgeschwindigkeit des elektrophysiologischen

Aktionspotentials erlangen (6).

1.1. Das Immunsystem im ZNS

Das ZNS wird kontinuierlich durch ein eigenes Immunsystem tberwacht. Die Mikroglia
sind ein wichtiger Vertreter dieses Immunsystems und ein besonderes
Charakteristikum des ZNS. Sie dienen als Schnittstelle zwischen dem adaptiven und
erworbenen Immunsystem. Die Mikroglia schitzen das Gehirn vor potenzieller Gefahr
wie Infektionen oder schadlichen Substanzen. Dadurch sorgen sie fur eine optimale
Funktion dieses lebenswichtigen Organs und fur das Aufrechterhalten seiner
Homdostase (7). Die BBB verleiht dem ZNS weitere Besonderheiten: sie dient als
Schleuse und lasst selektiv nur bestimmte Agentien oder Zellen von der Blutbahn in

das Hirnparenchym (8).



1.2. Mikroglia im ZNS

Mikroglia sind die residenten Makrophagen des ZNS und sind sowohl im Gehirn als
auch im Ridckenmark und in der Retina anzutreffen (9). Sie machen ca. 5-20 % der
gesamten Gliazellen im ZNS aus und sind in verschiedenen ZNS-Regionen in
unterschiedlicher Zelldichte und unterschiedlichem Verteilungsmuster zu finden. Diese
Zellen spielen unter physiologischen und pathologischen Bedingungen eine wichtige
Rolle. So besteht ihre Rolle nicht nur darin, als Teil des Immunsystems bei der lokalen
Immunabwehr und Eliminierung der eingedrungenen Fremdsubstanzen und
Krankheitserreger mitzuwirken, sondern auch bei der Entwicklung und bei
Reifungsprozessen des Gehirns wahrend der embryonalen und perinatalen Zeit (10,
11).

1.2.1. Geschichte der Mikroglia

Erstmalig wurden die Mikroglia im 19. Jahrhundert von Franz Nissl beschrieben. Er
bezeichnete die Mikroglia aufgrund ihrer Morphologie und Beschaffenheit als rote
Zellen bzw. Stabchenzellen. Im Jahr 1913 beschrieb Ramon y Cajal eine
Zellpopulation im ZNS, die sich funktionell und morphologisch von Astrozyten und

Neuronen unterschied, als drittes Element (12).

Im 19. Jahrhundert fihrte Del Rio Hortega den Begriff der Mikroglia ein, um diese
Zellen von anderen Gliazellen zu unterscheiden. Unter Anwendung der
Silberimprégnationstechnik war es ihm gelungen, zwei unterschiedliche
Zellpopulationen, namlich eine grof3e und eine kleine Population, voneinander zu
unterscheiden. Unter der kleinen Population werden die residenten ramifizierten
zresting“ Mikroglia zusammengefasst. Die Neuroglia bzw. Makroglia wurde als Erstes
1856 durch Virchow beschrieben (11, 13).



1.2.2. Ontogenese der Mikroglia

Die Ontogenese der Mikroglia war lange Zeit Gegenstand der kontroversen
wissenschaftlichen Diskussionen und kann bis heute als noch nicht abschliel3end
geklart betrachtet werden. Im Hinblick auf zahlreiche Studien wurde der Ursprung der
Mikroglia mesodermal, hamatopoetisch oder ektodermal beschrieben (14).

Del Rio Hortega postulierte 1932 den mesodermalen bzw. nicht-neuroektodermalen
Ursprung der Mikroglia (15). Aufgrund mehrerer dhnlichen Merkmale wie bei den
Monozyten/Makrophagen, wie beispielsweise der Fahigkeit zur Phagozytose und der
zellularen Morphologie, wurde die Herkunft der Mikroglia zundchst eher im
Makrophagen-Monozyten-System gesehen (13).

Bereits zu Zeiten von Del Rio Hortega wurde aufgrund der zahlreichen Arbeiten die
mdogliche neuroektodermale Herkunft der Mikroglia, d.h. eine gemeinsame Herkunft
mit den Makroglia, diskutiert (16—18). Diese Uberlegung galt bis weit in das 20.
Jahrhundert hinein. Hierzu zeigten Fujita und Kitamura, dass sich in vitro sowohl die
murinen neuronalen Stammzellen als auch Astrozyten zu mikrogliadhnlichen Zellen
differenzieren konnen (19). Das Kultivieren der Astrozyten fihrte zur Bildung von Mac-
1-, Mac-3- und F4/80* Mikroglia-ahnlichen Zellen (20, 21). Aul3erdem haben die friihen
Untersuchungen gezeigt, dass die Mikroglia bereits vor der Entwicklung des
Gefal3systems im ZNS existieren. Daruber hinaus erscheinen die Mikroglia im ZNS
bevor die Hamatopoese in Gang gesetzt wird (16, 22).Trotz dieser zahlreichen Studien
herrschte kontrovers die Meinung, dass die Mikroglia von der monozytaren Zelllinie
abstammen und wéahrend der embryonalen Entwicklung tber Blutstrom, Ventrikelraum
und Meningen in das ZNS einwandern (Abb. 1a) (23). Diese Hypothese lasst sich
durch den Nachweis &hnlicher Oberflachenmarker und biochemischer Eigenschaften

wie bei den Makrophagen unterstitzen (15, 24-26).

Allerdings lautet derzeit vor allem die Hypothese, die durch Zell-Tracing-Analysen und
genetische Mausmodelle unterstitzt wird, dass die Mikroglia wahrend der
embryonalen Entwicklung von mesodermalen Stammzellen des Dottersacks
abstammen, in das ZNS migrieren und dort bis zum Erwachsenenalter persistieren
(Abb. 1b) (27).
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Abbildung 1 Ontogenese der Mikroglia.

a. Makrophagen entwickeln sich aus den im Blut zirkulierenden peripheren Monozyten, die wieder rum
aus den hamatopoetischer Stammzellen im Knochenmark entstehen. Monozyten kdénnen in das
Gewebe einwandern und residieren dort als Gewebsmakrophagen. b. Die Abbildung dient der
Darstellung des Mikrogliaverhéltnisses zu den Makrophagen wéhrend der embryonalen Entwicklung.
Die Mikroglia stammen am 8. embryonalen Tag von den h&matopoetischen Stammzellen des

Dottersacks (B) ab und wandern in das ZNS ein. Sie lassen sich am 10-11. embryonalen Tag im Gehirn
detektieren.



1.2.3. Morphologie der Mikroglia

Generell lassen sich zwei typische Morphologien der Mikrogliazellen erkennen,
namlich die amoboidférmig phagozytierenden und die ramifizierten ruhenden Mikroglia
(28). Auf den ersten Blick erscheinen die Mikroglia in ausgereiften gesunden ZNS-
Gewebe ramifiziert und phagozytotisch inaktiv zu sein. Diese Zellen sind durch lange
verzweigte Fortsatze und einen kleinen Zellkérper charakterisiert (29). Allerdings sind
die Mikroglia unter bestimmten Bedingungen fahig, sich von ruhenden ramifizierten zu
reaktiven runden Zellen zu transformieren (30). Die Transformationsprozesse der
ruhenden Mikroglia zu aktiven Mikroglia unterliegen mehreren Stadien und werden
durch Veranderungen der Zellmorphologie begleitet. Die ramifizierten (ruhenden)
Mikroglia andern ihre Morphologie zu aktiven améboiden Mikroglia, indem sie ihre
langen Auslaufer verkirzen und in ihren Zellleib einziehen. Moglicherweise andern
diese Zellen ihre Morphologie, um den erforderlichen funktionellen Zustand zu

erreichen (12).

In vitro weisen die Mikroglia morphologische Heterogenitat auf und zeigen oft nicht die
typische Ramifizierung, die im ZNS zu finden ist. Hierzu ist eine grofR3e Variabilitdt von
spindelfdrmig oder amodboid geformten Zellen bis hin zu dicken aufgeblahten Zellen

mit wenigen kurzen Verzweigungen zu beobachten (31).



1.2.4. Phanotyp der Mikroglia

Das Konzept der verschiedenen Makrophagen-Aktivierungsstatus, also die
Transformation von der Kklassischen Aktivierung zu sogenannter alternativer
Aktivierung bzw. von Typ M1 zu Typ M2, welche bei den peripheren Makrophagen
vorbekannt ist, lasst sich auch auf die Mikroglia Gbertragen (32, 33). Analog zu den
klassischen Makrophagen kann sich der Phanotyp der Mikroglia nach einer Lasion
positiv oder negativ auf die Neuroregeneration auswirken. Aul3erdem vermittelt der
Phanotyp verschiedene Aspekte der Neuroinflammation, Zytotoxizitéat, Reparatur und
Immunsuppression (34). Prinzipiell kbnnen vier verschiedenen Phanotypen erkannt
werden; namlich der klassisch aktivierte M1-Typ mit zytotoxischen Eigenschaften; M2a
mit alternativer Aktivierung und Beteiligung an Reparatur und Regeneration; M2b mit
immunregulatorischem Phanotyp; oder M2c mit erworbenem deaktiviertem Phanotyp
(35, 36). Die Auspragung eines bestimmten Phanotyps wird durch verschiedene
Mediatoren reguliert. Beispielweise fuhrt die Stimulation der Mikroglia durch LPS oder
IFN bei Typ M1 zur Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen. Im Gegensatz
dazu wird durch IL-4/IL-13 bei Typ M2 die Immunantwort unterdrickt und die
Gewebereparatur angeregt (33). Allerdings weicht die Immunantwort der Mikroglia von
der Immunantwort der zirkulierenden Monozyten ab, die nach einer Schadigung im
ZNS den Lasionsort infiltrieren. Die eingewanderten Makrophagen wirken in groRerem
Ausmal3, v.a. destruktiv, und fuhren zur Ausdehnung der Gewebeschadigung. Im
Gegensatz dazu wirken die residenten Mikroglia eher protektiv und unterdriicken die

Immunantwort (37, 38).



1.2.5. Funktion der Mikroglia
Mikroglia sind ein Teil des Immunsystems und dienen als residente Makrophagen des
ZNS. Hauptsachlich tbernehmen die Mikroglia zwei Funktionen: Immunabwehr und

Aufrechterhaltung der ZNS-Homdoostase (39).

Die Mikroglia dienen als Wéachter des ZNS. Mit ihren langen Auslaufern scannen sie
fortlaufend das ZNS und sorgen fur eine reibungslose Funktion der Neurone. Sie
spuren durchgehend die Krankheitserreger in ihrer Umgebung auf und eliminieren
diese durch Phagozytose. Aul3erdem dienen die Fortsétze als Kommunikationsbricke
zu anderen Zellen des ZNS (17, 39). Sie reagieren schnell auf aulR3ere Reize wie
Infektionen oder Traumata und &andern schnell ihre Morphologie zu aktivierten
amoboiden phagozytierenden Zellen (40). Daruber hinaus produzieren die Mikroglia
aktive Substanzen wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Stickstoffmonoxid, die
zur Eliminierung der eingedrungenen Fremdkoérper fihren (41). Allerdings fuhrt
andererseits eine lange oder UberméaRige Aktivierung der Mikroglia wie bei den
neurodegenerativen Erkrankungen zur Entstehung, Aufrechterhaltung oder
Progression einer inflammatorischen Reaktion (42), die sowohl den Krankheitsverlauf

als auch die Prognose einer neurodegenerativen Erkrankung negativ beeinflusst (43).

Eine Besonderheit der Mikroglia ist ihre bivalente Funktion. Sie kénnen sowohl
neurotoxisch als auch neuroprotektiv wirken (44, 45). Zum einen setzen die Mikroglia
diverse Botenstoffe frei, die eine Entzindungsreaktion verursachen und die
Aktivierung des erworbenen Immunsystems vermitteln. Zu diesen Botenstoffen
gehoéren u.a. neurotoxische Substanzen, die die Apoptose der Neurone induzieren
(46). Zum anderen kénnen die Mikroglia unter pathologischen Bedingungen eine
neuroprotektive Rolle spielen oder bei der Unterstitzung der Gewebereparatur

unterstitzend mitwirken (47).

Trotz der wichtigen Rolle der Mikroglia bei der Immunantwort ist ihre besondere Rolle
unter den physiologischen Zustanden nicht zu vernachlassigen. Wéahrend der
embryonalen Entwicklung spielen die Mikroglia eine wichtige Rolle bei der

Synaptogenese und somit beim Ausreifen des ZNS (48, 49).



1.3. Makrophagen im ZNS

Im Gegensatz zu Mikroglia, welche unter physiologischen Bedingungen als wichtiger
Vertreter des monozytaren Systems innerhalb des Hirnparenchyms lokalisiert sind,
sind die infiltrierenden Makrophagen im ZNS hauptsachlich im perivaskularen Raum,
in den Meningen und im Plexus choroideus anzutreffen. Diese nicht-parenchymalen
Makrophagen stammen von den Monozyten bzw. dem monozytaren System des
peripheren Blus ab und befinden sich im Vergleich zu Mikroglia auf3erhalb des
Hirnparenchyms (50). Allerdings konnen unter pathologischen Zustanden
beispielsweise wie bei einer Inflammation oder neurodegenerativen Erkrankungen
auch infiltrierende Makrophagen aus dem Knochenmark im Hirnparenchym
nachgewiesen werden (51). Bis vor kurzem waren die infiltrierenden Makrophagen in
der klassischen Hinsicht als pathologisch zu betrachten. Allerdings wurde in den
letzten zwei Jahrzehnten zunehmend dariber berichtet, dass die infiltrierenden
Makrophagen auch bei Reparatur- und Heilungsprozessen eine wichtige Rolle spielen
(52).

Die perivaskularen Makrophagen lassen sich im sogenannten ,Virchow-Robin Raum®
zwischen dem Endothel und der Membrana glia limitans perivascularis lokalisieren.
Diese Zellen kénnen zum einen durch ihre typische Morphologie als langgestreckte
schlanke Zellen mit kurzen Fortsatzen, zum anderen durch die Expression bestimmter
Marker, wie z.B. MHC-II und Cyclooxygenase, von Mikroglia abgegrenzt werden (53,
54).

Die meningealen Makrophagen sind eher runde groRe Zellen und befinden sich
zwischen dem meningealen Epithel und der Basalmembran. Diese Zellen teilen mehr
biochemische Eigenschaften mit den perivaskuldaren Makrophagen als mit den
Mikroglia (55).

Hinsichtlich der biochemischen Eigenschaften ist anzumerken, dass die
perivaskularen und meningealen Makrophagen sowie Makrophagen des Plexus
choroideus ein gemeinsames Expressionsmuster von CX3CR1, CD11b und CD45"
aufweisen (56, 57) und sie sind v.a. bei der lokalen Immunantwort involviert. Im Fall
einer Inflammation werden weitere Monozyten aus dem Blutsystem rekrutiert. Diese
infiltrierenden Zellen sind dadurch gekennzeichnet, dass sie ein Expressionsmuster
von Ly6C" CCR2* CX3CR1 aufweisen (58, 59).



1.4. Charakterisierung der Makrophagen und Mikroglia

Die Silbercarbonat-Impragnierung gilt als erste Methode, die zum Nachweis und zur
Charakterisierung von Mikroglia verwendet wurde (60). Seit der Einfuhrung der
Immunhistochemie kénnen die Mikroglia zuverlassiger nachgewiesen werden. Bei der
immunhistochemischen Untersuchung wurden zum Nachweis der Mikroglia einige
Antikorper entwickelt, die gegen bestimmte Oberflachen- oder intrazellular lokalisierte
Antigene gerichtet sind. Als einer der ersten wurde der Antikdrper gegen CD11b zum
Nachweis von Mikroglia und Makrophagen verwendet (61). Weitere Antikorper, die
haufig zur Charakterisierung von Mikroglia/Makrophagen verwendet werden, sind anti-
F4/80- und anti-lba-1-Antikdrper. Allerdings gelang es auch mit diesem Fortschritt
nicht, einen exklusiv spezifischen Marker fur Mikroglia zu finden und damit die
Mikroglia gegeniiber den anderen Makrophagen mit absoluter Sicherheit abzugrenzen
(62).

Kirzlich wurden jedoch weitere Marker (Anti-TMEM119) fur Mikroglia eingefiihrt, die
spezifischer als bisherige Marker sein sollen (63). Bei TMEM119 handelt sich dabei
um ein Protein, welches nur von Mikroglia und nicht von anderen Zellen des
monozytaren Systems exprimiert werden soll (64). Damit kdnnen die Mikroglia im
Gegensatz zu anderen Makrophagen, u.a. zu den perivaskuldren und meningealen

Makrophagen, spezifisch nachgewiesen werden (64).



1.5. Das Blutgefal3system

Das Blutgefal3system umfasst das Herz, die Arterien, die Venen und die Kapillaren. Es
stellt eine geschlossene Einheit dar und besteht aus hintereinander geschalteten
Blutkreislauforganen. Als Arterien werden Gefalde, die das Blut vom Herzen in alle
Korperteile zufuhren, bezeichnet. Sie verzweigen sich immer weiter in zunehmender
Zahl in Arteriolen und schlie3lich zu Kapillaren. Hier erfolgt der Sauerstoffaustausch
zwischen Blut und dem die Blutgefalie umgebenden Gewebe in der Peripherie. Das
Kapillarblut wird Uber postkapillare Venolen in kleinen Venen gesammelt, die sich
wiederum zu grol3en Venen vereinigen. Im Gegensatz zu den Arterien haben die
Venen eine diunne Muskelschicht. Sie dienen dem Transport des Blutes aus der

Peripherie zum Herzen zurlick (65, 66).

1.5.1. Aufbau und Funktion der GefalRwand

Die Blutgefafl3e sind Hohlorgane. Sie bilden ein zusammenhangendes Netz, das den
gesamten Koper durchzieht. Die GefaRwand umschliel3t einen Hohlraum, in dem das
Blut flie3t. Die Wand der kleinsten Gefal3e, namlich der Kapillaren, ist meist
zweischichtig und besteht aus einer Endothelzellschicht, die das Lumen der Kapillaren
auskleidet und einer nicht geschlossenen Schicht von Perizyten, die kontraktil sind. Im
Vergleich dazu besteht die GefaRwand der grof3en und mittelgroRen Gefal3e aus drei

Schichten:

e Innere Schicht (Intima, Tunica intima): diese ist eine dinne Schicht und besteht
aus Endothelzellen und einer subendothelialen Matrix. Sie dient zum einen der
Abdichtung der GefalRwand gegeniber Blut (endotheliale Barriere). Zum
anderen sorgt diese Schicht fur den Stoff- und Gasaustausch zwischen Blut und
Gefallwand.

e Mittlere Schicht (Media, Tunica media): diese besteht aus glatten Muskelzellen
und elastischem Bindegewebe. In Abhangigkeit des GefalRabschnittes variiert
die Dicke der Tunica media und der Anteil des elastischen Bindegewebes sehr.

e AuRere Schicht (Adventitia, Tunica adventitia): sie besteht aus Kollagenfasern
und elastischen Netzen, umgibt die Blutgefal3e nach auf3en und verankert sie
mit dem umliegenden Gewebe. Sie enthalt zudem Vasa vasorum und

Nervenbindel fir die gefaliwandeigene Versorgung.
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Die verschiedenen Blutgefal3e unterscheiden sich in Lange, Durchmesser und Dicke
der GefalRwand und der einzelnen Schichten. Je nach Funktion der Blutgefal3e sind

die einzelnen Wandschichten mehr oder weniger stark ausgebildet (67).

1.5.2. Vaskulogense und Angiogenese

Unter Vaskulogenese versteht man die embryonale de novo Gefal3bildung durch sog.
Angioblasten oder Hamangioblasten, die embryologisch in den sogenannten
,Blutinseln“ (blood islands) der Dottersackwand und der Splanchnopleura zu finden
sind. Aus diesen mesodermalen Vorlauferzellen (Hamangioblasten) gehen sowohl
Endothelzellen als auch Blutzellen hervor. Die Endothelzellen kleiden das Gefal3lumen
aus und erftllen zahlreiche Funktionen, wie beispielweise das Abdichten des Gefalies
(68, 69). Wahrend man tber Jahrzehnte hinweg glaubte, dass dies die einzige Quelle
der Endothelzellen wére, konnte man erstmalig 1997 im peripheren Blut zirkulierende
endotheliale Vorlauferzellen (endothelial progenitor cells = EPCs) nachweisen (70), die
an Orten der Angiogenese, also der GefaRneubildung herangezogen werden und
somit zur Neuformierung der Blutgefalie, wie z. B. bei der Tumorangiogenese oder
Gefal3verletzung, beitragen (70-72).

Als Angiogenese wird die Kapillaraussprossung aus bereits existierenden GefalRen
bezeichnet. Dieser Prozess wurde erstmalig 1971 von J. Folkman beschrieben (73).
Bei diesem Prozess losen sich die bereits reifen Endothelzellen aus dem Zellverband
heraus, proliferieren und wandern in die umliegende extrazellulare Matrix ein.
AnschlieRend vermehren sie sich durch weitere Proliferation und kénnen sich bei
geeigneter Mikroumgebung (durch Wachstumsfaktoren wie VEGF, PDGF oder FGF-2
zu neuen BlutgefalRen formieren. Bei diesen Prozessen spielen neben den genannten
proangiogenetischen Faktoren und Mediatoren wie VEGF-2 und FGF auch weitere

Zytokine sowie Zelladhasionsmolekile eine wichtige Rolle (74, 75).

Die Vaskulogenese beschrankt sich nicht nur auf die Embryogenese, wie man lange
Zeit glaubte, sondern sie findet dartiber hinaus auch bei adulten Organismen statt. Um
die Vaskulogenese bei Erwachsenen (Gefal3neubildung durch vaskulare Stamm- und
Vorlauferzellen) von der embryonalen Vaskulogenese abgrenzen zu kdnnen, wird die
erwachsene Vaskulogenese im Allgemeinen als ,postnatale Vaskulogenese®
bezeichnet (76, 77). Im Wesentlichen werden die endothelialen Vorlauferzellen aus
dem Knochenmark und/oder aus dem peripheren Gewebe, welche v. a. durch eine
Ischamie oder Gefal3verletzung besonders mobilisiert werden, zur GefaRneubildung
11



angeregt (70, 71, 78). Physiologisch ist die Angiogenese bei der Gefal3reparatur und
Wundheilung unabdingbar (79). Allerdings spielt die Angiogenese auch unter
pathologischen Zustanden wie im Rahmen des Tumorwachstums und der
Tumormetastasierung ebenfalls eine wichtige Rolle (80, 81) und tragt eher zu einer

Verschlechterung der Krankheitsprognose bei.

1.6. Stammzellen

Das Konzept der Stammzellen entstand Mitte des 19. Jahrhunderts (82). Die
hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark der Maus zahlen zu den
ersten Stammzellen, die in der Stammzellforschung studiert wurden (83). Je nach
ihrem  Differenzierungspotenzial unterscheidet man zwischen totipotenten,
pluripotenten und multipotenten Stammzellen (84). Totipotente Stammzellen haben
das Potential sich zu verschiedenen Zelltypen zu differenzieren und einen ganzen
Organismus zu bilden und dabei nicht embryonale als auch extraembryonale Zellen zu
liefern. Im Gegensatz zu den totipotenten Stammzellen kénnen die pluripotenten
Stammzellen nur embryonale Zellen liefern und sich dabei zu allen Zelltypen der drei
Keimblatter (Ektoderm, Mesoderm und Entoderm) differenzieren.

Die multipotenten Stammzellen haben die Fahigkeit sich zu verschiedenen Zellen
innerhalb des Gewebetyps zu differenzieren. Zu diesen Zellen zahlen die
hamatopoetischen Stammzellen. Diese Zellen kbénnen sich zu verschiedenen
Zelltypen der hamatopoetischen Zelllinien differenzieren. Sie kommen nicht nur im

Knochenmark, sondern auch in anderen Geweben u.a. im Nabelschnurblut vor (85).

Weiterhin wird zwischen den embryonalen und adulten Stammzellen unterschieden.
Der Begriff der embryonalen Stammzellen dient der Beschreibung bestimmter
Stammzellen, die sich in der inneren Zellmasse eines Blastozyten befinden. Diese
Zellen kdnnen sich zu verschiedenen Zelltypen differenzieren (86). Im Gegensatz zu
den embryonalen Stammzellen kommen die adulten Stammzellen sowohl im frithen
Embryo als auch nach der Geburt vor. Die adulten Stammzellen kdénnen aus
verschiedenen Geweben wie dem Knochenmark, der Haut und dem Fettgewebe

isoliert werden. Sie besitzen das Potential sich zu teilen und zu differenzieren (87).

Ein weiterer Stammzelltyp sind die mesenchymalen Stammzellen. Sie kommen in
verschiedenen Geweben wie im Fettgewebe, Knochenmark und in der Haut vor und

dienen in erster Linie zur Bildung von Binde- und Stlitzgeweben (88).
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1.6.1. Klassifikation der Vorlauferzellen in der GefalRwand

Die Blutgefal3e dienen hauptsachlich dem Transport von Blut und N&hrstoffen zum
Gewebe und dem Rucktransport von CO2 sowie einiger Stoffwechselabfallprodukte.
Da jede Zelle des Korpers zum Leben Sauerstoff und Nahrstoffe braucht, verlauft das
Gefal3system weit verzweigt von grof3en Arterien zu Kapillaren. Allerdings beschrankt
sich die Funktion des GefaRsystems aus heutiger Sicht nicht nur auf die genannten
Aufgaben, sondern erstreckt sich auch dahin, dass die von GefalRwandzellen
induzierten Signalwege und abgegebenen Faktoren fur die Entwicklung und
Morphogenese von Organen eine zentrale Rolle spielen (89-91). Daruber hinaus
zeigen neuere Befunde und Erkenntnisse, dass die BlutgefalRe kein stilles oder
zeitlebens ruhendes Organ sind, sondern auch Uber ein bedeutsames Potenzial an
Erneuerung verfugen, da sie in ihren Wéanden Stammzellen enthalten, die die
Hamatopoese und Vaskulogenese unterstitzen (92-95). Die gefalRwandstandigen
Stamm- und/oder Vorlauferzellen sitzen hauptsachlich in einer besonderen Zone
innerhalb der vaskularen Adventitia, die in Analogie zur embryonalen Vaskulogenese
als ,vakulogene Zone“ benannt wurde (93, 95). Die in dieser Zone bisher
beschriebenen Stamm- oder Vorlauferzellen weisen mehrheitlich Oberflachenmarker
wie CD34 oder Flk1 (VEGFR-2), CD44, c-Kit und in deutlich geringerer Expression
CD45 auf (95, 96).

Zahlreiche Studien in den letzten 15 Jahren deuten auf die Bedeutung dieser
Stammzellnische sowohl bei der Entstehung von GefaRkrankheiten wie
Atherosklerose und Neuintimabildung (97-99), als auch bei Reparatur und Erneuerung
der GefaRwand, aufgrund ihres Potentials zur Differenzierung zu den reifen
GefalRwandzellen wie Endothelzellen, glatten Muskelzellen oder Perizyten hin (93,
100, 101). Darlber hinaus beherbergt die Stammzellnische der Gefal3wand nicht nur
vaskulare Vorlauferzellen, sondern auch multipotente Stammzellen, die sich zu
hamatopoetischen Zelltypen differenzieren lassen, wie z.B. Makrophagen oder
dendritischen Zellen (94, 96). Dieses breite Spektrum an Differenzierungspotenzial
konnte sowohl fir menschliche Gefalle (unter Verwendung der Arteria thoracica
interna) als auch fur Mausgefal3e (unter Verwendung der Mausaorta) nachgewiesen
werden. Ein geeignetes ex vivo Modell fir die Analyse der GefaRwand-residenten
Stamm- und Vorlauferzellen bildet das arterielle Sprouting-Assay (ARA), womit
beispielsweise gezeigt werden konnte, dass die aus der arteriellen Adventitia

stammenden CD34" Zellen in der Lage sind, gefal3formige Aussprossungen zu bilden
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bzw. unter in vitro Bedingungen sich in Kapillar-ahnlichen Strukturen zu formieren (95).
Diese Zellen spielen bei der postnatalen Vaskulogenese, der Stabilisierung neu
gebildeter Gefalle und der Tumorangiogenese eine wichtige Rolle (95, 100, 102).
AulRerdem befinden sich in der GefalBwand residente Stammzellen, die lokal
proliferieren und den Zellpool der Makrophagen aufrechterhalten (93, 94, 103).
Insgesamt wird fur die immunphéanotypische Charakterisierung der Gewebe- und/oder
GefalRwand-residenten Stammzellen der Nachweis von Zellmarkern wie CD34, CD44,
CD45, CD133, c-Kit und Nestin verwendet (96, 101, 104). Des Weiteren wurden
mithilfe der Immunhistochemie und Durchflusszytometrie in der Arterienadventitia
einige Zellen charakterisiert, die mesenchymale Eigenschaften wie die Expression des
Oberflachenmoleklls CD44 aufweisen. Diese Zellen wurden als ,Gefallwand-
residente multipotente mesenchymale Stammzellen® bezeichnet. In vitro kdnnen diese
Zellen zu verschiedenen Zelltypen wie Adipozyten, Chondrozyten oder Osteozyten
differenziert werden und sie verfigen Uber die Kapazitat sich in glatte Muskelzellen
und Perizyten zu differenzieren, die in vitro und in vivo Endothelzellen neu gebildeter

Kapillaren von auRen ummanteln und die Gefal3e somit stabilisieren (93, 101).
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2. Zielsetzung

Mikroglia sind die gewebestandigen Makrophagen des ZNS und vertreten somit das
angeborene Immunsystem im ZNS, das einerseits flir den Schutz des ZNS gegen
potentielle pathogene Faktoren verantwortlich ist, aber auch fur die Homoostase eine
wichtige Rolle spielt und in degenerative ZNS-Erkrankungen involviert ist. Der
Ursprung der Mikroglia war lange Zeit umstritten und ist bis heute noch nicht
abschlieRend geklart. Insgesamt wurde die Herkunft der Mikroglia als mesodermal,
hamatopoetisch oder neuroektodermal beschrieben (14). Allerdings unterstitzen die
jungsten Studien eher die Hypothese, dass Mikrogliazellen von mesodermalen
Vorlaufern der Dottersackwand (aus den Blutinseln) abstammen, welche wahrend der
embryonalen Entwicklung ins ZNS einwandern, dort proliferieren und bis zum

Erwachsenenalter persistieren (16, 105).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, ob die gefalBwandstandigen
hamatopoetischen Stammzellen zur Bildung der Mikroglia und Aufrechterhaltung des
Mikrogliazellpools beitragen kdnnten. Weiterhin war in diesem Zusammenhang von
grol3em Interesse, die Rolle der mesenchymalen gefalwandstandigen Stammzellen

bei der Angiogenese und Gefalneubildung im adulten Gehirn zu untersuchen.

Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurde der Brain Ring Assay (BRA) etabliert
und bezuglich potenzieller Differenzierungswege von Stamm- und Vorlauferzellen aus
der Wand der MaushirngefalBe durchgefuhrt. Das Konzept der BRA-Entwicklung
erfolgte in Anlehnung an den Aortic Ring Assay (ARA) bei der Ratte und wurde im
Vorfeld entwickelt, um die Angiogenese in vitro zu untersuchen (102). Unter
Verwendung der Hirngefal3stiicke aus dem Mausgehirn und des damit assoziierten
Hirnparenchymgewebes wurden die BRAs durchgeflhrt. Die immunphanotypische
Charakterisierung des BRA und der Zellen, die dadurch zur Aussprossung aktiviert
wurden, erfolgte mit Hilfe der Immunhistochemie fir die Marker F4/80, CD45, Iba-1,
GFAP, CD34, CD31 CD44, a-SMA, NG2 und Ki67 in Einzel- und/oder Doppelfarbung.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialen

3.1.1. Gerate
Geréat Firma
Inkubator Termo scientific
Mikroskop Keyence BZ-9000
Mikrotm Leica SM2000R
Pipetus akku Accu jet
3.1.2.Chemikalien
Material Firma
DePex Serva
DMEM Gibco
Eosin AppliChem
FCS Gibco
Goat Serum Sigma-Aldrich
Hamatoxylin Chroma
L-Glutamin Sigma
Natrium-Pyruvat Sigma
Penicillin/Streptomycin Sigma
PureCol, Bovine Collagen | 3,1 mg/ml Cellsystems
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3.1.3.Versuchstiere

Zur Untersuchung der Fragestellung wurden C57BL/6-Wildtypmause verwendet,
deren HirngefaRe zur Herstellung der BRA prapariert wurden. Sie stammten
ursprunglich von Charles River (Sulzfeld) und wurden bis max. zur vierten Generation
nachgezichtet. Gehalten wurden die Tiere im Tierstall des Instituts flr Physiologie der
Universitat Wirzburg in einem 12 h Tag/Nacht Rhythmus mit uneingeschranktem
Zugang zu Futter (von Sniff, Soest) und Wasser. Sie waren 8-12 Wochen alt und

wogen 16-24 g.

Insgesamt wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit 46 C57BL/6 Mause verwendet.
Zum Etablieren des BRAs wurden 36 Versuchstiere verwendet. Die tbrige Anzahl der

Versuchstiere (n= 10) wurde zum Studieren der Kinetik verwendet.

3.1.4.Verwendete Antikoper
3.1.41. CD44

CD44 ist ein Zelladh&sionsmolekil bzw. ein Rezeptor fur Hyaluronsaure, Zytokine und
Wachstumsfaktoren (106). CD44 ist charakteristisch fur hamatopoetische sowie
andere Stammzellen und essentiell fur Adhasion, Migration, Proliferation und
Differenzierung (107). Es existieren zwei Isoformen, namlich CD44s und CD44v. Im
Vergleich zur CDA44s-Isoform wird die CD44v-Isoform auf hamatopoetischen
Stammzellen weniger exprimiert. CD44 dient sowohl als ein Stammzellmarker fir
hamatopoetische Stammzellen, als auch fir mesenchymale Stammzellen (107, 108).
CD44 ist fur Zell-Zell-Adhéasion, Zell-Matrix-Adhasion, homing der Stammzellen und

Resistenz gegen die Apoptose von grol3er Bedeutung (108).

3.1.4.2. CDA45
Bei CD45 handelt es sich um ein Membranprotein, welches mit Ausnahme von
Erythrozyten, von allen hamatopoetischen Zellen und Stammzellen exprimiert wird

(109). Eine Mutation von CD45 geht mit einer schweren Immunsuppression einher
(110).

3.1.4.3. CD34

CD34 ist ein Membranprotein, welches von hamatopoetischen und unreifen
Endothelzellen exprimiert wird. Es spielt bei der Regulation der Hamatopoese im
Knochenmark und der hamatopoetischen Stammzellnische eine Rolle (111, 112).

Dieses Antigen wird in der klinischen Arbeit zwecks Knochenmarktransplantation
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verwendet, um die hamatopoetischen Stammzellen aus der Peripherie zu isolieren
(113).

3.1.4.4. F4/80

F4/80 ist ein Adhasionsmolekil und ein spezifischer Marker flr
Makrophagen/Mikroglia. AuRerdem dient F4/80 als ein Differenzierungsmarker fiir die
Makrophagen (114).

3.1.45. Iba-1
Iba-1 ist ein zytoplasmatisches Protein, welches von Makrophagen/Mikroglia
exprimiert wird. Unter inflammatorischen Bedingungen fuhren einige Mediatoren wie

INF-y und IL-1R zur Uberexpression dieses Protein (115).

3.1.4.6. GFAP

GFAP (saures Gliafaserprotein) ist ein Bestandteil der Intermedarfilamente der
Gliazellen und der Astrozyten im ZNS (116). Die Astrozyten dienen als Stitzzellen des
ZNS und beteiligen sich bei der Regulation der BBB (117). Weiterhin wird GFAP als
Marker bei der Diagnostik von Hirntumoren wie Astrozytomen, Glioblastomen und
Ependymomen verwendet (116, 118).

3.1.4.7. CD31

CD31 bzw. PECAM-1 ist ein Zelloberflachenprotein, welches von verschiedenen
Zellen wie Endothelzellen, Thrombozyten und Leukozyten exprimiert wird. In vivo wird
Anti-CD31 verwendet, um Gefal3endothel nachzuweisen (119). CD31 dient als
Zelladhasionsmolekul, welches fiur die transendotheliale Migration der Makrophagen
besonders unter pathologischen Bedingungen wie Inflammation von grol3er
Bedeutung ist. Aul3erdem ist CD31 bei der Aktivierung der T-Zellen, Thrombozyten
und der Adhasion der Leukozyten beteiligt (120). Weiterhin spielt es bei der
Angiogenese eine essentielle Rolle, was sich bei der Arteriosklerose und beim

abdominellen Aortenaneurysma beobachten lasst (121).
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3.1.4.8. Glattmuskulare Aktin (a-SMA)

Das glattmuskulare Aktin (a-SMA) ist Teil der Mikrofilamente der Zytoskelettproteine,
dieses ist in den GefalRwanden, Lunge und im Stroma verschiedener Gewebe zu
finden (122). Glattmuskulares alpha-Aktin gilt als Marker fur glatte Muskelzellen (123).

3.1.4.9. NG2

Das NG2-Proteoglykan ist ein Transmembranprotein. Es wird in vivo und in vitro
verwendet, um diverse Zellpopulationen, u.a. perivaskulare und Gefal3perizyten, zu
identifizieren (124). Im ZNS ist es auf den Vorlauferzellen der Oligodendrozyten und

Perizyten zu identifizieren.

Antikorper Hersteller Antigen-Spezies Verdinnung
CD45 eBioscience Ratte 1:100
CD44 Abcam Ratte 1:100
CD34 Abcam Ratte 1:50
CD31 Abcam Rabbit 1:100
F4/80 Abcam Ratte 1:200
Iba-1 Wako Rabbit 1:500
Ki67 Abcam Rabbit 1:300
NG2 Biorbyt Rabbit 1:100
a-SMA Abcam Rabbit 1:100
GFAP Abcam Rabbit 1:10000

Tabelle 1: Verwendete primére Antikorper.

Antikorper Hersteller Verdinnung
Goat anti-mouse Cy5 Abcam 1:500
Goat anti-rabbit Cy5 Abcam 1:500
Goat anti-rat Cy5 Abcam 1:500
Goat anti-mouse Cy3 Abcam 1:500
Goat anti-rabbit Cy3 Abcam 1:500
Goat anti-rat Cy3 Abcam 1:500
1:500
Goat anti-mouse Cy2 Abcam 1500
Goat anti-rabbit Cy2 Abcam 1-500
Goat anti-rat Cy?2 Abcam 1:500

Tabelle 2: Sekundéare Antik6érper
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3.2. Methoden
3.2.1.Brain Ring Assay (BRA)

a. Vorbereitungen der Ausgangslésung fur den BRA

Auf Eis wurden in einer sterilen Werkbank die Zutaten (destiliertes steriles H20 39,1%,
PureCol, Bovine Collagen | 3,1mg/ml 42,2%, Natrium-Pyruvat 1%, Natrium-
Hydrogencarbonat 5%,10X MEM 10%, L-Glutamin 1%) in einem Reagenzglas
zusammen pipettiert und durch Schwenken per Hand gemischt. Ganz wichtig war
dabei das Vermeiden von Luftblasen und ein steriles Arbeiten. Anschlie3end wurde
die Losung fir eine Stunde auf Eis durch eine Vakuum-Pumpe entgast. In der
Zwischenzeit wurde die Praparation unter sterilen Bedingungen durchgefthrt.

In eine 48-Well-Platte wurden je Well 200 pl der Mischung aufgetragen. Danach
wurden die Platten fiir eine Stunde in den Brutschrank (37 °C/5% COz2) gelegt. Beim
Auftragen war ebenfalls auf das Vermeiden der Luftblasen zu achten. Die hohe
Temperatur fuhrte zur Polymerisation der Kollagenmatrix. Danach wurden die
praparierten GefalRe vorsichtig mittig in die mit Kollagen beschichteten Wells gelegt.
Anschlie3end wurden die Platten fur 10 min zum Antrocknen weiter im Brutschrank
(37°/5% CO2) gehalten. Danach wurden pro Well 200 pl des auf Eis gehaltenen
Ansatzes aufgetragen und dann fir eine Stunde im Brutschrank auspolymerisiert.
Abschlie3end wurden pro Well 400 pl DMEM + P/S und 20% FCS zugegeben und das
Gewebe im Brutschrank (37°C /5% CO2) kultiviert.

Das Medium wurde alle drei bis vier Tage gewechselt. Da das Medium im Kuhlschrank
bei 6 °C aufbewahrt ist, sollte es vor dem Verwenden im Wasserbad aufgewéarmt
werden.

Gleich nach der Praparation wurden jeweils am Tag O frisch isolierte HirngefalRe in
Kollagen mit 4% PFA fixiert und histologisch sowie immunhistochemisch untersucht.
Zu anderen bestimmten Zeitpunkten wurden ebenfalls 2-3 Wells je Platte mit 4% PFA

fixiert, in Paraffin eingebettet und histologisch untersucht.
b. Praparation

Vor dem Ansetzen des Kollagens oder in der Zwischenzeit erfolgte die Praparation der
Hirngefal3e. Bei allen Arbeitsschritten war auf die Sterilitat strikt zu achten. Fir die
Praparation mussten desinfiziertes Praparierbesteck und mit kalten D-MEM/10% FCS

(auf Eis) gefullte Schalchen/12-Well-Platte, vorbereitet werden.
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Das Abtoten der Mause erfolgte durch zervikale Dislokation. Das Fell wurde dann mit
reichlich 70% Ethanol angefeuchtet. Danach wurde der Schéadel gedffnet, das Gehirn
vorsichtig entnommen und in eine auf Eis gelagerte, mit Medium geflllte, Schale
gelegt. Dann wurden die Geféal3e unter dem Binokular prapariert und in Medium auf Eis
gelegt. Zur Orientierung im nachsten Schritt beim Schneiden wurden die Gefal3e mit
einem kleinen Stlckchen Hirngewebe prapariert. Zum Schluss wurden Gewebsreste

entsorgt und die praparierten Gefalde fir den BRA verwendet.

3.2.1.1. Erstellung der Zeitreihe

Bei diesen Experimenten wurde eine Zeitreihe durchgefihrt, um das Verhalten des
BRA Uber die Zeit zu beobachten. Es wurden fixe Zeitpunkte festgelegt (Tag 0, 5, 10,
15), indem jeweils 2-3 Wells mit 4% PFA Uber Nacht bei 6 °C fixiert wurden. Vor dem
Fixieren wurde das Medium im BAA in den Wells mit 1 ml PBS ausgewaschen. Das
Waschen mit PBS diente zum Befreien der BRA vom Medium, welches die Farbung
und damit die Ergebnisse im negativen Sinn beeinflussen hatte kénnen. Die Fixierung
mit PFA fuhrte zur Quervernetzung von Proteinen unter Beteiligung der
Aldehydgruppen des Formaldehyds. Dadurch konnte die Proteinstruktur der Gewebe
Uber die Zeit erhalten und zu jedem Zeitpunkt untersucht werden. Nach 24 h wurden

die bereits fixierten BRA in Paraffin eingebettet.

A. Paraffineinbettung und Anfertigen der Schnittpraparate

Eine Zeitreihe wurde durchgefihrt, um den BRA zu verschiedenen Zeitpunkten zu
erfassen und zu beobachten. Zwei bis drei Wells je Platte wurden zu jedem Zeitpunkt
mit 4% PFA Uber Nacht und bei 6 °C fixiert. Nach der Fixierung wurden die BRA mit
einer feinen Pinzette aus den Wells vorsichtig enthommen und in Blocks gelegt.
Danach wurden die Blocks in 70% Ethanol zum Auswaschen des PFA auf dem
Schuttler gehalten. Ethanol wurde mehrmals gewechselt. Die histologischen
Untersuchungen wurden an den in Paraffin eingebetteten BRAs durchgefuhrt, welche
am Mikrotom in 6-8 um diinne Schichten geschnitten, in warmes Wasser zum Strecken
gebracht und auf Objekttrager aufgezogen wurden. Anschliel3end wurden die Schnitte
zum Antrocknen in einem warmen Trockenschrank tUber Nacht bei 30 °C gebracht. Da
die BRAs in Paraffin beim Schneiden schwer zu sehen waren, wurden Schnitte unter
dem Mikroskop kontinuierlich kontrolliert. Alternativ wurde durch eine HE-F&arbung
kontrolliert, ob in den Schnitten auch BRA dargestellt war.
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3.2.2. Histologische Untersuchung
3.2.2.1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung wird in der Routine zur morphologischen
Darstellung der untersuchten Gewebe verwendet. Durch diese Farbung kann ein
Uberblick tiber verschiedene Gewebestrukturen erlangt werden. Bei der HE-Farbung
binden die positiv geladenen Hamatein-Komplexe an die negativ geladenen
Phosphatreste der Nukleinsdure. Hamatoxylin wird zu Hamatein oxidiert und lasst sich
als rot darstellen. Hamatoxylin ist eine Farbelésung fur die Kernfarbung. In der
Hamatoxylinlésung bildet Hamatoxylin mit Aluminiumionen eine Komplexverbindung.
Eine selektive Kernfarbung wird durch die Aziditat der F&arbeldésung und einen
Uberschuss an Alaun erreicht.

Fur die morphologische Beurteilung des BRA wurde in der vorliegenden Arbeit eine
HE-Farbung durchgefuhrt. Hierfir wurden die BRAs in Formaldehyd (4%) fixiert. Nach
der Entwasserung wurden die BRAs in Paraffin eingelegt und anschlielend am
Mikrotom geschnitten. Fir die HE-Farbung wurden die 6-8 um diinnen Paraffinschnitte
in Xylol entparaffiniert und in absteigender Alkoholreihe rehydriert. Dann fand die
Farbung mit Hamalaun statt, um die saure Komponente anzufarben. Fur die
Gegenfarung der basischen Strukturen wurden die histologischen Schnitte, nach
kurzem Baden in destilliertem Wasser, in Eosin Uberfuhrt. AbschlieRend erfolgte die
Entwésserung in der aufsteigender Alkoholreihe, Inkubation in Xylol und zuletzt das
Eindeckeln mit Depex.
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3.2.2.2. Immunhistochemische Farbung

Prinzipiell dient die immunhistochemische Farbung mit Hilfe von markierten
Antikdrpern der Darstellung von Antigenen innerhalb der Zellen, auf der Zelloberflache
und in der Extrazellularmatrix des Gewebes.

Die Gewebeschnitte werden bei dieser Methode Antikérpern ausgesetzt, welche
spezifische Antigene erkennen. Es gibt eine direkte und eine indirekte Methode zur
Immunfarbung. Bei der direkten Methode sind die Antikorper mit einem Marker
gekoppelt und kénnen direkt die Epitope nachweisen. Im Vergleich dazu wird bei der
indirekten Methode ein Sekundarantikdrper verwendet, welcher mit einem Marker
gekoppelt ist. Die indirekte Methode verfligt Uber bessere Signalintensitat. Allerdings
fuhrt das unspezifische Binden der Sekundarantikorper an anderen Strukturen zur
unspezifischen Farbung der Gewebeschnitte und damit zur Zunahme der
Hintergrundfarbung. Bei der Immunfluoreszenz binden mit Fluoreszenzmarkern
gekoppelte Antikorper an die Epitope, die bei Erregung durch Licht mit bestimmter
Wellenlange sichtbar gemacht werden kann.

Zur Bestimmung der optimalen Antikdrper-Konzentration wurde eine Titrationsreihe
durchgefuhrt. Die Antikdrper-Konzentrationen bei der immunhistochemischen Farbung
wurden wie in Tabelle 1 angegeben verwendet. Bei jeder Farbung wurde parallel eine
positive und negative Kontrolle durchgefiihrt. Dabei wurde eine Uber- sowie
Unterfixierung des Gewebes vermieden, welche zu falschen Ergebnissen geflhrt
héatte. Die immunhistochemische Farbung wurde wie folgt durchgefuhrt:

Die Paraffinschnitte wurden zu Beginn in Xylol entparaffiniert, dann Gber absteigende
Alkoholreihe gewassert und schlieBlich mit destilliertem Wasser sowie PBS
gewaschen. Danach erfolgte eine Antigendemaskierung, in dem die zu farbenden
schnitte im 10 mM Citratpuffer fir 10 min gekocht wurden. Nach dem Abkuhlen erfolgte
erneut das Waschen in destilliertem Wasser. Die freien Bindungsstelle wurden mit 5%
NGS/NDS in PBS blockiert. Im Anschluss wurden die Schnitte mit dem Pramier
Antikorper Uber Nacht bei 6 C° inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS und fur
jeweils 5 min wurden die Schnitte mit dem sekundaren Antikorper in einer dunklen
feuchten Kammer fiir 2 Std. inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS erfolgte die
Inkubation mit DAPI far 10 min, um die Zellkerne anzufarben. Nach weitern
Waschschritte in PBS und destilliertem Wasser wurden die Préparate eingedeckelt und

bei 4 C° im Dunkeln bis zur Aufnahme aufbewabhrt.
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3.2.3. Mikroskopie und Auswertung

Zur histologischen Auswertung wurde pro Tier (N=10) zu festgelegten Zeitpunkten
(Tag 0, 5, 10, 15) die fixierten BRA in durchschnittlich 24 Schnitte zerlegt. Im Anschluss
wurde jeder 10. Schnitt mit HE gefarbt, um die Stelle mit der am ausgepragtesten
Aussprossung darzustellen. Die jeweils davor und dahinter liegenden Schnitte wurden
immunhistochemisch gefarbt: CD31, CD34, CD44, CD44/Ki67, CD44/NG2, CD44/a-
SMA, CD45, CD45/F480, F480/Iba-1, F4/80, Iba-1, GFAP. AnschlieRend wurden die
gefarbten  Préaparate  mikroskopisch  dargestellt und  fotografiert.  Die
lichtmikroskopische Darstellung der Gewebeschnitte erfolgte an einem
Digitalmikroskop von Keyence in Verbindung mit einer Digitalkamera und
motorisiertem Objekttisch (Keyence BZ9000). Mit Hilfe des Programmes Image J
wurden die Praparate aufgenommen. Fur jeden einzelnen histologischen Schnitt
erfolgte eine Komplettaufnahme. Des Weiteren wurde zur Darstellung der
histologischen Feinheiten eine Aufnahme mit 10er, 20er und 40er Objektiven
durchgefihrt. Insgesamt wurden 685 Fotos aufgenommen. Davon wurden 584 Fotos
ausgewertet. Alle Praparate wurden mit der gleichen Belichtungszeit aufgenommen,

um Signale in identischer Intensitat zu gewahrleisten.

Zuerst wurde das Ausmal der Aussprossung uber die bestimmten Zeitpunkte beurteilt.
Danach wurden alle Farbungen durchgefiihrt. Erst nach Abschluss der Auswertung
einer Farbung wurde mit der jeweils ndchsten Auswertung begonnen. Das Ausmalf3
der Farbung wurde nach Augenmald bestimmt. Zur Beschreibung der Kinetik wurde
die Auspragung der Farbung pro Tier zwischen den festgelegten Zeitpunkten

verglichen.
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4. Ergebnisse
4.1. Brain- Ring-Assay (BRA)

Das Ziel des BRA war es, in einem ersten Schritt zu Uberprifen, ob und zu welchem
Ausmald hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen, beispielsweise Vorlauferzellen
fur Makrophagen und/oder Mikrogliazellen, in der Wand der Maushirngefalie
darzustellen sind. Die GefaRe wurden nach der Préparation in dreidimensionaler
Kollagenmatrix eingebettet und im Inkubator fur 15 Tage kultiviert. Physiologische
Bedingungen wurden hierbei durch das standige Erneuern des Nahrstoffes (DMEM)

und permanent konstante Temperatur aufrechterhalten.

In dreidimensionaler Kollagenmatrix kdnnen die eingebetteten Gefalisticke der
Maushirngefalie in geeigneten Medien kultiviert, ggf. mit Faktoren stimuliert und somit
in ihrer Aktivitat zur Aussprossung gebracht werden. Dieses Assay ist angelehnt an
den etablierten und international vielfach verwendeten aortic sprouting assay, der
eingefuhrt wurde, um Angiogenese zu studieren (125). Spater konnte mit Hilfe dieses
Assays auch die Differenzierungs- und Proliferationskapazitat der Gefal3wand-
residenten Stammzellen (VW-SCs) untersucht und diese Zellen immunphéanotypisch

charakterisiert werden (95).

4.1.1. Zeitliche Verlaufsuntersuchung des BRA

Zwischen Kulturtag 4-6 nach der Préaparation der Gefalle und Platzieren der
Gefal3sticke in der Kollagenmatrix kam es zu den ersten unter dem
Phasenkontrastmikroskop beobachtbaren Aussprossungen aus dem Gefaldring in das
umgebende Kollagengel. Diese waren charakterisiert durch spindelférmig verzweigte
Einzelzellen oder kleine Zellstrange (Abb. 2a-b). Die Aussprossung erfolgte vermutlich
durch Proliferation und anschlieBende Migration der daraus hervorgehenden Zellen
und/oder durch einfache Migration der Vorlauferzellen aus ihrer Nische in der
GefalBwand. Sie nahm mit der Dauer der Kultivierung zu und erreichte ihr Maximum
nach ca. 2 Wochen (Abb. 3, Tabelle 3). Ab dem ca. 21. Kultivierungstag begannen die

Zellen eine runde Form anzunehmen.
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Abbildung 2 Lichtmikroskopische Darstellung des BRA.

(a) BRA am Tag 0 in 3D-Kollagenmatrix. Maf3stab 400 um. (b) Der BRA zeigte am Tag
10 ausgepragte Aussprossung. Maf3stab 400 um. Die Daten sind reprasentativ fir n =
46 Mause.
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Kulturtag O >
BRA-Gewebe
Kulturtag 5 >
BRA-Gewebe
Kulturtag 10 >
Kulturtag 15 >
L J

Abbildung 3: Darstellung der Zeitreihe

Die Abbildung dient zur Darstellung des zeitlichen Verlaufs bei der Untersuchung des BRA. Am Tag O
erfolgte Praparation und Herstellung des BRA (Einbetten des BRA-Gewebes in das Kollagengel).
Erwartungsgemal keine Aussprossung zum Zeitpunkt Kulturtag 0. Dagegen zunehmende
Aussprossung (Pfeile) (Aussprossungslange, Zelldichte und Vernetzung der Aussprossung) mit
steigendem Kulturtag. Zu dem jeweils eingetragenen BRA-Kulturzeitpunkt (Tag O, 5, 10, 15) wurden je
Maus 2-3 BRA-Gewebestilicke in Wells fixiert und histologisch bearbeitet und die hiervon angefertigten
Gewebeschnitte wurden zur Durchfuhrung der unten genannten histologischen sowie
immunhistochemischen Farbungen verwendet.
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Tag 0 5 10 15
Tier
1 0 X XXX XX
2 0 X XXX X
3 0 XX XXXX XX
4 0 XX XXX XXX
5 0 X XX XXX
6 0 XX XXX XXX
7 0 X XXX XX
9 0 XX XXXX XX
10 0 XX XXXX XXX

Tabelle 3 Semiquantitative Auswertung der Aussprossungen im BRA

In der Tabelle ist die Kinetik des BRA dargestellt. Die erste sichtbare Aussprossung war ca. am 4.
Kulturtag nach der Praparation zu beobachten. Am ausgepragten war die Aussprossung
durchschnittlich ca. nach 2 Wochen der BRA-Kultur zu beobachten. 0= gar keine Aussprossung, X=
niedrige Aussprossungsrate, XX= mittelstarke Aussprossungsrate, XXX= starke Aussprossungsrate,
XXXX= starkste Aussprossungsrate
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4.1.2. Qualitative und semi-quantitative Auswertung mittels HE-Farbung
Um einen besseren Uberblick tUber die Morphologie der Aussprossung bzw. die
aussprossenden Zellen zu erhalten, wurden die Gefal3ringe samt Kollagengel mit
Paraformaldeyd fixiert, in Paraffin eingebettet und zur Herstellung von
Gewebeschnitten verwendet. Diese Gewebeschnitte wurden zundchst mit der
konventionell-histologischen HE-Farbung gefarbt. Mittels der HE-Farbung war es
maoglich, die Morphologie der Gefal3e im BRA und der an der Aussprossung beteiligten
Zellen zu den verschiedenen festgelegten Zeitpunkten (Tag 5, Tag 10, Tag 15) zu
erfassen (Abb. 3). Am Tag der Praparation zeigten die Geféal3e eine normale Struktur
mit den bekannten Wandschichten Intima, Media und Adventitia und waren zum Teil
von Hirngewebe umgeben (Abb. 4a). Durch Kultivierung der Hirngefal3ringe im
Rahmen des BRA wurden die GefalRwandzellen aktiviert und es kam zur
Aussprossung kapillarformiger Strukturen und waren assoziiert zu den Geféaldringen.
Die Aussprossungen befanden sich , die sich sowohl im Kollagengel als auch in den
Resten des Hirnparenchyms (Abb. 4b). Die Zellen der Aussprossung zeigten
verschiedene Morphologien. Zum einen lieBen sich dendritisch verzweigte Zellen
nachweisen, die zunehmend in Richtung der Peripherie des Kollagengels
auswanderten. Die Dichte dieser Zellen nahm mit der Kultivierungszeit zu und umgab
das abgestorbene Hirngewebe. Zum anderen lieRen sich rundliche Zellen mit stark
gefarbtem Zytosol nachweisen, die teilweise im Hirnparenchym lokalisiert waren.
Einige der rundlichen Zellen waren zweikernig. Mit dem zeitlichen Verlauf nahm die

Anzahl der ausgesprossenen Zellen deutlich zu.
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Abbildung 4: Hamatoxylin-Eosin-Féarbung (HE-Farbung) des BRA

(a) Darstellung des BRA am Kulturtag 0 nach der Préaparation, Ma3stab 200 um. (b)
Darstellung des BRA am Kulturtag 10. Hier ist die Assoziation dieser Zellen zu den
GefaBen deutlich dargestellt. Die gestrichelte Linie dient zur Abgrenzung der
Hirngefalle gegenidber dem Hirnparenchym (mit Stern markiert) und der
Aussprossungen. Die Pfeile dienen zur Darstellung der Aussprossungen sowohl im
Hirnparenchym als auch in der Peripherie. Zum einen waren Zellen mit runder
Morphologie zu erkennen (Kreis), diese waren insbesondere im Hirnparenchym zu
erkennen, teilweise bildeten diese Zellen eine Art von Kolonien. Zum anderen sind
spindelfdrmige bzw. langliche Zellen zu erkennen, die besonders im Kollagengel sich
befanden und scheinbar Richtung der Peripherie ausgewandert erschienen
(gestrichelter Pfeil). MaRRstab 200 pm. N = 46 Tiere.
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4.2. Immunhistochemische Charakterisierung des BRA

Bei den folgenden Experimenten wurden spezifische Antikdrper gegen verschiedene
Marker verwendet, um die Zellen des BRA immunphanotypisch zu charakterisieren.
Zu diesen Markern zahlten: anti-CD44, -CD45, -CD34, -CD31, -F4/80, -lba-1, -SMA, -
NG2 und -GFAP. Bei jeder Farbung wurde parallel eine negative Kontrolle, bei der die
Gewebeschnitte nur mit einem sekundaren Antikorper (einer IgG-Kontrolle) exponiert

waren, durchgefihrt, um falsch positive Ergebnisse auszuschliel3en.

4.2.1. Immunhistochemische Untersuchung der CD44-Expression

Viele der im Rahmen des BRA ausgesprossten Zellen wiesen die Expression des
Oberflachenmarkers CD44 auf. Die CD44* Zellen waren bereits am Tag 0 in der
Adventitia der GefalRwand nachzuweisen (Abb. 5 a-c). Mit dem zeitlichen Verlauf des
BRA erhohte sich die Anzahl der CD44* Zellen deutlich (Tabelle 4). Die CD44* Zellen
waren am 10. Kulturtag sowohl im assoziierten Hirngewebe als auch innerhalb des
Kollagengels nachzuweisen (Abbildung 5f, gepunkteter Kreis), was dafirspricht, dass
diese Zellen aus dem Gewebe in das Gel migriert sind. Im Vergleich zu Kulturtag 0
(frisch isolierte Zellen) zeigten die ausgesprossten CD44* Zellen am Kulturtag 10 eine
eher rundliche Morphologie und waren zudem zum Teil zweikernig (Abb. 5 f, Pfeil).
Neben den rundlichen Zellen waren flache CD44* Zellen weiterhin im Kollagen
nachzuweisen. Die rundlichen CD44* Zellen befanden sich zum gro3en Teil auf der
Seite BRA-Gewebes, wo das Hirnparenchym assoziiert war.

Tag 0 5 10 15

Tier

1 X XX XXXX XXX
2 X XX XXX XXX
3 X XX XXXX XXX
4 X XXX XXXX XXX
5 X XX XXXX XXX
6 X XXX XXXX XXX
7 X XXX XXXX XXX
9 X XX XXXX XXXX
10 X XXX XXXX XXX

Tabelle 4 Semiquantitative Auswertung der CD44+ Zellen

Die CD44+ Zellen sind bereits am Kulturtag 0 im BRA zu beobachten. Deren Anzahl nahm im zeitlichen
Verlauf zu. Am hdchsten war die Anzahl der CD44+ Zellen beobachtungsweise ca. am BRA-Kulturtag
10. Allerdings nahm deren Anzahl im weiteren Verlauf wieder ab. 0= keine positive Farbung, X= einzelne
positive Farbung, XX= mittelstarke positive Farbung, XXX= starke positive Farbung, XXXX= starkste
positive Farbung.
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Abbildung 5: Charakterisierung der CD44+ Zellen mittels Immunfluoreszenz

a-c Darstellung der CD44* Zellen in der GefaBwand am Kulturtag 0. Der gepunktete Kreis dient zur
Abgrenzung des GefalRes gegentiber dem Hirnparenchym. Das Kollagen ist durch einen Stern markiert,
Mafstab 400 um. d-f Charakterisierung der CD44* Zellen mittels Immunfluoreszenz. Darstellung der
CD44* Zellen am Kulturtag 10, einige Zellen sind zweikernig (Pfeil), die rundlichen CD44* Zellen befinden
sich vor allem auf der Seite des Hirngewebes (gepunkteter Kreis). Ebenso zeigten einige Zellen der
Aussprossung im Kollagen (mit Stern markiert) CD44-Expression (Doppelpfeil). Die Linien dienen zur
Darstellung der préparierten Gefal3e. MaRRstab 200 um, n = 10 Tiere.
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42.1.1. Expression des Proliferationsmarkers Ki67

Da sich sowohl in HE-Farbung als auch bei der Immunfarbung fir CD44 Hinweise auf
magliche Zellproliferation (z.B. Doppelkernigkeit einiger Zellen) ergaben, wurde das
BRA-Gewebe hinsichtlich der Proliferationsaktivitat untersucht. Hierzu wurde in
folgenden Experimenten die Expression des Proliferationsmarkers Ki67 untersucht,
um beispielsweise die Proliferationsaktivitat der CD44* Zellen beurteilen zu kdnnen.
Hierzu wurden an Schnitten des BRA auch Doppelimmunfluoreszenzfarbungen fur
Ki67 und CD44 durchgefuhrt und mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops Aufnahmen
angefertigt. Die Analysen zeigten, dass ein Teil der CD44* Zellen ebenfalls eine
nukleére Farbung fur Ki67 aufwies. Die Zellen waren bereits am 5. Kulturtag nach der
Préparation nachzuweisen und befanden sich auch in der Aussprossung in der
Kollagenmatrix. Im Verlauf der Kultivierung zeigten die fur Ki67 und CD44
doppelpositiven Zellen ein typisches Verteilungsmuster. Zum grofR3en Teil befanden sie
sich auf der Seite des BRA-Gewebes, wo das Hirnparenchymgewebe assoziiert war
(Abb. 6, Pfeil). Zu einem spateren Zeitpunkt (Kulturtag 10) zeigten die doppelpositiven
Zellen eine rundliche Form und waren zum Teil doppelkernig (Abb. 6, gestrichelter
Pfeil).

Im BRA waren auch Ki67* Zellen nachzuweisen, die kein CD44 exprimierten. Dies
weist darauf hin, dass wéahrend der Kultur des BRA verschiedene Zelltypen eine
proliferatorische Aktivitat aufwiesen. Die Ki67-Expression war in den doppelpositiven
Zellen inhomogen, eine relativ schwache Ki67-Expression war vor allem mit

zunehmender Entfernung der Zellen zum BRA zu beobachten.
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Abbildung 6: Immunfluoreszenz-Doppelfarbung des BRA gegen CD44 und Ki67

Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen des BRA gegen CD44 und Ki67. CD44*Ki67* Zellen am Tag 10
befanden sich vor allem auf der Seite des Hirnparenchyms, einige CD44* Zellen zeigten keine Ki67-
Expression. Der BRA ist durch die gestrichelten Linien markiert. Der Kollagen ist mit einem Stern
markiert, das Hirngewebe mit 2 Sterne markiert. Mafl3stab 200 um, n = 6 Tiere.



4.2.1.2. Immunhistochemische Untersuchung der a-SMA-Ko-Expression

Im néchsten Schritt wurden an BRA-Gewebeschnitten Immunfarbungen fur Aktin der
glatten Muskulatur (a-SMA) durchgefuhrt, um die glatten Muskelzellen zu
identifizieren. Die Ergebnisse dieser Immunfluoreszenzversuche zeigten, dass einige
aus dem BRA ausgesprosste Zellen a-SMA exprimierten. Die a-SMA-Expression war
bereits am 5. Tag der BRA-Kultur nachzuweisen. Die a-SMA* Zellen waren
hauptsachlich assoziiert zu den kapillarahnlichen Aussprossungen, die sich teilweise
auch innerhalb des Hirnparenchymgewebes befanden, das die kultivierten Hirngefal3e
umgab. In Relation zu den CD44* Zellen waren die a-SMA* Zellen eher in einer inneren
Zellschicht der GefaRaussprossungen organisiert, wahrend die CD44* Zellen sich
bevorzugt in einer duReren Lage befanden und die Aussprossungen ummantelten.
Des Weiteren zeigten die CD44* Zellen zu einem frihen Kulturzeitpunkt (am Tag 5)
zum Teil eine a-SMA-Ko-Expression. Allerdings nahm die Intensitat der Ko-Expression
mit dem Zeitverlauf der BRA-Kultur ab. Zu einem spateren Zeitpunkt (am Kulturtag 15)
zeigten die ausgesprossenen Strukturen ein ausgepragtes kapillarahnliches Bild
(Abb.7).
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Abbildung 7: reprasentative Immunfluoreszenz-Doppelfarbung des BRA gegen glatte
Muskelzellenmarker (alpha-SMA) und Stammzellmarker (CD44)

a-d Die CD44- und a-SMA-Co-Expression am Tag 0, e-h d Die CD44- und a-SMA-Co-
Expression am Tag 10, die GroRBe der kapillarformigen Struktur nimmt mit der
Kultivierungszeit zu. Die Pfeile zeigen die Aussprossungen. Der Kollagen ist mit einem Stern
markiert, das Hirngewebe mit 2 Sterne markiert. Ma3stab 200 um. n = 4 Mause
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4.2.1.3. Untersuchung der NG2/CD44-Co-Expression

NG2 ist ein Proteoglykan und ein Transmembranprotein. Es wird in vivo und in vitro
verwendet, um diverse Zellpopulationen, u.a. peri-endotheliale Zellen und Perizyten
der Kapillarwand zu identifizieren (124). Im ZNS wurde NG2 auf den Vorlauferzellen
der Oligodendrozyten und auch auf Perizyten nachgewiesen (126, 127). Das Ziel der
immunhistochemischen Untersuchung fir NG2 im Rahmen dieser Arbeit war die
Lokalisierung potenzieller NG2* Zellen in Hirngefal3en vor und nach dem BRA. Auch
die NG2* Zellen waren in kapillarférmige Strukturen, oder assoziiert zu solchen
Aussprossungen, organisiert. Diese gefaRahnlichen Strukturen bestanden aus
mehreren Zelllagen. In der dul3eren Lage waren hauptsachlich die CD44* Zellen zu
finden. Die innere Zelllage enthielt im Wesentlichen die NG2* Zellen. Einige Zellen, die
eine CD44-NG2-Ko-Expression aufwiesen, wurden in beiden Schichten beobachtet
(Abb. 8).
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Abbildung 8: Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen des BRA gegen CD44 und NG2

Die CD44* Zellen bildeten vor allem die &uRere Zellschicht (dicker Pfeil). Einige waren doppelpositiv
fur beide Marker. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze zwischen den gedachten
Schichten. Die NG2* Zellen zeigten kapillarformige Strukturen (eine durchgezogene Linie). Einige
Zellen waren doppelpositiv fir CD44 und NG2 (dinne Pfeil). Die gestrichelten Pfeile deuten auf die
Aussprossungen. Das Hirnparenchym mit Stirn markiert. Maf3stab 100 um. n = 4 Tiere
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4.2.2. Immunhistochemische Untersuchung der CD45-Expression

CD45 ist ein Oberflachenmarker und wird von allen in Zellen der leukozytaren Reihe
und hamatopoetischen Stammzellen exprimiert (109). Dieser Marker wurde
verwendet, um das BRA-Gewebe in Bezug auf Vorhandensein von Zellen der
leukozytaren Linie und von hamatopoetischen Stammzellen Uberprifen bzw. nach
BRA nachweisen zu konnen. In immunhistochemischen Farbungen an
Gewebeschnitten frisch praparierter BRA (also Tag O der Kultur) konnten bereits
einzelne CD45* Zellen in Assoziation zu den HirngefalBwanden nachgewiesen werden
(Abb. 9 a-c). Die Zellzahl nahm mit dem zeitlichen Verlauf, d.h. steigender Anzahl an
BRA-Kulturtagen, zu (Tabelle 5). Auch im mitpraparierten Hirnparenchymgewebe
konnten CD45* Zellen beobachtet werden. Mit zunehmender Entfernung der
ausgesprossten Zellen zum BRA-Gewebe wurde CD45 schwacher exprimiert. Die
CD45* Zellen zeigten eine rundliche Morphologie (Abb. 9 d-f). Die Verteilung der
CD45"-Zellen war inhomogen und in deutlich hdherer Dichte waren sie, um die
Gefaliregion zu finden. Zudem konnten die CD45* Zellen im Hirnparenchymgewebe

erst zu einem spateren Zeitpunkt der BRA-Kultur nachgewiesen werden.

Tag 0 5 10 15

Tier

1 X XXX XXXX XXX
2 X XX XXX XXX
3 X XX XXXX XXX
4 X XX XXXX XXX
5 X XX XXX XXX
6 XX XXX XXXX XXXX
7 X XXX XXXX XXX
9 X XX XXXX XXX
10 X XXX XXXX XXX

Tabelle 5Semiquatitaive Auswertung der CD45+ Zellen im BRA

Der BRA enthielt bereits am Tag 0 CD45+ Zellen. Deren Anzahl nahm mit der Kultivierungszeit zu und
war ca. am Tag 10 am hochsten zu beobachten. 0= keine positive Farbung, X= einzelne positive
Farbung, XX= mittelstarke positive Farbung, XXX= starke positive Farbung, XXXX= starkste positive
Farbung.
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Abbildung 9: Charakterisierung der CD 45* Zellen des BRA

a-c bereits am Tag 0 waren im BRA CD45* Zellen nachzuweisen, deren Verteilung inhomogen war.
MaRstab 400 um. d-f Darstellung der CD45* Zellen am Tag 10. Sowohl im Hirngewebe als auch im
Kollagengel (mit Stern markiert) zeigten die Zellen der Aussprossung eine CD45-Expression. Die Zellen
zeigten eine spindelférmige verzweigte Struktur und wanderten Richtung Peripherie. Die praparierten
Gefal3e sind durch die Linien markiert, Ma3stab 200 pm, n =10 Tiere.
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4.2.2.1. Immunhistochemische Untersuchung der CD45-F4/80-Ko-
Expression
F4/80 ist ein Adhasionsmolekll und spezifischer Marker fiir Makrophagen und wird
auch von Mikrogliazellen exprimiert. Die Makrophagen stammen aus den im Blut
zirkulierenden Monozyten, die bei Bedarf die Blutzirkulation verlassen und in das
umliegende Gewebe einwandern und sich dann zu Makrophagen umwandeln. Die
Monozyten selbst sind wiederum Derivate der im Knochenmark ansassigen
hamatopoetischen Stammzellen (128, 129). Hinsichtlich der Mikroglia glaubte man bis
vor kurzem, dass sie ebenfalls Derivate der im Knochenmark ansassigen Stammzellen
sind. Neuere Befunde unter Nutzung von Reportermausmodellen und Cell-Tracing-
Analysen konnten glaubhaft darstellen, dass die Mikroglia wahrend der
embryologischen Entwicklung aus den hamatopoetischen Stammzellen der
Dottersackwand hervorgehen, das Hirngewebe besiedeln und im adulten Zustand
immer noch Erneuerungspotenzial besitzen (27). Die Ergebnisse aus den
Immunfluoreszenzfarbungen zeigten, dass einige CD45" Zellen gleichzeitig F4/80
exprimierten. Die CD45-F4/80 doppelpositiven Zellen waren insbesondere im
Hirnparenchym um die kultivierten Hirngefal3e anzutreffen. Die aus der Wand der
kultivierten Hirngefal3e ausgesprossten spindelférmigen Zellen zeigten ebenfalls eine
CDA45-F4/80-Koexpression. Allerdings zeigten diese Zellen erst mit zunehmender

Entfernung eine starkere F4/80- und schwachere CD45-Expression (Abb. 10).
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Abbildung 10: Charakterisierung der CD 45* Zellen mittels Immunfluoreszenz

Charakterisierung der CD45* Zellen mittels Immunfluoreszenzfarbung. Darstellung der CD45*
Zellen am Tag 10. Einige CD45* Zellen =zeigten eine Expression des Mikroglia/-
Makrophagenmarker F4/80 (Pfeil). CD45-F4/80-Co-Expression. Die Zellen wanderten Richtung
Peripherie und zeigten eine spindelformig verzweigte Morphologie (Doppelpfeil). die CD45-
Expression nahm mit der zunehmenden Distanz zum BRA ab. Die Linien dienen zum Abgrenzen
des Gefalles gegeniuber Kollagen und Hirngewebe. Das Kollagen ist mit Stern markiert. Mal3stab
100 pm. n = 13 Tiere.
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4.2.3. Untersuchung der Mikroglia-/Makrophagenmarker

Iba-1 ist ein zytoplasmatisches Protein, welches bei den Makrophagen/Mikroglia vor
allem nach Aktivierung dieser Zellen exprimiert wird (130-132). So wurde eine
Hochregulation der Iba-1-Expression in Mikrogliazellen in experimentell induzierten
Inflammations- oder Ischamieprozessen des ZNS beobachtet (115). Der Iba-1-
Nachweis wird verwendet, um die Makrophagen und Mikroglia besonders in

inflammatorischen Lasionen zu identifizieren (115).

Hierbei stellte sich die Frage, inwiefern die ausgesprossten Zellen im Verlauf der BRA-
Kultur Iba-1* werden. Zunéchst wurden einfache Immunfarbungen fur lba-1 an BRA-
Gewebeschnitten durchgefiihrt. Die Ergebnisse aus diesen Analysen belegten, dass
die Iba-1* Zellen bereits am Tag des Erstellens des BRA in geringer Zahl
nachzuweisen waren und wenige Tage nach der Kultivierung des BRA zunehmend
gebildet wurden (Tabelle 6). Die Iba-1* Zellen waren rundlich und befanden sich
hauptséachlich um die praparierten-GefaRe. Im BRA konnte man aufgrund des
Verteilungsmusters dieser Zellen den Eindruck gewinnen, dass sie vermutlich in das

umliegende Hirngewebe migrierten und dabei teilweise Zell-Cluster bildeten (Abb. 11

d-f.

Tag 0 5 10 15

Tier

1 X XXX XXXX XXXX
2 X XXX XXX XXXX
3 X XX XXXX XXXX
4 XX XXX XXXX XXXX
5 XX XXX XXX XXXX
6 X XX XXX XXX
7 X XXX XXXX XXXX
9 X XX XXXX XXXX
10 X XXX XXXX XXXX

Tabelle 6 Semiquatitative Erfassung der Iba-1+ Zellen im BRA

0= keine positive Farbung, X= einzelne positive Farbung, XX= mittelstarke positive Farbung, XXX=
starke positive Farbung, XXXX= starkste positive Farbung.
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Abbildung 11: reprasentative Immunfluoreszenz-Farbung des BRA gegen
Mikroglia/Makrophagenmarker Iba-1

a-c Darstellung der Iba-1*Zellen am Tag 0, Mal3stab 200 um. d-f Die Zellen zeigen am Tag 10 eine
Iba-1-Expression und befanden sich in gro3erer Zahl um das BRA und schienen Richtung des
Hirnrestgewebes zu wandern (Pfeil). Der gepunktete Kreis grenzt die Hirngefal3e. Das Hirnparenchym
mit Stern markiert. Die gestrichelte Linie dient zum Abgrenzen des Gefal3es gegeniiber Kollagen und
Hirngewebe. Das Kollagen ist mit einem Stern, das Hirngewebe ist mit 2 Sterne markiert. MaRRstab
400 pm. n=10
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4.2.3.1. Untersuchung der F4/80- und IBA-1-Ko-Expression

Fur die weitere Charakterisierung der Iba-1* Zellen, die im Rahmen der BRA-Kultur
mit HirngefalRen assoziiert und/oder im umliegenden Hirnparenchymgewebe lokalisiert
waren, wurden Doppelimmunfarbungen fur Iba-1 und F4/80 durchgefihrt. Die
Ergebnisse dieser immunhistochemischen Untersuchung zeigten, dass einige Zellen
des BRA-Gewebes beide Antigene exprimierten. Insbesondere einige Zellen, die weit
verzweigte Auslaufer aufwiesen, zeigten eine starke Ko-Expression von Iba-1 und
F4/80. Weitere Analysen in Abhangigkeit des zeitlichen Verlaufs des BRA zeigten,
dass die Anzahl der doppelpositiven Zellen mit dem zeitlichen Verlauf der BRA-Kultur
zunahm und solche Zellen in hoherer Anzahl nicht nur in der engeren
Gefallumgebung, sondern auch in der Peripherie des Hirnparenchymgewebes zu
finden waren (Abb. 12).

Abbildung 12: reprasentative immunfluoreszenz-Doppelfarbung des BRA gegen Iba-1 und
F4/80

Die Zellen der Aussprossung zeigen eine Expression der Mikroglia/-Makrophagenmarker (Iba-1 und
F4/80) (Pfeil). Die gestrichelte Linie dient zum Abgrenzen des GefélRes gegentuber Kollagen und
Hirngewebe. Das Kollagen ist mit einem Stern, das Hirngewebe ist mit 2 Sterne markiert Maf3stab
100 um. n = 6 Tiere
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4.2.4. Untersuchung zur Expression des hamatopoetischen
Stammzellmarkers CD34 und des Endothelzellmarkers CD31 in
BRA-Gewebe

CD34 ist ein Membranprotein, welches von hamatopoetischen und endothelialen

Vorlauferzellen sowie teilweise in reifen Endothelzellen exprimiert wird (111, 133).

CD31 bzw. PECAM-1 ist ein Zelloberflachenprotein, welches vor allem von

Endothelzellen exprimiert wird, aber auch auf der Oberflache von Thrombozyten und

Leukozyten nachzuweisen ist (134). Immunfarbungen unter Verwendung von CD31-

Antikérpern dienen hauptsachlich dazu, um GefaRendothel und damit Blutgefalie

sichtbar zu machen. CD31 und CD34 kénnen auch zusammen als Endothelzellmarker

verwendet werden (135). Die immunhistologische Untersuchung an Gewebeschnitten
von BRA ergab keine Expression der beiden Zellmarker in der Aussprossung des BRA.

Parallel wurde eine negative (Abb. 13 a-c) und positive Kontrolle (Abb. 13 d-f)

(Querschnittpraparate der Aorta) durchgefihrt.
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a DAPI d DAPI

C DAPI | f DAPI

Abbildung 13: a-c positive Kontrolle fir CD31-Antikdrper im ARA. e-f. negative Kontrolle fir
CD31-Antikorper.

MaRstab 400 pm.
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4.2.5. Untersuchung des Astrozytenmarkers GFAP

GFAP ist ein Bestandteil der Intermediarfilamente und wird spezifisch in Astrozyten
des ZNS und in Enterogliazellen nachgewiesen. Die Astrozyten sind wie die anderen
Gliazellen Bestandteile des Stutzgewebes des ZNS, dienen der Konstanthaltung des
Extrazellularmilieus des ZNS und sind am Aufbau der Blut-Hirn-Schranke beteiligt. Ziel
der Immunfarbung fur GFAP an Gewebeschnitten von BRA war es zu untersuchen, ob
und inwie fern die aus den Hirngefal3en im Rahmen von BRA ausgesprossten Zellen
auch fur GFAP positiv werden. Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzuntersuchung
zeigten keine GFAP-positiven Zellen in der Aussprossung des BRA (Abb. 14).

Die ausgesprossten Zellen des BRA waren negativ fur GFAP zu allen Zeitpunkten der
BRA-Kultur. Eine Doppelfarbung fur F4/80 und GFAP wurde ebenfalls durchgefihrt,
um zu zeigen, dass es sich bei den ausgesprossten Zellen um
Makrophagen/Mikrogliazellen handelt und nicht um Astrozyten. Die Ergebnisse dieser
Analysen bestéatigten diese Annahme. Parallel konnte zur positiven Kontrolle

(Querschnitt Hirngewebe) GFAP-Expression nachgewiesen werden (Abb. 15).

| -

DAPi
»
 _§

Abbildung 14: reprasentative immunfluoreszenz-Doppelfarbung des BRA gegen den
Astrozytenmarker (GFAP) und den Mikroglia/-Makrophagenmarker (F4/80).

Die Linien dienen zum Abgrenzen des Gefal3es gegeniiber Kollagen und Hirngewebe. Das
Kollagen ist mit Stern markiert, das Hirngewebe ist mit 2 Sternen markiert. Ma3stab 200 pm. n=5
Tiere.
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Abbildung 15: positive Kontrolle fir GFAP-
Antikorper.

Mafstab 200 pm.
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5. Diskussion

Die hier vorgelegte Dissertationsarbeit beschéftigte sich im Wesentlichen mit der
Aufgabe, ein in vitro / ex vivo experimentelles Modell unter Verwendung von
MaushirngefalRen zu etablieren, das erlaubt, die Stamm- und Vorlauferzellen aus der
Wand der HirngefalRe sowie deren Derivate, insbesondere ihren potenziellen Beitrag
zur Mikroglia zu untersuchen. Das vorgelegte Model mit BRA ermdglicht erstmalig, die
Aussprossung von Zellen und kapillarahnlichen Strukturen aus den HirngefalR3en zu

studieren.

5.1. Der BRA eignet sich als Modell zur Untersuchung der Angiogenese
und Charakterisierung der gefalBwandstandigen Stammzellen

Das Konzept der BRA-Entwicklung erfolgte in Anlehnung an den schon seit
Jahrzehnten etablierten und eingesetzten arterial und/oder aortic ring-assay (ARA),
der zunachst unter Verwendung der Arterien- oder Aortenstiicke der Ratte (125) und
spater auch der Maus durchgefuihrt wurde. Dieser Assay wurde etabliert, um die
Angiogeneseprozesse, also Aussprossung neuer Geféal3e aus bereits existierenden
Blutgefal3en, nicht nur unter Verwendung von Endothelzellen in vitro, sondern durch
den Einsatz intakter Gefal3stiicke zu studieren. Die intakte Gefallwand mit allen
Wandschichten wie Intima, Media und Adventitia ermdglichte die Schritte der
Angiogenese unter den Bedingungen zu analysieren, die die in vivo Bedingungen
besser nachahmen. Daher wurde dieser Assay als ex vivo Angiogenese-Assay
bezeichnet (125). Das Modell des ARA wurde seit seiner Erstbeschreibung
kontinuierlich weiterentwickelt und gewtinschten Bedingungen oder Anforderungen
angepasst. Es ist dadurch ein vielseitiges Modell zur Analyse der Angiogenese unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen geworden (102). Genau
genommen kann man am ARA-Modell nicht nur klassische Angiogenese, sondern
auch postnatale Vaskulogenese studieren, seitdem gezeigt wurde, dass dieser Assay
auch geeignet ist, Aussprossung und GefalRbildungskapazitdt der GefalRwand-

residenten Vorlaufer- und Stammzellen zu untersuchen (95).

In den letzten drei Jahrzehnten wurden verschiedene Modelle etabliert, um die
Angiogenese in vitro und ex vivo zu studieren. Diese Modelle unterscheiden sich durch
mehrere  Eigenschaften, insbesondere dadurch, dass zum einen die
Zusammensetzung der Matrix, in der die Gefal3stiicke eingebettet werden, modifiziert
werden kann und zum Anderen unterschiedliche Gefal3e bzw. Gefal3abschnitte
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studiert werden kénnen. Die Matrix sollte mdglichst die physiologischen Bedingungen
simulieren bzw. der normalen Extrazellularmatrix ahnlich sein, um die Eigenschaften
der Angiogenese wie Migration, Proliferation, Adhasion und Differenzierung der an
dem Prozess der Gefal3neubildung beteiligten Zellen zu untersuchen. In dieser Arbeit
wurde die Matrix aus Kollagen Typ | verwendet, weil diese weniger artifiziell ist, als das
in endothelialen Tubeformierungs- und/oder ARA haufig verwendete Matrigel. Bei
niedriger Temperatur zeigt die Matrix eine flissige Konsistenz, welche sich bei 37 °C
in die Form eines Gels andert. Neben Kollagen Typ | wird der Matrix Nahrmedium
(DMEM) zugegeben. Dieses beinhaltet diverse Substanzen, u.a. Wachstumsfaktoren
in Konzentrationen, die den normalen physiologischen Bedingungen vergleichbar sind,
und férdert somit die fur die Aussprossung notwendigen Prozesse der Zellproliferation,
Migration und Differenzierung. Der ARA in der Kollagen Typ I-Matrix ist bereits vielfach
publiziert (136—138).

Eine weitere wichtige Eigenschaft ist die Architektur des Modells. In der
gefalbiologischen Forschung wird oft ein zweidimensionales Modell verwendet, in
dem sich die neuen Kapillaren planar zur Kulturoberflache nur in einer Ebene bilden.
Hier werden die Endothelzellen in Kulturschalen geziichtet, die meist mit Kollagen,
Fibrin oder Matrigel beschichtet sein konnen (139). Die 2D-Modelle werden haufig
eingesetzt, um den Einfluss der extrazellularen Matrix auf die endotheliale
Differenzierung zu untersuchen. Zusammengefasst unterscheidet man zwischen
Kurzzeit- und Langzeit-2D-Modellen. In den Kurzzeit-2D-Modellen kénnen die neu
geformten Kapillaren bereits nach 1-3 Tagen studiert werden. Im Vergleich dazu kann
die Angiogenese in der Langzeit-2D-Kultur Uber lange Zeit beobachtet werden. Trotz
der Vorteile des 2D-Modells, bietet das 3D-Modell die Fahigkeit der Konfiguration der
neuen Kapillaren in der dritten Ebene an und ist damit realitdtsnah. Das endotheliale
Tube-Formierungs-Assay kann ebenfalls in Matrigel oder Kollagengel durchgefiihrt
werden und gibt Aufschluss Uber Prozesse der Kapillarbildung durch Endothelzellen.
Zusatzlich kbnnen auch peri-endotheliale Zellen wie Perizyten oder glatte Muskelzellen
mit kultiviert werden, um die Assoziation solcher Zellen zu den neu formierten
Kapillaren studieren zu kdnnen. Im Vergleich zu einem zweidimensionalen Modell
bietet der ARA die Mdglichkeit, ein dreidimensionales Bild von der
Kapillaraussprossung und ihrer Vernetzung zu erhalten. Aul3erdem kdnnen in diesem
Modell weitere Eigenschaften und Merkmale wie die Proliferation, Migration,

Kapillarformation und Bildung von Mikrogefal3en tber den zeitlichen Verlauf analysiert
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werden, wie auch im endothelialen Tube-Assay. Allerdings unterscheidet sich der ARA
vom Tube-Assay im Wesentlichen darin, dass a) beim ARA die Zellen nicht aus der
GefalRwand isoliert und somit in ihrer nattrlichen Mikroumgebung studiert bzw. zur
Aussprossung angeregt werden und b) nicht einzelne kultivierte Zelltypen, (wie
beispielsweise Endothelzellen oder glatte Muskelzellen) sondern verschiedene
vaskulare Zelltypen, also Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Perizyten (je nach
GefalRabschnitt) und mesenchymale Zellen in ihrer gewohnten Mikroumgebung und
gleichzeitig aktiviert werden, sowie sich bei diesem Prozess gegenseitig beeinflussen
kénnen, wie es auch in der in vivo Gefal3neubildung hochstwahrscheinlich der Fall ist
(140). Ein weiterer wichtiger Vorteil ist die Mdglichkeit, die zellularen und molekularen
Mechanismen der Angiogenese in einer komplexen multizellularen Umgebung
darzustellen. Damit kdnnen pro- und anti-angiogenetische Wirkstoffe in ihrem
Wirkungsspektrum besser identifiziert bzw. getestet werden (141). Die Anwendung des
ARAs hat sich nicht nur fir die Untersuchung der Angiogenese als geeignet erwiesen.
Der ARA bietet auch die Mdglichkeit, das Verhalten verschiedener Zellpopulationen,
u.a. residenter Vorlaufer- und Stammzellen in der GefaRwand, zu untersuchen. Diese
bilden essentiale Ressourcen fur die Angiogenese und postnatale Vaskulogenese. Zu
einer Sondergruppe dieser Vorlauferzellen zahlen die hamatopoetischen
Vorlauferzellen. Diese Zellen kdnnen postnatal Hamatopoese betreiben und sind fahig,

unabhangig vom Knochenmark Makrophagen zugenerieren (94, 95, 103).

Die besondere Herausforderung dieses Modells besteht des Weiteren darin, dass die
Kapillar-Aussprossungen in einem breiten dreidimensionalen Raum wachsenund aus
diesem Grund nicht so leicht in einer Ebene quantifiziert werden kénnen. Auch die
Aufnahmen mit herkémmlichen licht- und fluoreszenzmikroskopischen Techniken
kénnen nur ein additives Bild vermitteln und sind fir Quantifizierung nur bedingt
geeignet. Haufig sind entweder aufwendige und zeitintensive Serienschnitte mit
anschlieBender histologischer oder immunhistologischer Farbung notwendig, um
einen zuverldssigen Gesamteindruck erarbeiten zu konnen, oder es sind
konfokalmikroskopische Aufnahmen mit z-Stack von den ARA-Schnitten erforderlich,
um die genaue Lokalisierung von beteiligten Zelltypen in Relation zueinander
analysieren zu konnen. Dennoch ist es moglich, sowohl die Lange der
Aussprossungen, als auch deren Vernetzung unter dem Phasenkontrastmikroskop

semi-quantitativ oder sogar mit Hilfe von einem Analyse-Programm z.B. ImageJ
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guantitativ auszuwerten und durch einfache oder Doppel-Immunfluoreszenzfarbung
die beteiligten Zellen zu charakterisieren. Da es im Rahmen dieser Arbeit im
Wesentlichen zunéchst darum ging, das ARA unter Verwendung der relativ
kleinkalibrigen (im Vergleich zur Aorta oder gar zu menschlichen Gefal3en)
MaushirngefaRen zu etablieren, standen die Etablierung des Modells und die
immunphanotypische Charakterisierung der Aussprossungen mit besonderem
Interesse an der Mikroglia im Fokus dieser Dissertationsarbeit. Die hier vorgelegten
Ergebnisse zeigen, dass bereits vier Tage nach Erstellen der Kultur die ersten
Aussprossungen sichtbar wurden. Damit gelang es zu zeigen, dass arterielle
Maushirngefal3e fir ARA verwendet werden kdnnen, obwohl anzumerken ist, dass es
im Vergleich zur Aorta schwieriger ist, diese relativ kleinen Gefal3e zu isolieren und
anschlieend unbeschadet in das Kollagengel einzusetzen. Des Weiteren wurde
beobachtet, dass die Aussprossung einer Kinetik unterlag, bei der das Maximum am
7. Tag nach dem Erstellen des BRA erreicht war. Durch Verlangerung des
Kultivierungszeitrahmens konnte eine weitere Zunahme der Zahl der Aussprossungen
beobachtet werden. Allerdings fiel auf, dass das Wachstum der Aussprossungen ab
dem 14. Tag nach Erstellen der Kultur unverandert blieb. Damit lassen die Ergebnisse
die Schlussfolgerung zu, dass das Wachstum der Kapillaraussprossungen aus dem
BRA unter den hier getesteten Bedingungen limitiert zu sein scheint.

Diese Befunde stehen im Einklang mit den bereits publizierten Ergebnissen des
klassischen ARA. So konnte gezeigt werden, dass die Bildung von neuen
MikrogefalRen in Kollagengel-Kultur stattfindet, jedoch geht die Kapazitat der
Gefal3neubildung Uber die Zeit zurtick bzw. sie wird reduziert (142, 143). Das BRA
zeigt aulRerdem ein typisches Muster. Die Zellen bildeten Zellverbdnde und ordneten
sich in rohrenférmigen Strukturen an. Damit ist anzunehmen, dass nicht nur einzelne
Zellen oder Zellverbande aus den Hirngefal3en ins Kollagengel einwandern, sondern
ein Teil dieser Zellen in der Lage ist, in morphogenetische Prozesse einzutreten und
kapillardhnliche Strukturen zu formieren. Obwohl bereits vorher durchgefiihrten
Studien zeigten, dass in der Gefaliwand sowohl der grof3- als auch kleinkalibrigen
GefalRen CD31" und CD34" Zellen nachzuweisen sind (100), war dies in der
vorliegenden Arbeit nicht zu beobachten. Mdglicherweise liegen die CD34- und CD31-
Antigene beim Verwenden des oben genannten Farbeprotokolls unterhalb der

Nachweisgrenze. Eine weitere Erklarung ware, dass die residenten Stammzellen in
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den kleinen HirngefaRen weiter differenziert waren und keine der beiden Marker

exprimierten.

Die Immunhistochemie ist ein sensitives Verfahren zum spezifischen Nachweis von
Faktoren in Zellen und Geweben. Sie ist eine bekannte Methode, die seit Jahrzehnten
etabliert und weltweit zur Untersuchung bzw. Identifizierung sowie Lokalisierung
bestimmter Antigene angewendet wird. Bei der Durchfuhrung der Immunhistochemie
ist eine grofR3e Sorgfalt unabdingbar. Um die optimale Konzentration der Antikdrper zu
bestimmen, wurde auch in dieser Arbeit fir jede Farbung zunachst eine
Verdunnungsreihe durchgefiihrt. AuRerdem wurde bei jeder Farbung eine negative
Kontrolle, bei der der Gewebeschnitt nur mit einem sekundaren IgG exponiert wurde,
mitgefuhrt, um falsch-positive Ergebnisse auszuschlieRen. In der vorliegenden Arbeit
wurden verschiedene Antikorper verwendet. Diese Antikérper dienten zum einen dazu,
gefalRwandstandige Stammzellen zu charakterisieren. Zum anderen wurde untersucht,
ob diese Stammzellen Proliferationspotential haben wund =zur Bildung von
Makrophagen/Mikroglia und zur Angiogenese im adulten Gehirn beitragen kdnnen.
Wahrend man mittels der Immunhistochemie verschiedene Zelltypen
immunphanotypisch identifiziert und im Gewebeverband gut lokalisieren kann, ist die
Quantifizierung der dadurch erzielten Daten nur eingeschrankt moglich und kann nur

als semi-quantitative Evaluation der Daten angegeben werden.

5.2. Gefallwandstandige Stammzellen tragen zur Angiogenese im
adulten Gehirn bei

Stammzellen werden durch ihre unbegrenzte Fahigkeit zur Teilung, Selbsterneuerung
und ihr Potential zur Differenzierung definiert (144). Insgesamt wurden vier Quellen fur
Stammzellen beschrieben, zu denen embryonale Stammzellen, germinale
Stammzellen, Stammzellen aus embryonalen Karzinomen (Teratokarzinomen) und
somatische Stammzellen gehéren. Letztere werden als adulte Stammzellen
bezeichnet und befinden sich in verschiedenen postnatalen Geweben (145). Adulte
Stammzellen, vor allem HSCs und MSCs, haben besondere Eigenschaften und sind
von besonderem Interesse fur die Therapie und klinische Forschung. Insgesamt
wurden in der Literatur zwei Aufenthaltsorte der Stammzellen in der GefalRwand
beschrieben, namlich die subendotheliale Zone und die vasculogenic zone der Tunica
adventitia. Die ersten und langst bekannten Stammzellen sind die Vorlauferzellen der
ECs und SMCs. Diese wurden in der subendothelialen Zone entdeckt. Die Existenz
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der adulten Vorlauferzellen fir Blutgefaneubildung, und damit vor allem fir ECs,
wurde erstmalig Ende der 90er Jahre beschrieben (70). Spater konnte ihre Rolle bei
der Wundheilung und Regeneration sowie Tumorvaskularisierung beschrieben werden
(71). Allerdings blieb die Frage danach, ob sich diese Zellen in der Gefal3wand
dauerhaft aufhalten oder hauptséchlich im Blut zirkulieren und sich nur zeitweise in der
GefalRwand aufhalten, lange Zeit unbeantwortet (95, 146—148), obwohl bereits Zengin
et al. (2006) in vivo zeigen konnten, dass die vaskulare Adventitia auch unter
Knochenmarksdepletion in der Lage ist, Makrophagen zu generieren. Dies sprach eher
dafur, dass die Stammzellen standig in der GefaRwand residieren. Auch die Arbeit von
Pasmann et al. (2008) unterstlitzte diese Annahme, weil ihre Analysen mittels
Reportermausmodell belegten, dass die glattmuskularen Vorlauferzellen von der
embryologischen bis zur adulten Zeit in der ,vasculogenic zone“ der Adventitia
nachzuweisen sind. Neuere extensive Untersuchungen unter Verwendung von Maus-
Chiméaren-Modellen konnten eindeutig bestétigen, dass die vaskularen und ein Teil der
hamatopoetischen Zellen kontinuierlich in der vaskularen Adventitia sitzen und nicht

vom Knochenmark aus erneuert werden (94, 103, 149).

Es ist von mehreren Gruppen belegt, dass die Zellen der adventitiellen Nische eine
Ressource fur Vorlauferzellen der postnatalen Vaskulogenese darstellen und zur
Neuformierung von Blutgefal3en fuhren (95, 147, 150). Die Zellen der vasculogenic
zone bilden jedoch keineswegs eine homogene Zellpopulation, sondern vielmehr ein
heterogenes Zellgemisch von Progenitor- und Vorlauferzellen fur ECs, SMCs und
HCSs sowie multipotente mesenchymale Stammzellen. Durch den Einsatz bestimmter
Marker wie CD34, C44, CD45, CD133, CD31, konnten diese Zellen
immunphanotypisch charakterisiert und in ihrem Differenzierungspotenzial in vitro und
in vivo studiert werden (93, 96, 150). Eine CD44" Subpopulation der adventitiellen
Stammzellen konnte als mesenchymaler Stammzelltyp identifiziert werden, der sich in
vitro in Chondrozyten, Osteozyten und Adipozyten differenzieren konnte (93).
Weiterhin ist diese Nische ein komplexes Milieu und besteht aus einer Mischung
verschiedener stromaler Zellen wie Fibroblasten und Endothelzellen, z. B. der Vasa
vasorum, die u.a. das Uberleben der ruhenden Stammzellen unterstiitzen. Zum
anderen erlauben diese Zellen die Expansion, Differenzierung und Migration der
Vorlauferzellen und unterstiitzen die Hamatopoese (151). Die stromalen Zellen sind

fur die Funktion der HSCs und die Hamatopoese nicht zu nachverlassigen (152).
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Angesichts der Ergebnisse mehrerer experimenteller Arbeiten entstehen diese Zellen
aus dem lateralen posterioren Mesoderm (153). Sie wandern in den Dottersack ein,
wo sie sich anschlieRend zu ECs und hamatopoetischen Stammzellen differenzieren
(154). Die Entstehung neuer Blutgefal3e beschrankt sich nicht nur auf die embryonale
Zeit, sondern auch adulte Blutgefal3e verfligen Uber diese wichtigen Eigenschaften,
um die Gefal3reparatur und Bildung von neuen Blutbahnen gewahrleisten zu kdnnen
(155).

Die Angiogenese ist mit der Hamatopoese eng verknlpft. Die beiden interagieren
miteinander und haben gemeinsame Vorlauferzellen, sogenannte Hamangioblasten.
Dieser Prozess ist sinnvoll, um den Korper mit Nahrstoffen und Sauerstoff zu
versorgen (156). Bei der Angiogenese handelt sich um die Bildung neuer Gefal3e aus
praexistierenden BlutgefaBen. Um diesen Prozess zu gewabhrleisten, ist eine
Proliferation und Migration von Endothelzellen mit anschlieBender Bildung
gefalRrohrahnlicher Strukturen erforderlich. Angiogenese wurde erstmalig Anfang der
70er Jahre beschrieben (73) und tragt zu Gefalineubildung unter physiologischen (z.B.
im Rahmen des zyklischen Endometriumaufbau und des ovariellen Zyklus) wie
pathologischen Bedingungen, beispielsweise bei Tumoren, Inflammation und der
Atherosklerose, bei. Dieser Prozess wurde lange Zeit als der einzige Weg angesehen,
der beim Erwachsenen zur Gefal3neubildung fuhrt. Mit der Entdeckung endothelialer
Vorlauferzellen im Jahr 1997 (70) wurde dieses Konzept dahingehend modifiziert, dass
beim Erwachsenen neue BlutgefdlRe auch aus adulten Vorlauferzellen, also durch
postnatale Vaskulogenese entstehen kénnen. In Ubereinstimmung mit dem neuen
Konzept zur Gefal3neubildung beim Erwachsenen durch Angiogenese und postnatale
Vaskulogenese konnte im RA gezeigt werden, dass die adventitielle GefalRwand-
residente Stammzellnische ahnlich wie bei den sogenannten embryologischen
.Blutinseln“, die die Hamangioblasten enthalten, sowohl vaskulare als auch
hamatopoetische Vorlaufer- oder Stammzellen beherbergt (96, 149). Im Vergleich zu
vaskularen Vorlauferzellen wurde berichtet, dass diese Nische deutlich weniger CD45*
Zellen enthalt, die jedoch in der Lage sind, sich in einen Teil der Blutzellen zu
differenzieren (94, 95, 103).

Wie oben kurz beschrieben, bilden die CD44* multipotenten Zellen eine wichtige
Subpopulation der adventitiellen Stammzellen, die sich vor allem in glatte Muskelzellen

und Perizyten differenzieren lassen (93, 101). Die in der vorliegenden Arbeit
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vorgelegten Befunde zeigen, dass bereits die frisch praparierten HirngefalRe sowohl
CD44" als auch CD45" Zellen enthielten. Diese Befunde stimmen mit denen tberein,
die von den anderen grol3en GefalRen, wie der Mausaorta oder der menschlichen
Arteria thoracica interna erhoben wurden (93, 95, 103). Damit bestatigt sich auch fur
die MaushirngefalRe, dass sie in ihrer Wand eine Stammzellnische mit heterogener
Zellpopulation, d.h. sowohl hamatopoetische als auch mesenchymale Stammzellen
aufweisen. Aullerdem konnte beobachtet werden, dass die CD44* Zellen, die
vermutlich wéhrend des BRA aus der GefaRwand in das Kollagengel migriert waren,
zur Bildung von perizytendhnlichen Zellen und GefaBmuskelzellen in den
neuformierten Gefal3-ahnlichen Strukturen beitrugen. Diese Befunde bestatigen die
kirzlich von Klein et al. publizierten Ergebnisse aus humanen Gefal3en (93, 101) und
zeigen somit, dass ahnliches Stammzellpotenzial auch in den Wanden der Hirngefalle
vorhanden ist. Schon zu einem frihen Zeitpunkt (BRA Kulturtag 5) lieRen sich
Uberwiegend CD44* Zellen nachweisen, die vor allem auf3en die kapillar&hnlichen
Strukturen ummantelten. Einige dieser Zellen zeigten eine Koexpression vom
glattmuskularen Marker SMA und dem Perizytenmarker NG2. Zu einem spateren
Zeitpunkt zeigten die a-SMA*und NG2* Zellen, die kapillarédhnliche Strukturen bildeten,
schwache bis keine CD44-Expression. Die NG2* und a-SMA* Zellen wiesen im Verlauf
des BRA eine zunehmend schwacher werdende Expression von CD44 auf. Damit lasst
sich interpretieren, dass die CD44* Zellen proliferierten und sich zu NG2* und/oder a-
SMA* Zellen differenzierten. Dies entspricht der Beobachtung zahlreicher Studien
(157). Hier konnte gezeigt werden, dass im ARA am Tag 3 nach der Kultivierung CD44*
Zellen nachzuweisen waren (93). Diese Zellen wanderten aus dem aortic ring in die
Matrix und wiesen dann eine Expression des Perizytenmarkers NG2 auf. Aul3erdem
befanden sich in der vasuologenic zone einige CD44* Zellen, die ebenfalls a-SMA und

NG2 exprimierten.

5.3. Handelt es sich bei Iba-1(+) Zellen im BRA um Mikroglia?

Die Mikroglia werden als organstandige Makrophagen des ZNS bezeichnet. Sieteilen
mit den von Monozyten abgeleiteten Makrophagen &hnliche Eigenschaften, wie die
Iba-1 und F4/80-Expression. CD45 und CD34 sind charakteristische Marker fir
Vorlauferzellen der hA&matopoetischen Zelllinie.

In dieser Arbeit wurden sowohl lba-1* als auch F4/80* Zellen als Makrophagen

bezeichnet. Obwohl in der Literatur die Entitdt der beiden Zellarten unterschiedlich
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beschrieben wurde (158), fehlt bisher der Beweis, dass es sich hierbei um
unterschiedliche Zellpopulation handelt, da sie die Expression der gleichen Zellmarker
aufweisen (159) .

Der Ursprung der Mikroglia ist seit Jahrzehnten immer wieder Gegenstand der
Forschung, blieb jedoch kontrovers. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass der
Ursprung der Mikrgolia als mesenchymal, hdmatopoetisch und aus dem Dottersack
stammend beschrieben wurde. Bisher sind die Entwicklung und die Selbsterneuerung
der Mikroglia nicht abschlieRend geklart. Die neueren Studien unterstiitzen eher die
Hypothese, dass die Mikroglia noch wahrend der embryonalen Entwicklung aus den
Vorlauferzellen des Dottersacks hervorgehen und das ZNS besiedeln (27). In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob und zu welchem Ausmal} die Mikroglia sich

aus den GefaRwand-residenten Stamm- und Vorlauferzellen entwickeln kdnnen.

Bei der gezielten Suche nach einer Differenzierung GefalRwand-residenter
Stammzellen in  Mikroglia/Makrophagen, ausgehend von  vermutlichen
hamatopoetischen Vorlauferzellen in der vaskularen Nische, wurde in dieser Arbeit die
Untersuchung der CD45-, CD44- und CD34-Expression untersucht. Die bisherigen
Studien deuten darauf hin, dass CD45 als ein Marker fir die Untersuchung der
Hamatopoese und der HSCs ist. CD45 ist ein Oberflachenmarker und wird von
hamatopoetischen Stammzellen, einigen Blutzellen der leukozytdaren Reihe und
Osteoblasten auf der Membranoberflache exprimiert. Allerdings haben die Zelltypen
einen einheitlichen Ursprung (109). Ein Ausschalten der CD45-Funktion zeigte bei
Knock-out-Mausen einen schweren Immundefekt (110). Allerdings ist CD45 kein
absolut zuverlassiger Stammzellmarker, da es auch von einigen differenzierten
hamatopoetischen Zellen exprimiert wird. Daher sollte die Expression mehrerer Marker
in Kombination studiert werden, um die HSCs immunphanotypisch zu identifizieren
bzw. nachzuweisen. Dies kann in Form von Immundoppelfarbung an Gewebeschnitten
und/oder durch FACS-Analysen durchgefuhrt werden. Fur die FACS-Analyse wird eine
grol3e Zellzahl benotigt. Bei dem BRA kann nach einer Dispersion der relativ kleinen
Hirngefalle so eine grof3e Zellzahl nicht isoliert werden. Damit war die Durchflihrung

einer solchen Analyse nicht erfolgsversprechend bzw. technisch kaum maoglich.

Bei der Untersuchung des BRA waren einige CD45* Zellen am Tag des Erstellens der
Kultur in der GefaBwand nachzuweisen. Da weitere Zelltypen des monozytaren
Systems wie Makrophagen oder Osteoblasten ebenfalls eine CD45-Expression
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aufweisen kdnnen, wurde untersucht, ob die gefallwandstandigen CD45* Zellen auch
eine Expression der Makophagen/Mikrogliamarker wie lba-1 und/ F4/80 aufweisen.
Die Ergebnisse zeigten, dass diese CD45* Zellen zu diesem Zeitpunkt, also frisch nach
Isolierung der Hirngefal3e, keine F4/80- oder Iba-1-Expression aufwiesen.
Demgegenuber war ein Teil der Zellen, die im Rahmen des BRA in das Kollagengel
ausgesprosst waren, positiv fir Iba-1 und F4/80. Einige Zellen zeigten eine Co-
Expression der beiden Marker CD45 und Iba-1. Dies fiihrt zu der Schlussfolgerung,
dass die gefalRwandstandigen CD45* Zellen die Kapazitat besitzen, sich zu
Makrophagen/Mikroglia zu differenzieren. Derzeit ist kein einheitlicher Marker zu
finden, um zwischen Mikroglia und Makrophagen mit absoluter Sicherheit zu
unterscheiden. Um diese Fragestellung zu beantworten, sollte in zukinftigen Arbeiten
maoglicherweise entweder neue Marker identifiziert und verwendet werden, die z.B. fur
Mikroglia spezifisch sind, oder die bestehende Mikroglia depletiert und die erneute
Repopulation der Mikroglia in Detail studiert werden. Es sollten auch die CD45*
Monozyten depletiert werden bzw. man kénnte zumindest vor der Praparation die

Mause perfundieren, auch wenn das nicht alle CD45* Zellen eliminiert.

Ein weiterer charakteristischer h&matopoetischer Stammzellmarker ist CD34. Bei
CD34 handelt sich um den ersten Zellmarker, der bei hAmatopoetischen Stammzellen
und anderen Vorlauferzellen wie EPCs identifiziert wurde. Fir die Isolation der
Knochenmarkzellen und auch bei der Knochenmarkstransplantation wird dieser
Marker haufig verwendet (111). Die CD34* Zellen befinden sich nicht nur in der
Stammzellnische im Knochenmark, sondern sie wurden in mehreren Studien auch in
der Stammzellnische der GefalBwand nachgewiesen und charakterisiert. Die
undifferenzierten CD34* CD31  Stammzellen konnten in der GefalBwand der
embryonalen Aorta nachgewiesen werden (160). Diese Zellen proliferieren und
differenzieren sich zu CD31* vWF* Zellen und bilden ein Netzwerk von
kapillarahnlichen Strukturen im Matrigel (95, 100, 102). In der vorliegenden Arbeit
konnte dies zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden. Mdglicherweise fehlt diese
Stammzellkapazitat in den HirngefalRen oder aber es bedarf weiterer zellbiologischer
Analysen, um mit Gewissheit aussagen zu kénnen, ob diese Stammzellsubpopulation
den Hirngefal3en fehlt oder aber andere Kulturkonditionen erforderlich sind, damit der
in der Aorta oder anderen grof3en Gefal3en nachgewiesene Differenzierungsweg auch

im BRA vollzogen werden kann.
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In der vorliegenden Arbeit stand das Etablieren des BRA und das Studieren
unterschiedlicher Zelltypen mit Hilfe von Immunhistochemie im Vordergrund. In den
weiteren Experimenten sollte die Quantifizierung der Aussprossungen und
verschiedenen Zelltypen anhand der untersuchten Zellmarker durchgefiihrt werden.
Weiterhin ware prospektiv die Etablierung einer "reineren" Kultur, bei dem kein
Hirngewebe enthalten ist, von groRem Interesse. Hier sollte auf grol3e, leicht zu
praparierende grof3e Gefale des ZNS fokussiert werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde die untersuchten MaushirngefdRe zum Teil mit Stlickchen Hirngewebe
untersucht. Daher ware ganz wichtig die Entfernung differenzierter Makrophagen vor
Beginn der Kultur, um die tatsachliche "de novo" Entstehung von Makrophagen in der
Kultur nachzuweisen, z.B. Uber Clodronat-beladene Liposomen, die speziell
phagozytierenden Zellen abtdten. Denkbar ware auch der Verdau des Gefal3es und
FAC-Sortierung von Zellen in adventitielle Zellen (z.B. CD34, VEGF-R2) bei
gleichzeitiger Aussortierung differenzierter Makrophagen (CD11b, F4/80, lbal). Eine
weitere Moglichkeit ware das Studieren von in vivo Depletionsmodellen fir ZNS-
Makrophagen (pharmakologisch tber CSF1-R Inhibition oder genetisch uber
Tamoxifen-induzierbare Diphterie-Toxin-Rezeptor Expression in CX3CR1* Zellen,
CX3CR1-CreER Rosa26-flox-Stop-flox DTR). Dabei sollte eine mdoglichst hohe
Depletionseffizienz erzielt werden, um beobachten zu kdnnen, woher ZNS-
Makrophagen nach ihrer Depletion wieder neu entstehen. Sollten Gefal3e der Ursprung
sein, sollten Cluster proliferierender Makrophagen, v.a. rund um Gefal3e herum,
entstehen. Weiterhin sollte die Stimulation der Makrophagen-Differenzierung Uber

Zugabe von Wachstumsfaktoren wie CSF1, IL-34, GM-CSF etc. untersucht werden.

5.4. Die HirngefaRwand-residenten Stammzellen besitzen hohes
Proliferationspotential

Ki67 ist ein Protein, das zur Charakterisierung von sich teilenden Zellen eingesetzt
wird. Wahrend der Interphase kann das Antigen ausschlieBlich im Zellkern
nachgewiesen werden, wohingegen in der Mitose das Protein auf die Chromosomen
verlagert wird. Die Tatsache, dass Ki67 wahrend der aktiven Phase aller Zellzyklen
(G1, G2, S und Mitose), aber nicht in der GO-Phase von ruhenden Zellen exprimiert
wird, macht diesen Faktor zu einem geeigneten Marker fur die Untersuchung der
Zellproliferation. Haufig werden anti-Ki67-Antikorper zur Untersuchung der

Proliferationsrate und Aktivitdt eines Tumors wie bei Prostata- und Mammakarzinom
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eingesetzt (161). In der vorliegenden Arbeit wurde der Antikdrper verwendet, um das
Proliferationspotenzial von CD44" und CD45" Zellen BRA zu untersuchen. Die hier
vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass schon zu einem frihen Zeitpunkt der BRA-Kultur
eine hohe Anzahl von CD44* Zellen in der N&he der praparierten Gefal3e eine nukleére
Farbung fur Ki67 aufwies. In Ubereinstimmung mit der Literatur (93) konnte eine
Abnahme der Proliferations-Aktivitdt mit zunehmender Entfernung vom Geféal3ring
beobachtet werden. Des Weiteren wurde eine besonders hohe Proliferationsaktivitat

von CD44* Zellen in der vaskulogenen Zone nachgewiesen.

6. Schlussfolgerung

Die hier vorgelegten Befunde belegen, dass es gelungen ist, die Kultivierung der
Hirngefal3e in einer Matrix Gber mehrere Wochen zu etablieren, sie zur Aussprossung
von Zellen und kapillarahnlicher Strukturen zu aktivieren und an davon hergestellten
Gewebeschnitten die ausgesprossten Zellen immunphanotypisch zu analysieren.
Weiterhin zeigen diese Analysen, dass ahnlich wie bei friheren bereits publizierten
Untersuchungen unter Verwendung der Maus- und Rattenaorta sowie der
menschlichen Arteria thoracica interna auch aus den relativ kleineren Hirngefal3en
Vorlaufer- oder Stammzellen generiert werden kénnen, die sich zu Makrophagen und
glatten Muskelzellen differenzieren konnen. Mit diesen Eigenschaften kann das BRA
durchaus fir ex vivo Analysen geeignet sein, um a) die Stammzellnische der
HirngefalRe detaillierter zu charakterisieren, b) das Potenzial dieser Nische fir
Mikrogliaregeneration zu eruieren und c) die Interaktion zwischen Hirngewebe und
Hirngefal3en unter experimentellen Bedingungen zu studieren. Auf der anderen Seite
ist anzumerken, dass die Aussagekraft des BRA limitiert ist. Zum einen kénnen im Blut
zirkulierende Zellen in die Gefaldwand transmigrieren und somit bei der Isolierung der
Hirngefal3e mit isoliert werden. Dies erschwert die anschlie3enden Analysen uber
Herkunft der Stamm- oder Vorlauferzellen. Zum zweiten kann aus der Dispersion
dieser relativ kleinkalibrigen Maushirnblutgefafe nur geringes zellulares Material
extrahiert werden. Das wiederum fuhrt dazu, dass weitere konventionelle
Untersuchungen, wie FACS-Analysen, die dafiir am besten geeignet waren, kaum
zuverlassig angewendet werden konnen. Dennoch ist festzuhalten, dass das hier
etablierte Model des BRA daflir geeignet ist, das Verhalten der Gefaldwand-residenten
Stamm- und Vorlauferzellen und deren Beitrag zur Angiogenese und Inflammation des

Hirngewebes zu untersuchen. Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass im
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Rahmen des BRA in enger Assoziation zur GefalBwand F4/80* und Iba-1* Zellen
generiert werden konnten, auch wenn im Rahmen dieser Arbeit nicht abschliel3end
geklart werden konnte, ob und inwieweit die GefalRwand-residenten Stammzellen
hierzu beigetragen haben. Die Existenz der CD45* Zellen in der Adventitia frisch
isolierter Maushirngefal3e lasst zumindest vermuten, dass aus der Nische Mikroglia
zumindest teilweise neu gebildet werden kdnnte. Zusammenfassend liefern die in
dieser Arbeit vorgelegten Befunde wichtige Grundlagen fir zukinftige detaillierte
Analysen unter Verwendung von Knochenmark-Chimaren und/oder genetischen
Reportermausmodellen, um den Beitrag der GefaRwand-residenten Stammzellen zur
Repopulation oder Erneuerung der Mikroglia sowie lokaler inflammatorischer Prozesse

im Hirngewebe zu klaren.
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7. Zusammenfassung

Das Immunsystem dient der Abwehr von Erkrankungen durch Bakterien, Viren, Pilzen
und Parasiten, die lebensgefahrliche Infektionen hervorrufen kénnen, sowie von
bosartigen Tumorerkrankungen. Das Immunsystem im ZNS ist durch mehrere
Besonderheiten charakterisiert. Zum einen gehort das ZNS zu den immunprivilegierten
Organen beim Menschen. Zum anderen verfligt das ZNS Uber ein eigenes
Immunsystem. Die Mikroglia sind ein wichtiger Vertreter dieses Immunsystems, die
besonders den Erfordernissen des ZNS angepasst sind. Diese Zellen spielen unter
physiologischen und pathologischen Zustdnden eine zentrale Rolle fir die
Homdoostase des ZNS. Sie dienen nicht nur zum Schutz des ZNS gegen potentielle
Fremdstoffe, sondern spielen auch eine bedeutende Rolle bei neuronaler Entwicklung
und Ausreifungsprozessen und tragen zur Aufrechterhaltung der Homobostase des
adulten ZNS bei. Die Herkunft der Mikroglia war fur lange Zeit Gegenstand der
kontroversen wissenschaftlichen Hypothesen bzw. Konzepte. Seit der ersten
Beschreibung der Mikroglia wurde deren Ursprung mal mesodermal, neuroektodermal
oder von einigen Gruppen als mesenchymal bezeichnet. Naheliegend war auch
anzunehmen, dass die im Blut zirkulierenden Monozyten das Blutsystem verlassen
und im Gewebe des ZNS zu Mikroglia werden. Allerdings Uberwiegt derzeit die
Meinung - und daflr sprechen tGberzeugende kurzlich publizierte Befunde - dass die
Mikroglia von Vorlauferzellen geliefert wird, die wahrend der Embryonalentwicklung
aus der Dottersackwand ins Gehirn migrieren, dort bis zum Erwachsenenalter
persistieren und immer wieder zur Erneuerung der Mikroglia herangezogen werden.
Wo genau im Hirngewebe derartige oder andere potenzielle Mikrogliavorlauferzellen
im ZNS residieren, ist bis heute nicht abschlie3end geklart.

Ziel der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, ob die Gefal3wand-standigen Stamm-
und Vorlauferzellen zur Bildung von Mikroglia beitragen kdénnten. Zur Untersuchung
der Fragestellung wurden C57BL/6-Wildtypmause verwendet, deren Hirngefalde zur
Herstellung und Etablierung des BRA préapariert wurden. Damit konnte erstmalig ein
vaskulares Sprouting-Assay unter Verwendung der Maushirngefal3e etabliert werden.
Des Weiteren wurde ein besonderes Augenmerk auf die Charakterisierung der
hamatopoetischen und/oder mesenchymalen Stammzellen und Zellen der
Aussprossung gelegt. Es konnte gezeigt werden, dass bereits vier Tage nach Erstellen

der Kultur die ersten Aussprossungen sichtbar wurden. Aul3erdem unterlag die
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Aussprossung einer Kinetik, bei der das Maximum am 7. Kulturtag nach dem Erstellen
des BRA erreicht war. Durch Verlangerung des Kultivierungszeitrahmens konnte eine
Zunahme der Zahl der Aussprossungen beobachtet werden. Allerdings fiel auf, dass
das Wachstum der Aussprossungen ab dem 14. Kulturtag nach Erstellen des BRA
unverandert blieb. Damit lassen die Ergebnisse die Schlussfolgerung zu, dass

Aussprossung von Zellen und kapillar-ahnlichen Strukturen aus BRASs limitiert ist.

Als nachstes wurden zur Charakterisierung des BRA und der aus dem BRA
ausgesprossten Zellen sowie Kapillarstrukturen immunhistochemische
Untersuchungen in Einzel- und Doppelfarbung durchgefuhrt. Hier konnte gezeigt
werden, dass bereits die frisch praparierten Hirngefal3e sowohl CD44* als auch CD45*
Zellen in ihren Wanden aufweisen. AulRerdem liel3 sich beobachten, dass die CD44*
Zellen im BRA nach aul3en wanderten und sich zu Perizyten-ahnlichen und glatten
Muskelzellen differenzierten. Diese Befunde lie3en darauf schliel3en, dass die CD44*
Zellen mit diesen Eigenschaften das Potenzial haben, zur Gefafl3neubildung
beizutragen. Dariliber hinaus konnten CD45* Zellen in der Adventitia frisch isolierter
Hirngefal3e nachgewiesen werden, die im BRA teilweise fur F4/80 und/oder Iba-1
positiv wurden. Dies wiederum lasst vermuten, dass aus der Wand der Hirngefal3e
Mikroglia- und Makrophagen-ahnliche Zellen generiert werden konnen. Es blieb jedoch
offen, ob diese CD45* Vorlauferzellen dauerhaft in der Adventitia der HirngefalRe
residieren oder aber immer wieder durch im Blut zirkulierende Monozyten erneuert
werden. Diese Frage zu klaren, ist von klinischer Relevanz, bleibt jedoch zukiinftigen
Arbeiten Uberlassen. Das hier etablierte BRA kdnnte auch bei solchen Analysen

hilfreich sein.
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