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Geh nicht nur die glatten Straßen. Geh Wege, die noch niemand ging,  

damit du Spuren hinterlässt und nicht nur Staub. 
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1. Einleitung 

1.1 Kardiovaskuläres System 

1.1.1 Anatomie und Funktionsweise des Herzens 

Mit einer Pumpleistung von über 7000 Litern Blut pro Tag stellt das Herz die Versor-

gung des menschlichen Körpers mit Sauerstoff und Nährsubstraten sicher. 

Bestehend aus einer rechten und einer linken Herzhälfte mit jeweils einem Atrium und 

einem Ventrikel, liegt das circa 300 g schwere Organ, umgeben von Perikard, im mittle-

ren unteren Mediastinum des Thorax. Der gerichtete Blutstrom durch das Herz wird 

durch die Ventilfunktion der Segelklappen zwischen Vorhöfen und Kammern sowie der 

Taschenklappen an der Grenze zu Truncus pulmonalis bzw. Aorta gewährleistet (Ga-

vaghan, 1998). Dabei fließt das venöse, desoxygenierte Blut aus dem Körperkreislauf 

über die Vena cava superior und inferior in das rechte Atrium und von dort über die 

Trikuspidalklappe in den rechten Ventrikel. Nach Erreichen der Lunge über die Pulmo-

nalklappe und den Truncus pulmonalis gelangt das oxygenierte Blut über die vier Pul-

monalvenen in das linke Herz, das aus linkem Atrium, Mitralklappe und linkem Ventri-

kel besteht. In jeder Systole werden physiologisch circa 70 ml des sich im Ventrikel 

befindlichen Blutvolumens durch die Aortenklappe in die Aorta ascendens und damit in 

den Körperkreislauf ausgeworfen (Flanigan and Gaskell, 2004). Dieser sogenannten 

Austreibungsphase ist, als zweiter Abschnitt der Systole, die isovolumetrische Anspan-

nungsphase vorgeschaltet, in der sich der Ventrikelinnendruck durch Kontraktion des 

Myokards erhöht. Das Öffnen der Taschenklappen markiert den Beginn der Austrei-

bungsphase. Mit zunehmendem Schlagvolumen fällt der Druck in den Ventrikeln ab, 

was zum Schluss der Taschenklappen und damit zum Ende der Systole führt. Anschlie-

ßend beginnt die Diastole mit der isovolumetrischen Entspannungsphase, die durch ei-

nen weiteren Druckabfall in den Ventrikeln gekennzeichnet ist. Diese endet, sobald sich 

die Segelklappen öffnen. In der nachfolgenden Füllungsphase nimmt das in den Ventri-

keln befindliche Blutvolumen sowohl durch den passiven Einstrom des Blutes aus den 

Atrien als auch durch die Vorhofkontraktion zu (Pape et al., 2014; Gekle et al., 2015).  

Die Diastole dient jedoch nicht nur der Entspannung und Füllung der Ventrikel, sondern 

weiterhin wird in dieser Phase die Blutversorgung des Herzens selbst sichergestellt. 
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Diese wird durch die beiden Koronararterien Arteria coronaria sinistra (LCA) und Ar-

teria coronaria dextra (RCA), die als erste Äste aus der Aorta ascendens hervorgehen, 

gewährleistet. Nach kurzem Verlauf zwischen dem Truncus pulmonalis und dem linken 

Herzohr verzweigt sich die LCA als Größere der beiden Koronararterien in ihre zwei 

Hauptäste Ramus interventricularis anterior (RIVA) und Ramus circumflexus (RXC). 

Der RIVA führt anschließend im Sulcus interventricularis anterior zum Apex des Her-

zens und gibt sowohl Septaläste zur Versorgung des vorderen Ventrikelseptums als 

auch Diagonaläste zur Vorderwand des linken Ventrikels ab. Der RCX verläuft dahin-

gegen im Sulcus coronarius zwischen Atrien und Ventrikeln und versorgt mit seinem 

größten Ast Ramus marginalis sinister die Seitenwand des linken Ventrikels. Analog 

dazu zieht die RCA nach ihrem Ursprung aus der Aorta durch den rechten Abschnitt des 

Sulcus coronarius zur Facies diaphragmatica des Herzens und läuft als Ramus inter-

ventricularis posterior Richtung Herzspitze. Auf ihrem Weg dorthin zweigen Äste zur 

Versorgung des Sinusknotens, des AV-Knotens und der Wand des rechten Ventrikels ab 

(Kini et al., 2007; Hosapatna et al., 2013). 

1.1.2 Aufbau und Funktion des Blutgefäßsystems 

Die Blutgefäße fungieren als Transportsystem für das Blut vom Herzen zur Peripherie 

sowie von der Peripherie wieder zurück zum Herzen und sind damit wesentlich an der 

kontinuierlichen Versorgung des Körpers mit Sauerstoff, Nährstoffen und Elektrolyten 

sowie am Abtransport von Kohlenstoffdioxid und Stoffwechselprodukten beteiligt 

(Pugsley and Tabrizchi, 2000).  

Durch die Unterteilung des Blutkreislaufs anhand des intravaskulären Drucks in ein 

Hochdruck- und ein Niederdrucksystem ergeben sich die unterschiedlichen Funktionen 

der Gefäßabschnitte. Die Arterien des Körperkreislaufs, in denen der mittlere Druck 

circa 100 mmHg beträgt und die zusammen mit dem linken Ventrikel das Hochdruck-

system bilden, erfüllen vor allem eine Druckspeicherfunktion. Das während der Systole 

pulsatil aus dem linken Ventrikel ausgeworfene Blut führt zu einer Wanddehnung der 

Aorta und der großen Arterien, die die dadurch gespeicherte Energie in der Diastole 

wiederum an das Blut abgeben. Dieser auch als Windkesselfunktion bezeichnete Me-

chanismus ermöglicht eine kontinuierliche Blutströmung durch die Blutgefäße (Pape et 

al., 2014; Schünke et al., 2014; Gekle et al., 2015). Zur Peripherie hin verkleinert sich 
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der Durchmesser der einzelnen Gefäße, wodurch der Einfluss auf die Stromstärke und 

den Strömungswiderstand deutlich zunimmt. Erklären lässt sich dies durch das Hagen-

Poiseuille-Gesetz, nach dem die Stromstärke und damit das pro Zeiteinheit durch ein 

Gefäß fließende Volumen sich direkt und der Widerstand sich indirekt proportional zur 

vierten Potenz des Gefäßinnenradius verhält. Mit Hilfe der glatten Muskelzellen gelingt 

es somit den kleinen Arterien und Arteriolen, durch Vasokonstriktion und -dilatation, 

die Organdurchblutung effektiv zu regulieren. Weiterhin fungieren sie als Widerstands-

gefäße, in denen der Blutdruck stark abfällt. Das sich anschließende Niederdrucksystem 

umfasst neben den Kapillaren und dem venösen System auch das rechte Herz, den Lun-

genkreislauf, das linke Atrium und während der Diastole ebenso den linken Ventrikel 

(Pape et al., 2014; Gekle et al., 2015). Durch ausgeprägte Verzweigungen vergrößert 

sich die Gesamtquerschnittsfläche des Kapillarnetzes und der postkapillären Venolen 

auf ein Vielfaches des übrigen Gefäßsystems, was wiederum eine Verlangsamung der 

Strömungsgeschwindigkeit zur Folge hat. Dies begünstigt den in diesem Abschnitt statt-

findenden Stoffaustausch zwischen Blut und Interstitium. Die Venen, durch die das sau-

erstoffarme Blut zurück zum Herz gelangt, dienen aufgrund der hohen Dehnbarkeit zu-

dem als Kapazitätsgefäße. Damit erfüllt das Niederdrucksystem, das circa 80 % der ge-

samten Blutmenge aufnimmt, eine Volumenspeicherfunktion (Pape et al., 2014).  

Die unterschiedlichen Funktionen spiegeln sich ebenso in der histologischen 

Beschaffenheit der Gefäße wider. Im Vergleich zum dreischichtigen Aufbau größerer 

Gefäße besitzen Kapillaren nur eine relativ dünne Wand, die den Gas- und 

Stoffaustausch ermöglicht. Dabei kleiden Endothelzellen (ECs) das Lumen aus, 

während die umgebenden Perizyten die kontraktile Komponente darstellen. Eingebettet 

sind sie in eine gemeinsame Basallamina (Ergün et al., 2011). Im Gegensatz dazu 

weisen die als Widerstandsgefäße dienenden Arteriolen bereits glatte Muskelzellen auf 

(Wörsdörfer et al., 2017). Die Struktur größerer Arterien oder Venen, die sich 

prinzipiell nicht voneinander unterscheidet, gliedert sich in die drei Schichten Tunica 

intima, Tunica media und Tunica adventitia. Bestehend aus dem Endothel, dem 

subendothelialen Bindegewebe und der Membrana elastica interna, bildet die Intima 

eine Barriere zum angrenzenden Gefäßlumen. Während sich die Media aus glatten 

Muskelzellen und der Membrana elastica externa zusammensetzt, stellt die Adventitia 

einen Verband aus lockerem Bindegewebe dar (Ergün et al., 2011; Wörsdörfer et al., 
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2017). Dieser dient der Verankerung des Gefäßes in der Umgebung und enthält 

Fibroblasten, Progenitor- und Immunzellen sowie Nerven, Lymph- und Blutgefäße, die 

als Vasa vasorum äußere Wandschichten größerer Gefäße mit Sauerstoff und 

Nährstoffen versorgen (Ergün et al., 2011; Stenmark et al., 2013). Der eben 

beschriebene dreischichtige Aufbau variiert jedoch in verschiedenen Abschnitten des 

vaskulären Systems. Herzferne, kleinere Arterien vom muskulären Typ enthalten dicht 

gepackte, glatte Muskelzellen, wohingegen die Membrana elastica externa und Vasa 

vasorum fehlen können. Dahingegen gehören größere, herznahe Arterien zum 

elastischen Typ. Bei diesen ermöglicht ein großer Anteil an elastischen Fasern den 

bereits erörterten Windkesselmechanismus, der eine kontinuierliche Blutströmung 

sicherstellt. Auch die insgesamt dünnere Wand der Venen zeigt die Unterteilung in 

Intima, Media und Adventitia, wobei sich die Tunica media meist aufgelockert mit 

eingelagertem Bindegewebe präsentiert. Durch das größere Lumen wird zudem die 

Funktion als Volumenspeicher gewährleistet (Benninghoff et al., 2011). 

1.2 Angiogenese in Entwicklung und pathologischen Prozessen 

Die Entstehung von Gefäßen stellt bei vielen physiologischen und pathologischen Pro-

zessen, wie beispielsweise bei Wundheilung, Arteriosklerose oder Tumorwachstum, 

einen zentralen Faktor dar. Dabei lassen sich zwei grundlegende Prinzipien voneinander 

unterscheiden: die Vaskulogenese und die Angiogenese. Als Vaskulogenese wird die de 

novo Bildung von Blutgefäßen durch embryonale oder aus dem Knochenmark stam-

mende Vorläuferzellen bezeichnet. Diese spielt vor allem während der Embryonalent-

wicklung eine wichtige Rolle, tritt aber ebenso im adulten Organismus auf. Demgegen-

über steht die Angiogenese, die die Formierung von Gefäßen ausgehend von einem be-

reits bestehenden vaskulären System beschreibt (Risau, 1997; Carmeliet, 2000, 2004; 

Ergün et al., 2011).  

1.2.1 Vaskulogenese und Angiogenese in der Embryonalentwicklung 

Die Vaskulogenese setzt in der dritten Woche der Embryonalperiode ein. Aus dem 

Mesoderm entstehen zunächst die Hämangioblasten, die sich zu inselartigen 

Aggregaten, den sogenannten Blutinseln, formieren. Die peripher gelegenen 

Angioblasten der Blutinseln differenzieren im Laufe der Entwicklung zu ECs, während 
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die zentral gelegenen Zellen als Vorläufer von hämatopoetischen Zellen dienen (Risau 

and Flamme, 1995; Benninghoff et al., 2011). Nach der Differenzierung entsteht durch 

die Anordnung der ECs ein Lumen, weiterhin kommt es zur Ablagerung einer 

Basallamina. Zusammen mit der Fusion der Blutinseln resultiert dies schließlich in der 

Bildung eines primären Gefäßplexus (Risau and Flamme, 1995). Der überwiegende 

Anteil der embryonalen Gefäße wird jedoch durch Angiogenese gebildet. Einen 

Mechanismus stellt dabei das gezielte Auswachsen von Gefäßen, das sogenannte 

Sprouting, dar, das im Folgenden näher beschrieben werden soll. Zunächst steht der 

proteolytische Abbau der Basallamina und die Loslösung der Perizyten von den 

Kapillaren im Vordergrund (Patel-Hett and DAmore, 2011). Unter dem Einfluss von 

VEGF (Vascular endothelial growth factor) -A als angiogenetischer Stimulus kommt es 

zur Migration der ECs, insbesondere der sogenannten tip cells (Gerhardt and Betsholtz, 

2005), die sich an der Spitze der Aussprossungen befinden. Durch Proliferation der sich 

anschließenden Zellen, den stalk cells (Gerhardt and Betsholtz, 2005), formiert sich eine 

endotheliale Röhre mit dazugehörigem Lumen. Die Entstehung einer Basallamina und 

die Anlagerung von Perizyten bzw. glatten Muskelzellen bewirken schließlich eine 

Stabilisierung des neuen Gefäßes (Risau, 1997; Gerhardt et al., 2003; Gerhardt and 

Betsholtz, 2005; Patel-Hett and DAmore, 2011).  

1.2.2 Angiogenese in pathologischen Prozessen 

In zahlreichen pathologischen Prozessen kommt der Angiogenese eine zentrale 

Bedeutung zu. Als wichtigstes Beispiel dienen dabei maligne Tumore. Überschreitet die 

Größe eines Tumors die maximale Diffusionsstrecke für Sauerstoff, wird durch die 

Neubildung von Gefäßen dessen Versorgung sichergestellt (Chung and Ferrara, 2011). 

Jedoch stellt die Angiogenese auch für das Wachstum arteriosklerotischer Läsionen 

einen entscheidenden Mechanismus dar. So resultiert die Behandlung der für 

Arteriosklerose anfälligeren Apolipoprotein-E-defizienten Mäuse mit einem 

Angiogeneseinhibitor in einer reduzierten Plaquegröße (Moulton et al., 1999). Im 

Rahmen von solchen pathologischen Vorgängen ist die stattfindende Gefäßneubildung 

häufig mit einer Inflammationsreaktion assoziiert. Dies ist durch die Einwanderung von 

Immunzellen sowie durch Verminderung des Sauerstoffanteils, der sogenannten 

Hypoxie, gekennzeichnet (Szade et al., 2015). Der hypoxische Zustand führt zur 
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Stabilisierung des Hypoxie-induzierten Faktors (HIF), ein für die Regulation der 

Angiogenese und der Inflammation bedeutender Transkriptionsfaktor (Eltzschig und 

Carmeliet, 2011; Szade et al., 2015). HIF bewirkt unter anderem die vermehrte 

Expression von proinflammatorischen und proangiogenen Faktoren, wie beispielsweise 

VEGF-A oder PDGF (Platelet-derived growth factor) (Kaidi et al., 2006; Szade et al., 

2015). Von zentraler Bedeutung bei der Induktion und Regulation der Angiogenese sind 

weiterhin die durch eine hohe Expression des Glykoproteins F4/80 gekennzeichneten 

Makrophagen. Durch Freisetzung verschiedener proangiogener Faktoren, wie zum 

Beispiel VEGF-A, fördern diese Immunzellen die Proliferation und Migration von 

Endothelzellen (Sanberg et al., 2009; Kang et al., 2017). Auch die Bildung von Matrix-

Metalloproteinasen und weiteren proteolytischen Enzymen, die zur Auflockerung der 

Extrazellulärmatrix führt, erleichtert die für die Angiogenese wichtige Migration der 

ECs (Dirkx et al., 2006; Sanberg et al., 2009).  

1.3 Regulation und Steuerung der Angiogenese 

Die Regulation der Angiogenese unterliegt einem komplexen Zusammenspiel unter-

schiedlichster Zellen, Faktoren und Signalketten. Im Folgenden sollen die für die vor-

liegende Arbeit wichtigen Wachstumsfaktoren VEGF und PDGF, deren Rezeptoren 

sowie eine mögliche Inhibierung dieser durch den Tyrosinkinaseinhibitor Lenvatinib 

beschrieben werden. Auch der für die Angiogenese bedeutende Wnt-Signalweg soll 

genauer erörtert werden.  

1.3.1 Bedeutung der Wachstumsfaktoren VEGF und PDGF 

In der Regulation der Angiogenese nimmt der Wachstumsfaktor VEGF-A eine 

Schlüsselrolle ein (Carmeliet und Jain, 2011). Als Vertreter der VEGF-Familie bindet er 

an die auf ECs vorkommenden Rezeptortyrosinkinasen VEGFR (Vascular endothelial 

growth factor receptor) -1 und VEGFR-2. Dies führt zur Konformationsänderung und 

Dimerisierung des Rezeptors, was die Autophosphorylierung von eigenen Tyrosinresten 

ermöglicht. Die phosphorylierten Tyrosinreste dienen wiederum als Bindungsstellen für 

intrazelluläre Signaltransduktionsmoleküle, die unterschiedliche Signalketten in Gang 

setzen können (Koch und Claesson-Welsh, 2012). VEGFR-1 besitzt nur eine geringe 

Tyrosinkinaseaktivität, weist jedoch im Vergleich zu VEGFR-2 eine höhere 
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Bindungsaffinität zu VEGF-A auf. Erklären lässt sich dies durch die hemmende 

Funktion des Rezeptors, der VEGF-A bindet und somit die Menge des freien VEGF-A, 

das für die Aktivierung von VEGFR-2 zur Verfügung steht, reguliert (Carmeliet und 

Jain, 2011; Koch und Claesson-Welsh, 2012). Homozygote Mutationen im VEGFR-1-

Gen hatten daher im Mausmodell eine erhöhte Anzahl an Angioblasten während der 

Embryonalperiode zur Folge sowie eine abnorme Anordnung der sich daraus 

entwickelnden ECs (Fong et al., 1995). Neben ECs wird VEGFR-1 jedoch auch auf 

Makrophagen exprimiert und fördert so die postnatale Angiogenese durch Anlocken der 

Immunzellen (Murakami et al., 2008). Erfolgte im Mausmodell nur ein Abschalten der 

Tyrosinkinaseaktivität ohne die Bindungsregion für VEGF-A zu beeinträchtigen, 

resultierte zwar eine normale Gefäßentwicklung, jedoch war eine verminderte Migration 

der Makrophagen zu beobachten (Hiratsuka et al., 1998). VEGFR-2, der in Mäusen 

auch als Flk-1 (= Fetal liver kinase-1) bezeichnet wird, weist in der Gegenüberstellung 

mit VEGFR-1 eine zehnfach höhere Tyrosinkinaseaktivität auf (Koch und Claesson-

Welsh, 2012; Shibuya, 2013). Exprimiert wird der Rezeptor vor allem auf ECs und 

deren embryonalen Vorläuferzellen und nimmt damit eine essentielle Rolle in der 

endothelialen Differenzierung, Proliferation und Migration ein (Millauer, 1993; Koch 

und Claesson-Welsh, 2012). In der Embryonalentwicklung von Flk-1-defizienten 

Mäusen zeigte sich daher eine abnorme Entwicklung der ECs sowie ein Fehlen von 

Blutinseln und organisierten Blutgefäßen (Shalaby et al., 1995). 

Einen weiteren für die Regulation der Angiogenese bedeutenden Wachstumsfaktor stellt 

PDGF dar. Es existieren die vier Isomere PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C und PDGF-D, 

die als Homodimer oder als Heterodimer PDGF-AB vorliegen (Patel-Hett und DAmore, 

2011). Das von proliferierenden ECs gebildete Homodimer PDGF-B interagiert mit 

PDGFR (Platelet-derived growth factor receptor) -β, der unter anderem auf Perizyten 

exprimiert wird. Somit fungiert PDGF-B als Lockmittel zur Rekrutierung dieser Zellen, 

die zur Stabilisierung von Kapillaren beitragen (Lindahl et al., 1997; Gaengel et al., 

2009). PDGF-B-defiziente Mäuse zeigten während der Embryonalperiode nicht nur eine 

verminderte Anzahl an Perizyten, sondern entwickelten zudem kapilläre Mikroaneu-

rysmen (Lindahl et al., 1997; Hellström et al., 1999).  
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1.3.2 Inhibierung der Angiogenese durch den Tyrosinkinaseinhibitor Lenvatinib 

Das Medikament Lenvatinib (E7080), das in der Therapie von Patienten mit fortge-

schrittenem, Radiojod-refraktärem Schilddrüsenkarzinom eine Verlängerung des pro-

gressionsfreien Überlebens bewirkt, stellt einen Multi-Tyrosinkinaseinhibitor dar 

(Schlumberger et al., 2015). Dabei hemmt es unter anderem die Kinaseaktivität von 

VEGFR1-3, FGFR (fibroblast growth factor receptor) 1-4 und PDGFR-α und greift so 

in die Regulation der Angiogenese ein (Matsui et al., 2008a; Tohyama et al., 2014). In 

Experimenten mit humanen ECs, die aus der Nabelschnur isoliert worden waren, konnte 

beispielsweise gezeigt werden, dass Lenvatinib die Proliferation und die Bildung en-

dothelialer Röhren in vitro hemmt (Yamamoto et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit 

wurde der Tyrosinkinaseinhibitor eingesetzt, um den Effekt auf die Angiogenese ex vivo 

zu eruieren und damit Rückschlüsse auf die Wirkung von VEGF-A zu ziehen.  

1.3.3 Bedeutung und Beeinflussungsmöglichkeiten des Wnt-Signalwegs 

Der Wnt-Signalweg ist während der Embryonalperiode nicht nur bei der Entwicklung 

des Herzens von Bedeutung, sondern er ist auch an der Neubildung von Gefäßen und 

insbesondere an deren Stabilisierung beteiligt (Phng et al., 2009; Gessert und Kühl, 

2010). Beispielsweise führte im Mausmodell die Inaktivierung des Gens für β-Catenin 

in ECs, welches eine zentrale Rolle im klassischen Wnt-Signalweg einnimmt, zur beein-

trächtigten Ausbildung normaler Gefäßstrukturen und zum Auftreten diffuser Blutungen 

(Cattelino et al., 2003). Im postnatalen Organismus erfolgt eine Aktivierung zudem 

nach einem stattgehabten Myokardinfarkt (Fu et al., 2019). Im Folgenden soll daher der 

klassische Wnt-Signalweg beschrieben werden. In der nicht aktivierten Zelle liegt nur 

eine niedrige Konzentration des Proteins β-Catenin vor. Dies wird gewährleistet durch 

einen phosphorylierenden Komplex, bestehend aus GSK3β (Glykogensynthase-Kinase-

3β), Axin, CK1α (Kaseinkinase 1α) und dem APC (Adenomatöses Polyposis Coli) -

Protein. Phosphoryliertes β-Catenin wird ubiquitinyliert und so für den proteolytischen 

Abbau markiert. Bindet ein Ligand der Wnt-Familie an den auf der Zelloberfläche gele-

genen Rezeptorkomplex, der sich aus dem Protein Frizzled und dem Korezeptor LRP 

(low-density lipoprotein receptor-related protein) zusammensetzt, wird der Komplex, 

der β-Catenin phosphoryliert, inaktiviert. Es kommt zur Akkumulation von β-Catenin 

im Zytoplasma und zur Translokation des Proteins in den Zellkern, wo es die Transkrip-
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tion verschiedener Zielgene reguliert (Willert und Nusse, 1998; Dejana, 2010; Maruotti 

et al., 2013; Reis und Liebner, 2013). Das Molekül CHIR 99021, welches als GSK3-

Inhibitor fungiert, kann experimentell genutzt werden, um die Phosphorylierung von β-

Catenin zu verhindern. In Versuchen mit murinen embryonalen Stammzellen konnte so 

der klassische Wnt-Signalweg aktiviert werden (Naujok et al., 2014). Im Gegensatz 

dazu bewirkt IWR-1 die Stabilisierung von Axin und damit des phosphorylierenden 

Komplexes. Dies resultiert in der Inhibierung der Wnt-Signalkaskade (Narwal et al., 

2012). Beide Substanzen wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet, um den Ein-

fluss des Wnt-Signalwegs auf die Angiogenese ex vivo zu untersuchen.  

1.4 Stammzellen 

Stammzellen besitzen per definitionem sowohl die Fähigkeit zur Selbsterneuerung als 

auch zur Differenzierung in unterschiedlichste Zelltypen (Lee und Walsh, 2016). Dabei 

lassen sich anhand Herkunft und Differenzierungspotenzial embryonale von adulten 

Stammzellen unterscheiden. Davon abzugrenzen sind Progenitorzellen, die nicht in der 

Lage sind, sich selbst zu erneuern und die sich in der Regel nur zu einer Zellart diffe-

renzieren können (Dulak et al., 2015).  

1.4.1 Ursprung und Charakteristika embryonaler und adulter Stammzellen 

Die Differenzierung in spezialisierte Zellen stellt eine essentielle Stammzelleigenschaft 

dar. Der Umfang dieser Fähigkeit variiert jedoch zwischen embryonalen und adulten 

Stammzellen. Die Zygote und die daraus hervorgehenden ersten embryonalen Stamm-

zellen weisen zunächst die Eigenschaft der Totipotenz auf, die es ihnen ermöglicht, sich 

zu einem kompletten Embryo zu entwickeln. Mit zunehmenden Teilungen im Rahmen 

der Embryonalentwicklung und mit Erreichen des Vier- bis Achtzellstadiums geht die-

ses Merkmal verloren. Sie besitzen jedoch weiterhin das Potenzial, sich zu Zellen aller 

drei Keimblätter zu differenzieren, was als Pluripotenz bezeichnet wird. Derartige Zel-

len können beispielsweise nach einer In-vitro-Fertilisation aus der inneren Zellmasse 

des Blastozysten gewonnen werden (Brignier und Gewirtz, 2010). Im Gegensatz dazu 

stellen die im postnatalen Organismus vorkommenden adulten Stammzellen häufig mul-

tipotente Zellen dar, aus denen sich verschiedene Zelltypen innerhalb einer Zelllinie 

bilden können (Dulak et al., 2015). Neben vielen anderen Geweben, wie beispielsweise 
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der Haut oder dem Gastrointestinaltrakt, dient dabei vor allem das Knochenmark als 

Reservoir. In diesem finden sich unter anderem hämatopoetische Stammzellen, aus de-

nen sich die Blutzellen der myeloischen und lymphatischen Reihe entwickeln sowie 

mesenchymale Stammzellen, die als Vorläufer von Adipozyten, Chondroblasten und 

Osteoblasten dienen (Bryder et al., 2006; Dulak et al., 2015).  

Die Definition einer Stammzelle schließt jedoch nicht nur die Möglichkeit zur Differen-

zierung, sondern auch die Fähigkeit zur Selbsterneuerung mit ein (Lee und Walsh, 

2016). Dies wird durch die asymmetrische Zellteilung ermöglicht, in der nur eine der 

beiden Tochterzellen Stammzelleigenschaften erhält, während die andere als differen-

zierende Vorläuferzelle aus der mitotischen Teilung hervorgeht (Knoblich, 2008). 

1.4.2. Stammzellmarker 

Auf Stamm- und Progenitorzellen des embryonalen sowie des postnatalen Organismus 

findet sich eine Vielzahl verschiedener Oberflächenmarker. Dazu gehören beispielswei-

se c-kit oder Sca-1, die nicht nur auf Vorläuferzellen des hämatopoetischen Systems 

exprimiert werden, sondern auch in vielen weiteren Geweben und Organen vorkommen 

(Holmes and Stanford, 2007; Rojas-Sutterlin et al., 2014). In den beiden folgenden Ab-

schnitten sollen die Oberflächenantigene CD34 und CD44 näher beschrieben werden, 

die für die vorliegende Arbeit von größter Bedeutung sind. 

1.4.2.1 CD34  

Das Transmembranprotein CD34, das 1984 zunächst auf hämatopoetischen Stamm- und 

Progenitorzellen identifiziert wurde, stellt einen weit verbreiteten Oberflächenmarker 

dar und wird beispielsweise auch auf mesenchymalen Stammzellen oder Vorläuferzel-

len von Epithel- und Endothelzellen exprimiert (Civin et al., 1984; Sidney et al., 2014). 

Mit einem Molekulargewicht von circa 115 kDa besitzt es neben einer Transmembran-

domäne einen unter anderem durch N- bzw. O-Glykosylierungen modifizierten extrazel-

lulären Anteil und ein kurzes zytoplasmatisches Ende. Während die Struktur des Ober-

flächenantigens in der Literatur ausführlich beschrieben ist, wurde die Funktion von 

CD34 bisher jedoch nur unzureichend geklärt. Neben seiner teils widersprüchlich dar-

gestellten Rolle bei der Adhäsion von Lymphozyten, scheint CD34 zudem an der Regu-

lation der Proliferation und Differenzierung von Zellen beteiligt zu sein (Nielsen und 
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McNagny, 2008). Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen der Expression 

von CD34 und dem Grad der Differenzierung festgestellt werden. Während CD34+ Zel-

len die Charakteristika von Stamm- bzw. Progenitorzellen und ein breites Differenzie-

rungspotenzial aufweisen, wird die Expression des Oberflächenantigens im Laufe der 

Differenzierung herunterreguliert (Sidney et al., 2014). 

1.4.2.2 CD44 

Identifiziert wurde CD44 zunächst als Oberflächenantigen von Lymphozyten, bei denen 

es an der Migration in die Lymphknoten beteiligt ist (Gallatin et al., 1983). Jedoch wird 

das Glykoprotein in unterschiedlichen Isoformen auf einer Vielzahl von Zellen expri-

miert (Zöller, 2011). So dient CD44 beispielsweise auch als Marker von Tumorstamm-

zellen oder kommt neben CD73 und CD90 auf der Oberfläche von mesenchymalen 

Stammzellen vor (Ullah et al., 2015; Thapa and Wilson, 2016). Dabei entstehen die auf 

verschiedenen Zellen vorliegenden Isoformen durch alternatives Spleißen und durch die 

Modifikation der N- bzw. O-Glykosylierungen, während die Grundstruktur, die sich aus 

sieben extrazellulären Anteilen, einer Transmembrandomäne und einem zytoplasmati-

schen Ende zusammensetzt, bestehen bleibt (Idzerda et al., 1989; Screaton et al., 1992; 

Zöller, 2011). Funktionell spielt CD44 nicht nur während der Embryonalentwicklung 

und in der Tumorprogression eine wichtige Rolle, sondern es ist zudem an der Regulati-

on der Migration, Adhäsion, Proliferation und Differenzierung von Zellen beteiligt 

(Ruiz et al., 1995; Yan et al., 2015). 

1.4.3 Gefäßwand-residente Stamm- und Progenitorzellen 

Während lange Zeit hauptsächlich das Knochenmark im Mittelpunkt der Forschung an 

adulten Stammzellen stand, rückte in den letzten Jahren vermehrt auch die Gefäßwand 

als Nische für Vorläuferzellen in den Fokus der Wissenschaft. Die sogenannten Gefäß-

wand-residenten Stamm- und Progenitorzellen kommen sowohl in der Wand von Arte-

rien als auch von Venen und Kapillaren vor und können zu unterschiedlichsten Zellen 

differenzieren (Torsney et al., 2005; Zengin et al., 2006; Klein et al., 2010; Ergün et al., 

2011; Wörsdörfer et al., 2017). Im Folgenden soll ein Überblick gegeben werden, wobei 

das Hauptaugenmerk auf den CD34+ und CD44+ Zellen liegt. 
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1.4.3.1 Stammzellnischen der Gefäßwand 

Innerhalb der Gefäßwand finden sich verschiedene Nischen, die als Reservoir für 

Stamm- und Progenitorzellen dienen. In der Tunica media konnten beispielsweise Sca-

1+ Zellen, aus denen sich in vitro ECs und glatte Muskelzellen bilden können, identifi-

ziert werden (Sainz et al., 2006). Neben der Media fungieren jedoch auch die sub-

endotheliale Zone der Intima und die Adventitia als Stammzellnische. Ein erster Hin-

weis auf die Existenz von Progenitorzellen innerhalb des Endothels ergab sich durch 

Experimente mit humanen ECs, die aus Umbilikalvenen beziehungsweise aus Aorten 

isoliert worden waren. Diese bildeten in der Zellkultur gut abgrenzbare Kolonien und 

zeigten eine ausgeprägte Proliferationsrate (Ingram et al., 2005). In weiteren Untersu-

chungen konnte das Vorkommen von endothelialen Stammzellen in der Intima bestätigt 

werden (Fang et al., 2012; Naito et al., 2012). Ein Großteil der Gefäßwand-residenten 

Vorläuferzellen befindet sich jedoch in der Adventitia. Insbesondere die an der Grenze 

zur glatten Muskulatur der Media gelegene sogenannte vaskulogene Zone dient als Ni-

sche für zahlreiche, teils multipotente Stamm- und Progenitorzellen (Zengin et al., 2006; 

Ergün et al., 2011; Wörsdörfer et al., 2017). Innerhalb dieser Stammzellpopulation wur-

den 2001 zunächst humane, embryonale CD34+CD31- Zellen identifiziert, die in vitro 

zu CD31+ ECs differenzierten und anschließend zur Bildung gefäßartiger Strukturen 

beitrugen (Alessandri et al., 2001). Zudem konnte eine Vielzahl weiterer Gefäßwand-

residenter Stamm- und Progenitorzellen in den letzten Jahren nachgewiesen werden. 

Einen Überblick soll der folgende Abschnitt verschaffen.  

1.4.3.2 Merkmale und Differenzierungspotenzial Gefäßwand-residenter Stamm- 

             und Progenitorzellen 

Neben den bereits erwähnten endothelialen Vorläuferzellen beherbergt die Gefäßwand 

viele weitere Stamm- und Progenitorzellen, die sich zu verschiedensten Zellen, wie bei-

spielsweise glatten Muskelzellen, Perizyten oder Makrophagen differenzieren können 

(Passman et al., 2008; Ergün et al., 2011; Psaltis et al., 2012, 2014; Wörsdörfer et al., 

2017). Auf die unterschiedlichen Vorläuferzellen des postnatalen Organismus soll nun 

im Einzelnen eingegangen werden. 
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Endotheliale Progenitorzellen (EPCs), die sich in vitro zu reifen ECs differenzierten, 

wurden erstmalig 1997 zunächst im peripheren Blut entdeckt (Asahara et al., 1997). 

Nachfolgend konnten sie, wie bereits beschrieben, zudem in der Intima von humanen 

Blutgefäßen, wie der Aorta und der Umbilikalvene, lokalisiert werden (Ingram et al., 

2005). Mittels immunhistochemischer Färbungen gelang darüber hinaus die 

Identifizierung von CD34+VEGFR-2+CD31- EPCs innerhalb der vaskulogenen Zone der 

Adventitia der menschlichen Arteria thoracica interna (Zengin et al., 2006). 

Untersuchungen an murinem Gewebe halfen die Existenz von endothelialen 

Vorläuferzellen innerhalb der Gefäßwand zu belegen, die nicht nur die Fähigkeit zur 

Selbsterneuerung als essentielle Stammzelleigenschaft aufwiesen, sondern zudem in der 

Lage waren, funktionsfähige Blutgefäße in vivo zu bilden (Fang et al., 2012; Naito et 

al., 2012). Neben den eben dargestellten endothelialen Vorläuferzellen existiert noch 

eine Reihe weiterer Progenitorzellen, die sich unter anderem zu α-SMA+ SMCs 

differenzieren können. Einen ersten Anhaltspunkt dazu gaben murine Sca-1+ Zellen, die 

aus kultiviertem adventitiellem Gewebe isoliert worden waren. Diese entwickelten sich 

unter dem Einfluss von PDGF-BB in vitro zu SMCs (Hu et al., 2004). Zudem konnten 

in der Adventitia adulter Mäuse Sca-1+c-kit+CD34+ Zellen als Vorläuferzellen von 

SMCs lokalisiert werden (Passman et al., 2008). Zusätzlich zur Adventitia finden sich in 

der Tunica media Progenitorzellen, die das Potenzial aufweisen, sich zu SMCs zu 

differenzieren, wie beispielsweise Sca-1+ Zellen (Sainz et al., 2006). Die Gefäßwand 

dient jedoch nicht nur als Nische für Vorläuferzellen von ECs oder SMCs, sondern auch 

für Progenitorzellen der hämatopoetischen Reihe. In der Adventitia gelegene CD45+ 

Zellen können sich beispielsweise in Makrophagen differenzieren (Zorzi et al., 2010; 

Psaltis et al., 2014). Anhand des Immunphänotyps lassen sich weiterhin bisher zwei 

Gruppen multipotenter Stammzellen innerhalb der Adventitia unterscheiden 

(Wörsdörfer et al., 2017). Die in der vaskulogenen Zone vorkommenden CD44+CD34-

CD31- Zellen exprimieren die für mesenchymale Stammzellen charakteristischen 

Oberflächenantigene CD90 und CD73 und entwickelten sich in Kultur zu Adipozyten, 

Chondroblasten und Osteoblasten. Auch die Differenzierung in Perizyten und SMCs, 

die sich anschließend in die Wand neu gebildeter gefäßartiger Strukturen einfügten, war 

möglich (Klein et al., 2011). Darüber hinaus wurden in der Adventitia unterschiedlicher 

humaner Gewebe CD34+CD31- Zellen identifiziert. Diese wiesen ebenfalls die 

Oberflächenmarker und das multipotente Differenzierungspotenzial mesenchymaler 
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Stammzellen auf (Campagnolo et al., 2010; Corselli et al., 2012). Neuere Erkenntnisse 

belegen zudem die Entstehung spontan schlagender Kardiomyozyten in vitro aus Flk-

1+CD34+Sca-1- Zellen der Adventitia muriner Aorta (Mekala et al., 2018). Wurden 

diese Vorläuferzellen in das Herz von Hühnerembryonen übertragen, entwickelten sich 

auch in vivo Zellen, die einen den Kardiomyozyten ähnlichen Phänotyp aufwiesen 

(Mekala et al., 2018). 

1.4.3.3 Rolle Gefäßwand-residenter Stamm- und Progenitorzellen in pathologi-

schen Prozessen  

Bei den wissenschaftlichen Erkenntnissen, die sich auf die Rolle der Gefäßwand-

residenten Stamm- und Progenitorzellen in pathologischen Prozessen beziehen, steht 

meist die Thematik der Arteriosklerose im Vordergrund (Wörsdörfer et al., 2017). So 

wurde bereits 1962 eine Korrelation zwischen dem Schweregrad arteriosklerotischer 

Plaques und dem Ausmaß der zellulären Infiltration der Adventitia arterieller Gefäße 

beschrieben (Schwartz and Mitchell, 1962). Mit Hilfe von Apolipoprotein-E-defizienten 

Mäusen und Sca-1+ Zellen konnte weiterhin eine Beteiligung der aus der Adventitia 

stammenden Zellen an der Formation arteriosklerotischer Läsionen in der Intima gezeigt 

werden (Hu et al., 2004). Zugleich nehmen jedoch auch Prozesse der angeborenen und 

der adaptiven Immunantwort eine grundlegende Rolle in der Entwicklung und Progres-

sion der Arteriosklerose ein (Campbell et al., 2012). Es wird angenommen, dass die in 

der Adventitia ablaufenden Immunreaktionen zur Differenzierung der Gefäßwand-

residenten Stamm- und Progenitorzellen beitragen. Dies wiederum fördert die Entste-

hung von Arteriosklerose und begünstigt damit Erkrankungen des kardiovaskulären 

Systems, wie beispielsweise Myokardinfarkte (Wörsdörfer et al., 2017).  

1.5 Myokardinfarkt 

Mit einer Inzidenz von circa 11 Millionen und mit 3,8 Millionen Toten pro Jahr allein in 

den Mitgliedsstaaten der Europäischen Gesellschaft für Kardiologie gehören 

Erkrankungen des kardiovaskulären Systems zu den häufigsten in Europa. Dabei stellen 

die Myokardinfarkte neben den Apoplexien eine der Haupttodesursachen dar (Atlas 

Writing Group et al., 2018).  
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1.5.1 Grundlagen und Pathophysiologie des Myokardinfarkts 

Das akute Koronarsyndrom (ACS) umfasst neben dem plötzlichen Herztod auch die 

instabile Angina pectoris, den Nicht-ST-Hebungsinfarkt und den ST-Hebungsinfarkt. 

Jeder neu aufgetretene oder sich verschlechternde Brustschmerz ohne Anstieg der 

Herzenzyme ist dabei als instabile Angina pectoris definiert (Trost und Lange, 2011). 

Im Gegensatz dazu ergibt sich die Diagnose des Myokardinfarkts aus dem Anstieg des 

Troponins zusammen mit der typischen klinischen Symptomatik, dem Nachweis eines 

intrakoronaren Thrombus, Wandbewegungsstörungen in der Bildgebung oder 

ischämietypischen EKG-Veränderungen (Thygesen et al., 2012). Allen Unterformen des 

ACS liegt jedoch eine gemeinsame Pathophysiologie zugrunde. Diese basiert auf einem 

Missverhältnis zwischen Sauerstoffangebot und -bedarf der Kardiomyozyten, was zu 

einer myokardialen Ischämie führt (Thygesen et al., 2012). Während Emboli, 

Vasospasmen oder Dissektionen der Koronararterien seltene Auslöser darstellen, sind in 

den meisten Fällen arteriosklerotische Plaques, die im Rahmen einer koronaren 

Herzkrankheit auftreten, ursächlich. Die Exposition von subendothelialem Bindegewebe 

oder des lipidreichen Plaquekerns durch die Erosion bzw. Ruptur eines instabilen 

Plaques resultiert in der Aktivierung der Gerinnungskaskade und der Bildung eines 

Thrombus (Davies, 2000). Verschließt dieser das Lumen der Koronararterie, so kommt 

es zum Untergang des kardialen Gewebes und zu einer sich von endokardial nach 

subepikardial ausbreitenden Nekrose (Skyschally et al., 2008). In der Folge tritt 

zunächst eine Entzündungsreaktion ein, die unter anderem der Beseitigung von 

geschädigtem Zellmaterial und extrazellulären Matrixbestandteilen dient. Durch die 

Proliferation von Fibroblasten und die Ablagerung von Bindegewebe entsteht 

anschließend eine Narbe, die als Residuum des stattgehabten Myokardinfarkts verbleibt. 

Abhängig vom Ausmaß des Infarkts und dem Verlust von vitalem Herzgewebe besteht 

ein erhöhtes Risiko für einen strukturellen Umbau und die damit einhergehende 

Hypertrophie oder Dilatation des Herzens. Dies kann letztendlich zur Entwicklung einer 

Herzinsuffizienz führen (Frantz et al., 2008; Frangogiannis, 2012). 

1.5.2 Therapie und kardioregenerative Ansätze 

Das therapeutische Vorgehen nach Diagnosestellung eines Myokardinfarkts beinhaltet 

vor allem die Wiederherstellung der koronaren Perfusion, um so die Größe des In-
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farktareals und die Mortalität auf ein Minimum zu reduzieren. Dabei stellt die perkutane 

koronare Intervention (PCI) mit Aufdehnung des verschlossenen Gefäßes und Einsetzen 

eines Stents das Mittel der Wahl dar. Als medikamentöse Therapie können in der Akut-

phase neben Thrombozytenaggregationshemmern und Antikoagulantien auch Morphin, 

Nitrate und Betablocker verabreicht werden. Diese senken den Sauerstoffbedarf und 

verbessern zudem die Versorgung des Myokards. In der Langzeitbehandlung spielen 

wiederum Betablocker sowie eine duale Thrombozytenaggregationshemmung, Statine 

und ACE-Hemmer eine Rolle (Trost und Lange, 2011, 2012). Letztere verhindern den 

kardialen Umbau und vermindern damit das Risiko für die Entstehung einer Herzinsuf-

fizienz (Blaufarb und Sonnenblick, 1996). 

Dieses Ziel verfolgen auch kardioregenerative Therapieansätze, die im Rahmen 

klinischer Studien erprobt werden. In der Postinfarkttherapie wird dabei beispielsweise 

eine intravenöse oder intrakoronare Gabe von adulten Stamm- oder Progenitorzellen 

angewandt. Jedoch zeigten sich hierbei divergente Ergebnisse. Während beispielsweise 

in der BOOST-Studie die Verabreichung von autologen Stammzellen aus dem 

Knochenmark nach einem Myokardinfarkt eine Verbesserung der Ejektionsfraktion 

bewirkte (Wollert et al., 2004), konnte in der TIME-Studie kein Effekt nachgewiesen 

werden (Traverse et al., 2012). Auch neuere Erkenntnisse der Doppelblindstudie 

BOOST2, in der keine Vorteile gegenüber der Kontrollgruppe festgestellt werden 

konnten, spiegeln diese Auffassung wider (Wollert et al., 2017). Die Behandlung mit 

mesenchymalen Stammzellen scheint zu einer signifikanten Erholung der 

linksventrikulären Funktion zu führen. Diese wurde jedoch nur in kleineren Studien 

getestet (Hare et al., 2009; Kim et al., 2018). Dahingegen brachten murine Versuche mit 

embryonalen Stammzellen Probleme, wie die Bildung von Teratomen, niedrige 

Differenzierungsraten oder Abstoßungsreaktionen mit sich (Swijnenburg et al., 2005; 

Nussbaum et al., 2007; Boudoulas and Hatzopoulos, 2009). Zusammenfassend kann 

festgehalten werden, dass bereits einige Therapieansätze existieren, die aufgrund 

divergenter Studienergebnisse zur Wirksamkeit oder der mit der Verabreichung 

verbundenen Probleme bisher jedoch nicht in der klinischen Anwendung überzeugen 

konnten.  
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1.6 Ziele der vorliegenden Arbeit 

Wie bereits erörtert, konnte die in Studien getestete intravenöse oder intrakoronare Ver-

abreichung von Stammzellen im Rahmen der Postinfarkttherapie bislang in der klini-

schen Anwendung nicht überzeugen. Daher ist die Forschung an neuen Ansätzen der 

kardioregenerativen Therapie von zentraler Bedeutung. Diese könnten beispielsweise 

Stamm- und Progenitorzellen miteinbeziehen, die in der Adventitia von Gefäßen und 

damit auch in Koronargefäßen im Herz vorliegen. Um diese lokalen Vorläuferzellen zu 

mobilisieren und therapeutisch nutzen zu können, ist deren genauere Charakterisierung 

unabdingbar. In der vorliegenden Arbeit sollte nun die Angiogenese-Kapazität murinen 

Herzgewebes unter verschiedenen Bedingungen sowie die Rolle koronarer Gefäßwand-

residenter Stammzellen bei der Neubildung von Gefäßen analysiert werden. Insbesonde-

re standen folgende Fragestellungen, die sich zum Teil auch erst im Laufe der Untersu-

chungen ergaben, im Mittelpunkt der Arbeit:  

1. Unter welchen Kultivierungsbedingungen wird maximales Sprouting im kardia-

len Angiogenese Assay (Cardiac Angiogenesis Assay = CAA) erreicht?  

2. Hat die Beeinflussung des Wnt-Signalwegs einen Effekt auf die Angiogenese-

Kapazität im CAA?  

3. Wirkt sich die Depletion der Makrophagen durch Clodronat auf die Quantität 

oder die Morphologie des Sproutings im CAA aus? 

4. Beeinflusst der Multi-Tyrosinkinaseinhibitor Lenvatinib die Angiogenese im 

CAA?  

5. Führt die Kultivierung im CAA zu einer veränderten Morphologie des Gewebes 

auf histologischer Ebene?  

6. Welche Rolle spielen die koronaren Gefäßwand-residenten CD34+ und CD44+ 

Stammzellen während der Angiogenese im CAA? 

7. Welchen Effekt hat der Einsatz von Lenvatinib auf die koronaren Gefäßwand-

residenten CD34+ und CD44+ Stammzellen und die F4/80+ Makrophagen?  
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Tabelle 1: Übersicht über verwendete Chemikalien 

Chemikalie Bezugsquelle 

Aluminiumsulfat-18-hydrat Merck 

Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich 

Chloralhydrat AppliChem 

DABCO® Carl Roth 

DePeX Serva 

D(+)-Glucose AppliChem 

4',6-Diamidino-2'-Phenylindol Dihydro-

chlorid (DAPI) 

Roche 

Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid 

(DAB) 

Sigma-Aldrich 

di-Natriumhydrogenphosphat AppliChem 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth 

Einbettautomat TP 1020  Leica 

Eosin Gelblich AppliChem 

Ethanol 96 % Nordbrand Nordhausen 

Ethanol mind. 99 % Nordbrand Nordhausen 

Gießstation 2080/K Bavimed 

Glucose-Oxidase Sigma-Aldrich 

Glycerin AppliChem 

Hämatoxylin Carl Roth 

Histosec® Pastillen Merck 

Kaliumaluminiumsulfat-Dodecahydrat  AppliChem 

Kaliumchlorid  Carl Roth 

Kaliumdihydrogenphosphat AppliChem 
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Kernechtrot Merck 

Mowiol® 4-88 Sigma-Aldrich 

Natriumchlorid Carl Roth 

Natriumjodat Merck 

Nickel(II)-sulfat-Hexahydrat Merck 

Normales Ziegenserum (NGS) Sigma-Aldrich 

Normales Kaninchenserum (NRS) Sigma-Aldrich 

Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth 

tri-Natriumcitrat Dihydrat Carl Roth 

Trizma® Base Sigma-Aldrich 

Trizma® Hydrochlorid Sigma-Aldrich 

Wasserstoffperoxid 30 % AppliChem 

Xylol  Redestillation Uni Würzburg 

Zitronensäure AppliChem 

 

2.1.2 Zellkulturchemikalien 

Tabelle 2: Übersicht über verwendete Zellkulturchemikalien 

Chemikalie Bezugsquelle 

Ampuwa® Fresenius Kabi 

Fötales Kälberserum (FCS) Biochrom 

L-Glutamin  Sigma-Aldrich 

Minimales Essentielles Medium (MEM) Sigma-Aldrich 

Natriumbicarbonat-Lösung (7,5 %) Sigma-Aldrich 

Natriumhydroxid AppliChem 

Natrium-Pyruvat Sigma-Aldrich 

Penicillin G Natriumsalz Sigma-Aldrich 

PureCol®, Bovine Kollagenlösung,  

Typ I, 3 mg/ml 

Advanced BioMatrix 

Streptomycin Sulfatsalz Sigma-Aldrich 

 

 



Material und Methoden 

20 

 

2.1.3 Zellkulturmedien 

Tabelle 3: Übersicht über verwendete Zellkulturmedien 

Medium Zusätze Bezugsquelle 

Dulbecco’s modifiziertes   

Eagle Medium (DMEM) 

10 % FCS; 0,5 %  

Penicillin/Streptomycin 

Life Technologies 

 

2.1.4 Puffer und Lösungen 

Tabelle 4: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lösungen 

Puffer/Lösung Zusammensetzung 

Hämalaun nach Mayer 

(1000 ml) 

1 g Hämatoxylin; 0,2 g Natriumjodat;  

50 g Kaliumaluminiumsulfat; 50 g Chloralhydrat;  

1g Zitronensäure in 1000 ml Aqua dest. 

Citratpuffer (1000 ml) 18 ml 0,1 M Zitronensäure; 82 ml 0,1 M tri-

Natriumcitrat Dihydrat in 900 ml Aqua dest. 

DAB-Lösung 22,5 mg DAB in 1 ml Tris-NaCl Puffer 

0,1 % Kernechtrot-Lösung 50 g Aluminiumsulfat-18-hydrat; 1 g Kernechtrot in 

1000 ml Aqua dest. 

Mowiol-DABCO 0,6 g Glycerin; 2,4 g Mowiol; 6,0 ml Aqua dest.;  

12 ml 0,2 M Tris-HCl; 25 mg/ml DABCO® 

Phosphat-gepufferte Salzlö-

sung (PBS) (5000 ml) 

40,03 g Natriumchlorid; 1 g Kaliumchlorid; 6,8 g di-

Natiumhydrogenphosphat; 1 g Kaliumdihydrogen-

phosphat in 5000 ml Aqua dest. 

Phosphatpuffer 0,1 M pH 7,4 

(PB-Puffer) (2000 ml) 

4,9 g Kaliumdihydrogenphosphat; 23,3 g di-

Natiumhydrogenphosphat in 2000 ml Aqua dest.  

Tris-NaCl Puffer (1000 ml) 6,1g Trizma® Base; 8,8 g Natriumchlorid in 1000 ml 

Aqua dest. 
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2.1.5 Antikörper 

Tabelle 5: Übersicht über verwendete Antikörper 

Antikörper Spezies/ 

Isotyp 

Verdünnung Verwendung Hersteller 

Primärantikörper    

Anti-α smooth 

muscle Actin 

(ab5694) 

Kaninchen 

IgG 

1:400/1:100 Immunhistochemie/ 

Immunfluoreszenz 

Abcam 

Anti-CD34 

(ab1858) 

Ratte 

IgG2a 

1:50 Immunhistochemie/ 

Immunfluoreszenz 

Abcam 

Anti-CD44 

(103002) 

Ratte 

IgG2b 

1:300/1:50 Immunhistochemie/ 

Immunfluoreszenz 

Biolegend 

Anti-F4/80 

(ab6640) 

Ratte 

IgG2b 

1:200 Immunhistochemie Abcam 

Anti-F4/80 

(ab16911) 

Ratte 

IgG2a 

1:25/1:50 Immunhistochemie Abcam 

Anti-Flk-1  

(sc-48161) 

Ziege IgG 1:50 Immunfluoreszenz Santa Cruz 

Anti-Ki67 

(ab16667) 

Kaninchen 

IgG 

1:100 Immunhistochemie Abcam 

Sekundärantikörper    

Anti-Kaninchen 

Cy5 

Ziege 1:400 Immunfluoreszenz Dianova 

Anti-Kaninchen 

IgG, biotinyliert 

Ziege  1:250 Immunhistochemie Vector 

Anti-Ratte Alexa  

Fluor® 647 

Ziege 1:200 (CD34)/ 

1:250 (CD44) 

Immunfluoreszenz Dianova 

Anti-Ratte IgG, 

biotinyliert 

Ziege  1:250/ 

1:100 (Ly6c) 

Immunhistochemie Vector 

Anti-Ratte Cy3 Esel 1:1200 Immunfluoreszenz Dianova 

Anti-Ziege Cy5 Esel 1:200 Immunfluoreszenz Dianova 
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2.1.6 Zytokine und Inhibitoren 

Tabelle 6: Übersicht über verwendete Zytokine und Inhibitoren 

Zytokin/Inhibitor Hersteller 

CHIR 99021 Axon Medchem 

Clodronat-Liposomen Liposoma B.V. 

IWR-1  Sigma-Aldrich 

Lenvatinib (E7080) Merck 

Murines PDGF-BB PeproTech 

Murines VEGF-A PeproTech 

PBS-Liposomen Liposoma B.V. 

 

2.1.7 Kits 

Tabelle 7: Übersicht über verwendete Kits 

Kit Bezugsquelle 

Vectastain® ABC Kit Vector Laboratories 

 

2.1.8 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 8: Übersicht über verwendete Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Gerät/Verbrauchsmaterial Hersteller 

Brutschrank Heraeus 

Chirurgisches Einwegskalpell  B. Braun Aesculap 

CO₂-Inkubator Heracell 240i Thermo Fischer Scientific 

Dampfautoklav HG-133 HMC Europe 

Deckgläser 24 x 50 mm Marienfeld 

Einbettkassetten Labortechnik Süsse 

Fasspinzette Hammacher 

Flockeneisbereiter AF 100 Scotsman 

Fluoreszenz-Mikroskop BZ-9000 Keyence 

Inverses Mikroskop DM IL LED Leica 
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Kombischüttler KL 2 Edmund Bühler  

Kühlplatte EG1150 C Leica 

Kühlschrank  Bauknecht 

Magnetrührer MAG-H Gerhardt 

Makroskop M420 Leica 

Mikroskop Carl Zeiss 

Mikrowelle NN-E201WMEPG Panasonic 

Objektträger SuperFrost® plus R. Langenbrinck 

Paraffin-Streckbad  GFL 

pH-Meter pH 525 WTW 

Pinzette Dumont 

Pipette Research® plus 10 μl Eppendorf 

Pipette Research® plus 100 μl Eppendorf 

Pipette Research® plus 1000 μl Eppendorf 

Pipettenspitze 20 μl Sarstedt 

Pipettenspitze 200 μl Sarstedt  

Pipettenspitze 1000 μl Sarstedt 

Pipettierhilfe accu-jet® pro Brand 

Präzisionswaage PLJ 3500-2NM Kern 

Reagiergefäß 1,5 ml Sarstedt 

Reagiergefäß 2,0 ml Sarstedt 

Rundfilter 185 mm  A. Hartenstein 

Schlittenmikrotom SM2010 R Leica 

Serologische Pipette 5 ml Greiner Bio-One 

Serologische Pipette 10 ml Sarstedt 

Serologische Pipette 25 ml  Greiner Bio-One 

Sterican® Standardkanüle, G 20 B. Braun  

Sterilbank LaminAir® HB 2448 Heraeus 

Trockenschrank Memmert 

Tube 15 ml  Sarstedt 

Tube 50 ml Sarstedt 

Vortex Genie 2 Bender & Hobein 
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Wasserbad GFL 

24-well Multiwell Platte Greiner Bio-One 

Zell-Kultur-Schalen 100 x 20 mm Greiner Bio-One 

Zentrifuge Z 160 M Hermle 

 

2.1.9 Software 

Tabelle 9: Übersicht über verwendete Software 

Software Hersteller 

Excel 2013  Microsoft 

ImageJ Wayne Rasband 

Keyence BZ II Analyzer Keyence 

Keyence BZ II Viewer Keyence 

Leica Application Suite V4.3 Leica 

PhotoFiltre7 Antonio Da Cruz 

PowerPoint 2013 Microsoft 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Cardiac Angiogenesis Assay  

Zur Identifizierung und Charakterisierung koronarer Gefäßwand-residenter Stammzel-

len diente der sogenannte kardiale Angiogenese Assay (Cardiac Angiogenesis Assay = 

CAA) als ex vivo Ansatz. Hierbei kommt es im Laufe der Kultivierung zur Bildung ge-

fäßartiger Strukturen, die zur Quantifizierung der Angiogenese-Kapazität des murinen 

Gewebes herangezogen werden können. Zusätzlich kann mittels nachgeschalteter histo-

logischer und immunhistochemischer Analysen (immunphänotypische Charakterisie-

rung der Zellen) die Lokalisation und Aktivierung Gefäßwand-residenter Stammzellen 

unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen untersucht werden.  

2.2.1.1 Präparation des murinen kardialen Gewebes 

Nach zervikaler Dislokation der Wildtyp-Mäuse erfolgte die Eröffnung des Thorax 

unter Verwendung von Schere und Pinzette und nach Absetzen der Aorta ascendens die 

Entnahme des Herzens. Die vorübergehende Gabe in PBS verhinderte dabei das 

Austrocknen des Organs, bevor die Übertragung in eine leere Petrischale folgte. Ein 

Makroskop half anschließend bei der Identifizierung der Arteria coronaria sinistra und 

der Bifurkation in ihre beiden Hauptäste Ramus interventricularis anterior und Ramus 

circumflexus, anhand derer ein medianer Längsschnitt mit Hilfe eines Einmalskalpells 

durchgeführt wurde. Um ein hohes Maß an größeren Koronarabschnitten im Gewebe zu 

gewährleisten, wurde ausschließlich die Hälfte mit dem am stärksten ausgeprägten 

RIVA in circa 1 mm breite Querschnitte geteilt, die sich einerseits den Atrien und 

andererseits den basis- oder apexnahen Ventrikelanteilen zuordnen ließen. Für den 

späteren histologischen Vergleich wurden vereinzelt frisch isolierte Stücke in 4 % 

PFA/PBS fixiert, wohingegen die überwiegende Anzahl in PBS auf Eis gelagert und der 

Kultivierung im CAA zugeführt wurde. 

2.2.1.2 Einbettung des Gewebes in Kollagenmatrix 

Die Kultivierung des murinen kardialen Gewebes erfolgte in einer Kollagenmatrix be-

stehend aus zwei aufeinanderliegenden Schichten. Diese wurden in 24-well-Platten an-
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gefertigt. Die Zusammensetzung der dabei verwendeten Kollagenmatrix ist in Tabelle 

10 eingetragen. 

Tabelle 10: Zusammensetzung der Kollagenmatrix (10 ml) 

Reagenz/Lösung Volumen 

Ampuwa-Wasser 3,77 ml 

MEM 1,08 ml 

200 mM L-Glutamin 108 μl 

100 mM Natrium-Pyruvat 108 μl 

PureCol® Kollagenlösung 4,31 ml 

Natriumbicarbonat-Lösung 7,5 % 539 μl 

Penicillin/Streptomycin 43 μl 

100 mM Natriumhydroxid pH 7,4 43 μl 

 

Nach dem Einbringen von 400 μl des auf Eis gekühlten Kollagengels pro Well und ei-

ner Polymerisationsdauer von 60 min bei 37 ℃ folgte das mittige Einsetzen der Organ-

stücke mit Hilfe einer Pinzette. Im Anschluss an weitere 10 min bei 37 ℃ im Brut-

schrank wurden erneut jeweils 400 μl der Kollagenlösung auf das Gewebe pipettiert und 

mittels einer feinen Pipettenspitze eine Adhärenz zwischen den beiden Kollagenschich-

ten hergestellt. Die Polymerisation der zweiten Kollagenschicht war nach 120 min im 

Brutschrank abgeschlossen.  

2.2.1.3 Kultivierung des Gewebes und Dokumentation des Sproutings 

Die Kultivierung fand unter unterschiedlichen Konditionen statt, wobei DMEM versetzt 

mit 10 % FCS und 0,5 % Penicillin/Streptomycin als Basisnährmedium diente. Zu-

nächst erfolgte die Aufteilung des kardialen Gewebes in die verschiedenen Organab-

schnitte und die Zugabe der Wachstumsfaktoren PDGF-BB bzw. VEGF-A zu 1 ml Me-

dium pro Well. In Tabelle 11 sind die diversen Kulturbedingungen zusammengefasst. 

Tabelle 11: Übersicht über verwendetes Gewebe und Wachstumsfaktoren 

Gewebe Wachstumsfaktor 

Atrium Kontrolle (ohne Zugabe von Faktoren) 

Atrium 10 ng/ml PDGF-BB 
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Atrium 50 ng/ml VEGF-A 

basisnaher Ventrikel Kontrolle (ohne Zugabe von Faktoren) 

basisnaher Ventrikel 10 ng/ml PDGF-BB 

basisnaher Ventrikel 50 ng/ml VEGF-A 

apexnaher Ventrikel Kontrolle (ohne Zugabe von Faktoren) 

apexnaher Ventrikel 10 ng/ml PDGF-BB 

apexnaher Ventrikel 50 ng/ml VEGF-A 

 

Die Ansätze wurden sowohl unter Normoxie (21 % O₂) als auch unter Hypoxie (2 % 

O₂) 11 – 13 Tage bei 37 ℃ im Brutschrank inkubiert. Dabei sorgte ein spätestens nach 

vier Tagen durchgeführter Mediumwechsel für die adäquate Versorgung des Gewebes.  

Aufgrund des ausgedehnteren Sproutings ergab sich im weiteren Verlauf die Fokussie-

rung auf die 13-tägige Kultivierung ausschließlich basisnaher Herzsegmente bei einem 

O₂-Gehalt von 21 % und unter generellem Zusatz von 10 ng/ml PDGF-BB zu 500 μl 

Medium pro Well. Zunächst wurde die Beeinflussung des Wnt-Signalwegs durch die 

Zugabe des Aktivators CHIR 99021 bzw. Inhibitors IWR-1 zum Medium und die 

dadurch entstehenden Auswirkungen auf das Sprouting untersucht. Die dabei verwende-

ten Konzentrationen sind in Tabelle 12 eingetragen.  

Tabelle 12: Beeinflussung des Wnt-Signalwegs mittels CHIR 99021 bzw. IWR-1 

Aktivierung des Wnt-Signalwegs  Inhibierung des Wnt-Signalwegs 

4 μM CHIR 99021, gelöst in DMSO 5 μM IWR-1, gelöst in DMSO 

8 μM CHIR 99021, gelöst in DMSO 10 μM IWR-1, gelöst in DMSO 

Kontrolle Kontrolle 

Keine Zugabe von CHIR/IWR-l Keine Zugabe von CHIR/IWR-1 

 

Zusätzlich wurde in einem weiteren Versuch mit dem Einsatz von 100 μl bzw. 150 μl 

Clodronat-Liposomen pro ml Medium die Depletion kardialer Makrophagen beabsich-

tigt. Als Kontrolle dienten hierbei Ansätze ohne Liposomen bzw. mit identischen Kon-

zentrationen an PBS-Liposomen. 
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Tabelle 13: Depletion kardialer Makrophagen mit Hilfe von Clodronat-Liposomen 

Depletion der Makrophagen Kontrolle 1 Kontrolle 2 

100 μl/ml Clodronat-Liposomen 100 μl/ml PBS-Liposomen Keine Zugabe 

von Liposomen  

150 μl/ml Clodronat-Liposomen 150 μl/ml PBS-Liposomen Keine Zugabe 

von Liposomen 

 

Um einen möglichen Effekt des VEGFs auf der Ebene des Rezeptorsignalwegs zu über-

prüfen, wurde der Tyrosinkinaseinhibitor Lenvatinib (= E7080) in den folgenden Ver-

suchen in einer Konzentration von 10 μM zusammen mit 50 ng/ml VEGF-A zum Stan-

dardmedium zugegeben. Ansätze ohne Zusatz bzw. mit 50 ng/ml VEGF-A alleine fun-

gierten hierbei als Vergleich. Zur detaillierteren Betrachtung der Wirkung auf die Diffe-

renzierung der Gefäßwand-residenten Stammzellen wurde anschließend der Zugabebe-

ginn des Tyrosinkinaseinhibitors auf zwei unterschiedliche Zeitpunkte festgelegt. Da-

raufhin folgte ein einheitlicher Behandlungszeitraum von sechs Tagen. Tabelle 14 fasst 

die Bedingungen zusammen. 

Tabelle 14: Beginn der Faktorenzugabe zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

Behandlung mit Zugabe der  

Faktoren ab 

Kultivierungsdauer 

– – 9 Tage 

50 ng/ml VEGF-A Tag 3 9 Tage 

50 ng/ml VEGF-A, 10 μM E7080 Tag 3 9 Tage 

– – 13 Tage 

50 ng/ml VEGF-A Tag 7 13 Tage 

50 ng/ml VEGF-A, 10 μM E7080 Tag 7 13 Tage 

  

Nach 13-tägiger Kultivierung erfolgte die Dokumentation des Sproutings in 2- bzw. 5- 

sowie bei ausgewählten Bereichen in 10-facher Vergrößerung. 

2.2.1.4 Fixierung und Paraffineinbettung des Gewebes 

Zur Fixierung des Gewebes wurde nach Entfernung des Mediums 900 μl 4 % PFA/PBS 

pro Well über 24 h bei RT eingesetzt. Um das Herauslösen der Kollagengele zu erleich-

tern, folgte im Anschluss an das Abpipettieren des Fixiermittels das Umranden der 
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Wells mittels einer Kanüle. Daraufhin konnte das in Kollagen eingebettete Gewebe mit 

Hilfe einer Pinzette in beschriftete Einbettkassetten und diese wiederum in 70 % Etha-

nol übertragen werden. Nach zweimaligem Waschen in 70 % Ethanol für jeweils 60 

min, folgte die in Tabelle 15 beschriebene Einbettung des Gewebes in Paraffin. Dahin-

gegen wurden die frisch isolierten Herzstücke, die nach Entnahme in 4 % PFA übertra-

gen worden waren, 3 h in PBS und anschließend 2 x 30 min in 70 % Ethanol gewa-

schen, bevor die Paraffineinbettung stattfand.  

Tabelle 15: Paraffineinbettung 

Reagenz/Lösung Zeit 

70 % Ethanol  2 x 30 min 

80 % Ethanol 60 min 

96 % Ethanol 60 min 

100 % Ethanol 3 x 60 min 

Xylol 3 x 60 min 

Paraffin 2 x 180 min 

 

Abschließend wurde das Gewebe in flüssiges Paraffin eingebracht, um nach dem Aus-

härten auf einer Kühlplatte kompakte Blöckchen für nachgeschaltete histologische Un-

tersuchungen zu erhalten. 

2.2.1.5 Herstellung der Paraffinschnitte  

Mit Hilfe eines Mikrotoms konnten aus dem in Paraffin eingebrachten Gewebe dünne 

Schnitte angefertigt werden. Dabei variierte die Schnittdicke zwischen 6 μm bei frisch 

isolierten Organstücken und 10 μm nach Kultivierung. Zur Vermeidung von Furchen 

wurden diese anschließend für 5 bis 10 min in ein 45 ℃ heißes Wasserbad gegeben, 

bevor das Aufziehen auf SuperFrost® plus Objektträger folgte. Um das Ablösen wäh-

rend der später folgenden Demaskierung zu verhindern, wurde überschüssiges Wasser 

mit Hilfe von Filterpapier entfernt und die Objektträger über Nacht im Trockenschrank 

bei 37 ℃ gelagert.  
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2.2.2 Methoden zur Antigendetektion 

Zur Detektion spezifischer Antigene dienten sowohl immunhistochemische Untersu-

chungen als auch die Darstellung mittels Immunfluoreszenz. Die Auswahl geeigneter 

Schnitte erfolgte vorab mit Hilfe stichprobenartig durchgeführter Hämatoxylin-Eosin-

Färbungen.  

2.2.2.1 Auswahl adäquater Schnitte mittels Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

In Tabelle 16 sind die in der Histologie essentielle Entparaffinierung durch Xylol und 

die Rehydratisierung mittels einer absteigenden Ethanol-Reihe dargestellt.   

Tabelle 16: Entparaffinierung und Rehydratisierung 

Schritt Reagenz/Lösung Zeit  

Entparaffinierung Xylol 2 x 10 min 

Rehydratisierung 100 % Ethanol 2 x 2 min 

 96 % Ethanol 2 min 

 80 % Ethanol 2 min 

 70 % Ethanol 2 min 

 50 % Ethanol 2 min 

 Aqua dest. 2 min 

 

Zur Anfärbung der basophilen Strukturen fand die Hämalaunlösung nach Mayer 

Verwendung, wobei nach einer Spülung mit Aqua dest. fließendes Leitungswasser zum 

Bläuen und Stabilisieren diente. Beide Vorgänge nahmen jeweils 10 min bei RT in 

Anspruch. Daraufhin folgte, eingelagert zwischen zwei kurzen Waschschritten in Aqua 

dest., die Darstellung der azidophilen Zellbestandteile mit Hilfe von 0,1 % Eosin (10 

min bei RT). Durch das Übertragen in 96 % Ethanol für 2 min und nachfolgend in 100 

% Ethanol und Xylol für jeweils 2 x 5 min fand die Dehydrierung des Gewebes statt, 

welches abschließend mit Hilfe von DePeX eingedeckt werden konnte.  

Als Kriterien für die Auswahl der Schnitte wurden in erster Linie Anzahl und Beschaf-

fenheit der im Gewebe vorliegenden Koronararterien herangezogen.  
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2.2.2.2 Immunhistochemie 

Zur immunhistochemischen Charakterisierung der kardialen Gewebeschnitte diente im 

Wesentlichen die Darstellung spezifischer Antigene mittels Diaminobenzidin. Die 

immunhistochemischen Färbungen wurden an den aus den Paraffinblöcken hergestellten 

Gewebeschnitten (6-10 μm dick) durchgeführt.  

Im Zuge dessen erfolgte nach der Entparaffinierung und Rehydratisierung (Xylol 2 x 10 

min, 100 % Ethanol 2 x 5 min, 96 % Ethanol 5 min, 80 % Ethanol 5 min, 70 % Ethanol 

5 min, Aqua dest. 5 min) die Blockierung der endogenen Peroxidase durch eine 10-

minütige Exposition zu 3 % Wasserstoffperoxid unter Lichtausschluss. Das im 

Anschluss sieben Mal durchgeführte und jeweils 10 Sekunden andauernde 

intervallartige Aufkochen in 10 mM Citratpuffer (pH 6,0) diente der 

Antigendemaskierung. Nach dem Abkühlen und Ersetzen des Puffers durch fließendes 

Aqua dest. für 5 min, folgten drei Waschschritte in PBS für jeweils 5 min und das 

Blockieren unspezifischer Bindungsstellen durch 5 %ige-Serum-PBS-Lösung für 2 h 

bei RT. Der Primärantikörper wurde in geeigneter Verdünnung in 1 % NGS/0,2 % 

BSA/PBS über Nacht bei 4 ℃ aufgebracht. Das Abspülen mit PBS mit Hilfe einer 

Pasteurpipette und dreimal 5-minütiges Waschen in PBS am folgenden Tag halfen bei 

der Entfernung ungebundener Primärantikörper, woraufhin der Sekundärantikörper in 

passender Verdünnung in 1 %iger Serum-PBS-Lösung für 1 h bei RT zugegeben 

werden konnte. Der AB-Komplex, bestehend aus Avidin und biotinylierter 

Meerettichperoxidase, wurde in einer Verdünnung von 1:250 in PBS hergestellt und 

nach Ende der Inkubationszeit und drei 5-minütigen Waschschritten in PBS auf die 

Schnitte aufgetragen. Nach Ablauf von 30 min bei RT wurden die Objektträger jeweils 

zweimal in PBS und in 0,1 M PB-Puffer für jeweils 5 min unter Lichtausschluss 

gewaschen, bevor das Einbringen in die DAB-Entwicklungslösung, deren 

Zusammensetzung in Tabelle 17 beschrieben ist, erfolgte.  

Tabelle 17: Zusammensetzung der DAB-Entwicklungslösung 

Reagenz/Lösung Volumen 

PB-Puffer 0,1 M pH 7,4 67,5 ml 

Nickel(II)-sulfat-Hexahydrat (13 mg/ml) 1350 μl 

Glucose (10 %) 1350 μl 
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Ammoniumchlorid (180 mg/ml) 150 μl 

DAB-Stammlösung (22,5 mg/ml Tris-NaCl Puffer) 1,5 ml 

Glucose-Oxidase (1,2 mg/ml) 225 μl 

 

Die regelmäßige mikroskopische Begutachtung diente der Kontrolle der Färbereaktion, 

welche nachfolgend durch die Gabe in PBS abgestoppt wurde. Im Anschluss an dreima-

liges Waschen in PBS für jeweils 3 min fand, eingelagert zwischen zwei kurzen Wasch-

schritten in Aqua dest., eine histologische Kernfärbung mittels einer 0,1 % Kernechtrot-

Lösung statt. Zum Abschluss wurden die Gewebeschnitte zur Dehydrierung, welche in 

Tabelle 18 dargestellt ist, zugeführt und die Eindeckung der Paraffinschnitte mit DePeX 

durchgeführt.  

Tabelle 18: Dehydrierung 

Reagenz/Lösung Zeit 

70 % Ethanol 1 min 

80 % Ethanol 1 min 

96 % Ethanol 1 min 

100 % Ethanol 2 x 3 min 

Xylol 2 x 5 min 

 

2.2.2.3 Immunfluoreszenz  

Als weitere Möglichkeit zur Detektion der Antigene diente neben der Immunhistoche-

mie die Immunfluoreszenz. Dabei stand vor allem die Charakterisierung verschiedener 

Antigene und möglicher Ko-Lokalisationen durch die Verknüpfung von Immunhisto-

chemie und Immunfluoreszenz oder durch die Verwendung unterschiedlicher Flu-

orochrome im Vordergrund. 

Zur Kopplung von Immunhistochemie und Immunfluoreszenz erfolgte zunächst die 

bereits beschriebene Antigendarstellung mittels Diaminobenzidin, welche nach Abstop-

pen der Färbereaktion und drei 3-minütigen Waschschritten in PBS durch die Immun-

fluoreszenz ergänzt wurde. Dazu war, im Anschluss an das Blockieren unspezifischer 

Bindungsstellen durch 5 % NGS/PBS für 2 h bei RT, eine Inkubationszeit des Pri-

märantikörpers in geeigneter Verdünnung in 1 % NGS/0,2 % BSA/PBS über Nacht bei 
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4 ℃ einzuhalten. Am nächsten Tag folgte dreimal 5-minütiges Waschen in PBS, bevor 

der mit einem Fluorochrom gekoppelte Sekundärantikörper in passender Verdünnung in 

1 %iger-Serum-PBS-Lösung für einen Zeitraum von 1 h bei RT zugegeben werden 

konnte. Nach drei Waschschritten von jeweils 3 min in PBS diente die 10-minütige In-

kubation mit 1 μg/ml DAPI in PBS zur Markierung der Zellkerne. Abschließend wurde 

das Gewebe fünfmal 3 min in PBS gewaschen und mit Hilfe von Mowiol-DABCO ein-

gedeckt. Die Lagerung der Objektträger erfolgte bei 4 ℃. 

Bei der Verwendung verschiedener Fluorochrome zur Darstellung der Antigene mittels 

Immunfluoreszenz-Doppelfärbung wurde hinsichtlich Entparaffinierung, 

Rehydratisierung, Blockierung der endogenen Peroxidase und Antigendemaskierung 

analog zur Immunhistochemie vorgegangen. Im Anschluss diente die Zugabe von 5 % 

NRS/PBS für 2 h bei RT zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen, bevor das 

Auftragen der beiden Primärantikörper in geeigneter Verdünnung in 1 % NRS/0,2 % 

BSA/PBS über Nacht bei 4 ℃ erfolgte. Nach drei 5-minütigen Waschschritten in PBS 

am nächsten Tag wurden die mit unterschiedlichen Fluorochromen gekoppelten 

Sekundärantikörper in passender Verdünnung in PBS für 1 h bei RT zugegeben. Sowohl 

die Kernfärbung mit DAPI als auch die Eindeckung und Lagerung erfolgten wie bereits 

bei der Einzelfärbung beschrieben.  

2.2.3 Quantifizierung und statistische Analyse 

Die Programme ImageJ, Excel 2013 und PowerPoint 2013 wurden bei der Quantifizie-

rung, statistischen Analyse und Darstellung der Daten verwendet. 

2.2.3.1 Quantifizierung des Sproutings im CAA 

Zur Quantifizierung des Sproutings im CAA wurden mit Hilfe des Grafikprogrammes 

ImageJ sowohl das Areal des Sproutings als auch des Herzstückes bestimmt. Um eine 

Normierung hinsichtlich der Größe des kardialen Gewebes zu erreichen, wurde der 

Quotient 
𝐴𝑟𝑒𝑎𝑙 𝑆𝑝𝑟𝑜𝑢𝑡𝑖𝑛𝑔

𝐴𝑟𝑒𝑎𝑙 𝐻𝑒𝑟𝑧𝑠𝑡ü𝑐𝑘
 gebildet. Es folgte die Eintragung der Daten in Excel-Tabellen 

und die Berechnung von Mittelwert, Standardabweichung, Standardfehler und t-Test. 
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2.2.3.2 Histologische Quantifizierung 

Die histologische Quantifizierung erfolgte an immunhistochemisch gefärbten und am 

Keyence-Mikroskop in 2- bzw. 20-facher Vergrößerung dokumentierten Paraffinschnit-

ten.  

Zunächst wurde das Areal des gesamten kardialen Gewebes in einer 2-fachen Vergröße-

rung mittels ImageJ und nachfolgend die für das entsprechende Antigen als positiv mar-

kierte Zellenzahl in 20-fach vergrößerten Teilbildern bestimmt (Abbildung 1). 

Abbildung 1: Histologische Quantifizierung anhand immunhistochemisch gefärbter Paraffinschnitte.  

Das Originalbild (A) wurde mit Hilfe von ImageJ in ein 16-Bit Graustufenbild konvertiert (B) und die für das ent-

sprechende Antigen als positiv markierten Zellen als Partikel dargestellt (C). Anschließend konnten diese analysiert 

und ausgezählt werden (D). 

Zur Normierung wurde aus der Summe der in den Einzelbildern definierten positiven 

Zellen und dem zuvor ausgemessenen Areal des Herzstückes der Quotient gebildet. 

Dieser wurde in Excel-Tabellen eingetragen und Mittelwert, Standardabweichung, 

Standardfehler und t-Test berechnet. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Etablierung verschiedener Kultivierungsbedingungen für den CAA und deren 

      Auswirkungen auf das Sprouting  

Bereits mehrere Studien konnten die Existenz Gefäßwand-residenter Stammzellen, die 

die Fähigkeit besitzen, sich in unterschiedlichste Zelltypen zu differenzieren, nachwei-

sen (Zengin et al., 2006; Ergün et al., 2011; Psaltis and Simari, 2015; Wörsdörfer et al., 

2017). Um präzisere Erkenntnisse über die Differenzierung der Gefäßwand-residenten 

Stammzellen in beispielsweise Endothel- oder glatte Muskelzellen zu erlangen und ihre 

Rolle bei der kardialen Angiogenese besser zu verstehen, diente der CAA als Aus-

gangspunkt und als wesentliches ex vivo Modell der vorliegenden Untersuchungen. Im 

Folgenden sollten daher zuerst verschiedene Kultivierungsbedingungen etabliert und 

deren Auswirkungen auf das Sprouting im CAA analysiert werden.  

3.1.1 Maximales Sprouting wird durch die Kultivierung basisnaher Herzsegmente      

         unter Normoxie und Zugabe von PDGF-BB erreicht 

Um einen möglichen Effekt verschiedener Kultivierungsbedingungen, wie beispielswei-

se des Sauerstoffgehalts der Umgebung, auf die Quantität des Sproutings zu untersu-

chen, wurden die Herzstücke sowohl unter Hypoxie (2 % O₂) als auch unter Normoxie 

(21 % O₂) kultiviert. Weiterhin erfolgte die Aufteilung des Gewebes in Atrien, basis- 

und apexnahe Ventrikelanteile, um einen möglichen Effekt des aus unterschiedlichen 

Herzarealen stammenden Gewebes auf die Sproutingkapazität im CAA zu eruieren. 

PDGF-BB und VEGF-A fungierten als potenzielle Wachstumsfaktoren. Zur Quantifi-

zierung wurden das Areal des Sproutings und die Größe des Herzgewebes bestimmt und 

diese zueinander ins Verhältnis gesetzt.  

Bei der Kultivierung unter Hypoxie zeigte sich dabei insgesamt ein wenig ausgeprägtes 

Wachstum, wobei dieser Effekt vor allem bei Gewebe aus dem Bereich der Ventrikel-

basis deutlich wurde (Abbildung 2). Im Vergleich dazu wurden im CAA unter 

Normoxie deutlich größere Wachstumsraten erzielt. Diese Wirkung konnte besonders 

bei Gewebe aus den Atrien und der Ventrikelbasis, das heißt den basisnahen Herzseg-

menten, beobachtet werden (Abbildung 3). Weiterhin führte hier der Zusatz von 10 
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ng/ml PDGF-BB bei den atrialen Herzsegmenten zu einer sichtlichen und bei den basis-

nahen Ventrikelanteilen zu einer signifikanten Zunahme des Sproutings (Abbildung 3). 

 

Abbildung 2: Das Sprouting im CAA zeigt unter Hypoxie insgesamt nur eine geringe Ausprägung.  

Das den Atrien (A-C), basis- (D-F) und apexnahen Ventrikelanteilen (G-I) zugeordnete Herzgewebe wurde für 11-13 

Tage teils unter Zugabe der Wachstumsfaktoren PDGF-BB (mittlere Spalte) und VEGF-A (rechte Spalte) kultiviert. 

Der Sauerstoffgehalt der Umgebung lag bei 2 %. Anschließend erfolgte die Fixierung des Gewebes und die Doku-

mentation des Sproutings. Der Maßstab entspricht 500 μm. (J) Zur Quantifizierung und Normierung des Wachstums 

wurde das Areal des Sproutings bestimmt und dieses in Relation zur Größe des im CAA verwendeten Herzgewebes 

gesetzt. n = 6-7.  Die Fehlerbalken repräsentieren den Standardfehler. 
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Das Wachstum des Gewebes aus dem Apex des Herzens war jedoch unabhängig vom 

Sauerstoffgehalt der Umgebung oder dem Zusatz von Wachstumsfaktoren insgesamt 

nur gering ausgeprägt (Abbildungen 2 und 3).  

Abbildung 3: Im CAA werden unter Normoxie größere Wachstumsraten erzielt.  

Das den Atrien (A-C), basis- (D-F) und apexnahen Ventrikelanteilen (G-I) zugeordnete Herzgewebe wurde für 11-13 

Tage teils unter Zugabe der Wachstumsfaktoren PDGF-BB (mittlere Spalte) und VEGF-A (rechte Spalte) kultiviert. 

Der Sauerstoffgehalt der Umgebung lag bei 21 %. Anschließend erfolgte die Fixierung des Gewebes und die Doku-

mentation des Sproutings. Der Maßstab entspricht 500 μm. (J) Zur Quantifizierung und Normierung des Wachstums 

wurde das Areal des Sproutings bestimmt und dieses in Relation zur Größe des im CAA verwendeten Herzgewebes 

gesetzt. n = 6-8. ** = p < 0,01. Die Fehlerbalken repräsentieren den Standardfehler. 



Ergebnisse 

38 

 

Abbildung 4: Unter Zugabe des Wachstumsfaktors PDGF-BB führt die Kultivierung unter Normoxie zu ei-

nem stärker ausgeprägten Sprouting.  

Kardiale Gewebestücke wurden für 11-13 Tage unter Normoxie (n = 7-8) und unter Hypoxie (n = 6-7) kultiviert. 

Dabei wurde 10 ng/ml PDGF-BB als Wachstumsfaktor zugesetzt. Anschließend erfolgte die Fixierung des Gewebes 

und die Dokumentation des Sproutings. Zur Quantifizierung und Normierung des Wachstums wurde das Areal des 

Sproutings bestimmt und dieses in Relation zur Größe des im CAA verwendeten Herzgewebes gesetzt. ** = p < 0,01. 

Die Fehlerbalken repräsentieren den Standardfehler.  

In der direkten Gegenüberstellung des Sproutings unter Normoxie und unter Hypoxie 

zeigte sich unter Zugabe des Wachstumsfaktors PDGF-BB bei den atrialen Gewebean-

teilen eine deutliche Tendenz zum stärkeren Wachstum unter Normoxie, während bei 

den basisnahen Ventrikelanteilen ein signifikanter Effekt festgestellt werden konnte 

(Abbildung 4). Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass maximales Sprouting 

durch die Kultivierung basisnaher Herzsegmente bei Normoxie und unter Zugabe des 

Wachstumsfaktors PDGF-BB erreicht wird. Daher erfolgte im weiteren Verlauf die Fo-

kussierung auf diese Bedingungen.  

3.1.2 Inhibierung des Wnt-Signalwegs resultiert in verringertem Sprouting  

Der Wnt-Signalweg spielt nicht nur während der Embryonalentwicklung eine wichtige 

Rolle, sondern ist zudem an der Gefäßneubildung und -stabilisierung nach Myokardin-

farkt beteiligt (Paik et al., 2015; Augustin et al., 2017; Shen et al., 2017).  

Im Folgenden sollte daher ein möglicher Einfluss des Wnt-Signalwegs auf die Angio-

genese-Kapazitiät im CAA untersucht werden. Dazu wurde einerseits der Wnt-
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Aktivator CHIR 99021 in den Konzentrationen 4 μM und 8 μM und andererseits der 

Inhibitor IWR-1 in den Konzentrationen 5 μM und 10 μM zum Nährmedium gegeben. 

Das kardiale Gewebe wurde für 13 Tage unter Normoxie und unter Zugabe des Wachs-

tumsfaktors PDGF-BB kultiviert. Zur Analyse wurde das Areal des Sproutings be-

stimmt und dieses in Relation zur Größe des im CAA verwendeten Herzgewebes ge-

setzt. Dabei stellte sich heraus, dass die Inhibierung des Wnt-Signalwegs durch 10 μM 

IWR-1 zu einer signifikanten Reduktion des Sproutings führt (Abbildung 5). Im Gegen-

satz dazu hatten weder eine niedrigere IWR-1-Konzentration, noch der Wnt-Aktivator 

CHIR 99021 einen signifikanten Effekt (Abbildung 5). Dies spricht für eine konzentra-

tionsabhängige Hemmung des Sproutings aus dem kardialen Gewebe im CAA durch 

IWR-1.  

Abbildung 5: Inhibierung des Wnt-Signalwegs durch 10 μM IWR-1 führt zu einem signifikant verringertem 

Sprouting im CAA.  

Kardiales Gewebe wurde für 13 Tage unter Normoxie und unter Zugabe von 10 ng/ml PDGF-BB kultiviert. (A) 

Dabei fungierte Gewebe ohne den Zusatz von CHIR 99021 bzw. IWR-1 als Kontrolle (n = 9). (B-C) Der Wnt-

Aktivator CHIR 99021 wurde in Konzentrationen von 4 μM (n = 9) und 8 μM (n = 6) eingesetzt. (D-E) Als Wnt-

Inhibitor diente 5 μM (n = 9) und 10 μM (n = 6) IWR-1. Der Maßstab entspricht 100 μm. (F) Nach Fixierung und 

Dokumentation erfolgte die Quantifizierung mittels ImageJ und die Normierung hinsichtlich der Größe des Herzseg-

ments. * = p < 0,05. Die Fehlerbalken repräsentieren den Standardfehler. 

3.1.3 Clodronat-Liposomen induzieren eine Veränderung der Morphologie des 

Sproutings 

Bei zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen, wie Wundheilung, Tu-

morwachstum oder Myokardinfarkt, stellt die Interaktion zwischen Angiogenese und 
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Inflammation einen zentralen Aspekt dar (Szade et al., 2015). So konnte beispielsweise 

an einem neonatalen Mausmodell der Einfluss von Makrophagen, die eine Schlüsselrol-

le in der Regulation von inflammatorischen Prozessen einnehmen, auf die Regeneration 

und Angiogenesekapazität des kardialen Gewebes nach einem Myokardinfarkt gezeigt 

werden (Aurora et al., 2014). Kürzlich erhobene Daten konnten zudem die Bedeutung 

der Immunzellen bei der Differenzierung von Gefäßwand-residenten Progenitorzellen 

hervorheben. Erfolgte zum Beispiel in vitro die Depletion der Makrophagen durch 

Clodronat-Liposomen, wurde die Differenzierung von Flk-1+CD34+Sca-1- Vorläuferzel-

len der Adventitia muriner Aorta in spontan schlagende Kardiomyozyten unterbunden 

(Mekala et al., 2018). Die Interaktion zwischen Inflammation und Angiogenese bzw. 

Differenzierung von Vorläuferzellen wird dabei durch verschiedene Zytokine und 

Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise VEGF-A, reguliert, das von Makrophagen frei-

gesetzt werden kann (Leibovich et al., 2002; Carmeliet and Jain, 2011; Kim et al., 2013; 

Mekala et al., 2018).  

Abbildung 6: Clodronat-Liposomen induzieren eine Veränderung der Morphologie des Sproutings im CAA. 

Kardiales Gewebe wurde für 13 Tage unter Normoxie und Zugabe von 10 ng/ml PDGF-BB kultiviert. (A-B) Dabei 

fungierte Gewebe ohne Zusatz von Liposomen als Kontrolle. (C-D) PBS-Liposomen wurden in der Konzentration 

100 μl/ml eingesetzt. (E-G) Zur Makrophagedepletion dienten 100 μl/ml Clodronat-Liposomen. Der Maßstab ent-

spricht 100 μm (A, C, E) bzw. 500 μm (B, D, F, G). 
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Um die Funktion der Makrophagen im CAA genauer zu untersuchen, wurden Clodro-

nat-Liposomen zur Depletion eingesetzt. Diese werden von den Makrophagen phagozy-

tiert und setzen nach Fusion der Endosomen mit den Lysosomen das Clodronat ins Zy-

toplasma frei. Aus dem Fehlen der Immunzellen und den daraus folgenden Auswirkun-

gen können Rückschlüsse auf die Bedeutung dieser bei der Angiogenese gezogen wer-

den (Buiting and Rooijen, 1994). Zu diesem Zweck erfolgte die Zugabe von 100 μl/ml 

bzw. 150 μl/ml Clodronat-Liposomen zum Nährmedium. Das kardiale Gewebe wurde 

für 13 Tage unter Normoxie und Zusatz des Wachstumsfaktors PDGF-BB kultiviert. 

Dabei war ein Effekt des Clodronats auf die Morphologie des Sproutings zu beobachten 

(Abbildung 6). Im Gegensatz zum flächigen, feinretikulären Wachstumsmuster des 

Kontrollgewebes und unter Zusatz von PBS-Liposomen, präsentierte sich dieses unter 

Kultivierung mit Clodronat-Liposomen in einzelnen rundlichen Zellen, die punktuell 

verteilt waren, keine Vernetzung untereinander und keine gerichtete Bildung von Zell-

strängen oder kapillarähnlichen Aussprossung aufwiesen (Abbildung 6). 

Abbildung 7: Die Quantität des Sproutings im CAA wird durch die Zugabe von Clodronat-Liposomen im 

Vergleich zu PBS-Liposomen nicht beeinflusst.  

Die Kultivierung der Herzstücke erfolgte für 13 Tage unter Normoxie und Zugabe von 10 ng/ml PDGF-BB.           

(A) Gewebe ohne Zusatz von Liposomen (n = 22) diente als Kontrolle. (B-C) Die PBS-Liposomen wurden in den 

Konzentrationen 100 μl/ml (n =14) und 150 μl/ml (n = 8) verwendet. (D-E) Zur Makrophagendepletion wurden 100 

μl/ml (n = 14) bzw. 150 μl/ml (n = 8) Clodronat-Liposomen eingesetzt. Der Maßstab entspricht 100 μm. (F) Zur 

Quantifizierung und Normierung des Wachstums wurde das Areal des Sproutings bestimmt und dieses in Relation 

zur Größe des im CAA verwendeten Herzgewebes gesetzt. * = p < 0,05. Die Fehlerbalken repräsentieren den Stan-

dardfehler. 

Hinsichtlich der Quantität des Sproutings konnte unabhängig von den eingesetzten 

Konzentrationen kein Unterschied zwischen PBS- und Clodronat-Liposomen festge-
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stellt werden (Abbildung 7). In höherer Dosierung zeigte sich jedoch sowohl unter Zu-

gabe von Clodronat- als auch von PBS-Liposomen im Vergleich zur Kontrolle ein signi-

fikant vermindertes Wachstum (Abbildung 7). Auch gaben nachgeschaltete immunhis-

tochemische Darstellungen der F4/80+ Makrophagen Hinweise auf einen möglichen 

hemmenden Einfluss der PBS-Liposomen auf histologischer Ebene (Daten nicht ge-

zeigt).  

3.1.4 Lenvatinib bewirkt eine Blockade des Sproutings 

Der Wachstumsfaktor VEGF-A und sein Rezeptor VEGFR-2 besitzen in der Regulation 

der Angiogenese einen bedeutenden Stellenwert. Durch die Initiierung eines komplexen 

Prozesses ist es VEGFR-2 und seinem Hauptliganden VEGF-A möglich, die Neubil-

dung von Gefäßen sowohl im Tumorkontext als auch unter physiologischen Umständen 

zu fördern (Ferrara, 2002, 2009; Carmeliet and Jain, 2011). 

Abbildung 8: Lenvatinib bewirkt eine hoch signifikante Blockade des Sproutings im CAA. 

Kardiales Gewebe wurde für 13 Tage unter Normoxie und unter Zugabe von 10 ng/ml PDGF-BB kultiviert. (A) 

Ansätze ohne weiteren Zusatz fungierten als Kontrolle. (B) Die Zugabe von 50 ng/ml VEGF-A diente als zusätzliche 

Vergleichsmöglichkeit. (C) Als Tyrosinkinaseinhibitor wurde 10 μM E7080 mit 50 ng/ml VEGF-A eingesetzt. Der 

Maßstab entspricht 100 μm. (D) Zur Quantifizierung wurde mittels ImageJ das Areal des Sproutings bestimmt und 

dieses in Relation zur Größe des im CAA verwendeten Herzgewebes gesetzt. n = 6. * = p < 0,05; *** = p < 0,005. 

Die Fehlerbalken repräsentieren den Standardfehler. 

Im Folgenden sollte daher der Einfluss von VEGF auf die Angiogenese-Kapazität im 

CAA eruiert werden. Dazu wurde der hochpotente Multi-Tyrosinkinaseinhibitor Len-
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vatinib (= E7080) eingesetzt. Dieser ist durch seine Wirkung auf unter anderem 

VEGFR1-3 in der Lage, eine Hemmung der Angiogenese und damit beispielsweise eine 

Verminderung von Tumorwachstum und -progress hervorzurufen (Matsui et al., 2008a, 

2008b; Tohyama et al., 2014; Wiegering et al., 2014). Im Zuge dessen wurde 10 μM 

Lenvatinib zusammen mit 50 ng/ml VEGF-A zum Standardmedium gegeben. Als Kon-

trollen dienten einerseits ein Ansatz ohne weiteren Zusatz von Wachstumsfaktoren und 

andererseits die Zugabe von 50 ng/ml VEGF-A. Die Kultivierungsdauer lag bei 13 Ta-

gen, bevor die Quantifizierung des Wachstums erfolgte. Unter Zugabe des Tyrosinkina-

seinhibitors Lenvatinib wurde dabei eine hoch signifikante Blockade des Sproutings im 

CAA erreicht (Abbildung 8). Damit konnte nicht nur die Hemmung der Angiogenese 

durch die Blockade des Tyrosinkinase-Rezeptor-Signalwegs im CAA bestätigt werden, 

sondern zudem konnte gezeigt werden, dass eine wesentliche Steuerung des Sproutings 

durch den Signalweg vorliegt.  

Abbildung 9: Unter Zugabe von Lenvatinib ab Tag 3 zeigt sich eine tendenziell stärker ausgeprägte Hemmung 

des Sproutings im CAA. 

Murines Herzgewebe wurde für 9 bzw. 13 Tage unter Normoxie und unter Zusatz von 10 ng/ml PDGF-BB kultiviert. 

Die Zugabe des Tyrosinkinaseinhibitors erfolgte ab Tag 3 (linke Spalte) bzw. ab Tag 7 (rechte Spalte). (A-B) Gewebe 

ohne Zusatz bzw. (C-D) mit 50 ng/ml VEGF-A dienten als Kontrolle. (E-F) Lenvatinib wurde in der Konzentration 

10 μM zusammen mit 50 ng/ml VEGF-A zum Nährmedium gegeben. Der Maßstab entspricht 100 μm. (G) Nach 

Fixierung und Dokumentation erfolgte die Quantifizierung mittels ImageJ und die Normierung hinsichtlich der Größe 

des Herzsegments. n = 4. * = p < 0,05. Die Fehlerbalken repräsentieren den Standardfehler. 

Zur detaillierteren Betrachtung der Wirkung von Lenvatinib auf die Sproutingkapazität 

im CAA wurde anschließend der Zugabebeginn der Faktoren auf zwei unterschiedliche 

Zeitpunkte festgelegt. Daraufhin folgte ein einheitlicher Behandlungszeitraum von 

sechs Tagen. Die Kultivierung erfolgte daher teils 9 und teils 13 Tage unter Normoxie 
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und Zusatz von 10 ng/ml PDGF-BB. Bei der Quantifizierung des Sproutings zeigte sich 

unter Zugabe des Tyrosinkinaseinhibitors ab Tag 3 eine tendenziell stärker ausgeprägte 

Hemmung des Wachstums, die sich im Vergleich mit Versuchsansätzen ohne Zusatz als 

signifikant herausstellte (Abbildung 9).  

3.2 Histologische Untersuchungen an kardialen Gewebeproben 

Um neben der Quantifizierung des Sproutings unter verschiedenen Kultivierungsbedin-

gungen weiterhin die Rolle der koronaren Gefäßwand-residenten Stamm- und Progeni-

torzellen bei der Angiogenese ex vivo zu untersuchen, wurden dem CAA nachgeschalte-

te histologische Methoden eingesetzt. Zur Detektion spezifischer Antigene, wie bei-

spielsweise CD34 oder CD44, dienten sowohl die Darstellung mittels Immunhistoche-

mie als auch mittels Immunfluoreszenz. 

3.2.1 Kultivierung im CAA resultiert in einer veränderten Gewebsmorphologie  

 

Abbildung 10: H.E.-Färbung - Kultivierung im CAA resultiert in einer veränderten Gewebsmorphologie. 

Kardiales Gewebe wurde frisch isoliert (A-C) bzw. 13 Tage unter Normoxie und Zugabe von 10 ng/ml PDGF-BB 

und 50 ng/ml VEGF-A kultiviert (D-F), anschließend fixiert, in Paraffin eingebettet und mit Hilfe von Hämatoxylin-

Eosin gefärbt. Nach Kultivierung zeigten sich im Vergleich zu den frisch isolierten Schnitten sowohl die randständi-

gen Kardiomyozyten als auch die Gefäßwand (schwarze Pfeile in (C) und (F)) deutlich aufgelockert. Im Bereich des 

Sproutings konnte zudem die Formation neu entstandener Gefäße beobachtet werden (schwarze Pfeilspitzen in (E)).  

* zeigt das Lumen der angeschnittenen Koronararterie. Der Maßstab entspricht 100 μm. 
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Stichprobenartig durchgeführte Hämatoxylin-Eosin-Färbungen halfen nicht nur bei der 

Auswahl geeigneter Schnitte für nachfolgende histologische Analysen, sondern gaben 

auch einen Überblick über die Struktur des Gewebes. Dabei konnte ein Effekt der Kul-

tivierung im CAA auf die Morphologie der Herzstücke beobachtet werden (Abbildung 

10). Im Gegensatz zur kompakten Struktur der frisch isolierten Schnitte (Abbildung 

10C), präsentierten sich nach Kultivierung einerseits vor allem die randständigen Kar-

diomyozyten und andererseits die Gefäßwand (Abbildung 10F, schwarze Pfeile) deut-

lich aufgelockert. Weiterhin konnte im Bereich des Sproutings in das Kollagengel die 

Formation neuer, durch Aussprossung entstandener Gefäße beobachtet werden (Abbil-

dung 10E, schwarze Pfeilspitzen). 

3.2.2 Charakterisierung Gefäßwand-residenter CD34+ Stammzellen 

Die vaskulogene Zone in der Adventitia von Blutgefäßen dient als Reservoir verschie-

denster Vorläuferzellen, darunter unter anderem CD34+ Stammzellen, welche in der 

Lage sind, sich zu ECs, glatten Muskelzellen oder Perizyten zu differenzieren (Ergün et 

al., 2011; Wörsdörfer et al., 2017). Kürzlich konnte zudem gezeigt werden, dass sich 

derartige Vorläuferzellen (CD34+Flk-1+Sca-) aus der Adventitia muriner Aorta ohne 

genetische Manipulation zu spontanschlagenden Kardiomyozyten entwickeln können 

(Mekala et al., 2018). 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten genauere Erkenntnisse über die 

Lokalisation, Aktivierung und Differenzierung dieser Stammzellen während der 

kardialen Angiogenese gewonnen und potenziell einflussnehmende Faktoren 

identifiziert werden. Dazu wurde die Expression spezifischer Antigene, wie 

beispielsweise von CD34, α-SMA oder Ki67, mittels immunhistochemischer und 

immunfluoreszenztechnischer Methoden dargestellt, um verschiedenste Zelltypen im 

Rahmen ihrer Aktivierung und Mobilisierung während der Angiogenese im CAA 

immunphänotypisch nachweisen zu können.  

3.2.2.1 Kardiales Sprouting induziert eine Aktivierung und Mobilisierung von 

              CD34+ Stammzellen  

Zunächst erfolgte in einer immunhistochemischen Einzelfärbung mittels DAB die Ge-

genüberstellung von CD34+ Zellen in frisch isoliertem und unter Normoxie und Zugabe 
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des Wachstumsfaktors PDGF-BB kultiviertem Gewebe. Bei der räumlichen Orientie-

rung half weiterhin die Darstellung der Tunica media der Gefäßwand mittels α-SMA an 

Folgeschnitten. Dabei präsentierten sich in den frisch isolierten Schnitten die CD34+ 

Zellen überwiegend in der Adventitia der Koronargefäße (Abbildung 11C, schwarze 

Pfeile), die sich von außen der Tunica media (Abbildung 11A, schwarze Pfeilspitzen) 

anlagert. Die Kultivierung im CAA unter Normoxie und PDGF-BB und das damit ein-

hergehende kardiale Sprouting induzierten dagegen eine Aktivierung und Mobilisierung 

der CD34+ Stammzellen, die sich durch eine Auswanderung dieser aus der vaskuloge-

nen Zone der Adventitia (Abbildung 11D, schwarze Pfeile) zeigte.  

Abbildung 11: Einzelfärbung α-SMA bzw. CD34 – Kardiales Sprouting im CAA induziert eine Aktivierung 

und Mobilisierung koronarer, adventitieller CD34
+ 

Stammzellen. 

Kardiales Gewebe wurde frisch isoliert (A, C) bzw. unter Normoxie und 10 ng/ml PDGF-BB kultiviert (B, D), fixiert 

und in Paraffin eingebettet. Die Detektion von α-SMA (A-B) bzw. CD34 (C-D) erfolgte durch spezifische Antikör-

per. In den frisch isolierten Schnitten präsentierten sich die CD34+ Zellen in der Adventitia (schwarze Pfeile in (C)), 

die auf die Tunica media (schwarze Pfeilspitzen in (A) und (B)) der Koronargefäße folgt. Nach Kultivierung lagen 

kaum noch CD34+ Zellen in der vaskulogenen Zone der Adventitia (schwarze Pfeile in (D)) vor. * zeigt das Lumen 

der angeschnittenen Koronararterie. Der Maßstab entspricht 100 μm.  
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Durch die Verknüpfung der DAB-Immunhistochemie und der Immunfluoreszenzme-

thode gelang weiterhin die zeitgleiche Darstellung der CD34+ Stammzellen und der α-

SMA+ glatten Gefäßmuskulatur. 

Abbildung 12: Doppelfärbung CD34/α-SMA – Kardiales Sprouting im CAA induziert eine Aktivierung und 

Mobilisierung koronarer, adventitieller CD34
+ 

Stammzellen. 

Kardiales Gewebe wurde frisch isoliert (A) bzw. unter Normoxie mit Zugabe von 50 ng/ml VEGF-A (B) oder ohne 

Zugabe eines Wachstumsfaktors kultiviert (C-D). Die immunhistochemische und immunfluoreszenztechnische Dar-

stellung von CD34 bzw. α-SMA erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Die Zellkerne wurden mit Hilfe von DAPI 

blau gefärbt. Im frisch isolierten Gewebe konnte die Lokalisation der CD34+ Stammzellen in der Adventita (weiße 

Pfeile in (A)) bestätigt werden, während nach Kultivierung eine deutlich verringerte Anzahl an CD34+ Zellen in der 

vaskulogenen Zone (weiße Pfeile in (B) und (C)) vorlag. Dieses Ergebnis konnte sowohl für größere Koronarab-

schnitte (B) als auch für Gefäße von kleinerem Durchmesser (C) reproduziert werden. Weiterhin zeigten sich α-

SMA+ Zellen im Bereich des Sproutings (weiße Pfeilspitzen in (D)). * zeigt das Lumen der angeschnittenen Koronar-

arterie. Der Maßstab entspricht 100 μm.  

Im frisch isolierten Gewebe konnte die Lokalisation der CD34+ Zellen in der vaskulo-

genen Zone der Adventitia (Abbildung 12A, weiße Pfeile) bestätigt werden, während 

nach Kultivierung unter Normoxie mit Zugabe von 50 ng/ml VEGF-A sowie ohne Zu-

gabe eines Wachstumsfaktors wiederum eine Auswanderung der Stammzellen aus ihrer 
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Nische (Abbildung 12B bzw. 12C, weiße Pfeile) festgestellt werden konnte. Dieses Er-

gebnis konnte sowohl für größere Koronarabschnitte (Abbildung 12B), als auch für Ge-

fäße von kleinerem Durchmesser (Abbildung 12C) reproduziert werden. Zudem zeigten 

sich nicht nur in der immunhistochemischen Einzelfärbung (Daten nicht gezeigt), son-

dern auch in der Darstellung mittels Immunfluoreszenz α-SMA+ Zellen im Bereich des 

Sproutings (Abbildung 12D, weiße Pfeilspitzen), was für eine Differenzierung von 

Stammzellen in glatte Muskelzellen spricht.  

Abbildung 13: Doppelfärbung Ki67/CD34 – Kardiales Sprouting im CAA führt zur Aktivierung und Mobili-

sierung, jedoch nicht unmittelbar zur Mitose von CD34
+ 

Stammzellen. 

Kardiales Gewebe wurde frisch isoliert (A-B) bzw. unter Normoxie und Zugabe von 10 ng/ml PDGF-BB kultiviert 

(C-D). Die immunhistochemische und immunfluoreszenztechnische Darstellung von Ki67 bzw. CD34 erfolgte mit-

tels spezifischer Antikörper. Die Zellkerne wurden mit Hilfe von DAPI blau gefärbt. Im Gegensatz zum kultivierten 

Gewebe (weiße Pfeile in (C)) waren in den frisch isolierten Schnitten die CD34+ Stammzellen in der vaskulogenen 

Zone der Adventitia (weiße Pfeile in (A) und (B)) zu erkennen. Diese stellten sich vereinzelt auch für den Marker 

Ki67 positiv dar (weiße Pfeilspitze in (B)). Weiterhin zeigte sich nach Kultivierung im CAA vor allem im randstän-

digen Gewebe und im Bereich des Sproutings eine größere Anzahl von Ki67+ Zellen (weiße Pfeilspitzen in (D)), 

wobei jedoch keine Zunahme von doppelt positiven Zellen zu verzeichnen war. * zeigt das Lumen der angeschnitte-

nen Koronararterie. Der Maßstab entspricht 100 μm.  
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Um die zeitgleiche Detektion von sowohl CD34+ Stammzellen als auch Ki67+ und sich 

damit in der Mitose befindlichen Zellen zu ermöglichen, und um damit die Frage nach 

doppelt positiven Zellen zu klären, erfolgte wiederum eine immunhistochemische Fär-

bung unter Verwendung von Diaminobenzidin und der Immunfluoreszenzmethode. Wie 

bereits zuvor beschrieben, war im frisch isolierten Gewebe erneut eine Ansammlung 

von CD34+ Zellen in der vaskulogenen Zone der Adventitia (Abbildung 13A und 13B, 

weiße Pfeile) zu erkennen, von denen sich vereinzelte Zellen doppelt positiv darstellten 

(Abbildung 13B, weiße Pfeilspitze). Nach Kultivierung unter Normoxie und Zusatz von 

PDGF-BB ließen sich keine CD34+ Zellen mehr in der vaskulogenen Zone eruieren 

(Abbildung 13C, weiße Pfeile). Weiterhin zeigte sich nach Kultivierung vor allem im 

randständigen Gewebe und im Bereich des Sproutings eine größere Anzahl von  Ki67+ 

Zellen (Abbildung 13D, weiße Pfeilspitzen), wobei jedoch keine Zunahme von doppelt 

positiven und sich damit in der Zellteilung befindlichen CD34+ Stammzellen zu ver-

zeichnen war.  

Zusammenfassend betrachtet konnte durch die Kultivierung des Gewebes unter 

Normoxie, unabhängig von der Zugabe der Wachstumsfaktoren PDGF-BB oder VEGF-

A, eine Aktivierung und Mobilisierung koronarer Gefäßwand-residenter CD34+ Stamm-

zellen aus der vaskulogenen Zone der Adventitia erreicht werden. Die Tatsache, dass 

nach Kultivierung im CAA kaum CD34+ Zellen, weder innerhalb des kardialen Gewe-

bes noch im Kollagengel, vorlagen, ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass die Ex-

pression des Oberflächenmarkers CD34 nach Mobilisierung der Stamm- und Progeni-

torzellen aus ihrer Nische unter die Nachweisgrenze reguliert wird. Die Kultivierung 

unter hypoxischen Bedingungen führte im Gegensatz zur Kultivierung unter Normoxie 

zu einer deutlich verminderten Auswanderung der Zellen (Daten nicht gezeigt).  

3.2.2.2 In frisch isoliertem Gewebe besteht eine Ko-Lokalisation von CD34 und 

             Flk-1 

VEGF-A und sein Rezeptor VEGFR-2 (= Flk-1 bei der Maus und KDR beim Men-

schen) nehmen, wie bereits beschrieben, nicht nur eine zentrale Rolle in der Regulation 

der Angiogenese ein, sondern weiterhin führt der Einsatz des Tyrosinkinaseinhibitors 

Lenvatinib, der unter anderem auf VEGFR-1, -2 und -3 wirkt, zu einer vollständigen 

Blockade des Sproutings.  
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Um daher die Lokalisation von Flk-1 darzustellen und eine mögliche Ko-Lokalisation 

mit CD34 aufzuzeigen, erfolgte an frisch isoliertem, kardialem Gewebe der Maus eine 

immunfluoreszenztechnische Doppelfärbung der beiden Antigene. Dabei wies ein Teil 

der CD34+ Stammzellen der Adventitia auch das Flk-1-Antigen auf der Zelloberfläche 

auf (Abbildung 14A und 14B, weiße Pfeile), was für eine Ko-Lokalisation von CD34 

und Flk-1 spricht. 

 

Abbildung 14: Doppelfärbung CD34/Flk-1 – In frisch isoliertem Gewebe besteht eine Ko-Lokalisation von 

CD34 und Flk-1. 

Anhand frisch isolierter Gewebe erfolgte die immunfluoreszenztechnische Darstellung von CD34 und Flk-1 mittels 

spezifischer Antikörper (A-B). Die Zellkerne wurden mit Hilfe von DAPI blau gefärbt. Dabei zeigte sich bei einigen 

Zellen der Adventitia der Koronargefäße eine Ko-Lokalisation von CD34 und Flk-1 (weiße Pfeile in (A) und (B)). * 

zeigt das Lumen der angeschnittenen Koronararterie. Der Maßstab entspricht 100 μm.  

3.2.2.3 Lenvatinib reduziert die Aktivierung und Mobilisierung von CD34+  

              Stammzellen 

Aufgrund der hemmenden Wirkung von Lenvatinib auf das kardiale Sprouting und der 

bestehenden Ko-Lokalisation von CD34 und Flk-1 (= VEGFR-2), sollte im Folgenden 

ein möglicher Einfluss des Tyrosinkinaseinhibitors Lenvatinib auf die CD34+ Stamm-

zellen untersucht werden. Dies gelang mittels immunhistochemischer Einzelfärbungen 

an frisch isoliertem sowie im CAA kultivierten Herzgewebe der Maus.  

Im frisch isolierten kardialen Gewebe der Maus waren erneut CD34+ Zellen in der vas-

kulogenen Zone der Adventitia von Koronargefäßen zu beobachten (Abbildung 15A, 

schwarze Pfeile), während es nach Kultivierung im CAA ohne Zusatz von VEGF-A 

bzw. mit Zugabe von 50 ng/ml VEGF-A zu einer deutlichen Abnahme der CD34+ Zel-

len in dieser Zone kam (Abbildungen 15B und 15C, schwarze Pfeile). Die zeitgleiche 
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Zugabe von 50 ng/ml VEGF-A und 10 μM Lenvatinib resultierte, im Vergleich zum 

reinen Zusatz von VEGF-A, in einer reduzierten Aktivierung und Mobilisierung der 

CD34+ Stammzellen, was sich durch den Nachweis einer größeren Anzahl von CD34+ 

Zellen in der koronaren Adventitia erkennen ließ (Abbildung 15D, schwarze Pfeile). 

 

Abbildung 15: Einzelfärbung CD34 – Lenvatinib reduziert die Aktivierung und Mobilisierung von CD34+ 

Stammzellen im CAA. 

Kardiales Gewebe wurde frisch isoliert (A), ohne Zusatz eines weiteren Wachstumsfaktors (B), mit 50 ng/ml VEGF-

A (C) bzw. mit 50 ng/ml VEGF-A und 10 μM Lenvatinib (D) unter Normoxie und mit genereller Zugabe von 10 

ng/ml PDGF-BB kultiviert. Die immunhistochemische Darstellung von CD34 erfolgte mittels spezifischer Antikör-

per. Im frisch isolierten Gewebe war eine Ansammlung von CD34+ Zellen in der vaskulogenen Zone der Adventitia 

(schwarze Pfeile in (A)) zu erkennen, die nach Kultivierung unter Normoxie deutlich abnahm (schwarze Pfeile in (B) 

und (C)). Der Zusatz des Tyrosinkinaseinhibitors Lenvatinib resultierte im Vergleich zu Versuchsansätzen, die nur 

VEGF-A enthielten, in einer reduzierten Aktivierung und Mobilisierung von CD34+ Stammzellen (schwarze Pfeile in 

(D)). * zeigt das Lumen der angeschnittenen Koronararterie. Der Maßstab entspricht 100 μm. (E) Nach immunhisto-

chemischer Färbung erfolgte die Quantifizierung der Zellzahl mittels ImageJ und die Normierung hinsichtlich der 

Größe des Herzsegments. n=1. 

3.2.3 Gefäßwand-residente CD44+ Stammzellen im CAA 

Eine weitere Gefäßwand-residente multipotente Stammzellpopulation wird von den 

CD44+ Zellen dargestellt, die neben einer möglichen Differenzierung zu  Adipo-, 

Chondro- oder Osteozyten, auch in der Lage sind, sich zu Perizyten oder glatten 

Muskelzellen zu entwickeln (Ergün et al., 2011; Klein et al., 2011; Wörsdörfer et al., 

2017). Analog zu den CD34+ Stammzellen sollten im Folgenden sowohl Lokalisation 

und Charakteristika der CD44+ Stammzellen unter ruhenden Bedingungen als auch 

deren Bedeutung bei der Angiogenese im CAA untersucht werden. Dazu kamen erneut 
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immunhistochemische und immunfluoreszenztechnische Darstellungsmethoden 

spezifischer Antigene zum Einsatz.  

3.2.3.1 Kardiales Sprouting erhöht den Anteil proliferativer CD44+ Zellen im CAA 

Mittels Kombination der DAB-Immunhistochemie und der Immfluoreszenzmethode 

gelang die zeitgleiche Darstellung von sowohl sich in der Mitose befindlichen und da-

mit Ki67+ Zellen als auch von CD44+ Stammzellen. 

Abbildung 16: Doppelfärbung Ki67/CD44 – Kardiales Sprouting im CAA erhöht den Anteil proliferativer 

CD44+ Zellen. 

Kardiales Gewebe wurde frisch isoliert (A) bzw. unter Normoxie und Zugabe von 10 ng/ml PDGF-BB kultiviert (B). 

Die immunhistochemische und immunfluoreszenztechnische Darstellung von Ki67 bzw. CD34 erfolgte mittels spezi-

fischer Antikörper. Die Zellkerne wurden mit Hilfe von DAPI blau gefärbt. Im frisch isolierten Gewebe lagen verein-

zelt mitotisch aktive Zellen vor (weiße Pfeilspitzen in (A)), wohingegen sich die CD44+ Stammzellen vor allem in 

der vaskulogenen Zone der Adventitia (weiße Pfeile in (A)) konzentrierten. Nach Kultivierung präsentierte sich ein 

deutlich erhöhter Anteil proliferativer CD44+ Zellen (weiße Pfeilspitzen in (B)). * zeigt das Lumen der angeschnitte-

nen Koronararterie. Der Maßstab entspricht 100 μm. 

Dabei waren im frisch isolierten Gewebe vereinzelt mitotisch aktive Zellen sichtbar 

(Abbildung 16A, weiße Pfeilspitzen). Von den CD44+ Zellen, die hauptsächlich in der 

Adventitia der Koronargefäße nachzuweisen waren (Abbildung 16A, weiße Pfeile), 

zeigte sich im frisch isolierten Gewebe jedoch nur ein geringer Anteil zugleich für den 

Proliferationsmarker Ki67 positiv. Nach Kultivierung von Herzgewebe unter Normoxie 

im Rahmen des CAAs fand sich vor allem im Randbereich des kardialen Gewebes eine 

deutlich erhöhte Anzahl von Ki67+ Zellen, die sich fast ohne Ausnahme zugleich positiv 

für den Marker CD44+ präsentierten (Abbildung 16B, weiße Pfeilspitzen). Diese Befun-

de deuten auf eine stark erhöhte Proliferationsaktivität der CD44+ Zellen im Rahmen 

der Kultivierung im CAA hin und bieten zugleich eine Erklärung dafür, dass nach Kul-



Ergebnisse 

53 

 

tivierung eine deutlich stärkere Immunfärbung des Markers CD44 sowohl im Herzge-

webe selbst als auch unter den Zellen, die ins Kollagengel ausgesprossen waren, festge-

stellt werden konnte. Dies spricht für eine begünstigende Wirkung des kardialen Sprou-

tings auf den Anteil proliferativer CD44+ Zellen. Dahingegen waren mitotisch aktive 

Kardiomyozyten weder vor noch nach Kultivierung zu erkennen (Abbildung 16). 

3.2.3.2 Lenvatinib verringert die Anzahl und die Migration von CD44+ Zellen im   

 CAA 

Um neben der Wirkung von Lenvatinib auf das kardiale Sprouting im CAA und auf die 

CD34+ Stammzellen im Folgenden einen möglichen Einfluss des Tyrosinkinaseinhi-

bitors auf die Population der CD44+ Zellen zu identifizieren, kamen erneut immunhisto-

chemische Färbemethoden zum Einsatz.  

Abbildung 17: Einzelfärbung CD44 – Lenvatinib verringert die Anzahl und die Migration von CD44
+ 

Zellen 

im CAA. 

Kardiales Gewebe wurde frisch isoliert (A), ohne Zusatz eines weiteren Wachstumsfaktors (B), mit 50 ng/ml VEGF-

A (C) bzw. mit 50 ng/ml VEGF-A und 10 μM Lenvatinib (D) unter Normoxie und mit genereller Zugabe von 10 

ng/ml PDGF-BB kultiviert. Die immunhistochemische Darstellung von CD44 erfolgte mittels spezifischer Antikör-

per. Im frisch isolierten Gewebe lagen vereinzelt CD44+ Stammzellen vor (schwarze Pfeile in (A)), während die 

Kultivierung unter Normoxie in einer deutlich erhöhten Anzahl der CD44+ Zellen resultierte (schwarze Pfeile in (B) 

und (C)). Der Tyrosinkinaseinhibitor Lenvatinib verringerte dahingegen die Anzahl und die Migration von CD44+ 

Zellen, was sich in einer Akkumulation dieser in der vaskulogenen Zone verdeutlichte (schwarze Pfeile in (D)). * 

zeigt das Lumen der angeschnittenen Koronararterie. Der Maßstab entspricht 100 μm. (E) Nach immunhistochemi-

scher Färbung erfolgte die Quantifizierung der Zellzahl mittels ImageJ und die Normierung hinsichtlich der Größe 

des Herzsegments. n=1. 

Wie bereits beschrieben, zeigten sich im frisch isolierten Gewebe vereinzelt CD44+ 

Stammzellen in der vaskulogenen Zone der Adventita (Abbildung 17A, schwarze Pfei-
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le). Kultivierung unter Normoxie führte, unabhängig von der Zugabe des Wachstums-

faktors VEGF-A, zu einer erheblichen Zunahme der Zellzahl sowohl im Randbereich 

des kardialen Gewebes als auch im Bereich des Sproutings in das Kollagengel (Abbil-

dung 17B und 17C, schwarze Pfeile). Dahingegen kam es durch die Zugabe von Len-

vatinib zu einer deutlich verminderten Anzahl und Migration der CD44+ Stammzellen, 

was sich in einer Akkumulation der CD44+ Zellen in der vaskulogenen Zone der Adven-

titia verdeutlichte (Abbildung 17D, schwarze Pfeile). 

3.2.4 Charakterisierung von F4/80+ Zellen 

Einen zugrundeliegenden Aspekt der Gefäßneubildung im postnatalen Organismus stellt 

die Interaktion zwischen Angiogenese und Inflammation dar. Die kaskadenartige 

Freisetzung verschiedener proangiogener Zytokine und Wachstumsfaktoren, wie 

VEGF-A oder Il-1, durch F4/80+ Makrophagen, resultiert unter anderem in einer 

Endothelproliferation und -migration (Kim et al., 2013; Szade et al., 2015). Dadurch 

nehmen die Immunzellen eine zentrale Rolle bei zahlreichen physiologischen und 

pathologischen Prozessen, wie Wundheilung oder Tumorwachstum, ein. Zur 

Untersuchung und dahingehenden Identifizierung der Makrophagen erfolgte die 

Darstellung des F4/80-Antigens mittels immunhistochemischen Färbungen sowohl an 

frisch isoliertem als auch an kultiviertem Herzgewebe der Maus.  

3.2.4.1 Lenvatinib bewirkt eine Blockade von F4/80+ Zellen im CAA 

Um das Verhalten der Makrophagen im CAA nicht nur bei Zugabe von PDGF-BB zu 

beobachten, sondern um weiterhin Hinweise auf die Beeinflussung der Zellen durch 

Lenvatinib zu erhalten, wurde unter anderem mit dem Tyrosinkinaseinhibitor behandel-

tes murines Herzgewebe vor und nach Kultivierung im CAA zur immunhistochemi-

schen Darstellung verwendet. 

Dabei lagen im frisch isolierten Gewebe nur vereinzelt F4/80+ Zellen vor, während sich 

nach Kultivierung unter Normoxie, insbesondere im Randbereich und im Bereich des 

Sproutings innerhalb des Kollagengels, eine deutlich erhöhte Anzahl der F4/80+ Zellen 

zeigte (Abbildung 18B, schwarze Pfeile). Dieses Bild präsentierte sich unabhängig von 

der externen Zugabe des Wachstumsfaktors VEGF-A (Abbildung 18C, schwarze Pfei-
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le). Der Einsatz des Tyrosinkinaseinhibitors Lenvatinib resultierte dahingegen in einer 

fast vollständigen Blockade von F4/80+ Zellen im CAA (Abbildung 18D).  

Abbildung 18: Einzelfärbung F4/80 – Lenvatinib bewirkt eine Blockade von F4/80+ Zellen im CAA.  

Kardiales Gewebe wurde frisch isoliert (A), ohne Zusatz eines weiteren Wachstumsfaktors (B), mit 50 ng/ml VEGF-

A (C) bzw. mit 50 ng/ml VEGF-A und 10 μM Lenvatinib (D) unter Normoxie und mit genereller Zugabe von 10 

ng/ml PDGF-BB kultiviert. Die immunhistochemische Darstellung von F4/80 erfolgte mittels spezifischer Antikör-

per. Im frisch isolierten Gewebe zeigten sich kaum F4/80+ Zellen (A), während es nach Kultivierung im CAA zu 

einer deutlichen Zunahme der Anzahl von F4/80+ Zellen kam (schwarze Pfeile in (B) und (C)). Der Einsatz von 

Lenvatinib resultierte dahingegen in einer fast vollständigen Blockade der F4/80+Zellen (D). * zeigt das Lumen der 

angeschnittenen Koronararterien. Der Maßstab entspricht 100 μm.  
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4. Diskussion 

4.1 Einfluss unterschiedlicher Kultivierungsbedingungen auf die Angiogenese- 

       Kapazität im CAA 

Die Angiogenese wird von zahlreichen Kriterien, wie beispielsweise dem Sauerstoff-

gehalt der Umgebung oder dem Vorhandensein von Wachstumsfaktoren wie VEGF-A, 

beeinflusst (Carmeliet und Jain, 2011; Szade et al., 2015). Dabei führte im CAA die 

Kultivierung unter Normoxie verglichen mit hypoxischen Zuständen im Mittel zu grö-

ßeren Wachstumsraten (Abbildungen 2 und 3). Zusätzlich variierte die Angiogenese-

Kapazität in dem ex vivo Ansatz abhängig von dem Herzareal, aus dem das untersuchte 

Gewebe stammte. So wurde unter Normoxie maximales Sprouting durch die Kultivie-

rung basisnaher Herzsegmente, insbesondere bei zeitgleicher Zugabe von PDGF-BB, 

erreicht (Abbildung 3). Dahingegen zeigte Gewebe aus dem Apex des Herzens konstant 

ein eher gering ausgeprägtes Wachstum (Abbildungen 2 und 3). 

Während im ex vivo Sprouting Assay die Kultivierung unter Normoxie ein besseres Er-

gebnis erzielte, ist in der Literatur die Hypoxie als ein die Angiogenese fördernder Zu-

stand angesehen. Die Stabilisierung des HIFs bewirkt dabei die vermehrte Bildung pro-

angiogener Faktoren, wie VEGF-A oder PDGF-BB (Kaidi et al., 2006; Szade et al., 

2015). Auch in vivo Versuche an transgenen Mäusen, in denen die Expression des HIF 

unabhängig vom Sauerstoffgehalt der Umgebung hochreguliert wurde, resultierten in 

einer gesteigerten Angiogenese (Walton et al., 2013). Eine Erklärung für die scheinbare 

Diskrepanz zwischen diesen Ergebnissen könnte im Vergleich von ex vivo mit in vitro 

bzw. in vivo Daten liegen. So könnte die Wirkung des HIFs durch die Kultivierung im 

CAA herabgesetzt werden. Darüber hinaus ist ein Einfluss des methodischen Aufbaus 

prinzipiell nicht auszuschließen. Beispielsweise könnte ein zu groß gewählter Durch-

messer des kultivierten Gewebes bereits unter Normoxie zu einer schlechteren Versor-

gung des Gewebes mit Sauerstoff geführt haben. Dies könnte über die Hochregulierung 

des HIFs das gesteigerte Sprouting teilweise erklären. Zusätzlich könnten dreidimensio-

nale Aufnahmen des Gewebes und des Sproutings helfen, die Abweichungen, die durch 

die Übertragung einer Struktur auf ein zweidimensionales Bild entstehen, zu umgehen. 

Auf diese Weise könnte die Angiogenese-Kapazität im CAA noch genauer erfasst wer-

den.  
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Neben der Sauerstoffkonzentration der Umgebung wirkte sich jedoch auch der Ur-

sprung des kardialen Gewebes aus Atrien, basis- oder apexnahen Ventrikelanteilen auf 

die Quantität des Sproutings aus. Die Tatsache, dass beim Wachstum unter Normoxie 

die kardialen Gewebestücke aus den Atrien und basisnahen Ventrikelabschnitten eine 

größere Angiogenese- bzw. Sprouting-Kapazität aufwiesen, könnte auf die Rolle der 

koronaren Gefäßwand-residenten Stammzellen beim Sprouting im CAA hinweisen. 

Durch die an der Herzbasis vorliegenden stammnahen und damit mit einem größeren 

Einzeldurchmesser versehenen Koronargefäßabschnitte ist eine größere Koronargefäß-

adventitia und damit auch eine größere adventitielle Nische für eine lokal höhere An-

zahl an Stamm- und Progenitorzellen anzunehmen. Diese sind in der Lage, sich zu ECs, 

SMCs und einer Vielzahl weiterer Zellen zu differenzieren und sich damit an der Neu-

bildung von Gefäßen zu beteiligen (Passman et al., 2008; Ergün et al., 2011; Klein et 

al., 2011; Fang et al., 2012; Wörsdörfer et al., 2017). Diese Hypothese deckt sich zudem 

mit der Beobachtung, dass die Angiogenese-Kapazität des Gewebes aus dem Apex des 

Herzens unabhängig von der Sauerstoffkonzentration oder der Zugabe von Wachstums-

faktoren nur gering ausgeprägt war (Abbildungen 2 und 3). Die im Einzeldurchmesser 

kleineren Koronargefäße könnten dabei bezogen auf das verwendete kardiale Gewebe-

stück eine geringere Menge an Gefäßwand-residenten Vorläuferzellen bedingen, was 

sich wiederum auf das Wachstum im CAA auswirken würde. Da der Einfluss unter-

schiedlicher Herzareale auf die Angiogenese-Kapazität bisher jedoch nicht untersucht 

wurde, sind die vorliegenden Daten die ersten, die einen Effekt auf das Sprouting des 

Herzgewebes im ex vivo Ansatz nahelegen. Somit sind weitere Untersuchungen erfor-

derlich, um diese Ergebnisse zu verifizieren und ihre Bedeutung bei kardialen Regene-

rations- und Heilungsprozessen, einschließlich der Fibrose und Narbenbildung nach 

einem Myokardinfarkt, umfassend klären und interpretieren zu können. 

4.2 Auswirkungen der Kultivierung im CAA auf histologischer Ebene 

Durch die sich an die Kultivierung anschließenden histologischen Untersuchungen 

konnten sowohl Veränderungen in der Gewebsmorphologie als auch Modifikationen in 

dem Vorkommen und der Verteilung der einzelnen Zellarten festgestellt werden. Wäh-

rend das kardiale Gewebe im frisch isolierten Zustand eine kompakte Struktur aufwies, 

resultierte die Kultivierung im CAA in einer deutlichen Auflockerung des randständigen 
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Gewebes sowie der Gefäßwand (Abbildung 10). Eine Erklärung für diese morphologi-

schen Veränderungen könnte im Prozess der Angiogenese zu finden sein. Unter dem 

Einfluss einiger proangiogener Faktoren kommt es dabei zum Abbau der Basallamina 

sowie zur Loslösung der Perizyten von der Kapillarwand und infolgedessen zur Auflo-

ckerung des endothelialen Zellverbandes, zum Beispiel durch Verlust der inter-

endothelialen Zell-Zell-Kontakte (Patel-Hett and DAmore, 2011; Neve et al., 2014). Um 

die für die Neubildung von Gefäßen wichtige Migration der ECs zu ermöglichen, wer-

den zudem Matrix-Metalloproteinasen und weitere proteolytische Enzyme freigesetzt, 

die den Abbau der extrazellulären Matrix zur Folge haben (Risau, 1997; Sanberg et al., 

2009). Diese dient jedoch nicht nur der mechanischen Verankerung der Endothelzellen 

in ihrer Umgebung, sondern ist auch an der Regulation der Proliferation, der Migration, 

der Differenzierung und des Überlebens dieser Zellen beteiligt (Hynes, 2009). Es ist 

also durchaus vorstellbar, dass insbesondere der Verlust der Extrazellulärmatrix und die 

im Rahmen der Angiogenese ablaufenden Prozesse ex vivo zum Zelluntergang und zur 

mikroskopisch sichtbaren Auflockerung des Gewebes führen.  

Auf histologischer Ebene konnte darüber hinaus durch die Darstellung des Oberflä-

chenantigens CD34 eine Aktivierung und Mobilisierung von CD34+ Stammzellen wäh-

rend der Kultivierung im CAA beobachtet werden. Im frisch isolierten Gewebe fanden 

sich diese Zellen überwiegend in der Adventitia der Koronargefäße, die sich von außen 

der α-SMA+ Tunica media anlagert (Abbildungen 11C und 12A). Dieses Ergebnis deckt 

sich mit der in der Literatur beschriebenen Lokalisation der Stamm- und Progenitorzel-

len in der an der Grenze zur Media vorliegenden vaskulogenen Zone (Zengin et al., 

2006; Ergün et al., 2011). Untersuchungen an humaner Aorta zeigten zudem einen re-

duzierten Anteil von CD34+ Zellen nach Kultivierung (Pasquinelli et al., 2007). Damit 

in Einklang steht die in dieser Arbeit beschriebene Beobachtung, dass die Kultivierung 

im CAA unter Normoxie in einer verminderten Anzahl von CD34+ Zellen in der Adven-

titia resultiert (Abbildungen 11D, 12B und 12C). Die Ursache dafür könnte in der Akti-

vierung und Mobilisierung der Vorläuferzellen aus ihrer Nische sowie in der Differen-

zierung der Stammzellen zu finden sein. Im Laufe der Entwicklung zu anderen Zellen 

könnte die Expression des Stammzellmarkers herunterreguliert werden, was den gerin-

geren Anteil an CD34+ Zellen erklären würde. Im Gegensatz dazu fand sich unter hypo-

xischen Bedingungen eine deutlich verminderte Auswanderung der CD34+ Vorläufer-
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zellen aus der vaskulogenen Zone der Adventitia (Daten nicht gezeigt). Diese Erkennt-

nis korreliert mit der im Vergleich zum Wachstum unter Normoxie geringeren Angio-

genese-Kapazität, was wiederum die zuvor diskutierte Beeinflussung der Ergebnisse 

durch zweidimensionale Bildaufnahmen unwahrscheinlich erscheinen lässt. Weiterhin 

war durch die Verknüpfung von Immunhistochemie mittels DAB und Immunfluores-

zenz die zeitgleiche Darstellung der Oberflächenantigene CD34 und Ki67 möglich, wo-

bei jedoch keine Zunahme der doppelt positiven und sich damit in der Zellteilung be-

findlichen CD34+ Zellen nach Kultivierung im CAA zu beobachten war (Abbildungen 

13C und 13D). Auch dieser Befund könnte dadurch bedingt sein, dass aktivierte CD34+ 

Zellen, die sich ursprünglich in der vaskulogenen Zone der Adventitia aufhielten, 

proliferieren, zugleich die Expression des Antigens CD34 jedoch herunterregulieren und 

somit unter den Ki67+ Zellen nicht mehr nachweisbar sind. Zusammengefasst betrachtet 

legt dies die Schlussfolgerung nahe, dass die Kultivierung des Herzgewebes im CAA 

mit einer deutlichen Verringerung der CD34+ Zellen in der koronaren Adventitia ein-

hergeht, die durch die Aktivierung und Mobilisierung dieser Zellen aus der vaskulären 

Stammzellnische bedingt ist. Durch die verminderte Expression des Oberflächenmar-

kers CD34 im Laufe der Entwicklung konnten die Proliferation und die Differenzie-

rungswege dieser Zellen im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht genau nachvollzogen 

werden. Das Schicksal der CD34+ adventitiellen Stammzellen in myokardialen Prozes-

sen nachzuvollziehen ist erschwert und vermutlich nur unter Einsatz entsprechender 

Reporter-Mausmodelle möglich.  

Im Gegensatz zu den CD34+ Zellen erhöhte sich nach Kultivierung im CAA der Anteil 

der Ki67+ Zellen. Insbesondere im randständigen Gewebe und im Bereich des Sprou-

tings in das Kollagengel waren vermehrt mitotisch aktive Zellen sichtbar (Abbildung 

13D). Das Eintreten der aus den Stammzellen durch Differenzierung neu entstandenen 

Zellen in die Mitose stellt eine denkbare Erklärung für die Zunahme dar. So könnte es 

sich bei den Ki67+ Zellen, die im Bereich des Sproutings auftraten, unter anderem um 

ECs handeln, insbesondere um die sich an der Basis der Aussprossungen befindlichen 

stalk cells. Diese Hypothese deckt sich mit Untersuchungen am Aortic Ring Assay, bei 

dem es ausgehend von der Aorta zum Auswachsen von Gefäßen kommt. Dabei be-

schränkte sich die endotheliale Proliferation auf die stalk cells, während mitotisch aktive 

tip cells an der Spitze der Aussprossungen fehlten (Gerhardt et al., 2003). Neben Ki67+ 
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Zellen waren im Bereich des Sproutings zudem α-SMA+ Zellen abzugrenzen (Abbil-

dung 12D). Betrachtet man die Tatsache, dass sich eine Reihe von Gefäßwand-

residenten Stamm- und Progenitorzellen zu SMCs entwickeln können, spricht dies für 

eine Differenzierung von Vorläuferzellen in SMCs im Rahmen der Kultivierung im 

CAA (Ergün et al., 2011; Wörsdörfer et al., 2017). 

Neben den CD34+ Zellen existiert in der vaskulogenen Zone der Adventitia noch eine 

Vielzahl weiterer Stamm- und Progenitorzellen (Ergün et al., 2011; Psaltis und Simari, 

2015; Wörsdörfer et al., 2017). Im Mittelpunkt der vorliegenden histologischen Unter-

suchungen standen dabei die CD44+ Stammzellen, die sich, analog zu der in der Litera-

tur beschriebenen Lokalisation, in der vaskulogenen Zone des frisch isolierten Gewebes 

präsentierten (Abbildung 16A). Versuche am Ringassay zeigten zudem eine Migration 

von CD44+ Zellen aus der Adventitia humaner Arteriae thoracicae internae (Klein et 

al., 2011). Dieses Ergebnis korreliert mit der in dieser Arbeit dargestellten Beobach-

tung, dass sich nach Kultivierung im CAA der Anteil von CD44+ Zellen vor allem im 

Randbereich des kardialen Gewebes deutlich erhöhte (Abbildung 16B). Weiterhin nahm 

auch die Zahl der Ki67+ Zellen, die im frisch isolierten Gewebe nur vereinzelt vorlagen, 

nach Kultivierung im CAA zu (Abbildung 16). In der gemeinsamen Darstellung der 

Oberflächenmarker CD44 und Ki67 konnten zudem doppelt positive und damit mito-

tisch aktive CD44+ Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 16B). In dieser Arbeit ge-

lang es somit, die Migration und Proliferation koronarer Gefäßwand-residenter CD44+ 

Stammzellen im Rahmen der Kultivierung im CAA zu verdeutlichen. Im Gegensatz 

dazu wurden weder im frisch isolierten Gewebe noch nach der Kultivierung Ki67+ Kar-

diomyozyten nachgewiesen (Abbildung 16). Dies entspricht der in der Literatur be-

schriebenen sehr begrenzten bzw. kaum vorhandenen Regenerationsfähigkeit der reifen 

Kardiomyozyten (Efe et al., 2011). 

4.3 Bedeutung des Wnt-Signalwegs für die Angiogenese im CAA 

Der Wnt-Signalweg stellt einen bedeutenden Faktor in der Regulation der Stammzellbi-

ologie und der Angiogenese dar. Beispielsweise wiesen in vitro Untersuchungen an 

embryonalen Stammzellen auf einen Einfluss des klassischen Wnt-Signalwegs bei der 

Differenzierung von Endothelzellen hin (Wang et al., 2006). Darüber hinaus wird ange-

nommen, dass die durch den Wnt-Signalweg vermittelte erhöhte Expression des Pro-
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teins Cyclin D1, welches als Regulator im Zellzyklus dient, die Proliferation von En-

dothelzellen begünstigt (Shtutman et al., 1999; Phng and Gerhardt, 2009; Reis and 

Liebner, 2013). Analog dazu resultierte die Aktivierung der Wnt-Signalkaskade bei aus 

der Umbilikalvene isolierten, humanen Endothelzellen nicht nur in einer gesteigerten 

Proliferationsrate, sondern förderte bei der Kultivierung auf Matrigel zudem die For-

mierung eines den Kapillarstrukturen ähnlichen Netzwerks (Masckauchán et al., 2005). 

Dies deckt sich mit der in dieser Arbeit dargestellten Beeinflussung des Sproutings im 

CAA durch Inhibierung des Wnt-Signalwegs. Dabei hatte die Zugabe des Inhibitors 

IWR-1 in einer Konzentration von 10 μM eine signifikante Hemmung des Sproutings 

im CAA zur Folge (Abbildung 5), was den Schluss nahelegt, dass der Wnt-Signalweg 

eine entscheidende Rolle in der Regulation der Angiogenese einnimmt. Der Zusatz des 

Wnt-Aktivators ChiR 99021 führte jedoch tendenziell ebenso zu einer geringeren Angi-

ogenese-Kapazität im CAA (Abbildung 5). Während ein Einfluss des mit DMSO verse-

henen Lösungsmittels nicht sicher ausgeschlossen werden kann, ist darüber hinaus vor-

stellbar, dass eine zu ausgeprägte Wnt-Signalwirkung einen hemmenden Effekt auf die 

Angiogenese ausübt. Diese Hypothese korreliert mit der in der Literatur beschriebenen 

Aktivierung des Notch-Signalwegs durch eine anhaltende Einflussnahme der Wnt-

Signalkaskade (Corada et al., 2010; Reis et al., 2012). In vitro Versuche zeigten im Zu-

ge dessen eine verminderte Expression des für die Migration und Proliferation von ECs 

bedeutenden Rezeptors VEGFR-2 sowie eine Hochregulation von VEGFR-1, der freies 

VEGF-A bindet und so die Aktivierung von VEGFR-2 zusätzlich herabsetzt (Carmeliet 

and Jain, 2011; Reis et al., 2012). Basierend auf diesen Ergebnissen lässt sich mutma-

ßen, dass eine in engen Grenzen gehaltene Regulation des Wnt-Signalwegs einen wich-

tigen Faktor für das angiogenetische Sprouting des kardialen Gewebes im Rahmen der 

Kultivierung im CAA darstellt.  

4.4 Einfluss der Clodronat-vermittelten Depletion der Makrophagen auf die  

Angiogenese ex vivo 

Die im postnatalen Organismus vorkommende Gefäßneubildung geht in der Regel mit 

einer inflammatorischen Reaktion einher, die wiederum durch die Einwanderung von 

Immunzellen, wie beispielsweise Makrophagen, gekennzeichnet ist (Szade et al., 2015). 

Die proangiogene Wirkung der Zellen wird dabei in unterschiedlichen Phasen der An-
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giogenese deutlich. Während zunächst die Auflösung der Extrazellulärmatrix, die die 

Migration von ECs erleichtert, im Vordergrund steht, werden anschließend proangioge-

ne Faktoren wie VEGF-A freigesetzt (Sanberg et al., 2009). Im CAA resultierte die 

Depletion der Makrophagen, die mittels der Applikation von Clodronat erreicht wurde, 

in einer veränderten Morphologie des kardialen Sproutings. Dabei präsentierte sich das 

Wachstumsmuster im Vergleich zu den Kontrollen, die Versuchsansätze ohne Zusatz 

bzw. mit Zugabe von PBS-Liposomen beinhalteten, weniger flächig und eher punktuell 

verteilt (Abbildung 6). Dies deckt sich mit in der Literatur beschriebenen Versuchen 

anhand eines in vitro Angiogenese Assays unter Verwendung von Aortenringen, bei 

dem es zur Formierung eines den Kapillarstrukturen ähnlichen Netzwerks kommt. Da-

bei bewirkte der Zusatz von Clodronat nicht nur die Blockierung des endothelialen 

Netzwerks, sondern die Veränderung der Morphologie zugunsten von nur kurzkettig 

zusammenhängenden ECs (Friis et al., 2013). Hinsichtlich der Quantität des Sproutings 

ergab sich im CAA im Vergleich zur Behandlung mit PBS-Liposomen kein Unter-

schied, wobei sich in höheren Dosierungen ein signifikant vermindertes Wachstum 

zeigte (Abbildung 7). Aufgrund der Rolle der Makrophagen in der Regulation der An-

giogenese hätte die mittels Clodronat durchgeführte Depletion dieser Zellen die Angio-

genese-Kapazität im CAA beeinflussen können. Hieraus resultierend hätte man eine 

Verminderung des Sproutings erwarten können. Da dieser Effekt in höheren Dosierun-

gen jedoch sowohl unter Zugabe von Clodronat-Liposomen als auch PBS-Liposomen 

zu erkennen war und nachgeschaltete histologische Untersuchungen Hinweise auf einen 

möglichen hemmenden Einfluss der PBS-Liposomen auf die Makropagen gab (Daten 

nicht gezeigt), ist eine toxische Wirkung nicht sicher auszuschließen. Weitere Untersu-

chungen sind jedoch notwendig, um diese Hypothese zu bestätigen und um die Ergeb-

nisse umfassend interpretieren zu können.   

4.5 Auswirkungen von Lenvatinib auf die Angiogenese-Kapazität im CAA und auf  

      histologischer Ebene 

Der Wachstumsfaktor VEGF-A nimmt über seine Wirkungen an den Rezeptortyrosin-

kinasen VEGFR-1 und VEGFR-2 in der Regulation der Angiogenese einen bedeutenden 

Stellenwert ein (Koch and Claesson-Welsh, 2012). Die Behandlung mit spezifischen 

Tyrosinkinaseinhibitoren, die die Wirkung von VEGF an den Zielzellen aufheben, er-



Diskussion 

63 

 

möglicht dabei, dass Rückschlüsse auf die Bedeutung des Wachstumsfaktors gezogen 

werden können. Analog dazu konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass 

der Einsatz des Multi-Tyrosinkinaseinhibitors Lenvatinib, der unter anderem die Kina-

seaktivität von VEGFR1-3 mindert, zu einer hoch signifikanten Blockade des Sprou-

tings bei der Angiogenese im CAA führt (Abbildung 8). In einem weiteren Versuch 

wurde der Zugabebeginn von Lenvatinib auf zwei unterschiedliche Zeitpunkte festge-

legt, woraufhin ein einheitlicher Behandlungszeitraum folgte. Während sich bei Zugabe 

ab Tag 3 im Vergleich zu Ansätzen ohne Zusatz ein signifikant vermindertes Sprouting 

präsentierte, konnte dieses Ergebnis bei Zugabe der Faktoren ab Tag 7 nicht erreicht 

werden, was für eine vom Zugabezeitpunkt abhängige Beeinflussung der Angiogenese-

Kapazität spricht (Abbildung 9). Obwohl eine Vermittlung der Effekte unabhängig von 

VEGF durch die Hemmung von anderen Rezeptortyrosinkinasen wie beispielsweise 

FGFR denkbar ist, erscheint diese Hypothese unwahrscheinlich. Dies liegt vor allem in 

der höheren Affinität von Lenvatinib zu VEGFR-2 und VEGFR-3 begründet (Matsui et 

al., 2008b). Zudem nimmt VEGF-A und seine Wirkung über den Rezeptor VEGFR-2 

eine Schlüsselrolle in der Regulation der Angiogenese ein (Carmeliet and Jain, 2011). 

Dies legt den Schluss nahe, dass die durch Lenvatinib hervorgerufene Blockade des 

Sproutings während der Angiogenese ex vivo vor allem durch VEGFR-2 und seinen 

Hauptliganden VEGF-A vermittelt werden.  

Auf histologischer Ebene resultierte die Zugabe von Lenvatinib im Vergleich zu Ver-

suchsansätzen, die nur VEGF-A enthielten, in einem höheren Anteil von CD34+ Zellen, 

die nach Kultivierung im Gewebe, insbesondere in der vaskulogenen Zone, vorlagen 

(Abbildung 15). Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass der Einsatz von Lenvatinib 

die durch die Kultivierung im CAA induzierte Mobilisierung von CD34+ Stammzellen 

aus der vaskulogenen Zone der Adventitia reduziert. Somit könnte die durch VEGF 

vermittelte Wirkung einen essentiellen Faktor für die Aktivierung und Differenzierung 

der Vorläuferzellen darstellen. Zudem konnte am frisch isolierten Herzgewebe der 

Maus mittels immunfluoreszenztechnischer Darstellung der beiden Antigene eine Ko-

Lokalisation von CD34 und Flk-1 aufgezeigt werden (Abbildung 14). Somit könnte der 

Effekt von VEGF-A über den teils auf CD34+ Stammzellen exprimierten VEGFR-2 

direkt vermittelt und so die Aktivierung, Mobilisierung und Differenzierung der Zellen 

gefördert werden. Darüber hinaus wirkte sich die Zugabe des Multi-
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Tyrosinkinaseinhibitors auch auf die Population der CD44+ Stammzellen aus. Während 

die Kultivierung im CAA zu einer Zunahme der CD44+ Zellen führte und diese sich vor 

allem im Randbereich des kardialen Gewebes und im Bereich des Sproutings präsentier-

ten, fiel bei Zusatz von Levantinib der Anstieg der Zellzahl deutlich geringer aus (Ab-

bildung 17). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Aktivität der kardialen bzw. 

koronaren Gefäßwand-residenten CD44+ Zellen während der Kultivierung im CAA 

durch Tyrosinkinase-Rezeptoren, wie beispielsweise VEGFR-2, beeinflusst wird. Dabei 

stellen sowohl die direkte Beeinflussung der CD44+ Zellen als auch die Vermittlung des 

Effekts über andere Zellgruppen denkbare Ansätze dar. Weitere Untersuchungen sind 

jedoch notwendig. So könnte beispielsweise in einem nächsten Schritt die Darstellung 

von sowohl CD44+ als auch Ki67+ und sich damit in der Zellteilung befindlichen Zellen 

Aufschluss darüber geben, ob E7080 den Anteil proliferativer CD44+ Stammzellen ver-

ringert. Nach Applikation von Lenvatinib war weiterhin eine Akkumulation der CD44+ 

Zellen in der vaskulogenen Zone der Koronargefäße zu erkennen (Abbildung 17), was 

dafür spricht, dass der Tyrosinkinaseinhibitor die Migration der Zellen aus ihrer Nische 

in der Adventitia hemmt. Aufgrund der geringen Fallzahl sollten jedoch weitere Analy-

sen durchgeführt werden, um eine genaue Aussage über die Wirkung von Lenvatinib 

auf die koronaren Gefäßwand-residenten CD34+ und CD44+ Stammzellpopulationen 

treffen zu können.  

Die Inhibierung der Rezeptortyrosinkinasen durch E7080 wirkte sich auf histologischer 

Ebene jedoch nicht nur auf die Gefäßwand-residenten Stammzellen aus, sondern auch 

auf die im Gewebe vorliegenden Makrophagen. Analog zu den CD44+ Zellen zeigte 

sich nach Kultivierung insbesondere in den randständigen Bereichen des Gewebes und 

im Areal des Sproutings eine deutlich erhöhte Anzahl der F4/80+ Zellen. Die Zugabe 

von Lenvatinib zum Medium resultierte dahingegen in einer fast vollständigen Blockade 

dieser Zellen (Abbildung 18). Basierend auf der hohen Affinität von Lenvatinib zu den 

Rezeptoren VEGFR-2 und VEGFR-3 lässt sich mutmaßen, dass die Präsenz der F4/80+  

Makrophagen vom Wachstumsfaktor VEGF abhängig ist (Matsui et al., 2008b). Auf-

grund der begünstigenden Wirkung von VEGFR-1 auf die Migration der Makrophagen 

im Rahmen der Angiogenese wäre zudem denkbar, dass die Blockade der Immunzellen 

durch Inhibierung dieser Rezeptortyrosinkinase ausgelöst wird (Murakami et al., 2008). 

Diese Hypothese erscheint jedoch aufgrund der geringeren Affinität von Lenvatinib zu 
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VEGFR-1 unwahrscheinlich (Matsui et al., 2008b). Um weiterhin der Frage nachzuge-

hen, ob Lenvatinib die Differenzierung von Vorläuferzellen zu Makrophagen hemmt 

oder auf die Immunzellen direkt einwirkt, könnten weitere immunhistochemische Fär-

bungen durchgeführt werden. Durch die Darstellung von reifen Makrophagen und deren 

Vorläuferzellen in Geweben, die ab unterschiedlichen Zeitpunkten der Kultivierung und 

damit bei bereits eingesetzter Differenzierung mit dem Tyrosinkinaseinhibitor behandelt 

wurden, könnten Rückschlüsse auf die Wirkung von Lenvatinib und damit VEGF gezo-

gen werden.  
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5.  Zusammenfassung 

Als Angiogenese bezeichnet man die Formierung neuer Gefäße ausgehend von einem 

bereits bestehenden vaskulären System (Carmeliet, 2004). Diese stellt bei vielen physio-

logischen und pathologischen Prozessen, wie beispielsweise der Wundheilung, einen 

zentralen Faktor dar (Carmeliet and Jain, 2011). Um die Angiogenese-Kapazität kardia-

len Gewebes zu untersuchen, wurde der Cardiac Angiogenesis Assay (= CAA) einge-

setzt, bei dem die Kultivierung kardialen Gewebes der Maus zur Bildung neuer Gefäße 

führt. Dabei standen vor allem die Gefäßwand-residenten Stammzellen, die sich in der 

vaskulogenen Zone der koronaren Adventita befinden und sich in verschiedenste Zellen 

differenzieren können sowie ihre Rolle bei der kardialen Angiogenese im wissenschaft-

lichen Fokus der Arbeit. 

Durch die vorliegenden Untersuchungen konnte die Aktivierung und Mobilisierung der 

koronaren Gefäßwand-residenten CD34+ und CD44+ Stammzellen im Rahmen der An-

giogenese im CAA gezeigt werden. Zudem war es möglich, einen Einfluss des Wnt-

Signalwegs auf die kardiale Angiogenese nachzuweisen, indem der Aktivator des Sig-

nalwegs CHIR 99021 bzw. der Inhibitor IWR-1 eingesetzt wurden. Dabei führte die 

Hemmung des Wnt-Signalwegs mittels IWR-1 zu einer signifikant verminderten Sprou-

ting-Kapazität des Gewebes. Weiterhin wurde die Rolle der Makrophagen bei der Angi-

ogenese im CAA durch den Einsatz von Clodronat untersucht. Die dadurch hervorgeru-

fene Depletion der Immunzellen führte zu einer veränderten Morphologie des Sprou-

tings. Um Rückschlüsse auf die Bedeutung von Wachstumsfaktoren wie VEGF-A bei 

der Neubildung von Gefäßen im CAA zu ziehen, wurde Gewebe unter Zugabe des Mul-

ti-Tyrosinkinaseinhibitors Lenvatinib kultiviert. Dies resultierte nicht nur in der Blocka-

de des Sproutings, sondern wirkte sich auch auf histologischer Ebene aus. So konnte in 

immunhistochemischen Färbungen eine verminderte Aktivierung und Mobilisierung der 

koronaren Gefäßwand-residenten CD34+ und CD44+ Stammzellen sowie eine Blockade 

der F4/80+ Zellen durch den Einsatz von Lenvatinib festgestellt werden.  

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass es in der vorliegenden Arbeit gelang, 

die Bedeutung sowie die Aktivierung und Mobilisierung der koronaren Gefäßwand-

residenten Stammzellen bei der Angiogenese des Herzgewebes mittels CAA präzise zu 

charakterisieren und beeinflussende Faktoren zu identifizieren.  
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