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AbklUrzungsverzeichnis

% = Prozent

°C = Grad Celsius

pl = Mikroliter

pum = Mikrometer

puM = Mikromolar

A. dem. = demineralisiertes Wasser

Al = Apoptose-Protein

Abb = Abbildung

ACh = Acetylcholin

AChE = Acetylcholinesterase

BAC = bakteriell kiinstliches Chromosom
Bcl-2 = B-cell-lymphoma-Protein

bFGF = basic Fibroblasten-Wachstumsfaktoren

BM-MSCs =aus dem Knochenmark stammende mesenchymale

Stammzellen

BSA = Rinderserumalbumin

CAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat
ChAT = Cholin-Acetyltransferase

CHT = Cholintransporter

DAPI = 4*,6-Diamidin-2’phenylinol

DMEM = Dulbecco’s modifiziertes Eagle-Medium
DNA = Desoxyribonukleinsaure

eGFP = grun fluoreszierendes Protein
EphB4- = Ephrinrezeptor type-B4

Rezeptor

FCS = fetales Kalberserum

FGF = Fibroblasten-Wachstumsfaktor
FITC = Fluoresceinisothiocyanat

IGF = insulindhnlicher Wachstumsfaktor



MAChR = muskarinischer Acetylcholin-Rezeptor

min = Minuten

ml = Milliliter

mm = Millimeter

MRNA = messanger- (Boten-) Ribonukleinsaure

MSC = mesenchymale Stammzelle

nAChR = nikotinischer Acetylcholin-Rezeptor

ng = Nanogramm

NHS = normales Pferdeserum

NM = nikotinischer Acetylcholin-Rezeptor vom Muskeltypen
nM = Nanomolar

NN = nikotinischer Acetylcholin-Rezeptor vom Nerventypen
NO = Stickstoffmonoxid

OCTs = organische Kationentransporter

PBS = phosphatgepufferte Salzldsung

PDGF = Plattchen-abgeleiteter Wachstumsfaktor
PECAM-1 = Thrombozyten-Endothelzellen-Adhasionsmolekl
Pen/Strep = Penicillin/Streptomycin

PFA = Paraformaldehyd

RNA = Ribonukleinséaure

TGF = Transformierender Wachstumsfaktor

VAChT = vesikularer Acetylcholintransporter

VE- = vaskular-endotheliales Cadherin

Cadherin

VEGF = vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor
VEGFR = Endothel-Wachstumsfaktor-Rezeptor

VPF = vaskularer Permeabilitatsfaktor

ZNS = zentrales Nervensystem
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1. Einleitung

1.1. Anatomie von Arterien, Arteriolen und Kapillaren

Das Gefalisystem und das Herz bilden die Kreislauforgane des Korpers. Die
Arterien leiten das Blut vom Herzen aus zu den einzelnen Zellen des
Organismus. Im Lungenkreislauf transportieren sie sauerstoffarmes Blut zu den
Lungen. Im grolBen Korperkreislauf stellt ihre Aufgabe den Transport von
sauerstoffreichem Blut zu den Organen dar. Herznahe Arterien sind elastische
Arterien (Bsp. Aorta). Sie nehmen das ausgeworfene Blut wahrend der Systole
durch Dehnung auf. Durch die elastische Riickstellung der Arterienwand kann so
wahrend der Diastole der Blutstrom in eine kontinuierliche Stromung Uberfihrt
werden. Arterien vom muskularen Typ sind herzferne Gefal3e. Sie kbénnen durch
Vasodilatation und Vasokonstriktion die lokale Durchblutung steuern. Auf Grund
des hohen Drucks im Gefal} ist die Arterienwand dicker als die von Venen. Die
Arteriolen versorgen die Organe mit Blut und bestehen hauptséachlich aus glatten
Muskeln. Sie reagieren, gesteuert durch das Nervensystem, auf den Bedarf des
Gewebes nach mehr Nahrstoffen oder Sauerstoff. Sie spielen aufgrund des
Fehlens von elastischem Gewebe in den Wanden eine bedeutende Rolle beim
Gefalwiderstand. Die Kapillaren sind dinnwandige Gefal3e, die aus einer
einzigen Endothelschicht bestehen. Sie gehdren zum Endstromgebiet mit
Aufgabe des Stoff-, Gas- und Flussigkeitsaustausches durch Diffusion (Tucker et
al., 2018). Grundsatzlich zeigt der Wandaufbau der Arterien drei Schichten. Die
Tunica interna (Intima), die Tunica media (Media) und die Tunica externa
(Adventitia). Die meisten Arterien wie zum Beispiel die Arteria brachialis,
femoralis oder facialis lassen sich zu Arterien vom muskularen Typ zéhlen und
zeigen den typischen Wandaufbau. Die Intima besteht aus dem Endothel und
einer subendothelialen Schicht. Die breiteste Schicht stellt die Media dar. Sie
besteht aus glatten Muskelfasern und der Extrazellularmatrix. Die Membrana
elastica interna stellt ein Flechtwerk aus elastischen Fasern dar. Die Membrana
elastica externa ist nur bei grol3eren Arterien zu finden. Die Adventitia ist eine

Bindegewebsschicht. Sie verankert das Gefald mit der Umgebung. Hier lassen



sich auch Blut- (Vasa vasorum), Lymphgefal3e und Nerven finden. Die Aorta und
die grol3en herznahen Arterien gehdren zu den Arterien vom elastischen Typ. Die
subendotheliale Schicht der Intima ist hier starker ausgebildet und enthélt
longitudinal ausgerichtete glatte Muskelzellen und eine Extrazellularmatrix. Die
gesamte Media besteht aus konzentrischen, elastischen Lamellen. Dazwischen
befinden sich Schichten aus glatten Muskelzellen. Die Membrana elastica interna
und externa sind nicht mehr klar von den Ubrigen elastischen Lamellen zu
unterscheiden. Weiter peripher geht der Wandaufbau dieser Arterien aber auch
in den des muskularen Typ dber (Lullmann-Rauch, 2012). Die Wand der
Arteriolen besteht zwar auch aus den typischen 3 Schichten, jedoch ist die Media
nur schwach ausgebildet. Die Kapillaren bestehen nur noch aus einer
Endothelschicht und einer Basalmembran. Dieser kbnnen Perizyten aufliegen
(Tucker et al., 2018).

—— Endothel
> Tunica interna

3 Basalmembran

W Membrana elastica interna

Tunica Media

s — -'.~ .
Membrana elastica externa
-

—— Tunica externa

t

Abbildung (Abb.) 1. Aufbau einer Arterie

Bild modifiziert nach ,Prometheus Lernatlas der Anatomie“ 3.Auflage.

1.2. Die Bildung und Physiologie von Blutgefalien
Bei vielen Vorgangen im Korper kommt es zur Bildung neuer Blutgefal3e. Dazu

gehodren unter anderem physiologische Prozesse wie die Embryogenese, die



Wundheilung, der weibliche Reproduktionszyklus und pathologische Prozesse
wie das Tumorwachstum und die Bildung neuer GefafRe in ischamischen
Geweben (Fallah et al., 2019). Die Neubildung von BlutgefalRen aus
Vorlauferzellen des Gefaliendothels wird als Vaskulogenese definiert. Die
Angiogenese beschreibt die GefalRneubildung aus vorbestehenden Blutgefalien

im Embryo und im erwachsenen Organismus (Kalka et al., 2000).

1.2.1. Vaskulogenese

Die Neubildung von Blutgefal3en erfolgt wahrend der Embryogenese unter dem
Einfluss von dem Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) und dem vaskularem
endothelialem Wachstumstumsfaktor (VEGF) (Carmeliet et al., 1996). Sie leiten
die Differenzierung von multipotenten Vorlauferzellen zu Endothelzellen ein.
Angioblasten sind Endothelzellen, die noch kein Lumen haben, sich weiter
differenzieren und die ersten primitiven Blutgefal3e bilden (Risau, 1997). Bis vor
einigen Jahren wurde angenommen, dass die Vaskulogenese sich ausschlief3lich
auf die Embryogenese beschrankt. Nach dem heutigen Wissensstand ist die
Vaskulogenese ein Entwicklungsprozess, in dem sich multipotente Zellen des
Mesoderms in Angioblasten differenzieren und so Endothelzellen bilden kénnen
(Fallah et al., 2019). Neuste Studien deuten darauf hin, dass arterielle und
venodse Endothelzellen aus verschiedenen Angioblastenpools kommen, die aus

dem Mesenchym stammen (Rouwkema et al., 2016).

1.2.2. Angiogenese

1.2.2.1. Physiologische Angiogenese

Die Angiogenese beruht auf der Ausweitung des Gefal3netzes durch
differenzierte Endothelzellen. Man unterscheidet zwischen dem klassischen
Aussprossen von GefalRen (,Sprouting Angiogenesis“) und der Einstllpung
(Intusseption) von Gefallen (,Non-Sprouting Angiogenesis®) (Ribatti et al., 2012).
Bei der klassischen Variante leitet eine Vasodilatation die Angiogenese ein und

erfolgt hauptsachlich als Antwort auf freigesetztes Stickstoffmonoxid (NO). NO



kann die Produktion von VEGF hochregulieren (Kimura et al., 2000). VEGF
seinerseits steigert die GefaRpermeabilitdt fir zum Beispiel Proteasen. Dies
geschieht durch die Reorganisation von Adhasionsmolekilen wie Thrombozyten-
Endothelzellen-Adhasionsmolekiile (PECAM-1) oder Vaskular-endotheliales
Cadherin (VE-Cadherin). Aktivierte und proliferierende Endothelzellen kbnnen so
wandern und schlieBlich ein Lumen ausbilden. Angiopoietin-2 tragt dazu bei,
glatte Muskelzellen von Endothelzellen abzulésen und die extrazellulare Matrix
aufzulésen. Dadurch wird die Migration von Endothelzellen angereqgt.
Angiopoietin-2 konnte in Speichergranula von Endothelzellen nachgewiesen
werden und kann von aktivierten Endothelzellen autokrin innerhalb von 30
Minuten (min) ausgeschittet werden (Joussen et al., 2003). Die Auflésung der
extrazellularen Matrix erfordert Proteinasen, die nicht nur den ,Platz® fur die
proliferierenden Endothelzellen schaffen, sondern auch die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren wie VEGF, FGF und dem insulindhnlichen Wachstumsfaktor
(IGF-1) ermdglichen (Bergers et al., 2000; Nelson et al., 2000). Wenn die
physikalischen Barrieren durch die Auflésung der extrazellularen Matrix beseitigt
werden, kénnen sich die Endothelzellen aus dem Verband l6sen. Es setzt eine
komplexe Interaktion zwischen Wachstumsfaktoren wie z.B. VEGF, FGFs,
Hepatozytenwachstumsfaktor, Differenzierungsfaktoren wie den Angiopoeitinen
und den zugehoérigen Rezeptoren ein. Endothelzellen, die in die Matrix
einwachsen, bilden solide Strénge, die nachfolgend ein Lumen bilden. Durch die
Fusion mit einem existierenden Gefald wird ein langeres Gefald gebildet. Der
Durchmesser des GefaRlumens wird durch eine Reihe von Faktoren reguliert.
VEGF121 und VEGF165 und ihre Rezeptoren beispielsweise vergrof3ern das
GefalBlumen, wohingegen VEGF189 den GefalRdurchmesser verringert.
Angiopoietin-1  vergroRert in  Kombination mit VEGF ebenfalls den
GefalRdurchmesser (Joussen et al., 2003). Im Jahr 2003 entwickelte sich ein
,neues Modell mit der Beschreibung zweier Hauptzellen, den ,Tip“-
(Spitzenzelle) und ,Stalk“-Zellen (Stielzelle), die an der Angiogenese beteiligt
sind. Die Tip-Zelle ist wandernd und polarisierend, wahrend die Stalk-Zelle sich
wahrend der Sprossverlangerung vermehrt und das entstehende Gefal3lumen

auskleidet. Tip-Zellen besitzen zahlreiche Filopodien, die dazu dienen, das neue



Blutgefal? auf einen angiogenen Stimulus in eine bestimmte Richtung zu lenken.
Stalk-Zellen besitzen weniger Filopodien, sind starker proliferativ, bilden
Schlauche, Gefal3verzweigungen und bilden ein GefaRlumen. Nur ein
Gleichgewicht zwischen beiden Zellprozessen fuhrt zu angemessen geformten
Gefallen (Ribatti et al., 2012).

Das ,Non-sprouting” Gefallwachstum beschreibt die Bildung eines
Gefallnetzwerkes aus einem mit Endothelzellen ausgekleideten Gefald durch
Spaltung eines Geféalies. Dieses Gefallwachstum resultiert in einem komplexen
Gefallnetzwerk und entsteht tGber einen nicht sprossenden also im eigentlichen
Sinne nicht angiogenen Mechanismus (Augustin, 2001). Jungste Studien
identifizierten den Epinephrinrezeptor Typ-B4 (EphB4) als einen zentralen
Regulator der intussuszeptiven Angiogenese im ischamischen Skelettmuskel.
EphB4 stimmt den Grad der Endothelproliferation ab, der durch VEGF induziert
wird, wodurch die GefaRgréfle und das -wachstum begrenzt wird und
anschlieend eine erfolgreiche Aufspaltung in normale Kapillarnetze ermoglicht
wird. Es verhindert nicht die Aktivierung von VEGF-Rezeptor 2 durch VEGF,
sondern moduliert die VEGF-Rezeptor-2-Downstream-Signalisierung durch die
phosphorylierte Extrazellularsignal-regulierende-Kinase 1/2 (Groppa et al.,
2018).

1.2.2.2. Pathologische Angiogenese

Endotheliale Zellen kdnnen sich zwar Gber Jahre hinweg im Ruhezustand
befinden, wechseln jedoch als Reaktion auf Wachstumsfaktorstimuli, vor allem
durch die Signalisierung des VEGF, fast augenblicklich in einen aktivierten, stark
proliferativen und migratorischen Zustand (Eelen et al., 2018). Dies ist unter
physiologischen Umstanden ein Vorteil, wenn man z. B. die Erhéhung der
Blutversorgung wahrend der Wundheilung oder die Einbettung eines
befruchteten Eies in ein starker vaskularisiertes Endometrium betrachtet. Leider
kann diese schnelle Wachstumsreaktion auch zu unserem Nachteil sein. Ein
wichtiges Merkmal, das die physiologische von der pathologischen Angiogenese
unterscheidet, ist, dass unter physiologischen Umstanden die Angiogenese nur

wenige Tage bis Wochen andauert. Unter pathologischen Einflissen kann sie



jedoch fur Monate oder Jahre bestehen bleiben (Carmeliet et al., 2000). Von der
Angiogenese abhangige Krankheiten wurden erstmals 1971 von Judah Folkman
beschrieben. Er berichtete, dass die Blockierung der Blutgefal3bildung in
Tumorzellen zu einer Unterdriickung des Tumorwachstums und Metastasierung
fuhrt (Folkman et al., 1971). Die pathologische Angiogenese spielt in einer Reihe
von Erkrankungen eine bedeutende Rolle. Beispiele sind die Anomalitaten der
Blutgefal3e wie beim kaverntésen Hamangiom oder bei der Arteriosklerose.
AulRerdem ist sie bedeutend bei Adipositas, Hauterkrankungen wie Psoriasis,
allergischer Dermatitis, Narben-Keloiden, Karposi-Sarkomen bei AIDS-
Patienten, Augenerkrankungen wie diabetische Retinopathien,
Lungenanomalien wie bei Asthma oder Nasenpolypen, entzundlichen
Darmerkrankungen, bei Erkrankungen der Fortpflanzungsorganen wie
Endometriose oder Ovarialzysten und bei Abnormalitaten der Knochen und
Gelenken wie bei Arthritis, Synovitis und Osteomyelitis (Fallah et al., 2019). Eines
der wichtigsten Beispiele fir eine pathologische Angiogenese ist jedoch die
Tumorangiogenese. Das schnelle und fortschreitende Wachstum neuer
Blutgefalie ist ein Markenzeichen der Krebserkrankung (Hanahan et al., 2011).
Die Beobachtung, dass es zur Ausbildung neuer GeféalRe rund um Tumoren
kommt, wurde schon vor 100 Jahren beschrieben (Goldmann, 1908). Im Jahr
1968 wurde die Hypothese aufgestellt, dass Tumore eine diffusionsfahige
,<angiogene“ Substanz produzieren kdnnen (Ehrmann et al., 1968; Greenblatt et
al., 1968). Tumorgefalie entwickeln sich aus Keimung oder Intussuszeption aus
bereits existierenden Gefal3en. Verschiedene molekulare Stoffe sind an dem
Gefallwachstum beteiligt (Carmeliet, 2000). Darunter findet man VEGF und
Angiopoietin. Die zeitliche und rdumliche Expression dieser Regulatoren ist in
Tumoren nicht so gut koordiniert wie in der physiologischen Angiogenese. Die
GefalRwand wird nicht immer durch eine homogene Schicht aus Endothelzellen
umgeben. Stattdessen kann sie nur von Krebszellen oder einem
Zusammenschluss von Krebs- und Endothelzellen umhdllt werden (Carmeliet et
al., 2000). TumorgefalRe sind strukturell und funktionell abnormal. Sie sind
unorganisiert, gewunden und erweitert. Sie besitzen ungleiche Durchmesser und

Ubermaliige Verzweigungen. Dies kann aus dem Ungleichgewicht angiogener



Regulatoren wie VEGF und Angiopoietinen resultieren. Folglich ist der Blutfluss
in Tumoren chaotisch und fuihrt zu hypoxischen Zustanden und einem niedrigen
pH-Wert (Tilki et al., 2007). Das tumorassoziierte Endothel ist strukturell defekt.
Diskontinuitaten und Luicken sind tbliche Merkmale. Diese Fakten korrelieren mit
dem malignen Potential des Tumors, da dies zu einer Extravasation von
Plasmaproteinen, Erythrozyten und Tumorzellen in den Blutkreislauf und folglich
die Entstehung von Metastasen erleichtern kann. Interzellulare Licken,
transendotheliale Ldcher, vesikulo-vakuolare Organellen und endotheliale
Fenestrae sind im Endothel von TumorgefaRen vorhanden. Tumor-Perizyten sind
lose mit den Endothelzellen assoziiert und weisen eine abnorme Form auf (Ribatti
et al., 2007). Menschliche Tumore konnen aufgrund eines Gleichgewichts
zwischen Zellproliferation und Apoptose jahrelang inaktiv bleiben. Aufgrund ihrer
langeren Halbwertszeit kann die systemische Konzentration von angiogenen
Inhibitoren die der Stimulatoren Uberschreiten, was zur Inhibition des Wachstums
und der Metastasierung des Tumors fiihren kann (Oreilly et al., 1994). Aufgrund
dessen wird grof3e Hoffnung in die Entwicklung einer anti-angiogenen Therapie

gegen Tumoren gesetzt (Carmeliet et al., 2000).

1.2.2.3. Therapeutische Angiogenese

Es besteht zunehmend Hoffnung, dass aufgrund der fortlaufenden
Erforschungen der molekularen Mechanismen der Angiogenese neue
zuverlassige Therapiemdglichkeiten fir z. B. chronische Erkrankungen wie Krebs
oder rheumatoide Arthritis entwickelt werden. Auch im Bereich der Behandlung
von ischdmischen Geweben oder Organen wie zum Beispiel dem Herzen oder
einem diabetischen Glied erhofft man sich eine Weiterentwicklung. Der Erfolg in
Organ- und Geweberegeneration hangt hier von der Fahigkeit ab, eine stabile
und erneuerbare Versorgung mit BlutgefaRen gewéhrleisten zu kodnnen
(Polverini, 2002). Zunachst war das vorherrschende Dogma der angiogenen
Reaktion, die sich im postnatalen Leben entwickelt, dass die Entstehung neuer
GefalRe ausschlief3lich aus bereits vorhandenen Kapillaren stattfindet. Allerdings
gibt es seit einigen Jahren tberzeugende Hinweise darauf, dass ein kleiner, aber

biologisch signifikanter Anteil an Endothelzellen, die an der Bildung neuer



KapillargefalRe beteiligt sind, aus endothelialen Stammzellen stammt. Dieser
Vorrat befindet sich im Knochenmark und bleibt im Erwachsenenleben bestehen
(Carmeliet et al., 2001). Zunachst wurden mesenchymale Stammzellen im
Knochenmark identifiziert, die sich in Endothelzellen ausdifferenzieren kénnen.
Diese multipotenten, adulten Vorlauferzellen (MAPCs) haben die Fahigkeit, eine
Vielzahl von Mesoderm-abgeleiteten Gewebe einschliel3lich Fett-, Muskel-,
Knochen-, Knorpel- und vaskuldres Endothel zu bilden. Solche Endothelzellen
konnen zur Neoangiogenese bei der Wundheilung und zur Tumorgenese
beitragen (Reyes et al., 2008). Aktuelle Studien zeigen, dass aus dem
Knochenmark stammende mesenchymale Stammzellen (BM-MSCs) eine gute
Therapiemoglichkeit bei der Behandlung von Herzinsuffizienzen darstellt. Die
BM-MSCs konnen die Herzfunktion der ischdmischen Kardiomyopathie
verbessern, indem sie die Angiogenese nach dem Infarkt parakrin verstarken
(Bao et al., 2017). AuRerdem haben kiirzlich Berichte gezeigt, dass die Therapie
mit mesenchymalen Stammzellen nach einem Myokardinfarkt sowohl in
experimentellen als auch in klinischen Studien infarktlimitierende Wirkungen
haben kénnen. Die mesenchymalen Stammzellen unterstiitzen die Regeneration
des Herzens, indem sie entweder die Herzstammzellen revitalisieren oder die
Arterien und Venen des Herzens revaskularisieren. Darlber hinaus kdnnen sie
parakrine Wachstumsfaktoren produzieren, die das Uberleben naheliegender
Kardiomyozyten erhéhen und die Angiogenese durch Rekrutierung von
Stammzellen aus dem Knochenmark oder durch Induktion von GeféalRwachstum
aus vorhandenen Kapillaren verstarken (Shafei et al.,, 2017). Die Anti-
Angiogenese zeigt sich vielversprechend in der Tumortherapie. Die Eliminierung
angiogener Faktoren aus der VEGF-Familie hat sich zu einer wirksamen
Strategie zur Hemmung des Tumorwachstums entwickelt. Bisher wurden die
erfolgreichsten  Ergebnisse  bei  metastasierendem  Darmkrebs, bei
Nierenzellkarzinomen und nichtkleinzelligem Lungenkarzinomen erzielt (Dimova
et al., 2014).



1.2.3. Arteriogenese

Die Umwandlung von kleinen, vorbestehenden Kollateralarteriolen zu funktionell
bedeutsamen Kollateralarterien durch aktive Prozesse wird als Arteriogenese
bezeichnet (Schaper, 2009). Dieser Prozess wird durch lokale hamodynamische
und mechanische Effekte der Gefallwand nach einem Gefal3verschluss
gesteuert. Der Shearstress erhoht sich und der Blutfluss vermehrt sich. Dies fuhrt
zu einer Hochregulation von Adhéasionsmolekilen, Zytokinen und
Wachstumsfaktoren. Auch kommt es zum Einwandern inflammatorischer Zellen,
die wie beispielsweise Monozyten durch die Freisetzung von angiogenen
Wachstumsfaktoren und Mediatoren zur Kollateralausbildung beitragen (Kalka et
al., 2002).

1.3. VEGF

1.3.1. Struktur und Rezeptoren

Bei der Untersuchung von Tumorblutgefal3en identifizierte 1983 eine
Forschungsgruppe um Donald Senger ein Protein, welches die
GefalRpermeabilitat erhéhen kann. Dieses Protein wurde als tumorvaskularer
Permeabilitatsfaktor (VPF) bezeichnet. 1989 wurden weitere Studien zur
endgultigen biochemischen und molekularen ldentifizierung dieses Proteins
veroffentlicht. Da VPF nur gegenliber vaskuldaren Endothelzellen eine
wachstumsfordernde Aktivitat zeigte, wurde es seitdem als vaskularer
endothelialer Wachstumsfaktor bezeichnet (Ferrara, 2002). VEGF und seine
Rezeptoren sind sowohl fir das Wachstum und die Differenzierung von
Endothelzellen wahrend der Embryonalentwicklung, als auch unter
physiologischen und pathologischen Zustdnden in den Gefal3en des adulten
Organismus von besonderer Bedeutung (Kalka et al., 2000). Es hat einen
direkten Einfluss auf Endothelzellen hinsichtlich Migration, Proliferation und
Forméanderungen (Darden et al., 2018). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
VEGF als lebenserhaltender Faktor (,Survival Factor®) fur Endothelzellen und
neu gebildete Gefal3e fungiert. In vitro verhindert es die Apoptose, vermittelt

durch den Phoshatidylinositol-3-Kinase-AKT-weg. VEGF induziert auch die



Expression der antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Al in Endothelzellen. Zu
der VEGF-Familie gehdren neben VEGF-A die verwandten Faktoren VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E und der Plazenta-Wachstumsfaktor. Das humane
VEGF-A-Gen besteht aus 8 Exonen, die durch alternatives Splei3en 6 Isoformen
mit einer Aminosaurenanzahl von 121 (VEGF121), 145 (VEGF145), 165
(VEGF165), 183 (VEGF183), 189 (VEGF189) und 206 (VEGF206) kodieren (Yla-
Herttuala et al., 2007).

VEGF165 ist in den meisten Geweben die dominierende sezernierte Isoform.
VEGEF ist ein basisches Heparin-bindendes, homodimeres Glykoprotein mit einer
Molekilmasse von 46 Kilodalton (Ferrara et al., 2003). In adulten Geweben ist
VEGF nur schwach nachweisbar. Makrophagen, T-Lymphozyten, Fibroblasten,
Keratinozyten, Muskelzellen und Endothelzellen sind in der Lage unter
pathologischen Bedingungen VEGF und auch seine Rezeptoren in groRer Menge
bereitzustellen (Kroll et al., 2000). Fir die Induktion der VEGF-Genexpression gilt
sowohl in vivo als auch in vitro die Hypoxie als das starkste Signal. Die
biologischen Wirkungen von VEGF werden von drei Rezeptoren vermittelt. Der
Endothel-Wachstumsfaktor-Rezeptor (VEGFR) -1 (FMS-like tyrosine kinase-1,
Flt-1), VEGFR-2 (Fetal liver kinase-1, KDR/FIk-1) und VEGFR-3 (fms-like-
Tyrosinkinase, Flt-4) sind der Gruppe der Tyrosin-Kinase-Rezeptoren
zuzuordnen (Yla-Herttuala et al., 2007). VEGFR-1 und -2 werden in den
Zelloberflachen der meisten Endothelzellen des Blutes exprimiert. VEGFR-3 ist
weitgehend auf lymphatische Endothelzellen beschrankt. VEGF-A bindet sowonhl
an VEGFR-1 als auch an -2. Im Gegensatz dazu interagieren PLGF und VEGF-
B nur mit VEGFR-1. VEGF-C und -D binden an VEGF-2 und -3. Es gibt viele
Hinweise darauf, dass VEGFR-2 der Hauptmediator der Endothelmitogenese
sowie der Angiogenese und der mikrovaskularen Permeabilitat ist. Im Gegensatz
dazu vermittelt VEGFR-1 kein wirksames mitogenes Signal in Endothelzellen
(Ferrara et al., 2003).

1.3.2. Rolle in der Angiogenese

Mitglieder der VEGF-Familie zéhlen zu den leistungsfahigsten Modulatoren der

vaskularen Biologie. Sie regulieren die Vaskulogenese, Angiogenese und die

10



Gefallerhaltung wahrend der Embryogenese und beim adulten Organismus. Sie
werden in praktisch allen vaskularisierten Geweben exprimiert, insbesondere von
endokrinen und sekretorischen Organen, grof3en Blutgefal3en, Skelettmuskeln
und dem Myokard (Yla-Herttuala et al., 2007). VEGF steigert die
GefalRpermeabilitat fur Proteasen und andere Substanzen. Dies geschieht durch
die Reorganisation von Adhasionsmolekilen wie PECAM-1 oder VE-Cadherin.
Es fordert die Proliferation und Migration von Endothelzellen und deren
Organisation in rohrenformige Strukturen (Joussen et al., 2003). Der
Sauerstoffdruck ist ein wichtiger Regulator von VEGF. Hypoxische Zustande in
Geweben induziert die VEGF-Expression schnell und reversibel durch
Transkription und Stabilisierung der messanger-RNA (mRNA). Unter
normoxischen Bedingungen wird die VEGF-Produktion herunterreguliert und es
kommt zu einer Regression von neu gebildeten Mikrogefal3en (Yla-Herttuala et
al.,, 2007). Dazu kommen mehrere Wachstumsfaktoren, einschlief3lich
Epidermiswachstumsfaktor, Transformierender Wachstumsfaktor (TGF) -a, TGF-
B, Keratinozytenwachstumsfaktor, IGF, FGF und Thrombozytenwachstumsfaktor
die die VEGF-mRNA-Expression zusammen mit der lokalen Hypoxie regulieren.
Zusatzlich induzieren inflammatorische Zytokine wie Interleukin-la und
Interleukin-6 die Expression von VEGF in verschiedenen Zelltypen. Diese
Beobachtung stimmt mit der Hypothese tberein, dass VEGF ein Mediator fur die
Angiogenese und Permeabilitat bei entzindlichen Erkrankungen sein kann
(Ferrara et al., 2003). Wenn VEGF an VEGFR-2 bindet, induziert es so die
Phosphorylierung mehrerer Proteine in den Endothelzellen. Dazu zéhlen die
Phospholipase C-y, Phosphoinositid-3-Kinase, kleines G-Protein Ras-GTPase-
Aktivierungsprotein und die Tyrosinkinase-Familie Src. VEGF induziert das
Endothelzellwachstum durch den Raf-Mek-Erk-Signalweg. Neuste Studien
belegen, dass VEGF auch einen indirekten Einfluss auf Perizyten hat. Perizyten
tragen zur Entwicklung reifer Gefale bei, indem sie die endothelialen
Zellkontakte aufrechterhalten und Komponenten aus der extrazellularen Matrix
der Basalmembran umliegender Gefale synthetisieren. Wenn die VEGF-
Signalisierung unterbrochen wird, kommt es in ex-vivo und in-vitro-Modellen der

Angiogenese zu einer gestérten Perizytenabdeckung und so zu missgebildeten
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GefalRen (Darden et al.,, 2018). Bei der adulten Angiogenese spielt VEGF
aulBerdem eine Rolle bei der Entwicklung des Corpus luteums und es gilt als
Hauptvermittler der Gefal3neubildung wéahrend des Endometriumkreislaufes.
AuRRerdem wurde ein erhohtes Niveau von VEGF wahrend der
Granulationsphase der Wundheilung festgestellt (Polverini, 2002). Die
Inaktivierung eines einzelnen VEGF-Allels in Mausen fihrte zu embryonaler
Letalitat.

Im postnatalen Leben fiihrt eine Hemmung von VEGF zu erhdhter Mortalitat,
verkimmerten Koérperwachstum und beeintrachtigter Organentwicklung. Die
VEGF-Neutralisierung bei juvenilen Primaten fihrt zu keinen signifikanten
Abnormalitaten auf3er zu einer Unterdrickung der Angiogenese der Eierstocke
(Ferrara et al., 2003).

1.4. Acetylcholin

1.4.1. Das klassische neuronale System des Acetylcholins

Vor etwa 500-400 Millionen Jahren entstand neuronales Gewebe. Schon in
diesen Zellen diente Acetylcholin (ACh) als klassischer Neurotransmitter
(Wessler et al., 1999). ACh wird aus Cholin und Acetyl-CoA synthetisiert. Das
synthetisierende Enzym ist die Cholin-Acetyltransferase (ChAT) (Rassow, 2008).
In aeroben Organismen bildet das Acetyl-CoA das Hauptprodukt des
Kohlenhydrat-, Protein- und Lipidkatabolismus. Aus dem intrazellularen Abbau
von cholinhaltigen Phospholipiden oder aus der Aufnahme von extrazellularem
Cholin stammt das Cholin. Dieses wird Uber einen nieder- oder hochaffinen
Cholintransporter (CHT) 1 in die Zelle transportiert (Wessler et al., 2008). In
Neuronen wird ACh von dem vesikularen Acetylcholintransporter (VAChHT) in
kleine Vesikel aufgenommen und dort gespeichert. VACht ist ein 12-
Transmembrandoméanenprotein das den elektrochemischen Gradienten, erzeugt
durch die vaskulare Protonen-Adenosintriphosphatasen-ATPase, verwendet, um
Neurotransmitter in Vesikel zu transportieren und zu speichern. ACh wird dann
nach Eintreffen eines Aktionspotentials Uber Exozytose freigesetzt (Prado et al.,

2013). Nach Ausschittung in den synaptischen Spalt bindet das ACh an
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nikotinische und/oder muskarinische ACh-Rezeptoren (hAAChR, mAChR). nAChR
binden auf3er ACh noch Nicotin, das Alkaloid des Tabaks. Es gibt zwei Typen
dieser Rezeptoren: den Nerventypen Nn, der sich an den Enden des ersten
Neurons vom Sympathikus und Parasympathikus befindet und den Muskeltyp
Nwm, der an der motorischen Endplatte zu finden ist (Rassow, 2008). nAChR sind
selbst Kationenkandle (Dellas, 2015). Grundstruktur aller nAChR bilden 5
Untereinheiten die sich um eine Pore anordnen. Jede Untereinheit besitzt eine
extrazellulare Domane (NH2 — terminale Domé&ne von 200 Aminoséauren), vier
Transmembrandoménen (TM1-TM4) und eine intrazellulare Domaéne.
Charakteristisch ist aufRerdem die sogenannte ,Cys-Schleife* in den
extrazellularen Doméanen. Sie besteht aus 2 disulfidgebundenenen Cysteinen,
die durch 13 Aminosauren getrennt sind (Albuquerque et al., 2009). Der nAChR
Nm besteht aus finf homologen Untereinheiten azByd. Sie liegen ringférmig
zusammen und bilden eine Pore. Wenn ACh an die a-Untereinheit bindet, 6ffnet
sich die Pore fir etwa 1 Sekunde. Sie ist fur Natrium, Kalium und im geringen
Mafle auf fir Kalzium permeabel. Primar stromen Natriumionen in die Zelle und
l6sen dort ein Aktionspotential aus (Rassow, 2008). So wird die chemische
Neurotransmission bei Neuronen, Ganglien, Interneuronen und der motorischen
Endplatte vermittelt (Wessler et al., 2008). Nn kénnen in neuronalem und nicht-
neuronalen Gewebe vorkommen. Dieser Rezeptor besteht aus der homomeren
oder heteromeren Kombination aus 12 verschiedenen Untereinheiten (a2- a10
und p2- B4) (Gotti et al., 2004; Albuquerque et al., 2009). mMAChR sind G-Protein-
gekoppelte second messenger mit 7 Transmembranproteinen. Sie binden aul3er
ACh noch Muscarin, eines der Toxine des Fliegenpilzes und werden inhibiert
durch Atropin. Man unterscheidet 5 Subtypen (Mi-Ms). Die Aktivierung des
MACHhR ist relativ langsam (Millisekunden bis Sekunden) und &ndert, in
Abh&ngigkeit von den vorhandenen Subtypen, direkt die zellulare Homobostase
von Phospholipase C, Inositoltriphosphat, cyclisches Adenosinmonophosphat
(cAMP) und freiem Calcium (Albuquerque et al., 2009). ACh wird im synaptischen
Spalt durch das Enzym Acetylcholin-Esterase (AChE) sehr schnell abgebaut.
Neben der AChE gibt es weitere, weniger spezifische Esterasen, die ACh

spalten, wobei die Butyrylcholinesterase die bekannteste ist. Das bei der
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Hydrolyse anfallende Cholin kann mithilfe von CHT wieder in die prasynaptische
Membran der Zelle aufgenommen werden und steht so einer erneuten Synthese

zur Verfugung (Kummer et al., 2008; Rassow, 2008).

1.4.2. Das nicht-neuronale System des Acetylcholins

In den letzten Jahrzehnten wurden die unterschiedlichen Komponenten des
cholinergen Systems auch in Geweben nachgewiesen, die keine neuronale
Innervation erfahren. Diese Beobachtung hat einen neuen Begriff des
sogenannten ,nicht-neuronalen cholinergen Systems® gepragt. So wurde eine
cholinerge Kommunikation in primitiven Organismen wie Bakterien, Algen,
Protozoen, Schwadmmen und primitive Pflanzen und Pilzen unabhangig von
Neuronen nachgewiesen (Wessler et al., 2003a). Auch in nicht-neuronalen
Saugetierzellen, einschliel3lich die des Menschen, wie zum Beispiel in
Epithelzellen der Atemwege (Kummer et al.,, 2014), des Urothels (Lips et al.,
2007), des Darms (Bader et al., 2014) oder der Haut (Kurzen et al., 2007) sowie
in Endothelzellen (zZhang et al., 2014), Immunzellen (Fujii et al.,, 2017),
mesothelialen (Trombino et al., 2004) und auch mesenchymalen Zellen (Zablotni
et al., 2015), wurden Komponenten des cholinergen Systems nachgewiesen. Der
Transport des ACh geschieht auch hier zu einem gewissen Teil Uber den oben
beschriebenen VACht. Dieser Transporter konnte namlich auch in einigen nicht-
neuronalen Zellen wie zum Beispiel den Endothelzellen des Osophagus und der
Harnblase (Wolf-Johnston et al., 2012) , in der Plazenta (Pfeil et al., 2004) und
im Bronchialepithel (Proskocil et al., 2004) nachgewiesen werden. Da nicht alle
Gewebe diesen Transporter in ausreichender Menge exprimieren, spielt hier
zusatzlich ein anderer Transportmechanismus eine bedeutende Rolle. Aufgrund
seiner Kkationischen Natur diffundiert ACh auch durch organische
Kationentransporter (OCTs) (Prado et al., 2013). OCTs sind niedrig-affine
Transporter mit hoher Kapazitat, die den Natrium-unabhangigen Transport
biogener Kationen wie Katecholamin, Serotonin, Histamin und eben ACh
vermitteln (Matsui et al., 2016). Es gibt 3 Subtypen (OCT 1-3) die zur SLC22-
Familie gehoren (Koepsell et al., 2007). Auch wurde die Expression von n- und

MAChR auf nicht-neuronalen Zellen nachgewiesen. Nach der Freisetzung von
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ACh bindet es an die Rezeptoren und vermittelt so die Signaltransduktion durch
die Vermittlung von auto- oder parakrinen Regulationsschleifen (Fujii et al.,
2017). Der Einfluss des nicht-neuronalen AChs auf die Epithelzellen in der
Epidermis wurde schon detailliert analysiert. Hier zeigte sich ein deutlicher
Zusammenhang mit zahlreichen Zellfunktionen wie Zellzyklus, Apoptose,
Organisation des Zytoskeletts, Zellkontakten und Migration (Kurzen et al., 2007).
Die Organisation des Zytoskeletts und der Zellkontakte geschieht durch die
Regulation von M3-Rezeptoren von zytoplasmatischem Myosin Uber die kleine
GTPase RhoA und Proteinkinase C (Strassheim et al., 1999). Die Stimulierung
von MAChRs induziert Proliferationsmarker wie Proliferating-Cell-Nuclear-
Antigen PCNA, Ki67 und Cyclin D1. Die Eliminierung von a7-nAChR-Signalen
verlangsamt die terminale Differenzierung und reduziert die Mengen an
proapoptotischen Proteinen wie Bad und Bax (Grando et al., 2006). In der
Schleimhaut der humanen und Rattenatemwege stimuliert ACh die Proliferation
von Epithelzellen (Klapproth et al., 1997). Auch die Wundreparatur des
oberflachlichen bronchialen Epithels wurde durch ACh signifikant verbessert
(Tournier et al.,, 2006). ACh wirkt stimulierend auf die Ziliaraktivitdt und die
Clearance (Acevedo, 1994).

Das cholinerge System ist auch stark an der Angiogenese beteiligt (Kurzen et al.,
2007). In vitro vermitteln nAChR die Proliferation und die Migration von
Endothelzellen und sind fur die Rohrenbildung verantwortlich. Auch in vivo
stimulieren sie die Angiogenese. Nikotin erleichtert die Migration von
Endothelzellen und férdert die Bildung von Wachstumsfaktoren wie Endothelin
und Prostacyclin (Cooke, 2007). Die Bildung von Kapillarnetzwerken wird durch
spezifische nAChR-Antagonisten blockiert, was auf einen endogenen Tonus
nicht-neuronalen ACh hinweist. Diese Antagonisten reduzieren auch die
Neovaskularisation als Reaktion auf Entziindung, Ischdmie und Neoplasien
(Heeschen et al., 2002). Daruber hinaus stimuliert Nikotin Wechselwirkungen
zwischen Endothelzellen und Monozyten und erleichtert dadurch die
Arteriogenese (Heeschen et al., 2003). Auch Lymphozyten kbnnen die meisten
cholinergen Komponenten exprimieren (Kurzen et al., 2007). Beispielsweise

produzieren T-Zellen nachgewiesenerweise ACh, ChAT und CHT1 (Fuijii et al.,
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2012). Sowohl T- als auch B-Zellen exprimieren AChE und unterschiedliche
Mengen an mAChR (M1, M2, M3, M4 und M5) und nAChR (a2, a3, a4, a5, a6,
a7,a9,a10, B2 und B4). ACh hat selbst einen Einfluss auf die Immunzellen. ACh-
und mMAChR-Agonisten induzieren Uber M3- und /oder M5-mAChRs ein
intrazellulares Kalzium-Signal, was zu einer Inositoltrisphosphat-vermittelten
Hochregulierung der c-fos-Expression und zu einer Aktivierung der
Desoxyribonukleinsdure- (DNA) und Ribonukleinsaure- (RNA) Synthese fuhrt. Es
stimuliert die NO-Synthese durch nNOS und /oder iINOS uber Phosholipase C-
gekoppelte M1-, M3- und / oder M5- mAChR-vermittelte Wege. Daraus resultiert
eine erhodhte Zytotoxizitdt und cyclische Guanosinmonophosphat-Synthese in
Lymphozyten (Kawashima et al., 2004). Es wirkt auf3erdem als autokriner Faktor,
um die IL-2-Signalgebung und das Zellwachstum von humanen Lymphozyten
positiv zu beeinflussen (Nomura et al., 2003). ACh beteiligt sich an der
Erzeugung von zytolytischen CD8+ T-Lymphozyten, durch Stimulation des M1-
Rezeptors (Zimring et al., 2005). Auf3erdem konnte gezeigt werden, dass ACh
die Immunantwort modulieren kann. So scheinen nAChR eine Rolle bei der
Erzeugung von Antikorpern zu spielen (Skok et al., 2007). Auch bei einer Vielzahl
von Erkrankungen kann ein Einfluss von nicht-neuronalem ACh nachgewiesen
werden. Zum Beispiel wird in Lungentumoren n- und mAChR exprimiert. Durch
Stimulation dieser Rezeptoren durch Nikotin oder ACh wird das Wachstum
dieses Tumors stimuliert (Friedman et al., 2019). Interessanterweise kdnnen
chronische Entziindungen zu einer Hochregulation der ACh-Synthese flihren. So
konnte bei atopischer Dermatitis ein erhthtes ACh-Niveau in der Haut
nachgewiesen werden (Wessler et al., 2003b). Nicht-neuronales ACh kann tber
a7-nAChRs bei akuten systemischen Entzindungen eine entziindungs-
hemmende Wirkung auslésen (de Jonge et al., 2007). Ein anderes Beispiel stellt
die Untersuchung bei Patienten mit zystischer Fibrose dar. Hier wurde gezeigt,
dass der ACh-Gehalt in Leukozyten sowie in den Bronchien deutlich reduziert ist
(Wessler et al., 2008).

1.5. Transgene Mausmodelle

Fur die Untersuchung von Humankrankheiten kénnen Mausmodelle genutzt
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werden, da die Organisation ihrer DNA und ihre Genexpression dem Menschen
sehr ahnlich sind. Etwa 99 Prozent (%) der Gene der Maus haben ein homologes
Gen im menschlichen Genom (Waterston et al., 2002). Es wird erwartet, dass die
Ergebnisse, ausgehend von Versuchen an Mausmodellen, weitestgehend auf
den Menschen Ubertragbar sind (Houdebine, 2007). Das menschliche ChAT-Gen
wurde dem Chromosom 10 zugeordnet. Das erste Intron des ChAT-Gens kodiert
gleichermalRen fur VAChT. Dieser ,cholinerge Genlocus® kodiert fur die
Expression des VACHhT- und ChAT-Proteins und enthalt regulatorische
Sequenzen, die ihre Expression kontrollieren. Das neuronale ChAT ist ein 69 kDa
Protein. Aktivatoren der Proteinkinase A oder cAMP-Analoga, Nerven-
wachstumsfaktoren, ziliarer neutrotrophischer Faktor, Leukdmie-hemmender
Faktor und Retinoide kénnen die ChAT-Expression im neuronalen Gewebe
erhdohen. Auch Sexualhormone und Glukokortekoide kdnnen die Genexpression
und/ oder die ChAT-Enzymaktivitat beeinflussen. Die Spezifitdt von ChAT ist fur
Cholin sehr hoch. Jedoch zeigte es beispielsweise im Rattenhirn die gleiche
Affinitat fir Acetyl-CoA, Propionyl-CoA und Butyryl-CoA. Es kann sein, dass das
ChAT-Enzym daher nicht nur fur die ACh-Synthese, sondern auch fur andere
Signalmolekuile wie Propionylcholin oder Butyrylcholin verantwortlich ist (Wessler
et al., 1999). Fiur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche wurden
unter anderem ChAT-BAC-eGFP-M&ause verwendet. Diese Tiere sind transgene
Mause, bei denen ein verstarktes grun fluoreszierendes Protein (eGFP, engl.
enhanced green fluorescent protein) unter der Kontrolle des ChAT-Promotors, in
Neuronen und in peripheren cholinergen Zellen exprimiert wird. Die transgenen
Méause entstehen durch das Knock-in von eGFP innerhalb eines bakteriellen
kinstlichen Chromosoms (BAC), welches in den ChAT-Locus eingefiigt wird. Die
immunhistologischen Auswertungen der Gewebeschnitte zeigten zum einen
positive Ergebnisse in Zellen des zentralen (ZNS) und peripheren
Nervensystems und zum anderen eine intensive Fluoreszenz und Farbung in
Epithelzellen der Atemwege und im Verdauungstrakt, sowie in einer Untergruppe
von Lymphozyten. ChAT-BAC-eGFP-Mause ermdglichen somit hervorragend
eine Visualisierung des klassischen als auch des nicht-klassischen cholinergen

Systems im Organismus (Tallini et al., 2006)
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1.6. Zielsetzung

Bekannt ist der Einfluss des ACh im neuronalen System. Die Rolle im nicht-
neuronalen System dagegen ist noch nicht geklart.

Ziel dieser Doktorarbeit ist es, den Einfluss des ACh aus nicht-neuronalen
Quellen auf die Angiogenese zu untersuchen. Daftir wurden in vitro Versuche an
isolierten Aortenringen durchgefuhrt.

Folgende Fragestellungen sollten im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden:

1) Welchen Einfluss hat das Acetylcholin auf die GefaRneubildung

Hierfir wurde das Aortenringassay durchgefihrt. Stimuliert wurde mit
verschiedenen Konzentrationen vom Carbachol, ein Strukturderivat des ACh, um
die Dosis-Wirkung vom ACh fur die Angiogenese zu bestimmen. Zum

funktionellen Vergleich wurden Stimulationsversuche mit VEGF durchgefuhrt.

2) Zu welchen Zelltypen gehéren die cholinergen Zellen in der
Gefallwand?

Wie schon in der Literatur beschrieben, spielen Endothelzellen, glatte
Muskelzellen und Perizyten eine wichtige Rolle in der Angiogenese. In diesem
Versuchsschritt wurde anhand von immunhistochemischer Doppelfarbungen

untersucht, um welche Zellart es sich bei den ChAT-eGFP-Zellen handelt.

3) Wo sind nicht-neuronale cholinerge Zellen in den Gefal3en wahrend der
Angiogenese lokalisiert?

Um diese Fragestellung genauer zu untersuchen, wurde bei ChAT-eGFP-
Mausen ein Aortenringassay durchgefuhrt. So konnte die Lokalisation von
cholinergen Zellen nach Durchfihrung der Immunhistochemie mittels

Fluoreszenzmikroskopie festgestellt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Tabelle 1. Verzeichnis der verwendeten Geréte.

Axioskop 2 mot plus

Gerat Model Hersteller, Ort
Einbettkarussell TP1020 Leica-Biosystem,
Nussloch
Giel3station 2080/K Bavimed, Birkenau
Mikroskope Binokulares Mikroskop, | Zeiss, Jena
Axiovert 135 TV
Fluoreszenzmikroskop, | Zeiss, Jena

Keyence BZ-9.000

Keyence, Japan

Konfokales Mikroskop

Eclipse Ti

Niko, Disseldorf

Leica DM IL LED

Leica-Biosystem,

Nussloch

Schlittenmikrotom

SM2010 R

Leica-Biosystem,

Nussloch

Sterilbank

Aura 2000 M.A.C.

Bioair Instruments, ltalien

Zellkultur-Inkubator

Hera Cell 240

Thermo Scientific, USA

Tabelle 2. Verzeichnis der verwendeten Chemikalien.

Produkt

Hersteller, Ort

Aluminiumsulfat-18-hydrat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ammoniumchlorid

Fluka, Minchen

Atropin 10 uM

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carbachol, 182,65 g/mol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Citronensaure

AppliChem, Darmstadt

Collagen, Type I, rat tail, 4,0 mg/ml

Merck Millipore, Darmstadt

D (+) - Glucose, wasserfrei

AppliChem, Darmstadt

DePex

Serva, Heidelberg

Diaminobenzidin (DAB)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

di-Natriumhydrogenphosphat,

wasserfrei

AppliChem, Darmstadt

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Life technologies, Ober-Olm

Ethanol

Firma Nordbrand, Nordhausen

Fetales Kalberserum (FCS,) 2,5%

Merck Millipore, Darmstadt

Glucoseoxidase

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Isopentan

AppliChem GmbH, Darmstadt

Kaliumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumdihydrogenphosphat

AppliChem , Darmstadt

Kernechtrot

Merck Millipore, Darmstadt

Lenvatinib 1 uM

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Mecamylamin 100 pM

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Mowiol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Natriumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid, 40 mol*

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Nickelsulfat

Merck Millipore, Darmstadt

Normal goat serum (NGS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Normal horse serum (NHS)

Schlachthof, Giel3en

Opti-MEM + GlutaMax |

Life technologies, Ober-Olm

Paraffin, Histocec-Pastillen

Merck Millipore, Darmstadt

Paraformaldehyd (PFA), 4%

Carl Roth, Darmstadt

Penicillin/ Streptomycin (Pen/Strep)

Life technologies, Ober-Olm

Pure-col, 3,1 mg/mi

Cell Systems, Troisdorf
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Tissue-Tek O.C.T. Compound

Sakura, Alphen aan den Rijen,

Niederlande

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

AppliChem, Darmstadt

Triton-X 100 0,25%

Carl Roth, Karlsruhe

Tween 20

Carl Roth, Karlsruhe

VEGF, murine, 30 ng/ml

PeproTech, Hamburg

Xylol

Uni Wirzburg, Wirzburg

Tabelle 3. Zusammensetzung der verwendeten Puffer- und

Inkubationslésungen.

LAsung

Zusammensetzung

0,1% Kernechtrot-Losung

50 g Aluminiumsulfat-18-hydrat, reinst in
11 A. dest. lI6sen
1 g Kernechtrot unter Erhitzen darin

I6sen

Citratpuffer

18 ml 0,1 M Citronenséaure

82 ml 0,1 M Tri-Natriumcitrat

900 ml Agua demineralisiert (A. dem.)
pH= 6,0

DAB-Entwicklerldsung fur eine

Kuvette

67,5 ml Phosphatpuffer

1,350 ml Nickelsulfat (13 mg/ml
Nickelsulfat)

1,350 ml Glucose (10%)

0,150 ml Ammoniumchlorid (180 mg/ml)
1,5 ml DAB (22,5 mg/ml)

0,225 ml Glucose-Oxidase (1,2 mg/ml)

Mowiol

6 g Glycerol
2,4 g Mowiol
6 ml 0,2M TRIS Puffer pH8
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NHS 0,1 % BSA

10 % NHS

0,5 % Tween 20
Phosphatgepufferte Salzlésung 400,3 g NaCl
(PBS), 5-fach konzentriert 10,0 g KCI

68 g Na2HPO4
10,0 g KH2PO4
Ad 10 | A. dem.

Phosphatpuffer 0,1 M pH=7,4

4,9 g KH2PO4

23,3 g Na2HPO4
Ad 2 | Aqua destilliert (A. dest.)

Tabelle 4. Verzeichnis der verwendeten Prim&rantikdrper und deren

Arbeitsverdinnungen.

Antikdrper Verdinnung Hersteller, Ort

CD34 (rat) 1:400 Abcam, Cambridge, UK

CD44 (rat) 1:400 Bio-Legend, San Diego,
USA

CHAT (goat) 1:400 Merck Millipore,
Darmstadt

DAPI 1:10.000 Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

F4/80 1:100 Abcam, Cambridge, UK

GFP (chicken) 1:500 Abcam, Cambridge, UK

Goat- anti- Desmin 1:100 antikorper-online.de

Lectin- 1:1.000 Sigma-Aldrich,

Fluoresceinisothiocyanat Taufkirchen

(FITC)

Rabbit- anti- NG2 1:100 Merck Millipore,
Darmstadt

Rat- anti - CD31 1:400 Dianova, Hamburg
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Rat- anti- ms F4/80 1:200 AbD Serotec, Puchheim

a-SMa Cy3 1:1.000 Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

a-Vimentin (rabbit) 1:250 Abcam, Cambridge, UK

Tabelle 5. Verzeichnis der verwendeten Sekundarantikdrper und deren

Arbeitsverdinnungen.

Antikorper Verdinnung Hersteller, Ort

Donkey- anti- rabbit 1:1.000 Merck Millipore, Darmstadt
IgG, Cy3-konjugiert

Donkey- anti- rat IgG, | 1:1.000 Dianova, Hamburg
Cy3-konjugiert

Donkey- anti-goat 1gG, | 1:500 Merck Millipore, Darmstadt
Cy3-konjugiert

Donkey-anti- goat I1gG, | 1:400 Life technologies, Ober-
TXR-konjugiert Olm

Donkey-anti-chicken 1:1000 Merck Millipore, Darmstadt
lgY, Cy2-konjugiert

Goat-anti-rabbit IgG, 1:250 Biozol, Eching

biotinyliert

Goat-anti-rat 1gG, 1:250 Biozol, Eching

biotinyliert

Streptavidin 1:250 Linaris, Dossenheim

Tabelle 6. Verzeichnis der verwendeten Programme.

Software

Quelle

Axiovision Rel 4.8.

https://www.zeiss.de/mikroskopie/downloads/axiovision

-downloads.html

BZ-II Analyser

http://bz-ii-analyzer.software.informer.com/
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IBM.SPSS. Universitat Wirzburg
Statitics.v23

ImageJ< https://imagej.net/
LAS X+ Leica DMi8 | https://www.leica-

microsystems.com/de/produkte/mikroskop-

software/details/product/leica-las-x-Is/

NIS-Elements-AR https://www.nikoninstruments.com/en_DE/Products/So

ftware/NIS-Elements-Advanced-Research

Tabelle 7. Verzeichnis der verwendeten Mausstamme.

Mausart Stamm
BI6 C57BIl6/J
ChAT Kortikoff eGFP

2.2. Methoden

2.2.1. Haltung und Zucht

Die verwendeten Mauslinien (C57BI6/J und ChAT-eGFP) stammten aus dem
Tierstall des Physiologischen Instituts sowie aus der Tierhaltung des Zentrums
fur Experimentelle Molekulare Medizin (SPF, ZEMM) der Universitat Wurzburg.
Die Méause wurden in Typ-I-Kéfigen bei einer Temperatur von 22-26 C° und
einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden gehalten. Die Tiere erhielten Zucht-
und Haltungsfutter der Firma Ssniff und Wasser ad libidum. Die Versuche wurden

mit 8-12 Wochen alten Tieren beider Geschlechter durchgefihrt.

2.2.2. Whole-mount-Préaparation und Aufbereitung

Hierbei war es das Ziel, Herz, Lunge, Osophagus und Aorta als ein
zusammenh&ngendes Organpaket schonend zu entnehmen. Bei diesem
Versuchsablauf wurden die Tiere durch zervikale Dislokation abgetotet. Fir die
Organentnahme wurde die Maus in dorsaler Lage auf einer Unterlage stabil

fixiert. Mit einer Schere wurde ein Schnitt auf der Medianlinie des Thorax und
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Abdominalraumes durchgefuihrt. Wichtig war hierbei, die Bauchdecke des Tieres
nicht zu verletzen. AnschlieRend konnte durch Zug mit einer groben Pinzette das
Fell des Tieres entfernt werden. Als nachstes wurde die Bauchdecke zum Schutz
der darunterliegenden Organe mit einer Pinzette angehoben und mit einer
groben Schere entfernt. Durch einen Schnitt durch die Rippen jeweils lateral der
Medioclavikularlinien, konnten die ventralen Anteile des Brustkorbes abgesetzt
werden. Somit wurde ein freier Blick auf die Lunge und das Herz mdglich. Als
nachstes wurden der Thymus und die Trachea entfernt. Die verbleibenden
Thoraxorgane wurden vorsichtig von Fett, Bindegewebe und BlutgefalR3en
freiprapariert. An der am weitersten kranial und dorsal gelegenen Stelle des
Osophagus und der thorakalen Aorta wurden die Organe durchtrennt. Sie
konnten nun zusammenhangend herausgenommen werden. Die zusammen-
hangenden Organe, bestehend aus Herz, Lunge, Osophagus und Aorta, wurden
nach der Entnahme fir eine Stunde in 4% PFA-L6sung gelegt und anschliel3end
in 20% Saccharose 12 Tage ausgewaschen. Danach folgte die Cryo-
konservierung und die Lagerung der Praparate bei -20 Grad Celsius (°C). Die
Einbettung erfolgte mit Tissue-Tek. Mittels -20°C gelagertem Isopentan,
eingefullt in einen durch flissigen Stickstoff geklihlten Kupferzylinder, wurden die
Praparate in kleine Blockchen gefroren. Die histologischen Schnitte wurden an
einem Cryostat bei -20°C hergestellt. Dabei wahlte man eine Schnittdicke von 10
Mikrometer (um). 28 Objekttrager & 3 Gewebeschnitte stellten das Ergebnis dar.
Anschlie3end folgte eine 2 stindige lichtgeschitzte Trocknung der Objekttrager.
Zur Rehydrierung des Gewebes wurden die Praparate nun dreimal 1 Minute mit
PBS gewaschen. Die Halfte der Gewebeproben sollten mittels
Immunhistochemie noch optisch verstarkt werden. Dazu wurde auf die
ausgewahlten Objekttrager eine Blocklésung (0,1% BSA, 10% NHS, 0,5% Tween
20) fur eine Stunde aufgetragen und anschliel3end mittels PBS wieder entfernt.
Nun wurden die Schnitte mit dem ersten Antikdrper GFP (1:500) tUber Nacht
versehen. Am folgenden Tag erfolgte das Waschen der Schnitte mit PBS und
das Auftragen des Zweitantikorpers goat-anti-chicken (1:1000) fir eine Stunde.
Die Objekttrager konnten nun alle mit Mowiol eingedeckt und nach Trocknung

am Mikroskop ausgewertet werden.
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2.2.3. Aortenring-Assay

Zur Analyse der Effekte des nicht-neuronalen ACh auf die Angiogenese wurde
der Aortenring-Assay nach Baker durchgefiihrt (Baker et al., 2012). Zunachst
wurden die Tiere, wie bereits beschrieben, fachgerecht abgetttet und fixiert. Nun
erfolgte die Desinfektion der Bauchregion mit 70% -igem Ethanol. Das Fell wurde
durch einen Schnitt entlang der Medianlinie mit einer stumpfen Schere und
anschlieBendem Ziehen mit einer Pinzette entfernt. Nach Offnung der
Bauchdecke wurde der Darm vorsichtig beiseitegeschoben, um die Arteria iliaca
communis freizulegen. Diese wurde nun durch einen Schnitt mit einer spitzen
Schere getrennt, um das Blut aus dem Gefal3system zu entfernen. Das
Ligamentum falciforme wurde als nachstes durchtrennt. Der Osophagus wurde
vom Magen abgesetzt und die gesamten Abdominalorgane wurden leicht nach
kaudal verlagert, um eine bessere Ubersicht auf das Praparationsgebiet zu
erhalten. Die nachfolgenden Arbeitsschritte  wurden unter einem
Binokularmikroskop durchgefiihrt. Zundchst wurden der Thymus und die
Lungenfliigel herausprapariert. Das Herz wurde nun vorsichtig in die rechte
Brusthohle verlagert, um eine bessere Erreichbarkeit der Aorta zu gewahrleisten.
Das GefaR wurde danach von den abgehenden kleinen thorakalen Arterien
getrennt. Anschlieend folgte die Entfernung des Fettgewebes. Dieser Schritt ist
sehr wichtig, da die Aorta am Ende der Préparation nahezu fettfrei vorliegen
muss, um ein Neuaussprossen von Gefal3en zu ermdglichen. Nach Fixierung der
Aorta mit einer feinen Pinzette im Bereich des Arcus aortae, wurde das Gefal in
diesem Bereich vom Herzen getrennt. Dann folgte die kaudale Absetzung im
Bereich des Uberganges von thorakalen zur abdominalen Aorta. In einer
Petrischale, gefillt mit PBS, wurde das entnommene Gefal3 vorsichtig vom
verbliebenen Fett befreit und mit 1 Milliliter (ml) Opti-MEM luminal durchspdlt. Mit
einem Skalpell wurde die Aorta nun in etwa 20-30 ca. 1 Millimeter (mm) breite
Ringe geschnitten. Uber Nacht wurden die Aortenringe in einem Medium,
bestehend aus 3 ml Opti-MEM und 30 Mikroliter (ul) Pen-Strep, bei 37°C und
einer Begasung mit 5 % Kohlenstoffdioxid in einem Brutschrank inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die Ringe in einer 96-Well-Platte kultiviert (Abb.2). Diese

Arbeit erfolgte unter einer Sterilbank. Zunachst wurde DMEM und das Collagen-
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Typ-1 in einer Schale auf Eis vorbereitet. Dieser Schritt ist sehr wichtig, da es
sonst zu einer vorzeitigen Polymerisation kommen kann. Bei Ringen, die spater
immunhistologisch mit einem anti-CD31 Antikdrper gefarbt werden sollten, wurde
alternativ zum Collagen Purecol verwendet. Grund dafur ist, dass der anti-CD31
Antikérper und das Collagen aus der Ratte gewonnen wurden. Inkubation mit
einem anti-rat-Antikdrper wirde auch das Collagen markieren. Unter der
Sterilbank wurde dem DMEM jetzt das Collagen zugefugt und der pH-Wert nun
mit Natriumhydroxid so eingestellt, bis die Losung sich rosa zeigte. 20 pl
Natriumhydroxid pro 10 ml Medium reichten aus, um die Einbettmatrix basisch
werden zu lassen. Es folgte das Einsetzen der Ringe in 70 pl der Einbettmatrix
mittig in jedes Well. Die Ringe mussten vollstandig mit Collagen umschlossen
sein und die Lumen sich senkrecht zum Boden des Wells befinden. Damit das
Collagen auspolymerisieren konnte, wurde die Platte fir eine Stunde in den
Brutschrank bei 37°C und 5% Kohlenstoffdioxid-Begasung gestellt. AnschlieRend
wurden die Aortenringe mit einem Medium bestehend aus Opti-MEM und Pen-
Strep, inkubiert. In Kontrollversuchen wurde 2,5% FCS zugesetzt. Um die
Wirkung von VEGF und ACh auf die Angiogenese zu untersuchen, wurde dem
Medium jeweils 30 ng/ml VEGF oder Carbachol, einem Strukturderivat des ACh
mit einer langeren Halbwertszeit und nicht abbaubar durch die AChE, in den
Konzentrationen 100 Mikromolar (uM), 10 uM, 1 pM, 500 Nanomolar (nM) und
100 nM hinzugegeben. Die Medien wurden an Tag 4 gewechselt. An Tag 5 wurde
ein Teil der Versuchsreihen gestoppt. Zur Untersuchung der zeitlichen
Weiterentwicklung der neu ausgesprossten GefdRe, nahm man an Tag 5
nochmals bei einigen Aortenringen ein Medienwechsel vor. An Tag 7 wurde die
Halfte dieser Versuchsreihen gestoppt und quantifiziert. Bei der anderen Halfte
fuhrte man den Versuch bis Tag 11 durch (Abb.3). Bilder der Aortenringe wurden
bei der Versuchsreihe ,Auswirkung des VEGFs auf die wachsenden
Aussprossungen® an Tag 1-5, bei ,Auswirkung des ACh auf die wachsenden
Aussprossungen® an Tag 5 und bei ,zeitlich weitere Entwicklung der
Aussprossung“ an Tag 5, 7 und 11 angefertigt. An Tag 5 und 7 wurden dann die

Langenmessung mittels ImageJ vorgenommen (Abb. 4).
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Abb. 2. Aortenpraparation. Die Maus wurde an den Gliedmalien befestigt.
Dann folgten die vorsichtige Freilegung und Entfernung der Aorta. Anschliel3end
wurde das Gefald in Ringe geschnitten und in einer 96-Well-Platte in Collagen
eingebettet.
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Einbettung+ Medien- Medien- Medien- Medien-
Medium wechsel wechsel wechsel wechsel

f ! ! f !

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Tag
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Blocken+ Blocken+ Blocken
Immun-  Immun-

histologie histologie

Abb. 3. Versuchsablauf Auswirkung VEGF/Acetylcholin + zeitliche
Weiterentwicklung. Nachdem die Aortenringe in Collagen eingebettet wurden,
erfolgte an Tag 4,6,8 und 10 fur die jeweiligen Ringe ein Medienwechsel. Der
Versuch wurde unter verschiedenen Fragestellungen an Tag 5, 7 und 11
gestoppt. Anschlie3end folgte die Immunhistochemie.

Abb. 4. Auswertung von Primar- und Sekundaraussprossungen mittels
ImageJ. Hierzu wurden die fotodokumentierten Bilder der ausgesprossten
Aortenringe in das Programm ImageJ kopiert. Da die Distanz von 500 yum durch
die Langenskala bekannt war, diente sie als Referenzlénge fur die Messungen.
Zunachst wurden die Primaraussprossungen mit blauen Linien nachgezogen und
so ihre Lange und Anzahl gemessen. AnschlieBend wurden so die
Sekundaraussprossungen in grin ausgewertet. Die Resultate wurden zunachst
im Programm Excel gesammelt und anschlie@end mit SPSS statistisch

ausgewertet.
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In den Versuchsreihen der Inhibitoren wurden den mit VEGF oder Carbachol
versetzten Medien jeweils Lenvatinib (c=1uM), Atropin (c=10 uM) oder
Mecamylamin (c=100 puM) zugegeben. Das Medium wurde jeweils an den Tagen
4 und 6 gewechselt (Abb. 5). Eine Fotodokumentation erfolgte an jedem

Versuchstag.
Einbettung+ Medien-  Medien-
Medium+ wechsel+ wechsel+
Inhibitoren Inhibitoren Inhibitoren
0 1 2 3 4 5 6 7 Tag
STOP
Blocken

Abb. 5. Versuchsablauf zur Auswirkung von Inhibitoren auf die

wachsenden Aussprossungen.

2.2.4. Statistik

Alle Messdaten wurden zunadchst im Programm Microsoft Excel tabellarisch
erfasst und anschlie3end mit Hilfe des Programms SPSS Version 23 statistisch
ausgewertet und grafisch dargestellt. Zuerst wurde eine explorative
Datenanalyse vorgenommen. Danach wurden die Messdaten mittels
nichtparametrischen Tests untersucht. FiUr die statistische Berechnung von
intergruppalen Unterschieden kam der Kruskal-Wallis-Test zur Anwendung.
Wenn sich eine Signifikanz darstellte, wurde anschlieRend der Mann-Whitney-
Test fur jeweils zwei definierte Gruppen durchgefihrt. Als signifikant wurde eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 angesehen.

2.2.5. Immunhistochemie
Um das Medium zu entfernen, wurden die ausgesprossten Aortenringe in der 96-

Well-Platte zuerst dreimal 5 min mit PBS gewaschen. Danach wurden sie fur 10
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min mit 2%-igem PFA unter dem Abzug fixiert. Anschliel3end folgte ein 3-maliges
Waschen fur 5 min mit PBS. Nach 15-minitiger Behandlung mit Triton-X-100
0,25% bei Raumtemperatur und weiterem dreimaligen Waschen fur 5 min mit
PBS folgte das Blocken mit einer Losung aus 0,1% BSA, 10% NHS und 0,5%
Tween 20 fur 1 Stunde. Der Blockvorgang ist wichtig, um unspezifische
Antikdrper-Bindungsstellen zu blockieren, den Farbeerfolg zu optimieren und
hohe Hintergrundsignale zu minimieren. AnschlieRend wurden die Aortenringe
mit dem jeweiligen primaren Antikorper tber Nacht bei Raumtemperatur und im
Dunkeln inkubiert. Am nachsten Tag folgte nach dreimaligem Waschen mit PBS
fur funf min die Inkubation mit dem jeweiligen Fluorophor-konjugierten
sekundaren Antikorper (Abb. 6). Diesen belielRen wir fir eine Stunde im Dunkeln
bei Raumtemperatur. 10 min vor Ablauf der Gesamtzeit wurde zusatzlich 4°,6-
Diamidin-2’phenylinol (DAPI) 1:10.000, zur Visualisierung des Nukleus, auf die
Ringe pipettiert. Anschlieend folgte dreimal das Waschen mit PBS fur 5 min. Als
nachstes wurden die Ringe samt Collagen bzw. Purecol vorsichtig mit einer
Pinzette aus dem Well entnommen und auf einem Objekttrager mit Mowiol und
Deckglaschen eingedeckt. Nach mindestens einer Stunde im Kihlraum folgte die
Auswertung der Farbung am Fluoreszenzmikroskop. Zusatzlich wurden

Aufnahmen an einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop angefertigt.
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DAPI + DAPI +

Desmin

Abb. 6. Farbekombinationen der Immunhistochemie. Kombiniert wurden
DAPI und Lectin-FITC und CHAT-eGFP. Dazu kamen dann die jeweils hier
aufgefuhrten Antikérper. Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI fluoresziert im
sichtbaren Bereich mit blauer bis cyaner Farbe. Lectin-FITC und CHAT-eGFP
fluoreszieren jeweils grin. Die anderen Erstantikdrper wurden mit Cy3- oder

TXR-konjugierten Zweitantikbrpern gekoppelt.

2.2.6. Paraffineinbettung und Immunhistochemie

Unterstutzende Hilfe leistete bei diesem Versuch die technische Mitarbeiterin
Erna Kleinschroth. Die ausgesprossten Aortenringe wurden mit 4% PFA Uber
Nacht bei Raumtemperatur unter einem Abzug fixiert. Anschlielend folgte die
Uberfiihrung der Proben in Kunststoffeinbettkassetten. Die Kassetten wurden
sofort in 70% Ethanol gegeben. Die Proben blieben fir die Auswaschung des
Fixans fur ca. 2 bis 3 Stunden auf einem Schiuttler in dem Ethanol, welches
zuséatzlich noch zweimal ausgewechselt wurde. Die Kassetten wurden in das
Einbettkarussell angehangt und durchliefen fir 15 Stunden das Programm 1
(Programm 1= % h 70% Ethanol I, ¥2 h 70% Ethanol Il, 1h 80% Ethanol, 1h 96%
Ethanol, 1h 100% Ethanol I, 1h 100% Ethanol II, 1h 100% Ethanol IIl, 1h Xylol I,
1h Xylol Ill, 3h Paraffin I, 3h Paraffin Il). Nun wurden die Blockchen an der
Giel3station gegossen. Die Schnittherstellung geschah mit einem
Schlittenmikrotom. Es entstanden 10 pm dicke Paraffinschnitte, die im

Wasserbad gestreckt und auf Superfrost Objekttrager aufgezogen wurden.
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AbschlieBend wurden die Schnitte Uber Nacht bei 37°C im Trockenschrank
getrocknet. Nun folgte die immunhistologische Farbung. Am ersten Tag erfolgte
zunéachst die Entparaffinierung der Schnitte (10 min Xylol 1, 10 min Xylol I, 5 min
Ethanol 100% Il, 5 min Ethanol 100% I, 5 min Ethanol 96%, 5 min Ethanol 80%,
5 min Ethanol 70%, 5 min Aqua dest). Zur Reduzierung einer unerwinschten
Hintergrundfarbung folgte nun die Anwendung eines endogenen Peroxidase
Blocks fur 10 min lichtgeschitzt auf dem Schiittler. Danach folgte das zweimalige
Waschen fir 5 min mit destilliertem Wasser. Die Demaskierung wurde in 10 mM
Citratpuffer pH=6 durchgefuhrt. Nun wurden die Proben in der Mikrowelle
siebenmal jeweils fur 10 Sekunden aufgekocht. Nach 30-35 min Abkuhlung,
folgte ein dreimaliges Waschen der Proben mit PBS bei Raumtemperatur jeweils
5 min lang. Geblockt wurde mit 5% NGS in PBS fir 1-2 Stunden bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Schnitte mit dem priméren
Antikdrper inkubiert. Diese stellen CD44 (1:400), CD34 (1:2.500) und F4/80
(1:200) dar. Die Objekttrager mussten uber Nacht in einem Kudhlraum bei 4°C
belassen werden. Am 2. Versuchstag wurde zuerst die Antikorperlésung mit einer
Pasteurpipette abgenommen und dann dreimal fir 5 min mit PBS gewaschen.
Nachfolgend wurden die Schnitte mit dem sekundaren Antikdrper eine Stunde
lichtgeschitzt bei Raumtemperatur versehen. Der Zweitantikorper stellte einen
goat anti-rat biotinyliert (1:250) und goat anti-rabbit biotinyliert (1: 250) dar. Ein
Avidin-Biotin Komplex 1:250 wurde 30 min vor Ende der Inkubationszeit
hergestellt. Dazu musste 0,004 ul des Avidin-Biotin-Komplexes in je 1 ul PBS
geldst werden. Um den Zweitantikdper zu entfernen, wurden die Schnitte wieder
drei Mal fur 5 min mit PBS gewaschen. Die Avidin-Biotin-Komplex-Inkubation
musste 30 min lichtgeschitzt bei Raumtemperatur andauern. Es folgte ein
zweimaliges weiteres Waschen fur 5 min mit PBS und ein letzter Waschschritt in
einer dunklen Kivette mit 0,1 M Phosphatpuffer mit pH 7,4. Nun musste ein
Messzylinder mit Alufolie umwickelt werden, um lichtgeschitzt die DAB-
Entwicklungslésung ansetzen zu kdnnen. Der Ansatz bestand aus 67,5 ml 0,1 M
Phosphatpuffer, 1350 pl Nickelsulfat, 1350 pl Glucose 10%, 150 ul
Ammoniomchlorid 18 mg, 1,5 ml DAB 22,5 mg/ml) und 225 ul Glucose-Oxidase

1,2 mg/ml Aqua dest. Die Losung wurde auf einem Magnetriihrer gemischt. Die
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Reaktion trat nach 10-30 min je nach Antikérper ein und musste somit regelmanig
kontrolliert werden. Zum Abstoppen der Reaktion wurden die Schnitte in PBS
gestellt. Danach folgte wieder ein dreimaliges Waschen fur 5 min mit PBS und
abschlieRend ein kurzes Waschen mit Aqua dest. Die Schnitte wurden dann mit
0,1% Kernechtrot fir 3 min gegengefarbt. Nach einem Waschen mit Aqua dest.
erfolgte die Dehydrierung der Schnitte (Ethanol 70% 1 min, Ethanol 80% 1
Minute, Ethanol 96% 1 Minute, Ethanol | 100% 3 min, Ethanol Il 100% 3 min,
Xylol I 5 min, Xylol Il 5 min). Eingedeckt wurden die Schnitte dann mit DePex.
Unter dem Abzug konnten die Proben fest werden. Dieser Vorgang dauerte 1-2
Stunden oder sie wurden Uber Nacht stehen gelassen. Nun konnte die

Auswertung unter dem Mikroskop erfolgen.
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3. Ergebnisse

3.1. Whole-mount

Die Lokalisation von ChAT in thorakal gelegenen Organen wurde an
histologischen Schnitten unter der Verwendung eines transgenen Mausstammes
ChAT-eGFP untersucht. In diesem Mausstamm wird das eGFP unter der
Kontrolle des ChAT-Promotors in Neuronen und in peripheren cholinergen Zellen
exprimiert. Das Thema der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss dieser Zellen
als eine nicht-neuronale Quelle fir ACh und des cholinergen Signallings zu
untersuchen. Wir konnten das Vorhandensein von ChAT-Zellen in bereits
bekannten Lokalisationen nachvollziehen. Es wurden stark griin-fluoreszierende
Zellen in der Herzmuskulatur beobachtet (Abb. 7). Bei weiterem Betrachten fiel
auf, dass sich auch an anderen Orten stark grin-fluoreszierende Zellen
befanden. Schon unter kleineren VergrolRerungen liel3 sich eine starkere
Fluoreszenz von Zellen in der Aortenwand beobachten. Bei der genauen
Untersuchung der Aortenwand unter hoheren Vergré3erungen, waren stark grin-
fluoreszierende Zellen zu erkennen. Diese befanden sich in der aortalen
Adventitia der Gefallwand (Abb. 8).
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Abb. 7. Schnitt durch die Thoraxorgane einer ChAT-eGFP-Maus.
A: Durchlichtmikroskopie, B: Epifluoreszenz: a: Aorta, h: Herz, |: Lunge,
6: Osophagus. eGFP-Zellen wurden in der Herzmuskulatur und in der

Aortenwand gefunden (Pfeile). Mal3stab: 100 pm.
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Abb. 8. Histologische Darstellung der Aorta einer ChAT-eGFP-Maus.

A-D: Ausschnitt aus der Aortenwand, Epifluoreszenz, B und D: Insets aus A und
C, B und D: ChAT-eGFP-positive Zellen (Pfeile) konnten in der Aortenwand
lokalisiert werden. Zellkerne wurden in B mittels DAPI dargestellt. MaRstab: A
und C: 100 um, B und D: 50 pm.

3.2. Aortenring-Assay

3.2.1. Bedeutung von VEGF fur die Aussprossung von neuen Gefal3en

Bevor der Einfluss des ACh auf die Angiogenese untersucht werden konnte,
wurden Kontrollversuche mit VEGF, einem bekannten Angiogenesestimulator,
durchgefuhrt. Anschliel3end wurde die Wirkung von ACh mit der VEGF-Wirkung
verglichen, von dem zu erwarten war, dass durch ihn die maximale Stimulation
der Angiogenese erreicht wird. Um den Einfluss des VEGF auf die stimulierten
Aortenringe zu untersuchen, wurden die Ringe an jedem Versuchstag wahrend

des Experimentes unter einem Durchlichtmikroskop aufgenommen. Am ersten
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Tag nach der Stimulation erkannte man einzelne Zellen, die sich um den Ring
gruppierten (Abb. 9, d1). Nach Tag 2 wuchs die Anzahl der Zellen rapide an (Abb.
9, d2). Ab Tag 3 gruppierten sich die Zellen zu tubuldren Strukturen, die
morphologisch neuen Gefal3en ahnelten. Diese gingen aus dem gegebenen
Aortenring hervor (Abb. 9, d3). Sie wurden als Primaraussprossungen bezeichnet
und nahmen an den folgenden Versuchstagen an Lange und Anzahl zu.
Abschlie3end zweigten sich die Prim&raussprossungen an ihren Enden auf und
es entstanden die Sekundaraussprossungen (Abb. 9, d4). Mit VEGF stimulierte

Aortenringe bildeten nach 5 Tagen neue stabile Gefal3e aus (Abb. 9, d5).

Abb. 9. Durchlichtmikroskopie von Aortenringen nach Stimulation mit
VEGF. d1-d5: Tagl bis 5 nach Stimulation. d1- d2: Pfeile kennzeichnen
einzelne neu entstandene Zellen. d3-d4: einfache Pfeilkbpfe ( » ) =
Primaraussprossung. doppelte Pfeilkopfe ( » ) = Sekundaraussprossung. d5:
Sterne (¥ ) kennzeichnen neu gebildete stabile Gefalte bestehend aus Primar-
und Sekundaraussprossungen. Mal3stab: 500 pum.
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3.2.2. Auswirkung von ACh auf die wachsenden Aussprossungen

Um zu untersuchen, ob und wenn ja, welchen Einfluss das ACh auf die
Angiogenese hat, wurden Aortenringe mit ACh unterschiedlicher Konzentration
stimuliert. Da ACh selbst eine kurze Halbwertszeit aufweist und eine Stimulation
Uber einen langeren Zeitraum vorgesehen war, wurde in den Versuchen ein
Strukturderivat, das Carbachol, eingesetzt. Hier liegt anstelle einer Acetylgruppe
eine Carbamoylgruppe vor, die dem Substrat eine erhdhte chemische Stabilitat
verleint und nur schlecht von der Acetylesterase gespalten werden kann.
Zunachst wurde untersucht, ob die aortalen Ringe der zwei verwendeten
Mausstamme (C57BI6/J, Kortikoff eGFP ) sich unter Stimulation unterschiedlich
entwickeln wurden. Dazu wurden von jeweils 3 Mausen pro Mausstamm,
insgesamt 16 Aortenringe pro Bedingung, mit den Carbacholkonzentrationen 100
puM, 10uM, 1uM, 500nM und 100 nM stimuliert. Als Vergleichskontrollen dienten
in jeder Versuchsreihe Ringe, die mit einem Medium, bestehend aus OPTI-MEM,
Pen/Strep und mit und ohne FCS-Zugabe, stimuliert wurden. Aufl3erdem wurden
die mit Carbachol stimulierten Ringe mit den VEGF (30 ng/ml) -stimulierten
Ringen verglichen. Die Lange und Anzahl der Priméar- und Sekundar-
aussprossungen wurde nach der VEGF- und Carbacholstimulation, anhand der
dokumentierten Fotos am Tag 5 und 7 (Abb. 9), mit dem Programm ImageJ
gemessen und anschlieRend statistisch ausgewertet. Bei Betrachtung der
Ergebnisse zeigten sich Lange und Anzahl der Aussprossungen unter den
gleichen Bedingungen bei beiden Mausstammen sehr &hnlich (Abb. 10). Nach
statistischer Auswertung konnte keine Signifikanz zwischen den beiden
Mausstdmmen unter gleichen Bedingungen festgestellt werden (Abb. 11 ,12).
Folglich konnten die Ergebnisse von den C57BI6/J- und ChAT-eGFP-Mausen
hinsichtlich der Gesamtlange der neu gebildeten GefalRe gemeinsam
ausgewertet werden. Bei den Konzentrationen von 100 uM und 10 uM Carbachol
kam es zu einer sehr geringen Aussprossung. Diese Konzentrationen zeigten
sich als vergleichbar schlechte Angiogenesestimulatoren. Unter Stimulation mit
Carbachol in einer Konzentration von 1 uM- 100 nM kam es zu einer effektiven

Ausbildung von neuen Primér- und Sekundaraussprossungen. Im Vergleich zu
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den VEGF-stimulierten Ringen musste im Allgemeinen eine geringeren
Gefal3bildung festgestellt werden (Abb.10).

C57BI6/) ChAT-eGFP

Carbachol + FCS

Abb. 10. Einfluss des ACh auf die Angiogenese bei C57BI6/J- und ChAT-
eGFP-Mausen. Durchlichtmikroskopie. Carbachol wirkt als Angiogenese-
stimulator. Blau dargestellt sind die Primaraussprossungen. Griin dargestellt die

Sekundaraussprossungen. Mal3stab: 500 pm.
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Abb. 11. Statistischer Vergleich der Lange der Prim&raussprossungen (PA)
von C57BI67J und ChAT-eGFP unter verschiedenen Bedingungen. Es
wurden 3 Mause und 16 Ringe ausgewertet. Es wurde die Gesamtlange (Lange
aller Primaraussprossungen) pro Ring angegeben. Die Lénge der
Primaraussprossungen beider Mausstdmme ist jeweils unter den gleichen
Bedingungen nicht signifikant. Nicht signifikant: n.s. = p > 0,05, *: p < 0,05 =
signifikant, **: p < 0,01 sehr signifikant, ***. p < 0,001 hoch signifikant.
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Abb. 12. Statistischer Vergleich der Lange der Sekundaraussprossungen
(SA) von C57BI67J und ChAT-eGFP unter verschiedenen Bedingungen. Es
wurden 3 Mause und 16 Ringe ausgewertet. Es wurde die Gesamtlange (Lange
aller Sekundaraussprossungen) pro Ring angegeben. Die Lange der
Sekundaraussprossungen beider Mausstamme ist jeweils unter den gleichen
Bedingungen nicht signifikant. Nicht signifikant: n.s. = p > 0,05, *: p < 0,05 =
signifikant, **: p < 0,01 sehr signifikant, ***: p < 0,001 hoch signifikant.
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3.2.3. Inhibitorversuch mit Lenvatinib

Um zu Uberprufen, ob die cholinerge Wirkung auf die Aktivierung ahnlicher
Mechanismen wie bei einer VEGF-Stimulation basiert, wurde ein Inhibitorversuch
mit Lenvatinib durchgefuihrt. Die Aortenringe wurden zusatzlich zu VEGF und
Carbachol mit Lenvatinib 1 uM kultiviert. Diese Versuchsreihe dauerte 7 Tage
und die Aussprossungen wurden taglich dokumentiert. Nach Tag 7 hatten sich
bei einer Stimulation der Aortenringe mit VEGF oder Carbachol stabile neue
GefalRe ausgebildet. Mit einer zusatzlichen Lenvatinib-Zugabe im Medium lie3en
sich nach Tag 7 nur einzelne neu ausgewanderte Zellen um den Aortenring
erkennen. Weder bei VEGF noch bei Carbachol entwickelte sich einer Art der
GefalRausbildung (Abb. 13). Es ist daher anzunehmen, dass es zu ahnlichen
Wirkmechanismen unter Acetylcholineinfluss wie bei der Stimulation mit VEGF
Uber den VEGFR kommt.
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VEGF A Carbachol 1 M B

di

VEGF + Lenvatinib c Carbachol 1 uM + Lenvatinib D

Abb. 13. |Inhibition der Neugefalbildung mit Lenvatinb (1 pM).
Durchlichtmikroskopie. d1-d7= Versuchstag 1 bis 7. Im Gegensatz zu den
Kontrollen (A-B), kommt es unter dem Einsatz von Lenvatinib zu keiner
Gefallneubildung bei einer VEGF- (C) sowie einer Carbacholstimulation (D) der
Aortenringe. Bis Tag 5 haben sich viele einzelne Zellen um den Aortenring
gebildet. Diese verandern bis Versuchstag 7 ihre Lokalisation um den Ring und
wandern nach auf3en. Mal3stab: 500 um.
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3.2.3. Inhibitorversuch mit Atropin und Mecamylamin

ACh wirkt Gber mAChR und den nAChR. Um festzustellen tber welche
Rezeptoren das ACh einen Einfluss auf die Angiogenese hat, wurde ein weiterer
Inhibitorversuch durchgefihrt. Diesmal wurde mit Atropin und Mecamylamin
gearbeitet. Mecamylamin ist ein genereller Antagonist des nAChR, Atropin von
MAChR. Mittels eines Aortenringassays wurden Aortenringe mit VEGF und
Carbachol stimuliert. Jeweils die Halfte der Ringe wurden zuséatzlich mit Atropin
10 pM und Mecamylamin 100 uM behandelt. In den Ergebnissen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den stimulierten und inhibierten Ringen. Auch
stellte sich kein Unterschied zwischen den beiden Inhibitoren Atropin und
Mecamylamin dar (Abb. 14,15). Es konnte nicht bewiesen werden, tiber welchen
Rezeptor nicht-neuronales ACh auf die Angiogenese Einfluss nimmt.

Abb. 14. Inhibition der NeugefalRbildung mit Atropin (10 pM) bei einer
Carbachol- und VEGF-Stimulation. Durchlichtmikroskopie. d1-d7: Versuchstag
1 bis 7. Die Aortenringe wurden mit VEGF (30 ng/ml), Carbachol (500 uM) und
Atropin (10 pM) 7 Tage lang stimuliert. Nach dem 2. Versuchstag kam es zur
Bildung neuer Zellen die sich um den Aortenring gruppierten (d1, d2). Ab
Versuchstag 4 bildeten sich trotz Inhibitorgabe neue GefalRe (d5-d7). Die Pfeile
(— ) stellen die neu gebildeten Gefal3e dar. Mal3stab: 500 pum.
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Abb. 15. Inhibition der Neugefal3bildung mit Mecamylamin (100 uM)

bei Carbachol- und VEGF-Stimulation. Durchlichtmikroskopie. d1-d7:
Versuchstag 1 bis 7. Die Aortenringe wurden mit VEGF (30 ng/ml), Carbachol
(500 uM) und Mecamylamin (100 uM) 7 Tage lang stimuliert. Nach dem 2.
Versuchstag kam es zur Bildung neuer Zellen die sich um den Aortenring
gruppierten (d1, d2). An den folgenden Versuchstagen bildeten sich trotz
Inhibitorgabe neue Gefal3e (d3-d7). Die Pfeile (—») stellen die neu gebildeten
Gefal3e dar. Mal3stab: 500 um.

3.2.4 Gesamtlange der Primar- und Sekundaraussprossungen am Tag 5

Es wurde die Gesamtlange der primaren und sekundéren Aussprossungen am
Versuchstag 5 unter den verschiedenen Bedingungen untersucht. Im
Allgemeinen zeigte sich Carbachol weniger potent als VEGF. Als
Vergleichskontrollen dienten Ringe, die mit einem Medium ohne Zugabe von
VEGF oder Carbachol versehen wurden. Sie unterschieden sich nicht in der Art
der Gefal3bildung. Aufgrund des Collagens in dem die Ringe eingebettet wurden,
welches allein schon als Wachstumsstimulanz wirkt, entstanden wenige kleine
neue Gefal3e. Bei der Gesamtlange der Primaraussprossungen unterschieden
sich 100 und 10 pM Carbachol nicht von den Vergleichskontrollen. Diese beiden
Konzentrationen wirkten nicht stimulierend auf die Angiogenese. Die mit VEGF

stimulierten Ringe zeigten die langsten primaren und sekundéaren
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Aussprossungen und waren auch gegenuber allen anderen Bedingungen
signifikant langer. Am potentesten bei beiden Arten von Aussprossungen ergab
sich die Stimulation der Aortenringe mit einer Carbacholkonzentration von 1 uM
(Abb. 16,17). Bei den Sekundaraussprossungen unterschieden sich die
Carbacholkonzentrationen 1 puM, 500 nM und 100 nM nicht stark voneinander
(Abb. 17). Der Léangenvergleich der primaren, direkt aus der Aorta
aussprossenden Gefale, mit den sekundaren, aus den Prim&raussprossungen
abgehenden Gefal3en, zeigte, dass die Primaraussprossungen bei allen

Bedingungen signifikant langer waren als die sekundéaren (Abb. 18).

47



20 A N.S. k%% n.s. * kkk Kk * %k
I 1
5 ok ok n.s. n. s. * %k *okk % %k
I
= kkk | ok kkk | kkk | REX
LS 1
é s * * k% . kKK gk
1
=) 15 - ks * n.s.
E-E' L ok
ﬁ 8 I 1 1
=
g - w O '
g % e
£ E 440
T = 10 . °
o0 Q
L =
o .S
- =
Q E B 53
ED s o o
o 5]
]
£
[
W
Q
O
0 =
ohne FCS FCS VEGF+FCS100pM 10pM 1pM 500nM 100nM
Carbachol
n (Maus/Ring) = 15/39  23/53  38/153  11/40 19/50  32/93  21/48  21/45
Abb. 16. Statistischer Vergleich der Gesamtlange der Priméar-

aussprossungen nach einer Stimulation mit VEGF und Carbachol.

Es wurde die Gesamtlange (Lange aller Primaraussprossungen) angegeben.
Die Kontrollen ohne Stimulation (ohne FCS, FCS) sind, aul3er zu Carbachol 100
UM, gegeniber allen Bedingungen signifikant kirzer gewachsen. Auch 10 uM
Carbachol wirkt ahnlich schwach auf die Angiogenese. Die VEGF-stimulierten
Ringe bildeten die langsten priméren Aussprossungen aus und sind gegenuber
allen anderen Bedingungen hoch signifikant. Carbachol mit einer Konzentration
von 1 pM zeigte den starksten Effekt verglichen mit den anderen
Carbacholkonzentrationen. Nicht signifikant: n.s. = p > 0,05, *: p < 0,05 =
signifikant, **: p < 0,01 sehr signifikant, ***: p < 0,001 hoch signifikant.
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Abb. 17. Statistischer Vergleich der Gesamtlange der Sekundéar-
aussprossungen nach einer Stimulation mit VEGF und Carbachol.

Es wurde die Gesamtlange (Lange aller Sekundaraussprossungen) angegeben.
Die Kontrolle ohne FCS ist gegenuber 10 pM, 500 nM und 100 nM Carbachol
nicht signifikant. Die Kontrolle mit FCS ist gegentuber 100 uM und 10 uM
Carbachol nicht signifikant. Die VEGF-stimulierten Ringe bildeten die l&angsten
sekundaren Gefalle aus und sind gegeniber allen anderen Bedingungen
signifikant. Carbachol mit einer Konzentration von 1uM zeigte den starksten
Effekt verglichen mit den anderen Carbacholkonzentrationen. Nicht signifikant:
n.s.=p>0,05, *: p < 0,05 = signifikant, **: p < 0,01 sehr signifikant, ***: p < 0,001

hoch signifikant.
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Abb. 18. Statistischer Vergleich der Gesamtldnge der primaren und
sekundaren Aussprossungen am Tag 5 unter Kontrollbedingungen und
nach Carbacholstimulation. Es wurde die Gesamtlange (Léange aller
Primaraussprossungen) angegeben. Die primaren Aussprossungen sind bei
allen Bedingungen signifikant langer als die sekundaren. Nicht signifikant: n.s. =
p > 0,05, *: p < 0,05 = signifikant, **: p < 0,01 sehr signifikant, ***: p < 0,001 hoch

signifikant.

3.2.5. Entwicklung der Aussprossungen nach Versuchstag 5

Um zu untersuchen, wie sich die neu gebildeten Gefal3e weiter entwickeln
wurden, wurde in den Versuchsablauf ein zusatzlicher Medienwechsel einge-
fuhrt. Dieser Versuch wurde bis Tag 11 fortgesetzt. Am Versuchstag 7 war bei
VEGF und bei den Carbacholkonzentrationen 1 puM, 500 nM und 100 nM ein
grol3es stabiles Gefal3 kreisférmig um den Aortenring zu erkennen. Von diesem

gingen nun die Sekundargefal3e ab. Ringe die mit einem Medium ohne FCS
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behandelt wurden, bildeten am Tag 7 kein ringformiges stabiles Gefal3 aus. Es
lieRen sich einzelne Zellen und einige wenige tubulare Strukturen erkennen. Mit
einem Medium mit FCS formierte sich ein weitaus kleineres neues Gefald
kreisformig um den Aortenring. Auch bildeten sich weniger neue Zellen und neue
Gefalle (Abb. 19). Mdglicherweise beruht die Bildung der einzelnen Zellen und
Gefalie auf die stimulierende Wirkung des Collagens auf die Aortenringe. Bei den
Carbacholkonzentrationen 100 pM und 10 pM kam es am Tag 7 zu einer
geringeren Gefal3bildung als bei den anderen Carbacholkonzentrationen (Abb.
19). Am Versuchstag 11 breiteten sich bei allen Bedingungen die neu gebildeten
Zellen und Gefal3e bis zum Rand des Wells der Kultivierungsplatte aus, sodass
sich eine Auswertung zu diesem Zeitpunkt als nicht mehr moglich herausstellte
(Abb. 20). Um einen realistischen Vergleich erhalten zu kénnen, wurden die
Versuche an Tag 5 und 7 ausgewertet. In der statistischen Auswertung fiel auf,
dass sich zwischen Tag 5 und Tag 7 bei keiner Konzentrationen auf3er bei FCS
und 10 pM Carbachol eine Signifikanz beziglich der Lange der
Primaraussprossungen finden lie? (Abb. 21). Da es sich an diesen beiden
Versuchstagen um eine morphologisch andere Formation der tubuldren
Strukturen handelte, sind sie nicht miteinander vergleichbar. Die
Sekundargefale wurden bei FCS, VEGF, Carbachol 10 uM und 1 pM signifikant
langer (Abb. 22). Am Tag 5 gingen die primaren Aussprossungen direkt aus dem
Aortenring hervor und zweigten sich dann in der Peripherie in die
SekundargefaBe auf. Am Versuchstag 7 wurde eine ringférmige
EinzelgefalRbildung um den Aortenring erkannt, von dem die sekundéaren Gefalie

ausgingen (Abb. 19).
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Medium Tag 5 Tag 7

Ohne FCS

FCS

VEGF

Carbachol 100 uM

Carbachol 10 uM

Carbachol 1 uM

Carbachol 500 nM

Carbachol 100 nM

Abb. 19. Reprasentative Darstellung der GefalRaussprossungen am Tag 5
und Tag 7. Aortenringassay. Durchlichtmikroskopie. Ohne Zugabe von FCS, Tag
5 und 7: Bildung von Zellen und kleinen Gefal3en ( = ) , keine Ringgefal3-
bildung. FCS, Tag 5: wenige kleine neue Gefalle ( > ), Tag 7: kleine
Ringgefalbildung (» ). Carbachol 100 uM, 10 uM: Tag 5: wenige kleine neue
GefalRe ( &), Tag 7: kaum RinggefaRbildung (» ). VEGF, Carbachol 1 uM- 100
nM, Tag 5: stabile GefalRe (=), Tag 7: stabile Ringgefal3bildung ().

52



Tag 5 Tag 7

Abb. 20. Reprasentative Darstellung der Gefallaussprossungen am Tag 5,
7 und am Tag 11. Aortenringassay. Durchlichtmikroskopie. Tag 5: primére
Aussprossung direkt aus dem Aortenring ( — ), sekundare Gefal3e gehen aus
den priméaren hervor (» ). Tag 7: ringférmiges stabiles Gefal3 bildet sich um
Aortenring ( % ), sekundare Gefal3e gehen daraus ab (» ). Tag 11: Zellen und
Gefal3e bis an den Rand des Wells ( » ). Mal3stab: 500 pm.
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Abb. 21. Statistischer Vergleich der Gesamtlange der primaren
Aussprossung am Tag 5 und Tag 7. Es wurde die Gesamtlange (Lange aller
Priméraussprossungen) angegeben. Bei allen Bedingungen, auf3er nach einer
Zugabe von FCS und 10 pM Carbachol, zeigte sich keine Signifikanz zwischen
Tag 5 und Tag 7. Nicht signifikant: n.s. = p > 0,05, *: p < 0,05 = signifikant, **: p
< 0,01 sehr signifikant, ***: p < 0,001 hoch signifikant.
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Abb. 22. Statistischer Vergleich der Gesamtlange der sekundaren
Aussprossung am Tag 5 und Tag 7. Es wurde die Gesamtlange (Lange aller
Primaraussprossungen) angegeben. Eine Zugabe von FCS, VEGF, 10 uM und 1
MM Carbachol fuhrte zur Ausbildung von langeren sekundaren GefalRen am Tag
7 im Vergleich zum Tag 5. Nicht signifikant: n.s. = p > 0,05, * : p < 0,05 =
signifikant, **: p < 0,01 sehr signifikant, ***: p < 0,001 hoch signifikant.

3.3. Immunhistochemische Analyse der Aortenringe

3.3.1. Zelltyp der ChAT-positiven Zellen beim VEGF-Modell

Die immunhistologischen Untersuchungen der stimulierten Aortenringe sollten
zum einen die Lokalisation der ChAT-Zellen wéhrend der Ausbildung eines
neuen GefalRes aufzeigen und zum anderen die Identifikation von ihrem Zelltyp
ermoglichen. Als Endothelzellenmarker wurde CD 31 und Lectin, als
Glattmuskelzellmarker a-SMA, als Fibroblastenmarker a-Vimentin und als
Perizytenmarker Desmin und NG2 verwendet. Die verschiedenen Zelltypen, die

an der Angiogenese beteiligt sind, wurden zunachst auf VEGF-stimulierten
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Aortenringen angefarbt. CD31-positiv markierte Endothelzellen waren in der
gesamten Lange des neu gebildeten GefalRes zu finden (Abb. 23). Auch die
Glattmuskelzellen befanden sich auf der gesamten Lange (Abb. 24). Sie

schienen das Gefall wie von auf3en zu umhdillen. NG2 und Desmin positiv

angefarbte Perizyten lagern sich wahrend der Aussprossung von aul3en an das
Gefald an (Abb. 25, 26).

Abb. 23. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am
Tag 5. Endothelzellmarker CD-31. Reprasentative Darstellung. A: primére (—)
und sekundare ( » ) Aussprossungen enthalten Zellen, die positiv fir die
Endothelzellmarker CD31 (orange) und Lectin (grun) sind. B, C- C*: vergroRRerter
Ausschnitt aus A. B: Overlay von C-C*. C-C*: Einzelkanaldarstellung. »» : Lectin
und CD31-Lokalisation Uberlappen (B). MaR3stab: A: 100 um, B-C*: 560 um.

56



o-SMA-Cy3
e

Abb. 24. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am
Tag 5. Glattmuskelzellmarker a-SMA. Reprasentative Darstellung. A: primére
( —) und sekundéare ( » ) Aussprossungen enthalten Zellen, die positiv fir den
Glattmuskelzellmarker a-SMA (orange) sind. B, C- C*“: vergréBerter Ausschnitt
aus A. B: Overlay von C-C“ C-C*: Einzelkanaldarstellung. »» : a-SMA -
Lokalisation. a-SMA- positive Zellen liegen den Lectin-positiven Zellen an.
Maf3stab: A: 100 um, B-C*: 50 um.
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Desmin

Desmin-Cy3

Abb. 25. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am
Tag 5. Perizytenmarker Desmin. Repréasentative Darstellung. A: priméare (—)
und sekundare ( » ) Aussprossungen enthalten Zellen, die positiv flir den
Perizytenmarker Desmin (orange) sind. B, C- C“: vergréBerter Ausschnitt aus A.
B: Overlay von C-C*. C-C*: Einzelkanaldarstellung. »» : Desmin positive Zellen
(B). Mal3stab: A: 100 um, B-C*: 50 um.
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Abb. 26. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am

NG2-Cy3

Tag 5. Perizytenmarker NG2. Repréasentative Darstellung. A: priméare (—)
und sekundare ( » ) Aussprossungen enthalten Zellen, die positiv fur den
Perizytenmarker NG2 (orange) sind. B, C- C*: vergréerter Ausschnitt aus A. B:
Overlay von C-C* C-C*: Einzelkanaldarstellung. »» : NG2- positive Zellen (B).
Mafstab: A: 100 um, B-C*: 50 um.

In weiteren Versuchen sollte die Lokalisation von ChAT-positiven Zellen wahrend
der Angiogenese untersucht werden. Daflr wurden die ausgesprossten Ringe
mit dem ChAT-Antikdrper angefarbt. Es lie3en sich einzelne positive Zellen
entlang des neu gebildeten Geféales ausmachen (Abb. 27). Dieses Ergebnis
lasst vermuten, dass ACh-synthetisierende Zellen eine gewisse Rolle bei der

Angiogenese spielen kdnnten, die es weiter zu untersuchen galt.
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Abb. 27. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am

Tag 5. ChAT-Marker. Reprasentative Darstellung. A: primare ( — ) und
sekundare ( » ) Aussprossungen enthalten Zellen, die positiv fir den ChAT-
Zellen-Marker ChAT (orange) sind. B, C- C*: vergréerter Ausschnitt aus A. B:
Overlay von C-C*. C-C*: Einzelkanaldarstellung. »» : ChAT- positive Zellen (B).
Mafstab: A: 100 um, B-C*: 50 um.

Um die Fragestellung zu klaren, um welchen Zelltypen es sich bei den an der
Angiogenese beteiligten ChAT-positiven Zellen handelte, wurden nun
immunhistologische Farbungen mit Aortenringen aus ChAT-eGFP-Méausen und
verschiedenen Zelltypmarkern durchgefiihrt. Zunéchst wurden als Kontrollen neu
ausgesprosste Aortenringe einer ChAT-eGFP-Maus mit einem ChAT Antikdrper
angefarbt. Die grun-fluoreszierenden ChAT-Zellen waren auch fir den ChAT-
Antikorper positiv (Abb. 28, 29). Bei Doppelfarbungen mit CD31 und a-SMA war
deutlich zu erkennen, dass es sich bei den ChAT-Zellen weder um
Endothelzellen noch um Glattmuskelzellen handelte (Abb. 30, 31). Auch nach
den Farbungen mit a-Vimentin, einen Marker fur Fibroblasten, liel3 sich mit
Gewissheit sagen, dass die ACh-synthetisierenden Zellen nicht diesem Zelltyp

entsprachen. Die Fibroblasten waren in der Peripherie des Aortenrings lokalisiert
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und hatten keinen Kontakt zu den sich bildenden oder ausgebildeten neuen
Gefalien (Abb. 32).

ChAT-Cy3

!

ChAT-Cy3

Abb. 28. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am
Tag 5. ChAT-Marker. Reprasentative Darstellung. B: Aussprossungen (—»)
enthalten Zellen, die positiv fir den ChAT-Zellen-Marker ChAT (orange) und
ChAT-eGFP (grin) sind. B: Overlay von C-C*. C-C*: Einzelkanaldarstellung. »» :
ChAT- positive Zellen (B). Mal3stab: B-C*: 50 um.
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Abb. 29. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am
Tag 5. ChAT-Marker. Reprasentative Darstellung. B: Aussprossungen (—»)
enthalten Zellen, die positiv fur den ChAT-Zellen-Marker ChAT (orange) und
ChAT-eGFP (grun) sind. B: Overlay von C-C*. C-C*: Einzelkanaldarstellung.»» :
ChAT- positive Zellen (B). Mal3stab: B-C*: 100 um.
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Abb. 30. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am

Tag 5. Endothelzellmarker CD-31. Repréasentative Darstellung. A: priméare (—»)
und sekundare ( » ) Aussprossungen enthalten Zellen, die positiv fir die
Endothelzellmarker CD31 (orange) und nicht positiv fur ChAT-eGFP (grtin) sind.
B, C- C* vergréBerter Ausschnitt aus A. B: Overlay von C-C* C-C*:
Einzelkanaldarstellung. » : CD31-Lokalisation (B). Mal3stab: A: 100 um, B-C*:
50 pm.
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Abb. 31. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am

Tag 5. Glattmuskelzellmarker a-SMA. Reprasentative Darstellung. A: primére
(—) und sekundéare (» ) Aussprossungen enthalten Zellen, die positiv flr den
Glattmuskelzellmarker a-SMA (orange) und nicht positiv fir ChAT-eGFP (grin)
sind. B, C- C*: vergréerter Ausschnitt aus A. B: Overlay von C-C* C-C*
Einzelkanaldarstellung. »» : Glattmuskelzell-Lokalisation. s : ChAT- Lokalisation
(B). Mal3stab: A: 100 um, B-C*: 50 um.
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a-Vimentin

a-Vimentin

Abb. 32. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am
Tag 5. Fibroblastenmarker a-Vimentin. Reprasentative Darstellung. A-C:
C57/Bl6-Méause. D: ChAT-Méause. B+ C: vergrof3erter Ausschnitt aus A. — :
Aussprossung. » : Fibroblasten-Lokalisation. Maf3stab: A, D: 100 um, B, C: 50
um. A-C: Der gleiche Ring wurde in verschiedenen Ebenen einmal in 10-facher
und in 40-facher VergréRerung aufgenommen. Die Fibroblasten sind
ausschliellich in der Peripherie lokalisiert. Sie haben keinen Zusammenhang mit
den neu gebildeten GefalRen gezeigt. D: Aortenring aufgenommen mit einem
konfokalen Mikroskop. Rot dargestellt sind die a- Vimentin-positiven Fibroblasten
am Tag 5, die einzeln im umliegenden Gel vorliegen. Zu diesem Zeitpunkt ist kein

ortlicher Zusammenhang mit den griin dargestellten Geféal3en erkennbar.

Bei den Doppelfarbungen mit Antikérpern gegen ChAT und mit den
Perizytenmarkern NG2 und Desmin wurde festgestellt, dass ChAT-positive-
Zellen, die wahrend des Angiogeneseprozesses zunachst Kontakt mit dem neu

gebildeten Gefal? aufnahmen, keinen Perizytencharakter aufwiesen (Abb. 33).
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ChAT-Zellen mit Perizytencharakter lie3en sich meist erst am Tag 5 auf neu

gebildeten stabilen Gefal3en finden (Abb. 34, 35). Zellen, die eine Uberlappende

Immunfluoreszenz fir NG2 und ChAT aufwiesen, waren eher im Mittelteil eines
stabilen Geféal3es lokalisiert (Abb. 34, 35).

Abb. 33. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am
Tag 5. Perizytenmarker NG2. Représentative Darstellung. A und B: Aufnahme
mit einem konfokalen Mikroskop. A: Aussprossungen ( —» ) angelagert sind
Zellen, die positiv fur ChAT-eGFP (grin) aber nicht positiv fir den
Perizytenmarker NG2 (rot) sind. B: vergrof3erter Ausschnitt aus A. B: » : ChAT-
Lokalisation. Zelle bei Kontaktaufnahme mit einem Gefal. Keine
Immunreaktivitat fiur NG2. Mal3stab: A: 100 um, B-C*: 50 um.
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Abb.34. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am

Tag 5. Perizytenmarker NG2. Reprasentative Darstellung. A: Aussprossungen
(— ) enthalten Zellen, die positiv fur den Perizytenmarker NG2 (orange) und
positiv fir ChAT-eGFP (griin) sind. B, C- C*: vergréBerter Ausschnitt aus A. B:
Overlay von C-C* C-C*: Einzelkanaldarstellung. »  ChAT-Zellen mit
Perizytencharakter-Lokalisation. Maf3stab: 100 pm.
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Abb. 35. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am

Tag 5. Perizytenmarker Desmin. Reprasentative Darstellung. A:
Aussprossungen ( —» ) enthalten Zellen, die positiv fur den Perizytenmarker
Desmin (rot) und positiv fir ChAT-eGFP (grun) sind. B, C- C“: vergréBerter
Ausschnitt aus A. B: Overlay von C-C*. C-C*: Einzelkanaldarstellung. » : ChAT-
Zellen mit Perizytencharakter-Lokalisation. Maf3stab: A: 100 um, B-C*: 50 um.

3.3.2. Zelltyp der ChAT-positiven Zellen nach Carbacholstimulation

Weitere Untersuchungen sollten zeigen, ob eine Stimulation mit Carbachol zur
Ausbildung von ChAT-positiven Zellen mit Perizytencharakter fuhrt. Bei der
immunhistologischen Auswertung konnte gezeigt werden, dass es sich bei den
ChAT-exprimierenden Zellen nicht um Endothelzellen und Glattmuskelzellen
handeln konnte. Es kam bei den Endothelzellen und Glattmuskelzellen zu keiner
Immunreaktivitat mittels ChAT-Marker (Abb. 36, 37). Bei Farbungen mit den
Perizytenmarkern NG2 und Desmin konnte eine Doppelmarkierung
nachgewiesen  werden  (Abb. 38, 39). Bei den potentesten
Carbacholkonzentrationen (1uM-100 nM) konnten Zellen gefunden werden, die
gleichzeitig ChAT- und Perizytencharakter aufwiesen. Lokalisieren lie3en sich

diese Zellen in der Mitte und am Ende eines neu gebildeten GefalRes. Bei ChAT-
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Zellen die von auf3en Kontakt mit dem neu gebildeten Gefald aufnahmen oder
sich an der Basis des Gefalles befanden, lie3 sich kein Perizytencharakter
feststellen. Eventuell bildete das ACh eine Leitschiene fir das neu entstehende
Gefal3. Hochstwahrscheinlich fihrte es zu einer gerichteten Aussprossung von

Gefallen und zu ihrer Stabilisierung durch die Ausdifferenzierung von Perizyten

aus ACh-produzierenden Vorlauferzellen.

o-SMA-Cy3

Abb. 36. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen bei
Carbacholstimulation am Tag 5. Glattmuskelzellmarker a-SMA.
Reprasentative Darstellung. A: Aussprossungen ( — ) enthalten Zellen, die
positiv fur den Glattmuskelzellmarker a-SMA (orange), aber nicht positiv flr
ChAT-eGFP (grun) sind. B, C- C*: vergréRerter Ausschnitt aus A. B: Overlay von
C-C* C-C*: Einzelkanaldarstellung. » : Glattmuskelzellen-Lokalisation. »» :
ChAT-Zellen-Lokalisation Maf3stab: A: 100 um, B-C*: 50 um.
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Abb. 37. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen bei
Carbacholstimulation am Tag 5. ChAT-Zellen-Marker ChAT. Reprasentative
Darstellung. A: Aussprossungen (—) enthalten Zellen, die positiv fir den ChAT-
Zellen-Marker ChAT (rot), aber nicht positiv fir Endothelzellen (griin) sind. B, C-
C“: vergréBerter Ausschnitt aus A. B: Overlay von C-C“ C-C*
Einzelkanaldarstellung. » : Lokalisation der ChAT-positiven Zelle.  »»

Endothelzellen-Lokalisation Maf3stab: A: 100 um, B-C*: 50 um.
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NG2-Cy3

Abb. 38. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen bei
Carbacholstimulation (100 nM) am Tag 5. Perizytenmarker NG2.
Reprasentative Darstellung. A: Aussprossungen ( —» ) enthalten Zellen, die
positiv fir den Perizytenmarker NG2 (orange) und fur ChAT-eGFP (grin) sind.
B, C- C* vergréBerter Ausschnitt aus A. B: Overlay von C-C*“ C-C*:
Einzelkanaldarstellung. » : Lokalisation eines Perizyten mit ChAT-Aktivitat.
Maf3stab: A: 100 um, B-C*: 50 um.
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Abb. 39. Whole-mount Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen bei

Carbacholstimulation (1 pM) am Tag 5. Perizytenmarker Desmin.
Reprasentative Darstellung. A: Aussprossungen ( —» ) enthalten Zellen, die
positiv fir den Perizytenmarker Desmin (rot) und fir ChAT-eGFP (grin) sind. B,
C- C*: vergréBerter Ausschnitt aus A. B: Overlay von C-C" C-C*
Einzelkanaldarstellung. » : Lokalisation eines Perizyten mit ChAT-Aktivitat.
Maflstab: A: 100 um, B-C*: 50 um.

3.3.3. Herkunft der aussprossenden Zellen

Fir diesen Versuch wurde mit verschiedenen Markern fur Gefal3vorlauferzellen
gefarbt. CD44 ist ein Zelloberflachenmarker fir multipotente Stammzellen (S.
Chen et al, 2013). CD34 stellt einen Marker fir endotheliale und
hamatopoetische Stammzellen dar (Sidney et al., 2014). F4/80 gilt als
Makrophagenmarker (Terry et al., 2015). CD34 positive Zellen lie3en sich bei
VEGF- und bei den potentesten Carbacholstimulationen 1 pM-100nM
subendothelial, in der Adventitia und in der Basis und Lange des neu gebildeten
GefalRes lokalisieren (Abb. 40). Das gleiche Ergebnis konnte man bei den mit
CD44 gefarbten Aortenringen feststellen (Abb. 41). Bei den Ringen die man mit

dem Makrophagenmarker inkubierte, wurden positive Zellen bei einer VEGF- und
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Carbacholstimulation nur in der Basis und Lange der Aussprossung gefunden
(Abb. 42). Alle Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengefasst. Aufgrund der
Lokalisation der positiv gefarbten Zellen kdonnte man annehmen, dass es sich bei
einigen Stammzellen in der vasculogenen Zone um ACh-produzierende
Vorlauferzellen handelt, die sich in Perizyten ausdifferenzieren konnten. Da die
Marker fir ChAT-Zellen und fir die Stammzellen verschiedenen
Inkubationsbedingungen unterliegen und somit eine Doppelfarbung nicht mdoglich

ist, bleibt dieser Zusammenhang eine Vermutung und weiterfihrende

Forschungen mussten folgen.

Abb. 40. DAB Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am Tag 5.
Stammzellmarker CD34. Reprasentative Darstellung. A: Aortenring und
Aussprossungen enthalten Zellen, die positiv fur den Marker fur endotheliale und
hamatopoetische Stammzellen CD34 sind. B-D: vergroRerter Ausschnitt aus A.
E: vergroRerter Ausschnitt aus D. — : Lokalisation von CD34 positiven
Stammzellen. MaR3stab: A-D: 100 pm, E: 50 pm.
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Abb. 41. DAB Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am Tag 5.
Stammzellmarker CD44. Reprasentative Darstellung. A: Aortenring und
Aussprossungen enthalten Zellen, die positiv fir den Marker multipotenter
Stammzellen CD44 sind. B und C: vergréRerter Ausschnitt aus A. D: vergro3erter
Ausschnitt aus C. — : Lokalisation von CD44 positiven Stammzellen. Maf3stab:
A-C: 100 pm, D: 50 pm.
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Abb. 42. DAB Immunhistochemie mit kultivierten Aortenringen am Tag 5.

Makrophagenmarker F4/80. Reprasentative Darstellung. A: Aortenring und
Aussprossungen enthalten Zellen, die positiv fur den Makrophagenmarker F4/80
sind. B und C: vergrol3erter Ausschnitt aus A. D: vergré3erter Ausschnitt aus C.
— : Lokalisation von F4/80 positiven Makrophagen. Mal3stab: A-C: 100 um, D:
50 pm.



Anti- Bedingung | Sub- Adventitia | Aussprossung | Aussprossung
korper endothelial Basis Linge

VEGF X X X X
C1luM X X X X
C500nM X X X X
C 100 nM X X X X
F4/80 FCS X
VEGF X X
C1luM X X
C 500 nM X X
100 nM X X
Cbh44 FCS X
VEGF X X X X
ClpuM X X X X
C 500 nM X X X X
C 100 nM X X X X

Tabelle 8. Zusammenfassung der CD34-, CD44- und F4/80- positiven Zellen
unter verschiedenen Stimulationsbedingungen.

X: positive Zellen
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4. Diskussion

Dass der klassische Neurotransmitter ACh auch im nicht-neuronalen System
eine bedeutende Rolle spielt, wurde schon in vielen Publikationen diskutiert.
Bereits untersucht worden ist das Vorhandensein von ChAT-Zellen in Organen,
wie zum Beispiel dem Herzen und dem Thymus. Lymphozyten sollen die meisten
Komponenten des cholinergen Systems, einschlieRlich ACh, mAChR und
NAChR, ChAT, Hochaffinitats-Cholin-Transporter und AChE, exprimieren. Es
scheint wahrscheinlich, dass ein lokales lymphozytares cholinerges System an
der Regulierung der Immunfunktion beteiligt ist (Kawashima et al., 2004). Auch
im Herzen kann das cholinerge System neuronalen oder nicht-neuronalen
Ursprungs sein. Das nicht-neuronale cholinerge System besteht aus
Kardiomyozyten, die Uber eine vollstandige Ausristung fur die Synthese und
Sekretion von ACh verfliigen. Derzeitige Erkenntnisse legen nahe, dass das
nicht-neuronale cholinerge System im Herzen die Regulation des Herzens
wahrend der sympathischen Aktivierung beeinflusst (Kucera et al., 2015). Die
Bedeutung bei der Tumorangiogenese ist Teil vieler Studien (Sales et al., 2018;
Abdel-Hamid et al., 2019). Ein Lungenkarzinom zum Beispiel exprimiert eine
autokrine cholinerge Schleife, in der sekretiertes ACh das Tumorwachstum
sowohl tber den nAChR als auch tber den mAChR stimulieren kann (Spindel,
2016). Ob und inwiefern ACh auch einen Einfluss auf die physiologische
Angiogenese hat, wurde noch nicht genauer untersucht und wurde somit zum
Thema dieser Doktorarbeit gewéhlt. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass ACh und das cholinerge Signalling einen stimulierenden Einfluss
auf die physiologische Angiogenese besitzt. Anhand des durchgeflihrten
Aortenringassays als Angiogenesemodell (s. 4.1.), wurde der Einfluss des
Carbachols, einem Strukturderivat des ACh, untersucht. Es konnte eindeutig
bewiesen werden, dass es sich um einen Angiogenese-Stimulator handelt. Des
Weiteren wurde untersucht, um welchen Zelltyp es sich bei den ChAT-positiven
Zellen handelt. Die immunhistologischen Untersuchungen dieser Arbeit zeigten,

dass es sich am wahrscheinlichsten um Perizyten handelt, die eine ChAT-
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Aktivitat besitzen. lhre Aufgabe liegt eventuell in der gerichteten
Wachstumsférderung und Stabilisation der neu gebildeten Gefal3e. Weitere
Untersuchungen zur Herkunft der gefal3aussprossenden Zellen ergaben, dass es
sich aufgrund ihrer Lokalisation in der GefalBwand moglicherweise um die in der
Adventitia der Aortenwand residierenden ChAT-positiven Zellen handeln kdnnte.
Diese besitzen offensichtlich Vorlauferkapazitat und kdnnen sich nach der

Aktivierung durch das Sprouting-Assay in weitere reifere Zelltypen differenzieren.

4.1. Auswahl des Aortenringassays

Der Einfluss des ACh auf die Angiogenese wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit
mit Hilfe des Aortenassays untersucht. Das Aortenringassay nach Baker
ermoglicht die Analyse der zellularen Proliferation, Migration, Gefazneubildung,
Mikroverzweigung, perivaskularen Rekrutierung und Remodellierung (Baker et
al.,, 2012). Es liefert ein physiologisch relevantes in-vitro Modell fir die
Untersuchungen zur Angiogenese, da die Gefal3e, die aus dem Aortenringen
herauswachsen, in-vivo Gefalen anatomisch &hnlich sind. Sie rekrutieren glatte
Muskelzellen, Perizyten und Endothelzellen. Ein anderes in-vitro Assay ist das
Metatarsalassay der Maus. Hierbei werden MittelfuRknochen aus embryonalen
Mausen isoliert und auf Gewebekulturkunststoff ausplattiert. Das
GefalBRwachstum ist robust und beruht auf der Knochenmikrovaskulatur, die fur
die Angiogenese in-vivo typischer ist als das Wachstum eines Hauptgefalies wie
die Aorta. Trotzdem haben wir uns fur das Aortenringassay entschieden, da es
sehr zeitaufwendig ist den embryonalen MittelfuBknochen zu isolieren (Goodwin,
2007). Nicosia und Ottinetti waren die Ersten, die im Jahr 1990 den Aortenringtest
an der Ratte entwickelten. Es wurde die Angiogenese in einem ex-vivo Modell
untersucht, das die Licke zwischen den bestehenden in-vitro und in-vivo
Technologien schlieRen sollte. Allerdings sind transgene Maustechnologien
heutzutage viel leichter verfigbar und kosteneffizienter, als solche auf
Rattenbasis. Daher sind mausbasierte Aorten-Ring-Assays eine deutliche
Verbesserung gegentber dem ursprunglichen rattenbasierten Modell (Baker et
al., 2012). Weitere Vorteile des Aortenringassays stellt die schnelle zeitliche

Durchfuhrbarkeit dar. Viele Ringe sind von wenigen Tieren nutzbar. In Anbetracht
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der Bemiuhungen die Anzahl von Tierversuchen nach dem sogenannten 3R-
Prinzip (reduce, refine, replace) zu reduzieren, ist das ein wichtiges Pro-
Argument (Ozelsel et al., 2019). AulRerdem sind Tubulusstrukturen deutlich
sichtbar, lumenisiert und entwickeln sich tiber einen ahnlichen zeitlichen Verlauf
wie in vivo. Eine besondere Starke des Aortenringassays ist die Leichtigkeit, mit
der er sich an verschiedene Anwendungen anpasst, beispielsweise die Wirkung
von Wachstumsfaktoren und niedermolekularen Wirkstoffen. Die Nachteile des
Aortenriongassays liegen in dem Erfordernis frischen Mausgewebes, dem
Fehlen einer Beteiligung von nicht-aortalem Gewebe, am Mangel an
Flissigkeitsstromung und in der Regression der Gefal3e im Laufe der Zeit, was
ein begrenztes Zeitfenster fur die Analyse gibt (Baker et al., 2012). Trotz immer
gleichbleibenden Alters der Tiere, Geschlechts und der Breite der geschnittenen
Ringe variieren aber die Versuchsbedingungen immer minimal. Das Umsetzen
und Einbetten der Aortenringe stimuliert auch schon im geringen MalRe das
Wachstum neuer GefalRe. Auch das Basismedium PBS und FCS, welches
verwendet werden muss, um die Lebensfahigkeit der Explantate aufrecht zu
erhalten, setzt einen gewissen Wachstumsreiz aus (Goodwin, 2007). Ahnlichen
Einfluss haben wir beim Verwenden des Assays beim Auswerten der Lange der
Aussprossungen unter verschiedenen Bedingungen beobachtet. In-vivo
Analysen der Angiogenese umfassen derzeit zum Beispiel das Modell der
Tumorangiogenese (Reynolds et al., 2010; Hu et al., 2016), Wachstumsfaktor-
stimulierte Angiogenese-Assays unter Verwendung von subkutan implantierten
Schwammen, Hihnerembryo-Chorioallantois-Membran-Test oder DIVAA (der in-
vivo Angiogenese-Test von Amsbio) (Gale et al., 2002; Oehler et al., 2002; Seo
et al., 2003; Lee et al., 2007; Ribatti, 2008; da Silva et al., 2010; Tavora et al.,
2010), Retinoangiogenese Assays (Silvestre et al.,, 2000; Gale et al., 2002;
Reynolds et al., 2002; da Silva et al., 2010; Pitulescu et al., 2010; Tavora et al.,
2010) und Ischdmie-Modelle, wie Friihgeborenen-Retinopathie und Hinterbein-
Ischamie. Es wurde auch die Verwendung von Zebrafischen zur Analyse der
molekularen Grundlagen der Entwicklungs- und Tumorangiogenese untersucht
(Lawson et al., 2002; Norrby, 2006; Rouhi et al., 2010). Der offensichtliche Vorteil

der Untersuchung der Angiogenese in-vivo besteht darin, dass der Prozess
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mehrere Zelltypen und ein komplexes Gleichgewicht von pro- und
antiangiogenen Faktoren, die zusammen vorkommen und Einfluss auf die
Blutgefal3bildung nehmen, umfasst. Die Hauptnachteile sind jedoch, dass in-vivo
Experimente relativ teuer sind. Die Beteiligung von Entzindungszellen und
anderer Zelltypen (das heif3t nicht Blutgefal3zellen) in angiogenen Prozessen
kann es schwierig machen, zwischen Reaktionen von Blutgefal3zellen und der
parakrinen Wirkung anderer Gewebe zu unterscheiden (Baker et al., 2012). Nach
umfassender Betrachtung der Vor- und Nachteile der verschiedenen Methoden
zur Untersuchung angiogener Prozesse, haben wir uns fur das in-vitro
Aorteringassay entschieden, welches hinsichtlich unserer Fragestellung am

besten umzusetzen ware.

4.2. Der Einfluss des Acetylcholins auf die Angiogenese

Der Nachweis einer ACh-Synthese in nicht-neuronalen Zellen wie zum Beispiel
in Epithelzellen in den Atemwegen (Kummer et al., 2014), im Urothel (Lips et al.,
2007), im Darm (Bader et al., 2014) oder der Haut (Kurzen et al., 2007) und auch
in Endothelzellen (Zhang et al., 2014), Immunzellen (Fujii et al.,, 2017),
mesothelialen (Trombino et al., 2004) und mesenchymalen Zellen (Zablotni et al.,
2015) konnte schon in vorhergehenden Studien nachgewiesen werden. Nach
Untersuchungen am Thymus (Kawashima et al., 2004) und am Herzen (Kucera
et al., 2015) wurde der nicht-neuronale Einfluss des ACh auf das System
weiterhin bestarkt. Die immunhistologischen Untersuchungen der Thoraxorgane
einer ChAT-eGFP-Maus zeigten eindeutig, dass sich neben in den schon
untersuchten Organen auch in der Aortenwand ChAT-positive Zellen finden
lieBen. Diese Erkenntnis fuhrte zu der Hypothese, dass das ACh eine Rolle bei
der Gefal3neubildung spielen kénnte. Zur Analyse des Einflusses vom ACh auf
die Angiogenese wurde das Aortenringassay nach Baker durchgefiihrt. Baker
verwendete VEGF als Angiogenesestimulator in seinen Studien. Bekannt ist,
dass VEGF fur das Wachstum und die Differenzierung von Endothelzellen
wahrend der Embryonalentwicklung als auch unter physiologischen und
pathologischen Zustdnden in den GefalRen des adulten Organismus von

besonderer Bedeutung ist (Kalka et al., 2000). VEGF stellte in den vorliegenden
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Untersuchungen die Positivkontrolle dar und diente dem Vergleich einer ACh-
Stimulation. Nach Auswertung der Ergebnisse konnte man feststellen, dass es
sich bei ACh um einen ahnlich potenten Angiogenese-Stimulator wie VEGF
handelte. Unter Stimulation mit ACh bildeten sich neue stabile Gefalie
ausgehend von einem Aortenring. Dabei spielten Mausstamm und Geschlecht
keine Rolle. Um zu Uberprifen, ob die cholinerge Wirkung auf die Aktivierung
ahnlicher Mechanismen wie bei einer VEGF-Stimulation basiert, wurde ein
Inhibitorversuch mit Lenvatinib durchgefihrt. Lenvatinib zahlt zu den
kleinmolekularen Tyrosinkinasehemmern. Es hat antitumorale, antiproliferative
und antiangiogenetische Eigenschaften. Die Effekte beruhen unter anderen auf
der Hemmung der vaskularen endothelialen Wachstumsfaktorrezeptoren 1-3
(VEGFR 1-3). Aul3erdem zielt Lenvatinib auch noch auf die FGF-Rezeptoren 1-
4 und auf den PDGF-a-Rezeptor (Cabanillas et al., 2016). Wie VEGF ermdéglicht
die Kopplung von FGF und PDGF an seine Rezeptoren nachgeschaltete
Signalubertragungswege, die die Proliferation, Migration und Differenzierung von
Endothelzellen regulieren (Cross et al., 2001). Durch die Tyrosinkinasehemmung
kam es bei den stimulierten Ringen trotz Zugabe von VEGF zu keiner Ausbildung
von neuen GefalRen. Aber auch bei den mit Carbachol-stimulierten Ringen kam
es zu keiner GefaRRbildung. In einer Studie mit der Meeresschnecke Aplysia
wurde herausgefunden, dass durch Hemmung der Tyrosinkinasen der cholinerge
Strom verringert wird. Das ACh kann dann an seinem Rezeptor keine
Aktionspotentiale mehr auslésen (White et al., 2018). Eventuell ist das die
Erklarung dafur, dass auch bei Carabchol-stimulierten Ringen ein
Tyrosinkinasehemmer zur Inhibition der Angiogenese fuhrte. Des Weiteren
wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht, ob das ACh in diesem Teil des
nicht-neuronalen Systems tber den mAChR oder nAChR Rezeptor wirkt. Dafur
wurden Mecamylamin, ein Antagonist des nAChR (Nickell et al., 2013), und
Atropin, ein Antagonist des mAChR (Perera et al., 2017), eingesetzt. Die
Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen der Carbachol-
Stimulation der Ringe mit und ohne Inhibition im durchgeftihrten Aortenringassay.
Es ist bekannt, dass Mecamylamin an alle Subtypen des nAChR bindet (Nickell
et al., 2013) und auch Atropin die muskarinen Subtypen M1-M5 gleichermal3en
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hemmt (Lakstygal et al., 2019). Somit konnte nicht abschlieRend geklart werden,
Uber welchen Rezeptorentyp das nicht-neuronale ACh auf die Angiogenese
Einfluss  nimmt.  Uberlegungen  miissten  weiterhin  in  Richtung
Konzentrationseinfluss der verwendeten Inhibitoren gemacht werden. Eventuell
sind die hier eingesetzten Konzentrationen zu niedrig gewahlt worden. Man
konnte mit héheren Konzentrationen einen besseren Erfolg erzielen. In den
nachsten Untersuchungen konzentrierte man sich auf die Art der neu gebildeten
Gefal3e hinsichtlich des zeitlichen Verlaufes und der eingesetzten Konzentration
des Carbachols. Die Ergebnisse zeigten eindeutig, dass Carbachol, eingesetzt in
einer Konzentration von 100 uM, zu hoch konzentriert scheint. Es konnte sogar
antiangiogenetisch wirken. Am ehesten mit dem VEGF-Vergleichsmodell &hnlich
potent, zeigte sich die eingesetzte Carbachol-Konzentration von 1 pM.
Hinsichtlich der zeitlichen Entwicklung bildeten sich in den ersten 5 Tagen stabile
Primar- und davon ausgehende Sekundaraussprossungen. Erstere zeigten sich
im direkten Vergleich signifikant langer. Im weiteren Versuchsablauf zeigte sich
eine Veranderung hinsichtlich der Formation der gebildeten Gefal3e. Nach Tag 7
bildete sich ein grol3es stabiles Gefald ringartig um die Aorta, von dem nun die
Sekundaraussprossungen ausgingen. Die weitere zeitliche Entwicklung der
Ringe war nicht beurteilbar, da die neu gebildeten Zellen sich bis zum Rand des
Wells ausgebreitet hatten. Es gab somit eine rdumliche Begrenzung, die das
korrekte wissenschaftliche Auswerten unméglich machte. Auch die Verwendung
von Platten mit groReren Durchmessern der Wells wirde bei diesem Umstand
nicht helfen. Wirde man einen Aortenring in ein gro3eres Well einbetten, misste
man mehr Collagen verwenden und anschlielend auch mehr Medium. Diese
Umstande wirden die Konzentration von dem exprimierten ACh herabsetzen,
sich negativ auf die Angiogenese auswirken und die Versuche nicht auswertbar
machen. Das Volumen ist entscheidend fir die Konzentration von Stoffen, die
von dem Gewebe produziert und freigesetzt wird. Auch andere
Wachstumsfaktoren wie das VEGF sind konzentrationsabhangig und wirken erst
ab bestimmten Konzentrationen angiogenesestimulierend (Hoeben et al., 2004).
Schon vorangegangene Studien haben bewiesen, dass die Signalibertragung

Uber die NAChR zum Wachstum, Fortschreiten und Metastasierung einer Vielzahl
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von Krebsarten beitrdgt. Sie fiuhrt zu einer erhdhten Zellproliferation,
Zelliberlebensrate und Angiogenese in Tumoren. Mit der Hemmung dieses
Rezeptors wird auch die Angiogenese und somit das Tumorwachstum signifikant
gehemmt (S. Singh et al., 2011). Ebenfalls bekannt, dass die Aktivierung von
MAChR  durch  Carbachol die Proliferation von  Tumorzellen in
Brustadenokarzinomen konzentrationsabhéngig erhéht. Die Aktivierung fuhrt zu
einer Neovaskularisation und somit zum Wachstum des Tumors (Espanol et al.,
2007). Morphologisch gesehen unterscheidet sich jedoch die Tumorangiogenese
in einigen Merkmalen von der physiologischen. Sie ist eine chaotische Mischung
aus abnormalen, unorganisierten Gefal3en, die sich hinsichtlich Organisation,
Struktur und Funktion von denen normaler Gewebe unterscheidet. Neben
kontraktilen Wandkomponenten fehlen haufig Perizyten, was die Tumorgefale
briichig und undicht macht (Hlushchuk et al., 2016). Doch die Tumor- und die
physiologische Angiogenese haben auch viele Gemeinsamkeiten. Die
Tumorzellen verschieben in Reaktion auf Hypoxie das Gleichgewicht in Richtung
proangiogener Faktoren wie VEGF und Angiopoietin, um die Neovaskularisation
zu erleichtern. Dies fuhrt auch hier zur Aktivierung von Endothelzellen, zum
Abbau der extrazellularen Matrix durch verschiedene proteolytische Enzyme und
schlieB3lich zur Bildung gefaRahnlicher Strukturen. Durch die anschlieRende
Hemmung des Endothelwachstums und die Rekrutierung von Perizyten und
Glattmuskelzellen kommt es zur Reifung der Gefal3e. Obwohl die Gefalie
unorganisiert sind, kdnnen sie die wachsenden Tumormassen mit den benétigten
Nahrstoffen und Metaboliten versorgen (Khorshidi et al., 2016). Nach diesen
Erkenntnissen zusammen mit den Ergebnissen dieser Doktorarbeit, kann man
annehmen, dass das ACh neben den schon vorher bekannten Eigenschaften im
nicht-neuronalen System auch eine wesentliche Rolle in der physiologischen
Angiogenese spielt. Es handelt sich, ahnlich seiner Rolle im Tumorwachstum, um

einen Angiogenesestimulator.
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4.3. Cholinerge Zellen in der Angiogenese

Die immunhistologischen Féarbungen in dieser Arbeit konnten zeigen, dass
cholinerge Zellen wahrend der physiologischen Angiogenese vorhanden sind.
Lokalisieren konnte man sie entlang des sich neu ausgebildeten Gefal3es. Nach
der mikroskopischen Auswertung der angewendeten Immunfluorezsenz-
doppelfarbungen, konnte man Fibroblasten und Endothelzellen aufgrund ihrer
Lokalisation und Glattmuskelzellen aufgrund ihrer fehlenden Uberlappung mit
den cholinergen Zellen, als solche ausschlie3en. Die einzige Zellart die ChAT
exprimieren konnte, stellt der reife Perizyt dar. Perizyten sind langgestreckte
Gefallwand-unterstitzende Zellen in der Wand der Mikrogefal3e, insbesondere
der Kapillaren, die sich auf3en den Endothelzellen anlagern. Im Jahre 1873, von
dem franzésischen Physiologen und Anatomen Charles-Marie-Benjamin Rouget
entdeckt und ,Rouget-Zellen“ genannt, sind Perizyten in jedem vaskularisierten
Gewebe im Korper vorhanden (Kelly-Goss et al., 2014). Diese Zellen werden um
Blutkapillaren, prékapillare Arteriolen, postkapillare Venolen und Venen
gefunden (Allt et al, 2001). Sie sind so angeordnet, dass sie die
Zellkommunikation erleichtern und integrieren. Perizyten sind Uber spezialisierte
Kontakte mit mehreren Endothelzellen verbunden und kénnen so benachbarte
Endothelzellantworten koordinieren. Die Abdeckung des Endothels durch
Perizyten beragt je nach Gefal3bett etwa 10-50%. Die hdchste Abdeckung
befindet sich im ZNS. Eine mdgliche Erklarung liegt darin, dass Perizyten an der
Bildung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt sind (Armulik et al., 2005). Die typische
Form eines Perizyten ist abgeflacht und langlich, sternférmig mit mehreren
zytoplasmatischen Verlangerungen (Attwell et al., 2016). Bekannt ist, dass die
mikrovaskulare Stabilitdt und die Regulierung des Kapillartonus durch Perizyten
und ihrer Wechselwirkung mit Endothelzellen reguliert wird (Durham et al., 2014).
Sie sind vaskulare Wandzellen, die auf der vaskularen Basalmembran von
Blutgefalen aufliegen, wo sie einen spezifischen Kontakt mit dem Endothel
eingehen (Armulik et al., 2005). In den letzten Jahren bekamen sie mehr und
mehr Bedeutung als Regulatoren der vaskularen Entwicklung, Stabilisation,
Reifung und Remodellierung zugesprochen (Armulik et al.,, 2011). Perizyten

spielen ebenfalls eine Schlisselrolle in der Physiologie und Pathologie. In der
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Netzhaut, im Kleinhirn und in der GroRhirnrinde verdndern Perizyten den
Kapillardurchmesser als Reaktion auf Depolarisation, Neurotransmitterwirkung
oder neuronale Aktivitat (Peppiatt et al., 2006; Hall et al., 2014). Bei Ischamie
verengen sich die Kapillaren durch Perizyten, wodurch eine mikrozirkulatorische
Reperfusion nach Entfernung der Blutgerinnsel beim Schlaganfall verhindert wird
(Attwell et al., 2016). Ein Grof3teil der Erkenntnisse Uber die Signalibertragung
zwischen Endothelzellen und Perizyten stammt aus der Analyse genetischer
Mausmodelle. Eine wichtige Erkenntnis aus diesen Studien ist, dass die beiden
vaskularen Zelltypen voneinander abhéangig sind. Primare Defekte bei einem der
Zelltypen haben verheerende Konsequenzen auf den anderen (Armulik et al.,
2005). Es ist bekannt, dass der Angiopoietin-Tie-2- Signalweg auch an der
wechselseitigen Kommunikation zwischen Endothelzellen und Perizyten beteiligt
ist. Angiopoietinl soll ein parakrines Signal, ausgehend von den Perizyten, fur
das Endothel sein (Armulik et al., 2005). Genetische Funktionsverluste dieses
Signalweges fuihren zu einer verminderten Gefal3reifung und -stabilisierung.
Angiopoietinl oder Tie-2- Knockout-M&use sterben in der Mitte der
Schwangerschaft an Herz- Kreislaufversagen. Diese Embryonen zeigen eine
fehlerhafte Angiogenese und ihre BlutgefalRe haben eine verringerte Abdeckung
durch Perizyten (Suri et al., 1996). Perizyten tragen auch zur
Endothelzellstabilisierung durch Zell-Zell-Kontakte und durch Sekretion von
Uberlebensfaktoren wie VEGF bei (Liu et al., 2002). In der Lunge konnte
eindeutig festgestellt werden, dass Lungenperizyten einen stimulierenden
Einfluss auf Endothelzellen und herausragenden Einfluss auf die mikrovaskuléare
Morphologie, Permeabilitéat, Vasokonstriktion und die Langzeitstabilitat in einem
in vitro mikrovaskularem System haben (Bichsel et al., 2015). Aufgrund dieser
Erkenntnisse und den Ergebnissen dieser Arbeit konnte man annehmen, dass
Perizyten eventuell eine stimulierende Wirkung auf neu entstandene
Endothelzellen haben. Die neu gebildeten Gefalie kbnnen sich weiter entwickeln
und stabilisieren. Eine weitere Uberlegung wére, dass dieser positive Einfluss der
Perizyten, durch das ACh ausgelost wird. Es ist bis jetzt noch nicht klar, wie
Perizyten Gefal3e in den spaten Stadien der physiologischen Angiogenese

stabilisieren und warum dieser Prozess in Tumorgefal3en versagt (Armulik et al.,
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2011). Hier kénnte wieder das nicht-neuronale ACh eine gewisse Rolle spielen.
Schon bekannte Studien haben gezeigt, dass Perizyten den Neurotransmitter
Glutamat freisetzen. Dadurch kommt es zur Ausschittung von Botenstoffen, die
die Kapillare im Gehirn erweitern kbnnen (Hall et al., 2014). Dieser Aspekt gibt
einen Hinweis darauf, dass auch ein weiterer Neurotransmitter, wie das ACh, von
Perizyten freigesetzt werden kénnte.

Perizyten werden als "Angioregulatoren” angesehen, da sie die Angiogenese
sowohl stabilisieren, als auch fordern konnen (Ribatti et al., 2011). lhre
Bedeutung flr die Angiogenese zeigt sich zum Beispiel im Tumorwachstum.
Hypoxie fordert die Sekretion von VEGF durch Perizyten. Dies férdert die
Entwicklung von TumorgefalR3en (Z. Chen et al., 2016). Es wurde gezeigt, dass
die Dynamik von Perizyten wahrend der Angiogenese, Veranderungen in den
Zell-Zell-Kontakten mit Endothelzellen, Migration, Wachstumsfaktorprasentation,
Proliferation und extrazellulare Matrixmodulation umfasst (Gerhardt et al., 2003;
Armulik et al., 2011). In friheren Studien wurde gezeigt, dass Perizyten entlang
von Kapillarsprossen vorhanden sind und dass sie Endothelzellen an der
Gefalispitze sowohl nacheilen als auch fuhren kénnen (Ponce et al., 2003). In
einigen Fallen kbnnen Perizyten sogar die Liicken zwischen zwei austreibenden
Endothelzellsegmenten tberbricken (Ozerdem et al., 2001). Den vollstéandigen
Umfang der Kommunikation zwischen Perizyten und Endothelzellen, gilt es noch
zu klaren und die Annahme dieser Arbeit das ACh dabei eine Rolle spielt gilt es
weiter zu beweisen. Um das Wissen voranzutreiben, misste man herausfinden,
wie und wann sich das Perizytenverhalten in ruhenden und angiogenen
Bedingungen &ndert. Dies beinhaltet nicht nur eine Beschreibung ihrer
rdumlichen und zeitlichen Dynamik, sondern auch eine prospektive Methode zur
Identifizierung von moglichen Subpopulationen von Perizyten. Es ist bekannt,
dass Perizyten eine Vielfalt verschiedener Proteine exprimieren, die unter
Verwendung von Standard-Antikbrpern ihre Identifikation moglich machen.
Leider wird die Expression von anderen Zelltypen geteilt, die eine &hnliche
Lokalisation in Geweben einnehmen. Das macht die Unterscheidung von
Perizyten von Nicht-Perizyten zu einer Herausforderung (Kelly-Goss et al., 2014).

Zu den am meisten verwendeten Perizyten-Markern gehéren SMA , Desmin,
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NG2 und der von Blutplattchen abgeleitete Wachstumsfaktor (PDGFR-()
(Gerhardt et al., 2003). Desmin und PDGFR-3 werden von reifen SMCs und
interstitiellen Fibroblasten exprimiert. SMA identifiziert vaskulare SMCs und
Myofibroblasten. Der gebrauchlichste Marker, der in den letzten Jahren zur
Identifizierung von Perizyten verwendet wurde, ist das NG2. Aber wie andere
Perizytenmarker ist NG2 nicht exklusiv perizytenspezifisch (Kelly-Goss et al.,
2014). Er kann Makrophagen, Gliazellen und verschiedene Arten von
Tumorzellen identifizieren (Stapor et al., 2014). Die Expression der
verschiedenen Marker ist je nach Art, Gewebe und sogar Entwicklungsstadium
unterschiedlich und erschwert das Problem der Perizytenidentifikation. Zum
Beispiel farben sich Perizyten, lokalisiert auf Mikrogefal3en in einem sich
entwickelnden Huhnerembryo positiv fir SMA aber Perizyten in der Maus-Retina
nicht (Gerhardt et al., 2003). Klasse-IlI-3-Tubulin, das wie NG2 als ein Marker
von neuralen Vorlauferzellen im ZNS und peripheren Nerven bei Erwachsenen
ist, stellt einen weiteren Perizytenmarker dar. Im Gegensatz zu anderen Markern
konnte Klasse-IlI-Tubulin einen zeitlichen und raumlichen Marker flr angiogene
Perizyten in vivo bieten. In GefalRen, die zur Angiogenese angeregt wurden, wird
Klasse-llI-Tubulin durch Perizyten entlang dieser Gefal3e hochreguliert und
anschlieBend, nach Kapillarsprossung, auf das nicht stimulierte Niveau
herunterreguliert (Kelly-Goss et al., 2014). Im Rahmen unserer Untersuchungen
wurde mit Desmin und NG2 als Perizytenmarker gearbeitet. Da diese Marker,
wie bereits erwahnt, auch andere Zellen wie reife SMAs, Fibroblasten oder
Makrophagen, identifizieren kénnen, kénnte die Annahme, dass Perizyten ChAT
exprimieren und so Einfluss auf die Angiogenese nehmen, sich als nicht korrekt
erweisen. Die Aufnahme von weiteren Markern, wie zum Beispiel dem Klasse-IlI-
Tubulin, kénnte die Identifikation der ChAT-Zellen weiter eingrenzen. Das
Carbachol eine stimulierende Wirkung auf die Angiogenese hat, konnte in
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden. Das Vorhandensein von ChAT bei der
GefalRentwicklung zeigt, dass es moglicherweise zu einer physiologischen ACh-
Bildung und Freisetzung bei der Angiogenese kommt. Ob es sich bei den ACh-
exprimierenden Zellen um Perizyten handeln kdnnte, musste noch weiter

untersucht werden.
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4.4. Herkunft der Perizyten

Der Ursprung der Perizyten ist noch nicht hundertprozentig sicher geklart. Sie
konnen mehrere Urspriinge haben. Ein mesodermaler Ursprung wurde fur
Wandzellen vorgeschlagen, die sich um die neu bildenden Gefale herum
entwickeln (Armulik et al., 2005). Perizyten werden im Allgemeinen als Zellen
mesenchymalen Ursprungs angesehen. Aber auch eine Entwicklung aus
Endothelzellen wird diskutiert (Armulik et al., 2011). Es wurden ebenfalls
Hinweise auf einen Knochenmarksursprung wahrend der Angiogenese
vorgeschlagen (Armulik et al., 2005). Auf die Frage, ob sich Perizyten in andere
Zelltypen differenzieren kénnen, muss man nach neusten Erkenntnissen hin
zustimmen. Ein mutmallicher Mechanismus beruht auf einem gemeinsamen
Vorlaufertyp, der multipotente Differenzierungsmdglichkeiten aufweist: die
mesenchymale Stammzelle (MSC). G.Paul et al. isolierten und charakterisierten
im Jahr 2012 eine Vorlauferpopulation aus der Ventrikelwand und dem Neokortex
im menschlichen Gehirn. Sie zeigten, dass diese Zellen Marker fur MSCs und
Perizyten in vivo und in vitro exprimieren und einen mesodermalen als auch
neuroektodermale Phanotypen haben kdnnen. Es ist faszinierend, dass das
Gehirn eine Zellpopulation beherbergt, die sowohl als Perizyten die Angiogenese
modulieren und als neurale Vorlauferzellen neurale Gewebe regenerieren
konnen (Kelly-Goss et al., 2014). Die Ergebnisse dieser Arbeit ergaben, dass
sich ChAT-Zellen wahrend der Angiogenese in der Mitte und am Ende des neu
gebildeten Gefales lokalisieren lieRen. Andere Perizyten, die gerade Kontakt mit
einem Gefal3 aufnahmen oder sich an der Gefal3basis befanden, wiesen keine
ChAT-Aktivitat auf. Ausgehend von den bisher gewonnenen Ergebnissen, kdnnte
man annehmen, dass nicht alle Perizyten ChAT exprimieren. Eine Erklarung
daflir konnte sein, dass sie im Laufe der Angiogenese eine ChAT-Aktivitat
entwickeln, da sie sich in einen anderen Zellsubtypen umwandeln. Bis vor einigen
Jahren wurde gedacht, dass Knochenmarkzellen und Endothelzellen, die das
Lumen des ruhenden BlutgefdRes auskleiden, die einzigen Quellen fur die
Bereitstellung von Gefal3vorlauferzellen sind. Vor kurzem wurde in der Wand der
erwachsenen BlutgefalBe eine Nische fur Stammzellen identifiziert, die

sogenannte "vasculogene Zone". Diese, in der menschlichen GefaRwand

88



residente CD44+ multipotenten Stammzellen, sind in der Lage sich in Perizyten
und Zellen der glatten Muskulatur zu differenzieren (Klein et al., 2011). Aul3erdem
steht die Differenzierung zu Makrophagen zur Diskussion (Zengin et al., 2006).
Innerhalb der letzten 10 Jahre haben eine Reihe von Studien gezeigt, dass MSCs
und Perizyten innerhalb der vasculogenen Zone kolokalisiert sind und viele
identische Marker wie zum Beispiel CD 34, CD146, CD 45 oder CD56
exprimieren (Kelly-Goss et al., 2014). Mit der Annahme, dass die vasculogene
Zone als systemisches Reservoir von gewebsresidenten Stammzellen dienen
kann (Tilki et al., 2009), wurden eine Reihe von provokativen Fragen rund um
das Thema MSC- und Perizytenidentitat und -abstammung sowie deren mdgliche
Uberlappung aufgeworfen. Urspriinglich aus dem Knochenmark isoliert, wurden
MSCs von der International Society for Cellular Therapy als eine Zellpopulation
definiert, die nach Entfernung aus dem Gewebe eine Reihe von definierter
Oberflachenmarker (CD73, CD90 und CD105) exprimieren und die Fahigkeit
besitzen, sich zu Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten differenzieren zu
konnen (Dominici et al.,, 2006). Einige Erkenntnisse bestatigen das
Vorhandensein von MSCs in der vasculogenen Zone in einer Vielzahl von
Geweben im gesamten Korper, einschlie3lich Fett, Muskeln, Knochen und
Gehirn (Shi et al., 2003; Sacchetti et al., 2007; Lin et al., 2008; Tang et al., 2008;
Tavazoie et al., 2008). Peault und Kollegen waren die ersten, die verschiedene
MSC-Populationen aus dem Gefaldsystem mehrerer menschlicher Organe
identifizierten, reinigten und charakterisierten (C. W. Chen et al., 2012). MSCs in
der vasculogenen Zone wurden in Untergruppen wie Perizyten, adventielle Zellen
und myogene Endothelzellen eingeteilt. Jede Untergruppe kann Adipogenese,
Osteogenese und Chondrogenese in Kultur durchlaufen (Kelly-Goss et al., 2014).
Das Ausmal, in dem Perizyten eine gemeinsame ldentitat oder Linie mit MSCs
teilen, kann sich von Gewebe zu Gewebe unterscheiden und von den
Bedingungen (Ruhestatus vs. Stimulation) abh&ngen. In einer Studie wurden
MSCs, die aus dem Knochenmark von GFP-transgenen Mausen (C57BL/6, -
Actin-Promotor) entstammten, Mausen mit Hautwunden intravends injiziert. GFP-
positive Knochenmarkszellen in der Wunde exprimierten den Perizytenmarker

(Sasaki et al., 2008). Eine andere Studie zeigte, dass NG2 exprimierende
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Perizyten aus dem Knochenmark rekrutiert werden, wenn die Mauskornea mit
bFGF behandelt wird. So wird eine Angiogenese induziert (Ozerdem et al., 2004).
Uber 90% dieser isolierten und kultivierten Perizyten exprimierten CD45 oder
CD11b, was auf eine hamatopoetische Herkunft und mesenchymale
Liniendberlappung hinwies (Kelly-Goss et al., 2014). Im Rahmen dieser
Doktorarbeit wurde auch der Ursprung der Zellen, die ChAT exprimieren
untersucht. Mit dem Hintergrundwissen aus friheren Studien (Zengin et al.,
2006), dass sich in der vasculogenen Zone multipotente Stammzellen befinden,
die sich in Perizyten differenzieren kénnen, wurden die Aortenringe mit den
Stammzellmarkern CD34, CD44 und dem Makrophagenmarker F4/80 angefarbt.
Das Versuchsergebnis zeigte, dass sich Stammzellen in der Aortenwand
befinden. Aber lediglich aufgrund der Lokalisation kdonnte man auf eine
Ubereinstimmung mit den ChAT-Zellen schlieRen. ChAT zeigt sich griun-
fluoreszierend unter dem Fluoreszensmikroskop, wahrend die Stammzellmarker
nur nach einer enzymatischen DAB-Reaktion zu erkennen waren. Da die Marker
fur ChAT-Zellen und fur die Stammzellen verschiedenen Inkubations-
bedingungen unterliegen ist eine Doppelfarbung nicht méglich. Die DAB-
Reaktion fuhrt zu einem Verlust der GFP-Fluoreszenz. Auf Grund dessen ist die
Annahme, dass sich die ChAT-exprimierenden Zellen aus Stammzellen der
Aortenwand entwickeln, nicht eindeutig belegt und misste weiter untersucht
werden. Wenn sich ein geeigneter Antikorper finden lassen wuirde, der eine
solche Doppelfarbung zuldsst, ware es lohnenswert diese Versuche

durchzufuhren.

4.5. Ausblick in Therapieideen

Diese Arbeit hatte zum Ziel die Mechanismen der Angiogenese weiter zu
entschlisseln. Die gelenkte oder die verhinderte Bildung neuer Blutgefal3e ist von
groRem wissenschaftlichem Interesse, da sie zu neuen Therapiemdglichkeiten
fuhren koénnte. Angiogenese-abhangige Erkrankungen wurden erstmals 1971
von Judah Folkman beschrieben. Er berichtete, dass die Blockierung der
Blutgefal3bildung in Tumorzellen, zur Unterdriickung des Wachstums und der

Metastasierung von Krebszellen fuhrt (Folkman, 2007). Die anti-angiogene
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Therapie ist ein neuartiger und wirksamer Ansatz zur Behandlung von
angiogeneseabhangigen Erkrankungen wie Krebs, diabetischer Retinopathie
und altersbedingter Makuladegeneration (Fallah et al., 2019). Tumore mussen
schnell ein neues Gefalinetzwerk entwickeln, um die hohe Proliferationsrate von
Krebszellen zu unterstitzen (Viallard et al., 2017). TumorgefalRe sind unreif und
ihre Funktionalitat ist beeintrachtigt (Carmeliet et al., 2011b). Die Ursache der
fehlerhaften Entwicklung liegt zum Teil an dem Einfluss von abnormalen
Wachstumsfaktoren wie VEGF, Angiopoietine, PDGF-3 oder TGF-3 (Carmeliet
et al.,, 2011a). Die hypoxische Mikroumgebung, die durch die beeintrachtigte
Tumorperfusion beeintrachtigt wird, kann die tumorabtétende Wirkung von
Immunzellen behindern und auch die Diffusion von Chemotherapeutika und
Strahlentherapieeffizienz herabsetzen (Viallard et al., 2017). Hier hat sich die
Normalisierung der Gefal3e in Tumoren als Therapieziel herausgestellt. Eine
sorgfaltige Dosierung von VEGF-Inhibitoren kann das Niveau angiogener Signale
in den Tumoren wiederherstellen. Dies flhrt zu einer geringeren Permeabilitat,
indem die Zell-Zell-Kontakte verstarkt und die Perizyten aktiv rekrutiert werden.
Es kommt zu einer erhdohten Tumorperfusion und so zu einer hoheren
Wirksamkeit beim Einsatz von Chemotherapeutika und der Strahlentherapie
(Tolaney et al., 2015). Andere Forschungen konzentrieren sich auf die Anti-
Angiogenese-Therapie. Zweck ist es die Sauerstoffversorgung von Krebszellen
zu blockieren (Fallah et al., 2019). Dies wird momentan durch monoklonale
Antikdrper, MicroRNAs, Aptamere, Gentherapie, kleine Inhibitor-Molekile,
Endostatin und Zelltherapie mit chimaren Antigenrezeptor-T-Zellen versucht
(Abdalla et al., 2018). Die molekularen Mechanismen der Angiogenese sind
hervorragende Angriffspunkte flr eine gezielte Krebstherapie (Ferrara et al.,
2004). Es wurde herausgefunden, dass die Anti-angiogene-Therapie, die auf
VEGF abzielt, Antikrebswirkung durch Induktion des Zelltods in Krebszellen
ausubt (Folkman, 2007). Die anti-angiogenen monoklonalen Antikorper binden
an das VEGF-Protein, dem VEGFR oder an Signalmolekilen des VEGF-
Signaltransduktionsweges (Fallah et al., 2019). Es wird Bevacizumab verwendet,
der die Angiogenese hemmt, indem er die VEGF-A165-Isoform blockiert, die an
den VEGFR-2 bindet (Ferrara et al., 2004). Auch Ramucirumab ist ein
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monoklonaler Antikérper, der an VEGFR-2 bindet und die VEGF-A stimulierende
Proliferation und Migration von Endothelzellen blockiert, was zur Unterdrickung
der Tumorangiogenese fuhrt (A. D. Singh et al., 2015). Da anzunehmen ist, dass
ACh Uber seine Rezeptoren ahnlich auf die Angiogenese wirkt wie VEGF uber
VEGFR, ist es sinnvoll, weitere Forschungen in Richtung einer verhinderten
Ausschittung von ACh vorzunehmen. Es kdnnte zu einer erfolgreichen Anti-
Angiogenese beitragen. Dies wéare von Bedeutung, da diese Therapie schon
klinische und praklinische Erfolge bei Krebs und anderen Krankheiten gezeigt
hat. Das therapeutische Hauptziel ist die Unterdrickung der Metastasierung bei
Hochrisikopatienten und die Verhinderung des Wiederauftretens zuséatzlicher
Metastasen bei Krebspatienten (Fallah et al., 2019). Die Anti-angiogene-
Therapie wird normalerweise in Kombination mit einer Chemotherapie
angewendet, um die Uberlebensrate zu steigern (Fleetwood et al., 2014). Bei
nicht-kleinzelligen Lungenkrebspatienten konnte gezeigt werden, dass die Gabe
von Bevacizumab in Kombination mit Erlotinib zu einem besseren klinischen
Ansprechen als eine Monotherapie fuhrt (Herbst et al., 2007). Anti-
VEGF/VEGFR-Antikorper werden erfolgreich zur Behandlung von Darmkrebs
eingesetzt. Bevacizumab wird in Kombination mit 5-Fluoruracil als
Erstbehandlung bei metastasierenden Darmkrebs verwendet (Ferrara, 2016).
Eine weitere Studie berichtet (ber den Erfolg der Gentherapie bei
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich (Deng et al., 2017). Nicht nur bei
der Krebsforschung, sondern auch bei anderen Erkrankungen fuhrt die Anti-
Angiogenese-Therapie zum Erfolg. Die altersbedingte Makuladegeneration ist
eine altersabhangige degenerative Erkrankung (Fallah et al., 2019). Sie wird in
den frihen, mittleren und spaten Typen eingeteilt (Bandello et al., 2017). Der
spate Typ wird nochmals in den feuchten, angiogenese-abhangigen und in den
trockenen, angiogenese-unabhangigen Typen unterteilt (Ambati et al., 2012).
Beim spaten feuchten Typen hat die anti-angiogene Therapie gegen VEGF-A bei
vielen Patienten zu einer Verbesserung des zentralen Sehens gefuhrt (Fritsche
et al., 2013). Aktuell wird die Anti-VEGF-Therapie als Standarttherapie fur die
neovaskulare altersbedingte Makuladegeneration eingesetzt. Aflibercept und

Ranibizumab zeigten gute klinische Ergebnisse. Es fuhrte zur Abnahme der
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Sehstdérungen aufgrund von Netzhautvenenverschliissen (Almuhtaseb et al.,
2017). Eine weitere Erkrankung, bei der die anti-angiogene Therapie eingesetzt
wird, ist die diabetische Retinopathie. Die pathologische Angiogenese ist hier
durch zerbrechliche BlutgefaRe, die Durchblutungsstérungen aufweisen,
gekennzeichnet. Dadurch bekommen die Augenzellen weniger Sauerstoff und
Nahrstoffe (Duh et al., 2017). Es fuhrt zu fleckigen oder triben Sehen und ist
weltweit die haufigste Nebenwirkung bei Diabetes mellitus (Safi et al., 2014).
Neben einer Behandlung mit Laserphotokoagulation, intravitrealem Steroiden
oder Vitrektomie kann die diabetische Retinopathie auch im fortgeschrittenen
Stadium mit einer Anti-VEGF-Therapie therapiert werden (Nirmal et al., 2016).
Trotz Visusverlust bei einigen Patienten nach der Anti-VEGF-Therapie wurden
zwei monoklonale Antikorper (Aflibercept und Ranibizumab) zur Behandlung
zugelassen (Semeraro et al., 2013). Trotz aller Fortschritte bei der Entwicklung
von anti-angiogenen Wirkstoffen, bleibt die nicht zielgerichtete Wirkung dieser
Wirkstoffe bei der Unterdriickung der Angiogenese in gesunden Geweben eine
grolRe Herausforderung fur die klinische Verwendung (Fallah et al., 2019).

Auch die Perizyten ricken weiter in den Fokus der Forschung
angiogeneseabhangiger Erkrankungen. Aktuelle Studien zeigen, dass Perizyten,
durch Induktion der Angiogenese und des Metastasierungsprozesses, zum
Fortschreiten des Tumors beitragen (Hosaka et al., 2016). Perizyten von
Tumorgefal3en weisen eine ungeordnete Anordnung, aberrante Zellformen,
veranderte Morphologien und eine lockerere GefaRanbindung auf (Ferland-
McCollough et al., 2017). Perizyten die aufgrund von PDGF- rekrutiert werden,
setzen verschiedene angiogene Faktoren frei. Darunter sind VEGF, Ang-2 und
MMP (Ferland-McCollough et al., 2017). Vielleicht wird auch das ACh von
Perizyten exprimiert. Weiterfuhrende Forschungen in diese Richtung wirden
dem Verstandnis der Tumorangiogenese helfen.

Neben der Suche von Angiogenesehemmern ist auch die pro-angiogenetische
Therapie von groRtem Interesse. Altere Menschen leiden meist unter
Alterserscheinungen wie Muskelschwéche, Kalteintoleranz Gedachtnis-
stérungen, Hautfalten und unter einer langsamen Heilung von Hautverletzungen

(Ambrose, 2016). Diese Beschwerden haben eine gemeinsame vaskulare
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Ursache (Ambrose, 2017). Die Zahl der Kapillaren und die Menge an angiogenen
Wachstumsfaktoren sinken signifikant (Ambrose, 2017). Es konnte gezeigt
werden, dass angiogene Faktoren innerhalb weniger Tage eine neue
Kapillarbildung in ischdmischen und normoxischen Geweben induzieren kdnnen
(Ambrose, 2017). Trotz erheblicher medizinischer Fortschritte sind
Myokardischamie und periphere arterielle Verschlusskrankheiten zwei
Hauptursachen fur die Morbiditat und Mortalitdt von Menschen (Uccelli et al.,
2019). Langsam wachsende atherosklerotische Plaques verursachen eine
fortschreitende Obstruktion der Arterien. lhr plétzlicher Riss mit anschlieRender
Thrombose fiihrt zu Ereignissen wie einem Myokardinfarkt oder Schlaganfall
(Uccelli et al.,, 2019). Die therapeutische Angiogenese zielt darauf ab, eine
ausreichende Durchblutung des ischamischen Gewebes durch die Erzeugung
neuer Gefallnetzwerke wiederherzustellen. Dies geschieht durch die Abgabe
spezifischer Wachstumsfaktoren. VEGF ist der grundlegende Regulator des
GefaBwachstums und auch hier das Hauptziel therapeutischer
Angiogeneseansatze (Uccelli et al., 2019). Es konnte herausgefunden werden,
dass eine VEGF-Stimulation, die kirzer als 4 Wochen ist, nicht ausreicht, um die
neu gebildeten Gefal3e stabil zu halten. Das Verstandnis der Mechanismen der
Gefal3stabilisierung , vor allem der Rekrutierung von Perizyten und der
Herstellung eines Zell-Zell-Kontakts zwischen ihnen und dem Endothel, ist
entscheidend (Uccelli et al., 2019). Ziel dieser Arbeit war es, die Angiogenese mit
ihren Mechanismen noch genauer zu verstehen. Es konnte gezeigt werden, dass
ACh, wie VEGF, als Angiogenese-Stimulator angesehen werden kann und somit

auch Aufmerksamkeit in weiteren Forschungen verdient.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses des ACh und des
cholinergen Signallings in der Angiogenese. Neben der klassischen Rolle des
AChs im neuronalen System, konnten es in den letzten Jahren auch in nicht-
neuronal innerviertem Gewebe festgestellt werden. In dieser Arbeit konzentrierte
man sich auf beobachtete cholinerge Zellen in der Aortenwand einer ChAT-
eGFP-Maus und in davon ausgehenden neu gebildeten Gefal3en. Nach
Durchfihrung des Aortenringassays nach Baker konnte zunachst nachgewiesen
werden, dass es sich bei ACh um einen Angiogenese-Stimulator handelt. Mit
Carbachol stimulierte Aortenringe bildeten neue stabile Gefal3e aus. Als
Vergleichsmodell wurden hierbei mit VEGF, einem bekannten angiogenen
Wachstumsfaktor, stimulierte Ringe genutzt. Eine Carbacholkonzentration von 1
UM erwies sich als bester Angiogenesestimulator. Der Inhibitorversuch mit
Lenvatinib, einem Hemmer des VEGFR, zeigte, dass die cholinerge Wirkung zur
Aktivierung ahnlicher angiogeneseseinhibierenden Mechanismen, wie bei einer
VEGF-Stimulation fuhrt. Bei der zeitlichen Weiterverfolgung des Versuchs konnte
man feststellen, dass sich die Gefa3formation mit Dauer des Versuches andert.
Nach Tag 5 kam es zu einer gerichteten Aussprossung von primaren und
sekundaren GefalRen. Nach Tag 7 hatte sich ein grol3es stabiles ringartiges
Gefall um den Aortenring gebildet, von dem nun die sekundaren Gefal3e
abgingen. Ab Versuchstag 11 lieRen sich auch Zellen bis hin zum Rand des Wells
finden.

Bei der immunhistologischen Analyse der neu gebildeten Gefal3e wurde am
ehesten eine Uberlappung der ChAT-Zellen mit Zellen gefunden, die sich positiv
fur die Perizytenmarker NG2 und Desmin zeigten. Zu keiner Uberlappung kam
es bei Farbungen mit dem Endothelzellmarker CD31 und Lectin, dem
Glattmuskelzellmarker SMA und mit dem Fibroblastenmarker a-Vimentin. Es ist
anzunehmen, dass das ACh, exprimiert von einigen Perizyten, eine Leitschiene
fur das sich neu bildende Gefal3 bietet und zu einem gerichteten Wachstum fihrt.

Vor Kurzem wurde in der Wand erwachsener Blutgefal3e eine Nische fur
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Stammzellen identifiziert. Um zu untersuchen ob die ChAT-Zellen dort ihren
Ursprung haben, wurde mit Stammzellmarkern wie CD34, CD44 und dem
Makrophagenmarker F4/80 weiterfuhrend gearbeitet. Da die Marker fir ChAT-
Zellen und fur Stammzellen verschiedenen Inkubationsbedingungen unterliegen,
war eine Doppelfarbung nicht mdglich. Es wird vermutet, dass sich ChAT-Zellen
aus Stammzellen dieser Nische entwickeln. Diese Arbeit liefert mit ihren

Ergebnissen eine signifikante Grundlage fur weiterfihrende Studien.
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