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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Lungenentwicklung

Wahrend der Entstehung und Entwicklung der Lunge sind viele Veranderungen der Struktu-
ren zu beobachten (Ni et al. 2010, Amy et al. 1977, Thurlbeck 1975). Kurz nach der Geburt
findet als Anpassungsmechanismus eine Umstellung von pranatalen auf postnatale Strukturen
statt (Duncker und Kummer 2008). Ausgepragte Proliferation und Differenzierung von Zellen

ist in dieser Zeit zu vermerken (Amy et al. 1977, Burri 1974).

Die Entwicklung der Lunge lasst sich in drei Zeitabschnitte einteilen: in eine Embryonalpe-
riode, in der die Organanlage entwickelt wird, in eine Fetalperiode, in der sowohl der luftlei-
tende Bronchialbaum voll angelegt als auch der gasaustauschende terminale Bronchialbaum
mit den Anlagen der Alveolen entwickelt wird, und in eine Postnatalperiode, in der die Alveo-
len weiter ausgebildet werden und die Lunge zu ihrer adulten Form heranwachst (Duncker
und Kummer 2008).

1.1.1 Embryonale und fetale Phase

In der Embryonalperiode beginnt die Lungenentwicklung mit der Abfaltung der Lungenanla-
ge aus der Laryngotrachealrinne. Es findet eine Aufteilung in die beiden Lungenknospen statt.
Am Ende der Embryonalperiode sind alle Lappen- und Segmentbronchien ausgebildet und die
Lungenarterien und —venen in ihrer spezifischen Lage und mit ihren definitiven Anschlissen

angelegt (Duncker und Kummer 2008).

In der Fetalperiode l&sst sich die Entwicklung des luftleitenden und gasaustauschenden Bron-
chialbaumes in die pseudoglandulére Phase, in die kanikuldre Phase und in die alveoldre Pha-

se (sakkulare Phase) gliedern.

Die pseudoglandulare Phase erhielt ihren Namen aufgrund der Ahnlichkeit des mikroskopi-
schen Bildes mit einer verzweigten tubulo-azindsen Driise (Duncker und Kummer 2008,
O’Rahilly und Miiller 1999). Es wird zuerst ein Epithelbaum gebildet, dessen Aste sich zu
Bronchien und Bronchioli entwickeln. In der kanikul&ren Phase finden das Aussprossen von
Kapillaren entlang des kubischen Epithels (,,Kanéle) und die Bildung von den respiratori-

schen Einheiten, den Azini, statt. Durch den sehr engen Kontakt der Kapillaren mit dem Epi-
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thel entsteht die Blut-Luft-Schranke. Die Azini sind von Alveolarzellen Typ 2 ausgekleidet,
aus denen mit 19 Wochen die Typ 1-Alveolarzellen zu entstehen beginnen (O’Rahilly und
Miiller 1999). In der alveolaren Phase entsteht mit den Ductus und Sacculi alveolares die erste
Generation der Alveolen (Duncker und Kummer 2008). Andere Quellen bezeichnen den drit-
ten Teil der fetalen Lungenentwicklung aufgrund der Bildung der endstdndigen Séckchen als
»sakkuldre Phase* (Moore und Persaud 2007, O’Rahilly und Miiller 1999, Moore 1996) und
den sich anschlieenden Teil, von der spéten fetalen Periode bis circa zum 8. Lebensjahr, als
die alveolare Phase (Moore und Persaud 2007, Moore 1996) (Abb. 1).
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Abb. 1: Phasen in der Lungenentwicklung beim Menschen; die sich Uberlappenden Phasen, so wie sie

gegenwartig verstanden werden (O’Rahilly und Miiller 1999)

1.1.2 Postnatale Phase

Wiéhrend der Geburt werden die Bronchien, Bronchioli, die Ductus und Sacculi alveolares mit
dem ersten Atemzug entfaltet und beluftet (Duncker und Kummer 2008). Das verbliebene
Fruchtwasser wird in den ersten Lebensstunden vom Alveolarepithel resorbiert (Duncker und
Kummer 2008, Schiebler und Schmidt 2002). Surfactant, eine beim Menschen in der 23.-24.
Schwangerschaftswoche gebildete Substanz, vermindert die Oberflachenspannung und spielt
somit eine wichtige Rolle bei der Entfaltung der Lunge (Schiebler und Schmidt 2002). Mit
der Entfaltung der Lunge wird diese mit Blut gefullt und zusatzlich beginnt mit dem Ver-
schlieBen des Foramen ovale und des Ductus arteriosus der Lungenkreislauf (Duncker und
Kummer 2008).

Nach der Geburt, in der neonatalen bzw. postnatalen Phase, treten gravierende Veranderungen

der Lungenstruktur auf (Thurlbeck 1975). Die Untersuchung der Lunge von neugeborenen
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Maiusen und Ratten zeigte die Abwesenheit von den spéteren ,,richtigen* Alveolen (Amy et al.
1977, Thurlbeck 1975); stattdessen werden zum Gasaustausch vorliegende ,,priméire Saccu-
lac* bei vielen Spezies, eingeschlossen dem Mensch, beschrieben (Massaro et al. 1985, Amy
etal. 1977, Thurlbeck 1975).

Wahrend des zweiten und dritten postnatalen Tages vergroRern sich die primaren Sacculae
etwas und neu gebildetes Gewebe ist in den Wanden der Sacculae zu finden. In dieser Phase
der Gewebsproliferation entwickeln sich aus den friiheren glatten Wanden der primaren Sac-
culae sehr niedrige ,,sekundidre Kronen* (Amy et al. 1977, Thurlbeck 1975). Am dritten und
vermehrt am vierten postnatalen Tag werden die priméren Sacculae durch die rasche Dehnung
der sekundaren Kronen in Alveolen unterteilt. Der Wechsel findet ungleichmaRig statt, d.h.
nicht alle primaren Sacculae werden zur gleichen Zeit zu Alveolen. Die Alveolenbildung mit
der Unterteilung aller primaren Sacculae in Alveolen beginnt am dritten bzw. vierten Tag und
endet circa am vierzehnten Tag mit dem dhnlichen Aussehen einer adulten Lunge (Amy et al.
1977).

Zu Beginn der postnatalen Phase vergrofert sich die Lunge primar durch Expansion (Amy et
al. 1977, Thurlbeck 1975); in dieser kurzen Phase liegt das Lungenwachstum deutlich dem
Zuwachs des Korpergewichtes hinterher (Thurlbeck 1975). Am ersten Lebenstag ist kein sig-
nifikanter Zuwachs des Lungengewichtes zu verzeichnen, wohingegen das Kérpergewicht um
circa ein Viertel zunimmt. In der folgenden Zeit wachst das Lungengewicht rasch an und die
hochste Rate des Lungenwachstums findet dann parallel zur Wachstumsrate des Koérperge-
wichtes in den ersten sechs postnatalen Tagen statt (Amy et al. 1977). Dieser Anstieg der
Wachstumsrate reflektiert wahrscheinlich den Anfang der Umstrukturierung des Lungenpa-
renchyms, die nd&mlich am vierten Tag beginnende Alveolenbildung (Amy et al. 1977, Burri
1974). Man findet ein rapides Wachstum der alveoléren Oberflache (Thurlbeck 1975). Im
weiteren Verlauf zeigt sich die Rate des Lungenwachstums langsamer als die Rate des Wach-
stums des Korpergewichtes (Amy et al. 1977). Es ist zu bemerken, dass das Lungenvolumen
starker als das Lungengewicht zunimmt, was das anwachsende Verhaltnis der Luft in der
Lunge zeigt (Thurlbeck 1975).

Die Bildung der Alveolen findet also zwischen dem dritten bzw. vierten und vierzehnten Tag
bei Mé&usen und Ratten statt (Amy et al. 1977, Thurlbeck 1975, Burri 1974). Anschliel3end

nimmt die Rate der zelluldren Vermehrung und der Bildung der Alveolen deutlich ab. In Fol-
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ge findet das Lungenwachstum hauptséchlich durch zellulare Vergréierung, Ausdehnung und
durch Modifikation von bereits existierenden Strukturen statt (Thurlbeck 1975). Die Alveolen
durchlaufen allerdings noch 6-8 weitere Knospungen, ein Prozess, der beim Menschen bis
zum 8. Lebensjahr andauert (Schiebler und Schmidt 2002).

1.1.3 Die Entwicklung der pulmonalen Vaskulatur

Die embryonale und fetale Entwicklung der Vaskulatur beginnt mit der Entstehung von Arte-
rien aus endothelialen Vorldauferzellen im Mesenchym und den dazu kommenden glatten Ge-
faBmuskelzellen. Die Anzahl der glatten Gefallmuskelzellschichten wéchst mit dem Anstieg
des Gefalldurchmessers (Harworth 1995). Studien zeigten, dass Zellen der Neuralleiste zum
pulmonalen GefaRstrang beisteuern (de Ruiter et al. 1989).

Die pulmonalen Arterien entwickeln sich zusammen mit den Luftwegen und verlaufen stets in
ihrer weiteren Ausbildung topographisch eng mit den Aufzweigungen des Bronchialbaumes
als begleitende GefaRe (Duncker und Kummer 2008, Haworth 1995). Die pra-azinaren Aste,
die sich proximal von der respiratorischen Region befinden, sind in der 16. Woche des intrau-
terinen Lebens bereits komplett ausgebildet. In dieser Region findet ferner Wachstum, sogar
nach Geburt, nur in Form von Ausdehnung statt (Hislop et al. 1972). Die Lungenvenen, die
sich etwas spater ausbilden, befinden sich in den Mesenchymsepten zwischen Asten des sich
aufzweigenden Bronchialbaumes (Duncker und Kummer 2008). Im Gegensatz zu den pra-
azinédren Arterien entwickeln sich die intra-azindren Arterien sehr spat und lber die Halfte

werden, wie die Alveolargange und die Alveoli, nach der Geburt gebildet (Harworth 1995).

Berichtet wird, dass die postnatal eintretende Dilatation der Lungengefalle durch Sauerstoff
induziert wird. Sie sei abhangig von dem NO, das vom Endothel produziert wird, und der
Aktivierung von verschiedenen K*-Kanélen in den pulmonalen arteriellen glatten GefaBmus-
kelzellen (Cornfield 2010). VergroRRerte Gefalldurchmesser und verminderte GefalBwiderstan-
de wurden beobachtet und die Menge von glatten GefaBmuskelzellen wurde nicht als redu-
ziert beschrieben (Harworth 1995), wovon Naeye 1961 noch ausging. Die GefalRwéande neh-
men postnatal an Dicke ab. Dabei vollzieht sich der Abfall der Wanddicke von kleineren Ge-
faRen drastischer als die Abnahme bei groReren GeféaRRen, bei denen die Reduktion der Wand-
dicke bis zum Erreichen auf die adulte Wanddicke vier Monate benétigt (Hislop et al. 1973).

Bei der postnatalen Adaptation wurde von einer Veranderung des Phanotyps von Endothelzel-

10
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len und glatten GefaBmuskelzellen berichtet und zwar in der Weise, dass es zu einem rapiden
Anstieg der Zelllange und der Zelloberflache kommt, was die vergrofierten Gefalldurchmesser
erklart. Es wird davon ausgegangen, dass die VergroRerung des Durchmessers durch den
Mangel an interstitiellem Bindegewebe in den Gefalwanden bei Geburt erméglicht wird, was

eine grolere Plastizitat erlaubt (Harworth 1995).

Auch die Vaskulatur der Trachea, die als Modell fur die Geféal3e der Luftwege benutzt wird,
wird vor der Geburt als unreif und primitiv bezeichnet. In der postnatalen Phase findet zu-
nachst eine Regression von den existierenden GefaRen statt und in den folgenden Tagen er-
folgt daraufhin eine Neubildung von GefaRen. Immunreaktivitat fir o-smooth-muscle-Aktin
(SMA) als einen Marker fiir glatte Muskelzellen fehlte in der embryonalen Entwicklung und
wurde erst in der postnatalen Phase nachgewiesen (Ni et al. 2010).

Die in der Lunge als unreif bezeichneten arteriellen glatten Gefaimuskelzellen erscheinen bei
Geburt bemerkenswerte synthetische Eigenschaften zu haben (Harworth 1995, Hislop et al.
1972). Es wurde darauf hingewiesen, dass sie anfangs eine relativ hohe Menge mRNA fir
Tropoelastin und Prokollagene exprimieren, die Konzentration von glatten muskelkontrakti-
len Myofilamenten allerdings niedrig ist (Harworth 1995, Prosser et al. 1989). Die Menge der
kontraktilen Myofilamente nimmt in den ersten sechs Lebensmonaten rasch zu und die glatten

GefaBmuskelzellen erlangen einen mehr kontraktilen Phanotyp (Harworth 1995).

11
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1.2 Gefalerkrankungen in der Lunge

Es ist bekannt, dass chronische Hypoxie, ahnlich wie die durch postnatale Adaptation beo-
bachtete Umstrukturierung des Lungengewebes, zu Veranderungen der Lungenstruktur fihrt.
Eine chronische Hypoxie beeinflusst vor allem den Wandaufbau der pulmonalen Gefale; es
kommt zu einem vaskularen Remodelling mit Proliferation der vaskuléren glatten Muskelzel-
len, wie es auch bei der pulmonalen Hypertonie unterschiedlichster Genese beobachtet wer-
den kann (Simonneau et al. 2009, Yuan et al. 2005).

1.2.1 Pulmonale Hypertonie

Die pulmonale Hypertonie definiert sich durch einen pulmonalarteriellen Mitteldruck in Ruhe
uber 20 mmHg und unter Belastung tber 30 mmHg (Herold 2007, Galieé et al. 2004).

Die pulmonale Hypertonie ist eine seltene Erkrankung und wurde vor mehr als 100 Jahren
zum ersten Mal beschrieben. Der Leipziger Internist Ernst Romberg berichtete 1891 von einer
ungewohnlich ausgedehnten Sklerose der Pulmonalarterien mit konsekutiver Hypertrophie
der rechten Herzhalfte. Im Jahr 1951 prégte David Dresdale erstmals die Bezeichnung ,,pri-
mire pulmonale Hypertonie® bei Patienten mit &tiologisch unklarer pulmonaler Hypertonie

(Dony 2009).

Lange Zeit wurde die pulmonale Hypertonie in eine primdre und eine sekundare Form unter-
teilt. 1998 wurde im Rahmen der WHO-Expertentagung in Evian (Frankreich) die pulmonale
Hypertonie neu Klassifiziert und nach atiologischen, pathogenetischen und therapeutischen
Aspekten in funf Gruppen unterteilt (Golpon et al. 2004). Die Klassifikation wurde zuletzt im
Jahr 2009 auf der vierten Weltkonferenz fur pulmonale Hypertonie erneuert (Simonneau et al.
2009). Die funf Gruppen gliedern sich in die pulmonale arterielle Hypertonie (Gruppe 1), u.a
mit den Untergruppen der hereditaren und idiopathischen Formen (Gruppe 1.1 und 1.2), und
den ursédchlich bedingten Formen der pulmonalen Hypertonie (Gruppe 2-Gruppe 5). Zu den
hereditdren Formen gehort die Mutation des BMPR2-Gens (50% der familidren pulmonalen
arteriellen Hypertonien). Ursachen der pulmonalen Hypertonie sind Linksherzerkrankungen
(Gruppe 2), Lungenkrankheiten und/oder Hypoxie (Gruppe 3), thromboembolische Ereignisse
(Gruppe 4) und verschiedene Erkrankungen wie z.B. Sarkoidose, Histiozytosis X und Glyko-

genstoffwechselerkankungen (Gruppe 5) (Simonneau et al. 2009, Herold 2007).

12
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1.2.1.1  Symptomatik, Therapie und Prognose der pulmonalen Hypertonie

Bei der pulmonalen Hypertonie treten anfangs Symptome wie abnehmende Leistungsféahig-
keit, leichte Belastungsdyspnoe, Sinustachykardie und Schwindel auf. Schwerwiegendste
Veranderungen im Herz-Kreislaufsystem und eine Rechtsherzinsuffizienz mit Halsvenenstau-
ung, Odemen, und Stauungsleber als Folge eines Cor pulmonale werden im weiteren Verlauf
beobachtet (Herold 2007, Galié et al. 2004).

Aktuelle Therapieansatze flr die idiopathische pulmonale Hypertonie bewirken hauptsachlich
die Verminderung der Symptome und die Verbesserung der Prognose (Schermuly et al.
2005). Ein kurativer Ansatz ist bis zum heutigen Zeitpunkt nicht bekannt. Therapien mit Pros-
tazyklinderivaten, Endothelin-Rezeptor-Antagonisten und Phosphodiesterase-Inhibitoren zur
Drucksenkung im pulmonalen Kreislauf werden durchgefihrt (Herold 2007, Olschewski et al.
2006, Galie et al. 2004). Zusatzlich werden Cumarine zur Antikoagulation zur Verhinderung
der Entstehung von Lungenembolien gegeben (Olschewski et al. 2006, Galié et al. 2004). Ei-
ne auftretende Herzinsuffizienz wird mit korperlicher Schonung, Diuretika, ACE-Hemmern
und Herzglykosiden behandelt (Herold 2007, Olschewski et al. 2006, Galie et al. 2004).

Die Lebenserwartung der an der idiopathischen (primaren) pulmonalen Hypertonie erkrankten
Patienten lag in den 80-iger Jahren von der Diagnosestellung bis zum Tod aufgrund der fort-
schreitenden Rechtsherzinsuffizienz im Median bei 2,8 Jahren (D’Alonzo et al. 1991). Seit
der Einflhrung von intravengsen Prostazyklinen in den 90-iger Jahren und weiteren For-
schungen haben die Patienten eine bessere Aussicht (Runo et al. 2003). Dabei handelt es sich
bei der rechtsventrikularen Adaptation um einen der wichtigsten prognostischen Faktoren bei

der pulmonalen Hypertonie (Olschewski et al. 2006).

13
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1.2.1.2  Pathogenese der pulmonalen Hypertonie

Bei der pulmonalen Hypertonie ist der pulmonalarterielle Druck und der vaskuldre Wider-
stand erhoht, was auf einer fortwahrenden pulmonalen Vasokonstriktion und Obliteration des
GeféaRlumens beruht (Yuan et al. 2005, Humbert et al. 2004). Betroffen sind bei der familidren
und idiopathischen pulmonalen Hypertonie vor allem kleine und mittelgrof3e Arterien und
Arteriolen, die plexiforme Lésionen, Thrombosen und konzentrisches Verdicken zeigen (Gol-
pon et al. 2005, Yuan et al. 2005, Runo et al. 2003). Das Verdicken der pulmonalen Arterien
lasst sich u.a. auf die Fibrose der Intima und die Hypertrophie der Media zurlckfihren, was
durch die exzessive Proliferation der glatten Gefamuskelzellen bewirkt wird (Yuan et al.
2005, Galie et al. 2004, Runo et al. 2003).

Die prinzipielle Funktion der glatten Gefamuskelzellen ist die Kontraktion und Regulation
des Durchmessers und des Tonus der Gefalle. Im adulten Organismus sind glatte GefaBmus-
kelzellen nicht vollig differenziert. Sie sind féhig, ihren Phanotyp als Antwort auf exogene
Stimuli zu verandern. Als Antwort auf eine vaskulére Verletzung wéchst die Rate der Zellpro-
liferation und der Migration von glatten Gefalmuskelzellen dramatisch an (Owens et al.
2004).

14
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1.3 Charakterisierung von Nestin

1.3.1 Entdeckung von Nestin in neuronalen Vorlauferzellen

Das Intermediarfilament Nestin wurde zuerst in neuronalen Vorlauferzellen gesehen und ver-
dankt dieser Entdeckung seinen Namen (Akronym: neuroepithelial stem cell protein) (Len-
dahl et al. 1990).

Lendahl et al. (1990) beschrieben einen Genabschnitt, dessen Transkription in neuronalen
Stammzellen zu finden ist, als das Nestin-Gen. Das Nestin-Gen wurde friher Rat.401 genannt
(Lendahl et al. 1990). Es war bereits gezeigt worden, dass ein Antikdrper Rat.401 die Identi-
fikation von neuronalen Stammzellen ermdglicht (Hockfield et al. 1985). Der Antikorper
Rat.401 markiert vorlibergehend einen sehr grof3en Anteil von Zellen im embryonalen Gehirn.
Im adulten Gehirn dagegen exprimieren weder Neurone noch Gliazellen das von dem Anti-
korper Rat.401 zu erkennende Epitop (Frederiksen et al. 1988). Lediglich adulte neuronale
Stammzellen, die nur in bestimmten Teilen des Gehirns mit bestehender Neurogenese zu fin-

den sind, weisen eine Nestin-Expression auf (Xu et al. 2006, Mignone et al. 2004).

Die ganze Lange vom Transkript des Nestin-Gens ohne Poly-A-Schwanz betragt 5945 bp.
Beim Vergleich der Sequenzen der cDNA und der genomischen Klone sind drei Introns an
den Positionen 912, 1038 und 1111 des Transkriptes identifiziert worden. Die Aminosauren-
sequenz von Nestin charakterisiert es als ein Intermediarfilament. Sein Molekulargewicht
entspricht annéherungsweise 200.000 (Lendahl et al. 1990).

Nestin wird von neuronalen Stammzellen, die fur die Vielfalt von verschiedenen Zellen im
adulten und in dem sich entwickelnden Gehirn verantwortlich sind, exprimiert (Mignone et al.
2004, Lendahl et al. 1990). Die Nestin-Expression wird beim Ubergang von proliferierenden
Stammzellen zu den postmitotischen Neuronen deutlich herunterreguliert (Zimmerman et al.
1994). Die neuronalen Stammzellen fiihren schlieflich zu der Bildung von Neuronen und
Gliazellen, die nach Differenzierung keine Nestin-Expression zeigen (Alvarez-Buylla et al.
2001, Lothian et al. 1997, Lendahl et al. 1990).
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1.3.2 Nestin ist ein Intermediarfilament

Bei dem Protein Nestin handelt es sich um ein Intermediarfilament vom Typ 6 (Lendahl et al.
1990). Intermediarfilamente haben im Allgemeinen eine Stitzfunktion in den Zellen (Gold-
man et al. 2008, Eliasson et al. 1999, Fuchs et al. 1998). Sie spielen eine wichtige Rolle in der
Organisation der Organellen durch Veranderung ihrer Beweglichkeit und den Besitz von fi-
xierenden Strukturen innerhalb des Zytoplasmas (Goldman et al. 2008). Somit sichern sie den
Zellen eine flexible Struktur und wirken, den von auRen auf die Zellen eingreifenden Faktoren
entgegen (Goldman et al. 2008, Fuchs et al. 1998). Mutationen von Intermediarfilamenten
kdnnen zu einem schwachen strukturellen Netzwerk der Zellen flihren, was die Gefahr der
Ruptur der Zellen zur Folge hat und somit die Ursache von einer Vielzahl von Krankheiten
darstellt (Fuchs et al. 1998).

Es gibt auch Hypothesen uber weiterfiihrende Funktionen von Intermediarfilamenten (Magin
et al. 2004). Intermediarfilamente konnten flr eine Signaltransduktion von der Peripherie der
Zelle zum Nukleus sorgen (Goldman et al. 2008). Veranderungen der Struktur von Intermedi-
arfilamenten haben mdglicherweise einen wesentlichen Effekt auf die Signaltransduktion und

Genexpression (Magin et al. 2004).

Fur gewohnlich wird Nestin voriibergehend in neuronalen Vorldauferzellen exprimiert und mit
der weiteren Differenzierung der Zelle durch andere endgultige Intermediérfilamente ersetzt
(Cattaneo et al. 1990). Im adulten Gehirn exprimieren Neurone als Intermediarfilamente die
Neurofilamente und Astrozyten GFAP (glial fibrillary acidic protein) (Lendahl et al. 1990,
Leonard et al. 1988). Insgesamt erlaubt die Entdeckung von Nestin zwischen differenzierten

und undifferenzierten Zellen zu unterscheiden (Mokry et al. 2004).
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1.3.3 Charakterisierung der Nestin-Expression anhand von transgenen Nestin-
GFP-Mausen

Zur Lokalisation der Nestin-Expression wurden neben immunhistochemischen Untersuchun-
gen auch sog. Nestin-GFP-Mause genutzt. Dies sind genetisch verdnderte Mause, bei denen
die Expressionen von Nestin und des grun-fluoreszierenden Proteins (GFP) miteinander ge-
koppelt wurden. Derartige Mausestdimme sind von mehreren Laboren gezilichtet worden (Ber-
nardo et al. 2006, Mignone et al. 2004, Yamaguchi et al. 2000).

Zur Herstellung der von uns genutzten Nestin-GFP-Méause begann die Enikolopov-Gruppe
(Mignone et al. 2004) mit dem Subklonieren von Fragmenten des Nestin-Gens in den Vektor
pBSM13". Ein 5.8-kb-Fragment bestand aus der Promotorregion und ein 1.8-kb-Fragment
enthielt das zweite Intron. Beide Fragmente wurden mit der cDNA der enhanced Version des
GFP (EGFP) kombiniert. Es erfolgte eine Polyadenylierung von Sequenzen vom SV40 und
eine Klonierung in den pBSM13*-Vektor zum Generieren des Nestin-GFP-Plasmids. Im End-
produkt befand sich schlie}lich die cDNA vom EGFP zwischen dem Promotor und den Se-

quenzen des zweiten Introns vom Nestin-Gen (Abb. 2) (Mignone et al. 2004).

tin-GFP
""(Z(?F?,) SV40 polyA
pBSM13+ 0.25kb
nestn EGFP nestin 2nd
promoter 0.82kb intron

Abb. 2:  Schema des Nestin-GFP-Konstruktes; die enhanced Version von GFP (EGFP) wurde unter
Kontrolle vom 5.8-kb Promotor und dem 1.8-kb zweiten Intron vom Nestin-Gen platziert (Mig-
none et al. 2004)

Das Plasmid wurde isoliert und durch Zentrifugieren in Zasiumchlorid aufbereitet und mit den
Smal-Restriktionsenzymen verdaut. Diese VVorgénge sorgten fir die Entfernung der gesamten
Basisstruktur des Vektors und lieRen dabei die Nestin-GFP-Sequenzen intakt. Ein 8.7-kb-
Fragment wurde durch Elektrophorese in einem Agarosegel aufbereitet und dann in pronukle-
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are fertilisierte Oozyten von C57BL/6 x Balb/cBy gemischten Mé&usen injiziert. Die nach der
Injektion geborenen Tiere wurden anhand von Primern gescreent. Die genutzten Primer kor-
respondierten zum einen mit den Sequenzen vom zweiten Intron des Nestins-Gens, zum ande-
ren mit Sequenzen der EGFP-cDNA. Die Nachkommen der mannlichen Tiere mit den erwar-
teten Sequenzen wurden fir die weitere Ziichtung und somit fir die Untersuchungen genutzt
(Mignone et al. 2004).

Anhand der hier beschriebenen Nestin-GFP-Mause aus der Enikolopov-Gruppe untersuchten
einige Studien die Nestin-Expression in verschiedenen Geweben und unterschiedlichen Zel-
len, z.B. in Satellitenzellen im Muskel (Day et al. 2007), in ovalen Zellen der Leber (Glei-
berman et al. 2005), in neuralen Stamm- und Vorlduferzellen (Mignone et al. 2004), in Vor-
lauferzellen von Leydig-Zellen im Hoden (Davidoff et al. 2004) und bei Angiogenese in ver-

schiedenen Tumoren (Amoh et al. 2005).

Es existieren neben den erwahnten Nestin-GFP-Mausen aus der Enikolopov-Gruppe auch
transgene Nestin-GFP-Méuse, die in anderen Laboren hergestellt worden sind (Bernardo et al.
2006, Yamaguchi et al. 2000). Yamaguchi et al. (2000) z.B. flihrten mit den in ihrem Labor
entstandenen Nestin-GFP-Mausen verschiedene Untersuchungen des Gehirns durch (Sawa-
moto et al. 2001, Yamaguchi et al. 2000). Bernardo et al. (2006) beschrieben mit Hilfe der in
ihrem Labor gezuchteten Nestin/EGFP-Mause Vorlauferzellen von endokrinen und exokrinen
Zellen im Pankreas.

Das Ablesen des Nestin-Gens wird in den transgenen Nestin-GFP-Mausen durch das zweite
Intron reguliert (Mignone et al. 2004). Dabei soll im zweiten Intron des Nestin-Gens ein neu-
ronaler stammzell-spezifischer Enhancer lokalisiert sein (Lothian et al. 1997, Zimmerman et
al. 1994). Dagegen soll das erste Intron einen fir Angiogenese spezifischen Enhancer ent-
halten (Aihara et al. 2004).

Bei der Untersuchung der Nestin-GFP-Expression zeigte sich, dass griine Fluoreszenz neben
dem Zytoplasma der Zellen, dem bekannten Ort der Expression von Nestin als Intermediarfi-
lament, auch im Kern lokalisiert ist (Mignone et al. 2004). Andere sprachen von einer “polari-

sierten Expression von Nestin-GFP auf einer Seite vom Kern (Day et al. 2007).
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1.34 Vorkommen von Nestin-exprimierenden Zellen

Nachdem die Expression von Nestin zuerst ausschlieBlich neuronalen Vorlauferzellen zugesp-
rochen worden ist, berichten einige andere Studien von der Entdeckung Nestins in diversen
weiteren Organen. Den in diesen Organen identifizierten Nestin-exprimierenden Zellen

spricht man stammzelldhnliche Eigenschaften zu (Wiese et al. 2004).

1.3.4.1  Nestin-Expression in organspezifischen Progenitorzellen

Organspezifische Progenitorzellen, die sich durch Proliferation und Differenzierung charakte-
risieren lassen, haben im Vergleich zu embryonalen Stammzellen begrenzte Kapazitaten zur
Selbsterneuerung und kein karzinogenes Potential (Wiese et al. 2004). Eine Nestin-
Expression wurde in Progenitorzellen verschiedener Linien, die sich von embryonalen
Stammzellen ableiten, gezeigt (Wiese et al. 2004). In Vorlauferzellen von endokrinen und
exokrinen Zellen des sich entwickelnden Pankreas wurde Nestin-Expression entdeckt (Ber-
nardo et al. 2006). Ebenso lag eine Nestin-Expression in der fetalen Niere (Bertelli et al.
2007), in fetalen Z&hnen (About et al. 2000) und in dem sich entwickelnden und postnatalen
Hoden (Davidoff et al. 2004, Frojdman et al. 1997) vor. Fiir gewdhnlich folgte mit dem Errei-
chen der Differenzierung der Zellen ein Rickgang der Nestin-Expression (Davidoff et al.
2004, Klein et al. 2003).

Es liegen somit einige wenige Studien vor, die tber eine Nestin-Expression in organspezifi-

schen Progenitorzellen auRerhalb des Gehirns berichten.

1.3.42  Nestin-Expression in adulten Tieren

Bei adulten Tieren liegt ebenfalls in einigen Geweben eine Nestin-Expression vor (Klein et al.
2003). Im Gegensatz zum jungen Tier wird jedoch beim adulten Tier die Nestin-Expression
herunterreguliert (Day et al. 2007, Davidoff et al. 2004). Neben den Beschreibungen Uber
Nestin-exprimierende Stammzellen im adulten Gehirn (Mignone et al. 2004) ist ber eine
Nestin-Expression im gesunden adulten Gewebe anderer Organe nicht viel beschrieben. Adul-
te neuronale Stammzellen befinden sich nur in einer begrenzten Anzahl von Gebieten im Ge-
hirn, némlich in der lateralen Wand vom Seitenventrikel, im Gyrus dentatus des Hippocampus
(Xu et al. 2006), im rostralen Migrationsstrom und im Bulbus olfactorius (Bennett et al. 2010,
Mignone et al. 2004).
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Es war moglich, im Kortex und in der Medulla der Nebenniere der adulten Ratte Nestin-
exprimierende Zellen nachzuweisen. Dabei wird die unregelmaRig vorliegende Nestin-
Expression der adrenokortikalen Zellen durch den unterschiedlich ausgepragten Differenzie-
rungsstatus der Zellen erklart (Bertelli et al. 2002). Ebenfalls im Sehnerv von adulten Tieren

waren Nestin-positive Zellen identifizierbar (Yang et al. 2000).

In den interstitiellen Zellen von Cajal (ICC), die vorwiegend zwischen der zirkuldren und
longitudinalen Muskelschicht des Gastrointestinaltraktes lokalisiert sind und von denen ange-
nommen wird, von mesenchymalen Stammzellen abzustammen (Young et al. 1996), ist eine

Nestin-Expression beschrieben worden (Tsujimura et al. 2001).

1.3.43  Vermehrte Nestin-Expression bei Verletzung des Gewebes

Es liegen einige Studien vor, die Uber einen erneuten Anstieg von Nestin im adulten Tier be-
richten. Diese erneute Zunahme der Nestin-Expression findet bei Verletzung eines Gewebes
statt (Day et al. 2007, Drapeau et al. 2005, Gleiberman et al. 2005, Davidoff et al. 2004,
About et al. 2000, Clarke et al.1994).

Es wurde gezeigt, dass bei Lasionen des Hippocampus (Abdel-Rahman et al. 2004, Clarke et
al. 1994) und auch bei genereller Verletzung des Gehirns (Buffo et al. 2008) bestimmte Zellen
proliferationsfahig werden kénnen und einige von diesen auch Nestin exprimieren. Diese Zel-
len werden z.T. als Astrozyten beschrieben, deren Anzahl im Laufe der Heilung wieder sank
(Abdel-Rahman et al. 2004, Clarke et al. 1994). Ansonsten werden adulte neurale Stammzel-
len, die sich in einer definierten Nische mit reifen Strukturen wie Vaskulatur, Astrozyten und
Neuronen befinden, fir Neurogenese und Astrogliogenese verantwortlich gemacht (Bennett et
al. 2010, Hsieh et al. 2010). In menschlichen Gehirnen wurden nach einem Hirninfarkt in den
unmittebar an die Nekrosezone angrenzenden Gebieten Zellen beschrieben, die sog. neugebo-
rene Neurone darstellen. Es wurde berichtet, dass diese Zellen bevorzugt in der Nachbarschaft
zu Gefélen liegen. Als Moglichkeiten der Herkunft dieser Zellen wurde diskutiert, ob sie ein-
gewandert sind (z.B. von der subventrikuldren Zone) und die Gefélie zur Migration benutzen
oder ob sie lokal entstehen (Jin et al. 2006).

Auch in der Narbe eines Myokardinfarktes wurden Astrozyten mit einer vorliegenden Nestin-
Expression beschrieben (Drapeau et al. 2005). Ebenfalls wurden im adulten Skelettmuskel

Nestin-positive Satellitenzellen entdeckt, die proliferations- und differenzierungsfahig sind
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und zur Reparatur des Skelettmuskels beitragen (Day et al. 2007). Zusétzlich zu den Satelli-
tenzellen werden Perizyten als Zellen im Skelettmuskel mit myogenem Potential beschrieben
(Dellavalle et al. 2007). In der Leber existieren ovale Zellen, die bei der Verletzung des Or-
gans auftreten; diese ovalen Zellen exprimieren Nestin (Gleiberman et al. 2005). Im Hoden
nach einer toxischen Ethandimethansulphonat (EDS)-Behandlung zur Elimination der beste-
henden Leydig-Zell-Population mit nachfolgender Regeneration dieser Zellen wurde eine
Nestin-Expression in glatten Gefalmuskelzellen und Perizyten gezeigt (Davidoff et al. 2004).
Auch bei der Untersuchung von Zahnen zeigte sich, dass die Nestin-Expression bei Auftreten

von Karies hochreguliert wird (About et al. 2000).

1.3.4.4  Nestin-Expression in Tumoren

In einigen Tumoren wurde eine Nestin-Expression gesehen. Es wurde gezeigt, dass Rhabdo-
myosarkome das Intermediarfilament Nestin bildeten (Kobayashi et al. 1998). Humane Mela-
nome wiesen ebenfalls eine reichliche Anzahl von Nestin-exprimierenden Zellen auf. Dabei
ist zu beachten, dass Melanozyten, aus denen Melanome hervorgehen, neuroektodermalen
Ursprungs sind (Flagrenes et al. 1994). Gastrointestinale stromale Tumore (GISTs) entstehen
aus Stammzellen und zeigten auch eine Nestin-Immunreaktivitat. Dagegen war in den sich
aus dem Gastrointestinaltrakt entwickelnden Leiomyomen und Schwannomen keine Nestin-

Expression zu entdecken (Tsujimura et al. 2001).

1.3.45  Nestin-Expression bei Neovaskularisation

Nestin-Expression wird in Verbindung mit Neovaskularisation bzw. Angiogenese gebracht
(Amoh et al. 2005, Mokry et al. 2004). Adulte Neovaskularisation und Nestin-positive Gefalie
wurden in Tumoren, im Corpus luteum und in der Narbe eines Myokardinfarktes nachgewie-
sen (Drapeau et al. 2005, Mokry et al. 2004). Im uterinen Endometrium und Myometrium, wo
sich die Bildung und der Abbau von Gefélien in jedem Menstruationszyklus wiederholt, wur-

den Nestin-exprimierende Gefél3e beschrieben (Aihara et al. 2004).

In Gefalien verschiedener Tumoren, eingeschlossen Lungen-, Magen-, Kolon- und Zervixkar-
zinomen, wurde eine Nestin-Immunreaktivitat beobachtet (Teranishi et al. 2007, Aihara et al.
2004, Kim et al. 2002). Eine Nestin-Farbung war ebenfalls in GeféRen von Melanoblastomen

und Glioblastomen zu beobachten (Mokry et al. 2004). Die Untersuchung von Gliomen lief3
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Nestin-positive GeféaRe erkennen; dabei verhielt sich die Intensitat der Farbung annaherung-
sweise parallel zu den Maglinitatsgraden der Tumore (Sugawara et al. 2002). Ahnlich verhielt
es sich mit den kolorektalen Tumoren. Die Prognose war schlechter, wenn die Nestin-

positiven Gefalie vermehrt auftraten und eine hohere Dichte aufwiesen (Teranishi et al. 2007).

Bei der hier beschriebenen Neovaskularisation wird die Nestin-Expression in den GefaRen
dem sich neu gebildeten Endothel zugeschrieben (Teranishi et al. 2007, Amoh et al. 2005,
Aihara et al. 2004, Mokry et al. 2004, Kim et al. 2002, Sugawara et al. 2002). Reife Endothel-
zellen werden dagegen in den meisten Fallen fir Nestin-negativ gehalten (Aihara et al. 2004,
Mokry et al. 2004). Somit wird Nestin von einigen Autoren auch als ein Marker fur Neovas-

kularisation angesehen (Mokry et al. 2004).

1.3.4.6  Nestin-Expression in reifen BlutgefaRen

Von einer Nestin-Expression in BlutgefaRen, insbesondere bei Neovaskularisation, ist auszu-
gehen (Teranishi et al. 2007, Amoh et al. 2005, Aihara et al. 2004, Mokry et al. 2004, Kim et
al. 2002, Sugawara et al. 2002). Sehr wenige Informationen liegen Uber eine Nestin-
Expression ohne Auftreten von Neovaskularisation vor. So wurden Nestin-exprimierende

GefaRe im Muskel in engster Nahe zu Muskelfasern beschrieben (Day et al. 2007).

Bei der Frage der genauen Lokalisation von Nestin in der Gefalwand herrscht die vorwiegen-
de Meinung, dass Endothelzellen Nestin bilden (s.0. 1.3.4.5.). Allerdings handelte es sich bei
den untersuchten Endothelzellen meistens um neu gebildete Endothelzellen (Neovaskularisa-
tion) (Teranishi et al. 2007, Amoh et al. 2005, Aihara et al. 2004, Mokry et al. 2004, Kim et
al. 2002, Sugawara et al. 2002). Weiter differenzierte Endothelzellen wiesen dagegen in den
meisten Fallen keine Nestin-Expression auf (Aihara et al. 2004, Mokry et al. 2004). Bisher
wurde erst selten berichtet, dass Nestin in glatten GefaBmuskelzellen lokalisiert ist (Oikawa et
al. 2010, Davidoff et al. 2004, Mokry et al. 2004). Eine Nestin-Expression in Perizyten wurde
ebenfalls in wenigen Fallen erwédhnt (Dore-Duffy et al. 2006, Aihara et al. 2004, Davidoff et
al. 2004).

Uber das Vorkommen von Nestin in bestimmten GefaRabschnitten ist nicht viel beschrieben.
Nestin-Expression wird in Gefallen verschiedener Durchmesser gefunden (Mokry et al. 2004)
und tritt dabei vermehrt in der kapillaren Region auf (Day et al. 2007, Aihara et al. 2004).
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1.3.4.7  Perizyten und glatte Gefalimuskelzellen als Nestin-exprimierende Vorlaufer-

zellen

Davidoff et al. (2004) fanden eine Nestin-Expression in glatten Gefamuskelzellen und Peri-
zyten des postnatalen und des regenerierenden Hodens. Durch die Gabe von dem toxischen
EDS wurden die vorliegenden Leydig-Zellen eliminiert. Im Anschluss konnte eine Nestin-
Markierung in glatten Gefalmuskelzellen und Perizyten zusammen mit einer Proliferation
dieser Zellen beobachtet werden, die in Folge zu Testosteron-produzierenden Leydig-Zellen
differenzierten. Die Nestin-exprimierenden glatten Gefalmuskelzellen und Perizyten, die
auch vermehrt Neuroglykan 2 (NG 2) und Platelet-derived growth factor-receptor f (PDGF-
RPB) produzieren, werden als VVorlauferzellen mit Proliferations- und Differenzierungspotential
angesehen (Davidoff et al. 2004).

Uber die Existenz von Nestin- und NG2 exprimierenden Perizyten im adulten zentralen Ner-
vensystem, die nach Stimulation zu Zellen der neuronalen Linie differenzieren und somit
Stammzell-Aktivitat besitzen, wird berichtet (Dore-Duffy et al. 2006). Auch Crisan et al.
(2008) beobachteten, dass Perizyten aus verschiedenen Organen, wie Skelettmuskel, Pank-
reas, Fettgewebe und Plazenta, NG2 und PDGF-R[} exprimierten. Die aufbereiteten Perizyten
zeigten die Expression von mesenchymalen Stammzellmarkern und myogenes, chondrogenes
und adipogenes Potential, was eine Zugehoérigkeit von Perizyten zu mesenchymalen Stamm-
zellen nahelegt und die Hypothese unterstiitzt, dass BlutgefaBwénde eine Reserve von Proge-

nitorzellen besitzen (Crisan et al. 2008).
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2 Fragestellung

Das Intermediarfilament Nestin gilt als Marker neuronaler Stammzellen. Im Hoden z.B. ist
Nestin aber in Gefalwanden lokalisiert und identifiziert dabei Teile von glatten Gefalmus-
kelzellen und Perizyten als proliferationsfahige Progenitorzellen, die sich zu Leydig-Zellen
entwickeln kénnen. Basierend auf der Hypothese, dass vergleichbare Phdnomene auch in an-
deren Organen existieren, sollten in der vorliegenden Arbeit Vorkommen und Lokalisation

von Nestin in der Lunge untersucht werden.

Dies ist vor dem Hintergrund gravierender Umbauvorgange in der Lunge unter physiologi-
schen Bedingungen zu Beginn des Lebens sowie bei pathologischen Vorgangen, wie z.B.
beim vaskularen Remodelling der pulmonalen Hypertonie, von besonderem Interesse. Es soll-
te geklart werden, ob Nestin-exprimierende Zellen im Sinne von stammzellartigen Progeni-

torzellen entscheidend an diesen pulmonalen Strukturverdnderungen beteiligt sein kdnnten.

Im Detail sollte untersucht werden, ob Nestin bei Nestin-GFP-transgenen-Méausen in der Lun-
ge vorkommt und welche Zelltypen Nestin-GFP aufweisen. Es sollte beantwortet werden, ob
Nestin-GFP die immunreaktive Nestin-Expression wiederspiegelt und ob sich Nestin-
Expression und Nestin-GFP-Farbung in der Lunge von adulten und neugeborenen Mausen

unterscheiden.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Herkunft des Untersuchungsmaterials

Als Untersuchungsmaterial fiir die Fluoreszenz-Untersuchungen wurden speziell fir Laborun-
tersuchungen geziichtete neugeborene und adulte Nestin-GFP-Mause und eine entsprechende
Anzahl von C57BL/6-Mdusen als Kontrolle herangezogen. Bei den Nestin-GFP-M4&usen er-
folgt die GFP-Expression unter der Kontrolle von einem Promotor und einem transkriptiona-
len Enhancer, der sich im zweiten Intron des Nestin-Gens befindet. Die Ziichtung der Nestin-
GFP-Méuse fand im Labor von Grigori Enikolopov, Cold Spring Harbor, NY, USA statt und
die Nestin-GFP-Expression wurde von seiner Arbeitsgruppe erstmalig beschrieben (Mignone
et al. 2004). Fir unsere Untersuchungen standen 10 adulte und 11 neugeborene Tiere zur Ver-
flgung. Die adulten Nestin-GFP-Mé&use wurden perfusionsfixiert. AnschlieRend wurden die
Lungen mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fiir 4 Stunden postfixiert und dann in 30% Sucrose in
PBS uber Nacht bei 4°C platziert.

Den neugeborenen Nestin-GFP-Mé&usen wurde wenige Stunden nach der Geburt CO, zuge-
flhrt, anschlieBend wurden sie fiir 7 Stunden in toto mit 4% PFA immersionsfixiert und dann

in 30% Sucrose in PBS bei 4°C gesetzt.

Lungengewebe von C57BL/6NHsd-Mé&usen von der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutsch-
land) wurde fir die Western-Blot-Untersuchungen genutzt.

Im Western Blot diente als positive Kontrolle der Nestin-Expression Hodengewebe von EDS-
behandelten Ratten (Genehmigung durch Ethikkommission in Hamburg, G8151/591-00.33).
Die Injektion von EDS sorgt initial fir die Elimination der existierenden Leydig-Zell-
Population mit einer folgenden kompletten Leydig-Zell-Regeneration (Davidoff et al. 2004).
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3.1.2 Antikorper

3.1.2.1  Primarantikdrper in der Immunfluoreszenz
Nestin-AK:

. Firma: Milipore (Schwalbach, Deutschland), vormals Chemicon International
« Monoklonal, aus Maus (Clone R401)
« Verdlnnung: 1:100 in PBS

CD31-AK:

. Firma: BD Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)
. Biotin gekoppelt, aus Ratte
- Verdlnnung: 1:500 in PBS

SMA-AK:

. Firma: Serotec (Oxford, GroRbritannien)
« Monoklonal, aus Maus

« Verdunnung: 1:500 in PBS

3.1.2.2  Sekundarantikdérper in der Immunfluoreszenz

Bei monoklonalem (Maus-)Erstantikérper ohne Biotin-Kopplung (Nestin-AK und SMA-AK):
Cy3-Ziege-anti-Maus-1gG:

. Firma: Jackson Immuno Research (Dianova) (Hamburg, Deutschland)

« Verdunnung: 1:500 in PBS

Bei Biotin-gekoppeltem Primé&rantikorper (CD31):

Cy3-Streptavidin:

« Firma: Jackson Immuno Research (Dianova)

. Verdlnnung: 1:5.000 in PBS
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3.1.2.3 Primarantikorper im Western Blot

Nestin-AK:

« Firma: Millipore, vormals Chemicon International
« Monoklonal, aus Maus (Clone R401)

« Verdunnung: 1:1.000 in PBS

3.1.2.4  Sekundarantikdrper im Western Blot
Bei monoklonalem Primarantikorper:
Ziege-anti-Maus-1gG:

. Firma: Pierce (Rockford, Illinois, USA)

« Verdunnung: 1:2.000 in PBS

27

Material und Methoden



Material und Methoden

3.2 Methoden

3.2.1 Immunfluoreszenz

3.21.1  Verwendete Reagenzien, Puffer und Losungen
« Super Frost Plus-Objekttrager (R. Langenbrinck, Labor-und Medizintechnik, Emmendin-
gen, Deutschland)

. Normalseren verschiedener Spezies: 2% Schweineserum in PBS bei Biotin-gekoppeltem

Erstantikorper, 2% Ziegenserum in PBS bei monoklonalem (Maus-)Erstantikdrper
« Priméarantikorper (s.o. 3.1.2.1)
. PBS: 0,136M NacCl; 0,05M Na;HPO4; mit HCI auf pH 7,4 eingestellt
« Sekundarantikorper (s.0. 3.1.2.2)
« DAPI (Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland)
« 4% PFA-LGsung (in PBS)

« Eindeckungsmedium PBS+Glycerol (1:3)

3.21.2  Durchfihrung

Von dem in PFA fixierten Gewebe wurden mit Hilfe eines Kryostats (Leica) 10um dicke
Schnitte angefertigt, auf Objekttrager aufgelegt und bei Raumtemperatur eine Stunde lang
getrocknet. Zum Schutz der Fluoreszenz des grun fluoreszierenden Proteins (GFP) wurde bei
der Durchfiihrung des Versuches darauf geachtet, dass die Lichtexposition des Gewebes bzw.
der Schnitte moglichst gering gehalten wurde. Im Folgenden ist der weitere Ablauf schema-
tisch dargestellt. Alle Inkubationen wurden in einer ,,feuchten Kammer* durchgefiihrt.

« Blockierung fiir 60 Minuten mit 2% Normalserum (s.o. 3.2.1.1.) in PBS bei Raum-

temperatur

« Zugabe des in PBS verdinnten Priméarantikoérpers (s.0. 3.1.2.1.), Inkubation bei 4°C iber
Nacht

« Spulen in PBS fir 2x 10 Minuten

« Inkubation mit dem in PBS verdiinnten Sekundarantikorper (s.0. 3.1.2.2.) fir 60 Minuten
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« Spilen in PBS fur 2x 10 Minuten
« Postfixierung mit PFA flr 10 Minuten
« Eindeckung in PBS+Glycerol (1:3)

. Lagerung der Schnitte bei 4°C

Anschliefend wurden Bilder mit einem Zeiss Axioskop 2 Mikroskop (Zeiss, Gottingen,
Deutschland) und einem konfokalen Laserrastermikroskop (CLSM, Leica TCS SP2 AOBS,
Leica, Mannheim, Deutschland) angefertigt. Als Kontrollen der Immunfluoreszenzfarbungen
wurden die Schnitte anstelle des Primarantikdrpers nur mit der Antikdérperpufferlosung inku-
biert.

3.2.2 Proteinpraparation aus Geweben

3.2.2.1  Verwendete Reagenzien, Puffer und Ldsungen

« Homogenisierungspuffer ,,HOPU*“: 50 mM Tris-HCI [pH 7,5]; ImM EDTA; 1 mM Dithi-
othreitol [DTT] und 0,1 mM PMSF

« 50mM Tris-Puffer [pH 7,5]

3.2.2.2  Durchfihrung

In flissigem Stickstoff eingefrorene Stlicke der Lunge von M&usen wurden in einem Morser
pulverisiert und dann zusammen mit dem Homogenisierungspuffer in einem sog. Douncer
mechanisch homogenisiert. Nicht homogenisierte Zelltrimmer sowie Zellkerne wurden durch
Sedimentation wahrend einer Zentrifugation (8min bei 3.000g) bei 4°C entfernt. Der Uber-
stand dieser Praparation wurde als Homogenat eingesetzt.

Zur weiteren Auftrennung in Membran- und Zytosolanteile wurde der Uberstand fiir 30 Minu-
ten bei 100.000g und der Temperatur von 4°C zentrifugiert. Der zytosolische Uberstand wur-
de abpipettiert und eingefroren. Die partikuldre Fraktion wurde nun in 50mM Tris-Puffer (pH
7,5) resuspendiert. Dann erfolgten das Einfrieren in flussigem Stickstoff und die Lagerung bei
-70°C.
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3.2.3 Western Blot

3.2.3.1  Verwendete Reagenzien, Puffer und Losungen

« 30% Acrylamid: 150g Acrylamid; 4g Bisacrylamid in 500ml Aqua dest. l6sen; 29:1
« 4x Trenngelpuffer: 0,375M Tris-HCI [pH 8,8]; 0,1% (w/v) SDS

« 4x Sammelgelpuffer: 0,5M Tris-HCI [pH 6,8]; 0,1% (w/v) SDS

« 10% Ammoniumpersulfat (APS) (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

. TEMED (Roth)

« Trenngel 7%: 15ml Trenngelpuffer (4x); 14ml 30% Acrylamid; ad 60ml mit Aqua dest.
+250p1 10% APS+50ul TEMED

. Sammelgel: 5ml Sammelgelpuffer (4x); 2,6 ml 30% Acrylamid; ad 20ml mit Aqua dest.
+100ul 10% APS + 25ul TEMED

« 3x Stopp-Mix: 0,375M Tris-HCI [pH 6,8]; 0,2M DTT; 15% (w/v) SDS; 20% (v/v) Glyc-
erin; 0,6mg/dl Bromphenolblau

« Molekulargewichtsmarker (Sigma Saint Louis, Missouri, USA)

. PAGE-Puffer: 0,025M Tris-HCI [pH 8,4]; 0,192M Glycin; 0,1% (w/v) SDS
« Transferpuffer: 100mM Tris; 193mM Glycin

« 10x TBS: 200mM Tris; 1,37M NaCl [pH 7,6]

« 1x TBST: 1.000ml TBS + 500ul Tween 20 (0,05% Tween 20)

. Blockierungspuffer: 1% Roche-Blocking-Reagenz (Roche Diagnostics GmbH) in 0,1M
Malinsdure + 0,15M NaCl [pH 7,5]

« 0,1% Ponceau-S (w/v) (Sigma) in 5% Essigsaure

. Blotmembranen: Nitrozellulose (GE Healthcare, 0,2um, Minchen, Deutschland)

. Blottingpapier: Chromatographie-Papier (Whatman, Dassel, Deutschland)

« Antikorper-Inkubationspuffer: 90% TBST; 10% Blockierungspuffer; 0,005% Thimerosal
« Primdrantikorper (s.0. 3.1.2.3)

« Sekundarantikorper (s.0. 3.1.2.4)
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« Chemilumineszenz-Reagenzien (ECL Western Blotting Detection Reagents) (GE Healtca-
re)

« Rontgenfilme (Fujifilm Medical, Disseldorf, Deutschland)

3.2.3.2 Durchfiihrung

Von den gewonnenen zytosolischen Proteinfraktionen wurden jeweils 75ug Lungengewebe
bzw. 80ug Hodengewebe mit 3x Stopp-Mix im Verhaltnis 2:1 gemischt und fiir 2 Minuten bei
100°C im Heizblock denaturiert. Verwendet wurde fir alle Western-Blot-Untersuchungen das
Elektrophoresesystem SE 600 der Firma Hoefer Scientific Instruments (Holliston, Massachu-
setts, USA) (Spannungsquelle Hoefer, PS 500XT-230V). Nach dem Auftragen der Proben
erfolgte eine Elektrophorese in der mit PAGE-Puffer gefullten Kammer (TE 42, Hoefer) bei
13W fur circa 1h, bis die Lauffront das ca. 4cm breite Sammelgel durchwandert hatte. Die
Auftrennung im Trenngel wurde mit einer Laufzeit von circa 2h bei 17W durchgefiihrt. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurden die Proteine bei einer Stromstarke von 0,6A Uber
Nacht bei 4°C auf Nitrozellulose transferiert. Im Folgenden ist die Behandlung der Membra-

nen nach erfolgtem Transfer schematisch dargestellt.

« 10 Minuten Farbung in Ponceau-Rot zur Uberpriifung gleicher Proteinmengen der verwen-
deten Proben und der Identifikation des Langenstandards

« Spulen in Aqua dest.

« 2 Stunden Blockieren in Blockierungspuffer

« 5 Minuten spulen in TBST

« 1 Stunde Inkubation mit dem Primérantikorper (s.o. 3.1.2.3.), verdiinnt mit Antikorper-

Inkubationspuffer
« 3x 5 Minuten Spilen in TBST
« 1 Stunde Inkubation mit dem Sekundé&rantikorper (s.o. 3.1.2.4.)
« 2Xx 5 Minuten und anschlieBend 90 Minuten Spilen in TBST
« Spilen in Agua dest.

« Detektion (in der Dunkelkammer mit Substratlosung fir Peroxidase gemald Vorschrift des

Herstellers)
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4 Ergebnisse

4.1 Nestin-GFP-Expression in den GefalBwanden der Lunge

Ziel der folgenden Untersuchungen war es, die Lokalisation des Proteins Nestin in der Lunge
zu bestimmen. Dazu wurden Lungen von neugeborenen (postnatal Tag 1 = d1) und adulten

(ad) transgenen Nestin-GFP-Mausen untersucht.

Bei der Beobachtung der Lungen auf Nestin-GFP-Expression konnen zahlreiche Nestin-
exprimierende Zellen in der Lunge identifiziert werden. Es ist deutlich zu erkennen, dass Ge-
falwande in der Lunge ein Nestin-GFP-Signal aufweisen (Abb. 3, siehe G). Bronchiale Struk-
turen zeigen dagegen in keinem Fall Nestin-GFP-positive Zellen (Abb. 3, siehe B). Unter den
Nestin-GFP-positiven Gefallen (Abb. 4a) befinden sich auch Kapillaren (Abb. 4b). Bei den
Nestin-GFP-exprimierenden Zellen ist, wie bereits beschrieben (Mignone et al. 2004), neben
dem Zytoplasma regelmaRig auch der Zellkern markiert (Abb. 4b).

Es zeigte sich also eine Assoziation von Nestin-GFP-Expression zu GefalRwéanden. Nestin-
GFP-exprimierende Zellen befanden sich in Wanden von Geféalien mit gréRerem und kleine-
rem Durchmesser. Bronchialwénde dagegen wiesen keine Nestin-GFP-exprimierende Zellen
auf.
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Nestin-GFRP L

Abb. 3: Lokalisation von Nestin-GFP in GefaBwanden der Lunge von transgenen Nestin-GFP-M&usen
(Nestin-GFP-Maus, d1); Wénde von gréfieren GefaRen (G) der Lunge sind Nestin-GFP positiv;
bronchiale Strukturen (B) zeigen kein Nestin-GFP-Signal

Nestin-GFP Nestin-GFP

Abb. 4: Lokalisation von Nestin-GFP in GefalRwéanden verschiedener GroRen:
a: Nestin-GFP-positive Zellen in der Wand eines grolReren GefaRes (G) (Nestin-GFP-Maus, d1);
Wand des Bronchiolus ist Nestin-GFP negativ (B)
b: Nestin-GFP in Kapillaren der Lunge (Nestin-GFP-Maus, ad); das Lumen (*) der Kapillaren

ist nachgezeichnet; Pfeil: Kern ist Nestin-GFP markiert
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4.2 Nestin-GFP-Expression in allen Gefaliabschnitten in der Lunge

Um zu differenzieren, in welchen GefaRabschnitten der Lunge Nestin-Expression vorkommt,
wurden verschiedene GeféalRabschnitte, ndmlich Venen, Arterien und Kapillaren auf das Vor-

handensein von Nestin untersucht.

Samtliche untersuchte GeféRabschnitte der Lunge zeigen sich positiv fir Nestin-GFP. In arte-
riellen und vendsen GefaRwanden finden sich Nestin-GFP-exprimierende Zellen (Abb. 5,
siehe A und V). Dabei liegen Arterien stets benachbart zu bronchialen Strukturen (Abb. 5,

Abb. 6a, siehe A und B). Venen weisen eine diinnere Wandschicht auf und sind unabhéngig

von der Nahe zu Bronchioli lokalisiert (Abb. 5,
Abb. 6b, siehe V).

Nestin-GFP-Expression fand sich in Wéanden von GeféalRen verschiedener GroRe; sowohl in
arteriellen und vendsen GefaRen unterschiedlichen Durchmessers (Abb. 5-Abb. 7) als auch in
Kapillaren lieBen sich Nestin-GFP-positive Zellen darstellen (Abb. 7). Somit war Nestin-

GFP-Expression in allen Gefallabschnitten der Lunge aufzufinden.
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Nestin-GFP

Nestin-GFP

Abb. 5: Lokalisation von Nestin-GFP in verschiedenen GefaRabschnitten (Nestin-GFP-Maus, d1):
a und b: Nestin-GFP-exprimierende Zellen in arteriellen (A) und in vendsen (V) GeféRen; Bron-
chioli (B) sind Nestin-GFP negativ
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Nestin-@FEP Nestin-GFP

Abb. 6: Lokalisation von Nestin-GFP in Arterie und Vene (Nestin-GFP-Maus, d1):
a: Nestin-GFP-positive Arterie (A) benachbart zum Nestin-GFP-negativen Bronchiolus (B)
b: Nestin-GFP-positive Vene (V) ohne Néhe zu bronchialen Strukturen; Nestin-GFP-positive

Vene besitzt eine diinnere Wand als die Nestin-GFP-positive Arterie (siehe A in 6 a)

Nestin-GFP

Abb. 7:  Lokalisation von Nestin-GFP in GefaRen unterschiedlicher GroRRe (Nestin-GFP-Maus, d1); Nes-
tin-GFP-exprimierende Zellen in Wanden einer Arterie (A), einer Arteriole (Ar) und von Kapil-

laren (*)
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4.3 Nestin-GFP-Lokalisation innerhalb der Gefallwande

Die Lokalisation von Nestin-GFP in Gefalwanden der Lunge ist eindeutig. Bei der Betrach-
tung der Nestin-GFP-positiven GefaRe stellte sich die Frage nach dem spezifischen Zelltyp

der Nestin-Expression.

Schon bei nicht zusatzlich gefarbten Schnitten ist klar zu erkennen, dass Endothelzellen kein
Nestin-GFP aufweisen (Abb. 8, siehe E und M). Im Folgenden wurden zur genaueren Be-
schreibung der Lokalisation von Nestin immunhistochemische Untersuchungen an Lungen
von Nestin-GFP-Mausen mit den Antikorpern CD31 und SMA durchgefihrt. Der Antikorper
CD31 ist gegen ein Endothelzell-spezifisches Protein (CD31) gerichtet und dient somit zur
Darstellung von Endothelzellen. Der verwendete Antikérper SMA farbt ein Protein der glat-
ten Muskelzellen an (a-smooth-muscle-Aktin) und flhrt zur ldentifikation von glatten Ge-

faBRmuskelzellen.

Nestin-GFP

Nestin-GFP

.
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Abb. 8: Lokalisation von Nestin-GFP in glatten GefdBmuskelzellen (Nestin-GFP-Maus, ad):
a und b: glatte GefaBmuskelzellen (M) sind Nestin-GFP positiv; Endothelzellen (E) sind Nestin-
GFP negativ
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4.3.1 Nestin-GFP-Expression in Wanden groéRerer Geféale (Arterien, Arteriolen,

Venen)

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen zur Bestimmung der Nestin-Lokalisation
wurden Gefdf3e mit glatter Muskulatur (,,groere Getfda3e) und Gefa3e ohne glatte Muskulatur
(Kapillaren, ,,kleinere Gefafle*) separat betrachtet. Es wurde kein Unterschied in der Lokalisa-

tion von Nestin-GFP in den Lungen von neugeborenen und adulten Mausen gefunden.

43.1.1 Fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und dem Endothelzellmarker CD31

in grofReren Gefallen

Zunéchst erfolgten immunhistochemische Untersuchungen mit dem Endothelzellmarker
CD31, um zu zeigen, dass Nestin-GFP und CD31 nicht kolokalisiert sind.

Die Abb. 9 stellt eine Ubersichtsaufnanme von GeféBen und Bronchioli in der Lunge von
Nestin-GFP-Mausen dar. Sie zeigt eine Nestin-GFP-positive Arterie, die von vier Nestin-
GFP-negativen Bronchioli umgeben ist (Abb. 9a-c). Eindeutig erkennbar ist, dass die in Abb.
of dargestellte Nestin-GFP-exprimierende Zelle sich jenseits der CD31-positiven, Nestin-
GFP-negativen Zellen befindet. Bei den CD31-positiven Zellen handelt es sich um Endothel-
zellen (Abb. 9d-f, siehe E) und bei der Nestin-GFP-markierten Zelle um eine glatte Gefal-
muskelzelle (Abb. 9d-f, siehe M).

Die Expressionen von CD31 und Nestin-GFP von unterschiedlichen Zelltypen ist klar in Abb.
10 erkennbar. Es wird deutlich dargestellt, dass die CD31-positiven Endothelzellen nicht
gleichzeitig die Nestin-GFP-exprimierenden Zellen sind (Abb. 10). Die Kerne der Endothel-
zellen, die in das Lumen des GefaRes hineinragen, sind in dieser Abbildung als Aussparung
sichtbar (Abb. 10, siehe E1, E3, E4). Die Nestin-GFP-exprimierenden glatten GefaBmuskel-
zellen befinden sich lumenfern von den Endothelzellen (Abb. 10, siehe M1 und E1, M2 und
E2).

In den Gefalwanden von Arterien ist klar zu erkennen, dass die Muskelschicht Nestin-GFP
markiert ist. Die CD31-angefarbte Endothelschicht prasentiert keine Nestin-GFP-markierten
Zellen (Abb. 11, Abb. 12).
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NesStin-GFP Nestin-GFP
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Abb. 9: fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und Endothelzellmarker CD31 (Nestin-GFP-Maus,
dl):
a-c: Ubersichtsaufnahme von Gefaen und Bronchioli in der Lunge; Nestin-GFP-positive Arte-
rie (A), benachbart vier Nestin-GFP-negative Bronchioli (B)
d-f: glatte GefaBmuskelzelle (M) ist Nestin-GFP positiv; Endothelzellen (E) sind Nestin-GFP ne-
gativ
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Abb. 10: fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und Endothelzellmarker CD31 (Nestin-GFP-Maus,
ad); glatte Gefalmuskelzellen (M) sind Nestin-GFP positiv; Endothelzellen (E) sind Nestin-GFP
negativ:

a und b: Nestin-GFP-exprimierende glatte GefaBmuskelzellen befinden sich lumenfern von En-
dothelzellen (M1 ist lumenfern von E1, E3, E4, M2 ist lumenfern von E2)

b: Endothelzellen ragen in das Lumen des GeféRles; Kerne sind ausgespart (E1, E3, E4)
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Abb. 11: fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und Endothelzellmarker CD31 in Arterie (Nestin-GFP-
Maus, d1):
a und b: Muskelschicht (M) ist Nestin-GFP markiert; die CD31-angefarbte Endothelzellschicht
(E) zeigt keine Nestin-GFP-positiven Zellen

Abb. 12: fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und Endothelzellmarker CD31 in Arterie (Nestin-GFP-
Maus, d1):

a und b: Muskelschicht ist Nestin-GFP (M) markiert; die CD31-angefarbte Endothelzellschicht
(E) zeigt keine Nestin-GFP-positiven Zellen
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Ebenfalls in den Arteriolen handelt es sich bei den markierten Zellen mit CD31 und Nestin-
GFP nicht um dieselbe Zelle (Abb. 13, Abb. 14). Die Endothelzellen sind nicht diejenigen
Zellen, die Nestin-GFP exprimieren (Abb. 13, siehe E). Zum einen ist auf diesen Bildern zu
erkennen, dass Nestin-GFP den Kern (Mignone et al. 2004) der glatten Gefalmuskelzelle
markiert (Abb. 14b,d, siehe M), zum anderen wird ebenfalls die gestreckte Form der glatten
GefaBmuskelzellen deutlich (Abb. 14a,c,e, siehe M). Zusatzlich ist zu beobachten, dass es
sich nicht obligat bei allen glatten Gefallmuskelzellen um Nestin-GFP-exprimierende Zellen
handelt. Es finden sich Arteriolen-Anschnitte, bei denen nur eine einzelne glatte Gefalmus-
kelzelle ein Nestin-GFP-Signal zeigt (Abb. 14a,b), d.h. die Nestin-GFP-positiven Zellen stel-
len eine Subpopulation der glatten GefaBmuskelzellen dar.

Angefertigte Bilder mit einem konfokalen Mikroskop verdeutlichen die unterschiedliche Lo-
kalisation von Nestin-GFP und CD31 durch die eindeutige Trennung zwischen CD31-
angefarbter Endothelzellschicht und Nestin-GFP-markierter Muskelschicht (Abb. 15, Abb.
16, siehe 1).

Eine Ubersichtsaufnanme mit der Kernfaroung DAPI bestétigt die beobachtete Assoziation
von Nestin-GFP zu Gefédlien (Abb. 17a-d). Klar sind die Nestin-GFP-positiven Arterien und
der dazu im Gegensatz stehende Nestin-GFP-unmarkierte Bronchiolus zu erkennen (Abb.
17a-d, siehe A und B). Die Farbung mit DAPI stellt deutlich sowohl den Kern der Endothel-
zelle (Abb. 17g, siehe E) als auch den der glatten GefaBmuskelzelle dar (Abb. 17g, siehe M)
und zeigt somit die Expressionen von CD31 und Nestin-GFP in unterschiedlichen Zellen.

Durch den Gebrauch des Endothelzellmarkers CD31 konnte eine Kolokalisation von CD31
und Nestin-GFP in der Mehrzahl der untersuchten Schnitte eindeutig ausgeschlossen werden
(Abb. 9-Abb. 17). Aufgrund dieser Erkenntnis ist in der Regel nicht von einer endothelialen
Lokalisation von Nestin auszugehen.
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Abb. 13: fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und Endothelzellmarker CD31 in Arteriole (Nestin-
GFP-Maus, ad):

a-f: glatte GefalRmuskelzellen (M) sind Nestin-GFP positiv; CD31-positive Endothelzellen (E)
sind Nestin-GFP negativ
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Abb. 14: fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und Endothelzellmarker CD31 in Arteriole (Nestin-
GFP-Maus, ad):
a,b: nur vereinzelt sind glatte GefaBmuskelzellen Nestin-GFP positiv, d.h. Nestin-GFP-positive
Zellen stellen eine Subpopulation der glatten GefaRmuskelzellen dar
a,c.e: glatte Gefalmuskelzellen (M) mit typisch lang gestreckter Form sind Nestin-GFP positiv;
Endothelzellen (E) sind Nestin-GFP negativ
b,d: Nestin-GFP markiert die Kerne der glatten GefaBmuskelzellen (M); Endothelzellen (E) sind
Nestin-GFP negativ
d: identisch mit Abb. 34f
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Abb. 15: Fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und Endothelzellmarker CD31 (Konfokales Mikros-
kop):
a-i: glatte GefaBRmuskelzellen (M) sind Nestin-GFP positiv; CD31-positive Endothelzellen (E)
sind Nestin-GFP negativ

Nestin-GFP+

Abb. 16: Fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und
Endothelzellmarker CD31 (Konfokales Mik-
roskop):
1= deutliche Trennung zwischen CD31-

positiver Endothelzellschicht (E) und Nestin-
GFP-positiver Muskelschicht (M)
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Abb. 17: fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und Endothelzellmarker CD31 (Nestin-GFP-Maus,

dl):

a-d: Uberblick von Nestin-GFP-positiver Arterie (A), die benachbart zu Nestin-GFP-negativem

Bronchiolus (B) ist

e-h: glatte GefaBmuskelzelle (M) ist Nestin-GFP positiv; CD31-positive Endothelzelle (E) ist

Nestin-GFP negativ

g: sowohl Kern der glatten GefaBmuskelzelle als auch der Endothelzelle ist dargestellt

c und g: Farbung mit DAPI
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4.3.1.2 Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA in gréflieren Gefalien

Zusétzlich zu den Untersuchungen mit dem Endothelzellmarker CD31 wurden Lungen der
Nestin-GFP-Mause mit dem Antikdrper SMA angefarbt. Der Antikorper SMA ist gegen glatte

Muskelzellen gerichtet.

Die Farbungen der Nestin-GFP-Mause mit dem Antikdrper SMA machen deutlich, dass die
Nestin-GFP-markierten Zellen sich positiv flir SMA darstellen (Abb. 18-Abb. 24).

Der Antikorper SMA féarbt die Nestin-GFP-negativen glatten Muskelzellen der Bronchioli
(Abb. 18d, siehe M2) und die Nestin-GFP-positiven glatten Muskelzellen der GefaRe (Abb.
18f, siehe M1) an. Das Nestin-GFP-negative Bronchialepithel (Abb. 18d, siehe BE) und die
ebenfalls Nestin-GFP-negativen Muskelzellen des Bronchiolus (Abb. 18d, siehe M2) unter-
scheiden sich also von den Nestin-GFP-positiven GefaBwanden (Abb. 18d, siehe A). Somit
handelt es bei sich bei der Nestin-GFP-Expression um eine GeféaR-spezifische Lokalisation.
Die gelbe Farbung der GefaBwand beweist die Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA im
Zytoplasma (Abb. 18f).

Viele der SMA-angefarbten glatten GefaBmuskelzellen sind Zellen, die sich durch eine zu-
séatzliche Nestin-GFP-Expression auszeichnen (Abb. 19). Die SMA-positiven und Nestin-
GFP-positiven glatten Gefalmuskelzellen liegen eindeutig lumenfern der angedeuteten Endo-
thelzellen (Abb. 19, siehe M1 und E1, M3 und E3). Dabei ist zu beachten, dass die Nestin-
GFP-Expression mehr im Kern (Mignone et al. 2004) lokalisiert ist, wohingegen die SMA-
Féarbung im Zytoplasma der Zelle zu finden ist (Abb. 19, sieche M1). Die SMA-markierten
glatten GefédBmuskelzellen weisen ein unterschiedlich starkes Nestin-GFP-Signal auf (Abb.
19a, M1 im Vergleich zu M2 und M3).

Die Abb. 20 und Abb. 21 zeigen die Lokalisation von Nestin-GFP und SMA in denselben
Zellen. Es liegt somit eine Kolokalisation vor. Die unterschiedliche subzelluldre Lokalisation
von Nestin-GFP auch im Kern (Mignone et al. 2004) und von SMA allein im Zytoplasma
wird dargestellt (Abb. 21).
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Abb. 18: Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA (Nestin-GFP-Maus, d1):
a-c: Ubersichtsaufnahme von Gefaen und Bronchioli in der Lunge; Nestin-GFP-positive Arte-
rien (A) sind benachbart zum Nestin-GFP-negativen Bronchiolus (B)
d-f: Nestin-GFP-negatives Bronchialepithel (BE); Nestin-GFP-negative und SMA-positive glatte
Muskelzellen des Bronchiolus (M2); Nestin-GFP-positive und SMA-positive glatte GefaBmus-
kelzellen (M1)

48



Ergebnisse

Nestin-GFP

Abb. 19: Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA (Nestin-GFP-Maus, ad):
a und b: Nestin-GFP-positive und SMA-positive glatte GefaRmuskelzellen (M1 und M3) liegen

lumenfern der Nestin-GFP-negativen Endothelzellen (E1 und E3);
Zelle M1: Nestin-GFP-Expression im Kern, SMA-Expression im Zytoplasma
a: Zelle M1 zeigt starkeres Nestin-GFP-Signal als Zelle M2 und Zelle M3
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NES iR == Nestin-GFP+

Nestin-GFP

Abb. 20: Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA (Nestin-GFP-Maus, d1):
a-f: Nestin-GFP-positive und SMA-positive glatte GefalRmuskelzellen (M)

Nestin-GFP Nestin-GFP+

M

Nestin-GFP Nestin-GFP+

M M

Abb. 21: Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA:
a-f: Nestin-GFP-positive und SMA-positive glatte GefaBmuskelzellen (M); Nestin-GFP-
Expression befindet sich auch im Kern und SMA-Expression ist ausschlielich im Zytoplasma
lokalisiert
a-c: Nestin-GFP-Maus, d1; d-f: Nestin-GFP-Maus, ad
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Daneben existieren SMA-markierte Zellen, die nicht Nestin-GFP positiv sind (Abb. 22, siehe
M2). Bilder mit dem konfokalen Mikroskop unterstiitzen die Beobachtung, dass nicht samtli-
che SMA-positive glatte Gefalmuskelzellen Nestin-GFP aufweisen (Abb. 23, siehe M2). Eine
Koexpression von SMA und Nestin-GFP ist somit in einer Subpopulation von glatten Gefal-
muskelzellen zu beobachten (Abb. 22, Abb. 23, sieche M1). Bei den adulten Nestin-GFP-
Mé&usen macht diese Subpopulation der Nestin-GFP-positiven glatten Gefalmuskelzellen zu
allen vorliegenden glatten GefaRmuskelzellen schatzungsweise 10% aus.

Zusatzlich angefertigte Farbungen zu SMA mit DAPI zur Kernfarbung der Lungen von Nes-
tin-GFP-Mausen bestatigen die Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA. Besonders die Lo-
kalisation von Nestin-GFP im Kern (Mignone et al. 2004) ist in diesen Bildern erkennbar
(Abb. 24a-d, siehe M). Deutlich herausgestellt ist die gestreckte Form der glatten Gefalmus-
kelzellen (Abb. 24e-h, siehe M).

Es lag eine haufige Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA in den GefaBwénden der Lunge
vor. Allerdings waren ebenfalls glatte GefaBmuskelzellen zu finden, die nicht Nestin-GFP
exprimierten. Somit stellten die Nestin-GFP-exprimierenden Zellen eine Subpopulation von
glatten GefaBmuskelzellen dar. Die zu findende Koexpression von Nestin-GFP und SMA von
denselben Zellen identifizierte die glatten GefalBmuskelzellen als den vorherrschenden Zelltyp

der Nestin-Expression.
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Abb. 22: zum Teil auftretende Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA (Nestin-GFP-Maus, ad); Nestin-
GFP-exprimierende Zellen stellen eine Subpopulation der glatten GefaBmuskelzellen dar:

a-f: Nestin-GFP-positive und SMA-positive glatte GefaBmuskelzellen (M1); Nestin-GFP-

negative und SMA-positive glatte GefalBmuskelzellen (M2)
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Abb. 23: Zum Teil auftretende Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA (konfokales Mikroskop); Nes-
tin-GFP-exprimierende Zellen stellen eine Subpopulation der glatten GefaBmuskelzellen dar:
a-f: Nestin-GFP-positive und SMA-positive glatte Gefalmuskelzellen (M1); Nestin-GFP-
negative und SMA-positive glatte GefalBmuskelzelle (M2)
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Nestin-GFP Nestin-GFP

Nestin-GFP+ +DAPI

Abb. 24: Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA:
a-h: Nestin-GFP-positive und SMA-positive glatte GefalRmuskelzellen (M)
a-d: typische Nestin-GFP-Expression auch im Kern (M(K)) (Nestin-GFP-Maus, d1); Kolokalisa-
tion von Nestin-GFP und SMA (M(2))
e-h: typische gestreckte Form der glatten GefaBmuskelzelle (M) (Nestin-GFP-Maus, ad)
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4.3.2 Nestin-GFP-Expression in Kapillaren

Zusatzlich zu den Beobachtungen von Nestin-GFP-Expression in groReren BlutgefalRen wur-
den Kapillaren auf Nestin-GFP-exprimierende Zellen untersucht.

Bei den Betrachtungen der Kapillaren ist zu erwéhnen, dass die Wand von Kapillaren in der
Regel aus zwei Zellschichten, Endothelzellschicht und Perizyten, besteht (Drenckhahn 2004).
Perizyten sind meistens eng an das Endothelrohr angelagert; dort verschmilzt die Basallamina
der Perizyten mit der endothelialen Basallamina (Kovacic et al. 2009, Drenckhahn 2004).
Zwischen Fortsétzen der Perizyten und den Endothelzellen existieren Kontakte zur mechani-
schen Verbindung (Desmosomen) und Kontakte zur metabolischen und elektrischen Kommu-
nikation (Nexus) (Kovacic et al. 2009, Hayden et al. 2008). In der Lunge betragt das Verhalt-

nis von Perizyten zu Endothelzellen anndherungsweise 1:10 (Shepro et al. 1993).

Das Anféarben mit SMA-Antikérpern und deren Kolokalisation mit Nestin-GFP sprechen fur
Perizyten als mogliche weitere Zellen der Nestin-Expression. Die Nestin-GFP-Expression von

Endothelzellen wurde durch den Gebrauch des Endothelzellmarkers CD31 ausgeschlossen.
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43.2.1 Fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und dem Endothelzellmarker CD31
in Kapillaren

Lungen von Nestin-GFP-Mausen wurden mit dem gegen die Endothelzellen gerichteten Anti-
korper CD31 angefarbt.

Die Abb. 25 zeigt eine CD31-Farbung der Kapillaren. Es sind Nestin-GFP-markierte Zellen
zu finden, die zirkulédr um Endothelzellen angeordnet sind (Abb. 25, siehe P und *(Lumen der
Kapillare, auch nachgezeichnet)). Diese werden im Folgenden als Perizyten angesprochen
(Abb. 25, siehe P).

Nestin-GFP Nestin-GFP

Abb. 25: fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und Endothelzellmarker CD31 in Kapillaren (Nestin-
GFP-Maus, ad):
a-d: P= Nestin-GFP-positive Perizyten

b’,d’: das Lumen (*) der Kapillaren ist nachgezeichnet

56



Ergebnisse

Die Abb. 26 und die Abb. 27 verdeutlichen die Beobachtung der nicht vorliegenden Koexp-
ression von Nestin-GFP und CD31 und demonstrieren die Lokalisation der Nestin-GFP-
positiven Perizyten in engster Nachbarschaft zu Endothelzellen (Abb. 26, Abb. 27, siehe P).
CD31-positive Endothelzellen, die nicht Nestin-GFP exprimieren, sind in diesen Abbildungen
deutlich herausgestellt worden (Abb. 26, Abb. 27, siehe E). Es liegt somit keine Koexpression
von CD31 und Nestin-GFP vor. Klar erkennbar sind die Markierung des Kerns (Mignone et
al. 2004) des Perizyten durch Nestin-GFP (Abb. 27c, siehe P(K)) und die Nestin-GFP-
positiven Fortsatze des Perizyten (Abb. 27c, siehe P(F)).

Die Farbungen der Lungen von Nestin-GFP-Mé&usen mit dem Endothelzellmarker CD31 er-
maoglichten bei der Betrachtung der Kapillaren auf Nestin-GFP-Expression die Aussage, dass
die den Endothelzellen eng benachbarten Perizyten mutmaRlich die Nestin-GFP-
exprimierenden Zellen sind. Die Endothelzellen wiesen keine Nestin-GFP-Expression auf.
Somit handelt es sich auch bei den Perizyten zusétzlich zu den identifizierten glatten Gefal-
muskelzellen um Nestin-GFP-exprimierende Zellen. Zur letzendlichen Absicherung der an-
gesprochenen Nestin-GFP-positiven Zellen als Perizyten stehen weitere ultrastrukturelle Un-

tersuchungen noch aus.
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Abb. 26 fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und Endothelzellmarker CD31 in Kapillaren (Nestin-

GFP-Maus, di):

a-f: Nestin-GFP-positive Perizyten (P) und Nestin-GFP-negative Endothelzellen (E)

b’, e’: das Lumen (*) der Kapillaren ist nachgezeichnet; der Kern der Endothelzelle ist nachge-

zeichnet (E)
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Abb. 27: fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und Endothelzellmarker CD31 in Kapillaren (Nestin-
GFP-Maus, ad):
a-f: Nestin-GFP-positive Perizyten (P) und Nestin-GFP-negative Endothelzellen (E)
c: Nestin-GFP markiert den Kern (P(K)) und die Fortsétze (P(F)) des Perizyten
b’: die Endothelzelle ist nachgezeichnet
e’: die Kerne der Endothelzellen sind nachgezeichnet (E); der Kern des Perizyten ist nachge-
zeichnet (P)
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4.3.2.2 Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA in Kapillaren

Bei erfolgten immunhistochemischen Untersuchungen mit dem Antikérper SMA wurde auf
eine Expression von Nestin-GFP in Perizyten umliegend den Endothelzellen geachtet. Auf-
grund der vorhandenen Kontraktilitdt von Perizyten miissten diese durch eine SMA-Farbung
darstellbar sein (Kovacic et al. 2009). Allerdings existieren Studien, die aussagen, dass Peri-
zyten der Lunge kein bzw. weniger SMA aufweisen (Paddenberg et al. 2006, Jostarndt-Fogen
et al. 1998).

Die bereits erwéhnte hdufig vorliegende Lokalisation des Nestin-GFP im Kern (Mignone et
al. 2004) bestatigt Abb. 28 (Abb. 28, siehe P(K)). Die bei der Abb. 28 auch vorhandene SMA-
Féarbung durfte zum Zytoplasma desselben Perizyten gehéren (Abb. 28, siehe P(Z)). Somit
scheinen hier Nestin-GFP und SMA kolokalisiert sein.

Allerdings lassen sich einige Perizyten nicht mit SMA anfarben, was exemplarisch die Abb.
29 zeigt. Es stellt sich der Nestin-GFP-positive Perizyt dar, der kein SMA exprimiert. (Abb.
29, siehe P) (Paddenberg et al. 2006, Jostarndt-Fogen et al. 1998).

Die Untersuchungen mit SMA zeigten, dass sich Perizyten nur schwach oder gar nicht mit

SMA anfarben lassen.

Nestin-GFP

Abb. 28: Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA (Nestin-GFP-Maus, d1):
a-b’: Nestin-GFP- und SMA-positiver Perizyt (P)
a: Nestin-GFP im Zytoplasma (P(2)) und im Kern (P(K)) des Perizyten; Kern des Perizyten ist
nachgezeichnet (P(K))
b, b’: SMA im Zytoplasma des Perizyten (P(2))

b’: die Kapillare mit Perizyt ist nachgezeichnet; Lumen (*) der Kapillare
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Nestin-GFP

Abb. 29: fehlende Kolokalisation von Nestin-GFP und SMA (Nestin-GFP-Maus, ad):

a: Lokalisation von Nestin-GFP im Zytoplasma (P(Z)) und im Kern (P(K)) des Perizyten; Kern
des Perizyten ist nachgezeichnet (P(K))
b, b’: fehlende Expression von SMA

b’: das Lumen (ohne Endothelzelle) (*) und Perizyt sind nachgezeichnet
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4.4 Ubereinstimmung des Nestin-GFP-Signals mit der immunreaktiven Nestin-

Expression

Zur Uberprifung, inwieweit die Nestin-GFP-Expression die tatsachliche Nestin-Expression
wiedergibt, wurden die Lungen der Nestin-GFP-Mause mit einem Antikdrper gegen Nestin

angefarbt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass sich Nestin-GFP-positive glatte Gefalmuskelzellen mit dem
Antikorper gegen Nestin anfarben (Abb. 30, Abb. 31, siehe M). Die Kolokalisation stellt sich
durch die gelbe Féarbung dar (Abb. 30c, Abb. 31c). Die Antikorper-Féarbung zeigt sich erwar-
tungsgeman im Zytoplasma der glatten Gefalmuskelzellen (Abb. 30b,c und Abb. 31b,c, siehe
M(Z)), wohingegen der Kern vom immunreaktiven Nestin ausgespart ist (Abb. 30b und Abb.
31b, siehe 0). Der Kern (Mignone et al. 2004) der glatten GefaBmuskelzellen stellt sich dage-
gen positiv fur das GFP-Signal dar (Abb. 30a,c und Abb. 31a,c, siehe M(K)). Endothelzellen
zeigen in der Regel keines der beiden Signale. In einem Einzelfall war ein sehr schwaches
GFP-Signal sichtbar (Abb. 30, siehe E).

Zusétzlich durchgefuhrte immunhistochemische Untersuchungen mit anti-Nestin und DAPI
bestétigen die bereits beschriebene Lokalisation von Nestin in glatten GefaBmuskelzellen
(Abb. 32, siehe M). In der Abb. 32 sind deutlich die Kerne der glatten GefaBmuskelzellen und
die der Endothelzellen dargestellt (Abb. 32b,c, sieche M und E). Man erkennt, dass das Nestin-
GFP-Signal das Zytoplasma und den Kern der glatten GefaBmuskelzelle markiert (Abb. 32c,
siehe M) und die anti-Nestin-Farbung im Bereich des Zytoplasmas derselben Zelle zu finden
ist (Abb. 32a, siehe M). Im Kern der glatten GefdBmuskelzellen befindet sich keine anti-
Nestin-Farbung (Abb. 32a, siehe 0).
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Abb. 30: Kolokalisation von Nestin-GFP und anti-Nestin (Nestin-GFP-Maus, ad); Nestin-GFP-positive
und anti-Nestin-positive glatte Gefallmuskelzellen (M); Nestin-GFP-negative und anti-Nestin-
negative Endothelzellen (E):
a: Nestin-GFP-Signal im Kern und Zytoplasma der glatten GefaBmuskelzelle (M)
b: anti-Nestin-Farbung im Zytoplasma der glatten GefaRmuskelzelle (M(Z)); Kern der glatten
GefaBmuskelzelle ist von anti-Nestin ausgespart (0)
c: Kolokalisation von Nestin-GFP und anti-Nestin in glatten GefaBmuskelzellen (M und M(2))
(gelbe Farbung)
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Nestin-GFP

Abb. 31:

Kolokalisation von Nestin-GFP und anti-Nestin (Nestin-GFP-Maus, ad); Nestin-GFP-positive
und anti-Nestin-positive glatte GefaBmuskelzelle (M); Nestin-GFP-negative und anti-Nestin-
negative Endothelzellen (E):

a: Nestin-GFP-Signal im Kern und im Zytoplasma der glatten GefaBmuskelzelle (M)

b: anti-Nestin-Farbung im Zytoplasma der glatten GefdBmuskelzelle (M(Z)); Kern der glatten
GefaBmuskelzelle ist von anti-Nestin ausgespart (0)

c: Kolokalisation von Nestin-GFP und anti-Nestin in glatter GefaBmuskelzelle (M(Z)) (gelbe
Farbung)

Nestin-GFP+
+DAPI

Abb. 32:

Kolokalisation von Nestin-GFP und anti-Nestin (Nestin-GFP-Maus, ad); Nestin-GFP-positive
und anti-Nestin-positive glatte Gefallmuskelzelle (M); Nestin-GFP-negative und anti-Nestin-
negative Endothelzellen (E):

a: anti-Nestin-Farbung im Zytoplasma (M(Z)) und fehlende Farbung im Kern der glatten Ge-
falRmuskelzelle (0)

b: DAPI-Farbung

c: Kolokalisation von Nestin-GFP und anti-Nestin in glatter GefaBmuskelzelle (M)

b,c: Kern sowohl der glatten Gefamuskelzelle (M) als auch der Endothelzelle (E) dargestellt
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Auch in Perizyten lasst sich eine Kolokalisation von Nestin-GFP und anti-Nestin im Zytop-
lasma, was durch gelbe Farbung zu erkennen ist, beobachten (Abb. 33c,f, siehe P(Z)). Dabei
ist erneut klar zu erkennen, dass Nestin-GFP neben dem Zytoplasma auch den Kern markiert
(Abb. 33a,d, siehe P(Z) und P(K)) und anti-Nestin ausschlieBlich im Zytoplasma der Perizy-
ten lokalisiert ist (Abb. 33b,e, siehe P(2)).

In glatten GefaBmuskelzellen (Abb. 30-Abb. 32) und in Perizyten (Abb. 33) lassen sich die
Signale von Nestin-GFP und dem Antikdrper gegen Nestin beobachten. Somit kann man da-
von ausgehen, dass das Nestin-GFP-Signal mit der immunreativen Nestin-Expression Uber-

einstimmt.

Abb. 33: Kolokalisation von Nestin-GFP und anti-Nestin im Zytoplasma der Perizyten (P(Z) (Nestin-
GFP-Maus, ad); Lumen (*) der Kapillaren sind dargestelit:
a,d: Nestin-GFP-Signal im Zytoplasma (P(Z)) und im Kern (P(K)) der Perizyten
b,e: anti-Nestin-Farbung im Zytoplasma (P(Z)) und fehlende Farbung im Kern der Perizyten (0)
c,f: Kolokalisation von Nestin-GFP und anti-Nestin im Zytoplasma der Perizyten (P(2Z)) (gelbe
Farbung)
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4.5 Unterschiede der Nestin-Expression in neugeborenen und adulten Mausen

Die Quantitat der Nestin-Expression in den Lungen der neugeborenen und adulten M&use
wurde in der Immunhistochemie und im Western Blot abgeschatzt. Es ist bekannt, dass in
neugeborenen Mausen eine vermehrte Proliferation von Zellen bei Umbauprozessen nach der
Geburt zu finden ist (Amy et al. 1977, Thurlbeck 1975). Somit ist aufgrund der Eigenschaft
von Nestin, als ein Marker fir proliferationsfdhige Vorlauferzellen zu fungieren, eine ver-
mehrte Nestin-Expression in neugeborenen Méausen im Vergleich zu adulten Mausen zu er-

warten.

Bei den neugeborenen und adulten Nestin-GFP-Mausen handelt es sich um dieselben Nestin-
GFP-exprimierenden Zelltypen, namlich glatte GefaBmuskelzellen und Perizyten. Im Ver-
gleich der Menge der Nestin-Expression der neugeborenen und adulten Mé&use zeigt sich aber
tatséchlich ein deutlicher Unterschied. Die neugeborenen Nestin-GFP-M&use zeichnen sich
durch eine stark vermehrte Nestin-Expression aus (Abb. 34). Die Arterien der neugeborenen
Nestin-GFP-Mause weisen im Vergleich zu den Arterien der adulten Nestin-GFP-Mause eine
vielfach hohere Anzahl von Nestin-GFP-positiven Zellen auf. Dabei ist zusétzlich zu beo-
bachten, dass das Nestin-GFP-Signal der Arterien neugeborener Tiere starker ist als das der
adulten Arterien (Abb. 34).

Sowohl grolere GefalRe (Arterien) (Abb. 35a,b) als auch kleinere GefaRRe (Kapillaren) (Abb.
35¢,d) der neugeborenen Nestin-GFP-Mause zeigen eine hohere Anzahl von Nestin-GFP-
exprimierenden Zellen als die Gefdle der adulten Nestin-GFP-Mdause unterschiedlichen

Durchmessers.
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Abb. 34: Vergleich der Nestin-GFP-Expression der d1 und ad Nestin-GFP-M&ause:
a-c: vermehrte Nestin-GFP-Expression der d1 Nestin-GFP-Maus; Arterien (A) zeigen ein star-
kes Nestin-GFP-Signal und eine hohere Anzahl von Nestin-GFP-positiven Zellen; Bronchioli (B)
weisen keine Nestin-GFP-Expression auf
d-f: verminderte Nestin-GFP-Expression der ad Nestin-GFP-Maus; Arterien (A) zeigen ein
schwécheres Nestin-GFP-Signal und eine niedrigere Anzahl von Nestin-GFP-positiven Zellen;
Bronchioli (B) weisen keine Nestin-GFP-Expression auf
f = identisch mit Abb. 14d
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Abb. 35: Vergleich der Nestin-GFP-Expression der d1 und ad Nestin-GFP-M&use:
a: vermehrte Anzahl Nestin-GFP-exprimierender Zellen in einer Arterie (A) der d1 Nestin-
GFP-Maus
b: verminderte Anzahl Nestin-GFP-exprimierender Zellen in einer Arterie (A) der ad Nestin-
GFP-Maus
c: vermehrte Anzahl Nestin-GFP-exprimierender Zellen in Arteriolen und in Kapillaren (Lu-
men (*) der Kapillaren) der d1 Nestin-GFP-Maus
d: verminderte Anzahl Nestin-GFP-exprimierender Zellen in Arteriolen und in Kapillaren
(Lumen (*) der Kapillaren) der ad Nestin-GFP-Maus
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Auch im Western Blot wird gezeigt, dass neugeborene Mause gegeniber adulten Mausen eine
vermehrte Nestin-Expression aufweisen (Abb. 36a). Die Analysen demonstrieren neben der
Hauptbande, die ein Protein von ca. 200 kDa markiert, dem Molekulargewicht von Nestin,
zusétzliche Nestin-immunreaktive Banden, die von unserer Arbeitsgruppe schon in friiheren
Studien beschrieben wurden (Miller et al. 2009) und hochstwahrscheinlich Degradationspro-
dukte von Nestin darstellen (Sahlgren et al. 2006).

Als Kontrolle der Nestin-Expression in der Lunge dient der Vergleich mit der Nestin-
Expression von EDS-behandelten Ratten. Bei diesen Ratten war durch die Gabe von EDS die
bestehende Leydig-Zell-Population eliminiert worden und anschlieRend war eine erhéhte Nes-
tin-Expression in glatten Gefalmuskelzellen und Perizyten mit nachfolgender Differenzierung
in Testosteron-produzierende Leydig-Zellen beobachtet worden (Abb. 36a) (Davidoff et al.
2004). Die Ponceau-Farbung zeigt, dass das starkere Nestin-Signal in der postnatalen Lunge
und im EDS-behandelten Hoden nicht auf gréRere Mengen der untersuchten Proteine zuriick-
zufiihren ist (Abb. 36b).

Sowohl morphologisch im Nestin-GFP-Modell (Abb. 34, Abb. 35) als auch im Western-Blot
(Abb. 36) war die Nestin-Expression der Lunge von neugeborenen Mdusen deutlich héher als

bei adulten Méausen.
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Abb. 36: Vergleich der Quantitéat der Nestin-Expression der d1 und ad Maus;

a: Western Blot: vermehrte Nestin-Expression der d1 Maus verglichen mit ad Maus;
Kontrolle: bekannter Anstieg der Nestin-Expression bei EDS-behandelten Ratten

b: Ponceau-Féirbung der Proteine als ,,L.oading“-Kontrolle
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Diskussion

5 Diskussion

Das Intermediarfilament Nestin ist als ein Marker fiir neuronale Vorlauferzellen bekannt ge-
worden (Lendahl et al. 1990) und seine Expression wurde nachfolgend auch in proliferations-
fahigen Progenitorzellen testikulérer GefaRwénde gezeigt (Davidoff et al. 2004). In dieser
Arbeit konnte eindeutig die Lokalisation von Nestin in glatten Gefaimuskelzellen von Ge-
falwanden der Lunge nachgewiesen werden. Zusétzlich wurden Nestin-exprimierende Zellen
in Kapillaren beobachtet. Es zeigte sich kein Unterschied in der Lokalisation von Nestin in
den Lungen der neugeborenen und adulten Méuse, wohl aber ein Unterschied im Expressi-

onsniveau.

5.1 Vergleich der Nestin-GFP-Expression mit der Nestin-lmmunreaktivitat

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchung der Lokalisation von Nestin in erster
Linie transgene Nestin-GFP-Mause genutzt. Um weitere Hinweise zu erlangen, dass die Nes-
tin-GFP-Markierung die tatsdchliche Nestin-Expression wiedergibt, wurden Farbungen mit

einem etablierten Antikdrper gegen Nestin durchgefthrt.

In diesen Versuchen konnte eine Kolokalisation von Nestin-GFP und anti-Nestin in denselben
Zellen beobachtet werden. Dabei zeigten sich anti-Nestin-Farbung und Nestin-GFP im Zytop-
lasma der glatten GefaBmuskelzellen, dem tblichen Ort der Intermediarfilamente. Zusatzlich
waren bei den Nestin-GFP-Tieren auch die Kerne markiert. Diese Beobachtung der Nestin-

GFP-markierten Kerne wurde bereits von Mignone und Kollegen (2004) beschrieben.

Mignone und Kollegen (2004) stellten sich auch die Frage, inwieweit die Nestin-GFP-
Expression das tatsachliche Vorliegen des endogenen Nestin wiedergibt. Denn obwohl die
Anwesenheit von der flr das transgene GFP kodierenden mRNA eng mit dem zeitlichen Pro-
fil von endogener Nestin mRNA korreliert, sei es denkbar, dass das Protein GFP in der Zelle
langer als das endogene Protein Nestin verbleibt. Allerdings gehen sie aufgrund ihrer Beo-
bachtung, dass in Gebieten des Gehirns mit ausdifferenzierten Zellen keine Nestin-GFP-
exprimierenden Zellen zu lokalisieren sind und der Tatsache, dass die genutzte Version des
Nestin-GFPs eine kurze Halbwertszeit besitzt, davon aus, dass die transgene Nestin-GFP-

Markierung die endogene Nestin-Expression wiedergibt (Mignone et al. 2004).
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Unsere Beobachtung der Kolokalisation des transgenen Nestin-GFPs und der Immunreaktivi-
tat des endogenen Nestins beweist ebenfalls die sinnvolle Nutzung der Nestin-GFP-Mé&use zur

Bestimmung der Lokalisation von Nestin.

Die Expression des transgenen Nestin-GFPs wird durch das zweite Intron des Nestin-Gens
reguliert (Mignone et al. 2004). Das zweite Intron ist fur die Nestin-Expression in neuroepi-
thelialen Strukturen verantwortlich (Lothian et al. 1997). Somit sorgt die Regulation Uber das
zweite Intron flr eine ,,neuronale” Nestin-Expression und deutet auf ein Vorkommen von
glatten Gefalimuskelzellen und Perizyten mit neuronalem Hintergrund (Davidoff et al. 2004,
Korn et al. 2002), die die entsprechenden Nestin-positiven Zellen darstellen. Passend zu einer
neuronal-vaskularen-Verbindung wurde tber eine gemeinsame Basis des neuralen und vasku-
laren Systems berichtet (Davidoff et al. 2004, Belachew et al. 2003, Carmeliet 2003, Korn et
al. 2002, Darland et al. 2001, de Ruiter et al. 1989).
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5.2 Lokalisation von Nestin-exprimierenden Zellen

Viele der untersuchten Gefale, die sich in Durchmesser und Art unterschieden, besaen Nes-
tin-GFP-exprimierende Zellen; d. h. die Gefallwande von Arterien, Venen, Arteriolen, Veno-
len und Kapillaren waren Nestin-GFP positiv. In den Luftwegen, die den Nestin-GFP-
positiven Arterien benachbart sind, konnten dagegen in keinem der untersuchten Félle Nestin-
GFP-positive Zellen dargestellt werden. Es konnte somit festgestellt werden, dass Nestin-GFP

unzweifelhaft in den Gefallwanden der Lunge lokalisiert ist.

In der Literatur wird die Expression und Lokalisation von Nestin vornehmlich nicht mit Gefa-
Ren, sondern mit neuronalen Vorlauferzellen in Verbindung gebracht, worauf auch dessen
Bezeichnung beruht (Akronym: neuroepithelial stem cells protein) (Mignone et al. 2004, Len-
dahl et al. 1990). Im weiteren Verlauf von Untersuchungen wurde eine Nestin-Expression
auch in Progenitorzellen anderer Organe (Bertelli et al. 2007, Bernardo et al. 2006, Davidoff
et al. 2004, Wiese et al. 2004, Klein et al. 2003, About et al. 2000, Fréjdman et al. 1997), in
unreifen Zellen von Tumoren (Tsujimura et al. 2001, Kobayashi et al. 1998, Flgrenes et al.
1994) sowie bei adultem Gewebe in den bei Verletzung auftretenden Zellen beobachtet (Day
et al. 2007, Drapeau et al. 2005, Gleiberman et al. 2005, Abdel-Rahman et al. 2004, Davidoff
et al. 2004, About et al. 2000, Clarke et al. 1994). Den Nestin-exprimierenden Zellen unter-
schiedlicher Gewebe werden stammzellahnliche Eigenschaften zugesprochen (Wiese et al.
2004). Von einigen der hier erwdhnten organspezifischen Progenitorzellen wird berichtet, in
GefaBwanden lokalisiert zu sein (Dellavalle et al. 2007, Davidoff et al. 2004, Klein et al.
2003). Uber eine Nestin-Expression in der Lunge ohne exakte Beschreibung der Lokalisation
wird von Amoh et al. (2005) berichtet.
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521 Exakte Lokalisation der Nestin-Expression der Gefallwand: glatte Gefal3-

muskelzellen und Perizyten

Durchgefuhrte immunhistochemische Untersuchungen der Nestin-GFP-Méause mit dem gegen
Endothelzellen gerichteten Marker CD31 und den zur Anfarbung der glatten Muskelzellen
genutzten SMA-Antikorper liellen eine Nestin-GFP-Expression von glatten GefaBmuskelzel-
len und von kapillaren Zellen erkennen. Da sich deutliche Anhaltspunkte ergaben, dass es sich
bei den kapillaren Zellen um Perizyten handelt, werden sie im Folgenden von uns in dieser
Weise angesprochen. Die Nestin-Expression in Perizyten soll zukinftig durch ultrastrukturel-
le Untersuchungen abgesichert werden. Die meisten der durch CD31 markierten Endothelzel-
len zeigten keine Nestin-GFP-Expression, wohingegen viele der SMA-positiven glatten Ge-
falmuskelzellen und die unterschiedlich stark angefarbten SMA-positiven Perizyten eine Ko-
lokalisation mit Nestin-GFP aufwiesen. Nicht alle glatten Muskelzellen eines Geféalles und
nicht alle vorliegenden Perizyten exprimierten Nestin-GFP. Somit ist von dem Bestehen einer
Subpopulation von glatten GefaBmuskelzellen und Perizyten auszugehen, die gekennzeichnet
durch ihre Expression von Nestin-GFP Differenzierungs- und Proliferationspotential besitzen.
Diese Subpopulation der differenzierungs- und proliferationsfahigen glatten Muskelzellen und
Perizyten macht in der adulten Lunge schatzungsweise 10% aller vorliegenden glatten Ge-
falmuskelzellen und Perizyten aus. Im Vergleich dazu sprechen Dellavalle und Kollegen
(2007) von etwa 20-40% der Perizyten-abgeleiteten Zellen, die in vitro in Muskelfasern diffe-

renzieren.

Bei der Beschreibung von Nestin-exprimierenden Zellen in Gefél3en ist zu unterscheiden, ob
die Nestin-positiven Zellen bei einer aktuell auftretenden Neovaskularisation, z.B. bei der
Entstehung von Tumoren (Teranishi et al. 2007, Amoh et al. 2005, Aihara et al. 2004, Mokry
et al. 2004, Kim et al. 2002, Sugawara et al. 2002) und im Verlauf des weiblichen Menstruati-
onszyklus (Aihara et al. 2004) beobachtet werden oder wie in der vorliegenden Arbeit bei der
adulten Lunge in GefaRen ohne wesentliche Neovaskularisation. Die Nestin-Expression in
den neu gebildeten Geféalien der Tumoren wurde in erster Linie den Endothelzellen zugespro-
chen (Teranishi et al. 2007, Amoh et al. 2005, Aihara et al. 2004, Mokry et al. 2004, Kim et
al. 2002, Sugawara et al. 2002). Reife Endothelzellen werden fiir Nestin-negativ gehalten
(Aihara et al. 2004, Mokry et al. 2004).
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Allerdings ist durchaus anzuzweifeln, ob es bei den beschriebenen Nestin-exprimierenden
Endothelzellen tatsachlich ausschlieBlich um Endothelzellen handelt. Die publizierten im-
munhistochemischen Abbildungen zeigten in den meisten Féllen Ausschnitte von angefarbten
GeféaRen bei schwacherer VergroRerung, was die erwahnte Expression von Nestin in Endo-
thelzellen durch die fehlende Abgrenzung zu glatten Gefamuskelzellen schwer nachvollzie-
hen l&sst (Amoh et al. 2005, Aihara et al. 2004, Mokry et al. 2004). Vor allem kleinere GefaRe
werden als vorherrschender Ort der Nestin-Lokalisation genannt (Teranishi et al. 2007, Aihara
et al. 2004); bei den kleineren Gefél3en ist es aufgrund der gezeigten Abbildungen denkbar,
dass die beschriebenen Nestin-positiven Endothelzellen in einigen Féllen mit den die Kapilla-
ren umgebenden Perizyten verwechselt worden sind. So wurde bei einer Arbeit sogar berich-
tet, dass durch fehlenden Gebrauch von Markern fur Perizyten nicht ausgeschlossen werden
konnte, dass es sich bei den Nestin-angefarbten Zellen um Perizyten handelt (Klein et al.
2003).

In der hier vorliegenden Arbeit konnte eine Nestin-Lokalisation auch in adulten Lungengefa-
Ren erkannt werden, die nicht in Abhangigkeit von aktueller Neovaskularisation entstanden
sind; und zwar wurde die Nestin-Expression in glatten Gefamuskelzellen und in Perizyten
beobachtet. Erst kirzlich wurde eine Nestin-Lokalisation in glatten GefalBmuskelzellen der
sich entwickelnden Aorta mit einem Rickgang der Expression nach der Geburt beschrieben
(Oikawa et al. 2010). Ebenfalls wurde (ber die Identifikation von Nestin in glatten GefaR-
muskelzellen und in Perizyten des postnatalen und des regenerierenden Hodens berichtet.
Glatte Muskelzellen und Perizyten wurden durch eine Expression von Nestin und SMA cha-
rakterisiert (Davidoff et al. 2004). Vom Vorkommen von Nestin in Perizyten und in den sich
ahnelnden Sternzellen ist zu erfahren (Dore-Duffy et al. 2006, Aihara et al. 2004, Klein et al.
2004, Alliot et al. 1999). Die Féhigkeit der Perizyten unterschiedlicher Organe in spezielle
mesenchymale Zellen zu differenzieren (Crisan et al. 2008), unterstreicht das Potential der

von uns in der Lunge gefundenen Nestin-exprimierenden Zellen.
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522 Analogie von Nestin-exprimierenden glatten Gefalmuskelzellen und Perizy-

ten

Die gleichzeitig in der vorliegenden Arbeit beobachtete Nestin-GFP-Expression in glatten
GeféBmuskelzellen und in Perizyten lasst Fragen Uber eine mdgliche Verbindung, eine ge-

meinsame Herkunft und ahnliche Eigenschaften dieser zwei Zelltypen aufkommen.

Viele Untersuchungen sprechen dafiir, dass glatte Gefalmuskelzellen und Perizyten eine star-
ke Homologie aufweisen und es wird davon ausgegangen, dass die einen Zellen aus den ande-
ren hervorgehen konnen (Davidoff et al. 2009, Hayden et al. 2008). Uber eine gemeinsame
Herkunft der glatten GefaBmuskelzellen und Perizyten bestimmter Organe von Zellen der
Neuralleiste wird diskutiert (Muller et al. 2008, Etchevers et al. 2001). Aber es gibt auch
Hinweise, dass Perizyten von mesenchymalen Stammzellen bzw. von nativen Knochenmark-
Vorlauferzellen abstammen (Diaz-Flores et al. 2009, Ozerdem et al. 2005, Rajantie et al.

2004) bzw. noch Eigenschaften mesenchymaler Stammzellen besitzen (Crisan et al. 2008).

Glatte GefaBmuskelzellen und Perizyten werden im adulten Gewebe nicht als vollig ausdiffe-
renzierte Zellen betrachtet (Hayden et al. 2008, Dellavalle et al. 2007, Owens et al. 2004).
Stenmark und Kollegen (1998) beschrieben verschiedene Untergruppen von pulmonalen glat-
ten Gefalmuskelzellen, die einen unterschiedlichen Differenzierungsstatus aufwiesen. Ver-
antwortlich fir die bei der durch Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie beobachteten
Proliferation werden noch relativ unreife und undifferenzierte Zellen gemacht, die nicht den
muskel-spezifischen Marker Meta-Vinculin exprimieren (Stenmark et al. 1998). Auch Wohr-
ley et al. (1995) sprechen davon, dass bei der neonatalen pulmonalen Hypertonie die Prolife-
ration nahezu vollstandig auf die Meta-Vinculin-negative Gruppe von glatten Muskelzellen
zuriickzufuhren ist. Berichtet wird, dass glatte GefaBmuskelzellen dazu féhig sind, als Ant-
wort auf lokal einwirkende Stimuli ihren Phénotyp zu &ndern. Zu den einwirkenden Stimuli
werden Faktoren wie Wachstumsfaktoren, mechanische Einflisse, Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Interaktionen und verschiedene inflammatorische Einfliisse gezéhlt (Owens et al. 2004).

Inwieweit es sich bei der von uns identifizierten Subpopulation von glatten GefaBmuskelzel-
len und Perizyten um differenzierte Zellen handelt, soll durch zukiinftig angestrebte Untersu-
chungen mit Markern fir ausdifferenzierte glatte Muskelzellen geklart werden. Bislang ist

noch ungeklart, ob die Nestin-exprimierenden glatten GefaBmuskelzellen sich noch in der
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,.Entwicklung* befinden, somit ein Zwischenstadium darstellen und ihren vollen Kontraktili-
tatsph&notyp erst noch erreichen, oder ob sie bereits vollig ausdifferenziert sind und durch

eine Transdifferenzierung erneut eine Veranderung durchleben.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sowohl glatte Gefdimuskelzellen als auch
kapillare GefalRwandzellen der Lunge sich durch eine Nestin-GFP-Expression auszeichnen,

die das stammzellahnliche Potential dieser beider Zelltypen demonstriert.

Die Anwesenheit von Nestin-Expression und die Beschreibung von unreifen, nicht vollig aus-
differenzierten glatten Gefalmuskelzellen sowohl in postnatalen LungengefaRen (Haworth et
al. 1987) als auch in adulten GefaRen (Owens et al. 2004) birgt die Uberlegung, dass es sich
bei der in der vorliegenden Arbeit identifizierten Subpopulation ebenfalls um noch differen-

zierungsfahige Zellen handelt.
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5.3 Nestin-exprimierende Gefalwandzellen als Progenitorzellen

Unsere Analyse von Nestin-exprimierenden (Vorlaufer)-Zellen in Gefadlwanden der Lunge
von Mausen ist ein vollig neuer Befund, der sich mit Ergebnissen von Oikawa et al. (2010),
Kovacic et al. (2009), Crisan et al. (2008), Sainz et al. (2006), da Silva Meirelles et al. (2006)
und Zengin et al. (2006) aus anderen Organen deckt.

Nestin-Expression in glatten GefalBmuskelzellen der sich entwickelnden Aorta wurde von
Oikawa und Kollegen dargestellt (2010). Zengin et al. (2006) beschrieben Progenitorzellen in
adulten humanen Gefallwanden und Sainz et al (2006) gelang es aus der Tunica media der
Aorta von adulten Mausen Progenitorzellen zu isolieren. Auch da Silva Meirelles et al. (2006)
konnten aus grofieren GeféaRen, wie der Aorta und der V. cava, und aus kleineren Gefalen,
namlich denen von Nierenkorperchen, mesenchymale Stammzellen generieren. Eine Verbin-
dung von Perizyten zu mesenchymalen Stammzellen wurde von Crisan et al. (2008) durch die
Expression mesenchymaler Marker in Perizyten demonstriert. Nestin-Expression in den oben
erwéhnten Zellen mit mesenchymalem Charakter wurde von Crisan et al. (2008), Sainz et al
(2006) und da Silva Meirelles et al (2006) aber nicht untersucht. Da Silva Meirelles und Kol-
legen (2006) berichteten, dass die mesenchymalen Stammzellen, die Differenzierungskapazi-
tat besitzen und wichtig zur Erhaltung und Reparatur des umgebenen Gewebes sind, in Ge-
falkwénden ansassig sind und eine Gewebs-spezifische Aktivitat erreichen konnen. Ein Zu-
sammenhang der mesenchymalen Stammzellen mit glatten GefaBmuskelzellen wurde durch
das Vorliegen einer Markierung der Zellen mit SMA-Antikorpern, einer fehlenden Expression
von CD31 und ihrer Lokalisation im Bereich der Media, nahe den Endothelzellen, verdeut-
licht (da Silva Meirelles et al. 2006). Auch den Perizyten werden eine Funktion als Progeni-
torzellen und stammzell&hnliche Eigenschaften nachgesagt (Davidoff et al. 2009, Crisan et al.
2008, Dore-Duffy et al. 2006, Shepro et al. 1993).

Zirkulierende Stammzellpopulationen sollen in Verbindung mit vaskularer Verletzung und
atherosklerotischen Ldsionen zu glatten Gefalmuskelzell-ahnlichen Zellen fiihren (Owens et
al. 2004). Zirkulierenden mesenchymalen Vorldauferzellen der Monozyten/Makrophagen-
Linie wird eine Beteiligung an dem durch Hypoxie induzierten pulmonalen vaskuldren Re-
modelling der Adventitia zugesprochen (Frid et al. 2006). Demgegentiiber fanden Davidoff

und Kollegen (2004), dass die in der Gefalwand beobachteten Nestin-positiven Vorlauferzel-
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len urspriinglich aus der Gefallwand selbst stammen und nicht von zirkulierenden Zellen, was
u.a. durch die fehlende Anfarbung der Perizyten und glatten GefaBmuskelzellen mit dem
Stammzellmarker CD34 gezeigt worden war. Auch in anderen Organen wird von in Gefal3-
wénden residierenden Progenitorzellen berichtet (Kovacic et al. 2009, Pacilli et al. 2009, Cri-
san et al. 2008, Sainz et al. 2006, da Silva Meirelles et al. 2006).

Die hier dargestellten Ergebnisse deuten in Kombination mit unserem Nachweis der Prolifera-
tionsmarker proliferating cell nuclear antigen (PCNA) und Ki67 in einer Subpopulation vas-
kulérer glatter Muskelzellen der Lunge stark daraufhin, dass es sich bei den in den GefaR-
wénden der Lunge identifizierten Nestin-exprimierenden glatten GefaRmuskelzellen und Peri-
zyten um eine Subpopulation von proliferationsfahigen Vorlauferzellen handelt (Saboor et al.
2009, Berndt et al. 2008).

Die beschriebene Detektion von Proliferation, z.B via PCNA und Bromdesoxyuridin (BrdU)
in Nestin-exprimierenden Zellen, zeigt, dass diese Zellen teilungsfahige Zellen darstellen (Oi-
kawa et al. 2010, Teranishi et al. 2007, Davidoff et al. 2004). Auch unsere weiteren, Uber die
hier vorliegende Arbeit hinausgehenden Befunde, sprechen dafir, dass die Nestin-
exprimierenden glatten GeféaBmuskelzellen und Perizyten in den GeféBwanden der Lunge

unter bestimmten Bedingungen proliferieren (Saboor et al. 2009, Berndt et al. 2008).

Somit kénnen die Gefalwande der Lunge als ein Ort von dort ansassigen differenzierungs-
und proliferationsfahigen Zellen angesehen werden. Das Differenzierungs- und Proliferati-
onspotential der GefaBwande mit seinen stammzelldhnlichen Zellen bietet Kapazitat zur Re-
paratur von verletztem Gewebe und Ansatze fur klinische Therapien.
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53.1 Vaskulare Progenitorzellen in GefaRwanden — wichtig fur den Erhalt der Ge-

falwande und fur die Bildung extravaskularer organspezifischer Zelltypen?

Primar sind BlutgefalRe fur den metabolischen Erhalt und somit zur Aufrechterhaltung der
Organfunktionen zusténdig. Es zeigte sich weiterhin, dass Blutgefalie auch fir induktive Sig-
nale, z.B. bei der Organogenese des Pankreas, sorgen (Lammert et al. 2001). Berichtet wurde
auch tber Nestin-positive Zellen in Kapillaren des Pankreas, die Signale zur Differenzierung

von endokrinen Zellen auslosen (Klein et al. 2003).

Zusétzlich zu den initiierenden Signalen wurde dargelegt, dass Blutgefale auch zellulére
Komponenten fir die Entwicklung von organspezifischen Zellen, ndmlich Progenitorzellen
(s.0. 5.3.), enthalten (Dellavalle et al. 2007, Sainz et al. 2006, Zengin et al. 2006, Davidoff et
al. 2004). Dabei ist vorstellbar, dass diese Progenitorzellen der GefaBwande einerseits in vas-
kulare Zellen zu Aufrechterhaltung und Remodelling des GefaRes (Sainz et al. 2006, Zengin
et al. 2006) und andererseits in spezifische Zelltypen der Organe auRerhalb der Gefale diffe-
renzieren, wie z.B. in Skelettmuskelfasern und in Leydig-Zellen (Crisan et al. 2008, Dellaval-
le et al. 2007, Davidoff et al. 2004). Die von uns beschriebenen glatten Gefalmuskelzellen
und Perizyten koénnten somit vaskulogene und organspezifische Progenitorzellen in den Ge-

fakwanden der Lunge darstellen.

Zengin und Kollegen (2006) beschrieben ndmlich in den Wéanden von adulten humanen Blut-
gefélien die Existenz einer vaskulogenen Nische, die als Quelle von Progenitorzellen fur post-
natale VVaskulogenese dienen wirde. Auch die von Sainz und Kollegen (2006) aus GefalRwan-
den isolierten und in Kultur behandelten Stammzellen waren in der Lage, Endothelzell-
spezifische Proteine wie CD31, vascular endothelial (VE)-Cadherin, von-Willebrand-Faktor
(VWF) und das fur gewohnlich von glatten GefaBmuskelzellen gebildete SMA zu exprimie-
ren. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Hauptaufgabe der Nestin-positiven-

Zellen in der Lunge genauer abzuschéatzen.

In die organspezifischen Leydig-Zellen differenzierten sich die von Davidoff und Kollegen
(2004) gezeigten Nestin-positiven-Progenitorzellen in Gefallwanden des Hodens zum einen
bei der postnatalen Entwicklung, zum anderen als Reaktion auf die Leydig-Zell-toxische
EDS-Injektion. Da Silva Meirelles und Kollegen (2006) sprechen von in Gefalwanden resi-

dierenden Zellen, die schrittweise einen Gewebs-spezifischen Phénotyp annehmen kdnnen.
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Dass Gefalwandzellen fahig sind, bei Verletzung eines Gewebes in organspezifische Zellen
zu differenzieren, war von Dellavalle und Kollegen (2007) gezeigt worden. Humane adulte
Perizyten, die bei einer einzigen Biopsie isoliert worden waren, generierten genug Skelett-
muskelfasern, um péadiatrische Patienten mit Morbus Duchenne zu behandeln (Dellavalle et
al. 2007). Auch Perizyten aus anderen Organen, wie Pankreas, Fettgewebe und Plazenta, zeig-
ten myogenes Potential (Crisan et al. 2008). Perizyten soll es moglich sein, sich in weitere
verschiedene Zelltypen zu differenzieren, wie in die pankreatischen Sternzellen, Fibroblas-
ten/Myofibroblasten, Chondrozyten, Osteoblasten, Adipozyten und Leydig-Zellen (Diaz-
Flores et al. 2009, Crisan et al. 2008, Hayden et al. 2007, Davidoff et al. 2004, Farrington-
Rock et al. 2004, Doherty et al. 1998).

Die von uns in den Gefalwéanden der Lunge gezeigten Progenitorzellen kénnten in Verbin-
dung mit Veranderungen dieses Organs, wie z.B. mit der postnatalen Umstrukturierung des
Lungengewebes, stehen. Im Vergleich der Menge der Nestin-Expression in den Lungen der
neugeborenen und adulten Mduse zeigte sich eine vermehrte Nestin-Expression in der postna-
talen Lunge im Vergleich zur adulten Lunge. Bei der postnatalen Adaptation der Lunge wer-
den némlich strukturelle Umbauvorgénge sowohl des Lungenparenchyms als auch der Lun-
genvaskulatur beschrieben (Harworth. 1995, Amy et al. 1977, Thurlbeck 1975). Die vor der
Geburt als primitiv bezeichnete Vaskulatur durchlebt in den ersten Lebenstagen ein extensives
und abruptes Remodelling (Ni et al. 2010). Es wird berichtet, dass die intra-azinaren Arterien
sehr spat und Uber die Hélfte nach der Geburt gebildet werden, so dass sich in der Kindheit
nur wenige muskuldre Arterien innerhalb des Azinus befinden (Harworth. 1995, Hislop et al.
1973). Die als unreif beschriebenen glatten Gefamuskelzellen durchlaufen postnatal Veran-
derungen; ihre Form wechselt zu einer mehr gestreckten Form und ihre anfangs vor allem
synthetischen Eigenschaften werden von anwachsenden kontraktilen F&higkeiten abgeldst
(Harworth. 1995, Harworth et al. 1987). Ebenso verhélt es sich mit der Alveolenbildung, die
postnatal aus den primaren Sacculae in den ersten Lebenstagen beginnt und bis zum 8. Le-
bensjahr andauert (Schiebler und Schmidt. 2002, Amy et al. 1977, Thurlbeck 1975). Dabeli
wurde bei M&usen und Ratten der Beginn der Alveolenbildung zwischen dem vierten und
vierzehnten Tag mit einer anschliefenden Reduktion der zelluldaren Vermehrung beobachtet
(Amy et al. 1977, Thurlbeck 1975, Burri 1974). Kurzlich von uns durchgefihrte und noch

nicht veroffentlichte Ergebnisse demonstrieren in den ersten zwei Wochen postnatal ein kons-
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tant hohes Nestin-Level und korrelierend dazu eine vermehrte Anzahl von PCNA-positiven
glatten Muskelzellen (Farhan Saboor, personliche Mitteilung. Auch Ni und Kollegen (2010),
die die Vaskulatur der Trachea und der Hauptbronchien als ein etabliertes Modell fir die
Vaskulatur der Luftwege bezeichen, sprechen von einer erhdhten Anzahl von Perizyten in den
ersten postnatalen Tagen. So ist es denkbar, dass die von uns bei d1 identifizierten proliferati-
ons- und differenzierungsféhigen Nestin-exprimierenden glatten GefaBmuskelzellen und Peri-
zyten in den nachfolgenden Tagen u.a. zur Alveolenbildung beitragen.

Sowohl die groRen bzw. die pré-azinaren Gefélie als auch die kleineren intra-azinaren Geféle
zeigten in unseren Untersuchungen Nestin-exprimierende Zellen. Insbesondere bei der Lunge
neugeborener Mduse wiesen die Muskelschicht der groReren GefélRe und eine Vielzahl der
Kapillaren Nestin-Expression auf. Aufgrund der Berichte, dass bereits vor der Geburt die pra-
azinaren Gefale fertig angelegt sind (Hislop et al. 1973) und unserer Beobachtung von einer
ausgepragten Nestin-Expression in diesen Gefalien, ist es denkbar, dass die Nestin-markierten
glatten Gefalimuskelzellen vor allem in Zellen differenzieren, die fur die Alveolenbildung
benotigt werden. Dagegen werden die intra-azindren Arterien sehr spat und zum Teil nach der
Geburt gebildet. Aus diesem Grund ist die Vorstellung nachvollziehbar, dass die Nestin-
positiven intra-azindren glatten GefaBmuskelzellen und Perizyten in erster Linie Gefal-
spezifische Zellen, aber auch Zellen zur Alveolenbildung bereitstellen. Auch die in der Tra-
chea getétigte Beobachtung eines Remodellings der GefélRe mit einer Neubildung von Kapil-
laren (Ni et al. 2010) zeigt den Bedarf an GefaR-spezifischen Zellen, die von der Nestin-

positiven Subpopulation bereitgestellt werden konnte.

Die Anzahl der in der adulten Lunge anzutreffenden Nestin-exprimierenden glatten Gefali3-
muskelzellen und Perizyten ist im Vergleich zur neugeborenen Lunge deutlich geringer und
macht etwa 10% der gesamten glatten GefaBmuskelzellen und Perizyten in der adulten Lunge
aus. Auch beim adulten Tier ist es denkbar, dass diese Subpopulation z.B. zur physiologi-
schen Regeneration des Gewebes oder unter pathologischen Bedingungen, wie bei der pul-
monalen Hypertonie, in organspezifische Zellen differenzieren kann, wie zuvor fiir den Hoden
und Skelettmuskel bereits gezeigt worden ist (Dellavalle et al. 2007, Davidoff et al. 2004).

Ob es sich bei der proliferationsfahigen Subpopulation um undifferenzierte Vorlauferzellen

handelt oder ob bereits ausdifferenzierte Zellen eine Transdifferenzierung durchleben und
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somit gegebenenfalls in einen anderen Zelltyp differenzieren kénnen, ist bislang unklar und

soll durch zukiinftige Untersuchungen geklart werden.

Die von uns identifizierte Subpopulation von Nestin-positiven glatten GefaBmuskelzellen und
Perizyten in den pulmonalen Gefalwanden ist fahig, zu proliferieren (Saboor et al. 20009,
Berndt et al. 2008) und stellt damit einen Pool von Zellen fir die benétigten Umbauvorgéange
in der Lunge zur Verfligung. Die proliferierenden Nestin-exprimierenden Zellen kénnten sich
hierbei sowohl in Lungen-spezifische als auch in die Vaskulatur betreffende Zellen, d.h. z.B.

in Alveolarepithelzellen und in ausdifferenzierte glatte GefaBmuskelzellen, differenzieren.

5.3.2 Rolle der Progenitorzellen bei pathophysiologischen Veranderungen der Ge-

faBwande und des Lungengewebes

Vorlaufige Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe zeigen eine zeitgleiche Zunahme von
Nestin-Expression, Zellproliferation und PDGF-Rezeptor B-Aktivitat in einem bestimmten
Zeitintervall bei Hypoxie-induzierter pulmonaler Hypertonie der Maus (Saboor et al. 2009).
Die massive Verdickung der Media durch Proliferation und Migration der glatten Gefamus-
kelzellen findet als primarer Prozess bei der idiopathischen pulmonalen Hypertonie statt
(Grimminger et al. 2010, Schermuly et al. 2005, Yuan et al. 2005, Runo et al. 2003).

Die meisten der genutzten Medikamente zur Therapie der pulmonalen Hypertonie, zu denen
Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (Rubin et al. 2002), nonparenterale Prostanoide (Badesch
et al. 2004, Olschewski et al. 2002) und Phosphodiesterase 5-Inhibitoren zahlen (Ghofrani et
al. 2002), sorgen fur eine pulmonale Dilatation, wohingegen ein antiproliferativer Effekt ums-
tritten ist (Schermuly et al. 2005). Schermuly und Kollegen (2005) zeigten an (blichen Mo-
dellen der pulmonalen Hypertonie (Hypoxie und Monocrotalin), dass die Wirkung des Wach-
stumsfaktors PDGF, der eine bekannte mitogene Wirksamkeit auf die glatten Gefalmuskel-
zellen besitzt, von seinem Antagonisten STI571 (Imatinib) geblockt wird. Imitanib sorgte
durch Apoptose und durch die Blockierung der Proliferation fir eine Umkehr des Remodel-
lings (Grimminger et al. 2010). Wir fanden in M&usen mit einer hypoxisch induzierten pul-
monalen Hypertonie eine Korrelation der Nestin-Expression mit der PDGF-Rezeptor 3-
Aktivitat und einer PCNA-Markierung (Saboor et al. 2009). Somit ist davon auszugehen, dass
die Nestin-GFP-exprimierenden glatten Gefalmuskelzellen unter Hypoxie auf das Wach-

stumshormon PDGF mit Proliferation reagieren. Von Paddenberg und Kollegen (2007) war
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bereits ein Maximum der Proliferation von glatten GefaBmuskelzellen in der ersten Woche
bei hypoxisch exponierten Mausen gezeigt worden. In Ubereinstimmung mit diesen Uberle-
gungen wird der PDGF-Rezeptor B als Markerprotein flr proliferationsfahige und in unter-

schiedliche Zellen differenzierbare Perizyten genutzt (Crisan et al. 2008).

Als weitere auf die Entwicklung der pulmonalen arteriellen Hypertonie und damit auch auf
die Nestin-positiven-Zellen einwirkende Faktoren werden u.a. der Notch3-Rezeptor Signal-
weg (Li et al. 2009) und die Aktivierung von verschiedenen Subtypen der TRP (transient re-
ceptor potential)-Kanéle (Yang et al. 2010) angesehen. Es wird davon ausgegangen, dass der
Notch-Rezeptor in die Kontrolle der Proliferation der glatten Gefalmuskelzellen und in die
Aufrechterhaltung ihres undifferenzierten Status eingebunden ist (Li et al. 2009). Unter-
schiedliche TRP (transient receptor potential)-Kanale, die zu den canoical (TRPC)-, melastin-
related (TRPM)- und vanilloid-related (TRPV)-Subfamilien gehtren, befinden sich in pulmo-
nalen arteriellen glatten GefaBmuskelzellen und reagieren mit einem spezifischen Ca?*-
vermittelten Signalweg auf verschiedene Stimuli, wie z.B. auf eine vorherige Ca®*-Entladung,
Rezeptor-Aktivierung, auf Sauerstoff, Wachstumsfaktoren und mechanischen Stress (Yang et
al. 2010). Ob der Notch3-Rezeptor-Signalweg und die TRP-Kanéle einen Einfluss auf die
Nestin-positive Subpopulation der glatten GefaBmuskelzellen und Perizyten in der Lunge

besitzen, wurde bislang nicht untersucht und ist Ziel von zukulnftigen Forschungen.

Die pulmonale Hypertonie kommt entweder in der idiopathischen Form vor oder ist kausal
erklarbar. Dabei sind sekundare GeféaRveranderungen mit pulmonaler Hypertonie viel haufi-
ger als priméare GefaRverénderungen zu beobachten. Die pulmonale Hypertonie kann als Fol-
ge von obstruktiven Lungenerkrankungen, wie Asthma bronchiale und der COPD, und von
interstitiellen Lungenerkrankungen, wie der Lungenfibrose, Silikose, Sarkoidose und Ge-
websneubildungen, entstehen (Simonneau et al. 2009). Es wird in erster Linie berichtet, dass
ein Zusammenhang von pathologischen Verénderungen der GefaBwénde mit Krankheiten des
Lungengewebes in der Weise vorliegt, dass z.B. interstitielle Lungenerkrankungen oder chro-
nisch obstruktive Lungenerkrankungen eine Hypoxamie und einen erhdhten Widerstand in
GeféalRen hervorrufen und somit sekundar eine pulmonale Hypertonie und eine Proliferation
von glatten Gefamuskelzellen bewirken (Simonneau et al. 2009, Renz-Polster et al. 2004).
Es wurde beobachtet, dass es bei der COPD zu einer Proliferation von glatten Gefa3muskel-

zellen neben den bekannten Verédnderungen der Luftwege kommt (Cao et al. 2005). Pulmona-
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le Perizyten wurden mit der Entstehung des hellzelligen Lungentumors (,,clear cell tumor*

bzw. ,,sugar tumor®) in Verbindung gebracht (Lantuejoul et al. 1997).

Fur die Reparatur des Lungengewebes werden in erster Linie Stammzellen verantwortlich
gemacht, die sich im Respirationstrakt befinden. Dazu zahlen z.B duktale Zellen der submu-
cosalen Drisen der proximalen Trachea und verschiedene Clara-Zell-Typen (Roomans 2010).
Des Weiteren werden Stammzellen beschrieben, die sich von anderen Geweben des Korpers
ableiten, wie von embryonalen Stammzellen und vom Knochenmark (Roomans 2010, van
Haaften et al. 2009). Es konnte in vitro gezeigt werden, dass von dem Knochenmark abstam-
mende Zellen immunphenotypische und ultrastrukturelle Charakteristika von Alveolarepithel-

zellen Typ 2 aufwiesen (van Haaften et al. 2009).

Unsere Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die von uns charakterisierten Nestin-
exprimierenden glatten Gefal3muskelzellen und Perizyten in den Gefalwanden der Lunge in
die Pathologie der pulmonalen Hypertonie mit eingebunden sind. Die Nestin-exprimierende
Subpopulation der glatten GefaBmuskelzellen und Perizyten ist zur Proliferation fahig und
somit flr die bei der pulmonalen Hypertonie vorliegende Verengung der GefaRRe mitverant-
wortlich. Sie bietet durch die Charakterisierung von Nestin als differenzierungsféahige und

proliferierende Zellen einen Angriffspunkt in der Therapie der pulmonalen Hypertonie.

5.3.3 Neuronale Charakteristika und Potential der Progenitorzellen in den GefaR-

wanden der Lunge

Die in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten Untersuchungen von Lungengewebe mit Anti-
kdrpern gegen NG2, das neben der Expression in neuralen und Gliazellvorlauferzellen des
zentralen und peripheren Nervensystems (Belachew et al. 2003) auch von glatten GefaBmus-
kelzellen und Perizyten sich entwickelnder Gefalle exprimiert wird (Ozerdem et al. 2001),
und gegen das Intermedidrfilamentprotein Neurofilament-H (NF-H), welches bekanntlich im
Nervensystem wéhrend der Differenzierung von Stammzellen in die neuronale Linie in der
Nachfolge von Nestin exprimiert wird (Dahlstrand et al. 1995, Cattaneo et al. 1990), zeigten
bislang keine spezifische Farbung der glatten GefaRmuskelzellen und Perizyten (Data not

shown).

Allerdings demonstrieren die glatten GefdBmuskelzellen und Perizyten der Lunge durch die
Expression von Nestin-GFP, das unter der Kontrolle eines ZNS-spezifischen Enhancers steht,
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ihre Verbindung zu neuronalen Vorlauferzellen. Im Hoden war gezeigt worden, dass diverse
neuronale Marker wie GFAP, Neurofilament-H, growth-associated protein 43, Tyrosin Kinase
A, glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) und neural cell adhesion molecule
(NCAM) von Gefalwandzellen bzw. von den ihnen nachfolgenden Zellen, wie z.B. den Ley-
dig-Zellen, exprimiert werden (Davidoff et al. 2004). De Ruiter et al. (1989) zeigen, dass Zel-
len der Neuralleiste zum pulmonalen GeféaR3strang beisteuern, was die Annahme von einer
Verbindung zwischen BlutgefaRen und neuronalen Strukturen bestatigt (Carmeliet 2003, Korn
et al. 2002).

Vor dem Hintergrund, dass kirzlich aus adulten neuronalen Stammzellen von der Maus pluri-
potente Stammzellen generiert werden konnten (Kim et al. 2009), ist der Gedanke der Isolie-
rung von Nestin-exprimierenden glatten Gefalimuskelzellen und Perizyten und des Generie-

rens einer Stammzelllinie aus diesen Zellen vorstellbar.

Unserer Vorstellung nach gibt es ein organibergreifendes System in Form von in GefaRwan-
den ansassigen Progenitorzellen, die durch eine Nestin-Expression charakterisiert werden
kénnen. Die Progenitorzellen befinden sich in einem Ruhestadium und benétigen organspezi-
fische Stimuli fiir ihre Aktivierung. Als Aktivierungsstimuli kénnen im Hoden die Verminde-
rung der Testosteronkonzentration (Davidoff et al. 2004) und in der Lunge chronische Hypo-
xie sowie die Applikation chemischer Substanzen wie Monocrotalin (MCT) angesprochen
werden. Eine Aktivierung der in GefdRwanden residierenden Progenitorzellen ist auch bei der
Entwicklung des Hodens (Davidoff et al. 2004) und der Lunge beobachtet worden. Wir glau-
ben, dass die spezielle Differenzierung von Nestin-exprimierenden glatten GefaBmuskelzellen

und Perizyten somit zur Organentwicklung und —erhaltung beitragt.
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6 Zusammenfassung

Das Intermediarfilamentprotein Nestin wurde in neuronalen Stammzellen entdeckt und sein
VVorkommen wurde urspriinglich nur neuronalem Gewebe zugesprochen. Aktuelle Berichte
beschreiben eine Nestin-Expression auch auRerhalb des ZNS und charakterisieren die Nestin-
exprimierenden Zellen als organspezifische Vorldauferzellen. So konnten im Hoden Nestin-
positive Vorlauferzellen identifiziert werden, die zu Testosteron-produzierenden Leydig-
Zellen differenzierten. Anliegen dieser Arbeit waren der Nachweis und die Charakterisierung

Nestin-exprimierender Zellen in der Lunge.

Es wurden morphologische Untersuchungen an Lungen von neugeborenen und adulten trans-
genen Nestin-GFP-Mdausen durchgefuihrt. Versuche mit anti-Nestin-Antikorpern dienten der
Uberpriifung der Spezifitat des GFP-Signals. Die genaue zellulire Lokalisation von Nestin
wurde durch zusétzliche Verwendung von Endothelzell- (anti-CD31-Antikorper) und glatten
Muskelzellmarkern (anti-a-smooth-muscle-actin-Antikorper) sichergestellt. Zur Abschéatzung
der Quantitat der Nestin-Expression in Lungen von neugeborenen und adulten Méusen wur-

den der Vergleich der Nestin-GFP-Schnitte sowie Western-Blot-Analysen herangezogen.

Es konnte eine eindeutige Lokalisation von Nestin-exprimierenden Zellen in der Vaskulatur
der Lunge beobachtet werden. Nestin-positive Zellen befanden sich in arteriellen und in veno-
sen Geféallen sowie in Kapillaren. Demgegeniber zeigten die Anteile des Bronchialbaumes
keine Nestin-exprimierenden Zellen. Eine klare Abgrenzung der CD31-markierten Endothel-
zellen von den Nestin-exprimierenden Zellen und eine Koexpression von Nestin-GFP und
SMA in einem Teil der glatten GefaBmuskelzellen konnten gezeigt werden. Daneben fanden
sich auch Nestin-positive Zellen in den Kapillaren, bei denen es sich nicht um Endothelzellen
handelt. Diese durften als Perizyten anzusprechen sein. In der adulten Lunge macht die Sub-
population der Nestin-exprimierenden Zellen etwa 10% der glatten GefalBmuskelzellen aus.
Eine vielfach erhohte Nestin-Expression in den neugeborenen Lungen im Vergleich zu adul-
ten Lungen konnte festgestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Nestin-Expression in einer Subpopulation von glatten
Gefallmuskelzellen und Perizyten der Lunge identifiziert, die am ehesten Progenitorzellen in
pulmonalen GefélRwanden darstellen. Das zeitgleiche Zusammenfallen der Nestin-Expression

mit dem Maximum der postnatalen Proliferation glatter GefaBmuskelzellen, das in dieser
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Doktorarbeit nachfolgenden Studien unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, spricht fir
das Proliferationspotential der Nestin-positiven Zellen. Denkbar ist eine Beteiligung Nestin-
positiver Zellen bei der postnatal stattfindenden vaskuléren und extravaskularen pulmonalen
Umstrukturierung, was die erhohte Anzahl der Nestin-exprimierenden glatten GefaBmuskel-
zellen und kapillaren Zellen in der neugeborenen Lunge erklaren wirde. Daneben durften
Nestin-positive Zellen am vaskuldren Remodelling bei der pulmonalen Hypertonie beteiligt

sein, woflr neuste Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wesentliche Evidenzen liefern.

Somit tragt die vorliegende Arbeit mit der Identifikation von Nestin-exprimierenden glatten
GeféalBmuskelzellen und Perizyten als mégliche Progenitorzellen in der Lunge zum Verstand-
nis von Proliferations- und Differenzierungspotential der GefaBwénde bei, hilft beim Verste-
hen der Pathogenese der pulmonalen Hypertonie und bietet Mdglichkeiten zur Erdffnung

neuer Therapieansatze.
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7 Summary

The intermediate filament protein nestin was first discovered in neuronal stem cells and origi-
nally, nestin-postive cells were thought to occur only in neuronal tissue. Recent data also de-
scribe nestin expression in non-neuronal tissues and characterize nestin-expressing cells as
local precursor cells. In testis nestin-positive precursor cells could be identified which are able
to differentiate into testosterone-producing Leydig-cells. Aims of this work were the identifi-

cation and characterization of nestin-expressing cells in the lung.

GFP-fluorescence was examined in lungs of new-born and adult nestin-GFP-transgenic-mice.
Experiments with anti-nestin antibodies were conducted to verify the specificity of the GFP-
signal. The exact cellular localization of nestin was assured by the additional use of endothe-
lial- (anti-CD31-antibody) and smooth muscle cell markers (anti-a-smooth-muscle-actin-
antibody). To compare nestin expression in lungs of new-born and adult mice, nestin-GFP-

sections and Western-blot analyses were used.

A distinct localization of nestin-expressing cells in lung vasculature could be observed.
Nestin-positive cells were found both in arterial and venous vessels and in capillaries. On the
other hand, components of the bronchial tree did not represent nestin-expressing cells in any
case. CD31-marked endothelial cells did not show nestin expression, whereas nestin-GFP
could be detected in a subpopulation of SMA-positive vascular smooth muscle cells.There are
also nestin-positive cells in capillaries, which are not endothelial cells. These cells may repre-
sent pericytes. In the adult lung the subpopulation of nestin-expressing cells accounts for ap-
proximately 10% of the vascular smooth muscle cells. In new-born lungs, nestin expression

was multiple higher than in adult ones.

Taken together, nestin expression was identified in a subpopulation of vascular smooth mus-
cle cells and pericytes of the lung presumably representing progenitor cells in pulmonary vas-
cular walls. Studies of our group, performed after the present investigation, could show that
postnatal nestin expression is high when vascular smooth muscle cells proliferate; this fact
suggests the proliferative capacity of these cells. It is possible that these presumed progenitor
cells are able to differentiate into intra- and extra-vascular cells that are needed during postna-
tal pulmonary reorganization. This would explain the high number of nestin-expressing vas-

cular smooth muscle cells and capillary cells at postnatal day 1 compared to the adult. An
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involvement of nestin-positive cells in vascular remodeling in case of pulmonary hypertension

is also conceivable as can be deduced by new data of our group.

By identifying nestin-expressing vascular smooth muscle cells and pericytes as possible pro-
genitor cells in the lung, understanding of the mechanism of proliferation and differentiation
of vascular wall cells in development and repair may increase. In addition, nestin-positive

cells may represent new targets to establish therapeutic approaches in vascular remodeling.
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