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1. Einleitung

1.1 Stammzellen

Die Stammzellforschung hat besonders im letzten Jahrzehnt grofe Fortschritte in ihrer
Entwicklung gemacht. In sie setzt man gro3e Hoffnung um bisher unheilbare Krankheiten
therapierbar zu machen. Weiterhin soll sie der Arzneimittelerprobung zu Gute kommen,
sowie das Verstindnis iiber physiologische und biochemische Abldufe im Organismus
verbessern. Trotz dieser guten Perspektiven wird das Thema ethisch und politisch
kontrovers diskutiert. Die Isolation von Méusestammzellen gelang vor mehr als 30 Jahren,
1998 gelang erstmalig die Isolation von humanen Stammzellen (Thomson et al., 1998). In

Deutschland ist die Isolation von humanen Stammzellen derzeit untersagt.

Stammzellen sind undifferenzierte Zellen, die liber die Fahigkeit verfiigen sich je nach
Stimulation in verschiedene organspezifische Zelltypen zu differenzieren. Man
unterscheidet totipotente, pluripotente sowie multipotente Stammzellen. Totipotente
Stammzellen kommen in der Zygote vor und verfiigen iiber die Fahigkeit sich in jede
beliebige Korperzelle zu differenzieren. Pluripotente Stammzellen werden wéhrend des
Blastozytenstadiums aus dem Embryoblasten gewonnen und stehen anschlieend zur in
vitro Kultivierung zur Verfiigung (Rasmussen T.P., 2003). Theoretisch sind sie dhnlich der
totipotenten Stammzellen in der Lage, sich in Zellen aller 3 Keimblétter zu differenzieren,
jedoch ohne die Fiahigkeit funktionierende Organismen zu formen. Dies ist darauf
zuriickzufithren, dass keine Trophoblasthiille vorhanden ist (Wobus et al., 2002).
Multipotente Zellen konnen sich nur in eine bestimmte Anzahl von Zelltypen
differenzieren. Zudem stellt die Isolierung und Kultivierung eine grofle Herausforderung

dar. Folgende Stammzellen kommen in der Forschung zum Einsatz:

e ES - embryonale Stammzellen
e EG - embryonale Keimzellen

e AS - adulte Stammzellen



1.1.1 Embryonale Stammzellen

Bei embryonalen Stammzellen handelt es sich um undifferenzierte pluripotente Zellen, die
iiber die Fahigkeit verfiigen sich durch nahezu unbegrenzte Zellteilung zu erneuern. Dieses

Verhalten wird in der Literatur auch als Proliferation beschrieben.

Embryonale Stammzellen werden aus einer 4 bis 5 Tage alten Blastozyste gewonnen. Die
Blastozyste besteht aus Trophoblast, Blastozystenhohle (Blastocoel) sowie dem
Embryoblast (innere Zellmasse). Der Trophoblast stellt eine die Blastozyste umhiillende
Zellschicht dar. Im weiteren Verlauf der Entwicklung entsteht aus dem Trophoblast die
spater den Fotus erndhrende Plazenta. In der Blastozystenhdhle, einem mit einer serdsen
Fliissigkeit gefiillten Hohlraum, befindet sich der Embryoblast (innere Zellmasse). Die
Isolation von embryonalen Stammzellen erfolgt aus der inneren Zellmasse und gelang

erstmalig im Jahre 1981 aus Méusestammzellen (Evans et al., 1981; Martin GR 1981)
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Abb.1.1: Die Isolation embryonaler Stammzellen (Quelle: entnommen aus

http://www.stemcellsforhope.com/Stem%20Cell%20Therapy.htm)



Nach erfolgreicher Isolation erfolgt die Aussaat auf gelatinisierten Kulturschalen. Fiir die
Zellkultur von embryonalen Stammzellen ist das Vorhandensein von sog. Feedern obligat.
Feeder sind embryonale Fibroblasten, deren Zellteilung durch Mitomycin gehemmt wird
um ein iiberschieBendes Wachstum zu verhindern. Die Feederzellen erfiillen zahlreiche
Aufgaben: Sie dienen als Adhésionsfldche, versorgen embryonale Stammzellen mit
Néhrstoffen und verhindern ihre Differenzierung. Wiirde man ES-Zellen zuriick in den
Embryoblast injizieren, kdme es zu einer Differenzierung. In vitro wird dies durch die
Anwesenheit von Feederzellen und Lif vermieden (Martin, 1981). Bei Lif handelt es sich

um ein Zytokin, welches die Differenzierung von ES hemmt.

Nach der Entfernung von Feedern und Lif lagern sich die ES-Zellen zu 3-dimensionalen
Strukturen, sog. EBs zusammen (Doetsmann et al., 1993; Wartenberg et al., 1998). Nun
sind die ES-Zellen in der Lage sich in Zellen der 3 Keimblatter (Ektoderm, Mesoderm oder
Entoderm) zu differenzieren (Amit et al., 2000).

Uber die Differenzierung von ES-Zellen entscheiden zahlreiche Faktoren. Von
entscheidender Bedeutung ist dabei: Die Zusammensetzung des Mediums sowie die
Qualitdt des FKS oder die Anwesenheit von Wachstumsfaktoren. Zudem wurden
zahlreiche Signalwege identifiziert, die Auswirkung auf die Differenzierung von ES haben.
Wichtige Signalwege sind z.B. der TGF B, Notch und der JAK/STAT3 Signalweg (Raz et
al., 1999; Bader et al., 2000/2001).

1.1.2 Embryonale Keimzellen

Der 5 bis 10 Wochen alte Embryo verfligt iber Gonadenanlagen, die sich im weiteren
Verlauf zu Hoden oder Ovarien entwickeln. Die Isolation der EG-Zellen (Primordialzellen)
erfolgt aus der Gonadenanlage und gelang im Jahre 1994 erstmalig aus Keimanlagen von
Miusen (Stewart et al., 1994). Weitere vier Jahre spiter gelang die Isolation und
Kultivierung von humanen EGs. Als Quelle dienten damals 5 bis 10 Wochen alte Feten aus

Schwangerschaftsabbriichen (Shamblott et al., 1998).

EG-Zellen sind pluripotente Zellen, die sich abgesehen vom Ursprungsgewebe kaum von

ES-Zellen unterscheiden. Sie haben ebenfalls die Eigenschaft sich in ekto-, meso- oder



entodermale Zellen zu differenzieren und 3-dimensionale Strukturen, dhnlich der EBs zu

bilden.

1.1.3 Adulte Stammzellen

Adulte  Stammzellen sind multipotente  Stammzellen, die ein  geringeres
Differenzierungspotential als ES-Zellen oder EG-Zellen aufweisen, d.h. sie konnen sich
nur in Zellen des Keimblattes aus dem sie entstammen, differenzieren. Bereits in den
1960er Jahren entdeckten Forscher im Knochenmark multipotente hdmatopoetische Zellen,
die iiber die Fahigkeit verfligten, sich in verschiedene Blutzellen zu differenzieren. In den
1990er Jahren folgte die Entdeckung von multipotenten Stammzellen im ZNS, die beféhigt
waren, sich in Nervenstiitzgewebe (z.B. Astrozyten, Oligodendrozyten) zu differenzieren
(Iscove, 1990). Nach derzeitigem Kenntnisstand geht man davon aus, dass adulte
Stammzellen in zahlreichen Organen existieren, z.B. in der Haut, im Darm, in der Leber,
im olfaktorischen System, im hidmatopoetischen System, in neuronalem Gewebe uvm.
(Hochedlinger K. et al., 2009). In den letzten Jahren wurde verstirkt versucht adulte
Stammzellen spezifisch zu kultivieren um sie fiir therapeutische Zwecke zu verwenden, so

z.B. fur die:

e Regenerierung von Myozyten zur Behandlung des Myokardinfarktes (Vaan Laake

et al., 2006)

e Regenerierung dopaminerger Neuronen zur Therapie des Morbus Parkinson

(Takagi et al., 2005)

e Regenerierung von insulinproduzierenden B-Zellen in den Langerhans-Inseln des

Pankreas zur Therapie des Diabetes Typ I (Roche et al., 2007)

1.2 Vaskulogenese und Angiogenese

Die Gefdflentwicklung ist mesodermalen Ursprungs und stellt einen fundamentalen
Bestandteil der Embryogenese dar. Wachstum und Differenzierung erfordern eine

ausreichende Versorgung mit Néahrstoffen sowie Sauerstoff. Daher ist ein optimal



funktionierendes GefaBsystem unerldsslich. Nicht nur wihrend der Embryogenese sondern
auch im adulten Organismus, spielen GefiBle eine bedeutsame Rolle, sei es bei der

Wundheilung, der Regeneration, der Immunabwehr oder auch der Tumorgenese.

Als Vakulogenese bezeichnet man die primire Gefa3bildung durch sog. Angioblasten. Der
Angioblast ist die mesodermale Vorlduferzelle der Endothelzelle. Nach abgeschlossener
Entwicklung kleiden Endothelzellen das Gefa3 an der dem GefaBBlumen zugewandten Seite
aus und erflillen dort zahlreiche Funktionen (Risau und Flamme, 1995; Drake, 2003;
Joussen A.M. et al., 2003). Im adulten Organismus findet die Neubildung von Gefillen
durch im Blut zirkulierende Angioblasten statt (Ribatti D. et al., 2005).

Als Angiogenese bezeichnet man die Kapillaraussprossung sowie Verzweigung von
Gefidllen aus einem bereits existierenden GefdB3system. Dazu migrieren Endothelzellen in
die extrazellulire Matrix. Am Zielort angekommen kommt es zur Proliferation und somit
zur Ausbildung neuer GefaBstrukturen. Wichtig ist zu sagen, dass Vaskulogenese und
Angiogenese sowohl im embryonalen als auch im adulten Gewebe stattfinden und sich
daher gegenseitig nicht ausschliefen, sondern vielmehr ergénzen (Risau, 1997; Joussen

AM. 2003).

Angiogenese
Vaskulogenese

® — -

Hamangioblast
Kapillarplexus

)

Sprossung &
Regression

Abb.1.2: Stadien der GefdBneubildung (entnommen aus Kopp et al., Journal fiir
Kardiologie, 2004)

Die Differenzierung endothelialer Prognitorzellen {iber den Angioblasten bis hin zu einem

reifen Gefdllsystem erfordert das Vorhandensein von Wachstumsfaktoren wie z.B. VEGF,



FGF, VEGF-R2 sowie CD 31 sowie zahlreiche andere pro-angiogene Faktoren (Conway
EM. Et al., 2001; Yancopoulus et al., 2000; Schmidt A. et al., 2007). Nach abgeschlossener
Vakulo- und Angiogenese kommt es PDGB-BB-abhingig zur Rekrutierung von muralen
Zellen, zu denen z.B. sog. Perizyten gehoren. Die Perizyten lagern sich auf die
Kapillarstrukturen und erhohen ihre Stabilitdt im Gewebe (Conway et al., 2001). Reife
Endothelzellen sowie ihre Vorlduferzellen verfiigen iiber zahlreiche Oberflaichenmarker.
Diese stellen funktionell wichtige Proteine dar und sind u.a. fiir die Identifizierung dieser
Zellen anhand einer Immunfirbung unverzichtbar. Typische Oberflichenmarker von
Endothelzellen sind z.B. VEGF-R2, CD 31 und VE-Cadherin. VE-Cadherin kommt in der
Zonula adherens, einem Adhisionsgiirtel unterhalb der Tight Junctions vor und bewirkt
zusammen mit CD 31 die Stabilisierung des Zell-Zell-Kontaktes zwischen Endothelzellen

(Schmidt A. et al., 2007).

1.3 Endothelzellen

GefiaBBe weisen einen dreischichtigen Autfbau auf, man unterscheidet von Innen nach

AulBen: Intima, Media und Adventitia.

e Die Intima wird von einer einschichtigen, auf einer Basallamina liegenden
Endothelzellschicht gebildet. Die Endothelzellen liegen dicht zusammen und sind

tiber Tight Junctions miteinander verbunden.

e Die Media ist die breiteste Schicht und wird aus zirkuldr angeordneten glatten
Muskelzellen, sowie elastischen und kollagenen Fasern gebildet. Die glatten

Muskelzellen stehen liber Gap Junctions miteinander in Verbindung.

e Bei der Adventitia handelt es sich um eine diinne Gewebsschicht, bestehend aus
kollagenen und elastischen Fasern, Fibroblasten und sympathischen Nervenfasern.

Ihre Funktion besteht in der Einbettung des Gefidlies in das umliegende Gewebe.
(Ulfig, Kurzlehrbuch der Histologie, 2005)

Endothelzellen spielen bei einer Vielzahl von physiologischen Prozessen eine wichtige
Rolle, indem sie beispielsweise eine Barriere zwischen Blut und Gewebe darstellen und

somit den Stoffaustausch regulieren. Uber die Aktivierung oder Hemmung von



Gerinnungsprozessen, nehmen Endothelzellen Einfluss auf die Viskositdt des Blutes.
Beispielsweise synthetisieren Endothelzellen das Glykoprotein vWF, welches in der
Gerinnungskaskade einen Komplex mit Gerinnungsfaktor VIII bildet und auf der
Endotheloberfliche den Thrombozyten als Adhésionsort dient (Sadler, 1998). Bei
Entziindungsreaktionen wird das Endothel durch Zytokine aktiviert. Daraufhin werden
Selektine und Integrine exprimiert, an denen Leukozyten binden um anschlieBend durch
die gelosten Tight Junctions ins Gewebe iiberzutreten (Diapedese). Bei der Angiogenese
migrieren Endothelzellen in die extrazelluldre Matrix und fiihren so zu einer Aussprossung
von Gefiflen (Risau, 1997). Hervorzuheben ist die Bedeutung der Blutgefille bei der
Regulation des Blutdrucks. Auf der lumengerichteten Seite befinden sich zahlreiche
Rezeptoren, z.B. fiir Acetylcholin, ATP und Histamin, welche PLC vermittelt die eNOS
aktivieren. Die eNOS stellt aus der Aminosdure Arginin NO her. Das entstandene NO
diffundiert in die glatte Muskelzelle und aktiviert dort eine Guanylylzyklase, die aus GTP
das cGMP herstellt und somit im weiteren Verlauf zur Vasodilatation fiihrt. Werden auf
der Endothelzelle Rezeptoren fiir Angiotensin II, ADH oder TGF stimuliert, so fiihrt dies
zu einer Ausschiittung von Endothelin aus Endothelzellen. Bindet das Endothelin im
weiteren Verlauf an den Endothelin-Rezeptor der glatten Muskelzelle, so erfolgt PLC-
vermittelt eine Ausschiittung von Kalzium und somit eine Vasokonstriktion (Klinke, Pape,

Silbernagl, 2005)

1.4 Himangiom

Das infantile Himangiom ist ein hdufiger, meist gutartiger Tumor aus BlutgefiBlen und
damit endothelialen Ursprungs (Barnés C.M. et al., 2005). In den meisten Féllen ist das
Héamangiom schon bei der Geburt oder wenige Tage danach erkennbar. Die haufigste
Héamangiomform stellt das infantile Himangiom dar, das sich durch ein iiberschieBendes
Wachstum von BlutgefdBlen, besonders im Bereich der Kapillaren auszeichnet. Die
Erkrankung weist eine hohe Inzidenz auf und betrifft ca. 5-10% aller Kleinkinder in
Europa (Boscolo E. et al., 2009). Die Lokalisation des infantilen Tumors befindet sich in
den iiberwiegenden Fillen im Kopf- Halsbereich. Das Tumorwachstum, welches
charakteristischerweise sehr schnell erfolgt, findet in den meisten Féllen triphasisch statt.

Nach dem raschen Wachstum wihrend der ersten Lebensmonate, wird eine stationdre



Phase beobachtet, in der der Tumor sich weder vergroBert noch verkleinert. Um das fiinfte
Lebensjahr herum, besteht die Mdglichkeit der Regression des infantilen Hdmangioms
oder des Ubergangs in ein kavernoses Himangiom, einen Tumor mit dilatierten
Blutrdumen (Riede, Werner, Freudenberg, Basiswissen Allgemeine und Spezielle
Pathologie, 2009). Himangiome fiihren zu funktionellen und é&sthetischen Problemen und
trotz der erwdhnten Regressionsphase besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass sich ein
Teil der Hamangiome nicht zuriickbildet (Cremer H., 2009; Weibel L., 2009). Es gibt
zahlreiche Therapieansidtze um H&mangiome zu behandeln, doch oft bleibt der Erfolg

hinter den Erwartungen zuriick.

Bei der Therapie von Himangiomen haben sich therapeutische Ansitze, wie Lasertherapie,
Kryotherapie, chirurgische Entfernung und medikamentos die Gabe von Glukokortikoiden,
Vincristin oder Interferon-a-2a bewihrt (Grimal 1. et al., 2000). Das Jahr 2008 setzte fiir
die Behandlung von Hé&mangiomen neue Mallstibe. Damals stellte die franzdsische
Arbeitsgruppe um Léauté-Labreze C. ihre Erfahrungen mit dem unselektiven B-Blocker
Propranolol vor (Léauté-Labréze C. et al., 2008). Wie so oft in der Medizin, war die
Entdeckung des p-Blockers als Therapicoption eine Zufallsbeobachtung. Im
Kinderkrankenhaus der franzdsischen Stadt Bordeaux wurde damals ein 4 Monate alter
Sdugling mit einem behandlungsbediirftigen, an der Nase lokalisierten Hdmangiom
aufgenommen. Die Behandlung erfolgte systemisch mit einem Glukokortikoid, unter dem
sich das Grofenwachstum des Hédmangioms stabilisieren lies, jedoch als Komplikation
eine obstruktive hypertrophe Kardiomyopathie auftrat. Die Arzte waren gezwungen
aufgrund der nun im Vordergrund stehenden Herzerkrankung den Sdugling mit dem f-
Blocker Propranolol zu behandeln. Unter der Propranolol-Therapie konnte innerhalb
kurzer Zeit ein Abblassen sowie eine Grofenreduktion des Tumors festgestellt werden. Im
Alter von 14 Monaten konnte eine fast vollstindige Remission erreicht werden, das
Hémangiom war beinahe verschwunden (Léauté-Labréze C. et al., 2008). In weiteren
klinischen Studien konnte die Wirksamkeit des Propranolols bei der Behandlung von
Hamangiomen bestitigt werden. Trotz alledem handelt es sich hierbei um eine Off-Label-
Therapie. Aufgrund der Tatsache, dass der Wirkmechanismus in weiten Teilen noch
unbekannt ist, ist die Therapie von Hadmangiomen mit Propranolol noch nicht offiziell

zugelassen (Cremer H. 2009).



Abb.1.3: Bilder eines Hamangiompatienten unter Propranolol-Behandlung (entnommen
aus Léauté - Labréze C. et al., 2008). A) Ein neun Wochen altes Kind vor der
Propranololbehandlung. B) Nach 7 Tagen Behandlung mit Propranolol (Dosis 2 mg/kg pro
Tag). C) Das Kind ist mittlerweile 6 Monate alt und bekam téglich 2 mg/kg Propranolol.
D) Das Kind ist nun 9 Monate alt, das Himangiom ist weiter zuriickgegangen, die

Propranololbehandlung wurde eingestellt.

Histologisch beobachtet man wihrend der Proliferationsphase eine aktive Zellteilung der
Endothelzellen. In der Involution hingegen ist eine Apoptose dieser Zellen zu erkennen
(Frieden et al., 2005). Mogliche Erklarungen fiir den Effekt von Propranolol auf infantile
Hamangiome konnten die Folgenden sein:

e Da es durch die Anwendung von Propranolol zur Volumenreduktion des
Hémangioms kommt, konnte eine verminderte Expression der pro-angiogenen
Wachstumsfaktoren VEGF, FGF und PDGF den beschriebenen Effekt erkliren.

e Das Verschwinden bzw. die Abnahme der Kapillarstrukturen konnte auf die
Apoptose von Endothelzellen zuriickgefiihrt werden (Dadras S.S. et al. 2004).
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e Nach Propranolol-Applikation ist ein Abblassen der Hadmangiome festzustellen,
sodass fiir dieses Phinomen eine Vasokonstriktion der GefdBe diskutiert wird
(Léauté-Labreze C. et al., 2008).

e Der Wachstumsfaktor VEGF verringert die Aktivitdt des VEGF-R2 und reguliert
somit auch die Proliferation der Endothelzellen herunter. Bei infantilen
Héamangiomen herrscht jedoch ein umgekehrtes Bindeaffinitdtsverhdltnis, d.h.
VEGF bindet mit einer hoheren Affinitit an den VEGF-R2 als an den VEGF-R1
und begiinstigt somit die unkontrollierte Proliferation von Endothelzellen
(Claesson-Welsh L., 2008). Propranolol konnte einen positiven Einfluss auf das

Ungleichgewicht zwischen VEGF-R1 und VEGF-R2 haben.

1.5 B-Rezeptoren und p-Rezeptor-Blocker

Dem  sympathischen = Nervensystem (Sympathikus) werden ergotrope, d.h.
leistungssteigernde Effekte zugesprochen. Postsynaptisch verwendet der Sympathikus
Adrenalin und Noradrenalin als Transmitter. Die Effekte an den Erfolgsorganen erfolgen
iiber o- und PB-adrenerge Rezeptoren. Da in der vorliegenden Arbeit ein besonderes
Augenmerk auf die B-Rezeptoren geworfen werden soll, werden die a-Rezeptoren nicht
nidher besprochen. In der Familie der B-adrenergen Rezeptoren unterscheidet man 3
Subtypen. Der Bi-Subtyp ist iiberwiegend am Herzen lokalisiert. Bei entsprechender
Stimulation des Rezeptors durch Katecholamine, kommt es zu einer Erh6éhung der
Kontraktionskraft (positive Inotropie), der Herzfrequenz (positive Chronotropie) sowie der
Reizleitungsgeschwindigkeit (positive Dromotropie) und somit zur Steigerung des
Herzzeitvolumens. Der B2-Subtyp ist auf der glatten Muskulatur exprimiert und fiihrt bei
einer Stimulation des Rezeptors zu Effekten auf Blutgefie, Lunge und
Gastrointestinaltrakt. Desweiteren hat eine p2-Stimulierung Auswirkungen auf den
Stoffwechsel; hier kommt es zu einer verstirkten Glykogenolyse (Leber und
Skelettmuskel) sowie Lipolyse (weilles Fettgewebe) und damit einer Bereitstellung von
Energiereserven fiir den Organismus. Den [3-Subtyp findet man im braunen Fettgewebe
von Siduglingen. Eine Stimulation induziert die Bildung von Thermogenin, eines
Entkopplers der Atmungskette, sodass anstelle von ATP die Produktion von Wérme

stattfindet (Klinke, Pape, Silbernagl, 2005).
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Beim B-Rezeptor handelt es sich um einen G-Protein-gekoppelten Rezeptortyp, der fiir die
Weiterleitung von Signalen ins Zellinnere verantwortlich ist. G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren bestehen aus sieben transmembrandren Proteinhelices. Intrazelluldr befinden
sich 3 Untereinheiten (a-, - und y-Untereinheit), weshalb man auch oft von heterotrimeren
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren spricht. Fiir die Funktion ist in erster Linie die a-
Untereinheit verantwortlich. Als Besonderheit weist sie eine Bindung mit GDP auf. Bindet
der Ligand an die extrazellulire Doméne des Rezeptors, kommt es zu einer
Konformationsédnderung der sieben transmembranédren Proteinhelices. Nun konnen die 3
Untereinheiten an den Ligand-Rezeptor-Komplex binden. Die a-Untereinheit hat in Ruhe
ein GDP gebunden, das wahrend der Interaktion mit dem Ligand-Rezeptor-Komplex durch
GTP ersetzt wird. Darauthin kommt es zur Dissoziation der GTP-bindenden a-
Untereinheit, die im weiteren Verlauf in der Lage ist das Effektorenzym Adenylatzyklase
zu aktivieren. Dieses Enzym wandelt ATP in Anwesenheit von Mg®" und unter
Abspaltung von PP in cAMP um. Dazu bindet cAMP als sekundérer Botenstoff an die
Proteinkinase A, welche nun in der Lage ist Zielproteine zu phosphorylieren und somit
aktivierend oder inhibierend auf Signalkaskaden innerhalb der Zelle zu wirken (z.B.
Phosphorylierung von Calciumkanilen etc.) (Balligand J. 1999; Penzlin H. et al. 2005;
Klinke, Pape, Silbernagl, 2005).
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Abb.1.4: Mechanismen der Signaltransduktion nach f-Rezeptor-Stimulation

(entnommen aus Pape, Klinke, Silbernagl, 2005)

Ein zu hoher Sympathikotonus stellt einen pathologischen Zustand dar und kann zu
kardiovaskularen Krankheiten fithren. Daher wurden zahlreiche Substanzen entwickelt, die
Abhilfe leisten sollen: sog. -Blocker. Bei B-Blockern handelt es sich um Antagonisten des
oben beschriebenen Signalwegs, die bspw. in der Kardiologie zur Rhythmusregulierung
zum Einsatz kommen. Man unterscheidet 3 verschiedene Subtypen von —Blockern: die Bi-
Rezeptor-Blocker, die selektiv an den Bi-Rezeptor binden, z.B. Atenolol, Metoprolol,
Bisoprolol. Die B2-Rezeptor-Blocker, die spezifisch an den f2-Rezeptor binden, z.B. ICI
188,551 sowie die unselektiven f-Blocker, die mit gleicher Affinitdt sowohl an den - als
auch an den P2-Rezeptor binden, z.B. Propranolol. Fast alle B-Blocker besitzen eine
einheitliche Grundstruktur aus einem substituierten Phenoxy-Rest, [sopropanol und einem

Isopropylamin-Rest:
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Abb.1.5: Grundstruktur von 3 — Blockern (entnommen aus Liillmann, 2006)

In der Kardiologie ist der Einsatz von B-Blockern weit verbreitet. Verwendung finden die
Medikamente  bei  folgenden  Krankheitsbildern: =~ Bluthochdruck,  chronische
Herzinsuffizienz, tachykarde Herzrhythmusstorungen und ischdmische Herzerkrankungen

(Mehvar R. et al., 2001; Broeders M.A.W. et al., 2000).

1.6 Reaktive Sauerstoffspezies

Im Rahmen des oxidativen Metabolismus entstehen als Nebenprodukt ROS. Bei ROS
handelt es sich um freie Radikale oder Molekiile, die zu oxidativem Stress fithren konnen.
Zu den Radikalen gehoren ua. O,”, OH' und NO. Radikale sind durch eine hohe
Reaktionsfahigkeit gekennzeichnet und sind in der Lage anderen Molekiilen ein Elektron
zu entreilen. Dieses Verhalten beruht auf einem ungepaarten Elektron, das sich auf der
duBeren Schale von Radikalen befindet und fiir eine instabile Elektronenkonfiguration
sorgt. Die ROS-Radikale benétigen ein weiteres Elektron um vom ungesittigten in den
gesittigten Zustand iiberzugehen (Armitage M.E. et al., 2009; Nagano T., 2009). Entreif3t
ein Radikal einem anderen Molekiil ein Elektron, so fehlt diesem Molekiil ein Elektron an
seiner duflersten Schale. Es kommt somit dhnlich einer Kettenreaktion immer wieder zu
Bildung von neuen Radikalen (Cai und Harrison, 2000). Zudem gibt es weitere ROS die
keine Radikale im eigentlichen Sinne sind, aber durch Oxidation von anderen Molekiilen
zum oxidativen Stress beitragen konnen. Zu diesen ROS zdhlt man H,O,, ONOO™ und
HOCI. Die ROS-Entstehung findet in Peroxisomen durch viele zytosolische Enzyme wie

Cyclooxygenasen, NO-Synthasen, Xanthinoxidasen (Ekelund et al., 1999), NAPDH-
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Oxidasen (Sorescu et al., 2002) und in der Atmungskette der Mitochondrien statt
(Thannickal et al., 2000).

In physiologischen Konzentrationen erfiilllen ROS viele wichtige Aufgaben im
Organismus. ROS sind Teil der Immunabwehr und finden sich verstirkt in Makrophagen
und neutrophilen Granulozyten, die beim sog. "oxidative burst" bei der Zerstérung von
pathogenen Mikroorganismen und somit Verhiitung von Infektionskrankheiten eine
herausragende Rolle spielen (Babior; 2000). Da ROS eine gute Loslichkeit und kurze
Halbwertszeit aufweisen sowie in den meisten Korperzellen vorhanden sind, eignen sie
sich gut als sekundidrer Botenstoff (Gabbita et al., 2000). Zahlreiche Publikationen
unterstreichen die Rolle von ROS bei der Vaskulogenese. Eine NADPH-Oxidase-
abhéngige ROS-Produktion (Ushio-Fukai, 2007) sowie eine ROS-vermittelte erhohte
VEGF-Konzentration in Endothelzellen (Chua et al., 1998), wirken bspw. ausgesprochen
pro-angiogen. In zu hoher Konzentration weisen ROS jedoch eine hdchst schddigende
Wirkung auf. Sie sind in der Lage DNS, Proteine und Lipide zu beschidigen und bspw.
Tumorsupressorgene zu inhibieren oder Onkogene zu aktivieren (Freeman et al., 1982).

Zu den Faktoren, welche die ROS-Produktion erhdhen, zahlt man zahlreiche Zytokine, wie
IL-1, IL-6, TNF-o sowie IFN-y (Lassegue et al., 2001). Weitere Stimuli konnen u.a.
Hypoxie (Sauer et al., 2004) und Wachstumsfaktoren sein (Chandel et al., 2001).

Als Schutz vor einer zu hohen ROS-Konzentration stehen dem Koérper die Vitamine A, E
und C sowie Enzyme wie z.B. die Superoxiddismutase zur Verfiigung. Diese wirken als

Antioxidantien.

1.6 Stickstoffmonoxid

Das Molekiil NO ist ein farbloses, hydrophobes, gelostes Gas, mit einer sehr kurzen
Halbwertszeit von einigen Sekunden. Aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaften vermag
es ungehindert die Plasmamembran zu passieren. Es handelt sich um einen sehr reaktiven
Stoff, der in Anwesenheit von Sauerstoff oder Wasser leicht zu Nitrat bzw. Nitrit reagiert
(Alberts B. et al. 2005). Durch die angesprochenen Charakteristika eignet sich NO als
sekunddrer Botenstoff. Bspw. kommt es NO-vermittelt zur Aktivierung der
Guanylatzyklase. Dies fiihrt zu einem verminderten Kalziumspiegel und somit zu einer
Vasodilatation der glatten Muskulatur in Gefdflen (Daiber und Ullrich, 2002). Weiterhin

kann eine NO-Produktion in Myozyten erfolgen, um so bei der Kontraktion des
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Herzmuskels modulierend zu wirken (Liu V.W.T. et al. 2008). NO entfaltet seine Wirkung
nicht nur im kardiovaskuldren System; es nimmt im Nerven- und Immunsystem ebenfalls
eine Schliisselrolle als sekundérer Botenstoff ein (Nagano T. 2009).

Die NO-Produktion erfolgt durch die NOS, von der 3 Isoformen bekannt sind. Es gibt eine
eNOS im GefidBlendothel, eine iNOS Form, die in Immunzellen lokalisiert ist und zuletzt
eine nNOS, die im Nervensystem zu finden ist. Alle Isoformen katalysieren die Bildung
von NO aus der Aminosdure L-Arginin und Sauerstoff. Im sauren Milieu kann NO aus
Nitrit synthetisiert werden. Diese Reaktion kann durch Desoxyhdmoglobin verstarkt
werden (Kanno et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit sollte die Expression der eNOS nach Behandlung von ES-
Zellen mit B-Blockern untersucht werden. Wie bereits erwdhnt kommt sie {iberwiegend in
Endothelzellen vor und ist im phosphorylierten Zustand aktiv. Die Bildung der eNOS kann
durch Faktoren wie Acetylcholin und Bradykinin induziert werden. Binden diese Faktoren
an ihren zugehdrigen membranstindigen Rezeptor, so wird eine Signalkaskade in Gang
gesetzt, die eine Ausschiittung von Kalzium begiinstigt. Das entstandene Kalzium bindet
an die CaM-Kinase II, welche wiederum die eNOS-Produktion induziert. Im néchsten
Schritt lagern sich die Kofaktoren FAD und FMN an das entstandene eNOS-Enzym, das
nach weiteren Reaktionen mit NADPH, L-Arginin, Tetrahydrobiopterin (BH4) und Ham
dimerisiert und anschlieBend NO bildet (Liu V.W.T. et al. 2008; Hirata Y. et al. 2010;
Cosentino F. et al. 1999). NO kann nun aus der Endothel- in die glatte Muskelzelle
diffundieren und die Guanylatzyklase aktivieren. Die Guanylatzyklase katalysiert die
Reaktion von GTP in cGMP. ¢cGMP kann die PKG (cGMP-abhéngige Proteinkinase G)
aktivieren und somit den Kalziumeinstrom in der glatten Muskelzelle inhibieren. Es

kommt zu einer Relaxation der Muskelzelle (Balligand J. 1999).

1.7 Wachstumsfaktoren

Bei Wachstumsfaktoren handelt es sich um kleine Proteine, die als Signalmolekiile genutzt
werden, um Informationen von einer Zelle zur anderen zu befordern. Wachstumsfaktoren
haben entscheidenden Einfluss auf zahlreiche zelluldre Prozesse. Dies ist, wie es der Name
schon vermuten lédsst, verstirkt in Phasen von Wachstum/Entwicklung von essentieller
Bedeutung. Somit spielen diese Faktoren besonders bei der Embryogenese und der damit

verbundenen Vaskulo-/Angiogenese eine grofle Rolle. Es gibt zahlreiche Faktoren, welche
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in Vaskulogeneseprozessen involviert sind: z.B. FGF, PDGF, Angiopoietine, TGF-p3, TGF-
o, VEGF uvm. (Ferrara N. 1999). Die Expression der Wachstumsfaktoren VEGF, FGF
und PDGF wird in der vorliegenden Arbeit thematisiert. Daher werden diese 3 Faktoren im

unten stehenden Abschnitt etwas genauer besprochen.

1.7.1 Vaskulérer endothelialer Wachstumsfaktor

Unter den Wachstumsfaktoren spielt VEGF wohl die wichtigste Rolle in der
Signaliibertragung von Vaskulogeneseprozessen. VEGF ist ein ca. 45 kDa schweres, pro-
angiogenes Protein, das spezifisch in Zellen endothelialen Ursprungs vorkommt. Es
handelt sich um einen homodimerisierten, heparinbindenden Wachstumsfaktor (Leung
D.W. et al. 1989; Shinkaruk S. et al. 2003). Die Familie der VEGF-Proteine weist
zahlreiche Vertreter auf, die allesamt aus einem VEGF-Gen durch alternatives Splicing
hervorgehen. Zu nennen wiren VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E und
PIGF (Paz K. et al. 2005; Shibuya M.2008; Shinkaruk S. et al. 2003). Eine weitere
Besonderheit stellt VEGF-A dar, das in 6 Isoformen (VEGF-A;;;, VEGF-A;33, VEGF-
Ayss, VEGF-Aj62, VEGF-Aj65, VEGF-A g9 und VEGF-Aj) vorliegt. Diese Isoformen
unterscheiden sich anhand der unterschiedlichen Anzahl von Aminosduren am C-
terminalen Ende und daraus resultierenden zum Teil anderen biologischen Eigenschaften.
Alle VEGF-Typen binden an sog. Tyrosinkinase Rezeptoren (VEGF-R), die sich auf der
Plasmamembran befinden. Derzeit sind 3 VEGF-Rezeptoren bekannt: VEGF-R1, VEGF-
R2 sowie VEGF-R3 (Hiratsuka S et al. 2005; Shibuya M. 2006). In dieser Arbeit wird die
Expression von VEGF 45 untersucht. VEGF 45 ist ein potenter pro-angiogener Faktor, der
z.B. das Zusammenwachsen von Gefillstrukturen fordert, indem er eine hohe
Bindungsaffinitit zu VEGF-R1 und VEGF-R2 aufweist (Shibuya M. 2008). Man weil3,
dass VEGF-R1 und VEGF-R2 die Proliferation von Endothelzellen stimulieren.

1.7.2 Fibroblasten Wachstumsfaktor

Bei FGF handelt es sich um ein ca. 20 kDa groes Protein, das dhnlich dem VEGF eine
grole Rolle bei der Signaliibertragung von Zellen spielt. Derzeit sind 23 verschiedene
Isoformen von FGF sowie 4 Rezeptoren FGF-R 1-4 bekannt, aus denen durch alternatives

Spleilen auch andere Formen entstehen kdnnen. Die Isoformen FGF1 und FGF2 sind von



17

besonders grofler Bedeutung fiir vaskulidre Prozesse. Sie stimulieren die Proliferation und
Migration von Zellen endothelialen Ursprungs und tragen damit maB3geblich zur Vaskulo-

/Angiogenese bei (T.J. Stegman 1998; Ornitz et al., 1996/2001).

1.7.3 Blutplittchen Wachstumsfaktor

Bei PDGF handelt es sich um einen ca. 20 kDa schweren Wachstumsfaktor, der besonders
bei der Embryogenese in hoher Konzentration ausgeschiittet wird. Er ist bei der
Proliferation und Migration von Endothelzellen beteiligt. Zudem fordert PDGF die Genese
zahlreicher Organsysteme wie z.B. des ZNS, der Niere oder Lunge etc. Im adulten
Organismus spielt er eine Rolle bei der Wundheilung. Eine Untersuchung ergab, dass
PDGF von zahlreichen Zellpopulationen exprimiert wird, bspw. von Fibroblasten, glatten
Muskelzellen im GefdB3system, Endothelzellen, Thrombozyten sowie Neuronen (Heldin
und Westermark 1999). Zur PDGF-Familie gehoren die Isoformen PDGF-A, -B, -C und -D
(Heldin et al. 1985, Gilbertson et al. 2001, Bergsten et al. 2001). Die PDGF Isoformen
lagern sich als Homodimere zusammen und sind iiber Disulfidbriicken miteinander
verbunden. Als Besonderheit konnen PDGF-A und PDGF-B Heterodimere bilden. Die
Signalleitung von PDGF wird durch zwei Tyrosin-Kinase Rezeptoren (PDGF-R)
vermittelt. Es sind die 2 Isoformen PDGF-a und PDGF-f bekannt. Der PDGF-a-Rezeptor
kann die Isoformen PDGF-AA, -BB und -AB binden; der PDGF-B-Rezeptor weist im
Unterschied dazu eine hohere Affinitét fiir die Isoformen -BB und -AB auf. Bindet der
Ligand an seinen zugehdrigen PDGF-Rezeptor, dimerisiert dieser und es kommt zu einer
Autophosphorylierung des Rezeptors. Nun erfolgt eine Signalkaskade die das Signal ins
Zellinnere leitet. Das in dieser Arbeit untersuchte PDGF-BB nimmt grof8en Einfluss auf
die Vaskulogese und wirkt dabei bspw. mitogen sowie chemotaktisch auf Perizyten, glatte
Muskelzellen und Fibroblasten. Die essentielle Rolle des PDGF-BBs fiir das
GefilBwachstum wéhrend der Embryogenese wurde in zahlreichen Arbeiten beschrieben

(Leveen et al. 1994, Soriano 1994, Lindahl et al. 1997).

1.7.4 Axon Guidance Proteine

Axon Guidance Proteine wurden Anfang der 90er Jahre in neuronalem Gewebe entdeckt

(Tessier-Lavingne, 1992). Man fand heraus, dass diese Proteine von Neuronen produziert
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werden um das Wachstum des Axons zu modifizieren. Sie dienen als Leitstruktur fiir das
Axon und signalisieren somit bspw. bis zu welchem Zielort das Wachstum des Axons
erfolgen soll. Nach und nach fand man heraus, dass die Expression von Axon Guidancen
Proteinen nicht auf das neuronale Gewebe beschrinkt ist, sondern auch im vaskuldren
Gewebe gegeben ist. Mittlerweile ist bekannt, dass Axon Guidance Proteine eine nicht
ganz unerhebliche Rolle bei Vaskulogeseprozessen spielen. Zum gegenwértigen Zeitpunkt
erfolgt die Einteilung der Axon Guidance Molekiile in folgende Rezeptorgruppen:
Neuropiline, Semaphorine und Plexine, Ephrine und EpHs, Slits und Roundabouts, sowie
Netrine und UNCS5B. Da sich diese Arbeit mit der Gruppe der Neuropiline, Plexine und
Semaphorine beschiftigt, wird an dieser Stelle nicht ndher auf die anderen Axon Guidance
Proteine eingegangen. Trotz alledem ist jedoch festzuhalten, dass ihre Rolle bei der

Vaskulogenese nicht vernachldssigt werden kann.

Neuropiline sind transmembrane Glykoproteine (130-140 kDa), die in erster Linie als Co-
Rezeptoren fiir andere Proteine dienen. Die 2 wichtigsten Vertreter sind die Proteine NRP1
und NRP2. Bindungspartner fiir Neuropiline sind in erster Linie Semaphorine (Kolodkin et
al., 1997) sowie Vertreter der VEGF-Familie (Soker et al., 1998). Die Bindung von VEGF-
Aj6s an NRP1 fiihrt bspw. zu einer verstarkten Interaktion von VEGF-A 45 mit dem VEGF-
R2 und somit zu einer stirker pro-angiogenen Wirkung. Es gibt zahlreiche Semaphorine,
von denen jedoch die Gruppe 3 verstdrkt mit NRPs interagiert. Der Hauptrezeptor von
Semaphorinen sind Plexine, die in 4 Subgruppen (A bis D) unterteilt werden (Fazzari et al.
2007). Plexine konnen entweder Semaphorine alleine binden, oder auch in Verbindung mit
NRP1 oder NRP2 (Nakamura et al., 2000). Die Interaktion von Plexin B1 mit seinem
Liganden Semaphorin 4D induziert die Vaskulogenese (Hua Zhou et al., 2012). Allgemein
ist zu sagen, dass die Bindungsinteraktionen zwischen Rezeptoren und Liganden zur
Regulation verschiedenster Prozesse wie z.B. Migration, Proliferation, Immunfunktion

oder auch Tumorgenese fithren konnen (Liang et al., 2013).
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Abb.1.6: Darstellung von Axon Guidance Proteinen der verschiedenen Klassen und ihre

Interaktion untereinander. (entnommen aus Klagsbrun und Eichmann 2005)
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Seit mehreren Jahren wird Propranolol erfolgreich bei der Therapie des infantilen
Hamangioms eigesetzt. Der Wirkungsmechanismus von Propranolol bei diesem
Krankheitsbild ist jedoch bisher nicht ausreichend geklédrt. Voruntersuchungen unserer
Arbeitsgruppe zeigen, dass Propranolol Dosis-abhidngig die Vaskulogenese embryonaler
Stammzellen inhibiert. Da es sich beim infantilen Himangiom um embryonales Gewebe
handelt, kann davon ausgegangen werden, dass vergleichbare Signalwege der
Vaskulogenese/Angiogenese auch in ES-Zellen ablaufen. Dabei wird die Wirkung des
unselektiven B,-Rezeptoren-Blockers Propranolol, des selektiven ;-Rezeptoren-Blockers
Atenolol sowie des selektiven 3,-Rezeptoren-Blockers ICI-118,551 auf die Vaskulogenese

untersucht.
Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden folgende Hypothesen untersucht:

1) B-Blocker sind in der Lage den Vaskularisierungsgrad von EBs und das
Expressionsniveau von Endothelmarkern wie z.B. CD 31 und VE-Cadherin zu

vermindern.
2) ROS und NOX 4 als pro-angiogene Faktoren werden von p-Blockern beeinflusst.
3) NO und eNOS als pro-angiogene Faktoren werden von -Blockern beeinflusst.

4) Pro-angiogene Wachstumsfaktoren wie VEGF;¢5, FGF 2 und PDGF-BB werden durch
B-Blocker herunter reguliert, es resultiert eine verminderte Vaskulogenese. Weiterhin
haben B-Blocker nicht nur einen Einfluss auf das Expressionsniveau von VEGF 45, sondern

auch dessen Rezeptor VEGF-R2 bzw. deren aktiven Form p-VEGF-R2.

5) Weitere pro-angiogene Faktoren wie NRP1, Plexin B2 und HiF-la werden durch B-

Blocker beeinflusst.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Firmen

Abcam Limited, Cambridge CB4 OTP, Cambridgeshire, UK

Alexis, 35305 Griinberg, Deutschland

Ambion Europe Ltd, Huntington Cambridgeshire, Grof3britannien
Amersham Biosciences Europe GmbH, 79111 Freiburg, Deutschland
Becton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, Deutschland
Biochrom, 12247 Berlin, Deutschland

Biorad GmbH, 80901 Miinchen, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, 31833 Oldendorf, Deutschland

Biihler, 72379 Hechingen, Deutschland

A S A R e

10. Calbiochem-Novabiochem GmbH, 65796 Bad Soden, Deutschland
11. Cell Signaling, 159 J Cummings Center Beverly, MA 01915

12. Chemicon International, Hampshire SO53 4NF, UK

13. Dianova, 20354 Hamburg, Deutschland

14. Dunn Labortechnik, 53567 Asbach, Deutschland

15. Eppendorf, 22339 Hamburg, Deutschland

16. Gilson International B.V., 65520 Bad Camberg, Deutschland

17. Greiner Bio-One GmbH, 72636 Frickenhausen, Deutschland

18. Heidolph Elektro GmbH, 93309 Kelheim, Deutschland

19. Heraeus Instruments, 63452 Hanau, Deutschland

20. Hirschmann® Laborgerite, 74246 Eberstadt, Deutschland

21. Integra Biosciences, 35463 Fernwald, Deutschland

22. Invitrogen, 76131 Karlsruhe, Deutschland

23. Kendro Laboratory Products, 63505 Langenselbold, Deutschland
24. Labnet International Inc., Windsor, Berkshire, United Kingdom
25. Langenbrick, 79312 Emmendingen, Deutschland

26. Leica, 64625 Bensheim, Deutschland

27. Menzel-Gléser, 38116 Braunschweig, Deutschland

)
@

Merck, 64293 Darmstadt, Deutschland
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29. Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

30. New England Biolabs, Beverly, MA 01915-5599, USA

31. Paesel- Lorei Vertriebs- und Marketing GmbH, 63452 Hanau,
Deutschland

32. Roche Diagnostics GmbH, 68305 Mannheim, Deutschland

33. Roth, 76231 Karlsruhe, Deutschland

34, PAA, 35091 Colbe, Deutschland

35. Promega, 68199 Mannheim, Deutschland

36. Santa Cruz Biotechnologie Inc., Santa Cruz California, USA

37. Sartorius, 37075 Goettingen, Deutschland

38. Schiilke-Mayr-GmbH, 22851 Norderstedt

39. Serva, 69115 Heidelberg, Deutschland

40. Sigma (-Aldrich), 82024 Taufkirchen, Deutschland

41. Techne Progene, 97877 Wertheim-Bestenheid, Deutschland

42. Zeiss, 07745 Jena, Deutschland

2.1.2 Geriate und Laborbedarf

Bakteriologische Schalen:
Cellspin Riihrsystem:
Gewebekulturschalen:
Inkubatoren:

Konfokales Lasermikroskop:
Lichtmikroskop:
Objekttrager:

Rohrchen 15ml und 50ml:
Petriperm- Schalen:

pH- Meter digital:

Pipetten:
von

Greiner

Integra

Falcon, Greiner
HERAcell® 240, Kendro
Leica TCS SP2

Zeiss

Roth

Greiner

Greiner

Sartorius

Pipetus®-Standard von Hirschmann® , Glaspipette

Roth, Plastikpipetten von Becton Dickinson

Schiittler (ProBlot 25XLD Rocker) Labnet International
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Spinnerflaschen: CELLspin 240, Integra

Sterilbank: Heraeus

ThermoCycler: Techne

Wasserbad: Hirschmann

Zellkulturplatten: BD Biosciences

Zentrifugen : Centrifuge 5417C Eppendorf, Heraeus Labofuge 300,

Heraeus Biofuge 15R

2.1.3 Chemikalien und Substanzen

Atenolol: Sigma
Mercaptoethanol: Sigma
DAF-FM Diacetat: Invitrogen
DMEM (Iscoves Medium): Biochrom
DMSO: Calbiochem
ECL Detektionssystem: Perbio Science
ESGRO® (LIF): Chemicon
Fetales Kélberserum (FKS): Sigma
Folin-Ciocalteu’sches Phenolreagenz: Merck
H,DCF-DA: Invitrogen
ICI 118,551: Sigma
Kaliumchlorid: Roth
Kaliumdihydrogenphosphat: Merck
Kupfersulfat: Merck
L-Glutamin 200 mM (100x): PAA
Magermilchpulver: AppliChem
MES Laufpuffer: Invitrogen
Mitomycin C: Sigma
Natriumcarbonat: Roth
Natriumchlorid: Roth
Natriumhydroxid: Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS): Serva



Natriumpyruvat (100 mM):
Natrium-Kalium-Tartrat:
NEA (100x):

NMPG:

Nonidet P-40:

Penicillin/Streptomycin (100x):

Ponceau S:

Probenpuffer 4x:

Protease Inhibitor Cocktail:
Plasmocin:

Propranolol:
Serumalbumin (BSA):
SNAP:

SYTOX® (Green nucleic acid stain):

Triton X-100:
Tween-20:
Trypsin EDTA:

2.1.4 Antikorper

Primére Antikorper

Immunzytochemie

24

Biochrom
Merck
Biochrom
Calbiochem
AppliChem
PAA
AppliChem
Invitrogen
BIOCAT
Invitrogen
Sigma
Sigma
Calbiochem
Molecular Probes
Sigma
Sigma

Invitrogen

Monoklonaler Ratte-anti -Maus CD31

Monoklonaler Maus-anti-Ziege p-eNOS

Western Blot
Monoklonaler Ratte anti-Maus-CD31 (clone 390)
Polyklonaler Kaninchen-anti-Maus Neuropilin 1

Polyklonaler Kaninchen-anti-Maus Plexin B1 (H-300)

Chemicon

Santa Cruz

Chemicon
Abcam

Santa Cruz
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Monoklonaler Maus-anti-FGF2 (clone bFM-2)

Polyklonaler Kaninchen-anti-Maus PDGF-BB

Polyklonaler Kaninchen-anti-Maus VEGF 45

Monoklonaler Kaninchen-anti-Maus VEGF-R2

Monoklonaler Kaninchen-anti-Maus p-Actin

Monoklonaler Maus-anti-Vinculin (clone hVIN-1)
Monoklonaler Kaninchen-anti-Maus Phospho-eNOS (Ser1177)

Polyklonaler Kaninchen-anti-Maus Phospho-PI3K (Thr458/Tyr199)

Polyklonaler Maus-anti-Hif-1a

Polyklonaler Kaninchen-anti-Maus VE-Cadherin

Polyklonaler Kaninchen-anti-Maus p-VEGF-R2

Sekundire Antikorper

Immunzytochemie

Cy 5— konjugiert Esel-anti-Ratte IgG

Alexa Fluor® 488 — konjugiert Esel-anti-Ratte IgG
Cy 5-konjugiert Ziege-anti-Ratte IgG

Cy 2 konjugiert Ziege-anti-Maus IgG

Cy 5-konjugiert Mouse-anti-Ziege IgG

Western Blot
Meerrettichperoxidase-konjugierter Pferd anti-Maus IgG

Meerrettichperoxidase-konjugierter Ziege anti-Kaninchen IgG
Meerrettichperoxidase-konjugierter Ziege anti-Ratte 1gG

Meerrettichperoxidase-konjugierter Kaninchen anti-Ziege 1gG

Millipore
Biovision
Millipore

Cell Signaling
Cell Signalling
Sigma

Cell Signaling
Cell Signaling

Novus
BD Pharmingen

Cell Signaling

Dianova
Invitrogen

Chemicon
Dianova

Dianova

Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling

Millipore
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2.1.5 Zellen

CCE: Bei CCE handelt es sich um eine embryonale Stammzelllinie
(ES-Zelllinie), welche aus dem Mausestamm 129/Sv gewonnen wurde.

Feeder-Zellen: MEF-Zellen (mausembryonale Fibroblasten), auch Feederzellen genannt,

wurden aus Feten des Mausestammes C57BL/6 isoliert.

2.1.6 Medien

EMFI-Medium (Feeder-Medium):
- Dulbecco’s Medium (DMEM)

- L-Glutamin 2,0 mM

-NEA 0,1 mM

- FKS (hitzeinaktiviert) 10 %

- Penicillin /Streptomycin 1 %

ES-Zellmedium (LIF-Medium):

- Iscove’s Medium (IMDM)

- L-Glutamin 2,0 mM

- NEA 0,1 mM

- Na-Pyruvat 2,0 mM

- B-Mercaptoethanol 0,1 mM

- FKS (aktiv) 7,5 %

- FKS (hitzeinaktiviert) 7,5 %

- ESGRO® (LIF 1000 U/ml) (Maus-Leukdmie-inhibierender Faktor (LIF))
- Plasmocin (12,5 pg/ml)

Differenzierungsmedium (CCE-Medium):
- Iscove’s Medium (IMDM)

- L-Glutamin 2,0 mM

- NEA 0,1 mM
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- Na-Pyruvat 2,0 mM
- B-Mercaptoethanol 0,1 mM
- FKS (aktiv) 7,5 % (Inaktivierung fiir 35 min im 56 °C warmen Wasserbad)

- Penicillin / Streptomycin 1 %

Serumfreies Medium (SF-Medium):

Entspricht dem CCE-Medium, jedoch ohne Zusatz von FKS.

2.1.7 Puffer

10x PBS (in H,O bidest gelost):

- KCl 26,8 mM
- KH2P04 14,7 mM
- NaCl 1,4M

- NazHPO4 x 2 Hzo 64,6 mM
1x PBS:

10x PBS wird mit H20 (bidest) 1:10 verdiinnt und mit HCI auf einen
pH Wert von 7,4 eingestellt.

PBS-T (0,1 %) bzw. PBS-T (0,01 %):
Zugabe von 1 ml bzw. 100 pl des Detergenz Triton X-100 zu 1x PBS.

1x TBS (gelost in H,O bidest, pH 7,4):
- Tris 50 mM
- NaCl 150 mM

0,1 % TBS-T:
Zugabe von 1 ml der Detergenz Tween zu 999 ml 1x TBS.

RIPA-Puffer:
- RIPA-Stammlodsung:
- Tris/HC1 pH 7,5 50 mM
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- NaCl 150 mM
- Nonidet P — 40 1%
- SDS 0,1 %

- Vor Gebrauch werden zu 1 ml RIPA-Puffer 2ul Protease-Inhibitor-Cocktail hinzugefiigt.

- Protease-Inhibitor-Cocktail: 1 %

- PMSF 1 mM
- EDTH pH 0,8 ImM
- Leupeptin 1 pg/ml
- Pepstatin 1 pg/ml
- Aprotinin Ipug/ml

2.1.8 pB-Rezeptor-Blocker
Propranolol

Propranolol ((£)-1-Isopropylamino-3-(1-naphthyloxy)-2-propanol hydrochlorid) ist ein
unselektiver B-Rezeptor-Blocker, welcher an Bi- als auch an f2- Rezeptoren binden kann.
Es wird vor allem zur Behandlung arterieller Hypertonie und anderen Herzkrankheiten
verwendet. Seit mehreren Jahren kommt es als "Off-Label Therapie" infantiler

Hémangiome zum Einsatz (Léauté-Labreze C. et al. 2008).

CHsq

O/Y\NH CHS

l l OH

Abb.2.1: Strukturformel von Propranolol
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Atenolol

Atenolol ((#)-4-[2-Hydroxy-3-[(1-methylethyl)amino]propoxy]benzeneacetamid) ist ein

selektiver B-Rezeptor-Blocker, der spezifisch an den B;-Rezeptor bindet. Es wird ebenfalls
zur Behandlung arterieller Hypertonie eingesetzt. Da am Herzen eine besonders hohe
Dichte an B;-Rezeptoren vorliegt, entfaltet Atenolol eine sehr spezifische und damit
nebenwirkungsarme Wirkung. Im Gegensatz zu Propranolol, erfolgt dabei eine sehr

geringe Wirkung auf die glatte Bronchialmuskulatur. (Penzlin H. et al. 2005).

HoN

Abb.2.2: Strukturformel von Atenolol

ICI 118,551

ICI 118,551 (3-(isopropylamino)-1-[(7-methyl-4-indanyl)oxy]butan-2-ol) ist ein selektiver
B-Rezeptorblocker, der spezifisch an den [,-Rezeptor bindet. Es ist derzeit kein
therapeutisches Einsatzfeld dieser Substanz bekannt, jedoch kam ICI 118,551 in der
Forschung zur Analyse des ,-Rezeptors zum Einsatz. (Bilski A.J. et al., 1983).

OH
H

Y

Abb.2.3: Strukturformel von ICI 118,551
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2.1.9 Substanzen

DCFH-DA

Bei DCFH-DA (2°,7"-Dichlorofluoreszein-Diacetat) handelt es sich um eine zellpermeable,
lipophile Substanz mit deren Hilfe Aussagen zur Quantitit von intrazelluldr produzierten
ROS gemacht werden konnen. Auf dem Wege der Diffusion gelangt das
nichtfluoreszierende DCFH-DA in die Zelle und wird durch eine intrazelluldre Esterase im
Zytoplasma deacetyliert. Als Resultat entsteht eine weitere nichtfluoreszierende,
hydrophile Form, das DCFH. Diese entstandene Substanz ist nicht mehr in der Lage aus
der Zelle zu diffundieren. Kommt es zum Kontakt von ROS und DCFH, fiihrt dies zu einer
Oxidation des DCFH zu dem Fluorochrom DCF (Hipler U-C. et al. 2002). Im néchsten
Schritt kann das entstandene DCF mit Hilfe eines Argon Lasers bei einer Wellenldnge von
488 nm angeregt und die Fluoreszenz bei einer Emissionswellenlinge von 525 nm
gemessen werden. Aus der Fluoreszenzintensitit kann man ableiten, wie hoch der Gehalt

intrazellularer ROS ist.

Cl — Cl
on Esterase

o
DCFH - DA DCFH DCF
nicht fluoreszierend nicht fluoreszierend fluoreszierend

Abb.2.4: Strukturformeln der verschiedenen Ubergangsformen des ROS-Indikators DCF:
DCFH-DA ist membranpermeabel und zeigt keine Fluoreszenz. Bei DCFH handelt es sich
um die reduzierte Form des DCFH-DA, die nicht membranpermeabel ist und ebenfalls
keine Fluoreszenz aufweist. DCF entsteht nach Oxidation des DCFH-DA und zeigt

Fluoreszenz nach Laserbestrahlung. Es ist nicht membranpermeabel.
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DAF-FM Diacetat

Bei DAF-FM Diacetat (4-amino-5-methylamino-2’,7"-difluorofluorescein diacetat) handelt
es sich um eine zellpermeable Substanz mit deren Hilfe Aussagen zur Quantitit von
intrazelluldr produziertem NO gemacht werden konnen. Auf dem Wege der Diffusion
gelangt das DAF-FM Diacetat ins Zytoplasma und wird von intrazelluldren Esterasen
hydrolysiert. Produkt der Hydrolyse ist das leicht fluoreszierende DAF-FM, welches nicht
mehr in der Lage ist die Zelle zu verlassen. Kontakt von NO mit DAF-FM fiihrt zur
Bildung eines Fluorochroms, genauer eines Benzotriazol Derivats. Die Anregung des
Benzotriazol-Derivats mittels Argon Laser bei einer Wellenléinge von 488 nm ruft eine
Fluoreszenz hervor, die bei einer Emissionswellenldnge von 525 nm detektiert werden
kann. Riickschliisse auf die Menge der intrazelluliren NO-Menge lassen sich nun anhand

der Fluoreszenzintensitit zichen.

Zellmembran

l.'_.H._‘.—L_ -0 5.\10 ‘E'\T O-C~-CH {’Jj/:ﬁl _0 o O Q. o~ O, o O
X X
RN I T NN NN
F l ~0 F Esterase F F NO"® F F
L _>=0 - =0 - C=0
™ = ] rOS=Y
Qr E /T 0 L[ :_L 0
e H‘NH. \|/ RF-H_,. '\T-,' “N
CH. Ny’
NHCH,, NHCH, HC” ~n
DAF — FM Diacetat DAF-FM Benzotriazol Derivat

Abb.2.4: Strukturformeln der verschiedenen Ubergangsformen des NO-Indikators: DAF-
FM Diacetat ist membranpermeabel und zeigt keine Fluoreszenz, DAF-FM ist nicht
membranpermeabel und zeigt eine geringe Fluoreszenz. Das Benzotriazol-Derivat ist

ebenfalls nicht membranpermeabel und fluoresziert bei 488nm.

SNAP

SNAP ((£)-S-Nitroso-N-acetylpenicillamin) ist ein Nitrosothiol-Derivat und besitzt die
Fahigkeit unter physiologischen Bedingungen als NO-Donor zu wirken. Es wirkt in vitro
als auch in vivo vasodilatierend und dient als Aktivator fiir Lymphozyten sowie der

16slichen Guanylatzyklase. Im Vergleich zu anderen NO-Donatoren ist eine geringere NO-
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Toleranz beschrieben. SNAP ist ein geeignetes Hilfsmittel um Signalwege mit NO-

Beteiligung identifizieren zu konnen. (Jansen S. et al., 1992, Lander H.M. et al., 1993)

CH, 9
HaC ’ \
OH
O=—N—S
H //NH
HaC \o

Abb.2.5: Strukturformel von SNAP

NMPG

NMPG (N-(2-Mercapto-propionyl)glycin) ist ein Thiolgemisch, welches mit der
Aminosdure Cystein ein Disulfid formt. NMPG ist ein effektiver Radikalfanger, der den
ROS-Gehalt innerhalb der Zelle herabsetzen kann. Es wirkt antiperoxidierend, mukolytisch
sowie zytoprotektiv. Zudem ist bekannt, dass die Substanz als Substrat fiir die Glutathion-

Transferase dient. (De Flora et al., 1991).

O

chj)J\N/\[(OH
H

SH O

Abb.2.6: Strukturformel von NMPG

SYTOX Green

Bei SYTOX Green handelt es sich um einen hochaffinen DNA-bindenden
Fluoreszenzfarbstoff, der nur in Zellen mit geschiddigter Zellmembran eindringt. Daher
lassen sich mit SYTOX Green toxische Effekte von Substanzen auf Zellen nachweisen.

Bindet die Substanz an die DNA der beschidigten/toten Zelle, so kommt es bei der
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Bestrahlung mit einem Argon-Laser bei einer Wellenlinge von 488 nm zu einer

Fluoreszenz, mit der man die Anzahl der toten Zellen quantifizieren kann.

I
1]

=

1

I=
==+

L
L]

2 Gl 2

Abb.2.7: Strukturformel von Sytox Green

2.2 Methoden

2.2.1 Embryonale Stammzellkultur

ES-Zellen der Maus werden auf embryonalen Fibroblasten (Feederzellen) kultiviert. Bei
Feederzellen handelt es sich um Néhrzellen, die als Adhésionsgrundlage fiir die
Stammezellen dienen. Desweiteren sind Feederzellen in der Lage ES-Zellen zu erndhren
sowie ihre spontane Differenzierung zu inhibieren. Letzteres wird mittels Sekretion von Lif
gewihrleistet. Durch zusédtzliche Gabe von Lif wird eine ausreichende Menge im Medium

und damit das Verbleiben der ES-Zellen im undifferenzierten Zustand sichergestellt.

2.2.2 Feeder-Zellen

Zellkulturschalen werden mit je 5 ml EMFI-Medium (37 °C) versehen. Die in -196 °C
kaltem Stickstoff gelagerten Feederzellen werden im Wasserbad aufgetaut und
anschlieBend in EMFI-Medium tiberfiihrt, im weiteren Verlauf fiir 5 min bei 200 g
abzentrifugiert, resuspendiert und auf Zellkulturschalen verteilt. AnschlieBend werden die
Zellkulturschalen bei 37 °C und 6 % CO, inkubiert. Am Folgetag kommt es zu einer 3-
stiindigen Inkubation mit einer Mitomycin C haltigen Lésung (10 mg/20 ml). Mitomycin C
wirkt antineoplastisch und verhindert ein iiberschieBendes Wachstum der Feederzellen.
Diese sog. Inaktivierung der Feederzellen mit Mitomycin C erfolgt im Dunkeln bei einer

Temperatur von 37 °C und 6 % CO,. AnschlieBend werden die Feeder 3 mal mit je 3 ml
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EMFI-Medium gewaschen. Zuletzt erfolgt eine Gabe von 5 ml EMFI-Medium zu den
Zellkulturschalen, die bis zur Verwendung am nichsten Tag im Inkubator aufbewahrt

werden.

2.2.3 Kultivierung der ES-Zellen

Die ES-Zellen werden aus dem Stickstoffbehilter entnommen und bei einer Temperatur
von 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Nach der Uberfiihrung in CCE-Medium werden die
ES-Zellen fiir 5 min bei 200 g abzentrifugiert, in CCE-Medium resuspendiert und
anschlieBend auf Feeder-haltigen Zellkulturschalen verteilt. Es erfolgt die Lagerung im
Inkubator unter folgenden Bedingungen: 37 °C, 6 % CO2 sowie einer relativen

Luftfeuchtigkeit von 95 %.

2.2.4 Passagieren der ES-Zellen

Erreichen die ES-Zellen eine Konfluenz von ca. 60-70%, kann dies zu Stress,
Minderversorgung oder spontaner Differenzierung fiithren. Daher ist es von grofler
Bedeutung die ES-Zellen alle 2-3 Tage auf neue Feeder umzusetzen, man spricht von
"Passagieren". Um die konfluenten ES-Zellen zu 16sen, werden die Zellen mit 2 ml
Trypsin (2%) gewaschen und anschlieBend in 2 ml Trypsin (2%) bei 37 °C inkubiert.
Danach werden die Zellen resuspendiert und vereinzelt. Um die Reaktion von Trypsin zu
stoppen, werden die Zellen mit 5 ml FKS-haltigem CCE-Medium versehen. Nun kann ein
Teil der ES-Zellen auf neue Feeder umgesetzt und der andere Teil in eine mit CCE-
Medium gefiillte Spinnerflasche iiberfithrt werden. Am Folgetag wird die Spinnerflasche
mit weiteren 125 ml CCE-Medium befiillt. Téglich wird ca. 200 ml des Mediums
gewechselt.

Die Kultivierung der ES-Zellen in den Spinnerflaschen erfolgt bei 37 °C, 6 % CO, und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 %. Spinnerflaschen gewihrleisten eine
gleichbleibende Temperatur- und Néhrstoffverteilung und verhindern das Verklumpen der
Zellen. Im Cell-Spin-System, einem magnetischen Riihrantrieb mit 20 Umdrehungen/min
und regelmdfBigem Richtungswechsel von zwei Glaspendeln, wird das Kulturmedium in

standiger Bewegung gehalten.
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Abb.2.8: CELLSPIN System Einheit zur Bildung von 3-dimensionalen Zellaggregaten

(EBs) mit magnetischem Riihrstab zu Vermeidung von Verklumpung.

2.2.5 Differenzierung der ES-Zellen

In der Spinnerflasche zeigen die ES-Zellen in Abwesenheit von Lif eine spontane
Differenzierung in Zellen aller 3 Keimblitter (Ektoderm, Mesoderm, Entoderm).
Desweiteren ist zu beobachten, dass sich die Zellen in kurzer Zeit zu 3-dimensionalen
Aggregaten, sog. EBs zusammenlagern. Dieses Phidnomen wird dadurch erklért, dass
Zellen im Allgemeinen die Bestrebung haben, sich in Zellverbédnden zusammen zu finden.
Nach 3- bzw. 4 tigiger Kultivierung in der Spinnerflasche kdnnen die EBs nun entnommen

und zur Untersuchung von verschiedenen Fragestellungen verwendet werden.

Abb.2.9: EBs zusammengesetzt aus ES-Zellen der Maus: Zu sehen sind dreidimensionale
Zellaggregate nach 3-tdgiger Kultivierung im Spinner-Flaschen-System (Balken entspricht
300 pm).
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2.2.6 Behandlung der EBs mit f-Rezeptor-Blockern

Um den Einfluss von B-Rezeptor Blockern auf die Vaskulogenese zu untersuchen, werden
die in CCE-haltigen Zellkulturschalen befindlichen EBs von Tag 3 bis Tag 9 mit
Substanzen folgender Konzentrationen behandelt: Propranolol (10 uM), Atenolol (10 uM)
sowie ICI 118,551 (1uM). Es erfolgt eine tdgliche Behandlung parallel zum

Mediumwechsel. Ab Tag 10 stehen die EBs fiir experimentelle Untersuchungen bereit.

2.2.7 Immunhistochemie

In der vorliegenden Arbeit erfolgt der immunhistochemische Nachweis von
Endothelzellmarkern sowie phosphorylierten Proteinen (z.B. p-eNOS). Zum Nachweis
dienen dabei Antikorper, bei denen es sich um Immunglobuline (IgGs) handelt. Antikdrper
verfiigen iiber eine hochspezifische Bindungsstelle fiir das nachzuweisende Antigen.
Generell unterscheidet man zwischen monoklonalen und polyklonalen Antikorpern.
Monoklonale Antikorper sind hochst spezifisch, da sie nur ein einziges Epitop auf dem
Antigen erkennen und dort binden. Im Vergleich dazu bestehen polyklonale Antikorper aus
zahlreichen IgGs, welche auch das gleiche Antigen erkennen, jedoch unterschiedliche
Epitope binden. Zudem gibt es 2 Nachweismethoden fiir den immunhistochemischen
Nachweis, den direkten sowie indirekten Nachweis von z. B. Proteinen. Beim direkten
Nachweis bindet ein Antikorper an ein Epitop des zu detektierenden Antigens. Der
Antikorper verfiigt tiber eine Konjugation mit einer Peroxidase bzw. einem Fluorochrom.
Nach erfolgreicher Bindung des Antikorpers ist eine geeignete Substanz in der Lage mit
der Peroxidase zu reagieren. Aus dem resultierenden Signal ist nun eine Quantifizierung
des Antigens moglich. Bei der von uns verwendeten indirekten Nachweisform ist das
Vorhandensein von 2 Antikorpern notwendig. Der primire Antikorper stellt den
spezifischen Teil des Nachweises dar, er bindet an das Antigen. Der sekundére Antikérper
bindet an den primiren. In den meisten Féllen ist ein Fluorochrom an den sekundiren
Antikorper konjugiert. Fluorochrome lassen sich mittels Licht einer spezifischen
Wellenlidnge anregen, dieses Licht wird dabei absorbiert. Elektronen des Fluorochroms
werden angeregt und dabei kurzfristig in ein energiereicheres Orbital angehoben. Die
zugefiihrte Energie wird in Form ldngerwelliger Photonen freigesetzt. Dieses auch als
Emissionslicht bezeichnete Licht kann mittels Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht

werden.
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Tab. 2.1.: Fluorochrome der konjugierten sekundiren Antikorper und ihre

Absorptions — und Emissionsmaxima.

Fluorochrom Absorptionsmaximum (nm) Emissionsmaximum (nm)
Cy5s 650 670
Alexa Fluor® 488 492 520
Immunfirbung:

Fiir den Nachweis des Vaskularisierungsgrades nach Behandlung mit -Rezeptor-Blockern
werden 10 Tage alte EBs einmal mit 1 x PBS gewaschen sowie anschlieBend mit
eiskaltem 100%igem Methanol bei -20 °C fiir mindestens 30 min fixiert. Nach erfolgter
Fixierung werden die Proben 4-5 mal mit PBS-T 0,01 % gewaschen. Zum Blockieren der
unspezifischen Bindungsstellen werden die Proben bei Raumtemperatur mit 10 % FKS in
PBS-T 0,01 % inkubiert. In einem weiteren Schritt kommt es zur Inkubation mit dem
primédren Antikorper fiir 24 h bei 4 °C. Die Proben werden dann erneut 4-5 mal mit PBS-T
0,01 % gewaschen und fiir 1 h bei Raumtemperatur mit dem sekundédren Antikdrper
inkubiert. Zum Abschluss erfolgt erneut eine 4-5 malige Waschung mit PBS-T 0,01 %. Die
EBs konnen nun in 1 x PBS oder PFA 4% bei 4 °C aufbewahrt werden. Nun kann eine

Analyse mittels konfokaler Laser-Raster-Mikroskopie erfolgen.

Tab. 2.2.: Ubersichtsprotokoll der Immunfirbungen

1. Fixierung Fiir min. 30 min mit eiskaltem 100%igem Methanol
2. Waschen 4-5 mal mit PBS-T 0,01%
3. Blocken Fir 1 hin 10% FKS in PBS-T 0,01%

4. Primédrer Antikorper Ratte-anti-Maus-CD31; 24 h bei 4 °C
Kaninchen-anti-Maus p-eNOS (Ser1177); 24 h bei 4 °C

5. Waschen 4-5 mal mit PBS-T 0,01%
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6. Sek. Antikorper Cy5-Esel-anti-Ratte; 1 h bei RT
Alexa Fluor® 488-Esel-anti-Ratte; 1 h bei RT
Cy5-Ziege-anti-Kaninchen; 1 h bei RT

7. Waschen 4-5 mal mit PBS-T 0,01%

8.Aufbewahrung In 1 x PBS oder PFA 4%

2.2.8 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie

Die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie bietet im Vergleich zur herkdmmlichen
Fluoreszenzmikroskopie eine erheblich hohere optische Auflosung sowie einen besseren
Kontrast. Diese Art der Mikroskopie wird genutzt um Schnitte von dreidimensionalen
Strukturen, in unserem Falle von EBs, zu erhalten. Dabei macht man sich die durch
Bestrahlung von Fluorochromen entstandene Fluoreszenz zu nutze. Diese kann detektiert
und anschlieBend mittels eines Computerprogrammes quantifiziert werden. Die
Bestrahlung der Probe durch einen Laser liegt im Bereich von Millisekunden und ist mit
Hilfe einer Lochblende sehr prizise auf einen Punkt fokussiert, sodass die auf diesem
Punkt befindlichen Strukturen ungemein scharf dargestellt werden konnen. Punkte
auBerhalb des Fokus werden dagegen nur schwach beleuchtet. Das aus der Probe emittierte
Licht wird iiber das Objektiv in umgekehrter Richtung mit Hilfe eines dichroischen
Spiegels auf eine Lochblende abgebildet und schlieBlich an einen Detektor weitergeleitet.
Der Einsatz von dichroischen Spiegeln fiihrt zur Trennung von Anregungs- und
Emissionslicht, sodass eine bestimmte Wellenldnge des Laserlichts nahezu vollstindig auf
die Probe und das langwellige Emissionslicht auf das Okular treffen kann. Wie angedeutet,
handelt es sich um eine punktformige Bestrahlung. Um die zweidimensionale Ebene
vollstindig abbilden zu konnen, erfolgt die Abtastung der Probe mit einem Raster in x-y-
Richtung. Das System verfiigt zudem {iiber ein Raster in z-Richtung, sodass die Erfassung
dreidimensionaler Strukturen ermoglicht wird. Die erhobenen Daten konnen digital tiber
eine Software zu einem zwei- bzw. dreidimensionalem Bild zusammengefiigt werden. In
unserem Falle kommt das konfokale Laser-Raster-Mikroskop Leica TCS SP2 zum Einsatz.
Mit dessen Hilfe sind wir in der Lage folgende Fragestellungen bearbeiten zu konnen:

Antikorperfarbung zur dreidimensionalen Darstellung von GefaBstrukturen in EBs (CD31),
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Detektion von Proteinen wie p-eNOS und VEGF-R2 sowie Live-Messung der Metaboliten
NO und ROS.

Lichtquelle

—V— Lochblende ———— lochblende
‘\\ \
Detektor | Detektorl i - \

| I \\\
%, Strahlteiler ™\, Strahlteiler
Lochblende Lochblende |

Lichtquelle

N

Fokusebene \_( Fokusebene - /
[\—\ PR’ —==—1.% [—_— Y

Abb.2.10: Prinzip der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie. Von der Lichtquelle aus
gelangt Licht durch den dichroischen Spiegel (hier: Strahlteiler) um auf die Fokusebene zu
treffen. Auf dem Riickweg kann das Licht nicht erneut durch den dichroischen Spiegel
gelangen, sondern wird von dort aus durch eine Lochblende zum Detektor geleitet. Dies
ermoglicht eine hohe Auflosung und damit punktscharfe Abbildung von Objektdetails auf
der Fokusebene. (Quelle: Bild entnommen aus Herstellerseite FRT GMBH 2009).

2.2.9 Quantifizierung der Vaskularisierung in EBs

Fir die Quantifizierung der Vaskularisierung, wurden die EBs zunidchst einer CD 31
Immunfirbung unterzogen und anschlieend im konfonkalen Mikroskop die vaskuldren
Strukturen sichtbar gemacht. Dazu wurden 8 Bilder mit einer Schichtdicke von 100pm
(Bild zu Bild Abstand von 20um) in z-Richtung gemacht. Anschlieend erfolgte die
Uberlagerung der Bilder zu einer 3-dimensionalen Projektion der vaskuliren Strukturen.
Nach Auszéhlung der mikrokapilliren Verzweigungspunkte in einem EB, erfolgte die
Berechnung von Verzweigungpunkten pro mm’. In einer Probe wurden ca. 30 EBs
ausgezahlt, dabei wurden die Werte der Kontrolle als 100% angesehen und mit den Werten

der anderen Proben in Relation gesetzt.
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2.2.10 Toxizitatspriifung mittels SYTOX Green

In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurden die Substanzen Propranolol und
Atenolol auf ihre Toxizitdt untersucht. Dabei konnte eine Toxizitdt bis zu einer
Konzentration von 10 pM nicht nachgewiesen werden. Um die Toxizititspriifung der B-
Rezeptor-Blocker zu vervollstidndigen, wird in der vorliegenden Arbeit die Substanz ICI
118,551 auf ihre Toxizitdt Uberpriift. Dabei werden EBs von Tag 3 bis Tag 9 mit ICI
118,551 in Zellkulturschalen mit CCE-Medium in den Konzentrationen 500 nM, 1 uM, 5
uM sowie 10 uM inkubiert. An Tag 10 werden die EBs mit 1 nM SYTOX Green in 1x
PBS fiir 10 min bei 37 °C, 6 % CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 %
inkubiert. Eine Positiv-Kontrolle wird mit -20 °C kaltem Methanol fixiert und nach dem
vorherigen Muster weiterbehandelt. Nach Abschluss der Inkubation werden alle Proben
mit 1x PBS gewaschen. Zuletzt werden alle Proben im konfokalen Laser-Raster-

Mikroskop bei einer Wellenlédnge von 488 nm analysiert.

2.2.11 Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies

4 Tage alte EBs werden fiir 24 h mit CCE-Medium und ICI 118,551 der Konzentration 1
uM bzw. eine Probe mit NMPG sowie eine weitere mit I[CI+NMPG inkubiert. An Tag 5
erfolgt eine 30 miniitige Inkubation mit dem Indikator DCFH-DA. Es wird im Dunkeln
gearbeitet, da der Indikator lichtreaktiv ist. Nach 30 miniitiger Inkubation mit DCFH-DA
werden die EBs mit SF-Medium gewaschen und es erfolgt die Messung der maximalen
Fluoreszenzintesitit mittels konfokalem Lasermikroskop. Mit dem Argon Laser wird bei
einer Wellenldnge von 488 nm die oxidierte DCF Form angeregt und die Emission bei
einer Wellenldnge von 500-535 nm aufgezeichnet. Die Messung einer Probe wird auf 10

min begrenzt, da libermiBige Laserexposition eine artifizielle ROS Bildung hervorrutft.

2.2.12 Nachweis reaktiver Stickstoffmonoxide

4 Tage alte EBs werden fiir 24 h mit CCE-Medium und ICI 118,551 der Konzentration 1
uM inkubiert. An Tag 5 erfolgt eine 45 miniitige Inkubation mit dem Indikator DAF-FM
Diacetat bei 37 °C. Bei 2 Proben erfolgt eine SNAP-Gabe 24 bzw. 1 h vor der Inkubation
mit DAF-FM. Nach 45 miniitiger Inkubation der Proben mit DAF-FM werden die EBs mit
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SF-Medium gewaschen und fiir weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. Dies soll eine
vollstindige Deesterifizierung des Farbstoffes bewirken. Mit dem Argon Laser wird bei
einer Wellenldnge von 488 nm das entstandene Benzotriazol angeregt und die Emission bei

einer Wellenldnge von 500-535 nm aufgezeichnet.

2.2.13 Nachweis von GFP-VEGF-R2 in ES-Zellen

In diesen ES-Zellen ist der VEGF-R2 an ein GFP Reporterprotein gekoppelt
(freundlicherweise zur Verfligung gestellt von der Arbeitsgruppe PD. Dr. Voswinckel).
GFP kann mittels Argon Laser der Wellenlinge 488 nm angeregt und die Emission bei
einer Wellenldnge von 500-535 nm aufgezeichnet werden. Da GFP am VEGF-R2
gekoppelt ist, dient es als Hilfsmittel um die Expression des VEGF-R2 nach Behandlung
mit B-Rezeptor-Blockern zu bestimmen. Dabei erfolgt von Tag 2 bis Tag 9 eine tagliche
Behandlung mit folgenden Substanzen: Propranolol (10 uM), Atenolol (10 pM) sowie ICI
118,551 (1 uM). An Tag 2, 4, 6, 8 und 10 erfolgt die Analyse der Proben mittels

konfokalem Lasermikroskop.

2.2.14 Western Blot

Beim Western Blot handelt es sich um eine Nachweismethode fiir Proteine. Beim sog.
Blotting erfolgt zunichst die Trennung einer Proteinprobe mittels Gelelektrophorese.
Dabei werden die im Proteingemisch enthaltenen Proteine in verschiedene Banden nach
threr Grofe aufgetrennt. Im nichsten Schritt werden die Proteine mittels Anlegen einer
Spannung vom Gel auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Zur Uberpriifung des
erfolgreichen Proteintransfers werden die Proteine kurzfristig durch eine reversible
Ponceau Féarbung zur Darstellung gebracht. Nach dem Abwaschen der Ponceau Féarbung
kann eine spezifische Proteindetektion iiber die indirekte Antikdrperfarbung durchgefiihrt
werden. Nach Inkubation mit dem primdren Antikoérper kommt ein sekundérer Antikdrper
zum Einsatz. Der sekundére Antikorper ist mit einem Enzym gekoppelt, welches mit einer

geeigneten Substanz in der Lage ist eine Chemolumineszenz zu erzeugen.
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2.2.15 Proteinextraktion

Nach Behandlung mit B-Rezeptor-Blockern werden jeweils ca. 20-30 EBs aus den
Zellkulturschalen entnommen und auf Reaktionsgefifle verteilt. Nun erfolgt eine
Waschung mit 4 °C kaltem 1x PBS. Im weiteren Verlauf wird 200 pul RIPA-Puffer, der
Protease-Inhibitoren enthédlt, zu den Proben gegeben, resuspendiert und mittels Pistil
homogenisiert. AnschlieBend werden die Zellen fiir ca. 30 min auf Eis gelagert. Im
Anschluss wird das Homogenat in einer auf 4 °C heruntergekiihlten Zentrifuge fiir 30 min
bei 12000 g zentrifugiert. AbschlieBend wird der Uberstand in neue Reaktionsgefile
pipettiert und bei -80 °C aufbewahrt. Die anschlieBende Proteinbestimmung erfolgt mittels
der Lowry-Methode (Lowry et al., 1951).

2.2.16 Gelelektrophorese und Blotten

Um die Proteine aufzutrennen, werden die Proben (enthalten jeweils 50 pg Protein) mit
einem Reduktionsmittel der Firma Invitrogen aufbereitet, anschlieBend fiir 10 min bei 70
°C denaturiert und schlieBlich iiber ein NUPAGE® 4-12 % Gel in einer
Gelelektrophoresekammer nach Angaben des Herstellers aufgetrennt. Danach erfolgt der
Transfer des Gels mittels XCell II™ Blot Module CE der Firma Invitrogen innerhalb von
ca. 90 min. Zur Uberpriifung des erfolgreichen Proteintransfers wird die Nitrozellulose-
Membran mit einer Ponceau Losung angefarbt und anschlieBend mit entsalztem Wasser

entfarbt und der Waschvorgang mit TBS-T 0,1 % weitergefiihrt.

2.2.17 Spezifischer Proteinnachweis

Nach der Waschung mit TBS-T 0,1 %, wird die Membran fiir 1 h bei Raumtemperatur in 5
% Magermilchpulver in TBS-T 0,1 % inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu
blocken. Im Anschluss erfolgt eine erneute mehrmalige Waschung mit TBS-T 0,1 % sowie
die Inkubation mit dem priméren Antikorper fiir 24 h bei 4 °C. Am nichsten Tag wird die
Membran mit TBS-T 0,1 % wiederholt mehrmals gewaschen und mit dem entsprechenden
sekunddren Antikorper, an den eine Meerrettichperoxidase (MPO) gekoppelt ist, fiir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Detektion erfolgt mit Hilfe eines selbst hergestellten ECL
Systems, bestehend aus RIPA-Puffer, Wasserstoffperoxid, Cumarsiure sowie Luminol.

Hierdurch kann die Aktivitit der Peroxidase durch eine chemische Reaktion in ein
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Lichtsignal umsetzt werden. Die resultierende Lumineszenz wird mit Hilfe des

ChemiDocXRS der Firma Biorad detektiert.

Tab. 2.3.: Ubersichtsprotokoll der Inmunfirbungen mittels Western-Blot-Verfahren.

1. Blocken

Fiir 1 h in 5 % Magermilchpulver in TBS-T 0,1 %

2. Waschen

Mehrmalige Waschung mit TBS-T 0,1 %

3. Primérer Antikorper

Siehe Kapitel 3.4.1.

4. Waschen

Mehrmalige Waschung mit TBS-T 0,1 %

5. Sekundirer Antikorper

Siehe Kapitel 3.4.2.

6. Waschen

Mehrmalige Waschung mit TBS-T 0,1 %

2.2.18 Statistik

Alle Versuche wurden mindestens dreimal durchgefiihrt, » steht dabei flir die Anzahl der

durchgefiihrten Versuche. Die Darstellung der Resultate erfolgt als Mittelwert in % =+

Standardabweichung in %. Die statistische Signifikanz wurde liber das Statistikprogramm

ANOVA ermittelt. Dabei wurde * p < 0,05 als signifikant, ** p < 0,01 als sehr signifikant

und *** p < 0,001 als hochsignifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Konzentrationsabhingiger Effekt von ICI 118,551 auf die Vaskularisierung in
EBs

ES-Zellen lagern sich ab Tag 1 zu EBs zusammen. Die Versorgung dieses
Gewebeverbandes wird bis zu Tag 4 tiber Diffusion sichergestellt. Durch starke mitotische
Zellteilung haben die EBs ab Tag 4 eine Gréfle von ca. 100 bis 300 um erreicht, bei der
eine Versorgung mittels Diffusion nicht mehr ausreicht. Aus diesem Grunde werden
Faktoren sezerniert, die die Entstehung eines endothelialen GefaB3systems begiinstigen und

somit die Vaskulogenese vorantreiben.

Abb.3.1 Vaskularisierung eines 10 Tage alten EBs. Die Strukturen wurden durch
Immunfiarbung mittels des Endothelmakers CD 31 zur Darstellung gebracht (Balken 50

um).

Es ist bekannt, dass es bei zunehmender Differenzierung der ES-Zellen zur vermehrten
Ausbildung von vaskuldren Strukturen kommt. Dabei wird der Hohepunkt zwischen Tag 8
und Tag 10 erreicht (Lange S. 2008; Sauer H.et al. 2000). Da es sich bei ES-Zellen und
dem infantilen Himangiom um embryonales Gewebe handelt, wurde von der Hypothese
ausgegangen, dass Signalkaskaden innerhalb der Vaskulogenese dhnlich ablaufen. Daher
wurde untersucht ob die klinisch erzielten Ergebnisse auch in vitro reproduzierbar sind.

Dazu wurden EBs von Tag 3 bis Tag 9 mit ICI 118,551 inkubiert. Es wurde eine
Konzentrationsreihe (500 nM, 1 uM, 5 uM, 10 uM) durchgefiihrt. An Tag 10 wurde der
Vaskularisierungsgrad der EBs mittels CD31 Férbung sichtbar gemacht. In der Analyse
erfolgte die Auszdhlung der Verzweigungspunkte innerhalb einer Flidche. Weiterhin
wurden die Verzweigungspunkte pro mm? berechnet und in Bezug zur Kontrolle in Prozent

angegeben.
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Abb.3.2: Konzentrationsabhédngiger Effekt von ICI 118,551 auf die Vaskularisierung in 10
Tage alten EBs. Die Proben wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit ICI 118,551 (500 nM, 1 uM,
5 uM, 10 pM) in CCE-Medium inkubiert. Nach der CD 31 Immunférbung an Tag 10
wurde die Vaskularisierung anhand der Anzahl der Verzweigungspunkte in den EBs
bestimmt (=3, *** p < 0,001). Reprisentative Fluoreszenzbilder der Farbung mit CD31
(Der Balken entspricht 300 um).

Wie man anhand der Abb. 3.2. erkennen kann, reduzierte ICI 118,551 den
Vaskularisierungsgrad in EBs Dosis-abhédngig. Bei den Konzentrationen 1 uM (60 +/-
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16%), 5 uM (40 +/- 23 %) sowie 10 uM (28 +/- 23 %) war ein hochsignifikanter Effekt im
Vergleich zur Kontrolle (100%) erkennbar. Daher wurde in nachfolgenden Experimenten
die Konzentration 1 uM verwendet.

In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde bereits festgestellt, dass Propranolol
bzw. Atenolol ebenfalls in der Lage sind den Vaskularisierungsgrad von EBs
herabzusetzen. Hierbei erwies sich eine Konzentration von 10uM am effektivstens. In
weiteren Experimenten wurden daher fiir die drei B-Rezeptoren-Blocker folgende
Konzentrationen gewihlt: Propranolol (10 pM), Atenolol (10 uM) sowie ICI 118,551 (1
uM).

3.2 Untersuchung der Toxizitit nach ICI 118,551 Behandlung

Bisher war nicht bekannt, ob B-Rezeptor-Blocker eine Toxizitdt auf endotheliale Zellen
ausiiben. Daher sollte in diesem Versuchsteil festgestellt werden, ob und inwiefern ICI
118,551 toxisch auf EBs wirkt. Dies wurde mittels SYTOX-Green DNA-Farbstoff

realisiert.

Pos. Kontrolle Kontrolle
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Abb.3.1: Nachweis moglicher toxischer Effekte von ICI 118,551 auf die Zellen der EBs.
Die EBs wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit ICI 118,551 inkubiert. Die positiv Kontrolle
wurde in Methanol inkubiert, d.h. die Zellen wurden wissentlich abgetitet. Die rel.
Fluoreszenz der toten Zellen wurde mittels SYTOX-Green-Fiarbung dargestellt. Es handelt
es sich um reprisentative Uberlagerungsbilder eines Transmissionsbildes (schwarz) und

eines Fluoreszenzbildes (griin) (n=3, Balken entspricht 300um).

Anhand der représentativen Fluoreszenzbilder sowie nach Analyse durch die Software liel3
sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle festmachen, sodass ein
toxischer Effekt von ICI 118,551 bei den verwendeten Konzentrationen ausgeschlossen
werden kann.

In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde bereits festgestellt, dass Propranolol
bzw. Atenolol bis zu einer Konzentration von 10 uM keinen toxischen Effekt auf EBs

aufweisen.

3.3 Expression von CD 31 und VE Cadherin nach Behandlung mit p-Blockern

Zur Bestdtigung der Ergebnisse des Versuches 3.1, sollte in diesem Versuchsteil die
Expression des bereits immunhistochemisch detektierten Endothelzellmakers CD 31 sowie
von VE-Cadherin nach Behandlung mit B-Rezeptor-Blockern mittels Western-Blot-

Verfahren untersucht werden. Dazu wurden EBs von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10
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uM), Atenolol (10 uM) und ICI 118,551 (1uM) inkubiert. An Tag 10 erfolgte die Analyse
mittels Western-Blot-Verfahren.
KONTR. PROP ATE ICI

CD31 = -

VE-Cadherin — -

B-ACtn (e Gl G
CD 31:

140
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Rel. €D31 - Expression (%)

Kontrolle PROP ATE IC1

Abb.3.2: Der Einfluss von -Rezeptor-Blockern auf die Expression von CD 31. Die Proben
wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 uM), Atenolol (10 uM) sowie ICI
118,551 (1 uM) in CCE-Medium inkubiert. An Tag 10 wurde die Expression von CD 31
bestimmt. Darstellung repréasentativer Western Blots (n=3). Als housekeeping Protein

wurde B-Actin verwendet.

Anhand der Abb. 3.4. ist zu erkennen, dass alle drei B-Rezeptor-Blocker das
Expressionsniveau des Proteins CD 31 signifikant reduzierten. Dabei lag das
Expressionsniveau nach der Behandlung mit Propranolol (10 uM) bei 50 +/- 16 %, mit
Atenolol (10 puM) bei 63 +/- 23 % und mit ICI 118,551 (1 puM) 61 +/- 22 %. Alle

Ergebnisse waren mit p < 0,05 im signifikanten Bereich.
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Abb.3.3: Der Einfluss von B-Rezeptor-Blockern auf die Expression von VE-Cadherin.

Die Proben wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 uM), Atenolol (10 uM) sowie
ICI 118,551 (1 uM) in CCE-Medium inkubiert. An Tag 10 wurde die Expression von VE-
Cadherin bestimmt. Darstellung reprédsentativer Western Blots (n=3). Als housekeeping

Protein wurde -Actin verwendet.

Anhand der Abb. 3.5. ist zu erkennen, dass alle drei B-Rezeptor-Blocker das
Expressionsniveau des Proteins VE-Cadherin  herabsetzten. Dabei lag das
Expressionsniveau nach der Behandlung mit Propranolol (10 uM) bei 70 +/- 9 % und ist
mit p < 0,01 sehr signifikant. Das Expressionsniveau nach Behandlung mit Atenolol (10
uM) lag bei 59 +/- 15 % und mit ICI 118,551 (1 uM) bei 67 +/- 14 %. Die Ergebnisse von
Atenolol und ICI 118,551 lagen mit p < 0,05 im signifikanten Bereich.

3.3 Bedeutung von ICI 118,551 auf die endogene Generierung von ROS

ROS spielen in Prozessen der Vaskulogenese eine wichtige Rolle, indem sie bspw. als
sekundédrer Botenstoff fungieren (Chua et al., 1998). In diesem Versuchsteil sollte
untersucht werden, inwieweit die ROS Generierung von ICI 118,551 beeinflusst wird.
Dazu wurden EBs an Tag 4 fiir 24 h mit ICI 118,551 (1 uM) sowie eine Probe mit dem
Radikalfinger NMPG in CCE-Medium inkubiert wund anschlieBend mittels
Fluoreszenzfarbstoff DCFH-DA die endogene ROS Generierung detektiert.



50

Kontrolle NMPG ICl NMPG+ICI

140

120

Rel DCF-Fluoreszenz (%)

D - 1 1

Kontrolle NMPG IC1 NMPGHCI

Abb.3.4: Nachweis der ROS-Generierung nach einer 24 h ICI 118,551 Behandlung der
EBs. 4 Tage alte EBs wurden 24 h mit ICI 118,551 der Konzentration 1 pM sowie eine
Probe mit NMPG bzw. NMPG+ICI 118,551 in CCE-Medium inkubiert. Die ROS-Bildung
wurde mittels DCF-Fluoreszenz bestimmt (n = 3; * p > 0,05). Bei den Bildern handelt es

sich um représentative Bilder der DCF-Fluoreszenz (Der Balken entspricht 300 um).

Anhand der repridsentativen Fluoreszenzbilder sowie nach Analyse durch die Software liel3
sich nach ICI 118,551 Behandlung (107 +/- 8 %) kein signifikanter Unterschied im
Vergleich zur Kontrolle (100%) festmachen. Der Radikalfinger NMPG (71 +/- 13 %)
setzte die ROS Generierung signifikant herab. In der Kombination NMPG+ICI 118,551
(84 +/- 9 %), kam es ebenfalls zu einer geringeren ROS Bildung, das Ergebnis zeigte
jedoch keine Signifikanz.

In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde bereits festgestellt, dass Propranolol
bzw. Atenolol bei einer Konzentration von 10 uM keinen Effekt auf die ROS Generierung

aufweist.
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3.4 Expression der NOX 4 nach Behandlung mit g-Blockern

Die NOX 4, eine Isoform der NADPH-Oxidase ist ein wichtigster Produzent von ROS
(Ushio-Fukai, 2007). Daher wurde zur Bestdtigung der Ergebnisse des Versuches 3.3 in
diesem Versuchsteil die Expression der NOX 4 nach Behandlung mit B-Rezeptor-Blockern
mittels Western-Blot-Verfahren untersucht. Dazu wurden EBs von Tag 3 bis Tag 9 mit
Propranolol (10 uM), Atenolol (10 uM) und ICI 118,551 (1 uM) inkubiert. An Tag 10

erfolgte eine Analyse mittels Western-Blot-Verfahren.

140

Rel. NOX4-Expression (%)

Kontrolle PROP ATE IC1

Abb.3.5: Der Einfluss von B-Rezeptor-Blockern auf die Expression von NOX 4. Die
Proben wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 pM), Atenolol (10 pM) sowie ICI
118,551 (1 uM) in CCE-Medium inkubiert. An Tag 10 wurde die Expression von NOX 4

bestimmt (n=3). Als housekeeping Protein wurde -Actin verwendet.

Wie man aus der Abb. 3.7. entnehmen kann, lieB sich kein signifikanter Unterschied im
Vergleich zur Kontrolle festmachen, sodass ein Effekt von B-Rezeptor-Blockern auf die

Expression von NOX 4 ausgeschlossen werden kann.

3.5 Bedeutung von ICI 118,551 auf die endogene Generierung von NO

Es ist bekannt, dass NO ein Stimulator der Vaskulogense ist (Frérart F. et al. 2009). In
diesem Versuchsteil sollte untersucht werden, inwieweit die NO Generierung von ICI

118,551 beeinflusst wird. Dazu wurden EBs an Tag 4 fiir 24 h mit ICI 118,551 (1 uM)



52

sowie eine Probe mit dem NO-Donor SNAP in CCE-Medium inkubiert und anschlieend
mittels Fluoreszenzfarbstoff DAF-FM die endogene NO Generierung detektiert.

Kontrolle ICI SNAP 1h SNAP 24h

160

140

Rel. DAF-Fluoreszenz (%)

|

Kontrolle IC1 SNAP1h SNAP 24h

Abb.3.6: Nachweis der NO-Generierung nach einer 24 h ICI 118,551 Behandlung der EBs.
4 Tage alte EBs wurden 24 h mit ICI 118,551 der Konzentration 1 uM sowie zwei Proben
mit SNAP inkubiert. Dabei hatte die erste SNAP-Probe eine Inkubationszeit von 1 h, die
Zweite dagegen 24h. Die NO-Bildung wurde mittels DAF-Fluoreszenz bestimmt (n = 3; **
p > 0,01). Bei den Bildern handelt es sich um repriasentative Bilder der DAF-Fluoreszenz

(Der Balken entspricht 300 um).

Wie man anhand der Abb. 3.8. erkennen kann, wurde die NO-Generierung in den EBs im
Vergleich zur Kontrolle (100 %) bei ICI 118,551 (1 uM) auf (74 +/- 13 %) signifikant
verringert. Durch eine SNAP-Zugabe 1 h vor Detektion konnte man eine signifikante NO-
Erhohung detektieren (128 +/- 13 %). Eine SNAP-Zugabe 24 h vor Detektion erbrachte
kein signifikantes Ergebnis (106 +/- 13 %).



3.6 Effekt des NO-Donors SNAP auf die Vaskularisierung nach p-Blocker
Behandlung

Im vorherigen Experiment konnte gezeigt werden, dass der P-Rezeptor-Blocker ICI
118,551 in der Lage ist, die endogene Generierung von NO zu inhibieren. Jedoch ist immer
noch unklar, ob dies eine direkte Auswirkungen auf die Vaskulogenese hat. Aus diesem

Grunde wurde versucht inwieweit die in Versuch 3.1 durch B-Rezeptor-Blocker gezeigte

anti-angiogene Wirkung durch externe Zugabe des NO-Donors SNAP wieder riickgédngig
zu machen ist.
Kontrolle PROP

ATE ICI

SNAP PROP+5NAP ATE +5NAP ICI+SMNAP
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Abb.3.7: Authebung des antiangiogenen Effekts von B-Blockern durch den NO-Donor
SNAP. Die Proben wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit den B-Blockern Propranolol (10 uM),
Atenolol (10uM) und ICI 118,551 (1 pM), mit SNAP (100uM) sowie B-Blocker + SNAP
in CCE-Medium inkubiert. Nach der CD 31 Immunfirbung an Tag 10 wurde die
Vaskularisierung anhand der Anzahl der Verzweigungspunkte in den EBs bestimmt (n=3, *
p < 0,05; ** p < 0,01). Reprasentative Fluoreszenzbilder der Farbung mit CD31 (Der
Balken entspricht 300 um).

Wie man anhand der Abb. 3.9. erkennen kann, wurde der Vaskularisierungsgrad in den
EBs bei allen B-Blockern reduziert. Dabei erfolgte durch Propranolol eine Reduktion des
Vaskularisierungsgrades auf (59 +/- 19%), bei Atenolol auf (59 +/- 20 %) sowie bei ICI
118,551 auf (64 +/- 15 %). Hierbei war ein hochsignifikanter Effekt bei Propranolol (10
uM) bzw. signifikanter Effekt bei Atenolol (10 pM) und ICI 118,551 (1 uM) im Vergleich
zur Kontrolle (100%) erkennbar. Der Vaskularisierungsgrad konnte mit dem NO-Donor
SNAP (100 uM) signifikant auf (128 % +/- 10 %) erhoht werden. Weiterhin war zu
beobachten, dass SNAP in der Lage ist, den anti-angiogenen Effekt von B-Blockern
rickgingig zu machen. Die Kombination B-Blocker + SNAP zeigte einen &hnlichen

Vaskularisierungsgrad wie die Kontrolle.
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3.7 p-eNOS Expression nach Behandlung mit g-Blockern

Die NO Synthese in Endothelzellen, erfolgt durch die endotheliale NO-Synthase. Im
unphosphorylierten Zustand ist das Enzym inaktiv, im phosphorylierten Zustand dagegen
katalysiert es die Bildung des Metaboliten NO aus der Aminosdure Arginin (Fulton et al.,
2002). In diesem Versuchsteil sollte untersucht werden, inwieweit B-Rezeptor-Blocker in
der Lage sind den Phosphorylierungszustand der eNOS zu beeinflussen. Dazu wurden EBs
an Tag 4 fiir verschiedene Zeitrdume mit den drei -Rezeptor-Blockern Propranolol (10
uM), Atenolol (10 uM) sowie ICI 118,551 (I uM) inkubiert und anschlieBend die
Expression von p-eNOS sowohl mittels Western-Blot-Verfahren als auch

immunhistochemisch detektiert.

3.7.1 Propranolol

a) e-NOS-Phosphorylierung im immunhistochemischen Nachweis
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Abb.3.8 a: Der zeitabhingigige Einfluss von Propranolol (10 pM) auf die eNOS
Phosphorylierung. Dazu wurden EBs an Tag 4 mit Propranolol (10 uM) fiir Smin, 15min,
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30min, 45min, lh, 2h, 4h, 24h inkubiert und anschlieBend nach Immunfiarbung mittels
konfokaler = Mikroskopie  analysiert. = Reprédsentative  Fluoreszenzbilder  der

Immunmarkierung mit p-eNOS (n=3; ** p <0,01) (Der Balken entspricht 300 um).
b) e-NOS-Phosphorylierung im Western-Blot-Verfahren
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Abb.3.10 b: Der zeitabhdngigige Einfluss von Propranolol (10 pM) auf die eNOS
Phosphorylierung. Dazu wurden EBs an Tag 4 mit Propranolol (10 uM) fiir Smin, 15min,
30min, 45min, lh, 2h, 4h, 24h inkubiert und anschlieBend nach Immunfiarbung mittels
Western-Blot-Verfahren analysiert. Reprédsentative Banden der Farbung mit p-eNOS (
n=5 *p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001). Als housekeeping Protein wurde B-Actin

verwendet.

Mittels immunhistochemischem Nachweis konnte eine signifikante Verringerung der e-
NOS-Phosphorylierung ab 4 h nach Inhibition mit Propranolol nachgewiesen werden (4 h:
70 +/- 11 %, 24 h: 54 +/- 16 %). Die Analyse iliber das Western-Blot-Verfahren zeigt einen
dhnlichen Verlauf. Hierbei konnte ein signifikanter Abfall der eNOS-Phosphorylierung
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bereits ab 1 h detektiert werden ( 1 h: 72 +/- 20 %, 2 h: 58 +/- 30 %, 4 h: 64 +/- 13 %, 24 h:
45 +/- 21 %).

3.7.2 Atenolol

a) e-NOS-Phosphorylierung im immunhistochemischen Nachweis

Kontrolle 5min 15min 30min  45min 1h 2h 4h 24h
160
140

w L 1 ¥\

Rel. p-eNOS-Fluoreszenz (%)
8
-

20

Kontrolle 5min 15min  30min 45min ih 2h 4h 24h

Abb.3.11 a: Der =zeitabhéngigige Einfluss von Atenolol 10 uM auf die eNOS
Phosphorylierung. Dazu wurden EBs an Tag 4 mit Atenolol (10 uM) fiir Smin, 15min,
30min, 45min, lh, 2h, 4h, 24h inkubiert und anschlieBend nach Immunfarbung mittels
konfokaler Mikroskopie analysiert. Repréisentative Fluoreszenzbilder der Farbung mit p-

eNOS (n=3; ** p < 0,01, *** p <0,001) (Der Balken entspricht 300 um).
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b) e-NOS-Phosphorylierung im Western-Blot-Verfahren
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Abb.3.11b: Der zeitabhidngigige Einfluss von Atenolol (10 puM) auf die eNOS
Phosphorylierung. Dazu wurden EBs an Tag 4 mit Atenolol (10 uM) fiir Smin, 15min,
30min, 45min, lh, 2h, 4h, 24h inkubiert und anschlieBend nach Immunmarkierung mittels
Western-Blot-Verfahren analysiert. Reprasentative Banden der Markierung mit p-eNOS

(n=3, **p<0,01). Als housekeeping Protein wurde -Actin verwendet.

Mittels immunhistochemischem Nachweis konnte eine signifikante Verringerung der e-
NOS-Phosphorylierung ab 2 h nachgewiesen werden. Die Werte nach 4 bzw. 24 h wiesen
eine hohe Signifikanz auf ( 4 h: 66 +/- 17 %, 24 h: 48 +/- 16 %). Die Analyse iiber das
Western-Blot-Verfahren zeigte einen dhnlichen Verlauf. Hierbei konnte ein signifikanter
Abfall der eNOS-Phosphorylierung ab 4 h detektiert werden ( 4 h: 74 +/- 5 %, 24 h: 39 +/-
9 %).
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3.7.3 ICI118,551

a) e-NOS Phosphorylierung im immunhistochemischen Nachweis
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Abb. 3.12 a: Der zeitabhédngigige Einfluss von ICI 118,551 (1 puM) auf die eNOS-
Phosphorylierung. Dazu wurden EBs an Tag 4 mit ICI 118,551 (1 uM) fiir Smin, 15min,
30min, 45min, lh, 2h, 4h, 24h inkubiert und anschlieBend nach Immunfiarbung mittels

konfokaler Mikroskopie analysiert. Reprisentative Fluoreszenzbilder der Farbung mit p-

eNOS (n=3, ** p <0,01) (Balken entspricht 300 um).

b) e-NOS Phosphorylierung im Western-Blot-Verfahren
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Abb. 3.12b: Der zeitabhédngigige Einfluss von ICI 118,551 (1 puM) auf die eNOS-
Phosphorylierung. Dazu wurden EBs an Tag 4 mit ICI 118,551 (1 uM) fiir Smin, 15min,
30min, 45min, 1h, 2h, 4h, 24h inkubiert und anschliefend nach Immunmarkierung mittels
Western-Blot-Verfahren analysiert. Reprisentative Banden der Markierung mit p-eNOS
(n=4, **p<0,01, *** p <0,001). Als housekeeping Protein wurde f-Actin verwendet.

Mittels immunhistochemischem Nachweis konnte eine signifikante Verringerung der
eNOS-Phosphorylierung ab 2 h nachgewiesen werden ( 2 h: 80 +/- 13 %, 4 h: 72 +/- 17 %,
24 h: 46 +/- 16 %). Die Analyse liber das Western-Blot-Verfahren zeigte einen dhnlichen
Verlauf. Hierbei konnte ebenfalls ein signifikanter Abfall der eNOS Phosphorylierung ab 2
h detektiert werden ( 2 h: 75 +/- 12 %, 4 h: 66 +/- 16 %, 24 h: 43 +/- 10 %).

3.8 Bedeutung von -Blockern auf die Expression von VEGF und seinen Rezeptoren

Der Wachstumsfaktor VEGF¢s spielt eine Schiisselrolle bei der Regulation der
Vaskulogenese. Physiologisch bindet VEGF¢s vor allem an den VEGF-R1 und zu einem
kleineren Teil an den VEGF-R2 (Claesson-Welsh L., 2008). Daher stellte sich die Frage
inwieweit die Expression des VEGF 45 bzw. seiner Rezeptoren durch -Blocker beeinflusst
wird. Dazu wurden EBs von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 uM), Atenolol (10 pM)
und ICI 118,551 (1 uM) inkubiert und an Tag 10 die erwéhnten Faktoren mittels Western-
Blot-Verfahren analysiert.



61

Kontrolle PROP  ATE ICI
VEGF165 wee= we O  __

VEGE-R2 e S e —

p-VEGF-R2 = - —

VEGF-R1 * —_— - .

B-Actin _ co— — — —

VEGF 165:

120

100 -

Rel. VEGF 165 - Expression (%)

Kontrolle PROP ATE ICI

Abb. 3.13: Der Einfluss von -Rezeptor-Blockern auf die Expression von VEGF¢s. Die
Proben wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 uM), Atenolol (10 uM) sowie ICI
118,551 (1 uM) in CCE-Medium inkubiert. An Tag 10 wurde die Expression von
VEGF¢s mittels Western-Blot-Verfahren bestimmt. Darstellung reprasentativer Western

Blots (n=3). (** p <0,01). Als housekeeping Protein wurde B-Actin verwendet.

Anhand der Abb. 3.13 ist zu erkennen, dass alle drei P-Rezeptor-Blocker das
Expressionsniveau des Proteins VEGF 45 herabsetzten. Dabei lag das Expressionsniveau
nach der Behandlung mit Propranolol (10 puM) bei 63 +/- 8 %, mit Atenolol (10 uM) bei 68
+/- 8 % und mit ICI 118,551 (1 uM) bei 68 +/- 4 %. Alle Ergebnisse lagen mit p < 0,001

im signifikanten Bereich.
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Abb. 3.14: Der Einfluss von B-Rezeptor-Blockern auf die Expression von VEGF-R2. Die
Proben wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 uM), Atenolol (10 uM) sowie ICI
118,551 (1 uM) in CCE-Medium inkubiert. An Tag 10 wurde die Expression von VEGF-
R2 mittels Western-Blot-Verfahren bestimmt. Darstellung reprasentativer Western Blots

(n=4) (** p<0,01). Als housekeeping Protein wurde B-Actin verwendet.

Anhand der Abb. 3.14. ist zu erkennen, dass alle drei PB-Rezeptor-Blocker das
Expressionsniveau des VEGF-R2 herabsetzten. Dabei lag das Expressionsniveau nach der
Behandlung mit Propranolol (10 uM) bei 75 +/- 8 %, mit Atenolol (10 uM) bei 63 +/- 14
% und mit ICI 118,551 (1 uM) bei 50 +/- 13 %. Alle Ergebnisse lagen mit p < 0,01 im

signifikanten Bereich.
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Abb. 3.15: Der Einfluss von B-Rezeptor-Blockern auf die Phosphorylierung von VEGF-
R2. Die Proben wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 uM), Atenolol (10 uM)
sowie ICI 118,551 (I pM) in CCE-Medium inkubiert. An Tag 10 wurde die
Phosphorylierung von VEGF-R, mittels Western-Blot-Verfahren bestimmt. Darstellung
reprasentativer Western Blots (n=4) (* p < 0,05, ** p < 0,01). Als housekeeping Protein

wurde B-Actin verwendet.

Anhand der Abb. 3.15. ist zu erkennen, dass alle drei B-Rezeptor-Blocker den Grad der
Phosphorylierung des VEGF-R2 herabsetzten. Dabei lag das Expressionsniveau nach der
Behandlung mit Propranolol (10 pM) bei 75 +/- 8 %, mit Atenolol (10 uM) bei 63 +/- 14
% und mit ICI 118,551 (1 uM) bei 50 +/- 13 %. Alle Ergebnisse lagen mit mindestens p <

0,05 im signifikanten Bereich.
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Abb. 3.16: Der Einfluss von B-Rezeptor-Blockern auf die Expression von VEGF-R1. Die
Proben wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 uM), Atenolol (10 uM) sowie ICI
118,551 (1 uM) in CCE-Medium inkubiert. An Tag 10 wurde die Expression von VEGF-

R1 mittels Western-Blot-Verfahren bestimmt. Darstellung reprasentativer Western Blots

(n=4).

Wie man aus der Abb. 3.16. entnehmen kann, lieB sich kein signifikanter Unterschied im
Vergleich zur Kontrolle (100 %) festmachen, sodass ein Effekt von B-Rezeptor-Blockern

auf das Expressionsniveau von VEGF-R1 ausgeschlossen werden kann.

3.9 Analyse VEGF-R2 positiver Zellen nach Behandlung mit p-Blockern

In diesem Versuchsteil sollte mit Hilfe einer GFP-VEGF-R2 Reporterzelllinie die
Differenzierung VEGF-R2-positiver kardiovaskuldrer Prognitorzellen anhand GFP-
positiver Zellen mittels Laser-Rastermikroskopie analysiert werden. Dazu wurden EBs von
Tag 2 bis Tag 9 mit Propranolol (10 uM), Atenolol (10 pM) und ICI 118,551 (1 uM)
inkubiert. An Tag 4, 6, 8 sowie 10 wurden die Zellen mittels konfokaler Mikroskopie auf
ihre Fluoreszenzintensitit untersucht. Da die Expression von VEGF-R2 an GFP gekoppelt
ist, konnten iiber die Fluoreszenzintensitit Riickschliisse auf das Vorhandensein sowie die

Quantitit des VEGF-R2 gezogen werden.
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Abb. 3.17: Zeitabhiangiger Einfluss von B-Rezeptor-Blockern auf die VEGF-R2 Expression
in differenzierten Stammzellen. Die Proben wurden von Tag 2 bis Tag 9 mit Propranolol
(10 uM), Atenolol (10 uM) sowie ICI 118,551 (1 uM) in CCE-Medium inkubiert. An Tag

4, 6, 8 und 10 wurde die Fluoreszenzintesitit mittels konfokaler Mikroskopie bestimmt. Es
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handelt sich um représentative Fluoreszenzbilder (n=4, *** p < 0,001) (Balken entspricht

300pm).

Anhand der Abb. 3.17 ist zu erkennen, dass die Fluoreszenzintesitdt der Kontrolle einer
staindigen Zunahme unterlag, an Tag 4 betrug sie 100 +/- 12 % und stieg bis zu Tag 10 auf
247 +/- 11 %. Die Fluoreszenzintesitdt der mit -Rezeptor-Blockern behandelten Proben
stieg ebenfalls von Tag 4 bis Tag 10 kontinuierlich an, lag jedoch an jedem
Untersuchungstag  hochsignifikant unter der Fluoreszenzintesitit der Kontrolle
[Propranolol: Tag 4 (83 +/- 8 %), Tag 10 (188 +/- 7 %); Atenolol: Tag 4 (77 +/- 9 %), Tag
10 (187 +/- 6 %); IC1 118,551 Tag 4 (75 +/- 9 %), Tag 10 (189 +/- 7 %)].

3.10 Bedeutung von B-Blockern auf die Expression von NRP1, Plexin B1 und HiF-1a

Die Expression von VEGF und seinen Rezeptoren kann durch zahlreiche FEinfliisse
modifiziert werden. Bspw. wirken NRP 1 und Plexin B1 als sog. Co-Rezeptoren, d.h. sie
sind in der Lage die Wirkung des VEGF-R2 zu verstirken und begiinstigen damit
vaskuldre Prozesse (Beck et al., 2011; Hua Zhou et al., 2012). Das Protein HiF-1a wird bei
hypoxischen Zustinden sezerniert und vermag die VEGF-Expression zu erhdhen
(Mohamed et al., 2004). Daher sollte in dem folgenden Versuchsteil der Einfluss von f3-
Blockern auf die Expression der angesprochenen Proteine untersucht werden. Dazu
wurden EBs von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 uM), Atenolol (10 uM) und ICI
118,551 (1 uM) inkubiert und an Tag 10 die erwdhnten Faktoren mittels Western-Blot-

Verfahren analysiert.
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Abb. 3.18: Der Einfluss von B-Rezeptor-Blockern auf die Expression von NRP 1. Die
Proben wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 uM), Atenolol (10 uM) sowie ICI
118,551 (1 uM) in CCE-Medium inkubiert. An Tag 10 wurde die Expression von NRP 1
mittels Western-Blot-Verfahren bestimmt. Darstellung repriasentativer Western Blots

(n=3). Als housekeeping Protein wurde f-Actin verwendet.

Anhand der Abb. 3.18. ist zu erkennen, dass alle drei B-Rezeptor-Blocker das
Expressionsniveau des Proteins NRP 1 herabsetzten. Dabei lag das Expressionsniveau
nach der Behandlung mit Propranolol (10 uM) bei 64 +/- 10 %, mit Atenolol (10 pM) bei
77 +/- 10 % und mit ICI 118,551 (1 uM) bei 80 +/- 5 %. Alle Ergebnisse lagen mit

mindestens p < 0,05 im signifikanten Bereich.
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Abb. 3.19: Der Einfluss von B-Rezeptor-Blockern auf die Expression von Plexin Bl. Die
Proben wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 pM), Atenolol (10 pM) sowie ICI
118,551 (1 uM) in CCE-Medium inkubiert. An Tag 10 wurde die Expression von Plexin
B1 mittels Western-Blot-Verfahren bestimmt. Darstellung reprisentativer Western Blots

(n=3). Als housekeeping Protein wurde f-Actin verwendet.

Anhand der Abb. 3.19. ist zu erkennen, dass alle drei PB-Rezeptor-Blocker das
Expressionsniveau des Proteins Plexin B1 herabsetzen. Dabei lag das Expressionsniveau
nach der Behandlung mit Propranolol (10 uM) bei 65 +/- 6 %, mit Atenolol (10 uM) bei 58
+/- 9 % und mit ICI 118,551 (1 uM) bei 60 +/- 11 %. Alle Ergebnisse lagen mit

mindestens p < 0,01 im signifikanten Bereich.
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Abb. 3.20: Der Einfluss von B-Rezeptor-Blockern auf die Expression von HiF-la. Die
Proben wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 uM), Atenolol (10 uM) sowie ICI
118,551 (1 uM) in CCE-Medium inkubiert. An Tag 10 wurde die Expression von HiF-1a
mittels Western-Blot-Verfahren bestimmt. Darstellung reprisentativer Western Blots

(n=3). Als housekeeping Protein wurde f-Actin verwendet.

Anhand der Abb. 3.20. ist zu erkennen, dass alle drei PB-Rezeptor-Blocker das
Expressionsniveau des Proteins HiF-la herabsetzten. Dabei lag das Expressionsniveau
nach der Behandlung mit Propranolol 10 uM bei 83 +/- 10 %, mit Atenolol 10 pM bei 59
+/- 3 % und mit ICI 118,551 1 uM bei 75 +/- 5 %. Alle Ergebnisse lagen mit mindestens p

< 0,05 im signifikanten Bereich.

3.11 Bedeutung von B-Blockern auf die Expression von FGF 2 und PDGF-BB

In diesem Versuchsteil sollte die Expression der Wachstumsfaktoren FGF 2 und PDGF-BB
nach Behandlung mit B-Rezeptor-Blockern untersucht werden. FGF 2 fordert bspw. die
Proliferation und Migration von Endothelzellen (Ornitz et al., 2001). PDGF-BB dient ua.
als Wachstumsfaktor fiir mesenchymale murale Zellen, welche den Verband von
Endothelzellen stabilisieren (Lindahl et al. 1997). Bei beiden Proteinen handelt es sich um

essentielle Faktoren, ohne die eine ordnungsgeméfle Vaskulogenese nicht stattfinden kann.



70

Kontrolle PROP ATE ICI

FGF2 wagy ow~ w— @

PDGF-BE Wiy - W= -

Vinculin e s s— o—

FGF 2:

120

100 -

Rel. FGF 2 - Expresslon (%)

Kontrolle PROP ATE IC1

Abb. 3.21: Der Einfluss von B-Rezeptor-Blockern auf die Expression von FGF 2. Die
Proben wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 uM), Atenolol (10 uM) sowie ICI
118,551 (1 uM) in CCE-Medium inkubiert. An Tag 10 wurde die Expression von FGF 2
mittels Western-Blot-Verfahren bestimmt. Darstellung reprisentativer Western Blots

(n=3). Als housekeeping Protein wurde Vinculin verwendet.

Anhand der Abb. 3.21. ist zu erkennen, dass alle drei B-Rezeptor-Blocker das
Expressionsniveau des Proteins FGF 2 herabsetzten. Dabei lag das Expressionsniveau nach
der Behandlung mit Propranolol (10 uM) bei 71 +/- 15 %, mit Atenolol (10 pM) bei 69 +/-
6 % und mit ICI 118,551 (1 uM) bei 73 +/- 16 %. Alle Ergebnisse lagen mit p < 0,05 bzw.

p <0,01 im signifikanten Bereich.
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Abb. 3.22.: Der Einfluss von B-Rezeptor-Blockern auf die Expression von PDGF-BB. Die
Proben wurden von Tag 3 bis Tag 9 mit Propranolol (10 uM), Atenolol (10 uM) sowie ICI
118,551 (1 uM) in CCE-Medium inkubiert. An Tag 10 wurde die Expression von PDGF-
BB mittels Western-Blot-Verfahren bestimmt. Darstellung représentativer Western Blots

(n=4). Als housekeeping Protein wurde Vinculin verwendet.

Wie man aus der Abb. 3.22. entnehmen kann, lieB sich kein signifikanter Unterschied im
Vergleich zur Kontrolle festmachen, sodass ein Effekt von B-Rezeptor-Blockern auf die

Expression von PDGF-BB ausgeschlossen werden kann.
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4. Diskussion

Vaskulo- und Angiogeneseprozesse sind fiir das Wachstum wihrend der
Embryonalentwicklung von grof3er Bedeutung. Da embryonale Gewebe rasch wachsen und
sich differenzieren, ist ein gutes vaskuldres System zur Versorgung mit Sauerstoff,
Wachstumsfaktoren und Nahrstoffen etc. vonnéten. Die Vaskulogenese unterliegt dabei
einer komplexen Regulierung verschiedener Signalkaskaden und der Expression pro-
angiogener Wachstumsfaktoren. Eine Authebung dieser Regulation kann u.a. eine
pathologische Endothel-Proliferation zur Folge haben und z.B. zu einem tumordsen
infantilen Hdmangioms fiihren. Dies ist auch Ansatzpunkt fiir die vorliegende Arbeit. Die
franzosische Arbeitsgruppe um Léauté-Labréze C. et al. machte im Jahre 2008 die
Beobachtung, dass sich unter der Therapie mit dem [-Rezeptor-Blocker Propranolol
infantile Himangiome zuriickbilden (Léauté-Labreze C. et al., 2008). Bei infantilen
Héamangiomen handelt es sich um Tumore endothelialen Ursprungs, die bei Neugeborenen
und Kleinkindern zu &sthetischen Problemen im Gesicht und falls Augenlid oder
Mundbereich betroffen zu funktionellen Einschrinkungen fiihren konnen. Neuere
retrospektive Studien bestdtigen den Erfolg von Propranolol bei der Behandlung von
infantilen H&mangiomen. FEine Studie an 109 chinesischen Kleinkindern mit
Héamangiomen verdeutlicht die guten Behandlungsergebnisse von Propranolol; Bei 17,4%
der Patienten kam es nach Behandlung mit dem B-Blocker zu einer vollstindigen
Remission, bei 81,7% zu einer deutlichen Verbesserung des Leidens, und lediglich ein
einziger Patient zeigte keine klinische Verbesserung des Krankheitsbildes (Wang et. al.,
2012). Propranolol kommt ebenfalls in einigen deutschen hochspezialisierten
Kinderkliniken wie etwa Heidelberg zum Einsatz (Schupp et. al., 2011). Das Medikament
ist jedoch noch nicht offiziell als Therapeutikum gegen das infantile Hdmangiom
zugelassen, da die genauen Wirkmechanismen noch nicht ausreichend geklirt sind.
Forscher aus aller Welt haben erkannt, dass [B-Blocker nicht nur bei infantilen
Hamangiomen sondern auch bei anderen soliden Tumoren therapeutisch nutzbar sind und
bspw. die Ausbreitung von Metastasen verhindern (Li et al., 2012).

Diese Arbeit wurde durch die oben aufgefiihrten Entdeckungen inspiriert und soll einen
Beitrag zur Aufkldrung des Wirkmechanismus von Propranolol, aber auch von anderen (-

Blockern wie Atenolol und ICI 118,551 leisten.



73

In der vorliegenden Arbeit kommen ES-Zellen der Maus zum Einsatz, welche
makroskopisch sichtbare dreidimensionale Zellaggregate (EBs) bilden. In den EBs bildet
sich ein vaskuldres System, welches zur Versorgung der Zellen dient. Da es sich beim
infantilen Himangiom um einen embryonalen Tumor handelt, eignet sich dieses Modell
besonders zur Identifikation der Wirkweise von B-Blockern bei Hdmangiomen und an

Vaskulo- und Angiogeneseprozessen im Allgemeinen.

4.1 Untersuchung der Vaskulogenese nach p-Blocker-Applikation

Die in den Experimenten verwendete ES-Zelllinie CCE, hat sich schon in zahlreichen
Untersuchungen beziiglich vaskuldrer Prozesse als ausgesprochen geeignet erwiesen
(Vittet D. et al. 1996, Lange S. et al. 2009). Wie bereits erwéhnt, bilden die EBs im
Rahmen ihrer Entwicklung vaskuldre Strukturen aus, die mittels CD31-Immunfirbung
dargestellt werden konnen. Anhand der Expression endothelialer Marker sowie
Verzweigungen der vaskuldren Strukturen lassen sich Riickschliisse auf die Vaskulogenese
ziehen.

Zu Beginn wurde mit verschiedenen Konzentrationen des p-Blockers ICI 118,551
gearbeitet um festzustellen ob die Substanz Auswirkungen auf die Vaskulogenese hat.
Zudem sollte die Dbestmogliche Dosis-Wirkungsbeziehung als auch die
Arbeitskonzentration fiir die weiteren Experimente gefunden werden.

Dieser Versuch konnte aufzeigen, dass ICI 118,551 konzentrationsabhingig einen
signifikanten Einfluss auf die Vaskulogenese von EBs hat. Mit steigender Konzentration
des B-Blockers ist eine stetige Abnahme des Vaskularisierungsgrades zu beobachten. Die
Konzentration ICI 118,551 von 1uM konnte gemil3 Dosis-Wirkungskurve als geeignete
Arbeitskonzentration ausgewihlt werden. In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe
wurde dasselbe Experiment bereits mit Propranolol und Atenolol durchgefiihrt. Beide -
Blocker zeigten einen signifikanten antiangiogenen Effekt in den Arbeitskonzentrationen
von jeweils 10uM. Als weitere Beobachtung ging hervor, dass Atenolol einen etwas
geringeren Einfluss auf den Vaskularisierungsgrad als Propranolol aufweist (Findeisen,
2010). Nachdem die Ergebnisse fiir ICI 118,551 vorliegen, ist festzuhalten, dass ICI
118,551 der potenteste unter den von uns getesteten -Blockern ist. ICI 118,551 vermag

den Vaskularisierungsgrad von EBs auf das Niveau von Propranolol und Atenolol
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herabzusetzen, jedoch in einer 10fach erniedrigten Dosis im Vergleich zu den anderen -
Blockern.

Durch diese Ergebnisse wurde die Frage aufgeworfen, wie es zu diesem Unterschied
zwischen den einzelnen B-Blockern kommen kann. Die Antwort diirfte bei der Wahl der
unterschiedlichen Bindungspartnern der Substanzen zu suchen sein. Atenolol ist ein
selektiver PB;-Blocker, ICI 118,551 ein selektiver B,-Blocker und Propranolol ein
unselektiver B;,- Blocker, der an beiden Rezeptoren binden kann. Da die Expression von
B2-Rezeptoren in EBs hoher als die von B;-Rezeptoren ist (Findeisen, 2010), kann davon
ausgegangen werden, dass [-Inhibitoren eine stirker inhibierende Wirkung auf die
Vaskulogenese embryonaler Stammzellen ausiiben.

Um auszuschlieBen, dass die beobachteten antiangiogenen Effekte der B-Blocker nicht auf
eine toxische Wirkungen dieser Substanzen auf EBs zuriickzufiihren sind, wurde eine
Uberpriifung mittels dem DNA-Farbstoff Sytox Green durchgefiihrt. Die Sytox Green
Féarbung zeigte bei allen getesteten Konzentration und Substanzen keinen Nachweis von

toxischen Effekten auf die Zellen.

4.2  Einfluss von ROS und NO auf die Vaskulogenese

ROS sind in der Lage als sekundire Botenstoffe zu fungieren und dienen somit der
Regulation von zelluldren Prozessen wie Proliferation, Migration und Zelldifferenzierung
(Thannickal und Fanburg 2000). Die Bedeutung von ROS in Vaskulogeneseprozessen
wurde in zahlreichen Publikationen aufgezeigt. VEGF kann durch Stimulation bzw.
Einflussnahme auf die NADPH-Oxidase-Expression die ROS-Generierung und die damit
verbundene Migration sowie Proliferation von Endothelzellen steigern (Ushio-Fukai et al.
2002, Harfouche et al. 2005). Umgekehrt lédsst sich durch eine hohere ROS-Konzentration
die Expression von VEGF in Endothelzellen hochregulieren (Chua et al. 1998). In der
vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, inwieweit der anti-angiogene Effekt von f-
Blockern auf eine Verdnderung im ROS-Gleichgewicht zuriickzufiihren ist. In unseren
Versuchen konnte weder ein inhibierender noch aktivierender signifikanter Effekt auf die
ROS-Generierung in EBs zu Beginn der Vaskulogenese (Tag 4) (Wartenberg et al., 1998)
nachgewiesen werden. Die ROS-Produktion in Endothelzellen erfolgt iiberwiegend durch
die NADPH-Oxidase (NOX). Dabei finden sich in Endothelzellen die Isoformen NOX 1,
NOX 2 und NOX 4, wobei NOX 4 am stirksten exprimiert wird (Li et al., 2004). Eine
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Behandlung der EBs mit B-Blockern zeigte ebenfalls keine signifikante Verédnderung des
Expressionsniveaus der NOX 4. Zusammenfassend ist also davon auszugehen, dass ROS
bei der Verringerung des Vaskularisierungsgrades unter -Blocker-Behandlung keine Rolle

spielen.

In einem weiteren Versuch wurde die NO-Generierung nach Behandlung mit den B-
Blockern ICI 118,551, Propranolol und Atenolol iiberpriift. Dabei war ein signifikanter
inhibierender Effekt aller B-Blocker beziiglich der NO-Generierung in EBs zu erkennen.
NO ist ein wichtiger sekundéirer Botenstoff in kardiovaskuldren Prozessen und vermag die
Vaskulogenese zu stimulieren (Frérart F. et al. 2009; Ergenekon E. et al. 2010). Friihere
Publikationen verdeutlichen die pro-angiogene Wirkung von NO bei HUVEC
(Papapetropoulus et al., 1997) sowie bei embryonalen Stammzellen der Maus (Milosevic et
al., 2010). Dies war fiir uns Ansatzpunkt die Rolle von NO auf den Vaskularisierungsgrad
von EBs zu bestitigen und herauszufinden, inwieweit eine Authebung des pro-angiogenen
Effekts von NO durch B-Blocker moglich ist. Dies wurde mit dem NO-Donor SNAP
realisiert. Nach Inkubation mit SNAP zeigten die EBs erwartungsgemif eine deutlich
verstirkte Vaskularisierung im Vergleich zur Kontrolle. Wurden die EBs hingegen mit der
Kombination SNAP + [-Blocker behandelt, so fiihrte dies zu keiner signifikanten
Verdanderung der Vaskularisierung. Die Ergebnisse der Vaskularisierung von ES-Zellen
verdeutlichen, dass B-Blocker maf3geblich am NO-Signalweg beteiligt sind.

NO in Endothelzellen wird von der eNOS produziert. Damit die eNOS NO produzieren
kann, muss eine Phosphorylierung zur Aktivierung des Enzyms erfolgen (p-eNOS)
(Dudzinski und Michel 2007). In einem Folgeversuch sollte die Wirkung der -Blocker auf
den Phosphorylierungsgrad von eNOS ermittelt werden. Dazu wurden EBs in einer
Zeitrelhe von 5 min bis 24 h mit B-Blockern behandelt und anschlieend
immunhistochemisch bzw. im Western-Blot-Verfahren untersucht. Die Untersuchung
zeigte jeweils eine signifikante Reduzierung des Phosphorylierungsgrades der eNOS ab
einer Inkubationszeit von ca. 2 h. Nun stand fest, dass der reduzierte NO-Gehalt in EBs auf
eine verminderte Phosphorylierung der eNOS zuriickgeht. Eine Phosphorylierung der
eNOS wird u.a. durch den Wachstumsfaktor VEGF initiiert (Gentile et al., 2012).
Weiterhin kann eine Phosphorylierung der eNOS durch Kinasen wie PKB und PI3K
erfolgen (Qiujun Yu et al., 2010).
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4.3 Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die Vaskulogenese

4.3.1 Einfluss von VEGF

Der Wachstumsfaktor VEGF und seine Rezeptoren (VEGF-R1 und VEGF-R2) sowie
VEGF-induzierte Signalwege nehmen eine Schliisselrolle bei der Vaskulogenese ein.
VEGF st ein potenter pro-angiogener Faktor, der z.B. das Zusammenwachsen, die
Proliferation sowie Migration Endothelzellen fordert. Tumorinduzierte Angiogenese wird
nicht selten durch angiogene Wachstumsfaktoren wie z.B. der FGF- oder VEGF-Familie
initiiert (Wartenberg M. et al. 2001). Da VEGF die eNOS-Phosphorylierung stimulieren
kann (Gentile et al., 2013), sollte in diesem Versuchsteil festgestellt werden, inwieweit die
Expression von VEGF und seiner Rezeptoren durch B-Blocker beeinflusst wird. Im
Vorfeld soll erwdhnt werden, dass alle verwendeten B-Blocker dhnliche Einfliisse zeigten
und daher nicht einzeln besprochen werden.

In den Versuchen zeigte sich nach B-Blocker Applikation ein signifikant vermindertes
Expressionsniveau des VEGF¢5. VEGF 45 kann entweder an den VEGF-R1 (bei dem nach
B-Blocker-Behandlung kein signifikanter Unterschied in der Proteinexpression vorlag)
oder an den VEGF-R2 binden. Das Expressionsniveau des VEGF-R2, und seiner im
phosphorylierten Zustand aktiven Form (p-VEGF-R2) zeigte eine signifikante Abnahme
nach Exposition gegeniiber B-Blockern. Mittels GFP-VEGF-R2-Reporterzelllinie konnte
ebenfalls aufgezeigt werden, dass unter B-Blocker-Behandlung das Expressionsniveau des
VEGF-R2 vom Beginn der Vaskulogenese an Tag 4 bis Tag 10 immer signifikant unter
dem Expressionsniveau der Kontrolle lag.

Im Unterschied zum VEGF-R1, kann beim VEGF-R2 eine Autophosphorylierung nach
Bindung des Wachstumsfaktor VEGF 45 erreicht werden. Eine Stimulation des VEGF-R2
durch VEGF 45 kann zur Aktivierung des MAP-Kinase-Weges und der ERK 1/2 Kaskade
fiihren (Takahashi et al., 2001, 2005). Weiterhin besteht die Moglichkeit einer
VEGF 65/ VEGF-R2-vermittelten Erhohung der NO-Generierung: Die PKB kann die PI3K
aktivieren, die wiederum in der Lage ist die eNOS zu phosphorylieren (Dayanir et al.,
2001). Eine weitere Arbeit hat gezeigt, dass extrazellulire RNS in der Lage ist, die
Permeabilitét in Gefdllen zu erhdhen und somit pro-angiogen zu wirken. Dazu bindet RNS
an einen VEGF/NRP1 Komplex und fiihrt dabei zu einer verstirkten VEGF-R2
Autophosphorylierung (Fischer et al., 2009).
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Die vorliegenden FErgebnisse deuten darauf hin, dass p-Blocker mit hoher
Wabhrscheinlichkeit Einfluss auf die oben genannten Signalwege haben.

Im regelrecht funktionierenden endothelialen System besteht eine hohere Bindungsaffinitét
von VEGF zum VEGF-R1, sodass eine verminderte Stimulation des VEGF-R2 stattfindet
um eine iiberschieBende Proliferation zu vermeiden. Im Tumorgewebe ist dieses
Bindungsverhiltnis jedoch zu Gunsten des VEGF-R2 verschoben. Die physiologische
Regulation ist aufgehoben, es kommt zu einem patho-physiologisch unkontrollierbarem
Wachstum (Claesson-Welsh L. 2008). Der beschriebene Sachverhalt kann ohne Weiteres
auf das Himangiom iibertragen werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sprechen
dafiir, dass der verminderte VEGF-Gehalt in EBs nach B-Blocker-Gabe eine geringere
Autophosphorylierung bzw. Aktivierung des VEGF-R2 nach sich zieht, dessen Expression
ohnehin B-Blocker-abhingig vermindert zu sein scheint.

Die VEGF-Expression kann auch durch duflere Einfliisse wie Hypoxie reguliert werden.
Befinden sich Zellen im hypoxischen Zustand, so wird der Transkriptionsfaktor Hif-1a
produziert, der die Expression von VEGF hochregulieren kann (Mohamed et al., 2004). Da
Hamangiome schnell wachsen, tritt nach kurzer Zeit Sauerstoffmangel auf. Es folgt eine
vermehrte Hif-1a-Produktion, die eine hohere VEGF-Expression nach sich zieht. -
Blocker scheinen in der Lage zu sein, den dargestellten Teufelskreis zu durchbrechen.
Unsere Ergebnisse zeigen eine signifikante Verminderung der Hif-1a-Expression nach
Behandlung mit B-Blockern.

Neben den angesprochenen VEGF-Rezeptoren existieren auch sog. Co-Rezeptoren; sie
konnen die Wirkung von VEGF entweder verstirken oder mindern. Zu diesen Co-
Rezeptoren zdhlt man bspw. Axon Guidance Proteine. Die Bindung von VEGF-A¢s an
NRP1 fiihrt zu einer verstarkten Interaktion von VEGF-A 45 mit dem VEGF-R, und somit
zu einer starker angiogenen Wirkung (Beck et al., 2011). Semaphorin 4D ist ebenfalls in
der Lage iiber eine Interaktion mit seinem Rezeptor Plexin B1 die Wirkung von VEGF-
Aj¢s auf die Vaskulogenese und Tumorprogression zu verstiarken (Hua Zhou et al., 2012).
B-Blocker zeigten eine inhibierende Wirkung auf die Expression der Axon Guidance
Proteine NRP1 und Plexin B1 in EBs. Somit kann davon ausgegangen werden, dass eine

Wirkungsverstirkung dieser Axon Guidance Proteine durch -Blocker geddmpft wird.



78

4.3.2 Einfluss von FGF

Ahnlich wie bei VEGF, handelt es sich bei FGF um einen potenten Aktivator der
Vaskulogenese. Besonders FGF 2 und seine Interaktion mit dem Rezeptor FGF-R1 spielen
eine herausragende Rolle bei Vaskulogeneseprozessen. Die Bindungséffinitit von FGF 2
wird von Heparin und Heparansulfaten um ein vielfaches erhoht; es bildet sich ein
Komplex von zwei FGF 2 Molekiilen sowie zwei Heparansulfaten (Plotnikov, A.N. et al.,
1999). Uber eine Autophosphorylierung kann der Komplex Bindungstellen freigeben und
so mit anderen Molekiilen wie Crk und PLC y in Kontakt treten (Klint, P. and Claesson-
Welsh, L., 1999; Mohammadi, M. et al., 1991). Zudem sind zahlreiche intrazelluldre
Signalwege bekannt, die durch FGF-R1 aktiviert werden konnen. Zu ihnen gehort der Ras-
Signalweg, die Src Tyrosinkinasen sowie der PI3K- und PLC-Signalweg. Nach
Stimulation des FGF-R1 wird der MAP-Kinaseweg bspw. durch Signalmolekiile wie Crk
(Larsson, H. et al., 1999) und Shc (Klint, P. et al., 1999) aktiviert, es kommt zur

Proliferation.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass -Blocker einen signifikant inhibierenden
Einfluss auf die Expression von FGF 2 haben. Im vorherigen Experiment wurde zeigt, dass
B-Blocker unter Umstinden den VEGF-abhingigen PI3-Kinaseweg beeinflussen und so
iber eine verminderte eNOS Aktivierung bzw. NO-Produktion anti-angiogen wirken. Da
bekannt ist, dass FGF 2 ebenfalls Einfluss auf den PI3-Kinaseweg nimmt und so die
Migration von vaskuldren Zellen steuert (Cross, M.J. et al., 2000), kann bei diesem

Signalweg von einem synergistischen Effekt von FGF mit VEGF ausgegangen werden.

4.3.3 Einfluss von PDGF

Der Wachstumsfaktor PDGF-BB fiihrt {iber die Stimulation seines Rezeptors PDGF-RJ
zur Proliferation und Migration von Endothelzellen. Vor allem durch die Rekrutierung von
Perizyten, die die Stabilitit von GefiaBen fordern kommt es zu einer stark pro-angiogenen
Wirkung. PDGF-BB fiihrt zu einer ROS-vermittelten Steigerung der Vaskulogenese
(Lange 2009) und nimmt iiber zahlreiche Signalkaskaden wie den PI3-Kinaseweg
(Coughlin et al., 1989), die MAP Kinasen p38 (Matsumoto et al. 1999) und ERK1/2
(Chang et al. 2006) Einfluss auf die Vaskulogenese.
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Eine Behandlung der EBs mit B-Blockern zeigte keine signifikante Verdnderung der
PDGF-BB Proteinexpression. Dies konnte dadurch erkldart werden, dass PDGF im
Gegensatz zu VEGF und FGF weniger stark auf die Proliferation von vaskuldren
Strukturen einwirkt. Die Hauptaufgabe des PDGF-BB ist in der Stabilisierung von
GefaBstrukturen zu sehen. So konnte durch B-Blocker und der daraus resultierenden
VEGF/FGF Verminderung eine iiberschieBenden Endothelzell-Proliferation eingeddmmt

werden, jedoch ohne Destabilisierung der GefaBstrukturen.

4.4  Ausblick auf die Forschung mit g-Blockern

Die vorliegende Arbeit hat die Rolle der sekundidre Botenstoffe ROS und NO in Bezug auf
die inhibierende Wirkung von B-Blockern auf Vaskulogeneseprozesse untersucht. In
zukiinftigen Untersuchungen sollte der Einfluss von weiteren sekundédren Botenstoffen wie
z.B. Kalzium erfolgen. Durch die PLC wird aus PIP,, IP; und DAG gebildet. Die Bindung
von IP; an seinen Rezeptor am endoplasmatischen Retikulum fiihrt zu einer schnellen
Kalzium-Ausschiittung, die eine Kontraktion von glatten Muskelzellen herbeifiihrt. Das
DAG kann zur Aktivierung der PKC fiihren, welche iiber Phosphorylierung von weiteren
Proteinen FEinfluss auf die Vaskulogenese nehmen kann. Generell ist zu sagen, dass

Kalzium zahlreiche Proteinkinasen aktivieren bzw. inhibieren kann.

Dem PI3-Kinaseweg kommt bei der Proliferation von vaskuldren Zellen sowie Bildung
von Blutgefiflen eine grofe Bedeutung zu. Andere Rezeptor-Tyrosinkinasen scheinen
ebenfalls in Signalwegen der Vaskulogenese involviert zu sein. So sollte in zukiinftigen
Experimenten die Rolle von MAP-Kinasen bei der anti-angiogenen Wirkung von [-

Blockern untersucht werden.

B-Blocker scheinen iiber Einflussnahme auf die Expression pro-angiogener
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren ihre Wirkung zu entfalten. Neben der hier
untersuchten Wachstumsfaktoren VEGF, FGF und PDGF, sollte in weiteren Versuchen die
Wirkung von B-Blockern auf andere Wachstumsfaktoren wie z.B. TGF, EGF, Angiopoietin

und Interleukine etc. erfolgen.

Weiterhin konnte eine B-Blocker-bedingte Wirkung auf die Expression von einigen Axon

Guidance Proteinen aufzeigt werden. Es gibt noch weitere Gruppen von Axon Guidance,
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die die Vaskulogenese modulieren. So sollte in weiterfiihrenden Studien die Rolle von (-
Blockern auf Axon Guidance Proteine wie Ephrine, EpHs; Slits, Roundabouts; Netrine und

UNCS5B untersucht werden.

Eine Inhibierung der Vaskulogenese konnte durch alle getesteten B-Blocker nachgewiesen
werden. Dabei zeigte sich ICI 118,551 in seiner Wirkung potenter als Propranolol und
Atenolol, indem es in einer deutlich erniedrigten Konzentrazion &hnliche Ergebnisse
produzierte. Dies konnte man sich bei der Therapie von Himangiomen zunutze machen. In
weiteren Tierexperimenten konnte getestet werden, inwieweit dieser in vitro beobachtete
Effekt auch in vivo reproduzierbar ist. Vorteil der Behandlung mit selektiven B,-Blockern

konnte eine Reduktion von Nebenwirkungen bei der Himangiomtherapie sein.

Die Ergebnisse dieser Studie haben gezeigt, dass die Vaskularisierung in EBs nach
Inkubation mit B-Blockern herabgesetzt wird. Eine darauthin abgeleitete Hypothese besteht
darin, dass B-Blocker nicht nur anti-angiogen wirken, sondern zusétzlich zur Stabilisierung
von Blutgefdllen fiithren. Eine solche Eigenschaft konnte man sich z.B. bei atrio-vendsen
Malformationen oder dem M. Osler-Weber-Rendu zunutze machen. Beim M. Osler-
Weber-Rendu handelt es ich um eine angeborene hdmorrhagische Teleangiektasie. Diese
Krankheit ist durch labile Blutgefile gekennzeichnet, die spontan rupturieren und bei
Lokalisation bspw. in Lunge oder Darm lebensbedrohlich sein kann (Duale Reihe Innere

Medizin, 2009).

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse {iber den anti-angiogenen Effekt
von B-Blockern konnen dabei helfen, das Verstdndnis der molekularen Mechanismen und
somit die Wirkungsweise von -Blockern bei der Vaskulogenese sowie der Therapie des

infantilen Himangioms besser zu verstehen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte eine anti-angiogene Wirkung von B-Blockern an ES-
Zellen in EBs (Tag 10) nachgewiesen werden. Dabei kam es sowohl zur signifikanten
Abnahme des Vaskularisierungsgrades, als auch einer signifikanten Abnahme der

Proteinexpression von CD 31 und VE-Cadherin.

Untersuchungen der Wirkung von B-Blockern auf die ROS-Generierung sowie Expression
der NOX 4 zeigten keine Signifikanz. Somit ist davon auszugehen, dass f-Blocker keinen

Einfluss auf die Generierung von ROS haben.

In weiteren Versuchen konnte eine signifikante Wirkung der B-Blocker auf die NO-
Generierung ermittelt werden. Die NO-Generierung war nach -Blocker-Gabe zu Beginn
der Vaskulogenese signifikant vermindert. Desweiteren konnte eine signifikant

verminderte Phosphorylierung der eNOS unter 3-Blockern beobachtet werden.

Das Expressionsniveau von VEGF und seinem Rezeptor VEGF-R2 konnte durch -
Blocker ebenfalls signifikant vermindert werden. Neben der Abnahme des VEGF-R2,
zeigte sich auch eine zusitzliche Abnahme seiner aktiven Form (p-VEGF-R2). Die FGF 2
Expression wurde ebenfalls herunter reguliert, eine Mitwirkung von FGF 2 in diesem
Signalweg dhnlich dem von VEGF ist daher anzunehmen. Bei PDGF-BB hingegen, kam es
hingegen nach B-Blocker-Applikation zu keiner signifikanten Verdnderung des

Expressionsniveaus.

Zudem waren B-Blocker in der Lage das Expressionsniveau der Axon Guidance Proteinen
NRP 1 und Plexin B1 signifikant herabzusetzen. Die Expression von HiF-la, einem
Stimulator der VEGF-Expression zeigte an Tag 10 ebenfalls eine signifikante

Verminderung.
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6. Summary

In the present study, the anti-angiogenic effect of B-blockers in 10 days old embryonic
bodies derived from mouse embryonic stem cells was investigated. In this context, a strong
decrease in vasculature development was observed; as well other vascular protein markers
e.g. CD-31 and VE-cadherin were also significantly down regulated. It was also seen that
B-Blockers have no influence on ROS generation and expression of NOX4. This rules out

any role of B-Blockers induced ROS on embryonic vasculature development.

Further experiments showed a significant decrease role of [B-blockers induced NO
production. NO generation was blocked or reduced after addition of B-blockers. It was also
observed that B-Blockers treatment influences the phosphorylation of eNOS, which is

necessary for NO production.

The expression level of VEGF and its receptor VEGF-R2 was also significantly down
regulated after treatment with -Blockers. Furthermore the phosphorylation of VEGF-R2
was also reduced after treatment, which is necessary for active functioning of the receptor.
Interestingly, FGF-2 expression was also down regulated after treatment with B-blockers,
which suggests that FGF-2 has similar role like VEGF, while PDGF-BB expression

remained unchanged after treatment.

Axon guidance proteins such as NRP-1 and Plexin Bl were also significantly down
regulated after treatment of EBs with B-Blockers. Expression levels of HIF-1a, a VEGF

expression stimulator were also down regulated after treatment.
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