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1. Zusammenfassung

Mechanismen der Angiogenese sind entscheidend fi® Anpassung der
Gewebedurchblutung an metabolische AnforderungeabeN der Steuerung des
Stoffwechsels im Fettgewebe durch vegetative Iratem spielt die Vaskularisierung
des Fettgewebes eine zentrale Rolle. Anzunehmaeveistrhin, dass die Anpassung der
Vaskularisierung an die Stoffwechselbedurfnisse clduangiogenetische Faktoren
reguliert wird. Bisher ist jedoch der Zusammenhawgschen den Faktoren der
Angiogenese und den Faktoren, die das Nervenwauohsteuern, wie Nerve Growth
Factor (NGF), nicht ausreichend untersucht. Hiexzuden Gewebeproben von zwei
NGF-transgenen Mauslinien mit vierfacher (aP2/NGkHid zehnfacher (aP2/NGF-2)
NGF-Uberexpression im BAT (Brown Adipose Tissue)dWAT (White Adipose
Tissue) als Grundlage fir proteinbiochemische Asety mittels Western Blot und
morphologische Analysen mittels Immunhistochemieogemen. Dabei zeigte sich eine
signifikant hoéhere Gefalidichte im BAT NGF-transgemduse. Im WAT NGF-
transgener Mause konnte ebenfalls eine erhohtel3@etite beobachtet werden, die
jedoch nicht so signifikant war wie im BAT. Auf dProteinebene war die Expression
des potentesten Angiogenesefaktors Vascular Enddti@owth Faktor (VEGF) und
seiner beiden Rezeptoren VEGFR-1 (Flt-1) und VEGFRFIk-1) im BAT NGF-
transgener Mause im Vergleich zum BAT von Wildty@hden signifikant gesteigert.
Im WAT NGF-transgener Mause konnte eine signifikarttéhte Expression auf der
Proteinebene fur VEGF und VEGFR-2 (Flk-1), nichtgeh fur VEGFR-1 (Flt-1)
nachgewiesen werden. Passend zu den Western Rjebissen zeigte sich
immunhistochemisch eine verstarkte Immunfarboung\f&GF und VEGFR-1 sowie
VEGFR-2 im BAT beider NGF-transgener Mauslinienchitmikroskopisch zeigte sich
eine um 30% hohere Nervendichte in Assoziation en Blutgefal3en im BAT NGF-

transgener Méause verglichen mit  Wildtyp-Mausen. edAlings  war



immunhistochemisch mittels Neurofilament 200 keimtéyschied zwischen NGF-
transgener und Wildtyp Mause bezlglich der Immunfégsintensitét darstellbar.

In dieser Arbeit wird somit demonstriert, dass Oigerexpression von NGF im BAT
und WAT die Angiogenese und somit vermutlich dierfi®@on des Fettgewebes
reguliert. Die erhohte Nervendichte in Assoziatioit den Geféal3en untermauert diese
Hypothese und zeigt, dass die Interaktion zwisatem NGF- und VEGF-System ein
wesentlicher Initiator fur die Aktivierung der Amgienese im Fettgewebe iddie
vorgelegten Ergebnisse hinsichtlich deteraktion zwischen NGF- und VEGF-System
ermoglichen neue Einblicke in die nervale Kontralex VVaskularisierung und somit der

Durchblutung von Geweben und Organen.



2. Einleitung

2.1 Allgemeine Einflihrung

Angiogenese wird als ein Prozess der NeubildungBlatgefal3en durch Aussprossung
neuer Gefal3e aus bereits bestehenden BlutgefaReicheet (Hanahan und Folkman,
1996). Physiologisch findet die Angiogenese wéahrded Embryogenese und beim
Erwachsenen in den weiblichen Reproduktionsorganeé® Uterus und Ovarien
(Menstruationszyklus), in der Plazenta (Schwandmeftt und bei der Wundheilung
statt. Pathologisch kommt sie bei der Entstehung) Metastasierung von Tumoren
(Berkman et al., 1993; Senger et al., 1993), dabbetischen Retinopathie (Aiello et al.,
1994), der rheumatoiden Arthritis und anderen gathischen Vorgangen vor, die einer
Neovaskularisierung bedurfen. Die Blutgefalle sind®em bei den pathologischen
Veranderungen und bei der physiologischen Angiogenaveitgehend ruhend
(quiescent) (Hobsen et al., 1984; Bischoff, 199&n&han et al., 1996).

Im Gegensatz dazu bezeichnet man als Vaskulogatiesi® novo Entstehung eines
primaren GefalRnetzwerkes aus multipotenten, megaradbn Vorlauferzellen, auch
Angioblasten genannt (Wagner et al., 1994). DiekKubgenese umfasst die Bildung
der Endothel- und Blutzellen in den Blutinseln. Sieeng mit der Mesoderminduktion
verbunden und bis vor kurzem nahm man an, dasmisider Bildung des primaren
Gefal3plexus abgeschlossen sei. Inzwischen giltesgltert, dass es eine postnatale
Vaskulogenese beim Adulten gibt, bei der aus ziekehden (Gehling et al., 2000;
Rafii et al., 2002; Asahara und Kawamoto, 2004) ro@GefalRwand-gebundenen
endothelialen Vorlauferzellen (Zengin et al., 2006)e Blutgefal3e entstehen.

Es ist bekannt, dass Tumorzellen Angiogenesefaktsezernieren. Zu den am besten

untersuchten angiogenetischen tumorassoziierten h¥iansfaktoren gehodren das



Vascular Endothelial Growth Factor-System (Klagsbund D’Amore, 1996; Achen
und Stacker, 1998; Veikkola und Alitalo, 1999; laear et al., 2003; Tammela et al.,
2005), Placenta-like Growth Factor (PIGF), Fibrgbl&rowth Factor (FGF-1, -2), die
Angiopoietine (Angl bis Ang4), Transforming Growkhctor-3 (TGF-3), Transforming
Growth Factore (TGF-n), Insulin-like Growth Factor (IGF-1 und IGF-2), &ter
Factor/Hepatocyte = Growth  Factor (SF/HGF). Daruberinalis  spielen
Zelladhasionsmolekile wie CEACAM1 (CEA-related Cdldhesion Molecule-1)
(Ergun et al., 2000), Intercellular Adhesion Molec(CAM), Vascular Cell Adhesion
Molecule (VCAM), Integrine und VE-Cadherin eine besondere ll&Roin der
Angiogenese — wie bei der Modulierung der Kapiliailng und bei der Regulierung
der Gefal3permeabilitat (Carmeliet et al., 1999).

Die Angiogenese wird getriggert durch verschied®aeameter, insbesondere durch
Herabsetzung des Sauerstoff-Partialdruckes und pldsWertes, sowie durch
entzuindliche Prozesse und genetische Mutationenemtiweder zu einer Aktivierung
von Onkogenen und/oder zu einer Deletion von TuBwgupressorgenen (z.B. von
Hippel Lindau) fuhren (Ferrara et al., 1996; Fearand Davis-Smyth, 1997; Fukumura
et al., 1998).

Die Regulation der Angiogenese erfolgt durch einei€igewicht zwischen
aktivierenden und inhibierenden Molekulen (Hanabhad Folkman, 1996; Carmeliet,
2000a). Bei der Tumorneoangiogenese ist die Balavaschen angiogenetischen
Aktivatoren und Inhibitoren zugunsten der angiogiseben Aktivatoren verschoben,
was als ,angiogenic switch* bezeichnet wird (Hamalh@d Weinberg, 2000). Somit
wird die Vaskularisierung von Tumoren in Gang geseDies kann durch zwei
Mechanismen erfolgen: einerseits durch eine erh@xgression von Angiogenese-
aktivierenden Faktoren wie Vascular Endothelial @b Factor (VEGF) oder

anderseits durch Herabsetzung Angiogenese-inhiidere Faktoren wie Endostatin.



Auf einzelne fir diese Arbeit relevante Angiogen@&éivatoren und —Inhibitoren soll

im Folgenden kurz eingegangen werden.

2.2 Angiogenese-Faktoren
2.2.1 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) undVEGF-Rezeptoren

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) spielinesi Schltisselrolle bei der
Angiogenese und ist ein essentieller Faktor beiMiaidulation der Gefal3permeabilitat.
VEGF wird als ein homodimeres N-Glykoprotein mitean Molekulargewicht von 46-
48 kDa sezerniert. VEGF wurde 1989 als endothalid#&ogen beziehungsweise als
vaskularer Permeabilitatsfaktor (VPF) beschriebdrerrara und Henzel, 1989;
Gospodarowicz et al., 1989). Es konnte gezeigt aerdass dieses von Tumorzellen
sezerniertes Protein einen erheblichen Einfluss dief Gefal3permeabilitat und
Extravasation von Proteinen austbt (Senger el @83; Dvorak et al., 1995). Zudem
steigert dieser Faktor spezifisch die Proliferatan Endothelzellen (Leung et al.,
1989) sowie die Motilitat, Migration und die Tubefuerung der Endothelzellem
vitro (Ferrara et al, 2003). VEGF ist strukturell verdtamit dem Platelet-derived
Growth Factor (PDGF) und zum Placenta-like Growtttbr (PIGF) (Conn et al.,
1990; Keck et al., 1989). Die VEGF-Familie bestalis verschiedenen Subtypen
(VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D/VEGF-related PratgiVPR), VEGF-E, auch
orf virus derived VEGRgenannt, die sich funktionell und strukturell ustdreiden.
Diese sind zusammen mit ihren Rezeptoren in Ulessicheiten naher beschrieben
(Lee et al., 1996; Orlandini et al., 1996; Olofssgnal., 1996; Joukov et al., 1996,
Klagsbrun und D’Amore, 1996; Neufeld et al., 1998ikkola und Alitalo, 1999;

Ferrara, 2000).



VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor-A, VEGF)

Durch genetische Rekombination (Exon-Splicing deRNA) von einem einzelnen
VEGF-Gen, bestehend aus acht Exons, entstehenvi&msthiedene Isoformen von
VEGF-A: VEGR2;, VEGF5 VEGHRgs, VEGFgund VEGRe (Tischer et al., 1991)
(Im Weiteren wird VEGF synonym fir VEGF-A verwendddiese Isoformen besitzen
alle eine Heparinbindungsdoméne und unterscheidanrsihrer Bindungsfahigkeit an
Heparin und Heparansulfat (Park et al., 1993; Co&emal., 1995; Klagsbrun und
D Amore, 1996). Die Haupt-VEGF-mRNA-Isoformen sib@l, 165, 189 und werden
von den meisten Zelltypen sezerniert. VE&@Rkind VEGkgs kommen vorwiegend im
menschlichen Gewebe vor. VEGEF kommt jedoch in den meisten VEGF-
exprimierenden Zellen vor (Bacic et al., 1995). Rieinste Isoform, VEG#E;, wird in
|6slicher Form sezerniert, wohingegen VE@Fund VEGFRy an die extrazellulare
Matrix oder an die Zelloberflache gebunden exprtnigerden. VEGss kann sowohl
in l6slicher als auch in zellgebundener Form vargdén werden. Das menschliche
VEGF-A-Gen ist in der chromosomalen Region 6p2akalisiert und kodiert. VEGs
kommt selten vor und ist assoziiert mit Tumoren desiblichen Genitaltraktes
(Poltorak et al., 1997).

Die Arbeitsgruppe von Brown und Breier konnte 128®jen, dass im adulten Gewebe
VEGF vorerst die Permeabilitdt reifer Endothelzelia Blutgefalien moduliert ohne
eine Proliferation der Endothelzellen zu induzie(Bnown et al., 1992; Breier et al.,
1992). VEGF besitzt eine 50000-fach starkere Pédbitigds-steigernde Wirkung als
Histamin (Senger et al., 1990 und 1986). Die irdradhle Injektion und auch die lokale
VEGF-Applikation nach dem Milestest (Miles und Mi|e€1952) fuhrte rasch zu einer
Erh6hung der Permeabilitdt der postkapillaren Verdgr Venulen und Kapillaren
(Roberts und Palade, 1995). Diese Permeabilitéikerig von VEGF wurde sowohl
durch sich o6ffnende interendotheliale Kontakte (figunctions) als auch durch

10



Induktion einer Fenestrierung des Venen- und Kaghdothels vermittelt (Dvorak et
al., 1995; Roberts und Palade, 1995; Ergun e1887). Die Arbeitsgruppe von Dvorak
et al. konnte 1996 zeigen, dass VEGF die Bildunggesoannter vesiculo-vakuolarer
Organellen induziert und dass in diesen Gefal3aigehn auch die
Endothelpermeabilitat fir Plasmaproteine erhoht ist

VEGF wird hauptsachlich von Tumorzellen sezernigrdl wirkt dann parakrin an den
Endothelzellen Tumor-assoziierter BlutgefaRe uratfigo zu einer Proliferation und
Migration der Endothelzellen (Connolly et al., 198®shida et al., 1996). Zudem wird
die Apoptose der Endothelzellen gehemmt (WatanaldeDyorak, 1997; Gerber et al.,
1998; Gupta et al., 1999). Durch eskaliertes Tunachstum kommt es insbesondere im
Tumorzentrum zu einer Hypoxie, welche wiederum dukdtivierung der Faktoren
HIF-1a/-2a/-30 (Hypoxia Inducible Factor) zur Hochregulierung W6BGF und somit
zur Tumorneoangiogenese filhrt (Semenza, 2003; BodHRatcliffe, 2003). Auch das
kleine Molekul Stickstoffoxid (NO) kann die Expréss von VEGF steigern und
fordert dadurch die Vasodilatation und die GefafRabilitat (Tuder et al., 1995; Chin
et al.,, 1997; Murohara, 1998). Umgekehrt steigelG¥ als positives Feedback die
Produktion von NO (Dembinskakiec et al., 1997).

Bei Knockout-Mausen mit homozygotem VEGF kommt @sS#rungen der Blutgefal-
Formation (Vaskularisierung) und die Mause vergrrbam 8. bis zum 9.
Embryonaltag. Bereits ein fehlendes VEGF-Allel tiiei den Mausen zu Defekten der
frihen Gefal3entwicklung und folglich zum Versterbemischen dem 11. und 12.
Embryonaltag (Ferrara et al.,, 2004). Diese Mausaseme schwere Herz- und
GefalRentwicklungsdefekte  sowie zentrales NerveaByst (ZNS)- und
Plazentaentwicklungsdefekte auf. Mause mit selektWVEGFRgs+Expression sind im
Vergleich zu Mausen mit jeweils nur VEGE oder VEGHkggExpression gesund

(Stalmans et al., 2002).
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VEGEF ist bekannt daftir, dass es im braunen Fettigeweichlich exprimiert wird und

seine Expression scheint im braunen FettgewebeKétie-exponierten Ratten erhoht
zu sein (Asano et al., 1997). In gezuchteten Adiprist die VEGF Expression auch
durch sympathische Stimuli hochreguliert, wie zueisBiel durch Noradrenalin und

B3-Adrenozeptor-Agonisten (Asano et al., 1997).

VEGF-B, -C, -D und -E

Zu den weiteren VEGF-Subtypen gehéren VEGF-B, BOyAd -E.

VEGF-B wird auch als VEGF-related Factor/VRF bekr&t. VEGF-B bindet selektiv
an VEGFR-1 und Neuropilin-1 (Nrp-1) und kann HetBnoere mit VEGF selbst
bilden. VEGF-B bewirkt die Proliferation von Endethellen (Olofsson et al., 1996 und
1998).

Zwei Isoformen von VEGF-B sind bekannt: VEGEsBund VEGF-Bgs Uberwiegend
kommt VEGF-Bg~-Form in der gestreiften Muskulatur, im Myokard umd braunen
Fettgewebe vor (Salven et al., 1998). Dies weiteme Rolle dieses Faktors in der
Vaskularisierung der Muskulatur oder des braundtgéeebes hin. Die Bedeutung von
VEGF-B ist bisher nicht genau bekannt. VEGF-B KrmakMause Uuberleben im
Gegensatz zu VEGF Knockout-Mausen und zeigen eimddes Herz, eine abnormale
koronare Vaskularisierung und eine erniedrigte feole fur kardiale Ischamien
(Bellomo et al., 2000).

VEGF-C und VEGF-D spielen eine wichtige Rolle im dgmphangiogenese (Veikkola
et al., 2001) und besitzen mitogene Wirkung auf dinelzellen. VEGF-C ist ein
Ligand fur VEGFR-2 (KDR) und VEGFR-3 (Flt-4). Die yimphendothelzellen
exprimieren im adulten Gewebe vorwiegend VEGFR-Grckd deren Aktivierung
VEGF-C die Lymphangiogenese beeinflusst (Pajusblal.e 1992; Kaipainen et al.,

1995; Klagsburn und D’Amore, 1996). Es konnte ggizeierden, dasis vitro VEGF-C
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Uber den Rezeptor KDR die Migration und Mitogenesa Endothelzellen stimuliert
undin vivo die Gefal3permeabilitat steigern kann (Lee etl&96; Joukov et al., 1996
und 1998; Cao et al, 1998). VEGF-C-deletierte Maudilden keine
Lymphgefal3formationen und kénnen daher nicht tberdegKarkkainen et al., 2004).
VEGF-D wird im humanen Gewebe am meisten in dergewmnd der Haut wahrend der
Embryogenese vorgefunden (Farnebo et al.,, 1999%. Bedeutung von VEGF-D
wéahrend der Embryogenese ist jedoch bisher nodht miekannt. Die Arbeitsgruppe
von Achen konnte 2001 anhand von Melanomzellenergiglass VEGF-D an der
Tumorangiogenese und der Lymphangiogenese mitgAttien et al., 2001). VEGF-D
erhoht in experimentellen Tumoren das lymphatiscBefaBwachstum und die
lymphatische Metastasierung von Tumoren (Stackal.,e2001).

Bei einer Expression von VEGF-C oder VEGF-D in Haut transgener Mause kommt
es zu einer lymphatischen Hyperplasie, ohne eiriaktEauf die Blutgefal3e auszuliben
(Veikkola et al., 2001).

Das VEGF-E-Gen ist ein aus dem Orf Parapoxyvirofieges Gen. VEGF-E ist ein
Ligand nur fur VEGFR-2 (KDR) und bindet nicht an @ER-1 (Flt-1) (Meyer et al.,
1999; Wise et al.,, 1999). Die Arbeitsgruppe von Wagakonnte 1998 zeigen, dass
VEGF-E in vivo die Gefal3permeabilitat erhoht und mitogene Wirkuagf

Endothelzellen besitzt (Ogawa et al., 1998).

VEGF-Rezeptoren: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR), VEGFR-3 (Flt-4),
Neuropilin (Nrp) -1 und -2

Die spezifische Wirkung von VEGF wird durch die drgktion von VEGF mit
Oberflachenrezeptoren vermittelt, die zur Familier dRezeptor-Tyrosin-Kinasen
gehdren: VEGFR-1 (Fms-like Tyrosine-Kinase; Flt-WVEGFR-2 [Fetal-Liver-Kinase
der Maus (Flk-1), beim Menschen als Kinase insedmBin-containing Receptor
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(KDR) bezeichnet] und VEGFR-3 (Flt-4) (De Vries at, 1992; Quinn et al., 1993;
Detmar et al., 1998; Errikson et al., 1999; Shayt34 al., 2002). Diese Tyrosin-
Kinase-Rezeptoren besitzen sieben Immunglobulifigien Domanen in ihrem
extrazellularen Anteil (De Vries et al., 1992; Meika und Alitalo, 1999).

VEGFR-1 (Flt-1) und VEGFR-2 (KDR/FIk-1) werden vaegend von
BlutgefaRendothelzellen exprimiert (Millauer et, 41993; Quinn et al., 1993) und sind
fur die Differenzierung der Endothelzellen aus Hagablasten (Fong et al., 1995;
Asahara und Kavamoto, 2004), fur die Proliferatisrd Migration von Endothelzellen
(Barleon et al., 1996; Yoshida et al., 1996) un@ dinschlieende Formierung
endothelialer Gefal3rohre unverzichtbar. Inzwisck@amte jedoch gezeigt werden, dass
VEGF-Rezeptoren nicht nur auf Endothelzellen exm@rmwerden, sondern auch in
Monozyten (Barleon et al., 1996), in glatten Mugk#en des Uterus (Brown et al.,
1997), in Stromazellen von Hamangiomen (Hatva gt1&96), in hamatopoetischen
Zellen (Katoh et al., 1995), in Haarwurzelzellera¢hgar et al., 1996), in Leydig- und
Sertolizellen und in perivaskularen Zellen (Erginak, 1997) sowie in einigen
Tumorzellen (Barleon et al., 1996; Herold-Mendeaét 1999a, 1999b) gefunden
werden konnen.

Nach Bindung von VEGF an die VEGF-Rezeptoren koramizur Dimerisierung des
Rezeptors und Autophosphorylierung, woraufhin Ablre
Signaltransduktionsmolekiile aktiviert werden konnénB. Phosopholipase C,
Phosphatidylinositol-3-Kinase).

Die jeweiligen VEGF-Rezeptoren haben unterschibdli@ffinitaten zu VEGF. So
besitzt VEGFR-1 die hochste Affinitdt zu VEGF-A, laleer aber zusatzlich auch an
VEGFR-2 (KDR/FIk-1) binden kann. Es konnte gezewgtrden, dass die KDR-
vermittelte Endothelzellproliferation tber VEGFRdntagonisiert wird und somit
folglich die Blutgefal3bildung vermindert wird (Zeegal., 2001; Kearney et al., 2002).
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Bei der Angiogenese spielt VEGFR-2 als Hauptrezedieim Gefaldwachstum
(Endothelzellproliferation) und der Gefal3permeddtili mittels Zelloberflachen-
Interaktion mit VEGF eine wesentliche Rolle. Didsteraktion tber VEGFR-2 steuert
mal3geblich die angiogenen und mitogenen Effektdmatothelzellen und unterliegt
einer Autoregulation: An VEGFR-2 binden zuséatzlzmh VEGF-A auch VEGF-C und
VEGF-D, wodurch die Expression dieses Rezeptorsregeliert wird (Shima et al.,
1995; Stacker et al., 2001).

VEGFR-1- und VEGFR-2-Knockout-Mause sind nicht lesféhig. Die VEGFR-1-
Knockout-Mause weisen eine ungeordnete Endothpiodfieration auf (Fong et al.,
1995 und 1999). Die VEGFR-2-Knockout-Mause entwickeefekte endotheliale
Vorlauferzellen und somit keinen funktionierendemmgren Gefal3plexus und eine
defekte Ha&matopoese (Shalaby et al., 1995). Mawse, denen lediglich die
Tyrosinkinasedoméne von VEGFR-1 fehlt, entwickelngegen normale Blutgefalie
und sind daher lebensfahig (Hiratsuka et al., 1998)

Ferner interagiert auch VEGF mit Neuropilin-1 urigl die als Ko-Rezeptoren fir
VEGFR-2 dienen und in der Regulation der Angiogenastwirken. Neuropilin-1
wurde erstmalig als Semaphorinrezeptor identifiziend ist vorwiegend auf
Endothelzelloberflachen lokalisiert. Fir VEGFR-2hkaNeuropilin-1 (Nrp-1) als Ko-
Rezeptor fungieren, indem es die Affinitat von VEGEs zu VEGFR-2 verstarkt und
die Chemotaxis durch VEGF:4 erhoht (Soker et al., 1998). Neuropilin-1 bindet a
VEGF-A;65 auch an VEGF-B und PIGF-2, zeigt aber keine sétlosge Signalfunktion
und die Wirkung wird erst durch die zusatzliche d&ing an den Rezeptor VEGFR-2
verstarkt (Soker et al., 1998). Im Vergleich zu MNgulin-1 bindet Neuropilin-2 an
VEGF, VEGF-C und PIGF (Ferrara et al., 2003) undigch auf Lymphendothelzellen

lokalisiert.
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Uber die Eigenschaften und Funktion des VEGFR-2Hdtit-4 genannt) gibt es erst
seit Kurzem einige Erkenntnisse: Er hat ein Molaekggwicht von 180 kDa und wird
vorwiegend von lymphatischen Endothelzellen expenni(Dvorak, 2002). Der

VEGFR-3 scheint eine Rolle wahrend der Entwicklwog Blut- und Lymphgefal3en

sowie bei der Lymphangiogenese zu spielen und micht in Arterien und Venen des
adulten Organismus exprimiert (Pajusola et al.21%®orak et al., 1995; Kaipainen et
al., 1995; Klagsbrun und D’Amore, 1996; Ferrara avis-Smyth, 1997). VEGFR-3
ahnelt sehr dem VEGFR-1 (Flt-1) und hat jedoch tntdn VEGF als Ligand sondern

hauptséachlich den VEGF-C und VEGF-D (Galland e1883; Pajusola et al., 1994).

2.2.2 Angiopoietine, Tie-1 und Tie-2

Angiopoietine gehdren mit zu den wichtigen Angiogsefaktoren. Angiopoietin-1 und
-2 (Angl und Ang2) sind ca. 75 kDa grol3e Proteid® mit einer gewissen
Sequenzhomologie sekretiert werden.

Angiopoietin-1 ist ein gefal3stabilisierender Faktond fordert den Einbau von
Perizyten und glatten Muskelzellen in die Gefallwalmd Gegensatz dazu wirkt
Angiopoietin-2 als gefafRdestabilisierend, der mEGF zusammen die Angiogenese
verstarkt (Thurston, 2003). Beide Angiopoietine drabkeine Wirkung auf die
Proliferation von Endothelzellen. In Tumoren wurdae hoéhere Expression von
Angiopoietin-2 im Gegensatz zu Angiopoietin-1 naahgesen (Tait und Jones, 2004).
Angiopoietin-1-Knockout-Mause versterben am Embaftag 12,5 mit vergleichbaren
vaskularen Defekten wie Tie-2-Knockout-Mause (s(&ri et al., 1996, Hanahan,
1997). Bei Angiopoietin-2-defizienten-Mausen zeiggoh nach der Geburt Odeme,
defekte Blut- und Lymphgefale und defektes vaskal&emodeling, so dass diese
Mause meist am 14. Tag postnatal versterben (Galk, 2002). Transgene Mause, die

Ang-2 in Endothelzellen Gberexprimieren, starbechavéhrend der Embryogenese mit
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vergleichbaren vaskularen Defekten (Maisonpierral et1997). Folglich scheint Ang2
eine besondere Rolle beim GefalRremodeling und sordeér Angiogenese zu spielen.
Beide Angiopoietine binden mit vergleichbarer Afféit spezifisch an die extrazellulare
Domane des Tie-2-Rezeptors, welche ein endothefsuder Tyrosinkinase-Rezeptor
ist, und induzieren so die Signalkaskade durch ptemgehosphorylierung. Dabei
interagiert Ang2 als Gegenspieler beziehungsweiseAatagonist mit dem Tie-2-
Rezeptor und hemmt die Aktivierung der Signalkaskadrch Angl (Davis et al.,
1996). Neben Tie-2 (auch Tek bei Mausen genanbt)ag den Tie-1-Rezeptor (auch
Tie genannt). Beide Rezeptoren sind ausfihrlichriehreren Ubersichtsarbeiten
beschrieben worden (Maisonpierre et al., 1993; Galimet al., 1993; Sato et al., 1995).
Ferner wurden sie auch auf hAmatopoetischen Stallemzechgewiesen (Yano et al.,
1997).

Die Bedeutung des Tie-2-Rezeptors liegt in der ¢léht, die Endothelzellen zu
kontrollieren, die Stromazellen (Perizyten und tglaMuskelzellen) zu rekrutieren,
Endotheltubes und so die Gefal3struktur zu stadmési und die Funktion der Blutgefal3e
zu modulieren (Hanahan, 1997). Die Arbeitsgruppen Dumont und Sato konnten
anhand von Knockout-Mausen zeigen, dass Tie-2 figr Mifferenzierung von
Endothelzellen und fir die Integration von perivdaken Zellen (Perizyten bei
Kapillaren und glatte Muskelzellen bei gro3eren kélzellen) in die GefalRwand
unentbehrlich ist. Tie-2-Knockout-Mause starbenelierin der Embryogenese am
Embryonaltag 9,5 - 10,5 mit vaskularen Defektensicintlich der strukturellen
Stabilisierung und des Remodeling von Blutgefal3emgrioRe und kleine Blutgefal3e
(Dumont et al., 1994; Sato et al., 1995).

Tie-1-Knockout-Méause starben nach einer variablenode — vom Embryonaltag 14,5

bis zur Geburt - an Hamorrhagien und Odemen urgtereiAtemschwierigkeiten.
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2.2.3 Carcinoembryonic Antigen-Related Cell Adhesio Molecule-1 (CEACAM1)

Zur Uberfiihrung der angiogenen GefaRform in eifeseiruhendes und somit stabiles
GefalR ist eine Integration des primitiven Gefal®shrin die umgebende
Extrazellularmatrix notwendig. Aul3er den Angiopwoieh, die zur Rekruitierung von
peri-endothelialen Zellen notwendig sind, spielesbesondere Zelladhasionsmolekiile
eine wesentliche Rolle. Hierbei spielt CEACAM1 -chubekannt als BGP (Biliary
Glycoprotein), CD66a und C-CAM (Cell-Cell AdhesiomMolecule) — als ein
Zelladhasionsmolekul der Immunglobulin-Superfamiied der CEA-Antigen Familie
eine sehr wichtige Rolle. Es konnte gezeigt werdedass CEACAM1 pro-
angiogenetische Aktivitdten hat und durch VEGF meghliert wird (Ergun et al.,
2000; Wagner und Ergun, 2000). Andererseits flihrte eHochregulation von
CEACAM1 in Endothelzellen zu einer Uberexpressian WEGF auf RNA- und
Proteinebene (Kilic et al., 2005). Er wird in Endelizellen neu formierter unreifer
BlutgefalRe und in neu gebildeten GefaRen im Rahmen pathologischen und

physiologischen Angiogenese exprimiert (Ergun et24l00; Wagner und Ergun, 2000).

2.2.4 Angiogenese-Inhibitor Endostatin

Die Angiogenese wird durch ein Zusammenspiel detivatoren und Inhibitoren
balanciert. Die Liste der Angiogeneseinhibitoremmit stdndig zu und es werden neue
endogene Inhibitoren nachgewiesen. Zu den thergphubisher hoffnungsvollsten
endogenen Angiogeneseinhibitoren zahlt auch dasdtatih. Es ist ein 20 kDa grof3es
C-terminales Fragment des Kollagen-XVIII und wirdrch proteolytische Spaltung
freigesetzt, so dass dadurch erst die antiangidigehe Wirkung ausgelost wird.
Endostatin hemmt die endotheliale Proliferation uMégration und folglich die

Angiogenese. In Maus-Tumormodellen konnte gezeigtden, dass Endostatin das
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Wachstum und die Metastasierung von Tumoren hen®Réilly et al., 1997).

Knockout-Mause fiir Kollagen-XVIII mit Kollagen-XVUEndostatin-Defizienz zeigten

eine deutliche Erhéhung der GefalBpermeabilitdt @tual., 2004). Der genaue
Wirkungsmechanismus ist bislang nicht ausreichesldagt. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass Endostatin tUber Stabilisierung deéaRvefinde neuformierter Blutgefalie
zur Gefalreifung fuhrt und so zur HerabsetzungRimeabilitat der Blutgeféal3e und
der angiogenetischen Aktvitat beitragt (Ergun et 2001). Andere Arbeitsgruppen
konnten eine Interaktion von Endostatin mit VEGFRKIm et al., 2002), mit E-

Selektin (Yu et al., 2004), 3-Catenin (Dixeliusaét 2003) und mit Zink (Boehm et al.,
1998) nachweisen. Die Endostatintherapie am Memsbtleéindet sich zurzeit in den

USA in klinischen Studien. Ergebnisse hierzu statseh aus.

2.3 Nerve Growth Factor (NGF)

Der Nerve Growth Factor (NGF) wurde von Levi-Moutal et al. als ein neurotrophes
Molekil beschrieben, welches die Entwicklung undg diberleben von neuronalen
Zellen und die Differenzierung von neuronalen Vof#izellen fordert (Levi-

Montalcini und Angeletti, 1968; Thoenen und Bard®80; Levi-Montalcini, 1987).

Das NGF-Gen ist auf dem kurzen Arm von Chromosdokalisiert.

Bisher wurden zuséatzlich zum NGF weitere NGF-aldiEaktoren identifiziert, die als
Neurotrophine mit ihren spezifischen biologischenrkdhgen bei der Entstehung,
Entwicklung und beim Uberleben der Nervenfasernzumifrken scheinen: BDNF

(Brain-Derived Neurotrophic Factor) (Leibrock et, @989), NT-3 (Neurotrophin-3),

NT-4/5 (Neurotrophin-4/5) (Ebendal, 1992) und Neéxophin-6 (Go6tz et al., 1994).

Der Faktor NGF ist einer der am besten charakestesten trophischen Proteine,
welches aus den verschiedenen Untereinheit@rundy besteht. Dig-Untereinheit ist

ein nichtkovalentes Dimer mit zwei identischen 118 Aminosaulangen Polypeptid
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Ketten und ist fur die neurotrophe Signalfunktiarantwortlich (Thoenen und Barde,
1980; Chao, 1990). NGF kommt als Monomer und aushDamer vor. Das NGF
Dimer ist die wirksame Form. Die biologisch aktiverm von NGF wird durch stabile,
nicht-kovalente Home oder Heterodimere gebildet, die in ihrer Funktigaa
aquipotent sind (Schmelzer et al., 1992). Bei Radokder Disulfidbricken ist keine
Dimerisierung mehr moglich (Timm et al., 1992).

Ferner spielt NGF eine Rolle als multifaktoriellélediator von neuroimmun
endokrinen Faktoren. Das Protein wird aus dem Gewsdwerniert und tragt zur
Innervation dieser Gewebe durch postganglionérepagimsche Nervenendigungen bei
(Korsching, 1993). Die Wirkung von NGF scheint hméghlich tber Stimulierung der
Differenzierung neuer postganglionarer Zellen, duverhinderung der Apoptose und
als chemotaktischer Faktor fur wachsende Axoneezuten.

Zudem besitzt NGF die Fahigkeit, neurotrophe Fumidn auszuiben und vor
Neurodegeneration, altersabhangiger Atrophie und metabolischen Schéaden zu
schitzen (Semkowa et al., 1996). Es wurde besd@njedass NGF die sich in
Entwicklung befindenden Neurone beeinflusst und isoauf diese Weise das
Wachstum und die Differenzierung von Nervenzellewahl im peripheren als auch im
zentralen Nervensystem ermdglicht. In der Embryegenwachsen Axone aus den
vielen angelegten Neuronen in die Zielgebiete, weoZllen zu 40-60% degenerieren.
Um diese Vorgange regulieren zu konnen, sind neapbe Faktoren wie NGF
entscheidend. Er beeinflusst unter anderem auchelieonale Plastizitat, in dem er
nach Erkrankung oder Trauma neuronale Schaden iifgksw kann (Moccheti, 1991).
Weiterhin sind die Neuronen auch im adulten Stadiwom den Neurotrophinen
abhéngig. Eine Verringerung der neurotrophischerkiig auf die Neurone kann im

Rahmen von neurodegenerativen Erkrankungen zunomalen Zelltod flhren.
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Dartber hinaus besitzt NGF Auswirkungen auf niagltnonale Zellen (Scully und
Otten 1995; Levi-Montalcini et al., 1996). So werdéellen des Immunsystems durch
NGF beeinflusst, wie zum Beispiel Monozyten, Makére und Lymphozyten, z.B.
verlangert der NGF die Lebensdauer von neutrophieanulozyten (Kitama et al.,
1991).

Tierexperimentielle Untersuchungen zeigten, das$ {@e bedeutende Rolle bei der
Behandlung diabetischer Neuropathie, periphererronalen Erkrankungen und bei
neurodegenerativen Prozessen des Gehirns spidiivéideet al., 1994; Rask, 1999).
Zudem konnte gezeigt werden, dass NGF kombiniert &Hydroxy-Dopamin
Wachstum und Vaskularisierung von sympathischengBambeeinflusst (Calza et al.,
2001). Neben dieser Wachstum férdernden Fahigkeitiid Yancopoulos, 1996) und
indirekten pro- angiogenetischen Effekte in der vicklung des zentralen
Nervensystems, wurde eine mitogene Aktivitdit an dimelzellen beschrieben
(Cantarella et al.,, 2002; Moser et al., 2004; Satisal., 2004). Eine Erhéhung der
sympathischen Aktivitat (Output) durch exzessive IN&oduktion induziert die
Rekruitment-Prozesse des braunen Fettgewebes (BWwn Adipose Tissue) (Geloen
et al.,, 1992; Morrison et al., 2000). Dies ist &irozess, welches die Erhéhung der
Gewebeperfusion erfordert (Tonello et al.,, 1999ku€hi-Utsumi et al., 2002).
Spezifische Rezeptoren fur NGF sind zum einen diehaffine membranstandige
Tropomyosin-Rezeptorkinase-A (TrkA) und der nieeafgne p75
Neutrotrophinrezeptor (Martin-Zanca et al., 1986).

Die Menge vom NGF-Protein, das durch neurogenee{ietural targets) gebildet wird,
konnte eine Rolle in der Determinierung der Anz@dnl innervierenden Fasern und der
Rekruitierung von braunem Fettgewebe (BAT) spi€éMarrison et al., 2000; Festuccia
et al., 2003). Die selektive Anpassung der Perfusion braunem Fettgewebe fir die
thermogenetische Kontrolle deutet auf eine direkferbindung zwischen dem
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sympathischen Nervensystem und der Angiogenesen@Asital., 1997; Tonello et al.,
1999), moglicherweise einer neurogen gesteuertegioenese, hin (a neural driven

angiogenesis).

2.4 Weil3es und braunes Fettgewebe

Das Fettgewebe besteht aus Adipozyten mit einenctibuesser bis zu ca. 100 um und
ist eine Sonderform des retikularen Bindegewebe® Bettzelle enthalt wenige
Mitochondrien und wird von einer Basalmembran urtegden. Durch Verstarkung der
Basalmembran mit Retikulinfasern wird auch die Faien Fettzelle bei der Entleerung
unterstitzt. Mehrere Fettzellen bilden Fettlappcidda von einer Bindegewebskapsel
umhdllt sind. In Form von Vakuolen speichern dieipddyten intrazellular Fett,
wodurch die Zellkerne an den Zellrand verschoberdere und die Adipozyten eine
Siegelringform einnehmen.

Je nach Alter betragt der Fettanteil eines nornvaldgigen Mannes ca. 15-25%, einer
normalgewichtigen Frau 20-35% (vom GesamtgewiciDas Fettgewebe hat
verschiedene Funktionen: Es dient als Energiespeictum Warmeschutz und als
mechanischer Schutz vor StoRRen, welches bei Nevgado eine besondere Rolle
spielt. Es dient dem Wasserhaushalt als Wassehgpeion Fettgewebe. Nach
Ruckbildung des Thymus wird dieser durch Fettgewarsetzt. Dies findet auch in der
weiblichen Brust nach Abschluss einer Stillphasét.sNicht zuletzt ist das Fettgewebe
bei der geschlechtsabhangigen Formierung des Krpeteiligt. Man unterscheidet
hinsichtlich Morphologie und Funktion zwei versateme Speicherformen des
Fettgewebes, die univakuolaren und multivakuoldFettzellen. Die univakuolaren
Fettzellen bilden das weil3e Fettgewebe, WAT (WAdgose Tissue), und kommen im
ganzen Korper, ausgenommen von Penis, Skrotum,iidgen, und Ohrlappchen vor.

Die weil3en Fettzellen stammen vom Mesenchym abeuatgtehen aus spindelférmigen
22



Vorlaufern, den Lipoblasten. Die Lipoblasten enttralviele kleine Fettvakuolen, die
sich wahrend der Reifung zu einer einzelnen zeniral Zytoplasma liegenden
Fettvakuole vereinigen. Diese univakuolare Fettzepeichert Fett meist in Form von
Neutralfetten (Triacylglyzeride = Ester des Glymsrund der Fettsauren).

Durch Speicherung energiereicher Ernahrung in Reom Triglyzeriden kommt es zu
einer GrolRenzunahme der Adipozyten und damit vafieme Fettgewebe (WAT). Fett
liegt bei Kérpertemperatur in flussiger Form var,dass die Fettzellen verformbar sind.
Das weil3e Fettgewebe dient einerseits als Speathexfelches vor allem in den
Mammae, im Omentum majus und im Unterhautbindegewalskommt. Es ist leicht
mobilisierbar und kann bei Energiemangel freigasetrden, ohne dass die Fettzellen
dabei zerstort werden. Andererseits kommt es algeBaim Bereich des Geséaldes, der
Hohlhand, der Ful3sohle, als Corpus adiposum orhbitaker Orbita, als Fettkorper in
den Gelenken, als Corpus adiposum bucae als Wasttgndpf vor und dient nach der
Ruckbildung des Thymus und des Blut bildenden Keaamarks in den Réhrenknochen
als Gewebeersatz. Dieses Baufett ist schwer mwmbar. Zwischen der 27.
Embryonalwoche und dem 2. Lebensjahr und auch @oPdbertat entstehen erst neue
Fettzellen, deren Neubildung durch Nahrungsibetaotgeegtinstigt wird. Somit kann
eine Pradisposition fur spatere Fettleibigkeit tttsn. AulRerdem spielen bei der
Neubildung Wachstumshormone, Insulin, Glukokortilk®iund Trijodthyronin eine
wichtige Rolle. Folglich wird sowohl die Speicheguals auch die Mobilisierung von
Fett durch Hormone bestimmt. Insbesondere sindlimsund Ostrogene an der
Speicherung und Noradrenalin, Adrenalin, Hypophyeeterlappenhormone wie
ACTH und TSH sowie das Schilddrisenhormon Thyr@xirder Lipolyse beteiligt. Das

weil3e Fettgewebe wird durch das sympathische Nsygéem innerviert.
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Das braune Fettgewebe (BAT) ist ein hoch speztatess Gewebe, welches in
Saugetier- Winterschlafern (mammalian hibernatons)d auch in Neugeborenen
vorhanden ist. Es produziert Warme als Antwort Eéfteexposition (non-shivering
thermogenesis) oder nach dem Nahrungskonsum (Ddatzierte Thermogenese).
Daher ist das BAT ein wichtiger Ort fur Energiewanch (Morrison et al., 2000).
Thermogenese im braunen Fettgewebe (BAT) wird dMatfepinephrine aktiviert. Jede
einzelne Zelle wird durch sympathische Nervenendiygm mit Norepinephrinen
versorgt (Carneheim et al., 1984; Morrison et20Q0; Kikuchi-Utsumi et al., 2002).
Das BAT wird durch multivakuolare Fettzellen gebildwelches nur vor der Geburt
entsteht. Beim Neugeborenen dient es zur Warmeigldund beim Erwachsenen ist es
nur im Nackenbereich, im Schilddrisen- und NierkighBereich zu finden. Im
Gegensatz zum weil3en Fettgewebe ist das braurgeWwetie vor allem bei Nagetieren
leicht nachweisbar. Bei Mausen und Ratten befistdt der grof3te Anteil des braunen
Fettgewebes interskapuléar und hebt sich als rotleslrettgewebe vom umgebenden
weil3en Fettgewebe mikroskopisch hervor (HamannMatihaei, 1995). Im Vergleich
zum weil3en Fettgewebe enthalten die etwa 30 pmegrbaunen Adipozyten viele
kleine Fettvakuolen und bilden Fettlappchen. AuBerdzeigen sich im braunen
Fettgewebe eine starke Vaskularisation und eingkes& nervale Versorgung. Diese
starkere noradrenerge Innervation ist entscheidéndie Funktion des Gewebes. Die
Adipozyten stehen Uber Synapsen mit sympathischervexfasern in Verbindung.
Diese innervieren die Adipozyten und die BlutgefdBe braunen Adipozyten kdnnen
in verschiedenen Phasen und in verschiedenen Spazierschiedliche Funktionen wie
thermogenetische Aktivitat und Morphologie austbBreses ist vor allem von der
Innervation und Stimulation des Gewebes durch daspathische Nervensystem
abhangig. Die sympathische Innervation des Fettes/enthalt sowohl Nervenfasern
mit dem Neurotransmitter Noradrenalin als auchdainh Neurotransmitter Neuropeptid
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Y (Himms-Hagen, 1991). Nervenfasern mit dem Neargmitter Neuropeptid Y
versorgen ausschliel3lich die Blutgefal3e. Nervenfageit dem Neurotransmitter
Noradrenalin jedoch versorgen die Adipozyten, dgtdgefalRe und die arterio-ventsen
Anastomosen. Die sensorische Innervation des Fettyes beinhaltet Nervenfasern mit
dem Transmitter ,Calcitonin-Gene-related-Peptid€GRP), die zu den Adipozyten
und zu den BlutgefalRen fuhren, und auch Nerveniasér dem Transmitter Substanz

P, die nur zu den Blutgefal3en fuhren.

In der Literatur konnte gezeigt werden, dass di¢zEken nicht nur speichern, sondern
eine Reihe von Hormonen und Proteinen bilden konwenz.B. Leptin, Tissue Factor,
TNFa (Tumor Necrosis Factor alpha), TGFR (Transform@rgwth Factor-i3), PAI-1
(Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1), Angiotensinage Lipoproteinlipase,
Apolipoprotein E, Choleserintransferprotein, Kommpéntfaktor-D (Adipsin)/-C3/-B,

Ostrogene und Adiponectin (Ouchi et al., 1999).

Eine wesentliche Aufgabe des braunen FettgewebetiesThermogenese, die durch
den Reichtum an Mitochondrien ermdglicht wird. Dieermogenese ist ein wichtiger
Regulationsfaktor des Korpergewichtes und wird urgederem von so genannten
Luncoupling proteins” reguliert. Fur die Mitochomein des braunen Fettgewebes ist das
Transportprotein ,,Uncoupling Protein-1* (UCP1) chigeristisch, welches sich mit
einem Molekulargewicht von 32 kDa in der innerentddhondrienmembran befindet
und in keinem anderen Gewebe aulRer dem braunegewetbe vorkommt (Klaus et al.,
1991).

Die Aktivierung der Thermogenese erfolgt durch gampathische Nervensystem Uber
[;-adrenerge Rezeptoren, die im braunen Fettgewebalamninierenden Rezeptoren
darstellen. Das Transportprotein ,Uncoupling ProtEi (UCP1) koppelt ATP von der
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mitochondrialen Atmungskette ab, so dass Energi&/&me umgewandelt und vom
Korper abgestrahlt werden kann. Fir die charakisclse Farbe des braunen
Fettgewebes sind die Zyotochrome der Mitochondremantwortlich.

Zu der Familie der ,Uncoupling-Proteine* (UCP) ged®d neben UCP1 im Weiteren
UCP2 (Fleury et al., 1997), UCP3 (Vidal-Puig et 4697), UCP4 und BMCP-1 (Brain
Mitochondrial Carrier Protein-1) (Mikulova et aRPD01; Argiles et al., 2002). UCP2
wird in vielen Geweben/Organen exprimiert. UCP3dwitberwiegend im braunen
Fettgewebe und im Skelettmuskel exprimiert. UCP4d uBMCP-1 wurden
ausschliel3lich im Gehirn gefunden. UCP ist anerkalsein Schlisselmolekdl in der
metabolischen Thermogenese wie Kaélte- und Diatzredte Warmeproduktion,
welches eine signifikante Komponente des Energmaeches ist. Ihre Dysfunktion
tragt zur Fettleibigkeit bei (Saito et al., 200%)e sind aufgrund ihrer Moglichkeit in
der Therapie der Fettleibigkeit intensiv untersuadrden. Verschiedene Arbeiten
haben gezeigt, dass es geschlechtsspezifischesdmitenle in der Regulation dieser
Proteine gibt (Rodriguez und Palon, 2004).

Lowell konnte 1993 die Wichtigkeit des braunen @gettebes flr den
Energiestoffwechsel durch den Phanotyp transgeneéuskl (UCP/DTA-Mause)
nachweisen (Lowell et al., 1993). Durch die gewpbzdische Expression der A-Kette
des Diphterie-Toxins (DTA) konnte unter Kontrollegulatorischer Elemente des
,uncoupling Protein-1* Gens das braune Fettgewealveet ausgeschaltet werden, dass
es folglich zu einer verminderten Thermogenese zin@iner erhbhten metabolischen
Effizienz fuhrte. Bei den Tieren zeigte sich eineutiche Adipositas mit Diabetes
mellitus Typ-2 und Hyperlipoproteinamie (Hamanrakt 1995). Weiterhin konnte auch
gezeigt werden, dass das braune Fettgewebe eimathiese Schutzfunktion gegenuber
Adipositas bietet (Hamann et al., 1996). Daher shmsondere Merkmale dieser
transgenen Mause die erhohte Pradisposition furungkinduzierte Adipositas, sowie
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die Hyperleptinamie und die vollstandige Resistgageniber exogener Leptin-Zufuhr
(Hamann et al., 1997). Die UCP/DTA-Maus stellt soein geeignetes Tiermodell fur
Untersuchungen im Rahmen der Adipositas dar.

Um eine Uberexpression von NGF im braunen Fettgeveeberreichen, wurde NGF-
cDNA unter der Kontrolle des Promoters fur dasdéette-bindende Protein aP2 in das
Genom transgener Méause in zwei verschiedenen Ligilegeschleust. Die transgenen
Mause zeigten eine deutliche Uberexpression von ,N@FLinie 1 (aP2/NGF-1) eine
vierfache und fiur Linie 2 (aP2/NGF-2) eine zehnaHamann et al., 1998) sowohl im
weilden als auch im braunen Fettgewebe. Diese pjisch unauffalligen transgenen
aP2/NGF Mause weisen morphologisch eine deutlichea@me der sympathischen
Innervation und eine erhthte Vaskularisierung desiten und weil3en Fettgewebes

auf.
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2.5 Arbeitshypothese und Fragestellung

Neben der Steuerung des Stoffwechsels im Fettgewabzh vegetative Innervation
spielt die Vaskularisierung des Fettgewebes eimtrale Rolle. Die Vaskularisierung
des Fettgewebes wahrend der Embryogenese als dweh Anpassung an die
Stoffwechselbedurfnisse im adulten Fettgewebe waglliert durch angiogenetische
Faktoren, die oben ausfuhrlich vorgestellt wurdesbesondere ist die Regulation der
GefalRpermeabilitat in dieser Hinsicht von gro3eddtgung. Bisher ist jedoch der
Zusammenhang zwischen den Faktoren der Angiogamededen Nervenwachstum-
steuernden Faktoren, wie NGF, nicht ausreichenersuntht.

Ziel dieser Arbeit war daher, zu untersuchen, invei¢ eine Interaktion zwischen NGF
und dem VEGF-System hinsichtlich der Vaskularissggu und  der
Durchblutungsregulation im wei3en (WAT) und braur(8AT) Fettgewebe vorliegt
und wenn ja, tber welche Mechanismen diese Interaldtattfindet. Zu diesem Ziel
wurden morphologische Analysen, immunhistochemisané proteinbiochemische
Untersuchungen hinsichtlich der Expression von VEGHRd seiner Rezeptoren
(VEGFR-1 und VEGFR-2) an weilem und braunem Fetttpewzweier transgener
Mauslinien vorgenommen, die NGF vierfach (aP2/NGFkrid zehnfach (aP2/NGF-2)
Uberexprimieren. Der Grad der Vaskularisierung Jeettgewebe transgener und
Wildtyp-Mause wurde anhand der Immunfarbung fur CD8&d von-Willebrand Faktor
untersucht. AufRerdem wurde durch immunhistochereisdfarbungen fir das
Neurofilament 200 das Ausmal3 der Innervation inigestebe der transgenen Mause

im Vergleich zu Wildtyp-Mausen bestimmt.
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3. Material und Methoden

3.1 Das Transgene Mausmodell

Fur die vorliegende Arbeit wurden zwei NGF-transg®auslinien verwendet, die von
der Arbeitsgruppe Hamann et al. hergestellt wongaren (Hamann et al., 1998). Zur
Herstellung der murinen NGF-cDNA fiir NGF-Uberexiea wurde einé,4 kb DNA-
Sequenz aus dem regulierenden Genabschnitt fiFetesiure-bindende Protein aP2 als
Promoter benutzt.

Hierzu wurde ein EcoRI-Apal-Fragment mit einem Apstl-Fragment, die vorher
prapariert waren, zusammengefigt und dieses Kdtstanthielt die gesamte
codierende Sequenz der murinen NGF-cDNA. An diespi&nz wurde ein Pstl-BamHI
Fragment mit einer Spleil3stelle und dem poly-A Beik dem ,SV40 small antigen®
ligiert. Nach Aufreinigung des Transgens wurde ddsansgen nach den
Standardmethoden den vitro-Fertilisation in die Pronuclei befruchteter Eizeall
injiziert, die dann in den Uterus der pseudoschwegiy Mause implantiert wurden. Die
transgenen und nicht-transgenen Mause wurden sielymerase-Kettenreaktion
(PCR) an genomischer DNA identifiziert, die aus \8Bahzbiopsaten von drei Wochen
alten Tieren isoliert wurden.

Der Grad der NGF-Uberexpression im braunen Fetthew@AT) betrug fir die
Mauslinie 1 (aP2/NGF-1) vierfach und fur die Man®i 2 (aP2/NGF-2) zehnfach. Als
Kontrollgewebe dienten BAT von nicht-transgenen B&iu Phanotypisch zeigten die
transgenen Mause im Vergleich zu nicht-transgeneantidll-Mausen keine
wesentlichen Unterschiede. Fir die Quantifizierumgr NGF-mRNA wurde die

Densitometrie benutzt.
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Die Mause wurden mit Standard-Nagetierfutter eméhd Wasser ad libitum gegeben.
Die Haltung der Méause fand im Tierstall des Uniuétsklinikums Hamburg-
Eppendorf bei 22 °C Temperatur statt. Die Haltungd udie durchgefiihrten
Untersuchungen an den Mausen erfolgten gemafd dstiniBeungen der deutschen

Tierschutzkommission.

3.2 Gewebeentnahme und —aufbereitung

Nach Einschlaferung der Mause mittels Stickstofblgte eine Inzision der Haut mit
einem Skalpell. Die Entnahme des weil3en FettgewdWésT) erfolgte aus dem
Leistenbereich und die des braunen Fettgewebes XBAIE dem interskapuldren
Bereich. Ein Teil des herauspraparierten Gewebeglavunmittelbar in flissigem
Stickstoff eingefroren und fir weitere UntersuchemdProteinextraktion) bei -80° C
gelagert. Der andere Teil wurde in Bouin'scher In@s@siehe unten) fixiert und fur
spatere Verwendung fir immunhistochemische Analysétaraffin eingebettet

Das entnommene weil3e und braune Fettgewebe betaBammedliche Volumina. Die

Grol3e des braunen Fettgewebes war im Vergleichveeifden Fettgewebe kleiner.

Braunes
Fettgewebe (BAT)

WeiBes Fettgewebe (WAT)

Abb. 1: Die Enthahme des braunen Fettgewebes (B&Tlgte aus dem interskapuléaren
Bereich (braune Markierung) von aP2/NGF-transgeneh Wildtyp-Mausen. Die Entnahme
des weilRen Fettgewebes (WAT) erfolgte aus demérmdigreich (helle Markierung).
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3.3 Proteinextraktion fur Western Blot-Analysen

Aus eingefrorenem Fettgewebe von NGF-transgenen Wildtyp-Mausen wurden
Proteine wie folgt extrahiert: Das Gewebe wurdedzist zerkleinert, mittels eines
Polytron-Homogenisators bei maximaler Geschwindidgkie 30 Sekunden in eiskaltem
Lyse-Puffer [1% Triton, 10% Glycerol, 50 mM HepegH 7,4, 2 mM
Phenylmethlsulfonylfluorid, 150 nM Natrium-Pyropippst, 100 nm Natriumfluorid,
10 mM EDTA, 5 mM Natriumvanadat, Aprotinin (10 pdyrand Leupeptin (5 pg/ml)]
homogenisiert. AnschlielRend wurde die Proteinkotraéon mittels Bio-Rad-Lowry-
Protein-Assay-Kit (Hercules, CA, USA) nach Lowryngessen (Lowry et al., 1951).
Von allen Proben wurden gleiche Mengen an Gesameipro(50 pg totale
Proteinmenge) in Laemmli-Puffer aufgelost und zehrellen Denaturierung der
Proteine fur 5 Minuten gesiedet (Laemmli 1970). Denaturierten Proteine wurden

anschliel3end fur Western Blot-Analysen verwendet.

34 Western Blot

Die weitere Auftrennung dieser denaturierten Pretedrfolgte im SDS-PAGE Gel bei
120 Volt (V). Fur den Nachweis von VEGF wurde ei2%&iges Gel und von den
beiden Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 wurden 7 &86Gele verwendet. Der
anschlieBende Transfer erfolgte auf eine Polywigtie-Fluorid (PVDF)-Membran

(Immunobilon Millipore, Bedford, MA, USA) mittelsimes BioRad-Transfersystems fur
1,5 Stunden mit 350 mA.

Eine Ponceau-Farbung der Membran wurde durchgefiimrden Protein-Transfer vom
SDS-Gel auf die PVDF-Membran zu kontrollieren. Dfembran wurde dann tber
Nacht in 5%-igem Blockingpuffer bei 4° C inkubiebianach wurde die Membran mit

TBS/Tween fur 3 x 15 Minuten gewaschen.
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Anschlie3end wurde die Membran entweder mit einetgkionalen VEGF-Antikorper

oder mit den polyklonalen Antikérpern gegen VEGFRz&#oren VEGFR-1 und
VEGFR-2 (alle von Santa Cruz Biotechnology, SantazCCA, USA) jeweils in einer

Endverdinnung von 5 pg/ml fir 45 Minuten bei Raumgeratur inkubiert. Im

Anschluss an das erneute Waschen mit TBS/Tweer8 fidrl5 Minuten wurde die

PVDF-Membran fir 1 Stunde mit einem Peroxidase-gpktien sekundaren
Antikorper gegen Kaninchen IgG inkubiert. Nach vedwltem Waschen mit 2 x 15
Minuten in TBS/Tween und 1 x 10 Minuten in TBS égte die Entwicklung des

Antigen-Antikoper-Komplexes mittels Chemoluminesz&ferfahren mit dem ECL-

Reagenz von Amersham (Amersham-Parmacia, Freibatgsbhland) auf einem Fuji-
RX Film (Fuji Photo Film, Tokio, Japan). Zur Qudiziierung des Proteinsignals wurde
die Dichte der spezifischen Bander mittels des Morpetric Programm Optim&$

(Optimas Seattle, WA, USA) gemessen.

3.5 Gewebefixierung und Paraffineinbettung

Fixierung der Gewebeproben in Bouin’scher Lésung

Nach Entnahme der Fettgewebeproben erfolgte digerbixg in frisch angesetzter

Bouin’scher Loésung bei Raumtemperatur fur 24 Stande

Eine 100 ml Bouin’sche Ldsung setzt sich zusamnosn a
-75 ml Pikrinsaure (Merck, Darmstadt, Deutschland)
-15 ml Formaldehyd (37%-ig, Merck)

- 5 ml Eisessig (100%-ig, Riedel de Haen, Seelzitfrhland)
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Paraffineinbettung:

Nach Fixierung von Gewebeproben in Bouin’scher In@serfolgte ein dreitdgiges
Dehydratationsverfahren der Gewebestlicke mitteldsteigender Alkoholreihe.
Zunachst wurden die Gewebestlicke fur 48 StunderO%-igem Alkohol gelagert.
Anschlieend wurde eine automatische Entwasserunmg Raraffinautomaten
durchgefiihrt: Fir zwei Stunden in 80%-igem Atharidt, eine Stunde in 95%-igem
und fir 5 x 1 Stunde in 100%-igem Athanol. Nach Behandlung der Gewebeproben
fur 3 x 2 Stunden mit Methylbenzoat (Merck) wurdie Gewebestticke in flissigem
Paraffin/Histowax (Reichert und Jung, Wien, Osiehgfir zunachst zwei, dann acht

Stunden eingelegt, bevor sie in Paraffinblocke gegon wurden.

Objekttrdgerbeschichtung fir die immunhistochengschAnalysen:

Zur besseren Haftung der Schnitte am Objekttrageden diese mit einer Gelatine-
Chromalaun-Mischung beschichtet. Zum HerstellersatieLsung wurden folgende

Materialien verwendet:

- 500 mg Gelatinepulver (Merck)
- 50 mg Chromalaun (Kaliumchromsulfat, Merck)

- ad 100 ml Aqua dest.

Diese Mischung wurde zum Quellen gebracht und uRidmren auf 50° C erwarmt.
Staubfreie Objekttrager wurden nach zweimaligeitr&tibn der Losung in diese

getaucht und dann fur 24 Stunden in TrockenkasteRaumtemperatur aufgestellt.
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Herstellung von Paraffinschnitten:

Die Herstellung der Dunnschnitte aus den Paraffichgn erfolgte an einem
Schlittenmikrotom der Firma Zeiss (Jena, Deutsaharrir die Hamalaun-Eosin-
Farbung wurden um dicke Schnitte auf unbeschichtete Objekttraged €iir die

immunhistochemischen Untersuchungepn? dicke Schnitte auf Gelatin-Chromalaun-
beschichtete Objekttrager angefertigt. Anschlie3gadien die Schnitte bei 40° C Uber

Nacht getrocknet.

3.6 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde an jeweils 20 Schnittem braunen (BAT) und weil3en
Fettgewebe (WAT) von Wildtyp-Méausen (n=5) und awgés 32 Schnitten von BAT

und WAT von aP2/NGF-2-transgenen Méausen (n=8) dyafithrt.

Von jedem Gewebeblock wurden jeweils die erstenSkeinitte mit Hamatoxylin/Eosin

(HE) gefarbt, um die Gewebestruktur histologischbaurteilen und eine allgemeine
Ubersicht tiber die Gewebeareale zu erhalten.

Die weiteren Schnitte wurden der Immunhistochenuigetiihrt. Die hier durchgefuhrte
immunhistochemische Methode ist die von Davidoffd uSchulze (Davidoff und

Schulze, 1990) nach Zaborszky und Leranth (Zabgrsmkd Leranth, 1985)

modifizierte Technik, die von Kilic und Ergun 20@usfuhrlich beschrieben wurde
(Kilic und Ergun, 2001). Diese modifizierte Methotbesteht aus der Kombination
Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP) und Avidin-BioBeroxidase-Komplex (ABC) und
anschlieBender Visualisierung der Peroxidasefarbundtels Nickel-verstarkter

Glukoseoxidase-Technik.

Vor Beginn der immunhistochemischen Untersuchumngerden die Paraffinschnitte in
Xylolersatz (3 x 5 Minuten) und in absteigender é&iklreihe (je 5 Minuten in 100%,

95%, 80%, 70% Athanol und Aqua dest.) entparaffinb@ziehungsweise rehydriert.
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AnschlieRend wurden die Schnitte in PBS fur 15 Nenugewaschen. Nach der
Behandlung der Schnitte mit einem 2%-igem normalkaminchenserum fur die
monoklonalen Antikdrper und Schweineserum (beiderseon Sigma, Dako, USA) fur
die polyklonalen Antikérper fur 30 Minuten wurdete dSchnitte, ausgenommen die
Negativkontrollen, mit dem zu untersuchenden prenahntikorper bei +4° C in einer
feuchten Kammer tGber Nacht inkubiert. Die Antikarparen in PBS, BSA- und NaN
geldst. Dahemwurden die Kontrollschnitte (Negativkontrollen) nonit dieser Losung
ohne priméren Antikérper behandelt.

Am nachsten Tag wurden die Schnitte fur 3 x 10 Kenumit PBS gewaschen und
anschlieiend mit dem passenden Biotin-gekoppediennsiaren Antikorper (anti-Maus
Immunglobulin G (IgG) fur die monoklonalen und akaninchen IgG fur die
polyklonalen priméaren Antikérper) flir eine Stundei lRaumtemperatur in einer
feuchten Kammer inkubiert.

Nach erneutem Waschen der Schnitte mit PBS fil8 Minuten wurden sie mit dem
passenden PAP-Komplex (Maus-PAP fur die monoklonaled Kaninchen-PAP fur
die polyklonalen Antikorper) fir 30 Minuten bei Ratemperatur behandelt und erneut
mit PBS fir 2 x 10 Minuten gewaschen.

Anschlie3end wurden die Schnitte mit dem ABC-Kompléer etwa 30 Minuten vor
der Benutzung angesetzt werden musste, fur 30 Blinbei Raumtemperatur inkubiert
und erneut fur 2 x 10 Minuten mit PBS und fur 1niten mit PB gewaschen. Danach
erfolgte die Entwicklung der Peroxidase-Aktivitaturdh die Nickel-verstarkte
Glukoseoxidase-Technik. Bei dieser sehr sensitiveehnik wurde die Entwicklung der
spezifischen Immunfarbung unter dem Lichtmikroskiols maximal 30 Minuten
beobachtet und bei ausreichender Intensitat gestojpp die Residuen der Peroxidase-
Aktivitdt zu entfernen, wurden die Schnitte fur 3BxMinuten mit PBS gespult und
schlief3lich mit Kernechtrot gegengefarbt. Die Gdgdrung mit Kernechtrot dient zur
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Darstellung der Zellkerne, um das Gewebe besseHimtergrund identifizieren zu

konnen (Kernechtrot-Herstellung: 1000 ml Aqua desb0 g Aluminium-Sulfat + 1 g.

Kernechtrot heil3 auflésen, nach Erkalten filtrigren

Vor dem Eindeckeln der Schnitte auf dem Objekttrégéolgte das Dehydrieren der
Schnitte mittels aufsteigender Alkoholreihe (je thivten mit Aqua dest., 70%-, 80%-,
96%- und 2 x 100%-igem Athanol) an die sich dieulmdtion mit 3 x 5 Minuten in

Xylol-Ersatz anschloss. Zum Schluss wurden die Behanter Verwendung von Eukitt
(Riedel de Haen, Seelze-Hannover, Deutschland) gaeigneten Deckglasern

eingedeckelt.

Folgende priméare Antikdrper wurden eingesetzt:

Zur Visualisierung der Blutgefal3e im Fettgewebe deudie Immunfarbung fur den
Nachweis des von Willebrand-Faktors mittels einelyldonalen Antikorpers (DAKO,

Hamburg, Deutschland) in einer Endverdinnung vetd@:und eines monoklonalen
Antikorpers gegen CD31 (DPC Biermann, Bad Nauheieutschland) in einer
Endverdinnung von 1:100 durchgefihrt.

Zur Lokalisation von VEGF und seiner Rezeptorerolgté die Immunfarbung mit
polyklonalen Kaninchen-Antikdrpern. Dabei wurde fidie VEGF- und VEGFR-1-

Antikorper (Flt-1) eine Endverdiunnung von 1:200 Jiid den VEGFR-2-Antikorper

(FIk-1) eine Endverdinnung von 1:100 eingesetZe Atei Antikdper wurden kauflich
erworben (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, JUSA

Die Nervendichte wurde immunhistochemisch mitteiseg Antikbrpers gegen das
Neurofilament 200 F (Sigma, Deisenhofen, Deutsahlam einer Endverdinnung von

1:200 untersucht.
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Als immunhistochemische Kontrollen wurden folgeMifahren durchgefihrt:

1. Ersetzen des Primar- oder Sekundéarantikrpechd®BS,

2. Entwicklung der Peroxidase ohne vorherige Behaxgdmit Antikdrpern,

3. Inkubation der Gewebeschnitte mit normalem Keimém-Serum in Konzentrationen
von 0,1% und 0,01% (Sigma Chemical Co., St. LoWK), USA) anstelle des

Primarantikorpers.

3.7 Quantitative Evaluierung immunhistochemischer Daten

Die Blutgefal3dichte wurde unter dem Lichtmikroskepaluiert. Die Anzahl der

markierten Blutgefal3e wurde per Blickfeld durchesirLeica Lichtmikroskop (Leica

DMRB, Bensheim, Deutschland) gezahlt.

Die Ermittlung der Nervendichte wurde auf zwei Wegdurchgefiihrt: Zum einen

wurden die immunhistochemisch markierten Nervemfasichtmikroskopisch per

Blickfeld gezahlt, zum anderen wurden Nervenfasedeligezahlt, die eng mit grol3en
und mittelgrof3en Blutgefallen assoziiert waren. Bimezahl der Nervenfaserbindel
wurde in einem Bereich von insgesamt 50 Blutgefafea@hlt. Dies wurde an braunem
Fettgewebe NGF-transgener und Wildtyp-Mause duicimge zueinander in Relation

gesetzt und ihre Signifikanz berechnet.
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4. Ergebnisse

4.1  Gefallversorgung und Innervation des braunen (BAT) od wei3en (WAT)

Fettgewebes

Die Immunféarbung fur den von Willebrand-Faktor drgdass die BlutgefaRdichte im
BAT beider aP2/NGF-transgener Mauslinien (TG, n#8) Vergleich zu Wildtyp-
Mausen (WT, n=5) (Abb. 2 A, Bgignifikant erhéht war. Gleiche Ergebnisse konnten
durch die Immunfarbung fur CD31 bestatigt werdanhingezeigt).

Im WAT NGF-transgener Mause konnte ebenfalls emhélge GefaRdichte beobachtet
werden, die jedoch nicht so signifikant war wieBAT (nicht gezeigt).

Die Immunfarbung fir Neurofilament 20@n BAT zeigte keinen signifikanten
Unterschied in der Nervendichte der transgenen B&uws8) im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen (n=5) (Abb. 3 A, B). Im Gegensatz zu derohlisn Nervendichte war die
Anzahl der Nervenbundel, die in Assoziation zu desfaf3en standen, bei der
lichtmikroskopischen quantitativen Evaluation im BAder aP2/NGF-2 Mé&use im

Vergleich zum BAT der Wildtyp-Mause um etwa 30%d@rh(Abb. 3 C, D).
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Abb. 2:NGF-Effekt auf die Vaskularisierung des braunen Fettgewiges (BAT)

Die Immunfarbung gegen den von Willebrand-Faktdgtzeine signifikant hohere GefaRdichte im BAT von
aP2/NGF-2 (n=8) (Abb. 2 A) im Vergleich zum BAT vi¥ildtyp-Mausen (WT) (n=5) (Abb. 2 B).

Die Schnitte sind mit Kernechtrot gegengefarbt ¢veéRBerung: 200x).
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Abb. 3: NGF-Effekt auf die Nervendichte im BAT

Die Immunfarbung fir Neurofilament (NF) 200 zeigeiken signifikanten Unterschied hinsichtlich der

Nervendichte zwischen Wildtyp (WT) (Abb. 3 A) unBZNGF-2 Mausen (Abb. 3 B). Die dunkle Immunfarbung

markiert die Neurofilamente in Nervenbiindeln (Rigif). Im Gegensatz hierzu ist die Dichte der Nabiedel,

die mit den BlutgefaBen assoziiert sind, um ca. ¥@@P2/NGF-2 Mausen (n=8) (Abb. 3 D) im Vergleith

WT-Mausen erhéht (n=5) (Abb. 3 C). Alle Schnittedsmit Kernechtrot gegengeférbt (VergréRerung: 150x)
4.2  Immunhistochemische Darstellung von VEGF und seineRezeptoren im

BAT und WAT

Immunhistochemische Analysen mittels des polyklenahntikorpers gegen den von
Willebrand-Faktor (VWF) zeigten eine signifikanthee Gefal3dichte im BAT und
etwas weniger signifikant im WAT von NGF-transgenddausen im Vergleich zum
BAT (Abb. 2 A, B) und WAT von Wildtyp-Mausen. Passk dazu ergaben die
Immunfarbungen fir VEGF und seinem Rezeptor VEGHRIR-1) im BAT (Abb. 4
A, C) wie auch im WAT (nicht gezeigt) NGF-transgendause ebenfalls eine
verstarkte Immunreaktion im Vergleich zu BAT (AkbB, D) und WAT der Wildtyp-
Mause. Die Immunfarbung fir den VEGFR-1 (Flt-1) adrgiedoch eine nur leicht
starkere Immunfarbung im BAT aP2/NGF-2 Mause (ABbE) im Vergleich zu
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Wildtyp-Mausen (Abb. 4 F). Im WAT der aP2/NGF-2-M#&uwar die Immunfarbung
fur den VEGFR-1 (Flt-1) nicht signifikant erhohtrgéchen mit WAT der Wildtyp-
Mause (nicht gezeigt).

Immunhistochemisch konnte VEGF vorwiegend in Fd#mneaber auch in glatten
Muskelzellen und Endothelzellen grof3er BlutgefaBehgewiesen werden (Abb. 4 A,
B). Auch die Immunfarbung fir VEGFR-2 war insbeseral in einigen glatten
Muskelzellen gro3er BlutgefalRe sowie in kleinent@d&l3en im Fettgewebe verstarkt
darstellbar (Abb. 4 C). Zudem waren auch einigezeééen positiv fir den VEGFR-2
(Abb. 4 C). Die Immunfarbung im BAT der Wildtyp-M&@ war insgesamt schwacher
(Abb. 4 D). Im Gegensatz zu der Immunfarbung fUIGHR-2 war die Immunfarbung
fur VEGFR-1 im BAT NGF-transgener Mause nicht sfidgaint erhoht (Abb. 4 E), aber
dennoch leicht positiv im Vergleich zu Wildtyp-Maums(Abb. 4 F). Die entsprechenden
Kontrollen zeigten keine spezifische ImmunfarbuAdpld. 4 G, H). Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass die Fettzellen die wiclgig3uelle fir die VEGF-Produktion

sein kdnnten.
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Abb. 4:NGF-Effekt auf VEGF und seine Rezeptoren im BAT mitels Immunhistochemie

Immunhistochemie an Paraffinschnitten vom BAT N@&ksgener Mause (Abb. 4 A) zeigt eine signifikaétlere
Immunreaktion fur VEGF im Vergleich zum BAT von Wiyp-Mausen (Abb. 4 B). Auch im Gefalzendothel und in
glatten Muskelzellen groRer BlutgeféaRe ist eine tpa@siVEGF-Immunreaktion zu finden (Pfeile, Abb. 4 B).
Ebenso ist fir den VEGFR-2 (Flk-1) eine verstatktenunfarbung in BAT NGF-transgener Mause (Abb. 41@) i
Vergleich zu Wildtyp-M&usen (Abb. 4 Dju finden. Dabei ist die spezifische Immunfarburayitséchlich in
kleinen GefalRen (Pfeilkopf) lokalisiert, jedoch grperen auch die glatten Muskelzellen und die Bhelzellen
groRer BlutgefdRe den VEGFR-2 (Pfeil, Abb. 4 C). idires Immunreaktionsmuster ergibt sich fiir VEGFRwl
BAT, das jedoch nicht so pragnant ist wie das furG¥eund VEGFR-2 (Abb. 4 E, F). Die entsprechenden
Kontrollen zeigen keine spezifischen Immunfarbungabb. 4 G, H). Die Immunhistochemie wurde nach der
Nickel-verstéarkten Glukose-Oxidase-Technik durchigef Alle Schnitte sind mit Kernechtrot gegengbfar
(VergréRBerung: 150x).
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4.3 NGF beeinflusst die Expression von VEGF und seindRezeptoren im BAT

und WAT auf Proteinebene

Entsprechend den immunhistochemischen Ergebnissmgter sich in den Western
Blot-Analysen erhohte Proteinmengen fur den VEGwaD in Dimer- (46 kDa) als
auch Monomerform (22 kDa) im BAT von aP2/NGF-traersgn Mausen im Vergleich
zum BAT der Wildtyp-Mause (Abb. 5 A). Die dimere @E-Form kam trotz der
Verwendung reduzierter Bedingungen im Western Blistande.

Auch der Proteinlevel fir den VEGFR-2 war signifik@rhoht im BAT der aP2/NGF-
Mause im Vergleich zum BAT der Wildtyp-Mause (Abb. B). Ebenso war die
Proteinmenge fur den VEGFR-1 im BAT der aP2/NGF-B&um Vergleich zu den
Wildtyp-Mausen erhoht (Abb. 5 C). Insbesondere diarProteinmenge des VEGFR-1
bei 160 kDa deutlich erhéht, wohingegen die l6di¢torm des VEGFR-1, erkennbar
bei 110 kDa, signifikant reduziert war (Abb. 5 C).

Im weilRen Fettgewebe (WAT) von aP2/NGF-transgené&uddn zeigten sich wie im
BAT im Vergleich zum WAT der Wildtyp-Mause (Abb. &) in den Western Blot-
Analysen eine signifikant erhdhte Proteinexpreséimmie dimere Form von VEGF bei
46 kDa. Passend zu den Ergebnissen fur VEGF war digc Proteinmenge fur den
VEGFR-2 signifikant erhoht im WAT der aP2/NGF-MauseVergleich zum WAT der
Wildtyp-Mause (Abb. 6 C). Im Gegensatz Zlroteinmenge fir VEGF und seinen
VEGFR-2 war die Proteinmenge fur den VEGFR-1 im Wédr aP2/NGF-Mause im

Vergleich zu den Wildtyp-Mausen nicht signifikambhéht (Abb. 6 B).
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Abb. 5:NGF-Effekt auf die Expression von VEGF und VEGF-Rezptoren im BAT auf Proteinebene

Western Blot-Untersuchungen zeigen eine signifikahthte Expression fir VEGF (Abb. 5 A), VEGFR-2 pAlS

B) und VEGFR-1 (Abb. 5 C) im BAT transgener (aP2/NGR/2use im Vergleich zu Wildtyp-Mausen.
Bemerkenswert ist, dass der VEGF-Proteinspiegebéide Formen, also der dimeren Form bei 46 kDa derd
monomeren Form bei 22 kDa signifikant erhdht isttzt reduzierter Bedingungen im Western Blibb. 5 A).

Die Proteinmenge fiir den VEGFR-2 ist bei NGF-tramamn Mausen deutlich hdher als bei Wildtyp-Mausess
sich durch quantitative densitometrische Bestimnmkiagbestatigen lasst (Abb. 5 B).

Hinsichtlich der Proteinexpression von VEGFR-1 &hdich eine signifikante Erhdhung fir die dimemrk bei
160 kDa, jedoch eine signifikant niedrigere Pragpression fur die l6sliche Form von VEGFR-1 bei kD@, die
VEGF bindet und somit die Wirkung von VEGF neusiait (Abb. 5 C).

Die quantitative Evaluierung der Western Blot-Ergebe erfolgte durch densitometrische Bestimmung der
Intensitét spezifischer Banden mittels des morphosasien Computerprogramms OptimasTM. Die mittleren
Standardabweichungen sind in den S&ulen als +SHMngeeichnet und zum Vergleich wurden die Werte der
transgenen Mause zu denen der Wildtyp-M&use in i@elgesetzt.
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Abb. 6:NGF-Effekt auf die Expression von VEGF und VEGF-Rezptoren im WAT auf der Proteinebene

Im WAT aP2/NGF-2-transgener Mause zeigt sich in @&rstern Blot-Analysen eine signifikant erhdhte Egsion
fur VEGF fur die 46 kDa-Fornim Vergleich zu WAT von Wildtyp-Méausen (Abb. 6 ARie Proteinmenge von
VEGFR-1 ist im WAT aP2/NGF-transgener Mause im V&gl zu der im WAT von Wildtyp-Mausen kaum

verandert (Abb. 6 B).

Die Proteinmenge fiir den VEGFR-2 ist im WAT aP2/Nt&hsgener Mause deutlich héher als in Wildtyp béiu

(Abb. 6 C).
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5. Diskussion

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse ernobgih neue Einblicke in die
Mechanismen der neuronalen Kontrolle zur Organvasisierung und Organperfusion.
Es zeigte sich, dass die Uberexpression von NGPBAT mittels NGF-transgener
Mause die Expression von VEGF und seinen RezepMEBFR-1 und VEGFR-2 auf
der mRNA- und Proteinebene konzentrationsabhangigest. Dies korreliert mit einer
gesteigerten Vaskularisierung des braunen Fettgesyebe die immunhistochemischen
Analysen hier belegen. Die auf der Basis dieserysea durchgefiihrten funktionellen
Untersuchungen ergaben, dass erwartungsgemall dah ®GF-Uberexpression
verstarkte VEGF-System seinerseits die Angiogenekaéviert und somit die
GefaBparameter, wie GefaRpermeabilitat, Leukozketethel-Interaktionen und

Gewebeperfusionsrate beeinflusst (Hansen-Algeniseted., 2005).

Weitere Analysen unter Verwendung der braunen eettyszellen der Zelllinie wie
HIB 1B und der weil3en Fettgewebszellen der ZedliBiT3L1, sowie der primaren
menschlichen Endothelzellen HDMEG@svitro zeigen, dass NGF die Adipozyten und
Endothelzellen direkt stimuliert und sogar zu eiRevliferation beider Zellsorten fuhrt.
Ausgehend von der erhohten VEGF-mRNA-ExpressionHiB 1B Zellen nach
Stimulierung mit NGF lasst sich vermuten, dass Nfadurch die Gewebeperfusion

zumindest teilweise tber Aktivierung des VEGF-System Fettgewebe reguliert.

Da bekanntermal3en NGF die Expression von VEGF imésgewebe erhoht (Calza et
al., 2001) und angiogenetische Aktivatoren wiedemim Neurogenese beeinflussen
(Santos et al., 1991), wurde ein Zusammenhang hemsdem NGF- und dem VEGF-
System angenommen. Diese Hypothese wurde ferneh diie Arbeiten von Cantarella

(Cantarella et al., 2002) unterstutzt, die einedkth angiogenetische Aktivitat in
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humanen Endothelzellen der Vena umbilicalis (HUVEGY in dem Chorionallantois-

Membran-Assay (CAM) nach Zugabe von NGF demonstnidconnten. Jedoch waren
die durch NGF induzierten genauen molekularen uodpohologischen Mechanismen
an der Mikrovaskulatur des Fettgewebes und der dgagiese bis zum Beginn der hier

vorgelegten Dissertationsarbeit weitgehend unklar.

Mittels des hier benutzen transgenen Mausmodelimtieoein wesentlicher Beitrag zur
Erkenntnis der Interaktionen zwischen dem NGF- ME{GF-System hinsichtlich der
Regulation der Angiogenese und der Mikrozirkulatigeleistet werden. Hierbei
konnten die Effekte von NGF an der Expression petenangiogenetischer
Wachstumsfaktoren quantitativ ermittelt werden. Qiuative Real-time-RT-PCR-
Analysen ergaben deutlich héhere mRNA-Expressioriswéar VEGF, VEGFR-1 und -
2 in aP2/NGF-2 Mausen im Vergleich zu den aP2/NGMdusen, deren NGF-
Expression um das ca. 10-fache geringer ist. Daepals zu den erhohten mRNA-
Werten auch eine erhohte Proteinmenge fur VEGF, MEQ@ und fir die
membrangebundene Form von VEGFR-1 bei 160 kDa defumerden konnte, deuten
diese Ergebnisse auf eine Erhéhung der ExpressionEGF und seinen Rezeptoren
in Abhéngigkeit von der Hohe der NGF-Expression. Hba aber gleichzeitig die
l6sliche Form von VEGFR-1 bei 110 kDa, die durcls @anden des VEGF die freie
Kapazitat an VEGF und somit auch das pro-angiogeaies Signaling reduziert
(Kendall und Thomas; 1993), unter NGF-Uberexpressitieblich herabgesetzt war, ist
zu vermuten, dass auch dadurch die pro-angiogehetiéktivitat von NGF verstarkt
wird. Weiterhin belegen die vorgelegten Befundessddie angiogenetische Aktivitat in
aP2/NGF Mausen hauptsachlich Uber den Rezeptor YREZSFvermittelt wird.

Ausgehend von diesen Ergebnissen konnte geschlosserden, dass die
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Uberexpression von NGF die Angiogenese im BAT zulest teilweise uber das
VEGF- System steuert.

Um ferner herauszufinden, ob NGF das VEGF-Systerekdiaktiviert oder ob die
erhohte Expression von VEGF und den VEGF-RezeptemerResultat der erhdhten
metabolischen Anforderungen im Fettgewebe ist, keeldurch das sympathische
Output (Asano et al., 1997; Festuccia et al., 2008)ello et al., 1999) in aP2/NGF
Mausen induziert wurde, wurden an Fettzellen desien Fettgewebes der Zelllinie
von HIB 1B und vaskularen Endothelzellen (HDMECing&tlationsversuche mit NGF
unter Kulturbedingungen durchgefiihrt. Wie bereitsn vanderen Arbeitsgruppen
beschrieben (Moser et al., 2004; Raychaudhuri.eP@01; Salis et al., 2004) zeigte sich
auch hier, dass die Stimulation mit NGF zu einggnifikanten Erhohung der
Proliferationsrate beider Zellsorten, HIB 1B und MEC, fuhrte. Die erhdhte VEGF-
MRNA Expression nach 3 und 12 Stunden konnte dBrénkubationsversuche mit
NGF-neutralisierenden Antikérpern aufgehoben werd@eese Ergebnisse unterstitzten
die Annahme, dass NGF uber eine direkte Aktion @&m ddipozyten und den
Endothelzellen agiert. Folglich ist zu vermuten,sslader NGF uber zwei
unterschiedliche Wege zu einer Steigerung der VIE®pression fuhrt: direkte
Wirkung an Adipozyten und Endothelzellen sowie ekl tGber erhohte sympathische

Stimulation von braunem Fettgewebe (BAT).

Die im endothelialen Proliferations-Assay erhobertergebnisse zeigen, dass die
Proliferationsrate der Endothelzellen nach Stinmuhg mit NGF signifikant erhoht ist.
Dies deutet auf einen mitogenen Effekt von NGF addihelzellen hin. Die erhdhte
Expression der VEGF-mRNA in Endothelzellen nach MN&ifmulierung lasst
vermuten, dass diese mitogenen Effekte von NGF radotBelzellen indirekt Uber die
gesteigerte Expression von VEGF erfolgen kdnnteelches Uber einen autokrinen
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Mechanismus an Endothelzellen wirksam werden kaiereinstimmend damit konnte
Emanueli et al. (Emanueli et al., 2002) zeigen,sdasvivo die angiogenetische
Aktivitat von NGF durch Applikation von monoklonalem VEGF-Antikorper
aufgehoben werden konnte. Diese Arbeiten weiseaudldrin, dass im Gegensatz zu
den friheren Untersuchungen (Cantarella et al.2 2Rkuchi-Utsumi et al., 2002), die
angiogenetische Fahigkeit vivo zumindest partiell Uber Stimulierung des VEGF-
Systems vermittelt wird. Ob NGF Uber diese indieelEffekte hinaus tatsachlich direkt
die mikrovaskularen Funktionen, wie GefaRdichte Redmeabilitat beeinflusst, bedarf

weiterer Untersuchungen.

Die im Zusammenhang mit den hier vorgelegten Bedundurchgeflhrtenn vivo
Analysen unter Anwendung der Intravital-Flouresmeikzoskopie anhand eines
interskapularen und eines inguinalen Fensters (ASigedt et al.,, 2003; Hansen-
Algenstaedt et al., 2000; Shay-Salit et al., 2002)egen eindeutig, dass NGF-
Uberexpression mit der Beeinflussung der funkti@melGefaBparameter, wie die
Gerfal3permeabilitat, Leukozyten-Endothel-Interaktiaund die Gewebeperfusion
einhergeht (Hansen-Algenstaedt et al., 2005). Daegjte sich, dass die erhdhte
Gefalldichte bei gleichzeitig normalem Blutflusslen einzelnen Gefal3en zur erhéhten
Gewebeperfusionsrate im BAT der aP2/NGF-transgéhé@usen fiuhrte, welche in den
aP2/NGF-2 Méausen besonders verstarkt war. Die &taig der Gewebeperfusion ist
Voraussetzung fur den bedarfsgerechten Aufbau éegetes und fur die Anpassung an
die erhohten metabolischen Anforderungen. Ebenséordert eine erhohte
thermogenetische Aktivitdt vom braunen Fettgewell®AT) eine verstarkte
Gewebeperfusion. Von einer erhdhten GefalRdichtduskulatur nach chronischer
Verabreichung von NGF wurde bereits friher bericfEmanueli et al., 2002). Zudem
wurde mittels eines Laser-Doppler-Flussgeschwirglighnessers in Beinen von
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diabetischen Mausen eine erhthte postischamisctiesi®® gemessen. Die Perfusion
war sofort nach NGF-Applikation und sieben Tagerstpoterventionell erhoht. Es
blieb jedoch unklar, ob die erhdhte Perfusion ansreGefal3dilatation oder aus der hier
gezeigten Steigerung der Gefalidichte resultierie.hizr vorgelegte Arbeit und die in
diesem Zusammenhang in der Arbeitsgruppe von DmselaAlgenstaedt (Orthopadie,
UKE) durchgefiihrtenn vivo Analysen zeigen, dass die erhdhte Gewebeperfumson
chronischer NGF-Uberexpression durch die erhohtéf@kichte bei unveranderter

Gefalperfusionsgeschwindigkeit der einzelnen Geb@dengt ist.

Hinsichtlich der Nervendichte im BAT von Wildtyp-nd aP2/NGF-Mausen konnte
beziglich des Gesamtgewebes kein Unterschied gefunderden. Dieser Befund
stimmt damit Uberein, dass auch der Expressiorgspieon trkA'° " in aP2/NGF
Mausen sich nicht veranderte, da bekanntermal3etridheRezeptoren hauptsachlich
die Nervenaussprossung vermitteln, wahrend “BY5 die Formierung von
sympathischen "Bouton-like -Strukturen modulieradlet al., 2003). Daher kdnnte eine
erhbhte NGF- und p?%%-Expression zu einer gesteigerten Sekretion von
Norepinephrinen aus den sympathischen Nervenenglegufithren (Heumann et al.,
1984; Roux und Barker, 2002). Es gibt jedoch audbefen, die eine Aktivierung der
Angiogenese Uber Erhdhung der NGF- und trkA-Expoessy Tumoren (Davidson et
al., 2003), in NGF-stimulierten arteriellen ZelléWlanni et al., 2005) und wahrend des
Wundheilungsprozesses (Graiani et al., 2004) zeipenerhthte Nervendichte, die mit
Gefal3en assoziiert ist, unterstitzt die in diesdéeA aufgestellten Hypothese, dass die
NGF-vermittelte Regulation der Gewebeperfusion aimen durch neuronale Kontrolle
von Gefallen zustande kommt und zum anderen duschnti#raktion zwischen den

NGF- und VEGF-Systemen Uber Aktivierung der Angiogse herbeigefihrt wird.
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Die mikrovaskulare Permeabilitat war im BAT NGFrsgener Mause signifikant
erhoht im Vergleich zu Wildtyp Mausen, wobei zwisohden beiden transgenen
Mauslinien kein weiterer signifikanter Unterschiegefunden werden konnte.
Verglichen mit den tbrigen mikrovaskuldren Parammeteeist dieser vernachlassigbar
geringe Unterschied zwischen den Mauslinien aP2A4GiRd aP2/NGF-2 darauf hin,
dass die effektive, mikrovaskulare Permeabilitat @® sensitivsten und als einer der

initial beeinflussten Parameter ist bei erhdhtenG¥H_evel (Algenstaedt et al. 2003b).

Frihere Arbeiten konnten zeigen, dass NGF daszelttddre Adhasionsmolekiil-1
(ICAM-1) und damit zusammenhangend die Leukozyteldsion an HDMECSn
vitro erhoht (Raychaudhuri et al. 2001). Anhand der iosatlnmenhang mit dieser
Dissertationsarbeit durchgefuhrtanvivo Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
die Uberexpression von NGF die Leukozyten-Endothigraktion abhangig von der
Expressionshéhe von NGF erhoht, ohne lokale hanadisthe Veranderungen zu
bewirken. Dies stimmt mit der Beobachtung tibergass NGF-Uberexpression in BAT
die Perfusionsgeschwindigkeitsrate in den einzelBamgefallen nicht wesentlich
beeinflusst. Die gesteigerte Leukozyten-Endothtgrlktion im GefalRbett des BAT
NGF-transgener Mause weist darauf hin, dass NGFRdXpeession mit einer erhéhten
Expression von Adhasionsmolekulen mikrovaskuldren Endothelzellen einhergehen

kdnnte.

Zusammenfassend weisen die in dieser Arbeit vogtehe Befunde daraufhin, dass
Erhbhung des sympathischen Outputs durch exzedsi@&-Produktion in einer
Aktivierung angiogenetischer Prozesse resultieie dowohl zu einer erhthten
Gefalldichte im BAT fuhren als auch morphologisché funktionelle Gefal3parameter
Uber das VEGF und VEGF-Rezeptorsystem, insbesondber den VEGFR-2,
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beeinflussen. Diese erstmaligen Befunde werdenrweestandnis nicht nur bezuglich
der neuronalen Regulierung der Energielieferung dem Fettgewebe, sondeanich
beziglich der neuronalen Kontrolle der Angiogenaséllgemeinen verbessern. Diese
Beobachtungen kdnnten weiterhin helfen, die Medraan der Organperfusion und der
damit verbundenen Stoffwechselaktivitsgowie der Organentwicklung besser zu

verstehen.
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