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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Vaskulére Systeme bei Sdugetieren

Bei Sdugetieren gibt es zwei vaskulidre Systeme, den Blutkreislauf und das lymphatische System.
Der Blutkreislauf mit dem Herz als Zentralorgan wurde erstmals 1628 beschrieben (Harvey,
1628). Zur selben Zeit wurde die Existenz von Lymphgefifen entdeckt (Aselli, 1627). Im
Gegensatz zum Blutkreislauf ist das lymphatische System nicht geschlossen. Die
Lymphzirkulation ist unidirektional und sorgt fiir den Transport von Lymphe aus der Peripherie

tiber sekundére lymphatische Organe in den Blutkreislauf.

1.1.1 Funktion und Aufbau des lymphatischen Systems

Wihrend die Hauptfunktion des Blutkreislaufs die Versorgung aller Organe und Korperteile mit
Sauerstoff ist (Carmeliet, 2005), drainiert das Lymphsystem extrazellulire Gewebsfliissigkeit.
Diese entsteht durch den vom Blutdruck verursachten kontinuierlichen Austritt von Blutplasma
in das Gewebe (Carmeliet, 2005). Somit kommt dem Lymphsystem eine wichtige Rolle in der
Fliissigkeitshomdostase zu, dient aber auch der Beseitigung von Abbauprodukten aus den

drainierenden Organen und dem Transport von Immunzellen.

In Sdugetieren existieren Lymphgefifie iiberall dort, wo auch Blutgefidfe vorhanden sind, wobei
die Plazenta die einzige Ausnahme darstellt. Obwohl die Hornhaut normalerweise ginzlich frei
von Gefiélen ist, kann es nach operativen Eingriffen oder bestimmten Augenerkrankungen auch
hier zur GefidBbildung kommen. Im zentralen Nervensystem itibernimmt der Liquor die Rolle der

Lymphe (Andrade und Jacomo, 2007; Cursiefen et al., 2003)

Das offene Lymphsystem beginnt im Gewebe mit hochpermeablen, blind endenden Kapillaren,
die aus einer einzigen Schicht von locker aneinandergelagerten, liberlappenden Endothelzellen
bestehen. Die an interzelluliren Kontakten beginnenden Ankerfilamente sind mit der

extrazelluliren Matrix (ECM) verbunden und fiihren zur Offnung interendothelialer
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Verbindungen, sobald sich das interstitielle Volumen erhoht (Casley-Smith und Florey, 1961;
Leak und Burke, 1966). Die Lymphfliissigkeit wird liber immer groBer werdende Gefifle zum
Lymphknoten transportiert. Diese Gefille bilden eine diskontinuierliche Basalmembran aus und
besitzen Klappen, die einen Riickfluss verhindern. Groe Lymphgefidle sind strukturell wie
Venen aufgebaut. Neben einer Endothelzellschicht mit einer Basalmembran weisen sie auch eine
Muskelschicht aus glatten Muskeln auf. Der Lymphfluss von den Kapillaren zum Lymphknoten
kommt zum einen durch den Druck extrazellulidrer Fliissigkeit im Gewebe, zum anderen durch
die Korperbewegung und damit einhergehender Kompression der Gefidfle durch die

Skelettmuskulatur zustande (Oliver und Alitalo, 2005).

Durch afferente GefidBe (Vas afferens) gelangen neben Proteinen und Kohlenhydraten aus
Gewebsfliissigkeit und dem Abbau der ECM auch aktivierte, dendritische Zellen (DCs) zu den
Lymphknoten. Diese antigenprédsentierenden Zellen, die Fremdantigene in der Peripherie
aufgenommen haben, treffen dort auf naive, antigenspezifische T- und B-Zellen und aktivieren
diese zu Effektorzellen des adaptiven Immunsystems (Banchereau, Steinman 1998, Katakai,
Harar 2004). Uber ableitende GefiBe (Vas efferens) wird die Lymphfliissigkeit zu weiteren
Lymphknoten transportiert, bevor sie schlieBlich tiber den Brustmilchgang (Ductus thoracius)
oder den Lymphgang (Ductus lymphaticus) zwischen der Vena jugularis interna und der Vena

subklavia in die Blutbahn gelangt (Andrade und Jacomo, 2007).

Eine Besonderheit stellt die Lymphe des Magen-Darmtraktes dar, die auch Chylus genannt wird,
da sie durch den Gehalt an Fetten milchig ist. Diese Darmlymphe wird iiber die
Darmlymphknoten und den Brustmilchgang ebenfalls in die Blutbahn geleitet. Somit ist das

Lymphsystem auch an der Fettabsorption beteiligt (Hong ef al., 2004).

1.1.2 Lymphatische Marker

Mittlerweile gibt es eine Anzahl von Proteinen, die von Lymphendothelzellen (LECs) exprimiert
werden. Die bedeutendsten sind der Transkriptionsfaktor Prox-1 (Drosophila prospero
verwandtes Homdoboxgen), das sialysierte Transmembranprotein Podoplanin, der
lymphendotheliale Hyaluronsdurerezeptor-1 (LYVE-1), der vaskuldre Endothelzell-
Wachstumsfaktor Rezeptor-3 (VEGFR-3), der Endozytose-vermittelnde Chemokinrezeptor D6,
das Chemokin CCL21 und Neuropilin-2 (Jackson, 2007). Dabei ist allerdings zu beachten, dass
keines dieser Molekiile ausschlieBlich von LECs gebildet wird. Entweder werden sie zusitzlich

in anderen Geweben oder unter pathologischen Bedingungen, z. B. in Tumoren, exprimiert. Im
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Mausmodell wurde gezeigt, dass ein Fehlen von Prox-1 zur Entwicklung eines nicht
lebensfahigen Embryos fiihrt, der keine Lymphgefédle besitzt (Wigle und Oliver, 1999). Eine
Zerstorung des Gens fiir VEGFR-3 fiihrt ebenfalls zum Versterben des Mausembryos, allerdings
aufgrund kardiovaskuldrer Defekte, die durch das Fehlen der friihen vaskuldren Expression von
VEGFR-3 bedingt sind (Dumont et al., 1998). Blockiert man VEGFR-3 erst nachdem es
spezifisch auf LECs exprimiert wird, so fiihrt dies zur Aplasie des Lymphsystems (Makinen
et al., 2001). Im Gegensatz dazu steht die Beobachtung, dass LYVE-1 defiziente Miuse gesund
erscheinen und weder Lymphdefekte noch morphologisch abnormale Gefifle besitzen (Gale
et al., 2007), obwohl LYVE-1 als einer der ersten und prominentesten Marker fiir LECs in der
embryonalen Entwicklung gilt (Alitalo et al., 2005; Oliver, 2004).

1.1.3 Die Entstehung des vaskuliiren Systems wiihrend der Embryonalentwicklung
Um die Mechanismen besser zu verstehen, die spiter im ausgewachsenen Organismus zur
Neubildung von Lymphgefiien beitragen, wird im folgenden Kapitel die Entstehung der Gefille

wihrend der Embryonalentwicklung kurz dargestellt.

Als erste Gefidle entstehen Blutgefile im Embryonalstadium von Séugetieren durch einen
Prozess, der Vaskulogenese — Neubildung aus Vorlduferzellen - genannt wird. Aus dem zwischen
Ektoderm und Endoderm gebildeten Mesoderm differenzieren sich unter anderem sog. Blutinseln
(Risau und Flamme, 1995). Die &duBeren Zellen dieser Blutinseln sind Angioblasten,
Stammzellen, die sich spiter zu Endothelzellen entwickeln, wéhrend sich im Inneren der
Blutinseln die himatopoetischen Stammzellen befinden, die spiter die verschiedenen Blutzellen
bilden. Diese Blutinseln fusionieren im Embryo zu einem primiren Kapillarplexus (Risau und
Flamme, 1995). Die friihen Blutgefifie exprimieren neben den Blutendothelmarkern CD31
(PECAM-1, engl.: platelet/endothelial cell adhesion molecule-1) und MECA-32 (Panendothel-
zellantigen) auch die lymphatischen Marker LYVE-1 und VEGFR-3 (Dictor et al., 2007).
Lymphgefile entstehen, wenn polarisierte Blutendothelzellen (BECs) den Transkriptionsfaktor
Prox-1 bilden (Oliver, 2004) (Abb. 1.1 am Beispiel der Maus). Im Folgenden proliferieren diese
Zellen, die neben Prox-1 auch positiv fiir LYVE-1 und VEGFR-3 sind, und bilden den Ursprung
des lymphatischen Netzwerks. Gleichzeitig stellen Blutgefdfle die Expression von LYVE-1 und
VEGFR-3 ein (Dictor et al., 2007). Ob nun das gesamte lymphatische System aus diesen
spezialisierten Venen entsteht, wurde seit der Entdeckung des venésen Ursprungs kontrovers
diskutiert (Wilting et al., 2007). Im Gegensatz zu dieser zentrifugalen Ausbreitung der

Lymphgefédfe im Organismus (Sabin, 1902) wird vermutet, dass es im Embryo analog zu den
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Angioblasten, die zur de novo Formierung von Blutgefifen fiihren, auch Lymphangioblasten
gibt. Diese entstehen aus den spezialisierten Venen und wandern in die Peripherie. Dort fiihren
sie zur Bildung von neuen LymphgefiBien, die sich dann untereinander verbinden, also zentripetal

zusammenwachsen (Huntington und McClure, 1908; Kampmeier, 1912).

E 9.0-10.5 E 11.0-12.0 E 15.5
Vene
Prox-1+ Lymphgefan
LYVE-1+
VEGFR-3+
Prox-1*
LYVE-1+ Prox-1+
LYVE-1+
LYVE-1+ s LYVE-1 CD31+
VEGFR-3+ + VEGFR-3 MECA-32+
CD31+ CD31+
MECA-32+ MECA-32*

_‘T:;;F P

Prox-1+
Lymphangioblasten LYVE-1+
VEGFR-3*

Abb. 1.1 Entstehung lymphatischer Gefifle aus Blutendothel in Sdugetieren mit der
Zeitachse am Beispiel der Maus. Bis zum Tag 11 im Mausembryo (E 11) sind BECs positiv
fiir LYVE-1, VEGFR-3, CD31 und MECA-32. Am Tag 10 polarisieren vendse Endothelzellen
und exprimieren Prox-1. Diese Zellen formieren sich entweder direkt zu Lymphgefifien oder
entwickeln sich zu Lymphangioblasten. Die neuen Lymphgefile exprimieren die
lymphatischen Marker Prox-1, LYVE-1 und VEGFR-3, wihrend BECs die Expression dieser
Proteine einstellen.

Wihrend in Zebrafischen gezeigt wurde, dass lymphatische Gefidle nur aus vendsen GefidlBlen
entstehen (Yaniv et al., 2006), wurden in V6égeln Lymphangioblasten identifiziert, die in der
embryonalen Entwicklung des Lymphsystems eine Rolle spielen (Schneider et al., 1999).
Kiirzlich wurden auch im Mausembryo mesenchymale Zellen mit lymphendothelialen

Charakteristika gefunden (Buttler et al., 2006; Liersch et al., 2006).

Inwieweit also Lymphangioblasten zum Aufbau des Lymphsystems beitragen, scheint
artspezifisch zu sein. Kein Zweifel besteht jedoch darin, dass LECs im Embryo von vendsen, also

BECs, abstammen.
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1.1.4 Entstehung neuer Lymphgefifie im erwachsenen Organismus

Auch im adulten Organismus kommt es unter bestimmten Bedingungen zum GefidBwachstum.
Das Sprossen neuer Kapillaren aus existierenden Gefidlen wird als Angiogenese bezeichnet. Der
stiarkste Induktor fiir Hdmangiogenese ist die Hypoxie und fiir Lymphangiogenese die
Entziindung (Carmeliet, 2005). Diese physiologischen Stimuli treten nicht nur bei
Gewebsregenerierung und Wundheilung, sondern auch bei pathologischen Prozessen wie
Tumorwachstum, verschiedenen Augenerkrankungen oder Entziindungen auf (Karpanen und

Alitalo, 2008).

Blutgefdfle wachsen zum einen durch Proliferation der Endothelzellen, ausgeldst durch
angiogene Faktoren wie den vaskuldren Endothelzell-Wachstumsfaktor (VEGF)-A, den
Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF) oder Angiopoietin-1. Andererseits kommt es zum Einbau
von hidmatopoetischen endothelialen Vorliduferzellen (EPCs), die direkt durch den Blutstrom zum

Ort der Hamangiogenese gelangen (Wilting und Becker, 2006) (Abb. 1.2A).

Bei der Generierung neuer Lymphgefifle, die zeitlich etwas verzogert zur Himangiogenese
auftritt, ist man bisher davon ausgegangen, dass lymphangiogene Faktoren wie VEGEF-C,
VEGF-D oder Angiopoietin existierende Gefdlle zum Auswachsen stimulieren (He et al., 2004;

Saharinen und Petrova, 2004) (Abb. 1.2A).

A / Hypoxie
ii P Entziindung

) _=N_=)
Blutgefaly

\ h LymphgefaR

o

Abb. 1.2 Him- und Lymphangiogenese im adulten Organismus. (A) Die Neubildung von
Blut- und Lymphgefifien wird durch Hypoxie oder Entziindung induziert. Dabei integrieren
zirkulierende endotheliale Vorlduferzellen (EPCs) in existierende Blutgefifle, wihrend die
BECs gleichzeitig proliferieren. Fiir Lymphgefde wurde lange Zeit angenommen, dass sie nur
durch Proliferation ihrer LECs wachsen konnen. (B) Analog zur Hdmangiogenese konnte
gezeigt werden, dass auch beim LymphgefdBwachstum endotheliale Vorlauferzellen beteiligt
sind.
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Neuere Forschungsarbeiten zeigen jedoch, dass auch bei der Lymphangiogenese himatopoetische
Vorléduferzellen aktiv zum GefidBwachstum beitragen (Religa et al., 2005; Salven et al., 2003).
Diese Vorlduferzellen aus dem Blut miissen das Blutendothel durchqueren, am Entziindungsort
zu existierenden LymphgefidBen wandern und integrieren dann zwischen die zusétzlich

proliferierenden LECs (Abb. 1.2B).

Lymphangiogenese ist ein sehr wichtiger Prozess bei der Geweberegenerierung, tritt aber auch
unter pathologischen Bedingungen auf. Die Identifizierung bestimmter Marker wie LY VE-1 und
VEGFR-3 ermoéglicht nun, die Mechanismen dieses stark regulierten und gerichteten Wachstums

genauer zu analysieren.

1.2 Dem Karzinoembryonalen Antigen verwandte Zelladhisions-
molekiile (CEACAMSs)

Das Karzinoembryonale Antigen (CEA) wurde erstmals als Tumor-assoziiertes Antigen bei
Darmkrebs beschrieben, von dem man vermutete, dass es als urspriinglich embryonales Protein
wihrend der Krebserkrankung im erwachsenen Menschen erneut exprimiert wird (Gold und
Freedman, 1965). CEA wird zwar bei einigen Krebserkrankungen, wie Darm-, Brust- und
Lungenkrebs, vermehrt gebildet, allerdings auch in einer Vielzahl gesunder embryonaler und
adulter Gewebe exprimiert (Horst et al., 2006). Die dem Karzinoembryonalen Antigen
verwandten Zelladhidsionsmolekiile werden CEACAMSs (engl.: Carcinoembryonic antigen-

related cellular adhesion molecules) genannt.

1.2.1 Aufbau und Vorkommen der unterschiedlichen CEACAMs

Aufgrund ihrer strukturellen Homologie gehéren die CEACAMs zur Immunoglobulin (Ig)-
Superfamilie und werden ausschlieBlich auf der Zelloberflache von Sdugetierzellen exprimiert
(Beauchemin et al., 1999; Obrink, 1997). CEACAMSs spielen eine Rolle bei komplexen
zelluldren Prozessen, zelluldrer Erkennung und homo- und heterophiler Zell-Zell-Adhésion
(Gray-Owen und Blumberg, 2006; Horst und Wagener, 2004). Bislang wurden 23 verschiedene

Molekiile beschrieben. Der Mensch exprimiert zwolf verschiedene CEACAMs, wihrend bei der
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Maus 15 unterschiedliche CEACAMs identifiziert wurden (http://cea.klinikum.uni-muenchen.de;
Zebhauser et al., 2005).

Die CEACAMs besitzen zwischen einer und sieben extrazelluldren, Ig-dhnlichen Doménen, die
85 bis 110 Aminosduren lang sind und durch zwei gegenldufige p-Faltblattstrukturen
gekennzeichnet sind (Vaughn und Bjorkman, 1996). Diese Ig-dhnlichen Strukturen lassen sich in
variable (IgV) und konstante (IgC) Doménen einteilen. Wiéhrend einige CEACAMs
ausschlieBlich 16slich vorkommen, sind andere liber Glykosylphosphatidylinositol oder eine
transmembrane Doméne mit der Zellmembran verankert. Manche CEACAMs kénnen mit ihrem
zytoplasmatischen Teil zelluldre Proteine direkt binden oder iiber phosphorylierbare

Aminosiduren in zelluldre Signalkaskaden eingreifen.

Der extrazellulidre Teil der CEACAMs enthilt zahlreiche N-Glykosylierungsstellen. Dabei
konnen Zuckerreste bis zu 50 % des Molekulargewichts von CEACAMSs ausmachen, wobei die
Glykosylierung eines CEACAMs abhiéngig vom Zelltyp ist und mit dem Differenzierungsstatus

der Zelle variieren kann (Lucka et al., 2005).

1.2.2 CEACAM1

CEACAMI, in der Literatur auch als C-CAM, BGP (bilidres Glykoprotein) oder CD66a
beschrieben, wird auf Epithelien, endothelialen Gefédflen und himatopoetischen Zellen exprimiert
(Obrink, 1997; Prall et al., 1996). Als Zelladhdsionsmolekiil spielt es eine wichtige Rolle in der
Signaliibertragung bei Zell-Zell-Kontakten und der Regulation dieser Signale (Beauchemin et al.,

1999; Obrink, 1997).

CEACAMI ist ein homophiles Zell-Zell-Adhédsionsmolekiil. Der bedeutendste extrazellulire
Interaktionspartner ist CEACAMI1 selbst (Sundberg et al., 2004). Dabei kann es mit einem
CEACAMI1 Molekiil auf einer anderen Zelle (in trans) oder auf derselben Zelle (in cis)
interagieren. Zusétzlich kann CEACAMI1 auch mit CEACAMS5 oder CEACAMG6 heterophile
Interaktionen eingehen (Horst und Wagener, 2004). Diese Molekiile werden jedoch nicht in der
Maus exprimiert. Weiterhin dient CEACAMI1 auch als Rezeptor fiir verschiedene Pathogene wie
das Maushepatitis Virus (Dveksler et al., 1993), verschiedene Neisserien Arten (Toleman et al.,
2001; Virji et al., 1996), Moraxella catarrhalis (Hill und Virji, 2003), Haemophilus influenzae
(Virji et al., 2000) und Escherichia coli (Berger et al., 2004). Fiir die spezifischen homo- und
heterophilen Bindungen ist eine nicht glykosylierte f—Faltblattstruktur in der extrazellulidren,

aminoterminalen (N-terminalen) Doméne verantwortlich (Watt et al., 2001).
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Das komplette CEACAM1 (CEACAM1-4L) besitzt drei extrazellulidre IgC- und eine N-terminale
IgV-Domine (Abb. 1.3). Insgesamt kann es extrazelluldr an 20 Stellen glykosyliert werden. An
eine Transmembrandomine schlie3t sich ein langer zytoplasmatischer Teil an. Durch alternatives
Splicing gibt es in der Maus vier verschiedene Isoformen, wihrend beim Menschen sogar zwolf
verschiedene Isoformen bekannt sind (Zebhauser et al., 2005). Neben dem vollstindigen Molekiil
CEACAMI1-4L gibt es in der Maus eine Form mit einem verkiirzten zytoplasmatischen Teil,
CEACAMI1-4S. Zusitzlich konnen in beiden Varianten zwei extrazelluldre IgC-Doménen fehlen

(CEACAMI1-2L und CEACAM1-2S) (Gray-Owen und Blumberg, 2006; Zebhauser et al., 2005).

~ .
& IgV-Doméne

~4)

@ IgC-Doméne

o= Glykosylierungsstelle

—
((;5}) Transmembrandoméane

fo'0 03 ]cx?co 00 ¢

CEACAM1-4L CEACAM1-4S CEACAM1-2L. CEACAM1-2S8

Abb. 1.3 verschiedene Isoformen von CEACAMI1. Das komplette Molekiil, CEACAM1-4L,
besteht aus einer extrazelluldren N-terminalen IgV-Doméne, gefolgt von drei IgC-Doménen. An
eine transmembrane Domine schliet sich ein langer zytoplasmatischer Teil mit
phosphorylierbaren Aminoséduren in zwei ITIMs an. Durch alternatives Splicing entsteht
entweder CEACAMI1-4S mit einem kurzen zytoplasmatischen Teil, CEACAMI1-2L mit nur
einer IgC-Doméne und einem langen zytoplasmatischen Teil oder CEACAMI1-2S mit nur einer
extrazelluldren IgC-Domine und einem kurzen zytoplasmatischen Teil. (nach Gray-Owen und
Blumberg, 2006)

0Ot COO%R 0000 000 I]..(IC(' e ITIM
ul
a

Im Gegensatz zum humanen Ceacaml Gen gibt es in der Maus zwei Allele, Ceacamla und

Ceacamlb, die sich vor allem in der N-terminalen Domine unterscheiden (McCuaig et al., 1993).

Das vollstindige Protein (CEACAMI1-4L) besteht aus 521 Aminosduren, wovon 73 Aminoséduren
den langen zytoplasmatischen Teil bilden, der zwei phosphorylierbare, inhibitorische
Sequenzmotive (ITIMs, engl.: immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs) enthélt. Durch
diese phosphorylierbaren Tyrosin- und Serinreste (Tyr488, Tyr515 und Ser503) ist CEACAMI1-L
in die intrazelluldre Signaliibertragung involviert (Gray-Owen und Blumberg, 2006).
Dimerisierung von CEACAMI-L fiihrt zur Phosphorylierung dieser Tyrosinreste durch Kinasen
der Src-Familie (Brummer et al., 1995; Skubitz et al., 1995), worauf tyrosinabhingige
Phosphatasen, wie SHP-1 oder SHP-2, rekrutiert und aktiviert werden (Obrink, 1997). Durch

Dephosphorylierung verschiedener Substrate kénnen diese aktivierten Phosphatasen nun ein
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Signal in Zellen ddmpfen oder ganz inhibieren (Ravetch und Lanier, 2000). Fiir die
Dimerisierung von CEACAMI1 Molekiilen ist die bereits erwidhnte nicht glykosylierte
N-terminale Domine entscheidend. Allerdings beeinflussen intrazellulire Kalziumionen (Ca®")
diesen Prozess, da eine hohe Ca**-Konzentration zur Bindung von Ca**-geladenem Calmodulin
an den zytoplasmatischen Teil von sowohl CEACAMI-L als auch CEACAMI1-S fiihrt. Dadurch
wird eine Dimerisierung sterisch entweder verhindert oder es kommt zur Dissoziation von cis-

Dimeren in vitro (Hunter et al., 1996).

CEACAMI-L interagiert auBerdem mit Proteinen des Zytoskeletts, wie Aktin (Da Silva-Azevedo
und Reutter, 1999; Sadekova et al., 2000; Schumann et al., 2001), Paxillin (Ebrahimnejad et al.,
2000), Tropomyosin (Schumann et al., 2001), Talin (Muller et al., 2005) und Filamin A (Klaile
et al., 2005) sowie dem Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF-Rezeptor) (Abou-
Rjaily et al., 2004), dem Insulinrezeptor (Najjar, 2002) und Integrin B3 (Brummer et al., 2001) in
einer vom Phosphorylierungsstatus seines zytoplasmatischen Teils abhingigen Weise

(Ebrahimnejad et al., 2004; Kuespert et al., 2006; Najjar, 2002).

Im Gegensatz dazu besitzt CEACAMI1-S nur einen zehn Aminosduren langen zytoplasmatischen
Teil ohne phosphorylierbare Aminosidurereste. Jedoch koénnen diese zehn Aminosiduren
Calmodulin, Tropomyosin und Aktin direkt binden und so mit dem Zytoskelett interagieren

(Gray-Owen und Blumberg, 2006).

CEACAMI1-vermittelte Signale kénnen positiv oder negativ sein. Da beide Isoformen (S und L)
in den meisten CEACAMI1 positiven Zellen koexprimiert werden, wird vermutet, dass das
Verhiltnis beider Isoformen zueinander ausschlaggebend fiir die Art des entstehenden
intrazelluldren Signals ist (Singer et al., 2000; Turbide et al., 1997). Zusitzlich kann dieses
Signal durch die Balance der rekrutierten Kinasen oder Phosphatasen reguliert werden (Sundberg

et al., 2004).

Die fast ubiquitdre Expression von CEACAMI1 und die vielfiltigen zelluldren Interaktionspartner
verweisen auf die Beteiligung von CEACAMI1 an zahlreichen zell- und gewebespezifischen
Prozessen wie Zellproliferation (Singer et al., 2000), Tumorwachstum und —metastasierung
(Ebrahimnejad et al., 2004), Angiogenese (Horst et al., 2006; Wagener und Ergiin, 2000),
Apoptose (Kirshner et al., 2003), Epithelzellpolarisierung (Sundberg et al., 2004), Lymphozyten-

aktivierung (Kammerer et al., 1998) und Insulinmetabolismus (Najjar, 2002).

CEACAMI wird auf vielen immunologischen Zellen wie Makrophagen, Granulozyten, B-Zellen,
T-Zellen, Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und DCs exprimiert (Sundberg et al., 2004),

wobei eine Bindung in frans zu verzdgerter Apoptose in Granulozyten (Singer et al., 2005),
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erhohte Expression kostimulatorischer Molekiile auf DCs (Kammerer et al., 2001), verstirkte B-
Zell Proliferation (Greicius et al., 2003) und T-Zell Aktivierung (Kammerer et al., 1998) fiihrt.
Allerdings wurde kiirzlich auch eine Inhibierung der Lymphozytenaktivierung durch

CEACAMI-L beschrieben (Gray-Owen und Blumberg, 2006).

Eine dhnliche kontroverse Rolle spielt CEACAMI1 bei Krebserkrankungen. So unterdriickt es
tumorigene Eigenschaften bei Darmkrebs (Leung et al., 2006; Neumaier et al., 1993; Nollau et
al., 1997; Rosenberg et al., 1993). Dafiir scheint vor allem der zytoplasmatische Teil von
CEACAMI-L verantwortlich zu sein, da eine CEACAMI1-L Mutante ohne N-terminale IgV-
Doméne, die essentiell fiir CEACAMI-vermittelte Zell-Zell-Bindung ist, auch mit
Tumorwachstum in Nacktmiusen interferiert (Izzi et al., 1999). Auf der anderen Seite erhoht
CEACAMI1 das onkogene Potential von Melanomen, fiihrt zu verstirkter Metastasierung und

damit einhergehend zu einer schlechteren Prognose (Brummer et al., 2001; Ebrahimnejad et al.,

2004; Thies et al., 2002).

1.2.3 Die Rolle von CEACAMI1 in der Himangiogenese

Nach der Initiierung der BlutgefiBneubildung durch himangiogene Faktoren wie VEGF-A oder
Angiopoietin sind Adhidsionsmolekiile essentiell fiir zelluldre Prozesse, die wihrend der
Angiogenese stattfinden. Dazu zdhlen zelluldre Migration, Aufbau des vaskuldren Netzwerkes
und Interaktion mit der ECM, um nur einige zu nennen (Carmeliet und Jain, 2000; Conway et al.,
2001; Horst und Wagener, 2004). In den letzten Jahren wurde immer wieder beschrieben, dass
CEACAMI auch bei der Neubildung von Blutgefiflen eine Rolle spielt und selbst himangiogene
Wirkung besitzt (Ergiin et al., 2000; Horst et al., 2006).

So fiihrt Sauerstoffmangel (Hypoxie) zu einer erh6hten Expression von CEACAMI1 zusammen
mit anderen himangiogenen Wachstumsfaktoren in Ratten und Maéausen (Chen et al., 2005).
AuBerdem wird CEACAMI in Mikrogefilen von stark proliferierenden und von
GefiBneubildung begleiteten menschlichen Geweben wie Plazenta und Endometrium gebildet
(Prall et al., 1996). Ebenfalls positiv fiir CEACAMI1 sind Tumor-assoziierte Mikrogefidf3e und
neu gebildete humane Blutkapillare, wihrend groBe Blutgefifle im Menschen keine CEACAMI1
Expression aufweisen (Ergiin et al., 2000; Oh et al., 2004). Im Gegensatz dazu sind in der Maus
BlutgefiBe generell positiv fiir CEACAMI1 (Horst und Wagener, 2004).

Neben der Expression auf neu gebildeten Blutgefilen gibt es eine enge Korrelation zwischen

CEACAMI und bekannten hdamangiogenen Faktoren. So steigert CEACAM]1 die Expression von
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Angiopoietin, Angiogenin und VEGF-A, das seinerseits die Expression von CEACAMI1 verstérkt
(Chen et al., 2005; Kilic et al., 2005). Ergiin et al. haben gezeigt, dass CEACAMI die
Proliferation, Chemotaxis und GefidBbildung von humanen mikrovaskuldren Endothelzellen
erhohte (Ergiin et al., 2000). Somit weist CEACAM]1 &dhnliche himangiogene Eigenschaften wie
VEGF-A auf. Zusitzlich konnte die Gruppe dokumentieren, dass CEACAMI1 synergistisch mit
VEGF-A zum Auswachsen und Auswandern primérer humaner Endothelzellen fiihrte und dabei
die Wirkung von VEGF-A nicht nur potenzierte, sondern dass CEACAMI1 sogar essentielle
hdmangiogene Effekte von VEGF-A erst vermittelt, da eine funktionelle Blockade von
CEACAMI mittels Antikorper VEGF-A-induzierte morphologische Ereignisse verhinderte
(Ergiin et al., 2000). Durch Abschaltung der CEACAM1-Expression mittels siRNA wurde die
positive Wirkung von CEACAMI1 auf Wanderung und Invasion humaner Endothelzellen
bestitigt (Kilic et al., 2005).

Neben diesen Befunden auf zelluldrer Ebene zeigten Horst et al., dass in CEACAMI1 defizienten
Miusen die Blutgefdneubildung in implantierter, zellfreier ECM, die mit hdmangiogenen
Faktoren wie Angiopoietin-1, FGF oder VEGF-A komplementiert wurde, deutlich reduziert war.
Zusitzlich kam es zu einer verminderten Neovaskularisierung und Umformung der Gefédfle nach
Ischdmie durch Femoralarterienokklusion in diesen Tieren (Horst et al., 2006). Eine
Uberexpression von CEACAMI1-L spezifisch auf BECs unter dem Tie2-Promotor induzierte

GefiaBwachstum und GefiBintegritit in vitro und in vivo (Horst et al., 2006).

Auch bei der Tumorhidmangiogenese scheint CEACAMI1 eine Rolle zu spielen, da die
CEACAMI-Expression mit Metastasierung und schlechter Prognose bei Melanomen korreliert
(Brummer et al., 2001; Thies et al., 2002). Dies ldsst sich nicht nur dadurch erkldren, dass
CEACAMI durch die Interaktion mit Integrin B3 die Invasion und Wanderung von Tumorzellen
induziert (Brummer et al., 2001; Ebrahimnejad et al., 2004). Vielmehr beeinflusst CEACAMI1
auch die Tumorgefdneubildung, da Integrin avf3 ein Regulator der Himangiogenese ist (Bello

et al., 2001; Brooks et al., 1994; Petitclerc et al., 1999; Rehn et al., 2001).

Somit ist die Expression von CEACAMI1 auf murinen Endothelzellen notwendig fiir friihe
Prozesse der Himangiogenese wie endotheliale Proliferation, Invasion und Differenzierung
(Ebrahimnejad et al., 2004; Ergiin et al., 2000; Horst et al., 2006). Trotz der beschriebenen
Einfliisse von CEACAMI1 auf die Neubildung von Blutgefden zeigt die CEACAMI1 defiziente
Maus keinerlei Auffélligkeiten beziiglich ihrer Vaskularisierung, was darauf hinweist, dass
CEACAMI keine Rolle bei gefiBibildenden Prozessen wihrend der Entwicklung und unter
physiologischen Bedingungen in vivo spielt (Hemmila et al., 2004; Horst et al., 2006).
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1.3 Die Leishmaniose

Die Leishmaniose ist eine Infektionskrankheit, die durch Protozoen der Gattung Leishmania (L.)
verursacht wird. Diese Parasiten werden durch Sandmiicken ilibertragen und verursachen sehr
unterschiedliche Krankheitsverlidufe, abhingig von der Leishmanienart und des Immunstatus des

Wirtes (Schonian et al., 2004; Von Stebut, 2007).

1.3.1 Der Parasit und sein Lebenszyklus

Leishmanien wurden erstmals 1903 von William B. Leishman und Charles Donovan unabhéngig
voneinander beschrieben (Donovan, 1903; Leishman, 1903). Leishmanien sind obligat
intrazellulédre, einzellige Parasiten der Familie Trypanosomatidae mit einem biphasischen
Lebenszyklus. In der Sandmiicke liegen sie als lang gestreckte promastigote Leishmanien vor, die
10 bis 15 ym lang sind und eine Geiel besitzen. In den Vakuolen von Siugetierzellen hingegen
transformieren sie zu 2,5 bis 6,8 ym grofB3en, rundlichen Amastigoten, bei denen die Geiflel in der
GeilBeltasche verschwindet und im Lichtmikroskop nicht mehr zu erkennen ist (Mehlhorn und

Piekarski, 1998).

Es gibt iiber 30 verschiedene Leishmanienarten, die morphologisch nicht zu unterscheiden sind.
Nur mit molekularbiologischen Methoden (Isoenzymanalyse, Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
oder Antikorpernachweis) lassen sich die einzelnen Erreger den Arten zuordnen (Schénian et al.,

2004).

Beim Stich einer weiblichen Sandmiicke der Gattung Phlebotomus oder Lutzomyia werden
10 bis 100 hochinfektiose, metazyklische, promastigote Leishmanien subkutan in den Wirt
injiziert (Warburg und Schlein, 1986) (Abb. 1.4). Hunde und Nager stellen die Hauptwirte dar,
wobei aber auch Katzen, Rinder, Pferde und der Mensch infiziert werden konnen. Im
Sédugetierwirt replizieren die Leishmanien in Vakuolen von Zellen des mononukledren Systems,
vor allem in Makrophagen, in denen sie zunichst innerhalb von 2 bis 5 Tagen in die amastigote
Form transformieren (Antoine et al., 1998; Von Stebut, 2007). Durch massive Vermehrung der
Leishmanien mittels longitudinaler, bindrer Teilung in den Vakuolen platzen die Zellen
schlieBlich, wodurch die Parasiten freigesetzt werden und weitere Zellen infizieren kénnen
(Ashford, 2000). Da infizierte Zellen auch im Blut vorkommen (Awasthi et al., 2004), konnen
die Parasiten bei einer erneuten Blutmahlzeit einer Stechmiicke wieder auf diese ilibertragen

werden. Dabei werden amastigote Leishmanien im Darm der Insekten freigesetzt. Innerhalb von
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5 bis 10 Tagen vermehren sie sich stark und wandeln sich in die promastigote Form um. Diese
begeillelten Leishmanien wandern dann aktiv in die Speicheldriise der Miicke und werden bei der
ndchsten Blutmahlzeit in den Stichkanal injiziert (Pearson et al., 1983; Von Stebut und

Sunderkotter, 2007). Dadurch kommt es zur Infektion eines weiteren Wirtes.

o —.\\
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Abb. 1.4 Vereinfachter Lebenszyklus von Leishmanien. Bei der Blutmahlzeit einer
infizierten Sandmiicke werden metazyklische, promastigote Leishmanien subkutan injiziert. Die
Parasiten werden von Makrophagen aufgenommen, transformieren zu amastigoten Leishmanien
und replizieren im Phagolysosom. Die starke Vermehrung fiihrt zum Aufplatzen der Wirtszelle,
so dass die freigesetzten Erreger neue Zellen infizieren kénnen. Der Lebenszyklus schliefit sich,
wenn erneut eine Sandmiicke amastigote Leishmanien aufnimmt, die sich in der Miicke zu
infektiosen Promastigoten entwickeln.

1.3.2 Verbreitung und klinische Manifestation beim Menschen

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) zidhlt die Leishmaniose zu einer der sechs
bedeutendsten Tropenkrankheiten, die in iiber 88 Lindern der Welt, vor allem in Stidamerika,
Afrika, Westasien, aber auch im Mittelmeergebiet (Frankreich, Italien, Spanien und
Griechenland), verbreitet ist. Weltweit gibt es 12 Millionen Infizierte, von denen jdhrlich 57000
Menschen sterben. AuBlerdem leben 350 Millionen Menschen in Risikogebieten, in denen sich

jedes Jahr 2 Millionen Menschen neu infizieren (http://who.int/leishmaniasis/burden/en). Die
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Leishmaniose geh6rt zu den Zoonosen, da sie von Tieren auf den Menschen und umgekehrt

tibertragen wird (Ashford, 2000; Gramiccia und Gradoni, 2005; Schénian et al., 2004).

Der klinische Verlauf einer Leishmaniose beim Menschen ist malgeblich abhidngig von der
jeweiligen Leishmanienart und dem Immunstatus des Menschen, wobei drei verschiedene
Krankheitsbilder auftreten (Von Stebut und Sunderkétter, 2007). Bei der am héufigsten
vorkommenden Hautleishmaniose (Afghanistan, Iran, Saudi Arabien, Syrien) kommt es zur
Bildung einer lokalen, ulcerativen Hautlision, die meist nach mehreren Monaten spontan unter
Narbenbildung abheilt. Diese Erkrankung ist auch unter den Namen Bagdad ulcer, Orient- oder
Aleppobeule bekannt und wird durch L. major, L. tropica, L. aethiopica, L. mexicana oder
L. braziliensis ausgelost. Die Schleimhautleishmaniose (Brasilien, Peru, Bolivien), auch Uta oder
Espundia genannt, wird meist durch L. braziliensis verursacht. Sie fiihrt zu Geschwiiren an Nase
und Mund und geht einher mit einer massiven Gewebezerstérung der Schleimhiute und Knorpel
und einer lebenslangen Entstellung der Menschen. Bei der viszeralen Leishmaniose (Bangladesh,
Brasilien, Indien, Nepal, Sudan) manifestiert sich die Infektion im gesamten Organsystem und
fiihrt zu Fieber, Anidmie, Gewichtsverlust und einem Anschwellen von Leber und Milz. Diese
durch L. donovani oder L. infantum verursachte Erkrankung, auch als Dum-Dum-Fieber oder
Kala Azar bekannt, verlduft ohne medikamentdse Behandlung oft tédlich (Ashford, 2000;
Gramiccia und Gradoni, 2005).

Besondere Bedeutung gewinnt die Leishmaniose bei immunsupprimierten Patienten oder bei
Personen, die an der erworbenen Immunschwéachekrankheit (AIDS) erkrankt sind. Durch diese
Koinfektion entsteht ein Synergieeffekt, bei welchem Leishmanien durch eine hohe
Serumkonzentration an Tumornekrosefaktor (TNF) die Replikation des HI-Virus in
Makrophagen verstirken, wihrend das Virus durch die Zerstérung der CD4" T-Zellen die

adaptive Immunantwort gegen die Leishmanien vermindert (Cruz et al., 2006).

In erster Linie werden Leishmanien-infizierte Patienten mit pentavalenten Antimonpridparaten
wie N-Methylglucamin Antimonat oder Natriumstibogluconat behandelt. Sind diese durch
Resistenzen des Erregers nicht wirksam oder kontraindiziert, verwendet man Amphotericin B,
Allopurinol, Pentamidin, Paromomycin oder Miltefosine (Ashford, 2000; Cruz et al., 2006;
Schonian et al., 2004).
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1.3.3 Immunologische Implikationen bei einer Infektion mit Leishmania major

Als humanpathogener Parasit verursacht L. major eine ulzerierende, selbstheilende
Hautleishmaniose (Von Stebut, 2007). Die Inkubationszeit betrdgt beim Menschen zwischen
wenigen Wochen und zwei bis drei Monaten. An der Infektionsstelle tritt zuniichst eine rotliche
Papel auf, die spiter ulzeriert. Die Hilfte aller Geschwiire, die durch L. major verursacht werden,

heilen innerhalb von drei Monaten unter Narbenbildung ab (Von Stebut und Sunderkétter, 2007).

Zur Kontrolle einer Infektion mit L. major ist das Zusammenspiel der angeborenen und der
adaptiven Immunantwort wichtig (Scott und Scharton, 1994). Auf Seiten der angeborenen
Immunitét stehen Makrophagen und NK-Zellen im Vordergrund. Bei der adaptiven Immunitét ist
die Induktion einer von Leishmanien-spezifischen T-Helferzellen des Typ 1 (Tyl) vermittelten

Immunreaktion fiir die Beseitigung der Erreger entscheidend (Scharton-Kersten und Scott, 1995).

Hauptantigene infektiGser, promastigoter Leishmanien sind das Lipophosphoglykan (LPG) und
das Glykoprotein 63 (gp63), die sich beide in der Glykokalyx der Leishmanien befinden (Elhay
et al., 1990). An diese Strukturen kénnen sich Komplementfaktoren anlagern, die einen Grofteil
der Erreger durch den lytischen Komplex aus C5a-C9 eliminieren (Von Stebut und Sunderkétter,
2007). Die Bindung durch den Komplementfaktor C3b und dessen Spaltung zu C3bi fiihrt
auBlerdem zur Opsonisierung der Leishmanien. Durch die Bindung der Komplementfaktoren an
die Komplementrezeptoren (CR) 1 und CR3 auf Makrophagen kommt es somit zur Phagozytose
(Olivier et al., 2005; Spath et al., 2000). Zusitzlich konnen das Mannose bindende Protein
(MBP) und der Mannose/Fukose Rezeptor auf Makrophagen an LPG bzw. gp63 binden
(Chakraborty et al., 1998; Green et al., 1994).

Nach erfolgter Phagozytose ist das LPG der promastigoten Leishmanien daran beteiligt, die
Reifung des Endosoms zum Phagolysosom zu verhindern, so dass die Phagosomenbiogenese im
Stadium des spdten Endosoms arretiert wird (Dermine et al., 2000). Aufgrund der héheren
Temperatur und des etwas saureren Milieus in der Wirtszelle, verglichen mit der Situation in der
Miicke, transformieren die Leishmanien in die amastigote Form. Da Amastigote ein anderes LPG
exprimieren, kommt es zur Aufhebung der Reifungsblockade, was eine Ansduerung des
Phagosoms durch Verschmelzung mit Lysosomen zur Folge hat (Duclos und Desjardins, 2000).
Da aber amastigote Leishmanien resistent gegeniiber den sauren und lytischen Bedingungen in
einem Phagolysosom sind, kénnen sie in diesen iiberleben und sich durch mitotische Teilung
vermehren (Antoine et al., 1998). Bei der Phagozytose von Leishmanien kommt es nicht zur

Aktivierung der Makrophagen und somit zu keiner Freisetzung proinflammatorischer Zytokine.
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In der anfénglich symptomlosen Phase vermehren sich die Leishmanien intrazelluldr in
Phagozyten, die die Parasiten nicht abtéten kénnen (Von Stebut, 2007). Allerdings entkommen
nicht alle Parasiten der adaptiven Immunantwort, so dass eine Entziindungsreaktion entsteht, in
der infizierte oder aktivierte dermale Zellen inflammatorische Zytokine und Chemokine
ausschiitten (Ritter und Koérner, 2002). Dadurch werden Mastzellen, Neutrophile, Makrophagen
und DCs an den Infektionsort rekrutiert, und es manifestiert sich eine erste Hautldsion (Belkaid
et al., 2000). Die inflammatorischen dermalen DCs konnen nun Leishmanienantigen, vermittelt
durch den Immunglobulin-G-Rezeptor (Fcy-R) oder das Lektin DC-SIGN (engl.: DC-specific
intercellular adhesion molecule-3 grabbing nonintegrin), im Infektionsherd aufnehmen
(Caparros et al., 2005; Woelbing et al., 2006). Infolge der Antigenaufnahme reifen die DCs,
wobei sie verstirkt den Haupthistokompatibilititskomplex der Klasse 1I (MHC-II),
kostimulatorische Molekiile wie CD40, CD80, CD86 und den Chemokinrezeptor (CCR)7 auf
ihrer Oberfldche exprimieren (Ritter et al., 2004b). Dabei ist CCR7, dessen Ligand das
Chemokin CCL21 ist und von LECs gebildet und sekretiert wird (Kriehuber et al., 2001),
essentiell fiir das Auffinden lymphatischer Kapillaren in der Peripherie und die Migration der
DCs zum Lymphknoten (Ohl et al., 2004). Diese antigentragenden DCs wandern im
Lymphknoten in einen Bereich des duBleren Paracortex, der auch als ,,cortical ridge™ bezeichnet
wird (Katakai et al., 2004; Kissenpfennig et al., 2005). In dieser Immunplattform treffen nun die
reifen, antigenprisentierenden DCs auf naive T-Zellen. Erkennt der spezifische T—Zellrezeptor
einer naiven CD4" T—Zelle das Leishmanienantigen im Komplex mit MHC-II Molekiilen auf der
Oberfliche der DC, so entstehen durch weitere kostimulatorische Signale (CD40, CD80, CD86)
und 16sliche Faktoren, insbesondere das Interleukin (IL)-12, Leishmanien-spezifische Tyl
Effektorzellen (Banchereau und Steinman, 1998), die essentiell zur Bekdmpfung der
Leishmaniose sind (Scharton-Kersten und Scott, 1995; Von Stebut und Udey, 2004). Diese Ty1-
Effektorzellen proliferieren und exprimieren CCR4, CCR10 sowie die Liganden von E- und P-
Selektin, was dazu fiihrt, dass die T-Zellen tiber die Blutbahn an den Infektionsort in der Haut
wandern konnen (Mora und von Andrian, 2006; Reiss et al., 2001). In der Haut aktivieren diese
Tyl-Zellen nun infizierte Makrophagen durch Sekretion von Interferon (IFN)-y (Bogdan und
Rollinghoff, 1998; Von Stebut und Udey, 2004). Dadurch kénnen die Makrophagen verstirkt die
induzierbare Stickstoffmonoxidsynthetase (iNOS) bilden und mittels Stickstoffmonoxid-
Radikalen (NO-®) die Parasiten in der parasitophoren Vakuole abtéten (Bogdan et al., 2000). Auf

diese Weise kommt es zur Beseitigung der Infektion.
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1.3.4 Mausmodelle der kutanen Leishmaniose

Zur Untersuchung der Hautleishmaniose werden Méuse subkutan mit L. major entweder in das
Ohr (Belkaid et al., 2000) oder die Hinterpfote (Bogdan und Réllinghoff, 1998) injiziert. Dabei
kann der Verlauf der Infektion anhand der Gewebeschwellung am Infektionsort nachverfolgt
werden. Allerdings korreliert die Auspridgung der Schwellung nicht unbedingt mit der Anzahl der

Parasiten im Gewebe (Ritter ef al., 2004a).

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass resistente Miuse des Stammes C57BL/6 (B6.WT)
eine L. major-Infektion durch Etablierung einer Tyl-Immunreaktion beseitigen (Sadick et al.,
1986; Sypek et al., 1993). Dabei war die Induktion der IFN-y-produzierenden Ty1-Effektorzellen
abhingig von TNF und IL-12 (Mattner et al., 1996; Wilhelm et al., 2001).

In Inzuchtméusen des Stammes Balb/c hingegen dominiert eine Ty2-Immunantwort, bei der es
zur Produktion von IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 kommt. Diese Tiere konnen eine Infektion mit

L. major nicht kontrollieren und versterben (Blackwell, 1996).

1.4 Makrophagen

Bei einer Infektion mit Leishmanien dienen Makrophagen nicht nur als Wirtszellen, sondern sind
auch an der Beseitigung dieser intrazellulidren Erreger beteiligt. Auf der anderen Seite wurde
beschrieben, dass Makrophagen in den Prozess der Himangiogenese involviert sind (Knighton
et al., 1983; Sunderkoétter et al., 1994). Mittlerweile ist allgemein anerkannt, dass Makrophagen
einen bedeutenden Einfluss auf die Neubildung von Lymph- und Blutgefdlen unter
verschiedenen pathologischen Bedingungen haben (Lewis und Pollard, 2006; Maruyama et al.,
2007; Moldovan, 2002). Aus diesem Grund soll an dieser Stelle kurz auf diese wichtigen Zellen

des angeborenen Immunsystems eingegangen werden.

1.4.1 Einteilung und Reifung von Makrophagen
Die erste Beschreibung mobiler Phagozyten geht auf Ilya Metchnikoff am Ende des
19. Jahrhunderts zuriick (Tauber, 2003). Mittlerweile ist bekannt, dass Makrophagen in vielen

unterschiedlichen Prozessen wie Entziindung, Entwicklung, Knochenmetabolismus, Angiogenese
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und Wundheilung beteiligt sind (Roth und Ritter, 2006). Makrophagen und ihre Vorldufer
gehoren zum mononukledren System, welches friiher retikuloendotheliales System genannt
wurde (Hume et al., 2002). Zu diesem System zdhlen neben Monozyten (Knochenmark, Blut)
und Gewebemakrophagen (ubiquitir) auch Kupfer-Zellen (Leber), Mikroglia
(Zentralnervensystem), Osteoklasten (Knochen), DCs (ubiquitir) und Langerhans-Zellen

(Haut)(Roth und Ritter, 2006).

Blutmonozyten entstehen innerhalb von 6 bis 7 Tagen aus pluripotenten Vorlduferzellen im
Knochenmark in Anwesenheit von IL-3, dem Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (M-
CSF) und dem Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF). Dabei
durchlaufen sie die Stadien von Granulozyten-Monozyten-Vorldufer, Monoblasten und
Promonozyten (Valledor et al., 1998). Diese differenzieren durch M-CSF zu Makrophagen. Die
Monozytenpopulation im peripheren Blut ist nicht homogen. So exprimieren unreife, aus dem
Knochenmark stammende Monozyten CD11b""/Ly-6C"¢" (Sunderkétter et al., 2004). Reifung
und Rekrutierung dieser Zellen in entziindete Gewebe fiihrt zu Herunterregulierung von Ly-6C
auf der Oberfliche von Monozyten. AuBerdem gibt es eine CD11b"®"/Ly-6C™"" Population im
Blut, von der man ausgeht, dass diese Zellen sich in der Entwicklung zu DCs befinden. Somit
stellt die monozytéire Population im Blut ein Reservoir myeloider Vorlduferzellen dar, die das

Potential haben, sich in verschiedene andere Zellen weiterzuentwickeln (Geissmann et al., 2003).

1.4.2 Funktionen von Makrophagen

Bei einer entziindlichen Infektion oder Gewebeschiddigung kommt es zur Rekrutierung von
reifenden Monozyten und Makrophagen in das betroffene Gewebe. Durch die Expression von
Selektinen und Integrinen des Blutendothels am Ort der Entziindung kénnen diese Zellen dort
anhaften und nach Auflésung von Zell-Zell-Kontakten das Blutendothel durchqueren (Alexander,
2000; Johnson-Leger et al., 2000; Maslin et al., 2005). Im Gewebe wandern die Makrophagen
gerichtet durch das Chemokin CCL2 (frither MCP-1, engl.: monocyte chemoattractant protein-1)
(Ritter und Korner, 2002; Rollins er al., 1991). Dabei kommt es zur Polarisierung des
Aktinzytoskeletts (Jones, 2000) und der kalzium-abhingigen Umorganisation des
Mikrotubulisystems (Pettit und Fay, 1998).

Mononukledre Zellen kénnen durch Multiligandrezeptoren (PRRs, engl.: pattern recognition
receptors) konservierte Motive auf Pathogenen (PAMPs, engl.: pathogen-associated molecular

patterns) erkennen und eine Entziindungsreaktion auslésen (Janeway und Medzhitov, 2002). Zu
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den PRRs gehoren zum einen I&sliche Proteine wie Komplementfaktoren oder das Mannan-
bindende Protein, aber auch membrangebundenen Molekiile, zu denen die Toll-dhnlichen
Rezeptoren (TLRs), der Makrophagen-Mannose-Rezeptor, der Makrophagen-Scavenger-
Rezeptor und CD14 gezihlt werden. Mit diesen Rezeptoren kénnen fremde Molekiile erkannt
werden (Janeway und Medzhitov, 2002). Zur Phagozytose von Fremdpartikeln kommt es durch
Fcy-Rezeptoren, Komplementrezeptoren oder Rezeptoren der Scavenger-Familie (Underhill und
Ozinsky, 2002). Weiterhin eliminieren Makrophagen apoptotische Zellen durch Phagozytose.
Diese werden entweder durch die Oberflichenexpression von Phosphatylserin oder
Thrombospondin, das sich auf apoptotischen Zellen anlagert, erkannt (Messmer und Pfeilschifter,

2000).

Wihrend die Phagozytose apoptotischer Zellen zu keiner Entziindungsreaktion fiihrt, bewirkt die
Aufnahme von Fremdpartikeln durch Bindung an PRRs eine Aktivierung der Makrophagen.
Diese produzieren und sezernieren daraufhin proinflammatorische Mediatoren wie IL-1, IL-8,
IL-10, GM-CSF, TNF, Leukotrien C4 und Thromboxan B2 (Aderem und Underhill, 1999; Fadok
et al., 1998). Die aufgenommenen Partikel werden im Phagolysosom durch lysosomale
Hydrolasen verdaut. AuBBerdem kommt es durch die Aktivierung der Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NADPH)-Oxidase zur Produktion von Superoxidanionen und
Hydrogenperoxid, die dazu beitragen, mikrobielle Erreger abzutéten (Babior, 2002; Underhill
und Ozinsky, 2002). Fragmente dieses Abbaus konnen auf MHC-II Molekiile geladen und von
den Makrophagen auf der Zelloberfliche naiven T—Zellen prisentiert werden (Kiertscher und
Roth, 1996; Ramachandra et al., 1999). Durch weitere kostimulatorische Signale kommt es zur
Aktivierung antigenspezifischer naiver T-Zellen zu T-Effektorzellen. Somit iiben Makrophagen

neben DCs und B-Zellen die Funktion antigenprisentierender Zellen aus.

Im Fall einer Leishmanieninfektion reichen die sauren Hydrolasen und die reaktiven
Sauerstoffmolekiile nicht aus, um den Erreger im Phagolysosom abzutSten. Zum einen vermittelt
das LPG der Leishmanien (Chan et al., 1989), zum anderen das von Leishmanien gebildete
Enzym Superoxid Dismutase (SOD) eine Protektion gegeniiber reaktiven Superoxid-Radikalen
(Ghosh et al., 2003; Olivier et al., 2005). Werden die infizierten Makrophagen jedoch durch
IFN-y, welches von Ty1-Zellen sezerniert wird, aktiviert, so kommt es durch die Expression von
iNOS zur Produktion von leishmanizidem NOe¢ (Brandonisio et al., 2001; MacMicking et al.,
1997; Underhill und Ozinsky, 2002).
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1.4.3 Makrophagen und GefifBneubildung

Unter pathologischen Bedingungen spielen Makrophagen im Prozess der GefidBBneubildung eine
wesentliche Rolle. Sie akkumulieren in Entziindungsherden und induzieren nicht nur
Héamangiogenese (Arras et al., 1998; Khmelewski et al., 2004; Lewis und Pollard, 2006), sondern
auch Lymphangiogenese (Maruyama et al., 2007; Rutkowski et al., 2006; Schledzewski et al.,
2006). Dabei wird vermutet, dass sie zum einen durch die Synthese von Matrixmetalloproteasen
(MMPs) den Umbau der ECM foérdern (Bingle et al., 2002; Moldovan, 2002) und zum anderen
hdm- bzw. lymphangiogene Faktoren produzieren und sezernieren, die Endothelzellen zur

Proliferation anregen.

So werden bei Tumorerkrankungen Tumor-assoziierte Makrophagen via CCL2, M-CSF und
VEGF-A rekrutiert und gleichzeitig deren Aktivierung durch den transformierenden
Wachstumsfaktor (TGF)—f, den Makrophagen deaktivierender Faktor (MDF) und Prostaglandin
E2 verhindert (Bingle et al., 2002; Elgert et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass diese Tumor-
assoziierten Makrophagen VEGF-C produzieren und dadurch Tumorlymphangiognese induzieren
(Schoppmann et al., 2006). Die Dichte dieser neu gebildeten, intratumoralen Lymphgefilie
korreliert vor allem bei Melanomen, Kopf-Hals-Karzinomen und Bauchspeicheldriisenkrebs mit

Metastasierung und schlechter Prognose (Audet et al., 2005).
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1.5 Zielsetzung

Im Mausmodell der kutanen Leishmaniose kommt es zu einer Schwellung der Pfoten, die
mehrere Wochen andauert. Eine Studie iiber die Gefidfineubildung am Ort der Entziindung wurde
bisher noch nicht durchgefiihrt. Aufgrund der Tatsache, dass eine gro3e Anzahl von Zellen zum
Infektionsort rekrutiert wird, die mit Sauerstoff und Nihrstoffen versorgt werden miissen, ist die
Bildung neuer Blutgefdfle zu erwarten. Ob es unter diesen inflammatorischen Bedingungen

jedoch auch zu Neubildung von Lymphgefidfen kommt, ist bisher unklar.

Ziel dieser Arbeit war es, erstmalig die GefidBBneubildung wihrend der akuten Phase der kutanen

Leishmaniose zu untersuchen. Hierbei standen folgende Fragen im Vordergrund:

a) Kommt es zu einem Wachstum von Lymphgefifien?
b) Welche Mechanismen fiihren zu diesem Gefallwachstum?

c¢) Welche Rolle spielen dabei myeloide Zellen?

Da gezeigt wurde, dass CEACAMI1 auf hdmatopoetischen Zellen exprimiert wird und wichtig fiir
die Himangiogenese ist (Horst et al., 2006), sollte als zweiter Schwerpunkt dieser Arbeit der
Einfluss von CEACAMI1 bei der Formierung neuer Lymphgefdlle analysiert werden. Eine
Beteiligung des Adhidsionsmolekiils wird dadurch wahrscheinlich, da die zelluldren Prozesse bei
der Hiamangiogenese und Lymphangiogenese sehr dhnlich sind. So werden interendotheliale
Zellverbindungen gel6st, Endothelzellen proliferieren und wandern, es kommt zur Degradierung
von ECM, und schlieBlich wird die Integritit der Gefidlle wiederhergestellt. Folgende Fragen

standen hierbei im Focus:

d) Ist CEACAMI bei der Lymphgefidneubildung beteiligt?
e) Welche CEACAMI1-exprimierenden Zellen sind dabei ausschlaggebend?

f) Auf welche Weise ist CEACAMI in diesen Prozess involviert?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgeriite

CO,-Inkubator

Digitalkamera (Nikon E4500)
ELISA-Reader MRX II

FACSCalibur Flow Cytometer
FACS-Software CELLQuest Pro
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop 2 plus)
Fluoreszenzmikroskop-Kamera (C4742-95)

Fluoreszenzmikroskop-Software Openlab 5.0.2

FuBldicken-Messgeriit

Gamma Bestrahlungsanlage (OB29/4)
Kryostat (FrigoCut 2800 E)
Magnetriihrer

Messer fiir Kryostat (d-Messer)
Mikroskop (Olympus CK?2)
Mikrowelle

pH-Meter (WTW pH 537)
Photometer

Pipetten
Transmissions-Elektronenmikroskop (CM10)
Riihrstrudler

Schiittler

Sterile Arbeitsbank (Hera Safe)
Ultramikrotom (Ultracut E)
Umkehrmikroskop (Axiovert 200)
Wasserdeionisierungsanlage
Zentrifuge (Megafuge 1.0R)
Zentrifuge (Biofuge fresco)

Heraeus Instruments, Hanau
Nikon, Diisseldorf

Dynex Technologies GmbH, Berlin
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Zeiss, Jena

Hamamatsu, Herrsching
Improvision, Coventry, UK
Kroeplin GmbH, Schliichtern
STS GmbH, Braunschweig
Leica, Nulloch

IKA Labortechnik, Staufen
Leica, Nulloch

Olympus, Hamburg
Panasonic, Wiesbaden
Labotec, Wiesbaden
Eppendorf, Hamburg
Abimed, Langenfeld

FEI, Eindhoven, Niederlande
IKA Labortechnik, Staufen
Eppendorf-Nethler-Hinz, Hamburg
Heraeus Instruments, Hanau
Leica, Nulloch

Zeiss, Jena

SG Clear, Barsbiittel
Heraeus Instruments, Hanau

Heraeus Instruments, Hanau
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2.1.2 Glas- und Plastikwaren

Einbettschalen (Tissue Tek Cryomold)
FACS-Rohrchen

Kantilen

Neubauer-Zihlkammer fiir Leishmanien (Tiefe 20 ym)
Neubauer-Zihlkammer fiir Zellen (Tiefe 100 pm)
Objekttriager (Lab-Tekll, 4 Kammern)
Objekttriger fiir IHC (Superfrost)

Pipettenspitzen

Plastikpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Reaktionsgefifie (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Spritzen (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml)

Sterilfilter (0,22 ym und 0,45 pm)
Zellkulturplatten (96 Népfe, unbeschichtet)
Zellsiebe (Cell Strainer, 70 um, steril)

Zellsiebe (CellTrics, 30 ym, unsteril)
ZentrifugenrShrchen (Falcon, 15 ml, 50 ml)

2.1.3 Chemikalien und Lésungen

Sakura, Finetek, Zoeterwoude, NL

Becton Dickinson, Heidelberg
Braun, Melsungen
Hecht-Assistent, Sondheim
Hecht-Assistent, Sondheim
Nunc, Roskilde, Danemark

R. Langenbrinck, Teningen
Sarstedt, Niirnberg

Sarstedt, Niirnberg
Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

Schleicher & Schuell, Dassel
Greiner, Frickenhausen
Becton Dickinson, Heidelberg
Partec GmbH, Miinster
Becton Dickinson, Heidelberg

Die in der Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den

Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen)

bezogen.

2.1.4 Mausstamme und Leishmanienstamm
Mausstamme:

C57BL/6]J = B6.WT

hdmatopoetischen Zellen exprimieren
UKE, Hamburg

C57BL/6JP%! = B6.WTP#!

hdmatopoetischen Zellen exprimieren
BNI, Hamburg

Balb/c

B6.Ceacaml™

UKE, Hamburg

B6.WT Maiuse, die die Isoform CD45.2 auf allen

B6.WT Miuse, die die Isoform CD45.1 auf allen

CEACAMI defiziente Méuse durch Deletion der

ersten beiden Exons im Ceacaml Gen (Leung
et al., 2006) (Abb. 2.1)

auf C57BL/6 Hintergrund; exprimieren CD45.2

Dr. A. Horst, UKE, Hamburg
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CeacamT L)
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Abb. 2.1 Ceacaml Gen und Ceacaml” Genlokus. Das Ceacaml Gen besteht aus neun Exons.
In der B6.CeacamI™ Maus wurde das Gen durch ein rekombinantes Allel ersetzt. Dabei wurden
die beiden ersten Exons deletiert, die die Leader-Sequenz und die N-terminale Doméne
codieren, und ein Neomycin-Resistenzgen eingefiigt. Zuséitzlich eingezeichnet sind die
Bereiche fiir die Genotypisierung (A: spezifisch fiir das intakte Ceacaml Gen, B: spezifisch fiir
das Neomycin-Resistenzgen im rekombinanten Allel). UT: untranslatierte Sequenz; L: Leader-
Sequenz; D1-D4: extrazellulire Ig-Doménen; TM: transmembrane Domine; C:
zytoplasmatischer Teil; neo: Neomycin-Resistenzgen (Leung et al., 2006).

Leishmanienstamm:

L. major MHOM/IL/81/FE/BNI) BNI, Hamburg (Solbach 1986)

2.1.5 Antikorper fiir Durchflusszytometrie (FACS) und Immunfluoreszenz (IF)
Primérantikrper:

Spezifitit und Konjugation Klon Verwendung  Herkunft

Ratte-anti-Maus CD11b PE M1/70.15 FACS CALTAG, Burlingame, USA
Ratte-anti-Maus CD11b PerCP-Cy5.5 M1/70 FACS BD Pharmingen, Heidelberg
Ratte-anti-Maus CD11b M1/70 IF BD Pharmingen, Heidelberg
Hamster-anti-Maus CD11c APC HL3 FACS BD Pharmingen, Heidelberg
Ratte-anti-Maus CD45 FITC/PerCP ~ 30-F11 FACS BD Pharmingen, Heidelberg
Maus-anti-Maus CD45.1 PE A20 FACS BD Pharmingen, Heidelberg
Maus-anti-Maus CD45.1 biotin A20 IF BD Pharmingen, Heidelberg
Maus-anti-Maus CD45.2 biotin 104 FACS BD Pharmingen, Heidelberg
Ratte-anti-Maus CD49b PE Dx.5 FACS BD Pharmingen, Heidelberg
Maus-anti-Maus CEACAM1 pan IgG FACS, IF Dr. A. Horst, UKE, Hamburg
Ratte-anti-Maus F4/80 biotin BMS8 FACS BMA Biomedicals, Augst, CH
Ratte-anti-Maus Gr-1 PE RB6-8C5 FACS BD Pharmingen, Heidelberg
Maus-anti-L. major Alexa488/647 pan IgG FACS eigene Herstellung
Ratte-anti-Maus Ly-6C ER-MP 20 FACS BMA Biomedicals, Augst, CH
Kaninchen-anti-Maus LY VE-1 pan IgG FACS, IF Upstate, Lake Placid, NY

Ratte-anti-Maus MECA-32 biotin MECA-32 FACS, IF BD Pharmingen, Heidelberg
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Isotypkontrollen:

Spezifitidt und Konjugation Klon Verwendung  Herkunft

Maus IgG1 FITC MOPC-31C FACS BD Pharmingen, Heidelberg
Kaninchen IgG unkonjugiert pan IgG FACS Dianova GmbH, Hamburg
Ratte IgGG2a unkonjugiert/biotin/FITC R35-95 FACS BD Pharmingen, Heidelberg
Ratte IgG2b unkonjugiert/biotin A95-1 FACS BD Pharmingen, Heidelberg

Sekundarantikorper und Sekundérreagenzien:

Spezifitit und Konjugation Verwendung  Herkunft

Esel-anti-Kaninchen IgG Cy5 FACS Jackson ImmunoResearch Ltd., Soham, UK
Ziege-anti-Kaninchen IgG TRITC IF Jackson ImmunoResearch Ltd., Soham, UK
Ziege-anti-Ratte IgG Cy5 FACS, IF Jackson ImmunoResearch Ltd., Soham, UK
Ziege-anti-Ratte IgG PE FACS Jackson ImmunoResearch Ltd., Soham, UK
Streptavidin-APC/PerCP FACS BD Pharmingen, Heidelberg
Streptavidin-Alexa488 FACS, IF Mo Bi Tec, Géttingen

2.1.6 Material fiir molekularbiologische und biochemische Arbeiten

2.1.6.1 Reagenzien
Primer fiir Genotypisierung MWG-Biotech, Ebersberg
Ceacaml-Primer 5’-CTGCCCCTGGCGCTTGGA-3’
5’-ACATGAAATCGCACAGTCGC-3’
neo-Primer 5’-CGGTGCCCTGAATGAACTGC-3’
5’-GCCGCCAAGCTCTTCAGCAA-3’
Bradford-Reagenz (Coomassie Plus Protein Assay Reagent) Pierce, Rockford, USA

Dialyseschlauch (Porengrofe 10 kDa) Roth, Karlsruhe
Protein-G-Siule (Sepharose, HiTrap Protein G HP) Amersham, Freiburg
Alexa Fluor 488/647 Protein labeling Kit Molecular Probes, Eugene, USA

2.1.6.2 Kulturmedien, Puffer und Stammldsungen

Glycinpuffer (Protein-G-Séule):
0,1 M Glycin
pH 2,7

Der pH-Wert wurde mit konzentrierter HCI eingestellt, der Puffer anschliefend entgast.
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Phosphatpuffer (Protein-G-Saule):
Puffer A: 20 mM Na,HPO,
Puffer B: 20 mM NaH,PO,

Puffer A und Puffer B wurden gemischt, bis ein pH-Wert von 7,0 eingestellt war. Danach wurde

der Phosphatpuffer entgast.

10x PBS (Phosphate Buffered Saline):
80 g NaCl

2 g KCl

14,4 g Na,HPO,

2,4 ¢ KH,PO,

ad 1 1dH,0

pH 7.4

Tris-HCI:
1 M Tris-HC1
pH 8,0

2.1.7 Material fiir zellbiologische Arbeiten

2.1.7.1 Reagenzien

2-Mercaptoethanol

Aminosduren (NEAA 100x)

Antibiotikum (Baytril, 2,5 %)
Augentropfen (Lacrigel)

BHI-Agar (Brain Heart Infusion Agar)
Bleiacetat

Cohn-II (humane IgG-Fraktion)
Cytofix/Cytoperm und Perm/Wash Puffer
DAPI (4°,6-Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid)
D-PBS (Dulbecco’s-PBS ohne Ca**, Mg*")
Dispase (50 units/ml)

EBM-2 (Basales Endothelzellmedium)
EDTA (500 mM)

Einbettmedium IF (Tissue Tek O.C.T. Compound)
Einbettmedium H&E (Eukitt)
Einmalkiivetten (Plastibrand)
Einmalmesser fiir Kryostat

Eosin

Epon-Kit

Fettstift DakoCytomation Pen

Fotales Kilberserum (FCS)

Glutaraldehyd

Sigma, Deisenhofen

Cambrex, Verviers, Belgien
Bayer AG, Leverkusen

Dr. Winzer Pharma GmbH, Berlin
Fluka, Neu-Ulm

Plano GmbH, Wetzlar

Sigma, Deisenhofen

Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Pan, Biotech GmbH, Frankfurt
Becton Dickinson, Heidelberg
Cambrex, Walkersville, MD
Calbiochem, Schwalbach
Sakura, Finetek, Zoeterwoude, NL
Kindler, Freiburg

Brand, Wertheim

Leica, Nulloch

Merck, Darmstadt

Plano GmbH, Wetzlar
DakoCytomation, Glostrup, DK
Sigma, Deisenhofen

Plano GmbH, Wetzlar
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Hématoxylin

HBSS (Hanks” Buffered Salt Solution) mit Ca**, Mg**

Heparin (25.000 L.E.)

HEPES (1 M)

Kaninchenblut (defibriniert)

Ketavet (100 mg/ml)

Kollagenase-D

Latex-Kugeln (6,4 ym Durchmesser)
L-Glutamin

Matrigel

Natrium-Cacodylat

Osmiumoxid
PenicillinG-Streptomycin Losung (100 fach)
Permafluor

Pyruvat

Rattenserum

Rinderserumalbumin (BSA)

Rompun (2 %)

RPMI 1640 Medium (ohne L-Glutamin)
Silan (3-Aminopropyl-trimethoxysilan)
Trypanblau

Tween 20

Uranylacetat

VEGF-C

2.1.7.2 Kulturmedien, Puffer und Stammldsungen

Merck, Darmstadt

PAA, Linz, Osterreich
Ratiopharm GmbH, Ulm
PAA, Linz, Osterreich

Charles River, Sulzfeld
Pharmacia GmbH, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

PAA, Linz, Osterreich

Becton Dickinson, Heidelberg
Plano GmbH, Wetzlar

Plano GmbH, Wetzlar
Gibco/BRL GmbH, Eggenstein
Immunotech, Marseille, Frankreich
Gibco/BRL GmbH, Eggenstein
PAA, Linz, Osterreich

Serva Feinbiochemika, Heidelberg
Bayer AG, Leverkusen

PAA, Linz, Osterreich

Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Plano GmbH, Wetzlar

R&D Systems, Wiesbaden

Alle Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser (dH,0) angesetzt. Fiir die Zellkultur

wurden die Medien und Lésungen sterilfiltriert (Porengrofie 0,22 ym) und der BHI-Agar fiir den

Blutagar autoklaviert (20 min, 135 °C, 2 bar). Zur Inaktivierung des Komplementsystems im FCS

und Rattenserum wurden diese vor Gebrauch fiir 45 min auf 56 °C erwirmt.

Aceton-Silan-I.6sung:
375 ml Aceton
7,5 ml Silan

Anisthetikum:
10 mg/ml Ketavet
0,05 % Rompun in D-PBS

Block-Losung (IF):
10 % FCS
1 % BSA in PBS
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Blutagar:
50 ml Kaninchenblut (defibriniert)

50 ml NaCl (0,9 % in dH,0)
1x PenicillinG-Streptomycin
200 ml BHI-Agar (52 g/l in dH,0)

BSA-Medium:

RPMI 1640 Medium

10 % BSA

2mM L-Glutamin

1x PenicillinG-Streptomycin
50 uM 2-Mercaptoethanol
10 mM HEPES

1x Aminosauren (NEAA)

1 mM Pyruvat

Cohn-II-Stamml&sung:
10 mg/ml in PBS

DAPI-StammlGsung:
500 pg/ml in dH,O

Endothelzellmedium:
EBM-2 Medium
3 % FCS

Eosin-L&sung:
1 g/l in dH,O

Ervthrozyten-L ysepuffer:
10 % 0,1 M Tris/HCI (pH 7,5)
90 % 0,16 M Ammoniumchlorid

FACS-Puffer:
3 % FCS
0,05 % Natriumazid in PBS

Fixierlosung (H&E):
2 % PFA in PBS

Glutaraldehyd-Puffer:
2 % Glutaraldehyd
0,2 M Natrium-Cacodylat-Puffer

Hématoxylin-L.6sung:
1 g/l Himatoxylin

0,2 g NaJO,

50 g Kalialaun

50 g Chloralhydral
1 g Zitronenséure
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Kollagenase-D-StammlGsung:
10 mg/ml in HBSS

Osmiumoxid-Lésung
1 % Osmiumoxid in Natrium-Cacodylat-Puffer

Paraformaldehyd-L.6sung:
2 9% Paraformaldehyd in PBS

PBS-BSA (IF):
1 % BSA in PBS

PBS-Tween (IF):
0,01 % Tween 20 in PBS

RPMI-Vollmedium:

RPMI 1640 Medium

10 % FCS

2 mM L-Glutamin

1 fach PenicillinG-Streptomycin (Penicillin: 100 units/ml), Streptomycin: 100 pg/ml)
50 uM 2-Mercaptoethanol

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische und biochemische Methoden

2.2.1.1 Genotypisierung der B6.Ceacaml™ Miiuse

Da bei der Zucht immer heterozygote B6.Ceacaml™ Tiere verpaart wurden, mussten die
Nachkommen mittels PCR auf ihre CEACAM1 Expression hin kontrolliert werden. Die
Genotypisierung wurde von Dr. A. Horst (UKE, Hamburg) nach einem kiirzlich beschriebenen
Protokoll durchgefiihrt (Leung et al., 2006). In der PCR wurden zwei Primerpaare eingesetzt, die
zum einen spezifisch fiir das Ceacaml Gen und zum andern fiir das Neomycin-Resistenzgen
waren (vgl. Abb. 2.1). Bei Tieren mit intaktem Ceacaml Gen (B6.WT, B6.WT®*!) war eine
Bande von 250 Basenpaaren (bp) zu sehen, wihrend bei B6.Ceacaml™ Tieren eine 550 bp grofe
Bande auftrat (Abb. 2.2). In heterozygoten Tieren (B6.Ceacaml™) konnten beide Gene
nachgewiesen werden. Die Kontroll-PCR wurde von Dr. A. Horst (UKE, Hamburg)
durchgefiihrt.
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Marker
B6.WT
B6.Ceacam1” Maus
B6.Ceacam1™ Maus

WN ==

M1 2 3
B ! i E
zuo-i
Abb. 2.2 Genotypisierung der B6.Ceacaml’ Miuse. Aus der Schwanzspitze der
verschiedenen Miuse wurde DNA isoliert und eine PCR durchgefiihrt. In B6.WT Miusen
konnte das Ceacaml Gen mit Primern, die im Exon 2 binden, nachgewiesen werden (250 bp).
In B6.CeacamI™ Miusen fehlte dieses Fragment, wobei allerdings das Neomycin-Resistenzgen

nachgewiesen werden konnte (550 bp). In DNA aus heterozygoten Nachkommen wurden beide
Gene detektiert (Dr. A. Horst, UKE, Hamburg).

2.2.1.2 Aufreinigung von IgG Antikérpern aus L. major-Antiserum

Mittels einer Protein-G-Sdule wurden L. major-spezifische Antikérper von anderen
Serumproteinen getrennt. Bei dieser Methode binden die Antikérper mit ihrem Fc-Fragment an
die Matrix der Protein-G-Saule, wihrend alle anderen Proteine durch die Sidule wandern.
Zunidchst wurde die Sdule mit 100 ml Phosphatpuffer dquilibriert. Eine sterilfiltrierte (45 um)
1:1-Verdiinnung des polyklonalen L. major Antiserums mit Phosphatpuffer wurde auf die Sdule
gegeben und nach dem vollstdndigen Durchlauf mit 100 ml Phosphatpuffer gewaschen.
Anschlieend wurden die Antikérper mit 50 ml Glycinpuffer eluiert. Durch Zugabe von 20 ul
Tris-HCI pro 1 ml Eluat wurde die Losung neutralisiert. Zur weiteren Verwendung wurde die
Protein-G-Sdule mit Phosphatpuffer gewaschen und in 20 % Ethanol gelagert. Die aufgereinigte
Antikorperlosung wurde mittels Dialyse in PBS umgepuffert, die Konzentration bestimmt und

anschlieBend mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert.

2.2.1.3 Dialyse

Fiir die Konjugation der Antikérper mit einem Fluoreszenzfarbstoff miissen diese in PBS
vorliegen, da Ammoniumionen und primédre Amine die Reaktion beeintrdchtigen. Fiir diesen
Pufferwechsel eignet sich die Dialyse, da man so niedermolekulare Substanzen aus einer Lésung
entfernen kann. Zunidchst wurde eine EDTA-Losung (0,01 %) aufgekocht, in die der
Dialyseschlauch fiir 10 min hineingelegt wurde. Nach Waschen mit deionisiertem Wasser wurde
der Schlauch mit der Antikorperlosung beladen und in 10 1 PBS gegeben. Unter Riihren erfolgte
die Dialyse bei 4 °C iiber Nacht. AnschlieBend wurde die Konzentration der umgepufferten

Antikorperldsung bestimmt.
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2.2.1.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen nach Bradford

Proteinkonzentrationen kann man durch eine von Bradford entwickelte Methode photometrisch
bestimmen (Bradford, 1976). Durch die Komplexierung von Proteinen mit Coomassie-
Brillantblau kommt es zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm zu 630 nm.
Die Intensitit der Extinktion bei 630 nm ist dabei ein MaB fiir die Menge an Protein. In einer
Mikrotiterplatte mit 96 Népfen wurden zu 20 ul Proteinlésung 250 ul Bradford-Reagenz gegeben
und die Extinktion bei 630 nm in einem ELISA-Reader bestimmt. Neben Doppelwerten der
Probe wurde eine BSA-Verdiinnungsreihe vermessen, um den genauen Proteingehalt der

Antikorperlosung berechnen und eine Konzentration von 2 mg/ml in PBS einstellen zu kénnen.

2.2.1.5 Konjugation von Antikorpern mit Fluoreszenzfarbstoffen

Fiir FACS- und IF-Analysen wurden aufgereinigte, polyklonale Seren von Maus-anti-CEACAM1
(Dr. A. Horst, UKE, Hamburg) und Maus-anti-L. major Antikérpern direkt mit Alexa Fluor
Farbstoffen nach Herstellerangaben (Kits von Molecular Probes, Eugene, USA) konjugiert.
500 ul der Antikorperlésung wurden mit 50 ul einer 1 M Bicarbonat-Losung in das
Reaktionsgefdl mit dem Farbstoff gegeben und 1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Zur
Trennung von Antikorper-Farbstoff-Konjugaten von freien Farbstoffmolekiilen wurde der
Reaktionsansatz auf eine Sédule mit Bio-Rad Bio Gel P-30 gegeben und mit 10 ml PBS eluiert.
Dabei grenzte sich der konjugierte Antikorper beim Durchlaufen durch die Sdule von den
ungebundenen Farbstoffmolekiilen ab. Auf diese Weise entstanden ein Maus-anti-
CEACAMI Alexa488 sowie ein Maus-anti-L. major Alexa488 und ein Maus-anti-
L. major Alexa647 Antikorper.

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Leishmanienkultur

Die Kultivierung promastigoter Leishmanien erfolgte in RPMI-Vollmedium auf Blutagar bei
28 °C und 5 % CO,. 50 ul Blutagar wurden dabei im 45° Winkel in eine unbeschichtete
Zellkulturplatte mit 96 Nipfen gegossen, so dass die Hélfte des Bodens frei von Agar war. Im
Bereich vor dem Blutagar wuchsen die Leishmanien in 150 x1 RPMI-Vollmedium zu einer
konfluenten Schicht. Wochentlich wurden die Leishmanien aus 12 Népfen entnommen, in 15 ml

RPMI-Vollmedium verdiinnt und auf eine neue Zellkulturplatte verteilt. Um die Virulenz der
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Leishmanien zu erhalten, erfolgte alle 7 bis 9 Wochen eine Mauspassage. Dazu wurden 3 x 10°
Leishmanien in die rechte Hinterpfote von Balb/c Maéusen injiziert und die Zunahme der
Schwellung woéchentlich kontrolliert. Vier Wochen nach Beginn der Infektion wurden die
Leishmanien aus den Pfoten isoliert, indem diese mit einer Schere steril zerkleinert und durch ein
Zellsieb (Cell Strainer) gedriickt wurden. Nach Zentrifugation bei 3000 g und 4 °C fiir 10 min
wurde das Zellpellet in 16 ml RPMI-Vollmedium resuspendiert und zur Kultur auf eine

Blutagarplatte ausgesiit.

2.2.2.2 Zellzihlung

Die Anzahl lebender Zellen wurde mit dem Trypanausschlusstest bestimmt. Der Test beruht
darauf, dass nur tote Zellen mit Trypanblau angeférbt werden, da vitale Zellen den Farbstoff aus
dem Zellinneren ausschlieBen. Zellsuspensionen wurden mit Trypanblau 1:1 oder 1:10 verdiinnt
und in einer Neubauer Zdhlkammer (Tiefe 100 ym) ausgezihlt. Aus dem Produkt der
durchschnittlichen Anzahl der Zellen aus den vier GroBquadraten mit dem Kammerfaktor 1 x 107,
der Verdiinnung und dem Volumen der Zellsuspension ergab sich die Gesamtzellzahl aller

lebenden Zellen.

2.2.2.3 Isolierung von Zellen aus Blut

Aus der Schwanzvene der Méuse wurden 5 bis 10 Tropfen Blut entnommen und eine Gerinnung
mittels Heparin verhindert. AnschlieBend wurden 5 ml Erythrozyten-Lysepuffer zu dem Blut
gegeben und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Lyse mit 10 ml FACS-Puffer
gestoppt wurde. Nach Zentrifugation bei 300 g und 4 °C fiir 10 min erfolgten noch zwei weitere

Waschschritte und schlieBlich die Bestimmung der Zellzahl.

2.2.2.4 Isolierung von Zellen aus Mauspfoten

Infizierte oder naive Pfoten wurden am Gelenk abgetrennt, mit einer Schere zerkleinert und in ein
Reaktionsgefdfl mit 1 ml HBSS und 100 gl Kollagenase-D-Stammlésung gegeben. Der Verdau
des grob zerkleinerten Gewebes erfolgte bei 37 °C auf einem Schiittler fiir 30 min. Die Zugabe
von 10 ul EDTA-L6sung (500 mM) fiihrte zur Inaktivierung der Kollagenase-D. Anschlie3end
wurde der Ansatz vollstindig auf ein Zellsieb (Cell Strainer) iiberfiihrt und mit dem Stempel

einer 5 ml Spritze durchgedriickt. Das Zellsieb wurde mit 10 ml FACS-Puffer durchgespiilt.
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Nach der Zentrifugation bei 300 g und 4 °C fiir 10 min konnten die Zellen fiir FACS-Analysen

und der Bestimmung der Zellzahl mittels FACS weiterverarbeitet werden.

2.2.2.5 Isolierung von Zellen aus Matrigelimplantaten

Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Matrigelimplantate aus den Miusen prépariert und die
Zellen enzymatisch isoliert. Dazu wurde ein Implantat in 1,8 ml Dispase gegeben, mit einer
Schere grob zerkleinert und fiir 90 min bei 37 °C in einem Schiittler inkubiert. Nach
Zentrifugation bei 450 g und 4 °C fiir 10 min wurde das Pellet in HBSS resuspendiert, und es
schloss sich ein Kollagenase-D-Verdau analog zu Kapitel 2.2.2.4 an. Mittels Trypanblau wurde
die Anzahl aller lebenden Zellen pro Implantat bestimmt. AnschlieBend wurden die Zellen
entweder mittels FACS analysiert oder in einem funktionellen Test (TfA, Kapitel 2.2.2.8)

eingesetzt.

2.2.2.6 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Das Verfahren der Durchflusszytometrie erlaubt die Analyse von Zellsuspensionen auf
Einzelzellebene. Es beruht darauf, dass Zellen einzeln hintereinander durch eine Kapillare des
FACS-Gerites (engl.: fluorescence-activated cell sorter) den Lichtstrahl eines Argon-Ionen-
Lasers passieren. Dabei detektieren Photomultiplikatoren die Streuung des Lichtes. Das
Vorwirtsstreulicht (FSC, engl.: forward scatter) ist das Licht, welches in Richtung des
einfallenden Lichtstrahls gestreut wird. Es ist ein Maf fiir die Zellgrofe. Das Seitwirtsstreulicht
(SSC, engl.: side scatter) ist Licht, das im rechten Winkel gestreut wird und der zelluldren
Granularitdt entspricht. Mit Hilfe von spezifischen fluoreszenzkonjugierten Antikérpern kann
man verschiedene Proteine einer Zelle nachweisen. Diese Proteine konnen sich auf der
Zelloberfldche oder intrazelluldr befinden. Die Antikorper, die spezifisch Proteine erkennen,
besitzen einen Fluoreszenzfarbstoff, der entweder durch den Argon-lonen-Laser mit einer
Wellenlidnge von 488 nm oder dem roten Dioden-Laser mit einer Wellenldnge von 635 nm
angeregt werden kann. Die in dieser Arbeit verwendeten Fluorochrome sind Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC) oder Alexa Fluor 488 in der Fluoreszenz 1 (FL1), Phycoerythrin (PE) in
FL2, Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP) oder ein PerCP-Cyanin-Tandemfarbstoff (PerCP-
Cy5.5) in FL3 und Allophycocyanin (APC), ein Cyaninfarbstoff Cy5 oder Alexa Fluor 647 in
FL4. Die Fluoreszenzintensitit ist hierbei direkt proportional zur Anzahl der zu untersuchenden

Molekiile auf oder in einer einzelnen Zelle. Ausgewertet werden die Daten entweder in einem
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Histogramm (Einparameterdarstellung) oder in einem Punktplot (dot-plot, Zweiparameter-
darstellung). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie verwendet, um
inflammatorische Zellen aus infizierten Mauspfoten und Matrigelimplantaten sowie
Subpopulationen von Leukozyten aus dem peripheren Blut von Méusen genauer zu untersuchen.
Antikorperverdiinnungen fiir extrazelluldre Antigene wurden in FACS-Puffer, fiir intrazellulére
Antigene in Cytoperm/Wash angesetzt und fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Das Féirbevolumen

betrug 100 pl.

Zur extrazellulidren Firbung von Molekiilen wurden 2 x 10° Zellen aus Matrigelimplantaten oder
1 x 10° Leukozyten in FACS-Réhrchen iiberfiihrt, pelletiert, in 100 ul Cohn-II-Stammlsung
resuspendiert und fiir 20 min bei 4 °C inkubiert. Dadurch wurden Fc-Rezeptoren auf den Zellen
blockiert, um eine unspezifischer Anlagerung der Féarbeantikorper zu verhindern. Zum Waschen
der Zellen nach jedem Firbeschritt wurden 4 ml FACS-Puffer hinzugegeben und 4 min bei 300 g
und 4 °C zentrifugiert. Gefdrbt wurde nach folgendem Schema (Antikérper und Verdiinnung in

Klammern):

1. Schritt: unkonjugierte Antikérper (anti-Ly-6C, 1:200)
2. Schritt: fluoreszenzmarkierter Sekundérantikérper, der den Isotyp des ersten erkennt
(anti-Ratte-Cy5, 1:250; anti-Ratte-PE, 1:100)
3. Schritt: Blockade unspezifischer Bindungsstellen mit Serum aus demselben Organismus
wie der unkonjugierte Primérantikorper (10 % Rattenserum)
4. Schritt: biotinylierte Antik6rper (anti-CD45.2-biotin, 1:100; anti-F4/80-biotin, 1:200;
anti-MECA-32-biotin, 1:200)
5. Schritt: fluoreszenzmarkiertes Streptavidin (Streptavidin-APC/PerCP/Alexa488, 1:1000)
6. Schritt: direkt markierte Antikérper (anti-CD11b-PE, 1:800; anti-CD11b-PerCP, 1:3000;
anti-CD11c¢-FITC/PE, 1:100; anti-CD45-FITC/PerCP, 1:100; anti-CD45.1-PE,
1:100; anti-CEACAMI1-Alexa488, 1:100; anti-CD49b-PE, 1:50; anti-Gr-1-PE,
1:50)
Um LYVE-1* oder L. major* Zellen nachzuweisen, wurde nach der Fiarbung extrazelluldrer
Molekiile eine intrazelluldre Fidrbung angeschlossen. Durch Inkubation mit 250 ul
Cytofix/Cytoperm fiir 10 min bei 4 °C wurden die Zellen fixiert und gleichzeitig durchléssig fiir
die Firbeantikorper gemacht. Zum Waschen der Zellen wurden sie zunichst fiir 5 min bei 4 °C in
1 ml Cytoperm/Wash inkubiert und anschlieBend 5 min bei 300 g und 4 °C zentrifugiert. Dieser
Vorgang wurde dreimal wiederholt. AnschlieBend wurde nach demselben Prinzip wie vorher die

Fiarbung fortgesetzt:
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7. Schritt: unkonjugierte Antikérper (anti-LYVE-1, 1:300)
8. Schritt: fluoreszenzmarkierter Sekundéirantikorper (anti-Kaninchen-CyS5, 1:250)

9. Schritt: direkt markierte Antikorper (anti-L. major-Alexa488/647, 1:100)

Zum Schluss wurden die Zellen in 200 ul FACS-Puffer resuspendiert und direkt am
FACSCalibur Flow Cytometer analysiert und mit dem Programm CellQuest Pro ausgewertet. Um
unspezifische Antikorperbindungen auszuschlieBen, wurden Kontrollfirbungen mit Isotyp-

antikorpern durchgefiihrt.

Fiir FACS-Analysen von naiven oder infizierten Mauspfoten wurden die isolierten Zellen auf drei
Fiarbungen aufgeteilt und wie beschrieben gefirbt. Am Ende wurden die Zellen in 160 ul FACS-
Puffer resuspendiert. Kurz vor der Analyse wurden die Proben auf einen 30 ym Filter (CellTrics)
gegeben und mit 160 ul FCAS-Puffer durchgespiilt. Nach Zugabe von 10000 Latex-Kugeln
wurde die Probe mit dem FACS-Gerit analysiert. Dabei wurde die Aufnahme gestoppt, sobald
3000 Latex-Kugeln detektiert wurden. Uber das Produkt der Anzahl der aufgenommenen Zellen
mit 3,33 (Anteil der aufgenommenen Zellen in der Probe) und 3 (Anzahl der Farbungen) lie3 sich
somit die Gesamtzellzahl, aber auch die Anzahl verschiedener Zellpopulationen in der Pfote

berechnen.

2.2.2.7 Histologie
2.2.2.7.1 Probengewinnung und Durchfiihrung der Gefrierschnitte

Naive und infizierte Pfoten sowie Matrigelimplantate wurden immunhistologisch untersucht. Bei
dieser Methode werden diinne Gewebsschnitte hergestellt, auf denen gezielt zelluldre Strukturen
oder Proteine angefirbt werden kénnen. Prinzipiell kann man die Proben fixieren und in Paraffin
einbetten oder in einem speziellen Einfriermedium kryokonservieren. Der Vorteil der letzteren
Methode ist, dass Proteinepitope erhalten bleiben und besser mit Antikorpern angefidrbt werden
konnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Kryokonservierung angewandt, um spiter in den
Schnitten entweder GefidBstrukturen (Immunfluoreszenz-Fiarbung) oder Gewebemorphologie

(H&E-Férbung) zu visualisieren.

Pfoten und Matrigelimplantate wurden in O.C.T. Compound eingebettet und in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Bis zur Durchfiihrung der Gefrierschnitte wurden sie bei —70 °C
gelagert. Um das Anhaften von Gefrierschnitten zu erhéhen, wurden Objekttriger mit Silan

beschichtet, indem sie 20 Sekunden in eine Aceton-Silan-Losung und anschlieBend
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2 x 10 Sekunden in deionisiertes Wasser getaucht wurden. Nach Trocknung iiber Nacht konnten

die Objekttriager verwendet werden.

Mit einem Kryostaten wurden Gewebeschnitte von 10 ym Dicke hergestellt und auf die
silanisierten Objekttriager gebracht. Die kompletten Pfoten wurden mit einem sog. d-Messer und
die Matrigelimplantate mit einem Einmalmesser geschnitten. AnschlieBend wurden die Schnitte

fiir eine Stunde getrocknet.

2.2.2.7.2 Immunfluoreszenz (IF)-Fiarbung

Fiir die Fiarbung der Gefrierschnitte mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern wurden diese 10 min
in eiskaltem Aceton fixiert und iiber Nacht getrocknet. Um die Farbung zu erleichtern, wurden
die einzelnen Schnitte auf einem Objekttriger mit einem Fettstift umrandet. Nach erneutem
Trocknen wurde einmal mit PBS-Tween fiir 4 min gewaschen, um das Einbettmedium (O.C.T.
Compound) zu entfernen. Ab diesem Zeitpunkt musste ein Austrocknen der Schnitte verhindert
werden. Deshalb wurde die Féarbung in feuchten Kammern durchgefiihrt. Zum Waschen nach
jedem Firbeschritt wurden die Objekttrager dreimal fiir 4 min in PBS-Tween getaucht. Die
Antikérperverdiinnungen wurden in PBS-BSA angesetzt und in einem Volumen von 100 ul pro
Schnitt fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zunichst wurden 100 u1 Block-L6sung auf die
Schnitte gegeben, um unspezifische Antikdrperbindungen zu blockieren. Die Farbung wurde wie

folgt durchgefiihrt:

1. Schritt: unkonjugierte Antikérper (anti-LY VE-1, 1:300; anti-CD11b, 1:50)

2. Schritt: fluoreszenzmarkierter Sekundarantikérper (anti-Kaninchen-TRITC, 1:500;
anti-Ratte-Cy5, 1:500)

3. Schritt: Blockade unspezifischer Bindungsstellen (10 % Rattenserum)

4. Schritt: biotinylierte Antikorper (anti-CD45.1-biotin, 1:50; anti-MECA-32-biotin, 1:300)

5. Schritt: fluoreszenzmarkiertes Streptavidin und DAPI (Streptavidin-Alexa488, 1:500;
DAPI-Stammlésung, 1:1000)

4°,6-Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid (DAPI) diente dabei der Anfiarbung der Zellkerne,
da es sich an AT-reiche DNA-Bereiche anlagert. Nach einem letzten Waschschritt wurden die
Proben mit Permafluor iiberschichtet, einem Deckglas bedeckt und iiber Nacht getrocknet. Zur
Bewertung unspezifischer Fluoreszenzsignale erfolgten Kontrollfirbungen ohne Primir-
antik6rper. Mit einem Fluoreszenzmikroskop wurden die gefédrbten Schnitte analysiert,

fotographiert und mit der Software Openlab 5.0.2 ausgewertet.
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2.2.2.7.3 Hiamatoxylin-Eosin (H&E)-Féirbung

H&E-Fiarbungen wurden in dieser Arbeit verwendet, um morphologische Untersuchungen
anhand von Ubersichtsfirbungen naiver und infizierter Mauspfoten durchzufiihren. Dabei firbt
Hématoxylin saure (basophile) Strukturen wie DNA im Zellkern oder das raue Endoplasmatische
Retikulum, wihrend Eosin an basische (eosinophile) Strukturen vor allem Zellplasmaproteine
bindet. Getrocknete Gefrierschnitte wurden iiber Nacht in Fixierlosung gelagert und anschliefend
5 min in PBS gewaschen. Durch Féarbung in Hédmatoxylin-Losung fiir 5 min erschienen die
Zellkerne zunichst rotlich-braun und erhielten erst durch fiinfminiitiges Blduen mit
Leitungswasser, wodurch der pH-Wert erhoht wurde, die typische blauviolette Farbe. Mit Eosin-
Losung fiir 5 min wurden in einer Gegenfidrbung Zellplasmaproteine hellrosa markiert.
AnschlieBend wurden die Schnitte kurz unter deionisiertem Wasser differenziert, bevor mit Hilfe
einer Alkoholreihe in aufsteigender Konzentration (70 %, 80 %, 96 %, 96 %, 100 %, 100 %
Ethanol) das Wasser aus den Schnitten verdringt wurde. Diese entwésserten Schnitte wurden
schlieBlich im organischen Losungsmittel Xylol geklirt, mit Eukitt {iberschichtet und einem
Deckglas bedeckt. Nach dem Trocknen des Eukitts wurden die Schnitte unter dem

Lichtmikroskop ausgewertet und photographiert.

2.2.2.8 Untersuchung zur Réhrenbildung in vitro (TfA)

Zur Analyse der Plastizitdt von inflammatorischen Zellen wurde ein Experiment, in dem Zellen
rOhrendhnliche Strukturen bilden (engl.: tube-forming assay, TfA), durchgefiihrt. Dazu wurden
Zellen nach sieben Tagen unter sterilen Bedingungen aus Leishmanien-enthaltenden
Matrigelimplantaten isoliert (vgl. Kapitel 2.2.2.5). AnschlieBend erfolgte eine Inkubation der
Zellen in FCS-freiem BSA-Medium fiir 2 Stunden bei 37 °C und 5 % CO,. In der Zwischenzeit
wurden Objekttriger, die 4 Kammern zur Zellkultur besallen, mit Matrigel beschichtet. Dazu
wurde Matrigel auf Eis aufgetaut, 1:1 mit Endothelzellmedium gemischt und ein 200 ul Aligout
in jede Kammer gegeben. Bei 37 °C polymerisierte das Gel innerhalb von 30 min. Nach Ernte
und Auszihlen der Zellen wurden 5 x 10° Zellen in 500 xl Endothelzellmedium in eine Kammer
des Objekttragers gegeben und fiir 2 Tage bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Eine Analyse der
Zellaggregate erfolgte mit einem Umkehrmikroskop. Zur statistischen Auswertung wurde die

Anzahl der r6hrendhnlichen Zellaggregate pro Kammer bestimmit.
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2.2.2.9 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Um die genaue Beschaffenheit von Zell-Zell-Kontakten und Zellmorphologien zu untersuchen,
reichen Auflésung und Kontrast von Lichtmikroskopen nicht aus. Mit der Elektronen-
mikroskopie, die darauf beruht, dass Elektronen eines beschleunigten Elektronenstrahls gestreut
und adsorbiert werden, sobald sie auf ein Objekt stoflen, lassen sich Negativbilder von sehr
kleinen Objekten darstellen. Dabei ist die Streuung abhingig vom Abstand zwischen Atomkern
und Strahlelektron, der Geschwindigkeit des Strahlelektrons und der Kernladungszahl der
Atomkerne im Objekt. Aufgrund der niedrigen Kernladungszahl der Atome biologischer Objekte
(vor allem Wasserstoff, Sauerstoff, Stickstoff, Kohlenstoff, Phosphor und Schwefel) ist der
Streukontrast fiir elektronenmikroskopische Analysen unzureichend. Durch eine Osmiumoxid-
Fixierung und einer Nachbehandlung mit alkalischen Schwermetallsalzlésungen wird der
Kontrast in solchen Priparaten erhoht. Fiir diese Arbeit wurden Schnitte von Matrigelimplantaten

aufgearbeitet und im Transmissions-Elektronenmikroskop analysiert.

Leishmanien-enthaltende Matrigelimplantate wurden nach sieben Tagen aus Méusen isoliert und
in Glutaraldehyd-Puffer tiber Nacht fixiert. Kleine Fragmente der Matrigelimplantate wurden
nach dreimaligem Waschen in Natrium-Cacodylat-Puffer fiir 60 min bei 4 °C in Osmiumoxid-
Losung nachfixiert und anschlieBend fiinfmal in dH,0 gewaschen. Mit einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 100 %, 100 % Ethanol) wurden die Probe zunichst
entwissert, bevor der Alkohol durch das Losungsmittel Propylenoxid ersetzt wurde (10 min
Propylenoxid/Ethanol 1:1, 2 x 15 min Propylenoxid). In dem L&sungsmittel konnte nun das
Einbettmedium Epon geldst werden, das zunéchst in einer 1:1 Loésung liber Nacht inkubiert
wurde, bevor reines Epon auf die Probe gegeben wurde, das bei 60 °C auspolymerisierte.
Anschliefend wurden 70 nm Ultradiinnschnitte hergestellt, die zunichst mit Uranylacetat in 70 %
Methanol und schlieBlich mit Bleiacetat (nach Reynolds, 1963) kontrastiert wurden. Eine

Auswertung der Proben erfolgte im Transmissions-Elektronenmikroskop.

2.2.3 Tierversuche

2.2.3.1 Infektion von Miusen mit Leishmanien und Messung der Schwellung

Promastigote Leishmanien in der stationidren Wachstumsphase wurden aus den Blutagarplatten
entnommen und dreimal mit 10 ml sterilem D-PBS gewaschen (Zentrifugation bei 3000 g und
4 °C fiir 10 min). AnschlieBend wurde eine 1:10 Verdiinnung der Parasiten in Paraformaldehyd-

Losung in einer Neubauer Zihlkammer (20 ym Tiefe, Kammerfaktor 5 x 10*) ausgezihlt. Zur
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Infektion von Miusen wurden 3 x 10° Leishmanien in 50 ul Volumen in die rechte Hinterpfote
subkutan injiziert. Durch die wochentliche Messung des Durchmessers beider Hinterpfoten
wurde der Infektionsverlauf anhand der Zunahme des Pfotendurchmessers verfolgt. Dabei wurde
die prozentuale Zunahme des Durchmessers der infizierten rechten Pfote gegeniiber der linken

naiven Pfote in Prozent angegeben.

2.2.3.2 Gewinnung von polyklonalem Maus-anti-L. major Serum

Um Leishmanien positive Zellen in FACS-Analysen nachweisen zu kénnen, wurde ein L. major-
spezifisches Antiserum generiert. Dazu wurden B6.WT Maéuse subkutan mit L. major infiziert.
Nach sechs Wochen wurde das Serum gewonnen, indem die Tiere mit 300 ul Anésthetikum
intraperitoneal narkotisiert und Blut durch eine Herzpunktion entnommen wurde. Nach einigen
Stunden bei Raumtemperatur konnte das Serum durch Zentrifugation (10 min, 10000 g, 4 °C)

von den geronnenen Blutbestandteilen getrennt werden.

2.2.3.3 Matrigelimplantationsversuch

Mit Hilfe von Matrigelimplantaten wurde im Rahmen dieser Arbeit die GefidBbildung untersucht.
Dabei diente Matrigel als zellfreie Matrix, die in Méuse subkutan injiziert wurde und in der neue
GefiBe entstehen konnten. Matrigel eignet sich zu diesem Zweck besonders gut, da man es
fliissig injizieren kann. Neben der Isolation von Einzelzellen durch einen enzymatischen Verdau
lassen sich die Implantate fiir histologische Analysen aufarbeiten. Obwohl das Matrigel in Miuse
implantiert wird, gilt dies als in vitro Versuch. Matrigel ist ein zellfreier Extrakt aus der
Basalmembran des Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Maussarcoms. Es ist reich an extrazelluldren
Matrixproteinen wie Laminin, Typ IV Kollagen, Heparansulfat, Proteoglykanen, Entactin und
Nidogen. AuBerdem enthilt es TGF-, FGF und andere Wachstumsfaktoren des EHS Tumors.
Bei 4 °C ist das Gel fliissig und polymerisiert bei 37 °C. Zur Implantation des Matrigels wurden
die Tiere mit 250 ul Anisthetikum intraperitoneal betdubt und erhielten Augentropfen, um ein
Austrocknen der Netzhaut zu verhindern. Fiir den Zeitkurs liber 34 Tage wurde 1 ml Matrigel auf
Eis aufgetaut und entweder mit 300 ul L. major Parasiten in PBS (6 x 10’ Leishmanien pro ml)
oder 300 ul PBS gemischt. Fiir die Kurzzeitexperimente mit der Analyse am Tag 7 wurden
auBerdem 8,67 ul des Wachstumsfaktors VEGF-C (250 ng/ul) zugesetzt. Das kalte Gel wurde

den Miusen rechts und links im unteren Bauchbereich subkutan injiziert und bildete nach
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Polymerisation eine Matrix. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde das Gel als ganzes aus den

Mdéusen isoliert und fiir Einzelzellanalysen oder histologische Untersuchungen pripariert.

2.2.3.4 Generierung von chiméiren Méusen

Alle aus hdmatopoetischen Stammzellen abgeleiteten Zellen werden im Knochenmark gebildet.
Um den Einfluss dieser hdmatopoetischen Zellen im Prozess der Lymphgefdaneubildung zu
untersuchen, wurden Méuse mit chimidrem Knochenmark hergestellt. Dazu wurden Rezipienten
einer Gammastrahlung durch eine Caesium Quelle (*’Cs) von 11 gray ausgesetzt. Dabei kommt
es zur Schidigung der DNA ohne die Funktionsfdhigkeit der Zellen zu beeintridchtigen. Erst
Zellteilungen fiihren zum Zelltod. Die bestrahlten Miuse wiirden somit nach wenigen Wochen
durch einen Mangel an Blutzellen sterben. Einen Tag nach der Bestrahlung erhielten die Miuse
6 x 10° Knochenmarkzellen aus Ober- und Unterschenkel von Donorméiusen. Diese wurden in
einem Volumen von 250 ul PBS intravends injiziert. Da die Bestrahlung und der Knochenmark-
transfer zu einer Immunsuppression der Méuse fiihrt, wurden sie im Zeitraum von einer Woche
vor der Bestrahlung bis fiinf Wochen danach oral mit Antibiotikum (0,5 %0 Baytril im
Trinkwasser) behandelt, um die Gefahr von Infektionen zu minimieren. Abbildung 2.3 zeigt,

welche unterschiedlichen Mause mit chimédrem Knochenmark generiert wurden.

Bestrahlung Transfer von
11 gray o Knochenmark
- - » =
____Rezipient _Donor _chimare Maus
A. BEWT B6.WTCD45.1 B6.WTCP4S 1B WT
B. B6B.WT B6.Ceacam1" B6.Ceacam1-—B6.WT
C. B6.Ceacam1” B6.WTCD451 B6.WTCP451B6, Ceacam 1

Abb. 2.3 unterschiedliche chimire Miuse. Méduse wurden mit 11 gray bestrahlt und mit
Donor-Knochenmark rekonstituiert. Dabei erhielten B6.WT Miuse Knochenmark von
B6.WT*! Msusen (A) oder von B6.Ceacaml” Miusen (B). Zusitzlich erhielten bestrahlte
B6.Ceacaml™ Miuse Knochenmark von B6.WT*! Tieren (C).

Zwei Monate nach dem Knochenmarktransfer wurde dieser mittels FACS-Analysen der

peripheren Blutleukozyten tiberpriift (Abb. 2.4).
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Abb. 2.4 Kontrolle des Knochenmarktransfers. (A) Periphere Leukozyten von B6.WT und
B6.Ceacaml”™ Miuse exprimieren die Isoform CD45.2 auf der Zelloberfliche (92,29 + 2,08 %)
und sind negativ fiir CD45.1. Nach Transfer von CD45.1" Knochenmark in bestrahlte B6.WT
oder B6.Ceacaml” Miuse waren 94,73 + 0,78 % der Leukozyten positiv fiir CD45.1, wihrend
nur noch 2,41 + 0,94 % der Zellen CD45.2 auf ihrer Oberfliche exprimierten. (B) Bei dem
Transfer von CEACAMI1™ Knochenmark in B6.WT Maiuse wurde das Knochenmark aus
B6.Ceacaml™ Miusen verwendet, die Geschwister zu den B6.WT Tieren waren (durch
Verpaarung heterozygoter Tiere). Dadurch exprimierten in diesen Tieren alle Zellen die Isoform
CD45.2. Eine Kontrolle des Knochenmarktransfers erfolgte deshalb iliber die CEACAMI-
Expression der Leukozyten. In B6.WT Mausen waren 64,80 + 1,68 % der Leukozyten positiv
fiir CEACAMI1, wihrend in B6.Ceacamli™ und B6.Ceacaml”™—B6.WT Méiusen nur wenige
Zellen unspezifisch angefdrbt wurden (1,20 + 0,07 %). n. n.: nicht nachweisbar.

2.2.4 Statistik

Die statistischen Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 4.0, wobei

fiir die Berechnung der Signifikanzen der ungepaarte Student’s t-test durchgefiihrt wurde.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Prozess der LymphgefidBineubildung wéhrend der kutanen
Leishmaniose untersucht. Die Neubildung von Gefédfen ist fiir eine schnelle und narbenfreie
Heilung von Lisionen und Wunden essentiell (Eming et al., 2007). Wihrend inflammatorische
Zellen durch Blutgefifle zum Infektionsort gelangen, dienen Lymphgefiflie vorrangig der
Drainage extrazelluldrer Fliissigkeit und dem Transport von reifen, aktivierten DCs zum
Lymphknoten. Gerade bei einer stetig wachsenden Anzahl an infiltrierenden Zellen im Verlauf
der Leishmanieninfektion, stellt sich die Frage, ob dabei Gefille, insbesondere Lymphgefifie, in
das Infiltrat wachsen und welche Zellen und Faktoren dabei eine Rolle spielen. Im Fokus der
Analysen stand das Zelladhdsionsmolekiil CEACAMI1, von dem bekannt ist, dass es bei einer

Vielzahl zelluldrer Prozesse involviert ist.

Der Ergebnisteil gliedert sich in vier Abschnitte. In Kapitel 3.1 wird die Lymphgefdfneubildung
in B6.WT Mausen wihrend der Leishmaniose in vivo und in vitro beschrieben. Die Ergebnisse
des folgenden Kapitels (3.2) zeigen anhand eines kongenen Markers auf transferierten
Knochenmarkzellen, dass hdmatopoetischen Zellen bei diesem Prozess beteiligt sind. Die
essentielle Bedeutung von CEACAMI1 bei der Neubildung von Lymphgefdllen in vivo und in
vitro wird in Kapitel 3.3 beschrieben. SchlieBlich wird im letzten Kapitel gezeigt, dass eine
Rekonstitution von CEACAMI1* hiimatopoetischen Zellen in B6.Ceacaml”™ Miusen zu einer
normalen Vaskularisierung fiihrt, wihrend B6.WT chimidre Miuse durch den Transfer von
CEACAMI1 Knochenmark einen Phinotyp aufweisen, der dem von B6.Ceacaml” Miusen

entspricht.
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3.1 LymphgefiBneubildung in B6.WT Miéusen in vivo und in vitro

In zwei verschiedenen Systemen wurde die Neubildung von LymphgefiBen in Inzuchtmiusen
des Stammes C57BL/6 (B6.WT) genauer untersucht. Zum einen wurden die Miuse mit L. major
infiziert, zum anderen wurde ihnen subkutan Matrigel implantiert. Durch die Anwesenheit der
Leishmanien kam es in beiden Fillen zu einer Entziindungsreaktion, bei der die Bildung neuer

Lymphgefile untersucht wurde.

3.1.1 Infektion von B6.WT Miiusen mit L. major

B6.WT Miuse sind resistent gegeniiber einer Infektion mit dem obligat intrazellulidren Parasiten
L. major (Ritter et al., 2004b). Eine Infektion fiihrt zunichst zur Etablierung der Parasiten am Ort
der Infektion und einer Gewebeschwellung. Aufgrund der Aktivierung Leishmanien-spezifischer
Tyl-Zellen gelingt es diesen Méusen, die Infektion innerhalb weniger Wochen zu beseitigen

(Bogdan und Réllinghoff, 1998; Von Stebut und Udey, 2004).

3.1.1.1 Infektionsverlauf und wachsendes Infiltrat

Nach subkutaner Infektion von B6.WT Miusen mit 3 x 10° metazyklischen, promastigoten
Leishmanien in die rechte hintere Pfote kam es zu einer Schwellung, die in den ersten Wochen
rapide anstieg und nach etwa drei bis vier Wochen ein Maximum erreichte (Abb. 3.1A). Dabei
vergroBerte sich der Durchmesser der infizierten Pfote um etwa zwei Drittel gegeniiber der nicht

infizierten Pfote.
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Abb. 3.1 Mauspfotenschwellung und Anzahl CD45* Zellen in infizierten Pfoten. (A) Nach
Infektion von B6.WT Maéusen mit L. major wurde der Verlauf durch wéchentliche Messung des
Pfotendurchmessers kontrolliert und als relative Zunahme gegeniiber der nicht infizierten Pfote
dargestellt. Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM aus einem reprédsentativen Experiment mit
fiinf Méusen, das viermal wiederholt wurde. (B) Naive (Tag 0) und infizierte Mauspfoten
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert und die absolute Anzahl CD45" Zellen mittels
FACS-Analysen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von je zwei Mauspfoten.
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In den folgenden Wochen ging die Schwellung wieder zuriick und verschwand nach etwa 10 bis
12 Wochen komplett. Einhergehend mit der Schwellung nahm die Anzahl der CD45" Zellen in
der Pfote in den ersten drei Wochen dramatisch zu. Sie stieg um das 13 fache von 62380 + 4683
Zellen in der naiven Pfote auf 803200 + 476600 Zellen am Tag 21 nach Infektion (Abb. 3.1B).
Als hidmatopoetischer Marker wird die Tyrosinphosphatase CD45 auf allen kernhaltigen,
knochenmarkgenerierten Zellen exprimiert (Hermiston et al., 2003) und eignet sich deshalb zur
Bestimmung der Zellzahl inflammatorischer Zellen, die von Vorlduferzellen aus dem

Knochenmark abstammen.

In longitudinalen histologischen Schnitten infizierter Mauspfoten wurde deutlich, in welchem
Ausmal} inflammatorische Zellen zu der Schwellung der Pfoten beitrugen. In einer
vergleichenden Ubersichtsfirbung einer naiven und einer infizierten Pfote am Tag 21, an dem die
Schwellung durchschnittlich 53,9 + 6,8 % betrug, grenzte sich das ausgeprigte Infiltrat deutlich
durch seine hohe Zelldichte von dem umgebenden Gewebe ab (Abb. 3.2A).

ENY) L. major
Pfote \ .4 Tag 21,5

¥ es M ) i

rg

Abb. 3.2 Histologische Ubersichtsfirbungen naiver und infizierter Mauspfoten. 10 ym
dicke, longitudinale Schnitte von Mauspfoten wurden hergestellt und die Zellkerne mittels
DAPI blau angefiirbt. (A) Uberblick iiber den gesamten Querschnitt einer naiven (links) und
infizierten Pfote (rechts) bestehend aus mehreren 50 fach vergréBerten Aufnahmen. Das dichte
Infiltrat ist deutlich zu erkennen (Pfeil). Zur Orientierung ist eine Mauspfote entsprechend dem
Schnitt abgebildet und der dargestellte Abschnitt markiert. (B bis F) 200 fache Vergroferung
aus dem Bereich der Lauffldche einer naiven Pfote (B), 3 Tage (C), 6 Tage (D), 13 Tage (E)
und 21 Tage (F) nach Infektion mit L. major. Pfeile in (C) und (D) markieren das wachsende
Infiltrat, wéihrend dies in (E) und (F) die ganze Bildfldche einnimmt. Ganz links ist jeweils die
Epidermis zu sehen. Dargestellt sind reprisentative Abbildungen aus zwei unabhingigen
Versuchen mit je drei Tieren.
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Im zeitlichen Verlauf wurde deutlich, dass drei Tage nach Infektion bereits die ersten Zellen, aber
erst wenig spiter, zwischen Tag 3 und 6, die Zellen in groBer Anzahl einwanderten (Abb. 3.2B
bis 3.2D). Sechs Tage nach Infektion war das Infiltrat zu dem normalen Gewebe deutlich
abgrenzbar. In den folgenden Wochen wanderten weitere Zellen ein, so dass der

Entziindungsherd gréBer, dichter und noch kompakter wurde (Abb. 3.2E und 3.2F).

3.1.1.2 Nachweis lymphatischer GefiBe und LYVE-1* Zellen im Infiltrat infizierter Pfoten

Mit Hilfe von Antikorpern, die Epitope von LYVE-1 und MECA-32 erkennen, lassen sich
Lymph- und Blutgefédfie in Kryoschnitten anférben (Banerji et al., 1999; Liersch et al., 2006).
Wie zu erwarten, wurden sowohl Lymph- als auch Blutgefdlle in der Haut von naiven Méusen
gefunden. Nach Infektion mit Leishmanien traten die Gefidfle nicht nur in der Haut, sondern auch
mitten im Infiltrat auf. Hierbei zeigte sich, dass Blutgefifle hédufiger vorkamen und die

GefiBstrukturen groBer waren als die der LY VE-1* lymphatischen Gefifie (Abb. 3.3A bis 3.3C).

A

Abb. 3.3 Lymph- und BlutgefiBe in naiven und infizierten Mauspfoten. Mittels Antikorper
gegen LYVE-1 (rot) und MECA-32 (griin) wurden Lymph- und Blutgefdfie in naiven Pfoten
(A) und 6 Tage (B) bzw. 21 Tage (C) nach Infektion mit L. major detektiert. Die Zellkerne
wurden mit DAPI (blau) dargestellt. Man beachte, dass sowohl Lymph- (Pfeil), als auch
Blutgefile (Pfeilspitze) mitten im entziindlichen Infiltrat zu finden waren. Gezeigt sind
reprisentative Aufnahmen in 200 facher VergroBerung aus drei unabhiangigen Versuchen mit je
drei Miusen.

Eine genauere quantitative Analyse der infiltrierenden Zellen im frithen Krankheitsverlauf zeigte,
dass die meisten der CD45" Zellen auch CD11b exprimierten (66,7 % am Tag 21 nach Infektion).
CDI11b (Mac-1) wird vor allem von Makrophagen und Granulozyten exprimiert, zwei wichtige
phagozytierende Zellen des angeborenen Immunsystems (Sunderkétter et al., 2004). Die Zahl der
CD11b* Zellen in der Pfote stieg von 30020 + 4683 Zellen vor der Infektion um das 17,8 fache
auf 535600 + 308900 Zellen am Tag 21 nach Infektion (Abb. 3.4). Somit stellten die CD11b*

Zellen die grofite Gruppe der inflammatorischen Zellen nach Infektion mit L. major dar.
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Abb. 3.4 Anzahl CD45" und CD11b* Zellen in naiven und infizierten Pfoten. Die absolute
Anzahl CD45* bzw. CD11b" Zellen in naiven (Tag 0) oder L. major-infizierten Mauspfoten
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten mittels FACS-Analysen bestimmt. Zu beachten ist, dass
alle CD11b" Zellen auch gleichzeitig CD45 exprimierten. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM von je zwei Mauspfoten.

In weiteren FACS-Analysen wurden Zellen, die LYVE-1 in den Mauspfoten exprimierten,
genauer untersucht. Dabei zeigte sich, dass in Pfoten von naiven Mausen LYVE-1* Zellen
sowohl in der CD45" als auch in der CD45* Population zu finden waren (Abb. 3.5). Die Anzahl
CD45*/LYVE-1" Zellen war dabei groBer als die der CD45/LYVE-1" Zellen (Abb. 3.5B und
3.5C, linker oberer Quadrant).

A
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Abb. 3.5 LYVE-1" Zellen in Mauspfoten sind CD45 oder CD45". (A) Zellen aus der Pfote
einer naiven Maus wurden isoliert und mittels FACS-Analysen in CD45 und CD45" Zellen
unterteilt. AnschlieBend wurde die Expression von LYVE-1 und MECA-32 auf CD45 Zellen
(B) und CD45* Zellen (C) untersucht. Wihrend MECA-32* Zellen nur in der CD45™ Population
zu finden waren (B, unterer rechter Quadrant), gab es sowohl CD45/LYVE-1* als auch
CD45*/LYVE-1" Zellen (B und C, linker oberer Quadrant). Gezeigt sind représentative Daten
aus zwei unabhingigen Versuchen mit je zwei Tieren.
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Interessanterweise waren alle BECs, die MECA-32 exprimierten, in der CD45  Population zu
finden (Abb. 3.5B, rechter unterer Quadrant). Eine CD45"/MECA-32* Population existierte nicht.
Da bekannt ist, dass lymphatische Endothelzellen in der Maus kein CD45 exprimieren
(Krichuber et al., 2001), stellen CD45/LYVE-1* Zellen die eigentlichen LECs dar, wihrend die
CD45*/LYVE-1" Zellen mit den in der Literatur beschriebenen LYVE-1* Makrophagen in
Verbindung gebracht werden kénnen (Cho et al., 2007; Jeon et al., 2008; Schledzewski et al.,
2006; Xu et al., 2007).

Die Anzahl dieser CD45*/LYVE-1" Zellen verdnderte sich wihrend der Infektion mit L. major.
So blieb sie innerhalb der ersten Woche nach Infektion relativ konstant, bevor sie nach 14 Tagen
deutlich zunahm und ein Maximum erreichte. Drei Wochen nach Beginn der Infektion nahmen
die CD45"/LYVE-1* Zellen wieder ab (Abb. 3.6, jeweils oberer rechter Quadrant).
Demgegeniiber wuchs die CD45/LYVE-1" Population im Verlauf der Infektion kontinuierlich
innerhalb der ersten drei Wochen (Abb. 3.6, jeweils oberer linker Quadrant). Am Tag 21 nach
Infektion exprimierten etwa die Hilfte der LYVE-1" Zellen gleichzeitig CD45.

naiv L. major, Tag 7 L. major, Tag 14 L. major, Tag 21

4
1

VE-

LYY

CD45

Abb. 3.6 CD45 Expression auf LYVE-1* Zellen wihrend der Infektion mit L. major. Zellen
aus naiven oder infizierten Mauspfoten wurden zu verschiedenen Zeitpunkten isoliert und
mittels FACS auf die Expression von CD45 und LYVE-1 analysiert. Wihrend CD45*/LYVE-1*
Zellen (oberer rechter Quadrant) ein Maximum an Tag 14 nach Infektion aufwiesen, war dies
fiir CD45/LYVE-1" Zellen (oberer linker Quadrant) am Tag 21 der Fall. Die gezeigten Daten
stammen aus einem Versuch mit zwei Méusen pro Zeitpunkt.

AuBerdem stellte sich heraus, dass die CD45*/LYVE-1* Zellen, die am Tag 14 nach Infektion in
grofler Anzahl vorlagen, zusitzlich CD11b und CEACAMI1 exprimierten (Abb. 3.7A bis 3.7C,
griine Population). CD45/LYVE-1* Zellen hingegen waren weder positiv fiir CD11b noch
CEACAMI (Abb. 3.7A bis 3.7C, rote Population). Die absolute Anzahl der CD11b*/LYVE-1*
Zellen verhielt sich analog zu der Population der CD457/LYVE-1* Zellen. Zunichst blieb die
CDI11b*/LYVE-1* Population konstant, stieg dann wéhrend der Infektion mit L. major an und

erreichte am Tag 14 ein Maximum, bevor sie im weiteren Verlauf wieder abnahm (Abb. 3.7D).
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Interessant ist auch der Anteil dieser CD11b*/LYVE-1" Zellen an der CD11b* Population. In der
naiven Maus exprimierten 15,67 % der CD11b* Zellen in der Pfote auch LYVE-1 (Abb. 3.7E).
Dieser Anteil verringerte sich bereits nach einer Woche auf 3,18 %, erhohte sich dann leicht,

wihrend nach 21 Tagen nur noch 0,38 % der CD11b" Zellen gleichzeitig LYVE-1 exprimierten
(Abb. 3.7E).
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Abb. 3.7 Expressionsmuster und zellulidre Verteilung LYVE-1" Zellen in infizierten
Mauspfoten. (A-C) 14 Tage nach Infektion mit L. major wurden die Zellen aus den Pfoten
isoliert. (A) FACS-Analysen zeigten, dass CD45"/LYVE-1* Zellen (griin) gleichzeitig CD11b
(B) und CEACAMI (C) exprimierten, wihrend dies fiir CD45/LYVE-1* Zellen (rot) nicht der
Fall war. (D) Die absolute Anzahl CD11b*/LYVE-1" Zellen erreichte am Tag 14 nach Infektion
ein Maximum in infizierten Mauspfoten. (E) Allerdings war der Anteil der LYVE-1" Zellen in
der CD11b" Population in naiven Mauspfoten am hochsten. Dargestellt sind Daten aus einem
Versuch mit zwei Méusen pro Zeitpunkt.

In histologischen Schnitten infizierter Mauspfoten wurde deutlich, dass fast alle
inflammatorischen Zellen am Tag 21 nach Infektion CD11b exprimierten (Abb. 3.8A und 3.8B).
Ob allerdings die CD11b*/LYVE-1* Zellen auch an der Bildung lymphatischer Gefille beteiligt
waren, konnte selbst bei groBer Vergroerung histologisch nicht eindeutig beantwortet werden
(Abb. 3.8C bis 3.8E). An manchen Stellen ldsst sich eine Koexpression von CD11b und LYVE-1
auf LECs innerhalb des Infiltrats vermuten, wihrend dies in anderen Bereichen ausgeschlossen

werden konnte.



3 Ergebnisse 49

Abb. 3.8 Immunfluoreszenz-Analysen lymphatischer Gefifle in infizierten Mauspfoten.
21 Tage nach Infektion mit L. major wurden Mauspfoten kryokonserviert und histologisch
aufgearbeitet. Zur Detektion von Lymph- und Blutgefilen wurden 10 ym Schnitte mit
Antikorpern gegen LY VE-1 (rot) und MECA-32 (griin) gefirbt. Die Expression von CD11b ist
in lila dargestellt, wihrend die Zellkerne mit DAPI (blau) visualisiert wurden. (A) und (B) sind
Ubersichten in 200 facher VergroBerung. (C bis E) stellen die 1000 fache VergroBerungen eines
lymphatischen Gefédfles im Infiltrat dar. Die Pfeilspitzen markieren Bereiche, in denen CD11b
und LYVE-1 gleichzeitig detektiert wurden, wihrend die Pfeile auf nur LYVE-1* Regionen
hinweisen. Gezeigt sind reprédsentative Abbildungen aus drei unabhingigen Versuchen mit je
drei Méusen.

3.1.2 Matrigelimplantationsversuche mit B6.WT Miusen

In dem Modell der kutanen Leishmaniose lassen sich LYVE-1* Zellen nur unzureichend
charakterisieren. Dies liegt daran, dass man in infizierten Pfoten nicht unterscheiden kann, ob die
lymphatischen Gefidlle neu gebildet wurden oder ob das Infiltrat um bereits existierende
Lymphgefifle entstanden ist und die GefidBe dabei nur zu groBeren ausgewachsen sind.
Zusitzlich lassen sich in den relativ aufwendigen Préiparationen nur sehr wenige LYVE-1" Zellen

fiir die Analysen gewinnen.

Aus diesem Grund wurde ein Matrigelimplantationsversuch etabliert, bei dem man

inflammatorische Zellen selektiv isolieren und analysieren kann. Matrigel ist ein zellfreier
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Extrakt aus der Basalmembran des Engelbreth-Holm-Swarm Maussarcomas und enthilt Laminin,
Typ IV Kollagen, Proteoglycane, Entactin, Nidogen und matrixabbauende Enzyme, deren
Inhibitoren sowie weitere Wachstumsfaktoren (Norrby, 2006). Fliissiges Matrigel wurde
subkutan in die Bauchregion von Mdiusen injiziert, wo das Gel sofort polymerisiert und eine

zellfreie Matrix in den Méusen bildete.

3.1.2.1 Einwandern verschiedener Zellen in Matrigelimplantate im zeitlichen Verlauf
In B6.WT Miuse wurden 300 x1 Matrigel mit oder ohne 4 x 10° Leishmanien subkutan appliziert.
Nach verschiedenen Tagen wurden die Implantate herausgenommen, die Zellen mittels Dispase

und Kollagenase-D isoliert, ausgezihlt und im FACS analysiert.

Implantierte man reines Matrigel in B6.WT Maiuse, so befanden sich vier Tage spéter
661700 £ 13100 Zellen im Matrigelimplantat (Abb. 3.9A). Diese Zahl verringerte sich im
zeitlichen Verlauf, so dass am Tag 34 nach Implantation nur noch 245000 + 75000 Zellen (37 %
gegeniiber Tag 4) detektiert wurden. Mehr als die Hélfte dieser Zellen (53,1 %) exprimierte
CD11b auf ihrer Oberfldiche (Abb. 3.9B). Der Anteil dieser Zellen dnderte sich im zeitlichen

Verlauf nicht.
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Abb. 3.9 Gesamtzellzahl und Anzahl verschiedener Subpopulationen im Matrigel-
implantat. (A-D) Matrigel mit Leishmanien (schwarzes Quadrat) oder ohne (weilles Dreieck)
wurde in B6.WT Miuse implantiert und zu den gegebene Zeitpunkten isoliert. Dargestellt ist
die Anzahl der eingewanderten Zellen (A), der CD11b* Zellen (B), der Gr-1" Zellen (C) und der
L. major*/CD11b* Zellen im zeitlichen Verlauf als Mittelwerte £ SEM. Die Daten stammen aus
drei unabhéngigen Versuchen mit insgesamt sechs Méusen pro Zeitpunkt.
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In reinem Matrigel stieg die Anzahl der Gr-1* Zellen bis zum Tag 12 nach Implantation leicht an
und war dann wieder riickldufig (Abb. 3.9C). Gr-1 ist der prominenteste Marker fiir Granulozyten
(Fleming et al., 1993), wird allerdings auch auf myeloiden Suppressorzellen exprimiert (Bronte
et al., 2000). Wihrend diese Zellen am Tag 4 nach Applikation nur 0,38 % der CD11b" Zellen
ausmachten, waren dies am Tag 12 bereits 9,07 % und am Ende des Zeitkurses 11,34 %.

Leishmanien positive Zellen konnten nicht nachgewiesen werden (Abb. 3.9D).

Wurden Leishmanien in das Matrigel gemischt, so war die absolute Zellzahl zu jedem Zeitpunkt
héher als bei reinem Matrigel (Abb. 3.9A). Am Tag 12 erreichte sie ein Maximum mit
1653000 = 82500 Zellen. Gleichzeitig war die absolute Zahl der CD11b" Zellen ebenso deutlich
erhoht wie der Anteil dieser an der Gesamtzellzahl (Abb. 3.9B). So waren vier Tage nach
Applikation 59,59 %, nach acht Tagen sogar 70,77 % und nach zwélf Tagen 61,65 % aller Zellen
positiv fiir CD11b. Nach 34 Tagen lag dieser Wert wieder bei 55,98 % und entsprach annihernd
dem von reinem Matrigel. Die Gr-1* Zellen verhielten sich analog zur CD11b" Population
(Abb. 3.9C). Am Tag 4 exprimierten 10,25 % der CD11b* Zellen auch den Marker Gr-1. Dieser
Anteil stieg am Tag 8 auf 15,72 % und ging bis zum Ende des Zeitkurses auf 12,39 % zuriick.
Am Tag4 waren 249600 + 68740 CDI11b* Zellen auch positiv fiir Leishmanien bzw.
Leishmanienantigen (Abb. 3.9D). Dies entsprach 50,04 % aller CD11b* Zellen zu diesem
Zeitpunkt. Bereits am Tag 8 waren mit 167100 = 65270 Zellen nur noch 32,42 % der CD11b"

Zellen auch L. major®. Bis zum Ende des Zeitkurses ging dieser Anteil auf 9,83 % zuriick.

Somit bewirkte die Anwesenheit der Parasiten im Matrigelimplantat eine deutlich gestiegene

Zellzahl mit einem hoheren Anteil an CD11b* und Gr-1* Zellen.

Weiterhin wurde der Verlauf der Zellen, die LYVE-1 exprimierten, in An- bzw. Abwesenheit
von Leishmanien im Matrigelimplantat untersucht (Abb. 3.10). Auffillig dabei war, dass zu
jedem Zeitpunkt und auch unabhingig von der Anwesenheit der Parasiten alle LYVE-1" Zellen
CD11b koexprimierten (Abb. 10A, jeweils oberer rechter Quadrant). Somit konnte die

CD11b/LYVE-1" Zellpopulation aus infizierten Pfoten hier nicht wiedergefunden werden.

Im reinen Matrigel waren vier Tage nach Applikation 23230 = 8362 Zellen zu finden
(Abb. 3.10B). Diese Zahl blieb zunichst konstant und nahm zum Ende des Zeitkurses ab. Dabei
entsprach der Anteil dieser Zellen an der CD11b" Population bei allen Analysen relativ konstant
8,11 1,07 % (Abb. 3.10C). In Anwesenheit von Leishmanien konnten am Tag 4 nach
Applikation nur sehr wenige CDI1Ib"/LYVE-1* Zellen isoliert werden (3599 + 966)
(Abb. 3.10B). Die absolute Zahl dieser Zellen stieg bis zum Tag 12 auf 87190 + 18440 Zellen an.
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Zum Ende des Zeitkurses nahm auch hier die Anzahl ab. Der prozentuale Anteil der LYVE-1*
Zellen an der CD11b" Population stieg wihrend des Zeitkurses kontinuierlich von anfangs

0,72 £ 0,1 % auf 12,39 + 3,42 % an (Abb. 3.10C).
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Abb. 3.10 CD11b*/LYVE-1* Zellen im zeitlichen Verlauf des Matrigelimplantations-
versuches. Matrigel mit und ohne Leishmanien wurde zu den angegebenen Zeitpunkten aus
B6.WT Miusen explantiert und die darin enthaltenen Zellen beziiglich ihrer Expression von
CDI11b und LYVE-1 analysiert. (A) LYVE-1" Zellen koexprimierten CD11b zu allen
Zeitpunkten. (B) stellt die absolute Anzahl CD11b*/LYVE-1* Zellen im Matrigel mit
Leishmanien (schwarze Quadrate) und ohne (weile Dreiecke) dar, wihrend in (C) der Anteil
der LYVE-1" Population innerhalb der CD11b* Zellen abgebildet ist. Gezeigt sind Mittelwerte
+ SEM von drei unabhéingigen Versuchen mit insgesamt sechs Méusen pro Zeitpunkt.

In Matrigelimplantaten waren somit 100 % der LYVE-1* Zellen auch positiv fiir CD11b. Durch
die Anwesenheit der Leishmanien im Matrigelimplantat verringerte sich die Anzahl der
CDI11b*/LYVE-1* Zellen zunichst, stieg dann aber deutlich an. Das Maximum in der absoluten
Zahl an Tag 12 nach Implantation entspricht dem Maximum dieser Zellen in Pfoten am Tag 14

nach Infektion mit L. major (vgl. Abb. 3.6 und 3.7).
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3.1.2.2 Verkiirzter Matrigelimplantationsversuch mit und ohne Leishmanien

Um fiir weitere Versuche definierte und effizientere Versuchsbedingungen zu schaffen, wurde
der Versuch etwas modifiziert. Zum einen wurden 500 ng VEGF-C pro Implantat in das Matrigel
gemischt. VEGF-C ist ein Wachstumsfaktor fiir Lymphgefife und signalisiert iiber VEGFR-3
auf LECs (Tammela et al., 2005). Zum anderen wurde fiir den Zeitpunkt der Analyse Tag 7 nach
Implantation festgesetzt, um die Rekrutierung und Entwicklung LYVE-1* Zellen zu einem friihen

Zeitpunkt untersuchen zu kénnen.

3.1.2.2.1 Analyse der Zellen im Matrigelimplantat am Tag 7

Matrigelimplantate wurden nach sieben Tagen pripariert, die Zellen isoliert, ausgezihlt und
mittels FACS analysiert. Dabei war die Gesamtzellzahl pro Implantat durch die Anwesenheit der
Parasiten (884000 + 174500) im Matrigel signifikant 3,32 fach gegeniiber reinem Matrigel
(266600 = 49940) gesteigert (Abb. 3.11A). Die CD11b* Zellen machten zu diesem Zeitpunkt in
reinem Matrigel 59,41 % aller Zellen und mit 68,33 % liber zwei Drittel der eingewanderten

Zellen in Leishmanien-enthaltenden Implantaten aus (Abb. 3.11B).
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Abb. 3.11 Gesamtzellzahl und Zellzahlen verschiedener Subpopulationen in Matrigel-
implantaten am Tag 7. Matrigel mit und ohne Leishmanien wurde B6.WT Mausen appliziert
und nach einer Woche reisoliert. Die Gesamtzellzahl (A), die Anzahl CD11b* Zellen (B), Gr-1*
Zellen (C), CD11b*/L. major* Zellen (D) und die Anzahl CD11b"/LYVE-1* Zellen (E) sind
dargestellt als Mittelwerte + SEM aus fiinf unabhingigen Versuchen mit insgesamt sieben
Mausen pro Gruppe. *p < 0,05, **p < 0,01; n.n.: nicht nachweisbar.
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In reinem Matrigel konnten 3938 + 1827 Gr-1" Zellen detektiert werden, die in Anwesenheit der
Parasiten mit 43950 + 16200 Zellen 11,16 fach gesteigert waren (Abb. 3.11C). Im ersten Fall
entsprach dies 2,49 % und in Leishmanien-enthaltendem Matrigel 7,28 % aller CD11b" Zellen.
Mit 392500 + 81700 Zellen waren 64,98 % der CD11b" Zellen positiv fiir Leishmanien oder
Leishmanienantigen (Abb. 3.11D). In reinem Matrigel waren solche Zellen nicht nachweisbar.
Auch die LYVE-1" Zellen wurden quantifiziert (Abb. 3.11E). Wie bereits im Zeitkurs dargelegt,
exprimierten alle LYVE-1* Zellen in Matrigelimplantaten am Tag 7 gleichzeitig CD11b. In
reinem Matrigel wurden 6953 + 1193 Zellen und in Anwesenheit von Leishmanien 13950 + 6222
CDI11b*/LYVE-1* Zellen gefunden (4,39 % bzw. 2,31 % der CD11b" Zellen).

Insgesamt spiegelt dieser Versuchsaufbau den Tag 8 im Zeitkurs wieder. Die Anwesenheit der
Leishmanien im Implantat fiihrte zu einer deutlichen Zunahme der infiltrierenden
inflammatorischen Zellen, die iberwiegend CD11b* waren. Da in den weiteren Analysen die
CD11b" Subpopulation, die zuséitzlich LYVE-1 exprimierte, genauer untersucht werden sollte,

wurden alle weiteren Versuche mit Leishmanien-enthaltenden Matrigelimplantaten durchgefiihrt.

3.1.2.2.2 Phiinotyp LYVE-1* Zellen im Matrigelimplantat

Fir LYVE-1 exprimierende Zellen, die aus Leishmanien-enthaltenden Matrigelimplantaten
isoliert wurden, konnte mittels FACS-Analysen ein Expressionsmuster erstellt werden
(Abb. 3.12). Bei den Analysen wurde deutlich, dass alle LYVE-1" Zellen positiv fiir CD45 und
CD11b (Makrophagen, Granulozyten, myeloide dendritische Zellen) und negativ fiir CD11c
(DCs), Gr-1 (Granulozyten) und Dx.5 (NK-Zellen) waren (Abb. 3.12). Anhand bestimmter
Marker kann man den Differenzierungsgrad CD11b" Zellen bestimmen. So exprimieren unreife
Monozyten im Blut den Marker Ly-6C sehr deutlich (Sunderkétter er al., 2004). Reifen diese
Zellen, so kommt es zu einer Herunterregulation von Ly-6C. Ausdifferenzierte Makrophagen im
Gewebe sind negativ fiir Ly—6C und positiv fiir F4/80 (Sunderkétterer al., 2004). Die FACS-
Analysen zeigten eindeutig, dass alle LYVE-1* Zellen negativ fiir Ly-6C und positiv fiir F4/80
waren und so, zusitzlich zu der Expression von CD11b*, dem Phénotyp von ausdifferenzierten
Makrophagen entsprachen. AuBerdem waren alle LYVE-1" Zellen auch positiv fiir die
Expression von CEACAMI. Eine Fiarbung mit einem Antikdrper gegen L. major ergab, dass
56,18 + 4,82 % der LYVE-1" Zellen ebenfalls positiv fiir Leishmanien bzw. Leishmanienantigen

waren.
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Abb. 3.12 Expressionsmuster LYVE-1* Zellen in Leishmanien-enthaltenden Matrigel-
implantaten. Nach sieben Tagen wurden die Matrigelimplantate aus den Méusen isoliert und
die LYVE-1* Zellen mittels FACS-Analysen auf verschiedene Marker untersucht. Die
dargestellten Daten sind reprédsentativ fiir drei unabhidngige Versuche mit insgesamt fiinf
Méusen.

Somit entsprachen alle im Matrigelimplantat vorliegenden LYVE-1* Zellen dem Phénotyp von

Makrophagen, die gleichfalls die bevorzugten Wirtszellen der Leishmanien darstellen.

3.1.2.3 Immunfluoreszenz-Analysen von Matrigelimplantaten

Die Morphologie der CD11b*/LYVE-1* Zellen im Matrigel, die in FACS-Analysen den Phénotyp
von Makrophagen aufwiesen, wurde histologisch untersucht. Dazu wurden Leishmanien-
enthaltende Matrigelimplantate direkt nach der Entnahme mit fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Spiter wurden 10 ym dicke Schnitte hergestellt und beziiglich verschiedener
Marker analysiert. In der Ubersicht von Abbildung 3.13, bei der die Zellkerne mittels DAPI
angefirbt wurden, sieht man deutlich, dass bereits nach sieben Tagen Zellen in alle Bereiche des
Implantats eingewandert sind. Auf der Unterseite des Priparates befindet sich die Bauchhaut, an

die das Implantat anhaftet und die als Kontrolle diente.
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Abb. 3.13 Querschnitt durch ein Leishmanien-enthaltendes Matrigelimplantat am Tag 7.
Nach einer Woche wurden Matrigelimplantate mit L. major isoliert und kryokonserviert. In
10 ym dicken Schnitten wurden die Zellkerne mit DAPI (blau) visualisiert. Die Pfeile
markieren die Bauchhaut der Maus, die sich im unteren Bereich der dargestellten Ubersicht
befindet. Diese wurde zusammen mit dem Matrigelimplantat isoliert und diente in weiteren
Analysen als Kontrolle. Die Abbildung besteht aus vielen Einzelaufnahmen mit 50 facher
Vergroferung.

Bei weiteren immunhistologischen Untersuchungen wurden LYVE-1" Zellen und MECA-32*
Zellen verteilt im Matrigelimplantat gefunden, die anastomisierende, gefidllartige Strukturen
ausbildeten (Abb. 3.14A). Wie in der angrenzenden Haut (Abb. 3.14C) lagen die LYVE-1* und
MECA-32" gefidBartigen Strukturen in enger Nachbarschaft zueinander. AuBerdem zeigte sich,
dass auch in dieser Analyse alle LYVE-1* Zellen gleichzeitig CD11b exprimierten und bestitigte
somit die friilheren Ergebnisse der FACS-Analysen. Eine solche Korrelation konnte bei den
MECA-32* Zellen nicht festgestellt werden. Die Mehrzahl der CD11b*/LYVE-1" Zellen im
Matrigelimplantat gruppierte sich jedoch nicht zu lymphgeféaf-dhnlichen Strukturen, sondern lag
als Einzelzellen im Implantat vor (Abb. 3.14B).

In der zum Matrigelimplantat angrenzenden Haut von B6.WT Maiusen konnten zur Kontrolle
Lymph- und BlutgefiBe identifiziert werden (Abb. 3.14C). Im Gegensatz zu den LYVE-1*

GefiBlen im Matrigelimplantat waren die Lymphgefifle der Haut immer negativ fiir CD11b.
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Abb. 3.14 Immunfluoreszenzanalysen LYVE-1* Strukturen im Matrigelimplantat und der
Haut. Leishmanien-enthaltende Matrigelimplantate wurden nach sieben Tagen isoliert und fiir
histologische Analysen pripariert. Mittels spezifischer Antikorper wurden LYVE-1* Zellen
oder Strukturen (rot), MECA-32* BlutgefdBe (griin) und CDI11b* Zellen (lila) in
Matrigelimplantaten (A und B) und der angrenzenden Haut (C) visualisiert. Zellkerne
erscheinen durch eine DAPI-Féarbung blau. Pfeile markieren eine lumenbildende,
CD11b"/LYVE-1", gefidBartige Struktur, wihrend die Pfeilspitzen eine CD11b*/LYVE-1*
Einzelzelle aufzeigen. Ebenfalls zu beachten ist, dass LYVE-1* GeféBe in der Haut negativ fiir
CD11b sind. Dargestellt sind repridsentative Photographien aus vier Versuchen in 630 facher
Vergroferung.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass alle LYVE-1" Zellen im Matrigelimplantat auch
positiv fiir CD11b waren. Dies war iibereinstimmend mit den FACS-Analysen. AuB3erdem bildete
ein Teil dieser CD11b*/LYVE-1* Zellen anastomisierende, lymphgefif-dhnliche Strukturen im
Matrigelimplantat aus, wihrend die meisten dieser Zellen als Einzelzellen im Implantat vorlagen.
Diese neuen Gefélle im Matrigelimplantat unterschieden sich jedoch in ihrem Expressionsmuster

von den ,,normalen LECs in der Haut, die kein CD11b exprimierten.
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3.2 LymphgefiBneubildung nach Knochenmarktransfer mit einem
kongenen Marker: B6.WT“*'—B6.WT Miiuse

Ein kongenes System wurde etabliert, um den Ursprung der CD11b*/LYVE-1* Zellen, die zum
einen als Einzelzellen im Matrigelimplantat vorlagen, zum anderen aber auch gefédBartige
Strukturen bildeten, zu bestimmen. Dabei sollte untersucht werden, ob die CD11b*/LYVE-1*

Zellen von Vorléduferzellen aus der Haut abstammten oder im Knochenmark generiert wurden.

Zu diesem Zweck wurden B6.WT Maiuse, die die Tyrosinphosphatase CD45 in der Isoform
CDA45.2 auf allen hdmatopoetischen Zellen exprimierten, als Rezipienten letal bestrahlt und
erhielten einen Tag spiter Knochenmark von B6.WT Mausen, die die Isoform CD45.1 besaB3en.
In den so generierten chimidren Miusen (B6.WT*'—=B6.WT) exprimierten alle
hé@matopoetischen Zellen aus dem Knochenmark die Isoform CD45.1 und konnten dadurch von

gewebeimmanenten Zellen unterschieden werden (vgl. Kapitel 2.2.3.4).

3.2.1 Infektionsverlauf und Analyse des Infiltrats infizierter B6.WT“**'—B6.WT M:iuse
Um zu tiberpriifen, ob die Bestrahlung bei der Generierung der kongenen Méuse einen Einfluss
auf den Verlauf der kutanen Leishmaniose hatte, wurden die Tiere mit L. major infiziert.

Zumindest innerhalb der ersten drei Wochen nach Infektion wurde kein Unterschied in der

Schwellung der Pfoten von B6.WT°*'—=B6.WT und B6.WT Miusen festgestellt (Abb. 3.15A).
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Abb. 3.15 Infektionsverlauf in B6.WT und B6.WT"**'—B6.WT Miiusen. B6.WT Miuse
(schwarze Quadrate oder Siulen) und B6.WTP*'!'—-B6.WT Miuse (weille Rauten oder
gestreifte Sdulen) wurden mit L. major infiziert und der Verlauf in den ersten drei Wochen
anhand der Schwellung der infizierten Pfoten gegeniiber den nicht infizierten Pfoten kontrolliert
(A). Zusitzlich wurde die Anzahl CD45* Zellen in infizierten Mauspfoten mittels FACS-
Analysen bestimmt (B). Abgebildet sind Mittelwerte + SEM der Daten von drei Experimenten
mit insgesamt sechs Méusen pro Gruppe (A) bzw. eines Experimentes mit jeweils 2 Méusen pro
Zeitpunkt (B).
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Die Anzahl der CD45* Zellen in infizierten Pfoten von B6.WT°*'—B6.WT Miusen war leicht,
aber nicht signifikant gegeniiber B6.WT Kontrollmdusen erhéht (Abb. 3.15B).

Mittels FACS-Analysen wurden LYVE-1" Zellen aus der Pfote naiver und infizierter Méuse
hinsichtlich der Expression ihrer CD45-Isoform untersucht. In B6.WT Maéusen exprimierten alle
CD45" Zellen die Isoform CD45.2 (Abb. 3.16, 1. und 3. Spalte). LYVE-1* Zellen wurden sowohl
in der CD45.2* als auch CD45.2" Population gefunden (vgl. Kapitel 3.1.1.2).

A naiv L. major, Tag 7

B6.WT B6.WTCD45-1 B6.WT B6.WTCD451
—B6.WT —=B6.WT

LYVE-1

CD45.1
B
6000+
I CD45.2* Zellen von B WT
e B CD45.1* Zellen von B6. WT P45 ' .86 WT
4000 BRI CcD45.2* Zellen von BEWT P45 B8 WT

absolute Zahl LYVE-1"
Zellen pro Pfote

Abb. 3.16 CD45-Expression LYVE-1" Zellen in Pfoten naiver und infizierter B6.WT und
B6.WT"*'—-B6.WT Miiuse. Zellen naiver und L. major infizierter Mauspfoten wurden aus
B6.WT und B6.WT®**'—=B6.WT Miusen isoliert. Zellen von B6.WT Miusen exprimierten
nur die Isoform CD45.2, wihrend in den knochenmarktransferierten B6.WT*!—-B6.WT
Miusen vornehmlich die Isoform CD45.1 dominierte. LYVE-1* Zellen aus diesen Miusen
zeigten allerdings einen gemischten Phinotyp. Dabei existierten sowohl CD45.1*/LYVE-1*

Zellen als auch CD45.2*/LYVE-1* Zellen. (B) reprisentiert die Mittelwerte + SEM aus einem
Experiment mit jeweils zwei Méusen pro Gruppe.

In den chiméiren Miusen hingegen waren die meisten CD45" Zellen positiv fiir den Donormarker
CD45.1 (Abb. 3.16, 2. und 4. Spalte). Nur wenige Zellen exprimierten noch den Rezipienten-
marker CD45.2. Allerdings wiesen die LYVE-1" Zellen in naiven und infizierten

B6.WT*!'—B6.WT Miusen einen gemischten Phinotyp auf, wobei sowohl CD45.1*/LYVE-1*
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Zellen als auch CD45.2°/LYVE-1* Zellen identifiziert wurden. Entweder stammten die
CD45.2*/LYVE-1" Zellen von Knochenmarkzellen ab, die der Bestrahlung entgangen sind, da die
Erfolgsrate beim Transfer nur bei 94,73 + 0,78 % lag (vgl. Abb. 2.4), oder sie wurden von

gewebeimmanenten Vorlduferzellen gebildet.

Abbildung 3.16B fasst die Verteilung der CD45-Expression der LYVE-1* Zellen in naiven
Miusen und am Tag 21 nach Infektion zusammen. In B6.WT Maiusen waren alle
CD45*/LYVE-1" Zellen positiv fiir CD45.2. In den knochenmarktransferierten Médusen hingegen
teilten sich die Zellen in die beiden Isoformen CD45.1 und CD45.2 auf. Dies war sowohl in

naiven als auch infizierten Méausen festzustellen.

Insgesamt zeigen diese Daten, dass Vorlduferzellen aus dem Knochenmark zumindest teilweise

zu der CD45/CD11b*/LYVE-1* Population in naiven und infizierten Mauspfoten beitragen.

3.2.2 Matrigelimplantationsversuch mit B6.WT“**!'—B6.WT M:iusen

Chiméren Miusen wurde Leishmanien-enthaltendes Matrigel implantiert und sieben Tage spéter
analysiert. Damit sollte liberpriift werden, welchen Anteil knochenmarkgenerierte Zellen bei der
GefiBneubildung unter diesen inflammatorischen Bedingungen ausmachten. Dies war gerade
deswegen von Interesse, da im Matrigel alle LYVE-1* Zellen einen Makrophagen-dhnlichen
Phénotyp aufwiesen und somit potentiell von Vorlduferzellen aus dem Knochenmark abstammen

konnten.

3.2.2.1 LYVE-1* Zellen im Matrigelimplantat von B6.WT“**'—B6.WT M:iusen

Zunichst wurde die zelluldre Zusammensetzung der Matrigelimplantate, die Leishmanien
enthielten, untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Gesamtzellzahlen pro Implantat mit
601700 + 99010 Zellen in B6.WT und 625400 + 85030 Zellen in den B6.WT**'—=B6.WT
Miusen nahezu identisch waren (Abb. 3.17A). In den Implantaten aus B6.WT Tieren war mit
81,49 % der Anteil der CD11b" Zellen geringfiigig erhGht gegeniiber einem Anteil von 71,49 %

in den chimiren Tieren.

Interessant allerdings war die Verteilung der CD45-Expression unter den LYVE-1* Zellen. In
Matrigelimplantaten aus B6.WT Miusen waren mit 4098 + 1700 Zellen (98,82 %) fast alle
Zellen positiv fiir CD45.2 (Abb. 3.17B). Nur wenig LYVE-1" Zellen wurden unspezifisch mit
dem anti-CD45.1 Antikorper angefidrbt (49 +23). In Matrigelimplantaten aus
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B6.WT*!'—>B6.WT Maiusen exprimierten 298 + 55 (7,06 %) der LYVE-1* Zellen den
Rezipientenmarker CD45.2. Mit 3921 + 1531 Zellen war die Mehrheit der LYVE-1* Zellen
(92,94 %) jedoch positiv fiir den Donorzellmarker CD45.1.
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Abb. 3.17 Zellen in Matrigelimplantaten von B6.WT und B6.WT"*!—B6.WT M:usen.
Leishmanien-enthaltende Matrigelimplantate wurden nach einer Woche aus B6.WT und
B6.WTP*!=B6.WT Miusen isoliert. (A) Die Gesamtzellzahl und die Anzahl CD11b* Zellen
waren dabei identisch. (B) In Matrigelimplantaten aus B6.WT Maiusen exprimierten alle
LYVE-1* Zellen die Isoform CD45.2, wihrend bei tiber 90 % der Zellen aus Matrigel-
implantaten von knochenmarktransferierten Méusen der Donormarker CD45.1 auf der
Zelloberfliche nachgewiesen werden konnte. Die Daten stammen aus vier unabhingigen
Versuchen mit insgesamt neun Tieren pro Gruppe.

Somit stammten in diesem System, entgegen den Analysen der infizierten Pfoten, fast alle

LYVE-1* Zellen von Vorlduferzellen aus dem Knochenmark ab.

3.2.2.2 LYVE-1* Strukturen in Matrigelimplantaten von B6.WT“**'—B6.WT M:iusen

In histologischen Analysen wurden die Ergebnisse aus den Einzelzelluntersuchungen der
Matrigelimplantate liberpriift. Dabei sollte kontrolliert werden, ob sich LYVE-1" Zellen auch in
Implantaten von chimiren Méusen zu gefdfartigen Strukturen aneinander lagerten und ob diese
Strukturen positiv fiir den Donorzellmarker CD45.1 waren. Theoretisch kénnte es sein, dass es in

Matrigelimplantaten von B6.WT*!

—B6.WT Maiusen durch den Generierungsprozess nicht
mehr zur Ausbildung von LYVE-1" Strukturen gekommen ist und die Ergebnisse der FACS-

Analysen nur auf Untersuchungen von LYVE-1" Einzelzellen beruhten.

Fluoreszenzanalysen mit Antikérpern gegen LY VE-1 zeigten, dass auch in Matrigelimplantaten
aus B6.WT®*!'—-B6.WT Miusen LYVE-1* Zellen gefiBartige Strukturen ausbilden konnten

(Abb. 3.18, oben rechts). Die Zellen dieser Strukturen exprimierten gleichzeitig den
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Donorzellmarker CD45.1 (gelbe Mischfarbe). Als Kontrolle diente die dem Matrigelimplantat
angrenzende Haut. Lymphgefidfe in diesem Bereich waren negativ fiir CD45.1 (Abb. 3.18, rechts
unten) und CD45.2 (Daten nicht dargestellt). Um die Spezifitit des anti-CD45.1 Antikérpers zu
tiberpriifen, wurden Schnitte von Matrigelimplantate aus B6.WT Maiusen ebenfalls geférbt. Die
Analysen zeigten, dass es hier zu keiner Antikorperbindung kam (Abb. 3.18, linke Spalte). Unter
Verwendung eines anti-CD45.2 oder allgemein eines anti-CD45 Antikérpers wurden auch in
Matrigelimplantaten von B6.WT Maiusen LYVE-1* Strukturen angefirbt (Daten nicht

dargestellt).

B6.WT B6.WT %' >B6.WT

Matrigel-

implantat

Haut

Abb. 3.18 Histologische Analysen von Matrigelimplantaten aus B6.WT und
B6.WT*'—-B6.WT Miiusen. Leishmanien-enthaltende Matrigelimplantate wurden nach
einer Woche isoliert, kryokonserviert und histologisch aufgearbeitet. LYVE-1" Strukturen (rot)
im Implantat (obere Reihe) und der dem Implantat angrenzenden Haut (untere Reihe) waren in
B6.WT Miusen negativ fiir CD45.1 (linke Spalte). In B6.WT°*'—B6.WT Miusen (rechte
Spalte) hingegen exprimierten LYVE-1" gefdBartige Strukturen im Matrigelimplantat auch
CD45.1 (gelbe Mischfarbe), wihrend die Lymphgefédfe in der Haut CD45.1" waren. Die Pfeile
zeigen auf LYVE-1" Strukturen. Die Bilder in 630 facher VergroBerung sind reprisentativ fiir
zwei unabhiéngige Versuche mit insgesamt sechs Méusen pro Gruppe.

Weitere Analysen zeigten, dass LYVE-1" Zellen im Matrigelimplantat von chiméren Méusen
analog zu Implantaten aus B6.WT Tieren hiufig lidngliche, gefidBartige Strukturen bildeten, die in
enger Nachbarschaft zu Blutgefden zu finden waren, und immer eine Koexpression von CD11b

aufwiesen (Abb. 3.19).



3 Ergebnisse 63

Abb. 3.19 GefiBartige Strukturen im Matrigelimplantat von B6.WT*!—=B6.WT
Miusen. (A) LYVE-1* (rot) und MECA-32" (griin) gefiBartige Strukturen wurden in Schnitten
von Leishmanien-enthaltenden Matrigelimplantaten dargestellt und die Zellkerne mit DAPI
(blau) visualisiert. (B) Im gleichen Ausschnitt wurde die Expression von LYVE-1 (rot) und
CDI11b (lila) analysiert. Die Pfeile markieren eine CDI11b*/LYVE-1" Struktur. Die
Photographien in 630 facher Vergroerung reprédsentieren die Daten aus zwei unabhingigen
Versuchen mit insgesamt sechs Médusen pro Gruppe.

Neben diesen LYVE-1* lymphgefif-dhnlichen Strukturen gab es auch in Matrigelimplantaten aus
B6.WT*!'—B6.WT Miusen analog zu Implantaten aus B6.WT Miusen CD11b*/LYVE-1*

Einzelzellen (Daten nicht dargestellt).

Mit den Analysen chimirer Miduse konnte gezeigt werden, dass CD11b*/LYVE-1" Zellen in
naiven und infizierten Pfoten zumindest teilweise von Knochenmarkzellen abstammten. Durch
die Matrigelimplantationsversuche in diesen Miusen wurde zudem deutlich, dass unter
bestimmten Bedingungen neu gebildete gefidBartige Strukturen zu 100 % von hd@matopoetischen
Zellen abstammen konnen. Diese neuen Endothelzellen koexprimierten CD45, CD11b und

LYVE-1.
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3.3 LymphgefiiBneubildung in B6.Ceacaml” Miusen

CEACAMI1 wird auf Epithelien, Gefdflendothel und hdmatopoetischen Zellen exprimiert (Gray-
Owen und Blumberg, 2006). Kiirzlich wurde beschrieben, dass CEACAMI1 eine wichtige Rolle
bei der Neubildung und Umgestaltung von Blutgefdflen spielt (Horst ef al., 2006). Aus diesem
Grund sollte nun der Einfluss von CEACAMI1 auf die Neubildung von lymphatischen Geféllen
im experimentellen Modell der kutanen Leishmaniose in vivo und im Matrigelimplantations-

versuch in vitro untersucht werden.

3.3.1 Infektion von B6.Ceacaml’~ Miusen mit L. major
Analog zu friiheren Versuchen wurden B6.Ceacaml” Miuse mit Leishmanien subkutan in die

hintere rechte Pfote infiziert. Als Kontrollen dienten B6.WT Maiuse.

3.3.1.1 Infektionsverlauf

Nach Infektion mit L. major kam es in B6.Ceacaml™ Miusen zu einer signifikant ausgepriigteren
Schwellung der infizierten Pfoten im Vergleich zu B6.WT Maéusen (Abb. 3.20A). Zusitzlich war
der Heilungsprozess bei B6.Ceacaml”™ Miusen deutlich verzégert und dauerte doppelt so lange

wie bei den B6.WT Kontrolltieren.
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Abb. 3.20 Verlauf der Infektion mit L. major in B6.WT und B6.Ceacaml’ Miusen. (A)
Nach Infektion in die rechte hintere Pfote wurde der Infektionsverlauf anhand der Schwellung
verfolgt. Diese ist angegeben als prozentuale Zunahme gegeniiber der nicht infizierten, linken
Pfote. (B) 40 Tage nach Infektion wiesen infizierte Pfoten von B6.Ceacaml™ Miusen Narben
auf (Pfeile). (C) Zusitzlich kam es nur in infizierten Pfoten von B6.Ceacaml™ Miusen zur
Odembildung, visualisiert in einer H&E-Firbung von Mauspfoten 21 Tage nach Infektion.
Gezeigt sind die Daten eines repridsentativen Versuches von drei unabhéngigen Experimenten
mit insgesamt 12 Méusen pro Gruppe. Mittelwerte + SEM, *p < 0,05, **p < 0,01.
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Weiterhin wiesen infizierte Pfoten von B6.Ceacaml” Miusen 40 Tage nach Infektion mit
L. major Narben auf, die in B6.WT Maéusen nicht auftraten (Abb. 3.20B). Dieser Befund lief3
vermuten, dass die ausgepriigte und iibermiBige Schwellung in B6.Ceacaml” Miusen durch
einen vaskulédren Defekt ausgeldst wurde. Zum einen fiihren undichte Blutgefifie, zum anderen
eine unzureichende Lymphdrainage zu einer Ansammlung extrazelluldrer Gewebsfliissigkeit. Der
daraus resultierende, dauerhaft erh6hte Gewebedruck konnte somit die Bildung von Narben
bewirken. Histologische Untersuchungen von longitudinalen Schnitten durch infizierte Pfoten
bestitigten, dass es in den infizierten Pfoten von B6.Ceacaml” Miusen zu einer verstirkten

Ansammlung extrazellulirer Fliissigkeit und somit zur Odembildung kam (Abb. 3.20C).

3.3.1.2 Analyse des Infiltrats infizierter Pfoten

Aufgrund der histologischen Befunde wurde die zelluldre Zusammensetzung infizierter Pfoten
von B6.Ceacaml™” Miusen mittels FACS-Analysen genauer untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die Anzahl der CD45" Zellen in den Pfoten wihrend der ersten drei Wochen nach Infektion den
Werten von B6.WT Maéusen entsprach (Abb. 3.21A).
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Abb. 3.21 Analyse der Zellen in infizierten Pfoten von B6.WT und B6.Ceacaml’ Miusen.
Nach Infektion mit L. major wurden die Pfoten zu den angegebenen Zeitpunkten prépariert und
die isolierten Zellen mittels FACS analysiert. Die Anzahl CD45* Zellen (A) und CD11b* Zellen
(B) waren im Zeitverlauf bei beiden Gruppen identisch. (C) Im Gegensatz dazu stieg die Anzahl
der CD11b*/LYVE-1* Zellen in B6.Ceacaml” Miusen wihrend der Infektion gegeniiber
B6.WT Maiusen an. (D) Auch der Anteil der LYVE-1" Zellen an der CD11b* Population war zu
allen Zeitpunkten in den infizierten Pfoten von B6.Ceacami”™ Miusen erhéht. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM eines Versuches mit je zwei Médusen pro Zeitpunkt.
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Mit jeweils etwa 500000 CD11b* Zellen in den infizierten Pfoten von B6.WT und B6.Ceacaml™
Miusen am Tag 21 nach Infektion war auch hier kein Unterschied festzustellen (Abb. 3.21B).
Eine erhéhte Schwellung der infizierten Pfoten von B6.Ceacaml” Miusen am Tag 21 nach
Infektion einhergehend mit einer konstanten Anzahl CD45" Zellen entspricht einer erniedrigten

Zelldichte und passt zu dem beobachteten Auftreten von Odemen in diesen Miusen.

Anders verhielt es sich mit der Anzahl der CD11b"/LYVE-1" Zellen. Wihrend in naiven Pfoten
von B6.WT Tieren und B6.Ceacaml”™ Miusen nahezu gleich viele Zellen vorlagen, stieg die
Anzahl dieser Zellen im Verlauf der Infektion in den B6.Ceacaml” Miusen, wihrend sie in den
Pfoten der B6.WT Madause abnahm (Abb. 3.21C). Mit einem Anteil von 18,66 %
CD11b*/LYVE-1* Zellen an der CD11b* Population in naiven B6.Ceacaml” Tieren, 11,76 %
am Tag 7 nach Infektion und 1,09 % drei Wochen nach Infektion war zu allen Zeitpunkten dieser
Anteil deutlich erhoht gegeniiber B6.WT Miusen (Abb. 3.21D). Diese CD11b"/LYVE-1* Zellen
exprimierten in B6.WT Méusen CEACAMI1 (Kapitel 3.1.1.2, Abb. 3.7C), und waren negativ fiir
CEACAMI1 in B6.CeacamlI™ Tieren (Daten nicht dargestellt).

Somit bestitigten gleiche Anzahlen CD45* und CD11b" Zellen in infizierten Pfoten von
B6.Ceacaml”™ Miusen und B6.WT Tieren die Odembildung. Zusitzlich war die Zahl der
CD11b*/LYVE-1* Zellen in den B6.Ceacaml”™ Miusen wihrend der Infektion mit L. major

erhoht und entsprach einem groBeren Anteil an der CD11b* Population.

3.3.1.3 Defekte Neovaskularisierung infizierter Pfoten von B6.Ceacaml’~ Miusen

Die Bildung neuer lymphatischer Gefidfle in den Leishmanien-infizierten Pfoten von
B6.Ceacaml” Miusen drei Wochen nach Infektion wurde immunhistologisch untersucht. Dabei
stellte sich heraus, dass im Infiltrat der Pfoten von B6.Ceacaml”™ Miusen kaum Lymph- und
Blutgefifle vorhanden waren (Abb. 3.23A, rechts). Gefidlle konnten ausschlieBlich in der Dermis
der Mauspfoten detektiert werden. Zudem bestétigte die Fiarbung der Zellkerne mittels DAPI
erneut die verringerte Zelldichte in infizierter B6.Ceacaml™” Mauspfoten im Vergleich zu B6.WT
Kontrollméusen. Die sehr sporadisch auftretenden LYVE-1" Strukturen im Infiltrat infizierter
Pfoten von B6.Ceacaml” Méiusen waren zum einen sehr klein (Abb. 3.23B, rechts), zum anderen
ist die Funktionalitdt dieser Strukturen fraglich, da die Fiarbung mit einem anti-LYVE-1
Antikorper keine kontinuierliche Struktur erkennen lie. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
in B6.WT Mdiusen nicht nur die infiltrierenden Zellen CEACAMI1* waren (Abb. 3.23C, links).
Die neu gebildeten Lymphgeféifle im Infiltrat exprimierten neben LYVE-1 auch CEACAMI. In
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infizierten Pfoten von B6.Ceacaml” Miusen fanden sich anstelle LYVE-1* GefidBe vor allem

LYVE-1* Einzelzellen (Abb. 3.23C, rechts).

Abb. 3.22 Histologische Analyse der GefdBe infizierter Pfoten von B6.WT und
B6.Ceacaml’ Miiusen. Die Tiere wurden mit L. major infiziert und die Pfoten nach drei
Wochen histologisch aufgearbeitet. (A) Im Infiltrat von B6.WT Méusen (linkes Bild) sind
Lymphgefifie (LYVE-17, rot) und Blutgefife (MECA-32", griin) zu finden (Pfeile), wihrend
diese in infizierten Pfoten von B6.Ceacaml” Miusen nur in der Haut vorkommen (rechtes Bild,
200 fache VergroBerung). (B) Dargestellt sind LYVE-1" Zellen (rot) und CD11b* Zellen (lila)
in 400 facher VergroBerung. Die Pfeilspitze deutet auf ein nur diskontinuierlich angefarbtes
GefidB. (C) In 1000 facher Vergroferung wurden LYVE-1" Zellen (rot) und CEACAMI1* Zellen
(gelb) visualisiert. Die offene Pfeilspitze markiert ein Lymphgefdl im Infiltrat einer infizierten
B6.WT Maus, das CEACAMI1" ist (linkes Bild). In infizierten Pfoten von B6.Ceacaml™
Miusen wurden LYVE-1" Einzelzellen detektiert (rechtes Bild) Die Zellkerne wurden in allen
Abbildungen mit DAPI (blau) visualisiert. Die Photographien sind représentativ fiir drei
unabhéngige Versuche mit insgesamt neun Méusen pro Gruppe.
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3.3.2 Analyse CD11b"#"/Ly-6C"#" Vorliuferzellen im Blut von B6.Ceacaml™ Miiusen

In knochenmarktransferierten Miusen konnte anhand eines kongenen Markers gezeigt werden,
dass zumindest ein Teil der CD11b*/LYVE-1* Zellen hidmatopoetischen Ursprungs ist. Diese
Zellen konnen nur iiber die Blutbahn in die infizierte Pfote gelangen. Da keine LYVE-1*
Leukozyten im Blut gefunden wurden (Daten nicht dargestellt) und die CD11b*/LYVE-1" Zellen
im Matrigelimplantationsversuch den Makrophagenmarker F4/80 exprimierten (Kapitel 3.1.2.2.2,
Abb. 3.12), liegt die Vermutung nahe, dass CD11b* Vorliduferzellen in das Gewebe einwandern
und erst spiter LYVE-1 exprimieren. Aus diesem Grund wurden CD11b"€"/Ly-6C"" Monozyten,
die unreife Makrophagenvorldufer darstellen (Sunderkétter et al., 2004), aus dem peripheren Blut
von B6.Ceacaml”™ Miusen und B6.WT Miusen niher untersucht. Innerhalb der Leukozyten
beider Tiere gab es eine CD11b"&"/Ly-6C"® Population, die in B6.WT Tieren zusitzlich positiv
fir CEACAMI1 war (Abb. 3.23A).
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Abb. 3.23 Signifikante Reduktion der Monozytenpopulation im Blut von B6.Ceacaml™
Miusen. Leukozyten des peripheren Blutes von B6.WT und B6.Ceacaml” Miusen wurden
beziiglich ihrer Expression von CD11b und Ly-6C untersucht. (A) Unreife Monozyten
exprimierten CD11b""/Ly-6C"" (Quadrate innerhalb der Punktediagramme). Diese Zellen sind
in B6.WT Mausen deutlich positiv fiir CEACAMI. (B) Nicht nur in naiven Méusen (Tag 0) ist
der prozentuale Anteil dieser Zellen in B6.Ceacaml”™ Miusen gegeniiber B6.WT Miusen
signifikant reduziert, sondern auch wéihrend der Infektion mit L. major. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM aus drei unabhingigen Versuchen mit insgesamt 15 M&dusen pro Gruppe
(naiv), bzw. aus zwei unabhingigen Versuchen mit sechs Méusen pro Gruppe (Tag 21). *p <
0,05.

Allerdings war diese Population in naiven B6.Ceacaml” Tieren mit 6,71 + 0,56 % der
Leukozyten signifikant gegeniiber 8,76 +£ 0,81 % in B6.WT Maiusen reduziert (Abb. 3.23B).
Wihrend der prozentuale Anteil der CD11b"€"/Ly-6C"" Zellen im Blut infizierter B6.WT Miuse
signifikant auf 14,31 + 2,81 % an Tag 21 anstieg, erhohte sich dieser Anteil in den B6.Ceacaml™
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Maiusen nur sehr gering auf 7,21 +£ 0,84 %. Somit blieb diese deutliche Reduktion der

CD11b"€"/Ly-6C"&" Monozyten im Blut auch wihrend der Infektion mit L. major erhalten.

3.3.3 Matrigelimplantationsversuch mit B6.Ceacaml”~ Miusen

Um die Neubildung von LymphgefiBen auch in B6.Ceacaml” Miusen unter inflammatorischen
Bedingungen néher untersuchen zu konnen, wurde Leishmanien-enthaltendes Matrigel den
Miusen implantiert und Analysen analog zu friiheren Versuchen durchgefiihrt. B6.WT Miuse

dienten hierbei als Kontrolle.

3.3.3.1 Einwandern verschiedener Zellen in Matrigelimplantate von B6.Ceacaml’ Miusen
Matrigel wurde mit Leishmanien gemischt und B6.WT und B6.Ceacaml” Miusen subkutan
appliziert. Nach sieben Tagen wurden die Zellen aus den Implantaten isoliert. Die absolute
Zellzahl und die Anzahl der CD11b* Zellen pro Matrigelimplantat von B6.Ceacaml” Miusen
(651600 + 80740 und 522200 + 61090) waren im Vergleich zu den Zahlen von B6.WT Méusen
leicht erhoht (736200 + 114800 und 617400 + 104000) (Abb. 3.24A). Dabei blieb der Anteil der
CD11b" Population an der Gesamtzellzahl in den Implantaten beider Méiuse relativ konstant
(80,14 % zu 83,86 %). Vergleicht man die Zellzahlen der CD11b*/LYVE-1* Zellen, die aus den
Matrigelimplantaten der jeweiligen Méuse isoliert wurden, féllt auf, dass in Implantaten aus
B6.Ceacaml”™ Miusen mit 7315 + 2.387 Zellen die Anzahl um 32,5 % hoher lag als in den
B6.WT Miusen (5522 + 1621) (Abb. 3.24B).
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Abb. 3.24 Zellen im Matrigelimplantat von B6.WT und B6.Ceacaml’ Miiusen.
Leishmanien-enthaltende Matrigelimplantate wurden nach sieben Tagen isoliert und die
Gesamtzellzahl und die Anzahl der CD11b" Zellen (A) sowie die Anzahl der CD11b*/LYVE-1*
Zellen (B) bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM aus vier unabhéngigen Experimenten
mit insgesamt acht Mdusen pro Gruppe.
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Diese gesteigerte Anzahl CD11b*/LYVE-1" Zellen im Matrigelimplantat ist analog zu den
erhohten Zahlen in naiven und infizierten Pfoten von B6.Ceacaml” Miusen gegeniiber B6.WT
Tieren (Kapitel 3.3.1.2, Abb. 3.21). Wie bereits gezeigt, exprimierten CD11b*/LYVE-1* Zellen
aus B6.WT Miusen CEACAMI auf ihrer Oberflidche (Kapitel 3.1.2.2.2, Abb. 3.12), wihrend
diese Zellen aus Implantaten von B6.Ceacaml” Miusen negativ fiir CEACAMI1 waren (Daten

nicht dargestellt).

3.3.3.2 Fehlende LYVE-1* Strukturen in Matrigelimplantaten von B6.Ceacaml’ Miusen

FACS-Analysen zeigten, dass in Matrigelimplantaten von B6.Ceacaml™ Miusen eine gréBere
Anzahl CD11b*/LYVE-1* Zellen als in B6.WT Maiusen vorlag. Um zu erfahren, ob diese Zellen
ebenfalls LYVE-1" lymphgefdB-dhnliche Strukturen ausbilden konnten, wurden fluoreszenz-

mikroskopische Untersuchungen der Matrigelimplantate durchgefiihrt.

B6.WT B6.Ceacam1™”

Abb. 3.25 Histologische Untersuchungen LYVE-1" Zellen im Matrigelimplantat von
B6.WT und B6.Ceacaml’™ Miusen. Leishmanien-enthaltende Matrigelimplantate wurden
nach sieben Tagen isoliert und histologisch aufgearbeitet. (A) CD11b* (lila)/LYVE-1* (rot)
Zellen bildeten in Matrigelimplantaten von B6.WT Maiusen anastomisierende gefidBartige
Strukturen (linkes Bild, Pfeil), die in Matrigelimplantaten von B6.Ceacami” Miusen vollig
fehlten. LYVE-1* Zellen lagen hier lediglich als Einzelzellen vor (rechtes Bild, Pfeilspitze).
(B) In der angrenzenden Haut von B6.WT und B6.Ceacaml™ Miusen waren alle LymphgefiiBe
CDI11b. In den 1000 fachen VergroBerungen wurden die Zellkerne mit DAPI (blau)
visualisiert. Die Abbildungen reprdsentieren die Ergebnisse aus drei unabhiingigen Versuchen
mit insgesamt acht Mdusen pro Gruppe.
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In Implantaten von B6.WT Miusen existierten anastomisierende gefdBartige Strukturen
(Abb. 3.25A, links). In B6.Ceacaml’™ Miusen hingegen fehlten diese Strukturen ginzlich.
LYVE-1* Zellen konnten zwar im Matrigelimplantat nachgewiesen werden und koexprimierten
CD11b, aber sie gruppierten sich nicht und formten keine gefdBdhnlichen Strukturen
(Abb. 3.25A, rechts). CD11b*/LYVE-1* Zellen in Matrigelimplantaten aus B6.Ceacaml”
Miusen lagen nur als Einzelzellen vor. In der Haut von B6.WT und B6.Ceacaml”™ Miusen

jedoch waren intakte Lymphgefifle vorhanden (Abb. 3.25B).

CD11b*/LYVE-1* Zellen konnten somit in Matrigelimplantaten von B6.Ceacaml” und B6.WT
Miusen detektiert werden. Allerdings waren nur CEACAMI1* Zellen in der Lage, sich zu
gruppieren und gefiBartige Strukturen zu bilden. In B6.Ceacaml” Miusen lagen die
CDI11b*/LYVE-1* Zellen ausschlieBlich als Einzelzellen vor, die kaum Kontakte zu

Nachbarzellen aufwiesen.

3.3.3.3 Elektronenmikroskopische Untersuchung der Matrigelimplantate

Um einen besseren Einblick in die Morphologie der in den Matrigelimplantaten vorliegenden
Zellen zu bekommen, wurden Implantate aus B6.WT und B6.Ceacaml” Miusen elektronen-
mikroskopisch analysiert. In diesen wurden Leishmanien-enthaltende Phagozyten in
vergleichbarer Anzahl und vergleichbarer Leishmanienlast gefunden (Abb. 3.26A und 3.26E).
Zellen in Matrigelimplantaten von B6.WT Méusen bildeten gefidBartige Strukturen, die von
Zellmembranen umschlossen wurden (Abb. 3.26B und 3.26D). Dabei wiesen die Zellen
untereinander intensive Zellkontakte auf. In Matrigelimplantaten von B6.Ceacaml”™ Miusen
konnten solche Strukturen nur selten gefunden werden (Abb. 3.26F und 3.26H). Oft lagen die
Zellen lose aneinander und bildeten keine membranumschlossenen Lumen. Bei den
elektronenmikroskopischen Analysen wurde aullerdem deutlich, dass die ECM in
Matrigelimplantaten von B6.Ceacaml”™ Miusen hiufig chaotisch vorlag. In Implantaten von
B6.WT Miusen war das Kollagen wesentlich regelméfBiger in gebiindelten Strukturen
angeordnet. Schlielich zeigten die Untersuchungen, dass in gefédBbildenden Zellen niemals

Leishmanien enthalten waren.

Diese elektronenmikroskopischen Daten entsprechen den bisher dargestellten Befunden und
weisen zum einen auf reduzierte Zell-Zell-Kontakte und gestorte Zell-Zell-Interaktionen von
Zellen, die kein CEACAMI1 exprimieren. Zum anderen ist die ECM in Matrigelimplantaten von

B6.Ceacaml” Miusen strukturell verindert zur ECM in Implantaten von B6.WT Méusen.
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Abb. 3.26 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Matrigelimplantaten aus B6.WT
und B6.Ceacaml’~ Miusen. Matrigelimplantate wurden nach einer Woche aus B6.WT (A bis
D) und B6.CeacamlI™ (E bis H) Miusen isoliert und fiir elektronenmikroskopische Analysen
aufgearbeitet. (A und E) In Implantaten beider Méause lagen L. major infizierte Phagozyten vor.
(B bis D) Matrigelimplantate von B6.WT Méiusen enthielten Zellen, die membranumschlossene
gefiBartige Strukturen ausbildeten. (F bis H) In Implantaten von B6.Ceacaml” Méusen waren
solche Strukturen nur selten zu finden und nicht kontinuierlich von Membranen umgeben
(Pfeile) oder lagen ohne grofere Zellkontakte aneinander. Auffillig war die relativ
unstrukturierte ECM in Implantaten von B6.Ceacaml ’ Miusen. AuBerdem beinhalteten Zellen,
die gefidBartige Strukturen bildeten, keine Leishmanien. Diese Analyse wurde zweimal mit
insgesamt zwei Mausen pro Gruppe durchgefiihrt. Scala 5 ym. (D und H) wurden mit
freundlicher Genehmigung von Dr. A. Horst, UKE, Hamburg zur Verfiigung gestellt.
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3.3.4 Plastisches Potential inflammatorischer Zellen von B6.Ceacaml”™ Miiusen

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass ein Fehlen von CEACAMI1 auf inflammatorischen
Zellen zu einer verdnderten Morphologie fiihrte. Aus diesem Grund wurde in einem weiteren
Versuch tiberpriift, ob die Fihigkeit, gefildhnliche Strukturen auszubilden, mit der Expression
von CEACAMI1 korreliert. Dazu wurden Zellen nach sieben Tagen aus Leishmanien-
enthaltenden Matrigelimplantaten von B6.WT und B6.Ceacaml” Méusen isoliert. Diese
inflammatorischen Zellen wurden anschlieBend auf Matrigel beschichteten Objekttrigern in
basalem Endothelzellmedium fiir zwei Tage kultiviert. Die mikroskopische Auswertung ergab,
dass sowohl Zellen aus B6.WT als auch aus B6.Ceacaml” Méusen aggregierten und sich zu

r6hrendhnlichen Strukturen gruppierten (Abb. 3.27A).
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Abb. 3.27 Vergleich der Plastizitit inflammatorischer Zellen von B6.WT und
B6.Ceacaml™" Miiusen. Nach einer Woche wurden die Zellen aus Leishmanien-enthaltenden
Matrigelimplantaten von B6.WT und B6.Ceacam!” Miusen isoliert und fiir zwei Tage auf
Matrigel beschichteten Objekttridgern in Endothelzellmedium kultiviert. (A) Inflammatorische
Zellen aus B6.WT Mausen bildeten gro3ere Zellaggregate und Netzwerke verglichen mit Zellen
aus B6.CeacamI™ Miusen. (B) Anzahl der réhreniihnlichen Strukturen pro Kammer auf einem
Objekttriager dargestellt als Mittelwerte + SEM. Die Daten stammen aus einem Versuch und
reprasentieren die Ergebnisse aus drei unabhiéngigen Versuchen. ***p < 0,001.
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Allerdings zeigte sich, dass die Zellen von B6.WT Miusen deutlich mehr und wesentlich groflere
Zellaggregate bildeten. Die einzelnen rohrenartigen Strukturen waren zudem ausgeprigter und
verzweigter. Eine statistische Auswertung der Anzahl der gefdBidhnlichen Strukturen pro
Kammer eines 4—-Kammern-Objekttrigers bestitigte, dass mit 401,6 + 12,43 réhrenédhnliche
Strukturen bei Zellen aus Matrigelimplantaten von B6.WT Miusen und mit 284,0 + 12,90
Strukturen bei Zellen von B6.Ceacaml” Miusen die Anzahl signifikant reduziert war
(Abb. 3.27B). Somit bestitigte sich die Vermutung, dass inflammatorische Zellen von

B6.Ceacaml’™ Miusen ein verringertes morphologisches Potential besitzen.

Zusammenfassend zeigte sich in B6.Ceacaml”™ Miusen ein Defekt in der
LymphgefiBneubildung unter inflammatorischen Bedingungen in vivo und in vitro. Zellen dieser
Miuse wiesen zudem eine unzureichende Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten, veridnderte
extrazelluldre Matrix in Matrigelimplantaten und eine reduzierte Fihigkeit zur Bildung

rohrenahnlicher Strukturen auf.

3.4 LymphgefiBneubildung bei chimiren Méusen

Die bisher gezeigten Daten weisen darauf hin, dass die fehlende CEACAMI1-Expression auf
hiimatopoetischen CD11b* Zellen die Defekte bei B6.CeacamI” Miusen verursachen kénnte. In
diesem Fall sollte es durch den Transfer von CEACAM1* Knochenmark aus B6.WT Miusen in
bestrahlte B6.Ceacaml”™ Miuse mdoglich sein, die unter inflammatorischen Bedingungen
inhibierte GefédBneubildung wieder zu induzieren. Andererseits miisste der Transfer von
CEACAMI1  Knochenmark aus B6.Ceacaml” Méiusen in bestrahlte B6.WT Miuse die

Neovaskularisierung wihrend der Leishmaniose deutlich reduzieren.

3.4.1 Transfer von Knochenmark aus B6.WT Miiusen in B6.Ceacaml™” Méiuse
Durch die Rekonstitution bestrahlter B6.Ceacaml” Miuse mit Knochenmark aus B6.WT
Miusen soll die verstidrkte Pathologie nach Infektion mit L. major aufgehoben und die Fihigkeit,

neue LymphgefiBe zu bilden, induziert werden. Die so generierten B6.WT°*'—=B6.Ceacaml™
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Miuse sollten also dem Phinotyp von B6.WT Maiusen entsprechen. Um Donor- und
Rezipientenzellen unterscheiden zu kénnen, wurde das bereits etablierte kongene Markersystem
verwendet, in welchem die Donorzellen die Isoform CD45.1 und die Zellen des Rezipienten die
Isoform CD45.2 exprimierten (vgl. Kapitel 3.2). Der erfolgreiche Knochenmarktransfer wurde
nach acht Wochen mittels FACS-Analysen des peripheren Blutes kontrolliert (vgl. Kapitel
2.2.3.4, Abb. 2.4). B6.WT und B6.Ceacaml” Miuse dienten in den folgenden Experimenten als

Kontrollen.

3.4.1.1 GefiBneubildung in B6. WT"*'—B6.Ceacaml™ Miiuse in vivo

B6.WT, B6.Ceacaml” und B6.WT*'!'—=B6.Ceacaml” Miuse wurden mit L. major infiziert
und nach drei Wochen histologisch analysiert. In einer H&E-Féirbung wurde deutlich, dass das
Infiltrat von B6.WT*'—=B6.Ceacaml”™ Miusen 21 Tage nach Infektion mit L. major
wesentlich strukturierter und kompakter war als in infizierten Pfoten von B6.Ceacaml” Miusen
(Abb. 3.28A). Eine Odembildung war hier nicht mehr zu erkennen. Damit entsprach die
Morphologie derjenigen der B6.WT Miuse.
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Abb. 3.28 Morphologie und Vaskularisierung des Infiltrats in infizierten Mauspfoten von
B6.WT, B6.Ceacaml’” und B6.WTP*'—-B6.Ceacaml” Miusen. Die verschiedenen
Mausgruppen wurden mit L. major infiziert und die Mauspfoten nach drei Wochen histologisch
analysiert. (A) H&E-Ubersichtsfirbung der jeweiligen infizierten Pfoten. (B) LymphgefiBe
(LYVE-17, rot) und Blutgefie (MECA-32", griin) wurden in den Schnitten visualisiert und die
Zellkerne mit DAPI (blau) angeférbt. Gefdlle im Infiltrat wurden durch Pfeile markiert. Dieser
Versuch wurde einmal mit drei Mdusen pro Gruppe durchgefiihrt.
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Mittels anti-LYVE-1 und anti-MECA-32 Antikorper wurden Lymph- und Blutgefidie in
Gefrierschnitten angefirbt. Wie bereits beschrieben (Kapitel 3.3.1.3, Abb. 3.22), konnte bei
B6.Ceacaml”™ Miuse keine Vaskularisierung in infizierten Pfoten detektiert werden
(Abb. 3.28B). Durch den Transfer von CEACAMI1" Knochenmark kam es zu einer deutlichen
Ausbildung von Lymph- und BlutgefiBlen im Infiltrat analog zur Situation in B6.WT

Kontrollméausen.

Somit konnte durch den Transfer von CECAMI1® Knochenmark aus B6.WT Maiusen in
B6.Ceacaml”™ Miuse die defekte Neovaskukarisierung wieder induziert und gleichzeitig die

Odembildung verhindert werden.

3.4.1.2 CD11b""/Ly-6C"*" Monozyten im Blut von B6.WT“**'—B6.Ceacaml’ Miusen

Wihrend der Infektion mit L. major war die Anzahl der Monozyten im peripheren Blut, die
CD11b"¢"/Ly-6C"&" exprimierten, in B6.Ceacaml” Miusen signifikant gegeniiber B6.WT
Maiusen reduziert (vgl. Kapitel 3.3.2, Abb. 3.23). Eine Analyse dieser Zellen im Blut von
B6.WT*!'—=B6.Ceacaml”™ Miusen 21 Tage nach Infektion zeigte, dass diese Population
wieder vollstindig hergestellt wurde. Wihrend im peripheren Blut von B6.WT Maéusen
14,31 +2,81 % der Leukozyten CD11b"€"/Ly-6C"€" waren, konnten in B6.Ceacaml” Miusen
nur 7,21 £ 0,84 % nachgewiesen werden (Abb. 3.29). Diese signifikante Dezimierung der
Vorlduferzellen konnte durch den Transfer von CEACAM1* Knochenmark aus B6.WT Maiusen

TP 5B6.Ceacaml” Miusen drei Wochen nach Infektion

aufgehoben werden, so dass in B6.W
mit L. major entsprechend den B6.WT Maiusen 15,55 + 3,18 % Vorliduferzellen im peripheren

Blut detektiert wurden.

w
o
]

([—
\\7i8

o
1

CD11b"igh/Ly.6CNig" Leukozyten [%]

B6.WT BS.CealcamT" BB.W1I’°D“5"
—>B6.Ceacam1”

Abb. 3.29 CD11b"&"/Ly-6C"2" Zellen im peripheren Blut von B6.WT, B6.Ceacaml’~ und
B6.WT*'—>B6.Ceacaml”™ Miiusen. 21 Tage nach Infektion mit L. major wurde der
prozentuale Anteil CD11b""/Ly-6C"" Zellen im Blut mittels FACS-Analysen bestimmt. Dabei
fanden sich im Blut von B6.Ceacaml™ Miusen signifikant weniger Zellen als im Blut von
B6.WT und B6.WT®*!—=B6.CeacamI™ Miusen. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus
einem Versuch mit 3 Méusen pro Gruppe.
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3.4.1.3 LYVE-1* Zellen in Matrigelimplantaten von B6. WT“"*'—B6.Ceacaml™ Miiusen

Um die Neovaskularisierung in den knochenmarktransferierten B6.Ceacaml”™ Miusen nither zu
untersuchen, wurde der Matrigelimplantationsversuch durchgefiihrt. Einzelzellanalysen mittels
FACS ergaben, dass die Gesamtzellzahl, die Anzahl der CD11b" und die Anzahl der
CD11b*/LYVE-1* Zellen in B6.Ceacaml” Miusen deutlich, aber nicht signifikant gegeniiber
B6.WT Maiusen erhoht war (Abb. 3.30A und 3.30B). Dieser Befund wurde bereits friiher
beschrieben (Kapitel 3.3.3.1, Abb. 3.24). Bei B6.Ceacaml”™ Miusen, die Knochenmark von
B6.WT Midusen erhalten haben, zeigte sich in allen Féllen ein intermediédrer Effekt, wobei der
Anteil der CD11b* Zellen an der Gesamtzellpopulation immer konstant blieb (B6.WT: 85,12 %,
B6.Ceacaml” 86,07 %, B6.WT*1—=B6.Ceacaml” 84,42 %). Zusitzlich wurde die CD45-
Expression der LYVE-1* Zellen untersucht. Erneut waren alle LYVE-1* Zellen aus
Matrigelimplantaten positiv fiir CD45, wobei LYVE-1* Zellen aus B6.WT und B6.Ceacaml™
Miusen CD45.2 exprimierten, wihrend 97,63 % der LYVE-1* Zellen aus Implantaten der
B6.WT*!'—=B6.Ceacaml™ Miuse positiv fiir den Donormarker CD45.1 und nur 2,37 % fiir den
Rezipientenmarker CD45.2 waren (Abb. 3.30C).
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Abb. 3.30 Zellpopulationen im Matrigelimplantat aus B6.WT, B6.Ceacaml’ und
B6.WT"*'—B6.Ceacaml”~ Miusen. Leishmanien-enthaltendes Matrigel wurde den
verschiedenen Mausgruppen implantiert, nach einer Woche isoliert und die Zellen mittels
FACS analysiert. Dargestellt sind die Gesamtzellzahlen und die Anzahl CD11b* Zellen (A) und
die Anzahl CD11b*/LYVE-1* Zellen (B) pro Implantat. (C) Zusitzlich wurde die CD45-
Isoform der LYVE-1" Zellen im Matrigelimplantat der jeweiligen Méiuse bestimmt. Die Daten
stammen aus zwei Versuchen mit insgesamt sechs Méiusen pro Gruppe. n. n.: nicht
nachweisbar.
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Diese Daten bestitigten noch einmal die Ergebnisse der Versuche mit den B6.WT®**!'-B6.WT
Maiusen, wonach die CD11b"/LYVE-1* Zellen, die im Matrigelimplantat lymphgefa-dhnliche

Strukturen bildeten zu 100 % von Vorlduferzellen aus dem Knochenmark abstammten (vgl.

Kapitel 3.2.2).

Weiterhin wurde in histologischen Untersuchungen die Morphologie der CD11b*/LYVE-1*
Zellen in Matrigelimplantaten von B6.WT**!—B6.Ceacaml” Miusen untersucht. Wie bereits
beschrieben formten diese Zellen in Implantaten von B6.WT Maéusen gefédBartige Strukturen,
withrend sie sich in Implantaten von B6.Ceacaml” Miusen nicht gruppierten und nur als
Einzelzellen vorlagen (vgl. Kapitel 3.3.3.2, Abb. 3.25). In Matrigelimplantaten von
B6.WT*!'—=B6.Ceacaml™ Miusen zeigte sich, dass die CD11b*/LYVE-1* Zellen sich wieder
zu grofBeren Aggregaten zusammenlagerten und gefidfBartige Strukturen ausbildeten (Abb. 3.31).

Diese dhnelten stark den Strukturen in Matrigelimplantaten von B6.WT Tieren.

B6.WT B6.Ceacam1™” B6.WTP*'>B6.Ceacam1™”

Abb. 3.31 GefiBartige Strukturen in Implantaten von B6.WT**!'—B6.Ceacaml™
Miusen. LymphgefiBe (LYVE-1%, rot) und BlutgefiBe (MECA-32%, griin) wurden in
Matrigelimplantaten aus den jeweiligen Méiusen visualisiert. Zusétzlich erscheinen CD11b*
Zellen lila. Wihrend in Matrigelimplantaten von B6.WT und B6.WT**'—=B6.Ceacami™
Maiusen CD11b*/LYVE-1%, gefdBartige Strukturen zu finden sind (Pfeile), liegen LYVE-1*
Zellen in Implantaten von B6.Ceacaml” Miusen nur als Einzelzellen vor (Pfeilspitzen). Die
Abbildungen in 1000 facher Vergroerung repriasentieren die Ergebnisse eines Versuches mit
drei Tieren pro Gruppe.

Somit konnte in Matrigelimplantaten aus B6.Ceacaml”™ Miusen durch den Transfer von

CEACAMI1* Knochenmark aus B6.WT Maiusen eine Vaskularisierung wieder induziert werden.
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3.4.2 Transfer von Knochenmark aus B6.Ceacaml™ Miusen in B6.WT M:iuse

Durch den Transfer von CEACAMI1* Knochenmark in B6.Ceacaml” Miuse konnten
Lymphodeme in infizierten Pfoten und inhibierte Vaskularisierung aufgehoben werden. Dass
dieser Effekt allein durch hdmatopoetische Zellen vermittelt wird, sollte in einem Versuch geklirt
werden, in dem CEACAMI1 Knochenmark aus B6.Ceacaml” Méiusen in bestrahlte B6.WT
Miuse tibertragen wurde (Generierung und Kontrolle der Méuse vgl. Kapitel 2.2.3.4, Abb. 2.4).

B6.WT und B6.Ceacaml” Miuse dienten wiederum als Kontrollen.

Zum einen wurden B6.Ceacaml”—B6.WT Miuse mit L. major infiziert und die Pfoten nach drei
Wochen fiir histologische Analysen aufgearbeitet. Andererseits wurde auch diesen Tieren
Leishmanien-enthaltendes Matrigel subkutan implantiert, nach einer Woche isoliert und

histologisch analysiert (Abb. 3.32).

Dabei zeigte sich, dass nach Infektion mit L. major das Infiltrat in den Pfoten der
B6.Ceacaml”—B6.WT Miuse ebenso locker angeordnet war wie in den B6.Ceacaml” Miusen
und es gleichfalls zur Odembildung kam (Abb. 3.32A). Immunfluoreszenzanalysen, bei denen
Lymph- und Blutgefdle in infizierten Mauspfoten visualisiert wurden, bestétigten, dass im

Infiltrat der B6.Ceacaml”—B6.WT Miuse keine LymphgefiBe vorhanden waren (Abb. 3.32B).

SchlieBlich wurde auch der Matrigelimplantationsversuch durchgefiihrt. Wihrend im Implantat
aus B6.WT Maiusen LYVE-1" Zellen gefidBartige Strukturen bildeten, waren diese in
Matrigelimplantaten aus B6.Ceacaml” und B6.Ceacaml”—B6.WT Miuse nicht zu finden
(Abb. 3.32C). Hier lagen CD11b"/LYVE-1* Zellen nur vereinzelt vor und bildeten keine
Aggregate.

Zusammenfassend demonstrierte dieser Versuch, dass der Phinotyp der B6.Ceacaml”™ Miuse
durch den Transfer von Knochenmark in B6.WT Méuse induziert werden konnte. Dabei war
sowohl die Lymphgefdneubildung in vivo wihrend der Leishmaniose als auch in vitro im

Matrigelimplantationsversuch im Vergleich zu B6.WT Mdusen inhibiert.



3 Ergebnisse 80

B6.WT B6.Ceacam1™” B6.Ceacam1”—B6.WT

Abb. 3.32 Histologische Analysen von infizierten Mauspfoten und Matrigelimplantaten
von B6.WT, B6.Ceacaml”™ und B6.Ceacaml’—B6.WT Miusen. (A und B) Die
verschiedenen Mausgruppen wurden mit L major infiziert und die Pfoten am Tag 21
histologisch analysiert. (A) In H&E-Férbungen zeigte sich ein kompaktes Infiltrat in infizierten
Pfoten von B6.WT Maiusen, wihrend dies in B6.Ceacaml” und B6.Ceacaml”—B6.WT
Miusen viel lockerer war, und es bei diesen Miusen zur Odembildung kam. (B) Der Nachweis
von LymphgefiBen (LYVE-1*, rot) und BlutgefiBen (MECA-32*, griin) bestitigte, dass
Lymphgeféife nur im Infiltrat von B6.WT Miusen (offene Pfeilspitze) vorhanden waren, jedoch
in B6.CeacamI™ und B6.Ceacaml™—B6.WT Miusen fehlten. (C) In Matrigelimplantaten aus
B6.WT Miusen bildeten LYVE-1" Zellen (rot), die gleichzeitig CD11b exprimierten (lila),
gefiBartige Strukturen (Pfeil), wihrend diese Zellen in Implantaten von B6.Ceacaml” und
B6.Ceacaml”—B6.WT Miusen nur als Einzelzellen vorlagen (Pfeilspitze). Die Daten sind
représentativ fiir einen Versuch mit je zwei Méusen pro Gruppe.
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4 Diskussion

Die Mechanismen der adaptiven Immunantwort gegen Leishmanien sind weitgehend bekannt
(Alexander et al., 1999; Sacks und Noben-Trauth, 2002; Von Stebut, 2007). Ob es allerdings
unter den inflammatorischen Bedingungen der kutanen Leishmaniose zu einer
Neovaskularisierung des Infiltrats kommt und welche Faktoren dabei beteiligt sind, wurde

bislang nicht untersucht und ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Neovaskularisierung und im Speziellen der Prozess der Lymphgefifineubildung ist trotz
intensiver Forschung in den letzten Jahren noch nicht aufgeklirt. Vor allem ist umstritten, ob es
spezifische Vorlduferzellen fiir LECs gibt und welche Bedeutung monozytiren Zellen dabei

zukommt (Karpanen und Alitalo, 2008; Schatteman et al., 2006).

BECs und LECs haben viele Gemeinsamkeiten. Funktionell kleiden sie Gefédle fiir den Transport
von Zellen und extrazelluldrer Fliissigkeit aus. Aber auch ihr genetisches Programm ist sehr
dhnlich. Genexpressionsanalysen kultivierter Endothelzelllinien haben ergeben, dass 98 % der
exprimierten Gene in BECs und LECs identisch sind. Aullerdem befinden sich Endothelzellen
unter homoostatischen Bedingungen in einem ruhenden Zustand mit einer sehr geringen
Teilungsrate, bei der sich nur 1 von 10000 Zellen zu einem Zeitpunkt im Zellzyklus befindet

(Hanahan und Folkman, 1996).

Zusitzlich gibt es eine enge Verbindung zwischen der Bildung neuer Blut- und Lymphgeféfie
(Cao et al., 1998; Jussila und Alitalo, 2002; Oliver und Detmar, 2002). Neben wenigen
hormoninduzierten Prozessen wie der Eizellreifung, dem Aufbau der Gebdrmutterschleimhaut,
bei Schwangerschaft und Laktation, in denen es zur Himangiogenese kommt (Nicosia et al.,
2006), tritt GefdBwachstum im adulten Organismus vor allem unter pathologischen Bedingungen
wie Entziindungen, Tumorerkrankungen, Hautverletzungen oder Hypoxie auf (Karpanen und

Alitalo, 2008).

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit das GefdBwachstum in vivo am Beispiel
einer Infektion mit dem Parasiten L. major als inflammatorischen Stimulus und in vitro anhand

von Matrigelimplantaten untersucht.
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4.1 Bedeutung LYVE-1" Zellen bei der GefiBbildung in Leishmanien-
infizierten Mauspfoten und Matrigelimplantaten

Histologische Analysen von Leishmanien-infizierten Pfoten resistenter B6.WT Mdiuse zeigten,
dass innerhalb des Infiltrats Blut- und Lymphgefifle existierten. Da diese Gefédlle in der naiven
Pfote in einer solchen Anzahl nicht vorlagen, musste es zu einer Neubildung gekommen sein.
Genauere Analysen der infiltrierenden Zellen zeigten, dass es sich hierbei vor allem um
monozytire CD45*/CD11b* Zellen handelte. Dies war zu erwarten, da phagozytierende Zellen
wie Granulozyten und Makrophagen, die diese Marker exprimieren, eine wichtige Rolle in der
Beseitigung der Leishmanien spielen (Sacks und Noben-Trauth, 2002). Ebenso wurde gezeigt,
dass Hypoxie und Entziindungen, die beiden Hauptinduktoren fiir Blut- bzw.
LymphgefidBBwachstum, mit der Rekrutierung von inflammatorischen Zellen, insbesondere
Makrophagen, einhergehen (Maruyama et al., 2007; Maruyama et al., 2005; Venneri et al.,
2007).

In Leishmanien-infizierten Mauspfoten konnten zwei unterschiedliche LYVE-1" Populationen
identifiziert werden. Dabei handelte es sich zum einen um LYVE-17/CD45 Zellen und zum
anderen um LYVE-17/CD45"/CD11b* Zellen. Erstere entsprechen den normalen LECs in der
Haut, von denen bekannt ist, dass sie den hidmatopoetischen Marker CD45 im adulten
Organismus nicht exprimieren (Kriehuber et al., 2001). Die zweite Population dhnelt den
kiirzlich beschriebenen LYVE-1" Makrophagen, die unter inflammatorischen Bedingungen in
Geweben identifiziert wurden (Cho et al., 2007; Jeon et al., 2008; Schledzewski et al., 2006; Xu
et al., 2007).

Da eine weitergehende Analyse dieser Zellen in infizierten Pfoten aus praktischen Griinden
unmoglich war, wurden Matrigelimplantationsversuche mit Leishmanien durchgefiihrt. Dabei
zeigten histologische Analysen, dass es auch in den Matrigelimplantaten, analog zu der Situation
in infizierten Mauspfoten, zur Neubildung lymphgefid3-dhnlicher Strukturen kam. Einzelzell-
analysen der in den Implantaten vorliegenden Zellen zeigten, dass erstaunlicherweise 100 % der
LYVE-1* Zellen in diesem System positiv fiir CD45 und CD11b waren. Dies bedeutete, dass in
den Matrigelimplantaten noch keine ,,normalen” Lymphgefidfe nach der bisherigen Definition
vorlagen, da sie diese Marker nicht exprimieren (Kriehuber er al., 2001). Weitere FACS-
Analysen dieser LYVE-1* Zellen im Matrigelimplantat schlossen aus, dass es sich um
Granulozyten, DCs oder NK-Zellen handelte, die ebenfalls CD11b auf ihrer Oberflidche besitzen
(Manzo, 1998; Nikolic et al., 2003; Terstappen et al., 1990). Vielmehr zeigte der Nachweis des
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Markers F4/80, bei gleichzeitiger Abwesenheit von Ly-6C, auf den Zellen, dass es sich auch
nicht mehr um Monozyten, sondern um LY VE-1" Makrophagen handelte, da reifende Monozyten
die Expression von Ly-6C herunterregulieren und Makrophagen im Gewebe F4/80* sind

(Sunderkotter et al., 2004).

Ein weiterer Beleg dafiir, dass diese CD11b"/LYVE-1* Zellen einer Subpopulation von
Makrophagen zuzuordnen sind, ist, dass etwa die Hélfte dieser Zellen positiv mit dem anti-
L. major Antikorper detektiert wurden. Dies bedeutet, dass diese Zellen entweder von
Leishmanien infiziert worden waren oder dass sie Leishmanienantigen von abgetéteten Parasiten
beherbergten. Da Makrophagen die eigentlichen Wirtszellen der Leishmanien darstellen (Sacks
und Noben-Trauth, 2002; Von Stebut, 2007) und gleichfalls durch Phagozytose Gewebe von
Fremdantigenen befreien (Johnston, 1988; Underhill und Ozinsky, 2002), weist alles darauf hin,

dass diese Zellen dem Phinotyp ausdifferenzierter Gewebemakrophagen entsprechen.

Wie bereits erwéhnt, zeigten histologische Untersuchungen der Matrigelimplantate, dass die
CDI11b*/LYVE-1* Zellen nicht nur als Einzelzellen vorlagen, sondern sich auch zu gréBeren
Zellaggregaten formierten und dabei anastomisierende Strukturen bildeten (vgl. Abb. 3.14).
Morphologisch dhnelten diese gefidBartigen Gebilde den ebenfalls in den Matrigelimplantaten
auftretenden neu gebildeten BlutgefiBBen. Sowohl die Strukturen im Matrigelimplantat als auch
die Blut- und Lymphgefifle in der Haut befanden sich in enger Nachbarschaft zueinander. Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass die CD11b*"/LYVE-1* Strukturen im Matrigel Vorldufer
lymphatischer GefidBe sind und dass die CD11b*/LYVE-1" Zellen an der Bildung neuer
Lymphgefile aktiv beteiligt sind.

Die Rolle von CD11b*/LYVE-1" Zellen bei der Neubildung von lymphatischen Geféden wird
derzeit kontrovers diskutiert. In einigen Arbeiten wurde postuliert, dass diese Zellen als LYVE-1*
Makrophagen nur in enger rdumlicher Nihe zu LECs zu finden sind und das Wachstum neuer
LymphgefiBle dadurch beeinflussen, dass sie durch die Produktion des lymphangiogenen Faktors
VEGF-C existierende LECs zur Proliferation anregen (Cho et al., 2007; Jeon et al., 2008;
Karpanen und Alitalo, 2008; Kerjaschki, 2005). Ein Einbau dieser LYVE-1* Makrophagen in
neue Gefidlle wurde dabei explizit ausgeschlossen (He et al., 2004; Jeon et al., 2008;
Schledzewski et al., 2006). Im Gegensatz dazu und analog zu den Ergebnissen der vorliegenden
Studie wurde in zwei Arbeiten eindeutig gezeigt, dass es bei neu gebildeten Lymphgefidfien in der
Hornhaut von Miusen zum Einbau CDI11b" hdmatopoetischer Zellen kam (Maruyama et al.,

2005; Religa er al., 2005). Somit kénnen diese CD11b"/LYVE-1* Zellen anscheinend auf zwei
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unterschiedlichen Weisen, der Produktion lymphangiogener Faktoren oder dem direkten Einbau,

LymphgefifBneubildung fordern (Kerjaschki, 2005).

Diese zweigeteilte Funktion der CD11b*/LYVE-1" Zellen spiegelt die Morphologie dieser Zellen
in den Matrigelimplantaten wieder. Zum einen lagen diese als Einzelzellen, zum anderen als
anastomisierende Strukturen vor. Detaillierte elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten,
dass Leishmanien nur in einzelnen Phagozyten im Matrigelimplantat und niemals in gefidBartigen
Strukturen gefunden wurden. Somit konnen LYVE-1* Makrophagen als Einzelzellen
Leishmanien oder Leishmanienantigen aufnehmen. Beteiligen sie sich jedoch an der Neubildung
von Gefillen, so sind sie immer negativ fiir Leishmanien, was fiir einen spezialisierteren

Phénotyp spricht.

Da im Blut keine CD11b"/LYVE-1* Zellen nachgewiesen werden konnten (Daten nicht
dargestellt), ist es wahrscheinlich, dass die CD11b"/LYVE-1" Zellen aus Monozyten des
peripheren Blutes generiert wurden und sich erst im Gewebe weiter differenzierten. Inwieweit
diese beiden phénotypisch sehr dhnlichen Populationen zusammenhéngen, bleibt unklar. Zum
einen konnten sich beide Populationen getrennt aus Monozyten entwickeln. Denkbar wére aber
auch, dass die LYVE-1* Makrophagen allgemein Vorldufer fiir lymphendotheliale Zellen
darstellen. In diesem zweiten Fall wire davon auszugehen, dass diese Makrophagen noch eine
hohe phagozytotische Aktivitit besitzen, obwohl sie LYVE-1 schon exprimierten. LYVE-1, der
als der friiheste lymphatische Marker in der embryonalen Entwicklung gilt (Alitalo ef al., 2005;
Oliver, 2004), hat keine Funktion in der Entstehung lymphatischer Gefidfle unter homdostatischen
Bedingungen, da Maéuse, die LYVE-1 nicht exprimieren, morphologisch unaufféllige und
funktionsfiahige Lymphgefifle besitzen (Gale et al., 2007). Somit diirfte die alleinige Expression
von LYVE-1 die Aktivitidt dieser Makrophagen nicht weiter inhibieren. Erst eine weitere
Spezialisierung dieser Zellen, die sich in der Gefédfbildung duflert, verhindert die Phagozytose
von Leishmanien. Auf der anderen Seite ist davon auszugehen, dass eine Infektion mit den
Leishmanien die Weiterentwicklung der LYVE-1" Makrophagen in LECs blockiert. Von
Leishmanien ist bekannt, dass sie zumindest intrazellulire Differenzierungsmechanismen
beeinflussen konnen. So verzégern sie nach der Infektion von Makrophagen die Reifung des
Phagosoms, in dem sie erst zu amastigoten Leishmanien transformieren miissen, durch einen
bisher unbekannten Mechanismus (Duclos und Desjardins, 2000). Somit erscheint eine
Unterteilung der CD11b*/LYVE-1* Zellen in LYVE-1* Makrophagen und lymphatische
Vorléduferzellen sinnvoll, auch wenn sie im Rahmen dieser Arbeit nicht durch die Expression

unterschiedlicher Marker definiert werden konnten.
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Zusammenfassend wurde dargelegt, dass es zwei unterschiedliche CDI11b*/LYVE-1*
Populationen geben muss. Wihrend die eine morphologisch und funktionell dem Phénotyp von
Makrophagen entspricht, die Phagozytose betreiben und als Einzelzellen vorliegen, hat die
andere das Potential, lymphgefidf3-dhnliche Strukturen zu bilden, und weist keine phagozytotische
Aktivitit mehr auf. Wie diese beiden Populationen jedoch von ihrer Entwicklung her
zusammenhingen und wie sie sich durch Marker von einander unterscheiden lassen, bleibt

unklar.

4.2 Bewertung von Vorlduferzellen bei der GefiBbildung

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass CD11b"/LYVE-1* Zellen gefiBartige Strukturen
bilden und somit als Vorlduferzellen fiir LECs bei der Formierung neuer lymphatischer Gefille
unter inflammatorischen Bedingungen dienen kénnen. Dieser Nachweis gelang jedoch nur in

Matrigelimplantaten und nicht im Mausmodell in vivo.

Ahnlich schwierig war es, die Beteiligung von endothelialen Vorliuferzellen bei der Neubildung
von Blutgefdflen zu beweisen. Vor zehn Jahren wurden endotheliale Vorlduferzellen (EPCs)
erstmals beschrieben (Asahara et al., 1997). Zuvor ging man davon aus, dass Himangioblasten
nur im Embryo existieren und Gefid3wachstum nur durch Proliferation bereits existierender BECs
stattfindet (Tomanek und Schatteman, 2000). Mittlerweile wurde in verschiedenen Modellen
(Tumorerkrankung, Hypoxie) gezeigt, dass hidmatopoetische Zellen in neue Blutgeféfie
integrieren und dabei bis zu 30 % der Endothelzellen in den neuen Blutgefillen ausmachen
(Asahara et al., 1999; Ruzinova et al., 2003). Neben diesen EPCs, die im Blut zirkulieren, gibt es
immer mehr Hinweise, dass auch im adulten Organismus Hidmangioblasten im Knochenmark
existieren (Bailey et al., 2006; Peichev et al., 2000; Schmeisser und Strasser, 2002). Diese
exprimieren in der Maus CDI117, Sca-1, CD34, VEGFR-2 und CXCR4, wihrend sie im
Menschen durch die Expression von CD133, CD34, VEGFR-2 und CXCR4 charakterisiert sind
(Schatteman et al., 2006).

Daneben werden auch zunehmend monozytire Zellen, die CD14 und CD11b exprimieren, als
Vorlduferzellen diskutiert (Fernandez-Pujol er al., 2000; Garmy-Susini und Varner, 2005;

Rehman et al., 2003). Es wurde beschrieben, dass diese Zellen monozytédre und blutendotheliale
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Marker koexprimieren und gefidBartige Strukturen ausbilden kénnen (Fernandez-Pujol er al.,
2001; Schmeisser et al., 2001). Allerdings ist die Rolle von Monozyten bei der Himangiogenese
bislang noch unklar. Analog zu den LYVE-1* Makrophagen wurden auch hier Tie-2* Monozyten
vor allem in Tumormodellen identifiziert (De Palma et al., 2007; Lewis et al., 2007; Venneri
et al., 2007), die aber eher als Modulatoren der Blutgefdneubildung angesehen werden (Dirkx
et al., 2006). Durch die Produktion hdmangiogener Faktoren wie VEGF-A, FGF oder
Angiopoietin sollen sie vor allem Hiamangiogense induzieren, und nicht als Vorlduferzellen beim

Gefiallwachstum dienen (Schatteman et al., 2006).

In einem Matrigelimplantationsversuch in Méusen, im Aufbau analog zu dem in dieser Arbeit,
konnte gezeigt werden, dass FGF in Matrigel Himangiogenese induzierte (Murayama et al.,
2002). Durch den Transfer von Knochenmarkzellen, die lacZ unter dem Tie-2-Promotor
exprimierten, wurde nachgewiesen, dass etwa 27 % der BECs von neu gebildeten Gefédflen im
Matrigelimplantat von Vorlduferzellen aus dem Knochenmark abstammten. Um den Einbau
hé@matopoetischer Zellen in Lymphgefifle zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein
kongenes Maussystem etabliert, das auf der Expression verschiedener CD45-Isoformen beruht.
Dass dabei blutendotheliale Vorlduferzellen nicht detektiert wurden, war zu erwarten, da
einerseits zirkulierende EPCs kein CD45 exprimieren (Liu et al., 2008; Timmermans et al.,
2007). Andererseits wurde gezeigt, dass monozytidre Zellen, die sich unter himangiogenen
Bedingungen in vitro innerhalb von 4 bis 6 Tagen zu Endothelzellen differenzieren, in diesem
Stadium kein CD45 mehr exprimieren (Rohde et al., 2006). Da die Analysen in der vorliegenden
Arbeit beziiglich der Matrigelimplantate erst am Tag 7 durchgefiihrt wurden, wire eine CD45-
Expression moglicher monozytirer Blutendothelvorlduferzellen nicht mehr nachweisbar
gewesen, da sie zu diesem Zeitpunkt schon vollstindig dem Phinotyp von BECs entsprochen

hitten.

Wihrend die Existenz endothelialer Vorlduferzellen in der Hdmangiogenese als allgemein
anerkannt gilt, ist dies bei der Bildung neuer lymphatischer Gefdlle noch umstritten. Die
Proliferation existierender LECs gilt weithin als einzige Moglichkeit fiir lymphendotheliales
Wachstum im adulten Organismus (Jeon et al., 2008; Karpanen und Alitalo, 2008). Allerdings
gibt es vermehrt Hinweise, dass unter bestimmten Versuchsbedingungen auch bei der
LymphgefidBneubildung Vorliduferzellen direkt beteiligt sind (Kerjaschki, 2005; Maruyama et al.,
2005; Religa et al., 2005). So berichteten Maruyama et al., dass in einem Hornhaut-
Transplantationsmodell neu gebildete LymphgefidBe aus hdmatopoetischen CD11b" Zellen
entstanden sind (Maruyama et al., 2005). Religa et al. beschreiben ebenfalls die Integration von

Zellen aus dem Knochenmark in neu gebildete Lymphgefdfle in Hornhduten und Tumoren
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(Religa et al., 2005). Andere Arbeiten hingegen kommen zu dem Schluss, dass inflammatorische
CD11b" Zellen mit LECs interagieren und durch die Produktion lymphangiogener Faktoren wie
VEGF-C und VEGF-D bestehende lymphatische Gefi3e zur Proliferation anregen (Jeon et al.,
2008; Karpanen und Alitalo, 2008; Schledzewski et al., 2006). Ahnliches wurde auch fiir CD14",
VEGFR-3* Tumor-assoziierte Makrophagen beschrieben, die VEGF-C und VEGF-D

exprimierten und Tumorlymphangiogenese induzierten (Schoppmann et al., 2006).

In L. major-infizierten Mauspfoten konnten mittels FACS-Analysen CD11b"/LYVE-1* Zellen
detektiert werden. In histologischen Untersuchungen gelang jedoch kein klarer Nachweis der
CD11b—Expression auf neu gebildeten lymphatischen Gefidflen. Im Matrigelimplantationsversuch
hingegen waren 100 % der LYVE-1" Zellen positiv fir CD11b. Dies galt auch fiir die
lymphgefiB-dhnlichen Strukturen im Implantat. Um zu untersuchen, ob diese CD11b*/LYVE-1*
Zellen von hdmatopoetischen Zellen aus dem Knochenmark abstammten, wurde Knochenmark
mit einem kongenen Marker in bestrahlte Miuse transferiert. Bei dem Prozess der
Hidmangiogenese gibt es ndmlich Hinweise, dass sich Progenitorzellen fiir neue Blutgefilie
innerhalb der mehrschichtigen humanen Blutgefidfe in einer ,,vaskulogenen Zone* befinden und
ebenfalls zum Gefidlwachstum beitragen (Zengin et al., 2006). Zusitzlich sollte ausgeschlossen
werden, dass diese Zellen von anderen gewebe- bzw. hautimmanenten Vorlduferzellen
abstammten, da bekannt ist, dass gewebeimmanente Zellen beim Wachstum von Blutgefiflen

eine dominante Rolle spielen konnen (Khmelewski ef al., 2004).

In dem kongenen System wurden B6.WT Maéuse, die die Isoform CD45.2 exprimierten, bestrahlt.
AnschlieBend erhielten sie CD45.1* Knochenmark. Somit lie8 sich anhand der CD45-Expression
nicht nur feststellen, ob die LYVE-1* gefifbildenden Zellen im Matrigelimplantat von
gewebeimmanenten Vorlduferzellen des Rezipienten oder von Knochenmarkvorlduferzellen des
Donors abstammten, sondern auch gleichzeitig ausschlieBen, dass existierende LECs
proliferierten. Dabei ist zu erwédhnen, dass gewebeimmanente Zellen im Gegensatz zu den sich
schnell teilenden Knochenmarkzellen durch die Bestrahlung nicht abgetétet wurden. Mit Hilfe
des kongenen Systems konnte im Matrigelimplantationsversuch eindeutig gezeigt werden, dass
nicht nur die LYVE-1" Makrophagen, sondern auch die CDI11b*/LYVE-1" Zellen, die
lymphgeféB-dhnliche Strukturen bildeten, von hdmatopoetischen Zellen aus dem Knochenmark
abstammten, da sie zu fast 100 % den Donormarker CD45.1 exprimierten (vgl. Abb. 3.17).
Anscheinend stellt Matrigel dabei ein spezielles System dar, da eine véllige Neubildung
lymphatischer GefiBe bislang in keinem Modell gezeigt wurde. Uberdies exprimierten diese
Zellen auch nach sechs Wochen noch CD45 und CDI11b. Dies zeigt, dass die neu gebildeten

lymphgefiaf-dhnlichen Strukturen im Matrigel sich nicht zu ,,normalen* Lymphgefifien
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weiterentwickelten. Dabei wire eine Herunterregulation dieser Vorlduferzellmarker im Rahmen

der GefédBreifung zu erwarten gewesen.

4.3 GefiBreifung

Die unter Hypoxie oder Entziindung neu gebildeten Gefédlle unterscheiden sich im Aufbau, ihrer
Funktionalitdt und dem Expressionsmuster von préexistierenden Gefidflen. Stellt sich nach
Beendigung einer pathologischen Stérung wieder eine homdostatische Situation ein, in der ein
Gleichgewicht zwischen angiogenen und anti-angiogenen Faktoren besteht, kommt es zur
Ausreifung der GefidBle, die schlieBlich morphologisch und funktionell identisch zu
priexistierenden GefiBlen sind (Hillen und Griffioen, 2007). Unter GefidBreifung versteht man die
vollstindige Erlangung des endothelialen Phinotyps durch Einstellung von Proliferation, die
Wiederherstellung der Dichtigkeit der Gefidle durch Ausbildung einer Basalmembran und die
Anlagerung funktioneller akzessorischer Zellen (Jain, 2003; Lamouille et al., 2002; Tammela

et al., 2007).

Bei Tumorerkrankungen kommt es durch die starke Expression von hdm- und lymphangiogenen
Faktoren vor allem der VEGF-Familie zur GefidBBneubildung, die fiir das weitere Wachsen des
Tumors essentiell ist. So unterscheiden sich diese neuen Tumorblutgefifle deutlich von normalen
Blutgefilen. Zum einen geht die physiologische Gefdlordnung verloren, in der kleinere
Kapillare immer von grofleren Gefdlen abzweigen. Zum anderen besitzen sie oft nur eine
diskontinuierliche Basalmembran, sind geweitet, gewunden, mit chaotischem und
unregelméifBigem Blutfluss und bilden tote Enden (Jain, 2005; Mariotti und Maier, 2006). Da sie
zusitzlich keine funktionellen akzessorischen Zellen wie Perizyten oder Muskelzellen aufweisen,
handelt es sich eigentlich um unreife und dysfunktionelle Blutgeféfe, die zudem teilweise 16chrig
sind, was zu einem Austreten von Blut fiihrt (Mariotti und Maier, 2006; McDonald und Choyke,
2003). Analog dazu berichteten Jeon et al. von einer unkontrollierten Ausbildung nicht
funktionsfidhiger und morphologisch verdnderter Lymphgeféde nach Applikation von humanen
Eierstockkrebszellen in Miusen (Jeon et al., 2008). Zusitzlich zeigten sie, dass die hohen
Konzentrationen angiogener Faktoren, vornehmlich der VEGF-Familie, von Tumor-assoziierten
CD11b" Zellen gebildet wurden. Somit miissen auch neu gebildete LymphgefiBe reifen, um eine

vollstindige Funktionalitiit zu erreichen.
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Der Reifungsprozess von neu gebildeten lymphatischen Gefédflen wurde von Rutkowski et al. in
einem Haut-Regenerationsmodell in der Maus beschrieben (Rutkowski et al., 2006). Dabei wurde
ein 2 mm breites Stiick Haut ringsherum aus dem Schwanz einer Maus entfernt und durch
Kollagen ersetzt. Einhergehend mit einer hohen Konzentration an VEGF-C akkumulierten im
distalen Schwanzbereich zunidchst LYVE-1* Zellen, die sich zu gefdBartigen Strukturen
aneinander lagerten. Diese Strukturen breiteten sich dann vom distalen zum proximalen
Schwanzbereich aus. Erst nach Ausbildung eines ineinander verbundenen Netzwerkes von
LymphgefidBen kam es zur Reifung dieser GefédBe, die durch die Bildung einer
diskontinuierlichen Basalmembran, visualisiert durch das Heparansulfatproteoglykan Perlecan,
nachverfolgt werden konnte. Die Blutgefdneubildung setzte zeitlich friiher ein, wobei neue
GefédBe von allen Seiten und insbesondere von tiefer liegenden Blutgefiflen in die
Kollagenmatrix hineinwuchsen. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass ein wichtiger Faktor
fiir die Neubildung und die Reifung lymphatischer Gefille der gerichtete Druck der

extrazelluldren Gewebsfliissigkeit sei (Rutkowski et al., 2006).

Ubertragen auf die Situation in den Matrigelimplantaten konnte dies eine Erklirung dafiir sein,
warum die lymphgefidB3-dhnlichen Strukturen nicht zu normalen Lymphgefifen ausreiften. Da in
dem auspolymerisierten kompakten Gel nur wenige Blutgefdfle zu finden waren, konnte auch nur
begrenzt Fliissigkeit aus diesen austreten, so dass es kaum zu einem gerichteten extrazelluldren
Fliissigkeitsdruck gekommen sein diirfte. Somit verharrten diese Zellen in einem unreifen
Stadium und exprimierten weiterhin CD11b und CD45. Anders ist dabei die Situation in
Leishmanien-infizierten Mauspfoten zu bewerten. Durch die Entziindungsreaktion und die
Produktion hdmangiogener Faktoren werden Blutgefdfle durchlidssiger. Zusammen mit dem
wachsenden Infiltrat und dem Anschwellen der Pfote diirfte es hier analog zu dem Haut-
Regenerationsmodell zu einem ausreichenden Fliissigkeitsdruck gekommen sein, der die Reifung

der neu gebildeten Lymphgefi3e induzieren kénnte.

Da in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass die LYVE-1" Makrophagen und die gefidBbildenden
CDI11b*/LYVE-1* Zellen im Matrigelimplantat denselben hidmatopoetischen Ursprung haben,
liegt die Vermutung nahe, dass die Makrophagen als Vorlduferzellen fiir die neu gebildeten
LymphgefiBe fungieren. Zum einen wurde ein Einbau von CDI11b® Makrophagen in
lymphatische Gefédfle in einem Hornhaut-Transplantationsmodell bereits gezeigt (Maruyama
et al., 2005), und zum anderen besitzen Makrophagen eine sehr gro3e morphologische Plastizitit.
So beschrieben Sharifi et al., dass Pleiotrophin, ein himangiogenes Chemokin, das vor allem in
der Embryonalentwicklung exprimiert wird, in Makrophagen von etablierten humanen und

murinen Zelllinien dazu fiihrte, dass sie monozytdre Marker wie CD14 herunterregulierten und
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statt dessen Blutendothelmarker wie Tie-2 und CD34 synthetisierten (Sharifi et al., 2006). Dabei
konnte ein vollstindiger Ubergang von Makrophagen zu funktionsfihigen BECs gezeigt werden,
was einer Transdifferenzierung entspricht. Ein analoger Prozess bei der Bildung neuer
LymphgefdBe in den Matrigelimplantaten erscheint somit wahrscheinlich. Ebenfalls dafiir
spricht, dass alle LYVE-1" Zellen im Implantat, sowohl die Makrophagen als auch die
gefiBbildenden CD11b*/LYVE-1* Zellen, den Marker F4/80 fiir Gewebemakrophagen
exprimierten. Dies legt nahe, dass LYVE-1" Makrophagen zu Endothelzellen transdifferenzieren

und sich nicht direkt von Monozyten zu LECs entwickeln.

4.4 Lymphvaskulogenese

Der Prozess, wie neue Lymphgeféifle gebildet werden, ist bis heute nicht vollstindig aufgeklart.
Urspriinglich wurde angenommen, dass im adulten Organismus neue Lymphgefidfie durch
Auswachsen bestehender Gefédfle entstehen, wobei LECs durch lymphangiogene Faktoren zur
Proliferation angeregt werden (He et al., 2004; Karpanen und Alitalo, 2008). Mittlerweile konnte
auch gezeigt werden, dass dabei in unterschiedlichem Ausmal} Vorlduferzellen eingebaut werden
(Religa et al., 2005; Salven et al., 2003). Diese Art des GefdBwachstums entspricht der
Lymphangiogenese (Abb. 4.1A).

Die Ergebnisse aus den Matrigelimplantationsversuchen in dieser Arbeit fiihren jedoch zu einem
anderen moglichen Mechanismus, der Lymphvaskulogenese (Abb. 4.1B). Dabei wandern
CD11b" Vorlduferzellen in entziindetes Gewebe, akkumulieren und bilden Zellaggregate, die
dann lymphatische Marker exprimieren und de novo gefdlldhnliche Strukturen bilden. Diese
eigenstidndigen Strukturen wachsen dann zu existierenden Lymphgefédflen aus. Alternativ knnen

sich diese CD11b* Zellen auch direkt an existierende LymphgefiBe anlagern.

Ein solcher Prozess, wie er bei der Entstehung des Lymphsystems wihrend der
Embryonalentwicklung stattfindet (Karpanen und Alitalo, 2008; Oliver, 2004), wurde nun auch
fiir die Lymphgefdneubildung im adulten Tier in einem Hornhaut-Transplantationsmodell und
einem Haut-Regenerationsmodell beschrieben (Maruyama et al., 2005; Rutkowski et al., 2006).
Speziell Maruyama et al. identifizierten in vaskularisierten Hornhduten mittels konfokaler
Mikroskopie abgeschlossene, anastomisierende LYVE-1* Strukturen, die am GefiBwachstum

beteiligt waren.
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Abb. 4.1 Neubildung von LymphgefiBen. (A) Lymphangiogenese: Durch
entziindungsinduzierte lymphangiogene Faktoren kommt es zur Proliferation existierender
LECs sowie dem partiellen Einbau von Vorliduferzellen. (B) Lymphvaskulogenese: CD11b*
Vorlduferzellen akkumulieren im Infiltrat, aggregieren zu lumenbildenden Strukturen und
exprimieren friihe lymphatische Marker (LYVE-1). Diese neuen Lymphkapillaren wachsen zu
priexistierenden LymphgefaBen und werden dadurch an das Lymphsystem angeschlossen.
Unter homdostatischen Bedingungen reifen diese frithen GefdBe zu funktionellen
Lymphgefafien.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass es im Matrigelimplantat zur
Lymphvaskulogenese kam. Die Tatsache, dass anndhernd 100 % der neu gebildeten lymphgefif3-
dhnlichen Strukturen hidmatopoetische Marker exprimierten, zeigt, dass sie von myeloiden
Vorlduferzellen abstammten. Bei diesen Vorlduferzellen handelt es sich wahrscheinlich um
LYVE-1* Makrophagen. Wiren im Matrigelimplantat Gefife auch durch Lymphangiogenese
gewachsen, so miissten zumindest die durch Proliferation entstandenen neuen LECs negativ fiir

die Marker CD11b und CD45 sein.

Im Gegensatz dazu ist es unméglich zu unterscheiden, ob neue Lymphgefidfie in Leishmanien-
infizierten Mauspfoten durch Lymphangiogenese oder Lymphvaskulogenese entstanden sind.
Erschwert werden solche Untersuchungen dadurch, dass nicht bekannt ist, wie schnell
Vorléduferzellen in vivo nach ihrem Einbau den Phinotyp von LECs annehmen kénnen und somit
nicht mehr von proliferierenden LECs unterschieden werden kénnen. Insgesamt scheint es am

wahrscheinlichsten, dass in vivo beide Prozesse zum Lymphgefid3wachstum beitragen.
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4.5 Die Rolle von CEACAM1 bei der LymphgefiBneubildung

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass CD11b*/LYVE-1" Zellen lymphgefia3-dhnliche
Strukturen in Matrigelimplantaten bilden kénnen. Durch detaillierte Analysen stellte sich heraus,
dass diese Zellen in hohem MaBle das Zelladhédsionsmolekiil CEACAMI1 auf ihrer Oberfliche
exprimierten. Gleichzeitig konnte CEACAMI1 auf neu gebildeten Lymphgefiflen in
Leishmanien-infizierten Mauspfoten nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.22). Unter
homdoostatischen Bedingungen exprimieren Lymphgefile CEACAMI jedoch normalerweise

nicht (Horst und Wagener, 2004; Kilic et al., 2007).

Die Beteiligung von CEACAMI1 an einer Vielzahl von komplexen Prozessen wie Zell-
differenzierung und Gewebeumbau ist bekannt (Gray-Owen und Blumberg, 2006; Horst und
Wagener, 2004). Aufgrund der offensichtlichen Homologien bei der Neubildung von Blut- und
Lymphgefden im adulten Organismus und der kiirzlichen Beschreibung, dass CEACAMI eine
wichtige Rolle in der friihen Phase der Himangiogenese unter hypoxischen Bedingungen spielt
(Horst et al., 2006), liegt es nahe, dass das Protein auch bei der Bildung neuer Lymphgefifie
beteiligt sein konnte. Da B6.Ceacaml™ Miuse vital und fertil sind und unter physiologischen
Bedingungen keine vaskuldren Auffilligkeiten zeigen (Hemmila er al., 2004; Horst et al., 2006),
scheint die Expression von CEACAM1 fiir die Ausbildung lymphatischer Gefdlle wihrend der
Embryonalentwicklung nicht notwendig zu sein. Allerdings wurde gezeigt, dass CEACAMI1 im
Menschen unter pathologischen Bedingungen wie Prostatakrebs mit Podoplanin kolokalisiert,
also in Tumor-assoziierten Lymphgefiflen exprimiert wird, wéhrend dies in normalen
LymphgefidBlen nicht der Fall ist (Kilic et al., 2007). Dies korreliert mit der Expression von
CEACAMI1 auf neu gebildeten LECs im Infiltrat Leishmanien-infizierter Pfoten (vgl. Abb. 3.22).
Auf der anderen Seite wurde beschrieben, dass die Expression von CEACAMI1 auf humanen
Endothelzellen zu einem lymphatischen Phinotyp in einem transitionalen Stadium, z. B. bei
viralen Infektionen oder dem Kaposi Sarkom, fiihrte (Hirakawa et al., 2003; Hong et al., 2004;
Kilic et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit korrelierte das Fehlen von CEACAM1 im Modell der kutanen
Leishmaniose in Méusen mit einer verstirkten Pathologie. Dies wurde deutlich durch eine
ausgeprigtere Schwellung der infizierten Pfoten im Vergleich zu B6.WT Mdusen, eine
Narbenbildung und eine geringere Dichte inflammatorischer Zellen am Infektionsort,
einhergehend mit dem Auftreten von lokalen Odemen. Dennoch konnten keine Unterschiede in

der Immunantwort gegen L. major zwischen B6.Ceacaml” und B6.WT Miusen festgestellt
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werden. In diesem Zusammenhang wurden die Leishmanienlasten in infizierten Mauspfoten am
Tag 49 nach Infektion, Leishmanien-spezifische Antikorpertiter verschiedener Subtypen im
zeitlichen Verlauf sowie die Schwellungen der Mauspfoten nach einer Reinfektion analysiert
(Daten im Anhang, Abb. 7.1 bis 7.3). Somit kam es in beiden Mausstimmen zur Induktion einer
zelluldren und humoralen Immunantwort, die ausreichte, den parasitidren Erreger erfolgreich zu
bekdmpfen. Obwohl einerseits beschrieben wurde, dass CEACAMI1 die B-Zell Proliferation und
T-Zell Aktivierung fordert (Greicius et al., 2003; Kammerer et al., 1998), andererseits jedoch
inhibitorisch auf die Lymphozytenaktivierung wirkt (Gray-Owen und Blumberg, 2006), zeigte
sich, dass CEACAMI1 im Mausmodell der kutanen Leishmaniose keinen Einfluss auf die

Induktion einer protektiven Immunantwort hat.

Histologische Untersuchungen der infizierten Mauspfoten zeigten allerdings, dass im Infiltrat der
B6.Ceacaml”™ Miuse Blut- und LymphgefiBe dramatisch reduziert waren (vgl. Abb. 3.22).
Dieser Befund spricht dafiir, dass im Vergleich zu B6.WT Miusen die lokale Geféneubildung in
B6.Ceacaml”™ Miusen beeintrichtigt ist. Die defekte Neovaskularisierung liefert auBerdem eine
Erklédrung fiir die verstiirkte Pathologie in den B6.Ceacaml” Miusen wihrend der Leishmaniose.
Die proinflammatorischen Bedingungen in den infizierten Pfoten fiihren zur Induktion
hé@mangiogener Faktoren (Guadagni et al., 2007), die wiederum die Permeabilitit der Blutgefifie
erhohen (Thurston, 2002). Da jedoch in den B6.Ceacaml” Miusen eine GefiBneubildung
ausbleibt, akkumuliert die aus den Blutgefden austretende extrazellulidre Fliissigkeit in den

infizierten Pfoten, und es kommt zu einer ausgeprigteren Schwellung und Odembildung.

Die defekte Neovaskularisierung in B6.Ceacaml”™ Miuse konnte im Matrigelimplantations-
versuch bestitigt werden. CD11b*/LYVE-1" Zellen formten in den Implantaten keine
lymphgefiaB-dhnlichen Strukturen wie sie in Matrigelimplantaten von B6.WT Maéusen zu finden

waren. Vielmehr lagen diese Zellen nur vereinzelt im Matrigel vor (vgl. Abb. 3.25).

Potentielle Vorliduferzellen dieser CDI11b*/LYVE-1* Zellen stellen CD11b"¢"/Ly-6C"e"
Monozyten im Blut dar, die in inflammatorische Gewebe infiltrieren, dort zu Makrophagen
differenzieren und dabei Ly-6C herunterregulieren (Sunderkétter et al., 2004). Ubereinstimmend
mit den Daten von Sunderkotter et al. konnte eine signifikante Zunahme dieser Zellen im Blut
von B6.WT Maiusen nach einer Infektion mit L. major festgestellt werden (Sunderkétter et al.,
2004). Auffillig jedoch war, dass gerade diese Population im Blut von B6.Ceacaml™ Méiusen
signifikant in naiven und infizierten Tieren verringert war. Somit konnte also eine deutlich
reduzierte Vorlduferpopulation zu der mangelnden GefidBneubildung fiihren. Dessen ungeachtet

jedoch kam es zu einer Anreicherung von CDI11b*/LYVE-1* Zellen, die in B6.WT Miusen
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CEACAMI1 exprimierten, im entziindlichen Infiltrat infizierter Mauspfoten und in
Matrigelimplantaten von B6.Ceacaml” Méiusen. Dies zeigt, dass in entziindeten Geweben die
Rekrutierung und Generierung der LYVE-1" Zellen, die als potentielle lymphatische
Vorléduferzellen fungieren, durch das Fehlen von CEACAMI1 nicht beeintrdchtigt war. Vielmehr
war die absolute Zahl der CD11b*/LYVE-1* Zellen sogar leicht, aber nicht signifikant, in
B6.Ceacaml”™ Miusen gegeniiber B6.WT Miusen erhoht. Da die CD11b*/LYVE-1* Zellen in
Matrigelimplantaten von B6.Ceacaml” Miusen offensichtlich nicht die Fihigkeit besaBen,
lymphgefidBartige Strukturen auszubilden, koénnte die vermehrte Generierung der potentiellen
Vorléduferzellen einen kompensatorischen Hintergrund haben. Allerdings fiihrte die verstirkte
Generierung der CD11b*/LYVE-1* Zellen in B6.Ceacaml” Miusen nicht zur Ausbildung von

neuen Lymphgefifen.

Ob nun die Expression von CEACAMI1 auf den CD11b*/LYVE-1" Zellen oder auf LECs, die
unter homdostatischen Bedingungen zwar negativ fiir CEACAMI1 sind (Horst und Wagener,
2004; Kilic et al., 2007), jedoch in Leishmanien-infizierten Pfoten dieses Molekiil exprimierten
(vgl. Abb. 3.22), entscheidend war, wurde in weiteren Versuchen geklért. Dabei konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass die inflammatorischen Zellen aus Matrigelimplantaten von
B6.Ceacaml”™ Miusen einen funktionellen Defekt aufwiesen. In einem Versuch zur Plastizitiit
dieser Zellen bildeten sie kleinere Zellaggregate und signifikant weniger réhrendhnliche
Strukturen als entsprechende Zellen aus B6.WT Mdusen (vgl. Abb. 3.27). Zum anderen fiihrte
der Transfer von CEACAM1* Knochenmark in B6.Ceacaml” Miuse dazu, dass es wihrend der
Leishmaniose zu einer normalen Vaskularisierung in den infizierten Pfoten kam und keine
Odembildung mehr auftrat (vgl. Abb. 3.28). Gleichzeitig war der Pool an CD11b"¢"/Ly-6C"e"
Zellen im Blut wihrend der Infektion wieder auf dem Niveau von B6.WT Mdusen. Auch im
Matrigelimplantationsversuch bildeten CD11b"/LYVE-1* Zellen wieder lymphgefa-dhnliche
Strukturen. Dieser Versuch beweist, dass die Expression von CEACAMI1 auf hdmatopoetischen
Zellen und nicht auf inflammatorischen LECs ausschlaggebend fiir die zur Pathologie fiihrende
Inhibition der LymphgefiBneubildung war. Ubereinstimmend mit diesem Befund konnte die
GefidBneubildung in vivo und in vitro blockiert werden, wenn CEACAM1" Knochenmark aus
B6.Ceacaml”™ Miusen in bestrahlte B6.WT Miuse iibertragen wurde. Dabei kam es analog zu
den B6.Ceacaml”™ Miusen zu einer Odembildung einhergehend mit fehlenden Blut- und

Lymphgefifen im Infiltrat infizierter Pfoten und Matrigelimplantaten (vgl. Abb. 3.32).

Somit konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass CEACAMI1 auf hidmatopoetischen
Zellen fiir die Lymphgefédneubildung essentiell ist. Ein Fehlen von CEACAMI fiihrte zu einer

verringerten zelluldren Plastizitit der myeloiden Vorlduferzellen.
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4.6 Wirkmechanismen von CEACAM1

Induziert durch Pathogene (Neisserien, Escherichia coli), inflammatorische Zytokine (TNF,
IFN-vy) oder Integrinbindung (CD11b/CD18 = Mac-1) kommt es zur Mobilisierung von
CEACAMI aus intrazelluldren Vesikeln (Ducker und Skubitz, 1992; Gray-Owen und Blumberg,
2006; Kuespert et al., 2006; Yu et al., 2006). Da Leishmanien zum einen via Mac-1 von
Makrophagen aufgenommen werden (Olivier et al., 2005; Spath et al., 2000) und es wihrend
einer Infektion zur Produktion von TNF kommt (Ritter et al., 2008), konnte erwartungsgeméf

eine starke Expression von CEACAM1 auf inflammatorischen Zellen nachgewiesen werden.

Da CEACAMI mit seiner extrazelluliren Doméne als Adhisionsmolekiil fungiert und
CEACAMI-L mit seiner zytoplasmatischen Domine in intrazelluldre Signaltransduktionswege
eingreifen kann, gibt es mehrere verschiedene Moglichkeiten, wie CEACAMI1 funktionell den
Prozess der Lymphgefifineubildung beeinflussen kann. Diese werden im folgenden Teil

diskutiert.

A. CEACAMI erhoht Uberlebensrate monozytirer Zellen

Es wurde gezeigt, dass CEACAMI-L-vermittelte Signale iiber die Phosphatidylinositol 3 (PI3)
Kinase das Uberleben humaner Monozyten férdern (Yu et al., 2006). Gleichzeitig ist dieser PI3
Kinase/Akt Signalweg in das Uberleben blutendothelialer Vorliuferzellen involviert (Llevadot
et al., 2001). Die deutlich reduzierte LymphgefiBneubildung in B6.Ceacaml” Miusen kénnte
somit auf ein verstdrktes Absterben der monozytidren Zellen zuriickzufiihren sein, zumal die
Anzahl der CD11b"®/Ly-6C"" Monozyten im Blut von B6.Ceacaml” Miusen signifikant
reduziert war. Allerdings waren B6.Ceacaml” Miuse in der Lage, CD11b*/LYVE-1* Zellen in
gleichem Ausmal} wie B6.WT Miuse zu generieren. Ein verstdrktes Absterben dieser Zellen in
B6.Ceacaml”™ Miusen konnte durch Vitalfirbungen nicht bestitigt werden (Daten nicht

dargestellt).

B. CEACAMI1 ist lymphangiogener Faktor

Forschungsarbeiten der letzten Jahre legten dar, dass CEACAMI als angiogener Faktor zur
Bildung neuer Blutgefidlle beitrdgt (Ergiin et al., 2000; Kilic et al., 2005; Tilki et al., 2006;
Wagener und Ergiin, 2000). So induzierte CEACAMI, das unter hypoxischen Bedingungen von
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Endothelzellen verstirkt gebildet wird (Chen et al., 2005; Ergiin et al., 2000), die Proliferation
humaner BECs in vitro (Wagener und Ergiin, 2000) und wirkte dabei additiv mit VEGF-A, dem
Hauptinduktor der Himangiogenese (Ergiin et al., 2000). Zuséitzlich korrelierte die verstidrkte
Expression von CEACAM1 mit der Bildung neuer Blutgefdfle bei Prostatakrebs (Tilki et al.,
2006). Eine analoge lymphangiogene Wirkung wurde kiirzlich von Kilic et al. postuliert (Kilic
et al., 2007). Sie zeigten, dass eine Uberexpression von CEACAMI1 in humanen, dermalen,
mikrovaskuldren Endothelzellen eine Reprogrammierung dieser zu lymphatischen Endothelzellen
bewirkte, die Prox-1, LYVE-1, VEGF-C, VEGF-D und VEGFR-3 exprimierten. Dabei war die
Wirkung von CEACAMI1 abhingig von den phosphorylierbaren Tyrosinresten im
zytoplasmatischen Teil von CEACAMI1-L. Ob CEACAMI1 wirklich als lymphangiogener Faktor
zu bewerten ist, lassen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht zu. Dies miisste in

zukiinftigen Versuchen genauer analysiert werden.

C. CEACAM1 ist wichtig fiir den Gewebeumbau

Als Zelladhidsionsmolekiil ist CEACAMI1 beteiligt an interzelluldren Prozessen. Dazu gehort die
Umgestaltung von Geweben, die gerade unter inflammatorischen Bedingungen in hohem Malle
auftritt. Gleichzeitig kommt es dabei zu einer verstirkten Expression von CEACAMI1 (Ducker
und Skubitz, 1992; Gray-Owen und Blumberg, 2006). Damit Zellen im Gewebe wandern konnen,
miissen Strukturen der ECM immer wieder ab- und neu aufgebaut werden. MMPs stellen dabei
die wichtigsten ECM-degradierenden Enzyme dar (Rundhaug, 2005). Gerade fiir MMP2 und
MMP9 wurde gezeigt, dass sie beim Gewebeumbau (Gillard et al., 2004; Stamenkovic, 2003),
endothelialer Zellmigration (Haas et al., 1998; Jadhav et al., 2004; Nakamura et al., 2004) und
dem gefifBbildenden Potential lymphendothelialer Zellen (Nakamura et al., 2004) beteiligt sind.
Auffillig in elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Matrigelimplantate war, dass die
ECM in Implantaten von B6.WT Maéusen viel geordneter und die Kollagenfasern in gebiindelten
Einheiten vorlagen (vgl. Abb. 3.26). In Implantaten von B6.Ceacaml”™ Miusen war eine solche
Struktur nicht zu erkennen. In der Himangiogenese wurde gezeigt, dass die Struktur der ECM
wichtig fiir die Bildung neuer Blutgefife ist. So wird nur intaktes, fibrilldres Typ IV Kollagen
von den Integrinen a1l und a2p1 gebunden, die auf BECs exprimiert werden und ihre
Proliferation und Migration induzieren, wihrend degradiertes Typ IV Kollagen diese Integrine
nicht bindet (Kalluri, 2003). Ob CEACAMI1 einen direkten oder indirekten Einfluss auf die

Expression von ECM-degradierenden oder synthetisierenden Enzymen hat, ist bisher nicht
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bekannt. Genauere Untersuchungen auf diesem Gebiet sind notwendig, um mehr iiber den

Zusammenhang zwischen CEACAMI1 und der Struktur der ECM zu erfahren.

Bei der Bildung neuer BlutgefidBle induziert der hidmangiogene Faktor VEGF-A einen
Gewebeumbau, durch den es zu einer weiteren Freisetzung ECM-gebundener himangiogener
Faktoren wie VEGF-A und FGF kommt (Kalluri, 2003; Mariotti und Maier, 2006; Rundhaug,
2005). Allerdings bewirkt der Abbau von ECM auch gleichzeitig die Freisetzung von anti-
hédmangiogenen Faktoren, zu denen Angiostatin als Fragment aus Plasminogen und Endostatin,
Canstatin und Tumstatin als Fragmente aus Kollagen zéhlen (Maeshima et al., 2002; Mariotti und
Maier, 2006; O'Reilly et al., 1994; Panka und Mier, 2003; Skovseth et al., 2005). Neben ihren
hdmangiogenen Eigenschaften wirken VEGF-A und FGF auch lymphangiogen, allerdings in
einem geringeren Ausmall (Auguste et al., 2003; Cao et al., 2004; Hirakawa et al., 2005).
Inwieweit Fragmente aus dem Abbau von ECM auch anti-lymphangiogene Wirkung besitzen, ist
derzeit noch unklar. Somit kénnte jedoch der gestérte ECM-Umbau in B6.Ceacaml” Miusen die
LymphgefiBneubildung auch durch ein verschobenes Verhéltnis von pro- und anti-

lymphangiogenen Faktoren inhibieren.

Dadurch, dass CEACAMI1 mit Integrin B3 interagieren kann (Brummer et al., 2001;
Ebrahimnejad et al., 2004; Skubitz et al., 2001), gibt es eine Integrin-vermittelte Verbindung von
CEACAMI und der ECM. Als endotheliale Zelladhédsionsmolekiile haben Integrine einen groflen
Einfluss bei der Himangiogenese. So vermitteln vor allem Integrin avp3 und avf5 Signale fiir
Zellwanderung, Positionierung, Zelliiberleben, Proliferation und Differenzierung (Conway et al.,
2001; Munoz-Chapuli et al., 2004). Da myeloide Zellen neben weiteren Integrinen auch das
Integrin B3 (Jin et al., 2006) und gleichzeitig CEACAMI1 exprimieren, wire es moglich, dass
eine Interaktion dieser Molekiile auf CDI11b*/LYVE-1" Zellen die Zellwanderung und
Differenzierung zu lymphgefdB3-dhnlichen Strukturen induziert. Durch das Fehlen von
CEACAMI auf CD11b*/LYVE-1" Zellen in B6.Ceacaml”™ Miusen wire somit dieser Prozess
gestort und wiirde zu dem beschriebenen Befund fiihren, dass CD11b*/LYVE-1" Zellen zwar

generiert werden, aber sich funktionell nicht zu gefdBartigen Strukturen zusammenlagern kénnen.

D. CEACAM1 ist involviert in Zellwanderung

Wie bereits diskutiert, kann CEACAMI1 durch die Interaktion mit Integrinen die Wanderung von
Zellen beeinflussen. Ein weiteres Molekiil, das in die gerichtete Wanderung von Zellen involviert
ist, stellt die Fokale Adhésionskinase (FAK) dar. Diese reguliert die Organisation des

Zytoskeletts und rekrutiert andere Molekiile wie die Src-Tyrosinkinasen (Mariotti und Maier,
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2006). Es konnte gezeigt werden, dass in einem Wundheilungsmodell in vitro erhohte
CEACAMI1-Expression die Phosphorylierung von FAK bewirkte (Klaile et al., 2005). Dies
konnte auf einem synergistischen Effekt beruhen, da CEACAMI-L ebenfalls durch die
Rekrutierung von Src-Kinasen phosphoryliert wird (Brummer et al., 1995; Skubitz et al., 1995).
Weiterhin wurde eine zytoplasmatische Interaktion von CEACAMI1-L mit Filamin A beschrieben
(Klaile et al., 2005). Da Filamin A intrazelluldre Aktinfilamente mit der ECM via B-Integrine
verbindet (Mariotti und Maier, 2006), kann CEACAMI1 auch hier Einfluss auf die zelluldre

Beweglichkeit und Anderung der Zellform nehmen.

E. CEACAMI1 erhoht zellulére Plastizitét

Der Einbau von Vorliduferzellen bei der Neubildung von Lymphgefifien erfordert von diesen eine
zelluldre Plastizitit, da sie sich zu LECs entwickeln miissen. Dass CEACAMI1 dabei eine Rolle
spielt und in der Regulation eines bestimmten morphogenetischen Programms involviert ist,
wurde kiirzlich anhand der Bildung gefidBartiger Strukturen und endothelialer
Netzwerkformierung in Explantaten von Mausaorten beschrieben (Ergiin et al., 2000; Horst
et al., 2006). Dabei war die Phosphorylierung der beiden zytoplasmatischen Tyrosinreste und des
Serinrestes fiir die CEACAMI-induzierte Hdmangiogenese essentiell (Horst et al., 2006).
Zusitzlich zu den morphologischen Einfliissen von CEACAMI ist bekannt, dass Makrophagen
eine sehr hohe Plastizitidt besitzen und unter bestimmten Bedingungen zu Endothelzellen

transdifferenzieren konnen (Bohgaki und Kitaguchi, 2007; Sharifi et al., 2006).

Da in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass CD11b*/LYVE-1* Zellen direkt bei der Bildung
lymphgefiaB-dhnlicher Strukturen beteiligt sind und die Expression von CEACAMI in vitro und
in vivo essentiell zur Bildung von Zellaggregaten und gefidfdhnlichen Strukturen ist, ldsst dies
den Schluss zu, dass CEACAMI in die zelluldre Plastizitit dieser moglichen lymphendothelialen

Vorlduferzellen involviert ist.

Zusitzlich sind zellmorphologische Veridnderungen immer mit dem Umbau des Zytoskeletts
verbunden. Nicht nur iiber Integrine, sondern auch iiber direkte Interaktion mit Proteinen des
Zytoskeletts wie Aktin, Paxillin oder Tropomyosin (Da Silva-Azevedo und Reutter, 1999;
Ebrahimnejad et al., 2000; Sadekova et al., 2000; Schumann et al., 2001) kénnte CEACAMI-L,

und teilweise auch CEACAMI1-S, diese zellulare Plastizitit vermitteln.
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F. CEACAMI1 bildet dynamische Adhérenzverbindungen

Vermittelt durch homophile Bindung gilt CEACAMI1 als Zelladhiisionsmolekiil (Obrink, 1997;
Sundberg und Obrink, 2002). Dabei wird die Zelladhésion reguliert durch die Molekiildichte auf
der Zelloberfliche und der Bindung von Calmodulin, Src-Kinasen sowie SHP-1 und SHP-2
Phosphatasen an den langen zytoplasmatischen Teil (Ocklind und Obrink, 1982). In polarisierten
Nierenepithelzellen wurde gezeigt, dass CEACAMI-S nur apikal, wihrend CEACAMI1-L apikal
und lateral vorhanden war (Sundberg et al., 2004). Laterales CEACAMI1-L wurde dabei in
Adhérenzverbindungen, nicht aber in Desmosomen oder der Zonula occludens detektiert. Eine
Uberexpression von CEACAMI-L in Nierenepithelzellen fiihrte durch die Reduzierung von
Desmosomen zu einem dynamischeren Typ von interzelluldrer Adhision, die vermehrte
Zellmotilitdt ermoglichte (Sundberg et al., 2004). In anderen Studien hingegen korrelierte die
Expression von CEACAMI1-S und nicht CEACAMI-L mit der Bildung von Lumen bei
Epithelzellen der Brust (Huang et al., 1999; Kirshner et al., 2003).

Somit fiihrt die Expression von verschiedenen CEACAM 1-Isoformen zu dynamischen Zell-Zell-
Verbindungen, die wichtig sind fiir die Anlagerung von Vorléduferzellen und die Ausbildung von
Lumina in Zellaggregaten (Wright et al., 2002). Beide Vorginge wurden in Matrigelimplantaten
von B6.WT, jedoch nicht in B6.Ceacaml” Miusen beobachtet.
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Abb. 4.2 Zusammenfassung der Einflussnahme von CEACAMI1 auf unterschiedliche
Prozesse im Zusammenhang mit der Neubildung von Lymphgefifen.
Abbildung 4.2 zeigt einen Uberblick der Mechanismen, iiber die CEACAMI bei der
LymphgefidBneubildung Einfluss nehmen konnte. Fiir die unterschiedlichen Aspekte gibt es
derzeit nur Anhaltspunkte. Um herauszufinden, auf welche Weise CEACAMI1 letztendlich bei
der Bildung neuer Lymphgefifle beteiligt ist und welche weiteren Molekiile dabei eine Rolle

spielen, wird das Ziel zukiinftiger Forschung sein.
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4.7 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter bestimmten Bedingungen neue Lymphgefélie
durch Lymphvaskulogenese entstehen, wobei CD11b*/LYVE-1* Vorlduferzellen zunéchst unreife
lymphgefial-dhnliche Strukturen bilden. Bei diesem Prozess ist das zelluldre Adhédsionsmolekiil
CEACAMI funktionell beteiligt. Da CEACAMI1 nicht nur auf neu gebildeten Lymphgeféfien
exprimiert wird, sondern auch auf CD11b"/LYVE-1* Vorlduferzellen, erscheint es moglich,
durch die Modulation der Expression von CEACAMI1, Einfluss auf die GefidBneubildung in
verschiedenen pathologischen Prozessen zu nehmen. Allerdings ist dafiir noch intensive

Forschungsarbeit notwendig.

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit ergeben sich folgende Fragestellungen:

a) Findet der Prozess der Lymphvaskulogenese auch in vivo statt?

b) Beginnt die Lymphvaskulogenese im Matrigelimplantat an existierenden

GefiBen oder de novo von aggregierenden CD11b* Zellen?

c) Laésst sich durch Injektion von blockierenden anti-CEACAM1 Antikérpern
LymphgefiBneubildung in B6.WT Maéusen inhibieren?

d) Welche CEACAMI-Isoform ist wichtig fiir die Entstehung neuer Lymphgefifie,
und wie vermittelt CEACAMI diese Lymphgefédfneubildung?

e) Gibt es eine Korrelation zwischen humanen lymphatischen Erkrankungen und

Mutationen im CEACAM1 Gen-Lokus?

Antworten auf diese Fragen wiirden das Verstindnis des Lymphsystems unter inflammatorischen
Bedingungen wesentlich verbessern. Gerade bei Krebserkrankungen, in denen
LymphgefdBwachstum zur Metastasierung beitrigt, ist eine Bewertung der CD11b*/LYVE-1*
Vorléduferzellen von groBer Bedeutung, da sie ggf. zur Tumorprogression beitragen. Aus diesem
Grund wire es auch interessant zu klidren, ob es in verschiedenen Tumormodellen in
B6.Ceacaml”™ Miusen zu einer inhibierten Bildung von TumorlymphgefiBen und damit

korrelierender verringerter Tumormetastasierung im Vergleich zu B6.WT Méusen kommt.
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5 Zusammenfassung

Uber die Interaktionen zwischen dem Immunsystem und dem parasitiren Erreger der kutanen
Leishmaniose, L. major, konnten in etablierten murinen Infektionsmodellen viele Erkenntnisse
gewonnen werden. Allerdings gibt es noch keine Forschungsarbeiten, die sich mit dem Thema
der Neovaskularisierung in den von Leishmanien verursachten Hautentziindungen am Ort der
Einstichstelle des Ubertrigers und dem Einfluss dieser GefiBneubildung, im Speziellen der
LymphgeféiBneubildung, auf den Heilungsverlauf befasst haben. Neben diesem Themenbereich
wurde zusitzlich der Einfluss des Zelladhdsionsmolekiils CEACAMI1 auf die Bildung neuer

Lymphgefifie im Mausmodell der Leishmaniose in vivo und in vitro evaluiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden neu gebildete LYVE-1" Lymphgefife im entziindlichen
Infiltrat von infizierten Pfoten Leishmanien-resistenter B6.WT Méiuse gefunden, die deutlich
CEACAMI1 exprimierten. Einzelzellanalysen infizierter Mauspfoten ergaben, dass
unterschiedliche LYVE-1* Populationen existierten. Zum einen wurden CD45/LYVE-1" LECs,
zum anderen CD457/CD11b"/LYVE-1* Makrophagen-dhnliche Zellen identifiziert. In
Matrigelimplantationsversuchen in vitro konnte gezeigt werden, dass die letztgenannten Zellen
den Phinotyp von Gewebemakrophagen besallen und gleichzeitig das Potential hatten,
lymphgefiB3-dhnliche Strukturen zu bilden. Allerdings reiften diese Strukturen nicht zu normalen
LymphgefidBen, sondern verharrten in einem unreifen Zustand, in dem die LYVE-1* Zellen
dauerhaft die Marker CD45, CD11b und CEACAMI1 exprimierten. Weiterhin konnte mittels
Knochenmarktransfer gezeigt werden, dass diese Zellen von myeloiden Vorlduferzellen
abstammten. Dabei liegt nahe, dass die LYVE-1" Zellen mit dem Phénotyp von Makrophagen in
entziindeten Geweben ein Reservoir fiir potentielle LECs darstellen und lymphatische Strukturen

de novo bilden konnen, ein Prozess der kiirzlich als Lymphvaskulogenese beschrieben wurde.

Im zweiten Teil dieser Arbeit zeigte sich, dass CEACAMI defiziente Miuse eine verstidrkte
Schwellung und Odembildung nach Infektion mit L. major aufwiesen. Dies konnte auf eine
fehlende Neovaskularisierung des sich bildenden Infiltrats zuriickgefiihrt werden. Auch in
Matrigelimplantaten zeigte sich, dass CEACAMI1/CD11b*/LYVE-1" Zellen keine lymphgefil3-
dhnlichen Strukturen ausbildeten. Obwohl die monozytire Population im Blut von B6.Ceacaml™
Miusen signifikant reduziert war, konnten die B6.Ceacaml” Miusen die potentiellen

CDI11b*/LYVE-1* Vorlduferzellen in ausreichendem MaBe generieren. Allerdings wiesen die
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inflammatorischen Zellen von B6.CeacamI” Miusen eine verringerte zellulire Plastizitiit sowie
eine veridnderte Modulation der ECM auf. Dass gerade die Expression von CEACAMI1 auf
myeloiden Zellen entscheidend fiir die Induktion der GefdBBneubildung war, konnte anhand des
Transfers von CEACAM1* Knochenmark von B6.WT Miusen in B6.Ceacaml” Miuse bzw.
CEACAMI1 Knochenmark von B6.Ceacami” Miusen in B6.WT Miuse gezeigt werden.

Zusammenfassend legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass myeloide
CDI11b"/CEACAMI*/LYVE-1* Zellen unter bestimmten inflammatorischen Bedingungen
de novo lymphatische Gefélle in vitro bilden kénnen. Welche Rolle diesem Mechanismus in vivo
zukommt und auf welche Weise CEACAMI1 daran beteiligt ist, wird Gegenstand zukiinftiger

Forschung sein.
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Abb. 7.1 Leishmanienlast in Geweben von infizierten B6.WT und B6.Ceacaml”~ Miusen.
Mit einer real-time PCR-Analyse wurde die Leishmanienlast sieben Wochen nach Infektion mit
L. major in infizierten Pfoten und drainierenden poplitealen Lymphknoten (LNpop) bestimmt
(vgl. Schulz et al., 2003). Zur Vergleichbarkeit wurde auf Maus-Aktin normiert. Dargestellt ist
die relative Leishmanienlast in Gewebe von B6.Ceacaml”™ Miusen bezogen auf die
Leishmanienlast in Gewebe von B6.WT Maiusen. Dabei zeigte sich, dass die Anzahl der
Leishmanien in infizierten Pfoten und drainierenden Lymphknoten von B6.WT und
B6.Ceacaml”™ Miusen vergleichbar war. Die Daten stammen aus einem Versuch mit drei
Méusen.
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Abb. 7.2 Leishmanien-spezifische Antikérper im Serum von B6.WT und B6.Ceacaml™
Maiusen. 20 und 40 Tage nach Infektion mit L. major wurde den Miusen Blut entnommen und
Leishmanien-spezifische Antikorper verschiedener Subtypen mittels ELISA detektiert (vgl.
Weiss et al., 2006). Dabei stellt sich heraus, dass zu allen Zeitpunkten in beiden Mausgruppen
identische Titer an Leishmanien-spezifischem IgG,,, 1gG,, und IgG, im Blut vorlagen. Die
Daten stammen aus einem Experiment mit sechs M&dusen.
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Abb. 7.3 Verlauf der Reinfektion in B6.WT und B6.Ceacaml™ Miusen. Nach Abheilen der
Primérinfektion wurden die Tiere mit L. major in die linke Pfote reinfiziert. Zur Kontrolle des
Verlaufs wurde der Durchmesser der infizierten Pfoten wdochentlich gemessen und mit der
abgeheilten rechten Pfote verglichen. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von einem Versuch
mit sechs Méausen pro Gruppe.



