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1 Einleitung

1.1 Sehen — (k)ein selbstverstindliches Wunder

125 Millionen Stabchen, 7 Millionen Zapfen [1], ein Verbrauch von 677 ml Blut pro Minute pro
100 g Gewebe [2] bei einem Hubraum von 6,5 cm® und einem Gewicht von 7,5 g [1], entwickelt
vor genau 543 Millionen Jahren [3] - das sind die spektakuldren Daten eines Organs, das
Charles Darwin schon im 19 Jahrhundert aufgrund seiner ,extremen Perfektion und
Komplexitat” [4] bewunderte: Das Auge. Einige Wissenschaftler gehen davon aus, dass sich das
tierische Leben, und damit auch der Mensch, ohne Sehsinn nicht hatte entwickeln kdnnen [3,
5, 6]. Vier Milliarden Jahre nach dem Urknall bestand das Leben auf der Erde aus einer
Bakteriensuppe mit ein paar Schwammen, Korallen und Quallen. Doch dann vor 543 Millionen
Jahren, im Kambrium, explodierte das Leben pl6tzlich und innerhalb kiirzester Zeit entwickelte

sich im Prinzip die heutige Fauna mit ihren 38 Tierstammen (siehe Abb. 1.1).

M Praekambrium4600-543 M Trias 251- 199 mya
mya

H Kambrium 543-488 mya W Jural99- 145 mya

M Ordovizium 488-443 mya M Kreide 145- 66 mya

M Silur 443- 416 mya M Paldogen 66- 23 mya

M Devon416- 359 mya M Neogen 23- 2,588mya

W Karbon359-299 mya  y Quartir2,588 mya bis jetzt

M Perm 299- 251 mya

Abb. 1.1 Die geologische Zeitskala: Das Kreisdiagramm zeigt die verschiedenen Erdzeitalter (Aren) und
Untereinheiten (Aonen) in Millionen Jahren (mya). Im sogenannten Prakambrium (blau, enthilt die Aren Hadaikum,
Archaikum und Proterozoikum), das Uber vier Milliarden Jahre dauerte, kommt es kaum zu groReren
Entwicklungsspriingen in der Tierwelt. Erst im Kambrium (rot, vor 543 mya) entwickelt sich in wenigen Millionen
Jahren die komplette heutige Fauna. Am Anfang des Kambriums finden sich die ersten Fossilien mit Augen. Forscher
erklaren daher die ,kambrische Explosion” mit der Entwicklung des Sehsinns [3].

Wahrscheinlich ermoglichte der Sehsinn dieses bahnbrechende Ereignis der ,kambrischen
Explosion”, die den Grundstein fir unsere heutige Artenvielfalt legte [3], denn
interessanterweise fand man bei 543 Millionen Jahre alten Fossilien die ersten rudimentéren

Augen.



Vier Milliarden Jahre herrschten evolutiondre Stagnation und pl6tzlich, mit dem Auftauchen
der ersten Trilobiten mit Facettenaugen in den Urmeeren, entwickelten sich innerhalb von nur
5 Millionen Jahre alle unsere heutigen Tierstimme. Dass das kein Zufall sein kann, dachte sich
auch Andrew Parker und widmete seiner , Lichtschalter- Theorie” ein ganzes Buch (In the blink
of an eye [3]). Darin beschreibt er, wie die Entwicklung der Augen, ein Vorgang der nach
Berechnung von Nilsson und Pelger [7] in nur 500.000 Jahren stattfinden kann, einen
gewaltigen Evolutionsschub im Kambrium ausloste. Raubtiere konnten auf einmal ihre
Beutetiere sehen und jagen und, umgekehrt, die Beute Jager vorzeitig erkennen und fliehen.
Der Sehsinn |6ste somit einen groRen Selektionsdruck auf die damalige Tierwelt aus, der zur

»,kambrischen Explosion“ fiihrte (nach [3]).

Ob wir nun einem Trilobiten unser Leben verdanken oder nicht, der Sehsinn spielt fir uns und
unser Wohlbefinden eine sehr wichtige Rolle. Bereits der Verlust von nur zwei bis drei
Quadratmillimetern Gewebe, der sogenannten ,Fovea centralis“, dem Ort des schérfsten
Sehens innerhalb der Netzhaut, kann zu schweren Sehbehinderungen mit all seinen
Konsequenzen flihren, wie sozialer Isolierung [8, 9], Depressionen [10, 11] und erhdhten
Sterblichkeits-[12] und Suizidraten [13], um nur einige zu nennen. Nicht verwunderlich, dass
daher in einigen Umfragen der 60er und 70er Jahre [14] des Meinungsforschungsinstitutes
»Gallup Organisation” Blindheit, nach Krebs und AIDS, zu den gefiirchtetsten Krankheiten
Uberhaupt zdhlte. So geraten in der heutigen Medizin, in der es nicht nur um nackte
Uberlebenszahlen geht, sondern auch Lebensqualitit eine wichtige Stellung innehat,
Krankheiten, die den Sehapparat betreffen, immer mehr in den Mittelpunkt des Interesses.
Natirlich hat das auch wirtschaftliche Griinde. Denn die Pravalenz von Sehbehinderungen
nimmt weltweit zu [15-26], vor allem in der dlteren Bevolkerung lber 65 Jahre, die 80% der
Neuerblindungen betrifft [27, 28]. Der Anteil dieser Bevolkerungsgruppe steigt stetig. Bereits
2050 wird ein Drittel der deutschen Bevolkerung lber 60 sein und sich der Anteil der 80-
Jahrigen verdreifachen [29, 30]. Die Bevolkerungspyramide wird auf dem Kopf stehen (siehe

Abb. 1.3) und vielleicht unser Gesundheitswesen.

Doch was heift liberhaupt Sehbehinderung? Abgesehen davon, dass es eigentlich nicht ,eine
Sehbehinderung” gibt, ,,sondern eine Vielzahl von véllig unterschiedlichen Sehbehinderungen,
die sich auch vollkommen verschieden darauf auswirken, wie und was der Betroffene noch
sieht” [31], hat der Gesetzgeber fiir Deutschland die Begriffe ,sehbehindert”, ,hochgradig

sehbehindert” und ,,blind“ definiert [32]. Danach ist sehbehindert, wer mit Sehhilfen weniger



als 30% von dem sieht, was ein gesunder Mensch sehen kann. Das bedeutet zum Beispiel, dass
ein Sehbehinderter Buchstaben, die jemand mit normaler Sehkraft bereits aus einer
Entfernung von einem Meter erkennt, erst ab einer Entfernung von nur 30 Zentimetern
wahrnehmen kann. Betrdgt die Sehscharfe (Visus) nur noch 5% spricht man von ,hochgradig
sehbehindert” und ab einem Visus unter 2% von Blindheit im Sinne des Gesetzes. Genaue
Zahlen wie viele Menschen von Sehbehinderungen betroffen sind, lassen sich nur anhand der
Blindengeldbescheinigung erahnen, da es in Deutschland keine groRen epidemiologischen
Studien zum Thema Blindheit gibt. Der Deutsche Blinden- und Sehbehinderungenverband e.V.
geht bei aktuell 20000 Neuerblindungen pro Jahr [33, 34] von ca. 145.000 blinden und 500.000
sehbehinderten Menschen aus, Berechnungen der WHO sogar von 1,2 Millionen betroffenen

Menschen [24, 25], verteilt auf die verschiedensten Erkrankungen (siehe Abb. 1.2).

a Anzahl blinder Menschen b Anzahl Neuerblindungen
190000 17000
! Trautner et al., 2003
180000 Knauer et al., 2006 s
170000 15008
14000
160000
13000
150000
12000
140000 ==
120000 9000
Jahr2010 Jahr2015 Jahr2020 Jahr2025 Jahr 2030 Jahr2010 Jahr2015 Jahr2020 Jahr2025 Jahr2030
C Ursachen fiir Neuerblindungin
Deutschland
Trautner et al., 2003 = Makuladegeneration
m Diabetische
Retinopathie
= Glaukom
— ® Optikusatrophie
5% m Katarakt

7% ® andere/ unbekannt

11%

Abb. 1.2 Ursachen fiir Erblindung in Deutschland: Bild (a) (nach [30]) zeigt die Pravalenz, Bild (b) (nach [33]) die
Inzidenz von Blindheit in Deutschland und die Entwicklung in den néachsten 20 Jahren. Aufgrund des
demographischen Wandels (siehe Abb. 1.3) wird die Zahl blinder Menschen von ca. 145.000 im Jahr 2010 auf knapp
180.000 im Jahr 2030 steigen. Berechnungen der WHO gehen sogar von einem noch stdrkeren Anstieg der
Pravalenz von Blindheit aus[24]. Bild (c) (nach [33] zeigt, durch welche Krankheiten Blindheit verursacht wird.
Bemerkenswert ist, dass knapp 50% der Neuerblindungen durch vasoproliferative Retinopathien, wie
Makuladegeneration und Diabetische Retinopathie, ausgeldst werden.



Das ist jedoch nur die Spitze des Eisberges, da die Anzahl von Patienten mit Erkrankungen,
welche zu Erblindung fihren, wesentlich groBer ist. Allein an altersbedingter
Makuladegeneration, der haufigsten Ursache fiir Erblindungen, leiden schatzungsweise 4,5
Millionen Menschen [35]. Die Halfte der Bevolkerung (ber 65 zeigt pathologische
Fundusveranderungen [26, 36]. Erschreckende Zahlen, die unter Berlicksichtigung des
demographischen Wandels nicht besser werden: Zahlte man 1920 etwa 40.000 blinde
Menschen [37] und 2005 bereits 145.000, gehen Berechnungen bei gleichbleibender Inzidenz
und Pravalenz von einem Drittel mehr Blinden im Jahr 2030 aus [30, 38]. Schrader et al. [37]
gehen daher von 3,5 Milliarden Euro Mehrkosten fiir das Gesundheitswesen aus, nur um die
altersbedingte Makuladegeneration addaquat zu behandeln, mehr als der Augenheilkunde
heutzutage pro Jahr zur Verfligung steht, indirekte Kosten nicht mit eingeschlossen. Zahlen, die
einen bei Steuermindereinahmen von Uber 30 Milliarden in den nachsten Jahren,
Zusatzbeitragen und Eurokrise doch etwas nachdenklich werden lassen. Grund genug die
Armel hochzukrempeln und zu versuchen diese Augenkrankheiten besser zu verstehen, um

neue praventive und medikamentdse Strategien zu entwickeln.

Altersaufbau: 1950 Altersaufbau 2010- 2040
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Abb. 1.3 Demographischer Wandel in Deutschland: Entwicklung der Altersstruktur in Deutschland von 1950 bis
2040 (nach [29]). Das linke Bild zeigt die Bevdlkerung im Jahr 1950, im rechten Bild sind die Bevdlkerungspyramiden
von 2010 und 2040 (schwarz) iibereinander gelegt. Man erkennt eine Uberschreitung der Sterberate gegeniiber der
Geburtenrate. 2050 wird ein Drittel der deutschen Bevdlkerung tber 60 sein [27,28], was die deutschen
Versicherungssysteme vor groRRe finanzielle Probleme stellen wird.




1.2 Die Entwicklung des BlutgefaRsystems

Friihgeborenenretinopathie, altersbedingte Makuladegeneration, diabetische Retinopathie
und Zentralvenenverschluss sind fiir iber 50% aller Neuerblindungen verantwortlich (siehe
Abb. 1.2). lhnen gemeinsam ist, dass sie zu Erblindung durch pathologisches GefaBwachstum
fihren. Im Folgenden werden daher die grundlegenden Mechanismen der Blutgefallbildung

dargestellt.

Bereits ab der dritten Entwicklungswoche hat der Embryo mit ca. 2,5 mm die GrolRe
Uberschritten, um nur noch mittels Diffusion durch das mutterliche, lakunare System der sich
entwickelnden Placenta mit Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt zu werden [1]. Als
notwendige Reaktion entstehen in der dritten Woche aus mesenchymalen Zellen, den
sogenannten Hamangioblasten, Blutinseln. Die &uReren Schichten dieser Blutinseln
differenzieren zu Endothelzellen, die inneren Anteile zu den ersten Erythrozyten (siehe Abb.
1.4) [39-42]. Diese GefaRneubildung quasi ,aus dem Nichts“, mit dem Fachbegriff
Vaskulogenese genannt [40], beginnt zundchst im sekunddren Dottersack, gefolgt vom
embryonalem Mesoderm und dem Haftstiel, der sich zur spateren Nabelschnur entwickelt.
Bereits im Laufe der dritten Woche verschmelzen diese Blutinseln zu einem primitiven

kommunizierenden Gefallsystem [40, 43].

Bis zur flinften Embryonalwoche entwickelt sich der primare embryonale Blutkreislauf, wobei
die GefdRe der Extremitdaten sowohl durch Vaskulogenese, als auch durch Aussprossen aus
bereits vorhandenen Gefdllen entstehen. Diese zweite Moglichkeit der BlutgefaBbildung wird
als Angiogenese bezeichnet und wurde schon im 15. Jahrhundert von Leonardo da Vinci
beschrieben, der davon ausging, dass sich das GefaBnetzwerk wie ein Baum entwickelt und aus
einem Keim, Stamm, Aste und Wurzel aussprieBen [44]. Angiogenese kann noch weiter
unterteilt werden, zum einen in die klassische ,sprossende Da-Vinci- Angiogenese”, zum
anderen in ,intussuzeptives mikrovaskulares Wachstum“ [45]. Bei Letzterem entstehen durch

Langsspaltung vorhandener Gefdlle komplexe GefaBnetzwerke [44, 46].

Durch den beginnenden Blutfluss im primaren Gefianetz kommt es, aufgrund der
hamodynamischen Veranderungen durch Blutdruck und Scherkrdfte, zu physiologischen
Umbauprozessen und der Bildung eines dreidimensionalen Netzwerkes von Venen und
Arterien mit ,direktionalem Blutfluss”“. Dieser Vorgang wird als ,fetale Arteriogenese”
bezeichnet [47-49]. Viele Studien gehen davon aus, dass die Determinierung zum vendsen und

arteriellen Endothel bereits vor der Beginn der Blutzirkulation stattfindet [50-53]. Im letzten



Schritt kommt es durch Rekrutierung von Perizyten und glatten Muskelzellen zur vollstandigen

Stabilisierung und Reifung des Blutgefasystems [54, 55].
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Abb. 1.4 Entwicklung des BlutgefiRsystems: Uberschreitet der Embryo eine kritische GréRe, die die alleinige
Versorgung durch Diffusion unmoglich macht, beginnen sich im Embryo Blutinseln (a) aus Hamangioblasten (c) zu
bilden. Die Hdmangioblasten differenzieren zu Erythrozyten und Endothelzellen (c). Es bildet innerhalb von vier bis
funf Wochen der primare, embryonale Blutkreislauf (b).(a, b aus [1]; ¢, d nach [1]).




1.2.1 Molekularbiologische Grundlagen von Vaskulo- und Angiogenese

1.2.1.1 Schritt 1: Der Stimulus fur die BlutgefaBentwicklung

Aufgrund der stark verlangerten Diffusionszeiten von bis zu 300 Sekunden [1] fir Sauerstoff
und Nahrstoffe, bedingt durch die zunehmende GroRe des Embryos zu Beginn der dritten
Woche, leiden insbesondere Dottersackepithel und das Endoderm an Sauerstoffmangel [1, 56].
Um der Unterversorgung gegenzusteuern, kommt es im ersten Schritt zu einem Anstieg des
Hypoxie- induzierbaren Faktor 1 (HIF1) [57], einem Transkriptionsfaktor, der die Expression
einiger hundert Gene reguliert, die Angiogenese, Stoffwechsel, Zellwachstum und
Differenzierung beeinflussen [58-60] (siehe Abb. 1.5). HIF1 besteht aus den zwei
Untereinheiten HIF1-a und HIF1-B [61, 62]. Unter Normoxie unterliegt die a- Untereinheit, mit
einer Halbwertzeit kleiner 5 min, einem schnellen Abbau im Proteasom, der die Dimerisierung
der beiden Untereinheiten zum vollstandigen Transkriptionsfaktor verhindert [63-65]. Hypoxie
hingegen fihrt zur Akkumulation von HIF1-a. Durch Sauerstoffmangel kommt es zu einer
verminderten Hydroxylierung von HIF1-a durch Prolyl-Hydroxylase-Domanen-Enzyme (PHD )
[66], welche fur die Reaktion Sauerstoff und Eisen als Cosubstrat bendétigen. Mitochondrien,
die 90% des Sauerstoffs in einer Zelle verbrauchen, regulieren lGber Cytochrom C, einem
Bestandteil der Atmungskette der Mitochondrien, die Verfligbarkeit des intrazellularen
Sauerstoffs. Cytochrom C bindet Sauerstoff mit hoherer Affinitat als die PHDs und fungiert so
als positiver Verstarker der Hypoxie, indem es zytosolische Spiegel des fiir die PHDs wichtigen
Cosubstrates Sauerstoff zusatzlich verringert. Bei Blockade von Cytochrom C mit Stickoxiden ist
die Aktivitdit der PHDs trotz Hypoxie nur gering eingeschrankt [67, 68]. Die fehlende
Hydroxylierung von HIF1A verhindert die Bindung an eine E3- Ubiquitin- Ligase mit Namen
»,Von Hippel- Lindau Tumorsupressor Protein” (pVHL) [64, 69, 70]. Die Ubiquitinylierung von
HIF1A, die normalerweise zur Degradierung im Proteasom fihrt, fehlt und fihrt zur
Stabilisierung und Translokation von HIF1A in den Nucleus. Es kommt zur Dimerisierung mit
HIF1IB und Bindung mit dem Coaktivator- Komplex p300/CBP [71, 72] an Promotoren
bestimmter Gene mit dem Erkennnungsmotiv NCGTG, das , HIF- responsive element” (HRE )
genannt wird [73-77]. Zu den wichtigsten exprimierten Genen zahlen dabei der, flir die
Angiogenese wichtige, ,vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor” (Vascular endothelial
growth factor, VEGF), die ,induzierbare Stickstoffmonoxid- Synthase” (iNOS) als Vasodilatator,
Erythropoetin (EPO) zur Stimulation der Erythropoese, verschiedene Enzyme der Glykolyse, um
den Organismus auf einen anaeroben Stoffwechsel vorzubereiten, und viele andere [78].

Allerdings weisen zahlreiche dieser Gene keine HRE- Sequenz auf. Mittlerweile sind viele



andere, HIF1- unabhidngige, Hypoxie- induzierte Transkriptionsfaktoren bekannt [58, 79]. Als
Beispiel sei hier die ,Nuclear factor kappa B“ (NF-kB)- Familie genannt, die aus fiinf Mitgliedern
besteht (NF-kB1, NF-kB2, RelA, RelB, c-Rel), deren Gemeinsamkeit die ca. 300 Aminosauren
umfassende Rel- Homologie Domane ist. Die Aktivierung von NF-kB findet hauptsachlich bei
Entziindungsreaktionen z.B. durch Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien [80], aber auch
bei Hypoxie statt [81-84]. Die Folgen sind Induktion von Zelladhasionsmolekiilen, Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und zahlreichen proinflammatorischen Enzymen (z.B. MMP9, COX2) [85,
86] und die Aktivierung von Makrophagen, welche Einfluss auf GefaRentwicklung haben (siehe

Kapitel 1.3.2).
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Abb. 1.5 Der Hypoxie- induzierbare Faktor 1 (HIF1): In Anwesenheit von Sauerstoff und Eisen wird die a- Einheit
von HIF1 innerhalb kirzester Zeit abgebaut (1-3). Die Sauerstoff- abhdngigen Prolyl- Hydroxylase- Domanen Enzyme
(PHD) hydroxylieren (OH, Hydroxylgruppe) HIF-1a (1), das daraufhin vom ,Von Hippel- Lindau Tumorsupressor
Protein” (VHL) gebunden wird (2). Es folgen Ubiquitinylierung von HIF-1a und Abbau im Proteasom (3). Unter
Hypoxie ist der Abbau von HIF-1a verlangsamt, HIF-1a kann in den Zellkern translozieren, mit HIF-1B dimerisieren
und als Transkriptionsfaktor die Expression von Hypoxie- responsiven Genen hochregulieren (4).




1.2.1.2 Schritt 2: Vaskulogenese, Angiogenese, Differenzierung und GefidRreifung

Die VEGF- Familie

Um die Sauerstoffversorgung wahrend der Embryogenese zu verbessern, fihrt HIF1 zur
Induktion von Vaskulogenese und Angiogenese. Zahlreiche verschiedene Wachstumsfaktoren
sind mittlerweile bekannt, die in vitro und in vivo Angiogenese induzieren. Die VEGF- Familie
nimmt zusammen mit ihren Rezeptoren eine Schliisselrolle in diesen Prozessen ein. VEGF
wurde 1983 erstmals von Senger et al. zunachst als ,vascular permeability factor” (VPF)
beschrieben, aufgrund der Beobachtung, dass VPF zu erhohter GefiaBBpermeabilitit bei
malignem Aszites flihrt [87]. Mittlerweile haben die VEGF-Mitglieder und ihre Rezeptoren in
der Ophthalmologie zur Behandlung proliferativer Retinopathien Einzug gefunden. Wie wichtig
VEGF fir die Vaskulogenese und Angiogenese ist zeigt sich daran, dass bei Mausen schon der
Verlust eines VEGF-Allels, aufgrund schwerer Defekte des BlutgefalRsystems, zum friihen

embryonalen Tod (E8.5) flihrt [88-90].

Mitglieder der VEGF- Familie

Die VEGF-Gen-Familie ist eine Gruppe von sezernierten Glykoproteinen, die als
angiogenetische und lymphangiogenetische Wachstumsfaktoren fungieren. Mitglieder der
Familie sind VEGFA (im weiteren als VEGF bezeichnet), VEGFB, VEGFC, VEGFD, sowie die
»placental growth factors“ PLGFI und PLGFIl. Wa&hrend VEGFC und VEGFD die
Lymphangiogenese regulieren [91], nimmt VEGFA eine Schllsselrolle in der Entwicklung des
BlutgefalRsystems ein. Durch alternatives Splicing des VEGFA-Gens, bestehend aus acht Exons
und 7 Introns [92, 93], entstehen vier verschiedene Isoformen. Je nach Anzahl der
Aminosduren heiflen diese VEGF-121, VEGF-165, VEGF-189 und VEGF-206 [92, 93], wobei
VEGF-165 die vorherrschende Isoform ist [94]. Die verschiedenen Isoformen zeigen
unterschiedliches Bindungsverhalten an Heparin und damit an die extrazellulare Matrix (ECM).
Wahrend VEGF-121 kein Heparin bindet und damit frei |6slich ist [95], sind VEGF-189 und
VEGF-206 aufgrund der hohen Affinitdt zu Heparin fest mit der ECM verbunden [96], kbnnen
aber durch Plasmin- getriggerte Spaltung am C-Terminus zu l6slichen, bioaktiven Fragmenten
werden [95]. Allerdings fihrt der Verlust Heparin-Bindungsdomane zu einer verminderten
mitogenen Aktivitdt [97]. Mause, die sogar nur die VEGF-121-Variante exprimieren, sterben
innerhalb kurzer Zeit nach der Geburt [98]. Aus diesem Grund stellt VEGF-165, das in seiner
Affinitat zu Heparin zwischen VEGF-121 und VEGF-189 liegt und daher in |8slicher als auch

gebundener Form vorkommt, die optimale Mischung aus Bioverfligbarkeit und Bioaktivitat dar
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[99-102]. AuRerdem baut sich bei VEGF-165, im Gegensatz zu den anderen Varianten, ein
VEGF- Konzentrationsgradient auf. Die der VEGF- produzierenden Zelle direkt anliegende ECM
weist die hochsten VEGF- Konzentration auf. Da VEGF-165 weniger |6slich ist wie die 121-
Isoform, sind der Diffusion Grenzen gesetzt. Die VEGF-165- Konzentration nimmt daher linear
ab, je weiter man sich von der Zelle entfernt. Dieser VEGF- Gradient wird im weiteren Verlauf

noch eine wichtige Rolle spielen.

Die Rezeptoren von VEGF

Die Rezeptoren der VEGF- Familie (VEGF- Rezeptoren, VEGFR) wurden zuerst auf
Endothelzellen (ECs), spater auf Knochenmarkszellen entdeckt [102]. Es handelt sich um die
Rezeptor- Tyrosin Kinasen (RTKs) VEGFR- 1(,,fms- like- tyrosin- kinase-1, flt-1) [103], VEGFR- 2
(FIk1, ,fetal liver kinase-1)[104] und VEGFR- 3(,fms- like- tyrosin- kinase-4“, flt-4), die nach
Bindung des Liganden dimerisieren, sich transphosphorylieren und so verschiedene
Signalkaskaden in Gang setzen. Zusatzlich wird die Signaltransduktion durch zwei
Korezeptoren, die Neuropiline 1 und 2 (NP1 und NP2), vor allem nach Bindung von VEGF-165
verstarkt [105-108]. Neuropiline sind eigentlich Rezeptoren fir axonale Wachstumsprozesse.
1999 entdeckten Neufeld et al. die angiogenetischen Funktionen, da NP- defiziente Mause
leichte BlutgefalRmissbildungen aufweisen [108, 109]. Die groRten angiogenen, proliferativen,
antiapoptotischen und permeabilitdtsfordernden Stimuli gehen vom VEGFR-2 aus. VEGFR-1,
obwohl phylogenetisch der ,alteste” der drei Rezeptoren, wird in seiner Funktion kontrovers
diskutiert, da er unter gewissen Umstdanden sowohl promitotische [110] als auch
antiangiogene Pathways in Gang setzt. So fordert VEGFR-1 z.B. durch Rekrutierung von
Monozyten die Arteriogenese und Kollateralisierung von Gefaflstenosen bei einem Model fiir
Herzischamie [111, 112]. Eine alternative Splice-Variante des VEGFR-1 wiederum, das |6sliche
sFIt-1, inhibiert die Wirkung von VEGF [113]. FIt17- M3use sterben sogar pripartal [114-116].
Histologisch findet sich bei diesen Mausen eine ausgepragte Proliferation der
Hamangioblasten und Endothelzellen, das Aussprossen der Gefdlle ist durch fehlende
Induktion proteolytischer Enzyme, wie der Metalloproteinase-9, blockiert [117]. Aufgrund
dieser Befunde geht man daher davon aus, dass VEGFR- 1 regulatorische Funktionen hat.
VEGFR- 1 und sFlt-1 sind aufgrund ihrer, im Vergleich zu VEGFR- 2, héheren Affinitdt zu VEGF
kompetitiv wirksame Rezeptoren, die UberschieBRende Angiogenese verhindern und die
Entwicklung des BlutgefdRsystems in geordnete Bahnen lenken [118, 119]. VEGFC und VEGFD

sind Liganden des VEGFR- 3 und vermitteln, wie oben erwdhnt, lymphangiogene Signale.
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Die Vaskulogenese - de novo GefalRbildung

Im drei Wochen alten Embryo fiihren der Fibroblasten- Wachstums- Faktor FGF2 aus den
endodermalen und sekundaren Dottersackzellen , sowie andere Mediatoren wie z.B. der
»Indian-Hedgehog-Faktor” [120], zu Differenzierung von mesodermalen Zellen zu den
Hamangioblasten [121-123] und Transkription von VEGFR-2 [39-41, 44, 124], der zugleich der
spezifischste und friiheste Marker dieser Zellen ist. Die hypoxischen Zellen aus Endoderm und
Mesoderm synthetisieren dank HIF1 nun groRe Mengen an VEGFA [125-127]. Dem Hypoxie-
Gradienten folgt also ein VEGFA- Gradient. Die Interaktion von VEGFA/VEGFR-2 fihrt dann
Uber die Proliferation der Hamangioblasten und Differenzierung zu Angioblasten und
hamatopoetischen Vorlauferzellen zur Bildung der oben erwahnten Blutinseln in Dottersack,
Embryo und Nabelschnur [39-42]. Die Angioblasten wandern entlang des VEGF- Gradienten
der ECM zum Ort ihrer Bestimmung, Differenzieren zu Endothelzellen und Bildung des
primdren embryonalen GefdRRplexus [128-130]. Ohne das VEGFA/VEGFR-2 System wiirden

daher obige Prozesse wegfallen und der Embryo zwischen Tag E8.5 und E9.5 versterben [131].

Angiogenese und GefaRdifferenzierung

Aus dem primaren GefaBplexus sprieRen weitere GefaRe in die Peripherie, insbesondere in das
zentrale Nervensystem, in dem keine Vaskulogenese stattfindet. Diese Vorgange lassen sich in
mehrere, sich wiederholende Schritte aufteilen. Zunachst wird die den Endothelzellen
anliegende ECM durch proteolytische Vorgdnge verdaut. Es folgt die Wanderung der
Endothelzellen(ECs ) entlang des VEGFA Gradienten. Am Zielort angekommen, folgen
Proliferation, dreidimensionale Anordnung mit anschlieBender Bildung eines Lumens,
Differenzierung und Reifung der Endothelzellen [132-134]. Grundsatzlich lassen sich zwei
Moglichkeiten unterscheiden, um die fertigen organspezifischen GefdaBnetzwerke zu bilden
[135]. Einerseits durch ,Zurechtstutzen“(pruning) des ungeordneten primaren Netzwerkes
durch apoptotische Vorgdange an denen VEGFA und Signale aus den umgebenden glatten
Muskelzellen und Perizyten beteiligt zu sein scheinen [136]. So hat die VEGF- Konzentration in
vitro maligeblich Einfluss auf die GefaRdurchmesser aussprossender Gefdlle [137] und die
VEGF-120- defiziente Maus zeigt starke GefaRkaliberschwankungen [138]. Andererseits
entstehen die organspezifischen Netzwerke durch zielgerichtetes Dirigieren der GefaRRe an die
gewinschte Position, wie z.B. im ZNS und in der Retina [139, 140]. Teilweise dhnelt diese
gerichtete Gefalbildung der Entwicklung des Trachealbaumes von Drosophila [141, 142] oder
den Verknipfungen von Neuronen [143]. Bereits 1985 wurde beschrieben, dass die

aussprossenden Endothelzellen ihre Gestalt verdndern und fingerdhnliche Fortsatze,
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Filopodien, ausbilden [144]. Seit 2002 ist dieser Mechanismus naher molekular untersucht
[135, 138, 145]. Innerhalb der Endothelzellen lassen sich verschiedene Populationen
unterscheiden. An der Spitze der Angiogenesefront befinden sich die sogenannten Tip- Zellen,
die unter anderem VEGFR-2 exprimieren. Nach Bindung von VEGFA kommt es zur Ausbildung
der oben erwdhnten dreidimensionalen, fingerdahnlichen Filopodien und Migration entlang des
VEGFA- Gradienten. Den Tip- Zellen folgen die Stalk- Zellen, die VEGFR-2 exprimieren. Anders
als die Tip- Zellen, reagieren diese nach VEGFA Bindung aber nicht mit Migration, sondern mit
Proliferation und Lumenbildung. Sie liefern also das Baumaterial fiir die sich entwickelnden
GefaRverzweigungen. Die auswachsenden Kapillarsprossen anastomosieren und bilden nach
und nach ein dreidimensionales Gefallnetzwerk, in dem nun die Differenzierung in vendse und
arterielle Schenkel und Kapillaren erfolgt [146]. Bereits frihzeitig, noch vor Einsetzen der
Zirkulation, lassen sich arterielles und vendses Endothel anhand molekularer Marker
unterscheiden [51, 52]. Bei diesen Vorgangen hat das durch VEGF induzierte und wahrend der
Evolution hochkonservierte Notch- Signalsystem eine wichtige Funktion. Beim Menschen
finden sich vier Notch- Rezeptoren sowie die 5 Liganden Jagged1, Jagged2 und DII1, DII3 und
DIll4. Im Endothel werden dabei die Rezeptoren Notch 1 und 4 und alle Liganden bis auf DII3
exprimiert, DIl4 nur im arteriellen Endothel [147]. Lange Zeit als wichtiger Regulator von
Zelldifferenzierung bekannt [148, 149], mehrten sich die Hinweise, dass Notch die Angiogenese
beeinflusst. So findet sich bei CADASIL (zerebral autosomal dominante Arteriopathie mit
subkortikalen Infarkten und Leukenzephalopathie ), einer Erkrankung, die schon in jungen
Jahren aufgrund von Mikroangiopathien zu Schlaganfallen fiihrt, eine Mutation im Notch3-
Gen [150, 151]. Ausschaltung von Notch und seinen Liganden in Mausen fiihrt zu schweren
Stérungen der GefalRentwicklung, wobei sich der primare GefalBplexus noch entwickelt, aber
im weiteren Verlauf die Entwicklung groRer und kleiner GefaRe gestort ist [152-154]. Dll4-
defiziente Mdause sind, dhnlich wie bei VEGF, im heterozygoten Zustand nicht lebensfahig [155,
156]. Aufgrund der Beobachtungen, dass Mutationen im Gridlock-Gene, einem Effektor von
Notch, zur Nichtanlage der dorsalen Aorta beim Zebrafisch fiihren [157], geht man jetzt davon
aus, dass durch Notch-Dll4 Interaktionen die Differenzierung zu arteriellen Endothelzellen
induziert und die Arteriogenese reguliert wird [158]. Blockade der Notch- Signaltransduktion
fihrt hingegen zur Differenzierung vendser Endothelzellen [159]. Mittlerweile existieren
zahlreiche andere Molekiile, die asymmetrisch auf arteriellem oder vendsen Endothel zu
finden sind [160]. So wird der Eph-B4- Rezeptor (EphB4), der zur groRen Familie der Eph-

Rezeptor Tyrosin Kinasen gehort, nur auf spateren vendsen GefaRen, sein Ligand, das Ephrin-
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B2, nur auf arteriellem Endothel exprimiert [52, 161-163]. Trotz des unterschiedlichen
Expressionsort scheint die Interaktion von Rezeptor und Ligand von groRRer Bedeutung zu sein.
EphB4- und EphrinB2-defiziente Mause sterben bereits in utero am Tag E9.5 [50, 164]. Das
defekte Netzwerk dhnelt dem der Notch- Mutanten. Die Entwicklung bleibt auf Stufe des
primaren Gefallplexus stehen. Alle GefdRe weisen dhnliche Kaliberstarken auf und es bildet
sich kein hierarchisch organisiertes GefaRsystem, die richtige Positionierung von Arterien und
Venen findet nicht statt [165, 166]. Nach Identifizierung des EphB-EphrinB- Systems wurden
viele weitere Molekiile gefunden, die positionelle Informationen im Gefallsystem vermitteln
[167, 168]. Und wieder zeigen sich die grofen Entwicklungsdhnlichkeiten des neuronalen
Netzwerkes und GefdlRsystems, da viele Systeme, die axonales Wachstum regulieren, auch
Gefalle an die richtige Stelle navigieren. Dazu gehoren insbesondere die sezernierten Klasse-3-
Semaphorine (Sema3A, 3B, 3C, 3F), die endothelial exprimierten Neuropiline und Plexine
binden und repulsive Signale vermitteln [167, 169]. Ebenso wurde die Interaktion von Netrin
mit seinem Rezeptor Unc5B als ein repulsives signaltransduzierendes System identifiziert [168,
170]. SchlieBlich wurden Robo-Slit-Interaktionen in der Kontrolle angiogener, endothelialer

Funktionen beschrieben [169].

1.2.1.3 Das ruhende Gefaf3: Gefafdstabilisierung und Remodelling

Nachdem sich nun ein hierarchisch gegliedertes organspezifisches GefaRsystem mit arteriellem
und vendsem Schenkel sowie Kapillarbett mit direktionalem Blutfluss gebildet hat, beinhaltet
das letzte Stadium der GefaRentwicklung ein Zusammenspiel aus Gefalstabilisierung und
Anpassung an neue aullere Umstdnde, z.B. bei Verletzungen. Dieses Gleichgewicht aus
ruhenden und wachsenden GefdlRen ist streng reguliert. Veranderungen dieser Homoostase
finden sich daher haufig bei verschiedenen Krankheiten, wie Tumoren und den proliferativen
Retinopathien. Das Angiopoietin-Tie-Liganden- Rezeptor- System ist einer dieser Mechanismen
der GefaBhomoostase [171]. Es handelt sich wieder um ein vaskular exprimiertes Tyrosin-
Rezeptor- Kinase- System. Angiopoietin- 1 (Ang-1) und sein Rezeptor Tie2 wirken
antiapoptotisch und gefalistabilisierend [172, 173]. Der gefaRdestabilisierende Gegenspieler
dieser Ang-1-Tie2- Achse ist das Angiopoietin-2 (Ang-2) [146, 174]. Ang-2 kann bei Hypoxie in
Anwesenheit von Wachstumsfaktoren, durch Herunterregulierung des proangiogenen
Interleukins II-12 [175], Angiogenese fordern, aber auch wie z.B. im Falle des Corpus luteum
Gefdllregression bewirken [176]. In einem anderen Mechanismus der Gefaireifung

penetrieren Perizyten und glatte Muskulatur mit ihren Fortsdtzen die Basalmembran der
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Gefale und lagern sich an die GefaBwand an. Durch diese direkten Zellkontakte werden die

GefaRe stabilisiert und das ruhende Endothel kontrolliert [54].

Innerhalb von nur fiinf Wochen hat sich nach einer langen und komplizierten angiogenen
Kaskade dberall im Embryo ,ein ausgereiftes Gefdfsbett mit ruhendem Phénotyp, das seine

vaskuldr homdostatischen Funktionen wahrnehmen kann“ [177], gebildet.
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1.3 Die Entwicklung des retinalen GefaRBnetzwerkes

Im Zentralnervensystem (ZNS) beginnt die GefaBentwicklung verzogert. Da die Retina
entwicklungsgeschichtlich eine Ausstlilpung des Prosencephalons ist, entwickeln sich
dementsprechend, wie im Ubrigen Zentralnervensystem, die GefdlRe der Netzhaut erst ab der
14. Gestationswoche bis zur Geburt. Bei Mausen beginnt die GefdRentwicklung der Netzhaut
sogar erst ab der Geburt, weswegen sich die retinalen Gefdlle der Maus zur Beobachtung
angiogener Vorgange in vivo eignen. Zunachst wird die gefalifreie Netzhaut von der ,Arteria
hyloidea” versorgt. Diese beginnt mit Einsetzen der retinalen Angiogenese zu degenerieren.

Innerhalb von nur drei Wochen bildet sich dann bei der Maus ein dreischichtiger GefaBplexus.

1.3.1 Der Aufbau des Auges

Bevor naher auf die Entwicklung der Netzhautgefdlle eingegangen wird, folgt zunachst zum
besseren Verstandnis der Aufbau des Auges. Auf dem Weg durch das Auge trifft das Licht
zuerst auf die Hornhaut (Cornea), die mit 40 Dioptrien die gréRte Brechkraft des Sehapparates
aufweist. Hoher Wassergehalt und parallele Ausrichtung der Kollagenfasern ermoglichen die
Transparenz der Cornea. Es folgt die vordere Augenkammer, die mit Kammerwasser gefullt ist.
Das Kammerwasser dient aufgrund der hohen Glucose-, Aminosduren- und Vitamin C-
Konzentration der Versorgung von Cornea und Linse (Lens, gr.: phakos), da beide ohne
BlutgefdaRe auskommen missen. Schlielllich wird das Licht noch von der Linse mit 17 Dioptrien

gebrochen. Bei vollstandiger Akkommodation sind sogar knapp 30 Dioptrien moglich.

Den groRten Anteil des Auges nimmt der Glaskorper (Corpus vitreum) ein. Er besteht zu 99%
aus Wasser, das in Kombination mit viel Hyaluronsdure und Proteoglykanen einen hohen
Quelldruck erzeugt und so zur Formstabilitdt des Auges beitragt. Eine periphere Verdichtung
aus Kollagenfasern, die Membrana vitrea, grenzt den Glaskorper von der Basalmembran der
Netzhaut (Retina) ab. In der Netzhaut endet die Reise des Lichts. Erstaunlicherweise ist der
Informationsfluss in der Retina anders, als man es erwarten wirde. Die Lichtsignale miissen
alle Schichten (ca. 200 um) der Netzhaut durchqueren, um an die Photorezeptoren zu
gelangen. Die dort umgewandelten Signale nehmen dann den Weg wieder zuriick Richtung
Glaskorper bis zur Nervenfaserschicht, die als ,Nervus opticus” das Auge Richtung primarer
Sehrinde (Area 17) verlasst. Dort erfolgt die Verarbeitung der einzelnen Photorezeptorsignale
zu einem Gesamtbild. Auch andere Regionen des Gehirns erhalten Efferenzen aus der

Netzhaut, z.B. zur Regulation unseres Tag- Nacht- Rhythmus. Umgeben wird die Netzhaut von
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der blutgefaRreichen Aderhaut (Choroidea) und der Lederhaut (Sklera), einer fibrésen Schicht,

die das Auge in Form halt.

Die ersten Neuronen der Sehbahn sind die Photorezeptoren. Diese unterteilen sich in
Stabchen, zustdndig fiir das Dammerungssehen (skotopisches Sehen), und die Zapfen fir Tag-
und Farbsehen (photopisches Sehen). Das Verhaltnis von Stdbchen zu Zapfen betragt etwa
25:1. Die Verteilung der beiden Rezeptortypen variiert je nach Retinaareal. Die hochste Dichte
der Zapfen herrscht in der Fovea centralis, genauer in der ,Foveola”“. Da hier alle (ibrigen
Schichten der Retina zur Seite verdrangt sind, kann das Licht ungefiltert auf die Zapfen treffen.
Ohne die ,Fovea centralis” konnte der Mensch nicht scharf sehen. Richtung Peripherie der
Netzhaut nimmt die Dichte der Zapfen schnell von 145.000/mm? auf 5000/mm? ab. Die Zahl
der Stibchen hingegen steigt von 0 in der Fovea auf 160.000/mm?. Zapfen und Stibchen sind
nach demselben Prinzip aufgebaut und bestehen aus Aulensegment (Stratum segmentorum
ext.), Innensegment (Stratum segmentorum int.) und Zellkdrper (Stratum granulare int.). Der
entscheidende Schritt des Sehvorgangs findet in den AulRensegmenten statt. Hier ist der
Sehfarbstoff, das Rhodopsin gespeichert. Rhodopsin setzt sich aus 11- cis-Retinal (Vitamin A)
und Opsin, einem an das G- Protein Transducin gekoppelten Rezeptor, zusammen. Einfallendes
Licht wandelt 11- cis-Retinal zu all- trans-Retinal um und aktiviert so das Rhodopsin. Es folgt
die Bindung von Transducin und die a- Untereinheit dieses G- Proteins aktiviert nach Bindung
von GTP eine Phosphodiesterase. Dieses Enzym baut cGMP ab, das nun nicht mehr an
sogenannte zyklisch Nukleotid- gesteuerte Kanale (cyclic nucleotide- gated channels, CNG-
Kanale) bindet. Die Kanéle schlieBen, Natrium kann nicht mehr in die Zelle einstrémen. Die
Zelle hyperpolarisiert (Gleichgewichtspotential von Kalium) und die Transmitterausschiittung
(Glutamat) sistiert. Dies bedeutet zusammengefasst, dass die Photorezeptoren bei Dunkelheit
Glutamat ausschiitten, bei Helligkeit nicht. Die zweiten Neurone der Sehbahn sind die
Bipolarzellen (Stratum nucleare internum), unterteilt in OFF- und ON- Bipolarzellen. OFF-
Bipolarzellen werden durch Glutamat depolarisiert, leiten also das Signal ,,Dunkelheit” an die
3. Neurone, die Ganglienzellen, weiter. Verschwindet durch Lichteinfall Glutamat aus dem
Synapsenspalt, werden die ON- Bipolarzellen aktiviert und vermitteln so das Signal , Helligkeit”
an die dazugehorigen Ganglienzellen. In den inneren und duReren plexiformen Schichten
erfolgen dann noch komplizierte Verschaltungen zum Herausarbeiten dieser Signale, z.B. zur

Kontrastverstarkung.
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All diese Prozesse kdnnten aber nicht ohne das sogenannte retinale Pigmentepithel (RPE)
stattfinden. Es handelt sich um ein einschichtiges, kubisches Epithel, das den Photorezeptoren
anliegt und Teile der AuRensegmente mit Fortsatzen umhillt. Aufgrund seines hohen Gehalts
an Melanosomen erscheint es dunkel. Eine Aufgabe ist der Transport von Glucose, Vitamin A
und anderen Substanzen zwischen Choroidea und Photorezeptoren. Gleichzeitig werden die
duBersten Schichten der AuRensegmente phagozytiert und durch hohe Lichteinstrahlung
reduziertes Retinol wieder zu 11-cis-Retinal oxidiert, also der Sehfarbstoff recycelt. Wie viel
Energie diese Prozesse dabei erfordern, zeigen die , Leistungsdaten” der Netzhaut. Aufgrund
kaum vorhandener Zellteilung phagozytiert jede einzelne Zelle des RPE im Rahmen des
»Retinol-all-trans-Retinal-11-cis- Retinal®- Zyklus taglich, AuBensegmente mit der Masse von
ca. 5-10 Erythrozyten, und das ein Leben lang. Die Aderhaut hat mit 677 ml Blut pro Minute
und 100 g eine so hohe Ruhedurchblutung wie kein anderes Organ. Otto Warburg stellte schon
1928 fest, dass der Sauerstoffverbrauch der Netzhaut fast 50% groRer ist als der von Gehirn
oder Niere [178, 179]. Dadurch werden die AuBensegmente und das RPE
Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt, die sonst nur in groRen Arterien zu finden sind. Diese
verhangnisvolle Mischung aus Licht und Sauerstoff kann zunachst durch die Melanosomen des
RPE abgefangen werden, da diese einen groRen Teil des nicht von den Photorezeptoren
absorbierten Lichts auffangen. Mit zunehmendem Alter des RPE folgt eine Zunahme der
photooxidativen Schaden, wodurch man erklaren kann, dass die proliferativen Retinopathien,
insbesondere die altersbedingten Makuladegeneration, ab einem Alter von 65 Jahren

exponentiell zunehmen.
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1.3.2 Entwicklung der Netzhautgefille —

16 pm

Die  grundlegenden  Mechanismen der
retinalen Gefalbildung unterscheiden sich
nicht von denen in Kapitel 1.2. Da bis jetzt
keine VEGFR2- positiven Angioblasten in der
Netzhaut entdeckt wurden [180-182], geht
man davon aus, dass sowohl oberflachliche, als
auch tiefe GefaBschichten durch
aussprossende Angiogenese entstehen.
Nichtsdestotrotz denken einige Autoren, dass
sich vor allem der innere GefalRplexus durch
Vaskulogenese entwickelt [183-185], die Abb. 1.7 Hypoxie in der Retina: Die Abbildung zeigt

unter Hypoxie leidende Ganglienzellen (rot). Gefarbt

endothelialen Vorlduferzellen nicht gut genug sind HIF1A (rot), GefaRe (Isolectin- B4- FITC, griin) und
DAPI. (MaRstabsbalken, 16 um)

charakterisiert sind [186, 187] und eventuell

zirkulierende Angioblasten [188] die GefalRentwicklung férdern.

Aufgrund der Besonderheit, dass die Retina lange Zeit nicht vaskularisiert ist, reicht ab einer
gewissen Augengrolle die Versorgung durch die Arteria hyaloidea nicht mehr aus [189]. In den
unter Hypoxie leidenden Ganglienzellen wird die HIF1- Kaskade in Gang gesetzt. In der Folge
sezernieren die Ganglien den Platelet-Derived Growth Factor-A (PDGFS). Dieser
Wachstumsfaktor wirkt im Sehnerv als starkes Mitogen auf eine Population von Astrozyten, die
den dazugehorigen Rezeptor PDGFRa exprimieren. Die Zellen beginnen zu proliferieren und in
die Nervenfaserschicht der Netzhaut einzuwandern. Da Astrozyten aber vor den Gefidllen die
Netzhaut bevélkern, leiden sie an der schlechten Sauerstoffversorgung und beginnen VEGFA
auszuschitten [190, 191]. Diese hypoxischen Zellen erkennt man an ihrer spindelzellformigen
Morphologie und an der schwachen GFAP- und Vimentin- Expression [181]. Diese Astrozyten
bevolkern nach und nach die Retina und bilden ein ,,Honigwaben- dhnliches” Netzwerk. Es
entsteht ein VEGF- Gradient, der die Aussprossung der Endothelzellen in die Netzhaut
ermoglicht. Die Bedeutung dieses Gradienten zeigt sich bei der Entwicklung der retinalen
GefalBe besonders gut. Intraokuldre Injektionen von VEGF flihren zur Abnahme des Gradienten
und zur Verlangsamung des GefaRwachstums [135]. Passend zu diesem Befund zeigen die
VEGF-120- Isoform-Mutanten, die aufgrund der hoheren Loslichkeit als VEGF-165 einen
kleineren VEGF- Gradienten haben, ein verlangsamtes Wachstum mit geringerer GefaRdichte,

aber dicken plumpen GefaRRen [135, 138].
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Gefiithrt durch die bereits genannten Tip-Zellen [169, 192], einer Subklasse der Endothelzellen,
nimmt die nachfolgende Endothelzellenfront das ,Maschendrahtzaun- &hnliche” gliale
Netzwerk als Vorlage und wandert entlang der Astrozytenfortsdtze [193, 194]. So bildet sich
bei der Maus innerhalb der ersten Woche der oberflachliche primare GefiRplexus. Die
Endothelzell- Astrozyten- Verbindung ist von so grolRer Bedeutung, dass sich nur dort Gefadlie
befinden, wo Astrozyten sind. Dementsprechend sind weder beim Menschen in der
avaskularen Fovea centralis [195], noch in der avaskuldaren Netzhaut des Possums Astrozyten
vorhanden [140]. Nach Kontakt mit den Endothelzellen beginnen sich die Astrozyten zu
verandern. Sie nehmen die typische sternféormige Morphologie an. Die Expression von GFAP
und Vimentin nehmen zu [196, 197]. Die VEGF- Spiegel sinken und verhindern ein

UberschieRendes Gefalwachstum [198].

Abb. 1.8 Angiogenese in der Netzhaut: Astrozyten bevolkern nach und nach die Retina und bilden ein
,Honigwaben- dhnliches” Netzwerk an dem die Endothelzellen entlang wandern. Bild (a) zeigt das
Astrozytennetzwerk (GFAP, Glial fibrillary acidic protein, rot), Bild (b) eine Tip- Zelle der vaskularen Front (Isolectin-
B4- FITC, griin).

Wahrend innerhalb der ersten Woche der primare Gefallplexus noch Richtung Ora serrata
zieht, beginnen die zentralen Anteile des Netzwerkes bereits zu differenzieren, zu reifen und es
bilden sich die tiefen Schichten der retinalen GefaRe. Stimulus ist, wie beim primaren Plexus,
Sauerstoffmangel der tiefer gelegenen Zellen des Stratum granulare internum. Es bildet sich
ein VEGF- Gradient in vertikaler Richtung [199]. Die GefalRe beginnen nun, von den Venen
ausgehend, die Netzhaut zu penetrieren [139]. Als Leitschiene benutzen sie dazu die Miiller-
Zellen, die hier Funktion der, in den tiefen Schichten fehlenden, Astrozyten libernehmen.

Genau an der oberen und unteren Grenze der inneren nukledren Schicht (Stratum granulare
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internum) beginnen sie in horizontaler Richtung in die Netzhaut zu wachsen, wobei diese
Prozesse sehr schlecht verstanden sind. Verschiedene Rezeptoren scheinen hier von
Bedeutung zu sein. Behandelt man junge Mause mit R-Cadherin Antikérpern wachsen die
GefalRe weiter in die Photorezeptorschicht [145]. Angiopoietin-2 defiziente bilden die tiefen

GefaRschichten erst gar nicht aus [139].

Das gebildete dreidimensionale retinale Gefallnetzwerk ist noch sehr empfindlich. Durch
Hyperoxie und damit verbundene reaktive Sauerstoffspezies, sowie niedrige VEGF- Spiegel
kénnen noch grolRe Anteile der Gefidlle zugrunde gehen [200]. Erst durch die muralen Zellen,
also Perizyten und glatte GefaBmuskulatur, sind die Gefalle vor diesen duleren Einfliissen
geschitzt. Endothelzellen rekrutieren diese Zellen durch Ausschiittung von PDGFB. Gezeigt
werden konnte das daran, dass Hypoxie- induzierte Vaso-Obliterationen nach intraokularer
Gabe von PDGFB zunehmen. Die muralen Zellen binden mit ihrem Rezeptor PDGFR-B das

|6sliche PDGFB und nicht mehr das der Endothelzellen [201].

1.3.2.1 Exkurs: Immunzellen und Angiogenese

Neben den bereits in Kapitel 1.3 beschriebenen Mechanismus der GefalRdifferenzierung, z.B.
durch VEGF und Notch, sind die Einfliisse von Immunzellen auf die GefaRe erwdhnenswert. So
nimmt die Zahl CD18 (B2-Integrin)-positiver zytotoxischer T- Zellen ab Tag 5 in der Netzhaut
stark zu, sowie die Expression von ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1, CD54) auf den
GefaRen [202]. Der grundlegende Mechanismus ist wahrscheinlich der, dass der
Sauerstoffpartialdruck durch das dichte primare Netzwerk zu hoch ist. Hyperoxie fihrt zur
Steigerung der endotheliale Expression von ICAM-1 [203] und Bindung von Leukozyten an
ICAM-1 Uber CD18. Die Interaktion CD18-ICAM-1 fiihren zur Leukozytenaktivierung [204] und
FasL (Fas- Ligand)- vermittelter Apoptose der Endothelzellen. Dadurch nimmt der
GefalRdurchmesser ab, das Gefallnetz wird deutlich feiner und die Gefahr reaktiver
Sauerstoffspezies durch zu viele GefalRe kleiner. Die Blockade von CD18 fiihrt zur Abnahme der
adhdrenten Leukozyten und zur Zunahme der Gefadichte. Der primare Plexus bleibt plump

[202].

Makrophagen gehdren zum ,Monozytdren- Phagozyten- System” (MPS ), einem wichtigen
Bestandteil des angeborenen Immunsystems. Sie phagozytieren mit Hilfe unterschiedlicher
Rezeptoren Fremdkorper, Infektionserreger, geschadigte Zellen und Komponenten der ECM,
konnen aber gleichzeitig Antigene prasentieren und so das adaptive Immunsystem

beeinflussen. Sie entstehen aus CD-34 positiven Vorlauferzellen, die sich im Knochenmark,



22

unter Einfluss der Interleukine IL-1 und IL-3 sowie M-CSF (monocyte colony stimulating factor)
und GM-CSF (granulocyte/monocyte colony stimulating factor), zu Monoblasten,
Promonozyten und schlieflich zu den Monozyten entwickeln [205]. Nach ungefahr 6 Tagen
verlassen sie das Knochenmark, um fiir 12-24 Stunden im Blut zu zirkulieren [206]. Es folgt die
Diapedese ins Gewebe und die Reifung zu interstitiellen Makrophagen. In einigen Organen
finden sich spezialisierte Makrophagen, wie die Kupffer- Zellen der Leber, die
Alveolarmakrophagen, die A- Zellen der Synovialmembran, die Osteoklasten und einige
andere. So lassen sich bereits im Blut, anhand von Oberflaichenmarkern, verschiedene
Subpopulationen unterscheiden [207]. Neben ihrer Rolle als Immunzelle, haben Makrophagen,
durch AnstoBen/Aktivierung der Angiogenesekaskade, eine groRe Bedeutung bei Wundheilung
und Tumoren [208-211]. Gemeinsamer Nenner dieser pathologischen Zustdande ist
Sauerstoffmangel. Dieser fiihrt Uber Hochregulierung von Adhasionsmolekilen und
chemotaktischen Faktoren (CCL2, VEGF lber VEGFR-1) des Endothels und benachbarter Zellen
zur Adhdsion der Monozyten mit anschlieBender transendothelialer Migration [212] und
Anhdufung im hypoxischen Areal [213]. Akkumulation von HIF-1a in den Makrophagen [214]
flhrt Gber HIF- abhangige und unabhangige Wege, z.B. die NFkB- Signalkaskade, zur Adaption
an die Hypoxie und Aktivierung der Makrophagen [215-218]. Dieser ,hypoxische Phanotyp“
[219] exprimiert, neben Enzymen fiir anaeroben Stoffwechsel und Chemokinen, zum Anlocken
weiterer Leukozyten (Monozyten- Trapping) [219], Uber 30 Regulatorgene der Angionese,
zumindest in vitro [213, 219]. Dazu zdhlen unter anderem VEGF und der VEGFR1, der zur
Migration der Monozyten entlang des VEGF- Gradienten fuhrt [212], FGF1 und Tie-2, Rezeptor
des proangiogenen Angiopoietins-2 [175]. Insbesondere die Tie2- exprimierenden
Makrophagen (TEMs) scheinen eine besondere Rolle in der Bildung vaskuldrer Netzwerke

einzunehmen, indem sie die Fusionierung der aussprieRenden Tip- Zellen ermdglichen [220].
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Obwohl diese pro-angiogenen Eigenschaften
der Makrophagen bereits seit den 1970ern
bekannt sind, kam man relativ spat auf die

Idee, dass Mikroglia, die

= Gewebemakrophagen des Gehirns, das
Durch Anderung des

Abb. 1.9 Mikroglia:
Aktivierungszustandes dndert sich die Morphologie  GefiRwachstum im ZNS beeinflussen. Mikroglia
von Mikroglia. (a) zeigt eine parenchymatose,
ruhende Mikroglia- Zelle mit ramifizierter Gestalt, selbst sind eine heterogene Population, die
(b) eine aktivierte Zelle mit amoéboidem Phanotyp
(Isolectin B4- FITC, griin). ungefahr 12% der ZNS- Masse ausmacht [221].

Bereits in der zehnten Gestationswoche, also
noch bevor die Blut- Hirnschranke besteht, wandern die ersten Mikroglia Uber den ziliaren
Rand der Retina in die Netzhaut ein. Sie exprimieren CD45 und MHC-1 und MHC-2 [222] und
werden zu parenchymatdsen Mikroglia, die sich bis zur inneren plexiformen Schicht verteilen
[223] und keinen Bezug zu den spateren Gefdllen haben [224]. Morphologisch erkennt man sie
an ihrer ramifizierten Gestalt, mit kleinem Zellkérper und vielen, langen Fortsatzen [224]. Auch
wenn diese Ublicherweise als ,,Ruhezustand” bezeichnet wird, mit ihren Fortsatzen scannen die
Mikroglia ununterbrochen das umliegende Gewebe [225, 226]. Mikroglia stabilisieren so die

Funktionen des ZNS [225].

In den ersten postnatalen Tagen, kurz bevor die Astrozyten in die Retina migrieren, wandert
eine zweite Welle von Mikroglia Giber den Sehnerven in die Netzhaut und das restliche ZNS ein.
Sie besitzen, im Gegensatz zur ersten Population von Mikroglia, Makrophagen- typische
Antigene (S22 Antigen). Wahrend der GefaBentwicklung strecken sie ihre Fortsdtze den
sprieBenden Gefdllen entgegen [227] und lagern sich an die entstehenden GefdRe an. Sie

werden deshalb perivaskuldre Mikroglia genannt [224].

Neben der Phagozytose von pathogenen Keimen als immunkompetenten Zellen des ZNS,
spielen Mikroglia bei Hypoxie eine wichtige Rolle. So akkumulieren sie beim ischdamischen
Schlaganfall im betroffenen Areal und in der Penumbra, wobei auch Vorlduferzellen aus dem
Blut rekrutiert werden [228]. Sie haben einen neuroprotektiven Effekt auf alle umliegenden
Zellen. So vergroBert sich bei transgenen Mausen, die die Herpex-simplex-Virus Thymidin-
Kinase unter dem CD11b- Promotor, der spezifisch ist fir Mikroglia (und andere myeloische
Zellen) exprimieren, nach Ganciclovir-Gabe das Schlaganfallareal drastisch [229].
Verantwortlich fir den protektiven Effekt sind viele von den Mikroglia ausgeschiitteten

Wachstumsfaktoren. So sezernieren Mikroglia unter Hypoxie neuroprotektive Substanzen wie
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TGF-B-1 (transforming growth factor-1), ein proproliferatives und proangiogenetisches Zytokin
[230],und DGNF (glial cell line-derived neurotrophic factor), das Astrozyten vor dem Untergang
schitzt und protektiv gegen Hirnschwellung wirkt [231]. Andere ausgeschittete Substanzen
sind FGF-2 [232, 233], ein Heparin-bindender Wachstumsfaktor mit vielen, unter anderem pro-
angiogenen, Funktionen [233], und viele andere Substanzen wie Zytokine und

Metalloproteinasen [234, 235].

Lange wurde spekuliert, welche Rolle Mikroglia in der Netzhaut haben. Einige gingen davon
aus, dass Mikroglia die Zellreste, die wahrend der Entwicklung der Retina entstehen,
phagozytieren [236]. Eine Hypothese, die wiederlegt wurde, da retinale Zellen selbst
benachbarte pyknotische Zellen phagozytieren [237]. Aufgrund der oben genannten
Beobachtungen, dass Mikroglia wahrend der GefalRentwicklung im engen Kontakt mit diesen
stehen, mit Makrophagen verwandt und bei Hypoxie wichtig sind, halt man Mikroglia, neben
Astrozyten, mittlerweile fir eine Schliisselzellpopulation der retinalen Angiogenese. Einige
Versuche konnten das bestdtigen. So fiihrt die Depletion von Mikroglia mit Clodronat-
Liposomen zur Abnahme der GefidlRdichte [238]. Bei der Friihgeborenenretinopathie, einer
Krankheit, bei der zentrale retinale GefdaRe zugrunde gehen, fihrt die intravitreale Injektion
von CD11b- und CD44- hochpositiven Zellen, die zu Mikroglia differenzieren, zur schnelleren
Erholung des GefaRnetzwerkes als bei unbehandelten Tieren [239]. Die genauen Mechanismen
sind allerdings noch nicht verstanden. Man geht allerdings davon aus, dass vor allem obige
Wachstumsfaktoren, also z.B. TGF-B-1, zur GefaRentwicklung beitragen. Diese These wird
dadurch unterstiitzt, dass HIF1l-a defiziente Mikroglia das GefdaBnetzwerk bei der
Frihgeborenenretinopathie nicht reparieren kénnen [239], wahrscheinlich aufgrund von

fehlender normalerweise HIF1-a induzierter Expression dieser Wachstumsfaktoren.
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1.4 Angioproliferative Netzhauterkrankungen

Angioproliferative Netzhauterkrankungen stellen die angiogene Kaskade auf den Kopf.
BlutgefaBwachstum ist in erster Linie ein Prozess der Embryonal-, Fetal- und Adoleszenzphase.
Angiogenese ist beim Erwachsenen weitestgehend herunter reguliert und wird durch eine
Vielzahl von Inhibitoren streng kontrolliert [177]. Sie findet physiologisch hauptsachlich noch in
den weiblichen Reproduktionsorganen [240], bei Remodellierungsvorgangen z.B.
Muskelaufbau oder bei der Wundheilung statt. Wichtig ist, dass sich bei all diesen Vorgdngen
pro- angiogene und anti- angiogene Faktoren in Waage halten. Kommt es zum Shift Richtung
pro- angiogenen Faktoren, resultiert das, im Falle der Retinopathien, in schweren
Sehbeeintrachtigungen. Der nachste Abschnitt wird sich mit der Friihgeborenenretinopathie
(Retinopathia praematurorum, Retinopathy Of Prematurity, kurz ROP ) beschéftigen, da es sich
dabei um das Modell fiir unsere nachfolgenden Versuche handelt. Die (ibrigen proliferativen
Netzhauterkrankungen, insbesondere diabetische Retinopathie und Zentralvenenverschluss,
haben aber eine dhnliche Pathophysiologie. Ihnen allen liegt eine retinale Ischamie zugrunde,

auch wenn die Ursachen dafiir unterschiedlicher Natur sind.

1.4.1 Die Friihgeborenenretinopathie (ROP)

Glaubte man noch vor ein paar Jahren, dass Fritlhgeborene unter 350 Gramm Koérpergewicht
nicht lebensfahig seien, wird man heute eines besseren belehrt. Erst 2010 wurde in Gottingen
ein nur 275 Gramm schwerer Junge in der 25. SSW geboren [241], 2007 ein nur 243 Gramm
schweres Méadchen in der 22 SSW in Miami [242]. Limitierender Faktor ist nach wie vor die
Lungenreifung. Vor der 35. Schwangerschaftswoche kann nicht genug Surfactant, das die
Oberflachenspannung der Alveolen verringert, von den Pneumozyten Typ Il gebildet werden.
Durch Lungenreifung mit Cortison und hohen Beatmungsdriicken konnte man dieses Problem
teilweise 16sen, um gleich mit dem nachsten konfrontiert zu werden. Frihgeborene die viel
Sauerstoff ausgesetzt werden, erblinden. Erstmals wurde das Krankheitsbild 1942 von Terry
[243] beschrieben und von diesem aufgrund von Bindegewebebildung zwischen Linse und
Retina als ,retrolentale Fibroplasie” bezeichnet. In den darauffolgenden Jahren wurde dieses
Krankheitsbild zu den haufigsten Ursachen fiir kindliche Erblindung, 50% aller Friihgeborenen
erkrankten an diesem Krankheitsbild.[244]. 1951 konnte dann die Hyperoxie im Inkubator als
wesentliche Ursache festgestellt werden [245]. Da man die Sauerstoffdriicke aber nicht
beliebig herunterfahren kann, da die Babys sonst am Atemnotsyndrom versterben, erkranken
in  Deutschland immer noch 30% aller Frihgeborenen unterhalb der 33.

Schwangerschaftswoche an der Frihgeborenenretinopathie [246].
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1.4.2 Die Pathogenese der Frithgeborenenretinopathie

Da die Entstehung der ROP bei Mausen besser untersucht ist und die Versuche dieser Arbeit an
Mausen stattfinden, wird die Pathogenese der ROP im Folgenden am Mausmodell erldutert.
Zusammenfassend kann man zwei Phasen des Krankheitsbildes unterscheiden. In der ersten,
»Zerstorerischen” Phase werden Mausejungen Hyperoxie ausgesetzt und es kommt zur Vaso-
Obliteration. In der zweiten Phase kommt es zu lberschiefenden GefaRbildungen, wenn die

Mause wieder normalen Sauerstoffdriicken ausgesetzt werden [247].

1.4.2.1 Phase 1: HYPERoxie und Vaso-Obliteration

Ursachen fir das Krankheitsbild sind wenngleich es auch widerspriichlich klingt, HYPERoxie
und HYPOxie. Die Probleme beginnen damit, dass die GefaRe der Netzhaut bei Geburt der
Mause (bzw. Frihgeburt beim Menschen) noch nicht vollstandig entwickelt sind. Die Hypoxie
der noch nicht vaskularisierten Netzhautbereiche ist aber der natirliche Stimulus fir das
geordnete Wachstum (siehe Kapitel 1.3.2), Hyperoxie bringt den natirlichen Verlauf
durcheinander. Setzt man eine Woche alte Mause viel Sauerstoff aus, gehen die zentral
gelegen feinen und unreifen Kapillaren zugrunde. Ursachen sind unter anderem direkte
oxidative Schadigung durch reaktive Sauerstoffspezies [200] und die Herunterregulierung von
VEGF. Hyperoxie simuliert eine vollstandige Vaskularisierung der Netzhaut und fihrt so zur
Einstellung der VEGF- Produktion durch Astrozyten. VEGF wirkt aber als , Uberlebensfaktor”
auf die unreifen Endothelzellen [248]. 2003 konnte Ishida et al. [202] zusatzlich noch den
Einfluss von zytotoxischen T- Zellen auf die Vaso-Obliteration beschreiben. Physiologisch
schiitzen diese Zellen wahrend der normalen Entwicklung durch ,Zurechtstutzen” der GefaRe
vor Sauerstoff (siehe 1.3.2.1). Selbiges passiert auch in der Hyperoxie- Phase. Es konnte
nachgewiesen werden, dass innerhalb von nur sechs Stunden die ICAM-1 Expression auf den
GefaRen und die Anzahl der zytotoxischen T-Zellen drastisch zunimmt und mit ihnen die
Apoptose der Endothelzellen. Die Vaso-Obliterationen sind also Folge eines ungliicklichen

Aufeinandertreffens all dieser Faktoren.

1.4.2.2 Phase 2 und 3: Relative HYPOxie, Neovaskularisationen und

Revaskularisierung

Werden die jungen Mause nach fiinf Tagen wieder in Raumlauft gesetzt, entsteht folgendes
Problem: Die in der Retina residenten Zellen sind durch Hyperoxie bedingte Vaso-Obliteration

und Sistieren des GefdRwachstums plotzlich Sauerstoffmangel ausgesetzt. In der Folge
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produzieren die hypoxischen Astrozyten Unmengen an VEGF, namlich doppelt so viel wie bei
der  physiologischen  Vaskularisierung  [249], mit anschlieRender, chaotischer
Revaskularisierung. Am Ubergang von vaskuldrer und avaskuldrer Retina kommt es zu
UberschiefRendem GefaRwachstum. Es bilden sich sogenannte Tufts aus, GefaRknauel, die in
den Glaskorper hineinragen. Innerhalb von 10-15 Tagen werden diese Tufts wieder abgebaut
und die Netzhaut revaskularisiert, ohne das groRere Folgeschdaden bleiben [247, 250], im

Gegensatz zum Menschen, der daran bleibend erblinden kann.

Die Mechanismen der Neovaskularisationen sind noch nicht vollig klar. Interessanterweise
findet sich im Vergleich zur normalen Vaskularisierung ein Shift hin zur murinen VEGF-164
Isoform. VEGF-164 hat hoheres proinflammatorisches Potential als VEGF-120. Blockade von
VEGF164 fihrt bei beinahe ungestorter physiologischer GefaRbildung zur Abnahme der
Neovaskularisationen [249]. Zusatzlich wird durch Blockade von VEGF-164 die Rekrutierung
Uber VEGFR1 und die Adhasion von Makrophagen an die neuen Gefalle verhindert [249].
Makrophagen scheinen wie bei der regelrechten Angiogenese auch an der ROP beteiligt zu
sein. So geht man geht davon aus, dass Monozyten zum Abbau der Zelldebris wahrend Phase 1
der ROP rekrutiert werden. Von der folgenden Hypoxie liberrascht, beginnen sie dann VEGF-
164 auszuschitten und fordern so die Bildung der Tufts, an denen sie adharieren. Depletion
von Monozyten fihrt im Gegenzug zur Abnahme der Neovaskularisation, bei
unbeeintrachtigter Revaskularisierung [249]. Zytotoxische T- Zellen (CTL) und Mikroglia
nehmen hingegen andere Aufgaben war. So flihren die CTL durch Apoptose zum Abbau der
Tufts, Blockade der CTL durch CD2- Antikorper verschlimmert die Neovaskularisationen. Wie in
Kapitel 1.3.2.1 beschrieben, verhindern Mikroglia in Phase 1 Vaso-Obliteration und fordern die
Revaskularisierung in Phase 2 [238, 239]. Mittlerweile sind viele andere Molekiile bekannt, von
Omega3- Fettsauren bis hin zum Valsartan [251, 252], und monatlich kommen mehr dazu. Und

genau das ist das Ziel dieser Arbeit, ein weiteres Puzzlestiick zu finden und, zu verstehen.
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1.5 CEACAM 1

Bei dem Protein, dessen Einfluss auf die retinale GefalRentwicklung untersucht werden soll,
handelt es sich um das, mit dem CarcinoEmbryonalen-Antigen (CEA) verwandte, Cell-
Adhasions Molekiil 1, kurz CEACAM1. Da es sich um Mitglieder der Immunglobulin-
Superfamilie handelt, setzt sich das nachste Kapitel mit dieser Familie ndher auseinander, um

die Struktur von CEACAM1 besser verstehen zu kdnnen.

1.5.1 Die Immunglobulin-Superfamilie (IgSF)

Grundlage fur die ,kambrische Explosion” (siehe 1.1) war neben dem Sehsinn noch etwas
anderes: Zellerkennung bzw. Zelladhasion. Einzelne spezialisierte Zellen mussten mit Hilfe
eines Oberflichenmolekils andere Zellen erkennen, mit diesen , kommunizieren“ und dann
vielzellige komplexe Zellverbande bilden. Aus diesem ersten Zellerkennungsmolekiil hat sich
dann durch Umordnung der einzelnen Segmente (Rearrangements) im Laufe von hunderten
Millionen Jahren eine ganze Familie von Proteinen mit den unterschiedlichsten Aufgaben
gebildet [253]. Die Familienangehorigen dieser sogenannten Immunglobulin- Superfamilie
erkennen die unterschiedlichsten Strukturen von pathogenen Keimen, wie im Falle der
Immunglobuline, bis hin zu korpereigenen Strukturen, wie im Falle der zahlreichen
Zelladhasionsmolekile (IgCAMs), zu denen CEACAM1 gehdrt. Man darf Zelladhasionsmolekiile
aber nicht als statische Bauteile verstehen. Vielmehr nehmen sie Signale aus der Umgebung
wahr, leiten diese an Zellen weiter, die wiederum in der Lage sind, sich an sich dndernde
duBere Verhéltnisse anzupassen. Zelladhdsion vermittelt so elementare Prozesse (siehe Abb.
1.10) wie Zellproliferation und Apoptose, Zellmigration und Zielsteuerung, sowie
Zelldifferenzierung und Bildung dreidimensionaler, spezialisierter Zellverbdnde [254]. Die
Gemeinsamkeit der Mitglieder der Immunglobulin- Superfamilie ist die Immunglobulin (Ig)-
Einheit. Jede dieser Ig- dhnlichen Domanen ist um die 100 Aminosduren lang und bildet zwei B-
Faltblatter aus antiparallelen B- Strdangen. Stabilisiert wird das ganze durch zentral gelegene
hydrophobe Aminosauren und durch eine Disulfidbriicke [255]. Je nach Anzahl und Anordnung
der B- Strange konnen verschiedene Ig- Domdnen unterschieden werden. Bei den
Immunglobulinen unterscheidet man die variable IgV- Domane aus neun - Strangen, die fir
die Antigenbindung zustdndig ist, und die konstante IgC- Doméane aus 7 B- Strdangen, die die
Folgereaktionen nach Antigenbindung vermittelt, so z.B. Komplementaktivierung. Bei den

nicht- Immunglobulin- Mitgliedern der Superfamilie gibt es verschiedene Domanen. Aufgrund
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ihrer Ahnlichkeit zu den Immunglobulin- Doménen, aber mit anderen Funktionen, werden sie
IgC2-, IgV-like- und Igl- Typ genannt [256]. Man geht davon aus, dass 40% aller zellassoziierten
Molekiile Ig- Doméanen enthalten [257]. Im menschlichen Genom finden sich 765 Proteine mit

Ig- Domanen([258], so auch CEACAM1.
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Abb. 1.10 Wirkung von Zelladhdsionmolekiile: Erst die vielfaltigen Prozesse, die durch Zelladhdsion vermittelt
werden, ermoglichen das Zusammenspiel von Milliarden Zellen in einem Organismus (Abbildung nach [254]).
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1.5.2 Die CEA- Familie

1965 entdeckten Gold und Freedman in Tumorextrakten aus Kolonkarzinomen ein
Glykoprotein, das bis zu diesem Zeitpunkt nur mit Zelladhdsion wahrend der
Embryonalentwicklung in Zusammenhang gebracht worden war [259]. In dem Glauben, dass es
sich bei dem Protein um ein onkofetales Antigen handelt, ein Molekil, das nach der
Embryogenese verschwindet, in Tumoren aber reexprimiert wird, wurde das Protein als
CarcinoEmbryonales Antigen (CEA ) bezeichnet [259, 260]. Mittlerweile weil man aber, dass
CEA auch im normalen gesunden Gewebe gebildet wird und CEA- Serumspiegel bei
nichtneoplastischen Erkrankungen, wie den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen [261]
oder bei Rauchern erhoht sind [262]. Nichtsdestotrotz hat CEA weiterhin eine wichtige
Funktion bei der Verlaufsbeobachtung einiger Tumorarten, vor allem des Kolonkarzinoms
[263].

Aufgrund von Sequenzhomologien und Kreuzreaktivitdt von CEA- Antikérpern mit anderen
Antigenen stellte man fest, dass CEA zu einer ganzen Familie von Glykoproteinen gehort, die
bis jetzt nur in Wirbeltieren nachgewiesen werden konnten [264]. Gen-Familien entstehen
durch Duplikation eines Ausgangsgens mit anschlieRender Modifikation des neuen genetischen
Materials [265]. Die repetitiven Sequenzen der duplizierten Gene erhdhen zusatzlich die
Wahrscheinlichkeit fir Rekombination und Austausch von Genmaterial innerhalb einer
Genfamilie wahrend der Meiose. So kdnnen innerhalb kurzer Zeit Proteine mit dhnlichen
Liganden, aber unterschiedlichen Funktionen entstehen [266]. Als Beispiel sind CEACAM1 und
CEACAM3 zu nennen. Beide Molekiile binden an das Opa- Protein von Gonokokken. Bei
CEACAM1 fihrt die Bindung der Neisserien, Uber Inhibition der B- Lymphozyten, zur
Suppression der adaptiven Immunantwort [267]. Bindung an den Granulozyten- spezifischen
Rezeptor CEACAMS3, dessen zytoplasmatische Domidne, im Gegensatz zu CEACAM],
aktivierende Signale an die Zelle weiterleitet, ermoglicht hingegen die Phagozytose und
Elimination der Bakterien [268, 269].

Genduplikation mit anschlieBender Gendiversifikation und Bildung von Gen- Familien ist also
ein geschickter Schachzug der Evolution um sich ohne groRRe Risiken an die Umwelt, im obigen
Beispiel die Gonokokken- Infektion, anzupassen. Die Duplikation von CEACAM1 und die
Veranderungen der zytoplasmatischen Signalmotive des neuen CEACAM3 ermoglichen die

Abwehr der Gonokokken, ohne die Funktion des Ausganggens (CEACAM1) zu beeintrachtigen.
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Die Bildung von Gen- Familien, von der ABC- Superfamilie bis hin zur Zink- Finger- Homeobox-
Gen Familie, erklart moglicherweise die genomischen Unterschiede unter den Sdugetieren
[265]

Die humane CEA- Familie findet sich in einem Cluster aus 29 Genen (19 Gene in der Maus und
sieben Gene in der Ratte) auf Chromosom 19g13.2 [260] und wird in die Subgruppen der
CEACAMs (CEA-related cell adhesion molecules ) und PSGs (Pregnancy- specific glykoproteins )
unterteilt [264]. Im Menschen finden sich noch 11 Pseudogene [270].

Mittlerweile konnten 20 verschiedene GPI- verankerte (nur bei Primaten und Schweinen
[266]), transmembrandse und sezernierte CEACAMs beschrieben werden [271], darunter zwolf
humane CEACAMs (CEACAM 3-8 exklusiv beim Menschen, CEACAMS5 entspricht CEA) und 15
CEACAMs bei der Maus (CEACAM?2 ist mausspezifisch, CEACAM9-15 und CEACAM17 sind
nagerspezifisch [272]) [271]. Darliber hinaus sind bei Ratten, Primaten und Meerschweinchen
Mitglieder der CEA- Familie bekannt und es ist anzunehmen, dass die Anzahl noch steigen wird
[271, 273, 274]. Alle Mitglieder der CEACAM- Subgruppe gehoéren zur Immunglobulin-
Superfamilie und dhneln sich in ihrem Bauplan. Sie setzen sich aus einer N- terminalen IgV-like-
Domaéne (N- Domane) zusammen, gefolgt von einer variablen Anzahl zweier verschiedener IgC-
2 Domanen (A oder B- Doménen).

Die Mitglieder der CEA- Familie vermitteln durch homo- oder heterophile Interaktionen
Zelladhdsion und nehmen so wichtige physiologische Aufgaben wahr, die am Beispiel von

CEACAML1 naher betrachtet werden sollen.

1.5.3 CEACAM1

1976 konnten Svenberg et al. in Gallengdngen aufgrund der Kreuzreaktivitdit mit CEA-
Antikoérpern ein neues Mitglied der CEA- Familie identifizieren [275, 276], das interzellulare
Adhdsion zwischen Hepatozyten vermittelt [277]. Diese Glykoprotein hat seit seiner
Entdeckung zahlreiche Namen erhalten (BGP, CD66a, NCA 160, C-CAM, H4A, pp120). Seit der
Erneuerung der Nomenklatur der CEA-Familie wird das Protein CEACAM1 genannt [264].
Aufgrund der von Sequenzvergleichen und der Tatsache, dass CEACAM1 in beinahe allen
untersuchten Spezies zu finden ist, nimmt man an, dass CEACAM1 der &lteste Vertreter der
CEA- Familie ist [266, 278]. Wahrend z.B. CEA selektiv auf Epithelien, insbesondere des Kolons,
oder CEACAM3 nur auf humanen Granulozyten exprimiert wird, zeigt CEACAM1 die weiteste
Verbreitung aller CEACAMs [279, 280]. Neben Epithelien des Gastrointestinal- und

Harntraktes, der Prostata, der Cervix und des Endometrium, verschiedener Driisen und
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Plattenepithelien, findet es sich auf Endothelzellen verschiedener Organe. Zusatzlich wird
CEACAM1 auf Immunzellen, wie Mikroglia, Makrophagen, B- und T- Lymphozyten, , Natural

Killer“-Zellen, dendritischen Zellen und Granulozyten, exprimiert [281, 282].

CEACAML1 interagiert mit sich selbst, sprich ein CEACAM1 der einen Zellen bindet das
CEACAML1 einer benachbarten Zelle. Diese Art der homophilen Interaktion wird als Bindung ,,in
trans” bezeichnet. Dariiber hinaus kdnnen CEACAM1- Molekiile einer Zelle untereinander
Verbindungen eingehen, sogenannte laterale oder cis- Bindungen [278]. Dabei scheint ein
flieBendes Gleichgewicht zwischen monomeren, dimeren und heterodimeren Formen zu
bestehen, wobei durch Calmodulin hervorgerufene, hohe intrazelluldre Calciumspiegel zur
Dissoziation der CEACAM-Dimere fihren [278]. Homophile trans- Bindungen hingegen fiihren
gleichzeitig zu einem Anstieg der CEACAM1- Dimere[283]. Zuséatzlich wurden heterophile
Bindungen mit CEACAMS5 und CEACAMG6 beschrieben[280].

Das vollstandige Protein mit einer Lange von 521 Aminosauren (siehe Abb. 1.11) besteht aus
vier extrazellularen Domanen. Die Membran- distal gelegene bzw. N-terminale, ist eine IgV-like
Domane, die innerhalb der CEA- Familie hochkonserviert ist und sowohl fiir die trans-, als auch
die cis- Bindung verantwortlich zu sein scheint [284]. Es folgen drei IgC2- Domanen mit starker

Glykosilierung.

¥ ¥ & &
§ § § § Abb. 1.11 Aufbau und Struktur von CEACAM1 und seinen
P g 3 I Splicevarianten (aus [285])
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Die Glykosilierung kann dabei bis zu 50% des
Molekulargewichts von CEACAM1 ausmachen. Dem
extrazelluldren Anteil schlieRt sich ein
transmembraner und ein zytoplasmatischer Teil an.
Mittlerweile sind zwolf Splice- Varianten des

humanen CEACAM1 bekannt, die sich in Anzahl der

extrazellulare Domanen, Léange des zytoplasmatischen
Schwanzes und Vorhandensein des transmembranen Teil unterscheiden. Das vollstiandige
Protein hat vier extrazellulare Domanen und einen langen zytoplasmatischen Teil und wird
dementsprechend CEACAM1-4L(ong) genannt. Das Gegenstiick dazu ist CEACAM1-4S(hort). Bei
diesen beiden Varianten handelt es sich gleichzeitig um die haufigsten Isoformen. Sie werden
haufig coexprimiert, wobei sich das Verhéltnis der beiden Formen von Zelltyp zu Zelltyp

unterscheiden kann. Gerade die Variationen des intrazelluliren Teiles sind interessant.
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CEACAM1- S besitzt nur einen zehn Aminosauren langen, zytoplasmatischen Anteil, ohne
phosphorylierbare Aminosauren. Allerdings konnen Calmodulin, Tropomyosin und Aktin daran
binden und so das Zytoskelett beeinflussen [286]. Im Gegensatz dazu ist bei der L- Form die
zytoplasmatische Domadne 70 Aminosauren lang und enthadlt mehrere Serin-, Threonin- und
Tyrosinreste. Zwei dieser Tyrosinreste finden sich in zwei 13 Aminosduren langen Sequenzen,
die als ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs ) bezeichnet werden. ITIMs
finden sich intrazelluldren Anteil vieler Rezeptoren des Immunsystems. Nach Bindung des
Liganden, werden die Tyrosinreste der ITIMs durch Src- (engl. Sarcoma) Kinasen phoshoryliert.
Es folgt dann z.B. die Bindung von Phosphatasen SHP1 und SHP2, die mit ihren SH2- (Src
Homology 2) Domédnen phosphorylierte Tyrosinreste erkennen, so aktiviert werden und
inhibitorische Signale, wie verminderten Calcium-Einstrom und Kontrolle des Zellzyklus,
vermitteln. SHP1 und SHP 2 scheinen dabei bevorzugt an in cis dimerisiertes CEACAM1-L zu
binden, wobei diese Bindung wiederum durch homophile trans- Bindung geférdert wird.
Dagegen bindet monomeres CEACAM1- L oder cis-Bindungen von CEACAM1-L und CEACAM1-S
SHPs schlechter [283]. CEACAM1-L interagiert wie CEACAM1-S aullerdem mit Proteinen des
Zytoskeletts, wie Aktin, Paxillin, Tropomyosin , Talin und Filamin A, sowie mit dem Rezeptor
des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF-Rezeptor), dem Insulinrezeptor und Integrin B3 in
einer vom Phosphorylierungsstatus seines zytoplasmatischen Teils abhangigen Weise. Da auf
der Zelle aber zwischen den Isoformen ein stiandiges Gleichgewicht herrscht, ist die
Signallbertragung durch CEACAM1-L nicht einfach aus oder an, sondern kann viel feiner
reguliert werden [283, 284]. Das Vorhandensein von inhibitorischen Motiven in der
zytoplasmatischen Domane und viele Untersuchungen weisen in die Richtung, dass CEACAM1
ein inhibitorisches Molekil ist. CEACAM1- Antikérper bewirken in epithelialen Zelllinien den
Wiedereintritt in den Zellzyklus [287], die Expression von CEACAM1 in NIH3T3 Fibroblasten
hemmt die proliferativen Stimuli von Insulin[288]. Mehrere Studien zeigten einen EinflulS der
Stimulation von CEACAM1 auf die Funktion von T-Zellen, auf deren Oberflache

CEACAML1 aktivierungsabhangig exprimiert wird. Hier bewirkte CEACAM1 die Inhibition

der zytolytischen Funktion von intestinalen intraepithelialen CD8+-T-Zellen [289].
Transfektionsstudien konnten CEACAM1 zudem als Tumorsupressor identifizieren[290], was
die verminderte Expression von CEACAML1 in einigen Tumoren erklart.

In direktem Zusammenhang mit der Zellproliferation steht Zelldifferenzierung. Wenn eine sich
teilende Vorlduferzelle in eine reife funktionale Zelle umgewandelt werden soll, muss dafir

zuerst die Zellteilung eingestellt werden. Deshalb passt die inhibitorische Wirkung des
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CEACAM1 auf die Zellproliferation gut zu dem fordernden Einfluss, den es auf die
Differenzierung verschiedener Zelltypen hat. So konnte eine essentielle Rolle flir CEACAM1 bei
der Differenzierung von MCF10F-Brustdriisen-Epithelzellen gezeigt werden [291]. Diese Zellen
reifen in vitro bei Wachstum in einer dreidimensionalen extrazelluldren Matrix zu tubuldren
Strukturen unter Ausbildung einer apikal-basolateralen Polarisierung. Ein dhnliches System der
Zellpolarisierung stellt die Angiogenese, d.h. die Entstehung von BlutgefaBen aus
Endothelzellen, dar.

Allerdings finden sich auch aktivierende Signale von CEACAML1. So konnte eine Stimulation von
T- Zellen durch CEACAM1- Antikorper hervorgerufen werden [282, 292], auf einigen Tumoren
ist CEACAM1 hochreguliert und unterstitzt die Invasion von Trophoblasten [293] sowie die
Metastasierung beim malignem Melanom [294]. Vermutlich werden die proliferativen Stimuli
durch ein Shift hin zur CEACAM1-S- Isoform ausgel6st, da sich im invasiven Adenokarzinom der
Lunge eine hohere Expression von CEACAM1-S im Vergleich zum gesunden Gewebe findet
[295] und die SHPs schlechter an die ITIMs von CEACAMI1-L binden, wenn diese mit
CEACAM1-S dimerisieren [283].

Zusammenfassend ist CEACAM1 ein multifunktionales Signalmolekil, dass durch Zell-

Zellkontakte viele physiologische Vorgange reguliert [278].

Dazu zdhlen Vaskulogenese [296], Angiogenese [297-299] und Lymphangiogenese [297],
Immunmodulation [300] durch Regulierung von T- Lymphozyten [289], B- Lymphozyten [301],
Monozyten [297], dendritischen Zellen [302] und Granulozyten [303], Apoptose [304],
Epithelzellpolarisierung [291], Regulation des Insulinstoffwechsels und Hemmung der
mitogenen Wirkung von Insulin [305]. Andrerseits ist CEACAM1 Rezeptor fiir verschiedene
Pathogene wie Meningokokken, Gonokokken [306] oder das Maus- Hepatitis- Virus [307].
Fehlregulierung der CEACAM1- Expression wird bei der Tumorentwicklung beobachtet [308].

1.5.4 CEACAM1 und Angiogenese

Grundlage der komplexen Mechanismen der GefaBbildung (siehe 1.2 und 1.3) sind eine
funktionierende Kommunikation der ausspriefenden Endothelzellen untereinander sowie mit
ihrer Umgebung, sodass naheliegt, dass Zelladhasionsmolekiile der CEA- Familie an
Vaskulogenese und Angiogenese beteiligt sein konnten. 1997 stellte man fest, dass Antikdrper
gegen PECAM1 (platelet endothelial cell adhesion molecule, CD31 ) Angiogenese in vitro

hemmen konnen. Das interessante daran ist, dass sich PECAM1 und CEACAM1 von der
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Struktur und Signaltransduktion sehr dhneln [296]. SchliefSlich konnte CEACAM1 histologisch
auf endothelialen Zellen von Maus, Ratte und Mensch, sowie auf neu entstehenden GefaRen
von Wunden und Tumoren nachgewiesen werden [279, 309]. Die ersten ausfihrlichen
Versuche zum angiogenen Potential von CEACAM1 lieferten Ergln et al.[299]. Es wurde
gezeigt, dass die Stimulation von humanen dermalen, mikrovaskuldren Endothelzellen
(HDMEC) mit VEGF zum Anstieg der CEACAMI1- Expression flhrte und Zugabe von
aufgereinigtem CEACAM1 aus Granulozyten einen proliferativen Effekt auf die HDMEC- Zellen
hatte. Zudem wurden die HDMECs zur Migration und Bildung von Endothelréhren (tube
formations) angeregt. Interessant ist, dass der Vorgang der ,Tube-formation“- Bildung in
Anwesenheit von VEGF durch CEACAM1 Antikérper gestoppt werden konnte. Ergilin et al.
bezeichneten deswegen CEACAM1 treffend als einen der ersten Effektoren von VEGF. Die Rolle
von CEACAML1 bei der Lumenbildung konnte an der Brustdriise gezeigt werden. Dort vermittelt
CEACAM1 durch Apoptose und Organisation des Zytoskeletts die Bildung von
Driisenstrukturen, den Azini [310].Die Beobachtungen, dass CEACAM1 sowohl luminal als auch
aluminal exprimiert wird, fiihrten zu der Annahme, dass CEACAM1 aulRerdem den Kontakt zu
extrazellularen Matrix vermittelt. Die Hypothese wird dadurch gestitzt, dass CEA- Antikorper
die Adhasion von Kolorektalen Karzinomen auf einer Kollagen | Matrix verringern. Des
Weiteren scheint CEACAM1 bei der Invasion von Endothelzellen involviert zu sein, da
Throphoblast CEACAM1 exprimiert. Zusammengefasst vermittelt endotheliales CEACAM1 in

vitro alle wichtigen Vorgange der BlutgefafRbildung.

Andrerseits hat epitheliales CEACAM1 einen angiostatischen Effekt. So fiihrt Uberexpression
von CEACAM1 in der Prostatazellinie DU- 145 zur Blockade von Endothelzellproliferation[311].
Gleichzeitig fiihrt epithelialer Verlust von CEACAM1 (ber eine Zunahme von VEGF zur

verstarkten Neovaskularisationen.

All diese Befunde zeigen, dass CEACAMI1, zumindest in vitro, an allen Stufen der
Gefalentwicklung beteiligt ist, von der Angiogenese bis zur Arteriogenese. Zusatzlich kommt
es zur Hochregulierung von CEACAM1 bei Hypoxie und anderen pathologischen Zustanden.
Somit ist CEACAM1 ein potentieller Einflussfaktor auf das Mausmodell der

Friihgeborenenretinopathie, da dort all diese Zustande anzutreffen sind.
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1.6 Zielsetzung

Die Netzhaut der Maus ist ein besonders gutes Modellorgan, um Angiogeneseprozesse und
EinflussgroBen auf diese in vivo zu beobachten. Da CEACAM1 wichtig fir die Angiogenese ist,
sollte daher im ersten Schritt dieser Arbeit untersucht werden, wie sich der Verlust von
CEACAML1 auf die physiologische GefalRentwicklung in der Netzhaut auswirkt. Folgende Fragen

standen dabei im Vordergrund:

1. Fihrt der Verlust von CEACAM1 in Ceacam1”- Méusen zu einer Stérung oder
Verzogerung der physiologischen, retinalen GefaRentwicklung?
2. Unterscheidet sich das retinale GefiRnetzwerk in ausgewachsenen Ceacam1” Miusen

von dem in Kontrolltieren?

Der zweite Schwerpunkt der Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss von CEACAM1 auf das
Modell der Friihgeborenenretinopathie in der Maus. Bei der Friihgeborenenretinopathie
werden durch Hyperoxie und relative Hypoxie apoptotische Vorgange mit GefaBuntergang und
anschlieRenden Neo- und Revaskularisierungsprozessen in Gang gesetzt. Gerade unter diesen
Bedingungen wird CEACAM1 hochreguliert, wodurch sich die Frage stellt, ob ein Verlust von
CEACAMLI in Ceacam1”- Miusen

1. zuvermehrter Vaso-Obliteration,
2. zuvermehrten pathologischen Neovaskularisationen,

3. und zu einer Verlangsamung der Revaskularisierung fiihrt.

Um einen moglichen Erklarungsmechanismus fiir die gefundenen Beobachtungen zu finden,
beschiftigt sich der letzte Abschnitt dieser Arbeit mit den Mikrogliazellen. Neben dem
Endothel sind Mikroglia die einzigen, natiirlicherweise vorkommenden Zellen des ZNS, die
CEACAM1 exprimieren. Zusatzlich wirken Mikroglia protektiv auf das Gefalinetzwerk wahrend
der Frihgeborenenretinopathie, sodass CEACAM1 moglicherweise liber diese Zellen seine
angiogenen Effekte vermittelt. Um diese Moglichkeit ndher zu beleuchten, beschaftigt sich der
letzte Teil dieser Arbeit mit der Frage, ob CEACAM1 die Aktivitdt und Aufgaben von Mikroglia

reguliert.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Laborgerite

Analysewaagen
Mettler 160
MXX612,MXX2001

Agarosegele und Kammern
Cambrex FashGel™ System
Autoklaven

Mikroskope
Mikroskop Leica CTR 5000
Mikroskopkamera DFC 360 Fx
Mikroskopkamera DFC 290
Mikroskop Zeiss Axiovert 135

Mikrotom

PCR- Gerat: MiniCycler TM
pH- Meter

Sterile Werkbank
Sauerstoffsonde ProOX
Sauerstoffkammer A-66274
Zentrifuge Megafugel.0R

Eppendorf Tischzentrifuge

2.1.2 Software
Adobe Photoshop CS3
Fovea Pro
Mikroskopsoftware

LAS AF6000

37

Mettler- Toledo GmbH, GielRen
Denver Instrument GmbH, Gottingen

Cambrex Bio Science Rockland, Inc.

Tecnomara, Fernwald

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
Carl Zeiss Microlmaging GmbH

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
MJ Research

Beckman, Miinchen

Flow Laboratories, Meckenheim
Biospherix Ltd, NY 13083
Biospherix Ltd, NY 13083

Heraeus, Sepatech

Eppendorf, Hamburg

Adobe, San Jose, CA 95110

Reindeer Graphics, Asheville, NC

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH



2.1.3 Verbrauchsmaterialien
Einbettschalen (Tissue Tek Cryomold)
Kanilen

Messer fiir Kryostat

Objekttrager fir IHC (Superfrost)

Polystyrene Multidishes (6-, 24-, 48- Well)

Pipettenspitzen
Reaktionsgefale (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

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

Serologische Pipetten (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)

Sterilfilter (0,22 um)

Zellsiebe (Cell Strainer, 70 um, steril)

Zellsiebe (Pre- Separation Filters, 40 um, steril)

Zentrifugenréhrchen (Falcon, 15 ml, 50 ml)

38

Sakura, Finetek, Zoeterwoude, NL
Braun, Melsungen

Leica, NuRloch

R. Langenbrinck, Teningen

Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold
Sarstedt, Nirnberg

Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

BD, Franklin Lakes, NJ 07417
Schleicher & Schiill, Dassel

BD, Franklin Lakes, NJ 07417
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
BD, Franklin Lakes, NJ 07417

2.1.4 Material fiir molekularbiologische und biochemische Arbeiten

2.1.4.1 Chemikalien

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.

2.1.4.2 Puffer & Losungen

Alle Puffer und Lésungen wurden mit deionisiertem Wasser (dH,0) angesetzt. Fiir das Arbeiten

mit Zellen wurden die Medien und Losungen steril-filtriert (Porengrofie 0,22 um).

10x PBS (Phosphate Buffered Saline)
80 g NaCl

2 g KCl

14,4 g Na:HPOa

2,4 g KH2PO4

11dH20

pH 7,4

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



Pblec- Basis- Puffer
PBS pH 6,8

1 mM CacCl,

1 mM MgCl,

1% Triton X-100

PbLec-Blocking Puffer
Pblec- Basis- Puffer
5% BSA

PbLec- Antikérper- Puffer
Pblec- Basis- Puffer
0,5% BSA

Kryo- Blocking- Puffer
PBS
1% BSA

Kryo- Antikorper- Puffer
0,01% Tween 20

0,1% BSA

1 mM CacCl,

1 mM MgCl,

Zellisolierungspuffer
PBS

0,1% BSA

2 mM EDTA

Trypanblaulésung
0,5 g Trypanblau/100 ml H,0
0,9 g NaCL/ 100 ml H,0
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2.1.5 Antikérper fiir Inmunhistochemie

Primarantikorper | Spezies Verwendung/ Herkunft
Verdiinnung

anti- [BA1 pAK Kaninchen IHC/ 1:100 Proteintech Group

Isolectin GS-1B4 Griffonia simplicifolia | IHC/ 1:500 Invitrogen GmbH

Alexa Fluor- 488

Isolectin GS-1Ba4- Griffonia simplicifolia | IHC/ 1:500 Invitrogen GmbH

Biotin-XX Konjugat

Anti-,Glial Fibrillary | Kaninchen IHC/ 1:100 DAKO

Acidic Protein“ pAK

P1 anti- CEACAM1 Kaninchen IHC/ 1:1000 Dr. Andrea Horst,

pAK UKE, Hamburg

Anti- HIF1a pAK Kaninchen IHC/ 1:500 Abcam

CD11b- Microbeads | Ratte MACS/ 10 ul Miltenyi Biotec

Microbeads pro 10’-

Zellen

Tab. 2-1 Auflistung der verwendeten Primarantikorper bzw. Lektine

Sekundirantikérper | Verwendung/ Herkunft
Verdiinnung

Esel- Anti- IHC/ 1:300 Dianova

Kaninchen-Cy5

Schwein- Anti- ICH/ 1:300 DAKO

Kaninchen Biotin-XX

Konjugat

Streptavidin- Cy3 IHC/ 1:300 Jackson Immuno
Research

Streptavidin- ICH/ 1:300 Mobitec

Alexa488

Tab. 2-2 Auflistung der verwendeten Sekundarantikérper und Nachweisreagenzien
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2.1.6 Mausstimme

C57BL/ 6J=B6.WT Hintergrundstamm der Ceacam1- defizienten

Mause, Kontrolltiere fiir die Versuche.

B6.Ceacam1”” Ceacam1- defiziente Mause durch Deletion der

ersten beiden Exons im Ceacam1 Gen (Leung et

al., 2006)

UBI-GFP/BL6.WT C57BL/6 Mad&use exprimieren GFP unter

Kontrolle des humanen Ubiquitin C Promotor.

(Schaefer et al.[312], 2001)

UBI-GFP/BL6.Ceacam1'/" C57BL/6 Ceacam1- defiziente M&use exprimieren GFP unter
Kontrolle des humanen Ubiquitin C Promotor.

2.2 Methoden

2.2.1 Modell der Friihgeborenenretinopathie

Die Friihgeborenenretinopathie wird in den B6.Ceacam1”- und Kontrollmiusen nach dem

Protokoll von Smith et al. [247] induziert (siehe Abb. 2.1):

1.

Die Sauerstoffsonde (Biospherix Ltd.) wird mit Raumluft (21% Sauerstoff) und mit 75%
Sauerstoff geeicht. Die Sauerstoffsonde reguliert den Zufluss von 100% Sauerstoff und
Raumluft so, dass in der Sauerstoffkammer (Biospherix Ltd.) eine
Sauerstoffanreicherung von 75% erreicht wird.

Der Mausekafig mit den sieben Tage alten Mausejungen und der Mutter wird in die
Sauerstoffbox transferiert.

Die Anzeige der Sauerstoffsonde wird regelmaRig Giberpruft.

Nach fiinf Tagen wird der Zufluss des 100%igen Sauerstoffes gestoppt. Einzelne Ventile
in der Sauerstoffkammer werden gedéffnet und innerhalb einer Stunde sinkt der
Sauerstoffspiegel auf 21%. Danach kdnnen die zwolf Tage alten Mause aus der

Sauerstoffkammer entnommen werden.
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2.2.2 Praparation und immunhistochemische Farbungen der Netzhaute

Je nach Fragestellung werden die retinalen GefaRe am Tag 12, 17 oder 19 analysiert. Da beim
Menschen gezeigt werden konnte, dass Untergewicht ein Risikofaktor fiir eine schwere
Verlaufsform der Frihgeborenenretinopathie ist, wird bei den Ma&usen nach Gewicht
stratifiziert. Fur die Tag 12-, 17-, 19- Analysen werden nur Mduse mit einem Mindestgewicht
von 4,5g, 5,5g und 6 g zugelassen. Mause mit Mikrophthalmus werden aus den Analysen
ausgeschlossen.
Die Mause werden mittels Isofluran betdaubt, dekapitiert und enukliiert. Zur Erleichterung der
Praparation werden die Augen 15 min bei Raumtemperatur in 4% PFA vorfixiert.
Anschliefend werden die Netzhaute vorsichtig unter dem Mikroskop freiprapariert.
Es folgen eine Nachfixierung in 4% PFA bei Raumtemperatur fiir 45 min, sowie eine
Permeabilisierung mit 70% Ethanol fiir 20 min bei -20°C.
Um unspezifische Antikérperbindungen zu verringern, werden die Netzhdute eine Stunde mit
PbLec-Blocking Puffer blockiert. Nach drei Waschschritten mit PbLec-Basis-Puffer werden die
verschiedenen Farbungen durchgefiihrt(modifiziert nach [251]):
1. Die Netzhdute werden mit den Primarantikdrpern in PbLec-AK-Puffer fir zwei Tage bei
4°C inkubiert (Gelabelte Antikorper: FITC-Isolectin B4, 1:100; Biotin- Isolectin B4,
1:100; Ungelabelte Antikorper: Anti-IBA1, 1:100).
2. AnschlieRend folgen drei Waschschritte in PbLec-Basis-Puffer fiir je 30 min.
3. Eintdgige Inkubation der Retinae mit dem Sekundarantikérper in PbLec-AK-Puffer bei
4°C (Esel- Anti- Kaninchen-Cy5, 1:300)
4. Nach drei Waschschritten fir je finf Minuten in PblLec-Basis-Puffer und ddH,0,
werden die Netzhdute, mit den Photorezeptoren nach unten gerichtet, auf

Objekttragern mit Eindeckmedium eingedeckelt.

2.2.2.1 Immunhistochemische Fiarbungen von Gefrierschnitten der Netzhaut

Zur Herstellung von Gefrierschnitten werden zunachst Hornhaut und Linse der Augen entfernt.
AnschlieBend folgt eine 24- stlindige Fixierung in 4% PFA und eine Entwdsserung in einer
aufsteigenden Sucrose- Reihe (5%, 10%, 15%) fiir je einen Tag. Der Augenbecher wird in O.C.T.
eingebettet und in flUssigem Stickstoff schockgefroren. Mit einem Kryostaten werden
Gewebeschnitte von 20 um Dicke hergestellt. Die Gewebeschnitte werden in eine 24- Well-

Platte mit PBS transferiert, um das Einbettmedium zu entfernen. Es folgt eine Inkubation mit
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Kryo- Blocking- Puffer fiir 30 min bei Raumtemperatur. Nach drei Waschschritten mit PBS fiir je

5 min, werden die verschiedenen Farbungen durchgefihrt:

1. Die Netzhautschnitte werden mit dem Primarantikorper in Kryo- Antikérper- Puffer
Uber Nacht bei 4°C inkubiert (Gelabelte Antikorper: FITC-Isolectin B4, 1:100; Biotin-
Isolectin B4, 1:100; Ungelabelte Antikorper: Anti-CEACAM1, 1:1000)

2. AnschlieBend folgen drei Waschschritte in PBS fiir je 30 min.

3. 30 minutige Inkubation der Retinaschnitte mit dem Sekundarantikérper und DAPI in
Kryo- Antikorper- Puffer bei Raumtemperatur (Esel- Anti- Kaninchen-Cy5, 1:300).

4. Nach drei Waschschritten fir je 5 min in PBS und ddH,0, werden die Kryoschnitte auf

Objekttragern mit Eindeckmedium eingedeckelt.

2.2.3 Auswertung der Netzhdute von ROP- Mdusen

Mit 50- facher VergréRerung werden Uberlappende Einzelbilder der gefarbten Netzhaute
abfotografiert und mit der ,,Photomerge”- Funktion von Photoshop CS3 zu einem Gesamtbild
zusammengefligt. Fokussiert wird dabei die ,Lamina interna retinae“, um die prelaminaren
Neovaskularisationen (Tufts) von dem darunter liegenden Netzwerk unterscheiden zu kénnen.
Dies stellt einen wichtigen Schritt dar, um die Neovaskularisationen in der folgenden
Auswertung besser quantifizieren zu kénnen. Die Bilder wurden nachtraglich nicht manipuliert,
weder Hintergrund noch Intensitdt und Farbkurven wurden bearbeitet. Die Quantifizierung
orientiert sich an dem Paper von Connor et al. [313] und erfolgen mit der
Bildbearbeitungssoftware Photoshop CS3. Zunachst wird mit der ,,Magic- Wand“- Funktion die
gesamte Retina markiert und die Flache mit dem ,Measurement”- Werkzeug von Photoshop
ausgemessen. Mit dem ,polygonalem Lasso“- Werkzeug werden dann die Grenzen der Vaso-
Obliteration abgefahren und damit die Bereiche des GefdRunterganges markiert. Die
Quantifizierung der Flache erfolgt wieder mit der ,Measurement”- Funktion. Nach derselben
Methode werden die Tufts vermessen. Aufgrund der Fokussierung der ,Lamina interna
retinae” bei der Bildaufnahme, lassen sich die Neovaskularisationen, durch die hohere
Intensitdt der Fluoreszenz, gut vom darunter liegenden GefdaBnetzwerk unterscheiden. Sie
werden wie die Vaso-Obliterationen mit dem ,polygonalem Lasso“- Werkzeug markiert und

mit der ,,Measurement”- Funktion vermessen.
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2.2.4 Auswertung der physiologischen Gefiafdreifung

Als Indikator flr die physiologische GefalRreifung wird der Anteil des primitiven GefaBplexus
am Gefilgesamtnetzwerk an Tag 12 vermessen. Zu diesem Zeitpunkt haben die Gefille
bereits die Peripherie erreicht. Zentral beginnen Differenzierungs- und Reifungsvorgange der
Gefdlle. Am duReren Rand kann am Tag 12 immer noch einen kleinen Bereich des primaren
Gefdllplexus erkennen. Dieser unterscheidet sich durch seine dicken, plumpen GefdRe vom
reifen Netzwerk und beschrankt sich nur auf die Ganglienzellschicht. Der priméare Plexus ldsst

sich somit leicht mit dem ,,polygonalem Lasso“- Werkzeug markieren und vermessen.

Die Auswertung der GefaRdichte bei ausgewachsenen Mausen geschieht mittels eines
konfokalen Mikroskops. Aus den vier Quadranten der retinalen Flatmounts wird je ein Bild der
oberflachlichen, intermedidren und tiefen GefaRschicht geschossen. In Photoshop erfolgt die
Umwandlung in Schwarz-Weil8 Bilder und mit Invert Funktion stellen sich die Gefidlle als
schwarz da. Das Photoshop- Plugin Fovea Pro (Reeindeer Graphics) wandelt die GefaRe in 1
Pixel groRe Striche um und kann dann das Gefdllnetzwerk vermessen. Die GefaRdichte

errechnet sich als Lange des GefalRnetzwerkes pro Quadratmillimeter.

2.2.5 Isolierung und intravitreale Injektion CD11b- positiver Zellen

Die Zellisolierung wird nach Ritter et al. [239] und dem MACS™- Protokoll der Firma Miltenyi
Biotec GmbH durchgefihrt.

1. Im ersten Schritt werden Oberschenkelknochen von UBI-GFP/BL6 transgenen Mausen
freiprapariert, die proximalen und distalen Enden der Femores mit dem Skalpell
entfernt.

2. Der so eroffnete Markraum wird mit kaltem, steril- filtrierten Zellisolierungspuffer
mittels Spritze und 22Gauge-Nadel durchgespiilt, um die Zellen zu sammeln.

3. Die Zellen je Femur werden in 12 ml Zellisolierungspuffer aufgenommen und die
Zellsuspension durch einen ,MACS™ PRE-Separation” Filter gegossen.

4. Bei4°C werden die Zellen in der Zentrifuge bei 1200 rpm abzentrifugiert.

5. Das Zellpellet wird in 450 ul Zellisolierungspuffer resuspendiert.

6. Zugabe von anti- CD11b Beads (75 pl/Femur) und Inkubation bei 4°C fur 30 min.
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7. Nach Ablauf der 30 min werden die Zellen wieder abzentrifugiert und einmalig mit
kaltem Zellisolierungspuffer gewaschen, abzentrifugiert und das Zellpellet in 3 ml
Zellisolierungspuffer resuspendiert.

8. Die MACS™ LS- Siulen werden einmalig mit kaltem Zellisolierungspuffer gespilt und
im Anschluss mit der Zellsuspension beladen.

9. Dreimaliges Waschen der Saule mit je 3 ml Zellisolierungspuffer.

10. Die MACS™LS- Saulen werden vom Magneten genommen, auf ein 15 ml Falcon gesetzt
und die Zellen mit 5 ml Zellisolierungspuffer eluiert.

11. AnschlieBend erfolgen die Zellzidhlung und die Aliquotierung auf 500.000 Zellen
CD11b- positiver Zellen pro ul Zellisolierungspuffer.

Intravitreale Injektion: Vorsichtig wird der noch geschlossene Augenlidspalt von
prahypoxischen P5-6 Mausejungen geodffnet, um den Augenbulbus freizulegen. Zuvor wurden
die Méausejungen mit Isofluran betdubt. In ein Auge werden 800.000 CD11b positive Zellen aus
B6.WT in 2 pl Zellisolierungspuffer injiziert, in das kontralaterale Auge Zellen aus B6.Ceacam1””
- Mausen. Als Kontrolle werden in einige Augen Zellisolierungspuffer ohne Zellen injiziert, oder

gar keine Zellen, um den natirlichen Verlauf der Friihgeborenenretinopathie zu beobachten.

2.2.6 Zellzidhlung und Vitalitadtstest mit Trypanblau

Die Anzahl lebender Zellen wurde mit dem Trypanausschlusstest bestimmt. Der Test beruht
darauf, dass tote Zellen durch Anderung der Membrandurchlissigkeit Trypanblau aufnehmen,
wahrenddessen lebende Zellen den Farbstoff aus dem Zellinneren ausschlieRen.

Zellsuspensionen wurden mit Trypanblau 1:10 verdiinnt und in einer Neubauer Zdahlkammer

(Tiefe 100 um) ausgezahilt.

2.2.7 Statistik
Die statistischen Auswertungen erfolgten mit dem Programm SPSS 15.0, die Visualisierung mit
GraphPad Prism 5.0. Zur Berechnung der Signifikanzen wurden ungepaarte Student’s t-tests

durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

Der Ergebnisteil gliedert sich in vier Abschnitte. In Kapitel 3.1 wird der Einfluss von CEACAM1
auf die physiologische Entwicklung der Netzhautgefalle beschrieben. Das nachfolgende Kapitel
3.2 beschéftigt sich damit, welche Folgen der Verlust von CEACAM1 auf die einzelnen
Abschnitte der Frihgeborenenretinopathie (Vaso-Obliteration, Neovaskularisation und
Revaskularisierung) bei der Maus hat. Das letzte Kapitel 3.3 zeigt, dass die CEACAM1- positiven
Mikroglia mogliche Effektorzellen der Revaskularisierung sind und dass die Injektion von

CD11b- positiven Vorlauferzellen eine zukiinftige therapeutische Option sein kdnnte.

3.1 Einfluss von CEACAM1 auf die physiologische Entwicklung der
Netzhautgefifde

Der erste Arbeitsschritt des Projektes bestand darin zu evaluieren, ob die physiologische
Entwicklung der retinalen GefdRe durch das Fehlen von CEACAM1 beeintrachtigt ist, als
Grundlage fir die Interpretation nachfolgender Versuche. Dazu wurde das retinale
GefiBnetzwerk zwischen B6.WT- und B6.Ceacam1”’- Miusen unter Normoxie
immunbhistologisch nach Isolectin B4- Farbungen analysiert. Gewahlt wurden 7- und 12 Tage,

sowie 12- Wochen alte Tiere, um alle Phasen der GefalRentwicklung abzubilden.

Zur Beurteilung der Entwicklung des primadren GefdRplexus und der arterio-vendsen
Differenzierung des Plexus erfolgten Bestimmung der GefaRdichte und Durchmesser von
Arterien und Venen an Tag 7 postpartal (Abb. 3.1). In diesem Stadium der GefalRentwicklung

konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen festgestellt werden.

So betrug die GefaRdichte 95.58 um/mm? +£15.21 um/mm? bei den B6.WT- Mausen und 95.67
um/mm? +6.94 um/mm? bei den B6.Ceacam1” -Tieren (Abb. 3.1 A,B). Ebenso fanden sich
keine Hinweise auf eine Stérung der arterio-vendsen Differenzierung des Gefdlplexus bei
dhnlichen GefaRdurchmessern zwischen den Genotypen (Abb. 3.1 C,D; Arteriendurchmesser:
5.87um=0.91ym bei den B6.WT- und 5.55umz0.7um B6.Ceacam1”-Miusen;
Venendurchmesser: 10.01umz1.01um bei den B6.WT- und 9.70umz1.46um B6.Ceacam1” -
Mausen, nicht signifikant). Als indirekter Marker der proliferativen Kapazitdt der retinalen
Endothelzellen erfolgte zusatzlich eine Langenbestimmung der aussprieBenden Tip-Zellen.
Kongruent zu obigen Befunden zeigten sich auch hier keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Mauslinien (Abb. 3.1 E,F; 31.30um#5.88um bei den B6.WT- und
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30.60pum=5.22um BG.Ceacaml'/'—Méusen, nicht signifikant, B6.WT: n=5, B6.Ceacam1”": n=10,

gilt auch fur obige Analysen).
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Abb. 3.1 Primdrer retinaler GefdRplexus an Tag 7: Es zeigten sich keine Unterschiede in der physiologischen
GefaBentwicklung zwischen den Genotypen an Tag 7. Retinale ,,Flat-Mounts” wurden mit Isolectin B4 (griin,
B,D,F) gefarbt und die GefaRdichte (A,B), der Durchmesser von Arterien und Venen (C,D), sowie die Lange der
aussprieBenden Tip-Zellen analysiert. Jedes Quadrat repradsentiert einen retinalen Flat-Mount (A), oder ein GefaR
(C,E). Abgebildet sind Mittelwerte +SEM, MaRstabsbalken: 50um in (B), 20um in (D,F).

Zusatzlich erfolgte als Indikator fiir den Reifezustand der GefdRe eine Farbung der Perizyten
mit dem Marker ,Nerval/Glial antigen 2 (NG2)“ . Durch Bildung der Basalmembran stabilisieren
Perizyten GefaRe, sodass ein mangelnder Perizytenbesatz zu einer erhéhten Vulnerabilitat
durch Hypoxie fiihren wiirde. An Tag 7 zeigten sich keine Unterschiede zwischen den beiden
Genotypen (Abb. 3.2).
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Isolectin

Abb. 3.2 Darstellung der Perizyten im primaren retinalen Gefaplexus am Tag 7: Es zeigten sich keine
Unterschiede im Perizytenbesatz zwischen den Genotypen (B6.WT: A, B6.Ceacam1”": B) am Tag 7. Retinale ,Flat-
Mounts” wurden mit Isolectin B4 (griin) und NG2 (rot) gefarbt. MaRstabsbalken: 25um in (B).

Es folgten Analysen der GefaRreifung an 12 Tage alten Tieren, wobei sich auch hier keine
Unterschiede zwischen den Mauslinien zeigten (Abb. 3.3). In diesem Stadium sollten die
Gefale groRtenteils die Peripherie der Netzhaut erreicht haben, was auch fiir beide
Genotypen zutraf. Es fanden sich keine retinalen Bereiche mit fehlender Vaskularisierung (Abb.
3.3. A,B). Durch Remodelingvorgange am primaren GefdBplexus sollte sich an Tag 12
grofitenteils ein mehrschichtiges, feines Gefallnetzwerk gebildet haben. Stérungen dieser
Reifungsvorgdnge wiirden in einem groReren Anteil an primarem GefaRplexus resultieren. Die
mikroskopische Beurteilung der mit Isolectin B4-FITC gefarbten Netzhaute erbrachte auch hier
keinen Unterschied in der physiologischen retinalen GefaRentwicklung zwischen B6.WT- und
B6.Ceacam1”- Miusen (Abb. 3.3). Bei beiden Mauslinien fanden die Reifungsvorginge im
gleichen Umfang statt. Bei den B6.WT bestanden nur noch 5.56% + 0.59% GefaRnetzwerkes
aus priméaren oberflachlichen Plexus, bei den B6.Ceacam1”’” 6.50% + 0.76%, wobei dieser

geringe Unterschied von 0.94% nicht signifikant war (Abb. 3.3 A-C).

Um spatere Storungen der Gefdllentwicklung auszuschlieBen, wurde zusatzlich die
GefaRdichte (GefaRstrecke in Millimetern pro Quadratmillimeter) bei ausgewachsenen drei
Monate alten Mausen analysiert. Stérungen kdnnen sich sowohl in einer Abnahme als auch in
einer Zunahme der GefalRdichte wiederspiegeln. Es wurde die Gefalldichte fir alle drei
GefaRschichten der Netzhaut von B6.WT- und B6.Ceacam1” - Tieren gemessen. Es zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede in der GefdaRdichte sowohl im oberflachlichen, intermediaren
und tiefen GefaRplexus (Abb. 3.3. D-F). Das oberflachliche Netzwerk ergab bei B6.WT eine
Dichte von 24.34 mm/mm? + 1.65 mm/mm?, bei B6.Ceacam1”” von 22.38 mm/mm? + 1.96

mm/mm? (P=0,48; nicht signifikanter Unterschied). Die dichtere intermediare Schicht hatte bei
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den B6.WT eine Lange von 32.21 mm/mm? + 2.87mm/mm?, bei den B6.Ceacam1” - Tieren von
32.07 mm/mm? = 2.01 mm/mm? (P=0,97; nicht signifikanter Unterschied). Auch die tiefe
Gefallschicht zeigte keine signifkanten Unterschiede zwischen B6.WT- und B6.Ceacam1” -
Mé&usen (P=0,89). Sie ergab bei B6.WT eine Dichte von 40,62 mm/mm? + 2.99 mm/mm?, bei

B6.Ceacam1”” von 41.21 mm/mm? £ 1.28 mm/mm?.

Physiologische retinale Vaskularisierung, P12
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Abb. 3.3 Retinale GefdBe nach 12 Tagen (A-C) und 12 Wochen (D-F): Verlust von CEACAM1 bei B6.Ceacam1”-
Mausen fiihrt zu keiner Verzogerung der physiologischen, retinalen GefaRentwicklung. Die NetzhautgefdRe von
zwolf Tage alten, unbehandelten B6.WT- (A) und BG.Ceacaml'/'-(B) Mausen wurde mit Isolectin B4-CY3 gefarbt
(rot). Bei beiden Mauslinien ist die gesamte Retina von GefdRen bedeckt (A,B). Die Reste des primaren,
oberflachlichen GefaRplexus wurden mit Photoshop hervorgehoben (gelb) und die Flache ausgemessen). In (C)
sind die gemessen Flachen des primdren Plexus von B6.WT- und B6.Ceacam1”- Mausen gegenibergestellt.
Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM, MaRstabsbalken 1mm; P12-B6.WT, n=12 ; P12-BG.Ceacam1’/’, n=11.

(D-F) Bei ausgewachsenen Ceacami- defizienten Mausen findet sich im Vergleich zum B6.WT keine Anderung im
ausgereiften GefaRnetzwerk (D-F). Die NetzhautgefaBRe von drei Monate alten, unbehandelten, B6.WT- (D,E) und
B6.Ceacam1” - Miusen wurden mit Isolectin BA4-FITC gefarbt. Mit einem konfokalem Mikroskop wurde die
einzelnen GefaRschichten abfotografiert und die GefaRdichte der einzelnen Schichten mit Photoshop ausgemessen
(Methode, siehe 2.3) und in (F) gegenlbergestellt. Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM, MalRstabsbalken 20um;
B6.WT, n=5; BG.Ceacaml'/', n=5; nicht signifikant(n.s.).
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3.2 Einfluss von CEACAM1 auf die Friihgeborenenretinopathie der Maus

Im nachsten Schritt wurde immunhistochemisch nachgewiesen, dass die GefalRe der Netzhaut
CEACAM1 exprimieren. Vor allem die Neovaskularisationen, die wahrend der ROP entstehen
und in den Glaskorper hineinragen, zeigten eine starke Expression von CEACAM1, wahrend

altere und groRRere Gefalle CEACAM1 nur schwach exprimierten (Abb. 3.4).

B6.WT/CEACAM1 B6.Ceacam1”
CETYY

B6.WT

Abb. 3.4 CEACAM1- Expression in der Netzhaut: Die neu gebildeten GefaRe wahrend der
Frihgeborenenretinopathie exprimieren CEACAM1. Abgebildet sind immunistochemische Farbungen von
Paraffinschnitten aus 17 Tagen alten B6.WT (A,C) und B6.Ceacam1”- Miusen (B). (Bild (A), Farbung nach APAAP-
Methode mit ungelabelten CEACAM1- Primarantikérper, CEACAML1 stellt sich dunkelrot dar; Bild (C), Farbung mit
direkt gelabelten CEACAM1-FITC- Antikorper (griin), Gefale wurden mit Isolectin B4-Cy gefarbt (rot), DAPI (blau);
als Negativkontrolle wurden Schnitte von B6.Ceacam1” - Netzhiuten gefarbt. Diese Tufts sind negativ fir CCACAM1
(B). MaRstabsbalken 20um.
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3.2.1 Einfluss von CEACAM1 auf die Vaso-Obliteration in Phase 1 der ROP
Wahrend es viele Daten (iber die Regulation der Angiogenese und GefaRdifferenzierung durch
CEACAM1- Expression in verschiedenen Tumor-, Wundheilungs- und Atherosklerosemodellen
gibt, wurde bisher nicht der Einfluss von CEACAM1 auf Endothelzellen unter Hyperoxie
untersucht, die in der ersten Phase des ROP-Modells zu einem Untergang zentral gelegener
Anteile des GefalRnetzwerkes fiihrt. Diese Vaso-Obliteration, sowie GefaRremodeling und
Neovaskularisationen wurden an den Zeitpunkten P8, P12, P17 und P19 zwischen den
Genotypen analysiert. Bereits 24h Hyperoxie fiihrten in den B6.Ceacam1”- Mausen zu einem
leicht erhohtem, aber signifikanten GefaRuntergang verglichen mit den B6.WT- Tieren (Abb.
3.5). So waren bei den B6.WT- Tieren (Abb. 3.5 A,C; n=6) 30.01% * 1.01% der vorhanden
GefiRe obliteriert, bei den B6.Ceacam1”- Miusen (n=6) hingegen 32.83% + 0.7165% (Abb. 3.5
B,C; P=0.047).
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Abb. 3.5 Vaso-Obliteration nach 24h Hyperoxie: Bei den B6.Ceacam1”” (B,C) obliterieren nach 24h bereits mehr
Gefdle als bei den B6.WT - Tieren (A,C). Abgebildet sind die Netzhdute von acht Tage alten Mausen nach 24h
Hyperoxie. Die GefdRe wurden mit Isolectin B4- FITC (grin) dargestellt. Die Vaso-Obliteration wurden mit
Photoshop hervorgehoben (gelb) (A/B), quantifiziert und sind in (C) gegeniibergestellt. Abgebildet sind die
Mittelwerte + SEM; MaRstabsbalken, 1mm).
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Die erhohte Empfindlichkeit CEACAM1- negativer Gefalle gegenliber Hyperoxie bedingter

Schadigung setzte sich auch in nachfolgenden Untersuchungszeitpunkten fort.

An Tag 12, nach 5 Tagen Hyperoxie, zeigten B6.Ceacam1”- Miusen signifikant groReren
GefaRuntergang als die B6.WT (P<0.0001) Tiere (Abb. 3.6). Bei den B6.Ceacam1”"- Tieren
(n=15) wurden durchschnittlich 31.56% + 1.48% der vorhandenen GefaRe abgebaut, bei den
B6.WT- Tieren (n=11) nur 22.10% * 1.38%.

Zusatzlich zeigte sich, dass die Gefdlreifung bei den B6.WT- Mausen wahrend der flinftagigen
Hyperoxie signifikant schneller voranschritt als bei den CEACAM1- negativen Tieren, bei denen
es zu einem Arrest der Gefallweiterentwicklung zu kommen schien (Abb. 3.7). Nach 5 Tagen
Hyperoxie hatte der primare Gefallplexus bei den B6.WT nur einen Anteil von 6.72% + 1.0% am
GesamtgefalRnetzwerk. Das ist ein dhnlicher Wert wie bei den B6.WT, die keinem Sauerstoff
ausgesetzt waren (Abb. 3.3 A-C, unbehandelte B6.WT, 5.56% * 0.60%, n=12). Bei den
B6.Ceacam1”- Mausen fand sich mit 16.18% + 1.25% ein signifikant groRerer Anteil an
unreifem GefiRnetzwerk als bei den B6.WT- und B6.Ceacam1”- Tieren (Abb. 3.3 A-C,
unbehandelte BG.Ceacaml'/', 6.50% * 0.76%, n=11; P<0,0001).
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Vaso-Obliteration P12
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Abb. 3.6 Vaso-Obliteration P12: Bei den B6.Ceacam1”” (C/D) obliterieren mehr GefiRe als bei den B6.WT (A/B).
Abgebildet sind die Netzhdute von zwolf Tage alten Mausen nach Hyperoxie. Die GefaRe wurden mit Isolectin B4-
FITC (gruin) dargestellt. Die Vaso- Obliteration wurde mit Photoshop hervorgehoben (gelb) (B/D), quantifiziert und
sind in (E) gegeniubergestellt. Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM, MaRstabsbalken, 1 mm.
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Residueller primérer GefaBplexus P12
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Abb. 3.7 GefaRreife nach fiinf Tagen Hyperoxie: Bei B6.Ceacam1” - Mausen kommt es wihrend der Hyperoxie zu
einem Arrest der GefdRreifung. Bei den B6.Ceacam1”” finden sich mehr unreife GefiRe als bei den B6.WT.
Abgebildet sind die Netzhiute von zwélf Tage alten B6.WT (A/B)und B6.Ceacam1” - Miusen (C/D). Die GefiRe
wurden mit Isolectin B4- FITC gefarbt (grin). Das unreife, oberflachliche Netzwerk (primérer, eindimensionaler
GefaBplexus) wurde mit Photoshop markiert (gelb) (A/B) und quantifiziert. Die Ergebnisse sind in (E)
gegenlbergestellt. Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM, MaRstabsbalken, 1 mm.
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3.2.2 Einfluss von CEACAM1 auf die Neovaskularisation und
Revaskularisation in Phase 2 und 3 der ROP

Fir die Analyse der proliferativen Phasen der ROP wurden Tag 17 und 19 ausgewdhlt. Am Tag

17 finden sich die meisten Neovaskularisationen. Nach Tag 17 nehmen Neovaskularisation ab,

weswegen man besonders an Tag 19 das Ausmal’ Revaskularisierung beurteilen kann.

Am Tag 17 nehmen die avaskuldren Bereiche 12.48% + 1.04% der Netzhaut bei den B6.WT
(n=8) und 18.37% + 0.775% bei den B6.Ceacam1”"- Tieren (n=14) ein. Wie an Tag 12 ist dieser
Unterschied der Vaso-Obliteration signifikant (P<0,0001). Ahnliches gilt fir die
Neovaskularisationen. Die ,Tuft- Formationen“ nehmen bei den B6.WT 3.26% + 0.44% der

Netzhaut, bei den B6.Ceacam1” 5.86% + 0.30% ein (P<0,0001).

Diesen Unterschied holen die B6. Ceacam1”- Tiere bis Tag 19 nicht mehr auf. Es findet sich
erneut ein signifikanter Unterschied bei Vaso-Obliteration und Neovaskularisationen
(P<0,0001) bei den beiden Mauslinien. Bei den B6.WT (n=11) sind noch 6.58% * 0.70% der
GefalRe obliteriert, bei den B6.Ceacam1” - Tieren (n=14) 15.97% + 1.02%. In den Glaskorper
hineinragende GefdaRe machen bei den B6.WT noch 1.98% + 0.28%, bei den und B6.Ceacam1” -
Tieren noch 5.10% + 0.42% aus.

Um zu klaren, ob sich die Unterschiede in der Vaso-Obliteration an den Tagen 17 und 19 durch
den groRRen Unterschied an Tag 12 erkldren lassen, oder ob zusatzlich die Revaskularisierung
beeintrachtigt ist, wurde berechnet, wie schnell die avaskuldren Bereiche vaskularisiert
wurden. Bei den zwolf Tage alten B6.WT waren im Durchschnitt 73,68% der Netzhaut von
GefaBen bedeckt. Bis Tag 19 nahm der vaskularisierte Bereich um 19,73% zu. Bei den
B6.Ceacam1”- Tieren wurden im selben Zeitraum nur 15,59% der obliterierten Bereiche
wieder mit Gefdllen versorgt, was auf eine Verzégerung der Revaskularisierung schlieBen lasst.
Zusatzlich scheint der Abbau der Tufts verzogert zu sein. Bei den B6.WT werden von Tag 17 bis

19 1,28%, bei den B6. Ceacam1”"- Tieren nur 0,76% der Tufts abgebaut.

Verzogerte Revaskularisierung lasst sich durch eine Fehlfunktion beim AussprieRen aus
bestehenden GefalRen erklaren. Um zu kldren, ob dies bei den B6.Ceacam1” der Fall ist,
wurden die Tip- Zellen histologisch untersucht. Dabei fand sich mit 15.65 um + 1.14 um bei den
B6.WT und 16.06 um * 1.67 um bei B6.Ceacam1”- Tieren kein Unterschied in der Linge der
Tip- Zellen. Allerdings zeigen sich bei den B6.Ceacam1” -Tieren haufiger rarefizierte Tip- Zellen,

ohne die charakteristischen, langen ,Faden”.
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Vaso- Obliteration und Neovaskularisierung P17
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Abb. 3.8 Verlust von CEACAM1 in B6.Ceacam1” - Méusen fiihrt zu einer Zunahme von Vaso-Obliterationen und
Neovaskularisation am Tag 17: Netzhaute von B6.Wt- (n=8) (a,c) und B6.Ceacam1” -Mzusen (n=16) (b,d) wurden
am Tag 17, nach funf Tagen Hyperoxie zwischen P7 und P12, untersucht. Die NetzhautgefalRe wurden mit Isolectin-
B4- FITC (grun) gefarbt. Zur Quantifizierung wurden Vaso-Obliteration (gelb) und Neovaskularisation (rot) mit
Photoshop CS3 hervorgehoben (c,d) und vermessen. Vaso-Obliteration (e) und Neovaskularisationen (f) von B6.WT-

und B6. Ceacam1”"- Mausen wurden miteinander verglichen. Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM. *** P<0,001
(MaRstabsbalken, 1 mm).
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Abb. 3.9 Verlust von CEACAM1 in B6.Ceacam1” - Miusen fiihrt zu einer Zunahme von Vaso-Obliterationen und

Neovaskularisation am Tag 19: Netzhaute von B6.Wt- (n=11) (a,c) und B6.Ceacam1” -Miusen (n=14) (b,d) wurden
am Tag 19, nach fiinf Tagen Hyperoxie zwischen P7 und P12, untersucht. Die NetzhautgefdRe wurden mit Isolectin-
B4- FITC (griun) gefarbt. Zur Quantifizierung wurden Vaso-Obliteration (gelb) und Neovaskularisation (rot) mit
Photoshop CS3 hervorgehoben (c,d) und vermessen. Vaso-Obliteration (e) und Neovaskularisationen (f) von B6.WT-
und B6. Ceacam1” - Tieren wurden miteinander verglichen. Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM, *** P<0,001,
MaRstabsbalken, 1 mm.
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Abb. 3.10 Verlust von CEACAM1 in B6.Ceacam1” - Miusen fiihrt zu einer Verzogerung der Revaskularisation und
verlangsamten Abbau von Neovaskularisationen: (A/B) zeigen die Zunahme der vaskularisierten, retinalen
Bereiche von Tag 12 bis Tag 19 fur B6.WT (karierte Saulen) und B6.Ceacam1” - Miuse (schraffierte Saulen).
Innerhalb dieser sieben Tage werden bei den B6.WT 19,7%, bei den B6.Ceacam1” - Tieren nur 15,6% der
obliterierten Bereiche revaskularisiert (B). Zugleich werden von Tag 17-19 bei den B6.Ceacam1” - Mause nur 0,76%
der Neovaskularisationen abgebaut, bei den B6.WT 1,27% (C/D). Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM.
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Abb. 3.11 Die Tip- Zellen in B6.Ceacam1” - Mausen: Wihrend sich kein Unterschied in der Lange der Tip- Zellen
zwischen B6.WT- (n=50) (A/C)und B6.Ceacam1” - Miusen (n=50) (B/C) zeigt, finden bei den B6. Ceacam1”"- Tieren
rarefizierte Tip- Zellen, jedoch ohne signifikanten Unterschied der Lange der fadenartigen Fortsatze (C). Die Tip-
Zellen wurden mittels Isolectin-B4-FITC (griin gefirbt). Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM, MaRstabsbalken
Sum.

3.3 Aktivierungszustand von Mikroglia wihrend der ROP
Neben Endothelzellen sind Mikroglia die einzigen residenten Zellen des ZNS, die CEACAM1

exprimieren. Dies, und die Tatsache, dass Mikroglia eine wichtige Rolle bei der Pathogenese
der ROP spielen [314], fihrten zur histologischen Untersuchung dieser Zellen. Es zeigte sich,
dass Mikroglia in B6.Ceacam1”- Mausen ramifizierter sind als in den Kontrolltieren, was fur
eine verminderte Aktivierung dieser Zellen spricht. Um das zu bestatigen, wurden die Zellen
mit Ibal geférbt. Ibal ist ein intrazelluldres Protein und wird bei der Aktivierung von Mikroglia
hochreguliert. Ibal greift Uber die Organisation des Zytoskeletts in Migrations- und
Phagozytosevorgdnge dieser Zellen ein [315, 316]. Fehlen von lbal fihrt dabei in vitro zu

verminderter Phagozytose und Plastizitdt der Zellen [315, 316]. Mikroglia aus B6.Ceacam1”-
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Mausen zeigen eine geringere Expression von Ibal. Allerdings muss man diese Ergebnisse mit
der Einschrankung beobachten, dass nicht Einzelzellen sondern die gesamte, 100 um dicke

Retina gefarbt wurde.

[JB6.Ceacam T

Abb. 3.12 Verlust von CEACAML1 in B6.Ceacam1”- Miusen fiihrt zu verminderter Aktivierung von Mikroglia-
Zellen: Netzhdute von B6.Wt- (a,c,e) und B6.Ceacam1” -Miusen (b,d,f) wurden am Tag 17, nach funf Tagen
Hyperoxie zwischen P7 und P12, untersucht. Mikroglia aus B6.Ceacam1”-Mausen zeigen eine ramifizierte, ruhende
Morphologie (b,d) mit geringer Ibal- Expression (e), Mikroglia aus B6.WT eine amdboide, aktivierte Morphologie
(a,c) mit hoherer Ibal- Expression. Die retinalen Mikroglia wurden mit Isolectin- B4- FITC (grin) (a-d) und Ibal (rot)
(e,f) dargestellt.
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3.4 Intravitreale Injektion von CD11b- positiven Knochenmarkzellen
(BMDCs)

Morphologie und Ibal- Expression lassen vermuten, dass CEACAM1 Mikroglia reguliert und
aktiviert. Wéahrend der Friihgeborenenretinopathie werden CD11b*-Knochenmarkszellen
(CD11b*- BMDCs) in die ischdmischen Areale rekrutiert [314, 317]. Es konnte gezeigt werden,
dass diese Zellen zu Mikroglia differenzieren und die Wiederherstellung des GefaBnetzwerkes
nach ROP beschleunigen [188, 239, 314, 318]. Da CD11b’- Zellen CEACAM1 exprimieren wurde
Uberpriift, ob die Funktion dieser Zellen beeintrachtigt ist und so das unterschiedliche
Revaskularisierungsverhalten der beiden Mauslinien erklart werden kann. Um die
physiologische Rekrutierung von CD11b*- BMDCs aus dem Knochenmark zu simulieren,
wurden diese Zellen aus Femores von UBI-GFP/B6.WT- und UBI-GFP/ B6.Ceacaml1” - Maiusen
isoliert und intraokuldr appliziert. CD11b’- BMDCs aus den Kontrolltieren integrieren in die
Netzhaut und differenzieren dort zu Mikroglia, sammeln sich gehaduft in ischdmischen Gebieten
und assoziieren mit dem sich entwickelten GefiBnetzwerk. Bei CD11b’- BMDCs aus
B6.Ceacam1”- Miusen konnte in finf unabhangigen Versuchen keiner dieser Prozesse
beobachtet werden. Stattdessen bleiben die Zellen auf der inneren retinalen Grenzmembran

liegen und gehen zugrunde (siehe Abb. 3.13, Abb. 3., Abb. 3.15).

Leider konnte bis jetzt nicht gezeigt werden, ob sich dieses unterschiedliche Verhalten der
CD11b*- BMDCs letztendlich auf die Revaskularisierung auswirkt. Durch die kleine Verletzung
bei Injektion der Zellen werden so viele angiostatische Faktoren ausgeschiittet, dass nicht
beurteilt werden kann, ob CD11b"- BMDCs oder die Injektion selbst zur Revaskularisierung

beitragen (siehe Abb. 3.16 ).

Doch auch wenn der Nachweis noch nicht erbracht wurde, dass CEACAM1*-CD11b*- BMDCs
aus den Kontrolltieren die Reparaturvorginge der GefiRe im Vergleich zu den B6.Ceacam1” -
Mausen beschleunigen, ist aufgrund des unterschiedlichen Verhaltens dieser Zellen nach
intraokularer Injektion davon auszugehen, dass CEACAML1 fiir eine geordnete Funktion dieser

Zellen notwendig ist.
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Abb. 3.13 Verlust von CEACAM1 in B6.Ceacam1”- Miusen fiihrt zu verminderter Rekrutierung von CD11b"-
BMDCs in _ischdamische Areale nach intravitrealer Injektion dieser Zellen: Netzhiute von B6.Wt- (a,c,e) und
B6.Ceacam1” -Miusen (b,d,f) wurden am Tag 17, nach intravitrealer Injektion von CD11b+- BMDCs am Tag 6,
untersucht. Die Netzhaute wurden mit Isolectin-Cy3 (a,b) und lbal (c,d) gefarbt. Die transplantierten Zellen
exprimieren GFP (e,f). (a,c,e) zeigen, dass CD11b’- BMDCs aus Kontrolltieren sich in Bereichen der Vaso-Obliteration
sammeln (e) und verstarkt lbal exprimieren (c). All diese Beobachtungen finden sich nicht bei den B6.Ceacam1”-
Mausen.
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Abb. 3.14 Verlust von CEACAM1 in CD11b*- BMDCs aus B6.Ceacam1”- Miusen fiihrt zu einem verminderten
Migrations-, Invasions- und Differenzierungspotential dieser Zellen: Netzhaute von B6.Wt- (a,c,e) und
B6.Ceacam1” -Miusen (b,d,f) wurden am Tag 17, nach intravitrealer Injektion von CD11b*- BMDCs am Tag 6,
untersucht. Die Netzhdute wurden mit Isolectin-Cy3 (a,b) und lbal (c,d) gefarbt. Die transplantierten Zellen
exprimieren GFP (e,f). (a,c,e) zeigen, dass CD11b*- BMDCs aus Kontrolltieren sich in die Netzhaut integrieren und zu
Ibal- exprimierenden Mikroglia werden (c,e). CD11b*- BMDCs aus B6.Ceacam1”"- Mausen hingegen bleiben auf der
inneren, retinalen Grenzmembran liegen und gehen zugrunde (b,d,f).
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Abb. 3.15 CD11b'- BMDCs aus B6.WT- Maiusen adhirieren an sich entwickelnde GefiBe und vermitteln so
eventuell das angiogene Potential von CEACAM1: Netzhdute von B6.Wt- (a-d) wurden am Tag 17, nach
intravitrealer Injektion von CD11b*- BMDCs am Tag 6, untersucht. Die Netzhiute wurden mit Isolectin-Cy3 und Ibal-
Cy5 (Isolectin Cy3: rot; Ibal-Cy5:gelb) gefarbt. Die transplantierten Zellen exprimieren GFP (griin). Transplantierte,
GFP-, Ibal- und Isolectin- positive, zu Mikroglia differenzierte CD11b*- BMDCs sind blau (Overlay) abgebildet,
Gefale rot. Es zeigte sich eine enge Verbindung dieser Zellen zu den GefaRen (a,b). Teilweise Uberbriicken sie sogar
aufeinander zuwachsende Tip- Zellen (c,d), und ermoglichen so die Revaskularisierung.

Abb. 3.16 Die intravitreale Injektion hat einen groBen Einfluss auf die GefaRentwicklung wahrend der ROP:
Netzhdute von B6.WT- (a,b) wurden am Tag 17, nach intravitrealer Injektion von PBS am Tag 6, untersucht. Die
Netzhdute wurden mit Isolectin-Cy3 (a,b) gefarbt. Obwohl in beide Augen PBS injiziert wurde ist die linke Retina (a)

vollkommen vaskularisiert, die rechte (b) hingegen kaum. Anzahl der Injektionsversuche und GréRe der Verletzung
fiihren zu einem Ausschiitten von angiostatischen Faktoren. Die Effekte der CD11b*- BMDCs werden so verschleiert.
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Zusammenfassung der Ergebnisse

Folgende Ergebnisse lassen sich zusammenfassen:

1.

CEACAM1- defiziente Mause zeigten eine ungestorte physiologische Entwicklung des
retinalen GefdlRnetzwerkes.

Retinale GefdlRRe und retinale Neovaskularisationen exprimierten CEACAM1 in der
Maus

Der Verlust von CEACAM1 fiihrte zu einer erhohten Empfindlichkeit gegeniber
Sauerstoff- induzierten Schaden mit vermehrten Vaso-Obliterationen und
verminderter GefalRreifung und GefaRdifferenzierung in der hyperoxischen Phase der
ROP. Bereits 24h nach Hyperoxie fanden sich geringe, signifikante Unterschiede
zwischen den Genotypen, weitere 5 Tage Hyperoxie flihrten zu einer Zunahme der
Vaso-Obliterationen zu Ungunsten der CEACAM1- defizienten Mause.

Die Vaso-Obliterationen persistierten in den CEACAM1- defizienten Mausen langer mit
Zunahme der pathologischen retinalen Neovaskularisationen.

Zusatzlich zeigte sich eine effizientere Revaskularisation und schnellerer Abbau der
Neovaskularisationen in den Wildtyp Mausen, wobei CEACAM1- positive Mikroglia
mogliche Effektorzellen der Revaskularisierung sind. Transplantationen dieser Zellen in
die Netzhaut konnten diesen Effekt jedoch aufgrund hoher Variabilitdt nicht
bestatigen.

Es zeigte sich keine quantitative Beeintrachtigung der Tip- Zellen.
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4 Diskussion

Unkontrolliertes Uberschiefendes Wachstum von BlutgefaRen ist die haufigste Ursache fir
Neuerblindungen in den Industrieldndern. Bisherige Therapien gegen vasoproliferative
Retinopathien beinhalten Laser-Koagulation der Neovaskularisationen und die Applikation von
Antikérpern gegen VEGF. Regelmidfige Anwendungen dieser Therapien im 2-11
Wochenrhythmus sind notwendig fiir einen stabilen Therapieeffekt [319, 320], kdnnen aber
durch Nebenwirkungen, wie lokalen Entziindungsreaktionen und Fibroblastenproliferation, die
Grunderkrankung verschlechtern [320]. Da VEGF- Antikorper zudem die extrazellulare Matrix
nicht zerstoren, bleiben , GefaRschablonen” (Schlauche aus extrazelluldrer Matrix, vorwiegend
Kollagen) wahrend dieser Therapien bestehen, die nach Absetzen eine nicht gewollte
Revaskularisation schnell erméglichen [321]. Neue und weitere supportive Therapien gegen

proliferative Netzhauterkrankungen wéaren deshalb wiinschenswert.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Zelladhasionsmolekiils CEACAM1 auf die
Frihgeborenenretinopathie (ROP) bei der Maus untersucht und als mogliches neues
therapeutisches Target diskutiert. Die ROP steht dabei beispielhaft fir viele vasoproliferative
Augenkrankheiten. Bei der ROP kommt es zunachst durch Hyperoxie zum GefalBuntergang und
zweiten Schritt durch relative Hypoxie zu Neovaskularisationen. Im Folgenden werden die
Ergebnisse der einzelnen Phasen der Friihgeborenretinopathie erlautert und mogliche
Wirkmechanismen von CEACAM1, welche die unterschiedlichen Krankheitsverlaufe zwischen

B6.WT- und Ceacam1”- Miusen erkliren konnen, diskutiert.

4.1 CEACAMI1 hat keine Einfluss auf die physiologische Gefifdentwicklung
der Netzhaut

Trotz der Beobachtungen, dass CEACAML1 alle Stadien der Angiogenese, von Proliferation Gber
Migration von Endothelzellen bis hin zur Lumenbildung, in vitro auslost, zeigen gesunde
CEACAM1-defiziente Mause keine vaskuldren Auffélligkeiten [298, 322]. Auch in den
Versuchen dieser Arbeit zeigt sich keine Storung der physiologischen Gefallentwicklung in der
Netzhaut. Sowohl wahrend der Entwicklung als auch im ausgereiften retinalen GefaBnetzwerk
finden sich keine Unterschiede zwischen B6.WT und Ceacam1”- Mausen. Eine wahrscheinliche
Erklarung fir diesen Befund ist, dass der Verlust von CEACAM1 durch Molekiile mit dhnlicher

Struktur kompensiert wird. Ein moglicher Kandidat fir dieses Molekil- Mimikry ist PECAM1
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(CD31). Ahnlich wie CEACAM1 besitzt PECAM1 zytoplasmatische phosphorylierbare ITIM-
Domanen, rekrutiert SHP-2 [323, 324] und fihrt zur Proliferation von Endothelzellen [325].
Wahrend so die physiologische GefaRentwicklung bei CEACAMI1- defizienten Mausen
unbeeintrachtigt ist, kann der Verlust CEACAM1 bei hypoxischen und inflammatorischen
Bedingungen, wie sie bei der ROP vorherrschen, nicht mehr kompensiert werden. Erst unter
diesen Bedingungen zeigen die CEACAM1- defizienten Mausen einen Phanotypen, der im

Folgendem naher erlautert wird.

4.2 CEACAM1 schiitzt vor oxidativem Stress

Viele Organismen haben ein zwiegespaltenes Verhaltnis zu Sauerstoff. Ohne ihn ware ein
Leben nicht moglich, andererseits ist Sauerstoff giftig. Sauerstofftoxikosen, Vergiftungen mit
Sauerstoff, sind lebensbedrohlich. Schadigungen der Lunge (Lorrain-Smith-Effekt) und
zentralnervose Symptome (Paul-Bert-Effekt) mit Krampfanféllen sind die Folge. Dies hat dazu
geflhrt, dass hyperbare Beatmungen mit reinem Sauerstoff wesentlich restriktiver eingesetzt
werden als noch vor einigen Jahrzehnten. Verantwortlich fiir Schaden sind, unter anderem,
reaktive Sauerstoffspezies, die als Nebenprodukte bei einigen Stoffwechselvorgéangen, z.B. der
Atmungskette, gebildet werden. Bei einigen Krankheitsbildern ldsst sich aber Beatmung mit
hohen Sauerstoffpartialdriicken nicht vermeiden, ein Beispiel dafiir sind Friihgeborene mit
unreifen Lungen. Beatmung mit 100% Sauerstoff flihrt zu einem Anstieg des geldsten
Sauerstoffs von 0,3 ml auf 1,8 ml O, /100 ml Blut. Der nicht an Hamoglobin gebundene
Sauerstoff kann so in Bereiche vordringen, die fir Blutzellen nicht zuganglich sind, unter
anderem in nicht vaskularisierte Netzhautareale von Friihgeborenen mit anschlieRendem
Untergang von GefaRen. Ursachen fiir die Vaso-Obliteration sind abnehmende Spiegel von
VEGF, welche aber essentiell fir die Angiogenese und das Endothelzelliiberleben sind.
Zusatzlich fuhren freie Sauerstoffradikale durch oxidative Schadigung zu Apoptose, sowie
durch Desorganisation des Zytoskeletts zu verringerter Endothelzellmigration und

Zellzyklusarrest mit der Folge verminderter Zellproliferation [326].

Diese Arbeit konnte zeigen, dass CEACAM1 bereits friihzeitig im Krankheitsverlauf der ROP
Sauerstoff-induzierten GefalRuntergang verringert, das GefaBnetzwerk stabilisiert und vor
oxidativem Stress zu schiitzen scheint. Interessanterweise reagieren Zellen auf Hyperoxie mit
der Heraufregulation von CEACAM1 [327]. Durch diese vermehrte Prdsentation von
homophilen CEACAM1- Bindungspartnern, werden eventuell die durch CEACAM1 vermittelten

Prozesse potenziert und die schadlichen Einflisse von Sauerstoff auf die Gefille
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abgeschwacht. Vor allem die CEACAM1- Isoform mit dem langen zytoplasmatischen Anteil ist
in der Lage die Aktivierung des Enzyms ,endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase” (eNOS) zu
reduzieren. Dieses Enzym produziert als reaktive Sauerstoffspezies Stickstoffmonoxid (NO )
und Superoxide. Beauchemin et al. konnten in B6.Ceacam1”- Tieren erhohte eNOS- Aktivitit
und damit schidigende NO- und Superoxidspiegel beschreiben [328]. Uberexpression von
eNOS in der Frihgeborenenretinopathie fiihrt zu einer Verschlechterung des Krankheitsbildes
und Zunahme der Vaso- Obliterationen [329]. Vermutlich fihrt daher die erhohte eNOS
Aktivitat in den CEACAM1- defizienten Méausen zu einer erhdohten Suszeptibilitdt der GefalRe
gegenliber Hyperoxie mit vermehrten Zelluntergang und Vaso- Obliterationen im Rahmen der

ROP.

Neben diesem Mechanismus konnten Kilic et al. in HDMEC- Zellen zeigen, dass CEACAM1 auf
Endothelzellen als autokriner Wachstumsfaktor wirkt [330]. CEACAM1 fuhrt in Endothelzellen
zur Ausbildung eines angiogenen Phadnotyps, wie z.B. der Ausbildung gefaRahnlicher
Strukturen in vitro. GefaRwachstumsfordernde Substanzen wie VEGF, VEGFR2, ILS8,
Angiopoietin2 und Tie2 werden hoch-, angiostatische Substanzen herunterreguliert.
Insbesondere VEGF und Interleukin-8 fiihren so, Uber Hochregulierung von Bcl-2, zum
verlangerten Uberleben von Endothelzellen [101]. Die Annahme, dass CEACAM1 zu einem
autokrinen ,,VEGF- Loop” fiihrt [330] und deswegen wahrend der Hyperoxie in den Ceacam1”-
Tieren geringere Spiegel an Wachstumsfaktoren herrschen, kénnte erklaren, warum es bei den
Ceacam1”- Tieren zum Arrest der GefaRentwicklung kommt. Geringere Konzentration an VEGF
bedeutet, dass der primare Gefallplexus durch Hyperoxie nicht reifen und sich so kein

dreidimensionales Netzwerk ausbilden kann, wahrend das bei den B6.WT Md&usen der Fall ist.

Eine weitere Erklarung fiir den Wirkmechanismus liefert die Beobachtung, dass vor allem das
unreife Kapillarbett von Vaso-Obliterationen betroffen ist, groRere ruhende Arteriolen und
Venolen hingegen nicht. Dieser Ruhe- bzw. Reifezustand von GefdaRen zeichnet sich neben
Einstellung der Proliferation und Zunahme der Dichtigkeit durch Bildung einer Basalmembran
und Rekrutierung von Perizyten aus. Diese muralen Zellen sind von groRer Bedeutung fir die
retinale Gefallentwicklung, denn hier ist die Dichte der Perizyten am hochsten [331]. Der
Besatz der GefdaRe mit Perizyten findet zeitversetzt statt. Am Tag 2 p.p. sind nur die grolRen
Arteriolen von Perizyten bedeckt und erst nach drei Wochen p.p. ist der Perizytenbesatz des
GefaBnetzwerkes komplett. Funktion dieser zeitverzogerten Rekrutierung ist die Er6ffnung

eines , Plastizitdts- Fensters”, in dem Angiogenese- und Remodelingvorgange stattfinden und
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sich so das dreidimensionale retinale GefaBnetzwerk entwickelt. Der endgiiltige
Perizytenbesatz nach drei Wochen stabilisiert das Netzwerk und weitere Umbauvorgange sind
nicht mehr moglich [201]. Geringere Anzahl oder Abnahme von Perizyten fiihren so, lber
Wiedereroffnung oder Verldngerungen dieses ,Plastizitats- Fensters”, zur strukturellen
Destabilisierung des Endothels. Verlust der Perizyten nach der vollstandigen Entwicklung der
Gefdlle ist daher pathologisch und das erste Zeichen der diabetischen Retinopathie [332].
Dieser ,,Perizyten- Drop- Out” duBert sich, genau wie bei der Frihgeborenenretinopathie, im
Verschluss von Kapillaren, Bildung von Mikroaneurysmen und retinalen Blutungen [333].
Mittlerweile konnte fiir die Frihgeborenenretinopathie gezeigt werden, dass Abnahme des
Verhaltnisses Perizyten- Endothelzellen mit Destabilisierung des GefdlRnetzwerkes,
vermehrtem GefalBuntergang und Neovaskularisationen verbunden ist [201, 334]. Ursachen
sind moglicherweise, dass sich durch Verlust der Perizyten der Phanotyp bzw. die Funktion der
Endothelzellen dndert. So inhibieren Perizyten durch TGFB endotheliale Proliferation [335],
weniger Perizyten fiihren daher zu vermehrten Neovaskularisationen wahrend der
Friihgeborenenretinopathie [336]. Glukoseaufnahme in der Netzhaut ist Insulin- unabhéngig.
Aus diesem Grund akkumuliert Glukose beim Diabetes mellitus unaufhaltsam in der Retina. In
den Perizyten fuhrt dies dazu, dass der Zucker in Sorbitol umgewandelt wird. Bei diesen
Stoffwechselvorgangen wird NADPH verbraucht, das die Zelle vor reaktiven Sauerstoffspezies
schitzt. Die Kombination aus Sorbitol, das durch Osmose zum Platzen der Zellen fihrt, und
reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS ), flihren zum Tod der Perizyten beim
Diabetes mellitus [337]. Daher ist es naheliegend, dass auch die anfallenden ROS wahrend der
hyperoxischen Phase der Friihgeborenenretinopathie zum Tod von Perizyten fihren, was
Hughes et al. durch Abnahme Desmin-positiver Zellen wahrend der Hyperoxie nachweisen
konnten [336]. Zusammenfassend ist in wenigen Organen die Intaktheit der Perizyten-
Endothel-Interaktion so wichtig wie in der Netzhaut [338]. Bei der Friihgeborenenretinopathie
tragen mangelnder Perizytenbesatz der unreifen Gefdlle und erhohter Perizytenuntergang zur
Pathogenese dieses Krankheitsbildes bei. Interessanterweise konnten Sawa et al. durch
Untersuchung am sich entwickelnden Rattenhirnen zeigen, dass CEACAM1 vor allen an den
Kontaktstellen von Perizyten und Endothelzellen lokalisiert ist [339]. Es ist daher anzunehmen,
dass CEACAM1 eine wichtige Rolle im Wechselspiel zwischen Endothel und Perizyten
einnimmt. So konnte der Verlust von CEACAM1 durch schwéachere Adhasion oder
eingeschrankte Migration und Rekrutierung der Perizyten zu einer geringeren Perizytenanzahl

in der Netzhaut fiihren und so den gréReren Schweregrad der Friilhgeborenenretinopathie bei
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Ceacam1”- Miusen erkliren. Neben guantitativen Veranderungen koénnte zusatzlich die
Signaltransduktion zwischen den beiden Zelltypen gestort sein. Da CEACAMI1L durch seine
ITIMs in der zytoplasmatischen Domane inhibierende Signale vermittelt, konnte der Verlust
von CEACAM1 durch die nun fehlende Kontrolle der Perizyten zu UberschieRender
Endothelzellproliferation fihren, womit die die erhéhte Anzahl an Mikroaneurysmen in der
Netzhaut der CEACAM1- defizienten Mduse erklart ware. Letztendlich kénnte die Funktion der
Perizyten selbst gestort sein. Diese Vermutungen sind spekulativ und missen im Einzelnen
noch nachgewiesen werden. Wahrend in diesem Modell am Tag 7 p.p. vor Hyperoxie keine
Unterschiede im Perizytenbesatz in der Netzhaut festgestellt werden konnten, gelang Gerstel
et al. der Nachweis, dass die Anzahl von Perizyten in TumorgefalRen von Ceacam1”- Miusen
geringer ist als in den Kontrolltieren [340]. Aus diesem Grund waren weitere qualitative und
guantitative Untersuchungen des Einfluss von CEACAM1 auf Perizyten im Verlauf der ROP

sinnvoll.

Eine weitere CEACAM1 exprimierende Zellpopulation sind zytotoxische T- Lymphozyten.
Hyperoxie bewirkt innerhalb kurzer Zeit, durch Hochregulierung von endothelialem ICAM1, die
Adhasion und Aktivierung von zytotoxischen T- Lymphozyten mit anschlieBRender FasL-
induzierten Apoptose der Gefdlle. Aktivierung der Lymphozyten fiihrt dazu, dass mehr
CEACAM1 auf der Oberfliche dieser Zellen prasentiert wird [341, 342], insbesondere die
Isoformen mit langen zytoplasmatischen Anteil [286]. Nach Bindung von SHP1 an die ITIM-
Domanen werden inhibierende Signale vermittelt und die Aktivierung von T- Lymphozyten
verringert [343, 344]. In einigen in vitro Studien wurde gezeigt, dass CEACAM1- spezifische
Antikorper in verminderter Proliferation, Aktivitdit und zytotoxischer Funktion von T-
Lymphozyten resultieren [345]. In Granulozyten konnten Singer et al. z.B. nachweisen, dass
CEACAM1 durch Erk1/2 Aktivierung zur Verzogerung der der FasL- induzierten Apoptose fuhrt
[304]. Das Interessante daran ist, dass nur die FasL- induzierte Apoptose verzégert wird, der
Signalweg, der zum Gefaluntergang durch zytotoxischen T- Lymphozyten wahrend der
Friihgeborenenretinopathie fihrt. Caspase-unabhangiger Zelltod wird nicht beeinflusst [346].
Moglicherweise regulieren Perizyten liber TGFB, das inhibierend auf Lymphozyten wirkt [345],
T- Lymphozyten und vermindern so Vaso-Obliteration. Zusammengefasst bedeutet das, dass
das Fehlen von CEACAM1, ob auf Endothelzellen, Perizyten oder T- Zellen selbst, zur
Hyperproliferation und Hyperaktivierung von zytotoxischen T- Lymphozyten mit verstarkter
FasL-induzierter Apoptose fiihrt, wodurch sich moglicherweise die Unterschiede in der Vaso-

Obliteration erklaren lassen.
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Zusammengefasst sind das sehr viele Moglichkeiten, wie CEACAM1 vor Sauerstoff- induzierten
Gefaluntergang schitzen kénnte. Hinweise ergeben sich durch die Beobachtung von Bcl-2-
defizienten Méause mit Friihgeborenenretinopathie [347]. CEACAM1 wirkt in Endothelzellen
und Perizyten durch vermehrte Expression von Bcl-2 antiapoptotisch [348]. Allerdings weisen
Bcl-2- defiziente Mause im Vergleich zu Kontrolltieren keine Unterschiede in der Vaso-
Obliteration, wohl aber beschleunigte Revaskularisierung, auf. Aufgrund dieser Beobachtung
muss man annehmen, dass verdndertes Uberleben von Endothelzellen aus B6.WT- und
Ceacam1”- Miusen nicht ausschlaggebend fiir den unterschiedlichen GefiRuntergang zu sein
scheint, sondern vermutlich unkontrollierte eNOS—Aktivitat und veranderte T- Lymphozyten-
und Perizytenfunktion. Natiirlich ware es aber auch moglich, dass CEACAM1 in Endothelzellen

noch andere, Bcl-2 unabhédngige Apoptosewege inhibiert.

4.3 CEACAMI1 fordert Revaskularisierung und inhibiert pathologische

Neovaskularisationen
Der Phase der Vaso-Obliteration folgen Hypoxie und Zelluntergang. Hypoxische Zellen in den
ischamischen Arealen der Netzhaut reagieren mit verstarkter Produktion von angiogenen
Wachstumsfaktoren, um die Revaskularisierung anzukurbeln. Gerade diese Zustdnde, Hypoxie
[349] und inflammatorische Stimuli, wie Interferone, Tumornekrosefaktoren und Interleukine
[282, 350] sind es, die eine Mobilisierung von CEACAM1 aus intrazelluldaren Vesikeln und
Prasentation auf der Zelloberflache bewirken [286]. Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits in
vivo nachweisen, dass Verlust von CEACAM1 unter ischamischen und inflammatorischen
Bedingungen zu verminderter Angiogenese fiihrt. Subkutane Injektion von Matrigel (Matrigel
ist eine gelatindse Mischung aus extrazellularen Matrixproteinen aus Engelbreth-Holm-Swarm-
Maus-Sarkomen), versetzt mit angiogenen Faktoren, fihrt in Ceacam1”- Miusen zum
verminderten AussprieBen von GefdRen in das Matrigelkissen [298]. Die Ligatur der
Femoralarterie flhrt zu verminderter Kollateralisierung bei Verlust von CEACAM1 [298]. Unter
inflammatorischen Bedingungen durch Infektion mit Leishmanien kommt es zu vermindertem
GefaBwachstum in 6dematdsen Arealen bei den Ceacaml- Knock- Out- Mausen [297]. Die
Friihgeborenenretinopathie ist eine Kombination aus diesen Versuchen. Es herrschen sowohl
relativer Sauerstoffmangel und Entzindungsreaktionen. Konsistent mit obigen Befunden fihrt
der Verlust von CEACAM1 unter diesen Bedingungen zu einer verminderten Revaskularisierung

der ischdmischen Netzhautareale. Es ist fraglich, ob der Effekt von den Endothelzellen selbst
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ausgeht, da die physiologische Gefallbildung bei Ceacam1”- Mausen nicht beeintrachtigt ist,
der grundlegende Mechanismus des AussprieRens derselbe sein dirfte und die Lange der Tip-
Zellen in Ceacam1”-Méusen und Kontrolltieren dhnlich ist. Allerdings kommt es durch Hypoxie
und Zelluntergang zu einem Influx von inflammatorischen Zellen in die Netzhaut. In CEACAM1-
kompetenten und CEACAM1- negativen Mausen konnte so ein verdndertes Profil von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen fir die Effekte der unterschiedlichen GefdRneubildung
verantwortlich sein. Veranderte oder verminderte Konzentrationen von angiogenen Faktoren,
bzw. der Zellen, die sie produzieren, kdnnten erkldaren, warum einige der Tip-Zellen in
Ceacam1”- Miusen rarefiziert aussehen. Es fehlen vermutlich die Stimuli, die das Signal zum
AussprieBen geben. Es kdnnte natirlich sein, dass die Stalk- Zellen schneller proliferieren, aber

der Versuchsaufbau ist nicht dazu geeignet, um solche Unterschiede festzustellen.

Neben verzogerter Revaskularisierung kommt es bei den Ceacam1”-Miusen zu fokalem,
Uberschiefendem GefdaBwachstum mit Bildung von signifikant mehr Mikroaneurysmata und
verlangsamten Abbau derselben. Eine Erkldrung fiir diese Beobachtung wéare wieder eine
veranderte Anzahl von gefdl3stabilisierenden Perizyten in der Netzhaut, die dhnlich wie
CEACAM1- tragendes Epithel, iberschieBRende Endothelproliferation inhibieren, was weiter

oben bereits im Detail erértert wurde.

Zusatzlich sind CD11b-positive Zellen von entscheidender Bedeutung fir die Vorgange der

Revaskularisierung, woriliber im Folgenden diskutiert wird.

4.4 CD11bund CEACAM1

In den letzten Jahren sind CD45+/CD11b"- Knochenmarkszellen (BMDCs) in den Mittelpunkt
der Angiogeneseforschung gerickt. Viele Untersuchungen an Tumoren konnte zeigen, dass sie
hauptverantwortlich sind fiir Tumor- induziertes GefdBwachstum [317, 351-353]. So fiihrt die
Injektion von CD11b" Knochenmarkszellen in verschiedene Tumoren zu einer Zunahme der
GefalRdichte, GefdRreife und verminderter Nekrose [351]. Einige Mechanismen, wie BMDCs
wirken, konnten mittlerweile entschliisselt werden [317]. Ahnlich wie die Netzhaut wihrend
der ROP leiden Tumoren aufgrund des schnellen Wachstums an Sauerstoffmangel. Uber die
HIF1la- Signalkaskade kommt es zur Heraufregulation von VEGF und SDFla . Beide Molekile
wirken (ber ihre Rezeptoren VEGFR1 und CXCR4 chemotaktisch auf CD45'/CD11b’-

Knochenmarksvorlauferzellen und locken diese Zellen in die ischdamischen Areale von
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Tumoren. Diese HIFla- abhingige Rekrutierung von CD11b* Knochenmarkszellen in die
Bereiche der Vaso-Obliteration konnte mittlerweile fiir die Netzhaut bestatigt werden [314].
Die rekrutierten Zellen produzieren verschiedene angiogene Substanzen, insbesondere die
Metalloproteinase MMP9 [354]. Dieses Enzym erhdht Gber Abbau der extrazelluldaren Matrix
die Freisetzung und Bioverfligbarkeit von gebundenem VEGF und fordert so angiogene
Prozesse. Gleichzeitig werden durch MMP9 Perizytenvorlaufer (PPCs) rekrutiert, die, wie zuvor
erwahnt, zur Stabilitat der neu gebildeten GefaRRe und Endothelzelliiberleben beitragen [317].
Einigen Studien zufolge integrieren sich die rekrutierten Knochenmarkzellen sogar in die neu

gebildeten Gefalle und werden zu Endothelzellen [351].

Das Interessante obiger Versuche fiir diese Arbeit ist, dass CD11b*- BMDCs die Zellpopulation
ist, die CEACAM1 am starksten exprimiert, sodass die Hypothese naheliegt, dass CEACAM1 fir
die Regulation dieser Zellen von Bedeutung ist. Zusétzlich exprimieren CD11b*- MDSCs kein
PECAM1 [351]. Da sich CEACAM1 und PECAM1 &hneln, sowohl strukturell als auch in der
Signaltransduktion, nimmt man an, dass PECAM1 einen Verlust von CEACAM1 kompensiert. So
kénnte der Verlust von CEACAM1 auf den PECAM1/CD11b*- MDSCs gréRere Auswirkungen
haben als auf Endothelzellen. Die einzigen unter physiologischen Bedingungen vorkommenden
CD11b*/CEACAM1'- Zellen der Netzhaut sind Mikroglia [239]. Mittlerweile konnte gezeigt
werden, dass diese Zellen wichtige Regulatoren des retinalen Gefallnetzwerkes sind. So
schiitzen sie bei Hyperoxie vor GefiRuntergang [239]. BALB/cByJ- M&use haben eine hdhere
Dichte an Mikroglia als C57BL/6J- Mause und sind weniger von Vaso-Obliteration und
Neovaskularisationen wahrend der ROP betroffen [239]. Zusatzlich konnten Ritter et al. zeigen,
dass CD11b- positive Zellen nach intraokuldrer Injektion zu Mikroglia differenzieren und
Revaskularisierung und Abbau der Mikroaneurysmata dramatisch beschleunigen [239], wobei

die genauen Mechanismen noch nicht bekannt sind.

Diese Arbeit konnte zeigen, dass CEACAM1 moglicherweise residente Mikroglia aktiviert sowie
eventuell die Rekrutierung, Differenzierung und das Uberleben CD11b*- BMDCs férdert, und
somit die Unterschiede der Revaskularisierung zwischen Ceacam1”- Miusen und

Kontrolltieren erklért werden kdnnen.

Funktionell lasst sich das zum einem dadurch erklaren, dass CEACAM1L Apoptose inhibiert und
iber die PI3K/Akt- Signalkaskade das Uberleben humaner Monozyten, Vorlauferzellen der
Mikroglia, fordert [348]. Hohere Dichte an Mikroglia wahrend der Hypoxie bedeutet wiederum

schnellere Revaskularisierung und Abbau der Mikroaneurysmata.
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Eine weitere mogliche Erklarung liefert die Beobachtung der Expression des Proteins Ibal in
den Mikroglia- Zellen. In ramifizierten Mikroglia ist lbal um den Zellkern lokalisiert. Bei der
Aktivierung der Zelle interagiert Ibal mit Aktin und verteilt sich vom Zellkern in die Peripherie
der Zelle. So organisiert lbal das Remodelling des Zytoskeletts, das notwendig ist flr
Migration- und Phagozytosevorgdnge [316, 355]. CEACAML1 interagiert mit Aktin, wobei man
annimmt, dass CEACAM1 die Polymerisation von Aktin reguliert [280, 356]. Mikroglia in
Ceacam1”- Miusen zeigen eine geringere Expression von Ibal bei unverianderter Lokalisation
von lbal um den Zellkern, was eine Desorganisation der Aktinfilamente und verminderte
Aktivierung der Zellen spricht. Fehlen von CEACAML1 fiihrt so moglicherweise Uber fehlerhafte
Aktinpolymerisation ~ zu  verminderter  Plastizitit der Zelle mit geringeren

Phagozytoseeigenschaften und Migrationspotential.

An Melanomzellen konnte gezeigt werden, dass CEACAM1 Uber Interaktion mit B3- Integrinen
Migration und |Invasion fordert [357]. Dieser Befund ist unter anderem fir
Transplantationsversuche interessant. CD11b*- BMDCs aus Ceacam1”- Miusen integrieren
nach intraokuldrer Injektion nicht in die Netzhaut und differenzieren nicht zu Mikroglia.
Stattdessen bleiben sie auf der Membrana limitans interna liegen und gehen zugrunde.
Moglicherweise kénnen diese Zellen durch Abwesenheit von CEACAM1, und damit fehlender
Interaktion mit B3- Integrinen, die innere retinale Grenzmembran nicht durchdringen und in
die Retina migrieren. Daraus lasst sich die Hypothese ableiten, dass eventuell die Rekrutierung
dieser Zellen aus dem peripheren Blut beeintrichtigt ist und so weniger CD11b*- Zellen die

Revaskularisierung der Netzhaut bewerkstelligen miissen.

Passend zu der Annahme, dass CD11b'- Zellen direkt in neu entstehende GefiRe integriert
werden [317, 351, 353], konnten Horst et al. zeigen, dass Makrophagen rohrenférmige,
gefaRihnliche Strukturen ausbilden, wihrend dieselbe Zellpopulation aus Ceacam1” - Miusen
dazu nicht in der Lage ist [297]. Durch die Transplantationen von CD11b" Zellen ins Auge
konnte nicht der Nachweis erbracht werden, dass diese Zellen zu Endothelzellen
differenzieren. Allerdings adhirieren CD11b’- positive Zellen an sich neu entwickelnde Zellen
und Uberbriicken aufeinander zuwachsende Endothelzellen, entweder um den Endothelzellen
den Weg zu leiten oder um tatsachlich spater in das GefalBnetzwerk integriert zu werden und
so Angiogenese zu férdern. Inwieweit CD11b*- BMDCs aus Ceacam1”- Miusen dazu in der

Lage sind, konnte in diesen Versuchen nicht gezeigt werden, da die intraokular- injizierten
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Zellen nicht in die Netzhaut integrierten. Aufgrund der Versuche von Horst et al. lasst sich

vermuten, dass auch in der Netzhaut die Funktion dieser Zellen eingeschrankt ist.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass CEACAM1 moglicherweise ein wichtiges
Schliisselmolekiil von CD11b*- Zellen ist, sie aktiviert und Migration, Invasion, Plastizitit und
Differenzierung dieser Zellen erméglicht. Da CD11b*- Zellen wichtige Mediatoren von

Angiogenese sind, vermittelt CEACAM1 eventuell Gber diese Zellen sein angiogenes Potential.
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4.5 Zusammenfassende Beurteilung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter hypoxischen und inflammatorischen
Bedingungen der Verlust von CEACAM1 nicht kompensiert werden kann und vermehrter
GefaRBuntergang und verzogerte Revaskularisierung die Folgen sind, wahrend die
physiologische postnatale Entwicklung der retinalen GefaRe in CEACAM1-defizienten Mausen

unter normoxischen Bedingungen nicht gestort ist.

In der ersten Phase der ROP schiitzt CEACAM1 Endothelzellen vor dem schadigendem Einfluss
der Hyperoxie durch negative Regulation der eNOS und folglich verminderten Konzentrationen

an reaktiven Sauerstoffspezies und geringeren Vaso-Obliterationen.

Im Anschluss an den GefiRuntergang beschleunigt CEACAM1 auf CD11b*- Zellen
moglicherweise Revaskularisierungsvorgdange. Hypoxie und Inflammation fihren zu einer
vermehrten Rekrutierung dieser Zellen und sie exprimieren kein PECAM1 [351], das den
Verlust von CEACAM1 kompensieren kdnnte. Somit lassen sich einige der beobachteten
Phidnomene mit Hilfe der CD11b*- Zellen erklidren und es wird immer deutlicher, dass viele der
Effekte von CEACAM1 ,in vivo” nicht nur dem Endothel, sondern auch CD11b*- Zellen, und
anderen Leukozyten und Perizyten, die von einer CEACAM1- positiven Umgebung abhangig

sind, zuzuschreiben sind.

Allerdings muss eingerdaumt werden, dass weitere Versuche erbracht werden missen und die
Diskussion in weiten Teilen neue Fragen aufwirft. Dazu zdhlen unter anderem Dichte und
Uberleben von Perizyten und Mikroglia und der Nachweis, ob die injizierten CD11b" BMDCs
tatsachlich die Revaskularisierung beschleunigen. Sollte sich ndmlich CEACAM1 tatsachlich als
wichtiges Schliisselmolekiil dieser Zellpopulation herausstellen, hatte das aus klinischer Sicht
hohe Relevanz. So kénnte man mit CEACAM1- Antikorpern die durch CD11b- induzierte
Tumorangiogenese inhibieren, im gleichen Schritt aber, durch Injektion dieser Zellen ins Auge,

vasoproliferative Augenkrankheiten glinstig beeinflussen.
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5 Zusammenfassung

In einigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass CEACAM1 durch hypoxische und
entziindliche Vorgdnge hochreguliert wird und durch Stimulierung von Angiogenese und
Kollateralisierung diesen Zustinden entgegenwirkt. Ursachlich fir viele angioproliferative
Augenerkrankungen sind Hypoxie und Inflammation, weswegen anzunehmen ist, dass
CEACAML1 bei diesen Krankheiten eine Rolle spielt. Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss
von CEACAM1 auf angioproliferative Augenerkrankungen zu beschreiben. Als Modell fir die
angioproliferativen Netzhauterkrankungen wurde die Friihgeborenenretinopathie in der Maus
gewadhlt. Bei diesem Krankheitsbild kommt es bei neugeborenen Mausen durch Hyperoxie
zunachst zu GefaBuntergang. Aufgrund der nun fehlenden GefadRe leiden die Zellen der
Netzhaut nach Transfer in Raumluft an relativem Sauerstoffmangel, was zu einer massiven
Ausschittung von proangiogenen Wachstumsfaktoren mit Bildung von Mikroaneurysmen
fihrt. In der letzten Phase der Friihgeborenenretinopathie werden diese pathologischen
Neovaskularisationen abgebaut und die avaskularen, retinalen Bereiche revaskularisiert. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Verlust von CEACAM1 zu einem groRReren
Gefalluntergang  wahrend der Hyperoxie mit  anschlieBenden, vermehrten
Neovaskularisationen fihrt. Die erhdohte Empfindlichkeit des Endothels gegeniiber Sauerstoff
in Ceacam1”- Mausen liegt vermutlich an einer gesteigerten Aktivitat des Enzyms eNQS, das
durch CEACAM1 negativ reguliert wird und reaktive Sauerstoffspezies produziert, die das
Endothel schadigen. Zugleich ist der Abbau der Neovaskularisationen bei den Ceacam1™-
Mausen verzogert, genauso wie die Revaskularisierung. Moglicherweise werden diese Effekte
von CEACAM1 Uber Mikroglia vermittelt. Mikroglia schiitzen nachweislich vor GefaRuntergang
in der Netzhaut und férdern Revaskularisierung. In den Ceacam1”- Miusen wiesen mehr
Mikroglia eine ruhende, sogenannte ramifizierte Morphologie auf. Zusatzlich war die
Expression von Ibal, einem Aktivitatsmarker von Mikroglia, vermindert, sodass CEACAM1
moglicherweise in die Aktivierung von Mikroglia involviert ist. Um die Rolle von CEACAML1 in
der Regulation von Mikroglia zu bestatigen, wurden CD11b- positive Zellen, die in der Netzhaut
zu Mikroglia differenzieren, aus B6.WT und B6. Ceacam1”- Méausen in die Augen von Mausen
mit Frihgeborenenretinopathie injiziert. Die Zellen, denen CEACAM1 fehlte, konnten im
Gegensatz zu CEACAM1- positive Zellen nicht in die Netzhaut migrieren und zu Mikroglia
differenzieren. Mit groBer Wahrscheinlichkeit sind auch andere CEACAM1- exprimierende

Zellen an der Pathogenese der Friihgeborenenretinopathie beteiligt, z.B. Endothelzellen,
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Perizyten und T- Lymphozyten. Die Tip- Zellen der Endothelzellen zeigten in B6.WT und B6.
Ceacam1”- Miusen allerdings keine Unterschiede in der Lange. Die Rolle der Perizyten und T-
Lymphozyten wurde in dieser Arbeit nicht naher untersucht, sodass nur Hypothesen

aufgestellt werden konnten, die noch bestatigt oder widerlegt werden missen.

Zusammenfassend bestatigen die Versuche dieser Arbeit, dass der Verlust von CEACAM1 zwar
unter physiologischen Bedingungen keine Auswirkungen auf die GefaRBentwicklung hat,
hingegen unter Hypoxie und Inflammation viele Prozesse, wie Angiogenese, beeintrachtigt
sind. AuBerdem lassen einige Ergebnisse vermuten, dass CEACAM1 viele seiner Effekte nicht
nur Uber endotheliale Zellen sondern auch lber andere Zellpopulationen, wie CD11b- positive

Zellen, vermittelt.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

Ang: Angiopoietin

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

BMDC: bone marrow derived cell

CADASIL: autosomal dominante Arteriopathie mit
subkortikalen Infarkten und Leukenzephalopathie

CCL2: Chemokin2 der CC- Familie

CEA: Carcinoembryonales Antigen

CEACAM: CEA-related cell adhesion molecules

CTL: Zytotoxische T- Zellen

DGNF: glial cell line-derived neurotrophic factor

Dll: Delta- like protein

EC: Endothelial cell

ECM: Extrazelluldare Matrix

eNOS: endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase

EPO: Erythropoetin

FasL: Fas- Ligand

FGF: Fibroblast growth factor

flk-1: fetal liver kinase-1

flt-1: fms- like- tyrosin- kinase-1

flt-4: fms- like- tyrosin- kinase-4

GM-CSF: Granulocyte/ monocyte colony stimulating
factor

HDMEC: humanen dermalen, mikrovaskularen
Endothelzellen

HIF1: Hypoxie induzierbarer Faktor 1

HRE: HIF- responsive element

ICAM: Inter-Cellular Adhesion Molecule 1

IgSF: Immunglobulin-Superfamilie

iNOS: induzierbare Stickstoffmonoxid- Synthase

ITIM: immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motifs

M-CSF: Monocyte colony stimulating factor

MPS: Monozytiaren- Phagozyten- System

NF-kB: Nuclear factor kappa B

NG2: Nerval/Glial antigen

NO: Stickstoffmonoxid

NP: Neuropilin

p.p.: post partum

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor

PECAML1.: platelet endothelial cell adhesion molecule

PHD: Hydroxylase-Domanen-Enzyme

PLGF: Placental growth factors

PSG: Pregnancy- specific glykoproteins

pVHL: Hippel- Lindau Tumorsupressor Protein

ROP: Retinopathy of prematurity

ROS: reactive oxygen species

RPE: Retinales Pigmentepithel

RTK: Rezeptor- Tyrosin Kinasen

SDF1a: stromal cell-derived factor 1a

SHP1: Src homology region 2 domain-containing
phosphatase-1 ; Src homology region 2 domain-
containing phosphatase-2

TGF-B-1: Transforming growth factor-1

tie-2: Tyrosine kinase with immunoglobulin-like and
EGF-like domains

VEGF: Vascular endothelial growth factor

VEGFR: VEGF- Rezeptor

VPF: vascular permeability factor

ZNS: Zentralnervensystem
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(Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und Seite des benutzten Werkes kenntlich gemacht
habe. Ferner versichere ich, dass ich die Dissertation bisher nicht einem Fachvertreter an einer
anderen Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt oder mich anderweitig um Zulassung zur
Promotion beworben habe. Ich erklare mich einverstanden, dass meine Dissertation vom
Dekanat der Medizinischen Fakultat mit einer gangigen Software zur Erkennung von Plagiaten

Uberpruft werden kann.
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