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1 Einleitung

1.1 Anatomie des Auges

1.1.1 Anatomische Grundlagen

Der Augapfel (Bulbus oculi) kann in 3 Schichten unterteilt werden. Die &uf3ere Tunica
fibrosa bulbi zeichnet sich durch ihre mechanische Stabilitdét aus. Sie besteht aus
Sklera und Cornea (Abbildung (Abb.) 1) [1]. Die lichtbrechende Cornea ist frei von
GefalRen und wird durch Diffusion angrenzender Medien sowie Uber episklerale
Gefal3e aus dem Bereich des Limbus versorgt [2]. Damit ist das Stroma der Cornea
gefal¥frei, zudem sind die Kollagenfibrillen des Stromas gleichmé&Rig angeordnet, was
zur guten Durchsichtigkeit der Cornea fihrt [1]. Nach aul3en ist die Cornea durch ein
unverhorntes, mehrschichtiges Plattenepithel begrenzt [2]. Die Lamina limitans anterior
(Bowman-Membran) trennt dieses vordere Epithel vom Stroma ab [2]. Zum Inneren hin
wird das Stroma durch die Lamina limitans posterior (Descement-Membran)
abgeschlossen [2]. Dieser liegt ein einschichtiges Endothel mit Zonulae occludentes
auf [2]. Die Sklera wird mit Blut Gber die Arteriae (Aa.) ciliares anteriores versorgt [2].
Sie lasst sich in drei Schichten unterteilen. Die &auflere Lamina episcleralis mit
lockerem Bindegewebe, die mittlere Lamina propria mit straffem Bindegewebe sowie

die innere Lamina fusca, die aus lockerem Bindegewebe und Melanozyten besteht [1].

Die mittlere Schicht des Bulbus wird von der Tunica vasculosa bulbi gebildet, auch
Uvea genannt [1]. Diese gefal3reiche Schicht besteht aus der Iris, dem Corpus ciliare,
der Choroidea und der Bruch'schen Membran (Abb.1l) [1]. Die Iris reguliert den
Lichteinfall durch die Pupille mittels des Antagonismus des Musculus (M.) sphincter
pupillae und M. dilatator pupillae [3]. Diese liegen im Stroma irdis, das zur Vorderseite
von der Lamina epithelialis iridis und zur Rickseite vom Myoepithelium pigmentosum
begrenzt wird [1]. Die GefalRversorgung der Iris erfolgt Gber den Circulosus arteriosus
iridis major et minor aus den Aa. ciliares posteriores longae und Aa. ciliares anteriores
[1, 2]. Der Corpus ciliare liegt zwischen der Iris und der Ora serrata (Abb.1). Er setzt
sich aus einem Ziliarepithel, das zweischichtig ist und von beiden Seiten durch eine
Basallamina begrenzt wird, zusammen [1, 3]. Zudem besteht er aus einem Stroma
corporis ciliare, das mit Blutkapillaren durchzogen ist. Diese weisen ein fenestriertes
Endothel zum besseren Stoffaustausch auf, denn der Ziliarkdrper hat mit seinem
Ziliarepithel die wichtige Funktion der Kammerwasserproduktion [1]. Im Corpus ciliare
befindet sich weiterhin der glatte M. ciliaris, der zum einen den Kammerwasserabfluss
und zum anderen Uber die Zonulafasern die Akkomodation der Linse reguliert [1, 2].

Den dritten Anteil der Tunica vasculosa bulbi bildet die Choroidea (Abb.1), die auch als



Aderhaut bezeichnet wird. Sie ist flr die Ernahrung des retinalen Pigmentepithels
(RPE) und der Photorezeptoren verantwortlich, durch sie flieBen 85% der das Auge
erreichenden Blutmenge [1]. Zur nach au3en angrenzenden Lamina fusca der Sclera
grenzt sie mit ihrer Lamina suprachoroidea an [1]. Hier verlaufen die aus der Arteria
(A.) ophthalmica stammenden Aa. ciliares posteriores longae et breves sowie die Aa.
ciliares anteriores [1]. Diese Arterien gehen in der Lamina vasculosa in weitlumige
Arteriolen Uber [2, 3]. Die dritte Schicht der Choroidea ist die Lamina choroidocapillaris,
die mit ihren Kapillaren aus den Arteriolen der Lamina vasculosa versorgt wird [1]. Die
Basallamina dieser fenestrierter Endothelzellen steht in Verbindung mit der
angrenzenden Bruch'schen Membran [1, 2]. Letztere ist geféRfrei und hat einen
mehrschichtigen Aufbau bestehend aus dem Stratum elasticum, Stratum fibrosum und
der Basallamina des retinalen Pigmentepithels [1]. Sie dient zur Aufrechterhaltung des

intraokularen Drucks und der Des-Akkomodation [1].
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Abb. 1: Aufbau des Auges im horizontalen Querschnitt. Abbildung modifiziert nach [4], unterliegt einer
freien Lizenz nach CC BY-SA 3.0

Die dritte Schicht des Bulbus oculi ist die Tunica interna bulbi, wobei es sich um die

Retina handelt (Abb. 1). Sie besteht aus einer Pars optica und einer Pars caeca retinae



[2]. Die lichtempfindliche Pars optica kleidet den Augenhintergrund aus und geht an der
Ora serrata in die nicht lichtempfindliche Pars caeca retinae Uber [2]. Beide Teile
setzen sich aus einem inneren und aufl3eren Blatt zusammen [5]. Letzteres besteht bei
beiden aus einem einschichtigen Stratum pigmentosum retinae [5]. Seine Zellen sind
apikal miteinander Uber Zonulae occludentes und adherentes verbunden [1]. Das RPE
im Bereich der Pars optica hat eine Vielzahl an Funktionen. Es dient dem
Stoffaustausch  zwischen der stark vaskularisierten Choroidea und den
Photorezeptoren und Nervenzellen des Stratum nervosum [1]. Im apikalen Bereich der
Zellen liegen Phagolysosomen, die mit einer weiteren Funktion assoziiert sind, denn
das RPE fuhrt eine Kkontinuierliche Phagozytose der Spitzenabschnitte der
AuBensegmente der Photorezeptoren durch, welche im Rahmen der
Membranerneuerung abgestoBRen werden [2]. AuRerdem schitzt es die
AulRensegmente vor Photooxidation [2] und regeneriert 11-cisRetinal, wobei es sich um
das photoempfindliche Pigment des Rhodopsins handelt [1].

Das Stratum nervosum liegt dem RPE (Abb. 2) lose an und ist mit ihm nur im Bereich
der Ora serrata und am Discus nervi optici verbunden [1]. Dieser Umstand kann dazu
fihren, dass sich die Retina leicht von ihrem Untergrund abldst, es kommt zur Ablatio
retinae [2, 6]. Die Retina als Ort der Aufnahme und Umwandlung eines Bildes in ein
chemisches Signal beherbergt die ersten drei Neurone der Sehbahn und besteht
insgesamt aus zehn Schichten (Abb. 2) [7]. Die aul3erste Schicht grenzt an das RPE
an und wird von den AulRensegmenten der Photorezeptoren gebildet. Hier wird das
Licht durch die Sinneszellen (Photorezeptoren) aufgenommen und im Rahmen der
Phototransduktionskaskade in ein neuronales Signal umgewandelt [7]. Die
AulRensegmente stehen mit den Innensegmenten in Verbindung, in denen wichtige
Prozesse der Proteinbiosynthese stattfinden [1]. Der Bereich des Ubergangs der
Innensegmente von Zapfen und Stabchen zu den Perikarya der Photorezeptoren wird
Stratum limitans externum genannt und durch die Fortsatze der Miller-Gliazellen
gebildet [1]. Die Perikarya der Photorezeptoren, die das Stratum nucleare externum
(englisch (engl.): outer nuclear layer, ONL) bilden, verjingen sich nach innen zu
Innenfasern [2]. Diese verdicken sich an ihren Enden zu Endknépfen (Spherulen) bei
den Stabchen und Endkolben (Pedikel) bei den Zapfen, um im Stratum plexiforme
externum (engl.: outer plexiform layer, OPL) Uber chemische Synapsen und gap
junctions das Signal auf das zweite Neuron, die Bipolarzellen sowie auf

Horizontalzellen zu Ubertragen [1, 2]. Die Perikarya der Bipolarzellen liegen im Stratum



nucleare internum (engl.: inner nuclear layer, INL), hier finden sich zudem die

Perikarya von Horizontalzellen, Muller-Zellen und Amakrinzellen [2].
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Abb. 2: Aufbau und Zelltypen der Retina
A = Amakrinzelle, Ax = Axon, Bi = Bipolarzelle, BM = Bruch'sche Membran , C = Zapfen, G

Ganglienzelle, GCL = Ganglienzellschicht, H = Horizontalzelle, INL = innere Kdrnerzellschicht, IPL

innere plexiforme Schicht, IS = innere Segmente, M = Muller-Zelle, ONL = &uRere Kérnerzellschicht, OPL
= &uRere plexiforme Schicht, OS = aulRere Segmente, P = Pigmentepithelzelle, R = Stabchen, RPE =
retinales Pigmentepithel, gepunktete Linie = Membrana limitans externa. Die Abbildung wurde

nach Vorlage von [6] modifiziert und unterliegt einer freien Lizenz nach CC BY-SA 3.0.

Die Bipolarzellen Ubertragen das Signal der Photorezeptoren auf die nach zentral
weiterziehenden Ganglienzellen [2]. Die Synapsen zu den Ganglienzellen und damit
zum dritten Neuron der Sehbahn liegen im Stratum plexiforme internum (engl.: inner
plexiform layer, IPL) [1]. Hier finden auch wieder synaptische Verbindungen mit
Horizontalzellen und Amakrinzellen statt, die unter anderem der Modulation der
Informationsverarbeitung dienen [1, 2]. Das Stratum ganglionicum (engl.: retinal
ganglion cell layer, GCL) ist Ort der Perikarya der Ganglienzellen [1]. AuRerdem finden
sich hier aberrante Amakrinzellen [2]. Bei den Ganglienzellen handelt es sich um



multipolare Neurone, deren Axone das Stratum neurofibrarum (engl.: nerve fiber layer,
NFL) bilden und radial Richtung Discus nervi optici ziehen [1]. Den Abschluss hin zum
Corpus vitreum bildet das Stratum limitans internum, welches aus den Endfortsatzen

der Muller-Zellen und einer Basalmembran besteht [2].

Die Axone der Ganglienzellen bilden den N. opticus (Abb.1) und werden nach
Verlassen der Sklera von einer Myelinscheide durch Oligodendrozyten umgeben [2].
Die Axone ziehen durch das Chiasma opticum, wo die nasalen Fasern nach
kontralateral kreuzen [2]. Die gekreuzten kontralateralen nasalen Fasern und die
ipsilateralen temporalen Fasern korrespondieren im Tractus opticus und ziehen zum
Corpus geniculatum laterale, wo die Umschaltung auf das 4. Neuron stattfindet [7].
Vom Corpus geniculatum gelangt das Signal Uber die Radiatio optica zu priméaren

Sehrinde, der Area striata (Area 17) sowie zur sekundéren Sehrinde (Area 18, 19) [7].

Das Auge ist ein wichtiger Bestandteil des visuellen Systems, welches Sehen
erm@glicht, indem elektromagnetische Wellen der Wellenlangen 400 bis 750
Nanometer (nm) durch photochemische Prozesse in Erregung umgewandelt werden
[5]. Dazu dienen zum einen die Stabchen, die fir das Dammerungssehen
verantwortlich sind, und zum anderen die Zapfen, die fiir das Tag- und Farbensehen
bestimmt sind [2]. Diese Signale werden — wie oben beschrieben — {ber den
Sehnerven sowie die Umschaltstationen und nachgeschaltete Abschnitte der Sehbahn

an die primére Sehrinde im Lobus occipitalis weitergeleitet [1].

1.1.2 Gliazellen

In der Retina kommen neben den Neuronen der Sehbahn auch andere Zellen vor.
Hierzu zahlen unter anderem drei Typen von Gliazellen: Miller-Zellen, Astrozyten und
Mikroglia (Abb.2) [2]. Miiller-Zellen durchziehen die Retina radiar vom Stratum limitans
externum bis zum Stratum limitans internum [3], wo sich ihre Endfiiichen an die
Basallamina anlagern [2]. lhre Zellkorper liegen im Stratum nucleare internum [3].
Durch ihre die Retina durchziehende Ausrichtung haben sie eine Vielzahl an moglichen
Funktionen und Interaktionen. Zum einen sind sie an der Entwicklung neuer Gefal3e
beteiligt und umhtillen diese zugleich [8]. Es wird diskutiert, dass sie durch Interaktion
mit Endothelzellen, welche mit ihren tight junctions die Blut-Retina-Schranke bilden,
auch deren Permeabilitdt mitbeeinflussen [9]. Zum anderen dienen sie als Stlitzgertst
der Retina [2], regulieren den Stoffaustausch zwischen Neuronen und ihrer Umgebung
und unterstiitzen somit die Entwicklung, das Uberleben und den Informationsaustausch

der Neuronen [10]. Hierbei ist von Bedeutung, dass sie sich an der Aufnahme von



Neurotransmittern — insbesondere von Glutamat und y-Aminobuttersdure (GABA) —
aus dem Extrazellularraum rund um den synaptischen Spalt beteiligen [11]. Folglich
tragen sie zur Aufrechterhaltung der Homdoostase und damit unter anderem zu der
Regulation der basalen Glutamat-Konzentration bei [12]. Im Falle einer Schadigung der
Retina kommt es zu einer reaktiven Muller-Zell-Gliose. Hierbei schutzen die Miller-
Zellen die Neuronen zum einen, fihren aber auch zu einer Neurodegeneration durch

eine gestorte Sekretion neuroprotektiver Substanzen [10].

Die Mikroglia sind spezielle Makrophagen des zentralen Nervensystems, die bereits in
der Fetalzeit einwandern und sich postnatal zu grofRen Teilen aus diesem Reservoir
mittels Mitose vermehren [3]. Sie sind physiologisch in drei Schichten der Retina
lokalisiert. Hierbei handelt es sich gleichzeitig um die drei Schichten, in denen die
Gefal3plexus der Retina liegen (Stratum nucleare internum et externum, Stratum
ganglionare) [13]. Mikroglia kénnen in zwei verschiedenen Formen vorkommen,
abhangig von ihrem Aktivitatszustand. Ruhende Mikroglia erscheinen ramifiziert, sie
haben diinne, verzweigte Auslaufer und ihr Zellkérper sind klein [3]. Hingegen kann
man aktivierte Mikroglia als amdboid, mit plumpen Auslaufern beschreiben [3]. In
dieser reaktiven Form gehen sie verschiedenen Funktionen nach. Allem voran als
spezielle Makrophagen des ZNS der Phagozytose von Zellresten [2], sodass sie
vermehrt bei entzindlichen Prozessen und Erkrankungen des ZNS vorkommen [3].
AulRerdem sezernieren sie Zytokine und Wachstumsfaktoren, die sich auf
Angiogenese, Gliogenese und Axonentwicklung auswirken [2]. Die dritte Form von
Gliazellen in der Retina sind die Astrozyten. Sie kommen vor allem im Stratum
neurofibrarum vor, wo sie die Axone der Ganglienzellen begleiten [2]. Die wesentliche
Funktion von Astrozyten ist die Stutzfunktion, um dem Nervengewebe Struktur zu
verleihen [3]. AulRerdem bilden sie sich um Blutgefal3e aus, wo sie in der Entwicklung
des oberflachlichen GefalRplexus wesentlich mitwirken und zum anderen Uber ihre
Auslaufer mit den Endothelzellen in Kontakt stehen, wodurch sie die Dichtigkeit der

Blut-Retina-Schranke mitbeeinflussen [7].

1.2 GefaRentwicklung im Mausauge

Im Auge der Maus beginnt die Vaskularisierung der Neuroretina im Gegensatz zum
humanen Auge nicht pranatal, sondern erst am postnatalen Tag (P) O, und dauert bis
P21. Dabei entstehen 3 miteinander verbundene Gefaliplexus, welche den inneren Teill

der Retina versorgen (Abb. 3). Der auf3ere Teil der Retina mit den Photorezeptoren



wird hingegen durch die GefalRe der Choroidea, die bereits pranatal entwickelt werden,
erndhrt [3].

1.2.1 Vaskularisierung der Mausretina

Am PO erscheinen ausgehend von der A. centralis retinae die ersten Gefal3sprossen
um die Papille [14]. Die Gefal3e wandern Uber die innere Oberflache der Retina bis zur
Ora serrata, die sie um den 7. bis 10. postnatalen Tag erreichen [14-17]. Dabei liegt
dieser primare, oberflachliche Gefalplexus im Stratum neurofibrarum (Abb. 3) [16].
Dieser Prozess wird maf3geblich durch molekulare Faktoren, welche von Astrozyten
sezerniert werden, gefordert und geleitet. Bedingt durch die Hypoxie in den
avaskularen Arealen, kommt es zur Stabilisierung des Hypoxiefaktors hypoxia-
inducible factor 1l-alpha (HIF1a) und nachgeschaltet zur Expression von vascular
endothelial growth factor (VEGF). Astrozyten sezernieren unter anderem VEGF und
leiten so das Wachstum der aussprossenden Gefaf3e in Bereiche mit niedriger
Sauerstoffversorgung. Im Verlauf der fortschreitenden Vaskularisierung sinkt die
VEGF/HIF1a-Konzentration wieder ab [15]. Von dem primaren, oberflachlichen Plexus
sprossen ab P7 neue Gefalie in die Tiefe der Retina aus [16, 17]. Sie werden dabei
nicht mehr durch die Astrozyten geleitet, sondern von Miller-Zellen unterstiitzt [15].
Auch hier wird der Prozess der GefaRentwicklung mafgeblich durch die Sekretion von
VEGF durch die Miller-Zellen gesteuert. Im Verlauf sinken die VEGF-Konzentrationen
wieder in den vaskularisierten Bereichen [15]. Zunachst ziehen diese GefalRe bis in die
auBBere plexiforme Schicht, wo sie den zweiten Plexus — parallel zum primaren
oberflachlichen Plexus — ausbilden (Abb. 3) [15, 17]. Er erstreckt sich etwa um P12 bis
in die Peripherie der Retina [17]. Der dritte und sogenannte intermediare Plexus
entsteht abschlieBend durch vertikale Aussprossung im Bereich der inneren
plexiformen Schicht [15] und erreicht seine finale Ausdehnung um den 12. bis 15.
postnatalen Tag (Abb. 3) [17]. Diese neu entstandenen Gefal3e der drei Plexus zeigen
sich zunéachst als polygonal ausgerichtete Kapillarnetze [16]. lhre Ausreifung beginnt
ab P10, im Zuge dessen bilden sich reife Gefal3e als Arterien, Arteriolen, Venen und
Venolen aus [16]. Dieser Prozess ist gleichzeitig mit dem unter anderem durch
Perizyten gesteuerten Abbau bestehender unreifer GefalRe verbunden [16]. Somit ist
zum Ende der dritten postnatalen Woche das Gefal3netz vollstandig ausgebildet
(Abbildung 3) [17].
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Abb. 3: GefaRRplexus der Retina und Choroidea.

A: FITC-Dextran-Perfusion (hellgriin) und Dapi-Farbung (Zellkerne - blau) eines retinalen Schnittes
(freundlicherweise zur Verfigung gestellt von B. Braunger). Die Geféal3e werden durch die Perfusion mit
FITC-Dextran in der Immunfluoreszenz hellgrin dargestellt. B: Schematische Darstellung der retinalen
Schichtung mit Lokalisation der GefaR3plexus. In der Ganglienzellschicht befindet sich der superfizielle
Plexus, der Uber radiar ausgerichtete GefalRe in Verbindung mit dem intermediaren Gefal3plexus steht,
welcher in der inneren plexiformen Schicht zu liegen kommt. Dieser ist wiederum Uber aussprossende
GeféaRe mit dem tiefen Plexus in der &uf3eren plexiformen Schicht verbunden. Der &uf3ere Teil der Retina
wird per Diffusion Uber die Gefal3e der Choroidea versorgt. A/B: GCL = Ganglienzellschicht, INL = innere
Koérnerzellschicht, IPL = innere plexiforme Schicht, ONL = &uflere Kornerzellschicht, OPL = &ul3ere

plexiforme Schicht, RPE = retinales Pigmentepithel.

1.3 CEACAM

1.3.1 CEACAM-Familie

Die Gruppe der Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecules (CEACAM)
ist ein Teil der Immunglobulin-Superfamilie. Die verschiedenen Isoformen der CEA-
Familie werden sowohl als membranar G-Protein gekoppelte als auch als
transmembranare Proteine exprimiert [18, 19]. Eine Ubersicht der verschiedenen

Isoformen ist in Abb. 4 dargestellt.
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Abb. 4: Ubersicht der Mitglieder der CEACAM-Familie.

Die Vertreter setzen sich aus einem extrazellularen Anteil, welcher aus einer variablen Anzahl von A- und
B-Domanen besteht und an seinem Ende eine N-Domaéane bindet, zusammen. Diese extrazellularen
Anteile sind entweder Uber eine transmembrane Doméane (CEACAM1/3/4) mit dem intrazellularen Teil
verbunden oder uber einen Membrananker (CEACAMS5/6/7/8) an der Zelloberflache fixiert. Die Abbildung
orientiert sich in ihrem Aufbau und Inhalt an einer Vorlage von F. Kleefeldt [20].

1.3.2 CEACAM1

CEACAM1 ist ein Zell-Zell-Adhasionsmolekil der CEACAM-Familie, das in den
verschiedensten Geweben exprimiert wird [21]. CEACAM1 besteht aus einem
extrazellularen Anteil, der mit einem Amino-Ende sowie einer variablen Anzahl (1-4)
von Aminosaure-Bausteinen ausgestattet ist. Uber einen transmembranaren Anker ist
dieser mit dem intrazellular liegenden Anteil verbunden. Dieser zytoplasmatische Anteil
von CEACAM1 kann in seiner Lange variieren. Man unterscheidet eine kurze (short -S)
und eine lange (long -L) zytoplasmatische Aminoséurenkette. [18, 21-23] Der
extrazellulare Anteil ermdglicht sowohl trans-homophile [24] als auch trans-heterophile
Interaktionen mit zum Beispiel CEACAM5, CEACAM6, CEACAMS8 [23, 25-27]. Uber
Interaktionen an der Zelloberflache kommt es zur Regulation intrazellularer Signale
[28]. Der lange zytoplasmatische Anteil von CEACAM1-L kann Uber dort befindliche
Seronin-, Threonin- und Tyrosin-Anteile phosphoryliert werden und somit in die
intrazellulare Signaltransduktion Gber Aktivierung von zum Beispiel Tyrosin-abhéngigen

Kinasen der Src-Kinase Familie einwirken [29, 30].

Die Expression von CEACAML1 erfolgt in verschiedensten Geweben und Zellen. Hierzu

zahlen angiogen aktive Endothelzellen, Hepatozyten, Immunzellen, Zellen kolorektaler



Adenokarzinome und Epithelzellen der Prostata [31-36]. Dementsprechend vielfaltig
sind auch die ihm zugeschriebenen Funktionen, welche in Abb. 5 beispielhaft
zusammengefasst sind. Hierzu zahlen unter anderem die Einflussnahme auf die
Angiogenese als pro-angiogener Faktor, auf die Zell-Proliferation sowie die
interzelluldare Adhésion als Zell-Zell-Adhasionsmolekil. Das Mitwirken an diesen
Prozessen zeigt sich dabei in der veranderten CEACAM1-Expression im Rahmen der

Tumorgenese und Metastasierung [18].

interzellulare Adhasion Regulation von Immunzellen

@

@
Angiogenese <« “ﬁ“ 1““ » Metastasierung
644 )édd
CEACAM1
Zell-Proliferation pathogener Rezeptor

Abb. 5: Auswahl an Funktionen von CEACAML.

Des Weiteren ist es als transmembranéres Protein mit einer extrazellularen Doméane
an der Adhéasion und darauffolgenden Internalisation pathogener Faktoren — wie zum
Beispiel Helicobacter pylori — beteiligt [37] und kann die Immunreaktion durch

Interaktion mit T-Zellen und B-Zellen modulieren [35, 38].

1.3.3 CEACAML1lin der Angiogenese

Viele Publikationen haben die bedeutende Rolle von CEACAM1 im Prozess der
Angiogenese untersucht und bestatigt [32, 33, 39]. Ergin S. et al. 2000 [40] konnten
zeigen, dass CEACAML1 die Proliferationsrate von Endothelzellen positiv beeinflusst
und die dreidimensionale Ausrichtung von Endothelzellen, also die Migration — hin zu
rohrenformigen Gefallen — stimuliert. So hat CEACAML1 einerseits einen direkten
chemotaktischen Effekt auf die Endothelzellen selbst, andererseits wirkt es indirekt
durch ein CEACAM1-induziertes, vermehrtes Ansprechen der Endothelzellen auf die
chemotaktischen Reize von VEGF'®, Es zeigt sich, dass CEACAM1 und VEGF!® in
enger Verbindung im Rahmen der Angiogenese stehen. So kommt es auch im

Umkehrschluss zur vermehrten CEACAM1-Expression in Endothelzellen vermittelt
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durch VEGF!® [32]. Die Expression von CEACAM1 ist vor allem in kleinen — sich im
Reifeprozess befindlichen — Gefallen mit hoher angiogenetischer Aktivitat
nachweisbar, die an der VEGF-vermittelten GefalZneubildung beteiligt sind, hingegen
nicht in adulten, reifen GefalRen [33]. So konnte auch von Kilic N. et al. 2005 [33]
gezeigt werden, dass es durch eine Uberexpression von CEACAM1 in Endothelzellen
zu einer vermehrten Ausschittung von pro-angiogenen Faktoren wie VEGF,
Angiogenin, Angiopoetin-1/-2 und Interleukin-8 kommt sowie zur verminderten
Expression inhibitorischer Modulatoren wie zum Beispiel Endostatin. Aber auch tber
die initialen Schritte der Angiogenese hinaus fungiert CEACAM1 als wichtiger
Modulator in der Homdostase von Gefalien. Es dient zum einen zur Stabilisierung von
bereits bestehenden BlutgefaRen [41], gleichzeitig aber auch als Modulator im Rahmen
von Umbauprozessen [30, 42]. Ein weiterer, wichtiger Punkt, an dem CEACAM1
mitwirkt, ist die Integritdt der endothelialen Permeabilitat. Entsprechend konnte von
Najjar S. M. et al. 2013 [39] als auch Nouvion A. L. et al. 2010 [43] gezeigt werden,
dass es in Ceacaml”(Ccl”)-Mausen zu einer endothelialen Dysfunktion mit
verminderter eNOS-Expression und vermehrter Leukozytenadh&sion am Endothel
kommt. Dies fuhrte im Weiteren zur erhdhten Aktivierung proinflammatorischer
Signalwege Uber Tumornekrose-Faktor-a (TNF-a) und nuclear factor ‘kappa-light-
chain-enhancer’ von aktivierten B-Zellen (NFkB), was in einer endothelialen
Barrierestérung mindete. Im Zuge dessen stellten sich Veranderungen in der
Morphologie der Endothelzellen im Vergleich zum Wildtyp dar, so waren eher
rundliche, statt elongierte Endothelzellen zu erkennen, was unter anderem auf eine
Veranderung in der interzellularen Adhasion schlieBen lasst [39]. Einen Einfluss auf die
interzellulare Adhasion zeigte sich auch in der Arbeit von Nouvion A. L. et al. 2010 [43],
wobei ein gestorter interzellularer Kontakt mit lockeren und irregularen Adhéasionen
sowie transzellular liegenden Vesikeln beobachtet werden konnte. Jedoch wiesen
Ccl”-Mause keine Veranderungen in der allgemeinen GefaRausbreitung und im
GefaBmuster gegenuber den Wildtypen auf. Daher kann von einer nicht

beeintrachtigten Vaskulogenese ausgegangen werden [43].

Zu ahnlichen Ergebnissen kam die Arbeit von P. Ludewig [44, 45], welche wichtige
Erkenntnisse zur Rolle von CEACAM1 in der GefalRentwicklung in der Retina lieferte.
So zeigte sich hier im Vergleich von wildtypischen B6.-Mausen mit transgenen B6.Ccl
-Tieren, dass es sowohl keinen Unterschied in der Ausbildung eines primaren
GefalRplexus, als auch in der weiteren Differenzierung und Reifung der Gefal3e hin zu

adulten, reifen Arterien und Venen gibt [44]. Des Weiteren konnte in dieser Arbeit kein
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Unterschied in der GefaRRdichte zwischen den beiden untersuchten Tierlinien
festgestellt werden. Aullerdem wurden die Auswirkungen hyper- und hypoxischer
Zustande, wie sie im Rahmen einer Frihgeborenen Retinopathie (engl.: retinopathy of
prematurity, ROP) auftreten, am ROP-Modell untersucht. Hierbei ergaben sich
Hinweise eines vermehrten Untergangs von GefalRen, einer gehemmten Reifung der
juvenilen Arterien und Venen und einer reduzierten Revaskularisation unter
darauffolgenden normoxischen Bedingungen bei den untersuchten B6.Cc1”-Méausen
gegenuber den wildtypischen Kontrollen [44, 45]. Daher ist von einem verbesserten
Remodelling in Anwesenheit von CEACAML1 auszugehen [44, 45].

Neben den beschriebenen Interaktionen von CEACAM1 mit VEGF und anderen
proangiogenen Faktoren also auch inhibitorischen Modulatoren der Angiogenese,
kénnen auch weitere Interaktionen im Rahmen des breiten Einflussgebietes von
Vertretern der CEACAM-Familie beobachtet werden. Hierzu zahlen auch die Einflisse
von Mitgliedern der transforming growth factors beta (TGFB)-Familie auf die
Expression und Sekretion von CEACAMs vor allem im Zusammenhang mit

kolorektalen Adenokarzinomen [46, 47].

14 TGF-B

Die TGF-B-Familie ist eine Gruppe von Zytokinen, die eine multifunktionale Rolle in der
Homoostase des Organismus einnehmen. Es wurden bisher 33 humane Mitglieder
dieser Polypeptid-Familie hachgewiesen. Neben den 3 Isoformen TGF-B1, - 2 und -
B3 gehdren Activine, Nodal, BMPs (bone morphogenetic proteins) sowie GDFs
(Growth and differentiation fact) dazu [48-50].

Sie erfullen eine Vielzahl an verschiedensten Funktionen in unterschiedlichen
Geweben. Hierzu zahlen die Regulation der embryonalen Entwicklung, die Zell-Zyklus-
Kontrolle, die Organisation extrazellularer Matrix, Angiogenese, H&matopoese,
Chemotaxis und Funktionen in Zusammenhang mit dem Immunsystem [51-56]. Dabei
lassen sich jedoch sowohl wachstumsstimulierende als auch -inhibierende Effekte
erkennen [57, 58]. So spielt TGF-B eine bedeutende Rolle im Kontext der Apoptose in
verschiedenen Zelltypen, wie zum Beispiel in der Leber [59], im Immunsystem [60, 61]
und in reproduktiven Organen [62]. AuRerdem wirkt es auf apoptotische Prozesse beim
Remodelling von Geweben ein [63] und beeinflusst den ontogenetischen Zelltod im

zentralen Nervensystem [64, 65].
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Wie bereits zuvor beschrieben sind zudem Interaktionen des TGF-B-Signalweges mit
CEACAMSs publiziert worden. [46, 47, 66]. In der Arbeit von Li et al. 2010 [67] konnte
hierzu zunachst eine Colokalisation von CEA und transforming growth factors beta
receptor 1 (TGF-B-RI) festgestellt werden. In deren Folge konnte eine verstarkte
Bindung von TGF-B-RI durch CEA beobachtet werden, die bei einer Uberexpression
von CEA zu inhibitorischen Effekten auf die Signalkaskade der TGF-B-Familie fuhrte
[67]. Somit werden die Funktionen des Tumorsuppressors TGF- [68] gestort, worauf

eine ungebremsten Zellproliferation folgt [67].

1.4.1 TGF-B-Signhalweg

Die Signaltransduktion von extrazellular lokalisierten TGF-B-Liganden nach intrazellular
erfolgt Gber die Bindung an den transmembrandren TGF-B-Rezeptoren Typ Il (TGF-3-
RIl), welche wiederum zu einer Phosphorylierung von TGF-B-RI fiihren [49, 51]. Hierbei
handelt es sich um 2 Seronin/Threonin-Kinase-Rezeptoren, welche im aktivierten
Zustand einen Komplex bilden, der intrazellular zur Aktivierung von R-Smads (Smad?2
und 3) fuhrt [51, 69-71]. Diese wiederum bilden zusammen mit Co-Smad4 einen
Komplex, welcher in den Nucleus der Zelle wandert, um dort an Promotorregionen
(Smad-binding-element) der DNA zu binden und die Transkription von Zielgenen zu
initialisieren [69]. Die inhibitorisch wirkenden SMADs, SMAD6 und Smad7 vermitteln
ihren Effekt auf den TGF-f-Signalweg mittels Ubiquitinligasen Smurfl und Smurf sowie
Phosphatase-l [69, 70]. Des Weiteren koénnen Smad6é und Smad7 durch
Komplexbildung mit R-Smads und Co-Smads diese direkt blockieren [49, 50, 69-71].

Die Mitglieder der TGF-B-Familie beeinflussen auch andere Signalwege, wie den PI3K-
Akt-Signalweg sowie den mitogen-associated-protein  (MAP)-Signalweg [48].
Insgesamt lasst sich feststellen, dass der komplexe Prozess des Zusammenwirkens
dieser vielen verschiedenen Faktoren des TGF-B-Signalwegs durch die Dauer der
Bindung am Rezeptor, mittels negativer Feedback-Loops sowie durch die
Konzentration der einzelnen Faktoren des Signalwegs, aber auch durch das Einwirken

anderer Signalwege reguliert wird [72].

1.4.2 Die Rolle von TGF-B im Auge

Im hinteren Augenabschnitt, auf den sich diese Arbeit fokussiert, werden die
verschiedenen TGF-B-Isoformen von unterschiedlichen Zelltypen exprimiert. Die TGF-
B1 Expression lasst sich dabei sowohl im Gefalendothel, den Perizyten, als auch in
Mikroglia, Ganglienzellen und Photorezeptoren nachweisen [73, 74]. Zusammen mit
TGF-B2 wird es vom RPE sekretiert [75, 76]. TGF-B3 ist hingegen in Muller-Zellen und
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Mikroglia sowie in den Mitochondrien von Photorezeptoren nachweisbar [73, 74]. Die
zur Bindung dieser Liganden notwendigen TGF-B-RIlI sind sowohl zentral als auch
peripher in der Ganglienzellschicht der Retina und damit auf den Ganglienzellen

nachzuweisen [77, 78]. Ebenso finden sie sich in der inneren plexiformen Schicht [78].

Im Bereich des hinteren Augenabschnittes wurde von unserer Arbeitsgruppe und
anderen gezeigt, dass durch den TGF-B-Signalweg die Stimulation und Proliferation
von Endothelzellen in der Choroidea reguliert wird [79, 80], was zum Einwachsen von
choroidalen Gefalien in den subretinalen Raum filhren kann. Darlber hinaus konnte
unsere Arbeitsgruppe darlegen, dass der TGF-B-Signalweg retinale Neurone vor dem

programmierten Zelltod schitzt [77].

15 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war einerseits eine Charakterisierung der Ceacaml-Expression in
Retina und Choroidea bei wildtypischen Mausen. Hierzu erfolgten Untersuchungen
sowohl an frihen postnatalen Entwicklungszeitpunkten, als auch in adulten Tieren
nach abgeschlossener Angiogenese. Es wurden im Zuge dessen zum einen
immunhistochemische Farbungen zur Bestimmung des genauen Zelltyps der
CEACAM1-Expression verwendet, zum anderen mittels Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) die quantitative Ceacaml-Expression in Retina

und Choroidea bestimmt.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Auswirkung einer CEACAM1-Depletion mittels
Ceacami-Knockout-Mausen (im Folgenden als Cc1” bezeichnet) auf die Morphologie
von Retina und Choroidea genauer untersucht werden. Hierzu wurde mittels
immunhistochemischer Farbungen und quantitativer RT-PCR zunachst die Deletion
von Ceacaml bestatigt. AnschlieBend wurde an Semidiinnschnitten ein maoglicher
Einfluss auf die Morphologie von Retina und Choroidea untersucht und mithilfe
elektronenmikroskopischer Aufnahmen die Integritdt der Bruch'schen Membran
beurteilt. Morphometrische Analysen der Schichtdicken der inneren und &uf3eren
Kdrnerzellschicht konnten helfen, einen potenziell neurodegenerativen Effekt der
Ceacaml-Deletion zu evaluieren. AulRerdem erfolgte die Bestimmung von
Expressionslevel angiogener und proinflammatorischer Faktoren und Mitglieder des

TGF-B-Signalwegs mittels quantitativer RT-PCR.
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2 Material und Methoden

2.1

2.1.1 Reagenzienliste

Materialien

Tab. 1: Liste der verwendeten Reagenzien

Reagenz Hersteller
10X Reaktions-Puffer mit Thermo Scientific™, Waltham, Massachusetts,
MgCl, USA

Amoniumchlorid

Carl Roth®, Karlsruhe, Deutschland

Arur Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Borax Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Cacodylatpuffer Electron Microscopy Sciences,

Hatfield, Pennsylvania, USA

Chlorophorm

Carl Roth®, Karlsruhe, Deutschland

DAPI (4',6-Diamidin-2-
phenylindol, Dihydrochlorid)

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

DDSA (Dodecenyl-

bernsteinsaureanhydrid)

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

DEPC-Wasser

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

DePeX

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

DMP-30 (2,4,6-Tris-
(dimethylaminomethyl)-phenol)

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

EDTA

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Ethanol, absolut

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Glutaraldehyde

Carl Roth®, Karlsruhe, Deutschland

Glycidether SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland
Isopropanol Carl Roth®, Karlsruhe, Deutschland
Methylenblau Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
MNA (1-Methylnicotinamide SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
chlorid) Deutschland
Moviol Universitat Wirzburg

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth®, Karlsruhe, Deutschland
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NGS (normal goat serum)

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Osmiumferrocyanid

Electron Microscopy Sciences,

Hatfield, Pennsylvania, USA

Paraffin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Propylenoxid Electron Microscopy Sciences,

Hatfield, Pennsylvania, USA
SDS 0,2% Carl Roth®, Karlsruhe, Deutschland
Stickstoff, fliissig Linde, Dublin, Irland
Tris-HCL Carl Roth®, Karlsruhe, Deutschland
Triton Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Trizol® Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA
Xylol Universitat Wirzburg

2.1.2 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Tab. 2: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

96-well-Platten

Thermo Scientific™, Waltham,
Massachusetts, USA

Deckglaschen (Menzel-Glaser)

Thermo Scientific™, Waltham,
Massachusetts, USA

flache Einbettungs-Giel3formen

Plano, Wetzlar, Deutschland

Glaswaren

Duran® Wertheim, Deutschalnd

Grid-Box

Plano, Wetzlar, Deutschland

Latex-Untersuchungshandschuhe

power grip

unizell Medicare, Bad Schwartau,

Deutschland

Nickelnetzchen

Plano, Wetzlar, Deutschland

Pipettenspitzen

Brand®, Wertheim, Deutschland

Rasierklingen

Plano, Wetzlar, Deutschland

Reaktionsgefalle ,EasyFit“ mit Deckel Paul Bottger, Bodenmais, Deutschland

SuperFrost Plus Objekttrager

R. Langenbrinck, Emmendingen,

Deutschland
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Tab. 3: Liste der verwendeten Gerate

Gerate Hersteller
Combi-Spin FVL 2400N Biosan, Riga, Lettland
Diatome Science Service, Miinchen, Deutschland

Digitalmikroskop Keyence VHX6000

Keyence, Osaka, Japan

Einbettkarusell TP1020

Leica Biosystems, Nuf3loch, Deutschland

Elektronenmikroskop LEO 912 AB

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Fluoresszenzmikroskop Keyence
BZ9000

Keyence, Osaka, Japan

Giel3station M2080/K

BAVIMED, Birkenau, Deutschland

Konfokalmikroskop Eclipse TI-E

NIKON, Tokio, Japan

Ofen

Memmert, Schwabach, Deutschland

pH-Meter FE20/EL20

Mettler Toledo, Greifensee, Schweiz

Pipetten Discovery comfort

HTL LAB solutions, Warschau, Polen

Schlittenmikrotom SM2010 R

Leica Biosystems, Nuf3loch, Deutschland

Schittler KL2

Edmund Buhler, Bodelshausen,

Deutschland

Spektralphotometer NanoDrop™
2000c

Thermo Scientific™, Waltham,
Massachusetts, USA

StepOnePlus™ Real-Time PCR
System

Thermo Scientific™, Waltham,
Massachusetts, USA

Thermal Cycler 2720

Applied Biosystems™, Foster City,
Kalifornien, USA

Thermomix ME Wasserbad

B. Braun Biotech, Berlin, Deutschland

Ultracut-Schneidegerat E

Reichert-Jung, NufZloch, Deutschland

Wasserbad 1052

GFL, Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge 5418, 5415 C

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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2.1.3 Puffer

Tab. 4: Liste der verwendeten Puffer

Puffer

Zusammensetzung

Digestionspuffer

2 ml5 M NaCl

1 ml 10% SDS

0,5mli 0,5M EDTA

5 ml 1M Tris-HCL (pH 8,0)
41,5 ml Ampuva H20

EM-Fixans, ph 7,4

2,5 ml Paraformaldehyd
2,5 ml Glutaraldehyd
95 ml 0,1 M Cacodylatpuffer

Epon-Stammlésung

26 g Glycidether
11 g DDSA

15 g MNA

0,25 g DMP-30

4% Paraformaldehyde-L6sung
(PFA)

4% Paraformaldehyd
0,1 M PBS, pH 7,4

Phosphatpuffer, 0,1 M, pH 7,4

4,9 g Kaliumdihydrogenphosphat
23,3 g Natriumdihydrogenphosphat
in 2 I Aqua dest.

PBST/BSA-Puffer

1% BSA in PBS
0,3% Triton

Citrat-Puffer, pH 6,0

18 ml 0,1 M Zitronensaure
82 ml 0,1 M Tri-Natriumcitrat
900 ml Aqua dest.

Phosphat-gepufferte Salzldsung
(PBS)0,1M,pH 7,4

137 mM Natriumchlorid
2,68 mM Kaliumchlorid
9,58 mM di-Natriumhydrogenphophat
1,47 mM Kaliumdihydrogenphosphat

Tris/HCI, 1,0 M, pH 6,8

121,14 g Tris

in Aqua dest. I6sen pH einstellen auf 1 |

18



2.1.4 Enzyme und Kits

Tab. 5: Liste der verwendeten Enzyme und Kits

Enzym/Kit

Hersteller

DNase |, RNase-frei

Fermentas, Waltham,
Massachusetts, USA

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit  Applied Biosystems™, Foster

10X RT Buffer

10X RT Random Primers
25X dNTP Mix (100 mM)
MultiScripe™ Reverse Transcriptase

Nuclease-free H,O

City, Kalifornien, USA

M.O.M.® Kit

- M.O.M.® Blocking Reagent
- M.O.M.® Diluent
M.O.M. ® Biotinylates Anti.Mouse IgG Reagent

Vector Laboratories, Burlingame,
Kalifornien, USA

REDTaqg®ReadyMix™

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA

Takyon™ ROX SYBR® MasterMix dTTP blue Eurogentec, Liittich, Belgien

2.1.5 Verwendete Antikdrper

Tab. 6: Liste der verwendeten Antikdrper

Antigen Primarantikdrper Sekundarantikorper Terti&rantikorper
CEACAM1 mccl, mouse, M.O.M. ®Kit Neutravidin DyLight 550,
1:100, eigene 1:400 Invitrogen
Herstellung
Kollagen IV Anti-mouse- Goat-anti-rabbit
Collagen IV, 1:40, Cy5, 1:500,
Bio Rad 2150- Invitrogen
1470
IBA1 Anti-lbal, rabbit, Goat-anti-rabbit  Streptavidin Alexa 555,
(Paraffin) 1:1000, Wakao, biotin, 1:500, 1:500, Invitrogen
019-19741 Invitrogen
IBA1 Anti-lbal, rabbit, Goat-anti-rabbit

(Flachpraparat) 1:500, Wako, 019-

Cy3, 1:500,
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19741 Invitrogen

Rhodopsin Anti-Rhodopsin, Streptavidin
bovine, 1:50, Alexa 488,
Santa Cruz direkt gekopptelt
Biotechnology, sc- mit
57432 AF488, Primarantikorper
1:50

2.1.6 Oligonukleotid-Primer fir PCR
Tab. 7: Liste der verwendeten Primer und deren Sequenzen fur PCR

Primer Sequenz Hersteller
Ccl_fwd 5"-GGAACTCCTGCTGCAGTTGAC-3 Invitrogen
Ccl ex2 rev 5"-GTGACTTCAGCAGTGGTGGC-3 Invitrogen
Ccl neo 5"-GCAGTTCATTCAGGGCACCG-3 Invitrogen

Die Wildtypform von Ceacaml befindet sich auf der Laufhohe von 1175 bp

(Basenpaare), die der transgenen Tiere befindet sich bei 560 bp.

2.1.7 Oligonukleotid-Primer fir RT-gPCR
Tab. 8: Liste der verwendeten Primer und deren Sequenzen fir RT-gPCR

Primer Sequenz Hersteller

Ccl2 5 -CATCCACGTGTTGGCTCA-3’ Invitrogen
5 -GATCATCTTGCTGGTGAATGAGT-3

GAPDH (Housekeeper) 5 -TGTCCGTCGTGGATCTGAC-3’ Invitrogen
5-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3

Gnb2l (Housekeeper) 5-TCTGCAAGTACACGGTCCAG-3 Invitrogen
5-ACGATGATAGGGTTGCTGC-3

Ibal 5 -GGATTTGCAGGGAGGAAAAG-3’ Invitrogen
5 -TTCGATTGGGACCAACTGGAT-3’

Rpl32 (Housekeeper) 5-GCTGCCATCTGTTTTACGG-3’ Invitrogen
5-GACTGGTGCCTGATGAACT-3’

TofB1 5-CCTTCCTGCTCCTCATGG-3’ Invitrogen
5"-CGCACACAGCAGTTCTTCTC-3’
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TgfB2 5"-AGGAGGTTTATAAAATCGACATGC-3" Invitrogen
5 -TAGAAAGTGGGCGGGATG-3

TofB3 5"-CCCTGGACACCAATTACTGC-3 Invitrogen
5 -TCAATATAAAGGGGGCGTACA-3

TgfBr1 5"-AGAAGAGCGTTCATGGTTCC-3’ Invitrogen
5-CGTCCATGTCCCATTGTCT-3

TgfBr2 5"-AGAAGCCGCATGAAGTCTG-3’ Invitrogen
5-CCTCCTGCTCCTCATGG-3’

Tnf-a 5-TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG -3 Invitrogen

5 -GGTCTGGGCCATAGAACTGA-3

2.1.8 Versuchstiere
Im Rahmen der Experimente erfolgten lediglich Organentnahmen, somit war ein
Tierversuchsantrag nicht notwendig. Aulerdem wurde kein menschliches Material

verwendet, daher konnte auf einen Ethikantrag verzichtet werden.

2.1.8.1Tierhaltung

Die Tiere wurden im Tierstall ZEMM der Universitst Wduirzburg unter
Standardbedingungen gehalten. Die Luftfeuchtigkeit betrug 55% + 5%, die Temperatur
betrug 22°C + 2°C. Den Tieren stand stets Futter und Wasser zur Verfiigung. Es wurde

ein zwolfstliindiger Tag-Nacht-Rhythmus simuliert.

2.1.8.2Tierlinien
Zur Untersuchung der physiologischen Expression von CEACAM1 sowie als
Kontrollgruppe in Experimenten mit genetisch veranderten Mausen, wurden

wildtypische Tiere des C57BL/6J -Mausstammes verwendet.

Die Folgen eines Ceacam1-Knockouts wurden anhand von Cc1” -Mausen (genetischer
Hintergrund: C57BL/6J) untersucht. Diese wurden freundlicherweise von Prof. Dr. med.
Sileyman Ergin zur Verfigung gestellt. Die genetische Veranderung wurde durch

Deletion der ersten beiden Exons von Ceacaml generiert [81].

2.2 Methoden
2.2.1 Gewebeaufbereitung fir die Histologie
Nach tierschutzgerechter Totung der Mause wurden die Lider gespreizt und die Augen

vorsichtig mittels einer Pinzette hinter dem Bulbus durch leichten Zug herausprapariert.
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Die enukleierten Augen wurden fir 4-6 Stunden (h) in 4% Paraformaldehyde in 0,1 M
Phosphat-Puffer (pH 7,4) fixiert und anschlieBend in 0,1 M PBS gesplilt, siehe hier
Tab. 9. Bei Bedarf konnten sie nach Schritt 4 iber Nacht bei 4°C gelagert werden.

Tab. 9: Spulschritte der enukleierten Augen im Vorfeld der Paraffineinbettung

Schritt Reagenz Dauer

1.,2.,3.,4., 0,2 M PBS (pH 7,4) je 15 Minuten (min)
5. 50% Isopropanol 1lh

6. 70% Isopropanol 1lh

7. 70% Isopropanol 1lh

Die Paraffineinbettung der Augen erfolgte mit dem Einbettkarussell TP1020 (Leica
Biosystems, NuBloch, Deutschland) am darauffolgenden Tag wie in Tab. 10

angegeben.

Tab. 10: Schritte der Paraffineinbettung

Schritt Reagenz Dauer
1. 70% Isopropanol 1lh
2. 80% Isopropanol 1lh
3. 96% Isopropanol | 1h
4. 96% lIsopropanol Il 2h
5. 100% Isopropanol | 1h
6. 100% Isopropanol I 1h
7. 100% Isopropanol lll 2h
8. Xylol | 30 min
0. Xylol Il 1lh
10. Xylol I 1h
11. Paraffin | 2h
12. Paraffin Il 8h

AnschlieBend fand die Ausbettung der Praparate mit der Giel3station M2080/K
(BAVIMED, Birkenau, Deutschland) statt.

Die Herstellung der Paraffinschnitte wurden mittels eines Schlittenmikrotoms SM2010
R (Leica Biosystems, Nufiloch, Deutschland) durchgefihrt, wobei 6 pum diinne Schnitte
in mittig-sagittaler Ebene, mit getffneter Pupille und auf Hohe der Papille, angefertigt

wurden. Die mit einem Pinsel aufgenommenen Schnitte wurden auf einen mit 70%igem
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Ethanol befeuchteten Objekttrager Uberfuhrt und im Anschluss in einem Wasserbad
(1052 von GFL, Burgwedel, Deutschland) bei 45°C gestreckt, um im weiteren Verlauf
auf einen SuperFrost Plus Objekttrager (R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland) aufgezogen zu werden und Uber Nacht bei 37°C (Ofen, Memmert,

Schwabach, Deutschland) zu trocknen.

2.2.2 Immunfluoreszenz

Bei der Immunfluoreszenz wird das gewiinschte Antigen durch einen
Fluoreszenzfarbstoff markiert, welcher bei einer bestimmten Wellenldnge des Lichtes
im Fluoreszenzmikroskop angeregt werden kann. Dabei wird ein Primarantikorper-
Antigen-Komplex gebildet, der durch einen den Fluoreszenzfarbstoff tragenden
Zweitantikorper markiert wird [82]. Bevor die Antikorper die Zielantigene markieren
konnen, mussen die in Paraffin eingebetteten, histologischen Schnitte, wie im

Folgenden beschrieben, entparaffiniert und demaskiert werden.

Entparaffinierung

Die in Paraffin eingebetteten und mit 4% Paraformaldehyde in 0,1 M PBS fixierten
Schnitte mussten zunachst einer Entparaffinierung mittels absteigender Alkoholreihe
(Tab. 11) unterzogen werden, bevor sie fir 5 min in destilliertem Wasser rehydriert

wurden.

Tab. 11: Entparaffinierung mittels absteigender Alkoholreihe

Schritt Reagenz Dauer
1. Xylol 10 min
2. Xylol 10 min
3 Ethanol 100% 5 min
4, Ethanol 100% 5 min
5. Ethanol 96 % 5 min
6. Ethanol 80% 5 min
7. Ethanol 70% 5 min
8. Aqua destillata 5 min

Demaskierung
Die entparaffinierten Schnitte wurden anschlieend einer Demaskierung unterzogen,

wobei ein saurer Citrat-Puffer (pH 6,0) verwendet wurde. Hierzu wurde Puffer in einer
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Kivette zunachst in der Mikrowelle bis zum Kochen erhitzt, die Schnitte im Anschluss
eingetaucht und der Puffer fir weitere 10 Sekunden (sec) in der Mikrowelle zum
Kochen gebracht. Darauf folgte eine 50-sec-Abkihlphase in der Kivette bei
Raumtemperatur, bevor der Puffer wieder flr 10 sec zum Kochen erhitzt wurde. Diese
Schritte wurden 7-mal wiederholt und anschlieend die Schnitte fir 30 min bei
Raumtemperatur abgekihlt. Der Puffer wurde innerhalb von 5 min durch langsam
zugegossenes destilliertes Wasser (Aqua dest.) ersetzt und die Schnitte daraufhin in
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS, 0,1 M, pH 7,4) Uberfihrt.

2.2.2.1Immunhistochemische Farbungen

CEACAM1-Farbung mittels M.O.M.®-Kit

Zur Farbung von CEACAML1 wurden verschiedene Vorversuche mit diversen priméaren
Antikdrpern und immunhistochemischen Methoden durchgefiihrt. Schliel3lich wurde
eine Kombination aus einem spezifischen mCC1-Antikérper und Mouse on Mouse®
(M.O.M.®)-Kit (Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien, USA) verwendet. Die

einzelnen Schritte wurden, wie in Tab. 12 dargestellt, durchgefihrt.

Tab. 12: CEACAM1-Farbung mittels mCC1-Antikorper und M.O.M. ®-Kit

Schritt Reagenz Dauer
1. Blockierung M.O.M. ® Blocking Reagent, 1 Tropfen 1 h, RT
M.O.M. ® Blocking Reagent pro 1,25
ml PBS
2. M.O.M.® Diluent M.O.M.® Diluent, 120l pro 1,5 ml 5 min, RT
PBS
3. Primar-AK- mCC1-AK, 1:100 in M.O.M. ® Diluent 30 min, RT
Inkubation
4. Waschen PBS 2x 2 min, RT
Sekundar-AK- M.O.M. ® Biotinylates Anti-Mouse IgG 10 min, RT
Inkubation Reagent, alternativ: Goat-anti-mouse-
Biotin, 10ul pro 2,5ml M.O.M. ® Diluent
6. Waschen PBS 2X 2 min, RT
7. Tertiar-AK- Neutravidin DyLight 550, 1:400 in 30 min, RT
Inkubation PBS
8. Waschen PBS 2x 2min, RT
9. Dapi-Farbung Dapi, 1:5000 in PBS 30 min, RT
10. Waschen PBS, anschliel3end kurz in Aqua dest.  2x 2 min, RT
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eintauchen

11. Eindecken Moviol

Doppelfarbung von CEACAM1 und Kollagen IV

Um die genaue Lokalisation des CEACAM1-Signals zu verifizieren, wurde eine
Doppelfarbung mit Kollagen 1V durchgefihrt. Kollagen 1V ist unter anderem auch ein
Bestandteil der Basalmembran, die jedes Gefal3 umgibt [3] und zeigt somit die Position

der GefalRe innerhalb der Retina gut an.

Entparaffinierung und Demaskierung liefen, wie oben beschrieben, ab. Im Folgenden
wurden die Schnitte mit dem Primar-Antikdrper fur Kollagen IV (Anti-mouse-Collagen
IV, Bio Rad 2150-1470) in einer Verdinnung 1:40 in 1% Normal Goat Serum (NGS) in
PBS uber Nacht bei 4°C inkubiert. Es folgten 3 Waschschritte fir je 5 min in PBS.
AnschlieRend wurden die Schnitte mit dem Sekundar-Antikérper (Goat-anti-rabbit Cy5)
in einer Verdinnung 1:500 in 1% NGS in PBS flr eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert und erneut 3-mal fiir je 5 min in PBS gewaschen. Bevor die Farbung von
CEACAM1 folgte, wurde durch Auflegen eines Deckglases die Qualitat der Kollagen
IV-Farbung fluoreszenzmikroskopisch kontrolliert. Bei ausreichender Qualitat wurde
das Deckglas vorsichtig entfernt und die CEACAMI1-Farbung mittels mCC1l als

primarem Antikorper und M.O.M. ®-Kit, wie oben beschrieben, durchgefihrt.

Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten mit einem Fluoreszenzmikroskop Keyence
BZ9000 (Keyence, Osaka, Japan), welches mit der Software BZ-1l Analyser (Version
1.42) ausgestatte war.

Farbung von IBA1im retinalen Flachpréparat

Die Farbung von IBAl im retinalen Flachpraparat erfolgte unmittelbar nach der
Praparation des Auges, welches fur 90 min in 4 % PFA bei Raumtemperatur anfixiert
wurde. Daraufhin schlossen sich 2 Spulschritte in PBS fir jeweils 10 min an.
AnschlieBend wurde die Retina unter mikroskopischer Sicht herausprapariert und in
eine 48-Well-Platte mit Blockpuffer Gberfuhrt. Es folgte die Blockierung mit PBST/BSA
Uber Nacht bei 4°C auf dem Schdttler. Daraufhin wurde die Inkubation mit dem Priméar-
Antikérper (anti-lbal, rabbit, Wako) in PBST/BSA in einer Verdinnung 1:500 fir 48 h
bei 4°C durchgefihrt. Nach erneutem Waschen in PBST/BSA in PBS im Verhaltnis 1:2
fur 5-mal 20 min wurden die Retinae mit dem Sekundar-Antikorper (Goat-anti-rabbit
Cy3, Invitrogen) in einer Verdinnung 1:500 in PBST/BSA zusammen mit Dapi (1:1000)
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fur 24 h bei 4°C inkubiert. Es erfolgten wiederholt 4 Waschschritte je 20 min mit
PBST/BSA in PBS im Verhdltnis 1:2 sowie einmaliges Waschen in PBS fur 20 min.
AbschlieRend wurden die Retinae flach auf dem Objekttrager ausgebreitet und von 4
Seiten leicht eingeschnitten, um abschlieRend mit Moviol eingedeckt zu werden. Die
Lagerung erfolgte bei 4°C im Dunkeln. Diese Farbungen wurden durch Alla Ganscher

angefertigt.

Die Mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem inversen Konfokalmikroskop
Eclipse TI-E (Nikon, Tokio, Japan) durchgefuihrt, welches mit der NIS-Elements

Advanced Research Software (Nikon, Tokio, Japan) ausgestattet ist.

Doppelfarbung von IBA1 und Rhodopsin

Zur genaueren Darstellung der IBA1 positiven Zellen im subneuroretinalen Raum
wurden Doppelfarbungen von Paraffinschnitten angefertigt. Hierzu erfolgte, wie oben
beschrieben, zunachst die Entparaffinierung mittels absteigender Alkoholreihe
(vergleiche (vgl.) Tab. 11) sowie die Demaskierung mit Citrat-Puffer (pH 6,0). Daraufhin
wurden die Praparate fur 30 min in 0,05 mM Ammoniumchlorid bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieend fur 5 min in 0,5% Triton in PBS Uberfiihrt. Es folgten drei
Spulschritte in PBS fur je 5 min, bevor die Schnitte fir 60 min in 5% NGS in PBS
blockiert wurden. AnschlieRend wurde die Inkubation mit den Primar-Antikdrpern anti-
Ibal (rabbit, Wako) in 5% NGS in PBS in einer Verdinnung 1:1000 sowie anti-
Rhodopsin gekoppelt mit Alexa Fluor 488 (mouse, Santa Cruz Biotechnology) in 1%
NGS in PBS in einer Verdinnung 1:50 tber Nacht bei 4°C durchgefuihrt. Nach
erneutem Waschen in PBS fur dreimal 5 min wurden die Objekttrager mit dem
Sekundar-Antikorper fur anti-lbal (Goat-anti-rabbit biotin, Invitrogen) in einer
Verdinnung 1:500 in 1% NGS in PBS fiur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Es erfolgten wiederholt 3 Waschschritte von je 5 min mit PBS im Dunkeln mit
anschlieRender Inkubation in Streptavidin Alexa 555 in PBS in einer Verdinnung von
1:500 versetzt mit Dapi. AbschlieRend wurden die Objekttrager dreimal fir 5 min in
PBS im Dunkeln gewaschen und mit Moviol eingedeckt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C

im Dunkeln.

2.2.3 Licht- und Elektronenmikroskopie

Zur Herstellung von Semi- und Ultradiinnschnitten wurden die entnommenen Augen in
EM-Fixans (2,5% Paraformaldehyd, 2,5% Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer; ph
7,4) Uberfuhrt. Um eine bessere Fixierung der Augen zu erreichen, wurde nach circa

einer Stunde die Cornea vorsichtig gefenstert und die Augen Uber Nacht bei 4°C im
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Fixans belassen. Es folgten 4 Spulschritte fir je 30 min in 0,1 M Cacodylatpuffer (ph
7.,4) sowie eine Nachfixierung in 1% Osmiumferrocyanid in 0,1 M Cacodylatpuffer fur
eine Stunde. Im Anschluss wurden die Augen dreimal 15 min in Aqua dest. gespdilt und

daraufhin mittels aufsteigender Alkoholreihe entwassert (vgl. Tab. 13).

Tab. 13: Entwasserung des Gewebes bei der Einbettung in Epon

Schritt Reagenz Dauer
1 30% Ethanol 15 min
2 50% Ethanol 15 min
3 70% Ethanol 15 min
4 2% UA in 70% Ethanol 60 min
5. 70% Ethanol 15 min
6 80% Ethanol 15 min
7 90% Ethanol 15 min
8 96% Ethanol 15 min
9./10. 100% Ethanol 15 min

Es folgte die Einbettung in Epon, wobei zun&chst zwei Spulschritte mit Propylenoxid fur
je 30 min vorgeschalten und anschliel3end die Augen Uber Nacht in einer 1:1 Ldsung
aus Epon und Propylenoxid inkubiert wurden, bevor sie fir 2 h in reines Epon
Ubergingen. Nachfolgend wurden die Augen in flache Einbettungs-GielZformen (Plano,
Wetzlar, Deutschland) gelegt, diese mit frischem Epon ausgegossen und bei 60°C fiir

48 h auspolymerisiert.

2.2.3.1 Anfertigung von Semidinnschnitten

Die Semidinnschnitte wurden mittels Ultramikrotom (Ultracut E, Reichert-Jung,
NuBloch Deutschland) 1 um dinn geschnitten, auf einen Objekttrager mit Aqua dest.
Uberfihrt und bei 80°C auf einer warmen Platte getrocknet, um Falten im Praparat
vorzubeugen. Als nachstes wurde fir 15-30 sec Methylenblau (Ansatz: 1 g
Methylenblau, 1 g Borax, 1 g Arur je 100 ml Aqua dest.) auf die Schnitte gegeben und
anschliel3end mit destilliertem Wasser abgespult. Die Eindeckung erfolgte mit Depex.

Die Schnitte wurden von S. Schenk und K. Reinfurt-Gehm angefertigt.

2.2.3.2 Anfertigung von Ultradinnschnitten
Fur die Ultradinnschnitte wurden die eingebetteten Augen im Ultramikrotom (Ultracut
E, Reichert-Jung, Nul3loch, Deutschland) mit einem Diamantmesser (DIATOME) 60-80

nm dinn geschnitten. Die Schnitte wurden anschlieRend auf mit 0,7 % Formvar in
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Chloroform beschichtete Nickelnetzchen tberfuhrt. Die Schnitte wurden von S. Schenk

und K. Reinfurt-Gehm angefertigt.

2.2.4 Morphometrische Analyse
Grundlage der morphometrischen Auswertungen waren Ubersichtsaufnahmen von
Semidiinnschnitten, die mit dem Digitalmikroskop Keyence VHX6000 (Keyence,

Osaka, Japan) aufgenommen wurden.

Zur Ausmessung der neuronalen Schichtdicken der Retina wurde das Programm Fiji
genutzt. Zundchst wurden beide Hemisphdren der Retina Computer-assistiert
ausgemessen und 9 gleichmafig verteilte Messpunkte je Hemisphére generiert. Hierzu
wurde das Macro »~Segment Selection®
(https://github.com/skoschad/ij/blob/master/Segment_Selection.ijm ) verwendet. An
den 18 Messpunkten wurde die Dicke der INL sowie ONL gemessen. Die Werte
wurden anschlieRend in Microsoft® Excel (Microsoft® Corporation, Redmond,

Washington, USA) Uberfiihrt und statistisch ausgewertet.

2.2.5 Genotypisierung der Versuchstiere

Zur molekularbiologischen Kontrolle der Genotypen der verwendeten Versuchstiere
mittels PCR wurden Proben der Mausschwanze einer Lyse unterzogen. Hierzu wurde
die Biopsie mit 500 pl Digestions-Puffer zusammen mit 10 pl Proteinase K in einer
Verdinnung von 1:50 versetzt und bei 55°C im Wasserbad Uber Nacht inkubiert, bis

das Gewebe vollstandig lysiert war.

Im Anschluss wurden den Proben 500 pul Isopropanol zugegeben und diese bei -20°C
fir 10 min inkubiert, um daraufhin bei 4°C fiir 5 min und 13000 rounds per minute (rpm)
zentrifugiert zu werden. Der Uberstand wurde abgezogen, dem verbliebenen Gemisch
wurden 500 pl 70%-iges Ethanol beigefiigt und dieses erneut fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die Zentrifugation (13000 rpm) bei 4°C fir 5 min,
der Uberstand wurde erneut abgezogen. Das zuriickbleibende Pellet im
Reaktionsgefald wurde wiederholt fir 30 Sekunden bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert

und das nun verbliebene Ethanol vorsichtig abpipettiert.

Zur Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion wurden 1 pl der gewonnen DNA zum

PCR-Mastermix gegeben, dessen Zusammensetzung in Tab. 14 aufgelistet wird.
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Tab. 14: Mastermix PCR

Reagenz Volumen
MgCl, 0,3 pl
Primer 1 10 uM 0,3 pl
Primer 2 10 uM 0,3 pl
Primer 3 10 uM 0,3 ul
RedTag-Mix 7,5
H.O 53ul

Abhangig vom Genotyp der Versuchstiere wurden entsprechende Primer (Tab. 7)
verwendet. Das Gemisch aus DNA und Mastermix wurde gut gevortext und
abzentrifugiert. AnschlieBend erfolgte die Amplifikation im Thermal Cycler 2720
(Applied Biosystems™, Foster City, Kalifornien, USA) gemafll dem in Tab. 15

aufgeflhrtem Programm.

Tab. 15: Programm PCR — Genotypisierung

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
1 95 °C 2 min 1x

2 95 °C 30 sec

3 60 °C 30sec 40x

4 72 °C 1 min

5 72 °C 5 min 1x

Bei jeder durchgeflihrten PCR erfolgte eine Negativ- (= H20) - und eine Positiv- (= DNA
eines positiven Tiers) Kontrolle, um sicherzustellen, dass es sich bei den dargestellten

Banden um spezifische Signale handelt.

2.2.6 Quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion (RT-gPCR)

Bei der RT-gPCR handelt es sich um die kombinierte Methode einer reversen
Transkription (RT) mit darauffolgender quantitativer Polymerasekettenreaktion (QPCR).
Bei der initialen reversen Transkription wird die Ribonukleinsdure (RNA) isoliert durch
eine reverse Transkriptase in eine komplementdre Desoxyribonukleinsdure (cDNA)
umgeschrieben. Die anschlieRende Amplifikation der cDNA in der PCR ermdoglicht es,
aus einer kleinen Ausgangsmenge RNA eine ausreichend grofe Menge cDNA zu
erzeugen, die zur quantitativen Analyse (qPCR) notwendig ist. Zur Vermehrung

spezifischer cDNA werden dem Ansatz spezifische Primer zugesetzt. Somit bietet
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diese molekularbiologische Methode die Mdglichkeit, auf die quantitative Expression
spezifischer RNA sowie die Transkriptionsaktivitat Gber die Bestimmung der mRNA-

Expression Rickschliisse zu ziehen [83-85].

Zunachst wurde die mRNA aus den Proben von Retina und Choroidea isoliert. Hierzu
erfolgte die Inkubation derselben nach Zerkleinerung mit einem Mérser mit 600 pl
TRIzol® Reagenz (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) fir 5 min bei
Raumtemperatur. Das entstandene Lysat wurde in Reaktionsgefalie tberfuhrt und 120
pl Chlorophorm hinzugegeben. Nach einer Ruhepause von 3 min bei Raumtemperatur
wurden die Proben 15 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der wassrige
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt und die darin befindliche RNA
durch Zugabe von 300 ul Isopropanol fir 10 min bei Raumtemperatur geféllt. Im
Anschluss erfolgte die erneute Zentrifugation fir 10 min bei 13000 rpm und 4°C. Der
entstandene Uberstand wurde vorsichtig abgezogen und verworfen. Das
zurtckbleibende Pellet wurde nun durch Zugabe von 500 pl 75%igem Ethanol
gewaschen und wiederholt fur 10 min bei 7500 rpm bei 4°C zentrifugiert. Das
Uberstehende Ethanol wurde wieder abgezogen und der Vorgang wiederholt. Das
entstandene Pellet wurde anschlieBend 10 min bei Raumtemperatur getrocknet, um im
Weiteren mit 25 yl RNase-freiem-Depc-Wasser fiir 10 min bei 60°C geldst zu werden.

Die Lagerung der Proben erfolgte daraufhin bei -80°C.

Im nachsten Schritt wurden die gewonnenen mRNA-Proben auf ihre Qualitat und
Reinheit photometrisch mit dem Spektralphotometer NanoDrop™ (Thermo Scientific™,
Waltham, Massachusetts, USA) untersucht. Hierbei zeigte das Verhéltnis der
Absorption bei 260nm fiir DNA und 280nm flr Proteine die Reinheit der Proben. Um im
weiteren Verlauf der Versuche beriicksichtigt zu werden, wurde ein Quotient A260/280
von = 1,8 als Qualitatskriterium festgelegt.

Die Umwandlung der gewonnenen mRNA in eine cDNA erfolgte mittels High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems™, Foster City, Kalifornien,
USA). Zuvor wurden die Proben von mdglichen DNA-Bestandteilen gesdubert. Hierzu
wurde die mRNA-Probe, wie folgt (Tab. 16), mit DNase | (Fermentas, Waltham,
Massachusetts, USA) in Reaktion gebracht:
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Tab. 16: Zusammensetzung der Reagenzien zur Sauberung der mRNA-Proben

Reagenz Volumen
RNA 1 g

10X Reaktions-Puffer mit MgCI2 1yl
DNase |, RNase-frei 1l
DEPC-Wasser bis 10 pl

Das Gemisch wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert, anschlieend mit 1 pl 50 mM EDTA
versetzt und bei 65°C fiir 10 min erneut inkubiert. Zur Vorbereitung der cDNA-Synthese
wurde der 2X RT Master Mix angesetzt. Die einzelnen Komponenten wurden langsam
auf Eis aufgetaut und, wie folgt (Tab. 17), pipettiert:

Tab. 17:
Reagenz Volumen Zusammensetzung
10X RT Puffer 2,0 ul des 2X RT Master Mix
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 pl
10X RT Random Primer 2,04
Multiscribe™ Reverse Transkriptase 1,0 pl
Nuclease-freies Wasser 4,2 ul
gesamt 10,0 ul

AnschlieRend wurden 10 pl des 2X RT Master Mix” zusammen mit 10 pl der mRNA-
Proben (1 pg RNA in 10 ul) in eine 96-well-Platte gegeben, vorsichtig vermischt und
zentrifugiert. Die Proben wurden zwischen den einzelnen Schritten auf Eis gelagert.
Zur Durchfihrung der Reversen Transkription wurde folgendes Programm (Tab. 18)
am Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems™, Foster City, Kalifornien, USA)
hinterlegt:

Tab. 18: Programm der Reversen Transkription

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4

Temperatur 25 37 85 4
°C)
Zeit (min) 10 120 5 o0
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Das Reaktionsvolumen wurde auf 20 pl definiert und die Reverse Transkriptase
Reaktion gestartet. Die Lagerung der cDNA-Proben fand kurzfristig bei 2°C bis 6°C und
langfristig bei -15°C bis -25°C statt.

Zur Durchfuhrung der gPCR erfolgte zunachst die Verdinnung der 20 pul cDNA-Proben
der RT-Reaktion im Verhaltnis 1:10 mit 180 pl destilliertem Wasser. Der qPCR-Mix
wurde, wie in Tab. 19 angegeben, zusammengesetzt und gut gemischt. Anschliel3end
wurden 12 pl des Ansatzes je Well pipettiert und mit 3 pl der cDNA-Verdunnung auf 15
pl Reaktionsvolumen aufgefiillt. Die gPCR erfolgte daraufhin mit einem StepOnePlus™
Real-Time PCR System (Thermo Scientific™, Waltham, Massachusetts, USA). Das
Gerat wurde so programmiert, dass 40 Zyklen durchlaufen wurden. Der Ablauf eines
Zyklus ist in Tab. 20 aufgelistet. Um am Ende eine quantitative Beurteilung der
Genexpression zu ermdglichen, wurde auch das Expressionslevel der Housekeeper-
Gene Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Gapdh), Guanine nucleotide-
binding protein subunit beta-2-like 1 (Gnb2l1) und Ribosomal Protein L32 (Rpl32)
bestimmt. Um die Expression der Zielgene zu bestimmen, wurde mittels AA ct Methode
[86] deren Expressionsstarke auf die Expression des Mittelwert der 3 Housekeeper

Gene normiert.

Tab. 19: Zusammensetzung des gPCR-Mix

Reagenz Volumen

2x MasterMix (ROX SYBR® Takyon™, 7,5 ul

Eurogentec, Belgien)

Primer forward 0,6 ul aus 1:10 Primer-Verdinnung
Primer reverse 0,6 ul aus 1:10 Primer-Verdinnung
Aqua destillata 3,3 ul

gesamt 12,0 ul

Tab. 20: Programm gPCR

Schritt Temperatur Dauer
1 95°C 10 sec
2 95°C 10 sec
3 60°C 25 sec
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4 95°C 10 sec

5 50°C 25 sec

6 95°C 10 sec

2.2.7 Statistik

Die Auswertung gewonnener numerischer Daten sowie deren graphische Darstellung
erfolgte mit Hilfe der Software Microsoft® Excel (Microsoft® Corporation, Redmond,
Waschington, USA). Die Ergebnisse sind als Mittelwert + standard error of the mean
(SEM) dargestellt. Signifikanz der Ergebnisse wurde mittels dem ,Students’s® T-Test
berechnet. Als signifikanten Unterschied wurde ein p<0,05 angenommen und mit *

markiert, ein hochsignifikanter Unterschied mit p<0,01 und mit ** gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Physiologische Ceacaml1-Expression im Auge

Zunachst wurde die Expression von Ceacaml in der Retina und Choroidea im
zeitlichen Verlauf untersucht. Dazu wurde die mRNA Expression von Ceacam1 bei BIl.6
Wildtyp-Mausen mittels RT-PCR zu unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt. Hierbei
konnte in der Retina sowohl fir die frihen postnatalen Tage P4, P10, P14, P21, als
auch fir die adulten Tiere im Alter von 1 und 3 Monaten, Ceacaml-mRNA
nachgewiesen werden. Auffallend war, dass die hdchste Ceacaml1-Expression in der
Retina an P4 detektiert wurde und die Expression danach abnahm (vgl. Abb. 6).

Auch in der Choroidea war die Expression von Ceacaml1-mRNA an P4, P10, P14, P21,
sowie bei 1 und 3 Monate alten M&usen zu jedem Zeitpunkt nachweisbar (Abb. 6B).
Vergleichend betrachtet, war die Menge der quantitativ bestimmten mRNA in der
Choroidea jedoch niedriger als in der Retina (Abb. 6A und B).
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Abb. 6: Ceacam1l mRNA-Expression in retinalem und choroidalem Gewebe.

Relative mRNA-Expressionslevel von Ceacaml in retinalem (A) und choroidalem (B) Gewebe von P4,
P10, P14, P21, 1 Monat und 3 Monate alten wildtypischen Mausen. Die Daten sind Mittelwerte + SEM. n <
3 pro Zeitpunkt.

Um zu untersuchen, in welchen Zellpopulationen oder Regionen des Auges CEACAM1
exprimiert wird, wurden mittels spezifischem mCC1-Antikdrper immunhistochemische
Farbungen an 30 Tage alten BIl.6 Wildtyp-Mausen durchgefihrt. Hierbei wurde die
Expression von CEACAM1 im ganzen Auge detailliert untersucht. So zeigte sich im
vorderen Augenabschnitt (Abb. 7A) in der Iris ein deutliches CEACAM1-Signal (Abb.
7A, oben) das seinem Erscheinungsbild nach den dort verlaufenden GefalRen glich.
Des Weiteren war eine intensive CEACAM1-Expression im Bereich des Korneaepithels
detektierbar (Abb. 7A, Mitte). Ebenso konnten Signale im Bereich des Ziliarkorpers
nachgewiesen werden. Hier zeigte sich zum einen die Expression im Bereich der

Gefal3konvolute des Ziliarkorpers lokalisiert, zum anderen war ein dezentes Signal im

34



nicht-pigmentierten Epithel desselben zu erkennen (Abb. 7A, unten). Neben dem
vorderen Augenabschnitt wurde auch der hintere Augenabschnitt beziglich eines
CEACAM1-Signals in der immunhistochemischen Farbung begutachtet (Abb. 7B). In
der Retina zeigte das CEACAM1-Signal die typische Dreischichtung, entsprechend der
drei retinalen GefalRplexus [15], im Bereich der Ganglienzellschicht (GCL) sowie der
inneren und aulReren plexiformen Schicht (IPL, OPL) (Abb. 7B, oben). Zudem war eine
CEACAM1-Expression in den GefalRen des N. opticus (Abb. 7B, unten) und in denen
der Choroidea detektierbar (Abb. 7A, oben). Die Antikorper-Kontrollen zeigten keine
positiven Signale, was auf eine spezifische CEACAM1 Farbung hinweist. Lediglich im
Ziliarkorper lie3 sich ein dezentes Signal erkennen, das am ehesten als

Autofluoreszenz von Erythrozyten zu interpretieren ist (Abb. 7A, unten rechts).
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Abb. 7: CEACAM1-Expression im vorderen (A) und hinteren (B) Augenabschnitt.
Immunhistochemische Farbungen 30 Tage alter Bl.6-Wildtyp Mauseaugen mittels spezifischem mCC1-
Antikorper zeigen die Expression von CEACAM1 (rot, weilRe Pfeilkdpfe) im Bereich des vorderen
Augenabschnitts (A) in den Gefalen der Iris und des Ziliarkdrpers sowie deutlich im Epithel der Kornea.
Zudem lasst sich eine diskrete Aktivitat im nicht-pigmentierten Epithel des Ziliarkdrpers nachweisen. Im
hinteren Augenabschnitt (B) ist ein Signal von CEACAM1 (rot, weil3e Pfeilkdpfe) in den GefalRen der
Retina, der Choroidea sowie des N. opticus zu erkennen. Zellkerne sind Dapi gefarbt (blau). Die
Antikdrperkontrollen (AK Kontrolle) zeigen keine CEACAM1-positiven Strukturen. CO = Kornea, LE =
Linse, CB = Ziliarkérper, EP = Epithel, ST = Stroma, GCL = Ganglienzellschicht, INL = Innere
Kornerzellschicht, ONL = AuRere Kornerzellschicht, ON = Nervus opticus.

Zur genaueren Zuordnung der CEACAM1-Expression im Bereich der Gefal3e wurde
eine Doppelfarbung von CEACAM1 mit Kollagen IV bei 30 Tage alten Bl.6 Wildtyp-
Méausen durchgefihrt. Die detektierte Kollagen IV-Expression zeigt die Lage von
Gefal3en an, da es als Bestandteil der Lamina densa der Basalmembran die Geféal3e
umschlie3t [3]. Innerhalb der Kollagen IV haltigen Basallamina lie3 sich in der
Doppelfarbung mit mCC1-Antikérpern das rote CEACAM1-Signal erkennen, sodass die
Zuordnung zum Endothel und damit den Gefal3en klar festzustellen ist (vgl. Abb. 8). In
der VergroRerung links oben im Bild ist auBerdem zu erkennen, dass Perizyten, welche
mit den Endothelzellen in der Basallamina liegen (Abb. 8, weil3er Pfeilkopf) CEACAM1-

negativ sind.
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Abb. 8: Lokalisation der CEACAM1-Expression in der Retina.

Immunhistochemische Farbung eines retinalen Schnitts einer 3 Monate alten B6.I-Wildtyp-Maus. Zur
Darstellung der gefaBumgebenden Basalmembran wurde diese mit Kollagen 1V (rot, schwarzer Pfeilkopf)
angefarbt. Die Expression von CEACAML1 (grin, Pfeil) wurde mittels mCC1-Antikdrpern dargestellt. Der
weil3e Pfeilkopf in der links oben liegenden Vergrof3erung zeigt auf einen Perizyten, der von der Kollagen
IV-positiven Basallamina umhuillt, aber CEACAML1 negativ ist. Zellkerne sind Dapi gefarbt (blau).

3.2 Knockout-Nachweis von Ceacam1 bei Cc1”-Mausen

Um mogliche Funktionen von CEACAM1 im Auge naher zu studieren, wurde die
Morphologie der Augen von Ceacaml-defizienten Méausen (Ccl™) detailliert
untersucht. Zunachst wurde jedoch der Nachweis eines erfolgreichen Knockouts von
Ceacaml in den Versuchstieren vorangestellt. Hierzu erfolgte eine
immunhistochemische Doppelfarbung von CEACAML1 und Kollagen IV an den Augen
von wildtypischen und Ccl”-M&usen. Sowohl in den wildtypischen als auch in den
Ccl”-Mausen sind die GefaRe von einer Basalmembran umgeben, welche unter
anderem Kollagen IV enthalt [3]. Somit konnte die Lokalisation der Gefal3e genau
dargestellt werden. In den Wildtypen zeigte sich das CEACAM1-Signal in direkter
Assoziation mit diesen GefaRen, hingegen war in den Ccl”-M&usen neben dem
Kollagen IV-Signal kein CEACAM1 Signal zu detektieren, was auf eine erfolgreiche
Deletion von Ceacaml in den Ccl”-M&usen hinweist, sowie auf eine spezifische
Reaktion des verwendeten Antikérpers (Abb. 9A). Zur genaueren Evaluation eines
erfolgreichen Knockouts von Ceacaml wurde im Anschluss die quantitative Analyse

der mRNA-Expression von Ceacaml in Wildtypen und Cc1”-Mausen mittels RT-PCR
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angeschlossen (Abb. 9 B und C). Hierbei zeigte sich eine hochsignifikante Reduktion
der mRNA-Expression von Ceacaml in den Knockout-Tieren gegenlber den
wildtypischen Kontrollen. Die erfolgreiche Deletion von Ceacaml bei den verwendeten

Versuchstieren wurde somit bestatigt.
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Abb. 9: Knockout von CEACAML1.

A: Doppelfarbung von CEACAM1 (grun, Pfeil) und Kollagen-IV (rot, Pfeilkopf) von 3 Monate alten
wildtypischen und Ccl”-Retinae. Zellkerne sind mit Dapi gefarbt (blau). GCL = Ganglienzellschicht,
INL/ONL = Innere/AuRRere Kérnerzellschicht. B und C: Retinale (B) and choroideale (C) mRNA-Expression
von Ceacaml in 2 - 4 Monate alten wildtypischen und Ccl”-Mausen. Es zeigt sich eine erfolgreiche
Deletion von Ceacaml. Ergebnisse sind Mittelwerte £+ SEM. n < 6, *** p < 0.001, Student's t-test. AU=

arbitrary unit.
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3.3 Morphologische und Morphometrische Analysen von Ccl’-Mausen

Im weiteren Verlauf konzentrierte ich mich auf die detaillierte Analyse des hinteren
Augenabschnittes mit dem Ziel zu untersuchen, ob eine Deletion von Ceacaml zu
morphologischen Veradnderungen fihren wirde. In der lichtmikroskopischen
VergroRerung von Semidiinnschnitten 2 - 4 und 9 Monate alter Cc1”-Mause lieRen
sich keine Unterschiede der retinalen Schichten im Vergleich zu den wildtypischen BIl.6
Méusen feststellen (Abb. 10 B und D).

Zur Beurteilung einer mdglichen diskreten Neurodegeneration der retinalen Neurone
infolge des Knockouts von Ceacaml erfolgte die morphometrische Beurteilung der
Schichtdicke des INL und ONL. Diese werden von den hier lokalisierten Perikarya der
1. und 2. Neurone der Sehbahn gebildet [2]. Im Rahmen einer neuronalen
Degeneration ware hier eine Reduktion der Neurone und damit gleichzeitig der
Schichtdicke zu erwarten. Die durchgefuhrte Ausmessung der Dicke von INL und ONL
bei wildtypischen und transgenen Tieren an definierten Messpunkten im Verlauf der
Retina wird in sogenannten Spiderdiagrammen in Abb. 10 A und C dargestellt. Im Alter
von 2 - 4 Monaten zeigten sich nach anschlieBender statistischer Auswertung der
Mittelwerte der MeRpunkte keine signifikanten Unterschiede in der Schichtstarke
zwischen Wildtypen und Ccl”-M&usen (Abb. 10A). Des Weiteren wurden gleiche
Untersuchungen bei retinalen Schnitten 9 Monate alter Versuchstiere durchgefihrt.
Hierbei ergab sich ebenso kein signifikanter Unterschied, jedoch war tendenziell zu
erkennen, dass es in der ONL zu einer dezenten Abnahme der Schichtdicke in Cc1™-

Méuse gegenuber den Wildtypen kam (Abb. 10C).

In der Betrachtung der retinalen Hemisphéaren im Uberblick konnten vereinzelte kleine
zystische Formationen (Abb. 11, schwarze Pfeilspitzen) im subneuroretinalen Raum
bei den Ccl”-Tieren beobachtet werden, hierunter ist der Bereich zwischen den

Photorezeptor-AuRensegmenten und dem RPE zu verstehen.

39



A 50 WT/ONL Cc1+/ONL 40 WT/INL Cc1#/INL
45
5% oY
25 ® £s
O= 8=
O< 20 o<
I 2
Za ® 2' N
o) 10 =
5
Os 08 06 04 020NH 02 04 06 08 05
Entfernung vom N. opticus [%] Entfernung vom N. opticus [%]
B | WT Cct1” |
v .

B R +

c 60 WT/ONL  Ce1#/ONL 45 WT/INL  Cc7/INL

ONL Dicke [um]
9 Monate

INL Dicke [um]
9 Monate

OS 0.8 0.6 0.4 0.20NH0.2 0.4 0.6 0.8 OS
Entfernung vom N. opticus [%]

Abb. 10: Morphometrische und Morphologische Analysen der retinalen Schichtung von WT und
Ccl1’-Mausen im Alter von 2 - 4 Monaten (A und B) und 9 Monaten (C und D).

Spider-Diagramme der ONL und INL Dicke von 2 - 4 (A) und 9 (C) Monate alten Ccl’-M&usen zeigen
keinen signifikanten Unterschied. In der detaillierten VergroRerung der zentralen Retina (B und D) von
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Wildtypen und Ccl”-Mausen ist eine reguldre Schichtung der retinalen Neurone zu erkennen. Daten sind
Mittelwerte + SEM. Wildtypen n = 8, Cc1” n = 6, p > 0.05, Student's t-test.

A

WT

Cct1*
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Abb. 11: Retinale Hemisphéaren im Uberblick von 2 - 4 (A) und 9 (B) Monate alten Wildtypen und
Ccl”-Mausen.

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen von Semidiinnschnitten retinaler Hemisphéaren zeigen in den Ccl*-
Tieren kleine Zysten (Pfeilkdpfe) nahe des RPEs. WT = Wildtyp
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In der lichtmikroskopischen VergréRerung zeigten sich im Randbereich dieser
zystischen Auffalligkeiten teilweise auch Zellkerne (vgl. Abb. 12A und B). In der
weiteren Untersuchung dieser phanotypischen Verdnderungen mittels des
Elektronenmikroskops konnten phagozytisch aktive Zellen mit Zysten, die mit
phagozytiertem Material geflllt waren, beschrieben werden (vgl. Abb. 12B). Im
Rahmen dieser detaillierten Betrachtung lie3en sich keine Auffalligkeiten im Aufbau
des RPEs feststellen. Ebenso war das fenestrierte Endothel der Gefal3e der
Choriokapillaris ohne Veradnderungen im Vergleich zu wildtypischen Mausen.
Morphologisch zeigte sich der Bereich der duReren Blut-Retina-Schranke bei den Cc1™”
-Mausen ohne phénotypische Unterschiede gegeniiber den Kontrollen.

—

A GcL Tsoum W1

Abb. 12: Detaillierte Aufnahmen der kleinen Zysten im subneuroretinalen Raum (A) und deren
Ultrastruktur (B) bei 2 - 4 Monate alten B6.l-Wildtypen und Cc1*-Mausen.

In der lichtmikroskopischen Detailaufnahme (A) retinaler Semidiinnschnitte sind kleine Zysten (schwarzer
Pfeilkopf) im Bereich zwischen Photorezeptor-AuRensegmenten und RPE zu erkennen. Die Ultrastruktur
in der elektronenmikroskopischen Aufnahme (B) dieser Veradnderung zeigt einen Zellkérper (Pfeil) einer
phagozytisch aktiven Zelle mit Zysten, welche mit phagozytiertem Material (schwarze Pfeilkdpfe) gefiillt
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sind. GCL = Ganglienzellschicht, INL/ONL = Innere/AuRere Kornerzellschicht, RPE = Retinales
Pigmentepithel.

3.4 IBA1 positive Zellen in der Retina von Ccl1”-Mausen

Phagozytische aktive Zellen in der Retina kdnnen zum einen eingewanderte
Makrophagen zum anderen Mikroglia sein [3]. Beide Zellpopulationen kénnen mittels
immunhistochemischer Farbungen von ionisiertem Calcium bindenden Adapter
Molekdl 1 (IBA1l) dargestellt werden [87]. Zur genaueren Differenzierung der
detektierten phagozytisch aktiven Zellen im subneuroretinalen Raum in den
Retinaschnitten von Ccl”-Méausen wurden immunhistochemische Farbungen am
retinalen Flachpraparat von 3 Monate sowie 9 Monate alten Ccl”-Méausen und
wildtypischen Mé&usen durchgefihrt. Die Aufnahmen zeigen eine typische
Dreischichtung von IBAL positiven Zellen in der Retina von Wildtyp sowie Ccl”-
Mausen im Bereich der retinalen Ganglienzellen, sowie der IPL und OPL. Zudem war
in der dreidimensionalen Darstellung der retinalen Flachpraparate tu erkennen, dass
bei Ccl1”-Tieren unterhalb der drei physiologisch vorkommenden Positionen ruhender
Mikrogliazellen vereinzelt in einer vierten Schicht IBA1 positive Zellen vorkamen. Diese
Ebene entspricht von der Position her dem subneuroretinalen Raum (Abb. 13A und B).
Bei detaillierter Betrachtung der IBA1 positiven Zellen lie3 sich im Vergleich von
wildtypischen und transgenen Mausen erkennen, dass sie sich in ihrer Morphologie
unterscheiden. So zeigten sich die IBAL positiven Zellen in den Wildtypen ramifiziert
und filigran, hingegen war die Morphologie der IBAl positiven Zellen im
subneuroretinalen Raum der Ccl”-Mé&use, plump und améboid, was auf einen
reaktiven Zustand dieser Zellen hinweist (Abb. 13C). Immunhistochemische
Doppelfarbungen mit IBA1 und Rhodopsin, das Bestandteil der Auf3ensegmente der
Photorezeptoren ist, zeigen zudem einen klaren Lagebezug IBA1 positiver Zellen zu
den zystoiden Raumforderungen zwischen RPE und den Auflensegmenten der
Photorezeptoren (Abb. 13D).
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Abb. 13: IBA1 positive Zellen in der Retina

3D-Rekonstruktion von IBAL (rot) gefarbten Retinaschnitten von 12 Wochen alten Kontrollen (A) und 9
Monate alten Cc1”-Mausen (B). In den wildtypischen Kontrollen (A) sind drei Schichten ramifizierter IBA1-
positiver Zellen zu erkennen, die in den dafir typischen Ebenen der Retina lokalisiert sind. In den Cc1*-
Retinaschnitten (B) sind zusétzlich zu den drei Schichten IBA1-positive Zellen in einer weiteren, mit dem
subneuroretinalen Raum korrelierend, zu erkennen. Des Weiteren zeigen sich die IBA1-positiven Zellen in
den Ccl”-Mé&usen in der Mehrheit in einer amoboiden Morphologie (C), am ehesten einem reaktiven
Zustand entsprechend. D: Die immunhistochemische Doppelfarbung mit IBA1 (rot) und Rhodopsin (griin)
lasst eine IBAl positive Zelle (*) mit Dapi gefarbtem Zellkern (blau) und assoziierter zystoider
Raumforderung (#) zwischen RPE und Photorezeptor-AuRensegmenten erkennen (Farbung und
Aufnahme von N. Kleefeldt). GCL = Ganglienzellschicht, IPL= Innere plexiforme Schicht, OPL = AuRere

plexiforme Schicht, SS = Subneuroretinaler Raum, ROS = Photorezeptor-Aulensegmente.

35 Expression immunmodulierender Faktoren in Cc1”-Mausen

Um zu untersuchen, ob die Expression immunmodulierender Faktoren in der Retina
und Choroidea von neun Monate alten Versuchstieren verandert sei, wurden
guantitative Analysen mittels RT-PCR zur Bestimmung des mRNA-Levels von

ionisiertem Calcium bindenden Adapter Molekil 1 (Ibal) sowie Tumornekrosefaktor-a
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(Tnf-a) und CC-Chemokin-Ligand-2 (Ccl2) durchgefiihrt. Ccl2 wird u.a. von
Millerzellen produziert [88] und fihrt als Chemokin zur Aktivierung und Rekrutierung
von Mikroglia in entziindete und geschadigte Areale [89, 90]. Neben anderen Zellen
produzieren und setzen aktivierte Mikroglia Tnf-a frei [91], ein bedeutender Faktor in
der Initiierung inflammatorischer Reaktionen bis hin zu Nekrose und Apoptose [91, 92].
Im Rahmen der Untersuchungen konnten zwar keine signifikanten Unterschiede
zwischen Wildtyp-Kontrollen und Ccl”-Mausen festgestellt werden. Jedoch lasst sich
eine Tendenz erkennen, die darauf hinweist, dass in den CEACAML1 defizienten Tieren
vermehrt Ibal als auch Ccl2 in der Retina exprimiert wurden, im Vergleich zu
gleichaltrigen, wildtypischen Kontrolltieren. In den Proben der Choroidea zeigte sich
hingegen, dass die Expressionslevel der drei untersuchten Parameter in den Ccl™-
Méausen unter denen der Wildtypen blieben (vgl. Abb. 14).
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Abb. 14: mRNA Expressionslevel von Ibal sowie immunmodulierenden Faktoren Tnf-a und Ccl2 in
Retina (A) und Choroidea (B).

Die Ergebnisse der mRNA-Bestimmung mittels RT-PCR zeigen unterschiedliche Expressionslevel in der
Retina (A) bei neun Monate alten Cc1”-Mausen und ihren wildtypischen Geschwistern. So lasst sich eine
tendenzielle Mehrexpression von Ibal, Tnf-a und Ccl2 in den Ccl”-Retinae erkennen. Hingegen sind in
den Ccl”-Choroideae keine hoheren Expressionslevel dieser Faktoren als in denen der Kontrollen zu
messen. Daten sind Mittelwerte + SEM. Retina: Wildtypen (9 Monate) n = 3; Cc1” (9 Monate) n = 4.
Choroidea: Wildtypen (9 Monate) n = 2; Cc1”- (9 Monate) n < 3. AU= arbitrary unit.

3.6 Expression von Vertretern des TGF-B-Signalweges in Cc1”-Mausen

Da die bisherigen Untersuchungen Hinweise auf ein vermehrtes immunologisches
Geschehen in den Gewebeproben von Retinae der Ccl”-Mausen lieferten und der
TGF-B -Signalweg an der Aufrechterhaltung des Immunprivilegs des Augen beteiligt ist
[93], sowie Interaktionen zwischen CEACAM1 und dem TGF-B-Signalweg beschrieben
sind [94, 95], wurde im Folgenden die Expression von Mitgliedern des TGF-B-
Signalweges in Cc1”-Mausen im Vergleich zu wildtypischen Mausen untersucht. Die
durchgefihrten quantitativen Analysen der Retina mittels RT-PCR zeigten signifikant

erhdhte mRNA-Level von Tgf7 in den Ccl™-Tieren gegeniiber den wildtypischen
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Kontrollen bei sowohl 2 - 4 als auch 9 Monate alten Versuchstieren. Zudem liel3 sich
eine tendenziell erhdhte Expression von TgfB83 in den Ccl”-M&usen gegeniiber den
gleichaltrigen Kontrollen feststellen, wenngleich dies auch nicht signifikant war (vgl.
Abb. 15A und C). Die Bestimmungen der mRNA Expression der Faktoren des TGF-3-
Signalwegs in den Proben der Choroidea derselben Tiere ergaben keine signifikanten
Unterschiede zwischen Wildtypen und Cc1”-Mausen (vgl. Abb. 15 B und D).
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Abb. 15: mRNA Expressionslevel von Liganden und Rezeptoren des TGF-B-Signalweges.

Retinale (A, C) and choroideale (B, D) mRNA-Expressionslevel in 2 - 4 (A, B) and 9 (C, D) Monate alten
wildtypischen und Cc1”-M&usen. Es lasst sich eine signifikant erhohte Mehrexpression von Tgf37 in den 2
- 4 als auch 9 Monate alten Ccl” retinalen Proben gegeniiber den Kontrollen messen. Daten sind
Mittelwerte + SEM. Retina: Wildtypen: (2-4 Monate) n < 6, (9 Monate) n < 2, Cc1-/-: (2-4 Monate) n <2, (9
Monate) n < 2. Choroidea: Wildtypen (2-4 Monate) n < 6, (9 Monate) n = 2; Cc1-/- (2-4 Monate) n = 6, (9
Monate) n = 3. * p < 0.05, Student's t-test. AU= arbitrary unit.
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4 Diskussion

4.1 Ceacaml-Expression in Retina und Choroidea wahrend der Entwicklung
und im erwachsenen Tier
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule-1 (CEACAM1) ist ein
Vertreter der Immunglobulin-Superfamilie, der bei der Erkennung von Pathogenen, der
Immunmodulation, dem Wachstum von Tumoren und deren Metastasierung einen
wichtigen Beitrag leistet [23, 96]. AulRerdem konnte die Bedeutung von CEACAM1 im
Rahmen von Vaskulo- und Angiogenese bereits in vielen Arbeiten bestatigt werden
[40, 97, 98]. Seine Beitrage zur Proliferation von Endothelzellen und die Beeinflussung
dieser hin zur dreidimensionalen Struktur, wie zum Beispiel bei der Ausbildung von
GefalRen, wurden von Ergin et al. 2000 [40] beschrieben. In diesem Zusammenhang
konnte fir CEACAML1 eine bedeutende Rolle in der Regulation von VEGF im Kontext
der frihen GefaRentwicklung gezeigt werden [33, 40]. Passend zu der
angiogenetischen Wirkung von CEACAM1 konnten in der vorliegenden Arbeit in frihen
postnatalen Entwicklungszeitpunkten in der Retina stark erhohte Ceacaml-
Expressionslevel detektiert werden, die im zeitlichen Verlauf zwar abnahmen, aber
sowohl in der Retina als auch in der Choroidea stets detektierbar blieben. Verglichen
mit der Choroidea waren die Expressionslevel in der Retina gerade zu den frithen
postnatalen Untersuchungszeitpunkten (P4 — P21) relativ gesehen hoher, was durch
die erhOhte angiogenetische Aktivitdt in der Retina in den ersten drei postnatalen
Wochen zu erklaren ist, da alle drei die Retina durchziehenden Gefaliplexus in diesem
Zeitraum ausgebildet werden [15, 99]. Die im zeitlichen Verlauf dieser untersuchten
postnatalen Tage abnehmende Ceacaml-Expression ist vermutlich mit der reduzierten
Expression von Ceacaml in den zunehmend ausgebildeten, adulten GefaRen der
Retina zu erklaren. Wie Kilic et al. 2005 [33] bereits zeigten, ist die Ceacaml-
Expressionshohe stark von dem Entwicklungsstadium der GefaRe abhéngig. So
weisen unreife, sich im Wachstum befindliche GefalRe héhere Expressionsspiegel auf,
als adulte, reife GefaRe [33]. In der Choroidea ist die Hohe der Ceacaml-mRNA
Expression im Vergleich zur Retina in den ersten 21 postnatalen Tagen niedriger. Dies
ist mit der bereits pranatal begonnenen Angiogenese der murinen Choroidea zu
erklaren [100]. Spannend ist, dass die untersuchten Zeitpunkte von einem und drei
Monaten in der Retina und Choroidea Uberraschend hohe Ceacaml1-Expressionswerte
zeigten. Hieraus lasst sich in beiden Geweben eine anhaltende angiogenetische
Aktivitat ableiten, welche wiederum auf fortwdhrende Umbauprozesse der

bestehenden GefalRe riickschliel3en lasst.

a7



Die in dieser Arbeit durchgefuhrten immunhistochemischen Farbungen zur Detektion
von CEACAM1 dienten dazu, den Ort beziehungsweise Zellpopulationen der
CEACAM1-Expression genauer einzugrenzen und erganzen die quantitativen Daten
der Ceacam1-mRNA-Level in Retina und Choroidea. In den Farbungen konnten in den
Gefal3en der Retina, der Iris, des Ziliarkorpers, der Papille (Nervus opticus), als auch in
der Choroidea starke Fluoreszenz-Signale detektiert werden. Detaillierte Aufnahmen
von Doppelfarbungen von CEACAM1 und Kollagen 1V, einem Marker, welcher die
Basallamina unter anderem der GeféalRe farbt, bestatigen die bereits beschriebene
endotheliale Expression [33] von CEACAM1 und seine auch in adulten retinalen und

choroidalen GefaRen anhaltende Expression.

Zudem ist eine epitheliale Expression von CEACAML1 beschrieben [18]. Tatséchlich ist
im Epithel der Kornea eine besonders starke Expression von CEACAM1 nachweisbar

und zusatzlich ein dezentes Signal im nicht-pigmentierten Epithel des Ziliarkérpers

4.2 Ccl”-Mause: Morphologie der Retina und Choroidea

Die Rolle von CEACAML in der Retina wurde bisher nur sehr wenig erforscht. In einer
von Ludewig et al. 2014 [45] veroffentlichten Arbeit wurden wildtypische Retinae mit
denen von Ccl”-Mause verglichen. Hierbei konnten keine Veranderungen in der
physiologischen Ausbildung von GefaRen erkannt werden [45]. Im Rahmen meiner
Doktorarbeit wurde die Morphologie der Retina wildtypischer Méause mit der von Ccl1™-
Méausen verglichen. Hierbei zeigten sich keine Veranderungen in der Schichtung und
dem Aufbau der Netzhaut. Ebenso ergaben auch morphometrische Evaluationen der
Schichtdicke von aufRerer (ONL) und innerer Kérnerzellschicht (INL) keine signifikanten
Unterschiede, was den Ruckschluss zuléasst, dass tUber den untersuchten Zeitraum von
bis zu 9 Monaten, die Deletion von CEACAML1 nicht zur Neurodegeneration fuhrte. In
der ONL liegen die Neurone der Photorezeptoren und in der INL die der Amakrin-,
Horizontal- und Bipolarzellen, sowie die Zellkbrper der Miullerzellen [3]. In den
untersuchten Schnitten 9 Monate alter Versuchstiere liel3 sich tendenziell eine
Reduktion der Schichtdicke der ONL erkennen, welche aber nicht signifikant war und
aufgrund der geringen Zahl der zur Analyse verfligharen Retinae &ufRerst vorsichtig zu
interpretieren ist. Da CEACAML1 in der Retina nicht neuronal, sondern in retinalen
Endothelzellen und Mikrogliazellen [101] exprimiert wird, wére eine mogliche
Neurodegeneration in den Ccl”-Tieren auch nur als indirektes Resultat erklarbar
entweder durch eine endotheliale Dysfunktion und daraus resultierender

Minderperfusion oder durch Gberschiel3ende Mikrogliareaktivitat. Da sowohl in meiner
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Arbeit ein morphologisch unauffalliger Aufbau beobachtet werden konnte als auch in
der Arbeit von Ludewig et al. 2014 [45] keine Unterschiede in der Entwicklung der
primaren Gefal3plexus sowie der darauffolgenden Gefalreifung zu erkennen war, und
die GefaRdichte zwischen wildtypischen und Ccl”-Méuse nicht variierte [45], ist ein
solch indirekt-neurodegenerativer Effekt von CEACAML1 als sehr unwahrscheinlich zu

betrachten.

4.3 Ccl”-Mause zeigen eine Akkumulation IBA1l positiver, phagozytisch
aktiver Zellen in subneuroretinalen Raum
Im weiteren Verlauf meiner Arbeit wurde der subneuroretinale Raum detaillierter
betrachtetet. Hierbei fielen kleine, zystoide Veradnderungen auf, welche hé&ufig mit
Zellkernen assoziiert waren. Spezifische Farbungen mit IBA1 lieBen daraufhin in
unmittelbarer Nachbarschaft zu diesen zystoiden Veranderungen, fur diesen Marker
positive Zellen erkennen. Dies koénnen zum Beispiel Mikroglia aber auch
eingewanderte Makrophagen sein [102, 103]. Wie physiologisch zu erwarten waren in
IBA1 gefarbten retinalen Flachpraparaten drei Schichten IBA1 positiver Zellen sowohl
in den wildtypischen als auch Ccl”-Mause zu erkennen. Diese drei Schichten
entsprechen den Ebenen, in welchen auch die Gefal3plexus liegen, mit denen retinale
Mikroglia assoziiert sind [94]. Bei den Cc1”-Tieren waren jedoch zusétzlich vereinzelt
IBA1l positive Zellen im subneuroretinalen Raum detektierbar — eine untypische
Position dieser Zellen in der Retina und genau der Bereich, in dem die zystoiden
Veranderungen zu beobachten waren. Bei detaillierter Betrachtung der Morphologie
dieser IBA1 positiven Zellen prasentierten sich diese in der typischen Form reaktiver
Mikroglia, sprich mit einem amdoboiden Koérper und plumpen Auslaufern. Somit sind
diese, eigentlich in der Ganglienzellschicht sowie inneren und auf3eren plexiformen
Schicht vorkommenden Mikroglia entweder von den weiter innen liegenden regulér
lokalisierten Mikroglia in den subneuroretinalen Raum ausgewandert oder es sind IBA1
positive myeloide Zellen/Makrophagen uber die aul3ere Blut-Retinaschranke, die von
den tight junctions des RPE gebildet wird, eingewandert. Zur Uberwindung der
auBeren Blut-Retinaschranke und der Bruch'schen Membran, einer extrazellularen
Matrixschicht, die zwischen dem RPE und dem Endothel der Choriokapillaris liegt [3],
missten jedoch diese in ihrer Integritit gestort sein, was sich zumindest
elektronenmikroskopisch nicht nachweisen lief3. Somit ist zu vermuten, dass die Zellen
ihren Ursprung aus der Retina selbst nehmen und tber die Membrana limitans externa
in die aul3eren retinalen Schichten vorgedrungen sind. Hierbei stellt sich natirlich die

Frage, weswegen IBA1l positive Zellen bei den Ccl”-Méausen in diesen Bereich
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einwandern. Dies zu klaren wird Inhalt zukUnftiger Arbeiten sein, genauso wie die
weitere Evaluation des RPEs und der Bruch'schen Membran auf ihre Dichte. Ob es
sich bei den beobachteten Zellen tatséchlich um Mikroglia oder eingewanderte
phagozytische aktive myeloide Zellen (Makrophagen) handelt, sollte ebenso
Bestandteil weiterfuhrender Untersuchungen sein, da sich sowohl Mikroglia, als auch

eingewanderte Makrophagen positiv mit IBA1 anfarben lassen [103].

Das Auftreten der zystoiden Verdnderungen im subretinalen Raum ist unter anderem
fur die Mutation des Crbl (crumbs cell polarity complex component 1) Gens, die im
Tiermodell als RD8 (= retina degeneration)-Mutation bezeichnet wird, beschrieben
[104]. Diese Mutation fuhrt zu einem frame shift, welcher zu einem verfrihten stop
codon und letztlich in einem dysfunktionalen Protein resultiert [104, 105]. Beim
Menschen sind Mutationen im CRB1 Gen mit autosomal rezessiver Stabchen-Zapfen
Dystrophie aus dem Formenkreis der Retinitis pigmentosa und der Leber'schen
kongenitalen Amaurose assoziiert [106-108]. In der Retina stellt CRB1 ein Teil des
CRB/Crb-Komplexes dar, welcher an der aufieren Grenzmembran (outer limiting
membrane (OLM)) lokalisiert ist und sich unmittelbar apikal der Zonula adhaerentes
befindet, welche die Photorezeptoren mit den Miller Gliazellen verbindet [109]. Dem
CRB/Crb-Komplex wird hierbei eine wichtige Funktion in der Regulation der
Zellpolaritat und in der Aufrechterhaltung der Stratifizierung der Retina zugesprochen
[109-113]. Diese bei Mausen als RD8 bezeichnete Mutation tritt jedoch nicht in dem in
dieser Arbeit verwendeten BI6/J, sondern im BI6/N Mausstamm auf [104]. Dennoch
sollte vorsichtshalber die Cc1”-Mauskolonie auf eine potenzielle Kontamination mit der
RD8-Mutation untersucht werden. Dies wird aktuell bereits von der Arbeitsgruppe
durchgeflhrt.

In Ergdnzung mit den morphologischen Analysen wurden molekulare Analysen auf die
MRNA-Expressionslevel fiir Ccl2 sowie Tnf-a durchgefihrt. Ccl2 ist ein Chemokin,
welches in Bereichen von Zellschaden und Entziindungen Mikroglia anlockt [87, 88].
Es wird dabei von verschiedenen Zellen ausgeschuttet, hierzu zahlen Neurone,
Astrozyten aber auch Endothelzellen [89]. TNF-a ist ein pro-inflammatorisches Zytokin
und wird von Mikroglia selbst produziert und sekretiert [89]. Dies fuhrt unter anderem
zur Zerstorung von tight junctions im RPE [89]. Die Initiierung dieser entziindlichen
Prozesse und die darauffolgende Aktivierung von Makrophagen und Mikroglia fuhrt zu
Nekrosen und Apoptose [95]. Die beziiglich der Expression von Ibal, Ccl2 sowie Tnf-a

untersuchten Retinae in meiner Arbeit stammten von 9 Monate alten Versuchstieren,
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obwohl wir zu diesem Zeitpunkt bereits regelméaRig zystoide Veranderungen sahen,
waren die pro-inflammatorischen Zytokine in der RNA der Gesamtretina nicht
signifikant erhoht. Denkbar ware, dass die Auspragung des Phéanotyps dennoch zu
gering ist, um zu veréanderten Expressionslevel in der Gesamtretina zu fihren. Zudem
muss auch hier die geringe Anzahl an Versuchstieren, die fur diese Analysen zur
Verfligung standen, angemerkt werden, weswegen dieses Ergebnis vorsichtig

interpretiert werden sollte.

Nachdem ein crosstalk von CEACAM und TGF-f3 via deren Rezeptoren beschrieben ist
[66], wurde die retinale mRNA-Expression der Liganden TGF-B8 71-3 und der TGF-8
Rezeptoren 1 und 2 analysiert. Hierbei war sowohl bei jiingeren (2-4 Monaten, als auch
bei alteren 9 Monate alten Mausen) die Expression von TGF-B71 signifikant erhoht.
Interessanterweise ist TGF-B1 der Ligand, der vor allem im Schadensfall hochreguliert
wird [114, 115] und passend dazu zeigten Butovsky et al. 2014 [116], dass TGF-B1 ein
wichtiger Faktor fur die Differenzierung von Mikroglia ist. Unsere Arbeitsgruppe konnte
in diesem Zusammenhang zeigen, dass eine vermehrte Stimulation des TGF-B-
Signalweges zum Schutz vor programmiertem Zelltod fuhrt [76]. Die erhdhte
Expression von TGF-81 kénnte daher auch als Schutzmechanismus der Retina auf das
proinflammatorische Geschehen, im Sinne der aktivierten IBAL1 positiven Zellen im

subneuroretinalen Raum, interpretiert werden.

In der Zusammenschau aller Erkenntnisse dieser Arbeit lasst sich perspektivisch
festhalten, dass diese eine Grundlage zur weiteren differenzierten Untersuchung von
CEACAM1 in der Retina gelegt hat. Auf Basis dieser Daten, dass CEACAML1 postnatal
in der Retina als auch Choroidea exprimiert wird und auch Uber dies hinaus in adulten
Entwicklungsstadien weiterhin nachweisbar ist, lasst sich zur dynamischen Rolle
CEACAM1s in der GefalRentwicklung und -modulation in der Retina weiter forschen. Es
sollte zudem die genauere Differenzierung der IBAl-positiven Zellen in den Ccl’-
Tieren beziglich deren Zelltyps als auch Herkunft erfolgen. Des Weiteren lassen die
signifikant erhohten Expressionswerte von TGF-B1, sowie die beobachtete vermehrte
Aktivitat IBA1 positiver Zellen im subneuroretinalen Raum in den Ccl”-M&usen eine
potentielle Schadenssituationen vermuten, die noch genauer charakterisiert werden

sollte.
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5 Zusammenfassung

Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 (CEACAM1) ist ein
multifunktionales Zell-Zell Adhasionsprotein, das in eine Vielzahl an zellularen
Prozessen involviert ist, wie zum Beispiel der Differenzierung von Geweben, der
Tumorsuppression, Metastasierung, Angiogenese und Apoptose. AulRerdem hat es
modulierende Eigenschaften auf die angeborene und erworbene Immunantwort. In der
vorliegenden Arbeit charakterisierte ich initial die Lokalisation und die CEACAML1-
exprimierenden Zelltypen im Auge und bestimmte quantitativ die Expression von
Ceacaml in der Retina und Choroidea zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

Es zeigte sich hierbei, dass Ceacaml zu allen untersuchten Zeitpunkten, sowohl
wahrend der Entwicklung als auch im adulten retinalen und choroidalen Gewebe
nachweisbar war. Mittels Immunhistochemie konnte die Expression von CEACAML1 im
Corneaepithel, den GefaRen der Iris und des Ziliarkrpers, im nicht-pigmentierten
Epithel des Ziliarkorpers, sowie in den retinalen und choroidalen Gefalien
nachgewiesen werden. Durch Doppelfarbung mit Kollagen IV konnte die endotheliale
Expression von CEACAML in den Endothelzellen der Gefal3e bestatigt werden.

Im zweiten Teil meiner Arbeit untersuchte ich die Funktion von CEACAML1 im Auge und
verglich dazu wildtypische Retinae mit Ccl”-Retinae. Es zeigten sich keine
offensichtlichen morphologischen Veranderungen der retinalen Schichten und die
anschlieRend durchgefiihrten morphometrischen Analysen der Schichtdicken der
retinalen Neurone zeigte keine Anzeichen einer Neurodegeneration. Allerdings waren
in Ccl”-Retinae kleine Zysten und IBAL1 positive, phagozytisch aktive Zellen im
subneuroretinalen Raum, also dem Bereich zwischen RPE und den Aul3ensegmenten
der  Photorezeptoren zu erkennen. Die anschlie@end  durchgefihrten
Expressionsanalysen immunmodulierender Faktoren und von Mitgliedern des TGF-§-
Signalwegs in retinalen und choroidealen Proben wildtypischer und Ccl”-Mausen
zeigten keine veranderte Expression fur Ibal, Ccl2 sowie Tnf-a. Jedoch konnten
signifikant erhéhte Werte fur TGF-817 in der Gruppe der 2-4 als auch der Gruppe der 9
Monate alten Ccl”-Retinae im Vergleich zu wildtypischen Retinae nachgewiesen
werden. Basierend auf den Daten der vorliegenden Arbeit kann geschlussfolgert
werden, dass die Deletion von CEACAM1 unter physiologischen Bedingungen die
Struktur der Retina und Choroidea nicht offensichtlich beeinflusst. Allerdings fuhrt die
Deletion zu erhohten TgfBl Spiegeln in der Retina und zur Aktivierung und

Akkumulation von IBA1 positiven Zellen im subneuroretinalen Raum.
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