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Referat

Die Selektine gehdren zur Gruppe der Adhédsionsmolekiile und spielen im Entziin-
dungsprozel} eine bedeutende Rolle. Sie sind Teil der Adhésionskaskade, bei der es
zu einer rollenden und verlangsamten Bewegung der Leukozyten am Gefd3endothel
und schlieBlich zu deren Extravasation in das entziindete Gewebe kommt. Zur Unter-
suchung der Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen sollte ein einfaches in vivo Modell
entwickelt werden, welches sich zur lichtmikroskopischen Betrachtung sowie zur
Injektion von Objekten und deren Geschwindigkeitsbestimmungen eignet. Die CAM
(Chorio-Allantois-Membran) des Hithnerembryos erwies sich dafiir als gut geeignet.
Ein umfassender Literaturteil gibt einen Uberblick des aktuellen Wissensstandes iiber
die CAM. Er dient als Zusammenfassung der zahlreichen Literatur und bildet fiir alle
weiterfilhrenden Experimente das Grundwissen. Zur Darstellung des Blutkreislaufes
und zur Entwicklung der Injektionsmethoden wurden FITC-Partikel (Fluoreszierende
Carboxylierte Mikropartikel) benutzt. Fiir die Untersuchung der Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung wurden CHO-Zellen (Chinesische Hamsteovar-zellen), CHOE-
Zellen (+E-Selektin), t-CHO-Zellen, t-CHOE-Zellen, U937-Zellen sowie
beschichtete Partikel (P-Selektin, BSA — Bovines Serum Albumin) verwendet. Durch
Transfektion mit GFP (Griin fluoreszierendes Protein) respektive Behandlung mit
Calcein-AM-Ester™ fluoreszierten die Zellen unter UV-Licht. Es gelang die
Injektion aller genannten Objekte. Beim intravasalen Verhalten zeigten die CHO-
und die U937-Zellen ecine so starke Adhdsion am GefiaB3endothel, da3 differenzierte
Geschwindigkeitsbestimmungen unmoglich waren. Zum Zwecke des direkten
Vergleichs wurden die Geschwindigkeiten der beschichteten Partikel in den
Blutgefdflen von der 0.bis zur 4. GefiBordnung am 7., 10. und 17. Entwicklungstag
gemessen. Statistisch signifikant langsamere Geschwindigkeiten der mit P-Selektin
beschichteten Partikel wurden am 7. T ag in der 0. O rdnung (p=0,031), am 10. T ag in
der 2. O rdnung (p=0,027) und am 17.Tag in allen Ordnungen (p<0,05) gemessen.
Der groBte, hochsignifikanteste Unterschied war am 17.Tag in der 2.Ordnung
(p<0,001) festzustellen. Letztendlich konnten mit dem entwickelten in vivo Modell
hiihnereigene Leukozyten injiziert werden. Die anschlieBende in vivo Mikroskopie
zeigte, daf sich diese Zellen ebenfalls zu Geschwindigkeitsanalysen eignen.

Schiiller, Matthias: Entwicklung eines geeigneten Modells zur Untersuchung des
selektinvermittelten Zellrollens — Das Chorioallantoismembran (CAM) -Modell.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2005
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Verzeichnis der Abktrzungen und Symbole

BSA Bovines Serumalbumin

CABF Chorioallantois-Blutflu3

Calcein-AM-Ester™ Calcein-Acetoxymethyl-Ester

CAM Chorio-Allantois-Membran

CHO-Zellen chinesische Hamsterovarzellen

d Tag

DNS Desoxyribonukleinsiure

DOPE Dioleylphosphotidylethanolamin

EDC Ethyl-Dimethylaminiopropyl-Carbodiimid

EGFP E-Selektin und griin fluoreszierendes Protein

FGF Fibroblasten Wachstumsfaktor (Fibroblast-Growth-
Factor)

FITC Fluoresbrite Carboxy Microspheres (fluoreszierende

carboxylierte Mikropartikel

FKS fetales Kélberserum

GFP griin fluoreszierendes Protein

IL-1 Interleukin — 1

IMG einstlilpendes mikrovaskulidres Wachstum
LPS Lipopolysaccharide

Milli-Q doppelt destilliertes Wasser

m-RNS Botenribonukleinsédure

NF«B Transkriptionsfaktor kB

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

sLe* Sialyl Lewis™

t-CHO-Zellen transfektionierte chinesische Hamsterovarzellen
TNFa Tumor-Nekrose-Faktor a

U937-Zellen menschliche Myelomzellen

VEGF-Rezeptor KDR/flk-1 Ein spezieller VEGF-Rezeptor (vaskuldrer

endothelialer Wachstumsfaktor)



1 Einleitung

1.1 Die Selektine

1.1.1 Die Adhéasionskaskade

Selektine sind Kohlenhydrat bindende Adhésionsmolekiile, welche im Prozef3 der
Immunabwehr eine wichtige Rolle spielen. Zur Abwehr lokaler Entziindungen miis-
sen phagozytierende Leukozyten aus dem flieBenden Blut in das betroffene Gewebe
gelangen, um dort ihre zelluldren Immunabwehrfunktionen ausiiben zu konnen.

Die Extravasation findet hauptsichlich in den kleinen vendsen Gefillen
(postkapilldre Venolen) statt. Voraussetzung ist eine initiale rezeptorgesteuerte
Adhidsion von Leukozyten am Gefdendothel, welche als Adhésionskaskade
bezeichnet wird (Springer TA, 1995). Kommt es lokal zu einer Entziindung, wird die
Adhisionskaskade durch Freisetzung verschiedener Entziindungsmediatoren in Gang
gesetzt. Diese fiihren zu einer lokalen Vasodilatation (Thrombin, Histamin) sowie zu
einer Expression von Adhésionsrezeptoren auf den Endothelzellen (TNFo — Tumor-
Nekrose-Faktor a, IL-1 — Interleukinl). Nach einem initialen Kontakt flieBender
Leukozyten im Blutstrom (ca. 2mm/s), dem Tethering, kommt es iiber Ligand-
Rezeptor-Wechselwirkungen zu schwach affinen Bindungen am Gefdflendothel.
Aufgrund der Scherkrifte in den Gefdlen kommt es zu einer rollenden Verlang-
samung der Leukozyten entlang der Endothelzellen (ca. 20pum/s). Das Tethering und
Rollen der Leukozyten wird durch die Rezeptorfamilie der Selektine vermittelt, auf
deren Wirken die nachfolgenden Adhésionsrezeptoren aus der Integrin- bzw. IsG-
Superfamilie auftbauen (Bendas G, 1999).

Werden die verlangsamten und lokal konzentrierten Leukozyten durch endothelial
freigesetzte Mediatoren, wie beispielsweise Chemokine oder den plittchen-
aggregierenden Faktor (PAF) aktiviert (Baggiolini et al., 1997; Zimmerman et al.,
1997), exprimieren sie die Integrin-Rezeptoren, welche durch Bindung ihrer
Liganden aus der Immunglobulin-Superfamilie die feste Adhésion der Leukozyten

am Endothel und deren Emigration in das Gewebe vermitteln.

1.1.2 Einteilung und Aufbau der Selektine

Die Selektine besitzen eine &dhnliche Struktur und werden entsprechend Ihrer

Ursprungszellen in L-(Leukozyten), E-(Endothel) und P-Selektin (Plittchen und



Endothel) eingeteilt. Alle 3 Gruppen sind langgestreckte, membrangebundene
Glykoproteine, welche aus 5 Doménen (Abb. 1) bestehen.

y

Lektin EGF 2 — 9 SCR-Domanen Transmembrandomane cytoplasmatischer Rest

QJJ/J A~

Abb.1: Die 5 Dominen der Selektine

Dem N-terminalen zytoplasmatischen Rest (17-35 Aminoséduren, je nach Typ) folgt
eine 22 Aminosduren lange Transmembrandomine. Im Anschluf3 daran sorgt eine
variable Anzahl von SCR’s (short consensus repeats) fiir eine unterschiedliche Aus-
dehnung im extrazelluldiren Raum. Je nach Selektinart und den bisher untersuchten
Spezies variiert die Anzahl der SCR’s zwischen 2 und 9. Nach einer dem
Epidermalen Wachstumsfaktor &hnlichen Doméne (EGF) folgt die eigentliche
Kohlenhydrat-Bindungsstelle (Lektindoméne) am N-Terminus. Die einzelnen
Selektine weisen eine grofle Sequenz-Homologie (etwa 65%) innerhalb der
Lektindoménen auf (Huang et al., 1997).

Die Induktion der Selektinexpression durch verschiedene Entziindungsmediatoren
reguliert Dauer und Intensitit des Leukozytenrollens und ordnet den einzelnen
Selektinen unterschiedliche Funktionen innerhalb des Rollprozesses zu. Das
rdumlich exponierte P-Selektin mit seiner langgestreckten Struktur vermittelt in
Kombination mit dem L-Selektin das Rollen in der friihen Phase der Entziindung.
E-Selektin dagegen ist aufgrund seiner spiteren Expression und seiner langsamen
Bindungskinetik fiir die Uberleitung zur festen Adhiision der Leukozyten am

Gefiflendothel verantwortlich.

1.1.3 Selektinliganden

Selektinliganden sind mucindhnliche Strukturen (langgestreckte Glykoproteine), an

deren Serin oder Threonin reichen Proteingrundgeriist viele Kohlenhydrat-



seitenketten als die eigentlichen Bindungsepitope glykosidisch gekniipft sind. Die
bekanntesten Liganden sind die L-Selektin-Liganden GlyCAM-1, CD 34 und
MAdCAM-1, der P-Selektin-Ligand PSGL-1 sowie der E-Selektin-Ligand ESL-1.
Herausragende Bedeutung als gemeinsames Bindungsepitop hat das Tetrasaccharid
Sialyl Lewisx (sLe*). Obwohl alle Selektine 1sliches sLe® nur mit sehr geringer
Affinitit (etwa 1 mM) binden und bisher keine besser bindenden Kohlenhydrate
gefunden wurden, steht aktuell eine hinreichende strukturelle Erklédrung der hohen
Bindungskrifte zu den natiirlichen Mucinliganden (etwa 100nM) aus. Individuelle
Abweichungen bei den Ligandenstrukturen weisen jedoch auf Bindungsunterschiede
hin. Die Theorie der multivalenten Bindung (lokale Anreicherung vieler einzelner
Bindungsepitope) und die benachbarte Thyrosin-Phosphorylierung am Peptidgertist
sind bisher die beiden einzigen Erkldarungsversuche fiir die ca. 100-fach stirkere Bin-

dungsaffinitit gegeniiber der Einzelbindung.

1.1.4 Uberexpression, Defekte

Eine lokal iiberschieBende Ansammlung von Leukozyten im Gewebe kann zur
Pathogenese von Entziindungen beitragen. Eine Dysregulation der Selektine wird bei
entziindlichen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis oder nach myokardialer
Ischdmie beobachtet und fiir die Entstehung dieser Krankheiten mitverantwortlich
gemacht. Aber auch bei der Atherosklerose als entziindlich fibrotische Reaktion auf
die Akkumulation von cholesterolreichen oxidierten Lipoproteinen in der GefaBwand
sowie bei diabetischen GefdBschiden findet eine pathologische Uberexpression von
Selektinen statt (Bendas G, 1999). AuBlerdem wird eine Selektinbeteiligung bei der
Metastasierung von Krebs diskutiert. Trotz individueller Unterschiede der
Krebszellen konnte eine selektinvermittelte Bindung verschiedener metastasierender
Krebszellen aus dem Blutstrom an das GefdBendothel und die anschlieBende
Gewebe-Invasion (Biancone et al., 1996) nachgewiesen werden. Es konnte in vitro
und in vivo durch gezielte Blockade der Selektine gezeigt werden, daf die auf den
Krebszellen vorkommenden glykosylierten Strukturen (sLe”, auch das Isomere sLe”
— Sialyl Lewis®) dabei als Selektinliganden fungieren (Sato et al., 1997). Durch
weiterfilhrende Erforschung der Selektine konnten somit auch fiir viele auf dem
Gebiet der Zahnheilkunde vorkommende Tumore (Plattenepithelkarzinom,

Basaliom) neue diagnostische und therapeutische Optionen entwickelt werden.



Das LADS (Leukozyten Adhésion Defizienz Syndrom) ist ein seltener angeborener,
autosomal-rezessiv vererblicher Defekt der Adhdsionskaskade (Kugel et al., 2003).
Wihrend bei LAD Typ 1 die Integrinfamilie defekt ist, ist bet LAD Typ Il das
Selektinsystem betroffen (Etzioni und Tonetti, 2000). Neben verschiedenen wieder-
kehrenden bakteriellen Infektionen (Otitis media, Septikdmie) geht das Syndrom mit
einer sehr aggressiv verlaufenden Parodontitis einher. Trotz persistierender Leukozy-
tose ist die Infektionsabwehr durch mangelnde Haftung der Leukozyten am Endothel
und deren fehlende Einwanderung in das entziindete Gewebe (Meyle und Axmann,

1999) allgemein herabgesetzt.

1.1.5 Therapieansatze

Verantwortlich fiir die Exprimierung der vaskuldren E- und P-Selektine im
Entziindungsprozef3 ist der Transkriptionsfaktor kB (NFxB). Verschiedene anti-
inflammatorische Medikamente wirken z.B. durch Hemmung oder Aktivierung des
Inhibitors des NFkB. Einige Basisantitheumatika enthalten Goldverbindungen,
welche die synoviale Expression von E-Selektin vermindern (Corkill et al., 1991).

Neuartige Ansétze in der antiinflammatorischen Therapie bietet auch der Gedanke,
Arzneistoffvehikel durch Kopplung mit Selektinantikdrpern direkt zum Ort der
Entziindung zu bringen. Es konnte in vitro die gezielte Anreicherung von selektin-
gerichteten Immunoliposomen an Endothelzellen unter stimulierten Scherflu3-
bedingungen (Bendas et al., 1998) erreicht werden. Durch den gezielten Transport
und die Freisetzung von Pharmaka direkt im Entziindungsgebiet konnte die
antiinflammatorische Therapie deutlich verbessert werden (Bendas G, 1999). Fiir die
Zahnmedizin wiirde dies z.B. die Behandlung der chronischen Parodontitis
marginalis superficialis und - profunda, der Parodontitis apicalis acuta und — chro-
nica, aber auch chronische Schleimhautentziindungen wie die Lingua geographica
(Landkartenzunge), effektiv verbessern. Auch fiir die Osteomyelitis des Kiefer-

knochens konnten die neuen antiinflammatorischen Medikamente eingesetzt werden.

1.2 Das Chorioallantoismembran (CAM) -in vivo Modell

Da also ein groBes Interesse seitens der Forschung als auch der Industrie zur
Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Selektinen und deren Rezeptoren,
Hemmstoffen sowie Wirkungsverstirkungen vorliegt, sollte ein einfaches in vivo

Modell entwickelt werden, welches moglichst vielen Anspriichen geniigt.



Am leichtesten zuganglich, billig in der Anschaffung und mit einer im Vergleich zu
Maiusen unproblematischen Gesetzgebung ist das bebriitete Hiithnerei.

Die CAM des Hiithnerembryos ist als in vivo Modell schon seit ldngerer Zeit bekannt
und gut untersucht. Es hat sich fiir viele in vivo Experimente und Studien (s.2. Teil:
,»Die CAM®) bereits bewéhrt. Literatur zu Untersuchungen der Selektin-Rezeptor-
Wechselwirkung mittels des Hithnerembryos als in vivo Modell gibt es allerdings
nicht. Das konnte daran liegen, dafl es bis vor kurzer Zeit keine Hinweise auf die
Existenz von Selektinen im Hiihnerembryo gab. Da aber prinzipiell in
Vogelorganismen, und somit auch in Gallus gallus, die gleichen physiologischen
Vorgénge ablaufen wie in Sdugerorganismen, kann man davon ausgehen, daf3 auch
im Hithnerembryo Selektine vorkommen. Auch in Hiihnern finden Entziindungs-
prozesse statt, die denen in Sidugern entsprechen. Neuere Untersuchungen, welche
nach Abschlufl meiner Versuche im Jahre 2002 durchgefiihrt wurden, bestétigen
ebenfalls das Vorhandensein von Selektinen im Hiithnerembryo. So konnte mittels in
situ Hybridisierung bereits im 9d Embryo m-RNA von P-Selektin nachgewiesen
werden (Plugge EM, 2004).

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand darin, das bereits bekannte CAM-
Modellsystem des Hiihnerembryos so weiterzuentwickeln, daB Injektionen mit
selektinhaltigen Objekten durchfiihrt und ausgewertet werden kdnnen. Dafiir muf3ten
eigene, neue Techniken entwickelt werden. Da die vorliegende Arbeit die Grundlage
fiir weitere Untersuchungen darstellen soll, wird im Literaturteil (2. Teil ,,Die CAM®)
die CAM umfassend beschrieben. Dieser Uberblick iiber die reichhaltige, in viele

Richtungen ausgedehnte Literatur stellt die Basis fiir weiterfithrende Experimente.

1.3 Voraussetzungen und Zielstellungen

Zu Beginn stellte sich die Aufgabe, eine geeignete Kultivierungsmethode fiir die

Hiihnereier zu finden, welche folgende Anforderungen erfiillen sollte:

e leicht erlernbar
e hohe Uberlebensraten der Embryos
e geringer Aufwand (personell, zeitlich, technisch und finanziell)

e  Moglichkeit zur intravasalen Injektion und Beobachtung verschiedener Objekte

Im Institut wurde zwar mit Hiihnereiern gearbeitet (einfach gefensterte in ovo

Methode), jedoch konnte dieses Verfahren nicht fiir die Belange dieser Arbeit



angewendet werden. Die Methode ist ungeeignet wegen den schlechten Injektions-
bedingungen v.a. bei ilteren Embryos sowie der schlechten Ubersicht iiber das
Gefidllsystem. In der Literatur sind eine Reihe alternativer Methoden beschrieben
(Narbaitz und Jande, 1978; Dunn und Fitzharris, 1979), jedoch stellte sich deren
technische Durchfiihrung schwieriger heraus als angenommen. Entweder waren die
Uberlebensraten der Embryos nicht akzeptabel (<15 % bis zum 10. Entwicklungstag),
oder die Injektion der verschiedenen Substanzen erwies sich als unmoglich. So wur-
den zusitzlich Experimente mit der doppelt gefensterten in ovo Methode sowie mit
der Spiegeleikulturmethode in den verschiedensten Variationen und Umgebungsbe-
dingungen durchgefiihrt. Als brauchbar hat sich nur die ,,Spiegeleimethode® (Auer-
bach et al., 1974; Schlatter et al., 1997) mit Waageschélchen als Behélter erwiesen.
Die besten Uberlebensraten wurden bei 37,5 °C, 78 % rel. Luftfeuchte und mit einer

Konzentration von 1,5 % CO, im Brutschrank erreicht.

Zur Untersuchung des selektinvermittelten Zellrollens wurden entweder beschichtete
Partikel oder Zellen injiziert. Deren Fluoreszenz konnte im Stereomikroskop be-
obachtet werden. Die von uns entwickelte Methode zur Auswertung und Geschwin-
digkeitsbestimmung lehnt sich an Meuer HJ, 1992, an, hat jedoch den Vorteil, ohne
Software und PC auszukommen. Lediglich ein Videorekorder mit schrittweiser
Bildwiedergabe wird bendtigt.

Um die vorgesehenen Objekte (Partikel, Zellen) injizieren zu konnen, muflte auch
eine neue Injektionstechnik entwickelt werden. Die vorhandenen (teueren) Mikro-
injektionskaniilen erwiesen sich als ungeeignet. Es wurde ein Verfahren entwickelt,
die Kanilen selbst herzustellen und den jeweiligen Injektionsbedingungen
(Injektionssubstanz, Injektionsort) anzupassen. Die anfallenden Kosten reduzierten
sich durch die Verwendung einfacher Glasrohlinge als Ausgangsstoff enorm.
Wichtig fiir die erfolgreiche Injektion sind Injektionszeit, -art (Mikro-/Makro-
injektion) und der Anstechwinkel der Gefdfle. Diese Grofen wurden fiir die verschie-
denen Objekte optimiert. Zur Injektion mit den geeigneten Injektionswinkeln standen
keine kommerziellen Gerdte zur Verfiigung. Deshalb mufite der Versuchsaufbau
individualisiert und der Mikroinjektor umgebaut werden.

AuBer den vorhanden technischen Geriten wie Stereomikroskop, Hi-Speed Kamera,
PC u.i., wurde die finanzielle Belastung gering gehalten. Somit ist das entwickelte

System auch fiir die Forschung und die pharmazeutische Industrie von Interesse.



2 Die Chorioallantoismembran (CAM)

2.1 Physiologische Bedeutung der CAM

Die CAM dient dem Hiihnerembryo in erster Hinsicht als Gasaustauschfldche (Rizzo
und DeFouw, 1993; Bellairs und Osmond, 1997; Ausprunk et al., 1974; DeFouw
DO, 1988; Tazawa H, 1978; Van Golde et al., 1996) dhnlich der Sdugerplazenta oder
den adulten Lungen, ist aber auch fiir den Kalziumtransport (Bellairs und Osmond,
1997) von der Schale in den Embryo verantwortlich. Wahrend der ersten 10 Tage
erhélt der Embryo sein Kalzium vom Dottersack, aber die benotigte Menge steigt in
den letzten 11 Tagen der Inkubation stark an, da die Knochen zu ossifizieren
beginnen. Das Kalzium wird dann hauptsidchlich von der Schale bereit gestellt
(Kontakt zur CAM), welche dadurch bis zu 50% ihres Gewichtes verliert.
Desweiteren ist die CAM ein Sammelbecken fiir stickstofthaltige Endabbauproduk-
te, welche durch den Embryo produziert werden (Bellairs und Osmond, 1997).

2.2 Entstehung der CAM

2.2.1 Chorion und Amnion

Das extraembryonale Ektoderm und die Somatopleura bilden die Amnionfalten,
welche friihzeitig die Embryonalanlage in cranio-caudaler Richtung umfassen, in der
dorsalen Mittellinie zusammenstoen und unter Bildung der Amnionnaht
verschmelzen. Die Amnionnaht verschwindet rasch wieder, so dafl sich die beiden
Lamellen der Amnionfalten unter Bildung des Amnion und des Chorion vollig
trennen. Das Amnion umschlieBt den Keimling, wihrend das Chorion das
extraembryonale Colom nach auflen abschliet. Jede dieser beiden Hiillen besteht aus
Epithel und Stiitzgewebe, wobei letzteres die Auskleidung des extraembryonalen
Colom bildet (Fitze-Gschwindt VD, 1973). Das Chorionepithel ist nach auflen, das
Amnionepithel nach innen gerichtet (Lille FR, 1952; Romanoff AL, 1960). Am Ende
der 1.Inkubationswoche hat der groffte Teil des Chorions Kontakt mit der
Schalenhaut (Leighton J, 1967; McCormik et al., 1984; Knighton et al., 1977). Nach
Ausbildung von Amnion und Chorion ist ein vollstdndiger Abschlu3 des Keimes von

der AuBlenwelt erreicht (Lille FR, 1952; Romanoff AL, 1960).
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Abb. 2:

Querschnitte durch die anteriore

und posteriore Prolongation eines
Albatrossembryos (Romanoff AL 1960,
nachgezeichnet und modifiziert nach
Schauinsland H, 1903).

A: Schnitt durch die anteriore Prolongation
zum Zeitpunkt, an dem sich das Chorion
vom dorsalen mesodermalen Mesenterium abtrennt.

B: Spiterer Zeitpunkt, nach der Ruptur vom dorsalen Mesenterium und kurz vor der Formation des tempordren ventralen
Mesenterium. C: Schnitt durch das caudale Ende des Embryos, an dem der caudale Amnionkanal seinen Ursprung hat.
D: Ein mehr posteriorer Schnitt durch die Mitte des Amnionkanals. E: Schnitt weiter posterior als D, an dem der caudale
Amnionkanal an die Oberflidche des Blastoderms kommt. Alle Vergr. x 80.

Insert: Zeigt die Lokalisation der Querschnitte

1 Exocoelom; 2 Amnionektoderm; 3 Chorionektoderm; 4 somatisches Mesoderm; 5 splanchnisches Mesoderm; 6 Chorion;
7 Amnionmesoderm; 8 dorsales mesodermales Mesenterium; 9 Amnionhdhle; 10 Endoderm; 11 rechte und linke anteriore
Arterien; 12 Embryokdrper; 13 caudaler Amnionkanal; 14 BlutgefdB3; 15 Endoderm (Dottersack)

2.2.2 Allantois

In der Gegend des Nabels bildet
sich nach 48Stunden eine
sackformige Ausstiilpung des
Enddarmes, die Allantois oder
der Harnsack, der auch die
Ausscheidungen  der  em-
bryonalen Nieren aufzunehmen

hat (Abb. 3). Diese stof3t in das

Abb.3: Die Groflenzunahme der Allantois im Hiihner-

embryo (Romanoff AL, 1960, nachgezeichnet und

modifiziert nach Hirota S, 1894).

A:78h (x2,5); B:104h (x2,0);  C:5Tage (x1,5);

und 5. Bebriitungstag das D:6Tage(x1,0);  E:7Tage (x0,5); F: 8 Tage (x0,5);
G: 9 Tage (x0,5);  H: 10 Tage (x0,5)

Chorion. Als Derivat des 1: Allantois; 2: serdse Amnionverbindung; 3: Amnion-
hohle; 4: vorderer Allantoislappen; 5: hinterer Allantois-

embryonalen Darmes besteht lappen; 6: Sinus terminalis; 7: Eiweil

Exoc6l vor, wichst sehr rasch

und erreicht zwischen dem 4.

sie aus einem Epithel, das wie
die Dottersackwand von Stiitz-

gewebe liberzogen ist.



Abb. 4:

Der Dottersack des Hiithnerembryos zu
verschiedenen Stadien vom 4.,5. bis
zum 19.Tag. Nachgezeichnet und
modifiziert nach Duval, 1889.

A: am Tag 5; B: Tag 6; C: Tag 7
(x0,66), nur zu sehen, wenn der
Embryo von der Eierschale entfernt
und in Wasser getaucht ist; D: Tag 19
(x0,66) Amnion und Allantois sind
entfernt.

1: Embryo; 2: Amnionhéhle;

3: Allantois; 4:Area pellucida; 5: Area
vasculosa; 6: Area vitellina;
7:Dottersacknabel; 8: Darmschlinge

2.2.3 Bildung der CAM

Das Chorion- und Allantoisepithel, ehemals ektodermalen und endodermalen
Ursprungs, sind zusammen mit dem vaskularisierten Stroma mesodermalen
Ursprungs an der Formation der CAM beteiligt (Ribatti et al., 1999; s. Abb.2). Die
CAM entsteht durch Verschmelzung von Chorion und Allantois zwischen dem 4.
und 5.Bebriitungstag (Rizzo et al., 1995; DeFouw DO, 1988). Dabei nimmt der
Allantoissack stark an Volumen zu, und die einander zugewandten mesodermalen
Oberflichen von Chorion und Allantois verschmelzen (Leighton J, 1967; McCormik
et al., 1984; Knighton et al., 1977).

Die neugebildete CAM besteht demnach aus 3 Schichten: Dem Ektoderm (Chorion),
Mesoderm (verschmolzenes somatisches Mesoderm vom Chorion und splanch-
nisches Mesoderm der Allantois) und dem Endoderm der Allantois (Bellairs und
Osmond, 1997).

Im intakten Ei breiten sich die CAM und lhre GefdBle iiber die Oberfliche des
Dottersackes aus und bedecken ihn am 6. oder 7. Tag komplett (Fuchs und Linden-
baum, 1988). Das reichliche Gefdflsystem, welches sich in der Mesodermschicht
entwickelt, wird durch die paarigen Allantois (od. Nabel) -arterien und -venen

versorgt (Bellairs und Osmond, 1997).



2.3 Blutflul3

Alle vom Herz wegfiihrenden Gefdle werden als Arterien, alle zum Herz hin-
fiihrenden Gefille als Venen bezeichnet, unabhidngig von deren Sauerstoff-
sattigungsgrad. Wéhrend die
Arterien des Korperkreis-

laufes oxygeniertes Blut ent-
halten, fithren die des
Lungen- oder CAM-Kreis- _ g} 1
laufes deoxygeniertes Blut. : ;
Die groBen Arterien teilen 4

sich  in immer Kkleiner ' )

werdende Arteriolen auf. Die .
Abb. 5: Ausschnitt aus dem Gefal3system eines 12 Tage
kleinsten von lhnen bezeich-  alten Hithnerembryos zur Demonstration der unter-
schiedlichen GefaBordnungen.

Die Zahlen geben die Ordnung des jeweiligen Gefif3es an.
2 GefdBe der 1.Ordnung bilden ein Gefal 2.Ordnung;
2 GefdBe der 2.Ordnung bilden ein GefdB 3.Ordnung;

fiBe enden, in denen der UsW. O=Kapillargefdl

(Eigene Aufnahme, Vergr. x16)
Grofteil des Stoff- und Gas-

net man als prékapillire Ge-

faBBe, welche als Kapillarge-

austausches stattfindet. Das nun wieder zum Herz hinflieBende Blut gelangt {iber die
postkapilldren GefdBBe (Venolen), welche sich zu immer groBBer werdenden Venen
vereinigen, schlieBlich in die groBen Hohlvenen und somit ins Herz zuriick. Bei der
Nomenklatur der unterschiedlich groBen Arteriolen und Venolen wird sich dem
Prinzip von Fenton und Zweifach, 1981; DeFouw et al., 1989, angeschlossen. Bei
dieser Methode dienen die Kapillargefile als Referenzpunkt der Zdhlweise. Die
distalsten prékapilldren und die proximalsten postkapilliren Gefdle werden als
Gefille 1.0rdnung bezeichnet. Beim Zusammentreffen zweier Gefdfle 1.Ordnung
entsteht ein GefaBl 2.Ordnung. Genauso bilden 2 Gefdlle 2.Ordnung ein Gefdl3
3.Ordnung, usw. Fiir den Fall, da zwei GefiBle unterschiedlicher Ordnung
zusammenflieBen, wird die hochste Ordnung beibehalten (s. Abb. 5).

Die Nabelarterien bringen CO, und Stoffwechselendprodukte in die Allantois (nach
Verschmelzung zur CAM — in die CAM) und die Nabelvenen versorgen den
Embryo mit oxygeniertem Blut (s. Abb.6). Die CAM wird von der linken und
rechten Chorioallantoisarterie versorgt, aber nur von einer Chorioallantoisvene

drainiert (DeFouw DO, 1988).
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Abb. 6: Die extraembryonalen
Strukturen und  Zirkulationen im
Hithnerembryo (Nachgezeichnet und
modifiziert nach Patten BM, 1953).

Uber die Dotterarterie gelangt das Blut
zum Eidotter und versorgt den Embryo
iiber die Dottervene mit Néahrstoffen.

Die Nabelarterie transportiert die
Stoffwechselabfille zur Allantois und
die Nabelvene bringt oxygeniertes Blut
zum Embryo zurlick. Die
fliissigkeitsgefiillte Amnionhdhle dient
als Schutzkammer fiir den Embryo.

Abb. 7:

Die Entwicklung der Haupt-
blutgefde des Hithnerembryos zu
verschiedenen  Zeitpunkten  der
Inkubation (Nachgezeichnet und
modifiziert nach Romanoff AL,
1960).

A,B,C und D nach 56, 72, 96 und
120 Stunden, alle gleicher MafBstab.
1 =vordere (anteriore) Dottervene,
2 = Sinus terminalis,

3 = Dotterarterie,

4 = hintere (posteriore) Dottervene,

5 = laterale Dottervene 56 Stunden 72 Stunden 96 Stunden 120 Stunden

Die Arterien bringen das deoxygenierte Blut in

Kontakt mit der CAM, wo der Gasaustausch

durch die FEierschale geschieht. Die Vene
transportiert das oxygenierte Blut wieder zuriick
zum Embryo (s.Abb.8). Diese GefdBe sind
dquivalent zu den Nabelgefiflen (Van Golde et
al., 1996). Der Embryo erhélt seine Nahrstoffe
aus dem Eidotter iiber die Dottervene, wihrend
das Blut iiber die Dotterarterie wieder zuriick in
das Eidotter flieft. Die Entwicklung des = = ~ “/
Dotterkreislaufes ist in Abb. 7 dargestellt.

Abb. 8: Schema der Blutzirkulation im Hithnerembryo
(nachgezeichnet und modifiziert nach

Romanoff AL, 1960; White PT, 1974 und van Golde et al., 1996).
Aah: Aortenbogen, AV: Nabelvene, AVC: vordere Hohlvene, DA: dorsale Aorta, IVC: untere Hohlvene,
LA und RA: linker und rechter Herzvorhof, LAA und RAA: linke und rechte Nabelarterie, LDAR und
RDAR: linker und rechter Ductus arteriosus, LHV: linke Lebervene, LV und RV: linke und rechte
Herzkammer, MV: Mesenteriumvene, OMV: Omphalomesenteriale Vene, PA: Lungenarterie, PAh:
Lungenbogen, PV: Lungenvene, VV Dottervene
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Nach dem Hervortreten aus der Bauchwand zweigt sich die Nabelarterie in 6 oder 7
Generationen (immer kleiner werdende Arteriolen) auf. Die ersten 5 oder 6
Generationen liegen flach, eng parallel zur CAM Unterfliche und tiefer als die
Venen gleicher Ordnung. Dann éndern sie ihre Richtung abrupt und die kleinsten
Arteriolen gelangen nahezu vertikal zum Kapillarnetz (Fuchs und Lindenbaum, 1988,

5. Abb.9).

Abb. 9 fotografiertes Wachsmodell der CAM
(Fuchs und Lindenbaum, 1988), Ansicht von unten,
Der Gefafbaum in der CAM kann in 2 horizontale
Schichten geteilt werden. Die obere duBlere Schicht
besteht aus einem feinen kapilldren Netzwerk, die
tiefere enthdlt die groBeren Gefdle bis zur 5. und
6. Ordnung. Dazwischen liegen die pra- und post-
kapilldren GefidBe, welche in schriger oder senk-
rechter Lage zum oberflachigen kapilliren Netz-
werk aufsteigen und fiir die arterielle Versorgung
sowie die vendse Drainage desselben verant-

wortlich sind (Fuchs und Lindenbaum, 1988).

Am Anfang der postkapilliren Venolen steht ein schmaler Sinus, der durch
Konfluenz der Kapillaren aus dem oberflachigen Netzwerk entsteht. Das kapillédre
Netzwerk ist die oberflichennaheste Schicht der extraembryonalen Gefdfle und
erscheint in die CAM eingebettet, wihrend die tiefer liegenden grofleren Gefalle frei
beweglich sind (Fuchs und Lindenbaum, 1988; eigene Beobachtung). Die CAM wird
von einem dichten Netzwerk von LymphgefaB3en drainiert (Oh et al., 1997).
Zwischen dem CABF (Chorioallantois-Blutflu) und den Verhéltnissen beim
Sdugerfetus gibt es typische Ahnlichkeiten:

e  CABEF betrigt iiber 50 % des Herzauswurfes (Rahn et al., 1985)

e  Herzauswurf des Hithnerembryos betragt 500 ml/kg/min, ein Wert,
vergleichbar mit Auswurffraktionen von Sdugerfeten (Dawes et al., 1954)

e Verteilung des Herzauswurfes als auch der Gasdruck ist vergleichbar mit dem
von Schaffeten (Rahn et al., 1985; Olszowka et al., 1988)

e wie die Sdugerplazenta ist das extraembryonale Gefdllsystem der CAM nicht

innerviert (Kunzi-Rapp et al., 1999).
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Die Architektur der Mikrozirkulation in der CAM ist dhnlich der von reifem
Lungengewebe (Fuchs und Lindenbaum, 1988). Obwohl es Unterschiede bei den
Dottervenen (White PT, 1974), welche das verdaute Dottermaterial zur Leber
transportieren und dem Nabelblut, welches direkt in die linke Lebervene flie3t, ohne
die Leber zu passieren, gibt, ist die Blutzirkulation im Hiihnerembryo vergleichbar
mit der des menschlichen Fetus (Van Golde et al., 1996, Lille FR, 1952). Auch bei
den FluBgeschwindigkeiten herrschen @hnliche Bedingungen. In Abb. 33, S.49, ist
das Geschwindigkeitsprofil durch eine kleine Venole dargestellt. Die
Geschwindigkeit des Blutflusses liegt bei 0,3 — 0,5 mm/s, ein Wert, vergleichbar mit
menschlichen FluBgeschwindigkeiten (Venolen, Kapillargebiet). Aus diesem Grund
werden auch beziiglich des Zellrollverhalten vergleichbare Verhéltnisse im

Saugerfetus und Hithnerembryo vermutet.

2.4 Bedeutung des CAM-Modells

Fiir die Wissenschaft hat sich das CAM-Modell bereits fiir viele Versuche bewéhrt.
So dient es u.a. zur Untersuchung von lonentransporten (Garrison und Terepka,
1972; Rous und Murphy, 1911; Ausprunk et al., 1974), des Gasaustausches (Met-
calfe und Stock, 1993), fiir Experimente mit Tumortransplantaten (Leighton J, 1967),
fiir auto-, iso-, homo- oder heterogene Transplantationen (Huxley und Murray, 1924;
Nicholas und Rudnick, 1933), zur bakteriellen und viralen Kultivierung (Woodruff
und Goodpasture, 1931; Zuckerman AJ, 1975) und zur Einschitzung der
angiogenetischen Aktivitéit (Barnhill und Ryan, 1983; Vu et al., 1974).

Aber auch als in vivo Modell zur Bewertung von Angiogenese- und Antiangio-
genese-Molekiilen (Folkman J, 1984) sowie zur Studie der normalen Angiogenese
(Rizzo et al., 1995; Rizzo und DeFouw, 1993) wird es verwendet.

Wihrend der frithen Entwicklung eignet es sich besonders gut zum Studium der
Héamodynamik des kardiovaskuldren Systems (Nakazawa et al., 1988; Hu und Clark,
1989) und der Entwicklung des Zentralen Nervensystems (Hu und Clark, 1989), in
spateren Stadien ist es ein attraktives Modell zur Untersuchung der Physiologie des
Gasaustausches und der Mechanismen, die an der Entstehung von
Eingeweidemalformationen beteiligt sind (Tibboel et al., 1979), um nur einige

Beispiele zu nennen.
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2.5 Gefalientwicklung bei Schalen- und schalenloser Kultivierung

Bei der schalenlosen Kultivierung befinden sich die Kapillaren in der
Mesodermschicht der CAM, und nicht im oberflichlichen Ektoderm, wie es bei
CAM’s in intakten Eiern der Fall ist, wo sie an der Schalenhaut adhérieren (Fuchs
und Lindenbaum, 1988). Auch befinden sich keine Kapillaren im Ektoderm einer
18 Tage alten CAM, wihrend in der CAM eines intakten 15Tage alten Eies die
meisten Kapillaren die Ektodermschicht durchdringen und oberflachig auf ihr und in
Kontakt mit der Schalenhaut liegen (Leighton J, 1967; Ribatti et al., 1999).
Zusiatzlich wird das Ektoderm dicker als das einer normalen CAM (Fuchs und
Lindenbaum, 1988). Die groBen Gefdfle liegen tiefer im Mesoderm und sind umbhiillt
von einer diinnen Schicht Mesenchymzellen aus der Mesodermschicht und von
Epithelzellen aus dem Allantoisendoderm (Fuchs und Lindenbaum, 1988).

Am 14. Tag ist der kapilldre Plexus auf der Oberfldche des Ektoderms lokalisiert, der
Schalenhaut anliegend (Ribatti et al., 1999, s. Abb. 10).

Abb. 10

Lage der GefdBe im Ektoderm des Hiihner-
embryos (normale Kultivierung in der Ei-
schale). Querschnitt durch die oberflachliche
Schicht der dufleren Wand der Allantois.
Man sieht die 2 verschiedenen Positionen der
Kapillargefale in Bezug auf das Ektodem.
(Nachgezeichnet und modifiziert nach Roma-
noff AL, 1960 und Dantschakow W, 1907).
A: Schnitt von einen 10 - Tage Embryo,

B: Schnitt von einen 15 - Tage Embryo.
Beide x 400.

1= Ektoderm (Chorioallantois),

2= subvaskuldres Ektoderm,

3= Mesenchym.

hl .
Blutgefals

Kapillargefalie
(epiektodermal)

Blutgefal

2.6 Vaskularisation der CAM

2.6.1 Vaskulo- und Angiogenese

Das erste Organsystem, welches sich wihrend der Embryonalentwicklung ausbildet,
ist das Blutgefd3system. Dies ist von entscheidender Bedeutung, da nur so alle sich

entwickelnden Organe mit Sauerstoff und Néhrstoffen versorgt werden konnen
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(Kalka et al., 2000). Auch dient es zum Abtransport von Stoffwechselendprodukten
wie Kohlendioxid sowie zur Verteilung von Botenstoffen, wie z.B. Wachstums-
faktoren und Hormone, im gesamten Organismus. Bei der Bildung der Blutgefif3e
werden 2 verschiedene Prozesse unterschieden, die Angiogenese und die Vaskulo-
genese (Djonov et al., 2000).

Die Vaskulogenese findet als erstes statt. Dabei handelt es sich um eine Neubildung
von Gefidllen aus sich in situ differenzierenden endothelialen Vorlduferzellen meso-
dermalen Ursprungs, sogenannte Angioblasten, zu Endothelzellen, welche sich dann
zu einem GeféafBlabyrinth aneinanderlagern (Kalka et al., 2000). Im Gegensatz dazu
kommt es bei der Angiogenese zu einer Ausweitung des GefdBnetzes durch dif-
ferenzierte Endothelzellen (Risau W, 1997). Dies kann durch das klassische
Aussprossen (,,sprouting angiogenesis®) von Gefdllen geschehen. In jlingster Zeit
wurde noch eine alternative Art der Angiogenese beschrieben, das Einstiilpen
(Intussusception) von Gefdlen (Non-sprouting angiogenesis, einstlilpendes mikro-
vaskuldres Wachstum - Intussusceptive Microvascular Growth-IMG) (Kalka et al.,

2000; Patan et al., 1996; Djonov et al., 2000).

2.6.2 Embryonale Vaskulogenese

Die Entwicklung des Gefillsystems hat ihren Ursprung in der Ausbildung
sogenannter Blutinseln, die aus dem splanchnopleuralen Mesoderm des Dottersacks
unter dem EinfluB mesoderminduzierender Faktoren der Fibroblasten-Wachstums-
Faktor- (FGF-, Fibroblast-Growth-Factor) Familie entstehen (Risau W, 1997).

Beim Aufbau dieser Blutinseln im Dottersack findet sich eine enge rdumliche
Beziehung zwischen den Elementen des zirkulierenden vaskuldren Systems, den
hamatopoetischen Zellen und den Zellen, die fiir die Entwicklung der Gefille
verantwortlich sind, den Endothelzellen (Gilbert SF, 1997).

Wihrend die Zellen im Zentrum der Blutinseln zu hdmatopoetischen Stammzellen
differenzieren, entstechen aus den peripheren Inselzellen die endothelialen
Vorlduferzellen, auch Angioblasten genannt (Kalka et al., 2000). Diese enge
raumliche Nachbarschaft sowie die Expression einer Anzahl von Antigenen, wie z.B.
den VEGF-Rezeptor KDR/flk-1, den Angiopoietinrezeptor tie-2 und CD 34 weisen
auf die Existenz einer gemeinsamen Vorlduferzelle hin (Choi et al., 1998§;
Hatzopoulos et al., 1998; Sabin FR, 1920). Durch Wachstum und Fusion der Blut-

inseln, abhéngig vom Sauerstoffgehalt der Gewebe, der BlutfluBrichtung, von Scher-
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kriaften sowie von den individuellen Bediirfnissen der unterschiedlichen Organe,
wird unter gleichzeitiger Endothelzelldifferenzierung ein vaskulérer Plexus gebildet,
der zur Bildung auch groBerer Blutgefdle fiihrt. Eine weitere Gefdfreifung erfolgt
durch programmierten Zelltod der Endothelzellen (Apoptosis), endotheliale
Transdifferenzierung (z.B. die Bildung von Herzklappen), Verdnderungen der Gefal3-
wand sowie Umorganisation der Endothelzellen zu neuen Gefdflen (Kalka et al.,
2000).

Die Differenzierung von Angioblasten wird vor allem von Wachstumsfaktoren wie
VEGF, dem VEGF-Rezeptor-2 sowie dem bFGF (basic fibroblast growth factor)
beeinflu3t (Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996; Shalaby et al., 1997).

Es wurde gezeigt, dal die Angiogenese in der CAM in 3 Phasen ablduft: in einer
frithen Phase von Tag 5 bis 7 geschieht der GroBteil des kapilldren Wachstums durch
Aussprossen. In einer Zwischenphase von Tag 8 bis 12 gewinnt dann das IMG
(s.2.6.1) die Oberhand und an den Tagen 13 und 14 expandiert die CAM-Struktur

nur noch mit geringem Anstieg an Komplexitdt (Schlatter et al., 1997).

2.6.3 Postnatale Vaskulogenese

Lange Zeit war man der Meinung, dafl die Vaskulogenese nur wihrend der
Embryonalentwicklung stattfindet. Das scheint jedoch nicht so zu sein. Neuere
Versuche zeigen, da3 endotheliale Vorlduferzellen (EPC) im Knochenmark und im
peripheren Blut von Erwachsenen nachgewiesen werden konnen (Asahara et al.,
1997; Lin et al., 2000; Shi et al., 1998). Die Vermehrung und Differenzierung der
EPC’s wird von vielen Faktoren, wie z.B. VEGF, GM-CSF (Granulozyten
Makrophagen Kolonie stimulierender Wachstumsfaktor) und IGF — 1, stimuliert
(Takahashi et al., 1999). Diese Vorlduferzellen konnen dann in ischimische Gebiete
wandern und aktiv an der Neubildung von Gefdflen teilnehmen (Asahara et al.,

1999).

2.6.4 Angiogenese

Die Angiogenese geschieht wihrend der gesamten Lebenszeit des Organismus, z.B.
wihrend der Embryogenese, der postnatalen Entwicklung und des Wachstums, der
Wundheilung, der Regeneration, bei Entziindungen sowie bei der Krebsentwicklung
(Djonov et al., 2000). Dabei kommt es zu einer Gefdllformation aus bereits

existierenden Gefdlen, z.B. durch Sprossung. Der ProzeB8 der Sprossung ist bei
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vielen physiologischen und pathologischen Betrachtungen bereits untersucht worden
und gilt heute als allgemein akzeptiert. Daneben gibt es noch eine weitere, erst seit
einigen Jahren beschriebene Art der Angiogenese (Risau W, 1997; u.a.), das
Intussusceptive Mikrovaskuldre Wachstum (IMG). Dabei handelt es sich um eine
Umformation durch Einstiilpung bestehender Kapillaren zu einem kapilldren
Netzwerk.

Gesteuert wird die Angiogenese u.a. durch die Wachstumsfaktoren transforming
growth Factor B, FGFB, TNFa (Yang und Moses, 1990; Olivio et al., 1992). Nach
Rizzo und DeFouw, 1993; Dusseau et al., 1986, geschieht die schnellste Phase der

embryonalen Angiogenese zwischen dem 10. und 11.Tag.

2.6.5 Endothel der CAM

Das Lumen der Gefil3e ist ausgekleidet mit Endothelzellen, welche sich wéahrend der
CAM-Entwicklung und wéhrend der Angiogenese mitotisch teilen (Folkman J,
1985). Die durchschnittliche Dicke des Endothels der Arteriolen der 1.und
2. Ordnung reicht von 0,41-0,46 pm, die der Venolen von 0,36-0,46 pm (Rizzo et al.,
1995). Diese Werte sind deutlich gréBer als die von adulten Lungenarteriolen und —
venolen (DeFouw DO, 1988). Ahnlich dazu ist die Endotheldicke auch groBer als
die von adulten Lungen (Rizzo et al., 1995). Die Endotheldicke reduziert sich bis
zum Tag 14 (Rizzo und DeFouw, 1993) zur Akkomodation an den steigenden Sauer-

stoffbedarf des Embryos (Rizzo et al., 1995).

2.7 Blutbildung

a) Allgemeines

Da das Dotter die erste Nahrungsquelle des Embryos ist, werden Blut und Blutgeféalle
erst im Dottersack gebildet, bevor sie im Embryo entstehen. Die Gefdlle enthalten
Blutzellen, Blutplasma und absorbiertes Dottermaterial. Das Blut- und Gefaf3gewebe
differenziert sich gleichzeitig im Dottersack aus dem gleichen Mesodermursprung.
Sowohl Blut- als auch Endothelzellen vermehren sich durch Zellteilung. Wéhrend
der ersten Hilfte der Embryonalentwicklung stammen die meisten Blutzellen aus
dem Dottersack, und werden dort bis zum Schlupf weiterhin produziert. Im Embryo
ist die Hamatopoese grofitenteils auf die Organe beschrankt, welche sich erst in der
zweiten Hélfte der Inkubation bilden. Diese Organe iibertreffen den Dottersack in der

Produktion von Blutzellen allmahlich (Romanoff AL, 1960; s. Abb. 11).
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Erythrozyten und Leukozyten sind beide im Vogelblut enthalten. Die Morphologie
dieser Zellen zeigt die phylogenetische Verwandtschaft der Vogel zu den Reptilien
und zu den Sdugern. In Vogeln wie in Reptilien sind die roten Blutkdrperchen
kernhaltig und haben eine ovale Form. Die Leukozyten im Vogel kdnnen wie bei den
Sdugern in 2 Haupttypen eingeteilt werden, in nichtgranulierte Leukozyten
(Lymphozyten und Monozyten) und in granulierte Leukozyten (neutrophile,
eosinophile und basophile). Die Lymphozyten sind die i{iberwiegenden weillen
Blutzellen, aber ihr Verhiltnis zur Gesamtmenge ist sehr variabel (Cullen EK, 1903).
Auch kommen spindelférmige Thrombozyten vor, welche bei der Blutgerinnung

mitwirken.

b) Extraembryonale Blutbildung (im Dottersack)

Die urspriinglichen intravaskuldren Blutzellen werden Megaloblasten genannt
(Sugiyama S, 1926) und entwickeln sich nur zu Erythroblasten (Vorstufen der
Erythrozyten). Dagegen entwickeln sich die Leukozyten aus extravaskuldren

Mesenchymzellen (Romanoff AL, 1960).

¢) Intraembryonale Blutbildung

Dem Abfall der blutbildenden Aktivitdt im Dottersack am Ende der 2. Inkubations-
woche folgt der Beginn der Hamatopoese in den Organen des Embryos. Die unter-
schiedlichen Blutbildungsaktivititen in den verschiedenen Organen zeigt Abb. 11.
Lange bevor die intensive Blutbildung in den groBen blutbildenden Organen (Leber,
Milz, Knochenmark) beginnt, werden einige Blutzellen intraembryonal produziert.
Dies geschieht wenige Zeit nach Beginn der Produktion im Dottersack. Diese Blut-
bildungsinseln finden sich bereits ab dem 3. Tag im Endothel der Aorta und anderen
Gefaflen sowie im Herz und den Aortenbdégen (Dantschakow W, 1909; Jordan HE,
1917). In der Bursa Fabricius beginnen die Erythropoese und die Granulopoese
zwischen dem 10. und dem 12.Tag, horen aber in den ersten Tagen nach dem
Ausschliipfen wieder auf (Romanoff AL, 1960). Um den 8.Tag herum treten
zusdtzliche Foki der Granulozytopoese (manchmal auch der Erythropoese) in

verschiedenen Organen des Hiithnerembryos auf, z.B. in der Nierenanlage, dem
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Abb. 11
Das Diagramm zeigt die
Lokalisation, Intensitét

(dargestellt durch die Dicke der
schwarzen Linien) und die
Chronologie der eosinophilen
Leukozytopoese im Hiihner-
embryo vor und nach dem
Schlupf. (Gezeichnet und modi-
fiziert nach Terni T, 1924).
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rechten Ovar, der Pankreasanlage und den Gonaden, immer in unmittelbarer Nihe zu

den Blutgefden (Nonidez JF, 1920).

Wie im Dottersack sind die ersten sich extravaskulir differenzierenden weillen Blut-

zellen die unreifen eosinophilen Granulozyten. In Abb. 12 sind der Zeitpunkt des

Einsetzens und die Intensitidt der Produktion fiir die verschiedenen Gewebe

dargestellt.

Abb. 12

Schematische Darstellung der
Chronologie der Héamatopoese in
Leber, Milz, Knochenmark und
Dottersack im Huhn wéhrend der
Embryonal- und  frihen  Post-

embryonalzeit. (Nachgezeichnet und
modifiziert nach Romanoff AL, 1960).
Die Erythropoese wird durch das
schwarze  Feld dargestellt, die
Granulozytopoese durch das
gepunktete und die Lymphopoese
durch das senkrecht gestrichelte. Die
Breite des Feldes gibt die Intensitét
der Hamatopoese an.

Nach Dantschakow W, 1909, starten zwischen dem 10. und 12. Entwickungstag die

Huhn (Gallus gallus)
Leber -
i) T
Milz PR
— m [ il |
Knochen- _—‘
mark T g

| 1 i ! [ | 1

7T 14 0 7 14 2 28

embryonal postembryonal

Alter (in Tagen)

extravaskuldren Hdmozytoblasten mit der Produktion von ,kleinen Lymphozyten®.

Diese bringen vermutlich die Makrophagen, Plasmazellen und die Granulozyten
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hervor. Wihrend der spdten Embryonalentwicklung werden basophile und pseudo-
eosinophile Leukozyten in der Milz gebildet (Romanoff AL, 1960).

Die ersten entstehenden roten Blutzellen bilden eine primitive Zellinie, welche
degeneriert und durch die definitive Zellinie ersetzt wird (Engel CS, 1895;
Dantschakow W, 1907; Dawson AB, 1936). Die primitiven Zellen dominieren das
Blutbild vom 2. bis 4.Tag der Inkubation, beginnen aber ab dem
3. bis 4. Tag abzusterben. Trotz des frithen Beginns des Absterbens kdnnen einige
Zellen bis zu 2 Wochen nach dem Ausschlupf persistieren (Dawson AB, 1936).
Gleichzeitig dazu treten zwischen dem 4. und 6. Tag die ersten Zellen der definitiven
Zellinie auf. In beiden Zellinien werden vergleichbare unreife Zellen ausgebildet,
bevor die endgiiltige Zelle, der Erythrozyt (primitiver oder definitiver), gebildet wird.
Schema, Verteilung und Auftreten der verschiedenen Zellen sind in Tabelle 1 und in

Abb. 13 dargestellt.

Prozentsiitze der Arten der roten Blutzellen

Primitive Linie Definitive Linie S
Alter - T : - - g
Huhner- = e = E E = ﬁ 2 b z E
embryos ] 5 E = E é = 2 = ‘.’:; ‘é‘ .—E:
g g 2 g E = a g g e
= = = = = = e
(Tage) (Stunden) (Prozent) (Prozent)  (Prozent) (Prozent)  (Prozent)  (Prozent) (Prozent) (Prozent) (Prozent)  (Prozent)
2 0 29.6 70.4
2 16 0.2 4.2 95.4
3 0 0.2 0.2 14.0 §5.4
3 23 3.0 93.1 0.7 20 0.6
4 16 98.9 0.6 0.4
4 22 98.8 0.4 0.6
5 3 9.9 79.5 0.7 24 6.9
5 20 23.9 0.4 0.3 749
6 3 20.3 17 36.3 40.6
7 0 11.7 7.6 80.2
8 0 10.3 0.2 89.5
9 0 5.4 0.2 0.9 93.6
10 0 6.6 0.1 0.4 92,5
11 0 3.7 96.2
12 0 38 0.6 0.4 95.2
3 0 4.8 0.1 0.5 10.4 84.2
14 0 38 4.2 17.1 74.5
15 0 2.1 0.2 269 70.7
16 0 0.5 0.5 6.0 92.6
17 0 0.6 1.9 97.4
18 0 0.2 0.3 09 984
Tabelle 1

Die Prozentsdtze der verschiedenen Arten der roten Blutzellen im Hithnerembryo an den
aufeinanderfolgenden Entwicklungstagen. (Gezeichnet und modifiziert nach Dawson AB, 1936
und Romanoff AL, 1960).
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Primitive Linie

Definitive Linie

@.

Mutterzellen:

Megaloblast ~ Hamozytoblast

Proerythroblast

Erythroblast
3
| x4
Proerythrozyt @
H
| ,
£ 6
Erythrozyt @
-

Abb. 13 Die verschiedenen aufeinanderfolgenden Formen in der Differenzierung der primitiven und
definitiven roten Blutzellen im Hithnerembryo. (Gezeichnet und modifiziert nach Dantschakow W,
1909; Dawson AB, 1936; Romanoff AL, 1960.)

Die Zellen der primitiven Linie (linke Seite), geordnet nach IThren sukzessiven Stadien, sind durch
verschiedene Methoden zur Darstellung Threr Komponenten geférbt. Die vergleichbaren Formen der
definitiven Linie sind auf der rechten Seite gezeigt. Alles x1000.

1 Nukleus, 2 Nukleolus, 3 neutrale rote Granulen, 4 prézipitierte basophile Substanz, 5 Rosette der
neutralen roten Granulen, 6 Mitochondrienfilamente, 7 basophile Granulen, 8 ,Hof*, 9 zartes
Retikulum, 10 Golgi-Apparat, 11 basophiles Retikulum.

2.8 Blutzellen

a) Morphologie der Erythrozyten und deren Vorlauferzellen

Die roten Blutzellen (primitive und definitive) sind im Embryo groBer als im
Blutstrom von erwachsenen Hiithnern (Romanoff AL, 1960). Die folgende Tabelle 2
gibt die durchschnittliche Grof3e der roten Blutzellen an.

primitive | primitive | primitive definitive definitive definitive | Erythrozyten
Proerythro- | Erythro- Erythro- Proerythro- Erythro- Erythro- | geschliipftes
blasten blasten zyten blasten blasten zyten Huhn
(rund) (rund) (rund) (rund) (rund) (rund) (oval)
Breite 14 pm 13-8pum | 8,5-12,7pm | 10-12 pm 8-10 um 7-10,3 um 5,5-7,5 pm
Lange S.0. s.0. S.0. S.0. S.0. S.0. 11-14 pm
Tabelle 2 : Durchschnittliche GréBe der primitiven und definitiven roten Blutzellen.
(Gezeichnet nach Werten von Klieneberger und Carl, 1912; Perri GC, 1948)
Die Anzahl der definitiven Erythrozyten wihrend wund nach der

Embryonalentwicklung ist in Abb. 14 dargestellt. Am Tag des Schliipfens sind mit

2,5-3 Mio Zellen iiber 90 % der Erwachsenenanzahl erreicht.
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Die adulten Erythrozyten sind eliptische
Scheiben (Abb.15), deren Kern in der
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Abb. 15: Geféarbte Erythrozyten aus einem
Blutausstrich vom Papagei. Man sieht
vereinzelt die polychromatischen Zellen.
Wright’s stained. (Phillips KM, 2004)

b) Leukozyten

Die Pseudoeosinophilen (spezialgranulierte oder heterophile) Leukozyten (Abb. 16a)
sind das Analogon der Neutrophilen Granulozyten der Sduger (Barry GH, 1998). Thr
Kern ist meist zweiteilig, wobei die beiden Teile polstindig gelagert sind. Sie
besitzen eine hohe Phagozytoseaktivitdt und ein groes Spektrum an antimikrobieller
Aktivitdt (Andreasen et al., 1991; Kogut et al., 1994).

Die eosinophilen Leukozyten (Abb. 16b) besitzen einen dhnlichen Kern, jedoch ist
dieser von violetter Farbe und 14Bt eine deutliche Kernstruktur erkennen. Ein
weiterer Unterschied ist, daB nur die eosinophilen Granula eine kréftige
Oxidasereaktion geben.

Dagegen besitzen die basophilen Leukozyten (Abb. 16¢) einen gro3en runden Kern,
der durch die Granulation oft vollig verdeckt wird. Der Durchmesser aller eben

genannten Leukozyten betrdgt im Durchschnitt 10-12 um.
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2. Die Chorioallantoismembran (CAM)

Bei den Lymphozyten werden kleine (4-8 pm, im Mittel 7 um) und grof3e (12-15 pm)
unterschieden, wobei die kleinen immer in der Mehrzahl sind. Sie stellen meist mehr
als die Hilfte aller Blutzellen. Im Aussehen 148t sich kein Unterschied zu den
Lymphozyten der Sdugetiere erkennen (Abb. 16d). Thre morphologischen Merkmale
gleichen denen der Monozyten (Abb 16e).

s
K\ P

‘@iﬁ, ?%9;? \&

(% ﬁ.ﬁ"‘J
Abb.16a. Abb.16b: Abb.16¢:
Reife heterophile Leukozyten  Reife FEosinophile Leuko- Reife basophile Leukozyten
aus dem Blut des Papagei’s. zyten aus dem Blut der aus dem Blut des Papagei’s.
Wright’s stained. Eule. Diff-Quik-Farbung. Wright’s stained.
(Phillips KM, 2004) (Phillips KM, 2004) (Phillips KM, 2004)
B D i i § o \
s\’;”lf p/ - o = AR
'! 6 ': % ! . - - . LS \ : “
»”'-'-"-.“1‘ (-"I‘{l\‘\." 1’ (2 ( _\ (&
J-,r.'{l‘_m i ."'.,'l’. !!/..' - DR Y 4
N e “3 A i v '@‘ )
| .i\)‘__,a",";lr ‘:"ﬂ' r -
. oL S >0 =
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Abb.16d: Abb.16e:

Mittlere bis grofle Lymphozyten Monozyt aus dem Blut des
aus dem Blut des Kakadus. Papagei’s. Wright’s stained.
Diff-Quik-Férbung.. (Phillips KM, 2004)

Phillips KM, 2004)

c) Sonstige Zellen
AuBer den ausgereiften Granulozyten kommen auch vereinzelt grole Myelozyten im

peripheren Blut vor, wie man sie im Knochenmark findet.
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3. Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Eier und Materialien

e  White-Leghorn oder New-Hamshire Eier (von einem benachbarten Biobauer)

e  Calcein-AM-Ester™

e (CHO-Zellen (chinesische Hamsterovarzellen)

e  DNS (Ausgangskonzentration 13,3 pg/ul;
mit HEPES-haltigen Puffer (steril) 1:11 verdiinnt
e DOPE (Dioleylphosphotidylethanolamin, 1 mgDOPE/1 ml CHCL;)

e EDC (Ethyl-Dimethylaminiopropyl-Carbodiimid)

e FKS (fetales Kdlberserum)

e  GFP (green fluoreszent protein; griin fluoreszierendes Protein)

e HBS (20mM HEPES + 150 mM NaCl, pH=7,4)

e  Hepes

e  Milli-Q (doppelt destilliertes Wasser)

e PBS (Phosphatgepufferte Salzlosung)

e SAINTII Mix

e U937-Zellen (menschliche Myelomzellen)

3.2 Brutschrank

Alle Eier wurden mit einem mit
70% Ethanol durchtrankten Tuch
gereinigt, desinfiziert und bei
37,5°C und 78 % rel. Luftfeuchte
fiir 3-4Tage im Brutschrank in-
kubiert (Abb. 17). Es wurden zwei
Arten von Brutschrinken ver-
wendet. Im ersten muflte die
Luftfeuchtigkeit manuell geregelt
werden. 2 Wannen innerhalb des

Brutschrankes wurden mit

Abb. 17

Brutschrank 1  zur Inkubation der Hithnerembryos
(ohne CO,). Fiir eine konstante und gleichmifBige
Verteilung der Luftfeuchtigkeit sorgten 2 mit Wasser
gefiillte Wannen sowie ein kleiner Ventilator.
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destilliertem Wasser gefiillt, welches tiglich gewechselt wurde. Fiir die gleichméBige
Verteilung der Luftfeuchtigkeit sorgte ein kleiner Ventilator. Alternativ dazu wurde
ein Brutschrank des Types WTC Binder benutzt. Dieser erlaubte ein exaktes

Einstellen der Luftfeuchte sowie der vorhandenen CO, — Konzentration.

3.3 Kultivierungsmethoden

3.3.1 Inovo Kultur, einfach gefenstert

Bei der in ovo Methode wurden am 4. Tag 5ml Eiweill am stumpfen Pol des Eies
entnommen. Dies geschah, indem mit einer 0,80 mm dicken Stahlkaniile die Schale
durchstochen und mit einer Spritze die gewiinschte Menge an Eiweill entnommen
wurde. Danach wurde auf der Oberseite der Schale ein ca. 2 x 1,5 cm grof3es ovales
Fenster geschnitten, welches mit Tesafilm tiberklebt wurde.

Bei der Betrachtung unterm Stereomikroskop wurde die Folie entfernt. Darauthin
konnte der Embryo sowie die sich entwickelnde CAM gut betrachtet werden.
Anschliefend wurde das Fenster wieder verklebt. Das Ei konnte wieder in den

Brutschrank eingelegt und bei Bedarf erneut betrachtet werden.

3.3.2 Inovo Kultur, doppelt gefenstert

Bei dieser Methode wurde wie oben beschrieben (3.3.1) 5 ml Eiweil entnommen und
ein ovales Fenster in die Eischale geschnitten. Zusitzlich dazu wurde das Fenster mit
doppelseitigem Klebeband umrundet und mit dehnbarer Folie dicht verschlossen.
Das war notwendig, da nun die Eier gedreht werden muf3ten und das Fenster unten zu
liegen kam. Darauthin wurde oben ein zweites ovales Fenster eingeschnitten und mit
Tesafilm {iberklebt. Die Betrachtung unterm Stereomikroskop erfolgte wie bei der

einfach gefensterten Methode.

3.3.3 ,,Spiegeleikultur

Die Eier wurden am Tag3,5 dhnlich wie Spiegeleier aufgeschlagen und in ver-
schiedenen Behiltern kultiviert. Diese wurden mit desinfizierter Alufolie bedeckt

und weiter inkubiert (Abb. 18).

Abb.18
Waageschale fiir die ,,Spiegeleikultur*
Male:Grundfliche 6 cm?,

obere Fliche 7cm x 7cm, h=2 cm
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Desweiteren wurden folgende Experimente durchgefiihrt:

e Inkubation mit/ohne CO, (1,5 %):

Durch Benutzung des Brutschrankes WTC Binder, Typ 3621006000330, wurde
der Einflu von 1,5 % CO, auf die Uberlebensrate der Embryos ermittelt.

e  Zufuhr von Kalzium durch Zugabe von Kalziumcarbonat am 9. Tag (Rizzo und
Defouw, 1993) respektive 5 mg Eierschalengranulat; dieses wurde vor dem
Aufschlagen der Eier in die Gefédl3e eingebracht.

e  Zugabe von 5 ml antibiotikahaltiger Ringerlaktatlosung nach Aufschlagen der

Eier
3.4 Injektion

3.4.1 Injektionssubstanzen

e  FITC-Partikel (Fluoresbrite Carboxy Microspheres, 2,2 um, 2,5 % solides Latex)

e CHO/CHOE-Zellen (beladen mit Calcein-am-Ester™)

e t-CHO/t-CHOE-Zellen (mit GFP bzw. GFP und E-Selektin transfektionierte
CHO-Zellen)

e U937-Zellen

e  beschichtete Partikel

e Leukozyten (Huhn)

3.4.2 Herstellung der Injektionssubstanzen

a) Transfektion von CHO-Zellen mit GFP/E + GFP

Fir die Transfektion wurde die SAINT-Methode (V.Oberle), eine Art der
Lipofektion, in leicht modifizierter Form benutzt. Dabei wurden die Zellen, wie folgt
beschrieben, entweder nur mit GFP transfiziert oder mit EGFP (E-Selektin + GFP)

kotransfiziert.

Zellansatz:

Die Zellkonzentration fiir den Reaktionsansatz liegt bei 1,5-2,0 x 10° Zellen/ml fiir
eine Flache von 1,77 cm?. Dieser Ansatz wurde 1 Tag vor dem Transfektionsansatz
hergestellt. Am Tag der Transfektion wurde 3h vor Ansatz der Transfektion pro
Well (Vertiefung) 1 ml serumfreies Medium auf die Zellen aufgetragen.

Temperatur: 37 °C, CO, — Konzentration: 5 %
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Herstellung des SAINT-Mixes:

2mg Saint II + 2mg DOPE mischen, unter Stickstoff das organische Losungsmittel
abziehen und anschlieBend im Vakuum trocknen. Es wurde mit 4ml Milli-Q
aufgefiillt, gevortext und Smin im Ultraschallbad inkubiert, bis eine opaleszente
Losung entstand. Diese Suspension war ca. | mMolar in Bezug auf die Gesamt-

lipidmenge.

Zusammensetzung des Transfektionsansatzes:

Mischung a) 200 ul HBS +
100 ul SAINT-Mix

Mischung b) 100 ul HBS + 10 ug DNS (GFP-spezifisch)

Unmittelbar vor der Transfektion wurden beide Mischungen (a und b) hergestellt,

dann zusammengegeben und 5 Minuten gemischt.

Transfektion:

e  Zugabe des Transfektionsansatzes auf den Reaktionsansatz (Zellansatz).

e  Zeiteinwirkung: 90-120 min

e  Nach abgeschlossener Reaktionszeit kurz mit HBS spiilen und mit FKS-haltigen
Medium auffiillen.

Am nichsten Tag wurden die Zellen unter Zugabe von G418 umgesetzt. Nach ein-

wochiger Kultivierung wurden die am stérksten fluoreszierenden Zellen am FACS

aussortiert und entweder weiterkultiviert, eingefroren oder fiir die Experimente direkt

verwendet. Die eingefrorenen Zellen konnten zu beliebigen Zeitpunkten aufgetaut

und ebenfalls fiir die Experimente verwendet werden.

b) Beschichtung der Partikel mit BSA/P-Selektin
Die FITC- Partikel (s.3.4.1) wurden, wie folgt beschrieben, jeweils entweder mit
P-Selektin oder mit Bovinen Serumalbumin (BSA) beschichtet.

Als Ausgangssubstanz dienten 50 ul carboxylierte FITC-Partikel:

= + 1ml PBS
= +5mg (Smg/ml) EDC — 6h stehen lassen, langsam schiitteln
=> zentrifugieren (3000 U/min, t=5 min, Uberstand abgieBen)
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P-Selektin-Beschichtung: + 0,5 mg P-Selektin (0,5 mg/ml), mit PBS-Puffer auf 1 ml
auffiillen
BSA-Beschichtung: + BSA-Losung (im Verhéltnis 1:1 dazugeben)
- anschlieBend mit PBS-Puffer auf 1 ml auffiillen

Beide Losungen 12 h schiitteln, danach abzentrifugieren und 1 ml PBS dazugeben.
Die hergestellten Stammlosungen wurden bei +5°C gelagert und dienten als

Ausgangssubstanz fiir die Versuche mit den beschichteten Partikeln.

Herstellung der Injektionslosung:
Von der Stammldsung wurden 20 ul mit PBS-Puffer auf 1ml aufgefiillt. Diese

Injektionslésung wurde 15 min vor Injektionsbeginn auf 38 °C erwarmt.

c) Leukozyten (Huhn)

Leukozyten von erwachsenen Hithnern wurden entnommen und mit PBS-Puffer
verdiinnt, bis eine Konzentration von 1 Mio Zellen/ml erreicht wurde. Von dieser
Losung wurden 5Sml mit 2,5 ug Calcein-AM-Ester™ vermischt und eine halbe
Stunde vorsichtig in der Hand geschiittelt. Nach Abzentrifugation bei 1300 U/min
(3’) wurde der Uberstand abgeschiittet und mit PBS-Puffer aufgefiillt, bis die
Konzentration von 1 Mio Zellen/ml wieder erreicht war. Die CHO/CHOE-Zellen
wurden wie die Hiithnerleukozyten mit Calcein-AM-Ester™ beladen. Die Ausgangs-

konzentration konnte bis max. 5 Mio Zellen/ml gewidhlt werden.

3.4.3 Kandulenherstellung

Fir die Technik der Mikroinjektion wurden Glaskaniilen mit einem
AuBendurchmesser von 40-100 um und einem Innendurchmesser von 20-80 um, je
nach Verwendungszweck, bendtigt. Die Kaniilen wurden eigens fiir diesen Zweck
hergestellt. Ausgangsmaterial waren Hohlzylinderrohlinge aus Glas mit 10 cm Léange
und einem AuBendurchmesser von 1 mm (Innendurchmesser 0,8 mm).

Zum Ausziehen der Kaniilen wurde der ,,P-97 Flaming/Brown Micropipette Puller*

benutzt. Es resultierte eine Glaskaniile mit einer sehr feinen Spitze (& 500nm),

%—_

L

Abb. 19a
Glaskaniilenspitze (Offnung verschlossen) nach eigener Herstellung im ,,Micropipette Puller.
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welche jedoch vorne noch verschmolzen war (Abb. 19a). Durch das manuelle Kiirzen
mit einer kleinen Schere wurde die Kaniile gedffnet. Dabei konnte der Durchmesser
der Offnung je nach Schnittlage variiert werden. Um exakte MafBe zu erhalten und
die Kaniilen einheitlich zu gestalten, wurde der Schnitt unterm Mikroskop durch-
gefiihrt und die entstandene Kaniilen6ffung mittels einer Mikroskopskala auf ihre
GroBe hin Uberpriift. Nach dem Kiirzen der Kaniilen war eine unregelmifBig
geformte, stumpfe Offnung entstanden (Abb. 19b), mit der ein problemloses Durch-

stechen der CAM sowie der GefaBwinde, vor allem atraumatisch, nicht moglich war.

iy, T
/__-_

Abb. 19b
Stumpfe Kaniilenspitze nach Offnung der Kaniile mit der Schere.

Um eine glatte und angeschrigte Oberflache zu erhalten, wurden die Kaniilen mit
einem Kaniilenschleifgerdt, Typ TMB 100, angeschliffen. Der Anstellwinkel der
Kaniile, und somit der daraus folgende Offnungswinkel, konnte ebenfalls von
5°-90° eingestellt werden. Wichtig war, wihrend des gesamten Schleifvorganges
auf eine ausreichende Wasserspiilung zu achten, um die entstandenen Splitterpartikel

zu entfernen. Nur so konnte eine saubere Schliffflache erreicht werden (s. Abb. 19¢).

\\{_—-—-—_
Y o

-]

Abb. 19¢

Geschliffene Kaniilenspitze, zur Mikroinjektion geeignet.
Die so entstandenen Kaniilen muflten gleich nach dem Beschleifen gereinigt werden.
In der feinen Offnung befand sich aufgrund des kapilliren Sogs noch Wasser,
vermischt mit feinsten, abgeschliffenen Glaspartikeln. Das Eintrocknen dieses
Gemisches fiihrte zur Verstopfung der Kaniilenspitze. Zur Reinigung wurde die
Kaniilenspitze in ein Bad mit destilliertem Wasser getaucht. Gleichzeitig wurde
mittels Mikroinjektor (s. 3.5 Injektionstechnik) Luft durch die Kaniile geblasen. Nach
einer Zeit von 10s war die Kaniile frei von Fremdstoffen, wurde getrocknet und
konnte bis zur Verwendung gelagert werden.
Die Malle der Kaniilenspitzen variierten je nach Herstellung und betrugen 20 - 80 um

(Innendurchmesser). Der Kaniilenkorper hatte immer die gleichen Male, einen
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Innendurchmesser von 0,8 mm bei einer Lange von 70 mm. Das Volumen fiir eine

Fiillung war max. 35 pl. Der Anschliffwinkel betrug 30 °.

3.5 Injektionstechnik

a) Der Mikromanipulator und Mikroinjektor

Als Kaniilenhalter und Steuergerdt wurde der Eppendorf Mikromanipulator 5170
(s. Abb. 20) verwendet. An diesem waren 2 Stufen, schnell und langsam, einstellbar.
Im schnellen Arbeitsgang konnte
die Kaniile grob platziert werden,
wogegen der langsame Modus ein
exaktes Einstechen erlaubte. Das
Laden der Kaniilen mit der zu

injizierenden Substanz erfolgte

mittels  Eppendorf ~ Mikrolader  App.20 Der Mikromanipulator
(Nr.5242956.003). Dadurch wurde

2 Arbeitseinstellungen ermdglichen ein iibersicht-
liches und prézises Plazieren der Injektionskaniilen.

gewdhrleistet, dal das Injektions-
gut ohne Verunreinigungen und gt
Luftblaschen bis in die Spitze der
Kapillare  eingefiihrt ~ werden
konnte. Die Injektion selbst
erfolgte mittels des Eppendorf
Mikroinjectors 5242 (s. Abb.21).

Die Injektionszeit war in Schritten

von 0,1s zwischen 0,1s und 9,9s Abb.21  Der Mikroinjektor

einstellbar, konnte jedoch auch Mit den Einstellschrauben P1-P3 kénnen Eingangs-,
Injektions- und Haltedruck gesteuert werden.
manuell erfolgen. Der Injektions-

druck (P2) war zwischen 0 und 1500hPa frei einstellbar. Um den auftretenden
Kapillarsog zu kompensieren war ein Haltedruck (P 3) zwischen 0 und 500 hPa ein-

stellbar (s. Abb. 21). Dieser lag stindig an der Kapillare an.

b) Injektionsort
Die Injektion erfolgte in eine Vene 2. oder 3. Ordnung (Abb.22). Venen 1. Ordnung
waren zu klein, um angestochen zu werden. Groflere Venen hatten ab dem 7.Tag

eine zu starke GefaBBwand, welche sich nicht ohne groBeren Blutverlust anstechen
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3. Material und Methoden

lieB. Samtliche Arterien waren fiir die Injektion ungeeignet, da der hohe arterielle

Druck sofort zu starken Blutungen fiihrte.

c) Injektionskonstanten:

Die Objekte wurden mit folgenden Konzentrationen und Parametern injiziert:

e  FITC-Partikel (be- und unbeschichtet): c=1 pl/ml, p=500hPa, t=0,4s
e CHO(E)-; t-CHO(E)- Zellen: c¢=1x10° Zellen/ 100 ul, p=700hPa, t=0,4s
e U937 Zellen; Leukozyten (Huhn): wie CHO-Zellen

Durch mehrmaliges Auslosen der Injektion konnte die Injektionsmenge gesteuert
werden.  Dabei  durfte die  Obergrenze (100pg/g  Embryogewicht;
Gawlowski et al.,, 1982) nicht iiberschritten werden, um die embryonale

Hamodynamik nicht wesentlich zu verdndern (Wagman et al., 1990).

3.6 Makroinjektion

a) Material
Einmal-Insulinspritzen (Micro-fine, U - 40 Insulin)

Injektionssubstanzen:

e  Dbeschichtete Partikel (Stammlésung [s.3.4.2/b] 1:30 mit PBS-Puffer verdiinnt)
e CHO/CHOE-Zellen (¢=3x10°/100 pl

e t-CHO/t-CHOE-Zellen ( Konzentration wie CHO-Zellen)

e U937-Zellen (Konzentration wie CHO-Zellen)
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b) Injektionstechnik

Die Insulinspritze wurde mit 0,25 ml Injektionssubstanz aufgezogen. Der Einstich
erfolgte senkrecht zur Vene, welche komplett durchstochen wurde. Der
Kaniilenschliff zeigte nach proximal. Danach wird die Kaniile so weit zuriick-
gezogen, bis sich die Kaniilen6ffnung auf gleicher Hohe mit der durchstochenen
Vene befand. Dann konnten max. 0,1 ml injiziert werden. Ab besten eigneten sich die
Venen der 4.-5.Ordnung. Bei wiederholten Fehlschlagen der Injektion konnte auch

eine Vene hoherer Ordnung angestochen werden.

3.7 Fotos

Von einigen Embryos wurden Fotoserien (s.Fotoatlas) bzw. einzelne Bilder
hergestellt. Fiir alle Fotogratien wurde (wenn nicht anders beschrieben) eine digitale
Kamera (Mavica) benutzt. Die nach der ,,Spiegeleimethode® aufgeschlagenen
Embryos sowie deren CAM wurden téglich fotografiert. Gestorbene Hithnerembryos
wurden préipariert, mit Ethanol (70%) gesdubert, desinfiziert und ebenfalls
fotografiert, anschlieBend erneut in Ethanol (70 %) eingelegt und zu Demonstrations-
zwecken aufbewahrt. Zur Darstellung der einzelnen Entwicklungsabschnitte der
Embryos wurde jedem Entwicklungstag das dazugehorige Stadium nach Hamburger-
Hamilton (Hamburger und Hamilton, 1951) sowie die Entwicklung der CAM
zugeordnet (s. Abb.41-61, Seiten 69-78).

Die restlichen Bilder entstanden per Videomikroskopie (s.u.) durch Herauslosen von

Einzelbildern.

3.8 Videomikroskopie

Die Embryos und die extraembryonalen Blutgefile wurden durch ein
Stereomikroskop (Leica, MZFLIII) betrachtet. Auf eine Temperatur kontrollierende
Einrichtung, wie von vielen Autoren (Rizzo et al., 1995, u.a.) verwendet, wurde aus
Kostengriinden verzichtet. Unter UV-Licht konnten mit dem verwendeten GFPI -
Filter griin fluoreszierende Substanzen beobachtet werden. Durch Umschalten wurde
das Bild zu einer digitalen Videokamera (Panasonic, Typ GP-KR222) geleitet und
mittels eines Videorekorders (Mitsubishi HS - 5168) aufgenommen.

Die Auswertung der aufgezeichneten Sequenzen erfolgte auf verschiedene Arten.

Kiirzere Sequenzen (bis 2min) wurden mittels Software (Vidcap) als avi-Datei
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(digitale Videodatei) auf die Festplatte des Computers gespeichert. Durch Abspielen
mit verschiedenen Geschwindigkeiten konnten die Sequenzen genau betrachtet und
ausgewertet werden. Die andere Moglichkeit bestand darin, einen Videorekorder mit
schrittweiser manueller Wiedergabe (Panasonic NV -HD660) zu benutzten. Durch
manuelles Weiterschalten konnte die aufgenommene Sequenz Bild fiir Bild (im

Abstand von 40 ms) betrachtet werden.

3.9 Auswertung Injektion

Die Auswertung der Injektion der beschichteten Partikel erfolgte meist nach der
Methode der Videoauswertung (schrittweise manuelle Wiedergabe). Durch eine
MeBaufnahme mit unterschiedlicher VergroBBerung einer geeichten 100 um- Skala
wurde fiir jede Vergroferung der genaue Umrechnungsfaktor bestimmt, um aus der
Entfernung zweier Punkte auf dem Monitor die wirkliche Strecke berechnen zu
konnen. Die entsprechende Zeit zwischen 2 Bildern ergibt sich aus der Anzahl der
manuell weitergedrehten Bilder (40ms/Bild). Von den intravasal detektierten

Partikeln wurden folgende GroB3en gemessen bzw. berechnet:

e  Geschwindigkeit (in den Kapillargefalen und Venolen der 1. bis 4. Ordnung)
e  Anzahl der beobachteten Partikel

AnschlieBend wurden die Geschwindigkeitswerte der mit Selektin beschichteten
Partikel mit den BSA-Kontrollpartikeln verglichen.

Fiir die Darstellung des Zellrollens wurde zusétzlich zu der einfachen Videoaus-
wertung noch eine andere Methode verwendet. Einzelne Bilder des Filmes wurden so
tiberlagert, dal nur die ganz hellen Farben, welche den fluoreszierenden Partikeln
entsprechen, auf das neu entstehende Gesamtbild iibernommen wurden. Das
entstandene Bild wurde verwendet, um Weg, Zeit und Geschwindigkeit der jeweils

fluoreszierenden Objekte zu ermitteln und auf einem Bild zu protokollieren.
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4. Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Kultivierung

Mit der ,,Spiegeleimethode” konnten die Hiithnerembryos bis zum Tage des
Schlupfes am Leben erhalten werden. Es zeigte sich aber, dal durch Verwendung
von 1,5% CO, die Uberlebensquote (entspricht kleinerer Absterbrate) deutlich
erhoht werden konnte (Abb. 23).

Vergleich Summe Absterbraten

100% 1 @ Summe Absterbraten ohne CO2
1 B Summe Absterbraten mit CO2

Absterbrate
al
o
X

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Tage

Abb.23: Vergleich der Summe der Absterbraten (bis zum jeweiligen Tag) der Embryos in
Abhéngigkeit von der CO,-Konzentration. Alle durch Experimente gestorbenen Embryos sind
herausgerechnet.

4.2 Injektion von CHO-, CHOE- und U 937-Zellen

Die injizierten CHO/CHOE-Zellen sowie die U 937-Zellen adhirierten bereits nach
einigen Sekunden post injektionem im gesamten Blutkreislaufsystem und standen

somit zur Geschwindigkeitsbestimmung und differenzierten Auswertung nicht zur

Verfiigung (Abb. 24).

Abb. 24:

Adhiérierende U 937-Zellen.

Zustand 20 s nach Makroinjektion der U 937-
Zellen in einen 17 d Embryo. Fast sdmtliche
Zellen sind am GefaBendothel adhériert.
(Eigene Aufnahme, Vergr. x 24)
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4.3 Injektion und Vergleich der beschichteten Partikel

Bei der Betrachtung der beschichteten Partikel zeigte sich erwartungsgemill meist
eine Geschwindigkeitszunahme abhingig vom Grad der Gefilordnung und vom
Entwicklungstag

(Abb.26a-c). Bis auf

die nachfolgend 1
aufgefiihrten Ab-

weichungen nahm die

Geschwindigkeit  in 5

allen GefdBordnungen

hochsignifikant

(p<0,001) , beim Ver-

gleich der Ent-

Abb.25: Die mit BSA beschichteten Partikel bewegen sich
intravasal im 7d Embryo. Eigene Aufnahme, Vergr. x 40
7. bis 10.Tag signi- 1 = Partikel im Kapillargefd3 2 = Partikel in Vene 2. Ordnung

wicklungstage vom

fikant (p<0,05) und vom 10. bis 17.Tag nicht signifikant zu (s. Abb.27a-¢;
Tabelle4, S.64). Ausnahmen traten am 10. und 17. Tag beim Vergleich der 3. mit
der 4. Gefialordnung sowie beim Vergleich aller GefaBBordnungen zwischen dem 10.
und 17. Entwicklungstag auf (Geschwindigkeitszunahme nicht signifikant, p>0,05).
In diesem Fall verringerten sich die Geschwindigkeiten der mit P-Selektin
beschichteten Partikel am 17. Tag sogar gegeniiber denen am 10. Tag. Beim direkten
Vergleich der mit P-Selektin und der mit BSA beschichteten Partikel zeigte sich eine
signifikant verringerte Geschwindigkeit in den Gefdlen der 0.Ordnung am 7.Tag
(p=0,031) und denen der 2. Ordnung am 10. Tag (p=0,027). Bei den 17 Tage alten
Embryos war die Geschwindigkeit der selektinbeschichteten Partikel in allen
Ordnungen signifikant, in der 2. Ordnung hochsignifikant (p <0,001) erniedrigt. Alle
Werte sind in den Abbildungen 28a-c (S. 39-40) und 34-36 (S. 51-53) dargestellt.

Der Anteil der Partikel, die sich mit entsprechender Geschwindigkeit bewegten, ist in
den Abb.37-40 (S.65-68) dargestellt. Je hoher der Peak, um so mehr Partikel
bewegen sich mit der jeweiligen Geschwindigkeit. Je weiter rechts der Peak ist, um

so grofer war die Geschwindigkeit der Mehrzahl der Partikel.
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Geschwindigkeiten (Mittelwerte) im 7d, 10d
und 17d Embryo

Geschwindigkeit (Mittelwerte)

im 7d Embryo
2,0
@ P-Sel.
» 15 T mesa [ ]
£
e 110 B .
> [
0,5 '
0,0 \, T T T
1 2 3 4
Ordnungen
26a
Geschwindigkeit (Mittelwerte)
im 10d Embryo
2,0
@ P-Sel.
:g 15 T mesa v g
c 1,0 ’
— 9
05 -
N
0,0
0 1 2 3 4
Ordnungen
26b
Geschwindigkeit (Mittelwerte)
im 17d Embryo
2,0
@ P-Sel. L
) 15 1 mBsa []
= *
£ u *
E 1,0 = *
*
Z 05
0,0 f T T T
0 1 2 3 4
Ordnungen
26¢
Abb. 26a-c:

Vergleich der Mittelwertsgeschwindigkeiten im 7, 10 und 17 Tage alten Hithnerembryo in
Abhingigkeit von den Gefdordnungen. Partikel mit P-Selektin bzw. mit BSA beschichtet.

36



4. Ergebnisse

Geschwindigkeiten (Mittelwerte) in jeder Ordnung
am 7., 10. und 17. Entwicklungstag

Geschwindigkeit (Mittelwert)

in der 0. Ordnung

0,60 L
0,45 *
|

0,30 =

* & P-Sel.
0,15 EBSA ||
0,00 ‘

7 10 17

27a Tag

Geschwindigkeit (Mittelwert)

in der 2. Ordnung

1,50

on

(] & P-Sel.
0,60 mBSA

7 10 17

27¢ Tag

Abb. 27a-e:

Vergleich der Mittelwertsge-
schwindigkeiten im 7, 10 und
17 Tage alten Hiihnerembryo in
allen GefdBordnungen. Partikel
mit P-Selektin (blau) bzw. mit
BSA (lila) beschichtet.

Geschwindigkeit (Mittelwert)
in der 1. Ordnung

1,00
n

0.75 s

Q)

e

£ 0,50
= & P-Sel.
EBSA

27b Tag

Geschwindigkeit (Mittelwert)
in der 3. Ordnung
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= 1,20 | :
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Vergleich aller Ordnungen im gleichaltrigen Embryo

4. Ergebnisse

P-Selektin im 7d Embryo

p-Wert im Vergleich zu Ordnung
Ordnung MW Stab 1 2 3 4
0 0,22 0,11 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1 0,48 0,21 X <0,0001 <0,0001 <0,0001
2 0,71 0,32 X X <0,0001 <0,0001
3 1,01 0,40 X X X <0,0001
4 1,38 0,51 X X X X
P-Selektin im 10d Embryo
p-Wert im Vergleich zu Ordnung
Ordnung MW Stab 1 2 3 4
0 0,38 0,46 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1 0,77 0,29 X <0,0001 <0,0001 <0,0001
2 0,96 0,31 X X 0,001 <0,0001
3 1,27 0,59 X X X 0,152
4 1,46 0,44 X X X X
P-Selektin im 17d Embryo
p-Wert im Vergleich zu Ordnung
Ordnung MW Stab 1 2 3 4
0 0,42 0,19 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1 0,69 0,51 X 0,002 <0,0001 <0,0001
2 0,91 0,38 X X 0,01 <0,0001
3 1,14 0,52 X X X 0,24
4 1,28 0,49 X X X X
BSA im 7d Embryo
p-Wert im Vergleich zu Ordnung
Ordnung MW Stab 1 2 3 4
0 0,30 0,15 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1 0,49 0,22 X <0,0001 <0,0001 <0,0001
2 0,74 0,37 X X <0,0001 <0,0001
3 1,06 0,40 X X X <0,0001
4 141 0,51 X X X X
BSA im 10d Embryo
p-Wert im Vergleich zu Ordnung
Ordnung MW Stab 1 2 3 4
0 0,40 0,39 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1 0,83 0,36 X <0,0001 <0,0001 <0,0001
2 1,08 0,32 X X 0,003 <0,001
3 1,35 0,57 X X X 0,326
4 1,49 0,34 X X X X
BSA im 17d Embryo
p-Wert im Vergleich zu Ordnung
Ordnung MW Stab 1 2 3 4
0 0,50 0,29 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1 0,89 0,30 X <0,0001 <0,0001 <0,0001
2 1,18 0,38 X X 0,009 0,001
3 1,40 0,48 X X X 0,058
4 1,68 0,69 X X X X

Tabelle 3 : Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (Stab) der beschichteten Partikel.

(Geschwindigkeit in mm/s).

AuBerdem Vergleich der p-Werte aller Ordnungen untereinander am jeweiligen Entwicklungstag.
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4. Ergebnisse

Vergleich der FluBgeschwindigkeiten in jeder Ordnung

7d Embryo
2,0
o B P-Selektin
o | BsA
E
— 1,0
>
Abb. 28a:
0. Ordnung: p=0,031;  n=356 0 5=
1.0rdnung: p=0,475; n=241 '
2. Ordnung: p=0,646;  n=397
3. Ordnung: p=0,270;  n=340
4. Ordnung: p=0,692; n=646
0,0 | T I T |
0 1 2 3 4
Ordnung
10d Embryo
- B P-Selektin
' [ Bs5A
1,5
@
=
E 104
>
Abb. 28b:
0. Ordnung: p=0,847;  n=367
1. Ordnung: p=0,300; n=315 0,54
2. Ordnung: p=0,027; n=361
3. Ordnung: p=0,468; n=277
4. Ordnung: p=0,859; n=312
0,0 | | | | T
0 1 2 3 4
Ordnung

Abb. 28a-c:

Vergleich der FluBgeschwindigkeiten mit Darstellung der Mittelwerte
und der Standartabweichung aller GefaBordnungen im 7, 10 und 17 Tage
alten Hithnerembryo. Diagramme als Boxplot.
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4. Ergebnisse

17d Embryo

2,5 T

. Bl P-Seleltin I ]-
' Bl BSA

v (mm/s)

Abb. 28c:

0. Ordnung: p=0,024; n=376
1. Ordnung: p=0,006; n=319
2. Ordnung: p<0,001; n=408
3. Ordnung: p=0,009;  n=423
4. Ordnung: p=0,012;  n=401

Ordnung

4.4 Injektion von hiihnereigenen Leukozyten

Die Hiihnerleukozyten lieen sich priparieren, isolieren und durch die Behandlung
mit Calcein-AM-Ester™ fluoreszent
machen. Sie waren dadurch im
Stereomikroskop gut sichtbar. Die
Injektion der fluoreszierenden
Hiihnerleukozyten gelang ebenfalls
(Abb. 29). Im Gegensatz zu CHO-

und U937-Zellen kam es zu keinem

Adhisionsverhalten. Sie eignen sich

daher fiir weitergehende Geschwin-

digkeitsanalysen. Abb.29:  fluoreszierende Hiihnerleukozyten
im 17d Embryo. Alle Leukozyten bewegen sich

) intravasal. Eigene Aufnahme, Vergr. x 20)
4.5 Fotoserie

Die Fotoserie mit Darstellung der Hithnerembryos zu den jeweiligen
Entwicklungsstadien und deren CAM sowie das zugeordnete Stadium nach

Hamburger-Hamilton ist im Fotoatlas (Abb.41-61, Seiten 69 - 78) dargestellt.
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5. Diskussion

5 Diskussion

5.1 Kultivierungsmethoden

Die in ovo Methode mit einfacher Fensterung hat den Vorteil der ldngsten Lebens-

dauer der Embryos, jedoch folgende Nachteile:

e schlechter Kontrast im Mikroskop

e schwierige Injektion (Gefédle rutschen leicht weg, ungiinstige Injektionswinkel)

e schlechter Uberblick iiber das GeféBsystem des Embryos (Sicht nur in Fenster-
grofle, grofer werdender Embryo verdriangt Gefdle aus dem Sichtbereich).

Um das Problem des schlechten Kontrastes zu 16sen, wurde die doppelt gefensterte
in ovo Methode getestet. Durch die guten Beleuchtungsverhéltnisse (Licht kommt
zusitzlich von unten an die CAM) ergab sich ein verbesserter Kontrast. Aufgrund

folgender Nachteile war diese Methode ebenfalls ungeeignet:

e sehr aufwendig (dichter, aber zugleich lichtdurchlédssiger Verschlul am unteren
Fenster notwendig )

e trotz in ovo Wachstum nur kurze Lebensdauer (5 - 6 Tage)

e wie bei der einfach gefensterten in ovo Methode auch schwierige Injektion und

schlechter Uberblick iiber das GefiBsystem

Zur Verbesserung der Ubersicht iiber das GefdBsystem bei ausreichender Uber-
lebensrate wurden die Eier mit der ,,Spiegeleimethode (Auerbach et al., 1974)

kultiviert, mit eindeutigen Vorteilen:

e gute Bilder im Mikroskop und auf Video
e gute Ubersicht {iber Embryo und GeféBsystem

e bei Benutzung geeigneter Gefal3e gute Injektionsbedingungen

Um die Uberlebensraten zu steigern, wurden die in der Literatur beschriebenen
Methoden (Auerbach et al., 1974; Narbaitz und Jande, 1978; Dunn und Fitzharris,
1979; Schlatter et al., 1997) auf unsere Bediirfnisse hin modifiziert:

e fiir eventuell entstehenden Kalziummangel (Tuan und Nguyen, 1987) wurde

Eischalengranulat mit in die Glasschale gegeben
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e um ein mogliches Austrocknen der Embryos zu verhindern, wurden sie am
5.Tag mit je 5 ml Ringerlactatlosung tiberschichtet

e infektionsprophylaktisch wurden verschiedene Antibiotika zugegeben

Am besten eigneten sich Waageschilchen als Behilter. Einige Embryos wurden
15 Tage und ilter. Diese Uberlebensraten waren notwendig, um geniigend Versuche
durchfiihren zu konnen. Deshalb wurde fiir die in vivo Mikroskopie diese
Kultivierungsmethode gewdhlt, sie vereinigte in sich alle untenstehenden Vorteile

und ist damit den anderen Verfahrensweisen vorzuziehen:

e lange Lebensdauer des Embryos
e gute Injektionsvorraussetzungen

e gute Sichtverhiltnisse / guter Uberblick

Weitere MaBnahmen zielten darauf ab, die Uberlebensquote der Embryos zu
erh6hen. Es stellte sich heraus, daf3 sich der Einflul von 1,5% CO, im Inkubator
positiv auf die Lebensdauer der Embryos auswirkte.

Zur Darstellung der Uberlebensraten in Abhéngigkeit von der CO, - Konzentration
wihrend der Inkubation wurden die Absterbraten ermittelt. Es wurde das Verhiltnis
der natiirlich gestorbenen zu den am Vortag lebenden Embryos (abziiglich den
Embryos, an denen Versuche durchgefiihrt wurden) ermittelt (Abb. 30). Dadurch gibt
die Absterbrate genau den Prozentsatz der natiirlich gestorbenen Embryos
unabhingig von der Anzahl und dem Zeitpunkt der durchgefiihrten Versuche an. Da
dabei immer nur ein bestimmter Tag betrachtet wird, lassen sich die Raten nicht

direkt vergleichen, weil die vorher gestorbenen Embryos bereits fehlen.

Vergleich Absterbrate

20%
Abb. 30 'I
Vergleich der Ab- 15%
sterbraten ohne (blauer
Balken) und mit 1,5%
CO, (roter Balken)
Inkubation. Die Ab-
sterbrate ist nur fiir den
jeweiligen Tag dar-
gestellt.

O Absterbrate ohne CO2

W Absterbrate mit CO2

10% -

Absterbrate

5% A

0% -
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Tage
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Zur besseren Darstellung und Auswertung wurden deswegen die Absterbraten der
einzelnen Tage addiert (s. Abb.23, S.34). Dieses Diagramm eignet sich am besten
zur Beurteilung der Kultivierungseinfliisse auf die Uberlebenszeit.

Beim Vergleich der Kultivierungsmethoden fiel eine sichtbare Retardierung der
schalenlosen Kultur gegeniiber der normal beschriebenen Entwicklung im Ei auf.
Zwischen dem 6.und 10.Tag war die Mehrzahl der Embryos um 0,5 Tage
unterentwickelt, bis zum 16. Tag betrug der Riickstand ca. 1 Tag und am 21.Tag
betrug der Riickstand 1,5 Tage. Dadurch ist es auch zu erkléren, dall die Embryos
teilweise 22,5 Tage alt wurden. Hohere Uberlebensraten konnten nicht erzielt wer-
den. Die Unterschiede wurden durch Vergleiche der &uBeren Merkmale mit der
vorhandenen Literatur (Hamburger und Hamilton, 1951) visuell erfalit und bei der

Ergebnisbetrachtung mit berticksichtigt.

5.2 Induktion von Entziindungen

Durch die hier vorgelegte Arbeit sind die Voraussetzungen zur Untersuchung einer
induzierten Entziindung, z.B. durch lokale Applikation von LPS, gegeben. Das
entwickelte Modell sowie die Injektionsmethoden sind als Voraussetzung fiir
erfolgreiche Experimente zu werten. Vor allem sollte der Moglichkeit nachgegangen
werden, beschichtete Partikel oder hiihnereigene Leukozyten zu injizieren und ein

gerichtetes Einwandern in die entziindeten Bereiche zu verfolgen.

5.3 Injektionstechnik

5.3.1 Mikro-/Makroinjektion

Die von uns entwickelte Technik der Mikroinjektion eignete sich gut flir ein prazises
injizieren, besonders bis zum 10. Entwicklungstag. Durch Einstellungen am Mikro-
injektor sowie die manuelle Steuerung der Injektionsmenge (Anzahl der Injektionen)
konnte unter visueller Kontrolle im Stereomikroskop eine exakte Objektmenge inji-
ziert werden. Limitierend flir die Mikroinjektion nach dem 10. Tag waren jedoch
folgende Faktoren:

Die Stirke der GefdBwidnde nimmt mit zunehmendem Alter der Embryos stetig zu.

Auch befinden sich ab dem 10.Tag nur noch feine Kapillargefile oder Venen
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1.Ordnung direkt an der CAM-Oberfldche. Die Venen der 2. oder 3.Ordnung,
welche fiir die Mikroinjektion am besten geeignet sind, verlaufen tiefer und sind
freier beweglich als an der Oberfléache. (s.2.5 Gefillentwicklung, S. 14; Abb.9, S. 12;
Abb. 10, S. 14). Ab diesem Tag 1aft auch die Oberflichenspannung der CAM nach,
was ein Durchstechen der obersten Schichten mit der Injektionskaniile erschwert.
Obwohl vereinzelte Mikroinjektionen gelangen, konnte aufgrund der beschriebenen
Schwierigkeiten keine ausreichende Anzahl von erfolgreichen Versuchen
unternommen werden. Deshalb wurde ab dem 14.Tag die Makroinjektion
durchgefiihrt. Es konnten grofere GefaBe angestochen werden, und der grofere
Kantilendurchmesser erlaubte ein ungehindertes DurchflieBen der Injektions-
substanzen. Dadurch konnte auch eine hohere Konzentration als bei der Mikro-
injektion gewdhlt werden. Gelang die Injektion, konnte innerhalb kiirzester Zeit eine
ausreichende Menge an Zellen injiziert werden. Beachtet werden mufite jedoch, dal3
sich die Injektionsmenge nicht so genau steuern liefl wie bei der Mikroinjektion.
Bedingungen fiir die Makroinjektion waren zum Einen das Vorhandensein gentigend
groBer Venen 4.-5.0rdnung (0,5mm), da die Kaniile auch einen groflen
Eigendurchmesser (0,4 mm) hat, zum Anderen mufite der Embryo kréftig genug sein,
die Injektion zu iiberleben (Der Blutverlust bei der Makroinjektion war wesentlich
grofler als bei der Mikroinjektion).

Diese Bedingungen waren in der Regel ab dem 14.Tag gegeben, weshalb die
Makroinjektion hauptséchlich ab diesem Entwicklungsstand durchgefiihrt wurde.

5.3.2 Kandlenherstellung

Bei der Kaniilenherstellung muflte ein Kompromi3 zwischen den folgenden zwei

Faktoren gefunden werden:

e  kleinstmogliche Kaniilenspitze fiir ein moglichst atraumatisches Anstechen der
Blutgefafle, bei zu groBer Kaniilenspitze ist die Injektion unmdglich (weggleiten
oder Ruptur der Gefédlle)

o grofBtmoglicher Innendurchmesser der Kaniilenspitze, um einen ungehinderten

Durchfluf3 der Injektionssubstanzen zu gewéhrleisten.

Das Herstellen von sehr kleinen Kaniilenspitzen mit einem AuBendurchmesser
von <10 um (Rizzo et al., 1993) war technisch durchaus durchfiihrbar (bis 500 nm),

jedoch zeigten viele Versuche mit den unterschiedlichsten Objekten, daBl der

44



5. Diskussion

minimale Innendurchmesser fiir die Versuche dieser Arbeit mindestens 20-80 um (je
nach Objekt — Verstopfungsgefahr! ) betragen muflte. Auch das Alter der Embryos
spielte eine Rolle. Konnten bei den 4-7-—tigigen Embryos noch etwas groBere
Kaniilen6ffnungen verwendet werden, muflten diese ab dem 8. Tag aufgrund der sich

entwickelnden stirkeren GefdBwiande extrem klein gehalten werden.

5.4 Injektion von Objekten

Die injizierten Objekte sollten fiir die Injektion zwar kleinstmdglich sein, jedoch
moglichst auch der natilirlichen GréBe der Hiihnerleukozyten (5-10pum) nahe-
kommen. Auch durften die Modellzellen kein zu grofes Adhisionsverhalten
aufweisen, da sich sonst bereits viele Zellen an der Kaniilenwand anlagerten. Das
groBite Problem war jedoch die Verklumpung untereinander. Bildete sich ein
Komplex mit mehr als 3 Zellen (CHO, U 937), verstopfte die Kantilenspitze und die
Injektion muflte abgebrochen werden.

Um die Zellen reproduzierbar zu beobachten, erwies es sich als vorteilhaft, fluores-
zierende Substanzen zu verwenden. So konnte man sie unter UV-Licht und einem
geeigneten Filter nicht nur unterm Mikroskop, sondern auch wéhrend der

Videoauswertung eindeutig von den hiihnereigenen Zellen unterscheiden.

5.4.1 Injektion von Fluoreszenzpartikeln

Die Fluoreszenzpartikel erwiesen sich als die geeignetsten Substanzen zur Injektion.
Aufgrund ihrer geringen Grof3e (2,2 um) und ihrer Eigenschaft, nicht zu verklumpen,
konnten kleinste Kaniilenspitzeninnendurchmesser gewidhlt werden (20 um).
Dadurch war es moglich, zu Zeitpunkten aller Entwicklungsstadien zu injizieren.
Auch konnten sie stindig der Stammldsung entnommen werden und muflten nicht fiir
jeden Versuch extra hergestellt werden. Da sie aber keine Adhisionsmolekiile
enthielten, deren Verhalten untersucht werden sollte (Selektine), eignete sich die
Verwendung der Partikel vor allem zum Testen des Versuchsaufbaus und zur

Darstellung des Blutkreislaufsystems.

5.4.2 Injektion von CHO/CHO-E Zellen

Diese Zellen standen im Institut zur Verfiigung und wurden in vielen in vitro
Modellen bereits getestet. Jetzt sollte im in vivo Modell die Wechselwirkung der

Selektinmolekiile mit der BlutgefaBwand untersucht werden. Die durchschnittliche
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GroBe der CHO-Zellen (10 pm) dhnelt der der pseudoeosinophilen Granulozyten des
Huhnes. Durch Expression von E-Selektin auf Threr Oberfliche (CHO-E Zellen)
wurde das Zellrollverhalten der CHO-E Zellen (mit Selektin) mit dem der CHO-
Zellen ohne Selektin (Negativkontrolle) verglichen. Befnden sich Selektinliganden
an den BlutgefiBwinden, miifite es zu einer deutlichen Verlangsamung der
Durchschnittsgeschwindigkeit der CHO-E Zellen kommen. Durch Beladung der
Zellen mit Calcein-AM-Ester™ fluoreszierten die Zellen im Mikroskop unter UV-
Licht. Ebenso wurde versucht, durch Transfektion mit GFP die Zellen dauerhaft
fluoreszent zu machen (t-CHO). Die verwendete Methode erwies sich dafiir als sehr
gut geeignet. Dadurch standen stindig Zellen zur Verfligung, die ohne weitere
Behandlung unter UV-Licht fluoreszierten.

Der grofte Nachteil bei der Verwendung der CHO/t-CHO Zellen war Ihr starkes
Adhésionsverhalten. Viele Zellen hafteten bereits an der Injektionskaniilenwand und
standen daher fiir die Injektion nicht mehr zur Verfiigung. Wurde die Konzentration
erhoht, verklumpten die Zellen untereinander und verstopften die Kaniilenspitze.
Einer groBeren Kaniilendffnung (>80 um) waren jedoch die oben beschriebenen
Grenzen gesetzt (GefaBruptur, Gefall nicht mehr anstechbar).

Das Problem der Adhédrenz wurde wie folgt zu 16sen versucht:

e schnelle Injektion (nach Laden der Kaniile baldmdoglichste Injektion)

e  crhohter Injektionsdruck (p=700 hPa) bei gleichbleibender Injektionszeit

Gelang die Injektion, adhérierten die Zellen nach einigen Umldufen im GefaB3system
und im Embryo. Bereits nach einigen Sekunden waren fast keine frei beweglichen

Zellen mehr in der Blutbahn zu sehen (Abb. 31).

]

Abb. 31:

Adhirierende CHOE-Zellen.
Zustand 20s nach Makroinjektion
der CHOE-Zellen in einen 17d
Embryo. Fast simtliche Zellen sind
am GefiaBlendothel. adhériert.

(Eigene Aufnahme, Vergr. x 32)

Fiir eine exakte Messung der Durchschnittsgeschwindigkeit reichte die Menge der

beobachteten Zellen pro Embryo nicht aus. Beachtet werden mufte auch, dal3 bei der
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gewihlten VergroBerung nur ein kleiner Teil des BlutgefaB3systems im Mikroskop zu
sehen war, und daB oft gerade dieser Bereich nicht von Zellen passiert wurde.
Zusammenfassend kann man sagen, daf} sich das entwickelte Injektionsmodell als
brauchbar erwies, fluoreszenzmarkierte CHO-/CHO-E Zellen zu injizieren. Das gilt
fiir beide Injektionsarten. Das Verhalten der Zellen im embryonalen Blutkreislauf
lieB jedoch keine eindeutigen Auswertungen sowie Aussagen iiber ein mogliches

Rollverhalten der CHO-E /t-CHO-E Zellen zu.

5.4.3 Injektion von U937-Zellen

Um das Problem der Adhédrenz der CHO-Zellen zu 16sen, wurden einige Versuche
mit U937-Zellen unternommen. Thre Gréfle von 10 pm entsprach wie die der CHO-
Zellen ungefdhr der der Pseudoeosinophilen des Huhnes. Als funktionelle Gruppe
exprimieren sie den P-Selektinliganden PSGL-1, welcher an vorhandene
Selektinrezeptoren binden kann. Auch hier erwies sich das Injektionsmodell als
geeignet, sowohl per Mikro- als auch per Makroinjektion U937-Zellen in den
Blutkreislauf zu injizieren. Die Versuchsauswertung zeigte jedoch, daB3 die U937-
Zellen ebenfalls wie die CHO-Zellen bereits nach wenigen Sekunden in den Kapil-
largefdBen hingenblieben und sich somit fiir eine grofler angelegte Versuchsreihe
nicht eigneten (s. Abb. 24 Seite 34). Auch konnte nicht ausgeschlossen werden, daf}
beide Zellarten aufgrund Thres Adhésionsverhaltens am Gefd3endothel festklebten.
Eine Extravasation der Zellen wurde lichtmikroskopisch nicht beobachtet. Zusitzlich
besteht die Mdglichkeit, da ein Teil der Zellen vom phagozytotischem System
(Leber, Milz) zuriickgehalten wurde. Ob dies tatsdchlich der Fall war, ist flir die
vorliegende Arbeit ohne Bedeutung. Deswegen wurden auch keine weitergehenden

Untersuchungen unternommen.

5.4.4 Injektion beschichteter Partikel

Aufgrund der beschriebenen Schwierigkeiten wurde auf die bereits erprobten
FITC-Partikel zurtickgegriffen. Sie standen in ausreichender Anzahl zur Verfligung,
sind hochfluoreszent und homogen (J2,2um). Da es gelang, die Partikel mit
Selektin zu beschichten, konnten erstmalig die Vorziige der guten Injektions-
bedingung durch die kleinen, nicht so schnell adhérierenden und verklumpenden
Partikel sowie die Moglichkeit, das Verhalten der ,,Modellzellen* mit exprimierten

Adhisionsrezeptoren zu untersuchen, kombiniert werden. Nach der Injektion
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zirkulierten die beschichteten Partikel
mehrere Minuten im Blutkreislaufsystem.
So konnten wihrend der Aufzeichnung in
einem kleinen Blickfeld viele Partikel
erfat und ausgewertet werden (Abb.32).
Aufgrund  dieser  optimalen  Vor-
raussetzungen wurden die selektin- 1
beschichteten Partikel verwendet, um die
Hauptversuche durchzufiihren. Die

Abb. 32: Mit P-Selektin beschichtete

Injektionszeitpunkte wurden so gewahlt, Partikel im 17d Embryo nach erfolgreicher
Makroinjektion.

daB zum Einen die Mikroinjektion gut Beide Partikel bewegen sich intravasal.
1 = Partikel im Kapillargefa3
gelang (6./7.Tag bzw. 9./10.Tag), zum ) - partikel im Gefih 2. Ordnung

Anderen mittels Makroinjektion Bigene Aufnahme, Vergr. x40

(16./17.Tag) Versuche auch in dlteren Embryos durchgefiihrt werden konnten.

5.4.5 Injektion hiihnereigener Leukozyten

Da die Entnahme und Isolierung/Aufbewahrung von Leukozyten von adulten
Hiihnern sehr aufwendig ist, wurden diese Versuche erst durchgefiihrt, nachdem sich
die Injektion mit beschichteten Partikeln bewéhrt hatte. Im Gegensatz zu den zuvor
getesteten Sdugerzellinien lieBen sich Hiithnerleukozyten gut injizieren (s. Abb.29,
S.40). Ein weiterer Vorteil war, dafl diese Zellen Selektinliganden bzw. —rezeptoren
exprimieren (Plugge EM, 2004). Sie sollten somit geeignet sein, natiirlicherweise in
Wechselwirkung zum GefdBBendothel zu treten. So koénnte neben dem normalen
Zellrollverhalten auch das Verhalten an lokalen Entziindungsbereichen untersucht

werden.

5.5 Auswertung

5.5.1 Videoauswertung

Die Geschwindigkeitsbestimmung der Zellen mittels Videokinematografie dhnlich
der Methode von Ellis et al., 1987, erwies sich im Gegensatz zur Aufzeichnung auf
Festplatte als die geeignetere Methode, grofere Datenmengen auszuwerten. Bei
Festplattenaufzeichnung mufite die aufzunehmende Sequenz zuerst als avi-Datei

(digitale Videodatei) gespeichert werden. Aufgrund der anfallenden riesigen Daten-
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mengen spielten die Hardwareressourcen des Computers eine limitierende Rolle.
Ebenso erreichte die Qualitdt der Festplattenaufzeichnung nicht die der Video-
aufzeichnung. Bei vielen bereits etablierten Moglichkeiten zur BlutfluBmessung

mittels Doppler-Ultraschall,

konventionelle Angiographie
(Manning et al., 1993), Laser-
Doppler-FluBmessung (LDF),
Magnet-Resonanz ~ Angiographie

FluBgeschwindigkeit (unv's)

(Manning et al., 1993) oder mit der

200 400 600 800 1000

Position (um)

neulich beschriebenen Optischen-

Doppler-Tomographie (Chen et al., Abb.33:

) Bestimmung der Blutflugeschwindigkeit mittels
1998) kann der Blutflul im Unter- Optischer Doppler-Tomografie durch eine Venole

. . Chen et al., 1998).
suchungsgebiet exakt bestimmt ( )

werden (Abb. 33), eine Fokusierung auf sich bewegende Einzelobjekte, gegebenfalls
deren Selektion und Geschwindigkeitsbestimmung ist jedoch nicht moglich.

Die Moglichkeit der computergestiitzten Geschwindigkeitsbestimmung der aufge-
zeichneten Objekte (Meuer HJ, 1992) schied wegen der fehlenden technischen
Voraussetzungen aus. Da bei den durchgefiihrten Experimenten eine riesige Anzahl
an auszuwertenden Sequenzen anfiel (enormer zeitlicher Aufwand), sollte diese

Moglichkeit in Zukunft in Betracht gezogen werden.

5.5.2 Madglichkeiten des Vergleiches

Da sowohl die Kontroll- als auch die selektintragenden Partikel stark griin
fluoreszierten, konnte je Embryo immer nur eine Substanz injiziert werden (keine
Moglichkeit zur Parallelverfolgung). Dies erschwerte den direkten Vergleich der
FluBgeschwindigkeiten. Der Versuch, die Kontrollpartikel/-zellen rot fluoreszent zu
markieren scheiterte an der ungeniigenden Fluoreszenzintensitdt sowie dem Fehlen
der geeigneten Filter. Um das Problem zu l6sen, wurde sowohl in der Kontroll- als
auch in der Untersuchungsgruppe eine grofle Anzahl von Partikeln fiir die jeweiligen
Geschwindigkeitsbestimmungen herangezogen. Da insgesamt tausende Einzel-
partikel ausgewertet wurden, konnen die in den Abb.34-36 (S.51-53) dargestellten

Werte als verldBliche Durchschnittswerte angenommen werden.
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5.6 Diskussion der Durchflugeschwindigkeit

Beim gleichaltrigen Embryo nahm die Geschwindigkeit sowohl bei den mit Selektin-
als auch mit BSA-beschichteten Partikeln von der 0. bis zur 4. Ordnung wie erwartet
meist hochsignifikant (p<0,001) zu, mit Ausnahme des Vergleiches der 3. mit der
4.0Ordnung im 10- und 17d Embryo (s.Tabelle 3, Seite 38). Wahrend bei den mit
BSA-beschichteten Partikeln sich die Geschwindigkeit in jeder Ordnung vom 7. bis
zum 10.Entwicklungstag des Embryos ebenfalls meist signifikant erhohte
(Tabelle4, S.64), nahm sie vom 10. bis zum 17. Entwicklungstag kaum noch zu
(nicht mehr signifikant). Daraus 148t sich schliefen, da3 sich die Himodynamik in
den Blutgefidlen aller untersuchten Ordnungen ab diesem Zeitpunkt nicht mehr
dndert. Ahnlich verhalten sich die Geschwindigkeiten der mit Selektin beschichteten
Partikel (Tabelle4, S. 64), jedoch mit dem Unterschied, dal sich zwischen dem 10.
und 17. Entwicklungstag die Geschwindigkeiten leicht verringerten. Die Griinde

hierzu werden beim direkten Vergleich Selektin-BSA noch genauer erldutert.

5.6.1 Vergleich zwischen P-Selektin und BSA - beschichteter Partikel

Die Geschwindigkeiten in allen untersuchten Ordnungen am 7. und 10. Tag sowohl
der BSA- als auch der selektinbeschichteten Partikel unterschieden sich nur gering
(nicht signifikant, s.Abb.26,27,34,35). Jedoch in der 0.Ordnung am 7.Tag
(p=0,031, s. Abb. 34a) und der 2. Ordnung am 10. Tag (p=0,027, s. Abb. 35¢) waren
die Werte fiir die mit Selektin beschichteten Partikel signifikant niedriger.

Es kann daher angenommen werden, daf3 Selektine respektive deren Liganden bereits
am 7.Tag im Hiihnerembryo vorkommen. Zwischen dem 10. und dem 14.Ent-
wicklungstag spielt sLe” bei der B-Zell Reifung in der Bursa Fabricius eine wichtige
Rolle (Masteller et al., 1995). Der Vergleich der 2. Ordnung am 10.Tag ist ein
weiterer Hinweis dafiir, daB3 zu diesem Zeitpunkt bereits Selektine vorhanden sind
(Abb.27c). Neuere Arbeiten (Plugge EM, 2004) bestitigen ebenfalls diese
Vermutung. So konnte mittels in situ Hybridisierung bereits im 9 d Embryo m-RNS
von P-Selektin nachgewiesen werden. Laut dieser Arbeit wird angenommen, daf} E-
und P-Selektin bevorzugt im Knochen, vornehmlich im Knochenmark, exprimiert
werden. Dies konnte mit der blutbildenden Funktion des Knochenmarks
zusammenhdngen, da hier vor allem die hdmatopoetischen Stammzellen gebildet

werden.
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Partikelanzahl im
Geschwindigkeitsintervall

34a

Partikelanzahl im
Geschwindigkeitsintervall

34¢

Abb. 34a-e: Direkter Vergleich der mit
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Vergleich der einzelnen Ordnungen

im gleichaltrigen Embryo (7d)
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B-Zellen exprimieren vor ihrer Reifung in der Bursa Fabricius das Kohlenhydrat-
Epitop sLe* und beginnen dann, das verwandte Kohlenhydrat-Epitop Lewis* zu
exprimieren (Masteller et al., 1995). sLe® wurde bereits als ein Ligand der
Selektinfamilie der Adhésionsmolekiile beschrieben, welcher an der Migration und
Rezirkulation von reifen Leukozyten in Sdugern vorkommt (Varki A, 1994). Auch
diese Erkenntnisse weisen, genau wie die Ergebnisse dieser Arbeit, auf das
Vorhandensein von Selektinen bereits zu diesem Zeitpunkt hin.

Die groBten Unterschiede bei den Rollgeschwindigkeiten zeigten sich beim Ver-
gleich im 17 Tage alten Embryo. Dort war die Geschwindigkeit der P-Selektin-
Partikel in den GefdBBen aller Ordnungen signifikant, in denen der 2. Ordnung sogar
hochsignifikant (p<0,001) erniedrigt (Abb.36a-e). Diese Ergebnisse lassen darauf
schlieBen, daBB am 17. Entwicklungstag Liganden fiir P-Selektin in allen Ordnungen
vorhanden sein miissen. Fiir deren Vorhandensein spricht auch die Tatsache, daf3 die
Geschwindigkeiten auBler in der 0.Ordnung vom 10. bis zum 17. Entwicklungstag
leicht abnahmen, kontrdr dazu erhdhten sich die Werte bei der BSA-Kontrollgruppe.
Unsere Befunde deuten auf das Vorhandensein von Selektinen und damit auch deren
Liganden hin. Seit Abschlu8 der Experimente im Jahr 2002 wurde diese Ansicht
durch weiterfiihrende Arbeiten (Plugge EM, 2004) bestitigt. Es konnte mittels in situ
Hybridisierung nachgewiesen werde, da3 E- und P-Selektin in den Blutgefdf3en von
verschiedenen Organen (Knochenmark, Herz, Lunge, Leber, Diinndarm) vor-
kommen. Auch wird die Annahme durch Studien gestiitzt, welche die konstitutive
Expression von E-Selektin und VCAM-1 in Endothelzellen von hdmatopoetischen

Geweben beschreiben (Schweitzer et al., 1996).

5.7 Eignung des Huhns als in vivo Modell fur selektinvermittelte Leukozyten-
adhésion

Da die physiologischen Abldufe im Huhn denen in Sdugern stark dhneln, kann davon
ausgegangen werden, dafl sich der Hiihnerembryo als Modellorganismus eignet.
Unsere Befunde zeigen, dall selektinabhingige Unterschiede in der Roll-
geschwindigkeit vorhanden sind. Jedoch muf3 beachtet werden, daf3 es Unterschiede
gibt, z.B. liegt der Locus von den E-Selektin codierenden Genen (SELE) und der
Locus von den Lymphotactin-codierenden Genen (SCYC1) in Maus und Mensch auf

demselben Chromosom (jeweils Chromosom 1), bei Gallus gallus jedoch auf zwei
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verschiedenen Chromosomen (SELE auf Chromosom 8, SCYC1 auf Chromosom 1)

(Morroll et al., 2001).

5.8 Fotoatlas

Die in der Literatur allgemein akzeptierte Stadieneinteilung der Hithnerembryos nach
Hamburger-Hamilton (Hamburger und Hamilton, 1951) beschreibt den Entwick-
lungszustand der Embryos nach @ufleren und inneren Merkmalen. Die Methode hat
den Vorteil, unabhéngig von vielen Umwelteinfliissen, wie z.B. der Bebriitungs-
temperatur, der Frische der Eier, der Temperatur der Eier bei Einbringen in den
Inkubator und der GroBe der Eier, dafl sdmtliche Embryos gleich weit entwickelt
sind, unabhéngig von ihrer bisherigen Inkubationszeit. Es kann jedoch die ,,Regel-
inkubationszeit angegeben werden. Die Entwicklung der CAM bleibt bei dieser
Einteilung unberiicksichtigt. Auch gibt es bisher keine Literatur, welche die
Entwicklung der CAM im Vergleich zum Hamurger-Hamilton-Stadium beschreibt.
Der im Rahmen dieser Arbeit erstellte Fotoatlas (Abb.41-61, S. 69-78) ordnet jedem
Stadium von Hamburger-Hamilton die zugehdrige CAM bei der Bebriitung in der
Spiegeleikultur sowie der durchschnittlichen Inkubationszeit zu. Nach dem Aus-
sprossen der Dottergefde begann die CAM zwischen dem 4. und 5. Bebriitungstag
sichtbar zu wachsen. Am 9.Tag bedeckte sie bereits die gesamte Oberfliche der
Waageschilchen. Ab dem 10. Tag hatte die CAM horizontal keinen Platz mehr, sich
auszubreiten, es lieB sich nur noch ein Anstieg in der Komplexitit erkennen und ein
dreidimensionales Wachstum vermuten. Der kompletten Umrundung des Embryos
durch die CAM war in der Spiegeleikultur aufgrund der fehlenden Gasaustausch-
flache (seitlich und unten) Grenzen gesetzt, sie wurde auch nicht beobachtet.

Die Grofle der CAM ist in den Abb.46b-50b (S.71-73) durch einen schwarzen
Kreis gekennzeichnet. Ab dem 10.Tag, an dem die CAM die gesamte Oberfldche
bedeckte, wurde auf diese Kennzeichnung verzichtet. Der Embryo, welcher dem
Hamburger-Hamilton-Stadium entsprach und in seinem Entwicklungsstadium lag,
wurde zugehorig abgebildet. Dadurch wurde erstmals eine Ubersicht erhalten, die
den Embryo, die zugehdrigen Stadien nach Hamburger-Hamilton sowie den Embryo
in der Spiegeleikultur (in vivo) und seiner CAM mit der zugehorigen Einteilung nach

Tagen zuordnet.
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6 Zusammenfassung

Die Selektine gehoren zur Gruppe der Adhdsionsmolekiile und spielen im Entziin-
dungsprozefl sowohl im Sduger- als auch im Vogelorganismus eine bedeutende
Rolle. Sie leiten das Leukozytenrollen zu Beginn der Adhésionskaskade ein, bei der
es zu einer rollenden und verlangsamten Bewegung der Leukozyten am GefaB-
endothel und schlieBlich zu deren Extravasation in das entziindete Gewebe kommt.
Fiir viele entziindliche Erkrankungen wie die myokardiale Ischdmie oder die
rheumatoide Arthritis wird eine Dysregulation der Selektinexpression mitverant-
wortlich gemacht. Aber auch bei der Atherosklerose als entziindlich fibrotische
Antwort auf die Akkumulation von cholesterolreichen oxidierten Lipoproteinen in
der GefiBwand sowie bei diabetischen GefidBschiden findet eine pathologische Uber-
expression von Selektinen statt. Beim LADS (Leukozyten Adhédsion Defizienz Syn-
drom) besteht ein angeborener Defekt der Adhésionskaskade (Kugel et al., 2003).
Wihrend bei LAD Typ 1 die Integrinfamilie defekt ist, ist bet LAD Typ Il das
Selektinsystem betroffen (Etzioni und Tonetti, 2000). Neben verschiedenen wieder-
kehrenden bakteriellen Infektionen geht das Syndrom mit einer sehr aggressiv ver-
laufenden Parodontitis einher.

Therapieansitze bestehen zur Zeit in der Regulierung der Selektinexpression. Auch
konnten Selektinantikdrper als Arzneistoffvehikel fungieren. Dadurch kann der
Wirkstoff direkt am Ort des Entziindungsgeschehens freigesetzt werden. Somit
konnten auch fiir viele entziindliche Prozesse, auch im Bereich der Zahnmedizin
(Parodontitis marginalis, Parodontitis apicalis, Lingua geografica, u.v.a.), neuartige
Medikamente entwickelt werden. Da die Selektine auch einen wichtigen Faktor bei
der Metastasierung von Krebs darstellen (Biancone et al., 1996), konnte die
Behandlung vieler auch in der Mundhdhle vorkommender Karzinome (z.B. Platten-
epithelkarzinom) unterstiitzt werden.

Bisher sind allerdings nur wenige Moglichkeiten zur in vivo Untersuchung der
Wechselwirkung von Selektinen und deren Liganden bekannt. Die CAM des
Hiihnerembryos hat sich bereits fiir viele wissenschaftliche Versuche bewéhrt. Die
Blutzirkulation im Hiihnerembryo ist bis auf wenige Ausnahmen vergleichbar mit
der des menschlichen Fetus. Auch die BlutfluBgeschwindigkeiten liegen im

physiologischen Bereich des Menschen. Es kann daher angenommen werden, daf3
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unsere Beobachtungen und MefBergebnisse auch auf den Sdugerorganismus zutreffen.
Zu Beginn der Arbeit im Jahr 2000 war jedoch noch unklar, ob Selektine auch dort
eine Rolle spielen. Neuere Untersuchungen (Plugge EM, 2004) sowie die Ergebnisse
dieser Arbeit deuten jedoch auf das Vorhandensein von Selektinen bereits ab dem
7. Entwicklungstag hin. Das CAM-Modell wurde so auf unsere Bediirfnisse hin
modifiziert, da3 es gelang, verschiedene Objekte zu injizieren. Durch Fluoreszenz-
markierung (Transfektion bzw. Behandlung mit Calcein-AM-Ester™) konnten sie
anschlieBend lichtmikroskopisch verfolgt und ausgewertet (Geschwindigkeits-
bestimmung) werden. Bis zum 10. Entwicklungstag erwies sich die Mikro-, danach
die Makroinjektion als am geeignetsten. Die besten Uberlebensraten der
Hithnerembryos wurden mit der Kultivierung nach der ,,Spiegeleimethode
(Auerbach et al,, 1974) bei einer rel. Luftfeuchte von 78% und einer CO, -
Konzentration von 1,5% erzielt. Zur Darstellung des Blutkreislaufes, der BlutfluB3-
richtung sowie zur Entwicklung der Injektionsmethoden wurden FITC-Partikel
benutzt. Fiir die Untersuchung der Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung wurden
CHO-Zellen, CHOE-Zellen (+E-Selektin), t-CHO-Zellen, t-CHOE-Zellen, U 937-
Zellen sowie beschichtete Partikel (P-Selektin, BSA) verwendet. Durch die eigene
Herstellung der Injektionskaniilen konnten diese auf alle notwendigen Bediirfnisse
der Injektionsobjekte (Innendurchmesser, Anschliffwinkel, Lange) individualisiert
werden. Dadurch gelang die Mikroinjektion aller getesteten Objekte. Die CHO/E-
und U937-Zellen dhneln der natiirlichen Groe der Leukozyten (ca. 10 um) am
meisten. Trotz schwierig durchzufiihrender Injektion gelang es, eine ausreichende
Menge an Zellen intravasal zu injizieren. Aufgrund des starken Adhidsionsverhaltens
am GefdBendothel waren bereits nach wenigen Sekunden keine Geschwindigkeits-
bestimmungen mehr durchfiihrbar. Deshalb wurde auf die bereits erprobten FITC-
Partikel zuriickgegriffen. Sie standen in ausreichender Anzahl zur Verfiigung, sind
hochfluoreszent und homogen (& 2,2um). Als es gelang, die Partikel mit Selektin zu
beschichten, konnten erstmalig die Vorziige der guten Injektionsbedingungen durch
die kleinen, nicht so schnell adhérierenden und verklumpenden Partikel sowie die
Moglichkeit, das Verhalten der ,Modellzellen® mit exprimierten Adhésions-
rezeptoren zu untersuchen, kombiniert werden. Als Kontrollgruppe wurden die
Partikel mit BSA beschichtet.

Die Geschwindigkeiten der beschichteten Partikeln wurden von der 0.(Kapillar-

gefifle) bis zur 4. Gefdordnung (mittelgroe Venolen) bestimmt. Dabei wurden
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signifikant langsamere Geschwindigkeiten der mit P-Selektin gegeniiber den mit
BSA beschichteten Partikeln im 7d alten Embryo in der 0. Ordnung (p=0,031), im
10d Embryo in der 2. Ordnung (p=0,027) und im 17d Embryo in allen Ordnungen
(p<0,05) gemessen. Der hochsignifikanteste Unterschied wurde am 17.Tag in der
2.0rdnung beobachtet (p<0,001). Diese Ergebnisse weisen auf das Vorhandensein
von Selektinen bereits ab dem 7. Entwicklungstag hin. Ab dem 17. Tag scheinen sie
bereits eine bedeutende Rolle zu spielen.

Da die Entnahme und Isolierung/ Aufbewahrung von Leukozyten von adulten Hiih-
nern sehr aufwendig ist, wurden diese Versuche erst durchgefiihrt, nachdem sich die
Injektion mit beschichteten Partikeln bewéhrt hatte. Im Gegensatz zu den zuvor
getesteten Sdugerzellinien lieBen sich Hiihnerleukozyten gut injizieren (s. Abb. 29,
S.40). Ein weiterer Vorteil war, dal} diese Zellen Selektinliganden bzw. —rezeptoren
exprimieren (Plugge EM, 2004). Sie sollten somit geeignet sein, natiirlicherweise in
Wechselwirkung zum Gefdllendothel zu treten. So kdnnte unter moglichst realen
physiologischen Bedingungen neben dem normalen Zellrollverhalten auch das
Verhalten an lokalen Entziindungsbereichen, z.B. durch lokale Applikation von LPS,
untersucht werden.

Die Stadieneinteilung der Hiihnerembryos nach Hamburger-Hamilton (Hamburger
und Hamilton, 1951) beschreibt den Entwicklungszustand der Embryos nach dulleren
und inneren Merkmalen. Die Entwicklung der CAM bleibt bei dieser Einteilung
unberiicksichtigt. Auch gibt es bisher keine Literatur, welche die Entwicklung der
CAM bei der Kultivierung mit der ,,Spiegeleimethode* (Auerbach et al., 1974) be-
schreibt. Der im Rahmen dieser Arbeit erstellte Fotoatlas (Abb.41-61, S.69-78)
ordnet erstmals jedem Stadium von Hamburger-Hamilton die zugehorige CAM bei
der Bebriitung nach der ,Spiegeleimethode"” sowie der durchschnittlichen
Inkubationszeit zu. Der Embryo, welcher dem jeweiligen Hamburger-Hamilton-
Stadium entspricht und dessen Entwicklung in der Regelzeit liegt, wird zugehdrig
abgebildet. Dadurch wird erstmals eine Ubersicht erhalten, welche den Embryo, die
zugeordneten Stadien nach Hamburger-Hamilton sowie den Embryo und dessen
CAM in der Spiegeleikultur (in vivo) mit der dazugehorigen Einteilung nach Tagen

zeigt.
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8 Anhang (Tabellen, Diagramme und Fotoatlas)

P-Selektin 0. Ordnung

BSA 0.Ordnung

p-Wert im
v (mm/s) | Vergleich zu Tag
Tag | MW | Stab 10 17
7 0,22 | 0,11 0,005 |<0,0001
10 0,38 | 0,46 X 0,478
17 042 | 0,19 X X
P-Selektin 1. Ordnung
p-Wert im
v (mm/s) | Vergleich zu Tag
Tag | MW | Stab 10 17
7 048 | 0,21 [<0,0001| 0,006
10 0,77 | 0,29 X 0,267
17 0,69 | 0,51 X X
P-Selektin 2. Ordnung
p-Wert im
v (mm/s) | Vergleich zu Tag
Tag | MW | Stab 10 17
7 0,71 | 0,32 |<0,0001| 0,002
10 0,96 | 0,31 X 0,395
17 091 | 0,38 X X
P-Selektin 3. Ordnung
p-Wert im
v (mm/s) | Vergleich zu Tag
Tag | MW | Stab 10 17
7 1,01 | 0,40 | 0,012 | 0,180
10 1,27 | 0,59 X 0,243
17 1,14 | 0,52 X X
P-Selektin 4. Ordnung
p-Wert im
v (mm/s) | Vergleich zu Tag
Tag | MW | Stab 10 17
7 1,38 | 0,51 0,521 0,396
10 1,46 | 0,54 X 0,199
17 1,28 | 0,55 X X

Tabelle 4:

p-Wert im
v (mm/s) | Vergleich zu Tag
Tag | MW | Stab 10 17
7 0,27 | 0,15 | 0,014 |<0,0001
10 0,40 | 0,39 X 0,058
17 0,50 | 0,29 X X
BSA 1. Ordnung
p-Wert im
v (mm/s) | Vergleich zu Tag
Tag | MW | Stab 10 17
7 0,46 | 0,22 |<0,0001 | <0,0001
10 0,83 | 0,36 X 0,313
17 0,89 | 0,30 X X
BSA 2.Ordnung
p-Wert im
v (mm/s) | Vergleich zu Tag
Tag | MW | Stab 10 17
7 0,74 | 0,37 |<0,0001 | <0,0001
10 1,08 | 0,32 X 0,101
17 1,18 | 0,38 X X
BSA 3.Ordnung
p-Wert im
v (mm/s) | Vergleich zu Tag
Tag | MW | Stab 10 17
7 1,09 | 0,40 | 0,005 |<0,0001
10 1,35 | 0,57 X 0,596
17 1,40 | 0,48 X X
BSA 4.Ordnung
p-Wert im
v (mm/s) | Vergleich zu Tag
Tag | MW | Stab 10 17
7 1,41 | 0,51 0,508 0,016
10 1,49 | 0,69 X 0,290
17 1,68 | 0,69 X X

Darstellung der Mittelwerte (MW), der Standardabweichungen (Stab) und p-Werte (Kreuz-

vergleich) der beschichteten Partikel. Die p-Werte vergleichen den 7., 10.und

wicklungstag in jeder GefaBordnung.

17. Ent-
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8. Anhang (Tabellen, Diagramme und Fotoatlas)

Geschwindigkeitsvergleich in allen Ordnungen

- im gleichaltrigen Embryo (7d, 10d, 17d) -

P-Selektin im 7d Embryo

60%
50% —0.0rdnung
\ ——1.0rdnung

40%
/\\ 2.0rdnung
30% / \ \ 3.0rdnung
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20% \
10% 7L

N \/\_/\
0% \)é *\ T T T T T T T
<0,2 <0,6 <1 <1,4 <18 <22 <26 <3
v (mm/s)

P-Selektin im 10d Embryo

A

——0.0rdnung

50%
/ \ ——1.0rdnung
40%
/ \ 2.0rdnung
30% i 3.0rdnung
o | XN\ /\
\ \ \ ——4.0rdnung
10% - -\
0% T T T T T T T T 1 T T T
<0,2 <0,6 <1 <14 <18 <222 <2,6 <3
v (mm/s)
P-Selektin im 17d Embryo
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40% /\ ——1.0rdnung
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30%
\ \, 3.0rdnung
20% A AN\
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10% - — —_— X
0% 1 T T T T 1 \’T 1 1 T 1 T
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v (mm/s)

Abb. 37a-c: Darstellung der Geschwindigkeiten (P-Selektin beschichtete Partkel) aller Ordnungen im
7, 10 und 17-tdgigen Embryo. Die Hohe der Kurve gibt den Prozentsatz aller Partikel an, welche sich
mit der jeweiligen Geschwindigkeit bewegten. Je weiter rechts der Peak der jeweiligen Kurve, um so
schneller bewegten sich die meisten Partikel intravasal.
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Geschwindigkeitsvergleich in allen Ordnungen

8. Anhang (Tabellen, Diagramme und Fotoatlas)

- im gleichaltrigen Embryo (7d, 10d, 17d) -

BSA im 7d Embryo

—0.0rdnung

~— —— 1.0rdnung
A\ 2.0rdnung

\ 3.0rdnung

20% / \ ——4.0rdnung
10% +—— >
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0% T T T T 1 1 1 1 - T — T T T 1
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BSA im 17d Embryo
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Abb. 38a-c: Darstellung der Geschwindigkeiten (BSA beschichtete Partkel) aller Ordnungen im 7,
10 und 17-tdgigen Embryo. Die Hohe der Kurve gibt den Prozentsatz aller Partikel an, welche sich
mit der jeweiligen Geschwindigkeit bewegten. Je weiter rechts der Peak der jeweiligen Kurve, um
so schneller bewegten sich die meisten Partikel intravasal.
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Vergleich der einzelnen Ordnungen
- an verschiedenen Entwicklungstagen -

P-Sel. 0.0rdnung
40% -
_ ——7d 00
S ——10d 0.0
15 % 30% 17d 0.0 |
— £ .
e
1IN
S X 20%
T 3
5 10%
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0 <0,2<04<0,6 <08 <1
39
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P-Sel. 2.0rdnung
50%
§ 20% 1| —— 7d 2.0 Al
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S
38 20%
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39 v (mm/s)
Abb. 39a-e:

Darstellung der Geschwindigkeiten (P-
Selektin beschichtete Partkel) am 7., 10.
und 17. Tag in jeder Gefdfordnung. Die
Hohe der Kurve gibt den Prozentsatz aller
Partikel an, welche sich im jeweiligen
Geschwindigkeitsintervall bewegen. Je
weiter rechts der Peak der Kurve, um so
schneller bewegten sich die meisten
Partikel intravasal. Vergleich der p-Werte
s. Tabelle 4, S. 64
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8. Anhang (Tabellen, Diagramme und Fotoatlas)

Vergleich der einzelnen Ordnungen
- an verschiedenen Entwicklungstagen -

BSA 0.Ordnung

——7d 00
——10d 0.0
17d 0.0

i
- (%

Partikelanzahl im

Geschwindigkeitsintervall

wd P

0 <02 <04 <0,6 <0,8

40a
v (mm/s)
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Partikelanzahl im
Geschwindigkeitsintervall
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Abb. 40a-e:

Darstellung der  Geschwindigkeiten
(BSA beschichtete Partkel) am 7., 10.
und 17. Tag in jeder Gefdflordnung. Die
Hohe der Kurve gibt den Prozentsatz
aller Partikel an, welche sich mit der
jeweiligen Geschwindigkeit bewegten.
Je weiter rechts der Peak der jeweiligen
Kurve, um so schneller bewegten sich
die meisten Partikel intravasal. Vergleich
der p-Werte s. Tabelle 4, S. 64

<2

Partikelanzahl im
Geschwindigkeitsintervall

Partikelanzahl im

Geschwindigkeitsintervall

Partikelanzahl im
Geschwindigkeitsintervall

40%

30%

20%

10%

0%

40b

50%

40%

30%

20%

10%

0%

BSA 1.0rdnung

— 7d 1.0
——10d 1.0
17d 1.0

\

0 <0,2 <0,4 <0,6 <0,8 <1

<2
v (mm/s)

BSA 3.0rdnung

— 7d 3.0

41 | N

——10d 30 / \

| Ad/ \\

<02 <O4<06 <08 <1 <2 <3

40d

50%

40%

30%

20%

0%

<0,2 <0,4 <0,6 <0,8 <1

40e

v (mm/s)

BSA 4.0rdnung

10% -

— 7d 4.0
+- ——10d 4.0
17d 4.0
"/
T /\\\//.\l\ T T T T

<2 <3

v (mm/s)

68



8. Anhang (Tabellen, Diagramme und Fotoatlas)

1d Embryo

Abb. 41
Embryo 1 Tag alt

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 1-6
GroBie der CAM (D): /
Grofle des Embryos: 2,2 mm

2d Embryo

Abb. 42

Embryo 2 Tage alt
Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 7-12
GroBe der CAM (9): /
GroBe des Embryos: 4,5 mm

2,5d Embryo

Abb. 43
Embryo 2,5 Tage alt

|

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 13-17
GroBie der CAM (D): /
Grofle des Embryos: 6




8. Anhang (Tabellen, Diagramme und Fotoatlas)

3d Embryo

Abb. 44a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 17-20
GroBe der CAM (D): /
GroBe des Embryos: 6,2

4d Embryo
/-

N
Abb. 45a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 21-24
GroBe der CAM (D): /
GroBe des Embryos: 7 mm
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5 d Embryo

Abb. 46a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 25-26
GroBe der CAM (9): 5,1 mm
GroBe des Embryos: 6,5 mm

6 d Embryo

Abb. 47a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 27-28
GroBe der CAM (9): 15,2 mm
GroBe des Embryos: 9,5 mm
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Abb. 48a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 29-30
GroBle der CAM (9D): 44,3 mm
GroBe des Embryos: 13 mm

8d Embryo

Abb. 49a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 31-34
GroBe der CAM (D): 49,8 mm
GroBe des Embryos: 18 mm
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9d Embryo

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 35
GroBle der CAM (): 64 mm
GroBe des Embryos: 21 mm

10d Embryo

Abb. 51a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 36
GroBe der CAM (9): >70 mm
GroBe des Embryos: 25 mm
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11 d Embryo

Abb. 52a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 37
GroBe der CAM (9): >70 mm
GroBe des Embryos: 30 mm

12 d Embryo

Abb. 53a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 38
GroBe der CAM (9): >70 mm
GroBe des Embryos: 40 mm
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13 d Embryo

Abb. 54a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 39
GroBe der CAM (9): >70 mm
GroBe des Embryos: 47 mm

14 d Embryo

Abb. 55a-¢

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 40
GroBe der CAM (9): > 70 mm
GroBe des Embryos: 55 mm
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15 d Embryo

Abb. 56a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 41

Grofle der CAM (): >70 mm
GroBe des Embryos: 59 mm

16 d Embryo

Abb. 57a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 42

GroBe der CAM (D): >70 mm
GroBe des Embryos: 61 mm
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17d Embryo

Abb. 58a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 43

Grofe der CAM (9): >70 mm
GroBe des Embryos: 63 mm

18d Embryo

Abb. 59a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 44

GroBe der CAM (D): >70 mm
GroBe des Embryos: 64 mm
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19 d Embryo

Abb. 60a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 45

Grofe der CAM (D): >70 mm
GroBe des Embryos: 66 mm

20 d Embryo 21 d Embryo

Abb. 61a-c

Hamburger-Hamilton-Stadium (stage): 45

GroBe der CAM (D): >70 mm
GroBe des Embryos: 67 mm
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9. Thesen

9 Thesen

1. Entziindungsprozesse spielen im Sduger- als auch im Vogelorganismus eine

wichtige Rolle.

2. Die Selektine leiten das Leukozytenrollen am Beginn der Adhdsionskaskade
ein. Bei einem Defekt der Selektinexpression kommt es trotz erhdhter
Leukozytenzahl zu keiner ausreichenden Extravasation von Leukozyten in

das entziindete Gewebe.
3. Bisher sind nur wenige, schwach affine Liganden zu den Selektinen bekannt.

4. Das CAM-Modell des Hiihnerembryos erwies sich sowohl in der
Handhabung als auch von der Gesetzgebung als gut geeignet, zu
untersuchende, selektinhaltige Objekte intravasal zu injizieren und deren

BlutfluBgeschwindigkeit in vivo zu bestimmen.

5. Die Blutzirkulation im Hiihnerembryo ist vergleichbar mit der des
menschlichen Fetus. Es kann daher angenommen werden, daB unsere

Beobachtungen und MeBergebnisse auch auf den Saugerfetus zutreffen.

6. Bei der Embryokultivierung wurden die besten Uberlebensraten mit der
»dpiegeleimethode* in Waageschdlchen mit 78 % rel. Luftfeuchte und einer

CO,—Konzentration von 1,5 % erzielt.

7. Zur Entwicklung des Versuchsaufbaus und Erlernens der optimalen

Injektionstechnik wurden fluoreszierende FITC-Partikel verwendet.

8. Bis zum 10. Entwicklungstag erwies sich die Mikroinjektion, danach die
Technik der Makroinjektion als am geeignetsten, um moglichst atraumatisch

eine ausreichende Menge an Objekten intravasal zu injizieren.

9. Durch Transfektion (CHO-Zellen) oder Behandlung mit Calcein-AM-Ester™
(CHO-, U937-Zellen, hiihnereigene Leukozyten) fluoreszierten die Zellen
unter UV-Licht im Stereomikroskop griin und konnten somit isoliert

betrachtet werden.
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10.

11.

12.

13.

14.

9. Thesen

Die Injektion der CHO- und der U937-Zellen erwies sich als schwierig,
gelang jedoch. Aufgrund ihres physikalischen Verhaltens (starke Adhision
am Gefiendothel) waren differenzierte Geschwindigkeitsbestimmungen

aber unmoglich.

Die Hauptversuche wurden mit beschichteten FITC-Partikeln (P-
Selektin/ BSA) durchgefiihrt. Es wurden die Geschwindigkeiten von der 0.
bis zur 4.GefdBordnung am 7., 10. und 17.Entwicklungstag gemessen.
Signifikant niedrigere Geschwindigkeiten der selektinbeschichteten Partikel
gegeniiber den BSA-Kontrollpartikeln wurden am 7.Tag in der 0. Ordnung
(Kapillargefafle), am 10.Tag in der 2.Ordnung sowie am 17.Tag in allen
Gefdlordnungen gemessen. Der grofite, hochsignifikanteste Unterschied

wurde am 17. Tag in der 2. Ordnung festgestellt.

Die Injektion von fluoreszierenden hiihnereigenen Leukozyten zeigte, daf3
sich diese ebenfalls fiir intravasale lichtmikroskopische Beobachtungen sowie
Geschwindigkeitsbestimmungen eignen. Auf dieser Grundlage konnen viele
weiterfiilhrende Experimente aufbauen und unter moglichst realen
physiologischen Bedingungen Selektin-Liganden-Wechselwirkungen

untersucht werden.

Die Darstellung der Entwicklungsstadien, die GroBe der Embryos und deren
CAM und die Zuordnung nach der Einteilung von Hamburger-Hamilton zeigt

der angefertigte Fotoatlas.

Die CAM ist zwischen dem 4. und 5.Tag zu erkennen und breitet sich bis
zum 9.Tag iber die gesamte Oberfliche des Inkubationsbehilters aus.

Danach ist nur noch ein Anstieg an Komplexizitit zu erkennen.
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