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1 Einleitung

Obwohl seit langem Schwerpunkt kardiovaskularer Forschung, war bis vor kurzem
nur wenig uUber die exakte topografische Verteilung von ACE bekannt. Dies beruhte
auf der mangelnden Verfligbarkeit spezifischer monoklonaler Antikérper (mAKk). In
den letzten Jahren ist es dann mittels mAk erstmals mdglich geworden
immunhistologisches Vorkommen von ACE systematisch in Geweben zu prifen und
unter physiologischen Bedingungen fir die Spezies Mensch und Ratte komplett zu
kartieren.

Bisher liegen jedoch keine Erkenntnisse daruber vor, wie das endotheliale ACE-
Expressionsmuster anderer Tierarten aussieht, und ob die vorhandenen mAKk
uberhaupt mit dem ACE anderer Tierarten reagieren.

Unumestritten ist zwar eine auffallend erhéhte ACE-Expression bei der Sarkoidose,
dagegen fehlt jedoch noch Wissen Uber mikrotopografische und individuelle
Besonderheiten sowie tber ACE in granulomattsen Entziindungen anderer Genese
bei Mensch und Tier.

In der vorliegenden Arbeit wird daher mit Hilfe verschiedener mAk untersucht, welche
Expressionsmuster des ACE sich in granulomatésen Entziindungen unterschied-
licher Atiologie sowie in verschiedenen Stadien der Granulomentwicklung finden.
Insbesondere soll der Frage nachgegangen werden, ob die ACE-Expression einen
generell makrophagenassoziierten Faktor darstellt oder ob sich aus dem
Expressionsmuster Hinweise auf eine differentialdiagnostische Bedeutung bei
granulomatdsen Entzindungen ergeben. Weiterhin soll Gberpruft werden, inwieweit
die gegen humanes ACE gerichteten Antikdrper auch mit dem ACE verschiedener
Tierarten reagieren, welche gewebliche Detektion und zellulare Verteilung und
welches endotheliale Expressionsmuster ACE im Gewebe verschiedener Tierspezies
zeigt. AuBerdem soll die ACE-Expression im makrophagozytaren System
verschiedener Tierspezies sowohl unter physiologischen Bedingungen als auch bei
granulomatdsen Entziindungen unterschiedlicher Atiologie untersucht und mit der

des Menschen verglichen werden.
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2 Literaturubersicht

2.1 Angiotensin-Converting Enzyme (Kininase Il, CD143)

2.1.1 Gen, mRNA und Molekulstruktur

Angiotensin-Converting Enzyme ist eine unspezifische Dipeptidyl-Carboxypeptidase,
welche eine bedeutende Stellung in der Blutdruckregulation Uber das Renin-
Angiotensin-System (RAS) und das Kinin-Kallikrein-System (KKS) einnimmt, indem
sie einerseits Angiotensin | (Ang 1) durch Abspaltung von L-Histidyl-Leucin am
carboxyterminalen Ende in den potenten Vasopressor Angiotensin Il (Ang II)
umwandelt und andererseits den Vasodepressor Bradykinin degradiert [58.131]
Weitere Substrate des Enzyms sind: Substance P, Atrialer Natriuretischer Faktor
(ANF), Neurotensin, Luteinisierendes Hormon Releasing Hormon (LHRH), das
Tetrapeptid Acetyl-Ser-Asp-Lys-Pro (AcSDKP) und weitere chemotaktische Peptide
(Penta-, Hepta-, Oktapeptide) und Enkephaline 123 40:52.70. 110]

ACE wurde erstmals 1956 von Skeggs et al. aus Pferdeplasma isoliert (1091 Heute
weild man, dass zwei Isoformen (somatische und testikuldre Isoform) dieses
Enzymes existieren. Die somatische Isoform besitzt ein Molekulargewicht von ca.
170 kDa und kommt membrangebunden in Endothelzellen sowie im Blrstensaum
verschiedener Epithelzellen vor, wobei sie Uber eine hydrophobe Domane am
C-terminalen Ende in der Plasmamembran der Zellen verankert ist. Fur die Spaltung
von Ang | weniger bedeutsam ist die nicht membrangebundene, frei im Blut
zirkulierende sowie in Sekreten von Prostata und Nebenhoden und Korperflissig-
keiten wie Urin, Lymphe und Liquor vorkommmende sogenannte plasmatische
Unterform des somatischen ACEs, welcher die Ankerregion am C-terminalen Ende
fehlt ¥, Die testikulare Isoform besitzt ein Molekulargewicht von ca. 100 kDa und ist
ausschlief3lich in den Tubuli seminiferi des Hodens lokalisiert, wo sie hauptséachlich
von postmeiotischen Keimzellen und Spermatiden exprimiert wird 2> ¢ &l pije
somatische Isoform des ACE besteht aus zwei homologen Domanen mit je einem
aktiven Zentrum, welches je ein Zinkatom als zentrales Metallion besitzt. Beide
Doméanen weisen ein hohes Mal} interner Homologie auf, was vermuten laf3t, dass
das Molekul durch eine frih in der Evolution (vor Entwicklung der Saugetiere)

¢ [22361112]

stattgefundene Genduplikation entstanden is Die testikulare Isoform

verfugt dagegen nur uber eine Doméane. Das COOH-terminale Ende beider
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Isoformen ist identisch, das NH2-terminale Ende verschieden aufgebaut 24 Die zwei
gewebsspezifischen ACE-Isoenzyme werden von zwei verschiedenen mRNAs
(somatische mRNA: 5kB; testikulare mRNA: 2,5 kB) codiert, welche eine identische
Basenquenz am 3"-Ende und eine verschiedene am 5°-Ende besitzen. Beide mRNAs
entstehen durch Transkription zweier separater, aber sich Uberlappender
Transkriptionseinheiten ein und desselben Genes (beim Menschen lokalisiert auf
Chromosom 17qg23) durch Aktivierung verschiedener Promotoren P77 Die
zellularen und plasmatischen ACE-Spiegel sind genetisch festgelegt. Verantwortlich
fur die individuelle Variabilitat des ACE-Spiegels ist ein Gen-Polymorphismus. Durch
das Klonen humaner cDNA und durch Restriktions-Fragment-LaAngen-Polymorphis-
mus-Analyse (RFLP-Analyse) konnte ein Insertions-Deletions-Polymorphismus ent-
deckt werden, welcher auf dem Vorhandensein bzw. der Abwesenheit eines 287-
Basenpaarfragmentes im 16. Intron des ACE-Gens beruht. Individuen mit einer
Homozygotie des D-Allels besitzen eine héhere ACE-Plasmaaktivitat als solche mit

einer Homozygotie des I-Allels %,

2.1.2 Gewebliche Detektion und zellulare Verteilung

Die starkste Expression von CD 143 in Epithelzellen wird im Burstensaum der
proximalen Nierentubuli, der Enterozyten des Dinndarmes und im Mikrovillisaum der
Ductuli efferentes des Nebenhodens angetroffen. Geringere Gehalte an CD 143
weisen Epithelzellen der Hautanhangsdriisen, Brustdriisen, Speicheldriisen und
Nebennieren und in noch geringerem Mald die Epithelzellen der Prostata auf. Die
ACE-Expression in Epithelzellen des Plexus chorioideus und des Ependyms scheint
altersabhangig zu sein. Weiterhin findet sich CD 143 akzentuiert im Neuropil der
Basalganglien, der grauen Substanz, dem Hypothalamus, der gesamten
Vierhugelplatte des Hirnstammes und in geringerem Ausmal3 auch im Thalamus
sowie im Stratum granulosum des Kleinhirnes. Weitere Zellen, die die somatische
Isoform von CD 143 exprimieren, sind die Leydigzellen des Hodens, die
Granulosazellen des Ovars und in unterschiedlicher Auspragung auch die Fibrozyten
und Fibroblasten des lockeren Bindegewebes und der Geféal3adventitia, aktivierte
Makrophagen und Histiozyten, Kupffer'sche Sternzellen, sowie unreife Knorpelzellen
44 Die testikulare Isoform von CD 143 wird ausschlieBlich in Keimzellen wihrend
der Spermatogenese exprimiert > 2 81 Ultrastrukturell konnte epitheliales ACE in
den Mikrovilli der Birstensaume lokalisiert werden ™ und ist in proximalen

[76]

Nierentubulusepithelien strikt auf diese Strukturen begrenzt Die groldte
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spezifische ACE-Aktivitat wurde bei der Ratte in Hoden und Nebenhoden festgestellt;
ebenfalls sehr hohe Werte fanden sich in der Lunge. Eine deutlich geringere Aktivitat
wiesen der Verdauungstrakt, der weibliche Genitaltrakt, Gehirn und Aorta auf. Kaum
Aktivitdt konnte in der Niere (lediglich in geringem Malf} in den Partes rectae des
inneren Kortex) sowie in Milz, Herz und Leber angetroffen werden 21 Soweit
analysiert stehen diese Daten in gutem Einklang mit immunhistologischen
Untersuchungen zur zelluléren Verteilung von CD 143 in der Ratte ™,

Beim Kaninchen wurde epitheliales ACE bisher nur in den luminalen Zellen der
proximalen Nierentubuli lokalisiert 2.

ACE neuronalen Ursprungs konnte im Gehirn der Ratte ¥ und des Schweines
sowie in der Medulla oblongata von Ratte, Kaninchen und Schaf nachgewiesen
werden .

Uber die gewebliche Detektion und zellulare Verteilung von CD 143 bei anderen

Tierspezies liegen noch keine Ergebnisse vor.

2.1.3 Endotheliale Heterogenitat mit Speziesspezifitat

Die endotheliale Expression von CD 143 im Gefal3system des Menschen ist
heterogen verteilt. Wahrend sich die starkste Expression in Arteriolen und kleinen
muskularen Arterien findet, ist sie in muskelstarken kleinen Venen deutlich
schwécher ausgepragt und fehlt oftmals vollkommen in den Endothelien von
Kapillaren, Venolen sowie grol3en Arterien und Venen. Die Starke der endothelialen
ACE-Expression korreliert morphologisch mit dem Verhéltnis glatter Muskelfasern zu
elastischen Fasern in der Gefallwand und funktionell mit der Anwesenheit
vasokonstriktorischer Strukturen zur Regulation der Mikrozirkulation. Es gibt jedoch
zwei bemerkenswerte Ausnahmen in der endothelialen ACE-Verteilung im
menschlichen Gefal3system: Im Gegensatz zu den ACE-negativen Endothelien
samtlicher Nierengefal3e zeigen die Endothelien der Lungenkapillaren eine sehr

starke und homogene Expression von CD 143 12

. Wahrend die Expression von
CD 143 in der Mikrozirkulation von Mensch und Ratte nahezu identisch ist, zeigt die
Ratte im Gegensatz zum Menschen eine homogene endotheliale Expression in allen
Arterien und grof3eren Venen. In der Niere wurde dartiber hinaus auch eine starke
Expression in den Arterien, Arteriolen einschlief3lich Vas afferens und eine fehlende
Immunreaktion der glomeruldren und interstitiellen Kapillaren, sowie samtlicher

[76

venoser Endothelien festgestellt "®. Beim Kaninchen wurde eine ACE-Expression in

Endothelien der Kapillaren sowie gréR3eren Arterien und Venen von Lunge, Leber,



Literaturtibersicht 7

Niere, Nebenniere, Pankreas und Milz beschrieben (12

[120]

Im Gegensatz dazu
beobachteten Taugner und Ganten beim Kaninchen eine der Ratte
entsprechende endotheliale ACE-Expression der NierengefaRe. Uber die
endotheliale ACE-Verteilung im Gefal3system verschiedener anderer Tierspezies

liegen zum heutigen Zeitpunkt noch keine Erkenntnisse vor.

2.2 Granulomattse Entztindungen

2.2.1 Pathogenese und Pathologie bei Tier und Mensch

Die granulomatdse Entzindung ist eine besondere immunologisch bedingte
Reaktionsform, die aufgrund einer Reihe verschiedener Mechanismen entstehen
kann. Hierzu gehoren: 1. die Aufnahme anorganischen Materials (wie z.B. bei
Silikose), 2. eines schlecht verdaulichen organischen Antigens (wie z.B. bei Myko-
bakteriosen), 3. ein Defekt im phagozytotischen System, der einen unvollstdndigen
Abbau von Bakterien oder anderen Substanzen zur Folge hat und 4. das
Vorhandensein grof3er schlecht abbaubarer Antigen-Antikorper-Komplexe. Faktoren,
die die Aktivitat des Krankheitsprozesses beeinflussen sind die Art und
Einwirkungsdauer des unbekannten Antigens, genetische Faktoren und der

Immunstatus des Individuums 124,

Hauptkennzeichen der granulomatosen
Entzindung ist die fokale Ansammlung von Zellen des mononukledren
Phagozytensystems (Makrophagen, Epitheloidzellen, mehrkernige Riesenzellen). Im
Rahmen der Granulomentstehung werden sowohl eingewanderte als auch residente
Makrophagen aktiviert, welche dann eine Reihe potenter Mediatoren (Zytokine)
produzieren, die autokrine wie auch parakrine Wirkungen haben % Der Kontakt mit
Antigen, Fremdkdrpermaterial oder korpereigenen Zerfallsprodukten stimuliert die
Phagozytoseaktivitdt der Makrophagen, welche durch den Einflu3 von Lymphokinen
der T-Lymphozyten, v.a. T-Helferzellen, noch gesteigert wird. Bei geringem
Phagozytosestimulus entstehen aus den Makrophagen Epitheloidzellen, die die
Membranrezeptoren (z.B. Fc-Rezeptoren) fur die Phagozytose vortibergehend
verloren haben. Sie sind durch eine grol3e sekretorische Aktivitat von abbauenden
Enzymen wie Proteasen, Elastasen, Kollagenasen und von Zytokinen
gekennzeichnet. Weiterhin bilden sie mit ihren Pseudopodien einen epithel&hnlichen
Zellwall, der den Entziindungsherd begrenzt und innerhalb dessen ein aggressives
und bakteriostatisches Mikromilieu entsteht. Mehrkernige Riesenzellen entstehen,

wenn Makrophagen zu einem Syncytium fusionieren. Zunachst entstehen
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ungeordnete Riesenzellen deren bis zu 100 Zellkerne im Zytoplasma verstreut
liegen. Spater kdnnen daraus geordnete Riesenzellen entstehen, deren Kerne in der
Peripherie als Kranz zu erkennen sind. Die Riesenzelle hat gegeniber den
mononuklearen Zellen eine geringere Phagozytoseaktivitat, aber eine 30 mal héhere
Produktion von toxischen Sauerstoffverbindungen (H,O,, O,-Radikale, ‘OH-Radikale).
Bei langerem Andauern des Entzindungsprozesses kann es durch vermehrte
Kollagensynthese der das Granulom umgebenden Fibroblasten zur bindegewebigen
Abkapselung (Fibrose) und schlie3lich nach weitgehendem Schwund von

Entziindungszellen zur Vernarbung kommen [©% 84,

2.2.2 Tuberkulose

Die Tuberkulose des Menschen wird in den meisten Fallen durch Infektion mit dem
Mycobacterium tuberculosis, wesentlich seltener durch Mycobacterium bovis und bei
immunsupprimierten Individuen durch Mycobacterium avium oder durch atypische
Mykobakterien (z.B. Mycobacterium kansasi) verursacht 31 Die minimale Infektions-
dosis ist fur diese Erreger unbekannt und wird fur Mycobacterium tuberculosis auf
eine Anzahl zwischen 5 und 200 Bakterien geschatzt *”). Die Primarinfektion erfolgt
gewohnlich durch Inhalation der Mykobakterien. Bakterienhaltige Aerosol-Tropfchen
mit einer Grol3e von bis zu 5 um erreichen die Alveolen, wo sie von Makrophagen
phagozytiert werden. Mykobakterien konnen sich in Makrophagen intrazellular
vermehren 7 1% Uper den Lymph- und Blutstrom kommt es zur Weiterverbreitung
der Bakterien in andere Lungenbezirke und in andere Organe wie z.B. Lymphknoten,
Niere und Knochen. Nur geringe Mengen bakteriellen Antigens fihren zu einer
proliferativen Wirtsreaktion mit Akkumulation von Lymphozyten und Makrophagen,
wahrend hohe Antigendosen zu einer exsudativen Wirtsreaktion mit Nekrosebildung
fuhren. Ob sich die proliferative oder die exsudative Form entwickelt hangt aber auch
von der Reaktionslage des Wirtsorganismus 27 von der Art des infizierenden
Mykobakteriums und vor allem aber auch von der betroffenen Spezies ab. Somit wird
die exsudative Form vor allem bei den groRen und kleinen Wiederk&uern und bei der
Mycobacterium bovis-Infektion des Schweines angetroffen, wahrend die proliferative
Form Uberwiegend beim Pferd und bei der Mycobacterium avium- und
Mycobacterium intrazellulare-Infektion des Schweines und Fleischfressers

[22]

beobachtet wird Die Fahigkeit des Wirtsorganismus die Infektion mit

Mykobakterien unter Kontrolle zu bekommen, basiert auf dem Aufbau einer effektiven
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zellularen Immunantwort. Die zellvermittelte Immunitat einschliel3lich der
Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzégerten Typ tritt im Wirt als Ergebnis der
T-Zell-Aktivierung auf. Die Uberempfindlichkeitsreaktion vom Spéttyp fiihrt nicht zur
Abtotung der Mikroorganismen ist aber mitverantwortlich fir Verkdsung und
Kavernenbildung. Die Verkdsung folgt den frihen exsudativen L&sionen und
entsteht, wenn dem Entzindungsgebiet direkt benachbarte Blutgefalie
thrombosieren und somit eine ischdmische Gewebsnekrose verursachen. Im
Rahmen der zellvermittelten Immunitat ist der Makrophage die Effektorzelle, welche
wiederum von der Interaktion mit T-Lymphozyten abhangig ist. Aktivierte
Makrophagen bewirken sowohl durch oxidative Mechanismen (Produktion von
Wasserstoffperoxid und Sauerstoffradikalen), als auch durch nichtoxidative
Mediatoren (hydrolytische Enzyme wie saure Phosphatase und Lysozym) eine
Abtotung der Mykobakterien 28 34,

2.2.3 Sarkoidose

Im Jahre 1899 wurde diese Erkrankung erstmals von Boeck beschrieben, als
.Benignes Sarkoid“ bezeichnet und in die Gruppe der Neoplasien eingeordnet. 1905
erkannte er, dass es sich um eine entziundliche und nicht um eine tumordse
Erkrankung handelt. In der VII Internationalen Konferenz Uber Sarkoidose und
andere granulomattése Entzindungen in New York im Jahre 1975 wurde die
Sarkoidose wie folgt definiert: Es handelt sich um eine multisystemische
granulomatdse Erkrankung unbekannter Atiologie, die v.a. Personen im zweiten bis
vierten Lebensjahrzehnt betrifft und sich in den meisten Fallen in einer hilaren
Lymphadenopathie, pulmonaren Infiltraten und Haut- oder Augenlasionen &aufliert.
Die Diagnose kann mit grof3ter Sicherheit gestellt werden, wenn Kklinisch-
rontgenologische Befunde durch die histologische Diagnose von nicht verkésten
Epitheloidzellgranulomen in mehr als einem Organ unterstiitzt werden (2%,
Gleichzeitig mussen Granulome bekannter Ursache und lokale Sarkoidreaktionen
ausgeschlossen werden. Weitere Kennzeichen der Sarkoidose sind erhéhte Serum-
ACE-Spiegel, erhOohte Absorptionsraten von radioaktivem Gallium, abnormer
Calciummetabolismus und abnorme Fluorescein-Angiographie . Als Erkrankungs-
ursache wird ein unbekanntes Agens exogener oder endogener Natur angenommen,
welches in der Lunge Alveolarmakrophagen aktiviert und alveolare T-Lymphozyten
zur Sekretion proinflammatorischer Mediatoren anregt. Mediatorvermittelt kommt es

dann zur Aktivierung benachbarter, noch ruhender Entziindungszellen und zur
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Ausbildung einer Alveolitis. Die Mediatoren der Alveolitis sind wiederum eine

notwendige Voraussetzung fir die Granulombildung ©% 8¢

. Die Symptome der
Sarkoidose werden verursacht durch granulombedingte Gewebekompressionen
sowie Organdysfunktionen durch Fibrose und Immunkomplexvaskulitis [84]

Ein der menschlichen Sarkoidose ahnliches, jedoch nicht identisches Krankheitsbild
wurde in der Veterindrmedizin nur beim Pferd beschrieben. Diese sehr selten
vorkommende, atiologisch ungeklarte generalisierte granulomatdése Entziindung
manifestiert sich typischerweise mit einer exfoliativen Dermatitis und geht mit
generalisierter Lymphadenopathie, Gewichtsverlust, Inappetenz und persistierendem

niedrigem Fieber einher 9%,

2.2.4 Toxoplasmose

Toxoplasma gondii ist ein weltweit verbreiteter, ubiquitdr vorkommender, obligat
intrazellularer Parasit, dessen Wirtsspektrum zahlreiche Séugetiere, Vogel und den
Menschen umfasst. Die Katze ist der einzige Endwirt flr Toxoplasma gondii; sexuelle
und asexuelle Vermehrung der Protozooen finden im felinen Darmepithel statt. Die
Oozysten werden dann mit dem Kot ausgeschieden. Zwischenwirte infizieren sich
durch die Ingestion sporulierter mit dem Katzenkot ausgeschiedener Oozysten oder
durch die Aufnahme von zystenhaltigem ungekochtem Fleisch. Nach der Aufnahme
von Zysten oder Oozysten dringen die Sporozoiten in die Darmmukosa ein und
werden dann mittels Blutstrom oder Lymphe in alle Gewebe verbreitet. In allen
kernhaltigen Zellen kommt es zu einer raschen Vermehrung des als Tachyzoit
bezeichneten Parasitenstadiums. Wahrend die Tachyzoiten hauptsachlich in der
Lunge lokalisiert sind, finden sich die ca. 7 Tage nach der Infektion durch langsame
Vermehrung entstandenen Bradyzoiten bevorzugt in Gehirn, Herz- und
Skelettmuskulatur, wobei es zur Formierung von Zysten kommt, welche Tausende
von Parasiten enthalten Y. Der Krankheitsverlauf ist stark variabel und hangt von
einer grolBen Anzahl von Wirtsfaktoren, wie z.B. genetischen Faktoren und
Immunstatus, aber auch vom Infektionsweg sowie der Pathogenitat des Parasiten
und der Art des infizierenden Parasitenstadiums ab ***!. Die Toxoplasmose-Infektion
des Menschen verlauft gewoOhnlich asymptomatisch aufgrund einer effektiven
Immunantwort, die sich aus Antikoérperbildung, T-Zellaktivierung und
Zytokinfreisetzung sowie einer erregerresorbierenden kleinherdig-granulomatdsen
Entziindungsreaktion zusammensetzt. Lediglich in 15-20% der Falle kommt es in der
akuten Phase der Erkrankung =zu milden klinischen Symptomen wie
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Lymphadenopathie, Asthenie und moderatem Fieber. Im Gegensatz dazu kommt es
bei immundefizienten Patienten zu einer Destruktion des Wirtsgewebes mit
Manifestationen, die Pneumonie, Myokarditis und nekrotisierende Encephalitis

umfassen 1 33 45 116]

2.2.5 Expression von ACE in granulomatdsen Entziindungen

Die ersten Beobachtungen einer erhohten ACE-Aktivitat im Serum von

(72 194 und Hinman ©°,

Sarkoidosepatienten stammten von Liebermann "%, Silverstein
Mittels immunhistochemischer Untersuchungen konnte eine grofRe Anzahl ACE-
positiver Zellen in Sarkoidosegranulomen festgestellt werden, was darauf schliel3en
lie3, dass diese aktiv ACE synthetisieren und somit fur die erhdhten Blutspiegel
verantwortlich sind % 1% Mittels ACE-mRNA-Bestimmung und Vergleich mit dem
Granulomvolumen konnte die Theorie, dass die ACE-Serumaktivitat die Birde des
Korpers an Granulomen reflektiert, bestétigt werden. Der starke Anstieg von ACE-
spezifischer mRNA war sowohl auf eine groRere Anzahl von Granulomen und in
geringerem Male wohl auch auf einen hoheren Aktivitatsgrad der in die
Granulomformierung einbezogenen Makrophagen und Epitheloidzellen zuriickzu-

fiihren 1% 49

Mit zunehmender Krankheitsdauer fallen die ACE-Serumspiegel
generell ab, was einerseits auf eine Abnahme der Granulommasse und andererseits
auf eine Zunahme der Fibrosierung zurtickgefiihrt wird. Die Existenz eines Rezeptors
fur Ang Il auf Makrophagen wurde aufgrund von Rezeptorbindungsversuchen
vermutet und konnte durch Ergebnisse von Reverser-Transkriptase-PCR
(polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion) gestitzt werden. Anstiege
der Transkriptionsrate des Ang lI-Rezeptorgens konnten bei Patienten mit aktiver
Sarkoidose, nicht jedoch bei Patienten mit inaktiver Sarkoidose oder bei gesunden
Patienten beobachtet werden . Es fehlt jedoch eine Beziehung zwischen erhhtem
ACE-Serumgehalt und dem rdntgenologisch diagnostizierten Erkrankungsstadium,
was die Bestimmung des Serum-ACE als Prognosefaktor ungeeignet erscheinen laft
[74. 1021 " Opwohl die Epitheloidzellen bei Sarkoidose denen anderer granulomatoser
Entziindungen morphologisch sehr &hnlich sind, konnte Silverstein *°! keine erh6hte
ACE-Aktivitat in tuberkulés veranderten Lymphknoten beobachten; auch waren die
ACE-Serumspiegel bei Tuberkulosepatienten deutlich niedriger als bei Sarkoidose-
patienten, was die Ergebnisse von Liebermann [? bestatigt. Zu dem Ergebnis, dass

die granulomatésen Entziindungen in ACE-bildend (wie z.B. Berylliose, Silikose,
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Asbestose und Sarkoidose) und nicht-ACE-bildend (Tuberkulose) eingeteilt werden
konnten, kam auch Allen . Dahingegen stellte Mayr " bei 5-6% der an
Tuberkulose und anderen granulomatésen Entziindungen leidenden Patienten eine
erhohte ACE-Serumaktivitat fest. Bei Patienten mit Fremdkdrpergranulomen war das
Serum-ACE ebenfalls deutlich erhoht 3. Grundsatzlich muss jedoch beachtet
werden, dass die ACE-Serumspiegel in einigen Fallen weder die wahre zellulare,
noch die wahre plasmatische ACE-Konzentration wiederspiegeln. Abhangig von der
Messmethode kénnen falsch hohe plasmatische Werte z.B. bei Anwesenheit anderer
Serumpeptidasen, falsch niedrige Werte bei Anwesenheit endogener oder

(91 welche biologische Funktion ACE im

pharmakologischer Inhibitoren entstehen
Rahmen granulomatdser Entziindungen tbernimmt, ist nicht geklart. Nachgewiesen
werden konnte jedoch eine Forderung der Chemotaxis und Phagozytoseaktivitat
mononuklearer Zellen M. AuRerdem greift ACE in den Entzindungsprozess ein,
indem es die regulatorisch wirksamen Peptide Bradykinin und Substance P
hydrolysiert, welche eine wichtige Rolle bei entziindlichen und immunologischen
Reaktionen spielen, die z.B. lymphozytare Proliferation, neutrophile Chemotaxis,
Phagozytose und die Freisetzung von Mediatoren umfassen 201 \weiterhin reguliert
ACE durch seine vasokonstriktorische Wirkung die hyperamische Reaktion und die

kapillare Permeabilitat im Entziindungsgebiet > 1291,



Eigene Untersuchungen 13

3 Eigene Untersuchungen

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Untersuchungsmaterial

Bei dem zu untersuchenden Material handelte es sich um formalinfixiertes und in
Paraffin eingebettetes Gewebe, enthommen von Patienten mit Tuberkulose,
Sarkoidose, Toxoplasmose, Fremdkoérpergranulomen oder  Sonderformen
granulomatdser Erkrankungen sowie um Normalgewebe und Gewebe mit
granulomatdsen Entziindungen unterschiedlicher Atiologie verschiedener Tierarten.
Die Sonderfalle granulomatdser Entzindungen des Menschen wurden freund-
licherweise von Herrn Prof. Dr. Metze, Departamento de Anatomia Patoldgica,
Universidade Estadual de Campinas aus Brasilien zur Verfigung gestellt. Das
gesamte Ubrige Material stammte aus den Asservaten der Institute flr Veterinar-
Pathologie und Pathologie der Justus-Liebig-Universitat Gief3en und rekrutierte sich
aus dem diagnostischen Eingang der letzten zehn Jahre. Die Vorauswahl des
Materials wurde anhand vorliegender klinischer Befunde, Diagnosen der
histologischen Routinediagnostik sowie Spezialuntersuchungen, wie Ziehl-Neelsen-
Farbung und Anzichtung von Mykobakterien getroffen. Dies geschah mit der
freundlichen Unterstitzung von Herrn Prof. Dr. Velcovsky, Abteilung flr
Pneumonologie der JLU Giel3en. Die endgultige Auswahl erfolgte durch erneute
Beurteilung eines Hamatoxylin-Eosin (HE)—gefarbten Paraffinschnittes.

3111 Gewebe vom Menschen

Insgesamt wurden 41 Falle von Tuberkulose, 29 Félle von Sarkoidose, 30 Félle von
Toxoplasmose, 14 Fremdkorpergranulome und 22 Falle sonstiger granulomatdser
Entzindungen untersucht. Die Falle sonstiger granulomatéser Entzindungen
gliederten sich auf in 10 Falle von Blastomykose, 9 Félle von Morbus Hansen, 2 Félle
von Histiozytose bei Aidspatienten und einen Fall von Schistosomiasis.

3.1.1.2 Gewebe vom Tier

Die Testung der Antikdrperklone CG1, CG2, CG3, CG4, CG5 und 5F1 sowie CD31
und KP1 erfolgte am Gewebematerial folgender 21 Tierarten: Menschenaffe, Hund,

Katze, Panther, Leopard, Schwein, Wildschwein, Schaf, Ziege, Reh, Rind, Pferd,
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Hamster, Maus, Ratte, Meerschweinchen, Kaninchen, Gdurteltier, Igel, Schildkrote
und Vogel.

Um die ACE-Expression in den Blutgeféaf3en verschiedener Tierarten zu studieren,
wurden Immunfarbungen an Geweben von 2 Affen, 18 Hunden, 14 Katzen, einem
Lowen, einem Panther, einem Leoparden und 3 Kaninchen durchgefuhrt. Die
entnommenen Proben stammten von folgenden Organen: Lunge, Leber, Niere,
Magen, Darm, Gehirn, Milz, Lymphknoten, Haut und Skelettmuskulatur, wobei jedoch
nicht bei jedem Tier Proben aller Organe vorhanden waren.

Die ACE-Expression in granulomatdésen Entziindungen von Tieren wurden anhand
der Tuberkuloseinfektion eines Menschenaffen, eines Hundes, sechs Katzen, eines
Loéwen, eines Panthers, eines Leoparden, der Lungenmykose eines Kaninchens und

der granulomatosen Fremdkorperreaktionen von zehn Hunden untersucht.

3.1.2 Methoden

3.1.2.1  Schnittpraparate und HE-Farbung

Die Paraffinschnitte wurden mit einem Schlittenmikrotom (Jung SM 2000 R. Leica,
Nussloch) in einer Schnittdicke von ca. 5 pm angefertigt. Zum Glatten der Schnitte
wurden diese in ein mit ca. 48°C warmem Aqua dest. gefllltes Wasserbad
eingebracht und nach wenigen Minuten auf Superfrostobjekttrager (Menzel,
Braunschweig) aufgezogen. Das Trocknen der Schnitte erfolgte flr 24 Stunden in
einem Brutschrank (BE 400, Memmert, Schwabach). Bis zur immunhistologischen
Farbung wurden die Schnitte bei Raumtemperatur aufbewahrt. Fur die HE-Farbung
wurden die Schnitte fir 10 Minuten in Xylol entparaffiniert, im Anschlufd fur jeweils 3
Minuten in Alkohol absteigender Konzentration (100%, 96%, 70%, 50%, 30%)
gestellt und danach fir ebenfalls 3 Minuten mit Aqua dest. gespilt. Anschlief3end
wurden sie fur 7 Minuten in Hamalaunlésung (Ansatz s. S. 105) gefarbt, fur 10
Minuten mit Leitungswasser gespult und dann fur 4 Minuten in Eosinldsung (Ansatz
s. S. 105) gegengefarbt. Daraufhin wurden sie jeweils fir 3 Minuten in Alkohol
aufsteigender Konzentration (30%, 50%, 70%, 96%, 100%) gestellt. Zuletzt erfolgte
eine Spulung in Xylol fir 3 Minuten, danach wurden die Schnitte mit Diatex

eingedeckt.
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3.1.2.2 APAAP-Methode und monoklonale Antikorper

3.1.2.2.1 Prinzip

Der erste immunhistologische Reaktionsschritt ist der zwischen dem von der Maus
stammenden mAKk und dem Zielepitop des entsprechenden Antigens in dem zu
untersuchenden Gewebe. Ein danach im Uberschuss aufgebrachter, vom Kaninchen
stammender polyklonaler Antikorper (Link) stellt eine Bricke zwischen dem
Primarantikorper und dem APAAP-Komplex her (Schema 1). Der APAAP-Komplex
besteht zum einen aus einem von der Maus stammenden und gegen Alkalische
Phosphatase gerichteten mAk und zum anderen aus l6slichen Komplexen der aus
Kalberdarm gewonnenen Alkalischen Phosphatase. Die Alkalische Phosphatase
hydrolysiert dann das Substrat Naphthol AS-Bl-phosphat zu Phenolkomponenten
und Phosphaten. Die Phenole reagieren mit dem Chromogen Neufuchsin zu einem
unldslichen roten Azofarbstoff. Die wiederholte Applikation des Link und des APAAP-
Komplexes bringt zusatzliche Enzymmolekile an die Antigenbindungsstelle und
bewirkt dadurch eine intensivere Farbreaktion. Die Zugabe von Levamisol zur

Substratlosung dient der Blockade der endogenen Alkalischen Phosphatase 18]

. . Alkalische Phosphatase
\ / APAAP-Komplex
Monoklonaler Sekundarantikérper
der Maus gegen Alkalische Phosphatase

Briickenantikérper (Link) des
Kaninchens gegen Maus-Ig

Monoklonaler Primarantikorper der
Maus gegen Gewebeantigen

Gewebeantigen

Schema 1: Schema der Enzym-Immunkomplex-Methode nach dem APAAP-Prinzip (in
Anlehnung an Handbuch Il immunchemischer Farbemethoden, S. 24, DAKO,
Hamburg,1989)

3.1.2.2.2 Vorbehandlung der Schnittpraparate

Die Schnitte wurden zundchst 10 Minuten in Xylol entparaffiniert, dann jeweils 10
Minuten in Aceton und einem Aceton-Tris-Waschpuffer-Gemisch (1 Vol : 1 Vol) in-

kubiert und abschlielend einmal mit Tris-Waschpuffer (Ansatz s. S. 104) gespililt.
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3.1.2.2.3 Antigen-Retrieval

Durch Hitzebehandlung der Paraffinschnitte mit Hilfe von Mikrowellenbestrahlung in
einem Haushaltsmikrowellengerat kann bei den meisten Antikdrpern eine deutlich
verbesserte Immunreaktivitat erzielt werden ™. Dies beruht auf der Denaturierung
bestimmter Proteine, die die Zielepitope verwendeter AntikOrper besetzt halten.
Durch die Hitzeeinwirkung wird deren Polypeptidgerist gespalten und die durch die
Formalinfixierung entstandenen Querverbindungen gel6st. Hierfur ist es jedoch
notwendig, dass die Erhitzung nicht in trockenem Zustand erfolgt, da viele Protein-
spezies, solange sie nicht hydratisiert sind, gegentber Hitzedenaturierung resistent
sind (8%,

Spezielle Kunststoff-Mikrowellen-Kilvetten wurden mit je 8 Objekttragern bestuckt
und mit kurz zuvor angesetztem Citratpuffer (Ansatz s. S. 105) schnittbedeckend
gefullt. In nicht vollstandig besetzte Klivetten wurden Leerobjekttrager hinzugesteckt,
um standardisierte Bedingungen zu erhalten. Die Kulvetten wurden auf dem
Drehteller des Mikrowellenofens in einem Kreis aufgestellt. Um konstante
Voraussetzungen fur die Farbung zu schaffen, wurde immer die gleiche Anzahl an
Kavetten (n=8) verwendet. Die Inkubation in der Mikrowelle erfolgte bei 600 Watt fur
5 mal 5 Minuten, wobei jeweils nach Ablauf von 5 Minuten der durch Verdunstung
und Siedeverzug entstandene Flussigkeitsverlust durch Auffullen mit Citratpuffer
wieder ausgeglichen wurde. Im Anschluf3 an die Mikrowellenbehandlung wurden die
Schnitte 3mal in Tris-Waschpuffer gespuilt.

3.1.2.24 Verwendete Antikdrper

3.1.2.24.1 Priméarantikorper

Anti-CD 143 (CG 2):

Zur Beurteilung der ACE-Expression in granulomattsen Entziindungen bei Mensch
und Tier sowie der endothelialen ACE-Verteilung im Blutgefal3system gesunder
Individuen verschiedener Tierarten wurde der AntikGrper CG2/1193-36-18 (BMA,
Augst, Schweiz) eingesetzt. Der von der Maus stammende mAk vom Ig G1-Typ ist
gegen humanes ACE gerichtet *¥, das in dominierender Weise von kleinen Arterien
und Arteriolen, nicht jedoch von kleinen oder grof3en Venen und ebenfalls nicht von

Endothelzellen in der Niere des Menschen exprimiert wird [6] 'Eine Reaktion dieses
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Antikorpers auch mit ACE anderer Spezies, wurde bisher nicht gepruft. Der

Antikdrper wurde in einer Verdinnung von 1:50 eingesetzt.

Anti-CD 143 (CG1, CG3, CG4, CG5):

Diese ebenfalls gegen humanes ACE der Niere gerichteten, von der Maus
stammenden mAKk sind nicht kommerziell erhéltlich und wurden freundlicherweise
von Herrn Dr. H. Towbin (Novartis, Basel, Schweiz) zur Verfiigung gestellt. Sie wur-

den jeweils in einer Verdiinnung von 1:50 eingesetzt.

Anti-CD 143 (5F1):
Dieser gegen humanes ACE der Lunge gerichtete, von der Maus stammende mAKk
wurde von Herrn Dr. S. M. Danilov (UIC, Chicago, USA) zur Verfugung gestellt. Er

wurde 1:50 verdunnt.

Anti-CD 68 (KP 1):

Um Lage, Art und Anzahl der Makrophagen, Epitheloidzellen und Riesenzellen
immunhistologisch zu vergleichen, wurde der Anti-Human-Makrophagen-Antikdrper
KP1 verwendet. Dieser erkennt ein transmembranes Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von ca. 110 kDa, wie es von Makrophagen aus einer Vielzahl von
Geweben wie z.B. der roten Milzpulpa, der Leber, der Lamina propria des Darmes
und vom Knochenmark exprimiert wird und als CD 68 klassifiziert ist. Dieser
Antikoérper wurde in einer Verdiinnung von 1:50 eingesetzt und von der Firma DAKO,
Hamburg bezogen.

Anti-CD 31 (JC/70A):

Der monoklonale Maus-anti-Humanendothel-Antikérper JC/70A (DAKO) reagiert mit
einem 100 kDa Glykoprotein, welches von allen Endothelzellen exprimiert wird sowie
mit einem 130 kDa Glykoprotein, welches von Thrombozyten exprimiert wird und als
CD 31 klassifiziert ist. Dieser AntikOrper wurde eingesetzt, um eine Aussage Uber die
Anzahl der GefalRe im Entzindungsgebiet zu treffen und um die vaskularen
Strukturen in unterschiedlichen Organen verschiedener Tierspezies unter physiolo-
gischen Bedingungen beurteilen zu kénnen. Seine Verdiunnung betrug 1:50.
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Negativkontrolle (MR12/53):
Der gegen Kaninchen-lg gerichtete Maus-Antikorper (DAKO) wurde als Negativ-
kontrolle eingesetzt; die Verdiinnung betrug 1:50.

3.1.2.24.2 Bruckenantikorper

Als Bruckenantikdrper wurde fur alle Primarantikorper ein polyklonales Kaninchen-
anti-Maus-Immunglobulin (DAKO) in einer Verdinnung 1:40 verwendet. Er fungiert
als Briucke zwischen dem von der Maus stammenden Primé&rantikdrper und dem

ebenfalls von der Maus stammenden APAAP-Komplex.

3.1.2.24.3 Detektionssystem

Als Detektionssystem wurde fur alle Schnitte der 1:50 verdiinnte APAAP-Komplex
(DAKO) eingesetzt, welcher Alkalische Phosphatase und mAk gegen Alkalische

Phosphatase beinhaltet.

3.1.2.25 Inkubation der Antikorper

3.1.2.25.1 Primarantikorper

Der jeweilige Antikdrper wurde in RPMI-L6sung (Ansatz s. S. 104) verdinnt. Um ein
Abfliel3en des Antikdrpers zu verhindern, wurden die Objekttrager auf ihrer Rickseite
und auf der Vorderseite rings um den Schnitt mit Papiertichern abgetrocknet. Auf
jeden Objekttrager wurden 120 pl Antikdrperldsung pipettiert, gleichm&Rig tUber den
Schnitt verteilt und fir 30 Minuten in horizontaler Lage bei Zimmertemperatur
inkubiert. Danach wurden die Objekttrager in Glaskuvetten gefullt und 3mal mit Tris-

Waschpuffer (Ansatz s. S. 104) gespuilt.

3.1.2.25.2 Brickenantikdrper

Der Brickenantikorper wurde ebenfalls mit RPMI-Losung verdinnt. Nach Abtrocknen
der Objekttrager wurden 120 pl der Verdinnung auf die Schnitte aufgebracht und 30
Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Anschliel3end erfolgte ein 3maliges Spulen
mit Tris-Waschpuffer.

Bei der immunhistologischen Farbung von Kaninchengewebe wurde dem RPMI des
Briicken-Antikdrpers Kaninchenserum zugefigt, um die Kreuzreaktivitat des
Antikérpers mit Serumproteinen des Kaninchens zu unterdriicken und somit eine

unspezifische Hintergrundreaktion zu vermeiden.
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3.1.2.25.3 Detektionsantikorper

Auch der APAAP-Komplex wurde in RPMI-L6sung verdinnt. Nach Abtrocknen der
Objekttrager wurden 120 ul der Verdiinnung auf die Schnitte aufgebracht und fur 30
Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Anschliel3end erfolgte ein 3maliges Spulen
mit Tris-Waschpuffer.

3.1.2.254 Bruckenantikorper

Die Arbeitsschritte der Zweitinkubation des Brickenantikérpers glichen denen der
Erstinkubation; die Inkubationszeit betrug jedoch nur 10 Minuten. Nach der

Inkubation wurden die Objekttrager 3 mal mit Tris-Waschpuffer gespdlt.

3.1.2.255 Detektionsantikorper

Fur die Zweitinkubation des Detektionsantikdrpers galt das gleiche wie fir die des
Bruckenantikdrpers jedoch wurde nach der Inkubation 8 mal mit Tris-Waschpuffer
gespuilt.

3.1.2.2.6 Entwicklung, Gegenfarbung und Eindecken

Entwicklung:

Jeweils 10-12 Objekttrager wurden in Glaskivetten gestellt und die Kivetten mit der
Entwicklerlosung (Ansatz s. S. 106) schnittbedeckend gefillt. Die Klvetten wurden
dann fur 25 Minuten auf einem Schittler (Swip KL2. E. Buhler. Bodelshausen) (120-
140/ Min) gestellt. Nach Abschlu3 der Entwicklung wurden die Objekttrager mit
Leitungswasser gespult.

Hamalaun-Gegenfarbung:

Die Gegenfarbung erfolgte durch Eintauchen der Objekttrager fir 2 Minuten in
Hamalaunlosung. Danach wurden die Schnitte 3mal mit Leitungswasser gespilt, um
Uberschissiges Hamalaun zu entfernen.

Eindecken:

Das Eindecken der gefarbten Schnitte erfolgte mittels Glyceringelatine (Glycerol,
DAKO) und handelsublichen Deckglasern der Grofie des jeweiligen Schnittes
entsprechend. Zunachst wurde die Glyceringelatine in einem Wasserbad auf einer
Heizplatte bei 75°C verflussigt, dann auf jeden Schnitt ein Tropfen aufgetropft und

ein Deckglaschen vorsichtig luftblasenfrei aufgedrtickt.
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3.1.2.3  Auswertung der immunhistologischen Untersuchungen

3.1.2.3.1 Gewebereaktionen beim Menschen

Die granulomatdsen Entziindungen Sarkoidose, Tuberkulose und Toxoplasmose des
Menschen wurden zunéchst nach morphologischen Kriterien beurteilt. Hierbei
wurden Anzahl, Grolle und Form der Granulome, Anzahl und Form der
Epitheloidzellen, Anzahl der Riesenzellen (geordnete und ungeordnete sowie
Riesenzellen insgesamt), Anzahl der einzeln, in Gruppen und in Granulomen
liegenden Makrophagen, der Endothelien und der Lymphozyten sowie Quantitat und
Art der Nekrosen bzw. Fibrose beachtet. Eine exakte Erkennung und Beurteilung der
obengenannten Strukturen wurde durch den parallelen Einsatz des Endothelmarkers
Anti-CD 31 (Klon JC 70A) und des Makrophagenmarkers Anti-CD 68 (Klon KP1)
gewéhrleistet. Bei der semiquantitativen lichtmikroskopischen Auswertung wurden
die morphologischen Kriterien mit 0, 1, 2 oder 3 entsprechend einer einfachen
kategorischen Rangfolge bewertet. Die Definitionen dieser Zahlen kdénnen Tab. 1
entnommen werden. Die zelltyp- und zellformationsspezifische ACE-Expression der
am Bild der granulomattsen Entztindung beteiligten Zellen wurde unter Verwendung
der Klone CG1, CG2 und CG4 beurteilt. Hierbei wurde die Immunreaktivitat der
einzeln, in Gruppen und in Granulomen liegenden Makrophagen, der spindel-
formigen und polygonalen Epitheloidzellen, der geordneten und ungeordneten
Riesenzellen sowie der Endothelzellen, der Lymphozyten und der Fibroblasten z.B.
mit 3 bewertet, wenn eine starke ACE-Expression vorlag. Der Wert 2 entsprach einer
mafiigen, der Wert 1 einer geringen ACE-Expression. Mit 0 wurde eine fehlende
Immunreaktivitat gewertet, die dem Resultat der Negativkontrolle (MR12/53)

entsprach.
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Definition

Scorewerte
Auswertungskriterien 0 1 2 3
keine gering mafig hoch
Anzahl
0 1-2 (1-4) 3-12 (5-12) >12
Granulome klein mittelgroR groR
GrolRe -
<150 pm 150-500 pm >500 um
Form - rund unregelmanig landkartenartig
keine gering mafig hoch
Epitheloid- Anzahl
0 1-14 (1-9) 15-40 (10-20) >40 (>20)
zellen
Form spindelférmig polygonal - -
keine gering mafig hoch
Anzahl gesamt
Riesen- 0 1-2 35 >5
zellen Anzahl geordnet keine gering maRig hoch
Anzahl ungeordnet keine gering mafig hoch
keine gering mafig hoch
Anzahl einzeln
0 1-5 6-20 (6-15) >20 (>15)
Makro- keine gering mafig hoch
Anzahl in Gruppen
phagen 0 1-4 5-9 >9
keine gering mafig hoch
Anzahl in Granulomen
0 <33,3% 33,3-66,6% >66,6%
keine gering mafig hoch
Endothelien Anzahl
0 1-5 6-9 >9
Lympho- keine gering mafig hoch
Anzahl
zyten 0 1-9 10-30 >30
Quantitat keine gering maniig ausgepragt
Nekrosen
Art strukturiert unstrukturiert - -
Quantitat keine gering maiig ausgepragt
Fibrose
Art zellreich zellarm - -
Zelltyp- und zellformationsspezifische . . L .
o keine gering mafig ausgepragt
Immunreaktivitat

Tabelle 1: Auswertungskriterien der analysierten Gewebeproben granulomatdser
Entziindungen.
Anzahl, Gro3e und Form der Granulome wurden anhand der 4er-Objektivvergréf3erung
beurteilt; die Bewertung der Ubrigen Kriterien erfolgte anhand der 40er-Objektiv-
vergroRerung. In der Tabelle sind die den Scorewerten entsprechenden Zahlen bei
Sarkoidose und Tuberkulose (bzw. bei Toxoplasmose: Wert in Klammern) jeweils bezogen

auf ein Gesichtsfeld angegeben.
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3.1.2.3.2 Gewebereaktionen bei Tieren

3.1.2.3.21 Testung der Antikorper

Um zu Uberprifen ob die gegen humanes ACE gerichteten Antikdrperklone CG1,
CG2, CG3, CG4, CG5 und 5F1 auch die ACE-Formen verschiedener Tierarten
erkennen, wurden am Gewebematerial 21 verschiedener Tierarten APAAP-
Farbungen durchgefiihrt. Ebenso wurde mit dem Endothelmarker JC/70A und dem
Makrophagenmarker KP1 verfahren. Bei der mikroskopischen Auswertung wurde
eine positive Immunreaktion mit +, eine fehlende Immunreaktion mit — bewertet,

wobei die Starke der Expression unbericksichtigt blieb.

3.1.2.3.2.2 Vaskulare ACE-Verteilung bei verschiedenen Tierspezies

Fur die Tierarten, deren ACE von den getesteten Antikérperklonen erkannt wurde
(Menschenaffe, Hund, Katze, LOowe, Kaninchen), wurde eine Kartierung der
Vaskularisation der Organe Leber, Lunge und Niere in Bezug auf die ACE-
Expression vorgenommen.

Dabei wurde das Gefal3system der Leber in folgende Gefalabschnitte unterteilt: GA=
grol3e Arterien, MA= mittlere Arterien, KA= Kkleine Arterien, GPA= grolie
Portalarterien, GPV= grol3e Portalvenen, KPA= kleine Portalarterien, KPV= kleine
Portalvenen, Sl= Sinusoide, ZV= Zentralvenen und GV= grol3e Venen.

Die Vaskularisation der Lunge wurde wie folgt gegliedert: GPA= grolie
Pulmonalarterien, MPA= mittlere Pulmonalarterien, KPA= kleine Pulmonalarterien,
AKP= Alveolarkapillaren, BKP= Bronchialkapillaren, KAV= kleine Alveolarvenen,
KPV= kleine Pulmonalvenen, MPV= mittlere Pulmonalvenen und GPV= grolie
Pulmonalvenen.

Die analysierten Geféal3abschnitte in der Niere waren: GA= grof3e Arterien, MA=
mittlere Arterien, KA= kleine Arterien, VA/VE= Vas afferens/Vas efferens, GKP=
Glomerularkapillaren, IKP=interstitielle Kapillaren, KV= kleine Venen, MV= mittlere
Venen und GV= grol3e Venen.

Die Starke der Immunreaktion wurde wie folgt bewertet: - = keine Immunreaktion,
(+)= sehr geringe Immunreaktion, += geringe Immunreaktion, ++= malfig starke
Immunreaktion und +++= starke Immunreaktion. Zeigten die Individuen einer Tierart
voneinander abweichende Ergebnisse der Immunreaktion, so wurde in die Tabelle

die Expressionsstarke eingetragen, die bei den meisten Individuen beobachtet
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wurde. Gleichzeitig wurde diese, innerhalb einer Tierart vorkommende Heterogenitat

gekennzeichnet.

3.1.2.4  Datenverarbeitung und Statistik

Die beziglich der Morphologie und ACE-Expression unterschiedlicher Zelltypen und
Zellformationen in den granulomatdsen Entziindungen Sarkoidose, Tuberkulose und
Toxoplasmose des Menschen erhobenen Daten wurden mittels des
Statistikprogrammes SPSS 8.0 fur Windows® analysiert. Es wurden die
morphologischen und immunhistologischen Kriterien erfasst, die Expressionsstarken
verschiedener Zelltypen und Zellformationen untereinander und gegeneinander
korreliert, wobei der Korrelationskoeffizient nach Spearman Uber Richtung und
Starke der jeweiligen Korrelationen Auskunft gab. Das Signifikanzniveau wurde
mittels des CHI-Quadrat-Tests nach Pearson bestimmt. Korrelationen mit einem
Signifikanzniveau unter 5% sind in den Tabellen mit einem 1, solche mit einem
Signifikanzniveau unter 1% mit 11 und solche unter 0,1% mit 1 1 1 gekennzeichnet.
Inverse Korrelationen werden entsprechend des Signifikanzniveaus mit |, || bzw.
111 angegeben. Bei Fallen mit einer erwarteten Haufigkeit von unter 5 wurde der
Fisher-Exakt-Test verwandt. Die S&ulendiagramme wurden mittels Microsoft Excel
97 fir Windows® erstellt. Die statistischen Analysen wurden unter der Betreuung von
Herrn Dr. F.E. Franke, Institut fir Pathologie der JLU GielRen und der Co-Betreuung

von Herrn Dr. E. Eichner, Mathematisches Institut der JLU Giel3en durchgefihrt.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 ACE (CD143) in granulomatdsen Entztindungen beim Menschen

Zunachst wurden die charakteristischen morphologischen Kriterien der Sarkoidose,
der Tuberkulose und der Toxoplasmose untersucht. Die ermittelten Daten gaben
einerseits Auskunft (ber zellulare und gewebliche Besonderheiten dieser
granulomatdésen Erkrankungen, andererseits konnte Umfang und Auspragung der
ACE-Expression direkt verglichen werden. Dieser Vergleich stitzt sich ebenso wie
alle angegebenen Zahlenwerte auf den kommerziell erhaltlichen anti-ACE mAk CG2.
Abgesehen von geringen Unterschieden in der Affinitdt zu ihren Epitopen an
formalinfixiertem Paraffinmaterial ergaben die mAk CG1 und CG4 in den Zellen des
makrophagozytaren Systems und granulomatésen Entziindungen des Menschen ein

identisches immunhistologisches Reaktionsmuster.

3.211 Sarkoidose

3.2.1.11 Morphologische Kriterien

In 64,3% der Sarkoidosefalle waren Granulome im histologischen Schnittpraparat
zahlreich vertreten, nur 7,1% der Falle (2 von 29) wiesen wenige Granulome auf. Die
Mehrzahl der Granulome (59,3%) waren von mittlerer Grof3e (150-500 um), 37%
waren kleiner als 150 pum. Die Granulome waren zumeist unregelmafig geformt
(77,8%), wobei Uberwiegend sowohl rundliche, als auch landkartenartige Granulome
in jeweils 11,1% der Féalle (3 von 29) angetroffen wurden. In knapp der Halfte (48,1%)
wurden in maiiger Anzahl Epitheloidzellen angetroffen, wobei es sich bei 76% um
grol3leibige, polygonale und in 24% um spindelférmige Epitheloidzellen handelte. Die
Anzahl der Riesenzellen variierte sehr stark: In 35,7% der Falle waren Riesenzellen
zahlreich, in 25% in maliger Anzahl, in 17,9% in geringer Anzahl und in 21,4%
Uberhaupt nicht vertreten. Nahezu gleich haufig waren Riesenzellen des geordneten
und des ungeordneten Typs nachweisbar. In 57,1% der Sarkoidosen fehlten einzeln
liegende Makrophagen vollkommen und in keinem Fall wurden sie zahlreich
gefunden. Mit 64,3% wiesen die meisten Praparate nur wenige in Gruppen liegende
Makrophagen auf, im Gegensatz dazu aber mit 85,7% zahlreiche in Granulomen

organisierte Makrophagen. In knapp der Halfte der histologischen Schnittpraparate
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(44,4%) wurden perigranulomatds zahlreiche Endothelien angetroffen. Die Anzahl
der Lymphozyten war in 62,5% der Sarkoidosegewebe gering. Nur ein einziger der
29 Sarkoidosefélle wies Nekrosen auf. Die Starke der entzindungsumgebenden
Fibrose variierte stark. Eine Fibrosierung fehlte in 32,1% der Falle tberhaupt und war
in der Uberwiegenden Anzahl der Gewebeproben (78,9%) von zellarmer und

faserreicher Struktur.

3.2.1.1.2 Korrelation morphologischer Kriterien untereinander

In Tab. 2 sind die Ergebnisse dieser Untersuchung zusammengefasst.

Mit zunehmender Anzahl nachweisbarer Granulome waren quantitativ sowohl
Epitheloidzellen (r=0,427*, p=0,026, n=27), als auch in Granulomen organisierte
Makrophagen (r=0,638**, p<0,001, n=28) vermehrt nachzuweisen, quantitativ ver-
mindert aber einzeln liegende Makrophagen (r=-0,385* p=0,043, n=28). Im
Gegensatz hierzu zeigten GroRe und Form der Granulome keine quantitativen
Abhéangigkeiten von der Anzahl der Epitheloidzellen oder der Position der
Makrophagen, jedoch korrelierten beide Kriterien qualitativ mit dem Nachweis grof3-
leibiger polygonaler Epitheloidzellen. Das heif3t, je grof3er oder unregelmafiiger die
Granulome waren, desto haufiger wurde dieser Epitheloidzelltyp angetroffen
(r=0,410*, p=0,047, n=24). Der spindelférmige Epitheloidzelltyp war dagegen
signifikant haufiger mit einer ausgepragten Fibrosereaktion verbunden (r=0,597,
p=0,002, n=25), ebenso der Nachweis kleinerer Granulomformen (r=-0,412*,
p=0,033, n=27).

Dartiber hinausgehend waren keine weiteren moglichen Einflul3faktoren (z.B.
Lymphozyten oder Endothelien) und keine weiteren Gewebsreaktionen (z.B. Fibrose
oder Nekrose) signifikant korreliert. Auffallig war allerdings noch die gewebliche
Position der Makrophagen: Je mehr einzeln liegende Makrophagen nachweisbar
waren, desto haufiger waren auch in kleinen Gruppen liegende Makrophagen
anzutreffen (r=0,666* p<0,001, n=28); die Anzahl der in Granulomen liegenden
Makrophagen korrelierte jedoch negativ dazu (r=0,622*, p<0,001, n=28). Die
Anzahlen geordneter und ungeordneter Riesenzellen zeigten statistisch zahlenmafig
keine Abhangigkeiten voneinander (r=0,336, p=0,101, n=25), korrelierten jeweils
aber positiv mit der Gesamtzahl nachweisbarer Riesenzellen (r=0,777** bzw.
r=0,740**, p<0,001, n=25).
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3.2.1.1.3 Einfluss morphologischer Kriterien auf die ACE (CD143)-Expression
verschiedener Zelltypen

Tab. 3 gibt einen Uberblick liber die analysierten Faktorbeziehungen.

Die Immunreaktivitat der verschiedenen mAk und die Besonderheiten bei Sarkoidose
illustriert Abb. 1 an einigen Beispielen. Mit zunehmender Anzahl und GroR3e der
Granulome konnte eine starkere ACE-Expression der polygonalen Epitheloidzellen
(r=0,527*, p=0,017, n=20) beobachtet werden; die Expression ubriger Makrophagen,
der spindelférmigen Epitheloidzellen sowie der geordneten und ungeordneten
Riesenzellen war hiervon jedoch unbeeinflusst. Die ACE-Expression polygonaler
Epitheloidzellen war aul3erdem abhé&ngig von der Anzahl nachweisbarer
Epitheloidzellen (r=0,470*, p=0,037, n=20) und in Granulomen liegender
Makrophagen (r=0,506*, p=0,23, n=20) und war invers mit der Anzahl in Gruppen
liegender Makrophagen korreliert (r=-0,471, p=0,036, n=20). Der vermehrte
Nachweis von Riesenzellen war mit einer gesteigerten ACE-Expression der in
Granulomen liegenden Makrophagen assoziiert (r=0,393*, p=0,039, n=28). Je mehr
in Gruppen liegende Makrophagen vorhanden waren, desto ausgepragter war die
ACE-Expression benachbarter Endothelzellen (r=0,522*, p=0,022, n=19),
wohingegen sich die Anzahl der in Granulomen liegenden Makrophagen
schwéchend auf den Expressionsnachweis der Endothelzellen auswirkte (r=-0,538,
p=0,018, n=19). Die endotheliale Expression war ferner umso starker ausgepragt, je
zellarmer und faserreicher eine umgebende Fibrose aufgebaut war (r=0,482%,
p=0,036, n=19). Weitere Abhangigkeiten, insbesondere zu Lymphozyten und zur
Quantitat entzindungsbedingter Fibrosen, waren statistisch nicht ersichtlich.



Eigene Untersuchungen 28
ACE (CD143)-Expression
Makrophagen Epitheloidzellen Riesenzellen
Endo- Fibro-
] ] ] thelzellen | blasten
) ) in in Granu- | spindel- unge-
Morphologische einzeln . polygonal | geordnet
o Gruppen | lomen formig ordnet
Kriterien
Anzahl - - - - T - - - -
Granu-
GroRRe - - - - - - - -
lome T
Form T - - - - - - - -
i Anzahl - - - - - - - -
Epithel- T
oidzellen
Form - - - - - - - - -
Anzahl
gesamt = = T = = = = = =
Riesen- Anzahl
zellen geordnet - - - - - - - - -
Anzahl
ungeordnet = = = = = = = = =
Anzahl
einzeln = = = = = = = = =
Makro- Anzahl in
phagen | Gruppen - - - - ! - - ) -
Anzahl in
Granulomen - - - - T - - l -
Endothelien Anzahl - - - - - - - - -
Lympho- Anzahl - - - - - - - - -
zyten
Quantitat - - - - - - - - -
Nekrose
Art - - - - - - - - -
Quantitat - - - - - - - - -
Fibrose
Art - - - - - - - T -

Tabelle 3: Sarkoidose: Korrelationsanalyse der ACE (CD143)-Expression vs.

morphologischer Kriterien. Nur signifikante Ergebnisse sind verzeichnet nach ihrem

Signifikanzniveau: 1 = p<0,05. Inverse Korrelationen sind durch | entsprechend dem

Signifikanzniveau gekennzeichnet.
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3.21.14 ACE (CD143)-Expression verschiedener Zelltypen und Zellformationen

Die ACE-Expressionsstarke der Makrophagen stand in eindeutigem Zusammenhang
mit deren Lokalisation und stieg mit zunehmendem Grad der Granulomformierung.
Wahrend einzeln liegende Makrophagen in der Gberwiegenden Anzahl (54,5%) der
histologischen Schnittpraparate eine malig starke, in 36,4% nur eine geringe und in
keinem Fall eine starke ACE-Expression zeigten, tUberwog bei den in Gruppen
liegenden Makrophagen mit 44% und bei den in Granulomen liegenden
Makrophagen sogar mit 92,9% eindeutig die starke Expression. Spindelférmige
Epitheloidzellen wiesen in allen Fallen, polygonale in 80% der Falle eine starke ACE-
Expression auf. Auch bei den geordneten sowie bei den ungeordneten Riesenzellen
dominierte mit 94,7% bzw. 89,5% eindeutig die starke ACE-Expression; eine geringe
oder fehlende Expression wurde hier nicht verzeichnet. Die Expressionsstarke der
perigranulomatds oder im Entzindungsfeld lokalisierten Endothelien variierte von
negativ bis stark positiv, wobei geringe, mafige und starke Expressionen nahezu
gleich haufig beobachtet wurden. Die vorhandenen Fibroblasten exprimierten in rund
zwei Drittel der Féalle kein und in rund einem Drittel nur gering ACE.

3.2.1.15 Korrelation ACE (CD143)-exprimierender Zelltypen und —formationen

untereinander

Einen Uberblick tiber die Ergebnisse gibt Tab. 4.

Die ACE-Expressionen einzeln und in Gruppen liegender Makrophagen waren positiv
miteinander korreliert (r=0,784**, p=0,004, n=11), wahrend die ACE-Expression der
in Granulomen liegenden Makrophagen von beiden unabhéangig war (r=0,280,
p=0,404, n=11 bzw. r=0,110, p=0,602, n=25). Die ACE-Expression in Granulomen
liegender Makrophagen korrelierte positiv mit der polygonaler Epitheloidzellen
(r=0,667**, p=0,001, n=20) und diese wiederum mit der ungeordneter Riesenzellen
(r=0,671*, p=0,024, n=11). Die Expressionsstarke der Endothelzellen stand in
Zusammenhang mit der von Fibroblasten (r=0,586**, p=0,008, n=19). Weitere

Abh&ngigkeiten wurden durch die statistische Analyse nicht aufgedeckt.
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Makrophagen Epitheloidzellen Riesenzellen
Endothel Fibro-
ACE (CD143) in spindel- zellen blasten
einzeln in Gruppen L polygonal geordnet ungeordnet
Granulomen formig
einzeln T T - - - - - - -
Makro- in
phagen Gruppen - - - - - - -
in
Granulomen - T T - - - -
Spindel-
férmig = = = = =
Epithel-
oidzellen
polygonal - T - -
geordnet - - -
Riesen-
zellen
ungeordnet - -
Endothelzellen T T

Fibroblasten

Tabelle 4: Sarkoidose: Korrelationsanalyse ACE (CD143)-exprimierender Zellformen
untereinander. Nur signifikante Ergebnisse sind verzeichnet nach ihrem Signifikanzniveau:
1 =p<0,05, 11 = p<0,01. Inverse Beziehungen wurden nicht gefunden.
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Abb. 1: Expression von ACE (CD 143) (A-F) in der Sarkoidose des Menschen im Vergleich
zum Endothelmarker PECAM-1 (CD 31) (G) und Makrophagenmarker KP1 (CD 68) (H).

A: Lymphknoten: Malig bis starke ACE-Expression in den Granulomen (Anti-ACE
mAK CG 1), x 40.

B: Lymphknoten: Deutlich ACE-positive Granulome und Endothelien einzelner
kleiner GefalRe (Anti-ACE mAk CG2), x 40.

C: Lunge: Die starke ACE-Expression kleiner Granulome im Bereich der oberflach-
lichen Bronchuswand steht im Gegensatz zu negativem Bronchialepithel (BE). Im
Endothel kleiner Schleimhautvenen (Pfeile) kann kein ACE detektiert werden (Anti-
ACE mAk CG4), x 120.

D: Lymphknoten: Nahezu geordnete Riesenzellen eines Granuloms zeigen sowohl
eine starke membrandse Expression als auch eine Sequestrierung von
immunreaktivem ACE im Zellinnern (Pfeile weisen auf Riesenzellen). Im Gegensatz
zu den stark ACE-exprimierenden im Granulom lokalisierten Makrophagen und
Epitheloidzellen ist das Venenendothel (V) negativ (Anti-ACE mAk CG1), x 360.

E: Lymphknoten: Wéahrend die in Granulomen lokalisierten Makrophagen stark ACE
exprimieren, zeigen die einzeln liegenden Makrophagen (Pfeil) nur eine geringe
Expression (Anti-ACE mAk CG2), x 360.

F: Lunge: Starke endotheliale ACE-Expression in unveranderten Alveolarkapillaren
(Pfeile) in der Nachbarschaft eines Granuloms (Anti-ACE mAk CG 4), x 360.

G: Lymphknoten: Homogene Detektion aller Gefaliendothelien durch den Endothel-
marker PECAM-1 (Pfeile). Im Vergleich liegt nur eine schwache Immunreaktion der in
den Granulomen (G) lokalisierten Makrophagen, Epitheloid- und Riesenzellen vor
(Anti-CD31mAk JC/70A), x 40.

H: Lymphknoten: Starke, inhomogene plasmatische Expression von CD68 der
Makrophagen, Epitheloid- und Riesenzellen (Pfeil) (Anti-CD 68 mAk KP1), x 360.
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3.2.1.2 Tuberkulose

3.2.1.21 Morphologische Kriterien

Wahrend die Anzahl der Granulome stark variierte (in 31,7% der Falle waren
Granulome vereinzelt, in 24,4% mafig und in 39% zahlreich vorhanden), war die
Grolle der Granulome in 74,4% der Falle mit ,gro3* (>500 pm) zu beurteilen.
Lediglich 20,5% der Praparate wiesen tberwiegend mittelgro3e und nur 5,1% (2 von
41) kleine Granulome (<150 pm) auf. Die Granulomform war in der Mehrzahl (69,2%)
verzweigt landkartenartig und nur in 30,8% unregelmali3ig. Abgerundete Granulome
wurden nicht beobachtet. In knapp der Halfte der Gewebeproben (48,8%) waren
Epitheloidzellen in maRiger Anzahl anzutreffen. Sie hatten in 87,5% eine polygonale
Form und in 12,5% ein Spindelform. In 48,8% der histologischen Schnitte waren nur
wenige Riesenzellen prasent, was fur die Anzahl geordneter Riesenzellen in 36,6%
und ungeordneter Riesenzellen in 56,1% galt. In der Uberwiegenden Anzahl der Falle
(51,2%) waren auch nur wenige einzeln liegende Makrophagen und ebenfalls nur
wenige in kleinen Gruppen liegende Makrophagen vorhanden. Im Gegensatz hierzu
dominierten die in Granulomen liegenden Makrophagen, welche in 82,9% der
Praparate zahlreich vorlagen. In nahezu der Hélfte der Préaparate (48,8%) war die
Anzahl der perigranulomatds bzw. im Entziindungsfeld lokalisierten Endothelien
manRig und die der Lymphozyten (44,4%) gering. Mit 41,5% dominierten die Falle, die
reichlich Nekroseherde aufwiesen, wobei strukturierte und unstrukturierte
Nekroseformen etwa gleich haufig vorkamen. Die Quantitdt der Fibrose unterlag
dagegen einer starkeren Varianz, war aber in den meisten Gewebeproben (39%)
manig ausgepragt und zellreiche und zellarme Formen waren nahezu gleich haufig

vertreten.

3.2.1.2.2 Korrelation morphologischer Kriterien untereinander

Tab. 5 gibt eine Ubersicht iber die Korrelationsanalyse morphologischer Faktoren
bei Tuberkulose.

Mit zunehmender Anzahl nachgewiesener Granulome war die Anzahl der in
Granulomen liegenden Makrophagen (r=0,394*, p=0,011, n=41), die Haufigkeit von
Riesenzellen (r=0,346%*, p=0,027, n=41), sowohl des geordneten (r=0,409**, p=0,008,
n=41), als auch des ungeordneten Typs (r=0,474* p=0,002, n=41), ferner die
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Anzahl nachweisbarer Endothelien (r=0,339* p=0,030, n=41) jeweils gleichsinnig
korreliert. Weiterhin wurden signifikante Beziehungen zwischen Entzindungsherden
mit einem hohen Granulomgehalt und einer zellreichen und faserarmen Fibrose
(r=-0,485**, p=0,005, n=32) sowie dem Auftreten einer unstrukturierten Nekrose
(r=0,357*, p=0,033, n=32) gefunden.

Je groRRer sich die Granulome darstellten, desto eher dominierten landkartenartige
Granulomformen (r=0,450**, p=0,004, n=39) mit vermindertem Gehalt an
Riesenzellen (r=-0,370*, p =0,020, n=39), insbesondere vom geordneten Typ
(r=-0,391*, p=0,013, n=39) und verminderter Anzahl einzeln (r=-0,351* p=0,028,
n=39) und in Gruppen liegender Makrophagen (r=-0,338* p=0,036, n=39) sowie
umgebender Lymphozyten (r=-0,609*%, p=0,012, n=16). In groRen Granulomen war
der Anteil polygonaler Epitheloidzellen erhoht (r=0,318*, p=0,049, n=39). Quantitativ
war die Anzahl der Riesenzellen in &hnlichem Mal3e auf ungeordnete Riesenzellen
(r=0,692**, p=0,000, n=41) und geordnete Riesenzellen (r=0,883**, p<0,001, n=41)
zuruickzufiahren, die sich im Gegensatz zur Sarkoidose auch untereinander deutlich
assoziiert zeigten (r=0,522**, p<0.001, n=41). In Granulomen positionierte
Makrophagen waren zudem haufiger mit dem Nachweis von Riesenzellen verknipft
(r=0,385*, p=0,013, n=41). Wiederum im Gegensatz zur Sarkoidose stand, dass
geordnete Riesenzellen eine positive Abhangigkeit zu perigranulomatdsen
Lymphozyten aufwiesen (r=0,472*, p=0,48, n=18).Weiterhin lie3 sich feststellen,
dass mit der Anzahl einzeln liegender Makrophagen auch die Anzahl in Gruppen
liegender Makrophagen eng verbunden war (r=0,590**, p<0,001, n=41) und ihr
Vorhandensein gegen eine starker ausgepréagte Fibrosereaktion sprach

(r=-0,363*, p=0,020, n=41).
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3.2.1.2.3 Einfluss morphologischer Kriterien auf die ACE (CD143)-Expression
verschiedener Zelltypen

Tab. 6 gibt einen Uberblick liber die analysierten Faktorbeziehungen.

Reprasentative Beispiele immunhistologischer Bilder bei Tuberkulose sind in Abb. 2
dargestellt. Weder Anzahl, GrofRe noch Form der Granulome zeigten eine Beziehung
zur Intensitat der ACE-Expression von Makrophagen, Epitheloidzellen, Riesenzellen
oder Endothelien. Die in Granulomen zusammengezogene Anzahl an Makrophagen
korrelierte dagegen mit einer erhéhten ACE- Expression dieser Makrophagen selbst
(r=0,509**; p=0,002, n=36), der ACE-Expression polygonaler Epitheloidzellen
(r=0,538**, p=0,001, n=32) und Riesenzellen vom geordneten (r=0,544** p=0,002,
n=29) und ungeordneten Typ (r=0,417* p=0,038, n=25). Je mehr Endothelien im
Entziindungsgebiet und perigranulomatés vorhanden waren, desto starker aus-
gepragt war auch deren ACE-Expression (r=0,417* p=0,020, n=31), wobei die
endotheliale Expression zudem eine Beziehung zur Anzahl entziindungsbenach-
barter Lymphozyten aufwies (r=0,645**, p=0,007, n=16). Tuberkultse
Entziindungsherde, die an unstrukturierte ,verkdsende” Nekrosen angrenzten, waren
mit einer deutlich reduzierten ACE-Expression in Gruppen liegender Makrophagen
(r=-0,441*, p=0,024, n=26), Iinsbesondere aber in Granulomen liegender
Makrophagen (r=-0,515**, p=0,003, n=31) und polygonaler Epitheloidzellen
(r=-0,480**, p=0,008, n=29) assoziiert, ganz im Gegensatz zu solchen, welche an
strukturierte, noch nicht typischerweise verkasende Nekrosezonen grenzten.
Letztlich korrelierte auch die Quantitat der perientziindlichen Fibrosereaktion mit der
Expressionsstarke der geordneten (r=0,435* p=0,018, n=29) und ungeordneten
(r=0,455*, p=0,022, n=25) Riesenzellen.
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ACE (CD143)-Expression
Makrophagen Epitheloidzellen Riesenzellen
Endo- Fibro-
] ] ] thelzellen | blasten
) ) in in Granu- | spindel- unge-
Morphologische einzeln . polygonal | geordnet
o Gruppen | lomen formig ordnet
Kriterien
Anzahl - - - - - - - - -
Granu-
GroRRe - - - - - - - - -
lome
Form - - - - - - - - -
i Anzahl - - - - - - - - -
Epithel-
oidzellen
Form - - - - - - - - -
Anzahl
gesamt = = = = = = = = =
Riesen- Anzahl
zellen geordnet - - - - - - - - -
Anzahl
ungeordnet = = = = = = = = =
Anzahl
einzeln = = = = T = = = =
Makro- Anzahl in
phagen | Gruppen - - - - - - - - -
Anzahl in
Granulomen - - T T - T T T T T - -
Endothelien Anzahl - l - - - - - T -
Lympho-
2yten Anzahl - - - - - - - T T -
Quantitat - - - - - - - - -
Nekrose
Art
- Lol |- e - - - -
Quantitat - - - - - T T - -
Fibrose
Art _ _ _ _ _ _ _ _ _

Tabelle 6: Tuberkulose, Korrelationsanalyse der ACE (CD143)-Expression vs.

morphologischer Kriterien. Nur signifikante Ergebnisse sind verzeichnet nach ihrem
Signifikanzniveau: 1 = p<0,05, 1 1 = p<0,01. Inverse Korrelationen sind durch ¢, | |
entsprechend dem Signifikanzniveau gekennzeichnet.
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3.21.24 ACE (CD143)-Expression verschiedener Zelltypen und Zellformationen

In mehr als der Halfte (57,1%) der untersuchten Tuberkulose-Gewebe zeigten
einzeln liegende Makrophagen eine nur geringe, in 28,6% eine malig ausgepragte
ACE-Expression. Bei in Gruppen liegenden Makrophagen Uberwog in 45,2% eine
ausgepragte ACE-Expression gegenuber einer maRigen ACE-Expression in 41,9%
der Falle. 83,3% der in Granulomen liegenden Makrophagen exprimierten ACE stark,
ferner alle spindelférmigen und 71,9% der polygonalen Epitheloidzellen. Auch
geordnete und ungeordnete Riesenzellen exprimierten in der Mehrheit der Falle
ausgepragt ACE (55,2% bzw. 68,0%). Endothelien zeigten eine eher heterogene
ACE-Expression, die alle Stufen von negativ bis stark umfasste und geringe,
mafiggradige und starke Expressionen nahezu gleich haufig betraf. Die Fibro-
blasten zeigten in 71,0% der untersuchten Gewebe keine und in 29,0% eine nur

geringe Expression.

3.21.25 Korrelation ACE (CD143)-exprimierender Zelltypen untereinander

Einen Uberblick Uber die Ergebnisse gibt Tab. 7. Die Expressionsintensitat der in
Granulomen liegenden Makrophagen Kkorrelierte einerseits mit der in Gruppen
liegender Makrophagen (r=0,436* p=0,018, n=29) und andererseits mit der
geordneter Riesenzellen (r=0,544**, p=0,003, n=28). Weitere Beziehungen fielen

nicht auf.
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Makrophagen Epitheloidzellen Riesenzellen
Endothel Fibro-
ACE (CD143) in spindel- zellen blasten
einzeln in Gruppen L polygonal geordnet ungeordnet
Granulomen formig
einzeln - - - - - - - -
Makro-
in Gruppen - - - - - -
phagen T
in
Granulomen - - T T - - -
spindel-
férmig = = = = =
Epithel-
oidzellen
polygonal - - - -
geordnet - - -
Riesen-
zellen
ungeordnet - -

Endothelzellen

Fibroblasten

Tabelle 7: Tuberkulose, Korrelationsanalyse ACE (CD143)-exprimierender Zellformen
untereinander. Nur signifikante Ergebnisse sind verzeichnet nach ihrem Signifikanzniveau:
1 = p<0,05, 1 1 = p<0,01. Inverse Korrelationen wurden nicht gefunden.
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Abb. 2
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Abb. 2: ACE (CD143) (A-F) in der Tuberkulose des Menschen im Vergleich zum
Endothelmarker PECAM-1 (CD31) (G) und zum Makrophagenmarker KP1 (CD68) (H).
Lymphatisches Gewebe (A-H).

A: Starke und Uberwiegend homogene ACE-Expression in Granulomen einer
Lymphknotentuberkulose (Anti-ACE mAk CG 1), x 20.

B: Wahrend die Granulomperipherie stark ACE exprimiert, kann ACE im Bereich der
zentralen Nekrose (N) nur deutlich abgeschwécht detektiert werden. Das arterielle
Endothel exprimiert ebenfalls ACE (Pfeile) (Anti-ACE mAk CG2), x 40.

C. Fehlende und reduzierte Immunreaktion der Epitheloidzellen, Makrophagen und
GefalRendothelien im Randbereich einer zentralen unstrukturierten Nekrose (Pfeile)
(Anti-ACE mAk CG4), x 120.

D: Weitgehend geordnete Riesenzelle mit starker ACE-Expression im Bereich von
halbmondférmig sequestriertem Material im Zellinnern (Pfeil) sowie auf der Zellober-
flache (Anti-ACE mAk CG2), x 360.

E: Deutliche faserreiche Fibrosereaktion mit ACE-positiven Endothelien und in einem
Granulom (G) lokalisierten Makrophagen (Anti-ACE mAk CG2), x 120.

F: Die ungeordnete Riesenzelle (linkes Insert) zeigt eine diffuse ACE-Verteilung im
Zellzentrum, die nahezu geordnet erscheinende Riesenzelle (rechtes Insert)
dagegen eine starke ACE-Markierung granularen Materials im Zellinnern, wahrend
die geordnete Riesenzelle (Pfeil) ausschlie3lich auf der Zelloberflaiche ACE
exprimiert (Pfeil) (Anti-ACE mAk CG2), x 360.

G: Starke und homogene Anfarbung samtlicher GefaRendothelien durch den
Endothelmarker PECAM-1 (CD31) (Pfeil). Die Granulome (G) zeigen dagegen nur
eine mafiggradige Immunreaktion (Anti-CD31 mAk JC70/A), x 40.

H: Sowohl Makrophagen als auch Riesenzellen (Pfeil) zeigen mit dem
Makrophagenmarker KP1(CDG68) eine starke, aber inhomogene Immunreaktivitat im
Zellinnern, wohingegen viele Epitheloidzellen (Pfeilspitzen) der Granulome (G)
negativ sind (Anti-CD68 mAk KP1), x 360.
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3.2.1.3  Toxoplasmose

3.2.1.31 Morphologische Kriterien

In 50,0% der untersuchten Lymphknoten mit Toxoplasmose (15 von 30) wurden
Granulome in maliger Anzahl, in 33,3% in nur geringer Anzahl angetroffen. Sie
hatten in 85,7% der Praparate eine unregelméfRige Form und hatten in der
Uberwiegenden Anzahl einen Durchmesser kleiner als 150 pm (82,1%). Grol3e
Granulome (>500um) kamen nicht vor. In den meisten Féllen (65,5%) waren
Epitheloidzellen in maliger Anzahl vorhanden, und nahezu alle Epitheloidzellen
(92,3%) hatten eine groRleibig-polygonale Form. Keines der Praparate wies
histologisch weder geordnete noch ungeordnete Riesenzellen auf. In der
Uberwiegenden Anzahl der Gewebe (70,0%) wurden nur wenige einzeln liegende
Makrophagen, im Gegensatz dazu aber in 60,0% der Falle in kleinen Gruppen
liegende Makrophagen zahlreich angetroffen. In Granulomen gelagerte Makro-
phagen waren in 36,7% der Gewebeproben h&ufig, in mit 30,0% bzw. 23,3% der
Falle in maRiger bzw. geringer Anzahl vertreten. Die Anzahl der Endothelien
variierte. Nekroseherde konnten in keinem Fall beobachtet werden und 73,3% der
histologischen Praparate zeigten auch keinerlei Tendenz zur Fibrosierung. In den
Fallen, in denen eine Fibrosereaktion auffiel, hatte diese eine zellreiche Struktur.
Entziindungsbedingte Lymphozytenansammlungen konnten nicht beurteilt werden,

da ausschlie3lich Lymphknotenbiopsien vorlagen.

3.2.1.3.2 Korrelation morphologischer Kriterien untereinander

Tab. 8 gibt eine Ubersicht lber die Korrelationsanalyse morphologischer Faktoren
bei Toxoplasmose. Anzahl und GroR3e der Granulome wurden durch darin lokalisierte
Makrophagen bestimmt (r=0,748**, p<0,001, n=30 und r=0,423*, p<0,025, n=28),
was im Wesentlichen durch die Reduktion einzeln liegender Makrophagen erfolgte
(r=-0,738**, p<0,001, n=30).

Endothelien wurden etwas haufiger in Nachbarschaft polygonaler Epitheloidzellen
gesehen (r=0,398*, p=0,036, n=28). Weitere Beziehungen morphologischer Faktoren

untereinander wurden nicht gefunden.
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3.2.1.3.3 Einfluss morphologischer Kriterien auf die ACE (CD143)-Expression

verschiedener Zelltypen

Abb. 3 zeigt Beispiele typischer immunhistologischer Reaktionsmuster von Lymph-
knoten mit Toxoplasmose. Tab. 9 gibt die Ergebnisse der Analyse zusammengefasst
wieder.

Hier zeigte sich die Intensitat der ACE-Expression polygonaler Epitheloidzellen in
Granulomen direkt abhangig von der Anwesenheit umgebender Makrophagen
(r=0,607**, p=0,001, n=27). Im Gegensatz dazu korrelierte die Anzahl einzeln liegen-
den Makrophagen invers sowohl mit der Expressionsstarke in kleinen Gruppen
liegender Makrophagen (r=-0,502**, p=0,007, n=28), als auch mit der polygonaler
Epitheloidzellen (r=-0,594**, p=0,001, n=27).
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ACE (CD143)-Expression

Morphologische Makrophagen Epitheloidzellen Riesenzellen
— Endo- Fibro-
Kriterien
thelzellen | blasten
) in in Granu- | spindel- unge-
einzeln ) polygonal | geordnet
Gruppen | lomen formig ordnet
Anzahl - - - - - X X - -
Granu- )
lome GroRe - - - - - X X - -
Form - - - - - X X - -
Anzahl
Epithel- | - - - - - X X - -
oidzellen
Form - - - - - X X - -
Anzahl
gesamt X X X X X X X X X
Riesen- Anzahl
zellen geordnet X X X X X X X X X
Anzahl
ungeordnet X X X X X X X X X
Anzahl
einzeln - l l - - l l l X X = =
Makro- Anzahl in
phagen | Gruppen - - - = = X X = =
Anzahl in
Granulomen = - - - T T T X X - -
Endothelien Anzahl - - - - - X X - -
Lympho- h
zyten Az X X X X X X X X X
Quanttat X X X X X X X X X
Nekrose
A X X X X X X X X X
Quantiat X X X X X X X X X
Fibrose
At X X X X X X X X X

Tabelle 9: Toxoplasmose, Korrelationsanalyse der ACE (CD143)-Expression vs.
morphologischer Kriterien. Nur signifikante Ergebnisse sind verzeichnet nach ihrem
Signifikanzniveau: 11 1 = p<0,001. Inverse Korrelationen sind durch | |, | | | entsprechend
dem Signifikanzniveau gekennzeichnet. Mit X versehene Zellen kennzeichnen nicht
beobachtete morphologische Kriterien.
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3.2.1.34 ACE (CD143)-Expression verschiedener Zelltypen und Zellformationen

Auch bei den histologischen Schnitten von Lymphknoten mit Toxoplasmose zeigten
die beteiligten Makrophagen einzeln liegend eine deutlich geringere Expression als in
Gruppen und diese wiederum eine geringere Expression als in Granulomen
angeordnete Makrophagen. Wahrend in der Mehrzahl (64,3%) der Falle eine nur
geringe ACE-Expression in einzeln liegenden Makrophagen registriert wurde,
dominierte bei den in Gruppen und in Granulomen liegenden Makrophagen eine
mafig starke Expression mit 60,7% bzw. 53,8%. Es gab keinen Fall, in dem in
Gruppen oder in Granulomen liegende Makrophagen keine Expression zeigten,
wéahrend dies bei einzeln liegenden Makrophagen in 35,7% der Fall war. Im
Gegensatz zu den in Granulomen liegenden Makrophagen, welche in 46,2% ACE
sogar stark exprimierten, kam eine starke Expression bei den einzeln und in kleinen
Gruppen liegenden Makrophagen nicht vor. Wahrend alle spindelférmigen
Epitheloidzellen ACE malfiggradig exprimierten, variierte die Expression polygonaler
Epitheloidzellen von negativ bis stark, wobei aber auch in diesen Zellformen eine

maRiggradige Immunreaktivitat dominierte (55,6%).

3.2.1.35 Korrelation ACE (CD143)-exprimierender Zelltypen und Zellformationen

untereinander

Tab. 10 gibt einen Uberblick tiber die Ergebnisse.

Die ACE-Expression der einzeln und der in Gruppen liegenden Makrophagen war
nicht nur untereinander (r=0,621**, p<0,001, n=28), sondern auch mit der
Expressionsstéarke polygonaler Epitheloidzellen deutlich und gleichsinnig assoziiert
(r=0,528**, p=0,006, n=26 bzw. r=0,737**, p<0,001, n=26). Die Expressionsstarke in
Gruppen liegender Makrophagen korrelierte auf3erdem gleichsinnig mit der in

Granulomen liegender Makrophagen (r=0,480%, p=0,043, n=26).
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Makrophagen Epitheloidzellen Riesenzellen
Endothel Fibro-
ACE (CD143) in spindel- zellen blasten
einzeln in Gruppen L polygonal geordnet ungeordnet
Granulomen formig
einzeln T T T - - T T X X - -
Makro-
in G
phagen i rppen ) - Tt X X - -
in
Granulomen - T X X - =
spindel-
formig = X X = =
Epithel-
oidzellen
polygonal X X - -
geordnet X X X
Riesen-
zellen
ungeordnet X X
Endothelzellen _
Fibroblasten

Tabelle 10: Toxoplasmose, Korrelationsanalyse ACE (CD143)-exprimierender Zellformen

untereinander. Nur signifikante Ergebnisse sind verzeichnet nach ihrem Signifikanzniveau:
1 =p<0,05, 11 =p<0,01, 111 =p<0,001. Inverse Korrelationen wurden nicht beobachtet. Mit

X versehene Zellen kennzeichnen nicht beobachtete morphologische Kriterien.
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Abb. 3
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Abb. 3: ACE (CD143) (A und B) in der Toxoplasmose des Menschen im Vergleich zum
Endothelmarker PECAM-1 (CD31) (C) und zum Makrophagenmarker KP1 (CD 68) (D).
ACE (CD 143) (E-H) in Fremdkorperreaktionen unterschiedlicher Atiologie des Menschen.

A: Lymphknoten: Hyperplastischer Lymphfollikel (HF) mit perifokal stark ACE-ex-
primierender kleinherdiger Epitheloidzellreaktion. Aul3erdem ist eine Expression von
ACE in arteriellen Gefafl3endothelien zu erkennen (Pfeil) (Anti-ACE mAk CG2), x 40.
B: Lymphknoten: Wahrend in Gruppen oder in kleinen Granulomen liegende Makro-
phagen eine malfig starke bis starke ACE-Expression zeigen, exprimieren einzeln
liegende Makrophagen (Pfeil zeigt einen Kerntrimmermakrophagen) nur gering ACE
(Anti-ACE mAk CG2), x 360.

C: Lymphknoten: Die starke Expression von CD31 des GefalRendothels (Pfeil zeigt
auf follikulare Arteriole) steht im Gegensatz zu der schwach ausgepragten Immun-
reaktion der Makrophagen und Epitheloidzellen (Anti-CD 31 mAk JC/70A), x 120.

D: Lymphknoten: Inhomogene Expression von CD68 in Makrophagen und
Epitheloidzellen Kkleiner Granulome (Pfeile). Ferner ist ein hyperplastischer
Lymphfollikel (HF) ebenfalls unter Einschluss einzelner Mikrogranulome miterfasst
(Anti-CD 68 mAk KP1), x 120.

E: Nabel: Granulom mit zahlreichen meist stark membrants ACE-exprimierenden
Riesenzellen (Anti-ACE mAk CG2), x 120.

F: Narbengewebe: Olgranulom mit Touton’scher Riesenzelle (Pfeil), die membrands
stark ACE exprimiert (Anti-ACE mAk CG2), x 360.

G: Weichteilgewebe: Akut entziindliche Fremdkoérperreaktion mit gering ausge-
pragter Expression von ACE auf der Oberflaiche der Riesenzellen vom
Fremdkdrpertyp (Pfeile). Auch im Entziindungsgebiet lokalisierte Endothelien zeigen
ACE deutlich reduziert oder nicht detektierbar (Anti-ACE mAk CG2), x 120.

H: Samenstrang: Fadengranulom: Keine Immunreaktion der unmittelbar um den
Fremdkorper (Fadenanschnitt, Pfeil) lokalisierten Riesenzellen und Makrophagen,
jedoch geringe Zunahme der Expression im Bereich der Granulomperipherie
(Anti-ACE mAk CG1), x 360.
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3.2.1.4  Vergleich morphologischer Kriterien

Wahrend bei den Tuberkulosefallen Granulome in geringer, mafiger und hoher
Anzahl nahezu gleich haufig beobachtet wurden, dominierten bei den Fallen von
Sarkoidose Gewebe mit zahlreich vorhandenen Granulomen (64,3%) (Grafik 1 A).
Beziglich der Granulomgrof3e gab es signifikante Unterschiede zwischen den drei
Erkrankungen: Bei der Toxoplasmose, die ja bekannterweise zu den kleinherdigen
Epitheloidzellreaktionen gehort, Gberwogen die Félle mit kleinen Granulomen
(<150 pum), bei der Sarkoidose die mit mittelgro3en Granulomen (151-500 pm) und
bei der Tuberkulose die mit groRen Granulomen (>500 um) (Grafik 1 B). Die Form
der Granulome war bei der Toxoplasmose und Sarkoidose meist unregelmafig, bei

der Tuberkulose dagegen zumeist komplett landkartenartig konfiguriert (Grafik 1 C).

A B C

100 100 100

80 80 [ | 80 |_

60 60 60

40 40 40

20 20 A 20

04 0 4 0 4
keine gering maéRig hoch klein mittelgro3 groB rund unregelm. landkart.

Anzahl der Granulome GrofRe der Granulome Form der Granulome

| ESarkoidose Ml Tuberkulose [OToxoplasmose |

Grafik 1: Vergleich der Granulome in Sarkoidose, Tuberkulose und Toxoplasmose

In Anzahl, Form und relativer Verteilung von Epitheloidzellen und Riesenzellen
ahnelten sich die Erkrankungen mit Ausnahme des kompletten Fehlens von
Riesenzellen bei Toxoplasmose und der tendenziell haufiger anzutreffenden
Riesenzellen bei Sarkoidose. Sowohl einzeln, besonders jedoch in Gruppen liegende
Makrophagen waren charakteristisch fir eine Toxoplasmose (Grafik 2 A und B)
wohingegen eher strikt in Granulomen positionierte Makrophagen charakteristisch fur

Tuberkulose und Sarkoidose waren (Grafik 2 C).
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A B C

100 100 100

80 80 80

r 60 60

60

40 4 40 40

20 20 20 1

0 A _ﬂ_ﬂ_ 0 A 0 A

keine gering maRig hoch keine gering maRig hoch keine gering maRig hoch

Anzahl einzeln Anzahl in Gruppen Anzahl in Granulomen
liegender Makrophagen liegender Makrophagen liegender Makrophagen
I ESarkoidose B Tuberkulose CdToxoplasmose I

Grafik 2: Vergleich der Makrophagenverteilung in Sarkoidose, Tuberkulose und
Toxoplasmose

Der Nachweis von Endothelien und Lymphozyten sowie Auspragungsgrad und Art
der Fibrose ergaben keine zuséatzlichen Unterscheidungsmerkmale, abgesehen von
den bereits erwahnten Besonderheiten bei Toxoplasmose und dem Vorkommen von
Nekrosen fast ausschlieBlich bei Tuberkulose. Trotz ihrer Ahnlichkeit standen man-
che morphologische Kriterien in den verschiedenen Erkrankungen in unter-
schiedlichen Beziehungen zueinander. Vor allem betraf dies einzeln liegende Makro-
phagen, die bei Sarkoidose, aber auch bei Toxoplasmose (Tab. 2 und 8) in
umgekehrter Proportion zu ihrer Nachweisbarkeit in Granulomen standen, nicht aber
bei Tuberkulose (Tab. 5). Ferner wurde bei Tuberkulose ein konstantes und
gleichgerichtetes Verhéaltnis ungeordneter zu geordneter Riesenzellen offenbar

(Tab. 5), was in dieser Form aber nicht fur die Sarkoidose galt (Tab. 2).

3.2.1.5 Vergleich der ACE-Expression

Bei allen drei granulomatésen Erkrankungen zeigte sich eine eindeutige
Abhéangigkeit der ACE-Expression der Makrophagen von deren geweblicher
Lokalisation und Position im Entziindungsgeschehen. Generell exprimierten einzeln
liegende Makrophagen geringer ACE als in kleinen Gruppen liegende und diese
wiederum geringer ACE als in Granulomen positionierte Makrophagen (Grafik 3). Im
Vergleich fiel die ACE-Expression in Makrophagen bei Toxoplasmose ungeachtet der
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Makrophagenlokalisation geringer aus als bei Sarkoidose oder Tuberkulose, die sich

hier weitgehend glichen (Grafik 3).
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Grafik 3: Vergleich der ACE-Expression in Makrophagen bei Sarkoidose, Tuberkulose und
Toxoplasmose

Dieses Verteilungsmuster galt im Prinzip auch fiar Epitheloidzellen, deren

spindelféormiger Typ bei Sarkoidose sowie Tuberkulose regelmalRig stark ACE
aufwies (Grafik 4 A).
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Grafik 4: Vergleich der ACE-Expression von Epitheloid- und Riesenzellen in Sarkoidose,
Tuberkulose und Toxoplasmose

Ungeordnete Riesenzellen, aber noch deutlicher geordnete Riesenzellen
exprimierten relativ mehr ACE bei Sarkoidose als bei Tuberkulose (Grafik 4 B).

Das Bild der endothelialen und fibroblastdren ACE-Expression bot im Vergleich der
drei granulomatésen Entziindungen keine Auffalligkeiten. Uber die relativen
Verteilungen der ACE-Expressionen hinaus legte der Vergleich der z.T. recht
unterschiedlich ausgefallenen Korrelationsanalysen (Tab. 3 und 4, Tab. 6 und 7,
Tab. 9 und 10) verschiedene Faktoren nahe, die ACE in granulomatdsen
Entziindungen verschiedenartig modulieren kdnnten. Auffallend war auch hier die
zahlenmafige Beziehung in Granulomen vorgefundener Makrophagen zu einer
erhohten ACE-Expression dieser Zellformen selbst (Tuberkulose) und/oder zu
benachbarten polygonalen Epitheloidzellen (Tuberkulose, Sarkoidose und
Toxoplasmose). Auf den auffallend inversen Einfluss der unstrukturierten Nekrosen
auf den ACE-Nachweis bei Tuberkulose wurde bereits hingewiesen.

3.2.1.6  ACE in Sonderformen granulomattser Entztindungen

Um den Umfang einer ACE-Expression in verschiedenen Erkrankungen zu prufen,
wurden eine Reihe Sonderformen  granulomatdser und  histiozytarer

Gewebereaktionen exemplarisch in diese Studie eingeschlossen. Aufgrund der
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jeweils geringen Fallzahlen wurde hier auf eine systematische Erfassung
morphologischer und immunpathologischer Kriterien und ihren statistischen
Vergleich verzichtet. Die wesentlichen Befunde wurden daher anhand

reprasentativer Abbildungen erlautert (Abb. 3 und 4).

3.2.16.1 Fremdkorpergranulome

Untersucht wurden Fremdkorperreaktionen unterschiedlicher Atiologie, zu denen
Narbengranulome, Nabelgranulome, Fadengranulome, Intubationsgranulome,
Lymphogranulome, silikotische Granulome, Mischstaubgranulome und Granulome
unbekannter Genese zahlten. Die an der granulomatésen Entzindungsreaktion
beteiligten Makrophagen, Epitheloidzellen und Riesenzellen zeigten in der Starke der
ACE-Expression eine breite Varianz, wobei jedoch kein unmittelbarer Zusammen-
hang zwischen der Intensitat der ACE-Expression und der Atiologie der Erkrankung
zu erkennen war. In der Uberwiegenden Anzahl der untersuchten Falle dominierte
eine starke Expression dieser Entztindungszellen, insbesondere der Riesenzellen
(Abb. 3 E und F). Den betreffenden Fremdkdrperreaktionen gemeinsam war aller-
dings eine deutlich abgeschwéchte oder fehlende ACE-Expression in unmittelbarer
Nahe zu granulozytarbetonten aktiven Entziindungskomponenten (Abb. 3 G) oder
schwer resorbierbarem Fremdkorpermaterial, wie z.B. operativem Nahtmaterial
(Abb. 3 H).

3.2.1.6.2 Schistosomiasis

In dem untersuchten Fall einer Schistosomiasis des Lebergewebes zeigten die an
der Granulomformierung beteiligten Makrophagen und Riesenzellen eine mafiige bis
ausgepragte Uberwiegend membrants lokalisierte ACE-Expression, direkt dem
Parasitenei benachbarte Makrophagen aber keine Immunreaktivitdt (Abb. 4 A).

Perigranulomatdse Endothelien wiesen ACE abgeschwacht auf.

3.2.1.6.3 Blastomykose

In allen untersuchten Fallen von Blastomykose zeigten die Riesenzellen, die oftmals
in ihrem Zytoplasma noch eingeschlossene Sporen von Blastomyces dermatitidis
enthielten, ebenso wie die umgebenden Makrophagen und Epitheloidzellen eine
starke ACE-Expression. Diese starke Immunreaktion der granulomatdsen

Entziindungszellen wurde sowohl in der Haut als auch im lymphatischen Gewebe
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angetroffen. Im Gegensatz dazu waren Lymphozyten oder lymphozytéare Zellformen
stets ACE-negativ (Abb. 4 B, C und D).

3.2.1.64 Histiozytosen

Aus der Gruppe der generalisierten entzindlichen Histiozytosen wurde die
mykobakterielle Histiozytose bei Immundefizienz (AIDS) untersucht. Hier zeigten die
im Lungenparenchym oft in gréf3eren, lockeren Gruppen gelegenen Histiozyten
zumeist eine maRige ACE-Expression. Diese war jedoch nicht nur typischerweise
membrands lokalisiert, sondern oft auch vakuolar innerhalb des Zytoplasmas verteilt
und vermittelte so einen fast charakteristischen, verschwommenen und schaumigen
Aspekt der Immunreaktion (Abb. 4 E und F).

3.2.1.65 M. Hansen (Lepra)

In der durch Mycobacterium leprae hervorgerufenen granulomatésen Entzindungs-
reaktion der Hautbioptate konnte in allen Fallen eine starke Immunreaktion der
beteiligten Makrophagen und Riesenzellen beobachtet werden. Die ACE-Expression
der Riesenzellen war vorwiegend membrands lokalisiert. Wie auch bei der
Sarkoidose, Tuberkulose und Toxoplasmose zeigte sich eine starke ACE-Expression
der in Granulomen liegenden Makrophagen, wéahrend in kleinen Gruppen oder
einzeln liegende Makrophagen im Vergleich eine deutlich schwachere

Immunreaktion aufwiesen (Abb. 4 G und H).
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Abb. 4
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Abb. 4: ACE (CD 143) in Sonderformen granulomatéser Entzindungen des Menschen.

A: Leber, Schistosomiasis: Deutliche, tUberwiegend membrantse ACE-Expression
der in Granulomen lokalisierten Makrophagen und Riesenzellen. Pfeil und Insert
zeigen das im Granulomzentrum liegende von Makrophagen eingefasste Parasitenei
(Anti-ACE mAk CG1), x 120.

B: Haut, Blastomykose: Deutlich ist der ACE-Reichtum in subepidermalen
Hautschichten zu erkennen. Der Pfeil zeigt auf den in C vergrof3ert dargestellten
Bereich eines kleineren Granuloms (Anti-ACE mAk CG2), x 10.

C. Haut, Blastomykose: Sporen von Blastomyces dermatitidis eingeschlossen im
Zytoplasma stark membrants ACE exprimierender Riesenzellen (Insert und Pfeil)
(Anti-ACE mAk CG2), x 360.

D: Lymphknoten, Blastomykose: Sporen von Blastomyces dermatitidis in
lymphatischem Gewebe (HF = hyperplastischer Lymphfollikel) umgeben von stark
ACE-exprimierenden Makrophagen und ersten Riesenzellbildungen. Lymphozytare
Zellformen sind dagegen ACE-negativ (Anti-ACE mAk CG2), x 360.

E: Lunge, Mykobakterielle Histiozytose: Gering bis mafig ausgepragte ACE-
Expression der histiozytaren Zellaggregate. Wéahrend das Endothel einer
Pulmonalarterie (PA) vergleichsweise stark ACE exprimiert, ist die Expression der
Alveolarendothelien oft deutlich reduziert (Anti-ACE mAk CG2), x 40.

F: Lunge, Mykobakterielle Histiozytose: Teils membranstandige, teils aber
schaumig vakuolare ACE-Expression der Histiozyten bei mykobakterieller
Histiozytose, die zu einem verschwommenen Aspekt der ansonsten scharf
umschriebenen Immunreaktion beitragt (Anti-ACE mAk CG2), x 360.

G: Haut, Morbus Hansen (Lepra): Innerhalb der oberen papillaren Dermis
lokalisiertes Granulom mit zahlreichen, stark ACE-exprimierenden Makrophagen und
Riesenzellen (Anti-ACE mAk CG2), x 120.

H: Haut, Morbus Hansen (Lepra): Granulomatése Entziindungsreaktion tieferer
Hautabschnitte. Starke membranstandige Expression von ACE einer Riesenzelle (mit
Conchoidkorperchen) (G) (Anti-ACE mAk CG2), x 360.
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3.2.2 ACE (CD143) in verschiedenen Tierspezies

3.2.2.1  Monoklonale Antikdrper und ACE-Detektion

An 21 verschiedenen Tierarten wurden die 6 gegen humanes ACE gerichteten
Antikorperklone CG1, CG2, CG3, CG4, CG5 und 5F1, ferner der Klon JC/70A gegen
humanes CD31 und der gegen CD68 gerichtete Makrophagenmarker Klon KP1
getestet. Die Immunreaktionen mit den Anti-ACE-mAk CG1, CG3, CG4, CG5 und
5F1 verliefen bei sdmtlichen untersuchten Tierarten negativ. Dagegen reagierte der
Anti-ACE-mAk CG2 bei den Tierarten Menschenaffe, Hund, Katze, Panther,
Leopard, Lowe, Kaninchen und Gurteltier. Wahrend CD 68 in keiner der 21 Tierarten
durch den eingesetzten mAk zu detektieren war, reagierte der eingesetzte
Endothelmarker regelhaft mit CD31 bei den Tierarten Menschenaffe, Hund,
Kaninchen und Gurteltier (Tab. 11).
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Lysoso-
Detektiertes . . . males

) Angiotensin-Converting-Enzyme PECAM-1
Protein Glyko-

protein

Cluster of
) o CD143 CD31 CD68
differentiation

Antikorper-
klon CG1 CG2 CG3 CG4 CG5 5F1 JC/70A KP1
Tierart

Menschenaffe

Hund

Panther

+
+
Katze +
+
+

Leopard

Hausschwein

Wildschwein

Schaf

Ziege

Reh

Rind

Pferd

Hamster

Maus

Ratte

Meerschwein

Kaninchen

Gurteltier

Igel

Schildkrote

Vogel

Tabelle 11: Immunreaktivitat humaner anti-CD143, anti-CD31 und anti-CD68 mAK in
verschiedenen Tierarten.
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Als Kontrolle einer spezifischen Detektion von ACE durch den mAk CG2 diente
Nieren-, Leber- und Lungengewebe, das in samtlichen untersuchten Tierarten eine
starke und charakteristische Expression nur in den Epithelien der proximalen Nieren-
tubuli (Abb. 5 C) zeigte, wohingegen distale Nierentubulusepithelien (Abb. 5 C),
Gallengangsepithelien (Abb. 6 E und 7 C) und luminales Bronchialepithel (Abb. 5 F
und 6 B) stets negativ waren. Dies entspricht den Befunden beim Menschen. Auch
untersuchtes Hirngewebe von Affe und Katze entsprach Befunden beim Menschen
mit einer homogenen Immunreaktivitat der neuronalen Glia der Basalganglien.
Abweichend vom Menschen waren Alveolarmakrophagen aller untersuchter Tier-
arten aber stets ACE-negativ (Abb 9 A und B).

3.2.2.2 Endotheliale ACE-Expression

Die aufgedeckte Immunreaktivitat ermoglichte die eingangs bereits erwahnte
heterogene endotheliale ACE-Expression mit Organ- und Speziesspezifitat auch bei
Affe, Hund, Katze und Léwe zu analysieren. Beispiele der ACE-Expression sind in
Abb. 5 fur Affe und Kaninchen, in Abb. 6 fur verschiedene Hunderassen und in
Abb. 7 fir Katze und L6éwe dargestellt. Leber, Lunge und Niere dienten im Folgenden
als reprasentative Vergleichsorgane, wobei z.T. Ahnlichkeiten, z.T. aber auch
deutliche Unterschiede auffielen. Innerhalb der Spezies Hund und Katze wurde eine
gewisse Variabilitat der endothelialen ACE-Expression je Gefal3abschnitt beobachtet
(Tab. 12). Fur den Hund, von dem verschiedene Rassen untersucht wurden, konnten

keine rassebedingten Unterschiede erkannt werden (Abb. 6).

3.2.221 Leber

Einen Uberblick uber die endotheliale ACE-Expression im GefaRsystem der Leber
gibt Tab. 12. Beim Affen war endotheliales ACE hier nicht zu detektieren und beim
Kaninchen wurde ACE lediglich gering in groRen, vermehrt jedoch in kleinen
PortalgefaRen gefunden. In auffalligem Gegensatz zu Affe und Kaninchen war das
Endothel grof3er Portalvenen von Hund und Katze deutlich ACE-positiv (Abb. 6 E und
7 C), was dartber hinaus Ubrigens auch fur das Gefal3system der Milz von Hund und
Katze galt (Abb. 6 F und 7 D). Allen untersuchten Tierarten gemeinsam war eine
fehlende Immunreaktion der Sinusoide, der Zentralvenen sowie der grof3en Arterien

und Venen mit Ausnahme der Katze. Bei ihr war gelegentlich auch in Endothelien
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grof3er Leberarterien und —venen, bisweilen sogar in den Zentralvenen eine positive

Reaktion zu beobachten.

3.2.2.2.2 Lunge

Tab. 12 fasst die Befunde des pulmonalen Gefal3systems zusammen. Im Gegensatz
zur fehlenden Immunreaktion fast aller Bronchialkapillaren (Vasa privata, Abb. 6 C)
zeigten die Alveolarkapillaren (Vasa publica) aller untersuchter Tierarten eine starke
(Abb. 5 F und 6 B), die des Lowen allerdings eine vergleichsweise geringere ACE-
Expression. Die vendsen Endothelien (Vasa privata, Vasa publica) waren
weitgehend ACE-negativ (Abb. 5 B), nur selten schwach positiv (Abb. 6 D). Im
pulmonal-arteriellen Gefal3schenkel wurde die starkste ACE-Expression bei allen
Tierarten in den kleinen Pulmonalarterien gefunden, wobei mit zunehmendem
Durchmessser der Arterien die endotheliale Expressionsstarke abnahm (Abb. 6 C).
Wiederum zeigte die Immunreaktivitdt innerhalb der Tierart Katze eine gewisse
Variabilitdt. Wahrend die Endothelien gro3er Pulmonalarterien des Affen und des
Loéwen nicht immunreaktiv waren, exprimierten die des Hundes, der Katze und des

Kaninchens zumeist gering ACE.

3.2.2.2.3 Niere

Die unterschiedlichen Befunde des renalen Gefal3systems sind ebenfalls in Tab. 12
zusammengefasst. Samtliche arterielle und vendse Endothelien sowie glomerulare
und interstitielle Kapillaren des Affen (Abb. 5 D) und des Kaninchens (Abb. 5 G)
waren komplett ACE-negativ wie auch der gesamte vengse Gefal3schenkel und die
interstitiellen Kapillaren der Ubrigen untersuchten Tierarten. Die Endothelien der
Glomerularkapillaren zeigten nur bei den Feliden eine ACE-Expression, welche bei
Katze und Lowe als gering gewertet wurde (Abb. 7 F und H). Die Endothelien der
Vasa afferentes/efferentes aller Tierarten waren Uberwiegend nicht immunreaktiv
(Abb. 7 H). Der aufféalligste Unterschied zwischen den Tierarten bestand in ACE-
exprimierenden Endothelien parenchymatoser Arterien von Hund und Katze
(Abb. 6 G, H und 7 F), wobei die Expressionsintensitat zugunsten kleiner Arterien

verteilt war.
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Gefal3-
Qbschnitt) 1 A | mMA | ePA | PV | kPA | KPV | sI zv | ov
Tierart
Kaninchen 1 - - -* - +++* - - - -
Affe 1 - - - - - - - - -
Katze 9 ¥ ++* +4* ++ +++ - - -* -*
Hund 4 - -* ++ +* +++ ++* - - -
Leber: GA=groR3e Arterien, MA=mittlere Arterien, GPA=grol3e Portalarterien, GPV=grol3e
Portalvenen, KPA=kleine Portalarterien, KPV=kleine Portalvenen, SI=Sinusoide,
ZV=Zentralvenen, GV=grol3e Venen
Gefal3-
Qbschnitt| | spa | mMpa | kPA | AkP | BKP | KAV | kPV | MPV | GPV
Tierart
Kaninchen 3 + +* ++ +++ - -* - - -
Affe 1 - (+) +* +++ - - - - -
Katze 8 (+)* +4+* +++* +++ - - -* - -
Hund 5 (+)* ++* +++ +++ - - - - -
Lowe 1| - (+) + *) - - - - -
Lunge: GPA=groRRe Pulmonalarterien, MPA=mittlere Pulmonalarterien, KPA=kleine
Pulmonalarterien, AKP=Alveolarkapillaren, BKP=Bronchialkapillaren, KAV=kleine
Alveolarvenen, KPV=kleine Pulmonalvenen, MPV=mittlere Pulmonalvenen, GPV=grol3e
Pulmonalvenen
Gefal3-
Qbschnitt) 1 A | ma | ka |vave| ckp | kP | kv | Mv | v
Tierart
Kaninchen 2 - - - - - - - - -
Affe 1 - - - - - - - - -
Katze 9 (+)* +4+* +++* - + - - - -
Hund 5 - +* +4* -* - - - - -
Lowe 1 - (+)*

Niere: GA=grof3e Arterien, MA=mittlere Arterien, KA=kleine Arterien, VA/VE=Vas
afferens/Vas efferens, GKP=Glomerularkapillaren, IKP=interstitielle Kapillaren, KV=kleine
Venen, MV=mittlere Venen, GV=grol3e Venen

Tabelle 12: Endotheliales ACE (CD143) im Gefal3system von Leber, Lunge und Niere.
*: Variable Expression zwischen den einzelnen Tieren einer Tierart beobachtet.
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Abb. 5: ACE (CD143) im GefalRsystem verschiedener Tierarten sowie vergleichend dazu
Immunfarbungen mit dem Endothelmarker PECAM-1 (CD 31).

A: Gehirn, Affe: Neuronale Zellen der Basalganglien zeigen eine diffuse, geringe
ACE-Reaktivitat (linke Bildhalfte). Starke endotheliale ACE-Expression einer kleinen
Hirnarterie und im Gegensatz dazu ACE-negatives Endothel begleitender Venen
(Pfeile) (Anti-ACE mAk CG2), x 120.

B: Lunge, Affe: Im Gegensatz zur durchweg starken endothelialen Expression der
Alveolarkapillaren ist ACE im Endothel kleiner Alveolarvenen (Pfeile und Ausschnitts-
vergrofRerung) deutlich reduziert oder nicht detektierbar (Anti-ACE mAk CG2), x 360.
C: Niere, Affe: Starke ACE-Expression im Bereich der Burstensdume der proximalen
Tubulussegmente (PT), jedoch keine ACE-Detektion in den distalen Nierentubuli
(DT). Glomerularkapillaren (G), Endothelien der interstitiellen Kapillaren und Arterien
(A) sind ACE-negativ (Anti-ACE mAk CG2), x 360.

D: Niere, Affe: Linke Bildhalfte: Endotheliales Fehlen von ACE in allen Blutgefal3en
der Niere (Anti-ACE mAk CG2). Rechte Bildhalfte: Partielle endotheliale PECAM-1-
Markierung (Anti-ACE mAk CD31). Die Pfeile weisen auf die gleiche Arterie aus der
gleichen Schnittfolge, x 360.

E: Leber und Milz, Kaninchen: ACE ist in Leber (linke Bildhalfte) und Milz (rechte
Bildhélfte) heterogen verteilt, wobei kleine Portal- und Spiralarterien (Pfeile) eine
starke Expression zeigen. Die Endothelien des portalvendsen Systems (V), der
Leber-, sowie der Milzsinusoide (S) sind dagegen nicht immunreaktiv
(Anti-ACE mAKk CG2), x 120.

F: Lunge, Kaninchen: Ebenso wie der Affe zeigt auch das Kaninchen eine starke
und homogene ACE-Expression in den Alveolarkapillaren. Deutlich abgeschwéchte
Expression des Endothels kleiner Alveolarvenen (Pfeil) und des Endothels einer
Pulmonalarterie (PA). Luminales Bronchialepithel (B) ist ACE-negativ (Anti-ACE
mAk CG2), x 120.

G: Niere, Kaninchen: Die ACE-Expression gleicht der Affenniere. Endothelial kann
ACE in den Glomerularkapillaren (G), in den interstitiellen Kapillaren, im arteriellen
Endothel (Pfeil) und im vendsen Endothel (V) nicht detektiert werden (Anti-ACE mAk
CG2), x 120.

H: Niere, Kaninchen: Im Unterschied zu ACE (G) ist PECAM-1 relativ homogen in
den GefalRendothelien detektierbar. Der Pfeil zeigt auf eine Interlobulararterie (Anti-
CD31 mAk JC/70A), x 120.
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Abb. 6: ACE (CD 143) im GefaRsystem des Hundes: Heterogene Verteilung. Immun-
reaktion des anti-ACE mAk CG2 (A-H).

A: Herz: Stark ACE-exprimierendes Endothel von Koronararterien steht im
Gegensatz zu negativem Endothel begleitender Koronarvenen (Pfeile) in der Herz-
muskulatur (Jack-Russel Terrier), x 120.

B: Lunge: Homogen und stark ACE-exprimierendes Endothel der Alveolarkapillaren.
Kein Nachweis von ACE im luminalen Epithel der Bronchien (B). Die markierten
Areale von 1 und 2 beziehen sich auf C und D (Jack-Russel-Terrier), x 80.

C: Lunge: AusschnittsvergréRerung (1) aus B: Entgegen dem homogen ACE-
exprimierenden Endothel der Alveolarkapillaren folgen die Endothelien der Vasa
privata (bronchiale Zirkulation) einem heterogenen Expressionsmuster mit
weitgehend negativen Kapillaren und Venen (Pfeile). Auch das Endothel der
eingefassten Pulmonalarterie (PA) weist eine schwachere Immunmarkierung auf,

x 360.

D: Lunge: AusschnittsvergroBerung (2) aus B: Das Endothel einer grof3en
Pulmonalvene (PV) ist nur schwach ACE-positiv, negativ ist das der gefal3-
begleitenden Kapillaren und kleineren Venen (Pfeile), x 360.

E: Leber: ACE-reaktives Endothel einer Portalarterie (PA), kleinerer Portalarterien
und -—arteriolen, als auch einer grofReren Portalvene (PV). Kleine Portalvenen
exprimieren endothelial deutlich abgeschwacht ACE (Pfeil).

Die Lebersinusoide und das Gallengangsepithel (B) sind nicht immunreaktiv
(Deutscher Schaferhund), x 120.

F: Milz: Neben einer intensiven endothelialen ACE-Markierung eingefasster Arterien
von Follikeln und periarteriellen Lymphscheiden (PAL) ist auch eine intensive
endotheliale Expression von Trabekelvenen (TV), Kapillaren (Pfeile) und Sinusoiden
zu erkennen (Bearded Collie), x 120.

G: Niere: Die starke ACE-Expression der luminalen Epithelien proximaler
Tubulussegmente und des arteriellen Endothels (A) steht im Gegensatz zur
fehlenden Expression distaler Tubulussegmente und Endothelien anderer
GefalRabschnitte, wie in den Glomerula (Pfeile) (Deutscher Schaferhund), x 20.

H: Niere: Deutlich ACE-reaktives Endothel einer Interlobulararterie (A), stark
abgeschwachte Immunreaktivitdt im Endothel kleinerer Vasa afferentia (Pfeile) und
fehlende  Expression in den  Glomerulumschlingen (G)  (Deutscher
Schéaferhund), x 120.
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Abb. 7: Endotheliales ACE (CD 143) im GefaRsystem von Feliden (Katze und Lowe).
Immunreaktion des anti-ACE mAk CG2 (A-H).

A: Knochenmark, Katze: Intensive ACE-Expression des Endothels einer kleinen
Arterie und fehlende Expression der Kapillarendothelien (Pfeile). Die Pfeilspitze
markiert einen ACE-negativen Megakaryozyten, x 120.

B: Lunge, Katze: Stark ACE-exprimierendes Endothel der Alveolarkapillaren steht in
deutlichem Gegensatz zu negativem luminalem Bronchialepithel, x 120.

C: Leber, Katze: Starke endotheliale ACE-Expression einer grof3eren Portalvene
(PV) und kleinerer Portalarterien (Pfeil). Im Gegensatz dazu steht das ACE-negative
Endothel einer Zentralvene (CV). Die Lebersinusoide und das Gallengangsepithel
sind ebenfalls nicht immunreaktiv, x 120.

D: Milz, Katze: Homogene und intensive ACE-Markierung des arteriellen Endothels,
der Milzsinusoide und mancher Kapillarendothelien sowie des Endothels einer
gro3eren Trabekelvene (Pfeile), x 40.

E: Niere, Katze: ACE-Expression der proximalen Tubulusepithelien der Rinden-
region; der Markbereich (M) ist dagegen weitgehend ausgespart, x 10.

F: Niere, Katze: Im Gegensatz zu den ACE-negativen Glomerularkapillaren anderer
Tierarten sind die der Katze teilweise schwach immunreaktiv (G), x 360.

Deutlich ACE-exprimierendes Endothel einer Interlobular- (Pfeile) und einer
Interlobararterie (Insert), x 240.

G: Lunge, Lowe: Schwache ACE-Markierung der Alveolarkapillaren. Die Aus-
schnittsvergroRerung aus dem Bereich des oberen Pfeiles zeigt eine kleinere
Pulmonalarterie, deren Endothel ebenso wie das einer grof3eren Pulmonalarterie (A)
ACE exprimiert. Das Endothel einer Pulmonalvene (unterer Pfeil) ist dagegen
ACE-negativ, x 120.

H: Niere, Lowe: Die Glomerularkapillaren des Lowen exprimieren wie bei der Katze
gering ACE. In den Endothelien von Vas afferens und efferens kann ACE aber nicht
detektiert werden (Pfeil), x 480.



Eigene Untersuchungen 69

3.2.2.3  Endotheliale ACE-Expression

3.2.3 ACE (CD143) in granulomatoésen Entziindungen bei Tieren

Heterogenitat herrschte auch in der geweblichen Verteilung des von Makrophagen
exprimierten ACE zwischen den verschiedenen Spezies vor. Bereits hingewiesen
wurde auf die im Gegensatz zum Menschen fehlende ACE-Expression in
Alveolarmakrophagen aller untersuchter Tierarten (Abb. 8 C und 9 A und B). Bei dem
an Tuberkulose erkrankten Affen entsprach das immunhistologische Expressions-
muster dem des Menschen. Die in den Tuberkulosegranulomen befindlichen
Makrophagen, Epitheloidzellen und Riesenzellen zeigten eine starke ACE-
Expression, allerdings im Gegensatz zu der nur geringen und zumeist fehlenden
Immunreaktion einzeln liegender Makrophagen. Die an unterschiedlichen
granulomatdsen Entziindungsprozessen beteiligten Makrophagen und Epitheloid-
zellen des Kaninchens, Leoparden, Panthers und Lowen zeigten dagegen
uberraschenderweise keinerlei ACE (Abb. 8 D und 9 C - H).

Innerhalb der beiden Tierarten Hund und Katze wurde wiederum ein breites
Spektrum der ACE-Expressionsstarke der in Granulomen liegenden Makrophagen
und Epitheloidzellen gefunden, welches von einer fehlenden bis zu einer starken
ACE-Immunreaktion reichte (Abb. 8 G, H und 9 A, B). Unter physiologischen
Bedingungen ACE-exprimierende GefalRendothelien zeigten bei allen Tierarten,
sofern sie einer akuten granulozytaren Entzindung direkt benachbart waren, eine
deutlich abgeschwachte oder sogar fehlende Immunreaktion (Abb. 8 E
und F). Zudem waren zentrale Nekrosebereiche stets ACE-negativ
(Abb. 8 Aund 9 C).
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Abb. 8: ACE (CD 143) in aktivierten Makrophagen und bei unterschiedlichen granuloma-
tosen Entzindungen verschiedener Tierarten. Immunreaktion des anti-ACE mAk CG2.

A: Milz, Affe, Tuberkulose: Der Bereich einer zentralen Nekrose (N) ist nicht
immunreaktiv, wohingegen Makrophagen und Riesenzellen der Granulom-peripherie,
sowie perigranulomatds lokalisierte Kapillarendothelien (Pfeile) und kleine Arterien
deutlich ACE enthalten, x 40.

B: Milz, Affe, Tuberkulose: Mehrere riesenzellreiche stark ACE-exprimierende
Granulome (G) im Gegensatz zu ACE-negativen Milzsinusoiden (S) (Pfeile), x 120.
C: Lunge, Kaninchen, Normalgewebe: ACE-negative Alveolarmakrophagen
(Pfeile), sowie ebenfalls negatives Iluminales Bronchialepithel (B) stehen im
Gegensatz zu stark ACE-exprimierenden Alveolarkapillaren, x 360.

D: Lunge, Kaninchen, Systemmykose: Weder in den Riesenzellen (G), noch in
den assoziierten Epitheloidzellen (Pfeile) ist ACE nachweisbar, x 360.

E: Lunge, Kaninchen, Systemmykose: Gegenuber Normalgewebe deutlich
reduzierte Expression von ACE in Alveolarkapillarendothelien (Pfeile), die in
unmittelbarer Nachbarschaft zu einer akuten Entziindungsreaktion (AE) lokalisiert
sind, x 120.

F: Milz, Kaninchen, Septikamie: In kleinen Arterien (Pfeil) im Bereich einer akuten
Entziindung (AE) fehlt endotheliales ACE, x 120 .

G: Haut, Hund, Haargranulom: Entzindlich hyperplastisches Gewebe zeigt
aktivierte Makrophagen mit starker ACE-Expression und ebenfalls deutlicher
Immunreaktion des arteriellen Endothels (Pfeil), x 360.

H: AusschnittsvergrofRerung aus G: Starke, uUberwiegend membranstandige ACE-
Expression aktivierter Makrophagen (Pfeile) im Gegensatz zu komplett fehlender

Immunreaktion der Lymphozyten, x 480.
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Abb. 9: ACE (CD 143) in aktivierten Makrophagen und bei unterschiedlichen granulo-
matdsen Entziindungen verschiedener Tierarten. (Anti-ACE mAk CG2).

A: Lunge, Katze, Normalgewebe: ACE ist in Alveolarmakrophagen (Pfeile) nicht
detektierbar, x 360.

B: Lunge, Katze, Tuberkulose: Die Uberwiegend membrandse ACE-Expression der
Makrophagen und Epitheloidzellen des Granuloms (Insert 1) steht im Gegensatz zu
negativen Alveolarmakrophagen (Pfeil) im nicht direkt betroffenen Lungengewebe
(Insert 2), x 120.

C: Lunge, Leopard, Tuberkulose: Fehlende Immunreaktivitdit im Bereich von
Nekrosen (N) und benachbarten arteriellen Endothelien (Pfeile), x 40.

D: Lunge, Leopard, Tuberkulose: Im Entzindungsgebiet ist in den Kapillar-
endothelien (Pfeile) und arteriellen Endothelien ACE gegenliber normalem Lungen-
gewebe deutlich reduziert oder nicht detektierbar. Die Makrophagen des Leoparden
exprimieren auch im aktivierten Zustand kein ACE, x 360.

E: Lunge, Panther, Tuberkulose: Das deutlich ACE-reaktive Endothel einer grof3en
Pulmonalarterie (PA) steht im Gegensatz zu der fehlenden Immunreaktion des
arteriellen und kapillaren Endothels im Entziindungsgebiet, x 120.

F: Lunge, Panther, Tuberkulose: ACE-negative Makrophagen und eine nur selten
zu beobachtende, angedeutet epitheloidzellige Granulomformation (Pfeile), x 120.

G: Lunge, Lowe, Tuberkulose: Nur sehr schwach ACE-exprimierende Makro-
phagen und Epitheloidzellen (Pfeile), x 120.

H: AusschnittsvergrofRerung aus G: Nur sehr schwach ausgepragte (Pfeile),
Uberwiegend aber fehlende Immunreaktion aktivierter Makrophagen und
Epitheloidzellen, x 360.
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4 Diskussion

4.1 ACE in granulomatésen Entzindungen des Menschen

Die erstmals von Liebermann beobachteten erhdhten ACE-Serumspiegel bei

Sarkoidosepatienten [

n [91.98.104]

sind von anderen Forschungsgruppen bestatigt
worde Die Vermutung Silversteins et al.,, dass biosynthetisch aktive
Epitheloidzellen in den Sarkoidosegranulomen fir die erhdhten Serumspiegel
verantwortlich sind ™% wird mittels Immunfluoreszenz-Darstellung von ACE in

¢ [107]

Sarkoidosegranulomen beleg Takada et al. lokalisieren in ihren Unter-

suchungen ACE auf3erdem auch im Zytoplasma sowie an der Zellmembran von

Makrophagen bei der Sarkoidose

. Die klinische Bedeutung von ACE in der
Sarkoidose-Diagnostik wird erkannt, da im Gegensatz zur Sarkoidose keine erhdhte
ACE-Aktivitat in entzindlich alteriertem Gewebe von Tuberkulosepatienten % und
unveranderte bzw. nur unwesentlich erhdhte ACE-Serumspiegel bei diesen
Patienten detektiert wurden ©°°72%] |m Gegensatz zu jenen Befunden ist nach den
eigenen Ergebnissen faktisch jede granulomatése Entzindung beim Menschen
befahigt, ACE in den betroffenen Geweben vermehrt zu exprimieren. Sarkoidose,
Tuberkulose, Toxoplasmose, verschiedene Fremdkoérperreaktionen, Mykosen und
entzindliche Histiozytosen unterschieden sich nicht grundsatzlich in der Fahigkeit
zur ACE-Expression. Dies kann erklaren, warum gelegentlich auch bei Tuberkulose,
M. Gaucher, Lepra, Mykosen, Histiozytosen und Fremdkdrpergranulomen erhéhte
ACE-Serumspiegel gemessen wurden PB773749397 © aktivierte Makrophagen und
Alveolarmakrophagen weisen regular ACE auf “*65¢1 ynd ihre Beteiligung an
histiozytaren Entztindungen und der Granulomformierung fuhrt daher unweigerlich zu
einer geweblichen Akkumulation des Enzyms. Ein gutes Beispiel fur die hinsichtlich
der Grunderkrankung fehlende Spezifitdt sind die in der Atherosklerose lokal
vorkommenden schaumzelligen Makrophagen und Histiozyten, die ACE besonders
ausgepragt exprimieren und vermutlich in die Pathogenese dieser Gefal3erkrankung
eingebunden sind ¥277],

Liegt also ein quantitativer Unterschied in der ACE-Expression zwischen den
verschiedenen granulomatdésen Entziindungen vor, der die unterschiedlichen
Serumspiegel erklaren kénnte? Diese Frage wurde zum einen mit unterschiedlichen
Expressionsstarken von ACE beantwortet, abhangig von Reifegrad, Aktivierung und

Subtyp beteiligter Makrophagen °°. Die eigenen Daten belegen und bestatigen



Diskussion 75

zweifelsfrei, dass ACE in Makrophagen spezifisch hochreguliert werden kann [,
Gewebsareale mit einzeln liegenden Makrophagen zeigten generell eine geringere
Expression als in Gruppen liegende und diese wiederum eine geringere als in
Granulomen lokalisierte Makrophagen. Speziell differenzierte Makrophagen, wie
Riesenzellen und Epitheloidzellen waren ebenfalls in aller Regel deutlich ACE-
positiv. Offenbar ist dies aber nicht nur fur die Sarkoidose, sondern auch fur die
Tuberkulose und Toxoplasmose charakteristisch. Immunreaktives ACE markiert
aktivierte Makrophagen und spezielle histiozytare Zelldifferenzierungen; seine
jeweilig nachweisbare Intensitdt kann die unterschiedlichen Serumspiegel dieser
Erkrankungen aber nur bedingt erklaren. Zwar ergaben sich Hinweise fir eine
zellular  unterschiedlich  modulierte  Expression und verschiedenartige Zell-
Zellbeziehungen, z.B. bei Toxoplasmose mit relativ geringerem ACE-Gehalt in
granulomassoziierten Makrophagen und polygonalen Epitheloidzellen; Sarkoidose
und Tuberkulose aber unterschieden sich hinsichtlich der immunhistologischen
Reaktionsintensitét praktisch nicht.

Als alternative Erklarung wird das quantitative Ausmald der jeweiligen
Entziindungserkrankung diskutiert, da bei der Sarkoidose eher die Anzahl der
Granulome als die Intensitat der ACE-Produktion des einzelnen Granuloms erhdhte
ACE-Serumwerte wiederspiegeln soll 194749l Diese Vermutung unterstitzt, dass
Sarkoidosegewebe auch in der vorliegenden Studie eine durchschnittlich héhere
Anzahl von epitheloidzelligen Granulomen aufwiesen als Gewebeproben einer
Tuberkulose und die regelhaft multisystemische Manifestation der Sarkoidose
insgesamt zu einer hoheren Granulommasse beitragen kdnnte. Dem steht allerdings
entgegen, dass Tuberkulosegranulome zumeist deutlich groRer sind als die der
Sarkoidose und damit relativ zahlreicher ACE-exprimierende Zellformen beinhalten.
Ferner verwundert, dass - abgesehen von dem unbeeinflussten systemischen
Blutdruck - gerade bei der Sarkoidose ischamische Gewebenekrosen in der Regel
nicht beobachtet werden, was eigentlich bei hoher lokaler ACE-Konzentration mit
vasokonstriktorisch potenter Ang II-Bildung und Kinin-Degradation zu erwarten ware.
Eine experimentelle Studie an BCG-induzierten granulomatdsen Entziindungen der
Maus fand zudem zwar eine deutliche Korrelation zwischen granulomatéser
Entziindungsreaktion und ACE-Aktivitat in der Lungenlavageflissigkeit, nicht aber zu
der ACE-Serumaktivitat °°.
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Dies lal3t zumindest daran zweifeln, ob aus Granulomen Uberhaupt funktionell
wirksames ACE in umgebendes Gewebe diffundieren kann und ob das diffundierte
ACE Uberhaupt fur Veranderungen aktueller Serumspiegel verantwortlich ist. Nur
plasmatisch freigesetztes und hydrophiles ACE, dem die C-terminale Verankerungs-
region in der Zellmembran fehlt, ist biochemisch in Flussigkeiten normalerweise
nachzuweisen 8% Dieses im Serum messbare, verkiirzte ACE ist katalytisch
vergleichsweise gering aktiv und reflektiert nur einen Bruchteil des zellverankerten
ACE endothelialer Herkunft 8% Die Freisetzung erfolgt tiber Sekretasen, die als
Mg.-abhangige Metalloproteine in mikrovillaren und mikrosomalen Membranen
verschiedener Organe von Mensch und Tier nachgewiesen werden [%#1 Nicht
auszuschlieR3en ist daher die Mdoglichkeit, dass nicht die ACE-Expression selbst,
sondern eine unterschiedliche Expression und Freisetzung solcher Sekretasen die
ACE-Serumspiegel in den verschiedenen granulomatdsen Erkrankungen modulieren.
Da auch genetische und weitere, z.T. noch unbekannte Faktoren auf den messbaren

n B39 st seine Korrelation zu der tatsichlichen

Serumspiegel Einfluss nehme
geweblichen Expression und verschiedenen Erkrankungen prinzipiell erheblichen
Problemen ausgesetzt und damit nicht sicher moglich.

Bestimmte Besonderheiten wurden dem in Granulomen gefundenen ACE
zugeschrieben. Einige Untersucher fanden eine starkere Expression in der
Granulomperipherie gegentber dem Granulomzentrum, was auf einen stimulieren-
den Effekt der hauptsachlich in der Granulomperipherie lokalisierten T-Suppressor-
zellen zuriickgefilhrt wurde %Y. Auch eine Korrelation zwischen prozentualer
Anwesenheit von Lymphozyten und ACE-Produktion wurde bei der Sarkoidose
gesehen und lymphozytaren Zytokinen eine bedeutende Rolle fir die ACE-Induktion
zugedacht 9 5plche Abh&ngigkeiten kdénnen in der vorliegenden Arbeit nicht
bestatigt werden. Weder die zahlreich gepriften morphologischen noch die
immunhistologischen Kriterien ergaben in der Korrelationsanalyse Hinweise auf
einen signifikanten Einflul? entziindungsbegleitender Lymphozyten. Nur bei der
Tuberkulose stand das vermehrte Auftreten von Lymphozyten in Beziehung zu einem
vermehrten Nachweis geordneter Riesenzellen und einer erh6hten ACE-Expression
in benachbarten Endothelien. Dagegen unterstreichen die eigenen Daten aber die
zentrale Rolle des Makrophagen im granulomatdsen Entzindungsgeschehen. Die
Anzahl aktivierter, in Granulomen selbst vorgefundener Makrophagen war sowohl bei

Sarkoidose und Tuberkulose als auch bei Toxoplasmose deutlich mit einer erhdhten
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ACE-Expression dieser Zellen im Granulom assoziiert, und hier besonders mit der
von polygonalen Epitheloidzellen. Dies lasst eine Regulation der Expressionsstarke
von ACE in Makrophagen durch einen sezernierten, auto- und parakrin wirksamen
Faktor vermuten. Aus der Zellkultur sind bisher jedoch nur Steroidhormone,
Fibroblastic Growth Factor (FGF) und synthetische Proteinkinase C-Aktivatoren
bekannt geworden, welche ACE stimulieren konnten 13041481241

Ein interessanter Befund dieser Arbeit, der auf eine gegenteilige Regulation von
zellularem ACE hinweist, verdient noch kurze Erwdhnung. In unmittelbarer Nachbar-
schaft strukturloser Nekrosen der Tuberkulose von Mensch und Tier (Abb. 2 B, C,
8 A und 9 C), akuter Entziindungskomponenten (Abb. 3 G und 8 E, F) und schwer
resorbierbaren Fremdkorpermaterials (Abb. 3 H) fand sich immunreaktives ACE auf
normalerweise exprimierenden Zellformen reduziert oder fehlte komplett. ACE ist
aber bekanntermalRen molekular sehr stabil und immunhistologisch auch in ACE-
exprimierenden nekrotischen Zellformen und selbst nach fortgeschrittener Autolyse
noch problemlos nachweisbar [v6] Dagegen reagiert ACE uberraschend empfindlich
auf die oxidative Burst-Reaktion von Granulozyten und hier auf freigesetztes H,0O,
[1548.78] "|n allen der oben erwahnten pathologischen Gewebeveranderungen liegen
vermutlich hohe lokale H,O,-Konzentrationen vor, die zu einem Verlust sowohl der
enzymatischen Aktivitat als auch der immunhistologischen Detektionsfahigkeit durch
Destruktion der molekularen ACE-Struktur beitragen [481 " Als weitere Besonderheit
muss erwahnt werden, dass sich Lymphozyten einschlief3lich aller Aktivierungsstufen
stets und strikt immunhistologisch ACE-negativ darstellten. Dies deckt sich nicht mit
der bisherigen Vorstellung einer, wenn auch nur geringen Expression in diesen
Zellformen. Letztere Befunde beruhen allerdings auf morphologisch nur wenig
differenzierenden funktionellen Analysen und auf Reaktionen polyklonaler Antiseren,
deren Spezifitat durchaus nicht gesichert ist 2.

Bezuglich des Sarkoidoseverlaufes wurde eine geringere ACE-Aktivitat in fibrosierten
gegenuber nicht fibrosierten Granulomarealen festgestellt *91% was vermutlich auf
der GrolBenabnahme eingefasster Granulome, nicht aber auf der Expressions-
intensitat beteiligter Zellformen beruht. Beziehungen zwischen zellularer ACE-
Expression und der Quantitat der umgebenden Fibrose wurden in den eigenen
Sarkoidoseféllen  nicht gefunden, lediglich  Endothelien in  zellarmen,
kollagenfaserreichen Fibrosen exprimierten signifikant vermehrt ACE. Dies lasst

Parallelen zu endothelial neuexprimiertem ACE in parenchymatdsen
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Umbauprozessen verschiedener Nierenerkrankungen erkennen ®. Nur in den
Tuberkulosefallen war die ACE-Expression geordneter und ungeordneter
Riesenzellen zu dem Ausmall der entzindungsumgebenden Fibrosereaktion
assoziiert. Ob letzterer Befund aber tatsachlich eine direkte funktionelle Beziehung
signalisiert, ist fraglich. Sicher aber kommt der gelegentlich schwachen ACE-
Expression in Fibroblasten keine gesonderte Rolle zu.

Dennoch ist ACE in granulomatdosen und histiozytdren Erkrankungen nicht nur
immunhistologisch eindrucksvoll. Seine funktionelle Bedeutung bestétigen altere
tierexperimentelle Studien, die eine dosisabhéngige Reduktion der Granulomgrof3e
unter ACE-Inhibition (Captopril) beschreiben 91261271 \weinstock sieht den Sinn der
ACE-Produktion in Granulomen in einer Steigerung der Phagozytoseaktivitat [128]
einer Erhéhung der GefaRpermeabilitat ®>2° und einer chemotaktischen Wirkung

auf T-Lymphozyten durch vermehrt generiertes Ang Il %

. Als unspezifische
Dipeptidylpetidase nimmt ACE zudem vermutlich an dem Abbau und der
biologischen Inaktivierung kurzkettiger Aminosauresequenzen teil. Der gesteigerte
Abbau von Bradykinin sollte die lokale Gefa3permeabilitat aber eher reduzieren, und
- falls Ang Il tatsachlich chemotaktisch wirkt - ist aufgrund der vorliegenden
morphologischen Daten viel eher der Makrophage selbst die Zielzelle. Diese
Sichtweise wird durch eine Reihe neuerer Erkenntnisse gestitzt, die dem Zytokin
.monocyte chemotactic protein-1* (MCP-1) eine zentrale Rolle in der
Granulomformierung zuschreiben “>*7). Dieses, besonders von Makrophagen selbst
freigesetzte Chemokin fordert selektiv die Aktivierung und Akkumulation von
Makrophagen "M, Es ist in epitheloidzelligen Granulomen massiv nachweisbar [
und zeigt zudem Korrelationen zur Entziindungsaktivitat und Verlaufsparametern der
Sarkoidose Y. Interessanterweise scheinen direkte Beziehungen zur Expression
von ACE zu bestehen, da einerseits entziindungsbedingte Serumwerte und die
Expression von MCP-1 und ACE miteinander korrelieren 2 andererseits eine
medikamentdse ACE-Inhibition die Expression von MCP-1 auch in anderen
Erkrankungen und experimentellen Modellen senkt *>1, Ob tatsachlich durch ACE
gebildetes Ang Il direkt MCP-1 induziert *® oder ACE in anderweitiger Beziehung zu
MCP-1 steht, ist aufgrund der bisherigen Befunde unklar.
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4.2 ACE im Gewebe verschiedener Tierspezies

Ein Differieren antigener Determinanten des humanen ACE von dem anderer
Spezies hatten erstmals Takada et al. mittels eines kreuzreagierenden Antiserums
vom Kaninchen festgestellt 8. Die bei Tieren fehlende Immunreaktivitat der im
Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten monoklonalen Antikorperklone CG1,
CG3, CG4, CG5 und 5F1, die jeweils nur ein definiertes Epitop des denaturierten
humanen ACE detektieren ¥, erklart sich durch strukturelle Unterschiede des ACE-
Molekils der verschiedenen Tierarten. Dennoch uberrascht, dass nur ein einzelner
Antikorperklon kreuzreagierte (mAk CG2), dann aber gleich mit dem ACE teilweise
so verschiedener Tierarten wie Menschenaffe, Hund, Feliden (Katze, Panther,
Leopard und Lowe), Kaninchen und Girteltier. Dieses spricht fir eine zwischen
diesen Tierarten einschlie3lich Mensch hochkonservierte Proteindoméane des ACE.
Affe, Hund und Kaninchen zeigten auch eine Immunreaktivitat des mAk JC/70A
gegen humanes CD31, der sich mithin als geeigneter Endothelmarker fur diese
Spezies anbietet. Der mAk KP1 (humanes CD68) dagegen wurde in keiner der
untersuchten Tierarten immunreaktiv gefunden. Daraus kann gefolgert werden, dass
zumindest sein detektiertes Epitop ebenso wie die der mAk CG1, CG3, CG4, CG5
und 5F1 offenbar humanspezifisch sind.

Nicht verwunderlich ist aufgrund der engen Verwandtschaft des Menschenaffen die
ACE-Kreuzreaktivitat des mAk CG2. Interessanterweise erkannte dieser mAk zwar
ACE im Gewebe des Kaninchens, nicht aber das ACE anderer, relativ eng mit dem
Kaninchen verwandter Kleinnager wie Maus, Ratte, Hamster oder Meerschwein-
chen. In der ebenfalls untereinander enger verwandten Gruppe der Carnivoren
(Hund, Katze, Panther, Leopard und Lowe) bestand dagegen eine einheitliche
Kreuzreaktivitat des mAk CG2. Ein ahnliches Resultat hatten Conroy et al. mittels
Antiserum der Ziege gezeigt 7 Diese Autoren fanden zwischen Hund und
Kaninchen eine immunogene Homologie des ACE, ferner auch annahernd gleiche
Umsatzraten der Substrate des Enzyms. Im Gegensatz zur Kreuzreaktivitat von mAk
CG2 mit dem ACE des Menschenaffen, der Carnivoren, des Kaninchens und des
Gurteltieres fand sich in der vorliegenden Arbeit keine Kreuzreaktivitdt mit dem ACE
der Herbi- und Omnivoren (Rind, Schaf, Ziege, Pferd und Schwein). In Nicht-
Saugetieren, wie Reptilien und Vogel, konnte ACE mit mAk CG2 ebenfalls nicht
detektiert werden. Takada et al. stellten eine Kreuzreaktivitat ihrer anti-ACE-Seren

zwischen Hunde-, Schweine- und Rattenniere, nicht aber mit Nieren von Rind, Schaf
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und Kaninchen fest ™7, Sie konnten, was die immunogenen Eigenschaften des ACE
betrifft, keine phylogenetischen Beziehungen erkennen. Die eigene Studie mit
monoklonalen anti-ACE-Antikdrpern zeigt jedoch, dass durchaus 4ahnliche
immunogene Eigenschaften des Molekuls verwandter Tierarten vorliegen.

Charakteristisch  und  speziesubergreifend sind weitgehend einheitliche
Expressionsmuster des ACE in den verschiedenen Organen und Geweben.
Insbesondere exprimieren die Biurstensdume der proximalen Nierentubulus- und der
Dunndarmepithelien stark ACE. Dies wurde bereits 1976 beim Kaninchen und

t 11251

Schwein erkann . Vermutlich nimmt das Enzym hier an der Aminoséaure-

| 781 Ferner ist fir Ang Il ein Effekt auf die Natrium-

t [8,64]

Absorption und Reabsorption tei
und Bikarbonatreabsorption bekann . Hohe Konzentrationen von ACE wurden
schon 1971 im Gehirn der Ratte und spéter im Gehirn des Schweines und der
Medulla oblongata von Ratte, Kaninchen, Schaf und Mensch nachgewiesen 2159,
wobei das Enzym vermutlich an der Hydrolyse der Substanz P und dem Metabolis-
mus kurzkettiger Neuropeptide teilnimmt (1141 Fgr alle untersuchten Gewebe dieser
Studie stimmte das detektierte Expressionsmuster von ACE mit diesen gut

bekannten Lokalisationsorten tberein.

4.3 ACE im Gefal3system verschiedener Tierspezies

Eine Ausnahme der immunhistologischen Homologien zwischen den verschiedenen
Spezies bildet jedoch die endotheliale ACE-Verteilung im Gefal3system. Die
Heterogenitdt des Endothels bezlglich morphologischer Struktur, Funktion,
immunologischer und metabolischer Eigenschaften ist seit langerem bekannt 88894
Auch beim Menschen findet sich ACE endothelial ausgesprochen heterogen
exprimiert was die Gefal3- und Organspezifitdt betrifft und einige Bedeutung fir das
Verstandnis des zirkulierenden Renin-Angiotensin-Systems (RAS) hat "7,
Unabhangig von dem zirkulierenden RAS wurde die Existenz eines eigenstandigen
vaskularen RAS postuliert 43! und funktionell propagiert % was allerdings
hinsichtlich tatsachlich nachweisbarer Komponenten nach wie vor umstritten ist %2,
Entgegen der allgemeinen Vorstellung, dass glatte GefalRwandmuskulatur ACE
exprimiert Y liegen hierfur aber immunhistologisch keinerlei Hinweise vor 7", und
auch die vorliegende Arbeit konnte fur die verschiedensten Tierarten kein
immunreaktives ACE in glatten GefalRwandmuskelzellen dokumentieren. Dagegen

sind speziesspezifische Unterschiede in der endothelialen ACE-Verteilung der Ratte
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beschrieben [®!. Diese endotheliale Heterogenitat dokumentiert auch diese Arbeit mit
von Spezies zu Spezies zumeist nur gering, gelegentlich jedoch deutlich variierenden
Expressionsmustern (Tab. 12).

Die ausgepragte endotheliale ACE-Expression in Alveolarkapillaren der Lunge von
Mensch und Tier ist seit langem bekannt und immunhistologisch klar belegt [*%:2326:98],
Aufgrund des weitverzweigten alveolaren Gefal3netzes und der hohen Durchflussrate
stellt die Lunge den Hauptort der Konversion von Ang | zu Ang Il in der
Blutzirkulation und damit ein wichtiges Organ in der Blutdruckregulation dar [123],
Zwar unterliegen gemessene ACE-Serumspiegel in verschiedenen Tierarten einer
deutlichen Varianz mit absteigender Reihenfolge von Ratte, Affe, Mensch und
Hund ["®, aber ahnlich stark beobachtete ACE-Aktivitaten in den Pulmonalarterien
und -venen (sowie Nierenarterien) finden jedoch bei Hund und Affe kein immun-
histologisches Korrelat. Bei detaillierter morphologischer Analyse zeigten sich bereits
in engster Nachbarschaft deutliche Expressionsunterschiede der Endothelien, ganz
abhangig von ihrer definierten Position in der Lungenstrombahn (Abb. 5 B).
Endothelien der Pulmonalvenen zeigten, z.B. auch bei Hund und Affe, kein
immunreaktives ACE, und die Endothelien gréRerer Pulmonalarterien waren stets
vermindert immunreaktiv (Abb. 6 C). Speziesspezifische Besonderheiten missen
berlicksichtigt werden (Tab. 12). Dennoch entsprechen die eigenen Resultate im
Prinzip der Situation beim Menschen 43 wobei die Vasa privata der bronchialen
Zirkulation dem im Korper Ublichen Verteilungsmuster der ACE-Expression
unterliegen (Abb. 6 C und D). Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit bestéatigen
zudem eine frihe Arbeit, die erstmals auf unterschiedliche ACE-Aktivitaten zwischen
Pulmonalarterien und —venen und damit erstmals auf eine endotheliale ACE-
Heterogenitat verwies 3,

Die Niere ist das entscheidende Steuerorgan des RAS und der Blutdruckregulation.
Erst kirzlich konnte mit mAk gegen humanes ACE, die z.T. auch in dieser Arbeit
verwendet wurden, das komplette Fehlen von immunreaktivem ACE in der
Nierenvaskularisation beim Menschen demonstriert werden ["®. Dieser Befund

[11,79]

bestatigt frihere Vermutungen und in vivo-Messungen einer funktionell

fehlenden renalen Ang I-Konversion [,

Organspezifisch ist die endotheliale
Abwesenheit von ACE nur auf das normale menschliche Nierengewebe beschrankt.
Durch verminderte lokale Bildung von Ang Il und verminderten Abbau von Kininen

erklart sie den geringen vaskularen Widerstand der NierengefalRe mit hoher
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Durchblutungsrate und erheblichem Anteil am Herzminutenvolumen recht gut .
Manche widersprichlichen Ergebnisse in der Alteren Literatur sind durch
unspezifische polyklonale Antikdrper oder indirekte Nachweismethoden mittels
Autoradiografie bedingt, aber auch durch die experimentelle Verwendung ganz
unterschiedlicher Tierarten mit unkritischer Hochrechnung auf andere Saugetier-
spezies einschlie3lich des Menschen. Daher ist die Feststellung wichtig, dass in der
normalen Rattenniere endotheliales ACE nicht in Venen, interstitiellen und
glomerularen Kapillaren, hingegen ausgepragt in Arterien, Arteriolen sowie den Vasa
afferentes/efferentes zu verzeichnen ist "®. Die Gegenuberstellung verschiedener
Tierarten in der vorliegenden Arbeit verdeutlicht speziesspezifische Differenzen
gerade in der Nierenvaskularisation (Tab. 12). Wie beim Menschen fehlte beim Men-
schenaffen eine ACE-Immunreaktivitat in Endothelien aller Nierengeféaf3e (Abb. 5 C
und D), aber auch das Kaninchen liel3 in der Niere endothelial keinerlei ACE
detektieren (Abb. 5 G). Altere Befunde anderer Autoren, die eine glomerulare ACE-
Expression beim Kaninchen beschreiben I8 konnten in der vorliegenden Arbeit nicht
bestatigt werden. Geringgradige glomeruldre Immunreaktivitaten wurden ausschliel3-
lich bei Katze und Loéwe gefunden und sind moglicherweise ein fur Feliden
spezifisches Phanomen. Hunde und Katzen zeigten zudem eine Kkonstante
endotheliale ACE-Expression aller Nierenarterien, was in diesen Spezies, &hnlich der
Ratte, einen praglomeruldr andersartig regulierten Gefafldtonus vermuten laf3t. Die
Unterschiede zwischen den Tierarten sind ein Hinweis auf speziesspezifische
Eigenheiten in der renalen RAS- und Blutdruckregulation.

Wahrend Lunge und Niere die organspezifischen Ausnahmen in der endothelialen
ACE-Verteilung stellen, findet sich beim Menschen in allen anderen Organen wie
Herz, Leber, Gehirn, Milz, Haut, kleinen und grof3en Korperdrisen und im
Weichgewebe ein gleichartiges und charakteristisches Verteilungsmuster
(s. 2.1.3). Kapillarendothelien, z.B. auch der erwéhnten bronchialen Gefalde, zeigen
nur zu etwa 10 bis 20% Immunreaktivitdt, die Endothelauskleidung der meisten
venosen Gefalde ist komplett ACE-negativ, und starkste Expressionen finden sich nur
in Endothelien kleiner peripherer Arterien und Arteriolen . Die vorliegende Studie
bestatigt fur die untersuchten Tierarten (auf3er fur die Kleinnager) die heterogene
Expression innerhalb groRerer Gefaldstamme und der allgemeinen Mikro-
vaskularisation. Das jeweils miteinander verglichene Lebergewebe, das hinsichtlich

der arteriellen und portalen (splanchnalen) Gefal3versorgung zu studieren war, gibt
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daruber hinaus Hinweise auf speziesspezifische Besonderheiten (Tab. 12). Der Affe
zeigte als einzige der untersuchten Tierarten im Lebergewebe keine ACE-
Immunreaktivitdt in Endothelien der leberinternen Gefaldtypen. Dagegen entsprach
das Expressionsmuster des Kaninchens mit starkster Immunreaktivitat in kleinen
Portalarterien und —arteriolen (Abb. 5 E) dem des Menschen (F.E. Franke, person-
liche Mitteilung). Der organspezifische Unterschied zwischen Affe und Mensch tber-
rascht, da ansonsten ein sehr &hnliches ACE-Verteilungsmuster gefunden wurde.
Uberraschend und abweichend von Mensch, Affe und Kaninchen sind auch die
Befunde bei Hund und Katze. Hier fand sich zusétzlich eine endotheliale ACE-
Expression in den Portalvenen (Abb. 6 E und 7 C), was offenbar bei diesen Tierarten
fur viele splanchnale Gefal3e gilt, da auch ventses Gefaliendothel der Milzgefale
deutliche Immunreaktivitdt aufwies (Abb. 6 F und 7 D). Hund und Katze besitzen
bekanntermalen eine Speichermilz, die in Phasen grof3er kdrperlicher Leistung ein
hoheres Blutvolumen zur Verfiigung stellt. Die eigenen Befunde kdnnen daher auf
eine Bedeutung des splanchnalen ACE bei Hund und Katze fir eine effektivere
Verteilung des Blutvolumens hinweisen, z.B durch lokal vermehrte Ang lI-Freisetzung

und Bradykinin-Degradation.

4.4 ACE in granulomatdsen Entzindungen der Tiere

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine speziesspezifische Heterogenitat der
zellularen ACE-Expression offenbar auch das Makrophagen/Histiozyten-System und
seine Aktivierung betrifft. Im Gegensatz zu den bereits unter physiologischen
Bedingungen stets gering ACE-exprimierenden Alveolarmakrophagen des Menschen
fand sich in Alveolarmakrophagen aller untersuchter Tierarten keine Expression
(Abb. 8 C und 9 B). Zumindest fir das Kaninchen und im Gegensatz zum Menschen
findet sich dieser unerwartete Befund in der alteren Literatur bestatigt 561 Ein neuer
Befund dieser Arbeit ist dagegen das Fehlen von ACE auch in Alveolarmakrophagen
von Menschenaffe, Hund, Katze, Lowe, Panther und Leopard, was bereits auf eine
unterschiedliche ACE-Regulation in stimulierten Makrophagen hinweist. Extrem
unterschiedlich stellte sich das Expressionsspektrum aber in den verschiedenen
granulomatdsen Entzindungsreaktionen verschiedener Tierarten dar. Wahrend der
Menschenaffe sich hier durchaus mit dem Menschen vergleichen liel3, was
Granulomformierung, -gréRe und ACE-Expressionsintensitdt angeht (Abb. 8 A und

B), war in keinem der aktivierten Makrophagen und in keinem der eher kleinherdigen
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Granulome des Kaninchens ACE zu detektieren. Beim Hund wurden nur ganz aus-
nahmsweise ACE-immunreaktive Makrophagen im Randbereich von Haar-
granulomen gefunden, und ebenso zeigte die Katze nur ausnahmsweise deutlicher
ACE in den wenigen grol3eren Granulomen der untersuchten Tuberkulosefalle
(Abb. 9 B). Die untersuchten, an Tuberkulose erkrankten Grol3katzen besalRen ganz
Uberwiegend nicht die Fahigkeit immunreaktives ACE zu exprimieren. Dies deutet
auf eine molekular andersartige Gewebereaktion auf Mykobakterien in den ver-
schiedenen Tierarten hin. Rein morphologisch waren voll ausgebildete, dem
Menschen oder Menschenaffen vergleichbare Epitheloidzellgranulome ebenfalls
nicht nachweisbar, das histologische Bild erinnerte eher an das der mykobakteriellen
Histiozytose immundefizienter Patienten (vergleiche Abb. 9 D mit 4 E). In HIV-
infizierten Makrophagenkulturen bleibt die durch Phagozytose von Mycobacterium
[47]

tuberculosis induzierte Expression des Zytokins MCP-1 offenbar aus "". Eine im

Reaktionsspektrum von Makrophagen nicht vorgesehene ACE- und damit
verminderte MCP-1-Expression, die durch das ACE-Produkt Ang Il induziert wird el
konnte die geringe Tendenz vieler Tierarten zu einer epitheloidzellig granulomattsen
Gewebereaktion erklaren. Interessant ware daher zu prufen, ob und in welcher Form
das Zytokin MCP-1 in den Makrophagen und Entzindungen der untersuchten
Tierarten exprimiert wird und damit gleichfalls seine Beziehung zu ACE zu

entschlisseln.
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5 Zusammenfassung

Vorkommen und Verteilungsmuster von Angiotensin I-converting enzyme (ACE,
Kininase I, CD143), das die Auswirkungen des RAS und des KKS Uber die
Gewebespiegel bioaktiver Angiotensine und Kinine reguliert, ist in Geweben von
Mensch und Tier unzureichend charakterisiert. Erst kurzlich fiel seine endotheliale
Heterogenitat mit bemerkenswerter Gefal3-, Organ- und Speziesspezifitat auf. Ferner
sind die bei Sarkoidose und einigen histiozytaren Entzindungen abnorm erhoht
gefundenen ACE-Serumspiegel morphogenetisch nicht erklart. Ziele dieser Arbeit
waren daher, mit sechs gegen denaturiertes menschliches ACE hergestellten neu
zur Verfugung stehenden monoklonalen Antikdrpern (mAK) (CG1, CG2, CG3, CG4,
CG5 und 5F1) das Expressionsmuster von ACE (1.) in Makrophagen und &tiologisch
verschiedenen granulomatésen Entzindungen des Menschen zu vergleichen, (2.)
diese mAKk hinsichtlich einer moglichen Kreuzreaktivitat mit dem ACE verschiedener
Tierarten zu prifen, um dadurch (3.) moégliche speziesspezifische Unterschiede in
der endothelialen, makrophagozytdren und granulomattésen ACE-Expression zu
analysieren. Aul3erdem wurden die mAk JC/70A gegen CD31, mAk KP1l gegen
CD68 und mAk MR12/53 (unspezifisch) zu Kontrollzwecken eingesetzt.

Grundlage bildeten formalinfixierte und in Paraffin eingebettete Gewebeproben von
Patienten mit klinisch abgesicherter Tuberkulose (n= 41), Sarkoidose (n= 29),
Toxoplasmose (n= 30), Fremdkorpergranulomen unterschiedlicher Atiologie (n= 14)
und 20 Patientenfélle mit besonderen granulomatésen und histiozytdren Entzln-
dungen wie Schistosomiasis, Blastomykose, mykobakterieller Histiozytose und
Morbus Hansen (Lepra). Ferner wurden in Paraffin eingebettete Gewebeproben von
21 verschiedenen Tierarten untersucht. Histiozytdre und granulomatose Gewebe-
reaktionen konnten hier jeweils an der Tuberkulose von Menschenaffe, Hund, Katze
und Grol3katzen, an der Lungenmykose des Kaninchens und an Fremdkdrper-
reaktionen des Hundes erfasst werden. Das Gewebematerial entstammte den
Instituten fur Pathologie und Veterinar-Pathologie der JLU Giessen, die Sonderfélle
der Abteilung flr Pathologie der Universitat Campinas, Brasilien. Als Detektions-
methode der Immunreaktivitat diente die APAAP-Technik. Die geweblichen
Expressionsmuster von ACE wurden einheitlich analysiert, wobei eine semiquan-

titative Erfassung morphologisch und immunhistologisch relevanter Gewebe-
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veranderungen bei Sarkoidose, Tuberkulose und Toxoplasmose eine vergleichende
statistische Analyse zuliel3.

Von den analysierten mAk gegen humanes ACE reagierte der mAk CG2 kreuz mit
dem ACE des Menschenaffen, der Carnivoren Hund, Katze und aller GrofR3katzen,
des Kaninchens und des Gdurteltieres, nicht jedoch mit dem ACE der Kleinnager
Hamster, Maus, Ratte und Meerschweinchen oder der Omni- und Herbivoren wie
Schwein, Schaf, Ziege, Rind und Pferd. Dies spricht fir konservierte ACE-
Proteindomanen mit immunogener Ahnlichkeit untereinander verwandter Tierarten.
Der mAk CG2 lokalisierte ACE in den Geweben der kreuzreaktiv gefundenen
Tierarten jeweils eindeutig. Auffallende gefafl3-, organ- und speziesspezifische
Unterschiede betrafen jedoch die endotheliale Expression, besonders deutlich im
direkten Vergleich der Lungen-, Nieren- und Lebervaskularisation. Wahrend
Alveolarendothel allgemein stark und einheitlich exprimierte, fehlte ACE in den
Endothelien aller Nierengefaf3e von Kaninchen und Affe, und nur die Carnivoren
Hund und Katze zeigten eine Expression in ventsen Endothelien des splanchnalen
(und portalen) GefalRsystems. Die Ergebnisse bestatigen - tber Mensch und Ratte
hinaus - die Heterogenitat der endothelialen ACE-Verteilung fur zahlreiche weitere
Tierarten. Eine unterschiedliche Regulation von zirkulierendem RAS, KKS und
Blutdruck ist daher zu vermuten, jeweils angepasst an die Bedurfnisse der
betreffenden Spezies und des betreffenden Organsystems.

In einer Uberraschenden Heterogenitat préasentierte sich ebenfalls das von
Makrophagen exprimierte ACE, das spezies- und zudem aktivierungsabhangigen
Mustern folgte. Alveolarmakrophagen und andere aktivierte Makrophagen zeigten
sich beim Menschen gering immunreaktiv fir ACE, jedoch in keiner der untersuchten
Tierarten. Eine dem Menschen vergleichbare Morphologie und stets ausgepragte
ACE-Immunreaktivitat waren kennzeichnend fir die epitheloidzellig granulomatdse
Entziindungsreaktion des Menschenaffen bei Tuberkulose, wurden aber nur unregel-
malnig und sporadisch bei Hund und Katze und nicht bei Grof3katzen gefunden. Trotz
massiver Tuberkulose gehorte eine ACE-Expression bei Grol3katzen offenbar nicht
zu dem Reaktionsspektrum aktivierter Makrophagen, ebensowenig wie bei aktivier-
ten Makrophagen des Kaninchens. Beim Menschen dagegen unterschieden sich
Sarkoidose, Tuberkulose und Toxoplasmose nicht substanziell in der histiozytaren
Fahigkeit zur ACE-Expression. Die hinsichtlich zellularer Art und Intensitat faktisch

gleichartigen Expressionsmuster von Sarkoidose und Tuberkulose erklaren ihre
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unterschiedlich beschriebenen ACE-Serumspiegel nicht. Daher missen hier andere
EinfluRfaktoren diskutiert werden, wie eine unterschiedliche Aktivitat von Sekretasen,
die das plasmatisch erfassbare ACE generieren. Die multifaktorielle Analyse ergab,
dass nicht Lymphozyten, sondern die Makrophagen selbst signifikanten Einfluss auf
ihre Akkumulation und ACE-Expression in der granulomatésen Entzindungsreaktion
haben. Diese Befunde decken sich gut mit der kirzlich bekanntgewordenen
Beziehung zwischen ACE und dem von Makrophagen gebildeten Zytokin MCP-1,
das - zumindest experimentell von Angiotensin Il induziert - fir die Makrophagen-
akkumulation verantwortlich ist und beim Menschen mit ACE-Gehalt und
Auspragungsgrad granulomatoser Gewebereaktionen korreliert. Die eigenen
Befunde sprechen daflr, dass Tierarten, denen das Reaktionsspektrum mit lokal
ausgepragter ACE-Expression fehlt, tatsdchlich keine vergleichbare epitheloidzellig

granulomatdse Entziindungsreaktion aufbauen kénnen.
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6 Summary

Angiotensin I-converting enzyme (ACE, Kininase Il, CD143) mediates the effects of
the renin-angiotensin system (RAS) and kallikrein-kinin system (KKS) by regulating
the tissue levels of bioactive angiotensins and kinins. Though remarkable vessel,
organ and species specificity has recently been reported, only little is known about
the distribution of ACE in tissues of man and animals. Furthermore, the abnormally
increased serum levels of ACE found in sarcoidosis and other histiocytic diseases
were not adequately explained by morphological methods. Therefore, the tissue
expression of the enzyme was assessed by novel monoclonal antibodies (mAbs) and
immunohistochemistry. This allowed (1) a comparison of ACE-expression of
macrophages in human diseases of different etiology, (2) the detection of possible
cross-reactivity of anti-ACE mAbs between different animal species, and (3) the
subsequent analysis of species specific differences in the distribution of ACE in
endothelial cells, macrophages and granulomatous diseases.

Formalin-fixed and paraffin-embedded tissue specimen of patients with clinically
confirmed tuberculosis (n = 41), sarcoidosis (n = 29), toxoplasmosis (n = 30) and
foreign body granuloma (n = 14) were obtained from the Institute of Pathology, JL-
University of Giessen. Tissue specimens of patients with peculiar granulomatous and
histiocytic diseases such as leprosy (n = 9), blastomycosis (n = 10), schistosomiasis
(n = 1), and mycobacterial histiocytosis (n = 2) were obtained from the Department of
Pathology, University of Campinas, Brazil. Furthermore, formalin-fixed and paraffin-
embedded tissue specimen of 21 different animal species, received from the tissue
archives of the Institute of Veterinary Pathology, JL-University of Giessen, were
examined. Here, histiocytic and granulomatous diseases were analyzed in cases of
tuberculosis of anthropoid ape, dog, cat and bulk-cat, pulmonary mycosis of rabbit
and foreign body granuloma of dog. A set of six mAbs (CG1, CG2, CG3, CG4, CG5
and 5F1) to denatured human ACE were applied on the tissues of man and different
animal species, supplemented by the mAbs JC/70A to human CD31, KP1 to human
CD68 and MR12/53 as an unspecific control. Immunoreactivity was detected by the
APAAP-technique and was uniformly analyzed. A semiquantitative evaluation and
statistical comparison of relevant morphological and immunohistochemical features

was performed in sarcoidosis, tuberculosis and toxoplasmosis of man.
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Among all mAbs to human ACE, only CG2 showed a cross-reactivity with the ACE-
molecule of anthropoid ape, carnivores (dog, cat, bulk-cat), rabbit and armadillo as
indicated by similar tissue expression, for example at the brush borders of proximal
kidney tubules. In contrast, the denatured ACE of mouse, rat, hamster, guinea-pig
and herbi- and omnivores (cow, sheep, goat, horse and pig) was not
immunoreactive. This implies that certain domains of the ACE-protein, exhibiting
immunogenic similarity between different species, are evolutionary preserved.
However, the endothelial distribution of ACE differed markedly in the analyzed
vessels, organs and animal species. Whereas alveolar endothelium generally
showed a strong and uniform ACE-expression in all cross-reactive species, ACE was
largely absent from endothelial cells of most animal kidneys and completely missed
in renal vessels of the rabbit and anthropoid apes. Only carnivores like dog and cat
showed an expression of ACE in the venous endothelium of the splanchnic and
portal vessel system. Far beyond former findings in man and rat, these results
confirmed the heterogeneity in endothelial distribution of ACE for numerous animal
species. Furthermore, this suggests a different regulation of blood pressure and
circulating RAS and KKS, adapted to organ and species specific requirements.

Depending on species and cell activation, heterogeneous ACE-expression was
found in macrophages as well. Whereas human alveolar macrophages and activated
histiocytes regularly showed some immunoreactivity, these cells were completely
negative for ACE in all examined animal species. Nevertheless, in animals affected
by tuberculosis, strong ACE-expression for example was found in all epitheloid cell
granulomas of anthropoid ape and to some extent also in granulomas of dog and cat.
In contrast, rabbits did not show any ACE-expression in macrophages or histiocytes
despite massive tuberculosis, and typical epitheloid cell reactions were not found.
The same was true for most tuberculous tissues of bulk-cats. This indicates that the
capability of ACE-expression in macrophages may be linked with the epitheloid cell
reaction. However, there was no substantial difference in ACE expression between
sarcoidosis, tuberculosis and toxoplasmosis in man. The similar morphology and
ACE-expression of epitheloid-cell granulomas in sarcoidosis and tuberculosis may
not explain the different serum levels of the enzyme, suggesting other factors of
influence in these diseases. For example, secretases generating the measurable
form of plasmatic ACE could belong to those still unknown factors. Multifactorial

analysis showed that not lymphocytes but macrophages themselves had a significant
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influence on their own accumulation and ACE-expression in granulomatous
diseases. This finding fits the recently discovered relationship between ACE and the
macrophage chemotactic protein 1 (MCP-1) that is produced by macrophages. At
least experimentally, MCP-1 is inducible by angiotensin Il. Moreover, MCP-1 is
responsible for the accumulation of macrophages and correlates with both the ACE-
content and degree of granulomatous tissue alterations. The own results indicate that
animal species lacking ACE in the spectrum of macrophage activation may not be

able to form epitheloid cell granulomas which are comparable to those in humans.
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8 Anhang

8.1 Ansatze der Gebrauchslésungen

8.1.1 Tris-Waschpuffer

Stammldsung (Ansatz fur 20 | Gebrauchslésung)

Tris-Base 18 ¢
Tris-HCL 137 g
NacCl 175,59
Aqua demin. 2,51

Der pH-Wert der Stammlésung wurde zwischen 7,4 und 7,6 eingestellt, was
gegebenenfalls durch Zugabe von NaOH bzw HCL erfolgte. Die Stammlésung wurde

in einen Kanister gefillt und mit Aqua demin. auf 20 | verdunnt.

8.1.2 RPMI
RPMI-Konzentrat 50 ml
Aqua demin. 450 ml

Inaktiviertes Rinderserum 50 ml
Natriumacid 05g¢g
Der pH-Wert des Ansatzes wurde zwischen 7,4 und 7,6 eingestellt, woraus ein
Farbumschlag von gelb nach rot resultierte. Die RPMI-L6sung wurde bei 4°C im

Kihlschrank aufbewahrt.

8.1.3 Entwicklungspuffer
NaCL 8749
Tris-HCL 15¢
Tris-Base 49¢

Aqua demin. 1750 ml

Die L6sung wurde in einer dunklen Flasche bei Raumtemperatur aufbewabhrt.

8.1.4 Propandiol

Propandiol 21g
Aqua demin. 1000 ml
Die L6sung wurde in einer dunklen Flasche bei +4°C im Kuhlschrank aufbewahrt.
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8.1.5 Neufuchsin

Neufuchsin 5¢g
HCL (2N) 100 ml
Die Losung wurde in einer dunklen Flasche bei +4°C im Kuhlschrank aufbewahrt.

8.1.6 Citratpuffer

Stammldsung A: 0,1M Zitronensaure 21,01g¢
Agqua demin. 1000 mi
Stammldsung B: Natriumcitrat 29,41 ¢
Aqua demin. 1000 ml

Die Stammlésungen wurden bei +4°C im Kdihlschrank aufbewahrt. Kurz vor
Verwendung des Citratpuffers wurden 9 ml von Stammlésung A und 41 ml von

Stammldsung B mit 450 ml Aqua demin. auf 500 ml aufgefillt.

8.1.7 Hamalaun

Hamatoxylin 19
NaJO3 0,29
Kalialaun 5049
Aqua demin. 1000 ml
Chloralhydrat 509
Zitronensaure 19

Die Losung wurde in einer dunklen Flasche bei Raumtemperatur gelagert.

8.1.8 EosIin

Stammldsung (10 g Eosin in 1 1 96% igem Alkohol) 100 ml
70 %iger Alkohol 100 ml
100%ige Essigsaure 120 pl



Anhang 106

8.1.9 Entwicklerldsung

Kivettenzahl 1 2 3 4 5 6 7 8
Entwicklungspuffer  [ml] 35 70 105 140 175 210 245 280
Propandiol [m] 125 25 375 50 62,5 75 87,5 100
Laevamisol [mg] 20 40 60 80 100 120 140 160

Natriumnitrit [mg] 10 20 30 40 50 60 70 80
Aqua dest [m] 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
Naphtol [mg] 25 50 75 100 125 150 175 200
Dimethylformamid [m] 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400
Neufuchsin [ml] 100 200 300 400 500 600 700 800

Tabelle 13: Zusammensetzung der Entwicklerlésung

Entwicklungspuffer und Propandiol wurden im Mel3zylinder abgemesssen, in ein
Becherglas zusammengegeben und mit NaOH bzw. HCL der pH-Wert 9,75
eingestellt. Daraufhin wurde die bendtigte Menge Laevamisol abgewogen und der
Entwicklungspuffer-Propandiol-Losung hinzugefugt (Losung 1).

Natriumnitrit wurde in einem Glasflaschchen separat abgewogen und in der
entsprechenden Menge Aqua demin. aufgel6st (L6sung Il).
Naphthol-AS-Bisphosphat wurde ebenfalls in einem Glasflaschchen separat
abgewogen und dann in der entsprechenden Menge Dimethylformamid aufgel6st
(L6sung 1l1). Die Lésung muf3 eine klare gelbe Farbe haben.

Dann wurde die bendétigte Menge Neufuchsin in die Lésung Il pipettiert und die
Losung 1-2 Minuten stehengelassen.

Daraufhin wurde zuerst die Lésung Il und danach die Lésung Il der Losung |

zugegeben. Nach dem Einstellen des pH-Wertes auf 8,8 wurde die Losung filtriert.
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