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1. Zusammenfassung 
Die unter normalen Bedingungen avaskuläre Hornhaut wird auf Grund Ihrer Transparenz die 

„Windschutzscheibe“ des Auges genannt und ist essenziell für die Erhaltung der Sehkraft. Ist 

die Avaskularität gestört kommt es deutlich häufiger zu Abstoßungsreaktionen bei 

Hornhauttransplantationen. Dabei sind in erster Linie die eingewachsenen Lymphgefäße, nicht 

die Blutgefäße, prognostisch entscheidend. 

Die murine Hornhaut konnte aufgrund ihrer einzigartigen Eigenschaften und der Entwicklung 

von Antikörpern zur Anfärbung der Lymphgefäße bereits erfolgreich als Modell zur 

Identifizierung von Modulatoren der Lymphangiogense eingesetzt werden. Dabei wurden 

quantitative Merkmale der Lymphgefäße, wie die Lymphgefäßfläche der naiven Hornhaut, 

erhoben und mittels Intervallkartierung Genloci identifiziert, die im Zusammenhang mit der 

Lymphangiogenese stehen. 

Bei den bisher für die Intervallkartierung eingesetzten Mäusen handelt es sich um Inzuchtlinien 

gängiger Labormauslinien, die nur einen Teil der Diversität des Genoms abdecken. Die 

Collaborative Cross-Linien sind Inzuchtlinien, die entworfen wurden um eine deutlich größere 

Diversität abzudecken und als Ressource für die Intervallkartierung zu dienen. 

Die Studie bestätigt die Eignung der untersuchten CC-Linien für die Intervallkartierungen. Es 

zeigte sich eine deutlich größere Variation der gängigen morphometrischen Parameter 

„Gefäßfläche“, „Gefäßendpunkte“, „Gefäßverzweigungen“ und „Gefäßaussprossungen“, als 

auf Basis bisheriger Laborlinien zu erwarten war. Die anteilige Gefäßfläche variierte zwischen 

0% und 6,36%. Somit enthalten die CC-Linien sowohl „extrem hoch-angiogene“ als auch 

„extrem niedrig-angiogene“ Linien. 

Der „Durchmesser des limbalen Gefäßes“ korreliert im gleichen Maße wie die bisher genutzten 

Parameter mit der Gefäßfläche und kann als morphometrisches Merkmal zur 

Intervallkartierung genutzt werden. 

Darüber hinaus zeigten sich unter den CC-Linien strukturelle Unterschiede der 

Lymphgefäßarchitektur, insbesondere des limbalen Gefäßes. Die Linie FIV zeigte sowohl die 

größte Gefäßfläche als auch ein auffällig vergrößertes limbales Lymphgefäß, während die 

Linie HAX2 bei ähnlich großer Lymphgefäßfläche nur ein rudimentär ausgeprägtes limbales 

Gefäß, aber viele Gefäßverzweigungen ausbildete. 

 

Die Ergebnisse demonstrieren eine große Variationsbreite der Lymphgefäße verschiedener 

CC-Linien und liefern wichtige Erkenntnisse für Forscher, die mit CC-Linien arbeiten oder an 

komplexen Erkrankungen mit Beteiligung des Lymphsystems forschen. 
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2. Einleitung 
Die unter normalen Bedingungen avaskuläre Hornhaut wird auf Grund Ihrer Transparenz die 

„Windschutzscheibe“ des Auges genannt und ist essenziell für die Erhaltung der Sehkraft 1. 

 

Hornhauttransplantationen zur Behandlung von Erkrankungen der Hornhaut zählen zu den 

häufigsten Transplantationen weltweit. Allein in Europa werden 40.000 

Hornhauttransplantationen pro Jahr durchgeführt 2, um bei Verletzungen oder Erkrankungen, 

wie beispielsweise der Hornhautdystrophie, die Sehkraft wiederherzustellen. Dem 

Behandlungserfolg kommt eine besondere Relevanz für die Lebensqualität zu, weil das Sehen 

für den Großteil der Menschen die wichtigste Sinneswahrnehmung darstellt und damit 

einhergehend die Angst zu erblinden von Patienten regelmäßig auf Platz 1 oder 2 der am 

meisten gefürchtetsten gesundheitlichen Einschränkungen angegeben wird 3. Gleichzeitig 

nehmen Erkrankungen, die das Sehen beeinflussen, mit dem Altern und damit in der alternden 

Gesellschaft zu 4,5. 

 

Zu Transplantatabstoßungen nach Hornhauttransplantationen kommt es vor allem durch die 

Weiterleitung immunologischer Stimuli durch Blut- und Lymphgefäße. Dabei hat sich die 

Präsenz von Lymphgefäßen in der normalerweise avaskulären Hornhaut als wichtigster 

prädikativer Faktor für eine Transplantatabstoßung herausgestellt 6-8. 

 

Die genauen Mechanismen, die die Lymphangiogenese in der Hornhaut beeinflussen, sind 

noch nicht vollständig geklärt, weil die Forschung, im Vergleich zur Hämangiogense, auf 

diesem Gebiet mangels eines geeigneten Markers für Lymphgefäße lange vernachlässigt 

wurde. Einige Modulatoren der Hämangiogenese, beispielsweise vaskuläre endotheliale 

Wachstumsfaktoren, zeigen allerdings auch Effekte auf die Lymphangiogenese 9 10.  

Mehrere neue Modulatoren der Lymphangiogenese konnten bereits durch Forschungen an 

der Hornhaut im Mausmodell identifiziert werden und validieren die Hornhaut als geeignetes 

Modell sowohl zur Erforschung der Lymphangiogenese in der Hornhaut als auch zur 

Identifikation potenzieller übertragbarer Modulatoren der Lymphangiogenese auf andere 

Gewebe, Organtransplantationen oder Tumormetastasierung 2. 

2.1. Die Hornhaut: 

2.1.1. Aufbau der Hornhaut: 
Die Hornhaut wird oft auf Grund ihrer einzigartigen Eigenschaften als die „Windschutzscheibe“ 

des Auges beschrieben1. Sie ist für die Brechung des Lichtes zuständig, wobei 2/3 der 

gesamten Brechkraft des Auges auf die Hornhaut entfallen.  
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Die menschliche Hornhaut ist 550µm dick und setzt sich aus 5 Schichten zusammen, die von 

einem Tränenfilm bedeckt sind. Die obere Epithelschicht besteht aus unverhorntem 

Plattenepithel. Darunter liegen die Bowman-Membran und das Stroma, das relativ wenige 

Zellen enthält und in erster Linie aus Kollagen besteht. Es macht mit 470µm den größten Anteil 

aus. Die folgende dicht mit Kollagen besetzte Descemet Membran geht in das einschichtige 

Endothel über. Darunter ist die vordere Kammer des Auges lokalisiert 11 (Abbildung 1). 

 
Abbildung 1 Die verschiedenen Schichten der Hornhaut. 
Von außen (oben) nach innen (unten): Luft, Tränenfilm, Epithelschicht, Epithele Basalmembran, Bowman-Membran, Stroma, 
Pre-Descemet-Membran, Descemet-Membran, Endothel, Wässrige Flüssigkeit (Kammerwasser) 11 

 

Außen liegt der Hornhaut die Bindehaut an. Der Übergangsbereich wird als Limbus bezeichnet 

(Abbildung 2). Die Bindehaut ist im Vergleich zur Hornhaut sowohl mit Lymph- als auch mit 

Blutgefäßen vaskularisiert. Diese aus der Bindehaut kommenden Blut und Lymphgefäße 

enden an der Grenze zwischen Bindehaut und Hornhaut und verlaufen oft, aber nicht immer, 

in Form eines limbalen Gefäßes um die Hornhaut herum und dringen unter physiologischen 

Umständen nicht in die Hornhaut ein 1 12. Neben anderen Faktoren, wie der strikten parallelen 

Anordnung der Fibrillen im Stroma, gewährleistet die Avaskularität der Hornhaut die über 80-

prozentige Lichtdurchlässigkeit und damit die intakte Sehkraft 11. 
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Abbildung 2 Limbale Übergangszone zwischen der physiologischerweise avaskulären Hornhaut und physiologischerweise 
vaskularisierten Bindehaut. 
A) Hornhaut einer BALB/c Maus. In der schwarzen Box ist der Übergang zwischen Bindehaut und Hornhaut (Cornea), sowie 
das dazwischen liegende limbale Gefäß dargestellt. B) Immunfluoreszenzfärbung der Gefäße der Blut- (hier in grün) und 
Lymphgefäße (hier in rot) 10. 
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2.1.2. Das „angiogene Privileg“ der Hornhaut 
„Das Angiogene Privileg“ beschreibt den Fakt, dass die Hornhaut physiologischerweise frei 

von Lymph- und Blutgefäßen ist 1. Verschiedene aktive und passive Mechanismen existieren, 

die unabhängig voneinander die Avaskularität der Hornhaut bei kleinen Stimuli sichern. Es 

besteht ein ständiges Gleichgewicht aus Aktivatoren und Inhibitoren der Angiogenese. Dieses 

wirkt als Puffer, wodurch es bei schwachen Reizen nicht direkt zum Einwachsen von Blut- oder 

Lymphgefäßen kommt 2. 

 

Evolutionsbiologisch ist dies sinnvoll, weil eine klare, lichtdurchlässige Hornhaut essenziell für 

die Sehfähigkeit ist und die Hornhaut durch ihre anatomische Lage dauerhaft kleinen Stimuli 

ausgesetzt wird 1. 

Bei verschiedenen Erkrankungen des Auges hingegen wie chronischen Entzündungen, 

Infektionen oder aufgrund von Verätzungen können innerhalb von Stunden Blut- und 

Lymphgefäßen in die Hornhaut einwachsen13 1 14 15. Dabei kommt es zum Verlust der 

Sehfähigkeit durch Aufhebung der Transparenz der Hornhaut durch die Gefäße selbst, aber 

auch durch Einschwemmung von Fetten, Flüssigkeiten und Erythrozyten in die Hornhaut 16. 

Das „angiogene Privileg“ ist daher unvollständig. 

Die Aufrechterhaltung des „angiogenen Privileges“ steht in einer gegenseitigen Abhängigkeit 

zum „Immunprivileg“ und wird teilweise über die gleichen Mechanismen reguliert 1. 
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2.1.3. Das „Immunprivileg“ der Hornhaut und die Hornhauttransplantation 
Hornhauttransplantationen werden bereits seit über 100 Jahren durchgeführt. Bei 

Transplantation von Hornhäuten ohne HLA-Abgleich waren die Abstoßungsraten im Vergleich 

zu anderen Organen und Geweben wesentlich geringer. Daraus wurde eine immunprivilegierte 

Eigenschaft der Hornhaut geschlussfolgert, die „Immunprivileg“ genannt wird 2. 

 

Natürlicherweise wird das Immunprivileg über zahlreiche aktive und passive Mechanismen 

aufrechterhalten. Neben dem angiogenen Privileg, also der Gefäßfreiheit, zählt hierzu die 

reduzierte Anzahl an MHC-II-positiven antigenpräsentierenden Zellen in der Hornhaut, die bei 

Transplantatabstoßungen auf direktem Weg allo-reaktive T-Zellen aktivieren. Weitere 

Faktoren sind die reduzierte Expression von MHC-I in der Hornhaut, die ebenfalls von allo-

reaktiven T-Zellen über T-Zell-Rezeptoren erkannt werden und die Expression von Ligand CD 

95 1,17. Des Weiteren sind Immunzellen und inflammatorische Zellen natürlicherweise im Auge 

supprimiert. Dieser Umstand wird Vorderkammer-assoziierte-Immunabweichung genannt 17. 

Alle diese Eigenschaften verhindern bei kleinen Stimuli eine systemische Immunreaktion. So 

wird eine gute Transplantierbarkeit bei normalen Empfängern ermöglicht. 

 

Heute liegt die 5-Jahres-Überlebensrate nach Hornhauttransplantation bei über 90%. 

Allerdings liegen die Abstoßungsraten bei „Hochrisikoempfängern“ mit stark vaskularisierter 

Hornhaut trotz Immunsuppression und HLA-Abgleich bei über 50% 2 18. Damit stellt die 

Prävaskularisation der Hornhaut den größten Risikofaktor für eine Transplantatabstoßung dar. 

Dabei hat sich herausgestellt, dass primär die Lymphgefäße, nicht Blutgefäße für die 

Transplantatabstoßung entscheidend sind8. Im Mausmodell der Hornhauttransplantation 

hatten „Hochrisikoempfänger“ mit starker Neovaskularisation nur dann deutlich schlechtere 

Transplantatüberlebensraten, wenn eine Neovaskularisation mit Lymphgefäßen vorlag. Bei 

selektiver Inhibition der Lymphgefäße in „Hochrisikoempfängern“ mit starker 

Neovaskularisation von ausschließlich Blutgefäßen waren die Abstoßungsraten gleich niedrig 

wie bei „Niedrigrisikoempfängern“ ohne Neovaskularisation 6 ,7 8 19. 

 

Der Zusammenhang zwischen Prävaskularisation und Transplantatüberleben liegt in der 

verstärkten Ausprägung des Immunreflexbogens (Abbildung 3). Antigene und Immunzellen, in 

erster Linie MHC-II+ dendritische Zellen und Makrophagen, haben durch die Lymphgefäße 

einer prävaskularisierten Hornhaut des Empfängers einen erleichterten Zugang zu den 

regionalen Lymphknoten. Dort findet eine Allo-Sensibilisierung statt, wodurch Immunzellen, in 

erster Linie CD4+ T-Zellen, über die Blutgefäße in die Spenderhornhaut migrieren. Diese 

sorgen für eine Abstoßungsreaktion des Transplantats 1 20. 
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Abbildung 3 Der Immunreflexbogen 
Der Immunreflexbogen zeigt die Bedeutung von Blut- und Lymphgefäßen bei der Abstoßung von 
Hornhauttransplantaten. 1: Spender-Empfänger-Schnittstelle an der Blut- (rot) und Lymphgefäße die Hornhaut 
erreichen. 2: Antigene und Antigenpräsentierende Zellen (APC) des Spenders des Empfängers können über die 
Lymphgefäße die Hornhaut verlassen. 3: Sie migrieren zu den regionalen Lymphknoten 4: Nach Stimulation von 
Immuneffektorzellen in den regionalen Lymphknoten können T-Zellen über die efferenten Blutgefäße direkt in die 
Hornhaut gelangen und eine Abstoßungsreaktion initiieren 2. 
 

Neben einer stärkeren Ausprägung des Immunreflexbogens wird unter anderem auch durch 

die Vaskularisation der Hornhaut die Vorderkammer-assoziierte-Immunabweichung 

aufgehoben und damit Entzündungen begünstigt und Abstoßungsreaktionen ausgelöst 21. 

 

Das angiogene Privileg und das Immunprivileg haben viele Gemeinsamkeiten. Wie oben 

beschrieben schwächen Blut- und Lymphgefäße in der Hornhaut das „Immunprivileg“, indem 

sie den Immunreflexbogen verstärken. Auf der anderen Seite sind Entzündungen im Rahmen 

von Immunreaktionen kausal für die Neovaskularisation der Hornhaut 1,22. 

Dieser Zusammenhang zwischen Angiogenese und Entzündungs- bzw. Immunreaktion liegt 

in den Mediatoren der Angiogenese. Diese beeinflussen neben der Gefäßneubildung 

gleichzeitig Entzündungsprozesse und die Immunreaktion. Vaskuläre endotheliale 

Wachstumsfaktoren (VEGF), die zu den stärksten Aktivatoren der Angiogenese gehören, 

werden unter anderem von Makrophagen ausgeschüttet, die auch eine Schlüsselrolle bei der 

Amplifikationskaskade der Immunreaktionen spielen. Auf der inhibitorischen Seiten ist 
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beispielsweise Thrombospondin-1 ein Inhibitor von sowohl Entzündungen als auch durch 

Entzündungen verursachte Neovaskularisation in der Hornhaut 1. 

2.2. Das lymphatische System und die Modulatoren der Lymphangiogenese 
Das lymphatische System erfüllt im menschlichen Körper zahlreiche Funktionen, zu denen die 

Aufnahme von Vitaminen und Fetten, der Abtransport von interstitieller Flüssigkeit und 

Makromolekülen sowie die Antigenpräsentation in den Lymphknoten gehört. Darüber hinaus 

spielt es bei verschiedenen Erkrankungen, insbesondere Tumormetastasierung, eine Rolle 
9,21. 

Die Forschung auf dem Gebiet der Lymphangiogenese wurde im Vergleich zur 

Hämangiogenese lange vernachlässigt und ist weniger weit fortgeschritten. 2 Das ist auf zwei 

Faktoren zurückzuführen: den Mangel eines spezifischen Markers für Lymphgefäße und die 

Konzentration auf die Hämangiogenese durch die Tumorforschung. Seit der Identifikation 

spezifischer Marker wie VEGFR-3, LYVE-1, Podoplanin und Prox1 hat die Forschung in 

diesem Bereich einen Aufschwung erlebt 9. Es wurden lymphatische Netzwerke an Orten 

entdeckt, die vorher als frei von Lymphgefäßen galten. Im Jahr 2015 wurden beispielsweise 

lymphatische Gefäße im zentralen Nervensystem nachgewiesen 23. 

Die klinisch nicht sichtbaren Lymphgefäße in der Hornhaut wurden auch durch diese neuen 

Marker identifiziert 24. Zuvor wurde davon ausgegangen, dass nur Blutgefäße in die Hornhaut 

einwachsen können, weil Lymphgefäße biomikroskopisch nicht nachzuweisen waren. Die 

Lymphgefäße können dabei in Form von Aussprossungen existierender Gefäße oder de novo 

entstehen 21. 

Verschiedene molekulare Mechanismen, die die Lymphangiogenese verstärken oder 

inhibieren, sind identifiziert worden. Dazu gehören verschiedene Proteine und Peptide, aber 

auch nichtcodierende RNA. Einige dieser Modulatoren sind bereits als Modulatoren der 

Hämangiogenese bekannt gewesen und zeigen ebenfalls einen Effekt auf die 

Lymphangiogenese. Andere sind in den vergangenen Jahren neu entdeckt worden 2. Werden 

im Rahmen der Suche nach neuen Modulatoren der Lymphangiogenese mit Hilfe der 

Intervallkartierung bereits bekannte Modulatoren erneut identifiziert, spricht dies für die 

Validität der angewendeten Methode 10. 

 

Bisher wurden allerdings noch keine Medikamente, die die Lymphangiogenese beeinflussen, 

für die klinische Behandlung am Auge zugelassen. Dies macht es erforderlich weitere 

Modulatoren der Lymphangiogenese zu identifizieren. Die neuen endogenen Modulatoren der 

Lymphangiogenese stellen potenzielle zukünftige pharmazeutische Ziele/Ansatzpunkte dar, 

für die allerdings derzeit noch keine Anwendungen in der Klinik gefunden werden konnten. 
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2.2.1. Bekannte Aktivatoren der (Lymph-)angiogenese 
Endogene Aktivatoren der Angiogenese sind durch das verstärkte Interesse im Bereich der 

Tumorforschung vergleichsweise gut erforscht. Viele Aktivatoren der Hämangiogenese haben 

auch einen angiogenen Effekt auf Lymphgefäße. Im Wesentlichen wird die 

Lymphangiogenese von Mitgliedern der Familie der vaskulären endothelialen 

Wachstumsfaktoren (VEGF) induziert 2 (Abbildung 4). Die wichtigsten Mitglieder für die 

Hornhautneovaskularisation sind VEGF-A, VEGF-C und VEGF-D. Dabei sind VEGF-C und -D 

spezifisch für das Wachstum von Lymphgefäßen. Diese binden im Fall der Lymphangiogenese 

an die endothelialen Rezeptoren VEGFR-2 und VEGFR-3 25. VEGF-A kann indirekt durch 

Anlocken von VEGRF-1-positiven Makrophagen, die VEGF-C und D sekretieren, 

lymphangiogen wirken 14. 

 
Abbildung 4 Die VEGF-Familie 
Die VEGF-Familie zählt zu den bekanntesten endogenen Modulatoren der Angiogenese. VEGF-C und VEGF-D wirken über die 
Rezeptoren VEGFR2 und VEGFR3 aktivierend auf die Lymphangiogenese. Abbildung modifiziert von Ellis et al. 2018 25 
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Sowohl VEGF-A als auch VEGF-C und VEGF-D sind Ansatzpunkte klinischer 

Anwendungsmöglichkeiten. 

Ein Ansatz besteht in der Blockade von VEGF-A mittels einer VEGF-FalleR1R2. Dies führt bei 

Mäusen zu einem besseren Transplantatüberleben nach Hornhauttransplantation. Darüber 

hinaus wird die Infiltration von Immunzellen wie Makrophagen und T-Zellen signifikant inhibiert 
2,15,26,27. Bevacizumab, ein Angiogenesehemmer, der in der Krebsforschung entwickelt wurde 

und alle VEGF-A Isoformen hemmt, zeigte in der subkonjunktivalen Anwendung im 

Mausmodell ein verlängertes Transplantatüberleben und weniger Angiogenese in der 

Hornhaut 28. 

Dieser Ansatz wurde in die Klinik übertragen und wird in Form von off-label intrastromaler 

Applikation 29 30 31, topischer Applikation 31-33 und subkonjunktivaler Applikation34 nach 

Hornhauttransplantation getestet und zeigt vielversprechende Ergebnisse. Es wurden sogar 

vergleichbare Abstoßungsraten von „Hochrisikopatienten“ und „Niedrigrisikopatienten“ nach 

kombinierter Anwendung von Feinnadel Diathermie und subkonjunktivaler Injektion von 

Bevacizumab beobachtet 2 19 35. 

Eine kürzlich durchgeführte prospektiv klinische Studie zeigte außerdem, dass Bevacizumab 

einen positiven Effekt auf das Transplantatüberleben nach Hochriskohornhauttransplationen 

haben kann. 36 

Ein weiterer Ansatz besteht in der Reduktion der Expression von VEGF-A durch IRS-1 (insulin 

receptor substrat-1). IRS-1 ist ein zytosolisches Adapterprotein, das andere Proteine zu deren 

Rezeptor leitet, wodurch VEGF-A, jedoch nicht VEGF-C, VEGF-D oder VEGFR-3, beeinflusst 

werden. Neben erfolgreichen Versuchen mit IRS-1 Antisenseoligonukleotiden im 

nahtinduzierten Entzündungsmodell 37 wurden bereits Versuchsreihen der Phase II und III 

erfolgreich absolviert. Dabei wurde bei den Patienten die Neovaskularisation signifikant 

inhibiert 38. 

Auch mit einem anti-VEGF-C-Antikörper (VGX-100) kann die Lymphangiognese bei 

„Hochrisikoempfängern“ im Mausmodell reduzieren werden 27. Integrina9b1 fördert die von 

VEGF-C und VEGF-D stimulierte Zellmigration durch direkte Bindung 39,40. Die 

subkonjunktivale Injektion eines blockierenden Antikörpers gegen Integrin a9 resultiert zwar 

nicht in verminderter Lymphangiogenese, jedoch in verminderter Valvulogenese und 

signifikant verminderter Abstoßungsreaktion 41. Darüber hinaus zeigt Integrin a5b1, das in der 

entzündeten Hornhaut exprimiert wird, bei systemischer Inhibition eine spezifische 

Abwesenheit von Lymphgefäßen ohne Auswirkung auf die Blutgefäße. Dies resultiert in 

besserem Transplantatüberleben in murinen „Hochrisikoempfängern“ 8. 
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Neben der VEGF-Familie existieren weitere bekannte Faktoren, wie PDGF 42, FGF-2, 

Angiopoietin und HGF 43, die die Lymphangiogenese induzieren 2. 

 

2.2.2. Bekannte Inhibitoren der (Lymph-)angiogenese 
Zu den Inhibitoren der (Lymph)angiogenese gehören im Wesentlichen lösliche VEGF-

Rezeptoren (sVEGFR-2 und sVEGFR-3, (Abbildung 4), Plasminogen-/Serine-Protease-

Inhibitoren und Mitglieder der Thrombospondin-Familie. Außerdem zeigen Vasohibin-1 und 

Neuropilin-2 und einige nicht-kodierende RNAs Effekte auf die Lymphangiogenese 2. 

 

Lösliche VEGF-Rezeptoren: 
Das Epithel der Hornhaut exprimiert durch alternatives Spleißen der Rezeptoren VEGFR-2 

und VEGFR-3 die löslichen VEGF-Rezeptoren -2 und -3 (sVEGFR-2, sVEGFR-3). VEGFR-2 

und -3 sind die Rezeptoren für die Wachstumsfaktoren VEGF-C und -D. Die löslichen 

Spleißvarianten binden VEGF-C und VEGF-D und unterbinden deren Signalwirkung 44. 

sVEGFR-2 ist das Monomer der extrazellulären Domäne des membrangebundenen Rezeptors 

VEGFR-2. sVGFR-2 bindet VEGF-C. Bei Verlust von sVEGFR-2 nach der Geburt im 

Mausmodell zeigte sich eine spontane Invasion von ausschließlich Lymphgefäßen in die 

Hornhaut und eine Hyperplasie der Lymphgefäße der Haut 45. 

sVEGFR-3 ist die gekürzte Isoform von VEGFR-3. sVEGFR-3 bindet ebenfalls VEGF-C. 

Dadurch wird der angiogene Effekt an VEGFR-3 unterbunden. Bei nahtinduzierter 

Angiogenese in Mäusehornhäuten resultiert eine Überexpression von sVEGFR-3 in 

reduzierter Lymph- und Hämangiogenese. Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass 

eine Ausschaltung von sVGFR-3 in verstärkter Angiogenese resultiert 44. Es wurde sogar eine 

Regression fetaler Lymhgefäße in vivo durch sVEGFR-3 nachgewiesen 46. Darüber hinaus 

kann VEGFR-3, das normalerweise auf dem Endothel von Lymph- und proliferierenden 

Blutgefäßen exprimiert wird, auch auf Epithelzellen der Hornhaut vermehrt gefunden werden. 

Dort trägt es durch Bindung von VEGF-C zur Aufrechterhaltung der Avaskularität bei 47 2. 

 

Präklinisch wurde die Blockade von VEGF-C und VEGF-D durch die löslichen Rezeptoren 

sVEGF-2 und sVEGF-3 getestet. Dabei erzielen sVEGFR-2 und sVEGFR-3 eine signifikante 

Blockade der Lymphangiogenese und ein signifikant verlängertes Transplantatüberleben 48. 

sVEGFR-2 unterdrückt darüber hinaus die Proliferation von Lymphangiomen im Mausmodell 
45. 
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Plasminogen/Serin Protease-Inhibitoren: 
Angiostatin ist ein endogener Faktor, der in der Hornhaut von Plasminogen abgespalten wird. 

Er kann verschiedene Oberflächenproteine in vaskulären Endothelzellen binden und 

verhindert ihre Migration und die Entstehung kleiner Tubuli 49 2,50. 

 

Endostatin Analoga: 
Zu den Endostatin Analoga gehören Endostatin, Tumstatin und Arresten. Sie sind Fragmente 

des Kollagens der extrazellulären Matrix des Stromas. 

Wichtige Bestandteile der Hornhaut sind parallel angeordneten Kollagenfibrillen und mit diesen 

interagierende Proteoglykane. Die Proteoglykane des Stroma gehören zur Gruppe der kleinen 

leucinreichen Proteine (small leucin-rich proteins/SLRP), die Funktionen beim Wachstum und 

Organisation der Kollagenfibrillen, bei der Zusammensetzung der Extrazellulären Matrix, der 

Transparenz der Hornhaut und der Regulation von inflammatorischen Prozessen haben 51. 

Endostatin ist einer der potentesten bekannten Inhibitoren der Angiogenese. Es handelt sich 

um ein Fragment des Kollagen Typ XVIII der Extrazellulären Matrix, das Integrine bindet und 

dadurch die Zellproliferation inhibiert und die Zellmigration unterbindet 52-54. 

Tumstatin bindet die Integrine avb3 und avb5, die anti-angiogenen Eigenschaften besitzen. 

Dabei ist die Bindung an avb3 entscheidend für die anti-angiogene Aktivität 55,56. 

Arresten ist ein Fragment von Kollagen IV, das seinen anti-angiogenen Effekt über die Bindung 

von Integrin a1b1 ausübt 2,56. 

 

Thrombospondin: 
Die Thrombospondine sind eine Familie von extrazellulären Proteinen, die Funktionen bei der 

Zell-Zell und Zell-Matrix-Kommunikation haben. In fast jedem Gewebe wird eine der 5 

Subgruppen der Thrombospondine in einem bestimmten Expressionsmuster exprimiert. 

Thrombospondin-1 und -2 haben einen starken anti-angiogenen Effekt 57. Thrombospondin-1 

wird auf Blutplättchen exprimiert und war deswegen das erste Protein der Familie, dessen 

inhibitorische Wirkung auf die Angiogenese identifiziert wurde 58. In der Hornhaut ist es in die 

Hemmung der Hämangiogenese sowohl direkt durch Inhibition der Migration von 

Endothelzellen und Effekte auf das Zellüberleben als auch indirekt involviert. Es bindet CD36 

auf Makrophagen, wodurch weniger VEGF-C in den Makrophagen produziert wird. Das 

wiederum inhibiert die Lymphangiogenese 57. 

Auch Thrombospondin-2 zeigt anti-angiogene Eigenschaften. Es bindet verschiedene 

Rezeptoren und kann den Zellzyklus von Endothelzellen unterbrechen 57 2. 
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Vasohibin-1: 
Vasohibin-1 wird selektiv auf Endothelzellen exprimiert. Die Expression kann von 

Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise VEGF oder FGF-2 induziert werden. Es inhibiert die 

Migration, Proliferation und Formation kleiner kapillarähnlicher Strukturen 59. Darüber hinaus 

wird ein direkter anti-lymphangiogener Effekt angenommen, weil Vasohibin-1 die durch VEGF-

C induzierte Lymphangiogenese hemmt 60 2. 

 

Neuropilin-2: 
Neuropilin-2 vermittelt die durch VEGF-C aktivierte Aussprossung von Lymphgefäßen. Dabei 

wirkt Neuropilin-2 auf VEGFR-3 61. Eine künstliche microRNA, die Neuropilin-2 als Ziel hat, 

reduziert die Expression von Neuropilin-2 in lymphatischen Endothelzellen. Darüber hinaus 

kann die Abstoßungsrate nach Hornhauttransplantation von „Hochrisikopatienten“ nach 

subkonjunktivaler Applikation von Neuropilin-2 verbessert werden 62 2. 

 

Nicht-kodierende RNA: 
Zu nicht-kodierender RNA gehören alle Formen von RNA, die nicht zur Transkription von 

Proteinen genutzt werden. Sie können die Expression von Genen regeln 2 63. Eine 

Unterkategorie der nicht-kodierenden RNA sind microRNAs. Sie sind weit in verschiedenen 

Organen und Geweben weit verbreitet und haben verschiedene regulatorische Aufgaben. Sie 

spielen auch bei Organtransplantationen eine Rolle 64. Mehrere nicht-kodierende RNAs, die 

im Zusammenhang mit der Transplantatabstoßung und Lymphangiogenese stehen, sind in 

den letzten Jahren identifiziert worden. 

Dazu zählt beispielsweise miR-184, die bei entzündeten Hornhäuten mit reduzierten 

Lymphgefäßen eine geringere Expression im Vergleich zu normalen Hornhäuten zeigt. In 

lymphatischen Endothelzellen mit erhöhter Expression von miR-184 in vitro wird die Adhäsion 

und Migration der Zellen sowie die Formation von kleinen kapillarähnlichen Strukturen 

supprimiert, was auf einen hemmenden Einfluss auf die Lymphangiogenese schließen lässt 
63. 

Prox1 ist ein Transkriptionsfaktor, dessen Aktivität wichtig für die Entstehung und Erhaltung 

von Lymphgefäßen ist, dessen genauere Mechanismen allerdings noch nicht bekannt sind 65 
66 67. Prox1 wird hauptsächlich in lymphatischen Endothelzellen exprimiert und hat keinen 

Einfluss auf Blutgefäße 67. miR-181 kann Prox1 binden, was zum Abbau von Prox-1 führt. Auf 

diese Weise wird die Prox-1 Expression während der Entwicklung von Blutgefäßen unterdrückt 
68. Darüber hinaus ist Prox1 entscheidend für die Expression von VEGFR-3, was die indirekte 

Regulation von VEGFR-3 auf Endothelzellen der Blutgefäße durch miR-181 erklärt 2. 



22 
 
 

Auch andere Formen der nicht-kodierenden RNA, wie lange nicht-kodierende RNA, konnten 

mit Neovaskularisation in Zusammenhang gebracht werden. Beispielsweise fungiert lncRNA 

H19 wie ein molekularer Schwamm für miR-29c und reguliert auf diese Weise die Expression 

von VEGF-A 69. 

Insgesamt lässt sich sagen, dass nicht-kodierende RNA in der Regulation von 

Hämangiogenese und Lymphangiogenese eine Rolle spielen und ein vielversprechendes Ziel 

therapeutischer pharmazeutischer Intervention sein könnten 2.  
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2.3. Die Hornhaut der Maus als Modell zur Identifikation neuer Modulatoren der 
Lymphangiogenese 

Die Hornhaut ist ein geeignetes Modell zur Erforschung der (Lymph)angiogenese und wurde 

in der Vergangenheit auf Grund ihrer einzigartigen und gut studierten Eigenschaften bereits 

vielfach zur Forschung der Lymph- und Hämangiogenese verwendet. 

Neben der guten Zugänglichkeit spielen das „angiogene Privileg“, die Induzierbarkeit von 

Häm- und Lymphangiogenese, die Transparenz und die Transplantierbarkeit, deren Erfolg auf 

dem Immunprivileg und den Lymphgefäßen beruht, eine Rolle. Darüber hinaus sichern gleich 

mehrere Mechanismen das „angiogene Privileg“ 1,9. 

Mehrere Modelle zur Erforschung der Lymphangiogenese mit Hilfe der Hornhaut sind 

entwickelt worden. Dazu zählen nahtinduzierte Entzündungen, Transplantationen und 

chemische Verbrennungen. Ungefähr ein Drittel der Erkenntnisse über Blutgefäße basieren 

auf Forschung an der Hornhaut 9. 

 

Auch der genetische Hintergrund verschiedener Mauslinien beeinflusst das lymphangiogene 

Potenzial und die (Lymph)angiogenese der Hornhaut. Es kann durch Analyse der 

phänotypischen Unterschiede, wie der physiologischen Vaskularisation, des 

Transplantatüberlebens nach Hornhauttransplantation oder der Reaktion auf bestimmte 

Stimuli, wie beispielsweise nahtinduzierte Entzündungen oder Wachstumsreize durch VEGF, 

zur Erforschung der Lymphangiogenese nutzbar gemacht werden 12,70. 

Man fand einen bis zu 10-fachen Unterschied in der Neovaskularisation in den Hornhäuten 

unterschiedlicher Mauslinien als Reaktion auf FGF-2 und VEGF und konnte durch QTL-

Analyse 6 chromosomale Regionen bestimmen, die für die Reaktion auf FGF-2 und VEGF 

verantwortlich sind71. Auch bei der Induktion der Lymphangiogenese durch VEGF-C variierte 

die Gefäßfläche beim Vergleich der sechs Mauslinien12 BALB/c, C57BL/6, SJL/JCrl, 

129S1/SvImJ, FVB/NCrl und Cast/EiJ bis um den Faktor 1,9 (zwischen der Linie BALB/c und 

FVB/NCrl) bzw. um den Faktor 1,4 (zwischen BALB/c und C57BL/6). Auch im nahtinduzierten 

Entzündungsmodell der Lymphangiogenese betrug die Variation der Linien das bis zu 

1,7fache beim Vergleich von BALB/c und FVB/NCrl bzw. das 1,3fache beim Vergleich von 

BALB/c und C57BL/612. 

Bemerkenswert war jedoch, dass sich die Lymphgefäße in der Hornhaut verschiedener 

Mauslinien auch ohne angiogenen Stimulus unterschieden. So unterschied sich 

beispielsweise die Fläche der limbalen Lymphgefäße in der Hornhaut bei Vergleich von 

BALB/c und C57BL/6 Tieren um den Faktor 1,8. Dieser Zusammenhang spiegelte sich auch 

in anderen morphometrischen Parametern, wie der Anzahl an Gefäßeinsprossungen in die 
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Hornhaut mit einer Variation um den Faktor 1,5 wider. Dies verdeutlichte den starken Einfluss 

des genetischen Hintergrundes auf die Lymphagniogenese. 

Beim Vergleich mittels signalwegspezifischer Expressionsanalyse von BALB/c (einer 

Laborlinien mit besonders wenigen Lymphgefäßen in der Hornhaut; „niegrig-lymphangiogen“) 

und C57BL/6 Mäusen (mit besonders vielen Lymphgefäßen in der Hornhaut; „hoch-

lymphangiogen“) wurden 13 unterschiedlich exprimierte Gene identifiziert. Diese kodieren 

teilweise für Proteine, die bereits im Zusammenhang mit der Lymphangiogenese bekannt sind, 

wie beispielsweise Thrombospondin57 2. Auf diese Weise wurde nachgewiesen, dass sich die 

Methode zur Identifikation neuer endogener Modulatoren der Lymphangiogenese eignet. Zwei 

dieser Gene, TNF-bezogener Apoptoseligand (TRAIL) und Gewebespezifischer 

Plasminogenaktivator (tPA), sind in beiden Linien auch auf Proteinebene exprimiert, und 

zeigten eine höhere Expression in BALB/c. In vitro hemmen TRAIL und tPA die Proliferation 

lymphatischer Endothelzellen und könnten im Zusammenhang zum angiogenen Privileg der 

Hornhaut stehen 2,72. 

Daher ist erkennbar, dass die Hornhäute genetisch unterschiedlicher Mauslinien ein gutes 

Modell für die Identifizierung neuer Modulatoren der Lymphangiogenese wie TRAIL, tPA und 

Tyrosinase sind 2. 

 

2.3.1. Rekombinante, durch Inzucht gewonnene Mauslinien (zur Erforschung 
der Lymphangiogenese) 

In genetisch definierten Mauslinien können chromosomale Regionen als „quantitative 

Eigenschaftsloci“ (QTL/ quantitative trait loci) dargestellt werden, die für die genetische 

Variation von komplexen Eigenschaften ursächlich sind 73. 74 

Sobald quantitative Eigenschaftsloki bei Mäusen identifiziert sind, kann die genetische Analyse 

auf den Menschen ausgedehnt werden 73. 

Bei der Kreuzung von durch Inzucht gewonnenen Mauslinien fällt auf, dass nachfolgende 

Generationen oft Eigenschaften der Lymphgefäße und Lymphangiogenese ausprägen, die in 

keinem der Tiere der Elterngenerationen vorhanden sind. Dadurch ist erkennbar, dass ein 

Inzuchtstamm eine große Menge genetischer Variabilität beinhaltet, die Einfluss auf die 

Lymphangiogenese ausübt 12. Diese kann durch rekombinante, durch Inzucht erzeugte Linien 

(RIL, recombinant inbred lines) zur Forschung nutzbar gemacht werden 73. 

 

Die Lymphangiogenese ist ein quantitatives Merkmal mit verschiedenen Aspekten, die mit 

morphometrischen Methoden in der Mäusehornhaut zuverlässig quantifiziert werden können. 
75 Um weitere endogene Regulatoren der Lymphangiogenese zu identifizieren wurde ein 

solcher Inzuchtstamm aus der Mauslinie BALB/c, die vorher eine gering ausgeprägte 
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Lymphangiogenese zeigte, und C57BL/6 Mäusen, die eine stark ausgeprägte 

Lymphangiogenese zeigten, miteinander gekreuzt, um eine Population mit genetischer und 

phänotypischer Varianz zu erzeugen. Durch Quantifizierung der Lymphgefäße und 

Auswertung mittels QTL-Analyse konnte dabei ein Genlokus auf Chromosom 7 identifiziert 

werden (Abbildung 5), auf dem sich das Enzym „Tyrosinase“ befindet. Tyrosinase ist ein 

Schlüsselenzym der Melanin-Biosynthese. Die Melaninproduktion ist beschränkt auf 

Melanozyten der Haut, der Iris, der Aderhaut, des Pigmentepithels der Netzhaut und des 

Ziliarkörpers 76. 

Bei Albino C57BL/6 Tieren, die eine Mutation im Gen für Tyrosinase haben, können signifikant 

erhöhte Lymphgefäße sowohl mit als auch ohne entzündlichen Stimulus festgestellt werden 
10. Dadurch wurde Tyrosinase als neuer endogener Regulator der Lymphangiogenese 

validiert.  

 
Abbildung 5 QTL-Analyse mit Peak auf Chromosom 7 
Der genomweite Wert des Logarithmus der Wahrscheinlichkeiten (LOD, logarithm of the odds) zeigt quantitative 
Eigenschaftsloci (QTL) von fünf Phänotypen, die im Bezug zur Lymphangiogenese stehen. Genomweite QTL-Profile der 
Gefäßlänge/mm2 (Grün), Gefäßfläche/ (Grau), Gefäßaufzweigungen/mm2 (Orange), Gefäßendpunkte/mm2 (Blau) und 
Gefäßaussprossungen/mm2 (Lila) von 795 F2 Tieren wurden abgebildet. Genomweit signifikante Eigenschaftsloci für alle 
Phänotypen auf den Chromosomen 5, 7, und 17 wurden identifiziert. 10 

 

2.3.2. Limitationen bisheriger Inzuchtlinien  
Die Verpaarung zweier Linien stellt zwar eine valide Methode zu Identifikation potenzieller 

Genloci dar, birgt jedoch einige Nachteile. Das Verfahren ist extrem zeit- und kostenintensiv 

und benötigt mehrere Generationen um die Ergebnisse zu bestätigen. 77 

Zudem nutzen genetische Studien an Mäusen typischerweise lediglich zwei Inzuchtstämme 

mit phänotypischen Unterschieden, wodurch die genetische Variabilität stark limitiert ist und 

nicht die genetische Diversität des menschlichen Genoms reflektiert wird. Ein großer Teil der 
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klassischerweise verwendeten Linien weist darüber hinaus eine gemeinsame Abstammung 

auf 78. Dies führt bei einer rekombinanten Inzuchtlinie dazu, dass genetische Variationen 

ungleich auf dem Genom verteilt werden und „Blinde Flecke“ entstehen, die nicht abgebildet 

werden können 79. Die Collaborative Cross Linien haben eine deutlich höhere Variabilität 80. 

 

2.4. Collaborative Cross Linien 

2.4.1. Was sind die Collaborative Cross Linien 
Die Collaborative Cross Linien, im Folgenden „CC-Linien“ genannt, sind rekombinante durch 

Inzucht erzeugte Mauslinien, in der 8 unterschiedlichen Mauslinien tunnelförmig in jeder 

Kombination verpaart wurden (siehe Abbildung 6). Dabei sind 3 der Linien von Wildmäusen 

abgeleitet, um die genetische Variabilität zu erhöhen. Bei den Gründersträngen handelt es 

sich um die Linien A/J, C57BL/6J, 129S1/SvlmJ, NOD/LtJ, NZO/HiLtJ, CAST/Ei, PWK/PhJ und 

WSB/EiJ. 73 Dabei sind CAST/EiJ, PWK/PhJ und WSB/EiJ die von Wildmäusen abgeleiteten 

Linien, die sich bereits optisch durch ihre kleinere Körpergröße stark von den anderen Linien 

unterscheiden (Abbildung 6) 81. 

 
Abbildung 6 Die Collaborative Cross Linien 
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Die Collaborative Cross Linien sind mehrfach in verschiedenen Kombinationen verpaarte Mauslinien, die dazu generiert 
wurden um die humane genetische Variabilität besser abzubilden. Jede einzelne Linie der CC repräsentiert ein genetisches 
Mosaik der acht Gründerstämme. Diese bestehen aus den 5 klassischen Inzucht-Linien (C57BL A/J, C57BL/6 J, 129S1/SvlmJ, 
NOD/ItJ und HZO/HqLtJ) und drei dem Wildtyp ähnlichen Linien (WSB/EiJ, CAST/EiJ und PWK/PhJ). Die CC-Linien bilden mehr 
als 90% der Diversität des Menschlichen Genoms ab. 82 
 

Ziel der CC-Linien war es, eine Referenzpopulation zu schaffen, die zur Identifikation und 

Analyse von genetischen Netzwerken und ursächlichen genetischen Varianten von 

Krankheiten genutzt werden kann und die Limitationen der bisher verfügbaren rekombinanten 

durch Inzucht erzeugten Linien umgeht 83 84 80. 

Die F1 Generation wurde gekreuzt, die F2 Generation wurde gekreuzt und die entstandene 

Generation wurde 20fach mit sich selbst verpaart 81. 

 

Die Zucht der CC-Linien startete 2004 an drei Orten weltweit. Eine Linie wurde am „Oak Ridge 

National Laboratory Institute“ in Tennessee gestartet und 2009 zur Universität von North 

Carolina verlegt. Diese Linien wird als CC-UNC bezeichnet. 

Eine weitere Linie wurde am „International Livestock Institute“ in Kenia gestartet und 2006 zur 

„Tel Aviv University“ in Israel umgesiedelt. Diese Linien werden als CC-TAU bezeichnet. 

Eine dritte Linie wurde in Australien durch „Geniad Ltd“ gestartet und wird als CC-GND 

bezeichnet 83. 

 

Die CC-Linien umgehen die Limitationen einer Selektion von nur zwei klassischen 

rekombinanten Inzuchtlinien und sind so zu einer wichtigen genetischen Ressource geworden 
80. Heute bestehen die CC-Linien aus etwa 100 Linien 81. 

 

2.4.2. Vorteile der Collaborative Cross Linien 
Durch die Kombination von 8 Gründerlinien, von denen 3 von Wildmäusen abgeleitet sind, 

fließen über 90% der genetischen Variabilität der Spezies Maus in die CC-Linien ein und 

können zur QTL-Analyse genutzt werden 80. 

Die Variabilität wird dabei durch die Hinzunahme der von den Wildmäusen abgeleiteten Linien 

gleichmäßig über das Genom verteilt. Dabei liegt eine ausgewogene Allelfrequenz vor 81. 

Somit stellen die CC-Linien eine nützliche Ressource da, die bereits zur Identifikation vieler 

Gene und komplexer Eigenschaften genutzt werden konnte. Ein aktuelles Beispiel für den 

Einsatz der CC-Linien ist ihre Charakterisierung im Hinblick auf und zur Forschung an 

diabetischer Retinopathie. 85 

 



28 
 
 

2.4.3. Nachteile der Collaborative Cross Linien 
Die Nachteile der CC-Linien ergeben sich in erster Linie aus der Haltung und der schlechten 

Reproduktion und kurzen Lebensspanne mancher Linien. 

Einige Linien (NOD/ShiLtJ und NZO/HILtJ) erkranken nach 4 bis 6 Monaten an Diabetes, was 

die Haltung erschwert. Andere Linien sind adipös (NZO/HILtJ), wodurch sie nur kurze Zeit 

nach Erreichen der Geschlechtsreife zur Fortpflanzung in der Lage sind 81. 

Mehr als 50% der Linien sterben aus. Der Grund dafür sind vermutlich inkompatible 

Kombinationen von Allelen in verschiedenen Subspezies 81. 

Es ist nicht möglich, die „Blinde Flecke“ komplett zu vermeiden.  
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2.5. Zielsetzung 
Durch die Verpaarung zweier phänotypisch verschiedener Tiere konnten bereits einige neue 

endogene Modulatoren der Lymphangiogenese, wie die Tyrosinase und die Cystathionine ß-

synthase, identifiziert werden. Jedoch ist diese Verpaarung sehr zeitintensiv, es müssen sehr 

viele Tiere untersucht werden und das Genom spiegelt nicht die Diversität des humanen 

Genoms wider. Um die Diversität des humanen Genoms besser abzubilden und die 

Zeitintensität einzelner Verpaarungen zu umgehen sind die Collaborative Cross Linien 

entwickelt worden. Daher ist die Hypothese durch die Verwendung einzelner CC-Linien mit 

wenigen Replikaten weitere Modulatoren der Lymphangiogense zu identifizieren können. 

Ziel dieser Versuchsreihe ist die Lymphgefäße der naiven Hornhäute der CC-Linien auf 

phänotypische Unterschiede zu untersuchen und die Eignung für die Kartierung endogener 

Regulatoren der Lymphangiogenese zu prüfen. Anhand der quantifizierten phänotypischen 

Merkmale sollen mittels QTL-Analyse potenzielle neue Genloci im Zusammenhang mit der 

Lymphangiogenese identifiziert werden. 

Dazu wurden die Hornhäute von 59 Tieren aus 22 Linien der Collaborative Cross Linien auf 

ihre Lymphgefäßfläche, die Anzahl der Lymphgefäßendpunkte, 

Lymphgefäßverzweigungspunkte und Lymphgefäßneusprossungen hin untersucht und 

quantifiziert. Die QTL-Analyse erfolgte durch das Institut für Humangenetik an der Universität 

Erlangen. 

Durch die Identifikation neuer Modulatoren der Lymphangiogenese könnten zukünftig neue 

Ansatzpunkte für therapeutische Interventionen, unter anderem auf dem Gebiet der 

Hornhauttransplantation, entwickelt werden. 
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3. Material und Methoden 

3.1. Ausrüstung 
Name Modell Hersteller 
Pipetten Eppendorf Research 

Plus 100-1000ul 

Eppendorf AG 

Mikroskop für die 

Präparation 

Olympus SZ61 Olympus Deutschland 

GmbH 

Lampe für die 

Präparation 

KL 1500 compact Schott GmbH 

Automatisches 

Fluoreszenzmikroskop 

Olympus BX63 Olympus Deutschland 

GmbH 

Mikroskop-

Digitalkamera 

Olympus XM10 Olympus Deutschland 

GmbH 

Kamera-Adapter Olympus U-TV0,5XC-3 Olympus Deutschland 

GmbH 
Tabelle 1 Ausrüstung 

 

3.2. Chemikalien und Medien 
Name Hersteller 
PBS 

Triton 

Magnesium 

Calcium 

PanReac AppliChem 

Sigma Aldrich 

VWR 

VWR 
Tabelle 2 Chemikalien und Medien 

 

3.3. Material 
Material Modell Hersteller 
Zellkulturschale „Petri Dish“ BD Falcon 

Mikroreaktionsgefäße 

1,5 ul 

Micro tube 1,5 ml Safe 

Seal 

Sarstedt AG & Co. KG 

Pipettenspitzen Quality Pipette Tips Sarstedt AG & Co. KG 
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Präparationsbesteck 

(Schere, Pinzette) 

 Geuder AG 

Objektträger Deckgläser Nr. 1 24mm 

x 60mm 

Th. Geyer GmbH & Co. 

KG 

Deckglas Cover Glass 24mm x 

24mm, Thickness No.1, 

Borosilicate Glass 

VWR International 

Eindeckmedium Fluorescence Mounting 

Medium 

Dako 

Tabelle 3 Verbrauchstmaterialien 

 

3.4. Antikörper für Immunhistochemie 

3.4.1. Primäre Antikörper 
Name Hersteller 
CD31 Origene Clone ERMP12 

Lyve1 Gentauer 
Tabelle 4 Primäre Antikörper für die Färbung der Flachpräparate 

 

3.4.2. Sekundäre Antikörper 
Name Mischverhältnis Hersteller 
Alexa Fluor 488 goat 
anti-rabbit IgG (H+L) 

2 mg/mL Invitrogen by Thermo 

Fisher Scientific – Life 

Technologies 

Corporation 

Alexa Fluor 555goat 
anti-rat IgG (H+L) 

2 mg/mL Invitrogen by Thermo 

Fisher Scientific – Life 

Technologies 

Corporation 
Tabelle 5 Sekundäre Antikörper für die Färbung der Flachpräparate 
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3.5. Software 
Name Version Hersteller 
CellF 3.4 Olympus Deutschland 

GmbH, Hamburg 

Germany 

Prism Graphpad 8.4.0 GraphPad Software 

ImageJ 1,53a Wayne Rasban 

Institutes of Health, USA 

Excel 16.39 Microsoft  
Tabelle 6 Software für die Erstellung, Bearbeitung und Auswertung der Bilder 

 

3.6. Studiendesign 
22 Mauslinien der Collaborative Cross Linien wurden genutzt, um Flachpräparate der naiven 

Hornhäute zu generieren. Diese wurden genutzt, um immunhistochemisch gefärbte 

Aufnahmen der limbalen und in die Hornhaut eingesprossenen Lymph- und Blutgefäße zu 

generieren. 

Die Lymphgefäße wurden nach folgenden Kriterien quantifiziert: 

• Die anteilige Fläche der Lymphgefäße an der Gesamtfläche der Hornhaut, 

• Die Anzahl an Verzweigungspunkten der Lymphgefäße, 

• Die Anzahl an Gefäßendpunkten von Lymphgefäßen innerhalb der Hornhaut, 

• Die Anzahl an Gefäßaussprossungen aus dem limbalen Gefäß von Lymphgefäßen in 

die Hornhaut, 

• Der Gefäßdurchmesser des limbalen Gefäßes. 

Dazu wurde eine semi-automatische Methode, die auf dem Programm cell^F (Olympus Soft 

Imaging Solutions GmbH, Münster, Germany) basiert, genutzt. Die Analyse basiert auf der 

Detektion von Grauwerten, bei denen hauptsächlich Lymph- und Blutgefäße angezeigt 

werden. Durch Softwarefilter wird verhindert, dass andere Objekte markiert werden 75. 

Nachträglich werden falsch-positiv markierte Gebiete manuell gelöscht und falsch-negative 

manuell hinzugefügt. 

Die daraus resultierenden Daten wurden genutzt, um eine QTL-Analyse am Institut für 

Humangenetik an der Universität Erlangen durchzuführen. 
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3.6.1. Mäuse 
Bei den Tieren handelt es sich um Mäuse der „Collaborative Cross“ Linien. Die CC-Linien 

wurden von der Collaborative Cross Gesellschaft seit 2002 angelegt, um eine integrative 

Analyse von komplexen Systemen zu ermöglichen und Interaktionen zwischen Allelen und der 

Umgebung bei der Entstehung von komplexen Krankheiten aufzudecken 81. 

Bei den hier genutzten Tieren handelt es sich um Mäuse, die in Australien gezüchtet und 

genutzt worden sind, um die Organe für verschiedene andere Experimente zu untersuchen, 

bei denen die Augen keine Verwendung fanden. Das heißt, es wurden keine Mäuse primär für 

diese Versuchsreihe getötet, sondern die Augen von Mäusen der CC-Linien für andere 

Versuche konnten auf diese Weise nutzbringend weiterverwendet werden und wären 

ansonsten vernichtet worden. 

Die Bulbi mitsamt Sehnerv wurden beim Züchter entnommen und 4 Stunden in PFA fixiert, in 

PBS gewaschen, über Nacht bei 4 Grad in Sucroselösung gelagert und am nächsten Tag ohne 

Flüssigkeit bei -80 Grad eingefroren. 
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3.7. Vorbereitung der Flachpräparate und Immunhistochemie 
Die Hornhäute wurden mit Hilfe von Operationsbesteck unter mikroskopischer Sicht von der 

Linse entnommen und in 1000µl phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) in 

Mikroreaktionsgefäßen aufbewahrt. 

Der nicht verwendete Teil des Auges wurde zur eventuellen RNA-Extraktion bei -80 Grad 

verwahrt. 

Bei zwei Waschdurchgängen wurde jeweils das PBS ausgetauscht und die Hornhäute fünf 

Minuten auf einen Schüttler gestellt. 

Das PBS wurde entnommen und 50µl von 2% BSA in PBS mit 0,1% Triton; 1mM MgCl2; 0,1mM 

CaCl2 hinzugegeben und die Hornhäute für zwei Stunden zur Fixierung auf den Schüttler 

gestellt. 

Die Antikörper LYVE-1 und CD31 wurden im Verhältnis 1:200 zu 2% BSA in PBS mit 0,1% 

Triton, 1mM MgCl2, 0,1mM CaCl2 gemischt und 50µl auf die Hornhäute gegeben, nachdem 

das 2% BSA in PBS mit 0,1% Triton, 1mM MgCl2; 0,1mM CaCl2 entfernt wurde. Die Hornhäute 

mit den Antikörpern wurden über Nacht im Kühlschrank bei 4 Grad gelagert. 

Die Hornhäute wurden entnommen und 3-mal fünf Minuten in 1000µl PBS auf den Schüttler 

gestellt 

Die Antikörper anti-rat Alexa555 und anti-rabbit Alexa488 wurden im Verhältnis 1:100 zu 2% 

BSA in PBS mit 0,1% Triton, 1mM MgCl2, 0,1mM CaCl2 gemischt und 50µl auf die Hornhäute 

gegeben, nachdem das PBS entfernt wurde. 

Die Mikroreaktionsgefäße wurden in Dunkelheit für 45 Minuten auf einen Schüttler gestellt. 

Die Antikörper wurden entnommen und die Hornhäute 2-mal mit 1000µl PBS mit 0,1% Triton, 

1mM MgCl2; 0,1mM CaCl2 gespült und jeweils 5 Minuten bei Dunkelheit auf den Schüttler 

gestellt 

Das PBS mit 0,1% Triton, 1mM MgCl2, 0,1mM CaCl2 wurden durch 1000µl reines PBS ersetzt 

und für 5 Minuten bei Dunkelheit auf den Schüttler gestellt. 

Die Hornhäute wurden unter mikroskopischer Sicht auf einen Objektträger mit dem Endothel 

in Richtung des Objektträgers ausgebreitet und mit einem Tropfen Eindeckmedium und einem 

Deckglas bedeckt und anschließend abgedunkelt bei 4°C gelagert. 

Die doppelt gefärbten Flachpräparate wurden mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (BX63, 

Olympus Optical Co., Hamburg, Germany) analysiert und digitale Bilder wurden mit einer 

Kamera (Olympus XM10) erstellt 75. 
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3.8. Aufarbeitung der Bilder und Quantifizierung der Parameter Gefäßfläche, 
Gefäßendpunkte, Gefäßverzweigungen und Gefäßneusprossungen für die 
QTL-Analyse 

 

3.8.1. Digitale Bildanalyse: 
Eine semiautomatische Methode, basierend auf dem Programm cell^F (Olympus Soft Imaging 

Solutions GmbH, Münster, Germany), wurde genutzt um die von Lymph- und Blutgefäßen 

bedeckte Fläche zu detektieren. 

Dabei wurden vier Filter genutzt, um das Bild für die automatische Detektion der Gefäße durch 

die Software aufzuarbeiten 75. 

 

3.8.2. DCE Filter (Differential Contrast Enhancement-Filter) 
Zunächst kontrastierte der DCE-Filter schwer zu unterscheidende Strukturen. Dadurch wurde 

das Bild detaillierter und der Fokus schärfer 75. 

 

3.8.3. Erosion Filter: 
Der Erosion Filter ist ein morphologischer Filter, der punktuelles Rauschen entfernt. Der Filter 

identifizierte den tiefsten Grauwert in einer definierten Pixelregion und ersetzte den zentralen 

Pixel durch diesen Grauwert 75. 

 

3.8.4. Gradient-Filter 
Der Filter Gradient ist eine Kombination der Filter Erosion und Dilatation und eine arithmetische 

Subtraktion mit dem Ziel, letzte Überschneidungen zu entfernen und den äußeren Rand der 

Gefäße darzustellen. Das originale Bild wurde zunächst erodiert. Parallel wurde das originale 

Bild ausgeweitet. Dabei wurden kleine Löcher und Unregelmäßigkeiten vom Gefäßrand 

gelöscht. Das resultierende, erweiterte Bild wurde vom erodierten Bild subtrahiert. 

Insgesamt wurden Ränder und Kanten hervorgehoben 75. 

 

3.8.5. Kontrast-Filter: 
Das Bild wurde wie folgt kontrastiert: Die hellsten und dunkelsten 3% der Pixel wurde 

ausgeblendet und der Intensitätsbereich der verbleibenden Pixel maximal linear ausgebreitet. 

Hauptsächlich dunkle und hauptsächlich helle Areale blieben unverändert. Der Kontrast von 

durchgängig erhellten Arealen wird erhöht 75. 
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3.8.6. Definition des Bereichs von Interesse (region of interest/ROI) 
Die Fläche der Hornhaut wurde durch den Verlauf des limbalen Gefäßes begrenzt. Um diese 

Fläche zu bestimmen, wurde der Verlauf des limbalen Gefäßes manuell und exakt mit einer 

Linie markiert. Dabei verlief die ROI am peripheren Rand des limbalen Gefäßes. An Stellen, 

an denen kein limbales Lymphgefäß existierte, erfolgte eine Orientierung an den Blutgefäßen. 

Die Fläche des ROI definierte die Gesamtfläche der Hornhaut (Abbildung 7). 

 
Abbildung 7 Definition des Bereichs von Interesse 
A: Flachpräparat vor Definition der Fläche B: Die Region von Intresse (region of interest/ROI) hier in Rot wird um 
das limbale Gefäß gelegt und gibt die Begrenzung der Hornhaut an. 
 

3.8.7. Markierung der Gefäße 
Nach der Vorverarbeitung durch die oben genannten Filter wurden die Gefäße über eine 

Schwellenwerttransformation, bei der dem Gefäß zugehörigen Pixeln der Wert 1 (weiße Pixel) 

und Pixeln im Hintergrund der Wert 0 (schwarze Pixel) zugewiesen wird, markiert und 

angefärbt. 75,86 Dabei kam es häufig zu falsch-positiv markierten Gefäßen und zu falsch-negativ 

markierten Bereichen, die vom Programm nicht richtig erkannt wurden. Diese wurden manuell 
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nachbearbeitet indem falsch-positiv markierte Bereich gelöscht und falsch-negative Bereich 

hinzugefügt werden (Abbildung 8). 

Abbildung 8 Markierung der Gefäße 
A Falsch-negativ markierte Areale, die nicht angefärbt wurden werden manuell nachgearbeitet. B Falsch-positive 
Areale, sind Artefakte die fälschlicherweise als Lymphgefäße detektiert werden. Diese werden anschließend 
manuell entfernt 
 

3.8.8. Gefäßfläche 
Die anteilig von den Lymphgefäßen bedeckte Fläche wurde mit Hilfe des 

Bildanalyseprogrammes cellF 3.4 (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg Germany) 

detektiert. 

Dabei wurde die Gesamtfläche definiert, indem das limbale Gefäß als äußere Grenze genutzt 

wurde. Das limbale Gefäß wurde dabei genau durch die Erstellung eines ROI (region of 

interest) eingeschlossen. 

Die LYVE1-positiven Lymphgefäßstrukturen und die CD31-positiven Blutgefäße wurden durch 

Schwellenwerteinstellungen detektiert, die die hellen Gefäße ein- und den dunklen Hintergrund 

ausschließen. 

Die Lymphgefäßfläche wurde mit der Gesamtfläche des ROI ins Verhältnis gesetzt, um das 

anteilige Verhältnis der Lymphgefäßfläche an der Gesamtfläche zu ermitteln. Dies geschah 

durch Detektion der markierten Fläche durch das Programm CellF. 

 

3.8.9. Gefäßneusprossungen 
Als Gefäßneusprossungen wurden Lymphgefäße definiert, die aus dem limbalen Gefäß in die 

Hornhaut sprießen und bei denen sich das limbale Gefäß beidseitig der Aussprossung 

fortsetzte (Abbildung 9). 
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Abbildung 9: Gefäßneusprossungen 
Weißer Pfeil: Es handelt sich um eine Gefäßneusprossung, da das Gefäß als neues Gefäß aus dem limbalen 
Gefäß entsteht. Blauer Pfeil: Es handelt sich nicht um eine Gefäßneusprossung, weil sich das limbale Gefäß in 
die Hornhaut fortsetzt. 
 

3.8.10. Gefäßverzweigungen 
Als Gefäßverzweigungen wurden Punkte definiert, bei denen sich das Lymphgefäß in zwei 

nachvollziehbare Gefäße mit eigenem, erkennbarem Verlauf teilte (Abbildung 10). 

 
Abbildung 10 Gefäßverzweigungen 
Die blauen Pfeile markieren Lymphgefäße, die sich in zwei Gefäße mit eigenem klar erkennbarem Verlauf teilen. 
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3.8.11. Gefäßendpunkte 
Als Gefäßendpunkte wurden Punkte definiert, an denen Lymphgefäße innerhalb der Hornhaut 

enden. Gefäße, die innerhalb des ROI begannen und außerhalb des ROI endeten, wurden 

nicht als Gefäßendpunkte gezählt (Abbildung 11). 

 
Abbildung 11: Gefäßendpunkte 
Die weißen Pfeile markieren Gefäßendpunkte in der Hornhaut. 
 

3.8.12. Durchmesser des limbalen Gefäßes 
Im Abstand von 500µm wurde mit Hilfe von Image J im vollständigen Verlauf des Limbus der 

Durchmesser des limbalen Gefäßes gemessen und später aus den Messwerten der 

Durchschnitt errechnet. Dabei wurde nur an Punkten gemessen, an denen auch ein limbales 

Gefäß vorhanden war; im Falle eines nicht vorhandenen limbalen Gefäßes wurde der Punkt 

übersprungen und nach 500µm erneut gemessen. 
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3.9. Kartierung und QTL-Analyse 

3.9.1. Datengrundlage 
Die Kartierung wurde auf Grundlage der gemessenen phänotypischen Ausprägungen 

Lymphgefäßfläche, -neusprossungen, -verzweigungen, -endpunkte sowie durchschnittlicher 

Gefäßdurchmesser des limbalen Gefäßes der Linien mit mindestens 3 Proben sowie der SNP-

Genoypen erstellt.  Die SNP-Genotypen wurden von Professor Morahan mit Bead Arrays der 

MegaMUGA bzw. GigaMUGA-Generation erstellt und von Christian Büttner auf Mausgenom 

mm9 designt, auf mm10 gehoben und nach den Vorschlägen von K. Broman auf Fehlerfreiheit 

geprüft. 87 

3.9.2. Kartierung 
Die Methode der Intervall-Kartierung über Linkage mit Restriktionslängenpolymorphismen als 

Marker wurde unter Nutzung des „R-Paket qtl2“ in der R Statistik-Umgebung (Version 4.0.3) 

durchgeführt.74 88 

Dabei bezieht sich die Kartierung auf eine genetische Karte, die den geschlechterspezifischen 

Unterschieden sowie der Heterogenität miotischer Rekombinationen Rechnung trägt. Die 

resultierenden Loci wurden dadurch primär in cM angegeben, können aber in Megabasen 

übersetzt werden. 89 

Für die Kartierung wurden die Marker durch ein gleichmäßig verteiltes Raster an 

Pseudomarkern im Abstand 0,5 cM ersetzt und mit einer maximalen Fehlerrate der Arrays von 

0.05 die Wahrscheinlichkeit der Gründerstränge der CC-Linien errechnet. Über eine 

stringenten Error LOD-Obergrenze von 2 wurden verbleibende scheinbare 

Doppelrekombinationen in geringem Abstand ausgeschlossen. Die 

Verwandtschaftsverhältnisse zwischen den verwendeten CC-Linien wurden über eine die 

gesamten Genome umfassende Kinship-Matrize berücksichtigt. Die X-Kovariable wurde mit 

der Funktion get_x_covar berücksichtigt, darüber hinaus wurden keine Kovariablen für die 

Kartierung verwendet. 

Die LOD-Kurven sind das Ergebnis eines ein-Lokus- und ein-Phänotyp-Scans (Funktion 

qtl2::scan1). Die Schwellenwerte für die genomweite Signifikanz für eine Konfidenz von 0.001, 

0.01, 0.05, 0.1 und 0.33 wurden für die Autosomen und das X-Chromosom getrennt mit 

mindestens 1000 Permutationen ermittelt. 
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4.  Ergebnisse 

4.1. CC-Linien in der Immunfluoreszenz 
Um die verschiedenen CC-Linien zu vergleichen wurden Flachpräparate der Hornhäute 

präpariert und mit dem Marker für den Hyaluronanrezeptor 1 lymphatischer Gefäße (LYVE-1) 

angefärbt. Für die Ermittlung der Gesamtfläche der Hornhaut wurde das limbale Gefäß als 

äußere Grenze definiert. 

Bereits bei der makroskopischen Untersuchung der Gefäßfläche unterschieden sich die CC-

Linien phänotypisch untereinander und im Vergleich zur bekannten hoch-lymphangiogenen 

C57BL/6 Linie in der Menge und Form der Lymphgefäße. 

Die untersuchten Linien enthalten sowohl augenscheinlich stark vaskularisierte Linien 

(beispielsweise FIV, HAX2, LAM2, NUK, Abbildung 12) mit mehr Lymphgefäßen als C57BL/6 

als auch Linien mit extrem niedrig ausgeprägter oder fehlender Lymphgefäßarchitektur 

(beispielsweise LUV, LOT, PAT, YID (Abbildung 12). 

Dabei fällt auf, dass die Linien FIV und HAX2 zwar beide augenscheinlich eine große anteilige 

Lymphgefäßfläche aufweisen, jedoch unterschiedliche Gefäßstrukturen. Während die Linie 

FIV über ein ausgeprägtes limbales Gefäß verfügt, ist bei der Linie HAX2 nur in wenigen 

Abschnitten überhaupt ein limbales Gefäß mit wenigen Gefäßneusproßungen vorhanden. 

Darüber hinaus zeigte HAX2 eine stark vernetzte Lymphgefäßstruktur in Form vieler 

Gefäßverzweigungen und Endpunkte (Abbildung 12). Um diese verschiedenen CC-Linien nun 

weiter quantitative Auszuwerten, haben wir die morphometrischen Parameter, wie die anteilige 

Lymphgefäßfläche, die gesamt Hornhautfläche, die Anzahl der Gefäßneusprossungen, die 

Anzahl der Gefäßverzweigungen, die Anzahl der Gefäßendpunkte und den Durchmesser des 

limbalen Gefäßes bestimmt. 
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Abbildung 12 Immunfluoreszenzaufnahmen der Flachpräparate 
C57BL/6 dient als Referenz. FIV, HAX2, LAM2 und NUK zeigen eine große anteilige Lymphgefäßfläche. LUV, LOT, PAT und YID 
zeigen eine niedrige anteilige Lympgefäßfläche. Gestrichelte Linien = Abgrenzung des limbalen Gefäßes. 
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4.2. Gesamtfläche der Hornhaut und anteilige Lymphgefäßfläche 
Als erster quantitativer Parameter wurde die Lymphgefäßfläche bestimmt und zur 

Gesamtfläche der jeweiligen Hornhaut ins Verhältnis gesetzt um eine Vergleichbarkeit 

verschieden großer Hornhäute zu ermöglichen (Abbildung 13). 

 

Die durchschnittliche Gesamtfläche der Hornhaut variierte dabei um bis zu 28% zwischen den 

verschiedenen CC-Linien. Die größte durchschnittliche Gesamtfläche der Hornhaut zeigte die 

Linie FIV mit einer Fläche von 9,92mm². Die kleinste durchschnittliche Gesamtfläche der 

Hornhaut zeigte die Linie LAT mit 7,75 mm². 

Die Linien LAM2 und SEH zeigten eine sehr signifikant kleinere (p<0,01) und ZIF2 eine hoch 

signifikant kleinere (p<0,001) Gesamtfläche der Hornhaut im Vergleich zu C57BL/6 (Abbildung 

13). 

 
Abbildung 13 Gesamtfläche der Hornhaut 
Die Gruppen wurden nach der Standardabweichung der anteiligen Lymphgefäßfläche (Abbildung 14 gebildet) Oben links: 
Gruppe 1 der CC-Linien mit geringster Standardabweichung, oben rechts: Gruppe 2 mit mittlerer Standardabweichung , unten 
links: Gruppe 3 mit großer Standardabweichung, unten rechts Gruppe 4 mit CC-Linien mit n < 3. 
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Bei den untersuchten CC-Linien erkennt man Linien, die kaum (unter 1% der Fläche), bzw. 

eine nicht vorhandene Gefäßarchitektur (LUV, LOT, PAT, YID) aufweisen, sowie CC-Linien 

bei denen eine stark vaskularisierte Hornhaut zu beobachten sind  

Die Linien NUK, FIV, HAX2 und LAM2 zeigen deutlich mehr Lymphgefäßfläche als der „hoch-

lymphangiogene“ Stamm C57BL/6, der hier als Referenzgröße verwendet wurde (Tabelle 7, 

Abbildung 14). Dieser zeigte eine durchschnittliche Gefäßfläche von 3,445%. 

 

Linie Anteilige 
Gefäßfläche 
in % 

Gesamtfläche 
Hornhaut in 
mm² 

Gefäßneu-
sprossungen 
pro mm² 

Gefäßver-
zweigungen 
pro mm² 

Gefäßend-
punkte pro 
mm² 

Durchmesser 
des limbalen 
Gefäßes in µm 

FIV 6,36 ±0,30 9,9 ±0,25 2,37 ±0,78 0,98 ±0,44 2,54 ±0,94 59,88 ±8,33 
LAM2 5,60 ±0,44 8,98 ±0,53 4,48 ±1,01 2,93 ±0,61 5,09 ±0,28 36,17 ±1,40 
HAX2 5,45 ±0,81 8,62 ±0,09 1,12 ±0,15 2,94 ±0,36 5,30 ±0,42 30,66 ±3,96 
NUK 5,40 ±0,22 9,22 ±0,12 1,66 ±0,07 2,10 ±0,26 4,38 ±0,18 35,34 ±0,38 
DET3 5,13 ±0,67 7,80 ±0,10 3,08 ±0,42 1,60 ±0,08 4,62 ±0,31 34,99 ±4,85 
LAM 4,99 ±1,05 9,32 ±0,30 2,35 ±1,05 3,11 ±0,84 4,92 ±1,55 34,51 ±1,40 
LAT 4,67 ± 7,75 ±0 1,55 ± 1,42 ± 5,29 ± 34,99 ± 
SEH 3,12 ±1,43 8,14±0,12 1,67 ±0,97 0,86 ±0,36 2,53 ±1,13 32,60 ±1,62 
LEM 2,79 ±1,43 9,85±0,14 2,24 ±1,74 1,05 ±0,06 2,61 ±1,24 32,42 ±4,76 
POH 2,75 ±0,27 9,35±0,35 0,94 ±0,22 1,11 ±0,14 2,61 ±0,32 32,18 ±6,72 
TOP 2,11 ±1,50 9,02±0,20 1,22 ±0,78 0,44 ±0,27 1,56 ±0,72 26,22 ±5,07 
TOFU 2,19 ± 7,86± 0 ± 0 ± 0 ± 32,00 ± 
SAT 1,66 ±0,53 9,3 ±0,34 0,96 ±0,54 0,07 ±0,05 1,17 ±0,42 26,61 ±4,69 
YOX 1,56 ±0,45 8,65 ±0,36 0,40 ±0,28 0,43 ±0,31 1,05 ±0,30 26,89 ±2,81 
ZIF2 1,48 ±1,03 7,81 ±0,09 0,51 ±0,41 0 ±0 0,60 ±0,59 24,92 ±1,18 
XAK 1,39 ±0,99 8,8 ±0,39 0,51 ±0,40 0,11 ±0,09  0,77 ±0,48 29,98 ±7,78 
FIM 1,35 ±0,97 8,51 ±0,25 0,47 ±0,50 0,12 ±0,16 0,94 ±0,75 21,57 ±15,52 
LUS 1,26 ±0,68 8,98 ±0,28 1,12 ±0,28 0,77 ±0,25 1,57 ±0,51 24,78 ±5,26 
LUV 0,78 ±0,15 8,82 ±0,10 0,38 ±0,20 0,19 ±0,19 0,72 ±0,15 25,17 ±6,47 
LOT 0,10 ±0,07 8,83 ±0,20 0 ±0 0 ±0 0,07 ±0,10 0 ± 
PAT 0,07 ±0,10 8,78 ±0,42 0 ±0 0,04 ±0,06 0,08 ±0,12 8,36 ±11,82 
YID 0 ± 8,62 ± 0 ± 0 ± 0 ± 0 ± 
C57BL/6 3,45 ±0,34 9,56 ±0,67 2,17 ±0,06 1,16 ±0,33 3,06 ±0,42 27,93 ±3,97 

Tabelle 7 Die Tabelle zeigt die Mittelwerte und Standardabweichung der erhobenen Parameter „Anteilige Gefäßfläche“, 
„Gesamtfläche der Hornhaut“, „Gefäßneusprossungen pro mm2“, „Gefäßverzweigungen pro mm2“, „Gefäßendpunkte pro 
mm2“ und „Gefäßdurchmesser des limbalen Gefäßes“ 

 

Bei den untersuchten Linien zeigte sich eine heterogene Verteilung der Messwerte. Es lassen 

sich verschiedene Gruppen nach der Standardabweichung abgrenzen (Abbildung 14 

Gefäßfläche). In der ersten Gruppe befinden sich die Linien mit niedriger Standardabweichung 

der Messwerte. In dieser Gruppe gab es hoch signifikante Abweichungen von C57BL/6 bei 

allen 6 Linien. LOT, PAT, und LUV zeigten eine hoch signifikant (p < 0,0001) geringere und 

POH eine signifikant (p < 0,05) geringere Lymphgefäßfläche, wohingegen NUK und FIV eine 

hoch signifikant (p < 0,0001) höhere Lymphgefäßfläche im Vergleich zu C57BL/6 zeigten. 
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Auch bei den Linien der Gruppe 2 mit mittlerer Standardabweichung der Messwerte zeigten 

sich signifikante Abweichungen. Die Linien LUS, SAT, FIM und YOX zeigten eine signifikant 

(p < 0,05) geringere Gefäßfläche im Vergleich zu C57BL/6, wohingegen HAX2 und LAM2 eine 

signifikant (p < 0,05) größere Lymphgefäßfläche im Vergleich zu C57BL/6 zeigten. 

Die Linien LEM, XAK, TOP, ZIF2, LAM und SEH der Gruppe 3 zeigten eine größere 

Abweichung der Lymphgefäßfläche, wobei keine signifikanten Unterschiede zu C57BL/6 

erkennbar waren. Die Linien DET3, LAT, YID und TOFU beinhalteten weniger als 3 Messwerte 

pro Linie und bilden die 4. Gruppe. 
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Abbildung 14 Anteilige Lymphgefäßfläche in Prozent 
Die Gruppen wurden nach der Standardabweichung der anteiligen Lymphgefäßfläche (Abbildung 14 gebildet) Oben links: 
Gruppe 1 der CC-Linien mit geringster Standardabweichung, oben rechts: Gruppe 2 mit mittlerer Standardabweichung , unten 
links: Gruppe 3 mit großer Standardabweichung, unten rechts Gruppe 4 mit CC-Linien mit n < 3.  

 

4.3. Etablierte morphometrische Merkmale für die Charakterisierung der 
Lymphgefäße 

Um die Lymphgefäßstruktur weiter zu charakterisieren und zu verifizieren, wurden weitere 

verschiedene morphometrische Parameter, wie die Anzahl der Gefäßendpunkte, -

verzweigungen und Gefäßneusprossungen aus dem vorhandenen limbalen Gefäß, bestimmt. 
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Wie man in Abbildung 12 augenscheinlich erkennt unterscheiden sich die einzelnen CC-Linien 

nicht nur in der anteiligen Lymphgefäßfläche, sondern auch den oben genannten 

morphometrischen Parametern (Abbildung 12).  

Die Parameter Gefäßendpunkte, Gefäßverzweigungen und Gefäßneusprossungen wurden 

zur Gesamtfläche der jeweiligen Hornhaut (Abbildung 13) ins Verhältnis gesetzt um eine 

Vergleichbarkeit verschieden großer Hornhäute zu ermöglichen. 

Alle morphometrischen Merkmale zeigten eine hohe Korrelation zur anteiligen Gefäßfläche 

und bestätigten damit den logischen Zusammenhang zwischen Gefäßfläche und 

Gefäßendpunkten, -verzweigungen und Gefäßneusprossungen (Abbildung 15). 

Dabei zeigt der Parameter Gefäßendpunkte mit einer Korrelation um den 

Korrelationskoeffizienten R von 0,8932 den stärksten Zusammenhang zur anteiligen 

Gefäßfläche. Die Gefäßverzweigungen korrelierten um den Korrelationskoeffizienten R = 

0,8350. Der Parameter Gefäßneusprossungen zeigten die geringste, aber dennoch hoch 

ausgeprägte Korrelation um den Korrelationskoeffizienten R = 0,7953. Alle 3 Parameter eignen 

sich augenscheinlich zur Quantifizierung der Lymphangiogenese. 

 

 
Abbildung15 Korrelation der morphometrischen Parameter Gefäßendpunkte, Gefäßverzweigungen und 
Gefäßneusprossungen mit dem Parameter Gefäßfläche in %. 
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4.3.1. Gefäßendpunkte 
Die Bestimmung der Gefäßendpunkte verdeutlichte, dass die untersuchten CC-Linien sowohl 

Linien enthielten, die sowohl signifikant mehr als auch signifikant weniger Gefäßendpunkten 

aufwiesen als der hoch-lymphangiogene C57BL/6 Stamm (Abbildung 16). 

Dabei zeigte sich, dass alle vier Linien, die weniger als 1% Lymphgefäßfläche aufwiesen, 

signifikant weniger Gefäßendpunkte im Vergleich zu C57BL/6 ausbildeten. Dabei konnten für 

LOT (0,07 ± 0,10/mm2), PAT (0,08 ± 0,12/mm2), LUV (0,72 ± 0,15/mm2) und YID (0/mm2) 

Gefäßendpunkte bezogen auf die Hornhautgesamtfläche bestimmt werden.  

Von den fünf CC-Linien POH, LUS, SAT, FIM und YOX die über 1% und eine signifikant 

niedrigere Lymphgefäßfläche (p<0,05) im Vergleich zu C57BL/6 aufwiesen, war nur bei den 

CC-Linien LUS (1,57 ± 0,51mm2), SAT (1,17 ± 0,42mm2), FIM (0,94 ± 0,75mm2) und YOX 

(1,05 ± 0,30mm2) ein signifikant niedrigerer Unterschied zum hoch-lymphangiogenen 

Referenzstamm C57BL/6 erkennbar. Bei der CC-Linie POH konnte kein signifikanter 

Unterschied zu Referenzstamm festgestellt werden.  

Bei den Linien LEM, XAK, TOP, ZIF2, LAM, SEH, DET3, LAT und TOFU, die keinen 

signifikanten Unterschied in der Lymphgefäßfläche aufwiesen, zeigte nur die Linien LAT (5,29 

mm2) eine signifikant höhere Anzahl an Gefäßendpunkten und die CC-Linie TOFU (0 mm2) 

keine Gefäßendpunkte im Vergleich zu den hoch-lymphangiogenen C57BL/6 Stamm. Die 

anderen sieben Linien LEM (2,61 ± 1,24mm2), XAK (0,77 ± 0,48mm2), TOP (1,56 ± 0,72mm2), 

ZIF2 (0,60 ± 0,59mm2), LAM (4,92 ± 1,55mm2), SEH (2,53 ± 1,13mm2) und DET3 (4,62 ± 

0,31mm2) zeigten keinen signifikanten Unterschied zu C57BL/6. 

Von den CC- Linien, die eine signifikant höhere Lymphgefäßfläche im Vergleich zu C57BL/6 

aufwiesen, zeigten drei der vier Linien auch eine signifikant höhere Anzahl an 

Gefäßendpunkten bezogen auf die gesamte Hornhautfläche im Vergleich zu den C57BL/6 

Tieren. Hier konnte die Anzahl den Gefäßendpunkte für LAM2 mit 5,09 ± 0,28mm2, für HAX2 

mit 5,30 ± 0,42 mm2 und für NUK mit 4,38 ± 0,18 mm2 bestimmt werden. Interessanterweise 

wurde bei der CC-Linie FIV (2,54 ± 0,94mm2), die auch eine signifikant höhere 

Lymphgefäßfläche als die C57BL/6 Maus zeigte, kein signifikanter Unterschied in der Anzahl 

der Gefäßendpunkte im Vergleich zu C57BL/6 bestimmt.  
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Abbildung 16 Anzahl an Gefäßendpunkte pro mm2 der CC-Linie mit  C57BL/6 als Referenz. 
Die Gruppen wurden nach der Standardabweichung der anteiligen Lymphgefäßfläche (Abbildung 14 gebildet) Oben links: 
Gruppe 1 der CC-Linien mit geringster Standardabweichung, oben rechts: Gruppe 2 mit mittlerer Standardabweichung , unten 
links: Gruppe 3 mit großer Standardabweichung, unten rechts Gruppe 4 mit CC-Linien mit n < 3. 
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4.3.2. Gefäßverzweigungen 
Auch bei der Bestimmung der Gefäßverzweigungen wurde deutlich, dass die untersuchten 

CC-Linien sowohl Linien enthielten, die signifikant mehr als auch signifikant weniger 

Gefäßverzweigungen aufwiesen als der hoch-lymphangiogene C57BL/6 Stamm (Abbildung 

17). 

Es zeigten sich bei drei der vier CC-Linien mit weniger als 1% Lymphgefäßfläche signifikant 

weniger Gefäßendpunkte im Vergleich zu C57BL/6. Bezogen auf die Gesamtfläche der 

Hornhaut wurden für LOT 0/mm2, PAT 0,04 ±0,06/mm2 und LUV 0,19 ±0,19/mm2 

Gefäßverzweigungen bestimmt. Auch die Linie YID (0/mm2) bildete keine 

Gefäßverzweigungen, aber erreichte keinen signifikanten Unterschied. 

Unter den fünf CC-Linien POH, LUS, SAT, FIM und YOX, die über 1% Gefäßfläche und eine 

signifikant niedrigere Lymphgefäßfläche (p<0,05) im Vergleich zu C57BL/6 aufwiesen, war nur 

bei den beiden Linien SAT mit 0,07 ± 0,05/mm2 und FIM mit 0,12 ± 0,16/mm2 einen signifikant 

niedrigeren Unterschied zum hoch-lymphangiogenen Referenzstamm erkennbar. Die Linien 

POH (1,11 ± 0,14/mm2), LUS (0,77 ± 0,25/mm2) und SAT (0,07 ± 0,05/mm2) zeigten keinen 

signifikanten Unterschied. 

Bei den Linien LEM, XAK, TOP, ZIF2, LAM, SEH, DET3, LAT und TOFU, die keinen 

signifikanten Unterschied zu C57BL/6 in der Lymphgefäßfläche zeigten, waren nur bei der 

Linie LAM hochsignifikant (p<0,001) mehr Gefäßverzweigungen als beim hoch-

lymphangiogenen Referenzstamm erkennbar. Interessanterweise zeigte die Linie LAM damit 

die höchste Anzahl Gefäßverzweigungen aller CC-Linien, die mit 3,11 ± 0,84/mm2 bestimmt 

wurde. Darüber hinaus bildeten die Linien XAK (0,11 ± 0,09/mm2) signifikant (p<0,05) weniger 

als C57BL/6 und die Linie ZIF2 (0/mm2) keine Gefäßverzweigungen aus. Die anderen sechs 

Linien LEM (2,24 ± 1,74/mm2), TOP (0,44 ± 0,27/mm2), SEH (0,86 ± 0,36/mm2), DET3 (1,60 ± 

0,08/mm2), LAT (1,42/mm2) und TOFU (0/mm2) zeigten keinen signifikanten Unterschied zu 

C57BL/6. 

Von den Linien NUK, FIV, HAX2 und LAM2, die eine signifikant höhere Lymphgefäßfläche als 

der hoch-lymphangiogene Referenzstamm C57BL/6 aufwiesen, zeigten drei von vier Linien 

auch eine signifikant höhere Anzahl an Gefäßverzweigungen bezogen auf die gesamte 

Hornhautfläche im Vergleich zu den C57BL/6 Tieren. Dabei konnte die Anzahl an 

Gefäßverzweigungen bei NUK mit 2,10 ± 0,26/mm2, bei HAX2 mit 2,94 ± 0,36/mm2 und bei 

LAM2 mit 2,93 ± 0,61/mm2 bestimmt werden. Auffällig war, dass bei der CC-Linie FIV (0,98 ± 

0,44/mm2), die auch eine signifikant höhere Lymphgefäßfläche als die C57BL/6 Maus besaß, 

kein signifikanter Unterschied in der Anzahl an Gefäßverzweigungen im Vergleich zu C57BL/6 

bestimmt wurde. 
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Abbildung 17 Anzahl an Gefäßverzweigungen pro mm2 der CC-Linie mit  C57BL/6 als Referenz. 
Die Gruppen wurden nach der Standardabweichung der anteiligen Lymphgefäßfläche (Abbildung 14 gebildet) Oben links: 
Gruppe 1 der CC-Linien mit geringster Standardabweichung, oben rechts: Gruppe 2 mit mittlerer Standardabweichung , unten 
links: Gruppe 3 mit großer Standardabweichung, unten rechts Gruppe 4 mit CC-Linien mit n < 3 Proben. 
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4.3.3. Gefäßneusprossungen 
Die Quantifizierung der Gefäßneusprossungen verdeutlichte, dass sowohl Linien mit 

signifikant mehr als auch signifikant weniger Gefäßneusprossungen als der hoch-

lymphangiogene C57BL/6 Stamm mit 2,17 ± 0,06/mm2 in den CC-Linien enthalten waren 

(Abbildung 18). 

Unter den vier CC-Linien LOT, PAT, LUV und YID, die eine Lymphgefäßfläche von weniger 

als 1% aufwiesen, zeigten alle vier auch signifikant weniger Gefäßneusprossungen bezogen 

auf die Gesamtfläche der Hornhaut als der hoch-lymphangiogene Referenzstamm C57BL/6. 

Die Gefäßneusprossungen wurde für LUV mit 0,38 ± 0,20/mm2 ermittelt. LOT, PAT und YID 

bildeten keine (0/mm2) Gefäßneusprossungen aus. 

Unter den fünf CC-Linien POH, LUS, SAT, FIM und YOX, die mehr als 1% anteilige 

Lymphgefäßfläche und signifikant (p<0,05) weniger Gefäßneusprossungen als C57BL/6 

aufwiesen, zeigten die drei Linien POH mit 0,94 ± 0,22/mm2, FIM mit 0,47 ± 0,50/mm2 und 

YOX mit 0,40 ± 0,28/mm2 auch signifikant weniger Gefäßaussprossungen. Bei den Linien LUS 

(1,12 ± 0,28/mm2) und SAT (0,96 ± 0,54/mm2) war kein signifikanter Unterschied zum 

Referenzstamm erkennbar. 

Unter den CC-Linien LEM, XAK, TOP, ZIF2, LAM, SEH, DET3, LAT und TOFU, die keinen 

signifikanten Unterschied in der anteiligen Lymphgefäßfläche im Vergleich zum 

Referenzstamm aufwiesen, zeigt nur die Linie TOFU (0/mm2) signifikant weniger 

Gefäßneusprossungen. Die anderen acht Linien LEM (2,24 ± 1,74/mm2), XAK (0,51 ± 

0,40/mm2), TOP (1,22 ± 0,78/mm2), ZIF2 (0,51 ± 0,41/mm2), LAM (2,35 ± 1,05/mm2), SEH 

(1,67 ± 0,97/mm2), DET3 (3,08 ± 0,42/mm2) und LAT (1,55/mm2) zeigten keinen signifikanten 

Unterschied zu C57BL/6. 

Auffällig ist, dass unter den vier Mauslinien NUK, FIV, HAX2, LAM2, die eine signifikant höhere 

anteilige Gefäßfläche als der hoch-lymphangiogene Referenzstamm C57BL/6 aufwiesen, nur 

die Linie LAM2 (4,48 ± 1,01/mm2) eine hochsignifikant (p<0,001) höhere Anzahl 

Gefäßneusprossungen bezogen auf die Gesamtfläche der Hornhaut zeigte. LAM2 wies damit 

deutlich mehr Gefäßneusprossungen als alle anderen CC-Linien auf. Bei den Linien NUK (1,66 

±0,07/mm2), FIV (2,37 ± 0,78/mm2) und HAX2 (1,12 ± 0,15/mm2) hingegen war kein 

signifikanter Unterschied zu C57BL/6 erkennbar. 
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Abbildung 18 Anzahl an Gefäßneusprossungen pro mm2 der CC-Linie mit  C57BL/6 als Referenz. 
Die Gruppen wurden nach der Standardabweichung der anteiligen Lymphgefäßfläche (Abbildung 14 gebildet) Oben links: 
Gruppe 1 der CC-Linien mit geringster Standardabweichung, oben rechts: Gruppe 2 mit mittlerer Standardabweichung , unten 
links: Gruppe 3 mit großer Standardabweichung, unten rechts Gruppe 4 mit CC-Linien mit n < 3. 
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4.4. Gefäßdurchmesser des limbalen Gefäßes 
Bereits in der mikroskopischen Betrachtung (Abbildung 12) fiel auf, dass bei der Linie FIV die 

Gefäßfläche anteilig besonders auf ein verdicktes limbales Gefäß und weniger auf 

Gefäßendpunkte, -verzweigungen oder Gefäßneusprossungen entfiel und die Linie HAX2 trotz 

einer großen Lymphgefäßfläche nur ein unvollständiges limbales Gefäß ausbildete. 

Die Bestimmung des Gefäßdurchmessers verdeutlicht, dass die untersuchten CC-Linien 

sowohl Linien beinhalteten, die einen signifikant höheren als auch einen signifikant niedrigeren 

Gefäßdurchmesser des limbalen Gefäßes im Vergleich zum hoch-lmyphangiogene 

Referenzstamm C57BL/6 aufwiesen (Abbildung 19). 

Unter den vier CC-Linien LOT, PAT, LUV und YID, die eine Lymphgefäßfläche von unter 1% 

der Hornhautfläche aufwiesen, zeigte sich bei den zwei Linien LOT und PAT auch ein 

signifikant niedrigerer Gefäßdurchmesser des limbalen Gefäßes, der bei PAT mit 8,36 

±11,82µm ausfiel und bei LOT aufgrund eines nicht vorhandenen limbalen Gefäßes mit 0/mm2 

bestimmt wurde. Die Linien LUV (25,17 ± 6,47µm) und YID (0µm) hingegen zeigten keinen 

signifikanten Unterschied. 

Weder unter den Linien POH (32,18 ± 6,72µm), LUS (24,78 ± 5,26µm), SAT(26,61 ± 4,69µm), 

FIM (21,57 ± 15,52µm) und YOX(26,89 ± 2,81µm), die über 1% anteilige Gefäßfläche, aber 

signifikant weniger anteilige Gefäßfläche als der Referenzstamm C57BL/6, noch unter den 

Linien LEM (32,42 ± 4,76µm), XAK (29,98 ± 7,78µm), TOP (26,22 ± 5,07µm), ZIF2 (24,92 ± 

1,18µm), LAM (34,51 ± 1,40µm), SEH (32,60 ± 1,62µm), DET3 (34,99 ± 4,85µm), LAT 

(34,99µm) und TOFU (32,00µm), die keinen signifikanten Unterschied zu C57BL/6 in der 

anteiligen Gefäßfläche aufwiesen, zeigten sich signifikante Unterschiede zum hoch-

lymphangiogenen Referenzstamm C57BL/6 im Gefäßdurchmesser des limbalen Gefäßes. 

Interessanterweise zeigten von den vier Linien NUK, FIV, HAX2 und LAM2, die eine signifikant 

höhere Gefäßfläche aufwiesen, nur die Linien FIV auch mit 59,88 ± 8,33µm auch einen 

deutlichen signifikant (p<0,001) größeren Gefäßdurchmesser. Die Linien NUK mit 35,34 ± 

0,38µm, HAX2 mit 30,66 ± 3,96µm und LAM2 mit 36,17 ± 1,40µm zeigten keinen signifikanten 

Unterschied zum C57BL/6 Stamm. 
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Abbildung 19 Durchmesser des limaben  Gefäßes in mm der CC-Linie mit  C57BL/6 als Referenz. 
Die Gruppen wurden nach der Standardabweichung der anteiligen Lymphgefäßfläche (Abbildung 14 gebildet) Oben links: 
Gruppe 1 der CC-Linien mit geringster Standardabweichung, oben rechts: Gruppe 2 mit mittlerer Standardabweichung , unten 
links: Gruppe 3 mit großer Standardabweichung, unten rechts Gruppe 4 mit CC-Linien mit n < 3. 

 

Wie die etablierten morphometrischen Merkmale Gefäßendpunkte, -verzweigungen und 

Gefäßneusprossungen korrelierte auch der Parameter „Gefäßdurchmesser des limbalen 

Gefäßes“ mit der anteiligen Gefäßfläche um den Korrelationskoeffizienten R = 0,8244 

(Abbildung 20). 
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Abbildung 20: Abhängigkeit des Gefäßdurchmessers von der anteiligen Gefäßfläche 
Punkte: unterschiedliche CC-Linien, Y-Achse: Durchschnittliche morphometrischer Parameter Gefäßduchmesser des limbalen 
Gefäßes, X-Achse: durchschnittliche Gefäßfläche in %. Wie die Parameter Gefäßendpunkte, -verzweigungen und 
Gefäßneusprossungen korreliert auch der Gefäßdurchmesser der Lymphgefäße mit einem Korrellationsfaktor von 0,68 mit der 
anteilig bedeckten Gefäßfläche. 
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4.5. QTL-Analyse 
In der Kartierung ergaben sich mehrere Spitzen (Abbildung 21, Tabelle 8), die jedoch bei 

einem Signifikanzniveau von 0,05 keine genom-weite Signifikanz für einen Genlokus hatten. 

Die Spitze mit dem genom-weit höchsten LOD-Score von 9,13 stammte aus der Kartierung 

der Gefäßfläche und befand sich auf Chromosom 17 bei 84650591-85080031 Mb (Abbildung 

22). Bei einem Signifikanzniveau von 0,05 wäre die Signifikanzschwelle für die Gefäßfläche 

11,04. 

An der gleichen Stelle befand sich die genom-weit höchste Spitze für den Gefäßdurchmesser 

mit einem LOD-Score von 7,66. Bei einem Signifikanzniveau von 0,05 wäre die 

Signifikanzschwelle für den Gefäßdurchmesser 11,06. 

Die genomweit zweithöchste Spitzen mit einem LOD-Score von 9,11 stammte aus der 

Kartierung der Gefäßneusprossungen und befand sich auf Chromosom 3 bei 119775901-

124015473 Mb. Bei einem Signifikanzniveau von 0,05 wäre die Signifikanzschwelle für die 

Gefäßneusprossungen bei 12,7 und für die Gefäßfläche 11,04. 

 
Abbildung 21 QTL-Analyse der CC-Linien 
Y-Achse: LOD-Score, X-Achse: Chromosom. Gestrichelte Linie: Signifikanzschwelle von 11,04 für die Gefäßfläche bei einem 
Signifikanzniveau von 0,05. Farben: blau = Gefäßendpunkte,rot = Gefäßneussprossungen, gelb = Gefäßverzweigungen, 
schwarz = Gefäßfläche, grün = Gefäßdurchmesser. Die zwei höchsten Spitzen mit einem LOD-Score von 9,13 und 19,11 
befinden sich auf Chromosom 17 und Chromosom 3. 
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Phänotyp Chromosom 95% Konfidenzintervall Mb LOD-Score 
Gefäßneusprossungen 3 3:119775901-124015473 9,11 
Gefäßfläche 17 17:84650591-85080031 9,13 
Gefäßdurchmesser 17 17:84650591-85080031 7,66 

Tabelle 8 Spitzen des LOD-Score 
Das Konfidenzintervall wurde auf  95% Genauigkeit berechnet, wie im R/qtl Softwarepakt. LOD: logarithm oft the odds; Mb: 
Megabasen 

 

Der Lokus auf Chromosom 17 zeigte bei genauerer Betrachtung für alle untersuchten 

Merkmale eine Spitze des LOD-Scores(Abbildung 22). Die LOD-Scores der verschiedenen 

Parameter verliefen vielfach sehr ähnlich. Die Top 5 Loci der Gefäßfläche enthielten an der 

gleichen Stelle in 5 von 5 Fällen für den Gefäßdurchmesser des limbalen Gefäßes, in 2 von 5 

Fällen für die Gefäßneusprossungen, in 2 von 5 Fällen für die Gefäßverzweigungen sowie in 

3 von 5 Fällen für die Gefäßendpunkte auch eine Spitze von über 6 im LOD-Score. 

 
Abbildung 22 QTL-Analyse mit Lokus auf Chromosom 17 bei 55,2 cM 
Y-Achse: LOD-Score, X-Achse: Chromosom. Gestrichelte Linie: Signifikanzschwelle von 11,04 für Gefäßfläche bei 
Signifikanzniveau 0,05. Farben: blau = Gefäßendpunkte,rot = Gefäßneussprossungen, gelb = Gefäßverzweigungen, schwarz = 
Gefäßfläche, grün = Gefäßdurchmesser 
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5. Diskussion 

5.1. Zusammenfassung der Hauptergebnisse 
 

1. Die durchgeführte Intervall-Kartierung auf Basis der erhobenen phänotypischen 

morphometrischen Daten bestätigte, dass sich die CC-Linien zur Identifikation potenzieller 

Modulatoren der Lymphangiogenese mittels QTL-Analyse eignen. Es ergaben sich mehrere 

für die verschiedenen Parameter geteilte Spitzen des LOD-Scores, die bei Erhöhung der 

Power potenzielle Kandidatengene enthalten könnten. Dabei fielen mehrere der Spitzen der 

verschiedenen Merkmale in der Kartierung auf die gleichen Loci, was eine gemeinsame 

Vererbung der Phänotypen plausibel erscheinen lässt. 

 

2. Neben den bisher zur Analyse der Gefäße verwendeten morphometrischen Merkmalen 

Lymphgefäßfläche, Gefäßendpunkte, -verzweigungen und Gefäßneusprossungen 

unterschieden sich die CC-Linien auch im Durchmesser des limbalen Gefäßes. Dieser 

korrelierte wie die anderen Parameter mit der Gefäßfläche. Durch die Intervallkartierung wurde 

der Durchmesser des limbalen Gefäßes als quantitativer Parameter für die QTL-Analyse der 

Lymphangiogenese in der Hornhaut validiert. 

In der Linie FIV war der Durchmesser des limbalen Gefäßes hoch signifikant vergrößert, die 

Linie HAX2 hingegen zeigte trotz einer signifikant vergrößerten Lymphgefäßfläche nur ein 

rudimentär ausgebildetes limbales Gefäß. 

 

3. Die Studie zeigt, dass sich die Phänotypen der CC-Linien in Bezug auf ihre 

Lymphgefäßarchitektur der naiven Hornhaut deutlich unterscheiden. Dabei waren die 

Unterschiede in etablierten morphometrischen Parametern deutlich größer, als es auf Basis 

der Untersuchung von Labor und Wildmäusen bisher bekannt war. Dies erweitert die bisherige 

Einteilung von Mauslinien in „hoch-lymphangiogen“ und „niedrig-lymphangiogen“ um die CC-

Linien NUK, FIV, HAX2 und LAM2 als „extrem hoch-lymphangiogen“ und die CC-Linien LUV, 

LOT, PAT, YID als „extrem niedrig-lymphangiogen“. 
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5.2. Diskussion der Methode 

5.2.1. Studiendesign 
In dieser Studie wurden die „anteilige Gefäßfläche“, „Gefäßendpunkte“, 

„Gefäßverzweigungen“, „Gefäßaussprossungen aus dem limbalen Gefäß“ sowie der 

„Gefäßdurchmesser des limbalen Gefäßes“ in Flachpräparaten von insgesamt 22 Mauslinien 

der CC-Linien untersucht. Dabei waren jeweils 3 Proben pro Linie vorhanden, außer bei den 

Linien DET3, LAT, YID und TOFU mit jeweils 2, 1, 1, 1 Proben.  

Die oben genannten Parameter sind phänotypische Ausprägungen, die als „quantitative 

Merkmale“ erfasst werden können. Merkmale im menschlichen sowie in tierischen 

Organismen unterscheiden sich stark in den Individuen einer Population. Häufig besteht ein 

Merkmal in einer kleinen Anzahl qualitativ unterschiedlicher Formen mit einem einfachen 

Vererbungsmuster. Diese Art von Merkmalen wird nach Gregor Mendel auch als „mendelsche 

Merkmale“ bezeichnet. 90 91 92 

Im Fall einer kontinuierlichen und quantitativ messbaren Form eines Merkmales wird von 

„quantitativen Merkmalen“ gesprochen. Häufig sind diese kontinuierlichen und quantitativen 

Variationen das Ergebnis kumulativer Effekte zahlreicher Umweltfaktoren im Zusammenspiel 

mit verschiedenen genetischen Faktoren und können auf verschiedenen Ebenen wie 

Metabolismus, im Immunsystem oder der Anfälligkeit für die Entstehung chronischer oder 

infektiöser Erkrankungen beobachtet werden. Daher werden diese Merkmale als „komplexe“ 

oder „quantitative“ Merkmale bezeichnet, zu denen auch die Lymphangiogenese zählt. 90 93 94 
95 75 10 

Genetische Elemente, die verantwortlich für die Variation eines Merkmales sind, zu 

identifizieren ist sowohl in der Medizin als auch in der Landwirtschaft von großem Interesse. 

Als erster Schritt wird dabei die Anzahl der Kandidatengene reduziert, indem die 

verantwortlichen genetischen Elemente einer spezifischen chromosomalen Region 

zugeordnet werden. Diese wird quantitativer Eigenschaftslokus (quantitative trait locus), kurz 

QTL, genannt. 90 74 

Im Gegensatz zu mendelschen Merkmalen, bei denen wenige von den Merkmalen 

abweichende Linien ausreichen um einen verantwortlichen QTL mit wenigen 

Kandidatengenen zu identifizieren, ist die Präzision der Kartierung bei „komplexen“ oder 

„quantitativen Merkmalen“ deutlich niedriger, insbesondere im Menschen auf Grund von 

komplexen Familien- und Populationsstrukturen. Deshalb wird zunächst in Modellorganismen 

mit spezifisch für diesen Zweck entworfenen Populationen gearbeitet, die eine höhere 

Vorhersagekraft besitzen und mit kleineren Populationsgrößen exaktere chromosomale 

Regionen identifizieren können. Dadurch wird die anschließende Suche nach dem 

entsprechenden Element im Menschen deutlich vereinfacht. Die CC-Linien stellen einen 
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solchen entworfenen Modellorganismus mit hoher Vorhersagekraft über eine große 

Reichweite des Genoms dar. 90 96 96 97. 

 

Ursprünglich sollten die CC-Linien aus über 1000 individuellen Linien bestehen, was eine 

große statistische Power und Präzision für die Kartierung selbst wenig effektstarker QTL, die 

typisch für „komplexe“ Merkmale sind, bedeutet hätte. Mit den unter 100 verbliebenen Linien 

ist eine Kartierung effektschwacher QTL mit weniger als 5% Einfluss voraussichtlich nicht 

möglich. Durch die 3 von Wildtypen abgeleiteten Gründerstränge können jedoch 

erfahrungsgemäß effektstarke QTL mit 20% oder mehr Einfluss mit hoher Präzision kartiert 

werden. 90 98 99 100 100 

Im Fall der Lymphangiogenese der Hornhaut konnte bereits mit den zwei Inzuchtstämmen der 

Linien C57BL/6 und BALB/c ein Lokus auf Chromosom 7 identifiziert werden, der 16,8-18% 

der Variation der kartierten Phänotypen erklärt. 10 

Zur Planung der benötigten Populationsgröße für eine QTL-Analyse mit CC-Linien existieren 

zwar Studien, die versuchen die ungefähre Power abhängig von der Größe des zu 

untersuchenden Kollektivs der CC-Linien vorherzusagen, allerdings ist dies von vielen 

Variablen abhängig, darunter das Genom der CC-Linien, die Anzahl der Proben pro Linie, die 

Anzahl der Linien, Hintergrundeffekte, Anzahl der Allele und der vor allem der Effektstärken 

des Lokus. 

Als groben Anhaltspunkt geben Gregory R. Keele et al. 2019 an mit 72 CC-Linien und einer 

Probe pro Linie eine Power von 96,4% für einen für 50% der phänotypischen Varianz 

verantwortlichen quantitativen Eigenschaftslokus. Bei einer Einflussstärke von 40% des QTL 

ergäbe sich im selben Szenario eine Power von 79,2%, für 30% Einflussstärke eine Power 

von 44,1% und für eine Einflussstärke von 20% eine Power von 12,4%. Die Anzahl an 

verschiedenen CC-Linien hatte einen größeren Einfluss auf die Power als die Anzahl an 

Proben pro Linie, welches einen der entscheidenden Gründe darstellen könnte, weshalb in 

dieser Studie kein signifikanter Lokus in der QTL-Analyse gefunden werden konnte. 101 

Unabhängig davon schlagen auch Soller et al. 2019 vor 30 Linien mit 3 bis 5 Tieren pro Linie 

zu verwenden. 90 

Allerdings beziehen sich die Studien auf CC-Linien, die an der Universität von North Carolina 

gezüchtet wurden, während die hier verwendeten CC-Linien aus Australien stammen. 

Außerdem sind die Lymphgefäße der CC-Linien bisher noch nicht phänotypisiert worden. 

Da die genutzten Augen aus Tieren entnommen wurden, die für andere Zwecke benötigt 

wurden, konnte die Anzahl an verfügbaren Linien sowie Proben pro Linie nicht beliebig erhöht 

werden, was eine der Limitationen dieser Versuchsreihe darstellt. 
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5.2.2. Mäuse 
Die Maus ist das am häufigsten zur medizinischen Forschung genutzte Säugetiermodell und 

die hier als Referenzmaßstab genutzte Linie C57BL/6J ist der am häufigsten genutzte 

Inzuchtstamm, der auch als Referenzgenom der Maus dient und für die Mehrheit der 

Knockout-Mäuse verwendet wird sowie einer der Gründerlinien der CC-Linien darstellt 102. 

 

Bei der Erforschung komplexer Merkmale wird häufig in mehreren Schritten vorgegangen. 

Zunächst wird die Vererbbarkeit eines Merkmals ermittelt, danach die Beziehungen 

verschiedener Merkmale anhand von Korrelationen evaluiert, um auf gemeinsame molekulare 

Mechanismen zu schließen. Als nächstes folgt die Identifizierung von Modelllinien für 

genauere mechanische Studien und zuletzt die Kartierung zur Identifizierung der genetischen 

Grundlage 103. 

Genetisch diverse Mäuse können dabei auf verschiedene Weisen eingesetzt werden 

(Abbildung 23), wobei jede Mäusepopulation für unterschiedliche Zwecke am besten geeignet 

ist. Die in dieser Studie eingesetzten CC-Linien sind als diverse, stabile und reproduzierbare 

Population vorgesehen gewesen und deswegen besonders geeignet um Merkmals-

Korrelationen zu identifizieren. 103 Die Korrelation komplexer Merkmale diverser Mauslinien 

repetiert sich häufig im Menschen, beispielsweise die Korrelation zwischen dem 

Persönlichkeitsmerkmal „Sensation Seeking“ mit Drogeneinnahme und Suchtverhalten 104 105. 

Darüber hinaus eignen sich CC-Linien besonders gut zur Untersuchung der Interaktion des 

Genoms mit Umwelteinflüssen 106 107. Extreme Linien können auch genutzt werden um 

Interventionen zu testen 103. 

In dieser Studie wurden die CC-Linien wie oben beschrieben genutzt, um die quantitativen 

Merkmale der Lymphgefäße der Hornhaut zu untersuchen. Dabei wurden mehrere 

Korrelationen und extreme Linien identifiziert. Dazu gehören die Linien LOT, PAT und LUV mit 

extrem wenig Lymphgefäße während FIV, HAX2, LAM2 und NUK extreme viele Lymphgefäße 

zeigen. Die Linien FIV zeigt außerdem ein im Durchmesser signifikant vergrößertes limbales 

Gefäß. 
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Abbildung 23 Zusamensetzung und Einsatzbereich verschiedener Populationen von Inzuchtmäusen. 103 

 

Darüber hinaus sind die CC-Linien häufig erfolgreich zur Genkartierung vieler Merkmale wie 

diätinduzierter Adipositas sowie Glukosetoleranzentwicklung bei Diabetes Typ 2 eingesetzt 

worden 108,109 110 Obwohl die CC-Linien als Population für Genkartierungen vorgesehen war 

und in frühen Studien auf diese Weise eingesetzt wurden, ist die Power aufgrund des 

Aussterbens vieler Linien, welches in erster Linie auf Unfruchtbarkeit der männlichen Tiere 

zurückzuführen ist, nur noch für Genloci mit großer Effektstärke ausreichend 103 111. 

 

5.2.3. Antikörper 
LYVE-1 wird auf lymphatischen Endothelzellen der Hornhaut stark exprimiert. Während in 

anderen Teilen des Auges teilweise über die adäquaten Marker diskutiert wird, gilt LYVE-1 in 

der Hornhaut als gut etablierter und spezifischer Marker für Lymphgefäße, weshalb auf eine 

doppelte Färbung verzichtet werden kann 112. Allerdings ist die Expression variabel und hängt 

unter anderem vom Alter der Tiere ab. Es wurden Lücken in den Gefäßen des Limbus 

beschrieben, die bis zum Alter von 8 Wochen zunehmen. Möglicherweise handelt es sich bei 



64 
 
 

diesen Lücken um klappenähnliche Strukturen, die dem unidirektionalen lymphatischen Fluss 

dienen und als Eintrittspforte für Makrophagen in die Lymphbahn genutzt werden. 

Interessanterweise waren diese LYVE-1-negativen Lücken bei C57BL/6 Mäusen stärker 

ausgeprägt als bei BALB/c Mäusen, einer Linie mit allgemein weniger Lymphgefäßen der 

naiven Hornhaut 113.  

Entsprechende Unterschiede könnten eventuell auch teilweise für die unterschiedlichen 

Gefäßflächen der CC-Linien verantwortlich sein. 

Deswegen wurden Stellen, an denen Lymphgefäße offensichtlich weiterführten, aber initial 

Lücken bestanden, in der Nachbearbeitung als „falsch-negativ“ manuell ergänzt, um diese 

LYVE-1 negativen Bereich auszugleichen und eine möglichst vollständige Abbildung der 

Lymphgefäße zu ermöglichen. 

 

5.2.4. Bildanalyse 
Die semiautomatische Methode wurde von Bock et al. 2008 etabliert und zeichnet sich im 

Vergleich zur manuellen Auswertung durch höhere Präzision, höhere Validität und mindestens 

gleichwertige Reproduzierbarkeit und Objektivität aus 75. 

Bei der Validität zeigt sich, dass die semiautomatische Methode weniger falsch-positive 

Gefäße detektiert als die manuelle Methode. Dieser Effekt war allerdings für Blutgefäße stärker 

ausgeprägt als für Lymphgefäße. Bei vergleichbar guter Reproduzierbarkeit war die 

semiautomatische Methode in der Objektivität der manuellen Methode überlegen. Wieder war 

der Effekt für Blutgefäße stärker als für Lymphgefäße. 

Dies wurde darauf zurückgeführt, dass Lymphgefäße im Vergleich zu Blutgefäßen eher als 

einzelne, große Gefäße in die Hornhaut einwachsen und leichter mit der manuellen Methode 

zu detektieren sind als Blutgefäße. Allerdings wurde die Methode bei nahtinduzierter 

Neovaskularisation getestet. Durch die von der Naht induzierte Entzündungsreaktion 

entwickeln deutlich mehr und stärker differenzierte Gefäße. Man kann also annehmen, dass 

je einfacher die Gefäßstruktur ist desto weniger stark die Vorteile der semiautomatischen 

Methode sind. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei naiven Hornhäuten, die 

deutlich weniger differenzierte Lymphgefäße zeigen, die manuelle Methode eventuell gleiche 

oder bessere Ergebnisse erzielen könnte. 

Ungenauigkeiten ergeben sich unter anderem aus sich kreuzenden Gefäßen. Die Hornhaut ist 

zwar sehr flach, trotzdem verlaufen die Gefäße 3-dimensional. 

Bei zwei übereinander liegenden Gefäßen ist eine genaue Differenzierung zu einer 

Gefäßverzweigung nicht möglich. Daher kann der Parameter Gefäßverzweigungen vermutlich 

nicht so genau erhoben werden wie Gefäßneusprossungen und Gefäßendpunkte. 
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Es existieren Parameter, die weitere Informationen über die Beschaffenheit der Gefäße liefern 

könnten. So schlagen Blacher et al. vor, die Dichte der Gefäße an Gefäßneusprossungen und 

-aufzweigungen, sowie die maximale Gefäßlänge zu messen und konnten auf diese Weise 

bereits Ro-28-2653, einen Inhibitor von Matrix-Metalloproteasen, mit lymphangiogenen 

Eigenschaften in Verbindung bringen 86. 

Ein Vorteil der semiautomatischen Methode liegt darin, dass auch Regenfuß et al. 72 sowie 

Büttner et al. 10 diese Methode bereits erfolgreich zu Identifizierung von Modulatoren der 

Lymphangiogenese genutzt haben. Dadurch sind die Ergebnisse besonders gut vergleichbar.  
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5.3. Diskussion der Ergebnisse 

5.3.1. CC-Linien in der Immunfluoreszenz 
Bereits in der groben Betrachtung der Immunfluoreszenz wurde deutlich, dass eine große 

Variation in der Lymphgefäßarchitektur der naiven Hornhaut der CC-Linien besteht. Aufgrund 

der Studie von Regenfuß et al. 2010 an Laborlinien war eine Variation zu erwarten, jedoch fällt 

bereits bei grober Betrachtung auf, dass unter den CC-Linien einige mit sowohl deutlich mehr 

als auch deutlich weniger Lymphgefäßen als die von Regenfuß untersuchten Linien vorhanden 

waren (Abbildung 12) 12. 

Eine mögliche Erklärung ergibt sich aus der Züchtung der CC-Linien aus 8 Gründerlinien. Es 

ist anzunehmen, dass aktivierend oder inhibierend auf die Lymphangiogenese wirkende 

Effekte, die in die gleiche Richtung wirken, durch die Verpaarung verstärkt werden können. 

Die Linien FIV und HAX2 zeigten augenscheinlich unterschiedliche Gefäßstrukturen. Während 

die Linie FIV über ein ausgeprägtes limbales Gefäß verfügt, hat die Linie HAX2 nur in wenigen 

Abschnitten überhaupt ein limbales Gefäß und zeigt stark vernetzte Lymphgefäßarchitektur 

mit vielen Gefäßverzweigungen und -endpunkten. 

 

5.3.2. Anteilige Gefäßfläche 
Die untersuchten CC-Linien unterschieden sich in der Gesamtfläche der Hornhaut signifikant 

um bis zu 28%. Diese Abweichung war soweit keine Überraschung und befand sich im 

erwarteten Rahmen. 

 

Die in der Immunfluoreszenz beobachtbare Variation der Lymphgefäßarchitektur zeigte sich 

deutlich in der Auswertung der anteiligen prozentualen Gefäßfläche in Form von CC-Linien mit 

durchschnittlich 0% bis 6,363% anteiliger Lymphgefäßfläche. 

Die beobachteten Unterschiede in der anteiligen Lymphgefäßfläche der naiven Hornhaut 

stehen prinzipiell im Einklang mit den Ergebnissen von Regenfuss et al. 2010 und Nakao et 

al. 2010, die für verschiedene Mauslinien (BALB/c, C57BL/6, SJL, 129S1/Sv, FVB, Cast/Ei) 

(C57BL/6, BALB/c, nu/nu, 129E, Black Swiss) zeigten, dass diese sich bezüglich der 

Lymphgefäße in der naiven Hornhaut unterscheiden und genetische Faktoren diese 

entscheidend beeinflussen. Die von Regenfuß et al. benutzten Linien waren fast ausschließlich 

gängige Laborlinien, die wie fast alle Laborlinien in großen Teilen auf die Gattungen Mus 

musculus domesticus, Mus musculus musculus und Mus musculus castaneus und nur einem 

kleinen Teil auf Wildmäuse zurückzuführen sind 114 12. Die verwendete Linie Cast/EiJ war als 

einzige Linie zu einem großen Teil von Wildmäusen abgeleitet 115. 
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Die hier eingesetzten CC-Linien waren stärker von Wildmäusen abgeleitet und bestätigen, 

dass diese Unterschiede vermutlich auch in Wildtieren bestehen 12 70. 

Insgesamt war die ermittelte oben genannte Variation in der Lymphgefäßfläche mit einem 

Oberwert bis 6,363% deutlich größer, als auf Basis von Regenfuß et al. 2010 und Nakao et al. 

zu vermuten war.  

Während Nakao et al. und Regenfuß et al. die Linie C57BL/6 als Linien mit der größten 

Gefäßfläche identifizert haben und sich die anderen Linien maximal um den Faktor 2 bzw. 1,8 

von C57BL/6 unterschieden, enthielten die CC-Linien Linien mit signifikant mehr Gefäßfläche 

als die von Regenfuß et al. als „hoch-lymphangiogen“ postulierten Tiere der C57BL/6 Linie. 

Auch enthielten die CC-Linien Linien mit weniger Gefäßfläche als die von Regenfuß als 

„niedrig-lymphangiogen“ postulierten BALB/c Linien 12 70. 

FIV zeigte im Vergleich zur „hoch-lymphangiogenen“ C57BL/6 mit 3,445% eine um den Faktor 

1,84 vergrößerte anteilige Lymphgefäßfläche von 6,363%. Die Linien LUV, LOT und PAT und 

YID zeigten mit 0,78%, 0,10%, 0,07% und 0% extrem wenig Lymphgefäße. Dabei zeigten im 

Fall von LOT eine Probe, im Fall von PAT 2 von 3 Proben und im Fall von YID die einzige 

vorhandene Probe überhaupt keine Lymphgefäße, was bisher noch nicht beschrieben wurde. 

Daher sind im Vergleich zu den von Regenfuß untersuchten Linien einige der CC-Linien (NUK, 

FIV, HAX2, LAM2) als „extrem hoch-lymphangiogen“ und (LOT, PAT, YID) „extrem niedrig-

lymphangiogen“ anzusehen 10. 

 

Die Stärke dieser Studie in Bezug auf die Charakterisierung der anteiligen Lymphgefäßfläche 

der naiven Hornhaut liegt in der großen Anzahl von 20 verschiedenen Linien, die eine bessere 

Einordnung der Ergebnisse ermöglicht. Eine Schwäche liegt in der limitierten Aussagekraft 

durch die Fallzahl aufgrund der begrenzten Verfügbarkeit und Wirtschaftlichkeit von n = 3 

Tieren der CC-Linien. Die von Regenfuß et al. und Nakao et al. durchgeführten Studien sind 

für die insgesamt charakterisierten 9 Linien mit zwischen 4 und 19 Tieren pro Linie 

aussagekräftiger. Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist als hoch anzusehen, da die Methode 

anhand von 4 Tieren der C57BL/6 Linie als Kontrollgröße validiert wurde 12 70. 

 

5.3.3. Etablierte morphometrische Parameter der Lymphgefäße 
Die wie erwartet hohen Korrelationen der drei morphometrischen Parameter 

Gefäßneusprossungen pro mm2 mit R2=0,63, -verzweigungen pro mm2 mit R2=0,69 und -

endpunkte pro mm2 mit R2=0,79 mit der anteiligen Lymphgefäßfläche an der Gesamtfläche 

der Hornhaut bestätigten, dass große Unterschiede zwischen den CC-Linien bestehen und ein 

enger Zusammenhang zwischen der anteiligen Gefäßfläche und den morphometrischen 

Parametern bestehen, wie logisch zu erwarten war. 
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Die unerwartet große Variation zwischen den CC-Linien spiegelte sich auch in den 

morphometrischen Merkmalen -in Form von Linien mit extrem wenigen und Linien mit sehr 

vielen Gefäßendpunkten, -verzweigungen und Gefäßneusprossungen - wider. Dies bestätigt 

abermals die Ergebnisse von Regenfuß et al. 2010, die sich jedoch auf die 

Gefäßneusprossungen beschränkt und deren Anzahl nicht ins Verhältnis zur Gesamtfläche 

der Hornhaut gesetzt haben. Dennoch ist erkennbar, dass die beobachtete Variation der 

morphometrischen Merkmale der CC-Linien analog zur anteiligen Gefäßfläche deutlich größer 

waren. Regenfuß et al. beschreiben eine maximale Abweichung um den Faktor 1,6. Die CC-

Linien enthielten mehrere Linien mit im Durchschnitt weniger als 1 Gefäßneusprossung pro 

mm2 sowie Linien mit einem Vielfachen dessen, beispielsweise die Linie LAM2 mit 

durchschnittlich 4,48 12. 

 

Die im Vergleich zu C57BL/6 signifikant in der Lymphgefäßfläche vergrößerten Linien FIV, 

LAM2, HAX2 und NUK zeigten strukturell deutlich unterschiedliche morphometrischer 

Merkmale (Tabelle 9). Während bei FIV trotz größter anteiliger Gefäßfläche weder 

Gefäßendpunkten, -verzweigungen noch Gefäßneusprossungen pro mm2 im Vergleich zu 

C57BL/6 vermehrt vorhanden waren, zeigt LAM2 in allen 3 Parametern hoch signifikante 

Abweichungen. 

Nakao et al. 2010 berichten von Lymphgefäßen, die ohne Kontakt zum limbalen Gefäß 

innerhalb der Hornhaut vorlagen. Solche Gefäße waren unter den CC-Linien vereinzelt 

aufgetreten, erklärten jedoch in den Linien FIV und LAM2 nicht die beobachten Unterschiede. 

Diese Unterschiede beruhen auf dem Gefäßdurchmesser des limbalen Gefäßes (Tabelle 9) 
70. 

CC-Linien mit hoher 
Lymphgefäßfläche 

FIV LAM2 HAX2 NUK 

Gefäßneusprossungen 
pro mm2 

ns ↑ *** ns ns 

 

Gefäßverzweigungen 
pro mm2 

ns 

 

↑ *** 
 

↑ *** 
 

↑ ** 
 

Gefäßendpunkte pro 
mm2 

ns 

 

↑ *** 
 

↑ *** 
 

↑ * 
 

Gefäßdurchmesser *** 

 

ns 

 

ns 

 

ns 

 
Tabelle 9 Morphometrische Parameter der CC-Linien mit der größten anteiligen Lymphgefäßfläche 
Dargestellt sind die Linien FIV, LAM2, HAX2, NUK im Vergleich zu C57BL/6. Die Sterne geben das Signifikanzniveau in 
Dunnett-Test als Post-Hoc-Test der einfaktoriellen Varianzanalyse: *=p<0,05 ; **=p<0,01 ; *** = p<0,001; **** = p<0,0001; 
ns = nicht signifikant (p>0,05) jeweils im Vergleich zu C57BL/6. 
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5.3.4. Gefäßdurchmesser des limbalen Gefäßes 
Zur Charakterisierung der Lymphgefäßarchitektur der Hornhaut wurden bisher in erster Linie 

die Merkmale Gefäßfläche, -neusprossungen und -endpunkte sowie die Gefäßdichte genutzt. 
10 12 Um die Unterschiede der Linien FIV, LAM2, HAX2 und NUK mit viel anteiliger 

Lymphgefäßfläche weiter quantitativ zu erklären, erfolgte die Erhebung des 

Gefäßdurchmessers des limbalen Gefäßes. 

Die Linie FIV zeigte einen hoch signifikant vergrößerten Gefäßdurchmesser des limbalen 

Gefäßes, welches die erhöhte anteilige Gefäßfläche erklärt (Tabelle 9). LAM2 hingegen hatte 

mit einem nicht signifikant von C57BL/6 abweichendem Gefäßdurchmesser des vorhandenen 

limbalen Gefäßes und einer Vielzahl vernetzter Gefäße eine erhöhte anteilige 

Lymphgefäßfläche. Die Linie HAX2 zeigte mit einem nur rudimentär ausgeprägten limbalen 

Gefäß und einer Vielzahl vernetzter Gefäße die erhöhte anteilige Lymphgefäßfläche. 

Bisher wurde keine solchen Unterschiede im Durchmesser des limbalen Gefäßes 

beschrieben. Allerdings haben Yuen et al. 116 gezeigt, dass die Lymphgefäße der Hornhaut 

insgesamt bei jungen Mäusen im Vergleich zu älteren Tieren einen deutlich größeren 

Durchmesser aufweisen. Dies war bei den Blutgefäßen nicht der Fall. Der vergrößerte 

Durchmesser der Lymphgefäße wird mit der erhöhten Abstoßungsrate von 

Hornhauttransplantaten bei Kindern und Säuglingen in Verbindung gebracht, was auf Grund 

des kritischen Behandlungszeitfensters für die Entwicklung des Auges bei Kindern von 

besonderer Wichtigkeit ist. 116 Auch in anderen Bereichen außerhalb der Hornhaut, 

beispielsweise der Tumormetastase bei kolorektalen Karzinomen, korreliert der Durchmesser 

der Lymphgefäße mit der Häufigkeit von Frühmetastasen. 117 

In vivo OCT-Aufnahmen der limbalen Gefäße des Menschen konnten den logischen 

Zusammenhang des Gefäßdurchmessers und der Gefäßtiefe durch eine hohe Korrelation der 

beiden Parameter bestätigen. Allerdings wird in der Studie nicht zwischen Blut- und 

Lymphgefäßen unterschieden und die Teilnehmerzahl war mit 14 gering. 118 

Horstmann et al. 2017 konnten für ein in vivo Mausmodell zeigen, dass Lymphgefäße der 

Hornhaut mittels OCT darstellbar und von Blutgefäßen abgrenzbar waren. 119 Eine Studie zu 

ex vivo en-face humanen Augen von Palme et al. 2020 bestätigt die Darstellbarkeit und 

Bestimmbarkeit des Durchmessers der limbalen Lymphgefäße der Hornhaut, indem 

konfokalmikroskopische Aufnahmen mit Immunfluoreszenzaufnahmen verglichen wurden. Sie 

beschreiben den im Vergleich zu Blutgefäßen vergrößerten Gefäßdurchmesser der limbalen 

lymphatischen Gefäße als Abgrenzungsmerkmal. 120 
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5.3.5. Gruppierung der CC-Linien auf Basis der Lymphgefäßstruktur 
Die strukturellen Unterschiede der Lymphgefäßarchitektur der CC-Linien legten eine 

Einteilung nach morphologischen Parametern nahe, die die klassische Einteilung in „hoch-

lymphangiogen“ und „niedrig-lymphangiogen“, die in erster Linie auf der anteiligen 

Lymphgefäßfläche beruht, sinnvoll ergänzt. Diese könnte nach 4 Gruppen erfolgen: 

 

Gruppe 1: Besonders breites limbales Gefäß 
Insbesondere bei der Linie FIV fiel auf, dass das limbale Gefäß über alle Proben hinweg eine 

sehr ausgeprägte Breite besaß (Abbildung 24, Gruppe 1). Dadurch bedingt war auch die 

anteilige mit Lymphgefäßen bedeckte Fläche überdurchschnittlich groß. Die 

Gefäßaussprossungen aus dem limbalen Gefäß waren deutlich feiner und entsprachen eher 

denen der anderen Linien. 

 
Gruppe 2: Besonders differenzierte Lymphgefäße 
Einige Linien wiesen überproportional viele Differenzierungen der Lymphgefäße in Form von 

Gefäßendpunkten, -verzweigungen und Gefäßneusprossungen auf (Abbildung 24, Gruppe 2). 

Durch die große Differenzierung zeigten sie auch eine tendenziell eine große Gefäßfläche. 

Zu dieser Gruppe zählen LAM, HAX2, NUK und LAM2. 

 
Gruppe 3: Keine oder sehr wenige Lymphgefäße 
LOT, PAT, LUV, YOX, ZIF2 und YID zeigten in den naiven Hornhäuten nur sehr wenige oder 

keine Lymphgefäße (Abbildung 24, Gruppe 3). 

 

Gruppe 4: Durchschnittliche Lymphgefäße 
Ein großer Teil der Linien zeigte Lymphgefäße, die keine besonderen Eigenschaften besaßen. 

Sie zeigten eine durchschnittliche Gefäßfläche (Abbildung 24, Gruppe 4). Sie zeigten auch 

eine Differenzierung in Form von Gefäßendpunkten, -verzweigungen und 

Gefäßneusprossungen, aber weniger ausgeprägt als Gruppe C. 

Zu dieser Gruppe gehören SEH, LUS, FIM, POH, TOP, TOFU, DET3, LAT, LEM, XAK und 

SAT. 
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Abbildung 24 Gruppierung der CC-Linien nach morphometrischen Parametern der Lymphgefäße 
Die gelben Linien dienen der Orientierung am Limbus. In den roten Kästen sind Vergrößerungen des enthaltenen Abschnitts 
abgebildet. A) Hornhaut der Linie FIV stellvertretend für die Gruppe mit besonders breitem limbalen Gefäß. B) Hornhaut der 
Linie HAX2 stellvertretend für die Gruppe der besonders differenzierten Lymphgefäße. C) Hornhaut der Linie ZIF2 
stellvertretend für die Gruppe mit sehr wenigen oder keinen Lymphgefäßen. D) Hornhaut der Linie SEH stellvertretend für die 
Gruppe mit durchschnittlichen Lymphgefäßen.  
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5.3.6. QTL-Analyse 
Es ergaben sich genom-weit bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 keine signifikanten Loci. 

Die 2 Top-Loci lagen bei 17:84650591-85080031 und 3:119775901-124015473. Auf eine 

genauere Diskussion der dort enthaltenen Gene wird verzichtet, weil keine Signifikanz bestand 

und eine Signifikanz mit mehr Tieren pro Linie möglich, aber nicht gesichert war. Auch auf die 

Berechnung von Gründereffekten wurde aus diesem Grund verzichtet. 

Die Daten beschreiben die Kopplung in Form von Haploblöcken, nicht von einzelnen Markern. 

Die untersuchten Linien haben in bestimmten Intervallen den genetischen Ursprung einer 

Gründerlinie. Das Intervall wird dabei als Ganzes auf den Phänotyp bezogen. Bei einer 

Gruppengröße n = 3 waren dabei auf einigen chromosomalen Intervallen nicht alle 

Gründerlinien vertreten und der gebildete Durchschnittswert war bei dieser Fallzahl deswegen 

nicht hinreichend stabil. Deshalb ergaben sich bei mindestens 1000 Permutationen und einem 

Signifikanzniveau von 0,05 erhöhte Schwellenwerte für eine genomweite Signifikanz von >10, 

die sonst (als Referenzgröße) genomweit erfahrungsgemäß deutlich niedriger liegen würden. 

 

Die Ähnlichkeit der LOD-Scores für die verschiedenen untersuchten Parameter legte nahe, 

dass geteilte Genloci für die Ausprägung der verschiedenen Parameter verantwortlich sind. 

Diese Ähnlichkeit der LOD-Scores ist für den Parameter Durchmesser des limbalen Gefäßes, 

bei dem alle 5 Top-Loci der Gefäßfläche auch eine Spitze über 6 zeigten, besonders 

ausgeprägt und deutete somit auf eine besonders enge genetische Beziehung der beiden 

Parameter hin. Diese Beziehung war auch am Lokus mit dem höchsten LOD-Score erkennbar 

(Abbildung 22). Nahe dem Lokus des höchsten LOD-Scores für die Gefäßfläche auf 

Chromosom 17 zwischen 84650591 und 85080031 befanden sich auch Spitzen für 

Gefäßneusprossungen, -endpunkte und Gefäßdurchmesser. Die zweithöchste Spitze war 

dabei mit einem LOD-Score von 7,66 der Gefäßdurchmesser bei 55,09 cM. 
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5.4. Ausblick 
Bereits auf Basis der phänotypischen Unterschiede wurde mit den Linien C57BL/6 als hoch-

lymphangiogene und BALB/c als niedrig-lymphangiogene Linie durch Kreuzung dieser beiden 

Linien ein Inzuchtstamm erzeugt. Mittels anschließender QTL-Analyse der quantitativen 

Merkmale des C57BL/6 X BALB/c Inzuchtstammes konnte das Enzym Tyrosinase, sowie 

kürzlich auch die Cystathionin-ß-Synthase121, als endogener Modulator der 

Lymphangiogenese und inflammatorischen Lymphangiogenese identifiziert werden. Dabei 

wurde die Tyrosinase direkt über einen in der QTL-Analyse sehr auffälligen Lokus identifiziert, 

wohingegen die Cystathionin-ß-Synthase mittels zusätzlicher RNA-Isolation und 

anschließender Expressions-QTL-Analyse (eQTL) an einem initial weniger prominenten Lokus 

auf Chromosom 17 gefunden wurde. Dies gelang unter der Annahme, dass sich eine 

Expressionsdifferenz in Hornhautproben der F0-Generation der untersuchten Population 

detektieren ließe, woraufhin circa 1000 unterschiedlich exprimierte Gene zwischen C57BL/6 

und BALB/c gefunden wurden. Nach Abgleichen dieser Gene mit dem Lokus auf Chromosom 

17, Anlage eines Vertrauensintervall und Beschränkung auf proteinkodierende und Antisense-

Gene zeigte sich Cystathionin-ß-Synthase als das am stärksten heruntergeregelte QTL-Gen 

mit einem de facto Expressionsausfall in BALB/c. Darüber hinaus beinhaltete der Lokus 

weitere im Zusammenhang mit Gefäßentstehung bekannte Gene, was das Verfahren 

verifizierte. Auch für die hier untersuchten CC-Linien ist daher annehmbar, dass mit einer 

ergänzenden Bestimmung der RNA-Expressionsdaten und Abgleich der QTL und eQTL-

Analysen das Rauschen in den Daten (Abbildung 21) reduziert und auf diese Weise weitere 

endogene Regulatoren identifiziert werden könnten 121 10. 

Darüber hinaus könnten die CC-Linien verwendet werden um, analog zur Identifikation der 

Tyrosinase mittels QTL-Analyse eines BALB/c X C57BL/6 Inzuchtstammes, aus noch 

extremeren Linien einen Inzuchtstamm zu züchten. Vielversprechende Kandidaten der CC-

Linien dafür wären die in dieser Studie genutzten und anhand der Fläche als „extrem hoch-

lymphangiogen“ identifizierten CC-Linien FIV und NUK, die deutlich mehr Lymphgefäße 

aufweisen als C57BL/6, sowie die Linien „extrem niedrig-lymphangiogenen“ Linien LOT, PAT 

und LUV als „niedrig-angiogenes“ Gegenstück zur Linie BALB/c10. 

Ein anderer vielversprechender Ansatz zur Reduktion des Rauschens in den Daten wäre die 

Studie mit einer erhöhten Anzahl an CC-Linien und Mäusen pro Linie auszuweiten. Dadurch 

würden sich stabilere Mittelwerte bilden und Modulatoren der Lymphangiogenese könnten 

möglicherweise in der QTL-Analyse identifiziert werden, wenn sich die oben genannten 

Spitzen als signifikant herausstellen. 

In diesem Fall wäre es möglich Gründereffekte für den betreffenden Lokus zu berechnen. 

Darunter versteht man die Einbeziehung von Informationen über den Phänotyp besonders 
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stark abweichender Gründerlinien, wodurch die Anzahl der in einem Intervall vorkommenden 

Varianten auf die Varianten mit dem höchsten vorhergesagten Einfluss reduziert wird. 

Die auf signifikanten Loci vorkommenden Gene würden danach auf Übereinstimmung mit 

bereits bekannten Modulatoren der Lymphangiogenese untersucht, um abermals die Methode 

zu bestätigen und im nächsten Schritt würden die von neu aufgetretenen Genen kodierten 

Elemente auf ihre Eigenschaften bezüglich der Lymphangiogense hin untersucht. 

Durch die Hinzunahme des Gefäßdurchmessers des limbalen Lymphgefäßes als 

morphologischen Parameters würde die Wahrscheinlichkeit für die Identifikation weiterer 

Genloci erhöht und der Parameter selbst abermals validiert. 

Darüber hinaus lassen die Ergebnisse des Gefäßdurchmessers vermuten, dass weitere 

morphologische Parameter existieren, die potenziell noch besser zur Identifikation weitere 

endogener Regulatoren der Lymphangiogenese mittels QTL-Analyse geeignet sind als die 

bisher vorrangig eingesetzten. Denkbar wäre beispielsweise eine genauere Untersuchung der 

durchschnittlichen Gefäßlänge oder Gefäßdichte als morphologische Parameter. Durch 

Etablierung und Einbringung der optimalen Parameter ließe sich die Wahrscheinlichkeit weiter 

erhöhen. 

 

Für die Identifikation von sehr kleinen Loci hingegen sind die CC-Linien nur bedingt geeignet. 

Für diesen Zweck bieten sich die Diversity Outbred (DO) Linien an (Abbildung 22). DO 

enthalten die gleichen 8 Gründerstränge und somit die gleiche genetische Variation wie die 

CC-Linien. Allerdings wurden die Mäuse nicht als Inzuchtlinien der 2. Generation tunnelförmig 

sondern pseudozufällig verpaart. Die dadurch erzeugten Populationen enthalten die gleiche 

Variation der Allele wie die CC-Linien, aber eine höhere genetische Heterogenität mit einer 

einzigartigen gleichmäßig verteilten Kombination der Allele der 8 Gründerlinien auf dem 

Genom in jedem Individuum. Sie sind deshalb weniger anfällig für Erkrankungen wie Diabetes 

und verpaaren sich besser als die CC-Linien, wodurch leichter größere Populationen erzeugt 

werden können. Mit Hilfe der DO könnte so die Kartierung kleiner Loci mit sehr hoher Präzision 

zur Identifikation weiterer Modulatoren möglich sein 103 122 123.  
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