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EINLEITUNG

1 Einleitung

Das Immunsystem bildet ein komplexes System zur Abwehr schadlicher
Mikroorganismen. Es erkennt und entfernt mit Hilfe spezialisierter Zellen Bakterien,
Viren, Pilze und Parasiten. Das Immunsystem setzt sich aus zwel
Hauptkomponenten, dem angeborenen (unspezifischen) und dem erworbenen
(spezifischen) Immunsystem zusammen, die eng miteinander vernetzt sind (23, 24).
Zur angeborenen Immunantwort gehoren physikalische, mechanische und chemische
Abwehrmechanismen, aber auch spezialisierte Zellen wie Makrophagen,
Granulozyten, Monozyten und naturliche Killerzellen (NK). Die Rezeptoren dieser
Zellen sind in ihrer Variation limitiert und auf Strukturen fremder Mikroorganismen mit
repetitiven Mustern abgestimmt. Die unspezifische Immunantwort erfolgt schnell, lauft
aber immer im gleichen Schema ab, unabhangig davon, wie oft der Kérper mit dem
Mikroorganismus in Kontakt gekommen ist (24, 70).

Die Bestandteile des erworbenen Immunsystems sind die B-Lymphozyten und die T-
Lymphozyten. Beide Zelltypen bilden durch somatische Rekombination ihrer
Rezeptorgene eine Vielfalt an antigenerkennenden Rezeptoren. Im Unterschied zum
angeborenen Immunsystem entwickeln T- und B-Zellen nach erstmaligem Kontakt mit
einem fremden Antigen ein zellulares, immunologisches Gedachtnis. Bei erneuter
Exposition mit demselben Antigen erfolgt eine schnellere und effektivere Abwehr (23).
Knochenmark und Thymus stellen die primar lymphatischen Organe dar. T-Zellen
entstehen im Knochenmark reifen dann im Thymus zu funktionsfahigen Zellen (23,
24). Im Knochenmark entstehen und reifen B-Lymphozyten. Der Begriff ,sekundar
lymphatische Organe” umfasst Lymphknoten, Peyersche Platten und die Milz. Sie
bieten ein geeignetes Umfeld zur Initiierung, zum Ablauf und zur Kontrolle der
Immunantworten. Als besondere Eigenschaft weisen sekundar lymphatische Organe
eine spezielle histologische Struktur auf, die eine Separierung der T- und B-Zellen in
verschiedene Areale beinhaltet (42, 69).

Neben primar und sekundar lymphatischen Organen existiert der Ausdruck des ,tertiar
lymphatischen Gewebes" (122). Mit diesem Ausdruck wird ein Gewebe beschrieben,
das bei pathologischen Prozessen, wie chronischen Entzindungen und
Autoimmunerkrankungen, im adulten Organismus entsteht (10, 61, 91). Tertiar
lymphatisches Gewebe zeichnet sich durch einen Aufbau aus, der dem histologischen
Bild sekundéar lymphatischer Organe gleicht (41, 122). Es findet auch hier eine
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Separierung der Lymphozyten in T- und B-Areale statt. Je mehr Ahnlichkeit das
ektope lymphatische Gewebe zu sekundar lymphatischem Gewebe aufweist, desto
schwerer ist das beobachtete Krankheitshild (122). Wahrend viele Faktoren der
Ontogenese sekundar lymphatischer Organe bereits identifiziert werden konnten (32,
68), sind Uber die Entstehung neuer lymphatischer Gewebe im adulten Organismus
wenige Details bekannt. An einigen Studien konnten bereits Parallelen der Entstehung
sekundar lymphatischer Organe und tertiar lymphatischen Gewebes gezeigt werden
(5, 40). Um neues lymphatisches Gewebe entstehen zu lassen, wurde in friiheren
Studien haufig aktiv in Regulationsmechanismen eingegriffen (28, 55, 56). Initiale
Faktoren, die fur die Entstehung tertiar lymphatischen Gewebes notwendig sind,
konnten unter diesen Bedingungen nicht bestimmt werden. Ziel dieser Arbeit ist es,
die Rolle einiger bereits bekannter Regulatoren der Ontogenese lymphatischer
Organe bei der Entstehung lymphatischen Gewebes im adulten Organismus zu
untersuchen. Mit Hilfe der avaskularen Milztransplantation wird die problematische
kinstliche Induktion lymphatischen Gewebes umgangen. Seit langem ist bekannt,
dass nach vorhergehender Entfernung der ontogenetisch angelegten Milz bei der
Transplantation von Milzgewebe ein Regenerat entsteht (79). Die Transplantation

erfolgt ohne operativen Anschluss an Blutgefal3e, wodurch es zunachst zu einer fast

vollstdndigen Nekrose des eingesetzten Gewebes kommt. Nach Abbau dieser

Nekrose entsteht an gleicher Stelle ein Milzregenerat. Dieses beinhaltet die
strukturellen Eigenschaften lymphatischen Gewebes (112). Da die Entstehung dieses
Regenerats in einem reifen Organismus stattfindet, ohne dass weitere Manipulationen
vorgenommen werden, soll dieses Modell in der vorliegenden Arbeit als Modell zur

Entstehung terti&r lymphatischen Gewebes tberpruft und angewandt werden.

Die Milz

Die Milz erhélt als einziges sekundar lymphatisches Organ die Antigene direkt aus
dem Blut. Sie zeichnet sich durch eine ausgereifte histologische Struktur aus, die eng
mit den Funktionen des Organs verknupft ist (93, 110). Die Verteilung der Zellen
innerhalb der Milz stellt das Hauptkriterium fur die Beurteilung lymphatischen
Gewebes in dieser Arbeit dar. Im Folgenden werden daher Aufbau und Funktionen
der Milz genauer erlautert (Abbildung 1):
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Bereits bei der makroskopischen Betrachtung des Milzschnitts ist anhand der Farbe
die Unterteilung des Gewebes in eine rote und eine weil3e Pulpa moéglich (94). Die
rote Pulpa (RP) bildet vornehmlich den Ort der Blutfilterung (11). Gealterte oder
veranderte Erythrozyten werden an der Passage durch die Milz behindert und durch
Makrophagen in der roten Pulpa abgebaut. Eine kleinere Aufgabe hat die rote Pulpa
bei der Unterstitzung unspezifischer (30) und spezifischer Abwehrmechanismen (59,
113).

Die weil3e Pulpa (WP) ist hauptsachlich an der Immunfunktion der Milz beteiligt und
lasst sich mikroskopisch in  Kompartimente unterteilen. Kompartimente sind
charakterisiert durch die Zusammenlagerung bestimmter lymphatischer und nicht-
lymphatischer Zellpopulation (111), die von einem GerUst retikularer extrazellularer
Matrix unterstitzt werden (6). Die weil3e Pulpa setzt sich aus der periarterioléaren
lymphatischen Scheide (PALS), den Primar- und Sekundéarfollikeln zusammen. Nach
aul3en ist sie durch die Marginalzone (MZ) zur roten Pulpa begrenzt.

Die PALS umgibt die Zentralarterien und reprasentiert das Areal, in dem vor allem T-
Lymphozyten vorkommen (112). Dendritische Zellen myeloider Herkunft wandern
nach Antigenkontakt in die PALS ein (101). Dort bilden sie als interdigitierende
dendritische Zellen (DC) mit ihren Zellauslaufern ein enges Netzwerk (52). lhre
Antigenprasentation gilt als starkster Aktivator der T-Zell-Reaktion (42). Aktivierte
CDA4+ T-Helfer Zellen (TH) migrieren daraufhin in die duf3ere PALS und in die B-Zell-
Region, um mit antigen-erfahrenen B-Zellen in Kontakt zu treten (2).

Die Follikel (FO) sind das Kompartiment, in dem vor allem B-Zellen vorkommen (69).
Primarfollikel enthalten naive, ruhende B-Zellen. Im Zentrum findet man ein Netzwerk
follikular dendritischer Zellen (FDC) (105). FDC stellen aufgrund ihrer
fibroblastenéhnlichen Morphologie vermutlich eine spezialisierte Form mesenchymal
entstandener Stromazellen dar, wobei die hdmatopoetische Herkunft noch nicht ganz
ausgeschlossen werden konnte (20). Die Aufgabe der FDC ist es, Antigen-Antikdrper-
Komplexe auf ihrer Oberflache einzufangen und diese den Zellen im Follikel zu
prasentieren. Kommt eine B-Zelle mit einem passenden Antigen in Kontakt, beginnt
ihre Orientierung in Richtung T-Zell-Areal, um dort von T-Helfer-Zellen aktiviert zu
werden (14). Nach dem Kontakt mit T-Zellen findet eine Rickorientierung der B-Zellen
in den Follikel statt, der dann zu einem Sekundarfollikel wird (66). Ein Sekundarfollikel
besteht aus dem Keimzentrum (KE) im Innern und der Corona, die den nach auf3en

verdrangten Primarfollikel reprasentiert (58). B-Zellen durchlaufen hier Zyklen
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massiver Zellteilung mit genetischer Rekombination. Die Selektion der Zellklone mit
besonders affinen B-Zell-Rezeptoren fuhrt zur Bildung langlebiger B-Gedachtniszellen
(86). Alternativ zur Keimzentrenbildung wandeln sich einige B-Zellen direkt zu
Plasmazellen um und wandern in die rote Pulpa aus.

Die Marginalzone bildet die Eintrittspforte des Blutes zur wei3en Pulpa (112). Hier
findet ein direkter Kontakt zwischen Antigenen und antigenverarbeitenden Zellen statt
(69). Zwei verschiedene Makrophagenarten, Marginalzonenmakrophagen (MZM)
auBen und die metallophilen Marginalzonenmakrophagen (MMM) innen (48)
begrenzen die Marginalzone. Zwischen den Makrophagen liegt eine spezielle B-Zell-
Subpopulation (54). Diese Zellen sind an den Oberflachenmarkern IgM™" 1gD"",
CD23"" gegeniiber den follikularen B-Zellen mit der Oberflache IgM°", IgD"",
CD23"" differenzierbar (85). Die besonders langlebigen und ortstandigen
Marginalzonen-B-Zellen fiihren eine schnelle T-unabhangige Immunantwort aus (63).
Dendritische Zellen und B-Zellen der Marginalzone tragen zur Antigenprasentation
und B-Zell-Aktivierung in den Follikeln bei (63).
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Marginalzone: T-Areal/PALS:

Die Marginalzone beinhaltet B-Zellen, In der PALS befinden sich vornehmlich T-
Marginalzonenmakrophagen und metallophile Zellen, dendritische Zellen und vereinzelte B-
Marginalzonenmakrophagen. Hier liegt die Zellen. Die PALS ist um die Zentralarteriole
Eintrittsstelle der Zellen und der Antigene aus lokalisiert. Dendritische Zellen préasentieren
dem Blut. Antigene, die von T-Zellen erkannt werden.

B-Areal/Follikel:

Die Follikel beinhalten B-Zellen,
FDC und wenige T-Zellen. FDC
présentieren Antigene, die von
B-Zellen erkannt werden.

Sekundarfollikel  kdnnen im
Zentrum der Follikel entstehen
und verdrangen dabei die Zellen
des Primarfollikels nach auRRen.

Weile Pulpa: Rote Pulpa:

Die weile Pulpa besteht aus den In der roten Pulpa befinden sich Makrophagen
Kompartimenten PALS, Follikel und der und alle Blutbestandteile, die die Milz passieren.
Marginalzone. Gealterte Erythrozyten werden an ihrer Passage

behindert und von Makrophagen abgebaut.

Abbildung 1: Funktionelle Anatomie der Milz

Milzschnitt mit Farbung der T-Zellen (orange-braun, anti-TCRp), B-Zellen (blau,
anti-B220), metallophilen Makrophagen (dunkelbraun mit Zellauslaufern, anti-
MOMAL1) und Zellen der Keimzentren (dunkelbraun, klar begrenzt, PNA-
Anlagerung). Die Kompartimente, vorherrschende Zelltypen und die Funktionen
der Kompartimente wurden beschrieben. PALS = periarteriolare Scheide; DC =
dendritische Zellen; FDC = follikular dendritische Zellen. (Abbildung modifiziert
nach 21)
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Regulationsmechanismen

Entstehung und Erhalt der Kompartimente beruhen auf komplexen
Kommunikationsnetzwerken verschiedener Zelltypen. Besonders bedeutend fur die
Entstehung lymphatischer Gewebe, ihre Organisation und die Regulation der
Immunantwort sind die Zytokine der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) Superfamilie (34,
53, 96). Uber 40 Mitglieder wurden bisher entdeckt. Ihre Molekiileigenschaften und
intrazellularen Signalkaskaden werden detailliert erforscht (38, 118).

Das Liganden-Rezeptor-System um den Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor 1 und 2
(TNFR1/2) und Lymphotoxin-beta-Rezeptor (LTBR) sind die elementaren Mitglieder
der Superfamilie (16, 95). Da sich unter TNFR1 und 2 der TNFR1 als der relevante
Rezeptor herausgestellt hat, wird dieser im Folgenden allgemein als TNFR
bezeichnet. Bei wichtigen Abgrenzungen findet die spezielle Abgrenzung des TNFR2
statt. Den TNFR findet man in I8slicher Form und ubiquitar auf Zelloberflachen. Durch
Konkurrenz der ldslichen Form mit den transmembrandsen Rezeptoren konnen Zell-
Zell-Interaktionen verhindert werden (114). Als Liganden des TNFR sind bisher der
Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) und Lymphotoxin-alpha (LTa) identifiziert. TNF kommt
membrangebunden auf Makrophagen, NK-Zellen, aktivierten T- und B-Lymphozyten,
aber auch l6slich im Blut vor (38, 114). LTa kommt als Homotrimer LTas frei im Blut
vor, wenn es von seiner Bindungsstelle an aktivierten T-, B- oder NK-Zellen abgesetzt
wird (114).

LTBR ist auf Stromazellen (vor allem des lymphatischen Systems), auf Makrophagen,
dendritischen Zellen und Mastzellen entdeckt worden (8, 9, 102). Heterotrimere aus
Lymphotoxin-beta (LTB) und Lymphotoxin-alpha bilden hier die Liganden. Die beiden
Heterotrimere LTalB2, als vorherrschende Variante, und LTa2p1 findet man meist auf
aktivierten lymphoiden Zellen in membrangebundener Form, wobei die LTB-
Komponente den transmembranen Anker bildet (9). Weiterhin wurde LIGHT
(homologous to lymphotoxins, exhibits inducible expression and competes with HSV
glycoprotein D for HVEM on T cells) als Ligand identifiziert (65). LIGHT-Produktion
wird durch Aktivierung von T-Zellen, Monozyten und naturlichen Killerzellen induziert
(118).

Affinitdtsuntersuchungen ergaben folgendes Liganden-Rezeptor-Bindungsschema
(Abbildung 2):
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Abbildung 2: Bindungsschema einiger Liganden und Rezeptoren der
TNF-Superfamilie

Die Liganden (oben) LT/TNF/LIGHT kommen als membrangebundene oder
I6sliche Form im Blut vor. Durchgehende Pfeillinien entsprechen einer hohen
Affinitat zu den Rezeptoren (unten). Gestrichelte Verbindungen weisen auf
Bindungen mit geringerer Affinitat hin. Unter ,ANDERE" werden weitere
Rezeptoren der TNF-Superfamilie zusammengefasst, die in dieser Arbeit nicht
untersucht wurden.

(Bild modifiziert aus 117)

Beide TNF-Rezeptoren binden mit hoher Affinitat TNF und LTa3. LTBR bindet LTal1p32
und LIGHT. LIGHT und auch LTa3 werden wiederum von weiteren Rezeptoren der
gleichen Superfamilie gebunden. Der seltener von T-Zellen exprimierte Ligand
LTa2p1 bindet an TNFR1 und LTPR (114, 117).
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Ontogenese und weiterer Erhalt lymphatischer Strukturen werden nicht direkt tber
Liganden und Rezeptoren der TNF-Superfamilie reguliert, sondern durch die
Chemokinexpression (73, 99). Chemokine bilden eine Gruppe kleiner Molekile mit
struktureller Ahnlichkeit, die durch Konzentrationsunterschiede im Gewebe das
Wanderungsverhalten von Lymphozyten und dendritischen Zellen steuern (126)
(Abbildung 3). Lymphoide Vorlauferzellen (sog. ,lymphoid inducer cells*) induzieren
Uber den LTBR die Sekretion von Chemokinen in Vorlauferstromazellen (sog.
.lymphoid tissue organizer”) (22, 33), wodurch die initiale Migration lymphoider Zellen
in Lymphknoten und Peyersche Platten stattfindet (67, 125). Es wird vermutet, dass
dieselben lymphoiden Vorlauferzellen auch an der Entwicklung der Milz beteiligt sind
(114). Wahrend der Ontogenese, aber auch im adulten Organismus, werden T-Zellen
von den Chemokinen CCL19 und CCL21 (friher SLC; secondary lymphoid tissue
chemokine) in die PALS geleitet (126). B-Zellen, die den Rezeptor CXCR5 tragen,
wandern durch den Einfluss des dort sezernierten CXCL13 (friiher BLC; B lymphocyte
chemoattractant) in die Follikel. Die Einwanderung der B-Zellen fihrt tber einen
positiven Riuckkopplungsmechanismus durch LTBR zu einer Steigerung der CXCL13-
Expression der Stromazellen (3). Zu Plasmablasten umgewandelte B-Zellen steigern
ihre CXCR4 Expression, wahrend sie CXCR5 reduzieren. Der Ligand CXCL12,
vornehmlich in der roten Pulpa zu finden, bewirkt dann eine Umorientierung der B-

Zellen in die rote Pulpa der Milz oder die Einwanderung in das Knochenmark (37).
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Abbildung 3: Bildung der Kompartimente in lymphatischen Geweben

A) Initialisierung von lymphatischem Gewebe durch die Bindung von LTp auf
~lymphoid tissue inducer cells* an LTBR auf ,lymphoid tissue organizer cells”, die
daraufhin zur Chemokinproduktion angeregt werden. B) Nach Ligation des LTBR
wandern T- und B-Zellen in die verschiedenen Kompartimente, da Chemokine von
den jeweiligen Stromazellen produziert werden. C) Die durch das Chemokin
CXCL13 angelockten B-Zellen bewirken tber einen positiven
Ruckkopplungsmechanismus am LTBR die Steigerung der Chemokinproduktion.
(Abbildung aus 76)
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Die Applikation blockierender Antikérper oder genetische Deletion eines Rezeptors
oder Liganden der TNF-Superfamilie fuhren zu Defekten innerhalb sekundar
lymphatischer Organe und zur Einschrankung der Abwehrfunktion (50, 109). Dabei
ergeben sich Unterschiede in der Schwere des Defekts innerhalb der sekundar
lymphatischen Organe. Die Anlage der Lymphknoten und der Peyerschen Platten
wéhrend der Ontogenese ist LTBR- und TNFR-abhangig (47, 87, 75). In LTBR™ Tieren
sind weder Lymphknoten noch Peyersche Platten vorhanden (33). Im Falle des LTa™-
oder LTB"-Tieres sind LK nur rudimentér oder nicht in allen Kérperregionen zu finden
(2, 31). Ein vollstandiges Fehlen aller Lymphknoten kann auch durch eine
Kombination von Antikdrpern gegen LTB und anti-TNF oder anti-TNFR erreicht
werden (84). Im Unterschied zu Lymphknoten ist die Anlage der Milz nicht LTBR-
abhangig, sondern im ‘orphan homeobox11’-Gen (Hox11) verankert (88). Hox11 "
Tiere zeigen aufRer der fehlenden Milz keine weiteren Auffalligkeiten in sekundar
lymphatischen Organen, Thymus und Knochenmark (88). In LTBR™ ist die Milz
vorhanden, zeigt aber eine veranderte Kompartimentstruktur (33, 109). Dokumentiert
wurden Abweichungen im histologischen Bild beim TNFR™ (31, 51), TNF" (15, 80),
LTBR™ (33), LTo” (31) und LTB ™ (1, 46). Keine Veranderungen der Milz wurden bei
TNFR2” und LIGHT™ festgestellt (51, 92). Einschrankungen bei der Bekampfung von
Mikroorganismen kommen aber auch hier vor (45, 92). Wahrend fur den Wildtyp
bereits quantitative Daten zur Kompartimentstruktur histologisch erhoben werden
konnten, liegen zur Veréanderung der genetisch modifizierten Tiere bisher nur
gualitative Beschreibungen vor. In dieser Arbeit soll daher der quantitative Aspekt als
neues Beurteilungskriterium eine besondere Bedeutung erhalten. Die Rolle regulativer
Molekile unterscheidet sich von der Ontogenese im Vergleich zum adulten
Organismus: Fur eine intakte Milzstruktur wahrend der Ontogenese sind Signale tber
den TNFR und LTBR notwendig. Im adulten Organismus wird zum Erhalt der
Milzstruktur dagegen nur ein standiges Signal Gber den LTBR bendtigt, wahrend sich
bei Blockade des TNFR nur minimale, reversible Verdnderungen zeigen (57).

Die eindeutige Abhangigkeit sekundar lymphatischer Strukturen von Mitgliedern der
TNF-Superfamilie wéahrend der Ontogenese und im adulten Organismus ergibt die
Hypothese, dass auch die Entstehung ektopen lymphatischen Gewebes von diesen
Regulationsmechanismen abhangt. Experimentell wurden diese Abhangigkeiten
bisher nicht ausreichend fur tertiar lymphatisches Gewebe Uberpriift. Die avaskulare

Milztransplantation soll in dieser Arbeit als neues Modell zur Entstehung ektopen

10
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lymphatischen Gewebes etabliert werden und es sollen weitere Information Uber
Regulationsfaktoren der tertiar lymphatischen Gewebe erlangt werden.

Folgende drei Fragestellungen sollen dazu in dieser Arbeit untersucht werden:

1. Wie verhalten sich die bisher gualitativ beschriebenen Veranderungen der TNFR”

und LTBR™ in einer quantitativen Analyse?

Hierzu wurden die Kompartimente immunhistologisch gefarbter Milzschnitte der
TNFR-Knockouts und LTBR-Knockouts quantitative mit den Kompartimenten der
Wildtyp-Maus (WT) verglichen.

2. Bietet die avaskulare Milztransplantation eine Moglichkeit, die Entstehung

lymphatischen Gewebes im adulten Organismus zu untersuchen?

Zu dieser Frage wurden Milztransplantate mit Kontrollmilzen quantitativ histologisch

und funktionell verglichen.

3. Welche Rollen spielen TNFR und LTBR bei der Entstehung lymphatischen

Gewebes im adulten Organismus im Vergleich zu sekundér lymphatischen Organen?

Milzen von Knockout-Tieren wurden mit entsprechenden Autotransplantaten

quantitativ histologisch verglichen.

11



MATERIAL und METHODEN

2 Material und Methoden

2.1. Tiere und Tierhaltung

Fur alle Versuche wurden Mause der Stdmme C57BL/6NCrIBR, C57BL/6Ly5.1,
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-Knockout (TNFR”) (83) und Lymphotoxin-beta-
Rezeptor-Knockout (LTBR"') (33) verwendet. Alle Versuchstiere entstammen je 5
Zuchtpaaren, die im Fall des Wildtyps und des LTBR” von der Charles River GmbH
(Sulzfeld, Deutschland) bezogen wurden. Die TNFR™-Tiere wurden von Professor
Klaus Pfeffer aus Dusseldorf zur Verfigung gestellt und in unserer Tierhaltung weiter
gezuchtet. Die Haltung erfolgte nach Geschlechtern getrennt in Gruppen von 6 Tieren
pro Kafig unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen in den zentralen Tierstallen
der Universitat zu Lubeck. Lochmarkierungen der Ohren garantierten die eindeutige
Identifikation. Die Standardkafige (42,5 x 26,6 x 15,5 cm) bestanden aus Polycarbonat
mit einem Abdeckgitter aus Edelstahl (E. Becker & Co. GmbH, Castrop-Rauxel,
Deutschland). Der Boden der Kéafige war mit Holzspanen (Altromin GmbH, Lage,
Deutschland) ausgelegt, die wo6chentlich gewechselt wurden. Wasser und
Trockenfutter (altromin1430, Altromin GmbH, Lage, Deutschland) standen den Tieren
jederzeit zur Verfiigung. Die voll klimatisierten StallrAume ermoglichten eine konstante
Umgebungstemperatur von 23 + 1°C mit einer Luftfeuchtigkeit von 60 + 5 %. Eine
automatische Schaltung garantierte einen kunstlichen Hell-Dunkel-Rhythmus von
12:12 Stunden, wobei die Hellphase (6 Uhr bis 18 Uhr) die regulare Arbeitszeit
einschloss. Eine Genehmigung zur Durchfiihrung der Tierversuche liegt vor (V252-
72241.122-1 (24-3/02)).

2.2. Eingriffe
2.2.1. Organtransplantation

Die Transplantationen und endgultigen Milzentnahmen erfolgten unter sauberen, aber
nicht sterilen Bedingungen in speziell fir operative Eingriffe vorgesehenen Raumen
der Tierhaltung. Folgten Eingriffe an verschiedenen Tieren aufeinander, wurde das
OP-Besteck mit 70%igem Ethanol gereinigt. Zwischen verschiedenen
Operationstagen erfolgte die Sterilisierung im Autoklaven. Fur die Kurznarkose wurde
eine Mischung aus Ketaminhydrochlorid (50mg/kg KG), Xylazinhydrochlorid (5 mg/kg
KG) und Atropinsulfat (25 ng/kg KG) in steriler Kochsalzlésung (0,9 %) intraperitoneal
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injiziert. Innerhalb weniger Minuten waren die Versuchstiere vollstandig narkotisiert.
Nach Desinfektion der Bauchhaut mit 70%igem Ethanol erfolgte die Operation Uber
einen Bauchschnitt. Haut, Muskulatur und Peritoneum wurden nacheinander unterhalb
des Sternums in der Medianlinie eingeschnitten. Durch Zug am Magen wurde die Milz
nach vorne verlagert. Unter Sicht konnten so das Ligamentum gastrosplenicum
durchtrennt und zufihrende GefalRe elektrisch koaguliert werden. Nach Mdglichkeit
diente das entnommene Organ auch als Transplantat. Andernfalls wurde die Milz
eines anderen Tieres verwendet. Bevor die Milzimplantation erfolgte, wurde sie
mehrfach geteilt und in einer Petrischale mit steriler Kochsalzlésung zwischengelagert.
Zwei Viertel der Milz wurden mit einer Pinzette im Empfangertier zwischen
Ligamentum gastrosplenicum und Magenwand platziert. Nach Lagekontrolle,
Reposition aller Organe und Befeuchtung der Peritonealhéhle mit steriler
Kochsalzlosung wurde die Bauchhdhle wieder verschlossen. Mit resorbierbaren
Polyglykolsaurefaden wurden Bauchmuskulatur und Haut zweischichtig fortlaufend
vernaht. Spruhpflaster wurde als Schutz auf die Wunde gegeben. Die Tiere konnten

zurtick in den Kafig gelegt und ihr Erwachen abgewartet werden.
2.2.2. Stimulationsversuch mit SRBC

Die Immunkompetenz der transplantierten Milz wurde durch Injektion gereinigter
Schaferythrozyten (SRBC) uberprift. Diese stellen grol3e, partikulare Antigene dar, die
nach Injektion in die Milz gelangen. Eine T-Zell-abhangige Immunantwort, die
nachfolgende Bildung von Keimzentren in den B-Arealen und Antikdrperproduktion der
B-Zellen kann bei funktionsfahiger Immunantwort beobachtet werden (110). Zur
Vorbereitung der Losung wurde 50%ige Hammel-Vollblut-Suspension (Hammelblut in
Alsever-Puffer, 50 %, Sigma Aldrich GmbH, Steinheim) in steriler 0,9%iger
Kochsalzlésung gewaschen, zentrifugiert und die Zellzahl auf 5x10° Zellen pro ml
eingestellt. Zehn Tage vor endgiiltiger Entnahme der Milz wurden 10° Erythrozyten in
200ul Kochsalzlésung unter Immobilisation des Tieres in die Schwanzvene injiziert.
Die Kontrolltiere erhielten die gleiche Menge reine Kochsalzlésung. Die Auswertung

der Stimulierung wurde spater am histologischen Préparat Uberpriift.
2.2.3. Entnahme der Milzen

Zur endgultigen Organentnahme wurden die Kontroll- und Versuchstiere durch

Genickbruch geopfert. Im weit eréffneten Bauchraum konnte man nun die Milz leicht
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auffinden und vom umliegenden Gewebe losen. Das Praparat wurde fur die

Weiterverarbeitung in flissigem Stickstoff bei —80 °C schockgefroren.
2.3. Farbungen

Die histologische Untersuchung der Milzpraparate bildet das zentrale Element dieser
Arbeit. Aus diesem Grund sollen hier die Prinzipien der verwendeten Farbemethoden

erlautert werden.
2.3.1. APAAP-Methode

APAAP Dbildet die Abkirzung von Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische
Phosphatase und stellt eine Methode mit drei Antikdrperlésungen dar (Abbildung 4 A).
Der Primarantikorper ist gegen das gesuchte Antigen des Préparats gerichtet. Ein
Brickenantigen oder Sekundarantigen ist gegen den Fc-Teil des Primarantikorpers
gerichtet. Der zweite Antikorper liegt im Uberschuss vor, damit genau eine
Bindungsstelle mit einem Primarantikérper reagieren kann. Der Tertiarantikbrper
entspricht einem Enzym-Immunglobulinkomplex aus alkalischer Phosphatase und
anti-alkalischer Phosphatase. Er entstammt der gleichen Spezies wie der
Primarantikdrper, wobei er sich nun an die zweite, noch freie Bindungsstelle des
Brickenantikorpers lagern kann. Zwei Enzyme sind pro Immunglobulin vorhanden. Ein
geeignetes Substrat, zum Beispiel Fast Red oder Fast Blue, fuhrt Uber eine Enzym-
Substrat-Reaktion mit der alkalischen Phosphatase zur farblichen Darstellung der

gesuchten Struktur.
2.3.2. Avidin-Biotin-Methode

Die Avidin-Biotin-Komplex-Methode beruht auf der Fahigkeit des
Huhnereiweil3bestandteils Avidin, vier starke Bindungen mit Biotin einzugehen
(Abbildung 4 B). Ein Antikdrper, der an der einen Seite mit einem Biotinmolekiil
verbunden ist, erkennt das gesuchte Antigen im Praparat. Als weitere Reagenz wird
ein Komplex aus Avidin und biotinylierter Peroxidase eingesetzt, der an den
biotinylierten Antikdrper bindet. Die Reaktion der Peroxidase mit Diaminobenzidin fuhrt
durch oxidative Polymerisierung zum Niederschlag eines sichtbaren, braunlichen
Produkts.
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A Alkalische
Phosphatase
Anti-
Alkalische
Phosphatase

/— Brickenantikdrper
APAAP-Methode
B

3 Avidin — Biotin-

3 xm Enzymkomplex
xm Primarantikorper

/ \ biotinyliert

Avidin-Biotin-Methode

Abbildung 4: Prinzipien verwendeter Farbemethoden

A) Darstellung der APAAP-Methode, bei der drei verschiedene Antikdrper
gebraucht werden. Ein Primarantikbrper bindet die gesuchte Struktur auf dem
Praparat. Ein Briuckenantikorper wird bendtigt, um den PrimarantikGrper mit
einem weiteren Antikorper zu verbinden. Letzterer ist gegen die alkalische
Phosphatase gerichtet, die durch eine Enzymreaktion zur Farbgebung fihrt.

B) Darstellung der Avidin-Biotin-Methode. Ein biotinylierter Antikérper erkennt
das Antigen. Der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex bindet das Biotin am
Antikorper.
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2.3.3. Ablauf des Farbevorgangs

Immunhistologie

Die Fixierung der entnommenen Milzstiicke erfolgte im Einbettmedium bei —20 °C. Am
Serienschnittmikrotom wurden 12 um dicke Gefrierschnitte hergestellt und zwei
Stunden luftgetrocknet. Danach konnten die Préaparate direkt weiterverarbeitet oder in

Alufolie gewickelt bei —20 °C aufbewahrt werden.

Zur Vorbereitung der Farbung wurden mehrere Losungen angesetzt:

PBS-Stammldsung: Phosphat Buffered Saline aus 90 g NaCl; 2,704 g
NaH,PO,4 H,0 und 28,794 g Na,HPO,4 12H,0 in zwei
Litern Aqua dest. geldst; pH = 7,4

PBS-Gebrauchslésung 200 ml PBS-Stammlédsung in 800 ml Aqua dest.

TBS-Stammldsung 242,28 g Trisaminomethan (Serva GmbH,
Heidelberg) und 344,40 g NaCl (Merck KGaA,
Darmstadt) in vier Litern Aqua dest. angesetzt,

pH=7,6
Tween-20- 5 % Tween®20 (Serva GmbH, Heidelberg) in Aqua
Stammldsung dest. gelost
TBS-Tween- 900 ml Aqua dest., 100 ml TBS-Stammldsung und
Gebrauchslésung 10 ml 5 % Tween-20-Stammlésung
APAAP-Substrat 20 mg Naphtol-AS MX Phosphat (Sigma Aldrich

GmbH, Steinheim), 2 ml N,N-Dimethylformamide
(Sigma Aldrich GmbH, Steinheim), 98 ml 0,1m Tris-
Puffer pH = 8,2 und 100 ul 1M Levamisole (Sigma
Aldrich GmbH, Steinheim)

Vor Beginn des Farbevorgangs erfolgte die Fixierung der gefrorenen Schnitte fir 10
Minuten bei -20°C in einem Methanol — Aceton 1:1 Gemisch (C. Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe). Danach wurden die Schnitte zwei Mal fur 5 Minuten in PBS-

Gebrauchsloésung gespult und es wurde eine erneute Fixierung in 4%igem PFA
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(Paraformaldehyd, Merck KGaA, Darmstadt) bei -4°C fur 45 Minuten durchgefiihrt. Die
darauf folgende Spilung und alle weiteren Spilvorgange wurden mit TBS-Tween-
Losung durchgefuhrt. Die Inkubation erfolgte jeweils in einer dunklen feuchten
Kammer. Grundlage der Auswertung bildete die detaillierte Analyse der einzelnen
Kompartimente. Es bestand daher die Notwendigkeit, sowohl Praparate anzufertigen,
auf denen nur einzelne Zellarten gefarbt waren, als auch Farbungen zu kombinieren.
Details zu den Primarantikérpern sind zur besseren Ubersicht in Tabelle 1 aufgelistet.

Folgende Praparate wurden erstellt:

1) Makrophagen wurden in einer Einzelfarbung mit dem biotinylierten Antikorper
gegen F4/80 (1:500) markiert und nach der Avidin-Biotin-Methode gefarbt.

2) Auf einigen Schnitten wurde CD45R/B220 (1:100) als Marker der B-Zellen
verwendet. Dazu wurde die APAAP-Methode verwendet.

3) Der Nachweis der T-Zellen erfolgte Uber den T-Zell-Rezeptor durch anti-
TCRp (1:100) nach der Avidin-Biotin-Methode. Kombiniert wurde dieses durch die
Darstellung der follikular dendritischen Zellen (FDC) mit anti-FDC-M1 (1:100) durch
die APAAP-Methode.

4) Die Mehrfachfarbung erfolgte durch eine kombinierte Darstellung metallophiler
Makrophagen der Marginalzone mit einem biotinylierten Antikrper gegen MOMA-1
(2:500) und den Keimzentren mit PNA (1:50) nach der Avidin-Biotin-Methode. Bei
PNA handelt es sich um ein Lectin, Peanut agglutinin, das aus der Erdnuss gewonnen
wird und selektiv B-Zellen im Zentrum des Sekundarfollikels markiert (89). Weiterhin
wurden CD45R/B220-positive B-Zellen und TCR-tragende T-Zellen nach oben
genannten Prinzipien dargestellt.

5) Die Praparate fur die Negativkontrolle durchliefen jeweils dieselbe Behandlung,

jedoch mit Verzicht auf die Beigabe samtlicher Primarantikorper.

Soweit die APAAP-Methode verwendet wurde, begann der Farbevorgang mit der
Inkubation des Primarantikorpers aus der Ratte (gegen B220 oder FDC) fur 60
Minuten. Nach einem Spuildurchgang erfolgte eine 30mindtige Inkubation mit dem
Brickenantikorper (1:50, Ratte-Ig Fraktion aus Kaninchen, DakoCytomation, Glostrup,

Danemark) gegen den ersten Antikérper in 5%igem Mausserum (Caltag Laboratories,
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Burlingame, USA). AnschlieBend wurde der Enzym-Immunkomplex Ratte-APAAP
(1:50, DakoCytomation, Glostrup, Danemark) fur weitere 30 Minuten auf das Préparat
gegeben. Nach Wiederholung der letzten beiden Inkubationsschritte fir jeweils 15
Minuten und zweimaligem Spulen konnte die Darstellung der Komplexe mit Fast Blue
BB (Sigma Aldrich GmbH, Steinheim) beendet oder, falls in diesem Praparat
erwinscht, die Avidin-Biotin-Methode eingeschoben werden.

Die Inkubation mit dem biotinylierten Antikérper (anti-TCRpB) oder der
Substratmischung (anti-TCRB, MOMA-1, PNA) erfolgte fir 1 Stunde in 20%igem
normalen Rattenserum (Caltag Laboratories, Burlingame, USA). Nach einem weiteren
Spulvorgang wurde der Extra-Avidin-Peroxidase-Komplex (1:100, EXTRAVIDIN®-
Peroxidase, Sigma Aldrich GmbH, Steinheim) fur 30 Minuten auf die Praparate
gebracht. Als Nachweisreagenz diente Diaminobenzidin (DakoCytomation, Glostrup,
Danemark), welches 5 Minuten Einwirkzeit benétigte. Erst nach Abschluss der Avidin-
Biotin-Methode erfolgte bei diesen Préaparaten die Farbung des APAAP-Substrats mit
Fast Blue. Bei der F4/80-Farbung erfolgte nur die Farbung mit einem biotinylierten
Antikdrper nach oben beschriebenem Schema. Nach Abschluss des Farbevorgangs
wurden alle Praparate mit einem wassrigen Eindeckmittel (AQUATEX®, Merck KGaA,

Darmstadt) eingedeckt.

Tabelle 1: Listung verwendeter Primar-Antikorper der Immunhistologie

Antigen Klon Isotyp Bezugsquelle

F4/80 Cl:A3-1 Ratte IgG2b Caltag Laboratories, Burlingame, USA
CD45R/B220 | RA3-6B2 |Ratte IgG2a BD Biosciences, Heidelberg

TCR-B H57-597 |Hamster IgG2 |BD Biosciences, Heidelberg

FDC-M1 FDC-M1 |Ratte IlgG2c BD Biosciences, Heidelberg

MOMA-1 MOMA-1 |Ratte IgG2a BMA Biomedicals AG, Augst, Schweiz
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Fluoreszenzfarbung

Fur die Fluoreszenzuntersuchung verlief die Vorbereitung mit Fixierung in Methanol
und Aceton (1:1) und Uberfiihrung in PBS wie im Abschnitt der Immunhistologie
beschrieben. Die Inkubation mit den Antikérpern erfolgte jeweils 60 Minuten in einer
feuchten Kammer. Dargestellt wurden T-Zellen mit einem IgG-Primarantikdrper aus
der Ratte gegen CD3 (1:50). Der gebundene Primarantikorper konnte mit anti-Ratte
Immunglobulin aus der Ziege detektiert werden, der wiederum mit dem grinen
Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 488 (1:100, Molecular Probes, Eugene, OR)
konjugiert war. Die B-Zellen wurden mit TRITC-Antikdrpern gegen IgM aus der Ziege
(1:200, Southern Biotechnology, Birmingham, USA) markiert und zeigten somit eine
kontrastreiche rote Fluoreszenz. Die Negativkontrolle erfolgte Uber die alleinige

Inkubation mit dem Sekundarantikorper.
2.4. Auswertung der Milzschnitte

Die Messung der Milzschnitte erfolgte an einem Zeiss Axiovert 200 / HAL100
Mikroskop (Zeiss, Jena). Mit dem Programm Palm@Robo V2.2.2 (P.A.L.M. Microlaser
Technologies AG, Bernried), das normalerweise der Mikrodissektion dient, konnten
Areale am Monitor markiert werden, deren Flachen in um durch das Programm
ermittelt wurden. Die Farbung mit dem Antikorper gegen F4/80 diente dem Uberblick
dartiber, ob eine Trennung in rote und weil3e Pulpa lberhaupt moglich ist. Die
anderen Praparate wurden zur Berechnung der Kompartimente herangezogen. Es
wurde stets die Flache des ganzen Milzschnitts erfasst. Die Messung der
Kompartimente (T-Areal, B-Areal, Marginalzone, Keimzentren) erfolgte dann ebenfalls
am ganzen Schnitt unter starkerer VergroRerung. Die Flache der Kompartimente
wurde als prozentualer Anteil an der Gesamtflache der Milz bestimmt. Die Subtraktion
der weilRen Pulpa-Flache vom ganzen Schnitt ergab den Wert der roten Pulpa.
Abgezogen wurden einige Gebiete, die keinem der Kompartimente zugeordnet
werden konnten, wobei es sich um unspezifisch angefarbte bindegewebige
Strukturen, Gefallanschnitte oder Kapselanteile handelte. Das Vorkommen von FDC
wurde qualitativ erfasst und die Lokalisation notiert.
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2.5. Darstellung
Fotos

Die Aufnahme der immunhistologischen Fotos erfolgte mit der Zeiss AxioCam HR am
Zeiss Axiophot unter Benutzung des Programms AxioVision 3.1 (Zeiss, Jena).
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen entstanden mit dem Zeiss LSM 510UV Meta
konfokal Laser Scanning Mikroskop (Zeiss, Jena). Zur weiteren Verarbeitung der
Bilder diente das Programm Adobe PhotoShop Version 8.0.1.

Grafiken und Statistik

Vergleiche zwischen zwei unabhangigen Versuchsgruppen erfolgten unter Benutzung

des Mann-Whitney U-Tests. Als statistisch signifikant galten Werte p < 0,05 (*).

Die Statistik erfolgte mit Hilfe des Programms SPSS® 12.0G fur Windows (Version
12.0.1, SPSS Inc.). Grafiken wurden mit SigmaPlot® 2001 fur Windows (Version 7.0,
SPSS Inc.) hergestellt.

20



ERGEBNISSE

3 Ergebnisse

3.1. Quantitative Analyse der Milzkompartimente in der Wildtypmaus

Die Histologie der Milz sollte im Detail untersucht und quantitativ erfasst werden. Um
festzustellen, ob die angewandten Farbemethoden zur ausreichenden Beurteilung
aller Kompartimente genligen, wurde zunachst die Milz des Wildtyps in verschiedenen
Farbungen betrachtet.

Es zeigte sich, dass alle erwarteten Strukturen gut erkennbar dargestellt werden
konnten. Eine klare Trennung der roten und der weif3en Pulpa wurde durch die
Darstellung der Makrophagen innerhalb der roten Pulpa erreicht. Die Makrophagen
bildeten durch ihre rotbraune Farbung eindeutig fassbare Areale, die sich von den
nicht gefarbten Arealen der weiRen Pulpa hervorhoben (Abbildung 5). Die weilRe
Pulpa befand sich gleichmaRig im gesamten Milzschnitt und reichte nicht direkt an die
Milzkapsel heran. Auf weiteren Praparaten lieRen sich T-Zellen, B-Zellen,
Keimzentren und die Marginalzone mikroskopisch differenzieren (Abbildung 6). Die
Ordnung untereinander entsprach dem erwarteten Bild. Die T-Zellen fanden sich, der
periarteriolar lymphatischen Scheide entsprechend, im Zentrum der weil3en Pulpa
zusammen (dargestellt durch anti-TCRB). An die PALS lagerten sich die aus B-
Lymphozyten (dargestellt durch anti-B220) bestehenden Primar- und Sekundarfollikel.
Letztere waren durch die Zusammenlagerung PNA-positiver Zellen als Keimzentren
gut zu erkennen. Aul3en wurde die weil3e Pulpa durch die Marginalzone (MZ) zur
roten Pulpa abgegrenzt. Metallophile Makrophagen ergaben als Streifen die innere
Begrenzung der Marginalzone (dargestellt durch anti-MOMAL). Das histologische Bild
der Marginalzone zeichnete sich dazu durch stark gefarbte B-Zellen ab. Die
Marginalzone reichte teilweise bis an die PALS heran und wurde ansonsten von
einem dunnen Streifen B-Zellen oder Follikeln von dieser getrennt. Die rote Pulpa war
gekennzeichnet durch eine Mischung einzeln und in kleinen Gruppen liegender T- und
B-Zellen. Die Milzkapsel war unspezifisch braun gefarbt. Die gleiche Farbe trugen
bindegewebige Strange, die von der Milzkapsel in das Parenchym zogen, und
Anschnitte kleiner und grol3er Blutgefal3e. Bei der Analyse aufeinander folgender
Schnitte, auf denen einzelne B-Zellen (dargestellt durch anti-B220) und folgend T-
Zellen (dargestellt durch anti-TCRp) dargestellt wurden, erkannte man weitere Details.
Die dunklere Farbung der B-Zellen im Bereich der Marginalzone wurde durch die
Einzelfarbung starker betont (Abbildung 7 A). In beiden Schnitten war das ,Negativ*
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der nicht gefarbten Zellen erkennbar. In der Mitte des B-Areals befanden sich
.LUcken®, die dem Areal der PALS auf dem folgenden Schnitt entsprachen (Abbildung
7 B). Umgekehrt erkannte man ,leere* Strukturen zwischen der PALS und der
vermuteten roten Pulpa, und zwar dort, wo sich auf dem vorangehenden Schnitt
Follikel und Marginalzone darstellten. Einzeln liegende Zellen fanden sich auch in
diesen Negativarealen. Follikular dendritische Zellen zeigten eine netzférmige
hellblaue Farbung. FDC sammelten sich im Bereich der B-Zellen.
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Abbildung 5: Darstellung der Makrophagen in der roten Pulpa

Immunhistologisch gefarbter Kryostatschnitt einer Wildtypmilz; rotbraun:
Makrophagen (dargestellt durch anti-F4/80); RP = rote Pulpa, WP = weil3e
Pulpa; urspringlich 25fache Vergréf3erung.

23



ERGEBNISSE

Abbildung 6: Darstellung der Kompartimente der Wildtypmilz

Immunhistologisch gefarbter Kryostatschnitt einer Wildtypmilz; hellbraun: T-
Zellen (dargestellt durch anti-TCRp), blau: B-Zellen (dargestellt durch anti-
B220), dunkelbraun, unscharf begrenzt: Makrophagen (dargestellt durch anti-
MOMAL1), dunkelbraun, scharf begrenzt: Keimzentrum (PNA-Anlagerung); RP =
rote Pulpa, PALS = periarteriolar lymphatische Scheide, FO = Follikel, MZ =
Marginalzone, Pfeil = Keimzentrum; urspringlich 40fache VergrofRerung.
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Abbildung 7: Darstellung der Kompartimente der Wildtypmilz in
aufeinander folgenden Schnitten

A) und B) Aufeinander folgende immunhistologisch gefarbte Kryostatschnitte
einer Wildtypmilz; dunkelbraun: T-Zellen (dargestellt durch anti-TCRp), blau = B-
Zellen (dargestellt durch anti-B220); RP = rote Pulpa, PALS = periarteriolar
lymphatische Scheide, FO = Follikel, MZ = Marginalzone; urspringlich 40fache
Vergro3erung.
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Die quantitative Auswertung der Milz erfolgte computerunterstitzt an sechs
Wildtypmausen, wobei die Flachen der Kompartimente erfasst wurden. Die
Ergebnisse sind in Diagrammform in Abbildung 8 illustriert. Rote und weil3e Pulpa sind
in einem 50 : 50 Verhdltnis in der normalen Wildtypmilz zu finden (Abbildung 8 A).
Ausgehend von 50% weil3er Pulpa am gesamten Milzschnitt erfolgte die Trennung
weiterhin in 30 % B-Areal, 10 % T-Areal und in ein Areal von 10 %, in dem sowohl B-
als auch T-Lymphozyten vorkommen (Abbildung 8 B). Das B-Areal stellt folglich den
grol3ten Anteil der weil3en Pulpa dar. Das T-Areal, der PALS entsprechend, nimmt im
Vergleich nur ein Drittel der Flache in Anspruch. Die Unterteilung des B-Areals
erfolgte weiterhin in 20 % Marginalzone und 10 % reines B-Areal (Abbildung 8 C). Als
innere Begrenzung der Marginalzone wurde der Streifen metallophiler Makrophagen
definiert. Als aul3ere Grenze der Marginalzone wurde der deutlich blau gefarbte B-
Zell-Saum eingefasst. Das reine B-Areal entspricht in dieser Arbeit allen Arealen, in
denen keine T-Zell-Ansammlungen, keine metallophilen Makrophagen und keine
Keimzentren angefarbt wurden. In der Wildtypmilz entspricht dies folglich den
Primarfollikeln und der Corona der Sekundéarfollikel. Vor Stimulation mit
Schaferythrozyten finden sich fast keine Keimzentren (KE). 10 Tage nach SRBC-
Injektion sind auch Sekundarfollikel histologisch erkennbar. Eine Immunantwort kann
folglich ausgeltdst werden und ist quantitativ erfassbar. Bindegewebige Strukturen wie

Blutgefal3e und Trabekel nahmen 1% der gesamten Milzflache ein.
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Abbildung 8: Quantitative Darstellung der Kompartimente der Wildtypmilz

Dargestellt ist die Verteilung der Milzkompartimente beim Wildtyp. Die
Flachenangaben wurden jeweils als Anteil des gesamten Milzschnitts
angegeben; (A) Verteilung innerhalb der gesamten Milz; (B) Kompartimente
innerhalb der wei3en Pulpa; (C) Kompartimentanteile innerhalb des B-Areals;
Fallzahl n=6 (mit Ausnahme der Keimzentren in C mit 3 stimulierten und 3
unstimulierten Tieren); KE = Keimzentrum; — = unstimuliert, + = 10 Tage vor
Entnahme mit Schaferythrozyten stimuliert.

27



ERGEBNISSE

Durch Flachenbestimmungen in Praparaten, auf denen jeweils eine Zellart dargestellt
war, ergab sich eine Mischzone, in der T- und B-Lymphozyten gleichzeitig
vorkommen. Die Flachen des T-Areals waren stets grof3er als die freien Flachen
innerhalb des B-Areals auf folgenden Milzschnitten, obwohl die T-Areale als PALS bei
regelrechtem Aufbau dort ihren Platz finden. Die Differenz zwischen den freien
Flachen innerhalb des B-Areals und den Flachen des gesamten T-Areals ergaben den
Wert der Mischzone.

Die Anordnung der Kompartimente untereinander erdffnet zwei Mdoglichkeiten der
genaueren Lokalisation einer Mischzone von T- und B-Zellen. Beide Zellarten treffen
an der Schnittstelle PALS — Marginalzone und PALS - Follikel aufeinander. Eine
genauere Beschreibung der Mischzone war mit der angewandten Methode nicht
mdglich, da sich bei gleichzeitiger Farbung beider Zellarten die Mischzone nicht
deutlich vom T- oder B-Areal abhob. Um die Frage der genauen Lokalisation zu
klaren, erwies sich die Darstellung der T- und B-Lymphozyten mit fluoreszierenden
Antikorpern als gunstig. Mit dieser Methode waren sowohl grin fluoreszierende T-
Zellen (Abbildung 9 A und 10 A) als auch rot fluoreszierende B-Zellen (Abbildung 9 B
und 10 B) selektiv darstellbar. Weiterhin war die Uberlagerung der beiden
Fluoreszenzmuster mit dieser Methode mdglich (Abbildung 9 C und 10 C). Auf dem
Ubersichtsbild mit geringer VergroRerung erkannte man die PALS als dichte
Zusammenlagerungen griin gefarbter T-Zellen. Follikel stellten sich im Anschluss an
die PALS B-Zell-reich und T-Zell-arm dar. Die weil3e Pulpa wurde durch die
Marginalzone begrenzt, deren B-Zellen starker rot fluoreszierten als die B-Zellen
innerhalb der Follikel. Die rote Pulpa zeichnete sich durch verstreut liegende T- und B-
Lymphozyten ab.

Die Betrachtung der Schnitte ergab in beiden Arealen, in denen T- und B-Zellen
aufeinander treffen, eine Mischzone, in der beide Zellarten in vergleichbarer Anzahl
vorkommen. Uberlagerungen gab es demnach sowohl an der Schnittstelle der PALS
zur Marginalzone als auch im Ubergang der PALS zum Follikel.

Die Beobachtung zeigt weiterhin eine Prominenz der Mischzone im Bereich der
PALS-Follikel-Schnittstelle, da dieser Bereich in der nattrlichen Anordnung der

Kompartimente ein gré3eres Areal einnimmt.

28



ERGEBNISSE

==

00 pm | 100 pr

Abbildung 9: Darstellung von T- und B-Lymphozyten bei der Wildtypmilz

Dargestellt ist die Immunfluoreszenz von T- und B-Zellen bei der Wildtypmilz.
Jedes der Bilder stellt exakt den gleichen Ausschnitt dar. Zur Verdeutlichung der
Mischzone wurden gelbe Hilfslinien eingefiigt, die in jedem Bild an der gleichen
Stelle des Schnitts liegen. Die Hilfslinien wurden vollstandig im Bereich des T-
Areals platziert und auf die anderen Bilder Ubertragen. A) Dargestellt sind T-
Zellen in der Immunfluoreszenz; B) Dargestellt sind B-Zellen in der
Immunfluoreszenz; C) Uberlagerung der Fluoreszenzmuster; griin: T-Zellen
(dargestellt durch anti-CD3), rot: B-Zellen (dargestellt durch anti-lgM); RP = rote
Pulpa, PALS = periarteriolar lymphatische Scheide, FO = Follikel, MZ =
Marginalzone; GroRenverhaltnisse oben rechts im Bild.
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Abbildung 10: Darstellung des Ubergangs PALS zu Follikel

Dargestellt ist ein vergré3erter Ausschnitt der Immunfluoreszenz von T- und B-
Zellen bei der Wildtypmilz. Jedes der Bilder stellt exakt den gleichen Ausschnitt
dar. Die Hilfslinien 1 und 2 liegen an den Stellen, an denen die angezeigte
Zellart von der dichten Anordnung in eine weniger dichte Verteilung wechselt.
Diese Grenzen aus A und B wurden in C Ubertragen. Die Mischzone liegt in dem
schraffierten Bereich zwischen den Grenzen. A) Dargestellt sind T-Zellen in der
Immunfluoreszenz; B) Dargestellt sind B-Zellen in der Immunfluoreszenz; C)
Uberlagerung der Fluoreszenzmuster; griin: T-Zellen (dargestellt durch anti-
CD3), rot: B-Zellen (dargestellt durch anti-lgM); RP = rote Pulpa, PALS =
periarteriolar lymphatische Scheide, FO = Follikel; Grol3enverhéltnisse oben
rechts im Bild.
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3.2. Quantitative Analyse der Kompartimente der TNFR- und LTBR-Knockout-

Maus

Bevor die Funktionen des TNFR und LTBR bei der Entstehung lymphatischen
Gewebes im adulten Organismus untersucht werden konnten, wurden als
Vergleichsgrundlage die histologischen Bilder der ontogenetisch entstandenen
Knockout-Milzen betrachtet. Der Vergleich der Milzen von TNFR- und LTBR-
Knockouts mit der Wildtypmilz mit einer quantitativen Analyse sollte Aufschluss Uber
das Ausmal} der Defekte bei Rezeptorverlust wahrend der Ontogenese geben.

Das Bild einer TNFR™-Milz ahnelte dem normalen Aufbau der Wildtypmilz (Abbildung
11). Rote und weil3e Pulpa waren eindeutig differenzierbar. Die T-Zellen waren als
PALS zusammengelagert und lagen im Zentrum der wei3en Pulpa. Die PALS wurde
von B-Zellen umgeben. Diese lagen nicht, wie im Wildtyp, in rundlichen Strukturen,
sondern als schmaler oder breiter Gurtel um die normal konfigurierte PALS. Sie
bildeten damit ein B-Areal, welches unabhéngig von der Mischzone und Marginalzone
in der TNFR™-Milz zu finden ist. Die Marginalzone, bestehend aus metallophilen
Makrophagen und intensiver markierten B-Zellen, schloss die weif3e Pulpa nach
aul3en ab. Auffallig war die Dominanz der Marginalzone, die sich vor allem durch die
B-Zellen im Vergleich zum Wildtyp verbreitert darstellte. Nach Injektion von
Schaferythrozyten waren keine Sekundarfollikel sichtbar. Eine Immunantwort war in
der TNFR™-Milz histologisch nicht darstellbar. Weiterhin waren keine FDC vorhanden.
Auch in der quantitativen Analyse des Gewebes zeigten sich nur geringe
Abweichungen der ontogenetisch entstandenen TNFR”-Milz im Vergleich zum
Wildtyporganismus (Abbildung 13). Die weil3e Pulpa zeigte mit einem Anteil von tUber
40 % keinen signifikanten Unterschied zur Wildtypmilz. Die rote Pulpa war
spiegelbildlich im Vergleich zum Wildtyp nicht signifikant erhdht (Abbildung 13 A). Die
weitere Unterteilung der weif3en Pulpa verlief, mit dem Wildtyp vergleichbar, in ein T-
Areal mit 5 %, eine Mischzone mit 10 % und ein dominantes B-Areal mit 30 %
(Abbildung 13 B). Die leichte Verminderung an weil3er Pulpa entsteht durch eine
signifikante Abnahme des T-Areals und eine leichte Reduzierung des B-Areals,
wéhrend sich die Mischzone sehr konstant zeigt. Ein reines B-Areal von 5 % konnte
trotz Aufhebung der rundlichen, follikularen Strukturen gemessen werden. Das auch
im Wildtyp grof3te Areal der Marginalzone nahm in der Flachenbestimmung beim
TNFR-Knockout zu (Abbildung 13 C). Eine Keimzentrenbildung fand nicht statt.
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In der TNFR”-Maus entstand in der Ontogenese eine Milz, die einen &hnlichen
Aufbau wie die Wildtypmilz aufweist. T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und
metallophile  Marginalzonenmakrophagen bildeten eine weie Pulpa mit

differenzierbaren Kompartimenten.

Der Aufbau der ontogenetisch entstandenen Milz aus einem LTBR-defizienten
Organismus war auf den ersten Blick deutlich gestort (Abbildung 12). Es lieRen sich
zwar noch Areale differenzieren, die als rote und wei3e Pulpa bezeichnet werden
konnten, Kompartimente der weiRen Pulpa war dagegen nicht zu erkennen Die
fleckformig vorhandene weil3e Pulpa bestand aus einer Mischung von T-Zellen und B-
Zellen. Obwohl sich die T-Zellen eher zum Zentrum dieser Areale wandten, konnte
nicht von einer klar differenzierbaren PALS gesprochen werden, da im gesamten
Gebiet auch B-Zellen zu finden waren. B-Zellen fillten dementsprechend das ganze
Areal der weiRen Pulpa aus. Eine follikulare Anordnung war nicht vorhanden. Ebenso
fielen keine Ansammlungen dunkler gefarbter B-Zellen auf, die beim Wildtyp in der
Marginalzone zZu finden waren. Es kamen keine metallophilen
Marginalzonenmakrophagen in der LTBR-Knockout-Milz vor. Auch nach dem
Stimulationsversuch mit Schaferythrozyten konnten keine Sekundarfollikel gefunden
werden. Es zeigten sich keine FDC in den Schnitten. Die rote Pulpa stellte sich normal
dar. Es fanden sich hier sowohl T- als auch B-Zellen in locker verstreuter Anordnung.
Die quantitative Untersuchung der LTBR”-Milz bestatigte die Ergebnisse der
histologischen Betrachtung (Abbildung 13). Die rezeptordefiziente Milz wich in allen
Kompartimenten signifikant von den Befunden der Wildtypmilz ab. Die Milzen zeigten
einen signifikanten Verlust der weil3en Pulpa auf nur 30 % am gesamten Milzschnitt
(Abbildung 13 A). Bei der weiteren Unterteilung der weil3en Pulpa zeigte sich, dass
die weil3e Pulpa nicht nur vermindert, sondern auch in ihrem Aufbau verandert war.
Ein T-Areal war nicht mehr zu erkennen. Das Mischareal stellte mit 20 % das
dominante Areal dar. Das B-Areal, das in der Wildtypmilz mit 30 % dominierte, war in
der LTBR”-Milz auf 10 % gefallen (Abbildung 13 B). Eine Marginalzone und
Keimzentren waren in der LTBR™-Milz nicht vorhanden (Abbildung 13 C).

Es zeigt sich, dass zwar bei Verlust des LTBR ontogenetisch eine Milz entstand,
deren Aufbau aber im Vergleich zur Wildtypmilz massiv veréandert war. Kompartimente

waren innerhalb der weil3en Pulpa nicht differenzierbar.
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Abbildung 11: Darstellung der Kompartimente der TNFR-Knockout-Milz

Immunhistologisch  gefarbter Kryostatschnitt einer TNFR-Knockout-Milz;
hellbraun: T-Zellen (dargestellt durch anti-TCRp), blau: B-Zellen (dargestellt
durch anti-B220), dunkelbraun, unscharf begrenzt. Makrophagen (dargestellt
durch anti-MOMAL1); RP = rote Pulpa, PALS = periarteriolar lymphatische
Scheide, MZ = Marginalzone; urspriinglich 50fache Vergré3erung.
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Abbildung 12: Darstellung der Kompartimente der LTBR-Knockout-Milz

Immunhistologisch  gefarbter Kryostatschnitt einer LTBR-Knockout-Milz;
hellbraun: T-Zellen (dargestellt durch anti-TCRp), blau: B-Zellen (dargestellt
durch anti-B220); RP = rote Pulpa, WP = weil3e Pulpa; urspriinglich 50fache
VergroRerung
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Abbildung 13: Quantitative Darstellung der TNFR- und LTBR-Knockout-Milz
mit der Wildtypmilz

Dargestellt ist die Verteilung der Milzkompartimente beim Wildtyp im Vergleich
zu TNFR- und LTBR-Knockout-Mausen. Die Flachenangaben wurden jeweils als
Anteil des gesamten Milzschnitts angegeben. (A) Verteilung innerhalb der
gesamten Milz; (B) Kompartimente innerhalb der weil3en Pulpa; (C) Verteilung
der Kompartimentanteile innerhalb des B-Areals; Fallzahl n=6 fur jede Gruppe
(mit Ausnahme der Keimzentren in C: Fallzahl n=3); WT = Wildtyp, KE =
Keimzentrum; + = 10 Tage vor Entnahme mit SRBC stimuliert; * = p < 0,05
(Mann-Whitney U-Test); signifikante Abweichungen beziehen sich auf den
Vergleich mit dem Wildtyp; @= nicht detektierbar
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3.3. Die avaskulare Milztransplantation

3.3.1 Kinetik

Die avaskuléare Milztransplantation sollte als Modell zur Entstehung lymphatischen
Gewebes im adulten Organismus Uberprift werden. Daher wurden
Milzautotransplantationen des Wildtyps durchgefuhrt und die Struktur der Regenerate
wurde mit der von unbehandelten Kontrollmilzen verglichen.

Die Untersuchung der Kinetik galt der Bestimmung des Zeitpunkts, an dem sich das
Regenerat vollstandig entwickelt hatte. Zur Analyse der Kinetik wurden die
Regenerate 1, 3, 5 und 8 Wochen im Empfanger belassen und nach Entnahme
guantitativ histologisch untersucht (Abbildungen 14 und 15). Nach einer Woche zeigte
sich in der Mitte ein grof3es nekrotisches Areal, erkennbar an aufgehobenen
Zellstrukturen, welches ungeféahr die Halfte des Milzschnitts ausmachte. Lebendiges,
stromales Gewebe bildete den Rand der Milz, dessen Flache nur zu einem Prozent
aus Lymphozytenansammlungen bestand (Abbildung 16 A). In organisierten Arealen
fanden sich zu diesem frihen Zeitpunkt nur B-Zellen (Abbildung 16 B). Nach drei
Wochen war kein Nekroseareal mehr erkennbar. Erste metallophile
Marginalzonenmakrophagen waren bereits sichtbar. Trotzdem war die Struktur in
Follikel und Marginalzone noch nicht ausgereift. Die Lymphozytenansammlungen
nahmen bereits ein Areal von 30 Prozent des Milzschnitts ein. Das Verhéltnis der
Areale, die von T-Zellen und B-Zellen eingenommen wurden, lag bei 15 zu 85. Nach 5
Wochen war die Kompartimentbildung weiter fortgeschritten, ohne dass sich der Anteil
der WP am ganzen Milzschnitt veranderte. Das Verhdltnis der Areale verschob sich
leicht in Richtung T-Areal. Nach 8 Wochen hatte sich die Milz im Vergleich zum 5-
Wochen-Zeitpunkt nur gering verdndert. Die Kompartimente waren starker
ausgebildet. Der Anteil der weil3en Pulpa und das Verhaltnis der T- und B-Zell-Areale

im Vergleich blieben konstant.

Zusammenfassend zeigte die Kinetik folgenden Verlauf:
1) Bereits nach 3 Wochen war der endgultige Anteil weiRer Pulpa am gesamten
Milzschnitt erreicht.
2) Nach 5 Wochen blieb das Verhéltnis von T- und B-Arealen konstant.

3) Der Aufbau der Kompartimente war nach 8 Wochen abgeschlossen.
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Abbildung 14: Entwicklung der Milz im Verlauf der Regeneration

Immunhistologisch gefarbte Kryostatschnitte von Milztransplantaten 1, 3 und 5
Wochen nach Transplantation in splenektomierten WT-Tieren; hellbraun: T-
Zellen (dargestellt durch anti-TCRp), blau: B-Zellen (dargestellt durch anti-
B220), dunkelbraun: metallophile Makrophagen (dargestellt durch anti-MOMAL);
1 Wo =1 Woche, 3 Wo = 3 Wochen, 5 Wo = 5 Wochen; urspringlich 100fache
Vergrof3erung
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Abbildung 15: Im Wildtyp-Regenerat sind alle Kompartimente vorhanden

Immunhistologisch gefarbter Kryostatschnitt eines Wildtyptransplantats 8
Wochen nach Transplantation in ein splenektomiertes WT-Tier; hellbraun: T-
Zellen (dargestellt durch anti-TCRp), blau: B-Zellen (dargestellt durch anti-
B220), dunkelbraun, unscharf begrenzt: Makrophagen (dargestellt durch anti-
MOMAL), dunkelbraun, scharf begrenzt: Keimzentrum (PNA-Anlagerung); RP
rote Pulpa, PALS = periarteriolar lymphatische Scheide, FO = Follikel, MZ
Marginalzone; urspringlich 40fache Vergrol3erung.
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Abbildung 16: Kinetik der Milztransplantation im Wildtyp

A) Dargestellt ist der Anteil der weil3en Pulpa am gesamten Milzschnitt nach
1, 3, 5 und 8 Wochen. Die Kontrolle bilden ontogenetisch entstandene Milzen
des Wildtyps. Die jeweilige Fallzahl (n = 1 bis 6) wird durch die
Punktedarstellung deutlich; B) Dargestellt ist der Verlauf der Anteile von T-
und B-Zell-Arealen. Die Daten wurden nach 1, 3, 5 und 8 Wochen erhoben.
Fallzahlen und Kontrolle entsprechen den Angaben aus A).
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3.3.2 Quantitative Analyse der Regenerate

Nach acht Wochen wurden die Regenerate ebenso analysiert wie zuvor die
ontogenetisch entstandenen Milzen der Wildtypmaus. Die immunhistologische
Farbung zeigte, dass in jedem Regenerat rote und weiRe Pulpa klar differenziert
werden konnten. Alle Kompartimente waren in korrekter anatomischer Position im
Regenerat vorhanden (Abbildung 15). T-Zellen bildeten als PALS das Zentrum der
weilden Pulpa. B-Zellen lagerten sich in rundlichen Strukturen der PALS von aul3en
an. Daneben bildeten B-Zellen und metallophile Marginalzonenmakrophagen die
Grenze zur roten Pulpa. Nach Stimulation mit SRBC konnten Keimzentren
nachgewiesen werden (Abbildung 17). Follikular dendritische Zellen fanden sich im B-
Areal. Geringe histologische Unterschiede zur Kontrollmilz waren die Tendenz,
kleinere Areale der weil3en Pulpa auszubilden, sowie einzelne Ansammlungen von
Lymphozyten auf beiden Seiten der Kapsel. Diese Abweichungen storten in keinem
Fall den Gesamteindruck eines gut regenerierten lymphatischen Gewebes. Es
handelte sich bei den Regeneraten um Milzgewebe mit intakter Kompartimentstruktur

und Funktion.

Auch die quantitative Analyse zeigte, dass sich die ontogenetisch entstandene Milz
und das Regenerat des Wildtyps gleichen. Alle Kompartimente waren enthalten und
zeigten keine groRBere Verschiebung zugunsten eines Kompartiments. Ein
Unterschied, der sich in der Analyse der Kompartimente gleichmaRig durchzog, war
eine Abnahme der weil3en Pulpa (Abbildung 18 A). Sie erreichte beim Regenerat im
Vergleich zur ontogenetischen Wildtypmilz einen signifikant kleineren Wert. Das
Verhéltnis roter zu weilRer Pulpa war auf 65 zu 35 zugunsten der roten Pulpa
angestiegen. Ging man weiter ins Detail, so war zu erkennen, dass sich der Verlust an
weiler Pulpa gleichméaRig auf alle Komponenten auswirkte. T-Areal (6% Verlust),
Mischzone (3% Verlust) und B-Areal (10% Verlust) nahmen bezogen auf den
gesamten Milzschnitt ab, blieben aber bezogen auf den insgesamt geringeren Wert
der weillen Pulpa untereinander fast konstant (Abbildung 18 B). Eine signifikante
Abnahme fand sich beim T-Areal. Auch innerhalb des B-Areals setzte sich die
gleichméRige Abnahme fort. Sowohl Marginalzone als auch reines B-Areal zeigten
einen Verlust, wobei allein der Verlust an reinem B-Areal signifikant war. Die

Stimulation mit Schaferythrozyten ergab einen Anstieg der PNA-positiven
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Keimzentren. Die Funktionalitdit des neuen Gewebes war dadurch bestétigt
(Abbildung 18 C).

Es zeigt sich, dass trotz einiger quantitativer Abweichungen alle Kompartimente in
korrekter anatomischer Position zu finden waren. Die quantitative Analyse ergab
vergleichbare Verhéltnisse der Kompartimente innerhalb der weil3en Pulpa. Bei dem
regenerierten Gewebe der Milztransplantation handelte es sich um funktionsfahiges
lymphatisches Gewebe. Die avaskulare Milztransplantation bildet ein gutes Modell zur

Entstehung lymphatischen Gewebes im adulten Organismus.
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Abbildung 17: Wildtyp-Regenerat nach Stimulation mit SRBC

Immunhistologisch gefarbter Kryostatschnitt eines Wildtyptransplantats 8
Wochen nach Transplantation und 10 Tage nach Injektion von SRBC; hellbraun:
T-Zellen (dargestellt durch anti-TCRp), blau: B-Zellen (dargestellt durch anti-
B220), dunkelbraun, unscharf begrenzt: Makrophagen (dargestellt durch anti-
MOMAL1), dunkelbraun, scharf begrenzt: Keimzentrum (PNA-Anlagerung); RP =
rote Pulpa, PALS = periarteriolar lymphatische Scheide, KE = Follikel mit
Keimzentrum, MZ = Marginalzone, SRBC = Schaferythrozyten (sheep red blood
cells); urspringlich 100fache Vergréf3erung
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Abbildung 18: Vergleichende quantitative Darstellung des Wildtyps mit
seinem Autotransplantat

Dargestellt ist die Verteilung der Milzkompartimente beim Wildtyp der Maus und
im Regenerat im Bezug zum gesamten Milzschnitt. (A) Verteilung der
Kompartimentflachen innerhalb der gesamten Milz; (B) Verteilung der
Kompartimente innerhalb der weiBen Pulpa; (C) Verteilung der
Kompartimentanteile innerhalb des B-Areals; Fallzahl n=6 je Gruppe (mit
Ausnahme der Keimzentren in C: Fallzahl n=3 fur stimulierte und unstimulierte
Tiere); WT = Wildtyp, KE = Keimzentrum; — = keine Stimulation, + = 10 Tage
vor Entnahme mit SRBC stimuliert; * = p < 0,05 (Mann-Whitney U-Test),
signifikante Abweichungen ergeben sich gegentber der Wildtypmilz.
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3.4. Die Funktion des TNFR und LTBR bei der Entstehung lymphatischen

Gewebes im adulten Organismus

Am Autotransplantat der Wildtypmilz wurde gezeigt, dass die regenerierte Milz
histologisch und funktionell mit der urspringlich angelegten Milz vergleichbar war.
Dieses Modell sollte nun hier verwendet werden, um die Aufgaben des TNFR und
LTBR bei der Genese lymphatischen Gewebes im adulten Organismus zu
untersuchen.

Milzen eines TNFR-defizienten Spenders wurden in TNFR-defiziente Empfanger
transplantiert. Die histologische Betrachtung der Regenerate zeigte massive
Abweichungen der Kompartimente im Vergleich zum Wildtyp und auch im Vergleich
zur ontogenetisch entstandenen TNFR™-Milz (Abbildung 19). Nur wenige Gebiete
konnten als weil3e Pulpa identifiziert werden. Diese Gebiete wiesen keine
Kompartimentbildung auf. Sie stellten sich vielmehr als kleine Areale mit
Lymphozytenansammlungen dar, die haufig direkt an die Milzkapsel anschlossen. In
diesen Gebieten waren T-Zellen, B-Zellen und metallophile Makrophagen farberisch
nachweisbar. T-Zellen fanden sich eher im Zentrum dieser Areale, B-Zellen fullten die
gesamte Flache der weil3en Pulpa. Metallophile Makrophagen lagen meist ungeordnet
in diesen Gebieten. An wenigen Stellen war die Bildung einer Marginalzone
angedeutet erkennbar. Der Aufbau im Regenerat war im Vergleich zur ontogenetisch
entstandenen TNFR™-Milz massiv gestort. Keimzentren bildeten sich, auch nach der
Stimulation mit Schaferythrozyten, nicht. Follikular dendritische Zellen waren in dem
TNFR”-Regenerat nicht darstellbar. Die rote Pulpa wies eine Mischung locker
liegender Lymphozyten auf.

Die vorhandenen Areale der weil3en Pulpa waren in ihrer Menge massiv vermindert
und lagen bei der Messung, im Bezug auf den ganzen Schnitt, unter 15 %. Da die
weitere Unterteilung und quantitative Bestimmung der Kompartimente aufgrund der
Strukturstérung nicht mdoglich war, wurde der Vergleich zur ontogenetisch
entstandenen TNFR™-Milz tabellarisch verdeutlicht (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Vergleich der Milzkompartimente in der TNFR”-Milz und im TNFR™-

Regenerat
TNFR™-Milz TNFR"-Regenerat
RP/WP abgrenzbar +++ +
T-Areal ++ -
Mischzone + +
B-Areal ++ +
Marginalzone ++++ +

Die Merkmale der TNFR-defizienten Milz und der TNFR-defizienten Regenerate
wurden semiquantitativ dargestellt. Die Einteilung erfolgte in Abstufungen von
++++ = sehr stark ausgepragt bis + = vorhanden und — = nicht vorhanden;
Fallzahl n = 6 fir TNFR"-Milz und n= 3 fir TNFR™-Regenerat; RP = rote Pulpa,

WP = weil3e Pulpa.

Die Tabelle verdeutlicht noch einmal die massiven Abweichungen der in der

Entwicklung entstandenen Milz im Vergleich mit dem Gewebe nach TNFR™-

Transplantation. Die weil3e Pulpa ist weniger deutlich von der roten Pulpa abgrenzbar.

Das T-Areal ist im Regenerat nicht mehr zu finden. T-Zellen finden sich nur mit B-

Zellen vermischt. Die Marginalzone, die in der ontogenetisch entstandenen TNFR™-

Milz in ihrer Ausbildung dominierte, regenerierte kaum.

Wahrend in der Ontogenese trotz fehlendem TNFR eine fast normale Milz entstehen

konnte, ist zu erkennen, dass die Abwesenheit des TNFR im adulten Organismus

massive Storungen im lymphatischen Gewebe zur Folge hat.
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Abbildung 19: Darstellung der Kompartimente des TNFR”-Regenerats

Immunhistologisch gefarbter Kryostatschnitt eines TNFR”-Regenerats 8
Wochen nach Transplantation in ein splenektomiertes TNFR™-Tier; hellbraun: T-
Zellen (dargestellt durch anti-TCRp), blau: B-Zellen (dargestellt durch anti-
B220); solider Pfeil: metallophile Marginalzonenmakrophagen (dargestellt durch
ant-MOMAL); RP = rote Pulpa, WP = weilRe Pulpa; urspringlich 50fache
VergroRerung
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Fur den Vergleich der Ontogenese mit der Entstehung lymphatischen Gewebes im
adulten Tier wurden fiir den LTBR-Organismus ebenso Autotransplantationen
durchgefuhrt wie zuvor beim TNFR-Knockout-Tier. Beim Vergleich des Regenerats
mit der ontogenetisch entstandenen Knockout-Milz zeigten sich die gleichen
Strukturdefizite (Abbildung 20). Die weil3e und die rote Pulpa waren voneinander
getrennt darstellbar. Es ergab sich der Eindruck, dass die Separierung der Areale der
weilden Pulpa im Regenerat zugenommen hatte. Das Gesamtareal war insgesamt
konstant geblieben. B- und T-Lymphozyten lagen weiterhin gemischt vor, mit einem B-
Areal, das sich weiter ausdehnte als die T-Areale. Wie im Vergleichsorgan waren
keine Marginalzone, Primar- oder Sekundarfollikel und follikul&r dendritische Zellen im
Regenerat zu finden. Tabelle 3 verdeutlicht den gleichbleibenden Befund aller LTBR™-
Milzen.

Die Strukturdefizite sowohl wahrend der Ontogenese als auch im adulten Organismus

zeigen die Abhéngigkeit dieser Vorgange vom LTBR.

Tabelle 3: Vergleich der Milzkompartimente bei der LTBR"-Milz und dem LTBR™-
Regenerat

LTRR™-Milz LTBR™-Regenerat
RP/WP abgrenzbar + +
T-Areal — —
Mischzone ++ ++
B-Areal + +
Marginalzone — —

Die Merkmale der LTBR-defizienten Milz und der LTBR-defizienten Regenerate
wurden semiquantitativ dargestellt. Die Einteilung erfolgte mit Abstufungen von
++ = deutlich vorhanden, + =vorhanden und — = nicht vorhanden; Fallzahl n
= 6 fur LTBR”-Milz und n= 3 fiir LTBR"-Regenerat; RP = rote Pulpa, WP =
weil3e Pulpa.
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Abbildung 20: Darstellung der Kompartimente des LTBR"'-Regenerats

Immunhistologisch gefarbter Kryostatschnitt eines LTBR™-Transplantats 8
Wochen nach Transplantation in ein splenektomiertes LTBR"-Tier; hellbraun: T-

Zellen (anti-TCRp), blau: B-Zellen (anti-B220); RP = rote Pulpa, WP = weil3e
Pulpa; urspringlich 50fache Vergrol3erung
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Die Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse zur Entstehung lymphatischen
Gewebes ergibt fur die Regulation Gber den TNF-Rezeptor, dass trotz seines Fehlens
in der Ontogenese eine Milz entstehen kann, die wenig strukturelle Defizite im
Vergleich zur Wildtypmilz aufweist. Im adulten Organismus dagegen konnte mit dem
Modell der avaskularen Milztransplantation kein der Ontogenese gleichwertiges
Regenerat erzielt werden.

Fur den LTBR ergibt sich schon wahrend der Ontogenese eine starkere strukturelle
Veranderung im Vergleich zur Wildtypmilz gegenuber TNFR-Defizienz. Unter
Abwesenheit des LTBR kann ein Regenerat entstehen, das nicht von einer
ontogenetisch entstandenen Milz des LTBR-Knockout-Tieres differenzierbar ist, wohl

aber groR3e Differenzen zur Struktur einer normalen Milz beinhaltet.
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4 Diskussion

Histologischer Aufbau und Funktion sind in der Milz miteinander verknupft (110, 112,
114). In vielen Arbeiten nimmt daher die histologische Betrachtung der
Milzkompartimente eine bedeutende Rolle ein. Das lichtmikroskopische Bild gilt als
Bewertungsmalistab eines gesunden oder veranderten Organs (15, 57, 64, 109). In
den meisten Fallen erfolgt die Analyse der Milz nach rein qualitativen Ansatzen.
Quantitative Analysen bezlglich der Milzstruktur fehlen in der Literatur fast
vollstandig. Mit der in dieser Arbeit verfolgten quantitativen, computerunterstitzten
Analyse der Milzkompartimente wird ein neues objektivierbares Beurteilungskriterium
geschaffen und bereits vorhandenes Wissen erweitert. Die Aussagekraft der
Immunhistologie wird leicht unterschatzt, da neue technische Methoden wie die
Durchflusszytometrie und PCR (polymerase chain reaction) zur Verfigung stehen, die
genaue Angaben uber Zellpopulationen und Zytokinmilieu eines Gewebe machen
konnen (44). Wie das Beispiel der LTBR-Knockout-Milz zeigt, dirfen diese Methoden
die histologische Beurteilung nicht ersetzen, sondern sie sollten erganzend gebraucht
werden. Wie in allen Arbeiten zur LTBR-Knockout-Milz stellten sich auch bei unserer
Arbeit massive Veranderungen der Kompartimente in der Milz dar (76, 33). Der
Vergleich zwischen Wildtypmilz und LTBR™-Milz in der Durchflusszytometrie zeigte,
dass zwar nattrliche Killerzellen und Marginalzonen-B-Zellen komplett fehlten, weiter
aber keine Unterschiede bei anderen Lymphozytensubpopulationen bestanden (76).
Auch die mit der PCR gemessene mRNA-Expression von Zytokinen (IL-2, IL-12, IFN-
v, IL-4, IL-10, TGF-B, IL-15) zeigte keine Unterschiede im Vergleich WT mit LTRR™
(76).

Am Wildtyp wurde eine Methode etabliert, mit der sich Milzkompartimente quantitativ
erfassen lassen. Fehler, die auf eventuelle Unterschiede der Kompartimentverteilung
innerhalb  des  Parenchyms beruhen, wurden vermieden, indem die
Kompartimentflachen im gesamten Milzschnitt erfasst wurden. Es ergaben sich
wahrend der Versuche keine Anhaltspunkte fir eine préferente Lage der weil3en
Pulpa oder anderer Kompartimente innerhalb der Milz.

Je nach Schnittebene konnte der B-Lymphozyten-Saum der Marginalzone ohne
Makrophagen erscheinen. Dieses Areal wurde dann zum ,reinen B-Areal“ gezabhlt,

obwohl es zur Marginalzone gehoérte. Solch ein systematischer Fehler kann nicht
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ausgeschlossen werden. Die Grenze zwischen zwei Kompartimenten ist nicht immer
klar definiert und beruht in einigen Fallen auf dem subjektiven Eindruck des
Betrachters. Zufallige Fehler durch unterschiedliche Bewertungskriterien wurden
vermieden, indem ein Beobachter alle Praparate beurteilte. Alle &uRReren
Bedingungen wie Féarbung, Lichtverhéltnisse, VergroRerung der Praparate und
Reihenfolge der Messung wurden konstant gehalten.

Die Kombination von histologisch quantitativen Werten und Berechnungen darf nicht
unkritisch Gbergangen werden. Die Berechnung bildete aber, unter Beibehaltung der
angewandten Methode, die einzige Mdglichkeit, einen Wert fir die Mischzone zu
ermitteln. Eine Fehlerquelle der Arealgrof3e, die durch die Farbemethode zustande
kommen konnte, bilden B220" T-Zellen. Dieser Zelltyp findet sich auch bei gesunden
Mausen im Darm, in der Regel aber nicht in der Milz (124). Zum Ausschluss eines
Beitrags dieser Zellpopulation wurden T- und B-Zellen in der Immunfluoreszenz mit

alternativen Antikorpern (anti-lgM; anti-CD3) markiert.

Mit dem neuen Ansatz der quantitativen Analyse konnten wir erstmalig eine Aussage
Uber die GroRe der Mischzone in der Wildtypmaus machen. Die Mischzone beschreibt
ein Gebiet innerhalb der weiRen Pulpa, in der T- und B-Lymphozyten gemeinsam
vorkommen. Wir konnten zeigen, dass dieses Areal eine dem T-Areal und dem reinen
B-Areal vergleichbare Flache beinhaltet (Abbildung 7). Die Ausdehnung dieses
Mischareals wurde bisher qualitativ unterschéatzt. In der Literatur wurde lediglich bei
verschiedenen Spezies auf eine Mischzone hingewiesen (35, 90, 100). Zudem
bestand bisher keine einstimmige Meinung tber den genauen Ort der Mischzone (36,
90, 110). Die von uns angewandte Fluoreszenzfarbung, bei der beide Zellarten auf
dem gleichen Schnitt einzeln und gemeinsam dargestellt werden konnten, gehért zu
den neuesten Methoden und erméglichte uns eine nachvollziehbare Darstellung und
Lokalisation der Mischzone. So konnte die Existenz zweier Mischzonen bestatigt
werden (Abbildung 6). Erstens befand sich ein Mischareal an der Eintrittsstelle zur
weillen Pulpa, besonders in dem Bereich, an dem die PALS an die Marginalzone
reicht. Da die Marginalzone die Eintrittspforte aller Zellen aus dem Blut in die Milz
bildet, kommt diese Mischzone am ehesten durch die Einwanderung der Lymphozyten
zustande (69).

Weiterhin fand sich eine Uberlappungszone am Ubergang der PALS zu den Follikeln.

Dieses Areal dient wahrscheinlich der gezielten Interaktion zwischen T- und B-Zellen
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und ist damit aul3erst bedeutend fur die T-Zell-abhangige Immunreaktion. Nicht nur
die Separation der Zellen in Kompartimente, sondern auch die Annaherung der
Zelltypen unterliegt einem durch Chemokine kontrollierten Prozess. TH-Zellen der
PALS und B-Zellen der Follikel &andern nach Antigenkontakt das
Chemokinexpressionsmuster ihrer Oberflache und orientieren sich zur Mischzone
zwischen PALS und Follikel (99). Dort ist der kontrollierte Kontakt und die weitere
Stimulation moglich (2, 14). Stimulierte B-Zellen kdnnen daraufhin proliferieren,
Keimzentren bilden, einen Isotopenswitch durchlaufen und sich zu Plasmazellen oder
Gedachtniszellen differenzieren (114).

Es stellt sich bei der Trennung der Zellen in einzelne Kompartimente die Frage, ob
diese Ordnung insgesamt dazu dient, die Immunantwort gezielt zu bremsen, oder eine
Immunreaktion stattfinden zu lassen. Die nahere Betrachtung der Mischzone kdnnte
in der Beantwortung dieser generellen Frage weiterhelfen. Was passiert, wenn sich
die Grof3e der Mischzone verandert? Zwei Theorien sind méglich:

1) Wird die Immunreaktion durch die Separation der Zellen in Kompartimente
gebremst, so sollte eine vergroBerte Mischzone zu einer Uberschiel3enden
Immunreaktion und dem Auftreten von Autoimmunerkrankungen fuhren.

2) Sollte die Immunreaktion aber durch die Trennung in Kompartimente zustande
kommen, so ware bei einer ausgepragten Mischzone die Immunitat vermindert und
Autoimmunitat wirde seltener auftreten.

Verschiedene Knockout Varianten im TNF/LT-System erfillen die Voraussetzung
einer ausgepragten Durchmischung von T- und B-Zellen. Eine zunehmende Stérung
der Separation findet sich aufsteigend beim B-LTB”, LTp” und LTBR™ (109). Da die
Storung der Kompartimentstruktur vor allem einen vermehrten Kontakt zwischen T-
und B-Zellen ermoéglicht, sind Effekte der Durchmischung besonders in der
thymusabhéngigen Immunantwort der B-Zellen zu erwarten und sollen im Folgenden
verglichen werden.

Die Milz des B-LTB” beinhaltet neben einer vergréRerten Mischzone verminderte B-
Zell-Follikel aber eine differenzierbare PALS. FDC sind massiv vermindert und die
Marginalzone ist schlecht ausgebildet (108). Die Stimulation mit SRBC, die beim WT
eine thymusabhangige Immunantwort auslost, ergab eine verminderte
Keimzentrenbildung und einen deutlichen Abfall der IgG-Produktion im Vergleich zum
Wildtyp (109).
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Die Milz der LTp"-Maus liefert ein Modell, in dem die Mischzone in ihrer Auspragung
zwischen der B-LTB"-Milz und der LTBR™-Milz liegt (109). Im B-Zell-Areal des LTB"
sind keine Follikel ausgebildet und es ist keine Marginalzone vorhanden (1, 46). Mit
dem Antikorper anti-FDC-M1 konnten keine follikular dendritischen Zellen dargestellt
werden. Vereinzelt waren aber FDC mit dem Antikdrper anti-FDC-M2 darstellbar (1).
Die Stimulation mit SRBC ergab eine verspatet auftretende Immunantwort mit
geringen IgG-Leveln im Vergleich zum WT (46). Zusatzlich war eine Reduktion der
lgG-Produktion im Vergleich zum B-LTB” nachweisbar (108). Histologisch waren
wenige Keimzentren (PNA-Cluster) in der weil3en Pulpa verstreut vorhanden (1).

Eine fast vollstandige Durchmischung der B- und T-Zellen findet sich in der Milz des
LTBR™. Wie auch in unserer Arbeit gezeigt, kommen in der Milz keine Follikel und
keine Marginalzone vor. Wie beim LTB” finden sich wenige anti-FDC-M2-positive
Zellen (33). Der Stimulationsversuch mit SRBC ergab in unserer Studie keine
Keimzentrenbildung. Nach intraperitonealer Injektion des haptenisierten Huhner y-
Globulins (nitrophenol-haptenated chicken y-globulin) wurden wenige, aberrante PNA-
positive Zellen um die Zentralarterien beschrieben. In niedriger Dosierung ergab sich
ein signifikant verminderter Immunglobulinswitch mit IgG-Produktion und
Affinitatsreifung (33). Die v-Globulin-Gabe in erhohter Dosis zeigte weiterhin
erniedrigte Immunglobulinlevel, aber eine Normalisierung der Affinitat (33).

Die Untersuchungen dieser Knockout-Tiere zeigen insgesamt, dass sich die T-
abhangige Immunantwort bei Vergrof3erung der Mischzone verschlechtert. Der
zunehmende Mangel an FDC stellt vermutlich eine weitere Ursache fur die
verminderte Immunreaktion dar. Da es aber trotzdem in allen Fallen zu einer T-Zell-
vermittelten Immunantwort kommt und auch ein IgG-Switch stattfindet, ist die Funktion
der FDC nicht aufgehoben oder kann kompensiert werden. Neben der insgesamt
verminderten Immunantwort ist besonders das verspatete Eintreten der Immunantwort
ein Argument fur den behindernden Einfluss einer groen Mischzone. Die
ungeordnete Verteilung der T- und B-Zellen verringert die Wahrscheinlichkeit, dass
der initiale Kontakt der Zellen mit ihrem Antigen stattfindet, da sich dort viele
uberflissige Zellen befinden. Antigenerfahrene B- und T-Zellen treffen in diesem
Zellpool nicht geordnet zusammen, wodurch die weitere Aktivierung eventuell erst
nach einer langeren ,Suche* oder gar nicht stattfinden kann.

Fir die Autoimmunitét entsteht ein Bild, das Parallelen zur Immunitét aufweist. In der

LTBR”-Maus kommt es durch veranderte Thymusepithelzellen zu einer zentralen
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Toleranzstorung der T-Zellen (7, 12). Es wurden lymphozytare Infiltrate verschiedener
Organe beschrieben und dichte Antikérperanlagerungen an Magen, Speicheldriisen
und Pankreas beobachtet (7). Antikorpertiter gegen Insulin, DNA sowie der
Rheumafaktor waren signifikant erhoht (12). Obwohl diese Faktoren alle fur ein
massives Auftreten verschiedener Autoimmunerkrankungen sprechen, wurde keine
manifeste Erkrankung oder kirzere Lebenszeit der betroffenen Tiere beschrieben
(12). Die Aussagen zum Ausbruch der Erkrankungen beruhten in der zitierten Literatur
allein auf den genannten Laborparametern. Trotz der vermehrten
Antikorperproduktion, die primér auf einen Defekt im Thymus zuriickzufiihren ist, hat
dies fur die LTBR”-Maus keine schweren Folgen. Autoimmunologische Prozesse sind
bei der verringerten Ordnung lymphatischen Gewebes vermindert. Wie am Beispiel
der Immunitat erlautert, spielt auch hier die verminderte Kontakthaufigkeit der T- und
B-Zellen in der vergroRerten Mischzone eine Rolle.

Die Separation der Zellen in einzelne Kompartimente ermdglicht es, Immunantworten
gezielter und schneller ablaufen zu lassen. Die Mischzone im Ubergang der PALS
zum Follikel bildet ein wichtiges Strukturelement der Milz, in dem die sonst getrennt
liegenden Zellen in Kontakt treten kdénnen. Die VergréRerung der Mischzone fluhrt
dabei nicht zu unkontrollierten Immunantworten, sondern im Gegenteil zu einem

verspateten Eintreten der Immunantwort und einer insgesamt reduzierten Reaktion.

Ein weiterer neuer Aspekt der quantitativen Analyse des Wildtyps der Maus bildet die
Dominanz des B-Areals (30%) innerhalb der weil3en Pulpa gegenuber dem T-Areal
(10%), obwohl Durchflusszytometrie-Studien ein Verhaltnis der T- und B-Lymphozyten
von 1 : 1 ergaben (77). Kombiniert man beide Studien, ergibt sich die Theorie, dass T-
Zellen in der PALS dichter liegen missen als die B-Zellen im B-Areal.

Der Vergleich der Studien wird erschwert, da vor der Ermittlung der Zellzahlen mit
Hilfe der Durchflusszytometrie eine enzymatische Trennung der roten und weil3en
Pulpa erfolgte und dabei die Grenze der Marginalzone zur roten Pulpa durch
metallophile Makrophagen markiert wurde. Unsere Flachenberechnung der
Marginalzone beruhte dagegen auf Einbeziehung des weiter zur roten Pulpa hin
liegenden B-Zell-Saums. Ein unbekannter Teil der Marginalzonenflache
beziehungsweise des B-Areals ist beim direkten Vergleich der Zahlen daher
abzuziehen. Die Vermutung der dichter liegenden Zellen im T-Areal wird durch

Untersuchungen zur Zellverteilung in der weil3en Pulpa bei der Ratte (Arbeitsgruppe
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Westermann, Daten noch nicht veroffentlicht) bestétigt. Es konnten dort Zellzahlen pro
um? Gewebe erhoben werden. Das Ergebnis zeigte, dass die PALS (iber mehr Zellen
pro Flacheneinheit verfugt (0,033 ZeIIen/umZ) als der Follikel (0,023 ZeIIen/umz) und
die Marginalzone (0,015 Zellen/um?). Beim Vergleich unserer Flachenberechnung (T-
Areal 10 % + reines B-Areal 10% + Teil der Marginalzone) mit den Zellzahlen ergibt
sich ein Verhaltnis der Zellen von 1:1. Die Dichte der Zellen bildet eine Parallele zum
Aufbau des Milzstromas. Antikdrper gegen Fibroblasten und retikulare Fasern zeigten
ein dichteres stromales Netzwerk in der PALS im Vergleich zur lockeren Verteilung
der Fasern in den Follikeln (6).

Da man innerhalb der weil3en Pulpa von Ratten- und Mausmilz von &hnlichen
Flachenverhéltnissen der Kompartimente ausgehen kann (39, 72, 123), lassen sich
Flachen und Zellzahlen verbinden. T-Zellen nehmen in der Milz die kleinere Flache im
Vergleich zum B-Areal ein. Durch eine dichtere Anordnung der Lymphozyten und
extrazellularen Matrix im T-Areal ergibt sich ein Ausgleich, sodass T- und B-Zellen

insgesamt in gleichen Zellmengen innerhalb der weif3en Pulpa liegen.

Beziiglich der Analyse des TNFR” lagen in der Literatur bisher allein qualitative
Studien vor. Wir konnten mit der quantitativen Analyse die Ahnlichkeit der TNFR™-Milz
mit der Wildtypmilz verdeutlichen (Abbildung 12). Bisher wurde meist davon
ausgegangen, dass TNFR”-Tiere keine Follikel in der Milz aufweisen (81, 107). Wir
konnten gquantitativ ein B-Areal abgrenzen, das follikularen Strukturen gleicht. Die
Lage dieses Areals zwischen PALS und Marginalzone entspricht dem Gebiet, in dem
auch im Wildtyp Follikel zu finden sind. Zudem sind dort liegende B-Zellen weder der
Mischzone noch der Marginalzone zuzuordnen. Sie bilden ein eigenstandiges Areal,
entsprechend den follikularen B-Zellen im Wildtyp. Lediglich Gréf3e und Form des
Areals zeigen Abweichungen zur normalen Milz. Die B-Zellen bilden keine runden
oder kugeligen Areale, sondern liegen in einem die PALS umschlieRenden Saum.

Der Unterschied zwischen qualitativen und quantitativen Gesichtspunkten bezuglich
follikularer Strukturen wirft die Frage nach weiteren Kriterien auf, die Aussagen Uber
ein Vorhandensein follikularer Strukturen machen kénnen.

Gegen das Vorkommen von Follikeln in der TNFR™-Milz spricht das Fehlen follikular
dendritischer Zellen. Allgemein wird das Vorkommen dieses Zelltyps mit der
Ausbildung von Follikeln assoziiert, wobei dies keiner einheitlichen Definition zu

Grunde liegt. Genauere Untersuchungen zu FDC konnten zeigen, dass fur das
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Vorkommen follikular dendritischer Zellen ein TNF-Signal von hamatopoetischen
Zellen an TNF-Rezeptoren auf nicht-h&matopoetischen Zellen notwendig ist (17, 64,
107): Knochenmarktransplantationen aus dem WT ergaben fiir TNF"-Empfanger eine
Wiederherstellung der Follikel mit der Fahigkeit, Keimzentren nach Stimulation mit
SRBC zu bilden (15). Aus subkutan injizierten Lymphknotenzellen neugeborener
Mause entstanden lymphatische Aggregate mit follikular dendritischen Zellen (17).

Fur das Vorkommen einer follikelahnlichen Struktur spricht die Chemokinexpression
im TNFR-Knockout. Studien zeigen, dass B-Zell-leitendes CXCL13 sowohl im B-Areal
von TNF™ als auch in TNFR”-Mausen zu finden ist (73). Im Vergleich mit dem WT ist
diese Expression zwar vermindert, aber messbar. Die verminderte Auspragung wird
entweder durch die fehlende Einwanderung stromaler Zellen wie FDC oder direkt
durch die fehlende Signalgebung am TNFR verursacht.

Die Betrachtung der anderen Kompartimente im TNFR” ergaben weiterhin
Ahnlichkeiten mit der Wildtypmilz. Die PALS und die Marginalzone waren Kkorrekt
lokalisiert. Die Marginalzone zeigte eine leichte Zunahme der GréRe. Das T-Areal
stellte sich leicht vermindert dar. In Studien zur Chemokinexpression spiegelt sich
dieser minimale Unterschied in einer geringen Abnahme des T-Zellen organisierenden
Chemokins CCL21 in TNF” und TNFR™ (73). Da FDC nicht in der PALS vorkommen,
konnte die geringe Veranderung durch die Unterbrechung der Signale Gber den TNFR
erklart werden. Dieser Signalweg spielt vermutlich bei der Organisation des T-Areals
eine untergeordnete Rolle, sodass die Auswirkung auf das Areal nur minimal ist. Die
PALS im TNFR™ ist deshalb verkleinert vorhanden.

Insgesamt konnten wir im TNFR-Knockout das Vorkommen aller Milzkompartimente
beobachten. Ein messbares B-Areal fand sich in follikelahnlicher Lokalisation und
GroRRe. Die Expression des B-Zellen anziehenden Chemokins CXCL13 in diesem
Gebiet spricht zudem fir eine Funktion dieses Gebiets, die den Follikeln in der
Wildtypmaus entspricht (73). Die anderen Kompartimente zeigten sich weitgehend

unauffallig.

Die Milzstruktur der LTBR-defizienten Maus zeigte im Vergleich mit dem Wildtyp ein
abweichendes Bild (Abbildung 11). In Ubereinstimmung mit der Literatur stellten wir
eine massive Storung der Organisation innerhalb der weil3en Pulpa und das Fehlen
einiger Kompartimente fest (33, 109). Quantitativ ergab sich zusétzlich eine starke

56



DISKUSSION

Abnahme der weil3en Pulpa. Der Verlust des eigenstandigen T-Areals, die
Verminderung des B-Areals und die massive Zunahme der Mischzone verdeutlichen
auch quantitativ die Abweichung zum Wildtyp (Abbildung 12).

Fur die Bildung normaler Milzkompartimente wird LT auf Zellen h&dmatopoetischen
Ursprungs bendtigt, die mit LTBR tragenden Zellen nicht-h&matopoetischen
Ursprungs, wahrscheinlich den Stromazellen, interagieren: Die Gabe von WT-
Knochenmark fiihrt nicht zur Normalisierung der Milzstruktur im LTBR™ (29). Nach
WT-Knochenmarktransplantation in ein LTp"-Tier verbesserte sich der Aufbau der
Kompartimente (29). Die Chemokinkonzentrationen von CXCL13 und CCL21 waren
sowohl in LTa - als auch in LTp"-Tieren vermindert (73). Die massive Verminderung
in beiden Knockout-Varianten und der starkere Abfall im LTo” im Vergleich zum
TNFR™ zeigt, dass die Chemokinproduktion von der Interaktion des LTa182 mit LTBR
abhangt und nicht von der LTa3-Verbindung mit dem TNFR (73).

Bei LTBR -Tieren kommen keine Marginalzonen-B-Zellen,
Marginalzonenmakrophagen (MZM) oder metallophilen Makrophagen (MMM) in der
Milz vor (33). Der Grund hierfur ist schwieriger zu erklaren. Bisher wurde noch kein
Chemokin identifiziert, das fur die Entstehung der Marginalzone direkt verantwortlich
ist. Die Dislokation der MZM bei CCL21- und CCL19-Mangel zeigt, dass Chemokine
bei der Lokalisation eine Rolle spielen (4). Es konnte auch gezeigt werden, dass beide
Makrophagenarten sowohl wahrend der Entwicklung als auch in der Homdostase vom
Vorkommen der Marginalzonen-B-Zellen abhangig sind (77). Der genaue
Retentionsmechanismus der B-Zellen in der Marginalzone und dessen LTPR-
Abhangigkeit wird unter Berlcksichtigung verschiedener Integrine und Chemokine
noch diskutiert (85).

Insgesamt ergeben sich Unterschiede in der Abhangigkeit der Ontogenese von TNFR
und LTBR. Beide Rezeptoren werden fur die Entstehung einer vollkommen intakten
Milzstruktur und -funktion bendtigt. Wahrend bei TNFR-Defizienz in der Ontogenese
eine Milz entsteht, die kaum Abweichungen zum Wildtyp erkennen lasst, fihrt das
Fehlen des LTBR zu einer massiven Abnahme der weil3en Pulpa und zu Stérungen in

allen Kompartimenten.
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Die avaskulare Milztransplantation — ein Modell fir die Entstehung

lymphatischen Gewebes im adulten Organismus

Mit der qualitativen und quantitativen Analyse der Milzregenerate im Wildtyp konnten
wir zeigen, dass die avaskulare Milztransplantation ein sehr gutes Modell fir die
Entstehung lymphatischen Gewebes im adulten Organismus darstellt. Der Nachteil
bisheriger Studien zu dieser Fragestellung war ein aktiver Eingriff in die
Regulationsmechanismen, um lymphatisches Gewebe entstehen zu lassen (28, 56,
55). Die avaskulare Milztransplantation fihrt auf natlrlichem Wege zu einem

Regenerat, ohne die regulatorischen Faktoren direkt zu manipulieren (79, 112).

Die Kinetik zeigte, dass 8 Wochen die geeignete Dauer darstellen, ein vollstéandig
regeneriertes Gewebe zu erhalten. Wie auch in anderen Arbeiten festgestellt
(Abbildung 10), wurde die transplantierte Milz bis auf einen kleinen Randsaum
zunéchst nekrotisch und entwickelte sich vom Rand ins Zentrum hinein neu (43).
Bereits nach 3 Wochen war der Anteil weil3er Pulpa am gesamten Milzschnitt erreicht,
der sich auch bei einigen Tieren nach 8 Wochen fand (Abbildung 16 A).
Kompartimente waren zu diesem Zeitpunkt jedoch noch nicht ausdifferenziert
(Abbildung 13). Histologisch betrachtet dominierten nach 3 Wochen die
lymphozytaren Anordnungen durch B-Zellen, wahrend T-Zell-Anordnungen kaum
vorkamen (Abbildung 13). Durchflusszytometrische Untersuchungen haben dagegen
gezeigt, dass die Einwanderung der Lymphozyten ab der dritten Woche des
Regenerationsprozesses in einem konstanten Verhéaltnis verlauft (76). B-Zellen
bildeten mit 70 % die groRere einwandernde Lymphozytenfraktion gegenuber den T-
Zellen mit 25 % (76). Die primare Organisation der B-Zellen, trotz im Regenerat
vorhandener T-Zellen, bildet eine Parallele zur Ontogenese (116): Die Einwanderung
der T-Lymphozyten ist abhangig von bereits vorhandenen B-Zellen (74). Signale der
B-Zellen sind initial notwendig, um die Chemokinproduktion von CCL21 der
Stromazellen im T-Areal anzuregen; daher ist auch das spatere T-Areal um die
Zentralarteriole primar von B-Zellen besiedelt (27, 74). In der flinften bis achten
Woche veranderte sich das Verhaltnis B-Areal zu T-Areal nicht mehr (Abbildung 16
B). Die Bestimmung der Gesamtlymphozytenzahl zeigte, dass es in diesem Zeitraum
noch zu einem deutlichen Anstieg der Zellzahl in der Milz kommt (76). Die
histologische Struktur verbesserte sich, was besonders an der Marginalzone

erkennbar war, die histologisch in den meisten Féllen erst in der achten Woche
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vollstandig organisiert erschien. Da sowohl in der Ontogenese als auch in
Milztransplantaten die Marginalzone als Abschluss der Entwicklung angesehen wird,
kann nach 8 Wochen Regenerationszeit von einem Abschluss der Entwicklung
ausgegangen werden (13, 112).

An dem voll entwickelten, regenerierten Gewebe konnten wir weiterhin zeigen, dass
es sich um organisiertes lymphatisches Gewebe der Milz handelt. Das histologische
Bild zeigte einen normalen Aufbau der Milz (Abbildung 14). Alle Kompartimente waren
differenzierbar vorhanden. Bei Stimulation mit SRBC entstanden PNA" Keimzentren
(Abbildung 17). Die Induktion der thymusabh&angigen Immunantwort bewies, dass eine
immunologische Funktion im Regenerat ablaufen kann. Es ist auch bekannt, dass
Milzregenerate bei der Infektionsabwehr pathogener Mikroorganismen mitwirken (62,
79). Gerade bei Infektionen mit Streptococcus pneumonia, die nach Splenektomie
haufig sehr schwer verlaufen, trug ein Milzregenerat zum Uberleben bei (97, 98).

Die Abnahme der weil3en Pulpa im Regenerat verlief fir fast alle Kompartimente
gleichmafig, was fur eine intakte interne Struktur spricht (Abbildung 12). Der
Vergleich mit weiteren Transplantationsversuchen, in denen das Ergebnis durch eine
Quantifizierung bestimmt wurde, ergaben in der Vergangenheit wesentlich schlechtere
Resultate (72). Die weil3e Pulpa erreichte dort nur ein Flnftel der Kontrolle. Die Werte
der Kompartimente unterlagen bei den einzelnen Tieren zudem extremen
Schwankungen, die fur die Marginalzone von 0 % bis zu einer normalen Auspragung
reichte. Eine spatere Studie, bei der mit einer &hnlichen Operationsmethode
gearbeitet wurde und moderne Méglichkeiten zur Auswertung zur Verfligung standen,
ergab mit unseren Ergebnissen vergleichbare morphometrische Daten (123).

Es stellt sich die Frage, warum bei dem insgesamt gutem Ergebnis die wei3e Pulpa
nicht den Anteil der weil3en Pulpa in der Kontrollmilz erreichen konnte.

Vermutlich liegt hier eine Kombination verschiedener Faktoren zu Grunde. Da die
Transplantation ohne Anschluss an das Gefal3system erfolgt, ist der Blutfluss des
Regenerats im Vergleich zur normalen Milz vermindert (79). Die Einwanderung
markierter Lymphozyten erreicht in allen Kompartimenten nur ein Zehntel der Menge
des Kontrolltieres (123). Auch der Ort, an den das Transplantat gepflanzt wird, spielt
eine Rolle. Es wurden sowohl fur die subkutane als auch fir die intra-omentale
Transplantation gute Ergebnisse erreicht (26, 106). Die auch von uns verfolgte
Methode der intra-omentalen Platzierung der Milzstlicke ergab im direkten Vergleich

und vor allem funktionell das bessere Ergebnis (106). Auch das Alter der Tiere ist
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entscheidend. Das Alter des Empfangers bestimmt in erster Linie den
Innervationsgrad und die histologische Strukturierung, das Alter des Spenders
hingegen die maximal erreichbare Grol3e, wobei ein junger Empfanger und ein junger
Spender insgesamt das beste Ergebnis liefern (121). Es ist weiterhin bekannt, dass
die Menge des implantierten Gewebes nicht direkt mit der Menge an regeneriertem
Gewebe korreliert. Ein grof3es Implantat beginstigt nicht die Entwicklung eines
groBen Regenerats (79). Zu viel Milzgewebe hat sich auf Grund der massiven
Nekrose sogar unguinstig fur das Uberleben der Versuchstiere erwiesen (104). Auch
ist schon sehr frih aufgefallen, dass die im Korper belassene eigene Milz oder
Milzreste die Entwicklung eines Transplantats blockieren (119). In &hnlicher Weise
entwickelten sich die spateren Transplantate schlechter, wenn mehrere Milzen
nacheinander in das gleiche Tier eingebracht wurden (71). Vor kurzem wurde eine
neue Theorie Uber die Limitation des Wachstums veroffentlicht, die vor allem zu
einem reduzierten Endgewicht des Transplantats fuhrte (76). Im Organismus
vorhandenes lymphatisches Gewebe wie Lymphknoten und Milz vermitteln LTBR-
abhangig einen hemmenden Impuls auf neu wachsendes lymphatisches Gewebe.
Waéhrend sich in der Ontogenese Lymphknoten und Milz parallel zueinander
entwickeln, blockieren die Lymphknoten indirekt das Wachstum des Milztransplantats
im erwachsenen Organismus (76). Ein Regenerat kann folglich unabhangig von allen
oben genannten Faktoren nicht die Ausmafle der ontogenetisch angelegten Milz
erreichen. Obwohl die Einwanderung der Zellen auf ein Zehntel abnimmt (123), ergibt
sich am Ende eine weil3e Pulpa, die wesentlich grol3er ist als ein Zehntel der
Ausgangsmenge. Die LTBR-vermittelte Hemmung der Regeneration kénnte daher
nicht nur an der insgesamt kleineren Regeneratmenge, sondern auch an der

verminderten weil3en Pulpa beteiligt sein.

Um die Entstehung lymphatischen Gewebes in dem Modell der Milztransplantation
richtig zu beurteilen, ist es entscheidend, ob die beobachteten Effekte auf die
Eigenschaften des Spenderorgans oder auf den Empfanger zurlckzufihren sind.
Transplantationen an kongenen Tierstiammen haben gezeigt, dass regeneriertes
Gewebe fast ausschliel3lich mit Zellen des Empfangers besiedelt wird (76, 79). Auch
einige lymphatische Zellen aus dem implantierten Organ Uberleben die
Transplantation und verteilen sich unregelmaRig in lymphatischen und nicht
lymphatischen Organen des Empfangers (120). Die Zellen behalten dabei ihre
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Proliferations- und Funktionsfahigkeit; die Relevanz bezlglich der Milzregeneration ist
hingegen nicht geklart (120). Eindeutig ist dagegen die Rolle des Stromas.
Stromazellen des Spenders bilden die Voraussetzung fir die Entstehung des
Regenerats. Neues lymphatisches Gewebe entsteht an der Stelle, an der das
Implantat platziert wird. Die Bestrahlung der Milz vor der Implantation mit einer fur
Zellen letalen Strahlendosis lasst kein Milzregenerat entstehen (103). Die
Stromazellen sind urspriinglich ontogenetisch entstandenes Material. Das Modell der
avaskularen Milztransplantation ist folglich nicht ganz unabhangig von der
Ontogenese durchzufiihren. Diese Einschrankung gilt aber in gleichem Mal3e fur alle
folgenden Versuche dieser Reihe. Es ist schwer zu sagen, ob sich Milzregenerate
auch ohne ontogenetisch entstandene stromale Zellen entwickeln kdnnen, da nach
einer Splenektomie ohne Manipulation keine neue Milz im Organismus entsteht. Da
alle Gewebe und Organe urspringlich aus einer omnipotenten Zelle hervorgehen,
konnte die Stammzellforschung auf diesem Gebiet Erfolge bringen. Bei Bereitstellung
des richtigen Milieus konnte es moglich sein, Milzstroma aus Stammzellen zu
generieren. Im Interesse der Stammzellforschung steht die Milz bisher aber nur durch
ihre Rolle bei der Hamatopoese und die damit verbundene Stammzellgewinnung (25).
Fur die Entstehung von Lymphknoten hingegen wurde bereits eine Theorie entwickelt,
in welcher die Umwandlung der mesenchymalen Stammzelle in die Vorstufe einer

Stromazelle primér unabhangig von LT, TNF und LIGHT ablauft (19).

Zusammenfassend konnten wir feststellen, dass die avaskuldre Milztransplantation
als Modell fur die Entstehung lymphatischen Gewebes im adulten Organismus dienen
kann. Innerhalb von 8 Wochen entwickelt sich aus einem initial fast vollstdndig
nekrotischen Milzstlick neues lymphatisches Gewebe mit Kompartimenten, die in
gleicher Weise in der nativen Milz zu finden sind. Die Kompartimente erfillen
immunologische und nicht-immunologische Funktionen. Das Modell kann zur

Untersuchung weiterer Faktoren verwendet werden.

TNFR und LTBR bei der Entstehung lymphatischen Gewebes im adulten

Organismus

Wie in der ontogenetisch entstandenen TNFR"-Milz gezeigt, spielt der TNFR in der
Ontogenese eine untergeordnete Rolle. Das Ergebnis der Transplantation einer

TNFR”-Spendermilz in einen TNFR™-Empfanger uberraschte daher sehr. Das
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Regenerat zeigte eine massiv verminderte weil3e Pulpa mit kaum differenzierbaren
Kompartimenten (Abbildung 18). Der TNFR stellt folglich bei der Entstehung
lymphatischen Gewebes im adulten Organismus einen sehr wichtigen Bestandteil dar.

Vermutlich verursacht der Verlust des TNFR im Stroma des Regenerats die gestorte

Entwicklung und nicht die TNFR-Abwesenheit im Empfanger: Aus subkutan injizierten
Lymphknotenzellen des Wildtyps entstanden in einer Studie auch im TNFR’-Tier
Lymphknoten mit natirlicher Morphologie (17). Direkte Milztransplantationen
zwischen TNFR™- und WT-Tieren konnten diese Frage definitiv klaren. Diese
Versuche waren fur uns zum jetzigen Zeitpunkt nicht durchfiihrbar, da keine genetisch
kompatiblen Tierstamme fiur dieses Experiment zur Verfligung standen.

Weiterhin manifestieren sich die Auswirkungen des TNFR-Verlustes im adulten
Organismus eher in einem sehr frihen Stadium der Regeneration. Dafiir sprechen
erstens die kaum vorhandene und schlecht organisierte wei3e Pulpa und zweitens
geringe Effekte, die ein TNFR-Signal-Entzug bei vollstdndig differenziertem Gewebe
hat (57): Blockierende Antikdrper gegen den TNFR bewirkten nur eine Abnahme des
FDC-Netzwerks. Selbst dieser Effekt wurde bei Induktion einer Immunantwort
wiederhergestellt (57).

Unser Befund erganzt Studien an Lymphknotenregeneraten, in denen Unterschiede
zwischen verschiedenen Altersgruppen beobachtet wurden (17). Die Injektion von
Lymphknotenzellen ergab in neugeborenen Ma&usen die Entwicklung normaler
Lymphknoten. Im adulten Organismus dagegen entstanden lymphatische Aggregate
mit schlechter Organisation. Die Struktur des Gewebes verbesserte sich nach der
Stimulation der B-Zellen durch anti-CD40 (17). Ursachlich fir die Unterschiede
zwischen Ontogenese und adultem Organismus konnte der sinkende Anteil
lymphoider Vorlauferzellen (lymphoid inducer cells) nach der Geburt sein. Lymphoide
Vorlauferzellen vermitteln zur Initiierung der Lymphknotenentwicklung ein starkes LT-
Signal am LTBR der stromalen Vorlauferzelle (Abbildung 3). Die einwandernden B-
Zellen Ubernehmen nach kurzer Zeit die Signalgebung in einem positiven
Ruckkopplungsmechanismus und tragen damit zum Erhalt der lymphatischen Struktur
bei (18). Im adulten Organismus kénnte die Entstehung lymphatischen Gewebes von
reifen B-Zellen und deren starken Aktivierung abhéngen. Unsere Versuche zeigen,
dass diese Aktivierung ein Signal tber den TNFR mit TNF oder LTa3 bendtigt.
Erganzend zeigen Studien, dass durch Ilokale TNF- und LToa-Expression

lymphatisches Gewebe entsteht (49, 84). Obwohl die Induktion der beiden Faktoren
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bereits die Einwanderung lymphatischer Zellen zur Folge hatte, konnte bisher noch
nicht festgestellt werden, dass auch der Umkehrschluss gilt: Ohne die
Signalvermittlung durch den TNFR ist die Entstehung neuen lymphatischen Gewebes
nicht moglich. TNFR-blockierende Medikamente erlangen durch diese Erkenntnis eine
gestarkte Stellung in der Therapie und eventuell auch in der Prophylaxe
autoimmunologischer und chronisch inflammatorischer Prozesse (60, 82). Besonders
TNFR-artige blockierende Antikérper wirden so neben der reinen TNF-Blockade
zusatzlich die Genese lymphatischen Gewebes durch die Interaktion des LTa am
TNFR verhindern (115).

Bereits in der Ontogenese erwies sich der LTBR als aul3erst bedeutend. Bei der
Transplantation eines LTBR-defizienten Organs in einen LTBR-defizienten Empfanger
zeigt sich die gleiche Bedeutung in der Entstehung lymphatischen Gewebes im
adulten Organismus. Das Regenerat wies keine Unterschiede zur ontogenetisch
entstandenen LTBR™-Milz auf (Abbildung 19). Etwas tiberraschend ist der Befund im
Zusammenhang mit einer anderen Studie, in der die Implantation einer LTBR™-Milz in
einen Wildtyporganismus nur eine minimale Regeneration zeigte (76). Der
Wildtyporganismus Ubt, anders als der LTBR-defiziente Organismus, eine Hemmung
auf die Regeneration des Implantats aus (76). Dies geschieht Gber den LTBR des
Empfangers, aber unabhangig vom LTBR auf dem Spenderorgan (76). Fehlt dieser
hemmende Mechanismus durch LTBR-Defizienz des Empfangers, dann kann, wie in
dieser Arbeit gezeigt, die Regeneration auch ohne LTBR auf dem Milzstroma
stattfinden. Fur die Entstehung lymphatischen Gewebes im reifen Organismus
konnten die veranderte Struktur und das Fehlen kompletter Zellpopulationen auf den
LTBR-Mangel des Milzstromas zurlckgefihrt werden (76). Da die Transplantation
einer WT-Milz in einen LTBR-defizienten Empfanger zur Bildung einer Milz mit allen
Strukturelementen gefihrt hat (76), scheinen die Zellen per se in der LTBR-Maus
generierbar zu sein. Der LTBR hat bei der Entstehung lymphatischen Gewebes

wahrend der Ontogenese und im adulten Organismus die gleiche Bedeutung.
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5 Zusammenfassung

Die Milz steht als grof3tes sekundar lymphatisches Organ bei vielen Fragestellungen
der Immunologie im Mittelpunkt der Forschung. In fast allen Féllen erfolgte die
Beschreibung der Histologie allein nach qualitativen Gesichtspunkten, wéhrend eine
Quantifizierung nicht stattfand. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag daher in der
computerunterstutzten Quantifizierung der Milzkompartimente, wobei eine objektive
Darstellung der Bilder geschaffen wurde. Mit der Quantifizierung konnte die
avaskulare Milztransplantation als Modell zur Entstehung lymphatischen Gewebes im
adulten Organismus etabliert werden. Bereits bei der Messung der Kompartimente
des Wildtyps ergab sich ein hoher Anteil einer bisher unterschatzten Zone, in der T-
und B-Zellen gemeinsam vorkommen. Die weitere Analyse dieser Zone ergab zwei
Mischbereiche: erstens in der Eintrittszone des Blutes in die weil3e Pulpa der Milz und
zweitens am Ubergang des T-Areals (PALS) zum B-Areal (Follikel). Die Mischung der
Zellen im Bereich der Follikel und PALS ist bedeutend fur die T- und B-Zell-Kontakte
und die Generierung einer TH-abhangigen Immunantwort. Eine VergroRerung der
Mischzone ist fur die Entstehung einer Immunantwort nicht forderlich.

Der TNFR und der LTBR sollten hinsichtlich ihrer Bedeutung bei der Entstehung
lymphatischen Gewebes im adulten Organismus Uberprift werden. Diese Zytokine
aus der TNF-Superfamilie hatten sich bereits sowohl fur die Entwicklung als auch fur
die Aufrechterhaltung Iymphatischer Gewebe als bedeutend erwiesen. Die
Untersuchung der ontogenetisch entstandenen Milzen der Knockout-Mause ergaben
fiir den TNFR eine unbedeutende Rolle wahrend der Ontogenese. Die TNFR™-Milz
beinhaltete alle Kompartimente, einschliel3lich eines follikelahnlichen B-Zell-Areals.
Die LTBR™-Milz zeigte eine gestorte Milzstruktur und suggeriert damit eine
bedeutende Rolle des Rezeptors wahrend der Entwicklung der Organe.

Wahrend die Ontogenese der Milz nur zu einem geringen Grad vom TNFR abhangt,
entstand unter TNFR-Mangel im adulten Organismus fast kein lymphatisches
Gewebe. Ein Signal Gber den TNFR ist notwendig, um lymphatisches Gewebe im
adulten Organismus, vermutlich durch B-Zell-Signale, entstehen zu lassen.

Die Transplantation einer LTBR-Milz in einen LTBR-defizienten Organismus zeigte
genauso undifferenziertes lymphatisches Gewebe wie bereits in der Ontogenese
beobachtet. Der LTBR ist folglich auch fur die Entstehung lymphatischen Gewebes im

adulten Organismus bedeutend.
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