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1 Einleitung

Das Immunsystem des Menschen ist aus zwei Orgamsgstaufgebaut. Den primér und se-
kundar lymphatischen Organen. Zu den priméar lympblaén Organen zahlt man Thymus
und das Knochenmark. Hier entwicklen sich Vorlazédien der verschiedenen lymphozyta-
ren Zellen. Das sekundar lymphatische System dieht der Produktion von Lymphozyten,
sondern stellt vielmehr die Wirkungsstatte diesanunkompetenten Zellen dar. Die Be-
standteile des sekundaren lymphatischen Systents, IMmphknoten und Mukosa assoziier-
te Gewebe sind daher auch an strategisch gungRiggitionen angelegt worden um Antigen
abzufangenDie zielgerichtete Antigenabwehr durch das Immutesysst ein komplizierter
Prozess der Antigenerkennung, Prasentation undriiéimang die die Interaktion verschie-
denster Zellpopulationen benotigt. Der Organismatsrh Laufe seiner Entwicklung ein Sys-
tem an Botenstoffen und Rezeptoren entwickelt uesali Wechselspiel zu ermdglichen. Eine
der ersten Faktoren die man in diesem Zusammertiraefte war der Tumor Nekrose Fak-
tor o (TNF) und das Lymphotoxia (LT). Durch humane und murine Genom-
Sequenzierungsprojekte konnte man noch mehr Faimitglieder entdecken. Bis heute
wurde ein System von uber 20 Liganden und Rezaptbee TNF Superfamilie etabliert. Die
Wirkung des TNF Systems auf die beteiligten Zed#emoglicht ein komplexes und kompli-
ziertes Wechselspiel zwischen so unterschiedliaf@gangen wie Proliferation, Differenzie-
rung, Entziindung aber auch Apoptose und OrganogebDés Ergebnisse Uber die Wech-
selwirkung der beteiligten Liganden und Rezeptdreginnen nun in den klinischen Alltag
Einzug zu halten. Aktuell werden TNF Antikorpel der Behandlung von chron. Darmer-
krankungen und rheumatoiden Erkrankungen eingesatte Therapieversuche laufen auch
bei Arteriosklerose, Osteoporose, anderen Autoinarkrankungen, Transplantatabstof3ung

und Krebstherapie.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit einer Gruppe \waganden und Rezeptoren der TNF/LT
Superfamilie und deren speziellen Einflul3 auf digaddogenese von sekundaren lymphati-
schen Gewebe. Zu diesem Zweck wurde die ArchitekeumMilz bzgl. verschiedener Zellpo-

pulationen untersucht. Dabei wurde im Gegensatieziisher Ublichen lichtmikrokopi-
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schen Immunhistochemie ein konfokales Lasermikrpskearwendet, mit dem eine detailier-

tere Untersuchung der Gewebeschnitte méglich ist.

1.1 Die TNF-Superfamilie

Nach der ,HGNC Gene Family Nomenclature” untersdbéeman innerhalb der TNF Familie

23 Rezeptoren und 19 Liganden.

1.1.1 Die TNF-Liganden

Tab. 1.1 : Die TNF-Rezeptoren

Ligand Name Aliase

LTA lymphotoxin alpha = TNF superfamily, member 1 TNFSF1, TNFB, LT
TNF tumor necrosis factor = TNF superfamily, memB TNFSF2, TNFA, DIF
LTB lymphotoxin beta = TNF superfamily, member 3| NHASF3, TNFC, p33

TNFSF4 TNF superfamily, member 4 (tax-transcripgidy | OX-40L, gp34, TXGP1
activated glycoprotein 1, 34kD)

TNFESF5 TNF superfamily, member 5 (hyper-lgM symde) | CD40LG, IMD3,

HIGM1, CD40L,
hCD40L, TRAP, CD154
gp39

TNFSF6 TNF superfamily, member 6 FasL, APT1LG1

TNFSF7 TNF superfamily, member 7 CD70, CD27L, CDa7

TNFSF8 TNF superfamily, member 8 CD30LG

TNFSF9 TNF superfamilymember 9 1BB-L

TNFSF10 | TNF superfamily, member 10 TRAIL, Apo-21.,2

TNFSF11 | TNF superfamily, member 11 TRANCE, RANKL,
OPGL, ODF

TNFSF12 | TNF superfamily, member 12 TWEAK, DR3LG,
APO3L

TNFSF13 | TNF superfamily, member 13 APRIL

TNFSF14 | TNF superfamily, member 14 LIGHT, HVEM-L
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TNFSF15 | TNF superfamily, member 15 TL1, VEGI
TNFSF16 _ —
TNFSF17 . .
TNFSF18 | TNF superfamily, member 18 AITRL, TL6, ARL
TNFSF19

1.1.2 Die TNF-Rezeptoren

Tab. 1.2 : Die TNF-Rezeptoren

Rezeptor Name Aliase
TNFRSF1A tumor necrosis factor receptpb5-R, CD120a, TNF-R-I
superfamily, member 1A p55, TNF-R, TNFR1,
TNFAR, TNF-R55,
pP5S5TNFR, TNFR60
TNFRSF1B tumor necrosis factor recept@D120b, p75, TNF-R, TNF-
superfamily, member 1B R-1lI, TNFR80, TNFR2, TNF-
R75, TNFBR , p75TNFR
TNFR 3 LTBR (lymphotoxin beta re{ TNFRSF3, TNFR2-RP,
ceptor) CD18, TNFR-RP, TNFCR,
TNF-R-III
TNFRSF4 tumor necrosis factor recept@x40, ACT35, TXGP1L
superfamily, member 4
TNFRSF5 tumor necrosis factor receptpb0, Bp50, CD40
superfamily, member 5
TNFRSF6 tumor necrosis factor recegtbAS, CD95, APO-1, APT1
superfamily, member 6
TNFRSF6B tumor necrosis factor receptbcR3
superfamily, member 6 b, de-
coy
TNFRSF7 tumor necrosis factor receptdp55, S152, CD27

superfamily, member 7
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TNFRSF8 tumor necrosis factor receptii-1, D1S166E, CD30
superfamily, member 8

TNFRSF9 tumor necrosis factor receptér1BB, CD137, ILA
superfamily, member 9

TNFRSF10A tumor necrosis factor receptbiR4, Apo2, TRAILR-1
superfamily, member 10a

TNFRSF10B tumor necrosis factor receptbR5, KILLER, TRICK2A,
superfamily, member 10b | TRAIL-R2, TRICKB

TNFRSF10C tumor necrosis factor receptiocR1, TRAILR3, LIT, TRID

superfamily, member 10c, de-
coy without an intracellular

domain

TNFRSF10D tumor necrosis factor recegtbcR2, TRUNDD, TRAILR4
superfamily, member 10d,
decoy with truncated death

domain

TNFRSF11A tumor necrosis factor receptBrANK
superfamily, member 11a, ac-
tivator of NFKB

TNFRSF11B tumor necrosis factor receptoPG, OCIF, TR1
superfamily, member 11b (os-

teoprotegerin)

TNFRSF12 tumor necrosis factor receptbR3, TRAMP, WSL-1,
superfamily, member 12 LARD, WSL-LR, DDR3,
(translocating chain- TR3, APO-3
association membrane pro-

tein)

TNFRSF12L tumor necrosis factor receptdiR3L

superfamily, member 12-like

TNFRSF13B tumor necrosis factor receptdoACI
superfamily, member 13B

TNFRSF13C tumor necrosis factor receptor BAFFR
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superfamily, member 13C

TNFRSF14 tumor necrosis factor receptdvVEM, ATAR, TR2,
superfamily, member 14 LIGHTR, HVEA
(herpes virus entry mediator)

NGFR nerve growth factor receptorTNFRSF16
(TNFR superfamily, member 16)

TNFRSF17 tumor necrosis factor receptBCM, BCMA
superfamily, member 17

TNFRSF18 tumor necrosis factor receptaiTR, GITR
superfamily, member 18

TNFRSF19 tumor necrosis factor receptef----------------
superfamily, member 19

TNFRSF19L tumor necrosis factor receptbt.J14993, RELT
superfamily, member 19-like

TNFRSF21 tumor necrosis factor receptbR6
superfamily, member 21

TNFRSF22 tumor necrosis factor recept8OBa, Tnfrh2,
superfamily, member 22 2810028K06Rik

TNFRSF23 tumor necrosis factor recepgtarSOB, Tnfrhl
superfamily, member 23

Obwohl diese Nomenklatur den Namen fir die verstgmen Liganden und Rezeptoren vor-
gibt, findet man in den aktuellen Publikationenwiggend die alten Bezeichnungen (Aliase).
Um diese Arbeit moglichst verstandlich zu haltenraen daher die alten, aber tblichen Be-

zeichnungen gewabhilt.

1.2 Die TNF/Lymphotoxin-Superfamilie

Aus der grof3en TNF Superfamilie gibt es eine Grugpe5 Liganden und 4 Rezeptoren die
bei der Entstehung und Funktion von sekundaren hatigchem Gewebe eine Uberragende
Rolle besitzen. Die Funktion der verschiedenen Thfphotoxin (LT) —Familienmitglieder

bei der Entwicklung der sekundaren lymphatischega®e zu definieren, stellt den Kern die-

ser Arbeit dar.



1 Einleitung 10

Zu den sekundaren lymphatischen Organen zahlt ma@mMilz, Lymphknoten, Mukosas-
soziierten lymphatischen Geweben in Lunge und Daunh die wenig organisierten An-
sammlungen lymphatischer Zellen in Gastro-, Uragénind Respirationstrakt. Den Einflul3
der TNF/LT-Familie auf die Entwicklung und Funktides sekundéren lymphatischen Sys-
tems war und ist Bestandteil zahlreicher Untersaogkua. Es gilt immer wieder die neuesten

Erkenntnisse der verschiedenen Einflubereich@ NE/LT-Familie miteinander abzuglei-

chen.
THFZF14
THFw LTe, LTw,f, LTw,p, LIGHT
DIF THER HVEM-L
Effekterzelle
TACE —W=
Membrananlker
Eezeptor
Zielzelle
LTp-E ATAR,
TR.2,
HVEME.

Abb. 1: Schema der TNF / Lymphotoxin Ligand-RezeptoGruppe Die Pfeile stellen das Bindungsverhalten
dar. Bei gestrichelten Pfeilen ist das Bindungsakeim noch nicht endgiiltig geklart ( nach Scheai.¢t

1.2.1 Die Liganden
Die Liganden der TNF/LT-Familie sind alle struktiidem TNF ahnlich. Mit der Réntgen-

Kristallographie hat man festgestellt dass alleabiden trimére Komplexe mit Ausnahme des
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Nerve growth factor bilden (24). Die strukturelledufunktionelle Ahnlichkeit der Liganden
spiegelt sich auch in ihrer Herkunft wieder. TNH,oLund LTB werden alle von Genen ko-
diert die auf dem selben Chromosom benachbartriéige and Chaplin et al.,1999)

TNF wird von den verschiedensten immunkompetentdte@ gebildet. Monozyten, Lym-
phozyten, NK-Zellen und vor allem Makrophagen. THREsitzt einen langen N-terminalen
Anker an der Zelloberflache und stellt somit eippTyMembranprotein da. Zur Sekretion
kann es durch die Metalloproteinase TACE (=BiNEonverting enzyme) gespalten werden,

welche von den selben Zellen produziert wird, dieraTNFx herstellen.(Black et al., 1997)

LTa ist genau wie TNF strukturell ein Homotrimer. D&ekretion von L& durch aktivierte

B und T Lymphozyten, Monozyten und NK-Zellen egfohur als rein I6sliches Ligand b
(Paul and Ruddle et al., 1988). Es besitzt keirmm3membran-Domane. Sowohldlals

auch TN interagieren beide mit den Rezeptoren TNFRp5%, BANFRp75 (Lewis et al.,
1991; Loetscher et al., 1990; Smith et al., 19803 kann zusatzlich auch noch HVEM bin-

den (siehe unten).

Im Gegensatz zu TNF kommt LTa aber auch als membrangebundener Ligand voreh di
sem Fall bildet L& zusammen mit L[F einen heterotrimeren Komplex. BTwelches von
aktivierten und ruhenden Leukozyten expremiert wistlein Typ Il Membranprotein. (Brow-
ning et al., 1993; Browning et al., 1995; Warelgtl95). Hierbei ist eine oder zwei BT
Kette(n) mit ein oder zwei Kette(n) loT nichtkovalent verbunden. Hieraus entsteht der
membrangebundene Ligand &«IB32 bzw. LTa2pB1. Hauptséachlich findet man KOIB2 im
Organismus. Man weifl3 heute noch nicht omP[F1 in bedeutender Menge vom Korper pro-

duziert wird und deshalb Uberhaupt funktionell hedad ist.

LIGHT steht fur ,, Lymphotoxin homolog which exhibiteducible expression and completes
with the herpes simplex viruslygoprotein D for binding of NEM, a receptor expressed by

T lymphocytes” (Mauri et al., 1998). LIGHT wird vaktivierten T Lymphozyten und imma-
turen dendritischen Zellen gebildet. Es kommt alsbtrimeres Typ Il Transmembranprotein

vor und es wird &hnlich wie TNF, im Falle der Seikne durch eine Metalloproteinase von
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der Zelloberflache abgespalten. LIGHT bindet sovashIHVEM Rezeptor als auch am BT
R.

1.2.2 Die Rezeptoren

Den Rezeptoren ist allen zu eigen, dass sie einlichlh extrazellulare Doméane besitzen die
typischerweise sich wiederholende Cysteinreste asfwBetrachtet man die zytoplasmati-
sche Doméane der Rezeptoren so kann man feststiegsnTNFRp55 eine Death Domain
(DD) besitzt, die fur die Weiterleitung von Apopésggnalen wichtig ist. Rezeptoren ohne
DD sind TNFRp75, LB-R und HVEM. Diese Rezeptoren, die keine DD besitbenden mit
ihrem zytoplasmatichen Anteil an TNF Rezeptor-aisged factors (TRAFs), die wiederum
z.B. durch NF«B und JNK Aktivierung in die Zellhomoostase bzwerGTranskription ein-
greifen. Hierdurch kdnnen TNF Rezeptoren Lymphazytach Antigenkontakt zur Prolifera-

tion und Differentierung stimulieren (6).

FUr TNFRp55/p75 besteht auch noch eine Besondebith Abspaltung an der Plasma-
membran kommen diese Rezeptoren auch in einech@sliForm vor. Die Funktion solcher
|6slicher Rezeptoren ist nicht vollstandig gekl&ermutet wird das hierdurch die Bioverflg-
barkeit der beteiligten Liganden (TNF / &)Treguliert wird und so eine Art Inhibition erretch
werden kann. (Gravenstein, Borst et al., 1998; Véaad., 1994)

Den LTB-R findet man auf nicht-lymphoiden Zellen, wie Egilzellen, Stromazellen, folliku-
lar dendritische Zellen und auf aktivierten Makraghn ist er ebenfalls detektierbar (Brow-
ning et al., 1997; Futterer et al., 1998; Ehleralg2003). Als Liganden fur diesen Rezeptor
sind bisher L&i12 und LIGHT beschrieben worden. (Crowe et al.,419®aurie et al.,
1998).

HVEM ( ,Herpes \frus Entry Mediator*) wird von Monozyten, Endothelzellen, NK-, B-
Zellen und immaturen dendritischen Zellen exprimi@teben LIGHT exisitiert auch noch
LTa3 als Bindungspartner. (More et al., 2000 ; Sdliale 1999 ; Harrop et al., 1998).
TNFRSF6B kommt nur in einer sezernierten Form E#okann FAS-Ligand (Pitti et al.,
1998) und LIGHT (Yu et al., 1999) binden.
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1.3 Einflul der TNF/LT-Superfamilie auf die Bildung von
Lymphknoten und Peyer’'schen Plaques

Lymphknoten (LK) und Peyer'sche Plaques (PP) erdeicsich nach dem selben Schema.

In einem pradisponierten Bereich treten mesenchyi@abmazellen mit einwandernden
CD3CD4'CD45'IL-7R" Zellen in Kontakt die Lymphotoxia undf bilden (30,42). Diese
Zellen stellen eine Population an Vorlauferzellan, dvelche sich in antigenprasentierende
Zellen oder NK Zellen, aber nicht T und B Zellenveiockeln kénnen (29). Durch Wechsel-
wirkung der Stromazellen mit diesen eingewandefiglen entsteht die Grundlage fur die
Migration der endgultigen Zellpopulationen und diadie¢ Ausbildung von funktionstichtigen
Lymphknoten und Peyer’'sche Plaques. Die AusbildtorgT Zellbereichen, die von B Zell-
follikeln umgeben werden, ist der letzte Schritder Entwicklung und stellt das einheitliches

Erscheinungsbild aller sekundar lymphatischen Gevazls (Mebius et al.,2001)

Die Entwicklung von LK und PP lauft in einem festambryonalen Zeitfenster ab und ist
dann fixiert (Rennert et al., 1998). Man fandersbeztiglich durch Injektion eines BR-Ig
Fusionsproteins in schwangeren Mausen heraus, dafflorch Applikation an verschiedenen
Zeitpunkten wahrend der Gestation, unterschiedli2ékekte in der Entwicklung von LK und
PP erzielen kann. Applikation am Tag 18 ergab k¥ieinderung der LK aber bereits feh-
lende PP. Applikation am Tag 16 fuihrte zum Vertlest poplitealen LK und PP. Gab man das
Fusionsprotein am Tag 12 so entwickelten sich mghrdie mesenterialen, cervicalen, sacra-
len und lumbalen LK. Die Entwicklung von LK und BRolgt also in einem begrenzten Zeit-
fenster durch Interaktionen von Lymphotoxin mit deBR oder durch andere Liganden des
LTBR und ist dann fixiert.

1.3.1 Grundlagen der Entwicklung von Lymphknoten

Der erste Schritt in der Entwicklung von Lymphknotst, dal3 sich das Endothel der gréi3e-
ren Venen an bestimmten Stellen zu LymphsackenetusdDanach wandern Bindegewebs-
zellen ein, welche die Adhesionsmolekile VCAM1 ¢dar adhesion molecule 1) und I-
CAM1 (intracellular adhesion molecule 1) exprimrer&o bildet sich eine Lymphknotenan-

lage aus. Von diesen Anlagen beginnen sich nuhydighgefalie auszubreiten (Sabin et al.,
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1908; Bailey et al., 1975). Zwischen dem 12,5 ud@ Trag beginnen nun in einem 2. Schritt
aus der fotalen Leber COED4'CD45'IL"7R" Zellen in diese Anlagen einzuwandern
(34,45), sog. ,Lymphoid tissue inducing cells” (¥IC). Ermdglicht wird diese Migration
durch Chemokine und ihre Rezeptoren. Die LTIC kesitdie Chemokinrezeptoren CXCR5
und CCR7 und kénnen so in die LK-Anlagen migrierendenen Stromazellen die korrelie-
renden Liganden, CXCL13 fir den CXCR5 (30) und C€uhd CCL21 fur CCR7 sezernie-
ren (27,30,34). Desweiteren fiihrt noch die Intecakvon Integrinerudfl unda4f37 der

LTIC mit den Adhesionsmolekilen VCAM1und ICAM1 aign Stromazellen zu einem op-
timalen Kontakt. Induziert durch Stimulation degdtR und TRANCE beginnen nun die
LTIC mit der LTayf32 Expression (21,27). (Abb. 2)

Durch Aktivierung des L[-R auf den Stromazellen kommt es zur Aktivierungen NF«xB
Signalwege, welche zur vermehrten VCAM-1 Expressiod Produktion von Chemokinen
(CXCL12, CXCL13, CCL19 und CCL21) fuhrt (14). Eihéhere VCAM1-Expression in
Verbindung mit erhéhter Chemokinproduktion lasshimeaematopoietische Zelle einwande-
ren. So nimmt die Zahl der P, exprimierenden Zellen immer mehr zu und damit adeth
Stimulus auf die LBR" Stromazellen. (Adachi et al., 1997). In der nugdaden Phase be-
ginnen sich nun HEV (high endothelial venules) abdden, welche in L&, abhangiger
Weise Adhesionsmolekiile und Chemokine (CXCL12, CX&LCCL19 und CCL21) produ-
zieren. (Cyster et al. 1999; Okada et al. 2002).|8ete bekannte Schritt besteht in der Ein-
wanderung lymphatischer Zellen in ihre vorbestiemiBereiche. Die Kompartimentierung
der sekundaren lymphatischen Organe entsteht dacBheemokin produzierenden Stroma-
zellen. T Zellen und DC expremieren den CCR7 Rexapid wandern in die T Zell Bereiche
in denen Stromazellen CCL19 und CCL21 exprimierBrzellen und FDC besitzen den
CXCR5 Rezeptor und wandern in die Follikelbrereichdenen CXCL13 expremiert wird
(4). (Abb. 3)



1 Einleitung 15

Stinmlation
der Stromazelle
iberden LTR-R

Expression von
Vermehrte CXCL13
Expression von CCL1D
LTy f, durch CCL21 und
LITC VCAMI1

Produktion

Stromazelle

Abb. 2: Darstellung der Interaktionen von Stromazelen mit den haematopoietischen Vorlauferzellen.

Links sind die beteiligten Rezeptoren/Liganden dargés@hemokine und Chemokinrezeptoren sorgen fur die
Migration von Zellen, Adhesionsmolekdile fur die ggrete Interaktion von Ld;f, sezernierenden Zellen mit
Stromazellen wodurch die Stromazellen tber depR_$timuliert werden kénnen und wiederum Chemokine
und Adhesionsmolekiile produzieren. In LK ist digidte Induktion der LITC zur Expression von &;B, ab-
hangig von Signalen tber IL-7R und TRANCE-RechtsSchema des sich selbstverstarkenden Kreislaufs der
beteiligten Faktoren. (nach Mebius et al. 2003; &nav et al. 2003)
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T-Zellbereich mit
T-Lymphozyten und

B-Zellbereich mit Stromazelle
B-Lymphozyten und
FDC

Abb. 3: Darstellung der zeitlichen Ablaufe wahrend der Ecllung von Lymphknotenlinks sieht man die
raumliche Anordnung von Stromazellen und LTIC im dé<-Anlagen.Mitte. Durch die Interaktion von Stro-
mazellen und LTIC kommt es zur Expression von HR¥chts Am Ende gelangen Lymphozyten in die Anla-

gen und besiedeln ihr vorgesehenes Kompartimeath(Mebius et al. 2003)

1.3.2 Grundlagen der Entwicklung der Peyer'schen Riques

Die Entstehung von Peyer’'schen Plaques in Darnmbégm Tag 15,5 der Embryogenese
mit der Anhaufung von VCAM-1 und ICAM-1 expremiaden ,Spots” in proximalen Tei-
len des Darms, die sich nach distal ausbreiteainer zweiten Entwicklungsphase ab Tag
16,5 der Embryogenese beginnen wiederum CD3 CD45'IL-7-R" die VCAM-1/ICAM-1
Bereiche zu besiedeln (Mebius et al. 2003). Dietktion zur LTo,3, Produktion durch LITC
wird ebenso durch IL7-R induziert, wobei TRANCE Her Entwicklung der PP keine Rolle
zu spielen scheint (19). Die weitere Entwicklungaeft analog zu den Lymphknoten (Y oko-
taY. etal., 1999; Ansel K.M. et al., 2000 ).

1.3.3 Bisherige Daten aus der Analyse von Knockoliiausen
Nach den obigen Erkenntnissen induziertero BT exprimierende CDED4'CD45'IL-7-R”

Zellen im Bereich von den vorgesehenen Organanldgeintwicklung von Lymhknoten
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und Peyer'sche Plaques. In detR” Maus fehlen daher alle LK und PP (Futterer et
al.,1999).

Betrachtet man allerdings die Liganden fir defidR'so kompliziert sich das Bild. Die

LTa” und die LB” Maus besitzen zwar ebenso keine PP mehr, aberzbigterschiede in
der Entwicklung der verschiedenen Lymphknotengrapgeziell fir den mesenterialen und
cervikalen LK scheinen Besonderheiten zu geltedelm LTp” entwickeln sich immer, in

den LTo” in 5% der Falle mesenteriale LK (Rennert et a@8Matsumoto et al. 1999).
Dieser zeigt dann sogar einen intakten Aufbau Bt Segregation (17).

Auch die ubrigen Liganden und Rezeptoren der TNHAamilie zeigen Veranderungen in
der Entwicklung der sekundaren lymphatischen OrgBreeTNF, TNFRp55 und TNFRp75
defizienten Mause zeigen normalerweise keinenelReah der Entwicklung der LK (Paspa-
rakis et al, 2000). Trotzdem findet man bei defFR@§55-KO im mensenterialen LK durch-
mischte T /B Areale (Fu et al.; Chaplin et al.,1999

LIGHT™ Tiere zeigen zwar keinen Defekt in der Entwickjwon LK und PP, in Kombina-
tion mit LTP, in einer doppelt defizienten Mauslinie, kommeéer zu einem reduzierten
Auftreten des mesenterialen LK (38).

Die hervorstechende Rolle desfl-R bei der LK-Entwicklung findet muf3 bei der Entlwic
lung der PP differenzierter betrachtet werden. Kitzatet bei den TNF und TNFRp5% ei-

nen kompletten oder teilweisen Verlust der PP, fdiés sie auftreten in der GroRRe reduziert
sind und vermischt T und B Bereiche aufweisen (AR¢rdings ist dieser Phanotyp bei un-
terschiedlichen Knockoutmausstammen unterschied8). Genauso ist noch nicht endgul-
tig geklart welcher Ligand (Ldz, TNF) des TNFp55-Rezeptors dabei die entscheiBetie
spielt. (Koni et al.,2000). Interessanterweisedinghan in den PP einen ,dose dependent ef-
fect“ . So zeigt die doppelt heterozygotedILTB"" Maus keine PP mehr, obwohl die Sin-
gleknockouts (L& und LTB*") keine Veranderung der Anzahl der PP zeigen.
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1.4 Einflu3 der TNF/LT-Superfamilie auf die Architektur der

Milz

1.4.1 Grundaufbau der Milz

Die Milz ist das grof3te sekundar lymphatische Olnga®augetieren und enthalt ca. 25% der
reifen Lymphozyten. Das Parenchym der Milz ist maier und der weil3er Pupla aufgebaut.
Dabei umgibt die rote Pulpa die kndtchenformigef3gdPulpa. Die Milzknétchen der weil3e
Pulpa stellen das eigentliche lymphatische OrgarfAlab.4). Sie bestehen aus drei Kompar-
timenten, die eine feste raumliche Anordnung awsesi Innen liegt die periphere arteriolaren
Scheide (PALS). Die PALS-Region wird von B Lympkten umgeben, die wiederum von
der Marginalzone umgeben werden. Im Vergleich yomjhhknoten, die eine getrennte
Lymph- und Blutgefal3versorgung besitzen, findet master Milz lediglich ein vaskulares
GefaRsystem. Der komplette ZufluR erfolgt tiberAl&plenica. Die kleinsten Aste der A.
splenica, die Aa. centrales strahlen dabei in &eSPein. Von den Aa. centrales sprossen
Kapillaren durch die PALS, Follikel und der Mardgimane und bilden um diese Kompatrti-

mente den Marginalsinus, welcher rote und weil3pduennt.

In der PALS findet man vorwiegend rezirkulierendéyimphozyten und antigenprasentie-
rende dendritische Zellen. Im B Zell Bereich finden unterschiedliche Populationen von B
Zellen, die um follikular dendritische Zellen (Fp@ngeordnet sind. Hat noch kein Antigen-
kontakt stattgefunden, so nennt man diese Anordiruimgarfollikel. Bei Antigenkontakt bil-
den sich Sekundarfollikel aus. Dabei haben siatheim Primarfollikeln Keimzentren ausgebil-
det in denen Plasmazellen reifen, die hochaffii@ Agtikbrper gegen das jeweilige Antigen
bilden. Die Keimzentren werden von einer Korona abep, welche den nicht beteiligten
restlichen B Zellen entpricht. In der Marginalzdimglet sich eine spezialisierte B Zell Popu-
lation (Marginalzonen B Zellen), Makrophagen untikidaren Zellen (Kraal et al., 1992).
Aufgabe der Marginalzone ist das Abfangen von Aertidozw. Einschleusen von antigenpra-
sentierenden Zellen aus dem Blut in die weil3e Rdamit eine Immunantwort gegen das

Antigen induziert werden kann (Kraal et al. 1992).

Die rote Pulpa besteht aus einem Maschenwerk d&wslitasten und Makropahgen sowie re-
tikularen Fasern. Die Endéaste der Aa. centralebihier ein kapillares Stromgebiet welches
sich zu Sinusoiden erweitert bevor sie in die Puegpan Ubergehen. Um die Sinusoide herum

verdichtet sich dieses Maschenwerk zu Markstrandjergine Art Filter darstellen, um alte
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kaputte Blutzellen zu eliminieren. Desweiteren &nhthan hier auch die oben bereits erwahn-

ten Plasmazellen.

Abb. 4: Schematischer Grundrif3 der weil3en Pulpa deMilz.In der Mitte die PALS-Region mit T Zellen und
dendritischen Zellen. Darum liegen B Zellen, teiseeum FDC in Follikeln gruppiert. Im Bereich deaMinal-
zone findet man neben spezialisierten B ZellenMarginalsinus der von metallophilen und marginaton
Makrophagen flankiert wird. An manchen Stellenitzésler Marginalsinus Offnungen (Bridging Chanjele
zusatzlich zur Lymphozytenwanderung dienen. (FU@hdplin, 1999)

1.4.2 Entwicklung der weil3en Pulpa

Die Entwicklung der Milz ist noch nicht so umfaniglteuntersucht worden wie die der
Lymphknoten und Peyer'schen Plaques. Die Entwiakloeginnt am Tag 11,5/12,5 der Emb-
ryogenese durch Kondensation und Proliferationior11” mesenchymalen Zellen im dor-
salen Bereich des Magens (37). Desweiteren sirelR@ihe von Transkriptionsfaktoren be-
kannt, die ebenso fir eine fehlerfrei Entwicklurmgn\No6ten sind, auf die im Weiteren aber
nicht mehr weiter eingegangen wird (Herzer etTaiboli et al.; Lettice et al.; Lu et al.; Pabst



1 Einleitung 20

et al.; Wang et al.). Die ersten haematopietisdedtien erscheinen am Tag 15,5 der Embryo-
genese. Betrachtet man die Entwicklung der weiltdpaRunter dem Gesichtspunkt des Ein-
flusses des TNF/LT Systems, so sollte man dreiiBleeeunterscheiden. Die Ausbildung von
getrennte T- und B Zellbereichen, die Ausbildung ¥#®C-Netzwerken mit Keimzentren

und die Ausbildung einer Marginalzone.

T/B Segregation

Grundsatzlich ist der Aufbau der weil3en Pulpa dgmphknoten und Peyer'schen Plaques
sehr &hnlich. Betrachtet man die Segregation ind Bi Zellbereiche so findet man ebenso
LTB-R" Stromazellen, die durch Expression von ChemokimehAdhesionsmolekilen die
Migration der jeweiligen Zellen steuern. In denlkeln findet man Stromazellen welche
CXCL13 produzieren und so die CXCRB-Zellen bzw. follikular dendritische Zellen (FDC)
in die Follikel wandern lassen. Hauptproduzentdigr Stimulation der Stromazellen durch
LT o132 sind dabei die B Zellen selber (8,16,18). In d&L.® scheint nach aktuellen Studien
ein ahnlicher FeedbackprozeR stattzufinden. Dieldkalisierten LB-R* Stromazellen
exprimieren CCL19 und CCL21 und veranlassen so/igation von CCR7 T Zellen und
aktivierten DCs (3,12,32,33). Die Produktion vonohff; erfolgt hierbei durch naive CDA
Zellen. Die Expression von loif,; auf T Zellen wird wie in den Lymphknoten und Pey-
ers’che Plaques ebenso durch IL-7 induziert (2%).&®gregation in T und B Zellbereiche ist
nach der Geburt fixiert (Fu and Chaplin, et al972)9 Grundséatzlich bleibt festzuhalten, daf3
die Stimulation der Stromazellen Gber dertR allein durch B und T Lymphozyten nicht
ausreicht. Ca. 60% des LT wird von B Zellen und 2@% T Zellen produziert. Man vermu-

tet noch weitere bisher unbekannte ZellpopulatiofBamanov et al. 2003) .

FDC-Netzwerke und Keimzentren

Die Fahigkeit zur Ausbildung von Keimzentren bedbef Interaktion von antigenprasentie-
renden FDC und follikularen B Zellen. Im weiterearlauf entstehen Plasmazellen welche
hochspezifische IgG Antikorper gegen das entspretténtigen bilden. Neuere Untersu-
chungen zeigen dartber hinaus, dass auch eineabgierie Population von T Zellen Einflul
auf die Ausbildung der FDC-Netzwerke und damit kidfoei der humoralen Immunantwort
hat (10,42). Insgesamt bleibt festzuhalten, dassifie korrekte Ausbildung und Funktion der
Follikel und die Fahigkeit zur Bildung von Keimzegrt sowohl die Migration der T und B
Lymphozyten in ihre Kompartimente, als auch diefieg und Migration der FDC keine De-

fekte aufweisen durfen. Folglich kann man ahnliehénotypen bei unterschiedlichen Knock-
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outmausen finden. Sowohl bei den TNFTNFRp55~ alsauch bei den LT Mausen fehlen
die FDCs. Allerdings scheint der Grund unterschidbdBei den TNFE / TNFRp55~ Mausen
koénnen sich sich keine Keimzentren bilden, da tief=DC’s nicht in die Follikel migrieren
kénnen (siehe unten), der B Zellbereich ist abehnamm T Zellbereich getrennt. In den LT-
Liganden und LT-Rezeptor KO fehlen die Keimzengbenso, allerdings ist hier sowohl die
Binnenstruktur der T und B Zellbereiche als auehdir Marginalzone defekt (siehe oben).
So versagt die Chemokin gesteuerte Migration denptyozyten, DC’s und der FDC'’s in die
Kompartimente und die Zellen vermischen sich, bawiall der FDC'’s gelangen diese Uber-

haupt nicht in die B Zellbereiche.

Die Ausbildung und Funktion der FDC-Netzwerke unelrizentren bedarf der permanenten
LT s> Expression vornehmlich durch B Zellen und zu gggm Anteil auch durch T Zellen
(42). So kommt es zum Beispiel in adulten Mauserh fgpplikation von LB-R-
Fusionsproteinen, welche die Stimulation der Stzetian blockieren, zum Verlust der FDC-
Netzwerke und Keimzentren (17). Dagegen laRt siaken LTo. ™ Mausen , die normalerwei-
se keine Keimzentren mehr ausbilden konnen, durgdtkenmarktransfer mit Wildtyp Kno-
chenmark (Fu and Chaplin et al.,1999) oder durceréipression von LIGHT Wang et al.)

die Ausbildung von FDC-Netzwerken und Keimzentmafuzieren.

Marginalzone

Die Marginalzone (MZ) der Milz begrenzt die weil3@ga nach aul3en und dient als eine Art
Checkpoint fur Antigen welches tber das Blut odgrgenprasentierende Zellen in den
lymphatischen Teil der Milz gelangt. Uber die malkiten Mechanismen, die zur Entstehung
der MZ fuhren, ist noch nicht viel bekannt. Aufgabst die Marginalzone aus einem Netz-
werk aus retikularen Zellen, spezialisierten Makwagen und dendritischen Zellen. Die Ent-
wicklung der MZ hangt in erster Linie von Signal@rer den LPB-R ab. So fehlt die MZ und
die normalerweise dort lokalisierten Zellen in ddrLiganden und LT-Rezeptor Knockout
Mausen (Banks et al., Alimanzhov et al., Paspareikd., Futterer et al.). Das TNF/TNFRp55
System hat wohl ebenso Einflul3 auf die Ausbildund Funktion der Marginalzone. In den
TNF" / TNFRp55~ Mausen kommt es Zur Entwicklung einer Marginalzatie allerdings

eine Reduktion der Anzahl der Stromazellen und Mplkagen aufweist (22,36). Pasparakis
fand desweiteren heraus, dass sich FDCs in deriivédzgne von TNF/TNFRp55 defizienten
Mausen ansammeln und nicht in die Follikel wande&nmmnen (36). Ob hier die Reifung der

FDCs und/oder eine gestdrte Funktion der lokabisreStromazellen vorliegt, bedarf noch
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weiterer Untersuchungen. Auf jeden Fall scheintAdisbildung der Marginalzone durch LT-
abhangige Signale frih in der Organentwicklungatéinden und kann im spateren Leben
nicht mehr kompensiert werden (Wang et al., FU.2081) . Auch die Quelle des fur die MZ
bendétigten LT ist noch nicht komplett geklart. Fetgtht, dass sowohl B als auch T Zellen an
der LTayf2 Produktion an der Entwicklung der MZ beteiligtaimber weitere Zellpopulatio-

nen mudssen noch gefunden werden. (Tumanov et 8)200

pou
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. T Lynphozyten

. Metallophile
Makrop hagen
Marginalzonen
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é Stromazelle
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Interaktion deStromazellen mit den jeweiligen Zielzellen

PALS: T-Lymphozyten exprimieren Lo, und stimulieren so die Stromazellen zur Chemokidpktion
(CCL19, CCL21) wodurch weitere T-Lymphozyten eindam.B-Zellbereich B Zellen produzieren Ld;p,
und stimulieren so Stromazellen zur CXCL13 Produkivodurch weitere B Zellen und FDC einwandéar-
ginalzone Entscheidend fir die Entwicklung der Marginalea@ind Signale Gber den BIR von Stromazellen.
Aber auch TNF hat einen EinfluB. Man findet inrdiENF” Tieren eine Stérung der Migration mit Anhaufung
von FDC-Vorlaufern in der aberrant entwickelten MZ.
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Natural Killer Zellen (NK Zellen) und NK-T-Zellen

Bei NK und NK T Zellen handelt es sich um Zellptationen die sich aus den haematopoie-
tischen Vorlauferzellen entwickelt haben und fig Entwicklung von Lymphknoten und
Peyer’'sche Plaques wichtig sind (29). NK Zellendyasn Tumorzellen falls diese keine oder
nur minimale Mengen MHC-Molekike exprimieren (Tomeri and Santoli, 1978; Stern et

al., 1980) Durch die Fahigkeit Zellen mit fehlenbew. erniedrigter Expression von MHC-I-
Molekulen zu erkennen, stellen NK Zellen ein fuokgll komplementares System zu den T

Zellen dar, das veranderte Zellen dann erkenntnwgenfir T Zellen ,unsichtbar” sind (41).

Natural Killer T-Zellen sind eine Subpopulation viuymphozyten, die in der Lage sind, eine
Reihe von Zielzellen, u.a. Tumor- und virusinfizeeZellen zu lysieren und nach Aktivierung
Zytokine (wie z.B. IFN und TNF) zu sezernieren. Zytotoxische T Zellenegen Zellen die
Fremdantigene in Zusammenhang mit dem Selbst-Mt€gntieren (Zinkernagel and Do-
herty ,1974; Zinkernagel and Doherty, 1997).

Fir die Entwicklung von NK Zellen scheint wiederdie Interaktion LBR" Stromazellen im
Knochenmark mit L&, produzierenden Zellen wichtig zu sein (20,43). N&dilen sind
charakerisiert durch die Expression von NK Zell §anren, TCRxp und Oberflachenprote-
inen, die typisch fir aktivierte T-Zellen sind. Mandet diese Zellen in der Milz, Leber, Kno-
chenmark und Thymus in einer relativ konstanten3@ndrdnung von ~f@ellen/Organ

(13). Die Entwicklung von NK T-Zellen scheint Uligignale des LJ-R gesteuert zu werden.
Sowohl in der L als auch in der LF”™ Maus findet meine eine ahnlicheReduzierung der
NK-T Zellen in den jeweiligen Organen und gleichizeauch eine reduzierte Produktion der
Zytokine IL-4 und IL-10 nach TCR stimulation (13)46

Nachweislich ist die Funktion von NK- und NK T-1&n durch Signale des LT-Systems be-
einflusst. In LT und LTB-R™ist die Anzahl und auch die Zytotoxizitat dieselée redu-
ziert. In TNF~ Mausen hingegen nicht. Interessant erscheinesedh Zusammenhang die
LT defizienten Mause. Diese Mause bei der man red@fmaucosa-assoziierte LK findet,
zeigen keine Veranderungen der NK und NK-T Zelg9) (Dies ist insofern wichtig, da man
vermutet dass die Ausbildung von LK und auch NKigelon darm-assoziierten CBZD3
IL7Ra’LTalf2" hematopoietischen Vorlauferzellen abhangig iserfvell korreliert daher
die Fahigkeit zur Ausbildug von mesenterialen uavikalen LK und der fehlende Defekt in
der NK und NK-T Entwicklung mit einer uneingeschtin Reifung und Entwicklung dieser
Vorlauferzellen. Diese Tatsache wird z.B. durah ldTo” indirekt bestatigt. Bei der Lal



1 Einleitung 24

Maus welche wie gesagt weder mucosa-assoziierteddh normale NK und NK-T Zell Zahl
und Funktion besitzt (13,39), wurde eine geringemeahl an haematopoietischen Vorlaufer-

zellen festgestellt (21).

1.5 Molekiile, die neben dem TNF/LT System fiir die Ewicklung
von sekundaren lymphatischen Organen Bedeutung hahe

Man weiR3, dass uiber déin7-R die CD3CD4'CD45'IL-7R" Zellen zur Produktion von
LTalP2 stimuliert werden. Fehlen Signale tber dieserepter, so fehlen die PP und einige
Lymphknoten (inguinale, popliteale, iliacale undrsde). Die brachialen, axillaren und me-
senterialen LK hingegen sind nicht von IL7-R Sidpaskade abhangig (30).

In Ikaros defizienten Mausen fehlen NK-Zellen, dendritisg®#ien und B und T Zellen, ge-
nauso wie Lymphknoten und Peyer'sche Plaques. Mamutet ein Entwicklungsdefekt der
die Differenzierung von IL-7Rfetalen Leberzellen zu CDBD4'CD45'IL-7-R" betrifft (7).

Fir die weitere Entwicklung von CBBD4 CD45IL-7-R" Zellen wirdRORy (Retinoid-
related orphan recepty (40) undid2 (44) ben6tigtRORy undld2 defiziente Mause besit-

zen ebenso keine LK und PP.

Fur die Entwicklung der Lymphknoten und Peyer’'scRéaques sind Signale Uber das
CXCR5/CXCL13System erforderlich. Vermutlich kommt so der Kdwtaon mesenchyma-
len LTB-R" Stromazellen und ersten b, exprimierenden Zellen zustande, welcher als Ba-
sis fur die weitere Organentwicklung dient. So eaigie CXCR5/CXCL13 defizienten Mau-
se eine variable inkomplette Penetranz fir fastlail. Der mesenteriale LK entwickelt sich
aber immer. Dartiberhinaus kommt es zur ZerstorawmgBs Zellfollikeln und den Verlust der
FDC in der Milz (Ansel et al.2000; Cyster et aDRP. Nach Immunisierung allerdings ent-
stehen ektope Keimzentren und FDC-Netzwerke (Matigid.1999). Darliberhinaus bendtigen
B Zellen dieCXCR5/CXCL13 Wechselwirkung, um in die Follikelbereiche wandeuarkdon-

nen (Honda et. al. 2001; Mebius et al. 1997). In@GCR5 defizienten Maus kann auch nach
der Geburt durch Transfer von fetalen QDB4 ' CD45'IL-7R™ Zellen die Bildung von Pey-

er's Plaques induziert werden (14).
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Ein weiteres TNF Mitglied, das bei der Entwicklwan Lymphknoten aber nicht PP beteiligt

zu sein scheint iISERANCE (TNF-related activation induced cytokine) und detsprechende

RezeptolTRANCE-R. Trance spielt in der initialen Induktion von LITZDr LTo,p, Expres-

sion ein Rolle, indem es sowohl Einflul3 auf dieviioklung der haematopoietischen Vorlau-
ferzellen als auch auf Lok, Produktion hat (21).

1.6 Schematische Zusammenfassung

Tab. 1. 3: sekundar lymphatische Organe in TNF/LT @fizienten Mausen

Milzarchitektur

Genotyp Marginalzone | T/B - Segre-| Keimzentren / | Peyer’'s Lymphknoten | Referenzen
gation FDC Patch
LTG-/- abwesend nicht vorhanden  abwesend abwesenf abwes#ied | Banks et al., 1995 ; De
mesentrialen LK | Togni et al., 1994
LT B-/- abwesend nicht vorhande abwesend abwesengd mukésater- | Alimzhanov et al.,
handen 1997; Koni et al., 1997,
Alexopoulou et al.,
1998
TN Fa-/- defekter Marginal- | vorhanden, aber| abwesend vorhanden, | alle vorhanden Pasparkis et al., 1996,
sinus; MZ Mpund | B-Zellen liegen aber klein Marino et al., 1997 ;
metallophile Mpre- | nur als Ring um Pasparkiset al., 2000 ;
duziert T-Zellen Komer et al., 1997
LTG-/- / abwesend nicht vorhanden  abwesend abwesen( abwesend | Eugster et al., 1996
TNFa™
LT B-/- / abwesend variabl abwesend abwesend mukosale LK|wuprash et al., 1999
p handen
TNFa™
LT B_R-/- abwesend nicht vorhande abwesend abwesen( abwesend | Futterer et al., 1998
TN FRp55" defekter Marginal- | vorhanden abwesend reduziert / | alle vorhanden Neumann et al., 1996}
sinus; MZ Mp und abwesend Le Hiret al., 1996 ;
metallophile Mpre- Pfeffer et al., 1993 ;
duziert Rothe et al 1993 ;
Pasparkis et al., 2000
TN FRp75" defekter Marginal- | vorhanden vorhanden vorhanden alle vorhandern Ericksal., 1994 ;

sinus; MZ Mp und

metallophile Mpre-

duziert

Pasparkis et al., 2000
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TN FRp55" / defekter Marginal- | vorhanden abwesend reduziert / alle vorhanden Ettinger et al., 1996;

/- sinus; MZ Mp und abwesend Pasparkis et al., 2000
TNFRp75 metallophile Mpre-

duziert
TN FRp55" n.b? n.b. n.b. abwesend abwesend Koni and Flavell, 14
/| LTR™"
TN FRp75" n.b. n.b. n.b. n.b. mukosale LK vofKoniand Flavell 1998
/ handen

/LTB

98
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Tab. 1.4: Auswirkung der Inhibition von TNF/LT Liga nd/Rezeptor Interaktion
Milzarchitektur
Genotyp Marginalzone T/B - SegretKeimzentren / | Peyer’'s Lymphknoten | Referenzen
gation FDC Patch
LTB Rezeptor - abwesend nicht vorhande abwesend reduziert/vorhanden Ettinger et al., 1996;
Fc Transgen abwesend
LTB Rezeptor - abwesend nicht vorhande abwesend abwesend mukdSater- | Rennert et al., 1996 ;
Fc oder anti LB handen. variable | Rennert et al., 1997
mAK in utero Anzahl an peri-
pheren LK je nach
Behandlungsbe-
ginn
LTB Rezeptor - abwesend vorhanden, aberabwesend vorhanden alle vorhanden Mackay et &7 19
Fc oder Anti LB B-Zellen liegen Mackay and Browning
mAK in adulter nur als Ring um 1998
Maus T-Zellen
TNFRp55 - defekter Marginalsi- | vorhanden, aber| abwesend vorhanden | vorhanden Ettinger et al., 1998;
Fc Transgen nus; MZ Mg und me-| B-Zellen liegen aber desorga
tallophile Mpredu- | nur als Ring um nisiert
ziert T-Zellen
TNFRp55 - FC defekter Marginalsi- | vorhanden, aber| abwesend vorhanden vorhanden Rennert et al., 199¢
in utero nus; MZ Mg und me-| B-Zellen liegen
tallophile Mgredu- | nur als Ring um
Ziert T-Zellen
TNFRp55 - FC vorhanden vorhanden vorhanden vorhande vorhanden ackay et al., 1997;
in adulter Maus Mackay and Browning,
1998
TNFRp55 - n.b. n.b. abwesend abwesend nicht vorhanden Neustain 1996;
LTB Rezeptor - Le Hiret al., 1996 ;
Fc in utero Pfeffer et al., 1993 ;
Rothe et al 1993 ; Pas-
parkis et al., 2000
LTa™ mit agonisti- | abwesend nicht vorhande abwesend abwesend mukopsale | Rennert et al., 1998
schem anti LB Re- phere und carnial
zeptor — mAK in u- gelegene LK vor-
tero handen
LTa™ mit TNF abwesend vorhanden, abgrreduziert abwesend nicht vorhandery  Alexopoulou et al.,
Transgen B-Zellen liegen 1998

nur als Ring um
T-Zellen
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Kern der Arbeit war es, eine Bilddatenbank von Migtologien mittels konfokaler Mikro-
skopie anzufertigen, um einen kompletten Uberhlickr die Phanotypen der Knockouts der
TNF/LT Superfamilie zu erhalten. Die Vorteile die§echnik liegen nicht nur in kontrastrei-
cheren und detaillierteren Bildern, sondern auatkeinschnellen Erzeugung digitaler Bildda-
ten, die dann sehr leicht durch gangige Bildbe@wbgsprogramme weiterverarbeitet und ar-
chiviert werden kénnen. Obwohl die Knockout Mause TONF/LT Superfamilie bisher um-
fangreich untersucht wurden gibt es immer noch kidge Sachverhalte. Mit der Bilddaten-
bank sollte daher ein systematischer Versuch uotenmen werden noch ungeklarten Sach-

verhalten nachzugehen und zu tGberprifen.

Der LTB-R nimmt sicherlich die Schlusselstellung fir dieddmittiung von Signalen ein, die
fur den Aufbau von sekundaren lymphatischen Orgaudtig sind. Dementsprechend zeigt
die LTB-R defiziente Maus in allen untersuchten Bereiati@s schwerwiegenste Defektbild.
Die Liganden fur den LF-R wurden ebenso untersucht, doch besitzen die kouts dieser
Mause meist nicht den selben ausgepragten Phantotgipr LTa” Maus entwickeln sich in
5% der Falle mesenteriale und cevicale LK. Da dehtigste Ligand fur den LR LTosf32

ist und in der LT Maus die Expression von BTund umgehkehrt in der I Maus wei-
terhin LTa produziert werden kann, kann man die Vermutungedlestob in diesem Fall eine
.Reststimulation des LB-R erfolgt. Daneben stellten A.S. Johannson und Ciaplin die
Vermutung an, dass durch die Knockoutkonstruktiendir LTo”” Mause der Phanotyp
grundsétzlich durch eine TNF Minderexpression \&aant bzw. moduliert wird. Um diesen
Sachverhalt zu Uberpriifen, wurde einexp* doppeltdefiziente Maus generiert. Bei der
LT af® Maus wurden die Gene mittels CRE-loxP vermitteletetion eliminiert (unpubli-
ziert). Einerseits konnte so eine alterierte TNpriession vermieden werden, andererseits
wurde der wichtigste Ligand fur den BAR, das LTup, komplett entfernt. So konnte der al-
leinige Einflu® dieser Liganden untersucht werden.

Generell bleibt aber auch festzuhalten dass es unalobkannte Liganden fur den R ge-
ben kann. Daher sollte man neben den TNF/LT Liganda Rezeptoren auch LIGHT und
den HVEM beriicksichtigen. Scheu et al. (38) stallirch Kreuzung von LIGHTmit LTB”

eine LIGHT/LTB” doppeltdefiziente Maus her. Diese zeigt dann eimindertes Auftreten
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von mesenterialen LK, die bei der []ﬂ' Maus immer gebildet werden. Dieser Synergieeffekt
beider Gene kdnnte auch in der Milz zu Veranderargggihrt haben. Ld kann auch an
HVEM binden. Hierdurch kdnnte ebenso der Phanogrpldo defizienten Maus beeinflusst
werden. Eine umfangreiche Analyse der Milzhistabogvon LIGHT, LIGHT/LTB"‘ und

HVEM Maus sollte diesbeziiglich klare Informatiorigfern.
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2 Material und Methoden

2.1 Bezugsquellennachweise

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Chemikale

Bezugsquelle

Antikorper

Ammoniumchlorid

BSA (Rinderserumalbumin, RIA Qualitét)
Ethanol

Ethidiumbromid

Fluoromount G

L-Glutamin Biochrom, Berlin

Matriumcitrat
2-Methylbutan
Mitomycin C

Mineralol
Natriumchlorid
Natriumacetat-Trihydrat
Penicillin, Streptomycin

Ziege-Normal.Serum

Becton-Pharmingen, Hamburg
Merck, Darmstadt
Sigma, Tardken
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Biozol, Eching

Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Dianova, Hamburg

2.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Reagenzien

Bezugsquelle

Avidin/Biotin-Block Kit
Cryomold® Gewebeschalen
Deckglaser

Einbettmedium flr Gefrierschnitte
Fluoromount-G

Objekttrager Super-Frost® Plus

Vector Labs, USA

Miles Ins., USA
Roth, Karlsruhe

Leica Instrumemassloch

Southern Biotechnology Ass.Inc., USA

Menzel-Glaser, Bsabweig
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Plastikwaren NUNC, Wiesbaden,
Falcon, New Jersey, USA
Corning, New York, USA

Zellsiebe (7@m) Falcon, USA

2.1.3 Gerate

Gerate Hersteller

Brutschrank Cytoperm, Heraeus, Hanau
Kryotom Jung CM3000, Leica, Nussloch
Kahlzentrifugen Megafuge 1.0, Heraeus, Hanau

Rotor 2250 mit Mikrotiterschaukeln

Omnifuge 2.0 RS, Heraeus, Hanau

Sorvall® RC 26 PLUS, Heraeus, Hanau
Mikroskope ID 03, Zeiss, Jena

DMBRE, Leica, Bensheim

LSM510, Zeiss, Jena

pH-Meter 761 Calimetic, Knick
Sterilbank HLB 2472 GS, Heraeus Hanau
Tischzentrifugen Zentrifuge 5415 C, Eppendorf, Hangb

Biofuge 15, Heraeus, Hanau
Biofuge 15R, Heraeus, Hanau

Waagen Sartorius, Gottingen

2.1.4 In dieser Arbeit verwendete Software

Software Hersteller
Sigmaplot for Windows V 8.0 SPSS Inc., USA
Adobe Photoshop V 6.0 Adobe Systems, USA

Microsoft Word 2000 Microsoft Corporation, USA
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2.2 Medien und Puffer

Medium oder Puffer

Zusammensetzung

PBS

Erythrozyten-Lysepuffer

Facs Farbepuffer

13,7 mM NaCl

2,/mM

KCI

80,9 mM NgHPOy

1,5 mM

KHPO,

155 mM NBL
10%(v/v) Tris-HCL, pH=7,65

1x

pH=7,2

PBS

0,5%(w/v)  BSA

0,01%(w/v) Nahl

2.3 Antikorper und Zweitreagenzien

2.3.1 monoklonale Antikorper

Name Klon Isotyp Format Antigen Hersteller
B220 RA3-6B2  Ratte IgG, k  PE, Fitc  B-Lymphozyten  BD Pharmingen
CD3e 145-2C11 Arm.Hamster PE, Fitc, Thymozyten, BD Pharmingen
IgG1, K Bio T-Lymphozyten,
NK-T-Zellen
CD4 (L3T4) RM4-5 Ratte IgGp, kK PE, Fitc ~ T-Helfer-Zellen  BD Pharmingen
CD8a (Ly-2) 53-6.7 Ratte IgG, k  PE, Fitc ~ Thymozyten, BD Pharmingen
T-Suppressor-Zellen,
T-zytotoxische-Zellen
CD11c HL3 Armenischer Bio dendritische Zellen,  BD Pharmingen

Hamster IgG1A

intraepitheliale Lym-

phozyten
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CD19 1D3
CD21 7G6
CD23 B3B4
CD16/32 2.4G2
NK1.1 PK136
DX5 DX5

IgM R6-60.2
gD 11-26c.2a
MHCII

CD169(3D6)

MOMA-1 MOMA-1
ER-TR9 ER-TR9
PNA

Fc-Block 2.4G2

(CD16/32)

Rat 19Ga K
Rat 19Gp, K

Rat 19Ga K

Rat IgGp, K

Mouse 1gG,, K

Rat IgM, kK
Rat IgG, K
Rat IgG, K

Ratte IgM

Ratte IgM

Ratte

PE, Fitc
PE. Fitc

PE, Fitc,
Bio

PE

Fitc
PE, Bio
Fitc

B-Lymphozyten

B-Lymphozyten,
follikular dendritische
Zellen, peritoneal
Makrophagen

B-Lymphozyten

Maus Fgqll/llI
Rezeptor
NK-Zellen,
NK-T-Zellen
NK-Zellen

B-Lymphozyten

B-Lymphozyten

Metallophile
Makrophagen
Marginal Zonen
Makrophagen

Marginalsinus,

FDC, Bindegewe-

be

BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Pharmingen

Dianova

Dianova

Vector Labs

BD Pharmingen
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2.3.2 In dieser Arbeit verwendete Zweitreagenzien

Name Spezifitat Absorptionsmax Emissionsmax  Hersteller

Streptavidin Alexa Flu-  biotinylierter Antikrper 495 519 Molecular Probes, USA

or™ 488 Konjugat

Streptavidin Alexa Flu-  biotinylierter Antikrper 556 573 Molecular Probes, USA

or™ 546 Konjugat

Streptavidin-PE biotinylierter Antikorper 480/ 565 578 BD Pharmingen

(Phycoerythrin)

Alexa Fluor™ 488 goat R gt IgG(H+L) 495 519 Molecular Probes, USA

anti-rat Konjugat

Alexa Fluor™546 goat R gt IgG(H+L) 556 573 Molecular Probes, USA

anti-rat Konjugat

Fitc Farbstoff von direkt mar- 494 520 BD Pahrmingen
kierten Anitkdrpern

Streptavidin-PerCP biotinylierter Antikorper

Cy5 Farbstoff von direkt mar-

kierten Antikdrpern

2.4 Versuchstiere

Alle Mause wurden im spezifisch pathogenfreien (SBéteich des Instituts fur Medizinische
Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene der Techihien Universitat Minchen gehalten.
Alle Versuche wurden mit Inzucht Mausen im Alterigehen 8 und 16 Wochen durchge-
fuhrt. Die C57BL/6 Mause wurden vom Institut furrgechstierzichtung Charles River,
Hannover, bezogen. Die verwendeten Knockout Méauskn mindestens 6-fach auf den
C57BL/6 kongenen Hintergrund rickgekreuzt, wo ehamozygot defiziente Zucht ver-

mehrt wurden.

2.5 Zellulare Arbeitsmethoden

2.5.1 Organentnahme
Zur Entnahme von Organen wurden die VersuchstigrehdGenickbruch oder durch GO
Begasung getdtet. Die Organe wurden durch Desinfekis Operationsgebiets mit 70%

EtOH steril entnommen.
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2.5.2 Kultivierung von Splenozyten

Nach Organentnahme der Mausemilzen wurde die MiMedium Uber ein 740m Zellsieb
homogenisiert. Um die Zellsuspension von Erythreaytu befreien, wurden nach Zentrifu-
gation (1400 UpM fur 5 min) das zellpellet in 3mlyhrozyten-Lysepuffer aufgenommen

und 3 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde du#ugabe von 7 ml Medium gestoppt
und die verbleibenden Leukozyten durch Zentrifugatund nochmaliges Sieben von Zellres-
ten abgetrennt. Ein Aliquot der Zellsuspension wurd Verhaltnis 1:1 mit Trypanblau ge-
mischt und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgeZbbiée Zellen sind anhand ihrer Blau-

farbung von vitalen zu unterscheide3n und wurdehtmmitgezahlt.

2.5.3 Kultivierung von Leukozyten aus peripherem Bt

Nach Er6ffnung des Abdomens der Mause wurde einarigle (Grof3e G14) in die Aorta ab-
dominalis eingebracht und mittels heparinisiergant3e ca. 50aL Blut enthommen. Die zel-
lularen Bestandteile des Blutes wurden anschlie@erthem Lymphlyte-Gradienten einge-
bracht. Nach Zentrifugation fur 20 min trennen diglithrozyten und Leukozyten in zwei
disktinkten Schichten ab. Die weil3e Schicht derkdozyten wurde in Medium tbernommen
und zweimal mit Medium gewaschen. AnschlieRendgidadie Farbung eines Aliquots und

Zahlung in den Neubauer Zahlkammern wie oben bsudm.

2.6 Analyse von Gewebeschnitten mit dem konfokaldraser-
Scan-Mikroskop

2.6.1 Die Aufbereitung von Gewebeschnitten

Die Organe wurden nach der Entnahme in Enbettmeirma Leica) eingegossen, in-N
gekuhltem 2-Methylbutan schockgefroren und bei €8bfs zur Verwendung gelagert. Die
Gewebeblocke wurden anschlieRend mit dem MikrotoB8um dicke Scheiben geschnit-
ten und auf einen Objekttrager aufgebracht. DidsieKitrager uwrden dann 15 min bei RT
lufgetrocknet, bevor sie in eisgekihltem Acetonif fixiert und bei —80°C aufbewahrt wur-
den. Unmittelbar vor der Farbeprozedur wurden dfgetauten Schnitte in PBS fir 5 min bei
RT rehydriert. Alle nachfolgenden Schritte wurdereiner feuchten Kammer bei RT durch-

geflhrt.
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2.6.2 Farbeprozedur
Alle Organe wurden nach dem selben Farbeprotolebiahdelt.

Schritt 1: Avidin/Biotin-Block

* Pro Objekttrager werden 10l PBS/BSA-Gemisch, 10L Normal Goat serum und 1
Tropfen Avidin vermischt und aufgetragen

» anschlieBend 20 min Inkubation

e 3x5 min Waschung in PBS

* Pro Objekttrager werden 10 PBS/BSA-Gemisch und 1 Tropfen Biotin vermsicht
und aufgetragen

» anschlieBend 20 min Inkubation

e 3x5 min Waschung in PBS

Schritt 2: Priméarer Antikorper
* Pro Objekttrager werden in 20Q Antikdrper-Gemisch hergestellt. Der primare An-
tikbrper wird dabei in einer austitrierten Verdlingleingesetzt.
» anschlielend 45 min Inkubation

e 3x5 min Waschung in PBS

Schritt 3: Sekundarer Antikdrper
* Pro Objekttrager werden in 2QQ Antikdrper-Gemisch hergestellt. Der sekundare
Antikérper wird dabei in meiner empfohlenen Verdiing eingesetzt
» anschlieBend 45 min Inkubation

e 3x5 min Waschung in PBS

Schritt 4: Fixierung und Eindeckelung
» auf das noch feuchte Organ wird nun ein Tropferifélmount G aufgetragen und mit
einem Deckglaschen versehen.

« Die Gefrierschnitte kbnnen nun im Kuhlschrank far £ Woche gelagert werden.
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2.6.4 Das konfokale Prinzip

Das grundlegende Prinzip des konfokalen Lasermkis ist es, ein Objekt punktweise zu
bestrahlen und eine physikalische Wechselwirkundeingerade bestrahlten Objektstelle her-
vorzurufen (z.B. Fluoreszenz). Mittels eines Detekiwird das Signal dann punktweise ge-
messen und zu einem kompletten Bild aufgebaut.epsntlich Besondere an der konfokalen
Mikroskopie ist aber eine Blende (konfokale Blerd@inhole). Diese Blende liegt in der
Zwischenbildebene, d.h. in einer zum Focus des ddlkop-Objektivs konjugierten Ebene.
Liegtder Focuspunkt im Praparat und das Pinhok®mugierten Ebenen so liegen sie ,kon-
fokal“. Nur Licht aus dem mit dem Objektiv focusten Bereich kann das Pinhole passieren.
Licht das von Uber- oder unterhalb der Focusebenait wird weitestgehenst an der Passage
gehindert. Der Durchmesser des Pinholes legt ddsaviaObjektpunkten fest, die obwohl au-
Rerhalb der Focusebene gelegen, trotzdem zum Degpgidangen kdnnen. Dabei gilt, je klei-
ner das Pinhole desto mehr Licht auRerhalb derd-Bbende wird ausgeblendet. Die kleinste
Schichtdicke, die das LSM510 detektieren kann, 5@ nm. Das konfokale Mikroskop ist
daher tiefendiskriminierend. Gleichzeitig besitig Blende aber auch die Mdglichkeit Streu-

licht zu unterdriicken und damit den Kontrast zibgesern.

2.6.5 Der Strahlengang des Mikroskops (Abb. 6)

Als Lichtquelle dienen Laser. Verwendet wurdenAigon-Laser mit 488 nm und ein Heli-
um-Neon-Laser mit 543 nm. Das Licht wird mittelses Farbteilers in den Strahlengang des
Mikropskops gelenkt. Farbteiler (= dichroitischgri&djel ) haben die Eigenschatft, Licht nied-
riger Wellenlange, in diesem Fall der Laser zuggle Licht langerer Wellenlange wird
durchgelassen. Das abgelenkte Licht trifft nundad Gewebe und fuhrt dort zur punktweisen
Anregung. Die vom Gewebe emittierte Strahlung wiedekann, da es sich um Licht lange-
rer Wellenlange als das Licht der Laser handethgsiErlauterung zu Fluoreszenz), unabge-
lenkt die Farbteiler passieren. Anschlie3end wurctd Emissionsfilter definierter Spektralbe-
reiche sichergestellt, dass nur Licht mit der geseliten Wellenlange durchgelassen und da-
mit detektiert werden kann. Da jede verwendete ieszenz ihre separate Lasereinstellung,
Farbteiler, Emissionsfilter, Blendeneinstellung WBelichtungsdauer benétigt, besitzt das

LSM510 vier getrennt einstellbare konfokale Kanale.
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Detektor

Pinhole in konfokaler
Ebene

Objektiv

Kollimator

Farbteiler

Objektiv

L] .|l
Praparat . A l Focusebene

Abb. 6: Schema des Strahlengangs eines konfokalerikvbskops. Die rot und blau gestrichelten Linien stel-
len emittiertes Licht auBerhalb der Focusebenevdzches nicht durch das Pinhole gelangen kann.
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2.6.6 Verwendung der Fluoreszenzfarbstoffe

Im Gewebe wurden vorher durch die Immunfluoreszitmeing Antikdrper eingebracht wel-
che mit einem fluoreszierenden Farbstoff markierd.sDurch Bestrahlung eines Fluoroch-
roms mit Licht werden dessen Elektronen auf einehnéé Energieniveau angehoben. Die
Elektronen fallen schnell wieder auf das ursprighgdiEnergieniveau zurick. Die dabei frei-
werdende Energie wird in Form von elektromagnetis@trahlung freigesetzt. Diese emit-
tierte Strahlung besteht aus Licht langerer Wellege als das Licht das urspriinglich das
Fluorochrom angeregt hat. Jedes Fluorochrom haypisches Anregungsspektrum. Es sen-
det nach Anregung Licht eines charakteristischerms&onsspektrums aus. Die Fluorochro-
me, die in dieser Arbeit ausgewahlt wurden, besithe Anregungsmaximum
(=Absorptionsmaximum) im Bereich der Wellenlangs pveils verwendeten Lasers. FITC
und Alexa488 wurden mit dem Argon-Laser (488 nngeaiagt. PE und Alexa546 mit dem
HeNe-Laser (543 nm). Der Detektor nimmt die Lictdmsitat der emittierten Strahlung auf
und wandelt sie in ein elektrisches Signal um. Babton wird vom Benutzer mit der Soft-
ware des Mikrospkops frei festgelegt. Fur FITC éheika488 wurde die Farbe grin und fur
PE und Alexa546 die Farbe rot zugewiesen. Die Kommagonen der direktmarkierten Anti-
korper, bzw. von Zweitreagenzien wurde durch Tédstreso eingestellt dass die Einstellun-
gen des Pinholes und damit die Schichtdicke desrsunthten Gewebes flr jeden Farbstoff
gleich ist.

Sattigungsverhalten der Emission

Die Emission der angeregten Fluorochrome ist abgaran der Intensitat der Laser. Je hoher
die Anregungsenergie, umso mehr Photonen kénnemtabg werden und umso hoher ist

die Emissionsrate. Jedes Fluorochrom zeigt daheb&itigungsverhalten, d.h. ab einer ge-

wissen Anregungsenergie wird keine weitere Emissitaigerung mehr erreicht.

Fading
Als weiteres Problem tritt bei wiederholter Bestualy des Gewebes ein ausbleichen der Flu-
orochrome auf (=Fading / Photobleaching). Je hdleverwendete Laserintensitéat, umso

hoher ist der Farbstoffverbrauch.

2.6.7 Verwendung der Software
Bei der Lasermikroskopie mufd man um sichtbarendradm Monitor zu erhalten, mit der

der Steuerungsoftwaredie gewtinschten Objektivel asertypen sowie die Laserstérke,
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Farbteiler, Filtersets, Scan-Geschwindigkeit, Asifidbg und Pinhole eingestellt werden. Fur
jedes Fluorochrom wird ein konfokaler Kanal voraisggllt (=Track). Mit dem in dieser Ar-
beit verwendeten LSM510 kdnnen bis zu vier Flubrome in einem Scanvorgang gemessen
werden, wobei jeder hintereinander abgearbeitat.vidre oben genannten Parameter wurden
fur jeden Track grundsatzlich so gewéhlt, dassabben die gleiche Einstellung flr das Pinho-
le verwendet werden konnte und somit das dete&tlecht immer aus der selben Focusebene
stammt. Desweiteren wurde bei hdchster Detektoriemtipfhkeit die minimalste Laserener-
gie ermittelt, die ausreicht, um ein Sattigunsviemader Emission des Fluorochroms zu er-

reichen. Gleichzeitig konnte so auch das Fading-tlesrochroms minimiert werden.

Durch das selektive Scannen der einzelnen Tradkseden bis zu vier Einzelbilder die von
der Software entsprechend lbereinandergelegt wekdegt in den Einzelbildern jeweils an
der selben Stelle (X/Y Position) ein detektiertexelpunkt, so werden im zusammengefigten
Bild die korrelierenden Pixelpunkte nach dem RGBsEahema gemischt (=Kolokalisation).
Bei dem definierten griinen und roten Farbton entsexhnerisch ein gelber Farbton, der
sich deutlich von den verwendeten Grundfarben ablhebler Praxis bedeutet das, die Berei-
che im Gewebe, die von beiden verwendeten Antikdrperkiert werden deutlicher hervor-

gehoben werden, als bei der Lichtmikroskopie.
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2.6.8 Besonderheit von PE (Phycoerythrin)

Fluoreszenzspektrum von PE

Emission bei 57 8nm
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Abb. 7: Fluoreszenzspektrum von PE

Die in der Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstsiifel PE (R-Phycoerythrin), FITC und
Alexa488™ und Alexa546™. Aus Abb. 7 ist erkennloiais PE zwei Absorptionsmaxima
besitzt. Ein Absorptionsmaximum liegt bei 565 nna @mtspricht in etwa der Wellenléange
des HeNe-Lasers (543 nm). So angeregt emittietti€tE einer Wellenlange von 576 nm.
Das andere Absorptionsmaximum liegt im BereichAlaegungswellenlange die auch fur
FITC und Alexa488 verwendet wird, namlich bei 480.nn diesem Fall emittiert PE Licht
mit einer Wellenlange von 546 nm. Das heil3t, dafhl@annen des Fitc oder Alexa488™
Farbstoffes grundséatzlich auch der PE Farbstoféeeyy wird und dieser mit einer Wellen-
lange von 578 nm strahlt. Da fir Fitc und Alexa48&1ter mit einer maximalen Wellenlan-
ge von 520nm verwendet werden, kann physiklischedattierte Signal des PE Fluoroch-

roms nicht detektiert werden.

2.7 Durchflul3zytometrie
Ein Durchflul3zytometer ist ein effizientes Instrurheur qualitativen und quantitativen Un-

tersuchung unterschiedlichster ZellpopulationeneB@ den meisten Fallen mit einem zu-
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satzlichen Zellseperator ausgestattet ist, wirdRlashflu3zytometer im allgemeinen als
FACS (Fluorescence-activated cell sorter) bezeicttedlen, die zuvor mit einem Fluores-
zenzkonjugierten Antikdrper oder andersartigen isigehen Reagenzien markiert wurden,
werden hierbei in einem UberschulR an physiologisSa&zldsung durch eine Diise fokus-
siert, die einen feinen Flissigkeitsstrahl generierdem die Zellen einzeln und durch Inter-
valle getrennt vorliegen (= heterodynamische Fakuogsg). Die Zellen passieren einen La-
serstrahl. Dabei absorbieren die Fluoreszenzfdfbsttie an die Zellen gebunden sind, das
Laserlicht und emittieren wiederum Licht einer lrastten, fir sie charakteristischen Wellen-
lange.

Wie beim oben erwahnten Lasermikroskop detekti®festomultiplier sowohl die Licht-
streuung, die Aufschluld Gber die GroRe und Granétater Zelle gibt, als auch die Fluores-
zenz-Emissionen. Die Kombination von unterschiédlic Fluoreszenzfarbstoffen erméglicht
die gleichzeitige Analyse meherer Antigene auf@eerflache von Zellen. Vorrausetzung ist
hierbei wiederum dass Farbstoffe verwendt werdengetrennt messbar sind. Fluoreszenz-
farbstoffe die bei der DurchfluRzytometrie verwenderden sind FITC, PE, PerCP, Cy5. Fir
die FACS-Analyse im Rahmen dieser Arbeit wurdeanisEPerCP nur direktmarkierte Anti-
korper benutzt. Fur die PerCP-Farbung wurden bjibiéirie Priméarantikérper mit Streptavi-
din-PerCP markiert . Die Analysen der Immunfluossszerfolgte am FACScalibur Durch-
fluRzytometer mit CellQuest-Software (Becton&Dicsam, Heidelberg).

Zum Nachweis der Expression von Zelloberflachegamén wurden die zu testenden Zellen
gewaschen und in FACS Farbepuffer aufgenommen.ieg€end wurden sie bei 5 min Vor-
inkubation mit 1Qul Fc-Block 20 min mit 3Qul Primar-AK bei 4°C inkubiert. Nach zweima-
ligem Waschen erfolgte gegebenenfalls die Inkubatiit einem Sekundarreagenz fir weite-
re 20 min bei 4°C. Nach wiederum zweimaligem Wasackerden die Zellen in 2Q0 FACS
Farbepuffer resuspendiert und wurden anschlieRealgsert.
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3 Vergleich der Phanotypen der TNF/LT Knockout Mau®

3.1 Entwicklung von Lymphknoten und Peyer’'schen Plgues in
der LT ap™ Maus

Den Einflul3 der TNF/LT-Familie auf die Entwicklungr Lymphknoten und Peyer'schen
Plaques ist durch zahlreiche Untersuchungen belegten. Durch die komplette Abwesen-
heit von LK und PP in der LFFR” Maus wird diesem Rezeptor die Schliisselfunktioden
Ubermittlung von Signalen der Organogenese der K RP zugeschrieben (Futterer et al.,
1998). Der Einflul® des wichtigsten Liganden fur d&if-R, LTasf,, wurde bisher durch
Experimente mit L& und LT3 Mausen untersucht. Diese Phanotypen besitzemliaigr
nicht die selben ausgepragten Defekte wie dip-RT Maus. Findet man bei der BT

Maus immer mucosale LK (Alimanzhanov et al, 199@nKet al., 1997), so treten bei der
LTa” Maus nur in 5% der Falle mesenteriale LK auf (Dgfi egt al., 1994; Banks et al.,
1995). Ebenso ist immer noch fraglich, ob der Phimder LTa " Maus nicht durch eine

Reduzierung der TNF Expression (2) verursacht oumtuliert wird.

Um den Hauptliganden fur den BIR komplett zu eliminieren und damit eine evtl. Ras
mulation auszuschlie3en, multe eine Knockout Masstaffen werden, die sowohl fir & T
als auch LB defizient ist. Generiert wurde daher einexp¥* Maus (Alimanzhanov, Pfeffer,
Nedospasov, unpubliziert). Die$¢aus kann ebenso wie die &T Maus weder membrange-
bundenes LB, noch lésliches Las bilden. In der LT Maus bei der die Gene nicht
durch eine Neomycin-Resistenz Kassette ausgetawsseidern durch CRE-loxP vermittelte
Deletion eliminiert wurden, konnte keine Reduzigyaler TNF Expression gemessen werden.
Eine Beeinflussung des Phanoytps durch eine alteffTé&NF Expression, wie er bei den bishe-
rigen Knockoutmausstammen diskutiert wurde, istisaaszuschlie3en (Alimanzhanov,

Pfeffer, unpubliziert).

Fiur den Einflu® auf die Entwicklung von Lymphknotamd Peyer’'sche Plaques wurden diese
Mause auf das Vorhandensein von mesenterialeraqdagen, axillaren und inguinalen
Lymphknoten und Peyer’'sche Plaques hin untersiiatiei zeigte sich, dass von 95 unter-

suchten LBB** Mausen keine einzige Lymphknoten oder PP aufwies.
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Tab. 3.1: Lymphknoten und Peyer’'sche Plaques in TNET defizienten M&ausen

Genotyp Lymphknoten Peyer'sche Plaques
LTa™ in 5% keine

LTR" mucosale LK keine

TNF" alle LK vorhanden

LT ap®® keine vorhanden keine vorhanden
LIGHT" alle vorhanden vorhanden
LIGHT/LTB" reduziertes auftreten von mekeine vorhanden

senterialen LK

3.2 Vergleich der Milzarchitektur der TNF/LT defizi enten Mause

3.2.2 T/B Segregation

Wie bereits erwahnt, scheint der Mechanismus f@MdB Segregation und damit die regel-

hafte Migration der Zellpopulationen der Milz inréhvorbestimmten Kompartimente, durch

die Interaktionen von ortstéandigen Stromazellenliii, 3, exprimierenden Zellen hervorge-
rufen zu werden (3,15,17,32).

Zur Darstellung der T/B Segregation wurden B-ZehahB220 (Fitc) und T-Zellen mit CD3
(PE) gefarbt. Betrachtet man die T/B Segregatidob(A) in den TNF/TNF-RpS’SMausen
erkennt man zwar noch eine Trennung von B und Tegedalen, allerdings finden sich keine
Follikel mit Keimzentren mehr. Somit liegen die Bi&n wie ein Ring um die T-Zellen. Bei
allen LT Knockoutméausen ist diese Trennung kompalettiehoben. B- und T-Zellen liegen
gemischt um die Zentralarteriole. Vergleicht mae ldTo”, LTB” und LTBR” Maus unter-
einander, so lasst sich aber feststellen, dasBefekt bei der LB defizienten Maus am ge-
ringsten und die LB-R am gravierensten ausfallt. Die &ﬂA’A zeigt den selben Phanotyp wie
die LTa” -und LTB-R” Maus. Da somit bereits bei der &T Maus der maximale Defekt der
T/B Segregation beobachtet werden kann, reichAdadyse der T/B Segregation nicht aus,
um diese Mause nochmals von einander abzugrenizemIGHT' Maus entspricht dem
Wildtyp und die LIGHT/LTB” Maus zeigt den selben Phanotyp wie di¢LTiere. Ein

Einflul3 von LIGHT auf die T/B Segregation konntehumit diesen Daten nicht gezeigt wer-
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den. Dies gilt auch fur einen eventuellen Syneftg&evon LIGHT und LT zusammen, den
man bei den mesentrialen LK findet (Scheu et &0220

LIGHT/LT p*

Abb. 8: T/B SegregationB-Zell Bereiche griin (Anti-B220), T Zell Bereichet (Anti-CD3)
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3.2.3 B-Lymphozyten

In der weil3en Pulpa der Milz findet man vier Popialzen von B-Zellen (Tab. 3.2). Transiti-
onal 1-, Transitional 2-, reife und MarginalzonBrZellen (MZ). Unreife B-Zellen wandern
aus dem Knochenmark in die Milz und durchlaufem die Entwicklung zur reifen rezirkulie-

renden follikularen B-Zellen bzw. reifen nichtréaitierenden Marginalzonen B-Zellen (23).

Tab. 3.2: Oberflachenmarker der B-Zellen in der Milz

Oberflachenmarkemunreife B- T1B-Zelle T2 B-Zelle reife B-Zelle MZ B-Zelle

Zellen
IgM + +++ +++ + +++
lgD - - +++ +++ -
CD21 - - +++ ++ +++
CD23 - - ++ ++ -
Lokalisation KM KM, B, M M KM, B, M, M

LK

Vergleich der Oberflachenmarker die verschiedenen Eellen. Als Mal fur die Expressionsdichte wurde
() far negativ, (+) fur positiv, (++) stark positiv und (+++) am starksten positiv verwendet. Als Ablrzun-
gen fur die Lokalisation wurden verwendet. (KM) fir Knochenmark, (B) fur Blut, (M) fur Milz und (LK)
fur Lymphknoten. (nach Loder et al., 1999).

Zur Differenzierung kann man die B-Zellen anharmeiiigD / IgM Expression in unter-
schiedliche Fraktionen einteilen. Fraktion | (reézirkulierende B-Zellen) zeigen IgD-
"/IgM' , Fraktion Il (Transitional 2 B-Zellen) IgiBigM™ und Fraktion Ill (Marginalzonen
B-Zellen, Transitional 1B-Zellen, B-Zellen der Keientren und Memory B-Zellen) zeigen

IlgD"°/IgM" als Expressionsmuster (9,23).

Histologie

Beim Wildtyp laf3t sich das Farbemuster klar defieme(Abb. 10). Aul3en liegen die IgM po-
sitiven MZ B-Zellen (rot). In den Follikeln erkenmtan follikulare B-Zellen die hauptsachlich
IlgM/IgD positiv (griin) sind. Die B-Zellen im Keimagren sind IgM/IgD' und imponieren
daher rétlich. Die Bereiche der PALS ist ungefahbbder roten Pulpa findet man reichlich
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stark IgM positive Zellen, welche rezirkulierendsve B-Zellen oder auch IgM positive

Memory B Zellen sein kbnnen.

Die TNF" Maus hat zwar MZ B-Zellen, aber man erkennt ké{enzentren mehr . Bei der
LTB"‘ Maus laf3t sich die ursprungliche Architektur mitex angedeuteten Marginalzone und
Follikeln noch erkennen . In der kT, LTB”, LTap” und in der LBR’ Maus ist die folli-
kulare Anordnung ahnlich zerstort. Die scharfe Tiwerg der Marginalzone und die IgD aus-
gesparten Keimzentren sind nicht zu differenzieYgederum zeigt die L[T—R"' Maus den
deutlichsten Defekt. Hier sind nur noch einzelnékoaglomrate zu erkennen. Die Binnen-
struktur erscheint follig diffus. Vergleicht manileser Farbung die Ld” und die LTf"
Maus so erscheint diesmal eine Abgrenzung modiah Zerstérung der follikularen Struk-
turen bei der LT&BA’A Maus imponiert noch gravierender. Vergleicht mienldGHT’ Maus

mit dem Wildtyp so ist eine intakte Marginalzone@wsge eine Keimzentrenbildung festzustel-
len. Die LIGHT/LTB” Maus spiegelt den Phanotyp derf’Twieder. Ein EinfluR von

LIGHT auf die follikularen B-Zellmorphologien kotennicht gefunden werden.
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Abb. 9: B-Lymphozyten. Anti-lgD (griin) und Anti-IgM (rot)

Quantifizierung der B und T Zell Population

Von bisherigen Untersuchungen wei man, dass di/ON’ Mause keinen Defekt in der
Entwicklung der T- und B-Lymphozyten haben und gati@ Zahl der Zellen, die aus dem
Thymus und dem Knochenmark, ins Blut gelangen nigthtiziert sind. Darliberhinaus ist die

Wanderung der Lymphozyten in die Milz nicht ges{8). Bei Analysen der Zahl der B- Zel-
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len (B220 positiv) und der T Zellen (CD3 positiipdet man daher keine Abweichung vom
WT, mit Ausnahme der LF-R” Maus, bei der die Zahl der zirkulierenden T-Zekehoht ist
(Futterer et al., 1998)

80 40
. B220-Milz B CD3-Milz
1 B220-Buut 1 CD3-Blut I
60 I I 30 4 I
T I M I I T l I
= g
g 40 g 20 1
o x
20 A 104
0 0
WT LTa” LTB" LTap™ TNF" LTB-R" WT  LTo" LTB" LTop” TNF" LTB-R”

Abb. 10: Facs-Analyse der Lymphozyten in Blut und Nlz. B-Lymphozyten (mit Anti-B220 gefarbt) und T
Lymphozyten (mit Anti-CD3 gefarbt) in Blut und Milz

Wichtigstes Hauptmerkmal der kT, LTB" , LTap” , LTap** und LTBR” -Mausmilzen
und Unterscheidungsmerkmal zu der TNIRilz ist das Fehlen der MZ-B-Zellen. MZ-B-
Zellen liegen innerhalb der Fraktion 11l (IfgM™), die in allen KO-Milzen reduziert sind.
Die MZ-B-Zellen lassen sich durch die Expression @D21" und CD2¥ innerhalb dieser
Fraktion identifizieren. Dabei zeigen die FACS-Arsan (Abb. 12), dass die Anzahl der
cD21" / CD23 positiven MZ-B-Zellen in allen LT-Knockoutmausegrfikant reduziert
sind. Es lasst sich somit kein signifikanter Ustéiiede zwischen den LT-KO-M&ausen aus-

machen. Die TNF Maus zeigt hingegen eine normale Anzahl an MZ-Befie
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Abb. 11: FACS-Analyse der B-Zellen in der Milz Die Zellen wurden auf CD19 gegatédhks: Gezeigt ist

die Verteilung nach IgD/IgM Expressionsmuster. Ripeacht der Population an Fraktion | Zellen (r&miie-

renden B Zellen), R2 entspricht der Population ikfifon Il Zellen (z.B. Memory B Zellen, MZ B-Zalh). Al-

le Knockouts zeigen eine reduzierte Zahl an FraktibZellen. Rechts . Gezeigt ist die Verteilung nach

CD21/CD23 Expressionsmuster. Speziell die Popuiatier CD2/CD23" Marginalzonen B Zellen ist in allen

LT Knockoutmausen reduziert, in der TNIMaus hingegen normalinten. Saulendiagrammzusammenstellung

der Facs-Analysen.
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3.2.4 Follikulare dendritische Zellen (FDC)

FDC kénnen durch ihre Fc-Rezeptoren Antigen/Anplekomplexe binden und immunkom-
petenten B-Zellen prasentieren. In den Folliketd&t man Netzwerke von FDCs, die mit
B-Zellen Keimzentren ausbilden. Die Produktion Ymrcthaffinen IgG Antikérpern gegen
Antigene im Rahmen der humoralen Immunantwort firtddoei in den Keimzentren statt.
Uber die Herkunft und Entwicklung von FDCs ist menig bekannt (Szakal et al.,1983).
Diskutiert wird ob sich FDCs aus follikulare meskymale Zellen, retikularen Stromazellen,
oder aus Vorlauferzellen aus dem Knochenmark ekelic Man vermutet aber, dass sog.
Antigentransportierende Zellen (ATC) Antigen ausideymphsystem binden und mit Anti-
korper beladen in die Follikelbereiche der Milz dam. In der Marginalzone von
TNF/TNFR-p55 KO-Mausen, die im Vegleich zu den LTidCkout Mausen noch teilweise
erhalten ist, kann man vermehrt Zellen finden,misitiv flr einige FDC Marker sind (36).
Wodurch man zu dem Schlu? kommt, dass in diesersdfédie Marginalzone derart defekt
ist, dass eine Lokalisation von Zellen in der Magazone zwar moglich, eine Einwanderung
in die Follikel aber unmdglich ist. Das korreliexich mit der Erkenntins, dass in TNF /
TNFRp55~ Mausen Adhesionsmolekiile wie MAdCAM-1 reduziekpemiert werden, wel-
che nachweislich fur Bildung von Keimzentren begidverden (Chaplin and FU, 1999;
Neumann and Holzmann, 1996) . Interressanterwsisker Phanotyp der CXCRSlefizien-
ten Maus identisch mit der TNF / TNFRp55 defizienkdaus (36).

Histologie

Fir die Untersuchung (Abb. 18vurdenFDCs mittels CD21,35 (FITC) gefarbt. Dieser Anti-
korper erkennt Komplementrezeptor 1 (CD35) und Kiementrezeptor 2 (CD21). Diese Re-
zeptoren findet man neben Makrophagen und B-Lymytieozauch auf follikularen dendriti-
schen Zellen. Die im Bereich der Follikel und dearlyinalsinus lokalisierten B-Zellen und
Makrophagen werden nur schwach angefarbt, wohingdgeFDC’s mit ihrer starken Anti-
kérperbindung (grun) deutlich hervortreten. Typeeieise sind sie innerhalb des Follikels in
den Keimzentren lokalisiert. Um die Struktur deitavbesser hervorzuhaben wodurch die
Lokalisation der FDCs besser bewerten werden kaarge zusatzlich mit PNA (rot) gefarbt.
PNA ist ein pflanzliches Lektin welches die Zentesdten und Zentrozyten in den Keimzent-
ren bindet, in denen auch FDCs lokalisiert sindetlinern sich dabei PNA und Anti-
CD21,35 gefarbte Bereiche kommt es zur partielletokalisation, die an der Gelbfarung im

Wildtyp gut zu erkennen ist.
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Wahrend in der WT Milz FDCs im Bereich der Keimzentliegen, besitzt die TNF-/- ledig-
lich in der MZ FDCs, aber nicht in den FollikelnieCPhanotypen aller anderen LT- KO-

Mause weisen alle keine FDCs mehr auf. Ebend@iat PNA-Bindung fur Zentroblasten

und Zentrozyten zu detektieren.

Abb. 12: FDC-Netzwerke.Anti-CD21/35 (Fitc), PNA (PE)



3 Vergleich der Phanotypen der TNF/LT Knockout g&iu 53

In der Farbung der LIGHT -und LIGHT/LTB” M&use (Abb. 14) wurde ein direktmarkierter
CD21/35 Antikorper verwendet. Dieser farbt die FN€tzwerke im Vergleich zu den B-
Zellen und Makrophagen starker, welche ebensahdiliesen Antikdrper detektiert werden.
Die B-Zellen und Makrophagen werden so stark amgetias man die typische Follikelstruk-
tur erkennen kann. Die FDCs sind als vernetztedésmerende Konglomerate (durch Kreise
in der Abb. 14 makiert) sehr gut von den anderdle@einterscheiden.

Die LIGHT” Maus zeigt wie der WT eine intakte Milzstrukturt iDC-Netzwerken. In den
Milzschnitten von LIGHT/L‘B"‘ Tieren zeigt sich wiederum der Phanptyp der Milden

LTB” Mause, in denen keine FDC-Netzwerke vorhanden sind

L LIGHTILT g

Abb. 13: FDC-Netzwerke in der Milz von LIGHT " und LIGHT/LT p”Mausen gefarbt mit Anti-CD21,35
(FITC)

3.2.5 Marginalzonen Makrophagen

Die Marginalzone der Milz besteht aus einem Netkwen retikularen Zellen, die eine Art
Rahmenkonstruktion fur dendritische Zellen, spési@tte Makrophagen und Lymphozyten
darstellen, (Kraal et al., 1992).

Histologie
Die dort lokalisierten Makrophagenpopulationen ditetallophile Makrophagen (MM) und
Marginalzonen Makrophagen (MZM). MM findet man elrererhalb des Marginalsinus und
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lassen sich durch MOMAL und 3D6 (Anti-MOMA1 und ABD6 = griin) nachweisen.

MZM liegen aul3erhalb des Marginalsinus und sindTER positiv (Anti-ERTR9 = grin).

Als zweiter Antikérper wurde wiederum PNA verwendidr die Sinusepithelzellen markiert
(PNA = rot).

Ubereinstimmend kann festgestellt werden das dikrtfdnagenpopulationen in den Margi-
nalzonen der Lymphotoxin Knockouts fehlen (sieh® Alb-17). Im Gegensatz dazu sind die
MM und MZM in der TNF Knockout reduziert vorhandéne LIGHT-/- zeigt eine voll-
kommen intakte Marginalzone mit den Makrophagenfaimnen.
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Matallophile Makrophagen (MOMA-1)

Abb. 14: Metallophile Makrophagen (MOMA1). Anti-MOMA-1(griin) und PNA ( rot). Der WT und die
LIGHT ™ zeigen beide MM in der Marginalzone. In der TNfihgegen ist die Anzahl der MM schon reduziert.
LTa, LTB, LTofund LTBR defiziente Mause besitzen keine MM.
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Metallophile Makrophagen (3D6)

LIGHT™ &

!

LIGHT/LT B

Abb. 15: Metallophile Makrophagen (3d6=Sialoadhesin Anti-3d6 (grtin) und PNA (rot).
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Marginalzonen Makrophagen (ER-TR9)

LIGHT

LIGHT/LT B

Abb. 16: Marginalzonen Makrophagen (ERTR9).Anti-ER-TR9 (griin) und PNA (rot).

Die Histologien der Makrophagenpopulationen irncl?x'f}"A Tieren entspricht den der kT
Tiere. Neue Hinweise bzgl. weiterer Unterscheidgsurerkmale zwischen diesen Mausen
ergeben sich somit nicht. Auch bei den LIGHT-Mauseigt sich das erwartete Bild. Die
LIGHT” Mause besitzen alle Makrophagenpopulationenl i@ T/LT 7~ Mause zeigen
den Phanotyp der LT Maus.
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3.2.6 Dendritische Zellen
Dendritische Zellen (DC) sind Zellen welche Antideocheffizient transportieren, prozessie-

ren und T-Zellen prasentieren kdnnen.

Unreife DCs befinden sich im Bereich der periphgi®@. Die Fahigkeit von unreifen DCs
zur Antigenprasentation durch MHC Komplex und Kimstiation ist nur sehr schwach aus-
gepragt. Im Falle eines Antigenkontaktes komn#wrsveiteren Reifung der DCs, welche
mit einem Funktionswechsel einhergeht. Die Fahigke T Zell Stimulation durch Anti-
genprasentation und Kostimulation verbessert snthgleichzeitig erlangen sie auch die Fa-
higkeit in die Lymphknoten und anderen sekund§raphatischen Organen (Grouard et al.,
1995) zu wandern. In den sekundarenlymphatischgar@n primen die DCs naive T Zellen,
welche im weiteren Verlauf wiederum B Zellen akenén konnen. Fir die Funktion der DCs
ist also grundsétzlich die Reifung im Entziindungsgfe sowie ein chemotaktischer Gradient
aus den sekundarenlymphatischen Organen nétig.t $&sraine ungestoérte Architektur der
sekundarenlymphatischen Organen wichtig fir dieHD@ktion (Steinmann et al.,1991).
Heute unterscheidet man nach Oberflachenmarkernemeefiypen von DCs. Myeloide DCs
(CD11b/CD8/CD4), lymphoide DCs (CD1IKCD8'/CD4) und die B220 plasmozytoiden
DCs (Shortman and Liu, 2002; Vremec et al., 200@.DCs findet man hauptséchlich in
den T Tell Zonen der lymphatischen Organe, wohirgetje CD8zunachst hauptsachlich im
Bereich der Marginalzone zu finden sind. Allerdimgeh Antigkontakt kénnen diese DCs

ebenso in die T Zell Zonen wandern (Banchchereal,62000).

Betrachtet man den Einflu3 von TNF und LT auf diviicklung und Funktion von DC so
sieht man das interessante Bild, das Signale idreTIF/ TNFRp55 Weg die Entwicklung
und Reifung der DCs im Knochenmark zwar beeinflasaber nicht das Wanderverhalten in
die sekundarenlymphatische Organe (32). Das LTe8ys$lingegen beeinflusst die Reifung
im Knochenmark nicht. Bei fehlenden Signalen dutak LT-System kénnen die Zellen aber

nicht in die vorgesehen Kompartimente von Milz wkdwandern (32).

Histologie

Untersucht wurde die Lokalisation von dendritiscEetlen (DC) innerhalb der Milz. Gefarbt
wurde mit Anti-CD11c (griin) und Anti-MHCII (rot).ediglich DCs expremieren sowohl
CD11c, alsauch MHCII gleichzeitig und kénnen dalerch die im konfokalen Mikroskop

auftretende Kolokalisation, detektiert werden.
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Im Wildtyp (Abb. 18) erkennt man eine Haufung vo@9in der PALS, sowie um die B Zell

Follikel, vornehmlich im Bereich der sog. ,bridgichannels®.

Die TNF” defizienten Mause zeigen genau wie die WT-M&ussati Phanotyp. Also keine
Storung in der Migration des Dcs. Bei dend. LTp, LTap defizienten Mausen sind die DCs
zwar vorhanden, aber diffus im Follikel verteileiRler LTB” Maus ist auffallig, dass man
die Follikel noch am besten abgrenzen kann. IL@@R’™ Maus lassen sich tiberhaupt keine
DCs nachweisen. Somit weif3t die fR’ erneut einen ausgepragteren Defekt als dig’LT
und die LTop** Mause auf. Die LIGHT Tiere zeigen keine Veranderung gegeniiber dem
WT. Die LIGHT/LTB” zeigt eine vergleichbare Veranderung wie bei det’LMaus. Somit
ist auch bei der Darstellung der dendritischenefeih der Milz kein Einflu® von LIGHT er-
kennbar. Das Fehlen von MHCII-Komplex und CD1DEs in der LB-R Ko ist tiberra-
schend und konnte leider im Rahmen dieser Arbefitrdurch weitere Untersuchungen veri-

fiziert werden.
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Abb. 17: DC-Féarbung. Anti-MHC-Klasse Il (rot), Anti-CD11c (griin)

3.2.7 Natural Killer Zellen (NK Zellen) und NK-T-Zé&n
Bei NK und NK T Zellen handelt es sich um Zellptationen die sich aus den haematopoie-

tischen Vorlauferzellen entwickelt haben und fieg Bntwicklung von Lymphknoten und
Peyer’'sche Plaques wichtig sind (29).
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Es wurden sowohl NK Zellen (Abb. 19) als auch NKza@Hen (Abb. 20) in der Milz und Blut
untersucht. NK Zellen wurden durch die gleichzeititxpression der Oberflachenmarker
NK1.1 und DX5 identifiziert, NK T Zellen durch dExpression von NK1.1 und CD3.

Die LTa, LTB, LTap und die LBR Knockoutmause weisen alle eine signifikante Reduz
rung der NK1.1/DX5 positiven Zellen, sowohl in déiiz als auch im Blut, auf. Ein anderes
Bild ergibt sich bei der Betrachtung der NK1.1/Cp&sitiven Zellen. In der Milz ist keine
Veranderung zu beobachten, aber im Blut ist did dahNK T Zellen in der TN&, LTa,

LT, LTap und LTBR Knockoutmaus signifikant i. vgl. zum Wildtyp redert.
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1.6% 1,6%
LTap” LTB-R"
14% 0.1%

Prozent

NK1.1 - DX5 (Milz)
[ NK1.1/DX5
WT  LTo* LTB* LTop* TNF+ LTB-R*

Prozent

NK1.1 - DX5 (Blut)
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Abb. 18: Darstellung der NK Zellen in Milz und Blut. Anti-NK1.1 (PE) und Anti-DX5 (Fitc).
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Abb. 19: Darstellung der NK-T Zellen in Milz und Blut. Anti-NK1.1 (Fitc), Anti-CD3 (PE).
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4 Diskussion

4.1 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie

Ziel der Arbeit war die detaillierte Analyse vonv&ben und Zellpopulationen von Knockout
Mausen mit inaktivierten Genen der TNF/LT Superfi@nNach der Analyse von tber 100
Gewebeschnitten mit dem konfokalen Lasermikrosksptlsich auf jeden Fall sagen, dass
das diese Technik in der molekularbiologischen Reuwicher und valide angewendet wer-
den kann. Desweiteren zeigen sich mehrere Vorgedgeniber der herkdmmlichen Lichtmik-
roskopie. Ein deutlicher Vorteil liegt in der Ze#parnis. So lasst sich durch die kiirzeren
Farbeschritte und die automatische DigitalisierdagBilddaten deutlich Arbeitszeit einspa-
ren. Das Photographieren der Schnitte, das Entinader Fotos und die dann zuséatzlich ewvtl.
notige Digitalisierung fallen nun weg. Die Datendgsbereits am Tag der Farbung beliebig

einsetzbar.

In der konfokalen Lasermikroskopie wird, ahnlicrevin der DurchfluRzytometrie, ein fluo-
reszierender Stoff (=Fluorochrom) durch einen Lasgreregt und anschlie3end die emmi-
tierte Lichtmenge jedes einzelnen Fluorochromsksiglerfal3t. Man bendtigt also keine
chemische Farbereaktion mehr, bei der u.a. auatecagene Stoffe wie Etidiumbromid ein-
gesetzt werden. Bei der Lasermikroskopie benéteyt keine chemische Farbreaktion des
Zweitreagenz, die natirlich genau wie die Binduog Primarantikdrper und Zweitreagenz
spezifisch ablaufen muf3. Sondern man verwendedrlrag Wellenlangen die nur von einem
Fluorochromen absorbiert werden konnen. Nebenhbaidi mit einem Fluorochrom direkt-
markierte Antikorper eingesetzt werden. Moéglichekareaktionen zwischen gleichzeitig
eingesetzen Primarantikdrpern und den Zweitreagerfailen nun zusatzlich weg. Die Ver-
wendung von Primarantikérper und einem mit eineaofichrom gekoppelten Zweitreagenz
hat aber qualititiv bessere Ergebnisse gebracmitSnul? weiterhin bei der Zusammenstel-
lung von Primé&rantikdrpern fur eine Farbung akchisauf die unabh&ngige Bindungsverhal-

ten von Antikérper und Zweitreagenz geachtet werden

Als Verbesserung zur normalen Lichtmikroskopiedialh auch die Méglichkeit der besseren
Darstellung der Kolokalisation von mehrern Antikémp auf derselben Zelle gezeigt (siehe
Material und Methoden). Zellsubpopulationen wie ZBeispiel verschiedene Typen von DCs

kdnnen nun besser identifiziert werden.
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Wurde bei der Lasermikroskopie die sichtbare Fatiren nach makroskopischer Beurtei-
lung gestoppt ohne das tatsachliche Farbeergebkisskopisch beurteilen zu kénnen, bietet
das Laser-Scanning Mikroskop nun die Mdéglichkeitath Anpassen der Laserstarke und De-
tektorenempfindlichkeit wahrend des Scan-Vorgang®aentliche Farbung zu steuern.
Hierdurch kann eine optimale Bildqualitat sicheddeicht reproduziert werden. Dartberhi-
naus ist auch ein mehrfaches Wiederholen des 8narmaoglich ist. Leider entsteht durch
die Moglichkeit Laser und Detektoren verstellerkdanen auch die Gefahr das durch zu ho-
hen Laserenergien oder zu empfindlich eingestdlietektoren falsch positive Ergebnisse

entstehen.

Konfokale Bilder zeigen normalerweise nur die deesten Farben. Der Hintergrund ist da-
her grundsatzlich schwarz und bietet so einen idbeth Kontrast. Die eigentliche Farbung
kann so sehr detailliert analysiert werden. Willnadlerdings die raumliche Verteilung in ei-
nem Organ, z.B. in innerhalb weil3en Pulpa in dde Meurteilen, so muf? man geeignete
Strukturen zusatzlich anfarben. Zum Beispiel dukaférbung von Zentralarteriole und
Marginalsinus mit PNA (peanut agglutinin) kann dieil3en Pulpa von der roten Pulpa ab-
grenzt werden. (Abb. 21).

JZentralarteriole
/

Marginalsinus
P

-
J

Keimzenfrum

Abb. 20: Darstellung der Milzstruktur mit PNA (rot) zur besseren raumlichen Darstellung.

4.2 Phanotypischer Vergleich von TNF/LT defizienterMause

Neue Daten verbessern das Verstandnis Gber diedvieschen, die die Funktion der Ligan-

den und Rezeptoren der TNF/LT-Familie bei der Eckling sekundérenlymphatischen Or-
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ganen ausuben. Betrachtet man den Aufbau von sakemiggmphatischen Geweben, so muf3
man feststellen, dass alle eine ahnliche Grundstr@ufweisen. T Lymphozyten und dendri-
tische Zellen werden von B Lymphozyten umgebengdmeinsam mit follikular dendriti-
schen Zellen in den B Zell-Arealen sekundare Fellikit Keimzentren ausbilden. Die Ver-
mutung, dass ahnliche Mechansimen die Entwicklurdyfeunktion dieser Organe steuern,
liegt daher sehr nahe. Einer der wichtigsten Meismaen liegt sicherlich in der Interaktion
von LTB-R positiven Stromazellen mit einwandernderuifli expremierenden LITC-Zellen
(Mebius et al; Tumanov et al.2003). Ein deutlicheiz fir diese These zeigt die R de-
fiziente Maus. Keine Lymphknoten, keine Peyer’'scRé&aques und die am deutlich zerstor-
teste Milzarchitektur ( Futterer et al. 1998 ).Hgis konnte kein weiterer einzelner Rezeptor
oder Ligand gefunden werden, der einen vergleigbarassiven Einflu auf die Entwick-

lung von sekundarenlymphatischen Gewebe hat.

Als wichtigster Ligand fand man das membrangebueddm, 3, (Browning et al., 1993;
Browning et al., 1995; Ware et al., 1995), welches ruhenden und aktivierten Leukozyten
exprimiert wird. Knockout Mause, bei denen die GEneadie Liganden,L& (Banks et al.,
1998., 1995 ; De Togni et al., 19%tler LT (Alimzhanov et al., 1997; Koni et al., 1997,
Alexopoulou et al.,1998), eliminiert wurden, saflteigentlich einen vergleichbaren Defekt
aufweisen wie die LJ-R defiziente Maus. Die Phanotypen dieser Mausigen aber ande-
res Bild. Die L‘IB"‘ Maus zeigt neben der Ausbildung von mukosalen mi€égentriale und
cervikale) auch einen, relativ zur &T und LTBR"‘, geringeren Defekt in der Milzarchitek-
tur (Abb. 22). Die LT hat zwar bereits eine zerstorte Milzarchitektunlih der LTBR™
aber immer noch entwickeln sich bei ihr in 5% dalld-mesenteriale LK. Man sollte daher
annehmen, dass am B-R entweder noch weitere Liganden binden konneer aler, dass
es neben dem PR noch andere Rezeptoren gibt die durch die Ligande: und LT akti-
viert werden und EinfluR auf die Entwicklung dexksndarenlymphatischen Geweben aus-

tiben konnen.

Betrachtet man zunachst die Frage nach weiteread®azn flr die LT Liganden muf3 man
die bisher bekannten Daten der Analyse den’LMause betrachten. laTkann nicht nur am
LTBR binden sondern auch an den Rezeptoren TNFRpS5RPR5 und HVEM (Paul an
Ruddle, 1988; Lewis et al., 1991; Loetscher et1®190; Smith et al., 1990; More et al., 2000 ;
Salio et al., 1999 ; Harrop et al.,1998.). Der Ritgm der LTo. defizienten Maus darf also

nicht auf die Interaktion mit dem ISFR minimiert werden, sondern bedarf einer umfangrei
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chen phanotypischen Analyse der weiteren mit inferagierenden Rezeptoren. Eine der
maoglichen Rezeptoren ist HVEM. Allerdings zeigt f¢EM” Maus bei der Analyse der
Milzarchitektur keinen Unterschied zum Wildtyp. &stwickelt sich eine normale Marginal-

zone, B Zell Follikel und Keimzentren. T Zell- uBdZellbereiche liegen getrennt.

Als weitere Rezeptoren kommen TNRp55 und TNFRp7/=rage (Pasparkis et al., 1996;
Marino et al., 1997 ; Pasparkiset al., 2000 ; Koetal., 1997). Aus den Analysen der jewei-
ligen Knockout Mause weild man, dass der EinfluBati®ezeptoren nur die Entwicklung der
Marginalzone und die Entwicklung, Reifung und Migva der FDCs betrifft. Dartiberhinaus
findet man in der TNF und der TNFRp55 Maus Defekte in der Entwicklung der Pey-
er'schen Plaques. Hier kommt es zur DurchmischumgWVB Zellbereichen und zum Fehlen
von FDCs (31,35).

Zusammengefal3t lasst sich sagen dassdurch Interaktion mit den Rezeptoren HVEM, den
TNFRp55 und TNFRp75 nicht fur die starke Zerstgrder T/B Segregation und der Margi-
nalzone verantwortlich gemacht werden kann. Eidlisher, indirekter Beweis fir die ge-
ringen Einflul der TNF-Rezeptoren ist auch der \&ch von TNF~ Maus mit TNFRp5%

und TNFRp7% Mé&usen. Wiirden namlich Signale durcholviermittelt werden, miissten die
TNFRp55~ und TNFRp7% Méause einen Phanotyp mit ausgepragteren Defeksediea TNF
KO Maus aufweisen. Allerdings sind alle diese M&pis@notypisch &hnlich, bzw die

TNFRp55 Maus kann keine weitereichendere Defekieeisen.

B220-Fitc
CD3-PE

Abb. 21: Vergleich der TNFRp55~ Maus mit der TNF”". Beide zeigen in der T/B Segregation das gleiche
Bild. Ringférmig um die T Zellen (CD3, rot) angeagate B Zellen (B220, grtin). Die Trennung von T &nd

Zellbereiche ist somit in beiden Mausen noch vodesn
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Bleiben die Vermutungen das entweder eine restidtizvierungsfahigkeit des LA-R in den
LTa” bzw. LT3 M&use erhalten blieb, bzw. das doch noch weitebekannte Liganden am
LTB-R binden kdnnen.

Um der Vermutung nach Restaktivierung de$iR in den LTa oder LT Knockouts nach-
zugehen, wurde eine kB doppelt defiziente Maus hergestellt. In dernpt” Maus bei der
die Gene nicht durch eine Neomycin-Resistenz Kessetsgetauscht, sondern durch CRE-

AA Maus kei-

loxP vermittelte Deletion eliminiert wurden. Intesanterweise ist in der
ne alterierte TNF Expression gemessen worden, sviéradie LTo” Maus beschrieben ist.
Betrachtet man den Phanotyp deroz[.’ﬁi"A Maus so zeigt sich zum Einen, dass sind keine LK
mehr nachweisbar sind. Das heif3t, eliminiert ménlal Liganden so scheint der Signalweg
Uber den LB-R so stark eingeschrankt zu sein, dass keine LKr mebildet werden kdnnen.
Betrachtet man nun weiter die Milzarchitektur, &sst sich feststellen dass dieo/TMaus

und LTaf** Maus identische Phéanotypen besitzen. Betrachtetausétzlich die Histologien
der LTB-R Maus so kommt man allerdings zu dem Eindrucksdhe weil3e Pulpa im Ver-
gleich zur roten Pulpa noch in der f-R noch starker zuriickgedrangt und zerkluftet ist
(Abb. 4.3). Eine eindeutige Aussage liefert leidigidie Farbung der dendritischen Zellen in
der Milz. In der LB-R Maus sind keine DC mehr nachweisbar gewesettefit. To"und

LT ap-/- Maus allerdings schon. Leider lie3 sich diBeebachtung noch nicht durch ein an-
deres geeignete Verfahren nachweisen. Auch naaftitateven Untersuchungen durch Facs-
Analysen konnte bisher noch kein eindeutiger Untaesl bei den DC-Populationen der Milz
festgestellt werden. So zeigend'T, LTop** und LTB-R”" alle eine ahnliche Anzahl an B-
Lymphozyten, T-Lymphozyten und NK, bzw NK-T Zelldgine parallele Untersuchung aller

Knockout Tiere sollte zukinftig durchgefuhrt werden
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Abb. 22: Vergleich der Milzen von LTa™”, LT ap** und LT B-R ” Mausen Anti-IlgM (rot) und Anti-IgD
(griin) Farbung. Zeigen latund LTap eine &hnlichen Phanotyp mit Verlust der Margina&oB Zellen , Folli-

keln, Keimzentren, so wirkt die Milzarchitektur deFp-R noch deutlich massiver beeintrachtigt

4.3 Ausblick

Betrachtet man also den BRezeptor, wie in der Literatur beschrieben, dddiBselglied in
der Ubermittlung von Signalen dar, die zur Entwicld von sekundarenlymphatischen Orga-
nen wichtig sind. Inzwischen wurde der MechanisihersZell-Zellinteraktion von LJ-R po-

sitiven Stromazelle und LakB, produzierender LITC-Zelle weiter erforscht (19.23,42).

Mehrere Einzelprozesse sind notwendig, um eindhmaffe Stimulation des LR zu ge-
wabhrleisten. Zum einen Bedarf es der Migration idw, 3, exprimierenden Zellen, welche
durch Chemokine gesteuert wird (6). In den T Ze#beEhen produzieren die Stromazellen in
Abhangigkeit von LT3, die Chemokine CCL19 und CCL21 und ermdglichenisduvigra-
tion von DCs und T Lymphozyten, welche den CCR7dpéear fir genau diese Chemokine
expremieren. Im B Zellbereich ist es das Chemoki€CC1l3, das CXCR5 positive B Zellen
und FDCs einwandern lasst. Die Beeinflussung derdition von unterschiedlichen Zellpo-
pulationen durch Chemokine und ihre Rezeptorerft thbei nicht komplett getrennt zwi-
schen T —und B Zellen ab. Es konnte gezeigt werdigss T Helfer-Zellen nach Exprimie-
rung des CXCR5 Rezeptors in B Zell Follikel einwamdund so Einflul3 auf die Immunglo-
bulinproduktion nehmen (6,10).

Ein weiterer wichtiger Prozel3 ist die Interaktimn Adhesionsmolekilen und Integrinen. In

den Lymphknoten und Peyer'schen Plaques zeigenrsilieungen, das sowohl fur die Aus-
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bildung der ersten Lymphknotenanlagen die Stronez&CAM1 exprimieren, genauso wie
die LITC mit dem Integrimu4pl an VCAM1 der Stromazellen binden knnen und saZaill-
interaktion verbessern (30). Leider gibt es biste@ne ahnliche Daten fur die Milz. Interes-
sant dabei ist, dass der Zelltyp welchewk exprimiert und so die LAR Stromazelle sti-
muliert, gleichzeitig von dem Produkt der Stimuati den Chemokinen und Adhesionsmole-
kilen der Stromazelle, angelockt wird. Somit konemtsich selbst verstarkender Kreislauf in
Gang, der in einer Akkumulation von biB, produzierenden Zellen um die Stromazelle en-
det.

Kommt es zur Stérung von Migration, Adhesion unitn8tation so lauft dieser Kreislauf nur
suboptimal ab. So zeigen sowohl die CXCR8s auch die TNF Maus eine ahnliche T -und
B Zellverteilung in der Milz (19). Die B Zellen gen zwar um die PALS, die Migration in

die Milz ist also in beiden Tieren nicht eingesctkti aber es fehlen FDCs in der weil3en Pul-
pa, wodurch sich keine Follikel ausbilden kénneh 15). Die B Zellen liegen in beiden gen-
defizienten Tieren wie ein ,Ring* um die T Zelldn.der TNF" Maus ist dabei entweder die
Marginalzone und/oder die Entwicklung der FDCs Keteodurch die Migration der FDCs
gestort ist (34,35). In der CXCR9Maus ist zwar die Marginalzone intakt und die FIXGs-
nen sich normal entwicklen, aber es fehlt der @ignete Rezeptor damit die FDCs migrie-

ren konnen .

Bei der Entstehung von Lymphknoten, Peyer'schequla und der weil3en Pulpa der Milz
ist die primare Induktion zur Stimulation der Stiamsllen der entscheidende Moment. Dabei
sind zur Zeit nur Daten aus den LK und PP verflugabdiesen Organen kommt es durch
IL-7, bzw. bei den LK zusatzlich durch TRANCE Zzaitialen Stimulation der
CD3CD4'CD45'IL-7R* haematopoietischen Zellen (LITC). Hierdurch getader oben be-
schriebene Ablauf in Gang, der in der komplettelNdsing von LK und PP resultiert (30). In
diesem Zusammenhang weisen die ILZ7id die CXCR3/CXCL13" Mause ein Fehlen
von fast allen Lymphknoten bis auf den mesentrialépauf. Als doppelt defiziente
IL-7"/CXCR5" Maus hingegen fehlen alle LK (29). Somit kann marct Einschrankung
der Induktion als auch der Migration der LITC, dmtben Defekt erreichen, den auch ein
Ausfall des LBR hatte. Die Signale, die in den LK und PP digatetLTo,p, Produktion
auslésen sind bekannt, in der Milz aber noch urigekhllerdings wurde bereits geklart, dass
in der Milz der adulten Maus der Hauptteil desukff, von B —und der kleinere Teil von T

Lymphozyten gebildet wird. T und B Lymphozyten stlpielen bei der Entwicklung von
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LK und PP keine Rolle (42). So bleibt festzuhalass die Zelltypen, die an der Interaktion
mit den Stromazellen beteiligt sind, in den versdenen sekundarenlymphatischen Organen
noch nicht vollsténdig identifiziert wurden. So wen Versuche, in denen die Produktion von
TNF/LT — Liganden und Rezeptoren selektiv in versdanen Zellpopulationen blockiert
werden, neue Aufschlisse dariber bringen, welcipfrilationen an der Entwicklung von

sekundarenlymphatischen Organen beteiligt sind @now et al.2003)

Einer der wohl interessantesten Punkte bei deaBletung der Entwicklung von sekundéren-
lymphatischen Gewebe sind die Unterschiede beledawicklung des mesenterialen und des
cervikalen Lymphkntoten. Warum gerade der meseaigeund auch der cervikale Lymph-
knoten sich in einigen Knockout Mausen entwickednik in denen ansonsten keine andere
Lymphknoten entstehen, bleibt nach wie vor SpelanaVielleicht liegt hier das Grundni-
veau der Stimulation der Stromazellen héher atteemrestlichen LK (??7?). Allerdings sollten
in diesem Zusammenhang nochmals die Darm-assezii@D3CD4'CD45'IL-7R* haema-
topoietischen Vorlauferzellen (LITC) in Betrachizggen werden. Diese LITC, die nachweis-
lich fur die Ausbildung und Entwicklung von LK umP wichtig sind, stellen gleichzeitig ei-
ne Vorlauferstufe fiir NK Zellen dar. Bei der &T Maus, welche weder Mucosa-assoziierte
LK, noch eine normale Anzahl und Funktion von NKI&e besitzt (13,39), wurde eine ge-
ringere Anzahl an haematopoietischen Vorlauferndidstgestellt (21). Es stellt sich die Fra-
ge, ob diese Zellen, die sich im Bereich des Dantwickeln, fur das Auftreten von mesen-
terialen Lymphknoten in der [T und LTa”” Maus verantwortlich sind. Leider wurde die
LTB” Maus noch nicht bzgl. der Zahl der LITC untersuthilleicht konnte ein Vergleich

der Anzahl an LITC in der LI und LTa” Maus eine Erklarung fir das Auftreten der me-

senterialen und cervikalen LK liefern.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde systematisch eine verglaickeeAnalyse der Rolle von Tumor Nekro-
se Faktor und Lymphotoxinen sowie dem LymphotdXkiRezeptor bei der Aufrechterhaltung
der dynamischen Architektur von lymphatischen Oegardurchgefuhrt. Hierzu wurden
Mauslinien herangezogen, die einen genetischenkDefaes oder mehrer dieser Molekiile
aufweisen. Dabei stellte sich nach eingehendeny&ral heraus, dass der AR die Schlis-
selfunktion bei der Ontogenese von Lymphknoten Rager'schen Plaques einnimmt, sowie
fur der Entwicklung und Aufrechterhaltung der dynsech organisierten Milzstruktur essen-
tiell ist. Durch Untersuchungen der b.ﬂ'A/A defizienten Mauslinie konnte gezeigt werden,
dass sowohl im Hinblick auf die Entwicklung der Lghknoten und Peyer’schen Plaques, als
auch der Milzarchitektur, die Eliminierung von &Tind LTB zusammen ausreicht, um einen
Phanotyp zu erhalten, der gréRere Defekte aufwad#litiie Eliminierung von Ld oder LT3
alleine. Die Analyse der Defektsituation in Ligandg&Tap) und Rezeptor (LPR) defizien-
ten Mauslinien weist keine vollstandige Kongruener dPhénotypen auf, da in OPB-
defizienten Tieren, im Gegensatz zufR’ Tieren noch mesenteriale Lymphknoten nach-
weisbar sind. In der LAR- defizienten Maus ist ebenfalls eine gro3ere Kiafespragung in
der Milz gegeniiber den I6B™ Tieren zu erkennen. Méglicherweise spielen hieféleiende
Dendritische Zell- Subpopulationen innerhalb detzMion LTBR” Mausen, die im Rahmen
dieser Arbeit aufgezeigt werden konnten eine wightRolle. Die Analyse von LIGHT Tie-

ren und die Kreuzung von IBF mit LIGHT- defizienten Tieren zeigte, dass LIGIK&ine es-

sentiellen Funktionen bei der Organisation der Btithitektur hat.

Im technischen Abschnitt dieser Arbeit konnte ggizelerden, dass die histologische Analyse
von Gewebeschnitten mit dem konfokalen Laser-ScanMikroskop ein zeitsparendes und
qualitativ Uberlegenes Verfahren ist, das zum euneter dem Gesichtspunkt der Nachbear-
beitung und Archivierung, zum anderen bei der tietgien Analyse von Zellpopulationen,

z.B. in Milz und Lymphknoten, deutliche Vorteileegeniber der konventionellen Fluores-
zenz- Lichtmikroskopie bringt.. Nicht zuletzt aueskn Grinden ist die konfokale Laser
Scanning Mikroskopie zur Analyse von Zellen und @ben das Standardverfahren in inter-

nationalen Publikationen geworden.
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