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Ob Microarrays untereinander verglichen werden können, hängt von Scale Factor ab. Da 

dieser Wert für alle Präparationen statistisch innerhalb des Toleranzbereiches (1,0±0,6) 

lag, waren alle Präparationen untereinander vergleichbar.  

 

3.1.3.2 Bestätigung der neuen Methode zur Identifizierung FDC-spezifischer 

Gene  

Das Expressionsmuster von dissektierten FDC-Netzwerken wurde mittels Microarray-

Technologie generiert. Vor einer bioinformatischen Analyse wurden die Microarrays auf 

Signale typischer FDC-Gene untersucht. Die generierten Microarrays der sortierten 

follikulären B-Zellen und Keimzentrums-B-Zellen dienten dabei der Kontrolle. 

Charakteristische Gene für FDC wie CXCL13, Clusterin, Mfg-e8, BP3, CXCL12, Vcam-

1, Gja1, Dsg2, Prionen-Protein (Prnp) und Madcam-1 wurden in den FDC-Netzwerk,- 

aber nicht in den B-Zell-Präparationen gefunden (Anhang, Tabelle 14 und 15)28,66,75-78. 

Dagegen wurden B-Zell-Gene wie Ms4a1 (CD20) und CD1979 nicht nur in den B-Zell-

Präparationen, sondern aufgrund der Kolokalisierung mit FDC auch in den Netzwerk-

Präparationen gefunden. Die Signalstärken typischer B-Zell-Gene waren auf den 

Microarrys von FDC-Netzwerk- und B-Zell-Präparationen vergleichbar und erleichtern 

somit die bioinformatische Subtraktion der B-Zell-Signale von den Signalen der FDC-

Netzwerke. 

Diese ersten Analysen der Microarray-Daten zeigte, dass mit der neuen Methode der 

Laser-unterstützen Mikrodissektion und des Microarrays ein Nachweis FDC-spezifischer 

Gene möglich ist und somit ein nützliches Werkzeug für die Analyse der Genexpression 

von FDC bereitsteht.  

 

3.1.3.3 Bioinformatische Auswertung zur Ermittlung FDC-spezifischer Gene 

Die Microarray-Daten wurden mit der GCOS-Software verarbeitet und unter Verwendung 

verschiedener Algorithmen in MS-Excel ausgewertet. Die Auswertung der Datensätze 

erfolgte anhand der Werte für Signalstärke, Detektion, Signal Log Ratio und Change Call. 
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In den dissektierten Arealen befinden sich fast ausschließlich FDC und B-Zellen. Um  

Signale spezifischer B-Zell-Gene (inklusiv housekeeping-Gene) zu subtrahieren, wurden 

die Microarrays der dissektierten Zellen mit denen der B-Zell-Präparationen des 

korrespondierenden analysierten Zeitpunktes verglichen.  

 

Zuerst wurden Gene ausgeschlossen, die in den B-Zell-Präparationen detektiert (present) 

wurden und eine Signalstärke von ≥100 hatten. Zur Anreicherung von Genen mit 

signifikanter Signalstärke wurden FDC-Kandidaten-Gene ausgewählt, die an einem 

Analyse-Zeitpunkt in ≥75% mindestens 3-fach höher exprimiert waren (Signal Log Ratio 

>1,58) als in B-Zellen. Zusätzlich mussten diese Gene in allen Vergleichen als Change 

Call ein increase (Anstieg) ausweisen. Kandidaten-Gene mussten außerdem an 

mindestens einem der drei Analyse-Zeitpunkten auf beiden Duplikaten als present oder 

marginal detektiert worden sein. Die Liste der Gene umfasste nach der Analyse 365 

Kandidaten-Gene.  

 
Im nächsten Schritt wurde eine Unterteilung zwischen regulierten und nicht regulierten 

Kandidaten-Gene im Laufe der Immunantwort vorgenommen. Dazu wurden die 

Microarrays der FDC-Netzwerke untereinander verglichen. 

 

Gene, die in mindestens 75% der Vergleiche als Change Call ein increase (Anstieg) oder 

decrease (Abfall) und einen Quotient des Expressionsunterschieds (Signal Log Ratio) von 

mindestens 0,58 (≥1,5-fach) auswiesen, wurden als reguliert akzeptiert. Gene, die ein no 

change (unverändert) bzw. einen kleineren Unterschied aufweisen, wurden als nicht-

regulierte FDC-Kandidaten eingestuft. Darüberhinaus mussten diese Gene auf ≥75% der 

Microarrays als present oder marginal detektiert worden sein. Dadurch ergaben sich 284 

nicht regulierte und 81 regulierte Gene im Laufe einer Immunantwort. Eine Liste der 

Gene befindet sich im Anhang (Tabelle. 14 und 15). Die hier verwendeten Parameter und 

Algorithmen zur Auswertung der Microarrays stehen im Einklang mit der Literatur76,80-82. 

 

Zur Ermittlung signifikant regulierter Gene wurde die Signal Log Ratio der 81 

Kandidaten-Gene dem Student t-Signifikanztest (t-Test) unterzogen. Ermittelt wurden 43 
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Gene, die mit einem Signifikanzniveau von p<0,05 als reguliert bestätigt wurden. Von den 

43 Genen wurden 27 Gene (etwa 2/3) während der Immunantwort hochreguliert und nur 

16 Gene (etwa 173) herunterreguliert. Unter den Genen, die in der Immunantwort 

hochreguliert werden, befand sich das für sekundäre FDC beschriebene Prionen-Protein83. 

Im Anhang (Abb. 61) ist die Clusteranalyse der signifikanten Gene in einem 

Dendrogramm dargestellt.  

 

Die Ontologie der 365 Kandidaten-Gene wurde mit Hilfe der DAVID-Datenbank 

analysiert. Diese Datenbank wertet Gene nach verschiedenen Gesichtspunkten wie 

Struktur und Funktion aus und gruppiert sie.  

30% der Gene zählten zu den extrazellulären Proteinen (entweder sezerniert oder mit einer 

extrazellulären Region), von denen 7% zu den Matrixproteine gezählt wurden. Funktionell 

sind die Gene in Zellmetabolismus (30%), Entwicklungsprozessen (20%), Zytoskelett 

(8%), Zellmigration (6%), Zelltod (5%), Zellzyklus (3%) und immunologischen Prozessen 

(3%) involviert. 

 

3.1.3.4 Identifizierung von FDC-Interaktionspartnern auf Seiten der B-Zellen 

In den dissektierten FDC-Netzwerken kolokalisierten B-Zellen. Um B-Zell-Gene aus den 

Microarray-Analysen der FDC-Netzwerke zu eliminieren, wurden Microarrays von B-

Zellen hergestellt. Jedoch wurden diese B-Zell-Microarrays nicht nur für die Subtraktion 

der B-Zell-Gene zur Identifizierung von FDC-Genen generiert. Sie gaben zusätzlich 

Auskunft über mögliche FDC/B-Zell-Interaktionspartner auf Seiten der B-Zellen. 

 

Für die Einteilung der B-Zell-Gene in regulierte bzw. nicht regulierte Gene im Laufe der 

Immunantwort wurden die generierten B-Zell-Microarrays (Duplikate von Follikulären B-

Zellen, sowie frühen und späten Keimzentrums-B-Zellen) untereinander verglichen.  

Gene, die in 75% der Vergleiche als Change Call ein increase (Anstieg) oder decrease 

(Abfall) und einen Quotient des Expressionsunterschieds (Signal Log Ratio) von 

mindestens 0,58 (≥1,5-fach) auswiesen, wurden als reguliert akzeptiert.  
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Gene, die einen kleineren Signal Log Ratio aufwiesen, wurden als nicht regulierte B-Zell-

Gene eingestuft. Nicht regulierte B-Zell-Gene mussten auf mindestens 75% der 

Microarrays als present oder marginal eingestuft sein. Regulierte Gene mussten hingegen 

an mindestens einen der drei Analyse-Zeitpunkte auf beiden Duplikaten als present oder 

marginal detektiert worden sein. Die Liste umfasste nach der Analyse 9792 nicht 

regulierte und 1489 regulierte Gene im Laufe einer Immunantwort. 

 

Die Liste der nicht regulierten Gene war mit 9792 Genen sehr umfangreich. Hier war ein 

Großteil der Gene housekeeping-Gene. Um die Liste von housekeeping-Genen zu 

bereinigen, wurden die Microarrays jeder B-Zell-Präparation mit Microarrays von B-Zell-

defizienten Gewebe (B-Zell-Anlage von SCID-Mäusen, Abschnitt 3.3.5) verglichen. 

Gene, die keinen Expressionsunterschied (Change Call = no change und Signal Log Ratio 

≤0,58) in 75% der Vergleiche zeigten, wurden ignoriert. Folglich ergaben sich eine 

reduzierte Liste mit 1213 nicht regulierten Genen, unter denen sich prominente B-Zell-

Gene wie z.B. für Ms4a1 (CD20), CD19, Pax5, CD21, Tnfrsf13b (TACI), Tnfrsf13c 

(BAFF-R) und diverse Immunglobuline befanden79,84,85. 

 

Die Ontologie der B-Zell-Gene wurde mit Hilfe der DAVID-Datenbank analysiert. Dabei 

wurden die Gene mit relativ hoher Signalstärke (>300) unter verschiedenen 

Gesichtspunkten der Struktur und Funktion ausgewertet.  

Unter den nicht regulierten B-Zell-Genen waren etwa 10% Transmembranproteine. 

Funktionell waren die Gene z.B. in Zellmetabolismus (40%), Proteinmodifikation (9%), 

Lymphozytenaktivation (2%), Regulation von Zellprozessen (20%) und Genexpression 

(14%) involviert. 

Keimzentrums-B-Zellen  zeichneten sich zusätzlich durch einen hohen Anteil von 

Organellenproteinen (50%) aus. Im Vergleich zu follikulären B-Zellen erhöhte sich der 

Anteil an Transmembranproteinen um 10%. Außerdem sind Gene folgender Prozesse 

hochreguliert: Proteinmetabolismus (18%), Zelldifferenzierung (9%), Zellzyklus (7%), 

Reaktion auf DNA-Schädigung (5%), Proteintransport (4%), Lymphozytenaktivierung 

(3%) und somatische Rekombination (0,5%).  
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Für die Identifizierung von Proteinen, die mit FDC-exprimierten Faktoren interagieren, 

sind vor allem membranintegrale B-Zell-Proteine von Interesse, da diese Proteine als 

Zell/Zell-Interaktionspartner mit FDC und als Rezeptoren für FDC-exprimierte Faktoren 

fungieren könnten.  

Für die Analyse von möglichen membranintegralen Interaktionspartnern zwischen B-

Zellen und FDC wurden die regulierten und nicht regulierten B-Zell-Gene auf 

Transmembranproteine in der DAVID-Database untersucht. Dabei wurden nur Gene 

berücksichtigt, deren Signalstärke an mindestens einem der Analyse-Zeitpunkte >300 war. 

Unter den 754 regulierten Genen befanden sich mindestens 69 bzw. unter den 260 nicht-

regulierten Genen 39 Transmembranproteine, die als Grundlage weiterer Analysen der 

FDC/B-Zell-Interaktion zur Verfügung stehen. Die ausgewählten Transmembranproteine 

befinden sich im Angang (Tabelle 16 und 17). 

 

Zur Ermittlung signifikant regulierter Gene wurden die 754 Kandidaten-Gene den Student  

t-Test unterzogen. Folglich ergab sich eine Liste von 342 Genen, die mit einem 

Signifikanzniveau von p<0,05 reguliert wurden. Im Anhang (Abb. 62) ist die 

Clusteranalyse der signifikanten Gene visuell in einem Dendrogramm dargestellt. 

Charakteristische Keimzentrums-B-Zell-Gene, wie Rgs13, Mki67, Aicda, Lgal1 und Edg8 

wurden in der Immunantwort als signifikant hochregulierte Gene bestätigt86-90.  

 

Der Vergleich der Expressionsmuster von Follikulären B-Zellen und Keimzentrums-B-

Zellen mittels Bioinformatik zeigte, dass während der Aktivierung und Differenzierung 

von B-Zellen >98% der regulierten Gene im Laufe der Immunantwort hochreguliert und 

folglich nur <2% runterreguliert wurden. Von der Gesamtheit der identifizierten B-Zell-

Gene wurden etwa 100 den Transmembranproteinen zugeordnet. Die Rolle dieser 

Kanditatengene in Zell/Zell- und Zell/Matrix-Kontakt bzw. Rezeptor/Ligand-Funktion im 

Zusammenhang mit FDC stehen für weitere Analysen zur Verfügung.  
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3.1.4 Zusammenfassung 

Da eine Isolierung von integeren FDC mit signifikanter Homogenität aus vitalem Gewebe 

nicht zufriedenstellend war, wurde die  Methode der Laser-unterstützten Mikrodissektion 

gewählt. Es ist gelungen, ein Protokoll zu etablieren, das eine ex vivo Isolierung von FDC 

für die Analyse ihrer Genexpression ermöglicht.  

Daraufhin wurden FDC-Netzwerke primärer und sekundärer Follikel dissektiert und die 

Expressionsmuster mittels Mikroarray erstellt. Die Genexpression koisolierter B-Zellen 

ließ sich durch Herstellung von B-Zell-Microarrays bei der Auswertung der Daten 

berücksichtigen. Die bioinformatische Analyse wies prominente FDC-Gene nach und 

bestätigte den neuen experimentellen Ansatz zur Untersuchung der FDC-Genexpression. 

 

3.2 Analyse und Funktion neu identifizierter FDC-Gene 

3.2.1 Vorauswahl von FDC-Kandidaten-Gene 

Um eine Vorauswahl von Genen für weitere Analysen zu treffen, wurden die 

ausgewerteten Microarrays mit publizierten Microarrays für diverse hämatopoietische und 

mesenchymale Zelltypen sowie FDC-Präparationen verglichen76,82,91-94.  

Da bei der Auswertung der publizierten Microarrays abweichende Parameter verwendet 

und die Daten anders verarbeitet wurden, mussten die Signalstärken für einen Vergleich 

mit den selbst generierten Microarrays extrapoliert werden. Dazu wurden die  

Signalstärken der eingeholten Microarrays anhand eines von Affymetrix definierten 

Gensatzes normalisiert. 

 

Gene, die eine starke Expression in hämatopoietischen Zellen und gleichzeitig eine 

schwache in mesenchymalen Zellen zeigte, wurden von weiteren Analysen 

ausgeschlossen. 

Die anschließende Auswahl der FDC-Kandidatengene für weiterführende Analysen 

unterlag folgenden Kriterien: (I) eine vergleichsweise hohe Signalstärke, (II) keine oder 

nur geringe Expression in hämatopoietischen Zelltypen, (III) Literaturhinweise auf einer 
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Bedeutung in der Regulation von Zellaktivitäten, einer Rolle in B-Zell-Interaktionen bzw. 

Immunantwort oder den Ursprung von FDC. Es erfolgte eine Auswahl von 11 

interessanten FDC-Kandidaten-Genen für weitere Analysen: 

 

(1) Bgn – Biglycan 

Das Glykoprotein Biglycan wird von der Zelle in die extrazelluläre Matrix sezerniert, 

verbleibt aber auf der Zelloberfläche (perizellulär). Es wird in Verbindung mit Migration, 

Adhäsion und Retention von Zellen gebracht, sowie Regulierung der Aktivität von 

Zytokinen wie TGF-β und TNF durch Modulierung und Speicherung. Die Rolle in 

Apoptose, Differenzierung und Proliferation scheint zellspezifisch zu sein95-100. Oritani et 

al. zeigten, dass Biglycan von Vorläufer-B-Zellen gebunden wird und in vitro zur 

erhöhten Proliferation von Vorläufer-B-Zellen des Knochenmarks führte101.  

 

(2) Lrat – Lecithin-Retinol Acyltransferase 

Lrat ist ein wichtiges Enzym im Vitamin A-Metabolismus. Vitamin A wird vom 

Organismus aufgenommen und entweder in seine bioaktive Form Retinsäure 

umgewandelt oder von Lrat esterfiziert und gespeichert. Bei Bedarf wird esterfiziertes 

Retinol zu Vitamin A hydrolysiert. Retinsäure hat Hormonfunktion und bindet an die 

Kernmembran-Rezeptoren Nuclear Retinoic Acid Receptor (Rar) und Retinoid X Receptor 

(Rxr), die wiederrum als Transkriptionsfaktoren für eine Vielfalt von Genen wirken102-104. 

Retinsäure vermittelt Migration in den Darm (gut-homing) von T -und B-Zellen, fördert 

das Zellwachstum und die Differenzierung von regulatorischen T-Zellen (Treg) und 

hemmt Proliferation von B-Zellen und verstärkt die Antikörperantwort105,106. 

 

(3) Coch - Coagulation Factor C Homolog (Cochlin) 

Bei Cochlin handelt es sich um ein sezerniertes Protein der extrazellulären Matrix. Über 

die Funktion ist noch wenig bekannt, es wurde bisweilen nur in Verbindung mit der 

Augenkrankheit Glaucoma erwähnt107. Strukturanalysen für Cochlin ergaben drei vWA 

(Von Willebrand-Faktor Typ A) –Domänen  und eine LCCL (Limulus factor C, Coch-

5b2, Lgl1) –Domäne (Abb. 11). vWA-Domänen übernehmen Funktionen bei 

Zellmigration und -adhäsion.  
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(6) Htra1 – High Temperature Requirement Protein A1  

Htra1 gehört zur Trypsin-Familie der Serin-Proteasen, degradiert verschiedene 

Matrixproteine (z.B. Biglycan) und wird mit Tumorsuppression in Verbindung gebracht. 

Dieses sezernierte Protein bindet bzw. proteolysiert einige Mitglieder der TGF-β-

Superfamilie, hemmt dadurch die Signalkaskade und hat somit Einfluss auf 

Zellwachstum, -proliferation und -differenzierung114,115. 

 

(7) RIKEN cDNA 9130213B05 

Das Protein von RIKEN cDNA 9130213B05 wurde bisher noch nicht charakterisiert. Es 

weißt Homologien zu dem Protein CIPAR1 (engl.: castration induced prostatic apoptosis-

related protein 1) aus der Ratte auf, welches mit Apoptose assoziiert wird. Da CIPAR1 

mit Apoptose assoziiert wird, ist RIKEN cDNA 9130213B05 ein interessanter Kandidat, 

da er über dieser Funktion eine Rolle in der Homöostase und/oder Differenzierung von B-

Zellen spielen könnte. eine Strukturanalysen für das murine Protein ergaben eine 

Transmembrandomäne (24 Aminosäuren), sowie eine große extra- (242 Aminosäuren) 

und kleine intrazelluläre (30 Aminosäuren) Domäne (Abb. 13). Konservierte Domänen 

konnten nicht detektiert werden.  

 

 
Abb. 13: Graphische Darstellung der Transmembran-Analyse von RIKEN cDNA 
9130213B05 nach TMMOD (http://liao.cis.udel.edu): Transmembrandomäne (rot), sowie eine 
große extra- (grün) und kleine intrazelluläre (blau) Domäne. 
 

 

(8) Ltbp3 - Latent TGF-β Binding Protein 3 

Das Zytokin TGF-β wird von den meisten Zellen als biologisch inaktiver large latent 

complex (LLC) sezerniert. Dieser Komplex besteht aus TGF-β, latency-associated protein 

(LAP) und einem der vier Latent TGF-β Binding-Proteinen. Nachdem der LLC in seine 
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Bestandteile gespalten wurde, kontrolliert das mulifunktionale TGF-β Proliferation, 

Differenzierung und Wachstum vieler Zelltypen. Neben der Kontrolle und Lenkung der 

Aktivität von TGF-β, sind LTBP auch ungebunden als extrazelluläre Matrixproteine 

bekannt116. Ltbp3-Defizienz führte in Mäusen zu einer desorganisierten Weißen Pulpa der 

Milz117.  

 

(9) RIKEN cDNA 9130014G24 

In der Nukleotid-Sequenz von Microarray-Sonde und korrespondierenden RIKEN cDNA 

9130014G24 gab es nur mit der mRNA-Sequenz AK134038.1 Übereinstimmung. Obwohl 

die Sequenz unvollständig vorlag und dadurch keine Protein-Analyse ermöglichte, kam es 

trotzdem in die nähere Auswahl, da es sich hier um ein unbekanntes Protein handelt. 

 

(10) Postn - Periostin 

Periostin ist ein mesenchymales Markerprotein  der extrazellulären Matrix und besitzt die 

Fähigkeit mit anderen extrazellulären Regulatoren wie TGF-β zu assoziieren.  

Interaktionen zwischen Periostin und hauptsächlich Integrinen wurde in verschiedenen 

Zelltypen nachgewiesen. Obwohl wenig über die Rolle bekannt ist, steht Periostin in 

Verbindung mit  Remodulierungsprozessen und Zellmotilität118,119. 

 

(11) Serpina1 - Serine (or Cysteine) Peptidase Inhibitor, Clade A, Member 1 

Serpina1 gehört zu der Familie der Serpine, welche hauptsächlich strukturell verwandte 

Peptidaseninhibitoren sind. Es liegt multipel im Genom vor (Serpina1a bis c) und 

unterscheidet sich nur durch SNP (engl.: small nucleotid polymorphism). Serpina1 ist 

sowohl als intra- als auch extrazelluläres Protein wirksam und hemmt Endopeptidasen, die 

Adhäsionsmoleküle wie Vcam-1 schneiden. Es wurde mehrfach gezeigt, dass eine 

Reduktion der Expression von Serpina1 im Knochenmark eine Rolle in der Mobilisierung 

von hämatopoietischen Vorläuferzellen spielt120,121. 
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3.2.2 Zellspezifische Zuordnung der FDC-Kandidaten-Gene 

Für eine zellspezifische Zuordnung sollte nun die Expression der ausgewählten 

Kandidaten-Gene in verschiedenen Zelltypen untersucht und im Milzgewebe lokalisiert 

werden. 

 

3.2.2.1 FDC-Kandidaten-Gene sind hauptsächlich mesenchymalen Ursprungs 

Um Kandidaten-Gene auszuschließen, die in hämatopoietischen Zellen exprimiert werden, 

wurden FACS-sortierte B- und T-Zellen, Makrophagen und Dendritische Zellen der Milz 

analysiert. Für die Bestätigung von FDC als mesenchymalen Zelltyp wurde die 

Expression der Kandidaten-Gene in mesenchymale Stammzellen der Calvaria 

(Schädeldach) und ausdifferenzierten Mesenchymzellen am Beispiel von Osteoblasten 

und Adipozyten überprüft. Dazu wurde von allen Zellpopulationen die RNA isoliert, 

normalisiert und in einer PCR analysiert. Als Expressionskontrolle diente eine cDNA-

Bibliothek der Milz. CXCL13 diente als Kontroll-Gen für FDC. 

 

Das in Abbildung 14 dargestellte Ergebnis zeigt, dass  alle vorausgesuchten Kandidaten-

Gene in der Milz und in mesenchymalen Stammzellen exprimiert werden. 9 von 11 Genen 

werden in Adipozyten und 7 von 11 Genen in Osteoblasten exprimiert. Im Gegensatz 

wurden jedoch nur zwei der 11 Gene in hämatopoietischen Zellen detektiert. Hierbei 

handelte es sich um Ltbp3, exprimiert in Dendritischen Zellen, und RIKEN cDNA 

9130014G24, exprimiert in Makrophagen und Dendritischen Zellen.  

 

Es kann somit angenommen werden, dass mindestens 9 der 11 Gene  (Biglycan, Cilp, 

Coch, Enpp2, Htra1, Lrat, RIKEN cDNA 9130213B05, Periostin und Serpina1) im 

Follikel von FDC und nicht kolokalisierten hämatopoietischen Zellen  exprimiert werden. 

Dass diese Gene mit mesenchymalen Zellen assoziiert werden können, ist eine 

Bestätigung der Annahme, dass FDC mesenchymalen Ursprungs sind. 

Für weitere Untersuchungen kamen folgende Gene in die engere Auswahl: Biglycan, Cilp, 

Coch, Enpp2, Htra1, Lrat, RIKEN cDNA 9130213B05, Periostin und Serpina1. Ltbp3 und 
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Konsekutive Gewebsschnitte der Milz wurden mit Sonden der Kandidaten-Gene bzw. 

FDC-exprimierten Zytokins CXCL13 hybridisiert. Der unmittelbare Vergleich beider 

Hybridisierungen ermöglichte Rückschlüsse auf Lokalisierung und Zellspezifität der 

Expression der Kandidaten-Gene. Je nach Expressionsrate eines Gens fiel die Stärke des 

Hybridisierungs-Signales unterschiedlich aus. So musste bei Genen mit niedriger 

Expression die Substratreaktion der in situ-Hybridisierung zur Intensivierung des Signals 

entsprechend verlängert werden. Eine negative Folge der längeren Substratinkubation war 

eine Zunahme des Hintergrunds.  

 

Abbildung 19 zeigt in situ-Hybridisierungen der FDC-Kandidaten-Gene auf Milzschnitten 

nicht-immunisierter Mäuse. Eine starke Expression wurde für Enpp2, Serpina1 und Cilp 

in FDC und Coch in Stromazellen der Roten Pulpa nachgewiesen. Eher schwach war die 

in der B-Zone die Expression für Periostin, Coch und Lrat. RIKEN cDNA 9130213B05 

zeigte zusätzlich zur schwachen Expression in der B-Zone eine noch schwächere in der T-

Zone. Neben der Expression in der B-Zone wurde für Serpina1 und Enpp2 auch eine 

deutliche Expression in den Stromazellen des Marginalsinus nachgewiesen.  

Obwohl Htra1 von allen Kandidaten-Genen die höchste Signalstärke aufwies, konnte die 

Genexpression in der in situ-Hybridisierung aufgrund fehlender Signale nicht 

nachgewiesen. Dass die Signalstärken der Microarrays und in situ-Hybridisierung nur 

bedingt korrelierten, war auch für die übrigen Gene zu beobachten. So zeigte in der in 

situ-Hybridisierung z.B. Cilp ein deutlicheres Signal als Lrat, hatte aber auf dem 

Microarray nur eine halb so hohe Signalstärke. 
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3.2.3 Funktionelle Rolle neu identifizierter FDC-Gene 

Mit Hilfe der Mikrodissektion und Microarray-Analyse wurden neue FDC-spezifische 

Gene identifiziert, deren Expression anschließend in situ bestätigt wurden. Um Hinweise 

über Funktion in der Milz zu erhalten, wurden die Gene Enpp2, Periostin, Biglycan und 

Lrat näher untersucht.   

 

3.2.3.1 Der Rezeptor für das enzymatische Produkt von Enpp2 

Das enzymatische Produkt von Enpp2 ist LPA, welches von den G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren LPa1 (Edg2), LPa2 (Egd4) und LPa3 (Edg7) gebunden wird. Laut der 

Microarray-Daten wird im FDC-Netzwerk LPa1 als einziger Rezeptor dieser Familie 

exprimiert. Die B-Zell-Präparationen der Microarrays sind für LPa-Rezeptoren negativ. 

Um herauszufinden, welche Zellen den im FDC-Netzwerk detektierten LPa1 exprimieren, 

wurden myeloide Zellen, Lymphozyten  und mesenchymale Zellen mit einer semi-

quantitative PCR analysiert. 

 

Die PCR-Analyse bestätigte die Daten der B-Zell-Microarrays, dass B-Zellen negativ für 

diesen Rezeptor sind. Darüberhinaus wurde gezeigt, dass weder myoloide Zellen noch T-

Zellen den LPa1-Rezeptor exprimieren. Die Expression, die in der Milz nachgewiesen 

wurde, kann mit hoher Wahrscheinlichkeit auf stromale Zellen zurückgeführt werden. 

Unter den analysierten mesenchymalen Zelltypen exprimieren nur Stammzellen, nicht 

aber ausdifferenzierten Osteoblasten und Adipozyten den Rezeptor (Abb. 21).  

 

Die RT-PCR-Analyse deutet darauf hin, dass ausdifferenzierte mesenchymale Zellen die 

Expression des LPa1-Rezeptors reduzieren. Es stellte sich die Frage, ob diese Regulierung 

von LPa1 auch bei der Differenzierung zu FDC zu beobachten ist. Dazu wurden wt und 

SCID-Mäuse verglichen. Obwohl die Lymphozyten-defizienten SCID-Mäusen keine 

ausdifferenzierten B-Zonen mit FDC besitzen, sind die stromalen Zonen, wo sich B- und 

T-Zellen positionieren können, vordefiniert. So lässt sich in SCID wie in wt die weiße 

Pulpa mit dem stromalen Marker BP3 in eine periarterielle BP3schwach Zone, umgeben von 
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fehlender Selektion konnten keine B-Zell-Stammbäume gefunden werden. Auch wurde 

ein für Keimzentrums-B-Zellen typischer Klassenwechsel des Isotyps nur in Einzelfällen 

beobachtet. Auffällig war jedoch die Häufigkeit von VH-Genen der relativ kleinen VH4-

Familie (X24-Familie), die in unterschiedlicher Rearrangierung nachgewiesen wurden.  

 

3.2.3.4 Analysen der Milz von Periostin- und Biglycan-defizienten Mäusen  

Periostin und Biglycan sind für das stromale Kompartiment der B-Zonen neu definierte 

extrazelluläre Matrixproteine, die u.a. mit verschiedenen Regulatoren (z.B. TGF-β) 

assoziieren und im Kontext mit Migration erwähnt werden97,100,118. Die Tiere mit 

Periostin-Defizienz zeichnen sich durch Kleinwuchs und dentalen 

Entwicklungsstörungen61 und die der Biglycan-Defizienz durch einen Osteoporose-

ähnlichen Phänotyp mit verminderten Knochenvolumen und einer geringeren 

Mineralappositionsrate aus62.  

Die Auswirkungen einer Periostin- bzw. Biglycan-Defizienz in Hinblick auf Organisation 

und Differenzierung der Milz wurde anhand von knockout-Tieren immunohistologisch 

untersucht.  

 

Periostin-defiziente Milzen zeigten wie die für Biglycan keine Auffälligkeiten. Typisch 

war die Vcam-1-Expression in der Roten Pulpa und die Ausbildung des Marginalsinus 

(Madcam-1+ und MOMA-1+), der Rote und Weiße Pulpa trennt. In der Weißen Pulpa 

umgaben B-Zellen in charakteristischen Follikelstrukturen die T-Zonen und das Stroma 

hatte wie bei wt eine starke BP3-Expression in der B-Zone und eine schwache in der T-

Zone. Außerdem wiesen die B-Zonen normale CD21+ FDC-M2+ FDC-Netzwerke auf. 

Während wt-typisch in der Postn-/- -Milz Biglycan exprimiert wurde, fehlte dieser Marker 

aufgrund der Defizienz in Bgn-/-. 

 

Da beide Tierstämme nicht unter pathogen-freien Bedingungen gehalten wurden, konnten 

vereinzelt Keimzentren mit PNA+ Ki67+ B-Zellen detektiert werden. Während der 

Immunantwort differenzierten in beiden Tierstämmen die FDC im Keimzentrum zu 

normalen sekundären FDC. Der Phänotyp war wie in wt durch Hochregulierung von 
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Tabelle 9: Überblick über die Expression der neu identifizierten  FDC-Gene.  

FDC-Gene Primärfollikel Sekundärfollikel 

  frühes spätes 

Biglycan + + + 

Enpp2 + + + 

Serpina1 + ↓ ↓ 

Cilp + + + 

Lrat + + + 

RIKEN cDNA 9130213B05 + + + 

Periostin + ↑ ↑ 

Coch  + ↑ ↑ 

Gene sind exprimiert (+) oder im Vergleich zum Primärfollikel hochreguliert (↑) bzw. 
herunterreguliert (↓). 
 

 

3.3 Entwicklung des FDC-Netzwerks  

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden neue FDC-Gene identifiziert, die sowohl bei der B-

Zell-Interaktion als auch für ein besseres Verständnis der FDC-Entwicklung von 

Bedeutung sind.  

Unter Berücksichtigung der neu definierten und bereits bekannten FDC-Gene sollte nun 

die Differenzierung der stromalen Milzkompartimente bis hin zur Ausbildung von 

Follikeln mit reifen FDC untersucht werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 E

 

 

 

 

Abb
und 
T-Ze
(rot)
spez
Gefr
 

Ergebnisse

b. 26: Differ
T-Zell-defiz
ell-defiziente
) und BP3 (
zifischen Son
rierschnitten.

e       

renzielle Gen
zienten Rag1
en TCRβδ-/-
(grün). 200-
nden für Co
. 100-fache V

nexpression
-/- (A+E) un
- (D+H) Mi
-fache Vergr
och (jeweils 
Vergrößerun

 in Stromaz
nd SCID (B+
ilz. (A-D) F
rößerung. (E

links) und 
g. 

 

zellen der R
+F), sowie B
Fluoreszenzg
E-F) In situ-

CXCL13 (j

   

Roten und W
B-Zell-defizie
gefärbte Gef
-Hybridisieru
jeweils rech

              

Weißen Pulp
enten JHT (C
frierschnitte: 
ung von Mi

hts) auf kons

 79 

 
pa von B- 
C+G) und 

Vcam-1 
ilzen mit 
sekutiven 



 

80   

 

 

 

3

Dur

Lym

des 

welc

Wei

Zell

defi

anal

Die 

Rote

und 

Umg

mar

befi

 

Abb
(B), 
Fluo

                  

3.3.1 Die

stro

rch Analyse

mphozyten a

follikulären

che Auswir

ißen Pulpa 

l-defiziente 

ziente Mäu

lysiert und m

Milzen alle

en und Wei

Coch und 

geben war 

rkierenden M

nden sich z

b. 27: Entwi
sowie B-

oreszenzgefär

                  

e Rolle 

omalen Im

e von B- 

auf die Dif

n Stromas 

rkungen das

und ins Be

TCRβδ-/- -

use (Rag1-/-

mit wt verg

er vier lymp

ißen Pulpa. 

die Weiße

das BP3+

MOMA-1+ 

zum Verglei

cklung des 
-Zell-defizien
rbt ist BP3 (g

                 

von Lym

mmunkom

und/oder T

fferenzierun

zu FDC be

s Fehlen vo

esondere au

-Mäuse55, B

-, SCID)53,54

lichen. 

phopenische

Wie in wt w

e Pulpa dur
+ Stroma d

Metallophi

ich in Absch

Marginalsin
nten JHT 
grün) und M

                  

mphozyte

mpartime

T-Zell-defiz

ng der strom

eobachtet w

on B- und/o

f die Entwi

B-Zell-defiz
4 mittels Im

en Mausstäm

war die Rote

rch den stro

der analysi

ilen Makrop

hnitt 3.2.2. 

nus von B- u
(C) und T

MOMA-1 (rot

                  

en in de

ents  

zienten Mä

malen Milzk

werden. Im 

oder T-Zelle

icklung von

ziente JHT-M

mmunhistolo

mme zeigte

e Pulpa dur

omalen Ma

ierten Mau

phagen (Ab

und T-Zell-d
T-Zell-defizi
t). 200-fache

                  

er Differ

äusen kann

kompartime

Folgenden

en auf die D

n FDC hat. 

Mäuse56, so

ogie und in 

en eine deut

rch die Expr

arker BP3 d

usstämme v

bb. 27). Die

defizienten R
ienten TCR
e Vergrößeru

    3    Erge

renzierun

n der Einfl

ente und be

n wurde unt

Differenzier

Hierbei wu

owie B- und

situ-Hybrid

tliche Trenn

ression von 

definiert (A

von Margin

e Analysen 

 
Rag1-/- (A) u
Rβδ-/- (D) 

ng. 

ebnisse   

ng des 

uss von 

esonders 

tersucht, 

rung der 

urden T-

d T-Zell-

disierung 

nung der 

Vcam-1 

Abb. 26). 

nalsinus-

vom wt 

und SCID 
Mäusen. 



 

3 E

 

 

 

3

(

 

Das

der 

ausd

Zell

Stro

Stro

Bigl

und 

M2+

 

Abb
von 
mit B
 

Ergebnisse

3.3.1.1 E

(1) RAG1-/

Pulpa 

 Fehlen von

Milz. So 

differenziert

len, eingefa

oma war au

omazellen d

lycan und E

RIKEN cD
+ FDC ware

b. 28: Komp
Gewebsschn

BP3. 200-fac

e       

Entwicklun

/-: Trotz L

n Lymphoz

war die W

te Struktur

asst von ein

ßerdem pos

des Margina

Enpp2 (Abb

DNA 91302

en nicht diff

partimentier
nitten der M
che Vergröße

ng der Milz

Lymphozyte

zyten in RA

Weiße Pulp

r auf. Das 

nem Ring 

sitiv für Ma

alsinus. Dies

b. 28 und 29

213B05 ko

ferenziert (D

rung der M
Milz. (C+D) d

erung.  

z in Lymph

en-Defizien

AG1-/- hatte

pa in ihrer

Stroma de

aus BP3star

adcam-1 un

se Zellen ex

9). Die Expr

nnte nicht 

Daten nicht 

Milz von Ra
dieselbe Auf

 

hozyten-def

z differenz

e ausgepräg

r Größe re

er Weißen 
rk-exprimier

nd zeigte da

xprimierten 

ression von

nachgewies

gezeigt).  

ag1-/- Mäus
fnahme, (C) 

   

fizienten M

ziert das S

gte Folgen f

eduziert un

Pulpa best

renden Zell

adurch die C

zudem CX

n Serpina1, C

sen werden

en. (A-D) F
mit und (D)

              

Mäusen 

troma der 

für die Entw

nd wies ein

tand aus B

len. Dieses 

Charakteris

XCL13 und s

Cilp, Lrat, P

n und CD21

Fluoreszenzf
) ohne Gege

 81 

Weißen 

wicklung 

ne nicht 

P3schwach 

BP3stark 

stika von 

schwach 

Periostin 

1+ FDC-

 
färbungen 
enfärbung 



 

82   

 

 

 

Die 

nur 

Folg

CXC

Zell

 

 

Abb
mit 
und 
 

 

                  

Expression

in der BP3

glich überla

CL13 des B

len (CD11c+

b. 29: Komp
spezifischen
CCL21 (C, r

                  

n der T-Zon

3schwach Zon

appte die E

BP3stark-Stro
+) und einig

partimentier
n Sonden für 
rechts) auf k

                 

nen-Chemok

ne der Milz 

Expression 

omas (Abb. 

ge LTi (CD4

rung der We
 CXCL13 (

onsekutiven 

                  

kine CCL21

detektiert, 

von CCL1

29). In der

4+ CD3-) (A

eißen Pulpa
(A-C, links),
Gewebsschn

                  

1 und CCL1

sondern in

19 und CC

r Weißen Pu

Abb. 28B). 

von Rag1-/
Enpp2 (A, r

nitten der Mi

                  

19 wurden i

n der gesam

CL21 mit d

ulpa lokalis

/- Mäusen. In
rechts), sowi
ilz. 100-fach

    3    Erge

im Gegensa

mten Weißen

der Express

sierten Dend

In situ-Hybri
ie CCL19 (B

he Vergrößeru

ebnisse   

atz zu wt 

n Pulpa. 

sion von 

dritische 

disierung 
B, rechts) 
ung. 



 

3 E

 

 

 

(

Übe

SCI

sich

In d

ausg

BP3

Mar

Bigl

 

 

Abb
Gew
BP3
 

 

Die 

T-A

Exp

Ergebnisse

(2) SCID: D

erraschend w

D-Mäusen. 

h beide phän

der Milz e

geprägt und

3stark-Stroma

rginalsinus 

lycan und E

b. 30: Komp
websschnitten

. 200-fache V

charakteris

Anlage als 

pressionsniv

e       

Die Milz be

war die unt

 Obwohl b

notypisch. 

einer SCID

d umgab d

a exprimier

(Abb. 30).

Enpp2 (Abb

partimentier
n der Milz. (
Vergrößerun

stischen Che

auch in d

veau in B- u

esitzt Follike

terschiedlich

beide Mauss

D war die 

die BP3schw

rt, fand aber

 BP3stark S

. 30 und 31

rung der Mi
(C+D) Diese
ng.  

emokine de

der B-Anla

und T-Anlag

el-ähnliche 

he Entwick

stämme T-

BP3stark-exp
wach T -An

r seine höc

Stromazellen

).  

ilz von SCID
elbe Aufnahm

r T-Zonen C

age detekti

ge vergleich

 

B-Anlagen

klung der W

und B-Zel

primierende

nlage. Mad

chste Expre

n waren au

D Mäusen. 
me, mit (C) 

CCL19 und

iert. Im G

hbar war, wu

   

n  

Weißen Pulp

l-defizient 

e  B-Anlag

cam-1 wur

ssion in de

ußerdem po

(A-D) Fluor
und ohne (D

d CCL21 wu

Gegensatz z

urde CCL1

              

pa von Rag

sind, unters

ge Follikel

rde vom g

n Stromaze

ositiv für C

reszenzfärbun
D) Gegenfär

urden sowo

zu CCL21,

9 deutlich n

 83 

g1-/- und 

schieden 

l-ähnlich 

gesamten 

ellen des 

CXCL13, 

 
ngen von 

rbung mit 

hl in der 

 dessen 

niedriger 



 

84   

 

 

 

von 

die 

Diff

geze

(Ab

 

 

Abb
mit 
und 
 

                  

den Strom

Expression

ferenzierung

eigt). In de

b. 30B). 

b. 31: Komp
spezifischen
CCL21 (C, r

                  

mazellen der

n von Serpin

g von FDC

er Weißen 

partimentier
n Sonden für 
rechts) auf k

                 

r B-Anlage 

na1, Cilp, L

C in der SC

Pulpa loka

rung der W
 CXCL13 (

onsekutiven 

                  

exprimiert 

Lrat, Perios

CID-Milz n

alisierten vo

Weißen Pulpa
(A-C, links),
Gewebsschn

                  

(Abb. 31). 

stin und RIK

nicht nachg

orwiegend 

a von SCID
Enpp2 (A, r

nitten der Mi

                  

Wie auch 

KEN cDNA

gewiesen w

Dendritisch

D Mäusen. In
rechts), sowi
ilz. 100-fach

    3    Erge

in RAG1-/

A 9130213B

erden (Dat

he Zellen u

n situ-Hybri
ie CCL19 (B

he Vergrößeru

ebnisse   

- konnte 

B05 und 

en nicht 

und LTi 

disierung 
B, rechts) 
ung. 



 

3 E

 

 

 

3

(

Trot

Kom

defi

segr

diffe

(Ab

Nisc

 

 

Abb
Gew
 

 

Die 

9130

Ergebnisse

3.3.1.2 D

(3) TCRβδ-

follikulä

tz des Feh

mpartimenti

zienter Mäu

regiert (Ab

erenzierten 

b. 32C). D

che für Den

b. 32: Komp
websschnitten

Expression

0213B0 en

e       

Die Entwic

-/-: B-Zelle

ären Stroma

hlens von 

ierung der W

use war wie

bb. 32). D

B-Zone du

Die BP3schwa

ndritische Ze

partimentier
n der Milz. 2

n von CXC

ntsprach de

cklung der 

en alleine g

as 

T-Zellen 

Weißen Pul

e bei wt in 

Die BP3sta

urch die Prä
ach Zone bil

ellen und L

rung der M
00-fache Ve

CL13, Enpp

em wt (Dat

Milz in T-

genügen nic

in TCRβδ

lpa auffällig

eine BP3sta

ark-Zone w

äsenz von B

ldete aufgru

Ti (Abb. 32

Milz von TC
ergrößerung. 

p2, Cilp, C

ten nicht g

 

bzw. B-Ze

cht zur voll

δ-/- waren 

g. Das Stro
ark Bgnstark u

wies charak

B-Zellen un

und des Fe

2B). 

CRβδ-/- Mä
 

Coch, Lrat, 

gezeigt). H

   

ll-defizient

ständigen D

keine An

oma der We

und BP3schw

kteristische

nd CD21+ F

ehlens von 

usen. Fluore

Periostin u

Hingegen ze

              

ten Mäusen

Differenzier

nomalitäten 

eißen Pulpa
wach Bgnschw

 Merkmal

FDC-M2+ F

T-Zellen ei

eszenzfärbun

und RIKEN

eigte die sc

 85 

n 

rung des 

in der  

a T-Zell-
wach Zone 

le einer 

FDC aus 

ine freie 

 
ngen von 

N cDNA 

chwache 



 

86   

 

 

 

Exp

Sign

Trot

die 

CCL

 

 

Abb
Hyb
CCL
Verg
 

 

                  

pression von

nale die Str

tz des Fehle

Stromazell

L21 und CC

b. 33: Kom
bridisierung m
L19 (B, recht
größerung. 

                  

n Serpina1 

romazellen 

ens von T-Z

len der T-A

CL19 (Abb. 

mpartimenti
mit spezifisc
ts) und CCL

                 

der  in si

der B-Zone

Zellen besaß

Anlage zeig

33).  

ierung der
chen Sonden

L21 (C, recht

                  

itu-Hybridis

en nur unvo

ß die T-Zon

gten T-Zon

r Weißen 
n für  CXCL
s) auf konsek

                  

sierung, das

ollständig a

ne eine verg

nen-typische

Pulpa von 
L13 (A-C, li
kutiven Gew

                  

ss trotz  vo

ausdifferenz

gleichbare G

e Expressio

TCRβδ-/- 
inks), Serpin

websschnitten

    3    Erge

orhandener 

zierten (Abb

Größe wie in

on der Che

Mäusen. 
na (A, recht
n der Milz. 1

ebnisse   

B-Zell-

b. 33A). 

n wt und 

emokine 

In situ-
s), sowie 

100-fache 



 

3 E

 

 

 

(

Obw

Mau

aus 

BP3

(Ab

 

Abb
Gew
BP3
 
 
 
Wie

CCL

in R

ware

für 

der 

des 

Ergebnisse

(4) JHT: Ei

wohl JHT-M

usstämme g

BP3schwach-,

3stark Stroma

b. 34). CD2

b. 34: Komp
websschnitten

. 200-fache V

e in Rag1-

L19 und CC

Rag1-/- auch

en (Daten n

Serpina1 in

Weißen Pu

Marginalsin

e       

influss der T

Mäuse im V

große struktu

, eingefasst 

a war auch 

21+ FDC-M

partimentier
n der Milz. (
Vergrößerun

-/- beobach

CL21 und d

h Cilp, Lra

nicht gezeig

n den BP3sta

ulpa lokalisi

nus Dendrit

T-Zellen au

Vergleich z

urelle Übere

von einem 

positiv für 

M2+ FDC wa

rung der M
(C+D) Diese
ng.  

htet, exprim

die Stromaze

at, Periostin

gt), konnte i
ark CXCL13

ierten T-Zel

tische Zellen

uf die Entwi

zu RAG1-/

einstimmun

Ring aus B

Madcam-1,

aren nicht di

Milz von JHT
elbe Aufnahm

mierten Stro

ellen der B-

n und RIKE

in der B-Ze

3+ Stromaze

llen sowie e

n und LTi (

 

cklung des 

- T-Zellen 

ngen in der 

BP3stark-expr

, Biglycan, 

ifferenziert 

T Mäusen. (
me, (C) mit  

omazellen 

-Anlage zus

EN cDNA 9

ell-defizient

ellen nachg

einige Dend

(Abb. 34B).

   

B-Zell-Stro

besitzen, h

Milz: die W

rimierenden

CXCL13 u

(Daten nich

(A-D) Fluor
und (D) ohn

der gesam

sätzlich CX

9130213B05

en Milz ein

gewiesen we

dritische Ze

 

              

omas  

hatten diese

Weiße Pulpa

n Stromazel

und schwach

ht gezeigt). 

reszenzfärbun
ne Gegenfär

mten Weiße

XCL13. Obw

5 nicht dete

n eindeutige

erden (Abb

ellen und au

 87 

e beiden 

a bestand 

llen. Das 

h Enpp2 

 

 
ngen von 
rbung mit 

n Pulpa 

wohl wie 

ektierbar 

es Signal 

b. 35). In 

ußerhalb 



 

88   

 

 

 

 

Abb
mit s
 

 

3

In e

und 

CCL

zwa

Anla

der B

Für 

Stro

Dop

und 

Die 

FDC

koex

Che

 

 

 

                  

b. 35: Komp
spezifischen 

3.3.1.3 E

iner ausdiff

Stromazell

L19 und CX

ar eine typi

age, aber da

B-Anlage. 

die Beantw

omazellen 

ppel-in situ-

zur Kontro

Analyse ze

C-tragenden

xprimierten

emokine (Ab

                  

partimentier
Sonden für  

Expression

differenzie

ferenzierten

len und FD

XCL13 auf

ische Expre

afür eine  ko

wortung, ob 

mit unters

-Hybridisier

olle von wt d

eigte einen 

n wt, wo die

n Stromazel

bb. 36). 

                 

rung der W
CXCL13 (li

n von T

erten Strom

n Milz expri

DC der B-Zo

f Milz-Gefr

ession von 

olokalisiere

 Stromazell

schiedlicher

rungen mit 

durchgeführ

klaren Unt

e Expressio

llen der B-A

                  

Weißen Pulp
inks) und Ser

T- und B

mazellen de

imieren Stro

one CXCL

rierschnitten

CCL21 un

ende Expres

len T- und 

r Expressio

CCL21 un

rt.  

terschied zw

on beider Ch

Anlage in F

                  

pa von JHT 
rpina1 (recht

B-Zell-Chem

r B-Anlage

omazellen d

13. In situ-

n Lymphoz

nd CCL19 

ssion von CC

B-Zonen-C

on nebenei

nd CXCL13

wischen wt

hemokine z

FDC-defizie

                  

Mäusen. In
ts). 100-fach

mokinen

e  

der T-Zone 

-Hybridisier

zyten-defizi

im BP3schw

CL19, CCL

Chemokine k

inander lok

3 auf Milzs

t und SCID

zellulär und 

enten SCID

    3    Erge

n situ-Hybri
he Vergrößer

in unvol

CCL21 und

rungen mit 

enter Mäus
wach Stroma

L21 und CX

koexprimie

kalisieren, 

schnitten vo

D. Im Gegen

lokal getre

D B- und T

ebnisse   

 
disierung 

rung. 

lständig 

d CCL19 

CCL21, 

se zeigte 

a der T-

XCL13 in 

ren oder 

wurden 

on SCID 

nsatz zu 

ennt war, 

T-Zonen-



 

3 E

 

 

 

 

Abb
mit s
 

3

Zusa

Lym

hatte

von 

und/

haup

Obw

Che

Übe

Che

expr

Der 

B- 

Stro

schw

fehl

Zell

nich

beei

Ergebnisse

b. 36: Doppe
spezifischen 

3.3.1.4 Z

ammenfass

mphozyten k

e. Auch inn

Markern w

/oder T-Ze

ptsächlich v

wohl T- und

emokine de

erraschend 

emokin CX

rimierte.  

Vergleich 

und T-Zel

omazellen d

werwiegend

ten. So war

len fehlten,

ht nur die E

influssten S

e       

el-in situ-Hy
Sonden für 

Zusammen

end konnt

keine Ausw

nerhalb der

wie BP3, Big

ellen wurde

von Dendrit

d B-Zellen 

er T-Zone C

war jedoch

XCL13, son

der lympho

llen auf di

der B-Zone

dere Entwic

ren FDC nu

, nachweisb

ntwicklung

Signale von 

ybridisierun
CXCL13 (bl

nfassung 

te gezeigt 

wirkung auf 

r Weißen Pu

glycan und 

en die freie

tischen Zell

in SCID u

CCL19 und

h, dass das

ndern auch

openen Tier

ie Entwick

e haben. Es

cklungsdefi

r in T-Zell-

bar. Darübe

g der stroma

T-Zellen ni

ng von Milz
lau) und CCL

werden, 

f die Segreg

ulpa erfolgt

Enpp2 gez

en Nischen

en und LTi 

und Rag1-/-

d CCL21, 

s Stroma d

h die T-Z

re demonstr

klung der 

s wurde de

zite aufwie

defizienten 

erhinaus ko

alen B-Zone

icht nur die 

 

schnitten vo
L21 (rot). 20

dass ein 

gation der M

te eine Kom

eigt wurde.

n der strom

besiedelt.  

fehlten, wu

sowie der 

der B-Anla

Zonen-Chem

rierte den u

Weißen Pu

eutlich, das

esen als so

Milzen, nic

onnte beob

e, sondern a

Differenzie

   

on SCID-Mä
00-fache Verg

vollständ

Milz in Rot

mpartiment

 Aufgrund 

malen B- un

 

urden die t

B-Zone CX

agen nicht 

mokine CC

unterschiedl

ulpa und i

ss Tiere mi

lche, bei d

cht aber in M

achtet werd

auch T-Zon

erung des S

              

äusen (A) un
größerung. 

diger Verlu

te und Weiß

ierung, wie

des Fehlens

nd/oder T-

ypischen st

XCL13 exp

nur das B

CL19 und 

lichen Einfl

ins Besond

it B-Zell-D

denen nur T

Milzen, wo 

den, dass B

ne steuern. R

Stromas der 

 89 

 
nd wt (B) 

ust von 

ße Pulpa 

e anhand 

s von B- 

Anlagen 

tromalen 

primiert. 

B-Zonen-

CCL21 

luss, den 

dere der 

Defizienz 

T-Zellen 

auch B-

B-Zellen 

Reziprok 

T-Zone, 



 

90                                                                                                                  3    Ergebnisse   

 

 

 

sondern auch der B-Zone. In Tabelle 10 ist die Kompartimentierung und Expression 

wichtiger FDC-Marker gegenüber gestellt. 

 

 

Tabelle 10: Der Einfluss von Lymphozyten auf die Differenzierung der Milz  

 Wildtyp TCRβδ-/- JHT RAG1-/- SCID 
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Pulpa 

+ + + + + 
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struktur mit 
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und  

Madcam+ 

Follikel-

ähnlich und 

Madcam+ 

MOMA-1 + + schwach schwach + 
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T- und B-
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RIKEN cDNA 

9130213B05 
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Microarrays hybridisiert. Es wurden Duplikate angefertigt und mit Microarray-Daten von 

FDC-Netzwerken verglichen. 

 

Für die Identifizierung von FDC-Genen wurden B-Zell-Gene und housekeeping-Gene aus 

den Präparationen der FDC-Netzwerke mittels Bioinformatik ausgeschlossen(Abschnitt 

3.1.3.3). Um das Expressionsmuster der Stromazellen in B-Anlagen und FDC vergleichen 

zu können, wurden von den Stroma-Präparationen auch Gene, die in B-Zellen exprimiert 

werden und somit u.a. auch housekeeping-Gene sind, subtrahiert. 

Dazu wurden zuerst Gene ausgeschlossen, die auch in den B-Zell-Präparationen detektiert 

(present) wurden und eine Signalstärke von ≥100 hatten. Zur Eliminierung von Genen 

ohne signifikanter Signalstärke, wurden Stroma-Kandidaten-Gene ausgewählt, die in 

≥75% der Vergleiche der B-Anlagen mindestens 3-fach höher (Signal Log Ratio >1,58) 

exprimiert waren als in B-Zellen. Zusätzlich mussten diese Gene  als Change Call ein 

Increase (Anstieg) aufweisen. 

Kandidaten-Gene mussten außerdem auf beiden B-Anlage-Microarrays als present oder 

marginal detektiert worden sein. Gene mit einer Signalstärke ≤300 wurden vernachlässigt. 

Die Liste der Gene umfasste somit 541 Kandidaten-Gene.  

 

Die Ontologie der 541 Kandidaten-Gene der stromalen B-Anlage wurde mit Hilfe der 

DAVID-Datenbank analysiert. Dabei wurden die Gene unter verschiedenen 

Gesichtspunkten ausgewertet. Etwa 30% der Gene zählten zu den extrazellulären 

Proteinen (entweder sezerniert oder mit einer extrazellulären Region), wovon ca. 7% 

Matrixproteine waren. Funktionell sind die Gene in Zellmetabolismus (20%), 

Entwicklungsprozessen (18%), Zytoskelett (8%), Zellmigration (6%), Zelltod (5%), 

Zellzyklus (4%) und immunologischen Prozessen (1%) involviert. 

 

Die Microarrays von B-Anlagen und primären FDC (FDC Tag 0) wurden hinsichtlich der 

541 Gene mittels der GCOS-Software  untereinander verglichen und die Signal Log Ratio 

ermittelt.  

Bei der anschließenden Auswertung musste berücksichtigt werden, dass bei der Isolierung 

von FDC-Netzwerken viele B-Zellen mitisoliert wurden. Hingegen befanden sich in den 

Stromazellen der B-Anlagen kaum andere Zelltypen. Die Konsequenz war, dass die RNA 
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in stromalen B-Anlagen höher exprimiert wurden, befanden sich z.B. CCL21, CCL19, 

Edg2, IL7R und BAFF (Anhang, Tabelle 18). FDC-Spezifische Gene wie Serpina1 und 

Cilp fehlten in der Liste, da sie in Stromazellen der B-Anlage nicht exprimiert werden 

(Daten nicht gezeigt).   

 

Die Daten zeigten, dass das Expressionsmuster der Stromazellen der B-Anlagen und FDC 

im wt einen hohen Grad an Übereinstimmung aufwiesen. Nur 30 der 541 Gene (6%) 

wurde nicht in den FDC-Präparationen detektiert. Es kann somit angenommen werden, 

dass die Interaktion zwischen Lymphozyten und Stromazellen das Expressionsniveau der 

identifizierten Gene reguliert, wodurch lokale Stromazellen zu FDC differenzieren. 

 

3.3.3 Die Entwicklung des Immunkompartiments der neonatalen 

Milz 

Die Milz übernimmt als Immunorgan primär die Aufgabe Pathogene zu bekämpfen, die 

sich über das Blut im Körper verbreiten. In Mäusen ist die Milz ab Embryonaltag 10.5 

(E10.5) detektierbar und wird ab Tag E13.5 von  LTi und ab Tag E16.5 von Lymphozyten 

besiedelt. Ein signifikanter Anstieg von Lymphozyten ist erst postnatal zu 

verzeichnen123,124.  

Obwohl viele der für eine normale Milzentwicklung essentiellen Faktoren, wie 

Lymphozyten, Chemokine und das LT/TNF-System, bekannt sind, ist die Beschreibung 

der neonatalen Milzentwicklung mit der schrittweisen Differenzierung von FDC noch sehr 

lückenhaft45,52. 

 

3.3.3.1 Die neonatale Entwicklung der Milz im Wildtyp 

Um Aufschluss über den Zusammenhang zwischen Lymphozyten-vermittelten Signalen 

und Differenzierung des stromalen Immunkompartiments bis hin zur Entwicklung von 

FDC zu erhalten, wurde die Entwicklung der Milzen neugeborener Mäuse analysiert.  

Neben bereits etablierten Stroma- und FDC-Markern wie die BP3, CD21, Vcam-1, 

Madcam-1, CXCL13 und CCL21, sollten auch die neu definierten FDC-Gene wie 
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Biglycan, Serpina1, Enpp2, Lrat, RIKEN cDNA 9130213B05 und Cilp Auskunft über die 

verschiedenen Entwicklungsstufen des stromalen Kompartiments geben. 

 

Tag 1 postnatal: Biglycan als neuer Marker für die neonatale weiße Pulpa 

In der Milz adulter Mäuse lokalisieren in der perivaskulären Zone dicht gepackte T-

Zellen, die follikelartig von B-Zellen umgeben sind. Wie schon in früheren Analysen von 

Friedberg et al. konnten in neonatalen Milzen am Tag 1 keine CD4+ und CD8+ T-Zellen 

nachgewiesen werden50. Stattdessen akkumulierten in der perivaskulären Region locker 

gepackte B-Zellen. Diese B-Zellen exprimierten IgM, wobei eine kleine Subpopulation 

auch IgD+ war (Abb. 39A). Hierbei handelt es sich um unreife B-Zellen, die in FACS-

Analysen weder einen follikulären B-Zell-, noch Marginalzonen-B-Zell-Phänotyp zeigten 

(Daten nicht gezeigt).  

LTi, die als erste hämatopoietischen Zellen in die pränatale Milz einwandern44, 

kolokalisierten mit den B-Zellen in unmittelbarer Umgebung der Arteriolen (9F1+ 

Endothel). Eine weitere kleine hämatopoietische Zellpopulation konnte in der B-Zell-

Region und in ihrer unmittelbaren Nähe identifiziert werden. Obwohl diese Zellen positiv 

für den T-Zell-Marker CD3 waren, handelte es sich nicht um reife T-Zellen, da die 

Expression von CD4 bzw. CD8 fehlte (CD3+CD4-CD8- Zellen) (Ab. 39B). Um welchen 

Zelltyp es sich handelt, ist noch unbekannt. 

Das Stroma der Roten Pulpa zeichnet sich wie bei adulten Tieren durch die Expression 

von Vcam-1 aus. Während das Stroma der Weißen Pulpa einer ausdifferenzierten Milz 

Vcam-1-/schwach ist und sich dadurch klar von dem der Roten Pulpa abhebt, war die weiße 

Pulpa am Tag 1 postnatal noch durch eine deutliche Vcam-1-Expression definiert. Diese 

Vcam-1-Expression war aber schon leicht reduziert im Vergleich zu der in der Roten 

Pulpa (Abb. 39C+D). Eine deutlichere Definition der Weißen Pulpa wurde durch 

Nachweis des neu identifizierten follikulären Stromamarkers Biglycan erreicht. Da sich 

die Expression von Biglycan über die gesamte weiße Pulpa erstreckt, kann dieser als 

neuer Marker für Stromazellen der neonatalen Weißen Pulpa genutzt werden (Abb. 39E). 

Obwohl sich B-Zellen in der Weißen Pulpa befinden, waren noch keine CD21+ FDC-M2+ 

FDC nachweisbar. Auch BP3, ein Marker für das Stroma von T- und B-Zone in adulten 

Tieren, war nicht detektierbar (Daten nicht gezeigt). 
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Biglycan wird in der neonatalen Milz von Stromazellen der B- und T-Zell-Regionen, in 

der ausdifferenzierter Milz jedoch nur von Stromazellen der B-Zone exprimiert. Der 

Zeitpunkt, an dem Biglycan in der Region der T-Zellen herunterreguliert wurde und somit 

nur FDC und die übrigen FSC definiert, war erst zu beobachten, nachdem die T-Zone 

vollständig von Follikeln mit reifen FDC umgeben wurde. Auch erst dann kam es durch 

Kolokalisierung von Madcam-1+ Stromazellen, Metallophilen Makrophagen und 

Marginalsinus-Endothel zur vollständigen Ausdifferenzierung des Marginalsinuses, der 

Rote und Weiße Pulpa trennte. Die Entwicklung der neonatalen Milz war an Tag 14 

abgeschlossen und wies einen adulten Phänotyp auf.  

 

3.3.3.2 Expression der neu identifizierten FDC-Gene in der neonatalen Milz 

Neben Biglycan wurden auch Enpp2, Serpina1, Cilp, Lrat, Postn, RIKEN cDNA 

9130213B05 und Coch als spezifische Gene für FDC definiert. Es konnte anhand von B-

und/oder T-Zell-defizienten Mäusen gezeigt werden, dass die Expression dieser neu 

definierten Gene von Lymphozyten-Signalen abhängt. Nun sollte überprüft werden, wie 

die Expression dieser Gene innerhalb der neonatalen Entwicklung bis hin zu 

ausdifferenzierten FDC reguliert wird. Dazu wurde die RNA von neonatalen Milzen 

präpariert und die Genexpression von Enpp2, Serpina1, Cilp, Lrat, Postn, RIKEN cDNA 

9130213B05 und Coch in einer semi-quantitativen RT-PCR analysiert. Als Vergleich 

diente die isolierte Milz-RNA eines adulten Tieres. 

Die vorhergehenden immunhistologischen Beobachtungen zur Differenzierung von FDC 

durch Erhöhung der CD21-Expression von Tag 8 postnatal an konnten in diesem 

Experiment belegt werden. So wurde auch in der molekularbiologischen Analyse ein 

drastischer Anstieg der Expression von CD21 beobachtet. Desweiteren zeigte die Analyse, 

dass auch CXCL13, Enpp2, Lrat und Serpina1 in der Differenzierungsphase der 

neonatalen Milz tendenziell hochreguliert wurden. Im Gegensatz schwankte die 

Expression einiger Gene (Cilp, Ltbp3 und RIKEN cDNA 9130213B05), nahm ab 

(Periostin) oder blieb unverändert (Coch) innerhalb der neonatalen Entwicklung. Auffällig 

war, dass die Expression der Gene Cilp, Lrat, Ltbp3, RIKEN cDNA 9130213B05 und 
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Madcam-1+ Zellen in unmittelbarer Nähe der LTi. B-Zellen und CD3+CD4-CD8- Zellen 

fehlten (Daten nicht gezeigt). 

Erste Verzögerungen in der Milzentwicklung von Rag1-/- -Neugeborenen erfolgten an 

den folgenden Tagen. So konnte eine kontinuierliche Madcam+ Zellschicht erst am Tag 10 

detektiert werden. Dies entspricht einer Verzögerung von etwa einer Woche verglichen zu 

wt. Weiterhin war am Tag 10 das perivaskuläre Areal der RAG1-/- nicht mehr nur von 

LTi, sondern auch von einer bezeichnenden Anzahl Dendritischer Zellen besiedelt. Eine 

ausgeprägte Differenzierung zwischen Roter und Weißer Pulpa in Hinblick auf 

Expression von Vcam-1 trat noch später auf. Erst am Tag 14 und somit etwa 10 Tage 

verspätet war Vcam-1 signifikant höher in der Roten Pulpa exprimiert. Die 

Hochregulierung von BP3 war sogar um 14 Tage verzögert und trat erst ab Tag 21 

postnatal auf (Daten nicht gezeigt). 

 

Die Analyse der Rag1-/- Neugeborenen zeigt, dass die stromale Entwicklung des 

Immunkompartments der Milz bis zur Geburt Lymphozyten-unabhängig ist, da 

Lymphozyten-defiziente Rag1-/- und wt eine vergleichbare stromale Entwicklung am Tag 

1 postnatal zeigten. Erst danach kam es aufgrund fehlender B- und T-Zellen zu einer 

verzögerten Differenzierung des Stromas. Es konnte somit gezeigt werden, dass die 

Entwicklung einer BP3schwach T-Zell-Region, umgeben von BP3stark B-Zell-Region in wt 

Lymphozyten-abhängig ist. Zwar konnten in Rag1-/- die fehlenden Lymphozyten-

vermittelten Signale kompensiert werden, die Entwicklungsphase dauerte jedoch aufgrund 

fehlender B- und T-Zell-vermittelter Signale fast vier Mal so lange wie in wt. 

 

3.3.5 Die Entwicklung der neonatalen Milz ist unabhängig von 

Lymphoid Tissue Inducer Cells  

LTi spielen eine Schlüsselrolle in der Entwicklung von peripherem Lymphgewebe. Sie 

sind u.a. in Lymphknoten, Peyer´schen Plaques und der Milz (Abschnitt 3.3.3.1) 

nachweisbar43,44. Deletion des Transkriptionsfaktors Rorγ führt zum Verlust von LTi59. 

Folge ist das Fehlen LTi-vermittelter LT/TNF-Signale, was u.a. die Entwicklung von 

Lymphknoten und Payerschen Plaques, jedoch nicht der Milz verhindert43. Eine 
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Abgesehen vom Fehlen der LTi zeigten die Milzen der Rorγ-/-  Neugeborenen keine 

Unterschiede in Einwanderung von Lymphozyten und Entwicklung des 

Immunkompartiments bis hin zur Differenzierung von FDC (Abb. 53). Wie schon für wt 

gezeigt, lokalisieren am Tag 1 postnatal B-Zellen und CD3+CD4-CD8- Zellen 

perivaskulär. Am Tag 3 hatte das Madcam-1+ Stroma eine kontinuierliche Zellschicht um 

die weiße Pulpa gebildet und die weiße Pulpa ließ sich aufgrund einer schwachen Vcam-

1-Expression von der Roten Pulpa unterscheiden. Ein drastischer Anstieg von CD4+ und 

CD8+ T-Zellen wurde an Tag 4 verzeichnet. Das Stroma der Weißen Pulpa regulierte die 

Expression von BP3 am Tag 6 hoch und war durch eine BP3stark und BP3schwach-Zone 

definiert. Die finale Stufe der Differenzierung begann am Tag 9 mit der Entwicklung von 

Follikel mit reifen FDC und war am Tag 14 beendet.  

 

3.3.6 Zytokine und ihre Rezeptoren in der Milzentwicklung 

Der Rezeptor für das FDC-exprimierte Chemokine CXCL13 ist CXCR5 und befindet sich 

auf B-Zellen. CXCR5 vermittelt die Einwanderung von B-Zellen ins Follikel. Durch 

Bindung von CXCL13 an seinem Rezeptor wird in B-Zellen die Expression von 

Lymphotoxin induziert. B-Zell-produziertes Lymphotoxin wiederrum bindet an seine 

Rezeptoren auf stromalen Zellen und induziert die Differenzierung von FDC und deren 

CXCL13-Expression. Dieser positive Rückkopplungsmechanismus bedingt eine 

gegenseitige Regulierung von Stroma und B-Zellen125. 

 

3.3.6.1 Naive CXCR5-defiziente Milzen besitzen keine FDC  

CXCR5-defiziente Milzen sind nicht in der Lage Primärfollikel zu bilden. B-Zellen 

umgeben ringförmig die T-Zone (Abb. 54A). Immunhistologische Untersuchungen mit 

dem FDC-spezifischen Antikörper FDC-M2 zeigen einen breiten Ring aus schwach 

positiven Zellen, die jedoch keine typische Netzwerkstruktur ausbilden35,58. Ähnlich 

beschrieben wie für TNF- und TNFR-1-defiziente Mäuse, befinden sich diese FDC-M2+ 

Zellen außerhalb des Marginalsinus und kolokalisieren mit B-Zellen34. Ungewiss ist 
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Die Expression FDC-spezifischer Gene erfolgte nur in der Zone der BP3stark Stromazellen. 

Diese exprimierten Biglycan (Abb. 55C+D), CXCL13 und schwach Enpp2 (Abb. 55E). 

FDC-Marker wie Serpina1, Coch, Lrat, RIKEN cDNA 9130213B05 und Cilp wurden 

jedoch nicht nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Dass es sich bei den Stromazellen der 

B-Zell-Region um einen unvollständig differenzierten Phänotyp handelte, deutete auch die 

schwache Expression von CCL21 in Teilen des CXCL13+ Stromas an (Abb. 53B). 

 

3.3.6.2 Lymphotoxin α-unabhängig Differenzierung der Stromazellen von B- 

und T-Zone  

Wie auch andere sekundäre Lymphorgane entwickelt sich die Milz aufgrund komplexer 

Interaktionen zwischen hämatopoietischen und mesenchymalen Zellen. Einer der 

Schlüsselfaktoren sind Lymphotoxin-Signale. Die essentielle Rolle von Lymphotoxin 

wurde in LTα-/- Mäusen durch das Fehlen von Peyer´schen Plaques und Lymphknoten, 

sowie einer gestörten Milzstruktur ohne FDC, Marginalzone und segregierter B- und T-

Zone illustriert126-128.  Die Segregation von Roter und Weißer Pulpa ist jedoch LTα-

unabhängig129.  

Ob und inwiefern die Differenzierung des Stromas der Weiße Pulpa und Entwicklung von 

FDC von Lymphotoxin abhängt, sollte in LTα-/- mittels Immunhistologie und in situ-

Hybridisierung untersucht werden. Die Analysen erfolgten mit dem von Liepinsh et al. 

generierten LTα-defizienten Mausstamm. Diese Mäuse zeigen im Gegensatz zu früher 

erzeugten LTα-/- keine Reduktion der TNF-Expression57. Die Reduktion von TNF in 

früher generierten LTα-/- beruht also nicht auf eine gegenseitige Regulation von LTα und 

TNF, sondern ist auf die Art der genetischen Manipulation des LTα-Lokus 

zurückzuführen. 
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Zur Aufklärung der Kompartimentierung von B- und T-Zellen, wurde die Expression von 

CXCL13 und CCL21 in der Milz von LTα-/- untersucht. Obwohl die Expression beider 

Chemokine sehr niedrig war, wurden CXCL13+ Stromazellen der B-Zone und CCL21+ 

Stromazellen der T-Zone detektiert (Abb. 57). 

 

Die Daten zeigten, dass trotz fehlender Lymphotoxin-Signale eine grundlegende 

Organisation und Kompartimentierung der Milz erfolgte. In LTα-/- segregierten nicht nur 

Rote und Weiße Pulpa, sondern auch das Stroma innerhalb der Weißen Pulpa. Durch die 

lokal getrennte Expression von Chemokinen wurden unterschiedliche Nischen für  B- und 

T-Zellen beobachtet. So lokalisierten im CXCL13+ Stroma B-Zellen und im CCL21+ 

Stroma T-Zellen. Außer Biglycan konnte kein weiteres FDC-spezifisches Gen in der 

Weißen Pulpa von LTα-/- nachgewiesen werden.  
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