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FDC sind Zellen mit einer dendritischen Morphologie, die als Subpopulation der BP3"
follikuldren Stromazellen (engl.: follicular stromal cells, FSC)*'° in der zentralen Region
der B-Zone lokalisieren (Abb. 5C). Das Oberflichenprotein BP3 (Bst-1) ist ein
Transmembranprotein ~ mit ~ Ektoenzym-  und  Adhésion/Signaltransduktions-
Eigenschaften®®®’. Eine Besonderheit, die FDC von den restlichen retikuliren Zellen
unterscheidet, ist die Expression des Komplementrezeptor-Komplexes CD21/CD35 zur
Prisentation von unprozessiertem Antigen (Abb. 5A). Dariiberhinaus unterscheiden sich
FDC immunhistologisch durch die Markierung mit dem monoklonale Antikérper FDC-
M2 (Abb. 5B). Als Antigen von FDC-M2 wurde der Komplementfaktor C4 in

Immunkomplexen identifiziert®.

Abb. 5: Immunhistologischer Phanotyp der FDC, (A) anti-CD21 (blau), (B) FDC-M2 (rot), (C)
BP-3 (griin), (D) Uberlagerung der drei Fiarbungen. 200-fache VergroBerung.

FDC im Keimzentrum, auch sekundidre FDC genannt, regulieren zwei Fc-Rezeptoren
hoch: FeyRIIb (CD32) und FceRIT (CD23)*7°. Weitere hochregulierte Marker sekundirer
FDC sind Icam-1 (CD54), Vcam-1 (CD106) und Madcam-1. Diese Integrin-Liganden
spielen in B-Zell-Migration und fester Bindung an der FDC-Oberfldche eine wichtige
Rolle’™”. Abbildung 6 zeigt beispiclhaft hochregulierte Oberflichenmolekiile, die

sekundire FDC definieren.
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Abb. 6: Follikular Dendritische Zellen (FDC) im Sekundarfollikel. Fluoreszenzfiarbung von
Gewebsschnitten der Milz. (A-D) BP3 (griin), CD21 (blau), rote Farbung: (A) Madcam-1, (B)
Icam-1, (C) Vcam-1 und (D) FcyRIIb. 200-fache Vergroferung.

3.1 Genexpression der FDC

Im Gegensatz zur histologischen Analyse ist eine Charakterisierung von FDC ex vivo eine
Herausforderung. Thre Isolierung aus vitalem Gewebe mit signifikanter Homogenitit ist
aufgrund einer extrem engen Interaktion mit B-Zellen schwierig und bedarf
zeitaufwendige digestive Behandlungen. Da aber FDC wegen ihrer langen filigranen
Dendriten sehr fragil sind, fiihrten barsche Isolierungsmethoden zum Verlust der Integritét
von FDC. Die mangelnde Integritit der FDC verhinderte eine Anreicherung einer
signifikanten Anzahl vitaler Zellen in der Durchflusszytometrie. Hinzu kam, dass sich mit
FDC-spezifischen Antikorpern aufgrund unspezifischer Farbungen von hauptsiachlich B-
Zellen keine klaren FDC-Populationen definieren lieBen (Daten nicht gezeigt). Zur
Umgehungen dieser Problematik wurde die Methode der Laser-unterstiitzten

Mikrodissektion (Arcturus) zur Isolierung von FDC-Netzwerken gewéhlt.
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3.1.1 Etablierung der  Methode der  Laser-unterstitzten
Mikrodissektion

RNA ist ein sehr instabiles Molekiil mit einer kurzen Halbwertszeit. Um die Degradation
der RNA in Gefrierschnitten mdoglichst gering zu halten, musste mdglichst schnell,

RNase-frei und bei niedrigen Temperaturen gearbeitet werden.

Zuerst wurde die Integritit der RNA von behandelten und unbehandelten
Gewebsschnitten kontrolliert. Dazu wurde RNA von frischen und gefarbten
Gefrierschnitten isoliert und die Qualitidt verglichen. Die Qualitidt der RNA wurde mittels
eines Agilent Bioanalyzers und die Quantitit durch Amplifikation des ubiquitir
exprimierten (engl.: housekeeping) Gens B-Actin in einer LightCycler-PCR bestimmt.

Die Daten des Bioanalyzers zeigten nur einen geringfiigigen Verlust der RNA-Integritét
nach Fixierung, Farbung und Dehydrierung der Gefrierschnitte. In beiden Ansidtzen wurde
die ribosomale RNA (28S und 18S) detektiert und ergab fiir unbehandelte Gefrierschnitte
einen 28S/18S-Quotient von etwa 1,8 und fiir behandelte Gefrierschnitte einen Wert von
etwa 1,6; exemplarisch dargestellt in Abbildung 7. Die Daten der LightCycler-PCR
wiesen einen Verlust von 15 - 20% RNA nach Behandlung der Gewebsschnitte aus (Daten

nicht gezeigt).

(1] Abb. 7: Darstellung einer
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Diese qualitativen und quantitativen Werte liegen im Bereich der Erfahrungswerte des
Herstellers des RNA-Aufbereitungskits (Arcturus). Das etablierte Protokoll ermdglicht
somit die RNA-Isolierung von FDC und anderen Zelltypen aus Gefrierschnitten mit einem

hochst-moglichen Grad an Qualitit und Quantitét.
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Zur Visualisierung von FDC auf den Gefrierschnitten standen die beiden FDC-
spezifischen Antikorper FDC-M2 und anti-CD21 zur Auswahl. Nach Testung
verschiedener Férbeprotokolle fiel die Entscheidung zur Férbung von FDC fiir die
Mikrodissektion aufgrund einer schnelleren und stirkeren Farbung auf anti-CD21.

Fiir die Analyse von FDC im Primaérfollikel und FDC im Sekundérfollikel nach Induktion
einer Immunantwort mussten primdre und sekunddre FDC fiir die Isolierung
unterschieden werden. Da mit herkdmmlichen Antikérpern zur Charakterisierung von
FDC im Sekundarfollikel keine schnellen Farbungen moglich waren, wurden Keimzentren
auf konsekutiven Gefrierschnitten mit PNA gegengefarbt. Isoliert wurden FDC in frithen

(Tag 7 nach Immunisierung) und spéten Sekundirfollikeln (Tag 15 nach Immunisierung).

Eine Kontamination der dissektierten Zellverbande durch Verwischung der RNA von
benachbarten Zellen beim Schneiden des Gewebes sollte ausgeschlossen werden. Dazu
wurden gleichgroBe Gebiete von CD21" und CD21" -Regionen dissektiert, RNA isoliert
und am Beispiel der RNA von CD21 mittels einer RT-PCR nachgewiesen.

Die Amplifikation ergab ein eindeutiges Signal fiir die CD21" und kein Signal fiir die
CD21" Regionen (Abb. 8). Eine mogliche RNA-Kontamination von benachbarten Zellen

konnte somit ausgeschlossen werden.

Abb. 8: Nachweis von CD21 in
Region
einer semi-quantitativen RT-PCR.

:Il = Gefrierschnitte der Milz wurden mit
a A anti-CD21 gefdrbt. CD21" und CD21
~ i D21 Regionen wurden dissektiert und
CD21 und B-Actin mittels RT-PCR

2 B B-Actin amplifiziert.

3.1.2 lIsolierung von FDC und Follikularen B-Zellen

Nach Etablierung eines Protokolls, bei dem Gefrierschnitte der Milz in weniger als 10 min
optimal  fiir die  Laser-unterstiitzter = Mikrodissektion und  anschlieBende

molekularbiologische Analyse vorbereitet wurden, erfolgte eine schonende und definierte
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Isolierung von FDC aus Primédr- und Sekundirfollikeln. Eine exemplarische

Mikrodissektion gefarbter FDC-Netzwerke ist in Abbildung 9 dargestellt.

Abb. 9: Isolierung eines FDC-Netzwerkes mittels Laser-aktivierter Mikrodissektion.
Gewebsschnitte der Milz wurden mit anti-CD21 gefarbte. Das gefarbte FDC-Netzwerk (A), das
Gewebe nach der Isolierung (B) und das dissektierte FDC-Netzwerk (C).

In einem Paralellansatz wurden follikulire B-Zellen (B220° CD23* CD21°™*") ynd
Keimzentrums-B-Zellen (B220" PNA®™) friiher (Tag 7 nach Immunisierung) und spiter
(Tag 15 nach Immunisierung) Sekundédrfollikel aus Einzelzellsuspensionen der Milz
FACS-sortiert. Aus den dissektierten und sortierten Zellen wurde die RNA aufgereinigt,

zweifach linear amplifiziert und auf Microarrays hybridisiert.

3.1.3 Analyse der generierten Microarrays

3.1.3.1  Vergleichsprazision der Microarrays

Fiir die Charakterisierung der FDC wurden Microarray-Duplikate von folgenden Zellen
generiert:  dissektierte FDC-Netzwerke von Primérfollikeln (Tag 0), friihen
Sekundirfollikeln (Tag 7) und spdten Sekundérfollikel (Tag 15); FACS-isolierte
follikuliare B-Zellen (Tag 0), B-Zellen friiher Keimzentren (Tag 7) und B-Zellen spiter
Keimzentren (Tag 15). Fiir die Analyse der Entwicklung von FDC wurden zusitzlich
Microarray-Duplikate von dissektierten stromalen B-Anlagen der SCID generiert
(Abschnitt 3.3.2). Tabelle 13 (Anhang) fasst die der Datenberichte entnommenen

Auswertungen aller verwendeten Proben zusammen.
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Zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit wurden die Signalintensitéten (engl.: Mean Signal
Intensity) der >45.000 Gene (Affymetrix GeneChip A430 2.0) der
Zellpopulationsduplikate korreliert. Der Korrelationskoeffizient der FACS-isolierten B-
Zellen betrug 0,955+0,010 und stimmte somit mit Werten der Literatur (0,955+0,017)
iiberein’. Der Koeffizient der dissektierten Zellen lag mit 0,9334+0,007 leicht drunter. Die
geringere Korrelation der dissektierten Zellen ldsst sich mit der dynamischen
Zusammensetzung der isolierten Zellpopulationen erklart werden. Wéahrend im FACS
homogene Zellpopulationen isoliert werden, unterliegen dissektierte Zellverbande
aufgrund der heterogenen Zusammensetzung einer gewissen Varianz in der
Genexpression. Abbildung 10 zeigt die graphische Darstellung einer exemplarischen

Korrelation der Duplikate von B-Zell- bzw. FDC-Microarrays.

Abb. 10: Exemplarische Korrelation der Signalintensitaten von (A) B-Zell- und (B) FDC-
Microarray-Duplikaten. Der Korrelationskoeffizient dieser B-Zell-Microarrays betrug R*=0,96
und dieser FDC-Microarrays betrug R*=0,94.

Fiir eine zuverldssige bioinformatische Analyse der Expressionsmuster verschiedener
Zellprdparationen durch Microarray wurden die Datenberichte aller generierten
Microarrays verglichen und statistisch ausgewertet. Eine Erklirung der einzelnen
Begriffe, die fiir die Auswertung von Microarrays verwendet wurde, befindet sich im
Abschnitt 2.7.3.

Auskunft iiber eine ausreichende RNA-Qualitit und fehlerfreie Probenaufbereitung bei
einer zweifachen Amplifikation von Proben geben die Parameter Number Present und
Signal Present. Diese Werte lagen mit 37,9+5,0 bzw. 242,0£59,4 laut dem Hersteller

Affymetrix fiir alle generierten Microarrays innerhalb der Akzeptanz.
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Ob Microarrays untereinander verglichen werden konnen, hangt von Scale Factor ab. Da
dieser Wert fiir alle Préparationen statistisch innerhalb des Toleranzbereiches (1,0+0,6)

lag, waren alle Préparationen untereinander vergleichbar.

3.1.3.2 Bestatigung der neuen Methode zur ldentifizierung 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
follikuldren B-Zellen und Keimzentrums-B-Zellen dienten dabei der Kontrolle.
Charakteristische Gene fiir FDC wie CXCL13, Clusterin, Mfg-e8, BP3, CXCL12, Vcam-
1, Gjal, Dsg2, Prionen-Protein (Prnp) und Madcam-1 wurden in den FDC-Netzwerk,-
aber nicht in den B-Zell-Priparationen gefunden (Anhang, Tabelle 14 und 15)**¢7>7%,
Dagegen wurden B-Zell-Gene wie Ms4al (CD20) und CD19” nicht nur in den B-Zell-
Priparationen, sondern aufgrund der Kolokalisierung mit FDC auch in den Netzwerk-
Priparationen gefunden. Die Signalstirken typischer B-Zell-Gene waren auf den
Microarrys von FDC-Netzwerk- und B-Zell-Préparationen 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-unterstiitzen Mikrodissektion und des Microarrays ein Nachweis FDC-spezifischer
Gene moglich ist und somit ein niitzliches Werkzeug fiir 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 Datensétze

erfolgte anhand der Werte fiir Signalstdrke, Detektion, Signal Log Ratio und Change Call.
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In den dissektierten Arealen befinden sich fast ausschlielich 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-Priparationen des

korrespondierenden analysierten Zeitpunktes verglichen.

Zuerst wurden Gene ausgeschlossen, die in den B-Zell-Préparationen detektiert (present)
wurden und eine Signalstirke von >100 hatten. Zur Anreicherung von Genen mit
signifikanter Signalstirke wurden FDC-Kandidaten-Gene ausgewéhlt, die an einem
Analyse-Zeitpunkt in >75% mindestens 3-fach hoher exprimiert waren (Signal Log Ratio
>1,58) als in B-Zellen. Zusitzlich mussten diese Gene in allen Vergleichen als Change
Call ein increase (Anstieg) ausweisen. Kandidaten-Gene mussten aullerdem 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 nédchsten 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 (unverdndert) bzw. einen kleineren Unterschied aufweisen, wurden als nicht-
regulierte FDC-Kandidaten eingestuft. Dariiberhinaus 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 Literatur’®***?,

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 bestétigt wurden. Von den
43 Genen wurden 27 Gene (etwa 2/3) wihrend der Immunantwort hochreguliert und nur
16 Gene (etwa 173) herunterreguliert. Unter den Genen, die in der Immunantwort
hochreguliert werden, befand sich das fiir sekundire FDC beschriebene Prionen-Protein®.
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 zéhlten zu den extrazelluldren Proteinen (entweder sezerniert oder mit einer
extrazelluldren Region), von denen 7% zu den Matrixproteine gezéhlt wurden. Funktionell
sind die Gene in Zellmetabolismus (30%), Entwicklungsprozessen (20%), Zytoskelett
(8%), Zellmigration (6%), Zelltod (5%), Zellzyklus (3%) und immunologischen Prozessen
(3%) involviert.

3.1.34 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 fiir die Subtraktion
der B-Zell-Gene zur Identifizierung von FDC-Genen generiert. Sie gaben zusitzlich

Auskunft tiber mogliche FDC/B-Zell-Interaktionspartner auf Seiten der B-Zellen.

Fiir die Einteilung der B-Zell-Gene in regulierte bzw. nicht regulierte Gene im Laufe der
Immunantwort wurden die generierten B-Zell-Microarrays (Duplikate von Follikuldren B-
Zellen, sowie frithen und spéten 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
GroBiteil der Gene housekeeping-Gene. Um die Liste von housekeeping-Genen zu
bereinigen, wurden die Microarrays jeder B-Zell-Priparation mit Microarrays von B-Zell-
defizienten Gewebe (B-Zell-Anlage von SCID-Méusen, 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. fiir Msd4al (CD20), CD19, Pax5, CD21, Tnfrsf13b (TACI), Tnfrsfl3c

(BAFF-R) und diverse Immunglobuline befanden”***,

Die Ontologie der B-Zell-Gene wurde mit Hilfe der DAVID-Datenbank analysiert. Dabei
wurden die Gene mit relativ hoher Signalstirke (>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 zusétzlich durch einen hohen Anteil von
Organellenproteinen (50%) aus. Im Vergleich zu follikuldren B-Zellen erhdhte sich der
Anteil an Transmembranproteinen um 10%. AuBlerdem sind Gene folgender Prozesse
hochreguliert: Proteinmetabolismus (18%), Zelldifferenzierung (9%), Zellzyklus (7%),
Reaktion auf DNA-Schidigung (5%), Proteintransport (4%), Lymphozytenaktivierung
(3%) und somatische Rekombination (0,5%).
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Fiir 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 fiir FDC-exprimierte Faktoren
fungieren konnten.

Fiir die Analyse von moglichen 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
berticksichtigt, deren Signalstdrke 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 Verfiigung stehen. Die ausgewihlten 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, Lgall und Edg8

wurden in der Immunantwort als signifikant hochregulierte Gene bestitigt**".

Der Vergleich der Expressionsmuster von Follikuldren B-Zellen und Keimzentrums-B-
Zellen mittels Bioinformatik zeigte, dass wahrend 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 fiir weitere Analysen zur Verfiigung.
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3.1.4 Zusammenfassung

Da eine Isolierung von integeren FDC mit signifikanter Homogenitét aus vitalem Gewebe
nicht zufriedenstellend war, wurde die Methode der Laser-unterstiitzten Mikrodissektion
gewihlt. Es ist gelungen, ein Protokoll zu etablieren, das eine ex vivo Isolierung von FDC
fiir die Analyse ihrer Genexpression ermdglicht.

Darauthin wurden FDC-Netzwerke primdrer und sekundérer Follikel dissektiert und die
Expressionsmuster mittels Mikroarray erstellt. Die Genexpression koisolierter B-Zellen
lieB sich durch Herstellung von B-Zell-Microarrays bei der Auswertung der Daten
berticksichtigen. Die bioinformatische Analyse wies prominente FDC-Gene nach und

bestitigte 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 fiir weitere Analysen zu treffen, wurden die
ausgewerteten Microarrays mit publizierten Microarrays fiir diverse hdmatopoietische und
mesenchymale Zelltypen sowie FDC-Priparationen verglichen’®*%!",

Da bei der Auswertung der publizierten Microarrays abweichende Parameter verwendet
und die Daten anders verarbeitet wurden, mussten die Signalstdrken fiir einen Vergleich
mit den selbst generierten Microarrays extrapoliert werden. Dazu wurden die

Signalstirken der eingeholten Microarrays anhand eines von Affymetrix definierten

Gensatzes normalisiert.

Gene, die eine starke Expression in hdmatopoietischen Zellen und gleichzeitig eine
schwache in mesenchymalen Zellen zeigte, wurden von weiteren Analysen
ausgeschlossen.

Die anschlieBende Auswahl der FDC-Kandidatengene fiir weiterfiihrende Analysen
unterlag folgenden Kriterien: (I) eine vergleichsweise hohe Signalstirke, (II) keine oder

nur geringe Expression in hdmatopoietischen Zelltypen, (III) Literaturhinweise auf einer
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Bedeutung in der Regulation von Zellaktivitdten, einer Rolle in B-Zell-Interaktionen bzw.
Immunantwort oder den Ursprung von FDC. Es erfolgte eine Auswahl von 11

interessanten FDC-Kandidaten-Genen fiir weitere Analysen:

(1) Bgn — Biglycan

Das Glykoprotein Biglycan wird von der Zelle in die extrazelluldre Matrix sezerniert,
verbleibt aber auf der Zelloberfliche (perizelluldr). Es wird in Verbindung mit Migration,
Adhésion und Retention von Zellen gebracht, sowie Regulierung der Aktivitdt von
Zytokinen wie TGF-B und TNF durch Modulierung und Speicherung. Die Rolle in
Apoptose, Differenzierung und Proliferation scheint zellspezifisch zu sein®'%. Oritani et
al. zeigten, dass Biglycan von Vorldufer-B-Zellen gebunden wird und in vitro zur

erhohten Proliferation von Vorliufer-B-Zellen des Knochenmarks fiihrte!°'.

(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 Retinsdure
umgewandelt oder von Lrat esterfiziert und gespeichert. Bei Bedarf wird esterfiziertes
Retinol zu Vitamin A hydrolysiert. Retinsdure hat Hormonfunktion und bindet an die
Kernmembran-Rezeptoren Nuclear Retinoic Acid Receptor (Rar) und Retinoid X Receptor
(Rxr), die wiederrum als Transkriptionsfaktoren fiir eine Vielfalt von Genen wirken'%"'%,
Retinsdure vermittelt Migration in den Darm (gut-homing) von T -und B-Zellen, fordert
das Zellwachstum und die Differenzierung von regulatorischen T-Zellen (Treg) und

hemmt Proliferation von B-Zellen und verstirkt die Antikérperantwort'*>!%.

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

Bei Cochlin handelt es sich um ein sezerniertes Protein der extrazelluliren Matrix. Uber
die Funktion ist noch wenig bekannt, es wurde bisweilen nur in Verbindung mit der
Augenkrankheit Glaucoma erwihnt'®’. Strukturanalysen fiir Cochlin ergaben drei VWA
(Von Willebrand-Faktor Typ A) -Doménen und eine LCCL (Limulus factor C, Coch-
5b2, Lgll) —Domine (Abb. 11). vWA-Doménen iibernechmen Funktionen bei

Zellmigration und -adhésion.
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LCCL vHA_collagen
vHA_subgroup

Abb. 11: Schematische Darstellung der Proteindomanen von Coch nach NCBI CDART
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

(4) Cilp - Cartilage Intermediate Layer Protein

Cilp ist ein monomerisches Glykoprotein der extrazelluldren Matrix, dessen Funktion
weitgehend unbekannt ist. Strukturanalysen zeigten eine TSP1- (thrombospondin type 1
repeats) und Ig-Superfamily- (IGcam — immunoglobulin domain cell adhesion molecule
superfamily member) Doméne (Abb. 12). Wahrend eine Ig-like-Doméne eine Rolle in

Zelladhédsion iibernimmt, bindet und aktiviert eine TSP1-Doméne TGF-Blog'“O.

Abb. 12: Schematische Darstellung der Proteindoménen von Cilp nach NCBI CDART
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

(5) Enpp2 - Ectonucleotide Pyrophosphatase

Enpp2, auch als Autotaxin bekannt, ist ein Membran-gebundenes Enzym mit der
katalytischen Region im extrazelluliren Raum. Dieses Ektoenzym hydrolysiert
Lysophosphatidylcholin zu Lysophospatsédure (engl.: lysophosphatidic acid, LPA), die an
die Rezeptoren LPal-3 binden. Die Rezeptoren gehdren zu der Klasse der EDG-
Rezeptoren, wozu auch Sphingosinphosphat-Rezetoren gehdren''.

LPA spielt eine Rolle in Zellmotilitdt, -wachstum und —iiberleben. In neueren Studien
wurde ein direkter Zusammenhang zwischen Enpp2 und Migration von Lympozyten in

sekundire Lymphorgane identifiziert''>'",
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(6) Htral — High Temperature Requirement Protein A1

Htral gehort 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-B-
Superfamilie, hemmt dadurch die Signalkaskade und hat somit Einfluss auf

Zellwachstum, -proliferation und -differenzierung''*'".

(7) RIKEN cDNA 9130213B05

Das Protein von RIKEN c¢cDNA 9130213B05 wurde bisher noch nicht charakterisiert. Es
weilit 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 iiber dieser Funktion eine Rolle in der Homdostase und/oder Differenzierung von B-
Zellen spielen konnte. eine Strukturanalysen fiir das murine Protein ergaben eine
Transmembrandomine (24 Aminosduren), sowie eine grofle extra- (242 Aminosduren)
und kleine intrazelluldre (30 Aminosduren) Doméne (Abb. 13). Konservierte Doménen

konnten nicht detektiert werden.
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Abb. 13: Graphische Darstellung der Transmembran-Analyse von RIKEN ¢DNA
9130213B05 nach TMMOD (http://liao.cis.udel.edu): Transmembrandomine (rot), sowie eine
groBe extra- (griin) und kleine intrazelluldre (blau) Domaéne.

(8) Ltbp3 - Latent TGF- Binding Protein 3

Das Zytokin TGF- wird von den meisten Zellen als biologisch inaktiver large latent
complex (LLC) sezerniert. Dieser Komplex besteht aus TGF-B, latency-associated protein

(LAP) und einem der vier Latent TGF-f Binding-Proteinen. Nachdem der LLC in seine
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Bestandteile gespalten wurde, kontrolliert das mulifunktionale TGF-B Proliferation,
Differenzierung und Wachstum vieler Zelltypen. Neben der Kontrolle und Lenkung der
Aktivitdit von TGF-B, sind LTBP auch ungebunden als extrazelluldre Matrixproteine
bekannt''°. Ltbp3-Defizienz fiihrte in Miusen zu einer desorganisierten Weilen Pulpa der

Milz!'7.

(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 Ubereinstimmung. Obwohl
die Sequenz unvollstindig vorlag und dadurch keine Protein-Analyse ermdglichte, kam es

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

(10)  Postn - Periostin

Periostin ist ein mesenchymales Markerprotein der extrazelluldren Matrix und besitzt die
Féhigkeit mit anderen extrazelluldren Regulatoren wie TGF- zu assoziieren.

Interaktionen zwischen Periostin und hauptsidchlich Integrinen wurde in verschiedenen
Zelltypen nachgewiesen. Obwohl wenig iiber die Rolle bekannt ist, steht Periostin in

Verbindung mit Remodulierungsprozessen und Zellmotilitat''®'".

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

Serpinal gehort zu der Familie der Serpine, welche hauptsichlich strukturell verwandte
Peptidaseninhibitoren sind. Es liegt multipel im Genom vor (Serpinala bis c) und
unterscheidet sich nur durch SNP (engl.: small nucleotid polymorphism). Serpinal ist
sowohl als intra- als auch extrazelluldres Protein wirksam und hemmt Endopeptidasen, die
Adhéasionsmolekiile wie Vcam-1 schneiden. Es wurde mehrfach gezeigt, dass eine
Reduktion der Expression von Serpinal im Knochenmark eine Rolle in der Mobilisierung

von hamatopoietischen Vorlduferzellen spielt'**'*!,
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3.2.2 Zellspezifische Zuordnung der FDC-Kandidaten-Gene

Fir eine zellspezifische Zuordnung sollte nun die Expression der ausgewéhlten
Kandidaten-Gene in verschiedenen Zelltypen untersucht und im Milzgewebe lokalisiert

werden.

3.2.2.1 FDC-Kandidaten-Gene sind hauptsichlich mesenchymalen Ursprungs

Um Kandidaten-Gene auszuschlielen, die in hdmatopoietischen Zellen exprimiert werden,
wurden FACS-sortierte B- und T-Zellen, Makrophagen und Dendritische Zellen der Milz
analysiert. Fiir die Bestitigung von FDC als mesenchymalen Zelltyp wurde die
Expression der Kandidaten-Gene in mesenchymale Stammzellen der Calvaria
(Schédeldach) und ausdifferenzierten Mesenchymzellen am Beispiel von Osteoblasten
und Adipozyten iiberpriift. 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 fiir 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 hdmatopoietischen 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, Htral, Lrat, RIKEN c¢cDNA 9130213B05, Periostin und Serpinal) im
Follikel von FDC und nicht kolokalisierten hdmatopoietischen Zellen exprimiert werden.
Dass diese Gene mit mesenchymalen Zellen assoziiert werden konnen, ist eine
Bestitigung der Annahme, dass FDC mesenchymalen Ursprungs sind.

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

Coch, Enpp2, Htral, Lrat, RIKEN ¢cDNA 9130213B05, Periostin und Serpinal. Ltbp3 und
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das unbekannte Gen RIKEN c¢cDNA 9130014G24 wurden aufgrund ihrer Expression in

hidmatopoietischen Zellen nicht weiter analysiert.

N N Abb. 14: Expressionsanalyse der
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3.2.2.2 in situ-Analyse der neu identifizierten FDC-Gene

Nach der PCR-Analyse wurden die Kandidaten-Gene Biglycan, Lrat, Cilp, Coch,
Periostin, RIKEN ¢cDNA 9130213B05 und Htral als potentielle FDC-Kandidaten-Gene
gewertet. Um die Expression dieser Gene in der Milz zu lokalisieren, wurden die

Methoden der Immunohistologie und in situ-Hybridisierung benutzt.

Die Expression von Biglycan im Milzgewebe wurde durch immunhistologische
Firbungen mit einem polyklonalen Antikdrper gegen Biglycan'** bestitigt. Eine starke
Expression von Biglycan wurde in der Weilen Pulpa und an Endothelzellen der Roten
Pulpa detektiert. Innerhalb der Weillen Pulpa gab es eine klare Abgrenzung zwischen der
B- und T-Zone durch eine signifikant hohere Expression in der B-Zone. Die hochste

stark

Expression (Bgn™™") innerhalb der B-Zone war in unmittelbarer Ndhe zur T-Zone. In

diesem Areal entstehen Keimzentren (Abb. 15 und 16).
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B220 Biglycan CD3

Abb.15: Expression von Biglycan in der Milz. Immunhistologische Firbungen von
Gefrierschnitte. (A) Biglycan (rot), B-Zellen (griin) und T-Zellen (blau). (B) Selber Schnitt ohne
Féarbung der Lymphozyten; Bereich, in dem Keimzentren entstehen ist weill markiert. 200-fache
Vergroferung.

Bei Betrachtung des stromalen Kompartiments der B-Zone zeigte sich, dass Biglycan im
gesamten BP3*™* Stroma und somit auch im FDC-Netzwerk lokalisiert (Abb. 16A).
Obwohl Biglycan ein sezerniertes Protein ist, verbleibt es auf der Oberfliche der
sezernierenden Zellen und kann somit einem Zelltyp zugeordnet werden®. Da FDC und
FSC mit Biglycan kolokalisieren, konnte die Expression dieses Glykoproteins fiir beide

follikuldren Subpopulationen nachgewiesen werden (Abb. 16B).

Abb. 16: Expression von Biglycan in der B-Zone. Fluoreszenzfirbungen von Gefrierschnitten
der Milz. (A) 200-fache und (B) 400-fache VergroBerung.
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Die Lokalisierung der Expression der iibrigen Gene wurde durch in situ-Hybridisierung
gezeigt. Um eine Vorstellung iiber Lokalisierung von Hybridisierungs-Signalen FDC-
exprimierter Gene im Milzgewebe zu erhalten, wurde das Chemokin CXCLI13 als
Referenz genommen. CXCL13 wird in der Milz nur in der B-Zone und dort nur von FDC
SStark_

und den tibrigen FSC exprimiert’. Somit entspricht die CXCL13-Expression dem BP
Stroma (Abb. 17).

BF3 el 5 M2

AL ? w

Abb. 17: Expression von CXCL13, BP3 und FDC-M2 in der Milz. (A) in situ Hybridisierung
mit einer Sonde fiir CXCL13 und Immunhistochemie mit (B) anti-BP3 und (C) FDC-M2.
100fache Vergrofierung.

Die Spezifitit der Hybridisierungssonden (anti-sense; diese Sonden tragen die
Komplementérsequenz zur RNA) wurde durch sense-Sonden (tragen die Sequenz der
RNA) der gleichen Nukleotidsequenz kontrolliert. Abbildung 18 zeigt exemplarisch eine
in situ-Hybridisierung mit einer anti-sense- und sense-Sonde fiir CXCL13. Da mit der
sense-Sonde  keine  Signale beobachtet wurden, waren die verwendeten

Hybridisierungssonden der verschiedenen Gene spezifisch.
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Abb. 18: in situ-Hybridisierung auf Milzschnitten mit (A) anti-sense und (B) sense-Sonden,
exemplarisch gezeigt fiir CXCL13. 20-fache Vergroferung.
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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 ermoglichte Riickschliisse auf Lokalisierung und Zellspezifitidt der
Expression der Kandidaten-Gene. Je nach Expressionsrate eines Gens fiel die Stdrke des
Hybridisierungs-Signales unterschiedlich aus. So musste bei Genen mit niedriger
Expression die Substratreaktion der in situ-Hybridisierung zur Intensivierung des Signals
entsprechend verlédngert werden. Eine negative Folge der ldngeren Substratinkubation war

eine Zunahme des Hintergrunds.

Abbildung 19 zeigt in situ-Hybridisierungen der FDC-Kandidaten-Gene auf Milzschnitten
nicht-immunisierter Méuse. Eine starke Expression wurde fiir Enpp2, Serpinal und Cilp
in FDC und Coch in Stromazellen der Roten Pulpa nachgewiesen. Eher schwach war die
in der B-Zone die Expression fiir Periostin, Coch und Lrat. RIKEN cDNA 9130213B05
zeigte zusétzlich zur schwachen Expression in der B-Zone eine noch schwéchere in der T-
Zone. Neben der Expression in der B-Zone wurde flir Serpinal und Enpp2 auch eine
deutliche Expression in den Stromazellen des Marginalsinus nachgewiesen.

Obwohl Htral von allen Kandidaten-Genen die hochste Signalstidrke aufwies, konnte die
Genexpression in der in situ-Hybridisierung aufgrund fehlender Signale nicht
nachgewiesen. Dass die Signalstirken der Microarrays und in situ-Hybridisierung nur
bedingt korrelierten, war auch fiir die iibrigen 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 Signalstirke.
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Abb. 19: Expression der neu identifizierten Gene in der Milz. in situ-Hybridisierungen mit
spezifischen Sonden auf Gefrierschnitte nicht-immunisierter Mause. CXCL13 wurde auf
konsekutiven Gewebsschnitten detektiert. 100-fache VergrofSerung.

Nach einer induzierten Immunantwort zeigte sich eine deutliche hohere Expression von
Coch und Periostin in sekunddren FDC. Dabei war das Expressionsniveau von Coch in
sekundidren FDC mit dem in Stromazellen der Roten Pulpa zu vergleichen. Die Expression
von Periostin erhohte sich in sekunddren FDC so sechr, dass die Detektionszeit der
hybridisierten Sonden mit Substrat nur ein Fiinftel der von primiren FDC betrug. In
Abbildung 20 wird gezeigt, dass im Gegensatz zu Primérfollikel FDC im Sekundirfollikel
Periostin und Coch hochregulieren. Da sich Primir- und Sekundérfollikel auf denselben
Gewebsschnitten befanden, konnten Variationen durch unterschiedliche

Reaktionsbedingungen (z.B. Substratreaktion) ausgeschlossen werden.
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Abb. 20: Die Expression der FDC-Gene Coch und Periostin im Primir- und
Sekundirfollikel der Milz. in situ-Hybridisierung von Gefreirschnitten fiir Coch (C+G) und
Periostin (D+H) und immunhistologische Fiarbung auf konsekutiven Gewebsschnitten mit dem
Antikorper FDC-M2 (A+E) und PNA (B+F). 100-fache Vergroflerung.
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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 anschlieBend in situ bestéitigt wurden. Um Hinweise
iiber Funktion in der Milz zu erhalten, wurden die Gene Enpp2, Periostin, Biglycan und

Lrat ndher untersucht.

3.2.3.1 Der Rezeptor fiir das enzymatische Produkt von Enpp2

Das enzymatische Produkt von Enpp2 ist LPA, welches von den G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren LPal (Edg2), LPa2 (Egd4) und LPa3 (Edg7) gebunden wird. Laut der
Microarray-Daten wird im FDC-Netzwerk LPal als einziger Rezeptor dieser Familie
exprimiert. Die B-Zell-Priparationen der Microarrays sind fiir LPa-Rezeptoren negativ.
Um herauszufinden, welche Zellen den im FDC-Netzwerk detektierten LPal exprimieren,
wurden myeloide Zellen, Lymphozyten und mesenchymale Zellen mit einer semi-

quantitative PCR analysiert.

Die PCR-Analyse bestitigte die Daten der B-Zell-Microarrays, dass B-Zellen negativ fiir
diesen Rezeptor sind. Dariiberhinaus wurde gezeigt, dass weder myoloide Zellen noch T-
Zellen den LPal-Rezeptor exprimieren. Die Expression, die in der Milz nachgewiesen
wurde, kann mit hoher Wahrscheinlichkeit auf stromale Zellen zuriickgefiihrt 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 LPal-Rezeptors reduzieren. Es stellte sich die Frage, ob diese Regulierung
von LPal auch bei der Differenzierung zu FDC zu beobachten ist. Dazu wurden wt und
SCID-Miuse verglichen. Obwohl die Lymphozyten-defizienten SCID-Méusen keine
ausdifferenzierten B-Zonen mit FDC besitzen, sind die stromalen Zonen, wo sich B- und
T-Zellen positionieren konnen, vordefiniert. So ldsst sich in SCID wie in wt die weille

3 schwach

Pulpa mit dem stromalen Marker BP3 in eine periarterielle BP Zone, umgeben von
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einer BP3*™* Zone, einteilen. In Lymphozyten-defizienten Milzen wird die BP3%"™*"
Zone auch als T-Anlage und BP3*** Zone als B-Anlage bezeichnetet®.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Microarrays von B-Anlagen der SCID angefertigt
(Abschnitt 3.3.5) und die Expression von LPal im Stroma der B-Anlagen und in FDC
miteinander verglichen. Die Microarray-Analysen der FDC-Netzwerken und B-Anlagen
zeigten einen signifikanten Unterschied in der Expression von LPal. So war in
Stromazellen der B-Anlage, die aufgrund fehlender Signalvermittlung durch
Lymphozyten nicht zu FDC differenzieren kénnen, eine signifikant hohere Expression des
LPal-Rezeptors (Signalstirke: in FDC 160, im Stroma der B-Anlagen 770) zu
beobachten. Ein Unterschied in der Expression des Enzyms Enpp2 konnte hingegen nicht

beobachtet werden.

Abb. 21: Expressionsanalyse von LPal,
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Zusammenfassend deuten die Daten an, dass die Expression von Enpp2 in stromale Zellen
der Weillen Pulpa autoregulatorische Funktionen hat, da der Rezeptor fiir das
enzymatische Produkt von Enpp2 auch von follikuldren Stromazellen und nicht von
hidmatopoietischen Zellen exprimiert wird.

Die daraus hervorgehende Fragestellung, ob sich die Expression von LPal in
Stromazellen der Weillen Pulpa bei der Differenzierung zu FDC éndert, wurde durch

Analyse der Milz von Neugeborenen adressiert (Abschnitt 3.3.3.2).



3 Ergebnisse 73

3.23.2  Lrat-defiziente Miuse zeigten ein aktiviertes Inmunsystem

Lrat ist ein Schliisselenzym fiir die Speicherung von Vitamin A. Durch Ausschaltung des
Lrat-Gens und somit der Speicherung von Vitamin A entwickeln Méuse einen Defizienz
an Retinsdure, der bioaktiven Form von Vitamin A®. Lrat-defiziente Miuse sind somit ein
Model fiir Vitamin A-Mangel. Lrat wurde als ein Gen spezifisch fiir FDC identifiziert.

Um Hinweise zu bekommen, ob Lrat flir das Immunsystem eine Rolle spielt, erfolgte im
ersten Schritt die Untersuchung der Milzstruktur von Lrat-defizienten M&usen mittels

Immunohistologie und in situ-Hybridisierung.
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Abb. 22: Die Kompartimentierung einer Lrat-/- Milz. Gefrierschnitte wurden mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern gefarbt. 100fache Vergrofierung.

Die Milzen zeigten eine Trennung von Roter und Weiler Pulp und eine vollstindige
Kompartimentierung der Weilen Pulpa in B- und T-Zone (Abb. 22). Die Marginalzone
war durch einen MOMA-1"/Madcam-1" Marginalsinus von den B-Zonen getrennt.
Auffillig war, dass die B-Zonen im Vergleich zu wt kleiner ausgepragt waren. Dafiir war
die Marginalzone mit etwa 8-10 Lagen Marginalzonen-B-Zellen im Vergleich zu wt (etwa
2-3 Zelllagen) eindeutig vergrofBert (Abb. 23). Die Expression der Chemokine zeigte
hingegen keine Auffalligkeiten. Die Stromazellen der T-Zone exprimierten CCL21 und
CCL19 und der B-Zone CXCLI13.

Obwohl die Expression von BP3 im Vergleich zum wt schacher war, lie sich die Weille

Pulpa in eine BP3*™*" T-Zone und BP3**™* B-Zone unterteilen, wobei CD21" FDC-M2*



74 3 Ergebnisse

FDC in der B- Zone lokalisierten. Jedoch bildeten FDC im Vergleich zu wt kleinere

Netzwerke. Zudem war die Expression von Biglycan im Follikel negative.
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Abb. 23: Milzschnitte von Lrat-/- (A+C) und wt (B+D). Gefrierschnitte wurden mit den
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gefirbt. (A+B) Die Marginalzone ist durch einen weiflen
Balken markiert.

Die Daten deuten darauf hin, dass die Expression von BP3 und Biglycan und somit die
Differenzierung des stromalen Kompartiments von der Speicherung und somit stdndigen
Verfiligbarkeit der Retinsiure abhangt.

Die Regulierung von Vitamin A/Retinsdure hatte jedoch nicht nur Konsequenzen in der
Differenzierung des Stromas, sondern fiihrte zur Aktivierung von B-Zellen. So waren in
fast allen B-Zonen aktivierte B-Zellen (PNA"™ Ki67"  Keimzentrums-B-Zellen)
nachweisbar. Diese erhohte Anzahl von Keimzentren in der Milz deutete auf ein
aktiviertes Immunsystem. Die Differenzierung von FDC zu sekundéiren FDC erschien
aber weitgehend normal. So besalen die FDC im Sekundirfollikel durch die Expression
von Postn, Coch, Icam-1, Vcam-1, Madcam-1, FcyRIIb einen typischen

Keimzentrumsphénotyp.
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3.2.3.3  Lrat-defiziente Miiuse zeigten eine gestorte Keimzentrumsreaktion

Lrat-/- besitzen eine erhohte Anzahl von Keimzentren, die in ihrer Grofle relativ klein
sind. Da in diesen Méusen keine Immunantwort durch Administration von Antigen
induziert wurde, ist davon auszugehen, dass die Keimzentren zu unterschiedlichen
Zeitpunkten entstanden sind und sich somit die Entwicklungsstadien der einzelnen
Keimzentren unterscheiden miissten. Histologische Analysen ergaben jedoch, dass sich
jegliche Keimzentren, die in den Lrat-/- beobachtet wurden, im Entwicklungsstadium II
befanden. In diesem Stadium sind die FDC-Netzwerke komplett mit proliferierenden B-
Zellen gefiillt und eine typische Helle Zone ist noch nicht ausgebildet'®. Abbildung 24

zeigt exemplarisch ein Keimzentrum in der Milz der Lrat-/-.

Abb. 24: Exemplarische Darstellung eines typischen Keimzentrums in der Lrat-/- Milz.
Gewebsschnitte wurden mit den fluoreszenzmarkierten Antikorpern/Reagenz FDC-M2 (griin),
PNA (rot) und Ki67 (blau) gefarbt. 400-fache VergroBerung.

Fiir eine bessere Charakterisierung der Keimzentren wurden Repertoire der Vy-Gene und
Isotyp der Immunglobuline analysiert. Dazu wurden Keimzentren von Gefrierschnitten
mittels Laser-unterstiitzter Mikrodissektion isoliert, die RNA aufgereinigt und die Vy-
Gene in einer PCR amplifiziert und sequenziert.

Die Analyse der Vy-Gene ergab im Vergleich zu einer normalen oligoklonalen Reifung
eines Keimzentrums ein sehr heterogenes Vy-Gen-Repertoire. So konnte nur ein
exponentieller Klon gefunden werden. Die liberwiegende Mehrheit der analysierten V-

Gene wies zudem keine oder kaum Mutationen auf. Aufgrund der Polyklonalitidt und
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fehlender Selektion konnten keine B-Zell-Stammbédume gefunden werden. Auch wurde
ein flir Keimzentrums-B-Zellen typischer Klassenwechsel des Isotyps nur in Einzelfdllen
beobachtet. Auffillig war jedoch die Haufigkeit von Vi-Genen der relativ kleinen Vy4-

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

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

Periostin und Biglycan sind fiir das stromale Kompartiment der B-Zonen neu definierte
extrazellulire Matrixproteine, die u.a. mit verschiedenen Regulatoren (z.B. TGF-B)

97100118 " yie Tiere mit

assoziieren und im Kontext mit Migration erwdhnt werden
Periostin-Defizienz zeichnen sich durch Kleinwuchs und dentalen
Entwicklungsstorungen®’ und die der Biglycan-Defizienz durch einen Osteoporose-
dhnlichen Phinotyp mit verminderten Knochenvolumen und einer geringeren
Mineralappositionsrate aus®.

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 fiir Biglycan keine Auffalligkeiten. Typisch
war die Vcam-1-Expression in der Roten Pulpa und die Ausbildung des Marginalsinus
(Madcam-1" und MOMA-1"), der Rote und WeiBe Pulpa trennt. In der Weilen 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. AuBerdem wiesen die B-Zonen normale CD21" FDC-M2" FDC-Netzwerke auf.
Wihrend wt-typisch in der Postn-/- -Milz Biglycan exprimiert wurde, fehlte dieser Marker

aufgrund der Defizienz in Bgn-/-.

Da beide Tierstimme nicht unter pathogen-freien Bedingungen gehalten wurden, konnten
vereinzelt Keimzentren mit PNA" Ki67" B-Zellen detektiert werden. Wihrend der
Immunantwort differenzierten in beiden Tierstimmen die FDC im Keimzentrum zu

normalen sekundiren FDC. Der Phidnotyp war wie in wt durch Hochregulierung von
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Icam-1, Vcam-1, Madcam-1 und FcyRIIb ausgezeichnet. Jedoch fehlte in beiden Tiere die
Expression von CD23. Abgesehen von der geringen Grofle der Keimzentren in Bgn-/-
Milzen schien die Entwicklung der Keimzentren normal.

Hingegen war in Postn-/- eine gestorte Keimzentrumsentwicklung aufféllig. Obwohl diese
Tiere ihr ganzes Leben Pathogenen ausgesetzt waren, konnten nur frithe Keimzentren,
gekennzeichnet durch Proliferation von Keimzentrums-B-Zellen im FDC-Netzwerk und

folglichen Fehlen einer Hellen Zone, beobachtet werden (Abb. 25)'°.

Abb. 25: Exemplarische Darstellung eines typischen Keimzentrums der Periostin-defizienten
Milz. Gewebsschnitte wurden mit den fluoreszenzmarkierten Antikorpern/Reagenz FDC-M2
(griin), PNA (rot) und Ki67 (blau) gefarbt. 400-fache Vergrofierung.

3.2.4 Zusammenfassung

Nach Isolierung von FDC und bioinformatische Auswertung ihrer Genexpression wurde
anhand verschiedener Parameter ein Satz von Genen selektiert und ihre Expression in
FDC in situ bestitigt. In Tabelle 9 sind die neu identifizierten FDC-Gene und ihre
Expression im Laufe der Immunantwort dargestellt. Erste Analysen von knockout-
Mausmodellen gab Auskunft tiber die Funktion neu identifizierter FDC-Gene in der Milz.
Fiir die FDC-spezifischen Gene Lrat und Periostin konnte eine Rolle in der Entwicklung

von Keimzentrumsreaktionen nachgewiesen werden.
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Tabelle 9: Uberblick iiber die Expression der neu identifizierten FDC-Gene.

FDC-Gene Primiirfollikel Sekundirfollikel
frithes spates

Biglycan + + +
Enpp2 + + +
Serpinal +

Cilp + + +
Lrat + + +
RIKEN cDNA 9130213B05 + + +
Periostin + 1 1
Coch + 1 1

Gene sind exprimiert (+) oder im Vergleich zum Primérfollikel hochreguliert (1) 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 fiir ein besseres Verstindnis der FDC-Entwicklung von
Bedeutung sind.

Unter Beriicksichtigung 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.
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Abb. 26: Differenzielle Genexpression in Stromazellen der Roten und Weiflen Pulpa von B-
und T-Zell-defizienten Ragl-/- (A+E) und SCID (B+F), sowie B-Zell-defizienten JHT (C+G) und
T-Zell-defizienten TCRBo-/- (D+H) Milz. (A-D) Fluoreszenzgefarbte Gefrierschnitte: Vcam-1
(rot) und BP3 (griin). 200-fache VergroBerung. (E-F) In situ-Hybridisierung von Milzen mit
spezifischen Sonden fiir Coch (jeweils links) und CXCL13 (jeweils rechts) auf konsekutiven
Gefrierschnitten. 100-fache Vergrofierung.
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3.3.1 Die Rolle von Lymphozyten in der Differenzierung des

stromalen Immunkompartiments

Durch Analyse von B- und/oder T-Zell-defizienten Mausen kann der Einfluss von
Lymphozyten auf die Differenzierung der stromalen Milzkompartimente und besonders
des follikuldren Stromas zu FDC beobachtet werden. Im Folgenden wurde untersucht,
welche Auswirkungen das Fehlen von B- und/oder T-Zellen auf die Differenzierung der
Weillen Pulpa und ins Besondere auf die Entwicklung von FDC hat. Hierbei wurden T-
Zell-defiziente TCRPBS-/- -Miuse™, B-Zell-defiziente JHT-Miuse™®, sowie B- und T-Zell-
defiziente Miuse (Ragl-/-, SCID)>*** mittels Immunhistologie und in situ-Hybridisierung
analysiert und mit wt verglichen.

Die Milzen aller vier lymphopenischen Mausstimme zeigten eine deutliche Trennung der
Roten und Weilen Pulpa. Wie in wt war die Rote Pulpa durch die Expression von Vcam-1
und Coch und die Weille Pulpa durch den stromalen Marker BP3 definiert (Abb. 26).
Umgeben war das BP3" Stroma der analysierten Mausstimme von Marginalsinus-
markierenden MOMA-1" Metallophilen Makrophagen (Abb. 27). Die Analysen vom wt
befinden sich zum Vergleich in Abschnitt 3.2.2.

Abb. 27: Entwicklung des Marginalsinus von B- und T-Zell-defizienten Ragl-/- (A) und SCID
(B), sowie B-Zell-defizienten JHT (C) und T-Zell-defizienten TCRP6-/- (D) Maiusen.
Fluoreszenzgefarbt ist BP3 (griin) und MOMA-1 (rot). 200-fache VergroBerung.
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3.3.1.1 Entwicklung der Milz in Lymphozyten-defizienten Miusen

(1) RAGI1-/-: Trotz Lymphozyten-Defizienz differenziert das Stroma der Weillen

Pulpa

Das Fehlen von Lymphozyten in RAG1-/- hatte ausgeprégte Folgen fiir die Entwicklung

der Milz. So war die Weille Pulpa in ihrer GroBe reduziert und wies eine nicht

ausdifferenzierte Struktur auf. Das Stroma der WeiBen Pulpa bestand aus BP3*™*"

Zellen, eingefasst von einem Ring aus BP3*“*-exprimierenden Zellen. Dieses BP3***

Stroma war auflerdem positiv fiir Madcam-1 und zeigte dadurch die Charakteristika von

Stromazellen des Marginalsinus. Diese Zellen exprimierten zudem CXCL13 und schwach

Biglycan und Enpp2 (Abb. 28 und 29). Die Expression von Serpinal, Cilp, Lrat, Periostin
und RIKEN ¢cDNA 9130213B05 konnte nicht nachgewiesen werden und CD21" FDC-
M2" FDC waren nicht differenziert (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 28: Kompartimentierung der Milz von Ragl-/- Miusen. (A-D) Fluoreszenzfirbungen
von Gewebsschnitten der Milz. (C+D) dieselbe Aufnahme, (C) mit und (D) ohne Gegenfirbung

mit BP3. 200-fache VergroBerung.
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Die Expression der T-Zonen-Chemokine CCL21 und CCL19 wurden im Gegensatz zu wt
nur in der BP3*™*" Zone der Milz detektiert, sondern in der gesamten WeiBen Pulpa.
Folglich tberlappte die Expression von CCL19 und CCL21 mit der Expression von
CXCL13 des BP3***-Stromas (Abb. 29). In der WeiBien Pulpa lokalisierten Dendritische
Zellen (CD11c¢") und einige LTi (CD4" CD3") (Abb. 28B).

Abb. 29: Kompartimentierung der Weillen Pulpa von Ragl-/- Miusen. In situ-Hybridisierung
mit spezifischen Sonden fiir CXCL13 (A-C, links), Enpp2 (A, rechts), sowie CCL19 (B, rechts)
und CCL21 (C, rechts) auf konsekutiven Gewebsschnitten der Milz. 100-fache Vergrofierung.
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(2) SCID: Die Milz besitzt Follikel-dhnliche B-Anlagen

Uberraschend war die unterschiedliche Entwicklung der Weien Pulpa von Ragl-/- und
SCID-Miusen. Obwohl beide Mausstimme T- und B-Zell-defizient sind, unterschieden
sich beide phédnotypisch.

In der Milz einer SCID war die BP3"“™*-exprimierende B-Anlage Follikel-dhnlich
ausgeprigt und umgab die BP3*™" T _Anlage. Madcam-1 wurde vom gesamten
BP3"**-Stroma exprimiert, fand aber seine hochste Expression in den Stromazellen des
Marginalsinus (Abb. 30). BP3*** Stromazellen waren auBerdem positiv fir CXCL13,
Biglycan und Enpp2 (Abb. 30 und 31).
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Abb. 30: Kompartimentierung der Milz von SCID Miusen. (A-D) Fluoreszenzfarbungen von
Gewebsschnitten der Milz. (C+D) Dieselbe Aufnahme, mit (C) und ohne (D) Gegenfarbung mit
BP3. 200-fache VergroBerung.

Die charakteristischen Chemokine der T-Zonen CCL19 und CCL21 wurden sowohl in der
T-Anlage als auch in der B-Anlage detektiert. Im Gegensatz zu CCL21, dessen

Expressionsniveau in B- und T-Anlage vergleichbar war, wurde CCL19 deutlich niedriger
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von den Stromazellen der B-Anlage exprimiert (Abb. 31). Wie auch in RAG1-/- konnte
die Expression von Serpinal, Cilp, Lrat, Periostin und RIKEN ¢cDNA 9130213B05 und
Differenzierung von FDC in der SCID-Milz nicht nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt). In der Weillen Pulpa lokalisierten vorwiegend Dendritische Zellen und LTi
(Abb. 30B).
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Abb. 31: Kompartimentierung der Weifien Pulpa von SCID Miusen. In situ-Hybridisierung
mit spezifischen Sonden fiir CXCL13 (A-C, links), Enpp2 (A, rechts), sowie CCL19 (B, rechts)
und CCL21 (C, rechts) auf konsekutiven Gewebsschnitten der Milz. 100-fache Vergroferung.
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3.3.1.2 Die Entwicklung der Milz in T- bzw. B-Zell-defizienten Miiusen

(3) TCRpB3-/-: B-Zellen alleine geniigen nicht zur vollstindigen Differenzierung des

follikuldren Stromas

Trotz des Fehlens von T-Zellen in TCRBS-/- waren keine Anomalititen in der
Kompartimentierung der Weilen Pulpa auffillig. Das Stroma der Weillen Pulpa T-Zell-
defizienter Méuse war wie bei wt in eine BP3*** Bgn®™™* und BP3*™*" Bgn*™*" Zone
segregiert (Abb. 32). Die BP3***.Zone wies charakteristische Merkmale einer
differenzierten B-Zone durch die Prisenz von B-Zellen und CD21" FDC-M2" FDC aus
(Abb. 32C). Die BP3*™*" Zone bildete aufgrund des Fehlens von T-Zellen eine freie
Nische fiir Dendritische Zellen und LTi (Abb. 32B).

i
“ ‘

‘_‘ % =3 ¥ : - & & Ay
BP3 Biglycan [ BP3 M2 CD21 -

Abb. 32: Kompartimentierung der Milz von TCRB6-/- Miiusen. Fluoreszenzfiarbungen von

Gewebsschnitten der Milz. 200-fache VergroBerung.

Die Expression von CXCL13, Enpp2, Cilp, Coch, Lrat, Periostin und RIKEN cDNA
9130213B0 entsprach dem wt (Daten nicht gezeigt). Hingegen zeigte die schwache



86 3 Ergebnisse

Expression von Serpinal der in situ-Hybridisierung, dass trotz vorhandener B-Zell-
Signale die Stromazellen der B-Zonen nur unvollstindig ausdifferenzierten (Abb. 33A).
Trotz des Fehlens von T-Zellen besall die T-Zone eine vergleichbare Gréfle wie in wt und
die Stromazellen der T-Anlage zeigten T-Zonen-typische Expression der Chemokine

CCL21 und CCL19 (Abb. 33).
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Abb. 33: Kompartimentierung der Weiflen Pulpa von TCRBo-/- Maéusen. In situ-
Hybridisierung mit spezifischen Sonden fiir CXCL13 (A-C, links), Serpina (A, rechts), sowie
CCL19 (B, rechts) und CCL21 (C, rechts) auf konsekutiven Gewebsschnitten der Milz. 100-fache

VergroBerung.
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(4) JHT: Einfluss der T-Zellen auf die Entwicklung des B-Zell-Stromas

Obwohl JHT-Méuse im Vergleich zu RAGI1-/- T-Zellen besitzen, hatten diese beiden
Mausstimme groBe strukturelle Ubereinstimmungen in der Milz: die WeiBe Pulpa bestand

aus BP3*™*h_ eingefasst von einem Ring aus BP3%**

-exprimierenden Stromazellen. Das
BP3"** Stroma war auch positiv fiir Madcam-1, Biglycan, CXCL13 und schwach Enpp2

(Abb. 34). CD21" FDC-M2" FDC waren nicht differenziert (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 34: Kompartimentierung der Milz von JHT Miusen. (A-D) Fluoreszenzfarbungen von
Gewebsschnitten der Milz. (C+D) Dieselbe Aufnahme, (C) mit und (D) ohne Gegenfirbung mit
BP3. 200-fache VergroBerung.

Wie in Ragl-/- beobachtet, exprimierten Stromazellen der gesamten Weillen Pulpa
CCL19 und CCL21 und die Stromazellen der B-Anlage zusitzlich CXCL13. Obwohl wie
in Ragl-/- auch Cilp, Lrat, Periostin und RIKEN ¢DNA 9130213B05 nicht detektierbar
waren (Daten nicht gezeigt), konnte in der B-Zell-defizienten Milz ein eindeutiges Signal
fiir Serpinal in den BP3*** CXCL13" Stromazellen nachgewiesen werden (Abb. 35). In
der Weillen Pulpa lokalisierten T-Zellen sowie einige Dendritische Zellen und auflerhalb

des Marginalsinus Dendritische Zellen und LTi (Abb. 34B).
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Abb. 35: Kompartimentierung der Weifien Pulpa von JHT Miusen. In situ-Hybridisierung
mit spezifischen Sonden fiir CXCL13 (links) und Serpinal (rechts). 100-fache Vergro3erung.

3.3.1.3 Expression von T- und B-Zell-Chemokinen in unvollstindig

differenzierten Stromazellen der B-Anlage

In einer ausdifferenzierten Milz exprimieren Stromazellen der T-Zone CCL21 und CCL19
und Stromazellen und FDC der B-Zone CXCL13. In situ-Hybridisierungen mit CCL21,
CCL19 und CXCL13 auf Milz-Gefrierschnitten Lymphozyten-defizienter Méuse zeigte
zwar eine typische Expression von CCL21 und CCL19 im BP3*"™*" Stroma der T-
Anlage, aber dafiir eine kolokalisierende Expression von CCL19, CCL21 und CXCLI13 in
der B-Anlage.

Fiir die Beantwortung, ob Stromazellen T- und B-Zonen-Chemokine koexprimieren oder
Stromazellen mit unterschiedlicher Expression nebeneinander lokalisieren, wurden
Doppel-in situ-Hybridisierungen mit CCL21 und CXCL13 auf Milzschnitten von SCID
und zur Kontrolle von wt durchgefiihrt.

Die Analyse zeigte einen klaren Unterschied zwischen wt und SCID. Im Gegensatz zu
FDC-tragenden wt, wo die Expression beider Chemokine zelluldr und lokal getrennt war,
koexprimierten Stromazellen der B-Anlage in FDC-defizienten SCID B- und T-Zonen-
Chemokine (Abb. 36).
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Abb. 36: Doppel-in situ-Hybridisierung von Milzschnitten von SCID-Méusen (A) und wt (B)
mit spezifischen Sonden fiir CXCL13 (blau) und CCL21 (rot). 200-fache VergroBerung.

33.14 Zusammenfassung

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ein vollstindiger Verlust von
Lymphozyten keine Auswirkung auf die Segregation der Milz in Rote und Weille Pulpa
hatte. Auch innerhalb der Weillen Pulpa erfolgte eine Kompartimentierung, wie anhand
von Markern wie BP3, Biglycan und Enpp2 gezeigt wurde. Aufgrund des Fehlens von B-
und/oder T-Zellen wurden die freien Nischen der stromalen B- und/oder T-Anlagen
hauptsédchlich von Dendritischen Zellen und LTi besiedelt.

Obwohl T- und B-Zellen in SCID und Ragl-/- fehlten, wurden die typischen stromalen
Chemokine der T-Zone CCL19 und CCL21, sowie der B-Zone CXCL13 exprimiert.
Uberraschend war jedoch, dass das Stroma der B-Anlagen nicht nur das B-Zonen-
Chemokin CXCL13, sondern auch die T-Zonen-Chemokine CCL19 und CCL21
exprimierte.

Der Vergleich der lymphopenen Tiere demonstrierte den unterschiedlichen Einfluss, den
B- und T-Zellen auf die Entwicklung der Weillen Pulpa und ins Besondere der
Stromazellen der B-Zone haben. Es wurde deutlich, dass Tiere mit B-Zell-Defizienz
schwerwiegendere Entwicklungsdefizite aufwiesen als solche, bei denen nur T-Zellen
fehlten. So waren FDC nur in T-Zell-defizienten Milzen, nicht aber in Milzen, wo auch B-
Zellen fehlten, nachweisbar. Dariiberhinaus konnte beobachtet werden, dass B-Zellen
nicht nur die Entwicklung der stromalen B-Zone, sondern auch T-Zone steuern. Reziprok

beeinflussten Signale von T-Zellen nicht nur die Differenzierung des Stromas der T-Zone,
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sondern auch der B-Zone. In Tabelle 10 ist die Kompartimentierung und Expression

wichtiger FDC-Marker gegentiber gestellt.

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

Wildtyp TCRpo-/- JHT RAGI1-/- SCID
rote und weil3e + + + + +
Pulpa
weille Pulpa- + + + + +
Kompartimente
Bp3srk B-Zone B-Zone B-Anlage B-Anlage B-Anlage
Bp3schvach T-Zone T-Anlage T- Zone T-Anlage T-Anlage
BP3"** Zone Follikel- Follikel- ringformig | ringformig Follikel-
struktur mit | struktur mit und und dhnlich und

FDC FDC Madcam” Madcam” Madcam”
MOMA-1 + + schwach schwach +
CXCL13 B- Zone B- Zone B-Anlage B-Anlage B-Anlage
CCL21/CCL19 T- Zone T- Anlage T- und B- T-undB- | T-undB-

Zone/Anlage Anlage Anlage

Biglycan
- B-Zone/Anlage stark stark stark schwach stark
- T-Zone/Anlage| schwach schwach schwach - schwach
Enpp2 + + schwach schwach +
Serpinal + schwach - - -
Cilp schwach schwach - - -
Lrat schwach schwach - - -
RIKEN ¢cDNA schwach schwach - - -
9130213B05
Periostin schwach - - - -
- Keimzentrum + * * * *




3 Ergebnisse 91

Coch

- rote Pulpa + + + + +
- weille Pulpa schwach - - - -
- Keimzentrum + * * * *

* Tierstimme bilden keine Keimzentren

3.3.2 Expressionsmuster von FDC und stromalen B-Anlagen in SCID

Trotz Lymphozyten-Defizienz zeigten das Stroma der B-Anlage in SCID und FDC eine
iiberraschend hohe Konkordanz in der Expression von Genen (Tabelle 10) und
Kompartimentierung der Milz (Abb. 37). Hingegen fehlten die Expression der FDC-
typischen Gene CD21 und das FDC-M2-Antigen, sowie Serpinal. Fiir eine globale
Analyse der Genexpression und Vergleich mit der Genexpression in FDC, wurden

Microarrays von B-Anlagen angefertigt.

Abb. 37: Das Stroma der Weiflen Pulpa von wt (A) und SCID (B) zeigen eine vergleichbare
Kompartimentierung. Fluoreszenzfiarbung von Gewebsschnitte der Milz mit BP3 (griin).

Fiir eine umfassende Identifizierung von Genen, die in der stromalen B-Anlage (BP3**

Stromazellen) von B-Zell-defizienten SCID und FDC von wt gleich und unterschiedlich
exprimiert werden, wurde das Transkriptom der BP3**™* Stromazellen in SCID mittels
Microarray-Analysen untersucht. Dazu wurden Gefrierschnitte von SCID-Milzen gefiérbt,

die B-Anlage (BP3*™* Stromazellen) dissektiert, die RNA isoliert, amplifiziert und auf
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Microarrays hybridisiert. Es wurden Duplikate angefertigt und mit Microarray-Daten von

FDC-Netzwerken verglichen.

Fiir die Identifizierung von FDC-Genen wurden B-Zell-Gene und housekeeping-Gene aus
den Prédparationen der FDC-Netzwerke mittels Bioinformatik ausgeschlossen(Abschnitt
3.1.3.3). Um das Expressionsmuster der Stromazellen in B-Anlagen und FDC vergleichen
zu konnen, wurden von den Stroma-Prédparationen 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-Priaparationen detektiert
(present) wurden und eine Signalstdrke von >100 hatten. Zur Eliminierung von Genen
ohne signifikanter Signalstirke, wurden Stroma-Kandidaten-Gene ausgewaihlt, die in
>75% der Vergleiche der B-Anlagen mindestens 3-fach hoher (Signal Log Ratio >1,58)
exprimiert waren als in B-Zellen. Zusitzlich mussten diese Gene als Change Call ein
Increase (Anstieg) aufweisen.

Kandidaten-Gene mussten aullerdem auf beiden B-Anlage-Microarrays als present oder
marginal detektiert worden sein. Gene mit einer Signalstirke <300 wurden vernachldssigt.

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 zdhlten zu den extrazelluldren
Proteinen (entweder sezerniert oder mit einer extrazelluliren 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 primidren FDC (FDC Tag 0) wurden hinsichtlich der
541 Gene mittels der GCOS-Software untereinander verglichen und die Signal Log Ratio
ermittelt.

Bei der anschlieBenden Auswertung musste beriicksichtigt 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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der FDC aufgrund mitisolierter B-Zellen stérker durch ,,fremde* RNA verdiinnt war als
die RNA der Stromazellen der B-Anlage. Dies fiihrte zu einer Verminderung der
Signalstirke der FDC-exprimierten-Gene. Deutlich wurde dieser Effekt durch Errechnung
des Median der Signal Log Ratio zwischen B-Anlage- und FDC-Netzwerk-Priaparationen
fiir die 541 Gene. Dieser lag nicht wie typisch fiir eine Normalverteilung bei Null, sondern
bei 1,7. Dies bedeutet, dass die FDC-RNA in den FDC-Netzwerk-Priparationen 1,7fach
verdliinnter war, als die Stromazell-RNA in den B-Anlagen. Um eine Aussage iiber
starker, schwacher und gleich exprimierte Gene zwischen den beiden Pridparationen
treffen zu konnen, wurden die Signal Log Ratio um 1,7 extrapoliert. Als gleich exprimiert
wurden Gene beider Priparationen beurteilt, die einen Unterschied von <1,5fach
(SLR+0,58) zeigten. In Abbildung 38 sind die Signal Log Ratio (vor Extrapolation) der B-
Anlage-Stromazellen und FDC graphisch dargestellt.

Signal Log Ratio
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Abb. 38: Korrelation der Signal Log Ratio von Stromazellen der B-Anlage (SCID) und FDC
(wt). 1 = hoher in FDC exprimiert, 2 = in FDC und Stromazellen der B-Anlage gleich exprimiert,
3 = hoher in Stromazellen der B-Anlage, X-Achse = 541 durchnummerierten Gene, rote
durchgehend Linie = Median, rote gestrichelte Linie = Median + 1,5-fach reguliert.

Von den 541 Genen wurden 303 als gleich exprimiert und 238 als unterschiedlich
exprimiert zwischen FDC und Stromazellen der B-Anlage eingeordnet. Unter den 106
Genen, die in FDC hoher exprimiert wurden befanden sich z.B. CXCL13, Periostin, Lrat,
Enpp2, Coch, Prion-Protein, Dsg2, Gja2 und Clusterin. In der Gruppe der 132 Gene, die
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in stromalen B-Anlagen hoher exprimiert wurden, befanden sich z.B. CCL21, CCL19,
Edg2, IL7R und BAFF (Anhang, Tabelle 18). FDC-Spezifische Gene wie Serpinal 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 Ubereinstimmung aufwiesen. Nur 30 der 541 Gene (6%)
wurde nicht in den FDC-Préparationen 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 iibernimmt als Immunorgan primér die Aufgabe Pathogene zu bekdmpfen, die
sich liber das Blut im Korper verbreiten. In Miusen 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
verzeichnen'*'**,

Obwohl viele der fiir 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

liickenhaft*>2.

3.3.3.1 Die neonatale Entwicklung der Milz im Wildtyp

Um Aufschluss tiber 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 Mause 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, Serpinal, Enpp2, Lrat, RIKEN ¢cDNA 9130213B05 und Cilp Auskunft {iber die

verschiedenen Entwicklungsstufen des stromalen Kompartiments geben.

Tag 1 postnatal: Biglycan als neuer Marker fiir die neonatale weifle Pulpa

In der Milz adulter Méuse lokalisieren in der perivaskuldren Zone dicht gepackte T-
Zellen, die follikelartig von B-Zellen umgeben sind. Wie schon in fritheren Analysen von
Friedberg et al. konnten in neonatalen Milzen am Tag 1 keine CD4" und CD8" T-Zellen
nachgewiesen werden™. Stattdessen akkumulierten in der perivaskulidren 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 follikuldren B-Zell-, noch Marginalzonen-B-Zell-Phinotyp zeigten
(Daten nicht gezeigt).

LTi, die als erste himatopoietischen Zellen in die prinatale Milz einwandern®,
kolokalisierten mit den B-Zellen in unmittelbarer Umgebung der Arteriolen (9F1"
Endothel). Eine weitere kleine hdmatopoietische Zellpopulation konnte in der B-Zell-
Region und in ihrer unmittelbaren Néhe identifiziert werden. Obwohl diese Zellen positiv
fir 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. Wihrend das Stroma der Weillen Pulpa einer ausdifferenzierten Milz

Veam-1 -/schwach

ist und sich dadurch klar von dem der Roten Pulpa abhebt, war die weil3e
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 Weillen Pulpa wurde durch
Nachweis des neu identifizierten follikuldren Stromamarkers Biglycan erreicht. Da sich
die Expression von Biglycan iiber die gesamte weile Pulpa erstreckt, kann dieser als
neuer Marker flir Stromazellen der neonatalen Weillen Pulpa genutzt werden (Abb. 39E).
Obwohl sich B-Zellen in der WeiBen Pulpa befinden, waren noch keine CD21" FDC-M2"

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

Tieren, war nicht detektierbar (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 39: Entwicklung der Milz Tag 1 postnatal. (A-H) Fluoreszenzfirbungen von
Gewebsschnitten. (C+D) Dieselbe Aufnahme, (C) mit und (D) ohne Farbung fiir B-Zellen (blau).
(E+F) Selbe Aufnahme, (E) mit und (F) ohne Férbung von B-Zellen (grin). 400-fache
Vergroflerung.
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Die Expression der Chemokine, die in Adulten von Stromazellen der B-Zone (CXCL13)
und T-Zone (CCL21) exprimiert werden, wurde im nédchsten Schritt mittels in situ-
Hybridisierung untersucht. Wahrend die Expression von CXCL13 und CCL21 in der
ausdifferenzierten Milz rdumlich getrennt sind, kolokalisieren CXCL13 und CCL21 in der
neonatalen Milz am Tag 1 perivaskuldr (Abb. 40). Das Expressionsniveau beider
Chemokine war jedoch im Vergleich zu adulten Tieren sehr niedrig.

Ein typischer Marginalsinus in wt wird von MOMA-1" Metallophilen Makrophagen und
Madcam-1" Stromazellen gebildet. Solch ein ausdifferenzierter Marginalsinus war in
Neugeborenen am Tag 1 nicht nachzuweisen. Stattdessen befanden sich Metallophile
Makrophagen in der Roten Pulpa und nur wenige Madcam-1" Zellen in unmittelbarer

Néhe der B-Zellen (Abb. 39G+H).

(L\CLIS : S CCLZI S B-Zellen

Abb. 40: Expression von CXCL13 und CCL21 in der Milz am Tag 1 postnatal. In situ-
Hybridisierung mit spezifischen Sonden fiir CXCL13 (A) und CCL21 (B). (C) Immunfédrbung mit
anti-B220. Konsekutive Gewebsschnitte. 100-fache VergroBerung.

Tag 3 postnatal: Differenzielle Expression der Chemokine CCL21 und CXCL13

Bis Tag 3 hat sich die Anzahl von IgM" und IgM" IgD" B-Zellen in der Milz deutlich
erhoht (Abb. 41A). Parallel zur Expansion der B-Zell-Population regulierten die
Stromazellen der Weillen Pulpa Vcam-1 herunter, womit der Unterschied zwischen Roter
(Veam-1") und WeiBler Pulpa (Vcam-17"*" Bgn") ausgeprigter war (Abb. 41C+D).
Dariiberhinaus bildeten Madcam-1" Zellen eine ringartige Zellschicht um die weiBe Pulpa.

Diese Madcam-1" Zellen waren jedoch noch nicht wie bei adulten Tieren in einer diinnen
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Zellschicht organisiert, sondern lokalisierten in einer eher breiten Zone, die von B-Zellen

besiedelt wurde (Abb. 41B).
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Abb. 41: Entwicklung der Milz Tag 3 postnatal. (A-D) Fluoreszenzfirbungen von
Gewebsschnitten. (C+D) Dieselbe Aufnahme, (C) mit und (D) ohne Féarbung fiir B-Zellen (rot).
200-fache VergroBerung.

Obwohl die WeiBle Pulpa komplett von B-Zellen und nur ganz vereinzelt von CD4" bzw.
CD8" T-Zellen besiedelt wurde, war das Stroma der WeiBen Pulpa durch unterschiedliche
Expression der Chemokine CCL21 und CXCL13 definiert. Den GrofBteil der Stromazellen
in der Weillen Pulpa exprimierten das T-Zonen-Chemokin CCL21. Nur die Stromazellen,
die den #uBeren Rand der B-Region bilden (Madcam-1" Stromazellen) exprimierten
CXCL13. Der Ubergang von CCL21- zu CXCL13-exprimierendem Stroma war flieBend

und deutete an, dass ein Teile der Stromazellen beide Chemokine exprimieren (Abb. 42).
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Abb. 42: Expression von CXCL13 und CCL21 in der Milz am Tag 3 postnatal. In situ-
Hybridisierung mit spezifischen Sonden fiir CXCL13 (A) und CCL21 (B). (C) Immunfarbung mit
anti-B220 (rot) und anti-CD3 (T-Zellen). Konsekutive Gewebsschnitte. 100-fache VergroBBerung.

Tag 4 postnatal: Massive Einwanderung von CD4" und CD8" T-Zellen

Ein deutlicher Unterschied zu Tag 3 bestand in der signifikant angestiegenen Anzahl von
CD4" und CD8" T-Zellen am Tag 4 postnatal. Die immigrierenden T-Zellen vermischten
sich jedoch nicht mit den anwesenden B-Zellen, sondern formten gleich nach
Einwanderung eine segregierte T-Zell-Region um die Zentralarteriole. Durch
Akkumulation der T-Zellen um die Zentralarteriole (9F1" Endothel), wurden die B-Zellen
aus ihrer perivaskuldren Nische verdrangt und lokalisierten ringformig um die T-Zell-
Region herum. Mit der Einwanderung von T-Zellen verlieBen wie B-Zellen auch LTi und
CD3'CD4CDS8" Zellen die nahe Umgebung der Arteriole und waren nur in der B-Zell-,
aber nicht in der T-Zell-Region zu finden. Die Mehrheit der B-Zellen, LTi und CD3'CD4
CDS8" Zellen lokalisierte somit im Madcam-1" Stroma. Eine typische Follikelstruktur hatte
sich jedoch noch nicht entwickelt (Abb. 43 A+B).

Obwohl in der ausdifferenzierten Milz Biglycan hauptsdchlich von follikuldren
Stromazellen exprimiert wird, wurde auch nach Einwanderung von T-Zellen in die
neonatale Milz Biglycan nicht nur in der B-Zell-Region, sondern in der gesamten Weillen

Pulpa detektiert (Abb. 43 C+D).

In einer ausdifferenzierten Milz lokalisieren B-Zellen im CXCL13" Stroma und T-Zellen
im CCL21" Stroma. Dies wurde in der neonatalen Milz jedoch nicht beobachtet. Obwohl

sich T- und B-Zellen in segregierten Zonen positionierten, exprimierten die Stromazellen
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der B-Zell-Region neben CXCL13 auch CCL21. Die T-Zellen hingegen lokalisierten im
CCL217%"™2h Stroma (Abb. 44).
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Abb. 43: Entwicklung der Milz Tag 4 postnatal. (A-D) Fluoreszenzfirbungen von
Gewebsschnitten. (C+D) Dieselbe Aufnahme, (C) mit und (D) ohne Fiarbung von Vcam-1 (griin).
200-fache VergroBerung.
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Abb. 44: Expression von CXCL13 und CCL21 in der Milz am Tag 4 postnatal. In situ-
Hybridisierung mit spezifischen Sonden fiir CXCL13 (A) und CCL21 (B). (C) Immunfédrbung mit
anti-B220 (rot) und anti-CD3 (T-Zellen). Konsekutive Gewebsschnitte. 100-fache VergroBerung.
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Da sich die Mehrheit der T-Zellen nicht im CCL21", sondern im CCL217%™*" Stroma
lokalisierte, wurde untersucht, ob das T-Zonen-Chemokin CCL19 fiir die Positionierung
der T-Zellen verantwortlich ist. In situ-Hybridisierungen zeigten zwar eine deutliche
Expression von CCL19 in der CCL217%™*" Zone, aber auch in der CCL21" Zone wurde
CCLI19 im vergleichbaren Niveau exprimiert (Abb. 45).

Abb. 45: Expression von CCL21 und CCL21 in der Milz am Tag 3 postnatal. In situ-
Hybridisierung auf konsekutive Gewebsschnitte mit spezifischen Sonden fiir CCL21 (A) und
CCL19 (B). 100-fache Vergroferung.

Unter Beriicksichtigung der Expression des zweiten T-Zonen-Chemokins CCL19 konnte
das Stroma der WeiBen Pulpa in 3 stromale Zonen geteilt werden: (1) Madcam-1"
CXCL13" CCL217*™*" 7Zone, besiedelt von B-Zellen, (2) CCL21" CCL19" Zone,
besiedelt von B-Zellen und nur vereinzelt T-Zellen; (3) CCL217™* CCL19" Zone,

besiedelt von T-Zellen.

Tag 6 postnatal: Differenzierung von BP3*** und BP3*"™*" Stromazellen

In der ausdifferenzierten Milz wird der stromale Marker BP3 von den Stromazellen der
Weillen Pulpa exprimiert. Dariiberhinaus ist es ein guter Marker fiir die Unterscheidung
von Stroma der B- (BP3***) und T- (BP3*™*") Zone.

Von Tag 6 postnatal an exprimierte die weille Pulpa BP3. Obwohl die Expression noch
recht schwach ist, konnten eindeutig eine innere BP3*™*" Zone, okkupiert von T-Zellen,
und eine ringformige BP3*™* Zone, okkupiert von B-Zellen, identifiziert werden (Abb.

46A+B).
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Gegenfarbungen mit Madcam-1 zeigten eine Differenzierung des Stromas, in dem B-
Zellen lokalisierten. So zeigten die Stromazellen, die der Roten Pulpa zugewandt waren,
eine starke Madcam-1-, aber eine schwache bis keine BP3-Expression. Eine starke BP3-
Expression hingegen war in den Stromazellen, die der T-Zone zugewandt waren, zu

beobachten. Wiederum war Madcam-1 hier schwach bis negativ exprimiert (Abb. 46A).

Abb. 46: Entwicklung der Milz Tag 6 postnatal. Fluoreszenzfirbung von
Gewebsschnitten. 400-fache Vergroflerung.

Die Expression der Chemokine CXCL13 und CCL21 korrelierte mit der Expression der
beiden BP3-Subpopulationen. So exprimierten die BP3*** Stromazellen CXCL13 und die
BP3*™*" Stromazellen CCL21. Jedoch iiberlappte weiterhin die Expression beider
Chemokine am Beriihrungspunkt (Abb. 47).

CXULIZ: & ik 6121 2 75 0% 7 BP3

Abb. 47: Expression von CXCL13 und CCL21 in der Milz am Tag 6 postnatal. In situ-
Hybridisierung mit spezifischen Sonden fiir CXCL13 (A) und CCL21 (B). (C) Immunfédrbung mit
anti-BP3. Konsekutive Gewebsschnitte. 100-fache VergroBerung.
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Auf dieser Stufe der neonatalen Entwicklung lielen sich folgende Stromakompartimente
definieren: (1) Madcam-1" BP3*™*" Stroma, besiedelt von B-Zellen; (2) Madcam-1"*"
BP3" CXCL13" Stroma, besiedelt von B-Zellen; (3) BP3" CXCL13" CCL21" Stroma
(Interphase), besiedelt von B- und T-Zellen; (4) BP3*™*" CCL21" Stroma, besiedelt von
T-Zellen.

Tag 8 postnatal: Die Ausbildung von B-Zell-Follikel korrespondiert mit der

Differenzierung von FDC

Am Tag 8 postnatal begann die letzte Stufe der Milzdifferenzierung. Mit der Verstirkung
der BP-Expression in den Stromazellen der Weillen Pulpa, fingen die ersten ringférmigen
B-Zell-Regionen an, Follikelstrukturen zu bilden (Abb. 48A). Das Madcam-1" Stroma
war nicht mehr breitflichig und von B-Zellen durchsetzt, sondern wie im Marginalsinus
ausdifferenzierter Milzen auf eine schmale Zellschicht, die das Follikel umgibt, reduziert

(Abb. 48B). Erste IgM ™ CD21" B-Zellen lokalisierten in der Marginalzone (Abb. 48C).
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Abb. 48: Entwicklung der Milz Tag 8 postnatal. (A+B) konsekutiver Gewebsschnitt mit
differenzierenden Follikeln (1) und neonatalen B-Zell-Regionen (2), 200-fache Vergrofierung.
(C+D) Selbe Aufnahme, (C) mit und (D) ohne Firbung fiir IgD" und IgM"™ B-Zellen, (1) FDC-
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Netzwerk und (2) Marginalzonen-B-Zellen, 400-fache Vergroferung. Fluoreszenzfarbungen von
konsekutiven Gewebsschnitten.

Farbungen mit anti-CD21 zeigte eine Hochregulierung der Komplementrezeptoren auf
Stromazellen innerhalb des sich entwickelnden Follikels. Die schwache Expression von
CD21 dieser Stromazellen, die vergleichbar mit der CD21-Expression auf B-Zellen der
Marginalzone war, deutete eine gerade stattfindende Differenzierung von Stromazellen zu
reifen FDC an (Abb. 48C+D). Zeitgleich reduzierten diese Stromazellen die Expression
von CCL21 und exprimierten von nun an nur noch das B-Zonen-Chemokin CXCL13
(Abb. 49). FDC-M2" Zellen wurden noch nicht detektiert (Daten nicht gezeigt).

Die Entwicklung aller Follikel und damit verbundene Differenzierung von Stromazellen
zu FDC vollzog sich innerhalb der Milz nicht zeitgleich, sondern war ein Prozess, der
mehrere Tage dauerte. Die ersten differenzierten CD21" FDC-M2" FDC waren in einigen
Follikel am Tag 9 postnatal zu beobachten (siehe adulter Milz Abb. 5).

Abb. 49: Expression von CXCL13 und CCL21 in der Milz am Tag 8 (A-C) und ab Tag 9 (D-
F) postnatal. In situ-Hybridisierung mit spezifischen Sonden fir CXCLI13 (A+D) und CCL21
(B+E). (C+F) Immunfarbung mit anti-BP3 und anti-CD21. Konsekutive Gewebsschnitte. 100-
fache Vergroferung.
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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 iibrigen FSC definiert, war erst zu beobachten, nachdem die T-Zone
vollstindig von Follikeln mit reifen FDC umgeben wurde. Auch erst dann kam es durch
Kolokalisierung von Madcam-1" Stromazellen, Metallophilen Makrophagen und
Marginalsinus-Endothel zur vollstindigen Ausdifferenzierung des Marginalsinuses, der
Rote und Weile Pulpa trennte. Die Entwicklung der neonatalen Milz war an Tag 14

abgeschlossen und wies einen adulten Phanotyp auf.

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

Neben Biglycan wurden auch Enpp2, Serpinal, Cilp, Lrat, Postn, RIKEN cDNA
9130213B05 und Coch als spezifische Gene fiir FDC definiert. Es konnte anhand von B-
und/oder T-Zell-defizienten Méusen gezeigt werden, dass die Expression dieser neu
definierten Gene von Lymphozyten-Signalen abhingt. Nun sollte tiberpriift werden, wie
die Expression dieser Gene innerhalb der neonatalen Entwicklung bis hin zu
ausdifferenzierten FDC reguliert wird. Dazu wurde die RNA von neonatalen Milzen
prépariert und die Genexpression von Enpp2, Serpinal, 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 Erh6éhung 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 Serpinal 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 unveriandert (Coch) innerhalb der neonatalen Entwicklung. Auffillig

war, dass die Expression der Gene Cilp, Lrat, Ltbp3, RIKEN c¢cDNA 9130213B05 und
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Serpinal mit Beginn der Ausdifferenzierung von FDC am Tag 8 postnatal deutlich
reguliert wurden (Abb. 50).
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Abb. 50: Expressionsanalyse neuer und bekannter FDC-Gene in der neonatalen Milz. Milz-
cDNA von Tag 1 bis 14 postnatale wurden in einer semi-quantitativen PCR analysiert. Die
Expressionskontrolle ist f-Actin.

In Abschnitt 3.2.3.1 wurde gezeigt, dass der Rezeptor LPal, der das enzymatische Produkt
von Enpp2 bindet, nicht von hidmatopoietischen Zellen sondern von Zellen des
follikuldren Stromakompartiments exprimiert wird. Da weiterhin gezeigt werden konnte,
dass eine hohere Expression von LPal mit einem unreifen mesenchymalen Zelltyp
assoziiert wird, stellte sich die Frage, ob eine Regulierung der Expression von LPal
innerhalb der neonatalen Entwicklung der Milz zu verzeichnen ist und mit der Expression
von Enpp2 korreliert. Dazu wurde die Expression von LPal in isolierter RNA der
neonatalen Milzen mittels semi-quantitativer RT-PCR analysiert.

Die Analyse zeigte einen drastischen Anstieg der Expression nach massiver
Einwanderung von T-Zellen am Tag 4. Eine deutliche Reduzierung der LPal-Expression
wurde nach Beginn der Differenzierung von reifen FDC durch Expression von CD21 (ab
Tag 8) beobachtet. Die Erhohung der Expression von Enpp2 erfolgte zeitlich etwas
versetzt (Abb. 51).
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Abb. 51: Expressionsanalyse von LPal und Enpp2 in der neonatalen Milz. Milz-cDNA von
Tag 1 bis 14 postnatale wurden in einer semi-quantitativen PCR analysiert. Die
Expressionskontrolle ist B-Actin.

3.3.3.3  Zusammenfassung

Bei den Analysen von Milzen neugeborener Maduse konnte Biglycan als neuer
Stromamarker der neonatalen Weillen Pulpa definiert werden. Erst nach vollstindiger
Differenzierung der murinen Milz (ab Tag 14 postnatal) wird Biglycan in den Stromazellen

der T-Zone herunterreguliert und definiert sich dann als Marker von FDC.

Die Regulierung der neu identifizierten FDC-Gene  im Laufe der neonatalen
Milzentwicklung ist in Abbildung 50 zusammengefasst. Die Expression dieser Gene zeigte
ein dynamisches Muster. Dabei war auffillig, dass die Regulierung der Mehrheit der

analysierten Gene um den Zeitpunkt der FDC-Differenzierung erfolgte.

Die prominenten Chemokine CXCL13 und CCL21, deren Expression das B- bzw. T-
Zonen-Stroma in einer ausdifferenzierten Milz unterscheidet, wurden erst in separaten
Stromakompartimenten exprimiert, nachdem Lymphozyten in groer Anzahl eingewandert
sind. Dabei war jedoch die Expression beider Chemokine nicht klar getrennt. An den
Beriihrungsflichen beider Kompartimente befanden sich Stromazellen, die CXCL13 und
CCL21 exprimierten.

Uberraschend war die dynamische Besiedlung der Kompartimente durch Lympozyten. B-
Zellen besiedelten nicht nur das CXCL13" Stroma, sondern auch iiberwiegend das CCL21"
Stroma. Eine vollstindige Trennung des Stromas der B- und T-Zone und Lokalisierung der
B-Zellen im CXCL13" Stroma bzw. T-Zellen im CCL21" Stroma war erst mit der

Differenzierung von FDC und zeitgleichen Entwicklung von Follikeln vervollstandigt.
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Die Entstehung von Follikeln und Differenzierung von FDC erfolgte erst im letzten Drittel
der 14-tidgigen Entwicklung von Neugeborenen. Hierbei regulierten die Stromazellen im
sich entwickelnden Follikel den FDC-definierenden Komplementrezepor CD21 hoch. Mit
der FDC-Differenzierung kolokalisierten die Metallophilen Makrophagen mit dem

Madcam-1" Stroma und bildeten den Marginalsinus.

3.3.4 Signale von Lymphozyten in der Entwicklung der Weillen
Pulpa

Obwohl Ragl-/- keine B- und T-Zellen haben, besitzen diese Tiere differenzierte
Milzstrukturen. Das Stroma der WeiBen Pulpa besteht aus einer BP3*™*" T-Anlage,
umrandet von einer diinnen BP3"** B-Anlage. FDC sind aufgrund fehlender B-Zell-
Signale nicht differenziert. Bei der Betrachtung neonataler wt wurden vergleichbare
Strukturen am Tag 6 postnatal dokumentiert (Abb. 52).

Ob diese BP3" Stromakompartimente in wt wie auch in Ragl-/- Lymphozyten-
unabhingig entstehen, sollte untersucht werden. Dazu wurden neonatale Ragl-/-

immunhistologisch analysiert und mit neonatalen wt gleichen Alters verglichen.
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Abb. 52: Die Milz von (A) neonatalen wt (Tag 6 postnatal) und (B) adulten Ragl-/-.
Fluoreszenzfarbungen von Gewebsschnitten mit anti-BP3 (griin) und 9F1 (blau).

Analysen von Tag | postnatal zeigten keine Unterschiede in der stromalen Entwicklung
im Vergleich zu wt des gleichen Alters. Die Vcam-1-Expression war in perivaskuldren

Arealen, wo LTi lokalisierten, etwas niedriger. Aullerdem befanden sich einzelne
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Madcam-1" Zellen in unmittelbarer Niihe der LTi. B-Zellen und CD3'CD4 CD§ Zellen
fehlten (Daten nicht gezeigt).

Erste Verzdgerungen in der Milzentwicklung von Ragl-/- -Neugeborenen erfolgten an
den folgenden Tagen. So konnte eine kontinuierliche Madcam”™ Zellschicht erst am Tag 10
detektiert werden. Dies entspricht einer Verzogerung von etwa einer Woche verglichen zu
wt. Weiterhin war am Tag 10 das perivaskuldre Areal der RAG1-/- nicht mehr nur von
LTi, sondern auch von einer bezeichnenden Anzahl Dendritischer Zellen besiedelt. Eine
ausgeprigte Differenzierung zwischen Roter und WeiBler Pulpa in Hinblick auf
Expression von Vcam-1 trat noch spéter auf. Erst am Tag 14 und somit etwa 10 Tage
verspitet war Vcam-1 signifikant hoher in der Roten Pulpa exprimiert. Die
Hochregulierung von BP3 war sogar um 14 Tage verzdgert und trat erst ab Tag 21

postnatal auf (Daten nicht gezeigt).

Die Analyse der Ragl-/- Neugeborenen zeigt, dass die stromale Entwicklung des
Immunkompartments der Milz bis zur Geburt Lymphozyten-unabhingig ist, da
Lymphozyten-defiziente Ragl-/- und wt eine vergleichbare stromale Entwicklung am Tag
1 postnatal zeigten. Erst danach kam es aufgrund fehlender B- und T-Zellen zu einer

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

3 schwach 3 stark

Entwicklung einer BP T-Zell-Region, umgeben von BP B-Zell-Region in wt
Lymphozyten-abhidngig ist. Zwar konnten in Ragl-/- 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 unabhingig von

Lymphoid Tissue Inducer Cells

LTi spielen eine Schliisselrolle in der Entwicklung von peripherem Lymphgewebe. Sie
sind u.a. in Lymphknoten, Peyer’schen Plaques und der Milz (Abschnitt 3.3.3.1)

r** Deletion des Transkriptionsfaktors Rory fiihrt zum Verlust von LTi.

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

Lymphknoten und Payerschen Plaques, jedoch nicht der Milz verhindert”. Eine
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ausdifferenzierte Milz erscheint weitgehend normal®“®'**. Auch eine histologische
Analyse des stromalen Kompartiments deutet auf eine ungestorte Entwicklung (Daten
nicht gezeigt).

Trotz der normalen Milzstruktur in adulten Rory-/- ist es denkbar, dass es aufgrund
fehlender LTi-vermittelter LT/TNF-Signale zu Verzogerungen in der Entwicklung der
Milz kommt. Um dies zu untersuchen, wurden Milzen neonataler Rory-/-

immunhistologisch analysiert und mit wt verglichen.
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Abb. 53: Rory-/- Miusen zeigen eine normale postnatale Entwicklung der Milz.
Fluoreszenzfarbungen von Gewebsschnitten der Milz von Rory-/- (A, C, E) und wt (B, D, F)
Neugeborenen am Tag 1 postnatal (A+B), Tag 6 postnatal (C+D) und Tag 12 postnatal (E+F). (A-
D) 400-fache und (E+F) 200-fache VergroBerung.
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Abgesehen vom Fehlen der LTi zeigten die Milzen der Rory-/- Neugeborenen keine
Unterschiede in  Einwanderung von Lymphozyten und Entwicklung des
Immunkompartiments bis hin zur Differenzierung von FDC (Abb. 53). Wie schon fiir wt
gezeigt, lokalisieren am Tag 1 postnatal B-Zellen und CD3'CD4CDS Zellen
perivaskulir. Am Tag 3 hatte das Madcam-1" Stroma eine kontinuierliche Zellschicht um
die weille Pulpa gebildet und die weile Pulpa lieB sich aufgrund einer schwachen Vcam-
1-Expression von der Roten Pulpa unterscheiden. Ein drastischer Anstieg von CD4" und
CDS8" T-Zellen wurde an Tag 4 verzeichnet. Das Stroma der WeiBen Pulpa regulierte die
Expression von BP3 am Tag 6 hoch und war durch eine BP3*“* und BP3*"™*"_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 fiir das FDC-exprimierte Chemokine CXCL13 ist CXCRS und befindet sich
auf B-Zellen. CXCRS5 vermittelt die Einwanderung von B-Zellen ins Follikel. Durch
Bindung von CXCLI3 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
CXCLI13-Expression. Dieser positive Riickkopplungsmechanismus bedingt eine

gegenseitige Regulierung von Stroma und B-Zellen'”.

3.3.6.1 Naive CXCRS5-defiziente Milzen besitzen keine FDC

CXCR5-defiziente Milzen sind nicht in der Lage Primaérfollikel zu bilden. B-Zellen
umgeben ringférmig die T-Zone (Abb. 54A). Immunhistologische Untersuchungen mit
dem FDC-spezifischen Antikdrper FDC-M2 zeigen einen breiten Ring aus schwach
positiven Zellen, die jedoch keine typische Netzwerkstruktur ausbilden®®. Ahnlich
beschrieben wie fiir TNF- und TNFR-1-defiziente Miuse, befinden sich diese FDC-M2"

Zellen auBerhalb des Marginalsinus und kolokalisieren mit B-Zellen®. Ungewiss ist
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jedoch, ob diese extrafollikuldren FDC-M2" Zellen auch andere FDC-Marker, wie CD21,
BP3, CXCL13 und die fiir FDC neu definierten Gene Biglycan, Enpp2, Serpinal, Coch,
Lrat, RIKEN cDNA 9130213B05 und Cilp exprimieren. Zur Untersuchung der stromalen
Kompartimente der CXCR5-/- erfolgten in situ Analysen.

T
;

“ y
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Abb. 54: Differenzierung der Milz CXCRS-defizienter Méuse. Fluoreszenzfarbungen von
Gewebsschnitten. (D) Pfeile markieren ins BP3-Stroma eingewanderte B-Zellen. (C+D) Selbe
Aufnahme, (C) mit und (D) ohne BP3-Férbung. (A-C, E, F) 200-fache und (D) 400-fache
Vergroferung.
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Immunhistologische Analysen zeigten fiir die Weile Pulpa eine deutliche
Kompartimentierung des Stromas in eine BP3*™*" T-Zone, umgeben von einem Ring
aus BP3*“* Stromazellen, von denen ein Teil auch Madcam-1 exprimiert. Wie bereits bei
der neonatalen Entwicklung der wt Milz am Tag 6 beobachtet, befanden sich Madcam-1"
BP3" Stromazellen auf der Seite der Weiflen Pulpa, die der Roten Pulpa zugewandt lag
(Abb. 54B+C).

Obwohl einige IgD" B-Zellen in diese BP3*** Stromazellen einwanderten, wurden keine
ausdifferenzierten Follikel beobachtet (Abb. 54D). AuBerhalb des MOMA-1"
Marginalsinus, wo FDC-M2" Zellen und der iiberwiegende Anteil der B-Zellen
lokalisieren, wurden keine BP3-Signale detektiert (Abb. 54B).

Die als FDC-Vorlauferzellen beschriebenen FDC-M2 schwach positiven Zellen konnten
auch nicht mit FDC-typischen CD21 stark positiven Signalen eindeutig assoziiert werden.
Da die Signale der CD21-Farbung so schwach waren, konnte nicht beobachtet werden, ob
die CD21%"™*" Signale mit den FDC-M2*"™*" Signalen kolokalisieren oder CD21%""*

Signale von benachbarten B-Zellen einstrahlen (Daten nicht gezeigt).

CXCL13
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Abb. 55: Expression von CXCL13, CCL21 und Enpp2 in der CXCRS5-/- Milz. In situ-
Hybridisierung mit spezifischen Sonden fiir CXCL13 (A+D), CCL21 (B) und Enpp2 (E). (C)
Immunfarbung mit anti-BP3. 100-fache VergroBerung.
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Die Expression FDC-spezifischer Gene erfolgte nur in der Zone der BP3"*™* Stromazellen.
Diese exprimierten Biglycan (Abb. 55C+D), CXCL13 und schwach Enpp2 (Abb. 55E).
FDC-Marker wie Serpinal, Coch, Lrat, RIKEN c¢cDNA 9130213B05 und Cilp wurden
jedoch nicht nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Dass es sich bei den Stromazellen der
B-Zell-Region um einen unvollstindig differenzierten Phanotyp handelte, deutete auch die

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

3.3.6.2 Lymphotoxin a-unabhingig Differenzierung der Stromazellen von B-

und T-Zone

Wie auch andere sekundidre Lymphorgane entwickelt sich die Milz aufgrund komplexer
Interaktionen zwischen hématopoietischen und mesenchymalen Zellen. Einer der
Schliisselfaktoren sind Lymphotoxin-Signale. Die essentielle Rolle von Lymphotoxin
wurde in LTa-/- Mdusen durch das Fehlen von Peyer’schen Plaques und Lymphknoten,
sowie einer gestorten Milzstruktur ohne FDC, Marginalzone und segregierter B- und T-

Zone illustriert'?%1%8,

Die Segregation von Roter und Weiller Pulpa ist jedoch LTa-
unabhingig'®’.

Ob und inwiefern die Differenzierung des Stromas der Weille Pulpa und Entwicklung von
FDC von Lymphotoxin abhéngt, sollte in LTa-/- mittels Immunhistologie und in Situ-
Hybridisierung untersucht werden. Die Analysen erfolgten mit dem von Liepinsh et al.
generierten LTa-defizienten Mausstamm. Diese Méuse zeigen im Gegensatz zu frither
erzeugten LTa-/- keine Reduktion der TNF-Expression’’. Die Reduktion von TNF in
frither generierten LTa-/- beruht also nicht auf eine gegenseitige Regulation von LTa und

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

zuriickzufiihren.
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Abb. 56: Differenzierung der Milz LTao-defizienter Miuse. Fluoreszenzfiarbungen von
Gewebsschnitten. 200-fache VergroBerung.

Genaue histologische Analysen der Milz der neu generierten LTa-defizienten Maus
zeigten trotz einer gestorten Entwicklung eine grundlegend organisierte Mikroarchitektur.
Die LTa-unabhingig Trennung des Stromas der Roten und WeiBen Pulpa'®’ konnte durch
den Nachweis von VCAM-1 und dem neubeschriebenen Gen Coch in der Roten Pulpa
bestdtigt werden (Abb. 56A und 57D). Innerhalb der Weillen Pulpa segregierten T- und B-
Zellen, wobei die T-Zone von B-Zellen umgeben war. Jedoch verblieb die
Beriihrungsfliche von T- und B-Zone etwas diffus im Vergleich zu wt (Abb. 56A). Die B-
Zellen zeichneten sich durch einen IgM" bzw. IgD" IgM" Phénotyp aus (Abb. 56B). Ein
typischer Marginalsinus, charakterisiert durch Metallophile Makrophagen und Madcam-1"



116 3 Ergebnisse

Stromazellen konnte nicht nachgewiesen werden. Jedoch befanden sich dendritische
Madcam-1" Zellen in der B-Zone und vereinzelt eher runde Madcam-1" Zellen in der

Roten Pulpa und T-Zell-Region (Abb. 56D).

Da B- und T-Zellen in verschiedenen Arealen lokalisierten, wurde angenommen, dass das
Stroma der Weillen Pulpa differenziert sein musste. Der konventionelle Stromamarker der
Weilen Pulpa BP3 gab aufgrund fehlender Signale jedoch keine Auskunft iiber
Ausbildung einer stromalen B- und T-Zone (Daten nicht gezeigt). Auch Biglycan, ein
stromaler Marker der B-Zone, gab keinen Aufschluss iiber eine unterschiedliche
Differenzierung des Stromas der T- und B-Region, da es in beiden Zonen gleichméaBig
exprimiert wurde (Abb. 56E). FDC wurden mit den FDC-spezifischen Markern CD21 und
FDC-M2 nicht nachgewiesen. Darliberhinaus konnte auch die Expression der neu
definierten FDC-Gene Enpp2, Serpinal, Cilp, Coch, RIKEN ¢cDNA 9130213B0S5 und Lrat
nicht in der Weillen Pulpa beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Abb. 57: Expression von CXCL13, CCL21 und Enpp2 in der CXCR5-/- Milz. In situ-
Hybridisierung mit spezifischen Sonden fir CXCLI13 (A), CCL21 (B) und Coch (D). (C+E)
Immunfarbung mit anti-B220 (rot) und anti-CD3 (schwarz). (A-C) 200-fache, (D+E) 100-fache
VergroBerung.
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Zur Aufklarung der Kompartimentierung von B- und T-Zellen, wurde die Expression von
CXCLI13 und CCL21 in der Milz von LTa-/- 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 LTa-/- segregierten nicht nur
Rote und Weille Pulpa, sondern auch das Stroma innerhalb der Weillen Pulpa. Durch die
lokal getrennte Expression von Chemokinen wurden unterschiedliche Nischen fiir B- und
T-Zellen beobachtet. So lokalisierten im CXCL13" Stroma B-Zellen und im CCL21"
Stroma T-Zellen. AuBler Biglycan konnte kein weiteres FDC-spezifisches Gen in der

Weillen Pulpa von LTa-/- nachgewiesen werden.
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