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Einleitung 1

1 Einleitung

Durch tberall in der Umwelt vorhandene Pathogene steht der Organismus unter
der standigen Bedrohung einer Schadigung im Sinne einer Erkrankung oder im
schlimmsten Fall sogar des Todes. Dies zu verhindern ist die Aufgabe des
Immunsystems, indem es auf verschiedene Arten eindringende
Mikroorganismen fir den Korper wunschadlich macht. Grundsatzlich
unterscheidet man dabei das angeborene (unspezifische) und das erworbene
(spezifische) Immunsystem, beide Systeme bestehen jeweils aus Zellen und

I6slichen Komponenten [40].

Die erste Barriere, auf die Pathogene treffen, ist die Haut, durch die schon viele
der Keime davon abgehalten werden in den Organismus einzudringen. Auch
die Schleimhaute der Atemwege, des Urogenitaltraktes und des Magen-Darm-
Traktes haben Abwehrmechanismen, wie z.B. das Lysozym im Speichel, das
bakterizide Wirkungen zeigt. Gelingt es einem Keim doch die &uleren
Schutzbarrieren zu durchbrechen und in den Korper einzudringen, stellt die
angeborene Immunabwehr den ersten und raschesten Weg der Eliminierung
dar. Durch Rezeptoren, die sich auf den Zellen des Immunsystems befinden,
werden haufig vorkommende mikrobielle Oberflachenmolekile erkannt und
unschadlich gemacht. Eine wichtige Rolle kommt dabei den Toll-like-receptors
(TLR) zu, deren Stimulierung zu einer Protein-Kaskade fuhrt, an deren Ende die
vermehrte Bildung von Stoffen steht, die den Korper in seiner Abwehr
unterstitzen, wie z.B. Zytokine [3,41,69]. Die beteiligten Zellen sind
Makrophagen, Monozyten, Granulozyten und natarliche Killerzellen, die
I6slichen Faktoren sind Zytokine, Akute-Phase-Proteine, Stoffe des
Komplementsystems sowie verschiedene Enzyme. Durch die bei der
angeborenen Immunantwort freigesetzten Botenstoffe werden andere
Immunzellen, unter anderem auch solche des erworbenen Immunsystems,

angelockt und aktiviert.

Viele der Eindringlinge werden auf diese Art und Weise getotet und abgebaut,

doch im Rahmen der Evolution haben sich Keime gebildet, die die allgemeinen
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Erkennungszeichen wie die oben erwahnten Oberflachenmolekule, durch die
sie durch das angeborene Immunsystem schnell als fremd erkannt und
unschadlich gemacht werden konnen, nicht mehr tragen, indem sie z.B.
Kapseln um sich herum gebildet haben oder als Virus in den korpereigenen
Zellen leben und so der Elimination entgehen. In solchen Fallen beginnt nach
4-5 Tagen das erworbene Immunsystem wirksam zu werden, das aus den T-
und B-Lymphozyten sowie den Antikorpern als I6slichem Faktor besteht. Die
Lymphozyten besitzen hochspezifische Rezeptoren, die fur ein Antigen
passend sind, und es existiert fur nahezu jedes Fremdantigen ein Lymphozyt
mit dem passenden Rezeptor. Bei Bindung an das entsprechende Antigen
kommt es zur Teilung und Vermehrung des Lymphozyten, so dass viele

spezifisch gegen dieses Antigen gerichtete Zellen entstehen.

Dabei gibt es verschiedene Ablaufe einer Immunreaktion; einmal sind es
vorwiegend B-Zellen, die proliferieren und Antikorper produzieren, ohne dass T-
Zellen eine wichtige Rolle spielen. Ein Beispiel dafur ist die Infektion mit
extrazellularen Bakterien, die von B-Lymphozyten als Antigen erkannt werden.
Dabei wandeln sich die B-Zellen in Plasmazellen um und beginnen Antikorper
zu produzieren, die ebenfalls genau gegen das Antigen gerichtet sind und sich
sowohl im Blutplasma als auch in der interzellularen FlUssigkeit befinden. Sie
binden an die Bakterien und fuhren dadurch entweder zu deren Neutralisation
oder durch Aktivierung des Komplementsystems zur Lyse, oder aber sie
werden als Immunkomplex von anderen Immunzellen erkannt und phagozytiert.
Die Immunabwehr mit Hilfe von Antikorpern bezeichnet man auch als humorale

Immunantwort.

Andererseits gibt es Antigene, die eine T-Zell-abhangige B-Zellantwort
hervorrufen; das bedeutet, dass zur Stimulation der Antikorperproduktion T-
Zellen notwendig sind und dass auch die T-Zellen selber direkt zur Eliminierung
der Antigene beitragen. Die T-Lymphozyten lassen sich dabei in T-Helferzellen
(CD4*-Zellen) und cytotoxische T-Zellen (CD8"-Zellen) unterteilen, die entweder
andere Zellen aktivieren und Koordinationsaufgaben (CD4") wahrnehmen oder
die eindringenden fremden oder infizierten Zellen durch Lyse abtéten kénnen

(CD8"). Ein Teil der Lymphozyten wandelt sich auerdem in Gedachtniszellen
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um und kann dann bei einer erneuten Infektion mit dem gleichen Antigen
schneller und effektiver reagieren [41]. Diese zellular vermittelte Immunreaktion

tritt zum Beispiel bei Viren und anderen intrazellularen Erregern in Kraft. Uber

MHC I-Rezeptoren prasentieren die infizierten Zellen fremde Proteinstrukturen
und konnen so von den T-Zellen erkannt und eliminiert werden. Es gibt aber
auch partikulare, extrazellulare Antigene wie Schaferythrozyten (SRBC), die

solch eine Immunantwort hervorrufen.

Durch die Untersuchungen von Mosmann und Sad 1986 [58] stellte sich
heraus, dass es zwei Subpopulationen von T-Helferzellen gibt: die TH1- und die
TH2-Zellen. Sie unterscheiden sich im Muster der von ihnen produzierten
Zytokine und haben unterschiedliche funktionelle Aufgaben. Die TH1-Zellen
produzieren IFNy und IL2 und fihren so zur Aktivierung von Makrophagen,
unterstitzen die zellulare Immunantwort und wirken somit bevorzugt auf
intrazellulare Erreger wie z.B. Viren. Die TH2-Zellen produzieren vor allem IL4
und IL5 sowie IL10 und fordern somit die humorale Immunantwort, die
besonders bei bakteriellen, extrazellularen Infektionen eine groRe Rolle spielt.
Die beiden Subpopulationen sind darlber hinaus in der Lage Funktionen der

jeweiligen anderen Gruppe zu antagonisieren und zu beeinflussen [1,66,85].

In letzter Zeit ist eine weitere Gruppe von T-Zellen starker in den Vordergrund
geruckt, so genannte T-regulatorische Zellen (Trg). Diese Zellen produzieren
verstarkt TGFB und IL10, kdbnnen sowohl TH1- als auch TH2-Immunreaktionen
regulieren und nehmen auch suppressiven Einfluss auf Mastzellen, Basophile
und Eosinophile. Dabei finden sich CD4+- und auch CD8+-Tg-Zellen [36,76].

Es hat sich gezeigt, dass es bei bestimmten Infektionen des Korpers von
elementarer Bedeutung sein kann, ob eine TH1- oder TH2- Antwort ausgelost
wird. Als Beispiel sei hier eine Infektion mit Leishmanien genannt, die bei einer
TH1-dominierten Antwort zur Ausheilung kommt, bei einer IL4-gesteuerten
TH2-Antwort hingegen zu einer schweren Erkrankung oder sogar zum Tod des
Organismus fuhrt [67,70].

Auch bei immunvermittelten Erkrankungen haben sich Zusammenhange mit

den verschiedenen Subpopulationen der T-Helferzellen offenbart, so sind
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Autoimmunerkrankungen wie multiple Sklerose, Diabetes mellitus Typ1,
rheumatoide Arthritis und Morbus Crohn durch eine TH1-Aktivierung
gekennzeichnet [34,74]. Eine verstarkte TH2-Antwort wird hingegen bei

allergischen Reaktionen vom Soforttyp (Typl) beobachtet und ist mit atopischen
Stérungen wie exogen-allergischem Asthma assoziiert [85]. Dabei wird auch
den T,y —Zellen eine wichtige Rolle eingeraumt, bei denen aullerdem
Zusammenhange mit autoimmunologischen Erkrankungen, chronischen

Erkrankungen und auch Tumorleiden nachgewiesen wurden [76].

Es ist somit von groRem klinischem Interesse, die genauen Ablaufe und die

Initiierung von Immunreaktionen besser zu verstehen.

Dabei sind die initiierenden Faktoren, die zur Auslésung einer TH1- oder TH2-
Antwort fuhren, nur teilweise verstanden. Es spielen sowohl genetische Griinde
als auch Umweltfaktoren eine Rolle. Die Menge und die Konstitution des
Antigens kann daruber entscheiden, welche Richtung eingeschlagen wird,
ebenso die Art der Antigenprasentation und die Starke der Kostimulation.
Entscheidend ist letztlich, welches Zytokinmuster auf die naive T-Helferzelle
einwirkt. IL12 und IFNy stellen dabei die Hauptinitiatoren einer TH1-
Differenzierung dar, eine hohe IL4-Expression fuhrt zu einer TH2-Antwort
[21,52,59,66].

Der Kontakt mit Antigenen und die Proliferation der Lymphozyten findet in den
sekundar lymphatischen Organen statt; darunter versteht man die
Lymphknoten, die Milz und die lymphatischen Gewebe der Schleimhaute wie
z.B. die Tonsillen des Rachens und die Peyerschen-Plaques im Darm. In den
sekundar lymphatischen Organen werden die Antigene von speziellen Zellen
prasentiert und die Lymphozyten, die immer wieder durch diese Organe

hindurch wandern, haben so die Moglichkeit ,ihr“ Antigen zu treffen.

Die Milz spielt im Immunsystem eine besondere Rolle, da sie nicht wie die
anderen sekundaren lymphatischen Organe die Lymphabflusswege drainiert,
sondern das Blut. Man findet in der Milz eine deutliche Strukturierung in
verschiedene Kompartimente, in denen unterschiedliche Zellen vorkommen,

und die unterschiedliche Funktionen erfullen; diese Kompartimente lassen sich
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bei der Ratte besonders deutlich erkennen. Die Milz setzt sich aus der roten
und der weilken Pulpa zusammen. Dabei dient die rote Pulpa vor allem dazu,
alte Erythrozyten, die in ihren retikularen Fasern hangen bleiben,
auszusortieren und abzubauen, wahrend in der weil3en Pulpa die Reaktionen
der Immunantwort stattfinden [14,43,56]. Die weil’e Pulpa lasst sich weiter
untergliedern in Marginalzone, PALS (periarteriolare Lymphozytenscheide) und
Follikel. Die Marginalzone umgibt die anderen beiden Kompartimente und trennt
sie damit von der roten Pulpa. Sie stellt die Haupteintrittspforte der
Lymphozyten und auch der Antigene dar. Die hier vorhandenen Zellen sind vor
allem B-Zellen und Makrophagen, aufRerdem kommen noch natirliche
Killerzellen und einige T-Lymphozyten vor, die von hier aus in die PALS
einwandern. Die PALS ist das Gebiet in der Milz, das am starksten von T-
Lymphozyten dominiert wird; hier kommt es durch den Kontakt mit
dendritischen Zellen (DCs), die Antigene prasentieren und T-Zellen aktivieren
kénnen, zur Proliferation der T-Lymphozyten. Am aulleren Rand der PALS
finden sich einige B-Zellen, die auf ihrem Weg durch die Milz dort hindurch
wandern. Bei einer Immunreaktion werden sie an dieser Stelle durch T-
Helferzellen unterstitzt und aktiviert, sie beginnen Antikérper zu produzieren
und entweder die Milz direkt durch die rote Pulpa hindurch zu verlassen oder
aber in einen Follikel einzuwandern und Keimzentren zu bilden [87]. Im Follikel
befinden sich auller den vorherrschenden B-Zellen noch follikulare-
interdigitierende-Zellen (FDCs), die Antigene in Form von Immunkomplexen

prasentieren, sowie einige T-Helferzellen.

In der vorliegenden Arbeit haben wir fur die Auslosung einer Immunantwort
Schaferythrozyten gewahlt, die den Ratten in hoher Konzentration in die
Schwanzvenen injiziert wurden. Schaferythrozyten haben den Vorteil, dass sie
mit grofRer Sicherheit eine Immunantwort auslésen und dass diese lokal auf die
Milz beschrankt bleibt, da die anderen Ilymphatischen Organe wie
Lymphknoten, Tonsillen und Peyerschen-Plaques ihr Antigen vor allem Uber die
LymphgefalRe erhalten, die Milz hingegen das Blut drainiert [41]. Daneben gibt
es auch eine naturliche zeitliche Begrenzung, da es, anders als bei einer

Infektion mit lebenden Organismen, nicht zur weiteren Proliferation kommt.
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Dadurch kann man den Umfang dieser Immunreaktion in etwa einschatzen und

sie stellt somit ein gutes Modell dar.

Den konkreten Ablauf einer Immunreaktion mit SRBCs, die eine T-Zell-
abhangige B-Zellantwort ausldsen, stellt man sich so vor, dass die Antigene die
Milz Uber den Blutstrom erreichen, in der Marginalzone ankommen, dort von
Makrophagen aufgenommen und prozessiert werden; anschlieend werden sie
entweder auf B-Zellen Ubertragen oder die Makrophagen wandern selbst in die
PALS, um dort das Antigen auf die DCs zu transferieren. Die DCs prasentieren
das Antigen dann den T-Zellen, woraufhin die flr dieses Antigen spezifischen
T-Zellen zu proliferieren beginnen. Bei ihrem Weg durch die PALS treffen sie
die B-Zellen, die das Antigen in der Marginalzone gebunden hatten und jetzt
ebenfalls in die PALS einwandern. So kommt es zwischen den
antigenspezifischen T-und B-Zellen zum Kontakt und die T-Zellen stimulieren
die B-Zellen zur Differenzierung in Antikdrper-produzierende Zellen, die zum
Teil die Milz Uber die rote Pulpa verlassen oder aber in die Follikel wandern, wo
sie Keimzentren bilden [81].

Die Milz stellt somit ein sehr wichtiges Organ fur die Immunabwehr dar, was
man auch daran erkennen kann, dass sie das Organ mit der hdchsten
Migrationsrate von Lymphozyten in Bezug auf die Durchblutung ist und damit
die Wahrscheinlichkeit eines Kontaktes von Antigen und spezifischem
Immunsystem sehr hoch ist [87]. Beobachtungen haben dementsprechend
auch gezeigt, dass Menschen, denen die Milz entfernt wurde, unter einem

besonderen Risiko stehen an bakteriellen Infektionen zu versterben [11].

Erst das Zusammenspiel des angeborenen und erworbenen Immunsystems
und seiner Zellen und I6slichen Faktoren fuhrt zu einem adaquaten Schutz des
Organismus vor Pathogenen aus der Umwelt. Hierbei Gbernehmen die Zytokine
die Aufgabe der Koordinatoren. Sie steuern die Kommunikation zwischen den
Immunzellen, beeinflussen die Proliferation und Differenzierung von Leukozyten
und kénnen Immunantworten sowohl verstarken als auch beenden. Zytokine
werden von vielen verschiedenen Zellen, in erster Linie jedoch von
Immunzellen gebildet. Die Zytokine sind eine sehr heterogene Gruppe von

I0slichen  Faktoren, zu ihnen gehoren Interleukine, Interferone,
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koloniestimulierende  Faktoren, = Tumor-Nekrose-Faktoren  (TNF) und
Transforming-Growth-Faktoren (TGF). Gemeinsamkeiten, die all diese Stoffe
verbinden, sind ihre Wirksamkeit Uber Rezeptoren auf der Oberflache ihrer
Zielzellen und ihre Ausschuttung in sehr geringen Mengen, aber mit einer sehr
hohen biologischen Aktivitat und Wirksamkeit. Zytokine scheinen vor allem lokal
zu wirken, was auch sinnvoll erscheint, da ansonsten wegen ihrer hohen
Wirksamkeit Immunzellen im gesamten Korper beeinflusst wirden [7,47]. Dabei
wirken sie einmal auf die sezernierende Zelle selbst zuruck (autokrin), aber
auch auf benachbarte Zellen (parakrin). Zytokine sind pleiotrope Stoffe, das
bedeutet, dass sie an verschiedenen Zielzellen auch verschiedene biologische
Effekte hervorrufen kénnen. Auf der anderen Seite kdnnen aufgrund gleicher

Rezeptoruntereinheiten verschiedene Zytokine gleiche Wirkungen hervorrufen.

Aufgrund ihrer geringen Konzentration und der daraus folgenden schwierigen
Nachweisbarkeit sind die Zytokine erst in den letzten 30 Jahren Gegenstand
intensiver Forschung geworden. Ruckblickend kann man sagen, dass schon im
19. Jahrhundert Beobachtungen zu Zytokinen gemacht sowie Effekte
beschrieben wurden, die sich auf Zytokine zuruckfuhren lie3en, allerdings war
es damals noch nicht mdglich diese in kleinsten Konzentrationen auftretenden
Stoffe nachzuweisen. Durch die Gentechnologie gelang es schliellich, groliere
Mengen einzelner Zytokine herzustellen und sie damit als Medikamente in die
klinische Medizin einzubringen [47,80]. Als Beispiel seien hier genannt die a-
Interferone in der Therapie von Viruserkrankungen und Ciclosporin, das die
Bildung von IL2 hemmt und als Immunsupressivum in der Verhinderung von

Transplantatsabsto3ungen eingesetzt wird.

Der Nachweis von Zytokinen kann auf Protein- oder auf mMRNA-Ebene erfolgen.
Der Proteinnachweis kann z.B. durch Immunoassays geschehen, dabei werden
die Zytokine durch spezifische Antikorper markiert und auf verschiedene Arten
nachgewiesen; dafur kommt haufig ein sandwich-ELISA oder eine FACS-

Analyse zur Anwendung.

Da die Gen-Expression von Zytokinen im Wesentlichen mit der Menge an

sezerniertem Zytokin Ubereinstimmt, ist es moglich, die mRNA zu bestimmen.
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Dabei werden verschiedene Techniken wie In-situ-Hybridisierung, Northern
Blot, Microarrays, aber vor allem PCR-Techniken benutzt. Der grof3e Vorteil der
PCR ist, dass sie eine Vervielfaltigung der sehr gering exprimierten Zytokin-
mMRNA ermaglicht [20].

Bisher war es nur mdglich, Zytokine in ganzen Organen nachzuweisen, doch
durch den technischen Fortschritt und die Entwicklung der Mikrodissektion
besteht jetzt auch die Moéglichkeit, lokale Informationen Uber Teilbereiche wie
z.B. die verschiedenen Kompartimente der Milz zu gewinnen [19,22].
Besonders bei der Milz stellte es sich immer als ein Problem dar, dass man das
gesamte Organ untersucht hat, da beinahe 75% des Gewebes der roten Pulpa
zuzuordnen sind und es somit kaum moglich ist, von Werten der gesamten Milz
auf die weiRe Pulpa zurickzuschlieBen. So ist Uber das Zytokinmilieu der
einzelnen Kompartimente der Milz bisher wenig bekannt, obwohl die Milz eine
solch zentrale Rolle im Immunsystem einnimmt und sich schon bei der
Untersuchung von mesenterialen und peripheren Lymphknoten gezeigt hat,
dass das vorliegende Zytokinmuster entscheidenden Einfluss auf die

Wiederkehr und Proliferationsfahigkeit von T-Effektorzellen nimmt [10].

Das Prinzip der von uns benutzten Laser-Mikrodissektion beruht darauf, dass
man ausgewahlte Bereiche von Gewebeschnitten markiert und vom Laser
herausschief3en lasst. Das so gewonnene Gewebe wird gereinigt, die mRNA in
cDNA umgeschrieben und schlieBlich eine quantitative real-time PCR
durchgefuhrt. Das Ergebnis ermdglicht Aussagen Uber das Vorhandensein und
die Menge von mRNA bestimmter Zytokine im markierten Bereich [13]. Dabei
werden die Zellen in ihrer ursprunglichen Umgebung in den Kompartimenten
untersucht werden, sie haben also keinen Kontakt zu Zellen aus anderen

Kompartimenten, der nicht dem natirlichen Kontakt entspricht.

Wir haben die Mikrodissektion mit einer real-time PCR kombiniert, einer
weiteren neuen Methode, die es erlaubt, kleinste Mengen von mRNA oder DNA
quantitativ.  nachzuweisen, indem die gewlnschten Genomabschnitte
vervielfaltigt ~ werden und  gleichzeitig die = Produktmenge  Uber

Fluoreszenzfarbstoffe gemessen wird. In unserem Fall haben wir mRNA
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nachgewiesen, da diese anders als die DNA, die die Erbinformation der
gesamten Zelle umfasst, die tatsachlich bendtigten Informationen fur die aktuell
geforderte Proteinsynthese enthalt. Die gewonnene mRNA wird im ersten
Schritt in cDNA umgeschrieben, weil die bei der PCR benutzte Polymerase nur
DNA und keine RNA vervielfaltigen kann. Da aber die mRNA als Matrize
genutzt wurde, enthalt auch die cDNA dann nur die flr die Proteinsynthese

relevanten Informationen.

Auf der einen Seite steht also die Milz, von der man weil3, dass sie eine grol3e
Rolle im Immunsystem spielt, verschiedene Kompartimente besitzt, die man
histologisch unterscheiden kann und von denen bekannt ist, dass sie
verschiedene Aufgaben im Immunsystem Ubernehmen. Auf der anderen Seite
gibt es die Zytokine, deren grole Bedeutung in der Beeinflussung des
Immunsystems immer deutlicher wird und von deren genaueren Erforschung

man sich Hoffnungen auf zuklnftige Therapiemdglichkeiten macht.

Die Verbindung dieser beiden Gedanken fuhrt zu den Fragen, ob nicht in den
Kompartimenten der Milz ein unterschiedliches Zytokinmilieu vorherrscht, wie
sich dieses Zytokinmilieu wahrend einer Immunantwort verhalt und ob es
Unterschiede zwischen den Kompartimenten gibt. Unsere Hypothese dabei ist,
dass ein unterschiedliches Milieu der Kompartimente existiert und dass dieses

Milieu zu den verschiedenen Funktionen der Kompartimente beitragt.

Wir haben dieses Zytokinmilieu in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der Laser-
Mikrodissektion in Kombination mit der PCR untersucht und es anschlieRend in
Korrelation mit Proliferation und Migrationsvorgangen von Lymphozyten
gebracht. Untersucht haben wir die Milz der Ratte mit den Kompartimenten
PALS, Marginalzone, Follikel und rote Pulpa. Dabei haben wir uns besonders
fur die beiden grundlegenden Richtungen von Immunantworten, TH1 oder TH2
interessiert und die Zytokine so ausgewahlt, dass sie als Reprasentanten fiur
diese Richtungen stehen, namlich fur die TH1-dominierte Antwort 1L12p40, IL2
und IFNy und fur die TH2-dominierte Antwort IL4 und IL10. Zusatzlich haben wir
noch die Expression von IL15 und TGFB-1 untersucht, die von vielen

verschiedenen Zellen exprimiert werden und ebenfalls als T-Zell-regulierende
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Faktoren bekannt sind. Dabei haben wir uns als erstes fir das Milieu der
ruhenden, unstimulierten Milz interessiert und haben dann Veranderungen

beobachtet, die im Verlauf einer Immunreaktion auftreten.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

FiUr die Versuche wurden die Milzen von Lewis-Ratten verwandt, die aus dem
Institut fur Versuchstierkunde der Medizinischen Hochschule Hannover
stammen und bei —80° Celsius eingefroren worden waren.

Die Ratten waren mannlich, hatten ein Alter von 10 bis 12 Wochen, ein
Koérpergewicht von 272 £+ 53g und wurden wahrend des
Beobachtungszeitraumes unter so genannten special pathogen-free (SPF-)
Bedingungen bei einer Umgebungstemperatur von 24°C gehalten.

Eine Genehmigung zur Durchfuhrung von Tierversuchen lag vor (AZ
604-425022-94/716).

2.2 Induktion einer Immunantwort in der Milz

FUir die Induktion einer lokalen Immunantwort in der Milz wurden
Schaferythrozyten verwendet, die sich dafur als grol3e, partikulare Antigene
bewahrt haben. Sie gelangen nach intravendéser Injektion in die Schwanzvene
uber die Marginalzone in die Milz und rufen dort eine T-Zell-abhangige B-Zell-
Immunantwort hervor, in deren Verlauf Antikdrper gebildet werden [81].

Um sicherzustellen, dass eine Immunantwort ausgelost wird, muss eine
ausreichend grofl’e Menge Antigen appliziert werden, in diesem Fall wurden ca.
1x10"° Schaferythrozyten in die Schwanzvene injiziert. Zur Herstellung wurden
10 ml einer Alsever-Losung von Schaferythrozyten (CL14AA, Biozol, Eching)
mit 30 ml NaCl-Lésung fur 10 min bei 4009 in einer Zentrifuge gewaschen und
der Uberstand abgesaugt. Nach Anlegen einer Verdinnungsreihe (90 pl NaCl +
10 pl Blut, verdinnt bis 1:10.000) wurde von einem definierten Volumen die
Zellzahl in einer Zahlkammer bestimmt und so die erforderliche Anzahl
Schaferythrozyten bestimmt, die dann mit NaCl auf 2 ml aufgefullt und injiziert

wurde. Die Kontrolltiere erhielten die gleiche Menge Kochsalzlésung. Fur die
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Versuchsreihe wurden zu verschiedenen Zeitpunkten 3 Ratten mit jeweils
einem Kontrolltier untersucht. Die Werte der Kontrolltiere wurden spater
zusammen als Ergebnisse der unstimulierten Milz und als Nullwert der

stimulierten Milz benutzt.

2.3 Entnahme und Farbung der Milzen

Die Tiere wurden nach den Zeitpunkten 1, 3, 6, 8 und 10 Tage nach Injektion
der Schaferythrozyten getdtet und die Milzen unmittelbar entnommen, in kleine
Gewebebldcke geschnitten, mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —
80°C aufbewahrt.

Zur weiteren Verarbeitung wurden mit dem Kryostat 10 um dicke Gefrierschnitte
der Milzen angefertigt und direkt auf mit Polyethylenaphtalat (PEN)
menbranbeschichtete Objekttrager (PALM Microlaser Technologiers AG,
Bernried) aufgebracht. Nach Lufttrocknung wurde eine Farbung mit Tolouidin-
Blau durchgefihrt; bei dieser Farbung werden alle Zellkerne blau dargestellt
und aufgrund der verschiedenen Zelldichten kann man die einzelnen
Kompartimente unterscheiden. Der Ablauf der Farbung sah so aus, dass die
Gewebeschnitte zu Beginn fur 30 sec mit 75% Ethanol fixiert und anschliel3end
ca. 30 sec mit DEPC-Wasser gespult wurden. Danach fand fur 10 min die
eigentliche Farbung mit 1:10 verdunnter Toluidin-Blauldsung statt. Es folgte
eine zweimalige Spulung mit DEPC-Wasser und eine wiederholte zweimalige
Fixierung mit 100% Ethanol fir jeweils 30sec. AbschlieBend wurden die
Praparate luftgetrocknet und bis zur endgultigen Bearbeitung mit der
Mikrodissektion wieder bei —80°C gelagert.

Fur die Darstellung der Proliferation nach Stimulation wurden die Milzschnitte
immunhistologisch gefarbt. Dabei beruhte das Prinzip auf dem APAAP-
Verfahren (Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase), einer Form
der Sichtbarmachung von spezifisch gebundenen monoklonalen Antikérpern. In
unserem Fall wurden so His14-Antikorper gegen B-Zellen blau und Mib5-

Antikérper gegen proliferierende Zellen rot angefarbt. Damit der Alkalische-
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Phosphatase-Komplex, der aus dem Enzym Alkalische Phosphatase und einem
Antikdrper gegen Alkalische Phosphatase zusammengesetzt ist, in einer
Substrat-Enzym-Reaktion letztendlich zu einer Anfarbung fihren kann, ist ein
Brickenantikorper als Bindeglied zwischen dem primaren Antikorper (in
unserem Fall His14 bzw. Mib5) und dem Alkalische-Phosphatase-Komplex
notwendig. Somit werden um ein einzelnes spezifisches Antigen anzufarben
insgesamt drei verschiedene Antikorper gebraucht. Die einzelnen Farbeschritte
liefen wie folgt ab:

Zu Beginn wurden die Schnitte fur jeweils 10 min erst mit Aceton, dann mit
Chloroform fixiert und anschliefend mit TBS-Tween (Tris-buffered-saline mit
0,05% Tween-20) grundlich gespult. Danach wurde das Gewebe bei 4° C in
4% PFA (Paraformaldehyd) fur 45 min fixiert und wiederum mit TBS-Tween
gespult. AnschlieBend wurde der erste Antikorper, namlich His14 in einer
Verdinnung von 1:50 zur B-Zellfarbung hinzugefigt und zusammen mit
Rattenserum/NaCIl fur 1h inkubiert. Als Kontrolle wurde bei allen Farbungen ein
Negativansatz mitgefarbt, der keinen spezifischen Antikdrper enthielt,
ansonsten aber identisch behandelt wurde. Bevor der nachste Antikorper,
diesmal der Brickenantikérper RAM (1:50 verdinnt) mit 30 ml Rattenserum fur
30min zugesetzt wurde, wurde grindlich mit TBS-Tween gesplilt. Anschliel3end
folgte mit der Zugabe von APAAP in einer 1:50 Verdunnung der dritte
Antikdrper, mit dem zweimal, das erste Mal fur 30 min, das zweite Mal fur 15
min mit jeweils anschlieendem Spulen mit TBS-Tween, inkubiert wurde. Das
Hinzufligen des chromogenen Substrates sorgte dann fir die farbige
Darstellung der B-Zellen, an die der spezifische Antikdrper gebunden hatte.
Dazu wurden 4 mg Fast Blue nach dem Auftauen mit 4 ml APAAP-Substrat fur
10 min vorinkubiert, filtriert und anschlieRend fir 25 min bei Raumtemperatur
auf die Praparate gegeben. Danach wurde wieder mit TBS-Tween gespult und
die Schnitte fur 30 min in 70% Ethanol fixiert.

Die B-Zellfarbung war damit beendet und es folgte die Darstellung der
proliferierenden Zellen. Der spezifische Antikdrper Mib5 richtet sich gegen das
Ki67-Antigen, ein Kernprotein, das ausschlieBlich in proliferierenden Zellen

vorhanden ist.
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Um es dem Antikdrper moglich zu machen, in die Zellen einzudringen, mussten
die Praparate in EDTA-Puffer gestellt und fir 1 h 15 min in einem Dampftopf
denaturiert werden, anschliessend wurden sie mit TBS-Tween gespult und im
Eisbad bei 4°C Uber 10 min abgekuhlt. Danach wurde Uber Nacht der
Antikdrper Mib5 in einer 1:50 Verdunnung zusammen mit PBS + 1% BSA
(bovine-serum-albumine) + 0,1% NaNs hinzugeflgt und am nachsten Morgen
grundlich mit TBS-Tween gesplult. Die Zugabe der beiden anderen Antikérper
folgte analog dem oben beschriebenen Vorgehen bei der His-Antikorper-
Farbung. Anstelle des vorher benutzten blauen Farbstoffs wurden jetzt 2 mg
Fast Red verwendet, die mit 3 ml APAAP-Substrat vorinkubiert wurden, bevor
sie auf die Praparate gegeben wurden und dort zu einer roten Farbung der
proliferierenden Zellen fuhrten. Danach wurde nochmals mit TBS-Tween
gespult und die Farbung mit Hamalaun komplettiert. Hamalaun ist eine
Zellkerfarbung, durch die alle Zellen sichtbar gemacht werden und die es in
Kombination mit der B-Zellfarbung leicht macht, die Kompartimente zu
unterscheiden. Abschlielend wurden die Praparate noch fur 5 min mit PBS bei

ph 7,4 behandelt und danach mit Aquatex eingedeckt.

2.4 Mikrodissektion

Mit Hilfe der Mikrodissektion (P.A.L.M. Microlaser Technologies AG; Abbildung
1) wurden jeweils 2 - 2,5 Millionen ym? der verschiedenen Kompartimente bzw.
Subkompartimente aus den Kryostatschnitten der Milz mit dem Laser
ausgeschnitten. Dabei wurde zuerst unterschieden in rote Pulpa, Marginalzone,
PALS und Follikel, dann wurden als Subkompartimente fur alle Zeitpunkte
innere und aullere PALS und ausschlieldlich an Tag 10 Keimzentrum und
Korona des Follikels gesondert ausgeschnitten. Durch die Tolouidin-Blau-
Farbung kann man die verschiedenen Kompartimente gut unterscheiden und
beim Herausschneiden wurde darauf geachtet nicht zu nah an die Rander und
damit Ubergangszonen der Kompartimente zu kommen (Ausnahme war die
aullere PALS, s. unten). Bei der Unterteilung in aufere und innere PALS

wurden die Grenzen so festgelegt, dass der Bereich um die Zentralarterie, die
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dabei eingeschlossen wurde, als innere PALS galt. Als sogenannte auliere
PALS hingegen zahlte der zur Marginalzone angrenzende Bezirk, wobei der
Rand der Marginalzone eingeschlossen wurde. Diese Grenze haben wir so
festgelegt, weil uns gerade der Ubergangsbereich interessant erschien, da dort
die Antigene, nachdem sie in der Marginalzone angekommen sind, in die PALS
hineintransportiert werden. Zusatzlich haben wir die PALS nochmals in drei
Bereiche gegliedert und zwar in die ausschliel3lich die Gefalte umfassende
sowie die die Gefalde umgebende innere PALS und in die duRere PALS ohne
Einbeziehung des Marginalzonenubergangs.

Die herausgeschnittenen Flachen wurden in einem mit Mineraldl benetzten Cap
aufgefangen und in 300 ul einer 1:100 Mischung aus R-Mercaptoethanol und
RLT-Puffer (Rneasy Mini Kit; Qiagen GmbH) gegeben. Durch 2-maliges
abwechselndes Vortexen fur 20 sec und Abzentrifugieren fur jeweils 1 min mit
500 rpm wurde das Gewebe aufgeschlossen und denaturiert, um anschlielend

bei —-20°C eingefroren zu werden.

Abbildung 1: Mikroskop, Laser und Computer von der Firma P.A.L.M. wie in
dieser Arbeit benutzt.

Abbildung von der Homepage: http://www.palm-mikrolaser.com


http://www.palm-mikrolaser.com/
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2.5 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Fur die Weiterverarbeitung wurden die eingefrorenen Gewebelésungen
aufgetaut, 1 min gevortext und mit 14500 rpm abzentrifugiert. Um die RNA aus
den Proben zu gewinnen, wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH)
gearbeitet.

Mit Hilfe einer Kantle wurde die aus 300 pl bestehende Ldosung in ein 1,5 ml
Eppendorfgefass Uberfihrt und dort durch zehnmaliges Resuspendieren
homogenisiert. AnschlieBend wurden 300 ul einer 70%-igen Ethanolldsung
dazugegeben, durch zehnmaliges Auf- und Abpipetttieren vorsichtig gemischt
und auf die RNeasy Mini-Saule gegeben. Dort hat die RNA an die Matrix der
Saule gebunden, wahrend die unerwiinschten Substanzen durchgelaufen sind.
Nach Abzentrifugieren fur 15 sec bei 10000 rpm wurde das Eluat verworfen. In
mehreren Waschschritten wurden entsprechend dem Qiagen-Protokoll die
nichtgebundenen Zellbestandteile wie Proteine, Kohlenhydrate, Fette und
Nukleinsauren mit RW1-Puffer bzw. RPE-Puffer aus der Saule entfernt. Mit 30
bl RNAse-freiem Wasser (Qiagen GmbH) wurde anschlieffend die RNA aus der
Saule durch einminutiges Abzentrifugieren bei 10000 rpm eluiert, nochmals auf
die Saule pipettiert und zentrifugiert, um so die Ausbeute zu erhéhen. Um das
Gesamtvolumen zu reduzieren wurden mit einer Kanule funf Lécher in den
Deckel des Eppendorfgefasses gestochen und die Proben 13 min bei 60°C in
der Speedvac verdampft. Danach wurden die Proben auf Eis gestellt und es
konnte mit der cDNA-Synthese begonnen werden.

Dafiir wurden die RNA-Proben mit einer 10 ul Pipette genau ausgemessen und
mit DEPC-Wasser (Diethylpyrocarbonat behandeltes Wasser, Rnase-frei) auf
12 yl aufgefullt. Zur Entfernung genomischer DNA wurde DNAse1 (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH) hinzugeflgt und alles flir 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Um die DNAse zu stoppen und die RNA-Strange zu denaturieren,
wurden 1,5 pl einer 20 mM EDTA-LOsung hinzugefugt und wieder, diesmal bei
70°C, inkubiert. AnschlieBend wurden, um das Zurlckbilden von
Sekundarstrukturen zu verhindern, die Ansatze auf Eis gestellt. Die Proben

wurden mit 1x Reverse Transkriptase-Puffer, 0,1 M DTT (Dithiotreitol), 10 uM
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dNTP-Mix (je 10 uM dATP, dGTP, dCTP und dTTP bei neutralem ph) und 200
ng Random Primer Hexamers pro Ansatz versetzt. Zur Kontrolle der RNA-
Umschreibung wurden die Ansatze in jeweils eine Positiv- und Negativ-Probe
aufgeteilt. Zu den Positivproben wurden 0,5 pl der Reversen Transkriptase 11
(RT II; SuperScript™ II RNase H Reverse Transcriptase, 200 U/ul, Invitrogen),
zu den Negativproben @ DEPC-Wasser pipettiert. Die  folgenden
Inkubationszeiten dienten einerseits der Anlagerung der Random Primer an die
RNA (10 min, 20°C), andererseits der Umschreibung der RNA in cDNA durch
die RT II (50 min, 42°C). Die abschlieRende Inkubation flir 15 min bei 70°C
inaktivierte die RT II und stoppte die Reaktion. SchlielRlich wurden die Proben

abzentrifugiert und bei —20°C bis zur Weiterverarbeitung eingefroren.

2.6 Quantitative real-time PCR

Die quantitative Bestimmung des Zytokin-mRNA-Musters der einzelnen
Zytokine Uber die Zeit erfolgte mittels der real-time PCR. Die PCR dient dazu
ausgewahlte DNA-Abschnitte zu amplifizieren, indem nach Auftrennung des
DNA-Doppelstrangs Primer fur bestimmte DNA-Sequenzen angelagert werden,
anschlie3end die Taqg-Polymerase von dort aus die Kette verlangert und wieder
einen komplementaren Strang bildet, so werden genau die Abschnitte zwischen
den Primern vervielfaltigt (Tabelle 1). Nach Abschluss eines Zyklus wiederholt
sich der Ablauf fur insgesamt 50-mal (Abbildung 2). Das Besondere an der
verwendeten real-time PCR ist, dass sie es mdglich macht, die Anzahl der
Amplifikate zu messen und so Ruckschlisse auf die urspringliche mRNA-
Menge zu ziehen. Grundlage der real-time PCR ist dabei die Zugabe von
Fluoreszenssonden, deren Emission bei Bindung an einzelstrangige DNA durch
einen Quencher gehemmt wird. Wird jedoch doppelstrangige DNA synthetisiert
und der Fluoreszenzmarker durch die Polymerase vom Quencher abgespalten,
wird Strahlung emittiert, die dann gemessen werden kann (Abbildung 3). Um zu
verhindern, dass genomische DNA und nicht die gewlnschte cDNA einen
Beitrag zum Fluoreszenzsignal leistet, wird die Sonde Uberlappend an zwei

Exons angelagert, so dass sie an die DNA, die dazwischen noch Introns besitzt,
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nicht passt. Da die cDNA aus der mRNA hergestellt wurde, besitzt sie diese
Introns nicht (Tabelle 1). Das Fluoreszenzsignal korreliert also mit der Menge
an synthetisierter DNA und es ergeben sich exponentiell wachsende Kurven,
die in einem Plateau enden. Als Fluoreszenzfarbstoff wurde Fluoreszin (fam)
mit einem Emissionsmaximum bei 550 nm benutzt. Das Mall fur die
Expressionsstarke ist der Ct-Wert, der die PCR-Zyklusnummer bezeichnet, bei
der das Fluoreszenzsignal zum ersten Mal einen selbstgewahlten
Schwellenwert (threshold) Uberschreitet. Der Schwellenwert sollte im
exponentiell ansteigenden Teil der Kurve liegen. Ein niedriger Ct-Wert bedeutet
damit, dass frih ein hohes Fluoreszenzsignal vorhanden war und verweist auf
eine hohe Expressionsstarke des zu analysierenden Gens. Ein hoher Ct-Wert
entspricht einer spaten Fluoreszenzdetektion und einer schwachen
Genexpression.

Um einen internen Standard zu haben, zu dem man die Werte in Relation
setzen kann, wurde das Housekeeping Gen MLN51 in jedem Lauf mitbestimmt.
Fur dieses Housekeeping Gen konnte gezeigt werden, dass die Expression in
einem Gewebe unabhangig von Zelltyp und Aktivierungsstadium stabil bleibt
und es sich somit eignet, die sich verandernden Expressionen anderer Zytokine

daran zu messen [44].

Es wurde die mRNA-Expression der folgenden sieben Zytokine analysiert: L2,
IFNy, 1L4, IL10, IL12p40, IL15 und TGFB-1.

Das Reaktionsvolumen der PCR betrug 25 pl mit 1xMastermix (TagMan
Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems GmbH), amplifiziert wurde mit
dem ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems
GmbH). Zu Beginn der PCR findet eine 6 minltige Inkubation bei 95°C statt,
danach folgen 50 PCR Zyklen mit 95°C (30 sec) zum Denaturieren der
doppelstrangigen DNA und 60°C (1 min) zur Primeranlagerung und
Kettenverlangerung durch die Taqg-Polymerase. Von jeder Probe wurde eine
Doppelbestimmung durchgefihrt, bei der sich nur geringfligige Schwankungen

im Bereich von maximal 10% zeigten.
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Tab. 1: Primer und Sonden der quantitativen PCR *
Primer/ _ Basenpaare
Sonde Nukleotid-Sequenz Exon d¢_a§
Amplifikats
Tgff3 1 for 5'CTACATTTGGAGCCTGGACAC e6
Tgf31 rev 5‘GCACGATCATGTTGGACAACTG e’
TgfB1Sonde |5'CAAGGTCCTTGCCCTCTACAACCAAC e6/e7? 173
IL-2 for 5'AGCAGCTGTTGCTGGAC el
IL-2 rev 5‘GAGCATCATGGGGAGTTTCAG e2
IL2 Sonde 5'CAGGTGCTCCTGAGAGGGATCGATAATTAC| el/e2 77
IL4 for €3 5'ATGTACCTCCGTGCTTGAAG e3
IL4 rev e4 5TGAGCGTGGACTCATTCAC e4
IL4 Sonde 5'CTTCTCAGTGAGTTCAGACCGCTGACAC e3/4 117
IFNg for 5TCATCGAATCGCACCTGATC e3
IFNg rev 5'CAGCTTTGTGCTGGATCTG ed
IFNg Sonde |5 CACCTCGAACTTGGCGATGCTCATG e3/ed 114
IL10 for 5'GAGAAGCTGAAGACCCTCTG e3
IL10 rev 5'CATTCTTCACCTGCTCCACTG e4
IL10 Sonde |5'CAGCTGCGACGCTGTCATCGATTTCTC e3/ed 94
IL15 for 5‘CTACCTTGCAAACAGCAC e’
IL15 rev 5'GTGAAGTTTCTCTCCTCCAG e9
IL15 Sonde |5'CCTTGCAGCCAGACTCTATTACATTC e8/e9 90
IL12p40 5'CCTACTTCTCCCTCAAGTTC e6
IL12p40 5'GCAGAGGTCTTCTCTACGAG e’
£ 12p40 5CACCTTTCTGGTTACACTCCTCCTCTGTC | e6le? 112
MLN51for 5'AGGACAGCCTTCATTCCTG e’
MLN51rev 5‘GCTTAGCTCGACCACTCTG e9
g/lcl)_rl]\if; 1 5'CACGGGAACTTCGAGGTATGCCTAACCAC o7/e8 128

*Die Primer binden an verschiedene Exons (e), die jeweilige Sonde dann Uberlappend
zwischen diesen forward- (for) und reverse- (rev) Primern. Angegeben ist zusatzlich

noch die Anzahl der Basenpaare des resultierenden Amplifikats.
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A) Gewinnung der Kompartimente:  B) Gewinnung der mRNA:

ECEPP S — mRNA 5---C---A---U--G---U---A---G---
Mikrodissektion

Milzschnitte
cDNA

PCR: C) Amplifizierung:
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Arbeitsablaufs

A) Mit Hilfe der Mikrodissektion werden aus den Milzschnitten die verschiedenen
Kompartimente ausgeschnitten.

B) Durch verschiedene Arbeitsschritte wird die mRNA gewonnen und in cDNA
umgeschrieben, um sie so fir die Tag-Polymerase der PCR kompatibel zu machen.

C) AnschlieRend werden die durch bestimmte Primer definierten cDNA-Abschnitte
durch die PCR amplifiziert. Dafur wird zu Beginn der Doppelstrang durch
Denaturierung aufgetrennt, danach werden die Primer dazugefliigt und angelagert.
Schliellich findet die Kettenverlangerung durch die Tag-Polymerase statt, danach
beginnt ein neuer PCR-Zyklus, insgesamt finden 50 Zyklen statt. Zur Vereinfachung ist
eine normale PCR dargestellt. In der Arbeit wurde eine real-time PCR durchgeflihrt,
dabei wird die Anzahl der Vervielfaltigungen durch Fluoreszenz messbar gemacht
(Abbildung 3).
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Kettenverlangerung durch
die Tag-Polymerase,
dabei Abspaltung

der Fluoreszenzsonde

Abbildung 3: Darstellung des Prinzips der real-time-PCR

Die real-time-PCR ermdoglicht eine quantitative Bestimmung der Zytokine, indem nach
jedem Zyklus die Fluoreszenz gemessen wird, die sich proportional zur DNA-Menge
verhalt. Dabei beruht das Prinzip darauf, dass eine Sonde, die mit einem
Fluoreszenzfarbstoff beladen ist, an DNA-Abschnitte gelagert wird, die vervielfaltigt
werden. Neben dem Fluoreszenzfarbstoff ist noch ein Quencher an die Sonde
gebunden, der aufgrund der unmittelbaren Na&he die Emission des
Fluoreszenzfarbstoffs hemmt. Bei der Amplifikation dieses DNA-Abschnitts wird die
Sonde abgespalten und aufgetrennt, dadurch fallt die Hemmung durch den Quencher
weg und der Fluoreszenzfarbstoff kann gemessen werden. (Q= Quencher, F=
Fluoreszenzfarbstoff)
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2.7 Auswertung der quantitativen PCR

Die Schwellenwerte, bei denen der jeweilige Ct-Wert abgelesen wurde, wurden
mit Hilfe der Software des ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems GmbH) fir alle Zytokine auf 0,15 festgelegt. Eine
Ausnahme wurde bei IL2 gemacht, da dieses Zytokin in sehr geringen Mengen
exprimiert wurde; hier wurde der Schwellenwert auf 0,10 festgesetzt. Die so

gewonnenen Ct-Werte wurden mit Microsoft Excel 2000® ausgewertet.

Um die Ct-Werte umzurechnen in die Anzahl der vor der PCR vorhandenen
Kopien braucht man die Ausgangs-Formel flr die exponentielle Amplifikation

der PCR, die folgendermalen lautet: Xn = Xo X (1+Ex)"
Dabei bedeutet: X.: Zahl der Kopien beim n-ten PCR-Zyklus
Xo: Zahl der initial vorhandenen Kopien
Ex: Effizienz der Amplifikation
n : Anzahl der Zyklen

Die Effizienz (Ex) sagt etwas uUber die Vollstandigkeit der Amplifikation und die
Gute der Primer aus, so bedeutet eine Effizienz von 1, dass 100% der
gewunschten cDNA amplifiziert werden. Fur diese Arbeit wurden die Primer in
dieser Hinsicht gepruft und es kann eine Effizienz von 1 angenommen werden.
Um die Werte beurteilbar und auch zwischen verschiedenen Zytokinen
vergleichbar zu machen, mussen sie in Relation zu dem immer mitlaufenden
Housekeeping-Gen gesetzt werden. Durch Umformen der Gleichung und
Einsetzen der Effizienz gelangt man schlieBlich zu der Formel (24Ct@ekn
Housekeeping-Gen)y - dabei steht ACt fur die Differenz zwischen den Mittelwerten des
Doppelansatzes des Housekeeping-Gens und des Zytokins. Das Ergebnis, das
man auf diese Art berechnet, stellt dann die Kopien der jeweiligen Zytokin-

mMRNA pro Kopien des Housekeeping-Gens dar.

Bei der PCR kann es durch Hintergrundschwankungen zu Unterschieden bis zu
1 Ct kommen, deshalb haben wir bis zu zweifache Anderungen der

Zytokinexpression nicht als relevanten Unterschied gewertet. Erst bei grof3eren
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Unterschieden als zweifach haben wir die Daten als biologisch relevant

verwertet.

Fur Daten, die unterhalb der Nachweisgrenze der Methode lagen, haben wir

den als von uns geringsten gemessenen Wert 0,0001 eingesetzt.

2.8 Statistik

Die Ergebnisse wurden mit SPSS 10.0 fur Windows ausgewertet. Fur die Daten
der unstimulierten Milz wurden Mittelwerte und Standardabweichungen
bestimmt sowie Signifikanzen fur Paardifferenzen mit dem Wilcoxon-Test
berechnet. Dabei galt es als signifikant, wenn der p-Wert unter 0,05 lag.
Aufgrund der geringen Fallzahl von n=3 Tieren bei den Ergebnissen der

stimulierten Milz wurden die Tiere hier einzeln aufgetragen.

Die gezeigten Graphiken wurden mit SigmaPlot® 2001 fir Windows erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Quantitative Expression der untersuchten Zytokine

Um ein umfassendes Bild Uber das Zytokinmilieu der Milz in der Ratte zu
gewinnen, wollten wir zunachst eine grundsatzliche Vorstellung Uber das
Vorkommen und die Expressionsstarke der verschiedenen Zytokine
bekommen. Daflir haben wir ganze Schnitte unstimulierter Tiere untersucht und
dort die jeweilige Expression bestimmt (Abbildung 4).

Als erstes Ergebnis konnten wir dabei in vivo feststellen, dass alle Zytokine
messbar sind, damit also schon in der unstimulierten Milz und nicht erst nach
Stimulation exprimiert werden und das Zytokinmilieu mitbestimmen. Es fiel auf,
dass sich die Expressionsstarke erheblich unterschied, so dass die Werte
gemeinsam nur in einer logarithmischen Skala aufgetragen werden konnten. So
stellt IL4 das am geringsten exprimierte Zytokin dar und wird damit Gber 900-
fach niedriger exprimiert als TGFB-1. IL2 und IFNy werden im Vergleich zu IL4
10-20fach starker exprimiert, IL10 und IL12 35-60fach. IL15 und TGFB-1

kommen am reichhaltigsten vor.
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Abbildung 4: Die untersuchten Zytokine werden permanent exprimiert
und zeigen grofle quantitative Unterschiede

Dargestellt sind alle untersuchten Zytokine von ganzen Milzschnitten als Mittelwerte mit
Standardabweichung. Die Tiere waren nicht stimuliert. Zu beachten ist die
logarithmische Skala (n=5; MLN ist der Name des Housekeeping-Gens, dessen
Expression immer gleich bleibend ist und das sich deshalb als BezugsgroRe eignet).
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3.2 Das Zytokinmilieu der unstimulierten Milz

Bevor man sich mit der Immunantwort beschaftigt, die Veranderungen in der
Milz hervorruft, muss das Grundmilieu in den verschiedenen Kompartimenten
untersucht werden. Wir haben deshalb die Kompartimente PALS, Follikel,
Marginalzone und rote Pulpa unterschieden und sie besonders im Hinblick auf
die Einordnung in das TH1-/ TH2-Milieu untersucht. Die von uns ausgewahlten
Zytokine lassen sich dem TH1- bzw. TH2-Milieu zuordnen, dabei zahlen IL12,
IL2 und IFNy zu den TH1-Zytokinen, IL4 und IL10 zu den TH2-Zytokinen; IL15
und TGFB-1 haben unter anderem bei der Homobostase der Immunzellen

verschiedene Funktionen.

3.2.1 Dominanz der TH1-Zytokine in der PALS und der TH2-Zytokine
im Follikel

Mit der Untersuchung der Milz und ihrer verschiedenen Kompartimente wollten
wir herausfinden, ob und wie sich das Zytokinmilieu in den verschiedenen
Regionen unterscheidet. Dabei entspricht die PALS der Zone, wo sich
Uberwiegend T-Zellen aufhalten, der Follikel hingegen ist ein B-zellreiches
Gebiet. Nach bisherigen Experimenten gilt flr die TH1- und TH2-Zytokine, dass
sie von aktivierten CD4+-T-Zellen produziert werden. Unsere Ergebnisse haben
im Vergleich zwischen PALS und Follikel bei den beiden TH1-Zytokinen IL12
und IL2 eine Dominanz in der PALS gezeigt, fir IFNy fand sich kein
Unterschied. Somit kann man sagen, dass in der PALS ein TH1-Milieu vorliegt
(Abbildung 5).

Die TH2-Zytokine hingegen verhielten sich genau umgekehrt; sowohl fur IL4 als
auch fur IL10 fanden sich signifikant hohere Expressionen im Follikel als in der
PALS. Damit liegt im Follikel ein TH2-Milieu vor (Abbildung 6).

Zusatzlich war IL15 in der PALS deutlich hdher messbar als im Follikel, TGF(3-1
zeigte keinen Unterschied (Abbildung 7).
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Abbildung 5: TH1-Milieu in der unstimulierten PALS

Aus Kryostatschnitten einer unstimulierten Milz wurden mit der Mikrodissektion PALS
und Follikel isoliert und die Zytokine der TH1-Gruppe untersucht. Die Werte aus jeweils

derselben Milz sind verbunden. Zu beachten ist die unterschiedliche Skalierung (n=5).
* . signifikante Abweichung mit p< 0,05
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Abbildung 6: TH2-Milieu im unstimulierten Follikel

Untersucht wurden Kryostatschnitte unstimulierter Milzen mit der Mikrodissektion,
dabei wurden PALS und Follikel isoliert und die Zytokinexpressionen von IL4 und IL10
gemessen. Die Werte aus jeweils derselben Milz sind verbunden. Zu beachten ist die
unterschiedliche Skalierung. (n=5).
* : signifikante Abweichung mit p< 0,05
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Abbildung 7: Expression von IL15 und TGF-1 im Vergleich PALS-Follikel

IL15 zeigt eine starkere Expression in der PALS, fur TGFB-1 lasst sich kein
Unterschied feststellen. Untersucht wurden Kryostatschnitte unstimulierter Milzen mit
der Mikrodissektion, dabei wurden PALS und Follikel isoliert und die
Zytokinexpressionen von IL15 und TGFB-1 gemessen. Die Werte aus jeweils

derselben Milz sind verbunden. Zu beachten ist die unterschiedliche Skalierung. (n=5)
* : signifikante Abweichung mit p< 0,05
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3.2.2 Vergleichbares Zytokinmuster in Follikel, Marginalzone und roter

Pulpa

Die Marginalzone ist wie der Follikel ein sehr B-zellreiches Gewebe und lasst
damit auch ein ahnliches Zytokinmilieu wie im Follikel erwarten. Trotzdem
fanden wir fur IL10 und IL15 signifikante Unterschiede, so wurde IL10 im
Follikel deutlich hoher exprimiert, IL15 hingegen in der Marginalzone. Die
ubrigen Zytokine jedoch glichen sich, so dass man insgesamt von einem TH2-
gepragten Expressionsmuster ausgehen kann (Abbildung 8).

Die rote Pulpa stellt ein sehr inhomogenes Gewebe dar, in dem sich
unregelmaRig verteilt verschiedene Zellen aufhalten. Uberraschenderweise
fallen jedoch im Vergleich mit dem Zytokinmilieu des Follikels nur wenige
signifikante Unterschiede auf. So wurden IL2 und IL15 in der roten Pulpa
signifikant erhdht gefunden, fir IL15 fanden sich hier sogar im Bezug auf alle
Kompartimente die hochsten Werte. IL12, IFNy, die TH2-Zytokine und TGF[3-1
wurden in Follikel und roter Pulpa hingegen in vergleichbarer Hohe exprimiert

(Abbildung 9), so dass auch hier ein TH2-Milieu vorliegt.
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Abbildung 8: Vergleich des Zytokinmilieus von Follikel und Marginalzone

Sowohl Follikel als auch Marginalzone sind B-Zellzonen und wurden im Hinblick auf
Unterschiede ihrer Zytokinexpression einander gegenubergestellt. Dabei fanden sich
Uberwiegend ahnliche Expressionshéhen, nur IL10 wurde signifikant niedriger und IL15
héher in der Marginalzone exprimiert. Die Tiere waren nicht stimuliert. Die dargestellten

Werte reprasentieren Mittelwerte mit Standardabweichung. (n=5)
* : signifikante Abweichung mit p< 0,05
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Abbildung 9: Vergleich des Zytokinmilieus von Follikel und roter Pulpa

Die Untersuchung des Zytokinmilieus ergab fir die rote Pulpa keine wesentlichen
Unterschiede zum Follikel, nur fur die Zytokine IL2 und IL15 zeigte sich, dass sie in der
roten Pulpa hoher expremiert werden. Die Tiere waren nicht stimuliert. Die

dargestellten Werte reprasentieren Mittelwerte mit Standardabweichung. (n=5)
* : signifikante Abweichung mit p< 0,05
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3.2.3 Untersuchung ganzer Milzschnitte zeigt indifferentes Zytokinbild

Um zu verdeutlichen, welche Vorteile und zusatzlichen Informationen die
Untersuchung der in einzelne Kompartimente gegliederten Milz ergibt, haben
wir das Verhaltnis der TH1- zu den TH2-Zytokinen dargestellt. Dieses
Verhaltnis bezeichnet man als Ratio; sie wird berechnet, indem zu jedem Tier
und fur jedes Kompartiment der Mittelwert der drei TH1-Zytokine und der
Mittelwert der beiden TH2-Zytokine gebildet und diese Mittelwerte anschlielend
ins Verhaltnis gesetzt werden. Zuletzt werden die errechneten Verhaltnisse aller
5 Tiere gemittelt. Bei einer gleich starken Expression von TH1- und TH2-
Zytokinen lage die Ratio bei 1; Uberwiegen die TH1-Zytokine, ist die Ratio
gréler 1, dominieren die TH2-Zytokine, ist sie kleiner als 1.

Im ganzen Schnitt fanden wir trotz der Tendenz zum TH1-Milieu kein
signifikantes in eine Richtung weisendes Ergebnis. Erst die genauere
Untersuchung der Kompartimente zeigt die Zuordnung zum TH1- bzw. TH2-
Milieu. Dabei erkennt man deutlich, dass die PALS von TH1-Zytokinen
dominiert wird, wohingegen in der Marginalzone, dem Follikel und der roten
Pulpa ein TH2-Milieu vorliegt (Abbildung 10). Die alleinige Untersuchung des

ganzen Schnittes hatte diese Erkenntnisse nicht moglich gemacht.
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Abbildung 10: Die Aufteilung der Kompartimente in TH1- und TH2-Milieu
ist im ganzen Schnitt nicht detektierbar

Die Berechnung der Ratio der TH1- und TH2-Zytokine zeigt in der PALS ein deutliches
TH1-Milieu an, in den Ubrigen Kompartimenten hingegen ein TH2-Milieu. Im ganzen
Schnitt kann man keine eindeutige Zuordnung feststellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Ratio mit Standardabweichung. Eine Ratio gleich 1 bedeutet eine
gleichmaRige Expression der TH1- und TH2-Zytokine, bei Uberwiegen der TH1-
Zytokine steigt der Wert auf grof3er 1, dominieren die TH2-Zytokine, sinkt der Wert auf
kleiner 1. Alle Ergebnisse sind signifikant gegenuber dem ganzen Schnitt. (n=5)

* signifikante Abweichung mit p< 0,05
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3.3 Induktion einer Immunantwort in der Milz

Um Veranderungen des Expressionsmusters in der Milz bei einer
Immunantwort beobachten zu konnen, haben wir durch die Injektion von
Schaferythrozyten eine lokale, T-Zell-abhangige Immunantwort induziert [81].
Wir haben 1, 3, 6, 8 und 10 Tage nach Injektion die Milzen entnommen, sie
immunhistologisch analysiert und ihr Zytokinmilieu in den verschiedenen
Kompartimenten untersucht, um so den Ablauf dieser Veranderungen auf
lokaler Ebene genauer und besser zu verstehen.

Schon immunhistochemisch zeigen sich Uber die untersuchten Zeitpunkte
hinweg deutliche Veranderungen in den Kompartimenten, die in Abbildung 11
und 12 dargestellt sind. Dabei wurden proliferierende Zellen immunhistologisch
markiert und durch roten Farbstoff hervorgehoben. Auf den Ubersichtsbildern
(Abbildung 11) kann man deutlich die Entwicklung von Keimzentren, die von
proliferierenden Zellen angefullt sind, im Zeitraum von Tag 1 zu Tag 10
nachvollziehen. In den starkeren Vergrof3erungen von Abbildung 12 zeigt sich,
dass die Induktion einer Immunantwort zuerst zu Proliferation in der PALS fluhrt
und sich dann mit fortschreitender Zeit die proliferierenden Zellen in das neu
gebildete Keimzentrum verlagern. In den Kompartimenten Marginalzone und

rote Pulpa lasst sich nur wenig Proliferation feststellen.



Ergebnisse 35

Abbildung 11: Bildung von Keimzentren nach Stimulation der Milz

Die Abbildungen zeigen Ausschnitte immunhistologisch gefarbter Praparate der Milz an
Tag 1 und Tag 10 mit 50facher VergroRerung. B-Zellen sind blau, proliferierende Zellen
rot dargestellt. Man kann deutlich die verschiedenen Kompartimente der Milz
unterscheiden.

Tag 1: Am Tag nach der Erythrozyteninjektion finden sich noch keine Anzeichen einer
spezifischen Immunreaktion. Das Bild entspricht dem einer ruhenden Milz, in der
immer einige Zellen proliferieren und somit wenige Keimzentren vorhanden sind.

Tag 10: Am zehnten Tag haben sich in allen Follikeln deutliche Keimzentren mit
proliferierenden Zellen gebildet, die sich hier als rote Areale darstellen, der sie
umgebende Bereich wird jetzt als Korona bezeichnet.

(rP= rote Pulpa; Mz= Marginalzone; Fo= Follikel; Ke= Keimzentrum; Ko= Korona)
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Abbildung 12: Verteilung proliferierender Zellen wahrend einer
Immunreaktion

Die Abbildungen zeigen Ausschnitte immunhistologisch gefarbter Praparate der
weillen Pulpa an Tag 1, 3 und 10 nach Stimulation. B-Zellen sind blau, proliferierende
Zellen rot dargestellt.

Tag 1: Am ersten Tag nach Stimulation gibt es noch keine Anzeichen flir eine
beginnende Immunreaktion, es finden sich nur vereinzelte proliferierende Zellen.

Tag 3: Am dritten Tag hingegen ist die PALS mit proliferierenden Zellen angefiillt, die
sich besonders am &uReren Rand befinden. Auch der Beginn einer
Keimzentrumsbildung ist festzustellen.

Tag 10: Am zehnten Tag sind die Veranderungen in der PALS wieder zurickgegangen
und sie stellt sich ahnlich wie am ersten Tag dar. Dafir aber hat sich ein deutliches
Keimzentrum gebildet. (100fache Vergrélerung)
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3.3.1 Stimulation fiihrt zu friihen Verdnderungen der TH1-Zytokine in der
PALS

Wir haben uns die Zytokinexpression der TH1-Zytokine nach Stimulation Uber
einen Zeitraum von 10 Tagen angesehen. Dabei waren im ganzen Milzschnitt
keine Veranderungen zu detektieren. Durch die Nutzung der Mikrodissektion
konnten wir jedoch auch die einzelnen Kompartimente untersuchen und so die
Sensitivitat erhdhen und es zeigte sich, dass besonders in der PALS
Veranderungen des Milieus stattfanden und dieses ausschliel3lich zu frihen
Zeitpunkten. So war dort die Expression von IL12 an den Tagen 1 und 3
erniedrigt, um danach wieder auf ihren Normalwert zurickzukehren (Abbildung
13a). IL2 (Abbildung 13b) und IFNy (Abbildung 13c) hingegen verhielten sich
genau umgekehrt, indem sie beide deutlich erhdhte Werte an Tag 1 aufwiesen.
Im Follikel rief die Stimulation der Milz bei den TH1-Zytokinen keine
Veranderungen hervor. Und auch die Marginalzone anderte ihr Zytokinmilieu

nicht.

3.3.2 Keine Expressionanderungen bei den TH2-Zytokinen, IL15 und
TGFB-1

Die Untersuchung der TH2-Zytokine IL4 und IL10 (Abbildung 14), sowie von
TGFB-1 und IL15 (Abbildung 15) hat in keinem der Kompartimente

Veranderungen in der Expression ergeben.
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Abbildung 13a: Stimulation fuhrt zum Riickgang von IL12 in der PALS

Der Riickgang der Zytokinexpression lasst sich nicht im ganzen Schnitt nachvollziehen
und erfordert die Untersuchung der einzelnen Kompartimente. Dargestellt ist die
Zytokinexpression von IL12 im ganzen Schnitt, in der PALS und im Follikel, nachdem
den Ratten zum Zeitpunkt 0 Tage Schaferythrozyten gespritzt wurden und so eine
Immunantwort in der Milz induziert wurde. Zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden
Werte flir den ganzen Schnitt, fur die PALS und fir den Follikel bestimmt (jedes
Symbol entspricht einem Tier, n=5 flir den Zeitpunkt 0, n=3 fiir die Uibrigen Zeitpunkte).
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Abbildung 13b: Stimulation fuihrt zu einem Anstieg von IL2 in der PALS

Die Erhéhung der Zytokinexpression Iasst sich nicht im ganzen Schnitt nachvollziehen
und erfordert die Untersuchung der einzelnen Kompartimente. Dargestellt ist die
Zytokinexpression von IL2 im ganzen Schnitt, in der PALS und im Follikel, nachdem
den Ratten zum Zeitpunkt 0 Tage Schaferythrozyten gespritzt wurden und so eine
Immunantwort in der Milz induziert wurde. Zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden
Werte fir den ganzen Schnitt, flr die PALS und fir den Follikel bestimmt (jedes
Symbol entspricht einem Tier, n=5 fur den Zeitpunkt 0, n=3 fur die Ubrigen Zeitpunkte).
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Abbildung 13c: Stimulation fiihrt zu einem Anstieg von IFNyin der PALS

Die Erhéhung der Zytokinexpression lasst sich nicht im ganzen Schnitt nachvollziehen
und erfordert die Untersuchung der einzelnen Kompartimente. Dargestellt ist die
Zytokinexpression von IFNy im ganzen Schnitt, in der PALS und im Follikel, nachdem
den Ratten zum Zeitpunkt 0 Tage Schaferythrozyten gespritzt wurden und so eine
Immunantwort in der Milz induziert wurde. Zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden
Werte fir den ganzen Schnitt, flir die PALS und fir den Follikel bestimmt (jedes
Symbol entspricht einem Tier, n=5 fur den Zeitpunkt 0, n=3 fur die Ubrigen Zeitpunkte).
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Abbildung 14: Stimulation fuihrt nicht zur Veranderung der Expression
der TH2-Zytokine

Dargestellt ist die Zytokinexpression von IL10 und IL4 im ganzen Schnitt, in der PALS
und im Follikel, nachdem den Ratten zum Zeitpunkt O Tage Schaferythrozyten gespritzt
wurden und so eine Immunantwort in der Milz induziert wurde. Zu den verschiedenen
Zeitpunkten wurden Werte fur den ganzen Schnitt, fir die PALS und fir den Follikel
bestimmt (jedes Symbol entspricht einem Tier, n=5 fir den Zeitpunkt 0, n=3 fir die
Ubrigen Zeitpunkte).
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Abbildung 15: Stimulation fuihrt nicht zur Veranderung der Expression
von IL15 und TGFB-1

Dargestellt ist die Zytokinexpression von IL15 und TGFB-1 im ganzen Schnitt, in der
PALS und im Follikel, nachdem den Ratten zum Zeitpunkt 0 Tage Schaferythrozyten
gespritzt wurden und so eine Immunantwort in der Milz induziert wurde. Zu den
verschiedenen Zeitpunkten wurden Werte fir den ganzen Schnitt, fir die PALS und fur
den Follikel bestimmt (jedes Symbol entspricht einem Tier, n=5 fir den Zeitpunkt 0,
n=3 fUr die Ubrigen Zeitpunkte).
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3.3.3 Veranderungen des Zytokinmusters in der roten Pulpa

Das Kompartiment rote Pulpa wird oft den Ubrigen Kompartimenten der so
genannten weillen Pulpa gegenlbergestellt, da hier keine spezifischen
Immunreaktionen stattfinden, sondern die rote Pulpa vielmehr der
Aussortierung roter Blutkorperchen dient. Daneben stellt sie jedoch einen
wichtigen Eintritts- und Austrittsweg fur Lymphozyten dar. Nach Stimulation
waren nur fur ein Zytokin Veranderungen detektierbar und zwar stieg die
IL12p40-Expression bei allen drei Tieren an Tag deutlich an, um an Tag 8

schon wieder auf dem Ausgangswert zu liegen (Abbildung 16).
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Abbildung 16: In der roten Pulpa zeigt sich ein Expressionsanstieg von
IL12

IL12 ist das einzige Zytokin, das nach Stimulation in der roten Pulpa Veranderungen
der Expression zeigte. Dabei fand sich eine Erhdhung an Tag 6 (jedes Symbol
entspricht einem Tier, n=5 flr den Zeitpunkt 0, n=3 fur die Ubrigen Zeitpunkte).
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3.3.4 Lokalisation der Zytokinverdnderungen innerhalb der PALS

Nachdem wir zeigen konnten, dass Reaktionen in der PALS stattfinden, stellte
sich die Frage, wo genau in der PALS, denn diese lasst sich funktionell in
weitere Subkompartimente gliedern, und zwar in die dullere PALS, die an die
Marginalzone angrenzt, und in die innere PALS, die einen Bereich um die
Zentralarterie darstellt und das Gefall mit einschliet. Das Antigen
durchwandert, nachdem es in der Marginalzone angekommen ist, zuerst die
aulRere PALS, um dann in der inneren PALS auf DCs Ubertragen zu werden,
die es dann den T-Zellen prasentieren und sie aktivieren. Die aktivierten T-
Zellen haben dann wiederum in der auf’eren PALS die Mdglichkeit, auf B-Zellen
zu treffen und diese ihrerseits bei der Aktivierung zu unterstitzen. Deshalb
haben wir die PALS nochmals in diese Subkompartimente unterteilt und
getrennt untersucht (Abbildung 17a,b,c).

Dabei stellte sich heraus, dass die Veranderungen, die wir in der gesamten
PALS gemessen hatten, sich exakt in der inneren PALS wiederspiegelten, die
aulRere hingegen keinerlei Veranderungen des Zytokinmilieus zeigte. Das
bedeutet, dass es innerhalb der PALS verschiedene Zytokinprofile gibt und
dabei der inneren PALS eine besondere Rolle zuzukommen scheint.

Um ganz sicherzustellen, dass die Expressionsanderungen der TH1-Zytokine in
der inneren PALS auf Zellen des Immungewebes und nicht auf Reaktionen und
Zellen der Gefale, die ja in der Definition der inneren PALS eingeschlossen
waren, zuruckzufihren waren, wurde die PALS an Tag 1 nochmals aufgeteilt,
diesmal wurden die Gefalke gesondert ausgeschnitten, dann wiederum die
innere PALS, diesmal aber eben ohne Gefale und schliel3lich noch die auliere
PALS. Da sich in den vorherigen Versuchen gezeigt hatte, dass es keine
Veranderungen in der zuvor mit ausgeschnittenen Ubergangszone der dufReren
PALS gab, wurde diesmal nur bis zum aufReren Rand der PALS geschnitten.
Es zeigte sich, dass bei jedem Tier die Werte in der inneren PALS erhoht waren

und die Werte der GefalRe und der aulleren PALS deutlich darunter lagen
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(Abbildung 18). Die Anderungen der Expression der Zytokine lassen sich somit

auf lymphatische Zellen des Milzgewebes in der inneren PALS zurlckflhren.
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Abbildung 17a: Die Subkompartimente innere und auRere PALS
unterscheiden sich in der Expression von IL12

Nachdem sich nach Stimulation mit Schaferythrozyten bei den TH1-Zytokinen
Veranderungen in der PALS gezeigt hatten, wurde das Kompartiment weiter in innere
und auliere PALS aufgeschlisselt. Dabei galt als innere PALS der Bereich rund um die
GefalRe unter deren Einbeziehung und als &uRere PALS die Ubergangszone zur
Marginalzone. Zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden Werte fir die gesamte
PALS, innere und aufiere PALS bestimmt (jedes Symbol entspricht einem Tier, n=5 flr
den Zeitpunkt 0, n=3 fiir die Ubrigen Zeitpunkte).
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Abbildung 17b: Die Subkompartimente innere und auBere PALS
unterscheiden sich in der Expression von IL2

Nachdem sich nach Stimulation mit Schaferythrozyten bei den TH1-Zytokinen
Veranderungen in der PALS gezeigt hatten, wurde das Kompartiment weiter in innere
und auliere PALS aufgeschlusselt. Dabei galt als innere PALS der Bereich rund um die
GefaRe unter deren Einbeziehung und als &uRere PALS die Ubergangszone zur
Marginalzone. Zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden Werte flr die gesamte
PALS, innere und aufiere PALS bestimmt (jedes Symbol entspricht einem Tier, n=5 flr
den Zeitpunkt 0, n=3 fur die Ubrigen Zeitpunkte).
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Abbildung 17c: Die Subkompartimente innere und auRere PALS
unterscheiden sich in der Expression von IFNy

Nachdem sich nach Stimulation mit Schaferythrozyten bei den TH1-Zytokinen
Veranderungen in der PALS gezeigt hatten, wurde das Kompartiment weiter in innere
und aulere PALS aufgeschlisselt. Dabei galt als innere PALS der Bereich rund um die
GefaRe unter deren Einbeziehung und als &uRere PALS die Ubergangszone zur
Marginalzone. Zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden Werte fir die gesamte
PALS, innere und aufiere PALS bestimmt (jedes Symbol entspricht einem Tier, n=5 flr
den Zeitpunkt 0, n=3 fir die Ubrigen Zeitpunkte).
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Abbildung 18: Ort der Zytokinveranderungen ist das lymphatische
Gewebe der inneren PALS

Um auszuschlieBen, dass bei den in Abbildung 17a gezeigten Veranderungen der
Zytokinexpression die Gefalde, die dort unter der Definition der inneren PALS
eingeschlossen waren, ursachlich waren, haben wir nochmals fir Tag 1 bei den
Zytokinen IL2 und IFNy die PALS untergliedert und ausgeschnitten. Dabei wurden die
Schnittgrenzen so definiert, dass 1.) nur die Gefalle, 2.) die innere PALS als Zone rund
um die Gefalle und 3.) die dulRere PALS als Randgebiet zur Marginalzone, ohne diese
einzuschlielen, ausgeschnitten wurden. Dabei zeigte sich, dass sich im die Gefale
umgebende lymphatischen Gewebe der inneren PALS die Veranderungen wieder
fanden. Gezeigt sind die einzelnen Tiere mit ihren jeweiligen Werten. (n=3)
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3.3.5 Keimzentrum und Korona unterscheiden sich in ihrem Zytokinmilieu

Im Verlauf der Immunantwort werden antigenspezifische B-Zellen mit Hilfe von
T-Zellen in der au3eren PALS aktiviert und wandern dann in den Primarfollikel
ein, um dort hochaffine Antikdrper zu produzieren. Dabei bilden sie als
histologisch sichtbares Korrelat das Keimzentrum mit der das Keimzentrum
umgebenden Korona. Diese Veranderungen kann man ab Tag 10 im Mikroskop
deutlich erkennen (Abbildung 11). Daher haben wir an Tag 10 Korona und
Keimzentrum getrennt voneinander ausgeschnitten, auf ihr Zytokinmilieu hin
untersucht und den zusammengefassten Primarfollikelwerten der friheren
Zeitpunkten gegentbergestellt (Abbildung 19+20+21).

Es zeigte sich, dass die Zytokinexpression der Korona, also des aulleren Teils
des Follikels, mit geringen Abweichungen mit denen des Primarfollikels
Ubereinstimmte.

Im Keimzentrum hingegen waren verschiedene Anderungen des Milieus zu
detektieren: So war IL10 das einzige Zytokin, das im Keimzentrum einen
Anstieg zeigte (Abbildung 20), dieser war dafur aber so deutlich, dass IL10 hier
den hdchsten aller von uns gemessenen Konzentrationen aufwies. Man kann
also von einer Dominanz von IL10 im Keimzentrum sprechen.

Geringere Expressionen als im Primarfollikel konnten wir hingegen fur IL2
(Abbildung 19), IL15 und TGF3-1 (Abbildung 21) feststellen.
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Abbildung 19: Gegeniiberstellung von Gesamtfollikel, Korona und
Keimzentren fiir die TH1-Zytokine

Bei den TH1-Zytokinen zeigt sich, dass die Korona uberwiegend dem Milieu des
Primarfollikels gleicht. Im Keimzentrum lasst sich nur fur IL2 deutlich erkennen, dass es
niedriger exprimiert wird. Dargestellt ist die Zytokinexpression der drei TH1-Zytokine an
Tag 10, nachdem sich aus dem einheitlichen Primarfollikel ein klar abzugrenzendes
Keimzentrum mit Korona entwickelt hat. Als Balkendiagramm ist dem
gegenubergestellt der Mittelwert und die Standardabweichung des Primarfollikels von
Tag 0 bis 8 (n=17; die Symbole stellen die einzelnen Tiere dar, wobei die Werte
desselben Tiers jeweils verbunden sind).
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Abbildung 20: Gegeniiberstellung von Gesamtfollikel, Korona und
Keimzentren flir die TH2-Zytokine

Bei den TH2-Zytokinen zeigt sich, dass die Korona uberwiegend dem Milieu des
Primarfollikels gleicht. Im Keimzentrum zeigt sich ein deutlicher Anstieg der Expression
von IL10. Dargestellt ist die Zytokinexpression der beiden TH2-Zytokine an Tag 10,
nachdem sich aus dem einheitlichen Primarfollikel ein klar abzugrenzendes
Keimzentrum mit Korona entwickelt hat. Als Balkendiagramm ist dem
gegenubergestellt der Mittelwert und die Standardabweichung des Primarfollikels von
Tag 0 bis 8 (n=17; die Symbole stellen die einzelnen Tiere dar, wobei die Werte
desselben Tiers jeweils verbunden sind).
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Abbildung 21: Gegeniiberstellung von Gesamtfollikel, Korona und
Keimzentren fiir IL15 und TGFB-1

Bei IL15 und TGFB zeigt sich, dass die Korona Uberwiegend dem Milieu des
Primarfollikels gleicht. Im Keimzentrum hingegen werden beide Zytokine geringer
exprimiert. Dargestellt ist die Zytokinexpression von IL15 und TGFB-1 an Tag 10,
nachdem sich aus dem einheitlichen Primarfollikel ein klar abzugrenzendes
Keimzentrum mit Korona entwickelt hat. Als Balkendiagramm ist dem
gegenubergestellt der Mittelwert und die Standardabweichung des Primarfollikels von

Tag 0 bis 8 (n=17; die Symbole stellen die einzelnen Tiere dar, wobei die Werte
desselben Tiers jeweils verbunden sind).
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4 Diskussion

Die Unterteilung der Milz in verschiedene Kompartimente ist von fundamentaler
Bedeutung flr ihre Funktion. Jedes der Kompartimente nimmt unterschiedliche
Aufgaben im Immunsystem wahr. Die Marginalzone dient als Haupteintrittsort
der Lymphozyten, die PALS stellt den Ort der Antigenprasentation und
Aktivierung der Immunzellen und im Follikel findet die Antikérperproduktion
durch aktivierte B-Zellen statt. Die rote Pulpa hingegen dient in erster Linie der
Aussortierung alter Erythrozyten [14,40,43,82]. Die Kompartimente stellen
Bereiche dar, in denen nur jeweils bestimmte Zelltypen vorkommen und in die
andere ,falsche® Zellen auch nicht vordringen; so kdnnen in jedem
Kompartiment ganz spezifische Zellinteraktionen stattfinden.

In der vorliegenden Arbeit haben wir deshalb die Milz und ihr Zytokinmilieu nicht
nur als Ganzes untersucht, sondern sind gesondert auf die verschiedenen
Kompartimente eingegangen. Die Untersuchung des lokal in den verschiedenen
Kompartimenten vorherrschenden Zytokinmilieus ist uns moglich geworden
durch die Entwicklung der Laser-gesteuerten-Mikrodissektion, die von Emmert-
Buck et al. [22] 1996 erstmals beschrieben wurde. Das Prinzip beruht darauf,
dass man Gewebeschnitte zwischen 7,5 pm und 30 um Uber einen
Computerbildschirm unter dem Mikroskop betrachtet und dass Bezirke markiert
werden konnen, die dann von dem Laser nachgefahren werden [19,25]. Danach
gibt es verschiedene Moglichkeiten, wie das ausgewahlte Gewebe
eingesammelt wird. Einmal legt sich eine Polymerfilmschicht, die sich auf dem
Schnitt befindet und durch den Laser erwarmt wird, um den gewinschten
Bezirk und hebt am Ende beim Entfernen des Films genau diesen Bereich mit
ab [12,22] oder man umfahrt, wie wir es gemacht haben, das Areal und
katapultiert es anschliefend mit Hilfe des Lasers heraus und fangt es in einem
Gefal zur Weiterverarbeitung auf. Die unerwiinschte Kontamination der Proben
wird dabei sehr gering gehalten, da kaum Kontakt zwischen Probe und Umwelt
besteht. Die Mikrodissektion ermdglicht es auch aus heterogenem Gewebe
bestimmte Bereiche, sogar einzelne Zellen zu untersuchen. Dabei kann das
Gewebe auch vorher immunhistochemisch bearbeitet werden, um so die

|dentifizierung bestimmter Zellen zu erleichtern, ohne dass sich das gewonnene
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Material quantitativ stark verschlechtert [24,27]. Dadurch, dass nur das
gewunschte Gewebe heraussortiert wird, der Rest des Schnittes jedoch intakt
bleibt, gibt es immer die Moglichkeit zu kontrollieren, ob man tatsachlich exakt
den gewahlten Bezirk getroffen hat; aullerdem kann der ubrige Teil des
Schnittes noch weiter bearbeitet werden und so konnen Vergleiche in ein und
demselben Schnitt angestellt werden [12].

Durch die Mikrodissektion findet die Untersuchung der Zellen in ihrer
naturlichen Umgebung mit ihren ursprunglich vorhandenen Zell-Zell-Kontakten
statt. Das ist ein grolder Vorteil gegenuber in-vitro Versuchen, bei denen es zu
Kontakten aller enthaltenen Zellen kommen kann, was aber die strenge
Aufteilung der Zellen in die einzelnen Kompartimente der Milz nicht
bertcksichtigt. Auch ist es bei der von uns verwandten Methode nicht
notwendig, die Zellen nachtraglich kunstlich nochmals zu stimulieren, wie es
bisher notwendig war, um Uberhaupt Zytokine messbar zu machen [75].
Besonders deutlich zeigen sich die Vorteile der Mikrodissektion gegenuber
anderen Methoden in Bezug auf die Reinheit der Proben [13]. Wenn man zur
Bestimmung von Zytokinen heterogene Gewebeproben benutzt, wie z.B. ganze
Milzschnitte anstelle der Unterteilung in Kompartimente [75], kommt es durch
die Zellen, die das Zytokin nicht produzieren, aber mit untersucht wurden, da
man keine MOoglichkeit hatte sie auszusortieren, zu einer Mittelung, die das
Ergebnis wenig aussagekraftig macht. Die Mikrodissektion verhindert durch ihre
Kompartimentspezifitat diese Mittelung und so konnten wir in allen Versuchen
zeigen, dass in den ganzen Schnitten der Milz keine signifikanten
Veranderungen festzustellen waren, dass jedoch, wenn man mit Hilfe der
Mikrodissektion genauer in die Kompartimente hineinschaut, durchaus
Zytokinveranderungen zu detektieren waren. Dieses Ergebnis zeigt, dass die
Mikrodissektion zu einer erhohten Sensitivitdt fihrt und unterstitzt die
Annahme, dass die Mikrodissektion ein groles Potential besitzt, um
physiologische Vorgange und Immunreaktionen besser verstandlich zu
machen. Aufgrund ihrer einfachen und raschen Handhabung wird die Methode
bereits in verschiedenen Routineuntersuchungen in unterschiedlichsten

Bereichen der Medizin benutzt, z.B. in der Pathologie und Onkologie, um
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Krebszellen zu detektieren, in der forensischen Medizin und in der pranatalen

Diagnostik [13,22] und sicherlich wird ihr Einsatzbereich weiter anwachsen.

FUr unsere Untersuchungen haben wir die Mikrodissektion mit einer weiteren
relativ neuen Technik kombiniert, der quantitativen real-time PCR. Sie stellt eine
Weiterentwicklung der PCR dar, durch die man die gewunschte DNA nicht nur
vervielfaltigen, sondern sie auch quantitativ bestimmen kann, indem wahrend
der Amplifizierung Fluoreszenzfarbstoffe freigesetzt werden und es so moglich
ist, nach jedem Zyklus die entstandene Produktmenge zu bestimmen.

Die flr eine bestimmte Fluoreszenzstarke bendtigte Zyklusanzahl wird dann in
Relation zu einem immer mitbestimmten Standard, dem so genannten
Housekeeping-Gen gesetzt, das idealerweise immer und Uberall gleichmalig
exprimiert wird [42]. Dabei haben wir als Housekeeping-Gen aufgrund von
eigenen Ergebnissen MLN51 benutzt [44].

Man kann Zytokine auf der Ebene der mRNA bestimmen oder als sezerniertes
Protein, allerdings ist der Nachweis der geringen Proteinmengen sehr
aufwendig und hat den Nachteil, dass Proteine, anders als mRNA, nicht
amplifiziert werdend kdnnen. Deshalb haben wir die mRNA bestimmt und den
Nachteil in Kauf genommen, dass es nicht vollstandig sicher ist, dass eine
mMmRNA auch tatsachlich in ein Protein umgesetzt wird, da es in der Zelle
verschiedene Regulationsmadglichkeiten gibt, bevor es zur Sekretion kommt.
Diese Regulationsmoglichkeiten lassen sich aufteilen in pratranskriptionell und
posttranskriptionell, die bereits vor bzw. erst nach der Bildung der mRNA in
Kraft treten [51]. Im ersten Fall ware es erlaubt, die Messwerte der mRNA
denen des Proteins gleichzusetzen, im zweiten Fall jedoch wirde das zu
falschen Ergebnissen fuhren. Auch wenn wir also nicht sicher sagen kénnen,
dass unsere mRNA-Werte tatsachlich die Sekretion von Zytokinen bedeuten,
gibt es doch einige Arbeiten, die sowohl die mRNA- als auch den Proteinspiegel
untersucht haben und gute Korrelationen z.B. fur IFNy und IL2 feststellen
konnten [29,33,65]. Andere hingegen fanden schlechte Korrelationen z.B. flr
TGFB-1 [4,15,78] oder je nach Zytokin schwankende [46]. Die von uns

gefundenen hohen Veranderungen in der mRNA-Expression, die in engem
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zeitlichen Zusammenhang mit der Induktion einer Immunantwort stehen, sind
sicherlich ein deutlicher Hinweis auf eine pratranskriptionelle Regulation.

Durch die Maoglichkeit der real-time PCR quantitativ Werte zu bestimmen,
konnten wir zum ersten Mal die genaue HOhe der Zytokinexpression in den
verschiedenen Kompartimenten der ruhenden und der stimulierten Milz
bestimmen und so ein Milieu definieren. Wir konnten zeigen, dass alle von uns
untersuchten Zytokine schon im Ruhezustand der Milz exprimiert werden, sich
in ihrer Hohe dabei allerdings um hohe Werte unterscheiden. Eine
Immunreaktion fihrt zu einem deutlichen Anstieg der Werte (z.B. auf das 13-
fache an Tag 1 in der inneren PALS). Die im Ruhezustand am geringsten
exprimierten Zytokine IL4, IL2 und IFNy sind gleichzeitig diejenigen, die bei
einer Immunantwort die T-Zellen aktivieren, damit eine sehr spezifische
Funktion haben und aus diesem Grund einer starken Regulation unterliegen
[6,8,63,72]. Die am hochsten exprimierten Zytokine IL15 und TGFB-1 hingegen
werden von vielen verschiedenen Zellen produziert und fur TGFB-1 gibt es
zudem Hinweise auf eine erst posttranskriptionell stattfindende Regulation
[4,30,31,72].

Dieses Ergebnis unterstitzt die Meinung Uber die grof3e Rolle, die Zytokinen in
Regulationsvorgangen im Immunsystem zukommt. Zytokine bieten damit
Ansatze fir Anwendungen in der Medizin, wie sie ja auch teilweise schon
verwirklicht sind mit dem Einsatz von Interferonen in der Virustherapie,
Hemmung von IL2 als Immunsupression z.B. nach Organtransplantationen und
anderen Medikamenten, die in den Zytokinhaushalt eingreifen [47].

Einen weiteren Ansatzpunkt bieten aber nicht nur die einzelnen Zytokine,
sondern auch das von ihnen geschaffene, individuelle Mikromilieu. So hat sich
in der Forschung Uber die Migration [87,90], Proliferation [35,86] und Apoptose
[2,83] von Lymphozyten gezeigt, dass das Mikromilieu einen entscheidenden
Einfluss auf diese Vorgange hat und damit einen wichtigen Ansatzpunkt fir die
Beeinflussung von Immunreaktionen bietet [88]. Es konnte fir Lymphknoten
gezeigt werden, dass aktivierte T-Effektorzellen wieder am Ort ihrer Aktivierung

proliferieren, da sie dort ein entsprechendes Mikromilieu vorfinden [9,10].
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Bei der Untersuchung des Mikromilieus der Kompartimente der Milz haben wir
uns besonders flr die Zytokine interessiert, die als Reprasentanten der TH1-
Antwort (IL2, IL12p40, IFNy) und der TH2-Antwort (IL4, IL10) stehen, zusatzlich
haben wir IL15 und TGFB-1 untersucht, denen eine Rolle in der Homdostase

von Lymphozyten zukommt.

Unsere Untersuchungen haben ergeben, dass in den verschiedenen
Kompartimenten auch tatsachlich unterschiedliche Zytokinmilieus vorliegen.
Dabei scheint insbesondere die PALS eine spezielle Rolle zu spielen, da sie
sich deutlich von den anderen Kompartimenten abhebt. So herrscht hier im
unstimulierten Zustand ein TH1-dominiertes Milieu vor, wahrend in Follikel,
Marginalzone und roter Pulpa ein TH2-dominiertes Milieu mit leichten
Abweichungen zu finden ist. Und auch nach Stimulation fanden sich
Veranderungen der Zytokinexpressionen uberwiegend in der PALS.

In der PALS befinden sich tGberwiegend T-Zellen, von denen der Uberwiegende
Teil CD4" -Zellen sind. Neben den T-Zellen finden sich im dueren Bereich der
PALS noch B-Zellen und Makrophagen, sowie als antigenprasentierende Zellen
(APC) die dendritischen Zellen (DCs) [43,81,82]. Es ist nicht bekannt, ob das
Zytokinmilieu von den Lymphozyten selbst produziert wird oder ob auch andere
Zellen es beeinflussen. Es ist gut moglich, dass die CD4"-Zellen die TH1-
Zytokine produzieren, da ihre Aufteilung in Subpopulationen darauf beruht, aber
auch CD8*-Zellen kdnnen TH1-Zytokine bilden [28] und tragen so vielleicht zu
dem gefundenen Milieu bei, auch wenn sie in viel geringerer Anzahl in der
PALS vorkommen als die CD4*-Zellen. AuRerdem weil} man, dass die APCs
IL12 sezernieren konnen und dadurch bei einer Immunantwort zur TH1-
Differenzierung beitragen, ob sie allerdings auch im unstimulierten Zustand
Zytokine ausschutten werden weitere Untersuchungen ergeben mussen. Neben
den TH1-Zytokinen wird auch IL15 in der PALS verstarkt exprimiert. Es ist
bekannt, dass IL15 in einer Rezeptoruntereinheit dem Rezeptor von IL2 gleicht
und es auch in seiner biologischen Aktivitat IL2 ahnelt; so lasst sich erklaren,
dass in der PALS die beiden Zytokine gemeinsam erhoht sind [31,68].
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Im Gegensatz zur PALS dominieren im Follikel die TH2-Zytokine. Der Follikel
wird Uiberwiegend von B-Zellen gebildet, daneben kommen einige CD4*-Zellen
sowie follikulare-dendritische Zellen (FDCs) vor. Auch wenn die TH2-Zytokine
IL4 und IL10 meist als von T-Zellen produzierte Zytokine dargestellt werden, ist
es moglich, dass in diesem Fall die B-Zellen die Quelle sind, da sie
nachgewiesenermallen das Potential zur Produktion dieser Zytokine besitzen
[8,54,64]. Da die TH2-Zytokine die humorale Immunantwort unterstutzen, an
der die B-Zellen mal3geblich beteiligt sind, spielen diese Zytokine eine wichtige
Rolle fur die Funktion der B-Zellen [63,36]

Die Marginalzone ist ein weiteres Kompartiment, das von B-Zellen dominiert
wird, auch wenn sich dort aulRerdem noch Makrophagen, sowie T-Zellen und
naturliche Killer (NK) Zellen befinden. Dementsprechend herrscht hier auch
ahnlich wie im Follikel ein TH2-Milieu vor mit dem Unterschied, dass eine
hdhere Expression von IL15 und eine niedrigere Expression von IL10 vorliegen.
Dabei muss man beachten, dass die B-Zellen der beiden Regionen sich zwar
morphologisch stark ahneln, sich aber in ihrer Funktion doch in einigen Punkten
unterscheiden. Wahrend die B-Zellen des Follikels zur adaptiven Immunantwort
gehoren und das Erreichen ihrer Effektorfunktion einige Zeit dauert, stellen die
B-Zellen der Marginalzone mit ihrer prominenten Lage am Eintrittsort der
Pathogene eine Verbindung zur angeborenen Immunantwort dar, da sie die
Moglichkeit haben, sehr schnell Antigene zu prozessieren, T-Zellen direkt zu
aktivieren und zu Antikorper-produzierenden Plasmazellen zu differenzieren
[5,53]. So konnten auch schon Shen et al. [71] etliche Unterschiede bei der
Untersuchung einer Reihe von verschiedenen Genen zwischen Follikel und
Marginalzone feststellen.

Erstaunlicherweise ahnelt auch die rote Pulpa in ihrem Zytokinmilieu, das einem
TH2-Milieu entspricht, dem Follikel, obwohl hier deutlich weniger B-Zellen
vorhanden sind. Die rote Pulpa dient in der Milz dem Abbau alter und
funktionsuntichtiger Erythrozyten, auf der anderen Seite stellt sie aber auch
einen Eintrittsweg fur Lymphozyten [83]. Entsprechend findet man hier in erster
Linie Makrophagen und T-Zellen. Zusatzlich ist die rote Pulpa das

Kompartiment mit der grof3ten Zahl an NK-Zellen [77]. Unterschiede zum Milieu
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des Follikels finden sich nur in der erhdhten IL2- und IL15- Expression. IL15
spielt neben seinem Einfluss auf T-Zellen auch eine wichtige Rolle fur die
Entwicklung und die Homoostase von NK-Zellen [18] und kann vielleicht
deshalb hier vermehrt detektiert werden.

Da auch in nicht-lymphatischen Organen hauptsachlich ein TH2-Milieu
vorherrscht [44], lasst sich daraus folgern, dass ein TH2-Milieu eher
immunsuppressiv wirkt, wohingegen ein TH1-Milieu auf aktive lymphatische
Zellen hinweist.

Es lasst sich also feststellen, dass auch ohne eine Immunreaktion schon
bestimmte Milieus in den Kompartimenten vorhanden sind und natlrlich stellt
sich die Frage, wie dieses Milieu entsteht und wozu es notwendig ist. Es ist
bekannt, dass immer einige Zellen in der Milz stimuliert sind und proliferieren
(Abbildung 11) und so kdnnen wir momentan nicht sagen, ob das von uns
gemessene Milieu von wenigen Zellen, die sehr viele Zytokine produzieren,
gebildet wird oder ob viele Zellen wenige Zytokine bilden. Moglicherweise hat
das Milieu starken Einfluss darauf, welche Zellen sich in dem Kompartiment
bevorzugt aufhalten, wie es fur den Lymphknoten gezeigt wurde [9,10];

allerdings sind dies alles Sachverhalte, die weiter abgeklart werden mussen.

Nachdem das Milieu der unstimulierten Milz bestimmt war, haben wir eine
Immunreaktion induziert und die dabei auftretenden Veranderungen untersucht.
Dafur haben wir den Ratten Schaferythrozyten gespritzt und damit eine lokale
Immunantwort ausgeldst. Die Schaferythrozyten |6sen dabei eine T-Zell-
abhangige B-Zellantwort aus [81].

Es ist schon viel Uber die Immunisierung mit Schaferythrozyten geforscht
worden, da sie ein gutes System zur Induktion einer allergischen Reaktion vom
verzogerten Typ (engl. delayed type hypersensitivity, DTH) darstellt [39]. Dabei
wurde festgestellt, dass TH1-Zellen die Grundlage fur diese Immunantwort
bilden [16]. Mit unseren Untersuchungen konnten wir dies jetzt in vivo
bestatigen, da wir in erster Linie einen Anstieg der TH1-Zytokine detektieren
konnten. Dabei zeigte sich wiederum die besondere Rolle der PALS, denn nur

dort konnten wir entscheidende Veranderungen feststellen. So haben wir einen
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Tag nach Injektion der Erythrozyten in der PALS eine deutlich erhdhte
Expression der mRNA der TH1-Zytokine IL2 und IFNy gefunden, die aber an
Tag 3 schon nicht mehr vorhanden war; eine verminderte Expression von 1L12
trat an Tag 3 und 6 auf. Diese frUhen Veranderungen entsprechen den
Beobachtungen von Van den Eertwegh, der schon 2 h nach der Injektion von
partikuldren Antigenen diese in der Marginalzone, wo sie von Makrophagen
prozessiert werden, finden konnte, 48 h nach Injektion waren dann bereits mit
Schaferythrozyten beladene Makrophagen in der inneren PALS detektierbar.

Auch Spitz et al. [75] konnten erhohte IL2 Protein-Werte mit einem Maximum an
Tag 3 nach SRBC-Injektion nachweisen, allerdings in Zellsuspensionen der
gesamten Milz und erst nach Restimulation. INFy ist als das Zytokin bekannt,
das entscheidend auf die Induktion einer TH1-Antwort hinwirkt, indem es
Makrophagen aktiviert, die T-Zell-Differenzierung in Richtung TH1 férdert und
gleichzeitig die Proliferation von TH2-Zellen hemmt [66,70]. Auch von IL2 ist
bekannt, dass es verstarkt bei TH1-Reaktionen auftritt und essentiell fur die
Proliferation von T-Zellen ist [73]. Ahnliches gilt fir IL12, das besonders von
antigenprasentierenden Zellen (APCs) produziert [79] wird, in der PALS also
wahrscheinlich von den DCs und einen weiteren wichtigen Faktor in der
Induktion einer TH1-Antwort darstellt [32,57]. Die von uns gefundene
Erniedrigung nach Stimulation erscheint damit erstaunlich, doch auch Kalinski
et al. [45] fanden in vitro verschieden hohe IL12-Werte in Abhangigkeit vom
Reifungsstadium der dendritischen Zellen; dabei wurden unmittelbar nach
Stimulation hohe Werte gemessen, die dann jedoch stark abnahmen und unter
den Ausgangswert zuruckfielen. Dabei war die hdochste Expression schon nach
2 h erreicht und lag 12 h nach Stimulation schon unter dem Ausgangswert.
Deshalb ist es denkbar, dass wir den kurzen IL12 Anstieg nicht detektiert
haben, da wir erst 24 h nach Stimulation zum ersten Mal nachgesehen haben.
Es ist bekannt, dass fur TH1-Antworten im Gegensatz zu TH2-Antworten sehr
kurze Stimulationszeiten ausreichen kénnen [38] und es ist moglich, dass IL12
schnell herunterreguliert wird, um so zu verhindern, dass Zellen aktiviert

werden, die gar nicht das Zielantigen erkannt hatten.
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Da die T-Zellen durch die PALS hindurchwandern, hielten wir es fur moglich,
dass das Zytokinmilieu innerhalb der PALS nicht einheitlich ist. Deshalb nutzten
wir die Moglichkeit der Mikrodissektion definierte Bereiche auszuschneiden.
Dabei zeigte sich, dass die Veranderungen, die in der gesamten PALS messbar
gewesen waren, sich in der inneren PALS widerspiegelten, wohingegen in der
aulleren PALS keine Reaktionen im Zytokinmilieu auftraten. Es gibt einen
bedeutenden morphologischen Unterschied zwischen innerer und aullerer
PALS, der in dem Vorkommen von B-Zellen am dulleren Rand der PALS
besteht, die dort aktiviert werden kdnnen. Unsere Ergebnisse zeigen aber einen
Anstieg der Zytokine in der inneren PALS, eine gute Erklarung bieten daflr
mikroskopische Untersuchungen aus den 70°’er Jahren [82], die das
Vorkommen von DCs ausschlieBlich auf die innere PALS beschranken.
Heutzutage und mit der Hilfe von Antikorperfarbungen geht man jedoch davon
aus, dass sich die DCs in der gesamten PALS auffinden lassen; so zeigten sich
in der Arbeit von Westermann et al. [89] keine Unterschiede in der
Kontakthaufigkeit zwischen DCs und T-Zellen innerhalb der PALS. Was jedoch
dort festgestellt wurde, ist, dass sich T-Effektorzellen in der aufleren PALS
haufiger in der S-Phase des Zellzyklus befinden als in der inneren PALS.
Momentan scheint es keine eindeutige Erklarung fir das unterschiedliche

Zytokinmilieu innerhalb der PALS zu geben.

Vergleicht man die von uns gefundenen Veranderungen der Zytokinexpression
in der PALS mit dem Auftreten von Proliferation nach der Injektion von SRBC's
[35], so fallt auf, dass die Proliferation an Tag 3 ihr Maximum erreicht, einem
Zeitpunkt, an dem die Zytokinexpression schon wieder auf ihr Normalniveau
zurtckgekehrt ist. AuRerdem findet die Proliferation Uber die ganze PALS
verteilt und nicht nur in der inneren PALS statt. Eine Erklarung dafiir ware, dass
die T-Zellen durch die Zytokine zur Proliferation angeregt werden oder sie
selber bei Einleitung der Proliferation Zytokine ausschuitten, die
Zytokinproduktion dann aufgrund der fehlenden weiteren Stimulation durch
Antigene (die einmalige Injektion von SRBC's stellt ja eine sehr begrenzte

Immunreaktion dar) eingestellt wird und die eigentliche Proliferation erst etwas
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verzogert nachfolgt. Obwohl auch in den Follikeln Proliferation stattfindet,
konnten wir bei den von uns untersuchten Zytokinen keine entsprechenden
frihen Veranderungen feststellen, bevor es zur lichtmikroskopisch erkennbaren
Bildung von Sekundarfollikeln kam.

Der Anstieg der Expression von IL12 an Tag 6 in der roten Pulpa lasst sich
madglicherweise mit dem Einfluss von IL12 auf naturliche Killer-Zellen, die hier in
hoher Anzahl vorkommen, erklaren [26,79]. Andererseits muss beachtet
werden, dass wir als Marker fur IL12 dessen Untereinheit p40 bestimmt haben.
Diese Untereinheit wird noch von einem weiteren Zytokin, namlich IL23,
genutzt. Es hat sich gezeigt, dass IL23 zur Stimulation von IL17-produzierenden
T-Zellen flihrt und damit entscheidend bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen wie Multipler Sklerose mitwirkt. AuRerdem wird [L23
eine Rolle in Beziehung auf T-Gedachtniszellen zugeschrieben und es ist
mdglich, dass wir an Tag 6, einem Zeitpunkt, an dem die innitiale
Zytokinantwort schon abgeklungen ist, eine Reaktion beobachten, die im
Zusammenhang mit der Entstehung oder Auswanderung von diesen Zellen
steht [48,60].

Die Bildung von Sekundarfollikeln geht mit der Entstehung eines neuen
Kompartimentes, dem Keimzentrum einher, und verbunden damit konnten wir
auch ein neues von IL10 gepragtes Zytokinmilieu feststellen, wohingegen die
Korona dem urspringlichen Follikel entsprach. Man stellt sich die Bildung des
Sekundarfollikels so vor, dass einige der in der PALS aktivierten B-Zellen in den
Follikel einwandern, in der Mitte das Keimzentrum bilden und dabei die
ursprunglichen B-Zellen des Follikels an den Rand drangen, der dann als
Korona oder Mantelzone bezeichnet wird [50,61,77]. Wir fanden grol3e
Ahnlichkeiten zwischen dem Milieu der Korona und des urspriinglichen
Primarfollikel, so dass wir die Theorie der Korona als nach aulen verdrangter
Follikel unterstutzen kénnen.

Im Keimzentrum kommt es durch Kontakt mit follikularen dendritischen Zellen
(FDCs), die Immunkomplexe prasentieren, und CD4+-T-Zellen zur Reifung und

Proliferation der B-Zellen mit gleichzeitig stattfindender somatischer
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Hypermutation und Isotypveranderungen. Dabei wandern die jetzt als
Centroblasten bzw. Centrozyten bezeichneten Zellen immer weiter nach aulden,
um schliel3lich als Antikorper-produzierende Plasmazellen oder als B-Memory-
Zellen den Follikel zu verlassen [43,62]. An Tag 10 konnten wir dort eine
deutliche Dominanz von IL10 feststellen. In der Arbeit von Choe und Choi [17]
zeigte sich bei der in-vitro Untersuchung von Keimzentren, dass IL10 die
Reifung der B-Zellen zu Plasmazellen férdert und weniger Memory-Zellen
entstehen lasst. Unser Beobachtungszeitraum schloss nur Tag 10 nach
Stimulation ein, wo die Bildung des Keimzentrums gerade erst begonnen hat.
Wenn die Daten von Choe und Choi sich auf in vivo Ubertragen lassen,
bedeutet das, dass das Keimzentrum zumindest am Anfang in erster Linie der
Bildung von Plasmazellen und damit der Produktion von hochaffinen
Antikdrpern dient. IL10 war bisher bekannt als ein Zytokin, das die TH2-Antwort
unterstitzt und B-Zellen stimuliert [36]. Im Zusammenhang mit der Forschung
an Twg-Zellen hat sich aber gezeigt, dass es immunsupprimierend wirken kann
[76]. Demzufolge ware eine andere Erklarungsmoglichkeit fur die hohen Werte
im Keimzentrum, dass es dort zur Beendigung der Immunantwort dient und
Uberschief3ende Reaktionen verhindert.

TGFB-1 ist das einzige der von uns untersuchten Zytokine, das weder zwischen
den Kompartimenten der ruhenden Milz noch nach Stimulation Veranderungen
in der Expressionstarke zeigt. Gleichzeitig ist es das Zytokin, das am hdchsten
von allen untersuchten exprimiert wird. TGFB-1 wird von Lymphozyten,
Makrophagen und DCs produziert und hat sehr viele unterschiedliche
Funktionen. So wirkt es immunsuppressiv durch T.-Zellen, gleichzeitig kann es
Makrophagen aktivieren und auch B-Zellen und DCs beeinflussen [49]. Diese
sehr verschiedenen Funktionen zeigen, dass die Bedeutung wohl in erster Linie
in der Homoostase lymphatischer Zellen liegt [23,30,72] und es deshalb so

konstant gebildet wird.

Insgesamt konnten wir in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sich die
Kompartimente der Rattenmilz in ihrem Zytokinmilieu deutlich voneinander

unterscheiden. Fur die Detektion dieser Unterschiede ist es notwendig die
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einzelnen Kompartimente isoliert voneinander zu untersuchen, da die Messung
eines ganzen Milzschnitts zu einem nicht aussagekraftigen Durchschnittswert
fuhrt. Das auffalligste Kompartiment stellt die PALS dar, die schon im
Ruhezustand ein TH1-gepragtes Zytokinmilieu im Gegensatz zum TH2-Milieu
der anderen Kompartimente zeigt. Und auch die Stimulation mit
Schaferythrozyten fuhrt in erster Linie in der PALS zu deutlichen
Veranderungen im Sinne einer frihen TH1-Antwort. Bei der weiteren
Auftrennung der PALS konnten wir feststellen, dass diese Veranderungen in
der inneren PALS stattfinden. Das sich im Sekundarfollikel neu bildende
Kompartiment, das Keimzentrum, wird stark von IL10 gepragt, wohingegen die
Korona wohl dem nach aufien verdrangten Follikel entspricht und diesem in
ihrem Zytokinmilieu stark ahnelt. Alle unsere Ergebnisse sind erst moglich
geworden durch die Kombination der Mikrodissektion mit der real-time PCR, die
sich damit als sinnvolle und weitere Erkenntnisse versprechende Methode
darstellt.

Aufgrund unserer Ergebnisse stellt sich die Frage, ob die Zytokine, die in einem
bestimmten Kompartiment gebildet werden, in andere Kompartimente hinein
diffundieren und so die Zellen durch ein ,Gemisch® aktiviert werden oder ob es
notwendig ist, dass die Zellen in ihrem Aktivierungsprozess durch die
verschiedenen Milieus hindurchwandern.

Eine weitere interessante Untersuchung ware es, nach Stimulation die
Zeitspanne bis zu Tag 3 in haufigere Untersuchungszeitpunkte zu unterteilen,
um so Daten daruber zu gewinnen, wann genau der Anstieg von IL2 und IFNy,
den wir nur an Tag 1 detektieren konnten, stattfindet und ob tatsachlich IL12 vor
dem von uns gemessenen Abfall an Tag 1 und 3 einen Anstieg zeigt.
Aufschlussreich ware es auch herauszufinden, welche Zellen genau die von
uns gemessenen Zytokinexpressionen hervorrufen und ob es wenige Zellen,
die viele Zytokine produzieren, sind oder aber viele Zellen, die wenig Zytokine
produzieren. Dafur kann man vielleicht die sich entwickelnde Zellspezifitat der
Mikrodissektion nutzen, mit der man zukdnftig einzelne Zellen auf ihr

Zytokinprofil hin untersuchen kénnen wird.
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Insgesamt kann die genaue Kenntnis der Zytokine und ihrer Aufgaben mit ihrer
Verteilung und Milieubildung an verschiedenen Orten in Zukunft Mdglichkeiten
fur neue Therapieoptionen bieten. Ein Ansatz dabei ist die direkte
Beeinflussung der Immunzellen durch verschiedene Zytokine, wie es ja mit
einigen  Medikamenten (z.B. Ciclosporin), allerdings mit starken
Nebenwirkungen, schon probiert wird. Ein anderer Ansatz ware die
Beeinflussung des Milieus, um bestimmte Zellen dort bevorzugt proliferieren
oder sterben zu lassen, und so direkt Einfluss auf das Ergebnis einer

Immunantwort nehmen zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Die Bedeutung von Zytokinen flr verschiedenste Funktionen im Korper ist in
den letzten Jahren immer starker in den Blickpunkt der Forschung geruckt.
Besonders im Immunsystem spielen sie als Koordinatoren, die Immunantworten
starten, regulieren und auch beenden konnen, eine grof3e Rolle. Durch die
Entwicklung der Mikrodissektion in Kombination mit der real-time PCR ist es
mdglich geworden, die oft nur sehr gering exprimierten Zytokine zu detektieren
und zu quantifizieren und vor allem ausgewahlte Gewebebereiche zu
untersuchen und damit lokale Informationen zu gewinnen. Dabei besteht ein
grolRer Vorteil darin, dass die Zellen in ihrer nattrlichen Umgebung untersucht
werden konnen. In der vorliegenden Arbeit haben wir deshalb diese neue
Methode genutzt und das Zytokinmilieu der Rattenmilz in den verschiedenen
Kompartimenten untersucht, zuerst im unstimulierten, dann im stimulierten
Zustand. Dabei haben wir aus mehreren Grinden als Organ die Milz gewahlt:
Einmal, weil sie im Immunsystem eine zentrale Rolle einnimmt, indem sie das
Blut filtert und Fremdkorper unschadlich macht, desweiteren, weil sie sowonhl
sichtbar als auch funktionell in verschiedene Kompartimente unterteilt ist, die
zuvor noch nie getrennt voneinander untersucht worden sind und schlieflich,
weil man dort eine lokal begrenzte Immunantwort auslosen kann, die ein gutes
Modell darstellt.

Wir haben die mRNA-Expression von 7 verschiedenen Zytokinen analysiert.
IL12, IL2 und IFNy, die von aktivierten T-Zellen produziert werden und Vertreter
der TH1-Zytokine sind, IL4 und IL10, die ebenfalls von aktivierten T-Zellen
produziert werden, aber Vertreter der TH2-Zytokine darstellen und schlieflich
noch IL15 und TGFB-1, die von vielen verschiedenen Zellen exprimiert werden.
Als Kompartimente haben wir Marginalzone, PALS, Follikel und rote Pulpa
unterschieden, in der stimulierten Milz wurde die PALS noch weiter in innere
und auflere PALS und der Sekundarfollikel in Keimzentrum und Korona
unterteilt. FUr die Induzierung einer lokalen Immunantwort wurden erwachsenen
Lewis-Ratten intravends Schaferythrozyten injiziert. Die Milzen wurden jeweils

nach 1, 3,6 ,8 und 10 Tagen entnommen und untersucht.
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In der ruhenden Milz fanden wir alle von uns untersuchten Zytokine konstitutiv
exprimiert. In der PALS herrschte ein TH1-Milieu, in den B-Zellzonen Follikel
und Marginalzone und auch in der roten Pulpa ein TH2-Milieu. Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass nicht nur die T-Zellen, sondern auch die B-Zellen an der
Produktion der Zytokine beteiligt sind, gleichzeitig wirft es die Frage auf, ob
viele Zellen wenig Zytokine produzieren oder ob es einige aktivierte Zellen sind,
die dann gréfRere Mengen an Zytokinen produzieren.

Nach Stimulation der Milz waren Veranderungen der TH1-Zytokine zu frihen
Zeitpunkten (Tag 1 und 3) in der inneren PALS detektierbar. Damit konnten wir
belegen, dass die Stimulation mit Schaferythrozyten zu einer TH1-dominierten
Immunantwort flhrt.

Die Unterteilung des Sekundarfollikels in Keimzentrum und Korona ergab, dass
die Mantelzone in ihrem Milieu dem ursprunglichen Follikel entsprach, was die
Meinung unterstutzt, dass die Korona den vom neu gebildetem Keimzentrum
nach auflien verdrangten Follikel darstellt. Das Keimzentrum wurde von IL10
dominiert.

Mit unseren Ergebnissen konnten wir zeigen, wie wichtig es ist, die Milz
unterteilt in ihre einzelnen Kompartimente zu untersuchen, denn wir konnten
sowohl zwischen den Kompartimenten der ruhenden Milz unterschiedliche
Zytokinprofile finden, als auch nach Stimulierung Veranderungen in der PALS
detektieren, die wir im gesamten Schnitt nicht nachweisen konnten. Nach
herkdbmmlicher Untersuchung des ganzen Organs waren diese Informationen
verloren gegangen.

Wir konnten zudem unterstreichen, dass die Mikrodissektion in Kombination mit
der real-time PCR eine gute Moglichkeit darstellt Zytokinmuster in vivo zu
untersuchen, und neue Erkenntnisse ermdglicht. Um jedoch irgendwann einmal
durch die Veranderung von Zytokinen und Zytokinmilieu Immunantworten
beeinflussen zu kdnnen, ist es sicher noch ein langer Weg, bei dem weitere

Modelle untersucht und GesetzmaRigkeiten erkannt werden mussen.
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6 Abkurzungen

APC Antigen prasentierende Zelle

BSA Bovine-serum-albumine

DC Dendritic cell (deutsch: dendritische Zelle)

DEPC Diethylpyrocarbonat

DTH delayed type hypersensitivity (deutsch: allergische Reaktion vom
verzogerten Typ)

DTT Dithiotreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked immunosorbent-assay

FACS Fluorescence-actictivated cell sorter

FDC Follicular dendritic cell (deutsch: follikulare dendritische Zelle)

IFN  Interferon

IL Interleukin

MLN51 Metastatic lymph node gene

NK-Zelle Naturliche Killerzelle

PALS Periarteriolare lymphatische Scheide

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PEN Polyethylenaphtalat

PFA Paraformaldehyd

rom rounds per minute (deutsch: Umdrehungen pro Minute)

RT II Reverse Transkriptase 11

SPF Special-pathogen-free

SRBC Sheep red blood cells (deutsch: Schaferythrozyten)

TBS Tris-buffered-saline

TGF Transforming growth factor

TH-Zellen  T-Helferzellen

U Unit (Einheit)
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