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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

 

 

BCR B-Zell-Rezeptor 

BZZ B-Zell-Zone 

DC dendritische Zelle 

EZM extrazelluläre Matrix 

F Follikel 

FDC follikulär dendritische Zelle 

FRC fibroblastische Retikulumzelle 

FReD fibronogen-related domain 

FReP fibrinogen-related protein 

ges. Fl. gesamte Fläche eines Milzschnittes 

Ig Immunglobulin 

Keimz. Keimzentrum 

KO knock-out 

LTi lymphatic tissue inducer cells 

LTo lymphatic tissue organizer cells 

MFAP4 microfibrillar-associated protein 4 

MMM metallophile Marginalzonenmakrophagen 

MRC Marginalzonen Retikulumzelle 

MZ Marginalzone 

MZBZ Marginalzonen B-Zellen 

MZM Marginalzonenmakrophagen 

pBZ proliferierende Zellen in der B-Zell-Zone 

PNA peanut agglutinin 

pTZ proliferierende T-Zellen in der T-Zell-Zone 

RP rote Pulpa 

RT-PCR Reversetranskriptase Polymerasekettenreaktion 

TNF Tumor Nekrose Faktor 

TZZ bzw. T T-Zell-Zone 

WP weiße Pulpa 

WT Wildtyp 
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EINLEITUNG 

 

Die Entwicklung sekundär lymphatischen Gewebes ist gut reguliert und es ist vieles 

über diesen Regulationsprozess bekannt: Im Allgemeinen entwickelt sich 

lymphatisches Gewebe, indem Lymphozyten als lymphatic tissue inducer cells (LTi) 

die Ausbildung des stromalen Gerüstes und Produktion der EZM-Bestandteile durch 

die als lymphatic tissue organizer cells (LTo) bezeichneten Stromazellen vor allem 

über Lymphotoxin α1β2 (LTi) und den Lymphotoxin-β-Rezeptor (LTo) induzieren 

(Roozendaal 2011, van de Pavert 2009, Schmutz 2009, Katakai 2004). Daraufhin 

bewirken die LTos über die Expression von Adhäsionsmolekülen und Chemokinen die 

Einwanderung und Kompartimentierung der unterschiedlichen 

Lymphozytenpopulationen und sichern deren Überleben (Koning 2012, Roozendaal 

2011, Mueller 2009, Bajénoff 2006, Ngo 2001, Ansel 2000). Wird der positive 

Feedbackmechanismus dieses Wechselspiels gestört, findet keine adäquate 

Entwicklung statt und die Funktion des Gewebes ist eingeschränkt oder ganz 

aufgehoben (Rezk 2013, Koning 2012, Roozendaal 2011, Milićević and Klaperski 

2011, Klaperski 2006, Nohroudi 2005, Kawabe 1994, Kapasi 1993). Fehlt zum 

Beispiel der Lymphotoxin-β-Rezeptor während der Entwicklung der Milz, ist dieses 

Organ zwar vorhanden, doch sind die Kompartimente der weißen Pulpa, die lediglich 

als fleckförmige Lymphozytenansammlung von einer roten Pulpa abzugrenzen ist, 

nicht korrekt ausgebildet (Milićević and Klaperski 2011, Klaperski 2006). Dieser 

Mechanismus reguliert nicht nur die Entwicklung sekundär lymphatischer Gewebe 

während der Ontogenese, sondern auch das Wachstum lymphatischen Gewebes im 

adulten Organismus, wie es am Beispiel von Milzregeneraten gezeigt wurde 

(Nohroudi 2005). Neben der starken Beeinträchtigung der Entwicklung der 

Milzregenerate bei einer Störung der LTi-LTo-Interaktion (Klaperski 2006, Nohroudi 

2005) ist bei diesem Regenerationsprozess beobachtet worden, dass die 

Größenzunahme der Regenerate in engen Grenzen gehalten wird (Nohroudi 2005, 

Tavassoli 1975). Verbleibt bei der Transplantation die eigene Milz im 

Empfängerorganismus, ist das Wachstum der Regenerate eingeschränkt (Metcalf 

1963) und auch bei der sukzessiven Implantation mehrere Milzfragmente unterdrückt 
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das bereits regenerierte Gewebe das Wachstum weiterer Transplantate (Tavassoli 

1975). Interessanterweise supprimieren nicht nur vorhandenes Milzgewebe, sondern 

auch Lymphknoten als weiteres sekundär lymphatisches Gewebe das Wachstum der 

Milzregenerate (Nohroudi 2005), sodass dieser Regulationsmechanismus über das 

Milzgewebe hinaus systemisch wirkt und so die gesamte Masse sekundär 

lymphatischen Gewebes konstant gehalten wird (Nohroudi 2005). Der Mechanismus 

dieser Wachstumsregulation ist weitestgehend unbekannt. Zwar ist bekannt, dass der 

Lymphotoxin-β-Rezeptor ein entscheidender Faktor ist – fehlt die Lymphotoxin-β-

Rezeptor-Expression im Empfängerorganismus, ist das Regenerat um ein 9,5-faches 

schwerer, als das Regenerat in einem Lymphotoxin-β-Rezeptor exprimierenden 

Organismus (12 ± 9 mg vs. 115 ± 8 mg) (Nohroudi 2005) – doch ist der Signalweg 

bisher unbekannt. Expressionsanalysen zeigten, dass das microfibrillar-associated 

protein 4 (MFAP4) an diesem Signalweg als weiterer Wachstumsfaktor beteiligt sein 

könnte (unveröffentlichte Daten).  

MFAP4 ist ein extrazelluläres Protein, das aus 255 Aminosäuren aufgebaut ist und ein 

Molekulargewicht von 36 kDa hat (Schlosser 2006, Lausen 1999, Kobayashi 1994). 

Über Disulfidbrücken bildet es 68 kDa schwere Homodimere, die sich in Lösung über 

nicht kovalente Interaktionen zu Oligomeren, vorwiegend Trimeren und Hexameren, 

zusammenlagern (Pilecki 2016, Sækmose 2013, Schlosser 2006, Lausen 1999). 

Abbildung 1 zeigt schematisch den Aufbau eines Monomers: Es besteht aus einem 

Signalpeptid, dem sich eine N-terminale Region anschließt, die eine RGD-Sequenz 

und damit eine Integrinbindungsregion enthält (Lausen 1999, Ruoslahti 1996, 

Kobayashi 1994). Die C-terminale Region umfasst eine Calcium-Bindungsstelle und 

eine Fibrinogen-ähnliche Domäne – eine sogenannte FReD – mit der es zur Gruppe 

der fibrinogen-related proteins (FRePs) gehört (Schlosser 2006, Lausen 1999, 

Kobayashi 1994). Mit dieser Sequenz hat MFAP4 strukturell Ähnlichkeit zu Proteinen, 

wie Fibroleukin, Angiopoietin, Ficoline, Tachylektine, Tenascin und Fibronektin und 

hat die Voraussetzungen, um Zell-zu-Zell- und Zell-zu-Matrix-Interaktionen zu 

vermitteln (Schlosser 2006, Toyoshima 2005, Lausen 1999, Kobayashi 1994). Es 

kommt sowohl gewebeständig, als auch in verschiedenen Körperflüssigkeiten, wie 

Blutserum (Pilecki 2015, Sækmose 2013, Mölleken 2009) oder Alveolarflüssigkeit 
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(Pilecki 2015, Schlosser 2006, Lausen 1999) vor und bindet calciumabhängig 

Kollagen, Mannose, Maltose, Surfactant Protein A und D, Elastin sowie 

calciumunabhängig Fibrillin (Pilecki 2016, Schlosser 2006, Toyoshima 2005, Lausen 

1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es konnte in einer Vielzahl von Geweben nachgewiesen werden, vor allem in solchen 

mit einem großen Anteil an elastischem Gewebe, wie Haut, Lunge, Arterienwand und 

Skelettmuskulatur, in denen es mit Tropoelastin und Fibrillin co-lokalisiert ist (Pilecki 

2016, Pilecki 2015, Kasamatsu 2011, Toyoshima 2008, Furuichi 2000, Toyoshima 

1999). Über die Verbindung von Zellen mit Bestandteilen der EZM trägt MFAP4 zur 

Aufrechterhaltung der Gewebeintegrität bei und stabilisiert so vor allem die Wand 

großer Arterien und Atemwege sowie die Haut (Pilecki 2015, Kasamatsu 2011, 

Toyoshima 2005, Hirose 1998, Hirose 1997, Tilson 1996). Ferner wird die Beteiligung 

von MFAP4 an immunologischen Prozessen diskutiert: Beim allergischen Asthma ist 

die Entzündungsreaktion in Abwesenheit von MFAP4 reduziert (Pilecki 2015). Zudem 

ist der Plasma-MFAP4-Spiegel in Patienten mit chronischer Hepatitis C Infektion 

signifikant höher, als der in Patienten ohne oder ausgeheilter Hepatitis C Infektion 

(Sækmose 2015). Es ist bekannt, dass MFAP4 wie andere FRePs bei Infektionen 

vermehrt exprimiert wird (Niu 2011). Andere FRePs sind pattern recognition receptor  

(Hanington 2012, Hanington 2011, Kilpatrick 2012, Palaniyar 2010, Gokudan 1999), 

Ca2+-Bindungsstelle 

FReD RGD C N 

Abb. 1: Schematische Darstellung der Sequenz eines MFAP4 Monomers.  

MFAP4 hat N-terminal ein Signalpeptid, dem sich eine N-terminale Region anschließt, die 

eine RGD-Sequenz enthält. Die C-terminale Region umfasst eine Calcium-Bindungsstelle 

und eine Fibrinogen-ähnliche Domäne (FReD). 

Erstellt nach der Aminosäuresequenz publiziert durch Niu et al. 2011 
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sodass MFAP4 durch seine Lektin-ähnlichen Bindungseigenschaften ebenfalls 

potentiell Pathogene binden kann. In der Lunge bindet es die Surfactantproteine A und 

D vor allem unter inflammatorischen Bedingungen und scheint durch eine 

gleichzeitige Bindung und Aktivierung von Makrophagen und neutrophilen 

Granulozyten die angeborene Immunantwort in dem Organ zu unterstützen (Schlosser 

2006, Lausen 1999). Eine wichtige Funktion von MFAP4 ist seine Beteiligung an 

Wachstums- und Entwicklungsprozessen: Es beeinflusst Zellproliferation und 

Aggregation von Tropoelastin zu Elastin (Pilecki 2016, Pilecki 2015) und in Patienten 

mit Smith-Magenis-Syndrom, das mit Wachstumsstörungen und Störung der mentalen 

Entwicklung einhergeht (Omim (Online Mendelian Inheritance of Man) Eintrag 

#182290), liegt eine Deletion des MFAP4-Gens auf dem kurzen Arm vom 

Chromosom 17 vor (Omim #600596, Zhao 1995). MFAP ist vor allem an Prozessen 

mit vermehrter Fibrosierug und EZM-turnover beteiligt: MFAP4 trägt durch seine 

Integrinbindungseingeschaft und Interaktion insbesondere mit Zellen der glatten 

Muskulatur maßgeblich zu Remodelingprozessen der Atemwege sowie der 

Blutgefäßen bei (Schlosser 2016, Pilecki 2015). Es unterstützt die Elastogenese über 

die Aggregation von Fibrillin zu Mikrofibrillen und es ist bekannt, dass MFAP4 das 

Zielmolekül von Tranilast, einem Medikament, das zur Prävention hypertrophierender 

Narben eingesetzt wird, ist (Kasamatsu 2011, Furuichi 2000). Während des 

Fibrosierungsprozesses im Rahmen einer Leberzirrhose wird MFAP4 vermehrt 

exprimiert (Sækmose 2015, Mölleken 2009).   

Um nun den Einfluss von MFAP4 auf das Wachstum von sekundär lymphatischen 

Gewebe zu untersuchen wurde eine System gewählt, in dem sowohl das Wachstum 

während der Ontogenese als auch im adulten Organismus am gleichen Gewebe ohne 

dauerhafte Manipulation des Organismus analysiert werden kann. Mit der 

ontogenetisch entstanden Milz und Regeneraten aus Milztransplantationen steht ein 

solches System zur Verfügung. Die Milz ist das größte sekundär lymphatische Organ 

und beherbergt ca. 1/5 der gesamten Lymphozyten des Organismus (Cesta 2006). Sie 

wird von einer bindegewebigen Kapsel umgeben, von der Trabekel in das Innere des 

Organs hineinziehen. Die Milz besteht aus zwei funktionell unterschiedlichen 

Bereichen: [1] Der roten und [2] der weißen Pulpa. Die Anordnung der 
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unterschiedlichen Bereiche ergibt sich aus dem Aufbau des Blutgefäßsystems (Cerutti 

2013, Cesta 2006, Mebius 2005). Die rote Pulpa besteht aus Strängen retikulärer 

Fasern, die von Fibrozyten umgeben werden und enthalten viele Makrophagen, 

dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten und Plasmazellen (del Portillo 2012, 

Steiniger 2011, Mebius 2005). In die Stränge ergießt sich das Blut über ein offenes 

Gefäßsystem (Steiniger 2011, Mebius 2005). Die murine roten Pulpa hat vier 

Funktionsbreiche: [1] Blutfilterung (del Portillo 2012, Cesta 2006, Mebius 2005), [2] 

Eisenrecycling (den Haan 2012, Knutson 2003, Kristiansen 2001), [3] Beteiligung an 

der angeborene und erworbene Immunabwehr (den Haan 2012, Mebius 2005, Flo 

2004) und [4] extramedulläre Hämatopoiese (Cesta 2006). Die weiße Pulpa ist das 

sekundär lymphatische Gewebe der Milz und wird in drei Kompartimente unterteilt: 

[1] die T-Zell-Zone (TZZ) im Zentrum, [2] die angrenzenden Follikel und [3] die 

Marginalzone (MZ), die die Grenze der weißen zur roten Pulpa hin darstellt (Cesta 

2006, Mebius 2005, Welsch 2006). Abbildung 2 zeigt den Aufbau der weißen Pulpa 

am histologischen Präparat. Die Kompartimente der weißen Pulpa bestehen jeweils 

aus Stromazellen und retikulären Fasern, die nicht nur das Gerüst, sondern auch das 

richtige Milieu für die jeweiligen Immunzellen über eine kontinuierliche 

Wechselbeziehung mit diesen bereitstellen (Malhotra 2013, Siegert 2012, El Shikh 

2012, Roozendaal 2011, Saito 1988). Die Marginalzone besteht nach außen hin aus 

Marginalzonen-B-Zellen (MZBZs), dendritischen Zellen (DCs) und 

Marginalzonenmakrophagen (MZMs) (Hey 2012, Mueller 2009, Mebius  2005). Ihnen 

schließt sich der Marginalsinus als offener Gefäßabschnitt an (Cerutti 2013). Zur 

Ausbildung einer Immunantwort gelangt im Blut gelöstes Antigen über den 

Marginalsinus in die Marginalzone und wird durch die dort stationierten Zellen 

erkannt und phagozytiert bzw. gebunden (Cerutti 2013, den Haan 2012, Kang 2006, 

Mebius RE 2005). Die MZBZs als innate-like B-Lymphozyten bilden eine erste 

Abwehr aus, in dem sie zu extrafollikulär kurzlebige Plasmablasten differenzieren, die 

IgMs mit niedriger Affinität produzieren (Cerutti 2013, Pone 2012, Batisda 2009, 

Shapiro-Shelef 2005, Bendelac 2001). Aus der Marginalzone gelangt das Antigen auf 

drei Wege in die beiden anderen Kompartimente der weißen Pulpa: [1] über das 

conduit system, ein Rohrsystem der extrazellulären Matrix (Nolte 2003, Bajénoff 
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2009), [2] über ein shuttling der MZBZ (Cyster 2010, Batista 2009, Cinamon 2008, 

Cinamon 2004, Ferguson 2004) und [3] Über Einwanderung von DCs aus der MZ in 

die TZZ (Murphy 2009). In den Follikeln präsentieren FDCs die Antigene als 

Immunkomplexe naiven B-Zellen und in der TZZ präsentieren DCs dieses den naiven 

T-Zellen (Rezk 2013, El Shikh 2012, van Nierop 2002). Aktivierte B- und T-Zellen 

wandern in die B/T-Mischzone am Übergang der Follikel zur TZZ, in der den T-Zellen 

das Antigen erneut über die B-Zellen präsentiert wird (Tangye 2013, Liu 2013, Pereira 

2010, Reif 2002). Gemeinsam wandern B-Zellen mit den assoziierten T-Zellen dann in 

die Follikel und treten in die Keimzentrumsbildung ein (Shlomchik 2012, Victora 

2012, Zotos 2012). In der Keimzentrumsreaktion kommt es zunächst durch eine hohe 

Proliferationsrate der B-Zellen in einer dunklen Zone mit somatischer Hypermutation 

der V-Region des BCR-Gens zu B-Zellen, deren veränderter BCR eine veränderte 

Affinität aufweist (Hwang 2015, Victora 2012, Zotos 2012, Basso 2012, Yoshino 

1994). Die B-Zellen konkurrieren dann untereinander um die Interaktion mit FDCs 

und T-Zellen in einer hellen Zone des Keimzentrums (Chan 2012, Allen 2007). Dabei 

kommt es zu einer Selektion der B-Zellen, in der die mit gering affinem BCR in die 

Apoptose eingehen und die mit hoch affinen BCRs erneut in die dunkle Zone zur 

Proliferation und somatischen Hypermutation gelangen (Victora 2012, Nutt 2011, 

Batista 2009, Schwickert 2007, Depoil 2005). Über diese Affinitätsreifung entstehen 

B-Zellen mit sehr hoher Affinität des BCR für das präsentierte Antigen (Victora 2012, 

Murphy 2009). Zudem kommt es zu einem Ig-Klassenwechsel zur Produktion von 

unterschiedlichen Ig-Isotypen (Hwang 2015). Die B-Zellen mit sehr hoher Affinität 

des BCR differenzieren zu immunglobulinsezernierenden Plasmazellen sowie B-

Gedächtniszellen und verlassen die weiße Pulpa (Shlomchik 2012, Nutt 2011, Murphy 

2009, Fairfax 2008, Shapiro-Shelef 2005). Während der Keimzentrumsreaktion 

regulieren FDCs die B-Zell-Homöostase, Lymphozytendifferenzierung und den Abbau 

apoptotischer Zellen durch die tingible-body Makrophagen und tragen somit 

maßgeblich zur Keimzentrumsreaktion bei (Rezk 2013, El Shikh 2012, Cyster 2010, 

Batista 2009, Mueller 2009, Kranich 2008, Allen 2007, van Nierop 2002). 
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Um das Wachstum eines Milzregenerates zu induzieren, kann entwickeltes 

Milzgewebe in einen adulten Empfänger implantiert werden (Nohroudi 2005, Pabst 

1991). Im Gegensatz zu Transplantationen anderer Organe, wird bei dieser 

T-Zell-Zone (TZZ) 

T-Zellen 

dendritische Zellen 

fibroblastische Retikulumzellen 

Follikel (F) 

B-Zellen 

follikulär dendritische Zellen (FDCs) 

Keimzentren mit B-Zellen, FDCs, 

wenigen T-Zellen und 

Makrophagen 

Marginalzone (MZ) 

Marginalzonen-B-Zellen 

Marginalzonenmakrophagen 

metallophile Marginalzonenmakrophagen 

dendritische Zellen 

neutrophile Granulozyten 

Marginalzonen-Retikulumzellen 

F 

TZZ 

MZ 

500 µm 

Abb. 2: Histologisches Präparat einer murinen Milz mit Kennzeichnung der 

Kompartimente und der jeweils vorherrschenden Zelltypen. 

Immunhistochemische Darstellung von T-Zellen (TCR-β, orange), B-Zellen (B220, blau), 

metallophilen Marginalzonenmakrophagen (MOMA-1, braun) und Keimzentren (PNA, 

orange-braun) in der Milz einer Maus. In den Kästen sind die Zelltypen bzw. Strukturen der 

jeweiligen Kompartimente der weißen Pulpa aufgelistet. Der Pfeilkopf deutet auf die 

Zentralarterie und der Pfeil auf ein Keimzentrum. 

TZZ = T-Zell-Zone, F = Follikel, MZ = Marginalzone, FDCs = follikulär dendritische 

Zellen  
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Implantation das Transplantat nicht an das Gefäßsystem angeschlossen und somit nicht 

mehr ausreichend mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgt (Pabst 1991). Nur ein 

schmaler Randsaum des Transplantates kann per Diffusion von dem umgebenen 

Empfängergewebe versorgt werden, sodass dort einige Fibroblasten und Stammzellen 

überleben, während das übrige Transplantatgewebe nekrotisch wird (Nohroudi 2005, 

Pabst 1991, Dijkstra 1982). Innerhalb der ersten 42 Stunden post transplantationem 

erhalten Blutgefäße des Empfängers Anschluss an den Bereich unterhalb des vitalen 

Randsaumes, sodass sich Blut in das Gewebe ergießt und sich ein vaskulärer Raum 

bildet (Johnson 1989). Innerhalb der ersten Woche wird dieser Raum mit 

Endothelzellen ausgekleidet, Fibroblasten des Randsaumes proliferieren und 

produzieren retikuläre Fasern, sodass der Saum zu einer roten Pulpa wächst und sich 

fingerartig in den vaskulären Raum ausstreckt (Leitner 1994, Pabst 1991, Johnson 

1989). Aus jenem Raum ziehen Blutgefäße in das Innere des Transplantates, denen 

Fibroblasten folgen, um das nekrotische Gewebe innerhalb von 2 Wochen zu ersetzen 

(Nohroudi 2005, Pabst 1991, Johnson 1989, Dijkstra 1983b). In dieser Zeit sind erste 

Arterien angelegt (Johnson 1989), die von Lymphozytenansammlungen umgeben 

werden (Nohroudi 2005, Maesawa 1992, Dijkstra 1983b, Dijkstra 1982). 3 Wochen 

nach der Implantation sind alle Kompartimente der weißen Pulpa entwickelt (Maesawa 

1992, Dijkstra 1983b, Dijkstra 1982). Nach 8 Wochen ist mit der Fähigkeit der weißen 

Pulpa, Keimzentren zu bilden, der Regenerationsprozess abgeschlossen (Nohroudi 

2005, Pabst 1991, Claassen 1989,  Johnson 1989). Das Zentrum der Regenerate 

besteht aus einer Narbe, die je nach Alter des Empfängers unterschiedlich ausgedehnt 

ist (Westermann 1988b). Da das Wachstum des Regenerates von der Menge des 

bereits vorhandenen sekundär lymphatischen Gewebes abhängig ist (Nohroudi 2005, 

Tavassoli 1975), wird der Empfänger vor der Transplantation splenektomiert (Pabst 

1991). Funktionell bestehen Unterschiede zwischen Milzregeneraten und 

ontogenetisch entstandenen Milzen: Zwar findet die Phagozytose von Pathogenen statt 

(Marques 2003), ist die Clearance des Blutes bei verschiedenen Infektionen möglich 

(Pabst 1991, Westermann 1988a) und werden Antikörper gegen Thymus abhängiges 

sowie unabhängiges Antigen produziert (Leemans 1999, Claassen 1989), doch ist das 

Ausmaß dieser Vorgänge reduziert, sodass schwerere Krankheitsverläufe zu 
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beobachten sind (Pabst 1991, Westermann 1988a). Trotz dieser Einschränkungen 

entsteht nach avaskulären Transplantationen funktionsfähiges Milzgewebe unter 

ansonsten physiologischen Bedingungen im Empfängerorganismus (Nohroudi 2005, 

Pabst 1991).  

  

Die Fragestellungen dieser Arbeit und Ansätze, um diese zu beantworten sind: 

 

1. Wie ist MFAP4 in der Milz exprimiert und wo ist es lokalisiert? 

Dafür wurden WT Milzen immunhistochemisch und mittels Immunfluoreszenz 

auf MFAP4 und weitere Bestandteile der extrazellulären Matrix gefärbt.  

 

2. Beeinflusst MFAP4 die Entwicklung sekundär lymphatischen Gewebes während 

der Ontogenese und im adulten Organismus? 

Dafür wurden verschiedene Wachstums- und Entwicklungsparameter in WT 

und MFAP4-/- Milzen sowie Regenerate aus WT→WT und MFAP4-/-

→MFAP4-/- (KO→KO) Transplantationen untersucht.  

 

3. Wo wird MFAP4 für die Milz produziert? 

Dafür wurde MFAP4 in ontogenetischen Milzen und Regeneraten sowohl aus 

ungekreuzten (WT→WT und KO→KO), als auch gekreuzten (KO→WT und 

WT→KO) Transplantationen immunhistochemisch dargestellt und die MFAP4 

mRNA-Expression gemessen, um Informationen über die Verteilung und den 

Produktionsort von MFAP4 zu erhalten. 
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MATERIAL UND METHODEN  

 

Tiere und Tierhaltung 

 

Für alle Versuche wurden Labormäuse vom C57BL/6 Stamm verwendet, die von 

Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen wurden. Die MFAP4-/- Tiere wurden 

von einer kooperierenden Arbeitsgruppe der Syddansk Universitet (Schlosser et al., 

unveröffentlichte Daten) zur Verfügung gestellt. Die Tiere wurden in Gruppen von 

vier bis sechs Mäusen in Standardkäfigen (42,5 x 26,6 x 15,5 cm) aus durchsichtigem 

Polycarbonat mit einem Abdeckgitter aus Edelstahl (E. Becker & Co. GmbH, Castrop-

Rauxel, Deutschland) unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen in klimatisierten 

Räumen der zentralen Tierhaltung der Universität zu Lübeck gehalten. Trockenfutter  

(altromin 1430, Altromin GmbH, Lage, Deutschland) und Wasser standen den Tieren 

jeder Zeit zur Verfügung und die Streu aus Holzspänen (Altromin GmbH, Lage, 

Deutschland) wurde wöchentlich gewechselt. Bei einer Luftfeuchtigkeit von 60±5 % 

betrug die Umgebungstemperatur 23±1 °C. Durch eine Hellphase zwischen 05:00 und 

17:00 Uhr wurde ein Tag-Nach-Rhythmus von 12:12 Stunden erzeugt. Die Tiere 

konnten sich vor Versuchsbeginn 1 Woche akklimatisieren. Eine Genehmigung zur 

Durchführung der Tierversuche liegt vor (V252-72241.122-1 (24-3/02)). 

 

 

Operationen 

 

Alle chirurgischen Eingriffe erfolgten in der zentralen Tierhaltung der Universität zu 

Lübeck in gesonderten ebenfalls spezifisch pathogenfreien Räumen und erfolgten 

unter sauberen aber nicht sterilen Bedingungen. Die Tiere lagen auf sterilen 

Operationstüchern. Das verwendete Operationsbesteck (Instrumente aus hochlegiertem 

Edelstahl) wurde vor jedem Operationstag autoklaviert und zwischen den Eingriffen 

an verschiedenen Tieren mit 70 %-igem Ethanol (C. Roth GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland) gereinigt. Injektionen erfolgten mit sterilen Einwegspritzen 

(BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland). Vor und nach der Operation wurden die 
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Mäuse gewogen. Eine Kurznarkose wurde durch die intraperitoneale Injektion einer 

Narkoselösung aus Ketaminhydrochlorid (12 mg/ml; Ketanest S, Pfizer Pharma 

GmbH, Berlin, Deutschland) und Xylazinhydrochlorid (1,6 mg/ml; Rompun, Bayer 

HealthCare, Leverkusen, Deutschland) in steriler 0,9 % NaCl-Lösung in einer 

Dosierung von 10 ml/kg Körpergewicht eingeleitet. Nach 10 Minuten konnte mit dem 

Eingriff begonnen werden. 

 

 

Milztransplantation 

 

Die Tiere wurden mit der Ventralseite nach oben gelagert. Zur Desinfektion wurde der 

Bauch mit 70 %-igem Ethanol (C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

eingesprüht. Die Bauchhaut wurde mit einer Pinzette angehoben, sodass mit einer 

Schere ca. 1,5 cm unterhalb des Sternums ein kleiner Einschnitt vorgenommen werden 

konnte. Die Bauchmuskulatur und das Peritoneum wurden ebenfalls gefasst und 

eingeschnitten. die Schnitte wurden anschließend bis zum Processus xiphoideus nach 

kranial verlängert. An die linke Seite des Einschnittes wurde ein steriler mit 0,9 %-iger 

NaCl-Lösung getränkter Tupfer gelegt, auf die der aus der Bauchhöhle gehobene 

Darmabschnitt abgelegt werden konnte. Dieser wurde während der Operation 

regelmäßig mit steriler 0,9 %-iger NaCl-Lösung befeuchtet. Der Magen wurde 

angehoben, sodass das Ligamentum gastrosplenicum milznah mit einer Schere 

durchtrennt werden konnte. Die milzversorgenden Gefäße wurden aufgesucht, 

elektrisch koaguliert und durchtrennt, sodass die Milz entnommen werden konnte.  

Die von den Spendertieren entnommenen Milzen wurden gewogen, in Petrischalen mit 

steriler 0,9 %-iger NaCl-Lösung abgelegt und jeweils in vier etwa gleich große 

Fragmente geteilt. Zwei der Fragmente, deren Gewicht ebenfalls bestimmt wurde, 

wurden dem jeweiligen Empfänger zwischen Ligamentum gastrosplenicum und 

Magenwand eingeschoben. Einige Tiere erhielten Fragmente der eigenen Milz 

(Autotransplantation). Nach einer abschließenden Lagekontrolle der Transplantate 

erfolgte die Reposition von Magen und Darm. Die Bauchhöhle wurde mit steriler 0,9 

%-iger NaCl-Lösung befeuchtet bevor die Bauchmuskulatur und Haut mit 
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resorbierbarem Nahtmaterial (5-0, Ethicon Vicryl, Johnson & Johnson Medical, 

Norderstedt, Deutschland) fortlaufend zugenäht wurden. Die Abdeckung der Wunde 

erfolgte mit einem Sprühpflaster (Leukoplast®, BSN medical GmbH & Co KG, 

Hamburg, Deutschland). Die Tiere wurden zurück in den Käfig gelegt und ihr 

Erwachen abgewartet. 

 

 

Organentnahme 

 

8 Wochen nach der Transplantation wurden die Versuchstiere in Narkose mit 

Kohlenstoffdioxid getötet. Nach der Eröffnung der Bauchhöhle wurden die 

Milzregenerate aufgesucht, entnommen und deren Gewicht ermittelt. Teilweise 

erfolgten zusätzlich eine Teilexcision des Schwanzes und eine Exstirpation des rechten 

poplitealen Lymphknotens. Die entnommenen Organe und Gewebe wurden in 

flüssigem Stickstoff (–196°C) schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei –

80°C gelagert. 

 

 

Färbungen 

 

Die zu färbenden Organe und Gewebe wurden bei – 20°C im Einbettmedium (Tissue-

Tek®, Leica Instruments GmbH, Nußloch, Deutschland) fixiert. Mit einem 

Serienschnittmikrotom (HYRAX C 50, Kryostat, Carl Zeiss Microscopy GmbH, 

Göttingen, Deutschland) erfolgte die Herstellung von 12 µm dicken Gefrierschnitten, 

die auf Glasobjektträger (Superfrost, Iso-Norm 8037, Menzel Glasbearbeitungswerk 

GmbH & Co. KG, Braunschweig, Deutschland) übertragen, bei Raumtemperatur für 2 

h luftgetrocknet und anschließend bei –20°C gelagert wurden. Für jedes Organ wurden 

3 Schnitte gefärbt und an einem weiteren Schnitt eine negative Kontrollfärbung 

durchgeführt. Diese Kontrollschnitte wurden wie die Schnitte zur positiven Färbung 

behandelt, mit der Ausnahme, dass die Inkubation mit dem Primärantikörper ausblieb. 

Informationen zu der Zusammensetzung und der Bezugsquelle der verwendeten 
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Lösungen und eine Auflistung der Antikörper mit weiteren Informationen zum Klon 

und Isotyp sowie der Bezugsquelle sind am Ende dieses Abschnittes den Tabellen 1 

und 2 zu entnehmen. 

 

 

Immunhistochemische Färbungen 

 

Zur Untersuchung der Struktur und der Entwicklung der Milzen und Milzregenerate 

wurden an verschiedenen Schnitten des jeweils gleichen Organs verschiedene Zellen 

und Strukturen gefärbt. Verwendet wurde dabei die Avidin-Biotin-Methode. Dabei 

werden spezifische monoklonale Primärantikörper auf den jeweiligen Schnitt gegeben, 

die an die zu färbenden Zellen oder Strukturen binden. Nach einer fakultativen 

Hinzugaben von Sekundärantikörpern und einer obligaten enzymatischen Farbreaktion 

werden die mit dem Primärantikörper detektierten Zellen und Strukturen sichtbar. Die 

Antikörper wurden – wenn nicht anders gekennzeichnet – in TBS-Tween angesetzt 

und die Inkubation mit diesen erfolgte bei Raumtemperatur in einer dunklen 

Feuchtkammer. Wenn nicht anders beschrieben, erfolgte nach jedem Schritt eine 

Spülung der Präparate für 10 Minuten mit TBS-Tween. Im Anschluss an die 

Färbungen wurden die Präparate mit Eindeckmedium (Aquatex®, Merck KGaA, 

Darmstadt, Deutschland) beschichtet. 

 

 

1. Metallophile Marginalzonenmakrophagen, Makrophagen der roten Pulpa, T-

Zellen, Keimzentren 

 

Die Schnitte wurden für 10 Minuten bei – 20°C in einem Bad aus Methanol und 

Aceton (Verhältnis 1:1; C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Es 

folgte die Inkubation mit den biotinylierten Primärantikörpern anti-mouse-MOMA-1 

(Verdünnung 1:500; metallophile Marginalzonenmakrophagen), anti-mouse-F4/80 

(Verdünnung 1:500; Makrophagen der roten Pulpa), anti-mouse-TCR-β (Verdünnung 

1:100; T-Zellen) bzw. dem ebenfalls biotinylierten Lektin PNA (= peanut Agglutinin; 
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Verdünnung 1:100; Keimzentren) für 1 Stunde. Im Anschluss an eine 30 minütige 

Inkubation mit  1:100 verdünntem Avidin-Peroxidase-Komplex (ExtrAvidin®-

Peroxidase, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) erfolgte die 

Färbung mit der Zugabe von 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB, C. Roth GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland) für 5 Minuten. 

 

 

2. B-Zellen, FDCs 

 

Die Fixierung der Schnitte erfolgte ebenfalls für 10 Minuten in Methanol und Aceton 

(Verhältnis 1:1; C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland). Eine Inkubation 

mit den Primärantikörpern anti-mouse-CD45R/B220 (Verdünnung 1:100 im Puffer für 

anti-mouse-CD45R/B220; B-Zellen) und anti-mouse-FDC-M1 (Verdünnung 1:100; 

FDCs) folgte für 1 Stunde. Anschließend wurden die Schnitte mit einem biotinylierten 

polyklonale Kaninchen-anti-Ratte Sekundärantikörper (Verdünnung 1:500, Caltag 

Laboratories, Burlingame, USA)) für 30 Minuten inkubiert. Nach einer weiteren 30 

minütigen Inkubation mit dem Avidin-alkalische-Phosphatase-Komplex (Verdünnung 

1:100; ExtrAvidin®-Akaline Phosphatase, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland) erfolgte die Farbreaktion für 25 Minuten mit Fast Blue (Fast Blue BB 

Salt, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland).  

 

 

3. MFAP4 

 

Auch hier wurde die Fixierung der Schnitte in einem Bad aus Methanol und Aceton 

(Verhältnis 1:1, C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) durchgeführt. Die 

Inkubation mit dem FITC-gekoppelten Primärantikörper Hyb7-14 (Verdünnung 1:200; 

MFAP4) erfolgte für 1 Stunde.  Anschließend wurde der biotinylierte anti-FITC 

Sekundärantikörper (Verdünnung 1:1000) für 30 Minuten hinzugegeben. Nach einer 

30 minütigen Inkubation mit dem Avidin-alkalische-Phosphatase-Komplex 

(Verdünnung 1:100; ExtrAvidin®-Akaline Phosphatase, Sigma-Aldrich Chemie 
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GmbH, Steinheim, Deutschland) erfolgte die Farbreaktion für 25 Minuten mit Fast 

Blue (Fast Blue BB Salt, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland).  

 

 

4. Doppelfärbung: proliferierende Zellen und B-Zellen 

 

In einer weiteren immunhistochemischen Färbung wurden B- und proliferierende 

Zellen zusammen an jeweils dem gleichen Schnitt dargestellt. Im Gegensatz zu den 

anderen Färbungen erfolgte die Fixierung der Präparate bei Raumtemperatur in 

Chlorophorm und anschließend ohne zwischenzeitiges Spülen in Aceton (C. Roth 

GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) für jeweils 10 Minuten. Nach einer 

Spülung mit TBS-Tween wurden sie mit Paraformaldehyd (4% PFA in PBS) für 45 

Minuten inkubiert. Die Färbung der proliferierenden Zellen wurde durch die 

Inkubation mit dem anti-mouse-Ki-67 (Verdünnung 1:100 im Puffer für anti-mouse-

Ki-67) über Nacht angeschlossen. Nach einer 30 minütigen Inkubation mit den 

biotinylierten polyklonalen Kaninchen-anti-Ratte Sekundärantikörpern (Verdünnung 

1:500 in TBS-Tween mit 5% Mausserum, Caltag Laboratories, Burlingame, USA) und 

einer anschließenden ebenfalls 30 minütigen Inkubation mit dem Avidin-alkalische-

Phosphatase-Komplex (Verdünnung 1:100; ExtrAvidin®-Akaline Phosphatase, Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) erfolgte die Farbgebung mit der 

Zugabe von Fast Red (Fast Red TR, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland) für 25 Minuten. Die Färbung der B-Zellen erfolgte im Anschluss in 

gleicher Weise, wie in der Einzelfärbung der B-Zellen mit dem Primärantikörper 

gegen CD45R/B220 beschrieben. 

 

 

 

Immunfluoreszenzfärbungen  

 

Mit der Immunfluoreszenz wurden in Doppelfärbungen MFAP4 und das ER-TR7 

Antigen beziehungsweise Laminin und Podoplanin zusammen dargestellt. Während 
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der Hyb 7-14 Antikörper gegen MFAP4 mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert 

war, wurde zur Darstellung der Antikörper gegen das ER-TR7 Antigen und Laminin 

ein konjugierter Sekundärantikörper verwendet. Im Anschluss an die Färbungen 

wurden die Präparate mit Eindeckmedium für Fluoreszenzfärbungen (Mowiol® 4-88, 

Polysciences Europe GmbH, Eppelheim, Deutschland) beschichtet. 

 

Die Schnitte wurden in einem Bad aus Methanol und Aceton (Verhältnis 1:1; C. Roth 

GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Es folgte die Inkubation mit den 

Primärantikörpern Hyb 7-14 (Verdünnung 1:200; MFAP4) und ER-TR7 (Verdünnung 

1:500; ER-TR7 Antigen) beziehungsweise anti-Laminin (Verdünnung 1:100; Laminin) 

und anti-PDPN (Verdünnung 1:400; Podoplanin) für 1 Stunde. Anschließend wurde 

das Präparat lichtgeschützt gespült. Die Inkubation mit dem Sekundärantikörper gegen 

den ER-TR7 Antikörper (Verdünnung 1:3000) beziehungsweise den anti-Laminin 

(Verdünnung 1:500) und anti-PDPN Antikörper (Verdünnung 1:200) schloss sich für 1 

Stunde an, bevor die Schnitte erneut lichtgeschützt gespült wurden. 

 

Tabelle 1: Auflistung der in der Immunhistochemie verwendeten Lösungen 

 

Lösung Zusammensetzung Bezugsquelle 

Paraformaldehyd (PFA) 4 % PFA (w/v) in PBS Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

PBS (Phosphat gepufferte 

Saline) 

2,5 mM KCl; 1,5 mM KH2PO4; 

140 mM NaCl; 6,5 mM Na2HPO4; 

in Aqua bidest.; pH 7,25 

PAA Laboratories GmbH, 

Cölbe, Deutschland 

Puffer für anti-mouse-Ki-67 

und anti-mouse-

CD45R/B220 

1 % BSA; 0,1 % NaN3; in PBS Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

TBS-Tween 0,05 M TRIS; 0,05% Tween®20; 

0,8 % NaCl in Aqua bidest.; pH 

7,6 

Serva GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 
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Tabelle 2: Auflistung der in den Färbungen verwendeten Antikörper  

 

Antikörper Konjugat Klon Isotyp Bezugsquelle 

anti-FITC Biotin B13-DE1 Maus IgG1 L. Karawajew, Berlin, 

Deutschland  

anti-goat Alexa 

Fluor® 647 

polyklonal Esel IgG Jackson ImmunoResearch 

Laboratories Inc., West 

Grove, USA 

anti-Laminin keines Ig-Fraktion von Antiserum 

aus Kaninchen 

Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

anti-mouse-

CD45R/B220 

keines RA3-6B2 Ratte IgG2a BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

anti-mouse-F4/80 Biotin CI:A3-1 Ratte IgG2b Caltag Laboratories, 

Burlingame, USA 

anti-mouse-FDC-

M1 

keines FDC-M1 Ratte IgG2c BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

anti-mouse-Ki-67 keines TEC-3 Ratte IgG2a DakoCytomation Denmark 

A/S, Glostrup, Dänemark 

anti-mouse-

MOMA-1 

Biotin MOMA-1 Ratte IgG2a Acris Antibodies GmbH, 

Hiddenhausen, Deutschland 

anti-mouse-PDPN keines polyklonal Ziege IgG R&D Systems, Wiesbaden, 

Deutschland 

anti-mouse-TCR-β Biotin H57-597 Hamster 

IgG2 

BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

anti-rabbit-

immunglobulins 

Alexa 

Fluor® 555 

Ig-Fraktion von Antiserum 

aus Affen 

Life Technologies, 

Darmstadt, Deutschland 

anti-rat-

immunglobulins 

Biotin Ig-Fraktion von Antiserum 

aus Kaninchen 

DakoCytomation Denmark 

A/S, Glostrup, Dänemark 

anti-rat-

immunglobulins 

549 

DyLightTM 

Ig-Fraktion von Antiserum 

aus Affen 

Jackson ImmunoResearch 

Laboratories Inc., West 

Grove, USA 

ER-TR7 keines ER-TR7 Ratte IgG2a Acris Antibodies GmbH, 

Hiddenhausen, Deutschland 

Hyb7-14 FITC HG-Hyb 

7-14 

Maus G. L. Sørensen, Syddansk 

Universitet, Odense, 

Dänemark 

 

 

Auswertung der gefärbten Milzschnitte 

 

Die qualitative und semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen 

Färbungen erfolgte am Lichtmikroskop (Axiovert 200, Carl Zeiss MicroImaging 

GmbH, Göttingen, Deutschland). Für die quantitative Analyse wurden alle drei 

Schnitte eines Organs für jede Färbung ausgewertet und der Mittelwert für jedes Organ 
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berechnet. alle Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop photographiert (Axiovert 

4.2 Software, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Deutschland) und die 

Vermessung erfolgte mit dem Programm Image J (Version 1.45 für Windows XP; 

http://www.pcwelt.de/downloads/ImageJ-1325332.html, Stand: 07.01.2012). Dabei 

wurde zunächst die gesamte Fläche (ges. Fl.) jedes Milzschnittes vermessen und die 

Werte später für die Berechnung des prozentualen Anteils der Fläche der jeweiligen 

Kompartimente an dem gesamten Milzschnitt herangezogen. Für die Auswertung der 

roten (RP) und weißen Pulpa (WP) wurde die anti-F4/80-Färbung verwendet. Dabei 

wurde die Fläche der nicht gefärbten Areale, die der weißen Pulpa entsprach, 

vermessen. Die Berechnung erfolgte nach folgenden Formeln: 

 

𝑅𝑃 (𝑚𝑚2) =  𝑔𝑒𝑠. 𝐹𝑙. (𝑚𝑚2) −  𝐹𝑙. 𝑊𝑃 (𝑚𝑚2) 

 

𝑊𝑃 (%) = 100% − 𝑅𝑃 (%) 

 

Die Vermessung der T-Zell-Zone (TZZ) erfolgte an den mit anti-TCR-β gefärbten 

Schnitten. 

Die B-Zell-Zone besteht aus zwei Bereichen: [1] den Follikeln und [2] den 

Marginalzonen B-Zellen (MZBZ) (Cesta 2006). An der anti-CD45R/B220-Färbung 

können diese beiden Bereiche optisch unterschieden werden. Die Marginalzone wurde 

hier als Summe der Fläche, in der MZBZ vorkommen, und der Fläche, die die 

metallophilen Marginalzonenmakrophagen (MMM) einnehmen, definiert. Daher 

erfolgte die Auswertung der anti-CD45R/B220-Färbung, indem die Fläche der 

gesamten BZZ und zusätzlich die Fläche der Follikel vermessen wurden. Die Fläche 

der MZBZ wurde sodann wie folgt berechnet: 

 

𝑀𝑍𝐵𝑍 (𝑚𝑚2) =  𝐵𝑍𝑍 (𝑚𝑚2) −  𝐹𝑜𝑙𝑙𝑖𝑘𝑒𝑙 (𝑚𝑚2) 
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In der Färbung mit dem Primärantikörper anti-MOMA-1 wurde die Fläche 

ausgemessen, die von den MMMs eingenommen wurde, sodass der prozentuale Anteil 

der Marginalzone (MZ) an der gesamten Schnittfläche folgendermaßen berechnet 

werden konnte: 

 

𝑀𝑍 (%) =  𝑀𝑍𝐵𝑍 (%) +  𝑀𝑀𝑀 (%) 

 

Für die Untersuchung des FDC-Netzwerkes wurden in den mit anti-FDC-M1 gefärbten 

Schnitten zum Einen die Fläche, die dieses Netzwerk einnahm, ausgemessen und zum 

Anderen die Anzahl der FDCs bestimmt. Mit beiden Werten konnte die Dichte der 

FDCs als Anzahl der FDCs pro 0,5 mm² des Netzwerkes berechnet werden. 

Anhand der PNA Färbungen wurden die Fläche, die die Keimzentren einnahmen, und 

ihre Anzahl pro Milzschnitt bestimmt. 

In den doppelt gefärbten Schnitten mit Antikörpern gegen CD45R/B220 und Ki-67 

wurden die BZZ und die TZZ getrennt bezüglich der Zellproliferation betrachtet. Pro 

Schnitt wurden jeweils zwei Areale in der BZZ und der TZZ umfahren, ihre Fläche 

bestimmt und die in ihr vorkommenden proliferierenden Zellen gezählt, sodass die 

Dichte der proliferierenden Zellen als Anzahl pro 0,5 mm² in beiden Zonen berechnet 

werden konnte. In der TZZ war eine Unterscheidung von proliferierenden B- und T-

Zellen anhand der Doppelfärbung möglich, sodass hier nur die proliferierenden T-

Zellen gezählt wurden. In der BZZ war diese Unterscheidung nicht möglich, sodass 

hier alle proliferierenden Zellen mitgezählt und als proliferierende B-Zellen bezeichnet 

wurden. In zwei Regeneraten aus WT→KO Transplantationen war die Fläche, in der 

proliferierende T-Zellen gezählt werden konnten, zu klein, sodass die ausgezählten 

Flächen beider Regenerate zusammengelegt und somit beide als ein Regenerat 

behandelt wurden. 

 

Die mit der Immunfluoreszenz gefärbten Schnitte wurden unterm 

Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Deutschland) 

ausgewertet. Die Aufnahmen wurden mit CellSens® (Olympus Europa Holding 

GmbH, Hamburg, Deutschland) erstellt. Für die Aufnahmen der Positivfärbungen von 
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MFAP4 musste die Belichtungszeit am Mikroskop im Vergleich zu den 

Negativkontrollfärbungen herunter reguliert werden, da das Präparat sonst 

überbelichtet gewesen wäre. Bei den Doppelfärbungen wurden die Färbungen einzeln 

abphotographiert und mit Adobe® Photoshop® CS3 Extended (Version 10.0.1, Adobe 

Systems GmbH, München, Deutschland) in verschiedenen Farbkanälen 

übereinandergelegt. Dabei musste der Kontrast und die Helligkeit des Originalbildes 

angepasst werden, um eine gemeinsame Darstellung zu ermöglichen. 

 

 

Polymerasekettenreaktion (PCR) 

 

Von jedem Organ wurden fünf 12 µm dicke Schnitte mit dem Serienschnittmikrotom 

(HYRAX C 50, Kryostat, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Göttingen, Deutschland) 

hergestellt, aus denen RNA isoliert und zu cDNA umgeschrieben wurde. Bei der 

Durchführung dieser Methoden wurden Arbeitsflächen mit 1%-iger SDS-Lösung (C. 

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) gereinigt, um möglichst RNase-freie 

Bedingungen zu schaffen. Mit der quantitativen Real-Time (RT)-PCR wurde dann die 

relative Genexpression von MFAP4 quantifiziert. Die Sequenzen der verwendeten 

Primer sind der Tabelle 3 am Ende dieses Abschnittes zu entnehmen. 

 

 

RNA-Isolation und cDNA-Synthese 

 

Zur RNA-Isolation wurde das innuPREP RNA Mini Kit (Analytika Jena AG, Jena, 

Deutschland) verwendet. Die Proben wurden mit 700 µl Lysepuffer lysiert, 1 Minute 

gevortext und kurz bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert (Zentrifuge 5417R, 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Durch zehnmaliges Aufziehen mit feinen 

Kanülen (26 G Sterican®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) wurden 

Nukleinsäuren von anderen Zellbestandteilen gelöst. Es wurden 700 µl 70 %-iges 

Ethanol (C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) zu den Proben gegeben 

und diese durch zehnmaliges Aufziehen mit Pipettenspitzen gemischt. 700 µl jeder 
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Probe wurde in eine Spin Filter R Säule mit Receiver-Tube überführt und 2 Minuten 

bei 12.000 rpm zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen. Die restlichen 700 µl jeder 

Probe wurden dann ebenfalls in die Säule pipettiert und diese erneut für 2 Minuten bei 

12.000 rpm zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und das Receiver-Tube 

gewechselt. Es folgten zwei Waschschritte mit 500 µl Washing solution HS 

beziehungsweise 700 µl Washing solution LS für je 1 Minute bei einer Zentrifugation 

mit 12.000 rpm. Das Filtrat und Receiver-Tube wurden nach beiden Waschschritten 

verworfen beziehungsweise gewechselt. Durch erneute Zentrifugation mit 12.000 rpm 

für 2 Minuten wurde der Säuleninhalt getrocknet. Die RNA im Filter wurde mit 60 µl 

RNase-freiem Wasser (Analytika Jena AG, Jena, Deutschland) unter Zentrifugation (1 

Minute bei 8.000 rpm) eluiert. Die Säule wurde anschließend verworfen und die 

gelöste RNA in einer Vakuumzentrifuge (Concentrator 5301, Eppendorf AG, 

Hamburg, Deutschland) bei 60 °C über 20 Minuten auf 8 µl eingedampft.  

Für die cDNA-Synthese wurde ein cDNA-Synthese Kit (#EP 0452, Thermo Scientific, 

Waltham, USA) verwendet. Mit der Zugabe von 1 µl 10x DNase-Puffer und 1 µl 

DNase-I-Enzym (1 U/µl) wurde restliche genomische DNA bei 20 °C verdaut. Der 

Prozess wurde nach 15 Minuten mit der Zugabe von 1,5 µl EDTA-Stopplösung  

(Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland) beendet (10 Minuten bei 70 °C). 

Anschließend wurden die Proben auf Eis gelagert. Die RNA wurde mit der Zugabe 

von 8,5 µl Reverse Transkriptase Mastermix (BD Biosciences Pharmingen, 

Heidelberg, Deutschland) für 10 Minuten bei Raumtemperatur und weiteren 50 

Minuten bei 42 °C in cDNA umgeschrieben. Anschließend wurde das Enzym durch 

15-minütiges Erhitzen der Proben auf 70 °C inaktiviert. Die Proben wurden bei -20 °C 

gelagert. 

 

 

Quantitative real-time RT-PCR 

 

Es wurde das ABI Prism® 7900 Sequence Detection System (Applied Biosystems, 

Darmstadt, Deutschland) verwendet. Je Probe wurden 0,625 µl cDNA, 2 µl Primer 

(jeweils forward und reverse), 10 µl 2x Mastermix und 7,4 µl destilliertes Wasser 
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angesetzt. Das PCR-Programm begann mit einer ersten Denaturierung (6 Minuten bei 

95 °C). Im Anschluss folgten 50 Zyklen Amplifizierung der spezifischen Sequenzen 

(45 Sekunden bei 95 °C, 1 Minute bei 60 °C). Die Auswertung der PCR-Ergebnisse 

erfolgte mit der SDS 2.2.1 RQ Software (RQ Software Applied Biosystems, 

Darmstadt, Deutschland), mit der der ct-Wert (cycle of threshold) bestimmt wurde. 

Die relative Genexpression von MFAP4 wurde berechnet, indem die Kopienzahl von 

MFAP4 pro Kopie des Housekeeping Gens MLN51 mit folgender Formel berechnet 

wurde: 

2(𝑐𝑡 𝑀𝐿𝑁51−𝑐𝑡 𝑀𝐹𝐴𝑃4) 

 

Zur Verifizierung der Ergebnisse wurde das entstandenen PCR-Produkt auf ein 

Agarosegel (2 % Agarose, 50 ml 1x TAE-Puffer, 3 µl Ethidiumbromid zur Anfärbung 

von dsDNA; Probe versetzt mit 6x Gelladepuffer) aufgetragen. 

                                                                                                                                      

Tabelle 3: Auflistung der in der PCR verwendeten Primer 

Primer Sequenz 

MLN51 forward 5’ CCAAGCCAGCCTTCATTCTTG 

MLN51 reverse 5’ TAACGCTTAGCTCGACCACTCTG 

MFAP4 forward 5’ TATCTACGCCCAGGGCTATC 

MFAP4 reverse 5‘ CAAAGCCCAGCTTGTAGTCG 

 

 

 

Statistische Auswertung und graphische Darstellung 

 

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SigmaPlot 11.0 (Systat 

Software GmbH, Erkrath, Deutschland) Für die Daten wurden jeweils der Mittelwert 

und Standardabweichung bestimmt. Der statistische Vergleich von zwei nicht-

zusammenhängenden Stichproben erfolgte durch den Mann-Whitney-U-Test. Die 

Graphen wurden mit  dem Programm GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., 

La Jolla, CA, USA) erstellt. 
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ERGEBNISSE 

 

MFAP4 co-lokalisiert mit Laminin in den Follikeln und der TZZ 

 

Bevor der Einfluss von MFAP4 auf das Wachstum der Milz untersucht wurde, erfolgte 

die immunhistochemische Darstellung dieses Proteins, um seine Lokalisation 

innerhalb der einzelnen Kompartimente zu bestimmen, da diese in der Milz nur 

ansatzweise (Toyoshima 1999) bekannt ist. Die gefärbten MFAP4-/- Milzen 

unterschieden sich kaum von den Kontrollfärbungen ohne primären Antikörper. In den 

WT Milzen herrschte folgendes Verteilungsmuster (Abb. 3): MFAP4 war stark in der 

Kapsel und der Wand von Trabekelgefäßen sowie Zentralarterie präsent und 

imponierte hier in Form von dicht und parallel gelagerten, längs zu den Gefäßlumina 

verlaufenden Fasern. Von beiden Strukturen zogen Stränge von MFAP4 in die rote 

Pulpa hinein und rarefizierten sich dabei so, dass dort vereinzelt dünne und locker 

verteilte Fasern vorhanden waren. Dadurch war eine deutliche Abgrenzung der weißen 

Pulpa möglich, in der wiederum anhand des Verteilungsmusters und der Dichte von 

MFAP4 die TZZ und die Follikel unterschieden werden konnten. In der TZZ war 

MFAP4 in näherungsweise parallel verlaufenden kräftigen Strängen angeordnet, die 

die gesamte TZZ durchzogen  und entlang der Zentralarterie verliefen. In den Follikeln 

waren diese Stränge dünner und kürzer sowie bei aufgehobener Parallelität lockerer 

verteilt. Die Marginalzone war nicht von der roten Pulpa abzugrenzen. In der 

semiquantitativen Auswertung wurde die unterschiedliche Verteilung und Dichte von 

MFAP4 zwischen den Kompartimenten weiterführend erfasst (Abb. 3).  
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Abb. 3: MFAP4 wird stark in WT Milzen in der Kapsel, den Trabekelgefäßen sowie 

den Follikeln und der T-Zell-Zone exprimiert, während es in MFAP4-/- Milzen nicht 

exprimiert wird. 

Färbung von MFAP4 (Hyb 7-14) in ontogenetisch entstandenen WT und MFAP4-/- Milzen in 

einer Übersichtsaufnahme und einer vergrößerten Aufnahme der weißen Pulpa. 

F = Follikel, RP = rote Pulpa, T = T-Zell-Zone, WP = weiße Pulpa 
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Zur Beurteilung der Lagebeziehung von MFAP4 zu anderen Bestandteilen der 

extrazellulären Martrix erfolgten Doppelimmunfluoreszenzfärbungen von MFAP4 mit 

ER-TR7 und Laminin. Die Fluoreszenzfärbung von MFAP4 zeigte das aus der 

Immunhistochemie bekannte Verteilungsmuster von MFAP4 (Abb. 4). 

Das ER-TR7 Antigen stellte sich wie MFAP4 stark in der Kapsel, der Wand der 

Trabekelgefäße und der Wand der Zentralarterie dar. Eine Co-Lokalisation dieser 

beiden Proteine bestand in diesen Strukturen. In der roten Pulpa imponierte es, anders 

als MFAP4, als dichtes retikuläres Netzwerk. Innerhalb der weißen Pulpa zeigte sich 

zwar eine ähnliche Verteilung der MFAP4 positiven Fasern in der TZZ, eine Co-

Lokalisation von ER-TR7 und MFAP4 besteht jedoch nicht (Abb. 4 und 5). Anders, 

als in der MFAP4 Färbung kamen in den Follikeln kaum ER-TR7 positive Strukturen 

zur Darstellung und die Marginalzone wurde von einem dichten Netz ER-TR7 

positiver Fasern durchzogen (Abb. 4).  

In der Lamininfärbung fiel ebenfalls eine starke Anfärbung der Kapsel und der Wand 

der Trabekelgefäße auf (Abb. 4). Hier zeigte sich ebenfalls eine Co-Lokalisation mit 

MFAP4. Ähnlich wie das ER-TR7 Antigen wurde die rote Pulpa durch ein dichtes 

Laminin positives retikuläres Netzwerk durchzogen, wobei zusätzlich kleinere Gefäße 

als voluminösere Strukturen vom retikulären Netzwerk abgegrenzt werden konnten 

(Abb. 4). In der TZZ zeigte sich das aus der MFAP4 Färbungen bekannte Fasersystem, 

das sich auch hier in die Follikel fortsetzte. Sowohl in der TZZ, als auch in den 

Follikeln besteht eine Co-Lokalisation von Laminin und MFAP4 (Abb. 4 und 5). Auch 

in der Lamininfärbung kam die Marginazone duch eine grobes Netzwerk aus Laminin 

positiven Strukturen zur Darstellung (Abb. 4).   

Eine semiquantitative Auswertung ergänzte die qualitativen Befunde der einzelnen 

Färbungen und verdeutlicht die Verteilung und Dichte der gefärbten Strukturen (Abb. 

4). 
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In Zusammenschau der Befunde besteht eine Co-Lokalisation von MFAP4 mit ER-

TR7 und Laminin sowohl in der Kapsel, als auch in den Gefäßwänden. Innerhalb der 

TZZ und den Follikeln besteht eine Co-Lokalisation mit Laminin.  

Weiterführend erfolgte eine simultane Darstellung von MFAP4 und Podplanin, einem 

Marker für fibroblastische Retikulumzellen (FRCs). Dabei zeigte sich eine Co-

Lokalisation von MFAP4 in der Kapsel und der TZZ. Follikel, Marginalzone und rote 

Pulpa sowie die Gefäßwände kamen kaum bzw. nicht zur Darstellung (Abb. 4). 

 

 

 

 

 

 

 



ERGEBNISSE 

 

28 
 

F 

TZZ 

F 

F TZZ 

TZZ 

TZZ 
TZZ 

F 

F 

F 

TZZ 

TZZ 

F 

TZZ 

F 

TZZ 

200 µm 

 

 

 MFAP4 ER-TR7 Laminin Podoplanin 

Kapsel +++++ +++++ +++++ +++++ 
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Abb. 4: MFAP4 ist in den Follikeln mit Laminin und in der TZZ mit Laminin und 

Podoplanin co-lokalisiert. 

Immunfluoreszenzfärbung von MFAP4 (Hyb 7-14, grün) mit  dem ER-TR7 Antigen (ER-

TR7, rot) beziehungsweise Laminin (anti-Laminin, rot) und Podoplanin (PDPN, anti-

Podoplanin, rot). 

F = Follikel, TZZ = T-Zell-Zone 
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Abb. 5: MFAP4 ist in der TZZ mit Laminin, nicht aber ER-TR7 co-lokalisiert. 

Immunfluoreszenzfärbung von MFAP4 (Hyb 7-14, grün) mit  dem ER-TR7 Antigen (ER-

TR7, rot) beziehungsweise Laminin (anti-Laminin, rot) und Podoplanin (PDPN, anti-

Podoplanin, rot). Vergrößerte Aufnahem der TZZ. 
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Das Fehlen von MFAP4 hat keinen Einfluss auf die Entwicklung der Milz 

während der Ontogenese 

 

Um den Einfluss von MFAP4 auf das Wachstum und die Entwicklung der Milz 

während der Ontogenese zu beurteilen, wurden das Gewicht  von WT und MFAP4-/- 

Milzen bestimmt. Serienschnitte dieser Organe wurden immunhistochemisch zur 

Darstellung der einzelnen Kompartimente gefärbt und qualitativ sowie 

morphometrisch analysiert. 

 

Nach der Organentnahme war bei der makroskopischen Betrachtung kein Unterschied 

zwischen WT und MFAP4-/- Milzen erkennbar. Auch  im Hinblick auf das Gewicht 

stellte sich kein Unterschied zwischen den WT und MFAP4-/- Milzen heraus (Abb. 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In der Analyse der histologischen Struktur wurde zunächst die Anlage und 

Ausdehnung der roten und weißen Pulpa anhand der Färbung der Makrophagen der 

roten Pulpa bestimmt. In den WT Milzen kam die weiße Pulpa deutlich als Summe 

mehrerer ungefärbter Areale zur Darstellung, die, ohne Kontakt zur Kapsel zu haben, 

über den gesamten Milzschnitt verteilt angeordnet waren. Diese Anordnung fand sich 

Abb. 6: WT und MFAP4-/- (KO) Milzen unterscheiden sich im Gewicht nicht. 

Quantitative Darstellung des Gewichtes der ontogenetisch entstandenen Milzen von WT und 

MFAP4-/- (KO) Mäusen  (Einzelwerte mit Mittelwert und Standardabweichung, WT n=6, 

MFAP4-/- n=5) 
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unverändert ebenfalls in den gefärbten Schnitten der MFAP4-/- Milzen. Auch in der 

morphometrischen Analyse stellte sich kein Unterschied in der Ausdehnung der beiden 

Kompartimente zwischen den beiden Tiergruppen heraus (Abb. 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7: MFAP4 beeinflusst die Anlage und Ausdehnung der roten und weißen Pulpa 

nicht. 

 A Immunhistochemische Darstellung der Makrophagen der roten Pulpa (F4/80) einer WT 

und MFAP4-/- Milz. B quantitative Darstellung der prozentualen Anteile der roten und 

weißen Pulpa an der gesamten Schnittfläche (Mittelwert und Standardabweichung, n=5) 

RP = rote Pulpa, WP = weiße Pulpa 

WT MFAP4-/- A 

B 
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Durch die Färbung von MOMA-1+ Marginalzonenmakrophagen sowie von B- und T-

Zellen an unterschiedlichen Schnitten desselben Organs konnten die unterschiedlichen 

Zonen und Kompartimente der weißen Pulpa untersucht werden. Die Schnitte der WT 

Milzen wurden girlandenförmig und Areale begrenzend, die der weißen Pulpa 

entsprachen, von MOMA-1+ Marginalzonenmakrophagen durchzogen. Die gefärbten 

B-Zellen waren dicht zu einer B-Zell-Zone (BZZ) zusammengelagert und nahmen die 

Peripherie der weißen Pulpa ein. Follikel konnten hier als Gebiete dichter B-Zell-

Ansammlungen von einem Saum noch dichter gelagerter Marginalzonen-B-Zellen an 

der Grenze zur roten Pulpa unterschieden werden. Im Zentrum der weißen Pulpa 

stellte sich die TZZ als eine Ansammlung dicht gelagerter T-Zellen dar. Alle drei 

Kompartimente – Marginalzone, Follikel und TZZ – waren somit vorhanden und 

abgrenzbar und nahmen in der quantitativen Analyse mit jeweils ca. 15 % einen 

ähnlichen Flächenanteil an der gesamten Schnittfläche ein (Abb. 8).   

Die Anordnung und Ausdehnung der Kompartimente der weißen Pulpa fanden sich in 

gleicher Weise sowohl qualitativ, als auch quantitativ in den MFAP4-/- Milzen wieder 

(Abb. 8). 
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Abb. 8: MFAP4 beeinflusst die Anlage und Ausdehnung der einzelnene Kompartimente 

der weißen Pulpa nicht. 

 A Immunhistochemische Darstellung von metallophilen Marginalzonenmakrophagen (MOMA-

1), B-Zellen (B220) und T-Zellen (TCR-β) einer WT und MFAP4-/- Milz. B Quantitative 

Darstellung der prozentualen Anteile der Kompartimente der weißen Pulpa an der gesamten 

Schnittfläche (Mittelwert und Standardabweichung, n=5) 

MZ = Marginalzone, TZZ = T-Zell-Zone  
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Mit dem Anfärben von Keimzentren, die Ausdruck des Funktionierens und  

Vorhandenseins komplexer Mechanismen und zellulärer Interaktionen einer 

ablaufenden Immunantwort sind, sollte überprüft werden, ob die weiße Pulpa mit der 

reguläre Anlage und Ausdehnung ihrer Kompartimente auch eine reguläre Funktion 

aufweist. Vertiefend wurden dazu die Proliferationsrate der Lymphozyten und die 

Ausprägung des FDC-Netzwerkes untersucht.  

 

Die Keimzentren waren sowohl in den WT, als auch den MFAP4-/- Milzen vorhanden. 

Allerdings fiel in den WT Milzen eine nicht signifikant höhere mittlere Anzahl an 

Keimzentren pro Milzschnitt auf, als in den MFAP4-/- Milzen. Dieser Unterschied fand 

sich im Blick auf den Flächenanteil, den die Keimzentren an der gesamten 

Schnittfläche einnahmen wieder (Abb. 9).  
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Abb. 9: Die Anzahl und Fläche der Keimzentren ist beim Fehlen von MFAP4 tendenziell 

vermindert. 

 A Immunhistochemische Darstellung der Keimzentren (PNA) einer WT und MFAP4-/- Milz. 

Die Pfeile markieren Keimzentren. B Quantitative Darstellung der Anzahl der Keimzentren in 

den Milzschnitten (Einzelwerte, Mittelwert und Standardabweichung, n=5) C Quantitative 

Darstellung des prozentualen Anteils der Keimzentrumsfläche an der gesamten Schnittfläche 

(Mittelwert und Standardabweichung, n=5) 
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In den Färbungen proliferierender Zellen in WT Milzen fanden sich Ansammlungen 

angefärbter Zellen über die gesamte rote Pulpa verteilt mit zentrifugal zunehmender 

Dichte zu den subkapsulären Bereichen. Durch eine simultane immunhistochemische 

Darstellung der B-Zellen konnten die BZZ und die TZZ in der weißen Pulpa getrennt 

bezüglich der Zellproliferation beurteilt werden. Die proliferierenden Zellen lagen in 

beiden Zonen einzeln vor, wobei in einzelnen umschriebenen Bereichen der Follikel 

diese dicht gelagert waren und den Keimzentren entsprachen. In der TZZ fanden sich 

vor allem im Grenzbereich zu den Follikeln auch proliferierende B-Zellen, die durch 

ihre doppelte Färbung von proliferierenden T-Zellen optisch unterschieden werden 

konnten. Eine solche Unterscheidung war in der BZZ nicht möglich. Die Dichte 

proliferierender Zellen in der BZZ (pBZ) war höher, als die Dichte proliferierender T-

Zellen in der TZZ (pTZ) (Abb. 10).  

In den MFAP4-/- Milzen lag das gleiche Verteilungsmuster proliferierender Zellen 

sowohl in der roten Pulpa, als auch in der BZZ und TZZ der weißen Pulpa vor. Es gab 

keinen signifikanten Unterschied in der Dichte der pBZ und pTZ in den jeweiligen 

Zonen im Vergleich zu den WT Milzen (Abb. 10).  
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Abb. 10: MFAP4 beeinflusst die Proliferationsrate von B- und T-Zellen nicht. 

 A Immunhistochemische Darstellung der proliferierenden Zellen (rot, TEC-3) und B-Zellen 

(blau, B220) einer WT und MFAP4 -/- Milz. B Quantitative Darstellung der Dichte 

proliferierender Zellen in der B-Zell-Zone und proliferierender T-Zellen in der T-Zell-Zone 

(Mittelwert und Standardabweichung, n=5). Die Pfeile markieren Keimzentren. 

BZZ = B-Zell-Zone, TZZ = T-Zell-Zone, pBZ = proliferierende Zellen in der B-Zell-Zone, 

pTZ = proliferierende T-Zellen in der T-Zell-Zone 
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Die follikulär dendritischen Zellen (FDCs) waren in den WT Milzen im Bereich der 

Follikel lokalisiert und durchzogen mit ihren Fortsätzen eine Fläche, die der 

Follikelfläche entsprach. Das gleiche Verteilungsmuster der FDCs fand sich ebenfalls 

in den MFAP4-/- Milzen wieder (Abb. 11). Auch hier waren sie im Bereich der Follikel 

lokalisiert und die Dichte der FDCs war hier im Vergleich zu den WT Milzen nicht 

signifikant höher (Abb. 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 11: MFAP4 beeinflusst die Anlage und Ausdehnung des FDC-Netzwerkes nicht. 

Immunhistochemische Darstellung der B-Zellen (B220) und der FDCs (FDC-M1) an 

unterschiedlichen Schnitten derselben WT bzw. MFAP4-/- Milz.  

FDCs = follikulär dendritische Zellen 
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Abb. 12: Die Dichte der FDC innerhalb des Netzwerkes entwickelt sich unabhängig von 

MFAP4. 

 Quantitative Darstellung der Dichte der FDCs innerhalb der Fläche des FDC-Netzwerkes 

(Einzelwerte, Mittelwert und Standardabweichung, n=5)  

FDCs = follikulär dendritische Zellen 
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Somit beeinflusst MFAP4 die Zunahme des Gewichtes während des 

Wachstumsprozesses nicht und sein Fehlen hat ebenfalls keine Auswirkung sowohl 

qualitativ auf die Anordnung, als auch quantitativ auf die Ausdehnung der einzelnen 

Kompartimente der Milz. Die weiße Pulpa nimmt ca. 45 % der Schnittfläche ein, die 

sich aus jeweils ca. 15 % Follikel-, Marginalzonen- und TZZ-Fläche zusammensetzt. 

Folglich findet auch in Abwesenheit von MFAP4 eine normale Entwicklung der Milz 

in Hinblick auf die makroskopische und mikroskopische Architektur ungehindert statt. 

Mit einer unveränderten Proliferationsrate von Lymphozyten und einem regelrecht 

ausgebildeten FDC-Netzwerk sind auch in Abwesenheit von MFAP4 wichtige 

Voraussetzungen für die Ausbildung einer Immunantwort gegeben und Keimzentren 

können sich bilden.  
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Die Regeneration der Milz im adulten Organismus ist unabhängig von MFAP4 

 

Es ist bekannt, dass Wachstumsfaktoren einen unterschiedlichen Einfluss auf das 

Wachstum der Milz während der Ontogenese und der Entwicklung im adulten 

Organismus haben können (Milicevic 2011). Daher wurden Regenerate aus WT→WT 

und MFAP4-/-→MFAP4-/- (KO→KO) Transplantationen auf gleiche Weise qualitativ 

und morphometrisch analysiert, wie die ontogenetisch entstandenen Milzen zuvor, um 

eine mögliche duale Rolle von MFAP4 in der Milzentwicklung zu erfassen. 

 

Bei der Organentnahme gab es makroskopisch keine Unterschiede zwischen den 

Regeneraten aus den beiden Transplantationsgruppen. Auch bezüglich des Gewichtes 

stellte sich kein Unterschied zwischen heraus (Abb. 13). In Abwesenheit von MFAP4 

war eine unveränderte Zunahme der Organmasse möglich. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bei der histologischen Auswertung konnte wie erwartet in den WT→WT Regeneraten 

anhand der Färbung der Makrophagen der roten Pulpa diese deutlich von der weißen 

Pulpa abgegrenzt werden. Die weiße Pulpa befand sich im Gegensatz zu den 

ontogenetisch entstandenen WT Milzen als Summe mehrerer kleinerer ungefärbter 

Areale überwiegend in den subkapsulären Bereichen und hatte zum Teil Anschluss an 

Abb. 13: MFAP4 hat keinen Einfluss auf das Gewicht von Milzregeneraten. 

Gewicht der Milzregenerate 8 Wochen nach einer avaskulärer Transplantation (Spender-

Empfänger) (Einzelwerte, Mittelwert und Standardabweichung, n=6) 
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die Kapsel. Dabei nahm sie eine deutlich geringere Fläche ein, als die rote Pulpa (Abb. 

14). Diese Anordnung der beiden Kompartimente war ebenso in den KO→KO 

Regeneraten zu finden und auch in Bezug auf die Flächenausdehnung stellte sich kein 

Unterschied heraus (Abb. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 14: Die Anlage und Ausdehnung der roten und weiße Pulpa ist unabhängig von 

MFAP4. 

A Immunhistochemische Darstellung der Makrophagen der roten Pulpa (F4/80) von 

Milzregeneraten aus WT→WT und KO→KO Transplantationen. B Quantitative Darst-

ellung der prozentualen Anteile der roten und weißen Pulpa an der gesamten Schnittfläche 

(Mittelwert und Standardabweichung, n=5)  

RP = rote Pulpa, WP = weiße Pulpa 

 

B 

A WT-WT KO-KO 

500 µm 

WP 

WP 

RP 

RP 



ERGEBNISSE 

 

42 
 

Die einzelnen Kompartimente der weißen Pulpa konnten hier ebenfalls qualitativ und 

quantitativ an gefärbten Serienschnitten derselben Organe beurteilt werden. In den 

WT→WT Regeneraten waren die MOMA-1+ Marginalzonenmakrophagen bandförmig 

angeordnet und grenzten die kleinen Areale der weißen Pulpa zur roten Pulpa hin 

häufig inkomplett und selten komplett ab. Die BZZ war durch dicht gelagerte B-Zellen 

zu erkennen und konnte anhand der Dicht auch hier in Follikel, die häufig nicht nur die 

Peripherie, sondern ein gesamtes Areal der weißen Pulpa einnahmen, und 

Marginalzone unterteilt werden. Eine kleine TZZ war nicht bei allen angeschnittenen 

Arealen der weißen Pulpa zu finden. Bezüglich des prozentualen Flächenanteils 

nahmen die Follikel wie in den ontogenetisch entstandenen Milzen ca. 15 % der 

Fläche ein, während die Marginalzone und die TZZ mit jeweils ca. 5 % kleiner waren 

(Abb. 15).  

Die Anordnung der Kompartimente war in den KO→KO Regeneraten nicht anders, als 

in den WT→WT Regeneraten und auch hier stellte sich in der quantitativen Analyse 

ähnliche Flächenanteile heraus (Abb. 15). 
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Abb. 15: MFAP4 beeinflusst die Ausbildung der Kompartimente der weißen Pulpa nicht. 

A Immunhistochemische Darstellung von metallophilen Marginalzonenmakro-phagen 

(MOMA-1), B-Zellen (B220) und T-Zellen (TCR-β) an unterschiedlichen Schnitten derselben 

Milzregenerate aus WT→WT und KO→KO Transplantationen.  

B Quantitative Darstellung der prozentualen Anteile der Kompartimente der weißen Pulpa an 

der gesamten Schnittfläche (Mittelwert und Standardabweichung, n=5) 

MZ = Marginalzone, TZZ = T-Zell-Zone 
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Die Beurteilung der Funktion der weißen Pulpa erfolgte bei den Milzregeneraten aus 

avaskulären Transplantationen wie zuvor bei den ontogenetisch entstandenen Milzen 

anhand der Keimzentren, der Proliferationsrate der Lymphozyten und der Ausprägung 

des FDC-Netzwerkes. 

 

Eine Ausbildung von Keimzentren fand sowohl in den WT→WT, als auch in den 

KO→KO Regeneraten statt. Wie zuvor bei den ontogenetisch entstandenen Milzen fiel 

auch in den Regeneraten eine nicht signifikant höhere mittlere Anzahl von 

Keimzentren in den WT→WT Regeneraten, als in den KO→KO Regeneraten auf. 

Dieser Unterschied kam auch in Hinblick auf den mittleren Flächenanteil der 

Keimzentren an der gesamten Schnittfläche zum Ausdruck (Abb. 16). 
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Abb. 16: Die Anzahl und Fläche von Keimzentren ist auch im adulten Organismus ohne 

MFAP4 tendenziell reduziert. 

A Immunhistochemische Darstellung der Keimzentren (PNA) von Milzregeneraten aus 

WT→WT und KO→KO Transplantationen. Die Pfeile markieren Keimzentren. B 

Quantitative Darstellung der Anzahl der Keimzentren in  den Schnitten (Einzelwerte, 

Mittelwert und Standardabweichung, n=5) C Quantitative Darstellung des prozentualen 

Anteils der Keimzentrumsfläche an der gesamten Schnittfläche (Mittelwert und 

Standardabweichung, n=5) 

Keimz.= Keimzentrum 
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Im Bereich der roten Pulpa der WT→WT Regenerate fanden sich wie in den 

ontogenetisch entstandenen WT Milzen Ansammlungen proliferierender Zellen, die im 

Bereich des zentralen Narbengewebes fehlten. Durch die simultane Darstellung der B-

Zellen konnte auch hier in der weißen Pulpa BZZ und TZZ getrennt beurteilt werden. 

In beiden Zonen lagen die proliferierenden Zellen einzeln und in fast allen 

angeschnittenen Zonen vor. Im Bereich der Keimzentrenten waren dichte 

Ansammlungen proliferierender Zellen in den Follikeln lokalisiert. Die mittlere Dichte 

der pBZ war auch hier größer, als die mittlere Dichte der pTZ (Abb. 17). 

In den KO→KO Regeneraten zeigte sich ein ähnliches Bild. Ansammlungen 

proliferierender Zellen waren auch hier in der roten Pulpa und nicht im Bereich des 

Narbengewebes zu finden. In Bezug auf die Verteilung proliferierender Zellen in den 

Zonen der weißen Pulpa fand sich gleichfalls kein Unterschied. Auch die mittlere 

Dichte der pBZ und pTZ unterschieden sich nicht von jenen in Regeneraten aus 

WT→WT Milztransplantationen (Abb. 17). 
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Abb. 17: Die Proliferationsrate von B- und T-Zellen wird nicht durch MFAP4 beeinflusst. 

A Immunhistochemische Darstellung der proliferierenden Zellen (rot, TEC-3) und B-Zellen 

(blau, B220) von Milzregeneraten aus WT→WT und KO→KO Transplantationen. B 

Quantitative Darstellung der Dichte proliferierender Zellen in der B-Zell-Zone und 

proliferierender T-Zellen in der T-Zell-Zone (Mittelwert und Standardabweichung, n=5). Die 

Pfeile markieren Keimzentren. 

BZZ = B-Zell-Zone, TZZ = T-Zell-Zone, pBZ = proliferierende B-Zellen, pTZ = proliferierende 

T-Zellen 
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Die FDCs waren in den WT→WT Regeneraten im Bereich der Follikel lokalisiert, 

durchzogen mit ihren Fortsätzen diese und nahmen mit dem so gebildeten Netzwerk 

eine ihnen entsprechende Fläche ein (Abb. 18). Diese Verteilung zeigte sich ebenfalls 

in den Regeneraten aus KO→KO Milztransplantationen und auch hier entsprach die 

von den FDCs eingenommene Fläche der der Follikel (Abb. 18). Gleichermaßen 

unterschied sich der prozentuale Anteil, den das FDC-Netzwerk an der jeweiligen 

Schnittfläche einnahm, in den beiden Gruppen nicht. Interessanter Weise war die 

Dichte der FDCs in den Follikeln der WT→WT Regenerate signifikant höher, als in 

den KO→KO Regeneraten (Abb. 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 18: Fehlt MFAP4 während des Regenerationsprozesses im adulten Organismus 

beeinflusst dieses nicht die Anlage und Ausdehnung des FDC-Netzwerkes. 

A Immunhistochemische Darstellung der B-Zellen (B220) und FDCs (FDC-M1) an 

unterschiedlichen Schnitten derselben Milzregenerate aus WT→WT und KO→KO 

Transplantationen.  

FDCs = follikulär dendritische Zellen 

 

 B220                           FDC-M1 

K
O

→
K

O
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 W

T
→

W
T

 

400 µm 



ERGEBNISSE 

 

49 
 

W
T-W

T

K
O

-K
O

0

20

40

60
*

F
D

C
s 

/ 
0

,5
 m

m
²

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Auch bei der Entstehung im adulten Organismus liegt in Abwesenheit von MFAP4 

somit keine Alteration der makroskopischen und mikroskopischen Aspekte der 

Milzregenerate vor: Alle Kompartimente sind ausgebildet und ihre Anordnung und 

Ausdehnung ist unbeeinflusst durch das Fehlen des Proteins. Die weiße Pulpa nimmt 

ca. 20 % der Milzfläche ein, die sich aus 15 % Follikel und jeweils 5 % Marginalzone 

und TZZ bildet. Auch in diesen Organen kann eine Immunantwort mit der Ausbildung 

von Keimzentren ablaufen und mit der unveränderten Proliferationsrate der 

Lymphozyten ist eine Voraussetzung für diesen Prozess auch ohne MFAP4 regelrecht 

gegeben. Das FDC-Netzwerk ist aber trotz einer physiologischen Ausdehnung in 

seiner Dichte in Abwesenheit von MFAP4 signifikant vermindert.  

 

Um zu untersuchen, ob dieses Defizit auch auftritt, wenn WT Trasplantat in einem 

adulten MFAP4-/- Empfängerorganismus regeneriert, wurden WT-Milzfragmente in 

MFAP4-/- Mäuse implantiert. Dabei zeigte sich kein Unterschied bezüglich der Dichte 

des FDC-Netzwerkes, als auch der Keimzentrumsanzahl zwischen Regeneraten aus 

WT→WT und Regeneraten aus  WT→KO Transplantationen (Abb. 20). Somit reicht 

die MFAP4 Produktion innerhalb des Organs aus, um das Defizit bezüglich des FDC-

Abb. 19: im adulten Organismus beeinflusst MFAP4 die Dichte der FDCs im FDC-

Netzwerk signifikant. 

Quantitativer Darstellung der Dichte der FDCs innerhalb der Fläche des FDC-Netzwerkes 

(Einzelwerte, Mittelwert und Standardabweichung, n=5,* = p<0,05)  

FDCs = follikulär dendritische Zellen 
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Netzwerkes und der Keimzentrumszahl auszugleichen. Um nun herauszufinden, ob 

das außerhalb des Regenerats produzierte MFAP4 im Empfängerorganismus bei 

fehlender MFAP4 Produktion im Transplantat dieses Defizit ebenfalls ausgleichen 

kann, wurden Regenerate aus  KO→WT Transplantationen untersucht. Interessanter 

Weise zeigte sich auch hier ein normal dichtes FDC-Netzwerk (Abb. 20). Es zeigte 

sich also, dass MFAP4 während der Milzentwicklung im adulten Organismus für die 

vollständige Ausbildung des FDC-Netzwerkes wichtig ist, und dass die beiden 

Produktionsorte von MFAP4 – lokal durch das Regenerat selber und systemisch durch 

den Empfängerorganismus – den Ausfall des jeweils anderen kompensieren können.   

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 20: Wird MFAP4 außerhalb aber nicht innerhalb des Transplantates produziert, 

tritt das Defizit des FDC-Netzwerkes und der Keimzentrumsausbildung nicht auf. 

 Quantitative Darstellungen der untersuchten funktionellen Parametern in Milzregeneraten aus 

WT→WT, KO→KO und KO→WT Transplantationen.  

A Darstellung der Dichte der FDCs in den Follikeln (Einzelwerte, Mittelwert und 

Standardabweichung, n=5, * = p<0,05). B Darstellung der Anzahl und C des prozentualen 

Anteils der Keimzentrumsfläche an der gesamten Schnittfläche (Mittelwert und 

Standardabweichung, n=5)  

FDC = follikulär dendritische Zellen, Keimz. = Keimzentrum  
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MFAP4 der Milz wird innerhalb und außerhalb der Milz produziert 

 

Zur Beurteilung der Expression von MFAP4 in den Regeneratgruppen wurden 

zunächst Regenerate aus WT→WT Transplantationen gefärbt. MFAP4  war ähnlich 

der Verteilung in ontogenetisch entstandenen WT Milzen stark in der Kapsel und den 

Wänden der Trabekelgefäße, die über kurze Strecken angeschnitten wurden, 

vorhanden und verlief hier sehr dicht gelagert in parallel angeordneten Strängen. Auch 

hier zogen MFAP4 Stränge in die rote Pulpa hinein und rerefizierten sich, sodass diese 

durch vereinzelte dünne Fasern gut sowohl von der weißen Pulpa, als auch dem 

Narbengewebe, in welchem MFAP4 als kräftige Bündel zu finden war, abgegrenzt 

werden konnte. In der weißen Pulpa hob sich die TZZ durch eine höhere Dichte und 

ein aus kräftigeren MFAP4 Strängen bestehendes, annähernd paralleles 

Verlaufsmuster gegen die Follikel mit geringerer Dichte dieses Proteins und 

aufgehobener Parallelität des MFAP4-Faserverlaufes ab. MFAP4 ist somit in Bezug 

auf die einzelnen Kompartimente genauso in den Milzregeneraten verteilt, wie in den 

ontogenetisch entstandenen Milzen (Abb. 21). Dieses wurde auch in der 

semiquantitativen Analyse deutlich (Abb. 21). Damit sind die Liganden von MFAP4 

in der extrazellulären Matrix der Milzen trotz unterschiedlicher Entstehungszeitpunkte 

– in der Ontogenese und im adulten Organismus – gleich verteilt, sodass die 

Regenerate aus avaskulären WT→WT Milztransplantationen auch auf molekularer 

Ebene als vollständig regenerierte Milzen angesehen werden können. 

In Regeneraten aus KO→KO Transplantationen konnten erwartungsgemäß keine 

Strukturen angefärbt werden. 
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 WT WT→WT 

Kapsel +++++ +++++ 

Trabekelgefäße +++++ +++++ 

Rote Pulpa + + 

Marginalzone + + 

Folllikel +++ +++ 

TZZ +++ +++ 

 

 

 

 

 

 

 

 

Regenerierte die Milz in einem MFAP4 freien Organismus (WT→KO) zeigte sich das 

gleiche Bild, wie in den WT→WT Regeneraten (Abb. 22). Somit reicht die Produktion 

innerhalb des Organs aus, um sich vollständig mit MFAP4 zu versorgen. 

In KO→WT Transplantationen konnte MFAP4 nicht vom Transplantat produziert 

werden. Dennoch zeigte sich überraschender Weise in der immunhistochemischen 

Färbung, dass das Protein vom Empfänger in das Regenerat gelangte (Abb. 22). In 

Bezug auf die MFAP4 Verteilung und Dichte konnten diese Regenerate nicht von 

F 

T 

RP 

500 µm 200 µm 
WP 

Abb. 21: Die Expression von MFAP4 in Regeneraten aus WT→WT Transplantationen 

entspricht der in WT Milzen. 

Immunhistochemische Darstellung von MFAP4 (Hyb 7-14) in einem Regenerat aus einer 

WT→WT Transplantation in einer Übersichtsaufnahme und einer vergrößerten Aufnahme der 

weißen Pulpa. Ergebnis der semiquantitativen Auswertung der MFAP4 (Hyb 7-14) Färbung 

von Regeneraten aus WT→WT Transplantationen im Vergleich zu ontogenetisch entstandenen 

WT Milzen (n=6) 

F = Follikel, T = T-Zell-Zone, WP = weiße Pulpa, RP = rote Pulpa 
 

Übersicht                           weiße Pulpa 
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Regeneraten aus WT→WT und WT→KO Transplantationen unterschieden werden 

(Abb.  22): Die Kapsel und die Wand der Trabekelgefäße wurden stark angefärbt und 

MFAP4 lag in dicken parallel verlaufenden Strängen vor. Die Gefäße wurden auch 

hier über kurze Strecken angeschnitten. Die rote Pulpa hob sich durch einzelne, locker 

verteilte und dünne Stränge von MFAP4 sowohl von dem zentralen Narbengewebe, in 

dem MFAP4 in kräftigen Strängen, scheinbar keinem einheitlichen Verteilungsmuster 

folgend zu Darstellung kam, als auch von der weißen Pulpa ab, in der auch hier die 

TZZ von den Follikeln anhand der Dichte und des Verteilungsmusters von MFAP4 

abgegrenzt werden konnte: In der TZZ zeigte sich die aus den WT→WT Regeneraten 

bekannte annähernd parallel angeordnete Verteilung von kräftigen MFAP4 Strängen, 

die sich in den Follikeln feiner, lockerer verteilt und sich kaum parallel verlaufend 

darstellten. Somit konnte auch die Produktion vom Empfänger das Regenerat 

vollständig mit MFAP4 versorgen und den Ausfall der eigenen Produktion 

kompensieren. Eine semiquantitative Analyse der Regeneratgruppen verdeutlichte 

diesen Befund (Abb. 22).  
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 WT→WT WT→KO KO→WT 

Kapsel +++++ +++++ +++++ 

Trabekelgefäße +++++ +++++ +++++ 

Rote Pulpa + + + 

Marginalzone + + + 

Folllikel +++ +++ +++ 

TZZ +++ +++ +++ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KO→KO WT→WT 

WT→KO KO→WT 

200 µm 
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T 
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T 

Abb. 22: Die Expression von MFAP4 in den Regeneraten aus WT→WT sowie den 

gekreuzten Regeneraten unterscheidet sich nicht. 

Immunhistochemische Darstellung von MFAP4 (Hyb 7-14) in Milzregeneraten aus WT→WT, 

KO→KO, KO→WT und WT→KO Transplantationen in einer Übersichtsaufnahme und einer 

vergrößerten Aufnahme der weißen Pulpa  

F = Follikel, T = T-Zell-Zone 
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MFAP4 in Regeneraten aus KO→WT Transplantationen wird sowohl lokal von 

eingewanderten WT-Zellen, als auch systemisch von externen WT-Zellen des 

Empfängers produziert 

 

Da Regenerate einer avaskulären Milztransplantation aus Zellen unterschiedlichen 

Ursprungs bestehen - zum Einen aus überlebenden Zellen des Transplantates und 

somit des Donors und zum Anderen aus Zellen des Empfängers, die während des 

Regenerationsprozesses  einwandern (Pabst 1991) –, könnte nach einer KO→WT 

Transplantation entweder der Produktionsort in Form von MFAP4 produzierende 

Zellen des Empfänger in das Regenerat einwandern, oder das Produkt selber gelangt 

ins regenerierende Gewebe. Mittels der real-time RT-PCR konnte zunächst 

nachgewiesen werden, dass Zellen der Milzregenerate unter „physiologischen“ 

Bedingungen (WT→WT Transplantationen) MFAP4 in einem ähnlichen Umfang, wie 

ontogenetisch entstandene Milzen produzieren, während dieses in MFAP4-/- Milzen 

und Regeneraten aus KO→KO Transplantationen nicht der Fall war (Abb. 23). Dieses 

wurde durch die Gelelektrophorese, auf der kein Amplifikat der spezifischen Größe 

sichtbar war, bestätigt. Wie erwartet, wurde auch in Regeneraten aus WT→KO 

Transplantationen MFAP4 produziert (Abb. 23). In Regeneraten aus KO→WT 

Transplantationen zeigte sich zwar eine Produktion von MFAP4, allerdings war diese 

signifikant niedriger, als die Produktion in Regeneraten aus WT→WT und WT→KO 

Transplantationen (Abb. 23). 

Das immunhistochemisch detektierte MFAP4 in KO→WT Regeneraten wird demnach 

zum Einen lokal von eingewanderten Zellen aus dem Empfängerorganismus 

produziert und zum Anderen von extern importiert.  
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Um zu überprüfen, ob im Falle der WT→KO Transplantation die Produktion von 

MFAP4 im Regenerat ausreicht, um auch andere Organe und Strukturen des 

Empfängers mit diesem Protein zu versorgen, wurde es in Lymphknoten und 

Schwanzresektaten immunhistochemisch dargestellt: Die Proben eines WT und eines 

MFAP4-/- Tieres stellten Positiv- beziehungsweise Negativkontrollen dar, mit der die 

Gewebeproben von einem MFAP4-/- Tier, das ein WT Transplantat erhalten hatte 

(WT→KO Transplantation), verglichen wurden. Dabei stellte sich heraus, dass 

MFAP4 wie erwartet im Lymphknoten und Schwanzresektat der WT Maus deutlich 

vorhanden war (Abb. 24): Im Lymphknoten war die Kapsel kräftig angefärbt. In der 

TZZ befanden sich wie auch in der TZZ der Milz dicke Stränge von MFAP4, die die 

Zone annähernd parallel durchzogen. In den Follikeln waren diese Stränge ähnlich der 

Follikel der Milz feiner, lagen nicht so dicht und wiesen keine Parallelität im Verlauf 

auf. Die Epidermis und Haarfollikel der Schwanzhaut sowie das knöcherne Skelett 

färbten sich nicht spezifisch für MFAP4 an, während in der Dermis Stränge von 

MFAP4 in unterschiedlicher Dicke zu finden waren. Sie durchzogen teilweise parallel, 

teilweise netzartig das Bindegewebe. Die Septen im Fettgewebe wiesen ebenfalls 

Abb. 23: Der MFAP4 mRNA-Level ist in Regeneraten aus KO→WT Transplantationen 

signifikant geringer, als in Regeneraten aus WT→WT und WT→KO 

Transplantationen, in denen sich die Expression nicht signifikant unterscheidet. 

Darstellung der relativen Expression von MFAP4 zur Kontrolle MLN in Milzen von WT und 

MFAP4-/- Tieren, sowie Milzregeneraten aus ungekreuzten (WT→WT, KO→KO) und 

gekreuzten (WT→KO , KO→WT) Transplantationen.  ** = p<0,01 

n.d. = nicht detektierbar 

  

n.d. n.d. 
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filigrane Stränge von MFAP4 auf. Auch das Peri- und Epimysium sowie die Faszien 

der Muskulatur stellten sich mit einer dezenten Blaufärbung dar. In den Proben von 

MFAP4-/- Tieren konnte wie erwartet diese Protein nicht detektiert werden (Abb. 24). 

Doch auch in dem Lymphknoten und dem Schwanzresektat  eines  MFAP4-/- Tieres 

mit WT Transplantat konnte kein MFAP4 dargestellt und immunhistochemisch kein 

Unterschied zu den Proben der MFAP4-/- Tiere ohne Transplantat festgestellt werden 

(Abb. 24). Demnach war die Produktion auf das Regenerat beschränkt, sodass ein 

Export mit einer Versorgung von peripheren Organen und Strukturen durch das 

Milzregenerat ausblieb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

W
T

→
K

O
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

K
O

→
K

O
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
 W

T
 

     Lymphknoten                     Schwanzresektat 

Abb. 24: Wird MFAP4 in dem Regenerat aus einer WT→KO Transplantation 

produziert, findet kein Export des Proteins in Lymphknoten oder Schwanzgewebe statt.  

Immunhistochemische Darstellung von MFAP4 (Hyb7-14) in Lymphknoten und 

Schwanzresektat eines WT Tieres (WT), eines MFAP4-/- Tieres, das ein MFAP4-/- 

Transplantat erhielt (KO→KO), und eines MFAP4-/- Tieres, das ein WT Transplantat erhielt 

(WT→KO).    

200 µm 
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DISKUSSION 

 

Mit dieser Arbeit erfolgte erstmals eine genaue Beschreibung der Verteilung von 

MFAP4 in der Milz. Zwar gibt es bereits immunhistochemische Darstellungen von 

MFAP4 in diesem und anderen Organen (Kasamatsu 2011, Schlosser 2006, Furuichi 

2000, Toyoshima 1999), doch lag das Hauptaugenmerk vor allem auf der Co-

Lokalisation mit Elastin in elastischen Geweben, sodass sich die Betrachtung im Falle 

der Milz auf die Kapsel und die Wand der Trabekelgefäße beschränkte (Wulf-

Johansson 2013, Toyoshima 1999). Weiterführend wurde hier die qualitative Analyse 

durch eine Semiquantitative ergänzt, sodass anhand ihrer Ergebnisse die Strukturen 

und Kompartimente  der Milz nach ihrem MFAP4 Gehalt und Verteilung in 4 Gruppen 

eingeteilt werden können:  [1] Strukturen mit sehr viel, [2] mit viel [3] mit wenig und 

[4] mit kaum MFAP4 (Abb. 25).  
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Abb. 25: Die Strukturen und Kompartimente der Milz können nach ihrem MFAP4 

Gehalt und Verteilung in 4 Gruppen eingeteilt werden.  

Schematische Darstellung des Ergebnisses der semiquantitativen Auswertung der MFAP4-

Färbung von WT Milzen: Die Intensität der Blaufärbung korreliert mit dem MFAP4-Gehalt 

der Milzstrukturen. Zu den Strukturen mit sehr viel MFAP4 gehören Kapsel und 

Trabekelgefäße. Die weiße Pulpa hat deutlich weniger MFAP4, wobei die TZZ mehr MFAP4 

enthält, als die Follikel. Von der weißen Pulpa heben sich die rote Pulpa durch ihren sehr 

geringen MFAP4-Gehalt ab.   

RP = rote Pulpa, T = TZZ, F = Follikel 



DISKUSSION 
 

59 
 

Die Kapsel und die Wand der Trabekelgefäße enthalten viel MFAP4. Es ist bekannt, 

dass MFAP4 dort mit elastischen Fasern assoziiert ist (Toyoshima 1999). Auffällig 

waren die MFAP4 Stränge, die subkapsulär und von den Wänden der Trabekelgefäße 

in die rote Pulpa hineinzogen und sich so rarefizierten, dass in der restlichen roten 

Pulpa nur wenige Stränge zu finden waren. Dieses Verteilungsmuster entspricht dem 

Verlauf der retikulären Fasern der roten Pulpa, die mit dem extrazellulären Raum der 

Kapsel und der Trabekelgefäßwände in Verbindung stehen und aus den gleichen 

Komponenten der extrazellulären Matrix aufgebaut sind (Hiroaki 1988). Es ist 

bekannt, dass der Anteil von Mikrofibrillen in retikulären Fasern von deren 

Durchmesser abhängig ist (Hayakawa 1990), sodass der rare MFAP4 Gehalt in der 

restlichen roten Pulpa im Vergleich zu den subkapsulären und perivaskulären Anteilen 

dieses Kompartiments auf den geringeren Mikrofibrillenanteil zurückgeführt werden 

kann.  

 

Erstmals erfolgte hier die Darstellung von MFAP4 mit anderen Bestandteilen der 

extrazellulären Matrix. Dabei zeigte sich eine fast vollständige Co-Lokalisation von 

MFAP4 mit Laminin in der weißen Pulpa. Laminin ist ein Bestandteil der retikulären 

Fasern, die in der weißen Pulpa das conduit system bilden, ein Kanalsystem, über das  

niedermolekulare Antigene (<70 kDa) schnell in die TZZ sowie die Follikel 

transportiert werden (Roozendaal 2008, Sixt 2005, Nolte 2003, Gretz 1997). Die 

Architektur dieser Fasern ist in den einzelnen Kompartimenten der weißen Pulpa 

unterschiedlich (Lokmic 2008): Im Allgemeinen ist sie aus zwei Strukturen aufgebaut: 

[1] der interstitiellen Matrix und [2] der Basalmembran (Lokmic 2008, Sixt 2005). 

Abbildung 26 zeigt schematisch den Aufbau der retikulären Fasern in der TZZ. Dort 

wird die interstitielle Matrix von einem Kollagenkern mit Kollagen Typ I und III und 

einer den Kern umscheidenden Mikrofibrillschicht gebildet (Lokmic 2008, 

Roozendaal 2008, Sixt 2005). Nach außen schließt sich eine Basalmembran an, der die 

FRCs aufsitzen (Lokmic 2008, Roozendaal 2008, Katakai 2004). In der 

Mikrofibrillschicht befindet sich neben Fibrillin-1 und -2 auch das bisher unbekannte 

ER-TR7 Antigen und Kollagen Typ VI (Lokmic 2008, Katakai 2004, van Vliet 1985). 

Die Basalmembran besteht aus typischen Basalmembranproteinen, wie 



DISKUSSION 
 

60 
 

Proteoglykanen, Kollagen Typ IV, Perlecan, Nidogen-1, Fibronektin und Laminin 

(Lokmic 2008, Gumati 2003). Zusammen bilden diese drei Schichten die retikulären 

Fasern, die in einem Netzwerk die TZZ durchziehen (Bajénoff 2009, Lokmic 2008, 

Roozendaal R2008). Sie erstrecken sich weiter in die Follikel hinein, in denen sich das 

Netzwerk rarefiziert (Bajénoff 2009, Lokmic 2008) und die FDCs der begrenzende 

Zelltyp sind (El Shikh 2012, Bajénoff 2009). Die Mikrofibrillschicht verbindet 

Kollagenkern und Basalmembran und trägt maßgeblich zu der Elastizität des 

retikulären Netzwerkes bei (Lokmic 2008, Sixt 2005), während die Basalmembran 

Zellen, die Kontakt zu ihr haben, in der extrazellulären Matrix verankert (Lokmic 

2008, Sixt 2005, Takashi 1996). Vor allem Fibronektin und Laminin sind die 

wichtigen Ankermoleküle (Lokmic 2008, Takashi 1996). Durch die Ergebnisse dieser 

Arbeit kann MFAP4 nun als weiteres Basalmembranprotein identifiziert werden, da es 

mit Laminin, nicht aber ER-TR7 co-lokalisiert. Dieser Befund wird durch die Co-

Lokalisation von MFAP4 und Podoplanin als Marker der fibroblastischen 

Retikulumzellen unterstützt. Dieses Ergebnis ist kongruent mit Ergebnissen aus 

Untersuchungen in murinen Atemwegen, in denen MFAP4 als Basalmembranprotein 

identifiziert wurde (Pilecki 2015). MFAP4 ist somit in der Milz ein weiteres mögliches 

Ankermolekül, das über eine RGD-Integrin-Interaktion FRCs und FDCs mit der 

Basalmembran verbindet. Dieses entspricht seiner Funktion als Ankermolekül in der 

Wand großer Gefäße, wie der Aorta (Toyoshima 2005), oder in den Atemwegen 

(Pilecki 2015). 

Im Gegensatz zu den Follikeln und der TZZ ist MFAP4 kaum in der Marginalzone 

vorhanden und co-lokalisiert hier nicht mit Laminin. Dieses ist in Konsens mit dem 

Aufbau des conduit systems in der Marginalzone, der sich von dem Aufbau in den 

anderen beiden Kompartimenten unterscheidet (Lokmic 2008): Kollagenkern und 

Mikrofibrillschicht fehlen hier; der Kern der Fasern wird lediglich vom ER-TR7 

Antigen gebildet, der von einer Basalmembran, die zusätzlich zu den „klassischen“ 

Basalmembranproteinen Agrin enthält, umgeben wird (Lokmic 2008). Ihr sitzen die 

MRCs als Stromazellen der Marginalzone auf (Roozendaal 2011, Mueller 2009, 

Lokmic 2008). Das Fehlen von MFAP4 in der Basalmembran in der Marginalzone ist 
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somit ein weiterer Unterschied in der Architektur der extrazellulären Matrix der 

einzelnen Kompartimente der weißen Pulpa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Lokalisation von MFAP4 suggeriert, dass MFAP4 eine Rolle in der Entwicklung 

der Milz, insbesondere der Ausbildung der Kompartimente spielt, da die 

Ankerproteine der Basalmembran für die Aufrechterhaltung der Gewebeintegrität 

wichtig sind und zudem ein Teil der extrazellulären Matrix die Wanderung von 

Lymphozyten beeinflusst (Sobocinski 2010, Lokmic 2008, Bajenoff 2006). Trotz 

seiner strategisch wichtigen Lokalisation in der Basalmembran hat das Fehlen von 

 Basalmembran 

Laminin, MFAP4 

Mikrofibrillschicht 

ER-TR7 Antigen 

Kollagenkern 

 

Abb. 26: MFAP4 co-lokalisiert mit Laminin, nicht aber ER-TR7 in der TZZ der Milz 

und ist somit Bestandteil der Basalmembran retikulärer Fasern. 

Schematische Darstellung des Aufbaus retikulärer Fasern der TZZ sowie des Ergebnisses der 

Fluoreszenzfärbungen: Die interstitielle Matrix wird von einem Kollagenkern (lila) und einer 

sich anschließenden Mikrofibrillschicht (blau) gebildet. Sie wird von einer Basalmembran 

(orange) ummantelt, der fibroblastische Retikulumzellen (gelb) als zelluläre Begrenzung 

aufsitzen. Es ist bekannt, dass ER-TR7 (rot) Bestandteil der Mikrofibrillschicht und Laminin 

(braun) Teil der Basalmembranproteine ist. Durch das Ergebnis der 

Fluoreszenzdoppelfärbungen MFAP4/ER-TR7 und MFAP4/Laminin konnte die Lokalisation 

von MFAP4(grün) in der Basalmembran bestimmt werden.  

 FRCs 
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MFAP4 keinen Einfluss auf das Wachstum und die Ausbildung der Kompartimente 

der Milz während der Ontogenese: Bezüglich des Gewichtes und der mikroskopischen 

Aspekte der Milzen war kein Unterschied zwischen WT und MFAP4-/-
 Milzen zu 

finden. Eine rote und weiße Pulpa mit ihren drei Kompartimenten waren gut 

abzugrenzen und richtig lokalisiert. Auch morphometrisch gab es in MFAP4-/- Milzen 

im Vergleich zu WT Milzen keine signifikanten Abweichungen der Ausdehnung aller 

Kompartimente. In MFAP4-/- Milzen war der Ablauf einer Immunantwort mit der 

Entstehung von Keimzentren möglich und auch die Lymphozytenproliferation und die 

Anlage und Ausdehnung des FDC-Netzwerkes wurden nicht sicht- und messbar von 

MFAP4 beeinflusst.  

Zu weiterführenden Untersuchungen kann das Wachstum anderer sekundär 

lymphatischer Gewebe von MFAP4-/- Mäusen analysiert werden, da sich andere 

wachstumsmodulierende Faktoren, zum Beispiel der Lymphotoxin-β-Rezeptor, auf die 

Entwicklung unterschiedlicher sekundär lymphatischer Gewebe unterschiedlich 

auswirken (Ware 2005, Fütterer 1998). Ein möglicher wachstumsmodulierender Effekt 

von MFAP4 könnte in diesen Geweben ebenfalls stärker zum Ausdruck kommen. 

Zudem erfolgte die Analyse der Milzen in der Homöostase und nicht unter 

Bedingungen, in denen das Immunsystem stimuliert wird. Führt zum Beispiel eine 

Stimulation der Leber zu einem zirrhotischen Umbau (Sækmose 2015, Mölleken  

2009), werden Blutgefäße verletzt (Schlosser 2016) oder wird die Haut durch UV-

Strahlung (Kasamatsu 2011) oder eine Wunde (Furuichi 2000) beeinflusst, spielt 

MFAP4 eine Rolle im Remodelingprozess des Gewebes. Werden Milzen durch 

Antigene stimuliert, könnte das Fehlen von MFAP4 ebenfalls Auswirkungen haben. 

Für diese Annahme spricht die tendenziell reduzierte Anzahl der Keimzentren, die in 

MFAP4-/- Milzen gemessen wurde. In weiterführenden Untersuchungen könnten durch 

verschiedene Infektionen die unterschiedlichen Immunantworten bezüglich eines 

Einflusses von MFAP4 analysiert werden. Durch die Auffälligkeit der reduzierten 

Keimzentrumszahl, und da im adulten Organismus MFAP4 für die Ausbildung des 

FDC-Netzwerkes wichtig ist, ist ein Einfluss von MFAP4 auf eine Th2 Antwort am 

wahrscheinlichsten. Durch eine Helminthose kann eine Th2 Antwort (Peón 2013) 

induziert werden. Weitere Immunantworten können durch weitere Infektionen zum 
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Beispiel mit dem lymphozytischen Choriomeningitisvirus (CD8+-T-Zellantwort) 

(Khanolkar 2002), mit Leischmania major (Th1) (Yurdakul 2011, Sacks 2002, Heinzel 

1989) und mit der Injektion von Pneumokokkenpolysacchariden (Thymus 

unabhängige Immunantwort) (Vinuesa 2013, Lee 2003, Claassen 1989) induziert 

werden und mittels FACS-Analysen sowie Untersuchungen des Zytokinmilieus bzw. 

Messung des Antikörpertitiers in ihrer Beeinträchtigung durch das Fehlen von MFAP4 

in MFAP4-/- Mäusen charakterisiert werden.  

 

Während der Entwicklung im adulten Organismus hat MFAP4 ebenfalls keinen 

Einfluss auf die Anlage und Ausdehnung der Kompartimente der Milz. Eine weiße 

Pulpa war von einer roten Pulpa auch in Regeneraten aus KO→KO Transplantationen 

abzugrenzen, war auch hier richtig lokalisiert und auch ihre Kompartimente waren 

unverändert angeordnet. Die morphometrische Analyse zeigte ebenfalls keine 

Unterschiede zwischen Regeneraten aus WT→WT und KO→KO Transplantationen. 

Ein bemerkenswerter Unterschied zu der ontogenetischen Entwicklung besteht in 

Bezug auf die Dichte des FDC-Netzwerkes. Dieses war in Regeneraten aus KO→KO 

Transplantationen signifikant reduziert. Trotzdem waren eine fast normale Ausbildung 

von Keimzentren und eine unveränderte Proliferation von B-Zellen unter 

homöostatischen Bedingungen möglich. Dieser Befund ist in Einklang mit einer 

Studie, die eine Formierung von Keimzentren sogar in einer FDC-freien Umgebung 

beschreibt (Koni und Flavell 1999).  

MFAP4 hat somit einen anderen Einfluss auf die Entwicklung der Milz im adulten 

Organimus, als in der Ontogenese. Eine ähnliche duale Funktion ist bereits für TNF 

bekannt. Dieser Faktor hat ebenfalls keinen Einfluss auf die ontogenetische 

Entwicklung der Milz, ist aber für eine vollständige Regeneration von Milzgewebe im 

adulten Organismus unerlässlich (Milicevic 2011).  

Wie MFAP4 die Entwicklung des FDC-Netzwerkes beeinflusst ist unklar, zumal auch 

über die Herkunft und die Ausbildung des FDC-Netzwerkes nicht viel bekannt ist 

(Rezk 2013): FDCs scheinen mesenchymalen Ursprungs zu sein (Wilke 2010) und es 

wird angenommen, dass sie sich sowohl aus einwandernden (El Shikh 2012, Muñoz-

Fernandez 2006), als auch residenten Zellen entwickeln (Castagnaro 2013, El Shikh 
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2012). Zudem gibt es Hinweise, dass eine Verschmelzung von CD35+ B-Zellen mit 

bereits vorhandenen Stromazellen zu der Bildung von binukleären FDCs führt 

(Murakami 2007).  In der Ontogenese ist postnatal zunächst noch kein FDC-Netzwerk 

vorhanden und die weiße Pulpa besteht aus einem konzentrisch um die Zentralarterie 

angeordneten Stromazellnetzwerk aus FRCs mit T-Zellen im Zentrum und B-Zell-

Ansammlungen in der Peripherie (Balogh 2001, Dijkstra 1983a). Erst nach einer 

Reorganisation des stromalen Gerüstes formieren sich Follikel (El Shikh 2012, 

Bajénoff 2009): Das Netzwerk wird im Bereich der entstehenden Follikel lichter und 

verzweigter und die FRCs werden dort durch FDCs ersetzt (Bajénoff 2009). FDCs 

sind somit erst später, nach der Organisation eines Großteils der extrazellulären Matrix 

und ihrer Reorganisation in der Milz nachweisbar. Der Regenerationsprozess im 

adulten Organismus findet in sehr ähnlicher Weise statt (Pabst 1991). Es gibt 

prinzipiell zwei Möglichkeiten, wie MFAP4 während der Entwicklung im adulten 

Organismus die Ausbildung des Netzwerkes beeinflusst: [1] MFAP4 unterstützt diesen 

Reorganisationsprozess als Integrinligand und Basalmembranprotein, sodass die 

Anlage des Netzwerkes zuvor abgeschlossen ist und somit keine morphometrischen 

Unterschiede in der Ausdehnung der einzelnen Kompartimente zu messen sind, die 

Dichte des FDC-Netzwerkes jedoch beim Fehlen von MFAP4 reduziert ist. [2] FDCs 

reagieren empfindlich auf Änderungen des Milieus (Rezk 2013, Roozendaal 2011) und 

sind auch nach Abschluss der Entwicklung der Follikel stark auf die permanente 

Kommunikation mit Lymphozyten angewiesen (El Shikh 2012, Roozendaal 2011, 

Wang 2011, Kawabe 1994). Das Fehlen von MFAP4 könnte diese Interaktion 

beeinträchtigen, sodass das FDC-Netzwerk zwar vollständig ausgeprägt ist, seine 

Dichte aber nicht auf „physiologischem“ Niveau gehalten werden kann. Welche der 

beiden Möglichkeiten zutrifft, kann mit den Ergebnissen dieser Arbeit nicht geklärt 

werden.  

 

Interessanterweise tritt das Defizit in der Dichte des FDC-Netzwerkes und auch die 

tendenziell reduzierte Anzahl der Keimzentren nicht mehr auf, wenn MFAP4 entweder 

vom Empfängergewebe oder von Transplantatzellen produziert werden kann, wie es in 

den Regeneraten aus KO→WT und WT→KO Transplantationen der Fall ist. Zur 
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weiteren Beurteilung dieses Befundes erfolgte erstmals in dieser Arbeit die 

immunhistochemische Darstellung eines Bestandteils der extrazellulären Matrix in 

Regeneraten aus avaskulären Milztransplantationen. Dabei zeigte sich, dass 

Regenerate aus WT→WT Transplantationen eine gleiche Verteilung und Dichte von 

MFAP4 in den einzelnen Kompartimenten aufweisen. Damit müssen auch die 

Liganden von MFAP4 genauso vorhanden sein, wie in ontogenetisch entstandenen 

WT Milzen, sodass die Regenerate nicht nur funktionell und morphologisch auf 

zellulärer (Klaperski 2006, Nohroudi 2005, Marques 2003, Leemans 1999, Pabst 1991, 

Pabst 1986), sondern auch auf extrazellulär molekularer Ebene als vollständig 

regenerierte Milzen angesehen werden können. 

Mit der Durchführung der avaskulären Milztransplantationen bestand die Möglichkeit, 

Bedingungen zu schaffen, in denen MFAP4 während des Wachstums der Milz 

entweder nur lokal im Transplantat (WT→KO) oder nur systemisch im 

Empfängergewebe (KO→WT) produziert werden kann. Damit kann gezeigt werden, 

dass unabhängig davon, ob MFAP4 nur im Empfängergewebe oder nur vom 

Transplantat produzierte werden kann, das Regenerat vollständig mit MFAP4 versorgt 

ist. Die Verteilung und Dichte von MFAP4 in den einzelnen Kompartimenten 

unterscheidet sich nicht zwischen den Regeneraten aus WT→WT, WT→KO und 

KO→WT Transplantationen. Die beiden Produktionsorte sind damit in der Lage, den 

Ausfall des jeweils anderen vollständig zu kompensieren. Es zeigt sich zudem, dass 

das Protein in Regeneraten aus WT→KO Transplantationen von überlebenden 

Transplantatzellen produziert wird und diese interne Produktion für die Versorgung 

des gesamten Organs ausreicht. Nach einer avaskulären Transplantation werden fast 

alle Zellen nekrotisch, bis auf ein paar überlebende nicht lymphatische Zellen im 

Randsaum des Transplantates (Pabst 1991). Es ist nicht ganz geklärt, ob FRCs und 

FDCs direkt überleben oder sich aus überlebenden milzresidente embryonalen 

mesenchymalen Stammzellen (Nkx2-5+Islet1+) neu differenzieren (Castagnaro 2013). 

Von diesen überlebenden Zellen geht der Regenerationsprozess aus, es bildet sich ein 

neues stromales Netzwerk, das sich in Interaktion mit einwandernden Lymphozyten 

wie in der Ontogenese weiter differenziert (Koning 2012, Roozendaal 2011, Katakai 

2004, Ngo 2001, Pabst 1991). MFAP4 wird also wahrscheinlich von diesen stromalen 
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Zellen produziert, zumal auch weitere Bestandteile der extrazellulären Matrix nicht 

nur in der Milz, sondern auch in anderen sekundär lymphatischen Geweben von 

Stromazellen produziert werden (Malhotra 2013, Py 2013, Mueller 2009, Lokmic 

2008, Junt 2008). Für andere nicht-lymphatische Organe ist ebenfalls bekannt, dass 

Stromazellen MFAP4 produzieren (Sækmose 2015, Mölleken 2009). 

 In der inversen Situation der KO→WT Transplantation fallen diese Produzenten aus, 

da die überlebenden Stromazellen vom MFAP4-/- Transplantat stammen. Demnach 

kann MFAP4 prinzipiell auf zwei Wege ins Regenerat gelangen: [1] MFAP4 

produzierende Zellen wandern während des Regenerationsprozesses aus dem WT 

Empfänger in das Organ ein oder [2] MFAP4 wird außerhalb des Regenerates im 

Empfängergewebe produziert und gelangt als fertiges Produkt ins regenerierende 

Gewebe. Das Ergebnis der real time RT-PCR Untersuchung in ontogenetisch 

entstandenen Milzen und Regeneraten aus den unterschiedlichen 

Transplantationsgruppen zeigt zum Einen, dass die Expression von MFAP4 in 

Regeneraten aus WT→WT und WT→KO Transplantationen gleich ist, und zum 

Anderen, dass Regenerate aus KO→WT Transplantationen lokal MFAP4 produzieren. 

Demnach müssen MFAP4 produzierende Zellen während des Regenerationsprozesses 

aus dem Empfänger in das Regenerat einwandern. Zellen, die während des 

Regenerationsprozesses in die Milz einwandern, sind Lymphozyten (Pabst 1991, 

Dijkstra 1983b, Metcalf 1964). Dass diese nicht die Produzenten von MFAP4  sind, 

zeigt die immunhistochemische Färbung von MFAP4 im Lymphknoten. Nach der 

Implantation wandern die Lymphozyten des Transplantates in lymphatisches und 

nicht-lymphatisches Gewebe des Empfängerorganismus‘ aus (Westermann 1997). 

Dementsprechend müssten im Falle der WT→KO Transplantationen die WT 

Lymphozyten des Transplantates auch in die Lymphknoten und Schwanzhaut des 

Empfängers einwandern. Hier konnte aber immunhistochemisch kein MFAP4 

nachgewiesen werden. Da in KO→WT Regeneraten im Vergleich zu WT→WT 

Regeneraten deutlich weniger MFAP4-mRNA produziert wird, das Protein MFAP4 

aber in normaler Verteilung und Dichte im histologischen Präparate nachweisbar ist, 

wird das Protein auch als fertiges Produkt aus dem Empfängerorganismus in das 

Regenerat importiert. Ein solcher Proteinimport ist bereits für Fibronektin, einen 
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anderer Bestandteil der extrazellulären Matrix, bekannt, der über den Blutstrom in die 

Milz gelangt (Aziz-Seible 2011, Rebres 1995). MFAP4 könnte die Milz ebenfalls über 

den Blutstrom erreichen, da bekannt ist, dass es im Plasma gelöst vorliegt und von 

anderen Organen ins Blut sezerniert wird (Sækmose 2015, Mölleken 2009). Zu den 

Bindungspartnern in der Basalmembran könnte MFAP4 über Transzytose gelangen, 

wie es für andere Proteine mit einer RGD-Sequenz beschrieben ist (Teesalu 2013). 

MFAP4 kann in seinen niedermolekularen Formen prinzipiell in das conduit system 

gelangen und darüber in der weißen Pulpa verteil werden (Nolte 2003). Ob ein solcher 

Mechanismus tatsächlich vorliegt ist allerdings nicht bekannt. Bisher konnte aber 

gezeigt werden, dass Proteine, die von FDCs produziert und in das conduit system 

sezerniert werden, im Falle einer Infektion als Signalmoleküle dem systemischen 

Kreislauf zugeführt werden (Py 2013). Die aktuellen Ergebnisse deuten daraufhin, 

dass dieser Signalweg auch in die andere Richtung verläuft, indem MFAP4, das 

systemisch produziert wird, in die Milz und das conduit system gelangt und dort die 

Anzahl der FDCs und damit potentiell die Immunantwort reguliert. Ein Export von 

MFAP4 besteht nach den Ergebnissen dieser Arbeit nicht, da die Regenerate aus 

WT→KO Transplantationen sowohl die Lymphknoten, als auch die Schwanzhaut 

nicht mit MFAP4 versorgen.  

Da es im Falle der WT→KO Transplantationen anscheinend keinen Abstrom von 

MFAP4 aus dem Regenerat gibt, muss die Produktionsmenge gut reguliert sein. Bei 

der lokalen Produktion muss diese auf lokaler Ebenen stattfinden, weil eine 

systemische Kontrolle nicht greifen würde. Im Falle der KO→WT Transplantationen 

kann davon ausgegangen werden, dass sich diese Regulation auch auf systemischer 

Ebene abspielt, da MFAP4 auch von außen in die Milz gelangt. Für andere 

Regelkreise ist ebenfalls eine systemisch und lokale Regulation bekannt: So gibt es 

zum Beispiel neben der systemischen Regulation der Cortisolproduktion über die 

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (Herman 2012, Löffler 2003) 

auch eine lokale Regulation der Cortisolproduktion in der Haut über die Haarfollikel 

(Ito 2005). Auch in der Niere ist ein lokales Renin-Angiotensin-System (RAS) 

vorhanden, das neben dem systemischen RAS existiert (Tojo 2016). 
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Zusammenfassend beschreibt diese Arbeit erstmalig eine genaue Verteilung von 

MFAP4 in der Milz mit seiner Co-Lokalisation mit Laminin in der Basalmembran des 

conduit systems. Für Regenerate konnte eine normale Ausbildung des retikulären 

Netzwerkes gezeigt werden, sodass sie vollständig regenerierten Milzen entsprechen.  

MFAP4 der Milz wird sowohl lokal, als auch systemisch produziert, wobei beide 

Produktionsorte den Ausfall des jeweils anderen vollständig kompensieren können. 

Bei der Wachstumsregulation der Milz durch MFAP4 besteht ein dualer 

Mechanismus: Unter homöostatischen Bedingungen beeinflusst MFAP4 die 

Entwicklung während der Ontogenese nicht. Während des Wachstums im adulten 

Organismus hingegen ist es für die vollständige Ausbildung des FDC-Netzwerkes 

verantwortlich und reguliert die Anzahl der FDCs, wobei die B-Zell-Proliferation nicht 

beeinflusst wird.  
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ZUSAMMENFASSUNG 

 

 

Das microfibrillar-asssociated protein 4 (MFAP4) ist ein Protein der extrazellulären 

Matrix, dessen Funktion in dem Entwicklungsprozess von sekundär lymphatischem 

Gewebe bisher unbekannt ist. Ontogenetisch entstandene Milzen und Milzregenerate 

aus avaskulären Milztransplantationen 8 Wochen post transplantationem wurden 

verwendet, um den Einfluss von MFAP4 auf die Entwicklung der Milz sowohl 

während der Ontogenese, als auch im adulten Organismus mittels Immunhistochemie, 

Immunfluoreszenz, morphometrischer Analyse und real-time RT-PCR zu untersuchen. 

In dieser Arbeit konnte erstmals die genaue Lokalisation von MFAP4 in den 

Kompartimenten und Strukturen der Milz beschrieben werden. Zusätzlich zu der 

bekannten Expression in der Kapsel und der Trabekelgefäße konnte nun eine Co-

Lokalisation mit Laminin in der Basalmembran des conduit systems der Follikel und 

der T-Zell-Zone gezeigt werden. Erstmals konnte zudem gezeigt werden, dass 

Milzregenerate auch auf EZM-Ebene ontogenetisch entstandenen Milzen entsprechen. 

MFAP4 wird von milzresidenten Zellen, am ehesten von Fibroblastischen 

Retikulumzellen, produziert, kann aber auch von extern in das Organ importiert 

werden. Hinweise für einen Export aus der Milz bestehen nicht. Fehlt MFAP4 

während der Ontogenese ist die Entwicklung der Milz nicht beeinflusst. Fehlt MFAP4 

während der Entstehung im adulten Organismus ist die Dichte des FDC-Netzwerkes 

signifikant reduziert bei sonst unverändertem Regenerationsprozess. Dieses Defizit 

kann durch einen Import von MFAP4 aus dem Empfängerorganismus ausgeglichen 

werden. MFAP4 gehört somit zu den Wachstumsfaktoren mit einer unterschiedlichen 

Funktion zu unterschiedlichen Entstehungszeitpunkten sekundär lymphatischer 

Gewebe: Es reguliert die Ausbildung des FDC-Netzwerkes im adulten Organismus, 

nicht aber in der Ontogenese. 
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Ergebnisse der qualitativen und quantitativen Analyse von Regeneraten aus gekreuzten 

Transplantationen (KO→WT und WT→KO) 

 

Neben den Regeneraten aus ungekreuzten Transplantationen wurden auch die Regenerate aus 

gekreuzten Transplantationen immunhistochemisch zur Darstellung der unterschiedlichen 

Zelltypen und Strukturen gefärbt und qualitativ sowie quantitativ in gleicher Weise, wie die 

anderen Organe zuvor, analysiert. 

 

 

Gewicht und histologische Struktur 

 

Makroskopisch war nach der Organentnahme kein Unterschied zwischen Regeneraten aus 

WT→WT und beiden gekreuzten Transplantationen zu erkennen und auch das Gewicht 

unterschied sich zwischen den Gruppen nicht (Abb. I). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In der Färbung der Makrophagen der roten Pulpa war in Regeneraten beider gekreuzter 

Transplantationen eine weiße Pulpa als Summe einzelner ungefärbter Areale, die vorwiegend 

in der Peripherie des Milzschnittes lokalisiert waren, gut von der roten Pulpa abzugrenzen 

(Abb. II). In beiden Gruppen entsprach der prozentuale Flächenanteil, den die rote und die 

weiße Pulpa einnahmen, denen der Regenerate aus WT→WT  Transplantationen (Abb. II). 

Abb. I: Das Gewicht der Regenerate aus WT→WT Transplantationen und den gekreuzten 

Transplantationen unterscheidet sich nicht. 

Gewicht der Milzregenerate 8 Wochen nach einer avaskulärer Transplantation (Einzelwerte, 

Mittelwert und Standardabweichung, n=6) 
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KO→WT WT→KO 

Abb. II: Die Anlage und Ausdehnung der roten und weißen Pulpa unterscheidet sich in 

Regeneraten aus WT→WT und den gekreuzten Transplantationen nicht.  

 A Immunhistochemische Darstellung der Makrophagen der roten Pulpa (F4/80) von 

Milzregeneraten aus KO→WT und WT→KO Transplantationen. B Quantitative Darst-ellung der 

prozentualen Anteile der roten und weißen Pulpa an der gesamten Schnittfläche (Mittelwert und 

Standardabweichung, n=5)  

RP = rote Pulpa, WP = weiße Pulpa 
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Die Färbung zur Darstellung von MOMA-1+ Marginalzonenmakrophagen, B-Zellen und T-

Zellen an unterschiedlichen Schnitten derselben Organe beider Transplantationsgruppen 

zeigte eine den WT→WT Regeneraten entsprechende Anlage der drei Kompartimente der 

weißen Pulpa (Abb. III). Mit einem Flächenanteil von ca. 15 % für die Follikel und jeweils ca. 

5 % für MZ und TZZ entsprachen sie auch quantitativ den Kompartimenten in der weißen 

Pulpa von Regeneraten aus WT→WT Transplantationen (Abb. III). 
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Abb. III: Die Anlage und Ausdehnung der einzelnen Kompartimente der weißen Pulpa 

unterscheidet sich nicht in den Regeneraten aus WT→WT und den gekreuzten 

Transplantationen. 

A Immunhistochemische Darstellung von metallophilen Marginalzonenmakro-phagen (MOMA-1), B-

Zellen (B220) und T-Zellen (TCR-β) an unterschiedlichen Schnitten derselben Milzregenerate aus 

KO→WT und WT→KO Transplantationen.  

B Quantitative Darstellung der prozentualen Anteile der Kompartimente der weißen Pulpa an der 

gesamten Schnittfläche (Mittelwert und Standardabweichung, n=5) 

MZ = Marginalzone, TZZ = T-Zell-Zone 
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Keimzentrumszahl, Lymphozytenproliferation und Dichte des FDC-Netzwerkes 

 

Auch in den Regeneraten der gekreuzten Transplantationen fand eine Ausbildung von 

Keimzentren in einem gleichen Umfang, wie in WT→WT Regeneraten statt, sodass sich kein 

Unterschied sowohl in der Anzahl, als auch der Fläche dieser Strukturen zwischen den 

Transplantationsgruppen herausstellte (Abb. IV). 
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Abb. IV: Die Anzahl und Fläche der Keimzentren ist in den Regeneraten aus WT→WT und den 

gekreuzten Transplantationen gleich. 

A Immunhistochemische Darstellung der Keimzentren (PNA) von Milzregeneraten aus KO→WT und 

WT→KO Transplantationen. Die Pfeile markieren Keimzentren. B Quantitative Darstellung der 

Anzahl der Keimzentren in  den Schnitten (Einzelwerte, Mittelwert und Standardabweichung, n=5) C 

Quantitative Darstellung des prozentualen Anteils der Keimzentrumsfläche an der gesamten 

Schnittfläche (Mittelwert und Standardabweichung, n=5) 
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Ebenso war die Proliferationsrate beider Lymphozytenpopulationen beim Fehlen von MFAP4 

entweder lokal im Transplantat (KO→WT) oder systemisch im Empfänger (WT→KO) 

sowohl qualitativ, als auch quantitativ im Vergleich zu Regeneraten aus WT→WT 

Transplantationen unverändert (Abb. V).  
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Abb. V: Die Dichte der proliferierenden B- und T-Zellen unterscheidet sich in den 

Regeneraten aus den gekreuzten Transplantationen nicht von Regeneraten aus 

WT→WT Transplantationen. 

A Immunhistochemische Darstellung der proliferierenden Zellen (rot, TEC-3) und B-

Zellen (blau, B220) von Milzregeneraten aus KO→WT und WT→KO Transplantationen. 

Die Pfeile markieren Keimzentren. B Quantitative Darstellung der Dichte 

proliferierender Zellen in der B-Zell-Zone und proliferierender T-Zellen in der T-Zell-

Zone (Mittelwert und Standardabweichung, pTZ (WT→KO) n=4, andere n=5) 

BZZ = B-Zell-Zone, TZZ = T-Zell-Zone, pBZ = proliferierende B-Zellen, pTZ = 

proliferierende T-Zellen 
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In beiden Transplantationsgruppen waren die Anlage und die Dichte des FDC-Netzwerkes im 

Vergleich zu WT→WT Regeneraten nicht beeinträchtigt, sodass das in Regeneraten aus 

KO→KO Transplantationen beobachtete Defizit des FDC-Netzwerkes nicht mehr zu finden 

war, wenn MFAP4 entweder systemisch (KO→WT) oder lokal (WT→KO) exprimiert wurde 

(Abb. VI und VII). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

W
T

→
K

O
 

 
 

  
  
  
  
  
K

O
→

W
T
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Abb. VI: In Regeneraten aus gekreuzten Transplantationen ist die Anlage und die 

Ausdehnung des FDC-Netzwerkes gleich.  

Immunhistochemische Darstellung der B-Zellen (B220) und FDCs (FDC-M1) an 

unterschiedlichen Schnitten derselben Milzregenerate aus KO→WT und WT→KO 

Transplantationen.  
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Wird MFAP4 nur im Transplantat oder nur im Empfängergewebe produziert, entwickeln sich 

die Regenerate in Bezug auf die Anlage und Ausdehnung der Kompartimente wie Regenerate 

aus WT→WT Transplantationen. Rote und weiße Pulpa können gut voneinander abgegrenzt 

werden und sie nehmen 80 % bzw. 20 % der Milzschnittfläche ein. Der Anteil der weißen 

Pulpa setzt sich in Regeneraten beider Transplantationsgruppen wie in WT→WT Regeneraten 

aus 15 % Follikeln und jeweils 5 % MZ und TZZ zusammen. Eine Immunantwort kann 

uneingeschränkt ablaufen und auch die Proliferationsrate wird durch das partielle Fehlen von 

MFAP4 im transplantierten Organismus nicht beeinträchtigt. Unter diesen Bedingungen ist 

zudem das beim kompletten Fehlen von MFAP4 auftretende Defizit in der Ausbildung des 

FDC-Netzwerkes nicht mehr vorhanden. 

Abb. VII: Die Dichte des FDC-Netzwerkes unterschiedet sich in Regeneraten aus 

gekreuzten Transplantationen nicht von Regeneraten aus WT→WT Transplantationen. 

Quantitativer Darstellung der Dichte der FDCs innerhalb der Fläche des FDC-Netzwerkes 

(Einzelwerte, Mittelwert und Standardabweichung, n=5)  

FDCs = follikulär dendritische Zellen 
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