Aus dem Institut fir Anatomie und Zellbiologie der Philipps-Universitat Marburg
Geschaftsfuhrender Direktor: Prof. Dr. G. Aumdller
Abteilung fur Immunbiologie
Leiterin: Prof. Dr. B. Steiniger

Die weil3e Pulpa der menschlichen Milz:

Eine dreidimensionale Rekonstruktion

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades der gesamten Medizin

dem Fachbereich Humanmedizin der

Philipps-Universitat Marburg

vorgelegt von
Lars Rattinger

aus Offenburg

Marburg 2002



Angenommen vom Fachbereich Humanmedizin
der Philipps-Universitat Marburg am 22. August 2002.

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereiches.

Dekan: Prof. Dr. B. Maisch
Referent: Prof. Dr. B. Steiniger
Korreferent: PD Dr. Beyer



Inhaltsverzeichnis

IR Y | N = 1L 1
2  MATERIAL UND METHODEN ......cootiiiiiiiiesese st 6
2.1 HUMANMIIZ ..ot ettt e 6
2.2 PrIMArantiKOIPEN ... ..ccuieeeeieeie e e ete st ste e te e sreesae e e sneeseeneesreenneens 6
2.3 AntikOrpernachWeiSSYSIEM .......ccuiiiiiiiee e e e 6
24 SONStQPE REAGENZIEN ..ottt 6
2.4.1 PBS (Phosphate buffered saling) ..........cccoeueeieiiiiiiececce e 6
24.2 TBS (Tris(hydroxymethyl)aminomethane buffered saline).................... 7
2.4.3 Verdunnungslésung fir die PrimarantiKOrper ..........cccccveeeeeeveceecveenene, 7
244 Verdunnungslésung fur die SekundarantiKOrper...........cccvevereneneenens 7
2.4.5 FarbreaktionSIOSUNG .........cccoveieiieiece e 7
2.5  Protokoll der immunhistologischen Farbungen ... 8
25.1 ParaffiNnSCRNITE .........oviiiie s 8
2.5.2 Prinzip der Avidin-Biotin-Komplex Methode............ccccccevieiiveieecceeninens 8
2.5.3 Durchfiihrung der FArbUNGeN..........ccoceeiiiireeeeeeee s 8
254 NegatiVKONTIOIEN ........ccoe e 9
2.6  Dreidimensionale Rekonstruktion der weil3en Milzpulpa .........c.cccccrcerenene 10
2.6.1 Vorbereitung des Paraffinblocks............ccoevveeciccice e 10
2.6.2 Bildbearbeitung .........ccoiii 10
3 ERGEBNISSE..... .ottt sttt 13

3.1  Die dreidimensionale Rekonstruktion der Lymphfollikel und des

GEFARSYSIEMS ...ttt r e e e neenaeeneenns 15

3.2 Die dreidimensionale Rekonstruktion der T-Zellregion und des Gefal3

SYSLEIMIS ..ttt st e be et sse e e abe e s be e e be e s re e enbeeebe e enteenreennre e e 26

3.3 Zusammenfassende Darstellung der B- und T-Zellregionen...................... 34



DISKUSSION ...ttt 37

ZUSAMMENFASSUNG. ... 49
LITERATURVERZEICHNIS ..o 51
VERZEICHNIS DER AKADEMISCHEN LEHRER.........ccccoiiiiiiiiiiecee 56
DANKSAGUNG ...t 57
EHRENWORTLICHE ERKLARUNG ........ccooiveiicteice et 58



Abkirzungsverzeichnis

Abb.

ABC

Ag. bidest.
BSA

CD

DAB

NRS
PALS
PBS
TBS

Abbildung

Avidin-biotinylated peroxidase complex
Aqua bidestillata

bovines Serumalbumin

Cluster of differentiation

3,3 -Diaminobenzidin

Immunglobulin

Normalrattenserum

Periarteriolare lymphatische Scheide
Phosphate buffered saline
Tris(hydroxymethyl)aminomethane buffered

saline



Einleitung

1 EINLEITUNG

Schon Galen (131-201) nannte die menschliche Milz ein ,ratselhaftes Organ”
(van Krieken und te Velde 1988). Diese Einschatzung lasst sich auch aus
heutiger Sicht erstaunlicherweise noch aufrechterhalten. Obwohl die Funktion der
Milz teilweise aufgeklart wurde, ist die Histologie dieses Organs beim Menschen
in zahlreichen Details noch immer unverstanden. Unser Wissen Uber die
Mikroarchitektur der Milz stammt zu einem grof3en Teil aus Untersuchungen an
Tieren (van Krieken et al. 1983; van Krieken et al. 1985a). Eine Quelle ftr
Missverstandnisse ist die Tatsache, dass zahlreiche aus der Tierforschung
stammende Definitionen auf die Verhdltnisse beim Menschen Ubertragen
wurden, obwohl die Humanmilz eine von tierischen Milzen abweichende Struktur
besitzt (van Krieken und te Velde 1988). Dartber hinaus wurden Befunde aus
Studien an verschiedenen Tierarten unkritisch mit Erkenntnissen aus der
Forschung an menschlichen Milzen vermengt. Dies hat zu einer bemerkens-
werten Vielfalt von unterschiedlichen Modellen der mikroskopischen Struktur der
Humanmilz sowohl in der Priméarliteratur als auch in Lehrblichern der Histologie
gefuhrt (Steiniger und Barth 2000).

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag dazu leisten, den komplizierten Feinbau
der menschlichen Milz besser zu verstehen. Dazu wurden aus Serienschnitten
dreidimensionale Rekonstruktionen von Lymphfollikeln und den dazugehdrenden
T-Zellregionen jeweils zusammen mit ihren Arteriolen erstellt. Dadurch konnten
Erkenntnisse gewonnen werden, die sich aus der alleinigen Analyse von
Einzelschnitten nicht erzielen lassen. Im Folgenden wird zunéchst ein Uberblick
Uber den gegenwartigen Kenntnisstand der Milzhistologie gegeben. Da Struktur
und Funktion der Milz bis jetzt am intensivsten an Ratten und Méausen erforscht
wurden, wird mit diesen Spezies begonnen. Daran schliel3t sich eine Darstellung

der Verhaltnisse beim Menschen an.

Das Parenchym der Rattenmilz gliedert sich in die weil3e und rote Pulpa. Die
weil3e Pulpa setzt sich aus B- und T-Zellarealen zusammen. Sie besteht aus drei
Kompartimenten, namlich der periarteriolaren lymphatischen Scheide (PALS),
den Follikeln und der Marginalzone (Veerman und van Ewijk 1975). Wahrend die

PALS hauptséchlich aus rezirkulierenden T-Lymphozyten besteht, stellen die
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Follikel Ansammlungen wandernder B-Zellen dar (van Ewijk und Nieuwenhuis
1985). Priméarfollikel sind durch das Fehlen eines Keimzentrums gekennzeichnet.
Ein Keimzentrum entsteht erst nach Kontakt mit einem Antigen im Rahmen einer
Immunreaktion und charakterisiert den sog. Sekundarfollikel. Im Keimzentrum
finden sich hauptsachlich B-Zellen, aber auch T-Zellen sowie follikulare
dendritische Zellen und Makrophagen (Kroese et al. 1990). Die Korona (auch
Mantelzone genannt) umgibt das Follikelzentrum und bildet das Aquivalent des
Primarfollikels, der durch die Entwicklung eines Keimzentrums an den Rand
gedrangt wurde (Steiniger und Barth 2000). Die B-Zellen der Korona sind durch
die gleichzeitige Expression von Oberflachen IgM und IgD gekennzeichnet (Gray
et al. 1982).

Die Marginalzone umgibt bei Ratten sowohl die PALS als auch die Follikel
(Veerman und van Ewijk 1975). Sie besteht hauptsachlich aus IgM* und IgD” B-
Gedachtniszellen (Liu et al. 1988). Die Zellen der Marginalzone spielen
wahrscheinlich eine entscheidende Rolle bei der schnellen Antikorperbildung

gegen Polysaccharide von Bakterienoberflachen (Mac Lennan und Liu 1991).

Die Rattenmilz wird von der Arteria splenica mit Blut versorgt. Sie teilt sich in
mehrere Segmentarterien auf, aus denen Zentralarteriolen hervorgehen. Diese
sind von einer konzentrisch angeordneten PALS umgeben. Die Zentralarteriolen
geben Aste ab, welche die Follikel durchqueren (Satodate et al. 1986) und als
Kapillaren in den sog. Marginalsinus einmiinden (Veerman und van Ewijk 1975;
Sasou et al. 1976). Hierbei handelt es sich um ein spezielles Gefal3. Es befindet
sich zwischen Follikel bzw. der PALS und der Marginalzone (Steiniger und Barth
2000). Der Marginalsinus scheint eine asymmetrische Permeabilitat zu besitzen.
Farbstoffe, die Uber die Aorta abdominalis injiziert wurden, fanden sich in der
Marginalzone, nicht aber in Follikeln wieder (Sasou et al. 1976). Auch B- und T-
Lymphozyten gelangen bei ihrer Einwanderung in die weil3e Milzpulpa zunachst
aus dem Marginalsinus in die Marginalzone. Aus der Marginalzone wandern
rezirkulierende T-Zellen dann in die PALS, wahrend B-Zellen entlang der

auRReren PALS in die Follikel einwandern (van Ewijk und Nieuwenhuis 1985).

Die rote Pulpa der Rattenmilz setzt sich bei Ratten und Menschen aus Sinus und
Markstrangen zusammen. Die Sinus bestehen bei beiden Spezies aus Endothel-

zellen, die von Basalmembranstreifen ringférmig umfasst werden (Chen und
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Weiss 1972 und 1973). Die Markstrange umgeben die Sinus und bilden ein
Netzwerk aus Fibroblasten und retikularen Fasern, in dem sich Erythrozyten,
Lymphozyten, Granulozyten, Thrombozyten, Makrophagen und Plasmazellen
befinden (Steiniger und Barth 2000). Dieses System wird von Asten der
Zentralarteriolen mit Blut versorgt (Satodate et al. 1986). Es wird als ,offener” Teil
der Milzzirkulation bezeichnet. Das Blut kehrt durch Schlitze zwischen den
Endothelzellen aus dem Netz der Pulpastrange in die Sinus zurtick (Chen und
Weiss, 1973; Mac Donald et al. 1987; Groom et al. 1991). Satodate et al. (1986)
und auch Sasou et al. (1986) finden in den von ihnen elektronenmikroskopisch
untersuchten Rattenmilzen keinen Beweis fir eine direkte Verbindung zwischen
Arteriolen und Sinus im Sinne einer ,geschlossenen Zirkulation“. Andere Autoren
(Murakami et al. 1973) liefern jedoch Hinweise dafiir, dass dieses Prinzip bei

Ratten vorkommt.

Die Unterteilung des Milzparenchyms in eine rote und weil3e Pulpa besitzt auch
beim Menschen Gililtigkeit. Auch hier akkumulieren die B-Zellen in Follikeln,
wéhrend sich die T-Zellen hauptsachlich um die Arteriolen gruppieren (Hsu et al.
1983; Timens und Poppema 1985). Die periarteriolaren T-Zellscheiden (PALS)
sind beim Menschen jedoch weitaus weniger regelmaf3ig angeordnet als bei
Nagern (van Krieken und te Velde 1988). Mitunter scheint die PALS sogar durch
B-Zellen ersetzt zu sein, und man beobachtet Arteriolen, die durch die Korona
oder sogar durch das Keimzentrum eines Follikels ziehen (van Krieken und te
Velde 1988; Steiniger und Barth 2000).

Wahrend das Keimzentrum und die Korona von Follikeln in der Ratten- und
Humanmilz im Wesentlichen gleich aufgebaut sind, finden sich in der Struktur der
Marginalzone einige Unterschiede. Die Marginalzone tritt beim Menschen fast nur
in der Umgebung von Follikeln auf (Timens 1991; Steiniger und Barth 2000). Sie
besteht wie bei Ratten aus IgM" IgD" oder schwach IgD" B-Gedachtniszellen
(Spencer et al. 1998; Steiniger et al. 2001) und wird durch spezialisierte Fibro-
blasten in ein inneres und ein &ulReres Kompartiment unterteilt (Steiniger et al.
1997). Entlang dieser Fibroblasten ist haufig ein Ring aus T-Zellen angeordnet,
die CD3 und CD4 exprimieren (Steiniger und Barth 2000). In einigen Fallen
beobachtet man im &uferen Bereich der Marginalzone ringférmig angeordnete
IgD"* B-Zellen, die sich entlang der PALS fortsetzen (Steiniger et al. 2001).
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Als viertes Kompartiment eines Sekundarfollikels in der Humanmilz wurde neben
Keimzentrum, Korona und Marginalzone die sogenannte perifollikulare Zone
erstmals von van Krieken et al. (1985a) sowie von van Krieken und te Velde
(1986 und 1988) definiert. Die Autoren beschreiben diese Region als ein Netz
aus retikularen Fasern, das sowohl die Follikel als auch die PALS umgibt. Die
Maschen dieses Netzes sind weiter als in den Markstrdngen der roten Pulpa.
Steiniger und Barth (2000) entwickeln die Hypothese, dass Seitendste der
Zentralarteriolen die perifollilkulare Zone mit Blut versorgen. Die perifollikulare
Zone wurde somit ein Teil des offenen Kreislaufsystems der Milz darstellen.
Wahrend Erythrozyten, Granulozyten und Monozyten von hier aus die rote Pulpa
erreichen, kénnten Lymphozyten durch die Marginalzone in die PALS oder in die

Korona einwandern.

Die Architektur des arteriellen Gefal3baums der Milz unterscheidet sich beim
Menschen in einigen Details von den Verhdaltnissen bei Ratten. Auch die
Humanmilz wird von Asten der Arteria splenica versorgt. Beim Menschen finden
sich aber, anders als bei Ratten, Trabekelarterien (Steiniger und Barth, 2000). Es
wird angenommen, dass die Arteriolen beim Menschen nach dem Verlassen der
Bindegewebstrabekel von einer PALS ummantelt werden und sich dann als
Zentralarteriolen bezeichnen lassen. Diese Gefal3e verzweigen sich weiter und
enden schliel3lich als Kapillaren, die von spezialisierten Makrophagen umgeben
sind. Diese als Hilsenkapillaren bezeichneten Gefal3e finden sich in der
perifollikularen Zone und in der roten Pulpa (van Krieken und te Velde 1988).
Manche Autoren (Kashimura und Fujita 1987) berichten, dass sich die Arteriolen
in der weil3en Pulpa der Humanmilz nicht aufzweigen. Die genauen Verhaltnisse

sind aber bislang immer noch ungeklart.

Schmidt et al. (1988, 1993) beobachten auch in der Milz des Menschen einen
Marginalsinus, namlich an der Grenze zwischen Follikel und Marginalzone.
Demgegentber kommen andere Autoren (van Krieken et al. 1985a; Sasou et al.
1986; Steiniger und Barth 2000) zu dem Ergebnis, dass die menschliche Milz im

Gegensatz zu Ratten keinen Marginalsinus aufweist.

Die Struktur der roten Pulpa unterscheidet sich beim Menschen im Wesentlichen
nicht von den Verhaltnissen bei Ratten. Auch in der Humanmilz finden sich

sowohl Sinus als auch ein Netzwerk aus Markstrangen, das Erythrozyten,
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Lymphozyten und eine grof3e Anzahl von Makrophagen beherbergt (van Krieken
et al. 1985b). Es wird angenommen, dass das Blut auch in der menschlichen Milz
aus dem System der Pulpastrange durch Schlitze zwischen den Endothelzellen
in die Sinus hineinflie3t (Fujita 1974; Fujita et al. 1982). Ob in der Humanmilz
neben diesem ,offenen” Teil der Zirkulation auch ein ,geschlossener* Teil mit
einem kontinuierlichen Blutfluss in die Sinus erfolgt ist noch Gegenstand der
Diskussion. Wahrend Saitoh et al. (1982) und van Krieken et al. (1985b) keinen
Hinweis daftr erkennen, schlieRen Schmidt et al. (1988) aus ihren
Untersuchungen, dass in der Milz des Menschen beide Mdglichkeiten der

Zirkulation vorhanden sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden Paraffinserienschnitte eines Praparates aus
einer reprasentativen humanen Milz angefertigt. Die Schnitte wurden abwech-
selnd mit Antikdrpern gegen B-Lymphozyten und gegen T-Lymphozyten gefarbt.
Eine Gegenfarbung mit Hamalaun erfolgte, um glatte Muskelzellen der Arteriolen
darzustellen. Die Praparate wurden mit einer digitalen Kamera aufgenommen
und dann mit Hilfe von Datenverarbeitungsprogrammen dreidimensional
rekonstruiert. Die Anwendung einer immunhistologischen Farbetechnik war
notwendig, weil mit diesem Verfahren sowohl die B- und T-Zellareale als auch die
BlutgefaRe in einer hohen Detailerkennbarkeit dargestellt werden konnten. Die
Anwendung konfokaler Bildgebungsverfahren schied aus, weil die Tiefen-
ausdehnung des zu rekonstruierenden Bereichs mit ca. 1000um die maximale
Eindringtiefe eines Laserstrahls in eine Gewebeprobe um ein Vielfaches
Uberstieg. Die zahlreichen Schwierigkeiten, die mit der Erstellung von drei-
dimensionalen Rekonstruktionen aus einer grofden Anzahl von Serienschnitten

verbunden sind, werden im Diskussionsteil dieser Arbeit ausfuhrlich erlautert.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einige bislang ungeklarte Fragen zur

mikroskopischen Architektur der humanen Milz zu beantworten:

1. Sind Arteriolen immer von einer soliden PALS umgeben oder wird das T
Zellareal teilweise durch die Follikel unterbroche n?
Kdnnen sich Arteriolen innerhalb der weil3en Pulpa aufzweigen?
Wie sind die T-Zellen in der Marginalzone der Follikel angeordnet?

Wie stellen sich die rezirkulierenden B-Zellen in der Nahe der PALS dar?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Humanmilz

Das verwendete Milzpraparat wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. med.
P. Barth, Institut fir Pathologie der Universitat Marburg, zur Verfiigung gestellt.
Das Organ war einer 21-jahrigen polytraumatisierten Frau entnommen worden,
bei der keine weiteren Erkrankungen bekannt waren. Die mikroskopische

Struktur des Praparates entsprach dem fir diese Altersgruppe typischen Bild.

2.2 Primarantikorper

Der monoklonale Antikorper L26 und die affinitatsgereinigten polyklonalen
Kaninchen anti-CD3 Antikorper wurden von der Firma DAKO, Hamburg bezogen
(Nr. MO755 fur L26 und Nr. A0452 fur anti-CD3).

L26 ist gegen das CD20-Antigen auf humanen B-Zellen gerichtet (Mason et al.
1990). Die polyklonalen Antikérper reagieren mit einem intrazytoplasmatischen
Abschnitt der CD3-Epsilonkette humaner T-Zellen.

2.3 Antikdrpernachweissystem

Zum Nachweis des Priméarantikérpers L26 wurde mit dem Elite ABC-Kit der Firma
Vector, Burlingame, USA, gearbeitet (Nr. PK- 6102, bezogen Uber Fa. Alexis,
Grunberg, Deutschland). Fir die Detektion von anti-CD3 wurde statt des
biotinylierten anti-Maus 1gG Antikdrpers ein biotinylierter Ziege-anti-Kaninchen

Antikorper verwendet (Vector Nr. BA-100, Bezug Uber Alexis, Grunberg).

2.4 Sonstige Reagenzien
2.4.1 PBS (Phosphate buffered saline)

PBS wurde als zehnfach konzentrierte Stammldsung angesetzt: 1,37 mol NaCl
(Riedel-de Haen, Nr. 31434), 0,027 mol KCI (Roth, Nr. 6781), 0,08 mol Na;HP Oy
2H,0 (Merck, Nr. 6580), 0,015 mol KH,PO,4 (Merck, Nr. 4873) wurden in 1000 mi
Ag. bidest. gelost, wobei der pH-Wert dieser Losung bei etwa 7,4 lag. Nach
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Verdinnung der Stammldsung wurde der pH-Wert mit 1 N HCI (Merck, Nr. 9057)
auf einen Wert von 7,2 eingestellt.

2.4.2 TBS (Tris(hydroxymethyl)aminomethane buffered saline)

0,05 mol Tris(hydroxymethyl)aminomethan der Firma Roth (Nr. 4855.2) und 0,15
mol NaCl (Riedel-de Haen, Nr. 31434) wurden in 700 ml Aqua bidest. geldst und
mit IN HCI (Merck, Nr. 9057) auf einen pH-Wert von 7,6 eingestellt. Dann wurde
die Losung mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefllt.

2.4.3 Verdinnungslésung fur die Primarantikorper

Die Primarantikorper wurden in PBS verdunnt, dem 1% BSA (Bovines
Serumalbumin, Serva, Nr. 11930), 0,1% Natriumazid (Baker, Nr. 9099) und
0,00033% Avidin (Sigma, Nr. A-9275) zugesetzt waren. L26 wurde im Verhaltnis
1:150, anti-CD3 im Verhaltnis 1:80 verdinnt.

2.4.4 Verdinnungslésung fur die Sekundarantikorper

Die Verdinnung der Sekundarantikorper erfolgte im Verhéltnis 1:200 in einer
Losung aus PBS, 5% NRS (Normalrattenserum), 0,002% Biotin (Sigma, Nr. B-
4501) und 0,002% Natriumazid (Baker, Nr. 9099).

2.4.5 Farbreaktionslosung

10 mg DAB (3,3 -Diaminobenzidin) in Tablettenform (Sigma Nr. D-5905) wurden
in 20 ml TBS geldst und bis zur Verwendung in Portionen zu jeweils 1 ml bei -
20°C gelagert. Dann wurde aus 500 pl Aqua bidest. und 20 ul Perhydrol (Merck,
Nr. 7209) eine 1,2%ige H»O,- Losung hergestellt.

Unmittelbar vor der Farbentwicklung wurden 10 pl dieser L6sung zu 1000 pl der

DAB-L6sung pipettiert.



Material und Methoden

2.5 Protokoll der immunhistologischen Farbungen

2.5.1 Paraffinschnitte

Milzsticke mit einer Kantenlange von etwa 1cm wurden ca. 24 Stunden in
4%iger Formalinlésung in Leitungswasser fixiert und anschlieRend bis zum
70%igen Alkohol entwassert.

Die Paraffineinbettung wurde in einem Einbettautomaten durchgefihrt. Nach
Fortsetzung der aufsteigenden Alkoholreihe erfolgte eine Behandlung mit
Benzoesauremethylester (Roth, Nr. 6944.2) und schliel3lich die Einbettung in
Paraplast (Sherwood Medical, Nr. 8889-501007).

Das Praparat wurde dann in einen Paraffinblock (Paraplast) gegossen, von dem
schlie3lich mit dem Schlittenmikrotom 150 Serienschnitte angefertigt wurden.

Die Objekttrager waren zur besseren Haftung der Schnitte zuvor mit 2%iger
Silanlésung (3-Aminopropyl-Triethoxysilan, Sigma Nr. A-3648) beschichtet

worden.
2.5.2 Prinzip der Avidin-Biotin-Komplex Methode

Diese Methode beruht auf der Fahigkeit des Glycoproteins Avidin, mit vier
Molekilen Biotin eine physikalische Verbindung einzugehen.

Fir dieses Verfahren werden drei Reagenzien benétigt. Ein Primarantikorper
bindet spezifisch an das zu bestimmende Antigen. Ein mit Biotin konjugierter
Sekundarantikbrper weist diesen Primarantikdrper nach. Schlie3lich wird aus
Avidin und biotinylierter Peroxidase ein Komplex hergestellt, der an den
biotinylierten Sekundarantikérper bindet.

Die Reaktion der Peroxidase mit H,O, fihrt dann zur oxidativen Polymerisierung

von Diaminobenzidin und zum Niederschlag eines braunen Produkts.
2.5.3 Durchfuhrung der Farbungen

Als erstes wurden die Schnitte in Xylol entparaffiniert und in eine absteigende
Alkoholreihe Uberfunhrt.

Bei der Formalinfixierung entsteht durch Einwirkung des Formalins auf das im
Gewebe geléste Hamoglobin stérendes, sog. Formolpigment. Um dieses zu

entfernen, wurden die Schnitte mit einer gesattigten Pikrinsaurelésung (Merck,
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Nr. 621) in 80%igem Ethanol 20 Minuten inkubiert und anschliel3end die Pikrin-
saurereste durch Waschen in 80%igem Ethanol entfernt.

Nach Spulen mit Ag. bidest. wurden die Objekte zur Antigendemaskierung mit
0,05%iger Protease Typ XIV, (von Streptomyces griseus, Sigma Nr. P-5147) 15
Minuten inkubiert.

AnschlieBend wurde mit PBS gespult. Danach erfolgte eine 30-mindtige
Inkubation mit 0,15%iger HO,-L6sung in PBS (Perhydrol von Merck, Nr. 7209),
um eventuell vorhandene Peroxidase im Gewebe zu blockieren.

Nach nochmaligem Spilen mit PBS wurden die Objekte mit 50ul der
Primarantikérperlésungen (vgl. Abschnitt 2.2 und 2.4.3) 60 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Die Serienschnitte wurden abwechselnd mit dem Antikérper
L26 (B-Zellen) und anti-CD3 (T-Zellen) gefarbt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Objekte wieder mit PBS gewaschen.

Jetzt erfolgte die Inkubation mit 50ul der Sekundarantikdrperlésungen (vgl.
Abschnitt 2.3 und 2.4.4) ftr 30 Minuten ebenfalls bei Raumtemperatur.

Nach dem Spulen mit PBS wurden die Schnitte mit dem ABC-Reagenz
(Vectastain Elite ABC-Kit, Nr. PK 6102) bei Raumtemperatur 30 Minuten
inkubiert. Die AB-LOsung wurde - nach Anweisung des Herstellers - 30 Minuten
vor Gebrauch angesetzt, indem Lésung A in PBS im Verhaltnis 1:50 verdinnt
und dann Lésung B ebenfalls im Verhéltnis 1:50 zugesetzt wurde.

Nun wurde mit TBS gespilt und danach 10 Minuten bei Raumtemperatur mit der
Farbreaktionslosung (vgl. Abschnitt 2.4.5) inkubiert. Nach dem Spulen mit TBS
folgte die Kernfarbung mit Hamalaun, von der die Negativkontrollen ausgespart
blieben.

Schlie3lich wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert,

fur 5 Minuten in Xylol eingetaucht und in Eukitt eingedeckt.

2.5.4 Negativkontrollen

Die ersten beiden Schnitte der Serie wurden als Negativkontrollen im ersten
Farbeschnitt mit der Verdunnungslésung der Primarantikdrper 30 Minuten
inkubiert.

Im zweiten Schritt wurde einer der beiden Schnitte mit dem biotinylierten Ziege-
anti-Kaninchen Antikérper und der andere mit dem biotinylierten Ziege-anti-Maus

Antikdrper jeweils 60 Minuten inkubiert.
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Es konnte gezeigt werden, dass die beiden Sekundarantikbrper keine un-

spezifischen Bindungen eingingen.

2.6 Dreidimensionale Rekonstruktion der weil3en Milzpulpa

2.6.1 Vorbereitung des Paraffinblocks

Um die Serienschnitte zur Rekonstruktion aufeinander ausrichten zu kénnen, war
es erforderlich, das Milzstiick mit einer Markierung zu versehen. Dazu wurde vor
dem Schneiden aus dem Block ein rechter Winkel so herausgefrast, dass das
Objekt am Rand von den beiden Kanten des Winkels erfasst wurde. Jetzt wurde
der Paraffinblock noch einmal eingeschmolzen und das Organstiuck erneut
eingebettet, damit es beim Schneiden von allen Seiten mit Paraffin umgeben war
(vgl. Abb.1).

| Eingebettetes Milzpraparat mit
herausgefrastem 90° Winkel

Paraffinblock

Abb.1: Paraffinblock mit eingebettetem Milzpréparat, aus dem zur Markierung ein Winkel von 90°
herausgefrast wurde.

2.6.2 Bildbearbeitung

Die Serienschnitte wurden zunachst mit Hilfe eines Mikroskopes (Zeiss, Axioplan
2) und einer 3 Chip RGB-Videokamera (Hamamatsu Photonics Deutschland
GmbH, Herrsching) aufgenommen. Fur die Aufnahmen wurde ein Objektiv von
Zeiss (Achroplan 4x/0,10) verwendet, sowie im Mikroskop ein Optovar mit dem
Vergrol3erungsfaktor 1,25 zugeschaltet. Aulerdem kam das Bildverarbeitungs-

programm ,Openlab“ (Version 1.7.8, Improvision Deutschland, Heidelberg-
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Wieblingen) zum Einsatz, das auf einem Apple-Macintosh Computer (Power
Macintosh 9500/200) installiert war.

Die einzelnen Objekttrager wurden mit dem Kreuztisch des Mikroskops solange
verschoben, bis der rechte Winkel des jeweiligen Praparats in der linken unteren
Ecke des Computermonitors positioniert war. Nach diesem Schritt wurde das
Objekt mit der digitalen Kamera aufgenommen. Mit Hilfe des Programms
,2openlab“ konnten die Bilder nun Ubereinandergelagert werden. Die auf das
erste Bild folgenden Bilder wurden transparent gemacht und mit Hilfe der
angeschnittenen Arteriolen aufeinander ausgerichtet. Die verwendete Version
1.7.8. von ,Openlab“ ermdglichte nur Verschiebungen in ¥ und y-Richtung, aber
keine Drehung der Aufnahmen. Durch Drehung wéare eine prézisere Ausrichtung
der Praparate moglich gewesen.

Bei einer ersten Durchsicht der Praparate wurden die Milzfollikel ausgewanhlt,
deren B- und T-Zellregionen mit ihren Arteriolen dreidimensional rekonstruiert
werden sollten. Die T- und B-Zellfarbungen wurden abwechselnd bearbeitet.
Lopenlab“ besitzt ein Schneidewerkzeug, mit dem die Strukturen, die in die
Rekonstruktion aufgenommen werden sollten, ausgeschnitten und kopiert
wurden. Diese Kopien wurden in zwei neue Dateien eingefugt. Auf diese Weise
entstand eine Datei mit 71 Bildern von B-Zellen und den zugehdrenden
BlutgefalRen sowie eine zweite Datei mit 69 Aufnahmen von T-Zellen mit den
entsprechenden Arteriolen. Zehn Praparate konnten nicht bearbeitet werden, weil
sie beim Farbevorgang beschadigt wurden.

Die dreidimensionale Rekonstruktion der Schnitte wurde mit dem Programm ,3D-
Doctor* (Version 2.0, Able Software Corp., Lexington, USA) durchgefiihrt. Zuerst
wurden die mit Hilfe von ,Openlab“ erzeugten Bilder, die im ,Bitmap“-Format
abgespeichert waren, in ,3D-Doctor* aufgerufen. Dies geschah mit den
Funktionen ,new stack” und ,add files”. Die Bilddateien wurden markiert, getffnet
und als sog. ,List“-Datei neu abgespeichert. Mit der Funktion ,open image*
wurden die Bilder dann erneut aufgerufen und die B- und T-Zellen sowie die
Arteriolen, als zu rekonstruierende Objekte definiert. Dies ermdglichte der Editor
mit der Funktion ,object-setting” und der Unterfunktion ,object-management®.
Voraussetzung fur die Erstellung einer Rekonstruktion durch das Programm war
die Umrandung der Strukturen, die in die Berechnung Eingang finden sollten.

Zunachst wurden die definierten Objekte mit Hilfe der Symbolleiste aufgerufen.
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Dann wurden sie im Meni ,3D-Rendering” mit der Unterfunktion ,Interaktive
Segmentation* markiert. Dazu musste auf einer Skala ein Minimal- und auf einer
zweiten ein Maximalwert fur die sog. ,Image-Thresholds” eingestellt werden. Die
Einstellungen waren dabei solange zu verandern, bis das jeweilige Objekt rot
gefarbt erschien, d.h. markiert war. Fiur die Arteriolen betrugen beide Werte 255.
Fur die B- und T-Zellen betrug der Minimalwert 5 und der Maximalwert 250. Ein
markiertes Objekt konnte dann vom Programm umrandet werden. Fur die
Blutgefale wurde hierzu der Befehl ,outline only* angewendet. Die Umrandung
der Zellen erfolgte mit der Funktion ,all boundary lines”, weil hier nicht nur die
AuRenkontur, sondern alle Konturen markiert werden sollten. Die Farbe der
Markierungen war zuvor im Menu ,object-management” bei der Definition der
Objekte festgelegt worden. Fir die B- und T-Zellen wurde Rot, fur die Arteriolen
Blau gewahlt. Mit der Umrandungsfarbe war gleichzeitig die Farbe der
rekonstruierten Strukturen festgelegt worden. Die so praparierten Bilder konnten
nun dem Prozess der dreidimensionalen Rekonstruktion unterzogen werden.
~3D-Doctor* bietet hierzu zwei unterschiedliche Verfahren an. Die Funktion
swolume-rendering“ bertcksichtigt nicht nur die Oberflache der Objekte, sondern
alle Daten der Strukturen. Demgegentber wird bei der Funktion ,surface-
rendering” nur die Oberflache zur Erstellung der Rekonstruktion verwendet. Fir
die in dieser Arbeit vorgelegte Fragestellung zeigte sich ,surface-rendering” als
die Methode, mit der sich die aussagefahigsten Ergebnisse erzielen lieR3en.
Deshalb wurde mit dieser Funktion gearbeitet. Die ,surface-rendering“-Methode
bietet wiederum zwei Unterfunktionen: ,simple surface-rendering” und ,complex
surface-rendering“ mit den Moglichkeiten ,fast rendering“ und ,full rendering*.
Eigene Versuche zeigten, dass die Anwendung der Funktion ,complex surface
rendering® mit der Unterfunktion ,full rendering” die detailiertesten Bilder lieferte.
Die Oberflachen der B- und T-Zellrekonstruktionen wurden mit Hilfe des Menus
~Property* und seinen Unterfunktionen ,Material“ sowie ,object-setting” trans-

parent gestaltet. Dadurch wurde der Blick auf den Verlauf der Blutgefal3e frei.

12



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

Die vorliegenden Rekonstruktionen entstanden durch die computerunterstitzte
Bearbeitung von immunhistologisch gefarbten und mit Hamalaun gegengefarbten
Paraffinserienschnitten. Insgesamt wurden 150 Schnitte abwechselnd mit dem
Antikorper L26 (spezifisch gegen CD20 positive B-Zellen) und einem Antiserum
gegen CD3-positive T-Lymphozyten gefarbt. Der Antikorper L26 farbt alle B-
Zellen und erlaubt es deshalb nicht, in den Follikeln Marginalzone, Korona oder
Keimzentren zu unterscheiden. Diese Kompartimente der B-Zellregion sind
jedoch durch die unterschiedliche Kernfarbung in den gegen CD3 gefarbten
Schnitten erkennbar. Nach Abzug von beschadigten Praparaten standen fir die
Rekonstruktion 71 B- sowie 69 T-Zellfarbungen zur Verfugung. Die Lymphfollikel
einerseits sowie die PALS andererseits wurden getrennt voneinander jeweils mit
dem dazugehorenden Gefal3baum rekonstruiert. Die kinstliche Trennung war

notwendig, um eine Ubersichtliche Darstellung zu ermdéglichen.

Die komplizierten dreidimensionalen Verhaltnisse der zellularen und vaskularen
Strukturen sind nur zu verstehen, wenn man die Objekte aus verschiedenen
Perspektiven betrachtet. Als Ausgangsposition wurde dazu sowohl bei der B- als
auch bei der T-Zelldarstellung jeweils eine Stellung der Objekte als Frontal
ansicht festgelegt. Sie ermoglichte die bestmogliche Ubersicht (iber die
Strukturen. Es wurde zunéchst eine nicht transparente Darstellung gewéhlt, um
die Oberflachenstruktur sichtbar zu machen (Abb.2 und 17). Ausgehend von
dieser Position wurden die Zellformationen um 15° im Uhrzeigersinn gedreht und
um 25° nach vorne gekippt (Abb.3 und 18). Dann erfolgte jeweils die Darstellung
in der transparenten Form, die den Blick auf die Arteriolen freigibt (Abb.4, 5, 21
und 22). Die Kippung der Modelle erméglichte eine weitestgehend Uber-
lagerungsfreie Darstellung der Arteriolen. Bei einer weiteren Darstellungsform
wurden die Zellformationen schlief3lich, von der Frontalansicht ausgehend, um
90° nach rechts gedreht und wiederum durchsichtig dargestellt (Abb.8 und 23).
Zur Beschreibung der Strukturen war die Benutzung von Richtungsbegriffen
erforderlich. Die Definitionen ,,oben” und ,unten” sowie ,rechts* und ,links* wurden
in den Frontalansichten (Abb.2 und 17) festgelegt. Die Lagebezeichnungen

Lworne* und ,hinten* wurden in den Seitenansichten (Abb.8 und 23) definiert.
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In den beiden folgenden Kapiteln wird jeweils zunachst ein Uberblick tber die
rekonstruierten B- bzw. T-Zellareale gegeben. Dann wird die Architektur der
Zellanordnung und des arteriellen GefaRsystems im Detail analysiert. Dazu
wurden vier horizontale Ebenen in den dreidimensionalen Rekonstruktionen gelb
markiert und spezieller beschrieben. Es wurden solche Ebenen ausgewahlt, die
sich besonders dazu eignen, durch einen Vergleich mit den entsprechenden
immunbhistologischen Ausgangsbildern bestimmte Befunde zu verdeutlichen.

Bei der Betrachtung der histologischen Bilder stellte sich heraus, dass einige
Bereiche der weil3en Pulpa sowohl von T- als auch von B-Lymphozyten besiedelt
sind. Dies ist aber in den dreidimensionalen Rekonstruktionen nicht immer
eindeutig zu erkennen. Ebenso liel3en sich einige weitere Details innerhalb der
Zell- und Gefal3strukturen nicht immer zweifelsfrei durch Analyse der raumlichen
Modelle aufdecken. Deshalb war es erforderlich, neben den oben beschriebenen
vier Ebenen weitere immunhistologische Praparate der Schnittserie detaillierter
darzustellen. Bei der Beschreibung der histologischen Bilder zeigte sich erneut
die Notwendigkeit, Richtungsbezeichnungen zu verwenden. Dazu wurden die bei
der Betrachtung der raumlichen Modelle festgelegten Lagebegriffe Gbernommen.
Strukturen, die sich auf einer immunhistologischen Aufnahme ,unten“ befinden,
sind also dem ,vorderen“ Abschnitt eines Follikels, bzw. einer T-Zellregion
zuzuordnen und umgekehrt, d.h. Objekte im ,oberen® Bildabschnitt befinden sich
in den Rekonstruktionen entsprechend ,hinten“. Die Praparate werden im

Folgenden in Richtung des Blutflusses, d.h. von ,0ben“ nach ,unten“ analysiert.
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3.1 Die dreidimensionale Rekonstruktion der Lymphfollikel und des

Gefallsystems

Durch die dreidimensionale Bearbeitung der 71 mit dem Antikdrper L26 gefarbten
Paraffinschnitte konnten insgesamt 2 Lymphfollikel vollstandig, sowie ein weiterer
zu ca. einem Drittel rekonstruiert werden. Diese Follikel wurden mit den Ziffern 1,
[l und 1l bezeichnet. Die Follikel |1 und Il besitzen annahernd die Form einer
Kugel. Uber die Gestalt von Follikel Il kann aufgrund seiner unvollstandigen
Rekonstruktion keine Aussage gemacht werden (Abb.2 und 3). An den Follikel |
schlief3t sich rechts eine Zellformation an, die mit la bezeichnet wurde (Abb.2 und
3). Hierbei handelt es sich um B-Zellen, die sich in Form einer Hille um eine
solide T-Zellregion legen. Aus dieser B-Zellanordnung entsteht Follikel Il. Die
beiden zuletzt genannten Befunde werden im Folgenden mit Hilfe der immun-

histologischen Farbungen verdeutlicht (s.u.).

oben

links rechts

Ebene 3
Ebene 2

2.2.2

Ebene 4

unten

Abb.2: B-Zellareale in der Frontalansicht: Die Follikel sind mit den Ziffern I, Il und Il gekennzeichnet. Bei
der Struktur la handelt es sich um B-Zellen aus der Marginalzone des Follikels I, die eine Hille um eine
solide TFZellformation bilden (vgl. hierzu Abb.9). Die vier Schnittebenen, die mit den histologischen
Ausgangsbildern verglichen werden, sind gelb markiert. Arteriolen, die aus den Follikeln in die umgebende
rote Pulpa hinausragen, sind blau dargestellt. Ihr Verlauf innerhalb der B-Zellstrukturen wird in den Abb. 4
und 5 erkennbar.
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Ebene 3
Ebene 2

Abb.3: Die Follikel wurden von der Frontalansicht ausgehend um 15° nach rechts gedreht und um 25°
nach vorne gekippt.

Alle dargestellten Blutgefal3e besitzen stets eine oder mehrere Schichten glatter
Muskelzellen und sind daher als Arteriolen anzusprechen. Die B-Zellareale
werden von zwei Arteriolen durchzogen, die sich in ihrem Verlauf aufaveigen und
mit den Ziffern 1 und 2 bezeichnet wurden (Abb.4 und 5).

Abb.6 zeigt die immunhistologische B-Zellfarbung der Schnittebene 1. Man
erkennt die Anfange des Follikels I. B-Zellen aus seiner Marginalzone um-
schlieen die beiden GefalRe 1 und 2. Die V-formige Struktur der Arteriole 1
deutet darauf hin, dass sie durch einen Zusammenschluss zweier Gefal3e
entsteht. Eine genauere Aussage ist jedoch nicht moglich, da es sich hier um den
obersten Paraffinschnitt der Serie handelt. Aus der ovalen Form der Arteriole 2
lasst sich schlieBen, dass sich hier ein GefafRast abzuschniren beginnt.
Tatsachlich handelt es sich dabei um die Verbindung zwischen den Gefal3en 1
und 2, die auf den Abb.4 und 5 zu erkennen ist. Bei dem Blutgefal3, das im linken
oberen Bildausschnitt zu sehen ist, handelt es sich um eine Trabekelarterie. Das
Gefal? links unterhalb der Arteriole 1 fand bei der dreidimensionalen Re-
konstruktion keine Berucksichtigung, weil sich keine Verbindung zu Gefal3 1
erkennen lie3. Mdglicherweise handelt es sich hierbei um einen tangential
angeschnittenen Seitenast der Arteriole 1.
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Ebene 1

11

Ebene 2

2.1\.2
} 2.1
2.2.3 2.3.1 Ebene 4
2.1.3 23
Abb. 4: Transparente Darstellung der Follikel I, 1l, und Ill in der Frontalansicht: Man erkennt zwei

Hauptgefalstamme, die in die B-Zellansammlungen eintreten und sich dort in unterschiedlichem AusmaR
verzweigen (s. Text). Die Detailvergrof3erung zeigt die Verhaltnisse im Bereich der Aufteilung der Arteriole
2.1. Die GefaRRe 2.1.2 und 2.1.3 zeigen eine Aufspaltung. Hierbei handelt es sich aber um rechnerbedingte
Artefakte.

Ebene 1 T

11

Ebene 2

222 223
Ebene 4

Abb.5: Transparente Darstellung der aus der Frontalansicht (Abb.4) um 15° nach rechts gedrehten sowie
um 25° nach vorne gekippten Follikel. Hier ist eine weitestgehend uberlagerungsfreie Darstellung der
Arteriolen zu sehen.
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Abb.6: Immunhistologische Férbung von CD20 positiven B-Zellen der Schnittebene 1
(EndvergroBerung x 80): Man erkennt die Anfange des Follikels | (A). BLymphozyten aus
seiner Marginalzone umfassen die beiden Arteriolen 1 und 2.

Abb.7: Farbung von CD3 positiven T-Zellen der Schnittebene 1 (EndvergréfRerung x 80): T-
Lymphozyten (B) umschlieRen die beiden Arteriolen 1 und 2. Beachte die periarteriolaren
Uberlappungsbereiche von B- und T-Zellen, die beim Vergleich mit Abb.6 auffallen.
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Abb.7 zeigt die korrespondierende T-Zellfarbung in der Schnittebene 1. Beim
Vergleich beider Abb. fallt auf, dass sich die B- und T-Zellen in der Umgebung
der beiden Gefal3e 1 und 2 miteinander vermischen. Hier liegt offensichtlich eine

aus T- und B-Zellen bestehende Zellscheide vor.

Die Arteriole 1 verzweigt sich etwa in der Mitte des Follikels | in die Gefal3e 1.1
und 1.2. (Abb.4 und 8). Der Ast 1.1 verlasst Follikel I leicht ansteigend in
Richtung der roten Pulpa wahrend die Arteriole 1.2 nach unten durch ihn
hindurch zieht (Abb.8). Dieses Gefal3 scheint in den dreidimensionalen
Rekonstruktionen im Follikel 1 zu enden (Abb.4). Dies ist darauf zurlickzufihren,
dass es auf den digitalisierten Aufnahmen in den unteren Follikelabschnitten
nicht mehr eindeutig zu identifizieren war. Auf den lichtmikroskopischen Bildern

lasst sich dieses GefalR aber bis zum Ende des Follikels | nachweisen.

vorne - ] e e ] hinten

*2.1.3
= 23111

Ebene 3

Ebene 4

Abb.8: Transparente B-Zellformation von der Frontalansicht ausgehend um 90°nach rechts gedreht: Die
Detailvergrof3erung zeigt die Verhaltnisse im Bereich der Aufzweigungen der Arteriolen 2.1 und 2.3.1

Die Arteriole 2 gibt das GefaR 2.1 ab und teilt sich unmittelbar danach in die Aste
2.2 und 2.3 auf. (Abb.4, 5 und 8). Das Gefal3 2.1 zieht nach unten in Richtung der
roten Pulpa und teilt sich hier in drei Aste auf, die mit den Nummern 2.1.1, 2.1.2
und 2.1.3 versehen wurden (Abb.4 und 8). Etwa in Hohe der Abzweigung der
Arteriole 2.1 entsteht aus der hullférmigen B-Zellanordnung la um die T-

Zellscheide des Gefal3es 2 der Follikel II. Dies lasst sich auf der histologischen
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Abb.9 erkennen. Auf der linken Seite befindet sich Follikel 1. Bei den Gefalen am
rechten Follikelrand handelt es sich um die Arteriolen 1 und 1.1. Deutlich sind die
B-Lymphozyten zu erkennen, die von der Marginalzone des Follikels | ausgehend
ein ungefarbtes Zellareal ringférmig umfassen. Bei diesem Areal handelt es sich
um T-Zellen, wie auf Abb.10 zu erkennen ist. Sie umschliel3en an dieser Stelle
die Arteriole 2, die gerade den Ast 2.1 abgibt. Der B-Zellring ist Teil der
Formation, die in der dreidimensionalen Rekonstruktion mit la bezeichnet wurde
(Abb.2 und 3). Erst anhand des histologischen Bildes wird klar, dass es sich
dabei nicht um eine solide Struktur, sondern um eine Hulle aus B-Zellen handelt.
Am rechten Rand des B-Zellrings ist ein Bereich zu erkennen, in dem die B-
Lymphozyten zu einer Scheibe akkumulieren (Abb.9). Dieser Region ist der
Beginn des Follikels Il zuzuordnen. Vergleicht man die Umgebung der Arteriolen
1, 1.1 und 2 auf den Abb.9 und 10, so fallt wie schon beim Vergleich der Abb.6
und 7 auf, dass auch in diesen Bereichen B- und T-Lymphozyten nicht streng

voneinander getrennt sind, sondern vielmehr vermischt auftreten.

Die Abb.11 und 12 zeigen die immunhistologischen Farbungen der Schnittebene
2. Die B-Zellfarbung (Abb.11) stellt auf der linken Seite einen Schnitt durch das
Zentrum des Follikels | mit der Arteriole 1.2 dar. Die B-Lymphozyten bilden eine
homogene, fast kreisrunde Struktur. Lediglich in einzelnen Randbereichen sind
nicht gefarbte Zonen zu erkennen. Hierbei handelt es sich um T-Zellzonen, wie
ein Vergleich mit Abb.12 zeigt. Rechts im Bild erkennt man einen Schnitt durch
Follikel 1l. Aus seiner Marginalzone ziehen B-Zellen ringférmig um ein
ungefarbtes Gebiet, das Abb.12 als ein TZellareal in der Nahe des Follikels
ausweist. An der Grenze zwischen B-und T-Zellregion befindet sich die Arteriole
2.3. Vor ihr liegt die Aufzweigung 2.2. Die tangential angeschnittene Arteriole 2.1
und ihre beiden Aste 2.1.1 und 2.1.2 werden von einem schmalen B-Zellstreifen
umfasst. Auch in dieser Schnittebene lassen sich wieder Bereiche nachweisen,
die sowohl von B- als auch von T-Zellen besiedelt sind. Diese Areale finden sich
sowohl in den Marginalzonen der Follikel I und Il als auch in der Umgebung der
Arteriolen 2.2, 2.3 sowie im Bereich der Aufzweigungen 2.1, 2.1.1 und 2.1.2. Dies
lasst sich durch einen Vergleich der beiden Abb.11 und 12 erkennen. Ahnlich wie
in der Schnittebene 1 befinden sich also auch hier Zellscheiden um die

Arteriolen, die sowohl aus B- als auch aus T-Lymphozyten bestehen.
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Abb.9: B-Zellfarbung in Hohe der Aufzweigung der Arteriole 2 (Endvergréf3erung x 80): Aus der
Marginalzone von Follikel | (A) ziehen B-Lmphozyten um ein solides T-Zellareal (vgl.Abb.10).
Sie verdichten sich an einer Stelle (B). Diesem Bereich ist der Beginn des Follikels Il
zuzuordnen. Am rechten Rand des Follikels | befinden sich die GefalZe 1 und 1.1.

Abb.10: T-Zellfarbung in Hohe der Aufzweigung der Arteriolen 1 und 2 (EndvergréRerung x 80):
Rechts findet sich die T-Zellscheide (C) um die Arteriole 2. Auf der linken Seite befinden sich
ringférmig angeordnete T-Lymphozyten (D) in der Marginalzone des Follikels | (vgl. mit Abb.9).
Aus der Arteriole 1 spaltet sich in dieser Schnittebene gerade der Seitenast 1.1 ab.
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Abb.11: Farbung von B-Zellen in der Schnittebene 2 (EndvergréRerung x 80): Links erkennt
man den Follikel | (A) mit der Arteriole 1.2. Auf der rechten Seite befindet sich ein Schnitt durch
Follikel 1l (B) mit den GeféaRen 2.2 und 2.3. Im hinteren Bereich liegen die Seitenaste 2.1, 2.1.1
und 2.1.2

Abb.12: Farbung von T-Zellen in der Schnittebene 2 (EndvergrofRerung x 80): Auf der linken
Seite sind FLymphozyten (C) in der Marginalzone des Follikels | zu erkennen (vgl. mit
Abb.11). Die Arteriole 1.2 befindet sich am Rand dieser Zellformation. Rechts im Bild befindet
sich die T-Zellzone des Follikels Il (D) mit den Gefalen 2.2 und 2.3. In der roten Pulpa liegen
die Arteriolen 2.1, 2.1.1 und 2.1.2.
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Die Arteriole 2.2 durchzieht Follikel II, bis sie sich etwa zu Beginn seines letzten
Drittels an der Grenze zur roten Pulpa weiter aufteilt. Hier zweigt das Gefal3 2.2.1
ab, bevor sich die Arteriole 2.2 in ihre Endaste 2.2.2 und 2.2.3 aufspaltet (Abb.5
und 8). Das Gefal3 2.3 gibt nach einer kurzen Strecke einen Seitenast 2.3.1 ab
(Abb.5). Dieser verlauft zundchst horizontal und entlasst dann die Arteriole
2.3.1.1 (Abb.5), die den Follikel leicht schrag nach oben gerichtet verlasst (Abb.4
und 5). Zuvor gibt sie noch den Ast 2.3.1.1.1 ab (Abb.4 und 5). Die Arteriole 2.3.1
wiederum verlasst den Follikel Il in bogenférmigem Verlauf in Richtung der roten
Pulpa (Abb.8). Die Arteriole 2.3 durchlauft, nachdem sie den Ast 2.3.1 ab-
gegeben hat, den Follikel 1l und setzt sich dann im Follikel Il weiter fort (Abb.4
und 5).

Die Abb.13 und 14 zeigen die histologischen Verhéltnisse der Schnittebene 3.
Auf der B-Zellfarbung (Abb.13) ist zu erkennen, dass Follikel | in dieser
Schnittebene nicht mehr vorhanden ist. Follikel 1l befindet sich rechts im Bild. Er
besitzt eine naherungsweise kreisrunde Form. Vorne sind die Gefal3e 2.2 und
2.2.1 zu erkennen. Bei dem ungefarbten Gebiet zwischen diesen beiden
Gefallen handelt es sich um ein T-Zellareal (Abb.14). Auch an dieser Stelle lasst
sich wieder nachweisen, dass die B- und T-Zellpopulationen in Gefal3ndhe nicht
streng voneinander getrennt vorliegen, sondern sich durchmischen (vgl. Abb.13
und 14). Im hinteren Bereich des Follikels liegen die Arteriolen 2.3 und 2.3.1. In
der Umgebung des GefalRes 2.3 finden sich fast ausschlief3lich B-Zellen (Abb.13)
und nur vereinzelt T-Zellen (Abb.14), d.h. dieses Gefal3 verlauft nmitten des
Follikels 1. Demgegenuber zeigen sich im Bereich der Arteriole 2.3.1 erneut

Uberlappungsbereiche von B- und T-Lymphozyten (vgl. Abb.13 und 14).

Auf den Abb.15 und 16 ist die 4. Schnittebene zu sehen. Die Farbung gegen B-
Lymphozyten (Abb.15) zeigt einen Schnitt durch den Anfangsbereich des
Follikels 1ll. Bei dem immunhistochemisch ungefarbten Gebiet handelt es sich um
T-Zellen (Abb.16). B-Zellen aus der Marginalzone des Follikels 1l umschlieRen
die T-Zellzone ringférmig. Diese Anordnung der B-Lymphozyten stellt eine Ver-
bindung zwischen den beiden Follikeln Il und Ill dar (Abb.2 und 3). Die Struktur
ahnelt dem Ubergangsbereich zwischen Follikel 1 und 1l (Abb.9). Das bedeutet,
dass alle dargestellten Follikel Gber B-Zellhtillen, die sich um solide T-Zellareale

legen, miteinander verbunden sind.
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Abb.13: Farbung von B-Zellen in der Schnittebene 3 (EndvergréRerung x 80): Auf der rechten
Bildhélfte ist Follikel Il (A) mit den Arteriolen 2.2, 2.2.1, 2.3 und 2.3.1 zu erkennen.

Abb.14: Farbung von T-Zellen in der Schnittebene 3 (EndvergrofRerung x 80): In der Marginal-
zone des Follikels Il finden sich T-Lymphozyten, die sich an einigen Stellen verdichten. Vorne
befinden sich die Arteriolen 2.2 und 2.2.1, die von einer unvollstdndig ausgebildeten F
Zellscheide umgeben sind. Die Arteriole 2.3 liegt in der N&he des Follikelkeimzentrums. Im
hinteren Abschnitt befindet sich der Ast 2.3.1.
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Abb.15: B-Zellfarbung der Schnittebene 4 (EndvergrofRerung x 80): Man erkennt einen Schnitt
durch den Anfangsbereich des Follikels 1l (A). B-Lymphozyten aus seiner Marginalzone
umschlieBen ein ungefarbtes Areal, in dem sich T-Zellen (vgl. Abb.16) und die Arteriole 2.3
befinden. Das angeschnittene GefaR am Follikelrand wurde bei der Rekonstruktion nicht
bertcksichtigt, weil es erst auf den untersten Schnittebenen auftauchte und sich kein Kontakt
zur Arteriole 2.3 zeigte.

Abb.16: T-Zellfarbung der Schnittebene 4 (EndvergréfRerung x 80): Eine solide periarteriolare
Scheide aus T-Lymphozyten (B) ist exzentrisch um das Gefal 2.3 angeordnet.
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3.2 Diedreidimensionale Rekonstruktion der T-Zellregion und des Gefai-

systems

Aus den 69 Paraffinschnitten, die mit Antikbrpern gegen die Epsilon-Kette des
CD3-Komplexes gefarbt wurden, konnten die T-Zellareale der in Abschnitt 3.1
dargestellten Follikel I, 1l und 1l rekonstruiert werden. Die T-Zellen bilden eine
horizontal verlaufende solide Formation (Abb.17), die dem Follikel | sowie dem
Anfang von Follikel 1l zuzuordnen ist (vgl. Abb. 2 mit Abb.17). An dieses Areal
schlief3t sich links eine durchbrochene kugelschalenférmige Struktur an (Abb.18).
Die Kugelschale aus T-Lymphozyten durchdringt die Marginalzone von Follikel |
in nahezu seiner gesamten Ausdehnung (vgl. Abb.3 mit Abb.18). Die kompakte
T-Zellregion wird durch den Follikel Il bis auf vereinzelte schmale Zellstrange
verdrangt, die sich in seinen Randzonen befinden (vgl. Abb.3 mit 18). Mit Beginn
von Follikel Il wird der rechts auf3en gelegene schlanke T-Zellstrang wieder
breiter (vgl. Abb.2 mit Abb.17, Pfeil).

oben

links : : 1 b e rechts

unten

Abb.17: TFZellregion in der als Frontalansicht festgelegten Darstellung: Die FZellen bilden in dem
Abschnitt, der dem Follikel | und dem Anfang des Follikels Il zuzuordnen ist, eine horizontale Formation.
An das solide T-Zellareal schlief3t sich links eine durchbrochene kugelschalenférmige Struktur an, welche
die Marginalzone des Follikels | durchdringt. Die kompakte T-Zellzone wird durch den Follikel 1l bis auf
einzelne schmale Zellstrange weitgehend verdrangt. Mit Beginn des 3. Follikels wird der rechts auf3en
gelegene T-Zellstrang (Pfeil) wieder breiter. Zum Vergleich befindet sich links unten im Bild eine
verkleinerte Darstellung der korrespondierenden Follikel.
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Ebene 4

Abb.18: T-Zellareal aus der Frontalansicht um 15° nach rechts gedreht und um 25° nach vorne gekippt:
Dadurch ist die kugelschalenférmige Struktur zu erkennen, die sich links an den horizontalen T-Zellbereich
anschlieB3t. Dieser I6st sich nach unten in zwei schmale Zellstrange auf. In diesem Bereich befindet sich
der Follikel 1I (vgl. mit Abb.3). Der rechts auRen verlaufende T-Zellbereich entwickelt sich mit Beginn des
Follikels Il wieder zu einem kompaktem Zellareal (vgl. mit Abb.3). Zur Orientierung befindet sich in der
rechten oberen Bildecke eine verkleinerte Darstellung der Lymphfollikel

Abb.7 zeigt die immunhistologische T-Zellfarbung der Schnittebene 1. Man
erkennt einen schmalen, kompakten Verband aus T-Lymphozyten, der die
beiden Blutgefal3e 1 und 2 von allen Seiten umschliel3t. Wie bereits im Abschnitt
3.1 erlautert, findet hier eine Durchmischung von B- und T-Zellen statt. Im
weiteren Verlauf kommt es jedoch zu einer relativ scharfen Trennung der beiden
Zellpopulationen, wie man den Abb.19 und 20 entnehmen kann. Diese beiden
Aufnahmen entsprechen einer Schnittebene, die etwa in der Mitte zwischen
Ebene 1 und Ebene 2, d.h. also im oberen Bereich von Follikel I, liegt. Die
GefalRe 1 und 2 befinden sich innerhalb einer dichten Ansammlung aus T-Zellen
(Abb.20). Die raumliche Struktur dieser Formation zeigen die Abb. 17 und 18. Auf
der linken Seite sind die T-Zellen im Bereich der Marginalzone des Follikels | zu
erkennen. Sie sind in Form eines unvollstandig ausgebildeten Rings angeordnet
(Abb.20). Dieser Bereich ist Teil der kugelschalenférmigen T-Zellstruktur, die den
Follikel | in nahezu seiner gesamten Ausdehnung durchzieht (vgl. Abb.3 mit

Abb.18).
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Abb.19: B-Zellfarbung einer Schnittebene, die sich etwa in der Mitte zwischen Ebene 1 und 2
befindet (EndvergroRerung x 80): Aus der Marginalzone von Follikel | (A) ziehen B-
Lymphozyten (B) um die T-Zellscheide (vgl.Abb.20) der Arteriolen 1 und 2.

Abb.20: Korrespondierende T-Zellfarbung zur Abb.19 (EndvergréRerung x 80): Eine solide T
Zellscheide (C) umgibt die Arteriolen 1 und 2. Aus diesem Areal ziehen T-Lymphozyten (D)
ringférmig in die Marginalzone des Follikels | (vgl. Abb.19)
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In der Umgebung der Arteriolen 1 und 2 sowie im Grenzbereich zwischen Follikel
| und der T-Zellzone finden sich zwar auch Uberlappungsbereiche, insgesamt
sind die B- und T-Zellen jedoch eindeutig gegeneinander abgrenzbar. In diesem
Abschnitt der weil3en Pulpa lasst sich also eine periarteriolare T-Zellscheide

eindeutig von den B-Zellen des Follikels abgrenzen.

Die Arteriole 1 verlasst die solide T-Zellregion in Richtung des ringférmigen T
Zellareals in der Marginalzone von Follikel 1 (Abb.21 und 22). Die Aufteilung
dieses GefaRes in die Aste 1.1 und 1.2 an der Grenze zwischen B und T
Zellzone ist auf den dreidimensionalen Rekonstruktionen nicht eindeutig zu
erkennen. Dies wird mit Hilfe der immunhistologischen Abb.10 deutlich. Sie zeigt
die Verhaltnisse im Bereich der Aufzweigung von Arteriole 1. Auf der rechten
Seite erkennt man die kompakte T-Zellregion, in der die Arteriole 2 liegt. Auf der
linken Seite findet sich die T-Zellansammlung im Bereich der Marginalzone des
Follikels I. Aus der Arteriole 1 spaltet sich gerade der Seitenast 1.1 ab. Beide
Gefalie liegen an der Grenze zwischen der T- und B-Zellzone. Sie sind auf der
rechten Seite von TZellen umgeben, wahrend sich auf ihrer linken Seite fast
ausschlie3lich B-Zellen befinden (vgl. Abb.9 mit 10). In diesem Bereich ist
demnach keine komplette periarteriolare T-Zellscheide vorhanden. Die Arteriole
1, die zuvor noch vollstéandig von T-Zellen umgeben war (Abb.20) hat sich also
aus dieser Hulle herausgeltst. Wie bereits im Abschnitt 3.1 erlautert wurde,
finden sich in der Umgebung aller Arteriolen auch auf dieser Schnittebene wieder

Zonen, in denen sich B- und T-Zellen durchmischen.

Abb.12 zeigt die immunhistologische T-Zellfarbung der Ebene 2. Auf der linken
Seite sind die T-Zellen im Bereich der Marginalzone des Follikels | zu erkennen.
Zwischen Arteriole 1.2 und den T-Lymphozyten in der Marginalzone befindet sich
ein schmales immunhistochemisch ungefarbtes Gebiet. Hierbei handelt es sich
um B-Zellen des Follikels | wie ein Vergleich mit Abb.11 zeigt. Das bedeutet,
dass die Arteriole 1.2 keine periarteriolare T-Zellscheide besitzt sondern fast
vollstandig von B-Zellen umgeben ist (vgl. Abb. 11 und 12). Auf der rechten Seite
von Abb.12 erkennt man die T-Zellzone des Follikels II. Sie zeigt an dieser Stelle
etwa die Form einer Sichel. Bei dem ungefarbten Areal vor der Arteriole 2.3
handelt es um B-Zellen des Follikels 1l (Abb.11). Auch hier befinden sich im

Bereich der Marginalzone einzelne ringformig angeordnete T-Zellen.
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11

2.1 Ebene 4

—2.1.3

Abb.21: TZellregion in der transparenten Frontalansicht: Man erkennt die Arteriolen, die durch die T
Zellformation hindurchziehen. Die AusschnittsvergroRerung zeigt die Verhaltnisse im Bereich des Gefalles
2.1. Bei der scheinbaren Aufzweigung der Arteriole 2.1.3 handelt es sich um ein Rechnerartefakt.

Ebene 4

Abb.22: Transparente T-Zellregion aus der Frontalansicht um 15° im Uhrzeigersinn gedreht und um 25°
nach vorne gekippt: Mit Ausnahme der Arteriole 2.1 sind die Gefalze weitestgehend Uberlagerungsfrei

dargestellt. Zur Orientierung befindet sich in der rechten oberen Bildecke eine verkleinerte Darstellung der
korrespondierenden Follikel.
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Wie schon in Abschnitt 3.1 ausgefihrt wurde, finden sich in der Umgebung der
Arteriolen 2.1, 2.1.1, 2.1.2, 2.2 und 2.3 Uberlappungen von B-und T-Zellarealen.
Es entstehen also kombinierte B-T-Zellscheiden. Das Gefal3 2.2 befindet sich in
seinem weiteren Verlauf durch den Follikel Il am Hinterrand einer T-Zellformation.
An seiner Ruckseite findet sich nur eine schmale Ansammlung von T-Zellen
(Abb.23). Die Verhaltnisse im Bereich der Arteriole 2.2.1 und der Aufspaltung des
Gefalles 2.2 in seine Endéaste 2.2.2 und 2.2.3 stellen sich &hnlich dar. Der
Uberwiegende Anteil der T-Zellen befindet sich am Vorderrand der Gefalde
(Abb.23). Man kann hier also nur ndherungsweise von einer periarteriolaren T-

Zellscheide sprechen.

212 211
2.1\
2311 |
2.3.1 —
213
23.1
vorne hinten

223 e

2.3

Abb.23: Transparente T-Zellregion um 90° aus der Frontalansicht im Uhrzeigersinn gedreht: Die
DetailvergrofRerung zeigt die Verhaltnisse im Bereich der Aufzweigungen der Arteriolen 2.1 und 2.3.1.

Die Arteriole 2.3 tritt schlieBlich aus der soliden, horizontal verlaufenden T-
Zellregion heraus und ist Uber eine weite Strecke durch den Follikel Il hindurch
gar nicht von T-Zellen umgeben (Abb.18). Erst mit Beginn des Follikels Il besitzt
das Gefal3 wieder eine T-Zellscheide (vgl. Abb.5 mit Abb.22 und Abb.8 mit
Abb.23).

Vergleicht man die Regionen um die Seitenaste des Gefal3es 2.3.1 in den
dreidimensionalen Rekonstruktionen (vgl. Abb.5 mit Abb.22 und Abb.8 mit

Abb.23), so stellt man fest, dass auch hier die Arteriolen sowohl von B- als auch
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von T-Zellen umgeben sind. Dieser Befund wird bei Betrachtung der
entsprechenden immunhistologischen Farbungen deutlicher. Abb.24 zeigt die
histologischen Verhéltnisse im Bereich der Aufteilungsstellen der Arteriolen 2.2,
2.3, 2.3.1 und 2.3.1.1. Durch Vergleich der jeweiligen B- bzw. T-Zellfarbung der
einzelnen Schnittebenen zeigt sich, dass sich die B- und T-Lymphozyten in der
Umgebung der Gefal3e 2.2, 2.3.1 und 2.3.1.1 durchmischen.

Abb.14 zeigt die der Schnittebene 3 zugrundeliegende TZellfarbung. Das F
Zellareal des Follikels Il entspricht hier nur noch einem angedeuteten Ring, der in
der Marginalzone des Follikels liegt. Vorne befinden sich die Arteriolen 2.2 und
2.2.1. Die T-Zellen bilden in diesem Areal aber keine wlIstandige Hulle um die
Gefal3e, sondern liegen hauptsachlich zwischen ihnen. Die B-Zellen des Follikels
reichen an die Rulckseite der beiden Arteriolen heran und umfassen sie
zangenformig (Abb.13). Auch hier ist also keine echte periarteriolare T-
Zellscheide vorhanden. Das Gefall 2.3 befindet sich in der N&he des
Keimzentrums. Im hinteren Follikelabschnitt liegt die Arteriole 2.3.1. Auch auf
dieser Schnittebene finden sich um die Arteriolen 2.2 und 2.2.1 sowie um das
GefalR 2.3.1 Uberschneidungszonen aus B- und T-Zellen. Der Ast 2.3 ist
hingegen vollstandig in B-Zellen eingebettet (vgl. Abb.13 mit Abb.14).

Abb.16 zeigt die TFZellfarbung der Schnittebene 4. Die TLymphozyten bilden
eine dichte Zellformation, in der sich die Arteriole 2.3 in exzentrischer Lage
befindet. Dieses Gefald hat also, nachdem es im Follikel 1l fast in seinem
gesamten Verlauf nur von B-Zellen umgeben war, wieder eine periarteriolare T-
Zellscheide erhalten. Nur in diesem Areal und in der horizontal angeordneten T-
Zellregion im oberen Abschnitt der untersuchten weil3en Pulpa (Abb.17 und
Abb.21) finden sich solide T-Zellscheiden um die Arteriolen. In der Marginalzone
des Follikels 11l befinden sich vereinzelt T-Zellen. Das angeschnittene Gefal3 am
Follikelrand wurde bei der Rekonstruktion nicht bericksichtigt, weil es erst auf
den untersten Schnittebenen auftauchte und sich kein Kontakt zur Arteriole 2.3

zeigte.
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2.3.1) £.31.1.1 231} 3111

Abb.24: B-Zellfarbungen (A, C, E) und T-Zellfarbungen (B, D, F) von Serienschnitten im
Aufzweigungsgebiet der Arteriolen 2.2, 2.3, 2.3.1 und 2.3.1.1 (Endvergréerung x 80): Durch
Vergleichen der Abb. A mit B, C mit D sowie E mit F wird deutlich, dass sich periarteriolar stets
Uberlappungsbereiche von B- und T-Lymphozyten finden. Eine Ausnahme bildet die Arteriole 2.3.
Sie ist fast vollstandig in B-Zellen eingebettet.
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3.3 Zusammenfassende Darstellung der B- und T-Zellregionen

In der untersuchten Organprobe einer menschlichen Milz wurden die Areale der
B- und TZellen getrennt rekonstruiert und in den Abschnitten 3.1 und 3.2 be-
schrieben. Tatsachlich bilden sie aber eine Einheit, ndmlich die weil3e Pulpa. Im
folgenden Abschnitt folgt deshalb eine zusammenfassende Darstellung der

beiden Zellareale.

Die B-Zellen formieren sich zu soliden, anndhernd kugelférmigen Strukturen, den
Follikeln. Im Gegensatz dazu ist die raumliche Anordnung der T-Zellen wesent-
lich komplizierter. Im Anfangsbereich des Follikels | durchmischen sich B- und T-
Lymphozyten (Abb.6 mit Abb.7). In diesem Abschnitt liegt also eine kombinierte
B-T-Zellscheide um die Arteriolen vor. Dann entwickelt sich aber eine relativ
scharfe Trennung der beiden Zellpopulationen. Die T-Zellen bilden eine solide
Scheide um die beiden Gefal3e 1 und 2 (Abb.20). Aus dieser Formation ziehen T-
Lymphozyten in die Marginalzone des Follikels I, wo sie dch in Gestalt eines
unvollstandigen Rings anordnen (Abb.10 und 20). In der raumlichen Darstellung
wird deutlich, dass diese T-Zellringe eine durchbrochene, kugelschalenférmige
Struktur bilden (Abb.18). Gleichzeitig umschliel3en B-Zellen der Marginalzone
des Follikels | die T-Zellregion (Abb.9 und 19). Dieser B-Zellring setzt sich in der
Marginalzone von Follikel Il fort (Abb.9). Die kompakte T-Zellregion wird durch
den sich entwickelten Follikel verdrangt. Sie reduziert sich auf schmale Bereiche
am Rand des Follikels 1l (vgl. Abb.3 mit Abb.18). Aus einem dieser Areale
entwickelt sich mit Beginn des Follikels Il wieder eine solide periarterioléare
Zellscheide (vgl. Abb.5 mit Abb.22). Die T-Zellregion verandert also ihre Form
erheblich. Sie bildet nur im Follikel 1 und zu Beginn von Follikel 1l eine solide
Struktur. Innerhalb des Follikels Il wird sie praktisch vollstdndig durch B-Zellen
verdrangt.

Die Arteriolen sind nicht ausschlie3lich von T-Lymphozyten in Form einer
periarteriolaren Scheide umgeben. Nur in Schnitten, die die Mitte des Follikels |
treffen (Abb.20) sowie zu Beginn des Follikels Ill (Abb.16) lassen sich reine T-
ZellgefalRscheiden nachweisen. Am Anfang von Follikel | sowie innerhalb des
Follikels 11 sind Gefal3e sowohl von B- als auch von T-Lymphozyten umgeben
(vgl. Abb.6 mit Abb.7 und Abb.11 mit Abb.12). Einzelne Gefal3e sind wiederum

nur unvollstandig von T-Zellen umgeben, so dass hier der Begriff der
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periarteriolaren Scheide den Sachverhalt nicht zutreffend beschreibt (Abb.14 und
23). Einzelne Arteriolen kdonnen ihre entweder nur aus T- oder aus B- und T
Zellen bestehende Scheide vollstandig verlieren und mitten durch einen Follikel
hindurchziehen (Abb.14 und 18). In einem Fall findet ein Gefald mit Beginn des
nachsten Follikels wieder Anschluss an eine nur aus T-Zellen bestehende
Gefaldscheide (Abb.16 und 22).

Zusammenfassend lassen sich die in der Einleitung gestellten Fragen wie folgt

beantworten:

1. Die raumliche Struktur von T-Zellansammlungen innerhalb der weifl3en Pulpa
kann erheblich variieren. Dichte T-Zellansammlungen um die Arteriolen stellen in
der durchgefiihrten Rekonstruktion nicht den Regelfall, sondern lediglich eine
maogliche Form dar, in der sich die FLymphozyten anordnen kénnen. Die F
Zellen kdnnen Arteriolen auch unvollstandig umschliel3en. Dartber hinaus kann
eine solide periarteriolare T-Zellformation fast vollstandig durch einen Follikel
ersetzt werden. Die T-Zellen kdénnen sich mit Beginn des nachsten Follikels
wieder zu einer kompakten Zellscheide anordnen. Daraus folgt, dass T-Zell-
ansammlungen in der weil3en Pulpa der Humanmilz nicht generell als peri-
arteriolare Scheiden zu bezeichnen sind. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
erscheint es sinnvoll, den Begriff der PALS durch den allgemeineren Ausdruck
~1-Zellareal” zu ersetzen.

In den rekonstruierten Abschnitten der weil3en Pulpa des vorliegenden Praparats
kommt es, vor allem in der Umgebung der Arteriolen, zu erheblichen Uber-
lappungen von B- und T-Zellarealen. Auf diese Weise entstehen mitunter
Gefal3scheiden, die sich sowohl aus B- als auch aus T-Lymphozyten zusammen-
setzen. Diese Durchmischungsbereiche sind in schmalen Abschnitten der
weil3en Pulpa starker ausgepragt, als in Bereichen, in denen Zellen zu breiteren
Ansammlungen akkumulieren. Hier sind die B- und T-Lymphozyten relativ scharf

voneinander getrennt.

2. Die Arteriolen verzweigen sich innerhalb der weil3en Pulpa in unter-
schiedlichem Ausmal3. Gefal3aufteilungen finden sich dabei sowohl innerhalb von
B-Zellarealen als auch in Uberlappungsbereichen aus beiden Zellpopulationen.

Verzweigungen in reinen T-Zellzonen konnten nicht nachgewiesen werden.
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3. In der Marginalzone der Lymphfollikel befinden sich T-Zellen. Teilweise sind
sie dort nur als einzelne ringférmige Ansammlungen zu erkennen. Sie kdnnen
sich aber auch zu komplexen kugelschalenférmigen Strukturen anordnen. Die T-
Zelldichte in der Marginalzone ist bei einzelnen Follikeln unterschiedlich stark

ausgepragt.

4. B-Zellen aus der Marginalzone der Lymphfollikel bilden Hullen um solide
Anteile von T-Zellregionen und stellen auf diese Weise eine Verbindung zwi-

schen aulReren Bereichen einzelner Follikel her.
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurden in Paraffinserienschnitten eines Praparates
aus einer menschlichen Milz abwechselnd CD3 positive TZellen bzw. CD20
positive B-Lymphozyten immunhistologisch dargestellt. Aus diesen Schnitten
wurden mit Hilfe geeigneter Computerprogramme dreidimensionale Rekon-
struktionen eines Abschnitts der weil3en Pulpa mit den zugehdrenden Arteriolen

erstellt.

Dabei zeigte sich, dass sich T- und B-Zellen in der menschlichen Milz anders
anordnen als bei Nagetieren. Die B-Zellen bilden stets annéhernd kugelférmige
Strukturen, die Follikel, wahrend die T-Zellen sich in variabler Form um die
Arteriolen gruppieren. Es gibt neben Bereichen, in denen die T-Lymphozyten
dichte Scheiden um die Arteriolen bilden, auch Areale, in denen diese
Gefal3scheiden unvollstdndig ausgebildet sind oder sogar vollstandig von B-
Lymphozyten verdrangt werden. B- und T-Zellen bilden innerhalb der weil3en
Pulpa haufig keine streng voneinander getrennten Zonen. Vor allem periarteriolar
kommt es mitunter zu ausgepragten Durchmischungen der beiden Zell-
populationen. Dariber hinaus durchdringen T-Zellen die Marginalzonen von
Follikeln und bilden dabei zum Teil komplexe raumliche Strukturen. Andererseits
umhtillen B-Zellen T-Zellareale und schaffen auf diese Weise Verbindungen
zwischen einzelnen Follikeln. Dies kommt dadurch zustande, dass sich die
aulRere Marginalzone von der Oberflache der Follikel auf die Oberflache der T-
Zellzonen fortsetzt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich Arteriolen

innerhalb der weiRen Pulpa in einem erheblichen Ausmal3 aufzweigen.

Dreidimensionale Rekonstruktionen der weil3en Pulpa der Humanmilz sucht man
in der Priméarliteratur vergebens. Es existieren zwar zahlreiche elektronen-
mikroskopische Analysen der Milz (Fujita 1974; Fuijita et al. 1982; Saitoh et al.
1982; Sasou et al. 1986; Satodate et al. 1986; Schmidt et al. 1988). Keine dieser
Arbeiten vermittelt jedoch einen umfassenden rdumlichen Eindruck der weil3en
Pulpa. Durch die Rekonstruktion von immunhistologisch gefarbten Serien-
schnitten ist es in der vorliegenden Arbeit erstmals gelungen, eine drei-
dimensionale Darstellung dieses Milzkompartiments beim Menschen zu ge-

winnen. Dabei konnte bestétigt werden, dass sich die weil3e Pulpa aus zwei
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Zellkompartimenten zusammensetzt, namlich aus Ansammlungen von B-
Lymphozyten und aus T-Zellzonen (Grogan et al. 1983; Grogan et al. 1984; Hsu
et al. 1983; van Krieken et al 1985a; van Krieken und te Velde 1988). In Uberein-
stimmung mit zahlreichen Autoren (Timens und Poppema 1985; van Krieken et
al. 1985a; Timens 1991) wurde gezeigt, dass sich die B-Zellen zu mehr oder
weniger runden oder ovalen Gebilden, den sog. Follikeln, anordnen. Schon bei
einer ersten Durchmusterung der Serienschnitte zur Auswahl von Arealen, die
sich fur dreidimensionale Rekonstruktionen eignen, wurde hingegen deutlich,
dass die Anordnung der T-Lymphozyten ungleich komplizierter ist als die der B-
Zellen. Dieser Eindruck wurde bei der Erstellung der Rekonstruktionen und
schliel3lich bei der Analyse der raumlichen Strukturen bestétigt. Die Ergebnisse
dieser Arbeit stehen sowohl in Einklang mit Steiniger und Barth (2000) als auch
mit van Krieken et al. (1985a). Die erstgenannten Autoren weisen darauf hin,
dass die Follikel beim Menschen den Uberwiegenden Teil der weil3en Pulpa
ausmachen. Die Letztgenannten berichten, dass sich die T-Zellareale weniger
voluminés, dafur aber Vvielgestaltiger als die Follikel darstellen. In
Ubereinstimmung mit van Krieken und te Velde (1988) konnte in der vor-
liegenden Arbeit gezeigt werden, dass die TZellen in der weil3en Pulpa der
Humanmilz wesentlich weniger regelmaf3ig angeordnet sind, als sich dies bei
Ratten und Mausen beobachten lasst. Bei letzteren Spezies gruppieren sich die
T-Lymphozyten konzentrisch um die sog. Zentralarteriolen (Veerman und van
Ewijk 1975). Diese Strukturen werden als periarteriolare Scheiden (PALS)
bezeichnet. Im Gegensatz zu Nagern scheint diese gleichmaRige Form der T

Zellanordnung beim Menschen nicht den Regelfall darzustellen.

Steiniger und Barth (2000) haben in der Humanmilz bereits beobachtet, dass
Follikel die periarteriolare T-Zellzone vollstandig verdrdngen konnen. In der
vorliegenden Arbeit konnte diese Beobachtung, die auf der Analyse von
Einzelschnitten beruhte, erstmals durch eine dreidimensionale Darstellung
bestatigt werden: Eine solide Gefal3scheide aus T-Zellen kann durch einen sich
entwickelnden Follikel bis auf wenige Reste komplett verdrangt werden. In der
durchgefiihrten Rekonstruktion befanden sich diese T-Zellreste in der Marginal-
zone des Lymphfollikels. Die Zentralarteriole, die zuvor noch von T-Lymphozyten

umgeben war, durchlief fast den gesamten Follikel ohne T-Zellscheide und
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befand sich dabei auch in unmittelbarer Nahe des Keimzentrums. Dieses Pha-
nomen wird auch von van Krieken et al. (1985a) und von van Krieken und te
Velde (1988) beschrieben. Diese Autoren beobachten Arteriolen, die sogar durch
Keimzentren hindurchziehen. Steiniger und Barth (2000) geben drei Mdglich-
keiten an, die diese Beobachtungen erklaren kénnen: 1. Die PALS endet im
Follikel. 2. Sie setzt sich fort, nachdem die Arteriole den Follikel durchquert hat
oder 3. die intrafollikulare Arteriole ist ein Seitenast der Zentralarteriole, der nicht
mit T-Zellen assoziiert ist. Erst mit Hilfe einer raumlichen Darstellung war es
moglich, eine dieser drei Moglichkeiten, namlich Alternative 2, nachzuweisen. Es
zeigte sich, dass ein Follikel die T-Zellzone vollstandig von einer Arteriole
verdrangte. Aus T-Lymphozyten in der Marginalzone entwickelte sich dann am

Ende des Follikels wieder eine Zellscheide um dasselbe GefaR.

Angesichts dieser Ergebnisse drangt sich die Frage auf, ob der Begriff
.periarteriolare Scheide” fiur die Humanmilz Uberhaupt Berechtigung besitzt.
Zahlreiche Autoren (Grogan et al. 1993, Hsu et al. 1983; Warnke et al. 1995)
beschreiben, dass sich T-Zellen in der weiRen Milzpulpa des Menschen zu
.periarteriolaren Scheiden* anordnen. Dies ist auch das Bild das uberein-
stimmend in den géngigen Lehrbuchern (Junqueira et al. 2002; Kipps 2001)
vermittelt wird. In klarem Widerspruch dazu vertreten Van Krieken und te Velde
(1988) die Ansicht, dass periarteriolare Lymphozytenscheiden beim Menschen
nicht existieren. Diese Aussage lasst sich allerdings nicht uneingeschrankt auf-
recht erhalten, da in der vorliegenden Arbeit in einigen Bereichen der weil3en
Pulpa eine PALS eindeutig definiert werden konnte. In den vorliegenden
Untersuchungen fanden sich jedoch auch unvollstdndig ausgebildete Gefal3-
scheiden sowie Arteriolen ohne T-Zellummantelung. Deshalb ist van Krieken et
al. (1985a) sowie van Krieken und te Velde (1986 und 1988) sowie van Krieken
(21998) zuzustimmen, wenn sie den Begriff der PALS beim Menschen konsequent
vermeiden und stattdessen die allgemeinere Formulierung ,T-Zellareale ver-
wenden. Dieser Terminus beschreibt die immunhistologischen Verhaltnisse in der
menschlichen Milz zutreffender als die pauschale Gleichsetzung der T-Zellzonen

mit periarteriolaren Scheiden.

AulRer der besonderen Anordnung der T-Zellen lassen sich in der weifl3en Pulpa

der menschlichen Milz noch weitere Besonderheiten beobachten. So fiel bei der
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Betrachtung der dreidimensionalen Rekonstruktionen auf, dass die Arteriolen an
einigen Stellen scheinbar sowohl von B- als auch von T-Zellen umgeben waren.
Durch Vergleich der Anordnung von B- und T-Lymphozyten in den alternierend
gefarbten Serienschnitten wurde dieser Verdacht erhartet. Dabei war es interes-
santerweise so, dass die Durchmischung der beiden Zellarten in unmittelbarer
Nachbarschaft der Arteriolen am ausgepragtesten war, so dass teilweise der
Eindruck von kombinierten Gefal3scheiden entstand. Dartiber hinaus zeigte sich,
dass die Durchmischungen in schmalen Abschnitten der weil3en Pulpa intensiver
waren, als an Stellen, an denen die periarteriolaren Lymphozyten breitere
Schichten bildeten. Hier fand sich eine weitgehende Trennung von B- und T
Zellzonen. Tanaka et al. (1984) weisen in der weil3en Pulpa von Humanmilzen
ebenfalls erhebliche Durchmischungszonen von B- und T-Zellen nach. Auch
Grogan et al. (1983), berichten tber Uberlappungen von B und T-Zellzonen
innerhalb dieses Kompartiments. Allerdings scheint das Ausmald der Durch
mischung in dem der vorliegenden Arbeit zugrundeliegenden Préparat intensiver
zu sein als in den von Grogan et al. und Tanaka et al. untersuchten Milzen. Dies
weist darauf hin, dass die perivaskuldre Durchmischung von B- und T-Lympho-

zyten wahrscheinlich interindividuellen Schwankungen unterworfen ist.

Die beobachtete Vermischung von B- und T-Zellbereichen konnte sich
moglicherweise auch anders erklaren lassen. Bei bestimmten T-Zellneoplasien
sind T-Lymphozyten nachzuweisen, die das B-Zellantigen CD20 exprimieren
(Warzynski et al. 1994; Quintanilla-Martinez et al. 1994). Auch im peripheren Blut
gesunder Menschen findet sich eine kleine, schwach CD20-positive T-
Zellsubpopulation (Hultin et al. 1993; Quintanilla et al. 1994; Storie et al. 1995).
Diese Beobachtungen lassen die Vermutung zu, dass es sich bei den Arealen,
die in der vorliegenden Arbeit als Uberlappungsbereiche von T- und B-
Lymphozyten interpretiert wurden, auch um Gebiete handeln kdnnte, in denen
sich CD20-positive T-Zellen befinden. Die beschriebenen Bereiche scheinbarer
Zelldurchmischungen besitzen jedoch ein erhebliches Ausmaf}. Um dieses
Phanomen auf doppeltgefarbte Lymphozyten zurlckzufihren, misste von einer
sehr hohen Anzahl solcher Zellen ausgegangen werden. Diese Annahme ist
jedoch eher unwahrscheinlich, da in den oben zitierten Arbeiten Uber

Tumorzellen und Zellen aus dem peripheren Blut Gbereinstimmend nur kleine
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Mengen doppeltpositiver Lymphozyten beobachtet wurden. Deshalb erscheint es
naheliegender, dass das im vorliegenden Milzpraparat beobachtete Phdnomen
durch Vermischung von B- und T-Zellen zustande kommt. In Ubereinstimmung
mit Grogan et al. (1983) lasst sich dies als Ausdruck der komplexen Interaktion

beider Zellarten innerhalb der weiRen Pulpa interpretieren.

Nicht nur die Morphologie der zellularen Strukturen der Humanmilz sondern auch
die Architektur ihres arteriellen Gefalibaums wirft immer noch einige Fragen auf.
So war bislang z.B. unklar, ob sich Arteriolen, wie dies bei Nagern bekannt ist,
auch beim Menschen innerhalb der wei3en Pulpa verzweigen. In der vor-
liegenden Arbeit konnte dieser Sachverhalt nun eindeutig nachgewiesen werden.
Sowohl in reinen B-Zellarealen als auch in den oben beschriebenen
Durchmischungsbereichen von B- und T-Lymphozyten fanden sich ausgedehnte
Gefallverzweigungen. Innerhalb von reinen T-Zellzonen wurden interessanter-
weise keine Aufteilungen nachgewiesen. Diese Resultate stehen in klarem
Gegensatz zu den Befunden von Kashimura und Fujita (1987). Diese Autoren
berichten, dass ,Zentralarterien die weil3e Pulpa durchqueren, ohne Seitenaste
abzugeben. Ebenso lieR sich keine Ubereinstimmung mit Schmidt et al. (1988)
herstellen. Diese Autoren haben in der Mehrzahl der von ihnen untersuchten
Praparate beobachtet, dass ,Zentralarterien” dicht am Rand der weiRen Pulpa
entlangliefen. Hier gaben sie zahlreiche Aste ab, die in die Marginalzone zogen.
Im Gegensatz dazu lagen die Arteriolen in den vorliegenden Rekonstruktionen
nicht am Rand der weilen Pulpa sondern zogen mitten hindurch und
verzweigten sich hier ausgiebig. Bei den meisten Saugetieren findet innerhalb
der weil3en Pulpa eine ausgepragte Aufzweigung der arteriellen Blutgefalie statt
(Snook 1950; Satodate et al. 1986). Diese Beobachtung entspricht im
Wesentlichen dem Bild, das die vorliegenden Rekonstruktionen von humanen
Lymphfollikeln zeigen. Die von Snook (1975) beim Menschen beschriebenen
~Pinselarterien®, die aus der roten Pulpa in die Follikel eindringen und sich dort
intensiv verzweigen, konnten in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen

werden.

Von Steiniger und Barth (2000) wurde bereits der Verdacht gedul3ert, dass
Follikel in der Humanmilz mit mehr als einer Arteriole assoziiert sein kdnnen. Mit

Hilfe der vorliegenden dreidimensionalen Darstellungen konnte diese Vermutung
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nun eindeutig nachgewiesen werden. Den letztgenannten Autoren ist auch zuzu-
stimmen, wenn sie bemerken, dass es problematisch erscheint, die Bezeichnung
LZentralarteriole” beim Menschen anzuwenden. Dieser Begriff legt nahe, dass
sich die Arteriole zentral innerhalb einer T-Zellscheide befindet. Da dieser
Sachverhalt aber beim Menschen, wie beschrieben, eher die Ausnahme als den
Regelfall darstellt sollte der Ausdruck ,Zentralarteriole* bei der Beschreibung der

menschlichen Milz vermieden werden.

Eine weitere Eigentimlichkeit der Architektur der weil3en Pulpa hat in bisherigen
Arbeiten Uber die Humanmilz so gut wie keine Beachtung gefunden. Es handelt
sich dabei um ringférmige Ansammlungen von T-Zellen in der Marginalzone der
Lymphfollikel. Diese sind in den vorliegenden Rekonstruktionen erstmals in einer
dreidimensionalen Darstellung zu sehen. TZellakkumulationen im Bereich der
Marginalzone wurden bereits von Hsu et al. (1983) sowie von Timens und
Poppema (1985) beschrieben. Die Resultate der vorliegenden Arbeit stehen in
Einklang mit den Befunden von Steiniger und Barth (2000), die berichten, dass
sich die Anzahl der T-Lymphozyten in der Marginalzone zwischen einzelnen
Follikeln erheblich unterscheiden kann. In den vorliegenden dreidimensionalen
Rekonstruktionen zeigte sich in einem Follikel eine sehr prominente T-
Zellansammlung, die einer durchbrochenen Kugelschale &hnelte, welche die
Marginalzone des Follikels in nahezu ihrer gesamten Ausdehnung durchdrang. In
einem anderen Lymphfollikel fand sich dagegen eine weniger komplex
ausgebildete Formation, die nur aus einzelnen T-Zellringen bestand. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass es sich bei den CD3-positiven Zellen in der Marginalzone
tatsachlich um T-Lymphozyten handelt, da andere Proben desselben Organs mit
zusatzlichen Antikérpern gegen TFZellantigene, wie z.B. CD4, gefarbt wurden.
Auch mit diesen Antikorpern ergab sich stets die gleiche typische Zellanordnung
(Steiniger, mundliche Mitteilung). Bei den tberwiegend CD3- und CD4-positiven
T-Lymphozyten in der Marginalzone kénnte es sich um rezirkulierende Zellen
handeln, die sich auf ihrem Weg von der perifollikularen Zone in die PALS
(besser: T-Zellareal) befinden und dabei spezialisierte Fibroblasten als Leit-
struktur verwenden (Steiniger et al. 2001).

Die beschriebenen T-Zellstrukturen konnten dartiber hinaus als eine Art Indikator

dienen, mit dessen Hilfe sich der immunologische Aktivierungsgrad eines
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Lymphfollikels bestimmen lie3e. Eine hohe Konzentrationen von T-Lymphozyten
in der Marginalzone eines Follikels wirde demnach eine hohe immunologische

Aktivitat bedeuten und umgekehrt.

Doch nicht nur die T-Zellzonen sondern auch die B-Zellareale der humanen
weil3en Pulpa weisen eine Eigentiimlichkeit auf, die in den immunhistologischen
Studien Uber die menschliche Milz mit wenigen Ausnahmen (Steiniger et al.
1997; Steiniger und Barth 2000 und Steiniger et al. 2001), stets vernachlassigt
wurde. Es handelt sich dabei um B-Zellen aus der duf3eren Marginalzone, die
bandformig um T-Zellarele herumziehen. In der vorliegenden Arbeit wurde zum
ersten Mal gezeigt, dass Follikel tber B-Lymphozyten, die in Form von Hullen um
dichte T-Zellareale angeordnet sind, miteinander in Verbindung stehen. Steiniger
et al. (2001) vermuten, dass es sich bei diesen B-Zellen aufgrund ihrer starken
IgD-Expression um rezirkulierende Zellen handelt, denen eine spezielle Fibro-
blastenpopulation als Leitstruktur dient. Diese B-Lymphozyten entsprachen damit
denjenigen, die bei Nagern in der auf3eren PALS vorkommen (Steiniger et al.
2001). In Verbindung mit den dreidimensionalen Rekonstruktionen liegt die
Vermutung nahe, dass B-Zellen zwischen einzelnen Follikeln hin- und
herwandern. Sie kdnnten grof3ere Distanzen innerhalb der Milz zurticklegen und
einer Interaktion zwischen Lymphfollikeln dienen. Steiniger und Barth (2000)
weisen darauf hin, dass B-Zellbander um T-Zellarele nicht in allen von ihnen
untersuchten Préaparaten nachweisbar waren. In Analogie zu der Hypothese, die
im Zusammenhang mit den T-Zellformationen in den Marginalzonen aufgestellt
wurde, lasst sich annehmen, dass die Auspragung der BZellhillen in einem
direkten Zusammenhang mit der immunologischen Aktivitat der jeweiligen Milz
steht.

In der vorliegenden Arbeit wurden dreidimensionale Rekonstruktionen aus einer
grofRen Anzahl von Serienschnitten erstellt. Diese Methode ist mit einer Flle von
Schwierigkeiten verbunden. So werden Paraffinschnitte beim Schneidevorgang
durch das Mikrotom gestaucht und dehnen sich auf dem Objekttrager nach dem
Entparaffinieren in einer unkontrollierbaren Weise wieder aus. Dies fihrt
zwangslaufig zu Verzerrungen, die eine dreidimensionale Rekonstruktion er-
heblich erschweren. Die Einbettung der Praparate in harteres Material wie z.B.

Glycol-Methacrylat konnte dieser Problematik zwar entgegenwirken, wirde aber
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neue Schwierigkeiten hervorrufen: Methacrylat kann, im Gegensatz zu Paraffin,
nicht aus einem Schnitt entfernt werden. Es ist deshalb unsicher, ob
Antigennachweise, die auf Paraffinschnitten gelingen, auch bei Kunststoffen
anwendbar sind. Deshalb erschien es sicherer zu sein, auf die gut etablierte

Technik der konventionellen Paraffineinbettung zuriickzugreifen.

Die nachste Schwierigkeit bestand darin, das Milzpraparat mit einer Markierung
zu versehen, anhand derer die digitalisierten Aufnahmen der Serienschnitte
aufeinander ausgerichtet werden konnten. Es erschien nicht sinnvoll, Marker in
das eingebettete Milzpraparat selbst einzubringen (z.B. dinne Kunststoffstabe),
weil dies den Schneidevorgang erheblich beeintrachtigt hatte. Schlielich wurde
ein rechter Winkel in den Paraffinblock hineingefrast und zwar so, dass das
eingebettete Praparat mit erfasst wurde (Abb.1). Mit Hilfe dieses Winkels liel3en
sich die digitalisierten Aufnahmen an einer Ecke des Computermonitors aus-
richten. Diese Losung stellte aber einen Kompromiss dar, da die Kanten des
Winkels natirlich auch den oben beschriebenen Stauchungs- und Ausdehnungs-
vorgangen unterworfen waren und entsprechend verzogen wurden. Es war
deshalb nicht moglich, alle Bilder der Serienschnitte in identischer Weise an die
Ecke des Monitors anzupassen. Ein weiterer Nachteil des gewdahlten Winkels
war, dass er den Bereich begrenzte, der fiur eine Rekonstruktion zur Verfligung
stand. Um dieses Areal mdglichst grof3 zu halten, musste fur die Aufnahmen mit
der digitalen Kamera eine relativ kleine Vergro3erung gewahlt werden. Dieser
Umstand fiihrte jedoch zu keiner wesentlichen Beeintrachtigung, da die gewahlte
VergréRerung ausreichte, um die wesentlichen Strukturen mit hinreichender

Genauigkeit zu identifizieren.

Die Verzerrung der Praparate einschliel3lich der angebrachten Markierung ist im
Wesentlichen fur die Qualitatsbeeintrachtigung der erstellten Rekonstruktionen
verantwortlich zu machen. Stérend wirkt sich dies bei den BlutgefalR3en aus. lhre
Oberflache erscheint nicht glatt sondern gezackt, was die Verstandlichkeit der
Darstellung sowie die Detailerkennbarkeit teilweise beeintrachtigt. Bei flachen-
mafig grolReren Strukturen, wie den T und B-Zellarealen macht sich dieses

Problem weniger stark bemerkbar.

Das Computerprogramm, das fur die Durchfihrung der Rekonstruktionen

verwendet wurde, ist in erster Linie fur die Erstellung von dreidimensionalen
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Bildern aus computer- bzw. kernspintomographisch erzeugten Aufnahmen
ausgelegt. Bei diesen Techniken treten die Verzerrungen, die das Arbeiten mit
Paraffinschnitten erschweren, nicht auf. Deshalb verfligt das Programm auch
nicht tber ausreichende Hilfsmittel, mit denen sich stérende Artefakte beseitigen
lassen. Trotzdem war das verwendete Programm in der Lage, aus den
histologischen Préaparaten dreidimensionale Rekonstruktionen zu erstellen, aus
denen sich zahlreiche Ergebnisse ableiten lieRen. Vor allem bot es die
Mdoglichkeit, Objekte selektiv transparent darzustellen. Dies war eine
entscheidende Voraussetzung fur die Beantwortung zentraler Fragestellungen

der vorliegenden Arbeit.

Da die mit Computerhilfe erzeugten Rekonstruktionen in einigen Aspekten un-
befriedigend waren, wurden sie in enger Zusammenarbeit mit einem Graphiker
Uberarbeitet. Dieser fertigte Zeichnungen der B- und T-Zellzonen nach dem
Vorbild der Rechnermodelle an (Abb.25 und 26). Die teilweise unregelmafige
Gefalioberflache wurde geglattet. AulRerdem konnte die plastische Wirkung der

B- und T-Zellareale verbessert werden.

Der mikroskopische Aufbau der Humanmilz unterliegt erheblichen interindi-
viduellen Schwankungen (van Krieken et al, 1983; van Krieken und te Velde
1988; Steiniger und Barth 2000). Die Histologie des Préparats, das in der vor-
liegenden Arbeit analysiert wurde, kann als charakteristisch angesehen werden,
da es aus einer reprasentativen Serie von 80 Milzen gesunder Individuen im Alter

zwischen 20 und 40 Jahren stammt (Steiniger, mindliche Mitteilung).

Die vorliegenden Resultate zeigen, dass die wei3e Pulpa in der menschlichen
Milz eine weitaus kompliziertere Architektur aufweist als bisher angenommen
wurde. Die in den meisten Studien sowie in den gangigen Histologielehrblichern
vorgenommene Gleichsetzung von T-Zellansammlungen mit periarterioléaren
Scheiden ist nicht zutreffend. Es erscheint vielmehr angebracht, den Terminus
PALS durch die allgemeinere Formulierung , T-Zellareal“ zu ersetzten. Auf3erdem
ist der Begriff der ,Zentralarteriole* beim Menschen irrefihrend und sollte ver-
mieden werden. In der weil3en Pulpa der Humanmilz findet, wie bei Nagern be-
schrieben, eine ausgedehnte Verzweigung von arteriellen Blutgefal3en statt. Dies
hat zur Folge, dass Follikel in der menschlichen Milz mit mehr als einer Arteriole

vergesellschaftet sein konnen.
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Abb.25: Die graphisch Uberarbeiteten dreidimensionalen Rekonstruktionen der Lymphfollikel in der nicht
transparenten (A) und in der transparenten Darstellung (B). Die entsprechenden mit Computerunterstiitzung
angefertigten Modelle zeigen die Abb.3 bzw. 5 im Abschnitt 3.1. Durch die zeichnerische Nachbearbeitung

konnte vor allem die Oberflache der BlutgeféaRe geglattet und somit die Detailerkennbarkeit verbessert
werden.
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Abb.26: Die mit Hilfe eines Graphikers Uberarbeiteten rdumlichen Modelle der TZellareale in der nicht
transparenten Darstellung (A) sowie transparent gestaltet, um den Verlauf der Arteriolen sichtbar zu
machen (B). Die korrespondierenden Rekonstruktionen, die mit entsprechenden Bildverarbeitungs-
programmen erstellt wurden, zeigen die Abb.18 und 22 in Abschnitt 3.2.
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Die Milz ist entscheidend an der primaren Antikérperantwort gegen Bakterien mit
polysaccharidhaltigen Kapseln beteiligt (Hosea 1983; Kraal 1992; Breukels et al.
2001). Es wird angenommen, dass der Marginalzone bei dieser sog. T-Zell-
unabhéngigen Immunantwort besondere Bedeutung zukommt (Timens et al.
1989; Timens 1991; Peset Llopis et al. 1996). Auch bei der sog. T-Zell-
abhéngigen Immunreaktion gegen Proteinantigene, die sich bei Mausen in der
aulReren PALS abspielt (Steiniger und Barth 2000), nimmt die Milz eine wichtige

Funktion ein.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sich die Verteilung von B- und T-
Zellen in der weiBen Pulpa der menschlichen Milz wesentlich von den
Verhaltnissen bei Nagern unterscheidet. Besonders auffallend war u.a. die
komplexe Anordnung der T-Lymphozyten in der Marginalzone. Es dréngt sich
deshalb die Frage auf, ob dieses Kompartiment beim Menschen nicht nur bei der
T-Zell-unabhangigen Antikérperreaktion, sondern auch bei der Interaktion von B-
und T-Lymphozyten im Rahmen der T-Zell-abh&ngigen Immunantwort eine
zentrale Rolle spielt. Die Darstellung von Chemokinen, Chemokinrezeptoren und
Adharenzmolekilen konnte hier weiterfihren und dazu beitragen, die

immunologische Funktion der menschlichen Milz besser zu verstehen.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Milz ist entscheidend an der Antikbrperantwort gegen bestimmte Sepsis-
erreger beteiligt. Trotz der Bedeutung dieses Organs sind zahlreiche Details
seiner mikroskopischen Struktur beim Menschen immer noch ungeklart.

In der vorliegenden Arbeit wurden CD3 positive T-Lymphozyten bzw. CD20
positive B-Lymphozyten in Paraffinserienschnitten eines Préparates aus einer
Humanmilz dargestellt. Aus diesen Schnitten wurde mit Hilfe geeigneter
Computerprogramme ein Abschnitt der weil3en Pulpa dreidimensional re-

konstruiert.

Es zeigte sich, dass die weil3e Pulpa beim Menschen Uberwiegend aus B-
Lymphozyten besteht, die sich stets zu kugelformigen Follikeln anordnen.
Demgegeniber stellte sich die raumliche Struktur der T-Zellareale wesentlich
komplizierter dar. Eine konzentrische Anordnung der T-Lymphozyten um die
Arteriolen im Sinne ,periarteriolarer Scheiden* (PALS) wurde lediglich an
wenigen Stellen nachgewiesen. Die TZellen bildeten haufig nur unvollstandig
ausgebildete Gefal3scheiden. In einem der rekonstruierten Follikel lie3 sich
beobachten, dass die T-Zellscheide vollstandig von BLymphozyten verdrangt

wurde.

Die Arteriolen verzweigten sich innerhalb der weifl3en Pulpa in einem erheblichen
Ausmal3. Dies hatte zur Folge, dass Lymphfollikel mit mehr als einem arteriellen
Blutgefal? vergesellschaftet waren. In einem Fall zog eine Arteriole, ohne dass
sie von T-Zellen umgeben war, mitten durch einen Follikel hindurch und befand

sich dabei auch in unmittelbarer Nahe seines Keimzentrums.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass die Histologie der Humanmilz
sowohl in der Mehrzahl der bisherigen Studien als auch in den einschléagigen
Lehrbichern in einigen Aspekten unzutreffend dargestellt wird. Das Haupt-
problem besteht dabei in der unkritischen Ubertragung von Befunden aus Milzen
von Nagetieren auf die Verhaltnisse beim Menschen. Dies zeigt sich u.a. darin,
dass die T-Zellzonen in der weil3en Pulpa der Humanmilz generell als ,peri-
arteriolare Scheiden” bezeichnet werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
machen jedoch deutlich, dass diese pauschale Gleichsetzung falsch ist. Der

Terminus ,PALS" sollte bei der Beschreibung der menschlichen Milz durch die
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Zusammenfassung

allgemeinere Bezeichnung ,T-Zellareal“ ersetzt werden. AuRerdem ist der Aus-
druck ,Zentralarteriole®, der z.B. bei Ratten Berechtigung besitzt, beim Menschen

irrefuhrend und deshalb zu vermeiden.

B- und T-Zellareale waren innerhalb der weil3en Pulpa insbesondere im Bereich
der Marginalzone komplex verzahnt. Diese Anordnung ist nur beim Menschen zu
beobachten. Sie fuhrt zu der Frage, ob die Marginalzone in der menschlichen
Milz ein Kompartiment fur die initiale Interaktion von B- und T-Lymphozyten
reprasentiert. Zum besseren Verstandnis der Interaktion immunkompetenter
Zellen in der menschlichen Milz konnte die Analyse der Expression von Ad-
harenzmolekilen und chemotaktischen Mediatoren in den B- und T-Zellregionen

beitragen.
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