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Einleitung

1 Einleitung

Die Milz ist das gréf3te einzelne lymphatische Organ des Menschen (Pabst und
Westermann 1993) und ist ein Organ, dessen Mikroanatomie und Funktion uns
immer noch einige Ratsel aufgibt (Steiniger und Barth 2000). Dennoch sind die
Grundzuge der Struktur der Milz bei Mensch und Ratte (als Modelltier) in den
letzten zwei Jahrzehnten aufgeklart worden. Dies beruht seinerseits auf zahlrei-
chen detaillierten lichtmikroskopischen Untersuchungen im spaten 19. und im
20. Jahrhundert z.B. (Schweigger-Seidel 1863; Weidenreich 1901; Jager 1929;
von Herrath 1958). Dass es immer noch Fragen Uber die funktionellen Ablaufe in
der Milz, auch der des Menschen, gibt, liegt zum Teil daran, dass einige Autoren
einfach unkritisch histologische Befunde bei unterschiedlichen Tierstudien auf die
Verhaltnisse des Menschen ubertragen haben, obwohl die tatsachliche Mikroana-
tomie der Humanmilz von der vieler Mammalia abweicht (van Krieken und te
Velde 1988). AuRRerdem macht die Milz Altersverdnderungen durch und zeigt
auch interindividuelle Unterschiede (Steiniger und Barth 2000, eigene Beobach-
tungen). Ein weiteres Problem ist, dass unzuldssig von Einzelschnitten auf das
ganze Organ interpoliert wurde. Daher existiert in der gegenwartigen Literatur
Uber die Milz eine ganze Anzahl von verschiedenen Modellen, welche die huma-
ne Mikroanatomie der Milz beschreiben. Sogar in Lehrblchern der Histologie
existieren unterschiedliche Darstellungen des mikroskopischen Aufbaus der Milz.

Das Gleiche gilt fur die Priméarliteratur (Steiniger und Barth 2000).

Sucht man histologische Abbildungen tber den Mikroaufbau der Milz in einschla-
giger Literatur, wird man vor allem bei histologischen Abbildungen von Saugetie-
ren fundig werden (Ratte, Kaninchen, Katze, Hund, Schwein, Pferd, Affe u.a.)
z.B. (von Herrath 1958). Die histologischen Bilder der Humanmilzen sind merk-

lich in der Minderzahl.

Einige Studien tber die Milz des Menschen aus jingerer Zeit befassen sich vor-
rangig mit der Rekonstruktion morphologischer Strukturen in der Humanmilz
(Steiniger, Rttinger et al. 2003; Steiniger, Stachniss et al. 2007) oder setzen sich
mit dem Vorhandensein und Verteilung bestimmter immunologischer Zellen im
Milzparenchym im Vergleich zu anderen Spezies auseinander (Steiniger,
Timphus et al. 2006). Im Folgenden wird eine Ubersicht der mikroskopischen

Anatomie der Milz des Menschen nach gegenwartigem Kenntnisstand gegeben.
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Die Milz des Menschen wird von einer kraftigen Bindegewebskapsel umgeben,
von der aus sich verzweigende Trabekel (Milztrabekel, Balken) in das Organinne-
re ziehen und hier ein stitzendes Gerust aufbauen (Welsch 2010). Die Trabekel
sind Bindegewebsstrénge, durch die die Milz unvollstdndig in Kammern unterteilt
wird (von Herrath 1958; Pabst 2004). Diese Trabekel bilden keine vollstéandigen
Scheidewande, sondern sind rundliche oder abgeflachte und vernetzte stabfor-
mige Gebilde. Sie dienen den groRRen BlutgefaRen als Lager (Lullmann-Rauch
2009).

Betrachtet man die einzelnen Kapselschichten von aufRen nach innen, so liegt zu
auBerst der Peritonealiberzug. Er ist beim Menschen unlésbar mit der Kapsel
verbunden. Das Peritonealepithel besteht beim Menschen aus platten bis kubi-
schen Zellen, deren Form wechselt und bei der nicht gedehnten Kapsel meistens
kubisch ist (Hofmann 1949).

Im feineren geweblichen Aufbau wird die Milzkapsel im Allgemeinen beschrieben
als ein derbfaseriges kollagenes Gewebe, welches besonders in den inneren
Schichten reichlich von elastischen Fasern durchflochten wird, wahrend in der
aulleren Schicht der kollagene Anteil Gberwiegt (Hofmann 1949). Zwischen den
Bindegewebsziigen der Kapsel befinden sich Myofibroblasten und glatte Muskel-
zellen, die histologisch oft nicht klar voneinander zu unterscheiden sind. Die
Trabekel enthalten ebenfalls spéarlich glatte Muskulatur und reichlich
Myofibroblasten. Das Grundgeriist der Milzpulpa besteht aus retikularem Binde-
gewebe, weshalb die Milz wie die Lymphknoten zu den lymphoretikuléaren Orga-
nen zahlt (Pabst und Westermann 1993).

Die Milzpulpa des Menschen gliedert sich in die weil3e und rote Pulpa. Sie sind
jeweils in den oben genannten Milzkammern untergebracht, die von den Tra-
bekeln gebildet werden (Leonhardt 1990).

Weil3e Pulpa

Die weilRe Pulpa wird in die periarterielle lymphatische Scheide (PALS) und in die
Follikel untergliedert (Pabst 2004). Wahrend sich die rezirkulierenden
T-Lymphozyten vorwiegend um die Zentralarterien und Zentralarteriolen gruppie-
ren und so die PALS aufbauen, stellen die Follikel Ansammlungen ruhender und
sich differenzierender B-Lymphozyten dar (Hsu, Cossman et al. 1983; Timens
und Poppema 1985). Die periarterielle Lymphozytenscheide ist in mancher Hin-

sicht dhnlich wie die parafollikulare Zone im Cortex des Lymphknotens organi-
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siert. Sie besteht aus einem lockeren Netz aus Retikulumfasern verbunden mit
Retikulumzellen und T-Lymphozyten (Raviola 1997). Als zentrale Achse besitzt
die PALS die Zentralarterie, die sich verzweigt und in Arteriolen Ubergeht.

Die Anordnung der T-Lymphozyten in der periarteriellen Lymphozytenscheide
(PALS) ist allerdings beim Menschen bei Weitem weniger regelmalig als bei
Nagern (van Krieken und te Velde 1988). So sind in der Nachbarschaft von
Follikeln T-Zellen haufig unregelmafig um die Zentralarteriolen herum verteilt und
kénnen streckenweise sogar fehlen. Mitunter scheint die PALS sogar durch
B-Lymphozyten ersetzt zu sein, und man beobachtet Zentralarterien, die durch
die Korona oder sogar durch das Keimzentrum eines Follikels ziehen
(van Krieken und te Velde 1988; Steiniger und Barth 2000).

Die Follikel kbnnen als Priméarfollikel mit kleinen Lymphozyten oder als Sekundar-
follikel mit aktiven Keimzentren auftreten (Pabst 2004). Aulerdem gibt es
zugrunde gehende Follikel. Das Keimzentrum entsteht erst nach Antigenkontakt
im Rahmen einer Immunreaktion und kennzeichnet so den Sekundéarfollikel. Im
Keimzentrum befinden sich vorwiegend B-Lymphozyten, aber auch
T-Lymphozyten (fast ausschlieBlich T-Helferzellen) sowie follikulare dendritische
Zellen, NK-Zellen und Makrophagen (Kroese, Timens et al. 1990; Pabst 2004).

Die Korona, auch Mantelzone genannt, umschliel3t das Zentrum des Follikels und
bildet das Aquivalent des Primarfollikels, der durch die Entstehung des
Keimzentrums an den Rand gedréngt wurde. Sie variiert in ihrer Breite und wird

von rezirkulierenden B-Lymphozyten gebildet (Steiniger und Barth 2000).

Ein weiteres Subkompartiment der weil3en Pulpa ist die sog. Marginalzone. Sie
umgibt schalenférmig die weil3e Pulpa und wird beim Menschen durch flache und
elongierte Zellen, welche Myofibroblasten reprasentieren, in einen inneren und
aulBeren Abschnitt unterteilt (Steiniger, Barth et al. 1997). Die Marginalzone
wurde beim Menschen fast nur in der Umgebung von Follikeln beobachtet
(Timens 1991). Hauptsachlich befinden sich darin IgM-positive und IgD-negative
oder schwach IgD-positive B-Gedachtniszellen (Spencer, Perry et al. 1998; Stei-
niger, Barth et al. 2001). Mit gré3ter Wahrscheinlichkeit spielen diese Zellen eine
entscheidende Rolle bei der schnellen Antikdrperbildung gegen Polysaccharide
von Bakterienoberflachen (MacLennan und Liu 1991). Nicht selten ist entlang der
Myofibroblasten ein Ring aus T-Zellen angeordnet, die CD 3 und CD 4
exprimieren (Steiniger und Barth 2000).
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Eine weitere spezielle Region um den Follikel, welche in der Milz des Menschen
vorkommt, aber nicht in der der Ratte (Steiniger und Barth 2000), ist die sog.
perifollikulare Zone. Sie befindet sich aul3erhalb der marginalen Zone und wurde
erstmals von van Krieken und te Velde (van Krieken und te Velde 1986; van Krie-
ken und te Velde 1988) als solche definiert. In friiheren Schriften wurde ihre Pra-
senz schon von Weidenreich (1901) und Herrlinger (1949) erkannt und beschrie-
ben. Sie wurde damals als ,Knétchenrandzone® bezeichnet. Die perifollikulare
Zone ist schwierig einzuordnen und abzugrenzen, da sie normalerweise ein Teil
der roten Pulpa ist und gleichzeitig dem Follikel aufliegt. Laut in den meisten
Beschreibungen von Steiniger und Barth (2000) enthalt die perifollikuléare Zone
blutgefillte Raume, die sehr reich an Erythrozyten sind und auch viele Monozy-
ten und Granulozyten enthalten, mehr als andere Teile der roten Pulpa. Unter
bestimmten Umstdnden jedoch enthalt die perifollikulare Zone auch
B-Lymphyozyten. Diese gleichen dann denen in der &ufReren Marginalzone
(Steiniger und Barth 2000).

Die Region der perifollikularen Zone ist durch ein Netz aus retikularen Fasern
gekennzeichnet, das sowohl die Follikel als auch die PALS umgibt. Die Maschen
dieses Netzes sind weiter als in den Markstrdngen der roten Pulpa (Steiniger,
Ruttinger et al. 2003). In der Milz des Menschen findet der Ubergang von der
marginalen Zone uber die perifollikulare Zone hin zur eigentlichen roten Pulpa
schrittweise und nahezu ohne eine genaue Abgrenzung statt (Steiniger und Barth
2000).

Rote Pulpa

Die rote Pulpa der Milz des Menschen besteht hauptsachlich aus den venésen
Sinusoiden und dem retikularen Bindegewebe der Pulpastrdnge (Leonhardt
1990). Das Besondere ist, dass im Bereich der Pulpastrange das Blutgefal3sys-
tem offen ist und dass hier also offene Blutkapillaren vorliegen (Fujita 1974;
Welsch 2010). Wie gelingt es primar immotilen Anteilen des Bluts, den Erythrozy-
ten und Thrombozyten, aus dem Bindegewebsraum der Pulpastrdnge zurtick ins
Lumen der GefalRe zu gelangen, konkret in das Lumen der angrenzenden Sinus

(s.u)?
BlutgefalRsystem der Milz des Menschen

Beim Menschen finden sich, anders als bei Ratten, Trabekelarterien (Steiniger

und Barth 2000). Diese verlaufen gemeinsam mit den Venen in den Trabekeln.
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Trabekelarterien geben Zweige ab, die in das Bindegewebe der Pulpa eintreten
und hier Zentralarterien genannt und von einer PALS ummantelt werden. Diese
verzweigen sich endstandig und werden zu kleineren Arteriolen, die sich in ca.
zwei bis sieben Arteriolen aufspalten konnen (Pinselarteriolen). Nachdem diese
Arteriolen endgultig die weif3e Pulpa verlassen haben, treten sie in die rote Pulpa
ein, verzweigen sich weiter und gehen dann in Kapillaren tiber (Pabst 2004). Die
Kapillaren werden z.T. abschnittsweise von einer dichten Lage kontraktiler Zellen
und Makrophagen spindelartig umgeben und dann als Hulsenkapillaren oder
Ellipsoide bezeichnet. Sie finden sich in der perifollikularen Zone und in der typi-
schen roten Pulpa (van Krieken, te Velde et al. 1985; Sasou, Satodate et al.
1986). Andere Autoren wie Weiss (Weiss 1983) haben anstatt der Begriffe
Ellipsoid oder Hulsenkapillaren einen anderen Begriff, und zwar ,periarterielle
Makrophagenscheide“ vorgeschlagen. Nach ihren Studien sind diese in der
menschlichen Milz eher klein und auch nicht jede Endkapillare ist von ihr
umschlossen, also anders als bei Hund und Katze (Weiss 1983). Steiniger und
Barth (2000) sind der Meinung, dass ummantelte Kapillaren nur in der
perifollikularen Zone beobachtet wurden. lhrer Ansicht nach sei der Begriff
,Ellipsoid® in der Vergangenheit irrefUhrend gewesen und tatsachliche ,Ellipsoide®
als solche tauchen beim Menschen nicht auf (Steiniger und Barth 2000). Die
genauen Verhaltnisse sind bislang noch ungeklart.

Kapillaren kénnen kontinuierlich in den Sinus (s.u.) Ubergehen, der sog.
.kontinuierliche Kreislauf, oder sich in den Pulpastrangen 6ffnen, so dass das
Blut frei im Bindegewebe zirkuliert, der sog. ,offene Kreislauf*; das offen im
Bindegewebe flieRende Blut muss durch die Sinuswénde hindurch seinen Weg

zuriick ins Kreislaufsystem finden.

Die Milzsinus (Sinus venulares) sind dinnwandige und weitlumige Gefalie, die
sich funktionell an die Kapillaren anschliel3en. Mit ihnen beginnt der vendse Teil
des Milzkreislaufs. Sie entspringen meistens ,blind“ in der roten Pulpa und leiten
das Blut tber die Pulpavenen schlie3lich in die Trabekelvenen, die das Organ
drainieren. Aufgebaut sind die Sinus aus Endothel mit elongierten stdbchenférmi-
gen Endothelzellen (Leonhardt 1990). Die Basallamina ist diskontinuierlich und
auf sog. Ringfasern beschrankt. Die Interzellularspalten sind zufolge Fujita (1974)
grol3tenteils deutlich erweitert, also offen, ob nur zeitweise, ist nicht sicher
bekannt. Im basalen Zytoplasma und auch entlang der Endothelschlitze sind

kontraktile Aktin und Myosin enthaltende Filamentbindel (Stressfasern)
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ausgebildet (Drenckhahn und Wagner 1986). Die Sinus werden in regelmafigen
Abschnitten von ca. 5 pm von grtelférmig verlaufenden retikularen Fasern mit
Basallaminakomponenten umgeben (Ringfaser), die das Endothel der Sinus von
aufl’en zusammenhalten (Pabst 2004).

Einer verbreiteten Theorie zufolge fliel3t also das Blut der Milz des Menschen aus
den Pulpastrangen durch die Endothelschlitze in die Sinus (Fujita 1974; Fuijita,
Kashimura et al. 1982). Diese Theorie ist alt und wurde dann durch rasterelektro-
nenmikroskopische Untersuchungen gestiitzt. Die Problematik der Durchblutung
der Milz wurde wiederholt diskutiert, ausfihrlicher in der jingeren Vergangenheit
(Raviola 1997; Steiniger und Barth 2000). Danach ist deutlich, dass zwar viel
dafur spricht, dass es offene und geschlossene Anteile im Milzkreislauf gibt, dass
aber auch noch einiges hypothetisch ist. Eine noch unbefriedigend beantwortete
Frage betrifft z.B. den ,Motor* fir den Durchtritt der Erythrozyten durch das
Sinusendothel. Herrscht in den Pulpastrangen eine starke Strdmung, die die
Erythrozyten durch das Sinusendothel treibt? Da die Erythrozyten immotil sind,
stellt sich die Frage, ob sie trotzdem in der Lage sind sich eine Offnung im Endo-
thel zu schaffen. Oder bilden sich nach Kontakt im Endothel Offnungen, die weit

genug sind, die Erythrozyten passiv durchstromen zu lassen?

Ob es neben dem ,offenen” auch einen ,geschlossenen” Kreislauf in der Milz des
Menschen gibt, bei dem ein kontinuierlicher Endothelschlauch vorhanden ist,
wurde in den vergangenen Jahren kontrovers diskutiert (Saitoh, Kamiyama et al.
1982; van Krieken, Te Velde et al. 1985; Schmidt, MacDonald et al. 1988).
Grundliche rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen haben die Mikrozir-
kulation mit ihrer speziellen Kinetik wahrscheinlich weitgehend geklart
(Kashimura und Fujita 1987; Groom, Schmidt et al. 1991). Es existiert demzufol-
ge beim Menschen sowohl ein offener als auch in geringem Male der geschlos-
sene Kreislauf. Steiniger und Barth (2000) vermuten, dass der offene Kreislauf

dominiert.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Milz ausschlie3lich des
Menschen, und zwar von Kleinkindern und Erwachsenen mit Hilfe moderner
morphologischer Methoden unter besonderer Beriicksichtigung des Vorkommens
kontraktiler Elemente. Die Suche nach kontraktilen Elementen aul3erhalb der
glatten GefalRmuskulatur ist wegen der oben genannten Problematik sinnvoll und
kann unter Umstanden helfen, dem Mosaik der Fragen zum Blutstrom in der Milz

einen weiteren Stein hinzuzufiigen. Kleinkind und Erwachsener werden unter-
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sucht, weil bei ihnen jeweils eine unterschiedliche Immunstimulation vorliegt.
Bargmann (1977) fuhrt aus, dass die Milz des Kleinkindes zahlreiche gleichmafig
verteilte Follikel besitzt. Im Vordergrund der Arbeit stehen nicht die immunologi-
schen Funktionen der Milz, sondern Stroma, Kapsel- und Trabekelsystem, rote
Pulpa und Gefaf3e. Wesentlich fur diese Untersuchung sind histologische Techni-
ken, immunhistochemische Methoden und Transmissionselektronenmikroskopie;

wichtig ist auRerdem gut fixiertes Gewebe.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Die in dieser Studie verwendeten Milzgewebe stammen von neun Erwachsenen
und drei Kindern. Die neun Erwachsenenmilzen (75, 69, 69, 65, 54, 48, 30, 25
und 21 Jahre) wurden uns freundlicherweise von Prof. Dr. med. Graw und PD Dr.
med. Peschel aus der Rechtsmedizin der LMU Minchen zur Verfigung gestellt.
Die uns vorliegenden drei Kindermilzpraparate (4 Jahre, 14 Monate und 11 Wo-
chen) entstammen ebenfalls der Rechtsmedizin der LMU und von Prof. Dr. med.
Anthuber aus der chirurgischen Klinik in Augsburg. Zwei der Kindermilzen
wurden aufgrund einer Milzruptur und eine wegen Hepatitis C operativ bei den
Kindern entfernt. Bei allen Milzpraparaten waren laut Angabe der Rechtsmedizin
und der Kinderchirurgie keinerlei Vorerkrankungen bekannt. Insgesamt wurden

ca. 700 Schnittpraparate angefertigt.

2.2 Einbettung der Proben flr die Lichtmikroskopie

2.2.1 Praparation und Fixation der Gewebe fiir Paraplastschnitte

Das frisch entnommene Milzgewebe wurde ohne Zeitverzogerung gleich nach
der Entnahme zugeschnitten und in eine gepufferte Formalinldsung, bestehend
aus einem Teil Formaldehyd (37%) und neun Teilen Phosphatpufferldsung
(0,1 M) gegeben. Nach 24 Stunden wurde das Gewebe in Einbettkassetten
gelegt und 30 Minuten unter flieBendem Leitungswasser ausgewaschen. In einer
aufsteigenden Alkoholreihe (s. Tab. 1) wurde das Gewebe dehydriert und tber
Xylol als Zwischenmedium auf 56°C erwarmtes flissiges Paraplast tberfuhrt
(48 Stunden). Als néachstes erfolgte die Einbettung der Gewebeproben in
Paraplastblocke. Nach einer halben Stunde sind diese auf der geratezugehdrigen
Kahlplatte ausgekiihlt und kénnen geschnitten bzw. bei Raumtemperatur gelagert

werden.
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Lésung Dauer

50% Ethanol 4 Stunden
70% Ethanol 2x4 Stunden
80% Ethanol 4 Stunden
96% Ethanol 4 Stunden
100% Ethanol 2x4 Stunden
Xylol 2x4 Stunden
Paraffin 3x4 Stunden

Tabelle 1: Einbettung

2.2.2 Anfertigen der Paraplastschnitte

Fur diese Methode werden spezielle, mit einer einseitigen elektrostatisch anzie-
henden Beschichtung versehene Objekttrager verwendet (Superfrost Plus,
Fa. Menzel, Braunschweig). Die in Paraplastblocke eingebetteten Gewebe
wurden gekihlt und hiervon mit dem Mikrotom 5 um dicke Schnitte angefertigt.
Diese werden mit einem Pinsel aufgenommen und zum Entfalten auf die Oberfla-
che des auf 37°C erwarmten destillierten Wasserbads gelegt. AnschlieRend
werden sie auf die Superfrost-Plus-Objekttrager aufgenommen und fiir 24 Stun-
den bei 48°C in einem Warmeschrank vollends getrocknet. Dadurch wird eine

Lagerungsfahigkeit von mehreren Monaten bei Zimmertemperatur erreicht.

2.2.3 Entparaffinierung der Schnitte

Zur  Vorbereitung der Paraplastschnitte fur die Farbungen oder
immunhistochemischen Nachweise wurde das Paraffin durch zweimaliges Ein-
stellen in Xylol von je 10 Minuten herausgeltst. AnschlieBend wurden die
Schnitte durch zweiminitiges Einstellen in Alkoholldsungen mit abnehmender
Konzentration (100%, 96%, 80%, 70%, 50%) rehydriert und mit aqua destillata

ausgewaschen.

2.2.4 Eindecken der Schnitte

Um die gefarbten Praparate dauerhaft aufzubewahren zu kdnnen, wurden die
Schnitte nach der Farbung in Kivetten mit einer aufsteigenden Alkoholreihe fur
jeweils 2 Minuten eingestellt (70%, 80%, 96% und 2 x 100%). Danach wurden sie
2 x 10 Minuten in Xylol eingestellt und mit DPX eingedeckt.
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2.3 Konventionelle histologische Farbungen

2.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (Romeis 1989)

Zur besseren Beurteilung der immunhistochemischen und histochemischen
Farbungen wurde grundséatzlich eine Ubersichtsfarbung mit  Hamalaun-
Eosinfarbung durchgefihrt. Die entparaffinierten Schnitte wurden zur Kernfar-
bung zun&chst fur 5 Minuten in Hamalaun (saure Hamalaunldsung nach Mayer)
eingestellt, anschlielend 10 Minuten unter flieBendem Leitungswasser geblaut,
wodurch der pH-Wert neutralisiert wurde und die rotliche Kernfarbung ins Blaue
umschlug, und danach mit aqua destillata abgespult. Die Bindegewebsfarbung
erfolgte durch 2-minltige Einstellen der Schnitte in wassriger Eosinlosung
(0,19%). Nach kurzem Spiilen in destilliertem Wasser wurden die Schnitte in
Ethanol (80%) differenziert, dehydriert und eingedeckt.

2.3.2 Azanfarbung nach Heidenhain (Romeis 1989)

Die Azanfarbung ist eine Trichromfarbung, die speziell kollagene Fasern sehr klar
und anschaulich darstellt. Die Bestandteile der Farbloésung sind 1. Azokarmin,
2. Orange G und 3. Anilinblau. Der Name ,Azan“ entstammt den Abklrzungen
der Farbstoffe aus Azokarmin und Anilinblau. Mit der Azanfarbung stellen sich die
Kollagenfasern (Kollagen Typ 1) leuchtend blau, retikulare Fasern (Kollagen
Typ lll) zartblau, das Zytoplasma rétlich, Zellkerne rot, Erythrozyten rot, elasti-
sche Fasernetze und elastische Membranen blassrot und das Muskelgewebe

rotlich bis orange dar.

Nach dem Entparaffinieren und Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe (s.0.)
werden die Gewebeschnitte fiir eine Dauer von 10 bis 15 Minuten in eine im
Warmeschrank vorgewarmte Azokarminlésung bei 56°C gestellt. AnschlieRend
werden die Schnitte mit destilliertem Wasser abgespdilt. Mit einer Anilin-Alkohol-
Losung (1 ml Anilinél auf 2000 ml Alkohol (96%)) werden die Gewebeschnitte so
weit entfarbt, bis nur noch die Zellkerne rot gefarbt sind. Um die Entfarbungsreak-
tion abzubrechen, werden die Schnitte in Essigsaure- Alkohol (1 ml Eisessig auf
100 ml Alkohol (96%)) ausgewaschen. Im Anschluss erfolgt 1- bis 3-stiindiges
Beizen in wassriger Phosphorwolframséaure (5%). Daraufhin erfolgt ein kurzes

Spulen in aqua destillata und ein 5- bis 10-minitiges Farben in Anilinblau-
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Orange-G-Essigséure. AbschlieRend wird das Material mit destilliertem Wasser
ausgespdlt, in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und Uber Xylol mit
DPX und Deckglaschen eingedeckt.

2.3.3 Silberimpragnation nach Gomori (Romeis 1989)

Durch ein geeignetes Impragnationsverfahren mit Silbersalzen kdnnen vor allem
Faseranteile dargestellt werden. Die Sichtbarmachung der retikularen Fasern
gelingt besonders gut mit der Versilberung nach Gomori. Da diese Fasern

argyrophil sind, lassen sie sich spezifisch dunkelbraun bis schwarz darstellen.

Vorbehandlung: Nach Entparaffinierung und absteigender Alkoholreihe
(100%, 96%, 80%, 70%) wurden die Schnitte 2 Minuten in Leitungswasser
ausgewaschen. Eine Entfarbung erfolgte durch eine 1-minitige Behandlung mit
Kaliumdisulfit-Losung (0,5%) und anschlieRender 5-minitiger Wasserung in

Leitungswasser.

Impragnation: 2 Minuten lang wurden die Schnitte in frische 2%ige-Eisen-
Ammonium-Sulfatlésung gestellt, welche die Wirkung einer Beize hat. Es raut die
Fasern auf und sorgt gleichzeitig fur die Bildung von Reifekeimen. Es folgte dann
eine flieRende Wasserung 5 Minuten lang unter Leitungswasser. Danach wurde
mit destilliertem Wasser 2 x 2 Minuten gespdilt. Die Schnitte werden nun 1 Minute
in ammoniakalische Silberldsung eingetaucht. Es folgt eine rasche 5- bis
10-Sekunden-Spilung mit destilliertem Wasser, um die Silbernitratldsung abzu-
spulen. Dieser Schritt ist farbeentscheidend. Es folgt eine Fixation der Praparate
(5 Minuten) mit Formalinldsung (4%) und dann ein 5-mindtiges Auswaschen un-
ter Leitungswasser. Die kontrastreiche Darstellung der Fasern gelingt mit einer
Gegenimpréagnation Goldchloridldsung (0,1%) fir mind. 20 Minuten mit einem
folgenden Spulschritt mit destilliertem Wasser. Die Praparate werden in
Kaliumdisulfittosung (2%) fur 1 Minute gestellt und danach 2 Minuten lang
gewassert.  SchlieBlich  werden die  Schnitte zur  Fixierung  mit
Natriumthiosulfatlosung (1%) 1 Minute lang behandelt und dann 5 Minuten in
Leitungswasser ausgewaschen. Nach der Entwasserung durch die aufsteigende
Alkoholreihe, wurden die Préaparate je 5 Minuten lang in Ethanol (100%) und

Xylol gestellt und schlie3lich mit DPX eingedeckt.
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2.3.4 Aldehydfuchsin-Farbung (Romeis 1989)

Die Aldehydfuchsin-Férbung ist eine spezielle Elastikafarbung zur Darstellung
von elastischen Fasern, Mukosubstanzen und Mastzellen. Mit dem Farbstoff
Aldehydfuchsin werden die elastischen Fasern, insbesondere das Elastin im
Gewebe, blau-violett. Nach Entparaffinieren und Rehydrieren wurden die Schnitte
5 Minuten in Kaliumpermanganatldsung (1%) oxidiert, in flieBendem Leitungs-
wasser gewaschen und kurz in Oxalsaure (1%) getaucht, um Uberschissiges
Kaliumpermanganat zu entfernen. Nach kurzem Spilen unter Leitungswasser
wurden die Schnitte in Ethanol (70%) gespult und fir 15 Minuten in die
Aldehydfuchsin-Lésung eingestellt. Zur Differenzierung wurde wiederum Ethanol

(70%) verwendet. AnschlieRend wurden die Schnitte dehydriert und eingedeckt.

12



Material und Methoden

2.4 Immunhistochemische Nachweise

2.4.1 Prinzip der Avidin-Biotin-Komplex-Methode

Bei der ABC-Methode (fur Avidin-Biotin-Komplex) wird die hohe Affinitat zwischen
dem Eiweil3glykoprotein Avidin und dem Vitamin Biotin genutzt, um enzymge-
koppelte Tertidrreagenzien an die Stelle der Primarantikérperbindung zu bringen.
Man spricht auch von biotinylierten Briickenantikérpern, da der Sekundéarantikor-
per mit Biotin konjugiert wird.

Die Antigennachweise in den Paraplastschnitten erfolgten mit Hilfe der indirekten
Immunperoxidase-Methode (ABC-Methode). Die Schnitte wurden entparaffiniert
und rehydriert, evtl. vorbehandelt in der Mikrowelle (2 x 10 Minuten kochen in
Citratpuffer (0,01 M), pH 6,0 zur Reaktivierung formalininduzierter Vernetzungen
der Antikorperbindungsstellen) und die endogene Peroxidase 5 Minuten mit
H,0, (3%) unter Lichtausschluss blockiert. AnschlieRend wurden die Gewebe-
schnitte mit PBS-Puffer (0,01 M) pH 7,4 (Phosphat Buffered Saline) gewaschen.

Die unspezifischen Bindungen, die eine unerwiinschte Hintergrundfarbung verur-
sachen, wurden durch die 10-miniitige Inkubation mit dem entsprechenden Null-
serum minimiert. Der Primarantikérper (monoklonal oder polyklonal) wird dann in
seiner jeweiligen Verdinnung in PBS aufpipettiert und die Schnitte ber Nacht
bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Gewebeschnitte 3 x mit PBS gesplult. Der
entsprechende Sekundarantikérper wurde fir eine Einwirkzeit von ca. 30 Minuten
auf die Gewebeschnitte aufgetragen. AnschlieBend wurde wieder dreimal mit
PBS gespult. Daraufhin wurde Avidin-Biotin-Komplex fiur 30 Minuten auf die
Schnitte aufgetragen. Dann erfolgte dreimaliges Auswaschen mit PBS. Im An-
schluss daran erfolgte die chromogene Darstellung mit DAB fir ca. 10 Minuten.
Im nachsten Schritt wurden die Kerne leicht mit Hamalaun angefarbt, abschlie-
Rend dehydriert und mit DPX entfarbt.
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2.4.2 Priméarantikdrper

Antikorper Vorbehandlung | Verdiinnung Spezies Herkunft
Kollagen | MW 1:100 Maus ICN
Kollagen llI MW 1:250 Maus Acris
Aktin - 1:500 Maus Sigma
Alpha-Tubulin | MW 1:400 Maus Zymed
Beta-Tubulin MW 1:200 Maus Zymed
Vimentin (V9) |- 1:50 Maus Abcam
Connexin 43 MW 1:100 Maus Zymed
cD3 Trypsin pur Kaninchen Zymed
CDh8 MwW 1:20 Maus Dako

CD 20 - 1:50 Maus BioGenex
CD 68 MwW 1:200 Maus Dako
Ch74 MW pur Maus Zymed
NFPC - 1:200 Kaninchen Biotrend
$100 - pur Kaninchen Zymed
Myosin 1A - 1:500 Kaninchen Sigma

Tabelle 2: Primérantikdrper
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2.5 Transmissionselektronenmikroskopie

2.5.1 Materialvorbereitung

1 bis 2 mm groRRe Gewebestiickchen wurden 2 Stunden in phosphatgepuffertem
Glutaraldehyd (3,5%) fixiert. AnschlieBend wurde das Gewebe Uber Nacht in
Glutaraldehyd (1%) im Kuhlschrank aufbewahrt. Nach Auswaschen in Phosphat-
puffer erfolgte eine zweistiindige Nachfixierung in Osmium (2%). Nach erneutem
Auswaschen in Phosphatpuffer wurde das Gewebe in einer aufsteigenden Alko-
holreihe dehydriert und tber Propylenoxid in Araldit eingebettet. Die Aushé&rtung
der Aralditbléckchen erfolgte im Brutschrank bei 60°C tber 48 Stunden.

2.5.2 Objekttrager fur Semidinnschnitte

Standardisierte Glasobjekttrager werden mit einer Loésung aus 1pg Poly-L-Lysin
pro 1 ml TBS-Puffer 1 Stunde lang benetzt und 12 Stunden lang bei 37°C im
Brutschrank getrocknet.

2.5.3 Anfertigen der Semidinnschnitte

Zur Lokalisation der gesamten Gewebeareale fir die spateren Ultradiinnschnitte
werden zunachst Semidinnschnitte angefertigt. Mit einer Skalpellklinge wird aus
dem etwa 1 cm x 0,5 cm x 0,5 cm groRen Kunststoffgewebeblock eine pyrami-
denférmige Probe geschnitten, die eine Grundflache von 3 mm x 3 mm und eine
Hohe von 1 mm nicht Uberschreitet. Aus dieser Probe werden mit einem Mikro-
tom 1 pm dicke Schnitte geschnitten und auf der Oberflache eines kleinen
Wasserbeckens aufgefangen. Die Oberflachenspannung des destillierten
Wassers tragt die Semidinnschnitte, so dass sie mit einem Glasstab entnommen
werden und auf die Poly-Lysin-beschichteten Objekttrager aufgetragen werden
konnen. Eine Streckung und Trocknung der Schnitte erfolgt in gleicher Weise wie

bei den Paraplastschnitten.

2.5.4 Objekttrager fur Ultradinnschnitte

Kleine, handelslbliche kreisrunde Kupfernetze, die sog. Kupfergrids, dienen fur

die Transmissionselektronenmikroskopie als Objekttrager.
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2.5.5 Anfertigen der Ultradiinnschnitte

An einem Ultracut E-Mikrotom werden mit einer Diamantklinge ca. 40 - 60 nm
dicke Schnitte aus der pyramidenférmigen Kunststoff-Gewebeprobe geschnitten.
Die optische Kontrolle der Schichtdicke erfolgt Uber die grau-silbrige Farberken-
nung mit bloRem Auge. Von der Wasseroberflache des Auffangbeckens werden
die Gewebeschnitte mit dem Kupfergrid entnommen.

2.5.6 Fotodokumentation der Ergebnisse

Uber das Elektronenmikroskop Philips CM 10 werden die Diinnschnitte mit einer
integrierten Kamera AGFA Pan 100 der Firma AGFA fotografiert. Die Negative
wurden in einer Standarddunkelkammer von Hand entwickelt und abgezogen.
Die lichtmikroskopischen Préparate wurden mit einem Olympus-Photomikroskop
(BH-Z) auf Diafilm (Fujichrome, 64 T) aufgenommen und in einem gewerblichen

Labor entwickelt und abgezogen.
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3 Ergebnisse

3.1 Befunde der histologischen Farbemethoden

3.1.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.-Farbung)

3.1.1.1 Ubersicht

Die H.E.-Ubersichtsfarbung zeigt Anzahl und Verteilung der Follikel im Milzgewe-
be.

Abb. 1: Milz, erwachsener Mensch, 25 Jahre, H.E.-Ubersicht, Vergr. 10-fach

Kapsel (K), Trabekel (T), Zentralarterie (ZA), Pulpavene (PV), rote Pulpa (RP), Follikel (F),
E;enr.iarterielle Lymphozytenscheide (PALS), die Pfeile deuten auf die entsprechende Struktur
Bei der Ubersichtsbetrachtung der Milz des erwachsenen Menschen (Abb. 1)
erkennt man die periarterielle Lymphozytenscheide, PALS, und die Follikel als
dunkelviolette rundlich-ovale Zellaggregate, die sich verstreut im Milzparenchym
befinden. Uberwiegend handelt es sich bei den Follikeln um Follikel ohne reaktive
Zentren, die zum groRten Teil aus B-Lymphozyten bestehen. Die lymphatischen

Follikel bilden gemeinsam mit der periarteriellen Lymphozytenscheide (PALS) die
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weil3e Pulpa. Die PALS ist nicht deutlich von den Milzknétchen zu unterscheiden,
der Ubergang ist flieRend.

Umgeben ist die weif3e Pulpa von erythrozytenreichem retikularem Gewebe der
roten Pulpa. Sie enthalt die Milzsinus mit spezialisiertem Endothelium, Arteriolen
und Kapillaren. Darliber hinaus zeigen sich noch weitere Gefal3e mit weitem
Lumen, welche als Inhalt eine grolle Menge an Erythrozyten aufweisen, die

Pulpavenen.

Bei dieser Schnittflache sind zudem kapselnahe Oberflachenanteile erkennbar.
Die Kapsel bedeckt die Oberflache der Milz und fihrt ihr Bindegewebsgerdst in
Form von Milzbalken bzw. Trabekeln ins Organinnere. Sie sind als Anschnitte

Uberall im Schnittpréaparat verteilt als langliche helle eosinophile Strukturen

erkennbar.

Abb. 2: Milz, Kind, 14 Monate, Kapsel (K), Rote Pulpa (RP), Follikel (F), H.E.-Ubersicht,
Vergr. 20-fach

Bei der Betrachtung der H.E.-Ubersichtsfarbung der Kindermilz (Abb. 2) zeigen
sich zahlreiche Lymphfollikel (Milzkndtchen, Malpighische Kérperchen) mit Reak-
tionszentren. Die Milzknétchen prasentieren typische Sekundéarfollikel mit sich
differenzierenden und proliferierenden B-Zellen im Keimzentrum und sich
anschlieRendem Randwall.
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3.1.1.2 Lymphfollikel

Die Milzknotchen konnen in der Milz des Menschen als Priméar- oder als Sekun-
darfollikel vorliegen. Der Primarfollikel enthalt einheitliche Ansammlungen von
reifen, aber noch naiven B-Lymphozyten (Leonhardt 1990). Bei ihnen es ist noch
nicht zu einem Antigenkontakt gekommen, so dass sie sich weder in einem Diffe-
renzierungsstadium noch einem Proliferationsprozess befinden. Der Sekundéarfol-
likel ist viel auffalliger als der Primarfollikel und zeigt verschiedene Zonen auf. In
seinem Inneren ist das Keim- oder Reaktionszentrum klar erkennbar. Die sich
transformierenden B-Zellen sind nicht so dicht zusammengedrangt. Neben

B-Lymphozyten sind desweiteren T-Lymphozyten und interdigitierende Zellen im

Follikel enthalten.

Abb. 3: Milz, erwachsener Mensch, 25 Jahre, PALS-Follikel, H.E.-Férbung, Vergr. 10-fach

Primarfollikel (PF), Sekundarfollikel (SF), 1 Keimzentrum, 2 Korona, 3 Marginalzone,
4 perifollikuléare Zone, Zentralarterie (ZA), periarterielle Lymphozytenscheide (PALS);
die Pfeile deuten auf die Strukturen ZA und PALS.

Auf Abb. 3 sind 2 Milzknotchen erkennbar. Der 1. Follikel links im Bild ist rundlich
und enthalt zentral ein kleines helles Keimzentrum (Sekundéarfollikel). Der 2. Fol-
likel rechts unten im Bild ist ein Priméarfollikel (PF). Er ist kompakt und hat kein
Keimzentrum. Auffallend sind die arteriellen GeféaRe der PALS, also die Zentralar-
terien, sowohl im Langs- als auch im Querschnitt. Sie stellen sich in der
H.E.-Farbung hellrosa dar, enthalten kollagene und elastische Fasern und auch
glatte Muskelzellen, die meistens zwei Schichten bilden. Desweiteren ordnen
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sich T-Lymphozyten, gut an ihrem dunkelviolett angefarbten Kernmaterial er-

kennbar, um die Zentralarterien an und stellen die periarterielle
Lymphozytenscheide (PALS) dar.

Abb. 4: Milz, Kind (mit Hepatitis C), Follikel, H.E.-Farbung, Vergr.120-fach

1 Keimzentrum, 2 Korona, 3 Marginalzone, 4 perifollikulare Zone. Ausgereifter Sekundarfolli-
kel (SF) in der Kindermilz. In ihm sind die einzelnen Zonen der Follikel, Keimzentrum, Koro-
na, Marginalzone und perifollikulare Zone gut unterscheidbar.
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3.1.1.3 Periarterielle Lymphozytenscheide (PALS)

GréRere Ansammlungen von T-Lymphozyten befinden sich in der unmittelbaren
Umgebung der Zentralarterie. Sie bilden die periarterielle Lymphozytenscheide
(PALS), die als sehr zellreicher violetter Belag auf den Zentralarterien zu erken-

nen ist. Die PALS ist zum Milzfollikel und zur roten Pulpa nicht scharf abgegrenzt.

Abb. 5: Milz, erwachsener Mensch, 25 Jahre, PALS, H.E.-Farbung, Vergr. 120-fach

Zentralarterie (ZA); Primarfollikel (PF), rote Pulpa (RP), periarterielle Lymphozytenscheide
(PALS)
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3.1.2 Azanfarbung nach Heidenhain

3.1.2.1 Ubersicht

Die Azanfarbung eignet sich besonders gut zur Veranschaulichung der Verteilung
der Kollagenfasern. Im Ubersichtspraparat der Humanmilz wird deutlich, dass die
Hauptkomponenten der Kapsel- und Trabekelmatrix kraftige Kollagenfasern sind.
Diese bestehen aus Kollagen Typ | (grobe, kréaftige, mit Azan leuchtend blau
anfarbbare Fasern). Die Milztrabekel fihren gréRere Gefal3e in sich, die Trab-

ekelarterien bzw. -venen.

P

Abb. 6: Milz, erwachsener Mensch, Ubersicht Azanfarbung, Vergr. 10-fach

Kapsel (K) Zentralarterie (ZA), Pulpavene (PV), rote Pulpa (RP), Trabekel (T), Follikel (F);
die Pfeile deuten auf die entsprechenden Strukturen hin.
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Die Ubersichtsfarbung mit Azan markiert bei der Kindermilz ebenfalls Kapsel- und
Trabekelmatrix blau. Wie im H.E.-Praparat sind zahlreiche sekundéare Milzfollikel
in das Parenchym der Milz eingebettet.

e b et
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Abb. 7: Milz, Kind, 14 Monate, Hepatitis C, Azanfarbung, Vergr. 10-fach

Kapsel (K), Trabekelarterie (TA), rote Pulpa (RP), Trabekel (T), Follikel (F); Die Pfeile deuten
auf die entsprechenden Strukturen hin.
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3.1.2.2 BlutgefaRRe

3.1.2.3 Trabekel und Trabekelarterie

Mit Hilfe der Azanfarbung werden auf Abb. 8 gut die Kollagenfasern eines Milz-
balkens bzw. -trabekels im L&ngsanschnitt blau markiert. Der Trabekel ist reich
an groben kollagenen Fasern. Zwischen ihnen liegen zahlreiche glatte Muskelzel-
len (rot). Der Milzbalken kann im Schnittpréaparat sowohl eine Trabekelarterie als

auch eine Trabekelvene enthalten.

%

5
o

Abb. 8: Milz, erwachsener Mensch, Trabekel (T) mit zahlreichen rotgefarbten glatten Muskel-
zellen, Azanfarbung, Vergr. 250-fach

Der Trabekelarterienquerschnitt in Abb. 9 demonstriert die typische Wandschich-
tung einer Arterie vom muskularen Typ mit

1. Intima (oft einzelne, zarte, glatte Muskelzellen, mitunter kréftige, langs-
verlaufende Muskelziige (Abb.10))

2. Media (viele glatte Muskelzellen; zwischen ihnen liegen kollagene Fa-
sern und einzelne elastische Fasern)

3. AuRere, bindegewebige Adventitia
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Abb. 9: Milz, erwachsener Mensch, Trabekelarterie, leicht schrag angeschnitten; Trabekel
(T), Arterienlumen (L), 1 Intima 2 Media 3 Adventitia; Azanfarbung, Vergr. 250-fach

Abb. 10: Milz, erwachsener Mensch, Trabekel, Azanfarbung, Vergr. 250-fach

Trabekel (T) mit Trabekelarterie langs mit zirkularer (1) und longitudinaler (2) glatter Musku-
latur, Arterienlumen (L); das Endothel ist vielfach artifiziell abgelést.
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Abb. 11: Milz, Kind, Trabekelarterien, Azanfarbung, Vergr. 110-fach

Trabekelarterien (1) Trabekel (T), Arterienlumen (L), Sinus (2); die Pfeile deuten auf die jewei-
ligen Strukturen.
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Abb. 12: Milz, Kind, Trabekel mit rotgeférbten glatten Muskelzellen, Azanfarbung,
Vergr. 110-fach
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3.1.2.4 Zentralarterie

Die Intima der Zentralarterie besteht aus dem Endothel, einer sehr dunnen
Bindegewebsschicht und der Elastica interna. Die Media ist aus zwei bis drei
regelméaRigen zirkularen Lagen glatter Muskelzellen zusammengesetzt. Umhullt
werden sie von Kollagenfasern (leuchtend blau gefarbt).
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Abb. 13: Milz, erwachsener Mensch, Zentralarterie (ZA), Azanfarbung, Vergr. 250-fach
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Abb. 14: Milz, Kind, Zentralarterie (ZA), Azanfarbung, Vergr. 250-fach
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3.1.2.5 Pinselarteriolen

Haufig spalten sich die Zentralarterien in ca. 15 Pinselarteriolen auf (Abb. 15, 16).
Diese Arteriolen besitzen eine Schicht glatter Muskulatur und werden von einer

relativ kraftigen Adventitia umhdallt.

Abb. 15: Milz, erwachsener Mensch, Pinselarteriolen (Pfeile), quer angeschnitten, rote Pulpa
(RP), Azanfarbung, Vergr. 110-fach
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Abb. 16: Milz, erwachsener Mensch, Pinselarteriolen (Pfeile) langs angeschnitten, rote Pulpa
(RP), Azanfarbung, Vergr. 110-fach
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3.1.2.6 Hulsenkapillaren

Im Anschluss an die Pinselarteriolen entstehen Kapillaren, die z.T. von einer klei-
nen Hilse (Bargmann 1977) umgeben werden. Diese Hilse kann mittels der
Azanfarbung dargestellt werden. Die Kollagenfasern umscheiden die kleinen Ge-
faRe meist in 2 oder 3 Lagen. Mitunter ist erkennbar, dass auch kleine Arteriolen
eine Hulse haben.
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Abb. 17: Milz, erwachsener Mensch, Hiilsenkapillaren (Pfeile) , rote Pulpa (RP), Azanfarbung,
Vergr. 250-fach
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Beim Praparat Abb. 18 der Kindermilz liegen wahrscheinlich tberwiegend Pinsel-

arteriolen vor, unter Umstanden treten auch einzelne Huilsenkapillaren auf.

Abb. 18: Milz, Kind, Pinselarteriolen (Pfeile), Azanfarbung, Vergr. 110-fach
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3.1.2.7 Trabekel- und Pulpavene

Trabekel bestehen aus kréftigen Kollagenfasern und glatten Muskelzellen. Sie
umgeben auf Abb.19 vollstédndig eine weitlumige Trabekel- oder Balkenarterie
(TA), welche glatte, muskulare Zellen in ihrer Wand aufweist. Ihr gegenliberge-
stellt ist die Trabekel- oder auch Balkenvene (TV). Man sieht auf Abb. 19 den
Ubergang der von der roten Pulpa umschlossenen Pulpavene zur Trabekelvene.

Das Blut flie3t aus der Sinus (s.u.) in die Pulpavenen und von dort Uber die Bal-

kenvenen in die V. lienalis.

Abb. 19: Milz, erwachsener Mensch, Trabekel mit Pulpavene (PV), Trabekelarterie (TA),
Trabekel (T), Trabekelvene (TV), Pulpavene (PV), rote Pulpa (RP); Azanfarbung,
Vergr. 110-fach
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Abb. 20: Milz, Kind, Trabekel (T) mit Pulpavene (PV), Trabekelvene (TV), rote Pulpa (RP);
Azanfarbung, Vergr. 110-fach
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3.1.2.8 Milzsinus

Im zellreichen Areal der roten Pulpa der Milz des Erwachsenen zeigen sich zahl-
reiche weite Milzsinus, deren Durchmesser variabel ist; neben weiten kommen
auch enge Querschnittsfiguren vor. In ihrem Lumen und in ihrer Umgebung
befinden sich Erythrozyten, so dass sie manchmal schwer zu erkennen sind. Die
Sinuswénde zeigen aul3en eine zarte hellblaue Farbung im Azanpraparat, welche
auf die Anwesenheit von retikularen Fasern hinweist. Das Endothel ist hell und im

Querschnitt durch die Sinus fast kubisch. Im Langs- oder Flachschnitt ist erkenn-

bar, dass die Endothelzellen langsgestreckt sind und stabformig aussehen.

Abb. 21: Milz, erwachsener Mensch, Sinus (S) in der roten Pulpa, Pulpastréange (P),
H.E- Farbung, Vergr. 450-fach
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3.1.3 Befunde des Silberimpragnationsverfahrens nach Gomori

3.1.3.1 Ubersicht

Die Versilberung nach Gomori bestatigt die mit der H.E.- und der Azanfarbung
erhobenen Befunde. Sie zeigt aber deutlicher die Verteilung von retikularen Fa-
sern und Kollagenfasern. Die retikularen Fasern sind schwarz und die typischen

Kollagenfasern sind rotbraun gefarbt.

Abb. 22: Milz, Kind (mit Hepatits C), Follikel (F), Silberimprégnation nach Gomori,
Vergr. 20-fach
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3.1.3.2 Kapsel und Trabekel

Die Silberimpréagnation nach Gomori eignet sich besonders gut, um retikulare
Fasern in der Milz aufzuzeigen. Durch die Impréagnation mit Silbersalzen werden

diese Faseranteile tiefschwarz dargestellt.

Kollagenfasern vom Typ | sind nach der Versilberung nach Gomori kraftig
tiefbraun gefarbt. In diesem Farbton zeigen sich die Kollagenfasern der Kapsel
(Abb. 23, 24) und der Trabekel (Abb. 25, 26). Bei Betrachtung der Kapsel wird
eine schichtende Anordnung der rotbraun angefarbten Fasern deutlich. Die
oberste Grenzschicht ist diinn und besteht aus feinen parallelen Fasern. Es folgt
im Anschluss eine lockere Schicht aus unregelmaflig angeordneten Fasern.
Innerhalb der nachsten und breitesten Schicht der Kapsel liegen grof3e Blindel an
Kollagenfasern. Die Wellung der kollagenen Fasern ist wechselnd stark ausge-
pragt. Teilweise liegen sie auch geradlinig parallel. Im Ubergang zur roten Pulpa
wird wiederum eine Schicht mit feinen Kollagenfasern deutlich. Die rotbraunen
Kollagenfasern vom Typ | durchmischen sich mit den fein schwarz angefarbten
retikularen Fasern, die mit dem retikularen Netz innerhalb der roten Pulpa,
welches auch aus Kollagen vom Typ | und Ill aufgebaut ist, verknipft sind.

Abb. 23: Milz, erwachsener Mensch, Kapsel (K), rote Pulpa (RP), Silberimpragnation nach
Gomori, Vergr. 250-fach
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.

Abb. 24: Milz, Kind, Kapsel (K), rote Pulpa (RP), Silberimpragnation nach Gomori,
Vergr. 450-fach

Die Silberimpragnation nach Gomori bringt verschiedene Feinstrukturen im
Kapsel- und Trabekelwerk zur Darstellung. Die rot markierten Kollagenfasern des
Typ | haben Wellenstruktur, sie sind bundelweise und parallel zueinander ange-
ordnet. Die miteinander vernetzten retikularen Fasern in der Kapsel und in der
roten Pulpa sind intensiv schwarz geférbt. Sie sind aus dem Kollagentyp III auf-

gebaut.
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Abb. 25: Milz, erwachsener Mensch, Trabekel (T), Silberimpréagnation nach Gomori,

Vergr. 450-fach
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Abb. 26: Milz, Kind, Trabekel (T), Arteriolen (Pfeile), Silberimpragnation nach Gomori,
Vergr. 220-fach
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3.1.3.3 Rote Pulpa

In der roten Pulpa sind retikulare Fasern weit verbreitet und bilden hier ein ver-
netztes Grundgerust. Sie sind aus dem Kollagentyp Ill aufgebaut. Deutlich zu
erkennen ist der Verlauf der Pulpastrdnge. Das weitmaschige Netzwerk der
Retikulumzellen und der retikularen Fasern ist die Hauptkomponente des Binde-

gewebes der roten Pulpa. Retikulare Fasern umgeben auch reifenartig die Sinus
(Abb. 27, 28).

Abb. 27: Milz, erwachsener Mensch, rote Pulpa, Reifenfasern (Pfeile), Silberimpréagnation
nach Gomori, Vergr. 450-fach
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Abb. 28: Milz, Kind, rote Pulpa, Sinus mit Reifenfasern (Pfeile), Silberimpragnation nach
Gomori, Vergr. 450-fach
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3.1.3.4 Trabekelarterie

Der Trabekelarterienquerschnitt demonstriert wie bei der Azanfarbung die typi-
sche Wandschichtung einer Arterie vom muskuléaren Typ:

Intima
Media (retikulare Fasern schwarz)

AuRere, bindegewebige Adventitia (Kollagenfasern rotbraun)

Umgeben wird die Trabekelarterie von groben rotbraunen kollagenen Fasern der
Milztrabekel.

Abb. 29: Milz, erwachsener Mensch, Trabekelarterie (TA), Silberimpragnation nach Gomori,
Vergr. 450-fach
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Abb. 30: Milz, Kind, Trabekelarterie (TA), Silberimpragnation nach Gomori, Vergr. 220-fach
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Abb. 31: Milz, Kind, Trabekel, Silberimpréagnation nach Gomori, Vergr. 110-fach

In diesem Trabekel sind mehrere Blutgefalle enthalten. Darin befinden sich Trabekelarterien
(TA) und Trabekelvenen (TV). Letztere sind im Wandaufbau viel dinner und lockerer aufge-
baut als die Arterien.

3.1.3.5 Hilsenkapillaren

In der Versilberung nach Gomori sind relativ selten kleine GefaRe mit zwei oder
drei Lagen retikularer Fasern zu erkennen. Die feinen retikularen Fasern
umscheiden das zentrale Gefal in mehreren Lagen. Sie gehoren zur
Schweigger-Seidelschen Hiilse. Ofter ist erkennbar, dass nicht nur Kapillaren
eine Hulse besitzen, sondern auch Arteriolen (Abb. 33).
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Abb. 32: Milz, erwachsener Mensch, Pfeil zeigt auf vermutliche Hilsenkapillare, Sinus (S),
Silberimpragnation nach Gomori, Vergr. 450-fach
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Abb. 33: Milz, Kind, Pfeil zeigt auf Arteriole mit Hilse, Silberimpragnation nach Gomori,
Vergr. 450-fach
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3.2 Befunde der histochemischen Reaktion mit
Aldehydfuchsin

Aldehydfuchsin hebt in der Milz elastische Fasern unterschiedlichen Kalibers
hervor. Diese finden sich vor allem in Kapsel und Trabekel und arteriellen Blutge-

farken. In der roten Pulpa kommen elastische Fasern nicht vor.

3.2.1 Kapsel und Trabekel

Die Aldehydfuchsinfarbung (AF) eignet sich gut, feine elastische Faserstrukturen
des Kapsel- und Trabekelwerks sichtbar zu machen. Aldheydfuchsin farbt grobe
und feine elastische Fasern violett an (Abb. 34, 35).

Abb. 34: Milz, erwachsener Mensch, Kapsel (K) mit elastischen Fasern (lila), Aldehydfuchsin,
Vergr. 450-fach
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Abb. 35: Milz, erwachsener Mensch, Kapsel (K) und Trabekel (T) mit zahlreichen elastischen
Fasern, Aldehydfuchsin, Vergr. 20-fach
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3.2.2 Trabekelarterie

In den BlutgefalRen konnten mit Hilfe der AF auch elastische Bestandteile in ihrer
Wand nachgewiesen werden.

Der Trabekelarterienquerschnitt demonstriert die typische Wandschichtung einer
muskularen Arterie:

Intima (mit intensiv violetter Elastica interna)
Media (heller Bereich mit wenigen zarten elastischen Fasern)

AuRere, bindegewebige Adventitia mit angedeuteter Elastica externa

Elastica interna und externa sind deutlich markiert.

TA

Abb. 36: Milz, erwachsener Mensch, Trabekelarterie (TA), Aldehydfuchsin, Vergr. 450-fach
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Abb. 37: Milz, erwachsener Mensch, Trabekelarterie (TA), Aldehydfuchsin, Vergr. 450-fach
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3.2.3 Zentralarterie, Zentralarteriole

AF markiert in der Zentralarterie die Elastica interna besonders kraftig; auch die
Elastica externa ist manchmal angedeutet.

Abb. 38: Milz, erwachsener Mensch, Zentralarterie (ZA), Aldehydfuchsin, 450-fach
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3.2.4 Pulpavene

AF farbt die rote Pulpa und Pulpavene unspezifisch zartviolett, elastische Fasern
kommen nicht vor (Abb.39). Der Wandaufbau der Pulpavene ist diinn, eine klare
Schichtung ist nicht erkennbar.

PV

Abb. 39: Milz, erwachsener Mensch, Pulpavene (PV), Trabekel (T), Vergr. 250-fach

55



Ergebnisse

3.3 Befunde der immunhistochemischen Nachweise

3.3.1 Kollagen Typ |

Kollagen vom Typ | kommt in der Kapsel und in den Trabekeln vor (Abb. 40). In
der Mehrzahl der Praparate kommt es in @hnlicher Menge wie Kollagen vom
Typ Il vor.

Abb. 40: Milz, erwachsener Mensch, Kollagen Typ I, Vergr. 20-fach
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3.3.2 Kollagen Typ I

3.3.2.1 Kapsel und Trabekel

Ein Nachweis fur Kollagen 11l konnte in der Kapsel und in den Trabekeln erbracht
werden. Diesem Befund entspricht der Nachweis von retikularen Fasern in Kap-
sel und Trabekeln. Der immunhistochemische Nachweis erbrachte aber konsis-
tentere Ergebnisse als die Silberimpragnation und zeigte konstant, dass Trabekel
und die Kapsel zahlreiche Kollagenfibrillen vom Typ Il besitzen (Abb. 41, 42).

Abb. 41: Milz, erwachsener Mensch, Nachweis von Kollagen Typ Il in Kapsel (K) und
Trabekel (T), Vergr. 250-fach
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In der Media der Trabekelarterien kommen zarte kollagen-Typ-llI-positive Fasern
vor. Auch die Wand der Pulpavenen enthélt einzelne kollagen-Typ-Ill-positive

Fasern.

Abb. 42: Milz, Kind, Nachweis von Kapsel (K) und Kollagen Typ lll, Vergr. 450-fach
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3.3.2.2 PALS

Kollagen Ill konnte auch in der PALS nachgewiesen werden; so in der Wand der

Zentralarterie der PALS. Deutlich positiv mit Kollagen Typ Ill reagiert auch das
Bindegewebe der PALS (Abb. 43).

Abb. 43: Milz, erwachsener Mensch, PALS, Nachweis von Kollagen Il mit Zentralarterie (ZA),
Vergr. 250-fach
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3.3.3 Aktin

Aktin lasst sich an vielen Stellen der Milz nachweisen, die folgende Zusammen-

stellung gibt eine erste Ubersicht:

3.3.3.1 Ubersicht

1. Kapsel und Trabekel: In diesen Strukturen der Milz sind die Zellen
sehr aktinreich.

2. Blutgefal3e: Die Zellen der arteriellen GefalRwande, z.B. der Zentral-
arterien und -arteriolen, reagieren mit dem Aktinantikbrper sehr kréftig.

3. Follikel: In der Marginalzone des Follikels reagiert der Aktinantikorper
ebenfalls positiv. In diesem Teil der Milz befinden sich Myofibroblasten.

4. PALS: Die aul3erste Zelllage der PALS zeigt auch eine positive Reak-
tion und ist erheblich aktinhaltig. Diese Zellen gehen in die Marginalzo-
ne des Follikels uber.

5. Rote Pulpa: In der roten Pulpa sind das Sinusendothel und viele
fortsatzreiche Zellen, wahrscheinlich die fibroblastischen
Retikulumzellen, aktinpositiv.
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Abb. 44: Milz, erwachsener, Nachweis von Aktin in der Ubersicht, Vergr. 45-fach

1 Kapsel und Trabekel, 2 Zentralarterie, 3 Marginalzone eines Follikels, 4 &uRere Zellschicht
der PALS, 5 rote Pulpa
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Abb. 45: Milz, Kind, Nachweis von Aktin, Vergr. 45-fach

1 Kapsel und Trabekel, 2 Zentralarterie, 3 Marginalzone eines Follikels, 4 &u3ere Zellschicht
der PALS, 5 rote Pulpa
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3.3.3.2 Kapsel und Trabekel

Abb. 46: Milz, Erwachsener, Aktinnachweis in der Milz Kapsel (K), und Trabekel (T),
Vergr. 120-fach

In der Kapsel und in den Trabekeln reagieren so gut wie alle Zellen positiv mit
dem Aktinantikérper (Abb. 46, 47, 48). Die zahlreichen Zellen sind langgestreckt
oder spindelférmig und lassen sich als Myofibroblasten oder auch glatte Muskel-
zellen bezeichnen.

Auch in der roten Pulpa (RP) fallen gro3e verzweigte aktinpositive Zellen auf; die
blasseren Zellen sind wahrscheinlich fibroblastische Retikulumzellen, die kraftig
reagierenden Zellen sind wahrscheinlich zu erheblichen Anteil Makrophagen.
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Abb. 47: Milz, Kind, Kapsel (K), Aktinnachweis, Vergr. 450-fach

Rote Pulpa (RP) mit positiven und fibroblastischen Retikulumzellen (Pfeile) sowie z.T. positi-
ven Sinusendothelzellen. Die kréaftig positiv reagierenden Zellen in der roten Pulpa sind zu
erheblichem Teil Makrophagen.
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Abb. 48: Milz, Kind, Trabekel (T), Aktinnachweis, Vergr. 250-fach.

Die langgestreckten Myofibroblasten sind, in etwas unterschiedlichem AusmaR,
aktin-positiv.
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3.3.3.3 Follikel

Die Follikel sind durch intensive Aktinfarbung in der Marginalzone gekennzeich-
net (Abb. 49, 50). Die Zentralarteriole innerhalb des Follikels ist ebenfalls positiv
markiert. Um sie herum befindet sich die PALS. Ein konzentrisches Netzwerk aus
aktinpositiven Zellen, primar sind das wahrscheinlich die fibroblastischen
Retikulumzellen, die hier als Myofibroblasten bezeichnet werden kénnen, umgibt
den Follikel. Die am weitesten nach aufen gelegene Myofibroblastenreihe der
PALS setzt sich in der Marginalzone des Follikels fort. Diese ist lediglich ein-bis

zweireihig.

Abb. 49: Milz, erwachsener Mensch, Follikel mit kraftigem Aktinnachweis in der Marginalzo-
ne (*(Sternchen)), PALS und die Zentralarterie (ZA) reagieren auch kraftig positiv,
Vergr. 110-fach
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Abb. 50: Milz, Kind, Aktinnachweis in der Marginalzone (*(Sternchen)) des Follikels (F), in der
PALS und in der Zentralarterie (ZA), Vergr. 220-fach
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3.3.3.4 PALS

Der Aktinnachweis der PALS fallt in den fibroblastischen Retikulumzellen, die hier

als Myofibroblasten differenziert sind, positiv aus.

Abb. 51: Milz, erwachsener Mensch, Aktinnachweis in der Marginalzone der Follikel (F) in der
PALS und im Trabekel (T), Vergr. 110-fach
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Abb. 52: Milz, Kind, Aktinnachweis vor allem in der Marginalzone der Follikel (F) und in der
PALS, Zentralarterie (ZA), Vergr. 5-fach
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Abb. 53: Milz, Kind, PALS mit Zentralarterie (ZA), Aktinnachweis, Vergr. 450-fach
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3.3.3.5 Rote Pulpa

In der roten Pulpa sind verschiedene Strukturen aktinpositiv. Klar zeichnen sich
die Sinuswéande ab. Aktin befindet sich hier vor allem basal in den Sinusendothe-
lien (Abb. 54). Aber es farbt sich auch ein zartes Netzwerk in den Pulpastrangen
an, das wahrscheinlich aus den Fortsatzen der fibroblastischen Retikulumzellen
aufgebaut ist (Abb. 54).

Abb. 54: Milz, erwachsener Mensch, rote Pulpa, Sinus (S), Aktinnachweis, Vergr. 450-fach
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3.3.4 Alpha-Tubulin, Sinus, Makrophagen

Der Nachweis von Alpha-Tubulin féllt in den meisten Zellen schwach positiv aus.

Sinus, Makrophagen

Der Reaktionsausfall in den Endothelzellen der Sinuswéande ist relativ kraftig.

Stark geféarbt sind auch Makrophagen.

Abb. 55: Milz, erwachsener Mensch, rote Pulpa, Sinus (S), Nachweis von Alpha-Tubulin in
Makrophagen (Ma) und im Sinusendothel (Pfeil), Vergr. 450-fach
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3.3.5 Myosin Il

Der Nachweis von Myosin Il fiel in folgenden Zellen positiv aus:

1) Myofibroblasten in Kapsel und Trabekeln (schwankend zwischen deutlich
positiv und schwach positiv; Menge der positiven Zellen schwankt, in der
Kindermilz sind die meisten Zellen positiv, beim Erwachsenen sind oft nur

wenige Zellen positiv).

2) Media der Arterien und Arteriolen (mittelstark positiv)

3) Endothel der Sinus (kraftig positiv)

4) Fibroblastische Retikulumzellen der wei3en und der roten Pulpa (lUber-

wiegend mittelkréftig positiv)

5) Schwannsche Zellen von Nerven (kréftig positiv)

6) Makrophagen (kraftig positiv)

Abb. 56: Milz, Kind, Kapsel, Nachweis von Myosin Il von Myofibroblasten in Kapsel (K),
Retikulumzellen der roten Pulpa und Makrophagen (Ma), Vergr. 450-fach,
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Abb. 57: Milz, erwachsener Mensch, rote Pulpa, Sinus (S) und Pulpastrange (P), Nachweis
von Myosin Il im Sinusendothel, schwache Reaktion in den Retikulumzellen, Vergr. 450-fach

Abb. 58: Milz, erwachsener Mensch, Nachweis von Myosin Il in weil3er und roter Pulpa, kréaf-
tig positiv reagieren Makrophagen (Ma), schwach positiv reagieren die Retikulumzellen,
Follikel (F), rote Pulpa (RP), Vergr. 250-fach
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3.3.6 Vimentin, Sinus

Sinus

Vimentin lasst sich schwach in vielen Zellen der Milz nachweisen. Relativ stark

wird Vimentin in den Sinuswandendothelien exprimiert (Abb. 59, 60).

Zum Teil fallen die kraftig markierten Makrophagen auf. Sie sind diffus verteilt und

einzeln in der roten Pulpa sichtbar (Abb. 60).

Abb. 59: Milz, erwachsener Mensch, rote Pulpa mit vielen Sinus (S), Vimentinnachweis im
Sinusendothel, Vergr. 250-fach
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Abb. 60: Milz, Kind, rote Pulpa mit vielen Sinus (S), Vimentinnachweis im Sinusendothel,
Makrophagen (Ma), Vergr. 450-fach
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3.3.7 Connexin 43, Sinus

Sinus

Connexin 43 lie sich im vorliegenden Material kraftig in den Sinusendothelien

nachweisen (Abb. 61, 62). Positiv fallt auch der Connexin-43-Nachweis in der
Marginalzone der Follikel (Abb. 61) und in der Wand der Zentralarterien (Abb. 62)
aus.

Abb. 61: Milz, Kind, Nachweis von Connexin 43, Vergr. 45-fach

Positiv reagieren vor allem die Sinusendothelien (S), aber auch die Zellen der Marginalzone
der Follikel (*(Sternchen)) und die Media der Zentralarterien (Pfeile).
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Abb. 62: Milz, erwachsener Mensch, rote Pulpa, Nachweis von Connexin 43 in den Endothe-
lien der Sinus (S), Vergr. 450-fach
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3.3.8 CD 3, PALS
PALS

Die Lymphozyten der PALS sind CD-3-positiv (Abb. 63). AuRerdem finden sich
CD-3-positive Lymphozyten in den Keimzentren der Follikel (im vorliegenden

Material nur beim Kind) und als Einzelzellen tberall in der roten Pulpa.

Wiewohl die Charakterisierung der Lymphozyten und Makrophagen nicht im Vor-
dergrund der vorliegenden Untersuchung stand, so ist ihr Nachweis fir die ldenti-
fizierung von Strukturen wie PALS oder den Follikeln hilfreich. CD 3 wird als ge-
nereller Marker fur T-Lymphozyten eingesetzt.

B ) ¢

Abb. 63: Milz, erwachsener Mensch, Zentralarterie, PALS, CD-3-positive T-Lymphozyten in
der PALS mit ihrer Zentralarterie (ZA), Vergr. 250-fach
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3.3.9 CDS8, PALS

PALS

Die CD-8-positiven T-Lymphozyten wurden vor allem in der PALS (Abb. 64), aber
vereinzelt auch locker verstreut in der roten Pulpa nachgewiesen.

Abb. 64: Milz, erwachsener Mensch, Nachweis CD-8-positiver T-Lymphozyten in der PALS, in
deren Zentrum die Zentralarterie (ZA) verlauft, Vergr. 250-fach

79



Ergebnisse

3.3.10 CD 20, Follikel

CD 20 wurde als Marker flir B-Lymphozyten eingesetzt.

Follikel

Die Farbung mit dem Antikdrper CD 20 markiert die Follikel in der Milz des Men-
schen deutlich. CD-20 tragende-B-Lymphozyten halten sich zahlreich und dicht
angesiedelt in den Milzknétchen auf (Abb. 65, 66).

Rote Pulpa: Die Anwesenheit von locker verstreuten CD-20-tragenden B-Zellen

ist auch in der roten Pulpa nachweisbar.

Abb. 65: Milz, erwachsener Mensch, Nachweis von CD 20, positiv reagieren vor allem die
Lymphozyten der Follikel (F), Vergr. 25-fach

80



Ergebnisse

Abb. 66: Milz, Kind, Nachweis von CD-20-positiven Lymphozyten in den Follikeln (F), aber
auch locker verstreut in der roten Pulpa (RP), Vergr. 45-fach
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3.3.11 CD 68

3.3.11.1 Rote Pulpa

CD 68 wurde als Marker fir Makrophagen eingesetzt. Er scheint in der roten Pul-
pa alle Makrophagen zu erfassen. CD-68-positive Makrophagen befinden sich
diffus verteilt und zahlreich im retikularen Gewebe der roten Pulpa und auch in
den Milzkndtchen (Abb. 67, 68).

) J‘dy.L 04, ‘f
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Abb. 67: Milz, erwachsener Mensch, rote Pulpa, positiver Nachweis von CD 68 in den Makro-
phagen, Vergr. 450-fach

.
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Abb. 68: Milz, Kind, rote Pulpa, Nachweis von CD 68 in den Makrophagen, Vergr. 250-fach
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3.3.11.2 Follikel

In den Follikeln kommen CD-68-positive Makrophagen vor allem in den Keimzen-
tren vor (Abb. 69).

Abb. 69: Milz, Kind, Follikel, Nachweis von CD-68-positiven Makrophagen, die vor allem im
Keimzentrum vorkommen, Vergr. 450-fach

84



Ergebnisse

3.3.12 CD 74

3.3.12.1 Follikel

CD 74 markiert Zellen, die das MHC-II-Klasse-Molekil exprimieren. CD 74 ist mit
CD 44 assoziiert und markiert B- und T-Lymphozyten, natirliche Killerzellen,
Monozyten und wohl auch interdigitierende Zellen. Im immunhistochemischen
Schnitt, auf dem lediglich CD 74 nachgewiesen wurde, ist oft nicht mit Sicherheit

festzulegen, welcher Zelltyp reagiert.

Abb. 70: Milz, Kind, Follikel mit zahlreichen kraftig CD-74-positiven Zellen, Vergr. 250-fach
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3.3.12.2 PALS
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Abb. 71: Milz, erwachsener Mensch, CD-74-positive Zellen in der PALS mit Zentralarterie
(ZA), Vergr. 450-fach
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3.3.13 Neurofilamentprotein (NFPC), Nerv/Trabekel
Nerv/Trabekel

Der Nachweis des NFPC wurde zum Nachweis von Nervenfasern durchgefiihrt.
NFPC-positive Nerven fanden sich nur in den Trabekeln und hier in Nachbar-
schaft der Trabekelarterien (Abb. 72).

Abb. 72: Milz, Kind, Trabekel, NFPC-positive Nerven (Pfeile) in Nahe der Trabekelarterie (TA),
Vergr. 250-fach

87



Ergebnisse

3.3.14 Beta-Tubulin, Nerv/Trabekel

Beta-Tubulin erwies sich als nitzlicher Marker fur kleine Nerven (Abb. 73), die

auch mit diesem Marker nur in der Nahe der Trabekelarterien gefunden wurden.

Nerv, Trabekel

TA &

Abb. 73: Milz, Kind, Nachweis von Beta-Tubulin in einem Trabekel, positiv reagieren Nerven
in Nahe der Trabekelarterie (TA), Vergr. 250-fach
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3.3.15 S100, Nerv/PALS

Auch S100 wurde eingesetzt, um Nervenfasern nachzuweisen. Auch in diesem
Falle wurden Nervenfasern nur in Nahe der Trabekelarterien nachgewiesen
(Abb. 74). Mdglicherweise schwach positiv reagierende Einzelzellen in roter und

weilder Pulpa konnten nicht definitiv identifiziert werden.

Nerv/PALS

TA

Abb. 74: Milz, Kind, Trabekelarterie (TA), Nachweis von S100 in kleinen Nerven (Pfeile),
Vergr. 450-fach
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3.4 Befunde der Transmissionselektronenmikroskopie

3.4.1 Kapsel und Trabekel

Naheren Aufschluss Uber den Aufbau der Kapsel und der Trabekel liefert die
Transmissionselektronenmikroskopie. Kapsel und Trabekel sind gleichartig
aufgebaut und enthalten zahlreiche Zellen und Bindegewebsmatrix. Die Zellen
erweisen sich als langliche verzweigte Zellen, die in ihrem Zytoplasma reich
entwickelte dunne Filamente enthalten (Abb. 75 bis 79), die Aktinfilamenten
entspricht. Die Zellmembran bildet zahlreiche Caveolen (Abb. 76). Typisch sind
auch Plaques aus dichtem Material innen an der Zellmembran (Abb. 77) und im
Zytoplasma (Abb. 76). Die Ultrastruktur dieser Zellen deutet darauf hin, dass
diese Zellen als Myofibroblasten bzw. glatte Muskelzellen anzusehen sind. In
manchen Zellen sind die Organellen gut entwickelt, speziell das raue endoplas-
matische Retikulum (RER). Die Matrix besteht im elektronenmikroskopischen
Praparat aus dicht gepackten Kollagenfibrillen (Abb. 75 bis 79) und zahlreichen
elastischen Fasern (Abb. 77), die aus amorphem Material und Mikrofibrillen
aufgebaut sind, haufig sind auch Fibrillenblindel anzutreffen, die allein aus Mikro-
fibrillen bestehen (Abb. 75, 76).
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Abb. 75: Milzkapsel, TEM, Vergr. 15300-fach

Myofibroblast (MF) mit zahlreichen Myofilamenten (Mf), aber auch gut entwickeltem rauen
endoplasmatischen Retikulum (RER). Membranverdichtungen =,,Adhesion Plaques“ (Pfeile).
Die Matrix enthalt dichtgepackte Kollagenfibrillen (K) und elastische Fasern (eF). Oft finden
sich auch Bindel von Mikrofibrillen (Mif). Beachte rechts oben den unterschiedlichen Um-
riss und den unterschiedlichen Durchmesser der Kollagenfibrillen.
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Abb. 76: Milztrabekel, TEM; Vergr. 21000-fach

Milztrabekel mit Myofibroblasten (MF), die hier glatten Muskelzellen gleichen. Im Zytoplasma
dominieren Myofilamente, die Zellperipherie ist durch zahlreiche Caveolen gekennzeichnet.
Membranverdichtungen (Pfeile); Mikrofibrillen (Mif); Kollagenfibrillen (K).
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Abb. 77: Milztrabekel, TEM, Vergr. 8900-fach

Milztrabekel mit verzweigten Myofibroblasten (MF), die hier glatten Muskelzellen gleichen
(viele Membranverdichtungen, sehr reich entwickelte Myofilamente und Caveolen). Die
Zellen stehen in unmittelbarem Kontakt mit elastischen Fasern (eF) und Kollagenfibrillen (K).
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Abb. 78: Milztrabekel, TEM, Vergr. 8900-fach

Dichtes Geflecht aus verzweigten Myofibroblasten (MF), die meistens glatten Muskelzellen
gleichen und Matrix aus Kollagen (K) und elastischen Fasern (eF).

94



Ergebnisse

Abb. 79: Milztrabekel, TEM, Vergr. 8900-fach

Kompaktes Geflecht aus Myofibroblasten (MF), die hier wieder glatten Muskelzellen
gleichen, und Kollagenfibrillen (K).
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3.4.2 Sinus

Die Wand der Milzsinus besteht aus einer Schicht schlanker, langgestreckter
Endothelzellen und einer luckenhaften Basallamina. Seitlich grenzen die
Endothelzellen unmittelbar aneinander und sind nur durch einen schmalen Inter-
zellularraum von ca. 20 nm getrennt. Gréf3ere Lucken wurden in keinem Fall ge-

funden.

Die Endothelzellen enthalten gut entwickeltes RER, viele Mitochondrien, einen
mittelgroRen Golgi-Apparat, Lysosomen, Granula und viele Vesikel. Sie besitzen
auBerdem Mikrofilamentbindel, die langs im basalen Zytoplasma verlaufen.
Intermediarfilamente sind in reichem Maf3e Uberall im Zytoplasma verteilt.
Erythrozyten treten offensichtlich durch die Sinuswénde der Endothelzellen
hindurch (Abb. 80, 81). Die apikale und die laterale Membran der Endothelzellen
sind auffallend reich an Endozytosefiguren.
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Abb. 80: Sinuswand, TEM, Vergr. 3900-fach

Die Sinuswand besteht aus dicht aneinander grenzenden Endothelzellen (En). Ein Erythrozyt
(E) tritt offensichtlich durch das Endothel hindurch und verformt sich dabei stark,
Basallaminastreifen (BL).

97



Ergebnisse

Abb. 81: Sinusendothel, TEM, Vergr. 8900-fach

Sinusendothel (En) mit offensichtlichen durchtretenden Erythrozyten (E); basale Stressfa-
sern (SF); Basallaminastreifen (BL).
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Abb. 82: Sinusendothel, TEM, Vergr. 21000-fach

Sinusendothel basal mit kraftigen Stressfasern (SF). Beachte auch die vielen Mitochondrien
(Mit) und Endozytosevesikel (Pfeile) sowie Mikrotubuli (Pfeilkopf) und reich entwickelte
Intermediéarfilamente (*(Sternchen)).
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3.4.3 Pulpavene

Die Pulpavene ist zu ihrem Lumen hin durch eine geschlossene Endothelschicht
begrenzt (Abb. 83 bis 86). Zusatzlich kdnnen vereinzelt in der Wand schlanke
glatte Muskelzellen auftreten (Abb. 83, 84).
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Abb. 83: Wand einer Pulpavene, TEM, Vergr. 5200-fach

Wand einer Pulpavene mit Endothel (EN) und einer einzelnen sehr schlanken glatten Mus-
kelzelle (gM). Lumen der Pulpavene (LU); fibroblastische Retikulumzelle (FB), Lymphozyt
(Ly).
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Abb. 84: Wand einer Pulpavene, TEM, Vergr. 8900-fach

Wand einer Pulpavene mit relativ hohem Endothel (EN), das generell gut entwickelte Orga-
nellen und ein gut entwickeltes Zytoskelett besitzt; Fokalkontakte zur Basallamina (Pfeile);
einzelne glatte Muskelzelle (gM); Lumen der Pulpavene (LU).
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Abb. 85: Pulpavene, TEM, Vergr. 11500-fach

Endothelzelle (EN) einer Pulpavene mit relativ groRem Golgi-Apparat (Go) und vielen
Endozytosevesikeln (Pfeile); Lumen der Pulpavene (LU), Makrophage (Ma).

Die Venenwénde bilden die diinne Barriere zwischen Blut und roter Pulpa.
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Abb. 86: Pulpavene, TEM, Vergr. 8900-fach

Wand einer Pulpavene mit Endothel (EN) und vereinzelten glatten Muskelzellen (gM); Lumen
der Pulpavene (LU).
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Ubersicht Kapsel Trabekel Gefafe weifte Milzpulpa rote Pulpa Welche anatom. werden
Farbemethoden P Trabekelarterie T.-Vene Zentralarterie Pinselart. Hiilsenart. Pulpavene Follikel Pals retik. BG-Zellen Sinus i c“"_'_c :
Erw Kind Erw. Kind Erw. Kind Erw. Kind Erw. Kind Erw. Kind Erw. Kind Erw. Kind Erw. Kind Erw. Kind Erw. Kind Erw. Kind Erw. Kind M
HE 1 2 1 5 1 1 1 13 24 5 4 1 2 rot: Kollagenfasern
g - ’ ! blau: Zellkerne
» blau: Kollagenfasern, retikulére F
& |azan 6 7 6 7 8 11,12 91 1 19 20 13 14 15,16 18 17 18 19 20 19 20 27 au: follagentasern, retiiulare Fasern
e rot: Zy Zellkerne
%
< |Gomori 22 23 24 25 26 29,31 30 31 32 33 22 27 28 32 schwarz: Retikulinfasern (Typ I11)
hlStOChemlSt"? 34,35 35 36,37 38 39 blau-violett: Elastika, elastische Fasern
Aldehydfuchsin
Kollagen | 40 braun: Kollagen |
Kollagen Il 41 42 41 43 braun: Kollagen Il
" 45,50,52,5 45,50,52,5 .
Aktin 44 45 44,46 45,47 44,46,51 45,48 44,49 3 44,49,51 | 45,50,52 | 44,49,51 3 44,54 46,47,48 54 braun: Aktin
braun: Tubulin (Untereinheiten von
Ipha-Tubuli 55
alpha-tubulin Mikrotubuli, typisch in
. braun: Myosin Il (u.a. in Kapsel und Trabekel,
M I 56 58 57
vosin Endothel der Sinus, Makrophagen)
Vimentin 5o & 59 60 brauln:IV|mentm (im Cytoskelett, glatte
= ur)
2
‘E  |Connexin43 61 61 62 61 braun: Transmembranproteine
£
]
% CcD3 63 63 braun: T-Lymphozyten
£
g |[cD8 64 64 braun: cytotoxische T-Lymphozyten
E
CD20 65 66 65 66 braun: B-Lymphozyten, Milzknotchen
CD68 69 67 68 braun: Makrophagen
cp7a n 70 n bra.un: B-Lymphozyten, Marginalzone,
Keimzentrum
NFPC 72 braun: Nervenzellen
beta-Tubulin 73 73 braun: u.a.in Nervenzellen
5100 7 braun: a und b Untereinheiten u.a. in
Nervenzellen
TEM 75 76-79 83-86 80-82

Tabelle 3: Ubersicht der Abbildungen und jeweiligen anatomischen Strukturen der Milz
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4 Diskussion

Mit dieser Studie konnte ein Beitrag zur Erweiterung histologischer,
histochemischer und ultrastruktureller Kenntnisse der Milz des Menschen, und
zwar von Kleinkind und Erwachsenen geleistet werden. Die erhobenen
histochemischen und histologischen Befunde bestatigen, erganzen und erweitern
insbesondere die ausfuhrlichen Befunde zur Milz von Ratte und Mensch von
Steiniger und Barth (2000). Angesichts der individuellen Variabilitdt der mikrosko-
pischen Milzstruktur des Menschen (von Herrath 1958; Bargmann 1977; Steini-
ger und Barth 2000) sind neue Befunde an gut fixiertem Material in jedem Fall
wertvoll, um typische Verhaltnisse charakterisieren zu kbnnen. Zwar gibt es aus
den letzten zwei bis drei Jahrzehnten eine Reihe histologischer (van Krieken und
te Velde 1988; Steiniger, Ruttinger et al. 2003) und elektronenmikroskopischer
Untersuchungen (Fujita, Kashimura et al. 1982; Sasou, Satodate et al. 1986;
Schmidt, MacDonald et al. 1988) Uber die Milz des Menschen, diese sind aber,
wie schon in der Einleitung erwahnt, relativ wenig und schlie3en zumeist die
Kindermilz in ihre Untersuchungen nicht mit ein. Die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen in der Literatur sind vor allem mit dem Rasterelektronenmikro-
skop durchgefiihrt, wohingegen in dieser Arbeit gut fixiertes Material mit dem
aussagekraftigen Transmissionselektronenmikroskop untersucht wurde. In der
Literatur und auch in Lehrbichern der Medizin tritt immer mehr die Milz von Maus
und Ratte in den Vordergrund, die, und das betonen auch Steiniger und Barth
(2000), eine Reihe von morphologischen Unterschieden zur Milz des Menschen
aufweist. Histologische Studien der Milz missen auf kritisch ausgewéhlten und
schonend operativ entfernten normalen Milzen basiert sein. Sie missen fiur die
Histologie, da sie zu den gut durchbluteten Organen gehtéren und die Autolyse
sehr rasch einsetzt (Brinkmann und Madea 2004), nach Splenektomie unverziig-
lich weiterverarbeitet werden, um ein gut konserviertes histologisches Préparat
zu erhalten. Eine Splenektomie ist lediglich unter bestimmten Umstanden wie
einer benignen oder malignen hamatologischen Erkrankung, Milzneoplasmen,
Trauma, Entziindung etc. indiziert (Weh und Arps 1993). Solche Milzen zeigen

aber meist Veranderungen im makro- und mikroskopischen Erscheinungsbild auf.

Wertvoll ist, dass fur die vorliegende Untersuchung auch gut fixiertes Milzgewebe
von drei Kindern (ein bis vier Jahre alt) zur Verfigung stand. All diesen Milzen
war gemeinsam, dass die weil3e Pulpa (PALS und Follikel) im Vergleich zu den

Erwachsenenmilzen besonders gut entwickelt war. Bei einem Kind hat eine
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Hepatitis C vorgelegen. Das mikroskopische Bild dieser Milz fiel aber nicht aus
dem Rahmen, jedoch war die Struktur der Sekundarfollikel in diesem Fall beson-
ders klar ausgepragt. (Abb. 4, 7) und wahrscheinlich war auch die Zahl der Se-

kundarfollikel etwas gréRRer als in den anderen untersuchten Kindermilzen.

Ein Ubergreifendes Ziel dieser Arbeit war es speziell mit immunhistochemischen
Methoden moglichst viele Strukturen in der Milz mit kontraktilen Eigenschaften zu
erfassen, um u.U. Hinweise dafir zu erhalten, welche Zellen fiir den offenen Blut-
fluss durch die Pulpastrange und durch das Sinusendothel verantwortlich sein
koénnten. Diese Frage ist bisher nicht allseits befriedigend beantwortet, insbeson-
dere bleibt der ,Motor* fir den Durchtritt der Erythrozyten (und der Thrombozy-
ten) durch die Sinuswand noch ratselhaft. Einen neuen Gesichtspunkt haben
Steiniger und Barth (2000) in die Diskussion eingebracht, indem sie teilweise
Fibroblasten (fibroblastischen Retikulumzellen) der wei3en Pulpa kontraktile
Eigenschaften zuwiesen. Die Kontraktilitdt der menschlichen Milz insgesamt wird
als gering eingestuft (Bargmann 1977; Weiss 1983; Pabst 2004).

4.1 Kapsel und Trabekel

4.1.1 Myofibroblasten, glatte Muskelzellen

In der Azanfarbung nach Heidenhain kénnen in Kapsel und Trabekeln etliche
glatte Muskelzellen bzw. Myofibroblasten (rot) sowohl beim Erwachsenen als
auch beim Kind nachgewiesen werden. Dieser Befund konnte anhand eigener
Beobachtungen mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie bestétigt
werden. Die Aussagen Uber die Anwesenheit typischer glatter Muskelzellen sind
in der Literatur unterschiedlich. Ubereinstimmend wird aber meistens beschrie-
ben, dass ihr Vorkommen in Milzkapsel und Milzbalken eher sparlich ist
(Bargmann 1977; Pabst 2004; Welsch 2010). So berichteten Glaser (1928) sowie
Hartmann (1930) Uber wenige Muskelfaserzuge in der Milzkapsel des Menschen
und Canna (1938) schreibt, dass die Muskelfasern beim Affen und Menschen in
Kapsel und Trabekeln nicht gebindelt sind, sondern einzeln spéarlich im Gewebe
liegen. Abweichend hierzu sagte Grassi (1935), dass glatte Muskulatur reichlicher
vorkommt, als sonst beschrieben wird. Unsere histologischen Befunde korres-
pondieren mit den Aussagen von Hofmann (1949). Dieser beschrieb u.a., dass

die Befunde innerhalb der gleichen Milz wechselnd sind. Lubarsch (1927);
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Hueck (1928) und Hofmann (1949) stimmen darin tberein, dass glatte Muskula-
tur in den Trabekeln haufiger vorkommt als in der Kapsel. Lubarsch (1927) beo-
bachtete Muskelfasern der Kapsel und in den Trabekeln in jeder Milz, sowohl
beim Neugeborenen wie in jedem anderen Lebensalter. Die Mehrzahl der Zellen
in Kapsel und Trabekeln wurde in der Vergangenheit als Fibrozyten angesehen.

Eine Losung des Problems, welche Zellen in Kapsel und Trabekeln der Milz
vorkommen, wurde durch folgende Fortschritte im Bereich von Histologie und
Zellbiologie erleichtert, z.T. aber auch kompliziert: es wurde 1) bekannt, dass
neben normalen matrixbildenden Fibrozyten an verschiedenen Stellen des
Korpers auch Myofibroblasten vorkommen, die z.T. auch bei der Wundheilung
aus Fibrozyten hervorgehen kdnnen. Die Myofibroblasten sind u.a. reich an
Myofilamenten und kénnen daher Kontraktionen ausfuhren. 2) wurde bekannt,
dass auch glatte Muskelzellen in reichem MalRe Matrix mit allen Komponenten
bilden kénnen; wenn dies im Vordergrund steht, bilden sich die Myofilamente
zurlick, an ihre Stelle treten dann die synthetisch aktiven Zellorganellen, z.B. das
RER.

Die klaren Grenzen zwischen glatten Muskelzellen und Fibrozyten sind damit
verwischt. Rein morphologisch und funktionell kann im Einzelfall nicht klar
entschieden werden, ob ein Myofibroblast oder eine glatte Muskelzelle vorliegt,
jedoch ist es plausibel, in einer Organkapsel und den von ihr ausgehenden
Septen davon auszugehen, dass hier priméar ein Bindegewebe vorliegt, so dass
die Bezeichnung der myofilamentreichen Zellen als Myofibroblasten adaquat ist.
Leonhardt (1990) schreibt dementsprechend, dass neben Fibrozyten
Myofibroblasten in Kapsel und Trabekeln der Milz vorkommen. Den Begriff ,glatte

Muskelzellen® erwahnt er nicht mehr.

Die Immunhistochemie brachte weitere Erkenntnisfortschritte, in dem sie kontrak-

tile Proteine wie Aktin und Myosin Il nachweisen konnte.

Die vorliegende Untersuchung hat ultrastrukturell und immunhistochemisch
gezeigt, dass die meisten Zellen in Kapsel und Trabekeln der Milz des Menschen
sehr reich an Myofilamenten sind; dazu kommen die eigentlich fir glatte Muskel-
zellen typischen zahlreichen Caveolen, Fokalkontakte (oder Adhasionsplaques)
und zytoplasmatische Verdichtungen. Die Zellen gleichen also ultrastrukturell und
somit auch funktionell glatten Muskelzellen, sollen aber auch hier

Myofibroblasten genannt werden. Ein Teil der Zellen besitzt klar durch
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Myofilamente begrenzte Felder mit Organellen, vor allem RER, wie es fur
Myofibroblasten typisch ist. Uberraschend ist, wie zahlreich all diese Zellen in
Kapsel und Trabekel vorkommen. Daher ist im Gegensatz zu der Mehrzahl der
friher geaulRerten Vermutungen anzunehmen, dass Kapsel und Trabekeln auch
beim Menschen kontraktil sind. Die reich entwickelte straffe Bindegewebsmatrix
mit zahllosen dichtgepackten Kollagenfibrillen durfte jedoch das Ausmaf der
Kontraktilitdt und auch der Dehnbarkeit der Kapsel einschranken. Die Zahl der
elastischen Fasern ist geringer als die der Kollagenfibrillen, sie treten aber in
einen unmittelbaren funktionellen Bezug zu den Myofibroblasten und werden zu
deren Gegenspielern, so dass ein offensichtlich myoelastisches System vorliegt,
das auch Dehnung der Milzkapsel und -trabekel zulasst. Uberdehnung wird durch

die reich entwickelten Kollagenfibrillen verhindert.

Typische Fibrozyten wurden in dieser Untersuchung gar nicht gefunden. lhr
Vorkommen ist aber nicht ausgeschlossen, da in keinem Fall ganze Milzen zur
Verfiigung standen, sondern im Allgemeinen. ,nur“ halbe, und die Gewebeproben

nicht in Serie geschnitten wurden.

Ergdnzend konnte mit dem immunhistochemischen Nachweis mit Antiaktin
reichhaltig Aktin in Kapsel und Balken festgestellt werden. Aktin erfillt verschie-
dene Aufgaben, u.a. bildet es in der Zelle dynamische Filamente, die sog.
Aktinfilamente. Stabilisierend wirken sie als Bestandteil des Zytoskeletts auf die
aullere Form, helfen mit bei der Verankerung von Transmembranproteinen oder
sind bei der Zellmigration beteiligt. Sie kdnnen aber auch in der Zelle relativ
konstante Strukturen bilden, wie den kontraktilen Apparat in Muskelzellen. Der
Kontraktionsapparat aller Muskelzellen beruht auf einer Aktin-Myosin-II-
Wechselwirkung. Ungeachtet dessen kann Aktin mit Myosin Il auch in nichtmus-
kularen Zellen ein kontraktiles System bilden (Leonhardt 1990; Pollard und
Earnshaw 2007; Alberts, Bray et al. 2010). Der uberraschend stark positive
Nachweis in unserer Studie von Aktin und Myosin Il in Kapsel und Trabekeln
sowohl in der Erwachsenen- als auch in der Kindermilz unterstitzt die Annahme,

dass Kapsel und Trabekel kontraktile Zellen (Myofibroblasten) enthalten.
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4.1.2 Kollagenfasern

In Kapsel und Milzbalken konnte in der vorliegenden Untersuchung der Nachweis
fur Kollagenfasern in der Erwachsenen- und der Kindermilz erbracht werden. Die
Beweise liefern hierbei mehrere Befunde (Azanfarbung nach Heidenhain, Versil-
berung nach Gomori, immunhistochemischer Nachweis von Typ | und IIl und die
TEM). Im Lichtmikroskop sieht man die Kollagenfasern zum einen in groben
Bundeln, teilweise parallel in Schichten und in Wellenform vorliegen, zum ande-
ren weisen sie auch, dies ist bei starkerer VergréfRerung sichtbar, zwischen
jeweils benachbarten Fasern Torsionen auf. Im Milzbalken zeigen die inneren
Schichten ein abweichendes Verhalten vom geordneten Faserverlauf und die
Trabekel sind oft dicker als die Kapsel (Hofmann 1949; eigene Beobachtung).
Kollagentyp | und Il wird insbesondere von Fibroblasten, aber auch von
Myofibroblasten und in GefalRwanden auch von glatten Muskelzellen gebildet.
Viele Kollagentypen bilden zylindrische Fibrillen (Durchmesser 20 bis 500 nm)
mit einem typischen, sich alle 64 bis 67 nm wiederholenden Bandenmuster
(Koolman und Rohm 2009). Die dichtgepackten Kollagenfibrillen, die der
Kollagentypen | und lll, kdnnen wir in den Bildern der Transmissionselektronen-
mikroskopie sehr deutlich und in reichlichem MalR3e in Kapsel und Milzbalken
sehen. Charakteristisch fur kollagene Fasern ist eine hohe Zugfestigkeit, und sie
verleihen Kapsel- und Trabekelsystem der Erwachsenen- und Kindermilz die
Eigenschaft, Zugbelastungen aus verschiedenen Richtungen entgegenwirken zu

kdnnen.

Interessant ist, dass die jetzt erhobenen Befunde sowohl Kollagen vom Typ | als
auch vom Typ Ill in Kapsel und Trabekeln nachgewiesen haben. Da der
immunhistochemische Nachweis von Kollagen Typ | und IIl &hnlich ausfallt und
im TEM udberwiegend einheitliche Kollagenfibrillen erkennbar sind, kénnte es

sein, dass hier zumindest z.T. Fibrillen aus Typ-I und Typ-IlI-Kollagen vorliegen.

Interessant und neuartig ist, dass es in Kapsel und Trabekeln immer wieder
Regionen gibt, in denen Kollagenfibrillen unterschiedlichen Kalibers und auch
unterschiedlichen Umrisses zu beobachten sind (Abb. 72). Besonders der
unregelmafige Umriss deutet auf Umbauvorgénge der Kollagenfibrillen hin, wo-
bei u.U. Protofibrillen umgelagert werden, wie von Erlinger et al. (1993) beschrie-

ben wurde.
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Augenfallig ist, dass beim Vergleich der Erwachsenenmilz mit der Kindermilz
(Azan, Gomori) in Kapsel und Trabekel mehr Kollagenfasern beim Erwachsenen
als beim Kind vorhanden sind. Die Kapsel der Erwachsenenmilz ist dichter und
breiter als die der Kindermilz. Die Kapselverdickung mit fortschreitendem Alter
von der Neugeborenen- Uber die Erwachsenen- zur Greisenmilz wurde schon
von Hellman (1926) und Ghigi (1932) festgestellt. Die vorliegenden Befunde be-

statigen die alteren Befunde.

4.1.3 Elastische Fasern

Die vorliegende Untersuchung konnte elastische Fasern in Kapsel und Trabekeln
der Milz Erwachsener und Kinder nachweisen. Das Netzwerk ist engmaschig und
die Fasern relativ fein. Elastische Fasern tragen zur Dehnbarkeit und Anpas-
sungsfahigkeit bei Volumenschwankungen des Organs bei. Mitunter helfen sie
den Kollagenfasern, wieder in ihre urspriingliche Lage zuriickzukehren (Ayad,
Boot-Hanford et al. 1998). Die Produzenten fir die Komponenten des Elastins
sind Myofibroblasten. AuBer typischen elastischen Fasern kommen auch

Mikrofibrillenbiindel vor, deren spezifische Funktion nicht ersichtlich ist.

4.2 Weil3e Pulpa

42.1 Follikel

Beim Vergleich der Ubersichtsbilder (H.E. Farbung, Azanfarbung und Silberim-
pragnation nach Gomori) der Milz von Erwachsenen und Kind féllt auf, dass
quantitativ stets mehr Follikel in der Kindermilz auftreten als in der Erwachsen-
milz. Interessanterweise nimmt man bei der Mehrzahl der Follikel in der Kinder-
milz in erster Linie Follikel mit aktiven Zentren wahr. Beim Erwachsenen
beobachten wir hier eher ruhende Primarfollikel und relativ selten auch Sekun-
darfollikel. Als Begriindung steht vor allem der Aufbau des Immunsystems im
Kindesalter im Vordergrund. Die Milz ist in ihrer funktionellen Bedeutung u.a.
auch ein Immunorgan und so findet nach Antigenkontakt charakteristischerweise
in den Sekundarfollikeln eine massenhafte Vermehrung von aktivierten
B-Lymphozyten statt. Sie verwandeln sich in Plasma- und Gedachtniszellen

(Murphy, Travers et al. 2009). Beim Erwachsenen ist hingegen das Immunsystem
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bereits entwickelt, und es liegen quantitativ gesehen weniger Sekundarfollikel,
aber vermehrt ruhende Primarfollikel vor. Beim Erwachsenen kénnen ,Uberreste*
von Keimzentren Uberwiegen, weil Reaktionen von aktiven Keimzentren ohne
zusatzlichen Antigennachschub nicht weiter am Laufen gehalten werden (Steini-
ger und Barth 2000). Die Follikel kdnnen auch ganz ohne Keimzentrum sein
(Lallmann-Rauch 2009, eigene Beobachtung).

In der vorliegenden Untersuchung konnte die Anwesenheit von CD-20-tragenden
B-Lymphozyten mit Hilfe des immunhistochemischen Nachweises festgestellt
werden. Auf allen Préparaten ist ein hoher Anteil an B-Lymphozyten in den
rundlichen Follikeln zu erkennen. Im Grundsatz steht unsere Beobachtung in
Ubereinstimmung mit der einschlagigen Literatur, der zufolge die Follikel die
hauptséachlich von B-Lymphozyten besiedelten Regionen sind (Leonhardt 1990;
Steiniger und Barth 2000; Pabst 2004; Murphy, Travers et al. 2009; Lippert 2010).

CD-68-positive Zellen lassen sich im Keimzentrum, in der Korona und der margi-
nalen Zone des Lymphfollikels eines Kindes auffinden. Ebenso lassen sich
CD-74-tragende Zellen im Follikel nachweisen, insbesondere im Keimzentrum
des Kindes. Hierbei handelt es sich zum gréf3ten Anteil um Makrophagen. Neben
vorherrschenden B-Lymphozyten, 10 bis 30%-T-Helferlymphozyten, NK-Zellen
und FDC-Zellen sind Makrophagen wesentliche Bestandteile im Keimzentrum
eines Follikels. Im Keimzentrum phagozytieren sie bevorzugt die Zellkernreste

gestorbener Lymphozyten (Pabst 2004).

Beim immunhistochemischen Nachweis mit Aktin fallt auf, dass sich in der Margi-
nalzone des Lymphfollikels von Erwachsenen und Kind Zellen braun angefarbt
haben. Das Netzwerk dieser aktinhaltigen Zellen teilt die Marginalzone in eine
innere und eine &ulRere Zone ein. Gleichzeitig umschlieRen die aktingefarbten
Zellen auch die PALS von auf3en mit ein. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es
sich bei den aktinhaltigen Zellen um kontraktile Myofibroblasten. Steiniger und
Barth (2000); Steiniger, Barth et al. (2001) konnten diese Myofibroblasten eben-
falls in ihren immunhistochemischen Studien in der perifollikularen Zone, in der
aulReren Marginalzone und in der T-Zell-Zone beobachten. Die Anwesenheit
kontraktiler Myofibroblasten fiihrt zu der Frage, ob sie womdglich den Transit der
immunkompetenten Zellen beeinflussen, insbesondere verlangsamen, um eine
verbesserte Koordination der Immunzellgruppen zu erreichen und um eine effizi-

entere Immunantwort generieren zu kénnen.
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4.2.2 Periarterielle Lymphozytenscheide (PALS)

GrolRere Akkumulationen von T-Lymphozyten wurden an den grof3en arteriellen
Milzgefal3en sowohl beim Erwachsenen als auch beim Kind beobachtet. Die
T-Zellen waren oft ungleichméaRig um die arteriellen Gefal3e herum verteilt und
bilden hier die PALS, die also unterschiedlich dick sein kann. Hin und wieder
erschien die PALS vollig von einem Milzfollikel ersetzt zu sein. Die Studie von
Steiniger, Rttinger et al. (2003) konnte diese Beobachtung erstmalig mit Hilfe
einer Analyse von Einzelschnitten und einer anschlieenden rekonstruierten
dreidimensionalen Darstellung ebenfalls machen. Die Autoren konnten zeigen,
dass ein in der Entwicklung befindlicher Lymphfollikel eine solide Gefal3scheide
aus T-Lymphozyten bis auf wenige Reste vollstandig verdréangen kann, und sich

T-Zell-Reste in der Marginalzone des Lymphfollikels befinden.

Im Bereich der periarteriellen Lymphozytenscheide (PALS) konnte der
immunhistochemische Nachweis fir Kollagen Il erbracht werden. Das Kollagen
[ll ist meist in retikularen Fasern enthalten und wird in der Humanmilz bei
Erwachsenen und bei Kindern von fibroblastischen Retikulumzellen gebildet.
Prinzipiell wird auch die weil3e Pulpa von Retikulumzellen und aus retikularen
Fasern zu einem dreidimensionalem Netzwerk aufgebaut, wie das auch in ande-
ren lymphatischen Organen der Fall ist (Leonhardt 1990; Junqueira und Carneiro
2005).

Wie im Follikel lassen sich auch in den periarteriellen Lymphozytenscheiden
aktinpositive Zellen markieren, die also vermutlich kontraktil sind. Desweiteren
konnen auch CD-74-tragende B-Zellen und Monozyten wie beim Follikel in der
PALS nachgewiesen werden. Van Krieken und te Velde (1988) sind der Auffas-
sung, dass sich um die T-Zell-Zonen ebenfalls eine der ,perifollikularen Zone*
vergleichbare Zone befindet und sich um die Arteriolen nicht nur T-Lymphozyten
ansiedeln. Nach ihren Beobachtungen lassen sich dort anstatt des T-Zellareals
auch Follikel und sogar Keimzentren auffinden. Die Follikel grenzen manchmal
an T-Zellareale an, mit denen sie eine gemeinsame perifollikulare Zone teilen.
Die Vermutung liegt nahe, dass in der PALS in Analogie zu der Hypothese der
aktinpositiven Anfarbung beim Milzfollikel (s.o. bei Follikel) der Transit immunolo-
gischer Zellen im T-Zellenareal durch die kontraktilen Eigenschaften von
Myofibroblasten verlangsamt werden soll, um einen intensiven gegenseitigen
Signalaustausch der immunologischen Zellen, wie der T-Zellen, B-Zellen, Mono-

zyten etc., zu ermoglichen.
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4.3 Rote Pulpa/ Pulpastrange

Wie allgemein bekannt ist, besteht das Grundgerist der roten Pulpa aus einem
Maschenwerk aus retikularen Fibrozyten (fibroblastischen Retikulumzellen) und
retikularen Fasern. Ebenso sind elastische Fasern im Bindegewebsgertst
vorhanden. In den Maschen der Pulpastrange wird Blut in die rote Pulpa abgege-
ben und daher halten sich hier eine Menge Blutzellen wie Erythrozyten und
Thrombozyten auf. AuRerdem ist hier auch der Aufenthaltsort fur zahlreiche Mak-
rophagen. Sie sollen die gealterten und defekten Erythrozyten und Thrombozyten
erkennen und abbauen (Raviola 1997).

Bis heute gibt es kein allgemein anerkanntes Konzept fur alle funktionellen
Komponenten des offenen Kreislaufs der Mikrozirkulation innerhalb der roten
Pulpa (Welsch, mindliche Mitteilung). Die Milz ist das einzige Organ des
Menschen, in dem das Blut am Ende der arteriellen Gefal3strecke extravasal
verlauft. In den Pulpastréangen haben diese blutgefullten Raume der roten Pulpa
keine glatten endothelialen Wande &ahnlich der von BlutgefaRen, sondern sie
werden von Fibroblasten und ihren Auslaufern, die Kollagenfibrillen umscheiden,
in ein unregelmafiges Labyrinth eingeteilt. Diese Fibroblasten stehen also in
unmittelbarem Kontakt mit dem Blut und unterscheiden sich so von anderen
Fibroblasten des Kdrpers (Steiniger und Barth 2000). Es dréangt sich daher die
berechtigte Frage auf, mit welcher Antriebskraft die Erythrozyten durch das
System der Pulpastréange und schlie3lich durch die Schlitze der Milzsinus ge-
schleust werden. Es wurden zwar kinetische Untersuchungen bezlglich der
Transitzeit von Erythrozyten durch die Milz des Menschen durchgefihrt, z.B. von
Jandl und Aster (1967), jedoch ist bis heute wenig bekannt Gber Transitzeiten der
Blutkérperchen und den genauen Ablauf im offenen Kreislauf (Steiniger und
Barth 2000). Das Wissen uber die Mikrozirkulation in der Milz des Menschen ist
noch unzureichend verstanden. Daher stellt sich auch die Frage nach der Exis-
tenz eines speziellen Blutflussantriebs. Auch in diesem Zusammenhang kdnnte
die Anwesenheit von kontraktilen Zellen eine wichtige Rolle spielen. Miller-
Hermelink, von Gaudecker et al. (1981); Pinkus, Warhol et al. (1986) haben zu
diesem Punkt Myofibroblasten in ihren histochemischen und ultrastrukturellen
Untersuchungen der roten Pulpa beschrieben. In vorliegender Untersuchung
konnten wir einen Aktinnachweis in den fibroblastischen Retikulumzellen der
roten Pulpa fiihren und kénnen somit die letztgenannten Autoren unterstitzen.

Weiterhin wird diese Annahme durch den Nachweis von Myosin Il unterstitzt.
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4.4 Blutgefalie

4.4.1 Arterien: Trabekel-, Zentralarterien, Pinselarteriolen

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, dass in den groRen und mittelgroRen
arteriellen GefaRen der Milz von Erwachsenen und Kindern eine gut entwickelte
glattmuskulare Media vorliegt. Die Arterien zeigen den typischen dreischichtigen
Wandaufbau von Blutgefalen mit 1. Intima mit einer einfachen Lage von flachen
Endothelzellen, wenig subendothelialem Bindegewebe und einer deutlichen
Elastica interna, 2. Media mit dichtgepackten glatten Muskelzellen,
Kollagenfasern des Typs lll, einzelnen elastischen Fasern und der 3. Adventitia
mit Kollagenfasern des Typs | in elastischen Fasernetzen (Elastica interna).
Besonders bei den Trabekelarterien fallen die vielen glatten Muskelzellen in der
relativ breiten Media ins Auge. Oft sind in der inneren Media die glatten Muskel-
zellen sogar léangs ausgerichtet. Die Trabekelarterien fiihren das sauerstoffreiche
Blut entlang der Trabekel ins Innere der Milz. Sie dringen dann in die rote Pulpa

vor, wo sie seit altersher Zentralarterien genannt werden (Bargmann 1977).

Steiniger und Barth haben (2000) gedul3ert, dass es bei der Humanmilz fraglich
erscheint, den Begriff ,Zentralarterie* bzw. ,Zentralarteriole* verwenden zu sollen.
Der Begriff ,Zentralarteriole bezieht sich eigentlich auf die zentrale Position der
Arteriole innerhalb der periarteriellen Lymphozytenscheide, was in unseren
Befunden eher eine Ausnahmeerscheinung und nicht den Regelfall darstellt. Oft
ist der GefaRverlauf nicht in der Mitte, sondern viel mehr exzentrisch in einer
PALS lokalisiert. Wir kbnnen daher der Kritik der letztgenannten Autoren zustim-
men, denken aber - wie Bargmann (1977), dass man es beim eingeflhrten

Begriff belassen sollte.

Terminal verasteln sich die Zentralarteriolen in Pinselarteriolen (Bargmann 1977),
die in unserem Material gleichermal3en glatte Muskelzellen aufweisen, aber keine
PALS besitzen. Mit Hilfe von kontraktilen Zellen in Trabekel-, Zentralarterien und

Pinselarteriolen wird eine regulierte Durchblutung der roten Pulpa ermdglicht.

In der vorliegenden Studie wurden regelmaRig Pinselarteriolen mit bis zu ca.
15 Asten angetroffen (Abb. 15, 16). Lillmann-Rauch (2009) nennt ihr Vorkom-

men ,gelegentlich®.
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4.4.2 Hulsenkapillaren

Die sich in kapillare GefalRe aufspaltenden Pinselarteriolen werden teilweise von
einer sog. Hilse umgeben. Sie kommen in der Milz des Menschen relativ selte-
ner vor und sind zudem deutlich kleiner als bei Hunden und Katzen. Nur gele-
gentlich und vereinzelt wurden in dieser Untersuchung Hulsen in der Milz des
Menschen aufgefunden. Interessanterweise wurden in den Kindermilzen sowohl
recht grof3e als auch mehrschichtige Hulsen entdeckt. Dartiber hinaus wurden sie
bei den Kindern haufiger angetroffen als bei den Erwachsenen. Aul3erdem
werden in unseren Praparaten der roten Pulpa der Kindermilz quantitativ mehr
kleine Arteriolen und Metarteriolen als bei den Erwachsenen beobachtet. Diese
Beobachtungen lassen die Vermutung zu, dass die Milz im Kindesalter generell
eine lebhaftere Durchblutung als im Erwachsenenalter besitzt. Allerdings unter-
liegt der feinmikroskopische Aufbau der Humanmilz auch individuellen
Schwankungen (van Krieken und te Velde 1988; Steiniger und Barth 2000) und
so kann der vorliegende Befund auch einfach nur Ausdruck der Variabilitat im

anatomischen Aufbau der Milz des Menschen sein.

Wie in der Literatur angegeben, besteht eine Hilse (Ellipsoid) aus retikularen
Fasern, was die vorliegende Untersuchung bestatigt. Ob sich auch
Myofibroblasten und Makrophagen explizit im Areal der Hulsen befinden, ist
unklar. Letztgenannte Zellen findet man jedoch zahlreich innerhalb der roten

Pulpa.

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, sind die genauen topographischen und
strukturellen Verhaltnisse um die Huilsenkapillaren in der Milz des Menschen
noch weitgehend ungeklart, und sie bedurfen zuklnftiger weiterer Untersuchun-

gen.

4.4.3 Pulpa- und Trabekelvenen

Eine Eigentimlichkeit der Pulpa- und Trabekelvenen in der Milz des Erwachse-
nen und Kindes besteht laut Literatur darin, dass sie keine Muskulatur besitzen
(Leonhardt 1990). Jedoch kénnen wir in vorliegender Studie eindeutig kontraktile
Strukturelemente in Form von feinen glatten Muskelzellen in den mittelgrof3en
und weitlumigen Pulpa- und Trabekelvenen der Milz des Menschen anhand von
TEM-Aufnahmen nachweisen. Dennoch bleibt die Tatsache, dass diese GefalRe

ungewohnlich dinnwandig sind, was in Azanpréparaten besonders klar erkenn-
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bar ist. Daraus folgt, dass in den Sinus-, den Pulpa- und den Trabekelvenen der
Blutstrom nur unwesentlich durch die eigene Wandmuskulatur angetrieben wird
(Weiss 1983).

Weiss (1983) geht davon aus, dass vielleicht aus diesem Grund das Milzvenen-
blut mit Makrophagen angereichert ist und diese schliel3lich in der Leber bzw. in
den Lungen abgebaut werden.

Mit Hilfe der Aldehydfuchsinfarbung konnten zudem die elastischen Fasern in der
Wand der Pulpavenen und Trabekelvenen sichtbar gemacht werden. Unsere
Beobachtungen stehen mit denen von Klemperer (1938) in Einklang, der die
Aussage machte, dass die Pulpavenen beim Menschen insbesondere durch ein
dichtes Netzwerk retikularer und elastischer Fasern von der umgebenden Pulpa

getrennt seien.

444 Milzsinus

Ein weiterer wichtiger funktioneller Abschnitt ist der Ubergang von roter Pulpa zu
den Milzsinus. Hier findet vor allem die Blutfilterung innerhalb der Milz statt. Die
schlanken tber 100 pm langen Endothelzellen (Bargmann 1977) des Milzsinus
liegen nebeneinander und bilden ein Endothel, das fir Blutzellen, auch fir
Erythrozyten, durchgangig ist. Erythrozyten, die das Endothel nicht Gberwinden
kénnen und nicht zurlck in den Blutkreislauf gelangen, werden von Makrophagen
eliminiert (Pabst 2004). Ob zwischen den Endothelzellen physiologischerweise
konstant Schlitze oder Poren vorkommen (Bargmann 1977), bleibt unsicher
(Steiniger und Barth 2000). Im gut fixierten EM-Material dieser Studie lieRen sie
sich in keinem Fall beobachten, was dafir spricht, dass diese nur temporar ge-

bildet werden.

Vermutlich Buindel aus Aktinfilamenten, sog. kontraktile Stressfasern, kbnnen wie
diese Studie gezeigt hat, basal und lateral in den Endothelzellen beobachtet
werden. Diese Fasern enthalten Aktin und Myosin Il (Drenckhahn und Wagner
1986; Pabst 2004, diese Arbeit) mit denen sie mdglicherweise die Breite der
Schlitze verandern und Einfluss auf die Filterfunktion der Milz und die Blutfluss-
regulation nehmen kdnnen. Als erste haben vermutlich De Bruyn und Cho (1974)

auf die Existenz kontraktiler Filamente in den Sinusendothelzellen hingewiesen.
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In unserem Material ist der Ausfall des Aktin- und Myosin Il Nachweises im
Sinusendothel kraftig, was auf eine wichtige funktionelle Rolle hinweist: u.U. auf
die aktive Rolle bei der Bildung von Poren oder Schlitzen. Da die
Sinusendothelzellen schlanke stabférmige Zellen sind, kénnte es sein, dass sie
sich vor allem parallel zur Langsachse kontrahieren. Dabei kdnnten an Stellen,
an denen die basale Zellmembran nicht stabilisiert ist, z.B. zwischen den Reifen-

fasern, Schlitze entstehen.

Der Nachweis von Connexin 43 im Sinusendothel weist auf eine funktionelle
Kopplung der Endothelzellen hin, was u.U. mit der Bildung von Schlitzen

zwischen den Endothelzellen korrelierbar ist.

Das Sinusendothel weist weitere Besonderheiten auf, es besitzt z.B. ein unge-
wohnlich reich entwickeltes System aus Intermediarfilamenten, die, wie die
Immunhistochemie zeigt, aus Vimentin aufgebaut sind. Dieses System verfestigt
die Endothelzellen und deutet auf starke mechanische Belastungen, die u.U. bei
der Wanderung von Zellen durch das Endothel auftreten kdénnen. Die auffallend
zahlreichen Endozytosefiguren an der apikalen und lateralen Membran der
Endothelzellen sind u.U. Ausdruck eines intensiven Membranrecyclings, was auf
die Mdglichkeit der VergroRerung oder Verkleinerung der Endothelzellen hindeu-
ten kénnte. Die ungewdéhnlichen und typischen Reifenfasern des Sinusendothels
koénnen plausibel als Anpassung an durchtretende Erythrozyten und andere Blut-
zellen gedeutet werden; es féllt eine Komponente der endothelialen Barriere weg,
was die Migration gerade der nichtmotilen Erythrozyten erleichtern wirde. Die
Angabe (Bargmann 1977), dass sich die Reifenfasern mit Elastikafarbstoffen,
und nicht mit Silberimpragnationsmethoden anférben lassen, kann in dieser Un-

tersuchung nicht bestatigt werden.

4.5 Nerven

Die immunhistochemischen Farbungen mit NFPC, Beta-Tubulin und S100 haben
gezeigt, dass Nervenfasern periarteriell der Trabekeln verlaufen. Die die
Humanmilz innervierenden, nicht-myelinisierten Nervenfasern gelangen vom
Hilus in die Milz und begleiten das arterielle Gefal3system zur roten Pulpa. Den
Nachweis kleinerer vegetativer Nervenfasern lassen die genannten Methoden

nicht zu. Etwas enttduschend ist, dass keine Nervenfasern in Kapsel und
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Trabekel zu beobachten waren, auch nicht im TEM. Heusermann und Stutte
(1977) fanden in der Milz Nervenfasern bei den glatten Muskelzellen innerhalb
der BlutgefalRwéande, wie es fur das autonome Nervensystem typisch ist. Mit aller
Wabhrscheinlichkeit enthalten solche Terminalaxone der Nervenfasern Noradrena-
lin, es wurden aber neben adrenergen auch cholinerge Nervenfasern in der Néhe
von Trabekelarterien beobachtet (Kudoh, Hoshi et al. 1979). Wiederum andere
Autoren berichten (Nance und Sanders 2007), dass B- und T-Lymphozyten
Beta-2-adrenerge Rezeptoren exprimieren kénnen. Wir vermuten, dass die
Bedeutung der Innervation in der Nahe der BlutgefaRe in der Durchblutungsregu-
lation liegen kdnnte. Die in der Literatur beschriebene Néhe von Terminalaxonen
und Lymphozyten in der Milz weist darauf hin, dass Immunreaktionen vom
Nervensystem beeinflusst werden kénnten (Pabst 2004). Dariiber hinaus ist
ebenfalls bekannt, dass durch Adrenalininjektionen Milzkontraktionen ausgel®st
werden (Schaffner, Augustiny et al. 1985) und wir nehmen an, dass diese wiede-

rum Einfluss auf die Passage der Erythrozyten in der Milz nehmen kénnen.

4.6 Ausblick

Trotz ihrer vielfaltigen Aufgaben z.B. bei immunbiologischen Abwehrvorgangen,
Erythrozytenabbau, Blutbildung in der Embryonal- und Fetalzeit sowie als
Thrombozyten- und in geringem Mal3e als Blutspeicher wird die Milz zu den eher
nicht lebensnotwendigen Organen gezahlt. lhre Funktionen kénnen von anderen

Organen Ubernommen werden siehe Lippert (2010).

Jedoch wurde in jiungeren Studien festgestellt, dass die Milz eine aul3ergewdhnli-
che Rolle spielt bei der primaren Antikbrperantwort gegen Bakterien mit
Polysaccharidkapseln (Hosea 1983; Kraal 1992; Steiniger und Barth 2000;
Breukels, Zandvoort et al. 2001). Es wird vermutet, dass insbesondere die Mar-
ginalzone der Lymphfollikel daran beteiligt ist (Timens, Boes et al. 1989; Timens
1991; Peset Llopis, Harms et al. 1996).

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, befinden sich in der Marginalzone
hautséachlich spezielle IgM-positive und IgD-negative oder schwach IgD-positive
B-Gedachtniszellen (Spencer, Perry et al. 1998; Steiniger, Barth et al. 2001), die
sehr rasch IgM-Antikdrper gegen Polysaccharide aus Bakterienzellwénden bilden
kénnen. Durch sie werden Makrophagen und andere Zellen zur Sekretion be-

stimmter Zytokine angeregt (z.B. TNF), welche lokal zwar hilfreich fir die Abwehr
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sind, bei hoher Konzentration und systemischer Verteilung jedoch verheerende
Wirkung haben. Fir Menschen ohne Milz besteht ein erhdhtes Risiko, einem sep-
tischen Schock zu erliegen (OPSI, overwhelming post-splenectomy infection)
(Lallmann-Rauch 2009).

Nattrlicherweise ist vor allem bei Kindern die Marginalzone ungentigend ausge-
reift (Timens, Boes et al. 1989) und sie kdnnen bei einer Sepsis, beispielsweise
durch Pneumokken oder Meningokokken ausgel6st, schnell versterben (Murphy,
Travers et al. 2009). Daher wird heutzutage auch der Standpunkt vertreten, dass
die Milz nicht mehr zu den entbehrlichen Organen gehort, dass aber ihr Fehlen
meist kompensiert werden kann (Pabst 2004). Jingere Untersuchungen an der
Milz beschéftigen sich aus diesem Grund haufig mit immunhistochemischen Fra-

gen (Steiniger, Timphus et al. 2006).

Aber auch andere Funktionssysteme der Milz des Menschen bieten noch offene
Fragen, so ist z.B. die Funktionsweise der Mikrozirkulation innerhalb der roten
Pulpa noch nicht vollstdndig aufgeklart worden. Es liegen viele Hinweise dafir
vor, dass der Blutkreislauf in den Pulpastrangen z.T. offen ist, es bleibt aber nicht
exakt geklart, in welchem Ausmali. Es fehlen dazu auch klare dreidimensionale
moderne Rekonstruktionen; es bleibt auch unklar, in welchem Ausmal3 Arteriolen
und Metarteriolen die Durchblutung regulieren. In manchen Préparaten findet
man relativ viele Arteriolen, von denen die Mehrzahl geschlossen zu sein scheint.
Auch in gut fixiertem EM-Material findet man solche verschlossenen kleinen Arte-

riolen, wobei natirlich der Einfluss des Fixierungsmittels zu bedenken ist.

Es geht bei solchen Fragen vor allem darum, wie die gesunden Erythrozyten
Uber die Endothelbarriere der Milzsinus kommen, was also der Motor fur den

Durchtritt durch das Sinusendothel ist.

Wir vermuten, dass neben dem hydrostatischen Blutdruck die Kontraktionsfahig-
keit des Parenchyms eine entscheidende Rolle bei der Weiterbewegung der
Erythrozyten spielt. Wir vermuten, dass die Kontraktion 1) der Myofibroblasten
mit glattmuskularen Eigenschaften in Trabekeln und Kapsel und 2) der
fibroblastischen Retikulumzellen eine Druckerhdhung innerhalb des Parenchyms

ausldst, wodurch Blutzellen in die Sinus gepresst werden kdnnten.

Hinsichtlich all unserer nachgewiesenen kontraktilen Elemente in der Kapsel, in
den Trabekeln, in der PALS, in der marginalen Zone, in der perifollikularen Zone,

in der roten Pulpa und in den BlutgefalRen ware es gedanklich durchaus méglich,
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dass sich das ganze Milzparenchym zusammenziehen kann. Zwar sind in der
roten Pulpa kontraktile Elemente nicht so prominent vertreten wie z.B. in Kapsel-
und Trabekelwerk, dennoch ist es wahrscheinlich, dass auch sie einen Beitrag
zum Antrieb des Blutflusses und der Blutfilterung leisten.

Unsere Befunde sprechen dagegen, dass der Durchtritt durch das Sinusendothel
ein einfacher Prozess ist, bei dem die Erythrozyten durch vorbestehende offene
Ldcher stromen. In zahlreichen gut fixierten Sinusausschnitten haben wir nie eine
offene Pore gesehen. Dies lasst die Vermutung entstehen, dass das Sinusendo-
thel eine aktive Rolle beim Durchtritt spielt und bei ,Bedarf Offnungen schafft.
Welche Mechanismen zur Bildung einer Offnung filhren kénnten (Aktin und
Myosin Il sind vermutlich beteiligt), bleibt unklar; die Offnung scheint aber im
Bereich des Interzellularspalts zu liegen, der vermutlich erweitert wird. Erstaun-
lich ist das AusmalRd der Verformung der Erythrozyten bei der Passage durch die

Sinuswand.

Welche Rolle die Myofibroblasten der weiRen Pulpa dabei spielen und inwiefern
sie in unsere Darstellung hineinpassen, ist ebenfalls nicht geklart. In der margina-
len Zone halten sich Myofibroblasten oft assoziiert mit CD-4-positiven
T-Lymphozyten auf (Steiniger, Barth et al. 2001). Diese Autoren stellten die Hypo-
these auf, dass die rezirkulierenden CD-4-positiven T-Lymphozyten auf dem Weg
des ,offenen” Kreislaufs, und zwar aus der perifollikularen Zone kommend, in die
weil3e Pulpa eintreten, ohne eine Endothelbarriere tberwinden zu missen. Die
spezialisierten Fibroblasten kénnten die Aufgabe besitzen, diese T-Zellen an sich

heranzuziehen und ihnen den Weg zur T-Zell-Zone zu weisen.

Zum besseren Verstandnis der Mikrozirkulation in Bezug auf den ,offenen” und
».geschlossenen” Kreislauf konnten weitere morphologische Studien, vor allem
dreidimensionale Rekonstruktionen in der roten Pulpa und in der perifollikularen
Zone beitragen. Solche Rekonstruktionen sind auch schon in Angriff genommen
worden (Heinzeller, Aschauer, miindliche Mitteilung), haben aber noch keine

schliissigen Ergebnisse gebracht.
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5 Zusammenfassung

In  vorliegender Arbeit konnte mit histologischen, histochemischen,
immunhistochemischen und elektronenmikroskopischen Methoden die Milz des
Menschen anhand gut fixierten Materials untersucht werden, wobei der Nachweis
kontraktiler Strukturen in Kapsel, Trabekelsystem und Pulpa im Vordergrund des
Interesses stand. Wegen der guten Qualitét des Erhaltungszustandes des Milz-
gewebes wurden auch andere erhobene Befunde dokumentiert, zumal gerade in
diesem Organ alle Funktionsbereiche ineinander greifen. Es stand Milzgewebe

von Kleinkindern und Erwachsenen zur Verfigung.

Die Suche nach kontraktilen Zellen hat das Ziel, Antworten auf die Frage nach
dem ,Motor* der Bewegung roter Blutzellen im abschnittsweise offenen Kreislauf

in der roten Pulpa zu finden.

Besonders wertvolles Material sind die Kleinkindermilzen. Im Kindesalter ist die
Milz intensiv am Aufbau des Immunsystems beteiligt, und es ist - auch nach
Hinweisen in der Literatur - zu erwarten, dass sich die Milzen von Kindern und

Erwachsenen unterscheiden.

Interessanterweise konnten auch im vorliegenden Material im direkten Vergleich
der Erwachsenen- und Kleinkindermilzen einige Unterschiede der Mikroanatomie
festgestellt werden. So wurden in der Kleinkindermilz deutlich mehr Sekundarfol-
likel nachgewiesen als beim Erwachsenen. Dies deutet auf eine erhdhte Immun-
aktivitat der Kleinkindermilz. Umgekehrt wurden beim Erwachsenen vermehrt

ruhende Priméarfollikel vorgefunden.

Weitere Merkmale erhohter Immunaktivitdt der Kleinkindermilz zeigten sich in
den Nachweisen von CD-68- und CD-74-haltigen Makrophagen. In Gegeniiber-
stellung der Erwachsenenmilz und der Kleinkindermilz wiesen die Kleinkindermil-
zen quantitativ mehr CD-68- und CD-74-tragende Zellen auf als die Erwachse-

nenmilzen.

Weitere Unterscheidungsmerkmale konnten bei der Beobachtung der kleinen
BlutgefaRe in der Humanmilz gemacht werden. Vor allem Pinselarteriolen und
Hulsenkapillaren wurden mengenmaf3ig beim Kleinkind haufiger angetroffen als
beim Erwachsenen. Diese Feststellung lasst ebenfalls die Annahme zu, dass die

Kleinkindermilz wesentlich aktiver als die Erwachsenenmilz ist.
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Auch der Auspradgungsgrad der Bindegewebsstrukturen unterscheidet sich bei
Erwachsenen und Kleinkindern. So waren die Milzkapsel und die Trabekeln des
Erwachsenen im Gegensatz zum Kleinkind dichter und breiter als diejenigen des
Kindes.

Schwerpunktmalfig widmete sich vorliegende Studie speziell den kontraktilen
Elementen der Humanmilz. Kontraktile Zellen mit glattmuskuléaren Eigenschaften
und mit Aktin- wie Myosinfilamenten konnten reichhaltig im Kapsel- und insbe-
sondere im Trabekelwerk nachgewiesen werden. Sie werden hier als
Myofibroblasten bezeichnet. Eindrucksvoll repréasentierten sie sich in grof3er Zahl
in den Aktin-, Myosin Il-, Azan- und TEM-Praparaten. Mit hoher Wahrscheinlich-
keit sind die kontraktilen Myofibroblasten in Kapsel- und Trabekelwerk Teil eines
komplexen Kontraktionsmechanismus in der Milz und spielen eine Rolle im Zu-
sammenhang mit dem Weitertransport der Erythrozyten und wohl auch bei der
Blutfilterung im Milzparenchym. Unter Blutfilterung werden hier Aussortieren und

Abbau alter Erythrozyten in den Pulpastrdngen der roten Pulpa verstanden.

Myofibroblastendhnliche Zellen zeigten sich auch im Bereich der Follikel. Hier
durften sie speziell differenzierte fibroblastische Retikulumzellen sein. Sie glie-
dern die Marginalzone in eine innere und &ufRere Zone. Darlber hinaus
umschlieen sie in der Nachbarschaft einer Zentralarteriole die PALS mit ein.
Vermutlich dient die Anwesenheit von kontraktilen Zellen in diesem Bereich der
Regulation des Flussigkeitsstromes im Stroma, um eine langer andauernde

Kontaktmoglichkeit der einzelnen Immunzellgruppen zu erreichen.

Auch die fibroblastischen Retikulumzellen der roten Pulpa sind vermutlich
kontraktil, was neben dem Blutdruck der offenen Arterien und Arteriolen zum

Weitertransport der Erythrozyten beitragen konnte.

In den Milzsinus konnten basal in den Endothelzellen kontraktile Filamentbindel
beobachtet werden, die Aktin und Myosin enthalten. Mdglicherweise wird mit
ihnen die Breite der Schlitze verandert. Daraus folgt, dass somit Einfluss auf die
Filterfunktion der Humanmilz und die Blutflussregulation genommen werden

kann.

Zahlreiche glatte Muskelzellen konnten in der Wand der Trabekel-, Zentralarte-
rien und Pinselarteriolen nachgewiesen werden. Diese Gefalle entsprechen in
ihrem Wandaufbau den Arterien vom muskuldren Typ. Aufgabe der glatten

Muskelzellen der Arterienwande ist die Blutflussregulation in der Milz.
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Die ungewdhnlich diinnwandigen Wande der Trabekel- und Pulpavenen besitzen
eine durchgehende Basallamina unter den Endothelzellen. Diese Zellen waren
nicht fenestriert, so wie es fir bestimmte Venolen typisch ist. In dieser Studie
konnten in den Wéanden der genannten Venen vereinzelte glatte Muskelzellen

nachgewiesen werden, was in der Literatur im Allgemeinen bestritten wird.

Bis heute konnte die physiologische Bedeutung der kontraktilen Zellen innerhalb
der Humanmilz nicht vollstdndig geklart werden. Unsere Studie konnte mit
morphologischen Methoden zahlreiche kontraktile Elemente in diversen mikro-
anatomischen Abschnitten der Milz nachweisen. Diese Zellen erhalten trotz im
Wesentlichen gleicher Funktion und gleicher oder z.T. ahnlicher Ultrastruktur ver-
schiedene Namen: Myofibroblasten, glatte Muskellzellen und myofibroblastische
Retikulumzellen. Man kann davon ausgehen, dass alle diese Zellen in den
R&aumen, die sie umschlieRen, den Druck erhohen kdnnen. Zusammen mit dem
Druck, den der Blutfluss der offenen Arteriolen in den Pulpastrangen erzeugt,
konnte der Druck, den die myofibroblastischen Zellen erzeugen, ausreichen, die
Erythrozyten durch die Endothelwand der Sinus zu treiben. Die Passage durch
die Sinuswand wird vermutlich dadurch erleichtert, dass sich zwischen den

Endothelzellen aktiv Schlitze bilden kdnnen.

Weitere morphologische und physiologische Forschungen hinsichtlich des offe-
nen und geschlossenen Kreislaufs der Milz kdnnten versuchen, diese Hypothese

zu veri- oder zu falsifizieren.
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6.4 Abklrzungsverzeichnis

6.4.1 Histologische, histochemische und immunhistochemische Befunde

K: Kapsel

T: Trabekel

F: Follikel

PF: Priméarfollikel
SF: Sekundarfollikel
RP: rote Pulpa
PALS: periarterielle Lymphozytenscheide
TA: Trabekelarterie
ZA: Zentralarterie
PV: Pulpavene

TV: Trabekelvene

L: Arterienlumen
P: Pulpastrange

S: Sinus

Ma: Makrophage

136



Verzeichnisse

6.4.2 Transmissionselektronenmikroskopische Befunde

K:

gM:
EN:
LU:
eF:
Mif:

Mf:

RER:

Go:
Ma:
Ly:

FB:
SF:
Mit:

BL:

MF:

Kollagenfibrillen

glatte Muskulatur

Endothel

Lumen der Pulpavene
elastische Fasern
Mikrofibrillen

Myofilament

raues endoplasmatisches Retikulum
Golgi-Apparat

Makrophage

Lymphozyt

Fibroblastische Retikulumzelle
Stressfasern

Mitochondrien
Basallaminastreifen
Erythrozyt

Myofibroblast

Membranverdichtungen/adhesion plaques
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