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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Viele Erkenntnisse iiber grundlegende Mechanismen in der Entwicklung und Funktionsweise
des Immunsystems stammen aus Arbeiten denen das Huhn als Tiermodell zugrunde lag. Nach
und nach riickte jedoch mit der Maus als Tiermodell das Immunsystem des Mammaliers in
den Vordergrund, nicht zuletzt deshalb, weil die Maus als Sdugetier dem Menschen
phylogenetisch naturgemill wesentlich nédher steht als das Huhn. Aulerdem standen fiir das
Sdugermodell bald wesentlich mehr Werkzeuge zur Verfiigung als dies beim avidren System
der Fall war. Gerade in letzter Zeit, nicht zuletzt durch die pandemieartige Ausbreitung des
auch fiir den Menschen potentiell gefahrlichen Vogelgrippe-Virus HSN1, hat das Interesse fiir
das avidre Immunsystem jedoch wieder neuen Auftrieb erfahren. Auch die jahrlich weltweit
durch andere Infektionen hervorgerufenen wirtschaftlichen Verluste in Gefliigelbetrieben
diirften in dieser Hinsicht eine nicht zu unterschidtzende Rolle spielen. Im Mittelpunkt des
Interesses stehen dabei die Antigen-priasentierenden Zellen, wobei innerhalb dieser Population
wiederum die dendritische Zelle von besonderer Bedeutung ist. Zumindest beim Sdugetier
sind ihre Funktionen als hocheffiziente Antigen-prasentierende Zelle sowie als potentester
Aktivator naiver T-Zellen mittlerweile allgemein anerkannt. Nur ihrer Féhigkeit potentiell
pathogene Antigene anhand von gruppenspezifischen Oberflichenmolekiilen zu erkennen und
die entsprechenden Antigenpeptide in den sekundiren lymphatischen Organen einer immens
grolen Anzahl naiver T-Zellen zu préisentieren, ist letztendlich die hohe Wahrscheinlichkeit
zu verdanken mit der eine T-Zelle auf das fiir sie spezifische Antigen trifft, die
Grundvoraussetzung fiir jede erfolgreiche Immunantwort. Im Gegensatz zum Sdugetier fehlen
dem Vogel mit den Lymphknoten eine der wichtigsten Interaktionsstitten flir Antigen-
prisentierende Zellen und T-Zellen. Ein wichtiger Schritt bei der Erforschung des avidren
Immunsystems wird es daher sein zu kléren, ob eine funktionelle Analogie dendritischer
Zellen von Sdugern und Vogeln vorliegt und falls ja, welches lymphatische Organ des Vogels
das Aquivalent zu den Lymphknoten der Sduger darstellt. Mittlerweile konnten mit IL-3, IL-4
und GM-CSF zumindest einige der fiir die in vitro Kultivierung avidrer dendritischer Zellen
benoétigten Zytokine kloniert werden. Auch die Auswahl an fiir avidre myeloide Zellen
spezifischen Antikorpern ist bereits deutlich gréBer als noch vor wenigen Jahren. Dennoch ist
iiber die Funktion avidrer Immunzellen weiterhin sehr wenig bekannt. Grundlage fiir das
Verstindnis der Funktion einer Zellart ist jedoch das Wissen um ihre Morphologie und ihre

Kompartimentierung bzw. Lokalisation innerhalb des Organismus. Im Zusammenhang mit
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dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt dabei auf myeloide Zellen in der Haut, der Bursa und
der Lunge des Haushuhns gelegt.

Die Haut wurde deshalb gewdhlt, da sie als groBtes Organ des Organismus automatisch der
starksten Antigenexposition ausgesetzt ist und damit eine mafigebliche Rolle hinsichtlich der
Abwehr samtlicher exogener und damit potentiell pathogener Faktoren spielt. Man weil} zwar,
dass Langerhans-dhnliche Zellen in der Epidermis des Haushuhns vorhanden sind und dass
diese Zellen analog zu den Langerhans Zellen der Mammalier Birbeck Granula enthalten und
MHC II-Molekiile und ATPase exprimieren. Uber die Morphologie und Verteilung anderer
myeloider Zellen und insbesondere iiber regionale Unterschiede innerhalb des Integumentum
commune ist jedoch nichts bekannt.

Neben der Haut wird auch die Lunge von vielen Krankheitserregern als Eintrittspforte in den
Organismus genutzt. Obwohl die Zellen der Immunabwehr in der Sdugerlunge hinsichtlich
threr Organisation und Verteilung bereits umfassend untersucht worden sind, liegen
diesbeziigliche Daten im Hithnermodell nur sehr sparlich vor. Da Vogel, wie bereits erwéhnt,
im Allgemeinen keine mit der Struktur und Funktionsweise der Sduger-Lymphknoten
vergleichbaren Lymphknoten besitzen, die spezifische Abwehr jedoch stark von Interaktionen
zwischen Lymphozyten und Antigen-prasentierenden Zellen abhingig ist, stellt sich die Frage
an welchem anderen Ort ein solcher Kontakt stattfinden konnte. Aus diesem Grund sind die
Lokalisationen der verschiedenen Subpopulationen myeloider Zellen und ihre
Kompartimentierung innerhalb der Lunge auch fiir das Verstidndnis der Immunabwehr dieses
Gewebes von elementarer Bedeutung.

Die Bursa schlieBlich stellt das am besten untersuchte avidre Organ dar. Insbesondere die
Entdeckung ihrer Funktion als Pragungsstitte der B-Lymphozyten erregte groBBes Aufsehen.
Erst spiter erfolgte dann die Zuordnung des Knochenmarks als funktionelles Aquivalent der
Sdugetiere. Die Aufnahme loslicher Antigene aus der Umwelt {iber das Follikel-assoziierte
Epithel der Bursafollikel ins Innere der Medulla ist ebenfalls schon seit langem bekannt.
Trotzdem weill man iiber den weiteren Weg dieser Substanzen nur wenig. Insbesondere die
Einzelheiten der Prozessierung und Présentation der Antigenfragmente werfen noch viele
Fragen auf. Auch im Falle der Bursa ist daher das Wissen um die Lokalisation der
verschiedenen Subpopulationen myeloider Zellen und ihre Kompartimentierung fiir das

Verstiandnis der Funktion dieses Organs von grundlegender Bedeutung.
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2.1  Entdeckung der dendritischen Zellen

Obwohl die ersten dendritischen Zellen in Form ihres Prototyps, der Langerhans Zelle (LC),
bereits Mitte des 19. Jahrhunderts entdeckt wurden, ist ihre iiberragende Bedeutung innerhalb
des Immunsystems erst in den letzten Jahrzehnten richtig erkannt worden. Inzwischen ist
allgemein anerkannt, dass die dendritischen Zellen (DCs) nicht nur als wichtige Vermittler
zwischen der angeborenen und der erworbenen Immunabwehr fungieren, sondern dass sie
auch die bei weitem potentesten Stimulatoren naiver T-Zellen darstellen.

Ihr Entdecker, der Medizinstudent Paul Langerhans, stieB 1868 per Zufall auf besagte Zellart
als er eine neue Methode einsetzte, die eigentlich zum Nachweis von Nervengewebe dienen
sollte. Mit Hilfe dieser Methode, der Goldfarbung, beabsichtigte Langerhans die Morphologie
der menschlichen Haut zu untersuchen (1). Urspriinglich wurden die LCs daher als
Nervenzellen angesehen (1, 2), und es dauerte 100 Jahre bis ihre angeblich neuronale
Herkunft experimentell widerlegt werden konnte (3).

SchlieBlich gelang es Steinman und Cohn Mitte der 70er Jahre DCs zuerst aus der Milz von
Maiusen, danach auch aus anderen peripheren lymphatischen Organen dieser Tierart zu
isolieren (4). Obwohl natiirlich Unterschiede zu den Systemen anderer Spezies bestehen, stellt
die Maus ein geeignetes Modell fiir den Mammalier dar, so dass seitdem insbesondere die
murinen DCs umfassend und griindlich untersucht worden sind.

Was die Population der epidermalen LCs betrifft, so konnten Katz et al. 1979 den Nachweis
einer Abstammung von Knochenmarksstammzellen erbringen (5). Spiter gelang es sogar die
generelle Abstammung aller DC-Vorliuferzellen von CD34" Knochenmarksstammzellen
beziehungsweise von Monozyten nachzuweisen (6-8).

Wihrend der 80er Jahre wurden die LCs dann besonders intensiv untersucht. Es gelang
spezifisch gegen LCs gerichtete Antikdrper (AK) zu entwickeln, mit deren Hilfe man die
Zellen in Hautpriparationen identifizieren und isolieren konnte. Ein entscheidender Schritt
wenn man bedenkt, dass die LCs nur zwei bis drei Prozent der Zellpopulation der Haut
reprasentieren. Mit Hilfe dieser spezifischen Marker war es nun moglich, die Struktur der LCs
besser zu verstehen und ihre Verteilung in den unterschiedlichen Geweben zu untersuchen.
Immer mehr wurde man sich dabei auch der herausragenden Bedeutung bewusst, welche die

LCs hinsichtlich einer Ziel gerichteten und effektiven Immunantwort haben (9-11).
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2.2 Differenzierungsstadien der dendritischen Zelle

Grundsétzlich werden bei den DCs drei verschiedene Differenzierungsstadien unterschieden,
die weder phinotypisch noch funktionell miteinander vergleichbar sind: einerseits die im Blut
zirkulierenden Vorldufer-DCs, weiterhin die unreifen DCs in den peripheren Geweben und
schlieBlich die reifen DCs, die in die peripheren lymphatischen Organe migriert sind.

Die Vorldufer der DCs, CD34" Knochenmarksstammzellen, werden iiber den Blutstrom im
gesamten Organismus verteilt. Daher konnen auch in fast allen nicht-lymphatischen Organen
DCs nachgewiesen werden. In den peripheren Geweben angelangt, entwickeln sich die
Vorlduferzellen anschlieend zu so genannten unreifen DCs. Diese besitzen bereits baumartig
verzweigte Fortsdtze, denen sie auch ihren Namen verdanken (griechisch: dendron = Baum).
Die unreifen DCs besitzen die Fihigkeit sowohl durch Rezeptor-vermittelte als auch durch
Rezeptor-unabhdngige Mechanismen Antigene (AG) aufzunehmen und diese in
endozytotischen Vesikeln zu verarbeiten. Die fiir die Prasentation der entstehenden Peptide an
Lymphozyten notwendigen Molekiile des Haupthistokompatibilititskomplexes der Klasse 11
(MHC II) werden zu diesem Zeitpunkt jedoch nur in dulerst geringer Menge exprimiert.
Treten nun zusétzlich zur Antigenexposition endogene oder exogene Gefahrensignale auf
kommt es zur so genannten Reifung. Diese beruht in erster Linie auf einer Anderung des
Expressionsmusters auf der Zelloberflache. So existieren beispielsweise auf der Oberfldche
unreifer DCs andere Chemokinrezeptoren als auf der Oberfldche reifer DCs. Diese speziellen
Oberflachenmolekiile unreifer Zellen sind fiir deren Einwanderung in entziindlich veranderte
Gebiete verantwortlich, da sie auf inflammatorische Zytokine reagieren (12-14). Reife DCs
dagegen exprimieren auf ihrer Oberfliche stattdessen eine hohe Dichte an
MHC II:AG-Komplexen sowie kostimulatorische Molekiile zur Unterstiitzung der
Proliferation CD4" T-Zellen.

Die solchermallen aktivierten DCs beginnen nun iiber das BlutgefaB3system in die peripheren
lymphatischen Organen einzuwandern, wo sie in engen Kontakt zu den naiven
T-Lymphozyten treten. Die T-Lymphozyten wiederum erreichen die peripheren
lymphatischen Organe ebenfalls {iber den Blutweg. Von dort gelangen sie anschlieend in die
efferenten Lymphgefdle und via dem Ductus thoracicus wieder in das BlutgefdB3system.
Diese Rezirkulation wird erst dann unterbrochen, wenn es zu einer Interaktion zwischen einer
AG-prisentierenden DC und einer fiir dieses AG spezifischen naiven T-Zelle kommt.

Stark vereinfacht kann man sagen, dass die naive T-Zelle durch diesen Kontakt zur klonalen
Expansion und Differenzierung zur Effektor-T-Zelle angeregt wird (7, 8, 11) (Einzelheiten

dazu sieche Kapitel 2.9). Je nachdem ob es sich bei der betreffenden T-Zelle nun um einen
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CD4" Lymphozyten oder um einen CD8" Lymphozyten handelt, erfolgt ihre Differenzierung
entweder zur T-Helfer-Zelle (Th) oder zur zytotoxischen T-Zelle (CTL).

Die unterschiedlichen Funktionen der DCs sind also eng mit ihrem jeweiligen Reifestadium
korreliert. Problematisch dabei ist allerdings die Tatsache, dass der Reifungsprozess
urspriinglich ausschlieflich an LCs untersucht wurde. Dies fiihrte letztendlich dazu, dass die
phinotypischen Verdnderungen, welche die Zellen wéhrend ihrer Reifung durchlaufen, und
die Korrelation dieser Verdnderungen mit der Lokalisation der Zellen im Gewebe sowie mit
ihrer Funktion iiber einen langen Zeitraum hinweg als allgemeingiiltiges Dogma fiir simtliche
Formen der DCs angesehen wurden (15). Dabei ist jedoch iibersehen worden, dass sich die
verschiedenen (Sub-)Populationen der DCs nicht nur morphologisch unterscheiden, sondern
dass sie auch eine sehr starke funktionelle Heterogenitit aufweisen. Gerade in den letzten
Jahren ist dieses Problem jedoch intensiver untersucht worden. Dabei wurde immer
deutlicher, dass es sich bei den DCs um wesentlich komplexere Zellen handelt als
urspriinglich angenommen. So variiert ihre Morphologie und Funktion nicht nur innerhalb der
verschiedenen Spezies erheblich, sondern zum Teil treten sogar innerhalb derselben
Population erhebliche Unterschiede auf, je nach Entwicklungs- und Reifegrad. Es ist daher

fast unmoglich allgemeingiiltige Aussagen hinsichtlich der DCs zu treffen.

2.3  Isolierung dendritischer Zellen

Die friiheren Methoden zur Isolierung dendritischer Zellen beruhten auf der enzymatischen
Verdauung von aus Maiusen gewonnenen Geweben. Um die gewonnenen Zellen besser
differenzieren zu konnen wurde anschlieBend nur auf diejenigen mit geringer physikalischer
Dichte selektiert, was zur Anreicherung der mononuklearen Zellen fiihrte. Um schlieBlich
noch die B- und T-Lymphozyten zu eliminieren erfolgte eine Selektion auf Adhdrenz. Die
weiteren Schritte zur Anreicherung der gewiinschten DC Population bestanden aus einer
Vielzahl verschiedener Kombinationen negativer und positiver Selektionsverfahren.

Als wichtigstes Beispiel fiir ein negatives Selektionsverfahren wére die Phagozytose kleiner
Partikel aus Quarz, Carbonyleisen oder Latex zu nennen, da Makrophagen hinsichtlich der
Aufnahme dieser Partikel deutlich potenter sind als DCs und daher leicht erkannt und
eliminiert werden konnen. Die positiven Selektionsverfahren beruhen insbesondere auf den
verschiedenen Moglichkeiten der Kombination monoklonaler Antikdrper (mAk). Dabei
werden diejenigen Zellen isoliert, die wichtige fiir DCs relevante Marker auf ihrer Oberfldche

exprimieren, wie beispielsweise MHC II-Molekiile oder den myeloiden Marker CD11c.
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Heutzutage stellt die Gewinnung von DCs aus Knochenmark oder Blut eine weitere und
deutlich effizientere Moglichkeit der Generierung von DCs dar. Effizienter deshalb, weil man
bei dieser in vitro-Methode die Bildung der Zellen mit Hilfe von unterschiedlichen
Wachstumsfaktoren oder Kombinationen verschiedener Wachstumsfaktoren aus Vorldufer-
DCs anregen kann. Die Anzahl dieser Vorldufer in Knochenmark und Blut ist dabei
naturgemdll wesentlich hoher als die Anzahl der unreifen DCs im Gewebe. StandardmifBig
werden dafiir Wachstumsfaktoren wie GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-Kolonie
stimulierender Faktor) (16), TNF-a (Tumor-Nekrose-Faktor-a) (17), IL-4 (Interleukin-4)
(18), TGF-B1 (transforming growth factor-B1) (19) oder FIt3L (FIt3 Ligand) (20) eingesetzt.
Die Kombination von GM-CSF mit IL-4 oder TNF-a und anderen Zytokinen bietet sich dabei
insbesondere fiir die Generierung von interstitiellen DCs und LCs an, wobei LCs fiir ihre
Differenzierung zusitzlich TGF-B bendétigen (19, 21). Fiir die Bildung von plasmazytoiden
dendritischen Zellen (pDCs) ist dagegen das Zytokin IL-3 essentiell. FIt3L wiederum findet
Verwendung, um die Proliferation von Stamm- und Vorlduferzellen in vitro zu stimulieren
und flihrt in vivo zur Ausbreitung und Mobilisierung sdmtlicher DCs und ihrer Vorlaufer (20,

22).

2.4  Einteilung der dendritischen Zellen

Grundsitzlich muss man bei den dendritischen Zellen zwischen zwei groflen Populationen
differenzieren, den plasmazytoiden DCs lymphatischen Ursprungs auf der einen sowie den
konventionellen DCs myeloider Herkunft auf der anderen Seite.

Daneben existieren noch die so genannten follikuldren dendritischen Zellen (FDCs). Bei den
FDCs handelt es sich eigentlich um Stromazellen, die aber auf Grund ihrer Lokalisation und

ihrer Form als DCs bezeichnet werden.

2.4.1 Plasmazytoide dendritische Zellen

Die pDCs verdanken ihren Namen der Tatsache, dass sie auf ultrastrukturellem Niveau
Immunglobulin (Ig)-sezernierenden Plasmazellen dhneln, weswegen sie urspriinglich als
»plasmazytoide* T-Zellen oder ,,plasmazytoide Monozyten* bezeichnet wurden (23-25). Man
findet sie in den T-Zell-Bereichen lymphatischer Organe sowie im Thymus und im Blut.
Mittlerweile weil man, dass es sich bei den pDCs weder um Lymphozyten noch um
Monozyten handelt und dass sie keine oder nur eine sehr untergeordnete Rolle bei der

AG-Présentation zur Induktion einer adaptiven Immunantwort spielen. Dennoch sind sie von
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groBBer Bedeutung, insbesondere was die Abwehr viraler Infektionen betrifft. Dies héngt vor
allem mit ihrer Fahigkeit zusammen grof3e Mengen an Interferon- (IFN-)Typl, also an IFN-a
und/oder IFN-f zu produzieren (24, 26, 27), einen der potentesten Suppressoren der viralen
Replikation (26). Neben dieser Eigenschaft soll IFN auch in der Lage sein andere DCs zu
aktivieren, beispielsweise DCs die fiir den Vorgang der Kreuzprisentation relevant sind (28)
(siehe Kapitel 2.8.3).

pDCs unterscheiden sich jedoch nicht nur hinsichtlich ihrer Fahigkeit IFN-Typl zu
produzieren erheblich von den konventionellen DCs, sondern ebenfalls was ihre
Oberfldchenantigene betrifft. So weisen sie beim Menschen den einzigartigen Phanotyp
CD11¢”" CD4" CD123" CD45Ra" HLA-DR" auf, der sich unter anderem durch die sehr
geringe Menge an dem Molekiil CD11c auszeichnet (29).

Die Vorlduferzellen der pDCs exprimieren auf ihrer Oberfliche den CD62-Liganden
(CD62L) sowie den Chemokinrezeptor CXCR3. Mit Hilfe dieser Molekiile sind sie wiederum
in der Lage direkt aus dem Blut iiber spezielle Venolen, die HEVs (high endothelial venules),
in die Lymphknoten einzuwandern, sobald sie durch entsprechende inflammatorische
Zytokine dazu stimuliert werden (26).

Im Unterschied zu den LCs und den interstitiellen DCs weisen die Vorlduferzellen der pDCs
lediglich eine geringe Expression des GM-CSF-Rezeptors auf, auBBerdem fehlen ihnen die
myeloiden Marker CD13, CD14 und CD33 sowie die Rezeptoren fiir Mannose (24), was als
ein Hinweis auf ihren lymphatischen Ursprung gedeutet wird. Weitere Hinweise auf diesen
Ursprung stellt die Expression von TCR-a- (Pri-T-Zell-Rezeptor-)Transkripten durch die
Vorldufer der pDCs dar (30, 31) sowie die Tatsache, dass diese Zellen ILT3
(immunoglobulin-like transcript) Rezeptor produzieren. Im Gegensatz dazu bilden die
myeloiden DCs sowohl ILT3 als auch ILT1. Als zusétzlicher Hinweis ist auch zu werten, dass
die ektopische Expression von 1d2 (Inhibitor der DNA-Bindung?2) bzw. 1d3 die Entwicklung
CD34" Vorliuferzellen in die CD123" Vorldufer der plasmazytoiden DCs, der B- und der
T-Lymphozyten verhindert, nicht aber die Bildung myeloider DCs (32).

Zwischen pDCs und LCs respektive interstitiellen DCs existiert jedoch auch eine
Gemeinsamkeit. Jede einzelne dieser Populationen ist in der Lage, naive CD4" und CD8"
T-Lymphozyten zu stimulieren und, nach Aktivierung durch CD40L, groere Mengen an
IL-12 freizusetzen (33, 34).
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2.4.2 Konventionelle dendritische Zellen

Auch die konventionellen DCs konnen in zwei Gruppen unterteilt werden, ndmlich einmal in

solche die sich aus dem Blut ableiten, und in solche die aus dem Gewebe stammen.

2.4.2.1 Konventionelle DCs aus dem Blut

Die konventionellen, sich von Blutzellen ableitenden DCs setzen sich aus drei verschiedenen
Subpopulationen zusammen, ndmlich den CD8" DCs, den CD4" DCs sowie den CD4 CDS§
DCs. Sie besiedeln neben den Lymphknoten auch die Milz (35, 36), die bekanntermaBlen
keinerlei Lymphdurchfluss aufweist. Dabei ist noch nicht ganz klar, ob die Zellen als
Vorlduferzellen in der Milz eintreffen oder ob sie zu diesem Zeitpunkt bereits vollig
ausdifferenziert sind.

Neben den CD8" DCs sind im Ubrigen auch pDCs in der Lage CD8a zu exprimieren,
insbesondere nach Aktivierung (37). Da aber pDCs gleichzeitig CD45RA auf ihrer
Oberfliche aufweisen, kann leicht zwischen diesen und den konventionellen CD8" DCs

differenziert werden (38).

2.4.2.2 Konventionelle DCs aus dem Gewebe

Lymphknoten deren afferente Bahnen Lymphfliissigkeit aus dem Bereich der Haut
transportieren enthalten DC-Subpopulationen, die als definitiv aus dem Gewebe stammende
DCs betrachtet werden miissen. Zum einen handelt es sich dabei um die epidermalen LCs und
zum anderen um die dermalen bzw. interstitiellen DCs.

Durch das Oberflichenmolekiil CD205, welches nur die konventionellen DCs aus dem
Gewebe exprimieren, konnen diese gut von aus dem Blut stammenden DCs unterschieden
werden. Eine Ausnahme bilden hierbei lediglich die CD8" konventionellen DCs aus dem
Blut, da sie ebenfalls CD205 exprimieren (37). Um eine Abgrenzung von den CD8" DCs zu
ermoglichen, ist es notwendig die Oberflachenexpression der Molekiile CD8 und CD11b
heranzuziehen. Wihrend die aus dem Gewebe stammenden DCs eine relativ geringe Menge
an CDS8-Molekiilen und eine wesentlich hohere Konzentration an CD11b-Molekiilen
aufweisen, verhilt es sich bei den CD8" DCs aus dem Blut genau umgekehrt (38).

Um wiederum zwischen LCs und interstitiellen DCs differenzieren zu konnen gibt es
grundsitzlich zwei verschiedene Moglichkeiten. Entweder man vergleicht die Menge an
CD205, welches von LCs in erheblich groerem Umfang gebildet wird als von interstitiellen

DCs, oder man tiiberpriift das intrazelluldre Vorliegen von Langerin, ein fiir LCs relativ
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spezifisches Lektin, welches von diesen in groBen Mengen gebildet wird (39), von
interstitiellen DCs dagegen kaum.

Da aufler der Haut kein anderes Organ LCs enthilt konnen diese Zellen folglich auch nur in
den die Haut drainierenden Lymphknoten gefunden werden. Nicht-kutane Lymphknoten
dagegen enthalten eigene interstiticlle DCs, welche analog zu den dermalen DCs zu sein
scheinen.

AuBer Acht gelassen werden darf auch nicht die Mdglichkeit, dass eventuell noch ganz
andere, nur fiir bestimmte Organe spezifische Subpopulationen von DCs existieren konnten,
dass also die Unterteilung in insgesamt sechs Subpopulationen, eine plasmazytoide und finf

konventionelle, unter Umstdnden noch gar nicht vollstédndig ist.

2.4.3 Follikulire dendritische Zellen

Bei den FDCs handelt es sich, wie schon kurz angedeutet, nicht um DCs im eigentlichen
Sinne, sondern vielmehr um in den Primédr- und Sekundérfollikeln lymphatischer Organe
lokalisierte Stromazellen. [hren Namen verdanken diese Zellen einerseits ihrer Lokalisation
und andererseits ihren strahlenféormigen, an DCs erinnernden Zytoplasmafortsitzen.
Urspriinglich wurden die FDCs auch als Retikulumzellen, retikulidre Fibroblasten oder als
dendritische Retikulumzellen angesprochen (40-42). SchliefSlich wurde die Bezeichnung
»follikuldre dendritische Zelle* eingefiihrt, um eine bessere Abgrenzung von den in den
T-Zell-Bereichen lymphatischer Organen lokalisierten interdigitierenden DCs zu erreichen
(43). Die Bezeichnung ,,interdigitierend* riihrt daher, dass sich diese DCs bereits in engem
Kontakt mit einem T-Lymphozyten befinden. Dabei hat es den Anschein als wiirden sie ihre
Zytoplasmafortsitze wie ,,Finger* einsetzen, um das Gegeniiber zu umklammern.

Die Kultivierung von FDCs ist allerdings kaum moglich. Dies liegt unter anderem daran, dass
es in vitro zu einer raschen Anderung des Phiinotyps kommt. Man hat sich deshalb auf die
folgende Definition fiir FDCs geeinigt: unter FDCs versteht man Zellen die in bestimmten
Abschnitten der Lymphfollikel identifiziert werden, und die Immunkomplexe sowohl binden
als auch speichern kénnen (43).

FDCs besitzen also die Fahigkeit AG iiber lange Zeitrdume hinweg zu speichern und sie in
Form von AG:AK-Komplexen auf ihrer Zelloberfliche an B- und T-Lymphozyten zu
priasentieren. Auflerdem sind sie auch in der Lage die Apoptose von GC (germinales Zentrum)
B-Lymphozyten zu verhindern und deren zellulédre Interaktionen und Proliferation zu fordern.
Yoshida et al. konnten zeigen, dass in der Milz der Maus mindestens zwei funktionell

unterschiedliche Subpopulationen an FDCs existieren, ndmlich einmal eine kleine
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Subpopulation in den Sekundéarfollikeln die Immunkomplexe mit Hilfe von Fcyll-Rezeptoren
présentiert, sowie eine deutlich groBere Population die nicht nur in den Sekundér-, sondern
auch in den Primérfollikeln anzutreffen ist und sich zur Prédsentation der Immunkomplexe
verschiedener Komplementrezeptoren (CRs) bedient (44).

Zur Entwicklung reifer FDCs aus ihren Vorldufern sind enge Interaktionen mit der
Mikroumwelt von Né&ten, welche auch Signale sich entwickelnder GC B-Lymphozyten mit
einschlieBen. Umgekehrt erfordert die Ausbildung einer geeigneten Mikroumwelt wiederum
Interaktionen mit den in den Follikeln enthaltenen, sich entwickelnden FDCs, so dass eine
wechselseitige Abhingigkeit besteht (45, 46).

Bei der Maus scheinen fiir die Entwicklung eines FDC-Netzwerks im GC sowohl B- als auch
T-Lymphozyten eine essentielle Rolle zu spielen (47, 48). Sehr eindrucksvoll konnte dies bei
an SCID (severe combined immunodeficiency) erkrankten Mausen gezeigt werden. Diese
Maiuse besitzen weder B- noch T-Lymphozyten und sind daher auch nicht in der Lage FDCs
zu generieren. Dies dndert sich jedoch umgehend, wenn man ihnen allogene, also von anderen
Maiusen stammende Lymphozyten {ibertrigt (49, 50).

Fiir die Entwicklung der murinen FDCs scheint dabei besonders die Aktivierung von B- durch
T-Lymphozyten entscheidend zu sein, was durch die unzureichende Bildung von GCs bei
CDA40- bzw. CD40L-knockout Méusen gezeigt werden konnte (51, 52).

Zahlreiche Untersuchungen mit genmanipulierten Mausen haben auflerdem gezeigt, dass fiir
die Interaktion zwischen FDCs und lymphatischen Zellen verschiedene Mitglieder der
TNF-Familie respektive die entsprechenden Rezeptoren essentiell sind, zum Beispiel TNF-a,
LT (Lymphotoxin)a oder LT auf B-Lymphozyten oder die kompatiblen Rezeptoren auf den
FDCs  (53-55). Zwar sind auch Maéause mit geschiddigtem  BAFF/BLys
(B-Zell-Aktivierungsfaktor der TNF-Familie) in der Lage nach Immunisierung GCs zu bilden,
diese sind jedoch deutlich kleiner als bei den Kontrolltieren und weisen eine geringere
Halbwertszeit auf (56, 57). Auch das Netzwerk aus FDCs ist bei den BAFF-geschéidigten
Mausen nicht addquat organisiert, was ebenfalls als ein Hinweis darauf zu werten ist, dass fiir

die Reifung und die Stabilitit der FDCs Interaktionen mit B-Lymphozyten unerlisslich sind.

2.5 Funktionen der verschiedenen Subpopulationen

2.5.1 Plasmazytoide dendritische Zellen

Wie schon erwéhnt sind pDCs dazu beféhigt groe Mengen an IFN-Typl zu produzieren.

Ausloser einer solchen Produktion konnen die verschiedensten Stimuli sein, insbesondere
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aber TLR- (toll-like receptor-)Liganden oder Virusprodukte (58-60). Unter den TLRs versteht
man eine Reihe gruppenspezifischer Rezeptoren auf der Oberfliche AG-prisentierender
Zellen (APCs). Entdeckt wurden sie erstmals bei der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster),
einem Insekt das zwar kein erworbenes Immunsystem besitzt, aber dennoch als hochresistent
gegeniiber mikrobiellen Infektionen einzustufen ist. Bald erkannte man, dass die Ligation
dieser Rezeptoren auch beim Sdugetier als Gefahrensignal dient und daher eine grof3e
Bedeutung hat, beispielsweise was die Aktivierung unreifer DCs betrifft.

Welche Rolle das von pDCs gebildete Interferon innerhalb der Immunabwehr letztendlich
genau spielt, ist noch nicht bis ins letzte Detail geklért. Es scheint jedoch insbesondere fiir die
Suppression der viralen Replikation sowie fiir die Aktivierung von fiir die Kreuzprisentation

relevanten DCs von essentieller Bedeutung zu sein (28).

2.5.2 Konventionelle dendritische Zellen

2.5.2.1 Konventionelle DCs aus dem Blut

Was die drei sich von Blutzellen ableitenden Subpopulationen betrifft, so ist insbesondere
{iber die Funktion der CD4" DCs sowie der CD4 CD8™ DCs noch sehr wenig bekannt. Es gibt
jedoch zumindest einige Hinweise darauf, dass die CD4 CD8 DCs in der Lage sind IFN-y zu
produzieren (61), wihrend bei den CD4" DCs bis dato noch keine signifikante Zytokinbildung
beobachtet werden konnte. Zusammen bilden diese beiden Subpopulationen die CDS§
DC-Milzgruppe, die in Th2-Antworten involviert zu sein scheint (62).

Die CD8 DCs dagegen haben eine relativ gut dokumentierte Funktion innerhalb des
Immunsystems. Sie dominieren in den T-Zell-Bereichen lymphatischer Organe (22, 63, 64),
insbesondere in der Milz. Hier besiedeln sie die periarteriellen lymphatischen Scheiden,
wihrend die CD4" DCs sowie die CD4 CD8 DCs unter normalen Bedingungen nur in der
marginalen Zone der Milz anzutreffen sind und nur dann in die T-Zell-Bereiche eindringen,
wenn sie aktivierenden Stimuli wie beispielsweise LPS (Lipopolysaccharid) ausgesetzt waren
(63).

Als wichtigste Produzenten des Zytokins IL-12 (64) spielen die CD8" DCs eine wesentliche
Rolle fiir die T-Zell-Aktivierung und dabei besonders fiir die Proliferation der CD8" T-Zellen.
Die Frage ob eine naive T-Zelle ihrem spezifischen Antigen gegeniiber eine Toleranz
entwickelt oder nicht scheint dabei maBgeblich von den CD8" DCs beeinflusst zu werden

(65).
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Zum Zeitpunkt der Reifung der DCs beeinflussen verschiedene Faktoren in ihrer
Mikroumwelt die Fahigkeit zur Produktion von IL-12. Werden grole Mengen an IL-12
sezerniert kommt es zur Forderung der Thl-Antwort. Ist die Fahigkeit zur IL-12 Bildung
jedoch supprimiert, wird eher eine Th2-Antwort induziert (66). Sowohl bei den an den
Th1-Antworten als auch bei den an den Th2-Antworten beteiligten Zellarten handelt es sich
um Subpopulationen von CD4" Zellen. Die T-Helfer-Zellen (Th) induzieren dabei die
Aktivierung von Makrophagen und regen B-Zellen zur Bildung opsonisierender AK an
(Th1-Antwort), wihrend die zytotoxischen T-Zellen (CTLs) zwar auch verschiedene Effekte
auf Makrophagen ausiiben, in erster Linie jedoch bei B-Zellen zur Synthese neutralisierender
AK fiihren (Th2-Antwort).

Es gibt allerdings auch Hinweise darauf, dass von myeloiden DCs in den ersten 24 Stunden
nach der Interaktion mit einem naiven T-Lymphozyten grundsitzlich erst einmal IL-12
freigesetzt und damit Thl-Antworten gefordert werden, bis es danach zur Bildung IL-4
sezernierender T-Zellen kommt, so dass schlieBlich doch die Th2-Antwort liberwiegt (34).
Ebenfalls nicht zu unterschitzen ist auch die zentrale Rolle der CD8" DCs hinsichtlich der so
genannten Kreuzaktivierung (67) bzw. der Induktion der Kreuztoleranz (68, 69). In

Kapitel 2.8.2 werden diese Mechanismen noch genauer beschrieben.

2.5.2.2 Konventionelle DCs aus dem Gewebe

2.5.2.21 Epidermale Langerhans Zellen

Die Langerhans Zellen stellen die am besten untersuchte Population der dendritischen Zellen
dar (70). Lokalisiert im Epithel der duBeren Haut kontrollieren sie das Eindringen von
Pathogenen und anderen dufleren Faktoren. Man nimmt an dass der Kontakt mit einem
Pathogen zur Migration der betroffenen LCs zum regionalen Lymphknoten fiihrt, wo es auch
zur Induktion der T-Zell-Immunitdt kommt. Wihrend jedoch die Phagozytose von AG durch
LCs sowie ihre anschlieBende Migration als erwiesen anzusehen sind, gibt es nur spirliche
Beweise dafiir, dass die fiir die Aktivierung der T-Zellen erforderliche AG-Présentation
ebenfalls direkt durch die LCs bewerkstelligt wird. Auch in neueren Untersuchungen konnte
nur eine indirekte bzw. zufillige Beteiligung dieser Zellen hinsichtlich der AG-Présentation
an T-Zellen nachgewiesen werden (71). Man nimmt in diesem Fall an, dass andere
DC-Populationen die Présentation durchfiihren, nachdem sie das AG von den eingewanderten
LCs iibernommen haben.

Am Beispiel des HSV (Herpes Simplex Virus) konnte gezeigt werden, dass die LCs im Falle

dieses Pathogens definitiv nicht fiir die Aktivierung der virusspezifischen CTLs
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verantwortlich gemacht werden kénnen (72, 73), sondern dass diese Aufgabe von den CD8"
DCs tibernommen wird (72). Es ist also davon auszugehen, dass die LCs entweder nur unter
bestimmten Bedingungen naive, antigenspezifische T-Zellen aktivieren kdnnen oder dass sie
eventuell lediglich als Transportmedium fungieren, wihrend die eigentliche AG-Présentation

von anderen DC-Subpopulationen {ibernommen wird.

2.5.2.2.2 Dermale und interstitielle DCs

Die dermalen DCs aus der Haut sowie die interstitiellen DCs aus den anderen Geweben sind
zum GroBteil CD11b" CD205" CD8 (37). Sie unterscheiden sich von den LCs dahingehend,
dass sie keine Birbeck Granula (BG) enthalten und geringere Mengen an CD205 exprimieren.
Bei den BG handelt es sich um charakteristische Strukturen im Zytoplasma der LCs. Sie
entstehen aus Einstlilpungen der Zytoplasmamembran, wobei ihre genaue Funktion bis dato
noch nicht geklért ist. Eventuell spielen sie eine Rolle fiir spezielle Formen der adsorptiven
Endozytose.

Es gibt nur einige wenige Anhaltspunkte dafiir, dass dermale bzw. interstitielle DCs in der
Lage sind die Immunantwort durch die Produktion bestimmter Zytokine entweder in Richtung
Thl-Antwort, also der zelluldiren Immunantwort, oder in Richtung Th2-Antwort, der
humoralen Immunantwort, zu lenken. Bewiesen ist bisher lediglich, dass sie 16sliche Antigene
sehr effizient kreuzprisentieren konnen, wihrend ihnen das bei Zell-assoziierten AG nicht

moglich zu sein scheint (74).

2.5.3 Follikuliire dendritische Zellen

Wie schon erwihnt, sind die FDCs in der Lage AG in Form von AG:AK-Komplexen auf ihrer
Zelloberflache zu priasentieren. Im Gegensatz zu den professionellen APCs nehmen die FDCs
die AG jedoch weder in sich auf noch prozessieren sie sie und auch die Prisentation findet
nicht im Zusammenhang mit MHC II-Molekiilen statt, sondern entweder {iber Fc- oder iiber

Komplement-Rezeptoren.

2.5.3.1 Aktivierung von B-Lymphozyten

Die gebildeten Komplexe sind dabei extrem stabil, so dass sie iiber einen Zeitraum von
einigen Monaten bis hin zu einigen Jahren auf der extrazelluliren Oberfliche der
Plasmamembran der FDCs verbleiben konnen (75). Zumindest in vitro sind diese Komplexe

auch wesentlich potenter als 16sliche AG was die Aktivierung von B-Zellen betrifft (76, 77).
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So gelingt es nur denjenigen GC B-Lymphozyten zu tiberleben und in Gedéchtnis- oder
Plasmazellen zu differenzieren, die Immunkomplexe gebunden haben.

Dieses Dogma wird allerdings durch jlingere Daten mit einer speziellen Mauselinie
erschiittert. Die betroffenen Méuse konnen entweder keine Komplementrezeptoren oder keine
Immunglobuline (Ig) produzieren und dennoch kommt es zur Bildung von GC und zur
AK-Produktion. Die Daten belegen also, dass weder die Bildung von GC noch die Produktion
von AK durch die Abwesenheit von AG:AK-Komplexen beeintrachtigt wird, und dass somit
die Differenzierung der B-Lymphozyten nicht ausschlieBlich von den Immunkomplexen der
FDCs abhingt (78, 79).

Doch obwohl diese Kontroverse hinsichtlich der Bedeutung der von den FDCs présentierten
Immunkomplexe noch nicht geldst ist, kann man die wichtige Rolle welche die FDCs fiir das
Uberleben und die Proliferation der GC B-Lymphozyten spielen als erwiesen ansehen (75, 80,
81).

2.5.3.2 Verhinderung der Apoptose von B-Lymphozyten

Die meisten GC B-Lymphozyten durchlaufen initial zahlreiche Mitosen, bevor sie entweder
durch die Interaktion mit dem spezifischen AG selektiert werden oder in Apoptose iibergehen
(82, 83).

Neuere Studien haben ergeben dass die GC B-Lymphozyten, sobald sie einen neuen
B-Zell-Rezeptor (BCR) exprimieren, auf die Interaktion mit dem FDC-Netzwerk angewiesen
sind um der Apoptose zu entgehen.

Durch diese Interaktionen wird u.a. ein spezielles Endonuklease-Programm abgeschaltet,
welches anderenfalls zum programmierten Zelltod flihren wiirde (84-86). AuBerdem
unterdriicken die AG-abhéngigen FDC-B-Zell-Interaktionen die Aktivitdt der Kaspasen 8 und
3 sowie der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (87, 88). Sie neutralisieren auch die Aktivitit von
Cathepsin-B, wihrend das Potential der mitochondrialen Membranen aufrechterhalten wird
(88). Der FAS- (CD95-)mediierte Weg, der mit der Apoptose der GC B-Zellen in Verbindung
gebracht wird (89, 90), wird durch die FDC-B-Zell-Interaktionen ebenfalls blockiert (90-92).
Allerdings wird die Rolle von FAS noch recht kontrovers diskutiert, was unter anderem daran
liegt, dass die genaue Herkunft sowie der zeitliche Ablauf der Expression von CD95L durch
die GC weiterhin unbekannt sind. Als Quelle kommen sowohl FDCs (93, 94) als auch
aktivierte GC T-Lymphozyten in Betracht (94). FLIP (FAS-associated death domain-like
IL-1-converting enzyme-inhibitory protein) verhindert die CD95-mediierte Apoptose der GC
B-Lymphozyten, sobald es mit dem DISC (death-inducing signal complex) assoziiert (88, 95).
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FDCs konnten also eine Rolle hinsichtlich der Verhinderung der CD95-mediierten Apoptose
spielen, indem es dank der Expression von FLIP durch die GC B-Lymphozyten (96) zu einer
Interaktion zwischen BCR (91) und FDC kommt, wodurch wiederum eine positive Selektion

stattfinden kann (75).

2.6  Differenzierung und Migration

Aus dem bisher gesagten ist schon deutlich hervorgegangen, dass es sich bei den DCs
anfanglich nicht um ,stationire”, sondern um umherwandernde Zellen handelt, die an
verschiedenen Lokalisationen unterschiedliche Funktionen ausiiben (14, 97, 98).

Dabei zirkulieren, wie bereits erwdhnt, die aus dem Knochenmark stammenden
Vorlauferzellen der DCs im Blut, bis sie schlielich in die peripheren Gewebe einwandern,
wo sie zu unreifen DCs differenzieren und als eine Art Wéchter fiir die unmittelbare Umwelt
fungieren.

Der Austritt der Vorlauferzellen aus den GefidBlen ins periphere Gewebe sowie die weitere
Migration der DCs aus dem Gewebe in die lymphatischen Organe ist an das Vorhandensein
von Chemokinen gebunden. Unter einem Chemokin versteht man ein spezielles Protein, das
wiederum —je nach Rezeptor— anziehend auf bestimmte Arten von Zellen wirkt. Auf
molekularer Ebene wird diese Anziehungskraft dadurch erreicht, dass die Chemokine
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktivieren, die auf der Oberfliche von Leukozyten
exprimiert werden. Auf diese Weise konnen die Chemokine duf3erst effizient die Rekrutierung
von Entziindungszellen regulieren (99-101).

Die Bildung der inflammatorischen Chemokine erfolgt dabei als Antwort auf verschiedene
Entziindungsreize in der Peripherie durch endotheliale und epitheliale Zellen sowie durch
Leukozyten. In den sekundiren lymphatischen Organen wie der Milz oder den Lymphknoten
werden dagegen stetig von endothelialen Zellen, Stromazellen und Leukozyten Chemokine
produziert, deren Aufgabe darin besteht, die Interaktionen zwischen DCs, T- und
B-Lymphozyten zu regulieren (102, 103).

Durch die Kompartimentierung der inflammatorischen Chemokine innerhalb der peripheren
Gewebe beziehungsweise der konstitutiven Chemokine in den lymphatischen Organen wird
eine fein abgestimmte Regulation der DCs erreicht, die auf diese Weise zuerst zum Bereich
der Antigenexposition geleitet werden und erst danach die lymphatischen Gewebe erreichen,

um eine Immunantwort zu initiieren.
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2.6.1 Chemokinrezeptoren der dendritischen Zellen

Die Fahigkeit der DCs adidquat auf die verschiedenen Chemokine zu reagieren ist unmittelbar
an ihren Reifestatus gekoppelt. Im Zuge der Reifung wird die Expression der Rezeptoren fiir
inflammatorische Chemokine zu Gunsten derjenigen Rezeptoren gedrosselt, welche fiir die
konstitutiven bzw. lymphatischen Chemokine relevant sind.

So exprimieren beispielsweise murine von CD34" Vorlduferzellen abstammende unreife DCs
sowohl C-Chemokinrezeptoren (CCR) als auch CX-Chemokinrezeptoren (CXCR) wie CCR1,
CCR2, CCRS5 und CXCRI1. Hierbei handelt es sich ausschlieBlich um Rezeptoren fiir
inflammatorische Chemokine wie MCP-1 (Monozyten-chemotaktisches Protein-1) (104),
MIP-1ae (Makrophagen-Entziindungsprotein-1at), MIP-13 und RANTES (regulated on
activation normal T cell expressed and secreted) Chemokin (105-107) (Abb. 2-1).

Unreife DCs, aber auch Makrophagen, besitzen zusétzlich noch Rezeptoren fiir Spaltprodukte
bakterieller Proteine wie fMLP (Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin), Produkte der
Komplementaktivierung wie z.B. C5a (104, 108) sowie Produkte des Fettstoffwechsels wie
PAF (Plattchenaktivierungs-Faktor) (109).

Die Migration der unreifen DCs in Richtung entziindlich verdnderter Bereiche fiihrt
unweigerlich auch dazu, dass die Zellen nicht nur einer steigenden Konzentration
inflammatorischer Chemokine, sondern auch grofleren Mengen proinflammatorischer
Zytokine wie TNF-a und IL-1 sowie den vom Pathogen gebildeten, fiir die Entziindung
verantwortlichen Produkten ausgesetzt sind. Als Antwort auf diese Exposition kommt es zur
Reifung und damit zur verstirkten Expression von Rezeptoren fiir die konstitutiven bzw.
lymphatischen Chemokine, auf Kosten der mit den inflammatorischen Chemokinen
kompatiblen Rezeptoren.

Der Riickgang der letztgenannten Rezeptoren wird zumindest teilweise durch die autokrine
Sekretion von MIP-1a, MIP-13 sowie RANTES durch reifende DCs hervorgerufen, da die
Expression der entsprechenden Rezeptoren bei Ligation heruntergefahren wird (110). Damit
erscheint weniger CCR1, CCRS5 und CXCRI1 auf der Zelloberfldche, wihrend die Menge an
CXCR4, CCR4 und insbesondere CCR7 ansteigt. Der letztgenannte Rezeptor reagiert auf
SLC (secondary lymphoid organ chemokine), ein Chemokin aus den sekundéren
lymphatischen Geweben, sowie auf ELC (Epstein-Barr Virus-induziertes Liganden
Chemokin).

SLC wird von lymphatischen Endothelzellen gebildet sowie von Stromazellen und DCs in
den T-Zell-Bereichen lymphatischer Organe. Die beiden letztgenannten Zellpopulationen sind

zusétzlich in der Lage ELC zu produzieren (111-113). Die anatomische Lage der SLC- und



LITERATUR 17

der ELC-Bildung bedingt, dass die DCs anfanglich weg von den peripheren Geweben und hin
zu den das betreffende Gebiet drainierenden afferenten Lymphbahnen geleitet werden, und
von hier dann wiederum zu den T-Zell-Bereichen der lymphatischen Gewebe.

Der Rezeptor CCR7 wird teilweise auch von naiven T- und B-Lymphozyten exprimiert, was
zur Folge hat, dass diese Zellarten ebenfalls dazu in der Lage sind in lymphatische Gewebe
einzuwandern (114). Eine weitere Besonderheit dieses Rezeptors besteht darin, dass er vollig
unempfanglich fiir das schon beschriebene Herunterregulieren der Expression durch die
entsprechenden Liganden ist (110). Offensichtlich spielt das permanente Vorkommen dieses
Rezeptors auf der Zelloberflache der DCs eine wichtige Rolle, um den Zellen die schrittweise
Annidherung aus den peripheren Geweben hin zu den lymphatischen Organen zu ermoglichen.
Unterstiitzt wird diese These ebenfalls durch die Tatsache, dass es reifenden DCs bei Méausen,
die nicht in der Lage sind CCR7 zu exprimieren, nicht gelingt in die Lymphknoten
einzuwandern (115).

Im Zuge der Reifung der DCs kommt es auch zu einer unterschiedlichen Regulation der
Rezeptoren fiir bakterielle Antigene und fiir Komplement. Reifende DCs regulieren ihre
Rezeptoren fiir fMLP herunter und werden daher weniger empfénglich fiir diese Substanzen,
wiahrend gleichzeitig die Expression der Rezeptoren fiir das Produkt C5a der
Komplementaktivierung permanent aufrechterhalten wird. Yang et al. vertreten dabei die
These, dass die Interaktion von C5a mit seinem Rezeptor zur Einwanderung reifer DCs in
B-Zell-Follikel lymphatischer Organe beitrdgt, da naive B-Lymphozyten C5a bilden und

gleichzeitig auf die reifen DCs als Antigenquelle angewiesen sind (116).

2.6.2 Chemokinrezeptoren der Langerhans Zellen

LCs unterscheiden sich von den anderen myeloiden DCs dahingehend, dass sie als
Chemokinrezeptoren zusitzlich noch CCR6 produzieren (111, 117, 118) (Abb. 2-1). Bei dem
Liganden fiir diesen Chemokinrezeptor handelt es sich um MIP-3a, welches bei Miusen
standig in den Follikel-assoziierten Epithelien der Peyerschen Platten gebildet wird (118-120).
Die Funktion dieses Rezeptor-Liganden-Paars besteht daher nicht nur in der Rekrutierung
unreifer DCs in entziindlich verdnderte Gebiete, sondern fiihrt auch zur Einwanderung
unreifer DCs in nicht-entziindete Gewebe, wo sie als eine Art Wéchter fungieren.

Im Zuge der Reifung der LCs kommt es schlieBlich zur Reduktion der CCR6 Expression,
wihrend gleichzeitig die Bildung von CCR7 angekurbelt wird, um den reifenden LCs das

Aufsuchen der lymphatischen Gewebe zu ermdglichen.



18 LITERATUR

2.6.3 Von dendritischen Zellen gebildete Chemokine

Im Verlauf einer entziindlichen Reaktion werden von den DCs jedoch nicht nur
Chemokinrezeptoren gebildet, sondern es kommt parallel und genau abgestimmt auch zur
Synthese der fiir die Rezeptoren kompatiblen Chemokine (98, 121, 122). Die bereits erwéhnte
autokrine Produktion von Rezeptorliganden zur Reduktion der Expression bestimmter
Rezeptoren wire ein solches Beispiel (110). Unreife DCs produzieren permanent MCP-4,
welches sowohl an den ebenfalls von unreifen DCs gebildeten Chemokinrezeptor CCR2
bindet als auch an CCR3, einen Rezeptor der als potentieller Marker fiir eine Subpopulation
von Th2—Zellen angesehen wird (123). Mit Beginn der Reifung kommt es zu einem raschen
Herunterfahren des MCP-4 und zur voriibergehenden Bildung inflammatorischer Chemokine
wie MIP-1a, MIP-1f und IL-8. Andere inflammatorische Chemokine wie RANTES, MCP-1
und MCP-2 werden ebenfalls produziert, jedoch fiir einen wesentlich ldngeren Zeitraum
(Abb. 2-1).

Sobald die reifen DCs die T-Zell-Bereiche der lymphatischen Organe erreichen, produzieren
sie grole Mengen lymphatischer Chemokine wie ELC, MDC (macrophage derived
chemokine), TARC (Thymus- und Aktivierungs-reguliertes Chemokin), PARC (Lungen- und
Aktivierungs-reguliertes Chemokin) sowie IP-10 (IFN-y-induzierbares Protein-10) (110, 124,
125). Diese Chemokine sind insbesondere fiir die Rekrutierung von T-Zellen erforderlich, da
so die Chancen eines Kontakts zwischen AG-prisentierender DC und einer fiir dieses AG
spezifischen T-Zelle stark erhoht werden. Bei IP-10 handelt es sich um ein Chemokin,
welches die Migration plasmazytoider DCs mediiert, welche direkt aus dem Blut in die
lymphatischen Organe gelangen konnen, ohne wie die myeloiden DCs einen Umweg iiber das
lymphatische System nehmen zu miissen. Ermdglicht wird ihnen das durch den IP-10
Rezeptor CXCR3, welcher ebenfalls das von reifen DCs gebildete Mig (monokine induced
IFN-y) binden kann. Dabei gelangen die pDCs zunichst mit Hilfe von IP-10 und Mig in die
Bereiche der HEVs, welche sie dann wiederum aufgrund des von ihnen exprimierten
Liganden fiir CD62 (CD62L) passieren konnen (126). Im Inneren der Lymphknoten werden
sie durch das Vorhandensein von CD40L auf vor kurzem aktivierten T-Lymphozyten
stimuliert, was zu ihrer Reifung beitrdgt und dazu fiihrt, dass sie bei fortdauernder Bildung
von IFN-a mit der Produktion von IL-12 beginnen (34). IFN-a hat wiederum eine verlédngerte
Produktion von IL-12 durch die myeloiden DCs zur Folge und damit eine verldngerte Phase
wihrend der es zur Induktion von Th1-Antworten kommt.

Die genannten Chemokine spielen jedoch nicht nur bei der Interaktion zwischen DCs und

naiven T-Zellen, die letztendlich zur Bildung von Effektor-T-Lymphozyten fiihrt, eine Rolle,
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sondern auch bei der Differenzierung einiger dieser Effektor-T-Zellen zu so genannten
unpolarisierten Gedadchtnis-T-Zellen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durch die einzigartigen Migrationseigenschaften
sowie die streng kontrollierte, zeitlich begrenzte Freisetzung von IL-12 durch myeloide und

plasmazytoide DCs jeweils zum richtigen Zeitpunkt die richtige Art der T-Helfer-Zelle

generiert wird (127).
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Abb.2-1: Migrations- und Reifungspfade dendritischer Zellen,
modifiziert nach Lipscomb und Masten (127).

2.7  Antigenaufnahme

Von Makrophagen ist allgemein bekannt, dass es sich um stark phagozytierende Zellen
handelt, welche die aufgenommenen Substanzen durch die Fusion von Phagosomen und
Lysosomen respektive durch enzymatische Verdauung rasch zerkleinern und damit
inaktivieren.

Die DCs dagegen wurden lange Zeit als weder phagozytierende noch endozytierende Zellen
angesehen, was unter Umstinden mit der Abwesenheit makrophagenspezifischer
Phagozytosemechanismen zusammenhéngt.

Heute wissen wir, dass zumindest die unreifen DCs eine hohe phagozytotische Potenz
aufweisen, wihrend die reifen DCs diese Fahigkeit tatsdchlich auf ein Minimum reduziert
haben (128). Diese unreifen DCs sind sogar in der Lage ganze Zellen aufzunehmen,
einschlieBlich nekrotischer und apoptotischer Zellen. Zusétzlich haben sie die Fahigkeit AG
von lebenden Zellen zu {ibernehmen, um sie CTLs zu prédsentieren (129).

Die Aufnahme der AG kann dabei, wie bereits erwédhnt, sowohl durch Rezeptor-abhéngige als

auch durch Rezeptor-unabhingige Mechanismen erfolgen. Bei den Rezeptor-abhidngigen
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Mechanismen differenziert man wiederum zwischen der Phagozytose und der Pinozytose. Im
ersteren Fall werden korpuskulédre Partikel aufgenommen, wéhrend sich die Pinozytose auf
16sliche Substanzen beschrinkt. Zu den Rezeptoren die allen oder zumindest einigen der
verschiedenen DC-Subpopulationen zu Eigen sind gehoren die Fcy Rezeptoren (FcyR) CD32
und CD64, die high and low-affinity IgE Rezeptoren FceRI und FceRII (CD23), die
Komplementrezeptoren CD11b und CD1l1c, der Mannan-bindende Rezeptor vom C-Lektin
Typ DE205 (CD205) sowie das ,,Fressrezeptorenpaar* fiir apoptotische Zellen a5 und CD36
(7, 130). Im Zuge der Reifung, wenn die phagozytotische Kapazitit stark nachlésst, wird auch
die Expression dieser Rezeptoren wieder herunter reguliert.

Der Rezeptor-unabhingige Mechanismus wird als so genannte Makropinozytose bezeichnet.
Dabei werden grofle Mengen interzelluldrer Fliissigkeit mitsamt den darin gelosten Stoffen in

ungerichteter Weise aufgenommen.

2.8  Antigenprozessierung und —prasentation

Grundsitzlich muss man bei der AG-Prozessierung durch DCs zwischen zwei
unterschiedlichen Mdglichkeiten differenzieren. Auf der einen Seite steht der so genannte
exogene bzw. endosomale Weg, mit dessen Hilfe exogene AG prozessiert werden, und auf
der anderen Seite handelt es sich um den endogenen bzw. proteosomalen Weg, der fiir die

Verarbeitung der endogenen AG relevant ist.

2.8.1 [Exogener bzw. endosomaler Weg der Antigenverarbeitung

Exogene von DCs aufgenommene AG gelangen in endosomale Kompartimente, die sich
durch einen niedrigen pH-Wert sowie das Vorhandensein verschiedener Proteasen
auszeichnen, die fiir die Verdauung der AG verantwortlich sind.

Die gebildeten Fragmente gelangen anschlieBend ins endosomale MIIC (an
MHC II-Molekiilen reiches, endosomales Kompartment), wo sie sich mit den dort enthaltenen
praformierten MHC II-Molekiilen verbinden.

Die a- und B-Ketten dieser MHC II-Molekiile werden wiederum im endoplasmatischen
Retikulum (ER) synthetisiert, wo sie mit der so genannten invarianten Kette (Ii) assoziieren
(131). Diese Kette schiitzt die Peptid-bindende Grube des MHC II-Heterodimers davor mit
Autopeptiden beladen zu werden. Der Komplex aus MHC II-Molekiil und Ii wird
anschlieend aus dem ER zum Golgi-Apparat transportiert, von wo aus die Komplexe iiber

Vesikel zum MIIC gelangen. Hier erfolgt eine partielle Spaltung der Ii durch bestimmte
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Proteasen, was zur Entstehung von CLIP (class II-associated invariant-chain peptide) in der
Peptid-bindenden Grube des MHC II-Molekiils fiihrt (132). Bei der Maus wird CLIP
schlieBlich durch das Molekiill H-2M entfernt, welches strukturell dem MHC II-Molekiil
entspricht. Durch diesen Schritt wird erreicht, dass sich die Peptidfragmente der
aufgenommenen AG mit den MHC II-Molekiilen verbinden kdnnen (133).

Uber spezielle exozytotische Vesikel gelangen die MHCII: Antigenpeptid-Komplexe danach
an die Zelloberfliche, wo sie den naiven CD4" T-Lymphozyten prisentiert werden kdnnen.
Uber andere, endozytotische Vesikel gelangen die MHC II-Molekiile wieder ins MIIC zuriick,
um erneut mit Peptidfragmenten beladen zu werden.

Unreife DCs akkumulieren die MHC II-Molekiile und Peptidfragmente in lysosomalen
Vesikeln solange, bis sie aktiviert werden. Nach der Aktivierung werden die betreffenden
Komplexe in nicht-lysosomalen Vesikeln gesammelt, die zur Zelloberfliche wandern. Dabei
konnte gezeigt werden, dass Mitglieder der B7-Familie kostimulatorischer Molekiile in den
vesikuldren Lipiden enthalten sind und zusammen mit den MHC II: Antigenpeptid-Komplexen
an die Zelloberflache transportiert werden (134). Auf die genaue Einteilung und Funktion der

kostimulatorischen Molekiile soll im Kapitel 2.9 noch genauer eingegangen werden.

2.8.2 Endogener bzw. proteosomaler Weg der Antigenverarbeitung

Endogene AG werden im Gegensatz zu exogenen AG mit Hilfe von MHC I-Molekiilen CD8"
T-Lymphozyten prasentiert. Dazu erfolgt zunédchst die Zerlegung der zytoplasmatischen
Proteine in so genannten Proteosomen. Der Transport der entstehenden Peptide wird
vermutlich durch aus dem Zytosol stammende Hitzeschock-Proteine (HSP) erleichtert. Diese
begleiten die Peptide auf ihrem Weg iiber das heterodimere Protein TAP (transporter
associated with antigen processing) ins ER (135).

Im ER bilden neu synthetisierte MHC Ia-Ketten Komplexe mit dem 3,-Mikroglobulin (M),
welche die ankommenden AG-Peptide binden. Die adédquate Faltung der
MHC I/B,M-Komplexe ist jedoch nur mit Hilfe von Chaperon-Proteinen wie Calnexin,
Calretikulin  und HSP gp96 moglich, wéhrend Tapasin die Bildung der
MHC 1I/B,M/Peptid-Komplexe erleichtert (97, 136). SchlieBlich kommt es zur Aufnahme der
Komplexe in exozytotische Vesikel und zum Transport an die Zelloberfldche.

Urspriinglich ging man davon aus, dass liber den Weg der proteosomalen AG-Verarbeitung
ausschlieBlich endogene, also im Inneren der APCs synthetisierte Proteine verarbeitet werden.
Mittlerweile weil man jedoch, dass auch exogene Antigene unter bestimmten Umsténden in

Proteosomen aufgenommen werden kdnnen, um anschlieBend auf die gleiche Art und Weise
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wie die endogenen AG-Peptide mit Hilfe von TAP ins ER zu gelangen und {iber
MHC I-Molekiile auf der Zelloberfliche prasentiert zu werden (137, 138) (Abb. 2-2). Durch
diesen als Kreuzprisentation bezeichneten Prozess kann es sowohl zur Induktion einer
produktiven Immunantwort (Kreuzaktivierung) als auch zur Kreuztoleranz von CDS8"
T-Lymphozyten kommen. Damit existiert mit der Kreuzprisentation auf der einen Seite ein
wichtiger Mechanismus zur liickenlosen Abwehr von Pathogenen, da es beispielsweise Viren
nicht mehr mdglich ist durch die Umgehung der Infektion von DCs den CTLs zu entkommen,
und auf der anderen Seite stellt sie eine Moglichkeit dar, CD8" T-Zellen tolerant gegeniiber

korpereigenen Zellen und Geweben zu machen.

2.8.3 Kreuzprisentation zelluliirer Antigene

Alle kernhaltigen Zellen eines Organismus sind ausnahmslos dazu in der Lage, Peptide im
Zusammenhang mit MHC I-Molekiilen zu prisentieren. Dadurch werden sie, beispielsweise
im Falle einer Infektion mit einem Virus, durch CTLs als befallene Zellen erkannt und
vernichtet, was einen wichtigen Mechanismus zur Verhinderung der viralen Replikation
darstellt. Der an MHC I-Molekiile gekoppelte Weg der AG-Prisentation ist jedoch
grofBtenteils auf Proteine endogener Herkunft beschriankt. Auf diese Weise wird verhindert,
dass nicht-infizierte Nachbarzellen, die lediglich Teile des Virus durch Endozytose
aufgenommen haben, ebenfalls durch die CTLs zerstort werden.

Einige wenige Zellarten, darunter B-Zellen (139), Endothelzellen (140, 141) und
Makrophagen (142-144), insbesondere aber die DCs, besitzen zusétzlich die Fahigkeit auch
exogene Antigene im Kontext mit MHC I-Molekiilen zu prasentieren, eine Eigenschaft die
-wie bereits erwdhnt- auch als Kreuzprisentation bezeichnet wird und dem ,,direkten” oder
,»Kklassischen Weg der Prisentation endogen gebildeter Proteine gegeniibersteht.

Ohne den Mechanismus der Kreuzpréisentation konnten beispielsweise Viren der Erkennung
durch das Immunsystem entgehen, indem sie einfach die Infektion von DCs vermeiden. Die
Prasentation von AG durch diese Zellen scheint ndmlich essentiell fiir die Induktion von
Immunantworten zu sein. Da durch die Kreuzprisentation jedoch auch exogene Antigene iiber
MHC I-Molekiile an naive CD8" T-Zellen priisentiert werden kénnen, existiert keine Liicke
iiber die es den Viren gelingen konnte der Abwehr durch CTLs zu entkommen. Dabei lassen
die Ergebnisse mehrerer Studien vermuten, dass es sich bei den fiir die Kreuzprésentation der
zelluldren AG verantwortlichen Zellen in erster Linie um CD8" DCs handelt (67, 145, 146),

wihrend dermale/interstitielle DCs nur peripher beteiligt zu sein scheinen.
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Abb.2-2: Wege der MHC I-Prisentation, nach Heath et al. (38).

Uber die genauen Mechanismen der Kreuzprisentation ist jedoch noch nicht allzu viel
bekannt. Mehrere Gruppen konnten den Vorgang einer Verschmelzung von Phagosomen mit
vom ER abstammenden Vesikeln beobachten (147-149). In den daraus entstehenden
Kompartimenten wurden wiederum neben neu synthetisierten MHC I-Molekiilen auch die
anderen fiir eine erfolgreiche Beladung dieser Molekiile notwendigen Proteine wie TAP,
Tapasin, Calretikulin und ERp57 nachgewiesen (150).

Uber einen noch ungeklirten Mechanismus werden die phagozytierten AG anschlieBend zum
angrenzenden Zytosol transportiert, wobei eventuell ein aus mehreren Molekiilen bestehender
Kanal beteiligt ist, dessen normale Funktion darin besteht, sezernierte Proteine oder
Membranproteine ins ER hinein beziehungsweise Polypeptide aus dem ER hinaus ins Zytosol
zu transportieren (151-153). Im Zytosol werden die exogenen AG schlieBlich durch
assoziierte Proteasomen prozessiert, wobei die daraus entstehenden Peptide danach mit Hilfe
des TAP-Komplexes wieder zuriick ins Phagosom gelangen, wo die Beladung der
Klasse I-Molekiile erfolgt.

Was die Kreuzprisentation ebenfalls vom klassischen Weg der MHC I-Présentation
unterscheidet ist die Tatsache, dass die mit Peptidfragmenten beladenen MHC I-Molekiile
vom ER direkt an die Zelloberflache gelangen, ohne einen Umweg iiber den Golgi-Apparat zu
nehmen (Abb. 2-2) (147, 154).

Was wiederum die kreuzprisentierten AG betrifft, so hat man es mit einer ziemlich
heterogenen Gruppe zu tun, welche sowohl 16sliche Proteine (155) als auch Immunkomplexe

(156, 157), intrazellulire Bakterien (137), Parasiten (158) und vor allem zellulire AG
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(159-161) mit einschlieft. Letztere konnen im Zusammenhang mit Virusinfektionen,
Tumorgenese oder aber durch Immunisierung mit DNA (Desoxyribonukleinsdure) auftreten

und stellen eine der Hauptquellen fiir die Kreuzprisentation dar.

2.8.4 CDI1-Prisentation

Neben den  MHC-Molekiilen  existiert noch eine  weitere  Familie  von
Histokompatibilitdtsantigenen. Es handelt sich dabei um die so genannten CD1-Molekiile.
Diese bilden eine Gruppe nicht-polymorpher Histokompatibilititsantigene, die wie die
MHC I-Molekiile mit 3,M assoziiert sind (162, 163).

Da man die CDI1-Molekiile nur auf myeloiden DCs findet, konnen sie als Marker fiir die
Identifikation dieser Zellen herangezogen werden. Es existieren verschiedene Isoformen der
CDI1-Molekiile, wobei deren Anzahl speziesabhingig sehr variiert. So unterscheidet man bei
der Maus nur zwei Homologe, nimlich CD1d1 und CD1d2. Auf ultrastruktureller Ebene wird
ersichtlich, dass das murine CD1d1-Molekiil insbesondere zur Bindung stark hydrophober
Liganden geeignet ist, was auch mit seiner Fidhigkeit iibereinstimmt AG-Lipide zu
priasentieren (164). Dabei spielt es keine Rolle ob die prasentierten Lipide oder Glykolipide
exogener oder endogener Herkunft sind.

Die Verarbeitung und Prisentation der AG unterscheidet sich jedoch nicht unerheblich von
der fiir MHC I- und MHC II-Molekiilen beschriebenen Art. Zwar werden die CD1-Molekiile
wie die a- und B-Ketten der MHC II-Molekiile im ER synthetisiert, mit Hilfe kleiner Vesikel
werden sie jedoch anschliefend direkt an die Zelloberfliche transportiert. Im Anschluss
erfolgt die Aufnahme in Endosomen wo es zur Komplexbildung zwischen den
CDI-Molekiilen und ihren Lipidliganden kommt, worauf ein erneuter Transport an die
Zelloberflache stattfindet. Shinkai und Locksley vertreten dabei die These, dass die Aufgabe
dieser archaischen, phylogenetisch sehr alten, nicht-polymorphen Molekiile weniger darin
besteht eine protektive Immunantwort zu induzieren, als vielmehr die physiologischen Wege

des Fettstoffwechsels zu ermdglichen (163).

2.9 Kostimulatorische Molekiile

Damit es den professionellen APCs gelingt naive T-Lymphozyten soweit zu aktivieren, dass
diese zu Effektor-T-Zellen differenzieren, bedarf es einiger Voraussetzungen deren

Bezeichnung sich unter den Oberbegriffen Signal 1, Signal 2 sowie Signal 3 eingebiirgert hat.
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Unter dem Signal 1 versteht man die Bindung zwischen dem T-Zell-Rezeptor (TCR) und dem
von der APC prisentierten MHC:Antigenpeptid-Komplex. Um zu verhindern dass auch
prasentierte Autopeptide eine Immunantwort auslosen, miissen jedoch zusitzlich so genannte
kostimulatorische Molekiile exprimiert werden, eine Fihigkeit durch die sich die
professionellen APCs von anderen AG-priasentierenden Korperzellen unterscheiden. Die
Préasentation ebenjener kostimulatorischen Molekiile auf der Zelloberflache der APCs wird als
Signal 2 bezeichnet.

Unter dem Signal 3 schlieBlich versteht man die Bildung von IL-2. Es wird von durch die
Signale 1 und 2 bereits aktivierten T-Lymphozyten gebildet und ist fiir deren Proliferation und
Differenzierung unerlédsslich. Neben IL-2 produzieren diese T-Zellen auch die a-Kette des
IL-2 Rezeptors. Da naive T-Lymphozyten nur die B- und die y-Kette des IL-2 Rezeptors
exprimieren, wird durch das Signal 3 die Affinitét dieses Rezeptors zu seinem Liganden stark

erhoht.

2.9.1 B7-Familie

Die kostimulatorischen Molekiile werden je nach Struktur und Funktion in verschiedene
Familien eingeteilt. Die ersten und zugleich die wichtigsten kostimulatorischen Molekiile die
charakterisiert wurden waren Mitglieder der so genannten B7-Familie. Es handelte sich dabei
um CD28 auf naiven T-Zellen sowie um die korrespondierenden Liganden CD80 (B7-1) und
CD86 (B7-2), deren Synthese von reifenden APCs gesteigert wird (165, 166). Mittlerweile
weill man, dass diese Unterfamilie noch weitere Mitglieder aufweist und zur Ig-Superfamilie
gehort.

Spédter wurde noch CTLA-4 identifiziert, ein Molekiil mit starker Homologie zu CD28,
welches von aktivierten T-Lymphozyten gebildet wird, mit einer hdheren Affinitdt an CD80
und CD86 bindet als CD28 und als regulatorisches Molekiil die Immunantwort herunterfahrt
(167). Solche Molekiile sind ein elementarer Bestandteil der Mechanismen, welche ein
UberschieBen der Immunantwort und damit die Entstehung von Autoimmunkrankheiten
verhindern.

Ein weiteres Mitglied der B7 Familie wird durch B7RP-1 représentiert. B7RP-1 wird in erster
Linie von B-Zellen exprimiert, in geringerem Ausmaf} jedoch auch von Makrophagen, DCs
und nicht-lymphatischen Gewebezellen. Es fungiert als Ligand fiir das induzierbare Protein
ICOS (inducible co-stimulator) (168-170). ICOS ist strukturell mit CD28 verwandt und wird,
wie auch CTLA-4, von aktivierten T-Zellen gebildet (171). ICOS-knockout Mause leiden an

massiven Storungen der T-Zell-abhdngigen Th Immunantwort, wobei sowohl der Spiegel
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Th2-abhingiger AK vom Isotyp IgG1 als auch der Spiegel Thl-abhéngiger AK vom Isotyp
Ig2a im Serum vermindert ist (172-174).

Ein Mitglied der B7-Familie, PD-L1 (B7HI), wird konstitutiv von DCs gebildet und bindet an
den PD-1 (programmed cell death-1) Rezeptor auf T-Zellen (165). Durch diese Interaktion
wird ein hemmender Effekt auf die Proliferation und die Zytokinproduktion der
T-Lymphozyten ausgeiibt.

Das verwandte Molekiil PD-L2 hat eine &dhnlich inhibierend wirkende Funktion, bindet
ebenfalls an PD-1, scheint aber insbesondere bei durch Th2-Zellen bedingten
Entziindungsreaktionen beteiligt zu sein, wihrend PD-L1 eher bei durch Thl-Zellen
verursachten Entziindungen eine Rolle spielt (165).

Vor wenigen Jahren konnte schlieBlich noch das Molekiil B7-H3 identifiziert und kloniert
werden (175). B7-H3 wird im Gegensatz zu den meisten anderen Molekiilen der B7-Familie
von unreifen DCs in groen Mengen synthetisiert, wihrend reife DCs die Expression
drastisch herunter regulieren. Es iibt einen fordernden Einfluss im Sinne der Kostimulation
von CD4" und CD8" T-Zellen sowie bei der Induktion der IFN-y Produktion aus, was recht
erstaunlich ist wenn man bedenkt, dass es primédr von unreifen DCs exprimiert wird. Der
Ligand fiir B7-H3 ist zwar noch unbekannt, es handelt sich jedoch definitiv nicht um CD28,
CTLA-4, ICOS oder PD-1.

2.9.2 TNF-Familie

Die TNF-Familie der Rezeptoren respektive Liganden umfasst derzeit ca. 50 bekannte
Mitglieder. Auch bei dieser Familie handelt es sich um wichtige Kostimulatoren hinsichtlich
der DC-T-Zell-Interaktion.

Besonders bemerkenswert ist die Interaktion von CD40 auf DCs mit CD40L (CD154) auf
T-Zellen. Urspriinglich wurde CD40 als wichtiges B-Zell-Molekiil identifiziert welches mit
CDA40L auf T-Lymphozyten interagiert, was wiederum den Wechsel der Isotypen ermoglicht.
Im Zuge von Interaktionen zwischen AG-prasentierenden DCs und T-Zellen mit kompatiblem
TCR kommt es ebenfalls zu einer verstirkten Expression von CD40L. Dieser verbindet sich
dann wiederum mit CD40 auf den reifen DCs und fordert so die Freisetzung von IL-12,
welches bekanntermalien flir die Th1-Polarisation essentiell ist (176, 177).

Zwei weitere wichtige Mitglieder der TNF-Familie werden durch OX40 auf T-Zellen
respektive durch OX40-Ligand (OX40L) auf DCs repréisentiert und spielen eine dhnliche
Rolle hinsichtlich der Proliferation der T-Lymphozyten und ihrer Zytokinproduktion,
insbesondere was die Synthese von IFN-y betrifft (178, 179).
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Auch 4-1BBL auf DCs beziehungsweise 4-1BB auf T-Zellen gehoren zur TNF-Familie. Die
Interaktion dieser beiden Molekiile fiihrt zu einer forcierten Proliferation von CD8" T-Zellen
sowie zu einem Anstieg ihrer IFN-y Freisetzung. Aullerdem trdgt sie zu einer vermehrten
Zytokinproduktion durch die DCs sowie zu einer verlingerten Halbwertszeit anderer
Mitglieder der TNF-Familie bei, in diesem Falle von RANK (receptor activator of NFkB) auf
DCs beziehungsweise RANK-L (RANK-Ligand) auf T-Zellen (180).

Es gibt natiirlich noch zahlreiche weitere Mitglieder der TNF-Familie, auf die jedoch im

Einzelnen nicht genauer eingegangen werden soll.

2.9.3 Weitere kostimulatorische Molekiile

Schlieflich wurde noch eine recht heterogene Gruppe von DC-T-Zell-Interaktionen
regulierenden Rezeptoren beschrieben.

Die Interaktion zwischen LFA- (Leukozytenfunktions-Antigen-)1 und ICAM- (interzellulires
Adhisionsmolekiil-)1 beispielsweise induziert eine adhédsive Bindung zwischen DC und
T-Zelle. Wird diese Bindung zerstort, kommt es als Folge zu einer merklich geringeren
Proliferation der betroffenen T-Lymphozyten (181, 182). Unter Umstdnden wird durch die
Interaktion auch der Ausgang der durch die T-Zellen verursachten Immunantwort beeinflusst.
Stimuliert man nidmlich die T-Zellen spezieller Miuse, die einen fiir das Ovalbumin-
(OVA-)Peptid 323-339 spezifischen TCR aufweisen, mit OVA-Peptid auf aus der Milz
stammenden DCs, so fithren die Interaktionen zwischen LFA-1 und ICAM-1 oder auch
ICAM-2 zur Ausbildung einer Thl-Antwort. Wird die Bindung jedoch durch eine
Kombination aus anti-ICAM-1 und anti-ICAM-2 blockiert, kommt es zumindest in vitro zu
einer Th2-Antwort (183).

Vor wenigen Jahren wurde schlieflich das Molekill DC-SIGN charakterisiert
(DC-spezifisches, ICAM-3 aufgreifendes Nicht-Integrin). Es handelt sich dabei um ein
44-kDa  groles Membranprotein vom Typl mit einer extrazytoplasmatischen
Mannose-bindenden Lektindoméne vom Ca'™-haltigen C-Typ (184). Es wird vermutet, dass
die Bindung zwischen DC-SIGN auf DCs und ICAM-3 auf T-Zellen notwendig ist, um eine
effiziente Interaktion zwischen dem MHC II: Antigenpeptid-Komplex auf den DCs und dem
TCR zu ermoéglichen (185). Die Bindung zwischen DC-SIGN und seinem Liganden soll dabei
fiir eine ausreichende Adhésion zwischen DC und T-Zelle sorgen, so dass gegenseitig Signale

ubermittelt werden konnen.
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Ein weiterer Ligand fiir DC-SIGN ist ICAM-2. Die Interaktion der beiden Molekiile scheint
eine Rolle fiir die Migration der DCs durch Endothelien zu spielen, wobei sowohl ruhende als

auch aktivierte Endothelien passiert werden kdnnen (186).

2.10 T-Zell-Gedichtnis, -Effektorfunktion und -Toleranz

DCs regulieren die primire Immunantwort indem sie entweder zum Tod der AG-spezifischen
T-Zellen fiilhren oder indem sie T-Zell-Toleranz, -Effektorfunktion oder -Gedédchtnis
induzieren. Zusétzlich wird durch die Synthese verschiedener Zytokine die Art der Effektor-
T-Zelle beeinflusst, also ob es sich letztendlich um eine proinflammatorische Th1- oder um
eine regulatorische Th2-Zelle handelt.

Es existiert ein Model, nach dem die Differenzierung der T-Zellen direkt mit der Lénge der
Interaktion zwischen DC und T-Zelle in den lymphatischen Organen korreliert ist (187).
Demnach differenzieren nur die potentesten T-Lymphozyten, welche eine lange Bindung an
die DCs aufrechterhalten konnen, in Gedéchtnis-T-Zellen. Zur Ausbildung von
Effektorfunktionen soll sogar eine noch lidngere Interaktion von Noten sein. Liegt eine
ungeniigende Stimulation vor, bedingt durch eine schlechte Kompatibilitit zwischen dem
TCR und dem MHC:Antigenpeptid-Komplex und/oder durch ein eine ungeniigende
Kostimulation, wiirde dies nach diesem Model zu Anergie oder Apoptose fithren. Fillt die
Starke der Stimulation dagegen ungefahr zwischen der flir die Induktion der Anergie und der
fiir die Differenzierung in Effektor-T-Zellen bendtigten Intensitit, entsteht eine weitere Form
der Gedéchtnis-T-Zelle, nimlich die so genannte zentrale Gedéchtnis-T-Zelle (188). Beide
Formen der Geddchtniszellen haben eine Lebenserwartung von mehreren Jahren und kdnnen
rasch auf von APCs prisentierte AG reagieren. Dabei zirkulieren die zentralen
Gedédchtnis-T-Zellen zwischen Blut und lymphatischen Organen, wéhrend die ,,peripheren*
Gedédchtnis-T-Zellen zwischen Blut und peripheren Geweben zirkulieren. Erstere reagieren
auf prisentierte AG durch weitere Expansion und Differenzierung in Effektor-T-Zellen, um
anschlieBend in die betroffenen Gebiete einzuwandern, wihrend die anderen
Gedichtniszellen, auch bedingt durch ihre Lokalisation, umgehend auf prisentierte AG

reagieren konnen (188).

2.10.1 Bildung von Ged:ichtniszellen

Analog zu den Effektor-T-Zellen kann man auch bei den Gedéchtnis-T-Zellen zwischen einer

CD4" und einer CD8" Population unterscheiden.
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Die Persistenz der CD8" Gedichtnis-T-Zellen ist dabei unabhéingig vom Vorhandensein von
AG (189). Vielmehr scheint dafiir das Gleichgewicht zwischen IL-15 und IL-2 eine
Bedeutung zu haben (190). So setzen DCs IL-15 frei (191-193), was zum Uberleben der
CD8" Gedichtnis-T-Zellen beitragen konnte. Letztendlich weil man jedoch noch sehr wenig
iiber die Rolle, welche die DCs hinsichtlich der Persistenz dieser Zellen spielen.

Ahnlich verhilt es sich bei den CD4" Gedichtnis-T-Zellen. Es ist jedoch immerhin bekannt,
dass die Verarbeitung und das Préisentieren von AG durch DCs unverzichtbare Bestandteile
der Mechanismen sind, die zum Uberleben der CD4" Gedichtnis-T-Zellen beitragen (194).
Die Quelle des AG scheinen dabei AG:AK-Komplexe auf FDCs zu sein. Die Entwicklung der
FDCs wird dabei wiederum durch B-Zellen unterstiitzt, die auch fiir die Produktion der
Komplex-bildenden AK verantwortlich sind und somit ebenfalls erheblich zur Entwicklung

des T-Zell-Gedichtnisses beitragen.

2.10.2 Bildung von Effektorzellen

Wie bereits erwidhnt ist fiir die Differenzierung von Effektorzellen aus naiven T-Zellen
sowohl ein sehr langer Kontakt zwischen dem TCR und dem MHC II:Antigenpeptid-
Komplex als auch eine ausreichende Kostimulation erforderlich (187, 195).

Da die Expression besagter Komplexe bei DCs fiir iiber 100 Stunden bestehen bleibt (196),
stellen diese Zellen optimale Bedingungen fiir eine effektive Stimulation her. Den T-Zellen
deren TCR die hochste Affinitdt zu dem présentierten AG aufweist, gelingt es dann auch am
ehesten eine lange Interaktion aufrechtzuerhalten, um anschlieBend durch eine rasche Abfolge
zahlreicher Mitosen eine grofle Anzahl an genetisch identischen Tochterzellen zu generieren,
welche dann wiederum zu Effektor-T-Zellen differenzieren.

Die Freisetzung von IL-12 durch die DCs fordert dabei, wie bereits beschrieben, die Bildung
von Thl-Zellen (197), ist jedoch nach Langenkamp auf die relativ kurze Zeitspanne von acht
bis zwolf Stunden begrenzt (126). Danach werden die proliferierenden T-Zellen entweder in
Richtung Th2-Zelle oder in Richtung regulatorische T-Zelle (Tr) polarisiert.
Interessanterweise wird dabei fiir die Stimulation der Thl-Subpopulation eine kiirzere
Interaktion zwischen DC und T-Zelle benétigt als fiir die Stimulation der Th2-Subpopulation
erforderlich ist. Die Ursache dafiir liegt in der zusidtzlichen Zeit die notig ist, um die IL-4 und
IL-13 kodierenden Gene zu demethylieren, was fiir die Bildung von Th2-Zellen unerlésslich
ist (198).

Die meisten Pathogene induzieren die Bildung und Freisetzung von IL-12. Einige wenige

Faktoren bewirken jedoch die Hemmung der Synthese oder Freisetzung dieses Zytokins, so
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zum Beispiel Prostaglandin E; (PGE;) (199-201), IL-10 (202) und manche Mikroben wie
bestimmte Formen von Candida albicans (203).

Damit eine groBe Anzahl der in den lymphatischen Organen lokalisierten T-Zellen zu
Thl-Zellen differenzieren, bedarf es jedoch aufgrund der beschrinkten IL-12 Freisetzung
durch die DCs eines permanenten Einstroms frischer, IL-12 produzierender DCs aus den
peripheren Gebieten. Auch die Expression von CD40L durch aktivierte, AG-spezifische
T-Zellen kann die IL-12 Sekretion der DCs fordern, wobei dieses Signal fiir sich alleine noch
nicht ausreichend ist. Eine vorherige Aktivierung der DCs durch einen mikrobiellen Stimulus
ist dafiir essentiell (204, 205). Sobald die Infektion ausheilt und damit der mikrobielle
Stimulus wegfillt, verlieren die DCs auch ihre Féahigkeit IL-12 zu produzieren.

In der Abwesenheit von IL-12 fordert die Freisetzung geringer Mengen an IL-4 durch
korrespondierender T-Zellen {iiber eine autokrine Stimulation die Entwicklung von

Th2-Zellen.

2.10.3 Toleranz

Unter Toleranz versteht man die Unfdhigkeit des Organismus auf ein spezielles AG zu
reagieren. Dabei wird zwischen den zentralen Toleranzmechanismen auf der einen sowie den

peripheren Toleranzmechanismen auf der anderen Seite differenziert.

2.10.3.1 Zentrale Toleranzmechanismen

Die zentralen Toleranzmechanismen sind auf die primédren lymphatischen Organe, also auf
Thymus und Knochenmark beschrinkt. Die Nomenklatur der Lymphozyten bezieht sich dabei
auf die Lokalisation ihrer Reifung. So werden die im Thymus selektierten Lymphozyten als
T-Zellen, die im Knochenmark bzw. beim Vogel in der Bursa selektierten Lymphozyten
dagegen als B-Zellen bezeichnet.

T-Lymphozyten die im Thymus eine hohe Affinitit zu Autopeptid-prasentierenden DCs
aufweisen werden apoptotisch. Dieser Vorgang wird auch als negative Selektion bezeichnet.
Zur negativen Selektion konnen sowohl die Thymus-DCs als auch die peripheren epithelialen
Thymuszellen beitragen (206-208).

Bei der positiven Selektion dagegen iiberleben diejenigen T-Zellen, welche mit nur geringer
Affinitdt auf Autopeptide reagieren. Es kommt zur Abwanderung dieser Zellen in Richtung
Kortex, wo sie nun in der Thymusperipherie auf im Zusammenhang mit
Auto-MHC-Molekiilen priasentierte AG reagieren konnen. Fiir die Prisentation dieser AG

sind wiederum epitheliale Thymuszellen verantwortlich.
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2.10.3.2 Periphere Toleranzmechanismen

Diese Mechanismen umfassen den Tod, die Anergie oder die aktive Suppression von
T-Lymphozyten. Aufgrund der zentralen Toleranz ist es T-Zellen normalerweise nicht
moglich, auf prasentierte Autopeptide zu reagieren. Falls es dennoch zu einer Interaktion mit
einem présentierten Auto-AG kommt, bei der der TCR aber nur geringe Mengen an
MHC:Peptid-Komplex erkennt, nur eine geringe Affinitdt zu seinem Liganden hat oder von
der prisentierenden DC keinerlei kostimulatorische Signale empfingt, fithrt dies zu Anergie
respektive Apoptose. In vitro konnen solche anergischen T-Zellen die Entwicklung einer
Immunantwort sogar direkt unterdriicken, indem sie die Expression von MHC II, CD80 und
CD86 auf den DCs unterbinden (209).

Aber auch durch die Induktion von regulatorischen T-Zellen (Trs) kann Toleranz erreicht
werden. Diese Zellen setzen suppressive Faktoren frei und unterdriicken somit sowohl die
Funktion als auch die Entwicklung von Thl- und Th2-Zellen aus so genannten ThO-Zellen.
Vermutlich werden die Trs anfinglich durch DCs stimuliert (210, 211). Neben Trs welche
sich durch die Bildung der suppressiven Zytokine IL-10 und/oder TGF-f auszeichnen, gibt es
auch solche die tiber direkte Zell-Zell-Interaktionen wirken.

Grundsétzlich kommt es immer dann zur Bildung von Trs, wenn es in Anwesenheit hoher
IL-10 Spiegel zu einer wiederholten Aktivierung von T-Zellen kommt (212), wobei die

Quelle des IL-10 zum Beispiel DCs sein konnen.

2.11 Rolle der DCs in Bezug auf die B-Zell-Funktion

Der Schwerpunkt der meisten Studien die sich mit DCs beschéftigen liegt in der Aktivierung
naiver T-Lymphozyten. DCs spielen jedoch auch hinsichtlich der Stimulation von
B-Lymphozyten eine essentielle Rolle und zwar sowohl in den T-Zell-Bereichen
lymphatischer Organe als auch in den germinalen Zentren (GC) (180, 213).

Eine indirekte aber nichts desto Trotz entscheidende Rolle kommt den DCs dabei deshalb zu,
weil sie T-Zellen zur verstirkten Produktion von CD40L sowie von B-Zell-Hilfsfaktoren
anregen. Interdigitierende DCs in den parakortikalen Bereichen des Lymphknotens sind sogar
in der Lage direkt mit den durch CD40L aktivierten naiven B-Zellen zu interagieren, was
diese iliber einen noch nicht exakt definierten Mechanismus zur Proliferation anregt (213).
AuBlerdem tragen durch CDA40 aktivierte DCs iiber die Produktion von IL-12 zur
Differenzierung von B-Zellen in IgM-sezernierende Plasmazellen bei (214, 215). Die

Differenzierung der Plasmazellen wird dabei durch die Bildung der 16slichen IL-6R a-Kette
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(sgp80) erleichtert. Dieses Molekiil bildet zuerst einen Komplex mit IL-6, um anschlieBend an
den IL-6 Rezeptor der B-Lymphozyten zu binden und diesen somit zu vervollstindigen (215).
AuBlerdem regen DCs durch CDA4OL aktivierte B-Zellen zum Isotyp-Wechsel an. Auch
konnen sie AG im nativen Zustand an B-Zellen présentieren und sowohl in vitro als auch in
vivo einen Wechsel von IgM zu IgG induzieren (216).

Auf die FDCs und ihre Funktion im Zusammenhang mit der B-Zell-Funktion wurde im

Kapitel 2.5.3.1 bereits ausfiihrlich eingegangen.

2.12 Dendritische Zellen in der klinischen Anwendung

In den vergangenen Jahren sind DCs insbesondere hinsichtlich ihrer Rolle als entscheidendes
Adjuvanz fir Impfstoffe gegen mikrobielle Infektionen untersucht worden. Aber auch die
Verhinderung der TransplantatabstoBung, die Therapie von Krebs, Autoimmunkrankheiten
oder allergischen Reaktionen werden zunehmend als mogliche Ziele fiir die klinische

Anwendung von DCs erkannt.

2.12.1 Dendritische Zellen als Impfadjuvanz

Aktuelle Vakkzine schlieen in Adjuvanzien emulgierte Toxoide, rekombinante Proteine und
Peptide sowie vollstindig inaktivierte oder abgeschwichte mikrobielle Bestandteile ein. Fiir
zahlreiche Infektionen gibt es jedoch noch keine ausreichend schiitzende, vorbeugende
Impfung. Auch fehlt noch eine Strategie, um eine protektive Immunitit gegen die
persistierende Infestitation von Keimen zu erzielen. So stellen Infektionen mit den
intrazelluldren Pathogenen Mycobacterium tuberculosis oder Leishmania donovani immer
noch ein weltweites Problem dar, da es in einigen Fillen trotz optimaler Therapie zu einem
progressiven Krankheitsverlauf kommen kann.

Durch eine gezielte Manipulation von DCs konnte es jedoch gelingen, in solchen Féllen die
Immunabwehr des Wirtes zu stimulieren und die Infektion zu besiegen (217-219). So konnte
durch fiir mikrobielle AG oder Zytokine kodierende DNA-Fragmente in den Vakkzinen die
Reifung von DCs oder auch die Bildung von IL-12 unterstiitzt werden, was wiederum eine
Thl-Antwort induzieren wiirde. Bezeichnet wird eine solche Strategie als so genannte
genetische Impfung. Bei dieser speziellen Form der Vakkzination wird ein mikrobielle Gene
enthaltendes DNA-Stiick verwendet. Die Zellen des Empfangers nehmen die geimpften Gene
auf und exprimieren sie. Sind DCs darunter werden die entstehenden Proteine iiber den

klassischen endogenen Weg mit Hilfe von MHC I-Molekiilen prédsentiert. Aber auch jede
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andere transfizierte Zelle ist in der Lage das mikrobielle Protein zu prédsentieren und
ermdglicht daher den DCs und anderen dazu befdhigten Zellen zum einen die
Kreuzprisentation der Peptide iliber MHC I-Molekiile, zum anderen aber auch den
endosomalen Weg der Priasentation iiber MHC II-Molekiile.

Es gibt diverse Studien, die die Moglichkeit einer solchen Vakkzination bestétigen. So fiihrte
die intradermale Injektion eines durch den Zytomegalievirus- (CMV-)Promotor gesteuerten
Plasmids, das fiir ein AG-Protein kodiert, tatsdchlich zur Sensibilisierung gegeniiber dem
entsprechenden Protein. Auch die Beteiligung kutaner DCs konnte mit dieser Studie bestitigt
werden. Dazu wurden drei Tage nach der Injektion des Plasmids Hautproben entnommen und
die daraus migrierenden DCs isoliert und untersucht. Wie erwartet enthielten sie fiir das AG
kodierende mRNA und waren auBerdem in der Lage, sowohl CD4" T-Zellen zu aktivieren als
auch die Bildung von CTLs zu induzieren. Dies wird als eindeutiger Hinweis dafiir gesehen,
dass zumindest die in der Haut lokalisierten DCs dazu imstande sind, im Zuge einer

genetischen Vakkzination gleichermaBen CD4" und CD8" T-Zellen zu mobilisieren (220).

2.12.2 Dendritische Zellen und Transplantation

DCs spielen eine wesentliche Rolle hinsichtlich der Induktion der TransplantatabstoBung. Sie
sind es die letztendlich bestimmen, ob es zu einer akuten AbstoBung des Transplantats kommt
oder ob die Operation erfolgreich verlduft (221-223).

In den routinemifBig transplantierten Organen wie Herz, Niere, Leber oder Haut befinden sich
immer auch unreife DCs des Spenders (224-226). Gleichzeitig findet man immer auch
Empfanger-DCs in den Transplantaten, die diese im Zuge der nach einer solchen Operation
unvermeidlich auftretenden Entziindungsreaktion infiltrieren. Sowohl Spender- als auch
Empfinger-DCs haben dabei Einfluss auf den Ausgang der Transplantation (221-223).

Die Spender-DCs verlassen das transplantierte Organ um zu den Lymphknoten zu wandern,
wo sie ihre allogenen MHC-Molekiile den T-Zellen des Empféangers prasentieren (223, 224,
227). Da zahlreiche allospezifische T-Zellen auf die Komplexe aus Spenderpeptid und
Spender-MHC-Molekiil reagieren, kommt es dementsprechend auch zu einer starken
Vermehrung dieser T-Zellen.

Empfianger-DCs wiederum beeinflussen den Ausgang der Transplantation, indem sie in das
betroffene Organ einwandern, dort AG des Spenders aufnehmen und verarbeiten und die
entstehenden Peptide anschlieBend ebenfalls den Empfanger-T-Zellen pridsentieren. Damit
wird den T-Zellen in diesem Fall jedoch nur ein begrenztes Repertoire immundominanter

allogener Peptide présentiert, da als AG-Quelle vermutlich nur apoptotische und/oder
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nekrotische Zellen in Frage kommen (228). Die Prisentation kann dabei sowohl iiber
MHC I-Molekiile (Kreuzpréisentation) als auch iiber MHC II-Molekiile erfolgen.

Zu einer akuten AbstoBungsreaktion kommt es immer dann, wenn die T-Zellen des
Empfingers auf die allogenen AG des Spenders mit einer starken spezifischen Immunantwort
reagieren. Nur mit T-Zellen, die eine Toleranz gegeniiber diesen AG entwickeln, hat das
Transplantat langfristig eine gute Uberlebenschance (229).

Ein Hauptziel der Forschung stellt es daher momentan dar, die Eigenschaften Toleranz
erzeugender DCs fiir Transplantationszwecke nutzbar zu machen. Es wurden in dieser
Richtung bereits verschiedene Versuche unternommen. Beispielsweise ist es gelungen durch
die Kostimulation unterdriickende Molekiile wie anti-CD40L oder CTLA4Ig unreife DCs zu
regulieren oder ex vivo vom Spender stammende Vorldufer-DCs durch die Behandlung mit
TGF-B dahingehend zu manipulieren, dass sie ebenfalls kostimulatorische Defizite aufweisen.
Auch konnten Spender-DCs genetisch so verdndert werden, dass sie immunregulatorische
Zytokine wie z.B. TGF-f3 oder IL-10, mit der Kostimulation interferierende Molekiile wie
CTLAalg, CD40Ig oder CTLA4L oder AICD (activation-induced cell death) induzierende
Liganden wie FasL exprimieren (230-232).

Der AICD scheint dabei eine Komponente der Toleranz alloreaktiver T-Zellen darzustellen
(233-235) und wird vermutlich von DCs eingeleitet, da diese Mitglieder der TNF-Familie wie
TRAIL oder den Liganden fiir den Apoptoserezeptor Fas exprimieren, von denen bekannt ist,
dass sie Apoptose induzieren (232, 236). Die betroffenen T-Zellen sezernieren wiederum
groBe Mengen an IL-10 bevor sie zugrunde gehen, was durch die Hemmung der Bildung von
MHC II- und kostimulatorischen Molekiilen die Funktion der DCs beeinflussen konnte (237).
Von denjenigen T-Zellen die dem AICD nicht zum Opfer fallen wird vermutet, dass sie zu
Trs differenzieren und eine ungewdhnliche Kombination verschiedener Zytokine freisetzen,
einschlieBlich IL-10 und IFN-y (212, 235).

Zumindest in vitro ist es auBlerdem gelungen, durch die Kultivierung von aus dem
Knochenmark stammenden DCs mit Cyclosporin A eine DC-Population mit herabgesetzter
Stimulationsaktivitdt zu generieren (238). Die Ursache fiir diese reduzierte Fahigkeit auf
Alloantigene adidquat zu reagieren liegt in der Wirkung des Cyclosporins, welches die
nukleare Translokation des Transkriptionsaktivators NF«xB (nuclear factor-kappa B) blockiert.
NFkB ist wiederum fiir die Kontrolle von Genen verantwortlich, die fiir MHC- und
kostimulatorische Molekiile kodieren.

Alle diese Studien deuten darauf hin, dass es durchaus moglich ist die allogene

Stimulationsfahigkeit von Spender-DCs zu verringern. In wie weit man sich dies auch
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therapeutisch zu Nutze machen kann, um die Halbwertszeit allogener Transplantate zu
verldngern, bleibt jedoch abzuwarten.

Neben den akuten AbstoBungsreaktionen die auch als host-versus-graft Immunreaktion
bezeichnet werden, existiert noch eine zweite Komplikation, die so genannte GVHD
(graft-versus-host disease). Auch diese Krankheit wird durch DCs verursacht. Sie kann bei
allogenen Knochenmarkstransplantationen auftreten und wird dadurch hervorgerufen, dass
auch im Knochenmark neben naiven Lymphozyten geringe Mengen an Effektor-T-Zellen
vorhanden sind. Im Falle einer Knochenmarkstransplantation besteht deshalb die Moglichkeit,
dass von APCs des Empfiangers prisentierte Autoantigene von Effektor-T-Zellen des
Spenders als fremd erkannt werden (239, 240). Vorbeugend werden deshalb die T-Zellen des
Spenders in vitro aus dem Transplantat entfernt und der Empfénger einer prophylaktischen

Immunsuppression unterzogen (241, 242).

2.12.3 Dendritische Zellen in der Krebstherapie

Die Ergebnisse verschiedener Studien an Versuchstieren sowie die ersten klinischen
Erprobungen am Menschen bestétigen das enorme Potential, welches die DCs hinsichtlich der
Induktion von Immunantworten aufweisen, und lassen auch auf ein entscheidendes
therapeutisches Potential schlieBen. Doch obwohl diese ersten Versuche durchaus viel
versprechend ausfielen, sollte man sich dariiber im klaren sein, dass sie auf Grund der zum
Teil erheblichen Unterschiede in der Qualitit der DCs und des Versuchsaufbaus und
-monitorings sowie den unterschiedlichen Patientenpopulationen kaum vergleichbar sind

(243).

2.12.3.1 Induktion natiirlicher Killerzellen

Mehrere neuere Studien deuten darauf hin, dass insbesondere von Monozyten abstammende
DCs von groflem Nutzen sein konnten, um ruhende natiirliche Killerzellen (NK) (244) bzw.
natlirliche T-Killerzellen (NKT) (245) zu aktivieren und damit vom angeborenen
Immunsystem zusidtzliche Hilfe in der Abwehr von Tumorzellen zu erhalten. Diese
angeborenen Waffen der Immunabwehr sind unter Umstdnden wichtig, um Widerstand gegen

bosartige Tumoren leisten zu kdnnen.

2.12.3.2 Immunitit gegen das gesamte Antigenrepertoire des Tumors

Um mit Hilfe von DCs eine verbesserte in situ Vakkzination zu erreichen wird es notwendig

sein, mehr iiber die Beladung der DCs mit AG und fiber ihre Reifungsmechanismen
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herauszufinden. Insbesondere die Wirkungsweise von Wachstumsfaktoren wie z.B. FIt3L,
Chemokinen, DC-spezifischen Oberflichenmolekiilen, DC-spezifischen Promotoren und
Reifungsstimuli spielt dabei eine grofle Rolle, da nur mit einem entsprechend groen Wissen
darliber die Zahl der DCs in situ erhoht werden und ihre AG-Expression, Reifung und
Migration gesteuert werden kann. Beispielsweise gibt es Hinweise darauf, dass durch eine
verbesserte Beladung der DCs mit Exosomen deren Effizienz stark erhoht werden konnte
(246). Bei diesen Exosomen handelt es sich um kleine, sezernierte Membranvesikel
endogenen Ursprungs, die sowohl als AG-Quelle als auch zum AG-Transport dienen kdnnen.
Bei Miusen gibt es ein interessantes Beispiel fiir die gezielte Beladung von Rezeptoren,
ndmlich die Beladung des DEC205 Rezeptors mit AG, um in vivo entweder direkt Immunitéat
oder Toleranz zu induzieren, wobei zum Teil auch zusitzliche Reifungsstimuli eingesetzt
wurden (247).

Das Ziel all dieser Bemiithungen liegt letztendlich darin, durch die gezielte Migration von DCs
und T-Zellen in Tumore eine Immunitét zu erzielen, die gegen das gesamte AG-Repertoire

dieser Tumore gerichtet ist.

2.12.3.3 Adaptive Immuntherapie

Dass DCs in vitro duflerst effektiv tumorspezifische T-Zellen zur Expansion anregen konnen
steht ebenso fest wie die Tatsache, dass man sich diese rasch teilende Population von CTLs
bei speziellen Krebsformen fiir die adaptive Immuntherapie zu Nutze machen kann (248). Da
es nun auch mdglich ist, DCs sowohl mit definierten als auch mit undefinierten Tumor-AG zu
beladen, konnte der adaptive Transfer solcher zytotoxischer T-Zellen wesentlich Ziel
gerichteter und  auch  besser  durchfilhrbar ~ werden.  Insbesondere  nach
,rickenmarksschonenden Chemotherapien scheint eine solche Therapie &dullerst gut

anzuschlagen (249).

2.12.4 DCs in der Therapie von Immun-vermittelten Krankheiten

Da die dendritischen Zellen essentiell fiir die Induktion primérer Immunantworten sind,
spielen sie auch eine entscheidende Rolle was die Auslosung und die Aufrechterhaltung von
Immun-vermittelten Krankheiten betrifft. In diesem Zusammenhang unterscheidet man die
durch exogene AG, also Allergene, verursachten Allergien von den durch endogene AG
verursachen Autoimmunkrankheiten. In beiden Fillen handelt es sich jedoch um Immun-

vermittelte Hypersensibilititskrankheiten.
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2.12.4.1 Allergie

2.124.1.1 Asthma

Asthma ist ein klassisches Beispiel fiir eine Allergie, also fiir eine durch ein exogenes
Allergen verursachte Hypersensibilitiatskrankheit. Es handelt sich in diesem Fall um eine
Th2—vermittelte Krankheit, deren klinischen Symptome vor allem durch IgE-Antikérper und
Zytokine vom Typ 2 verursacht werden.

In experimentellen Tiermodellen dieser Krankheit sind die DCs dabei nicht nur fiir die
Induktion der primiren Immunantwort, sondern auch fiir deren Intensitdt verantwortlich (250-
252). Da Asthma eine Erkrankung der Atemwege ist, sind in diesem Zusammenhang natiirlich
insbesondere die in den Lungen lokalisierten DCs von Bedeutung. Sie finden sich inner- und
unterhalb des Epithels der luftleitenden Strukturen, in den Alveolarsepten, in dem das die
Lungengefile umgebenden Bindegewebe sowie innerhalb der Kapillaren des
Lungenparenchyms (253). Dabei repréasentieren die DCs in den Epithelien einen unreifen
Typus und weisen eine sehr geringe Halbwertszeit auf (254, 255), wihrend die DCs der
Alveolarsepten und des Bindegewebes einen wesentlich reiferen Phanotyp aufweisen (256).
Bei den in den Kapillaren des Parenchyms lokalisierten DCs schlieBlich handelt es sich um
Vorlduferzellen (257). Masten und Lipscomb postulieren, dass in der murinen Lunge
CD8a CD11c" CD11b" DCs den hiufigsten Phinotyp reprisentieren (258).

Die Aufgabe der Lungen-DCs besteht darin, auf infektiose Agentien mit der Induktion einer
Thl-Antwort zu reagieren sowie gegeniiber harmlosen Allergenen die Bildung von Toleranz
zu ermoglichen. Solange keine entziindlichen Verdnderungen vorliegen bleiben die DCs in
einem relativ unreifen Zustand, und eine nur geringe Anzahl von ihnen migriert konstitutiv zu
den regionalen Lymphknoten, wo es entweder zur Anergie oder zur Deletion der reagierenden
T-Zellen oder zu einer schwach ausgeprdgten Th2-Antwort kommt (259). Liegt jedoch eine
Entziindung vor oder trifft ein anderes Gefahr signalisierendes Ereignis ein, reifen die DCs
und migrieren in groBerer Anzahl zu den Lymphknoten, um CD4" T-Zellen zur klonalen
Expansion und Differenzierung anzuregen. Die meisten Infektionen fithren dabei zur Bildung
von IL-12 sezernierenden DCs und damit zur Ausbildung einer Th1-Antwort.

Warum es jedoch bei einzelnen Individuen zu einer massiven Th2-Antwort und zur
Entwicklung von Asthma kommt, ist letztendlich noch nicht ganz klar, obwohl verschiedene
Theorien existieren. So sollen bestimmte Umweltgifte oder Infektionen, zum Beispiel die
Infektion mit RSV (respiratorisches Synzytialvirus) (260, 261) zur Freisetzung von PGE,,

IL-10 oder TGF- durch Lungen-DCs fiihren. Diese Substanzen veranlassen unreife DCs
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zwar zur Reifung, befdhigen sie jedoch nicht dazu IL-12 bilden zu koénnen. Die
AG-prisentierenden DCs die darauthin die Lymphknoten erreichen, fiihren daher mit hoherer
Wabhrscheinlichkeit zu einer Th2- als zu einer Th1-Antwort.

Bei an Asthma erkrankten Individuen ist die Anzahl der Lungen-DCs dabei grundsitzlich
stark erhoht (262, 263), wobei aber nicht bekannt ist ob sich diese DCs phédnotypisch und/oder
funktionell von denen gesunder Individuen unterscheiden. Bei Behandlung mit
Glukokortikoiden kommt es zu einer signifikanten Reduktion der DCs bis zu einem Niveau,
das ungefdhr dem Normalzustand gesunder Individuen (steady-state) entspricht. Dies bestdtigt
wiederum die Theorie, dass die groBe Menge an DCs in den Luftwegen von Asthmatikern
eine nicht unwesentliche Rolle hinsichtlich der Persistenz der chronischen T-Zell-mediierten
allergischen  Entziindung spielt. Haben sich erst einmal Allergen-spezifische
Th2-Gedéchtniszellen gebildet, wire es durchaus moglich, dass diese durch die wiederholte
Prisentation des Allergens durch die Lungen-DCs permanent stimuliert werden. Es wird
aullerdem vermutet, dass es auf diese Weise zu einer Verschlimmerung akuter Asthmaantille
sowie zur Aufrechterhaltung der chronischen Entziindung kommt, durch die diese Krankheit

charakterisiert ist.

2.12.4.2 Autoimmunkrankheit

2.12.4.2.1 Experimentelle Autoimmunenzephalitomyelitis

Die EAE (experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis) représentiert, im Unterschied zur
Allergie die durch ein exogenes Allergen verursacht wird, eine durch ein endogenes AG
entstandene Krankheit. Hervorgerufen wird sie durch Immunisierung mit einem
Myelin-spezifischen Protein. Mit Ausnahme des zentralen Nervensystems (ZNS) ist die
Menge an MHC II:Myelinprotein-Komplexen &uBlerst gering. Da T-Lymphozyten unter
physiologischen Bedingungen jedoch nicht ins ZNS vordringen, verharren die flir das
betreffende Protein spezifischen Zellen deshalb in einem Zustand, der als immunologische
Ignoranz bezeichnet wird. Mit Hilfe von AG-prédsentierenden DCs kommt es jedoch nach der
Vakkzination zur Aktivierung dieser T-Lymphozyten, die mit der Sekretion von IFN-y
reagieren. IFN-y wiederum fiihrt zur Rekrutierung von Makrophagen, die ihrerseits TNF-a
freisetzen. Beide Zytokine spielen eine elementare Rolle bei entziindlichen Prozessen im
Bereich des ZNS. Auch das Chemokin MIP-3a wird im ZNS im Verlauf der EAE
hochreguliert, um weitere DCs und Lymphozyten anzulocken, analog zu seinem Rezeptor

CCR6 (264).
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Damit es letztendlich zur Ausbildung der EAE kommt, miissen die AG-spezifischen T-Zellen
das AG aber auch auf APCs im ZNS erkennen. Dazu ist wiederum eine verstirkte Expression
von MHC II-Molekiilen durch diese APCs notwendig. Um die entsprechenden Gene zu
aktivieren bedarf es des so genannten CIITA (Klasse II Transaktivator). Mit Hilfe dieses
Molekiils konnten Suter et al. die wichtige Rolle der DCs hinsichtlich der Induktion der EAE
bestitigen, da im ZNS der Versuchstiere nur die DC-spezifische Form des CIITA, nicht aber
die B-Zell-spezifische Form nachgewiesen werden konnte (265).

Es existieren auch Studien die die Rekrutierung von DCs in das ZNS in der Effektorphase der
EAE belegen (264). Dabei wurden im Riickenmark immunisierter Miuse DEC205 CD11"
Zellen mit dendritischer Form nachgewiesen. Auch wurden sowohl wéhrend der akuten als
auch wihrend chronischer und rezidivierender Phasen der Krankheit DCs in den
entziindlichen Infiltraten des ZNS gefunden, die sich durch eine hohe Dichte an MHC II- und

an kostimulatorischen Molekiilen auf ihrer Oberfldache auszeichneten.

2.12.4.2.2 Immuntherapie der EAE

Fir die Behandlung von Autoimmunkrankheiten ist eine auf DCs basierende, die
konventionelle Therapie unterstiitzende Immuntherapie vorgeschlagen worden (266).

Huang et al. konnten in einem Rattenmodell die Entwicklung der EAE verhindern, indem den
Tieren vor der Immunisierung subkutan aus dem Knochenmark stammende DCs injiziert
wurden, die vorher wiederum mit einem Peptid des enzephalitogenen MBP
(Myelin-Basis-Protein) in Kontakt gebracht worden waren (267). Die Toleranz wurde dabei
mit einer erhohten Expression von iNOS (induzierbare Stickoxid Synthase), einer vermehrten
Bildung von NO (Stickstoffmonoxid) und einer groBeren Menge apoptotischer Zellen in den

T-Zell-Bereichen der Lymphknoten in Verbindung gebracht (268).

2.13 Aviare dendritische Zellen

Obwohl die Entdeckung der Funktion der Bursa fabricii durch Glick et al. Mitte des letzten
Jahrhunderts grofles Aufsehen erregt hat (269) und das Huhn eine Zeit lang als das
immunologische Modell zur Differenzierung zwischen B-Zell- und T-Zell-vermittelter
Immunitdt angesehen wurde, erlosch das Interesse fiir das Immunsystem des Vogels recht
bald und mit der Maus als Tiermodell riickte das Immunsystem des Mammaliers in den

Vordergrund.
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Doch gerade in letzter Zeit, nicht zuletzt durch die rasche, pandemieartige Ausbreitung des
auch fiir den Menschen potentiell gefahrlichen Vogelgrippe-Virus HSN1, hat das Interesse fiir
das avidre Immunsystem wieder neuen Auftrieb erfahren.

Dabei unterscheidet sich das Immunsystem des Vogels erheblich von dem des Sédugers, was
sich besonders deutlich im Fehlen organisierter Lymphknoten bemerkbar macht. Man muss
sich deshalb immer dariiber bewusst sein, dass beide Systeme absolut nicht vergleichbar sind
und dass deshalb die Ergebnisse von mit Mammaliern durchgefiihrten Studien keinesfalls auf
den Vogel iibertragen werden kdnnen. Dass dabei gerade iiber die avidren DCs so wenig
bekannt ist, liegt neben dem oben erwihnten zeitweisen Desinteresse im Wesentlichen daran,
dass keine spezifisch gegen Vogel- bzw. Hiihner-DCs gerichtete AK vorhanden sind. So
gelingt die Identifikation avidrer LCs lediglich durch die Kombination von gegen MHC II und
ATPase gerichteten AK sowie den Nachweis der fiir LCs spezifischen Birbeck Granula (BG),
wihrend die Spezifitdit des mAk CVI-ChNL-74.3 fiir avidre FDCs bzw. des polyklonalen,
gegen das bovine S-100 Protein gerichteten AK fiir avidre DCs rein auf morphologischen und
topographischen Kriterien beruht. Auch die fiir eine in vitro Kultivierung avidrer DCs
benétigten Zytokine sind nicht erhéltlich, mit Ausnahme von IL-3, IL-4 und GM-CSF, welche

vor kurzem kloniert werden konnten (270).

2.13.1 Langerhans Zellen

Die Langerhans Zellen stellen nicht nur beim Séiugetier sondern auch beim Vogel die am
besten untersuchte DC-Population dar. Bereits vor 15 Jahren wurden Langerhans-dhnliche
Zellen zuerst beim Ochsenfrosch (271), dann auch bei verschiedenen Vogelarten wie Huhn,
Truthuhn, Wachtel und Reisfink nachgewiesen. Es handelt sich dabei um in der Epidermis
lokalisierte Zellen, die auf ultrastruktureller Ebene mit den LCs der Mammalier identisch sind
(272, 273). Immunhistochemisch konnte bei diesen Zellen sowohl beim Huhn (274) als auch
beim Frosch (275) eine vollige Ubereinstimmung hinsichtlich der Expression der relevanten
LC-Marker MHC II und ATPase (Adenosintriphosphatase) mit den epidermalen DCs des
Mammaliers gezeigt werden. Der Nachweis der LC-spezifischen BG schlieBlich gelang
erstmals beim Truthuhn (276), wiahrend die Identifikation dieses hochspezifischen Markers

beim Huhn noch einige Jahre mehr in Anspruch genommen hat (277).

2.13.2 Dendritische Zellen

Wiéhrend Hiihner-LCs also immerhin noch durch die Kombination von gegen

MHC II-Molekiile und ATPase gerichteten AK mit hoher Sicherheit erkannt werden konnen,
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ist die Detektion anderer DC-Populationen schon wesentlich schwieriger. Der polyklonale,
gegen das bovine S-100 Protein gerichtete AK scheint hierbei jedoch recht hilfreich zu sein.
Beim S-100 Protein handelt es sich um ein Ca™ -bindendes Protein (278), dessen exakte
biologische Funktion noch nicht eindeutig feststeht. Urspriinglich glaubte man, dass es sich
um ein fiir neuroektodermale Gewebe spezifisches Protein handelt, welches hauptsichlich in
Gliazellen lokalisiert ist (278, 279). Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass S-100 Protein bei
verschiedenen Vertebraten einschlieBlich des Menschen auch in LCs (280), in
interdigitierenden Retikulumzellen, in Lymphknoten (281, 282) sowie in FDCs (283, 284)
vorkommt. Diese Tatsache veranlasste schlieflich Gallego et al. dazu, die Eignung des
Proteins als Marker fiir Hiihner-DCs zu untersuchen (285). Tatsdchlich fanden sie in allen
untersuchten lymphatischen Geweben S-100" Zellen mit dendritischem Aussehen, so in der
Milz, den Caecaltonsillen, den Peyer’schen Platten, der Harder’schen Driise und der Bursa
fabricii. Die Zellen waren dabei in den Bereichen lokalisatiert, in denen bereits DCs vermutet
worden waren, also in der Medulla der Bursafollikel (286), in den GCs (287) sowie in den
T-Zell-Bereichen (288) (289). Interessant war dabei auch die Tatsache, dass 100% der
untersuchten Bursen und Milzen S-100" Zellen aufwiesen, wihrend es bei den anderen
Organen deutlich weniger waren. Gallego et al. vermuten, dass dies mit der Funktion der
avidren DCs als Antigen-présentierende Zellen zu tun haben konnte (Gallego et al., 1989). Im
Zuge von Reifung und AG-Prisentation wire eine Konformationsdnderung des S-100
Proteins denkbar, durch welche die fiir die Erkennung des Proteins durch den AK

notwendigen Epitope fiir diesen erst zugénglich werden.

2.13.3 Follikuliire dendritische Zellen

Anfang der 90er Jahre entwickelten Jeurissen et al. durch Immunisierung von Miusen mit
Stromazellen aus der Hiithnermilz den mAK CVI-ChNL-74.3. Dieser AK erkennt
hochspezifisch bestimmte Zellen in den GCs sowie kleine Aggregate von Stromazellen in den
T-Zell-Arealen lymphatischer Organe (290). Die Form dieser Zellen entspricht der Form der
FDCs der Mammalier und auch die Tatsache, dass 72 Stunden nach intravendser Applikation
von AG dieses AG in Form von Immunkomplexen auf CVI-ChNL-74.3" Zellen in germinalen
Zentren anzutreffen ist, legt den Schluss nahe, dass es sich tatsdchlich um zu den FDCs der
Sauger homologe Zellen handelt.

In weitergehenden Studien wurde die Lokalisation von neu gebildeten Immunkomplexen im
Zuge einer AK-Reaktion untersucht. Sowohl die Lokalisation der gebildeten AK als auch die
des assoziierten AG stimmten nicht exakt mit der Lage der CVI-ChNL-74.3" Zellen iiberein,
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es lag jedoch eine starke Korrelation mit den entsprechenden Zellkérpern vor (291).
Offensichtlich ist also das vom mAK CVI-ChNL-74.3 erkannte AG nicht mit den
Immunkomplexen assoziiert. Ob es sich aber bei den CVI-ChNL-74.3" Zellen in den
T-Zell-Bereichen tatsdchlich um FDC-Vorldufer oder vielleicht doch um eine vollig andere

Zellpopulation handelt, muss erst noch untersucht werden.
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3 ZIELSETZUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Morphologie und Verteilung der avidren myeloiden
Zellen in situ am Beispiel des Haushuhns (Gallus gallus f. domestica) zu untersuchen. Beim
Mammalier finden die fiir die spezifische Abwehr essentiellen Interaktionen zwischen den
Lymphozyten und den myeloiden, Antigen-prasentierenden Zellen in den Lymphknoten statt.
Da Vogel jedoch keine Lymphknoten besitzen, die denen der Sdugetiere in Struktur und
Funktion vergleichbar wiren, stellt sich die Frage welches Organ bzw. welche Organe bei den
Vogeln diese Aufgabe iibernechmen. Das Wissen um die Lokalisation und die
Kompartimentierung der myeloiden Zellen im Gewebe ist also von elementarer Bedeutung fiir
das Verstindnis der Immunabwehr beim Vogel. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die duf3ere
Haut (Integumentum commune), die Bursa fabricii/cloacalis sowie die Lunge (Pulmo) als
Referenzorgane gewihlt.

Die Haut bot sich deshalb an, weil sie als groBflachiges Organ den Organismus von seiner
duBeren Umwelt abgrenzt und damit als erste Barriere gegen potentielle Pathogene fungiert.
Da die Haut an den verschiedenen topographisch-anatomischen Lokalisationen auch eine
unterschiedliche Histomorphologie aufweist, wurden verschiedene Areale gewéhlt um
einerseits einen reprasentativeren Querschnitt zu ermoglichen und um andererseits potentielle
Unterschiede besser darstellen zu konnen. So wurde einmal die befiederte Haut am Beispiel
der sehr diinnen, fragilen Brust-, Fliigel- und Halshaut mit der unbefiederten Haut verglichen,
sowie die unbefiederte Haut der Hautanhangsgebilde am Beispiel der Kehllappen (Paleae) mit
der unbefiederten, beschuppten Haut der Stédnder (Podotheca).

Die Bursa fabricii ist aus immunologischer Sicht schon deshalb hochinteressant, weil sie als
primdres lymphatisches Organ das Homolog zum Knochenmark der Sduger und damit die
Prigungsstitte der B-Lymphozyten darstellt. Weil sie iiber einen Kanal direkt mit dem
Proctodaecum und damit mit dem Gastrointestinaltrakt kommuniziert, kommt dieses Organ
auBBerdem mit Pathogenen in Kontakt, welche iiber die Nahrung aufgenommen worden sind.
Aus diesem Grund eignet sich auch die Bursa fiir die oben genannte Fragestellung, da durch
besagte Pathogene nicht nur Lymphozyten beeinflusst, sondern insbesondere auch Zellen der
myeloiden Linie angelockt und/oder aktiviert werden kdnnten.

Die Lunge schlieBlich ist ein komplexes und gegeniiber Krankheitserregern &ullerst
empfindliches Organ. Viele Pathogene nutzen sie als Eintrittspforte in den Organismus. Auf
mechanische Weise wird das Eindringen dieser Mikroorganismen durch ein zilientragendes

Epithel erschwert. Beim Vogel befindet sich ein solches Epithel iiber die gesamte Linge der
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Trachea und des Primérbronchus sowie in den Anfangsabschnitten der Sekundérbronchen. An
den Abgingen der caudalen Sekunddrbronchen findet man auch so genanntes BALT
(Bronchus-assoziiertes lymphatisches Gewebe). Es ist anzunehmen dass dieses Gewebe,
dhnlich wie beim Sdugetier, einen Abwehrmechanismus auf zelluldrer Ebene darstellt.
Letztendlich ist aber {iber die Funktion des avidren BALT noch sehr wenig bekannt. Fundierte
Einblicke in die Funktion dieses Organs innerhalb der Immunabwehr des Vogels wird man
jedoch nur gewinnen konnen, wenn bekannt ist welche (myeloiden) Zellen in welchen

Kompartimenten der Lunge (ko-)lokalisiert sind.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

4.1.1 Tiere und Tierhaltung

Fir die Organentnahme zur Anfertigung der histologischen Schnitte wurden Hiihner der
Linien M11 und LSL verwendet. Die entsprechenden Eier wurden vom Institut fiir Tierzucht
in Mariensee (M11) bzw. vom Gut Heinrichsruh in Berglern (LSL) bezogen und anschlie8end
unter Standardbedingungen ausgebriitet. Die Haltung der adulten Tiere erfolgte in kleineren
Gruppen in Volieren mit Stroheinstreu und Sitzstangen, ihre Erndhrung bestand aus

handelsiiblichem Alleinfutter sowie Wasser ad libitum.

4.1.2  Gerite in alphabetischer Reihenfolge

Digitale Kamera (DFC 320) Leica Camera AG, Solms, Deutschland
Lichtmikroskop (DMR) Leica Camera AG, Solms, Deutschland
Magnetriihrer (IKAMAG®RET) Janke & Kunkel GMBH & CO.KG,
Staufen 1. Br., Deutschland
Mikrotom-Kryostat (HM500 OM) Microm, Walldorf, Deutschland
Paraffin-AusgieBstation (AP 280) Microm, Walldorf, Deutschland
pH-Meter (®32 pH Meter) Beckman, Fullerton, Kalifornien, USA
Rotationsmikrotom (HM360) Microm, Walldorf, Deutschland
Schiittler (IKA® Stone-Shaker) Janke & Kunkel GMBH & CO.KG,
Staufen 1. Br., Deutschland
Tiefkiihltruhe (GFL) Bavaria Kélte- und Klimatechnik GmbH,

Ismaning, Deutschland

Wirmeschrank Memmert, Schwabach, Deutschland

4.1.3 Chemikalien in alphabetischer Reihenfolge

Aceton Roth, Karlsruhe, Deutschland
Di-Natriumhydrogenphosphat-

dihydrat (Na,HPO4x2H,O0) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Essigsiure Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Ethanol 70%ig
Ethanol 96%ig
Eosin-Y

Formaldehyd
Isopropanol

Hematoxylin I

Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PQOy)
Methylbutanol

Natriumchlorid (NaCl)

Natronlauge (NaOH)

Paraffin (Typ 1, 3, 6 und 9)

Pikrinsiure
Salzsidure (HCI)
Stickstoff (fliissig)

Tris (Trizma-Base)

Xylol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Richard Allen Scientific, Kalamazoo, MI, USA,
bezogen iiber Microm, Walldorf, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Richard Allen Scientific, Kalamazoo, MI, USA,
bezogen iiber Microm, Walldorf, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland

Richard Allen Scientific, Kalamazoo, MI, USA,
bezogen liber Microm, Walldorf, Deutschland
Fluka, Buchs, Schweiz

VWR, Darmstadt, Deutschland

Air Liquide Deuschland GmbH, Oberhausen,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

4.1.4 Losungen und Reagenzien in alphabetischer Reihenfolge

Albumin Fraktion V (pH 7,0)

Bouin’sche Losung

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

150 ml gesittigte wéssrige Pikrinsdure

50 ml phosphatgepuffertes Formaldehyd

10 ml Eisessig (100%ige Essigsdure)

Eukitt®

Sigma-Aldrich  Chemie
Deutschland

GmbH, Steinheim,
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Phosphatgepuffertes Formaldehyd
162 ml Formaldehyd (37%ig)
ad 1000 ml PBS

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) pH 7,2
8,0 g Natriumchlorid (NaCl)
1,45 g Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (Na,HPO4x2H,0)
0,2 g Kaliumhydrogenphosphat (KH,POy)
0,2 g Kaliumchlorid (KCI)
ad 1000 ml Aqua dest.
1 n Natronlauge (NaOH) bzw Salzsdure (HCI), um pH-Wert einzustellen

Roti®garose (low melt) Roth, Karlsruhe, Deutschland
SigmaFastTM 3,3-Diaminobenzidine Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Tablet Sets Deutschland

Tris-HCl-Puffer (0,05 mol/l, pH 7,6)
6,06 g Tris
ad. 1000 ml  Aqua dest.
Salzsdure (HCI) bzw. Tris, um pH-Wert einzustellen

StreptABComplex/HRP DakoCytomation, Glostrup, Danemark

Tissue-Tek® O.C.T.TMCOmpound Sakura Finetek, Zoeterwoude, Niederlande
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4.1.5 Antikorper

4.1.5.1 Primérantikorper

Klonname Antigen Zellpopulation Zitat
Alle hdmatopoetischen | personliche Mitteilung
16-6 CD45 Zellen Prof. Dr. Gobel
Monozyten, Makro-
phagen, interdigitierende
KULO1 unbekannt DCs, aktivierte (292)
Mikrogliazellen
Zellen der lymphatischen | personliche Mitteilung
AELL WSO und der myeloiden Linie Prof. Dr. Hala
Zellen der lymphatischen
LD42 Lz (e und der myeloiden Linie s
3-6 ,-Integrin? (Makrophagen) PRI G L it Ty

Prof. Dr. Gobel

Monozyten, Makro-

CVI-ChNL 68.1 unbekannt phagen, interdigitierende (294)
DCs
CVI-ChNL 74.2 unbekannt R (290)
phagen
CVI-ChNL 74.3 unbekannt Follikuldre DCs (290)
TCR-1 TCRyd v/d T-Zellen (295)
TCR-2 TCRa/vp1 o/ T-Zellen (296)
Tabelle 4-1: Antikdrperspezifitat und Quelle.
4.1.5.1.1 Verdiinnung der Primirantikorper

Bei allen Primirantikorpern handelte es sich um in der Maus generierte monoklonale

Antikorper. Die jeweiligen Zellkulturiiberstinde wurden flir die immunhistologischen

Untersuchungen mit PBS verdiinnt. Die optimale Verdiinnung variierte je nach Organ und

verwendetem Antikorper und musste daher in Vorversuchen ermittelt werden. Die Ergebnisse

wurden in der folgenden Tabelle zusammengefasst.
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Haut Bursa Lunge

16-6 1:500 1:100 1:1200

KULO01 1:50 1:50 1:100

2Gl11 1:1200 1:500
LD42 1:250
3-6 1:2 1:2 1:5

CVI-ChNL 68.1 1:2000 1:2000 1:2000

CVI-ChNL 74.2 1:200 1:200 1:200

CVI-ChNL 74.3 1:200 1:200 1:200
TCR-1 1:100
TCR-2 1:100

Tabelle 4-2: Organabhédngige Verdiinnung der Primérantikorper.

4.1.5.2 Sekundirantikorper

Biotinylated Anti-Mouse IgG (H+L)

Vector Laboratories, Burlingame, Kanada

4.1.6 Sonstiges Material in alphabetischer Reihenfolge

Ausgief}-Rahmen

Deckglischen

Einfrierbox

Einmalspritze (20 ml)

Feuchte Kammer

Injektionskaniile (0,90 x 40 mm)
Markierstift (DAKO Pen)
Mikrotomklingen (Typ C35 u. S35)

Normal Horse Serum (S-2000)

Thermo Electron Corporation, Pittsburgh, PA,
USA, bezogen iiber Shandon, Frankfurt am Main,
Deutschland

Nunc GmbH & Co0.KG, Wiesbaden-Schierstein,
Deutschland

NeoLab, Heidelberg, Deutschland

Henke Sass Wolf GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Eigene Fertigung

NeoLab, Heidelberg, Deutschland
DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark

Feather Safety Razor Co. Ltd., Osaka, Japan,
bezogen liber medite GmbH, Burgdorf,
Deutschland

Vector Laboratories, Burlingame, Kanada
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Objekttrager Nunc GmbH & Co.KG, Wiesbaden-Schierstein,
Deutschland

Objekttriger (SuperFrost®Plus) Nunc GmbH & Co.KG, Wiesbaden-Schierstein,
Deutschland

4.2 Methoden

4.2.1 Histologie

Fiir die HE-Farbung wurden neben unfixierten Gefrierschnitten auch Paraffinschnitte fixierter
Organe verwendet. Durch die Fixierung kommt es jedoch zur Zerstdrung verschiedener
Epitope, so dass diese Priparate flir die meisten der bei den immunhistologischen
Untersuchungen verwendeten Antikorper nicht mehr geeignet sind. Der Strukturerhalt ist bei
Paraffinschnitten jedoch wesentlich besser als bei Gefrierschnitten, so dass bei ersteren im
Allgemeinen eine wesentlich geringere Schnittdicke moglich ist.

Fir die immunhistologischen Untersuchungen wurden aus den angefiihrten Griinden

ausschlieBlich Gefrierschnitte unfixierter Organe verwendet.

4.2.1.1 Organentnahme

4.2.1.1.1 Entnahme der Hautproben

Die Hiihner wurden betdubt und direkt im Anschluss durch Ausbluten getotet. Fiir die
Entnahme der Hautproben wurden als stellvertretende Areale fiir eine extrem diinne, fragile
duere Haut die Brust-, die Fliigel- und die Halshaut gewihlt, wéahrend die Haut der
Kehllappen und der Stidnder verwendet wurde, um die dickere, widerstandsféhigere
Korperdecke zu repréasentieren.

Bevor mit Hilfe einer feinen Pinzette und eines Skalpells die Abtrennung des Integumentum
commune vom darunter liegenden subkutanen Bindegewebe erfolgte, wurden eventuell
vorhandene Federn entfernt und der betroffene Bereich mit Hilfe von 70%igem Ethanol
gereinigt und desinfiziert. Die GroBle der entnommenen Hautproben betrug jeweils ca.

5x 5 mm.

4.2.1.1.2 Entnahme der Bursen

Die Totung der Hiihner erfolge auf dieselbe Weise wie oben beschrieben. AnschlieBend
wurde eine kaudale, partielle Laparotomie durchgefiihrt, um die dorsal des Coprodaeums

gelegene Bursa freipriparieren zu kdnnen.
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4.2.1.1.3 Entnahme der Lungen

Auch bei der Entnahme der Lungen wurden die Hiihner auf dieselbe Weise getotet wie fiir die
Entnahme der Hautproben und der Bursen. Um aber ein Kollabieren des Organs bei der
Entnahme zu verhindern, mussten die Lungen in situ mit Formalin gefiillt und auf diese Weise
fixiert werden. Da eine Fixierung bei den fiir die immunhistologischen Untersuchungen
vorgesehenen Lungen jedoch nicht erwiinscht war, erfolgte die Fiillung der Organe in diesem
Fall mit einer speziellen Agarose. Beide Techniken werden weiter unten genau beschrieben.

Sobald eine ausreichende Fixierung erfolgt bzw. sobald die Agarose geliert war, konnte mit
der Préaparation begonnen werden. Sofern der Tierkorper nicht bereits, wie fiir die Applikation
der Agarose geschehen, von ventral ge6ffnet worden und Herz, Leber und Magen-Darm-Trakt
entfernt worden waren, wurde dies nachgeholt. AnschlieBend konnte mit der Entfernung des
Brustbeins fortgefahren werden. Dazu mussten zunédchst die Rippen auf Hohe der
Synchondrosis intercostalis durchtrennt werden. Schliissel- und Rabenschnabelbein wurden
ebenfalls durchtrennt, so dass sich das gesamte Brustbein nach dem Durchschneiden der
umliegenden Muskulatur abheben lie. Nun lagen die Lungen frei zugénglich und konnten
vorsichtig herausprépariert werden. Dazu wurden sie zunédchst stumpf oder mit Hilfe einer
feinen Pinzette vom Septum horizontale sowie vom umliegenden Gewebe separiert. Danach
erfolgte die Absetzung von der Trachea im Bereich der Bifurkation durch Scherenschlag. Bei
beiden Lungenfliigeln wurde anschlieBend jeweils das vordere Drittel verworfen, da es
erfahrungsgeméil kein BALT enthielt, und der verbleibende Rest entlang der Sulci costales in

drei ca. 1-1,5 cm dicke Scheiben geschnitten.

4.2.1.2 Haltbarmachen der Organe
4.2.1.2.1 Fixierung der Proben fiir Paraffinschnittte

4.2.1.2.1.1 Haut- und Bursaproben

Die fiir die Fixierung und Paraffineinbettung vorgesehenen Haut- und Bursaproben wurden
direkt nach der Entnahme in ein mit Bouin’scher Losung gefiilltes Gefd3 verbracht. Damit die
Fixierlosung das Gewebe besser durchdringen kann, wurde das Gefil anschlieBend auf einen
Schiittler gestellt, wo es flir die nédchsten 24 Stunden belassen wurde. Es folgte eine

routineméfige Entwésserung mit Hilfe der aufsteigenden Alkoholreihe:

Ethanol 70%ig (2 x 12 Stunden)
Ethanol 96%ig (2 x 12 Stunden)
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Isopropanol (2 x 12 Stunden)
Xylol (1 x 12 Stunden, 1 x 24 Stunden)

Wihrend der gesamten Entwésserungsreihe wurden die Proben auf dem Schiittler belassen.
Erst danach erfolgte die ,,Paraffinierung*, wobei die Proben in einem Warmeschrank bei 60°C

gelagert werden mussten, um eine vorzeitige Verfestigung des Paraffins zu vermeiden.

Paraffin 1 (24 Stunden)
Paraffin 3 (24 Stunden)
Paraffin 6 (24 Stunden)
Paraffin 9 (2 x 24 Stunden)

Die einzelnen Paraffinstufen unterscheiden sich hinsichtlich der Lénge ihrer
Polymerisationsketten und damit hinsichtlich ihrer Konsistenz. Paraffin 1 besitzt die ldngsten
Ketten und ist damit am instabilsten, wiahrend Paraffin 9 die kiirzesten Ketten aufweist und
damit im ausgehérteten Zustand die hochste Festigkeit erreicht. Die eigentliche Einbettung in
spezielle AusgieB-Rahmen aus Kunststoff wurde schlieflich mit Hilfe einer so genannten

Paraffin-AusgieBstation durchgefiihrt.

4.2.1.2.1.2 Lungenproben

Wie bereits erwédhnt, mussten die Lungen im Gegensatz zu den Haut- und Bursaproben in situ
fixiert werden, um ein Kollabieren der Organe zu vermeiden. Als Fixierlosung wurde
phosphatgepufferte 6%ige Formaldehydlosung verwendet. Um diese wiederum applizieren zu
konnen, musste zundchst die Pars cervicalis der Trachea freiprépariert und moglichst weit
kranial so durchtrennt werden, dass sich die Trachea bis zum Brusteingang abheben lieS. Um
eine vollstdndige Fiillung der Lunge mit Formalin zu gewédhrleisten, wurde das freie Ende der
Trachea iiber das Lungenniveau gehoben. Hierdurch war es mdglich, bei vollstindiger
Fiillung des Lungen-Luftsacksystems, den Fliissigkeitsspiegel in der Trachea zu erkennen.
Eine stumpf geschliffene Injektionskaniile wurde in die Trachea eingefiihrt und das
verbliebene Lumen der Trachea zum Zweck des Druckausgleichs nicht verschlossen. Auf
diese Weise konnten ZerreiBungen durch Uberdruck im Lungengewebe verhindert werden.
Mit Hilfe einer Einmalspritze wurde dann die Formalinlosung langsam eingegeben und die
Trachea anschlieBend mit einer Arterienklemme verschlossen. Nach einer einstiindigen

Fixierung bei Raumtemperatur wurde das Huhn ventral erdffnet und die Lunge, wie bereits
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beschrieben, herauspripariert. Die deutlichen Sulci costales auf der Dorsalflache der Lunge
dienten als Orientierungshilfe, um die Lunge in der Transversalebene in moglichst
vergleichbare Scheiben zu schneiden. Diese Scheiben wurden nun in spezielle Ausgiel3-
Rahmen gelegt und eine weitere Stunde in 6%igem Formaldehyd nachfixiert. Anschlieend
erfolgte eine einstiindige Waisserung der Proben unter flieBendem Leitungswasser, um
Formalinriickstinde auszuwaschen. Die Entwésserung sowie die weitere Vorgehensweise

entsprachen derjenigen der Haut- und Bursaproben.
4.2.1.2.2 Einfrieren der Proben fiir Gefrierschnitte

4.2.1.2.2.1 Haut- und Bursaproben

Die Proben wurden sofort nach der Entnahme in mit Tissue-Tek® O.C.T. (Optimal Cutting
Temperature) " Compound  gefiillte ~ AusgieB-Rahmen  verbracht. Die  spezielle
Zusammensetzung und Konsistenz des Tissue-Tek”™ verhindern eine zu schnelle Abkiihlung
des Gewebes bei der Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff und tragen somit entscheidend zur
Vermeidung von Gefrierartefakten bei. Dieser Effekt wurde noch dadurch verstirkt, dass die
Proben unmittelbar vor dem endgiiltigen Einfrieren mit Hilfe von gefrorenem 2-Methylbutan
vorgekiihlt wurden. Die Blocke verblieben bis zum Abschluss der Probennahme im Stickstoff,
wihrend die ldngerfristige Lagerung in einer Gefriertruhe bei -80°C erfolgte. Dabei wurden

die Proben zusétzlich durch Umwickeln mit Aluminiumfolie geschiitzt.

4.2.1.2.2.2 Lungenproben

Um das Kollabieren der Lungen bei der Entnahme zu verhindern und gleichzeitig das
Anfertigen von Gefrierschnitten zu ermdglichen, wurde die von Zengerling etablierte
Agarose-Technik angewendet (297). Bei dieser Technik wird die Agarose Roti“garose (low
melt) der Firma Roth verwendet, da sie erst bei ca. 37°C geliert und dadurch den Einsatz
fliissiger Agarose bei Korpertemperatur erlaubt. Hinsichtlich der Konsistenz erwies sich eine
1,5%ige Agaroseldsung als am besten geeignet. Um eine solche Losung herzustellen wurde
die pulverformige Agarose abgewogen, durch Erhitzen in der Mikrowelle mit PBS in Losung
gebracht und danach im Wiarmeschrank bei 40°C gelagert.

Die Totung der Tiere erfolgte wie bereits beschrieben, wobei die anschlieBende Priparation
sehr ziligig geschehen musste, um ein zu starkes Abfallen der Korpertemperatur bis zur
Applikation der Agarose zu vermeiden. Durch Entfernen der Haut wurde die Trachea in der
Pars cervicalis dargestellt. Es folgte die Eroffnung der Trachea proximal eines vorgelegten

Ligaturfadens, so dass eine stumpf geschliffene Injektionskaniile in die Inzision eingefiihrt
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werden konnte. SchliefSlich wurde die ventrale Bauchwand er6ffnet, Herz, Leber sowie
Magen-Darm-Trakt entfernt und die kaudale Luftsackgruppe eréffnet. Dies war ndtig, um
einen Druckausgleich bei der Agaroseapplikation zu gewihrleisten und um ein schnelleres
Abkiihlen des Hithnerkdrpers und damit auch der Agarose zu ermoglichen. Bei der gesamten
Priaparation musste darauf geachtet werden den Thorax nicht zu erdffnen, um ein Auslaufen
der Agarose aus den Luftsdcken zu vermeiden.

Schlielich wurde der Tierkorper an den Stiandern aufgehéngt und die Ligatur oberhalb der
zuvor eingeflihrten Injektionskaniile festgezogen. Die Kaniile sowie die Spritzen fiir die
Eingabe der Agarose sollten idealerweise im Wirmeschrank vorgewédrmt worden sein. Die
eigentliche Applikation erfolgte relativ langsam, um Luftblasen zu vermeiden, und wurde
beendet sobald der sichtbare Agarosespiegel das kaudale Lungenende erreicht hatte. Nach
Entfernung der Kaniile wurde die Ligatur schnell festgezogen und das Huhn fiir etwa eine
Stunde in den Kiihlraum (4°C) verbracht, um das Abkiihlen des Tierkorpers sowie der
Agarose zu beschleunigen.

Die Praparation erfolgte wie im Kapitel 4.2.1.1.3 beschrieben, die weitere Vorgehensweise

beim Einfrieren entsprach derjenigen der Haut- und Bursaproben.

4.2.1.3 Anfertigung der Schnitte

4.2.1.3.1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Die Anfertigung der 3-5 um dicken Paraffinschnitten erfolgte bei allen Organen mit dem
Rotationsmikrotom HM360 der Firma Microm. Dabei betrug die Dicke der Schnitte 3 um bei
den unbefiederten Hautarealen und bei den Bursen, 4 um bei den Lungen und 5 pm bei den
befiederten Hautarealen. Nach dem Strecken der Schnitte im 47°C warmen Wasserbad
wurden sie auf Objekttrager aufgezogen und anschlieBend iiber Nacht im auf 37°C
eingestellten Warmeschrank getrocknet. Die Lagerung bis zum weiteren Gebrauch erfolgte
bei Raumtemperatur in speziellen Objekttragerkdsten. Erst unmittelbar vor der Verwendung
wurden die Préparate fiir 10 Minuten in Xylol verbracht, um das Paraffin wieder aus dem

Gewebe herauszulosen.

4.2.1.3.2  Anfertigung von Gefrierschnitten

Die Anfertigung der 6-9 um dicken Gefrierschnitte erfolgte bei allen Organen mit dem
Mikrotom-Kryostat HM500 OM der Firma Microm. Die Temperatur des Objekttisches und
der Box wurden je nach Konsistenz und Fettgehalt des zu schneidenden Organs variiert. Das

Aufziehen der fertigen Schnitte geschah auf speziell vorbehandelten Objekttragern, so
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genannten SuperFrost®Plus Objekttrigern. Vor der 10-miniitigen Fixierung in 4°C kaltem,
100%igem Aceton wurden die Praparate 10 Minuten lang zum Trocknen bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Die Lagerung der fixierten Schnitte erfolgte in der Tiefkiihltruhe bei -80°C,
wobei spezielle, luftdichte Einfrierboxen verwendet wurden.

Bei der Haut wurde unabhingig davon, aus welcher Region die Probe stammte, eine
Objekttischtemperatur von -20°C und eine Boxentemperatur von -17°C gewéhlt. Die Dicke
der Schnitte aus dem Bereich der relativ fragilen Brust-, Fliigel- und Halshaut betrug 8-9 um,
bei der etwas robusteren Kehllappen- und insbesondere bei der Stinderhaut gelangen auch
diinnere Schnitte von 7 um. Bei diesen Hautproben war es auch moglich, die Schnitte zur
Vermeidung von Falten in kaltem, destilliertem Wasser zu strecken, bevor sie auf die
Objekttrager aufgespannt wurden.

Bei den Bursen erwiesen sich eine Objekttischtemperatur von -14°C und eine
Boxentemperatur von -18°C als optimal. Die Schnittdicke bei diesem Organ lag zwischen 6
und 7 pm.

Die Lunge schlieBlich wurde bei einer Objekttischtemperatur von -15°C und einer
Boxentemperatur von -13°C geschnitten. Dabei wurden die Blocke so eingespannt, dass der
Primérbronchus quer geschnitten werden konnte. Mit Hilfe von Probeschnitten folgte nun die
Suche nach dem Bronchus-assoziierten lymphatischen Gewebe (BALT). Die Probeschnitte
wurden einer Schnellfirbung mit Hematoxylin I unterzogen, um eine bessere Beurteilung des
Gewebes und somit eine bessere Orientierung zu ermoglichen. Im Bereich des BALT wurden

anschlieend Schnitte von 8 um Dicke angefertigt.

4.2.1.4 Hematoxylin-Eosin-Farbung an Paraffin- und Gefrierschnitten

Zur histologischen Auswertung, die den immunhistologischen Untersuchungen vorausging,
wurden jeweils ein Paraffin- und ein Gefrierschnitt pro Tier und Organ mit Hematoxylin-
Eosin (HE) gefirbt. Die Farbungen wurden manuell nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:
1.) Kernfarbung mit Hematoxylin I (10 min)
2.) Spiilung mit Aqua destillata (Aqua dest.)

3.) Bléuen in flieBendem Leitungswasser (10 min)

4.) Gegenfarbung mit Eosin (max. 3 min)
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5.) Nochmalige Spiilung mit Aqua dest.

6.) Entwéssern in aufsteigender Alkoholreihe:
Ethanol 70%ig (bis keine Farbwolken mehr abgehen)
Ethanol 96%ig (2 min)
Isopropanol (2 x 5 min)

Xylol (1 x 5 min, 1 x 10 min)

Im Anschluss an die Firbung wurden die Priparate mit Eukitt”, einem Kunstharz auf
Xylolbasis, eingedeckelt und nach 24-stiindiger Trocknung lichtmikroskopisch bei 5-, 10-,
20-, 40- und 100-facher Vergroflerung ausgewertet.

4.2.1.5 Immunbhistologie an Gefrierschnitten

Die Gefrierschnitte wurden zum Auftauen einige Minuten bei Raumtemperatur gelagert und
anschlieBend 15 Minuten in PBS rehydriert. Um bei der weiteren Manipulation ein
Austrocknen zu vermeiden und um die Menge der bendtigten Reagenzien zu reduzieren,
wurden die Gewebeschnitte auf den Objekttragern mit einem hydrophoben Markierstift
eingekreist, bevor sie mit dem so genannten Blocking Serum bedeckt wurden. Dieses Serum
dient dazu, unspezifische Bindungen zu reduzieren. Es handelt sich dabei um mit 1% bovinem
Serumalbumin (Albumin Fraktion V) und 2,5% Pferdeserum versetztes PBS. Pferdeserum
wurde deshalb bendtigt, weil der spdter verwendete Sekundérantikorper im Pferd generiert
wurde. Nach einer 30-miniitigen Inkubation in der feuchten Kammer wurde das Blocking
Serum vorsichtig abgeschiittelt und der Primérantikdrper in der fiir das jeweilige Organ
optimalen Verdiinnung aufgebracht (siehe Tabelle 4-2). Pro Tier und Organ wurde jeweils ein
Schnitt als Negativkontrolle verwendet und dementsprechend anstatt mit einem
Primédrantikdrper nur mit PBS behandelt. Die Inkubation erfolgte entweder 60 Minuten bei
Raumtemperatur oder 12 Stunden bei 4°C. Anschliefend wurde der Primérantikorper durch
Waschen mit PBS entfernt (3 x 5 min).

Da die Primérantikérper ausnahmslos in der Maus gebildet worden sind, musste als
Sekundérantikorper ein anti-Maus Antikorper verwendet werden (biotinylated Anti-Mouse
IgG). Dieser wurde in einer Konzentration von 7,5 pg/ml PBS mit 1% BSA eingesetzt, und
ebenfalls 60 Minuten bei Raumtemperatur oder 12 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Entfernung
des Sekundirantikorpers erfolgte analog zu der des Primédrantikérpers durch mehrmaliges,

vorsichtiges Waschen mit PBS (3 x 5 min).
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Im Anschluss daran wurden die Schnitte mit dem Biotinliganden Streptavidin
(StreptABComplex/HRP) beschichtet. Das Streptavidin wurde ca. 30 Minuten vor der
Anwendung nach Anweisung des Herstellers in 0,05 mol/l Tris/HCI (pH 7,6) aufgeldst und
bis zur Verwendung vor Licht geschiitzt gelagert. Die Inkubation und das anschlieBende
Waschen erfolgten analog zum Primér- und Sekundérantikorper.

Das fiir den ndchsten Schritt bendtigte DAB (3,3-Diaminobenzidin) musste rechtzeitig nach
Herstellerangaben in Aqua dest. aufgeldst und bis zur Verwendung vor Licht geschiitzt
gelagert werden. Aufgrund der Stirke der Reaktion erwies sich eine 20-sekiindige
Beschichtung der Schnitte mit DAB als ausreichend. Durch Uberfithren der Schnitte in eine
mit Leitungswasser gefiillte Kiivette wurde die Reaktion gestoppt und die Proben
anschlieend 10 Minuten lang in Leitungswasser gewassert.

Um die im Leitungswasser enthaltenen Kalziumionen wieder zu entfernen, wurden die
Objekttrager vor der Kernfarbung mit Hematoxylin in Aqua dest. tiberfiihrt. Fiir eine optimale
Kernfirbung stellte sich eine Dauer von 30 Sekunden als geeignet heraus. Danach wurde
iiberschiissiger Farbstoff durch zweimaliges, vorsichtiges Waschen in Aqua dest. entfernt und
die Proben wiederum 10 Minuten lang in Leitungswasser gewdssert. Die enthaltenen
Kalziumionen gehen mit dem Hematoxylin eine Komplexbindung ein, welche einen
Farbumschlag des Hematoxylins von rot zu blau zur Folge hat. Damit wird bei der
mikroskopischen Beurteilung eine bessere Differenzierbarkeit zwischen dem blauen Zellkern
und dem, im positiven Fall, braunen Zytoplasma erreicht.

Um die Haltbarkeit der Proben zu erhohen wurden sie nun mit Hilfe einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwissert. Dazu wurden sie jeweils 10 Minuten lang in 70%iges bzw. in
96%iges Ethanol, danach zweimal jeweils 5 Minuten lang in Isopropanol und schlieBlich
zweimal jeweils 10 Minuten lang in Xylol {iberfiihrt.

Das Eindeckeln erfolgte wie bei den Hematoxylin-Eosin gefdrbten Schnitten mit Eukitt®™.
Nach einer 24-stiindigen Trocknungsphase wurden die Schnitte lichtmikroskopisch bei 5-,

10-, 20-, 40- und 100-facher Vergrof3erung ausgewertet.

4.2.1.5.1  Auswertungsverfahren

Bei der lichtmikroskopischen Auswertung der immunhistologisch behandelten Schnitte
wurden diese nach der Farbintensitdt der spezifischen Immunreaktion sowie nach Anzahl,

Morphologie und Lokalisation der positiven Zellen beurteilt.
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Farbintensitt
Als positives, spezifisches Firbeergebnis wurden nur Zellen mit einer mittelstarken bis

kréftigen Braunfirbung gewertet.

Anzahl
Die Anzahl der positiven Zellen wurde nach folgendem Schema semiquantitativ beurteilt:
negativ (-), vereinzelte Zellen (+/-), wenige Zellen (+), miBig viele Zellen (++), viele Zellen

(+++), sehr viele Zellen (++++).

Lokalisation
Die Bewertung der Lokalisation der Fiarbungen in den unterschiedlichen Organen erfolgte in
Analogie zu den histomorphologischen Gegebenheiten. Auf diese wird in den einzelnen

Kapiteln ausfiihrlich eingegangen.



ERGEBNISSE 59

S ERGEBNISSE

5.1 HE-Farbung der Haut

Fiir die histologische Untersuchung der Haut wurden insgesamt fiinf M11-Hiihner beiderlei
Geschlechts im Alter von durchschnittlich 12 Wochen verwendet. Im Mittelpunkt der
Untersuchung stand dabei die Beurteilung des Aufbaus des Integumentum commune in
Abhidngigkeit von der untersuchten Hautregion. Allen Regionen gemeinsam war die
grundsétzliche Unterteilung in die Oberhaut (Epidermis) sowie in die darunter liegende
Lederhaut (Dermis/Korium), gleichgiiltig ob es sich um die befiederte Brust-, Fliigel- und
Halshaut oder um die unbefiederte Haut der Kehllappen und der dorsalen Schuppenhaut des
MittelfuBes handelte. In vielen Proben der Kehllappen- und insbesondere der befiederten Haut
waren teilweise auch umfangreiche Reste der Unterhaut (Subkutis) vorhanden, wihrend diese

bei der Schuppenhaut nur sehr gering ausgepréagt war.

5.1.1 Allgemeine lichtmikroskopische Befunde der Haut

In der Epidermis als einem verhornten Plattenepithel waren verschiedene aus Keratinozyten
bestehende Zellschichten zu erkennen. Die Gliederung in diese verschiedenen Zellschichten
basiert dabei auf den unterschiedlichen Differenzierungsstadien in denen sich die
Keratinozyten befinden und die sich daher neben ihrer Lage auch hinsichtlich ihrer
Zellmorphologie unterscheiden (298).

Die unterste Schicht bildete das Stratum basale. Zum Teil wird es auch als Stratum
germinativum bezeichnet, da es aus teilungsaktiven Zellen besteht. Die Nomenklatur ist
diesbeziiglich jedoch etwas irrefithrend, da manchmal mit dem Begriff ,,Stratum basale* auch
alle Zelllagen mit Ausnahme der toten Hornzellschicht gemeint sind. Im Folgenden soll daher
nur noch die eindeutige Bezeichnung ,,Stratum basale* verwendet werden. Die mitotisch
aktiven Basalzellen dieser Schicht produzieren permanent Keratinozyten, die im Verlauf der
physiologischen Regeneration zur Hautoberflaiche wandern. Sie differenzieren dabei aus und
werden letztendlich in Form toter Hornschuppen abgeschilfert. Parabasalzellen, Tochterzellen
der mitotisch aktiven Basalzellen die nicht in der unmittelbaren Ndhe der Basalmembran
bleiben, bildeten in allen untersuchten anatomischen Regionen lokal begrenzte, zusitzliche
Zellreihen, die in dem betreffenden Bereich aus dem zumeist einreihigen ein mehrreihiges

Stratum basale entstehen lief3en.
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Die sich in Richtung auf die Epidermisoberfliche anschlieBenden Zellschichten sind das
Stratum intermedium und das Stratum transitivum. Diese beiden Schichten wurden in der
vorliegenden Arbeit zum Teil zur suprabasalen Zellschicht (Stratum suprabasale)
zusammengefasst. Im Stratum transitivum fanden als Folge der einsetzenden Verhornung
bereits gravierende Verdnderungen statt. So kam es beispielsweise zur Bildung zahlreicher
Vakuolen, die den so genannten Ubergangszellen ihr charakteristisches Aussehen verlichen.
Die oberfldchlichste Schicht der Epidermis wurde von der kernlosen Hornzellschicht, dem
Stratum corneum gebildet, welches wie der Name schon andeutet aus toten, verhornten Zellen
besteht. Die Dicke der Hornzellschicht variierte zwischen den unterschiedlichen Regionen
sehr stark, wobei die befiederten Bereiche das schmalste und die Schuppenhaut der Stinder
das breiteste Stratum corneum aufwiesen.

Unterlagert wird die Epidermis vom Korium, die bereits erwdhnte Basalmembran trennt beide
Areale. Das Korium besteht wiederum aus zwei unterschiedlich beschaffenen
bindegewebigen Lagen (299): einmal dem der Basalmembran direkt anliegenden Stratum
superficiale sowie weiterhin dem sich in der Tiefe anschlieBenden Stratum profundum

(Abb. 5-1).

Abb.5-1: Fliigelhaut, HE, 40-fach.
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Das Stratum superficiale bestand aus einer lockeren Bindegewebsschicht. Da es im Bereich
der Federfollikel einen deutlichen Papillarkorper ausbildet, wird es zum Teil auch als Stratum
papillare bezeichnet.

Das Stratum profundum dagegen wies eine zweigeteilte Struktur auf: das sich an das Stratum
superficiale anschlieBende Stratum compactum verdankt seinen Namen dem kompakten,
straffen Bindegewebe, welches der Lederhaut ihre mechanische Festigkeit verleiht. Im
darunter liegenden Stratum laxum dagegen befanden sich glatte Muskelziige, die teilweise zur
Spannung der Haut, teilweise zur Verbindung von Federbilgen dienen (299, 300).

Die durch Faszien begrenzte Unterhaut spielt als Verschiebeschicht sowie als
Energiereservoir eine wichtige Rolle (301). Sie enthélt daher zahlreiche locker angeordnete
Bindegewebsfasern sowie zahlreiche Fettzellen, welche in Form von Fettkérpern (Corpora

adiposa) lokal konzentriert sind.

5.1.1.1 Epidermis der befiederten Haut

Da lichtmikroskopisch keine Unterschiede zwischen Brust-, Fliigel- und Halshaut
festzustellen waren, soll im Folgenden nicht mehr zwischen diesen Arealen differenziert
werden. Die befiederte Haut zeichnete sich durch ihre geringe Dicke und extreme Fragilitdt
aus. So maf} ihre gesamte Epidermis im Durchschnitt nur etwa 13 pm. Die epidermale Matrix
(gesamte Epidermis ohne Stratum corneum) war ca. 9 bis 10 um dick und bestand aus
insgesamt 4 bis 6 Zellreihen.

Das Stratum basale wurde aus einer einzelnen Reihe relativ groB3er, meist hochprismatischer
Zellen gebildet. Diese besalen einen zentral gelegenen prominenten Zellkern (Nukleus), der
einen Grofteil des Zellinneren einnahm. Die Kern-Plasma-Relation betrug etwa zwei zu eins.
Die drei bis fiinf dariiber gelegenen Zellreihen bildeten das Stratum suprabasale. Die
einzelnen Zellen flachten immer mehr ab, je weiter sie sich der Hautoberfliche néherten,
wihrend ihre Breite zunidchst zunahm. Die Form der zum Teil schon deutlich pyknotischen
Zellkerne entwickelte sich dabei der Zellform entsprechend {iber rund bis hin zu queroval.
Dabei wiesen alle Zellkerne der Epidermis eine gleichermafen starke Basophilie auf, wiahrend
das Zellplasma einheitlich eosinophil angefarbt war.

Das kernlose Stratum corneum bestand aus sehr flachen, dachziegelartig angeordneten Zellen,
die zur Oberfldche hin hauchdiinn wurden. Die genaue Anzahl der Zellreihen des Stratum
corneums war auf lichtmikroskopischem Niveau jedoch nicht bestimmbar. Sie farbten sich

nur schwach eosinophil an oder blieben vollig ungefarbt.
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5.1.1.2 Korium der befiederten Haut

Wie bei der Epidermis konnten auch beim Korium lichtmikroskopisch keine Unterschiede
zwischen Brust-, Fliigel- und Halshaut festgestellt werden.

Das Stratum superficiale bildete nur unter den Federfollikeln einen deutlichen Papillarkorper
aus, ansonsten kam es lediglich zu einer der Oberflichenform der Epidermis angepassten
Leisten- und Faltenbildung. Das Stratum compactum wies keinerlei Besonderheiten auf, im
Stratum laxum befanden sich, im Vergleich zur unbefiederten Haut, wesentlich mehr
Muskelfasern. Erkldren ldsst sich dies damit, dass die Funktion dieser auch als ,,echten“
Federmuskeln bezeichneten glatten Muskelzellen in der Regulation der Hautspannung und der

Bewegung der Federn liegt (sieche auch Kapitel 5.1.1).

5.1.1.3 Epidermis der unbefiederten Haut

Im Gegensatz zu den verschiedenen Arealen der befiederten Haut wiesen die untersuchten
topographischen Bereiche des unbefiederten Integumentum commune teilweise erhebliche
Unterschiede auf. Aus diesem Grund werden die jeweiligen Ergebnisse der histologischen

Untersuchung getrennt beschrieben.

5.1.1.3.1 Epidermis der dorsalen Schuppenhaut am Mittelfufy

Der allgemeine histologische Aufbau der Epidermis in dieser anatomischen Region entsprach
grundsitzlich demjenigen der befiederten Haut. Hauptunterschied war das Vorhandensein der
dorsal gelegenen Schuppen (Scutate scales). Diese Schuppen oder Quertafeln entstehen aus
einer Epidermisplakode mit nachfolgender Umstrukturierung der darunter liegenden Dermis
(302). Sie weisen eine innere und eine dullere Epidermisoberfliche auf, welche durch eine
Scharnierregion miteinander verbunden sind (303), wobei der innere Epidermisabschnitt als
kontinuierliche Fortsetzung dieser Scharnierregion aufgefasst werden kann (Abb. 5-2). Beide
Abschnitte setzten sich aus flinf bis sieben Zellreihen zusammen, zusétzlich zu denjenigen des
Stratum corneums. Vereinzelt konnten auch Abschnitte mit bis zu elf Zellreihen beobachtet
werden.

Auch das Stratum corneum selbst war nicht einheitlich. So waren die Hornzellen der Scutate
scales sehr dicht gepackt und spindelférmig angeordnet, die Epidermis zwischen den
Schuppen wies jedoch wesentlich lockerer angeordnete Hornlamellen auf. Insgesamt hatte das
Stratum corneum der dorsalen Schuppenhaut des Tarsometatarsus mit durchschnittlich 90 pm

von allen untersuchten anatomischen Regionen den gro3ten Durchmesser.



ERGEBNISSE 63

AuRere Epidermisoberflache

Abb.5-2: Dorsale Schuppenhaut, HE, 40-fach.

5.1.1.3.2  Epidermis der Kehllappen

Auch die Epidermis der Kehllappen folgte dem allgemeinen histologischen Aufbau. Thr
Gesamtdurchmesser nahm mit ca. 70 um eine Mittelstellung zwischen den diinnen,
befiederten Hautarealen und der dicken, stark verhornten Haut der Stinder ein.

Die einreithigen Basalzellen wiesen analog zu den Basalzellen in den anderen untersuchten
Regionen eine hochprismatische Form auf. Sie wdlbten sich so in das Korium vor, dass dieses
einen ausgepragten Papillarcharakter erhielt. Die Anzahl der Reihen des Stratum suprabasale
schwankte bei den untersuchten Tieren zwischen zwei und fiinf, beim Stratum corneum
konnte die Anzahl der Reihen auf lichtmikroskopischem Niveau jedoch nicht genau bestimmt
werden. Es machte mit etwa 20-35 um knapp ein Drittel bis die Hélfte des

Gesamtdurchmessers der Epidermis aus.

5.1.1.4 Korium der unbefiederten Haut

Der Aufbau des Koriums der unbefiederten Haut entsprach im Wesentlichen der allgemeinen
Histologie. Auffallend war lediglich der im Vergleich zur befiederten und zur dorsalen

Schuppenhaut ausgeprigte Papillarcharakter des Stratum superficiale der Kehllappen.
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AuBerdem war die Dichte der glatten Muskelzellen im Stratum laxum erwartungsgemal bei

der unbefiederten Haut wesenlich geringer als bei der befiederten Haut, wobei die

Schuppenhaut des Tarsometatarsus die geringste Dichte aufwies.

5.1.2 Zusammenfassung

In der folgenden Tabelle wurden die Ergebnisse der histologischen Untersuchung der

befiederten und der unbefiederten Haut zusammengefasst.

Dorsale Schuppen-
Befiederte Haut haut (MittelfuB) Kehllappen
Dicke (gesamt): Dicke (gesamt): Dicke (gesamt):
Epidermis ca. 13 um, ca. 150 pm, ca. 70 um,
(allgemein) Dicke (Matrix): Dicke (Matrix): Dicke (Matrix):
9-10 um 30-50 pm 35-50 pm

Stratum basale

1 Reihe hochprismat.
Zellen, Kern-Plasma-
Relation 2:1

Analog zur befieder-
ten Haut

Analog zur befieder-
ten Haut

3-5 Reihen runder bis

4-6 Reihen, verein-

2-5 Reihen runder bis

Stratum suprabasale querovaler Zellen, zelt bis zu 10 Rei- querovaler Zel-
P Kerne zum Teil hen, Zellform rundl. bis len, Kerne v.a. dor-
pyknotisch queroval sal pyknotisch
Anzahl der Reihen G, 2 prm e

Stratum corneum

konnte nicht ermittelt
werden, insge-
samt 3-4 um dick, sehr

kernlose Zellen, im
Bereich der Scutate
scales dicht gepackt und

20-35 pm dick, sonst
analog zur befiederten

flache Zellen ohne ST Haut
Zellkern angeordnet, songt eher
locker verteilt
Papillarcharakter nur im
Bereich der Stratum superficiale der Auseenrister
Stratum superficiale Federfollikel, sonst Schuppenform der Papillirfhargakter
Leisten- und Falten- Epidermis angepasst
bildung
i G e Dicht angeordnete Analog zur befieder- Analog zur befieder-
Bindegewebsfasern ten Haut ten Haut
Stratum laxum GroBe Anzahl glatter Nur vereinzelt glatte | Geringe Anzahl glatter
Muskelzellen Muskelzellen Muskelzellen

Tabelle 5-1: Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Haut.

5.2

Immunbhistologische Untersuchung der Haut

Fiir die immunhistologische Untersuchung der Haut wurden insgesamt fiinf M11-Hiihner

beiderlei Geschlechts im Alter von durchschnittlich 12 Wochen verwendet. Zum Teil handelte
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es sich bei diesen Tieren um dieselben, die fiir die histologische Untersuchung verwendet

worden sind.

5.2.1 Farbung mit dem mAKk 16-6

Das von diesem Antikorper erkannte, auf der Zelloberflache exprimierte Antigen CD45 wird
hdufig auch als LCA (leukocyte common antigen) bezeichnet, da es, wie der Name schon
sagt, allen Leukozyten zu Eigen ist. CD45 wird deshalb gerne als Marker fiir hdmatopoetische
Zellen eingesetzt. Bei unseren Proben diente die Farbung mit dem anti-CD45 Antikorper in
erster Linie als Positivkontrolle.

CDA45" Zellen konnten sowohl in der befiederten als auch in der unbefiederten Haut in groBer
Anzahl nachgewiesen werden. Die meisten dieser Zellen befanden sich in der Dermis, wobei
sie zwar grundsétzlich alle dermalen Schichten besiedelten (Abb. 5-8), das Gros aber in der
proximalen Schicht des Stratum superficiale (Abb. 5-5) sowie im perivaskuldren Bereich
angetroffen wurde (Abb. 5-4). Lediglich bei der Kehllappenhaut befanden sich wesentlich
mehr Zellen in den beiden Schichten des Stratum profundum als im Stratum superficiale.
Direkt subepidermal, also in unmittelbarer Ndhe der Basalmembran des Stratum basale, war
nur eine vergleichsweise geringe Anzahl CD45" Zellen vorhanden, wenn man von einigen
wenigen, groleren Zellansammlungen absieht (Abb. 5-7).

Interessanterweise wurden epidermale CD45" Zellen lediglich bei aus der dorsalen
Schuppenhaut des Mittelfules stammenden Proben nachgewiesen. Die Epidermis der
Kehllappenhaut dagegen war stets negativ und auch in der Oberhaut der befiederten
Hautabschnitte wurden keine CD45" Zellen angetroffen. Aufgrund des geringen
Durchmessers der Epidermis war das Vorhandensein positiver Zellen im letzteren Fall jedoch
deutlich schwieriger zu beurteilen und kann daher nicht zu 100% ausgeschlossen werden. Die
wenigen epidermalen CD45" Zellen der Schuppenhaut fanden sich in oder dorsal der
Basalzellschicht, oft lokal konzentriert, als meist rundlich-ovale, manchmal dreieckige Zellen
von ungefdhr 11,25 x 13,75 um. Der mittelgroBe Kern lag exzentrisch im feingranuldren
Zytoplasma. Auffallend war, dass im jeweils korrespondierenden subepidermalen
Dermisabschnitt ebenfalls sehr viele Zellen positiv waren, so dass man zum Teil von
regelrechten Aggregaten sprechen konnte.

Grundsitzlich konnten bei den dermalen CD45" Zellen zwei verschiedene Subpopulationen
unterschieden werden, die jeweils in groer Anzahl vorhanden waren. Bei der einen der
beiden Subpopulationen handelte es sich um ovale, manchmal dreieckige Zellen, die mit

durchschnittlich 10,5 x 12,25 pm in derselben GréBenordnung wie die soeben beschriebenen
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epidermalen Zellen lagen (Abb. 5-6). Auch hinsichtlich der anderen morphologischen
Kriterien waren beide Populationen vergleichbar. Die zweite Zellart, die in der Dermis
angetroffen wurde, wies eine vollig andere Morphologie auf. Die betroffenen Zellen waren
lang und schmal, selten breiter als 2,0 um bei einer Lénge von bis zu 14,5 pm. Der Kern war
der Zellform angepasst und wurde meist mehr oder weniger peripher im homogenen
Zytoplasma angetroffen. Die ,,Enden* des Somas wirkten sehr fein und schmal, ob es sich
aber tatsdchlich um Zytoplasmafortsidtze handelte war auf lichtmikroskopischem Niveau nicht
eindeutig zu kldren. Soweit es beurteilt werden konnte wiesen beide Subpopulationen eine
dhnliche Verteilung, eine Tendenz zur Bildung von Aggregaten (Abb. 5-3) und eine Affinitit
zu den perivaskuldren Bereichen (Abb. 5-4) auf. Bei den direkt subepidermal lokalisierten
Zellen handelte es sich jedoch meistens um die schmalen Zellen mit den lang ausgezogenen
Enden.

Im Lumen der Gefie befanden sich ebenfalls einige wenige CD45" Zellen. Sie erfiillten alle
morphologischen Kriterien von Lymphozyten: so waren sie von runder Form und mit ca.
7,5 pm im Durchmesser recht klein. Der zentral gelegene Kern nahm mit einer Kern-Plasma-
Relation von ca. 2:1 den Grofiteil des Somas ein, wihrend das Zytoplasma lediglich einen

schmalen, perinukleédren Ring bildete.

5.2.2 Fiarbung mit dem mAk KULO1

Bei dem mAk KULOI handelt es sich um einen Antikorper, der spezifisch Zellen des
mononukledren Phagozytosesystems (MPS) des Huhns sowie aktivierte Mikrogliazellen
erkennt. Das erkannte Antigen wird dabei auf der Zelloberflache exprimiert.

Die unbefiederten Hautregionen enthielten keine epidermalen KULO1" Zellen, diese konnten
nur in der befiederten Haut in geringer Anzahl nachgewiesen werden. Aufgrund der geringen
Dicke der Epidermis und der dichten Aneinanderlagerung der epidermalen KULO1™ Zellen
war es jedoch nicht mdglich, ihre Lage und Morphologie exakt zu bestimmen.

Dermale KULO1" Zellen fanden sich dagegen in allen drei untersuchten Hautregionen in
relativ hoher Anzahl. Ahnlich wie bei der Firbung mit dem anti-CD45 Antikdrper befanden
sich dabei zwar in beiden Schichten der Dermis positive Zellen (Abb. 5-9 und 5-10), die
meisten von ihnen bevorzugten jedoch das Stratum superficiale bzw. dessen proximalen
Bereich. Besonders stark ausgepriagt war die Affinitdt zum Stratum superficiale in den aus der
Schuppenhaut stammenden Proben (Abb.5-11). Die Haut der Kehllappen bildete

diesbeziiglich jedoch eine Ausnahme: Ebenfalls analog zur Farbung mit dem mAk 16-6
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wiesen die positiven Zellen in diesem Fall eine Priaferenz fiir das Stratum profundum auf
(Abb. 5-13).

Lokalisationen in direkter Nachbarschaft zum Stratum basale konnten ebenfalls, wenn auch
nur in geringerer Anzahl, regelméBig in allen drei Hautregionen beobachtet werden. Die
Somata dieser Zellen waren sehr lang und schmal, selten dicker als 2,0 um bei einer Lénge
von bis zu 20,0 um (Abb. 5-11). Je nach Ebene des Anschnitts variierte ihre Grof3e jedoch
sehr stark. Ahnlich wie bei den linglichen CD45" Zellen schienen ihre Zellenden von
konischer, ausgezogener Form zu sein, so dass man eventuell von Zytoplasmafortsétzen
sprechen konnte. Die zweidimensionale Ansicht und die zahlreichen Moglichkeiten der
getroffenen Schnittebenen verhinderten jedoch eine exakte Beurteilung der Zellform. Der
ebenfalls lidngliche Zellkern lag manchmal zentral, meistens jedoch exzentrisch im
homogenen Zytoplasma. Morphologisch sehr &hnliche Zellen fanden sich auch in den anderen
Bereichen der Dermis. Sie waren im Durchschnitt zwar etwas breiter, teilweise bis zu 3,5 pm,
ansonsten konnten aber keine nennenswerten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 5-14). In
dhnlich grofler Anzahl vertreten waren hier auch rundlich-ovale, manchmal dreickige Zellen
mit einem durchschnittlichen Durchmesser von ca. 9,0 um (Abb. 5-12). Sie zeichneten sich
durch einen rundlichen, exzentrischen Kern mit einer Kern-Plasma-Relation von 1:1,5 bis 1:1
sowie durch granuldres Zytoplasma aus. Obwohl sie ansonsten, abgesehen von den regionalen
Unterschieden, alle dermalen Schichten gleichméBig bevolkerten, wurden sie nie in
unmittelbarer Ndhe zur Basalmembran angetroffen. Auch Zusammenballungen dermaler
positiver Zellen wurden nie beobachtet, eine Praferenz fiir das perivaskuldre Bindegewebe nur
sporadisch.

In der Literatur wurden ebenfalls KULO1" Zellen in der Hithnerhaut beschrieben, wobei
jedoch nicht zwischen verschiedenen Subpopulationen differenziert wurde. Es war nur von
positiven Zellen mit dendritischer Erscheinung und granuldrem Farbmuster die Rede. Diese
sollen weiterhin durch die Expression von MHC II-Molekiilen gekennzeichnet gewesen sein.
Vergleichbar zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit waren diese Zellen sowohl in der
Dermis als auch in der Epidermis lokalisiert (292). Leider geht aus dem Artikel nicht hervor,

welche anatomischen Hautregionen fiir den Versuch verwendet wurden.

5.2.3 Farbung mit dem mAK 2G11

Dieser mAk ist, wie auch der mAk LD42, gegen die auf der Zelloberfliche exprimierten
MHC II-Molekiile gerichtet. Obwohl beide Antikorper hinsichtlich Spezifitit und
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Férbeverhalten analog reagieren, soll im Folgenden nur auf den mAk 2G11 Bezug genommen
werden.

MHC II" Zellen konnten in allen drei untersuchten anatomischen Regionen jeweils in allen
Schichten des Koriums in groBer Anzahl detektiert werden. Ahnlich wie bei der Firbung mit
dem mAk 16-6 schien sich das Gros der Zellen in der befiederten sowie in der Schuppenhaut
dabei im proximalen Abschnitt des Stratum superficiale aufzuhalten (Abb. 5-15 und 5-18),
wihrend die Zellen in der Kehllappenhaut sich gleichméBig auf alle dermalen Schichten
verteilten. Die Anzahl der MHCII™ Zellen schien im Ubrigen in der Kehllappenhaut
besonders hoch zu sein (Abb. 5-19).

Dabei konnte man bei den dermal lokalisierten positiven Zellen, analog zur Farbung mit den
mAk 16-6 und KULOI, zwischen zwei etwa gleichgrolen Subpopulationen unterscheiden
(Abb. 5-20). Die eine bestand aus durchschnittlich 10,25 x 11,5 um grofen Zellen von
rundlich-ovaler, manchmal auch dreieckiger Form. Die mittelgroBen Kerne lagen jeweils
exzentrisch im feingranuldren Zytoplasma. Die zahlreich auftretenden Aggregate und
perivaskuldren Ansammlungen (Abb. 5-17) schienen zum Grofteil aus solchen Zellen zu
bestehen. Auf Grund der schlechten Differenzierbarkeit der Zellen innerhalb dieser
Akkumulationen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass sich auch noch weitere
Zellarten darin befanden. Die Zellen der zweiten Subpopulation wiederum &hnelten der im
Stratum transitivum der Kehllappenepidermis detektierten Zelle, auf die spéter noch genauer
eingegangen werden soll. Sie waren zwar mit durchschnittlich 2,0 x 17,5 pm etwas breiter
und nicht ganz so lang, Kernform und —groBe, Beschaffenheit des Zytoplasmas sowie die
Ausbildung fragiler Ausziehungen waren jedoch identisch. Interessanterweise unterschied
sich die Verteilung der Zellen der letzteren Subpopulation innerhalb der untersuchten
anatomischen Regionen erheblich. So waren sie in der befiederten Haut relativ gleichméBig
tiber das Korium verteilt und représentierten gleichzeitig in unmittelbarer Né&he der
Basalmembran des Stratum basale die vorherrschende Zellart (Abb. 5-16). In der
unbefiederten Haut dagegen waren sie in diesem Bereich nur &uBerst spérlich verteten,
wihrend hier das Stratum profundum eine relativ groBe Anzahl linglicher MHC II" Zellen zu
verzeichnen hatte.

Wie bereits angedeutet konnte eine starke Tendenz zur Bildung von Aggregaten sowie zur
Besiedelung des perivaskulidren Bindegewebes beobachtet werden. Die Aggregate waren
dabei nicht nur auf die zentraleren Abschnitte der Dermis beschrinkt, sondern befanden sich
zum Teil auch subepidermal, also in direktem Kontakt zur Basalmembran des Stratum basale.

Diese Lokalisation konnte insbesondere in den unbefiederten Hautarealen beobachtet werden
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(Abb. 5-18). Manchmal konnten proximal der Aggregate epidermale MHC II" Zellen
detektiert werden. Dies war zumindest bei aus der dorsalen Schuppenhaut des Mittelfu3es
sowie, abweichend zum Farbeverhalten des mAk 16-6, bei aus dem Kehllappen stammenden
Proben der Fall. Die epidermalen, positiven Zellen befanden sich innerhalb der
Basalzellschicht sowie proximal davon im Stratum intermedium, oft lokal konzentriert. In der
Epidermis der Kehllappen reichten sie oft bis in die proximalen Bereiche dieser Schicht,
wihrend sie bei der Schuppenhaut meist in unmittelbarer Ndhe des Stratum basale blieben.
AuBerlich #hnelten diese Zellen stark der weiter oben beschriebenen Subpopulation
rundlicher Zellen im Korium. Sie lagen mit etwa 11,5x 12,25 um in derselben
GroBenordnung und auch die anderen morphologischen Kriterien waren vergleichbar. Wie
bereits erwdhnt reagierte in einer der Kehllappenproben auch eine einzelne Zelle im Stratum
transitivum &uflerst spezifisch. Mit einer Dicke von 1,5 pm und einer Lénge von 23,0 pm
wich sie morphologisch jedoch erheblich von den iibrigen epidermalen MHC II" Zellen ab.
Ihr Kern war relativ klein, oval und lag in der Peripherie des homogenen Somas. Bei genauem
Hinsehen erkannte man an den ,Zellenden einige wenige, sehr feine

Zytoplasmaausziehungen. Die Epidermis der befiederten Haut dagegen war stets negativ.

5.2.4 Firbung mit dem mAKk 3-6

Das korrespondierende Antigen und damit die Bindespezifitit dieses Antikorpers sind noch
nicht bekannt. Vieles spricht jedoch dafiir, dass der mAk 3-6 mit Zellen aus der Linie der
Monozyten/Makrophagen interagiert. So soll er in der Durchflusszytometrie die gleichen
Populationen wie der mAk 8F2 erkannt haben, bei dessen auf der Zelloberfldche
exprimiertem Antigen es sich mdglicherweise um ein ,-Integrin handelt (304).

Bei Fiarbung der Proben mit diesem Antikorper reagierten insgesamt relativ wenige Zellen
positiv, auBerdem konnten entscheidende Unterschiede im Farbeverhalten der verschiedenen
untersuchten Areale festgestellt werden.

So fanden sich in der befiederten Haut 3-6" Zellen relativ gleichmiBig iiber alle dermalen
Schichten verteilt, insbesondere aber im subepidermalen Bereich (Abb. 5-21). Sporadisch
konnten in letzterer Lokalisation auch kleinere Ansammlungen beobachtet werden. Die Zellen
waren im Durchschnitt etwa 2,5 x 19,0 um gro83, teilweise auch deutlich ldnger. Die exakte
Beurteilung der ZellgroBe wurde jedoch erheblich durch die Ausbildung feiner, konischer
Zytoplasmaausziehungen erschwert. Die ovalen Zellkerne waren von mittlerer Gré3e und
lagen meist exzentrisch im homogenen Zytoplasma. Rundliche Zellen mit einem Durchmesser

von ca. 8,75 um waren in allen dermalen Schichten vertreten. Thre Anzahl war jedoch
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erheblich geringer als diejenige der langen, schmalen Zellen, auBerdem wurden sie nie in
unmittelbarer Ndhe zur Basalmembran gesehen. Ihr Zellkern wies, entsprechend den
Zellkernen von Monozyten/Makrophagen, eine Kern-Plasma-Relation von 1:1,5 bis 1:1 und
eine exzentrische Lage auf. Das Zytoplasma enthielt jedoch keine Granula, sondern bildete
zahlreiche, fragile Ausziehungen. Im Bereich des perivaskuldren Bindegewebes fanden sich
regelméBig Zellen von dhnlicher Morphologie (Abb. 5-22). Da sie in dieser Lokalisation aber
in einer ziemlich hohen Dichte auftraten, konnte keine eindeutige Aussage iiber das
Vorhandensein eventueller Zytoplasmaausliufer gemacht werden. Epidermale 3-6" Zellen
konnten in der befiederten Haut in keiner der Proben nachgewiesen werden.

Die unbefiederte Schuppenhaut des MittelfuBes dagegen enthielt positive Zellen nicht nur in
allen Schichten der Dermis, sondern auch —wenn auch nur einige wenige- in den basalen
Abschnitten der Epidermis. Die betroffenen Zellen waren rundlich und mit ca. 12,5 x 15,0 pm
relativ grof3. Der mittelgrole Zellkern war oval geformt und lag zentral oder leicht exzentrisch
im homogenen Zytoplasma, welches keinerlei Fortsdtze erkennen lieB. Subepidermal, in
unmittelbarem Kontakt zu den zellhaltigen Epidermisabschnitten, konnten regelmafig gréfere
Aggregate beobachtet werden (Abb. 5-23), insbesondere unterhalb der 3-6", epidermalen
Zellen. Auch hier war die Beurteilung der Einzelzelle aufgrund der hohen Zelldichte sehr
schwierig, die meisten schienen jedoch sehr stark den rundlichen Zellen der Dermis zu
dhneln. Ansammlungen groferer Zellmengen wurden aber nicht nur subepidermal, sondern in
allen Schichten der Dermis, bevorzugt im perivaskuldren Bereich angetroffen. Analog zur
befiederten Haut enthielt auch die Dermis der dorsalen Schuppenhaut eine zweite
Zellpopulation (Abb. 5-24), die sich durch eine lange, schmale Form des Somas auszeichnete.
Vereinzelt wurden diese Zellen auch in den soeben erwdhnten Aggregaten angetroffen. Ihre
durchschnittliche Gréfe betrug ungefdhr 2,0 x 16,5 um, die sonstigen morphologischen
Kriterien waren ebenfalls mit der entsprechenden Zellpopulation in der befiederten Haut
vergleichbar. Anders als diese waren sie aber nicht gleichméBig in allen dermalen Schichten
vertreten, sondern hielten sich bevorzugt im Stratum superficiale auf. Ein direkter Kontakt mit
der Basalmembran war dabei duB3erst selten.

In den aus der Kehllappenhaut stammenden Proben wurden weder epidermale noch
subepidermale Zellen festgestellt. Die in geringer bis miBig groBer Anzahl vorhandenen
3-6' Zellen verteilten sich gleichmiBig iiber alle Schichten des Koriums, wobei sie
Lokalisationen im Stratum compactum zu bevorzugen schienen. Hier bildeten sie regelmifig
kleine, strichformige Ansammlungen (Abb. 5-25). Die Affinitit zum perivaskuldren Bereich

war, verglichen mit derjenigen in den beiden anderen Regionen, nur méfig ausgeprigt.
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Analog zu diesen konnten aber auch in der Dermis der Kehllappen zwei Subpopulationen
unterschieden werden. Eine davon wurde wieder von schmalen, ldnglichen Zellen gebildet,
die mit einer durchschnittlichen Grofe von 2,5x 18,5 um in der GroBenordnung der
entsprechenden Zellen der befiederten und der Schuppenhaut lagen. Auch Form, Gréfle und
Lage des Kerns sowie Form und Struktur des Zytoplasmas waren vergleichbar. Obwohl die
Zellen auch einzeln angetroffen wurden, schienen sie sich bevorzugt zu den bereits erwédhnten
kleinen Aggregaten zusammenzuschlieen. Die zweite Subpopulation, die in erster Linie das
Stratum superficiale bevolkerte, schien zahlenméBig etwas unterlegen zu sein. Morphologisch
dhnelten diese Zellen sehr stark den rundlichen Zellen in der Dermis der befiederten Haut
(Abb. 5-26). Mit einem durchschnittlichen Durchmesser von ca. 9,5 um waren sie zwar
geringgradig groBer, ihr Zellkern wies mit 1:1,5 bis 1:1 jedoch die gleiche Kern-Plasma-
Relation und die gleiche exzentrische Lage auf. Das homogene Zytoplasma bildete ebenfalls
zahlreiche Fortsédtze. Analog zu den entsprechenden Zellen in der befiederten Haut sahen wir

sie nie in direktem Kontakt mit der Basalmembran.

5.2.5 Farbung mit dem mAk CVI-ChNL-68.1

Dieser Antikorper wurde von Jeurissen et al. generiert und ist laut deren Angaben spezifisch
fiir Monozyten, Makrophagen und interdigitierende DCs des Huhns (294). Da er auch in der
Durchflusszytometrie eingesetzt werden kann (305), scheint es sich bei dem
korrespondierenden Antigen um ein auf der Zelloberfldche exprimiertes Protein zu handeln.

Insgesamt interagierten nur maBig viele Zellen mit dem mAk CVI-ChNL-68.1. Dabei schien
die Anzahl der positiven Zellen in der dorsalen Schuppenhaut der Stinder deutlich héher zu
sein als in den beiden anderen untersuchten Regionen. Die Zellen besiedelten in diesem Fall
zwar alle dermalen Schichten, die Mehrheit befand sich jedoch im proximalen Bereich des
Stratum superficiale. Einige von ihnen hatten auch direkten Kontakt zur Basalmembran der
Basalzellschicht (Abb. 5-29). Ahnlich wie bei der Fiarbung mit dem anti-CD45 Antikdrper
formierten sich hier zum Teil regelrechte Aggregate, oberhalb derer es regelmiBig zu
Einbriichen in die Epidermis kam. Die betroffenen Zellen lagen vereinzelt zumeist innerhalb
oder direkt iiber dem Stratum basale. In einer der Proben fand sich eine grofere
Zellansammlung, die bis in die hoheren Schichten der Epidermis reichte. Die Zellen waren
mit durchschnittlich 8,75 x 10,75 pum von mittlerer GroBBe und oval oder unregelmiBig
geformt. Thre ovalen Kerne wiesen eine Kern-Plasma-Relation von 1:1,5 bis 1:1 auf und

waren exzentrisch ausgerichtet. Das Zytoplasma hatte stets eine granuldre Struktur.
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Bei den subepidermal lokalisierten CVI-ChNL-68.1" Zellen dagegen konnten zwei
verschiedene Subpopulationen unterschieden werden. Die eine dhnelte morphologisch den
soeben beschriebenen epidermalen Zellen. Die andere, etwas seltener vertretene
Subpopulation setzte sich aus langen, schmalen Zellen von ca. 2,5 um Breite und bis zu
20,0 um Lénge zusammen. Sie hatten einen der Zellform angepassten Zellkern und lang
ausgezogene Somaenden, wodurch die exakte Beurteilung von Zellform und —groB3e jedoch
erheblich erschwert wurde. Beide Subpopulationen konnten auch in den tieferen Bereichen
der Dermis ausgemacht werden. Dabei wies insbesondere die Erstere eine recht starke
Tendenz zur Aggregatbildung sowie eine in allen untersuchten Regionen ausgeprigte
Affinitdit zum perivaskuldren Bindegewebe auf. Interessanterweise reagierten die
Endothelzellen der Gefille ebenfalls sehr spezifisch (Abb. 5-30 und 5-32). Sie waren mit
einem durchschnittlichen Durchmesser von etwa 7,5 um eher klein und je nach Anschnitt
mehr rund oder mehr lidnglich-oval geformt. Der ovale Kern war mit einer Kern-Plasma-
Relation von mindestens 1,5:1 ziemlich prominent.

Wie bereits erwdhnt war die Anzahl der positiven Zellen in der befiederten sowie in der
Kehllappenhaut wesentlich geringer. Auch hinsichtlich der Verteilung dieser Zellen konnten
zum Teil gravierende Unterschiede festgestellt werden. So fanden sich hier im Gegensatz zur
Schuppenhaut keinerlei epidermale CVI-ChNL-68.1" Zellen und auch die Anzahl der
subepidermalen, in direktem Kontakt mit der Basamembran stehenden Zellen war deutlich
kleiner (Abb. 5-27 und 5-31). AuBlerdem handelte es sich in diesem Fall auch nur um eine
einzige Subpopulation, ndmlich die der schmalen Zellen mit den lang ausgezogenen
Zytoplasmaausldufern. In den restlichen Schichten der Dermis dagegen fanden sich wieder
beide Subpopulationen. Anders als in der Schuppenhaut lag jedoch keine Préferenz fiir das
Stratum superficiale vor, sondern die Zellen verteilten sich gleichméBig iiber alle Schichten,
wobei die schmalen Zellen eindeutig in der Uberzahl waren. Zellansammlungen fanden sich
nur sporadisch und von wesentlich geringerem Ausma@ als in der Schuppenhaut (Abb. 5-28),

die Affinitdt zum perivaskuldren Bindegewebe war jedoch vergleichbar.

5.2.6 Firbung mit dem mAk CVI-ChNL-74.2

Dieser mAk soll spezifisch eine Subpopulation reifer Gewebemakrophagen erkennen. Da
keine durchflusszytometrischen Daten vorliegen, gibt es keine Hinweise darauf, ob es sich bei
dem korrespondierenden Antigen um ein intrazelluldres oder um ein auf der Zelloberfldche
lokalisiertes Protein handelt. Obwohl der mAk CVI-ChNL-74.2 von Jeurissen et al. als

negativ in der Haut beschrieben wurde (290), konnten im Rahmen unserer Untersuchungen
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sowohl in der befiederten als auch in der unbefiederten Haut sehr spezifische Farbeergebnisse
erzielt werden.

Insgesamt reagierten nur méBig viele Zellen positiv. In der befiederten Haut waren sie
gleichmiBig tiber die Schichten der Dermis verteilt, ohne jedoch eine Priferenz fiir eine
bestimmte Schicht erkennen zu lassen (Abb. 5-33). Auch subepidermal wurden regelmaBig
einige Zellen angetroffen, in der Epidermis dagegen nie. Obwohl der mAk CVI-ChNL-74.2
nur mit besagter Makrophagensubpopulation interagieren soll, konnten im Korium, &hnlich
wie bei den meisten anderen verwendeten Antikdrpern, mehrere morphologisch
unterschiedliche Zellarten detektiert werden. Die einen waren lang und diinn und wiesen feine
Zytoplasmaausziehungen auf (Abb.5-37). [IThre durchschnittliche Gréfe betrug
2,5 x 18,75 pum, wobei es auch in diesem Fall ein Problem darstellte die exakte Grofe des
Somas zu bestimmen. Der an die Zellform angepasste mittelgroBe Kern lag mehr oder
weniger stark exzentrisch im homogenen Zytoplasma. Es waren die einzigen Zellen, die in
unmittelbarer Nachbarschaft zur Basalmembran angetroffen wurden, grundsitzlich
besiedelten sie aber alle Schichten der Dermis. Ahnlich zu den linglichen, 3-6" Zellen
bildeten sie iiber das Korium verteilt kleine, schmale Ansammlungen. Die zweite
Subpopulation setzte sich aus unregelmifBig geformten, polygonalen Zellen zusammen. Sie
waren mit ca. 5,5 x 14,75 pum von mittlerer Grof3e und hatten einen mit einer Kern-Plasma-
Relation von ca. 1,3:1 bis 1,5:1 relativ groBen Kern. Ihr Zytoplasma schien keine Granula zu
enthalten, bildete aber konische Ausldufer (Abb.5-36). Zum Teil wurden auch etwas
kleinere, oft dreieckige Zellen detektiert, die umgekehrt zwar keine Fortsitze, aber
feingranulires Zytoplasma aufwiesen (Abb. 5-38). Sie entsprachen morphologisch am
ehesten den klassischen Gewebemakrophagen. Eine méfige Affinitdt zum perivaskuldren
Bindegewebe war bei allen Zellpopulationen in dhnlicher Weise vorhanden.

Ein entsprechendes Bild bot sich auch in den von den Kehllappen stammenden Hautproben
dar, lediglich die Zahl der subepidermalen Zellen war hier eventuell etwas geringer. Anzahl
und zum Teil auch Verteilung der CVI-ChNL-74.2" Zellen in der dorsalen Schuppenhaut des
MittelfuBBes wichen jedoch erheblich von den soeben beschriebenen Verhéltnissen ab. Es
reagierten hier insgesamt wesentlich mehr Zellen positiv als in den anderen beiden
anatomischen Regionen. Ahnlich wie dort waren die positiven Zellen zwar gleichmiBig iiber
das gesamte Korium verteilt, es befanden sich jedoch erheblich mehr Zellen in direktem
Kontakt zur Basalmembran des Stratum basale (Abb. 5-35). Die Préferenz fiir das die
Blutgefile umgebende Bindegewebe war in allen drei Lokalisationen im Vergleich zu den

meisten anderen Antikorpern eher gering ausgeprigt (Abb. 5-34), epidermale
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CVI-ChNL-74.2" Zellen wurden weder in der befiederten noch in der unbefiederten Haut

gesehen.

5.2.7 Farbung mit dem mAk CVI-ChNL-74.3

Dieser mAk reagiert mit einem Antigen follikuldrer DCs. Auch in diesem Fall liegen keine
durchflusszytometrischen Daten vor, so dass es keine Hinweise auf die Lokalisation des
korrespondierenden Antigens gibt.

In den untersuchten Hautproben konnte bei Verwendung des mAk CVI-ChNL-74.3 keine

spezifische Anfarbung von Zellen beobachtet werden.

5.2.8 Firbung mit den mAks anti-TCR-1 und anti-TCR-2

Bei diesen Antikdrpern handelt es sich zwar nicht um myeloide Marker, sondern um solche
fiir y/3- bzw. a/vp1-T-Zellen. Da zumindest Erstere jedoch in der Haut von Méusen
nachgewiesen werden konnten und hier eine nicht unerhebliche Funktion in der Abwehr
kutaner Antigene zu spielen scheinen, wurden sie der Vollstindigkeit halber mitgetestet,

jedoch mit negativem Ergebnis.

5.2.9 Negativkontrollen

Bei allen untersuchten Proben waren die Kontrollen stets vollstdndig negativ.

5.2.10 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchungen der befiederten und der

unbefiederten Haut wurden in den folgenden Tabellen zusammengefasst.
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16-6 KULO1 2G11 3-6
Epidermis
Befiederte Haut - + = -
Dorsale
+ - + +
Schuppenhaut
Kehllappen - - 4 -
Subepidermaler
Bereich
Befiederte Haut + bis ++ 4 ++ ++
Dorsale
4= 4=E dH=E 4=E
Schuppenhaut
Kehllappen +bis ++ + ek -
Dermis
Befiederte Haut +++ ++ bis +++ +++ + bis ++
Dorsale . .
+++ ++ bis +++ +++ + bis ++
Schuppenhaut
Kehllappen e ++ bis +++ +++ (bis ++++) + bis ++
Perivaskulirer
Bereich
Befiederte Haut +++ +/- ++ bis +++ ++ bis +++
Dorsale . .
S +/- ++ bis +++ ++ bis +++
Schuppenhaut
Kehllappen -+ +/- ++ bis +++ +

Tabelle 5-2 a: Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Haut.
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CVI-ChNL- CVI-ChNL- CVI-ChNL- Anti TCR-1,
68.1 74.2 74.3 Anti-TCR-2
Epidermis
Befiederte Haut - = - -
Dorsale 4 ) _ _
Schuppenhaut
Kehllappen - = - -
Subepidermaler
Bereich
Befiederte Haut + + - -
Dorsale _ i
Schuppenhaut o +
Kehllappen + +/- bis + - -
Dermis
Befiederte Haut ++ et - -
Dorsale .
+++ ++ bis +++ - -
Schuppenhaut bis
Kehllappen ++ NG - -
Perivaskulirer
Bereich
Befiederte Haut ++ bis +++ ++ bis +++ - -
Dorsale . )
++ bis +++ ++ bis +++ - -
Schuppenhaut s bis
Kehllappen ++ bis +++ ++ bis +++ - -

Tabelle 5-2 b: Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Haut.
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Abb. 5-3 und 5-4: Fliigelhaut: Die mit dem anti-CD45 Antikorper reagierenden Zellen hatten die
Tendenz Aggregate zu bilden (Abb. 5-3) und das perivaskuldre Bindegewebe zu besiedeln (Abb. 5-4).

Abb. 5-5 und 5-6: Schuppenhaut: Besonders viele CD45" Zellen waren prox. im Str. superficiale
lokalisiert (Abb. 5-5), aber auch die tieferen Schichten der Dermis enthielten regelmiBig positive

Zellen (Abb. 5-6).

Abb. 5-7 und 5-8: Im subepidermalen Bereich der Kehllappenhaut formierten sich teils zwar grofere
Aggregate CD45" Zellen, in der Epidermis konnten sie jedoch nicht festgestellt werden (Abb. 5-7). Im
Allgemeinen verteilten sich die positiven Zellen in der Kehllappenhaut gleichmiBig iiber alle
dermalen Schichten (Abb. 5-8).
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Abb.5-13

Abb. 5-9 und 5-10: In der Fliigelhaut verteilten sich die KULO1" Zellen gleichmiBig iiber das Str.
superficiale und das Str. profundum.

Abb. 5-11 und 5-12: Schuppenhaut: Hier fanden sich besonders viele KULO1™ Zellen im prox.
Bereich des Str. superficiale. Gut erkennbar ist die gestreckte Form der subepidermalen Zellen

(Abb. 5-11), wihrend viele der weiter distal lokalisierten Zellen eine rundlich-ovale Form aufwiesen
(Abb. 5-12).

Abb. 5-13 und 5-14: In der Kehllappenhaut waren viele Zellen relativ weit distal lokalisiert
(Abb. 5-13). Neben den rundlichen Zellen existierte auch hier eine zweite Subpopulation aus langen,
diinnen Zellen (Abb. 5-14).
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Abb.5-19

Abb. 5-15 und 5-16: Besonders viele MHC II" Zellen fanden sich in den prox. Bereichen der
Fliigelhaut (Abb. 5-15). Die Zellen mit direktem Kontakt zum Str. basale waren meist sehr schmal
(Abb. 5-16).

Abb. 5-17 und 5-18: Schuppenhaut: Perivaskulire Ansammlungen MHC II" Zellen kamen sehr hiufig
vor, auch die Endothelzellen reagierten spezifisch (Abb. 5-17). Auffallend waren insbesondere die
subepidermalen Aggregate und das Vorhandensein positiver Zellen in der Epidermis (Abb. 5-18).

Abb. 5-19 und 5-20: Die Anzahl der MHC II" Zellen war in der Kehllappenhaut besonders hoch
(Abb. 5-19), wobei sie sich iiber alle Schichten verteilten. Die ldnglichen Zellen befanden sich dabei
meist distal, die rundlichen Zellen im prox. Bereich (Abb. 5-20).
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Abb. 5-21 und 5-22: Fliigelhaut: Bei Féarbung mit dem mAk 3-6 reagierten deutlich weniger Zellen
positiv als mit den meisten anderen AK. Die Zellen wurden u.a. regelméfig im subepidermalen
(Abb. 5-21) und im perivaskuldren Bereich (Abb. 5-22) angetroffen.

Abb. 5-23 und 5-24:Die subepidermalen 3-6" Zellen der Schuppenhaut waren interessanterweise von
meist runder Form (Abb.5-23). In den tieferen Bereichen der Dermis waren jedoch beide
Subpopulationen etwa gleich stark vertreten (Abb. 5-24).

Abb. 5-25 und 5-26: Im Str. compactum der Kehllappenhaut bildeten lingliche 3-6" Zellen oft
kleinere, strichformige Aggregate (Abb. 5-25). Daneben traten in der Dermis auch rundliche Zellen
auf, die aber eher im Str. superficiale lokalisiert waren (Abb. 5-26).
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Abb. 5-27 und 5-28: Die wenigen subepidermalen CVI-ChNL-68.1" Zellen in der Fliigelhaut waren
oft lokal konzentriert (Abb. 5-27). Kleinere Aggregate traten auch in den tieferen Dermisschichten auf
(Abb. 5-28).

Abb. 5-29 und 5-30: In der Schuppenhaut wurden CVI-ChNL-68.1" Zellen im subepidermalen
Bereich etwas hiufiger angetroffen (Abb.5-29). Ahnlich wie bei Firbung mit dem mAk 2Gl11
reagierten neben den perivaskuléren Zellen auch die Endothelzellen sehr spezifisch (Abb. 5-30).

Abb. 5-31 und 5-32: Die Endothelzellen der GefidBe der Kehllappenhaut reagierten ebenfalls positiv
(Abb. 5-32). Obwohl sich auch relativ viele Zellen im Str. superficiale anfarbten, war die Anzahl der
positiven subepidermalen Zellen eher gering (Abb. 5-31).
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Abb. 5-33 und 5-34: Die Anzahl der CVI-ChNL-74.2" Zellen in der Fliigelhaut war insgesamt recht
gering (Abb. 5-33). Auch die Affinitdt zum perivaskuliren Bereich war nicht ganz so stark ausgeprégt
wie bei den meisten anderen AK (Abb. 5-34).

Abb. 5-35 und 5-36: Im subepidermalen Bereich der Schuppenhaut reagierten etwas mehr Zellen
positiv auf diesen AK (Abb. 5-35) als in der befiederten Haut. UnregelmifBlig geformte, polygonale
Zellen mit feinen Ausldufern (Abb. 5-36) waren iiber die gesamte Dermis verteilt.

Abb. 5-37 und 5-38: In der Kehllappenhaut konnten, analog zu den beiden anderen Regionen, zwei
Subpopulationen CVI-ChNL-74.2" Zellen unterschieden werden. Die eine bestand aus linglichen
(Abb.5-37), die andere aus polygonalen, oft dreieckigen Zellen (Abb. 5-38).
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5.3 HE-Farbung der Bursa

Bei der Bursa fabricii/cloacalis handelt es sich um ein dorsal der Kloake gelegenes rundes
oder ovales Hohlorgan, welches tiiber einen kurzen Kanal (Bursastiel, Collum bursae
cloacalis) in direkter Verbindung mit dem Proktodaeum steht.

Insgesamt wurden fiinf Bursen von jeweils ca. neun Wochen alten minnlichen und weiblichen
M11-Hiihnern untersucht. Diese Altersstufe war in Vorversuchen ermittelt worden und erwies
sich deshalb als optimal, da bei diesen jung-adulten Tieren die Bursen zwar schon voll
entwickelt, aber noch keinerlei Anzeichen der mit der Geschlechtsreife einsetzenden
Involution erkennbar waren. Durch die HE-Firbung des Organs sollte eine Ubersicht iiber den
Aufbau und die Struktur der Bursa gewonnen werden, um die anschlieBenden

immunhistologischen Untersuchungen besser beurteilen und auswerten zu kdnnen.

5.3.1 Allgemeine lichtmikroskopische Befunde der Bursa

Bei allen untersuchten Bursen war die aus Bindegewebe bestehende Organwand relativ dick.
Ihr Durchmesser variierte innerhalb der einzelnen Organe zwischen 200 und 450 pm, der
Durchschnitt lag bei ca. 300 um. Vereinzelt konnten innerhalb der Bursawand groBere
Blutgefi3e ausgemacht werden.

Die Unterteilung des Organs erfolgte durch primére, mit kubischem Epithel bedeckte
Lingsfalten (Plicae bursales) sowie von diesen abgehende Sekundér- und Tertidrfalten.
Innerhalb dieser Falten befanden sich eine grofe Anzahl von Lymphknotchen (Folliculi
lymphatici), welche wiederum durch 10-13 um breite Bindegewebssepten (Septa
interfollicularia) voneinander getrennt waren. Die Follikel wiesen eine deutliche Zweiteilung
in eine &dullere Rindenzone (Kortex) und einen inneren Markbereich (Medulla) auf
(Abb. 5-39). Thre GroBe war, bedingt durch die unterschiedlichen Anschnittebenen, dullerst
heterogen, lag im Durchschnitt jedoch bei 450 x 650 um. Dabei bildete der Kortex einen ca.
75 um dicken Ring rund um die Medulla. Die Trennung beider Bereiche erfolgte durch eine
Basalmembran. In der HE-Farbung war erkennbar, dass es sich bei den Rinde und Mark
bildenden Zellen offensichtlich um Lymphozyten handelt, wobei die Rindenzone eher dicht
gepackte kleinere Zellen (rund, etwa 5,0 x 5,5 um, sehr groBer, zentraler Zellkern) enthielt,
wihrend die Zellen im Markbereich meist etwas groBer (6,5 x 7,5 um) und dabei lockerer
angeordnet waren. Ein weiterer Unterschied lag darin, dass im Bereich der Rinde sehr viele
Kapillaren erkennbar waren, das Mark jedoch keine Blutgefdfle aufwies. Die Verteilung der

kortikalen Blutgefdle war dabei zu Gunsten der in der Néhe der Basalmembran liegenden
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Kapillaren verschoben. Auch in der interfollikuldren Lamina propria wurden regelmifig
groflere Blutgefdfle nachgewiesen. Eine eindeutige Identifikation von Lymphgefafen war auf

lichtmikroskopischem Niveau jedoch weder im Mark noch in der Rinde der Follikel moglich.

Abb.5-39: Ubersichtsaufnahme der Bursa, HE, 40-fach.

5.3.2 Zusammenfassung

In der folgenden Tabelle wurden die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen der

Bursen zusammengefasst.

Bindegewebige Kapsel, Dicke & 300 pm, enthilt

Bursawand vereinzelt grofBere Blutgefdlle
Léngsfalten Mit kubischem Epithel bedeckt
Interfollikulirer Bereich Bindegewebe, Breite 10-13 um
Ca. 75 um breiter Ring rund um die Medulla,
o bestehend aus dicht angeordneten kleinen Zellen
Follikelrinde

(5,0 x 5,5 um, rundlich, Kern sehr grof3, zentral),
Kapillaren v.a. im Bereich der Basalmembran

Grofe ca. 375 x 575 um, besteht aus locker
Follikelmark angeordneten Zellen (6,5 x,7,5 um, rundlich,
Kern sehr groB, zentral), keine Blutgefifie

Tabelle 5-3: Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Bursa fabricii.
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5.4  Immunhistologische Untersuchung der Bursa

Die fiir die HE-Farbung verwendeten Bursen sind vor der Fixierung halbiert worden, so dass
jeweils eine Hilfte auch fiir die immunhistologischen Untersuchungen verwendet werden

konnte.

5.4.1 Fiarbung mit dem mAk 16-6

Die Farbung mit dem Panleukozytenmarker 16-6 diente in erster Linie als Positivkontrolle.
Sie fiihrte stets zu einer homogenen Anfarbung aller Bursastrukturen mit Ausnahme des
Epithels der Plicae bursales, in dem es nur zu vereinzelten positiven Reaktionen kam
(Abb. 5-40). Die betroffenen Zellen waren im Durchschnitt ca. 6,5 x 7,0 um gro3 und
rundlich geformt. Sie wiesen ovale Kerne mittlerer GroBe auf, die meist exzentrisch im
homogenen Zytoplasma ausgerichtet waren. Morphologisch identische Zellen in der gleichen
Lokalisation konnten im Ubrigen auch durch Firbung der Proben mit den mAk 2G11 und 3-6
identifiziert werden. In den spéteren Kapiteln wird darauf jedoch noch genauer eingegangen.
Die meisten der zahlreichen CD45" Zellen im Bereich des Follikelmarks lagen mit einem
Durchmesser von durchschnittlich 6,5x 7,5 um in der gleichen GrdéBenordnung wie
diejenigen in den Plicae bursales. Sie waren gleichméBig, anndhernd rund geformt und hatten
einen groflen, zentral gelegenen Kern. Die Kern-Plasma-Relation betrug etwa 2:1, das
ringformig um den Kern gedringte Zytoplasma war weder durch eine granuldre noch durch
eine ausgesprochen hyaline Struktur gekennzeichnet.

Auch im Follikelkortex waren massenhaft CD45" Zellen anzutreffen. Sie waren mit
ca. 5,0 x 5,5 um etwas kleiner als diejenigen im Mark, wiesen aber ansonsten die gleiche
Morphologie auf.

Die Zellen im subepithelialen Bereich waren ebenfalls simtlich CD45". Die Dichte der Zellen
war hier noch etwas hoher als im Follikelkortex oder der Medulla, so dass aufgrund der
zahlreichen Uberlagerungen die Morphologie der Einzelzelle sehr schwierig zu beurteilen
war. Die Mehrzahl der Zellen schien jedoch mit einem Durchmesser zwischen 9,0 und
11,0 um etwas groBer zu sein als diejenigen in den zuvor erwdhnten Lokalisationen. Ihre
Form war ebenfalls rundlich, zum Teil auch oval, die Kerne waren entweder sehr grof3 (Kern-
Plasma-Relation ca. 2:1) und lagen im Zentrum oder sie waren etwas kleiner (Kern-Plasma-
Relation zwischen 1:1,5 und 1:1) und peripher lokalisiert.

Ahnlich groBe und geformte CD45" Zellen mit mittelgroBem, meist exzentrischem Kern

fanden sich auch im interfollikuliren Bindegewebe. Daneben traten hier auch einige wenige
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wesentlich schmalere Zellen mit einer Lange von bis zu 16 um auf. RegelmaBig konnten an
den ,,Enden* dieser Zellen auch fragile Zytoplasmaausldufer beobachtet werden. Der Kern
war der Zellform angepasst, ldnglich-oval. Ein dhnliches Bild konnte im interfollikuldren
Bindegewebe auch durch die Anfirbung mit den mAk KULO1 (Abb.5-41) und
CVI-ChNL-68.1 erreicht werden, worauf in den ndchsten Kapiteln noch genauer eingegangen
werden soll.

Die Bursawand enthielt ebenfalls zahlreiche CD45" Zellen. Diese waren groBtenteils
gleichmaBig verteilt, im Bereich der Blutgefdfle kam es jedoch regelméBig zur Akkumulation
von Zellen. Die meisten dieser perivaskuldren Zellen wiesen alle morphologischen Kriterien
von Monozyten/Makrophagen auf. So hatten sie eine anndhernd runde Zellform mit einem
Durchmesser von durchschnittlich 11,5 um, einen relativ grofen, exzentrisch liegenden Kern
sowie ein mehr oder weniger stark granuldr strukturiertes Zytoplasma. Auch in den anderen
Bereichen der Bursawand konnten dhnlich geformte Zellen ausgemacht werden. Das Gros
wies jedoch eine vollig andere Morphologie auf. Es handelte sich um polymorphe, meist
jedoch ldngliche Zellen mit feinen Zytoplasmafortsdtzen. Thre GroBe belief sich im
Durchschnitt auf ca 5,0 x 14,0 um, variierte insgesamt jedoch sehr stark. Der Zellkern befand
sich meist peripher und war von lénglich-ovaler Gestalt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ergebnisse der Farbung mit dem mAk 16-6
sehr gut mit denjenigen der HE-Farbung korrelieren. Bereits hier war deutlich zu erkennen
gewesen, dass die Bursa, und hierbei insbesondere die Bursafollikel, zum Grofteil aus

Lymphozyten besteht, wie es auch in der Literatur seit langem bekannt ist (306).

5.4.2 Fiarbung mit dem mAk KULO1

Der mAk KULOI, der im Vergleich zum anti-CD45 Antikorper nur Zellen des
mononukledren Phagozytosesystems des Huhns erkennt, farbte erwartungsgeméall wesentlich
weniger Zellen an.

Die hochspezifische Firbung betraf dabei lediglich eine kleinere Anzahl von in den
interfollikuldren Bindegewebssepten (Abb. 5-41) sowie von subepithelial lokalisierten Zellen.
Die betroffenen Zellen waren mit durchschnittlich 11,0 x 12,0 um etwas grofler als die
meisten der CD45" Zellen, ihre Form ebenfalls rund, wihrend der Kern oft exzentrisch lag
und mit einer Kern-Plasma-Relation von 1:1,5 bis 1:1 relativ gesehen kleiner war als die
Kerne des GroBteils der mit mAk 16-6 reagierenden Zellen. Das Zytoplasma dieser Zellen
wies meist eine sehr starke Granularitdt auf. Daneben war, zumindest im Interfollikularraum,

auch eine etwas kleinere Population langer, schmaler Zellen zu erkennen. Deren Zellkdrper
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waren ca. 4,5 x 14,5 um grof3 und enthielten mittelgroBe, oval geformte Kerne. AuBlerdem
hoben sie sich von der ersteren Zellpopulation durch die Ausbildung feiner
Zytoplasmaausldufer an den Zellenden ab. Deren Linge konnte zwar anschnittbedingt nicht
exakt bestimmt werden, schien aber teilweise sogar diejenige des Somas zu erreichen.

Zusitzlich zu den beiden Subpopulationen KULO1" Zellen im Interfollikularraum konnten wir
einige wenige, morphologisch dhnliche Zellen auch in der Bursawand detektieren
(Abb. 5-42). Lediglich die Relation beider Populationen zueinander war hier anders, da im
Gegensatz zu den interfollikuldren Bereichen die schmalen, ,,dendritisch® geformten Zellen
iiberwogen. Das Epithel der Primérfalten, Follikelrinde sowie —medulla enthielten keine

KULO1" Zellen.

5.4.3 Fiarbung mit dem mAk 2G11

Bei den gegen MHC II-Molekiile gerichteten Antikorpern gelang bei der Bursa mit dem mAk
2G11 eine spezifischere Farbung als mit dem mAk LD42, weswegen bei der Auswertung der
Schnitte nur der erste Antikorper berticksichtigt wurde.

Er fiihrte, dhnlich wie der mAk KULOI1, zu einer positiven Reaktion von im subepithelialen
Bereich lokalisierten Zellen (Abb. 5-44). Die Anzahl der positiv reagierenden Zellen war
jedoch im Vergleich zum mAk KULOI deutlich hoher. Es handelte sich um mittelgrof3e,
rundliche, manchmal auch dreieckige Vertreter mit einem Durchmesser von bis zu 12,5 pm.
Ihre mittelgroBen bis groBen Kerne lagen exzentrisch und wurden von granuldrem
Zytoplasma umgeben. RegelméBig konnte beobachtet werden, dass sich zwei oder drei dieser
Zellen dicht aneinander lagerten. Im Gegensatz zur Farbung mit dem mAk KULO1 konnten
jedoch keine positiven Zellen im interfollikuldren Bindegewebe ausgemacht werden.

In der Bursawand dagegen wurden sehr spezifische Reaktionen mifBig vieler bis vieler Zellen
beobachtet (Abb. 5-43). Die Population der wandstidndigen Zellen war dabei recht heterogen.
Sie bestand unter anderem aus einigen wenigen rundlich-ovalen Zellen mit einer
durchschnittlichen Grofle von 5,0 x 7,5 pm. Thre meist ebenfalls rundlich-ovalen Kerne waren
sehr groB3, so dass die Kern-Plasma-Relation ca. 2:1 betrug, wéihrend das Zytoplasma nur
einen diinnen, perinukledren Ring bildete. Der weitaus groBere Teil der wandstidndigen
Zellpopulation wurde jedoch von unregelmifig geformten, meist langlichen Zellen
reprasentiert. Thre Breite war mit 2,0 bis 4,5 um relativ variabel, die Lidnge betrug im
Durchschnitt ca. 13,0 um, zuziiglich mehrerer feiner Zytoplasmaausldufer. Diese schienen an
threm Ursprung breiter zu sein als in der Peripherie, so dass eine genaue Differenzierung

zwischen Soma und Ausldufer nur bedingt moglich war. Auch die Lange der Ausziehungen
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war schwierig zu beurteilen, bedingt durch die zweidimensionale Ansicht und die
verschiedenen Schnittebenen. Der meist ovale Kern wurde oft in randstdndiger, zum Teil auch
in zentraler Ausrichtung angetroffen. Sie wiesen als einzige der wandstindigen Zellarten eine
gewisse Affinitdt zu den enthaltenen Blutgefdfen auf. Selten wurden auch kleine runde Zellen
von ca. 5,0 um Durchmesser angetroffen. Diese zeichneten sich durch einen peripher
gelegenen, relativ groflen, runden Kern aus.

Die intraepithelialen Zellen waren nur vereinzelt MHC II". In diesem Fall handelte es sich um
rundlich-ovale Zellen mit einem ovalen, exzentrisch gelegenen Kern mittlerer Gréf3e und
homogenem Zytoplasma. Thre GroBe betrug bis zu 6,5 x 7,5 um, war bei einzelnen Zellen
jedoch zum Teil deutlich geringer.

Interessanterweise war das Gros der intrafollikuldren Zellen und damit der Lymphozyten
ebenfalls MHC II". Nur eine sehr kleine Population der hier lokalisierten Zellen reagierte
positiv auf Farbung mit dem mAk 2G11. Die meisten von ihnen befanden sich in der
Peripherie der Rinde, oft in direktem Kontakt zum interfollikuldren Bindegewebe. Extrem
selten befand sich eine MHC II" Zelle auch intramedullir. Es handelte sich in diesem Fall um
unregelmdlig geformte, polygonale Zellen, die eine durchschnittliche GréB3e von 7,0 x 12,0
um erreichten. Der groBle Kern lag zentral, die Kern-Plasma-Relation lag bei etwa 1,5:1 bis
2:1. Die positiven Zellen in der Rinde dagegen wiesen eine mehr ovale Form auf und waren
bei gleicher Lange mit etwa 10,0 um deutlich breiter als diejenigen im Mark. Ihr Kern hatte
mit einer Kern-Plasma-Relation von ca. 2:1 eine dhnliche Grofle, lag jedoch exzentrisch im
granuldren Zytoplasma. Manche der intrakortikalen MHC II" Zellen waren rundlich, mit ca.
5,0 x 6,0 um wesentlich kleiner und hatten einen zentral gelegenen Kern.

Was die kleinen BlutgefiBBe an der Grenze zwischen Medulla und Kortex betrifft, so

exprimierten diese iiberraschenderweise grofle Mengen an MHC II-Molekiilen.

5.4.4 Firbung mit dem mAKk 3-6

Wie bereits erwdhnt ist die Bindespezifitit des mAk 3-6 noch nicht bekannt. Die Ergebnisse
unserer Untersuchungen deuten jedoch darauf hin, dass er im weitesten Sinne mit myeloiden,
eventuell sogar spezifisch mit dendritischen Zellen interagiert.

Er farbte relativ viele Zellen in den Randzonen des follikuldren Kortex, im direkten Kontakt
zum interfollikuldren Bindegewebe an (Abb. 5-45). Selten handelte es sich dabei um kleine,
runde Zellen von durchschnittlich 5,0 um Durchmesser. Thre KerngroBe lag mit einer Kern-
Plasma-Relation von ca. 2:1 im oberen Bereich. Wesentlich hdufiger konnten bis zu doppelt

so grofle, unregelméBig geformte Zellen mit méaBig groBem Kern ausgemacht werden. Thr
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Zytoplasma schien mehrere schmale Auslaufer zu formen. Da diese Zellen oft gehauft und in
regelrechten Konglomeraten auftraten, war eine exakte Beschreibung ihrer Morphologie
jedoch nur bedingt moglich.

Direkt im interfollikuliren Bindegewebe konnten ebenfalls einige wenige 3-6" Zellen
ausgemacht werden. Thre GroBe lag mit etwa 8,75 x 12,5 um im mittleren Bereich, die
ebenfalls mittelgroBen Zellkerne lagen exzentrisch in den unregelméBig geformten
Zellkorpern. Auch im Bindegewebe der Bursawand waren einige wenige, zum Teil deutlich
schmailere, ansonsten aber sehr dhnliche Zellen vorhanden.

Analog zur Fiarbung mit dem mAk CVI-ChNL-68.1 reagierten relativ viele der im
subepithelialen Bereich lokalisierten Zellen ebenfalls positiv. Es handelte sich dabei um
kleinere, oval geformte Zellen von ca. 5,0 x 7,5 um, mit sehr groBem, zentralem Kern.
Zusétzlich traten dhnlich groBe Zellen auf, deren Kerne jedoch deutlich kleiner und
exzentrisch gelegen waren. Da die subepithelialen Zellen jedoch eine gewisse Tendenz zur
Akkumulation aufwiesen, waren auch hier eine exakte Differenzierung der einzelnen
Subpopulationen und eine genaue Bestimmung ihrer Grof3e und Form nicht immer moglich.
Ahnlich wie der mAk 2G11 war auch der mAk 3-6 in der Lage intramedullire Zellen
spezifisch anzufirben (Abb. 5-46). Diese waren jedoch nur in sehr geringer Anzahl
vorhanden und erreichten Gréfen von bis zu 10,0 x 15,0 um. Thre Form war unregelmifig
oder polygonal, der mittelgroBe Kern lag zentral im homogenen Zytoplasma.

Ebenfalls analog zur Farbung mit dem mAk 2G11 konnten vereinzelte intraepitheliale Zellen
detektiert werden. Sie waren von ovaler Form, durchschnittlich 5,0 x 7,0 pym grof3 und
ebenfalls mit einem mittelgroBen, exzentrischen Kern und homogenem Zytoplasma

ausgestattet.

5.4.5 Farbung mit mAk CVI-ChNL-68.1

Dieser Antikorper weist, wie bereits erwahnt, anndhernd die gleiche Spezifitit wie der mAk
KULO1 auf.

Dementsprechend konnten mit dem mAk CVI-ChNL-68.1 ebenfalls Zellen im
interfollikuliren Bindegewebe nachgewiesen werden. Thre Anzahl lag geringgradig unter
derjenigen der interfollikuliren KULO1" Zellen, auf jeden Fall war sie jedoch deutlich
geringer als diejenige der CVI-ChNL-74.2" Zellen in diesem Bereich. Der Durchmesser der
meist runden Zellen betrug im Durchschnitt etwa 12,0 um, die Kern-Plasma-Relation lag bei
ca. 1:2 bis maximal 1,5:2. Die Kerne waren dabei mehr oder weniger stark exzentrisch

lokalisiert, das Zytoplasma von feingranuldrer Struktur. Wesentlich seltener konnten,
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ebenfalls analog zur Farbung mit dem mAk KULOI, schmale, lingliche Zellen ausgemacht
werden. Deren Zellkdrper waren ca. 2,5x 16,5 um gro8 und enthielten jeweils einen
mittelgroBen, der Zellform angepassten Zellkern. Weiterhin hoben sie sich von der ersteren
Zellpopulation durch die Ausbildung von fragilen, konischen Zytoplasmaauslédufern ab. Deren
Lange war jedoch aufgrund der verschiedenen Schnittebenen nur schwer bestimmbar.
Wesentlich hoher war dagegen die Anzahl der positiven Zellen im subepithelialen
Bindegewebe (Abb. 5-47). Sie neigten etwas zur Bildung von Aggregaten, was die
Beurteilung ihrer Morphologie erheblich erschwerte. Zum iiberwiegenden Teil schien es sich
jedoch um rundliche bis ovale Zellen zu handeln. Thre GroBe variierte relativ stark, so dass
Durchmesser zwischen 7,5 und 12,5 um angetroffen werden konnten. Die exzentrisch
gelegenen Zellkerne fielen ebenfalls durch ihre unterschiedlichen Groflen auf. Die Varianz
der Kern-Plasma-Relation lag daher zwischen 1:4 und 1:1. Das Zytoplasma war meist von
granuldrer Struktur, seltener homogen.

Im Epithel der Primérfalten wurden nur vereinzelte CVI-ChNL-68.1" Zellen detektiert. Diese
waren von unregelmafiger, polygonaler Form, ca. 7,5x 12,5 um grofl und hatten einen
kleinen bis mittelgroBen, rundlich-ovalen Zellkern, der exzentrisch im grobstrukturierten
Zytoplasma lag.

Auch im follikuldren Kortex bzw. in der Medulla waren einige wenige Zellen positiv
(Abb. 5-48). Erstere hatten ungefdhr die gleiche GroBe wie die soeben erwidhnten
intraepithelialen Zellen, waren jedoch stets oval geformt und wiesen einen zwar ebenfalls
kleinen, jedoch zentral gelegenen Zellkern und feinkdrniges Zytoplasma auf. Die vereinzelten
intramedulliren CVI-ChNL-68.1"7 Zellen lagen mit bis zu 7,5x 13,75 um in derselben
GroBenordnung, ihr mittelgroBer Zellkern ebenfalls. Er lag entweder im Zentrum oder nur
wenig exzentrisch im feingranuldren Zytoplasma. Die Zellform war meist rundlich-oval,
seltener auch polygonal und unregelméaBig.

Weiterhin gelang es, relativ viele Zellen in der Bursawand anzufarben. Hinsichtlich dieser
Organstruktur konnten wieder Parallelen zum mAk KULOI aufgezeigt werden, da auch bei
Féarbung der Proben mit dem mAK CVI-ChNL-68.1 zwei Subpopulationen in der Bursawand
differenziert werden konnten. Die zahlenmiBig iiberlegene Subpopulation bestand aus
schmalen, lidnglichen Zellen. Deren Zellkérper waren ca. 2,5 x 16,5 um grof3 und enthielten
mittelgroBe, oval geformte Kerne in meist exzentrischer Ausrichtung. Bei genauem Hinsehen
konnte man zum Teil auch feine, konische Zytoplasmafortsitze ausmachen. Aus den bereits
erwdhnten Griinden war eine exakte Léngenbestimmung dieser Fortsdtze nicht moglich,

teilweise schienen sie jedoch sogar die Lénge des Zellkorpers zu erreichen. Die Zellen waren
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dabei, abgesehen von einigen kleineren Ansammlungen, gleichmiBig iliber die gesamte
Bursawand verteilt. Auch im perivaskuldren Bereich fanden sich regelméBig Zellen, deren
Farbung jedoch vergleichsweise unspezifisch war. Die zweite, wesentlich kleinere
Subpopulation der Bursawand bestand aus rundlichen, eventuell dreieckigen Zellen mit einem
durchschnittlichen Durchmesser von 11,0 um. Die Zellkerne waren mit einer Kern-Plasma-
Relation von 1:1,5 bis 1:1 von mittlerer Groe und lagen exzentrisch, das Zytoplasma war
regelméBig von Granula durchsetzt.

Auch die Kapillaren am Ubergang zwischen Medulla und Kortex reagierten positiv auf die
Féarbung mit dem mAk CVI-ChNL-68.1, analog zur Farbung mit dem mAk 2G11. Eventuell
hingt die weiter oben erwihnte unspezifische Reaktion der perivaskuldren Zellen in der

Organwand mit dem dafiir verantwortlichen Antigen zusammen.

5.4.6 Firbung mit dem mAk CVI-ChNL-74.2

CVI-ChNL-74.2" Zellen wurden im interfollikuldren Bindegewebe regelméBig in recht grofer
Anzahl nachgewiesen (Abb. 5-49 und 5-50). Interessanterweise war die Zahl der positiven
Zellen in der Lamina propria dieser Bindegewebssepten bei Féirbung mit dem mAk
CVI-ChNL-74.2 jedoch groBer als bei Farbung mit dem mAk KULOL (vgl. Abb. 5-41),
obwohl CVI-ChNL-74.2 im Gegensatz zu KULOl nur eine Subpopulation reifer
Gewebsmakrophagen erkennen soll. Auch morphologisch entsprachen die detektierten Zellen
nur teilweise klassischen Makrophagen. So waren lediglich einige wenige der CVI-ChNL-
74.2" Zellen bei einer GroBe von ca. 10 x 12,5 um von rund-ovaler bis dreieckiger Form und
hatten einen exzentrisch im granuldren Zytoplasma liegenden, mittelgroBen Zellkern. Die
meisten Zellen waren jedoch sehr schmal und lang. Thre Breite betrug selten mehr als 5,0 um,
wihrend eine Lange von bis zu 30,0 um keine Ausnahme darstellte. Bei genauem Hinsehen
waren teilweise auch extrem feine Zytoplasmafortsitze zu erkennen. Der der Zellform
angepasste Zellkern war meist in der Peripherie, seltener auch zentral lokalisiert, das
Zytoplasma relativ homogen. Die Zellen zeigten sowohl eine Neigung zur Akkumulation als
auch eine Affinitdt zu den in den interfollikuldren Septen befindlichen Blutgefafen.

Morphologisch dhnliche Zellen konnten in méBig groBer Anzahl auch in der Organwand
detektiert werden. Auch hier wurde die gro3e Mehrheit von den schmalen, ldnglichen Zellen
reprisentiert. Sie zeigten ebenfalls eine wenn auch nur geringe Préiferenz fiir den
perivaskuldren Bereich, neigten jedoch kaum zur Bildung von Konglomeraten.
Morphologisch klassischen Makrophagen entsprechende Zellen konnten jedoch, &dhnlich wie

im interfollikuldren Bindegewebe, nur in wesentlich geringerer Anzahl ausgemacht werden.
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In den subepithelialen Bereichen kamen ebenfalls relativ viele 74.2" Zellen vor. Die
durchschnittliche GréBe dieser rundlich-ovalen Zellen lag bei 11 x 12,5 pm, die mittelgro3en
bis groen Kerne waren mehr oder weniger stark in der Peripherie des zum Teil granuldren
Zytoplasmas lokalisiert. Bei ihnen war wiederum eine leichte Tendenz zur
Konglomeratbildung erkennbar.

Follikelmark und —rinde sowie das Epithel der Primérfalten enthielten keine CVI-ChNL-74.2"
Zellen.

5.4.7 Fiarbung mit dem mAk CVI-ChNL-74.3

Die Farbung der Bursaproben mit dem fiir avidre FDCs spezifischen mAk CVI-ChNL-74.3
fiihrte regelméBig zu einer relativ groBen Anzahl positiver, gleichmiBig im Follikelmark
verteilter Zellen (Abb. 5-51). Es handelte sich dabei stets um eine recht homogene, durch
kleine runde, manchmal ovale Zellen vertretene Population. Thr Durchmesser betrug
durchschnittlich 5,0 um, die Varianz war mit 2,5 bis 7,0 um jedoch relativ stark ausgepragt.
Der der Zellform angepasste Kern nahm den Grofiteil des Zellinneren ein, das Zytoplasma
war homogen und lie keine Fortsétze erkennen.

Keine einzige der Proben enthielt positive Zellen in der Follikelrinde, im interfollikuldren
Bindegewebe, im subepithelialen Bereich, im Epithel der Primérfalten oder in der

Organwand.

5.4.8 Negativkontrollen

Bei allen untersuchten Proben waren die Kontrollen stets vollstdndig negativ.

5.4.9 Zusammenfassung

In den folgenden Tabellen wurden die Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchungen

der Bursa zusammengefasst.
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16-6 KULO01 2G11 3-6
Bursawand ++ bis +++ + ++ bis +++ +
Léngsfalten +/- - +/- +/-
SLDE DI A? e +/- + bis ++ ++ bis +++
Bereich
En - - :
Follikelrinde +++ B +/- ++
Follikelmark +++ - (+/-) +/-

Tabelle 5-4 a: Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Bursa fabricii.

CVI-ChNL-68.1

CVI-ChNL-74.2

CVI-ChNL-74.3

Bursawand ++ ++ -
Lingsfalten +/- ; )
Subeplth.ellaler + bis -+ 4y -
Bereich
Interfollikuliares
+ +++ -
Bindegewebe
Follikelrinde + - -
Follikelmark +/- - ++

Tabelle 5-4 b: Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Bursa fabricii.
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Abb. 5-40: Der mAk 16-6 erkannte eine Vielzahl von Leukozyten in der Follikelrinde und im
Follikelmark, wéhrend in den Epithelien der Primérfalten nur vereinzelte Zellen positiv reagierten.

Abb. 5-41 und 5-42: Mit dem mAk KULOI interagierende Zellen wurden insbesondere im
interfollikuldren Bindegewebe angetroffen (Abb. 5-41), aber auch in der Bursawand (Abb. 5-42).

Abb. 5-43 und 5-44: Der mAk 2G11 féarbte ebenfalls Zellen in der Bursawand an (Abb. 5-43),
MHC II" Zellen wurden aber auch in den subepithelialen Bereichen angetroffen (Abb. 5-44).

Abb. 5-45: Die vom mAk 3-6 erkannten Zellen waren im &ulleren Rindenbereich in direkter
Nachbarschaft zum interfollikuldren Bindegewebe lokalisiert.
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Abb. 5-46: Vereinzelt konnten 3-6" Zellen innerhalb der Medulla ausgemacht werden.

Abb. 5-47 und 5-48: Gut zu erkennen waren die zahlreichen subepithelialen CVI-ChNL-68.1" Zellen

(Abb.5-47), wihrend die Anzahl der positiven Zellen in der Medulla deutlich geringer war
(Abb. 5-48).

Abb. 5-49 und 5-50: Der mAk CVI-ChNL-74.2 erkannte wesentlich mehr Zellen im interfollikuldren
Bindegewebe als der mAk KULO1 (siche Abb. 5-41).

Abb. 5-51: Der fiir FDCs spezifische mAk CVI-ChNL-74.3 reagierte nur mit wenigen intramedullér
lokalisierten Zellen.
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5.5 HE-Farbung der Lunge

Analog zu den histologischen Untersuchungen von Haut und Bursa diente auch die HE-
Firbung der Lunge in erster Linie dazu, einen Uberblick iiber den Aufbau und die Struktur
dieses Organs zu gewinnen (Abb. 5-52). Auf diese Weise konnten die anschlieBenden
immunhistologischen Farbungen objektiver beurteilt und ausgewertet werden. Insgesamt
wurden fiinf Lungenfliigel von unterschiedlichen, jeweils ca. zwolf Wochen alten médnnlichen
und weiblichen LSL-Hiihnern untersucht. Diese Altersstufe war in Vorversuchen ermittelt
worden und erwies sich als gut geeignet, da das BALT zu diesem Zeitpunkt bereits voll

entwickelt war und deutlich abgegrenzte Follikel enthielt.

Abb.5-52: Ubersichtsaufnahme der Lunge, HE, 1,6-fach.

5.5.1 Allgemeine lichtmikroskopische Befunde der Lunge

Das luftleitende System der Vogel unterscheidet sich erheblich von demjenigen der Sauger.
Einzige Gemeinsamkeit ist die Teilung der Trachea in zwei Primirbronchen, welche die Luft

in die Lungenfliigel leiten. Beim Vogel treten die Primirbronchen medioventral in die Lunge
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ein und durchziehen sie in ihrer gesamten Léange, bevor sie liber das Ostium abdominale mit
dem abdominalen Luftsack in Verbindung treten.

Insgesamt gehen von den Primdrbronchen vier Gruppen von Sekundédrbronchen ab. Als erste
Gruppe entspringen vier Bronchi medioventrales aus der Dorsalwand des Primédrbronchus. Es
folgen sieben bis zehn Bronchi mediodorsales (307, 308) und vier bis sieben Bronchi
lateroventrales, deren Abgénge sich gegeniiberliegen. Aus der Lateralwand des hinteren Teils
des Primérbronchus geht noch eine vierte Gruppe von Sekundédrbronchen ab, die Bronchi
laterodorsales, die sich im so genannten Neopulmo verzweigen. Die Parabronchen, die auch
als Lungenpfeifen bezeichnet werden, nehmen ihren Ursprung wiederum von den einander
zugekehrten Flachen der Sekundirbronchengruppen. Sie vernetzen sich und verbinden
Medioventro- und Mediodorsobronchen miteinander (309). Der Gasaustausch findet in den
Luftkapillaren statt, welche die Parabronchen rundherum besetzen. Diese weisen einen meist
regelméBigen, hexagonalen Bau auf und werden voneinander durch versorgende Gefille
enthaltende Bindegewebslagen getrennt (310). Die sechseckige Struktur der Parabronchen
ermdglicht eine optimale Dichte, das Lumen der Parabronchen ist jedoch rund. Thm folgen
peripher grofle und tiefe Rdume, die von Duncker als Atrien bezeichnet wurden (310). Die
einzelnen Atrien werden durch sehr diinne Septen voneinander getrennt. Folgt man den Atrien
weiter in die Peripherie, so gelangt man in die Infundibula, von denen wiederum die
Luftkapillaren entlassen werden. Sie verbinden sich untereinander in alle Richtungen und
bilden so ein dichtes Netzwerk, welches wiederum vom Netzwerk der Blutkapillaren
durchwoben wird (310). Die Blut-Gas-Barriere wird dabei wie beim Sduger vom Endothel,

der Basalmembran und den Epithelzellen gebildet.

5.5.1.1 Primiérbronchus

Trachea, Primédrbronchen und die Anfangsabschnitte der Sekundéirbronchen besitzen ein
einschichtiges, mehrreihiges Epithel. Da es auffillige Zilien tragt, wird es zum Teil auch als
Flimmerepithel bezeichnet. Besonders im proximalen Drittel der Primérbronchen kamen in
unseren Proben auch einige wenige intraepitheliale Becherzellen vor. Diese fielen
insbesondere durch ihre GroéBe (durchschnittlich ca. 15,0 x 18,0 um) und ihr grob
strukturiertes, zahlreiche Granula enthaltendes Zytoplasma auf. Der Bereich direkt oberhalb

der Becherzellen war stets frei von Zilien.
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5.5.1.2 Sekundarbronchus

Das Epithel der Sekundérbronchen ging kontinuierlich aus dem beschriebenen Epithel der
Primdrbronchen hervor. Die Epithelzellen erwiesen sich dabei in allen untersuchten
Préaparaten als zunichst quadratisch oder stark abgeplattet. Im weiteren Verlauf nahmen sie
wieder an Hohe zu, so dass sie als iso- bis hochprismatisch beschrieben werden konnten. Das
Epithel besal hier weder Zilien noch Becherzellen. Auch Follikel-assoziiertes Epithel (FAE,
siche unten) und BALT konnten im Sekundirbronchus in keinem der untersuchten Priparate
gefunden werden. Sowohl die Tunica mucosa als auch die Tunica muscularis stellten sich in

der mikroskopischen Untersuchung besonders diinn und unscheinbar dar.

5.5.1.3 Follikel-assoziiertes Epithel (FAE)

Das einschichtige FAE iiberzog das BALT und anliegende Strukturen im Primérbronchus. Im
Gegensatz zu dessen Epithel wies es jedoch weder Becherzellen noch Zilien auf. Aulerdem
waren die FAE-Zellen anders als die in der Regel hochprismatisch geformten Epithelzellen
des Primdrbronchus flach bis quaderartig geformt. Lediglich an den duBersten Kanten des
Primérbronchus waren sie wieder langgestreckt und hochprismatisch. Die direkten Ubergiinge
zum Sekundérbronchus zeichneten sich durch besonders platte FAE-Zellen aus, die einem
einschichtigen Plattenepithel dhnelten. Im Bereich des eigentlichen Sekundérbronchus
vergroferten sich diese Epithelzellen schnell wieder zu hochprismatisch geformten Zellen.
Eine weitere Besonderheit waren die innerhalb des FAE lokalisierten Zellen. Es handelte sich
dabei um eine recht kleine Population, die morphologisch den im BALT beschriebenen Zellen
entsprach (siehe unten), so dass es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um Lymphozyten

handelt.

5.5.1.4 Bronchus-assoziiertes lymphatisches Gewebe

Die ovalen BALT-Knoten waren an den Ubergiingen von Primir- zu Sekundirbronchen
lokalisiert. Sie konnten vom umgebenden Gewebe gut abgegrenzt werden, da sie von einer
lockeren Bindegewebskapsel umschlossen wurden. Die Versorgung erfolgte dabei durch
einige wenige grofere BlutgefiBBe. Meist lieBen sich die BALT-Knoten in mehrere
Einzelknoten unterteilen, innerhalb derer man ein oder mehrere Follikel erkennen konnte. Der
durchschnittliche Durchmesser dieser Follikel betrug etwa 0,13 mm, variierte jedoch sehr
stark. Die Zelldichte innerhalb des BALTs war relativ hoch, trotzdem konnte man die
Morphologie der Einzelzellen recht gut beurteilen. Offensichtlich handelte es sich zum

Grofiteil um Lymphozyten, da die Zellen sehr klein und rund geformt waren. Ihr
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durchschnittlicher Durchmesser betrug ungefihr 5,0 um, wihrend der zentrale, runde Kern
mit einer Kern-Plasma-Relation von bis zu 2:1 relativ gesehen sehr gro3 war. Das homogene

Plasma bildete einen diinnen, perinukledren Ring.

5.5.1.5 Atrien

Das Epithel der Atrien in der Wandung der ,,Lungenpfeifen* war ein einschichtiges, flaches
bis isoprismatisches Epithel, nur an wenigen Stellen kamen vereinzelt auch hochprismatische
Zellen vor. In verschiedenen Préparaten konnten intrazelluldre Einschliisse beobachtet
werden, was auf eine mogliche Phagozytoseaktivitit des Atriumepithels schlieBen 146t. Eine
wie im Primdr- und Sekundirbronchus beobachtete Lamina propria mucosae und Tunica

muscularis fehlten in den Atrien.

5.5.1.6 Interparabronchiales Bindegewebe

Das Lungenparenchym wurde aus den einzelnen Wandungen der Parabronchen -den Atria-
gebildet, die sich als dicht verwobenes Zellsystem darstellten. In einzelnen Priparaten
konnten einige wenige ins Parenchym eingestreute, grof8kernige, runde Zellen beobachtet
werden. Da auch die {ibrigen morphologischen Kriterien denjenigen der im BALT

beschriebenen Zellen entsprachen, handelte es sich vermutlich ebenfalls um Lymphozyten.

5.5.2 Zusammenfassung

Die folgende Tabelle gibt die Ergebnisse der histologischen Untersuchung wieder.

L. Einschichtiges, mehrreihiges, zilientragendes Epithel mit einigen wenigen
Primirbronchus intraepithelialen Becherzellen (ca. 15,0 x 18,0 um, grob strukturiertes
Zytoplasma mit zahlreichen Granula)

. Am Ubergang zum Primirbronchus quadratische oder stark abgeplattete
Sekundarbronchus | Epithelzellen, sonst iso- bis hochprismatisches Epithel, weder Becherzellen
noch Zilien

FAE Einschichtiges Epithel aus quaderformigen oder flachen Zellen, iiberzog
das BALT und anliegende Strukturen

Am Ubergang Primir- u. Sekundirbronchus meist mehrere Einzelknoten
mit ein oder mehreren Follikeln (& ca. 0,13 mm); hohe Zelldichte, Zellen
rund, & etwa 5,0 um, Kern rund, zentral, Kern-Plasma-Relation bis 2:1,
homogenes Zytoplasma

BALT

Atrien Einschichtiges, flaches bis isoprismatisches, vereinzelt hochprismatisches
Epithel, z.T. intrazelluldre Einschliisse

Dicht verwobendes Zellsystem, gebildet aus den Wandungen der
Parabronchen; vereinzelte Zellen, die morphologisch den im BALT
beschriebenen entsprechen

Interparabronchiales
Bindegewebe

Tabelle 5-5:  Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Lunge.
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5.6 Immunhistologische Untersuchung der Lunge

Aus den weiter oben angefiihrten Griinden wurden auch fiir die immunhistologischen
Untersuchungen Lungen von etwa zwdlf Wochen alten Tieren verwendet. Es handelte sich
dabei wie bei den HE-Farbungen um insgesamt fiinf ménnliche und weibliche Hiithner der
Linie LSL. Im Rahmen der Auswertung wurden jeweils BALT, Parabronchuswand und das
interparabronchiale Bindegewebe -also das Lungenparenchym- gesondert betrachtet. Der
besseren Uberschaubarkeit halber, nicht aus funktionellen Gesichtspunkten, wurde bei
letzterem zum Teil auch zwischen Septen und Zwickeln differenziert. Unter einem
parabronchialen bzw. atrialen Septum versteht man das Bindegewebe zwischen zwei
benachbarten Parabronchen bzw. Atrien, beim Zwickel handelt es sich um den
bindegewebigen,  versorgende  Gefdlle  enthaltenden  Bereich  zwischen  drei

zusammentreffenden Parabronchen.

5.6.1 Firbung mit dem mAk 16-6

Analog zu den Haut- und Bursaproben wurde der Panleukozytenmarker 16-6 auch bei den
Lungenproben in erster Linie als Positivkontrolle eingesetzt. Erwartungsgemill waren
annihernd alle Zellen im BALT CD45", einschlieBlich der Zellen in den germinalen Zentren
(Abb. 5-53). Lediglich in dem das BALT iiberzichenden FAE waren nur vereinzelte
Leukozyten anzutreffen. Diese schienen mit einer durchschnittlichen GroBle von ungefdhr
6,5 x 7,0 um eher klein zu sein. Dabei wiesen sie eine runde bis ovale Form auf und hatten
einen grofen, zentral gelegenen Kern. Die Kern-Plasma-Relation betrug etwa 2:1, das
ringférmig um den Kern gedringte Zytoplasma fiel weder durch eine granuldre noch durch
eine ausgesprochen hyaline Struktur auf. Die direkt im BALT lokalisierten Zellen waren
meist geringgradig kleiner, lagen aber mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 5,5 um
etwa in derselben Groflenordnung. Auch die sonstigen morphologischen Kriterien waren
vergleichbar, so dass man davon ausgehen kann, dass es sich in beiden Féllen um
Lymphozyten handelt. Die Ergebnisse der Farbung mit dem mAk 16-6 bestitigen somit
diejenigen aus der HE-Férbung.

Auch in den interatrialen Septen war die Anzahl die CD45" Zellen relativ hoch (Abb. 5-54),
wobei diese sich gleichméBig auch iiber die tieferen Abschnitte der Parabronchuswand -die
Infundibula und die Luftkapillaren- verteilten (Abb. 5-55). Bei den interatrial lokalisierten
Zellen handelte es sich ihrer Morphologie nach zu schlieBen fast ausschlieBlich um

Lymphozyten, wihrend im perikapilliren Bereich noch eine zweite, wenn auch deutlich
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kleinere Subpopulation anzutreffen war. Diese Zellen waren mit durchschnittlich etwa
10,0 x 12,5 um deutlich gréBer und von rundlicher bis dreieckiger Form. Ihr ebenfalls
rundlicher oder ovaler Kern wies eine Kern-Plasma-Relation von 1:1,5 bis 1:1 auf und lag
peripher im feingranuldren Zytoplasma.

Gelegentlich sah man auch einige diffus verteilte positive Zellen. Analog zu den interatrialen
Septen konnte hier zwischen zwei verschiedenen Subpopulationen unterschieden werden,
einer groBen Lymphozyten- und einer wesentlich kleineren Makrophagenpopulation. Auch
kleinere Aggregate wurden gelegentlich beobachtet, v.a. an den Firsten und an der Basis der
Atrienwinde. In diesem Fall handelte es sich jedoch fast ausschlieBlich um Lymphozyten.
Neben diesen innerhalb der Parabronchen lokalisierten Leukozytenaggregaten fanden sich
auch deutlich groBere Zellansammlungen im interparabronchialen Bindegewebe,
insbesondere in den Zwickeln in unmittelbarer Néhe groBerer Blutgefdle. Auch in diesem
Fall handelte es sich dem Aussehen der Zellen nach zu urteilen in erster Linie um eine

Lymphozytenpopulation.

5.6.2 Farbung mit dem mAk KULO1

KULO1" Zellen waren insgesamt nur relativ wenig vorhanden. So wurden im BALT nur
vereinzelte positive Zellen v.a. unmittelbar perifollikuldr angetroffen (Abb. 5-56). Zum Teil
lagen sie auch in geringer Dichte diffus verteilt mit einem gewissen Abstand zu den Follikeln
vor, wihrend diese selbst anndhernd negativ waren. Die betroffenen Zellen waren mit
durchschnittlich 10,0 x 11,0 um mittelgrof3 bis groB3, von runder bis dreieckiger Form und mit
einem rundlichen, exzentrischen Zellkern ausgestattet. Die Kern-Plasma-Relation betrug etwa
1:1,5 bis 1:1, das Zytoplasma wies meist eine gewisse Granularitit auf.

Eine weitere Lokalisation in der KULO1" Zellen auftraten war die Parabronchuswand. Hier
war das Gros dieser Zellen anzutreffen, wobeli sie entweder diffus verteilt oder im Bereich der
Luftkapillaren vorlagen (Abb.5-57). Auch in den Zwickeln des interparabronchialen
Bindegewebes des Lungenparenchyms konnten einige wenige KULO1" Zellen detektiert
werden. Anders jedoch als bei den Haut- oder Bursaproben lieBen die positiven Zellen sich
nicht in zwei unterschiedliche Subpopulationen unterteilen, sondern wiesen immer die

gleiche, an Makrophagen erinnernde Morphologie auf.
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5.6.3 Firbung mit dem mAk LD42

Die MHC II exprimierenden Zellen lieBen sich bei den Lungenproben mit dem mAk LD42
etwas spezifischer anfiarben als mit dem mAk 2G11. Im Folgenden soll daher nur noch auf
ersteren Antikorper Bezug genommen werden.

Interessanterweise war die Anzahl der MHC IT" Zellen im BALT, welches in erster Linie von
Lymphozyten gebildet wird, sehr gering. Die Menge und Verteilung der MHCII" Zellen
entsprach dabei in etwa derjenigen der KULO1" Zellen. So waren die positiven Zellen diffus
verteilt oder unmittelbar perifollikuldr lokalisiert, wéhrend intrafollikuldr keine positiven
Reaktionen ausgemacht werden konnten (Abb. 5-58). Die durchschnittliche Gro3e der Zellen
lag mit ca. 9,5 x 10,5 um in derselben GréBenordnung wie die der KULO1" Zellen und auch
die anderen morphologischen Kriterien wie KerngroBe, -form und -lage oder
Zytoplasmastruktur waren vergleichbar, so dass es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um
Zellen aus der Linie der Monozyten/Makrophagen handelt.

Ebenfalls analog zu den KULO1" Zellen waren die MHC II" Zellen in der Parabronchuswand
etwas hdufiger vertreten, insbesondere in den tieferen Abschnitten wie den Infundibula und
den Luftkapillaren oder auch diffus verteilt (Abb. 5-59). Auch konnte bei der Farbung mit
diesem Antikorper nicht wie bei den Haut- und Bursaproben zwischen zwei verschiedenen
Subpopulationen differenziert werden. Was die interatrialen Septen und bindegewebigen
Zwickel anbelangt, so fand sich hier stets eine mehr oder weniger unspezifische
Braunfirbung. Dass das zwischen dem BALT und dem restlichen Lungengewebe befindliche
Bindegewebe ebenfalls regelméfig braun gefiarbt war, bestétigte dabei das vermutete
Vorkommen einer unspezifischen Kreuzreaktion eines Bindegewebeantigens mit dem

verwendeten Antikorper.

5.6.4 Firbung mit dem mAk 3-6

Im Gegensatz zu den bisher dargestellten Antikorpern reagierten im BALT sehr viele Zellen
mit dem mAk 3-6. Dabei war die Anzahl der positiven Zellen insbesondere in den Follikeln
sehr hoch (Abb. 5-60), verschiedene Subpopulationen konnten jedoch nicht unterschieden
werden. Die Zellen waren mittelgro3 (durchschnittlich ca. 7,5 x 10,5 um) und fielen vor allem
durch ihre unregelméBige, polygonale Form auf. Der oval geformte Zellkern war von kleiner
bis mittlerer Grofe und wurde meist in der Peripherie des homogenen Zytoplasmas
angetroffen. Deutliche Zellfortsidtze waren zwar nicht zu erkennen, aufgrund der recht hohen

Zelldichte und der zweidimensionalen Darstellung kann das Auftreten solcher Ausldufer aber



ERGEBNISSE 103

auch nicht ginzlich ausgeschlossen werden. Das FAE enthielt keine 3-6" Zellen, neigte
jedoch zu einer unspezifischen Braunfarbung.

Auch in der Parabronchuswand kamen relativ viele positive Zellen vor, wobei sie deren
tiefere Abschnitte zu bevorzugen schienen (Abb. 5-61). Mit durchschnittlich 6,0 x 9,0 pm
waren diese Zellen nur geringgradig kleiner als die im BALT beschriebenen. Auch
Kerngrofle, Kernform und Struktur des Zytoplasmas waren vergleichbar, der Umriss der in
der Parabronchuswand stationierten Zellen war jedoch wesentlich regelméBiger, meist oval
und lieB keinerlei Anzeichen von Fortsitzen erkennen. Ahnliche Zellen fanden sich in
kleinerer Menge auch diffus im Gewebe verteilt.

In den interparabronchialen Septen und den Zwickeln wurden ebenfalls regelméBig
3-6" Zellen gesehen. Sie waren mit etwa 7,5x 12,5 um ebenfalls mittelgro und meist
langlich-oval geformt. Der ovale, eher kleine Zellkern lag in der Peripherie des homogenen
Zytoplasmas, so dass die Zellen diesbeziiglich morphologisch nicht von den bisher
beschriebenen Verhéltnissen abwichen.

Auffallend war weiterhin die verhiltnismaBig groBe Anzahl 3-6" Zellen in den
Gefidlquerschnitten, gleichgiiltig ob es sich um groBere Gefile oder um die kleineren
Ausldufer in den interparabronchialen Zwickeln handelte (Abb. 5-62). Zum Teil konnte es
sich bei den betroffenen Zellen zwar um Lymphozyten handeln, da sie mit einem
Durchmesser von ca. 5,5 um recht klein, kreisrund geformt und mit einem extrem grof3en,
runden Kern ausgestattet waren. Die Mehrheit von ihnen wies jedoch mit durchschnittlich
8,5x 11,0 um fast die doppelte GroBe auf und war unregelmifBig, entweder mehr rundlich-
oval oder mehr dreieckig geformt. Auch die ovalen Zellkerne waren hier wesentlich kleiner
und lagen exzentrisch im tendenziell granuldren Zytoplasma. Da keine Zellfortsitze zu
erkennen waren, besteht die Mdglichkeit, dass es sich bei dieser Population um Monozyten
handelt, die iiber die Blutbahn ins (Lungen-)Gewebe gelangen, wo sie erst zu reifen

Makrophagen ausdifferenzieren miissen.

5.6.5 Fiarbung mit dem mAk CVI-ChNL-68.1

Im BALT konnten unterhalb des FAE relativ viele CVI-ChNL-68.1" Zellen nachgewiesen
werden und auch in den Follikeln fanden wir regelméBig positive Zellen (Abb. 5-63). Diese
waren rundlich und erinnerten zumindest duflerlich stark an die weiter unten beschriebenen
follikuliren CVI-ChNL-74.3" Zellen. So lag ihr durchschnittlicher Durchmesser bei ca.
6,0 pm, wihrend der ganz dhnlich geformte Zellkern einen Grofiteil des homogenen

Zellinneren einnahm. Einige der Zellen erinnerten auch mehr an Makrophagen. Sie waren
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etwas groBer, ebenfalls rundlich oder auch dreieckig geformt und hatten einen relativ gesehen
kleineren Zellkern mit einer Kern-Plasma-Relation zwischen 1:1,5 und 1:1. Thr Zytoplasma
enthielt meist feinstrukturierte Granula. Insbesondere die subepithelial lokalisierten Zellen
gehorten dieser Fraktion an.

Weitere Lokalisationen in denen regelmaBig groBere Mengen positiver Zellen auftraten waren
die tieferen Abschnitte der Parabronchuswand, hier vor allem die Bereiche der Infundibula
und der Luftkapillaren (Abb. 5-64). In den bindegewebigen Zwickeln des Parenchyms
formierten sich sogar regelrechte Aggregate (Abb. 5-65), wihrend die atrialen Septen negativ
waren. Zum Teil lagen positive Zellen auch nur diffus im Parenchym verteilt vor, ohne dass
man sie einer bestimmten Struktur zuordnen konnte. Ein groBeres Aggregat positiver Zellen
fand sich peribronchial in unmittelbarer Nachbarschaft zu einem Blutgefd3. Aufgrund der
hohen Zelldichte innerhalb dieser Ansammlung konnte die Morphologie der Einzelzellen in
diesem Fall jedoch nicht exakt ermittelt werden.

Auch intravaskulédre Zellen reagierten vereinzelt positiv. Sie entsprachen morphologisch den
weiter oben beschriebenen, rundlichen, grokernigen Zellen. Im Allgemeinen lésst sich sagen,
dass sich alle bisher erwihnten CVI-ChNL-68.1" Zellen zu den beiden oben angesprochenen,

teilweise schwer zu trennenden Subpopulationen zuordnen lassen.

5.6.6 Fiarbung mit dem mAk CVI-ChNL-74.2

Wenige bis miBig viele CVI-ChNL-74.2" Zellen konnten in dhnlichen Positionen detektiert
werden wie die weiter oben beschriebenen MHC II" Zellen, also insbesondere in den tieferen
Abschnitten der parabronchialen Wand wie den Infundibular- und den Luftkapillarbereichen
(Abb. 5-66), seltener auch diffus verteilt oder an der Basis der Atrien. Mit durchschnittlich
8,75 x 11,25 pm waren sie von mittlerer GroB3e. Die Form war rundlich-oval, manchmal auch
mehr dreieckig, der in der Peripherie des feingranuldren Zytoplasmas liegende Zellkern wies
ebenfalls eine rundliche Form auf. Die Kern-Plasma-Relation betrug dabei zwischen
1:1,5und 1:1, so dass die CVI-ChNL-74.2" Zellen alle morphologischen Kriterien eines
reifen Makrophagen erfiillten.

Auch in den interatrialen Septen (Abb. 5-67) und den Zwickeln des interparabronchialen
Bindegewebes traten regelméfig vereinzelte bis wenige positive Zellen auf, wobei es sich den
morphologischen Gesichtspunkten nach zu urteilen aber nicht um Makrophagen handelte. So
lag die ZellgroBe zwar im mittleren Bereich, konnte aber aufgrund der extrem

unregelméfBigen Form kaum exakt gemesen werden. Die eher kleinen Zellkerne dagegen
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waren oft rund und lagen exzentrisch, wihrend das Zytoplasma weder deutliche Zellfortsétze
noch Granula erkennen lieR3.

Das BALT schlieBlich war stets negativ, einschlieBlich der Follikel. Lediglich im ans BALT
angrenzenden Bindegewebe kam es, dhnlich wie bei Firbung mit dem mAk LDA42, zu

unspezifischen Kreuzreaktionen mit einem unbekannten Antigen.

5.6.7 Firbung mit dem mAk CVI-ChNL-74.3

Im BALT unserer Proben fanden wir regelmiBig CVI-ChNL-74.3" Zellen (Abb. 5-68). Die
Population war klein bis méBig groB und konzentrierte sich fast ausschlieBlich auf die
Follikel, in denen sie relativ. homogen verteilt vorlag, wihrend extrafollikulére
CVI-ChNL-74.3" Zellen die Ausnahme waren. Im GroBen und Ganzen #hnelten die positiven
Zellen denjenigen im Follikelmark der Bursa. Auch sie waren mit einem durchschnittlichen
Durchmesser von etwa 5,0 um eher klein und von runder, manchmal ovaler Form. Der der
Zellform angepasste Kern nahm einen Grofteil des Zellinneren ein, das Zytoplasma war
ebenfalls homogen und lieB keine Fortsétze erkennen.

Interessanterweise  reagierten innerhalb der Parabronchuswand auch sédmtliche
Atriumepithelzellen stets duferst spezifisch auf die Farbung mit dem mAk CVI-ChNL-74.3
(Abb. 5-69). Thre Zellform war wie bereits beschrieben im Allgemeinen flach bis
isoprismatisch, wahrend hochprismatische Zellen die Ausnahme waren. Die runden Zellkerne
waren im Bereich der Epithelbasis angesiedelt und variierten in der GroBe zwischen
mittelgro und groB3, je nach Form der entsprechenden Epithelzelle, das Zytoplasma schien
zahlreiche, feine Granula zu enthalten. Die iibrigen Strukturen der Parabronchuswand sowie
das Lungenparenchym enthielten nur vereinzelte bis wenige CVI-ChNL-74.3" Zellen, die
entweder diffus verteilt oder im Bereich der interparabronchialen Septen angesiedelt waren
(Abb. 5-70). Ob es sich dabei tatsichlich um avidre FDCs handelte ist schwierig zu
beurteilen, da die Zellen in keinster Weise den in den Follikeln lokalisierten Zellen dhnelten.
So waren sie zwar dhnlich geformt, wiesen aber einen wesentlich grofleren Durchmesser von
etwa 12,0 um auf und auch der ovale Zellkern war relativ gesehen wesentlich kleiner und lag
leicht exzentrisch im feingranuldren Zytoplasma. Auf der anderen Seite wurde jedoch bereits
eine Subpopulation grofer, runder FDCs in der Medulla der Bursafollikel beschrieben (290).
Dabher ist nicht auszuschlieBen, dass es sich bei den avidren FDCs eventuell gar nicht um eine
homogene, sondern um eine aus verschiedenen Subpopulationen zusammengesetzte

Population handelt.
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5.6.8 Negativkontrollen

Bei allen untersuchten Proben waren die Kontrollen stets vollstindig negativ.

5.6.9 Zusammenfassung

In den folgenden Tabellen wurden die Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der

Hiihnerlunge zusammengefasst.

16-6 KULO1 LD42 3-6
BALT +++ bis ++++ +/- +/- +++
Parabronchiale .
++ bis +++ < < A==E
Wand It
Parenchym ++ bis +++ + -(?) ++

Tabelle 5-6 a: Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Lunge.

CVI-ChNL-68.1

CVI-ChNL-74.2

CVI-ChNL-74.3

BALT ++ bis +++ - + bis ++
Parabronchiale .
++ + bis ++ e
Wand It
Parenchym ++ +/- bis + +/- bis +

Tabelle 5-6 b: Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Lunge.
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Abb. 5-53: Das BALT enthielt eine sehr groBe Anzahl CD45" Zellen, lediglich im FAE traten diese
nur vereinzelt auf.

Abb. 5-54 und 5-55: Im Parenchym wurden ebenfalls groBere Mengen an CD45" Zellen
nachgewiesen, sowohl in den prox. Bereichen der Parabronchuswand (Abb. 5-54) als auch in der
Tiefe (Abb. 5-55).

Abb. 5-56: Vereinzelte KULO1" Zellen besiedelten das BALT, wo sie in den perifollikuliren
Bereichen angetroffen wurden.

Abb. 5-57: Die mit dem mAk KULO!1 interagierenden Zellen fanden sich im Parenchym meist diffus
verteilt oder im Bereich der Luftkapillaren.

Abb. 5-58: Ahnlich wie die KULO1" Zellen waren die MHC II' Zellen im BALT diffus oder
unmittelbar perifollikulér verteilt.
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Abb. 5-59: Auch im Parenchym war die Verteilung von KULO1" und MHC II" Zellen vergleichbar
(siche Abb. 5-56).

Abb. 5-60: Im BALT waren 3-6" Zellen recht hiufig vertreten, wobei insbesondere die Follikel
zahlreiche positive Zellen enthielten.

Abb. 5-61 und 5-62: Im Parenchym besiedelten die 3-6" Zellen vor allem die tieferen Bereiche der
Parabronchuswand (Abb. 5-61), eine nicht unerhebliche Anzahl positiver Zellen wurde aber auch
intravaskuldr angetroffen (Abb. 5-62).

Abb. 5-63: CVI-ChNL-68.1" Zellen fanden sich im BALT vor allem unterhalb des Follikel-
assoziierten Epithels sowie direkt in den Follikeln.

Abb. 5-64: Weitere von den CVI-ChNL-68.1" Zellen bevorzugte Lokalisationen waren die tieferen
Abschnitte der Parabronchuswand, vor allem die Infundibula und der Bereich der Luftkapillaren.
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Abb. 5-65: Regelrechte Aggregate CVI-ChNL-68.1"7 Zellen traten im interparabronchialen
Bindegewebe auf.

Abb. 5-66: Im Parenchym reagierten nur relativ wenige Zellen positiv auf Farbung mit dem mAk
CVI-ChNL-74.2. Sie befanden sich insbesondere in den tiefen Abschnitten der Parabronchuswand.

Abb. 5-67: Eine weitere von den wenigen CVI-ChNL-74.2" Zellen bevorzugte Lokalisation stellten
die interatrialen Septen dar.

Abb. 5-68: Die kleine bis miBig groBe Population CVI-ChNL-74.3" Zellen im BALT konzentrierte
sich fast ausschlieBlich auf die Follikel.

Abb. 5-69: Interessanterweise reagierten auch stets sdmtliche Zellen des Atriumepithels duBerst
spezifisch auf Farbung mit diesem mAk.

Abb. 5-70: Vereinzelte CVI-ChNL-74.3" Zellen befanden sich im Bereich der interparabronchialen
Septen.
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6 DISKUSSION

6.1 Struktur der Hithnerhaut

Die Haut représentiert nicht nur eines der grof3ten Organe des Organismus, sondern stellt auch
aufgrund ihrer zahlreichen verschiedenen Funktionen eine Besonderheit dar. Da die einzelnen
Regionen vollig unterschiedliche Aufgaben wahrnehmen, werden bei der Untergliederung der
Haut in verschiedene Schichten daher neben morphologischen Kriterien auch funktionelle
Aspekte beriicksichtigt.

So dient die durch Faszien begrenzte und an speziellen Fettdepots (Corpora adiposa) sowie
locker angeordneten Bindegewebsfasern reiche Subkutis in erster Linie als Energiespeicher
und Verschiebeschicht (301). Auch an der Thermoregulation ist die Unterhaut beteiligt, da sie
als Isolierschicht den Organismus vor ilibermiBiger Auskiihlung schiitzt. Beim Séuger,
insbesondere bei den Primaten, spielt die Epidermis ebenfalls eine wichtige Rolle hinsichtlich
des Wiarmehaushalts, da sie kleine, ekkrine Schweilldriisen (Glandulae glomiformes) enthilt,
die durch die Verdunstungskilte ihres ausgesonderten wiissrigen Sekrets eine Uberhitzung des
Korpers verhindern. Vogel jedoch besitzen keinerlei Schweildriisen. Die Funktion der
Epidermis beziiglich der Thermoregulation scheint bei ihnen eher im Gegenteil auf einem
nach auflen gerichteten Verdunstungsschutz zu basieren. Ein weiterer Unterschied in der
Epidermis von Vogeln und Sdugern liegt darin, dass Talgdriisen bei Vogeln nicht iiber die
gesamte Korperdecke verteilt auftreten, sondern nur an ganz bestimmten Lokalisationen,
ndmlich als Biirzeldriise, im &duBleren Gehorgang und in der Kloake. Beide Tierklassen weisen
aber zahlreiche sensible, epidermale Nervenfasern auf, so dass ihre Haut ihrer wichtigen
Funktion als Sinnesorgan gerecht werden kann. Auch die Versorgung der Epidermis ist bei
beiden Tierklassen analog. Da die Oberhaut selbst keine BlutgefidBe enthilt, wird sie von der
darunter liegenden Lederhaut versorgt. Die auffilligste Besonderheit der Vogelhaut ist das
charakteristische Federkleid oder Gefieder. Es dient neben dem passiven Wérmeschutz als
Kommunikationsflache fiir Artgenossen und Artfremde und ermdglicht den Vogeln {iberhaupt
erst das Fliegen (311). Die fiir die Belange dieser Arbeit wichtigste Funktion der Haut ist
jedoch ihre Barrierefunktion gegeniiber sdmtlichen Einfliissen aus der Umwelt, seien diese
biologischer, chemischer oder pysikalischer Natur (312, 313). Dabei existieren
unterschiedliche Schutzmechanismen fiir unterschiedliche Belange. Beim Saugetier wird
durch die saure Reaktion des wissrigen Schweilldriisensekrets eine mikrobiostatische
Wirkung erzielt. Man spricht in diesem Zusammenhang auch vom so genannten

Sdureschutzmantel. Da Vogel jedoch iiber keine Schweilldriisen verfiigen, sind sie in erster
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Linie auf mechanische Schutzmechanismen angewiesen, um exogene Einfliisse abzuwehren.
Besonders eindrucksvoll kann man dies anhand der unterschiedlichen Hautdicken in
befiederten und unbefiederten Arealen beobachten. So wies die befiederte Haut der in dieser
Arbeit untersuchten Proben eine Gesamtdicke von durchschnittlich lediglich etwa 13,0 pm
auf, wihrend die sehr viel stirker exponierte dorsale Schuppenhaut des Tarsometatarsus mit
durchschnittlich 150,0 um fast 12 mal so dick war (vgl. Abb. 5-1, Abb. 5-2 und Tabelle 5-1).
Aber auch innerhalb der verschiedenen unbefiederten Regionen existierten Unterschiede. So
betrug die Dicke der Kehllappenhaut mit ungefahr 70,0 um nicht einmal die Hélfte derjenigen
der Schuppenhaut. Allerdings dient die Kehllappenhaut in erster Linie als
Kommunikationsflache fiir Artgenossen und ist, obwohl ebenfalls federlos, Umweltantigenen
und Pathogenen in wesentlich geringerem Umfang ausgesetzt als die in unmittelbarem
Kontakt zum Untergrund stehende Schuppenhaut. Diese stellt den bevorzugten Aufenthaltsort
fiir die zur Familie der Laelaptidae gehdrende blutsaugende rote Vogelmilbe Dermanyssus
gallinae dar, um nur ein Beispiel fiir die zahlreichen Umweltfaktoren zu nennen denen die
Schuppenhaut ausgesetzt ist. Es deutet daher alles darauf hin, dass die Hautdicke direkt mit
der Umweltexposition korreliert ist, so dass stets eine ausreichende mechanische
Schutzfunktion gewéhrleistet werden kann. Dabei spielt jedoch nicht nur die Gesamtdicke der
Epidermis eine wichtige Rolle, sondern auch das Verhiltnis epidermaler Matrix zur
Hornschicht bietet wervolle Hinweise. So lag es bei der befiederten Haut bei etwa 3:1, bei der
unbefiederten Kehllappenhaut zwischen 1:1 und 2,5:1, bei der dorsalen Schuppenhaut jedoch
zwischen 0,3:1 und 0,5:1. Je hoher die Belastungen also sind, denen ein bestimmtes Hautareal
ausgesetzt ist, umso stirker ausgeprigt ist auch sein Stratum corneum, ein Effekt der im
Ubrigen auch beim Siugertier schon seit langem bekannt ist. Hinsichtlich dieses Aspekts
scheint die Haut der Kehllappen eher mit der befiederten Haut vergleichbar zu sein als mit der
Schuppenhaut. Auch auf immunhistologischer Ebene bestanden zum Teil groBBere Analogien
zwischen Kehllappen- und befiederter Haut als zwischen den beiden unbefiederten
Hautarealen, ein Gesichtspunkt auf den im nachsten Kapitel noch ausfiihrlicher eingegangen

werden soll.

6.2 Myeloide Zellen in der Hithnerhaut

Um den unterschiedlichen an sie gestellten Anforderungen gerecht zu werden, wird die Haut
von zahlreichen, sehr unterschiedlichen Zellarten gebildet bzw. besiedelt. Im Einzelnen
handelt es sich dabei um Keratinozyten, Fibroblasten, dendritische Zellen, Makrophagen,

Mastzellen sowie vereinzelte infiltrierende B- und T-Lymphozyten.
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In der Abwehr von Pathogenen spielen dabei insbesondere die Immunzellen der Haut eine
entscheidende Rolle, wobei der Schwerpunkt in dieser Arbeit auf die Immunzellen myeloiden
Ursprungs gelegt wurde, welche ausnahmslos der unspezifischen Abwehr zugerechnet
werden. Im Falle der professionell Antigen-prisentierenden Zellen wie den Makrophagen
oder vor allem den dendritischen Zellen spricht man zum Teil auch von einer
Vermittlerfunktion, da beim Sduger bekannt ist, dass sie nicht nur angeborene
Abwehrmechanismen initiieren, sondern auch als Bindeglied zwischen der unspezifischen
und der spezifischen Abwehr fungieren. So verarbeiten Langerhans Zellen epikutane Protein-
Antigene, migrieren aus der Epidermis und prasentieren die antigenen Peptide zusammen mit
MHC II-Molekiilen entweder in der Haut oder in der Parakortex regionaler Lymphknoten an
die korrespondierenden T-Lymphozyten (314).

Bei nicht-sdugenden Wirbeltieren im Allgemeinen und auch bei Hithnern im Besonderen sind
bislang jedoch nur wenige Studien durchgefiihrt worden, um die Existenz Langerhans-
dhnlicher Zellen in der Haut zu demonstrieren. Carillo-Fargo et al. konnten zwar ATPase”
Zellen in der Epidermis von Ochsenfroschen und Hithnern nachweisen (272) und zeigen, dass
diese Zellen Birbeck-Granula enthalten und auf ihrer Oberfliche MHC II-Molekiile
exprimieren (274). Uber die Morphologie und Verteilung anderer Immunzellen myeloiden
Ursprungs in der Hithnerhaut existierten bislang jedoch kaum Daten, Veroffentlichungen iiber
die Unterschiede innerhalb der verschiedenen Hautareale fehlen ganz.

Bei den im Zusammenhang mit dieser Arbeit immunhistologisch untersuchten Hautproben
war insbesondere die groe Anzahl dermaler Leukozyten erstaunlich. Ersichtlich war dies an
den in allen drei untersuchten Hautregionen regelméBig und zahlreich auftretenden CD45"
Zellen. Dabei handelte es sich fast ausschlieflich um Zellen myeloiden Ursprungs, da gegen
B- oder T-Lymphozyten gerichtete Antikdrper nur in Einzelféillen zu positiven Reaktionen
fithrten und sich die betroffenen Zellen oftmals nicht in der Haut selbst, sondern lediglich in
den die Haut versorgenden dermalen Blutgefdlen befanden. Ein entscheidender Unterschied
zur murinen, nicht jedoch zur humanen Haut bestand in der vollstindigen Abwesenheit der
dendritisch geformten intraepithelialen /6 T-Zellen (315, 316) Bei diesen T-Lymphozyten
handelt es sich um eine spezielle Zellform, die im Gegensatz zur Mehrheit der an der
erworbenen Immunantwort beteiligten T-Zellen keine o/p sondern y/6 Rezeptoren exprimiert,
welche durch eine duflerst geringe Variabilitit gekennzeichnet sind.

Die zahlreichen Leukozyten in der Hiithnerhaut verteilten sich jedoch nicht gleichmiBig iiber
alle Schichten der Haut. Die Dermis sowie das perivaskuldre Bindegewebe enthielten zwar

regelmiBig in allen untersuchten Regionen zahlreiche CD45" Zellen, im subepidermalen
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Bereich waren es jedoch schon deutlich weniger positive Zellen, insbesondere in den
befiederten Regionen sowie in der Kehllappenhaut. Letztere enthielt auch keine epidermalen
Zellen, wihrend solche in der dorsalen Schuppenhaut zumindest in geringer Zahl auftraten.
Die Epidermis der befiederten Bereiche schien ebenfalls frei von CD45" Zellen zu sein,
allerdings wurde die Auswertung in diesem Fall aufgrund des extrem geringen Durchmessers
der Haut erheblich erschwert. Den morphologischen Kriterien nach zu urteilen handelte es
sich bei den epidermalen Zellen, die meist lokal konzentriert in oder dorsal der
Basalzellschicht lokalisiert waren, um Makrophagen. So waren sie mit durchschnittlich
ca. 11,25 x 13,75 um relativ groB3, von rundlich-ovaler bis dreieckiger Form und mit einem
mittelgroBBen, exzentrischen Kern und feingranuldrem Zytoplasma ausgestattet. Soweit es
anhand von Morphologie und Verteilung der Zellen beurteilt werden kann, exprimierte der
Grofiteil  der epidermalen = Makrophagen auch  MHC II-Molekiille und  war
KULO1" CVI-ChNL-68.1".

Besondere Aufmerksamkeit verdienen auch die subepidermalen Zellaggregate, die sich
regelmifBig in den direkt unter den epidermalen CD45" Zellen liegenden Dermisabschnitten
bildeten. Offensichtlich handelte es sich bei den die Aggregate bildenden Zellen um zwei
unterschiedliche Subpopulationen. Die eine dhnelte sehr stark den oben beschriebenen
epidermalen Makrophagen. Die zweite Subpopulation wies jedoch eine vollig andere, eher
dendroide Morphologie auf. Die betroffenen Zellen waren lang und schmal, selten breiter als
2,0 um bei einer Lange von bis zu 14,5 pm. Der Kern war der Zellform angepasst und wurde
meist mehr oder weniger peripher im homogenen Zytoplasma angetroffen. Die ,,Enden* des
Somas wirkten sehr fein und schmal, ob es sich aber tatsichlich um Zytoplasmafortsitze
handelte war auf lichtmikroskopischem Niveau nicht eindeutig zu kldren. Die Aggregate
waren dabei nicht nur auf den subepidermalen Bereich beschrinkt, sondern traten in allen
untersuchten anatomischen Regionen in allen Schichten des Koriums auf. In der Literatur
wurden entsprechende Verteilungsmuster von ATPase’ CD45" Vimentin™ Langerhans Zellen
sowohl beim Menschen (317) als auch bei der Maus (318) beschrieben. Die funktionelle
Bedeutung dieser Muster ist jedoch noch nicht bekannt. Eventuell finden hier
Reifungsvorgénge statt, wobei unter Umstinden auch die sich im Bereich der
Zellansammlungen befindenden Keratinozyten eine wichtige Rolle hinsichtlich der
Produktion von Zytokinen und/oder Chemokinen spielen. Morphologie und Verteilung der
beschriebenen CD45" Subpopulation, zusammen mit der positiven Reaktion auf den von Mast
et al. als Marker fiir LCs beschriebenen mAk KULO1 (292) legen daher den Schluss nahe,

dass es sich in diesem Fall tatsichlich um epidermale DCs handelt. Zumindest in der
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Schuppenhaut des Tarsometatarsus lieferte auch die Lokalisation zahlreicher der
Konglomerate direkt unterhalb der epidermalen CD45" Zellen einen wichtigen Hinweis
darauf, dass von eventuell aktivierten, epidermalen Makrophagen freigesetzte Chemokine die
Anlockung weiterer Makrophagen und dendritischer Zellen aus dem darunterliegenden
Korium bewirken konnten.

Obwohl die Makrophagen und die dendritischen Zellen zu etwa gleichen Teilen in den
Aggregaten, dem perivaskuldren Bindegewebe und den meisten Regionen der Dermis
vertreten waren, handelte es sich bei den direkt subepidermal lokalisierten Zellen fast
ausschlieflich um die schmalen, dendroid geformten Zellen. Dass dabei keine
morphologischen Unterschiede zwischen diesen Langerhans-dhnlichen Zellen und den weiter
in der Tiefe des Koriums lokalisierten dendroiden Zellen festzustellen waren, sollte nicht
liberbewertet werden, da die Lokalisation der LCs schlieBlich auch beim Séuger nicht strikt
auf den epidermalen Bereich beschrinkt ist, sondern es im Zuge der verschiedensten
exogenen Einfliisse zu Migrationsvorgédngen kommt, welche wiederum essentiell fiir die
Reifung der LCs zu sein scheinen (15). So erkannte der bereits erwédhnte mAk KULO1 neben
den Langerhans-dhnlichen Zellen in unmittelbarer Nachbarschaft zum Stratum basale und in
den subepidermalen Aggregaten auch Zellen mit dendritischer Erscheinung in den {ibrigen
Bereichen des Koriums. In der Literatur wurden ebenfalls KULO1" Zellen in der Hiihnerhaut
beschrieben, wobei jedoch im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit nicht zwischen
verschiedenen Subpopulationen differenziert wurde. Es war nur von positiven Zellen mit
dendritischer Erscheinung und granuldrem Farbmuster die Rede. Diese sollen weiterhin durch
die Expression von MHC II-Molekiilen gekennzeichnet und sowohl in der Dermis als auch in
der Epidermis lokalisiert gewesen sein (292). Die Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen dabei
zwar die Expression von MHC II-Molekiilen, nicht jedoch die granuldre Struktur des
Zytoplasmas. Eventuell ist die Ausbildung von Granula auch mit dem Reifegrad der Zellen
oder mit der Stirke der Antigen-Exposition verbunden. Leider geht aus dem von Mast et al.
(292) veroftentlichten Artikel jedoch weder das Alter der verwendeten Tiere noch die jeweils
untersuchte anatomische Hautregion hervor.

AuBerst interessant im Zusammenhang mit dieser Firbung war auch, dass epidermale
KULO1" Makrophagen nur in der befiederten Haut nachgewiesen werden konnten, nicht aber
in der Schuppen- oder der Kehllappenhaut. Alle anderen mit einem der getesteten Antikérpern
reagierenden, epidermalen Zellen wurden stets in der unbefiederten Haut gefunden, so die
CD45" Zellen, die 3-6" Zellen und die CVI-ChNL-68.1" Zellen in der Schuppenhaut und die
MHC II" Zellen in der Schuppen- sowie der Kehllappenhaut. Dass auch die befiederte Haut



DISKUSSION 115

zum Teil epidermale Makrophagen enthielt, kann ein Hinweis darauf sein, dass in diesem
speziellen Fall das betroffene Hautareal einer zwar unwahrscheinlicheren, aber durchaus
moglichen erhéhten Antigenexposition ausgesetzt war. Dass es sich bei den betroffenen
Zellen tatsichlich um Makrophagen handelte ist sehr wahrscheinlich, obwohl ihre
Morphologie aufgrund des extrem geringen Durchmessers der Epidermis und der Tendenz der
Zellen zur Zusammenballung sehr schwierig zu beurteilen war. Da jedoch fast alle anderen
epidermalen Zellen in den unbefiederten Arealen anhand ihrer mittleren Grdéfe von
durchschnittlich ca. zwdlf um, der rundlichen oder dreieckigen Form, dem exzentrischen
Kern und der Kern-Plasma-Relation von 1:1,5-1:1 morphologisch eindeutig als Makrophagen
identifiziert werden konnten, kann davon ausgegangen werden, dass auch die epidermalen
Zellen der befiederten Haut dieser Zellpopulation angehdren. Die einzigen Zellen, die in
diesem Zusammenhang nicht eindeutig eingeordnet werden konnten, waren die 3-6" Zellen in
der Epidermis der Schuppenhaut. Diese Zellen waren rundlich und mit durchschnittlich etwa
12,5 x 15,0 um etwas groBer als die meisten anderen epidermalen Zellen. Hauptunterschied
war jedoch der oft zentral gelegene Zellkern und das homogene Zytoplasma. Vielleicht
handelte es sich bei diesen Zellen um Makrophagenvorldufer, was zwar das Fehlen von
Granula, nicht aber ihren grolen Durchmesser erkldren wiirde. Unter Umstidnden reagiert
jedoch auch um eine vollig andere Zellpopulation mit dem mAk 3-6, was aufgrund des
fehlendenen Wissens iiber die Antigenspezifitit dieses Antikorpers ebenfalls nicht
ausgeschlossen werden kann.

Epidermale CVI-ChNL-68.1" Zellen wurden in der Literatur, im Gegensatz zu den
Ergebnissen dieser Arbeit, nicht beschrieben. Auch war leider nicht ersichtlich, welche
Hautregionen untersucht worden sind. So konnten im Zusammenhang mit der vorliegenden
Arbeit epidermale CVI-ChNL-68.1" Zellen nur in der Schuppenhaut nachgewiesen werden.
Das Vorkommen von dendritisch geformten Zellen in der Dermis und insbesondere in dem
die Blutgefile umgebenden Bindegewebe dagegen stimmt vollkommen mit den bereits
veroffentlichten Daten iiberein (294).

Neben der dendritisch geformten Population reagierten auch zahlreiche dermale Makrophagen
positiv auf Farbung mit dem mAks CVI-ChNL-68.1, 16-6, KULO1, 2G11 und CVI-ChNL-
74.2. Interessanterweise waren bei all diesen Antikorpern die in direktem Kontakt zur
Basalmembran stehenden Bereiche fast ausschlielich von den Langerhans-dhnlichen Zellen
besiedelt, lediglich beim mAk CVI-ChNL-68.1 schienen in diesem Bereich die Makrophagen
zu liberwiegen. Letzteres gilt jedoch nur fiir die Schuppenhaut. In der befiederten und in der

Kehllappenhaut war zwar die Anzahl der subepidermalen CVI-ChNL-68.17 Zellen
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vergleichsweise gering, es konnten hier aber neben den dendritisch geformten Zellen keine
weiteren Populationen ausgemacht werden. Auch die Tendenz zur Bildung subepidermaler
und dermaler Aggregate sowie eine Préiferenz der Zellen fiir die proximalen Bereiche des
Koriums waren in erster Linie auf die Schuppenhaut beschrénkt. Insbesondere die bevorzugte
Lokalisation im Stratum superficiale der Schuppenhaut konnte man nicht nur bei Farbung mit
dem mAk CVI-ChNL-68.1 beobachten, sondern auch bei den mAks 16-6, KULO1 und 2G11.
Unter Umsténden kann man dies als Indiz dafiir werten, dass beispielsweise von aktivierten
epidermalen Makrophagen gebildete, weitere unspezifische Abwehrzellen anlockende
Chemokine eine um so groBere Rolle spielen, je stirker der betroffene Hautabschnitt
potentiell pathogenen Faktoren aus der Umwelt ausgesetzt ist.

Erwidhnenswert ist schlieBlich auch das Férbeverhalten des mAk CVI-ChNL-74.2. Obwohl
dieser Antikorper von Jeurissen et al. als negativ in der Haut beschrieben wurde (290),
konnten im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit sowohl in der befiederten als auch in
der unbefiederten Haut sehr spezifische Férbeergebnisse erzielen werden. Dass dabei im
Korium zwei morphologisch unterschiedliche Zellarten detektiert werden konnten ist umso
erstaunlicher, als dass der mAk CVI-ChNL-74.2 nur mit einer Subpopulation reifer
Gewebsmakrophagen interagieren soll. Die eine Population stach insbesondere durch ihre
feinen Zytoplasmaausziehungen hervor (siche Abb.5-37). Es war im Ubrigen auch die
einzige CVI-ChNL-74.2" Population, die in unmittelbarer Nachbarschaft zur Basalmembran
angetroffen wurde, grundsétzlich besiedelte sie aber alle Schichten der Dermis. Die zweite
Subpopulation setzte sich aus unregelméBig geformten, polygonalen Zellen mittlerer Grof3e
zusammen. Auch ihr Zytoplasma bildete Ausldufer, welche jedoch mehr konisch geformt
waren (sieche Abb. 5-36). In den aus der Schuppenhaut stammenden Proben befanden sich
dabei erheblich mehr Zellen in direktem Kontakt zur Basalmembran als in den beiden anderen
untersuchten Regionen, und auch die Gesamtzahl der positiven Zellen war in der
Schuppenhaut deutlich hoher. Letzteres ldsst sich wahrscheinlich durch die wesentlich
starkere Antigenexposition erkldren, denen die Haut am Tarsometatarsus bzw. generell am
HiithnerfuB3 ausgesetzt ist. Problematischer ist jedoch die Zuordnung der Zellen. Mit
Ausnahme des mAk CVI-ChNL-68.1 ist bei den verwendeten CVI-ChNL-Antikorpern leider
nicht bekannt, ob die korrespondierenden Antigene auf der Zelloberfliche und/oder im
Zellinneren exprimiert werden, wiahrend sich die Antigene aller anderen untersuchten
myeloiden Antikdrper definitiv auf der Zelloberfldche befinden. Dies wiederum erschwert die
exakte Beurteilung der Zellmorphologie, da die zugrunde liegende Farbreaktion nur im

Bereich des gebundenen Antigens auftritt. Insbesondere die Aussage iiber das Vorhandensein,
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die Form und die Liange von Zytoplasmaausldufern wird so erschwert. Gerade in Bezug auf
die Farbung mit dem mAk CVI-ChNL-74.2 waren die morphologischen Unterschiede
zwischen den verschiedenen Zellpopulationen jedoch besonders frappant. Das Auftreten von
Makrophagen {iiberraschte dabei nicht, umso mehr aber das der beiden anderen eher
dendritisch geformten Populationen. Eine dreidimensionale Darstellung der Zellen mit Hilfe
der konfokalen Mikroskopie ist zwingend erforderlich, um diesbeziiglich noch weitere
Hinweise zu gewinnen. Da das korrespondierende Antigen des verwendeten Antikdrpers nicht
bekannt ist, ist es durchaus moglich, dass neben reifen Gewebemakrophagen andere

Reifestadien oder sogar Zellarten erkannt werden.

6.3 Lymphatisches System und Struktur der Bursa fabricii

Obwohl das lymphatische System der Vogel zahlreiche Parallelen zu demjenigen der
Mammalier aufweist, existieren doch zum Teil auffallende Unterschiede. Die beiden
offensichtlichsten sind einmal das weitgehende Fehlen organisierter Lymphknoten sowie die
Ausbildung der Bursa fabricii/cloacalis als einzigartiger Pragungsstitte der B-Lymphozyten.
Was die Lymphknoten betrifft, so treten diese lediglich bei Sumpf- und Wasservogeln in
Form von Hals- und Lendenlymphknoten auf, wobei der Aufbau dieser Lymphknoten in Form
lymphoretikuldrer Formationen dem der Reptilien und nicht dem der Sduger entspricht. Es
handelt sich dabei um Konglomerate aus Lymphsinus und dazwischen liegenden
lymphoretikuldren Strdngen, die sich wiederum aus diffusen T-Lymphozytenarealen und aus
von B-Lymphozyten gebildeten Keimzentren zusammensetzen. Zwischen den zahlreiche
Lymphozyten, Makrophagen und vereinzelte Erythrozyten sowie Granulozyten enthaltenden
Lumina der Lymphsinus und den lymphoretikuldren Strdngen soll die Antigenvermittlung
stattfinden.

Wie bereits erwidhnt wurde die Funktion der Bursa als Prigungsstétte der B-Lymphozyten nur
durch Zufall entdeckt, als man erkannte, dass bursektomierte Hithner nicht in der Lage waren
Antikdrper zu bilden (269, 319). Diese Arbeiten haben zur Entdeckung einiger grundlegender
Mechanismen in der Entwicklung und Funktionsweise des Immunsystems gefiihrt. So wurde
die Dichotomie des erworbenen Immunsystems, d.h. fiir die zelluldire Immunitit
verantwortliche T-Zellen und die humorale Immunantwort vermittelnde B-Zellen, zunichst
im Huhn beschrieben (306). Erst spéter, als das Knochenmark der Bursa als funktionelles
Aquivalent zugeordnet werden konnte, wurde das Konzept der Dichotomie auf den Sduger
tibertragen (320, 321). Zu einem Grofiteil sind diese Entdeckungen natiirlich auch der

Tatsache zu verdanken, dass die Bursa wesentlich leichter zuginglich ist als das
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Knochenmark und dass durch die embryonale Entwicklung im Ei die gesamte Ontogenese
relativ einfach erforscht werden konnte (322, 323).

Was die Struktur der Bursa anbelangt, so konnte durch die HE-Fiarbungen die bereits
bekannte Unterteilung des Organs durch epithelbedeckte Primérfalten sowie von diesen
abgehenden Sekundér- und Tertidrfalten bestétigt werden (324, 325). Auch die Gliederung der
in den zwischen den Sekundir- und Tertidrfalten enthaltenen Lobuli lymphatici in das
zentrale relativ locker strukturierte Mark und die periphere, wesentlich kompaktere Rinde
stimmten mit den bekannten Beschreibungen iiberein (324).

Hervorgehoben werden soll schlieBlich noch das spezifisch phagozytotische FAE (Follikel-
assoziiertes Epithel), welchem auch im BALT der Lunge eine besondere Bedeutung
zukommt. Es wird in der Bursa von den sich dorsal auf den Follikeln befindenden
Epithelzellen gebildet, nachdem diese bestimmte, wahrscheinlich durch Lymphozyten

induzierte Differenzierungsprozesse durchgemacht haben (326).

6.4  Myeloide Zellen in der Bursa fabricii

Exogene Antigene gelangen iiber den kurzen Bursastiel (Collum bursae cloacalis), welcher
direkt mit dem Proktodaeum verbunden ist, ins Lumen der Bursa. Ermoglicht wird dieser
Vorgang durch retrograde Bewegungen der Analmuskulatur (327). So konnte kolloidaler, auf
die Anallippen aufgebrachter Kohlenstoff schon zwei Stunden nach der Applikation in der
Bursa nachgewiesen werden, wo er selektiv durch das FAE absorbiert wurde (328). Auch
verschiedene andere 10sliche Antigene gelangen auf diese Weise ins Bursaparenchym,
wiahrend partikuldre Antigene zwar das Bursalumen erreichen, nicht aber vom FAE
phagozytiert werden. Der Transport einer Substanz von der Kloake zum Bursalumen scheint
daher ein relativ unspezifischer Prozess zu sein, wihrend die Aufnahme der Substanz durch
das FAE von ihrer Art abhingt (329). Ist es jedoch einmal zur Aufnahme einer Substanz
gekommen, kann sich diese ungehindert innerhalb der Medulla verteilen.

Dass es sich bei den die Medulla formenden Zellen tatsidchlich zum {iberwiegenden Teil um
B-Lymphozyten handelt ist schon seit langem allgemein anerkannt, ebenso wie bei den die
Follikelrinde bildenden Zellen. Auch unsere Untersuchungen bestitigten das massenhafte
Auftreten von Lymphozyten in den Follikeln, sowohl in der HE-Féarbung als auch in der in
erster Linie als Positivkontrolle eingesetzten Farbung mit dem mAk 16-6. So war in der
HE-Férbung gut zu erkennen, dass fast alle Zellen der Kortex und der Medulla die gleiche, fiir
Lymphozyten typische Struktur aufwiesen. Sie waren mit durchschnittlich 5,0 x 5,5 um

(Rinde) bzw. 6,5 x 7,5 um (Mark) eher klein, von sehr gleichméBiger, runder Form und mit
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einem groflen, zentralen Zellkern ausgestattet. Auch die immunhistologische Untersuchung
bestitigte diesen Befund einschlieBlich der Kern-Plasma-Relation von etwa 2:1 und dem
ringformig um den Kern gedringten Zytoplasma, welches sich weder durch eine granulére
noch durch eine ausgesprochen hyaline Struktur hervorhob. Interessanterweise reagierten
sowohl in der Medulla als auch im Kortex die meisten Zellen und damit auch der
iiberwiegende Anteil der Lymphozyten negativ auf Fiarbung mit dem mAk 2Gl11. In der
Literatur finden sich sogar Angaben dariiber, dass die Lymphozyten des Marks gianzlich frei
von MHC II-Molekiilen sind (324), eine Aussage die in dieser Form jedoch nicht bestatigt
werden konnte. Die kortikalen MHC II" Lymphozyten wiederum schienen eine Lokalisation
in unmittelbarer Ndhe zum interfollikuldren Bindegewebe zu bevorzugen. Eventuell hingt
dies damit zusammen, dass weder Follikelmark noch —rinde Lymphgefdf3e aufweisen, die den
Follikeln direkt benachbarten Lymphgefifle aber die einzige bekannte Moglichkeit der
Lymphozyten darstellt, die Bursa wieder verlassen konnen (330). Die Tatsache, dass tdglich
etwa 5% der in der Bursa juveniler Hithner durch Zellteilung entstehenden B-Lymphozyten
emigrieren (331) und dass diese Lymphozyten durch eine besonders hohe Expression von
MHC II-Molekiilen gekennzeichnet sind (332), ist dabei allgemein anerkannt. Da die geringe
Expression eines Molekiils unter Umstdanden nicht ausreicht um eine positive Reaktion in der
immunhistologischen Férbung hervorzurufen, besteht grundsitzlich die Moglichkeit dass die
2G11" B-Zellen der Bursa zwar MHC II-Molekiile exprimieren, aber nur in einer sehr
geringen, fiir einen immunhistologischen Nachweis nicht ausreichenden Quantitit.

Myeloide Zellen waren in der Bursa im Allgemeinen nur in sehr geringer Anzahl vorhanden,
wobei ihre bevorzugten Lokalisationen in der Bursawand, im interfollikuldren Bindegewebe
sowie im subepithelialen Bereich lagen. So traten beispielsweise die KULO1" Zellen
ausschlieBlich innerhalb dieser Strukturen auf. Die meisten von ihnen waren mit
durchschnittlich 11,0 x 12,0 um deutlich groBer als die Lymphozyten und von rundlicher oder
dreieckiger Form. Auch die anderen morphologischen Kriterien wie der exzentrische Kern,
die Kern-Plasma-Relation von 1:1,5 bis 1:1 und das mit deutlichen Granula ausgestattete
Zytoplasma erlauben die Beschreibung dieser Zellen als Makrophagen. Im Interfollikularraum
und in der Bursawand war neben den Makrophagen noch eine zweite, weniger klar
einzuordnende Zellpopulation vertreten. Die Zellen der Organwand wurden sogar zum
iiberwiegenden Teil von dieser Population reprédsentiert. Es handelte sich dabei um mit
durchschnittlich ca. 4,5 x 14,5 pm sehr lange und schmale Zellen. Aulerdem hoben sie sich
von den Makrophagen durch die Ausbildung feiner Zytoplasmaausldufer an den Zellenden ab.

In der Literatur wurden bereits ab dem Embryonaltag (ED)9 geringe Zahlen an
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KULO1"MHC II" Zellen im interfollikuliren Bindegewebe der Bursa beschrieben. Die
Anwesenheit dieser Fresszellen scheint im Zusammenhang mit den in der
Embryonalentwicklung stindig ablaufenden Reparations- und Clearance-Prozessen zwingend
erforderlich zu sein (292). Auch in spéteren Lebensphasen werden Makrophagen nahezu in
allen Geweben und Organsystemen angetroffen, wo sie wichtige Funktionen im
Zusammenhang mit der unspezifischen Immunabwehr {ibernehmen und als professionell
Antigen-prasentierende Zellen als Vermittler zwischen der angeborenen und der erworbenen
Immunantwort fungieren. Welche Funktion die zweite Population der hier lokalisierten
KULO1" Zellen aufweist, ist jedoch unklar. Innerhalb des von diesem Antikdrper erkannten
Spektrums konnen sie aufgrund ihrer fragilen Zytoplasmaausziehungen noch am ehesten mit
interdigitierenden DCs gleichgesetzt werden. Nicht in dieses Konzept passen jedoch die
langgestrechte Zellform sowie die bevorzugte Besiedelung der Bursawand, wenn man wie
beim Séduger davon ausgeht, dass es sich bei den IDCs um mit in lymphatischen Geweben
befindlichen Lymphozyten reagierende dendritische Zellen handelt. Eventuell bestehen trotz
des offensichtlich sehr hohen Konservierungsgrades zwischen dem MPS System der Vogel
und dem der Sdugetiere (294, 333) erhebliche Unterschiede hinsichtlich der Funktionsweise
und/oder der Lokalisation der dendritischen Zellen dieser beiden Tierklassen.

Der mAk 2G11 fiihrte, dhnlich wie der mAk KULOI1, zu einer positiven Reaktion von im
subepithelialen Bereich lokalisierten Zellen (Abb. 5-44), wobei die Anzahl der positiv
reagierenden Zellen deutlich hoher war als beim mAk KULOI. Den morphologischen
Kriterien nach zu urteilen handelte es sich bei diesen MHC II" Zellen um Makrophagen.
Auffallend war, dass sie regelmiBig in Kleinstaggregaten von zwei oder drei Zellen
angetroffen wurden. Im Gegensatz zu den von Mast et al. generierten Daten war das
interfollikulire Bindegewebe jedoch frei von KULO1" Makrophagen (292). Unter Umstéinden
hingt dies mit dem Alter der untersuchten Tiere zusammen. Bei den von Mast et al.
verwendeten Tiere handelte es sich um Embryonen zwischen dem Tag 9 und dem Tag 21
bzw. um zwischen drei und fiinf Wochen alte Tiere, wahrend die in dieser Arbeit eingesetzten
Hiithner mit etwa neun Wochen doppelt bis dreifach so alt waren. Bei Embryonen oder sehr
jungen Tieren spielt das Vorhandensein interfollikuldrer Makrophagen offensichtlich noch
eine grofe Rolle um die im Zusammenhang mit der Bursaentwicklung auftretenden
apoptotischen Zellen zu beseitigen. Ab einem gewissen Alter scheinen jedoch die
subepithelialen Makrophagen im Vordergrund stehen, die damit optimal positioniert sind, um
die vom FAE phagozytierten Antigene aufnehmen zu konnen. Weswegen die Anzahl der

subepithelialen MHC II" Zellen deutlich hoher war als diejenige der KULO1" Zellen, blieb
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jedoch weiterhin unklar. Interessanterweise wurden auch in der Lederhaut -insbesondere im
perivaskuldren Bereich sowie im subepidermalen Bindegewebe- jeweils deutlich mehr
MHC II" als KULO1" Zellen angetroffen. Entweder handelte es sich also bei den KULO1®
MHC II" Zellen gar nicht um Makrophagen, sondern um eine andere Zellpopulation. Dieser
Fall ist jedoch eher unwahrscheinlich, da die morphologischen Kriterien eindeutig auf
Makrophagen schlieBen lieBen. Die zweite, etwas wahrscheinlichere Erklarung wire die, dass
die Expression des vom mAk KULO1 erkannten Antigens im Laufe der Reifung der
Makrophagen nachlésst, so dass dieser AK in erster Linie nur mit Makrophagenvorstufen wie
Monozyten sowie eventuell mit noch nicht ausgereiften Makrophagen interagieren kann.

Die Population der relativ zahlreichen wandstindigen MHC II" Zellen war im Vergleich zu
derjenigen des Parenchyms recht heterogen. Bei einer sehr kleinen Anzahl von ihnen schien
es sich um Lymphozyten und Lymphozytenvorldufer zu handeln. Der weitaus groBere Teil
wurde jedoch von unregelmiBig geformten, meist linglichen Zellen reprisentiert, die sich
durch die Ausbildung mehrerer feiner Zytoplasmaausldufer hervorhoben. Sie wiesen als
einzige der wandstdndigen Zellarten eine gewisse Affinitdt zu den enthaltenen Blutgefa3en
auf. Auf die Frage, warum diese dendritisch geformten Zellen ausgerechnet in der Bursawand
so zahlreich vertreten waren, gibt es jedoch keine befriedigende Antwort.

Eine Tatsache die ebenfalls noch nicht ausreichend erklidrt werden konnte, obschon seit etwa
12 Jahren bekannt, ist die liberraschende Expression grofer Mengen von MHC II-Molekiilen
durch die kleinen Blutgefile an der Grenze zwischen Medulla und Kortex (324), ein
Phidnomen das auch in den untersuchten Proben regelmédBig auffiel. Es schien aber nicht nur
auf die Bursa beschrinkt zu sein, sondern trat auch in anderen stark exponierten Organen wie
etwa der Haut auf, in der die Endothelzellen der Blutgefdfie ebenfalls sehr spezifisch auf die
Féarbung mit dem mAk 2G11 reagierten. Bekanntermaf3en konnen MHC II-Molekiile nur aus
intrazelluldren Vesikeln stammende Antigenpeptide présentieren, also beispielsweise Peptide
von durch Phagozytose aufgenommenen Pathogenen. Die Mdglicheit der Partikelaufnahme
durch GeféaBendothelien erscheint jedoch sehr abwegig. Vermutlich steht die Expression von
MHC II-Molekiilen in diesem Fall daher in keinerlei Verbindung zur Antigenprésentation,
sondern dient einem vollig anderen, noch unbekannten Zweck.

Analog zur Fiarbung mit den mAks 16-6 und mAk 3-6 wurden auch vereinzelte
intraepitheliale MHC II" Zellen angetroffen. Es handelte sich dabei jeweils um eher kleine,
rundliche Zellen mit mittelgroBen Kernen und homogenem Zytoplasma, so dass eine
eindeutige morphologische Zuordnung entweder zum MPS oder zur lymphoiden Linie nicht

moglich war. GroB8e und Form sprachen jedoch eher fiir Lymphozyten.
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Die intrafollikulire MHC II" Population war ebenfalls sehr klein. Sie verteilte sich auf die
Peripherie der Rinde und den medulldren Bereich. Letztere Lokalisation wurde jedoch nur
unregelmdBig und duBerst selten gefunden, so dass sie wahrscheinlich vernachlissigt werden
kann. Bei den positiven Zellen in der Rinde handelte es sich zum iiberwiegenden Teil um
Makrophagen, wihrend MHC II" Lymphozyten sehr selten waren (s. 0.).

Auch der mAk 3-6 erkannte in der Peripherie des Kortex relativ viele Zellen (Abb. 5-45),
wobei ein kleiner Prozentsatz davon eine lymphozytdare Morphologie aufwies. Bei der zweiten
in diesem Bereich mit dem mAK 3-6 reagierenden Zellpopulation schien es sich wider
Erwarten jedoch nicht um Makrophagen zu handeln, da das Zytoplasma dieser unregelmifig
geformten Zellen mehrere schmale Ausldufer bildete. Die Zellen traten oft gehduft und in
regelrechten Konglomeraten auf, so dass eine exakte Beschreibung ihrer Morphologie nur
eingeschriankt mdglich war. Die mogliche Anwesenheit dendritischer Zellen in der Kortex
kann als ein weiterer Hinweis auf die Funktion der Bursa nicht nur als priméres, sondern auch
als sekundéres lymphatisches Organ gewertet werden. In diesem Zusammenhang sollte jedoch
stets bedacht werden, dass es sich bei der Bursa um ein ,,temporares® Organ handelt, welches
sich spitestens mit Einsetzen der Geschlechtsreife zuriickbildet. Die Bursa kann deshalb nicht
als funktionelles Aquivalent zum Lymphknoten des Sdugers betrachtet werden.

Parallelen bestanden im Ubrigen nicht nur zwischen den mAks 3-6 und 2G11, sondern auch
zwischen den mAks 3-6 und CVI-ChNL-68.1. In beiden Féllen reagierten relativ viele im
subepithelialen Bereich lokalisierte Zellen positiv, die sich morphologisch jedoch relativ
schlecht einordnen lieBen. Beziiglich Form und GroBe dhnelten sie zwar Lymphozyten,
wiesen aber zum Teil nur kleine bis maBig groBe, exzentrisch gelegene Zellkerne und oft ein
granuldres Zytoplasma auf. Abgesehen davon kann die Interaktion von Lymphozyten mit
diesen mAks aufgrund der bisherigen Ergebnisse ausgeschlossen werden. Eine exakte
morphologische Charakterisierung der Zellen war aufgrund ihrer recht starken Tendenz zur
Akkumulation ohnehin kaum mdglich, so dass alle diesbeziiglichen Aussagen einen
spekulativen Charakter aufweisen. In der Literatur wurden die subepithelialen CVI-ChNL-
68.1" Zellen pauschal als mononukleire Phagozyten beschrieben, gleichfalls die positiven
Zellen in der Peripherie der Rinde und im Follikelmark (324). Auch in der vorliegenden
Arbeit konnten in den beiden letztgenannten Lokalisationen positive Zellen detektiert werden
(Abb.5-48). Es handelte sich dabei um mittelgroBe, meist ovale Zellen mit ebenfalls
mittelgroBem, zentralem Kern und feingranulirem Zytoplasma. In diesem Fall von

mononukledren Phagozyten zu sprechen scheint daher durchaus gerechtfertigt.
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Die vereinzelten intraepithelialen CVI-ChNL-68.1" Zellen wiederum wiesen mit ihrer
polygonalen Form und dem granulidren Zytoplasma schlieBlich alle wesentlichen Kriterien
reifer Makrophagen auf. Sie wurden ebenfalls bereits schon von Jeurissen et al. beschrieben
(294). Thre Lokalisation erscheint ideal, um eingedrungene exogene Antigene
schnellstmoglich detektieren und abwehren zu konnen.

Ein weiterer von den insgesamt nur mifBig zahlreichen CVI-ChNL-68.1" Zellen besiedelter
Bereich war das interfollikuldre Bindegewebe. Vom subjektiven Eindruck her entsprach die
Anzahl der positiven Zellen hier in etwa derjenigen der interfollikuliren KULO1" Zellen, war
interessanterweise jedoch deutlich geringer als die Anzahl der CVI-ChNL-74.2" Zellen in
diesem Bereich, obwohl dieser AK nur eine Subpopulation reifer Gewebsmakrophagen
erkennen soll. Eventuell exprimieren die Makrophagen die fiir die Erkennung durch die mAks
KULOI und CVI-ChNL-68.1 notwendigen Antigene ab einem gewissen Reifestadium nicht
mehr, wie es weiter oben -zumindest was den mAk KULO1 betrifft- bereits postuliert wurde.
Analog zu diesem AK konnte auch beim mAk CVI-ChNL-68.1 zwischen zwei
Subpopulationen  differenziert  werden, einer zahlenmidBig weit  iiberlegenen
Makrophagenpopulation sowie einer dendroiden, morphologisch nicht einwandfrei
zuzuordnenden zweiten Population. Trotz ihrer langen, schmalen Form handelte es sich bei
dieser Population vermutlich um interdigitierende DCs, da die Zellen fragile
Zytoplasmaausziehungen aufwiesen und andere Zellen innerhalb des vom mAk
CVI-ChNL-68.1 erkannten Spektrums nicht in Frage kommen. Auch in diesem Fall wiirde
sich eine dreidimensionale Ansicht der Zellen mit Hilfe eines Konfokalmikroskops lohnen,
um eine bessere Aussage liber die Zellform und damit eventuell iiber die Zellart treffen zu
konnen. Auch Doppelfarbungen mit dem mAk CVI-ChNL-68.1 einerseits und einem fiir B-
bzw. T-Lymphozyten spezifischen Marker widren gegebenenfalls eine gute Option um
festzustellen, ob die Funktionweise dendritischer Zellen von Voégeln und Siugern
vergleichbar ist.

Die iiberraschend groBe Anzahl CVI-ChNL-74.2" Zellen wurde bereits kurz angedeutet. Sie
befanden sich in erster Linie im interfollikuldren Bindegewebe, in der Organwand und im
subepithelialen Bereich. Erstaunlich war nicht nur ihre relativ groe Anzahl, sondern auch
-wenn man das eingeschrinkte Spektrum des mAk CVI-ChNL-74.2 bedenkt- ihre
morphologische Heterogenitit. Wie im Kapitel 6.2 ausfiihrlich erldutert, wurde dieses
Phinomen auch in der Haut regelméBig beobachtet. Ein Teil der Zellen wies dabei alle
morphologischen Kriterien reifer Makrophagen auf, die weitaus iiberwiegende Anzahl war

jedoch durch eine schmale, langgestreckte Form und extrem feine Zytoplasmafortsitze
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gekennzeichnet. Lediglich im subepithelialen Bereich waren fast ausschlieBlich CVI-ChNL-
74.2" MHC II" Makrophagen vorhanden. Sie scheinen in dieser Lokalisation #uferst wichtig
zu sein, wahrscheinlich um vom FAE absorbierte Antigene mdglichst schnell verarbeiten und
prasentieren zu kdnnen. Beziiglich der dendroid geformten Subpopulation drangt sich &hnlich
wie in der Haut der Verdacht auf, dass es sich um interstitielle dendritische Zellen handeln
konnte. Eine dreidimensionale Rekonstruktion der betroffenen Zellen sowie insbesondere die
exakte Charakterisierung des vom mAk CVI-ChNL-74.2 erkannten Antigens scheinen
unumgénglich, um bessere Antworten auf diese Fragen geben zu konnen. Die Lokalisation
CVI-ChNL-74.2" Zellen im interfollikuldren Bindegewebe und im subepithelialen Bereich
wurde im Ubrigen bereits 1994 von Jeurissen et al. beschrieben (334). In besagtem Artikel ist
jedoch auch von vereinzelten positiven Zellen in der Medulla und im Kortex die Rede, eine
Behauptung die durch die vorliegende Arbeit nicht bestétigt wurde.

Mit dem mAk CVI-ChNL-74.3 gelang es schlieflich, eine relativ groBe Anzahl gleichmifig
im Follikelmark verteilter Zellen anzufiarben (Abb. 5-51). Es handelte sich dabei meist um
kleine, rundliche Zellen mit sehr groem Kern und homogenem Zytoplasma. In der Literatur
war in dieser Lokalisation ebenfalls von relativ kleinen, jedoch dendritisch geformten CVI-
ChNL-74.3" Zellen die Rede (324), die damit zumindest morphologisch den FDCs der
Saugetiere sehr nahe kamen. Im gleichen Artikel wurde auch beschrieben, dass 72 Stunden
nach intravendser Applikation von AG dieses in Form von Immunkomplexen auf CVI-ChNL-
74.3" Zellen in germinalen Zentren der Milz angetroffen werden konnte, was ebenfalls auf
eine starke Analogie zwischen den avidren FDCs und den FDCs der Sduger hinweist. Auch
existieren Studien, in denen die Lokalisation von im Zuge einer AK-Reaktion neu gebildeten
Immunkomplexen untersucht wurde. Sowohl die Lokalisation der gebildeten AK als auch die
des assoziierten AG stimmten hier zwar nicht exakt mit der Lage der CVI-ChNL-74.3" Zellen
iberein (291), da aber dennoch eine starke Korrelation mit den entsprechenden Zellkorpern
vorlag bedeutet dies lediglich, dass das vom mAk CVI-ChNL-74.3 erkannte AG nicht mit den
Immunkomplexen assoziiert ist. Letztendlich kann das Vorkommen der CVI-ChNL-74.3"
Zellen in der Medulla der Bursafollikel damit als ein weiterer Hinweis auf die Funktion der
Bursa nicht nur als primires sondern auch als sekundires lymphatisches Organ gewertet

werden.

6.5  Struktur der Hithnerlunge

Ahnlich wie die Haut spielt auch das Lungengewebe aufgrund seiner exponierten Lage, seiner

GroBe und nicht zuletzt aufgrund seiner (zelluldren) Struktur eine nicht zu unterschitzende
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Rolle als Barriere gegeniiber potentiellen Pathogenen aus der Umwelt. Dabei wird bei den
pulmonalen Abwehrmechanismen zwischen den unspezifischen und den spezifischen
Abwehrmechanismen unterschieden.

Das in der Trachea, den Primédrbronchen und den Anfangsabschnitten der Sekundérbronchen
auftretende mehrreihige Flimmerepithel stellt dabei vielleicht den auffalligsten unspezifischen
Abwehrmechanismus dar. Durch retrograde Bewegungen der Zilien, verbunden mit dem
zdhfliissigen Sekret seromukdser Driisen, wird im Normalfall der Grofiteil des in der Luft
befindlichen Staubs einschlielich der darin eventuell vorhandenen Pathogene am Eindringen
in den Organismus gehindert. In der Literatur wird dieser Vorgang héufig als mukoziliare
Clearance bezeichnet (324). Zusitzlich kommt es durch die zahlreichen Verzweigungen des
Bronchialbaums zur so genannten aerodynamischen Filtration, d.h. zum Abfangen groBerer
Partikel in den oberen Luftwegen (335). Auf die unspezifischen Abwehrmechanismen auf
zelluldrer Ebene soll erst im nichsten Kapitel genauer eingegangen werden, wihrend die
spezifischen zelluliren Abwehrmechanismen, die generell an lymphatische Immunzellen
gebunden sind und somit strenggenommen nicht zum Thema dieser Arbeit gehoren, nur am
Rande erwihnt werden sollen.

Besonders erwdhnenswert ist in diesem Zusammenhang aber das einschichtige Epithel in der
Wandung der Atrien in welchem, wie bereits beschrieben, oft intrazellulire Einschliisse
beobachtet werden konnten. Eventuell ist es auf diese Weise moglich Antigene, denen es
gelungen ist die vorgeschalteten Abwehrmechanismen zu iiberwinden, abzufangen und zu
phagozytieren, um die entsprechenden Antigene an andere Immunzellen weitergeben zu
konnen. Die Atriumepithelzellen fungieren deshalb unter Umsténden als wichtige Vermittler
zwischen der Umwelt und dem Immunsystem. Die zahlreichen beobachteten
Leukozytenansammlungen in der Parabronchuswand, insbesondere im Bereich der
Atrienwinde, unterstiitzen diese These. Auch Zengerling beschrieb Leukozytenaggregate in
der gleichen Lokalisation, wobei es sich hier um zwei etwa gleichgro3e Populationen von T-

Helfer- bzw. zytotoxischen T-Zellen gehandelt haben soll (297).

6.6 Myeloide Zellen in der Hiihnerlunge

Vielleicht die wichtigste Struktur hinsichtlich der spezifischen Abwehr von Pathogenen wird
in der Lunge vom BALT reprisentiert. In diesem Zusammenhang ist schon seit lingerem
bekannt, dass die Struktur des BALT sowohl von der Stirke der Antigenexposition als auch
vom Alter der Tiere abhéngt. So entstehen am Anfang der ontogenetischen Entwicklung

regelrechte Ansammlungen von T-Zellen, innerhalb derer nur wenige B-Lymphozyten
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anzutreffen sind. Spiter beginnen die B- und T-Zellen jeweils unterschiedliche Bereiche zu
besiedeln, wobei die Bildung von Follikeln auf die T-Zellbereiche beschrankt bleibt (336,
337). Im Alter von etwa 13 Wochen, also einer der in dieser Arbeit verwendeten
vergleichbaren Altersgruppe, tritt schlieBlich im Vergleich zu den urspriinglichen
Verhiltnissen eine Umkehr der T- und B-Zellareale ein. Die Lymphfollikel sind nunmehr
reine, scharf vom perifollikuldren Bereich abgegrenzte B-Zellareale. Sie sollen dabei vor
allem von den CD4" T-Helfer-Zellen umgeben sein. Auch CD8" T-Zellen kommen vor, wenn
auch in einer wesentlich geringeren Anzahl, sowie relativ viele B-Zellen. Einzelne der CD8"
T- Zellen sind im FAE als intraepitheliale Lymphozyten angetroffen worden (297). Aufgrund
der altersabhingigen Entwicklung des BALT kann nicht ausgeschlossen werden, dass es je
nach Altersstufe unterschiedliche Funktionen iibernimmt. Die momentan vorherrschende
Meinung besagt zwar, dass dieses lymphatische Gewebe primér zur Antigenaufnahme dient,
potentielle andere Funktionen konnen jedoch nicht mit volliger Sicherheit ausgeschlossen
werden.

Was die Farbung mit dem mAk 16-6 anbelangt, so handelte es sich bei den innerhalb des
BALT lokalisierten Zellen erwartungsgemif3 zum tiiberwiegenden Teil um Lymphozyten.
Interessanterweise waren diese jedoch MHC II', ein Phidnomen das bereits bei den B-
Lymphozyten der Bursa aufgefallen war. Auch Jeurissen et al. erwdhnen in ihrer
Ubersichtsarbeit iiber die lymphatischen Gewebe des Huhns nicht explizit MHC I
Lymphozyten im BALT (324). Natiirlich besteht aber auch in diesem Fall die Moglichkeit,
dass die Menge der zum untersuchten Zeitpunkt exprimierten MHC II-Molekiile fiir ein
positives Farbeergebnis einfach nicht ausreichend ist. Neben den zahlreichen, das BALT zum
GroBteil bildenden CD45" Lymphozyten konnten auch intraepithelial vereinzelt
CD45" Leukozyten nachgewiesen werden, welche alle morphologischen Kriterien eines
Lymphozyten erfiillten. Vom Sduger ist bekannt, dass es sich bei diesen lokal auftretenden
intraepithelialen Lymphozyten in den meisten Fillen um CD8" T-Zellen handelt, die aufgrund
ithrer starken zytolytischen und immunregulatorischen Potenz einen wichtigen Beitrag zur
Integritit des Epithels leisten (338).

Eine geringe Anzahl perifollikuldr sowie in sehr geringer Dichte diffus in den T-Zellbereichen
verteilter KULO1" Zellen konnte ebenfalls bestitigt werden. In diesem Fall handelte es sich
eindeutig um Makrophagen. Neben dem fiir die Erkennung durch den mAk KULOI
relevanten Antigen exprimierten diese Zellen offensichtlich auch MHC II" Molekiile auf ihrer
Oberfliche, da eine #hnlich geringe Anzahl morphologisch identischer MHC II" Zellen in

analoger Verteilung angetroffen wurde. Fiir die initiale Aufnahme von durch das FAE
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phagozytierten Antigenen sind wahrscheinlich aber eher die CVI-ChNL-68.1" Makrophagen
von Bedeutung, da diese Zellen zum Grofteil direkt subepithelial lokalisiert waren. Jeurissen
spricht in diesem Zusammenhang sogar von einer ,fortlaufenden Schicht* (294). Dass
dagegen CVI-ChNL-74.2" Makrophagen nicht im BALT sondern lediglich in der
Parabronchuswand sowie im Lungenparenchym angetroffen wurden, scheint ein weiterer
Hinweis darauf zu sein, dass die verwendeten fiir das MPS spezifischen myeloiden Antikorper
durchaus in der Lage sind, jeweils unterschiedliche Subpopulationen von Makrophagen zu
erkennen. Diese unterscheiden sich in erster Linie beziiglich der von ihnen exprimierten
Molekiile und damit vermutlich auch beziiglich ihres Reifestatus und/oder ihrer Funktion. So
wurden intrafollikuldre Zellen nur von den mAks 3-6, CVI-ChNL-68.1 und CVI-ChNL-74.3
erkannt. Dabei war wiederum die Anzahl der intrafollikuliren 3-6" Zellen ungewdhnlich grof3.
Ihre morphologische Klassifizierung war aufgrund der recht hohen Zelldichte und der
zweidimensionalen Darstellung zwar relativ schwierig, eventuell handelt es sich jedoch um
dendritische Zellen. Bei den intrafollikuliren CVI-ChNL-68.1" Zellen konnte zwischen zwei
Subpopulationen differenziert werden. So wies ein sehr geringer Prozentsatz die typische
Makrophagenmorphologie auf, widhrend der itiberwiegende Teil zumindest duBlerlich den
Zellen entsprach, die der fiir follikulire DCs spezifische mAk CVI-ChNL-74.3 in den
Follikeln des BALT erkannte. Es handelte sich dabei um relativ kleine, rundliche Zellen mit
sehr groBem Kern und homogenem Zytoplasma. Auch in der Medulla der Bursafollikel
erkannte der mAk CVI-ChNL-74.3 im Ubrigen eine morphologisch identische Zellpopulation
(sieche dort). Erwdhnenswert im Zusammenhang mit diesem mAk ist aber insbesondere die
bereits erwéhnte, starke, spezifische Reaktion der Atriumepithelzellen. Sie sollte als Indiz
dafiir gewertet werden, dass das fiir diesen Antikorper spezifische Antigen nicht auf den
Immunkomplexen der FDCs lokalisiert sein kann, sondern dass es sich um ein davon
unabhéngiges, offensichtlich auch von anderen Zellarten als den FDCs synthetisiertes Protein
handeln muss. Da im Gegensatz zu Jeurissens Daten die in unseren Proben nachgewiesenen
CVI-ChNL-74.3" Zellen jedoch in keinem der Fille eine eindeutig dendritische Form
aufwiesen, wire auch hier eine Verifizierung der Zellmorphologie durch eine
dreidimensionale Darstellung angebracht, um genauere Hinweise zu erhalten.

Im Parenchym fielen insbesondere die interatrialen Septen durch ihre relativ hohe Anzahl an
Lymphozyten auf, wihrend die Makrophagen in diesem Bereich nur einen geringen
Prozentsatz der Gesamtpopulation stellten. Regelrechte lymphozytire Zellansammlungen
fanden sich auch im interparabronchialen Bindegewebe, insbesondere in den Zwickeln in

unmittelbarer Ndhe groBerer Blutgefdale. Bestitigt wurde diese Feststellung durch Zengerling,
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die in diesem Bereich ebenfalls groBere Anhiufungen CD45" Zellen vorfand, die sich
gleichméBig aus B- und T-Lymphozyten zusammensetzten, wobei die T-Zell-Population
wiederum zu etwa gleichen Teilen aus CD4" und CD8" T-Zellen bestand. Eine Unterteilung
in spezielle B- und T-Zellareale konnte dabei nicht festgestellt werden (297).

Bei einigen wenigen der in den Zwickeln lokalisierten Zellen handelte es sich auch um
KULO1"MHC II" Makrophagen. Die Lokalisation all dieser Zellen im Bereich groBerer
Blutgefifle, die unorganisierte Verteilung der T- und B-Lymphozyten und nicht zuletzt die
fehlende Expression von MHC II-Molekiilen durch die Makrophagen legen dabei die
Vermutung nahe, dass es sich um frisch aus dem BlutgefaB3system rekrutierte Zellen handelt.
Die Frage allerdings, ob diese Rekrutierung mit der Aktivierung anderer Immunzellen durch
ein spezifisches Antigen und/oder der Freisetzung bestimmter Chemokine zusammenhingt,
kann zum momentanen Zeitpunkt nicht beantwortet werden.

Eine weitere Population, die in den interparabronchialen Septen und den Zwickeln regelmifig
gesehen wurde, waren die 3-6" Zellen, die morphologisch jedoch weder Lymphozyten noch
den Zellen des MPS idhnelten. Im Gegensatz zu den 3-6" Zellen der Dermis und der
Bursafollikel konnten im Lungenparenchym jedoch keine verschiedenen Subpopulationen
unterschieden werden. Es handelte sich stets um mittelgroe, meist langlich-ovale Zellen mit
relativ kleinem Kern und fortsatzlosem, homogenem Zytoplasma. Eventuell sind auch diese
Zellen in relativ unreifem Zustand aus dem BlutgefaBBsystem rekrutiert worden, so dass eine
Anderung der Zellmorphologie und/oder der Expression ihrer (Oberflichen-)Antigene
durchaus noch moglich wire.

Die CVI-ChNL-68.1" Zellen in den bindegewebigen Zwickeln des Parenchyms wiederum
formierten sich zu regelrechten Aggregaten (Abb. 5-64), wihrend die atrialen Septen negativ
waren. Ihre Morphologie innerhalb der Aggregate war aufgrund der recht hohen Zelldichte
nur schwer zu beurteilen, erinnerte aber von den bisher beschriebenen Zellen noch am ehesten
an reife Makrophagen.

Die CVI-ChNL-74.2" Zellen in den interatrialen Septen (Abb. 5-67) und in den Zwickeln des
interparabronchialen Bindegewebes dagegen traten nur in sehr geringer Anzahl auf und hatten
morphologisch nur wenig mit Makrophagen gemein. Sie &dhnelten bis auf die extrem
unregelmiBige Form eher den 3-6" Zellen in den entsprechenden Lokalisationen. Dies ist
insbesondere deswegen erstaunlich, da der mAk CVI-ChNL-74.2 wie bereits mehrfach
erwdhnt nur reife Gewebemakrophagen erkennen soll.

Auch die Tatsache, dass CVI-ChNL-74.3" Zellen nicht nur im BALT sondern auch, wenn

auch nur vereinzelt, in den interparabronchialen Septen angesiedelt waren (Abb. 5-70),
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konnte nur schwer eingeordnet werden, da die betroffenen Zellen bis auf die Form in keinster
Weise den in den Follikeln angesiedelten FDCs dhnelten. Entweder handelt es sich bei den
avidren FDCs also gar nicht um eine homogene sondern um eine aus verschiedenen
Subpopulationen zusammengesetzte Population und/oder das vom mAk CVI-ChNL-74.3
erkannte Antigen wird nicht nur spezifisch von FDCs exprimiert, sondern auch von
bestimmten anderen Zellarten. Letztere These wird insbesondere von der dullerst spezifischen
Anfirbung der Atriumepithelzellen durch diesen Antikorper gestiitzt.

Innerhalb der Parabronchuswand waren vor allem die tieferen Abschnitte stark von myeloiden
Zellen besiedelt. So war das Gros der KULO1"MHC II' Makrophagen im Bereich der
Infundibula und vor allem der Luftkapillaren anzutreffen. Ebenso verhielt es sich mit den
CVI-ChNL-68.1" Zellen (Abb.5-63), wobei diese nur zum Teil von Makrophagen
reprisentiert wurden. Die zweite der ungefdhr gleich groen Subpopulationen dhnelte eher
den follikuliren CVI-ChNL-74.3" Zellen im Follikelmark der Bursa und den Follikeln im
BALT. Es handelte sich hier um eher kleine, rundliche Zellen mit extrem groem Kern. Oft
konnten die beiden Populationen jedoch nicht eindeutig differenziert werden. Aufgrund der
sonstigen Farbeergebnisse ist aber anzunehmen, dass beide dem MPS zuzuordnen sind und
die Ahnlichkeit zu den CVI-ChNL-74.3" FDCs rein morphologischer Natur ist.

In etwas geringerer Anzahl als die CVI-ChNL-68.1" Zellen konnten in den tieferen
Abschnitten der parabronchialen Wand auch CVI-ChNL-74.2" Makrophagen angetroffen
werden (Abb. 5-66). Ahnlich wie die in der Lunge insgesamt nicht besonders zahlreich
vertretenen KULO1" MHC II" Makrophagen lagen sie oft in diffuser Verteilung vor, so dass
sich die beiden Populationen wahrscheinlich zumindest teilweise iiberschneiden. Die
Anwesenheit relativ groer Mengen an Makrophagen in diesen tiefen Abschnitten der
Parabronchuswand ist dabei keinesfalls verwunderlich wenn man bedenkt, dass zahlreiche
potentielle Pathogene schon allein aufgrund ihrer geringen Grof3e durch die ersten Barrieren
der Abwehr -mukoziliare Clearance und aerodynamischen Filtration- nicht am Eindringen in
die unteren Luftwege gehindert werden. So wurden groBBere Partikel (3,7-7,0 um) zwar bereits
in der Nasenhdhle oder der cranialen Trachea abgefangen, wéahrend mittelgrof3e (1,1 um) und
kleine (0,091 um) Teilchen bis in die Lunge und die abdominalen Luftsicke gelangen
konnten (335).

Auch die 3-6" Zellen schienen die tieferen Abschnitte der Parabronchuswand zu bevorzugen.
Morphologisch entsprachen diese Zellen denjenigen in den interparabronchialen Septen und
Zwickeln, also einer vermutlich noch unreifen Population. Es ist gut mdglich, dass diese

Zellen Uber das BlutgefaBlsystem ins Lungenparenchym transportiert werden, um erst im
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BALT zu reifen und ihre eigentliche Funktion als professionell Antigen-préisentierende Zellen

auszuuben.



ZUSAMMENFASSUNG 131

7 ZUSAMMENFASSUNG

In situ characterization of avian myeloid cells in the skin, bursa and lung of

chicken

Uber die Lokalisation, Morphologie und Kompartimentierung aviirer myeloider Zellen ist
zum derzeitigen Stand der Forschung nur sehr wenig bekannt, und das obwohl dieses Wissen
unverzichtbar fiir das Verstdndnis der Funktion dieser Zellen und damit der grundlegenden
Mechanismen der Immunabwehr beim Vogel ist. In der vorliegenden Arbeit wurden daher
drei stark exponierte Organsysteme, ndmlich die &uBere Haut, die Bursa und die Lunge
immunhistologisch mit verschiedenen myeloiden Markern untersucht und die positiven Zellen
hinsichtlich ihrer Morphologie und ihrer Verteilung im Gewebe ausgewertet. Bei den
untersuchten Hithnern handelte es sich um Weile Leghdrner im Alter von neun bis zwolf
Wochen. An Antikdrpern wurden der Panleukozytenmarker 16-6, die gegen Monozyten,
Makrophagen und interdigitierende DCs gerichteten mAks KULO1 und CVI-ChNL-68.1, die
fir MHC II-Molekiile spezifischen mAks 2GI1 und LD42, der mit reifen
Gewebemakrophagen reagierende mAk CVI-ChNL-74.2, der gegen follikulire DCs
gerichtete mAk CVI-ChNL-74.3 sowie der mAk 3-6, ein Antikdrper mit unbekannter
Spezifitit, eingesetzt. Bei den Hautproben kamen zusitzlich die fiir v/ T-Zellen
beziehungsweise o/p T-Zellen spezifischen mAks anti-TCR-1 und anti-TCR-2 zum Einsatz.

Im Falle der Haut wurden verschiedene Regionen untersucht und miteinander verglichen.
Zwischen den verschiedenen befiederten Bereichen -also der Brust-, der Hals- und der
Fliigelhaut- konnten dabei keine Unterschiede festgestellt werden. Zwischen der
unbefiederten Haut des Tarsometatarsus und den befiederten Arealen sowie dem Kehllappen
fielen dagegen zum Teil grofle strukturelle Differenzen auf. Allen Regionen gemeinsam war
die insgesamt sehr hohe Anzahl an Leukozyten. Diese setzten sich fast ausschlieBlich aus
Zellen myeloider Herkunft zusammen, wihrend Lymphozyten fast vollstindig fehlten.
Insbesondere Y/ T-Zellen wurden nicht angetroffen. Was die DCs betrifft so konnten in
Analogie zum Sidugetier mindestens zwei verschiedene Subpopulationen unterschieden
werden: eine LC-dhnliche in unmittelbarem Kontakt zum Stratum basale sowie eine dermale,
die sich mehr oder weniger gleichméBig tiber alle Schichten der Lederhaut verteilte.

Die Anzahl der myeloiden Zellen in der Bursa war vergleichsweise gering. So wurden im
Follikelmark nur vereinzelte Zellen des MPS gefunden, lediglich die Anzahl der follikuldren

DCs war hier etwas hoher. In der Rinde wiederum kamen nur vereinzelte MHC IT"
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Makrophagen und einige wenige CVI-ChNL-68.1" Zellen vor. In diesem Bereich iiberwogen
die 3-6" Zellen. Der GroBteil dieser Zellen fiel durch seine zahlreichen fragilen Fortsitze auf.
Sie lagen zwar oft in regelrechten Aggregaten vor und waren deshalb morphologisch
schwierig zu beurteilen, offensichtlich handelte es sich aber um DCs. Im interfollikuldren
Bereich iiberwogen wiederum die CVI-ChNL-74.2" Zellen, dicht gefolgt von den
KULO1" Makrophagen. Im Epithel der Primérfalten wurden lediglich mit den mAKs 2G11,
3-6 und CVI-ChNL-68.1 vereinzelte Zellen gefunden, wihrend subepithelial auch KULO1"
und CVI-ChNL-74.2" Zellen auftraten. Die Gesamtzahl positiver Zellen war hier wesentlich
hoher und wurde in erster Linie von 3-6", morphologisch etwas schwierig einzuordnenden
Zellen und CVI-ChNL-68.1" Makrophagen reprisentiert.

Das Lungenparenchym schlieBlich wies im Vergleich zur Haut ebenfalls nur eine relativ
geringe Zahl myeloider Zellen auf, insbesondere was die Parabronchuswand und das
interparabronchiale Bindegewebe betraf. Im BALT dagegen war die Anzahl positiver Zellen
vergleichsweise hoch. So wurden hier vor allem sehr viele meist intrafollikulér lokalisierte
3-6' Zellen angetroffen. Es ist anzunehmen, dass es sich bei dieser Population um
(interdigitierende) DCs handelt. Weiterhin enthielt das BALT regelmédfig FDCs sowie
CVI-ChNL-68.1" Makrophagen, die bevorzugt die ans FAE angrenzenden Bereiche
besiedelten. Zum Teil wurden CVI-ChNL-68.1" Zellen auch intrafollikulir angetroffen. Diese
Population erinnerte aber zumindest morphologisch eher an die CVI-ChNL-74.3" FDCs als an
Zellen des MPS. KULO1"MHC II" Makrophagen traten im BALT ebenfalls auf, jedoch nur in
sehr geringer Anzahl und nie innerhalb der Follikel. Weitere Lokalisationen die regelméafig
von KULO1" Makrophagen bevolkert wurden waren die Zwickel des Lungenparenchyms
sowie die tieferen Abschnitte der Parabronchuswand, wobei nur die Zellen in letzterer
Lokalisation auch MHC II-Molekiile auf ihrer Oberfldche exprimierten. Hier fanden sich auch
stets CVI-ChNL-74.2" Makrophagen. Auch in den Zwickeln und den interatrialen Septen
fanden sich hiufig CVI-ChNL-74.2" Zellen, die jedoch kaum als Makrophagen angesprochen
werden konnten. Die CVI-ChNL-68.1" Zellen bevorzugten innerhalb des Parenchyms
ebenfalls die bindegewebigen Zwickel und die tieferen Abschnitte der Parabronchuswand.
Zum Teil waren sie morphologisch eindeutig als Makrophagen zu identifizieren, zum Teil
handelte es sich um noch nicht ganz ausgereifte Ubergangsformen. CVI-ChNL-74.3" Zellen
schlieBlich wurden erstaunlicherweise nicht nur im BALT sondern auch im
Lungenparenchym diffus verteilt oder im Bereich der interparabronchialen Septen
angetroffen. Innerhalb der Parabronchuswand fiihrte dieser AK stets zu einer duferst

spezifischen Reaktion der Atriumepithelzellen.
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8 SUMMARY

In situ characterization of avian myeloid cells in the skin, bursa and lung of

chicken

Currently, little is known about the localization, morphology and compartmentalization of
avian myeloid cells. However, this knowledge is essential for the understanding of the
function of these cells and of the basic mechanisms of the immune defense in birds. Thus, in
this work three organ systems heavily exposed to environmental antigens —the outer skin, the
bursa and the lungs- were investigated immunohistological with different myeloid markers.
The positive cells were analyzed in reference to their morphology and their distribution in the
tissues. White leghorn birds in the age of nine to twelve weeks were used in this study. As
antibodies served the mab 16-6 for all leukocytes, the mabs KULO1 and CVI-ChNL-68.1 for
monocytes, macrophages and interdigitating DCs, the mabs 2G11 and LD42 for MHC II-
molecules, the mab CVI-ChNL-74.2 for mature macrophages, the mab CVI-ChNL-74.3 for
follicular DCs and the mab 3-6, an antibody with unknown specifity. The skin was
additionally investigated with the mabs anti-TCR-1 and anti-TCR-2, respectively, which are
directed against y/8 T-cells and o/p T-cells.

Therefore, different skin regions were compared. No differences were found between the
feathered areas of the skin of the chest, of the throat and of the wings. In contrast, great
structural differences were seen between the unfeathered skin of the tarsometatarsus and the
feathered areas as well as the wattle skin. All regions had in common a very high number of
leucocytes. These were mainly composed of cells of myeloid origin, whereas lymphocytes
were nearly absent. In particular, y/6 T cells were not encountered. With regard to DC-like
cells, at least two different subpopulations could be distinguished in analogy to the
mammalians: one LC-like subpopulation in direct contact to the stratum basale as well as a
dermal subpopulation distributed quite evenly over all layers of the dermis.

The number of myeloid cells in the bursa was comparatively small. In the medulla of the
follicles only sporadically cells of the MPS were found. Only the number of follicular DCs
was a little bit higher. In the cortex only singular MHC II" macrophages and few CVI-ChNL-
68.1" cells were found. In this zone the 3-6" cells preponderated. The larger part of these cells
attracted attention because of their numberous fragile appendages. Frequently, these cells
formed aggregates, thus preventing further morphological characterization. In the

interfollicular regions, CVI-ChNL-74.2" cells preponderated, closely followed by the KUL0O1"
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macrophages. In the epithelium of the primary folds only with the mabs 2G11, 3-6 and CVI-
ChNL-68.1 singular cells were found, whereas KULO1" and CVI-ChNL-74.2" cells appeared
in the subepithelal areas. Altogether, the number of positively stained cells was here
considerably higher. They were primarily represented by 3-6" cells, which were a little
difficult to classify morphologically, and by CVI-ChNL-68.1" macrophages.

The lung parenchyma featured smaller numbers of myeloid cells compared with the skin. In
particular, only few cells populated the parabronchial wall and the interparabronchial
connective tissue. In contrast, the number of positive cells in the BALT was comparatively
high. Most notably, many intrafollicularly localized 3-6" cells were encountered. Supposably,
this population consists of (interdigitating) DCs. Furthermore, the BALT contained regularely
FDCs as well as CVI-ChNL-68.1" macrophages. The latter populated preferentially the areas
adjacent to the FAE. In part CVI-ChNL-68.1" cells were encountered intrafollicular, too.
However, this population resembled rather the CVI-ChNL-74.3" FDCs than cells of the MPS,
at least morphologically. KULO1" MHC II" macrophages appeared in the BALT, also, but
only in small numbers and never inside the follicles. The gussets of the lung parenchyma as
well as the deeper layers of the parabronchial wall were regularely populated by KULO1"
macrophages. Only cells in these lacalizations expressed MHC II-molecules on their surface.
Here also CVI-ChNL-74.2" macrophages were found. In the gussets and in the interatrial
septa CVI-ChNL-74.2" cells were frequently encounterd, too, but they could barely be
addressed as macrophages. The CVI-ChNL-68.1" cells also preferred the gussets and the
deeper layers of the parabronchial wall within the parenchyma. Finally, CVI-ChNL-74.3"
cells were surprisingly found not only in the BALT but also diffusely scattered in the lung
parenchyma and in the region of the interparabronchial septums. Within the parabronchial

wall this mab produced regularly a specific reaction of the cells of the atrial epithelium.
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9 ABBILDUNGSVERZEICHNIS
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Kehllappenhaut, mAk KULO1, 40-fach
Kehllappenhaut, mAk KULO1, 100-fach
Fliigelhaut, mAk 2G11, 40-fach

Fliigelhaut, mAk 2G11, 100-fach

Dorsale Schuppenhaut, mAk 2G11, 100-fach
Dorsale Schuppenhaut, mAk 2G11, 100-fach
Kehllappenhaut, mAk 2G11, 10-fach
Kehllappenhaut, mAk 2G11, 40-fach
Fliigelhaut, mAk 3-6, 40-fach

Fliigelhaut, mAk 3-6, 40-fach

Dorsale Schuppenhaut, mAk 3-6, 100-fach
Dorsale Schuppenhaut, mAk 3-6, 100-fach
Kehllappenhaut, mAk 3-6, 100-fach
Kehllappenhaut, mAk 3-6, 100-fach
Fliigelhaut, mAk CVI-ChNL-68.1, 40-fach
Fliigelhaut, mAk CVI-ChNL-68.1, 40-fach
Dorsale Schuppenhaut, mAk CVI-ChNL-68.1, 100-fach
Dorsale Schuppenhaut, mAk CVI-ChNL-68.1, 100-fach
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Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

5-31:
5-32:
5-33:
5-34:
5-35:
5-36:
5-37:
5-38:
5-39:
5-40:
5-41:
5-42:
5-43:
5-44:
5-45:
5-46:
5-47:
5-48:
5-49:
5-50:
5-51:
5-52:
5-53:
5-54:
5-55:
5-56:
5-57:
5-58:
5-59:
5-60:
5-61:
5-62:
5-63:
5-64:

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Kehllappenhaut, mAk CVI-ChNL-68.1, 40-fach
Kehllappenhaut, mAk CVI-ChNL-68.1, 40-fach
Fliigelhaut, mAk CVI-ChNL-74.2, 40-fach
Fliigelhaut, mAk CVI-ChNL-74.2, 40-fach
Dorsale Schuppenhaut, mAk CVI-ChNL-74.2, 100-fach
Dorsale Schuppenhaut, mAk CVI-ChNL-74.2, 100-fach
Kehllappenhaut, mAk CVI-ChNL-74.2, 100-fach
Kehllappenhaut, mAk CVI-ChNL-74.2, 100-fach
Ubersichtsaufnahme der Bursa, HE, 40-fach
Bursa, mAk 16-6, 10-fach

Bursa, mAk KULO1, 20-fach

Bursa, mAk KULO1, 100-fach

Bursa, mAk 2G11, 20-fach

Bursa, mAk 2G11, 40-fach

Bursa, mAk 3-6, 40-fach

Bursa, mAk 3-6, 100-fach

Bursa, mAk CVI-ChNL-68.1, 40-fach

Bursa, mAk CVI-ChNL-68.1, 100-fach

Bursa, mAk CVI-ChNL-74.2, 10-fach

Bursa, mAk CVI-ChNL-74.2, 40-fach

Bursa, mAk CVI-ChNL-74.3, 40-fach
Ubersichtsaufnahme der Lunge, HE, 1,6-fach
BALT, mAk 16-6, 10-fach

Lungenparenchym, mAk 16-6, 40-fach
Lungenparenchym, mAk 16-6, 100-fach

BALT, mAk KULO1, 20-fach
Lungenparenchym, mAk KULO1, 40-fach
BALT, mAk LD42, 100-fach

Lungenparenchym, mAk LD42, 100-fach

BALT, mAk 3-6, 20-fach

Lungenparenchym, mAk 3-6, 40-fach
Lungenparenchym, mAk 3-6, 20-fach

BALT, mAk CVI-ChNL-68.1, 40-fach
Lungenparenchym, mAk CVI-ChNL-68.1, 40-fach



Abb. 5-65:
Abb. 5-66:
Abb. 5-67:
Abb. 5-68:
Abb. 5-69:
Abb. 5-70:

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Lungenparenchym, mAk CVI-ChNL-68.1, 40-fach
Lungenparenchym, mAk CVI-ChNL-74.2, 100-fach
Lungenparenchym, mAk CVI-ChNL-74.2, 40-fach
BALT, mAk CVI-ChNL-74.3, 40-fach
Lungenparenchym, mAk CVI-ChNL-74.3, 40-fach
Lungenparenchym, mAk CVI-ChNL-74.3, 40-fach
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TABELLENVERZEICHNIS

10 TABELLENVERZEICHNIS

Tabelle 4-1:
Tabelle 4-2:
Tabelle 5-1:

Tabelle 5-2 a:
Tabelle 5-2 b:

Tabelle 5-3:

Tabelle 5-4 a:
Tabelle 5-4 b:

Tabelle 5-5:

Tabelle 5-6 a:
Tabelle 5-6 b:

Antikorperspezifitidt und Quelle

Organabhingige Verdiinnung der Priméirantikorper

Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Haut

Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Haut
Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Haut
Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Bursa fabricii
Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Bursa fabricii
Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Bursa fabricii
Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Lunge

Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Lunge

Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Lunge
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