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Einleitung 2

1 Einleitung

1.1 Mucosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe (MALG)

Epithelien bilden physische Barrieren, die den Organismus vor potentiellen
Pathogenen wie Bakterien, Viren oder Toxinen schutzen. Zusatzlich werden die
auldere und die inneren Korperoberflachen standig immunologisch uUberwacht. Die
aulere Korperoberflache wird von dem vielschichtigen verhornten Plattenepithel der
Epidermis gebildet, das vor mechanischen, thermischen, chemischen und
mikrobiologischen Noxen schutzt, und in dem sich die intraepidermalen Langerhans-
Zellen und Lymphozyten mit eingedrungenen Antigenen auseinander setzen
(Streilein 1983). Dagegen weisen die Schleimhaute, deren Gesamtoberflache die der
aulderen Haut um einen Faktor von ca. 200 ubertrifft (Gebert et al. 2000), meist nur
ein einschichtiges Epithel auf. lhnen kommt beim initialen Antigenkontakt eine
besondere Bedeutung zu. Zum Schutz dieser Oberflachen haben sich daher
zusatzliche immunologische Abwehrmechanismen entwickelt. Hierfir sind vor allem
im Darm (Owen und Jones 1974, Bockman 1983, Gebert et al. 1996), aber auch im
Oropharynx, in den Ausflhrungsgangen der kleinen Speicheldriusen (Gebert und
Pabst, 1999), entlang der oberen und unteren Atemwege (Racz et al. 1977,
Bienenstock et al. 1982, v.d. Brugge-Gamelkoorn 1986) und in der Konjunktiva
(Chandler und Axelrod 1980, Knop und Knop 2000) Mukosa-assoziierte
lymphatische Gewebe (mucosal-associated lymphoid tissue, MALT, Bienenstock et
al. 1978) ausgebildet.

Eine solche immunologische Schutzfunktion ist fur den Dinndarm besonders wichtig,
denn er verfugt fur eine effektive Nahrstoffresorption durch die Ausbildung von
Falten, Zotten und Mikrovilli einerseits Uber eine vergleichsweise grofle Oberflache

(Mowat und Viney 1997), ist andererseits stets in grofem Umfang von
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Mikroorganismen besiedelt und kommt Uber die Nahrung standig mit Toxinen und
Nahrungsmittelantigenen in Kontakt. Beim Gesunden ist die epitheliale Barriere fir
niedermolekulare Substanzen wie Aminosauren, Fettsduren und Saccharide selektiv
permeabel, jedoch werden Makromolekule, Partikel und Mikroorganismen am
Eindringen gehindert (Bjarnason et al. 1995). Neben zahlreichen unspezifischen
Schutzmechanismen des Verdauungskanals wie z.B. Speicheldrisensekretion,
niedriger pH-Wert im Magen, Schleimproduktion, Darmmotilitdt und bakterielle
Besiedelung durch die residente Flora, finden sich organisierte lymphatische
Gewebe zur Einleitung von spezifischen Immunantworten in den Tonsillen und
entlang der Darmwand: die Peyer'schen Plaques des Dunndarms (Folliculi
lymphatici aggregati), die Appendix vermiformis, lymphatische Plaques im Colon und
Rektum sowie Solitarfollikel (Folliculi lymphatici solitarii). Dartber hinaus befindet
sich lymphatisches Gewebe in unterschiedlicher Auspragung im Magen (Plenk
1932). Das gesunde intestinale Immunsystem kann zwischen invasiven Pathogenen
und harmlosen Antigenen von Nahrungsproteinen und Darmbakterien unterscheiden.
Der letztere Fall fuhrt zu einer Immuntoleranz (Mowat et al. 2003).

In den Darm-assoziierten lymphatischen Geweben (gut-associated lymphoid tissue,
GALT) stehen die Lymphfollikel in einer engen topographischen Beziehung zur
Oberflachenschleimhaut, die sich meist kuppelartig ins Lumen vorwdlbt (Dome-Areal)
und ein spezialisiertes Epithel aufweist. Dieses Dome-Epithel oder Follikel-
assoziierte-Epithel (FAE) gewahrleistet fir eine effektive Uberwachung des
Darminhalts einen direkten Zugang zu potentiell makromolekularen Pathogenen, um
gegebenenfalls eine spezifische Immunantwort zu erzeugen.

In diesem Follikel-assoziierten-Epithel gibt es zahlreiche hochspezialisierte
Epithelzellen, sog. M-Zellen (,microfold cells oder ,membranous” cells®), die in

engem Kontakt zu intraepithelial gelegenen Lymphozyten stehen (Owen und Jones
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1974). Sie nehmen standig Proben aus dem Darmlumen auf und leiten diese an die
darunter liegenden Zellen des Immunsystems weiter, ohne dass diese in den nur in
geringer Zahl vorhandenen Lysosomen abgebaut werden (Owen 1977). Die M-Zellen
sind somit Antigen-transportierende Zellen. Dabei vollziehen sie eine Art
Stichprobenverfahren fir luminale Antigene, so dass Immunzellen in Kontakt mit
potentiellen Pathogenen kommen (Kraehenbuhl und Neutra 1992, Neutra et al.
1996). Inwieweit M-Zellen auch MHC-II-Klasse-Moleklle aufweisen (Allan et al.
1993) und selbst Antigene prasentieren, ist nach wie vor umstritten. Durch diesen
Vorgang der Antigenaufnahme bleibt die intestinale Barriere erhalten, der Kontakt
des Immunsystems mit der AuRenwelt ist jedoch gleichzeitig gegeben. So nehmen
M-Zellen eine Schlusselrolle flr die Einleitung von lokalen oder systemischen

Immunantworten oder von Immuntoleranz ein (Pabst 1987, Gebert et al. 1999b).

Abbildung 1.1.1 Diagramm einer M-Zelle Die basale Plasmamembran der M-Zellen (M) bildet eine

intraepitheliale Tasche gefiillt mit Lymphozyten (L) und Makrophagen (MAC). M-Zellen transportieren
luminale Antigene direkt zu den in dieser Tasche und unter dem Epithel gelegenen
immunkompetenten Zellen (aus Neutra 1992).
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Nach der Initiierung einer Immunreaktion z.B. in den Peyer'schen Plaques als Teil
des organisierten Mukosa-assoziierten Lymphgewebes verlassen aktivierte B-
Lymphozyten und Lymphoblasten die Darmwand Uber efferente Lymphgefalie,
wandern Uber intestinale LymphgefalRe, mesenteriale Lymphknoten, Ductus
thoracicus und schlielich tUber das Blut wieder bevorzugt in die Lamina propria des
Darms zuruck (Scicchitano et al. 1986, Brandtzaeg et al. 1999a). Hier differenzieren
sie sich als Teil des diffusen Mukosa-assoziierten Lymphgewebes zu Plasmazellen
und produzieren Immunglobulin A (IgA), das nach Transzytose durch das
Darmepithel als slgA (sekretorisches IgA) potentielle Pathogene im Darmlumen
agglutiniert und auf diese Weise am Eindringen in die Schleimhaut hindert (Neutra
und Kraehenbuhl 1992) (Abbildung 1.1.2).

Im Darmlumen neutralisiert IgA ferner ohne Aktivierung des Komplementsystems
bakterielle Toxine und schitzt so gegen mukosale Entzindungsreaktionen
(Biewenga et al. 1993). Auch zeigen Migrationsstudien, dass Lymphoblasten aus
dem Darm ebenso zu den Schleimhauten anderer Organe wandern (Brandtzaeg et
al. 1999b). Dieses am Darm beschriebene Konzept des MALG ist auch auf andere
Schleimhaute anwendbar, in denen Lymphfollikel vorkommen (Gebert und Pabst

1999).
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Abbildung 1.1.2 Das Mukosa-assoziierte Immunsystem: afferenter (,inductive site*) und

efferenter (,effector site*) Schenkel des MALT am Beispiel der Peyer’'schen Plaques. Das
Immunsystem ist von Antigenen und Mikroorganismen z.B. aus dem Darmlumen (hier ,environment*)
durch ein Epithel abgegrenzt. Antigene werden von M-Zellen, die nur im Follikel-assoziierten-Epithel
oberhalb von organisiertem Lymphgewebe (Follikel) auftreten, in das Mukosa-assoziierte
lymphatische Gewebe aufgenommen. Aktivierte B-Zellen, die von Antigenen in den Lymphfollikeln
stimuliert worden sind, wandern zu entfernten Drisen- und Schleimhautgeweben, wo sie sich in IgA-
produzierende Plasma-Zellen, die einen Teil des diffusen Mukosa-assoziierten Lymphgewebes
reprasentieren, differenzieren. IgA Antikbrper werden Uber Rezeptor-vermittelte Transzytose durch
das Drisen- und Schleimhautepithel transportiert und nach Abspaltung vom Rezeptor als sigA
(sekretorisches IgA) sezerniert, so dass sie im Darmlumen mit Antigenen interagieren kénnen. Ein

Bakterium, Virus und sIgA wird im Darmlumen gezeigt (aus Neutra und Kraehenbuhl 1992).

Die ersten Beschreibungen von M-Zellen gehen auf Dinnschnitt-
Elektronenmikroskopie an der Appendix des Kaninchens (Bockman und Cooper
1973) sowie auf Raster-Elektronenmikroskopie an den Peyer'schen Plaques des
Menschen zurick (Owen und Jones 1974). Zumeist weisen M-Zellen eine
unregelmanige apikale Oberflache mit kurzen Mikrovilli oder Mikrofalten (Microplicae)
oder sogar eine flache Oberflache auf (Owen und Jones, 1974, Owen und Nemanic

1978, Chu et al. 1979, Bockman 1983). Mit ihrer basolateralen Membran umfassen
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sie taschenartig intraepitheliale Lymphozyten und gelegentlich Makrophagen
(Schmedtje 1980, Jarry et al. 1989). Oft ist diese Tasche der basolateralen Membran
so weit eingefaltet, dass nur eine ,membrands” diinne Zytoplasmaschicht das Lumen
von den umschlossenen Lymphozyten trennt. Auf diese Weise verkleinert sich die
Distanz zwischen der apikalen und der Taschenmembran und das Durchschleusen
von Antigenen wird effizienter (Neutra et al. 1996). Dieser membrands dinne
Zytoplasmabereich zwischen den beiden Membranen flhrte zu dem heutigen
Ausdruck ,membranous” (M) Zelle.

Die Fahigkeit der Transzytose von Antigenen durch M-Zellen wurde experimentell in
zahlreichen Studien mit makromolekularen und partikuldaren Tracern nachgewiesen
(Bockman und Cooper 1973, Owen 1977, Wolf et al. 1981, Rosen et al. 1981, Owen
et al. 1986, Neutra et al. 1987, Weltzin et al. 1989, Neutra und Kraehenbuhl 1992,
Gebert 1995, Gebert und Bartels 1995). In Anbetracht der Tatsache, dass M-Zellen
in den verschiedenen Lokalisationen und Spezies ultrastrukturell erhebliche
morphologische Unterschiede aufweisen kdnnen, ist diese funktionelle Eigenschaft

der M-Zellen das am besten geeignete Merkmal fur ihre Definition (Gebert 2000).

1.2 M-Zell-Marker

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die Morphologie allein nicht ausreicht, um
alle M-Zellen eindeutig zu erfassen (Torres-Medina 1981, Inman und Cantey 1983,
Bye et al. 1984, Gebert und Hach 1993). M-Zellen lassen sich zwar
elektronenmikroskopisch  identifizieren, nicht jedoch ohne weiteres mit

lichtmikroskopischen Routinetechniken, da sie sich oft nur schwer von Enterozyten
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unterscheiden. Daher wurde die besondere Struktur der M-Zellen in verschiedenen
Lokalisationen charakterisiert, und es wurden histochemische Marker zum Nachweis
von M-Zellen etabliert. Die derzeit verfigbaren Marker umfassen Besonderheiten in
der Enzymaktivitat, bislang nicht identifizierte Protein-Epitope, Besonderheiten des
Zytoskeletts und membranstandige Glykoproteine und/oder Glykolipide (Gebert
2000). Es wurde jedoch bisher kein universeller histochemischer Marker fur M-Zellen
gefunden und die meisten fir M-Zellen beschriebenen, histochemischen
Besonderheiten sind auf individuelle Tierarten oder sogar Lokalisationen von MALT
beschrankt. So stellt Vimentin einen zytoplasmatischen Marker fir M-Zellen des
Kaninchens dar (Gebert et al. 1992, Jepson et al. 1992, Gebert 1995, Gebert 1996),
wahrend M-Zellen in den Peyer’schen Plaques und den Tonsillen des Schweines
Zytokeratin 18 enthalten (Gebert et al. 1994). Dagegen unterscheiden sich M-Zellen
in den Peyer'schen Plaques von BALB/c-Mausen nicht in der Komposition der
Intermediarfilamentproteine von den benachbarten Enterozyten, wohl aber in der
Glykokalyx ihrer apikalen Membran, die grol3e Mengen an Fukoseresten enthalt, die
durch das Lektin UEA-I nachgewiesen werden kénnen (Clark et al. 1994, Gebert et
al. 1999a).

Die Mehrzahl der Untersuchungen an M-Zellen konzentriert sich auf Mause, Ratten,
Kaninchen sowie menschliche Gewebeproben. Andere Spezies wie z.B.
Meerschweinchen, Schwein, Schaf oder Rind sind weniger gut untersucht, und fur M-
Zellen von Hund, Affen, Koala und Huhn liegen nur einzelne Befunde vor (Atkins und
Schofield 1972, Naukkarinen et al. 1978, Beezhold et al. 1983, Kato et al. 1992,

Hanger und Heath 1994, Davenport und Allen 1995).
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1.3 Schleimhaut-assoziiertes lymphatisches Gewebe der Cardiadrisen-

region des Schweinemagens

Nachdem anfangs vornehmlich die M-Zellen der Peyerschen Plaques in
verschiedenen Spezies untersucht worden sind, wurden anschlieltend auch M-Zellen
in anderen Abschnitten des Verdauungstrakts wie z.B. dem Dickdarm (Liebler et al.
1988) ausgemacht und identifiziert. Obwohl Ellenberger bereits 1884 in der von ihm
zuerst beschriebenen Cardiadrisenzone des Schweinemagens entdeckte, dass hier
reichlich lymphatisches Gewebe anzutreffen ist und zwar viel mehr, als in den
ubrigen Regionen des Magens und bei anderen Haussaugetieren, gibt es bislang

jedoch noch keine Untersuchungen Uber das Vorkommen von M-Zellen im Magen.

1.3.1 Der Aufbau des Schweinemagens

Das Schwein besitzt einen einhdhlig-zusammengesetzten Magen, der aus einer Pars
nonglandularis, bedeckt von einer drisenlosen ,kutanen® Schleimhaut, und einer
Pars glandularis, bedeckt von einer drisenhaltigen Schleimhaut, besteht. Ferner
weist der Schweinemagen als arttypisches Merkmal einen dem Fundus aufsitzenden,
kapuzenférmigen Blindsack, Diverticulum ventriculi, auf, der sich an seiner Basis
durch die Spiralfalte vom restlichen Magen absetzt (Nickel et al. 2004).

Die ,kutane® Schleimhaut der Pars nonglandularis ist makroskopisch von weilllicher
Farbe, glatt und derb und tragt auf einem deutlichen Papillarkérper ein zum Teil
verhorntes, vielschichtiges Plattenepithel. Dieser Teil, der auf Grund des Epithels
auch Pars oesophagea genannt wird, bildet in der Umgebung der Einmindung des
Osophagus in den Magen (Cardia), ein langgezogenes, ovales Feld, das Uber die

Spiralfalte hinweg einen kleinen Teil des Divertikels auskleidet (Nickel et al. 2004).
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Die Pars glandularis setzt sich aus drei Zonen zusammen (Kénig und Liebich, 2003):
- Cardiadrisenzone (Pars cardiaca) mit Cardiadrisen (Gll. cardiacae)
- Fundusdrisenzone (Pars propria) mit Fundusdrisen (Gll. gastricae propriae)

- Pylorusdrisenzone (Pars pylorica) mit Pylorusdrisen (Gll. pyloricae).

Pylorus

Diverticulum —~ Osophagus
ventriculi @” -l
}

P - |

Spiralfalte \ | =

Abbildung 1.3.1 Schematische Darstellung eines Schweinemagens. a Pars nonglandularis sive

oesophagea, b Pars pylorica, ¢ Pars propria, d Pars cardiaca (aus Kénig und Liebich 2003)

1.3.2 Die Cardiadrisenzone des Schweinemagens

Die Cardiadrisenzone ist beim Schwein auffallend grof3: Sie umfasst etwa ein Drittel
der DrUsenschleimhaut des Magens und kleidet einen Teil des Corpus ventriculi
einschliellich des Fundus und des Divertikels aus. Hierbei sei angemerkt, dass die
Cardiadrusenszone gemal} ihrer Bezeichnung nicht nur in der Cardia lokalisiert ist,
sondern sich bis weit in die Region des Magenfundus ausdehnt. Sie besitzt eine
blassrote Farbe, ist glatt, von weicher Konsistenz und setzt sich scharf gegen die
Pars nonglandularis sowie gegen die Zone der Fundusdrisen ab. Durch eine

schmale Schleimhautbriicke steht sie an der kleinen Kurvatur mit der
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Pylorusdrisenzone in Verbindung (Nickel et al. 2004). Im Gegensatz zu den anderen
Drisenzonen ist die Schleimhaut im Bereich der Cardiadriisenzone relativ dinn

(Trautmann 1925).

Abbildung 1.3.2 Innenansicht eines Schweinemagens

1 Cardiadriisenzone, 2 Einmiindung des Osophagus, 3 Pars oesophagea (,kutane* Schleimhaut mit

mehrschichtigem Plattenepithel) (aus Kénig und Liebich 2003)

1.3.3 Die Ausbildung des lymphatischen Gewebes in der Cardiadrisenzone des

Schweinemagens

Die Magenschleimhaut des Schweins ist sehr reich an lymphatischem Gewebe,
wobei die Cardiadrisengegend an hervorragender Stelle steht (Nickel et al. 2004).
Trautmann (1925) spricht von einem Ausmald lymphatischen Gewebes in der
Magenschleimhaut des Schweines, insbesondere in der Cardiadrisenschleimhaut,
wie es im Magen keines anderen Haustieres gefunden wird. Die Cardiadrisenregion

weist sowohl einen Reichtum an Solitarfollikeln (Noduli lymphatici solitarii) als auch
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makroskopisch sichtbare Anhaufungen von Follikeln, regelrechte Platten (Noduli
lymphatici aggregati), in der Schleimhaut auf (Fréhlich 1907, Monnig 1909,
Trautmann 1925, Nickel et al. 2004). Ellenberger (1911) spricht sogar von einem
Magentonsillarkomplex, in dem auf einen cm? Magenflache 15-50 ,Lymphknoétchen”
vorkommen.

Die Lymphfollikel befinden sich vornehmlich in der Grenzzone der Cardiadrisen-
schleimhaut zu den benachbarten Schleimhautfeldern hin und im Divertikel. Eine
starke Anhaufung findet sich ferner in der Schleimhautbriicke an der kleinen Kurvatur
des Magens, wo alle drei Drisenzonen zusammentreffen (Nickel et al. 2004). In der
Nachbarschaft zur Pars nonglandularis haufen sich die Lymphfollikel in der
Cardiadriisenzone derart, dass stellenweise Uberhaupt kein Zwischenraum zwischen
den einzelnen Noduli bleibt, so dass solche Stellen den Eindruck einer
,Lymphknétchenplatte®, ahnlich den Peyer'schen Plaques im Darm, hervorrufen
(Trautmann 1925).

Die GroRRe, Form sowie der Sitz der Follikel sind verschieden. Die Follikel liegen in
der Regel in der Lamina propria mucosae und ragen von hier in die Héhe, wobei sie
die Cardiadrisen zur Seite drangen. Vielfach reichen sie bis an das
Oberflachenepithel heran (Ellenberger 1911). Die groReren, insbesondere die aus
mehreren Follikeln bestehenden Plaques, buchten die Schleimhaut deutlich vor.
GrolRe Follikel reichen oft in die Submucosa, wobei dann die Muscularis mucosae
unterbrochen wird. Hierbei werden die Foveolae gastricae und die Cardiadrisen

meist zur Seite gedrangt und verlagert (Trautmann 1925).
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1.4  Fragestellung

Wie bereits oben erwahnt, haben Ellenberger (1884) und in der Nachfolge Trautwein
(1925) auf den Reichtum an lymphatischem Gewebe in der Schleimhaut
insbesondere der Cardiadrisenregion des Magens vom Schwein hingewiesen.
Detaillierte Untersuchungen insbesondere zum Vorkommen von M-Zellen fehlen
jedoch. Das Ziel dieser Arbeit ist es deshalb zunachst mit licht- und
elektronenmikroskopischen Methoden zu klaren, ob das Epithel in der Nachbarschaft
der Lymphfollikel in der Cardiadrisenzone des Schweinemagens Zellen enthalt, die
morphologisch die Kriterien von M-Zellen erfullen. Dartuber hinaus wurde das Epithel
der  Cardiadrusenregion mit einer Reihe von  Antiseren gegen
Intermediarfilamentproteine immunhistochemisch mit dem Ziel untersucht, ob
Unterschiede in der Zytokeratinexpression zwischen den verschiedenen
Epithelzellen vorliegen, insbesondere ob einzelne Zellen sich selektiv mit einem Anti-
Zytokeratin-18-Antiserum darstellen lassen, das sich als Marker fur M-Zellen in den

Tonsillen und Peyer’schen Plaques des Schweins erwiesen hat (Gebert et al. 1994).
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2 Material und Methoden

2.1 Organentnahme, Fixierung und Einbettung der Gewebeproben

Die Cardiadrisenschleimhaut wurde von insgesamt 14 Schweinen, die auf dem
Schlachthof Minchen und von einem privaten Schlachter aus Kirchdorf bei
Allershausen getotet wurden, untersucht. Darunter waren eine 1'%-jahrige, zwei 2-
jahrige und eine 4-jahrige Sau, die restlichen Schweine (Sauen oder mannliche
Kastrate) waren allesamt 6 Monate alt.

Nach Elektrobetaubung und Ausbluten erfolgte ein ventral medianer Langsschnitt
und die Entnahme des Magen-Darm-Traktes durch den Schlachter. Der Magen
wurde entlang der grolRen Kurvatur aufgeschnitten, der Inhalt verworfen, die
Cardiadrusenschleimhaut am Divertikel aufgesucht, mit Ringer-Laktat-Losung
gespult und kleine Schleimhautsticke von einer Grof3e von 1 x 2 cm aus folgenden

Stellen entnommen (Abb.2.1.1):

- Ubergang Pars nonglandularis — Pars cardiaca (entlang des Margo plicatus)
- Pars cardiaca aus dem schmalen Schleimhautstreifen Richtung Pars pylorica
(= Schleimhautbrucke)

- Pars cardiaca aus dem Diverticulum

Aulerdem wurden aus dem terminalen lleum Gewebeproben entnommen, die

Peyer’sche Plaques enthielten.
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Abbildung 2.1.1 Entnahmestellen der Schleimhautproben Die schwarzen Quadrate

kennzeichnen die entnommenen Schleimhautareale.

1. Kutane, driisenlose Schleimhaut des Osophagus und der Pars oesophagea (kariert)

2. Cardiadriisenzone (weil3)

3. Fundus- oder Eigendriisenzone (langsliniert)

4. Pylorusdrisenzone (querliniert)

5. Duodenalschleimhaut (modifiziert nach Nickel et al. 2004)

Alle Praparate wurden sofort nach der Entnahme in einer der folgenden Lésungen
fixiert:

A) 4,5 % Formaldehyd (FA) in PBS 0,1 M, pH 7,4

B) 100 % Alkohol

C) 3,5 % Glutaraldehyd (GA) in Na-Cacodylat-HCI-Puffer 0,1 M (pH 7,4)

D) 2,5 % GA und 2 % FA in Na-Cacodylat-HCI-Puffer 0,1 M.
Zwischen der Tétung des Schweins und der Fixierung der Schleimhautstlicke lagen

im Schlachthof ca. 20 min, beim privaten Schlachter ca. 4 min.
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Einbettung in Paraffin fir die Lichtmikroskopie und Immunhistochemie

Die in 4,5 % Formaldehyd fixierten Schleimhautstiicke wurden in einer aufsteigenden
Alkoholreihe und Xylol entwassert und in Paraffin eingebettet. Die in Alkohol fixierten
Schleimhautstlicke wurden gleich tber Xylol in Paraffin eingebettet. Mit Hilfe eines
Schlittenbahnmikrotoms (LEICA SM 2000R) wurden Schnittserien mit einer Dicke

von ca. 5 um angefertigt.

Einbettung in Epon fiir die Elektronenmikroskopie

Die in den Lésungen C und D fixierten Gewebeproben wurden unter einem
Stereomikroskop in Blocke mit einer Kantenlange von 1-2 mm zerkleinert, grindlich
in 0,1 M Na-Cacodylat-HCI-Puffer gewaschen, in einer 1 % OsO4 LOsung in Aqua
bidest. fur 2h nachfixiert, in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und Uber
Propylenoxid in Kunstharz (Epon® 812) eingebettet. Mit Hilfe eines Ultramikrotoms
(Reichert-dung, Ultracut) wurden zunachst 0,5 um dicke Schnitte angefertigt und mit
Toluidinblau (1 g Toluidinblau in 100 ml Aqua dest. und Zusatz von 1g Borax)
gefarbt. Anhand dieser Schnitte wurden flir Ultradlinnschnitte geeignete
Gewebeareale ausgesucht. Ultradlinnschnitte (ca. 60 nm dick) wurden auf
Kupfernetze oder mit Pioloform befiimten Einlochblenden aufgefangen und nach
Standardverfahren mit gesattigten wassrigen Ldésungen von Uranylacetat und
Bleicitrat kontrastiert (Reynolds 1963).

Fur die Immun-Gold-Technik wurden zusatzlich kleine Gewebeproben, die in
Ldsung A fixiert wurden, in Epon eingebettet. Diese Proben wurden statt in 0,1 M Na-

Cacodylat-HCI-Puffer in PBS gespdult und nicht mit OsO4 nachfixiert.
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2.2 Lichtmikroskopie

2.2.1 Ubersichtsfarbungen mit HE, PAS und Alcianblau

Zur Ubersicht wurden von jedem Block Paraffinschnitte einer Hamalaun-Eosin-, einer
PAS- oder einer Alcianblau-Farbung nach Standardmethoden unterzogen. Alle
Schnitte wurden dann in absteigender Alkoholreihe entparaffiniert und nach erfolgter

Farbung in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert und in Eukitt eingedeckt.

Hamatoxylin-Eosin (HE-Farbunq):

Farbstoffe:

- saures Hamalaun nach Mayer: 1 g Hamatoxilin und 0,2 g Natriumjodatin +
50 g Kalialaun in 1| Aqua dest. I6sen, dazu noch 50 g Chloralhydrat und 1 g
kristalline Zitronensaure geben. Die Losung wurde vor Gebrauch filtriert.

- 1% wassriges Eosin G

Durchfuhrung der Farbung:

Die Farbung mit Hamalaun nach Mayer erfolgte fur 5 Minuten, anschlieRend wurden
die Objekttrager 15 Minuten in flieRendem Leitungswasser geblaut. Daraufhin
wurden sie fur eine Minute in 1% Eosin gefarbt und kurz in Aqua dest.
ausgewaschen (10 Sekunden).

PAS-Farbung:

Farbstoff:
- Schiff'sches Reagenz
- saures Hamalaun nach Mayer: s.o.
Durchfuhrung der Farbung:
Die Objekttrager wurden fur 10 Minuten in 1 % Perjodsaure inkubiert, dann 3 mal fur

2 Minuten in Aqua dest. gespult, fur 5 Minuten in Schiff'sches Reagenz und
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anschlieBend fir eine Minute in SO,-Wasser (10ml 1N HCL + 10ml 10 % K-
Metadisulfid ad 200 ml Leitungswasser) inkubiert und fir 10 Minuten unter
flieRendem Leitungswasser gewaschen. Anschlieend wurden die Objekttrager flr
4 Minuten in Hamalaun nach Mayer (s.0.) gefarbt und in flieRendem Leitungswasser
fur 15 Minuten geblaut.

Alcianblau-Farbung:

Farbstoffe:
- Alcianblau: 1 g Alcianblau 8 GS in 100 ml 3 % Essigsaure I6sen, den pH auf
2,5 einstellen und Lésung vor Gebrauch filtrieren.
Durchfihrung der Farbung:
Die Schnitte wurden fur 3 Minuten in 3 % Essigsaure getaucht, anschlieRend flr
30 Minuten in Alcianblau gefarbt, kurz in 3 % Essigsaure und dann fur 2 Minuten im
Leitungswasser gespult. AnschlieBend wurden sie fur 3 Minuten in Aqua dest.

gespult.

2.2.2 Immunhistochemie

FUr die immunhistochemischen Untersuchungen an Paraffinschnitten wurde der
indirekte Nachweis mittels der Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex- (ABC-) Technik
eingesetzt (Hsu et al. 1981). Als primare Antikorper dienten jeweils monoklonale oder
auch polyklonale Antiseren gegen verschiedene Zytokeratine, Vimentin und Desmin
(Tabelle 2.1). Zur Differenzierung von seroésen und mukosen Drisenzellen kam ein
Anti-Lysozym-Antiserum zum Einsatz. Alle sekundaren Antikorper stammten von der
Ziege. Einige immunhistochemische Schnittserien wurden mit Hamalaun gegen-

gefarbt.
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Tabelle 2.1
KLON Spezifitat Quelle Arbeitsverdinnung fir
Formaldehyd (FA)-und
Alkohol (A)- fixierte
Gewebe
K8.13 Zytokeratine Sigma FA 1:100, A 1:2000
1,5,6,7,10,11,8,18
KS 18.04 biotinyliert Zytokeratin 18 Progen FA 1:100, A 1:200
DC-10 Zytokeratin 18 Serotec FA 1:4000
A 1:320000
CY 90 Zytokeratin 18 Sigma FA 1:10000,
A 1:500000
170.2.14 Zytokeratin 19 Boehringer FA 1:2000, A 1:10000
OV-TL 12/30 Zytokeratin 7 Dako FA 1:100, A 1:1000
35RH11 Zytokeratin 8 Dako A 1:50
6B10 Zytokeratin 4 Serotec FA 1:300, A 1:1000
D5/16B4 Zytokeratin 5/6 Boehringer FA 1:50, A 1:250
LLOO02 Zytokeratin 14 Serotec FA 1:50, A 1:1000
VIM 13.2 Vimentin Sigma FA 1:400, A 1:800
ZC18 Desmin Zymed FA1:1,A1:10
A0099, N1515 Lysozym EC3.2.1.17 Dako A 1:1000

Paraffineinbettung, ABC-Methode:

Nach Paraffin-Entfernung der Formalin-fixierten Praparate in Xylol und Rehydrierung

in absteigender Alkoholreihe erfolgte die Demaskierung der Antigene durch Erhitzen

in einer mit Citratpuffer (0,01 M, pH 6,0) geflllten Kivette 3x5 Minuten in der

Mikrowelle (Reynolds et al. 1994, Brown u. Chirala 1995). Nach Abkuhlen bei
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Raumtemperatur (ca. 15 Minuten) wurden die Schnitte zur Blockierung der
endogenen Peroxidase 10 Minuten mit 3 % Wasserstoffperoxid (H>O2) behandelt.
Danach wurden die Praparate mit 0,004 % Trypsin in PBS (0,15 M NaCl) bei 37 °C
im Brutschrank fir 20 min angedaut und anschlieend mit Leitungswasser gesplilt.
Daraufhin wurden die unspezifischen Bindungsstellen mit 3 % Schweine-Nullserum
blockiert (30 Minuten, 20 °C) und mit den verschiedenen primaren Antikorpern in den
spezifischen Verdinnungen nach der Avidin-Biotin-Peroxidase-(ABC-)Methode
inkubiert (24 h, 4 °C) (Hsu et al., 1981). Die Inkubationszeit mit dem sekundaren
Antiserum (biotinyliertes 1gG), das zusatzlich 1,5 % Schweine-Nullserum enthielt,
betrug 45 Minuten bei 20 °C. Hierauf erfolgte die Behandlung mit einem Streptavidin-
Peroxidase-Komplex (VECTOR) ebenfalls fir 45 Minuten bei 20 °C.

Die eingesetzten Antiseren und Reagenzien wurden in Phosphat-gepufferter
Kochsalzlésung verdinnt (0,01 M Phosphatpuffer (PB), in 0,15 M NaCl- Ldsung,
pH 7,3). Die Verdinnung der ABC-Reagenzien erfolgte den Herstellerangaben
entsprechend. Der Ansatz flir den Peroxidasekomplex-Nachweis bestand aus
0,7 mM DAB (3’3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid, SIGMA No. D 5637) und
0,06 % Wasserstoffperoxid in 0,15 M NaCl-Puffer, pH 7,6. Die Inkubationszeit betrug
10 Minuten bei einer Temperatur von 20 °C.

Zwischen den oben genannten Arbeitsschritten wurden die Schnitte jeweils grindlich
mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung gespult. Diese bestand aus 0,01 M
Phosphatpuffer in 0,15 M NaCl-Lésung, pH 7,6. Zum Schluss wurden die Praparate
durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert und Uber Xylol mit Eukitt

eingedeckt.
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Alkohol-fixierte Schnitte

Bei den Alkohol-fixierten Praparaten war keine Mikrowellen-Vorbehandlung nétig. Die
Verdunnung des primaren Antikorpers konnte um den Faktor 10-1000 erhoht
werden. Ansonsten entsprach das immunhistochemische Protokoll dem der

Formalin-fixierten Praparate.

Spezifitatskontrollen

Zum Ausschluss von methodisch bedingten unspezifischen Reaktionen wurden
Spezifitatskontrollen durchgefuhrt (Grube und Kusomoto 1986, Sternberger 1986,
Grube und Yoshie 1989). In Negativkontrollen wurden die Primar-Antiseren, der
zweite Antikorper oder der ABC-Komplex durch Puffer ersetzt bzw. ausgelassen.
Zusatzlich wurden besonders hohe Verdunnungen des Primar-Antikorpers in

Verdlinnungsreihen eingesetzt.

2.3  Elektronenmikroskopie — Immungold-Methode

Die Schnitte wurden auf Kupfernetzen aufgefangen und mit Natrium-ethylat
(Stammlosung 20 % 1:3 verdunnt mit Ethanol 100 %) geatzt. Nach absteigender
Alkoholreihe bis zum Aqua bidest. erfolgte das Einstellen in Citratpuffer, pH 6,0, fur
15 Minuten im Wasserbad (95 °C). Die Schnitte wurden bis auf Raumtemperatur
abgekunhlt, fur 30 Minuten mit BSA 5 % blockiert und anschlie®end mit dem ersten
Antikorper (Anti-CK-19, 1:50) in Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (0,01 M
Phosphatpuffer in 0,15 M NaCl-Losung, pH 7,3) mit einem Zusatz von 0,3 % BSA fur

24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
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Die Markierung erfolgte nach der ,Immun-Gold“-Methode von De Mey (1983). Hierbei
diente Gold-markiertes monoklonales Ziege-anti-Maus Gamma-Immunglobulin (1:20)
als zweiter Antikérper. Die GroRe der Goldpartikel betrug 15 nm, die Inkubationszeit
2 x 60 Minuten bei Raumtemperatur.

Zum Spulen zwischen den Inkubationsschritten wurde eine Phosphat-gepufferte
Kochsalz-Lésung (0,01 M Phosphatpuffer in 0,15 M NaCl-Lésung, pH 7.3) mit einem
Zusatz von 0,1 % BSA verwendet. Zum Schluss wurden die Schnitte in 2 % GA in
Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung fixiert und in  Phosphat-gepufferter
Kochsalzlésung (jeweils 0,01 M Phosphatpuffer in 0,15 M NaCl-Lésung, pH 7,3)
gespult. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Netze fur 5 Minuten mit einer

gesattigten Uranylacetat- und fur 1 Minute mit einer Bleicitrat-Lésung kontrastiert.

2.4  Mikroskopische Technik

Lichtmikroskopie:

Die Beobachtung und Dokumentation erfolgte an einem Olympus Bx 50
Photomikroskop, das mit einer Digitalkamera Olympus DP 50 und mit UPlanAPO
10-, 20- und 40-Objektiven (Olympus) ausgestattet ist. Die Bilder wurden mit

Olympus DP Soft auf einem PC gespeichert.

Elektronenmikroskopie:
Die Ultradunnschnitte wurden an einem Transmissions- Elektronenmikroskop
Philips CM - 10 untersucht. Hierbei wurden PrimarvergroRerungen zwischen 1200x

und 28000x gewahlt.
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3 Befunde

3.1 Lichtmikroskopische Charakterisierung der Cardiadrusen des

Schweinemagens

Das Oberflachenepithel des Magens wird von einer dicken Schleimschicht bedeckt.
Im Bereich der Cardiadrisenzone wird es von einem einschichtigen
hochprismatischen Epithel gebildet, in dem alle Zellen Schleim produzieren. Dieses
Epithel setzt sich in die weiten Mundungen (Foveolae) der Cardiadrisen fort (Abb.

3.1.1).

Abbildung 3.1.1 _Ubergang von der Pars oesophagea (O) mit mehrschichtigem unverhornten

Plattenepithel zur Cardiadrisenzone (HE-Farbung). In den Cardiadriisen kénnen oberflachlich
gelegene gestreckte mukdse (M) und tiefer gelegene, geknauelte serdse (S) Anteile unterschieden

werden. Lymphfollikel (L). Balken=500um
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Die Cardiadrisen des Schweinemagens sind Schleimhautdriisen und erstrecken sich
in der Tiefe bis zur Lamina muscularis mucosae. Es handelt sich um malig
verzweigte, tubuldse Drisen, deren oberflachennaher unverzweigter Anteil gestreckt
verlauft und Schleim-produzierende Zellen enthalt, wahrend die in tieferen
Schleimhautbereichen gelegenen, verzweigten Drisenendstiicke aufgeknauelt sind
und serose Zellen enthalten.

Die Schleimgranula der mukdsen Zellen sowie die der Schleimhaut aufliegenden
Schleimschicht zeigen eine starke positive PAS-Reaktion und eine Anfarbung mit

Alcian-Blau, wahrend in den serosen Zellen nur eine sehr schwache PAS-Reaktion

und keine Reaktion mit Alcian-Blau erkennbar ist (Abb. 3.1.2 a und b)

Abbildung 3.1.2  Starke PAS (a)- und Alcianblau, pH 2,5 (b)- Reaktion in den mukdsen (M)

Drusenabschnitten und der oberflachlichen Schleimschicht, schwache PAS-Reaktion (a) und keine
Anfarbung mit Alcianblau, pH 2,5 (b), in den serésen (S) Drisenzellen. Lymphfollikel (L).

Balken=250um
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Im Gegensatz zu den mukoésen Drisenzellen und dem Oberflachenepithel zeigen die

serosen Zellen im apikalen Zytoplasma eine positive Immunreaktion mit dem Anti-

Lysozym-Antikoérper (Abb.3.1.3).

Abbildung 3.1.3 a) und b) Anti-Lysozym-Antikérper a) Der Pfeil zeigt auf Lysozym-positive

serdse Cardiadrisenzellen; die mukdsen Cardiadrisenzellen (M) sind negativ. (L) Lymphfollikel.
Balken=500um. b) positive Anti-Lysozym-Immunreaktivitdt im apikalen Zytoplasma der sertsen

Zellen, wahrend mukoése Zellen (M) keine Immunreaktion zeigen. Balken=50um

Die Cardiadrisenschleimhaut enthalt zusatzlich zahlreiche Lymphfollikel,
insbesondere in der Grenzzone zur ,kutanen® Schleimhaut der Pars oesophagea des
Magens (Abb. 3.1.4). Diese Follikel liegen vor allem in der Tiefe der Lamina propria
zwischen den serdsen Drusenanteilen und haben oftmals eine enge Beziehung zum
Drusenepithel, so dass in diesem Bereich von einem Follikel-assoziierten-Epithel
(FAE) gesprochen werden kann (Abb. 3.1.5). In diesen Abschnitten ist das Epithel
regelmalig von Lymphozyten infiltriert, wobei nicht selten Lymphozytencluster
taschenartig von einer oder mehreren Epithelzellen umschlossen werden (Abb.
3.1.5). Das Zytoplasma dieser Epithelzellen ist im apikalen Bereich relativ dinn und

zeigt eine ausgepragte Eosinophilie (Abb. 3.1.5), so dass diese Zellen morphologisch
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den M-Zellen im Follikel-assoziierten-Epithel der Peyer'schen Plaques ahneln. Sie

werden daher im weiteren Text als M-Zellen bezeichnet.

Abbildung 3.1.4 Lymphfollikel (L) an der Grenze Pars oesophagea - Pars cardiaca. (C) Cardiadri-

senepithel, (O) mehrschichtiges Plattenepithel der Pars oesophagea. Der markierte Bereich ist in

Abbildung 3.1.5 vergroRert. HE-Farbung. Balken=500um

Die Zellform der M-Zellen variierte deutlich, je nachdem, wie viele Lymphozyten von
einer M-Zelle eingeschlossen waren (Abb. 3.1.5, 3.1.6). Die meisten M-Zellen
wurden innerhalb der serdsen Cardiadrisen angetroffen. Gelegentlich fanden sich
auch M-Zellen innerhalb der mukdsen Cardiadrisen oder des Oberflachenepithels,
wenn der zugehdrige Lymphfollikel oberflachennah lag oder bis zur Oberflache

reichte.
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Abbildung 3.1.5 VergroRerung des markierten Ausschnittes in  Abbildung 3.1.4;

Pfeile zeigen auf intraepitheliale Lymphozyten, umschlossen von M-Zellen. Die Pfeilspitzen deuten auf

eosinophiles Material im apikalen Zytoplasma der M-Zellen. (C) Cardiadriisenepithelzellen.

Balken=25um.

Abbildung 3.1.6 Cardiadriise am Rande eines Lymphfollikels. Der Pfeil deutet auf ein Lymphozyten-

cluster in einer M-Zelle, gegeniber sind Cardiadrisenzellen (C) palisadenformig aufgereiht. HE-

Farbung. Balken=25um
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3.2 Ultrastruktur der M-Zellen

Auch an Toluidinblau-gefarbten 0,5 um dunnen Kunstharzschnitten, die angefertigt
wurden, um geeignete Bezirke fur elektronenmikroskopischen Untersuchungen aus-
zuwahlen, konnten intraepitheliale Lymphozytencluster vor allem in serésen Ab-
schnitten der Cardiadrusen angetroffen werden. Die Unterscheidung in serose Zel-
len, die im apikalen Zytoplasma zahlreiche stark gefarbte Sekretgranula enthalten,

und Zellen, die Lymphozytencluster einschlieBen und keine Sekretgranula enthalten,

war in diesen Schnitten deutlicher als in den dicken Paraffinschnitten (Abb. 3.2.1).

Abbildung 3.2.1 a-c Serdse Abschnitte der Cardiadriisen; die Pfeilspitzen deuten auf M-Zellen, die

unterschiedlich groRe Cluster intraepithelialer Lymphozyten einschlieRen. Semidinnschnitt, Toluidin-

blau. Balken=25um
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Die lichtmikroskopisch als M-Zellen identifizierten Zellen lassen sich ultrastrukturell
eindeutig von den serésen Zellen unterscheiden (Abb. 3.2.2). Die sertsen Zellen
sind durch ihre zahlreichen im apikalen Zyoplasma gelegenen Sekretgranula mit
einem homogenen elektronendichten Inhalt charakterisiert. Dartuberhinaus weisen
sie einen runden, im basalen Drittel der Zelle gelegenen euchromatin-reichen Kern
mit deutlichem Nucleolus, zahlreiche Zisternen des rauen endoplasmatischen
Reticulums, einen Golgi-Apparat und Mitochondrien auf. Ihre Oberflache ist
weitestgehend glatt und nur durch vereinzelte, kurze Mikrovilli vergroRert. Die
Grenze zur Lamina propria ist glatt. Eine Basalmembran ist durchgangig vorhanden

(Abb. 3.2.2).

Abbildung 3.2.2 Ultradinnschnitt eines Cardiadriisentubulus Serdse Cardiadrisenzellen

(Pfeile) mit zahlreichen elektronendichten Sekretgranula im apikalen Zytoplasma liegen gegeniber
von M-Zellen (Pfeilspitzen), die Leukozyen (L) einschlief3en, jedoch keine Sekretgranula enthalten.

Vergr. 1550fach.
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Den M-Zellen dagegen fehlen Sekretgranula im apikalen Zytoplasma (Abb.3.2.2 bis
3.2.5). In Dinnschnitten ist das apikale vom basalen Zytoplasma haufig durch
Gruppen von intraepithelial gelegene Lymphozyten getrennt (Abb.3.2.3). Im apikalen
Zytoplasma fallen zahlreiche kleine runde Vesikel und membranése Tubuli auf, deren
Inhalt optisch leer erscheint (Abb. 3.2.4, 3.2.5). Daneben kommen Mitochondrien und
Blndel von Intermediarfilamenten vor. Der Zellkern liegt wie bei den serdsen Zellen
im basalen Teil der Zelle und weist gelegentlich eine tiefe Einkerbung auf (Abb.
3.2.3). Zellorganellen, die auf eine sekretorische Aktivitat hinweisen, wie das raue
endoplasmatische Reticulum und der Golgi-Apparat, sind im Gegensatz zu serdsen
Zellen nur rudimentar ausgebildet (Abb.3.2.3). Die Grenze zur Lamina propria ist im
Bereich der FAE nur schwer zu identifizieren, die epitheliale Basalmembran Uber

weite Strecken nicht vorhanden.

Abbildung 3.2.3  VergréRerung aus Abbildung 3.2.2 Die Pfeilspitzen zeigen auf die apikale

Membran der M-Zellen (M), deren Zellkerne (N) unterhalb der Lymphozyten (L) liegen. Die markierten

Bereiche werden in den nachsten beiden Abbildungen vergrofRert. Vergr. 3770fach
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Abbildung 3.2.4 VergréRerung des links markierten Bereichs in Abbildung 3.2.3 Epithelialer

Schlussleistenkomplex zwischen zwei M-Zellen im Cardiadrisenepithel des Schweinemagens (1). Die
Pfeilspitzen zeigen auf Intermediarfilamentbindel. Der Pfeil zeigt auf die eingestllpte basolaterale
Plasmamembran der M-Zelle, die eine mit Lymphozyten (L) gefillte Tasche umgibt.

MI: Mitochondrium im Zytoplasma der M-Zelle. Vergr. 20080fach
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Abbildung 3.2.5 VergroRerung des rechts markierten Bereichs in Abbildung 3.2.3 Kleine

Vesikel und membrantdse Tubuli im apikalen Zytoplasma einer M-Zelle (Pfeilspitzen). Auf der

luminalen Oberflache befinden sich vereinzelte langs und quer getroffene Mikrovilli. Vergr. 36900fach

3.3 Immunhistochemie

Von den zahlreichen Paraffinblocken, die fur die allgemeine Beschreibung der
Cardiadrusenschleimhaut herangezogen wurden, wurden nur solche fir die
immunhistochemischen Untersuchungen verwendet, in denen alle Schleimhaut-
komponenten, insbesondere Lymphfollikel und Follikel-assoziiertes-Epithel mit M-
Zellen, vorhanden waren.

Unabhangig von der Fixierung mit Formaldehyd oder Alkohol wurden identische
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Immunreaktionen beobachtet. In allen Abbildungen wird die Immunreaktion in
alkoholfixiertem Gewebe demonstriert. Alle Immunreaktionen wurden anhand von
Material  verschiedener  Schweine reproduziert. Die Immunreaktion in
formaldehydfixiertem Gewebe war jedoch nur nach Demaskierung der Antigene in
der Mikrowelle reproduzierbar. Ein Einfluss der verwendeten Puffer (Phosphat-
gepufferte Kochsalzlésung 0,01 M PS in 0,1 M NaCl-Lésung, pH 7,6, Citratpuffer
0,01 M, pH 6,0) auf die Immunreaktion wurde nicht festgestellt. Alle durchgeflhrten

Kontrollen waren negativ.

Cytokeratin-Antikorper

Alle  Cytokeratin-Antikorper  reagierten  ausschlieBlich  mit  Epithelzellen.
Intraepitheliale Lymphozyten, Lymphfollikel, das Bindegewebe der Lamina propria
und Tela submucosa sowie die glatte Muskulatur der Lamina muscularis mucosae
und Tunica muscularis blieben unmarkiert. In Vorversuchen an den Peyer'schen
Plaques des terminalen lleums wurden die von Gebert et al. (1994) erhobenen
Befunde bestatigt, dass M-Zellen selektiv einen Anti-Cytokeratin-18-Antikorper

binden (Befunde nicht gezeigt).
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Pan-Cytokeratin-Antikorper

Der Pan-Cytokeratin-Antikdrper K8.13 (Abbildung 3.3.1) zeigte eine intensive
Immunreaktion fur alle Epithelzellen der Cardiadrisenschleimhaut, einschlieRlich

aller Schichten des Epithels der Pars oesophagea. M-Zellen stellten sich oft etwas

deutlicher dar als die Cardiadrisenepithelzellen.

Abbildung 3.3.1 Pan-CK K8.13 a) Ubergang von der Pars oesophagea (O) zur Cardiadriisenzone

mit einem Lymphfollikel (L). Sowohl das Cardiadrisenepithel als auch das Epithel der Pars
oesophagea reagierten positiv. Balken=500um. b) Vergroflerung aus a), Pfeilspitzen zeigen auf die

deutlich positive Immunreaktion im apikalen Zytoplasma von M-Zellen. Balken=50um

Anti-Cytokeratin-18- und -19-Antikorper (CK18 und 19)

Die Immunreaktion der Anti-Cytokeratin-18- und -19-Antikdrper war weitgehend
identisch. So zeigten sowohl das Oberflachenepithel als auch die Epithelzellen der
mukosen und serdsen Tubulusabschnitte eine positive Reaktion (Abb. 3.3.2). In den
mukosen Cardiadrisenzellen reagierten vor allem das basale und laterale
Zytoplasma, d.h. die Bereiche der Zelle, in denen keine Schleimgranula vorkommen
(Abb. 3.3.3). Die M-Zellen zeigten jeweils eine starkere Reaktion als die

Cardiadrusenepithelzellen. In den M-Zellen konzentrierte sich die Reaktion
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insbesondere auf den apikalen und etwas schwacher auf den lateralen Bereich (Abb.
3.3.2 b). Selbst bei sehr hohen Arbeitsverdinnungen konnte kein Unterschied in der
Starke der Immunreaktion zwischen Drisenepithelzellen und M-Zellen beobachtet
werden. Das Epithel der Pars oesophagea reagierte nicht mit den Antiseren. Es
konnte kein Unterschied im Reaktionsverhalten der drei verwendeten Anti-
Cytokeratin-18-Antiseren (siehe Tabelle 3.1) festgestellt werden, d.h. im Unterschied
zu den M-Zellen in den Peyer'schen Plaques waren diese Zellen im Magen nicht
selektiv mit einem Anti-Cytokeratin-18- oder -19-Antiserum anfarbbar (Abb. 3.3.2-

3.3.4).

Abbildung 3.3.2 CK18 Positive Reaktion der Oberflachenepithelzellen sowie der mukdsen (M) und
serdsen (S) Cardiadriisenepithelzellen. In den in der Tiefe zwischen den Lymphfollikeln (L) liegenden
Drisentubuli ist die Reaktion stérker als in den oberflachlich gelegenen Drisenanteilen. Der markierte

Bereich ist in Abb.3.3.3 a vergroéRert. Balken=100um
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Abbildung 3.3.3 CK 18 a) VergroRerung des Ausschnittes aus Abb. 3.3.2. Die Pfeilspitzen zeigen
auf das CK18-positive apikale Zytoplasma der M-Zellen. Balken=25um. b) Mukdser Drusentubulus
(C) am Rande eines Lymphfollikels; die Pfeilspitzen zeigen auf das CK18-positive apikale Zytoplasma

der M-Zellen. Die Sekretgranula der mukosen Zellen sind mit Alcianblau gefarbt. Balken=50um

Abbildung 3.3.4 CK 19 a) Positive Reaktion der Oberflachenepithelzellen sowie der mukdsen (M)
und serésen (S) Cardiadrisenepithelzellen. Balken=100um. b) VergréRerung des Ausschnittes aus a).

Die Pfeilspitzen zeigen auf das CK19-positive apikale Zytoplasma der M-Zellen. Balken =25um
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Anti-Cytokeratin-7-Antikorper (CK7)

Der Anti-Cytokeratin-7-Antikorper markierte vornehmlich Epithelzellen in der Nahe
von Lymphfollikeln, vor allem in der Tiefe der Cardiadrisen, wohingegen die
restlichen Epithelzellen der Cardiadrisenschleimhaut sowohl des
Oberflachenepithels als auch der mukdésen Tubulusabschnitte und die
Osophagusschleimhaut weitestgehend unmarkiert blieben (Abb. 3.3.5). Innerhalb der
selektiv gefarbten Epithelzellen fanden sich meist Gruppen intraepithelial gelegener
Lymphozyten. Aufgrund dieser Tatsache wurden die selektiv markierten Epithelzellen
als M-Zellen identifiziert. Die Anti-Zytokeratin-7-Immunreaktivitat war jedoch nicht
gleichmalig Uber das Zytoplasma der M-Zelle verteilt: Eine deutliche Immunreaktion
zeigte vor allem das apikale Zytoplasma, wahrend die Immunreaktion der lateralen
und basalen Zellbereiche in der Umgebung der Lymphozyten geringer ausgepragt
war (Abb. 3.3.5b). Zudem fanden sich vereinzelt positive Epithelzellen in der Nahe
der M-Zellen bzw. unmittelbar benachbart, die keine Lymphozyten einschlossen und

Cardiadrisenzellen ahnelten.
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a

Abbildung 3.3.5 Anti-CK7 a) Ubersicht: Die Anti-Cytokeratin-7-Immunreaktion ist weitestgehend

auf das Follikel-assoziierte-Epithel (FAE) mit M-Zellen beschrankt. (L) Lymphfollikel, (C) Cardiadrisen.
Am Beispiel des FAE im eingerahmten Bereich unten links wird die Immunreaktion aller verwendeten
Anti-Cytokeratinantisera in einer konsekutiven Schnittserie verfolgt. Balken=100um. b) Parafollikular
gelegene Cardiadrusentubuli mit CK7-negativen Driusenzellen (C). Pfeilspitzen zeigen auf die CK7-

positive apikale Oberflache von M-Zellen. Balken=25um

Anti-Cytokeratin-8-Antikorper (CK8)

Die Anti-Cytokeratin-8-Antikorper reagierten vor allem mit serdsen Cardiadrisenepi-
thelzellen und M-Zellen, wohingegen eine Reaktion mit den mukdsen und
oberflachlichen Epithelzellen der Cardiadrisenzone und dem Epithel der Pars

oesophagea schwach ausfiel (Abbildung 3.3.).
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Abbildung 3.3.6 CK8 Die Pfeilspitze zeigt auf Oberflachenepithelzellen, die auf Anti-CK8-Antikdrper

positiv reagieren, der Pfeil zeigt auf CK8-positive M-Zellen. Balken=100um

Anti-Cytokeratin-4-, -5/6- und -14-Antikorper (CK4, CK5/6, CK14)

Antikorper gegen die Cytokeratine 4, 5/6 und 14 reagierten lediglich mit dem
Osophagusepithel, wahrend alle Strukturen in der Cardiadriisenzone immunnegativ
waren. Im Osophagusepithel zeigten sich jedoch Unterschiede: Die Anti-Cytokeratin-
4- und -5/6-Antiseren reagierten nur mit den Zellen des Stratum intermedium des

mehrschichtigen, platten Osophagusepithels, wéahrend der Anti-Cytokeratin-14-

Antikérper nur mit den Basalzellen reagierte (Abbildung 3.3.).
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Abbildung 3.3.7 CK14 Nur die Basalzellen des mehrschichtigen Plattenepithels der Pars

oesophagea (O) reagieren positiv mit dem Anti-Cytokeratin-14-Antikérper. (C) Cardiadriisen, (L)

Lymphfollikel. Balken=250um

Konsekutive Schnittserie mit den Anti-Cytokeratin-7-, -8-, -18- und -19-Antikorpern:

Zur Veranschaulichung und zum besseren Vergleich der einzelnen, an M-Zellen der
Cardiadrusenzone des Schweinemagens positiv reagierenden Antikdrper wurde von
einem M-Zellen enthaltenden Cardiadrisentubulus (Ausschnitt aus Abbildung 3.3.5)
eine konsekutive Schnittserie angefertigt, in der neben einer HE-Farbung die Anti-

Cytokeratin-7-, -8-, -18- und -19-Antikérper zum Einsatz kamen (Abbildung 3.3.6).
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Abbildung 3.3.6 _a-e Konsekutive Schnittserie des Ausschnittes aus Abbildung 3.3.5

a HE-Farbung, b Anti-Cytokeratin-7, ¢ Anti-Cytokeratin-8, d Anti-Cytokeratin-18, e Anti-Cytokeratin-
19. Die Pfeile zeigen auf Cardiadrisenepithelzellen eines Driisentubulus, die Pfeilspitzen auf die

apikale Oberflache von M-Zellen. Balken=50um
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Vimentin-Antikorper

Epithelzellen zeigten keine Vimentin-Immunreaktivitat. Im  subepithelialen
Bindegewebe und im Iymphatischen Gewebe waren die Fibroblasten und

Retikulumzellen markiert (Befunde nicht gezeigt).

Desmin-Antikorper

Der Desmin-Antikorper reagierte weder mit Epithelzellen der Cardiadrisenzone noch
der Pars oesophagea. Muskelfasern der Lamina muscularis mucosae, der Tunica
muscularis und der BlutgefalRe zeigten eine intensive Immunreaktion (Befunde nicht

gezeigt).
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Tabelle 3.1 Reaktionsintensitat einzelner Gewebe der Cardiadriisenzone mit den verschiedenen

Antikérpern, die zytoplasmatische oder membranstédndige Molekille erkennen (,++*: starke
Reaktion, ,+": schwache Reaktion, ,-*: keine Reaktion)
Antikérper M-Zellen Epithelzellen im ser6sen | Epithelzellen im mukdsen | Oberflachenepithel | Epithel der Pars
(Klon) Tubulusabschnitt Tubulusabschnitt oesophagea
Pan-CK ++ + + + +
(K 8.13)
Anti-CK18 ++ + + + -
(DC-10) (v.a. apikal)
Anti-CK18 ++ + + + -
(Cy 90) (v.a. apikal)
Anti-CK18 ++ + + + -
(KS 18.04 (v.a. apikal)
biotinyliert)
Anti-CK19 ++ + + + -
(170.2.14) (apikal

deutlicher als

lateral)
Anti-CK7 ++ +/- - - -
(OV-TL12/30) (v.a. apikal) (vereinzelt in Follikelnahe)
Anti-CK8 + + +- +- +
(35RH11)
Anti-CK4 - - - - + (nur Stratum
(6B10) intermedium)
Anti-CK5/6 - - - - + (nur Stratum
(D5/16B4) intermedium)
Anti-CK14 - - - - + (nur Basalzellen)
(LLO02)

Anti-Vimentin

(VIM-13.2)

Anti-Desmin

(zC18)




Befunde 44

3.4 Immungold-Elektronenmikroskopie

Die lichtmikroskopischen immunhistochemischen Befunde wurden ultrastrukturell mit
der Immungold-Methode fur das Zytokeratin 19 verifiziert. Anti-Zytokeratin-19-
Antikorper-konjugierte Goldpartikel waren vor allem an Intermediarfilamentbindeln
im apikalen Zytoplasma von M-Zellen zu finden (Abb. 3.4.1). Diese Immunreaktion

war spezifisch auf die Intermediarfilamente beschrankt.

Abbildung 3.4.1  Ultrastrukturelle Lokalisation der Cytokeratin-19-Immunreaktivitat in einer M-Zelle

der Cardiadrisenzone des Schweinemagens. Die Immungoldkomplexe sind im Bereich der

Intermediarfilamentbiindel lokalisiert. Vergr. 36920fach
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4 Diskussion

Da ,bei dem vom Schweine geubten schnellen und gierigen Abschlingen der oft
hochst stark verunreinigten Nahrung die vor dem Magen gelegenen zytoblastischen
Abwehrapparate in Mundhdhle, Schlingrachen, Osophagus den Kampf gegen
pathogene Mikroorganismen und andere Schadlichkeiten nur unzulanglich
aufnehmen koénnen®, ist gerade der Eingang des Magens beim Schwein durch
,schadliche Bestandteile“ in der Nahrung bedroht (Trautmann, 1925). Der Magen ist
die erste Station, in der das aufgenommene Futter langere Zeit verweilt. Obwohl
beim Schwein Tonsillen vorhanden sind (Gebert 2000), besteht im Magen offenbar
erstmals die Gelegenheit, die Nahrungsbestandteile immunologisch zu Uberprifen,
so dass der auffallend groRe Reichtum an Lymphfollikeln im Diverticulum ventriculi
und in der Cardiadrisenzone mit dem langeren Aufenthalt der aufgenommenen
Futtermassen erklart werden kann (Trautmann, 1925).

Die Ergebnisse der vorliegenden ultrastrukturellen und immunhistochemischen Arbeit
bestatigen nicht nur die alten Beobachtungen von Ellenberger (1884) und Trautmann
(1925), dass in der Cardiadrisenzone des Schweinemagens zahlreiche Lymphfollikel
ausgebildet sind, sondern sie weisen auch erstmals Zellen mit den morphologischen
Charakteristika von M-Zellen nach. Diese Zellen dhneln ultrastrukturell den M-Zellen
in den Peyer'schen Plaques des Dunndarms und wie dort kommen sie auch in der
Cardiadrusenregion des Schweins ausschliellich im Follikel-assoziierten-Epithel
(FAE) vor. |Ihre basolaterale Zellmembran ist tief eingestilpt, so dass ein grof3er
intraepithelialer Hohlraum, in dem sich vor allem Lymphozyten, aber auch
Makrophagen befinden, entsteht. Daraus resultiert, dass das apikale Zytoplasma, je
nach Ausdehnung der basolateralen Invagination, zum Teil membrandés dunn

ausgezogen ist, so dass der Abstand zwischen potentiellen Antigenen auf der
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luminalen und immunkompetenten Zellen auf der basalen Seite des Epithels auf ein
Minimum reduziert ist. In dieser membrands dunnen, apikalen Zytoplasmabrucke
kommen zahlreiche Vesikel vor. Aus zahlreichen Untersuchungen vor allem an den
Peyer’schen Plaques ist bekannt, dass es sich hierbei um transzytotische Vesikel
handelt, die Iuminale Antigene zu den intraepithelialen Lymphozyten und
Makrophagen transportieren (Gebert et al. 2000, Neutra et al. 1987, Neutra und
Kraehenbuhl 1992, Owen et al. 1986).

Die Lage in einem FAE sowie die ultrastrukturellen Charakteristika lassen es sehr
wahrscheinlich erscheinen, dass es sich bei diesen Zellen in der Cardiadrisenregion
des Schweinemagens tatsachlich um M-Zellen handelt. Ellenberger beobachtete
bereits 1911, dass das Epithel Uber den Lymphfollikeln an manchen Stellen so stark
von Lymphozyten durchsetzt ist, dass man die Cardiadrisenepithelzellen kaum noch
wahrnimmt. Es steht zu vermuten, dass er die M-Zellen als solche bereits
wahrgenommen hat, ohne diese als morphologisch und funktionell determinierte
Zellen zu kennen — sie wurden erstmals von Bockman (1973) in der Appendix und
von Owen (1974) in den Peyer’schen Plaques beschrieben. Ein funktioneller Beweis,
dass die M-Zellen in den Cardiadrisen des Schweins apostrophierten Zellen
tatsachlich in der Lage sind, Antigene aus dem Drisenlumen zu den
immunkompetenten Zellen auf der basalen Epithelseite zu transportieren, steht
allerdings aus.

Ein wichtiger Unterschied besteht jedoch zwischen den M-Zellen in der
Cardiadriusenzone des Magens und denen in den Peyer'schen Plaques des
Didnndarms. Wahrend die M-Zellen im Dinndarm im oberflachlichen Epithel,
allenfalls an der Seite, des sich ins Lumen vorwoélbenden Dome-Areals liegen und
somit in direkten Kontakt mit dem Darminhalt treten (Gebert et al. 1994), liegen diese

in den Cardiadrisen fast ausschlief3lich in der Tiefe der Drisentubuli, d.h. weit vom
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Magenlumen entfernt. Diese Drisen bestehen aus zwei Abschnitten, einem
oberflachlichen, der wie das Deckepithel eine positive PAS-Reaktion zeigt, sich mit
Alcianblau bei pH 2 farbt und Schleim sezerniert, und einen in der Tiefe gelegenen,
deren Zellen alle Charakteristika serdser Drisenzellen aufweisen und die u.a.
Lysozym produzieren, wie in der vorliegenden Arbeit immunhistochemisch
nachgewiesen wurde. Um von den M-Zellen aufgenommen zu werden, mussten
Antigene also von der Schleimhaut-Oberflache durch den Mucus und gegen den
Fluss des serdsen Sekrets zu den M-Zellen diffundieren bzw. aktiv vordringen. Es ist
schwer vorstellbar, dass I6sliche Antigene und kleine Partikel wie z.B. Viren die
Schleimbarriere Uberwinden, andererseits jedoch nicht auszuschlielRen, dass
Bakterien aktiv in die Drusentubuli vordringen. Tatsachlich wurden auch in einigen
der fUr diese Arbeit untersuchten Proben begeil3elte Bakterien in der Tiefe der
Drisentubuli beobachtet.

Diese Lage der M-Zellen in der Tiefe der Cardiadrisen im Magen des Schweins
ahnelt der Situation im Colon des Kalbs, wo ebenfalls Lymphfollikel in enger
topografischer Beziehung zu einer Driuse, in diesem Fall einer
schleimproduzierenden Krypte, vorkommen. Auch im Colon des Kalbs sind die M-
Zellen in der Tiefe der Krypte lokalisiert (Liebler et al. 1988). Fur diese Koexistenz
wurde von Liebler und Mitarbeitern (1988) der Begriff ,lymphoglandular complex®
gewahlt, der auf die Cardiadrisen des Schweinemagens mit Recht anzuwenden ist.
Die Tatsache, dass M-Zellen lichtmikroskopisch in routinegefarbten (z.B. H.E)
Paraffinschnitten nicht immer eindeutig identifiziert werden kénnen, ihre Identifikation
im Elektronenmikroskop aufwendig ist und eine Fixierung in Glutaraldehyd
voraussetzt - zumindest, wenn minimale Anspriche an die Qualitat gestellt werden -
erklart das Bestreben, histochemische Marker zu etablieren, die M-Zellen auch an in

Formaldehyd oder Alkohol fixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe
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verlasslich, d.h. reproduzierbar, zur Darstellung bringen. Zwei Gruppen von
Molekulen haben sich grundsatzlich als brauchbar erwiesen, um M-Zellen von den
benachbarten Zellen zu unterscheiden und kommen daher als potentielle Marker in
Betracht. Einerseits unterscheiden sich differenzierte Zellen haufig in den
Glykosylierungsmustern ihrer Glykokalyx, die mit Hilfe von Lektinen histochemisch
bestimmt werden kdnnen, andererseits konnen Unterschiede in der Expression der
Intermediarfilamentproteine vorhanden sein, die immunhistochemisch nachweisbar
sind. Intermediarfilamentproteine bilden eine Proteinfamilie, deren Mitglieder eine
gewebetypische Expression zeigen (Moll et al. 1982). Wahrend Bindegewebs-,
Muskel-, Nerven- und Gliazellen relativ einheitlich entweder Vimentin, Desmin,
Neurofilament oder das saure Gliafaserprotein (GFAP) exprimieren, weisen
Epithelzellen ein sehr differenziertes Expressionsmuster der ca. 20 verschiedenen
Zytokeratine auf (Franke et al. 1981, Moll et al. 1982).

Wahrend M-Zellen beim Kaninchen, unabhangig von der Lokalisation im Darm,
Tonsillen oder Bronchus, neben Zytokeratinen das fir Zellen mesenchymaler
Abstammung charakteristische Vimentin enthalten (Gebert et al. 1992, Gebert und
Hach 1993, Jepson et al. 1992), haben Untersuchungen an den M-Zellen der
Peyer'schen Plaques des Schweins gezeigt, dass diese Zellen sich durch die
Expression von Zytokeratin 18 von den benachbarten Enterozyten unterscheiden
(Gebert et al. 1994). Diese Ergebnisse an den Peyer'schen Plaques konnten in
Vorversuchen zur vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Im Gegensatz zur Situation
in den Peyer'schen Plaques konnte jedoch in der Cardiadrisenzone des
Schweinemagens mit keinem der drei eingesetzten Anti-Zytokeratin-18-Antikorper
eine selektive Darstellung einzelner Zelltypen erreicht werden, sondern alle
Epithelzellen, d.h. die Schleim-produzierenden Zellen des Oberflachenepithels, die

mukosen und serosen Zellen der Drisentubuli und die Zellen, die
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Lymphozytencluster umschliel3en und somit als M-Zellen identifiziert wurden, zeigten
eine positive Immunreaktion, wenn diese auch in den M-Zellen starker ausfiel als in
den anderen Epithelzellen. Die Zytokeratine 8 und 19 zeigten ein ahnliches Muster
der Immunreaktion wie Zytokeratin 18. Diese Befunde stehen in Einklang mit der
Beobachtung, dass die Zytokeratine 8, 18 und 19 in der Regel paarweise auftreten
(Franke et al. 1981, Moll et al. 1982). Allerdings war die Reaktion von Zytokeratin 8
insbesondere im Oberflachenepithel und in den mukdsen Drisenabschnitten
schwacher ist als die der Zytokeratine 18 und 19, so dass in der Cardiadrisenregion
des Schweinemagens eher die Zytokeratine 18 und 19 paarweise vorzukommen
scheinen als 8 mit 18 oder 19 wie es charakteristischerweise im Darmepithel der Fall
ist (Franke et al. 1981, Moll et al. 1982).

Im Unterschied zu den Immunreaktionen der Antikdrper gegen die Zytokeratine 8, 18
und 19 zeigten allein M-Zellen bei hohen Arbeitsverdiinnungen eine selektive
Immunreaktion mit dem Anti-Zytokeratin-7-Antikorper. Die Tatsache, dass in der
direkten Umgebung der M-Zellen einige wenige Zellen, die keine Lymphozytencluster
umschlossen und daher nicht dem typischen M-Zell-Phanotyp entsprachen, ebenfalls
mit dem Anti-Zytokeratin-7-Antikdrper reagierten, steht nicht in Widerspruch zu
dieser Aussage. Untersuchungen an den Peyer'schen Plaques des Kaninchens
haben gezeigt, dass am Ubergang von den Krypten zum Dome bzw. an dessen
Basis Vimentin-immunreaktive Epithelzellen auftreten, die keine Lymphozytencluster
umschlieen und wahrscheinlich unreife oder Vorstufen von M-Zellen darstellen (Bye
et al. 1984, Gebert et al. 1992). Die Frage, ob M-Zellen aus differenzierten
Enterozyten entstehen, deren Bildung durch ins Epithel eingewanderte Lymphozyten
induziert wird (Smith und Peacock 1982) oder einen eigenstandigen Zelltyp
darstellen, der sich direkt aus den epithelialen Stammzellen differenziert (Bye et

al.1984), ist insofern geklart, als Gebert und Mitarbeiter (1999b) an den Peyer’schen
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Plaques der Maus gezeigt haben, dass M-Zellen nur aus spezialisierten Krypten
entstehen, so dass von einer Determination der M-Zellen ausgegangen werden
muss. In Analogie zu diesen Befunden am Dinndarm der Maus muss davon
ausgegangen werden, dass auch die M-Zellen in der Cardiadrisenregion des
Schweinemagens einen distinkten Zelltyp darstellen, der sich Uber determinierte
Vorlauferzellen aus Stammzellen entwickelt.

Obwohl die verschiedenen histologischen M-Zell-Marker offenbar nicht mit der
Funktion dieser Zellen korrelieren, haben sie wesentlich dazu beigetragen, das
Verstandnis flr deren Funktion und Entwicklung zu verbessern. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen, dass Zytokeratin 7 ein brauchbarer zytochemischer
Marker fur M-Zellen in der Cardiadrisenregion des Schweinemagens und
Zytokeratin 18 in der Selektivitat Uberlegen ist. Damit unterscheiden sich die M-
Zellen des Schweins in den verschiedenen Lokalisationen (Dinndarm und Magen) in
ihrem Zytokeratinmuster, so dass ein einheitlicher Marker zumindest dieser
Proteinfamilie, der die M-Zellen unabhangig von der Lokalisation gleichermalien
selektiv erkennt, zur Zeit nicht zur Verfugung steht. Gleichwohl kann Zytokeratin 7 in
weiteren Untersuchungen zur Funktion und Abstammung der M-Zellen im Magen des
Schweins nitzlich sein, wie Untersuchungen am Kaninchen, die Vimentin als M-Zell-
Marker verwendet haben, gezeigt haben.

Es stellt sich die Frage nach der Bedeutung der differenzierten Expression von
Zytokeratinen in den Drusenzellen und M-Zellen in der Cardiadrisenregion im
Schweinemagen. Funktion der Zytokeratine wie der anderen Intermediarfilamente
liegt in der Erhaltung der Form der Zelle und der Lage der Zellorganellen, z.B. des
Nucleus, innerhalb der Zelle (Franke et al. 1979). Diese mechanische Funktion wird
unterstrichen durch die Tatsache, dass Intermediarfilamente in mechanisch

beanspruchten Geweben, wie z.B. mehrschichtige Plattenepithelien und Herzmuskel,
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stark ausgepragt sind und mit den Desmosomen zusammen ein funktionelles System
bilden, das dazu dient, die auf das Gewebe einwirkenden Krafte gleichmaRig in
diesem zu verteilen. In den Drisenzellen, insbesondere den mukdsen Zellen und in
den Schleim-produzierenden Zellen des Deckepithels, ist die Immunreaktion fir die
betreffenden Zytokeratine vor allem perinuklear an der Zellbasis und im Bereich der
Theka, d.h. im peripheren Zytoplasma aulierhalb der dicht gepackten
Schleimgranula. Dagegen ist die Immunreaktion in M-Zellen fir alle Zytokeratine
besonders ausgepragt im membrands dunnen apikalen Zytoplasma. Dass es sich
hierbei tatsachlich um die Immuno-Lokalisation von Zytokeratinproteinen bzw.
-filamenten handelt, konnte auf ultrastruktureller Ebene exemplarisch durch die
Immunogold-Lokalisation von Anti-Zytokeratin-19-Antikérpern belegt werden. Dieser
Bereich der Zelle ist auf Grund des ,membrands“ dinnen Zytoplasmas einem
besonderen mechanischen Stress ausgesetzt, was die Akkumulation von
Zytokeratinfilamenten erklart. Andererseits ist es der Bereich, den die Antigen-
beladenen transzytotischen Vesikel auf dem Weg von der apikalen zur invaginierten
basalen Zellmembran durchqueren. Die Anordnung der Zytokeratinfilamente muss
zwei Funktionen erflllen: einerseits die Stabilitat dieser fragilen Struktur garantieren,
andererseits die Passage der Vesikel ermoglichen. Unbeantwortet bleibt die Frage,
warum die M-Zellen zusatzlich zu den Zytokeratinen 8, 18 und 19 das Zytokeratin 7

exprimieren und was die spezifische Funktion dieses Proteins in diesen Zellen ist.
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5 Zusammenfassung

Es ist seit dem Ende des 19. Jahrhunderts bekannt, dass die Schleimhaut der
Cardiadrusenregion des Schweinemagens sehr reich an Lymphfollikeln ist. Sie ist
damit als Teil des organisierten Schleimhaut-assoziierten lymphatischen Gewebes
zu betrachten, das im Verdauungstrakt, neben den Tonsillen, in der Regel im lleum
in Form der Peyer'schen Plaques am starksten ausgepragt ist. Oberhalb der in der
Mucosa gelegenen Follikel unterscheidet sich das Epithel (Follikel-assoziiertes-
Epithel oder Dome-Epithel) von dem umgebenden Epithel, in dem es fir die
Antigenaufnahme spezialisierte M-Zellen enthalt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es,
M-Zellen in der Cardiadrisenregion des Schweinemagens ultrastrukturell zu
identifizieren und einen zytochemischen Marker zu etablieren, der die
lichtmikroskopische ldentifikation dieser Zellen erlaubt.

Die Cardiadrisen des Schweins bestehen aus einem oberflachlich gestreckten
Tubulus, dessen Schleim-bildende Zellen eine positive PAS-Reaktion und
Anfarbbarkeit mit Alcian-Blau zeigen, und einem tiefen geknauelten Anteil, in dem
serose Zellen vorherrschen, die Lysozym bilden. Zwischen den Drisen kommen
Lymphfollikel vor, haufig in engem Kontakt zum Drisenepithel. Insbesondere in den
serosen Drusenabschnitten wurden im Follikel-assoziierten-Epithel Zellen
beobachtet, die die morphologischen Kriterien von M-Zellen aufwiesen: eine tief
invaginierte basale Zellmembran, die Cluster von intraepithelial gelegenen
Lymphozyten und Makrophagen umschlief3t, und oberhalb dieser taschenférmigen
Einstulpung eine dinne Zytoplasmabrtcke, in der zahlreiche Vesikel vorkommen, die
dem Transport von Antigenen aus dem Drisenlumen zu den intraepithelial

gelegenen immunkompetenten Zellen dienen kdnnen.
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Da Intermediarfilamentproteine sich verschiedentlich als brauchbare histochemische
Marker fur M-Zellen erwiesen haben, wurden die Zellen der Cardiadrusen auf das
Vorkommen der Cytokeratine 4, 5/6, 7, 8, 14, 18 und 19 sowie der
Intermediarfilamentproteine Vimentin und Desmin immunhistochemisch untersucht.
Wahrend die Deckepithelzellen, die mukdsen und serdsen Drisenzellen und die M-
Zellen ein positive Immunreaktion fur die Anti-Zytokeratin-8-, -18- und -19-Antikorper
zeigten, stellte der Anti-Cytokeratin-7-Antikdrper selektiv die M-Zellen dar. Die Anti-
Cytokeratine 4, 5/6 und 14 zeigten eine positive Immunreaktion der basalen (Anti-CK
14) und intermediaren (Anti-CK4 und Anti-CK5/6) Zellschichten des
mehrschichtigen unverhornten Epithels der benachbarten Osophagusschleimhaut,
wahrend weder mit dem Vimentin- noch dem Desminantikérper eine positive
Immunreaktion des Epithels erzielt wurde. Auf Grund der immunhistochemischen
Befunde kann Cytokeratin 7 als verlasslicher Marker fur die M-Zellen in der

Cardiadrusenregion des Schweinemagens gelten.
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