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1. Zusammenfassung

Das Immunsystem ist ein hochkomplexes und sensibles Netzwerk, das den Koérper
gegen fremde Substanzen und Keime schitzt aber auch Toleranz gegenuber
harmlosen Stoffen induziert. Lymphknoten (LN) spielen dabei eine wichtige Rolle, da
sie als zentrale Kontrollstationen Infektionen erkennen und eindammen oder Toleranz
induzieren. LN sind Uber das Lymphgefallsystem mit einem Organsystem bzw. einem
definierten anatomischen Organanteil verbunden (regionaler LN). Periphere LN (pLN)
drainieren grof3e Gebiete der Haut, wohingegen die Mesenteriallymphknoten (mLN)
das Gebiet des Magen-Darm-Traktes drainieren. Alle LN weisen eine geordnete
Kompartimentierung aus 3 Komponenten auf: dem Paracortex, dem Cortex und der
Medulla. Das Grundgerust des LN wird durch Stromazellen gebildet. Diese nicht
wandernden, nicht hamatopoetischen Zellen unterscheiden sich in den
Kompartimenten des LN. Es wurden verschiedene Hauptpopulationen identifiziert. Zu
diesen gehodren Blutendothelzellen (BEC) und Lymphendothelzellen (LEC) sowie
Retikulumzellen (FRC: Fibroblastische Retikulumzellen, FDC: Follikulare dendritische

Zelle, MRC: marginale Retikulumzellen)

Jedes drainierende Gebiet zeigt neben diesen gleichen Merkmalen auch
unterschiedliche phanotypische Merkmale innerhalb der LN. Im mLN sind IgA-
produzierende Plasmazellen nachweisbar, wohingegen im pLN IgG-produzierende
Zellen vorherrschen. Hochendotheliale Venolen (HEV) des mLN exprimieren das
Adhasionsmolekil MAdCAM-1 (mucosal adressin cell adhesion molecule-1), im
Gegensatz dazu exprimieren HEV der pLN kein MAdCAM-1. Weiterhin exprimieren
Stromazellen der mLN das Enzym Retinal-Dehyddehydrogenase 2 (RALDH2),
welches bei der Wanderung von Lymphozyten in das drainierende Gebiet des mLN
eine wesentliche Rolle spielt. Stromazellen des pLN produzieren kein RALDH2. Mit
Hilfe eines Transplantationsmodells konnten wir zeigen, dass in Tieren mit einem pLN
im drainierenden Gebiet des mLN (pLNtx: transplantierter pLN) eben diese
phanotypischen Merkmale des drainierenden Gebietes weiterhin nachweisbar blieben.
Dies fuhrt zu einer verringerten spezifischen Immunantwort gegen ein Antigen und die

Induktion von oraler Toleranz entsteht unterschiedlich.

Mein Ziel war es aufzuklaren, inwiefern Stromazellen die Funktionen des LN im
Mausmodell beeinflussen, wie sie andere Zellen innerhalb des LN leiten und somit das

drainierende Gebiet verandern.



Zunachst konnten wir Stromazellen durch Einzelzell-RNA-Sequenzierung genauer
identifizieren. 14 transkriptionelle Cluster konnten nachgewiesen werden, wovon nur
wenige bereits als Stromazellsubpopulation bekannt waren. Naive Stromazellen des
mLN und pLN zeigten Unterschiede in der Zytokinexpression und der Expression von
Genen des Lipidmetabolismus. Gene werden somit abhangig vom drainierenden

Gebiet im LN exprimiert.

Weiterhin haben wir innerhalb des Transplantationsmodells untersucht, inwiefern
Stromazellen an der Regeneration der Lymphknotenfragmente beteiligt sind. Wir
konnten zeigen, dass Stromazellen des Cortex und des Paracortex wichtige
Zellpopulationen sind, um einen funktionsfahigen LN aufzubauen. Dieser
Wiederaufbau der Lymphknotenstruktur geschah durch die Proliferation der
Stromazellen. Weiterhin hat der VEGF-C (vascular endothelial growth factor-C), ein
Wachstumsfaktor fur LEC, einen positiven Einfluss auf die Regeneration
transplantierter LN. Nach Transplantation isolierter Subpopulationen der Stromazellen
(BEC, FRC, LEC) konnten keine regenerierten LN nachgewiesen werden. Werden
jedoch alle Stromazellen des LN transplantiert, entwickelt sich ein LN mit

ortsspezifischen Expressionsmerkmalen.

Die Mikrobiota oder Nahrungsbestandteile wie Fette haben einen Einfluss auf
Stromazellen und somit auf die Funktion des LN. Das Immunsystem ist im
Normalzustand im Gleichgewicht mit der Mikrobiota, die den Intestinaltrakt besiedelt.
Regulatorische T-Zellen (Tregs) ubernehmen dabei eine zentrale Aufgabe. Tregs
werden zu einem hoéheren Prozentsatz im mLN im Vergleich zum pLN induziert, und
dabei scheint die Mikrobiota eine wichtige Rolle fur die Pragung der Stromazellen zu
spielen. Weiterhin kommt es aufgrund erhéhter Lipidaufnahme zu Anderungen in der
Mikroarchitektur und zur Akkumulation von Lipidtropfchen in Stromazellen. Diese
beeinflussen die immunologische Funktion der mLN. So wurde bei Mausen unter
fettreicher Diat orale Toleranz geringer induziert als in Kontrolltieren. Stromazellen des
mLN wiesen in Tieren mit einer entzindlichen Darmerkrankung einen aktivierteren
Zustand und eine erhdohte Expression von verschiedenen Chemokinen auf,
wohingegen Stromazellen von pLNtx Tieren eine verringerte Aktivierung wahrend

einer Darmentzindung zeigten.

Stromazellen sind somit eine wichtige Komponente sowohl fur den Aufbau des LN als

auch fur die Auslibung regionsspezifischer immunregulatorischer Funktionen.



2. Abstract

The immune system is a highly complex and sensitive network that protects the body
against foreign substances and microorganisms but also induces tolerance to
harmless antigens. Lymph nodes (LN) play an important role in this process, as they
act as control stations to detect and contain infections or induce tolerance. LNs are
connected to an organ system or a defined anatomical region via the lymphatic
vasculature (regional LN). Peripheral LN (pLN) drain large areas of the skin, whereas
mesenteric lymph nodes (mLN) drain the area of the gastrointestinal tract. All LNs are
compartmentalized in three compartments: the paracortex, the cortex, and the
medulla. Stromal cells form the backbone of the LN. These sessile, nonhematopoietic
cells differ between compartments of the LN. Several major populations have been
identified. These include blood endothelial cells (BEC), lymphatic endothelial cells

(LEC), and reticulum cells.

However, each draining region also results in different phenotypic characteristics of
the LN. Region-specific CD103+ dendritic cells (DC) or IgA-producing plasma cells are
detectable in the mLN, whereas IgG-producing cells predominate in the pLN. High
endothelial venules (HEV) of the mLN express the adhesion molecule MAdCAM-1.
Using a transplantation model, we demonstrated that in animals with a pLN in the
draining region of the mLN, a reduced specific immune response against an antigen is

elicited and that the induction of oral tolerance arises differently.

Therefore, my research goal was to elucidate the extent to which stromal cells
influence the functions of the LN in a mouse model, in particular how they direct other

cells within the LN, and thus alter the draining area.

First, we characterized stromal cells in more detail by single cell RNA sequencing. In
total, we detected fourteen transcriptional clusters of which only few were already
classified as stromal cell subpopulations. Naive stromal cells of mLN and pLN showed
differences in cytokine expression and expression of genes related to the lipid
metabolism. Thus, showing that the gene expression depends on the draining area in
the LN.

Furthermore, to investigate the extent to which stromal cells are involved in the
regeneration of lymph node fragments we applied our well-established LN

transplantation model. Here we demonstrated that stromal cell populations of the



cortex and paracortex are important to establish a functional LN. This reconstruction
of the lymph node structure occurred through the proliferation of stromal cells.
Furthermore, vascular endothelial growth factor C, a growth factor for LEC, had a
positive effect on the regeneration of transplanted LN. After transplantation of isolated
subpopulations of stromal cells (BEC, FRC, LEC), no regenerated LN was detected.
However, when all stromal cells of the LN were transplanted (neotx), an LN with site-

specific expression characteristics developed.

The microbiota or dietary components such as lipids influence stromal cells and thus
the function of the LN. In a eubiotic state, the immune system is in an equilibrium with
the microbiota that colonizes the intestinal tract. Regulatory T cells (Tregs) play a
central role in this process. Tregs are induced to a higher percentage in the mLN
compared to the pLN and in this process the microbiota seems to be important in
imprinting the stromal cells. Furthermore, changes in microarchitecture and
accumulation of lipid droplets in stromal cells occurred due to increased lipid uptake,
and through this affected the immunological function of the mLN. Thus, oral tolerance
was induced to a lesser extent in mice on a high-fat diet than in control animals. Stromal
cells of the mLN exhibited a more activated state in animals with inflammatory bowel
disease and increased expression of various chemokines, whereas stromal cells from

pLNtx animals showed decreased activation during intestinal inflammation.

Thus, stromal cells are an important component for both the assembly of the LN and

the induction of region-specific immunoregulatory functions.
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5. Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

BAFF B-Zell-Aktivierungsfaktor

BEC Blutendothelzellen

CCL CC-Chemokin Ligand

CCR CC-Chemokin Rezeptor

CD Cluster of differentiation

CXCL C-X-C motif Chemokin Ligand
DC Dendritische Zellen

DSS Dextran Natrium Sulfat

EGFP Grun fluoreszierendes Protein
FDC Follikular dendritische Zelle

FRC Fibroblastische Retikulumzellen
HEV Hochendotheliale Venole

HFD Fettreiche Diat (High-fat diet)

IL Interleukin

IgA Immunglobulin A

LEC Lymphatische Endothelzelle
LFD Fettreduzierte Diat (Low-fat diet)
LN Lymphknoten

MAdCAM-1 Mucosal addressin cell adhesion molecule 1
MHC Major histocompatibility complex
migDC Migrierende Dendritische Zellen
mLN Mesenteriallymphknoten

mLNtx Transplantierte Mesenteriallymphknoten
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MRC
Neotx
OVA
PBS
pLN
pLNtx
PP
Ptgis
RA
RALDH2
resDC
TGF-B
Th
TNF-a
Treg

VEGF-C

Marginale Retikulumzellen
Transplantierte artifizielle Lymphknoten
Ovalbumin

Phoshatgepufferte Salzlésung
Periphere Lymphknoten
Transplantierte periphere Lymphknoten
Peyer’sche Platten

Prostaglandin 12 Synthase

Retinsaure
Retinaldehyd-Dehydrogenase 2/ Aldh2a1
Residente Dendritische Zellen
Transforming growth factor beta
T-Helferzelle

Tumor-Nekrose-Faktor alpha
Regulatorische T-Zelle

Vascular Endothelial Growth Factor C
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6. Einleitung

Das Immunsystem stellt ein hochkomplexes System dar, das den Korper sowohl vor
gefahrlichen Stoffen schutzen als auch gegeniber harmlosen Stoffen eine
Toleranzreaktion im Korper induzieren kann. Unterschieden wird hierbei aul3erdem die
angeborene (unspezifische) Immunitat und die erworbene (spezifische) Immunitat, die
unterschiedliche Aufgaben wahrend einer Immunantwort Gbernehmen, jedoch eng
aufeinander abgestimmt sind. Aufgebaut ist das Immunsystem aus unterschiedlichen
Komponenten, die ein effizientes Netzwerk bilden. Hierzu gehéren Grenzbarrieren wie
Haut und Schleimhaut, Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems (wie
Dendritische Zellen (DC) und Lymphozyten) sowie I6sliche Botenstoffe wie Zytokine
und Chemokine. Durch ein Zusammenspiel aller Komponenten des Immunsystems
kommt es zu einer sehr effizienten Abwehrreaktion oder Induktion von Toleranz
gegenuber fremden Strukturen, den sogenannten Antigenen. Dies geschieht zunachst
vor allem durch spezialisierte Zellen des Immunsystems, die entweder gewebsstandig
sind und im jeweiligen Gewebe auf ein mogliches Fremdantigen warten, oder
migrierende Zellen, die auf der Suche nach Fremdantigenen durch den Korper
wandern ' 2. Die Bildung dieser Zellen erfolgt im Knochenmark, welches ein primares
lymphatisches Organ darstellt. Neben den primaren lymphatischen Organen, in denen
die Reifung der T-Zellen (Thymus) und B-Zellen (Knochenmark) stattfindet 34, gibt es
sekundare lymphatische Organe, in denen reife Lymphozyten Kontakt zu Antigenen
aufnehmen. Zu diesen sekundaren lymphatischen Organen gehdren die Milz, die
Peyer'schen Platten (PP), Tonsillen und die Lymphknoten (LN) 5. Sie stellen die
Infrastruktur zur Aufrechterhaltung der Immunhomoostase bereit und ermoglichen
schnelle und effektive Immunantworten. Wahrend Milz und PP dazu dienen, Blut bzw.
aufgenommene Nahrungsmittel zu filtern, sind LN im ganzen Korper verteilt und an
strategisch  wichtigen Stellen in der Nahe von Verzweigungen des
LymphgefalRsystems oder Blutgefallsystems gelegen. lhre Aufgabe umfasst es,
Antigene zu filtern und den Eintritt von Immunzellen aus umgebenden Geweben zu
erleichtern. In fast allen Gewebetypen, in denen eine Entzindung entweder durch
Autoimmunitat, Infektion oder Krebs entsteht, entwickeln sich aulerdem kleine

lymphatische Strukturen, sogenannte tertidre lymphatische Organe ©.

Da Lymphknoten eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Infektionen und der Induktion

von Toleranz spielen, soll der Fokus der vorliegenden Habilitationsschrift auf dem
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Aufbau von Lymphknoten liegen. Insbesondere wird in dieser Arbeit auf die Rolle der
ortsstandigen Bindegewebszellen, den sogenannten Stromazellen, eingegangen.
Diese haben nicht nur eine wesentliche Bedeutung fur die Struktur von Lymphknoten,
sondern Ubernehmen auflerdem zentrale Aufgaben in der Entstehung und Regulation

von Immunantworten im Korper.

6.1 Lymphknotenanatomie und —organisation

Lymphknoten sind kleine, nierenférmige Organe, die im Menschen variabel positioniert
im gesamten Korper vorkommen. Mause hingegen haben lediglich 20-30 LN, die
immer an der gleichen Lokalisation im Korper entstehen und den gleichen Aufbau

aufweisen 7.

Alle Lymphknoten sind von einer Bindegewebskapsel umgeben, von der sich radiar
verzweigende Trabekel ins Innere ziehen (Abb. 1A). Unterhalb der
Bindegewebskapsel ist der Randsinus lokalisiert, in den mehrere afferente
Lymphgefalte munden und der die Lymphe in den Intermediarsinus weitertransportiert.
In der Medulla des LN erweitern sich diese zu dem Marksinus. Aus dem Hilus wird ein
Teil der gesammelten Lymphe nun durch ein oder zwei abfihrende Lymphgefalie
(Vasa efferentia) ausgeschleust, der andere Teil gelangt in das Conduit System und
tritt dann ins BlutgefaRsystem Uber & 9. LN weisen eine geordnete Kompartimentierung
von T-Zellen, B-Zellen und myeloiden Zellen auf, wodurch alle LN einen sehr ahnlichen
morphologischen Aufbau zeigen. Sie bestehen im Wesentlichen aus 3 Komponenten:
dem T-Zellbereich, auch Paracortex genannt, dem B-Zellareal (Cortex) und der
Medulla (Abb. 1A).
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Abb. 1 Schematische Darstellung der Kompartimente und deren Hauptstromazellpopulationen
des Lymphknotens.

(A) Lymphknoten bestehen aus den drei groRen Kompartimenten Cortex, Paracortex und
Medulla. (B) Immunzellen gelangen uber die afferenten Lymphgefalie oder die Blutgefalle in
den Lymphknoten und verlassen diese durch efferente Lymphgefalle oder BlutgefalRe. Die
Sinus des LN werden von Lymphendothelzellen (LEC) ausgekleidet. Diese stehen im direkten
Kontakt zu den marginalen Retikulumzellen (MRC). Der Cortex wird von follikular
dendritischen Zellen (FDC) und der Paracortex von fibroblastischen retikularen Zellen (FRC)
aufgebaut. Hochendotheliale Venulen (HEV) werden hingegen durch spezialisierte
Blutendothelzellen gebildet. Modifiziert nach °.

Eine dreidimensionale Architektur aus Stromazellen bildet das Rulckgrat des LN.
Stromazellen sind nicht wandernde, nicht hamatopoetische Zellen, die sich in den
einzelnen Kompartimenten des LN unterscheiden (Abb. 1B). Es wurden 4
Hauptpopulationen anhand der Expression der Oberflachenproteine PECAM1 (CD31)
und Podoplanin (gp38) identifiziert. Zu diesen Hauptpopulationen gehoéren
Blutendothelzellen (BEC, CD31+ gp38-) und Lymphendothelzellen (LEC, CD31+
gp38+) sowie Retikulumzellen (CD31- gp38+) und doppelt negative Zellen (CD31-
gp38-) ''. Retikulumzellen kdnnen in Zellen des Cortex (follikular dendritische Zellen;
FDC, CD21/35+), des Sinus (marginale Retikulumzellen; MRC, RANKL+) oder des
Paracortex (fibroblastische retikulare Zellen; FRC, Expression von extrazellularen
Matrixbestandteilen) unterteilt werden 8. Diese Zellen geben die Grundstruktur und
somit die Kompartimentierung des LN durch die Produktion von Chemokinen vor,
wodurch T-Zellen vornehmlich im Paracortex und B-Zellen im Cortex vorzufinden sind.
Der Cortex lasst sich wiederum in Primar- und Sekundarfollikel unterteilen 2. Primare
lymphoide Follikel bestehen aus rezirkulierenden naiven B-Zellen, die sich nach

Antigenerkennung vermehren und differenzieren. Dadurch entwickelt sich ein

13



Keimzentrum, und die Primarfollikel verwandeln sich in sekundare Lymphfollikel, die

zur weiteren Differenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen dienen 2.

Immunzellen gelangen Uber hochendotheliale Venulen (HEV) aus dem
BlutgefalRsystem in den Paracortex des LN '3. Die HEV sind Uiber das Conduit System
direkt mit dem LymphgefaRsystem verbunden 4. Dieses ist ein dichtes réhrenférmiges
Netzwerk, welches aus extrazellularen Matrixkomponenten wie Laminin und
Fibronektin besteht und von FRC gebildet wird.

6.2 Die Funktion des Lymphknotens und seiner Stromazellen

LN haben neben der Aufrechterhaltung eines Immunzell-Gleichgewichts
(Homoostase) auch die Funktion, Lymphflissigkeit nach Antigenen zu filtern und
entweder eine adaptive Immunantwort zu induzieren bzw. zu regulieren oder aber
Toleranz gegenuber dem Antigen auszulosen. Bei diesen Prozessen spielen vor allem

die Stromazellen des LN eine entscheidende Rolle.

6.2.1 Einfluss der Stromazellen bei der Homoostase

Allen Stromazellen des LN ist gemein, dass sie das Uberleben, die Migration und die
Lokalisation von Immunzellen gewahrleisten (Abb. 2). Je nach Lokalisation der
Stromazellen innerhalb des LN weisen diese unterschiedliche Funktionen auf. LEC,
die den subkapsularen Randsinus des LN auskleiden, sind die Zellen, die als erste mit
der ankommenden Lymphflissigkeit und den darin enthaltenden Zellen in Kontakt
treten '°. Uber die Expression des atypischen Chemokin-Rezeptors ACKR4 wird durch
LEC der Chemokin-Gradient fur CCL19 und CCL21 aufrecht erhalten, der die
Migration von CCR7+ DC oder T-Zellen aus der Lymphe in den LN ermdglicht '6. Sie
exprimieren zusammen mit FRCs aber auch weitere Zytokine wie z. B. IL7, welches
ein Uberlebenssignal fir naive Lymphozyten darstellt 17- 8. Des Weiteren bilden FRC
ein dichtes 3-dimensionales kollagenreiches Netzwerk, das den Paracortex definiert.
Sie schaffen Raume, in denen Immunzellen miteinander in Kontakt kommen konnen.
Dazu exprimieren sie CCL19 und CCL21, wodurch CCR7+ naive T-Zellen und DC in
diesen Bereich des LN migrieren '8. Aber auch B-Zellen werden von FRC durch die
Produktion des B-Zell-Aktivierungsfaktors (BAFF) in ihrer Reifung, dem Uberleben und
der Proliferation unterstiitzt '°. In Studien, in denen eine Entfernung von FRC durch
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die Gabe von Diphtheria-Toxin ausgeldst wurde, flihrte dies zu verkleinerten LN mit
zerstorter Architektur und dem Verlust von Lymphozyten und DCs 2°. FRC
ubernehmen somit eine entscheidende Rolle zur Aufrechterhaltung der Architektur und

der Zellzusammensetzung des LN.

Das FRC-Netzwerk ermoglicht Uber die Expression von extrazellularer Matrix den
Aufbau eines Conduit-Systems, das beginnend am subkapsularen Sinus in den HEV
endet. Durch dieses System kénnen Partikel, die kleiner als 70 kDa sind, einschlielich
Zytokine oder Antigene 2" 22, aber auch Immunoglobuline wie IgM (150kDa) 23, in das
Lumen der HEV transportiert werden, welche von BEC ausgekleidet werden. BEC
rekrutieren T-Zellen aus dem Blut und helfen diesen dabei, ins Parenchym der LN zu

migrieren 24,
Fibroblastische Retikulumzellen (FRC) Follikuldr dendritische Zelle (FDC)
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Abb. 2 Aufgaben der Fibroblastischen Retikulumzellen (FRC) und der Follikular dendritischen
Zellen (FDC).

Modifiziert nach '°. FRC sind im Paracortex des Lymphknotens lokalisiert, wo sie durch ein
dichtes Netzwerk das Conduit Sytem aufbauen. FRC treten mit verschiedensten Immunzellen
in Kontakt. Zum einen wandern T-Zellen an den FRC innerhalb eines Chemokingradienten
entlang, um auf der Suche nach passenden Antigenen, in Kontakt mit anderen Zellen (DC) zu
kommen. Werden diese durch die Prasentation eines Antigens aktiviert, werden Molekile
induziert, die die Immunzellen veranlassen in das drainierende Gebiet des Lymphknotens zu
migrieren (homing). Zum anderen werden Uberlebenssignale wie IL7 von FRC produziert.
Auch FDC produzieren Uberlebenssignale wobei diese im Cortex nachzuweisen sind. Durch
die Antigenprasentation werden B-Zellen aktiviert und zur Proliferation und spateren Migration
in das drainierende Gebiet angeregt.

FDC bilden als dreidimensionales schwammartiges Netzwerk die Grundlage der
primaren und sekundaren Lymphfollikel, die wiederum den Cortex bilden 2. In
primaren Lymphfollikeln sind FDC zentral lokalisiert und umgeben von naiven B-
Zellen, die auf der Suche nach Antigenen an den FDC durch den Follikel migrieren.

FDC sind hauptsachlich an der Organisation der Follikel durch die Expression von
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CXCL13 beteiligt 2°. Weiterhin sind sie die Hauptquelle fiir BAFF, welches wiederum
fur die Aufrechterhaltung der B-Zell-Homéostase verantwortlich ist 26. FDC sind in der
Lage, Antigene einzufangen, zurickzuhalten und/oder zu prasentieren. Auch Antigen-
Antikorper-Komplexe kénnen von ihnen prasentiert werden, die daraufhin von Fc-
Rezeptoren erkannt werden kdnnen 2728, Dadurch spielen sie eine wichtige Rolle in

der Aufrechterhaltung und Koordination der B-Zellantworten.

Im Bereich der Medulla befinden sich verschiedene Immunzellen wie naturliche
Killerzellen, Makrophagen und Plasmazellen 2° 30, Bisher wurden die Stromazellen
dieses Kompartiments schlecht charakterisiert. Erst kirzlich konnten medullare FRC
genauer beschrieben werden 3. Diese analysierten Zellen scheinen in engem Kontakt
mit Plasmazellen zu stehen und sind durch die Produktion von Uberlebensfaktoren fir
Plasmazellen von entscheidender Bedeutung. Hier finden sich auch kleinere Blut- und

Lymphgefale, liber die die Lymphozyten den LN verlassen 3'.

6.2.2 Einfluss von Stromazellen wahrend einer Immunantwort

Im Falle einer Infektion im drainierenden Gebiet des LN verandert sich dieser, damit
eine schnelle und effektive, aber auch kontrollierte Immunantwort ausgelost werden
kann (Abb. 3). Ein erhohter Einstrom von Lymphflissigkeit bringt mehr CCR7+ DC,
aber auch B- und T-Zellen in den LN 32, Um diesen Zellen ausreichend Platz zu bieten,
schwillt der LN an. Das Anschwellen des LN wird durch eine Zell-Zell-Interaktion von
DC / B-Zellen und FRC ausgel6st, wodurch die Kontraktilitat der FRC unterbunden
wird und sich FRC strecken und ausbreiten 9 3334, Das bestehende FRC-Netzwerk

wird lockerer, was zu einer Proliferation der FRC fuhrt 3°.

Neben antigenprasentierenden DC, Effektor T- und B-Zellen befinden sich auch naive
T-Zellen und freie Antigene in der ankommenden Lymphe (Abb. 3 afferente
Lymphgefalle). Die ankommende Lymphe wird im LN auf potentiell gefahrliche
Antigene gefiltert. Dieser Prozess startet im subkapsularen Randsinus, aus dem
Makrophagen Antigene wie z. B. Viren aufnehmen und andere Immunzellen, vor allem
B-Zellen, aus dem Lymphknotengewebe rekrutieren 3¢ 37, LEC leiten antigentragende
DC aus den Lymphgefalen in die inneren Bereiche des LN weiter 38. Dies geschieht
Uber die Expression von CCL19/CCL21 von LEC und FRC, wodurch CCR7 positive

Immunzellen in den LN und weiter ins Parenchym migrieren 3°. DC haben zudem
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Zugriff auf die Partikel im Conduit, nehmen diese auf und prasentieren die Antigene
den benachbarten T-Zellen '. T-Zellen treffen im Parakortex auf
antigenprasentierende DC, wodurch es zur Aktivierung, Induktion von Zellteilung und
zur Differenzierung oder Gedachtnisbildung der T-Zellen kommt (Abb. 3 Paracortex).
FRC unterstutzen somit den Lymphozyten-Transport, die Migration der DC und die

Organisation der verschiedenen funktionellen Bereiche 4.

Nach der Aktivierung wandern T-Helferzellen unter der Hochregulation von CXCRS5 in
den Grenzbereich zwischen Cortex und Paracortex 4'. Dort treten sie in Kontakt mit B-
Zellen, wodurch diese wiederum aktiviert werden und proliferieren 4'. Die B-Zellen
migrieren aus dem Grenzbereich in den Follikel, wo sie einen Affinitatsreifungsprozess
und einen Klassenwechsel durchlaufen 42. AnschlieRend proliferieren sie in
sekundaren Lymphfollikeln, entwickeln dabei tUber somatische Hypermutation einen
hochaffinen Rezeptor fur das Antigen und verlassen den LN als Plasmazellen (Abb. 3
Cortex).

Aktivierte T- und B-Zellen als auch Plasmazellen verlassen den Lymphknoten Gber die
efferenten Lymphgefalle und gelangen dber den Ductus thoracicus ins
BlutgefalRsystem des Korpers (Abb. 3 Medulla) 43. Aus dem BlutgefaRsystem migrieren
sie durch die Expression von ,homing“ Molekulen in das jeweilige drainierende Gebiet

des Lymphknotens, ins Gewebe aus.
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Abb. 3 Schematische Darstellung der Funktionen des Lymphknotens.

Modifiziert nach #*. Immunzellen wandern Uber die afferenten LymphgefaRe in den
Lymphknoten ein. In den verschiedenen Kompartimenten werden T- oder B-Zellen im Falle
einer Immunreaktion aktiviert oder aber supprimiert, wenn es sich um ein harmloses Antigen
handelt. Immunzellen verlassen tber die Medulla den Lymphknoten.

6.3 Unterschiede zwischen darmdrainierenden Mesenteriallymphknoten und
Haut-drainierenden peripheren Lymphknoten

LN sind Uber das LymphgefalRsystem mit einem Organsystem bzw. einem definierten
anatomischen Organanteil verbunden (regionaler LN). Von dort gelangen z. B.
aufgenommene Antigene aus dem Gewebe in die LN. Periphere LN (pLN; beinhaltet:
axilliare, inguinale, popliteale LN) drainieren groRe Gebiete der Haut 45, wohingegen
die Mesenteriallymphknoten (mLN) das Gebiet des Magen-Darm-Traktes drainieren
46, Jedes Gebiet fiihrt zu unterschiedlichen phanotypischen Merkmalen der LN. Diese
Unterschiede entstehen bereits wahrend der Organogenese, da unterschiedliche
.Lymphoid tissue organizer cells“ (LTo) in den jeweiligen LN vorkommen, wodurch ein

unterschiedliches Mikromilieu im LN aufgebaut wird 7.

Lymphknoten aus unterschiedlichen drainierenden Bereichen (pLN und mLN)

induzieren unterschiedliche Immunantworten 48-50. Sowohl im mLN als auch im pLN

18



existiert zum einen eine sehr ahnliche DC-Population, zum anderen konnten aber auch
zusatzlich regionsspezifische DC mit einer durch den drainierenden Bereich gepragten
organ-typischen Marker-Expression wie z. B. CD103 gefunden werden 5'. Die Kokultur
von T-Zellen mit DC aus mLN oder pLN flhrte zu einer deutlichen Verschiebung der
CD4- und CD8-Expression von T-Zellen und ihres Phanotyps °'. Dariiber hinaus
unterschieden sich DC in ihrer Fahigkeit, T-Zellen in verschiedene Richtungen zu
differenzieren 52. Effektor T-Zellen aus dem mLN produzierten Th2 vermittende
Zytokine, wie z.B. IL-4 oder IL-10, wahrend Effektor T-Zellen aus dem pLN, Th1
vermittelnde Zytokine (IFN-y, IL-2) sezernieren 53 5. Im mLN konnten weiterhin
vermehrt IgA-produzierende Plasmazellen % nachgewiesen werden, wohingegen im

pLN IgG-produzierende Zellen vorherrschen 42,

Vitamin A und seine Metabolite sind eng mit der Generierung von Darm-spezifischen
T- und B-Zellen verknipft %6 5. Das Enzym Retinaldehyd-Dehydrogenase 2
(RALDHZ2), welches bei der Umwandlung von Vitamin A zu Retinsaure eine
wesentliche Rolle spielt, konnte in FRC und DC der mLN nachgewiesen werden, fehlt
jedoch in FRC und DC der pLN %8 59 Retinsdure wiederum spielt eine wichtige Rolle
bei der Regulation von CCR9 und asp7 Integrin 5. Sowohl T- als auch B-Zellen
regulieren im mLN den Chemokinrezeptor CCR9 und ouf7-Integrin nach deren
Aktivierung herauf % 60 Dies ermdglicht diesen Zellen bevorzugt den Eintritt in die
intestinale Mukosa Uber CCL25 oder Uber das Mucosal addressin cell adhesion
molecule 1 (MAdCAM-1) 6162,

Auch auf Stromazellebene wurden bisher verschiedene Expressionsunterschiede
abhangig vom drainierenden Gebiet beschrieben. So wird auf den HEV des mLN das
Adhasionsmolekil MAdCAM-1 exprimiert, nicht jedoch auf den HEV von pLN ' 63,
Dies fuhrt dazu, dass in den mLN a4f7-Integrin-tragende Lymphozyten bevorzugt
eintreten konnen. FRC des mLN produzieren RALDH2, wahrend aus pLN isolierte
FRC in héheren Konzentrationen BAFF produzieren ''- %% Wir konnten zeigen, dass
die Expression von RALDHZ2 stromazellabhangig ist und nicht durch das drainierende

Gebiet beeinflusst wird 8.

Eine besondere Eigenschaft der mLN ist die Fahigkeit, eine orale Toleranz gegenuber
aufgenommenen Antigenen wie Nahrungsmittelantigenen zu induzieren 64, Dazu
migrieren CD103+ DC aus dem Darm Uber die Lymphgefalie in den mLN, wo sie durch

die Ausschuttung von Transforming growth factor beta (TGFB) und Retinsaure
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regulatorische T-Zellen induzieren %. Diese unterbinden so eine Immunreaktion im
Darm und Toleranz gegenuber harmlosen Antigenen wird hergestellt. Wird der mLN
hingegen entfernt, kann keine orale Toleranzinduktion stattfinden 64.

Zusammengenommen  zeigen  diese Ergebnisse, dass sowohl die
Zellzusammensetzung als auch das Vorhandensein von Zytokinen, Chemokinen und

weiteren Mediatoren die einzigartige Mikroumgebung eines jeden LN bilden.

6.4 Das Transplantationsmodell

Um die Funktion von LN genauer zu untersuchen, konnten wir ein
Transplantationsmodell in Nagern etablieren % %%, In diesem Modell werden LN
vorsichtig entfernt, wobei nahegelegene grélRere Blutgefalle nicht verletzt werden
durfen 65, Bei der Entfernung der LN ist es jedoch unvermeidlich, dass sowohl die
afferenten als auch die efferenten Lymphgefal3e zerstort werden. In das ehemalige
Lymphknotenbett werden dann LN eines anderen drainierenden Gebiets (z. B. pLN,
mLN oder popliteale LN) eingesetzt (Abb. 4). In unseren Studien waren bereits zwei
Wochen nach Transplantation sowohl Blut- als auch Lymphgefalle mit dem
Transplantat verbunden und nach acht Wochen konnten vollkommen regenerierte
Lymphknotentransplantate nachgewiesen werden, die aus Spenderstromazellen und
Empfangerimmunzellen bestanden %8. Andere Arbeitsgruppen nutzten ebenfalls diese
Technik zur Analyse von Funktion und Regeneration von LN und zeigten ebenfalls
einen schnellen Wiederanschluss der HEV %6 67 oder der LymphgefaRe 8 69 an das
Transplantat. Mit dieser Technik konnte so der Einfluss des drainierenden Gebiets auf

Immunantwort und Toleranzinduktion untersucht werden 79.
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Abb. 4 Darstellung der Lymphknotentransplantation.
Periphere Lymphknoten (pLN: axillidr, inguinal, popliteal) werden in das drainierende Gebiet
des Mesenteriallymphknotens platziert.

Mit diesem Modell konnten wir zeigen, dass in Tieren mit einem pLN im drainierenden
Gebiet des mLN eine verringerte spezifische Immunantwort gegen ein Antigen
ausgelost wird %8, Dies lieR sich auf eine verringerte Expression des Gens Aldh2a1
(Retinaldehyd-Dehydrogenase 2; RALDHZ2) und davon abhangig die Expression von
Markern, welche spezifisch fur die Rekrutierung in das drainierende Gebiet auf
Effektorzellen sind, zurlickfiihren %°. Ebenfalls war die Differenzierung von B-Zellen zu
antigenspezifischen IgA-positiven Plasmazellen verringert. Diese Ergebnisse konnten

durch andere Arbeitsgruppen bestétigt werden %9 71,

Wir zeigten zudem, dass die Induktion von oraler Toleranz in LN verschiedener
drainierender Bereiche unterschiedlich ausgeldst wird 72. In Tieren mit einem ins
Mesenterium transplantieten pLN wurde Toleranz unter Aktivierung von
antigenspezifischen IgG-produzierenden B-Zellen ausgeldst, wohingegen es im mLN
zur Bildung von regulatorischen T-Zellen kommt 72, Wolvers et al. konnte zeigen, dass
orale Toleranz im drainierenden Bereich der Nase von Mausen nach Transplantation

eines pLN nicht induzierbar war 3.

Diese Ergebnisse zeigen, dass nicht das drainierende Gebiet und hier insbesondere
die migrierenden Immunzellen flr die spezifische Funktion des LN ausschlaggebend
ist, sondern dass die Uberlebenden Spenderstromazellen innerhalb des LN fur eine

individuelle Mikroumgebung verantwortlich sind.
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7. Ziel der Habilitation

Zu Beginn meiner wissenschaftlichen Untersuchungen an Stromazellen des LN war
bereits bekannt, dass sich LN unterschiedlich drainierender Bereiche voneinander
unterscheiden. Wahrend meiner Promotion konnte ich durch die Verwendung des
beschriebenen Transplantationsmodells feststellen, dass Stromazellen eine wichtige
Funktion innerhalb der LN wahrnehmen. Stromazellen waren zu diesem Zeitpunkt
lediglich als grundgerustbildende Zellen bekannt, jedoch wurde ihnen keine

immunologische Rolle zugeschrieben.

Ein Ziel meiner Arbeiten nach Abschluss der Promotion war es deshalb aufzuklaren,
inwiefern Stromazellen die Funktionen des LN beeinflussen. Hier habe ich zum einen
die Rolle von Stromazellen im Hinblick auf deren regenerative Eigenschaften von LN
und zum anderen deren immunologische Funktion innerhalb des LN mit Auswirkung
auf das umliegende drainierende Gebiet untersucht. Zusatzlich konnte ich durch
Genanalysen weitere mdgliche Aufgaben von Stromazellen innerhalb des
Lipidstoffwechsels aufzeigen. Diese drei Themengebiete werden in den folgenden
Kapiteln behandelt. In jedem Kapitel werden kurz der Hintergrund, die wesentlichen
Ergebnisse und die wichtigsten  Schlussfolgerungen der betrachteten
Veroffentlichungen im temporaren Wissenskontext zum Zeitpunkt der Veroffentlichung
zusammengefasst. Des Weiteren wird am Ende jedes Kapitels ein Ausblick fir weitere

Forschungsvorhaben gegeben.
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8. Stromazellen des Lymphknotens unterscheiden sich in den

drainierenden Gebieten

Wie bereits beschrieben, sind LN lokale Abwehrzentren des Korpers und
gewahrleisten die effiziente Steuerung und Organisation der Immunreaktion. Um sich
auf die verschiedenen Organregionen und die daraus folgenden Anforderungen der
Immunabwehr einzustellen, sind Unterschiede in der Zellzusammensetzung zwischen
LN in unterschiedlichen Korperregionen erforderlich. Dass sich LN verschiedener
drainierender Gebiete unterscheiden, ist schon seit langerer Zeit bekannt 74 75,
Herauszufinden, welchen Einfluss diese Unterschiede auf die Funktion der LN haben,

ist Teil der vorliegenden Arbeit.

Bisher ist nicht bekannt, ob und wenn ja welche weiteren immunologischen aber auch
metabolischen Gen-Expressionsunterschiede Stromazellen des mLN im Gegensatz

zu Stromazellen des pLN aufzeigen.

Um diese Fragestellung genauer zu untersuchen, wurde zunachst ein Protokoll zur
Isolierung von Stromazellen (LECs, BECs und Retikulumzellen) aus LN etabliert. Da
Stromazellen nicht zu den hamatopoetischen Zellen gehdren, kdnnen sie Uber eine
negative Selektion anhand des Oberflachenmarkers CD45 isoliert werden. Sowohl
uber die Verwendung von magnetischer Zellseparation als auch Uber das
durchflusszytometrische Sortieren lassen sich hohe Reinheiten von 97 +/- 2 % der
CD45 negativen Zellen erreichen. Mit diesen isolierten Stromazellen des pLN und mLN

haben wir mittels Gen-Array-Analyse die Genexpression untersucht (Publikation 1).

Dabei konnten wir eine Mehrheit an Genen identifizieren, die eine ahnliche Expression
in den verschiedenen drainierenden Gebieten aufzeigen wie z. B. Cc/19 oder Cxcl13.
Diese Chemokine sind sowohl essentiell fir die Migration von Lymphozyten und DC
aus dem Gewebe in den LN als auch innerhalb des LN zu den entsprechenden
Kompartimenten, dem Paracortex und dem Cortex. Wir konnten aber auch Gene
identifizieren, deren Expression in den LN stark unterschiedlich ist und die somit
spezifisch flr das drainierende Gebiet des LN sind. So konnten 316 Transkripte im
mLN im Vergleich zum pLN vermehrt nachgewiesen werden, wohingegen im pLN 118
Transkripte identifiziert werden konnten, die vermehrt exprimiert sind. Zunachst haben
wir uns auf die Expression von Zytokinen und Chemokinen konzentriert. Die naiven
Stromazellen zeigten bei 5 Genen dieser funktionellen Gruppe Unterschiede. Fur die

Gene Ccl8, Ccl20 und Cxcl15 konnten erhdhte Transkriptmengen in Stromazellen des
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pLN nachgewiesen werden, wohingegen Cxcl4 und //18 im mLN vermehrt detektiert
werden konnten. Weiterhin konnten wir fur //6, /118 und Cxc/2 Unterschiede in der
Genexpression verifizieren und ebenfalls auf Proteinebene nachweisen. Bestimmte
Zytokine werden somit abhangig vom drainierenden Gebiet im LN exprimiert. Welche
immunologischen Auswirkungen diese Expressionsunterschiede haben, ist bisher

noch nicht bekannt.

Neben immunologischen Mechanismen konnen auch Unterschiede innerhalb
verschiedener Stoffwechselprozesse die Funktion des LN beeinflussen. So werden flr
den Fettstoffwechsel Lipide aus der Nahrung durch Enterozyten aus dem Dinndarm
aufgenommen, in Chylomikronen, bis zu 1 um kleine Lipoproteinpartikel, umgewandelt
und Uber die Lymphgefalde ins Blut und somit in die Leber transportiert. Dabei
gelangen diese verpackten Lipide Uber die afferenten Lymphgefalde in den Darm-
drainierenden mLN, wohingegen die pLN keinen direkten Kontakt aufweisen. Gene
des Lipidmetabolismus wie z. B. Clps (Colipase) oder Cpa71 (Carboxypeptidase A1)
konnten hochexprimiert in Stromazellen des mLN im Gen-Array detektiert werden,

jedoch nicht im pLN (Publikation 2). Um dies genauer zu untersuchen, wurden
verschiedene Subpopulationen von Stromazellen der mLN isoliert und ebenfalls auf
Gene des Lipidmetabolismus analysiert. Drei der Stromazell-Hauptpopulationen
lassen sich Uber den Endothelzellmarker CD31 und das Glykoprotein Podoplanin
(auch bekannt als gp38) isolieren. Nach einer ersten Isolation der gesamten CD45
negativen Stromazellen aus dem LN wurden die verschiedenen Subpopulationen tber
die durchflusszytometrische Zellsortierung anhand von CD31 und gp38 isoliert (FRC:
gp38+CD31-; LEC: gp38+-CD31+; BEC: gp38-CD31+). Die Subpopulationen der
Stromazellen wiesen generell starke Unterschiede durch eine hohe Anzahl an
verschiedenen Gen-Transkripten untereinander auf. Fokussiert auf die Gene des
Lipidmetabolismus konnten auch hier Unterschiede zwischen den Zellpopulationen
nachgewiesen werden. Dabei stellte sich heraus, dass FRC und LEC mehr Gene des
Lipidmetabolismus exprimieren als BEC. Das deutet darauf hin, dass Stromazellen,
die direkten Kontakt mit der mit Chylomikronen angereicherten Lymphflissigkeit
haben, durch die Expression von verschiedenen Enzymen am Lipidmetabolismus

beteiligt sind.
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In Publikation 3 konnte durch Einzelzell-RNA-Sequenzierung von Stromazellen des
mLN und pLN gezeigt werden, dass in beiden LN die gleichen Expressionscluster
bestehen. Dies deutet auf eine ahnliche Zusammensetzung der LN mit
Stromazellsubpopulationen hin. Bei einer gezielten Stromazellanalyse, bei der zuvor
Blut- und Lymphendothelzellen ausgeschlossen wurden, konnten 14 transkriptionelle
Cluster nachgewiesen werden, wovon einige bereits bekannt waren und
verschiedenen Stromazellpopulationen zugewiesen werden konnten. Um
Ruckschlisse innerhalb der Einzelzel-RNA-Sequenzierung zu ziehen, wurden
zusatzlich Gene verwendet, deren stabile Expression im mLN mittels
Transplantationsexperimenten bekannt war. Es zeigte sich, dass von den 108
hochregulierten Genen ein Grol3teil von allen CD34+ Stromazellsubpopulationen, den
CXCL9+ FRC und den Perizyten exprimiert werden. Ein ahnliches Bild ergab sich bei
herunterregulierten Genen, die ebenfalls von allen CD34+ Stromazellsubpopulationen,
den CXCL9+ FRC und Perizyten exprimiert werden. Spezifische Gene wie Aldh1a2
und Aldh1a3, die eine Rolle wahrend der Retinsduresynthese spielen, werden
spezifisch von zwei der CD34+ Stromazellpopulationen und Ptgis (Prostaglandin [2
Synthase) von drei der CD34+ Stromazellpopulationen exprimiert. Die Expression
dieser immunmodulatorischen Gene lasst darauf schlieen, dass es sich bei den
CD34+ Stromazellsubpopulationen um immunologisch relevante Zellen innerhalb des
LN handelt. Diese Einzelzell-RNA-Sequenzierung deutet darauf hin, dass sich mit den
bisher verwendeten Markern (CD31, gp38) nicht alle Stromazellpopulationen
identifizieren lassen. Sowohl die morphologische Lage der einzelnen
Stromazellpopulationen im LN als auch deren Funktion sind bisher entweder gar nicht

oder nur teilweise untersucht und so werden weitere Analysen bendétigt.

8.1 Ausblick ,Lymphknotenstromazellen-spezifische Unterschiede®

Durch Methoden wie Gen-Array oder Einzelzell-RNA-Sequenzierung koénnen
Unterschiede in Stromazellen in folgenden biologischen Gruppen aufzeigt werden: i)
Gene des Lipidmetabolismus, ii) immunologisch relevante Gene wie Zytokinen oder
Chemokinen, iii) drainierenden LN aus unterschiedlichen Organregionen. Durch die
vorliegenden Arbeiten konnten zu den bereits bekannten LECs, BECs, FDC, FRC und
MRC weitere Subpopulationen von Stromazellen identifiziert werden, deren Einfluss

auf die immunologische Funktion des jeweiligen LN bisher noch unklar ist. Bekannt ist,
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dass Stromazellen des LN sowohl bei der Entstehung von peripherer Toleranz als auch
bei der Entstehung von inflammatorischen Prozessen eine zentrale Rolle spielen. Ein
wichtiger Schritt zur Klarung der Funktion dieser Zellen wird es sein, alle 14 Cluster
der Stromazellpopulationen morphologisch und anatomisch im LN zu detektieren und
ihre Funktion innerhalb des LN zu identifizieren. Dabei wird sowohl der strukturelle

Aufbau des LN als auch die immunregulatorische Aufgabe der Zellen im Fokus stehen.

9. Regeneration von Lymphknoten nach Transplantation

LN aus unterschiedlichen drainierenden Gebieten weisen charakteristische
Zellpopulationen auf, die in der Gesamtheit eine LN-spezifische Mikroumgebung
ergeben. Ein Modell zur Analyse der LN-spezifischen Eigenschaften ist die
Transplantation von LN in ein anderes drainierendes Gebiet bzw. eine andere
Organregion. Aus eigenen Vorarbeiten und Publikationen anderer Arbeitsgruppen ist
bekannt, dass die umgebungsspezifischen Eigenschaften des mLN wie z. B. die
Expression von MadCAM1 der HEV oder die Expression von Aldh1a2 von FRC und
DC auch nach der Transplantation des vollstandigen oder fragmentierten LN konstant
bleiben 58 59 66 Dies lasst sich darauf zurlckflhren, dass die geristbauenden
Stromazellen des LN die Transplantation Uberleben und innerhalb des regenerierten

LN am strukturellen Aufbau beteiligt sind 58 59,

Welche weiteren Komponenten neben den Stromazellen an der Regeneration der
Lymphknotenfragmente Anteil haben und inwiefern sich die Regeneration von LN aus
isolierten Stromazellen unterscheidet, konnten wir in den nachsten Publikationen

genauer untersuchen.

In Publikation 4 konnten wir zeigen, dass FRC und FDC den grof3ten Anteil an
Stromazellen im LN ausmachen. Die FRC wurden durch Antikdrper gegen Podoplanin
(gp38) und CD31 (gp38+ und CD31-) identifiziert sowie die FDC durch die Farbung
gegen anti-CD21/35. Da diese beiden Populationen den Grofteil der Stromazellen des
LN ausmachen, wurden diese Zellen speziell auf ihre Fahigkeit zur Regeneration
untersucht. Dazu wurde der Darm-drainierende LN entfernt und an dessen Stelle ein
anderer LN mit Zellen, die das grun fluoreszierende Protein (EGFP, engl.: enhanced
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green fluorescent protein) unter dem (-Aktin-Promotor exprimieren, transplantiert.
Diese transplantierten LN wurden zu verschiedenen Zeitpunkten auf die Prasenz von
EGFP+ Zellen innerhalb der Stromazellpopulation untersucht. Immunzellen konnten
ausschlieBlich als EGFP- Zellen und somit vom Empfanger eingewanderte Zellen
identifiziert werden. Uber den gesamten Zeitraum konnten fast ausschlieBlich EGFP+
FRC im transplantierten LN detektiert werden, wohingegen innerhalb der FDC-
Population EGFP+ als auch EGFP- Zellen nachgewiesen werden konnten. Wahrend
der Regeneration konnten wir zunachst nur kleine FRC-Cluster identifizieren, die Uber
einen langeren Zeitraum der Regeneration groRere Cluster bilden und spater
vergleichbare Paracortex Bereiche wie im Ausgangslymphknoten entstehen. Im
Vergleich dazu waren FDC kurz nach der Transplantation nur schwer
immunhistologisch nachweisbar und somit konnte kein umschriebener Kortexbereich
nachgewiesen werden. Erst 12 Tage nach Transplantation konnten erste FDC-Cluster
detektiert werden, aus denen sich spater Keimzentren bildeten. Dieser Wiederaufbau
der Lymphknotenstruktur geschah unter anderem durch die Fahigkeit der
Stromazellen zur Zellteilung, was durch eine immunhistologische Farbung von Ki67

nachgewiesen werden konnte.

LN aus Mausen mit einer Deletion in den Genen Ccl/19 und Ccl21 zeigen eine
unorganisierte Kompartimentierung des Paracortex. Diese LN wurden in CCL19/21-
exprimierende Tiere transplantiert und die Kompartimentierung untersucht. Es zeigte
sich, dass in diesen transplantierten LN eine intermediare Expression von Ccl/19/21
nachgewiesen werden konnte und ebenfalls eine Kompartimentierung wie sie in
Wildtyp LN nachweisbar ist. Die Expression von Cc/21 wurde auf DC zurlckgefuhrt,
die wahrend der Regeneration aus dem Empfangertier in den LN einwanderten.
Ccl19/21 zeigte keinen Einfluss auf den Aufbau des Kortex. Allerdings ist der Aufbau
des Kortex in LN, in denen die Interaktion von CXCR5-CXCL13 gestort ist, verandert.
Der Einfluss dieser Interaktion wurde untersucht, indem LN aus CXCRS5-
exprimierenden Tieren (Wildtyp) in CXCR5-defiziente Tiere transplantiert wurden. FDC
von Wildtyp LN synthetisieren den Chemokin-Liganden CXCL13, wodurch CXCR5-
exprimierende B-Zellen vermehrt in den Cortex einwandern. CXCR5-defiziente B-
Zellen sind hingegen nicht in der Lage, auf diese Art und Weise zu reagieren.
Transplantierte LN aus WT Tieren zeigten in Cxcr5-defizienten Mausen keine
Kompartimentierung des Cortex. B-Zellen und ebenso FDC waren Uber den gesamten

LN verteilt, und Keimzentren waren nicht nachweisbar. Zusammengefasst konnte

27



gezeigt werden, dass FDC und FRC wichtige Zellpopulationen sind, um einen

funktionsfahigen und anatomisch kompartimentierten LN aufzubauen.

Ziel der Publikationen 5 und 6 war es, den Einfluss des Vascular Endothelial Growth

Factor C (VEGF-C) auf die Regeneration transplantierter LN zu untersuchen und die
hierflr notwendige Dosis dieses Faktors zu ermitteln. VEGF-C ist ein Wachstumsfaktor
fur Lymphendothelzellen wahrend der Lymphangiogenese. Da bei der Transplantation
die Lymphgefal3e durch die Entfernung des LN verletzt werden, stellte sich die Frage,
ob die Gabe von VEGF-C die Wiederherstellung der Verbindung von Lymphgefalien
zum Transplantat beschleunigt und dadurch eine schnellere Regeneration der LN
stattfindet. Den Ratten wurden zunachst alle LN des rechten Beines entfernt, und nach
einer Woche wurde die Leiste mit 15 Gray bestrahlt. Die Entfernung der LN mit
anschlieRender Bestrahlung wurde durchgefuhrt, um eine Translation dieses
Tiermodells zur humanen Therapie von Krebspatienten und vor allem Patientinnen mit
anschlieender Strahlentherapie nachzuempfinden. Einen Tag nach der Bestrahlung
wurden LN des anderen Beins entnommen und in die bestrahlte Region transplantiert.
Einem Teil der Tiere wurde nun mehrmals VEGF-C in die Nahe des Transplantats
injiziert und der Anschluss des LN an das Lymphgefaldsystem und die Regeneration
des LN wurde untersucht. Histologische Auswertungen der LN von Tieren mit einer
wiederholten Gabe von VEGF-C zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine hohere
Rate an regenerierten LN. Bei diesen Tieren konnte ebenfalls durch die intradermale
Injektion von Patent Blau eine Verbindung der LymphgefaRe mit dem LN
nachgewiesen werden. Das Fazit der Studie war, dass bei wiederholter Gabe von
VEGF-C sowohl die Verbindung von Lymphgefallen und LN schneller geschieht als
auch, dass die Regeneration des LN schneller verlauft.

Aufbauend auf den Ergebnissen der Publikation 5 konnten wir in der Publikation 6
einen konzentrationsabhangigen Effekt des VEGF-C flr den Anschluss der
Lymphbahnen an die transplantierten LN, nicht jedoch einen Einfluss der
Administrationsregion nachweisen. Dazu wurden auch hier die drainierenden LN des
rechten Beines entfernt und als Fragmente anschlieRend wieder transplantiert. VEGF-
C wurde in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (6,67 ug oder 13,34 ug) an den

nachfolgenden Tagen entweder in die Bauchdecke oder in das Drainagegebiet des LN
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den medialen Oberschenkel des transplantierten Beins verabreicht. Eine weitere
Versuchsgruppe erhielt 6,67 ug VEGF-C erst 14 Tage nach der Transplantation.
Sowohl die Regeneration der LN als auch deren Wiederanschluss an das
LymphgefalRsystem wurde 28 Tage nach Transplantation untersucht. Durch die
intradermale Injektion von Patent Blau konnten die LymphgefaRe sichtbar gemacht
und ein deutlich positiver Effekt auf die Regeneration der Lymphbahnen nach einer
Administration von 13,34 yg VEGF-C in den Oberschenkel der Ratte direkt nach
Transplantation aufgezeigt werden. Diese LN wiesen auch in histologischen
Farbungen anatomisch kompartimentierte LN auf. Wurde das VEGF-C erst 14 Tage
nach Transplantation verabreicht, hatte dies einen geringeren Wiederanschluss der
LymphgefalRe an den LN zur Folge. Keinen Einfluss auf die Regeneration hatte
hingegen die Administrationsregion. Die direkte Gabe von VEGF-C nach einer LN-

Transplantation scheint somit eine schnellere Regeneration der LN zu ermdéglichen.

Um der Frage nachzugehen, welche Stromazellen fur eine Regeneration des LN
verantwortlich sind, wurden in Publikation 1 Stromazellen transplantiert und die

Entstehung eines artifiziellen LN naher untersucht. Dazu wurden Stromazellen von LN
isoliert, auf einen Kollagenschwamm gegeben und in das Mesenterium oder die
Kniekehle von Mausen transplantiert (Neotx). Zunachst wurden alle
Stromazellsubpopulationen gemeinsam transplantiert. Acht Wochen spater konnten
normal-kompartimentierte und mit dem Lymphgefalisystem verbundene LN
festgestellt werden. Nach Transplantation isolierter Subpopulationen der Stromazellen
(BEC, FRC, LEC) konnten wir keine vollstandig regenerierten LN nachweisen, jedoch
zeigten FRC- und BEC-Stromazellen lymphoide Aggregate oder artifizielle LN-
ahnliche Strukturen. Dies lasst darauf schlie3en, dass wahrend der Regeneration von
LN ein Stromazell-Stromazell-Kontakt oder deren Expression spezifischer Botenstoffe

einen entscheidenden Einfluss auf die spatere Entwicklung des LN hat.

Um die Regenerationsvorgange besser zu verstehen, wurde die Regeneration in den
ersten Tagen nach Transplantation aller Stromazellpopulationen genauer untersucht.
Dabei konnten wir feststellen, dass transplantierte Stromazellen aller Subpopulationen
zu jedem Zeitpunkt nachweisbar waren und sich bereits am zweiten Tag nach
Transplantation kleine T- und B-Zell-Cluster bildeten. Wir konnten ebenfalls am 2 Tag

nach Transplantation einen kleinen Verbund weiterer Zellen detektieren. Diese waren
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positiv fur den mesenchymalen und adipozyten Vorlauferzellmarker delta homolog 1
(DLK1). DLK1+ Zellen konnen sich bereits wahrend der Organogenese des
Lymphknotens zu Lymphknotenstromazellen differenzieren kann und sind zum Teil
ebenfalls positiv fiir gp38 oder CD31 8. Innerhalb der DLK1+ Zellpopulation konnten
wir sowohl transplantierte EGFP+ als auch eingewanderte EGFP- Zellen feststellen.
Daruber hinaus konnten wir auch in diesem Kontext zeigen, dass Stromazellen durch
Proliferation zur Regeneration des LN beitragen, da auch hier KI67+ Stromazellen
nachweisbar waren. Dies zeigt, dass die Entstehung einer Lymphknotenstruktur zum
einen von den jeweiligen Stromazellen innerhalb des LN abhangig ist, aber auch, dass
aus dem umliegenden Fettgewebe, stammzelldhnliche Zellen (DLK1 positiv) an der LN
Entwicklung beteiligt sind.

In  einem weiteren Schritt wurden die neugenerierten LN auf ihre
Zellzusammensetzung untersucht. Dabei konnten alle hamatopoetischen und nicht-
hamatopoetischen Zellpopulationen nachgewiesen werden. Unter Verwendung von
EGFP+ Stromazellen konnten wir feststellen, dass nach Regeneration des Neotx
ebenfalls Stromazellen des Empfangers (EGFP-) im LN vohanden waren. Inwiefern
sich dieses Mosaik von Empfanger- und Spenderzellen auf die regionsspezifischen
Eigenschaften der LN auswirkt, sollte nach Regeneration der Neotx untersucht
werden. Dazu wurden regenerierte Neotx auf verschiedene Merkmale der mLN
untersucht: i) Expression von MAdCAM-1 auf HEV. Dies ermdglicht Immunzellen, die
o4pB7  Integrin  exprimieren, in den LN zu migrieren. Vorherige
Transplantationsversuche mit vollstandigen LN zeigten, dass Stromazellen ihre
ortsspezifische Expression beibehalten, auch wenn sie sich in einem neuen
drainierenden Gebiet regenerieren. ii) Expression von RALDH2/Aldh1a2 und deren
Auswirkung auf die Induktion der Darm-Homing-Molekule CCR9 und a4p7 Integrin auf
Lymphozyten. Das Enzym RALDH2 wird sowohl von FRC als auch von DC im mLN
exprimiert, um Darm-Homing Molekule auf Lymphozyten oder regulatorischen T-Zellen
zu induzieren. iii) Differenzierung von IgA-produzierenden Plasmazellen, die im

Darmimmunsystem eine entscheidende Rolle spielen.

Die Ergebnisse zeigten folgendes: i) Alle Neotx aus beiden transplantierten Regionen
(Mesenterium und Kniekehle) wiesen EGFP+ HEV auf. Jedoch war allein auf HEV des
mLN MAdCAM-1 nachweisbar. ii) Sowohl in der EGFP+ als auch der EGFP-

Stromazellpopulation der regenerierten Neotx im Mesenterium (mLN als auch pLN)
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konnte eine starke Expression von Aldh1a2 nachgewiesen werden. Um die
Funktionalitat dieser Expression genauer zu untersuchen, wurde ein T-
Zelltransfermodell genutzt. Dazu wurden T-Zellen mit transgenem T-Zellrezeptor fur
Ovalbumin (OVA) verwendet und in Neotx-Tiere injiziert. Nach Gabe des spezifischen
Antigens OVA untersuchten wir T-Zellen bezlglich ihrer Expression von Darm-
Homing-Molekulen. Allein T-Zellen des Neotx im Mesenterium zeigten Expression von
CCR9 und o4p7 Integrin, wohingegen T-Zellen des Neotx der Kniekehle keine
Expression zeigten. iii) Ebenfalls die Induktion von antigenspezifischen Plasmazellen,
welche typisch fur den mLN sind, konnte in Neotx aus pLN Stromazellen im
Mesenterium nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass
Stromazellen nach Regeneration durch ortsspezifische Expressionsmerkmale
gekennzeichnet sind, wohingegen die Expression vorheriger Merkmale verloren geht.

9.1 Ausblick ,Lymphknotenregeneration®

Wahrend der Regeneration von LN Gewebe scheint der Zell-Zell-Kontakt der
Stromazellen einen entscheidenden Einfluss auf die spatere Mikroumgebung des LN
zu haben. Erst wenn dieser Stromazell-Stromazell-Kontakt verloren geht, wie es bei
der Transplantation von isolierten Stromazellen der Fall ist, kann ein fir das
drainierende Gebiet wichtiges Mikromilieu im LN aufgebaut werden. Wahrend
verschiedener Infektionsgeschehen kommt es zunachst zu einem Verlust und
anschlieRendem Wiederaufbau des Stromazellnetzwerkes 7-7°. Ob dieser Prozess
des Wiederaufbaus vergleichbar ist mit der Regeneration des LN nach Neotx-
Transplantation ist bisher unklar. Wahrend einer Infektion durch z. B. das
Lymphozytare Choriomeningitis Virus (LCM Virus) kommt es zu einem ausgepragten
Umbau des LN 7°. Dabei wird zun&chst das Stromazellnetzwerk zerstort und spater
durch ,Lymphoid Tissue Inducer” (LTi) Zellen wiederaufgebaut 7°. Welche Faktoren in
diesem Fall dazu flhren, dass ein spezifisches Lymphknotenmilieu erneut aufgebaut
wird, ist unklar. LTi Zellen spielen in Kombination mit Lymphoid Tissue Organizer
Zellen eine wesentliche Rolle wahrend der Organogenese von LN 47. Diese
exprimieren verschiedenste Chemokine wie z. B. CXCR5/CXCL13, die fur die
Entwicklung eines LN entscheidend sind &. Ob es sich bei der viralen Regeneration
um die gleichen Faktoren handelt, die dazu fuhren, dass Stromazellen des pLN im

drainierenden Gebiet des Darms einen mLN aufbauen, muss weiter untersucht
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werden. Dazu sollte ein Augenmerk auf die Interaktion der LTi Zellen und der Lymphoid
Tissue Organizer Zellen gelegt werden. Weiterhin wurde das Wissen uber die
Regeneration des LN helfen, funktionierende in vitro Systeme aufzubauen. Diese sind
derzeit nicht vorhanden, da das Zusammenspiel von Stromazellen und Immunzellen
noch nicht abschlieltend geklart wurde.
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10. Einfluss von Lymph-drainierenden Komponenten auf LN

LN befinden sich im Korper an lymphatischen und vaskularen Verzweigungen, wo sie
Antigene filtern und so den Immunzellen einen Raum bieten, diese zu erkennen und
immunologische Reaktion auszuldésen. Je nach drainierendem Gewebe gibt es
unterschiedliche Populationen von antigenprasentierenden Zellen, die Uber die
LymphgefalRe den LN erreichen und dort ebenfalls an der Entstehung eines
einzigartigen Mikromilieus im LN mitwirken %'. Welchen Einfluss diese Uber die
Lymphbahnen in den LN gelangenden Antigene auf das Mikromilieu haben, war lange
Zeit unbekannt. In den folgenden Arbeiten wurde untersucht, welchen Einfluss die
Mikrobiota oder Nahrungsbestandteile wie Fette auf die Stromazellen und somit auf
die Funktion des LN haben.

Das Kolon ist von 10" Bakterien besiedelt, und mit der Lymphe gelangen neben
Antigenen der Nahrung vor allem Antigene der Kommensalen oder Pathogenen in den
mLN. Das Immunsystem ist im Normalzustand im Gleichgewicht mit der Mikrobiota,
die den Intestinaltrakt besiedelt. Dies wird vor allem Uber regulatorische Mechanismen
wie die Erzeugung von regulatorischen T-Zellen (Tregs), die den Transkriptionsfaktor
Foxp3 exprimieren, gewahrleistet. Foxp3+ Tregs stellen bei der Herstellung und
Aufrechterhaltung von Immuntoleranz gegenuber sich selbst und harmlosen fremden
Antigenen eine Schaltstelle dar. Die Mehrheit der Foxp3+ Tregs wird wahrend der
Thymusentwicklung erzeugt und durch spezielle Tregs, die gegen Kommensale und
Nahrungsmittelantigene gerichtet sind, erganzt. Diese Erweiterung des Foxp3+ Treg-
Pools wird durch periphere Umwandlung von herkdbmmlichen naiven Foxp3— CD4+ T-
Zellen in Foxp3+ Tregs erreicht. Tatsachlich ist diese de novo Induktion von Foxp3+
Tregs im intestinalen Immunsystem besonders effizient. Innerhalb einer Studie

(Publikation 7) wollten wir nun nachweisen, welchen Einfluss die Stromazellen der

mLN auf die Induktion von Tregs haben. Zunachst konnten wir zeigen, dass
regulatorische T-Zellen im mLN im Vergleich zum pLN zu einem hdheren Prozentsatz
induziert werden. Die Mikroumgebung innerhalb des LN hat somit einen
entscheidenden Einfluss auf die Differenzierung von Immunzellen. Um nun
festzustellen, welche Zellen des LN fur diese erhdhte de novo Induktion der Tregs
verantwortlich sind, wurden Lymphknotentransplantationen durchgefuhrt. So wurden
zum einen die pLN in das drainierende Gebiet des Darmes transplantiert, aber auch
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mLN in das drainierende Gebiet der Haut. Die Transplantationen zeigten, dass
Stromazellen des mLN die Foxp3+ Treg-Induktion unabhangig von der LN-Lokalisation
unterstutzen. Diese Aktivitat war selbst Wochen nach der Operation des
transplantierten LN nachweisbar, was darauf hindeutet, dass Stromazellen stabil mit

einzigartigen ,ortsspezifischen“ Eigenschaften ausgestattet sind.

Als mogliche Kandidaten fur die Induktion von Tregs sind Gene der Aldh Familie
bekannt. Diese Gen-Familie wird, verglichen mit pLN Zellen, starker von DC und
Stromazellen im mLN exprimiert. Fur die Induktion von Tregs ist TGFf3 essentiell, da
es ein wichtiger Regulator der Signalwege ist, die die Expression und die suppressive
Funktion von Foxp3 initieren und aufrechterhalten 8. Um nun den Einfluss von
Stromazellen auf die Induktion von Tregs zu untersuchen, wurden naive T-Zellen mit
Stromazellen des mLN oder pLN unter Zugabe von TGFB und/oder Retinol ko-
kultiviert. mLN Stromazellen fihrten in diesem in vitro Assay zu einer erhdhten
Induktion von Tregs, wohingegen die zusatzliche Gabe von TGFf und/oder Retinol
keine Auswirkung hatte. Dies zeigt, dass mLN Stromazellen einen direkten Einfluss
auf die Differenzierung von T-Zellen und somit auf die regulatorische Funktion des LN

haben.

Allerdings war die direkte Auswirkung der Stromazellen auf die Treg-Induktion in vitro
gering, dementsprechend sollte ein indirekter Einfluss von Stromazellen auf die T-Zell-
Reaktion durch die Modulation von DC untersucht werden. Dazu stellten wir zunachst
durch die Verwendung von CD11cDTR-Mausen fest, dass DC bei der Treg-Induktion
eine entscheidende Rolle spielen. Durch die DC-Depletion war die Induktion von
Foxp3+ Tregs fast vollstandig aufgehoben. Zusammengenommen legen diese
Ergebnisse nahe, dass DC flr die in vivo Treg-Induktion unbedingt erforderlich sind.
Welche Faktoren Stromazellen dazu befahigen, bei der Treg-Induktion mitzuwirken,
war bisher unklar. Um dies zu ermitteln, haben wir zunachst die Rolle des Vitamin A
untersucht, da sowohl DC als auch Stromazellen des mLN das Enzym RALDH2
produzieren. Vitamin A wird zunachst reversibel zu Retinol oxidiert, und anschliel3end
durch drei Aldehyd-Dehydrogenasen Aldh1a1 (RALDH1), Aldh1a2 (RALDH2) und
Aldh1a3 (RALDH3) irreversibel zu Retinsdure umgewandelt 8> 83, Retins&ure
wiederum spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation von CCR9 und o4p7 Integrin
aber auch bei der Induktion von Tregs. Nach Transplantation von mLN in das

drainierende Gebiet der Haut von Tieren, die eine Vitamin A-freie Diat erhalten hatten,
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konnten wir keine Unterschiede in der de novo Induktion von Tregs im Vergleich zu
mLN mit einer Vitamin A-enthaltenden Diat feststellen. Vitamin A scheint somit keinen
Einfluss auf die durch Stromazellen induzierte Treg-Induktion zu haben. Im nachsten
Schritt sollte untersucht werden, ob der Kontakt zu Antigenen der Kommensalen eine
Rolle bei der de novo Erzeugung von Foxp3+ Tregs spielt. Dazu wurden mLN von
keimfreien Tieren in das drainierende Gebiet der Haut transplantiert. Diese
regenerierten LN waren nicht mehr in der Lage, eine vergleichbare Treg-Induktion zu
bewirken im Gegensatz zu mLN aus Tieren, besiedelt mit einer endogenen Mikrobiota.
Somit konnten wir die Mikrobiota als kritische Komponente fur die Pragung von mLN-

Stromazellen identifizieren.

In einer weiterflhrenden Studie (Publikation 3) sollte nun zum einen der

Zusammenhang der Mikrobiota auf die Funktion der Stromazellen und hier im
speziellen die Induktion von Tregs untersucht und zum anderen der Stromzelleinfluss
auf DC genauer analysiert werden. Die Verbindung zwischen Stromazellen und der
Mikrobiota konnten wir durch die Transplantation der mLN von Tieren
unterschiedlichen Alters (neonatal, 10, 24 und 60 Tage alte Tiere) aufzeigen. Die mLN
hatten unterschiedlich lange Kontakt zur Mikrobiota des Spendertieres, wodurch ein
Prageprozess der mLN Stromazellen durch Antigene der Mikrobiota stattgefunden
haben konnte. Durch diese Transplantationsexperimente konnten wir zeigen, dass der
Prageprozess zur de novo Induktion von Tregs bereits in der Neugeborenenphase
stattfindet, zu einer Zeit, in der die Kolonisierung des Darms mit Kommensalen beginnt.
Diese Pragung des mLN-Stromazellkompartiments fuhrt spater im Leben zu einer
Resistenz gegen entzundliche Storungen. Dies konnte Uber die Infektion mit dem
gramnegativen Pathogen Yersinia pseudotuberculosis, aber auch durch die Induktion
einer intestinalen Entzliindung Uber die Gabe von Dextran Natrium Sulfat (DSS)
nachgewiesen werden. Obwohl es zu hochgradigen Veranderungen des
Stromazellkompartiments und dessen Aktivierung kommt, bleibt die Fahigkeit der
Treg-Induktion weiterhin vorhanden. Stromazellen zeigen nach dem Kontakt zur
Mikrobiota einen stabilen tolerogenen Phanotyp, der selbst inflammatorischen

Stoérungen standhalt.

Ein weiterer Schwerpunkt der Studie war die Ermittlung einer moglichen

Kommunikation der Stromazellen mit DC zur Induktion von Tregs. Wie aus der
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vorangegangenen Studie zu erkennen war, scheinen Stromazellen tGber DC die Treg-
Induktion zu beeinflussen. Nun sollte geklart werden, ob Stromazellen sowohl
migrierende DC (migDC) als auch residente DC (resDC) verandern konnen. Dazu
wurden mLN in das drainierende Gebiet der Haut transplantiert und sowohl
migrierende DC als auch residente DC isoliert. Mittels Transkriptomanalyse durch ,low
input RNA-Sequencing” konnten wir zeigen, dass mLN-Stromazellen residente DC auf
molekularer Ebene verandern und so ihre immunmodulatorischen Eigenschaften
beeinflussen kdnnen. Eine gemeinsame Kultur von T-Zellen mit migDC oder resDC
isoliert aus nicht transplantierten mLN oder transplantierten mLN zeigte, dass beide
DC Populationen direkt aus den nicht transplantierten mLN isoliert, aber auch resDC
aus transplantierten mLN in der Lage waren, de novo Tregs zu induzieren. Durch eine
.,Gene Ontology“-Analyse konnte in resDC eine erhohte Expression von Bmp2
(knochenmorphogenetisches Protein 2) festgestellt werden. Ob und inwiefern Bmp2
bei der Treg-Induktion durch resDC eine Rolle spielt, wurde ebenfalls in vitro unter
Zugabe von BMP2 oder dessen Antagonisten Noggin untersucht. Die Zugabe von
Noggin fihrte bei mLN resDC zu einer verschlechterten Kapazitat, Tregs zu
induzieren, wohingegen die Zugabe von BMP2 eine erhdhte Treg-Induktion hervorrief.
Somit bietet die Kommunikation von mLN-Stromazellen und residenten DC einen
robusten Regulationsmechanismus fur die Aufrechterhaltung der Darmtoleranz und

somit zur Induktion von regulatorischen T-Zellen.

Nicht nur bakterielle Antigene sondern auch Nahrungsbestandteile gelangen Uber das
Lymphgefalisystem vom Darm in die mLN. Nahrstoffe, einschliellich Lipide, werden
im Darm von Enterozyten absorbiert und in Chylomikronen umgewandelt.
Chylomikronen gelangen in die LymphgefalRe und werden spater ins Blut transportiert.
Kommt es allerdings zu einer erhohten und andauernden Fettaufnahme fuhrt dies zu
Beeintrachtigungen der Lymphgefalle und zur LN-Atrophie. Die spezifischen
Veranderungen der Mikroarchitektur von mLN wahrend einer andauernd hohen

Lipidzufuhr waren der Gegenstand von Publikation 2. In dieser Studie wurden

Stromazellen des mLN von Mausen, denen 10 Wochen lang eine fettreiche Diat
verabreicht wurde, genauer analysiert. Transmissionselektronenmikroskopie
ermoglichte die ldentifizierung von Lipidtropfchen verschiedener Zellen und
Kompartimenten des mLN. So konnten wir sowohl im subkapsularen Sinus in

Makrophagen als auch in Lymphendothelzellen und marginalen Retikulumzellen
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vermehrt Lipidtropfen nachweisen. Jedoch zeigten Stromazellen des Kortex wie auch
des Parakortex keine erhohte Zahl an Lipidtropfen oder andere morphologische
Veranderungen. Diese konnten wir allerdings in der interfollikularen Region des mLN
nachweisen, dort waren vermehrt Lipidtropfen und vergréRerte interzellulare Abstande
nach 10 Wochen fettreicher Nahrung festzustellen. Ebenfalls in der
paracorticomedullaren Ubergangszone und der Medulla konnten wir FRC als auch
sinusoidale Retikulumzellen als Lipidtropfen-tragende Zellen identifizieren. In
Lymphozyten, DC oder Blutendothelzellen konnten hingegen keine Lipidtropfen
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse legen nahe, dass Anderungen in der
Mikroarchitektur und eine erhdhte Akkumulation von Lipidtropfchen in Stromazellen
und Makrophagen die immunologische Funktion von mLN beeinflussen kdnnten.

Um dieser Annahme weiter nachzugehen, wurde die immunologische Funktion der
mLN nach fettreichen Diat (HFD) genauer  untersucht. Mittels
Hypersensitivitatsreaktionen in Mausen wurde untersucht, ob diese Reduktion und die
Einlagerung der Lipidtropfen einen Einfluss auf die immunologische Funktion des mLN

bezlglich der oralen Toleranzinduktion hat (Publikation 8). Diese allergische Reaktion

des verzogerten Typs (Typ IV-Allergie) wird durch sensibilisierte T-Zellen vermittelt,
welche proinflammatorische  Zytokine ausschatten und so Uber eine
Makrophagenaktivierung eine Entziindungsreaktion hervorrufen. Die Symptome treten
verzogert nach Antigen Kontakt erst 24-48 Stunden spater auf. In dieser Studie wurde
diese allergische Reaktion durch eine subkutane Applikation des
Nahrungsmittelantigens OVA in das eine Ohr der Mause ausgeldst. Zur Kontrolle und
zum Ausschluss moglicher Reaktionen auf die Applikation selbst wurde PBS in das
andere Mausohr appliziert. Die daraus resultierenden Ohrschwellungen der Mause
wurden 48 Stunden nach Applikation bestimmt. Zwischen den OVA-nicht-tolerierenden
und den OVA-tolerierenden Mausen unter fettreduzierter Diat (LFD) konnte ein
signifikanter Unterschied beobachtet werden. Die Mause unter HFD lieRen
wahrenddessen nur einen abgeschwachten Unterschied zwischen den behandelten
Gruppen erkennen. Dies war sowohl auf eine geringere Immunreaktion der OVA-nicht-
tolerierenden Tiere als auch auf eine erhdhte Immunreaktion der OVA-tolerierenden
Mausen zurtckzufuhren. AuRerdem wiesen die OVA-nicht-tolerierenden LFD-Mause
im Vergleich zu den OVA-nicht-tolerierenden Mausen unter HFD eine reduzierte
Hypersensitivitatsreaktion auf. Ob diese Veranderung der oralen Toleranz reversibel
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ist, wurde untersucht, indem ein Futterwechsel von einer 10-wdchigen
hochkalorischen Ernahrung vor der Toleranzinduktion zu einem Standardfutter
erfolgte. Unter dem Standardfutter begannen die Gewichtsverlaufe der LFD- und HFD-
Mause zu konvergieren, sodass bereits nach 4 Tagen kein signifikanter Unterschied
mehr im Vergleich der Gruppen nachgewiesen werden konnte. Nach einer
Toleranzinduktion wiesen beide Standardfuttergruppen einen Unterschied zwischen
den OVA-nicht-tolerierenden und den OVA-tolerierenden Mausen unabhangig davon
auf, mit welcher Diat sie zuvor behandelt worden waren. Der Futterwechsel auf das
Standardfutter bewirkte somit die Wiederherstellung der normalen Toleranzinduktion
bei den HFD-Mausen. Dies deutet darauf hin, dass die beobachteten Veranderungen

reversibel sind.

In einem letzten Schritt der Studie wurde untersucht, ob die Veranderung der
Mikroumgebung des mLN einen Einfluss auf die Adipositasentwicklung hat, da im mLN
Gene des Lipidmetabolismus stark exprimiert werden. Nach Transplantation des pLN
oder des mLN in das Mesenterium und einer Regenerationsphase von 8 Wochen
wurden auch diese Tiere einer hochkalorischen Diat ausgesetzt. Diese hatte jedoch
keinen Einfluss auf die Zellpopulationszusammensetzung. Nach einer
Toleranzinduktion der pLN transplantierten (pLNtx) Tiere konnte bei den pLNtx-HFD-
Mausen ein Unterschied zwischen der nicht-tolerisierten und der tolerisierten Gruppe
in der Hypersensitivitatsreaktion ausgemacht werden, wohingegen bei mLNtx-HFD-
Mausen kein Unterschied zwischen den Tieren nachgewiesen werden konnte.
Weiterhin war im Serum der pLNtx HFD Tiere ein erhdOhtes antigenspezifisches 1gG3
Level nachweisbar. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Mikroumgebung
einen Einfluss auf die Entwicklung der oralen Toleranz bei Adipositas hat. Dies deutet
auf eine eingeschrankte Funktion der Stromazellen innerhalb des mLN aufgrund einer
erhohten Lipidaufnahme hin.

Neben der Induktion von oraler Toleranz ist eine weitere Funktion der mLN die
Regulation von Immunantworten. Diese Regulation kann unter anderem durch die

Induktion von Tregs stattfinden (Publikation 7). Tregs exprimieren das regulatorische

Zytokin IL-10, wodurch eine proinflammatorische Immunantwort gehemmt wird. Fehlt
IL-10 kann eine Immunreaktion gegen ein darmspezifisches Antigen wie z. B.

Lipopolysaccharid nicht unterbunden werden und es folgt eine Darmentziindung. In
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dieser Studie (Publikation 9) wollten wir den Einfluss von mLN Stromazellen auf die

Entstehung von Darmentzindungen untersuchen. Dazu haben wir gesunde Tiere und
colitogene Tiere sowohl systemisch als auch regional auf Entzindungszeichen
untersucht. Colitogene Tiere zeigten im Serum und im Intestinaltrakt vermehrt
Entzindungszeichen. Weiterhin wiesen Stromazellen des mLN einen aktivierteren
Zustand auf; dies konnte durch die Expression von z. B. MHCII nachgewiesen werden.
Nach der Isolation von Stromazellen aus den Kolon-drainierenden und den Dunndarm-
drainierenden mLN von gesunden oder colitogenen Tieren, konnten wir eine erhdhte
Expression von verschiedenen Chemokinen (Ccl/2, Ccl7 und Cxcl16) vor allem bei
Stromazellen des Kolon-drainierenden LN von Tieren mit einer Darmentzindung
detektieren. Ob diese Zytokine eine Rolle bei der Pragung von T-Zellen spielen, sollte
im nachsten Schritt analysiert werden. In vitro Stimulationsexperimente mit isolierten
T-Zellen zeigten allein bei CCL5 und CCL7 Unterschiede in der Aktivierung. Andere
Studien konnten hingegen eine Rolle von CCL2 auf Plasmazellen zeigen.

Aus vorherigen Versuchen wissen wir, dass die Mikroumgebung des LN eine
entscheidende Rolle bei der Induktion von Immunantworten spielt. Dies fuhrt im pLN
zu einer veranderten Lymphozytenpopulation, wie z. B. eine geringere Induktion von
Tregs oder eine verstarkte Differenzierung von IgG+ Plasmazellen (siehe Publikation
7 + 8) im Vergleich zum mLN. In dieser Studie wollten wir die Frage beantworten, ob
Stromazellen des LN an der Entwicklung einer Darmentzindung beteiligt sind.
Innerhalb dieser Transplantationsexperimente konnte im Kolon von pLN-
transplantierten Tieren eine abgeschwachte Entzindungsreaktion im Vergleich zu den
Kontrolltieren detektiert werden. pLNtx Stromazellen zeigten eine verringerte
Aktivierung im Vergleich zu Stromazellen des mLNtx wahrend einer Darmentzindung.
Diese Untersuchung gibt somit erste Hinweise darauf, dass Stromazellen des mLN
und hier insbesondere die des Kolon-drainierenden mLN wesentlich zur

Aufrechterhaltung der intestinalen Homdostase beitragen kénnen.

10.1 Ausblick ,drainierendes Gebiet"

Sowohl wir als auch andere Gruppen konnten durch Einzelzellsequenzierung weitere
Untergruppen zu den bereits bekannte LEC, BEC, MRC, FDC und FRC in der
Stromazellzusammensetzung  nachweisen.  Durch  elektronenmikroskopische

Aufnahmen konnten wir Stromazellpopulationen in unterschiedlichen Bereichen des

39



LN darstellen, allerdings konnten diese Populationen bisher nur schwer oder gar nicht
morphologisch-sequenzspezifisch in Verbindung gebracht werden. Auch die Funktion
der verschiedenen Populationen ist bisher unklar. Ein Problem im Mausmodell ist,
dass die mLN nicht aus einem einzigen LN, sondern aus einer Kette von LN bestehen.
Housten et al. und Esterhdzy et al. konnten zeigen, dass diese Einzel-LN
unterschiedliche Bereiche des Darms drainieren und somit die Funktionen der Einzel-

mLN unterschiedlich sein kdnnen 46. 84,

In den nachsten Studien wollen wir uns zunachst auf die Funktion der Einzel-mLN
konzentrieren und herausfinden, welche Rolle die Kolon-drainierenden mLN auf die
Entstehung einer Darmentzindung ausiben. Auch hier wollen  wir
Einzelzellsequenzierungen vornehmen, um immunologisch wichtige Signalwege der
Kolon-drainierenden im Gegensatz zu den Duidnndarm-drainierenden mLN
aufzuzeigen. So scheinen die Dunndarm-drainierenden mLN eine eher regulatorische
Funktion auszulben, wohingegen der Kolon-drainierende mLN eher inflammatorische

Funktionen zeigt.

40



11. Schlussfolgerung

Die hier prasentierte Arbeit hatte zum Ziel, aufzuzeigen, welchen Einfluss
Stromazellen auf die morphologischen und immunologischen Eigenschaften der LN
haben. Stromazellen, die das Grundgerust der LN aufbauen, konnten dabei
ausgehend von den bereits bekannten Populationen in weitere Subpopulationen
unterteilt werden. Der regenerative Charakter der Stromazellen wurde in Hinblick auf
die vollstandige Neubildung eines LN aus Einzelzellen untersucht. Dabei stellte sich
heraus, dass der Stromazell-Stromazell-Kontakt von wesentlicher Bedeutung ist, um
das Mikromilieu des drainierenden Gebietes aufrecht zu erhalten. Bleibt dieser
Zellkontakt erhalten, spielen verschiedenste Chemokine eine entscheidende Rolle im
Wiederaufbau der Kompartimente. Stromazellen kdonnen weiterhin durch aullere
Einflusse wie z.B. eine fettreiche Ernahrung beeinflusst werden, wodurch ihre
immunologische Funktion, die Induktion aber auch die Unterdrickung einer
Immunreaktion, gestort wird. Dies macht deutlich, wie entscheidend Stromazellen des
LN nicht nur fir den morphologischen Aufbau, sondern auch fur die immunologische

Funktion sind.
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