Lymphozyten

Lymphozyten sind die wandelbarsten Zellen des Korpers. Von den unterschiedlichen Zelltypen ist nur die

Plasmazelle nicht mitosefihig. Normabweichung der Morphologie sind bei der Reaktion auf Erkrankungen

und bei neoplastischen Erkrankungen zu beobachten. Wihrend bei Neoplasien ein uniformes Aussehen der
Zellen charakteristisch ist, sind bei reaktiven Krankheitsbildern vielféltige Morphologien obligat. Diese
Tatsache bedingt, dass bei der Differenzierung des Blutausstriches die Nomenklatur eine Unterscheidung
in typische Lymphozyten (Standardlymphozyten) und atypische Lymphozyten fordert. Dabei werden die
atypischen Zellen weiter unterteilt in: vermutet reaktiv und vermutet neoplastisch.
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Der Standardlymphozyt gilt als morphologisch unauffillig und hat folgende Merkmale. Er ist rund 10 Mikro-
meter grol3 und hat einen Kern von der GroBe eines normalen Erythrozyten. Das Chromatin ist heterogen und
zeigt schollige Strukturen. Das Plasma ist schmal, deutlich begrenzt und von hellblauer bis basophiler Farbe.
Bis zu 10 % der Zellen konnen eine azurophile Granulation besitzen. Die Kernformen variieren und kénnen
rund, oval, nierenférmig oder gebuchtet sein.



Standardlymphozyt

Anmerkung: Bei Anfertigen eines Fotos muss entschieden werden, ob beispielsweise der Fokus im Chroma-
tin oder auf der Granula liegt. Um diese Strukturen besser zu verdeutlichen, wird mit der Aperturblende die
Lichtbrechung manipuliert. Dabei werden gebrochene Strukturen nicht immer farbecht dargestellt. Das Opti-
mum von Beleuchtungsstrahlengang und Abbildungsstrahlengang wird zugunsten der Mikroskopkamera ver-
dndert, da hier das Licht erneut gebrochen wird. Deshalb zeigt der Lymphozyt rechts oben nur noch eine ob-
jektdhnliche Granula, die grober und dunkler wirkt als beim Blick durch das Okular.




Standardlymphozyt
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- LGL-Zelle

Die Abkiirzung LGL steht fiir
large granular lymphozytes.




Atypische Lymphozyten (vermutlich reaktiv)

Zellen mit charakteristischen Abweichungen vom Aussehen des Standardlymphozyten.



Weitere Fotos von vermutlich reaktiv verdnderten Lymphozyten
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Lymphozyten im Liquor cerebrospinalis

Rund 70 Prozent der schitzungsweise 460 x 10° Lymphozyten eines Erwachsenen verteilen sich auf die lym-
phatischen Organe und erfiillen hier immunologische Funktionen. Die verbleibenden Lymphozyten sind zu 4
Prozent im Blut und zu 10 Prozent im Knochenmark enthalten. Im Bindegewebe lagern die verbleibenden

15 Prozent dieser Immunzellen. Der Liquor zerebrospinales ist sehr zellarm (4Mpt/l) und enthilt beim Gesun-
den Lymphozyten. Bestimmte Erkrankungen gehen mit einem Anstieg der Zellzahl und morphologischen
Verianderungen einher. Hier sind Lymphozyten und aktivierte Lymphozyten (Pfeile) abgebildet. Aktivierte
Lymphozyten der Liquorzytologie entsprechen atypisch reaktiven Lymphozyten des Blutes.




Atypische Lymphozyten (vermutlich neoplastisch)
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Die beiden Fotos zeigen Lymphoblasten bei der akuten lymphyatischen Leukémie.



Atypische Lymphozyten bei Haarzellleukdmie




Lymphoblasten
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\‘l 1) drei Blasten bei akuter lymphatischer Leukdamie

2) Blast im Liquor zerebrospinales

3) Lymphoblast und Erythroblast im Blut

4) Blasten mit prominenten Kernkorperchen
bei akuter lymphatischer Leukémie




Vergleich von Zelltypen

c
O

e

-

Lymphoidzelle im Liquor Haarzelle im Blut
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Lymphoblast im Liquor Prolymphozyt im Blu



Vergleich von Zelltypen 1




Vergleich von Zelltypen 2
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Die Zellen haben Gemeinsamkeiten betreffs ithrer Gréf3e und der Kern-Plasma-Relation. Sichtbare Unter-
schiede bestehen im Farbton des Plasmas und der Struktur des Chromatins.



Vergleich von Zelltypen 3

Lymphozyten
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Monozyten

| %ymphozyten

Monozyten
Die Fotos der Lymphozyten und Monozyten sollen die Variabilitdt der Zellen verdeutlichen.



Vergleich von Lymphozyt und Riesenthrombozyt

Riesenthrombozyt und zwei reaktive Lymphozyten im Blutausstrich bei chronisch myeloischer Leukidmie.

Im Foto mit stirkerer Auflosung konnen die Unterschiede studiert werden. Der Kern der aktivierten Zelle

hat zahlreiche kleine Einbuchtungen und ein inhomogenes Chromatin mit dunklen Bereichen. Die Granula
des Thrombozyten ist gleichzeitig diffus rétlich-violett mit groberen Anteilen im blau-violetten Farbton.
Durch die Art der Lagerung der Granula und ihr groBes Volumen besteht eine geringe Ahnlichkeit zu einem
Zellkern. Die Kernmembran des Lymphozyten macht den Unterschied jedoch sehr deutlich. Die Begrenzung
des Plasmas ist beim Lymphozyten deutlich und scharf. Beim Thrombozyten ist sie unscharf und verwaschen.



Lymphozyten im Gewebe
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Immunhistologisches Priparat des humanen Dickdarms. Zu sehen ist der Teil einer Krypte sowie Lympho-
zyten in der Mukosa. Die T-Lymphozyten sind am CD-3-Hilfrezeptor antikdrpermarkiert und erscheinen
im mikroskopischen Bild im braunen Farbton.

T-Zelle bei der Migration
im Mukosaepithel. CD-20-markierte B-Lymphozyten lagern in der Submukosa des
Dickdarms.



Lymphatisches Gewebe

Follikel eines Lymphknotens mit
markierten B-Lymphozyten. Im
Zentrum des Knotchens sind die
im roten Farbton markierten Zellen
gut zu beobachten. In dem gelb
gekennzeichneten Areal lagern vor-
wiegend T-Zellen.

Im Zentrum des Follikels lagern die
meisten der rot markierten Zellen.

Der verwendet Marker hebt alle
Zellen hervor, die sich in der Teilung
befinden. Aktivierte B-Zellen teilen
sich unter Rekombination der variab-
len Teile der leichten und schweren
Ketten. Die Moglichkeiten der Neu-
kombination betrdgt 1 900 000. Diese
wird durch somatische Hypermutation
auf eine Diversitit von 10" gesteigert,
weil das Enzym (activation induced
cytidine desmidase) in den Immunglo-
bulin-Genen Punktmutationen erzeugt.

T-Lymphozyten mit CD-8-Rezeptor sind durch einen Anti-
korper markiert und durch die anschlieBende histochemische
Reaktion rot geférbt.

Zellen mit CD-8-Rezeptor erkennen virusinfizierte Korperzel-
len und zerstoren diese durch Freisetzung von Enzymen. Fiir
diese Enzyme wurde der Terminus Granzyme eingefiihrt, er
bezieht sich auf die Granula der Effektorzelle und die daraus
freigesetzten Enzyme. Ein zytolytisches Enzym ist das
Perforin.



Lymphatisches Gewebe
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1 Das Foto zeigt einen Ausschnitt
® des lympho-epithelialen Gewe-
beverbandes der Gaumenmandel.
Naive B-Lymphozyten wandern
durch das mehrschichtige Platten-
epithel. Mit der Markierung
des CD-20-Rezeptors sind die
4 B-Zellen am roten Farbton zu er
kennen. Naive B-Lymphozyten
— sind Zellen ohne Antigenkontakt.
Durch einen Antigenkontakt
werden die naiven Zellen zu jenen
B-Lymphozyten, die zur Affinitéts-
reifung fahig sind. Durch die
Affinitétsreifung entstehen Anti-
korper mit hoher Affinitét.

Im Mark eines humanen Lymph-
knotens sind Plasmazellen zu
beobachten. In der stirker aufge-
- 1osten Detailaufnahme ist der
charakteristische Hof am exzen-
trisch lagernden Zellkern gut zu
sehen.




Lymphatisches Gewebe

Weigert van Gieson geférbter Paraffinschnitt
einer humanen Tonsilla palatina.

In den Follikeln prasentieren Makrophagen
aufbereitete Epitope von Mikroorganismen
tiber MHC-II-Rezeptoren.

Digital bearbeitet Aufnahme eines
Makrophagen bei der Interaktion mit
T-Lymphozyten.




Chemotaxis und Migration

HE-Préparat einer humanen Gallenblase bei zwei Auflésungen. In dem subepithelialen Bindegewebe lagern
reichlich Immunzellen. Granulozyten sind bis in den apikalen Bereich des hochprismatischen Epithels ge-
wandert. Das Epithel ist hypereosinophil mit verwaschen und gequollenen Kernen. Das Chromatin ist nicht
mehr differenzierbar (Vergleich mit dem Foto links unten). Im Foto unten rechts sind im Bindegewebe zahl-
reich Plasmazellen differenzierbar.
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PAS-Reaktion und Kernfiarbung mit Himalaun
am selben Préparat wie oben ausgefiihrt. Im

' Bindegewebe konnen PAS-positive Plasmazellen
Foto eines HE-Priparats der gesunden Gallenblase. ~ beobachtet werden.



Grafische Darstellung zur Chemotaxis

Dargestellt ist ein Defekt in der Oberhaut und das Eindringen von Bakterien. Blaue Punkte symbolisieren

die Komplementproteine C3a und C5a, die chemotaxtisch wirken und Immunzellen zum Ort des Defektes
mit der Bakterieninvasion locken.

h %% - .'1L
§r -t‘ "Chematax:s 3
" A @ ‘ *.' ..
AL A :
L ~‘> g)fhp@ment-,,.
< $ 4 roteine im . =

£a \{* quegewebe

Makrophage
inkorporierten
Bakterien



T-Zell-Entwicklung

Die Bildung der T-Zellen erfolgt im Knochenmark. Sie verlassen das Knochenmark als T-Vorlduferzellen und
reifen im Thymus zu T-Helferzellen (CD,4) und zytotoxischen Zellen CDyg).
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T-Vorlduferzellen

naiv

Th MUS i

Die T-Vorlduferzellen werden im Thymus durch negative und positive Selektion geprigt. Lediglich 5 % der
T-Vorlduferzellen verlassen als naive T-Helferzelle bzw. zytotoxische Zelle den Thymus. Alle anderen Vor-
lauferzellen mussten sterben, weil sie nicht zwischen selbst und fremd unterscheiden konnten oder die not-
wendige Toleranz zu den Korperzellen unzureichend war.

T-Zellen ohne Antigenkontakt werden als naive T-Helferzelle bzw. naive zytotoxische Zelle bezeichnet. Der
Kontakt mit einer dendritischen Zelle fiihrt zur Aktivierung. Aktivierte zytotoxische Zellen konnen prolifer-
ieren und eine klonale Expansion (mitotische Vermehrung) ausfiihren. Sind ausreichend viele Tochterzellen
entstanden, so werden sie als zytotoxische Effektorzellen aktiv.

Dendritische Zellen kommen iiberall im Korper vor. Sie phagozytieren \
Pathogene und prisentieren deren Antigenpeptide.
Dendritische Zellen sind die wichtigsten antigenpridsentierenden Zellen
(APC). Sie konnen T-Helferzellen und T-Killerzellen aktivieren, da sie
MHC-I- und MHC-II-Molekiile besitzen. Dendritische Zellen vagabundieren
durch den Organismus. Im mehrschichtigen Plattenepithel der Haut und
Schleimhaut werden sie auch als Langerhans-Zellen bezeichnet.

Immunbhistologische Markierung von Langerhans-Zellen in
einem Préparat der humanen Haut. Die Kerne sind mit
Hémalaun gefiarbt.




Effektorfunktion von T-Zellen

TNF-alpha IL-17, 11-6,
IFN-gamma Trtd-a 13 TFN-alpha
Makrophagen- Aktivierung Unterstiitzung der
aktivierung B-Lymphozyten Abwehrreaktion

Ig Klassenwechsel

Makrophagenprisentation und Makrophagenaktivierung

Interaktionen:

1. MHC-II und TCR

2. CD4u1‘1d MHC-II

3. Hilfsrezeptoren CDound LFA-3 ...

TNF-alpha
IFN-gamma

Aktivierung



T-Zellrezeptor und Hilfsrezeptoren

Der T-Zellrezeptor dient der Interaktion mit MHC-Rezeptoren. Dabei erkennt die Helferzelle den Rezeptor
vom Typ Il und die Effektorzelle den Typ I.

T-Helferzelle Zytotoxische
1-Zelle

B-Lymphozyt jede Korperzelle
Makrophage

Der MHC-Rezeptor wird auch mit HLA (humanes Leukozytenantigen) bezeichnet. An den Hilfsrezeptoren
CD, und CDyg sind Helferzelle und zytotoxische Zelle unterscheidbar. Die zytotoxische Zelle wird auch mit
Effektorzelle benannt. Sie zerstort kranke Korperzellen, wenn diese Virusantigen prisentieren oder durch
Antikorper markiert sind. Aufgabe der Helferzelle ist die Instruktion anderer Immunzellen.



Zytotoxische Zelle (Effektorzelle)

T-Zelle

CD3 —CD3 CDg

|

Die gesunde Korperzelle prasentiert ein Protein aus ihrem
Stoffwechseln. Die vom Virus infizierte Zelle prisentiert
ein kontaktauslosendes Virusprotein.

Uber den MHC-I-Rezeptor gibt jede Korperzelle Auskunft zu ihrer Proteinsynthese. Die MHC-I-Rezeptoren
werden stindig neu gebildet und in der Zellmembran verankert. Auf diese Weise wird bei einem Virusbefall

ein Virusprotein der Effektorzelle prasentiert. Die befallene Korperzelle werden darauthin getotet, um den
Ort der Virusreplikation zu beseitigen.



Grafische Darstellung der Interaktion einer Effektorzelle

Die obere Zelle stellt eine Effektorzelle dar und die untere eine beliebige Korperzelle.




Struktur des T-Zell-Rezeptors (TCR)

Plasmamembran
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Alpha- und Beta-Kette sind durch eine Disulfidbindung verkniipft und durchdringen die Plasmamembran.

Auf einer T-Zelle befinden sich 50.000 TCR. Fiir eine Aktivierung reicht die Stimulation von weniger als
100 TCR durch antigenprasentierende Zellen.

Genomische Organisation des T-Zell-Rezeptors

Beispiel: Beta-Kette (beta chain locus mit etwa 1. 400 000 Basen)
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VDJ-Rekombination der Beta-Kette
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15.000 Basen kombinatorische Diversitit

Zufallsanordung der Gensegmente



Kombinatorische Diversitdt (VD /variable-diversity-joining)

52V x 2D x = 1352 mogliche Beta-Ketten
80V x = 4880 mogliche Alpha Ketten

1352 x 4880 = 6. 597 760 mogliche TCR (Keimbahn-DNA)

Keimbahn-DNA ist die ererbte Vielfalt an moglichen T-Zellrezpetoren.

Kombination der Gensegmente
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Diversitédt von T-Zell-Rezeptoren
(beta-chain locus und Rekombination von Gensegementen)

Junktionale Diversitdt/Verbindungsstellendiversitidt oder Verkniipfungsvielfalt

Die junktionale Diversitit beschreibt die von der Keimbahn unabhingige Vielfalt des T-Zellrezeptors durch
Verdnderung der Rekombination. Dafiir besitz die T-Zelle Rag-Proteine (Rekombination-aktivierndes Gen-
Protein).

Bei der Kopplung der Waggons (Gensegmente) werden die Verbindungsstellen stets neu gefertigt:
Verkniipfungsvielfalt. Das Peptidrepertoire durch die Verkniipfungsvielfalt wird auf etwa
10" geschitzt.



Verkniipfungsvielfalt durch Rag-Proteine

V. Dy J16 C1 D, J7-13 Co
11-ik

@ . . O_
® RSS (Rekombinations-Signal-Sequenz)

Die Proteine lagern sich in die DNA ein und erzwingen eine Haarnadelgestalt (DNA-Hairpin). Gleichzeitig
erzeugen sie DNA-Abschnitte, die unvollstindig komplementér sind (), sodass Nukleotide eingefiigt wer-

den miissen.

DNA-Liickenschluss durch die Terminale Desoxynukleotidyl- Transferase
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Terminale Desoxynukleotidyl- Transferase
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T-Zellen haben Enzyme, die eine Rekombination des T-Zellrezeptors unabhéngig von der Keimbahn ermdog-
lichen. So haben sie die Fahigkeit der Anpassung (adaptiver Teil des Immunsystems). Durch die Kombination
aus keimbahnbestimmter Vielfalt (6.597760 Moglichkeiten fiir TCR) und der keimbahnunabhéngigen Rekom-
bination wird ein TCR-Repertoire von 10'°angenommen.



Verlauf einer B-Zellantwort

Wie kommt es zu einer B-Zellantwort?  Durch Aktivierung eines B-Lymphozyten!

Wie wird ein B-Lymphozyt aktiviert? Es gibt zwei Wege: 1. Die B-Zellaktivierung durch ein Hapten,
2. Aktivierung durch die T-Helferzelle

In der Regel werden B-Lymphozyten durch T-Helferzellen aktiviert. Eine direkte Aktivierung durch das
Hapten (Epitop) ist die Ausnahme und findet bei wenigen giftigen Stoffen statt. Mit Hapten werden freie,
also nicht an MHC-Rezeptoren gebundene Epitope bezeichnet. Die Bindung durch MHC mindert Uber-
empfindlichkeitsreaktionen und allergische Reaktionen deutlich. Zudem kénnen gegen anorganische Stoffe
wie Quecksilber Antikorper gebildet werden, wenn dieses an MHC gebunden ist.

1. Aktivierung durch ein Hapten
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Die T 2-Zelle nimmt das prasentierte Molekiil entgegen und schiittet Interleukin 4 und 5 aus, die zur
Aktivigrung der B-Zelle fiihren.



2. Aktivierung durch T,2-Zelle

Antigen-
prasentatlon

Phage

Aktivierung NIL4

LA“J

B-Zelle
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In der Regel erfolgt die Aktivierung der B-Lymphozyten iiber den dargestellten Weg. Das Ziel besteht darin,

dass Antikorper als Antwort auf den antigenen Reiz gebildet werden (Immunantwort). Der Begriff Antigen
wird fiir alle Stoffe verwendet, die Antikdrper genieren konnen.

Diversitédt der Immunglobuline

VDIJ-Diversitit

Aktivierte B-Lymphozyten wandern in Lymphknoten und bilden Keimzentren. Hier teilen sich die Zellen
und fithren dabei eine Rekombination der variablen Anteile der schweren und leichten Ketten der Immun-
globuline durch. Die Neukombination fiir die VDJ-Gensegmente betrdagt 1.900 000.

schwere Kette: 40V x 25D x 6]  leichte lambda Kette: 30v x 4] leichte kappa Kette: 40V x5J

mogliche Kombinationen: 6000 120 200

6000 x 120 x 200 = 1.900 000

Junktionale Diversitit

Die Verkniipfungsvielfalt beruht auf dem Prinzip des T-Zellrezeptors.

Somatische Hypermutation

Wiéhrend der Zellteilung werden durch das Enzym AICDA (Activation Induced Cytidine Desmidase) Punkt-
mutationen in die bereits rearrangierten Ig-Gene eingefiigt. Dies fiihrt zur Affinititsreifung. Es entstehen

Antikorper mit hoher Affinitédt. Nur die affinen B-Zellen bilden einen Zellklon und wandeln sich zu Plasma-
zellen.

Die Affinitétsreifung besteht aus: Rekombination (VDJ), Verkntipfungsvielfalt (junktionale Diversitit) und
somatische Hypermutation. Gemeinsam ergeben sie fiir die Inmunglobuline eine Diversitit von 101!,

Die Zahl verschiedener Antikorper wird auf 100 000 000 000 Moglichkeiten geschétzt.



Antikorperbildung

Jede Antikorperbildung beginnt mit dem Immunglobulin der Klasse M (IgM). Durch Einwirkung von T-Zel-
len kommt es zum Ig-Klassenwechsel. Der Klassenwechsel erfolgt durch Umlagerung von Gensegmenten der

schweren Kette. Es konnen folgende Ig-Klassen gebildet werden:

IgA1 IgA2 IgE IgD IgM IgG1 1gG2

IgG

Vorkommen

IgG3 1gG4

Funktion

&& % 70-75% der Serum-Ig Makrophagenaktivierung
(plazentagingig) Komplementaktivierung
Uﬂ Nk-Zell-Aktivierung
II Antigenbindung

4 Subtypen (IgGl1 bis 4)

10% der Serum-Ig

bildet Pentamere

Komplementaktivierung
Antigenbindung

i

IgE
1% der Serum-Ig allergische Reaktion
Mastzellen

IgA1 Schleimhiute, Diinndarm ~ Makrophagenaktivierung

Tranenfliissigkeit,

\ D% Muttermulch
\ IgA2 = %ﬂ%
1l z Y 5

1% der Serum-Lg

il

Antigenbindung

noch nicht sicher
bekannt



