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Kurzfassung

Die groBlen Fortschritte in der Biologie der letzten Jahre basieren im wesentlichen auf einer Zunahme
experimenteller Daten. Zu groflen Teilen steckt die Theoriebildung noch in den Kinderschuhen. In
gewissen Bereichen, wie z.B. der Genetik oder der Evolutionsbiologie, werden zunehmend mathe-
matische Modelle zur Auswertung experimenteller Befunde herangezogen. Der Nutzen theoretischer
Biologie liegt dabei nicht nur in der Reproduktion von Experimenten, sondern auch in der Identi-
fikation komplexer Zusammenhédnge. Damit ist es moglich experimentell nicht direkt zugéngliche
Mechanismen und Fragestellungen zu untersuchen. Letztendlich fiihrt dies zu Vorhersagen iiber In-
teraktionen eines komplexen Systems, die mit gezielt entwickelten Experimenten verifiziert werden
konnen. Daraus folgend 146t sich der Informationsgewinn pro Experiment erhéhen und damit die
Zahl der Experimente reduzieren, insbesondere im Hinblick auf Tierversuche ein erstrebenswertes
Ziel. Die vorliegende Arbeit folgt dieser Philosophie in einem interdisziplindren Ansatz von Physik,
Informatik und Biologie. Ziel ist es, die Genese von priméren lymphoiden Follikeln zu verstehen.
In einem ersten Schritt werden die vorhandenen Daten iiber zelluldre und molekulare Interaktionen
verkniipft, um die grundlegenden Wechselwirkungen im primiren Follikel zu identifizieren und ein
geschlossenes Modell der Organogenese und Lymphneogenese sekundérer lymphatischer Gewebe zu
erstellen. Der folgende Schritt ist die Untersuchung bisher unbekannter Mechanismen, die die Or-
ganisation der Follikel beeinflusst. Hierzu werden Experimente vorgeschlagen, die der Aufkldrung
grundlegender Wechselwirkungen und die Regulation der Genese sekundirer lymphatischer Gewebe
dienen.

Primire lymphoide Follikel Primire lymphoide Follikel sind Teil des Immunsystems, einem kom-
plexen Netzwerk aus Molekiilen, Zellen und spezialisierten Geweben [Janeway and Travers, 1997].
Zum Schutz vor Pathogenen besitzt das Immunsystem eines multizelluldren Organismus verschiede-
ne Moglichkeiten. Da primére lymphoide Follikel nur in Sdugetieren prisent sind, soll hier nur auf
die Organisation des Sdugetier-Immunsystems eingegangen werden.

Der erste und wirksamste Schutz sind physikalische Barrieren, auch wenn sie nicht unmittelbar Teil
des Immunsystems sind. Die eigentlichen Teile des Immunsystems werden erst aktiv, wenn ein Pa-
thogen in einen Organismus eingedrungen ist. Die erste innere Verteidigungslinie stellt das innate
(angeborene) Immunsystem dar. Es besteht aus einer Reihe von Zellen und Molekiilen die in Laufe
der Evolution eine genetische vorprogrammierte Reaktion auf ein Pathogen erzeugen. Wirbeltieren —
und damit auch Sdugetieren — steht zusitzlich das adaptive (oder auch erworbene) Immunsystem zur
Verfiigung. Die Komponenten des adaptive Immunsystem unterliegen einer Art Mikroevolution. Dies
bedeutet, dass die Fahigkeiten des Immunsystems durch die erfolgreiche Bekdmpfung vorangegange-
ner Pathogene bestimmt werden. Im allgemeinen erfolgt dadurch eine Anpassung an die spezifische
Pathogenzusammensetzung der Umgebung eines Organismus. Zwei Zelltypen sind fiir die Funkti-
on des adaptiven Immunsystems essentiell: B- und T-Lymphozyten. T-Zellen sind einerseits an der
Bekidmpfung intrazelluldrer Pathogene, z.B. Viren, beteiligt und andererseits fiir die Regulierung des
adaptiven Immunsystems verantwortlich, inklusive eines Grofteils der B-Zell-abhingigen Immun-
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antworten. Die Aufgabe der B-Zellen ist im wesentlichen die Produktion von Antikérpern, die der
Bekidmpfung von Pathogen in den Korperfliissigkeiten (Blut und Lymphe) dienen. In den meisten
Vertebraten (wahrscheinlich mit Ausnahme der Klasse der Kieferlosen/Agnatha [Du Pasquier, 2005;
Kasahara et al., 2004]) ist das adaptive Immunsystem mit spezialisierten Gewebestrukturen assoziiert
— den primiren und sekundiren lymphatischen Geweben. Die primiren lymphatischen Gewebe sind
hauptséchlich fiir die Erzeugung des initialen Repertoires an B- und T-Zellen verantwortlich [Janeway
and Travers, 1997]. Dies heil}it, es wird ein breites Spektrum an Zellen erzeugt, die jeweils verschie-
denen molekulare Strukturen erkennen konnen, die nicht Teil des Organismus sind. Dies versetzt B-
und T-Zellen in die Lage, korperfremde Molekiile zu erkennen, die in der Regel mit dem Eindringen
von Pathogenen assoziiert sind.

Die sekundéren lymphatischen Gewebe dienen als Filter [Janeway and Travers, 1997], in den poten-
tielle korperfremde Molekiile (Antigene) einer gro3en Anzahl von Lymphozyten préisentiert werden.
In der Tat befindet sich der grofite Teil der Lymphozyten in diesen Geweben. Zu sekundéren lym-
phatischen Geweben zihlen die weille Pulpa der Milz, Lymphknoten, Tonsillen und die Peyer’schen
Plaques neben einigen wenigen anderen Geweben [Fu and Chaplin, 1999; Janeway and Travers,
1997]. Die sekundédren lymphatischen Gewebe in Sdugetieren zeigen eine charakteristische Morpho-
logie. B- und T-Zellen kommen in getrennten Kompartimenten vor. Die B-Zellen formen zusammen
mit follikuldren dendritischen Zellen (follicular dendritic cells - FDC) das primire lymphoide Follikel.
Jedes sekundire lymphatische Gewebe enthilt bis zu mehreren Tausend dieser sphérisch geformten
Follikel, die — weitgehenden unabhéngig von Spezies und Gewebeart — eine Grofe von einigen weni-
gen hundert Mikrometern erreichen (Tabelle 2.1). Zwischen den Follikeln befinden sich die T-Zone,
die wie der Name bereits andeutet, im wesentlichen aus T-Zellen besteht, neben einer Reihe anderer
Zellen des Immunsystems, Stiitzgewebe und Gefid3en. Im Blut zirkulierende Lymphozyten treten in
sekundire lymphatische Gewebe ein, indem sie durch die Wandungen der Blutgefdfe transmigrieren
[Janeway and Travers, 1997]. Anschliefend wandern B- und T-Zellen in die zugehdrigen Komparti-
mente ein, wo sie knapp einen Tag verweilen, bevor sie die sekundiren lymphatischen Gewebe iiber
die Lymphgefille wieder verlassen (Abschnitt 2.4). Antigene werden unter anderem durch dendri-
tische Zellen aus allen Teilen des Korpers iiber die Lymphgefidle in die sekundidren lymphatischen
GefiBe transportiert [Ferguson et al., 2004; Gretz et al., 1996]. Dies ermoglicht es den Lymphozyten,
effektiv potentielle Pathogene zu erkennen und bei Bedarf eine adaptive Immunreaktion auszuldsen.
Die Rolle der primiren lymphoiden Follikel hierbei ist zweifach. Zum ersten sind FDCs dazu pride-
stiniert B-Zellen Antigene zu prisentieren [Szakal et al., 1988]. Sollte eine B-Zell-abhingige Immun-
reaktion ausgelOost werden, wird in den priméren Follikeln eine sogenannte Keimzentrumsreaktion
initiiert [MacLennan, 1994; McHeyzer-Williams et al., 2001; Tarlinton, 1998]. Die zweite Funktion
der Follikel ist dabei die Transformation in ein sekundéres lymphoides Follikel, das ein Keimzentrum
enthilt. In den Keimzentren spielen die FDCs eine wichtige Rolle bei der Affinititsreifung, die durch
Mikroevolutionsprozess zur Verbesserung der Antikorper der B-Zellen fiihrt. Damit ist die Hauptauf-
gabe der priméren lymphoiden Follikel die Bereitstellung der FDCs, die sowohl fiir die Initiierung als
auch wihrend der Keimzentrumsreaktion von essenzieller Bedeutung sind.

Kurz zusammengefasst besteht die Organogenese sekundirer lymphatische Gewebe aus drei Phasen
[Fu and Chaplin, 1999; Halleraker et al., 1994; Hashi et al., 2001; Nishikawa et al., 2003]. In der
ersten wird das stromale Netzwerk aufgebaut und Immunzellen sind unorganisiert im Gewebe ver-
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teilt. Dies stellt die Ausgangssituation fiir die Simulationen dar. In einer nichsten Phase werden die
Gefile reorganisiert und spezielle stromale Zelltypen induziert, die auch Chemokine ausschiitten. Die
Lymphozyten zeigen hierbei ein charakteristisches Muster, dass als B-Zell-Ring bekannt ist. Hierbei
befinden sich die B-Zellen in einer Schale (in drei Dimensionen) bzw. (in einem zweidimensionalen
Schnitt) um die T-Zone in der auch alle Gefidlle zu finden sind. In der dritten und letzten Phase der
Organogenese bilden sich FDCs im B-Zell-Ring aus unbekannten Vorlduferzellen durch ein Kontakt-
signal der B-Zellen. Die FDCs produzieren das Chemokin CXCL13, dass den Rezeptor CXCRS auf
B-Zellen anspricht und diese so zur Chemotaxis in Richtung der FDCs veranlasst. Dies fiihrt letzt-
endlich zur Bildung primirer lymphoider Follikel. Wihrend der normalen Organogenese sind statt
Lymphozyten andere Zellen fiir die Organogenese verantwortlich. Dies sind 'lymphoid tissue indu-
cer cells’ die die Rolle von B-Zellen iibernehmen und dendritische Zellen (nicht zu verwechseln mit
FDCs), die sich im wesentlichen wie T-Zellen verhalten. Da die Organogenese mit experimentellen
Mitteln sich soweit verzogern lésst, dass B- und T-Zellen selbst beteiligt sind, dienen sie im Rahmen
der Arbeit als Synonyme fiir die anderen beiden Zelltypen.

Zielsetzung Ziel der Arbeit ist die Erstellung eines geschlossenen Modells der Genese von priméren
lymphoiden Follikeln. Es soll in der Lage sein, sowohl die Prozesse wihrend der Organogenese als
auch die Ergebnisse von genetischen Knockout-Experimenten zu beschreiben. Zwei Fragen stehen
hierbei im Mittelpunkt: Wie wird die GroBe eines Follikels reguliert? und Welche Mechanismen er-
zeugen die Morphologie sekundirer lymphatischer Gewebe in einem Fliegleichgewicht von Lym-
phozyten? Die erste Frage zielt auf die Beobachtung ab, dass lymphoide Follikel eine nahezu kon-
stante GroBe in allen Organismen und Geweben hat (Tabelle 2.1). Interessant ist, dass auch neu gene-
rierte Follikel im Verlauf verschiedener Autoimmunerkrankungen die gleiche Grofe aufweisen. Die
Tatsache, dass Follikel wihrend Autoimmunerkrankungen oder unter speziellen experimentellen Be-
dingungen neu entstehen, wirft die Frage nach den Mechanismen der Organogenese und Lymphneo-
genese auf. In der Vergangenheit sind bereits grundlegende Prozesse der Morphogenese entwickelt
worden [Meinhardt, 1982]. Im allgemeinen sind eine lokale Anregung und eine langreichweitige In-
hibierung fiir die Musterbildung in unterschiedlichsten Organismen verantwortlich. In dieser Arbeit
sollen die zugehorigen zelluldren und molekularen Prozesse in sekundédren lymphatischen Geweben
identifiziert werden. Dies ist besonders interessant im Hinblick auf einen bedeutenden Unterschied
der Organogenese sekunddrer lymphatischer Follikel. Das Gleichgewicht der Zellen im Gewebe wird
nicht durch eine Balance von Wachstum und Tod der Zellen verursacht, sondern durch ein Flie3-
gleichgewicht von ein- und austretenden Zellen. Von den Simulationen ausgehend sollen dariiber
Vorhersagen und geeignete Experimente erarbeitet werden, die zusitzliche Information zu den der
Organogenese sekundirer lymphatische Gewebe zugrunde liegenden Prozesse liefern.

Das Modell Fiir die Simulation der Organogenese primirer lymphoider Follikel ist ein dreiteiliges
Multiskalen-Modell entwickelt worden. Zellen werden als deformierbare Kugeln mit einer internen
Dynamik in drei Dimensionen reprisentiert. Eine Stufe des Modells beinhaltet die interne Dynamik
der Zellen. Dies sind zum Beispiel die Expressionslevel von Oberflachenmolekiilen und allgemein der
Phinotyp einer Zelle. Aulerdem gehoren interne Zeiten dazu, z.B. nach welcher Zeit eine Zelle diffe-
renziert oder, im Fall der Lymphozyten-Migration, die Persistenzzeit. Die zweite Modellstufe erfasst
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die kontaktabhingigen Zellinteraktionen, insbesondere die mechanischen Wechselwirkungen und ak-
tiven Krifte migrierender Zellen. Zur Definition eines Zellkontaktes dient die reguldre/Delaunay Tri-
angulation bzw. die dazu duale Voronoi-Zerlegung (siehe nichster Absatz) [Aurenhammer, 1991;
Okabe et al., 2000]. Die Triangulation dient im Rahmen der Simulation zur Identifikation von Nach-
barzellen und der Berechnung von Abstinden und Kontakflichen. Aus diesen Gréfen und einigen
Zell-intrinsischen Eigenschaften werden die Krifte berechnet, die eine Zelle selbst generiert, auf ihre
Nachbarn ausiibt und von ihren Nachbarn erfdhrt. Die mechanische Interaktion wird mit dem Modell
von Johnson, Kendall und Roberts fiir adhisive elastische Kugeln beschrieben [Chu et al., 2005; John-
son et al., 1971]. Fiir die wihrend der Migration der Lymphozyten auftretenden Krifte ist ein neues
Modell auf der Basis experimenteller Daten [de Bruyn, 1946; Lewis, 1931; Murray et al., 1992; Wolf
et al., 2003b] entwickelt worden. Die resultierenden Newtonschen Bewegungsgleichungen werden in
der iiberddmpften Niherung gelost [Dallon and Othmer, 2004; Schaller and Meyer-Hermann, 2005].
Die dritte Stufe des Modells beschreibt langreichweitige Wechselwirkungen durch diffundierende Si-
gnalmolekiile. Fiir die Simulation der priméren lymphoiden Follikel ist besonders die Diffusion von
Chemokinen von Interesse [Cyster, 2005]. Die Dynamik der Chemokine erfasst auch die Bewegung
der Quellen — die stromalen Zellen — und die Bindung an die Rezeptoren der chemotaktisch aktiven
Lymphozyten. Dadurch entsteht eine Reaktions-Diffusionsgleichung fiir jedes Chemokin. Das Sy-
stem der partiellen Differentialgleichungen wird auf einem Hintergrundgitter mittels einer Splitting-
Methode gelost (Abschnitt 5.6) [Karlsen and Lie, 1999; Tyson et al., 1996].

Das Modell zeichnet sich durch die Verwendung der Voronoi-Zerlegung aus. Diese wird als Zerlegung
C, des Raumes definiert [Aurenhammer, 1991; Okabe et al., 2000]:

JCi=R® mit ¢, = {xeR :lx=—cll-r2<lx=cull=r% ¥ m#n). (1)
Hierbei sind ¢, die Positionen der Zellen mit Radius r,. Dadurch wird eine von der ZellgroBe r,
abhiéngige EinfluBsphire der Zellen n definiert. Daraus lassen sich die Kontaktflichen und Kon-
taktabstinde zwischen den Zellen berechnen. Der dual Graph — die regulédre (oder auch gewichtete
Delaunay) Triangulation — kennzeichnet die Nachbarschaftsbeziehungen zwischen Zellen [Schaller
and Meyer-Hermann, 2005]. Fiir die praktische Anwendung wird die regulidre Triangulation genutzt.
Dabei wurden im Rahmen der Arbeit eine Reihe neuer Algorithmen entworfen und implementiert,
die die Simulation einer groflen Zahl von Zellen auf einem parallelen Hochleistungsrechner erlauben
[Beyer et al., 2005]. Damit konnen realistische Zellzahlen fiir das Follikel (10* — 10° Zellen [Liu et al.,
1991]) simuliert werden. Alle relevanten Prozess wie Zellbewegung, Wachstum und Zelltod konnen
durch entsprechende Operation auf die Triangulation abgebildet werden. Dadurch ist die regulire
Triangulation fiir jede Art von Partikelsimulationen auf parallelen Rechnerarchitekturen verfiigbar
geworden.

Ergebnisse Ein Resultat der Arbeit ist die Entwicklung eines neuen Modells fiir die Gewebe-
Simulation vieler Zellen in drei Dimensionen. Auf einer reguldren Triangulation aufbauend wird
damit die Simulation hochdynamischer Gewebestrukturen moglich. Die Methode zeichnet sich ins-
besondere dadurch aus, dass die Zellen des untersuchten biologischen Systems schnell migrieren
konnen. Diese schnelle Migration wurde fiir die durchgefiihrten Simulationen an aus 2-Photonen-



Imaging gewonnene Daten der B- und T-Zell-Migration angepasst [Miller et al., 2002]. Damit konnte
die Geschwindigkeitsverteilung dieser beiden Zelltypen erfolgreich mit zwei physikalischen Parame-
tern pro Zelltyp beschrieben werden [Beyer and Meyer-Hermann, 2007b].

Fiir ein vollstiandiges FlieBgleichgewicht der Lymphozyten sind Informationen iiber Zu- und Abfluss
der Zellen notig. Der Abfluss von Zellen ist noch recht spérlich experimentell untersucht. Jedoch
scheint eine Blockade bestimmter Chemoattraktant-Rezeptoren (S1P, [Matloubian et al., 2004]) den
Abfluss zu blockieren, so dass in Ergédnzung der restlichen experimentellen Daten ein Chemotaxis
in Richtung einer Abflusszone fiir Zellen angenommen wurde. Diese Zone kann mit den efferenten
lymphatischen Gefidf3en identifiziert werden. Das so entstandene Modell ist in der Lage ein in Teilen
korrektes Bild der Genese primirer lymphoider Follikel zu zeichnen. Es wurde gezeigt, dass zufillige
gebildete Aggregate aus migrierenden B-Zellen in der Lage sind FDCs zu induzieren und die Follikel-
bildung einzuleiten. Dies fiihrt im weiteren zur Separation von B- und T-Zellen in ein priméres Fol-
likel und eine T-Zone. Fiir beide Lymphozytentypen stellt sich ein FlieBgleichgewicht ein, dass eine
realistische GroBe beider Kompartimente erzeugt. Eine detaillierte Analyse offenbart jedoch eine we-
sentliche Unstimmigkeit mit experimentellen Daten. Das primére lymphoid Follikel bildet sich direkt
um die efferenten lymphatischen Gefid3en. Dies jedoch widerspricht den experimentellen Befunden.
Efferente lymphatische Gefille ebenso wie das lymphatische Endothel der sekundéren lympatischen
Gewebe sind im allgemeinen nur in der T-Zone aber nicht in den Follikeln zu finden [Belisle and
Sainte-Marie, 1981a,b,c,d,e, 1990; Belisle et al., 1982; Sainte-Marie et al., 1981]. Dieses Problem
lasst sich weder durch ein von den lymphatischen Gefiden entfernt vorgeformtes Follikel 16sen, noch
durch die Variation der Entfernung zwischen Einfluss und Abfluss der Lymphozyten.

Ein erster Schritt zur Losung der falschen relativen Position von Follikel und lymphatischen Endothel
besteht darin die Lymphangiogenese negativ an die Entstehung von FDCs zu koppeln. Das heil3t, dass
die Generierung der FDCs eine Riickbildung des lymphatischen Endothels der Umgebung verursacht.
Diese Vorhersage lésst sich experimentell {iberpriifen. Eine Moglichkeit ist die Beobachtung des lym-
phatischen Endothels wihrend der Organogenese mit Markern wie LYVE-1, D6 und VEGFR-3 [Hong
et al., 2004]. Ebenso ist die Anwendung von Angiostatika (die moglicherweise auch die Bildung von
Lymphgefifen beeinflussen) wihrend Rekonstituierungsexperimenten von Knockout-Méusen denk-
bar, deren sekundire lymphatische Gewebe nur unvollstindig ausgebildet sind. Die nachtréglich ge-
bildeten Follikel sollten dann lymphatisches Endothel enthalten.

Die Dynamik des lymphatischen Endothels offenbart eine Reihe weitere Details der Follikelbildung.
Zum ersten ist eine Chemotaxis in Richtung des Endothels (durch S1P [Cyster, 2005]) eher unwahr-
scheinlich, da es mit der Morphologie des Follikels interferiert, indem dessen Rand nicht mehr klar
von der T-Zone separiert ist. Das gleiche Argument gilt in Bezug auf die chemotaktische Antwort von
B-Zellen auf Chemokine der T-Zone. Letzteres wird bereits durch experimentelle Befunde gestiitzt
[Breitfeld et al., 2000; Roy et al., 2002].

Da kein lymphatisches Endothel im Follikel vorhanden ist, stellt sich die Frage wie die B-Zellen das
Follikel wieder verlassen. Wie oben angedeutet, ist eine Chemotaxis in Richtung des Endothels durch
S1P nicht wahrscheinlich. Alternativ konnte eine Herunterregulierung der Antwort auf CXCL13 den
B-Zellen ermoglichen, durch ungerichtete Migration das Follikel zu verlassen und am Rand des Folli-
kels das lymphatische Endothel zum Austritt aus sekundédren lymphatische Geweben zu nutzten. Die
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Internalisierung des Chemokinrezeptors CXCRS nach der Bindung des Chemokins CXCL13 erzeugt
jedoch eine Instabilitit der Form des Follikels, die nicht beobachtet wird. Daher sagt das Modell vor-
aus, dass die Internalisierung von CXCRS im Follikel eine untergeordnete Rolle spielt [Beyer and
Meyer-Hermann, 2007b]. In der Tat ist die benotigte ungerichtete Migration der B-Zellen im Follikel
auch ohne Internalisierung moglich. Der CXCL13-Gradient ist nur am Rand des Follikels wirksam.
Damit besitzen B-Zellen die Moglichkeit zwischen Rand und Zentrum des Follikels zu zirkulieren,
um das sekundédre lymphatische Gewebe zu verlassen.

Eine ungewollte Folge der Dynamik des lymphatischen Endothels ist eine Instabilitéit des Follikels,
die zu einem steten Anwachsen der FollikelgroBe fiihrt [Beyer and Meyer-Hermann, 2007a]. Ver-
schiedene Mechanismen zur negativen Regulation der Follikelgro8e sind untersucht worden (u.a.
CXCRS5-Internalisierung). Als einzige verbleibende Moglichkeit, und damit zweite wesentliche Vor-
hersage des Modells, stellt sich eine negative Regulation heraus, die direkt die Generierung der FDCs
beeinflusst. Das verantwortliche Signalmolekiil muss diffundieren und hat eine recht kurze Lebens-
dauer von etwa 10 min bevor es entweder inaktiviert oder von anderen Zellen aufgenommen wird.
Als Quelle des Signals kommen FDCs und follikuldre B-Zellen in Frage — auch wenn prinzipiell ei-
nige andere Quellen moglich, die jedoch nicht das Modellverhalten beeinflussen und daher so nicht
unterscheidbar sind. Eine kritische Eigenschaft dieses negativ regulierenden Faktors ist, dass er die
Differenzierung der FDCs aus ihren Vorlduferzellen inhibiert, jedoch keinen Einfluss auf bestehende
FDCs hat. Die Konsequenz dieses Verhaltens des Signals ist, dass das Follikel aus zwei Zonen be-
steht. Am Rand des (durch B-Zellen definierten) Follikels befinden sich B-Zellen und lymphatisches
Endothel aber keine FDCs, wihrend das Zentrum FDCs enthilt und frei von lymphatischen Endothel
ist. Anhand bisheriger experimenteller Befunde iiber die Lokalisation des Endothels kann noch keine
Aussage iliber die Richtigkeit dieser Vorhersage getroffen werden.

Die vollstindige Genese der sekundédren lymphatische Gewebe einschlieBlich der T-Zone und Gefile
benotigt eine Korrelation zwischen Gefiflen (Blutgefdle und lymphatisches Endothel) und den stro-
malen Zellen der T-Zone. Diese stromalen Zellen entwickeln sich im Modell durch Kontakt mit Lym-
phozyten aus stromalen Vorlduferzellen, die keine Chemokine produzieren. Dies erzeugt die korrekte
Sequenz der Organogenese sekundirer lymphatischer Gewebe. Ausgehend von einem unorganisier-
ten Zustand entsteht eine Zwischenstufe in der die B-Zellen eine Schale um die T-Zone bilden (in
einem Schnitt als B-Zell-Ring sichtbar). In der B-Zell-Schale entstehen kurz darauf FDCs, die zu
einer Symmetriebrechung fiihren. Dadurch verteilen sich die B-Zellen nicht mehr homogen um die
T-Zone sondern formen langsam ein Follikel. Das Follikel wéchst weiter bis die oben diskutierte ne-
gative Regulation der FDCs greift und die Follikelgro3e stabilisiert. Ein wesentliches Ergebnis aus
diesen Simulationen ist, dass die Schale/der Ring von B-Zellen um die T-Zone durch die Biomechanik
der Zellmigration beeinflusst wird. In der Hauptsache sind die stirkeren Migrationskréfte der T-Zellen
im Vergleich zu den B-Zellen verantwortlich, das letztere aus der T-Zone herausgepresst” werden.
Mit anderen Worten die Tatsache, dass T-Zellen sich schneller bewegen als B-Zellen und nicht diffe-
rentielle Adhésion oder verschiedene Chemokinrezeptor-Level sind fiir den B-Zell-Ring wihrend der
Organogenese verantwortlich.

Uber die vorliegende Arbeit hinausgehend stellen die gewonnenen Erkenntnisse eine Basis fiir die
Untersuchung dhnlich strukturierter Probleme der Biologie dar. Insbesondere die Mechanismen der
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Organogenese konnen auf einen groeren Problemkreis angewendet werden. Denkbar sind Simula-
tionen von Lymphozyten wéhrend Entziindungsreaktionen oder die Remodellierung von Knochen-
substanz. Das Modell des primédren lymphoiden Follikels selbst bildet eine geeignete Grundlage, um
die Simulation einer Keimzentrumsreaktion durchzufiihren und bestehende Modelle [Beyer et al.,
2002; Meyer-Hermann and Beyer, 2003; Meyer-Hermann et al., 2001, 2006; Meyer-Hermann and
Maini, 2005a] in eine physiologischen Umgebung einzubetten. Desweiteren kann die Entwicklung
ektopischer Keimzentren im Verlauf einiger Imnmunerkrankungen (Abschnitt 2.6) auf dem Modell der
Genese des primdren lymphoiden Follikels aufbauen.
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Abstract

Primary lymphoid follicles are structures which are important for adaptive immune responses in mam-
mals. Within the follicles follicular dendritic cells (FDC) are maintained by constant stimuli provided
by B cells. It is thought that the FDC are important for immune response. It is of interest to know
how lymphoid follicles are regulated in order to understand their role in various autoimmune diseases
in which these follicles are created ectopically. With the help of a tissue simulation relying on an
agent-based cell model on top of a regular triangulation various scenarios suggested by the available
experimental data have been investigated. In order to cope with the complexity in the simulation of
immune tissue the regular triangulation has been implemented for the use on parallel computers. The
algorithms for kinetic and dynamic regular triangulation have been created newly. Also the cell model
underlying the simulation has been designed newly in many aspects. The simulations allowed to iden-
tify common factors that regulate the formation of lymphoid follicles normally during organogenesis
in development and lymphneogenesis in the course of diseases. The generation of FDC from local
stromal populations under the influence of B cell aggregates is shown to be possible with the given
experimental parameters. The sequence of the organogenesis and lymphneogenesis can be described
with regard to the morphology of the B and T zone. Tests for the stability of the primary lymphoid fol-
licle system constraints the regulation of the B cell efflux. The required lymphatic vessels around the
lymphoid follicle are shown to be negatively correlated with the FDC network. Moreover it is shown
that the adjacent T zone consisting of its own stromal population and T cells has similar regulation
principles. This easily explains the intermediate ring of B cells found around the T zone during devel-
opment and certain signaling molecule deficiencies. A major result of this thesis is that the generation
of FDC needs negative regulation while a number of other possible mechanisms is incompatible with
the available experimental data. Moreover the observed microanatomy was brought into a functional
relationship with data on the cellular level finally culminating in the proposal of new experiments that
shed light on the dynamics of the primary lymphoid follicle. One conclusion is that the FDC directly
or indirectly influence the angiogenesis and lymphangiogenesis processes in secondary lymphoid tis-
sues. The work presented here may help to guide experiments with the help of computers in order to
reduce the amount of experiments and design them in a way to maximize the amount of information
about biological systems.
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Chapter 1

Introduction and Motivation

Biology is still to a large extent an experimental and descriptive science. During recent years large
efforts have been undertaken to introduce theoretical models in biology. One of the goals is to guide
experiments by theoretical work in order to reduce the number of experiments and to increases their
conclusiveness. Another very important aspect is to connect snapshots of the state of a biological
system to its underlying dynamics by models and simulations. The thesis presented here is taking a
step in this direction with an interdisciplinary approach that combines Physics, Informatics, and Biol-
ogy. The organogenesis of lymphoid follicles is investigated using simulations based on a theoretical
model of lymphoid tissue. The goal is to create a comprehensive picture of the experimental data
and propose experiments which can shed light on the proposed mechanisms that are involved in the
formation of lymphoid follicles during organogenesis and lymphneogenesis.

1.1 The immune system

The immune system is a complex network of molecules, cells, and tissues that protects an organ-
ism from pathogenic attacks [Janeway and Travers, 1997]. The majority of the immune function is
provided by barriers — like the skin — that prevent pathogens from entering critical sites of the or-
ganism. The next line of defense in most multicellular organisms is the innate immune system. The
innate part is entirely genetically encoded and provides more or less predetermined reactions to cer-
tain classes of pathogens. In addition vertebrates are equipped with an adaptive immune system. The
capabilities of this system depend on the life history of the individual. It is set up around the birth
of the organism by combinatorial variation of antigen receptor molecules. The repertoire of these
molecules adapts to the specific pathogen load that the individual experiences throughout its life. The
class of mammals has additional structures for the adaptive immune system which are the secondary
lymphoid tissues. These tissues contain mainly B and T cells and numerous other immune cells in
lower numbers. The co-localization of cells with immune function may help to increase the interac-
tion frequency and therefore makes the immune reaction more efficient. Secondary lymphoid tissues
contain subcompartments that are thought to host cells required for certain specific interactions of the
adaptive immune system. One of these subcompartments is the primary lymphoid follicle.

3
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1.2 The primary lymphoid follicle

The primary lymphoid follicle is a spherical structure of several hundred micrometer diameter. It can
be found in healthy secondary lymphoid tissues like spleen, tonsils, lymph nodes, and Peyer’s patches
[Fu and Chaplin, 1999]. It is composed mainly of two cell types with different properties. One cell
type are native B cells which are rather fast and motile cells of mostly spherical shape. These cells
constantly enter and leave the secondary lymphoid tissue and consequently the primary lymphoid
follicle. The second cell type are follicular dendritic cells (FDC). These cells are sessile and show an
extensive branching that results in a tightly connected network of FDC residing in the follicle. FDC
exhibit a dynamics in terms of their differentiation from their yet unknown progenitor cells. FDC
are known to be generated upon stimuli produced by the B cells. They disappear when such signals
are missing or blocked by experimental treatment. On the contrary, providing these signals outside
secondary lymphoid tissues, either in the course of diseases or artifically by specific experimental
conditions, FDC and lymphoid follicles can be generated ectopically.

The function of the primary lymphoid follicle is to maintain FDC network which has a unique func-
tion in the immune response. If some antigen is encountered it will be presented in its naive form
by the FDC to B cells. The B cells start a germinal center reaction that converts the primary lym-
phoid follicle into a secondary lymphoid follicle with a different substructure [MacLennan, 1994;
McHeyzer-Williams et al., 2001; Tarlinton, 1998]. These structures are thought to be related to the
function of the germinal center to adapt the antibody produced by B cells to the antigen. This results
in the production of higher affinity antibody secreted by plasma B cells — a process known as affinity
maturation. Additionally, most of the memory B cells can be shown to be produced in the course of a
germinal center reaction. Thus the primary follicle is a precursor structure that is needed to perform
the adaptive’ action of the humoral immune response of the adaptive immune system.

1.3 Aim of this study

The central question inspiring this work is which mechanism is able to regulate the size of the follicle.
It is worth to note that the size of the lymphoid follicles is practically independent of the species. The
typical size of several hundred micrometer does not scale with the size of the secondary lymphoid
tissue and remains almost constant from animals ranging from mice and rat to sheep and horses (see
Table 2.1). The crucial difference to other systems that attracted the attention of theoretical biology
investigating tissue organization and pattern formation is that the homeostasis of this system is not
governed by a balance of growth and death of cells but by the migration of naive B cells and the
differentiation of FDC. Even more striking the process of organogenesis can be delayed in experiment
and artifically induced in tissues that normally do not develop primary lymphoid follicle ((Sec. 2.2.2)
and (Sec. 2.5)). This suggests that the regulating mechanism is not based on the principles that
determine the pattern formation for the organs during embryogenesis. It is likely that a local excitation
process and a long-ranged inhibitory process [Meinhardt, 1982] account for the size regulation of the
follicles. The subject of this study is to identify and test several mechanisms for the excitatory and
inhibitory process qualitatively and quantitatively. The simulated mechanisms will be accompanied
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by proposals of experiments that can give further insight into the formation of primary lymphoid
follicles and validate the underlying model.

Finally, understanding the primary lymphoid follicle formation provides information on guiding prin-
ciples in organogenesis and insight into the function of the immune system. The interplay of immune
cells with stromal cells during organogenesis is critical to understand the lymphneogenesis of follicles
and germinal center at sites of inflammation. This may help in the treatment of several autoimmune
diseases and other diseases that can lead to ectopic follicle formation, i.e. the de novo generation of
lymphoid tissue.

1.4 Methods used and developed in this work

The scope of this work is to simulate the formation of the primary lymphoid follicle using an agent-
based tissue-simulation. The model is a multiscale model which consists of three levels that represent
the interactions between cells. The first level deals with internal states of cells. These can be the
direction of migration or the substances a cell produces. The second level are contact interactions.
These are predominantly mechanical interactions due to elastic collisions, viscous forces from the
surrounding, and forces generated by migrating cells. The contact interaction relies on the definition
of cell contact based on regular triangulations [Okabe et al., 2000]. The regular triangulation is an
extension of the common Delaunay triangulation that can be used to define a neighborhood topology
for spheres. The advantage of the regular triangulation compared to the normal Delaunay triangulation
is that it can account for the different sizes of the cells in the primary lymphoid follicle system which
allows to define an area of influence where a cell can make contact to other cells depending on its
size. The mechanical description of cells on the second level is approximated by adhesive elastic
spheres. The second level also accounts for the exchange of cell membrane bound signals that are
coupled to the contact area between two cells. The contact surface is derived from the underlying
regular triangulation via the dual graph known as Voronoi tessellation [Okabe et al., 2000]. The
third level of cell interaction takes into account long range interactions via diffusive substances. All
these interaction levels couple to each other via the internal states which are influenced by contact
interactions and the influence of diffusible substances.

The typical cell number in the follicle ranges from 10* to 10° cells ([Liu et al., 1991] and estimate
from diameter see (Sec. 2.2.1)). In order to deal with the large number of cells, algorithms have
been developed to deal with regular triangulations on parallel computer architectures providing the
necessary computing power. As a product of this work an implementation of parallel executable
triangulator algorithms allowing for dynamic and kinetic changes to the regular triangulation has
been created [Beyer et al., 2005]. This allows to simulate the movement, growth, and death of cells
by moving, inserting, and removing the corresponding vertices in the regular triangulation. Moreover,
the algorithms developed and implemented throughout this work are in general feasible to be used for
any particle simulation problem with large numbers of constituents that demand the usage of parallel
computers. The usage of the Message Passing Interface standard (MPI) allows to use the program on
most parallel architecture available nowadays.
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1.5 Results

With the help of the performed simulations several boundary conditions could be derived governing
the formation of primary lymphoid follicles. The model leads to a coherent description a large set
of experiments and the proposal of new experiments that are targeted to a deeper understanding of
the system using present experimental methods. An important result is that the microanatomy found
in secondary lymphoid tissue is important to understand the size regulation of primary lymphoid fol-
licles. The simulations point out the role of the efferent lymphatic vessels in shaping the lymphoid
follicle and predicts that the lymphoid follicle is composed of two areas which are tightly connected:
One contains only FDC and B cells. This area is engulfed by the second area made up by lymphatic
endothelium and B cells. That implies that the vessel formation is inversely coupled to the generation
of FDC suggesting that lymphangiogenic factors play a role in the primary lymphoid follicle system.
Other mechanisms like the internalization of chemokine receptors and chemotaxis towards the lym-
phatic endothelium are shown to be irrelevant, to change the morphology, or even to destabilize the
follicles.

The generation of FDC has been shown to be organized in such a way that rather small aggregates
of B cells or specialized tissue inducer cells can initiate the formation of FDC to start the formation
primary lymphoid follicle. This challenges the idea that a positive feedback loop acting between FDC
and B cells is required for the follicle formation in the spleen [Ansel et al., 2000] . In contrast it
is suggested that the feedback loop is not relevant to understand the formation of primary lymphoid
follicle. The results do not rule out the possibility of more complex interactions. However, they should
then depend on a third player which has not been found up to now. Strikingly, a negative regulation of
FDC generation is required to explain stable follicle sizes. It is suggested that the mediating molecule
is diffusive and has a rather short lifetime in the order of 10 minutes. It may be produced by FDC
directly or indirectly by B cells that are located in the follicles.

Regarding the environment of the primary lymphoid follicle it has been shown in the simulations that
the adjacent T zone and the follicle can organize themselves without imposing a pre-structure. In order
to do so a dynamics for the T zone is required. It is demonstrated that an interaction that is similar to
the processes in the primary lymphoid follicle is sufficient to explain the formation of the T zone. The
basic difference to the situation in the follicle is that T zone stroma and lymphatic endothelium are
positively correlated implying that the T zones indirectly promote the lymphangiogenesis in this area.
A similar mechanism should organize blood vessels in the T zone as the show an almost identical
distribution compared to the lymphatic endothelium.

Overall the presented model framework is a