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Einleitung 1

1 Einleitung

Chimédrismus bezeichnet in der Medizin u.a. das Vorhandensein von allogenen
Spenderzellen im Organismus des Empfangers (1,3). Eine Chimdre ist in der
griechischen Mythologie ein Wesen mit drei Kopfen: mit dem Haupt eines Lowen,
mit dem Kopf einer Ziege im Nacken, und dem einer Schlange bzw. eines Drachen
als Schwanz (34).

Der Nachweis eines Chimérismus nach allogener Stammzelltransplantation (SZT) ist
klinischer Standard, z.B. um ein Rezidiv der Grunderkrankung, z.B. Leukdmie,
vorhersagen zu konnen (1,3) und ist natiirlich auch von wissenschaftlichem Interesse,
z.B. um Erkenntnisse iiber den Einfluss eines Chimédrismus in dendritischen Zellen
auf das Auftreten einer GVHD zu gewinnen. So hat Boeck in seiner Dissertation aus
dem Jahre 2005 einen Chimérismus dendritischer Zellen im peripheren Blut bei
Patienten nach allogener hdmatopoetischer Zelltransplantation nachgewiesen (9,8)
und diskutiert, dass ,,ein gemischter Chiméirismus dendritischer Zellen im peripheren
Blut moglicherweise mit einer erhdhten GvHD-Inzidenz vergesellschaftet ist™ (9, S.
67).

Zu den ortsstindigen dendritischen Zellen der verschiedenen Gewebe existieren
bisher recht wenige Studien, in Langerhans-Zellen konnte Wochen bis Monate nach
allogener, humaner Knochenmarktransplantation (KMT) ein unterschiedlich
ausgepragter Chimirismus nachgewiesen werden (39,45). Zu den dendritischen
Zellen in Lymphknoten existieren bisher nur wenige Studien und nach unserer
Kenntnis sind die Sinuswandzellen (SWZ) der Lymphknoten, die Wacker Mitte der
Neunziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts als dendritische, immunakzessorische
Zellen der Lymphknoten charakterisierte (96), auf einen Chimarismus nach allogener

SZT hin bislang nicht untersucht worden.
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2 Grundlagen

Sinuswandzellen

Die Rinde und das Mark der Lymphknoten werden von den Lymphsinus durchzogen.
Die afferenten LymphgefaBle treten durch die Lymphknotenkapsel hindurch und
miinden in den Randsinus, dieser steht mit den radidr angeordneten Intermedidrsinus
in Verbindung. Die Intermedidrsinus setzen sich wiederum in die zentralen
Marksinus fort, die dann in einen kleinen lymphatischen Plexus miinden, von dem
der Abfluss in das efferente Lymphgefdl3 entspringt (siche Abb. 1) (31,57,96).

Abbildung 1: Lymphgeféalie und Lymphsinus eines Lymphknotens. Afferente Lymphgefélie penetrieren
die Kapsel und miinden in den Randsinus. Uber kortikale Intermedidr- und zentrale Marksinus
erreicht die Lymphe das efferente Lymphgefal. Daneben betreten bzw. verlassen arterielle und vengse
GefaRe den Hilus des Lymphknotens (Abbildung enthommen aus Lit. 26, S. 693).

Die Ultrastruktur der Lymphsinus ist nur im Elektronenmikroskop zu erkennen (96).
Die Sinuswand besteht dabei — von innen nach aulen — aus einer einschichtigen
Zelllage aus Sinuswandzellen (SWZ), darunter einem Spaltraum aus kollagenen
Faserbiindeln, dem eine Lage retikuldrer Zellen unterliegt (14,63).

Die Lymphsinus sind von einem Maschenwerk aus retikuldren Fasern durchzogen
und intraluminal gelegene SWZ folgen den retikuldren Faserbiindeln mit Ausldufern

ihrer Zellmembranen, und stehen so mit den wandstdndigen SWZ in Verbindung
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(siche Abb. 2) (15,96,97,98). Die weniger als 10 pum breiten SWZ sind untereinander
mit drei bis vier, bis zu 100 pum langen Zellausldufern iiber Desmosomen verbunden
(96). Sie weisen einen oval-eckigen Zellkern mit hellem Euchromatin auf, dadurch

sind sie von den teils dicht anliegenden Makrophagen und Lymphozyten zu

unterscheiden (siehe Abb. 3) (96,97).

Abbildung 2: Aufbau des Randsinus eines Lymphknotens. Der Randsinus ist durch eine Lage SWZ
ausgekleidet, die einer basalmembranéhnlichen Schicht aus retikularen Fasern aufliegt. Retikuléare
Fasern durchziehen maschenwerkartig das Sinuslumen und werden dabei von SWZ umscheidet. Die
intraluminalen SWZ stehen mit den wandsténdigen SWZ in Verbindung. Im Sinuslumen werden neben
den SWZ mononukledre Entziindungszellen in der Lymphe angetroffen (entnommen aus Lit. 64, S. 18
u. 19).
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Abbildung 3: Elektronenmikroskopische Darstellung von SWZ. SWZ sind mit ihren ovaléren
Zellkernen und dem langgezogenen Zellleib von Lymphozyten innerhalb der Lymphsinus zu
unterscheiden (entnommen aus Lit. 96, S. 60).

Sinuswandzellen der Rand-, Intermediar- und Marksinus

In ihrer Grundstruktur unterscheiden sich die SWZ der Rand-, Intermediir- und
Marksinus nicht, einzelne Merkmale sind in ihnen jedoch unterschiedlich ausgepragt.
So besteht die Zelllage im Randsinus unter der Lymphknotenkapsel aus
langgezogenen, flachen SWZ, die restlichen Sinusabschnitte sind dagegen durch

organellenreichere SWZ mit breiterem Zytoplasma ausgekleidet (64,96).

Struktur der Sinuswand

Die subkapsuldre Lage von SWZ im Randsinus ist kontinuierlich, d.h. liickenlos. In
den restlichen Sinusabschnitten ist die Sinuswand ,gefenstert, analog den
»gefensterten™ Kapillaren des Blutkreislaufs, und kernhaltige Blutzellen durchtreten
hier die Sinuswand (14,18,31,32,63,69,81), indem sie die SWZ entweder
durchwandern (Emperipolese) (29) oder durch Liicken zwischen den SWZ in die
Lymphsinus iibertreten (Diapedese). Zudem konnen Makrophagen oder
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Makrophagen-Aggregate eingelagert in die Wand der Lymphsinus, auch als
ortsstandige Zellen, beobachtet werden (15,29).

Histogenese, Funktion und Regeneration der SWZ

Zur Histogenese der SWZ gibt es eine Reihe von Untersuchungen und Konzepten
(siche Abb. 4), ihre Herkunft ist aber bisher nicht abschlieBend geklirt. Die
verschiedenen Bezeichnungen der Sinuswandzellen, u.a. als Retothelzellen (nach
Mori und Lennert (64) die die Sinus auskleidenden und durchkreuzenden Zellen)
oder Reticuloendothelzellen sind aus den unterschiedlichen histogenetischen und

funktionellen Konzepten hervorgegangen und haben heute historischen Charakter.

SWZ und Makrophagen

Verschiedene Arbeiten haben sich mit der Filterfunktion der Lymphknoten, ihrem
zelluldaren Substrat und ihren Mechanismen, befasst. Ein ,,Klassiker* dieser Literatur
ist die Untersuchung von L. Aschoff (1866-1942) aus dem Jahr 1924, in der er
aufgrund der Fihigkeit zur Phagozytose bzw. zur Aufnahme feindisperser Farbstoffe
(sogenannte Vitalfarbung) eine Gruppe mesenchymaler Zellen, u.a. die
»~Reticuloendothelien der Lymphsinus der Lymphknoten®, als ,,reticuloendotheliales
System®™ zusammenfasst (2). Sie seien transitionelle Endothelzellen, die sich
abrundeten und ablosten und damit freie Makrophagen wiirden (37,89). Andere
Untersucher haben SWZ von  Makrophagen abgegrenzt, da SWZ
makrophagenspezifische Merkmale (endogene Peroxidase, Phagosomen) vermissen

lieBen und sich beide Zelltypen phénotypisch unterschieden (81,96).

Retikulumzellen/Reticulo-endotheliales System

Verschiedenen  embryologischen, histomorphologischen und funktionellen
Untersuchungen zufolge stammen SWZ von Retikulumzellen ab, diese beiden
Zelltypen bilden das innere Geriist der Lymphknoten (18). 1922 hat Downey die sich
entwickelnden Lymphsinus als schlitzférmige Rdume im lokalen Mesenchym
beschrieben, diese seien durch abgeflachte und lang gestreckte Retikulumzellen des

umgebenden Mesenchyms ausgekleidet (23). Dementsprechend wiren SWZ
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gleichfalls mesenchymale Zellen(18). Lichtmikroskopisch sind Retikulumzellen von
SWZ nicht unterscheidbar und ,,es erschien [L. Aschoff] wiinschenswert [diese
Zelltypen] wegen ihrer gleichartigen Funktion als Reticularbildner und Bekleider
sinusoidaler Lymph- und Blutrdume unter einem Begriff, ndmlich dem reticulo-
endothelialen System zusammenzufassen (2, S. 38). Ultrastrukturell weisen SWZ
tatsichlich Ahnlichkeiten mit den sogenannten fibroblastiren Retikulumzellen (FRZ)
auf und FRZ scheinen sich in SWZ umwandeln zu kénnen. SWZ stellen demnach in

luminale Position gewechselte FRZ dar (17,18,51).

SWZ und Endothelzellen

Die Zuordnung von SWZ zu lymphatischen Endothelien ist nahe liegend, &hnelt die
Wandung der Lymphsinus doch der kapilldrer Blutgefile oder Venulen (97).
Aufgrund gemeinsamer funktioneller Merkmale (geringe phagozytotische Aktivitit)
betrachtet Nopajaroonsri die SWZ als lymphatische Endothelzellen (69,70). Nach
embryologischen Studien an humanen und murinen Feten entwickeln sich die
Lymphsinus der Lymphknoten an der Stelle primitiver Lymphgefdfle, die die
Lymphsinus auskleidenden SWZ stammten daher von den lymphatischen
Gefaflendothelien der priexistenten Lymphgefde ab (6,79,81). Dabei gibt es
Hinweise auf einen Chimérismus nach SZT im klassischen vaskuldren (5,4) als auch

im lymphatischen GefaB3endothel (52).

SWZ und dendritische Zellen

Neuere Arbeiten haben die SWZ in Beziehung zu dendritischen Zellen, speziell den
follikuldren dendritischen Zellen (FDZ) gesetzt. Dieses Konzept basiert auf
morphologischen und immunphénotypischen Untersuchungen der Lymphknoten.
Immunisierungsversuche sind der die dendritischen Zellen definierenden
immunakzessorischen Funktion nachgegangen: In Versuchstiere injiziertes und iiber
die Lymphe anflutendes Antigen ist zundchst im Randsinus angetroffen und im
Verlauf von Stunden zusétzlich in den Zentren der Lymphfollikel nachgewiesen
worden. Ultrastrukturell hat Szakal dabei nicht-phagozytierende, dendritische Zellen

als Antigen-transportierende Zellen (ATZ) beschrieben und angenommen, dass diese
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ATZ bei der Migration entweder in FDZ ausreifen oder mit FDZ in engem Kontakt
stechen und Antigen an die FDZ weitergeben (90). In Analogie dazu betrachtet
Wacker die SWZ im Randsinus als Antigen-bindende Zellen (96). SWZ treten in sich
entwickelnden, embryonalen Lymphknoten vor FDZ in Erscheinung, nach Wacker
bekriftigt dies die Hypothese einer Transition von SWZ in FDZ (96). Daneben
bestehen immunphénotypische Gemeinsamkeiten. Beide Zelltypen exprimieren die
hoch restriktiven Oberflichen-Antigene Ki-M4 und Ki-M9 und besitzen
charakteristische Merkmale immunakzessorischer Zellen, wie Human Leukocyte
Antigen (HLA-)DR des Major Histocompatibility Complex (MHC) II (97,98). IL-6
(Interleukin —6) mRNA ist in SWZ nachzuweisen, und IL-6 ist beispielsweise
essentiell fiir die Plasmazellreifung (75).

Um den postulierten monozytiren Ursprung der SWZ zu iiberpriifen, hat Wacker
»die Ableitung von SWZ aus Monozyten durch Parabioseversuch® beschrieben.
Dabei hat er nach Kreislaufshunt zwischen Spendertieren mit markierten peripheren
Blutzellen und Empféingertieren in den entnommenen Empfingerlymphknoten
vereinzelt Ki-M9-positive SWZ beobachtet, der Prozentsatz markierter SWZ hat
dabei weit unter 1°,, gelegen und die Regenerationszeit der SWZ 72 Stunden
betragen (in diesem Zeitraum werden 50% der gesamten Population der SWZ
erneuert). Vermutlich rekrutierten sich also SWZ , heteroplastisch aus Vorstufen, die
nicht als SWZ zu erkennen sind*“ (96, S. 191) und stellten ,,eine eigenstindige,
terminale Differenzierungsform wahrscheinlich der Monozyten® (96, S. 192) dar.
Zusammenfassend werden SWZ als Antigen-transportierende, immunakzessorische
Zellen der humoralen (B-Lymphozyten vermittelten) Immunreaktion klassifiziert und
histogenetisch als intermedidrer Zelltyp zwischen monozytiren Zellen und FDZ
eingeordnet (25,90,97,98).

Der Ursprung der den SWZ verwandten FDZ ist ebenfalls noch nicht abschlielend
geklirt. Verschiedene Untersuchungen haben auf einen Ursprung der FDZ im
Knochenmark hingewiesen (36,73,74,91). Szakal hat nach SZT in FDZ-defizienten
Mausen chimére FDZ gefunden und hat dies als Hinweis fiir eine hamatopoetische

Abstammung der FDZ gewertet (91). Tatséchlich haben sich in vitro aus Monozyten
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FDZ-éhnliche Zellen ziichten lassen (38). Haley hat zudem potentielle
Vorlauferzellen der FDZ im Knochenmark beschrieben, die morphologisch
Stromazellen dhneln und stellt einen mesenchymalen Ursprung zur Diskussion (91).
Im Gegensatz zu diesen Arbeiten hat Humphrey einen negativen Chimérimus in FDZ
nach Bestrahlung und SZT als Argument gegen einen Ursprung aus dem
Knochenmark angefiihrt (44). In Analogie zur Histogenese der SWZ haben daher
verschiedene Autoren eine ortsstindige Retikulumzelle als Vorlduferzelle der FDZ
betrachtet (21).

Monozyten

/]

Endothelzellen —p»SWZ€—— Retikulumzellen

W

FDZ

Abbildung 4: Unterschiedliche Konzepte zur Histogenese der SWZ. SWZ sollen von Blutmonozyten,
oder Endothelzellen oder mesenchymalen Stromazellen der Lymphknoten abstammen. Sie werden als
Zwischenstadium in der Differenzierung von Monozyten in FDZ angesehen.

Die Funktion der SWZ ist dabei wiederum noch nicht abschlieBend geklart.
Moglicherweise sind die SWZ aktiv an der Zellmigration an der Lymph-Parenchym-
Grenze beteiligt. So wird der Chemokin-Rezeptor D6 auf SWZ exprimiert,

Chemokine (chemotaktische Zytokine) sollen an den Zellbewegungen von

Lymphozyten beteiligt sein (67).

Darstellung der SWZ

SWZ sind lichtmikroskopisch nur unzureichend abgrenzbar. Die Darstellung der
Zellen der luminalen Sinuswand erfolgt durch die Aufnahme feindisperser Partikel

wie Ferritin (15), enzymhistochemisch durch eine (schwache) positive Reaktion fiir
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die saure Esterase und Phosphatase (19,96) und mit Lectinen (25).
Immunhistochemisch werden die SWZ mit gegen das Antigen Ki-M9 generierten
Antikérpern markiert, daneben in geringerem Ausmall die FDZ in den
Lymphknotenfollikeln (96). Eine Darstellung der Lymphsinus ist aulerdem mit
Lymphendothelmarkern zu erreichen. Seit neuerem sind Marker fiir die selektive
Darstellung lymphatischer Endothelien bekannt: der Tyrosinkinase-Rezeptor
VEGFR-3 (47), Podoplanin, ein in glomeruliren Podozyten vorkommendes
Membranprotein (10,11), Hyaluronan-Rezeptor 1 (LYVE-1) (7), Prospero-related
homebox 1 (Prox 1) (72) und der Antikorper D2-40 (46,48).

Lymphatischer endothelialer Wachstumsfaktor Rezeptor

Der lymphatische endotheliale Wachstumsfaktor Rezeptor (Vascular endothelial
growth factor receptor-3, VEGFR-3) wird laut embryologischen Studien nach
Abschluss der fetalen Organogenese nur noch in lymphatischem Endothel
exprimiert. In Lymphknoten markieren VEGFR-3-Antikorper SWZ als auch das
BlutgefdBendothel der hochendothelialen Venulen (HEV) (47,72). VEGFR-3 wird
auch in der Neoangiogenese von Tumoren und in vaskuldren Neoplasien gefunden
(60,71,72,99).  Einige  periphere Blutzellen exprimieren sowohl den
hamatopoetischen Stammzellmarker CD34 als auch VEGFR-3 und werden daher als
Vorliuferzellen lymphatischer Endothelzellen angesehen (84). Uber Schwierigkeiten
in der Anwendung kommerziell erhiltlicher VEGFR-3-Antikérper an Formalin-
fixiertem, Paraffin-eingebetteten Gewebe mit unbefriedigenden Firberesultaten ist

berichtet worden (87).

Podoplanin

Namensgebend fiir dieses Membranmukoprotein noch weithin unbekannter
biologischer Funktion ist seine Erstbeschreibung in der Zellmembran der Podozyten
der Niere (10,62).

Durch die komplementére immunhistochemische Férbereaktion von VEGFR-3 und
etablierten BlutgefiBBmarkern (PAL-E u. a.) kann die spezifische Expression von

Podoplanin in normalen Lymphendothelien und lymphatischen Neoplasien
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nachgewiesen werden. VEGFR-3 und Podoplanin zeigen dabei eine Kolokalisation
in lymphatischen Endothelien (11,27,35,40,56). Lymphatisches Endothel mit einer
Lage aus Endothelzellen wird durch den Antikorper erfasst, groBere Lymphgefile
mit glatten Muskelzellen in der GefdBwand sind Podoplanin-negativ. Ultrastrukturell
ist die Reaktion auf der luminalen Seite am kréftigsten, in geringerer Intensitét férbt
sich die abluminale Plasmamembran und intrazytoplasmatisch wird keine Féarbung
registriert (86).

In Lymphknoten markieren Podoplanin-Antikérper die SWZ der Lymphknotensinus
als auch die FDZ und kleine hildre LymphgefiaBBe, erfassen aber weder die
hochendothelialen Venulen (HEV) noch gréf8ere Lymphknotengefafle (10,11). Auch
die Sinusendothelien der Leber-, Milz- und der Knochenmarkssinus sind Podoplanin-
negativ (11,48,85,86).

2.1 Lymphknoten nach SZT

Lymphatische Depletion nach Konditionierung

Die Konditionierung vor SZT umfasst eine Bestrahlung und Chemotherapie, meist in
Kombination und zeigt je nach Gewebetyp und Dosis unterschiedliche Wirkung (20).
Im lymphoretikuldren Gewebe zerstort die Bestrahlung die relativ radiosensitiven
Lymphozyten, das relativ radioresistente Retikulum hingegen bleibt als lymphatisch
depletiertes Skelett der Lymphknoten bestehen (20).

Eine Chemotherapie mit Cyclophosphamid (CY) fiihrt zu einer zelluldren Depletion
des lymphatischen Gewebes und damit zu einer Immunsuppression, die
Immunsuppression verhindert so die AbstoBung des transplantierten Knochenmarks
(42).

Nach der Konditionierung fiir eine SZT sind die Lymphknoten somit weithin zellulér
depletiert, Lymphfollikel und Keimzentren sind reduziert oder fehlen, an deren Stelle
sind nur noch Cluster persistierender lymphatischer Zellen vorhanden, die
Lymphknotensinus sind ektatisch und mit Histiozyten angefiillt und das Retikulum
tritt in den Vordergrund (22,30,43,55,66).
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Nach einmaliger Gabe von Cyclophosphamid in einer hohen Dosis verfallen SWZ in
eine Art vita minima, und erholen sich eine Woche nach Exposition wieder (59).
Untersuchungen zu Strahlenfolgen an SWZ liegen bisher nicht vor, allerdings sind
die den SWZ vermutlich nahe stehenden FDZ dahin gehend untersucht worden und
gelten als weitgehend radioresistent. Zuvor mittels radioaktiven Immunkomplexen
markierte FDZ sind nach Bestrahlung mit 18,5 Gray oder nach Cyclophosphamid-
Gabe weiter identifizierbar gewesen (44). Ultrastrukturelle Untersuchungen haben
eine unverdnderte Morphologie und Zeichen metabolischer Aktivitdit nach

Bestrahlung von FDZ ergeben (54).

Lymphknotenregeneration nach SZT

Zur Repopulation der infolge der Konditionierung vor SZT lymphatisch depletierten
Lymphknoten liegen eine Reihe von Untersuchungen mit unterschiedlichen
Ergebnissen vor (siche Abb. 5) (22,30,43,55,66). Der Beginn einer zelluldren
Repopulation ist bereits ca. nach zwei Wochen (43,66) und eine normalisierte
Lymphknotenarchitektur frithestens nach 4 '2 bzw. 7 Monaten (30,55), eine
anhaltend gestorte Lymphknotenarchitektur aber auch mehrere Jahre nach KMT
beobachtet worden (22,43).

Beziiglich der Regeneration von FDZ nach allogener SZT hat Friedrich bereits 100
Tage nach KMT knotchenformige Lymphozyten-Aggregate mit CD21- und CD35-
positiven FDZ in Lymphknoten erkannt (33) und Horny hat zwdolf Monate nach
KMT bei fehlenden Lymphfollikeln und Keimzentren ganz vereinzelt Ki-M4-
positive FDZ und S-100- positive interdigitierende Retikulumzellen (IDR)
nachgewiesen (43) (siche Abb. 5).

Zudem sind im Tierversuch nach Bestrahlung und SZT bei Maiausen FDZ
vorgefunden worden, diese FDZ waren allerdings nicht chimir. Da es als
unwahrscheinlich betrachtet worden ist, dass Knochenmark-abstammende FDZ
persistierten und noch zehn Monate nach SZT keine neuen FDZ aufgetreten seien, ist
ein Ursprung aus dem Knochenmark verworfen worden (44). Nach anderer Meinung

sollen FDZ hingegen {liber Monate bis Jahre persistieren und daher moglicherweise
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das Auftreten von vom Spender abstammenden FDZ in ,bone marrow chimeras‘
behindern (92). Folgerichtig ist nach SZT in immundefiziente Mause (severe
combined immunodeficiency, SCID) ohne eigene FDZ ein Chimérismus in FDZ zu
beobachten gewesen und angenommen worden, dass hier Spender-FDZ nicht mit
radioresistenten Vorlduferzellen des Empfingers kompetitieren miissten (91).

Diese Beobachtungen beziehen sich sdmtlich auf die lymphatische Repopulation der
Lymphknoten und auf die Regeneration der FDR und IDR (zusammengefasst in
Abb. 5), entsprechende Untersuchungen zu den SWZ gibt es bis heute keine.
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Ubersicht tber die Literatur zur Lymphknotenregeneration nach allogener SZT/KMT
12 p» Kortikale knétchenformige Zell-Aggregate (Drenguis)
15/pErste Zeichen der zellularen Repopulation (Horny)
90 p»Nahezu Normalisierung der Zellularitat, Keimzentren (Drenguis)
100| pKnétchen mit CD21 und CD35 pos. FDZ (Friedrich)
bis 326 pReduzierte Zellularitit des Kortex, keine Keimzentren (Dilly)

bis 360 Keine Follikel und Keimzentren, vereinzelt Ki-M4 pos. FDZ und S-100 pos. IRZ (Horny)

bis 1140 [ Keine Normalisierung der Lymphknotenarchitektur (Friedrich)

| | -------- d (Tage nach SZT/KMT)

10 P Proliferative Foci an Stelle der Keimzentren (Nelson)

60 L Nachweis von Lymphfollikeln und Keimzentren (Fleischmann)

60 bis 90 L Nachweis von Lymphfollikeln und Keimzentren (Kolb)

200/210 LNormaIisierung der Lymphknotenstruktur (Kolb/Fleischmann)

Abbildung 5: Lymphknotenregeneration nach allogener SZT/KMT. Oberhalb der Zeitachse Arbeiten zur Lymphknotenregeneration nach
allogener humaner KMT, unterhalb Arbeiten zur Lymphknotenregeneration nach Ganzkdrperbestrahlung mit 1200R und Infusion mononukleérer
Leukozyten (Nelson) und h&matopoetischer Zellen (Kolb) am Hund. Die Tage nach SZT/KMT sind auf der Ordinate aufgetragen.
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GVHR/GVHD und Behandlung

Die Graft-versus-Host-Reaktion (Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion) GVvHR geht von
alloreaktiven Zellen des Transplantats aus, richtet sich gegen die Gewebe des
Empfangers und kann zur klinisch manifesten Graft-versus-Host-Disease
(Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung) GvHD fiihren (83). In Untersuchungen zu
den Auswirkungen einer GvHR/GVHD auf die Restitution des lymphatischen
Gewebes ist im Tierversuch und am Menschen in einigen Studien eine verzogerte
oder ausbleibende Regeneration der Lymphknoten festgestellt worden (33,41), in
weiteren Arbeiten haben sich keine wesentlichen Unterschiede in Untergruppen mit
oder ohne GvHD erwiesen (24,55). Nach Prophylaxe einer GvHD mit Anti-
Lymphozyten-Serum (ALS) oder einem immunsuppressiven Medikament wie z.B.
Methotrexat konnte z.T. eine beschleunigte Restitution beobachtet werden (30,65),
Kolb hat hingegen bei Hunden mit und ohne Gabe von MTX nach KMT keine
wesentlichen Unterschiede in der Lymphknotenregeneration festgestellt (55).
Lymphknoten verstorbener Patienten wurden auBBerdem darauthin untersucht, ob eine
GVHR/GvHD den Nachweis dendritischer Zellen beeinflusst. Waren die Patienten
nicht an einer GvHD erkrankt, konnten hédufiger FDZ nachgewiesen werden als im
Falle einer Erkrankung (82). Dem Einfluss einer GvHR auf SWZ ist Friedrich im
Tierversuch nachgegangen. Er hat dabei die Aktivierung und Migration von SWZ
und FDZ und den Einfluss einer immunsuppressiven Behandlung nach semiallogener
Diinndarmtransplantation in Spendertieren verfolgt und einen Austausch von SWZ
und FDZ zwischen den lymphatischen Geweben des Spenders und Empfangers mit
zunichst ansteigender und im Verlauf kontinuierlich abfallender Anzahl an SWZ und
FDZ beobachtet; durch eine immunsuppressive Behandlung der Versuchstiere blieb
ein entsprechender Abfall der Anzahl an nachweisbaren SWZ und FDZ im Verlauf
aus (28).

Das Schicksal lymphatischer Zellen und Hypothesen zum Verbleib von SWZ und
FDZ nach allogener SZT sind in Abbildung 6 und 7 zusammengefasst.
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Bestrahlung zytotoxische Therapie

N

Lymphatische Atrophie
KMT/PBSZT —> l

lymphatische Regeneration

/' N\

Immunsuppression <+——  GvHR/GvHD

Abbildung 6: Schicksal lymphatischer Zellen nach allogener SZT. Die Bestrahlung und die
Immunsuppression im Rahmen der Vorbehandlung vor KMT fuhren zur lymphatischen Atrophie der
Lymphknoten. Nach KMT oder peripherer Blutstammzelltransplantation (PBSZT) werden die
Lymphknoten repopularisiert, eine GYHR/GvHD verzogert und eine Immunsuppression beschleunigt

die lymphatische Regeneration.

Bestrahlung zytotoxische Therapie

N s

SWZ/FDZ persistieren, ihre
hiamatopoetischen SZ werden
eliminiert

KMT/PBSZT —>l

SWZ/FDZ werden durch allogene
hiamatopoetische SZ regeneriert

/) N\

Immunsuppression <——  GvHR/GvHD

Abbildung 7: Hypothesen zum Schicksal von SWZ/FDZ nach allogener SZT. Bestrahlung und
Immunsuppression im Rahmen der Vorbehandlung vor KMT fuhren nicht zur Elimination der
SWZ/FDZ. Nach KMT oder PBSZT werden die SWZ/FDZ durch allogene hamatopoietische

Stammzellen regeneriert, ihr Beitrag zu einer GVHR/GVHD ist bisher wenig untersucht worden.
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3 Ziel der Arbeit

Bislang ist in wenigen Arbeiten der Frage eines Chimdrismus in dendritischen Zellen
nachgegangen worden. So hat Boeck in zirkulierenden dendritischen Zellen des
peripheren Blutes bei Patienten nach allogener SZT einen Chimérimus und zudem
eine Tendenz zu einem vermehrten Auftreten einer GvHR bei gemischtem
Chimirimus dendritischer Zellen nachweisen konnen. Die Untersuchungen erfassen
jedoch nur die Verhéltnisse im Blut, nicht aber den Chimérismus im Gewebe und
daher sind Untersuchungen an dendritischen Zellen im Gewebe (in situ)
wiinschenswert (8). Diesem Desiderat kommt die vorliegende Arbeit durch die
Untersuchung der SWZ auf Chimirismus nach allogener SZT nach, und liefert damit
auch einen allgemeinen Beitrag zur Pathologie bzw. Pathophysiologie der KMT bzw.
PBSZT.

Die SWZ der Lymphknoten haben trotz des weithin bekannten, von L. Aschoff
gepragten Begriffs des ,,Reticulo-endothelialen Systems®, welches die SWZ der
Lymphknoten einschlieBt, in der neueren medizinischen Literatur wenig Beachtung
gefunden, u.a. weil es keine geeigneten, spezifischen Nachweismethoden zur
phénotypischen Identifikation der SWZ gegeben hat. Wacker hat 1994 in einer
Arbeit zum Thema SWZ: ,Sinuswandzellen. Immunakzessorische Zellen des
Lymphknotensinus® (96) diesen Zelltyp mit eigens generierten monoklonalen
Antikorpern dargestellt und eingehend charakterisiert. Wacker hat die Unklarheit
tiber die Histogenese der SWZ aufgegriffen und ist ihrem Ursprung und ihrer
Funktion nachgegangen. Zusammenfassend hat er die SWZ als dendritische,
immunakzessorische Zellen betrachtet und ist zu dem Ergebnis gekommen, dass
SWZ Abkommlinge von zirkulierenden Monozyten (96), somit letztlich
Abkommlinge hamatopoetischer Stammzellen sind. Seit der Einfithrung von
spezifischen ,,Lymphendothelmarkern® wie Podoplanin Ende der Neunziger Jahre
des vergangenen Jahrhunderts haben sich die Moglichkeiten zur Darstellung von

SWZ erweitert.
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Um dendritische Zellen in situ —speziell die SWZ der Lymphknoten— auf einen
Chimérimus hin untersuchen zu kénnen, haben wir eine autoptische und bioptische
Studie an Material von einem groBen Kollektiv allogen stammzelltransplantierter
Patienten durchgefiihrt. Verschiedene ausgewéhlte Lymphknotenpraparate wurden
nach allogener, »gegengeschlechtlicher Knochenmark- oder
Blutstammzelltransplantation auf einen Chimérismus der Geschlechts-Chromosomen
in SWZ hin untersucht. Zu diesem Zweck wurde eine simultane Doppelfirbung an
ausgewdhlten Lymphknoten-Praparaten durchgefiihrt, dabei stellten Antikdrper
gegen Podoplanin in einer Immunfluoreszenz (IF)-Farbung die SWZ dar, gleichzeitig
wurden mit einer Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung des Y-Chromosoms (Y-FISH)
alle vom Spender abstammenden Zellen markiert. Eine derartige simultane
Doppelfirbung an Lymphknoten ist bisher nicht beschrieben worden und stellte
somit ein labortechnische Herausforderung dar, welche erst nach arbeitsintensiven
Anpassungen der verschiedenen Laborprotokolle durchgefiihrt werden konnte.

Die gewonnenen Ergebnisse wurden unter Beriicksichtigung der teils umfangreichen
Literatur gewertet. Nicht zuletzt trdgt die vorliegende Arbeit damit zur Klarung der
histogenetischen Abstammung der SWZ bei und liefert einen Beitrag zur Frage, ob
hamatopoetische Stammzellen nach humaner SZT auch SWZ in Lymphknoten

regenerieren konnen.
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4 Material und Methoden

4.1 Untersuchungsmaterial

Autoptisch gewonnene Lymphknoten

In Zeitraum von Anfang 1992 bis Ende 2003 wurden die Leichnahme von 143
Patienten, die u.a. wegen akuter und chronischer Leukémie eine SZT erhalten hatten
und im Verlauf von einer Woche bis 54 % Monaten nach Transplantation verstorben
waren, am Pathologischen Institut der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen
obduziert. Im Rahmen der Autopsie wurden dabei axilldre, inguinale, pulmonale,
paraaortale, hepatohilire wund parapankreatische Lymphknoten entnommen,
feingeweblich untersucht und die Paraffinblocke und Schnittpriaparate archiviert.

Um ,,gegengeschlechtliche® (,,sex-mismatch®) transplantierte Patienten identifizieren
zu konnen, wurden fiir die vorliegende Arbeit die klinischen Informationen in
Zusammenarbeit mit der Abteilung fiir himatopoetische Stammzelltransplantation
der Medizinischen Klinik III des Klinikums GroB3hadern (Prof. Kolb)
zusammengefiihrt, wobei fiir diese Untersuchung nach einem ,,male mismatch*
gesucht wurde, d. h. nach weiblichen Patientinnen, die eine Knochenmarksspende
von minnlichen Spendern erhalten hatten. Darauthin konnte Obduktionsmaterial von
insgesamt 60 ,,gegengeschlechtlich® transplantierten Frauen identifiziert und ein
Kollektiv von 33 Fillen von ,male mismatch® zusammengestellt werden mit
insgesamt 180 autoptisch gewonnenen Lymphknoten. Dieses umfangreiche Material
bildete die Grundlage der vorliegenden Arbeit. Anhand der Haematoxylin-Eosin-
gefarbten Schnittpréparate wurden zehn geeignete Lymphknoten fiir die
Durchfiihrung der Doppelfarbung ausgewéhlt. Kriterien fiir die Auswahl waren eine
moglichst gut erhaltenen Lymphknotenstruktur, eine geringgradige Autolyse und ein
geringes Ausmal} sonstiger Verdnderungen, wie z. B. eine ausgeprigte

Mischstaubanthrakose.
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Konditionierung, Transplantation und Verlauf

Bei der Konditionierung wurde vor SZT bei sechs von zehn Patientinnen eine
Bestrahlung vorgenommen und in vier Féllen eine Chemotherapie.

Bei acht Patientinnen wurde Knochenmark und in zwei Fillen wurden periphere
Blutstammzellen transplantiert, ein Engraftment wurde klinisch dokumentiert. Bei
allen Patientinnen war der Spender ménnlich.

Zudem erfolgte bei neun Patientinnen eine GvHR-Prophylaxe mit Cyclosporin A
(CSA) und Methotrexat (MTX) und in einem Fall mit CSA und Mycophenolat-
Mofetil (MMF) (zusammengefasst in Tabelle 1).

Die einzelnen Lymphknotenpraparate und Knochenmarksbefunde

Praparat la: Untersucht wurde ein paraaortaler Lymphknoten (zwolf Jahre altes
Material) nach KMT 54 % Monate ante mortem wegen AML. Im Knochenmark lag
zum Zeitpunkt der Obduktion ein Rezidiv der Grunderkrankung vor, mehrere
klinische Rezidive waren vorausgegangen.

Praparat 2a: Untersucht wurde ein mesenterialer Lymphknoten (zehn Jahre altes
Material) nach KMT zwei Monate ante mortem wegen CML (Ph+). Ein Engraftment
wurde klinisch nachgewiesen, das Knochenmark war zum Zeitpunkt der Obduktion
hypoplastisch.

Praparat 3a: Untersucht wurde ein hepatohilirer Lymphknoten (zehn Jahre altes
Material) nach KMT dreieinviertel Monate ante mortem wegen AML. Ein
Engraftment wurde klinisch nachgewiesen, im Knochenmark lag zum Zeitpunkt der
Obduktion eine normale Blutbildung vor.

Praparat 4a: Untersucht wurde ein tracheobifurkaler Lymphknoten (neun Jahre altes
Material) nach KMT eineinviertel Monate ante mortem wegen CML. Ein
Engraftment wurde klinisch nachgewiesen; im Knochenmark lag zum Zeitpunkt der
Obduktion eine normale Blutbildung vor.

Praparat 5a: Untersucht wurde ein inguinaler Lymphknoten (acht Jahre altes

Material) nach KMT drei Wochen ante mortem wegen ALL. Ein Engraftment wurde
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klinisch nachgewiesen, das Knochenmark zeigte zum Zeitpunkt der Obduktion einen
toxischen Knochenmarksschaden.

Praparat 6a: Untersucht wurde ein inguinaler Lymphknoten (acht Jahre altes
Material) nach KMT zweieinviertel Monate ante mortem wegen CML. Ein
Engraftment wurde klinisch nachgewiesen, das blutbildende Knochenmark war zum
Zeitpunkt der Obduktion hypoplastisch.

Praparat 7a: Untersucht wurde ein tracheobifurkaler Lymphknoten (acht Jahre altes
Material) nach KMT sechseinviertel Monate ante mortem wegen CML (Ph+). Ein
Engraftment wurde klinisch nachgewiesen, das Knochenmark war zum Zeitpunkt der
Obduktion hypoplastisch.

Praparat 8a: Untersucht wurde ein tracheobifurkaler Lymphknoten (sieben Jahre
altes Material) nach KMT drei Monate ante mortem wegen CML (Ph+). Das
Knochenmark war zum Zeitpunkt der Obduktion hypoplastisch und zeigte eine
toxische Knochenmarksreaktion.

Praparat 9a: Untersucht wurde ein inguinaler Lymphknoten (fiinf Jahre altes
Material) nach PBSZT eine Woche ante mortem wegen AML. Zum Zeitpunkt der
Obduktion lag eine Knochenmarksaplasie vor.

Praparat 10a: Untersucht wurde ein axillirer Lymphknoten (zwei Jahre altes
Material) nach PBSZT dreieinviertel Monate ante mortem wegen ALL. Ein
Engraftment wurde klinisch nachgewiesen, zum Zeitpunkt der Obduktion war das
Knochenmark durch die bekannte ALL infiltriert.

Die klinischen Angaben und pathologisch-anatomischen Befunde sind in Tabelle 1

zusammengefasst.

Bioptisch gewonnene Lymphknoten

In Zeitraum von 1992 bis 2003 wurden sechs bioptisch gewonnene Lymphknoten
von Patientinnen, die eine Knochenmarksspende von ménnlichen Spendern erhalten
hatten, zur histologischen Untersuchung dem Pathologischen Institut der Universitét

Miinchen tbersandt. Drei geeignete Lymphknotenpriparate wurden daraus
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ausgewahlt und fiir die vorliegende Studie weiter bearbeitet. Kriterium der Auswahl

war die mdglichst gute morphologische Identifizierung der Lymphsinus.

Konditionierung, Transplantation und Verlauf

Bei der Konditionierung wurde bei einer Patientin eine Chemotherapie mit Busulfan
durchgefiihrt und bei den restlichen Patientinnen eine meist fraktionierte
Bestrahlung.

Bei jeweils zwei Patientinnen erfolgte eine PBZST und in einem Fall eine KMT. In
allen Féllen war der Spender ein Mann. Bei allen Patientinnen wurde klinisch ein
Engraftment nachgewiesen.

Bei allen Patientinnen erfolgte eine GvH-R-Prophylaxe mit Cyclosporin A (CSA)
und Methotrexat (MTX) (zusammengefasst in Tabelle 2).

Die einzelnen Lymphknotenpréaparate und Knochenmarksbefunde

Praparat 1b: Untersucht wurde ein mesenterialer Lymphknoten (11 Jahre altes
Material), entnommen 2 2 Monate nach KMT wegen CML bei V.a.
Lymphknoteninfiltration.

Praparat 2b: Untersucht wurde ein pulmohildrer Lymphknoten (fiinf Jahre altes
Material), entnommen 1 % Monate nach PBSZT wegen ALL. Der Lymphknoten
wurde im Rahmen einer Lungenoberlappenresektion bei Aspergillose der Lunge
gewonnen.

Praparat 3b: Ein zervikaler Lymphknoten wurde untersucht (drei Jahre altes
Material), entnommen ca. % Monat nach PBSZT wegen NHL bei V.a.
Lymphknoteninfiltration.

Die klinischen Angaben und pathologisch-anatomischen Befunde sind in Tabelle 1

und 2 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Klinische Angaben (Autoptisch gewonnene Lymphknoten). ALL: akute lymphatische Leukdmie, AML: akute myeloische Leukdmie, CML: chronisch
myeloische Leukdmie, ATG: Anti-Thymozyten-Globulin, BC: Buffy coat, BUS: Busulfan, CSA: Cyclosporin A, CY: Cylophosphamid, Flu: Fludarabin, FTBI:
fraktionierte Ganzkorperbestrahlung, Gy: Gray, Mel: Melphalan, MMF: Mycophenolat-Mofetil, MTX: Methotrexat, TT: Thiotepa, BPN: Bronchopneumonie,
DALD:"Diffuse alveolar lung damage" (Diffuser alveoldrer Lungenschaden), MI: Myokardinfarkt, VODL: Veno-occlussive disease of the liver (Veno-
occlussive Erkrankung der Leber), *Zeichen einer GvHD nach Obduktionsbefund, j: ja, n: nein, k.A.: keine Angaben.

Nr. Diagnose Konditionierung SZT Engraft- GvHR-Prophylaxe Zeichen einer GvHD* Alter Uberleben Todesursache
ment nach SZT [Mo]

la AML BUS-CY KM j CSA-MTX ] 54 54 % AML

2a CML FTBI-BC-A-CY KM j CSA-MTX n 43 2 MI

3a AML BUS-ATG-CY KM j CSA-MTX j 55 3% DALD,BPN

4a CML FTBI-ATG-CY2 KM j CSA-MTX n 55 1% Aspergillose

5a ALL TT-MEL-ATG-CY KM j CSA-MTX n 23 Ya Sepsis

6a CML FTBI-ATG-CY KM j CSA-MTX j 25 2% Toxoplasmose

7a CML FTBI-ATG-CY KM j CSA-MTX ] 54 6% DALD, BPN

8a CML FTBI-ATG-CY KM kA. CSA-MTX ] 53 3 DALD, BPN

9a AML 4Gy-ATG-CY PBSZ k.A. CSA-MTX n 39 YVa Sepsis

10a ALL Flu-2Gy PBSZ j CSA-MMF J 53 3% Rhabdomyolyse,BPN
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Tabelle 2: Klinische Angaben (Lymphknotenprobeexzision/-biopsie). Legende siehe Tabelle 1.

Nr. Diagnose Konditionierung SZT Engraft- GvHR- Alter Gewinnung Lymphknoten Frage/Grund der Entnahme
ment Prophylaxe nach SZT[Mo]
1b CML BUS-CY KM j CSA-MTX 54 2% mesenterial V.a. Infiltration
2b ALL FTBI-ATG-CY PBSZ j CSA-MTX 30 1% pulmohilér Oberlappen-Resektion wg. Aspergillose

3b NHL 12Gy-FLU-CY  PBSZ j MTX-CSA 37 24 %, zervikal V.a. Infiltration
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4.2 Untersuchungsmethoden

Einzelfarbungen

Von allen Lymphknotenpraparaten wurden Schnittpriparate (4 um) angefertigt und
mit Haematoxylin-Eosin (HE) angefirbt.

Immunbhistologie

Die Immunhistologie (IH) identifiziert am Gewebeschnitt spezifische antigene
Determinanten, die an der Zelloberfliche oder intrazelluldir vorhanden sind. Die
verwendeten Antikérper sind monoklonal oder polyklonal und richten sich demnach
gegen eine bzw. mehrere Determinanten. Der Primérantikorper ist bei der von uns
durchgefiihrten VEGFR-3 und Podoplanin-IH indirekt iiber einen weiteren,
biotinmarkierten, sekunddren , Anti-Antikérper mit einem Avidin-Biotin-
Enzymkomplex = (ABC-Methode) verbunden. Das  komplexierte = Enzym
Meerrettichperoxidase (Horseradish Peroxidase, HRP) setzt das zugegebene
Chromogen, hier 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC) enzymatisch in ein rotbraunes
Farbprodukt um, die Férbung ist lichtmikroskopisch auswertbar. Bei der
vorgenommenen Podoplanin-Immunfluoreszenz (IF) ist an den Sekundérantikorper
ein Fluorochrom, Fluoreszinisothiocyanat (FITC), gebunden, dieses ist im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar (68).

Um eine Antikdrperbindung zunichst zu ermoglichen, miissen die Antigene, die im
Formalin-fixierten Gewebe durch u.a. Wasserstoffbriickenbindungen
konformitétsverdndert sind, eventuell demaskiert werden. Dazu konnen verschiedene
Reagenzien wie z.B. Proteasen verwendet werden und werden als vorgefertigte
Losung angeboten (Target retrieval solution). Prinzipiell erzielt die IH an autolytisch
verdndertem Gewebe schlechtere Resultate, daneben wirkt sich auch eine
Uberfixierung mit Formaldehyd negativ auf das Firbeergebnis aus (68).

An dem vorliegenden Untersuchungsmaterial wurde eine IH mit einem polyklonalen
VEGFR-3-Antikorper (Zymed Laboratories, Cat. No. 18-7382) (Verdiinnung 1:50)
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und einem monoklonalen, Podoplanin-Antikérper (Acris-Antibodies, Deutschland,
Katalog Nr. DM3500) (Verdiinnung 1:80) vorgenommen. Diese wurden jeweils mit
Hilfe des Vectastain Avidin Biotin-Komplex (ABC) Kit Elite Universal detektiert
(Vector Laboratories, Kanada, Katalog Nr. PK6200) und mit dem Chromogen AEC
(Fa. Zymed, USA, Cat. No. 00-1122) sichtbar gemacht. Die Zellkerne wurden mit
Hematoxylin Gill’s Formula (Vector Laboratories, Kanada, Katalog Nr. H-3401)
gegengefirbt (siche Abb. 8).

3-Amino-9-ethylcarbazol
(AEC) —» O * Farbprodukt

Meerrettichperoxidase  — (@@ (e
(Horseradish Peroxidase, L Avidin-Biotin-Komplex
HRP) O00®

AN O Anti-vEGFR-3/

k— Anti-Podoplanin-AK

<T>

Abbildung 8: Indirekte IH. In der IH wurde ein primarer VEGFR-3/Podoplanin-Antikérper
verwendet. Mit dem Avidin-Biotin-Komplex (ABC) wurde detektiert und das Chromogen 3-Amino-9-
ethylcarbazol (AEC) in ein Farbprodukt umgewandelt.

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die Flureszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) identifiziert am Gewebeschnitt
spezifische Nukleinsduresequenzen der Desoxyribonukleinsdure (DNA). Die dabei
eingesetzte FISH-Sonde besteht aus einem oder mehreren markierten Nukleinsiure-
Einzelstrdngen mit einer Basenabfolge komplementir zur gesuchten Basensequenz
und lagert sich spezifisch an den gesuchten Chromosom- oder Genabschnitt an. Um
eine Anlagerung der zundchst doppelstrangigen Sonde zu ermdglichen, muss die
Doppelhelix der Sonde und Ziel-DNA entwunden und die (kovalenten) Bindungen
zwischen den beiden Basenstringen getrennt werden (Denaturierung). Zur

Denaturierung erhitzt man die Sonde und Ziel-DNA (bis zu 95 Grad Celcius) mit
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z.B. Formamid. Detektiert wird die hybridisierte Sonde mit an diese gebundenen
Fluorochromen.

Die Herstellung einer Sonde erfolgt durch Synthese eines der Matrize
komplementiren Einzelstrangs, mehrere Methoden stehen hierbei zur Verfiigung.
Bei der in der vorliegenden Arbeit verwandten Nick-Translation werden
Einzelstrangbriiche in die DNA eingefiigt und mit Fluorochromen markierte Basen
mit der DNA-Polymerase aus E. Coli wieder eingefiigt (58).

Die Autolyse im Obduktionsmaterial betrifft auch die Ziel-DNA. Die Fixierung des
Gewebes bewahrt die Nukleinsduren vor dem vollstandigen Zerfall. Fixanzien wie
Formaldehyd fiihren zu einer Quervernetzung von Proteinen des Gewebes und
daneben auch zu Doppelstrangbriichen in der DNA. Die Durchldssigkeit des
Gewebes verhdlt sich umgekehrt zum Grad der Fixierung des Gewebes, dasselbe
muss fiir die FISH daher wieder permeabel gemacht werden. Mit Proteinasen wie
Pronase E, Proteinase K oder Pepsin/HCI wird eine Permeabilisierung des Gewebes
erreicht. Die Nukleinsduren werden von assoziierten Proteinen befreit und die
Quervernetzung des Gewebes durch die Fixierung teilweise gelost. Nach
Hybridisierung stabilisiert eine Refixierung die Chromosomen und verhindert einen
Verlust an DNA.

Fiir die Auswertung der FISH und IF wurde ein Fluoreszenzmikroskop (Axioskop,
Zeiss, Deutschland) verwendet, das Licht einer definierten Wellenldnge aussendet
und dadurch einen Farbstoff wie FITC oder Rhodamin anregt (495 nm bzw. 596 nm),
der dann fluoreszierendes Licht einer farbstoffspezifischen Wellenldnge (520 nm
bzw. 615 nm) emittiert. Verschiedene Filtersysteme werden in den Strahlengang
geschaltet um kurzwelliges Anregungslicht und langwelliges Emissionslicht zu
filtern. Ein dichromatischer Teilungsspiegel trennt die Wellenldngen voneinander, so
dass der Betrachter nur das emittierte Signal im Okular sieht (58).

Sind Spender und Empfinger bei einer Transplantation unterschiedlichen
Geschlechts, wird durch Darstellung der Geschlechtschromosomen ein Chiméarismus

erkannt. Chromosome Enumeration Probes (CEP) binden an hochrepetitive DNA-
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Sequenzen meist nahe dem Centromer. CEP-Proben sind fiir das Y als auch X
Chromosom mit entsprechender chromogener Markierung erhéltlich.

An dem Untersuchungsmaterial erfolgte eine FISH ohne Kombination mit einer IF,
anders als in der Doppelfarbung, mit einer kommerziell erhéltlichen Sonde (Q-
Biogene, Deutschland, PSATO0AY-G) (in 20 % Verdiinnung) gegen die Alpha-
Satellitenregion des Y Chromosoms (siche Abb. 9).

Direkt FITC-markierte Sonde

hochrepetitive DNA-Sequenz nahe dem Centromer
des Y-Chromosoms

Abbildung 9: Y-FISH (Einzelfarbung). In der Einzelfarbung wurde eine direkt FITC-markierte Sonde
verwendet.Die Sonde bindet an hochrepetitive DNA-Sequenzen, die nahe dem Centromer des Y-
Chromosoms gelegen sind.

Doppelfarbung

Immunfluoreszenz

Das Grundprinzip der Immunfluoreszenz (IF) und der IH ist gleich, wie bereits
beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte zunichst eine indirekte Podoplanin-IF unter
Verwendung eines monoklonalen Podoplanin-Antikdrpers (Acris-Antibodies,
Deutschland, Katalog Nr. DM3500) (Verdiinnung 1:100) und eines sekundéren
FITC-markierten Antikdrpers (Vector Laboratories, Kanada, Katalog Nr. FI-2000)
(siche Abb. 10) (Verdiinnung 1:75).
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FITC-Markierung

Anti-Maus-AK —p»
Anti-Podoplanin-AK
e

SLC

Abbildung 10: Indirekte IF. Podoplanin-Antikérper (AK) binden an SWZ, daran gekoppelt ist ein
sekundarer, FITC-konjugierter AK. FITC weist bei Anregung mit Licht entsprechender Wellenlange
(495 nm) eine Grinfluoreszenz auf.

FISH

Eine FISH mit einer eigens hergestellten Sonde gegen die Alpha-Satellitenregion des
Y Chromosoms schloss sich an. Fiir die Herstellung der Sonde wurde ein E.coli-
Plasmid des Deutschen Ressourcenzentrums fiir Genomforschung (Klon ID
RZPDB737C022027D) verwendet und nach Standardprozedur aufgearbeitet, die
Prozedur ist bereits vielfach publiziert und soll an dieser Stelle nicht erneut
dargestellt werden (58). Die Sonde (in 8% Verdiinnung) wurde mittels Nick-
Translation Digoxigenin-markiert und mit einem Rhodamin-markierten Anti-
Digoxigenin-Antikorper (Roche, Deutschland, Katalog Nr. 1207750) (Verdiinnung
1:300) detektiert (siche Abb. 11).



Material und Methoden

29

Digoxigenierte Nucleinsauren

\ Rhodamin-Markierung

'\\ !

\ k— Anti-Digoxigenin-AK
\ -_—

i

Hochrepetitive Sequenzen nahe dem Centromer
des Y-Chromosoms

Abbildung 11: Y-FISH (Doppelfarbung). Digoxigenierte Nukleinsduren werden mit der Nick-
Translation in die zu hochrepetitiven Sequenzen nahe dem Centromer des Y-Chromosoms
komplementare DNA-Sonde eingebaut und mit einem Anti-Digoxigenin-Antikdrper (AK) detektiert.
Der Antikdrper ist mit dem Farbstoff Rhodamin markiert. Rhodamin weist bei Anregung mit Licht
entsprechender Wellenlénge eine Rotfluoreszenz auf.

Laborprotokolle

Fiir die simultane Doppelmarkierung mussten die Laborprotokolle fiir die IH und

FISH kombiniert und zu diesem Zweck angepasst werden. Die dabei verwendete

kommerziell erhéltliche Y-Sonde war ohne verwertbare Signale. Daher musste eine

Y-FISH-Sonde eigens generiert werden.

Einzelfarbungen

VEGFR-3-Immunhistologie

l.
2.

(O8]

NS e

Entparaffinierung der Priparate.

Vorbehandlung der Préparate:

Inkubation mit Enhancer (Linaris, Wertheim-Bettingen, Katalog Nr. E7000) in

der Mikrowelle (750 W) fiir 2 x 15 min.

Abkiihlen der Praparate bei Raumtemperatur fiir 20 min.

Spiilen der Prédparate in Tris-Puffer fiir 2 x 5 min.

Blockierung der endogenen Peroxidase:

Inkubation mit 7,5% wissrigem Wasserstoffperoxid bei Raumtemperatur fiir 10

min.
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10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.

FlieBend wissern der Priaparate fiir 10 min, Spiilen der Praparate in Tris-Puffer
fiir 2 x 5 min.

Inkubation mit Blocking-Serum (Vectastain ABC Kit Universal, Vector
Laboratories, Kanada, Cat. No. PK 6200) fiir 20 min, den Uberstand abkippen.
Antikorperauftrag des primidren, polyklonalen VEGFR-3-Antikorpers (Zymed
Laboratories, Cat. No. 18-7382) in 1:50 Verdiinnung fiir 60 min.

Spitilen der Priparate in Tris-Puffer fiir 2 x 5 min.

Antikorperauftrag des biotinylierten Sekundarantikoérpers (ABC Kit s.o.) fiir 30
min.

Spiilen der Priparate in Tris-Puffer fiir 2 x 5 min.

Inkubation mit dem ABC-Komplex (ABC kit s.0.) fiir 30 min.

Spiilen der Priaparate in Tris-Puffer fiir 2 x 5 min.

Auftrag des Chromogens AEC (Fa. Zymed, USA, Cat. No. 00-1122) fiir 10 min.
FlieBend wissern der Préparate fiir 10 min.

Gegenfarbung mit Hematoxylin Gill’s Formula (Vector Laboratories, Kanada,
Cat. No. H-3401) fiir 10 sec.

FlieBend wissern der Préaparate fiir 10 min.

Eindecken der Pridparate mit Kaisers Glyceringelatine (Merck, Cat. No.
1.09242.0100).

Podoplanin-Immunhistologie

l.
2.

(98]

NS » e

Entparaffinierung der Priparate.

Vorbehandlung der Préparate:

Inkubation mit Pro Taqs I Antigen-Enhancer (Quartett, Berlin, Katalog Nr.
401602092) in der Mikrowelle (750 W) fiir 2 x 15 min.

Abkiihlen der Priparate bei Raumtemperatur fiir 20 min.

Spiilen der Priaparate in Tris-Puffer fiir 2 x 5 min.

Blockierung der endogenen Peroxidase:

Inkubation mit 7,5% wissrigem Wasserstoffperoxid bei Raumtemperatur fiir 10

min.
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10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.

FlieBend wissern der Priaparate fiir 10 min, Spiilen der Praparate in Tris-Puffer
fiir 2 x 5 min.

Inkubation mit Blocking-Serum (Vectastain ABC Kit Universal, Vector
Laboratories, Kanada, Cat. No. PK 6200) fiir 20 min, den Uberstand abkippen.
Antikorperauftrag des primdren Podoplanin-Antikorpers (Acris Antibodies,
Deutschland, Katalog Nr. DM3500) in 1:80 Verdiinnung fiir 60 min.

Spitilen der Priparate in Tris-Puffer fiir 2 x 5 min.

Antikorperauftrag des biotinylierten Sekundarantikoérpers (ABC Kit s.o.) fiir 30
min.

Spiilen der Priparate in Tris-Puffer fiir 2 x 5 min.

Inkubation mit dem ABC-Komplex (ABC kit s.0.) fiir 30 min.

Spiilen der Priaparate in Tris-Puffer fiir 2 x 5 min.

Auftrag des Chromogens AEC (Fa. Zymed, USA, Cat. No. 00-1122) fiir 10 min.
FlieBend wissern der Préparate fiir 10 min.

Gegenfarbung mit Hematoxylin Gill’s Formula (Vector Laboratories, Kanada,
Cat. No. H-3401) fiir 10 sec.

FlieBend wissern der Préaparate fiir 10 min.

Eindecken der Pridparate mit Kaisers Glyceringelatine (Merck, Cat. No.
1.09242.0100).

Y-FISH

Vorbehandlung der Préaparate

1.

(O8]

NS e

Inkubation der positiv geladenen Objekttriger mit aufgezogenen Priparaten bei
56°C im Brutschrank iibernacht.

Entparaffinieren der Priparate in 100% Xylol fiir 25 Minuten.

Rehydrieren der Préaparate in der Alkoholreihe (Ethanol 100%, 90%, 70%) fiir je
5 Minuten.

Spiilen der Priaparate in 5’ Aqua destillata.

Inkubation mit Target Retrieval Solution 6 fiir 20 min bei 100°C im Wasserbad.
Auskiihlen der Praparate fiir 20 min.

5 min Spiilen der Préparate mit Tris-Puffer.
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8. Verdau des Gewebes mit Pepsin in 0,2 N HCI fiir 15 min.

9. Erneutes Spiilen der Préparate.

10. Refixation der Préparate in 4% Tris-gepuffertem Paraformaldehyd fiir 10 min.

11. Waschen der Préparate in destilliertem Wasser fiir 5 min.

12. Dehydrierung der Priparate in der Alkoholreihe (Ethanol 70%, 90%, 100%) fiir
je 2 Minuten.

13. Trocknen der Prédparate an der Luft.

Hybridisierung

13. Sondenauftrag von 8 Mikroliter der direkt FITC markierten Sonde (Q-Biogene,
Deutschland, PSATO0AY-G) in 20% Verdiinnung auf das 18x18mm grof3e
Deckglas.

14. Denaturieren von Prdparat und Sonde gleichzeitig in Formamid-haltigem
Hybmix (Hybridisierungsmix) (DAKO, Katalog Nr. S3305) fiir 3 min bei 95°C.

15. Versehen der Objekttrager mit Deckglédsern und Versiegeln mit Rubber Cement
(Fixogum, Marabu, Deutschland).

16. Inkubation tibernacht bei 37°C.

Post-Hybridisierungs-Waschungen

16. Entfernen des Rubber cements. Manuelles Losen der Deckgldser von den
Objekttragern.

17. Waschen der Préparate in 0,1xSSC/0,1%Tris fiir 3x10 min bei 55°C.

18. Spiilen der Préiparate.

19. Kerngegenfarbung und Eindecken der Préparate mit Vectashield Eindeckmedium
mit DAPI (Vector Laboratories, Kanada, Katalog Nr. H-1200) und Bereitstellung

zur Auswertung.

Doppelfarbung

Vorbehandlung der Praparate
1. Entparaffinierung der Préparate in 100% Xylol fiir 25 min.
2. Rehydrierung in der Alkoholreihe (Ethanol 100%, 90%, 70%) fiir je fiinf min.
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3. Inkubation mit Target Retrieval Solution (TRS) 6 (DAKO, Deutschland, Katalog
Nr. S1699) fiir 20 min.

4. Auskiihlen der Préparate fiir 20 min.

5. Spiilen der Préparate fiir 5 min mit Tris-Puffer.

6. Blockierung mit ProtBlock (Protein Block) (DAKO, Katalog Nr. X0909) fiir 10
min.

Primar- und Sekundarantikérper

7. Antikorperauftrag des Podoplanin-Antikorpers (Acris Antibodies, Deutschland,
Katalog Nr. DM3500), in 1:100 Verdiinnung fiir 60 min.

8. Spiilen der Priparate.

9. Antikorperauftrag des FITC gekoppelten Anti-Maus-Antikorpers (Vector
Laboratories, Kanada, Katalog Nr. FI-2000), 1:75 verdiinnt, fiir 30 min.

10. Spiilen der Préiparate.

11. Refixierung der Préparate in Tris gepuffertem, 4% Paraformaldehyd fiir 10 min.

12. Spiilen der Préiparate.

13. Trocknen der Préparate an der Luft.

Hybridisierung

14. Denaturierung der 8% verdiinnten Sonde bei 95°C fiir 3 min (Lagern der Sonde
im Eisbad) und der Préparate in 0,05 N NaOH/1xSSC fiir 4,5 min.

15. Spiilen der Préparate.

16. Trocknen der Priparate an der Luft.

17. Sondenauftrag der Digoxigenin-markierten Sonde (Eigenherstellung).

18. Versehen der Objekttrager mit Deckgldsern und Versiegeln mit Rubber Cement
(Fixogum, Marabu, Deutschland).

19. Inkubation iibernacht bei 37°C.

Post-Hybridisierungs-Waschungen

20. Waschen der Préparate mit 0,1xSSc/0,1Tween 20 (Sigma, Katalog Nr. P9416)
fiir 3x10 min bei 55°C.

21. Spiilen der Priparate.

Detektion der Sonde



Material und Methoden 34

22. Aufbringen des 1:300 verdiinnten Rhodamin-markierten Anti-Digoxigenin-
Antikorpers (Roche, Deutschland, Katalog Nr. 1207750) bei 37°C.

23. Kerngegenfarbung und Eindecken der Préparate mit Vectashield Eindeckmedium
mit DAPI (Vector Laboratories, Kanada, Katalog Nr. H-1200) und Bereitstellung
zur Auswertung.

Alle Spiilschritte wurden, soweit nicht anders angegeben mit 0,05 M Tris-Puffer in

H,O pH7,5 durchgefiihrt und die Antikérper in DAKO-Medium (DAKO,

Deutschland, Katalog Nr. S3022) verdiinnt.

Antikorper, Losungen und Reagenzien und Geratschaften

In Tabelle 3 sind z.T. die Hersteller und Chargen und z.T. die eingesetzten Mengen
der verwendeten Losungen und Reagenzien, soweit sie nicht bereits im Text genannt
sind, aufgefiihrt. Tabelle 4 sind die verwendeten optischen Gerétschaften zu

entnehmen.
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Tabelle 3: Losungen und Reagenzien.

Lésungen und Reagenzien Hersteller, Charge

Xylol Merck, Deutschland, Katalog Nr.
108681
Ethanol Merck, Katalog Nr. 100983
Pepsin Sigma, Deutschland, Katalog Nr.
P6887
0,05M Tris: NaCl 43,9 g; Fluka (Sigma), Deutschland, Katalog
Nr. 71382
Tris-HCI 34,25 g; Sigma, Katalog Nr. T3253
Tris-Base 4,5 g; Sigma, Katalog Nr. T1503
Aqua bidestillata ad 5 1.
Paraformaldehyd 4%: Paraformaldehyd 20g; Merck, Katalog Nr. 104005
aqua bidestillata 250 ml.
NaOH ApplieChem, Deutschland, Katalog Nr.
Al1432
20xSSC: NaCl 350,6 g; Fluka

Na3Citratdihydrat 176,4 g;
Aqua bidestillata 1,9 [;
pH auf 7,0 einstellen;

Aqua bidestillata ad 2 1.
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Tabelle 4: Geritschaften.

Mikroskope, Zubehor

Typ, Hersteller

Fluoreszenzmikroskop

Lichtquelle (UV-Lampe)

Objektivlinsen, Ocular

Filtersitze

Steuereinheit

Lichtmikroskop

Lichtquelle

Objektivlinsen, Ocular

Camera (Fluoreszenzmikroskop und

Lichtmikroskop), Software

Axioskop, Zeiss, Deutschland

HBO 100W/2, Osram, Deutschland

Plan-Apochromat 63x/1,40 Oil, Zeiss, Plan-Neofluar
100x/1,30 Oil, Zeiss, W-PI 10x/23, Zeiss

FITC, Texasred, DAPI, AF Analysentechnik, Tiibingen

LEP MAC5000, Ludl Electronic Products, USA

Axioplan2imaging, Zeiss

Halogenlampe HAL 100

Plan-Neofluar 2,5x/0,075, Plan-Apochromat 20x/0,75,
Plan-Neofluar 63x/0,95, E-PI 10x/25, Zeiss

Color Camera, AxioCam MRc, Zeiss, AxioVision

Version 4.3, Zeiss
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4.3 Auswertung

Einzelfarbungen

In der Lichtmikroskopie wurde das Lymphsinussystem darauthin beurteilt, ob ein
Randsinus durchgehend zu identifizieren war, daneben ob im Cortex und der
Medulla Intermedidr- bzw. Marksinus zu erkennen waren. Zudem wurde der Gehalt
an lymphatischen Zellen in den Lymphknoten abgeschitzt, dabei wurde der
Lymphknoten mit dem geringsten und mit dem hochsten Zellgehalt als Bezugsgrofie
genommen.

In der Immunbhistologie mal} sich die Spezifitidt der Podoplanin-Féarbereaktion an der
Féarbereaktion  der  gleichzeitig  auf dem  Schnittprdparat  erfassten
Blutgefaflendothelzellen. Die Intensitdt der Farbereaktion wurde in Bezug auf die
Intensitit der Férbereaktion in hildiren Lymphgefden oder perinodalen
Lymphspalten bzw. bezogen auf die maximale Intensitit im Vergleich aller
Lymphknoten angegeben.

In der Y-FISH-Einzelfirbung wurden die Lymphknoten auf einen zelluldren

Chimérismus untersucht und die Intensitédt der Sondensignale beurteilt.

Doppelfarbung

Im Rhodamin-Filter (Podoplanin-IF) wurden zunéchst Abschnitte der Sinuswand mit
einer abschnittsweise durchgehenden Podoplanin-Markierung identifiziert. Im FITC-
Filter (Y-FISH) in Kombination mit dem DAPI-Filter (Gegenfirbung Zellkerne)
wurden in sdmtlichen Podoplanin-geférbten Sinusabschnitten Y-FISH-Sondensignale
in Zellkernen mit der fiir SWZ typischen Kernmorphologie gesucht.

Alle vorliegenden Abbildungen wurden mit einer Digitalkamera (AxioCam MRe,
Zeiss) aufgenommen; beziiglich der FISH-Abbildungen wurde die Gewichtung der
einzelnen FISH-Kanéle mit der dazugehoérigen Kamerasoftware (AxioVision Version

4.3, Zeiss) justiert.
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5 Ergebnisse

5.1 Histopathologischer Befund

Autoptisch gewonnene Lymphknoten

Histomorphologisch stellte sich in den autoptisch gewonnenen Lymphknoten ein
offener Randsinus dar, in zwei Lymphknoten durchgehend und in acht von zehn
Lymphknoten zumindest abschnittsweise. In einem Lymphknoten (Préparat 8a) war
ein weiter, zentraler Marksinus zu beobachten. Ansonsten waren Intermediédr- und
Marksinus nicht eindeutig differenzierbar, und daher wurden alle Sinusstrukturen
auller dem Randsinus als Intranodalsinus angesehen und zusammengefasst. Mehrere
Lymphknoten wiesen unspezifische Verdnderungen auf wie z.B. Anthrakose, diese
waren jedoch ohne wesentlichen Einfluss auf die Beurteilbarkeit der Sinus.

Das Sinuslumen war in einem tracheobifurkalen Lymphknoten (Préparat 8a, siche
Abb. 16) ausgedehnt blutgefiillt und in den restlichen Lymphknoten weitgehend
zellfrei.

Der Gehalt an lymphatischen Zellen war in den autoptisch gewonnenen
Lymphknoten verschieden (sieche Abb. 12). Zudem wiesen alle Lymphknoten eine
gestorte Lymphknotenarchitektur mit fehlenden Lymphfollikeln und Keimzentren
auf und das Retikulum trat je nach Gehalt an lymphatischen Zellen in den
Vordergrund. Dabei lag in einem axilliren Lymphknoten (Pridparat 10a, siche Abb.

18) bei hohem Zellgehalt eine leukdmische Infiltration vor.
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Abbildung 12: Gehalt an lymphatischen Zellen
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in den Lymphknoten. a) In einem inguinalen

Lymphknoten (Préaparat 9a, ¥ Monat nach SZT) sind angrenzend an den Randsinus (gestrichelte
Linien und Stern) nur wenige, angedeutet aggregierte lymphatische Zellen an Stelle der Lymphfollikel
zu erkennen (Kreis). b) Ein paraaortaler Lymphknoten (Préparat 1a) 54 % Monate nach SZT weist
einen hohen Gehalt an lymphatischen Zellen auf (ein Lymphsinus ist hier nicht erfasst) (VergroRerung

a) und b) 400x).

Bioptisch gewonnene Lymphknoten

In allen Praparaten waren ein offener Randsinus partiell oder nahezu vollstindig und

in einem Lymphknoten (Préparat 1b, siche Abb. 14) auch Intranodalsinus deutlich zu

identifizieren.

Alle Lymphknoten wiesen einen geringen Gehalt an lymphatischen Zellen auf. In

einem zervikalen Lymphknoten (Pridparat 3b,

siche Abb. 15) lag eine

Lymphominfiltration vor, welche das lymphatische Gewebe verdriangte und weite

Teile des Lymphknotens einnahm.

5.2 Nachweis von SWZ

Eine zunichst durchgefiihrte Farbereaktion mit einem Antikdrper gegen VEGFR-3

stellte auch nach Wiederholung lediglich ganz vereinzelt SWZ dar und wurde daher

nicht weiter verfolgt (siche Abb. 13).
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Abbildung 13: Immunhistologische Darstellung der Lymphsinus mit einem VEGFR-3-Antikdrper
(Lymphknotenpraparat 3b). Ein anfanglicher Versuch der Darstellung der Lymphsinus mit einem
Antikdérper gegen VEGFR-3 zeigte ganz vereinzelt in den Lymphknoten eine positive Farbereaktion
(braun) in einem Lymphsinus (Stern), welche in der Spezifitdt mit der Podoplanin-Markierung
Ubereinstimmte (VergréRerung 630x).

Autoptisch gewonnene Lymphknoten

Die Podoplanin-Fiarbung von SWZ in den Lymphsinus war in acht von zehn
Lymphknoten positiv, dabei zeigte ein Lymphknoten (Praparat 2a) allein in der IH
eine Firbereaktion bei negativ ausfallender IF. In der IH lieBen zwei Lymphknoten
eine kriftige Markierung der SWZ des Randsinus und eine weniger intensive
Reaktion in SWZ der Intranodalsinus erkennen. Sechs Lymphknoten wiesen eine
schwache Farbereaktion der SWZ des Randsinus auf, nur vereinzelt waren auch die
SWZ der Intranodalsinus gefarbt. Zwei von zehn Lymphknoten (Préparat 6a und 10a,
siche Abb. 18) waren auch bei spédrlicher oder auch fehlender Férbereaktion in
perinodalen Lymphspalten ohne Markierung der SWZ in der IH als auch IF. Ein
Lymphknoten (Priparat 5a) zeigte einen nahezu durchgehend Podoplanin-gefarbten
Randsinus, in den restlichen Lymphknoten waren der Rand- und zum Teil auch
Intranodalsinus in den Lymphknoten zumindest abschnittsweise Podoplanin-gefarbt.

Die Lymphsinus grenzten sich stellenweise deutlich durch eine Zelllage aus SWZ
von dem anliegenden Parenchym bzw. Bindegewebe ab, dabei war die Sinuswand
unter der Lymphknotenkapsel strichformig Podoplanin-markiert und dadurch die
Zelllage aus SWZ hier am deutlichsten zu verfolgen. Die SWZ wiesen in dieser

Position langgezogene, abgeflachte Zellkerne auf wund &hnelten damit
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Gefallendothelien, diese endothelialen Podoplanin-gefirbten SWZ waren aber
ebenfalls in Intranodalsinus zu beobachten und hoben sich durch ihre besonders
intensive  Podoplanin-Markierung hervor. Dahingegen boten SWZ der
parenchymseitigen Wand des Randsinus eine weniger intensive Farbereaktion und
eine durchgehende strichformige Podoplanin-Markierung lag meist nicht vor,
dadurch erschien die parenchymseitige Wand des Randsinus aufgelockert. In dieser
Position wiesen die SWZ zT. auch ovaldre, plumpe Zellkerne auf und die
parenchymseitige Zelllage aus SWZ unterschied sich damit von der kapselseitigen
Lage aus {iiberwiegend endothelialen SWZ. Eine luminale oder abluminale
Podoplanin-Markierung war in den SWZ der Lymphsinus nicht zu differenzieren.

In der IF wies einer von sieben Lymphknoten eine kréftige Markierung der SWZ der
Lymphsinus auf und sechs Lymphknoten eine schwache Markierung vor allem der

SWZ des Randsinus. In drei von zehn Lymphknoten war die Férbereaktion —bei

interner Positivkontrolle in perinodalen Lymphspalten— negativ. Die IF korrelierte
mit einer Ausnahme (Priparat 2a) gut mit der immunhistologischen Férbereaktion.
Eine kriftige Markierung perinodaler Lymphspalten oder hildrer Lymphgefdfle war
in allen Lymphknoten festzustellen mit einer im Vergleich zu der in den SWZ der
Lymphsinus intensiveren Férbereaktion.

Ein Netzwerk aus FDZ wurde im Lymphknotenparenchym an keinem der zehn

Lymphknoten vorgefunden.

Bioptisch gewonnene Lymphknoten

Alle Lymphknoten zeigten in der Podoplanin-IH eine kriftige Firbereaktion in
wandstandigen SWZ, in einem Lymphknoten (Pridparat 1b, siche Abb. 14) war der
Randsinus nahezu durchgehend Podoplanin-gefarbt und die SWZ der Intranodalsinus
waren den SWZ des Randsinus vergleichbar intensiv gefarbt. Die Abgrenzung eines
Randsinus erwies sich in einem zervikalen Lymphknoten (Priparat 3b, siche Abb.
15) als schwierig, da in diesem Lymphknoten die Sinus durch die
Lymphominfiltration tiberwiegend {iberwuchert waren. Hier waren dann jedoch mit

Hilfe der Podoplanin-IH SWZ in obliterierten Intranodalsinus zu identifizieren. In
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einem mesenterialen Lymphknoten (Praparat 1b) war neben den wandsténdigen auch
ein Maschenwerk aus intrasinusoidalen SWZ Podoplanin-markiert (siche Abb. 14).
Zwei Lymphknoten farbten sich in der Podoplanin-IF an, davon einer mit kriftiger
und ein weiterer mit schwacher Intensitét vor allem im Randsinus. In einem von drei
Lymphknoten fehlte bei interner Positivkontrolle in perinodalen Lymphgefdf3en eine
Podoplanin-IF-Markierung der Lymphsinus.

Ein Netzwerk aus Podoplanin-gefairbten FDZ fehlte im Parenchym der drei
Lymphknoten.

5.3 Nachweis eines Chimarismus

Autoptisch gewonnene Lymphknoten

In der Y-FISH-Einzelfarbung waren in fiinf von zehn Lymphknoten chimire Zellen
nachweisbar. In der Mehrzahl waren diese lymphatischen Zellen, entsprechend dem
histologischen Bild, obgleich allerdings nicht genau zu differenzieren war, ob
darunter auch einzelne nicht-lymphatische Zellen waren.

Die Signalintensitit in diesen Zellen war in vier Lymphknoten schwach und in einem
Lymphknoten kriftig.

In der Doppelfiarbung wiesen acht von zehn Lymphknoten relativ schwache Y-FISH-
Sondensignale in Zellen des Lymphknotens auf, hiervon waren allerdings vier
Lymphknoten in der zugehorigen Einzelfirbung negativ. Zwei von zehn
Lymphknoten waren ohne Sondensignale in der Doppelfirbung, davon wies ein
Lymphknoten jedoch in der Einzelfirbung Y-FISH-Signale auf. Alle positiven
Lymphknoten wiesen in der Doppelfarbung, im Vergleich mit der Y-FISH-
Einzelfarbung, schwichere Sondensignale auf, so dass die Detektion der
Sondensignale bei gleichzeitig bestehender schwacher Hintergrundfluoreszenz
schwierig war. Die DAPI Kernfarbung war gut zu erkennen.

In der Podoplanin-IF der Doppelfarbung wiesen sechs Lymphknoten eine positive

Farbereaktion auf, dabei war ein Lymphknoten kriftig und fiinf schwach Podoplanin-
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markiert. In der FISH und/oder IF-Komponente der Doppelfarbung fehlte in vier von
zehn Lymphknoten eine Féarbereaktion.

An zwei verschiedenen Stellen in einem Lymphknoten (Préparat 5a) lieBen sich in
einer kréftig durchgehend Podoplanin-gefdrbten Sinuswand Y-FISH-Sondensignale
in DAPI-positiven Zellkernen nachweisen. Die Zellkerne dieser Zellen waren ovaldr
und relativ breit und die Y-FISH-Sondensignale in der Kernperipherie gelegen (siehe
Abb. 19).

Bioptisch gewonnene Lymphknoten

Alle diese Lymphknoten wiesen in der Y-FISH-Einzelfdarbung in zahlreichen Zellen
kraftige, intensive Sondensignale auf.

In der Doppelfarbung fiel die Podoplanin-IF in einem Lymphknoten kréftig, in einem
schwach und in einem negativ aus. Die DAPI Kernfiarbung war in allen Préparaten
gut zu erkennen. In einem Lymphknoten (Praparat 2b) mit kréftiger Podoplanin-
Férbereaktion konnten in der Doppelfarbung Y-FISH-Signale in nicht Podoplanin-
markierten Zellen des Lymphknotens nachgewiesen werden mit —im Vergleich zur
Y-FISH-Einzelmarkierung— schwachen Sondensignalen; allerdings keine Y-FISH-
Signale in Zellkernen von Podoplanin-gefarbten SWZ.

5.4 Die einzelnen Lymphknotenpréaparate

In den einzelnen Lymphknotenpridparaten war die Morphologie in der
Lichtmikroskopie, die Podoplanin-IH, die FISH-Einzelfairbung und die
Doppelfarbung wie folgt zu beschreiben:

Autoptisch gewonnene Lymphknoten

Préparat 1a Der paraaortale Lymphknoten (81 mm?) zeigte einen relativ hohen
Gehalt an lymphatischen Zellen ohne Infiltration durch die zugrunde liegende AML.
Der Rand- und die Intranodalsinus waren schmal sowie stellenweise mit
Erythrozyten angefiillt. Ein wandstidndig Podoplanin-gefarbter Randsinus war weder

kapsel- noch parenchymseitig abgrenzbar. In Intranodalsinus war eine wandstédndige
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Anfarbung zu erkennen. Der Lymphknoten wies in der Y-FISH (Einzel- und
Doppelfiarbung) schwache Sondensignale in zahlreichen Zellen auf; die iiberwiegend
den lymphatischen Zellen entsprachen.

Praparat 2a Der mesenteriale Lymphknoten (26 mm?) zeigte einen geringen Gehalt
an lymphatischen Zellen mit fokal kleinen lymphozytiren Ansammlungen anstelle
der Follikel ohne Infiltration durch die vorbekannte CML. Der Randsinus war weit
und nahezu durchgehend identifizierbar, auch die Intranodalsinus waren gut
abgrenzbar und hildre LymphgefiBle zu erkennen. Einzelne endotheliale SWZ im
Randsinus unterhalb der Lymphknotenkapsel farbten sich schwach mit Podoplanin
an, wohingegen in der parenchymseitigen Wand des Randsinus sowie in
Intranodalsinus eine Firbereaktion fehlte. Perinodale LymphgefaBe firbten sich
ebenfalls schwach mit Podoplanin an. In der Y-FISH (Einzelfirbung) einzelne
lymphatische Zellen mit schwachen Sondensignalen.

Préparat 3a Der hepatohilire Lymphknoten (14 mm®) lag in mehreren Anteilen vor.
Der Lymphknoten zeigte einen maBigen Gehalt an lymphatischen Zellen und war
ohne Infiltration durch die bekannte AML. Der Rand- und die Intranodalsinus waren
schmal, zentrale Sinusrdume waren durch endotheliale, schwach Podoplanin-gefarbte
SWZ ausgekleidet. Die Podoplanin-Firbung im Randsinus entsprach im
Wesentlichen dem Lymphknoten in Prdparat 1. In der Y-FISH (Einzelfarbung)
konnten keine Sondensignale nachgewiesen werden.

Préparat 4a Der tracheobifurkale Lymphknoten (11 mm?®) zeigte einen geringen
Gehalt an lymphatischen Zellen und war ohne Infiltration durch die vorbekannte
CML. Weiterhin lag eine mittelgradige Fibrose sowie Anthrakose im
Lymphknotenparenchym vor. Der Rand- und die Intranodalsinus waren schmal, die
parenchymseitige Wand des Randsinus unscharf. Endotheliale SWZ im Randsinus
unter der Kapsel farbten sich kriftig mit Podoplanin an und SWZ der
parenchymseitigen Sinuswand weniger durchgehend und in geringer Intensitét. Die
Y-FISH (Einzel- und Doppelfirbung) zeigte schwache Sondensignale in
lymphatischen Zellen.
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Préaparat 5a Der inguinale Lymphknoten (9 mm?) zeigte einen geringen Gehalt an
lymphatischen Zellen ohne Infiltration durch die vorbekannte ALL, zudem
multifokale dystrophe Verkalkungen. Der Rand- und die Intranodalsinus waren
mittelweit, die parenchymseitige Wand des Randsinus war deutlich abzugrenzen und
hilire Lymphgefie zu erkennen. Intranodalsinus farbten sich teils kriftig mit
Podoplanin an, die Sinuswand war hier entsprechend der parenchymseitigen Wand
des Randsinus aufgelockert oder dhnlich der kapselseitigen Wand des Randsinus
durchgehend und strichféormig Podoplanin-markiert (sieche Abb. 19). In der
Doppelfarbung wiesen lymphatische Zellen Y-Sondensignale in schwacher Intensitét
auf, welche hier auch an zwei verschiedenen Stellen in Zellkernen von Podoplanin-
gefdrbten Zellen der Sinuswand nachzuweisen waren (siche Abb. 19).

Préparat 6a Der inguinale Lymphknoten (14 mm?) zeigte einen geringen Gehalt an
lymphatischen Zellen und war ohne Infiltration durch die vorbekannte CML. Der
Randsinus war schmal und durchgehend zu erkennen. Die IH und IF fiir Podoplanin
waren komplett negativ ausgefallen mit fehlender Podoplanin-Farbung in
Lymphgefdaen der Lymphknotenkapsel und des angrenzenden Bindegewebes.
Lymphatische Zellen wiesen FISH-Sondensignale (Doppelfarbung) in schwacher
Intensitét auf.

Préaparat 7a Der tracheobifurkale Lymphknoten (132 mm?) zeigte einen miBigen
Gehalt an lymphatischen Zellen ohne Infiltration durch die vorbekannte CML. Eine
deutliche Anthrakose lag vor. Der Rand- und die Intranodalsinus waren weit und mit
Erythrozyten locker angefiillt. Im Randsinus als auch in den Intranodalsinus farbten
sich einige endotheliale SWZ schwach mit Podoplanin an. Lymphatische Zellen
wiesen in der Y-FISH (Doppelfirbung) Y-Sondensignale in schwacher Intensitit auf.
Préparat 8a Der tracheobifurkale Lymphknoten (81 mm?) zeigte einen mifBigen
Gehalt an lymphatischen Zellen ohne Infiltration durch die vorbekannte CML,
zudem eine deutliche Anthrakose. Der Randsinus weit und vollstindig blutgefiillt,
die parenchymseitige Wand nicht deutlich abzugrenzen und in intranodalen
Abschnitten waren ebenfalls alle GefdB- und Sinusstrukturen hyperdmisch. Die

kapselseitige Wand des Randsinus war abschnittsweise Podoplanin-gefarbt, zudem
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intrasinusoidale Zellen. Ein zentraler Marksinus und hildre Lymphgetdaf3e waren gut
zu erkennen. Lymphatische Zellen wiesen sowohl in der Einzel- als auch
Doppelfirbung Y-FISH Sondensignale in schwacher Intensitit auf.

Praparat 9a Der inguinale Lymphknoten (8 mm?) zeigte einen geringen Gehalt an
lymphatischen Zellen ohne Infiltration durch die vorbekannte AML. Der Randsinus
war schmal und nahezu durchgehend gut zu erkennen, Intranodalsinus waren nicht
eindeutig abgrenzbar. Die Podoplanin-Firbereaktion entsprach weitgehend der
Férbereaktion in dem Lymphknoten in Priparat 2a. Lymphatische Zellen wiesen in
der Einzelfarbung Y-FISH Sondensignale in kriftiger Intensitét auf.

Préparat 10a Der axillire Lymphknoten (42 mm®) wies eine diffuse lockere
Infiltration des Parenchyms durch die vorbekannte common-ALL auf, der Gehalt an
lymphatischen Zellen war insgesamt relativ hoch. Der Randsinus und die
Intranodalsinus waren schmal und durchgehend zu erkennen, Intranodalsinus nicht
eindeutig abgrenzbar. Bei positiv ausgefallener Firbereaktion in perinodalen
Lymphgefden waren die Lymphknotensinus allerdings nicht gefarbt (siche Abb.
18). In lymphatischen Zellen konnten Y-FISH-Sondensignale (Doppelfarbung) mit

geringer Intensitdt nachgewiesen werden.

Bioptisch gewonnene Lymphknoten

In den einzelnen Lymphknotenpréparaten konnten folgende Befunde beziiglich der
Histomorphologie, Podoplanin- und FISH-Férbungen erhoben werden:

Préparat 1b Der mesenteriale Lymphknoten (13 mm?) zeigte einen geringen Gehalt
an lymphatischen Zellen ohne Infiltration durch die vorbekannte CML. Der
Randsinus war mittelweit, Intranodalsinus waren weit und {iberall abgrenzbar.
Podoplanin farbte durchgehend und in vergleichbar kriftiger Intensitdt Rand- und
Intranodalsinus als auch die parenchymseitige und kapselseitige Wand des
Randsinus. Kapselseitig waren sowohl Podoplanin-gefarbte endotheliale als auch
SWZ mit plumpen Zellkernen zu beobachten. Hilire LymphgefiBle waren
abzugrenzen. Podoplanin zeichnete die Wand der Sinus nach, die Markierung ging

dabei auf Zellen in den Sinus iiber, die strebenartig das Lumen durchquerten, und
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erreichte stellenweise wiederum die gegenseitige Sinuswand. Alle Sinusabschnitte
mit Betonung zentraler Sinus waren durch hellzytoplasmatische, Podoplanin negative
Makrophagen angefiillt. Diese waren auch in der konventionellen Histologie von den
maschenwerkartig die Sinus durchziehenden SWZ differenzierbar (siche Abb. 14).
Lymphatische Zellen wiesen in der Einzelfairbung Y-FISH-Sondensignale in
kréftiger Intensitét auf.

Praparat 2b Der pulmohilire Lymphknoten (169 mm®) wies einen miBigen Gehalt
an lymphatischen Zellen auf ohne Infiltration durch die bekannte ALL. Der
Randsinus war sehr schmal und Intranodalsinus nicht eindeutig zu identifizieren.
Endotheliale SWZ im Randsinus farbten sich kapselseitig z.T. durchgehend kriftig
mit Podoplanin an und parenchymseitig war die Sinuswand durch unregelmifBig
Podoplanin-geférbte Zellen begrenzt. Intranodalsinus wurden dem Randsinus
vergleichbar intensiv markiert (siche Abb. 14); die Y-FISH mit kraftigen (Einzel-)
bzw. schwachen (Doppelfarbung) Sondensignalen.

Préparat 3b Der zervikale Lymphknoten (42 mm?) war durch ein groBzelliges B-
Zell-Lymphom fldchig infiltriert, dabei mit einem geringen Gehalt an normalen
lymphatischen Zellen. Die Sinuswand mit endothelialen SWZ unter der
Lymphknotenkapsel ~war abschnittsweise durchgehend kriftig und die
parenchymseitige Sinuswand war schwicher Podoplanin-gefiarbt, Intranodalsinus
waren nicht eindeutig zu identifizieren (siche Abb. 14). In der Doppelfarbung fehlte
eine Podoplanin-Farbung vollstindig. Lymphatische Zellen wiesen Y-FISH-

Sondensignale in kréftiger (Einzel-) bzw. schwacher (Doppelfarbung) Intensitit auf.

5.5 Konditionierung, Transplantation und Verlauf

Zwischen dem Gehalt an lymphatischen Zellen der Lymphknoten und der
Uberlebenszeit war eine positive Korrelation zu beobachten, %, %, 1 % und 2 und 2
a Monate nach SZT autoptisch gewonnene Lymphknoten wiesen einen geringen, 3,
3 % und 6 Y4 Monate nach SZT einen mafigen und 3 % und 54 % Monate nach SZT

einen hohen Gehalt an lymphatischen Zellen auf. In allen bioptisch gewonnenen
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Lymphknoten wurde ein geringer Gehalt an lymphatischen Zellen vorgefunden, sie
wurden 1 ', 2 Y2 und 24 % Monate nach SZT gewonnen.

In dem vorliegenden Kollektiv ergab die Obduktion bei vier der verstorbenen
Patientinnen Residuen einer GvHD und bei zwei weiteren Patientinnen eine
geringgradige aktive GvHD (siche Tabelle 1), dabei unterschieden sich diese
Lymphknoten in Zellgehalt und Nachweis von SWZ nicht grundsétzlich von den
restlichen. Aufgrund der Zusammensetzung des Kollektivs und der begrenzten
Fallzahl konnten keine validen Ergebnisse beziiglich des Einflusses der

Konditionierung, Transplantationsart und GvHD-Chemoprophylaxe erhoben werden.

5.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Histopathologisch wiesen die Lymphknoten in Korrelation mit der Uberlebenszeit
einen geringen bis hohen Zellgehalt, iiberwiegend Lymphozyten, auf. Die
Lymphsinus lieBen sich in zwei Lymphknoten (Praparat Sa und 1b, vgl. Abb. 19 und
14) besonders gut abgrenzen, neben dem Randsinus kamen auch Intranodalsinus zur
Darstellung, ansonsten waren offene Sinus zumindest partiell zu beobachten. Der
Gewebeerhalt war insgesamt in bioptisch gewonnenen Lymphknoten im Vergleich
zu autoptisch gewonnenen Lymphknoten besser.

Insgesamt korrelierte die Einzel- und Doppelfarbung der Y-FISH in fiinf von
dreizehn Lymphknoten, in acht Lymphknoten lagen unterschiedliche Ergebnisse vor.
In der Gruppe der autoptisch gewonnenen Lymphknoten wies einer allein in der
Einzelfarbung und vier allein in der Doppelfarbung Y-FISH-Sondensignale auf. In
der Gruppe der bioptisch gewonnenen Lymphknoten waren alle drei in der
Einzelfarbung und einer in der Doppelfarbung mit Sondensignalen. Somit war in der
Gruppe der autoptisch gewonnenen Lymphknoten die Doppelfarbung und in der
Gruppe der bioptisch gewonnenen Lymphknoten die Einzelfdrbung iiberwiegend
positiv. Lediglich ein autoptisch gewonnener Lymphknoten war in beiden Farbungen
Y-FISH-negativ.

Die Podoplanin IH- und IF-Farbungen korrelierten gut, dabei waren mit zwei

Ausnahmen in allen autoptisch und bioptisch gewonnenen Lymphknoten
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Podoplanin-gefarbte Lymphsinus und perinodale Lymphgefile oder hildre
Lymphgefdle zu beobachten. Unterschiedlich ausfallende Férberesultate lagen
lediglich in zwei Lymphknoten vor (in Priparat 2a und 3a war allein in der
Podoplanin-IH eine Férbereaktion zu verzeichnen bei negativem Ausfall der
Podoplanin-IF), auBerdem fehlte in einem Lymphknoten (Priparat 6a) in der [H und
IF sowohl in den Lymphsinus als auch in perinodalen Lymphspalten eine
Férbereaktion.

Ein bioptisch gewonnener Lymphknoten (Préparat 1b) hob sich in den
Férbecharakteristika vor allem von den autoptisch gewonnenen Lymphknoten ab.
Zum einen stellten sich hier die Lymphsinus besonders gut dar, dabei waren
kapselseitig neben endothelialen SWZ auch SWZ mit relativ breiten, ovaldren
Kernen zu erkennen. Zum anderen war die, in autoptisch gewonnene Lymphknoten
aufgelockerte und entsprechend schwécher markierte parenchymseitige Sinuswand,
hier der kapselseitigen Sinuswand vergleichbar kréftig strichformig markiert. Nur in
diesem Lymphknoten stellte sich ein deutliches Podoplanin-geféarbtes intraluminales
Maschenwerk aus SWZ dar, von dem sich die reichlich vorhandenen Podoplanin-
negativen intrasinusoidalen Makrophagen abgrenzten.

Intranodalsinus waren in autoptisch gewonnenen Lymphknoten schwécher markiert
oder eine Féarbung fehlte vollstindig, wohingegen sich in den bioptisch gewonnenen
Lymphknoten (Prdparat 1b und 2b) die Férbeintensitdit von Rand- und
Intranodalsinus nicht unterschied.

Insgesamt war in  keinem  der  untersuchten @ Lymphknoten  im
Lymphknotenparenchym ein Netzwerk aus FDZ zu erkennen.

Die Signalintensitdt der Y-FISH-Einzelfirbung war in den bioptisch gewonnenen
Lymphknoten durchgehend kréftig, in autoptisch gewonnenen Lymphknoten
hingegen schwach bis kriftig.

Autoptisch und bioptisch gewonnene Lymphknoten unterschieden sich in der
Doppelfarbung beziiglich der Intensitit der Podoplanin-Farbung und der FISH-
Sondensignale nicht wesentlich voneinander. In sechs von zehn autoptisch und in

einem bioptisch gewonnenen Lymphknoten waren beide Komponenten der
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Doppelfiarbung gleichzeitig positiv ausgefallen. Neben Y-FISH-Sondensignalen in
nicht Podoplanin-markierten Zellen der Lymphknoten wurden dabei an zwei Stellen
in einem inguinalen Lymphknoten (Prdparat 5a) Y-FISH-Sondensignale in
Zellkernen von Podoplanin-gefédrbten Zellen nachgewiesen (siche Abb. 19).

Die Ergebnisse der Fiarbereaktionen sind in Tabelle 6 bis 9 zusammengefasst.
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Abbildung 14 a) In der Ubersicht eines mesenterialen Lymphknotens (Praparat 1b) in der
Haematoxylin-Eosin (HE)-Farbung sind der Rand-(durchgehende Pfeile) und die Intranodalsinus
(gestrichelte Pfeile) weit, das angrenzende Parenchym spéarlich (Kreis). Am Hilus entspringt ein
groBeres Lymphgefal (Stern). b) Die Podoplanin-Féarbung (braun) zeichnet die Lymphsinus als auch
das hilare Lymphgefa nach, das Parenchym ist in der Gegenfarbung (hellblau) nur schattenhaft zu
erkennen. ¢) Der Randsinus (Stern) ist sowohl unter der Lymphknotenkapsel (durchgehender Pfeil)
als auch parenchymseitig (gestrichelter Pfeil) deutlich begrenzt. d) Dieser Lymphknoten zeigt das
insgesamt vollstandigste Farbeergebnis, sowohl die kapselseitige als auch parenchymseitige
Sinuswand werden strichformig dargestellt und Podoplanin-gefarbte SWZ durchziehen
maschenwerkartig das Sinuslumen. Neben dem Randsinus ist eine perinodale Lymphspalte
Podoplanin-geféarbt (Kreis) (VergréRerung a) und b) 25x, ¢) und d) 630x).
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Abbildung 15 a) In einem zervikalen Lymphknoten (Praparat 3b) ist der Randsinus (Stern) schmal
(HE-Féarbung). b) Podoplanin farbt die kapselseitige Sinuswand des Randsinus (Stern) kréftig und
strichformig an (durchgehender Pfeil), die parenchymseitige Sinuswand ist schwach und
diskontinuierlich Podoplanin-gefarbt (gestrichelter Pfeil). Die kapselseitigen SWZ sind langgezogen
und flach und &hneln damit GefaRendothelien, die parechymseitigen SWZ bilden keine durchgehende
Zelllage. c) Es liegt eine Lymphominfiltration des Lymphknotens vor, die Lymphomzellen farben sich
mit einem Antikdrper gegen das Antigen CD20 an (rot), sie infiltrieren den Randsinus (Stern, Pfeile
siehe d)) (VergroRerung c)-e) 630x).
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Abbildung 16 a) In einem tracheobifurkalen Lymphknoten (Préparat 8a) ist der Randsinus (Stern)
durch Erythrozyten angefiillt (rot) (HE-Farbung). b) Im Randsinus (Stern) sind zahlreiche
Podoplanin-gefarbte intrasinusoidale SWZ zu beobachten (braun), die Erythrozyten sind schattenhaft
zu erkennen. Stellenweise ist ebenfalls die kapselseitige Sinuswand durch Podoplanin schwach
angefarbt (Pfeil) (VergroRerung a) und b) 630x).

Abbildung 17 a) In einem pulmonalen Lymphknoten (Préparat 2b) sind neben dem Randsinus (Stern)
in der HE-Farbung offene intranodale Sinus nicht eindeutig zu erkennen, b) die Podoplanin-
Markierung hebt schmale, Uberwiegend kollabierte Intranodalsinus deutlich hervor (Pfeile)
(VergroRerung a) und b) 200x).
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Abbildung 18 a) In einem axillaren Lymphknoten (Préparat 10a) besteht eine Infiltration durch eine
ALL, das Infiltrat ist in der HE-Farbung nicht von den lymphatischen Zellen zu unterscheiden. b) Die
Podoplanin-Markierung des Randsinus (Stern) ist in diesem Praparat negativ ausgefallen
(VergréRerung a) und b) 630x).
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Abbildung 19 a) In der konventionellen Histologie (Haematoxylin-Eosin-Farbung) weist ein
inguinaler Lymphknoten (Préparat 5 a) einen geringen Gehalt an lymphatischen Zellen auf,
multifokal sind kleinherdige Verkalkungen zu erkennen (Pfeil). b) Ein Intranodalsinus (Stern) ist zu
beobachten, c) Podoplanin farbt hier die Sinuswand abschnittsweise strichformig an (VergréfRerung
a) 25x, b) und c¢) 630x).
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e) In diesem Lymphknoten (Praparat 5 a) wurde in der Doppelfarbung in einem korrespondierenden
Areal ein Chiméarismus in SWZ beobachtet. In der Uberlagerung des Griin- (Podoplanin) und Blau-
Kanals (Kernfarbung) stellen sich Podoplanin-gefarbten SWZ in der Wand eines Lymphsinus (Stern)
dar, f) in der Uberlagerung mit dem Rot-Kanal (Y-FISH) ist in der VergroRerung in einem DAPI-
gefarbten Zellkern ein typischerweise wandstandig gelegenes Y-FISH-Sondensignal zu beobachten. g)
In einem anderen Areal desselben Lymphknotens sind wiederum Podoplanin-gefarbte SWZ zu
erkennen, h) in der VergroRerung ist ein weiteres Y-FISH-Sondensignal in einem DAPI-gefarbten
Zellkern zu beobachten (die Grin- (berstrahlte die Rot-Fluoreszenz und ist deswegen in h) nicht
dargestellt). (VergroRRerung e) und g) 630x).
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Tabelle 5: Ergebnisse der Férbereaktionen von autoptisch gewonnenen Lymphknoten. ALL: akute lymphatische Leukédmie, NHL:Non-Hodgkin-Lymphom,
n=nein, j=ja.

Nr. Lymphknoten  GréRe[mm?] Gehaltan Pathologie der Lymphknoten Identifikation von
lymphatischen
Zellen Randsinus Intranodalsinus Hiléren
LymphgefaRen
la paraaortal 81 +++ + + n
2a  mesenterial 26 + ++ ++ J
3a hepatohilar 14 ++ + + n
4a tracheobifurkal 11 + Anthrakose, Fibrose + + n
Sa inguinal 9 + Kalzifikationen +++ +++ J
6a inguinal + + +
7a tracheobifurkal 132 ++ Anthrakose + + n
8a tracheobifurkal 81 ++ Anthrakose, Sinushdmorrhagie + + j
9a inguinal 8 + ++ - n

10a  axillar 42 +++ Infiltration durch ALL +++ - n



Ergebnisse

58

Tabelle 6: Ergebnisse der Féarbereaktionen von bioptisch gewonnenen Lymphknoten. Legende siehe Tabelle 5.

Nr. Lymphknoten ~ GréRe[mm?] Gehalt an Pathologie der Lymphknoten Identifikation von
lymphatischen
Zellen Randsinus Intranodalsinus hiléren
LymphgefaRen
1b mesenterial 13 + +++ +++ j
2b pulmonal 169 + Sinushistiozytose + + n
3b zervikal 144 + Infiltration durch NHL + - n



Ergebnisse

59

Tabelle 7: Ergebnisse
Lymphknoten. e: Einzelfdrbung, d: Doppelfdrbung.

Nr.

Férbereaktionen von autoptisch

LymphknotenY-FISHe Y-FISHd Pod-IFd Pod-IHe

la
2a
3a
4a
Sa
6a
7a
8a

9a

paraaortal
mesenterial
hepatohilar
tracheobifurkal
inguinal
inguinal
tracheobifurkal
tracheobifurkal

inguinal

10a axillar

J’_

+

++

J’_

+ +
- +
+ +
+ ++

++ ++
+ +
+ +
+ +

gewonnenen

Tabelle 8: Ergebnisse der Farbereaktionen von bioptisch gewonnenen Lymphknoten.
Legende siehe Tabelle 7.

Nr.LymphknotenY-FISH e Y-FISHd Pod-IFd Pod-IHe

1b mesenterial

2b pulmonal

3b zervikal

++

++

o

+

+ ++
++ ++
- ++
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6 Diskussion

Methodische Aspekte

Fir eine Doppelfairbung an Formalin-fixiertem Paraffinmaterial miissen die
Farbeprotokolle der Einzelfirbungen arbeitsintensiv angepasst werden (58). Das
Gewebe muss entparaffiniert und die Quervernetzung durch Formalin aufgeschlossen
werden. In der vorliegenden Arbeit versagte eine kommerziell erwerbliche FISH-
Sonde in der Doppelfdarbung und deshalb musste eine Sonde eigens generiert werden.
Trotz dieser Schwierigkeiten konnten wir eine simultane Podoplanin-IF und Y-FISH
an Formalin-fixiertem Paraffinmaterial etablieren. Eine solche Doppelfarbung an
Lymphknotenprdparaten wurde bisher in der einschlidgigen Literatur nicht
beschrieben.

Aus vorhergehenden Untersuchungen hatten wir die Erfahrung gemacht, dass die
eigens hergestellte Sonde erfahrungsgeméill schwache, feine Sondensignale liefert;
die Y-FISH-Einzel- und Doppelfarbung unterschieden sich daher deutlich in der
Intensitdt und Qualitdt der Sondensignale. Infolge dessen war die Doppelfarbung
schwierig auszuwerten, zum einen in der Detektion der Sondensignale gegeniiber der
unspezifischen Hintergrundfarbung und zum anderen in der Fotodokumentation, bei
der begrenzten Bildauflosung der Digitalkamera.

Bei Auswertung der Farbungen durch einen erfahrenen Untersucher wichen die
Ergebnisse fiir die Y-FISH-Sondensignale (Signale vorhanden oder fehlend) in den
jeweils korrespondierenden Einzel- und Doppelfirbungen in sieben Féllen
voneinander ab.

So wiesen ein autoptisch bzw. zwei bioptisch gewonnene Lymphknoten allein in der
Einzelfarbung Sondensignale auf, die Doppelfairbung war ohne Signale. Weiterhin
zeigten vier autoptisch gewonnene Lymphknoten allein in der Doppelfirbung
Sondensignale, in diesen Féllen war die Einzelfarbung ohne Signale. Wahrscheinlich
hybridisierte die FISH-Sonde in diesen Fillen nicht mit der Zielsequenz. Auflerdem
stellte die Doppelfarbung ein Novum dar und war erst nach mehrfachen optimierten

Versuchsreihen auswertbar.
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In einem autoptisch gewonnenen Lymphknoten (Préparat 3a) konnte weder in der Y-
FISH- Einzelfarbung noch in der Doppelfarbung ein lymphatischer Chimérismus
nachgewiesen werden. Moglicherweise konnte ein Chimidrismus aufgrund einer
»abortiven* Population der Lymphknoten durch persistierende und proliferierende
Lymphozyten des Empfangers, wie in bestrahlten Lymphknoten ohne folgende SZT
beschrieben, nicht nachgewiesen werden (20). Klinischerseits wurde ein
Transplantatversagen bei dieser Patientin aber ausgeschlossen, in Folge dessen
wurden die peripheren lymphatischen Gewebe wahrscheinlich durch lymphatische
Spenderzellen und nicht durch residuelle proliferierende Lymphozyten des
Empféangers repopuliert. Abschlieend kann hier eine ausbleibende Hybridisierung
der FISH-Sonde in beiden Farbungen, bei womdoglich schlechtem Erhaltungszustand
der Ziel-DNA, eine komplett negativ ausgefallene Y-FISH-Untersuchung in diesem
Priparat bedingt haben.

Zusammenfassend waren somit in neun von zehn autoptisch gewonnenen
Lymphknoten und in allen drei bioptisch gewonnenen Lymphknoten chimidre Zellen
vorhanden und Spenderzellen repopulierten demnach nachweislich die
Lymphknoten.

In der Podoplanin-IF der Doppelfirbung waren je ein autoptisch und ein bioptisch
gewonnener Lymphknoten ohne Férbereaktion bei erfolgreichem Nachweis von
SWZ in der entsprechenden Podoplanin-IH, was u.a. moglicherweise auf eine
ausbleibende Antikorperbindung in diesen Préparaten aufgrund der bekanntermal3en
empfindlicheren und daher anfélligeren IF-Methode zuriickzufiihren war (53).

In beiden Methoden (Podoplanin-IH noch —IF) farbten sich die SWZ in zwei
autoptisch gewonnenen Lymphknoten (Pridparat 6a und 10a) nicht an. Darunter war
ein axilldrer Lymphknoten (Pridparat 10a), 3 4 Monate nach SZT gewonnen, durch
ein leukdmisches Rezidiv infiltriert. SWZ konnen aber durchaus in neoplastisch
infiltrierten Lymphknoten nachgewiesen werden, wie die positive Podoplanin-
Farbung in einem zervikalen bioptisch gewonnenen Lymphknoten (Pridparat 3b) mit
Infiltration durch ein NHL aufzeigt. Somit waren wohl auch in dem besagten

Lymphknoten die SWZ existent, aber die Inkubation mit den verschiedenen
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Antikorpern flihrte zu keiner Bindung oder die antigenen Epitope waren zu schlecht
erhalten.

Zusammenfassend war in der Podoplanin-IH und/oder -IF in acht von zehn
autoptisch und in allen drei bioptisch gewonnenen Lymphknoten eine positive
Férbereaktion in SWZ und perinodalen Lymphspalten zu verzeichnen. Dabei waren
alle morphologisch identifizierbaren Blutgefdle unmarkiert und intrasinusoidale
Zellen wie Makrophagen und Lymphozyten ebenfalls negativ, in Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen verschiedener anderer Arbeiten zur Expression von Podoplanin
in Lymphknoten (46,10,51,85,86).

VEGFR-3 als auch Podoplanin markieren bekanntlich sowohl SWZ als auch FDZ
(10,11,47,72), ein voll ausgepriagtes Netzwerk aus FDZ wurde an dem vorliegenden
Kollektiv jedoch zu keinem Zeitpunkt erkannt, moglicherweise sind dabei einzelne
FDZ dem Nachweis durch Podoplanin entgangen.

Erwartungsgemédll war der Erhaltungszustand der autoptisch gewonnenen
Lymphknoten schlechter als der bioptisch gewonnenen. Dies liegt liberwiegend an
der sofort nach Ableben einsetzenden Autolyse, die in den inneren Organen meist
unterschiedlich stark ausgeprdgt ist. Die proteasenreiche Lymphe fiihrt
moglicherweise postmortal zu einer akzentuierten Autolyse in Lymphknoten, diese
kann zu einer Schidigung der Epitope oder einem Verlust des
Transmembranproteins Podoplanin in SWZ und zugleich in perinodalen
LymphgefaBspalten fiihren.

Damit unterschieden sich die Féarbeergebnisse eher aufgrund einer unterschiedlich
starken Autolyse des Lymphknotengewebes.

Es erschien daher nahe liegend, die Férbeergebnisse in Hinblick auf den Zeitraum
vom Zeitpunkt des Todes bis zur Autopsie zu untersuchen. Die Firberesultate von
ein bis zwei und drei bis vier Tage nach Exitus gewonnenen Lymphknoten
unterschieden sich nicht erkennbar in der Intensitit der Farbungen. Dies widerspricht
nicht grundsitzlich dem Einfluss der Autolyse, allerdings sind dabei die den
Gewebezerfall beeinflussenden Faktoren zahlreich und lassen sich im Einzelnen

nicht trennen.
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Der Gewebeerhalt wird durch die Fixation mitbestimmt und eine rasche und
gleichméBige Fixation garantiert morphologisch gut erhaltenes Gewebe. Autoptisch
gewonnenes Material ist meist ldnger fixiert und muss fiir die FISH dementsprechend
langer permeabilisiert werden (Proteinasenverdau), was sich wiederum negativ auf
das Fiarbeergebnis auswirken kann. Aus diesem Grund lieferten mdglicherweise die
grundsétzlich kiirzer fixierten bioptisch gewonnenen Lymphknoten bessere
Férberesultate. Hier kommt hinzu, dass der Rand von grolen Lymphknoten besser
und schneller fixiert wird als das Zentrum und daher farbten sich hilédre
Lymphgefide und perinodale Lymphspalten im Vergleich zu den SWZ der
Lymphsinus (betont in autoptisch gewonnenen Lymphknoten) kréftiger an.
Unterschiedlich gut erhaltene und fixierte Préparate konnen bei der in Serie
vorgenommenen Aufarbeitung der Prdparate im Labor ein unterschiedliches
Férbeergebnis erzielen, zumal eine individuelle Anpassung der Laborparameter an
jedes einzelne Préparat angesichts des erforderlichen Aufwandes nicht moglich ist.
Neben den férberischen Unterschieden zwischen autoptisch und bioptisch
gewonnenen Lymphknoten war das Férbeergebnis innerhalb beider Gruppen nicht
einheitlich. Dabei fiel in der Gruppe der bioptisch gewonnenen Lymphknoten eine
Diskrepanz zwischen der kriftigen immunhistologischen Podoplanin-Markierung in
allen, und der in einem bioptisch gewonnenen Lymphknoten kriftig ausfallenden
Podoplanin-IF auf. Diese kann nicht nur durch den Gewebeerhalt sondern auch durch
Schwierigkeiten in der durchzufiihrenden Doppelfirbung mit arbeitsintensiven
Anpassungen der Laborprotokolle erkldrt werden, denn eine Kombination aus FISH
und IF stellt hohere Anforderungen an die Protokollanpassungen als eine IH-

Einzelfarbung.

Die Feinstruktur der Sinuswand

In allen Podoplanin-gefarbten autoptisch gewonnenen Lymphknoten wurden der
Randsinus und nur spérlich die Intranodalsinus dargestellt. Die kapselseitige Wand
des Randsinus mit langgezogenen flachen SWZ war kriftiger und durchgehender

markiert als die unscharf abgrenzbare und schwach gefarbte parenchymseitige
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Sinuswand. Eine Erkldrung bietet die verschiedene Feinstruktur der
unterschiedlichen Sinuswandabschnitte.

Kapselseitig kleiden langgezogene, von Wacker als ,,endotheliale® SWZ bezeichnete,
und in den iibrigen Sinusabschnitten organellenreichere Zellen mit breiterem
Zytoplasma die Sinus aus (96). Die endotheldhnliche Gestalt der kapselseitigen
Zellen konnte vermuten lassen, dass es sich nicht um SWZ sondern um die
endotheliale Auskleidung der afferenten, in den Randsinus miindenden Lymphgeféf3e
handelte, welche sich in denselben fortsetzte, und sich dieser kapselseitig deswegen
besonders intensiv mit Podoplanin anfarbt. Dem widersprechen allerdings die
Ergebnisse von Wacker, der endotheliale und ,breitzytoplasmatische* Zellen als
unterschiedliche Erscheinungsform desselben Zelltyps, ndmlich der SWZ, betrachtet
(96). Andererseits konnten diese histomorphologisch distinkten Erscheinungsformen
der SWZ unterschiedlich stark Podoplanin exprimieren, mit demzufolge
unterschiedlichem Férberesultat, hierzu haben allerdings bisher keine Ergebnisse
vorgelegen.

Daneben durchtreten Entziindungszellen die Sinuswand und daher erscheint die
parenchymseitige Sinuswand des Randsinus und vor allem der Intranodalsinus
»gefenstert (14,15,18,29,31,32,63,69,81). Dies wiirde erkldren, weshalb sich die
parenchymseitige, im Vergleich zu der kontinuierlichen kapselseitigen Sinuswand
und nicht-gefensterten perinodalen Lymphgefafspalten, weniger intensiv mit
Podoplanin anfdarbte. Dementgegen farbten sich in einem bioptisch gewonnenen
Lymphknoten (Prdparat 1b) der Rand- und Intermedidrsinus sowie die kapsel- und
parenchymseitige Wand des Randsinus vergleichbar intensiv mit Podoplanin an, die
einheitliche Intensitit der Farbereaktion war hier vermutlich am ehesten auf den

besonders guten Erhaltungszustand zuriickzufiihren.

Konditionierung, Transplantation und Verlauf

Beziiglich der Konditionierung (Radiochemotherapie oder Chemotherapie), der Art
der Transplantation (KMT oder PBSZT) oder dem Auftreten einer GvHD nach

Transplantation waren keine prinzipiellen Unterschiede im Nachweis von SWZ oder
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dem Gehalt an lymphatischen Zellen zu erkennen und bei begrenzter Fallzahl nicht

interpretierbar.

Chimarismus in Sinuswandzellen

Um SWZ auf einen Chimérismus nach allogener SZT hin zu untersuchen, wurden in
einer Doppelfiarbung die SWZ phino- und allotypisch dargestellt. Hierbei wurden in
einem autoptisch gewonnenen Lymphknoten Y-FISH-Sondensignale in zwei
Podoplanin-reaktiven Zellen beobachtet. Der Allotyp dieser SWZ scheint auf den
ersten Blick erwiesen und der Nachweis eines Chimdrismus in SWZ erbracht zu sein.
In Chimirismusstudien an GefiBendothelien ist aber ein Ubertritt von
Entziindungszellen durch die GefdaBwand nicht auller Acht zu lassen (4,5,52). Ebenso
wie die GefdBendothelien stehen die SWZ in engem Kontakt mit Lymphozyten und
Makrophagen, die den Zellleib der SWZ durchwandern (Emperipolese) oder durch
Liicken zwischen den SWZ in die Lymphsinus iibertreten (Diapedese). Mehrere
Argumente sprechen dafiir, dass es sich bei den in der Doppelfdarbung beobachteten
chimiren Zellen in der Sinuswand nicht um in Diapedese oder Emperipolese
befindliche lymphatische Zellen des Spenders handelt. Zum einen war die
Podoplanin-Markierung in dem untersuchten Lymphknoten (Priparat 5a) linear und
kontinuierlich und in korrespondierenden Arealen in der konventionellen
Lichtmikroskopie war die Sinuswand nicht gefenstert, ein extensiver Ubertritt von
Entziindungszellen war folglich nicht zu konstatieren. Zum anderen spricht auch die
Kernmorphologie der chimédren Zellen mit oval-eckigen Zellkernen, im Gegensatz zu
den typischerweise kleinen runden Zellkernen der reifen Lymphozyten oder den
grofleren, gebuchteten Zellkernen der Makrophagen/Monozyten, fiir SWZ. In einem
untersuchten bioptisch gewonnenen Lymphknoten (Priparat 1b) bestand eine
Sinushistiozytose, dabei waren die intrasinusoidalen Makrophagen aufgrund ihrer
GroBe von den SWZ zu unterscheiden und die Assoziation von Makrophagen und
SWZ beeintrichtigte nicht die Untersuchung auf Chimérismus in SWZ.

Somit sind die in der Doppelfarbung vereinzelt beobachteten chimiren Zellen also
nicht als chimédre Lymphozyten oder Makrophagen sondern als Hinweis auf einen

Chimirismus in SWZ zu werten. Da wenige Lymphknoten auswertbar waren und
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sich die Lymphsinus partiell mit Podoplanin firbten, waren auswertbare SWZ in
begrenzter Anzahl vorhanden und das tatsdchliche Ausmal} eines Chimdrimus in

SWZ lief} sich nicht eindeutig bestimmen.

Stammzelle der SWZ

Dies und die enge Verwandtschaft zu den FDZ (90,96,97,98), fiir die bereits ein
Ursprung aus dem Knochenmark aufgezeigt worden ist (50,91), deutet auf eine
Stammzelle im Knochenmark hin; der Typ an Stamm- bzw. Vorlduferzelle bleibt
aber prinzipiell offen, denn das Knochenmark ist Reservoir verschiedener
Stammzelltypen (78).

Die histogenetische Einordnung der SWZ als dendritische, immunakzessorische
Zellen, welche bekanntlich von Monozyten abstammen (49) lésst allerdings auf die
Natur der Stammzelle schlieBen, weil es sich demnach um die pluripotente
hamatopoietische, bis heute nicht identifizierte, Knochenmarksstammzelle bzw. ein
Abkommling derselben handelt.

Neben der Hypothese des myelomonozytiren Ursprungs ist auch eine stromale
Stammzelle als Ursprung der SWZ zu diskutieren, zumal eine solche auch fiir FDZ
diskutiert aber nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte (91).

In der IH und IF waren SWZ friih und im Langzeitverlauf (bis 54 % Monate) nach
allogener KMT nachweisbar, d.h. SWZ des Empfingers persistieren oder SWZ
werden nach Konditionierung eliminiert und durch persistierende stromale
Stammzellen des Empfingers oder allogene hdmatopoetische Stammzellen des

Spenders relativ rasch regeneriert.

Radio-und Chemoresistenz der SWZ und Zellumsatz

Um diese Hypothesen beantworten zu kénnen, miissen die Effekte einer Bestrahlung
und Chemotherapie auf die SWZ und ihre Stammzellen, d.h. die Frage einer
Persistenz nach Konditionierung und die Regenerationsrate der SWZ betrachtet
werden.

Nach Durchsicht der einschldgigen Literatur ist das Schicksal von SWZ nach

Bestrahlung bisher nicht beschrieben worden. Zu anderen dendritischen Zelltypen
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existieren Untersuchungen, denen zufolge die den SWZ verwandten FDZ
wahrscheinlich radioresistent sind (44,50).

Zudem ist neben einer Radio- vermutlich auch von einer Chemoresistenz der SWZ
auszugehen (59); die SWZ werden somit nach konventioneller Konditionierung
wahrscheinlich nicht destruiert und persistieren. Sie sind aber anscheinend keine
langlebigen Zellen, denn die SWZ wurden im Parabioseversuch von Wacker und
nach Gabe von Cyclophosphamid innerhalb weniger Tage bzw. einer Woche
regeneriert (59,96).

Ihre vermutlichen Vorlduferzellen hingegen, die Monozyten des peripheren Blutes,
sind ebenso wie ihre himatopoietischen Stammzellen nicht radioresistent (12). Unter
der Annahme einer stromalen Stammzelle ist es anders, denn mesenchymale
Knochenmarksstammzellen werden als relativ radioresistent betrachtet (13) und
wiirden daher nach Konditionierung persistieren, zu einem Chimédrismus in
mesenchymalen Stammzellen nach allogener SZT liegen allerdings gegensitzliche
Resultate vor (77,95).

Schlussfolgerung

In Zusammenschau der in der vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde und der
Ergebnisse der angefiihrten Literatur kommt also in erster Linie eine
hidmatopoietische Stammzelle als Vorldufer der SWZ in Frage, welche sich
monozytdr/dendritisch differenziert und SWZ regeneriert. Fiir das Schicksal von
SWZ nach allogener SZT ist dabei anzunehmen, dass SWZ nach Konditionierung
persistieren, hidmatopoietische, strahlensensible Stammzellen des Empfangers aber
bekanntermaBlen nach Konditionierung eliminiert werden und hdmatopoietische
Stammzellen des Spenders somit nach SZT weitgehend ,konkurrenzlos® alle
abstammenden Zelllinien, also auch die SWZ, regenerieren, hierfiir spricht der in

dieser Arbeit in einzelnen SWZ nachgewiesene Chimérismus.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Lymphknoten von weiblichen Patientinnen, die
eine allogene gegengeschlechtliche SZT erhalten hatten, auf einen Chimirismus in
den Geschlechtschromosomen (sex-mismatch) in SWZ untersucht. Damit kniipft die
vorliegende Arbeit an Untersuchungen auf Chimérismus nach allogener SZT von im
peripheren Blut zirkulierenden dendritischen Zellen an und erfiillt das Desiderat
einer entsprechenden Studie an dendritischen Zellen im Gewebe (in situ).
Sinuswandzellen (SWZ) kleiden die luminale Sinuswand der Lymphknotensinus aus
und bilden ein Maschenwerk in den Sinus. SWZ sind in dlteren Arbeiten als in
luminale Position gewanderte Retikulumzellen der Lymphknoten angesehen worden.
Wacker hat die SWZ, vor allem wegen ihrer Verwandtschaft zu follikuldren
dendritischen Zellen (FDZ) als dendritische, immunakzessorische Zellen der
humoralen Immunantwort klassifiziert. Nach Ubertragung markierter mononukleirer
Zellen des peripheren Blutes hat Wacker bereits Stunden danach markierte SWZ
identifiziert und daraus abgeleitet, dass SWZ Abkommlinge monozytérer
(hamatopoietischer) Vorlduferzellen sind.

Ausgehend von dieser Hypothese sollte die vorliegende Untersuchung kléren, ob
Stammzellen aus dem Knochenmark in SWZ differenzieren bzw. SWZ regenerieren
konnen.

Dazu wurden retrospektiv zehn Lymphknoten unterschiedlicher Lokalisation von %4
bis 54 % Monate nach allogener, gegengeschlechtlicher SZT verstorbenen
Patientinnen und drei bioptisch gewonnene Lymphknoten auf einen Chimédrismus in
SWZ untersucht. Zu diesem Zweck wurde an den archivierten, Paraffin-eingebetteten
Lymphknoten eine Doppelfarbung mit einer Y-FISH zum Nachweis von
Abkommlingen von Knochenmarkszellen des Spenders und einer Podoplanin-
Immunfluoreszenz zur Darstellung der SWZ und FDZ vorgenommen.

In Ubereinstimmung mit bereits vorliegenden Arbeiten zur Morphologie und
Regeneration von Lymphknoten nach SZT fand sich in den Lymphknoten ein

geringer Gehalt an lymphatischen Zellen, mit lingerem Uberleben nahm der Gehalt
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an lymphatischen Zellen zu, dabei wurden die Lymphknoten nachweislich durch
Spenderzellen repopuliert.

SWZ waren in 11 von 13 Lymphknoten ab eine Woche nach allogener SZT
nachweisbar, ein voll ausgebildetes Netzwerk aus FDZ zu keinem Zeitpunkt. In
einem untersuchten inguinalen Lymphknoten (Préparat 5a) waren % Monate nach
allogener SZT in verschiedenen Arealen einzelne chimdre SWZ zu erkennen.

Somit konnen chimére dendritische Zellen nach allogener SZT nicht nur im
peripheren Blut und in der Haut (Langerhans-Zellen) sondern auch als SWZ der
Lymphknoten nachgewiesen werden.

Dabei ist der Nachweis chimédrer SWZ nach allogener SZT als Hinweis auf eine
Vorlduferzelle im Knochenmark zu werten, wobei die Einordnung der SWZ als von
Monozyten abstammende, dendritische Zellen auf eine himatopoietische Stammzelle
hindeutet.

Anders als ihre Stamm- und Vorlduferzellen sind SWZ mdglicherweise radio- und
chemoresistent, persistieren daher zunichst nach Konditionierung und werden dann
aber durch dem Spender-Knochenmark entstammende hdmatopoietische Stamm- und

Vorlauferzellen regeneriert.
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