ANATOMIE

Abteilung Funktionelle und Angewandte Anatomie
Direktor: Prof. Dr. med. Reinhard Pabst

Forschungsprofil

Die Hauptziele der Forschungsprojekte der Abteilung sind die Kombination von experimentell-chirur-
gischen Eingriffen mit modernen Methoden der Zellbiologie und Immunzyto- und histologie, um die
Relevanz der Struktur sowie dem Mikromilieu auf die Funktion verschiedener lymphatischer Organe
und von Immunzellen z.B. in den von Schleimhéduten bedeckten Organen zu charakterisieren. Dabei
stehen in vivo Modelle in verschiedenen Spezies im Vordergrund, um neue Ansétze zur Interpretation
oder Physiologie und Pathophysiologie am Menschen zu erhalten. Ein weiterer Schwerpunkt sind In-
teraktionen zwischen dem Immun- und Nervensystem sowie deren Steuerung iber regulative Peptide.
Wegen des fachibergreifenden Ansatzes wird stets eine Publikation in internationalen Zeitschriften
der Klinik und Immunologie einer Vergffentlichung in rein morphologischen Organen vorgezogen. Die
Forschungsprojekte sind interdisziplindr angesetzt und durch externe, begutachtete Mittel gefordert.
Ein weiterer ungewohnlicher Schwerpunkt ist die Forschung zur Lehre und Qualifikation des wissen-
schaftlichen Nachwuchses.

Stimulation der LymphgefaBregeneration durch autologe Lymphknotentransplantation

Das sekundare Lymphddem des Armes ist eine hdufige und extrem belastende Komplikation nach
axillarer Lymphadenektomie und anschlieBender Bestrahlung im Rahmen der Therapie eines Mamma-
karzinoms. Verschiedene konservative und operative Methoden wurden entwickelt, um den betroffenen
Patientinnen zu helfen, bisher aber leider immer noch ohne durchschlagenden Erfolg.

Aus Studien zur Lymphknotenentwicklung ist bekannt, dass das LymphgefaBsystem und die
Lymphknoten initial zusammen entstehen, bevor sie in weiteren Stadien getrennte Entwicklungen
nehmen. Diese Mechanismen scheinen nicht nur auf die Embryonalentwicklung beschréankt zu sein,
da es Hinweise gibt, dass diese Signalkaskaden bei der Entstehung von ektopem lymphatischen
Gewebe eine wichtige Rolle spielen. In diesen ektopen lymphatischen Strukturen kommt es durch
stimulierende Zytokine und andere Mediatoren neben der Entwicklung von Keimzentren auch zur de
novo LymphgefaBentwicklung.

Die Transplantation von autologem Lymphknotengewebe soll diese Entwicklungskaskade auslé-
sen, indem das transplantierte Lymphknotengewebe als Trigger dient. Zum Nachweis regenerierter
LymphgefaBe und Lymphknoten soll das nicht-invasive SPECT-CT etabliert werden. Das SPECT-CT
kombiniert die Single-Photon Emission Computertomographie mit einem Spiral-CT. Mithilfe dieser
Technik werden funktionelle und strukturbezogene Diagnostik kombiniert. Dies erlaubt eine genaue
Zuordnung von radioaktiv anreichernden Strukturen im Situs, nach Applikation eines radioaktiven
Tracers in das distale Lymphabflussgebiet der Transplantate.

Zum Nachweis des intakten Lymphflusses im histologischen Praparat dient die subkutane Injektion
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von Berliner Blau in das Drainagegebiet der implantierten Lymphknotenstiicke. Mittels immunhisto-
logischer Marker kénnen zusatzlich LymphgefaBendothelien spezifisch nachgewiesen werden. Als
Versuchstiere werden das Minischwein und die Ratte eingesetzt.

Transplantationsmodell im Minischwein

Die Schwerpunkte im Minischweinmodell sind die Untersuchung der geeigneten Implantationsstellen,
die Erstellung einer optimalen Zeitkinetik zur Regeneration und die Mdglichkeit der Implantation von
kryokonserviertem Lymphknotengewebe, der Einsatz des SPECT-CT zum Nachweis der Integration
der Lymphknotenfragmente in das LymphgefaBsystem, und die Auswirkung von Antigenstimulation
iber das Drainagegebiet auf die Regeneration der Lymphknotenfragmente. Weiterhin soll ein Modell
zur Induktion des Lymphdédems am Bein etabliert werden.

Abb. 1: Dreidimensionale Darstellung des Lymphflusses und der Lymphknotenregenerate im SPECT-CT. Die afferenten
(—>) und efferenten (=>) Lymphbahnen laufen zu den zwei subkutanen Regionen in der Leiste (*), die das Radionuklid
stark anreichern.

Etablierung des Modells und der Diagnostik mittels SPECT-CT

Bisher wurden fiinf Minischweine operiert. In der linken Leiste erfolgte eine autologe Lymphknoten-
transplantation, bei der je drei Lymphknotenfragmente in zwei in der linken Leiste gebildete Taschen
transplantiert wurden. Als Kontrolle diente die rechte Leiste, dort wurde der oberflachliche inguinale
Lymphknoten entfernt. Fiinf Monate nach der Transplantation konnten in einem Tier eine, und in
den anderen vier Tieren zwei Regionen im SPECT-CT nachgewiesen werden, die das applizierte ra-
dioaktive Isotop angereichert haben. Diese Regionen sind, wie in Abb. 1 dargestellt, im subkutanen
Fettgewebe der linken Leiste lokalisiert. Sowohl der afferente als auch der efferente Lymphfluss dieser
Fragmente war fiinf Monate nach der Operation wiederhergestellt. Die histologische Untersuchung
der regenerierten Lymphknotenfragmente zeigt Abb. 2. Im dargestellten Lymphknotenregenerat sind
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die Lymphsinus mit dem applizierten Berliner Blau gefiillt und Lymphozyten akkumulieren bereits in
vielen Teilen des Transplantats. Dies ist ein Zeichen dafiir, dass dieses Lymphknotenfragment in den
Lymphfluss eingebunden ist und schon teilweise seine Funktion wieder aufgenommen hat.

Einfluss von Antigenstimulation auf die Lymphknotenregeneration

Vier Minischweine wurden operiert. Bei diesen Tieren wurden je zwei Fragmente in drei in der linken
Leiste artifiziell gebildeten Taschen replantiert. Vier Monate nach der Replantation wurden den Tieren
je 0,25ml Hammelerythrozyten als Fremdantigen an zwei Stellen am linken Hinterlauf appliziert. Die
SPECT-CT und histologischen Untersuchungen zu diesen Tieren stehen zurzeit noch aus.

Abb. 2: Giemsa-Farbung
eines Lymphknotenrege-
nerats. a. Lymphozytenrei-
ches Areal, umspiilt von in
der Lymphflissigkeit trans-
portiertem Berliner Blau.
Neben und zwischen die-
sen schon wieder von Zel-
len besiedelten Gebieten
finden sich groBe binde-
gewebige Areale, die noch
zellarm sind. b. VergroBer-
te Darstellung eines noch
nekrotisch erscheinenden
Areals des Lymphknoten-
regenerats.

Transplantationsmodell in der Ratte

Das bereits im Schwein etablierte Lymphknotentransplantationsmodell soll auch in der Ratte etabliert
werden. Die LymphgefaBregeneration soll mithilfe molekularer Marker gegen LymphgefaBendothelien,
z.B. Lyve-1 und Prox-1, nachgewiesen werden. AuBerdem soll eine Zeitkinetik der Lymphknotenre-
generation in der Leiste erstellt werden. Dazu eignet sich das Modell in der Ratte, da die Integration
und Regeneration der Lymphknotenfragmente im Vergleich zum Minischwein schneller verlaufen.
Der intakte Lymphfluss wird mittels Berliner-Blau-Injektion in den Hinterlauf der Tiere nachgewiesen.
AuBerdem soll der Einfluss von Wachstumsfaktoren, die in das Lymphdrainagegebiet injiziert werden,
getestet werden.

I Projektleiter: R. Pabst, K. Blum; Kooperationspartner: K. Gratz (Nuklearmedizin), C. Radtke (Plas-
tische-, Hand-, und Wiederherstellungschirurgie); Férderung: Niedersachsische Krebsstiftung und
JUrgen-Manchot-Stiftung

NI_I H Forschungsbericht 2006 3



ANATOMIE

Weitere Forschungsprojekte

Induktion von lymphatischem Gewebe und Regulation von Lymphozytensubpopulat
ionen fir Immunreaktionen der Lunge

Projektleiter: R. Pabst; Férderung: DFG (SFB 587 B1)

Dendritische Zellen in der Lunge als Regulatoren der immunologischen Balance bei
Allergie und Infektion

Projektleiter: G. Behrens (Klin. Immunologie) und T. Tschernig; Férderung: DFG (SFB 587 B5)

Einfluss von CD26 auf T-Zell-abhangige allergische Prozesse
Projektleiter: S. v. Horsten, A. Schmiedl; Forderung: DFG (SFB 587 B11)

Die Steuerung des Mikroenvironments und der Immunantwort im mesenterialen
Lymphknoten durch das afferente Lymphsystem aus der Darmwand

Projektleiter: U. Bode, R. Pabst; Férderung: DFG (SFB 621 A10)

Impact of point mutations of the dpp4-gene on cellular and immunological responses in
F344 rat substrains: an animal model for dipeptidyl-peptidase IV (CD26) deficiency

Projektleiter: S. von Horsten; Férderung: DFG Graduiertenkolleg

Expression and function of proline specific peptidases in allergic asthma

Projektleiter: M. Stephan, R. Pabst; Férderung: DFG Graduiertenkolleg

ErbB receptors in fetal lung development

Projektleiter: C. Dammann (Abt. Pad. Pneumologie), A. Schmiedl; Férderung: DFG

Immunologically exactly defined course of APP infection

Projektleiter: P. Valentin-Weigand (TiHo), R. Pabst, H.-J. Rothkétter; Forderung: BMBF, FUGATO-
IRAS (Projekt 4)

Body weight regulation in endotoxemia

Projektleiter: H. Nave; Forderung: Eli Lilly International Foundation

Herz-Kreislauf-Regulation durch intraven6s appliziertes Neuropeptid Y (NPY) im
Krankheitsmodell fiir akute Endotoxamie

Projektleiter: H. Nave; Forderung: Braukmann-Wittenberg-Herz-Stiftung

Transgenic rat model of Huntington’s disease: Distribution to other research groups,
optimized genotyping and marker assisted backcrossing onto genetically characterized
backgrounds by speed congenics production

Projektleiter: S. von Hérsten; Forderung: Cure Huntington’s Disease Inc.
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Association of behavioral changes with nuclear inclusions, striatal cell loss, and
neurogenesis in Huntington transgenic rats

Projektleiter: S. von Hérsten; Forderung: Cure Huntington's Disease Inc.

Effect of DPIV inhibitors on EAE

Projektleiter: S. von Horsten; Forderung: Industrie

Die Bedeutung der Clara-Zellen fiir den Surfactant-Metabolismus der Lunge unter

experimentellen Bedingungen

Projektleiter: G. Bargsten, A. Schmied|

LymphgefaBsystem der Sehne beim Pferd

Projektleiter: T. Helling

Lymphoédem bei Haus- und Versuchstieren

Projektleiter: D. Berens v. Rautenfeld, I. Nolte (TiHo)

Darstellung von LymphgefaBen im Periost und Knochenmark, u.a. mit Anti-CD2-40,

Prox1 und Lyve-1

Projektleiter: D. Berens v. Rautenfeld

Neue angewandt-anatomische Unterrichtskonzepte
Projektleiter: D. Berens v. Rautenfeld D, W. Liidemann (INI), T. Schnalke (Charité)
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