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Morphologische Untersuchungen von Lymphknoten und Thymus
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Summary

Rhesus monkeys (M. mulatta) were i.v. infected with STVmac251. Three phases of lymph node changes
were observed. 1: physiological follicular hyperplasia (3 and 6 weeks p.i.). 2: Alterations of germinal
centers: loss of follicular mantle zone, fragmentation or sclerosis (12 and 24 weeks p.i.). 3: Partial deple-
tion of T-lymphocytes, accumulation of plasma cells, increased numbers of syncytial giant cells, he-
mophgocytosis in the sinuses (about 1 year p.i.). The thymus of the juvenile animals showed first
changes 12 and 24 weeks after infection with focal loss of immature (and Ki-67 positive) cortical thy-
mocytes, leading to severe accidental involution of the thymuses one year after infection and reduced
numbers of Hassalls corpuscles. These investigations show the value of this animal model for the study
of morphology and pathogenesis of AIDS.

Einleitung

In den ersten, klinisch zumeist asymptomatischen Jahren nach Infektion durch HIV
kommt es bereits zur intensiven Auseinandersetzung des Organismus mit dem Virus. Betei-
ligt sind hierbei viele Organe bzw. Zellarten: Zunichst natiirlich die Lymphknoten (Dre-
BOLD 1985, BiBERFELD 1987, TENNER-Racz 1988, GErsTOFT 1989, OsT 1989) aber auch das
Knochenmark (Forks 1988, Davis 1991, Kitacawa 1991), das Makrophagensystem (Gen-
DELMAN 1989, FinsLooM 1991, KaLter 1991) und wahrscheinlich auch weitere innere Orga-
ne. Erst wenn die Auseinandersetzung mit dem Virus fiir den Wirt verloren ist, wird der Pa-
tient symptomatisch. Dann erhilt der Pathologe die Chance, Gewebe zu untersuchen. Um
aber die Pathogenese der Infektion kliren zu kénnen, wiren systematische Untersuchungen
aller oben genannten Organsysteme zu definierten Zeitpunkten nach Infektion erforder-
lich. Derartige Untersuchungen sind beim Menschen naturgemif nicht durchfiihrbar — sie
wiirden aber erst die Voraussetzungen schaffen, das enorme Wissen iiber die HIV-Infektion
in-vitro auf die Situation in-vive zu iibertragen, eventuelle neue Therapiekonzepte entwik-
keln und dann auch testen zu kénnen (McCune 1991).

Unter den tierexperimentellen Modellen fiir die HIV-Infektion des Menschen (HIV-1 In-
fektion z.B. von SCID-Miusen; MVV — maedi visna virus — Infektion von Schafen; BIV —
bovine immunodeficiency virus — Infektion von Rindern; FIV - feline immunodeficiency
virus — Infektion von Katzen, u. a., Ubersicht bei LETviN 1990 a) zeigt die Infektion von
Rhesus-Affen mit dem SIV - simian 1mmunodef1c1ency virus — sowohl virologisch als auch
vom Zell-Tropismus des Virus und im Krankheitsverlauf die gréfiten Ahnlichkeiten zur
HIV-Infektion des Menschen (Hunt 1983, Danier 1985). Ultrastrukturell ist SIV nicht von
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Abb. 1a: Ultrastruktureller Nachweis von SIV im Gewebe (Lunge, 1 Jahr nach Infektion). 35000fach.

Abb.1b: Thymus 12 Wochen (links) und 24 Wochen (rechts) nach Infektion: Im Vergleich zu den

Kontrollen Verlust unreifer Thymozyten in der iufleren kortikalen Zone und Auftreten kleinkerni-
ger (reifer bzw. einfach-positiver) Lymphozyten zwischen den Epithelzellen (HE, 80fach).

HIV zu unterscheiden (Abb. 1 a), die Genanordnung ist weitgehend identisch (WonG-StaaL
1990), und es besteht eine hohe Nukleotidhomologie zu HIV-2 und auch zu HIV-1, so daf}
diese Viren wahrscheinlich «erst kiirzlich» von einem gemeinsamen Vorfahren entstanden
sind (LowensTEIN 1986, MUrPHEY-CoRB 1986, HirscH 1989, Emau 1991).
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Uber die Rolle des Thymus wihrend derHIV- oder SIV-Infektion ist nichts bekannt, denn
die im Obduktionssaal bei Erwachsenen (Seemaver 1984, SaviNo 1986, ScHUURMAN 1989)
und auch bei Kindern (Jostr 1984, 1985) regelmiflig zu beobachtende schwere akzidentelle
Thymusinvolution wird auch bei Obduktionen von Patienten mit Tumorkachexie oder an-
deren schweren Erkrankungen beobachtet. Als méglicher Unterschied wurde eine Schidi-
gung des Thymusepithels (Savino 1986) mit Verlust Hassallscher Kérperchen (Seemaver
1984) diskutiert und in Verbindung zu gleichartigen Schidigungen des Thymusepithels bei
GVHD nach Knochenmarktransplantation (MULLer-HerMELINK 1987) gebracht. Zumindest
in-vitro sind auch bereits dreifach-negative Thymozyten (Cd3 -, CD4—, CD8~) infizierbar
(ScunrrtMaN 1990, DeRosst 1990). Von Numazakr (1989) wurde auch eine Infektion
menschlicher Thymusepithelien mit HIV-1 iz witro beschrieben. Von SIV-infizierten Ma-
kakken wurde bislang nur iiber eine schwere Thymusatrophie in der Spitphase der Infek-
tion berichtet (LETvIN 1990 b).

Material und Methoden

Die Tiere (M. mulatta) leben im deutschen Primatenzentrum in Géttingen unter tierdrzt-
licher Aufsicht. Tierstille, Operationssaal und Obduktionsraum entsprechen den Sicher-
heitsbedingungen eines P3-Labors. Alle Tiere wurden intravenss mit 1 ml der SIV-mac251-
Stammlsung erfolgreich infiziert, was durch Virusriickisolierung aus dem Blut kontrolliert
wurde. Zur Untersuchung der Frithphase wurde nach 1, 3, 6, 12 und 24 Wochen jeweils 1
Tier unter Ketanest-Narkose getotet. 6 weitere Tiere hatten das Vollbild von AIDS ausgebil-
det, so dafl zusammen mit den 4 Kontrolltieren bislang 15 Tiere untersucht wurden. Von
weiteren 10 Tieren, die noch leben, wurden Lymphknotenbiopsien durchgefiihrt. Blut, Li-
quor und die Organe wurden steril fiir immunologische, virologische und morphologische
Untersuchungen (Nativgewebe, Elektronenmikroskopie, und Paraffingewebe) asserviert.

Nicht alle Antikorper, die fiir die Immunphinotypisierung menschlichen Gewebes zur
Verfiigung stehen, reagieren auch mit den jeweiligen Zellen der Rhesusaffen (Jonker 1990).
Unter den getesteten Antikdrpern zeigten die folgenden eine ausreichende Kreuzreaktivitit:
CD3 (FN 18, M. Jonker), CD4 (Okt 4), CD8 (Okt8, Leu2a), follikulire dendritische Zellen
(KiM 4 P), Makrophagen (Ki M 8), proliferierende Zellen (Ki 67), B- Lymphozyten (L 26,
Dako), Epithelzellen (358H8, Enzo), Muskulator (Desmin, Dako), sowie ein monoklonaler
Antikérper gegen SIVenv (KK8, AIDS Reagent Project, Dr. K. Kenr).

Die SIV-Lymphadenopathie

Die Lymphadenopathie nach SIVmac-Infektion wurde bislang nur in der Spitphase der
Infektion untersucht (CuaLroux 1987, Baskin 1988, RiNGLER 1989, WyanD 1989). Fiir unse-
ren Versuch wurden simtliche Lymphknoten nach Regionen getrennt histologisch unter-
sucht. Die einzelnen Verinderungen wie follikulire lymphatische Hyperplasie, bunte Pul-
pahyperplasie, Plasmozytose, Verlust des Follikelmantels, Aufsplitterung der Keimzentren,
regressive Verinderungen der Keimzentren, sowie Ausmaf} der Depletion der T-Zone wur-
den semiquantitativ im Vergleich zu den Lymphknoten der jeweils entsprechenden Regio-
nen der Kontrolltiere ausgewertet (Abb. 2). Parallel dazu wurden die Lymphknoten im-
munhistochemisch ausgiebig untersucht und flowzytometrisch eine quantitative Analyse
insbesondere der T-Zell-Subpopulationen durchgefithrt. Die im Tierexperiment mégliche
genaue zeitliche Zuordnung 133t 3 Phasen unterscheiden: 1. Bereits drei Wochen nach Infek-
tion ist im Vergleich zu den Kontrollen eine erhebliche Lymphknotenschwellung aufgrund
einer follikuliren lymphatischen Hpyerplasie zu beobachten. Nach 3 -6 Wochen kommt es
zusitzlich zur Vermehrung von Immunoblasten im Parakortex. Dieses Bild entspricht also
der physiologischen humoralen Immunreaktion, wie sie auch nach anderen viralen Infek-
ten beobachtet wird, und korreliert mit der immunologisch nachweisbaren, ganz massiven
Antikérper-Produktion gegen das Virus (Amaporr 1989, Panwa 1989, Amapor: 1991). Sie
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Abb. 2: Verinderungen der Lymphknoten in der Frithphase des SIVmac-Infektion.

klingt dann aber nicht ab, sondern geht nach etwa 12 Wochen in die 2. Phase der Lymph-
adenopathie iiber: die Follikel verlieren den Follikelmantel, es kommt zur Aufsplitterung
der Keimzentren, und es treten vermehrt sklerosierte Keimzentren auf. Erst bei den Tieren
in der Spitphase, etwa 1 Jahr nach Infektion werden als 3. Phase eine Verschmilerung der T-
Zone, eine Himophagozytose, eine Plasmozytose sowie syncytiale Riesenzellen beobach-
tet. Immunhistochemisch sind bislang nur einzelne SIV-positive Zellen in den Lymphkno-
ten nachweisbar.

Thymusverinderungen in der Frithphase der SIV-Infektion

Wie in Tabelle 1 gezeigt, ist im Thymus bereits 1 Woche nach Infektion Virus kulturell
nachweisbar. Dies korreliert mit dem Auftreten syncytialer Riesenzellen, in denen ultra-
strukturell das Virus ebenfalls nachgewiesen wurde. Erste morphologisch faflbare Verinde-
rungen des Thymus treten 12 Wochen nach Infektion auf. Es handelt sich dabei um einen
Verlust unreifer T-Zellen im dufleren Kortex, mit Auftreten kleinkerniger, Ki 67 negativer,
also reifer T-Zellen (Abb. 1 b). Offenbar liegt hier das Friihstadium der Thymusinvolution
vor, das somit auftritt, bevor es in den Lymphknoten zur Atrophie der T-Zone kommt und
bevor die Tiere klinisch krank werden. Bei den Tieren in der Endphase der Erkrankung
hatte sich dann jeweils eine schwere akzidentelle Involution ausgebildet, wobei aber nicht
nur ein weitgehender Schwund an Lymphozyten, sondern auch eine deutliche Reduktion
der Zahl Hassallscher Kérperchen auftrat.

Tab. 1: Verinderungen des Thymus in der Frithphase der SIVmac-Infektion.

Wochen Nachweis von SIV mit Riesen- Follikel kortikale
nach Infektion IH ISH EM _ inwviro  zellen Depletion
1 - n.d. - + - - -
3 + n.d. - + - + -
6 + n.d. - + + - -
12 + n.d. - + + - +
24 + nd. - + - + +
21 + n.d. + + + + +4++
52 + n.d. + n.d. + - +++
Kontrollen 1 + 2 + - - - - — _
Schlufifolgerungen

Systematische Untersuchungen zu verschiedenen Zeitpunkten der Frithphase der HIV-In-
fektion des Menschen und der SIV-Infektion von Rhesus-Affen wurden bislang nicht publi-
ziert. Unser Tierversuch, der im Rahmen des BMFT-Verbundprojektes SIV geférdert wird,
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ist noch nicht abgeschlossen. Schwierigkeiten bereitet insbesondere noch der immunbhisto-
chemische Virusnachweis, da der Antikdrper gegen SIVenv (KK8) eine Kreuzreaktion auch
mit Normalgewebe zeigt. Dies wurde auch fiir eine Vielzahl von Antikdrpern gegen ver-
schiedene Determinanten von HIV beschrieben (GoLping 1988, ParraviciNg 1988, Yamapa
1991) und als Ausdruck eines <molekularen Mimikry» des Virus und als mégliche Ursache
gelegentlich beobachteter Autoimmunphinome wihrend der HIV-Infektion diskutiert (Dg-
Crerck 1988, Korerman 1988). Andererseits ist die Kreuzreaktivitit der bislang getesteten
Antikdrper gegen HIV mit SIV nicht ausreichend, so dafl den Untersuchungen der in-situ-
Hybridisierung besonderes Gewicht zukommen wird. Wie die bisherigen Ergebnisse aber
zeigen, ist die Infektion von M. mulatta mit STVmac251 ein besonders gut geeignetes tierex-
perimentelles Modell, um die Morphologie und Pathogenese des erworbenen Immunde-
fektsyndroms AIDS untersuchen zu kénnen.
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