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1 Einleitung 

 

1.1 Einordnung und Biologie des Hodgkin-Lymphoms 

Als bösartige Erkrankungen des lymphatischen Systems zählen maligne Lymphome zu den 

hämatologischen Neoplasien. Sie machen drei bis vier Prozent aller Malignome weltweit aus 

(Huh 2012). Im biologischen Sinn liegt eine klonale Proliferation lymphoider Zellen vor. 

Immunologisch gesehen kommt es zum Verharren von Lymphozyten auf verschiedenen 

Reifungsstufen der Lymphopoese. Klinisch betrachtet kommt es besonders zur Vergröße-

rung der sekundären lymphatischen Organe wie Lymphknoten oder Milz, gleichwohl auch 

extralymphatische Organe betroffen sein können. Maligne Lymphome sind eine heterogene 

Gruppe verschiedenster Tumorentitäten, die sich hinsichtlich ihrer Biologie, Therapie und 

Prognose unterscheiden. Histologisch werden Hodgkin-Lymphome (HL) von Non-Hodg-

kin-Lymphomen (NHL) differenziert. 

Es war noch nichts über Histopathologie und Molekularbiologie des Krankheitsbildes be-

kannt, als der britische Mediziner Thomas Hodgkin 1832 die klinischen Charakteristika des 

später nach ihm benannten Hodgkin-Lymphoms erstmalig als eigenständige Entität be-

schrieb (Hodgkin 1832). Damals war die Prognose für die Mehrzahl der Betroffenen infaust. 

Die Weiterentwicklung des multimodalen Therapiekonzepts in den letzten Jahrzehnten hat 

dazu geführt, dass das Hodgkin-Lymphom heutzutage meistens primär kurabel ist. Deutlich 

über 80 Prozent der Patient*innen können bei optimaler und risikoadaptierter Behandlung 

geheilt werden (Borchmann et al. 2012; Ansell 2018). Trotz dieser für Krebserkrankungen 

außergewöhnlichen Ansprechraten gibt es weiterhin Optimierungsbedarf. Die aktuelle Stra-

tegie der Risikostratifizierung beim HL führt dazu, dass ein nicht unerheblicher Teil der Pa-

tient*innen entweder über- oder unterbehandelt wird. In beiden Fällen sind die Konsequen-

zen gravierend (Scott und Steidl 2014). Die Langzeittoxizität der Therapie, beispielsweise in 

Form von sekundären Neoplasien, steht im Gegensatz zur günstigen Prognose des Hodgkin-

Lymphoms (LeMieux et al. 2015; Herold 2016). Daher muss die Toxizität der Radio-Che-

motherapie bei gleichzeitigem Erhalt der Effektivität reduziert werden (Franklin et al. 2006; 

Diefenbach und Steidl 2013; Ansell 2018). Etwa 20 Prozent der Hodgkin-Lymphome sind 
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therapierefraktär oder rezidivieren nach initialer kompletter Remission, was mit einer dras-

tisch reduzierten Prognose einhergehen kann. Auch primär disseminierte Fälle stellen eine 

besondere Herausforderung für die Behandelnden dar (Montanari und Diefenbach 2014). 

In der westlichen Welt gehört das Hodgkin-Lymphom mit einer jährlichen Inzidenz von 

zwei bis drei Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern zu den häufigsten malignen Lym-

phomen, wobei das männliche Geschlecht etwas häufiger betroffen ist (Thomas et al. 2002; 

Küppers et al. 2012). Die Inzidenz in den Industrieländern zeigt eine bimodale Verteilungs-

kurve mit einem ersten Häufigkeitsgipfel in der dritten Lebensdekade und einem zweiten 

nach dem 50. Lebensjahr (Thomas et al. 2002). Bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen 

ist das Hodgkin-Lymphom die häufigste Tumorerkrankung (Carbone et al. 2015; Mottok 

und Steidl 2018). Gerade bei diesen jungen Patient*innen mit langer Lebenserwartung stellt 

die behandlungsassoziierte Langzeittoxizität ein großes Problem dar (Engert 2016; Mottok 

und Steidl 2018). In Entwicklungsländern tritt das Hodgkin-Lymphom vor allem im Kindes- 

und Jugendalter auf (Thomas et al. 2002). 

Bis heute kann die Frage nach der Ätiologie des Hodgkin-Lymphoms nur unzureichend be-

antwortet werden. Zu den assoziierten Risikofaktoren zählen eine positive Familienana-

mnese, Virusinfektionen und verschiedene, jedoch noch nicht näher definierte Immunsup-

pressionsreaktionen (Glaser und Jarrett 1996). Die stärkste Assoziation zeigt eine Infektion 

mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV). Dieses humane Herpesvirus ist der Erreger der infektiö-

sen Mononukleose und bei entsprechender Anamnese ist das Risiko, an einem Hodgkin-

Lymphom zu erkranken, zwei- bis dreifach erhöht (Thomas et al. 2002). Etwa 40 Prozent 

der HL-Patient*innen in westlichen Ländern und bis zu 90 Prozent in Entwicklungsländern 

sind mit EBV infiziert (Glaser et al. 1997). Da B-Lymphozyten durch EBV in vitro immorta-

lisiert werden können und in Lymphknotenbiopsien von EBV-positiven Fällen alle maligne 

transfomierten Zellen im HL das EBV-Genom in sich tragen, liegt der Schluss nahe, dass 

dem EBV eine bedeutende Rolle im Transformationsprozess des Hodgkin-Lymphoms zu-

kommt (Thomas et al. 2002; Küppers 2009a). Für das onkogene Potenzial des EBV spricht 

außerdem, dass es auch das Auftreten von NHL wie dem Burkitt-Lymphom (BL) begünstigt 

und ebenso mit dem Nasopharynxkarzinom assoziiert ist, da EBV neben Lymphozyten auch 

Epithelzellen besiedeln kann (Brady et al. 2007; Tsao et al. 2017; Edwards et al. 2019). Fami-

lienangehörige von HL-Patient*innen haben ein deutlich erhöhtes Risiko, ebenfalls an einem 

Hodgkin-Lymphom zu erkranken, was eine genetische Determinante in der Krankheitsent-

stehung demonstriert (Grufferman et al. 1977; Thomas et al. 2002). 
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Histopathologisch wird das Hodgkin-Lymphom durch die WHO in fünf Subtypen klassifi-

ziert (Swerdlow et al. 2008). Am häufigsten sind der Subtyp der Nodularsklerose mit einem 

Anteil von 50 bis 80 Prozent der Erkrankungen sowie der Typ der gemischten Zellularität, 

welcher bei 20 bis 30 Prozent der Betroffenen nachgewiesen wird (Eberle et al. 2009). Deut-

lich seltener sind die lymphozytenreichen respektive lymphotzytenarmen Subtypen und der 

Typ des nodulären Lymphozyten-prädominanten Hodgkin-Lymphoms (NLPHL) (Swerd-

low et al. 2008; Eberle et al. 2009). Als klassisches Hodgkin-Lymphom (cHL), das 95 Prozent 

aller HL-Fälle ausmacht, werden die vier erstgenannten Subtypen dem NLPHL mit seiner 

divergenten Biologie und Therapie gegenübergestellt (Swerdlow et al. 2008; Eichenauer und 

Engert 2017). Beim NLPHL werden die Lymphozyten-prädominanten Tumorzellen als LP-

Zellen bezeichnet und exprimieren klassische B-Zell-Marker wie die Oberflächenproteine 

cluster of differentiation 20 (CD20) oder CD79a, welche von den malignen Zellen im cHL nicht 

oder nur eingeschränkt exprimiert werden (Schmid et al. 1991; Poppema 2005; Küppers 

2009a; Schmitz et al. 2009; Venkataraman et al. 2014; Vardhana und Younes 2016). LP-Zel-

len leiten sich von antigenselektierten Keimzentrums-B-Zellen ab (Schmitz et al. 2009). 

Die Seltenheit der neoplastischen Zellen im Hodgkin-Lymphom macht diese Tumorentität 

zu einem einzigartigen Sonderfall. Die mikroskopisch sehr großen, mononukleären Hodg-

kin-Zellen beziehungsweise bi- oder multinukleären Reed-Sternberg-Zellen, meist zusam-

men als Hodgkin-Reed-Sternberg-Zellen (HRS-Zellen) bezeichnet, machen nur etwa ein 

Prozent der Tumormasse aus (Thomas et al. 2004). Der Großteil des Mikromilieus im Hodg-

kin-Lymphom wird von einem dichten und heterogenen Infiltrat aus benignen Immunzellen 

und Bindegewebszellen gestellt (Küppers et al. 2012). Diese quantitative Dominanz der re-

aktiven bystander cells ist charakteristisch und macht das Hodgkin-Lymphom zu einer proto-

typischen Neoplasie, um die Interaktion der Tumorzellen mit ihrer inflammatorischen 

Mikroumgebung zu untersuchen (Liu und Shipp 2017; Hollander et al. 2018). Zum leuko-

zytären Umgebungsinfiltrat in den cHL-Läsionen zählen T-Lymphozyten, benigne B-Lym-

phozyten, Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen, Plasmazellen und dendritische Zellen. 

Daneben sind auch Fibroblasten Teil des Mikromilieus (Küppers 2009a; Küppers 2009b; 

Küppers et al. 2012; Mathas et al. 2016; Hollander et al. 2018; Aldinucci et al. 2019). 

Die entarteten HRS-Zellen exprimieren das Transmembranprotein CD30, was eine sichere 

diagnostische Identifizierung ermöglicht und mittlerweile im Rahmen der targeted therapy auch 

pharmakologische Relevanz hat (Küppers 2009b; Younes et al. 2010). CD30 gehört zur Su-

perfamilie der Rezeptoren für den tumor necrosis factor (TNF) und führt bei entsprechender 

Ligandenbindung zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa-light-
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chain-enhancer of activated B-cells (NF-κB), welcher vielfältige proinflammatorische Zielgene re-

guliert (Schmitz et al. 2009). Humane CD30-positive B-Zellen stellen eine spezielle Unter-

gruppe mit Verwandtschaft zu HRS-Zellen dar (Weniger et al. 2018). Auch die Zellen im 

anaplastisch großzelligen Lymphom (ALCL) exprimieren CD30 (Younes et al. 2010). Außer-

dem exprimieren HRS-Zellen meistens den granulozytären Marker CD15 (Stein et al. 1982; 

Schmitz et al. 2009). 

Reife, naive B-Zellen zirkulieren zwischen Blutbahn und den sekundären lymphatischen Or-

ganen. Voraktivierte B-Zellen durchwandern die B-Zell-Follikel der Lymphknoten, in denen 

sich dann sogenannte Keimzentren ausprägen, und werden zu einer starken Proliferation 

angeregt. Hier können sie über ihre gereiften Immunglobuline (Ig), auch B-Zell-Rezeptor 

(BZR) genannt, Antigene erkennen, die beispielsweise von follikulären dendritischen Zellen 

oder T-Zellen präsentiert werden (Vinuesa et al. 2010; Girard et al. 2012). Bei der Reifung 

und Selektion der B-Zellen kommt es zu somatischen Hypermutationen in den Genen für 

die variable Region der Immunglobulin-Rezeptoren, aber auch zum Ig-Klassenwechsel (Ha-

mel et al. 2012). In beiden Prozessen findet ein Doppelstrangbruch der Desoxyribonuklein-

säure (DNA) statt. Ziel dieser Keimzentrumsreaktion ist die Affinitätsreifung der B-Zellen, 

um spezifische Antigene hochselektiv zu erkennen und beispielsweise durch Produktion 

hochaffiner Antikörper durch ausdifferenzierte Plasmazellen eine möglichst effektive adap-

tive Immunantwort zu ermöglichen (Hamel et al. 2012). Gelegentlich kann es bei diesen 

proliferativen und mutagenen Prozessen zur malignen Transformation von B-Zellen kom-

men. Die meisten NHL entstehen auf diesem Wege ebenfalls aus entarteten Keimzentrums-

B-Zellen (Basso und Dalla-Favera 2015). 

Küppers et al. (1994) konnten nachweisen, dass HRS-Zellen somatisch mutierte und klonal 

neu arrangierte Immunglobulin-Gene tragen und so ihre Abstammung aus reifen Keimzen-

trums-B-Zellen untermauern. Der monoklonale B-Zell-Ursprung konnte bestätigt werden 

(Hummel et al. 1996). Die klonale Natur der Hodgkin-Lymphomzellen geht mit größeren 

chromosomalen Aberrationen einher (Inghirami et al. 1994). Außerdem wurde gezeigt, dass 

klonale HRS-Zellen mit identisch somatisch mutierten und neu arrangierten Genen der 

schweren Ig-Kette in jeweils verschiedenen Biopsien von Patient*innen mit rezidiviertem 

cHL nachzuweisen sind, was für Persistenz und Disseminierung einer klonalen Tumorzell-

population im Hodgkin-Lymphom spricht (Vockerodt et al. 1998). 

Die klonale B-Zell-Identität der HRS-Zellen geht allerdings mit einem aberranten Immun-

phänotyp einher (Küppers et al. 2012; Mathas et al. 2016). Das Genexpressionsmuster nor-

maler B-Zellen ist in HRS-Zellen herunterreguliert, was in diesem Ausmaß unter B-Zell-



Einleitung 5 

  

Lymphomen beispiellos ist (Watanabe et al. 2000; Stein et al. 2001; Schwering et al. 2003; 

Küppers et al. 2012). So werden der BZR und die meisten assoziierten Signalwegskompo-

nenten nicht mehr exprimiert (Kanzler et al. 1996). HRS-Zellen können Gene verschiedener 

hämatopoetischer Linien ko-exprimieren und solche, die charakteristisch für aktivierte lym-

phoide Zellen sind, werden von den meisten HRS-Zellen exprimiert (Trümper et al. 1993). 

Der weitgehende Verlust des B-Zell-Phänotyps beziehungsweise des BZR-Signalweges 

würde normalerweise die Apoptose der maligne transformierten B-Zelle bedeuten. HRS-

Zellen sind durch eine deregulierte Aktivierung verschiedener Signalwege wie dem NF-κB- 

und JAK (Januskinasen)/STAT (signal transducers and activators of transcription)-Signalweg und 

anderer Transkriptionsfaktoren charakterisiert (Hinz et al. 2001; Farrell und Jarrett 2011; 

Küppers et al. 2012). In den 1990iger Jahren ist man beispielsweise davon ausgegangen, dass 

autokrin sezerniertes Interleukin (IL)-6 für eine aberrante Aktivierung des JAK/STAT-Si-

gnalweges verantwortlich sein könnte. So konnte eine konstitutive Aktivierung von STAT3 

in mehreren HL-Zelllinien nachgewiesen werden, die unter anderem zur Aktivierung von 

basic leucine zipper transcriptional factor ATF-like 3 (BATF3) führen kann (Kube et al. 2001; Lol-

lies et al. 2018). Die aberrante Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges kann aber nach neu-

erem Wissensstand auch auf Aberrationen bei JAK2 oder Mutationen in suppressor of cytokine 

signaling 1 (SOCS1)-Genen zurückgeführt werden. Dies hat auch dazu geführt, dass neben 

STAT3 auch konstitutiv aktiviertes STAT5 sowie STAT6, beide über eine Aktivierung durch 

Zytokine wie beispielsweise IL-21 oder IL-13, beschrieben werden konnten (Skinnider et al. 

2001; Skinnider et al. 2002a; Skinnider und Mak 2002a; Lamprecht et al. 2008; Scheeren et 

al. 2008). Diese Aktivierungen sind durch genetische Läsionen und durch die Interaktion der 

HRS-Zellen mit den Zellen ihrer Mikroumgebung bedingt (Küppers et al. 2012). Durch Mu-

tationen verursacht sind die HRS-Zellen immun für Apoptose-Signale des Keimzentrums 

(Schattner und Friedman 1996; Re et al. 2000; Holtick et al. 2005; Küppers et al. 2012). Mit 

dieser Apoptose-Resistenz erfüllen sie eine weitere Kerneigenschaft von Krebszellen (Ha-

nahan und Weinberg 2000). 

Im cHL konnte eine 9p24.1-Amplifikation beschrieben werden. Hierdurch werden das 

JAK2-Gen und die in seiner Nachbarschaft befindlichen Gene, wie z.B. programmed death-

ligand 1 (PD-L1) oder PD-L2, amplifiziert. Es entsteht also ein Amplikon und durch das 

vermehrte Vorhandensein von JAK2 resultiert eine regulatorische Schleife, die zu einer ver-

mehrten Expression von PD-L1 respektive PD-L2 führt (Green et al. 2010). Dies ist die 

molekulare Grundlage dafür, dass beim cHL die Immuncheckpoint-Therapien sehr erfolg-

reich weiterentwickelt werden konnten (Armand et al. 2016; Younes et al. 2016). 
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Durch Manipulation der Mikroumgebung kann sich der maligne Phänotyp der HRS-Zellen 

voll ausprägen und die Tumorzellen können sich einer effektiven Immunabwehr entziehen 

(Aldinucci et al. 2010; Aldinucci et al. 2016). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass das 

Mikromilieu im Hodgkin-Lymphom ein vielversprechender therapeutischer Angriffspunkt 

ist. Dies könnte zur Entwicklung neuer Therapie-Strategien führen, die auch die reaktiven 

Umgebungszellen inkludieren werden (Steidl et al. 2011). So scheinen Makrophagen im cHL 

beispielsweise negativ mit Therapieansprechen und Prognose zu korrelieren (Steidl et al. 

2010). 

1.2 Tumormikromilieu und tumorassoziierte Makrophagen  

Das Verständnis von Krebs als systemische Erkrankung hat in den letzten zwei Jahrzehnten 

dazu geführt, nicht nur die malignen Zellen selbst, sondern auch das sie umgebende Mikro-

milieu genauer zu betrachten. Benigne, aber funktionsuntüchtige Umgebungszellen bilden 

einen komplexen reaktiven Hintergrund, der Kanzerogenese, Tumorwachstum und Progress 

der Erkrankung unterstützt. Zusammen mit der extrazellulären Matrix und löslichen Fakto-

ren wird diese Mikroumgebung als tumor microenvironment (TME) bezeichnet (Egeblad et al. 

2010). Das TME trägt aktiv dazu bei, den Tumorzellen ein optimales Milieu zu bieten (Wang 

et al. 2017). Zur zellulären Komponente des TME gehört ein diverses Immunzellinfiltrat aus 

T- und B-Zellen, Granulozyten, Mastzellen und Makrophagen (Kerkar und Restifo 2012). 

Ihre physiologische Funktion der Tumorbekämpfung können diese Immunzellen allerdings 

nicht mehr ausüben. Sie sind so manipuliert, dass sie die Tumorzellen aktiv unterstützen, 

indem sie Immunantworten unterdrücken oder Wachstumsfaktoren sezernieren (Albini et al. 

2015; Pauken und Wherry 2015). 

Als Teil des angeborenen Immunsystems sind Makrophagen durch ihre Fähigkeit zur Pha-

gozytose charakterisiert (Cavaillon 2011). Makrophagen sind in allen Geweben verbreitet und 

spielen eine Rolle in der Regulation von Immunreaktionen und Gewebehomöostase. Sie lei-

ten sich von myeloiden Vorläuferzellen, den Monozyten, ab. Diese verlassen die Blutbahn 

und können sich im Zielgewebe in entsprechende Makrophagen differenzieren (Varol et al. 

2009). Außerdem konnte gezeigt werden, dass sessile Makrophagen auch zur Selbstregene-

ration befähigt sind und dass die Kolonisierung des Körpers mit Makrophagen während der 

Embryogenese keine Monozyten erfordert (Aziz et al. 2009; Schulz et al. 2012). Im Rahmen 

von Infektionen können jedoch neue Makrophagen rekrutiert werden, die sich aus Monozy-

ten aus dem Knochenmark ableiten. CD14 ist ein humanes Protein, das von Monozyten und 
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Makrophagen exprimiert wird und sowohl in einer membrangebundenen als auch einer lös-

lichen Form existiert (Pugin et al. 1994). Als Ko-Rezeptor des Toll-like-Rezeptors 4 (TLR4) 

ist das Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte CD14 im Verbund mit myeloid differen-

tiation factor 2 (MD-2) an der durch Lipopolysaccharide (LPS) gramnegativer Bakterien aus-

gelösten Reaktion des angeborenen Immunsystems beteiligt, die schließlich zur Transloka-

tion von NF-κB in den Zellkern führt (Jiang et al. 2000). 

Die große Plastizität und Reaktionsfähigkeit von Makrophagen ermöglicht es ihnen, ihren 

Phänotyp den Umgebungsbedingungen spezifisch und dynamisch anzupassen (Varol et al. 

2015). Anhand ihres Aktivierungszustandes können diese heterogenen Immunzellen grob in 

zwei gegensätzliche Kategorien eingeteilt werden. Klassisch aktivierte M1-Makrophagen för-

dern Immunreaktionen beispielsweise bei bakteriellen Geschehen, wohingegen alternativ ak-

tivierte M2-Makrophagen immunsuppressiv und fördernd für Wundheilung und Angioge-

nese wirken (Mills et al. 2000; Gordon 2003; Mantovani et al. 2017). Die Benennung erfolgt 

anhand des von diesen aktivierten Makrophagen induzierten Zytokinmusters in T-Helferzel-

len. So werden vermehrt TH1- oder TH2-Zytokine produziert, die ihrerseits verstärkt Makro-

phagen entweder in M1-Richtung oder zum M2-Phänotyp hin aktivieren. Die beiden Ma-

krophagen-Aktivierungszustände unterscheiden sich nicht nur in ihren Funktionen, sondern 

auch in der Expression von Rezeptoren und ihrer Zytokin- und Chemokinproduktion (Al-

dinucci et al. 2019). Die Polarisierung zu M2-Makrophagen aus Monozyten kann durch macro-

phage colony-stimulating factor (M-CSF), IL-4, IL-10, IL-13, transforming growth factor (TGF)β, Glu-

kokortikoide und Vitamin D3 induziert werden. In diesem Prozess können Monozyten be-

ziehungsweise Makrophagen unter anderem IL-10, TGFβ, chemokine (C-C Motif) ligand 

(CCL)17, CCL18 und CCL22 sekretieren, aber auch an der Zelloberfläche Aktivierungsmo-

leküle wie zum Beispiel CD163, CD206 oder PD-L1 exponieren und die Expression der 

Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) und von pSTAT3/6 steigern (Murray et al. 2014; Manto-

vani et al. 2017). Lipopolysaccharide, Interferon (IFN)-γ und granulocyte-macrophage colony-sti-

mulating factor (GM-CSF) polarisieren Makrophagen zum M1-Phänotyp, was die Sekretion 

von IL-1β, TNF-α, IL-12, IL-18, IL-23 und chemokine (C-C Motif) receptor (CCR)7 induziert 

und die Expression von CD40, CD68, CD80 und CD86 verstärkt (Murray et al. 2014; Man-

tovani et al. 2017). In der Aufarbeitung von Tumorproben dient die immunhistochemische 

Färbung von CD163 und CD206 als Nachweis für die Existenz von M2-Makrophagen. Das 

M1-M2-Dogma der Makrophagen-Aktivierung wird den vielfältigen Aktivierungsspektren 

der Makrophagen jedoch nicht mehr gerecht. Eine starre Dichotomie mit rein opponieren-

den Aktivierungszuständen liegt nur selten vor (Mosser und Edwards 2008; Kiss et al. 2018). 

Vor allem innerhalb der M2-Makrophagen-Population werden aktuell in Abhängigkeit vom 
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Zytokin-Expressionsmuster der Gewebe, in die die Monozyten migrieren, unterschiedliche 

M2-Subgruppen beschrieben (Sica und Mantovani 2012; Sousa und Määttä 2016). Durch die 

Identifizierung von tumor-associated macrophages (TAMs), die sehr häufig zu den M2-ähnlichen 

Makrophagen gezählt werden, ist die Diversität der M2-Subpopulationen gestiegen und die 

fortschreitende Analyse von Makrophagen mittels single cell next-generation sequencing (NGS) 

wird hier in der nahen Zukunft weitere Überraschungen bringen. 

TAMs sind Makrophagen, die innerhalb von oder nahe an Neoplasien zu finden sind. TAMs 

ähneln M2-Makrophagen und können in histologischen Schnittpräparaten von Tumoren an-

hand des erwähnten Makrophagenmarkers CD163 und des Aktivierungsmarkers CD206 de-

tektiert werden (Heusinkveld und van der Burg 2011; Zhang et al. 2012). Molekularbiologi-

sche Methoden zeigen aber eine große Heterogenität in diesen M2-ähnlichen tumorassozi-

ierten Makrophagen mit Phänotypen, die vom bimodalen Modell der M1-M2-Achse nicht 

abgebildet werden (Chevrier et al. 2017; Lavin et al. 2017). Als Bestandteil des TME erhalten 

tumorassoziierte Makrophagen in letzter Zeit verstärkte Aufmerksamkeit (Mantovani und 

Sica 2010; Twum et al. 2017). Sie sind an verschiedenen Aspekten von Tumorprogression 

beteiligt, beispielsweise über eine aberrante Zytokinexpression, die Umgestaltung der Tu-

mormatrix, Angiogenese und Therapieresistenz (Mantovani et al. 2002; Mantovani und Sica 

2010; Mantovani et al. 2017). TAMs sind in die Pathogenese von verschiedenen Lymphomen 

verwickelt, darunter auch das Hodgkin-Lymphom. Außerdem scheinen sie eine Rolle in der 

Krankheitsentstehung von indolenten NHL wie der chronisch lymphatischen Leukämie oder 

dem follikulären Lymphom und auch bei aggressiven NHL wie dem BL und dem diffuse large 

B-cell lymphoma (DLBCL) zu spielen (Lenz et al. 2008; Steidl et al. 2010; Steidl et al. 2011; 

Kridel et al. 2015b; Kridel et al. 2015a; Pham et al. 2018; Verdière et al. 2018). Auch wenn 

T-Zellen die dominierenden Umgebungszellen im Mikromilieu des cHL darstellen, sind 

Makrophagen ein integraler Bestandteil des TME (Steidl et al. 2010; Scott und Steidl 2014). 

Das Wissen über die Funktionen, Interaktionen und die Regulation von TAMs im Hodgkin-

Lymphom ist aber immer noch limitiert (Mantovani et al. 2002; Steidl et al. 2010; Martinez 

und Gordon 2014). 

Tudor et al. (2014) fanden heraus, dass von HRS-Zellen konditioniertes Medium (CM) die 

Expression von CD163 und CD206 in vitro in Monozyten aus dem peripheren Blut hochre-

guliert. Inflammatorische M1-Makrophagen wurden durch Stimulation von Monozyten mit 

GM-CSF generiert und immunregulatorische M2-Makrophagen durch Monozyten-Behand-

lung mit M-CSF. HRS-Zellen waren nicht in der Lage, M1-GM-CSF-Makrophagen in M2-

M-CSF-Makrophagen zu repolarisieren (Tudor et al. 2014). Kürzlich konnte ebenso gezeigt 
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werden, dass HRS-Zellen Monozyten in immunsuppressive M2-TAMs programmieren kön-

nen (Casagrande et al. 2019). Die Behandlung der humanen Monozyten mit CM der Hodg-

kin-Zelllinien L-1236 und L-428 erhöhte die Expression von CD206, PD-L1 und IDO (Ca-

sagrande et al. 2019). Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass eine hohe Anzahl 

an infiltrierenden TAMs (Koh et al. 2014; Tudor et al. 2014), die vor allem von zirkulierenden 

Monozyten abgeleitet sind (Crane et al. 2016), und eine hohe absolute Monozytenzahl im 

peripheren Blut mit einer schlechten Prognose im cHL korrelieren (Steidl et al. 2010; Gotti 

et al. 2017; Aldinucci et al. 2019). 

Der Mannose-Rezeptor CD206 ist das Genprodukt des mannose receptor C-type 1 (MRC1)-

Gens und wird von Makrophagen, dendritischen Zellen und Endothelzellen exprimiert (Mar-

tinez-Pomares 2012). Verschiedene exogene und endogene Liganden sind beschrieben, wel-

che Funktionen des Rezeptors in Entzündung, Immuntoleranz und Homöostase implizie-

ren. Für die Clathrin-abhängige Endozytose der Substrate müssen die Rezeptoren multime-

risieren (Howard und Isacke 2002; Martinez-Pomares et al. 2006; Martinez-Pomares 2012). 

Nach Internalisierung ins frühe Endosom wird CD206 freigesetzt und kann zur Plasma-

membran zurück transportiert werden (Howard und Isacke 2002; Taylor et al. 2005). CD206 

besteht aus fünf Elementen: eine kurze C-terminale zytoplasmatische Domäne, eine Trans-

membranregion, acht bis zehn C-type lectin-like domains (CTLDs), eine Fibronectin Typ II-

Domäne (FNII) und eine N-terminale Cystein-reiche Domäne (CR) (Taylor et al. 2005). Die 

drei extrazellulären Domänen binden an spezifische Substrate. Die CTLDs binden terminale 

Mannose, Fucose und N-Acetylglucosamin, während die FNII-Domäne Kollagene als en-

dogene Liganden binden kann, was eine Rolle in der Umstrukturierung der extrazellulären 

Matrix suggeriert. Die CR-Domäne bindet sulfatierte Galactose und sulfatiertes N-Ace-

tylgalactosamin (Fiete et al. 1998; Martinez-Pomares et al. 2006). Klinische Relevanz hat 

CD206 als Aktivierungsmarker für M2-aktivierte TAMs in der Mikroumgebung von Tumo-

ren. Zur Aufgabe von CD206 gehört auch die Phagozytose von bakteriellen Pathogenen wie 

Mycobacterium tuberculosis und Pilzen wie Candida albicans (Lee et al. 2003). Über CD206 könnte 

daher eine gesteigerte Beseitigung von Pathogenen erreicht werden (Lee et al. 2003). Aus den 

vielfältigen möglichen Liganden und Wirkmechanismen von CD206 aus In-vitro-Untersu-

chungen ergibt sich bisher aber noch kein einheitliches Bild. Die klinische Relevanz von 

CD206 muss weiter evaluiert werden. 
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1.3 Mikroumgebung im klassischen Hodgkin-Lymphom 

Auch wenn HRS-Zellen nur eine kleine Fraktion der Tumormasse in cHL-Läsionen präsen-

tieren, erschaffen sie durch die aktive Umgestaltung ihrer Mikroumgebung ein aggressives 

Malignom (Mottok und Steidl 2018). Die Wechselwirkungen zwischen den benignen Leuko-

zyten und den HRS-Zellen stehen in Zusammenhang mit Tumorprogression und der Fähig-

keit der Tumorzellen, einer adäquaten Immunantwort zu entgehen (Hollander et al. 2018). 

HRS-Zellen selbst zeigen nur eine geringe Proliferationskapazität. Sie sekretieren aber Zyto-

kine und Chemokine, um so das heterogene Immuninfiltrat zu rekrutieren und zu manipu-

lieren und das eigene Überleben in einem günstigen Milieu zu sichern (Re et al. 2005; Al-

dinucci et al. 2010; Küppers et al. 2012; Aldinucci et al. 2016). Analog zu ihrem aberranten 

Immunphänotyp ist auch das Zytokinexpressionsmuster der HRS-Zellen dereguliert und 

nicht eindeutig einer Zellreihe zuordenbar. TH2-Zytokine (IL-2, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-

13) werden ebenso wie TH1-Zytokine (IL-12, Interferon-γ/INF-γ) sowie IL-1, TGFβ, IL-7, 

IL-8 und B cell activating factor (BAFF) von HRS-Zellen exprimiert (Skinnider und Mak 2002; 

Aldinucci et al. 2016). Die Rolle des IL-13 im cHL ist besonders gut beschrieben (Skinnider 

et al. 2002b). 

Die Lymphomzellen können T-Effektorzellen und natural killer (NK)-Zellen in immunsup-

pressive bystander cells umprogrammieren (Aldinucci et al. 2019). Die größte Zellpopulation 

im TME des Hodgkin-Lymphoms wird von polyklonalen CD4-positiven (CD4+)-T-Helfer-

zellen gestellt (Poppema et al. 1998). Im mikroskopischen Schnittpräparat sind diese T-Lym-

phozyten rosettenförmig um die HRS-Zellen gruppiert (Steidl et al. 2011; Liu et al. 2014). Sie 

interagieren mit den malignen Zellen beispielsweise über die CD40-CD40-Ligand-Bindung 

(Carbone et al. 1995) und schützen die HRS-Zellen vor zytotoxischen CD8-positiven 

(CD8+)-T-Zellen und NK-Zellen (Mottok und Steidl 2018), deren Anzahl herunterreguliert 

ist (Hollander et al. 2018). HRS-Zellen locken TH2-Helferzellen und regulatorische T-Zellen 

durch Sekretion der Chemokine CCL5, CCL17 und CCL22 an (Küppers 2009b). Regulato-

rische T-Zellen schützen HRS-Zellen vor einer durch zytotoxische T-Zellen eingeleiteten 

Apoptose (Marshall et al. 2004; Gandhi et al. 2006). Eosinophile Granulozyten werden von 

den Tumorzellen durch IL-5, IL-9, CCL5, CCL28 und GM-CSF in das inflammatorische 

TME des Hodgkin-Lymphoms rekrutiert (Küppers 2009b). Außerdem sekretieren HRS-Zel-

len und regulatorische T-Zellen das immunsuppressive Zytokin IL-10, um die Funktion der 

infiltrierenden NK-Zellen und CD8+-T-Zellen zu inhibieren (Skinnider und Mak 2002). 

Ein direkter Mechanismus der HRS-Zellen, um CD8+-T-Lymphozyten zu hemmen, ist die 

verstärkte Expression von PD-L1. Durch Bindung an das programmed cell death protein 1 (PD-
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1) der T-Effektorzellen werden diese in ihrer Funktion inhibiert. HRS-Zellen haben geneti-

sche Aberrationen im Genlocus für CD274 (PD-L1), was zu einer verstärkten Expression 

des Proteins führt (Green et al. 2010; Roemer et al. 2016b). Außerdem exprimieren TAMs 

in den cHL-Läsionen ebenfalls PD-L1 und können so die sie umgebenden CD8+-T-Zellen 

und NK-Zellen in ihrer zytotoxischen Aktivität einschränken (Carey et al. 2017; Vari et al. 

2018). Die PD-L1-positiven-TAMs bilden dabei eine immunprotektive Nische und umgeben 

die malignen HRS-Zellen. Diese besondere Topologie, die sich in der räumlichen Nähe von 

PD-L1-exprimierenden benignen und malignen Zellen ausdrückt, verstärkt vermutlich den 

Einfluss des PD-1-Signals im cHL (Carey et al. 2017; Liu und Shipp 2017). Neben PD-L1 

werden weitere inhibitorische Liganden wie B7-H4 von tumorassoziierten Makrophagen ex-

poniert und sie sekretieren immunsuppressive Mediatoren wie IL-10 (Kryczek et al. 2006). 

TAMs können durch die Sekretion von CCL17 und CCL22 auch regulatorische T-Zellen 

rekrutieren, welche ihrerseits zytotoxische T-Zellen hemmen (Kryczek et al. 2006). 

Weiterhin konnte eine hohe Anzahl an infiltrierenden TAMs ein kürzeres Überleben nach 

Chemotherapie vorhersagen (Tan et al. 2012), auch wenn andere Studien keine Assoziation 

mit der Quantität an TAMs beobachten, sondern eher den Makrophagen-Phänotyp als aus-

schlaggebend nahelegen (Aldinucci et al. 2019). Das von HRS-Zellen sekretierte CCL5 re-

krutiert Makrophagen und Mastzellen chemotaktisch und IL-8 lockt neutrophile Granulozy-

ten an (Skinnider und Mak 2002; Fischer et al. 2003). Zirkulierende Monozyten werden von 

HRS-Zellen durch CCL2 rekrutiert (Luciani et al.1998). 

Typisch für Krebszellen ist auch die Herunterregulierung von major histocompatibility complex I 

(MHC I) durch HRS-Zellen (Reichel et al. 2015; Roemer et al. 2016a). Normalerweise wür-

den NK-Zellen dies erkennen und Apoptose in Tumorzellen einleiten. Durch eine Vielzahl 

von Mechanismen können HRS-Zellen allerdings eine quantitative und qualitative NK-Zell-

Defizienz im Hodgkin-Lymphom induzieren (Chiu et al. 2018). Die nicht neoplastischen 

Zellen im reaktiven Hintergrund des Immuninfiltrates zeigen also keine physiologische Tu-

morbekämpfung mehr. Immunsuppression im Hodgkin-Lymphom wird nicht nur durch die 

HRS-Zellen selbst mediiert, sondern auch an CD4+-T-Lymphozyten, regulatorische T-Zel-

len, Mastzellen und Makrophagen abgetreten. Klinische Studien legen nahe, dass CD4+- und 

regulatorische T-Zellen mit einer schlechteren Prognose assoziiert sind, wohingegen CD8+-

T-Zellen mit einer besseren Prognose vergesellschaftet zu sein scheinen (Koreishi et al. 2010; 

Alonso-Álvarez et al. 2017; Hollander et al. 2018). Mastzellen und Makrophagen dagegen 

scheinen eher mit einer schlechteren Prognose zu korrelieren (Glimelius et al. 2005; Canioni 

et al. 2009; Guo et al. 2016). Außerdem korreliert die Makrophagen-Last im TME des Hodg-
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kin-Lymphoms mit der Anzahl an regulatorischen T-Zellen, was eine gegenseitige Rekrutie-

rung der Umgebungszellen nahe legt (Barros et al. 2012; Barros et al. 2015). 

1.4 Klinik und Therapiemodalitäten des Hodgkin-Lymphoms  

Zum Diagnosezeitpunkt besteht bei den meisten Patient*innen mit Hodgkin-Lymphom eine 

indolente supradiaphragmale Lymphadenopathie. Am häufigsten finden sich die Lymphkno-

tenkonglomerate im zervikalen und mediastinalen Bereich. Auch supraklavikulär und axillär 

manifestiert sich das HL über dem Zwerchfell. Etwa ein Drittel bis 40 Prozent der Betroffe-

nen entwickeln systemische Symptome wie anderweitig nicht erklärbares Fieber, starken 

Nachtschweiß und ungewollten Gewichtsverlust, was als sogenannte B-Symptomatik zusam-

mengefasst wird (Küppers et al. 2012; Ansell 2018). Weitere häufige Begleiterscheinungen 

sind ein chronischer Pruritus und allgemeines Schwächegefühl. Gleichwohl sich das Hodg-

kin-Lymphom in der Regel lymphogen über benachbarte Lymphknotenstationen ausbreitet, 

ist auch eine hämatogene Aussaat möglich (Guermazi et al. 2001; Ansell 2018). Bei Milzbefall 

kann eine Splenomegalie resultieren. Die häufigsten extranodalen Manifestationsorte sind 

Leber, Lunge und Knochenmark (Ansell 2018). Extralymphatische Manifestationen sind 

beim Hodgkin-Lymphom wesentlicher seltener als bei den NHL (Guermazi et al. 2001). La-

borchemisch kann eine unspezifische Erhöhung von Entzündungsparametern sowie der 

Lactatdehydrogenase (LDH) imponieren. Im Blutbild findet sich häufig als Zusatzbefund 

eine absolute Lymphozytopenie und gelegentlich eine Eosinophilie (Herold 2016). 

Die Verdachtsdiagnose, die sich in der Regel aus Anamnese und körperlicher Untersuchung 

ergibt, muss stets histologisch gesichert werden. Dies erfordert eine Lymphknotenexstirpa-

tion, da der diagnostische Wert einer zytologischen Feinnadelaspiration unzureichend für die 

Beurteilung der Lymphknotenarchitektur ist (Ansell 2018). Der immunhistochemische 

Nachweis der CD30-positiven HRS-Zellen in der Mikroskopie im Verbund mit dem typi-

schen reaktiven zellulären Infiltrat bestätigt die Diagnose (Ansell 2018). Im Rahmen des kli-

nischen Stagings wird bildgeberisch die Ausbreitung des Hodgkin-Lymphoms beurteilt. Da-

für kommt neben einem Röntgen-Thorax eine Computertomographie mit Kontrastmittel 

für Hals, Thorax und Abdomen infrage. Suspekte Herde können ferner mittels Abdomen-

sonographie identifiziert werden. Zudem wird meist eine Knochenmarkpunktion durchge-

führt, um eine Infiltration der Markräume auszuschließen (Franco et al. 2004; Herold 2016). 

Mit erfolgter initialer Ausbreitungsdiagnostik werden die HL-Patient*innen anhand der Ann-

Arbor-Klassifikation in vier Krankheitsstadien eingeordnet (Carbone et al. 1971; Canellos et 
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al. 2014), welche wiederum risikostratifiziert drei Prognosegruppen zugeordnet werden (En-

gert et al. 2010). 

Der Therapieansatz ist unabhängig vom Stadium beim cHL kurativ. Frühe und intermediäre 

Stadien werden mit einer kombinierten Radio-Chemotherapie behandelt. Das ABVD-

Schema (Akronym für die eingesetzten Chemotherapeutika Adriamycin/Doxorubicin, Bleo-

mycin, Vinblastin, Dacarbazin) wird dabei mit einer involved site radiation therapy (ISRT), also 

einer lokalen Bestrahlung der initial befallenen Lymphknoten, kombiniert. Fortgeschrittene 

Stadien werden für gewöhnlich nur mit einer Hochdosis-Chemotherapie therapiert. Häufig 

kommt hierbei das BEACOPP-Regime zum Einsatz (beinhaltet die Zytostatika Bleomycin, 

Etoposid, Doxorubicin, Cyclophosphamid, Vincristin, Procarbazin und Prednison) (Engert 

2016; Ansell 2018). Trotz der guten Heilungschancen sprechen etwa fünf bis zehn Prozent 

der HL-Patient*innen nicht auf die initiale Therapie an und bleiben therapierefraktär. 10 bis 

30 Prozent der Betroffenen rezidivieren nach initialer kompletter Remission (Hoppe et al. 

2017). Für diese Patient*innen besteht die Standardtherapie derzeit aus einer Salvage-Hoch-

dosis-Chemotherapie gefolgt von einer autologen Stammzelltransplantation, was bei 50 Pro-

zent der Patient*innen zu einer dauerhaften Remission führt (Schmitz et al. 2002; Montanari 

und Diefenbach 2014; von Tresckow und Moskowitz 2016; Hoppe et al. 2017). 

Die Aufdeckung der komplexen Wechselwirkungen zwischen HRS-Zellen und den umge-

benden benignen Immunzellen im TME der cHL-Läsionen bietet Möglichkeiten für neue 

therapeutische Interventionen. Im Rahmen der targeted therapy sollen nicht nur die HRS-Zel-

len selektiver attackiert werden, sondern auch das Mikromilieu im Hodgkin-Lymphom wird 

in Zukunft stärker in den Fokus rücken. Dem immunsuppressiven Umprogrammieren von 

normalen Zellen soll entgegengewirkt und neue pharmakologische Optionen getestet werden 

(Carbone et al. 2015; Roma-Rodrigues et al. 2019). So könnten Therapieresistenz überwun-

den und die Langzeitnebenwirkungen von aggressiven Polychemotherapien wie BEACOPP 

vermindert werden. Schon heute gibt es vielversprechende klinische Daten aus der Rezidiv-

therapie des Hodgkin-Lymphoms mit selektiven Agenzien und akzeptabler Toxizität, welche 

die konventionellen Therapieansätze erweitern. Brentuximab-Vedotin ist ein Antikörper-

Wirkstoff-Konjugat mit dem Zielantigen CD30 auf den HRS-Zellen, das auf diesem Wege 

einen Mitosehemmstoff selektiv in den Tumorzellen anreichert und so die Apoptose dieser 

induziert. Das Immunkonjugat ist auch für die Behandlung des therapieresistenten und re-

zidivierten ALCL zugelassen (Younes et al. 2010). Mit den Immuncheckpoint-Inhibitoren 

Pembrolizumab und Nivolumab, die beide an PD-1 binden, gibt es weitere monoklonale 
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Antikörper für die Behandlung des therapierefraktären und rezidivierenden klassischen Ho-

dgkin-Lymphoms bei vorbehandelten Patient*innen im Rahmen von Studien (Ansell et al. 

2015; Armand et al. 2016; Vassilakopoulos et al. 2019). 

Weitere Forschung an der engen Interaktion zwischen HRS-Zellen und ihrer inflammatori-

schen Mikroumgebung soll in Zukunft also eine selektivere und nebenwirkungsärmere Be-

handlung in allen Stadien des Hodgkin-Lymphoms ermöglichen und bei Therapierefraktäri-

tät oder im Rezidiv bessere Perspektiven bieten. Nach wie vor kann die Hälfte der Patient*in-

nen mit rezidiviertem Hodgkin-Lymphom nicht geheilt werden (Montanari und Diefenbach 

2014). Zweit-Malignome wie akute Leukämien oder solide Tumoren, die mit einer Latenz 

von Jahrzehnten auftreten können, vermindern die langfristige Prognose und stehen im 

Kontrast zu den guten Heilungschancen der Primärerkrankung. Hinzu kommen weitere 

schwerwiegende Therapiefolgen wie Kardio- und Pulmotoxizität, Infertilität und Fatigue, 

welche Lebenserwartung und Lebensqualität der Betroffenen einschränken (Franklin et al. 

2006; Küppers et al. 2012; Amin et al. 2020). Die Hauptaufgabe wird in Zukunft darin be-

stehen, die neuen Erkenntnisse über die Mikroumgebung des cHL in der Klinik zu imple-

mentieren. Eine neue Risikostratifizierung beim Hodgkin-Lymphom und die Etablierung 

besserer Prognosefaktoren könnten es möglich machen, weniger toxische Behandlungen zu 

etablieren und nicht nur die HRS-Zellen selbst zu attackieren, sondern auch deren Interaktio-

nen mit dem TME und die Umprogrammierung von immunsuppressiven Zellen zu adres-

sieren (Aldinucci et al. 2019). 

1.5 Vorergebnisse der Arbeitsgruppe 

In der Arbeitsgruppe (AG) wird schon seit Längerem in Zusammenarbeit mit anderen For-

schungsgruppen mit dem In-ovo-Modell der Chorion-Allantois-Membran (CAM) und Lym-

phomen gearbeitet. Der CAM-Assay ist ein anerkanntes In-vivo-Xenograft-Modell in der ex-

perimentellen Onkologie (Ribatti 2014). So konnten Becker et al. (2012) und Klingenberg et 

al. (2014) das CAM-Modell für Analysen mit Lymphomzellen weiterentwickeln und auch 

erste Hinweise auf die Lymphomdisseminierung gewinnen. Hierbei wurde der CAM-Assay 

zunächst zur Untersuchung des Burkitt-Lymphoms eingesetzt (Becker et al. 2012; Klingen-

berg et al. 2014). 

Früh haben wir in der AG auch zunächst durch Dr. N. Schoof und später in den Analysen 

der Dres. A. Arlt und M. Harenberg mit Zelllinien des cHL auf der CAM gearbeitet (Arlt 

2018; Harenberg 2019). In den Arbeiten von Dr. A. Arlt und R. Specht wurde zum Beispiel 

die Frage untersucht, wie sich L-428-Lymphome in ovo verändern und disseminieren, wenn 
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sie in Anwesenheit von Lymphom-assoziierten Makrophagen auf die CAM appliziert wer-

den. Hierbei konnten die Kolleg*innen zeigen, dass L-428-Lymphomzellen, die gemeinsam 

mit durch HL-CM ausdifferenzierten M2-ähnlichen Makrophagen auf der CAM gewachsen 

sind, verstärkt lymphogen disseminierten. 

Wir konnten auch beobachten, dass Tumorgröße und Gefäßzerstörung im Verbund mit 

TAMs im Vergleich zu reinen CAM-Lymphomen vermindert waren (Arlt et al. 2020). Über-

raschend war jedoch, dass die in vitro von Dr. A.Arlt beschriebenen Unterschiede von Ma-

krophagen, die mit M-CSF oder HL-CM behandelt wurden, vor allem bezüglich der CD206-

Expression auf der CAM nicht mehr eindeutig dargestellt werden konnten (Taylor et al. 2005; 

Arlt et al. 2020). 

Die Hypothese, die daraus abgeleitet wurde, beinhaltet die Frage, ob auf der CAM die L-428-

Zellen weiterhin Differenzierungsfaktoren für Makrophagen sezernieren und so die M-CSF-

differenzierten Makrophagen weiter in Richtung Hodgkin lymphoma-educated macrophages 

(HEMs) polarisieren können, also in ovo nach Ko-Applikation von Lymphomzellen und Ma-

krophagen letztendlich kaum noch Unterschiede zwischen beiden Makrophagen-Populatio-

nen sichtbar werden. 

1.6 Fragestellung 

Ausgehend von dem Befund, dass Makrophagen beim klassischen Hodgkin-Lymphom pro-

gnostischen Wert haben können, wurde in der AG ein In-ovo-Modell etabliert, um Interaktio-

nen zwischen Makrophagen und HRS-Zellen zu untersuchen. In den bisherigen Untersu-

chungen wurden vordifferenzierte Makrophagen mit Lymphomzellen zusammen auf die 

CAM appliziert. 

Die Fragestellung, die wir im Rahmen dieser Arbeit beantworten wollen, beinhaltet folgende 

Aspekte: 

1. Führt eine Inokulation von undifferenzierten Monozyten, also von CD14-positiven 

(CD14+) peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), zusammen mit Hodgkin-Lym-

phomzellen auf die CAM zu vergleichbaren Tumoren wie die Ko-Applikation von 

HEMs mit HL-Zellen? 

2. Ist in diesen ko-kultivierten CAM-Lymphomen aus HRS-Zellen und Monozyten eine 

Aktivierung respektive Differenzierung der CD14+-PBMCs hin zu HEMs nachweis-

bar? 
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Zur Beantwortung der Fragen sollte die Hodgkin-Zelllinie L-428 verwendet werden. CD14+-

PBMCs sollten aus Vollblutkonserven von Blutspender*innen isoliert und Monozyten mit-

tels magnetischer Zellsortierung angereichert werden. Die entstehenden CAM-Lymphome 

sollten dann morphologisch und durch immunhistochemische Analysen weiter charakteri-

siert werden. Die immunhistochemische Färbung von CD30 war hier für die Darstellung der 

HL-Zellen und CD68 und CD206 zur Beschreibung der Makrophagen in ovo vorgesehen. 

Die vorliegende Arbeit soll somit ein besseres Verständnis für die Wechselwirkungen von 

Tumorzellen im cHL mit Monozyten bieten und längerfristig auch Zusatzinformationen er-

arbeiten, um über selektive Therapiemöglichkeiten zu diskutieren, die sowohl Lymphomzel-

len als auch TAMs adressieren könnten. 
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2 Material und Methoden 

Im folgenden Materialteil (Kapitel 2.1) sind alle regelmäßig verwendeten Geräte, Substanzen 

und Softwares mit deren Herstellern aufgeführt.  

Der Methodenteil (Kapitel 2.2) gliedert sich in zellbiologische Methoden (Kapitel 2.2.1), 

CAM-Assay (Kapitel 2.2.2), histologische Aufarbeitung der CAM-Läsionen (Kapitel 2.2.3) 

und statistische Analysen (Kapitel 2.2.4). 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Tabelle 1: Verwendete Geräte. 

Gerät Hersteller 

Accu Jet Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland 

BSS 300 GTFS Brutgerät Grumbach Brutgeräte GmbH, Asslar, Deutschland 

Centrifuge 5424 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Dampfgarer SIGG Vapeur SIGG AG, Frauenfeld, Schweiz 

Dremel Parkside PMGS 12 B2 Lidl Stiftung & Co. KG, Neckarsulm, Deutschland 

FACSCanto II Durchflusszytometer BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

Glimmer-Sägeblatt 0,4 mm  Seipp GmbH, Langgöns, Deutschland 

Heraeus Multifuge 3 L-R Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

HERAfreeze, -80°C Freezer Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

Ikamag RCT Magnetrührer/Heizplatte IKA-Werke GmbH & Co. KG,  
Staufen, Deutschland 

Infinite F50 Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz 

Inkubator Cytoperm Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

Inverses Durchlichtmikroskop Telaval 31 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland 

Leica DM5000 B Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland 

Leica HI1210 Wasserbad  Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland 

Leica M125 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland 

Leica RM2245 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland 

Leica S6E Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland 

Leica TP 1020 Gewebeeinbettautomat Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland 

MACS MultiStand Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

Microcentrifuge 5415 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Microflow Laminar Downflow Workstation Bioquell Ltd., Andover, Großbritannien 

Microm HM 355 S Microm International GmbH, 
Walldorf, Deutschland 

Motic SMZ-161 Stereomikroskop  Motic Inc., Xiamen, VR China 
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Gerät Hersteller 

Neubauer-Zählkammer  LO Laboroptik GmbH,  
Friedrichsdorf, Deutschland 

Pinzette Dumont  Sigma, Osterode, Deutschland 

Pipetboy acu  Integra Biosciences AG, Fernwald, Deutschland 

QuadroMACS Separator  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland  

Sanyo Ultra Low -152°C Freezer Panasonic Healthcare Co. Ltd., Tokio, Japan 

Schott KL 1600 LED Schott AG, Mainz, Deutschland 

Schüttelapparat 3005 mit Kreisbewegung GFL Gesellschaft für Labortechnik mbH,  
Burgwedel, Deutschland 

Shandon Citadel 2000 Tissue Processor Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

Shandon Histocentre Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

Tischzentrifuge 1-15k Sigma Laborzentrifugen GmbH,  
Osterode, Deutschland 

Varistain 24-4 Automatic Slide Stainer Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

Vortex Genie 2  Schütt Labortechnik, Göttingen, Deutschland 

Waage L2200S  Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Wasserbad Köttermann Uetze/Hänigsen, Deutschland 

Zeiss Axiocam MRm Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland 

Zeiss Imager.Z1 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien  

Tabelle 2: Verwendete Verbauchsmaterialien. 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

96-Well-Platte, 12 Well-Platte  Sarstedt AG Co., Nümbrecht, Deutschland 

Cellstar Tissue Culture Dishes Greiner Bio-One International GmbH, 
Kremsmünster, Österreich 

Deckgläser Menzel, Braunschweig, Deutschland 

Einbettformen aus Metall Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Falcon Röhrchen (15 ml, 50 ml)  Sarstedt AG Co., Nümbrecht, Deutschland 

Filter Tips (10 µl, 100 µl, 1000 µl) Sarstedt AG Co., Nümbrecht, Deutschland 

Filtropur S 0,45 Sarstedt AG Co., Nümbrecht, Deutschland 

Kryoröhrchen/Einfriergefäße Greiner Bio-One International GmbH, 
Kremsmünster, Österreich 

Leukosilk BSN medical, Hamburg, Deutschland 

MACS LS Column Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

Nunc Petrischale Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

Objektträger SuperFrost  Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

Pasteur-Plast Pipetten, steril  Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland 

Perfusor Syringe 50 ml Braun, Melsungen, Deutschland 

Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Rotilabo-Einbettkassetten Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
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Verbrauchsmaterial Hersteller 

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt AG Co., Nümbrecht, Deutschland 

Specific Pathogen Free Eggs, Hühnereier frei von 
spezifischen Pathogenen 

Valo BioMedia GmbH,  
Osterholz-Scharmbeck, Deutschland 

Zellkulturflaschen mit Belüftungskappe  
(25 cm2, 75 cm2, 175 cm2) für Suspensionszellen 

Sarstedt AG Co., Nümbrecht, Deutschland 

2.1.3 Chemikalien 

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien. 

Chemikalien Hersteller 

BD Matrigel Matrix, Growth Factor Reduced BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

Biocoll Separating Solution Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 

Bovines Serumalbumin (BSA)  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Calciumchlorid (CaCl2) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

DAB (3,3′-Diaminobenzidin) Chromogen Nordic Biosite, Täby, Schweden 

DAB Detect (DAB Substrate Puffer) Nordic Biosite, Täby, Schweden 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA 

DPX-Eindeckmedium für Histologie Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA 

Eisen(III)-chlorid-Hexahydrat AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Essigsäure 100 % (Eisessig) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol 99 % J.T. Baker, Center Valley, PA, USA 

Ethanol 96 % Chemsolute, Th. Geyer GmbH & Co. KG, 
Renningen, Deutschland 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Fetales Kälberserum (FCS)  Biochrom, Merck, Millipore,  
Darmstadt, Deutschland 

Fluoromount G Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

Formaldehyd Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA 

Formaldehyd-Lösung 37 % Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Goat-Serum 10 ml Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA 

Hämalaunlösung sauer nach Mayer Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Hämatoxylin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Isopropanol J.T. Baker, Center Valley, PA, USA 

Kaliumchlorid (KaCl) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Kollagen Typ I, 5 mg/ml Trevigen Inc., Gaithersburg, MD, USA 

Lichtgrün SF gelblich  Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Mayers Hämalaun Lösung Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Orange G Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA 

Paraformaldehyd Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Paraplast Plus (Paraffin) Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA 
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Chemikalien Hersteller 

Penicillin/Streptomycin (P/S) Lonza Group Ltd., Basel, Schweiz 

Perdrogen Wasserstoffperoxid (H2O2) Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS)  PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 

Pikrinsäure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Ponceau S Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Roti-Histokitt II Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

RPMI-1640 mit L-Glutamin  Lonza Group Ltd., Basel, Schweiz 

Salzsäure (HCl) rauchend 37 % Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Säurefuchsin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Tris-gepufferte Salzlösung (TBS) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Triton X 100 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Trypanblau 0,4 % in PBS Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA 

Wolframatophosphorsäure-Hydrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Xylol Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA 

2.1.4 Puffer, Lösungen und Medien 

Tabelle 4: Verwendete Puffer, Lösungen und Medien. 

Puffer / Lösung / Ansatz Zutaten 

1 % Eisessig 1 ml Eisessig in 100 ml Aquadest 

2 % Goat-Serum 100 µl Goat-Serum in 5 ml PBS 

4 % Paraformaldehyd 4 % PFA in PBS 

Antikörperlösung 1 x TBS 

1 % BSA  

0,5 % Triton x 100 

Blockierlösung 5 % Goat-Serum 

1 % BSA  

0,2 % Triton x 100 in PBS 

Bouin-Fixanz (wässriges Bouin) 150 ml Formaldehyd 37 % 

50 ml Pikrinsäure  

10 ml Essigsäure 100% 

Einfriermedium 90 % (v/v) FCS 

10 % (v/v) DMSO 

Eisenhämatoxylin nach Weigert (Lösung A) 96 % Ethanol 

1 % (w/v) Hämatoxylin 

Eisenhämatoxylin nach Weigert (Lösung B) 17,9 mM Eisen(III)-chlorid  

2,5 % (w/v) Salzsäure 

FACS-Puffer PBS  

10 % (v/v) humanes AB-Serum 
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Puffer / Lösung / Ansatz Zutaten 

Lichtgrün 1,35 g Lichtgrün  

900 ml Aquadest  

1,8 ml Eisessig 

Lockelösung 152,45 mM NaCl  

5,64 mM KCl  

2,14 mM CaCl2 

MACS-Puffer PBS  

0.5 % (w/v) BSA  

1 mM EDTA 

Mayer’s Hämalaun-Lösung 1 g Hämalaun 

1000 ml ddH2O  

0,2 g NaJO3 

50 g Kalialaun 

50 g Chloraldydrat  

1 g Zitronensäure 

PBS/EDTA PBS  

1 mM EDTA 

Phosphorwolframsäure + Orange G 36 g Phosphorwolframsäure 

18 g Orange G  

900 ml Aquadest 

Säurefuchsin-Lösung 0,6 g Ponceau S  

0,3 g Säurefuchsin  

900 ml Aquadest  

1,8 ml Eisessig 

TE-Puffer 10 mM Tris-base, pH 9  

1 mM EDTA 

Trypanblau-Lösung PBS  

0,4 % (w/v) Trypanblau 

Zellkulturmedium (für HL-Zelllinie) RPMI-1640 mit 4 mM L-Glutamin 

10 % FCS 

1 % P/S 
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2.1.5 Antikörper 

Tabelle 5: Verwendete Antikörper. 

Antikörper Klon Hersteller  

mouse anti-CD30 Ber-H2 Dako, Agilent, Santa Clara, CA, USA 

mouse anti-CD68 KP1 Dako, Agilent, Santa Clara, CA, USA 

mouse anti-CD206 D-1 Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, USA 

goat anti-mouse HRP polyklonal Dako, Agilent, Santa Clara, CA, USA 

mouse anti-CD14 FITC M5E2 BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

CD14-microbeads, human Katalog-Nr.: 
130-050-201 

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

2.1.6 Zelllinien und Zellisolate 

Tabelle 6: Verwendete Zelllinien und Zellisolate. 

Zelllinie / Zellisolate Referenz 

L-428 (Schaadt et al. 1979) 

Humane Vollblutkonserven  
von anonymen Spender*innen  
zur Monozyten-Isolierung 

Freundlicherweise überlassen vom 
Blutspendedienst der Universitätsmedizin  
Göttingen, Abteilung Transfusionsmedizin 

2.1.7 Software 

Tabelle 7: Verwendete Software. 

Software Hersteller 

FACS Diva Version 6.1.3 BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

GraphPad Prism 7.04 for Windows Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, USA 

ImageJ 1.48v Wayne Rasband, National Institutes of Health,  
Bethesda, MD, USA 

Leica Application Suite 3.8.0 Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 

Microsoft Office 2016 (Word, PowerPoint, Excel) Microsoft, Redmont, WA, USA 

Zeiss Axiovision 4.6.3  Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellbiologische Methoden 

2.2.1.1 Hodgkin-Lymphom-Zelllinie 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Zelllinie L-428 wurde 1978 aus dem malignen 

Pleuraerguss einer 37-jährigen Patientin mit histologisch gesichertem Hodgkin-Lymphom 

vom nodulär-sklerosierenden Typ (Stadium IVb) gewonnen und immortalisiert (Schaadt et 

al. 1979). Die gewonnenen HRS-Zellen wurden zur Etablierung einer in Suspension wach-

senden und EBV-negativen In-vitro-Langzeit-Zellkultur verwendet. 

Alle zwei Tage wurden die Zellen in frischem RPMI-1640-Medium aufgenommen und in 

einer Konzentration von 5·105/ml kultiviert, um danach für weitere 48 h in Zellkulturfla-

schen mit Belüftungskappe im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit 

inkubiert zu werden. Zur Verwendung in den Versuchen mussten die HRS-Zellen eine Via-

bilität von mindestens 90 % zeigen. 

Die Arbeitsgruppe erhielt ihren L-428-Stock für experimentelle Studien 1992 von Prof. V. 

Diehl aus Köln. Die L-428-Zelllinie ist auch bei der Deutschen Sammlung von Mikroorga-

nismen und Zellkulturen (DSMZ) in Braunschweig erhältlich und wurde regelmäßig durch 

Immunglobulin-Sequenzanalysen und die DSMZ überprüft. 

2.2.1.2 Zellzahl- und Viabilitätsbestimmung 

Um Zellzahl und -viabilität zu ermitteln, wurden die Lymphomzellen gründlich resuspen-

diert. Nach Entnahme eines 20 µl-Aliquots aus der Zellsuspension wurde dieses im Verhält-

nis von 1:1 mit 0,4 %iger Trypanblau-Lösung auf einer Mikrotiterplatte vermengt. Abgestor-

bene Zellen wurden so dunkelblau gefärbt und konnten durchlichtmikroskopisch als solche 

identifiziert werden. Zur Definition der Konzentration viabler Zellen mittels Neubauer-

Zählkammer wurde die folgende Formel herangezogen: Zellen/ml = (Σ der gezählten Zellen 

in allen vier Quadranten / 4) · 2 ·104. Anschließend konnte die Gesamtzellzahl mittels Mul-

tiplikation der errechneten Zellkonzentration pro Mililiter mit dem Gesamtvolumen der je-

weiligen Zellsuspension erhoben werden. Konsekutiv ließ sich die Viabilität bestimmen: Via-

bilität [%] = (Anzahl der lebendigen Zellen / Anzahl aller ausgezählten Zellen) · 100. 

2.2.1.3 Kultivierung und Kryokonservierung der Lymphomzellen 

Elf Tage vor den Beimpfungsexperimenten auf der CAM wurden die bei -150 °C in Einfrier-

medium aufbewahrten L-428-Zellen in Kultur genommen. Zu diesem Zweck wurden die 
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HRS-Zellen rasch im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und umgehend mit 9 ml vorgewärmten 

RPMI-Medium vermengt. Nach Entnahme eines Aliquots zur Festlegung von Zellzahl und 

-viabilität konnte die restliche Zellsuspension bei Raumtemperatur (RT) für 5 min und        

120 g zentrifugiert werden. Der Überstand wurde unter Zuhilfenahme einer Absaugpumpe 

mit einer Pasteurpipette entfernt und das generierte Zellpellet in einer Konzentration von 

5·105 Zellen/ml in frischem Kulturmedium aufgenommen und für 48 h bei 37 °C und 5 % 

CO2 inkubiert. 

Für die Langzeitaufbewahrung bei -150 °C wurde ein Stock der L-428-Lymphomzellen in 

Einfriermedium (10 % DMSO und 90 % FCS) kryokonserviert. Pro Kryoröhrchen wurde 

ein Pellet von 5·106 HRS-Zellen in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und bis zum Eich-

strich aufgenommen. Um Gefrierschäden zu vermeiden, wurden die Zellen sukzessive mit 

einer Rate von -1 °C / min heruntergekühlt und dafür die Kryotubes in Isopropanol-Ge-

frierboxen bei -80 °C für 24 h zwischengelagert, um ab dem Folgetag bei -150 °C aufbewahrt 

zu werden. 

2.2.1.4 Monozyten-Anreicherung mittels MACS 

An den Versuchstagen wurden jeweils die Vollblutkonserven zweier gesunder Spender*in-

nen aufgearbeitet, freundlicherweise zur Verfügung gestellt vom Blutspendedienst der Ab-

teilung Transfusionsmedizin der Universitätsmedizin Göttingen (Ethikvotum 16/5/18An). 

Die PBMCs, also mononukleäre Zellen des peripheren Blutes, wurden aus frischen buffy coats 

(Leukozytenfilmen) der Vollblutkonserven gewonnen (Menck et al. 2014). 

Zur Verringerung der Erythrozytenzahl wurden die Proben zunächst im Verhältnis 1:1 mit 

PBS/EDTA verdünnt und für 20 min bei 1350 g zentrifugiert. Die weißliche Interphase 

wurde abgenommen und auf jeweils 30 ml mit PBS/EDTA aufgefüllt. Um die Leukozyten 

weiter anzureichern, wurden sie mittels Dichtegradientenzentrifugation (Biocoll separating so-

lution) ausgearbeitet. Die beschichteten Biocoll-Lösungen wurden für 30 min bei 400 g zen-

trifugiert. Leukozyten, die sich zwischen Plasma- und Erythrozytenphase befanden, wurden 

entnommen und in PBS gewaschen. Hierbei wurden auch die Thrombozyten weiter deple-

tiert. Anschließend wurde die Zellzahl bestimmt. 

Mittels Dichtegradientenzentrifugation über Biocoll separating solution (Biochrom GmbH, 

Berlin, Deutschland) wurden, wie zuvor beschrieben, CD14+-Monozyten aus PBMCs durch 

das magnetic cell separation (MACS)-Verfahren isoliert. MACS ist ein Verfahren zur Fraktionie-
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rung einzelner Zellpopulationen aus Zellgemischen anhand selektiv exprimierter Oberflä-

chenmarker. Dazu wurden anti-CD14-microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland) analog zu den Instruktionen des Herstellers verwendet. 

Kurz zusammengefasst wurden zu den PBMCs in der erforderlichen Zellzahl (1 · 107 Zellen 

/ 20 µl microbeads) die CD14-microbeads hinzugefügt und die Zellsuspension wurde durch vor-

sichtiges Schwenken vermischt und für 15 min im Kühlschrank bei 4 °C inkubiert. Danach 

wurden die Zellen gewaschen und von überschüssigen microbeads befreit. Nach einem zweiten 

Waschschritt wurden die Zellen in MACS-Puffer resuspendiert und auf die Vorfilter und LS 

column im QuadroMACS Separator aufgetragen. Der Durchfluss wurde zunächst aufgefangen. 

Es folgten drei Waschschritte mit MACS-Puffer. Danach wurde die Säule vom Separator 

entfernt und auf einem adäquaten Auffang-Falcon platziert. Mit 3 ml MACS-Puffer wurden 

die an die magnetischen Partikel gebundenen Zellen eluiert, indem der Stempel fest in die 

Säule gedrückt wurde. Die Zellen wurden in PBS gewaschen und nun konnte die Zellzahl 

bestimmt werden. Ein weiteres Aliquot wurde zur Verifizierung der CD14-Reinheit entnom-

men. Die Reinheit der CD14+-Zellen wurde anschließend per Durchflusszytometrie (flu-

orescence-activated cell sorting, FACS) quantifiziert. Zellen mit einer Reinheit von ≥ 95 % bezogen 

auf CD14 wurden für die CAM-Analysen eingesetzt. 

2.2.1.5 Durchflusszytometrie 

Um die Reinheit der CD14+-Zellen in der resultierenden Zellsuspension zu quantifizieren, 

wurden 100 µl Zellsuspension mit einem Fluoreszeinisothiocyanat (FITC)-markierten 

CD14-Antikörper gefärbt und in einem FACSCanto II Durchflusszytometer mit FACS Diva 

Software analysiert. Wenn der Anteil an CD14+-Monozyten 95 % und mehr betrug, wurden 

die Zellen für die CAM-Versuche verwendet. 

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie lassen sich Zellen auf physikalische und biochemische 

Eigenschaften anhand ihrer Größe, Struktur, Granularität und exprimierter Oberflächenmar-

ker untersuchen. Bei der durchflusszytometrischen Analyse mittels FACS werden Einzelzel-

len durch fluoreszierende Markierung sortiert und anhand des reflektierten Lichts detektiert. 

Dabei werden die Zellen einzeln durch eine Flusskammer an einem Laserstrahl vorbeige-

führt. Aufgrund morphologischer Charakteristika wird bei Kreuzung des Laserstrahls ein 

Streulicht generiert, das an zwei Stellen detektiert wird. Das Vorwärtsstreulicht (forward angle 

light scatter, Ablenkwinkel 1° bis 10°) als Maß der Zellgröße wird in Richtung des ursprüngli-

chen Laserstrahls gemessen, während das Seitwärtsstreulicht (side angle light scatter) im 90°-

Winkel zur initialen Richtung des Laserstrahls bestimmt wird und auch mit der zellulären 

Granularität korreliert. 
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Die mononukleären Zellen wurden in einem Rundboden-Röhrchen zentrifugiert und mit 

einer Konzentration von 107/ml in FACS-Puffer aufgenommen. Der FITC-konjugierte 

CD14-Antikörper (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) markierte nun mittels direkter 

Immunfluoreszenz die CD14+-Zellfraktion. Die Zellen wurden für 20 min auf Eis gefärbt 

und dann durch Zugabe von 500 µl 2 % BSA in PBS gewaschen. Der Überstand wurde nach 

Zentrifugation für 5 min bei 400 g verworfen. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS 

wurden die Zellen in 300 µl PBS resuspendiert. Die Datenerhebung erfolgte an einem 

FACSCanto II Durchflusszytometer unter Verwendung der FACSDiva Software (BD 

Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Nach gating auf viable Zellen wurden Dubletten ex-

kludiert, indem die Breite gegen den Bereich des Seitwärtsstreulichtes geplottet wurde. Un-

gefärbte Zellen wurden genutzt, um die Laserleistung zu justieren. Für jede Probe wurden 

Daten von 5000 bis 10.000 Einzelzellen erhoben. Die mittleren Fluoreszenzintensitäten wur-

den mit der FACSDiva Software berechnet. Mittlere Fluoreszenzintensitäts-Verhältnisse 

wurden erhalten, indem die mittlere Fluoreszenzintensität des Antikörpers durch die Isoty-

pen-Kontrolle dividiert wurde. Die immunphänotypisch charakterisierten Zellen konnten 

dann in einem dot plot dargestellt werden und so die CD14-Anreicherung durch das voraus-

gegangene MACS-Verfahren visualisiert werden (vgl. Abbildung 1). 

2.2.2 CAM-Assay 

Krebserkrankungen können unter Verwendung von experimentellen In-vivo-Xenograft-Mo-

dellen veranschaulicht werden. Dazu werden humane Tumorzellen immuninkompetenten 

Tieren injiziert (Khanna und Hunter 2005). Der CAM-Assay erlaubt es, das Disseminie-

rungspotenzial von malignen Zellen solider oder disseminierter Neoplasien, wie im vorlie-

genden Fall des cHL, in ovo zu untersuchen. So können Tumorbildung und -progress im 

Hühnchen-Modell betrachtet werden. Hierzu wurde die CAM befruchteter, pathogenfreier 

Eier der Spezies Haushuhn (Gallus gallus domesticus) von der Rasse Weißes Leghorn steril frei-

gelegt. Dies ermöglichte die Applikation von in vitro kultivierten Lymphomzellen mit oder 

ohne Monozyten auf die Membran. Nach vier Tagen Inkubationszeit wurden die generierten 

CAM-Läsionen extrahiert, vermessen und anschließend histologisch aufgearbeitet. 

Die Entwicklung eines Hühnerembryos dauert 21 Tage bis zum Zeitpunkt des Schlüpfens 

(Ribatti 2010). Die Chorion-Allantois-Membran dient der Sauerstoff- und Nährstoffversor-

gung des Embryos und ist selten dicker als 100 µm (Deryugina und Quigley 2008). Zwischen 

Tag fünf und sechs der Embryonalentwicklung entsteht die CAM durch Fusion von Chorion 

(Zottenhaut) und Allantois (embryonale Harnblase) (Melkonian et al. 2002). Etwa nach zehn 
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Tagen ist die CAM vollständig vaskularisiert, was das Anwachsen von Tumorzellen fördert 

(Armstrong et al. 1982; Deryugina und Quigley 2008). 

Die befruchteten Hühnereier wurden vier Tage bei 37 °C und 80 % relativer Luftfeuchtigkeit 

bebrütet und dabei regelmäßig alle 40 min gewendet. Am vierten Tag der Embryonalent-

wicklung wurde nach behutsamer Desinfektion der äußersten Eischale ein etwa 0,75 cm2 

großes rechteckiges Fenster oberhalb des Dotters mit einem Dremel geschaffen. Die Luft-

blase des Eis wurde angestochen. Folglich sank der Dotter mit der CAM innerhalb des Eis 

ab. Die Eier mit der nun freiliegenden CAM wurden mit Leukosilk-Fixierpflaster wieder ver-

schlossen und für weitere sieben Tage im Brutschrank inkubiert. 

An Tag elf der Embryonalentwicklung des Huhns zeichnet sich das Gefäßmuster der CAM 

deutlich ab und die Vaskularisierung ist praktisch abgeschlossen (Ausprunk et al. 1974). Nun 

konnte die freigelegte CAM in definierten Regionen mit Lymphomzellen beziehungsweise 

Monozyten beimpft werden. Die Inokulation der CAM mit humanen Zellen erfolgte in drei 

verschiedenen Bedingungen: Monozyten allein, L-428-Zellen allein und Ko-Kulturen aus 

Lymphomzellen und Monozyten gesunder Spender*innen. Die Monozyten wurden an den 

Versuchstagen, wie in Kapitel 2.2.1.4 beschrieben, aus frischen Vollblutkonserven isoliert. 

Die L-428-Zellen waren elf Tage vorab aufgetaut, kultiviert und alle 48 h expandiert worden. 

Am Vortag der CAM-Versuche wurden die Hodgkin-Lymphomzellen nochmals frisch auf 

eine Konzentration von 5·105/ml eingestellt. Am Versuchstag wurden die L-428-Zellen für 

5 min bei 120 g und RT zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Zellpellet mit je 2 

ml PBS in Reaktionsgefäße mit Rundboden aufgenommen. Nach nochmaliger Zentrifuga-

tion und Absaugen des Überstandes wurden die L-428-Zellen mit Matrigel vermengt. Die 

rein monozytären Zellpellets und die Ko-Kultur-Zellpellets aus Lymphomzellen und Mo-

nozyten wurden für 7 min bei 300 g abzentrifugiert und danach in das Matrigel aufgenom-

men. Das Matrigel wird aus murinen Engelbreth-Holm-Swarm-Sarkomen gewonnen. Diese 

Mischung aus verschiedenen Komponenten der extrazellulären Matrix ermöglicht es den 

Lymphomzellen, in Form eines soliden Tumors auf der CAM anzuwachsen. Die humanen 

Zellen wurden jeweils in 20 µl Matrigel gelöst. Für die Tumorkontrollen wurden pro CAM 

2·106 L-428-Zellen pipettiert. Rein monozytäre Läsionen wurden jeweils mit 1·106 CD14+-

PBMCs pro Ei generiert und für die Ko-Kulturen jeweils 2·106 HRS-Zellen zusammen mit 

1·106 Monozyten auf die CAM inokuliert. Die Beimpfung der CAM erfolgte so, dass die 

Zellen weder ganz nah an größeren Gefäßen noch weitab von jeglichen Gefäßen pipettiert 

wurden. Nach erfolgter Inokulation wurden die Eier wiederum mit Leukosilk verschlossen 

und für weitere vier Tage bebrütet. 
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Am fünfzehnten Tag der aviären Embryogenese wurden die generierten CAM-Läsionen ex-

trahiert. Dazu wurde das Loch in der Eischale vergrößert und die angewachsenen Tumoren 

mitsamt umgebender CAM großzügig per Federschere ausgeschnitten. Die Tumoren wurden 

in PBS gewaschen, lichtmikroskopisch untersucht, fotografiert und vermessen. Ein 1 cm-

Maß wurde mit fotografiert. Die Proben wurden dann über Nacht in 4 % Paraformaldehyd 

(PFA) fixiert. 

Mit Hilfe des Programms ImageJ wurden aus den Lichtbild-Aufnahmen der CAM-Läsionen 

deren Flächen bestimmt. Die Tumorgrenzen wurden unter Nutzung des Polygon Tools um-

fahren. Fotografien eines vordefinierten 1 cm-Maßes wurden zur Skalierung genutzt und so 

konnte die Fläche des umfahrenen Bereiches berechnet werden. 

2.2.3 Histologische Aufarbeitung der CAM-Läsionen 

Am Tag nach der Ernte der CAM-Läsionen wurden die Proben aus dem 4 % PFA in 60 % 

Ethanol für 3 h überführt und anschließend maschinell entwässert. Dabei durchliefen die 

Proben eine aufsteigende Ethanolreihe (70 % für 3 h, 80 % für 1 h, 90 % für 1 h, 96 % für 

1 h, 99 % für 2 h) und wurden nachfolgend für 1,5 h in Isopropanol belassen. Einer dreima-

ligen Inkubation in Xylol (30 min, 45 min, 45 min) folgend härteten die Tumoren zuerst für 

30 min und anschließend für 7 h bei 60 °C in Paraplast Plus aus. Abhängig vom Durchmesser 

wurden die Tumoren mit einem Skalpell halbiert. So konnten Tumorquerschnitte ohne lan-

ges Trimmen am Mikrotom generiert werden. Schließlich wurden die Tumorhälften in Me-

tallschalen in heißem Paraffin eingebettet und kühlten über Nacht aus. Nachfolgend wurden 

die Paraffinblöcke mit den sich darin befindlichen Tumoren mit dem Mikrotom geschnitten. 

Die Schnittdicke betrug dabei zwischen 5 µm und 6 µm. Die angefertigten Schnitte wurden 

in einem Wasserbad auf Objektträger überführt und trockneten anschließend für 24 h bei         

42 °C im Wärmeschrank. 

Die Schnittpräparate wurden mit einer Masson-Trichrom-Färbung behandelt, um eine mor-

phologische Beurteilung der Läsionen zu ermöglichen. Zunächst wurden die Gewebe-

schnitte entparaffiniert. Zur maschinellen Entparaffinierung wurden die Tumorschnitte 

zweimal in Xylol belassen (3 min, 2 min), um hiernach eine absteigende Ethanolreihe zu 

durchlaufen (99 % für 2 min, 96 % für 2 min, 80 % für 2 min, 60 % für 2 min) und in 

destilliertem Wasser gewaschen zu werden (2 min). Um die Nuklei der Zellen zu färben, 

wurden die Objektträger zunächst für 3 min in Eisenhämatoxylin nach Weigert gebracht und 

anschließend in fließendem Leitungswasser gewaschen (9 min). Nach Inkubation in Säu-

refuchsin-Lösung (5 min) zur Färbung des Zytoplasmas wurden die Tumorschnitte in 1 % 
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Eisessig (1 min) und Phosphorwolframsäure mit Orange G getaucht (1 min). Daraufhin wur-

den die Objektträger in 1 % Eisessig (1 min) und in Lichtgrün für 5 min überführt. Zuletzt 

wurden die Tumorschnitte in 1 % Eisessig (3 min) belassen und es schloss sich eine zweima-

lige Entparaffinierung der gefärbten Schnitte in absolutem Alkohol (1 min, 2 min) und in 

Xylol (5 min) an. Die Trichrom-Schnitte wurden abschließend mit DPX-Eindeckmedium 

und Deckgläschen versehen und über Nacht getrocknet, um schließlich lichtmikroskopisch 

befundet und fotografiert zu werden. 

Für die immunhistochemische Charakterisierung der CAM-Präparate bezüglich einer Ex-

pression von CD30, CD68 oder CD206 wurde sich der horseradish peroxidase (HRP, Meerret-

tich-Peroxidase) als Reporterenzym bedient. Für die HRP-Reaktion wurden die Tumor-

schnitte auf SuperFrost Ultra Plus Objektträger gebracht. Zur Entparaffinierung wurden die 

Schnitte dreimal für je 3 min in Xylol gebracht und durchliefen im Anschluss eine abstei-

gende Ethanolreihe (99 % für zweimal 3 min, 96 % für 3 min, 80 % für 3 min, 70 % für 3 

min) und wurden in doppelt destilliertem Wasser (ddH2O) gewaschen. Zur Antigendemas-

kierung wurden die Objektträger für 20 min in verdampfenden TE-Puffer inkubiert. Zur 

Inhibition der endogenen Peroxidase wurden die Tumorschnitte für 15 min bei RT in einer 

Küvette mit 1 % H2O2 in PBS inkubiert. Die sich anschließenden Färbeschritte können der 

Tabelle 8 entnommen werden.  

Tabelle 8: Peroxidase-Färbung der CAM-Schnittpräparate. 

Zeit Temperatur Lösung 

5 min RT ddH2O 

1 min RT PBS 

30 min RT in feuchter Kammer 2 % Goat-Serum in PBS 

1 min RT PBS 

16 h  4 °C in feuchter Kammer CD30 / CD68 / CD206 in 2 % Goat-Serum in PBS 

1 min RT PBS 

1 h RT in feuchter Kammer Goat anti-mouse HRP in 2 % Goat-Serum in PBS 

1 min RT PBS 

Der primäre CD206-Antikörper wurde 1:50 in 2 % Goat-Serum in PBS diluiert. Der Sekun-

därantikörper (goat anti-mouse HRP) wurde stets 1:100 in 2 % Goat-Serum in PBS verdünnt. 

Für die Entwicklung der Antikörper-markierten Tumorquerschnitte wurde als Substrat der 

HRP jeweils 50 µl DAB Chromogen in DAB Detect (1:100) für 1 min auf die Schnittpräpa-

rate pipettiert. Die Substratkonversion führte zu einem wasserunlöslichen braunen Endpro-

dukt, was während der Färbung der Schnitte mikroskopisch kontrolliert wurde. Bei Sichtbar-
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werden einer intensiven Braunfärbung wurden die Objektträger in Leitungswasser abge-

stoppt. Schließlich konnten die Nuklei angefärbt werden, indem die Objektträger für 2 min 

in Hämalaun platziert wurden. 

2.2.4 Statistische Analysen 

Die Ergebnisse der Versuche wurden dargestellt als Mittelwert ± Standardabweichung (SD) 

der angegebenen Anzahl an biologischen Replikaten. Der nicht parametrische Mann-Whit-

ney-U-Test wurde zur Analyse der nicht normalverteilten Flächen von L-428- respektive 

CAM-Mischtumoren verwendet. Die drei verschiedenen Bedingungen auf der CAM wurden 

mit einem one-way-analysis of variance (ANOVA) mit anschließender Bonferroni-Methode un-

tersucht. Das Signifikanzniveau lag bei * p < 0,05, ** p < 0.01, *** p < 0,001. Für alle statis-

tischen Analysen wurde GraphPad Prism 7.04 verwendet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 CD14+-PBMCs als Inokulum im CAM-Assay 

Wir wollten untersuchen, inwieweit im Xenograft-Modell der Chorion-Allantois-Membran 

des Hühnereis die L-428-Zellen weiterhin makrophagozytäre Differenzierungsfaktoren se-

zernieren und somit Monozyten in Richtung HEMs polarisieren können. In Abbildung 1 ist 

dargestellt, dass die CD14-Anreicherung zu über 95 % Reinheit der CD14+-PBMCs geführt 

hat und entsprechend für die In-ovo-Analysen genutzt werden konnte. Diese Reinheit wurde 

in allen Analysen erreicht und entsprechende CD14+-PBMCs eingesetzt. 

In den Untersuchungen wurden 2 · 106 L-428-Lymphomzellen zusammen mit 1 · 106 

CD14+-PBMCs in Matrigel vermischt und jeweils 20 µl der Mischung auf die CAM inoku-

liert. Zum Vergleich wurden entweder nur 2 · 106 L-428-Zellen oder nur 1 · 106 CD14+-

PBMCs auf die CAM einer vergleichbaren Anzahl von Eiern appliziert. Die Eier wurden 

dann, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, für weitere vier Tage (96 h) inkubiert. Die resultie-

renden CAM-Läsionen wurden geerntet, indem mit einer Federschere großzügig um den 

Bereich der Applikationsstelle ausgeschnitten wurde. 

Es wurden fünf unabhängige Runden mit insgesamt 150 Eiern durchgeführt. Dies ist in Ta-

belle 9 zusammengefasst. Hierbei wurden die extrahierten Läsionen für jeden CAM-Assay 

bewertet und die Fläche einer Läsion beziehungsweise eines CAM-Lymphoms bei Sichtbar-

keit im Binokular berechnet. Insgesamt wurden in fünf In-ovo-Versuchsreihen 42 Eier mit 

Monozyten von neun verschiedenen Donor*innen beimpft. Von den 42 befruchteten Eiern 

konnten 29 von sechs unterschiedlichen Spender*innen ausgewertet werden. 13 Hüh-

nerembryonen waren zum Erntezeitpunkt abgestorben (Auswertungsquote 69 %). Die ge-

ernteten Kontroll-Läsionen hatten eine durchschnittliche Fläche von 0,11 cm2 (vgl. Tabelle 

9). Dabei variierte die Größe teils erheblich. 

Tabelle 9: Übersicht der CAM-Läsionen. Die Tabelle zeigt eine Zusammenfassung aller extrahierten CAM-

Läsionen in drei verschiedenen Bedingungen in fünf Replikaten und deren durchschnittliche Flächen in cm2. 

Inokulum Anzahl 

Eier 

Extrahierte Läsionen 

pro CAM-Assay 

Auswertungs-

quote [%] 

Mittelwert der 

Flächen [cm2] 

CD14+-PBMCs 42 0/10/13/0/6   [29] 69 0,11 

L-428 52 5/5/14/14/6   [44] 84,6 0,21 

L-428 +           

CD14+-PBMCs 

56 0/10/23/7/14   [54] 96,4 0,113 
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Abbildung 1: Anreicherung an CD14+-PBMCs nach MACS. Dargestellt sind die dot plots von sidescatter (SSC-

A) und forward-scatter (FSC). Mittels Durchflusszytometrie wurde die CD14-Reinheit der PBMCs verifiziert. Für 

eine Verwendung in den CAM-Experimenten musste diese bei mindestens 95 % liegen.  
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In Abbildung 2 sind die Aufsicht-Fotografien von exemplarischen monozytären Läsionen 

von vier verschiedenen Spender*innen zu sehen. Die Beimpfung der CAM mit unbehandel-

ten Monozyten führte zum Teil zu makroskopisch blasigen und transparenten Läsionen, die 

bei der Extraktion mit größter Vorsicht zu handhaben und zum Teil nur schwer zu identifi-

zieren waren. Auch bei Nähe zu größeren Blutgefäßen der Chorion-Allantois-Membran zeig-

ten die monozytären Läsionen keine Einblutungen. Die darunterliegenden Blutgefäße der 

CAM waren angesichts der Transparenz der Beimpfungsstelle meistens sehr gut erkennbar. 

 

Abbildung 2: CD14+-PBMCs (Monozyten) bilden blasige und transparente Läsionen nach vier Tagen 

auf der CAM. Zu sehen sind auflichtmikroskopische Aufnahmen von neun verschiedenen CAM-Läsionen, 

die durch Inokulation von jeweils 1·106 CD14+-PBMCs von vier verschiedenen Spender*innen generiert wur-

den. Die vaskularisierte CAM scheint durch die transparenten Beimpfungsstellen durch. Die Größe der extra-

hierten Areale variierte erheblich. Die Maßstabsleiste umfasst 2 mm (schwarzer Balken). 

 

Die extrahierten monozytären Läsionen wurden für eine histologische Charakterisierung mit-

tels Trichrom-Färbung aufgearbeitet. Mit der hier genutzten Masson-Trichrom-Färbung 

können kollagene Bindegewebsfasern bläulich-grün dargestellt werden. Da wir das Tumor-

stroma der CAM-Läsionen und den möglichen Abbau von Bindegewebsstrukturen darstellen 

wollten, wurde diese Färbung einer Hämatoxylin-Eosin-Färbung vorgezogen. 
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In Abbildung 3 sind zwei monozytäre Läsionen mit Übersichtsaufnahmen und histologi-

schem Schnittpräparat in steigender Vergrößerung abgebildet. Die Monozyten der beiden 

Exemplare stammen von dem*der gleichen Spender*in und verdeutlichen in der mikrosko-

pischen Detailansicht die intraindividuelle morphologische Variabilität bei der Applikation 

von benignen myeloiden Zellen ohne Tumorzellen auf die CAM. Die CD14-Reinheit bei 

diesem Zellisolat lag bei 99,2 %. Die linke Läsion (Abbildung 3A) hat eine Fläche von 0,093 

cm2 und ist damit deutlich größer als die rechts dargestellte Läsion (Abbildung 3B) mit ihrer 

Fläche von 0,051 cm2. Dennoch hat das Inokulum jeweils eine vergleichbare Form in der 

Aufsicht. Bei genauerer Betrachtung zeigt die Trichrom-Färbung, dass die Kollagen-Vertei-

lung (grün) zwischen den beiden Läsionen nicht vergleichbar ist (Abbildung 3E-H). In der 

linksseitigen Läsion findet sich eine grünliche Schicht aus extrazellulärer Matrix beziehungs-

weise Matrigel oben in der Läsion (Abbildung 3E+G), wohingegen sich bei der Läsion auf 

der rechten Seite vermehrtes Bindegewebe vor allem um die CAM-Gefäße findet (Abbildung 

3H+J). In Abbildung 3F sieht es so aus, als hätte sich eine neue Chorionmembran über die 

CD14+-PBMCs gebildet. Eine solche war in der Läsion auf der linken Seite eventuell auch 

vorhanden, könnte aber durch die präparatorische Manipulation und die gegebene Fragilität 

der Proben nicht mehr nachweisbar sein. Die myeloiden Zellen sind relativ gleichmäßig in 

den Läsionen verteilt. Teilweise findet sich eine Spindelform bei diesen Zellen, was für einen 

Differenzierungsprozess vom Monozyten hin zum gewebeständigen Makrophagen in der 

CAM in einem Zeitraum von vier Tagen spricht. Die Monozyten respektive Makrophagen 

sind um die Blutgefäße herum zahlreich vertreten (Abbildung 3I-J).  

Als ergänzende Darstellung finden sich in Abbildung 4 zwei exemplarische monozytäre Lä-

sionen von CD14+-PBMCs, die aus dem Blut von einem*einer weiteren unabhängigen Spen-

der*in isoliert wurden. Die CD14-Reinheit beim verwendeten Zellisolat lag hier bei 97 %. 

Die hier gezeigten Präparate unterscheiden sich von den in Abbildung 3 dargestellten Läsio-

nen insofern, als dass sie in der Aufsicht transparenter wirken (Abbildung 4A-B). In der 12,5- 

und 50-fachen Vergrößerung der Trichrom-gefärbten Gewebeschnitte (Abbildung 4C-F) er-

kennt man unterschiedliche Kollagenstrukturen. In der linksseitigen CAM-Läsion erscheint 

das Bindegewebe regulär, wohingegen rechtsseitig die CD14+-PBMCs-getriebene Degradie-

rung zu einem anderen Muster führte. In beiden Fällen war kaum noch Kollagen nachweis-

bar. Während bei der linken Läsion eine grünliche Schicht über den Blutgefäßen der CAM 

auffiel, in der sich ebenfalls myeloide Zellen fanden (Abbildung 4G), stellte sich die Vertei-

lung der extrazellulären Matrix in der rechten Läsion homogener dar, wie in 4H zu sehen ist. 
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In der 200-fachen Vergrößerung in 4I-J sind jeweils neben den Hühner-Erythrozyten Mo-

nozyten beziehungsweise Makrophagen mit gleichförmigen Verteilungsmuster zu sehen. An 

Stellen ohne genügend Matrix fehlen die myeloiden Zellen. 

 

Abbildung 3: Trichrom-Färbung von zwei monozytären CAM-Läsionen. Es zeigen sich unterschiedliche 

Veränderungen der CAM. Die Ebene des histologischen Schnittes ist in A und B mit einer schwarzen Linie 



Ergebnisse 36 

  

markiert und die Maßstabslinie entspricht 2 mm (schwarzer Balken). Die Übersicht in C und D zeigt die unter-

schiedliche Morphologie der beiden Läsionen. In den weiteren Vergrößerungen (E-J) erkennt man eine ubiqui-

täre Verteilung der myeloiden Zellen in den Läsionen, verstärkt finden sie sich um die Blutgefäße der CAM. 

 

Abbildung 4: Monozyten können die Chorionmembran durchbrechen. CD14+-PBMCs sind in der Lage, 

die Chorionmembran zu durchbrechen und in das Bindegewebe zwischen Chorion- und Allantoismembran 

einzudringen. Auch diese beiden exemplarischen Beimpfungsstellen, auf die CD14+-PBMCs pipettiert wurden, 
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wurden mit Monozyten von dem*der jeweils gleichen Spender*in generiert. Zu sehen ist eine Trichrom-Fär-

bung mit aufsteigender Vergrößerung. Die Ebene des histologischen Schnittes ist in A und B mit einer schwar-

zen diagonalen Linie markiert und der schwarze horizontale Balken entspricht einem Maßstab von 2 mm. Die 

schwarz umrandeten Areale sind jeweils darunter vergrößert dargestellt. In 50-facher Vergrößerung wird die 

unterschiedliche Manifestation des applizierten Matrigels deutlich (E-F). Wohl fixationsbedingt finden sich da-

bei in der linken Läsion größere Lücken, wohingegen die Matrix rechtsseitig homogener erscheint. 

 

Um sicher zu verifizieren, dass es sich bei den Zellen in der Trichrom-Färbung um myeloide 

Zellen handelte, wurden die Läsionen auch einer immunhistochemischen Färbung zugeführt 

und dabei ein Antikörper, der das Antigen CD68 detektierte, eingesetzt. Im Zuge der HRP-

Reaktion wurde das CD68-Antigen, das sowohl von Monozyten als auch Makrophagen ex-

primiert wird, farblich sichtbar gemacht. 

 

Abbildung 5: CD68-Expression in rein monozytärer CAM-Läsion. Zu sehen ist eine Peroxidase-Färbung 

mit CD68. Es handelt sich um die monozytäre Läsion auf der linken Seite in Abbildung 3. A. Auflichtmikro-

skopische Aufnahme mit der Ebene des histologischen Schnittes (schwarze diagonale Linie) in 7,82-facher 

Vergrößerung. Die Maßstabsleiste umfasst 2 mm (schwarzer horizontaler Balken). B. 12,5-fache Vergrößerung 

der Läsion. Der schwarz umrandete Bereich ist in C 400-fach vergrößert dargestellt. Die Monozyten bezie-

hungsweise Makrophagen sind ubiquitär in der CAM-Läsion zu finden, besonders dicht in der Matrix im oberen 

Bereich. C. Die myeloiden Zellen exprimieren CD68 und sind in diesem Ausschnitt im oberen Bereich der 

Läsion, eingebettet in Matrigel, zu sehen.  

 

Wie in Abbildung 5 zu sehen, konnte mit der HRP-Reaktion die CD68-Expression und da-

mit die Existenz der myeloiden Zellen in den extrahierten CAM-Bereichen bestätigt werden. 

Die CD14+-PBMCs, welche auf der CAM zum Teil vier Tage überleben konnten und auch 
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teilweise in der Lage waren, die Chorionmembran zu überwinden, waren positiv für CD68. 

Dies kann als Hinweis auf eine mögliche spontane Differenzierung gewertet werden, gleich-

wohl die spindelförmigen Zellen besonders dicht im Matrigel an der Oberseite zu finden 

waren, wie in Abbildung 5C zu erkennen ist. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass unter den hier genutzten experimentellen 

Bedingungen CD14+-PBMCs CAM-Läsionen bilden können, die jedoch sehr fragil sind. In 

ausgewählten Fällen konnten diese Läsionen jedoch histologisch charakterisiert werden. Sie 

zeigen in unterschiedlichem Maße eine Bindegewebszerstörung und exprimieren den Mo-

nozyten- respektive Makrophagenmarker CD68. Betrachten wir nun die L-428-CAM-Lym-

phome und In-ovo-Ko-Kulturen aus Hodgkin-Lymphomzellen und CD14+-PBMCs. 

3.2 Morphologie von Mischtumoren aus HL-Zellen und Monozyten 

Insgesamt konnten 54 von 56 im Folgenden als „Mischtumoren“ bezeichnete Ko-Kultur-

Läsionen auf der CAM etabliert und im Vergleich zu L-428-Lymphomen untersucht werden 

(Auswertungsquote von 96,4 %; vgl. Tabelle 9). Die PBMCs stammten dabei von acht un-

abhängigen Spender*innen. Insgesamt wurden 44 L-428-Lymphome geerntet, welche im 

Durchschnitt 0,21 cm2 groß waren (vgl. Tabelle 9 und Abbildung 6). Die extrahierten Misch-

tumoren aus L-428-Tumorzellen und CD14+-PBMCs hatten eine durchschnittliche Fläche 

von 0,113 cm2. Damit waren die Mischtumoren signifikant kleiner als L-428-Lymphome auf 

der CAM, wie in Abbildung 6 zusammenfassend grafisch dargestellt ist (p < 0,0001). Auch 

der Größenunterschied zwischen den L-428-Tumoren und den rein monozytären Läsionen 

war statistisch signifikant (p = 0,0004, hier nicht dargestellt). 
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Abbildung 6: L-428-CD14+-PBMCs-Mischlymphome sind kleiner als L-428-Lymphome auf der CAM. 

Es wurden 54 Mischtumoren und 44 L-428-CAM-Lymphome untersucht. Mit dem Programm ImageJ wurden 

nach 96 Stunden Inkubationszeit die Flächen der CAM-Läsionen ermittelt. Die L-428-Tumoren waren im Mit-

tel 0,21 cm2 groß und die Mischtumoren aus CD14+-PBMCs und Lymphomzellen hatten eine durchschnittliche 

Fläche von 0,113 cm2. Der Unterschied war signifikant (Mann-Whitney-U-Test: **** p < 0,0001). Die ver-

schieden eingefärbten Vierecke, welche Mischtumoren repräsentieren, stehen für die unterschiedlichen Spen-

der*innen der CD14+-PBMCs (n = 8; vgl. Tabelle 9). 

 

In Abbildung 7 sind repräsentative Aufsicht-Fotografien von reinen L-428-Lymphomen aus 

verschiedenen CAM-Beimpfungsversuchen dargestellt. Die extrahierten Tumoren waren 

flach bis leicht erhaben und zur umgebenden CAM gut abgrenzbar. Oftmals zeichneten sich 

die L-428-CAM-Tumoren makroskopisch durch großflächige hämorrhagische Zonen aus, 

die bei Konfluenz teils den gesamten Tumor ausfüllten (untere Reihe in Abbildung 7). Zum 

Teil waren aber auch nur kleine punktförmige Einblutungen zu finden. Die Morphologie der 

L-428-Lymphome auf der CAM entsprach jener aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe. 
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Abbildung 7: CAM-Lymphome der HL-Zelllinie L-428 sind durch großflächige Einblutungen charak-

terisiert. Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen (Vergrößerung 7,82x) von Tumoren der Zelllinie L-

428. Es wurden jeweils 2·106 HRS-Zellen auf die CAM appliziert. Es zeigten sich großflächige, teils konfluie-

rende Hämorrhagien in ovo. Die umgebende CAM war reichlich vaskularisiert. Die Maßstabsleiste umfasst 2 mm 

(schwarzer Balken). 

 

Im Unterschied dazu zeichneten sich die CAM-Mischtumoren bei visueller Inspektion oft-

mals durch eine kompakte und kuppelförmige, halbrunde Form aus, wie in Abbildung 8 zu 

sehen ist. Dabei war schon in der Aufsicht offensichtlich, dass die Tumoren nicht nur we-

sentlich kleiner als reine Hodgkin-Läsionen auf der CAM waren, sondern sich auch durch 

deutlich weniger bis gar keine Hämorrhagien auszeichneten. Auch bei unmittelbarer Nähe 

zu größeren Blutgefäßen der CAM lagen keine Einblutungen in diesen Mischtumoren vor. 

In Abbildung 8 sind Aufsicht-Fotografien repräsentativer CAM-Mischtumoren aus Hodg-

kin-Lymphomzellen, CD14+-PBMCs und Matrigel von mehreren Monozyten-Spender*in-

nen gezeigt. Auch diese ko-kultivierten CAM-Läsionen waren zur umgebenden physiologi-

schen Chorion-Allantois-Membran leicht abgrenzbar. 
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Abbildung 8: Aufsicht-Fotografien repräsentativer Mischtumoren aus HL-Zellen und Monozyten. Die 

CAM-Präparate sind in 7,82-facher Vergrößerung abgebildet. Die Maßstabsleiste umfasst 2 mm (schwarzer 

Balken). 

Um eine Vorstellung von der feingeweblichen Struktur der CAM-Tumoren zu bekommen, 

wurden Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete und mit einer Trichrom-Färbung verse-

hene Schnittpräparate angefertigt und die Läsionen lichtmikroskopisch untersucht. In Abbil-

dung 9 sind als Vergleichswert zu den Mischtumoren zwei exemplarische reine L-428-Tu-

moren im CAM-Modell in Trichrom-Färbung und verschiedenen Vergrößerungen darge-

stellt. Schon in den auflichtmikroskopischen Aufnahmen in 7,82-facher Vergrößerung in 

Abbildung 9A und 9B imponieren konfluierende Hämorrhagien.  
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In den weiteren Vergrößerungen (Abbildung 9C-J) zeigen die schwarzen respektive weißen 

Umrandungen den jeweils vergrößerten Ausschnitt in der darunterliegenden Abbildung an. 

In 100- und 200-facher Vergrößerung waren deutlich kernhaltige Hühner-Erythrozyten zu 

erkennen, die vermutlich aus durchlässigen und zerstörten Blutgefäßen der CAM ins Lym-

phomgewebe infiltrierten. Darüber hinaus sind die L-428-Tumoren relativ dicht mit HRS-

Zellen gepackt gewesen. Die Hodgkin-Lymphomzellen waren in der Lymphomkappe, im 

zentralen Bereich der CAM-Läsion und an der Tumorbasis gleichmäßig verteilt, wie in der 

50-fachen Vergrößerung der Trichrom-Schnitte gut zu erkennen ist (Abbildung 9E-F). 

Im Vergleich zu dieser homogenen Tumorstruktur der reinen L-428-CAM-Lymphome 

zeigte sich bei den Mischtumoren eine Kompartimentierung der Läsionen mit einem zentral 

aufgelockerten Bereich aus extrazellulärer Matrix beziehungsweise restlichem Matrigel. Auch 

die Lymphomkappe wirkte aufgelockert, wohingegen der untere Bereich der Tumoren dich-

ter angeordnete Zellpopulationen enthielt. Außerdem zeigten die Mischtumoren weniger 

dicht gepackte Lymphomzellen als reine L-428-Tumoren. 

Der dreigliedrige Aufbau eines beispielhaften CAM-Mischtumors ist in Abbildung 10 darge-

stellt. Bei diesem Präparat konnte mit der Trichrom-Färbung der Verbleib des applizierten 

Matrigels in der generierten Läsion veranschaulicht werden (10A). Die wannenförmige Basis 

des CAM-Lymphoms erschien wesentlich zellreicher als die beiden darüber liegenden Kom-

partimente. Die 100-fache Vergrößerung des linken Übergangs zur physiologischen CAM in 

Abbildung 10B zeigt vereinzelte Einblutungen und abgelöste Gewebsteile, die als Artefakte 

im Rahmen der Fixierung entstanden. Die Invasionsfront zeigte eine dichte Population an 

Hodgkin-Lymphomzellen. In Analogie dazu ist auch der rechte CAM-Übergang vergrößert 

dargestellt (10C). 
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Abbildung 9: Morphologie zweier repräsentativer L-428-CAM-Lymphome. Zwei exemplarische L-428-

Tumoren sind nach Trichrom-Färbung und aufsteigender Vergrößerung dargestellt. Zu sehen sind Einblutun-

gen (weiße Pfeile in I-J), die schon makroskopisch sichtbar sind (A-B), und zerstörte Blutgefäße der CAM 

darstellen. Ferner sind die CAM-Lymphome sehr dicht mit Lymphomzellen gepackt. Die Ebene des histologi-

schen Schnittes ist in A und B mit einer weißen Linie markiert. Die Maßstabsleiste umfasst 2 mm (schwarzer 

Balken in A-B). Ausgewählte Tumorsektionen sind mit Kästen umrandet und darunter findet sich jeweils der 

entsprechende Ausschnitt vergrößert dargestellt (C-J). Es ist kaum noch Kollagen nachweisbar. 
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Abbildung 10: Ternäre Kompartimentierung eines CAM-Mischtumors aus L-428-Zellen und CD14+-

PBMCs. Die Trichrom-Färbung unterstreicht die dreigliedrige Struktur der Ko-Kultur-Läsionen. A. Die 25-

fach vergrößerte Übersicht zeigt einen zentral aufgelockerten Bereich aus Matrigelresten mit wenig Kollagen 

(*) zwischen der Lymphomkappe und einer breiten, wannenförmigen Tumorbasis. B. Gezeigt ist der linke 

Übergang zur physiologischen CAM in 100-facher Vergrößerung. C. Zu sehen ist hier das Korrelat auf der 

anderen Seite der Läsion. Der gleiche Tumor ist in Abbildung 14 immunhistochemisch angefärbt. 

 

In Abbildung 11 sind drei weitere ausgewählte repräsentative Mischtumoren nach Tri-

chrom-Anfärbung dargestellt. Im Unterschied zu reinen L-428-Lymphomen fiel auch hierbei 

eine Kompartimentierung der CAM-Tumoren auf. Besonders deutlich hatte sich bei Tumor 

17-483 (Abbildung 11G-I) eine Drei-Zonen-Gliederung etabliert. Ein auffälliges gemeinsa-

mes Merkmal in den Schnittpräparaten der Mischtumoren war, dass die Lymphomzellen of-

fenbar zu den Blutgefäßen rekrutiert worden waren, aber im Gegensatz zu den L-428-CAM-

Lymphomen nicht so häufig zerstört wurden. Einblutungen der CAM-Läsionen können ver-

schiedene Ursachen haben. Es ist nicht eindeutig, ob L-428-Zellen zu Neoangiogenese im 

CAM-Modell befähigt sind oder lediglich die Gefäße zwischen Chorion- und Allantois-

membran ko-optieren und diese Gefäße dann zerstören können. Wenn hauptsächlich eine 

Neubildung von Lymphom-assoziierten Gefäßen vorläge, wären diese Gefäße vermutlich 

auch fragiler und leichter zu zerstören. 
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Abbildung 11: Trichrom-gefärbte CAM-Mischtumoren. Gezeigt sind drei repräsentative Mischtumoren 

aus HL-Zellen und CD14+-PBMCs von zwei verschiedenen Spender*innen. Die Tumoren 17-430 und 17-432 

enthalten myeloide Zellen von dem*der gleichen Donor*in. Die schwarzen und weißen Rechtecke kennzeich-

nen den in der darauffolgenden Fotografie vergrößerten Bereich. In den 200-fachen Vergrößerungen sind Blut-

gefäße mit darum gruppierten Lymphomzellen zu sehen (C, F, I). 
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In den 200-fachen Vergrößerungen der drei ausgewählten CAM-Tumoren (Abbildung 11C, 

F, I) kann man erkennen, dass sich HRS-Zellen teilweise palisadenförmig um Blutgefäße 

gruppieren. Die ko-optierten Gefäße befanden sich mitten im Tumor (11C) oder nahe am 

Übergang zur physiologischen Chorion-Allantois-Membran (11F, I). In der Trichrom-Fär-

bung schien besonders der untere Bereich von Tumor 17-483 dicht besetzt mit Tumorzellen 

zu sein (Abbildung 11G). Das große Blutgefäß im rechten unteren Bereich befand sich in 

diesem Fall unter der Migrationsfront der HRS-Zellen und die Lymphomzellen ordneten 

sich um die Endothelzellen an (11H, I). 

In Abbildung 12 ist ein weiterer exemplarischer CAM-Mischtumor präsentiert. In der 25-

fachen Vergrößerung (12A) konnte lichtmikroskopisch eine dreigliedrige Struktur herausge-

arbeitet werden. Die wannenförmige Tumorbasis schien dicht mit HRS-Zellen besetzt zu 

sein und sich bis zu den jeweiligen CAM-Übergängen auszubreiten. Zwischen der eher auf-

gelockerten Lymphomkappe und der Tumorbasis fand sich ein zentraler „aufgesprengter“ 

Bereich, der sich vorwiegend durch extrazelluläre Matrix auszuzeichnen schien und vermut-

lich mit myeloiden Zellen besetzt war.  

In Abbildung 12B sind HRS-Zellen an ihrer Invasionsfront am linken CAM-Übergang des 

Tumors in 100-facher Vergrößerung zu sehen. Ähnlich wie in reinen L-428-CAM-Lympho-

men schienen die Tumorzellen zur Migration befähigt zu sein. Man konnte hier von einer 

aktiven Mobilität der Lymphomzellen ausgehen. Auch in diesem Trichrom-Präparat wurde 

ein größeres Blutgefäß angeschnitten, das mit Hühnchen-Erythrozyten gefüllt war. Wieder-

um wurden Lymphomzellen zum Gefäß rekrutiert und bildeten eine mehrlagige Schicht an 

der Außenseite (12C-D). Auch in diesem Fall könnte man von einer sogenannten vessel co-

option ausgehen. 
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Abbildung 12: HL-Zellen und Monozyten bilden kompartimentierte CAM-Tumoren. Dieser Mischtu-

mor zeigt eine Drei-Zonen-Gliederung. A. Die 25-fache Vergrößerung zeigt eine dicht mit Lymphomzellen 

besetzte wannenförmige Tumorbasis. Zwischen dieser und der Lymphomkappe befindet sich ein zentral auf-

gelockerter Bereich aus extrazellulärer Matrix (*). B. Diese 100-fache Vergrößerung des linken CAM-Übergangs 

lässt HRS-Zellen am Übergang zur physiologischen CAM erkennen. C. Das Lumen eines großen Blutgefäßes 

ist mit Hühner-Erythrozyten gefüllt. Der schwarz umrandete Bereich ist in D weiter vergrößert. D. An diesem 

Gefäß haben sich mehrere Schichten von Tumorzellen versammelt (weiße Pfeile). 
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Um die Verteilung der HRS-Zellen in den reinen CAM-Lymphomen immunhistochemisch 

zu eruieren, wurden Peroxidase-gefärbte Schnittpräparate angefertigt. Als Zielantigen für die 

Lymphomzellen diente das CD30-Transmembranprotein. Wie in Abbildung 13 zu sehen, 

wurde der gesamte Tumorbereich der reinen L-428-Läsionen bräunlich angefärbt. Das trans-

membranös exprimierte Oberflächenmolekül CD30 ist als Plasmamembran-Saum um die 

Tumorzellen herum gleichmäßig angefärbt. Diese ubiquitäre CD30-Expression zeigt, dass 

eine homogene Verteilung der HRS-Zellen beobachtet werden kann und das Lymphom sehr 

einheitlich durch die Chorionmembran in das Bindegewebe zwischen Chorion- und Allan-

toismembran invadiert ist. Dies spricht für ein recht invasives Wachstum. Klar zu erkennen 

ist ein Teil der zu vermutenden Invasionsfront. Die hier dargestellte Invasionsfront zeigt sich 

am Übergang vom kompakten Lymphom zu den eher locker angeordneten Lymphomzellen, 

die sich vom Lymphomkern weg zu bewegen scheinen (13B-C). 

 

Abbildung 13: Ubiquitäre CD30-Expression in L-428-CAM-Lymphomen. Dargestellt ist in A die Über-

sichtsaufnahme (12,5x) eines immunhistochemisch gefärbten L-428-Tumors auf der CAM. Als Zielantigen 

wurde das CD30-Protein der HRS-Zellen markiert. Man erkennt eine homogene Verteilung der Hodgkin-Lym-

phomzellen im gesamten Tumorbereich. Darunter finden sich in 100-facher Vergrößerung der linke (B) und 

rechte (C) Übergang zur physiologischen CAM. Hier befindet sich jeweils auch die Migrationsfront der HL-

Zellen. 
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Um eine bessere Vorstellung von der Verteilung der Lymphomzellen und CD14+-PBMCs 

der Mischlymphome zu bekommen, wurden auch die Mischtumoren mit CD30- beziehungs-

weise CD68-Antikörpern gefärbt. Die HRP-Reaktion lieferte Hinweise darauf, wo sich die 

cHL-Zellen respektive myeloiden Zellen bevorzugt in den CAM-Läsionen aufhielten. In Ab-

bildung 14 ist gezeigt, dass die angewandte Immunhistochemie die beobachtete Komparti-

mentierung der Tumoren bestätigen konnte (vgl. Abbildung 10). CD30-positive Lymphom-

zellen waren im oberen und unteren Bereich der CAM-Mischtumoren lokalisiert und fehlten 

gleichzeitig fast vollständig im zentralen Bereich. CD68-positive Makrophagen dominierten 

den oberen und mittleren Bereich der Läsionen und fanden sich hierbei bevorzugt innerhalb 

des übrigen Matrigels oder in unmittelbarer Umgebung dazu. 

 

Abbildung 14: Peroxidase-Färbung an CAM-Mischtumoren zeigt Verteilung der Zellpopulationen. 

Dargestellt ist eine Ko-Kultur-Läsion von HL-Zellen und CD14+-PBMCs. A. Die 12,5-fach vergrößerte Über-

sichtsaufnahme mit CD30-Färbung zeigt, dass die HRS-Zellen vor allem in der Tumorbasis und der Lymphom-

kappe angesiedelt sind. B. Die myeloiden Zellen wurden über ihr CD68-Antigen identifiziert. Besonders zahl-

reich finden sie sich im oberen und zentralen Bereich des CAM-Tumors. Der Ausschnitt umrahmt vom großen 

Rechteck ist in C in 100-facher Vergrößerung zu finden, das kleine Kästchen umrahmt den in D 400-fach 
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vergrößerten Bereich. C. Die braun angefärbten Monozyten respektive Makrophagen sind bevorzugt im Mat-

rigel lokalisiert. D. Unterhalb der zentralen extrazellulären Matrix sind weniger dicht gepackt weitere Makro-

phagen zu finden. Der schwarze Pfeil zeigt auf die typische Spindelform eines amöboid beweglichen CD68-

positiven Makrophagen. Die immunhistochemische Färbung lässt insgesamt eine Dreiteilung der Läsion erken-

nen. Die Anzahl an CD68-positiven Zellen ist gering. Der gleiche Mischtumor ist in Abbildung 10 mit einer 

Trichrom-Färbung dargestellt. 

 

In Abbildung 14A ist zu erkennen, dass die CD30-positiven Lymphomzellen besonders dicht 

in der Tumorbasis zu finden und im zentral aufgelockerten Bereich deutlich weniger anzu-

treffen waren. Die Verteilung der CD68-positiven myeloiden Zellen ist in Abbildung 14B 

dargestellt. Die 100-fache Vergrößerung eines zentralen Ausschnitts machte deutlich, dass 

die Monozyten respektive Makrophagen bevorzugt im Matrigel beziehungsweise der extra-

zellulären Matrix lokalisiert waren (14C). In der 400-fachen Vergrößerung (14D) war die ty-

pische Spindelform der CD68-positiven Makrophagen zu sehen, was für einen In-ovo-Diffe-

renzierungsprozess vom Monozyten hin zum amöboid beweglichen Makrophagen innerhalb 

von vier Tagen in direkter Nachbarschaft zu den L-428-Zellen spricht. 

 

Abbildung 15: Lymphomzellen invadieren in den Zwischenraum zwischen Chorion- und Allantois-

membran. Auch bei diesem Präparat handelt es sich um eine CAM-Ko-Kultur aus L-428-Zellen und CD14+-

PBMCs mit Peroxidase-Färbungen. Die CAM-Migrationsfronten der CD30-Färbung (schwarze Kästchen in 

A) sind in C und D 200-fach vergrößert. A. Die CD30-Färbung offenbart eine breite Tumorbasis aus HRS-
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Zellen. B. Die CD68-Färbung zeigt in 12,5-facher Vergrößerung auch einige Makrophagen im unteren Bereich 

der Läsion. C. Der linke CAM- Übergang in CD30-Färbung offenbart, dass die Lymphomzellen migrieren. D. 

In Analogie dazu finden sich die Tumorzellen auch am rechten Zwischenraum zwischen Chorion- und Allan-

toismembran. 

 

Ein weiterer repräsentativer CAM-Mischtumor ist in Abbildung 15 gezeigt. Die CD30-Per-

oxidase-Färbung der cHL-Zellen (15A) offenbarte mit der 200-fachen Vergrößerung der 

Übergänge zur physiologischen Chorion-Allantois-Membran die aktive Migration der L-428-

Zellen (15C-D), auch wenn die HL-Zellen an den CAM-Übergängen weniger dicht gepackt 

als in reinen L-428-Lymphomen waren (vgl. Abbildung 13B-C). Die CD68-Färbung (15B) 

dokumentierte auch einige bräunlich gefärbte Makrophagen in der Tumorbasis unterhalb des 

applizierten Matrigels. 

3.3 CD206-Expression nach In-ovo-Ko-Kultur mit CD14+-PBMCs 

nachweisbar 

Um herauszufinden, ob im In-ovo-Modell auch initial unbehandelte CD14+-PBMCs innerhalb 

von 96 Stunden CD206-Expression aufweisen, wurden CAM-Mischtumoren konsekutiv ne-

ben ihrer CD30- respektive CD68-Expression auch immunhistochemisch auf CD206 unter-

sucht. Die Ergebnisse sind in diesem Teil der Arbeit dargestellt. 

In der Abbildung 16 ist ein exemplarischer Mischtumor, der durch Ko-Inkubation von HRS-

Zellen mit Monozyten generiert worden war, mit der entsprechenden HRP-Färbung für alle 

drei Antigene präsentiert. Auch bei diesem CAM-Tumor bestätigte sich, dass die CD30-po-

sitiven Lymphomzellen ubiquitär und besonders stark im oberen und unteren Teil des in drei 

Kompartimente aufgeteilten Tumors zu finden waren. Im zentral aufgelockerten Bereich des 

Matrigels fehlten sie weitgehend (Abbildung 16 oben). Der linksseitig 100-fach vergrößerte 

Ausschnitt des linken CAM-Überganges zeigt die aktive Migration der Tumorzellen. Die 

CD68-Färbung (Abbildung 16 Mitte) der ursprünglich unbehandelten Monozyten demons-

trierte wiederum die Verteilung der Makrophagen im Mischtumor. Besonders in der Lym-

phomkappe konnten Makrophagen identifiziert werden. Darüber hinaus waren sie in der 

Tumorbasis zahlreich vertreten. Wie in der zugehörigen Vergrößerung des linken CAM-

Überganges zu sehen ist, war die Invasionsfront dieser myeloiden Zellen allerdings nicht so 

weit zur physiologischen CAM verschoben wie bei den L-428-Zellen. In Abbildung 16 unten 

ist die CD206-Expression der Makrophagen nach 96 Stunden Ko-Kultur mit HL-Zellen im 

Xenograft-Modell der Chorion-Allantois-Membran gezeigt.  
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Abbildung 16: CD206-Expression von Makrophagen in CAM-Mischtumoren nach vier Tagen. Ein 

exemplarischer Mischtumor wurde mit Peroxidase-Färbungen versehen. Die links dargestellten 100-fachen 

Vergrößerungen zeigen jeweils den linken CAM-Übergang des Tumors. Der gleiche Tumor wurde auf CD30, 

CD68 und CD206 gefärbt. Die CD30-positiven cHL-Zellen sind ubiquitär zu finden, besonders jedoch in der 

Tumorbasis und der Lymphomkappe (oben). Die CD68-positiven Makrophagen finden sich in allen drei Kom-

partimenten des Mischtumors (Mitte). Neben CD68 ko-exprimieren die Makrophagen größtenteils auch 
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CD206 (unten). Die Sterne kennzeichnen verbleibendes Matrigel (*). Die weißen Pfeile in den linken Aus-

schnitten zeigen korrespondierende CD30-, CD68- oder CD206-positive Zellen. Diese Abbildung ist Teil der 

Publikation Arlt et al. 2020. 

Die immunhistochemische Färbung konnte damit In-vitro-Experimente bestätigen und zei-

gen, dass CD14+-PBMCs in einem In-ovo-Modell nach vier Tagen Inkubation mit L-428-

Lymphomzellen zu CD206-positiven (CD206+)-Makrophagen führen, da wir davon ausge-

hen, dass dies auch die CD68-positiven Zellen sind. Im histologischen Präparat ist zu erken-

nen, dass sich das CD206-Expressionsmuster größtenteils mit der CD68-Expression deckt 

(16 unten). Auch diese CD68- und CD206-ko-exprimierenden Makrophagen haben sich par-

allel oder in zeitlich enger Abfolge mit den HRS-Zellen in Richtung der Blutgefäße bewegt 

(Abbildung 16 unten links). Dies unterstützt unsere Hypothese, dass L-428-Zellen in CAM-

Ko-Kultivierung CD14+-PBMCs so beeinflussen, dass eine deutliche CD68- und CD206-

Expression nachweisbar ist. Weitergehende Analysen müssen jetzt belegen, ob es sich hierbei 

um eine Aktivierung der CD14+-PBMCs oder bereits um eine Differenzierung hin zu M2-

ähnlichen HEMs handelt. 

Das in Abbildung 17 dargestellte Blutgefäß der CAM befindet sich am unteren Tumorrand 

in der Basis des Mischtumors aus Abbildung 16. Zu sehen sind mehrere Lagen palisadenför-

mig angeordneter CD30-positiver HRS-Zellen (17A), die das Phänomen der vessel co-option 

zeigen, beziehungsweise vereinzelte CD206+-Makrophagen direkt am oder nahe dem Gefäß 

(17B). 

 

Abbildung 17: HRS-Zellen und CD206+-Makrophagen an einem Blutgefäß der CAM. Dargestellt ist die 

400-fache Vergrößerung eines Blutgefäßes, gefüllt mit Hühner-Erythrozyten, in der Tumorbasis des Mischtu-

mors aus Abbildung 16. A. Die CD30-Färbung demonstriert, dass die Mehrheit der Zellen in der Tumorbasis 
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von HL-Zellen gestellt wird. Diese lagern sich palisadenförmig in mehreren Lagen dem Gefäß direkt an. B. 

Vereinzelte CD206+-Makrophagen, ebenfalls braun angefärbt, befinden sich nahe oder direkt am Blutgefäß.  

 

Es konnte also gezeigt werden, dass aus CD14+-PBMCs entstandene CD206+-Zellen in Ko-

Kultivierung mit Lymphomzellen ebenfalls zu Blutgefäßen wandern. Da sowohl Makropha-

gen in der Lymphomkappe der Mischtumoren als auch an der Tumorbasis CD206+ waren, 

kann hierbei von einer einheitlichen Induktion der Expression des MRC1-Gens ausgegangen 

werden. Um dies jedoch abschließend zu beurteilen, müssen weitere In-vitro- und In-ovo-Un-

tersuchungen durchgeführt werden. 

Die 400-fachen Vergrößerungen der Gewebeschnitte nach CD206-Färbung in Abbildung 18 

veranschaulichen zudem auch morphologisch den Makrophagen-Charakter der applizierten 

myeloiden Zellen mit ihrer Spindelform, welche für amöboide Beweglichkeit im Mischtumor 

mit seinem Matrigel und seinen dicht gepackten Zellpopulationen spricht. Dabei wird außer-

dem deutlich, dass sich diese Makrophagen auch nahe an Blutgefäßen der CAM aufhalten. 

Auch weiterhin bestätigte sich bei der Durchsicht der unteren Tumorhälfte verschiedener 

CAM-Mischtumoren der Eindruck, dass die Makrophagen in allen Bereichen der Läsionen 

CD206 exprimierten und oft in der Umgebung von Blutgefäßen zu finden waren. Wir gehen 

also davon aus, dass die CD206+-Zellen gemeinsam mit den CD30-positiven Lymphomzel-

len zur vessel co-option neigen. 
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Abbildung 18: CD206-Expression von Zellen in der Basis eines CAM-Mischtumors. Es sind vier 400-

fach vergrößerte Ausschnitte aus der breiten Tumorbasis des CAM-Mischtumors aus Abbildung 16 zu sehen. 

Braun angefärbt wurden CD206-exprimierende Makrophagen. Lumina von Blutgefäßen sind mit einem Stern 

markiert (*). Die schwarzen Pfeile zeigen auf spindelförmige Makrophagen. A. Dieser Ausschnitt des Schnitt-

präparates stammt aus dem linken oberen Teil der Tumorbasis nahe der Matrigel-Zone. B. CD206+-Makro-

phagen an einem Blutgefäß der Tumorbasis. Die Makrophagen haben unterschiedliche Formen. C. Vier Tage 

nach CAM-Inokulation exprimieren auch diese Makrophagen CD206. D. Das ovale Lumen des Gefäßes am 

rechten unteren Rand der Tumorbasis ist mit kernhaltigen Hühner-Erythrozyten gefüllt. Zu sehen sind langge-

zogene Makrophagen, die sich in der Umgebung der cHL-Zellen vermutlich amöboid zu Gefäßen oder dem 

CAM-Übergang bewegt haben. 
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4 Diskussion 

Die vorliegende Arbeit war Teil einer umfangreicheren Analyse zur Interaktion von HL-

Zellen mit Zellen des Lymphom-Mikromilieus. Da aus klinischen Analysen aus der Literatur 

bekannt war, dass Monozyten respektive Makrophagen im cHL prognostische Relevanz ha-

ben könnten, begann die Arbeitsgruppe sich mit molekularen und zellbiologischen Mecha-

nismen der Wechselwirkung von HL-Zellen mit Makrophagen zu beschäftigen. Das In-ovo-

Xenograft-Modell der Chorion-Allantois-Membran befruchteter Hühnereier spielte hierbei 

als Modell der In-vivo-Interaktionen von HRS-Zellen mit Makrophagen eine wichtige Rolle. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden in diesem Kontext zwei Fragen bearbeitet. Zum 

einen sollte geklärt werden, ob eine Inokulation von CD14+-PBMCs, also undifferenzierten 

Monozyten, zusammen mit HL-Zellen auf die CAM zu Lymphomen führen kann, wie sie in 

Vorarbeiten bei der Ko-Applikation von HEMs mit HL-Zellen beobachtet wurden. Zum 

anderen sollte untersucht werden, ob in der Ko-Kultur aus HL-Zellen und CD14+-PBMCs 

im CAM-Assay auch eine CD206-Expression bei den CD14+-PBMCs nachweisbar ist. Dies 

könnte ein Hinweis auf eine Lymphom-induzierte Aktivierung oder Differenzierung der Mo-

nozyten hin zum M2-ähnlichen Makrophagen-Phänotyp sein. 

4.1 Ko-Kultur von L-428-HL-Zellen mit CD14+-PBMCs führt zu 

kleineren Tumoren und verringerter Einblutung im CAM-Assay 

Das CAM-Modell ist eine etablierte Methode zur Untersuchung verschiedener Aspekte der 

Tumorgenese in ovo (Ribatti 2014) und kann auch genutzt werden, um eine definierte Zell-

Zell-Interaktion, zum Beispiel von Lymphomzellen mit Monozyten und Makrophagen, zu 

charakterisieren (Arlt et al. 2020). Die Inokulation von 2·106 L-428-Zellen führte innerhalb 

von vier Tagen nach Applikation auf die CAM zur Bildung von Tumoren mit einer durch-

schnittlichen Fläche von 0,21 cm2. Mittels Immunhistochemie konnte gezeigt werden, dass 

in reinen L-428-Lymphomen, wie aus vorherigen Analysen bekannt, die CD30-positiven HL-

Zellen ubiquitär und homogen im gesamten Tumor verteilt waren und die physiologische 

CAM gleichmäßig invadierten und durch teils konfluierende, großflächige Hämorrhagien 

charakterisiert waren (Arlt 2018; Harenberg 2019; Arlt et al. 2020). 

Die Ko-Applikation von 1·106 Monozyten zu jeweils 2·106 L-428-Lymphomzellen im CAM-

Modell führte innerhalb von vier Tagen zur Formation von deutlich veränderten Tumoren. 

Die mittlere Fläche der hierbei entstandenen CAM-Mischlymphome betrug 0,113 cm2. Die-

ser Unterschied war signifikant und weist daraufhin, dass zwischen CD14+-PBMCs und den 
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L-428-Zellen eine Wechselwirkung stattgefunden hat. Neben der Reduktion der Lymphom-

größe wurden auch weniger Einblutungen beobachtet, was vermuten lässt, dass in Gegen-

wart von CD14+-PBMCs L-428-Zellen nicht mehr so aktiv zur Angiogenese und Kapillar-

Zerstörung beitragen. Eine klare Abhängigkeit von den Monozyten-Spender*innen konnte 

nicht gezeigt werden. Deutlicher wurden die Unterschiede bei der histologischen Betrach-

tung von entsprechenden Gewebeschnitten. Die CD14+-PBMCs führten zu einer Umstruk-

turierung des Tumoraufbaus. In vielen Präparaten hatte sich eine ternäre Kompartimentie-

rung etabliert. Zumeist waren die CD30-positiven cHL-Zellen innerhalb dieser Drei-Zonen-

Gliederung in der Lymphomkappe und der Tumorbasis lokalisiert und fehlten fast vollstän-

dig in der zentralen Auflockerung der extrazellulären Matrix. CD68-exprimierende Makro-

phagen exponierten teilweise einen spindelförmigen Phänotyp, was für eine amöboide Fort-

bewegung auch innerhalb dieser CAM-Mischtumoren spricht. Die Monozyten respektive 

Makrophagen als artifiziell hinzugefügtes Immuninfiltrat waren vor allem im oberen und 

zentralen Bereich der Mischtumoren anzutreffen und insbesondere in oder nahe am Matrigel 

zu finden. Ebenso wie die Lymphomzellen invadierten auch die Makrophagen die physiolo-

gische Chorion-Allantois-Membran, da sie an den jeweiligen CAM-Übergängen über ihre 

CD68-Expression identifiziert werden konnten. 

Bei visueller Inspektion zeichneten sich die Ko-Kultur-Läsionen durch eine kompakte, halb-

runde oder kuppelförmige Morphologie aus. Die extrahierten CAM-Mischtumoren hatten 

eine mittlere Fläche von 0,113 cm2 und waren damit signifikant kleiner als reine L-428-Lym-

phome. Außerdem waren in den Mischtumoren so gut wie keine Einblutungen nachzuwei-

sen. Diese Beobachtungen zeigen, dass die Ko-Kulturen ähnliche Charakteristika aufwiesen 

wie jene CAM-Läsionen, bei denen mit M-CSF oder L-428-CM vordifferenzierte CD14+-

PBMCs in ovo mit HL-Zellen kultiviert wurden. Auch diese Mischtumoren waren kleiner und 

Lymphom-Einblutungen fehlten zumeist (Arlt 2018; Arlt et al. 2020). Die Ko-Kultur-Tumo-

ren waren weniger dicht mit Lymphomzellen besiedelt als reine L-428-CAM-Lymphome. 

Dies könnte daran liegen, dass die HRS-Zellen vom Ort der Applikation migriert waren und 

unter Anwesenheit von Makrophagen in stärkerem Ausmaß die CAM besiedelt haben. 

Wie beschrieben werden kollagene Bindegewebsfasern durch die Masson-Trichrom-Färbung 

bläulich-grün angefärbt. In reinen L-428-CAM-Lymphomen waren Kollagen-Reste kaum zu 

identifizieren, wohingegen in den nur mit CD14+-PBMCs beimpften Präparaten das Kol-

lagen als Teil der Matrigel-Proteinmischung reichlich vorhanden war. In den Mischtumoren 

war kollagenes Bindegewebe vor allem in der beschriebenen zentralen Auflockerung der ex-

trazellulären Matrix zu finden. Hierbei handelte es sich mit großer Wahrscheinlichkeit um 
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die Reste des Matrigels, in welchem die Zellen auf die CAM appliziert worden waren. Dies 

würde bedeuten, dass in Anwesenheit der CD14+-PBMCs die L-428-Zellen weniger aktiv 

das ko-applizierte Matrigel verdauen. In den Trichrom-Färbungen der Mischtumoren war 

außerdem ersichtlich, dass L-428-Zellen zu Blutgefäßen der CAM rekrutiert worden waren 

und zum Teil palisadenförmige Ansammlungen um die Endothelzellen bildeten. Dabei kann 

von einer sogenannten vessel co-option der HL-Zellen ausgegangen werden. Dies meint die 

Nutzung präexistenter Blutgefäße des umgebenden benignen Gewebes durch Tumorzellen 

(Kuczynski et al. 2019). Dieses Phänomen wurde bereits für BL-Zellen im CAM-Modell be-

schrieben (Wilming 2017). Ob und in welchem Ausmaß die Präsenz myeloider Zellen in den 

CAM-Läsionen die Rekrutierung der HL-Zellen zu Blutgefäßen beeinflusst und ob die Ge-

fäße schon frühzeitig nach Inokulation ko-optiert werden, könnte in CAM-Versuchen in 

Gestalt einer Zeitreihe eruiert werden. Dabei könnten die Mischtumoren zu verschiedenen 

Zeitpunkten extrahiert und histologisch ausgewertet und auch die applizierte Menge an 

CD14+-PBMCs variiert werden. 

Die Tatsache, dass unstimulierte Monozyten in CAM-Ko-Kultur mit HL-Zellen zu kleineren 

und weniger eingebluteten Tumoren führen, ist kontraintuitiv zu bereits erhobenen klini-

schen Daten über einen aggressiveren Verlauf. Die Hinzugabe von Monozyten führte zu 

einer veränderten Tumorbildung in ovo. Dies geschah jedoch auf eine Weise, die konträr zu 

den erwarteten Auswirkungen der myeloiden Zellen war. Eine hohe Makrophagen-Last kor-

relierte in verschiedenen Studien mit negativen Prognosefaktoren. So fand man heraus, dass 

eine erhöhte Anzahl an CD68-positiven TAMs mit einer schlechteren Prognose im cHL 

einhergeht (Steidl et al. 2010; Hollander et al. 2018). Diese Ergebnisse stehen im Einklang 

mit weiteren Untersuchungen zur Bedeutung von Makrophagen im Hodgkin-Lymphom, die 

ebenfalls einen ungünstigen Krankheitsverlauf assoziierten (Tzankov et al. 2010; Greaves et 

al. 2013). Daher liegt es nahe, die CD68-Expression durch Makrophagen im TME als Bio-

marker in der Aufarbeitung von cHL-Fällen zu inkludieren (Venkataraman et al. 2014). 

Die strukturellen Unterschiede zwischen L-428-Lymphomen und Mischtumoren mit Mo-

nozyten respektive Makrophagen sprechen für eine gegenseitige Interaktion der L-428-Zel-

len mit myeloiden Zellen und unterstützen das Konzept der Makrophagen als Modulatoren 

der extrazellulären Matrix. Zwischen den Mischtumoren, bei denen mit M-CSF oder L-428-

CM vordifferenzierte CD14+-PBMCs in ovo mit HL-Zellen kultiviert worden waren, konnten 

jeweils keine größeren morphologischen Unterschiede in den CAM-Läsionen festgestellt 

werden (Arlt et al. 2020). Auch die in dieser Arbeit gezeigten CAM-Ko-Kulturen aus Hodg-
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kin-Lymphomzellen und nicht vorbehandelten CD14+-PBMCs unterschieden sich morpho-

logisch nicht wesentlich von den Läsionen mit vordifferenzierten Makrophagen. Insgesamt 

haben sich, wie angedeutet, die CAM-Mischtumoren aus L-428-Zellen und CD14+-PBMCs 

morphologisch nicht wesentlich von CAM-Tumoren unterschieden, die mit HL-CM- res-

pektive M-CSF-vordifferenzierten Makrophagen und L-428-Zellen generiert worden waren 

(Arlt et al. 2020). Allerdings konnte in den Mischtumoren, die durch Ko-Applikation von L-

428-Zellen und vordifferenzierten Makrophagen generiert worden waren, regelmäßig die 

Migration von Lymphomzellen über Lymphgefäße an den Invasionsfronten der CAM-Läsio-

nen gezeigt werden (Arlt et al. 2020). Die lymphogene Metastasierung von Tumorzellen in 

CAM-Ko-Kulturen aus L-428-Zellen und CD14+-PBMCs konnte in angefertigten Immun-

fluoreszenz-Bildern für diese Dissertation nicht gezeigt werden. Da die Addition von 

CD14+-PBMCs offenbar nicht förderlich für ein weiteres Tumorwachstum im CAM-Assay 

ist, bleibt die Bedeutung der myeloiden Zellen in dieser Hinsicht unklar und sollte weiter 

untersucht werden. 

In-ovo-Studien haben bereits eine Akkumulation von disseminierten Tumorzellen in Leber 

und Lunge des Hühnchen-Embryos nachweisen können (Zijlstra et al. 2008). Daher sollten 

in zukünftigen Experimenten auch vom Ort der Inokulation weiter entfernte Stellen im Hüh-

nerei auf die Existenz von Lymphomzellen untersucht werden, um die reduzierte Anzahl an 

HRS-Zellen in CAM-Mischtumoren zu klären. Die Lymphomzellen könnten nach Invasion 

in das CAM-Bindegewebe lymphogen disseminieren, wie wir das in den HEMs-L-428-CAM-

Ko-Kulturen beobachten konnten. Dafür müssten in Zukunft weiterführende Analysen von 

Lymphgefäßen mittels Immunfluoreszenz durchgeführt werden. Eine hämatogene Dissemi-

nierung erscheint aktuell eher unwahrscheinlich, da zumindest in der Trichrom-Färbung der 

Gewebeschnitte und immunhistochemisch zwar eine vessel co-option gefunden wurde, aber 

keine CD30-positiven Zellen in den größeren Blutgefäßen nachweisbar waren. 

4.2 CD206-Expression in Mischtumoren aus L-428 und CD14+-

PBMCs 

Die zweite wichtige Frage adressierte die Möglichkeit einer CD206-Expression durch die 

applizierten Monozyten im CAM-Assay. In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass 

L-428-HL-Zellen unbehandelte CD14+-PBMCs in einem In-ovo-Xenograft-Modell zur Ex-

pression von CD206 stimulieren können. Da CD206 ein Aktivierungsmarker für M2-Ma-

krophagen ist, kann postuliert werden, dass die von cHL-Zellen sezernierten Faktoren auch 
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in ovo eine Differenzierung naiver CD14+-PBMCs hin zum M2-ähnlichen Makrophagen-Phä-

notyp induzieren. Die Ko-Expression von CD68 und CD206 durch Makrophagen nach       

96 h Inkubationszeit konnte immunhistochemisch nachgewiesen werden. Für die Detektion 

der CD206-Expression durch CAM-Makrophagen war ein Differenzierungsprozess von vier 

Tagen Dauer ausreichend. Außerdem wurden die ko-exprimierenden Makrophagen zu Blut-

gefäßen der CAM rekrutiert und invadierten ebenso wie die Tumorzellen die physiologische 

CAM. Festzustellen war, dass die Migrationsfront der myeloiden Zellen dabei etwas weniger 

weit fortgeschritten war als die der Lymphomzellen. Die Ko-Expression von CD68 und 

CD206 betraf Makrophagen in allen drei Kompartimenten der CAM-Mischtumoren. Dar-

über hinaus war die CD206-Expression unabhängig von den jeweiligen Monozyten-Spen-

der*innen. In der histologischen Begutachtung konnte herausgearbeitet werden, dass sich in 

den CAM-Mischtumoren zwei Makrophagen-Populationen entwickelten. Eine Fraktion der 

CD206-exprimierenden Makrophagen schien resident zu sein und am Ort der Applikation 

zu verharren, beispielsweise innerhalb des Matrigels oder in der Tumorbasis. Die zweite 

Fraktion der myeloiden Zellen schien mit den HRS-Zellen zu migrieren. In beiden Makro-

phagen-Gruppen entwickelte sich unter den CD68- und CD206-ko-exprimierenden Zellen 

teilweise ein spindelförmiger Phänotyp, der stets für amöboide Beweglichkeit innerhalb der 

Tumormasse sprach und die morphologische Differenzierung vom kugeligen Monozyten 

hin zum Makrophagen verkörperte. 

CD206 ist ein an Kohlenhydrate bindender Rezeptor, der von Makrophagen, dendritischen 

Zellen und Lymphendothelzellen exprimiert wird und eine konservierte Struktur aufweist 

(vgl. Kapitel 1.2; Taylor et al. 2005; Wilting et al. 2009). Welche Rolle CD206 beim beobach-

teten reduzierten Abbau des ko-applizierten Matrigels spielt, konnte leider im Rahmen dieser 

Arbeit nicht untersucht werden. Ausgehend von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe hätte man 

vermuten können, dass CD206+-Makrophagen eher zu einer verstärkten Kollagen- und Mi-

kromilieu-Veränderung beitragen. Weitere Analysen können zukünftig diese Fragestellung 

untersuchen. Auf Monozyten findet sich normalerweise kein CD206 (Martinez-Pomares 

2012). Um die Frage der Bedeutung von CD206 auf Makrophagen besser beantworten zu 

können, sollten die CD14+-PBMCs bei zukünftigen CAM-Experimenten vor der Inokulation 

auf die Expression von CD68 beziehungsweise CD206 mittels FACS-Analysen untersucht 

werden. Außerdem sollten in Zukunft CD206+-Zellen der generierten Mischtumoren aus der 

CAM isoliert und molekular- und zellbiologisch weiter charakterisiert werden. 
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Da HL-CM-behandelte Makrophagen Kollagen Typ I aufnehmen können, liegt es nahe, dass 

diese M2-ähnlichen Makrophagen eine spezifische CD206-mediierte Rolle in der Umgestal-

tung des Lymphomgewebes spielen. Der Umbau der extrazellulären Matrix ist ein Phäno-

men, das häufig mit Tumorprogression oder Metastasierung assoziiert ist. Das Tumor-

Stroma wird durch proteolytische Degradierung umgeformt (Tataroglu et al. 2007; Cox und 

Erler 2011; Nakayama et al. 2016). Im Mausmodell eines Lungentumors konnte gezeigt wer-

den, dass die Degradierung der extrazellulären Matrix und Kollagen-Aufnahme durch Ma-

krophagen zumindest teilweise abhängig von CD206 ist (Madsen et al. 2017). Eine bemer-

kenswerte Eigenschaft des cHL-Subtyps der nodulären Sklerose ist die Fülle an Kollagenfa-

sern, die als fibrotische Bänder die knotenförmigen Ansammlungen von inflammatorischen 

und neoplastischen Zellen umgeben (Arlt et al. 2020). L-428-Zellen stammen ebenfalls vom 

Typ der Nodularsklerose ab (vgl. Kapitel 2.2.1.1). Die in dieser Dissertation gezeigte Fähig-

keit der L-428-Zellen, in ovo einen spezifischen Makrophagen-Subtyp mit starker CD206-

Expression zu induzieren, und die veränderte phänotypische Ausprägung der CAM-Tumo-

ren mit myeloiden Zellen akzentuieren in Zusammenschau mit der in vitro gezeigten Kol-

lagen-Aufnahme über CD206 die Annahme, dass die Umstrukturierung des Tumorgewebes 

über eine Wechselwirkung von Lymphomzellen mit Stromazellen stattfindet. Diese Hypo-

these kann als Ergänzung der beschriebenen Mastzell-Infiltration und Fibrose im Hodgkin-

Lymphom betrachtet werden (Nakayama et al. 2016; Arlt et al. 2020). 

Die Mikroumgebung im Hodgkin-Lymphom spielt eine entscheidende Rolle in der Patho-

genese dieser B-Zell-Neoplasie und TAMs sind ein regelmäßiger Bestandteil des reaktiven 

Immuninfiltrates. Daher ist es wichtig zu verstehen, welche Mechanismen HRS-Zellen befä-

higen, Monozyten zu rekrutieren und in TAMs respektive M2-ähnliche Makrophagen um-

zuprogrammieren (Aldinucci et al. 2010; Steidl et al. 2011). Bekannt ist mittlerweile, dass eine 

Vielzahl an PD-L1-positiven Makrophagen, die physisch ko-lokalisert zu ebenfalls PD-L1-

positiven HRS-Zellen zu finden sind, mit PD-1-exponierenden T-Zellen im cHL interagie-

ren. Die Lymphomzellen selbst kommunizieren insbesondere mit den CD4+-T-Zellen (Carey 

et al. 2017). Diese einzigartige Topologie im cHL mit PD-L1-positiven TAMs, welche die 

malignen Zellen direkt umgeben, impliziert CD4+-T-Zellen als Angriffspunkt einer PD-1-

Blockade, was seit einiger Zeit schon klinische Relevanz hat (vgl. Kapitel 1.1; Carey et al. 

2017). 

In-vitro-Analysen der Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass der JAK/STAT-Signalweg und IL-

13 an der positiven Regulation der MRC1-Genexpression und der Stärke der Expression 

dieses Markers auf der Oberfläche von HL-konditionierten Makrophagen beteiligt sind (Arlt 
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et al. 2020). IL-13 scheint nicht nur ein autokriner Wachstumsfaktor der HRS-Zellen selbst 

zu sein, sondern auch ein HL-sekretierter Faktor, welcher Umbauprozesse der extrazellulä-

ren Matrix und Immunsuppression durch HL-konditionierte Makrophagen mediiert. Diese 

Vorgänge erhöhen wiederum das Disseminierungspotenzial der Lymphomzellen (Skinnider 

und Mak 2002; Arlt et al. 2020). Darüber hinaus soll IL-13 das Überleben von Monozyten 

fördern (McKenzie et al. 1993). In vitro werden signifikant mehr Makrophagen nach Diffe-

renzierung mit HL-CM beobachtet als nach Konditionierung mit DLBCL-CM oder M-CSF. 

Auch die HL-Zelllinie L-428 exprimiert M-CSF, welches eine M2-Polarisierung von Makro-

phagen fördert. Eine erhöhte Sekretion von M-CSF ist auch in anderen Tumorentitäten be-

schrieben (El-Gamal et al. 2018) und wird mit einer erhöhten Proliferationskapazität von 

Makrophagen in Verbindung gebracht (Tymoszuk et al. 2014). Neben M-CSF wurden auch 

C-X-C motif chemokine (CXCL)13 und CCL5 als zentrale Akteure in der Interaktion von HL-

Zellen mit Makrophagen identifiziert (Scott und Steidl 2014; Tudor et al. 2014; Ford et al. 

2015; Carey et al. 2017; Ruella et al. 2017; Casagrande et al. 2019; Locatelli et al. 2019). 

Gleichwohl kann die starke CD206-Expression in vitro und in den CAM-Präparaten in ovo 

nicht allein der M-CSF-Sekretion durch HL-Zellen zugeschrieben werden. Arlt et al. (2020) 

haben beobachtet, dass IL-13 die frühe messenger ribonucleic acid (mRNA)-Hochregulation von 

MRC1 und eine verstärkte Integration von CD206 in die Plasmamembran fördert. Eine ver-

stärkte IL-13-Expression ist ein Charakteristikum des Hodgkin-Lymphoms und IL-13 kann 

die Makrophagen-Differenzierung unterstützen (McKenzie et al. 1993; Skinnider et al. 2001; 

Arlt et al. 2020). 

IL-13 bindet an ein Rezeptor-Heterodimer, das intrazellulär mit JAK1 und JAK2 interagiert 

(Bhattacharjee et al. 2013). Die fehlende MRC1-Genexpression durch Makrophagen nach 

Behandlung mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Ruxolitinib suggeriert, dass die Januskinasen 

ein M2-Genxpressionsmuster induzieren (Arlt et al. 2020). Somit scheint IL-13 ein wichtiger 

Effektor für die Umgestaltung des HL-Mikromilieus durch Makrophagen-Differenzierung 

und Hochregulation der CD206-Expression zu sein (Arlt et al. 2020), was wiederum thera-

peutische Implikationen nach sich ziehen könnte. Ein Ansatz, das TME im Hodgkin-Lym-

phom zu adressieren, könnte also eine Blockade des JAK/STAT-Signalweges sein (Kim et 

al. 2019). Auch der Bruton's tyrosine kinase (BTK)-Signalweg und phosphatidylinositol 3-kinases 

(PI3K)-regulierte Signalwege scheinen in der Pathogenese des cHL involviert, da entspre-

chende Inhibitoren sowohl die M-CSF- als auch die L-428-CM-getriggerte Makrophagen-

Konditionierung beeinflussen (Arlt et al. 2020). Damit im Einklang stehen präklinische Be-

obachtungen mit dem small molecule Tenalisib (RP6530), einem PI3K-Inhibitor (Locatelli et 

al. 2019). M-CSF scheint ein Netzwerk an Signalwegen für Makrophagen-Differenzierung zu 
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induzieren, wohingegen IL-13 auf direktem Wege eine frühe Differenzierung fördert (Arlt et 

al. 2020). Ungeachtet dessen sind weitere Faktoren an der Makrophagen-Differenzierung im 

HL beteiligt (Zheng et al. 1999; Kowalska et al. 2012; Casagrande et al. 2019). Auch GM-

CSF und IL-4 tragen zur Induktion der Expression des MRC1-Gens in humanen Monozyten 

bei (Martinez et al. 2006; Däbritz et al. 2015; Arlt 2018). 

Die Untersuchung von Gewebeproben von HL-Patient*innen konnte eine hohe CD206-

Expression durch TAMs mit fortgeschrittenen Krankheitsstadien korrelieren (Arlt et al. 

2020). Die dargelegten In-ovo-Beobachtungen zur Regulation der CD206-Expression von 

Makrophagen im cHL legen den Schluss nahe, dass diese auch in vivo auftreten könnte und 

zu hoher CD206-Expression in fortgeschrittenen Stadien des Hodgkin-Lymphoms beiträgt. 

Die Experimente im CAM-Modell identifizieren CD206 als möglichen pharmakologischen 

Angriffspunkt für die Modulation der Makrophagen-Aktivierung, neben dem Augenmerk 

auf den diskutierten Colony stimulating factor 1 receptor (CSF1R) (Luo et al. 2006; Pyonteck et al. 

2013; Ries et al. 2014; Zhu et al. 2014; Martín-Moreno et al. 2015; Pham et al. 2018; Wang et 

al. 2018). Die Inhibition des JAK/STAT-Signalweges könnte sich als dualer Therapieansatz 

im cHL entpuppen, da nicht nur die Lymphomzellen selbst, sondern auch die HRS-getrig-

gerte Makrophagen-Entwicklung möglicherweise beeinflusst werden (Arlt et al. 2020). 

M2-Makrophagen sind durch ihr inhibitorisches Potenzial auf T-Zell-Proliferation charakte-

risiert, was auch in Tumorzell-konditionierten Makrophagen beobachtet wurde (Duluc et al. 

2007; Huber et al. 2010; Yue et al. 2015; Lievense et al. 2016; Oishi et al. 2016). Daher könn-

ten die in ovo gezeigten CD206-exprimierenden Makrophagen auch eine bedeutende Rolle in 

der Pathogenese des cHL haben. Unabhängig davon wurde für CD206+-dendritische Zellen 

gezeigt, dass die über CD206 aufgenommenen Antigene vermehrt T-Zellen präsentiert wur-

den (Burgdorf et al. 2006). Da auch Makrophagen zu den Antigen-präsentierenden Zellen 

gehören, welche T-Zellen aktivieren, wäre es denkbar, dass eine verbesserte Antigenpräsen-

tation infolge einer erhöhten CD206-Expression auftritt (Hilhorst et al. 2014; Arlt 2018). 

Dieser Aspekt sollte in Zukunft weiter untersucht werden, zumal die immunsuppressiven 

Funktionen, die den TAMs zugeschrieben werden, konträr zu gesteigerter T-Zell-Aktivie-

rung wären. 

4.3 Ausblick 

In der vorliegenden Dissertation konnte einerseits der Einfluss von CD14+-PBMCs bezie-

hungsweise Monozyten auf die Tumorbildung durch HL-Zellen der Linie L-428 in ovo cha-

rakterisiert werden, andererseits aber auch nachgewiesen werden, dass L-428-Zellen in ovo in 
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der Lage sind, bei CD14+-PBMCs innerhalb von vier Tagen eine CD206-Expression zu in-

duzieren. Der viertägige Differenzierungsprozess vom Monozyten zum CD206+-M2-ähnli-

chen Makrophagen wurde bisher für das Hodgkin-Lymphom in einem Xenograft-Modell 

nicht beschrieben. Um den M2-ähnlichen Phänotyp der TAMs im Hodgkin-Lymphom in 

Zukunft noch ausführlicher zu beschreiben, könnten weitere M2-Marker wie CD163 in die 

histologischen Analysen von CAM-Tumor-Schnittpräparaten mit einbezogen werden. Fer-

ner sollten weitere cHL-Zelllinien im Wechselspiel mit Monozyten und Makrophagen unter-

sucht werden, um Ähnlichkeiten und Unterschiede zu definieren. Außerdem wäre es interes-

sant zu sehen, wie sehr selektive Inhibitoren deregulierter Signalwege im HL (JAK/STAT, 

PI3K, BTK) die Ausgestaltung von CAM-Mischtumoren beeinflussen und welchen Einfluss 

sie beispielsweise auf den Makrophagen-Subtyp haben, wenn Lymphomzellen vor Inokula-

tion mit diesen small molecules inkubiert werden. Ein besonderes Augenmerk sollte dabei auf 

die Struktur der CAM-Lymphome und das Verhalten von Tumorzellen und myeloiden Zel-

len an den CAM-Invasionsfronten gelegt werden. Um das Disseminationsverhalten von 

Lymphomzellen in ovo besser verstehen zu können, könnte die Präparation der Hühnchen-

Leber ein weiterer Ansatz sein.  

Langfristig stellt sich die Frage, ob von TAMs im Hodgkin-Lymphom exprimierte Proteine 

wie CD68 oder CD206 geeignete Angriffspunkte für rezidivierte oder therapierefraktäre 

Fälle oder fortgeschrittene Krankheitsstadien sein könnten. Die Anzahl an CD68-positiven 

Makrophagen korreliert mit einer schlechteren Prognose (Steidl et al. 2010; Scott und Steidl 

2014). Die Last an CD68-positiven Makrophagen im Tumorgewebe könnte daher als Bio-

marker für eine bessere Risikostratifizierung im cHL dienen (Steidl et al. 2010). Daher scheint 

die Interaktion von HRS-Zellen und TAMs ein aussichtsreicher Angriffspunkt in der Thera-

pie des Hodgkin-Lymphoms zu sein (Ruella et al. 2017; Locatelli et al. 2019). Da CD68 vor-

wiegend intrazellulär exprimiert wird, könnte CD206 pharmakologisch leichter erreichbar 

sein. Falls sich CD206 im Hodgkin-Lymphom als prognostischer Parameter bei der Erstdia-

gnose eignen sollte, könnten exstirpierte Lymphknoten von cHL-Patient*innen in Zukunft 

auf eine entsprechende Expression durch TAMs untersucht werden. 

Neue therapeutische Strategien für die Behandlung des cHL werden auch darauf setzen, die 

Ausbildung des TME zu inhibieren, der immunsuppressiven Programmierung von T-Zellen 

und Monozyten gegenzusteuern und Monozyten respektive TAMs direkt ins Visier zu neh-

men (Aldinucci et al. 2019; Casagrande et al. 2019; Locatelli et al. 2019). In Zukunft könnte 

sich eine targeted therapy, welche TAMs und das restliche Mikromilieu im Hodgkin-Lymphom 
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adressiert, als wertvolle Ergänzung der konventionellen Therapie erweisen. Schon heute ha-

ben PD-1-Antikörper unter bestimmten Voraussetzungen die HL-Therapie bereichert. Ge-

genwärtig steht die Minimierung der Toxizität im Fokus der Chemotherapie-Optimierung. 

Diesem Ziel könnte man durch den vermehrten Einsatz von Immuncheckpoint-Inhibitoren 

und Immuntoxinen näherkommen.  
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5 Zusammenfassung 

Das klassische Hodgkin-Lymphom ist eine häufige maligne B-Zell-Neoplasie. Diese Tumor-

entität ist durch wenige Hodgkin-Reed-Sternberg-Zellen vor dem Hintergrund eines ausge-

dehnten reaktiven Immuninfiltrates benigner Zellen charakterisiert, wobei Monozyten re-

spektive Makrophagen von prognostischer Bedeutung sind. Deshalb ist die Untersuchung 

der Mechanismen der vielfältigen Wechselwirkungen von Lymphomzellen und den Zellen 

ihrer Mikroumgebung, speziell der Makrophagen, von außerordentlicher klinischer Relevanz. 

Um herauszufinden, welche Auswirkung eine Ko-Kultur von CD14-positiven (CD14+) pe-

ripheral blood mononuclear cells (PBMCs) mit Hodgkin-Zellen in einem präklinischen Xenograft-

Modell hat, wurden Tumoren im Chorion-Allantois-Membran-(CAM)-Assay des befruchte-

ten Hühnereis generiert. In diesem neu etablierten CAM-Modell wurden Lymphome der 

Zelllinie L-428 in An- und Abwesenheit von CD14+-PBMCs untersucht. Mischtumoren aus 

Lymphomzellen und CD14+-PBMCs führten im Vergleich zu reinen L-428-CAM-Lympho-

men zu signifikant kleineren CAM-Läsionen, in denen so gut wie keine Hämorrhagien nach-

gewiesen werden konnten. Die Mischtumoren hatten eine kugelige, halbrunde Form und 

zeichneten sich histologisch durch eine dreigliedrige Kompartimentierung aus. Sowohl Lym-

phomzellen als auch Makrophagen zeigten nach vier Tagen in ovo Migrationsverhalten an den 

Invasionsfronten zur physiologischen CAM. 

Eine wichtige Beobachtung war, dass im CAM-Modell histologisch die Expression von 

CD206 auf CD68-positiven Zellen in Mischtumoren aus L-428-Lymphomzellen mit CD14+-

PBMCs nachweisbar war. Dies spricht für einen Lymphom-induzierten Aktivierungs- oder 

Differenzierungsprozess von den CD14+-PBMCs hin zu alternativ aktivierten M2-ähnlichen 

Makrophagen und gegebenenfalls sogar hin zu Hodgkin lymphoma-educated macrophages (HEMs). 

Da CD206 durch zahlreiche endozytotische Prozesse, unter anderem durch Kollagen-Auf-

nahme, charakterisiert ist, kommt den CD206-exprimierenden TAMs im Hodgkin-Lym-

phom vermutlich eine Rolle als aktiver Modulator in der Umgestaltung der Lymphom-

Mikroumgebung zu. Dies gilt es jedoch in der Zukunft noch eingehender zu untersuchen. 

In Zukunft könnte sich CD206 als diagnostischer Biomarker im Hodgkin-Lymphom her-

ausstellen, vielleicht könnte es aber auch zur Therapiesteuerung und unter Umständen auch 

als Zielstruktur zur selektiven Inhibition von HEMs geeignet sein, auch vor dem Hinter-

grund der neueren Immuncheckpoint-Therapien bei Patient*innen mit Hodgkin-Lymphom. 
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