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1.  Einleitung 

1.1 Das Lymphangiom beim Menschen 
Das menschliche Lymphangiom stellt ca. 5% aller benignen Tumoren des Säuglings- und 

Kindesalters dar (Bill und Sumner 1965; Zadvinskis et al. 1992; Charabi et al. 2000). 

Dabei manifestiert sich die Erkrankung in 50-60% der Fälle bereits direkt nach der Geburt, 

meistens als eine asymptomatische weiche, halb-solide Masse, die zu infiltrativem Wachstum 

fähig ist, jedoch keine Tendenz zur malignen Entartung zeigt. Insgesamt können 80-90% der 

Läsionen bis zum 2. Lebensjahr diagnostiziert werden (Bill und Sumner 1965; Zadvinskis et al. 

1992). Lymphangiome können sowohl solitär oder auch als multiple flüssigkeitsgefüllte 

Hohlräume imponieren und sind am häufigsten im Bereich des Nackens lokalisiert (Goetsch 

1938; Potter EL und Craig 1975; Hamoir et al. 2001; Giguere et al. 2002a). Insgesamt ist ihr 

Erscheinungsbild beim Menschen jedoch vielgestaltig. Die Klassifikation von Landing und Faber 

(1956) teilt die Lymphangiome daher in drei Gruppen ein. Aus dünnwandigen lymphatischen 

Kanälen mit kapillärem Durchmesser aufgebaute Läsionen werden als Lymphangioma simplex 

bezeichnet, während aus dilatierten lymphatischen Kanälen bestehende Läsionen, die häufig von 

einer fibrösen Tunica adventitia umgeben sind, von ihnen als kavernöse Lymphangiome klassifiziert 

werden. Des Weiteren differenzieren sie das zystische Lymphangiom oder zystische Hygrom, das 

aus Zysten von einigen Millimetern bis hin zu mehreren Zentimetern im Durchmesser aufgebaut 

ist.  

 

Von einigen Autoren wird die Ursache für die Entstehung der Lymphangiome beim Menschen in 

der fehlenden Dränage von Lymphe aus den (primordialen) Lymphsäcken des Embryos in das 

venöse System angesehen. Sekundär kommt es so zu einer Vergrößerung von obliterierten 

lymphatischen Kanälen, aus denen sich Zysten entwickeln können (Smith 1982; Giguere et al. 

2002a; Koch BL 2005; Lee BB et al. 2005). Andere Autoren gehen von einer abnormalen 

Abkapselung der (primordialen) Lymphsäcke in der frühen Embryogenese als Ursache aus 

(Goetsch 1938; Philips und McGahan 1981). Eine weitere Theorie macht den Verlust der 

Verbindung von aussprossenden Lymphgefäßanlagen zur lymphatischen Anlage der Lymphsäcke 

für die Entstehung der mit Lymphe gefüllten Zysten verantwortlich (Lee K und Klein 1980). 

 

Als Therapieoptionen steht neben der chirurgischen Intervention auch die Sklerotherapie zur 

Verfügung, wobei die chirurgische Intervention zu Zeit der empfohlene Therapiestandard ist 

(Fageeh et al. 1997; Alqahtani et al. 1999; Orvidas und Kasperbauer 2000). Aufgrund der Nähe  
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von Lymphbahnen zu vitalen Nerven und Blutgefäßen ist eine komplette chirurgische Exzision 

jedoch kaum möglich. Die Rezidivrate beträgt dadurch zum Teil über 50%, auch liegen Berichte 

von komplikativen Verläufen unter anderem mit Paralysen vor (Charabi et al. 2000). Die 

Sklerotherapie von Lymphangiomen, zum Beispiel durch Injektion von Picibanil (OK-432), 

einem Derivat niedrig virulenter mit Benzylpenicillin inkubierter Staphylococcus-pyogenes-Stämme, 

bei der es zur Sklerosierung lymphatischer Gefäße kommt, zeigt eine >60%ige  Reduktion des 

Volumens der behandelten Lymphangiome in 86% der Fälle (Giguere et al. 2002b). Vor allem bei 

der perkutanen Behandlung makrozystischer Läsionen ist die Sklerotherapie, aufgrund des 

reduzierten Risikos von Komplikationen, das bevorzugte Therapieverfahren (Ogita et al. 1994; 

Greinwald et al. 1999).  

 
Sowohl um die bestehenden Therapieverfahren zu verbessern, beispielsweise um neue 

Substanzen für die Sklerotherapie zu testen,  als auch zur Erforschung neuer möglicherweise  

kausaler Therapien, ist ein Tiermodell für die Lymphangiomforschung unverzichtbar. Zusätzlich 

bietet ein Tiermodell die Möglichkeit, Lymphendothelzellen zu isolieren und die an der 

Lymphangiogenese beteiligten Faktoren zu untersuchen. Ein Maus-Lymphangiom-Modell wurde 

1999 von Mancardi et al. vorgestellt. In meiner Arbeit habe ich nach Mancardi et al. (1999) 

experimentell, durch intraperitoneale Injektion von Freund’s incomplete adjuvant (FIA),  in 

Mäusen erzeugte Lymphangiome mit Hilfe verschiedener Antikörper untersucht und 

immunhistologisch charakterisiert. 

 

 

1.2 Induktion von Lymphangiomen im Tiermodell 
Vor einigen Jahren beschrieben Mancardi et al. (1999) ein Modell zur Induktion experimenteller 

Lymphangiome bei Mäusen, welches inzwischen zu einem etablierten Verfahren bei der 

Gewinnung neuer monoklonaler Antikörper gegen Lymphendothelzellen (Ezaki et al. 2006) und 

auch zur Isolierung lymphendothelialer Zelllinien geworden ist (Sironi et al. 2006). Ezaki et al. 

(2004) zeigten, dass sich, wie von Mancardi et al. (1999) beschrieben, durch intraperitoneale 

Injektionen von Freund’s Incomplete Adjuvant (FIA) auch bei Ratten experimentelle 

Lymphangiome induzieren lassen. FIA besteht im Wesentlichen aus Mineralöl und es muss 

angemerkt werden, dass das Verfahren intraperitonealer Öl-Injektionen in den 60er Jahren durch 

eine Reihe von Forschern auf der Suche nach einem geeigneten Tiermodell für Plasmazelltumore 

schon einmal beschrieben worden war. Die histologischen Untersuchungen der intraperitonealen 

Läsionen zeigten, dass es sich um komplexe Tumore aus Endothelzellen und Zellen des 
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Immunsystems handelte und dass mit der Phagozytose des Fremdmaterials befasste 

Makrophagen einen erheblichen Anteil an der Zellmasse hatten (Potter M und Robertson 1960; 

Potter M und Boyce 1962; Potter M und MacCardle 1964; Takakura et al. 1966). In ihrer Arbeit 

bezeichnen Potter M und MacCardle (1964) die von ihnen induzierten Läsionen daher als Öl-

Granulome. Pullinger und Florey beobachteten bereits 1937, dass subkutane Injektionen von 

Fremdmaterial zu chronisch inflammatorischen Reaktionen des umliegenden Gewebes führten 

und dass sich auf diese Weise Lymphangiogenese auslösen ließ. Eine deutliche Vermehrung von 

Lymphgefäßen wurde auch von Dale (1961) beobachtet, nachdem sie FIA subkutan in 

Mäuseohren injiziert hatte. Entsprechend den Möglichkeiten ihrer Zeit gründen die 

Beschreibungen der experimentellen Lymphangiome und der durch Mineralöle induzierten 

Lymphgefäßproliferation in erster Linie auf lichtmikroskopischen Untersuchungen oder auf 

Tuscheinjektionen. Eine Untersuchung mit spezifischen Immunfluoreszensmarkern für 

Lymphendothel, sowie weiteren Pan-Endothelzell und Pan-Leukozytenmarkern ist bisher an 

Balb/c-Mäusen nicht durchgeführt worden. Das Modell der experimentellen Lymphangiome 

nach Mancardi et al. (1999), das sich bereits als nützliches Verfahren bei der Gewinnung großer 

Mengen von Lymphendothelzellen erwiesen hat, wird sowohl von Short et al. (2007) als auch von 

Mancardi et al. (1999) in ihren Arbeiten als geeignetes Instrument angesehen, um 

Therapiekonzepte zur Behandlung lymphatischer Malformationen des Menschen zu entwickeln. 

Der chronisch inflammatorische Aspekt des FIA, der vor allem von den Forschern in den 60er 

Jahren beschrieben wurde, bleibt hier jedoch weitgehend unbeachtet, weshalb ich in meiner 

Arbeit sowohl die durch das FIA induzierte Gefäßproliferation als auch die inflammatorische 

Reaktion des Peritoneums auf das FIA untersucht habe. 

 

 

1.3 Immunhistologische Untersuchungen von     

Mauslymphangiomen 
In meiner Arbeit habe ich die nach der Methode von Mancardi et al. (1999) induzierten 

experimentellen Lymphangiome mit Hilfe verschiedener Antikörper untersucht, wobei die 

Lymphendothelmarker Prox1 (Wigle und Oliver 1999; Rodriguez-Niedenführ et al. 2001; Wigle 

et al. 2002; Hong et al. 2002), Lyve1 (Banerji et al. 1999; Skobe und Detmar 2000; Jackson et al. 

2001; Prevo et al. 2001) und Podoplanin (Wetterwald et al. 1996; Kriehuber et al. 2001; Petrova 

et al. 2002; Hirakawa et al. 2003; Schacht et al. 2003) zur Charakterisierung der Lymphgefäße  
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eingesetzt wurden. Meca32 (Engelhardt et al. 1994) und VEGFR-2 (Kriehuber et al. 2001; Nagy 

et al. 2002;  Makinen et al. 2001a) erwiesen sich als Marker für Blutendothelzellen innerhalb des 

experimentellen Lymphangioms. Mit Hilfe des Pan-Endothelmarkers CD31 (Müller et al. 1989;  

Albelda et al. 1990; Ayalon et al. 1994) ließen sich sowohl lymphatische als auch blutendotheliale 

Zellen darstellen. Der Pan-Leukozytenmarker CD45 (Trowbridge 1978; Standring et al. 1978;  

Sunderland et al. 1979; Hoessli und Vassalli 1980; Dalchau et al. 1980) wurde eingesetzt, um das 

Ausmaß der inflammatorischen Reaktion gegen das injizierte FIA abzuschätzen.  
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2.  Material und Methoden 

2.1 Experimentelle Lymphangiome  
Die experimentellen Mauslymphangiome wurden nach Mancardi et al. (1999) durch zweimalige 

intraperitoneale Injektion von 0,2 ml Freund’s Incomplete Adjuvant (FIA) in 8-12 Wochen alten 

Balb/c-Mäusen induziert. Das FIA wurde mit gleichen Anteilen an phosphatgepufferter 

Salzlösung (PBS) verdünnt. Das Intervall zwischen den i.p. Injektionen betrug zwei Wochen. Die 

Induktion der Lymphangiome habe ich in Kooperation mit Herrn Dr. H.A. Weich am HZI in 

Braunschweig durchgeführt. Ein genehmigter tierexperimenteller Antrag liegt vor (Aktenzeichen: 

33.11.42502-04/07-10.05). Die Lymphangiome (n=8) manifestierten sich innerhalb von 2 

Wochen nach der letzten Injektion und waren zumeist mit dem Diaphragma oder der Leber 

vergesellschaftet (Abb. 1). Die Mäuse wurden mit CO2

 

 betäubt, durch Genickbruch getötet und 

das Tumorgewebe reseziert.  

 

2.2  Fixierung und Einbettung der Präparate 
Anschließend wurde das Gewebe für 10min in 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert, für 3 x 15min 

in 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer (KPP) gespült und für 30min in 5% Saccharose-Lösung 

gegeben. Darauf folgte 1 Stunde Inkubation in 15% Saccharose-Lösung bei Raumtemperatur. 

Die Einbettung wurde in Kryomedium (Tissue Tek) mit anschließender Aushärtung bei -20°C 

vorgenommen. Einige Präparate wurden nach der Fixierung über eine aufsteigende Alkoholreihe 

entwässert und über Rotihistol in Paraffin (58°C) überführt. Am folgenden Tag erfolgte das 

Einbetten in Paraffinblöcke. 
 

 

2.3 Herstellung der Gefrierschnitte 
Mittels Kryomikrotom (Leica CM 30505, Bensheim, Deutschland) wurden Gewebeschnitte von 

16-20 µm Dicke angefertigt, auf beschichtete Objektträger (Superfrost Plus, Menzel Gläser) 

aufgetragen und bei -20°C aufbewahrt. Die bestückten Objektträger wurden vor der 

Immunfloureszenzfärbung für 1 Stunde bei Raumtemperatur aufgetaut. 
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2.4 Herstellung der Paraffinschnitte 
Mittels Paraffinmikrotom (Leica 2035 Biocut, Nussloch, Deutschland) wurden Gewebeschnitte 

von 8 µm Dicke angefertigt und auf mit Eiweiß-Glycerin (Division Chroma, Waldeck GmbH 

Münster) beschichtete Objektträger aufgetragen. Vor der Immunfluoreszenzfärbung wurden die 

Paraffinschnitte zunächst für 2 x 5min in Xylol gegeben, darauf in einer in 10%-Schritten 

absteigenden Ethanolreihe (100% - 30%) für jeweils 3min gewaschen und anschließend in Aqua 

dest. gegeben. 

 

 

2.5 Immunfluoreszenz-Färbung  
Zur Vermeidung unspezifischer Bindung der Antikörper, wurden die Gewebeschnitte für  

1 Stunde in 1% BSA-Lösung (Bovines-Serum-Albumin in PBS) bei Raumtemperatur inkubiert.  

Die Applikation des primären Antikörpers erfolgte in der jeweiligen Konzentration, wie sie 

Tabelle 1 zu entnehmen ist. Die Inkubationszeit betrug 1 Stunde, nur bei anti-Prox1-

Antikörpern wurde über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die Objektträger 

zweimal mit 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer (KPP) zur Entfernung des nicht gebundenen 

primären Antikörpers gespült. Die sekundären Antikörper (Verdünnung 1:200 siehe Tabelle 2) 

wurden zur Vermeidung von Artefakten durch Fluoreszenzkristalle zuvor für 5min bei 10 000 

Umdrehungen zentrifugiert. Die Inkubationszeit betrug 1 Stunde. Anschließend wurden die 

Objektträger zweimal mit 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer (KPP) gewaschen. Die Inkubationszeit 

mit Dapi (Konzentration 1: 20 000), einem Farbstoff mit hoher Affinität zu den Zellkernen,  

betrug 5min. Anschließend wurden die Objektträger zweimal mit 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer 

(KPP) gewaschen und mit Fluoromount-G unter Deckgläschen eingedeckt. 

 

 

2.6 Verwendete Antikörper 
Die Tabellen 1 und 2 zeigen die von mir verwendeten primären und sekundären Antikörper. Die 

Anfertigung der angegebenen Verdünnung erfolgte dabei immer mit 0,1 M KPP-Lösung. 
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Tabelle1: Primäre Antikörper 

Primärer Antikörper Hersteller Verdünnung 
Alpha-SMA 
(rabbit-anti-human) 

Abcam, Cambridge, UK 1:1000 

CD31 / PECAM1 
(rat-anti-mouse) 

BD Pharmington, San Diego, 
USA 

1:100 

CD45 
(rat-anti-mouse) 

BD Pharmington, San Diego, 
USA 

1:50 

Lyve1 
(rabbit-anti-mouse) 

Regeneron, Tarrytown, NY 1:100 

Meca32 
(rat-anti-mouse) 

DSHB, Iowa, USA 1:100 

Podoplanin / G8.8 
(hamster-anti-mouse) 

DSHB, Iowa, USA 1:1000 

Prox1 
(rabbit-anti-human) 

Reliatech, Braunschweig, 
Deutschland 

1:1000 

VEGFR-2 
(rat-anti-mouse) 

BD Pharmington, San Diego, 
USA 

1:100 

VEGFR-3 
(rat-anti-mouse) 

eBioscience, Frankfurt, 
Deutschland 

1:50 

 

Tabelle 2: Sekundäre Antikörper 

Sekundärer Antikörper Hersteller Verdünnung 
Alexa-488 
goat-anti-rat IgG 

Molecular Probes, Leiden, 
Niederlande 

1:200 

Alexa-488 
goat-anti-hamster IgG 

Molecular Probes, Leiden, 
Niederlande 

1:200 

Alexa-594 
donkey-anti-rabbit IgG 

Molecular Probes, Leiden, 
Niederlande 

1:200 

 

 

2.7 HE-Färbung nach Mayer 
Die Paraffinschnitte wurden zunächst für 2 x 5min in Xylol entparaffiniert, darauf in einer in 

10%-Schritten absteigenden Ethanolreihe (100% - 30%) für jeweils 3min rehydriert und 

anschließend in Aqua dest. gewässert. Die Objektträger wurden dann für 3min in Hämatoxylin 

(nach Mayer) gegeben und danach für 10min unter fließendem Wasser gespült. Dann wurden die 

Paraffinschnitte für 3min in Eosin-Lösung gegeben, anschließend in Aqua dest. gewaschen und 

über eine in 10%-Schritten aufsteigende Ethanolreihe (30% - 100%) entwässert. Nach 

Überführung in Xylol wurden die Objektträger unter dem Abzug unter Deckgläschen mit 

Entellan eingedeckt. 
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2.8 Verwendete Lösungen 
Im Folgenden werden die verschiedenen Lösungen und Puffer beschrieben, die ich im Rahmen 

der Immunhistologie und HE-Färbung eingesetzt habe. 

 

1,088g Kalium-dihydrogenphosphat 

0,1 M Kaliumphosphat-Puffer (KPP): 

13,92g di-Kaliumhydrogenphosphat 

wurden in 880 ml Aqua dest. gelöst. 

 

72,0g Natriumchlorid 

0,01 M Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS), ph 7,2: 

14,8g di-Natriumhydrogenphosphat 

4,3g Kalium-dihydrogenphosphat  

wurden in einem Liter Aqua dest. gelöst. 

 

1 g Bovines Serum Albumin wurde in 100 ml phosphatgepufferter Salzlösung gelöst. 

1% BSA in PBS: 

 

40g Paraformaldehyd (PFA) werden in 800 ml Aqua dest. auf 60°C erhitzt. Anschließend werden 

200 ml 0,6 M PBS dazu gegeben und die Lösung filtriert. 

4% PFA-Lösung: 

 

2g Eosin werden in 1000 ml Aqua dest. gegeben. 

Eosin-Lösung: 

 

1g Hämalaun in 1000 ml Aqua dest. 

Hämatoxylin (nach Mayer): 

0,2g NaJ3 

50g Kalilaun (Kaliumaluminiumsulfat) 

50g Chloralhydrat 

1g Zitronensäure  
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2.9 Verwendete Materialien und Geräte 
Materialien: 

Aqua dest.      eigene Anlage 

Chloralhydrat      Merck, Darmstadt 

Deckgläser 20x60 mm    Menzel Gläser 

Eiweiß-Glycerin aus Hühnereiweiß      Division Chrom Waldeck GmbH, Münster 

Entellan      Merck, Darmstadt 

Eosin        Merck, Darmstadt 

Essigsäure      Merck, Darmstadt 

Ethanol      Merck, Darmstadt 

Fluoromount-G     Southern Biotechnology Associates, Birmingham, 

       Großbritannien  

Hämalaun      Merck, Darmstadt 

Kaliumaluminiumsulfat    Merck, Darmstadt 

Kalium-dihydrogenphosphat    Merck, Darmstadt 

di-Kaliumhydrogenphosphat    Merck, Darmstadt 

Kernmarker Dapi     1:20 000 in PBS 

Natriumchlorid     Roth, Karlsruhe 

di-Natriumhydrogenphosphat   Merck, Darmstadt 

Natriumjodit      Merck, Darmstadt  

Objektträger      Superfrost Plus, Menzel Gläser 

Tissue Tek Kryomedium    Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude, 

       Niederlande 

Xylol       Merck, Darmstadt 

Zitronensäure      Merck, Darmstadt 

 

 

 

 

 

 

 

 



Material und Methoden                                                                                                             10 
___________________________________________________________________________ 

 
Geräte: 

Epifluoreszenz-Mikroskop    Leica DM5000B, Bensheim, Deutschland 

Kryomikrotom     Leica CM 30505, Bensheim, Deutschland 

Kühlschrank      Liebherr Premium, Ochsenhausen,  

       Deutschland 

Lichtmikroskop     Zeiss, Jena, Deutschland 

Paraffinmikrotom      Leica 2035 Biocut, Nussloch, Deutschland  

Pipetten      Eppendorf Research / Gilson Pipetman 

Pipettenspitzen     Eppendorf, Hamburg, Deutschland  

Zentrifuge      Eppendorf Zentrifuge 5415R, Hamburg,  

      Deutschland 
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3.  Ergebnisse 

3.1 Makroskopische und mikroskopische  Aspekte der

 Lymphangiome 
Die experimentellen Mauslymphangiome, die ich untersucht habe, waren wie bei Mancardi et al. 

(1999) durch die zweimalige intraperitoneale Injektion von Freund’s incomplete adjuvant (FIA) 

in 8-12 Wochen alten Balb/c-Mäusen induziert worden. 2 Wochen nach der letzten Injektion 

zeigten sich zahlreiche experimentelle Lymphangiome, die als weißliche Tumoren dem 

Diaphragma und der Leber aufgelagert waren (Abb. 1). Ich habe ausschließlich die Tumoren 

untersucht, die sich auf dem Diaphragma entwickelt hatten. Diese Tumoren waren von variabler 

Größe und zeigten mikroskopisch sowohl zelldichtes Stroma als auch Zysten, die, wie beim 

Herauspräparieren deutlich wurde, offensichtlich FIA enthielten (Abb. 2). 
 

  

 

 
 
 
 
 
Abb. 1: Abdomen einer mit FIA 
behandelten Balb/c-Maus.            
Diaphragma (d), Leber (li). 
Die Pfeile zeigen auf Lymphangiome, die 
als solide weiße Tumoren erscheinen.  
 

 

 
Abb. 2: HE-Färbung eines Paraffinschnitts: A) Experimentelles Lymphangiom im Überblick, 
B) Ausschnittsvergrößerung aus A, C) Ausschnittsvergrößerung aus B. Es sind das Diaphragma 
(d) und ein Lymphangiom (ly) zu erkennen. Innerhalb des Lymphangioms (ly) sind zystenartige 
Hohlräume mit (*) gekennzeichnet (A-C verändert nach Kasten et al. 2007, S. 2956) 
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3.2 Immunfluoreszenzfärbungen mit anti-CD45- und anti-Lyve1-

 Antikörpern  
Zur genaueren Charakterisierung der Tumoren habe ich Immunfluoreszenzfärbungen 

durchgeführt. Die Untersuchung der Lymphgefäße erfolgte hierbei durch Antikörper gegen den 

Hyaluronsäure-Rezeptor Lyve1, einem lymphendothelspezifischen Marker, den ich in 

Doppelfärbungen sowohl mit dem Pan-Leukozytenmarker CD45 als auch mit anderen 

Lymphendothelmarkern wie Prox1 und Podoplanin, sowie dem Pan-Endothelmarker CD31 

kombiniert habe. Die Färbungen mit Antikörpern gegen den Pan-Leukozytenmarker CD45 

zeigen, dass der Großteil der Tumoren aus Leukozyten besteht (Abb. 3, 4).  

 

 
Abb. 3: Färbung eines Gefrierschnitts mit anti-CD45-Antikörpern: A) CD45 (grün),                       
B) zusammengesetztes Bild mit Kernmarker Dapi (blau). Es sind das Diaphragma (d) und ein 
Lymphangiom (ly) zu erkennen. CD45-positive Leukozyten (grün) sind im gesamten  
Lymphangiom gleichmäßig verteilt. 
 

 

 

 

 
Abb. 4: Färbung eines 
Gefrierschnitts mit anti-
CD45-Antikörpern: A) CD45 
(grün), B) zusammengesetztes 
Bild mit Dapi (blau). Es ist der 
Übergang vom Diaphragma 
(d) in ein Lymphangiom (ly) 
zu sehen. CD45-positive 
Leukozyten sind mit Pfeilen 
markiert.  
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In den Doppelfärbungen, die ich mit anti-Lyve1- und anti-CD45-Antikörpern durchgeführt habe, 

konnte ich beobachten, dass zum Zeitpunkt meiner Untersuchung die Lymphgefäße, welche 

scheinbar vom Diaphragma aus kontinuierlich in das Lymphangiom aussprossen, noch nicht in 

den gesamten Tumor vorgedrungen waren (Abb. 5, 6). Zum anderen stellten sich die Tumoren 

auch in den Doppelfärbungen als eine massive Ansammlung von Leukozyten dar, welche 

offensichtlich der Ausdruck einer inflammatorischen Reaktion auf das FIA ist (Abb. 6). 

 

 

 

 
 
Abb. 5: Färbung eines Paraffinschnitts mit 
anti-Lyve1-Antikörpern: Zu sehen sind 
Lyve1-positive Lymphgefäße (rot), die vor 
allem in dem an das Diaphragma angrenzenden 
Bereich (d) lokalisiert sind, während weite Teile 
des Lymphangioms (ly) lymphgefäßfrei 
erscheinen. 
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Abb. 6: Doppelfärbung eines Gefrierschnitts mit anti-CD45- und anti-Lyve1-Antikörpern: 
A) CD45 (grün), B) Lyve1 (rot), C) zusammengesetztes Bild mit Dapi (blau). A-C) Lyve1 
positive Lymphgefäße wachsen vom Diaphragma (d) ausgehend in das Lymphangiom (ly) ein. 
D) Stärkere Vergrößerung aus C). Lyve1-positive Lymphgefäße innerhalb des Lymphangioms 
(Pfeile) neben CD45-positiven Leukozyten.  
 

 

3.3 Immunfluoreszenzfärbungen mit anti-Prox1- , anti-Lyve1- 

  und anti-CD31-Antikörpern 
Den lymphendothelialen Charakter der anti-Lyve1-positiven Gefäße innerhalb des Tumors 

konnte ich durch Doppelfärbungen mit Antikörpern gegen den Homeobox-Transkriptionsfaktor 

Prox1, einen verlässlichen Marker für lymphendotheliale Zellen, bestätigen (Abb 7). Durch die 

Lokalisation des Homeboxgenproduktes im Zellkern lymphendothelialer Zellen ließen sich mit 

anti-Prox1-Antikörpern lymphendotheliale Zellkerne nachweisen. Des Weiteren beobachtete ich 

in Doppelfärbungen auf anti-Prox1-positiven lymphendothelialen Zellen typischerweise eine 

schwächere Expression des Pan-Endothelmarkers CD31 im Vergleich zu den benachbarten 

Blutgefäßen, die stets ein stark positives anti-CD31-Signal zeigten (Abb.7, 8). In den von mir 

durchgeführten Doppelfärbungen mit anti-Lyve1 und anti-CD31 ließ sich diese Beobachtung  
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bestätigen (Abb. 9, 10). Eine Unterscheidung zwischen Blut- und Lymphgefäßen in den 

experimentellen Lymphangiomen ist auf diese Weise möglich.   

 

 
Abb. 7: Doppelfärbung eines Gefrierschnitts mit anti-CD31- und anti-Prox1-Antikörpern: 
A) CD31 (grün), B) Prox1 (rot), C) zusammengesetztes Bild. A, C) Stark CD31-positive 
Blutendothelzellen (Pfeile). C) Prox1-positive Zellkerne der Lymphendothelzellen (LEC) sind 
als rote Strukturen zu erkennen, die von einem schwachen CD31-Signal umgeben sind. 
 
 
 

 
Abb. 8: Doppelfärbung eines Gefrierschnitts mit anti-CD31- und anti-Prox1-Antikörpern: 
A) CD31 (grün), B) Prox1 (rot), C) zusammengesetztes Bild mit Dapi (blau). A, C) Zarte CD31-
Expression auf der Zellmembran von Lymphendothelzellen. C) Wegen der Überlagerung mit 
dem Dapi-Signal erscheinen Prox1-positive Zellkerne (Pfeile) pink.  
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Abb. 9: Doppelfärbung eines Gefrierschnitts mit anti-CD31- und anti-Lyve1-Antikörpern: 
A) CD31 (grün), B) Lyve1 (rot), C) zusammengesetztes Bild mit Dapi (blau). C) CD31-positive 
Blutkapillaren (Pfeile) wachsen neben Lyve1-positiven Lymphkapillaren vom Diaphragma (d) 
ausgehend in das Lymphangiom (ly) ein. 
 
 
 

 
Abb. 10: Doppelfärbung eines Gefrierschnitts mit anti-CD31- und anti-Lyve1-
Antikörpern: A) CD31 (grün), B) Lyve1 (rot), C) zusammengesetztes Bild mit Dapi (blau).  
C) CD31-positive Blutendothelzellen von Kapillaren (Pfeile) neben einem Konglomerat von 
Lymphendothelzellen (LEC), die aufgrund schwacher CD31-Expression ein gelbes Signal 
aufweisen. (A-C verändert nach Kasten et al. 2007, S. 2956). 
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3.4 Immunfluoreszenzfärbungen mit anti-Podoplanin- und anti-

 Lyve1-Antikörpern 

Die von mir durchgeführten Doppelfärbungen mit Antikörpern gegen Lyve1 und das 

Oberflächenglykoprotein Podoplanin zeigten, dass Podoplanin in den Lymphendothelzellen des 

Lymphangioms und des Diaphragmas zusammen mit Lyve1 exprimiert wird (Abb.11). Ich 

konnte jedoch auch in zahlreichen anti-Lyve1-negativen Zellen, vor allem in Epithelzellen der 

Pleura und des Peritoneums, ein Podoplanin-Signal beobachten. Innerhalb des Lymphangioms 

schienen außerdem zahlreiche epithelial ausgekleidete Zysten Podoplanin-positiv zu sein (Abb. 

11). Eine mögliche Ursache hierfür könnte die Verschleppung von Podoplanin-positiven 

Serosazellen bei der Entstehung des Lymphangioms sein. Sicher kann aufgrund meiner 

Beobachtungen jedoch nur gesagt werden, dass Podoplanin sowohl von anti-Lyve1-positiven 

Lymphendothelzellen, als auch von anti-Lyve1-negativen Epithelzellen der Pleura und des 

Peritoneums exprimiert wird und dadurch der alleinige Einsatz von anti-Podoplanin-Antikörpern 

die Lymphgefäße nicht eindeutig charakterisiert.  

 

 
Abb. 11: Doppelfärbung eines Gefrierschnitts mit anti-Podoplanin- und anti-Lyve1- 
Antikörpern: A) Podoplanin (grün), B) Lyve1 (rot), C) zusammengesetztes Bild. A, C) 
Podoplanin-positive Zellen des Pleuraepithels (Pfeile). C) Lymphendothelzellen besitzen 
aufgrund der Co-Expression von Podoplanin und Lyve1 ein gelbliches Signal. Zu beachten ist, 
dass Podoplanin auch in Lyve1-negativen Epithelzellen innerhalb des Lymphangioms (ly) und 
des Pleuraepithels (Pfeile) exprimiert wird. 
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3.5 Immunfluoreszenzfärbungen mit anti-Meca32- ,  

  anti-VEGFR-2- und anti-Lyve1-Antikörpern 
Die von mir durchgeführten Doppelfärbungen mit Antikörpern gegen Meca32 und Lyve1 zeigten 

zum einen, dass Meca32 ausschließlich in den Blutgefäßen der untersuchten Lymphangiome und 

des Diaphragmas exprimiert wurde (Abb. 12). Zum anderen waren die Meca32-positiven 

Blutgefäße zum Zeitpunkt meiner Untersuchung weiter in den Tumor vorgedrungen, als die 

Lyve1-positiven Lymphgefäße. Bei den Färbungen mit anti-VEGFR-2-Antikörpern konnte ich 

beobachten, dass dieser Rezeptor ausschließlich in den Blutgefäßen des Lymphangioms 

exprimiert wurde. In Doppelfärbungen waren die Lyve-1-positiven Lymphgefäße immer 

VEGFR-2-negativ (Abb. 13). Die Beobachtung, dass VEGFR-2 ausschließlich in den 

Blutgefäßen des Lymphangioms exprimiert wurde, konnte durch Doppelfärbungen mit anti-

VEGFR-2- und anti-Prox1-Antikörpern bestätigt werden (Abb. 14). Meine Beobachtungen 

deuten darauf hin, dass innerhalb des Lymphangioms die Hämangiogenese der 

Lymphangiogenese voraus geht, wobei die Blutgefäße den Lymphgefäßen offensichtlich als eine 

Art Leitstruktur dienen. Der Versuch, den lymphendothelspezifischen Rezeptor VEGFR-3 mit 

Hilfe zweier verschiedener monoklonaler Antikörper nachzuweisen, erbrachte kein zuverlässiges 

Ergebnis.  
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Abb. 12: Doppelfärbung eines Gefrierschnitts mit anti-Meca32- und anti-Lyve1- 
Antikörpern: A) Meca32 (grün), B) Lyve1 (rot), C) zusammengesetztes Bild mit Dapi (blau), D) 
Stärkere Vergrößerung aus C). C, D) Ein großes Meca32-positives Blutgefäß (Pfeil)  innerhalb 
des Diaphragmas (d). Innerhalb des Lymphangioms (ly) sind zahlreiche Meca32-positive 
Blutgefäße neben Lyve1-positiven zystenartigen Hohlräumen zu sehen (*). 
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Abb. 13: Doppelfärbung eines Gefrierschnitts mit anti-VEGFR-2- und anti-Lyve1- 
Antikörpern: A) VEGFR-2 (grün), B) Lyve1 (rot), C) zusammengesetztes Bild mit Dapi (blau), 
D) VEGFR-2 (grün), E) Lyve1 (rot), F) zusammengesetztes Bild mit Dapi (blau). A-C) 
Zahlreiche Lyve1-positive Lymphendothelzellen (LEC), die vom Diaphragma (d) ausgehend in 
das Lymphangiom (ly) entsprießen. D-F) Bereich innerhalb des Lymphangioms: VEGFR-2-
positive Blutendothelzellen (BEC) sind zum Zeitpunkt der Untersuchung weiter in das 
Lymphangiom vorgedrungen, als die Lyve1-positiven Lymphendothelzellen (LEC).   
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Abb. 14: Doppelfärbung eines Gefrierschnitts mit anti-VEGFR-2- und anti-Prox1- 
Antikörpern: A) VEGFR-2 (grün), B) Prox1 (rot), C) zusammengesetztes Bild mit Dapi (blau). 
C) Ein VEGFR-2-positives Blutgefäß (Pfeile) neben Prox1-positiven Zellkernen von 
Lymphendothelzellen (LEC) eines Lymphgefäßes, das keine VEGFR-2-Expression aufweist. 
 

 

3.6 Immunfluoreszenzfärbungen mit anti-alpha-SMA- und anti-

 CD31-Antikörpern 
Bei den Blutgefäßen innerhalb des Lymphangioms konnte ich unterschiedliche   

Differenzierungsgrade beobachten. Einige der Blutgefäße besaßen eine Tunica media, die sich mit 

Antikörpern gegen alpha-SMA, dem typischen Aktin der glatten Muskelzellen, anfärben ließ 

(Abb. 15, 16). In Doppelfärbungen mit anti-CD31- und anti-alpha-SMA-Antikörpern konnten so 

verschiedene Gefäßtypen innerhalb des Lymphangioms charakterisiert werden (Abb. 16). Dabei 

können Gefäße die sowohl alpha-SMA als auch CD31 exprimieren dem arteriellen oder venösen 

Blutgefäßsystem zugeordnet werden, während es sich bei den stark anti-CD31-positiven, anti-

alpha-SMA-negativen Gefäßen um Blutgefäßkapillaren und bei schwach anti-CD31-positiven, 

anti-alpha-SMA-negativen Gefäßen um Lymphgefäße handelt. 
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Abb. 15: Färbung eines Paraffinschnitts mit anti-alpha-SMA-Antikörpern: 
A) Alpha-SMA (rot), B) zusammengesetztes Bild mit Dapi (blau). Zu sehen sind mehrere quer 
angeschnittene Blutgefäße innerhalb eines Lymphangioms. Die Tunica media von zwei Blutgefäßen 
wurde mit Pfeilen gekennzeichnet. 
 

 

 
Abb. 16: Doppelfärbung eines Gefrierschnitts mit anti-alpha-SMA- und anti-CD31- 
Antikörpern: A) CD31 (grün), B) alpha-SMA (rot), C) zusammengesetztes Bild mit Dapi (blau), 
D) stärkere Vergrößerung aus C). C, D) Blutgefäße mit alpha-SMA-positiver Tunica media (*) 
erscheinen durch CD31-Expression im Endothel gelblich. Blutkapillaren (Pfeile) exprimieren 
CD31 in höherem Maße als die schwach CD31-positiven Lymphgefäße (>). 
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4.  Diskussion 

4.1   Fragestellung  

Beim Menschen stellen Lymphangiome ca. 5% aller benignen Tumoren des Säuglings- und 

Kindesalters dar (Bill und Sumner 1965; Zadvinskis et al. 1992; Charabi et al. 2000). 

Dabei manifestiert sich die Erkrankung in 50-60% der Fälle bereits direkt nach der Geburt.  

Insgesamt können 80-90% der Läsionen bis zum 2. Lebensjahr diagnostiziert werden.                     

Am häufigsten manifestieren sich Lymphangiome dabei als eine asymptomatische weiche,  

halb-solide Masse, die zu infiltrativem Wachstum fähig ist, jedoch keine Tendenz zur malignen 

Entartung zeigt (Bill und Sumner 1965; Zadvinskis et al. 1992). Die endothelial ausgekleideten 

Räume können aus kapillären Konvoluten bis hin zu mehrere Zentimeter messenden Zysten 

bestehen. Das umgebende Bindegewebe ist ebenfalls von variabler Dicke und enthält neben 

leukozytärer Infiltration auch Rundzellen und glatte Muskelzellen (Bill und Sumner 1965). Die 

Lymphangiome können dabei als solitäre oder multiple, flüssigkeitsgefüllte Hohlräume 

imponieren und sind am häufigsten im Bereich des Nackens lokalisiert (Goetsch 1938; Potter EL 

und Craig 1975; Hamoir et al. 2001; Giguere et al. 2002a), was aufgrund der Nähe zu vitalen 

Nerven und Blutgefäßen eine vollständige chirurgische Entfernung oft verhindert und das 

Lymphangiom so zu einer  häufig rezidivierenden Erkrankung macht (Charabi et al. 2000). 

Alternative Therapiekonzepte  beinhalten eine Sklerosierung der Lymphgefäße beispielsweise mit 

Picibanil (OK-432), wodurch sich eine Reduktion des Volumens erzielen lässt (Giguere et al. 

2002b). Insgesamt ist das Erscheinungsbild des Lymphangioms beim Menschen vielgestaltig. Die 

Klassifikation von Landing und Faber (1956) teilt die Lymphangiome daher in drei Gruppen ein. 

Aus dünnwandigen lymphatischen Kanälen mit kapillärem Durchmesser aufgebaute Läsionen 

bezeichnen sie als Lymphangioma simplex, während aus dilatierten lymphatischen Kanälen 

bestehende Läsionen, die häufig von einer fibrösen Tunica adventitia umgeben sind, als kavernöse 

Lymphangiome klassifiziert werden. Des Weiteren Klassifizieren sie das zystische Lymphangiom 

oder zystische Hygrom, das aus Zysten von einigen Millimetern bis hin zu mehreren Zentimetern 

im Durchmesser aufgebaut ist. 

 

Zur Verbesserung bestehender Therapieverfahren als auch zur Erforschung möglicher kausaler 

Therapien wäre ein gutes Tiermodell von großer Bedeutung. Ein Maus-Lymphangiom-Modell 

wurde 1999 von Mancardi et al. vorgestellt. In meiner Arbeit habe ich daher nach Mancardi et al.  

(1999) experimentell, durch intraperitoneale Injektion von Freund’s incomplete adjuvant (FIA),  

in Mäusen erzeugte Lymphangiome mit Hilfe verschiedener Antikörper untersucht und 
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immunhistologisch charakterisiert. Dabei konnte ich neben den neu entstandenen Blut- und 

Lymphgefäßen innerhalb der Lymphangiome eine unspezifische Entzündungsreaktion auf das 

FIA beobachten, die bereits in den 60er Jahren nach intraperitonealen Mineralölinjektionen durch 

einige Forscher beschrieben worden ist. In ihrer Arbeit bezeichneten Potter M und MacCardle 

(1964) die von ihnen induzierten Läsionen daher als Öl-Granulome. Ich habe in meiner Arbeit 

sowohl die durch das FIA induzierte Gefäßproliferation, als auch die inflammatorische Reakion 

untersucht. Was meine Beobachtungen für die Übertragbarkeit des Tiermodells auf den 

Menschen bedeutet, ist ebenso Teil dieser Diskussion wie die Aussagekraft der von mir 

verwendeten Immunfluoreszenz-Marker zur Untersuchung der Blut- und Lymphgefäße innerhalb 

der experimentellen Lymphangiome. 

 

 

4.2 Immunhistologische Untersuchung der Endothelzellen des

 Lymphangioms 
Die Unterscheidung von Blut- und Lymphgefäßen innerhalb der Lymphangiome 

beziehungsweise Öl-Granulome (die Begriffe werden im Folgenden synonym verwendet) gelang 

mit Hilfe verschiedener Antikörper. Dabei markierte anti-Meca32 die sich neu entwickelnden 

Blutgefäße, die zum Zeitpunkt meiner Untersuchung stets weiter in die Tumormasse der Öl-

Granulome vorgedrungen waren, als die Lyve1-positiven Lymphgefäße. Weiter habe ich 

beobachtet, dass das Diaphragma der Ausgangspunkt sowohl der Lymphangiognense als auch 

der Hämangiogenese ist, wobei die Blutgefäße den Lymphgefäßen offensichtlich als eine Art 

Leitstruktur dienen.  

 

Antikörper gegen CD31 markierten sowohl Endothelzellen von Blut- als auch von 

Lymphgefäßen. Die Expression von CD31 ist dabei in den Blutendothelzellen signifikant höher 

als in den Lymphendothelzellen, eine Beobachtung, die bereits Wilting et al. (2002) bei normaler 

und ödematöser Haut beschrieben haben. Innerhalb der Öl-Granulome zeigten die Blutgefäße 

außerdem eine unterschiedliche Gefäßdifferenzierung, so dass ich in einigen Blutgefäßen eine 

anti-alpha-SMA-positive Tunica media identifizieren konnte. Durch Doppelfärbungen mit 

Antikörpern gegen alpha-SMA, dem typischen Aktin der glatten Muskelzellen (Skalli et al. 1986; 

Benzonana et al. 1988) und anti-CD31 ließen sich verschiedene Gefäßtypen innerhalb der Öl-

Granulome charakterisieren. Dabei können Gefäße, die sowohl alpha-SMA als auch CD31 

exprimieren, dem arteriellen oder venösen Blutgefäßsystem zugeordnet werden, während es sich  
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bei stark anti-CD31-positiven, anti-alpha-SMA-negativen Gefäßen um Blutgefäßkapillaren und 

bei schwach anti-CD31-positiven, anti-alpha-SMA-negativen Gefäßen um Lymphgefäße handelt.  

 

Podoplanin, das von Podozyten, Keratinozyten und Lymphendothelzellen stark exprimiert wird 

(Schacht et al. 2003) und beim Menschen auch in Osteoblasten und Pneumozyten Typ 1 

vorkommt (Wetterwald et al. 1996), zeigte zusätzlich zu den Lyve1-positiven 

Lymphendothelzellen auch ein Signal in Epithelzellen des Peritoneums und der Pleura parietalis, 

was vermuten lässt, dass anti-Podoplanin-Antikörper in Öl-Granulomen nicht Lymphendothel- 

spezifisch genug sind, um alleine, ohne anti-Lyve1, als Marker eingesetzt werden zu können. 

Makinen et al. (2001b) berichten zudem von Lymphendothelzellkulturen, in denen sie nur in 

einem Teil der anti-Podoplanin-positiven Endothelzellen auch Lyve1-Expression fanden. Somit 

kann auch die Lyve1-Expression variabel sein. In meinen eigenen Untersuchungen habe ich 

jedoch immer eine starke Lyve1-Expression in den Lymphgefäßen der Öl-Granulome gesehen 

und den lymphendothelialen Charakter der Gefäße mit anti-Prox1 bestätigen können. 

 

 

4.3  Das experimentelle Lymphangiom der Maus nach  

  Mancardi et al. (1999) 
Vor einigen Jahren etablierten Mancardi et al. (1999) durch ihre Arbeit an adulten Mäusen, denen 

sie Freund’s incomplete adjuvant (FIA) intraperitoneal injizierten, ein experimentelles 

Mauslymphangiom-Modell. Mancardis Untersuchung der benignen Tumoren ergab, dass diese 

vorwiegend aus Endothelzellen aufgebaut waren, welche die Endothelmarker CD31/PECAM-1, 

CD54/ICAM-1, CD102/ICAM-2 sowie den Wachstumsfaktorrezeptor VEGFR-2 exprimierten. 

Mancardis Beobachtungen beruhten dabei im Wesentlichen auf Untersuchungen mittels in situ 

Hybridisierung, welche sich in den von mir durchgeführten Untersuchungen mit monoklonalen 

Antikörpern nicht vollständig replizieren ließen. 

 

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Mancardi et al. (1999) konnte ich im Rahmen meiner 

Arbeit die Expression von VEGFR-2 nur in  Blutendothelzellen beobachten und nicht in 

Lymphendothezellen. Die blutendothelzellspezifischen Rezeptoren Tie-1 und Tie-2 sowie der im 

hohen Maße lymphendothelspezifische Rezeptor VEGFR-3 konnten von Mancardi et al. (1999) 

durch in situ Hybridisierung in den Gefäßen nachgewiesen werden. Mein Versuch, VEGFR-3 mit 

Hilfe von zwei verschiedenen monoklonalen Antikörpern nachzuweisen, erbrachte kein  
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zuverlässiges Ergebnis. Die verwendeten Antikörper markierten Blutgefäße, aber keine 

Lymphgefäße.  

 

In vitro konnten Mancardi et al. (1999) Zellen aus den Tumoren isolieren und vermehren. Diese 

differenzierten spontan zu gefäßartigen Strukturen aus. Innerhalb der Tumoren zeigten die 

Endothelzellen verschiedene Phasen der vaskulären Entwicklung. In ihren 

elektronenmikroskopischen Untersuchungen beobachteten Mancardi et al. (1999) gefäßartige 

Strukturen mit Lumina, die zum Teil von einer einzigen Endothelzelle begrenzt wurden. 

Mancardi et al. (1999) gaben an, dass die Tumoren eine geeignete und leicht reproduzierbare 

Quelle zur Gewinnung von Lymphendothelzellen darstellen. Weiterhin hielten sie es für möglich, 

dass das von ihnen entwickelte Mauslymphangiom als Modell für die beim Menschen 

auftretenden Erkrankungen des Lymphgefäßsystems dienen könnte. Dieser Überlegung sind 

auch Short et al. (2007) in ihrer Arbeit nachgegangen. Wie von Mancardi et al. (1999) 

beschrieben, wurde von Short et al. (2007) durch intraperitoneale Injektionen von FIA in Ratten 

lymphatisch malformiertes Gewebe induziert und mit immunhistologischen Markern, sowie mit 

Ultraschall und MRT untersucht. Zusätzlich injizierten Short et al. (2007) einer Gruppe von 

Versuchstieren das FIA im Bereich des  Nackens und beobachteten, dass sich hier die gleichen 

Läsionen entwickelten, wie intraperitoneal. Makroskopisch imponierten die intraperitonealen 

Läsionen als weißliche dem Peritoneum anhaftende Plaques, welche histopathologisch zahlreiche 

Zysten enthielten, die von einer einzelnen Endothelzellschicht ausgekleidet waren.  

 

Immunhistologische Färbungen zeigten die Expression des Pan-Endothelmarkers CD31 sowie 

der lymphendothelspezifischen Marker VEGFR-3 und Prox1. Meine Untersuchungen haben 

ergeben, dass die zystischen Räume innerhalb des Öl-Granuloms sowohl von Zellen, die anti-

Lyve1-und anti-Podoplanin-positiv sind ausgekleidet sein können, als auch von Zellen, die nur 

Podoplanin-positiv aber Lyve1-negativ sind. Eine mögliche Erklärung hierfür liefert die 

Beobachtung, dass Podoplanin auch von Epithelzellen der  Pleura und des Peritoneums 

exprimiert wird und es bei der Entstehung des Öl-Granuloms möglicherweise zur Verschleppung 

von Serosazellen in das Öl-Granulom kommt. An den Injektionsstellen im Nacken beobachteten 

Short et al. (2007) sonographisch mikro- und makrozystische Malformationen. Im MRT konnten 

ebenfalls flüssigkeitsgefüllte Zysten nachgewiesen werden, immunhistologisch ließ sich auch hier 

die Expression von CD31, VEGFR-3 und Prox1 nachweisen. Short et al. (2007) interpretierten 

die Formation der Läsionen als Resultat einer Stimulation des Lymphsystems im Bereich der 

Injektion zur Dränage des FIA. Das Mausmodell bewerteten sie dabei ähnlich wie Mancardi et al.  
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(1999) als nützlich für die Erforschung von Therapieverfahren zur Behandlung von 

Lymphangiomen beim Menschen, sowie der Lymphangiogenese.  

 

Hier muss noch einmal angemerkt werden, dass das Verfahren intraperitonealer Öl-Injektionen 

bereits in den 60er Jahren durch eine Reihe von Forschern auf der Suche nach einem geeigneten 

Tiermodell für Plasmazelltumoren beschrieben worden ist. Die histologischen Untersuchungen 

der intraperitonealen Läsionen zeigten damals, dass es sich bei den Tumoren in erster Linie um 

Zellen des Immunsystems handelt. In ihrer Arbeit bezeichneten Potter M und MacCardle (1964) 

die von ihnen induzierten Läsionen daher als Öl-Granulome.  

 

 

4.4 Freund’s incomplete adjuvant (FIA) 
Freundsches Adjuvans ist eine Wasser in Öl Emulsion bestehend aus einem nicht 

metabolisierbaren Öl, einem Surfactant und hitzeabgetöteten Mykobakterien (Freund et al. 1949; 

Freund 1951). Das unvollständige Adjuvans (FIA) enthält keine Mykobakterien (Humphrey and 

White 1964; Merrill 1976; Broderson 1989) und wird zur Steigerung der Antikörperproduktion 

gegen Antigene verwendet, die zusammen mit dem Adjuvans injiziert werden. Die Wirkung 

beruht dabei auf der Induktion einer inflammatorischen Reaktion, welche zu zellulären 

Interaktionen mit dem injizierten Antigen führt (Borek 1977, Broderson 1989).  

 

 

4.5 Subkutane Injektionen von FIA und Mineralölen bei Mäusen 
Schon vor 70 Jahren untersuchten Pullinger und Florey (1937) Abszesse in den Ohren von 

Mäusen, die sie durch Injektion von Terpentin und Amorphous silica, einem natürlich 

vorkommenden Siliziumoxid (SiO2), das keine kristallinen Strukturen bildet, induziert hatten. Ziel 

ihrer Untersuchung war es herauszufinden, ob sich durch die verschiedenen Stimuli Unterschiede 

in der proliferativen Antwort der Lymphgefäße detektieren ließen, da Terpentin eine akute 

Entzündung verursacht, während Amorphous silica ein chronisch-inflammatorisches Geschehen 

herbeiführt. Die durch Terpentininjektion induzierten Abszesse führten dabei zu einer starken 

Proliferation von Lymphgefäßen, die nach Abheilung des Abszesses keine komplette Regression 

zeigten. Pullinger und Florey folgerten daraus, dass Lymphkapillaren durch akute Inflammation 

in der Haut zur Proliferation angeregt werden. Ähnliches beobachteten sie bei den 

Versuchstieren, denen Amorphous silica injiziert worden war, wo sich durch  
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Farbinjektionen ein persistierender lymphatischer Plexus darstellte, dessen  Netzwerk aus 

Lymphkapillaren extrem dicht war. Des Weiteren fanden Pulliner und Florey (1937) zahlreiche 

polymorphkernige Leukozyten, Lymphozyten, Fibroblasten und Makrophagen innerhalb der 

Läsion. 

 

1961 veröffentlichte Dale, die wie Pullinger und Florey (1937) Injektionen an Mäuseohren 

vornahm, eine Untersuchung über die Effekte der einzelnen Komponenten des FIA.  

Im Fokus stand die Frage, inwiefern die einzelnen Komponenten des Adjuvans die Proliferation 

von Lymphgefäßen stimulieren. Dale (1961) beobachtete, dass sich durch Injektion von FIA eine 

markante Proliferation von Lymphgefäßen auslösen ließ, während die alleinige Injektion des Öls 

(Bayol F) oder des Surfactant (Arlacel A) geringere Proliferation verursachte. Die Injektion einer 

Suspension von abgestorbenen M. tuberculosis führte zu keiner Neubildung von Lymphgefäßen. 

Wurden die Mykobakterien aber zusammen mit FIA injiziert, zeigte sich die insgesamt stärkste 

Proliferationsantwort. Eine frühere Arbeit von Dale (1960) vergleicht die Effekte von Terpentin 

Injektionen wiederum in Mäuseohren mit denen des Freundschen Adjuvans. Darin beschreibt 

Dale (1960) die durch Terpentin ausgelöste Proliferation von Lymphgefäßen als diffus, während 

das Freundsche Adjuvans ein dichtes Netzwerk von Lymphgefäßen in einem umschriebenen 

Bereich herbeiführt. 

 

 

4.6  Intraperitoneale Injektionen von FIA und Mineralölen  

  bei Mäusen 
Die Untersuchung der Effekte von intraperitonealen Injektionen des FIA und einer Reihe von 

Paraffin- und Mineralölen begannen in den 1960er Jahren. Die hierbei induzierten Tumoren 

wurden im Allgemeinen als Öl-Granulome beschrieben. Dabei konnte beobachtet werden, dass 

sich innerhalb der Öl-Granulome in Abhängigkeit von dem verwendeten Öl nach einiger Zeit 

Plasmazelltumoren entwickelten. Außerdem zeigte sich, dass BALB/c-Mäuse für die 

Entwicklung von Plasmozytomen weit anfälliger waren als andere Mausstämme (Merwin und 

Redmon 1963; Yamada H et al. 1969; Potter M 1972). Die zelluläre Zusammensetzung und die 

Genese der Öl-Granulome wurden in zahlreichen Arbeiten histologisch untersucht (Potter M 

und Robertson 1960; Potter M und Boyce 1962; Potter M und MacCardle 1964; Slawa 1980; Janz 

et al. 1987). BALB/c-Mäuse, denen FIA zusammen mit hitzeabgetöteten Staphylokokken 
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intraperitoneal injiziert wurde, entwickelten innerhalb weniger Tage  lipogranulomatöse Läsionen, 

welche dem Peritoneum anhafteten und aus vielen zystenähnlichen Räumen und reaktivem 

Bindegewebe bestanden. Die Untersuchung der Zysten ergab, dass sie Paraffinöl enthielten. Ihre 

Wände waren zum Teil dünn, möglicherweise endothelial begrenzt, während andere mit 

epitheloiden Zellen, Histiozyten und Granulozyten ausgekleidet waren (Potter M und Robertson 

1960; Potter M und Boyce 1962). Bei der intraperitonealen Injektion der Öl Komponente (Bayol 

F) des Freundschen Adjuvans wurde submesothelial die Entwicklung von Öl-Granulomen 

beobachtet, die sich als weißlich milchiges Gewebe darstellten und typischerweise einen 

nodulären Charakter aufwiesen. Die Granulome resultierten aus der extensiven Inkorporation 

von Öl in das submesotheliale Bindegewebe. Histologisch wurden in frühen Stadien Öltropfen 

gesehen, die von Makrophagen umgeben dem Mesothel anhafteten und später zusammen mit 

den Makrophagen vom Mesothel umschlossen wurden. Zusätzlich wurden Regionen beobachtet, 

in denen die sich entwickelnden Granulome kein Mesothel an der Oberfläche aufwiesen. Die 

Vaskularisation der Öl-Granulome war dicht mit Charakteristika neu entstandener Gefäße. 

Innerhalb der Öl-Granulome wurden neben undifferenzierten mesenchymalen Zellen auch 

Fibroblasten, Lymphozyten, Plasmazellen und Granulozyten gefunden (Potter M und MacCardle 

1964). 

 

Slawa (1980) berichtet ebenfalls von der Entstehung vieler inflammatorischer Öl-Granulome auf 

dem Peritoneum von BALB/c-Mäusen, denen er Bayol F intraperitoneal injiziert hatte. In der 

histologischen Untersuchung beobachtete er neben Öl beladenen Zellen, Plasmozyten und 

Makrophagen. 57% der BALB/c-Mäuse entwickelten im weiteren Verlauf ein Plasmozytom,  

dabei war Aszites das makroskopisch führende Symptom. Janz et al. (1987), die Paraffinöl 

intraperitoneal injizierten, kamen zu ähnlichen Ergebnissen. Ihre histopathologischen 

Untersuchungen zeigten, dass die peritonealen Öl-Granulome die Grundlage von 

Plasmazelltumoren waren und dass Aszites ein Anzeichen für die Entstehung der Tumoren war.  

 

Verschiedene Untersuchungen an immunsupprimierten BALB/c-Mäusen ergaben, dass sich die 

Entstehung von Öl-Granulomen und damit auch von Plasmazelltumoren durch 

Immunsuppression verhindern lässt (Takakura et al. 1966; Potter M et al. 1985; McDonald und 

Degrassi 1992; Avcu et al. 2005). Takakura et al. (1966) beobachteten, dass sich bei BALB/c- 

Mäusen, die durch Cortisol immunsupprimiert wurden, keine Plasmazelltumoren induzieren 

ließen. Der inflammatorische Prozess wurde vollständig unterdrückt, so dass sich auch keine 

nodulären Öl-Granulome entwickelten. Das Mineralöl blieb frei in der Peritonealhöhle, lediglich 
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 kleine stecknadelkopfgroße granulomatöse Läsionen wurden vereinzelt beobachtet, während die 

Versuchstiere der Kontrollgruppe im Anschluss an die intraperitoneale Mineralölinjektion (Prime  

Oil 355) innerhalb von Wochen milchig weiße Granulomknoten auf der mesothelialen 

Oberfläche entwickelten. Nach Injektion stieg die Zahl der inflammatorischen Zellen in der 

peritonealen Flüssigkeit rasch an. In der Anfangsphase handelte es sich dabei hauptsächlich um 

lymphoide und neutrophile Zellen. Die Zahl der Makrophagen stieg dann innerhalb der ersten 

Woche so rapide an, dass sie zur häufigsten Zellpopulation (43,8%) wurden und die der 

Lymphozyten zur zweit häufigsten (28%). Takakura et al. (1966) berichteten, dass 88% der Mäuse 

12 Monate nach Injektion Plasmazelltumoren entwickelt hatten. 

 

Aufgrund des Fehlens der geeigneten Technik zur damaligen Zeit, wurden die Öl-Granulome in 

keiner der beschrieben Arbeiten immunhistologisch untersucht. 

 

 

4.7 Phagozytäre Reaktionen nach intraperitonealer Öl-Injektion 
Sowohl Pullinger und Florey (1937), als auch Potter M und MacCardle (1964), Slawa (1980) und 

Takakura et al. (1966) beobachteten zahlreiche inflammatorische Zellen in den von ihnen 

induzierten Öl-Granulomen. Makrophagen wurden dabei in jeder dieser Arbeiten gefunden.  

Takakura et al. (1966) beschreiben sie neben den Lymphozyten sogar als häufigste Zellpopulation 

in der peritonealen Flüssigkeit. Biewenga et al. (1995) vermuteten, dass Makrophagen, die 70-90% 

der frei in der Peritonealhöhle vorkommenden Zellen in Mensch und Labortier ausmachen (Bos 

et al. 1988; Plasman und Vray 1993), möglicherweise die Hauptrolle beim Prozessieren und 

Transportieren von injiziertem Fremdmaterial besitzen. Ihre Untersuchung ergab, dass Mäuse, 

bei denen zuvor durch Dichlormethylenbisphosphonate die gesamte intraperitoneale 

Makrophagenpopulation eliminiert worden war, eine beschleunigte Repopulation des Omentum 

mit Makrophagen zeigten, wenn FIA intraperitoneal injiziert wurde. Auch Delemarre et al. (1990) 

beobachteten eine Beeinflussung der Repopulation der Peritonealhöhle mit Makrophagen durch 

FIA. Die Arbeit von Deams und Koerten (1978), die die zelluläre Zusammensetzung des 

peritonealen Exsudats nach intraperitonealer Injektion von Paraffinöl bei Mäusen untersuchten, 

ergab dass der Hauptunterschied zwischen der Kontroll- und der Experimentalgruppe ein 

Wechsel der Zellzahl ist, verursacht durch einen Anstieg von neutrophilen Granulozyten und 

Makrophagen in der Peritonealhöhle. Ähnliches beobachteten auch Alfonso et al. (1998).  
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Der Anstieg der  Gesamtzahl der Makrophagen resultierte dabei aus der Exsudation von 

Monozyten aus dem Blut (van Furth 1976). Demnach können intraperitoneal zwei Arten von 

Makrophagen unterschieden werden (Deams et al. 1975; Deams et al. 1976), nämlich residente  

Makrophagen (Deams und Brederoo 1973) und solche, die von Monozyten aus dem Blut 

abstammen (van Furth und Cohn 1968; van Furth 1976). Die Makrophagenpopulation beim 

inflammatorischen Geschehen besteht also aus lokal vorhandenen Makrophagen als auch aus 

exsudierten Monozyten (Deams und Koerten 1978). 

 

 

4.8  Das inflammatorische Geschehen und seine Bedeutung für

 die Häm- und Lymphangiogenese 
Meine immunhistologischen Färbungen mit Antikörpern gegen CD45, einem Glykoprotein, das 

auf den Zellmembranen aller leukozytärer Zellen vorkommt, zeigen, dass die FIA induzierten 

Tumoren vornehmlich aus Leukozyten bestehen. CD45, das bei der Signaltransduktion von 

Immunzellen als rezeptoranaloge Protein-Thyrosin-Phosphatase (PTP) regulatorische Aufgaben 

besitzt (Thomas 1989; Trowbridge und Thomas 1994; Hermiston et al. 2003), wird ausschließlich 

von Zellen des hämatopoetischen Systems exprimiert (Trowbridge 1978; Standring et al. 1978; 

Sunderland et al. 1979; Hoessli und Vassalli 1980; Dalchau et al. 1980). Sowohl die 

Hämangiogenese als auch die Lymphangiogenese, die ich beobachten konnte, scheinen dabei 

sekundär von den Leukozyten induziert zu sein. Die Gefäßsprossungen gehen dabei von  

benachbarten Organen z.B. dem Diaphragma aus. Am Anfang steht offensichtlich das 

inflammatorische Geschehen, das durch die immunhistologische Färbung mit anti-CD45-

Antikörpern sichtbar gemacht werden kann. In ihren frühen Arbeiten beobachteten Pullinger 

und Florey (1937),  Potter M und MacCardle (1964), Slawa (1980) und Takakura et al. (1966) 

ebenfalls zahlreiche inflammatorische Zellen. Potter M und MacCardle (1964) berichten, dass in 

entstehenden Öl-Granulomen Öl-Tropfen von Makrophagen phagozytiert werden. Biewenga et 

al. (1995) vermuteten, dass Makrophagen möglicherweise die Hauptrolle beim Prozessieren und 

Transportieren von injiziertem Fremdmaterial besitzen. In zahlreichen Untersuchungen konnte 

gezeigt werden, dass Makrophagen auch in der Lage sind, den hämangiogenen Wachstumsfaktor 

VEGF-A (Berse et al. 1992; Fava et al. 1994) und die lymphangiogenen Wachsumsfaktoren 

VEGF-C und VEGF-D (Sunderkotter et al. 1994; Skobe 2001; Schoppmann 2002; Baluk et al. 

2005) zu exprimieren. Taichman et al. (1997) konnten VEGF-A-Expression in neutrophilen 

Granulozyten in inflammatorischen Geweben beobachteten. Baluk et al. (2005) zeigten, dass  
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neben Makrophagen auch neutrophile Granulozyten und Epithelzellen in der Lage sind, VEGF-

C und VEGF-D zu exprimieren. Im Tiermodell einer chronisch-inflammatorischen 

Atemwegsinfektionen mit Mycoplasma pulmonis beobachteten diese Autoren auch, dass VEGF-C-  

und VEGF-D-exprimierende Immunzellen in der Lage sind, Lymphangiogenese auszulösen. 

Bereits Koch AE et al. (1986) zeigten, das aktivierte Monozyten und Makrophagen in der Lage 

sind, Angiogenese in die gefäßfreien Kornea hinein zu induzieren. In einem ähnlichen Tiermodell 

konnten Cursiefen et al. (2004) die Lymphangiogenese sowohl durch VEGF-A-Inhibitoren als 

auch durch die Eliminierung der VEGF-C- und D-produzierenden Makrophagen blockieren. Es 

ist also anzunehmen, dass innerhalb der Öl-Granulome Wachstumssignale für Hämangiogenese 

und Lymphangiogenese von CD45-positiven Leukozyten ausgehen. 

 

 

4.9 Rolle der VEGF-Rezeptoren bei der Häm- und

 Lymphangiogenese 
Das Zusammenspiel von VEGF-C und VEGF-D bei der Induktion von Lymphangiogenese und 

Hämangiogenese wurde bereits in zahlreichen Untersuchungen gezeigt (Oh et al. 1997; Jeltsch et 

al. 1997; Kubo et al. 2002; Veikkola et al. 2001). Bei der Lymphangiogenese wirken VEGF-C und 

VEGF-D dabei vorwiegend über die Aktivierung von VEGFR-3 (Joukov et al. 1996; Lee J et al. 

1996; Orlandini et al. 1996; Yamada Y et al. 1997; Achen et al. 1998), dessen Expression in 

adulten Geweben in hohem Maße lymphendothelspezifisch ist (Kaipainen et al. 1995; Partanen et 

al. 2000). Baldwin et al. (2001) konnten zeigten, dass VEGF-D in Mäusen, anders als beim 

Menschen, ausschließlich an VEGFR-3 bindet, während es beim Menschen zusätzlich ein Ligand  

von VEGFR-2 ist. Der Verlust von VEGF-D führt aber bei Knock-out-Mäusen zu keinen 

sichtbaren Effekten (Baldwin et al. 2005). Nach enzymatischer Spaltung in vivo nimmt die 

Affinität von VEGF-C und VEGF-D zum VEGFR-2 stetig zu. Damit steigt die Fähigkeit 

zusätzlich zur Lymphangiogenese auch Hämangiogenese via VEGFR-2 zu induzieren (Joukov et 

al. 1997; Cao et al. 1998; Stacker et al. 1999). VEGFR-2 wird in hohem Maße auf 

Blutendothelzellen exprimiert (Kriehuber et al. 2001; Nagy et al. 2002). In mehreren 

Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden, dass VEGFR-2, der sowohl durch VEGF-C und 

VEGF-D als auch durch VEGF-A aktiviert werden kann, auch von Lymphendothelzellen 

exprimiert wird (Wilting et al. 1997; Kriehuber et al. 2001; Veikkola et al. 2001; Nagy et al. 2002; 

Hirakawa et al. 2003; Hong et al. 2004). Tumorassoziierte als auch wundassoziierte 

Blutendothelzellen können auch die Fähigkeit erlangen, VEGFR-3 zu reexprimieren (Partanen et  
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al. 1999; Kubo et al. 2000). Da VEGF-C und VEGF-D nach enzymatischer Spaltung auch als 

Liganden von VEGFR-2 zur Verfügung stehen und da VEGFR-2 ebenfalls von 

Lymphendothelzellen exprimiert wird (Veikkola et al. 2001; Hong et al. 2004), ist eine exakte  

Gewichtung der Funktionen von VEGFR-2 gegenüber  VEGFR-3 bei der Lymphangiogenese 

kaum möglich. Veikkola et al. (2001) beobachteten jedoch, dass die alleinige Aktivierung der 

VEGFR-3 Signaltransduktion zum Auslösen der Lymphangiogenese bei Mäusen ausreichend ist. 

 

Meine eigenen Untersuchungen zeigen, dass innerhalb der Öl-Granulome VEGFR-2 

ausschließlich von Blutendothelzellen exprimiert wird. Das Lymphendothel, das mit Hilfe der 

Lymphendothelmarker Lyve1 und Prox1 sicher dargestellt werden konnte, zeigte keine 

Doppelpositivität von Lyve1 und VEGFR-2 in den Immunfluoreszenzfärbungen. Somit stellt 

sich die Frage, ob die untersuchten Mauslymphangiome tatsächlich ein dem Menschen 

vergleichbares Untersuchungsmodell darstellen, da sie sich nachgewiesenermaßen in ihrer 

VEGFR-2-Expression deutlich vom humanen Lymphangiom unterscheiden. 

 

 

4.10 Einfluss der Blutendothelzellen auf die Lymphangiogenese 
Bereits Clark und Clark (1932) beobachteten, dass in adulten Versuchstieren die 

Lymphangiogenese in Wunden von bereits existierenden Lymphgefäßen ausgeht. 

Nach Folkman (1995) ist die Angiogenese, das Auswachsen von neuen Blutgefäßen aus bereits 

bestehenden Gefäßen ein wichtiger Aspekt chronisch-inflammatorischer Erkrankungen. So kann 

auch für meine Experimente vermutet werden, dass die vom Diaphragma ausgehende 

Hämangiogenese, wie auch die Lymphangiogenese ihren Ursprung in dort bereits existierenden 

Blutgefäßen bzw. Lymphgefäßen hat. Deutlich zu sehen war auch, dass die Hämangiogenese 

innerhalb des Öl-Granuloms der Lymphangiogenese vorausging, wobei die Blutgefäße stets tiefer 

in den Tumoren zu finden waren als die Lymphgefäße, denen sie als eine Art Leitstruktur zu 

dienen schienen. Eine mögliche Erklärung hierfür liefern Untersuchungen von Kriehuber et al. 

(2001) und Makinen et al. (2001a), die zeigen konnten, dass das Wachstum von 

Lymphendothelzellen in Kultur VEGF-C-abhängig erfolgt und dass in gemischten Zellkulturen 

VEGF-C von  Blutendothelzellen bereitgestellt wird. VEGF-C-Expression durch 

Blutendothelzellen ist ebenfalls in einer Reihe weiterer Untersuchungen nachgewiesen worden 

(Joukov et al. 1996; Hirakawa et al. 2003; Baluk et al. 2005). Papoutsi et al. (2000) beobachteten in 

ihrer Arbeit an experimentellen Melanomen, dass diese durch VEGF-C-Produktion in der Lage 
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waren Lymphangiogenese zu induzieren. Die Transfektion der Melanomzellen mit sflt4 (lösliche 

Form des VEGFR-3) kodierender cDNS, zeigte in ihren Untersuchungen eine weitgehende aber  

nicht vollständige Inhibition der Lymphangiogenese, während die Hämangiogenese völlig 

unbeeinträchtigt blieb. 

 

 

4.11  Hypothese über die Genese der Öl-Granulome 
Die immunhistologischen Färbungen mit anti-CD45-Antikörpern haben gezeigt, dass das FIA zu 

einer chronisch-inflammatorischen Reaktion auf dem Peritoneum führt, und die histologischen 

Untersuchungen von Potter M und MacCardle (1964) lassen vermuten, dass sowohl in der 

Peritonealhöhle residente Makrophagen, als auch aus dem Blut rekrutierte Monozyten zur 

Eliminierung des Fremdmaterials durch Phagozytose herangezogen werden (Deams und Koerten 

1978; Delemarre et al. 1990; Biewenga et al. 1995). Dabei scheint sich aus den zahlreichen 

Untersuchungen mit Öl-Injektionen (Pullinger und Florey 1937; Dale 1960, 1961; Potter M und 

Robertson 1960; Potter M und Boyce 1962; Potter M und MacCardle 1964; Slawa 1980; Janz et 

al. 1987) die Regel ableiten zu lassen, dass je wasserunlöslicher das Adjuvans ist, desto länger ist 

seine Persistenz  innerhalb der Peritonealhöhle. Damit verstärkt sich der von ihm ausgehende 

inflammatorische Stimulus. Die zum Teil makroskopisch sichtbaren Zysten der Öl-Granulome 

enthalten das Adjuvans (Potter M und Robertson 1960; Potter M und Boyce 1962; Short et al. 

2007). Die Entstehung der Granulome kann demnach auch als Folge erschwerter oder 

unmöglicher Metabolisierung des Adjuvans interpretiert werden, wodurch es zu einer 

Anreicherung von Makrophagen und anderer Phagozyten entlang des Peritoneums kommt. Weil 

die Metabolisierung nicht gelingt, kommt es zur Ausbildung von Granulomen, in denen das 

Adjuvans in Phagozyten eingelagert wird, um es gegen die Peritonealhöhle abzuschirmen. 

 

Da aktivierte Makrophagen und andere Leukozyten in der Lage sind VEGF-A, VEGF-C und 

VEGF-D zu exprimieren (Berse et al. 1992; Fava et al. 1994; Sunderkotter et al. 1994; Skobe 

2001; Schoppmann 2002; Baluk et al. 2005), lässt sich auf diese Weise ein Teil der beobachteten 

Hämangiogenese und Lymphangiogenese erklären. Auch angiogene Blutendothelzellen sind in 

der Lage, VEGF-C zu exprimieren (Joukov et al. 1996; Kriehuber et al. 2001; Makinen et al. 

2001a; Hirakawa et al. 2003; Baluk et al. 2005), wodurch die Blutgefäße, wie von mir beobachtet, 

den Lymphgefäßen vorangehen und vermutlich als eine Art Leitstruktur dienen.  
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4.12 Bewertung der Übertragbarkeit des Tiermodells auf den

 Menschen 
Unter der Annahme, dass Zellen des Immunsystems maßgeblich für die Genese der 

experimentellen Lymphangiome verantwortlich sind, scheint das Heranziehen dieses Tiermodells 

für die Erforschung  neuer Therapien zur Behandlung von Lymphangiomen beim Menschen  

weniger geeignet zu sein. Auch wenn die Pathogenese der menschlichen Lymphangiome bis 

heute nicht eindeutig geklärt ist, so unterscheidet sie sich doch grundlegend vom Tiermodell in 

folgenden Punkten: Von einigen Autoren wird die Ursache für die Entstehung der 

Lymphangiome beim Menschen in der fehlenden Dränage von Lymphe aus den (primordialen) 

Lymphsäcken des Embryos in das venöse System angesehen. Sekundär kommt es so zu einer 

Vergrößerung von obliterierten lymphatischen Kanälen, aus denen sich Zysten entwickeln 

können (Smith 1982; Giguere et al. 2002a; Koch BL 2005; Lee BB et al. 2005). Andere Autoren 

gehen von einer abnormalen Abkapselung der (primordialen) Lymphsäcke in der frühen 

Embryogenese als Ursache aus (Goetsch 1938; Philips und McGahan 1981). Eine weitere 

Theorie macht den Verlust der Verbindung von aberrierenden Lymphgefäßanlagen zu den 

embryonalen Lymphsäcken für die Entstehung der mit Lymphe gefüllten Zysten verantwortlich 

(Lee K und Klein 1980). Weitere mögliche Ursachen werden in einer Hyperproliferation von 

Lymphendothelzellen durch überschießende Expression lymphendothelialer Wachstumsfaktoren 

oder aber einem Mangel an deren Inhibitoren gesehen (Albuquerque et al. 2009). 

 

Mit Hilfe von Immunsuppressiva (Takakura et al. 1966; Potter M et al. 1985; McDonald und 

Degrassi 1992; Avcu et al. 2005) konnte gezeigt werden, dass sich die Entstehung von                    

Öl-Granulomen bei der Maus vollständig verhindern lässt. Im Gegensatz dazu ist zu vermuten,  

dass menschliche Lymphangiome nicht primär durch Inflammation, sondern vielmehr durch 

primäre Gendefekte der Lymphendothelzellen hervorgerufen werden (Charabi et al. 2000; 

Hamoir et al. 2001; Koch BL 2005). Singh und Carr (1966) beobachteten außerdem, dass das 

zystische Hygrom besonders häufig in Aborten vorkommt, die den Karyotyp 45,X0 

(Turnersyndrom) aufweisen. Die Tatsache, dass auch in menschlichen Lymphangiomen 

Inflammation beobachtet werden kann (Perkes et al. 1979; Frigoletto et al. 1980; Nussinovitch et 

al. 2001), kann als sekundäre Folge oder Komplikation des behinderten Lymphabflusses 

interpretiert werden, der mit Stase- und Ödembildung einhergeht. Lymphangiome des Menschen 

sind offensichtlich kongenitale Erkrankungen und nicht auf einen persistenten inflammatorischen 
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Stimulus zurückzuführen (Charabi et al. 2000; Hamoir et al. 2001; Koch BL 2005). Hierin liegt 

einer der Hauptunterschiede und es bleibt abzuwarten, ob sich Therapiemethoden aus einem 

Tiermodell ableiten lassen, in dem der chronisch-inflammatorische Stimulus durch das FIA als 

Signal zur Häm- und Lymphangiogenese betrachtet werden kann. 
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5.  Zusammenfassung 
Mittels intraperitonealer Injektionen von Freund’s incomplete adjuvant (FIA) in adulte Mäuse, 

nach Mancardi et al. (1999), wurden experimentelle Lymphangiome induziert, die als weißliche 

Tumoren dem Diaphragma aufgelagert waren. Mittels des Cluster of Differentiation Molecule 45 

(CD45), einem immunhistologischen Marker für Leukozyten, konnte ich nachweisen, dass das 

Tumorgewebe in erster Linie aus einer massiven Ansammlung von Leukozyten bestand. Mit 

Hilfe spezifischer Antikörper gegen Lymphatic Vascular Endothelial Hyaluron Receptor-1 

(Lyve1) und Prospero-related Homeoboxgen-1 (Prox1) für Lymphendothelzellen sowie gegen 

Podoplanin, Mouse endothelial cell antigen 32 (Meca32) und Vascular Endothelial Growth 

Factor Receptor- 2 (VEGFR-2), ein vaskulärer Wachstumsfaktorrezeptor, wurde die Häm- und 

Lymphangiogenese untersucht. Dabei zeigte sich, dass Blut- und Lymphgefäße kontinuierlich 

vom Diaphragma ausgehend in die Tumoren vorgedrungen waren. VEGFR-2-positive 

Blutgefäße, welche sich mit anti-Meca32-Antikörpern und dem Pan-Endothelmarker Cluster of 

Differentiation Molecule 31(CD31) darstellen ließen, waren weiter in das Tumorgewebe 

vorgedrungen als die Lymphgefäße, die offensichtlich dem Weg der Blutgefäße folgten. VEGFR-

2-Expression konnte ich in den neu entstandenen Gefäßen ausschließlich in Blutendothelzellen 

beobachten und nicht in Lyve1- oder Prox1-positiven Lymphendothelzellen. Podoplanin wurde 

sowohl von Lyve1-positiven Lymphendothelzellen als auch von Lyve1-negativen Epithelzellen 

des Peritoneums und der Pleura parietalis exprimiert, so dass der alleinige Einsatz von Podoplanin 

die Lymphendothelzellen nicht eindeutig charakterisiert.  
 

Die Bezeichnung der durch FIA verursachten Läsion als experimentelles Lymphangiom muss 

daher kritisch betrachtet werden. Potter M und MacCardle (1964) beschrieben die von ihnen 

durch Öl-Injektionen induzierten Tumoren als Öl-Granulome, eine Beschreibung, die aufgrund 

der massiven Infiltration des Tumors mit CD45-positiven Leukozyten zutreffender zu sein 

scheint. Dennoch hat sich das von Mancardi et al. (1999) beschriebene Tiermodell als Verfahren 

bei der Gewinnung lymphendothelialer Zelllinien bewährt. Ob dieses Tiermodell der 

experimentellen Lymphangiome jedoch auch auf den Menschen übertragbar ist und hier bei der 

Entwicklung neuer Therapien helfen kann, bleibt abzuwarten. Ähnlichkeiten zwischen 

Lymphangiomen des Menschen, die ca. 5% aller benignen Tumoren des Kindes- und 

Säuglingsalters ausmachen, und experimentellen Lymphangiomen der Maus bestehen in der 

lymphendothelialen Auskleidung und der zystischen Morphologie der Läsionen. Andererseits 

bestehen Unterschiede in der Pathogenese. Während es sich beim menschlichen Lymphangiom 

um eine kongenitale Erkrankung des Lymphgefäßsystems handelt, ist im Tiermodell die Ursache 

in einer chronisch inflammatorisch bedingten Lymphangiogenese zu sehen. 
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7.  Abkürzungsverzeichnis 
Alpha-SMA      Alpha- Smooth-Muscle-Actin 

BSA      Bovines Serumalbumin 

CD31      Cluster of Differentiation Molecule 31 

CD45      Cluster of Differentiation Molecule 45 

FIA      Freund’s Incomplete Adjuvant 

KPP      Kaliumphosphatpuffer 

Lyve1      Lymphatic Vascular Endothelial Hyaluron Receptor-1 

Meca32       Mouse endothelial cell antigen 32  

Prox1      Prospero-related Homeoboxgen-1 

VEGFR- 2     Vascular Endothelial Growth Factor Receptor- 2 

VEGFR- 3     Vascular Endothelial Growth Factor Receptor- 3 
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