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1 Einleitung

1.1 Der Blutkreislauf

Der humane Blutkreislauf ist, mit Ausnahmen in Milz und Plazenta, ein
geschlossenes System, in dem physiologisch im Korper Blut transportiert wird.
Dieses System besteht aus dem Herzen, das die zentrale Pumpfunktion
tibernimmt, und den Blutgefdfien, in denen das Blut zu den Zielorganen

beférdert wird. Es wird auch als kardiovaskulédres System bezeichnet.

1.2 Blutgefifie

Blutgefafse werden aufgrund ihres Aufbaus und ihrer Funktion in verschiedene
Typen unterteilt. Im menschlichen Blutkreislauf gibt es Arterien, die das Blut
vom Herzen weg transportieren, und Venen, die das Blut von der Peripherie
zum Herzen transportieren. Das Herz bildet die zentrale Pumpe, welche durch
Druck das Blut in die Gefafie beférdert und damit die Richtung des Blutstroms
durch den Korper vorgibt. Zwischen dem vendsen und arteriellen Stromgebiet
liegen Gefdfle, die der Mikrozirkulation angehoren. Der Durchmesser wird,
ausgehend vom Herzen, immer kleiner. Arteriolen fithren das Blut dann in den
verschiedenen Geweben zu den Kapillaren. Hier finden der Gas- und
Stoffaustausch statt. An die Kapillaren schliefien sich die Venolen an, die dann
zu den groflerlumigen Venen werden, in denen das Blut zuriick zum Herzen

befordert wird.

Man unterscheidet den grofien und den kleinen Blutkreislauf, in denen das Herz
das Koordinationszentrum bildet. Das Herz, ein muskuldses Hohlorgan, besteht
aus zwei Vorhofen und zwei Kammern. Das Blut aus der Korperperipherie
gelangt zunachst in den rechten Vorhof und dann in die rechte Herzkammer.
Von dort gelangt es in den kleinen Kreislauf und damit in die Lunge. In den
Kapillaren der Lunge finden die Abgabe von Kohlendioxid und die Aufnahme

von Sauerstoff statt. Schliefslich wird das Blut {iber die Venae pulmonales
1



zuriick in das Herz befordert. Zuerst gelangt das nun sauerstoffreiche Blut in
den linken Vorhof, dann in die linke Herzkammer und von dort, mithilfe der
Pumpkraft des Herzens, in die Korperperipherie, um die Zielorgane mit
Sauerstoff ~und  Nahrstoffen zu  versorgen und  Abbauprodukte
abzutransportieren. Durch regelmafiige Kontraktion und Erschlaffung des
Herzens, die Koordination der Vorhofe und Kammern und die Elastizitat der
Geféfse, wird der physiologische Blutkreislauf aufrechterhalten (Schiebler und
Korf 2007; Baum 2004; Silbernagl und Despopoulos 2007).

Wandaufbau der Gefiafie

Die Gefdfle des menschlichen Blutkreislaufes haben im Wesentlichen einen
gleichartigen Wandaufbau. Die einzelnen Modifikationen der Gefaffwand
kommen durch die unterschiedlichen Funktionen der Gefifle zu Stande. Das
venose System ist zum Beispiel anders strukturiert als das arterielle System oder
das Kapillarsystem, da es anderen Bedingungen ausgesetzt ist und andere
Funktionen erfiillt. Dazu gibt es noch Unterschiede in den einzelnen Organen.
Es gibt keine scharfe Trennung der einzelnen Abschnitte untereinander, es ist
vielmehr ein flieBender Ubergang zu beobachten. Der Aufbau der Arterien und

Venen besteht in der Regel aus drei Schichten:

1. Die Tunica interna (Intima) bildet die innere Schicht des Gefdfses. Sie
besteht aus flachem, einschichtigem Plattenepithel, dem so genannten
Endothel. Das Endothel bildet die Innenflache des Gefdfses zum Lumen
hin und somit die Grenze zum durchflieSenden Blut. Das Endothel liegt
einer Basalmembran an. Unmittelbar darunter befindet sich das Stratum
subendotheliale. Das Stratum subendotheliale ist ein lockeres Bindegewebe,
welches aus Fibroblasten, Abwehrzellen und glatten Muskelzellen
besteht. Die Tunica interna sorgt fiir einen optimalen Gas- und

Stoffaustausch zwischen Blut und der Gefafswand. Die Membrana elastica



interna bildet aus elastischen Fasern die Grenze zur darunter liegenden

Tunica media.

2. Die Tunica media (Media) ist die mittlere Schicht des Gefafes. Sie besteht
aus glatten Muskelzellen, sowie Kollagenfaser und elastischen Fasern, die
sich ringformig anordnen. Die Tunica media reguliert die Weite des
Gefafles durch Muskelkontraktionen. In grofieren Gefdflen kann eine
Lamina elastica externa vorkommen, welche die Grenze zur Tunica
adventitia darstellt. Venen besitzen einen hohen Anteil an Bindegewebe in

der Tunica media.

3. Die Tunica externa (Adventitia) bildet die dufSere Schicht der Gefaffwand.
Sie besteht aus einem lockeren Bindegewebsgeflecht, welches kollagene
Fasern und einen hohen Anteil an elastischen Fasern enthalt. Das lockere
Bindegewebe der Tunica adventitia geht in das Stroma des Organs {iber, in
welches das Gefaf3 eingebettet ist (Junqueira und Carneiro 2004; Schiebler
und Korf 2007; Baum 2004; Silbernagl und Despopoulos 2007).

Arterien

Arterien transportieren vom Herzen das zumeist sauerstoff- und nahrstoffreiche
Blut zu den Organen und regulieren mafigeblich iiber eine nervale und
hormonelle Steuerung die Durchblutung eines Organs oder eines
Organabschnitts. Es gibt drei verschiedene Arten arterieller Gefafie: Arterien

vom elastischen Typ, Arterien vom muskuldren Typ und Arteriolen.

1.2.1.1 Arterien vom elastischen Typ

Zu dieser Sorte von Arterien gehoren die Aorta und die von ihr abzweigenden
arteriellen herznahen Aste. Die Intima ist bei diesen Gefaflen meistens dicker als
bei anderen Gefafien, da das Stratum endotheliale mehr retikuldre Fasern

beinhaltet. In der Tunica media dieser Gefaf3e befindet sich ein hoher Anteil an



konzentrisch angeordneten elastischen Fasernetzen und metabolischen, glatten
Muskelzellen. Die Aorta eines Erwachsenen kann bis zu 70 Lamellen dieser
glatten Muskelzellen enthalten (Junqueira und Carneiro 2004). Die Tunica

adventitia enthalt elastische Fasern, Kollagenfasern, Nerven und Vasa vasorum.

Durch den hohen Anteil an elastischen Fasern sind die herznahen GefafSe in der
Lage, den pulsativen und diskontinuierlichen Blutstrom des Herzens in einen
nahezu kontinuierlichen Blutstrom fiir die Peripherie umzuwandeln. Dies ist die

so genannte Windkesselfunktion.

1.2.1.2 Arterien vom muskuldren Typ

Zu dieser Sorte von Arterien gehoren die mittleren bis kleinen Arterien. Die
Tunica media besitzt bei diesen Gefdaflen eine ausgeprégte glatte Muskulatur.
Diese Arterien sind in der Lage, dem Druck, der durch die Pumpleistung des
Herzens entsteht, standzuhalten und sich im herznahen Bereich bei Bedarf zu
weiten. Bei abfallenden Driicken konnen sich die mittleren bis kleinen Arterien
zum Ausgleich kontrahieren. Diese Vasokonstriktion dient dazu, den Blutdruck

stabil zu halten.

1.2.1.3 Arteriolen

Die Arteriolen bestehen aus einer bis zwei Schichten glatter Muskelzellen in
ihrer Tunica media. Sie haben einen sehr diinnen Schichtaufbau und einen
Durchmesser von 30-40 um (Junqueira und Carneiro 2004). Dabei sind sie sehr
kontraktil und kénnen bei Bedarf das komplette Gefafs verschliefien. Dadurch
kontrollieren sie den Blutzufluss zu den einzelnen Geweben. Die Arteriolen

gehen dann iiber in die Kapillaren.

1.2.1.4 Kapillaren

Die feinen Kapillaren sind Haargefdfle, die bis zu einem Millimeter lang und

einen Durchmesser von 5 bis 15 um haben kénnen (Schiebler und Korf 2007). Sie
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sind die Verbindung zwischen dem arteriellen und venosen System. Die
Gefafswande sind bei den Kapillaren sehr diinn, damit hier ein optimaler Gas-
und Nahrstoffaustausch zwischen Blut und Gewebe stattfinden kann. Es gibt
unterschiedliche Varianten von Kapillaren: kontinuierliche, gefensterte und

diskontinuierliche (Schiebler und Korf 2007).

Venen

Venen nehmen das Blut aus dem Kapillarbett auf. Sie leiten es tiber kleinlumige
Venolen, die sich zu kleineren bis mittelgroflen Venen und dann zu den grofien
Venen vereinen, zuriick zum Herzen. Dadurch, dass sie einen sehr grofien
Gesamtquerschnitt haben, beinhaltet das venose System 75-80 % des gesamten
Blutvolumens (Baum 2004). Diese GefifsSe werden deshalb auch
Kapazitatsgefafie genannt. Der grofse Gesamtquerschnitt hat zur Folge, dass die
Venen einen geringeren Stromungswiderstand haben, so dass schon ein
niedriger, mittlerer Druck ausreicht, um das Blut zuriick zum Herzen zu

befordern (Baum 2004).

1.2.1.5 Venolen

Die Venolen gehen direkt aus dem Kapillarbett hervor und unterscheiden sich
kaum von dem Aufbau der Kapillaren. Sie werden deshalb ebenfalls zu den
nutritiven Gefaflen gezdhlt, die im Gewebe fiir Sauerstoff- und
Nahrstoffaustausch sorgen. Ebenfalls kennzeichnend fiir Venolen ist die
Leukodiapedese, bei der die Leukozyten in das umliegende Gewebe
einwandern konnen. Venolen haben einen durchschnittlich erweiterten
Durchmesser des Lumens im Vergleich zu den Kapillaren von 8-30 pum
(Schiebler und Korf 2007). Die sich daran anschlieSfenden Sammelvenolen
konnen einen Durchmesser von bis zu 0,5 mm haben und weisen schon den

dreischichtigen, oben beschriebenen Wandaufbau auf (Junqueira und Carneiro



2004). Die Tunica media besteht zunachst aus diinnen und vereinzelten Schichten

von glatten Muskelzellen und die Tunica externa ist meist deutlicher ausgepragt.

1.2.1.6 Kleine und mittelgrofie Venen

Diese Venen sind meist weitlumiger und diinnwandiger als Arterien und
erreichen einen Durchmesser von 0,5 mm bis zu 9 mm (Junqueira und Carneiro
2004). Die Tunica interna weist teilweise schon ein Stratum subendotheliale auf und
die Tunica media besteht aus mehreren Lagen von glatten Muskelzellen,
Kollagenfasern und elastischen Fasern. Die Muskelzellen ordnen sich hier in
gebtindelter Form in der Langsachse oder schrdag dazu an und sind damit im
Vergleich zu den Arterien nicht konzentrisch um die Langsachse des Gefdfies
ausgerichtet. Die Tunica externa ist, wie bei den Venolen, deutlich ausgebildet.
Im Unterschied zu den Arterien haben die Venen in der Regel diinnere Wande

und einen grofieren Durchmesser als Arterien.

Um den Riickfluss im Korper zu unterstiitzen, gibt es in den Venen so genannte
Venenklappen. Das sind Tunica-interna-Duplikaturen, die  bei
Muskelkontraktion, zum Beispiel in den Beinen, das Blut nur herzwarts

befordern und ein Zurticksacken des Blutes verhindern.

Mittelgrofie und grofie Venen verlaufen meist parallel zu den grofien Arterien.
Zudem unterscheidet man oberfldchliche epifasziale Venen, die in der Haut
liegen und dort ein Netzwerk bilden und tiefe Venen, die in der
Skelettmuskulatur liegen. Sie sind durch Perforansvenen miteinander
verbunden, wobei das Blut von den oberflachlichen Venen zu den tiefer
gelegenen Venen stromt. Der Blutfluss wird in den Venen von aufSen wirkenden
Kraften, wie Muskelkontraktionen der Skelettmuskulatur und die
Vasokonstriktion und —dilatation anliegender Arterien beeinflusst. Diese wirken

als Venenpumpen.



1.2.1.7 Grofie Venen

Die Tunica media der grofien Venen ist meist sehr diinn mit wenigen Schichten
glatter Muskelfasern und reichlich kollagenen und auch elastischen Fasern. Die
Anzahl der Muskellamellen variiert nach dem vorherrschenden hydrostatischen
Druck und ist somit in den Beinen ausgepragter als in den Hirn versorgenden
Venen. Die Tunica interna ist bei den grofsen Venen meist deutlicher ausgepragt
als bei den mittelgrofien Venen. Die herznahen Venen besitzen in der Adventitia

Langsmuskelziige, da diese Venen bei der Diastole stindig gedehnt werden.

Vasa vasorum

Die Wanddicke der verschiedenen Gefaflarten reicht von 100 um bis 2 mm bei
der Aorta und bis 1,5 mm bei den Hohlvenen (Junqueira und Carneiro 2004).
Die Erndhrung der dufleren Zellen der GefafSwande ist nicht ausreichend per
Diffusion der Nahrstoffe vom Lumen her gewahrleistet. Diese Aufgabe erfiillen
die Vasa vasorum, die in der Tunica externa und manchmal noch in der dufderen
Schicht der Tunica media ein Geflecht aus GefafSen bilden. Dadurch werden die
aufleren Gefdafischichten mit Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt. In den
grofseren Venen befindet sich aufgrund der Sauerstoff- und Nahrstoffarmut im
venosen Blut eine hohere Anzahl an Vasa vasorum als in den arteriellen
Gefaflen (Junqueira und Carneiro 2004; Schiebler und Korf 2007; Gossl et al.
2003).

1.3 Entwicklung des Gefifisystems

Das Herz und die Gefafde entwickeln sich aus dem Mesoderm, eines der drei
Keimblatter, die bei der Gastrulation entstehen. Man unterscheidet
Vaskulogenese und Angiogenese. Bei der Vaskulogenese entstehen aus
Mesodermzellen, iiber die Vorstufe der Hamangioblasten und Angioblasten,
einschichtige Blutgefafie wahrend der Embryonalentwicklung (Seval et al. 2008;
Joussen et al. 2003; Geva et al. 2002; Kaufmann et al. 2000; Tallquist et al. 1999).
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Die Angiogenese beschreibt hingegen das Aussprossen neuer GefafSe aus vorher
bestehenden Gefédfien sowie die Spaltung bestehender Gefafie (Moore et al. 2007;
Juhasz-Boss et al. 2006; Plendl 2000).

Die friithe tubulare Herzanlage beginnt schon in der dritten Embryonalwoche
erste Kontraktionen auszuiiben und ist mit den Gefaflen das erste
funktionstiichtige Organsystem des Embryos. Somit wird bereits eine sichere
Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen, sowie der Abtransport von
Kohlendioxid und Abfallstoffen gewahrleistet (Hawighorst 2002; Moore et al.
2007; Kroll und Waltenberger 2000).

Bei der Entwicklung des Gefidfisystems wird beim menschlichen Embryo und
bei  Sdugetierembryonen  zwischen  extra- und  intraembryonaler
Gefaflentwicklung unterschieden. Die Gefafibildung beginnt in der 3.
Entwicklungswoche (Schiebler und Korf 2007). Die extraembryonale
Gefaflentwicklung nimmt ihren Ausgangspunkt im Mesoderm von Dottersack,
Haftstiel und Chorion. Aus den sich daraus formierenden Blutinseln entstehen
das Gefaflendothel und erste Blutzellen (Schiebler und Korf 2007). In den
Blutinseln flieffen die Interzellularspalten zusammen und formieren
Hohlrdume, in denen die Angioblasten die Form der Endothelzellen annehmen
(Folkman und Shing 1992; Moore et al. 2007). Benachbarte Hohlraume
fusionieren miteinander und bilden ein vaskuldres Netzwerk (Kroll und
Waltenberger 2000; Poole und Coffin 1989; Risau 1997). Aus diesen sich
formierenden Blutgefdfien sprieffen einzelne Kapillaren zu den sich
entwickelnden Organanlagen aus. Das umliegende Mesenchym bildet die
Zellen der Gefafiwénde, also Bindegewebe und glatte Muskulatur (Moore et al.
2007). Das extraembryonale Gefdafinetz stellt den Anschluss zu der sich

entwickelnden Plazenta her (Schiebler und Korf 2007).



Die intraembryonale Gefdflentwicklung verlauft manchmal ebenfalls {iber
Blutinseln. Cluster angiogener Zellen vereinigen sich miteinander wie oben
beschrieben. Sie werden zum Beispiel {iber Arteriae und Venae umbilicales mit
den extraembryonalen Gefafien verbunden (Schiebler und Korf 2007). Zusatzlich
entstehen Endothelzellen auch aus Angioblasten, die keine hamatogene Potenz
besitzen. Zunadchst besteht noch kein histologischer Unterschied zwischen
Venen und Arterien. Dieser entwickelt sich erst im Laufe der Embryogenese
und Organogenese (Moore et al. 2007). Man nahm urspriinglich an, dass die
Vaskulogenese nur in der Embryonalentwicklung zu beobachten ist. Diese
These konnte aber widerlegt werden, zum Beispiel anhand der
Tumorangiogenese. Hier findet eine Kombination aus Vaskulogenese und

Angiogenese statt (Joussen et al. 2003).

Neben der Vaskulogenese entwickeln sich Gefafie auch {iber den Mechanismus
der Angiogenese in der Embryonalentwicklung (Risau 1997). Zunéachst dilatiert
ein vorhandenes Gefafs und die Permeabilitat wird erhoht. Die Endothelzellen
werden destabilisiert und das umliegende Gewebe wird {iiber sezernierte
Matrixmetalloproteasen (MMP) proteolytisch zersetzt. Zudem wird eine
Extrazellularmatrix aufgebaut, in die die neuen GefdfsSe sprossen konnen
(Terman and Stoletov 2001). Die Zellkontakte der Endothelzellen und Perizyten
des Gefafies werden gelost und die Basalmembran proteolytisch abgebaut. Nun
proliferieren die Endothelzellen, wandern aus und bilden ein Lumen. Sie
differenzieren aus und verbinden sich mit anderen Gefaflen (Burri et al. 2004;

Risau 1997; Folkman und Shing 1992).

Die Angiogenese kommt beim Adulten physiologisch beim Haarwechsel, im
Endometrium wahrend der Proliferationsphase sowie bei der Wundheilung vor

(Wulff et al. 2003; Hawighorst 2002; Gordon et al. 1995; Iruela-Arispe und

Dvorak 1997). Hingegen entstehen pathologische Gefiafie bei Tumorwachstum,



rheumatoider Arthritis und Atherosklerose (Saaristo et al. 2000; Folkman 1996;

Bergers und Benjamin 2003; Shibuya 2008; Carmeliet and Jain 2000).

Regulation von Vaskulogenese und Angiogenese

Die Induktion von Angiogenese und Vaskulogenese erfolgt {iber verschiedene,
komplexe Mechanismen. Die bedeutendste angiogene Wirkung hat der
vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor VEGF, der vom Epithel des
Dottersacks, also dem Entoderm, gebildet wird. Dieser bindet an VEGEF-
Rezeptor-2 der Angioblasten (Benninghoff 2004; Terman und Stoletov 2001;
Petrova et al. 1999). Aulerdem kommt noch eine Reihe anderer stimulativer
Faktoren hinzu, wie der fibroblastische Wachstumsfaktor FGF-2 und die
Angiopoetine mit ihren dazugehorigen Rezeptoren, die die Proliferation der
Endothelzellen induzieren (Ornitz und Itoh 2001; Davis et al. 1996; Nugent and
Iozzo 2000). Dariiber hinaus gibt es Inhibitoren wie Thrombospondin,
Angiostatin und Endostatin (O'Reilly et al 1994; Roberts 1996; O'Reilly et al.

1997). Eine ausfiihrlichere Darstellung folgt in der Diskussion.

1.4 Gefifimalformationen

Nicht immer entwickeln sich Gefafse normal. Im Gegenteil, Gefafsfehlbildungen
sind bei Neugeborenen sehr haufig zu beobachten. Man unterscheidet bei den
vaskuldren Anomalien zwischen angeborenen Gefdfimalformationen und

vaskularen Tumoren.

Gefafsmalformationen resultieren aus einer Fehlregulation der Embryogenese
und stellen sich als dysmorphe Gefédfskanale dar (Burrows et al. 1998; Kohout et
al. 1998). Sie sind bei der Geburt bereits vorhanden und vergrofiern sich dann
proportional mit dem Korperwachstum (Lee et al. 2007). Gefafsmalformationen
werden entsprechend der ,Hamburger Klassifikation” von 1989 eingeteilt in:
vorwiegend arterielle Malformationen, vorwiegend venose Malformationen,

arteriovendse Malformationen mit AV-Fisteln, lymphatische Malformationen
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und kombinierte vaskuldare Malformationen (Belov 1989; Belov 1990; Belov
1993). Jede Malformation ist subklassifiziert in Bezug auf Lage und Grofie in
eine trunkuldre oder eine extratrunkuldare Form (Belov 1990). Die klinischen
Symptome sind abhéangig von individuellen Faktoren und dem Zeitpunkt des
Arrests der Gefaflentwicklung. Die trunkuldren Malformationen entstehen aus
Dysplasien grofser Leitungsbahnen. Die extratrunkuldren entstehen aus dem
embryonalen Kapillarnetz. Die Unterscheidung von trunkuldren wund
extratrunkuldren =~ Malformationen = ermoglicht ~dem  Kliniker  den

Krankheitsverlauf und die Rezidivrate zu prognostizieren (Lee et al. 2007).

Man unterscheidet bei Gefdfsmalformationen ebenfalls zwischen langsam und
schnell durchflossenen Lasionen (,,low flow”, , high flow”). Zu den ,low-flow”-
Lasionen zdhlt man die kapilldren, venosen und lymphatischen Malformationen
(Enjolras 1997). Die ,high-flow”-Lasionen bestehen aus den arteriovendsen

Malformationen, arteriovendsen Fisteln und deren Mischformen.

Vorwiegend kapillire Malformationen

Kapilldare Malformationen wurden als erstes von John Mulliken beschrieben
(Fishman und Mulliken 1998). Mulliken ging zunachst davon aus, dass es sich
hierbei um das so genannte , Feuermal” oder den ,Portweinfleck” handelte. Die
Definition kapilldrer Malformationen hat sich jedoch weiter ausgedehnt.
Mittlerweile wird der Begriff der kapilliren Gefdfsmalformation als Oberbegriff
verwendet fiir eine Gruppe verschiedener, vaskuldarer Anomalien zu denen die
teleangiektatischen Navi (Naevus flammeus, Naevus roseus, Cutis marmorata
teleangiectatica congenita und Naevus anaemicus) und die Nicht-Navi wie der
Unna-Fleck ,Storchenbiss” und Teleangiektasien des Morbus Rendu-Osler

gehoren (Happle 2006).

Der Naevus flammeus (umgs: Feuermal) ist ein Beispiel fiir eine Form der

angeborenen kapilliren Malformationen. Hierbei handelt es sich um eine
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Gefédfsaussackung in der Kutis. Man unterteilt die Lasionen in die lateralen,
asymmetrischen und die medianen symmetrischen Formen (Cremer 2005). Das
laterale Feuermal hat eine Inzidenz von 0,3 % (Marler und Mulliken 2005) und
erscheint isoliert haufig im Gesichtsbereich als reine kapilldre Gefafimifsbildung.
Es kann aber auch kombiniert sein mit Fehlbildungen tieferer Gefédfse oder
Organen und wird dann als Syndrom, wie zum Beispiel das Hippel-Lindau-
Syndrom, bezeichnet, welches den Phakomatosen zugeordent wird (Siegert et
al. 2000). Es imponiert als scharf begrenzter und unregelmaflig konfigurierter,
hellroter Fleck, der mit der Zeit lividrot wird (Cremer 2005). Er ist meist
einseitig lokalisiert und kann einen Durchmesser von 1 mm haben oder aber
eine ganze Extremitdt betreffen (Altmeyer und Hoffmann 2005). Mit 83 % tritt
das laterale Feuermal meistens im Kopf-/Halsbereich auf (Orten et al. 1996) und
zeigt keine spontane Remission. Die Therapie besteht in einer Farbstoff-Laser-
Behandlung, Argon-Laser Behandlung oder alternativ in der Kryotherapie

(Altmeyer und Hoffmann 2005).

Das mediale Feuermal tritt bei Neugeborenen mit einer Inzidenz von 30% auf
(Pratt 1953) und ist eine harmlose, funktionelle Weitstellung der Kapillaren, die
meistens im Nackenbereich lokalisiert ist. Es bildet sich meistens spontan

zurlick (Cremer 2005).

Vorwiegend vendse Malformationen

Venose Malformationen werden bei 2-3% aller Neugeborenen beobachtet
(Osburn et al. 1987). Von allen angeborenen vaskuliren Malformationen
kommen sie mit 50% am haufigsten vor (Boon et al. 1994). Sie gehoren zu den
langsam durchflossenen Malformationen (Enjolras 1997). Symptomatisch
werden sie meistens erst im jungen Erwachsenenalter, wobei die Klinik ganz
von dem Ausmafs der Lasion abhiangt. Die Lasionen sehen je nach Tiefe und
Ausmaf blau oder violett aus. Sie pragen sich meistens in der Haut und der

intestinalen Mukosa aus. In der Histologie weisen diese Venen sich als
12



dysplastisch aus und haben Verbindungen zu gesunden Venen. Zudem treten
erweiterte Hohlrdume auf, die ein irreguldres Lumen besitzen. Die Wanddicke
ist vergleichsweise diinn und zeigt eine Reduktion der glatten Muskelzellen in
der Tunica media und ein einschichtiges, reif erscheinendes Endothel (Vikkula et
al. 1996; Berenguer et al. 1999). Die Mehrzahl der vendsen Malformationen tritt
sporadisch auf, jedoch hat man bei der Ursachenforschung dieser Erkrankung
mehrere Gene entdeckt, die mit verschiedenen Formen dieser Malformationen
in Zusammenhang gebracht werden konnen. Zum einen ist fiir die multiple
kutanomukosale venose Malformation ein Gendefekt verantwortlich, der auf
dem Chromosom 9p lokalisiert ist (Berenguer et al. 1999; Boon et al. 1994;
Gallione et al. 1995). Zum anderen hat man bei einer autosomal-dominanten
Form der Krankheit eine Mutation im Angiopoetin-Rezeptor-TIE2/TEK-Gen

nachweisen konnen (Vikkula et al. 1996).

Die haufigste Lokalisation venoser Malformationen ist im Kopf- und
Halsbereich, sie kann aber auch in jeder anderen Gewebeart vorkommen, wie
zum Beispiel intrakraniell oder in inneren Organen (Spring und Bentz 2005).
Das Spektrum reicht von einfachen Krampfadern bis hin zu komplexen
Lasionen, die mehrere Gewebeschichten betreffen konnen. Sie bergen die Gefahr
der Thrombose und Embolie (van Korlaar et al. 2003). In den meisten Fallen
handelt es sich um schwammartige, weiche und kompressible Lasionen, die
nicht pulsieren. Je nach Korperlage, wie zum Beispiel beim Valsalva-Manover,
oder bei venoser Kompression vergrofSert sich die Lasion (Berenguer et al. 1999).
Eine Grofienzunahme der Léasionen kann durch Wachstum, hormonelle
Storungen und Traumata bedingt sein (Berenguer et al. 1999). Beim Nachweis
von Phlebolithen ist die Gefdfimalformation eindeutig den vendsen
Malformationen zuzuordnen, da sie nur bei diesen vorkommen (Burrows et al.
1998; Yang WT et al. 1997). Des Weiteren werden venose Malformationen haufig

am Morgen durch Missempfindungen symptomatisch, die vermutlich auf
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nachtliche Stase und Mikrothromben zuriickzufithren sind. Schon kleinste
Lasionen konnen grofie Schmerzen verursachen (Berenguer et al. 1999). Venose
Lasionen in den Extremitdten konnen bei Kindern zu unterschiedlicher Lange

der Gliedmafen fiihren, je nach Grofle der Malformation.

Eine kausale Therapie existiert nicht und bei chirurgischen Interventionen
besteht die Gefahr eines induzierten postoperativen Rezidivs des malformierten
Gewebes, wobei das Risiko einer Amputation steigt (Ebenebe et al. 2007).
Neueste Forschungsergebnisse zeigen Erfolge bei sequenzieller Behandlung mit
595 nm gepulstem Farblaser und 1064 nm Neodym-dotiertem Yttrium-
Aluminium-Granat-Laser (Nd:YAG Laser), in denen sich eine vollstaindige
Volumenreduktion des malformierten Gefafles zeigte (Pereyra-Rodriguez et al.

2009).

Vorwiegend lymphatische Malformationen

Lymphatische Malformationen entstehen aufgrund einer Anlagestdorung im
Lymphgefafissystem in der Embryonalentwicklung und manifestieren sich im
Sauglings- oder Kindesalter (Mulliken et al. 2000). Sie sind in der Regel bereits
seit der Geburt sichtbar und werden bis zum 2. Lebensjahr symptomatisch
(Astner und Anderson 2005). Die lymphatische Malformation kommt mit 75 %
am haufigsten im Kopf- und Halsbereich vor (Ethunandan und Mellor 2006).
Die Pravalenz von lymphatischen Malformationen betragt 1,2 — 2,8 %o (Filston

1994).

Je nach Lokalisation kénnen Wucherungen im Halsbereich, das Hygroma Colli,
zu akuter Atemnot fiihren und damit lebensbedrohlich sein (Buttler et al. 2009).
Lymphatische Malformationen treten als lokalisierte Lasion auf oder sie
infiltrieren = ganze  Korperteile oder  Organsysteme. Lymphatische
Malformationen in der Darmschleimhaut fithren zur ‘Protein-Losing-

Enteropathy” und enden todlich (Foldi et al. 2003). Man unterscheidet
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mikrozystische, makrozystische und gemischte Lasionen (Edwards et al. 2005).
Je nach Klinik und Lokalisation entscheidet man sich fiir eine operative,
teilweise komplette Entfernung der Lasion. Die Operation ist bei 15 % der Falle

mit einer spontanen Regression vergesellschaftet (Buttler et al. 2009).

Arteriovendse Malformation

Die arteriovendsen Malformationen gehoren zu den schnell durchflossenen
vaskuldaren Malformationen. Hierbei sind hypertrophe Arterien iiber einen
Nidus direkt mit Venen verbunden, ohne dass ein Kapillarbett dazwischen
geschaltet ist (Yakes 2004, Ernemann et al. 2003). In den ersten zwei
Lebensdekaden bleiben die Lasionen meistens asymptomatisch (Burrows et al.
1998). Arteriovendse Malformationen sind am haufigsten intrakraniell und
nachfolgend in der Kopf- und Halsregion und den Extremitdten lokalisiert
(Marler und Mulliken 2005). Die Symptome sind sehr variabel je nach
Lokalisation und Auspragung. So kann eine arteriovenose Lasion nie Symptome
zeigen oder bei intrazerebralen Lasionen zu Blutungen fithren und
lebensbedrohlich werden. Die Symptome reichen von Pulsieren, Schmerzen,
Ulzerationen, Gewebeischamie bis zu Blutungen (Kohout et al. 1998). Man
nimmt an, dass eine Progredienz der Malformation durch hormonelle
Umstellung, wie bei Schwangerschaft und Pubertat, getriggert wird (Fordham
et al. 2000). Oft werden diese Lasionen erst nach Traumata oder Infektionen

sichtbar (Burrows et al. 1998; Hurwitz und Kerber 1981).

Diagnostisch kann man die Lasionen mittels Farbduplex-Sonographie sichtbar
machen oder die Gefdafse mittels Angiographie darstellen. Die Therapie ist oft
risikoreich und muss je nach Lokalisation sorgfiltig abgewogen werden. Eine
Embolisation der Lasion ist das Ziel, um das Blutungsrisiko wahrend der

chirurgischen Intervention zu senken (Low 2003).
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Arteriovendse Fisteln

ArteriovenoOse Fisteln bestehen aus einer direkten Verbindung zwischen einer
Arterie und Vene und gehoren ebenfalls zu den schnell durchflossenen
Malformationen. Sie konnen kongenital auftreten oder sich erst im Laufe des
Lebens entwickeln. Sie konnen an allen Stellen des Korpers auftreten. Durch
den, im Vergleich zur Vene, erhohten Blutdruck der Arterie, steigt der Blutfluss
in dieser Region an. Patienten haben oft ein typisches Pulsieren an der Lasion
und man hort mit dem Stethoskop ein Schwirren (Lasjaunias 1997). Die

Behandlung besteht zumeist aus einer Embolisation oder einer Stenteinlage.

1.5 Eigene Fragestellung

Malformierte Venen sind mit iiber 50 % die grofite Gruppe unter den
angeborenen Gefdafsmissbildungen (Boon et al. 1994). Die Behandlung der
Lasionen macht durch den Einsatz verschiedener, neuer Methoden, wie zum
Beispiel durch Laser-Behandlung, weitere Fortschritte, die teilweise schon grofie
Erfolge gezeigt haben (Pereyra-Rodriguez et al. 2009). Einige genetische
Dispositionen wurden bei hereditiren Formen der Erkrankung, wie oben
beschrieben, schon identifiziert. Jedoch sind die wesentlich haufigeren Formen
der spontan auftretenden Lasionen und die damit zusammenhidngenden
Dysregulationen verschiedener Gene noch nicht geklart. Hier befindet man sich

im Anfangsstadium der Erforschung.

Um einen Hinweis auf Gendysregulationen in vendsen Malformationen zu
erhalten, habe ich die Expression von Molekiilen, die typischerweise in Gefafien
vorkommen, immunhistologisch untersucht. Dazu habe ich Antikorper
eingesetzt, die im Endothel, in der Tunica media, bei Entziindungen oder der
Angiogenese exprimiert werden. Die Molekiile, ihre Lokalisation, Eigenschaften
und Funktionen sind im Folgenden aufgelistet (Tabelle 1). Vergleichend habe

ich normale Vv. saphenae magnae untersucht, die ich aus Bypass-Operationen
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erhalten habe. Meine Untersuchungen zeigen eine Vielzahl von Unterschieden

zwischen gesunden und erkrankten Venen auf.

und Leukozyten

Antikdrper gegen Lokalisation Eigenschaft Funktion
Oberfdche von Blut:, Transmembran- Interzellulare Junktion von
CD31 (PECAM-1) | Lymphendothelzellen Glykoprotein Endothelzellen

SMA (Alpha
Smooth Muscle
Actin)

glatte Muskulatur der
Gefale, Perizyten

Isoform der glatten
Muskelzelle

Stabilitat und Kontraktilitat
der GefalRe

CD54 (ICAM-1)

vaskulare
Endothelzellen,
Leukozyten

interzellulares
Adhéasionsmolekdl

Leukozytenmigration

CD62e (ELAM-1)

vaskulares Endothel

endotheliales
Zelladhasionsmolekl

fur neutrophile

Granulozyten

Extravasation von
Granulozyten

CD105 (Endoglin)

vaskulares Endothel,
hamatopoetische
Zellen

transmembranes
Glykoprotein

bindet TGFbeta Isoformen
bei Angiogenese,
Wundheilung und
Entziindungen

MMP2 (Gelatinase

Extrazellulare Matrix

Enzym, Kollagenase

Zerlegung der
Extrazellularmatrix in

A) Embryonaltentwicklung,
Gewebeneubildung und
Reproduktion
. : Membrangebunder | Embryonale Angiogenese,
EphrinB2 Arterielles Endothel Ligand fur EphB4 Anastomosenbildung
o Ausbildung des vaskularen
EphB2 Arterielles Endothel Tyros\lgl:]lréasher-iss;eptor Systems,
P Nervenausbildung
Ausbildung des vaskularen
EphB4 N Tyrosinkinase-Rezeptor Systems,
Venoses Endothel von Ephrin B2 Anastomosenbildung,
Nervenausbildung
PAL-E
(Patho_loglsghe Endothel von Venen Plasma}lemma ve§|cle— Nachweis von venésem
Anatomie Leiden- . n associated protein-1
Endothel und kleinen Gefalien (PV-1) Endothel
Antikdrper)

Tabelle 1: Eingesetzte Antikorper: Lokalisation, Eigenschaft und Funktion
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite

Zentrifugen:

Mikroskope:

Sonstige:

Kiihlzentrifuge Centrifuge 5417R (Eppendorf,
Amstetten, Deutschland)

Tischzentrifuge Minizentrifuge Model GMC 060
(LMS Co., LTD, Japan)
Immunfluoreszenzmikroskop (LEICA DM 5000 B,
Bensheim, Deutschland)

Fluoreszenzlampe (Leistungselektronik Jena GmbH,
Jena, Deutschland)

Kamera (LEICA Microsystems DI Cambridge (B1),
GB)

Warmeschrank Memmert (Schiitt Labortechnik,
Gottingen, Deutschland)

Kiihlschrank Liebherr (Liebherr Hausgeréte,
Ochsenhausen, Deutschland)

Gefrierschrank Liebherr (Liebherr Hausgeriéte,
Ochsenhausen, Deutschland)

Kryotom (LEICA CM 30505, Bensheim, Deutschland)

Physio Care Pipetten (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland)

Praparationsbesteck (Aesculap, Tuttlingen,
Deutschland)

Feuchte Kammer
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2.2  Verbrauchsmaterialien

Deckglaser 20 x 60mm (Menzel-Glaser, Rettberg, Gottingen,
Deutschland)

Einmalhandschuhe (Hartmann, Heidenheim, Deutschland)

Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Reaktionsgetafie mit Deckel (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Superfrost-Objekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland)
2.3 Chemikalien

Aqua dest. (Seradest; Veolia Water Solutions)
Dikaliumhydrogenphosphat ~ (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Dinatriumhydrogenphosphat (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Fluoromount-G (Southern Biotechnology Associates,
Birmingham, USA)
Kaliumdihydrogenphosphat =~ (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Kaliumhydrogenphosphat (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Leitungswasser
Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Tissue Tek Einbettmedium fiir Gefrierschnitte (Sakura

Finetek Europe B.V., Niederlande)
2.4 Histologie

Gewebeproben

Die von mir untersuchten vendsen Malformationen haben wir von Patienten
erhalten, die fiir eine Operation vorgesehen waren. Die malformierten Venen
wurden vorab mittels Doppler Sonografie und weiteren radiologischen
Verfahren diagnostiziert. Diese Venen wurden an den Beinen von erkrankten
Patienten im Alter von 16 bis 36 Jahren (n= 8) reseziert. Die klinische Diagnose

wurde von einem erfahrenem Pathologen bestétigt. Die Praparate wurden von
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Herrn Prof. Dr. med. D. A. Loose (Abteilung fiir Angiologie und Geféafschirurgie
der Chirurgischen Klinik Dr. Guth, Hamburg) zur Verfiigung gestellt. In der
folgenden Abbildung 1 wird ein Beispiel eines von Prof. Dr. D. A. Loose
behandelten Patienten mit malformierten Venen in der linken Extremitat

gezeigt:

Abbildung 1: Patient mit malformierten Venen in der unteren Extremitit (Quelle: Prof. Dr. D.
A. Loose, Hamburg)

Das Kontrollgewebe wurde in aortokoronaren Venenbypass-Operationen am
Universitatsklinikum Gottingen an Patienten im Alter zwischen 46 und 73
Jahren (n=4) gewonnen. Die 1 bis 2 cm langen Gewebeproben der Vena saphena
magna wurden in 0,5 cm lange Gewebeproben mit Praparationsbesteck geteilt

und direkt mit 0,1 M phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) gespiilt.

Die vendsen Malformationen und das Kontrollgewebe wurden in fliissigem
Stickstoff schockgefroren, um dann im Gefrierschrank bei -80 °C gelagert zu

werden.
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Untersuchungen der Gewebe fanden mit Zustimmung der Patienten und des

Ethik-Komitees der UMG statt (Nr.: 6/1/04).

Herstellung von Kryoblocken

Die in meiner Untersuchung verwendeten Venen wurden im Kryostat bei -20°C
in einem Kryomedium (Tissue Tek) eingebettet und bei dieser Temperarur
ausgehartet. Anschliefend wurden die Kryoblocke in Aluminiumfolie verpackt
und nummeriert im Gefrierschrank bei -80°C gelagert oder direkt zu

Gefrierschnitten verarbeitet und auf Objekttrager aufgebracht.

Herstellung von Gefrierschnitten

Bei einer Kammertemperatur von -20°C wurden die Gewebsschnitte mit einer
Dicke von 16 pm im Kyromikrotom angefertigt und auf Superfrost-Objekttrager
transferiert. Die Gewebsschnitte wurden fiir mindestens 1h bei
Raumtemperatur  getrocknet; bei  direkter = Weiterverarbeitung  fiir
Immunfluoreszenzfarbungen. Anderenfalls wurden sie bei -20°C in

Einfrierboxen gelagert.
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2.5 Immunfluoreszenz

Standardlésungen fiir die Immunhistologie

BSA: 1% Rinderserumalbumin

KPP: 0,1 M Kalium-Phosphatpuffer:
1,088g Kaliumdihydrogenphosphat
13,92g Dikaliumhydrogenphosphat

ad 440 ml Aqua dest., anschliefiend Verdiinnung 1:1 mit

Aqua dest.; pH 7,4-7,8

PBS: 0,1 M Phosphatgepufferte Kochsalzlosung

72,0 g Natriumchlorid

14,8¢ Dinatriumhydrogenphosphat
4,3 g Kaliumhydrogenphosphat

ad 1000 ml Aqua dest.; pH 7,2

Eindeckmedium: Fluoromount-G (Southern Biotechnology Associates,

Birmingham, GB)

Antikorper fiir die Immunfluoreszenz

Die folgende Auflistung zeigt, welche primaren und sekundaren Antikorper in

meinen Untersuchungen verwendet wurden. Die jeweilig angegebenen

Verdiinnungen der Antikorper wurden mit 0,1 M KPP-Losung

Reaktionsgefafs hergestellt.

im
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Primarantikorper:

CD31

SMA

CD54

CDé62e

CD105

EphB2

EphB4

EphrinB2

PAL-E

MMP2

Sekundarantikérper:

Alexa Fluor 488

Alexa Fluor 488

Alexa Fluor 488

Alexa Fluor 594

Alexa Fluor 594

mouse-anti-human CD31 (1:50; Research Diagnostics,
Flanders NJ, USA)

mouse-anti-human o-SMA (1:2000; Sigma Aldrich,
Deisenhofen, Deutschland)

mouse-anti-human CD54 (1:1000; Serotec, Oxford, UK)
mouse-anti-human CD62e (1:100; Serotec, Oxford, UK)
mouse-anti-human CD105 (1:100; Serotec, Oxford, UK)
rabbit-anti-mouse EphB2 (1:400; zur Verfligung gestellt
von Prof. Dr. R. Klein, MPI, Martinsried)
rabbit-anti-mouse EphB4 (1:1000; zur Verfligung gestellt
von Prof. Dr. R. Klein, MPI, Martinsried)
goat-anti-mouse EphrinB2 (1:50; R&D Systems, Abingdon,
UK)

mouse-anti-human PAL-E (1:200; Research Diagnostics,
Flanders NJ, USA)

mouse-anti-human MMP2 (1:1000; Chemicon

International, Chandlers Ford, UK)

goat-anti-mouse IgG (1:200; Molecular Probes, Leiden,
Niederlande)

donkey-anti-rabbit IgG (1:200; Molecular Probes, Leiden,
Niederlande)

donkey-anti-goat IgG (1:200; Molecular Probes, Leiden,
Niederlande)

goat-anti-mouse IgG (1:200; Molecular Probes, Leiden,
Niederlande)

sheep-anti-mouse IgG (1:200; Molecular Probes, Leiden,

Niederlande)
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Immunfluoreszenz-Farbung

Unspezifische Bindungen, zum Beispiel an Kollagen, wurden zunachst mit je
600 pl 1%igem BSA (bovine serum albumin) fiir 1 h bei Raumtemperatur in
einer Feuchtkammer geblockt. Dann wurde der Priméarantikdrper in der oben
genannten Konzentration auf die Gewebeschnitte aufgetragen und das Praparat
fir 1 h in der Feuchtkammer inkubiert. Vor der Verdiinnung wurden die
sekundaren Antikorper fiir 5 min bei 10000 Umdrehungen zentrifugiert
(Kihlzentrifuge Centrifuge 5417R), um zu verhindern, dass Fluoreszenzkristalle
in die Losung kommen. Nach einem kurzen Waschschritt mit 2 x 600 pl 0,1 M
KPP erfolgte die Inkubation mit dem Sekundarantikorper fiir 1 h bei
Raumtemperatur in der Feuchtkammer. Nach diesem Inkubationsschritt
wurden die Schnitte mit 4 x 600 ul 0,1 M KPP gewaschen und mit Fluoromount-
G eingedeckelt. Die Praparate wurden tiber Nacht lichtgeschiitzt getrocknet und
anschliefSend bei 4 °C lichtgeschiitzt gelagert. Die Analyse der Praparate erfolgte
mit dem Mikroskop LEICA DM 5000 B durch Anregung der Farbstoffe mit Licht

geeigneter Wellenldnge.
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3 Ergebnisse

3.1 Immunfluoreszenz-Einzelfirbungen

Es wurden zunachst Einzelfarbungen mit den Antikorpern gegen CD31 und
SMA durchgefiihrt, um eine Ubersicht iiber die Morphologie der Venen zu
erhalten. Zudem habe ich die Antikorper CD54, CD62e, CD105 und MMP2
vewendet, um eventuelle Entziindungszeichen und Umbauvorgange
nachzuweisen. Bei den Einzelfarbungen habe ich auch die Verteilung von
Elastin untersucht. Elastin besitzt unter UV-Anregung eine hohe
Autofluoreszenz. Elastin stellt sich in den Abbildungen blau und die mit
Antikorper untersuchten Genexpressionen griin dar. Somit unterscheidet sich

das Elastin-Signal vom spezifischen Signal.

CD31 (PECAM-1)

Das Molekiil CD31 (PECAM-1) ist ein 130 kDa schweres Transmembran-
Glykoprotein der Immunoglobulin Superfamilie und wird auf der Oberflache
von Blut- und Lymphendothelzellen, sowie einigen Leukozyten exprimiert.
CD31 ist auch Bestandteil der interzellularen Junktion von Endothelzellen (van
Mourik et al. 1985; Muller et al. 1989; Albelda et al. 1990). Aufgrund seiner
konstanten Expression im Endothel wird es als Marker fiir diese Zellen

verwendet.
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Abbildung 2: Einzelfirbungen mit Antikdrpern gegen CD31 an normalen Venae saphenae
magnae

A, B) Das Endothel der Vene und der Vasa vasorum (Vv) sind CD31-positiv. Elastin stellt sich
blau dar, wéahrend sich der Endothelmarker CD31 griin darstellt. Lumen der Vene (L). Objektiv-
Vergroierung 10x.
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Abbildung 3: Einzelfirbung mit Antikorpern gegen CD31 an malformierten Venen

A-F) Die Endothelzellen der Venen und der Vasa vasorum (Vv) exprimieren CD31. Lumen der
Venen (L). Die Vasa vasorum reichen teilweise bis in die Tunica media oder bis zur Intima. Die
Venen weisen viele Aussackungen auf. Elastin stellt sich blau dar, wahrend sich der
Endothelmarker CD31 griin darstellt.

B, C, D,F) Objektiv-Vergrofierung 10x. A, E) Objektiv-Vergrofierung 5x.

In den normalen und malformierten Venen kann man erkennen, dass die

Endothelzellen der grofflumigen Venen und der Vasa vasorum CD31
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exprimieren (Abb. 2). Die Vasa vasorum der normalen Venen befinden sich
hauptsachlich in der Adventitia. Bei den malformierten Venen kann man
beobachten, dass die Vasa vasorum bis tief in die Media reichen und teilweise
auch in der Nahe des Venenendothels liegen. Das Lumen der Venen ist sehr

unregelmafiig geformt und weist viele Aussackungen auf (Abb. 3).

Alpha Smooth Muscle Actin (SMA)

Alpha Smooth Muscle Actin (SMA) ist eine Isoform des Aktins der glatten
Muskelzellen. SMA befindet sich vor allem in der glatten Muskulatur der
Gefafie in gebiindelter Form sowie in Perizyten und Myofibroblasten (Skalli et
al. 1989). Die Tunica media besteht aus elastischen und vielen kollagenen Fasern
sowie glatten Muskelzellen. Die Media ist in Venen im Vergleich zu Arterien mit
gleichem Durchmesser deutlich diinner ausgeprdgt und besitzt wesentlich

weniger glatte Muskelzellen und mehr Bindegewebe.

Abbildung 4: Einzelfirbung mit Antikérpern gegen SMA an einer normalen Vena saphena
magna

A) Die immunbhistologische Anfarbung zeigt SMA-Signale (griin) in der Tunica media des
Geféfies. Lumen der Vene (L). Vasa vasorum (Vv). Objektiv-Vergrofierung 5x. B) Hier zeigt sich
an derselben Vene die geordnete Struktur der Muskelfasern (griin) in stiarkerer Vergroflerung.
Auch in der Intima sind SMA-positive Zellen zu sehen. Lumen der Vene (L). Objektiv-
Vergrofserung 20x.
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Abbildung 5: Einzelfirbung mit Antikdrpern gegen SMA an malformierten Venen

A) Die Muskelfasern des Gefdfles stellen sich SMA-positiv (griin) dar. Man erkennt eine
aufgelockerte Muskelfaseranordung in der Tunica media und erhebliche Differenzen in der
Wanddicke. Lumen der Vene (L); Vasa vasorum (Vv). Objektiv-Vergroflerung 5x. Aus: Ebenebe
et al. 2007, S. 766. B) Hier wird dasselbe Gefafs wie in A) dargestellt in starkerer Vergroflerung.
Man kann sehen, dass die Muskelbiindel (griin) einen weniger geordneten Verlauf besitzen.
Lumen der Vene (L). Objektiv-Vergrofierung 20x. C) Eine andere malformierte Vene, deren
Tunica media deutlich vermindert erscheint. Es zeigen sich wenige SMA-positive Zellen (griin).
Lumen der Vene (L). Objektiv-Vergroflerung 10x.

Man kann beobachten, dass SMA bei den normalen und malformierten Venen in
der Tunica media von den glatten Muskelzellen und in der Media der Vasa
Vasorum exprimiert wird. Die Anordnung der Muskelfasern in den normalen
Venen ist gerichtet und geordnet (Abb. 4). Die malformierten Venen scheinen
eine unregelmafligere Muskelfaserbiindelung in der Tunica media zu besitzen
(Abb. 5). Auflerdem ist die Dicke der Wandschicht sehr unregelmafig. In
Abbildung 5 A kann man dies besonders gut sehen: Zum einen weist die
malformierte Vene eine sehr diinne, filiforme Wanddicke auf und zum anderen

29



deutlich verdickte Wandanteile. Es zeigen sich somit proliferative Anteile der

Muskelschichten neben degenerativen Veranderungen.

CD54 (ICAM-1)

CD54 (ICAM-1) ist ein interzellulares Adhdsionsmolekiil mit einem Gewicht
von 85-110 kDa und gehort zur Ig Superfamilie. Es wird auf vaskuldren
Endothelzellen und Leukozyten exprimiert. ICAM-1 ist ein Ligand fiir den
Rezeptor LFA-1 (Rothlein et al. 1986). Uber diesen Liganden-Rezeptor Komplex

konnen Leukozyten in das Gewebe einwandern (Yang L et al. 2005).

Abbildung 6: Einzelfirbung mit Antikoérpern gegen CD54 an normalen Venae saphenae
magnae

A) CD54 (griin) wird an wenigen Endothelzellen der Vene exprimiert. Lumen der Vene (L).
Objektiv-Vergroflerung 10x. Aus: Ebenebe et al. 2007, S. 769. B) Die Endothelzellen der Vene
und die der Vasa vasorum (Vv) sind hier teilweise CD54-positiv (griin). Lumen der Vene (L).
Objektiv-Vergrofierung 10x.
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Abbildung 7: Einzelfirbung mit Antikérpern gegen CD54 an malformierten Venen

A) An dieser malformierten Vene kann man deutlich erkennen, wie stark und wie zahlreich die
Endothelzellen der Vasa vasorum (Vv) CD54 (griin) exprimieren. Sie befinden sich in der
gesamten Adventitia und teilweise in der Tunica media. Lumen der Vene (L). Objektiv-
Vergrofierung 5x. Aus: Ebenebe et al. 2007, S. 769. B) Das Endothel der Vasa vasorum (Vv)
dieser Vene ist ebenfalls deutlich CD54-positiv (griin). Lumen der Vene (L). Objektiv-
Vergrofierung 10x.

Bei den untersuchten normalen Venen kann man erkennen, dass CD54 von
wenigen Endothelzellen gebildet wird (Abb. 6). Hingegen sieht man bei den
Vasa vasorum der malformierten Venen eine deutlich erhchte Expression, was
auf ein Entziindungsgeschehen in der Tunica media und Tunica adventitia deutet

(Abb. 7).

CDé62e (ELAM-1)

CD62e (ELAM-1) ist ein 115kDa grofSes endotheliales Zelladhdsionsmolekiil fiir
neutrophile Granulozyten und spielt eine Schliisselrolle bei der Extravasation

von Entziindungszellen in das umliegende Gewebe (Picker et al. 1991).



A

Abbildung 8: Einzelfirbung mit Antikoérpern gegen CD62e an normalen Venae saphenae
magnae

A) Diese Vene zeigt bei ihrer Untersuchung sehr wenig bis gar keine Expression von CD62e
(griin). Lumen der Vene (L). Objektiv-Vergroflerung 10x. Aus: Ebenebe et al. 2007, S. 769. B) Die
Endothelzellen dieses Gefédfies und ihrer Vasa vasorum lassen ebenfalls auf wenig bis gar keine
Synthese von CD62e (griin) schlieffen. Lumen der Vene (L). Objektiv-Vergrofierung 10x.

Ich konnte beobachten, dass das Endothel von normalen Venen und ihrer Vasa
vasorum sehr wenig bis gar kein CD62e exprimieren (Abb. 8). Die Vasa
vasorum der untersuchten malformierten Venen hingegen weisen in den
meisten Fallen eine Vielzahl von Vasa vasorum auf, die CD62e exprimieren
(Abb. 9). Dies deutet ebenfalls auf ein Entziindungsgeschehen im Bereich der

Vasa vasorum hin.
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Abbildung 9: Einzelfirbung mit Antikorpern gegen CD62e an malformierten Venen

A) Das Endothel dieser malformierten Vene ist nicht CD62e-positiv, jedoch einige Vasa vasorum
(Vv) (griin). Lumen der Vene (L). Objektiv-Vergroierung 10x. B) In dieser malformierten Vene
zeigen sich wesentlich mehr CD62e-positive (griin) Vasa vasorum (Vv) als in Vene (A). Lumen
der Vene (L). Objektiv-Vergrofierung 5x. Modifiziert aus: Ebenebe et al. 2007, S. 769. C) Die
Ubersicht dieser Vene zeigt die vermehrte Expression von CD62e anhand der Anzahl positiver

Vasa vasorum (Vv). Lumen der Vene (L). Objektiv-Vergrofierung 5x.

CD105 (Endoglin)

CD105 (Endoglin) ist ein 180 kDa schweres transmembranes Glykoprotein. Es
wird auf vaskuldrem Endothel und hdamatopoetischen Zellen exprimiert und
bindet TGFbeta Isoformen. Seine Expression wird wahrend der Angiogenese,

der Wundheilung und der Entziindungen hoch reguliert (Arthur et al. 2000).
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Abbildung 10: Einzelfirbung mit Antikérpern gegen CD105 an normalen Venae saphenae
magnae

A) Das Endothel der Vene zeigt eine starke Expression von CD105 (griin). Lumen der Vene (L).
Objektiv-Vergrofierung 10x. B) In diesem Praparat kann man die Expression von CD105 (griin)
im Endothel der Vene und ihrer Vasa vasorum (Vv) beobachten. Lumen der Vene (L). Objektiv-
Vergrofierung 10x.
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Abbildung 11: Einzelfirbung mit Antikérpern gegen CD105 an malformierten Venen

A) Endothel der Vene und der Vasa vasorum (Vv) zeigen deutliche Expression von CD105
(griin). Die Vasa vasorum befinden sich hier in der Adventitia. Lumen der Vene (L). Objektiv-
Vergrolerung 10x. B) Hier erscheinen die Vasa vasorum (Vv) und das Endothel stark CD105-
positiv (griin) und die Vasa vasorum reichen von der Adventitia bis in die Media hinein. Lumen
der Vene (L). Objektiv-Vergroferung 10x. C) In der Ubersicht dieser Vene sieht man eine
eindeutige Signalanhebung im Bereich der Vasa vasorum (Vv), welche ebenfalls in der
Adventitia und Media lokalisiert sind. Lumen der Vene (L). Objektiv-Vergroflerung 5x.

Das Endothel der normalen und malformierten Venen hat in den
Untersuchungen CD105 exprimiert (Abb. 10, 11). Auch hier zeigten die Vasa
vasorum der malformierten Venen eine deutlich erhohte Synthese dieses
Markers. Dies unterstiitzt die Annahme, dass es sich um Entziindungen im
Bereich der Vasa vasorum der malformierten Venen handelt. Man kann
ebenfalls beobachten, dass die Anzahl der das Gefafs versorgenden Geféfie bei
den malformierten Venen erhoht ist. Die Vasa vasorum der malformierten
Venen aus der Abbildung 11 B) und C) weisen Vasa vasorum in der Adventitia

und bis tief in der Media auf.
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MMP2 (Gelatinase A)

MMP2 (Gelatinase A), das zu der Familie der Matrix-Metalloproteinasen gehort,
ist ein 72 kDa schweres Enzym, das an der Degradation der Extrazellular-Matrix
bei physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt ist. Dazu zahlen die
Embryonalentwicklung, Reproduktion und Gewebeneubildungen wie zum

Beispiel die Angiogenese und Entstehung von Granulationsgewebe bei

Entziindungen (Zigrino et al. 2001; Nagase et al. 1992).

A B

Abbildung 12: Einzelfirbung mit Antikorpern gegen MMP2 an normalen Venae saphenae
magnae

A, B) In beiden normalen Venen kann keine Expression von MMP2 (griin) festgestellt werden.
Lumen der Vene (L). Objektiv-Vergrofserung 10x.
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Abbildung 13: Einzelfirbung mit Antikérpern gegen MMP2 an malformierten Venen

A) Bei dieser Vene kann eine deutliche Expression in der Adventitia festgestellt werden. Diese
Bereiche sind MMP2-positiv (griin). Lumen der Vene (L). Objektiv-Vergroflerung 20x. B) Auch
in dieser malformierten Vene kann man die Expression des Enzyms MMP2 (griin) beobachten.
Die positiven Zellen ordnen sich ebenfalls in der Adventitia an. Lumen der Vene (L). Objektiv-
Vergrofierung 20x.

In den untersuchten normalen Venen kann praktisch keine Expression von
MMP2 beobachtet werden (Abb. 12). Die malformierten Venen zeigen im
Bereich der Adventitin der Gefafie eine vermehrte Bildung dieses Enzyms (Abb.
13) Dies lasst auf einen Umbau des Gewebes, moglicherweise im Zuge einer

Entziindung schliefien.

3.2 Immunfluoreszenz-Mehrfachfirbungen

Um die malformierten GefdfSe weiter zu charakterisieren und Hinweise auf eine
Veranderung in ihrem Aufbau oder ihrer Aufgabe im Korper zu erhalten, habe
ich arterielle (EphrinB2 und EphB2) und vendse Marker (EphB4 und PAL-E)
verwendet. Diese habe ich in Kombination mit anti-CD31 Antikorpern und Dapi
eingesetzt, um die genaue Lokalisation der moglichen Veranderungen zu
bestimmen und um die moglichen Dysregulationen im Aufbau der Gefafse

besser lokalisieren zu konnen.

EphrinB2 ist ein Ligand fiir Eph-Rezeptoren und ein molekularer Marker fiir
das arterielle Endothel in der embryonalen Angiogenese. Sein Tyrosinkinase-

Rezeptor EphB4 markiert hingegen das vendse Endothel (Gale et al. 2001). Der
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EphB2 Tyrosinkinase Rezeptor bindet ebenfalls an den Liganden EphrinB2 und
spielt wie EphB4 eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Gefafisytems.
EphB2 wird hauptsachlich im Endothel arterieller Geféafse exprimiert (Diehl et al.
2005).

PAL-E (Pathologische Anatomie Leiden-Endothelium Antikorper) ist ein
spezifischer endothelialer Antikorper (IgG2a), der kleine Gefdfie und Venen

markiert, jedoch keine Arterien (Schlingemann et al. 1985).

Dapi (4',6-Diamidino-2-phenylindol) ist ein fluoreszierender Farbstoff, welcher
in Zellhomogenaten kleinste Nanogramm-Mengen an DNA binden kann (Brunk
et al. 1979) und somit zum Nachweis von Zellkernen in der Immunhistologie

verwendet wird.

Doppelfirbung mit PAL-E und EphB4

Die Doppelfairbung mit den vendsen Markern EphB4 und PAL-E wurde
verwendet, um die vendsen Malformationen mit den Venae saphenae magnae
zu vergleichen und um herauszuarbeiten, ob es eine normale Expression der

venosen Marker in dem Gefaflendothel der malformierten Vene gibt.
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Abbildung 14: Doppelfirbung mit Antikorpern gegen PAL-E und EphB4 an einer normalen
Vena saphena magna

Elastin stellt sich in der Abbildung blau dar, PAL-E rot und EphB4 griin. Das Endothel der Vene
ist deutlich PAL-E-positiv (Pfeil) und EphB4-positiv (Pfeil). In der Abbildung Merged sind die
beiden Antikérper und Elastin zusammen dargestellt, wobei sich das Endothel doppelt-positiv
(gelb-rosa) (Pfeil) zeigt (PAL-E und EphB4 kolokalisieren). Objektiv-Vergrofserung 20x.
Modifiziert aus: Ebenebe et al. 2007, S. 769.
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Elastin

EphB4

Abbildung 15: Doppelfirbung mit Antikorpern gegen PAL-E und EphB4 an einer
malformierten Vene

Elastin stellt sich in der Abbildung blau dar, PAL-E rot und EphB4 griin. In der Abbildung
Merged sind die beiden Antikorper und Elastin zusammen dargestellt. Einige Vasa vasorum
(Vv) sind PAL-E-positiv. EphB4-Expression ist nicht vorhanden. Lumen der Vene (L). Objektiv-
Vergrofierung 10x. Modifiziert aus: Ebenebe et al. 2007, S. 769.
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Elastin

Abbildung 16: Doppelfirbung mit dem Antikérper PAL-E und EphbB4 an einer
malformierten Vene

Elastin stellt sich hier blau dar, wahrend PAL-E rot und EphB4 griin sind. In der Abbildung
Merged sind beide Antikorper mit Elastin dargestellt. Diese Abbildungen zeigen die
Heterogenitdt mittelgrofier Venen bei vendser Malformation. Die obere der beiden abgebildeten
Venen weist in ihrem Endothel den Marker PAL-E (rot) und EphB4 (griin) auf und die untere
Vene nur EphB4 (griin). Lumen (L). Objektiv-Vergrofierung 40x.

EphB4 und PAL-E als vendse Endothelmarker werden von den normalen Venen
auf deren Endothel-Oberfliche exprimiert (Abb. 14). Beim Endothel der
malformierten Venen sieht man eine deutliche Reduzierung des vendsen
Markers EphB4 und fast keine Expression des vendsen Markers PAL-E (Abb. 15,
16).
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Doppelfirbung mit PAL-E und EphrinB2 sowie CD31 und EphrinB2

In der Doppelfarbung mit PAL-E und EphrinB2 ging es darum, anhand des
arteriellen Markers EphrinB2 und des ventsen Markers PAL-E darzustellen,
inwieweit die malformierten Venen im Vergleich zur normalen Vena saphena
magna verandert sind. Die Doppelfarbung mit CD31 und EphrinB2 sollte

Aufschluss tiber die Lokalisation einer moglichen EphrinB2 Synthese geben.

Pal E

EphrinB2

Abbildung 17: Doppelfirbung mit Antikorpern gegen EphrinB2 und PAL-E an einer
malformierten Vene

Elastin stellt sich hier blau dar, wahrend PAL-E rot und EphrinB2 griin sind. In der Abbildung
Merged sind beide Antikorper mit Elastin dargestellt. Man kann beobachten, dass der vendse
Marker PAL-E herunterreguliert ist und im Gegensatz dazu der arterielle Marker EphrinB2 im
Endothel der malformierten Vene (Pfeile) deutlich erhoht ist. Lumen der Vene (L). Objektiv-
Vergrofierung 40x. Modifiziert aus: Ebenebe et al. 2007, S. 769.
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Merged sind beide Antikorper mit Elastin dargestellt. Deutlich positives EphrinB2-Signal in der
Abbildung Merged (griin, Pfeile) zeigt das ,, Arterialisieren” der malformierten Vene. Lumen (L).
Objektiv-Vergrofierung 20x.



Abbildung 19: Doppelfirbungen mit den Antikérpern gegen CD31 und EphrinB2 an
malformierten Venen

A, B) In beiden Venen zeigt sich ein positives EphrinB2- und CD31-Signal im Endothel (gelb,
Pfeile) A) Lumen (L). Objektiv-Vergrofserung 20x. B) Lumen (L). Objektiv-Vergrofierung 40x.

Man kann eindeutig eine hohe Expression von EphrinB2 im Endothel der
malformierten Venen erkennen (Abb. 17, 18). Die Koexpression von EphrinB2
und CD31 beweist die endotheliale Lokalisation von EphrinB2 (Abb. 19). Das
Ergebnis lasst auf eine Arterialisierung des Endothels schlieffen. PAL-E als
venoser Marker scheint in den malformierten Venen herab reguliert zu sein im
Vergleich zu den normalen Venae saphenae magnae (Abb. 14), wahrend der

arterielle Marker EphrinB2 herauf reguliert ist.

Mehrfachfirbung mit CD31, Dapi und EphB2

Bei der Mehrfachfarbung mit CD31, Dapi und EphB2 wurde untersucht, ob
dieser arterielle Marker in malformierten Venen exprimiert wird. Die Farbung
mit CD31 und Dapi dient der Orientierung im Gewebeschnitt und der Frage der

Kolokalisation im Endothel.
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Abbildung 20: Mehrfachfirbung mit Antikérpern gegen CD31 und EphB2 an einer normalen
Vena saphena magna

CD31 stellt sich in der Abbildung rot dar, EphB2 griin und Dapi blau. In der Abbildung Merged
sind die drei Farben zusammen dargestellt. Das Endothel der Vene ist CD31-positiv (rot) und
minimal EphB2-positiv (griin). In der Muskulatur der Tunica media der Vene erkennt man
EphB2-positive Anteile und ebenfalls in der Intima, wahrscheinlich in den glatten Muskelzellen.
Lumen der Vene (L). Objektiv-Vergrofierung 20x.
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Abbildung 21: Mehrfachfirbung mit Antikdrpern gegen CD31 und EphB2 an einer
malformierten Vene

CD31 stellt sich in der Abbildung rot dar, EphB2 griin und Dapi blau. In der Abbildung Merged
sind die drei Farben zusammen dargestellt, wobei das Endothel hier teilweise doppelt-positiv
(gelb) (Pfeile) dargestellt ist (CD31 und EphB2 iibereinander gelagert). EphB2 (griin) ist ebenfalls
in den Myozyten der Tunica media positiv. Die Zellkerne der verschiedenen Zellen von der
normalen und malformierten Vene stellen sich blau dar und das Endothel rot.

Lumen der Vene (L). Objektiv-Vergrofierung 100x.

In den malformierten Venen fillt eine deutlichere Expression des arteriellen
Markers EphB2 im Endothel der Vene und in den Myozyten der Tunica media
auf, wahrend in der normalen Vene eine Expression von EphB2 vereinzelt in der
Muskulatur der Tunica media sowie in der in den glatten Muskelzellen der Intima

beobachtet werden kann (Abb. 20, 21). Eine EphB2-Expression im Endothel der

normalen Vene ist im geringen MafSe auch zu erkennen.
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Durch die Untersuchung von malformierten Venen und deren Vergleich mit
normalen Venae saphenae magnae konnten einige wesentliche Unterschiede

heraus gearbeitet werden.

Die untersuchten malformierten Venen zeigen eine deutliche Zunahme der Vasa
vasorum in der Tunica media der Gefafse (Abb. 3), wahrend sich bei den
normalen Venen die Vasa vasorum hauptsachlich in der Adventitia befinden
(Abb. 2). Durch das Einsprossen der Vasa vasorum in tiefer gelegene Schichten

kann es zu Aussackungen der Gefédfse und Instabilitat kommen.

Die Biindelung der Muskulatur der malformierten Venen ist aufgelockert.
Manche GefafSabschnitte sind muskelschwach ausgebildet (Abb. 5). Die
untersuchten normalen Venae saphenae magnae zeigen eine geordnete
Muskelbiindelung (Abb. 4). Die Muskelauflockerung in den malformierten
Venen kann ebenfalls ein Grund fiir Instabilitdit im Gefdafs sein. Die Vasa
vasorum der malformierten Venen zeigen in der Immunfluoreszenz mit
Antikorpern gegen unterschiedliche Entziindungsmarker einen Anstieg der
Expression. CD54 (Abb. 7), CD62e (Abb. 9) und CD105 (Abb. 11) sind in den
Vasa vasorum der kranken Venen deutlich erhoht, was fiir eine
Entziindungsreaktion im Bereich der Adventitia und Tunica media spricht. Das
Enzym MMP2, welches ebenfalls vermehrt in den malformierten Venen
synthetisiert wird, spricht fiir einen Gewebeumbau im Bereich der Adventitia
und Tunica media (Abb. 13).

Als weiteres Merkmal der malformierten Venen fallt eine Arterialisierung der
Gefafle auf. Die arteriellen Marker EphrinB2 und EphB2 sind hier deutlich hoch
reguliert (Abb. 17, 18, 19, 21), wahrend die vendsen Marker PAL-E und EphB4
herunter reguliert sind (Abb. 15, 16).
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Insgesamt kann man eine Auflockerung der malformierten Gefiafie durch das
Eindringen der Vasa vasorum in tiefer gelegene Gefdflabschnitte und eine
Verminderung und Auflockerung der Muskelbiindelung beobachten. Im
Bereich der Vasa vasorum kann man Entziindungen und Gewebeumbildung
nachweisen und die malformierten Venen weisen Anzeichen einer

Arterialisierung auf.
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4 Diskussion

In Zentren fiir vaskuldre Anomalien sind vendse Malformationen die
zweithdufigste Einweisungsdiagnose. Die Lasionen treten in der Haut, Mukosa
und auch in Muskeln, Knochen und inneren Organen auf. Je nach Lage und
Grofle konnen sie anatomische Distorsionen und Schmerz hervorrufen. Diese
Form der Erkrankung kann durch Blutungen oder Obstruktionen

lebenswichtiger Strukturen zum Tode fithren (Boon et al. 2004).

Die meisten vendsen Malformationen treten sporadisch auf, jedoch gibt es in
einigen Familien den Nachweis einer autosomal dominanten Vererbung. Diese
wurden in den Genen TIE2/TEK, KRIT1 und Glomulin identifiziert (Vikkula et al.
1996, Boon et al. 1994; Limaye et al. 2009; Laberge-le Couteulx et al. 1999;
Brouillard et al. 2000; Morris et al. 2005).

Es gibt mittlerweile verschiedene Ansdtze, venose Malformationen zu
behandeln, wie zum Beispiel eine aktuelle Studie (Pereyra-Rodriguez et al. 2009)
zeigt. Man hat gute Erfolge mit sequentieller Applikation von 595nm gepulstem
Farblaser und 1064nm Wellenlangen eines Nd:YAG Lasers erzielt. Jedoch ist

eine Heilung derzeit noch nicht moglich.

In den durchgefiihrten Untersuchungen im Rahmen meiner Dissertation habe
ich sporadisch auftretende vendse Malformationen von jungen Erwachsenen
mit normalen Venae saphenae magnae von Erwachsenen in Hinsicht auf die
Expression vaskuldrer Molekiile und ihren histologischen Aufbau verglichen.
Die Vergleichbarkeit ist durch den Altersunterschied der Patienten
eingeschrankt. Da es aber unmoglich ist, Venen zur immunhistologischen
Untersuchung von jungen Erwachsenen zu erhalten, ist die vorgenommene
Untersuchung die bestmogliche. Durch den Altersunterschied konnen Einfliisse

durch das Alterwerden eine Rolle bei der Genexpression und dem Aufbau der
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Venae saphenae magnae spielen, auffillige pathologische Veranderungen waren

aber in den Kontrollvenen nicht vorhanden.

41 Aufbau der malformierten Venen

In meinen Untersuchungen hat sich gezeigt, dass malformierte Venen im

Vergleich zu den normalen Venen einen andersartigen Aufbau aufweisen.

Die Zahl der Vasa vasorum ist deutlich vermehrt und sie reichen bis in die
Tunica media der Gefafse, wahrend sich die Vasa vasorum der normalen Venen
in meinen Untersuchungen und in anderen Studien in der Adventitia befinden
(Ritman und Lerman 2007; Williams und Heistad 1996). Dies konnte ich mittels
Farbung mit Antikorper gegen CD31 als Endothelmarker besonders gut zeigen.
Das Einsprossen der Vasa vasorum in tiefer gelegene Schichten der
malformierten Venen kann zur Instabilitdt der Gefafse fithren. Die Instabilitat
der malformierten Venen kann ebenfalls durch eine vermehrte Bildung des
Markers MMP2 (Matrix-Metalloproteinase-2) im Bereich der Adventitia im Zuge

eines Umbaus des Gewebes hervorgerufen werden.

Es hat sich ebenfalls gezeigt, dass in den ventsen Malformationen die
Anordnung der Muskelschicht wunstrukturiert, zum Teil vermindert,
aufgelockert und zum Teil verdickt erscheint. Ich habe hierzu den Antikorper
gegen a-Smooth Muscle Actin (SMA) verwendet und konnte im Vergleich dazu
den geordneten Wandaufbau der normalen Venen aufzeigen. SMA kann in
glatten Muskelzellen, in Perizyten und in Myofibroblasten in den

Mikrofilamenten nachgewiesen werden (Skalli et al. 1989).

4.2 Entziindungszeichen in den vendésen Malformationen

In meinen Untersuchungen habe ich festgestellt, dass Entziindungsmarker im

Bereich der Vasa vasorum der malformierten Venen hoch reguliert sind.
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Hierzu habe ich den Antikorper gegen CD54 (ICAM-1/ inter-cellular adhesions
molecule-1) verwendet, welcher auf vaskuldren Endothelzellen und Leukozyten
exprimiert wird. ICAM-1 ist ein Ligand fiir den Rezeptor LFA-1 (lymphocyte
function-associated antigen) (Rothlein et al. 1986). Uber diesen Ligand-Rezeptor
Komplex konnen Leukozyten in das Gewebe einwandern (Yang L et al. 2005).
CD54 wird bei verschiedenen Krankheiten vermehrt exprimiert, wie zum
Beispiel Artherosklerose, Ischiamie, vendse Ulzerationen, bei neurologischen
Beschwerden, Entziindungen und Malignomen (Lebedeva et al. 2005; Simmons
et al. 1988; Pascarella et al. 2005). Meine Untersuchungen zeigen, dass
offensichtlich eine Leukozytenmigration im Bereich der Tunica adventitia und

der Tunica media stattfindet.

CD62e (ELAM-1/ endothelium leucoyte adhesion molecule-1) ist ein
endotheliales Zelladhdsionsmolekiil fiir neutrophile Granulozyten und spielt
ebenfalls bei der Extravasation ins umliegende Gewebe eine Schliisselrolle
(Picker et al. 1991; Bevilacqua et al. 1989; Ferrario und Strawn 2006). In einigen
malformierten Venen konnte ich eine erhohte Expression von CD62e in den
Vasa vasorum im Vergleich zu den normalen Venen beobachten, welches auf

eine erhohte Extravasation von neutrophilen Granulozyten hinweist.

Um die These zu unterstiitzen, dass die Entziindungszeichen in den Vasa
vasorum erhoht sind, habe ich einen weiteren Antikorper, gegen CD105
(Endoglin), verwendet. CD105 wird auf Endothel und hamatopoetischen Zellen
exprimiert und bindet TGF beta Isoformen (Transforming growth factor beta-
Isoformen). Die Expression ist erhoht bei Wundheilungsstorungen, Angiogenese
und Entziindungen (Arthur et al. 2000). In den von mir untersuchten
malformierten Venen zeigte sich auch hier eine erhohte Expression in den Vasa

vasorum, welche die vorherigen Befunde nochmals unterstiitzt.
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Die Untersuchungen mit MMP2 (Matrix-Metalloproteinase-2/ Gelatinase A)
zeigte eine vermehrte Expression im Bereich der Tunica adventitia und Tunica
media. MMP2 ist ein Enzym, welches physiologischerweise bei der
Gewebeneubildung, = Embryonalentwicklung, = Angiogenese =~ und  bei
Entziindungen ein Auflosen der Extrazellularmatrix bewirkt (Zigrino et al. 2001;
Nagase et al. 1992). Dies lasst auf Gewebeabbau, -neubildung oder Entziindung

schlief3en.

Meine Untersuchungen belegen die Hochregulation von
entziindungsassoziierten Molekiilen und stehen im FEinklang mit anderen
Studien, in denen eine Hochregulation der Chemokine MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1) und MCP-2 in malformierten Venen mittels Microarray-

Analysen nachgewiesen wurde (Ebenebe et al. 2007).

4.3 Arterialisierung in den venésen Malformationen

Die Untersuchungen mittels Immunfluoreszenz haben gezeigt, dass arterielle
Marker im Endothel der malformierten Venen hoch reguliert und vendse
Marker herunter reguliert sind. Hierzu habe ich Doppelfarbungen angefertigt,
um den direkten Vergleich zwischen den arteriellen und vendsen Markern zu

erhalten.

Als arterielle Marker habe ich EphrinB2 und EphB2 verwendet. EphrinB2 ist ein
membrangebundener Ligand, der eine entscheidende Rolle {ibernimmt bei Zell-
Zell-Kontakten. Der EphrinB2 Ligand ist bereits in der frithen
Embryonalentwicklung ein molekularer Marker fiir das arterielle Endothel. Sein
Tyrosinkinase-Rezeptor EphB4 markiert hingegen das venose Endothel. Dies
lasst ~annehmen, dass dieser Ligand-Rezeptor-Komplex bei der
Kontaktaufnahme von venodsen und arteriellen Gefdfsen, zum Beispiel bei
Anastomosen, eine Rolle spielt (Gale et al. 2001). Die Eph-Tyrosinkinase-
Rezeptoren werden auch in Zusammenhang gebracht mit verschiedenen
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Formen der Tumorigenese und pathologischen Formen der Angiogenese. Der
EphB2-Tyrosinkinase-Rezeptor bindet ebenfalls den Liganden EphrinB2 und
spielt wie EphB4 eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des kardiovaskuldren
Systems und Nerven. Man findet zudem oft eine Uberexpression von EphB2
Rezeptoren in verschiedenen Tumoren (Chrencik et al. 2007). EphB2 wird

hauptsachlich im Endothel arterieller Geféafse exprimiert (Diehl et al. 2005).

In meinen Abbildungen sieht man die deutliche Steigerung der Expression der
arteriellen Marker EphrinB2 und EphB2 im Endothel der malformierten Venen
im Vergleich zu den normalen Venen. EphB2 ist im Endothel und in den
Myozyten der Tunica media und in den normalen Venen in Muskulatur des
Gefafles und den glatten Muskelzellen der Intima zu beobachten. EphrinB2 und
der Endothelmarker CD31 weisen eine Koexpression im Endothel der

malformierten Venen auf.

Ich habe aufierdem den Antikérper PAL-E (Pathologische Anatomie Leiden-
Endothelium) und anti-EphB4 Antikorper als vendse Marker verwendet. PAL-E
ist ein spezifischer endothelialer Antikorper (IgG2a), der Venen und kleine
Gefafle markiert, jedoch keine Arterien (Schlingemann et al. 1985). EphB4 wird
besonders stark in venodsen Gefdfsen exprimiert (Wang et al. 1998). Meine
Untersuchungen an den malformierten Venen zeigen im Vergleich zu den
normalen Venae saphenae magnae eine deutlich geringere Expression der

venosen Markern PAL-E und EphB4.

Die Hochregulation von EphrinB2 und EphB2 weist in den malformierten
Venen auf eine Arterialisierung des Endothels hin. In einer anderen Studie
wurde gezeigt, dass eine physiologische Arterialisierung in Nabelschnurvenen
stattfindet, in denen arterielles Blut von der Plazenta zum Embryo fliefst und
ebenfalls EphrinB2 im Endothel exprimiert wird (Diehl et al. 2005). Die

zusatzliche Abnahme der Expression der venosen Marker PAL-E und EphB4
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deutet auf eine pathologische Arterialisierung in den malformierten Venen hin.
Die Ergebnisse der Immunfluoreszenz werden durch Untersuchungen mittels
Microarrays bestatigt, in denen EphrinB2 in den malformierten Venen hoch

reguliert und EphB4 herunter reguliert ist (Ebenebe et al. 2007).

4.4 Ergebnisbewertung

Insgesamt wird hier eine Auswahl von wenigen, jedoch aussagekraftigen
immunhistologischen Untersuchungen an vendsen Malformationen dargestellt,
um so einen generellen Uberblick iiber den Aufbau und die Dysregulation von
Genen in den krankhaften Gefdflen zu erhalten. Die Ergebnisse sind sehr
aufschlussreich, jedoch sollte man diese Ansdtze dazu verwenden,
weiterfithrende Untersuchungen mit mehr Patienten anzufertigen, um die

Aussagen zu verifizieren und zu vertiefen.
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5 Zusammenfassung

Die Entstehung vendser Malformationen bei Kindern und jungen Erwachsenen
ist noch nicht ausreichend geklart und wird derzeit weiter untersucht. Anhand
genetischer Assoziationsstudien konnten bereits einige Gene identifiziert
werden, die mit der Entstehung der Erkrankung in Zusammenhang gebracht
werden konnen, wie zum Beispiel die Gene TIE2/TEK, KRIT1 und Glomulin. Die
meisten vendsen Malformationen treten jedoch sporadisch auf. Die Diagnose
und Behandlung vendser Malformationen machen Fortschritte, eine

Kausaltherapie existiert aber nicht.

Jiingste Untersuchungen in unserem Labor haben gezeigt, wie komplex diese
Krankheit ist (Ebenebe et al. 2007). In dieser Studie zeigten sich mittels
Microarray und PCR Analysen, in Verbindung mit meiner Untersuchung, eine
Hochregulation des arteriellen Markers EphrinB2 im Endothel der
malformierten Venen sowie eine Herunterregulation der vendsen Marker EphB4
und Pal-E. Jedoch konnten 57 Prozent der in den malformierten Venen

dysregulierten Gene funktionell nicht zugeordnet werden.

In meinen Untersuchungen habe ich mir mittels Immunfluoreszenz einen
Uberblick iiber die Unterschiede der Genexpression malformierter Venen im
Vergleich zu normalen Venae saphenae magnae in den Bereichen Struktur,
Entziindungszeichen und vendse/arterielle Charakteristika der Gefafle

verschafft. Die Ergebnisse zeigen in allen drei Bereichen eine Dysregulation.

Zu dem ersten Bereich gehort der histologische Wandaufbau der malformierten
Venen. In den Untersuchungen mit dem Endothelmarker CD31 zeigt sich, dass
die Zahl der Vasa vasorum in den malformierten Venen deutlich erhoht ist. Die
Vasa vasorum reichen teilweise bis tief in die Tunica media. In den normalen
Venen befinden sich die Vasa vasorum in der Adventitia. Ebenfalls zeigt sich bei
der Verwendung des Antikorpers gegen SMA eine unstrukturierte, teils
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verminderte, teils verstarkte Morphologie der Tunica media der malformierten
Venen. Diese beiden Komponenten pradisponieren fiir GefafSinstabilitat und

Aussackungen der Gefifle.

Ein weiterer Aspekt meiner Studien zeigt eine Verstarkung der Expression der
Entziindungsmarker CD54, CD62e und CD105 in den Vasa vasorum im Bereich
der Tunica adventitin und media der malformierten Venen. Die Matrix-
Metalloproteinase-2 (MMP2), die bei Entziindungen, Angiogenese und
Gewebeneubildung vermehrt gebildet wird, ist in den venosen Malformationen
in der Tunica adventitin und media ebenfalls erhoht. Dies =zeigt, dass
Entziindungsmechanismen in den Vasa vasorum eine Teilkomponente der

Erkrankung sind.

Der letzte untersuchte Bereich zeigt, dass die malformierten Venen im Endothel
eine erhohte Expression der arteriellen Marker EphrinB2 und EphB2, sowie eine
verminderte Expression der venosen Marker PAL-E und EphB4, aufweisen. Dies
unterstiitzt die These, dass es sich hier um eine pathologische , Arterialisierung”

des Endothels der malformierten Venen handelt.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass venose Malformationen bei Kindern
auf verschiedenen Ebenen hochkomplexe Erkrankungen sind. In allen drei
Abschnitten der Gefafle, in der Tunica adventitia, media und interna, sind reaktive

Verdanderungen nachzuweisen.
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6.3 Abkiirzungsverzeichnis

Aqua dest.
BSA

CD

Dapi
ELAM-1/CD62e
FGF
ICAM-1/CD54
Ig-Superfamilie
kDa

KPP

KRIT1

LFA-1

MCP

MMP2

NaCl
PAL-E

PBS

destilliertes Wasser

bovine serum albumin

cluster of differentiation
4',6-Diamidino-2-phenylindol

endothelium leukocyte adhesion molecule-1
fibroblast growth factor

inter-cellular adhesion molecule-1
Immunglobulin-Superfamilie

kilo-Dalton

Kalium-Phosphatpuffer

krev interaction trapped protein 1
lymphocyte function-associated antigen 1
monocyte chemotactic protein
Matrix-Metalloproteinase-2

Anzahl

Natriumchlorid

Pathologische Anatomie Leiden- Endothelium

phosphate buffered saline
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PECAM-1/CD31

SMA

TGEF beta

TIE2/TEK

VEGF

platelet / endothelial cell adhesion molecule-1

smooth muscle actin

transforming growth factor beta

tyrosine kinase with Ig and EGF homology domains 2

vascular endothelial growth factor
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