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1. Einleitung

1. Einleitung

Vaskulare Anomalien (VA) werden zu den seltenen Erkrankungen (Rare
Disease) gezahlt. Trotzdem handelt es sich bei ihnen um die haufigsten
angeborenen und frahkindlichen Weichgewebsfehlbildungen im Kopf-Hals-
Bereich (Werner et al. 2006; Wassef et al. 2015). Sie stellen nicht nur ein
kosmetisches Problem dar, sondern kdnnen, je nach Auspragung, durchaus
lebensbedrohliche Ausmal3e annehmen. Durch eine ungunstige anatomische
Lokalisation dieser Tumoren kommt es nicht selten zur Verlegung des oberen
Aerodigestivtraktes (Werner et al. 2001; Buckmiller et al. 2010). Massive
Blutungen ausgehend von VA konnen mitunter letal enden. Aufgrund der
genannten Komplikationen sind VA von bedeutender klinischer Relevanz.
Infolge ihrer Seltenheit liegen bisher jedoch nur wenige Untersuchungen vor,
die Aufschluss Uber die Entwicklung und Progression der Erkrankung geben.
Eine weiterfuhrende Untersuchung der zugrundeliegenden Pathogenese ist
daher notwendig (Werner et al. 2001; Boettcher et al. 2010; Cai et al. 2010).

Aktuelle Untersuchungen zeigen einen Zusammenhang zwischen somatischen
Mutationen wie beispielsweise im PIK3CA-Gen und der Entstehung vendser
und lymphatischer Malformationen (Terzi et al. 1997; Limaye et al. 2015;
Wassef et al. 2015; Greene and Goss 2018). So konnten unter anderem
somatische Mosaikmutationen im PIK3CA-Gen sowohl in isolierten
lymphatischen und vendsen Malformationen, als auch in assoziierten
syndromalen Erkrankungen (z.B. Klippel-Trénaunay-Syndrom, CLOVE-
Syndrom) nachgewiesen werden (Boscolo et al. 2015; Luks et al. 2015).
Ursachlich vermutet wird ein gesteigerter PISK/Akt/mTOR-Signalweg, der zu
vermehrter Zellteilung und Proliferation fuhrt und ebenso in bosartigen Tumoren
hochreguliert ist. Diese Beobachtungen unterstreichen die Notwendigkeit
weiterfuhrender Untersuchungen der Expression verschiedener
Kandidatenproteine durch VA, da diese wichtige Hinweise zu ihrer Entstehung

auf genetischer Ebene liefern kdnnen.

Die Entwicklung einer klinisch-pathologischen Klassifikation von VA stellte sich
aufgrund der Heterogenitat der Erkrankung als schwierig dar. Virchow und

Wagner orientierten sich an den pathologischen GefalRveranderungen und
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unterteilten 1863 die VA in Lymphangiome und Angiome. Die Hamburger
Klassifikation hingegen unterschied nach entwicklungsgeschichtlichen Kriterien
(Belov 1990). Sie ordneten die VA in trunkale und extratrunkale Formen, je
nach Art der embryologischen Entstehung ein (Belov 1990). Diese
Klassifizierungen lieRen jedoch pathophysiologische Grundlagen
unberlcksichtigt und zeigten sich im klinischen Einsatz als unpraktisch,
weshalb  Anomalien  unterschiedlichster  Atiologie und Verlaufsform

vereinfachend als ,Hamangiome® bezeichnet wurden (Garzon et al. 2007).

Im Jahre 1982 veroffentlichten Mulliken und Glowacki eine Einteilung der VA in
Hamangiome und vaskulare Malformationen (VM) (Mulliken and Glowacki
1982). Hierbei erfolgte eine Unterscheidung von VA anhand ihres klinischen
Verhaltens, der histologischen Parameter und ihrer Flusseigenschaften. Diese
Herangehensweise stellte sich als praktisch dar und erlaubte Schlisse auf den
klinischen Verlauf. Im Jahr 1996 wurde sie daher von der International Society
for the Study of Vascular Anomalies (ISSVA) als offizielle Klassifikation
anerkannt. Die letzte Aktualisierung erfolgte 2014 (Tabelle 1) (Merrow et al.
2016). Kernpunkt dieser Klassifikation ist die konsequente Unterteilung von VA
in VM und vaskulare Tumoren, in die auch die Hamangiome einbezogen
wurden. Diese Neuerung erweist sich als sinnvoll, da es sich bei Hdmangiomen
mitunter um eine heterogene Gruppe von Anomalien mit unterschiedlichem
Verlauf handelt. Klinisch besteht der entscheidende Unterschied zwischen
Hamangiomen und VM vor allem in der spontanen Involution, die ausschlieRlich
bei Hamangiomen auftritt und sich in den ersten funf bis zehn Jahren nach
deren Entstehung vollzieht (Fishman and Mulliken 1993). Diese Einteilung,
basierend auf den Kenntnissen der unterschiedlichen Eigenschaften von VA,

bildet die Grundlage einer wirksamen Therapie (Chiller et al. 2003).
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Tabelle 1. Klassifikation der Vaskuldren Anomalien (entsprechend der International
Society for the Study of Vascular Anomalies (ISSVA) 2014).

Vaskulare Anomalien

Vaskulare Vaskulare Malformationen
Tumoren
Benigne (inkl. Anomalien Assoziiert mit
Hamangiome Einfach Kombiniert* | der grol3en anderen
und Gefalle Anomalien
Granuloma (;trunkale® VM)
pyogenicum)
Lokal Kapillare CVM, CLM Betreffen: (Alpfp=t-
aggressiv Malformation - Ly_m\?gr?:;age Tsrsggfo”rﬁ'
oder LVM, CLVM - Arterien
borderline Lymphatische Servelle-
Malformation CAVM** Beinhalten: Martorell-
- Kongenitale Syndrom
.. rteriovend
Venose_ CLAVM™ ° eFi‘;teelnose Sturge-Weber-
Malformation - Persistierende Syndrom
andere embryonale
Maligne Arteriovenose Gefalte Parkes-Weber-
Malformation** Syndrom
. .. Maffucci-
Arteriovenose Syndrom
Fistel*™
weitere

*zwei oder mehr VM in einer Lasion; **high-flow-Lasionen; CVM: kapillar-vendse Malformation;
CLM: kapillar-lymphatische Malformation; LVM: lymphatisch-venése Malformation; CLVM:

kapillar-lymphatisch-ventése Malformation; CAVM: kapillar-arteriovendse Malformation; CLAVM:
kapillar-lymphatische-arteriovendse-Malformation.

1.1 Vaskulare Tumoren

1.1.1 Benigne Formen

1.1.1.1 Hamangiome

Bei Hamangiomen (Ham) handelt es sich um benigne GefalRtumore, die

definitionsgemall erst nach der Geburt auftreten (Marchuk 2001).

Sie

entwickeln sich aus Endothelzellen und sind charakterisiert durch ihr schnelles,

Uberproportionales Wachstum innerhalb der ersten Lebensmonate (Eichenfeld
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1998). 60% der Ham entwickeln sich im Kopf-Hals-Bereich, der Rest verteilt
sich auf Extremitaten und Rumpf (Finn et al. 1983). Es handelt sich
Uberwiegend um isoliert auftretende Ham. Sie kdnnen aber auch multipel und in
Assoziation mit dem PHACES-Syndrom (posterior fossa anomalies—
hemangiomas—arterial anomalies—cardiac anomalies—eye anomalies—sternal
cleft and supraumbilical raphe syndrome) der benignen neonatalen
Hamangiomatose oder dem PELVIS-Syndrom (perineal hemangioma, external
genitalia malformations, lipomyelomeningocele, vesicorenal abnormalities,
imperforate anus, skin tag) auftreten. Die Pathogenese der Ham ist weitgehend
unbekannt. Bei einem Verhaltnis von 3:1 treten sie jedoch haufiger bei
weiblichen Patienten auf, weshalb eine hormonelle Beeinflussung vermutet
wird. Bisherige Studien konnten diese Annahme jedoch nicht belegen (Nichols
et al. 1992; Lamovec and Bracko 1996).

Nach der Proliferationsphase gehen Ham typischerweise in eine spontan
einsetzende Phase der Involution uber, die in ca. 50% der Falle im Alter von
funf Jahren abgeschlossen ist (Bowers et al. 1960). Etwa die Halfte der
Patienten weist danach Residuen in Form von Teleangiektasien, Vernarbungen,
Atrophien oder Abblassung der Haut auf (Smolinski 2005). Aufgrund der
starken Ruckbildungstendenz der Ham, ist bei der Behandlung ein abwartendes
Verhalten (wait and see) angebracht. Entscheidend fur eine Therapieindikation
ist hierbei das Wachstumsverhalten der Lasion sowie deren Lokalisation. So ist
gerade beim Auftreten von Ham im Gesichtsbereich, die eine
Proliferationstendenz  zeigen, eine Therapie zu empfehlen. Mogliche
kosmetische und funktionelle Folgen kdnnen so vermieden werden (Batta et al.
2002). Systemische Therapiekonzepte sind die Gabe von Propranolol (Léaute-
Labreze et al. 2008) oder Kortikosteroiden. Laut aktueller Datenlage ist bei
einer Therapie mit Propranolol, im Vergleich zu einer Therapie mit Prednison,
mit geringeren Nebenwirkungen bei zugleich besserem Behandlungserfolg und
Ansprechen auszugehen (Bertrand et al. 2011). Weitere Optionen stellen die
Kryotherapie, Lasertherapie und/oder die konventionelle Chirurgie dar (Marler
and Mulliken 2005; Werner et al. 20006).
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1.1.1.2 Granuloma pyogenicum

Bei dem Granuloma pyogenicum handelt es sich um einen haufigen benignen
vaskularen Tumor der Haut und der Schleimhaute. Er ist erworben und kann in
jedem Alter auftreten, wird aber bevorzugt bei Kindern und jungen
Erwachsenen beobachtet (Sud and Tan 2010). Nicht selten tritt er als
Granuloma gravidarum in der Schwangerschaft vornehmlich an der Gingiva auf,
bildet sich postpartal aber wieder zuruck. Synonyme Bezeichnungen sind
eruptives Hamangiom oder Granuloma teleangiectaticum. Die Terminologie ist
allerdings irrefUhrend, da es sich weder um eine granulomatdse, noch um eine
pyogene Lasion handelt und es mitunter zu Verwechslungen mit dem Begriff
des infantiien Hamangioms kommen kann (Chang 2003). Auch wenn die
Atiologie noch nicht vollstandig geklart ist, konnte ein Zusammenhang mit
Faktoren wie Traumata, weiblichem Geschlecht und dem zusatzlichen Auftreten
von Port-Wine-Stains beobachtet werden (Pagliai and Cohen 2004). Vermutet
wird aullerdem ein zugrundeliegendes Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-
angiogenen Faktoren, welches vermutlich durch den Einfluss weiblicher
Sexualhormone entsteht (Yuan et al. 2002). Das Granuloma pyogenicum
prasentiert sich als rote bis blauliche Veranderung, die schnell wachst und leicht
blutet. Meist tritt sie an den Akren oder in der Kopf-Hals-Region auf (Szeimies
2010). Sie verursacht vor allem kosmetische, aber auch funktionelle
Beeintrachtigungen wie Blutungen oder Grollenzunahme. Traditionell kommt
die chirurgische Entfernung als Therapie zum Einsatz (Alam et al. 2006),
ebenfalls Kryotherapie, Applikation von Silbernitrat sowie Lasertherapie (Pagliai
and Cohen 2004).

1.1.2 Lokal aggressive oder borderline vaskuldare Tumoren

1.1.2.1 Hamangioendotheliome

Hamangioendotheliome stellen eine heterogene Gruppe vaskularer Tumoren
dar, die sich in ihrem histologischen Bild und ihrer klinischen Auspragung stark
unterscheiden konnen. Sie werden als sogenannte intermediare Tumoren
angesehen, deren biologisches Verhalten zwischen dem benigner Hamangiome
und maligner Angiosarkome eingestuft wird (Requena and Kutzner 2013).
Unterschieden werden weiterhin das kaposiforme und das retiforme

Hamangioendotheliom, sowie der Dabska-Tumor.
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Das kaposiforme Hamangioendotheliom (KHE) ist sehr selten und tritt im
Sauglingsalter oder frGhen Kindesalter auf. Anders als infantile Hamangiome
zeigt es aber keine Neigung zur Involution. Es zeichnet sich aus durch seine
lokale Aggressivitat und kann sowohl oberflachlich in der Haut, meist an den
Extremitaten, als auch in tieferen Schichten des Weichteilgewebes entstehen.
Selten tritt es auch im Retroperitoneum, Mediastinum, den inneren Organen
oder den Knochen auf. Meist zeigt es sich als leicht erhabene, rotlich-livide,
subkutane Erhebung, die zunachst wie ein Hdmatom erscheinen kann (Gruman
et al. 2005). In schwereren Fallen kommt es zum Wachstum und zur Induration
der Lasion mit Entstehung von Petechien und Ekchymosen. Die schwerste
Komplikation dieses Tumors ist das Kasabach-Merritt-Syndrom (KMS), eine
lebensbedrohliche Koagulopathie, die mit Thrombozytopenie und erhdohtem
Verbrauch an Fibrinogen einhergeht. Uber 70% der Patienten mit einem KHE
entwickeln das genannte Syndrom, wobei das Risiko bei grof3en, kongenitalen,
extrakutan gelegenen Lasionen am grofdten ist (Croteau et al. 2013).
Histopathologisch zeigen sich Lappchen von spindelzelligen bis abgerundeten
Endothelzellen, umgeben von fibrotischen Arealen und dunnwandigen
Gefallen, die infiltrativ in das Nachbargewebe einwachsen. Zudem sind haufig
abnormale lymphatische Gefal3e und Nester epitheloider Zellen innerhalb der

Lasion zu finden (Lyons et al. 2004).

Die Pathogenese des KHE ist bisher nicht vollstandig geklart. Da in
Endothelzellen von KHEs vaskulare Marker wie CD31 und CD34, aber auch
lymphatische Marker (Podoplanin) nachgewiesen werden konnen, wird eine
Entartung von lymphatischem Endothel als Ursache vermutet, ahnlich wie es
bei Kaposi-Sarkomen postuliert wurde (Zukerberg et al. 1993; Arai et al. 2006).
Im Unterschied zum Kaposi-Sarkom gibt es allerdings keine Evidenz fur die

Assoziation mit dem humanen Herpesvirus 8 (Lyons et al. 2004).

Therapeutisch wird bei Patienten, ohne Vorliegen eines KMS, die chirurgische
Exzision bevorzugt. Ist diese nicht moglich, wird die Einnahme von Aspirin
und/oder Prednison empfohlen, an die sich eine chirurgische Behandlung
anschlie3en kann. Auch fur Patienten mit einem bestehenden KMS ist bei einer

kleinen resektablen Lasion die chirurgische Exzision Mittel der Wahl. Bei
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groleren KHE wird die intraven0se Gabe des Zytostatikums Vincristin,
kombiniert mit systemischer Gabe von Prednison oder Sirolimus, empfohlen
(Shin et al. 2000; Jahnel et al. 2012; Drolet et al. 2013; Wang et al. 2015).

Das endovaskulare papillare Angioendotheliom, auch als Dabska-Tumor
bezeichnet, wurde erstmals im Jahre 1969 von Maria Dabska anhand von
sechs padiatrischen Fallen beschrieben (Dabska 1969). Seither wurden 30
weitere Falle in der Literatur dokumentiert, wobei 12 davon bei Erwachsenen
auftraten. Viele dieser Neoplasien waren im Kopf-Hals-Bereich und den
Extremitaten lokalisiert, weitere im Bereich von Knochen und Milz (Katz et al.
1988; Takaoka et al. 2003; Nakayama et al. 2004). In einigen Fallen entwickelte
sich der Tumor aus zuvor bestehenden vaskularen Lasionen (Quecedo et al.
1996; Argani and Athanasian 1997). Die Auspragung des Tumors kann
zwischen einer rot-blaulichen Plaque bis hin zu einem tastbaren Knoten mit
dermalen Atrophien variieren. Hinzukommen konnen Ulzerationen, Schmerzen
und Blutungen aus der Lasion (Neves et al. 2011). Histopathologisch besteht
die Neoplasie aus intraluminalen papillaren Proliferationen umgeben von
lymphozytaren Infiltraten. Die Expression des lymphatischen Endothelmarkers
PDPN deutet auf eine Verwandtschaft zu lymphatischen vaskularen Tumoren
hin (Fukunaga 2005), demgegenuber konnten auch vaskulare Endothelmarker
wie CD34, CD31 und Vimentin immunhistochemisch nachgewiesen werden
(Coindre 2003). Im Jahre 2000 veroffentlichte Dabska eine Studie zum
Outcome der erstmals beschriebenen sechs Falle. Nach einer grof3zugigen
chirurgischen Exzision, zeigten drei Patienten eine Invasion des Tumors in
tiefere Gewebestrukturen. Ein Patient verstarb an, bereits bei Erstvorstellung
bestehenden, pulmonalen Metastasen (Schwartz et al. 2000). Die potentielle
Malignitat des endovaskularen papillaren Angioendothelioms sollte daher nicht
unterschatzt werden. Ebenfalls sollte sich eine Wiedervorstellung nach erfolgter
Therapie anschlie®en, auch wenn bisher kein offizielles Protokoll zum Follow-

up vorliegt (Neves et al. 2011).

Das retiforme Hamangioendotheliom (RH) wird auch als eine Variante des
Angiosarkoms mit niedrigem Malignitatspotential beschrieben. Diese vaskulare
Neoplasie tritt vor allem an den Extremitaten junger Erwachsener auf und weist

ein exophytisches Wachstum mit dermalen oder subkutanen Knoten auf. Es ist
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lokal aggressiv und zeigt, bei insuffizienter Therapie, eine hohe Rezidivheigung
(Calonje et al. 1994). Die Atiologie ist bisher ungeklart, wobei eine Assoziation
zum Humanen Herpesvirus 8 (HHV-8), nur in einem Fall beschrieben wurde
(Schommer et al. 2000). Histologisch zeichnet sich das RH durch elongierte
Blutgefalle aus, die an die Samenkanalchen des Rete testis des Hodens
erinnern, woraus sich auch der Name der Neoplasie ableitet. Weitere
Charakteristika sind eine hyaline Sklerose und ein lymphozytares Infiltrat in der
Umgebung der Gefalde. Zur Beschreibung der Histopathologie des RH sowie
des Dabska-Tumors schlugen Weiss und Goldblum auch den Terminus
,Hobnail Hamangioendotheliom® vor, da sie zwischen diesen Geweben eine
Verwandtschaft vermuteten (Folpe et al. 2001). Aufgrund der erhdhten
Rezidivrate ist die chirurgische Exzision, mit kompletter Entfernung des Tumors
im Gesunden, die Therapie der Wahl. Wichtig ist hier in erster Linie die
histologische Abgrenzung zum Angiosarkom, das zur Metastasierung neigt und

eine schlechte Prognose aufweist (Tan et al. 2005).

1.1.2.2 Kaposi-Sarkom

Das Kaposi-Sarkom (KS) ist eine multifokale, angioproliferative Erkrankung.
Typisch ist ein perivaskulares Wachstum spindelféormiger Zellen, eine verstarkte
Neoangiogenese und Entziindung sowie Odembildung (Ramirez-Amador et al.
2009). Unterschieden werden vier Manifestationsformen des KS. Die
.Klassische® Form, die ,afrikanische Form®, das Kaposi-Sarkom bei iatrogener

Immunsuppression und das epidemische HIV-assoziierte Kaposi-Sarkom.

Die klassische Form ftritt Uberwiegend bei Mannern mittleren Alters in
Sudosteuropa und im Mittelmeerraum, vorwiegend in Italien, auf. Das Verhaltnis
Manner zu Frauen betragt 10:1. Es handelt sich um eine prognostisch
gunstigere, indolente Form, die in erster Linie in der Haut der unteren
Extremitaten auftritt, seltener auch an Handen und Armen. Multifokal bilden sich
violett bis rot-braune Plaques und Knoten. Diese kdnnen bluten und ulzerieren
(Ramirez-Amador et al. 2010).

Die ,afrikanische Form® ist endemisch in Zentralafrika und macht hier bis u 10%

aller malignen Neoplasien aus. Vor allem in Uganda und Sambia wurde von
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sehr aggressiven Formen berichtet. Das Verhaltnis von Mannern zu Frauen
wandelt sich von ca. 1,7:1, bei Patienten unter 15 Jahren, bis zu 15:1 nach der
Pubertat (Schwartz et al. 2008).

Das iatrogene KS entwickelt sich vor allem bei bestehender Immunsuppression
im Rahmen einer Organtransplantation. Es kann einen schnellen Progress
zeigen oder sich chronifizieren. Nach Beendigung der immunsuppressiven
Therapie kommt es typischerweise zu einer Regression der KS (Schwartz et al.
2008).

Seit Beginn der 80er Jahre wurde bei jungen, homosexuellen HIV-Patienten
eine epidemische Variante des KS beobachtet. Diese weist eine schnellere
Progredienz auf und befallt gleichermalen Haut, Schleimhaute und
Lymphknoten, sowie innere Organe (Friedman-Kien 1981). Seit der Einfuhrung
einer wirksamen antiretroviralen Therapie (HAART) im Jahre 1996 hat die
Inzidenz des KS signifikant abgenommen. Laut einer Studie betrug diese 2004
unter HIV-infizierten Europaern weniger als 10% der Inzidenz im Jahre 1994
(Mocroft et al. 2004). In Entwicklungslandern in Mittel- und Ostafrika ist die
Situation jedoch weiterhin besorgniserregend, da hier die Inzidenz bei 20 zu
100 000 Einwohner liegt (Ramirez-Amador et al. 2009).

Die Pathogenese ist bei allen genannten Formen noch nicht abschliefRend
geklart. Eine Rolle spielen aber eine Stérung des Immunsystems sowie eine
Infektion mit dem HHV-8, das bei allen Patienten nachgewiesen werden kann
(Ramirez-Amador et al. 2009). Auch ein Protein des Humanen Herpesvirus 1
(HHV-1) scheint ein KS zu induzieren (Ensoli et al. 1994). Vermutet wird ein
Zusammenspiel von Zytokinen und angiogenen Faktoren, die entlang des
Gefallsystems Neoplasien induzieren konnen (Samaniego et al. 1998).
Aufgrund der Heterogenitat der Zellen, die das KS ausmachen, wird aul3erdem
ein lymphangischer oder endothelialer Ursprung diskutiert. Da es bisher kein
anerkanntes Staging gibt, richtet sich die Therapie nach der Kklinischen
Auspragung des KS. Bei einer langsam wachsenden indolenten Lasion sind
verschiedene Therapieformen moglich. Diese reichen von klinischer

Beobachtung Uber eine Behandlung der Lymphddeme mit Stutzstrimpfen, bis
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hin ~ zur chirurgischen Exzision, Radiotherapie oder intralasionaler
Chemotherapie mit Vincristin. Patienten mit schnell wachsenden Tumoren oder
Komplikationen erhalten eine systemische Therapie. Hierbei werden derzeit
Chemotherapien mit Interferon alpha-2b, Taxanen oder liposomalem

Doxorubicin eingesetzt (Di Lorenzo 2008).

1.1.3 Maligne vaskulare Tumoren

1.1.3.1 Angiosarkome

Das Angiosarkom (AS) ist ein seltener hochmaligner Gefal3tumor der, mit einem
Anteil von 2-3%, nur eine kleine Gruppe der Weichteiltumoren ausmacht.
Dennoch ist die korrekte Diagnose dieses Tumors aus prognostischer Sicht von
groRRer Bedeutung. Klinisch kann sich das AS sehr heterogen prasentieren und
in jeder Korperregion auftreten. Am haufigsten findet sich die kutane
Lokalisation vor allem im Kopf-Hals-Bereich, von der insbesondere hellhautige
Manner um die 6. Lebensdekade betroffen sind (Penel et al. 2011). Weitere
Tumoren treten in tieferen Zonen des Weichgewebes und in den inneren
Organen auf (Fury et al. 2005). Das AS kann in Form von multiplen Flecken
auftreten, bereits tief infiltrierend wachsen, ulzerieren und zu intermittierenden
Blutungen fuhren. Vor allem AS im Kopf-Hals-Bereich neigen zu diffusem
Wachstum, wodurch ihre Entdeckung oft erschwert wird. Zum Zeitpunkt der
Diagnose  weisen zudem ca. 5% der Patienten  zervikale
Lymphknotenmetastasen auf. Die Therapie der Wahl stellt die umfassende
chirurgische Resektion des Tumors dar, die nach Moglichkeit RO (Entfernung
des Tumors im Gesunden, ohne histopathologisch nachweisbares
Tumorgewebe am Resektionsrand) erfolgen sollte. Dies ist aber nur in 20-30%
der Falle moglich, weshalb es haufig zu lokalen Rezidiven (75% der Falle)
kommt (Pawlik et al. 2003). Bei vorliegenden Metastasen, die meist pulmonal
lokalisiert sind, und bei lokal aggressiv wachsenden AS, wird auch eine

Therapie mit Doxorubicin und Paclitaxel eingesetzt (Abraham et al. 2007).

1.1.3.2 Epitheloide Hamangioendotheliome
Bei dem epitheloiden Hamangioendotheliom (EHE) handelt sich um einen
seltenen vaskularen Tumor mit metastatischem Potenzial. 1982 benannten

Weiss und Enzinger den Tumor nach seinem klinischen Verlauf und dessen
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Histologie, die sowohl einem Hamangiom als auch einem Angiosarkom ahneln
(Weiss and Enzinger 1982).

Das EHE wachst in einem angiozentrischen und zentrifugalen Muster um ein
Gefaly, bei dem es sich meist um eine kleine Vene handelt. Dies verleiht dem
Tumor eine knotenartige Erscheinung. Typisch sind aullerdem Zellnester
bestehend aus epitheloid und histiozytar erscheinenden atypischen
Endothelzellen. Die Zellen erscheinen hierbei plump, polygonal oder
spindelzellig und weisen teilweise zytoplasmatische Vakuolen auf (Bollinger et
al. 1994). Klinisch prasentiert es sich oft als solitare schmerzhafte Lasion, die
oberflachlich oder in tieferen Schichten des Weichgewebes auftreten kann.
Aufgrund seiner vaskuldren Genese kann es zu Symptomen wie Odembildung
und Thrombophlebitis kommen (Fletcher et al. 2002). Bisher existieren keine
Leitlinien zur Therapie des EHE. Abhangig von der Lokalisation, dem Stadium
und Ausmal’ des Tumors sowie von der Verfassung des Patienten, bieten sich
therapeutisch Malinahmen, wie lokale chirurgische Exzision, teilweise in

Kombination mit Radio/Chemotherapie, an (Mentzel et al. 1997).

1.2 Vaskulare Malformationen

Anders als Hamangiome sind vaskulare Malformationen bereits bei Geburt
vorhanden und treten bei weiblichen und mannlichen Patienten gleich haufig
auf. Je nach Art der Malformation konnen die eigentlichen Lasionen allerdings
auch erst im Laufe der Zeit sichtbar werden. Definitionsgemall wachsen sie
proportional zur Groflenzunahme des Kindes und gehen, im Gegensatz zu
Hamangiomen, nie in eine spontane Involution Uber (Garzon et al. 2000).
Eingeteilt werden sie anhand des beteiligten Gefallsystems und dem Aufbau
der GefalBwand, wobei venodse, kapillare, lymphatische, arterielle und
arteriovendse bzw. gemischte Formen voneinander unterschieden werden
konnen. In einigen Fallen bestehen auch Verbindungen zwischen Arterien und
Venen in Form einer arterio-venosen Fistel. Weiterhin werden unterschieden:
Niederfluss(Low-Flow)-Lasionen  (kapillare, lymphatische und vendse
Malformationen) und  Hochfluss(High-Flow)-Lasionen  (arterielle  und
arteriovenose Malformationen sowie arteriovendse Fisteln) (Mulliken 1993). Im

Kopf-Hals-Bereich treten vor allem Low-Flow-Malformationen auf. Bei High-
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Flow-Malformationen besteht ein hdoheren Risiko von Komplikationen, da sie
eher zu Blutungen fuhren konnen und das Blutungsrisiko mit dem Alter des
Patienten zunimmt (Kaban and Mulliken 1986; Werner et al. 2006). Vaskulare
Malformationen konnen auferdem in  Verbindung mit syndromalen
Erkrankungen auftreten. Auf die einzelnen Formen der Malformationen soll in

den folgenden Abschnitten kurz eingegangen werden.

1.2.1 Einfache Formen

1.2.1.1 Kapillare Malformationen

Kapillare Malformationen (KM) treten bei ca. 0,3% der Neugeborenen auf und
konnen am ganzen Korper entstehen, wobei sie vor allem im Kopf-Hals-Bereich
vorkommen (Choi et al. 2009). Sie bestehen aus dilatierten kapillaren Gefal3en.
Diese Malformationen sind bei Geburt vorhanden und prasentieren sich als
rote, im Hautniveau liegende Flecken mit meist unscharfer Begrenzung. Eine
Form der kapillaren Malformation stellt der Naevus flammeus (auch Feuermal
oder port-wine-stain genannt) dar, der oft entlang des Nervus trigeminus auftritt
und der sich mit zunehmendem Alter dunkler verfarbt (Werner et al. 2006).
Unterhalb dieser Lasion kann sich eine tieferreichende Malformation
verstecken, es kann aber auch eine Assoziation mit einer syndromalen
Erkrankung vorliegen (Rossler et al. 2005). Bei Vorkommen einer kapillaren
Malformation im Gesichtsbereich, speziell im Versorgungsgebiet des Nervus
trigeminus, sollte beispielsweise auch an ein Sturge-Weber-Krabbe-Syndrom
gedacht werden, da hierbei zusatzlich intrazerebrale Gefaldimalformationen
auftreten konnen (Enjolras et al. 1985). Fuhrt die Gefal¥fehlbildung zu
funktionellen Storungen oder kosmetischer Beeintrachtigung, kann diese mittels
Farbstofflaser (,flashlamp pulsed dye laser’) in mehreren Sitzungen
therapeutisch behandelt werden (Alster and Wilson 1994).

1.2.1.2 Venose Malformationen

Bei den vendsen Malformationen handelt es sich um angeborene Lasionen, die
haufig bereits bei der Geburt als Vorwdlbung sichtbar sind, fur gewohnlich aber
erst bei alteren Kindern oder jungen Erwachsenen symptomatisch werden. Sie
stellen mit etwa 50% die haufigsten unter den vaskularen Anomalien dar und
treten zu 60% im Kopf-Hals-Bereich auf (Vikkula et al. 1998). Weiterhin
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kommen sie an den Gliedmaften, am Rumpf und im Bereich der Viszera, im
Knochen und der Muskulatur vor (Hein et al. 2002). Die klinische Manifestation
ist abhangig von der Tiefe und Ausbreitung der Malformation und gestaltet sich
deshalb sehr unterschiedlich. Da wahrend der Schwangerschaft, bei der
Einnahme von Kontrazeptiva und wahrend der Pubertat, ein verstarktes
Auftreten beobachtet werden kann, wird ein hormonabhangiges Wachstum
vermutet. Hierbei kdnnten Progesteronrezeptoren eine Rolle spielen (Duyka et
al. 2009). Auch nach Traumata kommt es nicht selten zu einem massiven

Wachstum der Malformationen.

In der Regel prasentieren diese sich als livide, leicht komprimierbare,
nichtpulsierende Wucherungen (Werner et al. 2001). Typischerweise kommt es
zu einer GroRenzunahme bei Erhohung des vendsen Drucks, z.B. beim
Wechsel der Korperposition, beim Schreien oder der Durchfihrung eines
Valsalva-Manovers (Legiehn and Heran 2008). Ein mogliches Symptom ist die
Schmerzhaftigkeit der Lasion, die vorwiegend morgens vor dem Aufstehen
auftritt und bereits bei kleinen Malformationen sehr ausgepragt sein kann. Da
es sich um geweitete vendse Gefalle mit reduziertem Blutfluss handelt, kommt
es zu Stase und Entstehung von Thrombosen. Erhartet werden kann die
Diagnose durch den Nachweis von Phlebolithen in der Bildgebung. Die
Ausdehnung kann mit Hilfe der Magnetresonanztomographie (MRT) beurteilt
werden (Legiehn and Heran 2008). Histologisch sind vendse Malformationen
aus dysplastischen Venen aufgebaut, die aufgrund einer Stérung in der
embryonalen Entwicklung entstehen. Die dunnwandigen Gefal3e sind von
einem reifen, flachen Endothel ausgekleidet, das einen nur geringen Anteil
glatter Muskelzellen aufweist. Hieraus bilden sich ektatische vaskulare

Hohlraume, die ein irregulares Lumen aufweisen (Vikkula et al. 1998).

Venose Malformationen treten haufig im Rahmen vaskularer Syndrome auf. Sie
konnen beispielsweise mit dem ,blue rubber bleb nevus syndrom® assoziiert
sein, bei dem zugleich Gefalllasionen im Gastrointestinaltrakt vorliegen konnen
(Hofhuis et al. 1990). Auch das Klippel-Trénaunay-Syndrom sowie das Parkes-
Weber-Syndrom sind bekannt fur die Assoziation mit vendsen oder gemischten

Gefalfehlbildungen, bei denen es zur Volumenzunahme einer Extremitat bis
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hin zu einem verstarkten Langenwachstum kommen kann (Rdssler et al. 2005).
Vendse Malformationen kdonnen auch im Rahmen des seltenen Maffucci-
Syndroms auftreten.  Nicht selten werden vendse Malformationen von der
Deformierung des Gesichtsschadels, Fehlstellungen des Kiefers und Invasion
der Orbita begleitet. Grof3e Lasionen im Bereich des Pharynx oder Larynx
konnen die Atemwege einengen und, aufgrund erheblicher Atembeschwerden,

eine Indikation fur eine Tracheotomie darstellen (Eivazi et al. 2009).

Die meisten vendsen Malformationen treten sporadisch auf. Auf genetischer
Ebene konnte allerdings eine Mutation auf dem Chromosom 9p nachgewiesen
werden, die moglicherweise zu der Entwicklung von vaskularen Anomalien
beitragt (Boon et al. 1994). Bei vielen solitaren und multiplen vendsen
Malformationen konnte aul3erdem eine Mutation im Angiopoetin-Rezeptor-Gen

TIE2 nachgewiesen werden (Soblet et al. 2013).

Die Therapieform der Wahl ist abhangig von der Tiefe, der Ausdehnung und der
anatomischen Lokalisation der vendsen Malformation. Generell kdnnen sie, wie
auch andere Low-Flow-Malformationen, mit Hilfe interstitieller Nd:YAG-
Lasertherapie in mehreren Sitzungen erfolgreich behandelt werden (Werner et
al. 2001). Ziel ist das Auslosen einer Nekrose und folglich einer Involution der
Malformation. Da bei vendsen Malformationen eine spontane Involution
ausbleibt, ist eine komplette Resektion der Lasion zu empfehlen. Hierbei sollte
zunachst die Ausdehnung der Anomalie mittels MRT oder CT festgestellt
werden. Die chirurgische Entfernung stellt, aufgrund des Erhalts funktionell
wichtiger Organe, der Schwierigkeit der Blutstilung und einem kosmetisch

wunschenswerten Ergebnis, eine grol3e Herausforderung dar.

1.2.1.3 Lymphatische Malformationen (Lymphangiome)

Die lymphatischen Malformationen (Lymphangiome, LA) bestehen aus mit
Lymphendothelzellen ausgekleideten Zysten unterschiedlicher GroRe (mikro-
oder makrozystische und kombinierte Lymphangiome). In den meisten Fallen
treten sie primar als angeborene Lasion auf, kdnnen aber auch sekundar nach
einer Bestrahlung oder einem Trauma entstehen. Die Malformationen kénnen

sich auch erst in Folge einer Einblutung, oder einer Infektion entwickeln.
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Makrozystische Lymphangiome konnen mitunter bereits pranatal in der
Ultraschalldiagnostik diagnostiziert werden (Chervenak et al. 1983). 75% der
Lymphangiome sind allerdings bis zum Erreichen des zweiten Lebensjahres als
solche identifizierbar (Werner et al. 2006). Haufig sind sie im Kopf-Hals-Bereich
lokalisiert und prasentieren sich klinisch als hautfarbene, indolente
Schwellungen, die jedoch durch Volumenzunahme des Gewebes zur
Verdrangung benachbarter Organe fuhren konnen (Cohen and Thompson
1986). Fur die Lymphangiome in der Kopf-Hals-Region wurde ein Staging
entwickelt, das die Lasionen in funf Stadien einteilt. Es orientiert sich an deren
anatomischer Lage (supra-/infrahyoidal, uni-/bilateral) (De Serres et al. 1995).
Je weiter der Tumor fortgeschritten ist, desto notwendiger ist eine chirurgische
Intervention, die wiederum mit einer hdheren Komplikationsrate verbunden ist
(Hamoir et al. 2001).

Die Therapie der Wahl stellt die chirurgische Entfernung dar. Da allerdings eine
komplette Resektion der Lasion nur in 40% der Falle gelingt, ohne wichtige
angrenzende Strukturen zu schadigen und oftmals mehrere Operationen
notwendig sind, werden vermehrt alternative Mal3nahmen in Betracht gezogen.
Hierbei ruckt der Fokus immer mehr auf die Sklerosierung mittels OK-432
(gefriergetrockneter und niedrig-virulenter Stamm des Streptoccocus pyogenes,
der mit Penicillin G und H20. vorbehandelt wurde) oder Bleomycin. Durch
Induktion einer Immunreaktion, kommt es zu einer Verkleinerung der Lasion
(Ogita et al. 1991). Diese Therapieform ist vielversprechend bei
makrozystischen Lymphangiomen und hat sich auch bei der Behandlung
mikrozystischer Formen, mitunter in Kombination mit einer chirurgischen

Teilresektion, als wirkungsvoll erwiesen (Eivazi et al. 2009).

1.2.1.4 Arteriovenose Malformationen

Arteriovenose Malformationen (AVM) gehoren zu den sogenannten High-flow-
Malformationen. Sie haben einen Nidus aus dysplastischen Gefal3en, die
Kurzschlussverbindungen zwischen arteriellem und vendsem Kreislauf bilden,
ohne Ausbildung eines zwischengeschalteten Kapillarbetts (Ernemann et al.
2003). Histologisch bestehen sie aus Arterien und Venen, die hohe

Kaliberschwankungen aufweisen und ungeordnet in einem fibrésen oder
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fibromyxomatosen Bett zusammen liegen. Die Venen weisen oft eine irregulare

Hyperplasie der Intima und Fibrose der Adventitia auf (North and Mihm 2001).

AVM sind kongenitale Anomalien, die bereits bei der Geburt nachweisbar sind,
klinisch allerdings meist erst nach Jahren auffallig werden und dann an Grolie
proportional mit dem Wachstum des Kindes zunehmen. Haufig liegt dem
Auftreten ein Stimulus zugrunde, wie beispielsweise ein Trauma, eine Infektion
oder hormonelle Einflisse (Ernemann et al. 2003). Mitunter konnen auch
iatrogene Eingriffe wie chirurgische Interventionen oder Biopsien eine
Progression auslosen (Konez and Burrows 2004). Die Diagnose wird primar
durch die klinische Untersuchung unter Berucksichtigung der Anamnese
gestellt. Charakteristisch ist hierbei eine rote, uUberwarmte, pulsierende
Schwellung, die eine VergrolRerung des betroffenen Gewebes oder der
Extremitat mit sich bringen kann. Zur weiterfUhrenden Diagnostik gehort die
farbkodierte Duplexsonographie, mit der vaskulare Shunts nachgewiesen
werden konnen. Um die Ausdehnung und die Hamodynamik der beteiligten
Gefalle vollstandig darstellen zu kdnnen wird, neben der konventionellen MRT-
Diagnostik, eine hochauflosende MR-Angiographie eingesetzt (Ernemann et al.
2010). Betroffene Patienten beobachten Hautveranderungen und klagen haufig
uber Schmerzen, ausgelost durch eine dermale Ischamie. Im fortgeschrittenen
Stadium kann es zu Ulzerationen und Destruktion des umliegenden Gewebes
kommen. Auch starke Blutungen und ein arterielles Steal-Syndrom konnen
auftreten (Ernemann et al. 2010). Von allen vaskularen Anomalien bringen
arteriovendse Malformationen das hochste potentielle Gesundheitsrisiko mit
sich. Auch deshalb werden sie, mit Hilfe der Schobinger Klassifikation (1990
akzeptiert durch die ISSVA), anhand ihres klinischen Schweregrades in vier

Stadien eingeteilt, die zugleich die Entwicklung der Malformation aufzeigen.

1. Ruhephase: hierbei liegt keine Gewebeschadigung vor und die Lasion ist
asymptomatisch. Zu beobachten ist ggf. eine lokale Ubererwarmung und eine
livide Macula.

2. Progression: im Rahmen eines vernetzten Blutflusses kommt es zu einer
Expansion. Auskultatorisch ist ein vermehrtes Schwirren zu horen. Ein

verstarktes Pulsieren ist tastbar.
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3. Destruktion: es treten dystrophische Hautveranderungen, Ulzerationen,
Hamorrhagien und Schmerzen auf. Mitunter konnen auch Ilytische
Knochendestruktionen nachgewiesen werden. Diese Phase entwickelt sich
meist nach Jahren der progressiven Verschlechterung.

4. Dekompensation: Fortschreiten der Ulzerationen und Blutungen. Hinzu
kommt eine kardiale Dekompensation. Durch den verstarkten Blutfluss in

groRen Malformationen ist ein kardiales ,High-output‘-Herzversagen moglich.

Lokalisiert sind AVM vor allem im Gesicht, in der Mundhdhle und an den
Extremitaten. Nahezu 70% der Lasionen befinden sich im Kopf-Hals-Bereich
besonders im Mittelgesicht. Wangen, Ohren, Nase, Stirn, Nacken und
Unterkiefer sind haufige Entstehungsorte (Kohout et al. 1998). Gerade in diesen
Bereichen konnen die Lasionen durch ihr aggressives Wachstum zu starken
Deformierungen, funktionellen  Beeintrachtigungen der Organe und
lebensbedrohlichen sekundaren Blutungen fuhren. Hinzu kommt, dass ihre
Behandlung sich meist komplex und schwer gestaltet. Bei Teilbehandlungen
kommt es haufig zu Rezidiven, die oft schwerer zu behandeln sind als die
initiale Malformation. Einige Autoren empfehlen bei asymptomatischen
Malformationen in der Ruhephase lediglich eine engmaschige Beobachtung,
um eine verfrihte Teilintervention zu vermeiden (Garzon et al. 2007). Andere
pladieren fur eine Behandlung von AVM in der Ruhephase, da sie zu diesem
Zeitpunkt eine hohere Erfolgsrate beobachteten und somit mogliche
Folgeschaden vermieden werden konnten (Kohout et al. 1998).

Die Therapie besteht meist aus Embolisierung mit oder ohne Operation. Das
therapeutische Ziel ist dabei die Okklusion des Nidus. Die besten Ergebnisse
werden erzielt, wenn die Embolisierung von distal nach proximal erfolgt (Werner
et al. 2006). In den vergangenen Jahren wurden verschiedenste Substanzen
zur Embolisierung genutzt. Alkohol gilt dabei als effektivstes Mittel (Jeong et al.
2006). Allerdings kann es bei der Behandlung mit Alkohol zu Komplikationen
kommen, wie der Entwicklung starker Schwellungen im behandelten Areal,
Ulzerationen der Haut oder Mukosa, Nervenlahmungen und kardiovaskularem

Kollaps.
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Allgemein ist die Wahl des embolisierenden Materials von der weiterfuhrenden
Therapie abhangig. In Fallen von praoperativer Embolisierung kann
beispielsweise Gelfoam-Puder genutzt werden, um eine vorrubergehende
Okklusion zu erlangen und, in der sich anschliefenden operativen Resektion,
Blutungen zu minimieren. Fur einen dauerhaften Verschluss extrakranieller
Malformationen wird seit einigen Jahren vermehrt Onyx (flussiges Polyvinyl-
Alkohol-Kopolymer) eingesetzt, das zuvor vor allem in der Behandlung

intrakranieller Lasionen zur Anwendung kam (Taki et al. 1990).

Hiermit lieBen sich bisher gute Erfolge erzielen. Allerdings besteht bei der
Embolisierung das Risiko des Ruckflusses des Polymers mit der Folge einer

Nekrose von gesundem Gewebe.

1.2.1.5 Arteriovendse Fisteln

Bei den arteriovendsen Fisteln besteht ein direkter Kurzschluss zwischen
Arterie und Vene. Prinzipiell konnen die Fisteln in allen Organen auftreten,
werden aber haufig im Gehirn beobachtet. Letztere konnen mit akuten
Blutungen oder vendsem Bluthochdruck einhergehen (Burrows et al. 1998). Die
arteriovenosen Fisteln sind schon bei Geburt angelegt und nehmen im Laufe
des Lebens, bedingt durch hamodynamischen Stress, an GrofRe zu. Klinische
Befunde sind ein starkes Pulsieren und lautes Schwirren Uber der Lasion, was
nach korperlicher Anstrengung verstarkt wahrnehmbar ist. Der Therapieansatz
gleicht dem der AVM.

1.2.2 Kombinierte bzw. gemischte vaskulare Malformationen

Finden sich zwei oder mehrere vaskulare Malformationen in einer Lasion,
definiert man diese als kombinierte vaskulare Malformation. Bezeichnet werden
sie je nach den beteiligten Formen der Malformationen. Beispiele hierfur sind
die kapillar-venodsen, kapillar-lymphatischen, kapillar-arteriovendsen oder die
lymphatisch-vendsen Malformationen. Hierbei konnen sogenannte High-Flow-

und Low-Flow-Malformationen gemeinsam auftreten.
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1.2.3 Paragangliome (Glomustumore)

Paragangliome sind seltene, meist benigne Tumoren des peripheren
Nervensystems. Aus der Bezeichnung des Tumors ist zu schlie3en, dass er von
Paraganglien, Ansammlungen von neuroendokrinen Zellen, ausgeht.
Paragangliome konnen grob in zwei Gruppen eingeteilt werden: adrenale
Paragangliome, beispielsweise im Nebennierenmark, die auch als
Phaochromozytome bezeichnet werden, und extra-adrenale Paragangliome.
Von den extra-adrenalen treten 70% in der Kopf-Hals-Region auf und werden
hier auch Glomustumore oder nicht-chromaffine Tumore genannt und von der
WHO zu den ,Tumoren des paraganglionaren Systems® gezahlt (Gilbo et al.
2014). Sie kommen im Kopf-Hals-Bereich an vier Pradilektionsstellen vor: im
Verlauf des Nervus vagus, an der Karotisgabel, in der Paukenhohle und im
Bereich des Foramen jugulare. Die Glomustumore der Paraganglien des
Mittelohrs (Glomus tympanicum und Glomus jugulare) stellen die haufigsten
Tumoren des Mittelohrs dar (Axmann et al. 2004). Die Patienten leiden unter
einem pulssynchronen Ohrgerausch oder einer Horminderung. Schmerzen
treten meist nicht auf. In seltenen Fallen kann es als Spatsymptom zu
Blutungen aus dem betroffenen Ohr kommen. Auch in der Otoskopie kann ein
pulssynchron pulsierender Prozess, der rotlich oder blaulich durch das
Trommelfell sichtbar ist, beobachtet werden (Braun et al. 2004). Tumore des
Glomus caroticum prasentieren sich als schmerzlose, langsam wachsende
Schwellungen an der Bifurkation der Arteria carotis. Breiten diese sich in den
parapharyngealen Spalt aus, kann es zu Ausféallen von kranialen Nerven oder

Beeintrachtigung des sympathischen Grenzstrangs kommen.

Histologisch wird mitunter ein angiomatoses Wachstum der Tumorgefalle
beschrieben, da diese dazu neigen sinusoidale Kanale zu bilden und fur eine
starke Vaskularisierung des Paraganglioms sorgen (Ellison and Parham 2001).
Als effektive therapeutische Mallinahmen kommen Chirurgie, Radiotherapie und
stereotaktische Radiochirurgie zum Einsatz (Gilbo et al. 2014).

1.2.4 Anomalien der groBen Gefalle
In diese Kategorie fallen unter anderem trunkale vaskulare Malformationen, bei

denen es sich um Malformationen anatomisch definierter Gefale handelt.
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Extratrunkale L&sionen hingegen haben einen anderen embryologischen
Ursprung. Sie kommen in anatomisch nicht definierten Gefallen vor, die
wahrend der Embryogenese und somit noch vor Anlage des endgultigen
Gefallsystems in anatomisch inkorrekter Lage wachsen (Lee et al. 2004). Fir
extratrunkale Malformationen entscheidend ist der klinisch schlecht
vorhersehbare Verlauf und das fortbestehende Wachstumspotenzial. Dieses
kann zur plotzlichen Ausdehnung der Anomalie, ausgeldst durch Traumata oder

Hormontherapie, fuhren (Willenberg 2011).

1.3 Probleme der korrekten Klassifizierung von Gefafehlbildungen

Bei Gefalfehlbildungen handelt es sich um eine sehr heterogene Gruppe von
Malformationen und Tumoren, das Vorkommen von Mischformen erschwert
eine sichere Differenzierung zusatzlich. Mit der modifizierten Klassifikation
durch die ISSVA erfolgte bereits ein groBer Schritt hin zu einem
standardisierten Klassifikationssystem. In der Klinik ist eine Unterscheidung der
Fehlbildungen jedoch durch das heterogene klinische Bild erschwert, wodurch
es nicht selten zu einer fehlerhaften initialen Diagnosestellung kommt. Ferner

wird haufig eine inkorrekte Nomenklatur verwendet.

Histopathologische Unterschiede bieten eine gute Mdglichkeit zur genaueren
Zuordnung von Gefal¥fehlbildungen zu den einzelnen Untergruppen (Al-Adnani
et al. 2006). Vaskuldare Tumoren zeigen beispielsweise eine anhaltende
Proliferation von Endothelzellen, wohingegen vaskulare Malformationen nur
eine begrenzte postnatale mitotische Aktivitat aufweisen (North and Mihm
2001). Je nach Entwicklungsstadium finden sich z.B. bei Hamangiomen in der
Proliferationsphase kompakte Kapillaren mit plumpen Endothelzellen, sowie
eine erhohte mitotische Aktivitat des Endothels. Wahrend der Involution werden
die Kapillaren durch fettig-fibroses Gewebe ersetzt und es finden sich vermehrt
Mastzellen im Gewebe. Pyogene Granulome enthalten dagegen mehr
epitheliale Anteile, normale Mastzellpopulationen und vornehmlich fibrose
Septen zwischen den Kapillaren. Vendse Malformationen bestehen meist aus
dunnwandigen, dilatierten Venen variabler Grof3e und konnen, als Folge des
verlangsamten Blutflusses, Phlebolithen aufweisen (North and Mihm 2001;
Gupta and Kozakewich 2011).
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Uberschneidungen der histopathologischen Merkmale sind jedoch nicht selten
und konnen je nach Stadium der Lasionen vorkommen. Vor allem komplexere,
gemischte Gefaldfehlbildungen enthalten haufig mehrere Gefaldtypen, was eine
korrekte Zuordnung zu einer Gruppe erschwert. Die Immunphanotypisierung
vaskularer Anomalien mit Hilfe von immunhistochemischen Markern, bietet hier

eine Moglichkeit zur Unterscheidung der Gefalfehlbildungen.

1.4 Zielsetzung

Die korrekte Klassifizierung von Gefaldfehlbildungen im Kopf-Hals-Bereich stellt
ein erhebliches Problem bei der histopathologischen Diagnostik dar.
Standardisierte Verfahren zur Beurteilung von VA-Gewebeproben fehlen
weitgehend. Um diese weiterzuentwickeln sollen immunhistochemisch gefarbte
VA-Praparate digital erfasst und mittels digitaler Bildanalysesoftware quantitiativ
ausgewertet werden. Ziel der Arbeit ist zu prufen, ob diese Methode bei der
Zuordnung eines VA-Praparates zu einer der definierten VA-Untergruppen
unterstutzend eingesetzt werden kann. Im positiven Fall kann eine solche
digitale Bildanalyse dem Pathologen bei der Zuordnung verschiedener VA zu

der jeweiligen VA-Untergruppe assistieren.
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2. Material

2.1 Patientengewebe

Fur die Untersuchung an Patientengeweben liegt ein positives Votum der
Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitat Marburg
vor (AZ: 111/12). Gewebeproben wurden im Rahmen regular geplanter
medizinisch indizierter Operationen entnommen. Es wurden nur Gewebe
verwendet, die nicht fur die Diagnosefindung des Instituts fur Pathologie
benodtigt wurden. In keinem Fall wurden Versuche direkt am Patienten

durchgefuhrt.

2.2 Patientenkollektiv

Das Gewebe von 45 Patienten wurde immunhistochemisch untersucht (Tab. 2
und 3). Die Patienten wurden im Zeitraum 2000 - 2004 sowie 2012 - 2014 im
Medizinischen Zentrum fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Universitat
Marburg behandelt. 22 FFPE-Gewebeproben wurden von dem Institut fur
Pathologie des UKGM Standort Marburg zur Verfugung gestellt. 23 weitere
stammen aus der Comprehensive Biomaterial Bank Marburg (CBBMR, Leiterin:
Prof. Dr. Dr. P. |. Pfefferle). Unter den Patienten befanden sich 5 mit der
Diagnose eines Hamangioms (Ham), 4 mit einer vendsen Malformation (VeM),
7 mit einer arteriovendsen Malformation (AVM), 5 mit einem Lymphangiom
(LA), 6 mit einem Paragangliom (PG), 6 mit einem Granuloma pyogenicum
(GP) und 7 mit der nicht naher klassifizierten Diagnose einer vaskularen
Malformation (VM n.n.kl.). 5 weitere Gewebeproben dienten als Kontrollgewebe
(Tabelle 3).

Die histopathologische Diagnoseerhebung erfolgte am Institut fur Pathologie
(UKGM GmbH, Standort Marburg, Direktor: Prof. Dr. R. Moll). Die mit
Fallnummern gekennzeichneten Praparate wurden aus datenschutzrechtlichen

Grunden pseudonymisiert.
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Tabelle 2. Informationen zu Herkunft, VA-Typ und anatomischer Lokalisation der
verwendeten VA-Gewebe.

Patient | Praparat VA-Typ Lokalisation Geschlecht
1 10947 AVM Oberlippe links mannlich
2 15678/13 AVM Oberlippe mannlich
3 11944/13 AVM Glandula parotis weiblich
4 696/12 AVM fazial rechtsseitig/Nase mannlich

Stirn (+ intra- und "
2 ~ESUA AVM extrakranielle ,Feeder®) EllE
6 8194 AVM Wange und Glandula | . e
parotis
7 1748/14 AVM linke Gesichtshalfte mannlich
8 19076/12 Lymphangiom Oberlippe / linke Wange weiblich
lymphatische
10357/12 | Hyperplasie mit .
9 Probe 2 Lymphangiek- Zungengrund mannlich
tasien
9851/12 mikrozystisches . .
10 Probe 1 Lymphangiom Zungenrucken weiblich
11 20686/13 Lymphangiom perimandibular links mannlich
venos-
lymphatische A
12 11302/12 | Malformation mit | Zungenunterseite rechts | mannlich
Lymphangiom-
anteilen
Venose low-flow T
13 10408/13 Malformation Oro-/ und Hypopharynx | mannlich
14 | 20978/12 venose rechts zervikal weiblich
Malformation
Venose
15 14211/14 Malformation Orbita links weiblich

(Cavernom)
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Vendse Musculus
16 12030/12 . sternocleidomastoideus weiblich
Malformation .
links
17 | 11389/13 | Hamangiom mit periorbital weiblich
Narbengewebe
) _ Musculus
18 9469/14 Hamangiom sternocleidomastoideus weiblich
links
19 11139/12 Hamangiom linke Ohrmuschel weiblich
20 3475 Kapillares KA. mannlich
Hamangiom
21 12312 l’fl?"emo.ses Wange links weiblich
amangiom
22 10330 Vaskulare KA. mannlich
Malformation
23 10718 Vaskulare Glandula Parotis weiblich
Malformation
24 6569 Vaskulare Nasenhaupthahle weiblich
Malformation
25 7489 Vs dlels endonasal weiblich
Malformation
Vaskulare . .
26 1873 Malformation Oberlippe weiblich
27 10584/14 kaplllarg rechte Gesphtshalfte/ weiblich
Malformation Unterlippe
kapillare . . -
28 16804/12 Malformation Unterlippe links weiblich
Paragangliom
29 18652/12 (Glomus Glomus caroticum links mannlich
caroticum)
30 2649 Paragangliom Glomus tympanicum weiblich
31 12542 | Rezidiveines rechts zervikal mannlich
Paraganglioms
32 2898 Rezidiv ei_nes rechts zervikal mannlich
Paraganglioms
33 16566 Paragangliom interaortocaval weiblich
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34 9645/13 Paragangliom Glomus tympanicum weiblich

35 6867 ST E] KA. weiblich
pyogenicum

36 7421 Granuloma Stimmlippe weiblich
pyogenicum

37 7595 U] E] KA. weiblich
pyogenicum

38 12315 Granuloma KA. mannlich
pyogenicum

39 6409 U] E] Zunge weiblich
pyogenicum
Granuloma . .

40 12070/13 pyogenicum Zungenunterseite weiblich

AVM: arteriovendse Malformationen, k.A.: keine Angabe

2.2.1 Kontrollgewebe

Um eine Aussage Uber die Expression der Kandidatenproteine in den

untersuchten vaskularen Anomalien machen zu kénnen, wurden nicht-Gefal}-

assoziierte Erkrankungen der Haut immunhistochemisch ebenfalls mit den

genannten Antikorpern (siehe 2.5.1)

gefarbt und als Normalkontrollen

verwendet. Die Herkunft der Referenzgewebe ist der folgenden Tabelle zu

entnehmen.

Tabelle 3. Informationen zu Herkunft, Erkrankung und Lokalisation des Kontrollgewebes.

Patient | Praparat Erkrankung Lokalisation | Geschlecht
1 | 1071513 USRI nasal mannlich
Nasenschleimhaut
2 923/14 seborrhoische Warze zervikal links weiblich
3 | 14938/14 | Penigner mesenchymaler | a0t | weiblich
Tumor (Fibrom)
Tumorfreies praaurikular .
4 6864/13 Weichteilgewebe links mannlich
5 | 12154/14 | Hautmitsubkutaner . s | weiblich
Fibrose
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Produkt CAT# Firma

Antibody Diluent with Background S3022 Dako, Glostrup, Danemark
Reducing components

Corbit-Balsam - |. Hecht, Stadtrade
3,3"-Diaminobenzidine (DAB) D7304  Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Ethanol 9065.1 Roth, Karlsruhe

Formaldehyd 104003 Merck, Darmstadt

Hamalaun 109249 Merck, Darmstadt

Hematoxylin LOsung 105175 Merck, Darmstadt

Methanol 106012  Merck, Darmstadt

Natriumchlorid 9265.1 Roth, Karlsruhe

Phosphate buffered saline (PBS) L1825 Biochrom KG, Berlin
Roti-Histol® 6640.4  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Super PAP PEN IM3580 1056 Immunotech, Marseille, France
Tris-buffered saline 1245.1 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
(TBS)-Spulpuffer

Tris Base T1378 Sigma, Steinheim

Tris-HCL 9090.1 Roth, Karlsruhe
Tris-(hydroxymethyl)

-aminomethan (Tris) 154563 Sigma, Minchen
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat-Puffer ~ 3580.1  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Universal Dako Labelled (Strept) KO0673 Dako, Glostrup, Danemark
Avidin-Biotin System, Horseradish

Peroxidase (LSAB, HRP)

Wasserstoffperoxid (30%) 107209 Merck, Darmstadt
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2.4 Puffer und Losungen

Tris-Buffer-Saline (50 mM Tris-Cl, pH 7.4, 150 mM NaCl)
53 g NaCl, 12 g Tris, in 1000 ml a.d. 1:10 verdinnen und auf pH 7,4 einstellen

Tris-HCL-Puffer-Stammlosung 0,5 M (pH 7,4)
60,75 g Tris in ca. 500 ml a.d. I6sen und mit 1 N HCL auf pH 7,4 einstellen, in
1000ml a.d. l6sen

PBS-Puffer (phosphate buffer saline) 0,15 M (pH 7,4)
8 g NaCl, 0,2 g KClI, 0,2 g KH2POs4, 1,16 g Na2HPO4 x 2 H20 in 1000 ml a.d.

I6sen und auf pH 7,4 einstellen

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat-Puffer 0,01 M (pH 6,0)
29,41 g in 1000 ml a.d. 16sen und mit 1N HCL auf pH 6,0 einstellen

2.5 Antikorper
2.5.1 Primarantikorper

Antikorper Klon/PAD Dilution CAT# Firma
Anti-CD31 JC70A 1:50 MO0823 Dako, Glostrup,
'mouse’ monoklonal Danemark
Anti-CD34 QBENd-10 1:50 M7165 Dako, Glostrup,
'mouse’ monoklonal Danemark
Anti-Claudin 5 Z43.JK 1:300 34-1600 Zymed Laboratories,
‘rabbit’ polyklonal San Francisco, USA
Anti-PDPN D2-40 1:200 M361929-2 Dako, Glostrup,
'mouse’ monoklonal Danemark
Anti-Vimentin clone V9  1:400 sc-6260 Santa Cruz,
‘goat’ monoklonal Biotechnology,
Heidelberg,

Deutschland

2.5.2 Sekundarantikorper
Als Sekundarantikorper wurde das Universal Labelled (Strept)Avidin-Biotin2
System, HRP (Horseradish Peroxidase) von Dako, Glostrup, Danemark

verwendet, das am Primarantikdrper aus Kaninchen und Mausen bindet.
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2. Material

Produkt

Firma

AxioCam HRc Zeiss Imager.M2
Automatische Pipettierhilfe
Fedegari FVA3 Autoklav
Ceran-Laborkocher SLK 6
Deckglaser 24x50mm

Eismaschine

Glaskivetten

Kochtopf Clipso

Labor-Spulautomat, G 7883 CD
Lichtmikroskop
Manuelle Pipetten

Objekttrager Superfrost PLUS

Objekttrager geschnitten, mattrand

Pasteur-Pipetten
Schlittenmikrotom RM2135
Tissue cool plate Cop20

Ultra Tiefkidhlschrank -86°C,
MDF-U71V

Vortex-Genie 2
Warmeschrank
Zentrifuge (Labofuge 400 R)

Zentrifuge Universal (30 RF)

Carl Zeiss AG, Schweiz

Thermo Scientific, Braunschweig
Fedegari Autoklaven AG, Schweiz
Schott Instruments GmbH, Mainz
Thermo Scientific, Braunschweig

Ziegra Eismaschinen GmbH,
Isernhagen

Kobe, Marburg

Tefal, Group SEB Deutschland GmbH,
Frankfurt am Main

Miele, Gutersloh

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Thermo Scientific, Braunschweig
Thermo Scientific, Braunschweig
Hirschmann Laborgerate, Eberstad
Leica, Bensheim

Medite Medizintechnik, Burdorf

Sanyo Fisher Sales GmbH, Munchen

Scientific Industries, NY, USA
Heraeus Instruments
Medifuge Heraeus, Hanau

Hettich, Tuttlingen
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2.7 Software und Programme

Adobe Photoshop CS3, Version 10.0.1

AxioVision, Release 4.8 Zeiss Software

Fiji/lmaged, Version 2.0.0 Open Source Image Processing Software
GraphPad Prism 7, Version 7.0a, GraphPad Software

Mendeley, Free Reference Manager, Version 1.16.3

Microsoft Excel 2011, Version 14.6.9

Microsoft Word 2011, Version 14.6.9

3. Methoden

3.1 Immunhistochemische Nachweismethoden

Mit der Methode der Immunhistochemie wird die Verteilung und das
Vorkommen von spezifischen Antigenen in histologischen Gewebeschnitten
untersucht. Dabei wird die Antigenspezifitat von Antikorpern bzw. die Antigen-
Antikorper-Interaktion durch Markierung des Antikorpers, z.B. mit einem Enzym
oder einem Fluoreszenzfarbstoff, sichtbar gemacht. Abhangig von der
Herstellungsart wird zwischen monoklonalen und polyklonalen Antikdrpern
unterschieden. Poyklonale Antikorper sind Antikorper, die im Zuge der
naturlichen Immunreaktion gegen verschiedene Determinanten eines Antigens
von klonal verschiedenen B-Lymphozyten bzw. Plasmazellen gebildet werden.
Die Herstellung polyklonaler Antikorper erfolgt durch die Injektion eines
Antigens in ein Tier (typischerweise Kaninchen oder Ziege), wodurch die
Bildung spezifischer Antikdrper gegen das fremde Protein angeregt wird. Die
Antikorper werden danach aus dem Antiserum des Tieres gewonnen.
Ein Nachteil polyklonaler Antikorper stellt das relativ breite Reaktionsspektrum
dar, da sie an unterschiedliche Oberflachenstrukturen, sogenannte Epitope,
eines Antigens binden konnen. Dies kann zu unerwiunschten Kreuzreaktionen
mit ahnlichen Antigenstrukturen im Gewebe fuhren. Sie sind allerdings nicht

selten weniger anfallig gegenuber Veranderungen am Antigen nach
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Behandlung des Gewebes (z.B. Fixierung) als monoklonale Antikorper, da sie

mehrere Antigenstrukturen erkennen.

Monoklonale Antikorper sind Klone eines einzelnen B-Lymphozyten. Sie weisen
eine hohere Spezifitat auf, da sie sich gegen ein einzelnes Epitop und damit nur
gegen einen kurzen Abschnitt eines Antigens richten. Ihre Herstellung ist
komplexer und erfolgt mit Hilfe der Hybridom-Technik. Auch hierbei wird,
typischerweise einer Maus, zunachst ein Antigen injiziert. Werden nach einigen
Wochen erhohte Antikorper-Titer gemessen, erfolgt die Entnahme der Milz, da
diese besonders viele B-Lymphozyten enthalt. Die isolierten B-Lymphozyten
werden hiernach durch Fusionierung mit Myelomzellen “unsterblich® gemacht,
wobei sie im Folgenden als Hybridomazelle bezeichnet werden. Bei den
Myelomzellen handelt es sich um maligne entartete Plasmazellen, die unter
anderem ihre Fahigkeit zur Apoptose verloren haben. Somit ermdglichen sie
der Hybridomazelle eine uneingeschrankte Proliferation und Produktion
monoklonaler Antikorper. Durch Zugabe eines speziellen HAT-Mediums (enthalt
Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin), in dem nur Hybridomazellen
uberleben konnen, erfolgt deren Selektion. Mittels eines Screenings werden
genau die Zellklone isoliert, die den gewunschten Antikorper produzieren. Die
isolierten Zelllinien kdnnen anschlielend kultiviert werden, um eine grol3ere
Menge des gewunschten Antikdrpers zu produzieren (Plattner and Hentschel
2011).

3.1.1 Einsatz der (Strept)Avidin-Biotin-Methode in der Inmunhistochemie

Bei der LSAB-Methode (Labelled (Strept)Avidin-Biotin) handelt es sich um ein
modifiziertes Verfahren mit enzymmarkiertem Avidin-Biotin. Es ist eine in der
Immunhistochemie eingesetzte sensitive Methode zum qualitativen Nachweis
Antigen bindender Antikorper. Hierbei nutzt man die hohe Bindungsaffinitat
zwischen Avidin bzw. Streptavidin fur Biotin Molekule, die eine der starksten
bekannten nichtkovalenten biologischen Bindungen darstellt. Avidin ist ein
basisches Huhnereiweil3-Glykoprotein mit vier hydrophoben Taschen an der
Oberflache, die als spezifische Biotin-Bindungsstellen dienen. Biotin ist ein
wasserlosliches Vitamin (Vitamin H), das nach der Bindung an Avidin inaktiviert

wird. Zwei Grundprinzipien sind fur dieses Verfahren von Bedeutung. Erstens
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bindet Biotin an eine Vielzahl von Makromolekuilen wie Enzyme, Antikorper oder
Nukleinsauren, ohne deren Eigenschaften zu verandern (Biotinylierung).
Zweitens ermoglicht Biotin die Markierung von Avidin mit Hilfe von
Fluoreszenzfarbstoffen, Schwermetallen oder Enzymen wie der Peroxidase. Fur
die  Markierung wird in der LSAB-Methode die  sogenannte
Meerrettichperoxidase (HRP) verwendet. Avidin kann eine Bricke zwischen
zwei biotinylierten Molekulen bilden. Um die Bindung eines Primarantikorpers
an ein gesuchtes Epitop im Gewebe indirekt nachzuweisen, wird ein
biotinylierter Sekundarantikorper genutzt, der den Primarantikdrper detektiert
(siehe Abbildung 1). Der Sekundarantikorper ist hierbei immer spezifisch fur
Immunglobuline der Spezies, in der der Primarantikdrper hergestellt wurde.
Avidin  bindet an den Dbiotinylierten Sekundarantikorper, der als
Brickenantikorper zwischen dem Primarantikorper und dem Avidin-Biotin-
Enzymkomplex dient. Avidin ist mit einer biotinylierten Horse-Radish-
Peroxidase (HRP; Meerrettichperoxidase) gekoppelt, die der katalytischen
Umsetzung eines Chromogens dient, wodurch spezifische Antigene sichtbar
gemacht werden konnen (Viale et al. 1985). Die LSAB-Methode reagiert vier bis
achtmal sensitiver, als die ebenfalls verbreitete ABC-Methode. Die hohere
Sensitivitat ist zurickzufuhren auf die geringere GroRRe des enzymmarkierten
(Strept)Avidin-Komplexes, im Vergleich zur Grolke des Komplexes der ABC-
Methode (Giorno 1984).
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(Strept)Avidin - Enzymkomplex
mit Horseradish-Peroxidase

Briickenantikérper x
biotinyliert :

Primarantikorper

Antigen

Abbildung 1. Vereinfachte Darstellung der LSAB-Methode. Zu sehen ist die Bindung des
Primarantikbrpers (rot) an ein Antigen im Gewebe. Danach erfolgt die Bindung eines
sekundaren biotinylierten Brickenantikérpers (grau) an den Primarantikérper. Das
enzymmarkierte Avidin bindet Uber das Biotin am Sekundéarantikérper. Die Horseradish-
Peroxidase-Aktivitat fihrt in Folge zur Bildung des Chromogens. HRP: Horseradish-Peroxidase.
(Modifiziert nach http://www.pathologie-online.de/methoden/immunhistologie)

3.1.2 Vorbereitung des Gewebes fiir die immunhistochemische Farbung

3.1.2.1 Gewebefixierung und Paraffineinbettung

Das im Rahmen regularer Operationen entnommene und fixierte Gewebe wird
in Paraffin eingebettet, um einheitlich dinne, histologische Schnitte anfertigen
zu konnen. Hierbei wird Gewebe 24 h in 4%iger gepufferter (pH 7.,4)
Formalinlosung fixiert. Eine Voraussetzung fur die Paraffineinbettung stellt die
Entwasserung mittels aufsteigender Alkoholreihe (bei 35 °C zweimal 2 h in
70%igem Alkohol, einmal 1 h in 90%igem Alkohol, bei +4 °C ca. 12 h in
100%igem Alkohol und zuletzt, zweimal 5 h in 100%igem Alkohol) dar. Danach
wird das Gewebe fur ca. 12 h bei +4 °C, anschlieend zweimal fur 5 h bei 35 °C
in Roti-Histol inkubiert. Dieser Vorgang ist ndtig um den Alkohol durch ein
Intermedium, zu ersetzen, da Paraffin in Alkohol nicht I6slich ist. Die
Gewebeprobe wird nun einmal fur 12 h und danach erneut fur 24 h in flissigem
Paraffin eingelegt. Im letzten Schritt wird das Paraffin in Blockschalen

ausgegossen wodurch ein Gewebeblock der fixierten Gewebeprobe entsteht.
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3.1.2.2 Herstellung von Schnittpraparaten

Mit einem Serienmikrotom werden die Schnitte vorgekuhlter (-20°C)
Paraffinblocke in einer Starke von 4-6 ym angefertigt und zum Strecken in ein
warmes (36°C) Wasserbad gelegt. AnschlielRend werden diese auf Objekttrager
aufgezogen und bei 60 °C im Warmeschrank fur 1-2 h getrocknet.

3.1.2.3 Entparaffinierung, Rehydrierung und Demaskierung

Um das Paraffin wieder vollstandig herauszulésen, werden die Praparate fur 30
min in Roti-Histol inkubiert. Zur effektiven Rehydrierung der Gewebeschnitte
mussen diese anschliefend eine absteigende Alkoholreihe (100% - 90% - 70%)
durchlaufen. Sie werden dann 30 min in 200 ml Methanol, versetzt mit 6 ml
30%igem H202, inkubiert, um endogene Peroxidasen im Gewebe zu blockieren.
Nach funfminitigem Spulen in Reinstwasser erfolgt eine Vorbehandlung, bei
der durch die Formalinfixierung verborgene Epitope demaskiert und somit
zuganglich gemacht werden. Hierzu werden die Schnittpraparate in einer
Kuvette, die 10 mM Na-Citrat-Puffer (pH 6) enthalt, in einem Schnellkochtopf
platziert, wobei mit Hilfe eines Thermometers kontrolliert wird, ob der Puffer die
notwendige Temperatur (92-95 °C) erreicht hat. Nach einer Inkubation von 20
min verbleiben die Schnittpraparte fir weitere 15 min in der Kuvette um
abzukuhlen. Danach erfolgt fur 30 min eine Spulung des Gewebes in TBS-
Puffer und 5 min in Reinstwasser. AnschlieRend wird das Praparat auf den
Objekttragern mit einem Fettstift umrandet, um zu gewahrleisten, dass die im
folgenden Schritt aufgebrachten Reagenzien und Puffer auf dem Zielpraparat

verbleiben.

3.1.2.4 Inkubation des Primar- und Sekundarantikorpers und Auftragung
des Chromogens

Der Primarantikorper wird zunachst im angegebenen Verhaltnis mit Antibody
Diluent-Lésung verdunnt. Danach werden die Schnittpraparate mit dem
jeweiligen Primarantikorper Uber Nacht in einer Feuchtkammer bei 7°C
inkubiert. Vor Inkubation mit dem Sekundarantikbrper werden die
Schnittpraparate fur eine Stunde bei 37 °C im Warmeschrank erwarmt und far
15 min in PBS-Puffer gespult. Die Inkubationszeit mit dem Sekundarantikorper
betragt 30 min, wonach eine 15-minutige Spulung in PBS-Puffer erfolgt.
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AnschlieBend wird der ABC-Komplex aufgetragen und 30 min auf den
Praparaten belassen. Nach Spulung (5 min) in PBS-Puffer schlie3t sich die
Inkubation in DAB-Substrat-Chromogen-Losung an. Nach kurzer Spulung in
H2O (15 min) erfolgt die Gegenfarbung durch mehrmaliges Eintauchen der
Schnitte in Hamatoxylin und nachfolgender Spulung in H20 fur 1 min. In einer
aufsteigenden Alkoholreihe werden die Praparate dehydriert und nach

zehnminutiger Inkubation in Roti-Histol in Corbit-Balsam eingedeckt.

3.1.3 Positiv- und Negativkontrollen

Zum Nachweis der Spezifitat bzw. Validitat der beobachteten Signale werden
bei immunhistochemischen Untersuchungen Negativ- und Positivkontrollen
mitgefuhrt. Positivkontrollen dienen dem Ausschluss falsch negativer
Ergebnisse, Negativkontrollen dem Ausschluss falsch positiver Ergebnisse. Fur
die Herstellung der Negativkontrollen wird groRtenteils ein wichtiger
Reaktionsschritt des Protokolls ausgelassen oder ersetzt. Hier wurde anstelle
des Primarantikorpers ein unspezifisches Negativserum des gleichen Isotyps,
wie das des Primarantikorpers, auf ein zweites Schnittpraparat auf dem
Objekttrager appliziert, das dann als Negativkontrolle dient. Um die Spezifitat
der Antigen-Antikorper-Reaktion zu gewahrleisten, wurde dieser Vorgang bei
allen Praparaten durchgefuhrt. Kommt es hierbei zu einer positiven Reaktion,
handelt es sich um eine unspezifische Reaktion, die durch eine fehlerhafte
Vorbereitung der Proben, fehlerhafte Ausfuhrung des Farbevorgangs oder
fehlerhafte Anwendung der Reagenzien entstehen kann. Als interne
Positivkontrollen werden Praparate aus dem Bereich der Haut verwendet, die
viele Gefallendothelien einschlieBlich Lymphendothelien aufweisen. Die
positive Reaktion in diesen Geweben bestatigt die technisch korrekte
Anwendung der Reagenzien, die Sensitivitat der Antikorper und die richtige

Behandlung der Praparate.
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3.2 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

3.2.1 Fotodokumentation

Die histologischen Schnitte werden zur fotografischen Dokumentation mit einer
Zeiss HRC Kamera an einem Axio Imager 2 Mikroskop mit Hilfe der

Mikroskopie-Software Axiovision Rel 4.8 aufgenommen.

3.2.2 Digitale Bildanalyse

Das Ziel der Bildanalyse ist es, eine moglichst objektive und statistisch
auswertbare Messung der Flache der Signalintensitaten durchzufuhren. Hierbei
wird das Open-Source-Programm Fiji eingesetzt, das eine optimierte Form des
Bildverarbeitungsprogramms Imaged darstellt, ursprunglich entwickelt von
Wayne Rasband. Es wird bei zahlreichen biologischen Fragestellungen zur
Analyse von Bilddaten eingesetzt (Schindelin et al. 2012). Fiji/lmaged ist ein
plattformunabhangiges Programm, das in Java programmiert wurde und auf
einer Offentlichen Domain kostenlos und frei (Freeware) zuganglich ist

(http://imagej.net/Fiji/Downloads).

Der Einsatz von Fiji/lmaged wird im Folgenden an einem Préparat (10584
kapillare Malformation) veranschaulicht:

Das Praparat wird bei 20-facher VergroRerung mikroskopisch erfasst. Es
werden hierbei jeweils zehn, sich nicht Uberlappende Bereiche innerhalb des
Praparates mittels einer Digitalkamera beurteilt. Hierbei werden Bereiche
gewahlt, die pathologische Gewebestrukturen enthalten, beispielsweise Gefalle
innerhalb der kapillaren Malformation. Abbildung 2 zeigt eine typische

mikroskopische Aufnahme der kapillaren Malformation.
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Abbildung 2. Unbearbeitete Aufnahme der kapilliren Malformation. Zuvor wurde das
Praparat mit einem Antikorper gegen CD31 gefarbt.

Nach digitaler Erfassung des histologischen Bildes (Abbildung 2) wird im
Programm Fiji Uber die Symbollleiste unter “Analyze -> set scale* eine
Skalierung festgelegt. Mit Auswahl “global* werden auch alle weiteren
Aufnahmen skaliert. Unter “/Image > Adjust* mit ,Threshold Color‘ wird der
Farbschwellenwert festgelegt. Somit werden Bereiche ausgewahlt, die oberhalb
einer bestimmten Farbschwelle liegen. Im nachsten Schritt werden lediglich
helle, gewebefreie Bereiche gemessen. Hierbei werden Farbton, Sattigung und
Helligkeit so manuell eingestellt, dass lediglich die weillen, gewebefreien
Bereiche ausgewanhlt sind. Ein Beispiel der Einstellung der Parameter ist in
Abbildung 3 wiedergegeben. Das ausgewahlte Gewebe wird rot dargestellt
(siehe Abbildung 4). Die Anwendung Dark background ist fur die erforderliche
Messung nicht relevant.
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Brightness

@ Pass

=

254

Thresholding method: [ Default
Threshold color: | Red B

Color space:

| Dark background

4k

[Original ][ Filtered ][ Select ][ Sample ]
[ Stack ][ Macro J[ Help ]

Abbildung 3. Beispiel zur Festlegung des RGB-Farbschwellenwertes (Threshold Color),
Fiji/lmageJ.

Abbildung 4. Einstellung des Farbschwellenwertes. Rot markiert ist der zu messende
weille, gewebefreie Bereich des Praparates. Braune Bereiche stellen DAB-positive Anteile dar.

Die markierten Areale werden quantitativ erfasst. Mit “Analyze - Analyze
Particles* werden die Signale dieser Bereiche gemessen. Die quantitative
Darstellung der Ergebnisse ist in Abbildung 5 beispielhaft dargestellt.
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Rals Summary
Slice |Count |Toral Area |Average Size [%Area |Mean
10584 _CD31_20xA.jpg.tif 38827 37755.801 0.972 25.135 192.817

Abbildung 5. Ergebnisse nach der Messung des weiRen gewebefreien Bereichs im
Praparat. Count: Partikelanzahl in einem Bild; Total Area: Gesamtflache aller Partikel; Average
Size: Durchschnittliche GroRe einer Flache; %Area: Prozentualer Flachenanteil aller Partikel im
Bild.

Im Folgenden schlie3t sich die Erfassung der braunen Signalbereiche des
Praparates an (Antigenreaktionen). Diese Bereiche entsprechen dem positiven
Signal, das durch die immunhistochemische DAB-Farbung entsteht und die
Expression des untersuchten Proteins, in diesem Fall CD31, darstellt. Die
Messung der braunen Bereiche erfolgt mit Hilfe eines Plugins, das von Jie Shu
von der North China University of Technology entwickelt wurde (Shu et al.
2013). Aufgerufen wird es uber Plugins = “/HC Toolbox“ (siehe Abbildung 6).

8 .00 IHC Tool Box

Feaigiog [ H-DAB 4 Read User Model

Color L Nuclei [ Gland
Parameters For Nuclei Segmentation: Quantification s
window size 25 seed size ;_5.0 final size 150 :

Parameters For Gland Segmentation:

Gaussian blur 2 Open-by-recon. |4 Variance filter 5

Abbildung 6. Verwendete Einstellung in der “/HC-Toolbox". Sie dient der Hervorhebung der
DAB-positiven  Bereiche. (Das  Plugin ist als Download erhéltlich unter:
https://imagej.nih.gov/ij/plugins/ihc-toolbox/index.html).

In der Toolbox wird das H-DAB Modell ausgewahlt, wie in Abbildung 6 zu sehen
ist, da die Schnitte mit der DAB-Methode gefarbt wurden. Durch Wahl des
Menupunktes ,Color‘, werden die bei der DAB-Methode positiv gefarbten

Bereiche extrahiert und in einem neuen Bild gedffnet (Abbildung 7).
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1%2 pm

Abbildung 7. Aufnahme des Praparates nach Isolierung des DAB-Signals mittels “/IHC-
Toolbox“. Das DAB-Signal stellt sich braun dar. DAB-negatives Gewebe wird nicht mehr
erfasst.

Es wird ausschlieBlich der verbleibende braune Bereich gemessen. Die
Vorgehensweise erfolgt, wie bei Messung der weilden Bereiche, mit “/mage >
Adjust > Threshold Color” (Abbildung 8)

Abbildung 8. Aufnahme des rot markierten zu messenden Bereichs. Die Auswahl erfolgt
durch Einstellung des Farbschwellenwertes, wie oben beschrieben.

Die Messung der Farbpartikel erfolgt wie o.g. Uber “Analyze - Analyze
Particles".
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3.3 Auswertung der digital ermittelten Messwerte

FuUr die Auswertung ist der DAB-positiv gefarbte Bereich relevant. Dieser wird in
der Spalte %Area (Abbildung 9) angegeben. Der DAB-positive Bereich zeigt
den Anteil des Gewebes an, der durch den Antikdrper angefarbt wird und das
jeweilige Protein exprimiert. Es muss davon ausgegangen werden, dass die
angefarbten Praparate nicht nur Gewebe der Gefalfehlbildungen enthalten,
sondern auch Bereiche aufweisen, die kein Gewebe enthalten. Vor allem
enthalten Praparate vaskularer Anomalien zahlreiche leere Gefalllumina.
Ebenso kann es zu Artefakten, in Form von Gewebeverlusten bei der
chirurgischen Entnahme des Tumorgewebes, kommen. Diese Areale stellen
sich in den Aufnahmen als weil3e, gewebefreie Bereiche dar. Um eine Aussage
Uber den Anteil des spezifischen Signals an der Gesamtflache des Gewebes
machen zu konnen, wird die Gesamtpraparateflache durch Abzug des weil3en,
gewebefreien Bereichs nach unten korrigiert. Eine Beispielberechnung ist in
Abbildung 9 dargestellt.

8 Non Summary

Slice |Count |Total Area |Average Size [¥Area |[Mean
10584 CD31_20xA.jpg.tif 38827 37755.801 0.972 25.135 192.817
Stain Color Detection 81751 16625208 0.203 11.068 137.847

%Area: 25,135 = gemessener weilder, gewebefreier Bereich

11,068 = gemessener DAB-positiver Bereich

100 — 25,135 = 74,865 (tatsachliche Gewebeflache [%])
100 x 11,068 / 74,865 = 14,784 (DAB-positiv gefarbtes Gewebe [%)])

Abbildung 9. Ergebnisse der Messung sowie Beispielrechnung zur Auswertung der
digital ermittelten Messwerte. Obere Zeile: weiller, gewebefreier Bereich; Untere Zeile:
brauner Bereich = DAB-Signal als Zeichen der positiven Farbreaktion. Count: Punkte- bzw.
Partikelanzahl in einem Bild; Total Area: Summe der Pixel aller Punkte; Average Size:
Durchschnittliche GroéRe jedes Punktes in Pixeln; %Area: Prozentualer Flachenanteil aller
Punkte im Bild.
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Diese Berechnungen werden fur alle Aufnahmen von sich nicht dberlappenden
Arealen durchgefuhrt, wodurch ein reprasentativer mittlerer Expressionswert
eines Kandidatenproteins ermittelt werden kann. Durch Berechnung der
Mittelwerte ergibt sich fur jeden Antikorper ein bestimmter Zahlenwert pro
Praparat. Fur alle gefarbten Praparate wird der Standard Error of Mean (SEM)
ermittelt (siehe Abbildungen 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44).

In die Beurteilung einbezogen werden ebenfalls die Verhaltnisse (Quotienten)
der Farbeergebnisse verschiedener Antikorper zueinander. Soll beispielsweise
der Quotient der CD34 zu CD31 Signalwerte fiur Hamangiome ermittelt werden,
wird er fur jedes der beurteilten Praparate einzeln berechnet. Aus den einzelnen
Quotienten, samtlicher untersuchten Hamangiompraparate, wird der Mittelwert
sowie der SEM gebildet. Daraus ergibt sich der Gesamtquotient CD34/CD31 fur
diesen Gewebetyp (siehe Abbildung 18), der anschlieBend fur den Vergleich
zwischen entsprechenden Gesamtquotienten anderer Gefalfehlbildungen
eingesetzt werden kann. Diese Quotienten werden im folgenden AK-Signalwert-

Quotienten genannt.

3.4 Statistik und Darstellung der Ergebnisse

Aufgrund der Seltenheit der untersuchten Tumore (Rare Disease) stand
lediglich eine limitierte Fallzahl fur die Untersuchungen zur Verfigung. Fur die
statistische Auswertung wurde die GraphPad Prism 7 Software eingesetzt. Zur
Berechnung statistischer Unterschiede zwischen den Gruppen wurde ein
multipler Vergleichstest mittels einseitiger ANOVA-Analyse durchgefuhrt. Zur
Korrektur wurde ein Post-Hoc-Tukey-Test mit einem Signifikanzniveau von o =

0,05 angewendet. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet.

Aufgrund der Art der Mittelwertberechnung der Quotienten stellen sich in den
Balkendiagrammen (Abbildungen 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46) die
berechneten Quotienten und ihre dazugehorigen inversen Quotienten nicht
gespiegelt dar. Beispielsweise ergibt der Quotient aus Claudin 5 und Vimentin
(CLDNS/VIM) den zweithochsten Wert innerhalb der AVM, der inverse Quotient
VIM/CLDNS ergibt jedoch nicht den zweitniedrigsten Wert (Abbildung 22).
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Berechnet wurde zuerst der Quotient fur jedes einzelne Praparat. Aus diesen
Quotienten wurde der Mittelwert fur einen bestimmten Gewebetyp ermittelt.
Dieses Vorgehen stellt sicher, dass der individuelle Quotient des Praparates

berucksichtigt wird.
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4. Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1 Expression der Kandidatenproteine in GefaBmalformationen

Im Folgenden wird die Expression der funf untersuchten Gefalimarker in den
verschiedenen Geweben betrachtet. Dargestellt ist der prozentuale DAB-
positive Gewebeanteil, der sich nach Durchfuhrung der Antikorperfarbungen in
den jeweiligen Gewebetypen ergab.

4.1.1 CD31

In Geweben der arteriovendsen und der vendsen Malformationen, der
pyogenen Granulome und der Lymphangiome wurde ein nahezu gleich starkes
CD31-Signal (15-16%) beobachtet. In Paragangliomen wurde ein
durchschnittlicher Anteil von 13,2% CD31-positiven Gewebes gemessen. Das
Kontrollgewebe und die vaskularen Malformationen weisen eine CD31-
Expression in 9% des Gesamtgewebes auf. Die niedrigsten (7,4%) CD31
Expressionswerte zeigen sich bei den Hamangiomen. Die gemessenen

Signalunterschiede erreichten keine statistische Signifikanz (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Saulendiagramm zur Darstellung der CD31-Expression in den
untersuchten Geweben. Dargestellt sind die Gesamtmittelwerte des prozentualen DAB-
positiven Gewebeanteils mit SEM. Die Prozentwerte geben das Verhaltnis des CD31-Signals
zum Gesamtgewebe an. AVM = arteriovendse Malformation, VeM = ventse Malformation, GP =
Granuloma pyogenicum, LA = Lymphangiom, PG = Paragangliom, Kon = Kontrolle, VM (n.n.kl.)
= vaskulare Malformation (nicht naher klassifiziert), Hdm = Hamangiom.
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4. Ergebnisse

4.1.2 CD34

Mit einem DAB-positiven Anteil von 38,7%, wurde bei Paragangliomen die
hochste Expression des Endothelmarkers CD34 gemessen. Innerhalb der
venosen und arteriovendsen Malformationen sowie in den Hamangiomen zeigte
sich eine CD34-positive Reaktion in ca. 30% des Gewebes. Die Lymphangiome
weisen einen positiven Gewebeanteil von 26% auf. In vaskularen
Malformationen und pyogenen Granulomen farbten sich ca. 23% des
Tumorgewebes positiv an. Mit einem 20%igen positiven Anteil zeigt das
Kontrollgewebe den niedrigsten Wert. Zusammengefasst ergibt der Vergleich
der Messungen eine relativ homogene CD34-Expression innerhalb der Gewebe
(Abbildung 11). Die Werte zeigen keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 11. Sé&ulendiagramm zur Darstellung der CD34-Expression in den
untersuchten Geweben. Dargestellt sind die Gesamtmittelwerte des prozentualen DAB-
positiven Gewebeanteils mit SEM. Die Prozentwerte geben das Verhaltnis des CD34-Signals
zum Gesamtgewebe an. PG = Paragangliom, AVM = arteriovendse Malformation, Hdm =
Hamangiom, VeM = vendse Malformation, LA = Lymphangiom, VM (n.n.kl.) = vaskulare
Malformation (nicht naher klassifiziert), GP = Granuloma pyogenicum, Kon = Kontrolle.
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4. Ergebnisse

4.1.3 Claudin 5 (CLDNS5)

Wie in Abbildung 12 dargestellt, zeigen die pyogenen Granulome mit 18,5%
den groRten Anteil CLDNS-positiven Gewebes. In Paragangliomen und
vendsen Malformationen zeigen 14% des Gewebes eine positive Reaktion. Die
Ergebnisse fur arteriovendse Malformationen und Kontrollen weisen mit 11%
ahnliche Expressionswerte auf. Ein DAB-positiver Gewebeanteil von 9% ergibt
sich fur vaskulare Malformationen sowie fur Lymphangiome. Der niedrigste
positive Anteil wurde in Hamangiomen nachgewiesen (7,7%). Die beobachteten
Unterschiede erreichen jedoch keine statistische Signifikanz.

CLDN5
25+
GP: n=6
- 204 | PG: n=6
s VeM: n=4
§ " AVM: n=7
2 ] Kon: n=5
o VM (n.nkl): n=7
§ 104 | - LA: n=5
A Ham: n=5
<
a 54
0- T -I- T
F & & @‘*‘ FECOIN &
&
N
Gewebe

Abbildung 12. Sé&ulendiagramm zur Darstellung der CLDN5-Expression in den
untersuchten Geweben. Dargestellt sind die Gesamtmittelwerte des prozentualen DAB-
positiven Gewebeanteils mit SEM. Die Prozentwerte geben das Verhaltnis des CLDN5-Signals
zum Gesamtgewebe an. GP = Granuloma pyogenicum, PG = Paragangliom, VeM = vendse
Malformation, AVM = arteriovendse Malformation, Kon = Kontrolle, VM (n.n.kl.) = vaskulare
Malformation (nicht naher klassifiziert), LA = Lymphangiom, Hdm = Hamangiom.
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4. Ergebnisse

4.1.4 Podoplanin (PDPN)

Farbungen mit dem Anti-PDPN Antikorper D2-40 zeigen mit 20% den hochsten
DAB-positiven Gewebeanteil bei Lymphangiomen (Abbildung 13). Damit wurde
im Vergleich zu Paragangliomen, vaskularen Malformationen, Kontrollen,
venosen Malformationen und Hamangiomen signifikant mehr Gewebe
angefarbt (p<0,07). In pyogenen Granulomen und arteriovendsen
Malformationen wurden ca. 12% PDPN-positives Gewebe nachgewiesen. In
einem niedrigeren Wertebereich liegen Paragangliome, n.n.kl. vaskularen
Malformationen und die Kontrollgewebe. Bei diesen Geweben wurde in 6-7%
eine positive Reaktion beobachtet, was signifikant weniger ist als bei
Lymphangiomen. Messungen fur venose Malformationen und Hamangiome
ergeben einen positiven Gewebeanteil von ca. 4,5%. Dies stellt im Vergleich zu

den Ergebnissen fur Lymphangiome den signifikant niedrigsten Anteil dar.
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Abbildung 13. Saulendiagramm zur Darstellung der PDPN-Expression in den
untersuchten Geweben. Dargestellt sind die Gesamtmittelwerte des prozentualen DAB-
positiven Gewebeanteils mit SEM und die statistisch signifikanten Unterschiede der PDPN-
Signale zwischen den verschiedenen Gewebetypen, **=p<0,01. Die Prozentwerte geben das
Verhaltnis des PDPN-Signals zur Gesamtgewebeflache an. LA = Lymphangiom, GP =
Granuloma pyogenicum, AVM = arterioventse Malformation, PG = Paragangliom, VM (n.n.kl.) =
vaskulare Malformation (nicht naher klassifiziert), Kon = Kontrolle, VeM = vendse Malformation,
Ha&m = Hamangiom.

46



4. Ergebnisse

4.1.5 Vimentin (VIM)

Die VIM-Expression in den untersuchten Geweben ist in Abbildung 14
dargestellt. Bei pyogenen Granulomen wurde mit einem Anteil von 26,5% des
Gesamtgewebes der groRte DAB-positive Gewebebereich fur VIM gemessen.
Der geringste Anteil zeigt sich bei Lymphangiomen, mit einem VIM-positiven
Anteil von lediglich 8%. Alle weiteren Messungen fur arteriovendse
Malformationen, Paragangliome, vendse Malformationen Kontrollgewebe,
vaskulare Malformation (n.n.kl.), und Hamangiome ergeben 14-17% positive
Gewebeareale. Die Expression von VIM stellt sich somit sehr homogen in den

untersuchten Geweben dar.
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Abbildung 14. Sadulendigramm zur Darstellung der VIM-Expression in den untersuchten
Geweben. Dargestellt sind die Gesamtmittelwerte des prozentualen DAB-positiven
Gewebeanteils mit SEM. Die Prozentwerte geben das Verhaltnis der VIM-Signale zum
Gesamtgewebe an. GP = Granuloma pyogenicum, AVM = arteriovendse Malformation, PG =
Paragangliom, VeM = vendse Malformation, Kon = Kontrolle, VM (n.n.kl.) = vaskulare
Malformation (nicht naher klassifiziert), Hdm = Hdmangiom, LA = Lymphangiom.
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4. Ergebnisse

4.2 Digitale Quantifizierung der DAB-Signale, Darstellung der
Kandidatenproteinexpression und der AK-Signalwert-Quotienten

4.2.1 Lymphangiome

Immunhistochemisches Digitale Isolierung Signalmessung mittels
Praparat des DAB-Signals Farbschwelle

b

Praparat 10357, AK Anti-VIM

Abbildung 15. Beispielhafte Darstellung der digitalen Erfassung des DAB-Signals aller 5
AK-Farbungen in Lymphangiomen. Von links nach rechts sind die Arbeitsschritte der digitalen
Auswertung eines Praparates mit Hilfe des Programms ImageJ/Fiji dargestellt. Beispielhaft sind
funf Praparate in 20-facher VergroRerung aufgezeigt, gefarbt mit dem jeweils angegebenen AK,
wobei sich eine positive Farbereaktion braun darstellt. Die Bilder in der Mitte zeigen die
Isolierung des DAB-positiven Gewebes mit Hilfe der ImageJ/Fiji-IHC-Toolbox. In der rechten
Bildspalte ist die sich anschlieRende Signalmessung durch Einstellung des
Farbschwellenwertes (Threshold Color) abgebildet. Die Rotfarbung zeigt an, welche Bereiche
bei der Messung erfasst wurden.
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4. Ergebnisse

Abbildung 15 zeigt Beispiele zur Auswertung der Expression von
Kandidatenproteinen in Lymphangiomen mit dem Programm ImageJ/Fiji und
gibt einen Einblick in die quantitative Bildanalyse. Die Aufnahmen der linken
Spalte  (immunhistochemisches  Praparat) zeigen die angefertigten
immunhistochemischen Farbungen verschiedener Lymphangiompraparate, in
denen sich eine positive Reaktion braun darstellt. Die verwendeten Antikorper
gerichtet gegen CD31, CD34, CLDN5, PDPN und VIM sind beispielhaft
dargestellt. Die zweite Bildspalte zeigt die Praparate im Anschluss an die
digitale Isolierung des braunen DAB-positiven Signals unter Verwendung der
IHC-Toolbox. Dies verdeutlicht, wie prazise die positive Antikorperreaktion aus
dem Gesamtgewebe herausgefiltert werden kann. Somit wurde sichergestellt,
dass nur das spezifische DAB-Signal gemessen wurde. Im letzten Schritt erfolgt
die Messung mit Hilfe der Einstellung des Farbschwellenwertes. In der rechten
Spalte sind die gemessenen, rot markierten DAB-Signalbereiche aufgefuhrt, die

schlielYlich als Messwert erfasst wurden.
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4. Ergebnisse

Abbildung 16 zeigt die ausgewerteten Ergebnisse. Hier ist der Nachweis der
Kandidatenproteinsignale innerhalb der Lymphangiome dargestellt. Gezeigt ist
der Gesamtmittelwert der prozentualen Anteile des DAB-positiven Gewebes
bezogen auf das gesamte Gewebe.
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Abbildung 16. Saulendiagramm zur Darstellung der DAB-positiven Gewebeanteile fiir die
verschiedenen Marker innerhalb der Lymphangiome. Dargestellt sind Gesamtmittelwerte mit
SEM. *p<0,05.

Der grofRte Anteil DAB-positiv gefarbten Lymphangiomgewebes ergibt sich nach
Farbung mit dem Anti-CD34 AK. Dieser farbt mit 26% einen signifikant hoheren
Anteil des Gewebes an, als die Anti-CLDN5 (9,4%) und Anti-VIM (7,6%) AK
(p<0,05). Durch den Anti-Podoplanin AK wurde ein Anteil von 20% des
Gewebes positiv angefarbt. Dieser unterscheidet sich jedoch nicht signifikant
von den Werten der anderen AK. 15,7% DAB-positives Gewebe zeigt sich nach
Farbung mit dem Anti-CD31 AK, die sich damit von CLDN5 und VIM abhebt.
VIM weist den geringsten DAB-positiv gefarbten Anteil auf.
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4. Ergebnisse
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Abbildung 17. Kreisflichendiagramm zur Darstellung der Verhidltnisse der AK-
Signalwerte in Lymphangiomen. Die hier als Kreisflache dargestellten AK-Signalwert-
Quotienten sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate. So reprasentiert die
Kreisflache unten rechts das Verhaltnis von CD31 zu VIM, das sich aus der Mittelwertbildung
der Quotienten CD31/VIM aller Lymphangiom-Praparate ergibt. Schwarz: Wert = 1 (Bsp.
CD31/CD31); Blau: Werte > 1; Rot: Werte < 1.

Abbildung 17 =zeigt ein Flachendiagramm zur Veranschaulichung der
Quotienten der AK-Signalwerte innerhalb der Lymphangiome. Auffallig sind vor
allem die Verhaltnisse der Marker Podoplanin, CD34 und CD31 zu dem Marker
VIM. Durch die GroRe der Kreisflachen ist ersichtlich, dass sie einen weitaus
hoheren Wert als 1 aufweisen. Das sich ergebende Muster der unterschiedlich
groRen Kreisflachen steht fur eine charakteristische Anfarbung der
Lymphangiome durch die funf AK. Fir PDPN ergeben sich weitere Quotienten
mit Werten grolRer eins im Verhaltnis zu CD31 und CLDNS5. Es liegen sowohl
die Quotienten CD34/CD31, CD34/CLDNS und CD34/PDPN knapp uber eins,
als auch der Quotient CD31/CLDNS5. Die signifikanten Unterschiede der
Quotienten sind in Abbildung 18 im Balkendiagramm dargestellit.
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Abbildung 18. Balkendiagramm mit Darstellung der Verhéltnisse der Kandidatenprotein-
expression innerhalb der Lymphangiome. Die hier dargestellten AK-Signalwert-Quotienten
sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate. Betrachtet werden signifikante
Quotienten > 1. *p<0,05; **p<0,01.

Verglichen werden Quotienten mit Werten = 1. Im Gewebe der Lymphangiome
ist der Quotient zwischen PDPN und VIM besonders grof3. Er hebt sich mit
p<0,01 signifikant ab von den Quotienten CD34/PDPN, PDPN/CD31,
CD34/CD31, CD31/CLDN5 und PDPN/CLDNS und mit p<0,05 von dem
Quotienten CD34/CLDNS. Die Verhaltnisse von CD34 und CD31 zu VIM zeigen
ahnlich hohe Werte, sind jedoch nicht signifikant im Vergleich zu den anderen
Quotienten. Niedrige Quotienten ergeben sich fur die CD34-, PDPN- und CD31
Signalwerte im Verhaltnis zu CLDNS.
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4. Ergebnisse

4.2.2 Arteriovenose Malformationen

Immunhistochemisches Digitale Isolierung Signalmessung mittels
Praparat des DAB-Signals Farbschwelle
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Abbildung 19. Beispielhafte Darstellung der digitalen Erfassung des DAB-Signals aller 5
AK-Farbungen in arteriovenosen Malformationen. Von links nach rechts sind die
Arbeitsschritte der digitalen Auswertung eines Praparates mit Hilfe des Programms ImageJ/Fiji
dargestellt. Beispielhaft sind flnf Praparate in 20-facher Vergroerung aufgezeigt, gefarbt mit
dem jeweils angegebenen AK, wobei sich eine positive Farbereaktion braun darstellt. Die Bilder
in der Mitte zeigen die Isolierung des DAB-positiven Gewebes mit Hilfe der ImageJ/Fiji-IHC-
Toolbox. In der rechten Bildspalte ist die sich anschlieRende Signalmessung durch Einstellung
des Farbschwellenwertes (Threshold Color) abgebildet. Die Rotfarbung zeigt an, welche
Bereiche bei der Messung erfasst wurden.
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4. Ergebnisse

Eine Darstellung des Vorgehens zur Messung des spezifischen Signals
innerhalb der AVM ist in Abbildung 19 gezeigt. In Abbildung 20 sind die
Signalintensitaten fur die funf untersuchten Marker dargestellt.
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Abbildung 20. Saulendiagramm zur Darstellung der DAB-positiven Gewebeanteile fiir die
verschiedenen Marker innerhalb der arteriovenésen Malformationen. Dargestellt sind
Gesamtmittelwerte mit SEM. **p<0,01.

Innerhalb der AVM entfallt der groRte Anteil DAB-positiv gefarbten Gewebes auf
den Endothelmarker CD34. Hierbei ist der positive Anteil von 31,4% signifikant
hoher als der von CLDNS und PDPN (p<0,07). Die Antikorper Anti-CD31 und
Anti-VIM farben mit ca. 17% einen nahezu gleich groRen Anteil des AVM-
Gewebes positiv an, jedoch ohne Signifikanzniveau verglichen mit den Signalen
der anderen AK. Mit 11% zeigen die Marker CLDN5 und PDPN die niedrigsten
Farbewerte innerhalb der AVM.
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Abbildung 21. Kreisflichendiagramm zur Darstellung der Verhiltnisse der AK-
Signalwerte in arterioven6sen Malformationen. Die hier als Kreisflache dargestellten AK-
Signalwert-Quotienten sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate. So
reprasentiert die Kreisflache unten rechts das Verhaltnis von CD31 zu VIM, das sich aus der
Mittelwertbildung der Quotienten CD31/VIM aller Praparate der arteriovenésen Malformationen

ergibt. Schwarz: Wert = 1 (Bsp. CD31/CD31); Blau: Werte > 1; Rot: Werte < 1.

Abbildung 21 zeigt das fur diese Gewebe charakteristische Muster der
Kandidatenproteinexpression. Die Groflen der Quotienten sind im Diagramm
als Kreisflachen dargestellt. Besonders erhoht zeigen sich die Quotienten der
CD34, CLDN5 und PDPN Signale zu VIM. Ebenfalls hoch zeigt sich der
Quotient von CD34 zu PDPN bzw. CD31. Nahezu gleichgrof3e Quotienten
wurden fur VIM/PDPN, CD34/CD31 und CD31/VIM nachgewiesen. Kleinere
Quotienten, aber dennoch mit Werten grofRer eins, ergeben sich fur CD31 zu
CLDN5 und PDPN. Auch die Quotienten VIM/CD31, VIM/CLDN5 und
CLDNS/PDPN sind grofer als eins. In Abbildung 22 sind die statistisch
signifikanten Unterschiede dieser Quotienten in einem Balkendiagramm

dargestellt.
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Abbildung 22. Balkendiagramm mit Darstellung der Verhéltnisse der Kandidatenprotein-
expression innerhalb der arteriovenésen Malformationen. Die hier dargestellten AK-
Signalwert-Quotienten sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate. Betrachtet
werden signifikante Quotienten > 1. *p<0,05; **p<0,01.

Verglichen wurden auch bei diesem Gewebe Quotienten mit Werten gréRer
eins. Besonders hoch ist der Quotient zwischen CD34/VIM, der signifikant
grolRere Werte ergibt als die Quotienten CLDNS5/CD31 und PDPN/CD31
(p<0,07). Von den Quotienten CLDN5/PDPN, CD31/CLDN5, VIM/CLDNS5 sowie
VIM/CD31 hebt er sich ebenfalls signifikant (p<0,05) ab. Weitere Quotienten mit
deutlich grofieren Werten Uber eins, ergeben sich fur CLDN5, PDPN und CD31
im Verhaltnis zu VIM und fir CD34/PDPN. Diese Quotienten unterscheiden sich
jedoch nicht signifikant von den anderen Quotienten. Die niedrigsten
Quotientenwerte ergeben sich fir PDPN und CLDN5 zu CD31.
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4.2.3 Hamangiome

Immunhistochemisches Digitale Isolierung Signalmessung mittels
Praparat des DAB-Signals Farbschwelle
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Abbildung 23. Beispielhafte Darstellung der digitalen Erfassung des DAB-Signals aller 5
AK-Farbungen in Hamangiomen. Von links nach rechts sind die Arbeitsschritte der digitalen
Auswertung eines Praparates mit Hilfe des Programms ImageJ/Fiji dargestellt. Beispielhaft sind
funf Praparate in 20-facher VergroRerung aufgezeigt, gefarbt mit dem jeweils angegebenen AK,
wobei sich eine positive Farbereaktion braun darstellt. Die Bilder in der Mitte zeigen die
Isolierung des DAB-positiven Gewebes mit Hilfe der ImageJ/Fiji-IHC-Toolbox. In der rechten
Bildspalte ist die sich anschlieRende Signalmessung durch Einstellung des
Farbschwellenwertes (Threshold Color) abgebildet. Die Rotfarbung zeigt an, welche Bereiche
bei der Messung erfasst wurden.

57
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In der Abbildung 23 sind Beispiele zur quantitativen Auswertung der
immunhistochemischen Farbungen dargestellt. Das Saulendiagramm in
Abbildung 24 zeigt die ausgewerteten Ergebnisse.
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Abbildung 24. Saulendiagramm zur Darstellung der DAB-positiven Gewebeanteile fiir die
verschiedenen Marker innerhalb der Himangiome. Dargestellt sind Gesamtmittelwerte mit
SEM. *=p<0,05; **=p<0,01.

Abgebildet ist der prozentuale Anteil der Hamangiomgewebeflache, die durch
den jeweiligen AK angefarbt wurde, im Verhaltnis zur Gesamtgewebeflache.
Von den funf verwendeten AK zeigt Anti-CD34 den grofdten Signalanteil. Hierbei
wird in bis zu 30% des Gewebes eine positive immunhistochemische Reaktion
nachgewiesen. Er stellt damit einen signifikant hoheren Anteil an DAB-
positivem Gewebe dar, verglichen mit den Markerproteinen CLDN5, CD31
(p<0,05) und PDPN (p<0,01). VIM farbt, mit circa 15% DAB-positivem Anteil,
nur einen etwa halb so grolen Gewebeanteil an als CD34. Durch CLDN5 und
CD31 werden, bei Werten um 7%, nahezu gleichgrole Anteile des
Hamangiomgewebes angefarbt. Lediglich 5% Immunintensitat zeigt sich nach
Farbung mit dem gegen PDPN gerichteten AK.
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Hamangiome - AK-Signalwert-Quotienten (Y/X)
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Abbildung 25. Kreisflachendiagramm zur Darstellung der Verhaltnisse der AK-
Signalwerte in Hamangiomen. Die hier als Kreisfliche dargestellten AK-Signalwert-
Quotienten sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate. So reprasentiert die
Kreisflache unten rechts das Verhaltnis von CD31 zu VIM, das sich aus der Mittelwertbildung
der Quotienten CD31/VIM aller Hamangiom-Praparate ergibt. Schwarz: Wert = 1 (Bsp.
CD31/CD31); Blau: Werte > 1; Rot: Werte < 1.

Zur besseren Ubersicht Uber die charakteristischnen Quotienten der AK-
Farbungssignalwerte bei Hamangiomen, sind diese in Abbildung 25 als
Kreisflachendiagramm dargestellt. Betrachtet werden sollen hierbei vor allem
die Quotienten mit Werten groRer eins, die durch die blauen Kreisflachen
reprasentiert werden. Im Diagramm heben sich vor allem die Quotienten, die
CD34 als Dividend haben, hervor. Dies bestatigt, dass Anti-CD34 innerhalb der
Hamangiome den groflten Anteil DAB-positiven Gewebes anfarbt (siehe
Abbildung 24). Daruber hinaus weist VIM in Relation zu CD31, CLDN5 und
PDPN hohe Quotientenwerte auf. Werte grof3er eins ergeben sich aulderdem fur
die Quotienten CLDN5 zu PDPN und VIM, CD31 zu PDPN und VIM sowie flr
PDPN und CLDN5 zu CD31.
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Abbildung 26. Balkendiagramm mit Darstellung der Verhéltnisse der Kandidatenprotein-
expression innerhalb der Himangiome. Die hier dargestellten AK-Signalwert-Quotienten sind
Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Préaparate.

Der Vergleich der Quotienten mit Werten grof3er eins ergibt keine statistisch
signifikanten Unterschiede. Diese sind im Balkendiagramm (Abbildung 26) blau
dargestellt. Trotz des fast siebenfachen GroRenunterschiedes zwischen den
Quotienten CD34/CD31 und PDPN/CD31 konnte keine Signifikanz erreicht
werden. Somit wurden keine charakteristischen Quotienten innerhalb der

Hamangiome gefunden.
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4.2.4 Vaskulare Malformationen (n.n.kl.)

Immunhistochemisches Digitale Isolierung Signalmessung mittels
Praparat des DAB-Signals Farbschwelle

Priaparat 10584, AK Antl-VIM

Abbildung 27. Beispielhafte Darstellung der digitalen Erfassung des DAB-Signals aller 5
AK-Farbungen in vaskuldren Malformationen (n.n.kl.). Von links nach rechts sind die
Arbeitsschritte der digitalen Auswertung eines Praparates mit Hilfe des Programms ImageJ/Fiji
dargestellt. Beispielhaft sind flnf Praparate in 20-facher Vergroerung aufgezeigt, gefarbt mit
dem jeweils angegebenen AK, wobei sich eine positive Farbereaktion braun darstellt. Die Bilder
in der Mitte zeigen die Isolierung des DAB-positiven Gewebes mit Hilfe der ImageJ/Fiji-IHC-
Toolbox. In der rechten Bildspalte ist die sich anschlieRende Signalmessung durch Einstellung
des Farbschwellenwertes (Threshold Color) abgebildet. Die Rotfarbung zeigt an, welche
Bereiche bei der Messung erfasst wurden.
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4. Ergebnisse

Beispiele zur Messung des spezifischen Signals in den Praparaten der n.n.kl.
vaskularen Malformationen sind in der Abbildung 27 aufgefuhrt. Die
linksseitigen Aufnahmen zeigen jeweils eine reprasentative
immunhistochemische Farbung mit den funf Antikorpern CD31, CD34, CLDNS,
PDPN und VIM, in denen sich eine positive Farbereaktion braun darstellt. Die
Abbildungen in der zweiten und dritten Bildspalte sind in Abschnitt 3.2
beispielhaft naher beschrieben. Die Ergebnisse der Signalstarken sind in der
Abbildung 28 dargestellt. Abgebildet ist der prozentuale Anteil des DAB-

positiven Gewebes, bezogen auf das Gesamtgewebe.
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Abbildung 28. Saulendiagramm zur Darstellung der DAB-positiven Gewebeanteile fiir die
verschiedenen Marker innerhalb der vaskuldaren Malformationen (n.n.kl.). Dargestellt sind
Gesamtmittelwerte mit SEM. **=p<0,017; ***=p<0,001.

Mit durchschnittlich 23,3% zeigt CD34 den grofldten Anteil an DAB-positivem
Gewebe. Dieser Anteil ist signifikant hoher verglichen mit PDPN (p<0,007),
CLDNS5 und CD31 (p<0,01). 15,6% des Gewebes zeigt sich VIM positiv. Dieses
Ergebnis zeigt jedoch keine Signifikanz. Die AK Anti-CLDNS und Anti-CD31
farben mit ca. 9% ahnlich hohe Anteile des VM-Gewebes an. Eine geringe
positive Reaktion zeigt sich bei PDPN, welches in 6,7% der untersuchten

Gewebeflache eine Expression aufweist.
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Vaskulare Malformationen (n.n.kl.) -
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Abbildung 29. Kreisflachendiagramm zur Darstellung der Verhéltnisse der eingesetzten
AK-Signalwerte in vaskularen Malformationen (n.n.kl.). Die hier als Kreisflache dargestellten
AK-Signalwert-Quotienten sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate. So
reprasentiert die Kreisflache unten rechts das Verhaltnis von CD31 zu VIM, das sich aus der
Mittelwertbildung der Quotienten CD31/VIM aller Praparate der vaskularen Malformationen
(n.n.kl.) ergibt. Schwarz: Wert = 1 (Bsp. CD31/CD31); Blau: Werte > 1; Rot: Werte < 1.

Zur  Veranschaulichung der Verhaltnisse unterschiedlicher positiver
Farbereaktionen sind in Abbildung 29 alle verwendeten Marker in Relation
dargestellt. Die GroRe der Kreisflache reprasentiert dabei die Grofde des
Quotienten zweier Antikorpersignalwerte. Damit konnen relevante Unterschiede
zwischen den positiv gefarbten Gewebeanteilen besser veranschaulicht
werden. Der Fokus wurde auf Quotienten mit einem Wert gro3er eins gelegt,
die hier blau dargestellt sind. Auffallend gro3e Quotienten finden sich zwischen
VIM und CD34 im Verhaltnis zu PDPN. Relativ hoch sind ebenfalls Quotienten
von VIM und CD34 zu CD31. Hohe Quotienten finden sich auch bei
CLDNS5/PDPN und CD34/CLDNS5. Werte Uber eins ergeben sich aul3erdem fur
die Quotienten VIM/CLDN5, CLDN5/CD31, CD34/VIM und CD31 zu CLDN5
und PDPN. Analog zu Abbildung 28 lasst sich aus dem Kreisflachendiagramm
entnehmen, dass Anti-PDPN einen weitaus niedrigeren Gewebeanteil
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vaskularer Malformationen anfarbt, als die anderen Antikorper. Statistisch

signifikante Unterschiede der Quotienten sind in Abbildung 30 dargestellt.

Vaskuldre Malformationen (n.n.kl.)
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Abbildung 30. Balkendiagramm mit Darstellung der Verhéltnisse der Kandidatenprotein-
expression innerhalb der vaskularen Malformationen (n.n.kl.). Die hier dargestellten AK-
Signalwert-Quotienten sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Préparate. Betrachtet
werden signifikante Quotienten > 1. *p<0,05.

Verglichen wurden Quotienten grof3er eins. Im Diagramm zeigt sich, dass der
Quotient VIM/PDPN signifikant gréRer ist als der von CD31/CLDNS und dem
dazugehorigen inversen CLDN5/CD31-Quotient (p<0,05). Auch CD34/PDPN
weist einen hohen Quotienten auf, der sich aber nicht statistisch signifikant von
den anderen Quotienten abhebt. Mit niedrigeren aber vergleichbaren
Quotientenwerten  prasentieren sich  CD34/CLDN5, VIM/CD31 und
CLDNS5/PDPN. Es ergaben sich weitere Quotienten mit Werten gréRer eins, fur
die aber ebenfalls kein signifikanter Unterschied nachzuweisen ist.
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4.2.5 Venose Malformationen

Immunhistochemisches Digitale Isolierung Signalmessung mittels
Praparat des DAB-Signals Farbschwelle
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Abbildung 31. Beispielhafte Darstellung der digitalen Erfassung des DAB-Signals aller 5
AK-Farbungen in venésen Malformationen. Von links nach rechts sind die Arbeitsschritte der
digitalen Auswertung eines Praparates mit Hilfe des Programms ImageJ/Fiji dargestellt.
Beispielhaft sind funf Praparate in 20-facher VergroRerung aufgezeigt, gefarbt mit dem jeweils
angegebenen AK, wobei sich eine positive Farbereaktion braun darstellt. Die Bilder in der Mitte
zeigen die Isolierung des DAB-positiven Gewebes mit Hilfe der ImageJ/Fiji-IHC-Toolbox. In der
rechten Bildspalte ist die sich anschlieBende Signalmessung durch Einstellung des
Farbschwellenwertes (Threshold Color) abgebildet. Die Rotfarbung zeigt an, welche Bereiche
bei der Messung erfasst wurden.
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4. Ergebnisse

In Abbildung 31 ist das Vorgehen der quantitativen Bildanalyse bei vendsen
Malformationen beispielhaft dargestellt. Zu sehen ist jeweils eine Farbung mit
AK gegen CD34, CD31, CLDN5, PDPN und VIM, in denen sich eine DAB-
positive Reaktion durch die Braunfarbung des Gewebes zeigt. Eine detaillierte
Beschreibung des Vorgehens ist Kapitel 3.2 zu entnehmen. Die Ergebnisse der
digitalen Messung sind in Abbildung 32 aufgezeigt. Dargestellt sind die
Gesamtmittelwerte der prozentualen Anteile des DAB-positiven Gewebes im

Verhaltnis zu dem Gesamtgewebe.
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Abbildung 32. Saulendiagramm zur Darstellung der DAB-positiven Gewebeanteile fiir die
verschiedenen Marker innerhalb der vendsen Malformationen. Dargestellt sind
Gesamtmittelwerte mit SEM.

Der Endothelmarker CD34 zeigt mit einem Anteil von 29% die hochste
Gewebefarbung. Dieser Wert erreicht jedoch keine Signifikanz zu den
Farbungen mit den anderen AK. Generell liefert keiner der verwendeten AK
einen signifikant groReren oder kleineren DAB-Signalwert. Dennoch fallt auf,
dass die PDPN-Farbung mit 4,5% den geringsten Wert bei den vendsen
Malformationen aufweist. AK gegen CD31, VIM und CLDNS5 fuhrten in 14-16%
des Gewebes zu einer positiven Reaktion.
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Abbildung 33. Kreisflachendiagramm zur Darstellung der Verhaltnisse der AK-
Signalwerte in vendsen Malformationen. Die hier als Kreisflache dargestellten AK-
Signalwert-Quotienten sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate. So
reprasentiert die Kreisflache unten rechts das Verhaltnis von CD31 zu VIM, das sich aus der
Mittelwertbildung der Quotienten CD31/VIM aller Praparate der vendsen Malformationen ergibt.
Schwarz: Wert = 1 (Bsp. CD31/CD31); Blau: Werte > 1; Rot: Werte < 1.

In Abbildung 33 sind die erhobenen AK-Signalwerte im Verhaltnis zueinander
abgebildet. Die Darstellung im Flachendiagramm ermoglicht eine bessere
Ubersicht Uber die charakteristischen Verhaltnisse innerhalb der vendsen
Malformationen, da sich hohe Quotienten entsprechend besser voneinander
unterscheiden lassen. Besonders auffallig zeigte sich hierbei der CD34/PDPN
Quotient. Dies hebt den groRen Unterschied zwischen den prozentualen
Anteilen der positiv gefarbten Gewebe durch CD34 und PDPN hervor.

Die VIM, CLDNS und CD31 Signale zeigen im Vergleich zu PDPN alle einen
Quotient groRer eins. In allen Farbungen zeigt Anti-CD34 als einziger AK
durchgehend einen Quotienten >1. Vergleichbare Werte ergeben bei den
VIM/CLDN5S, CD31/CLDNS, PDPN/VIM und CD31/VIM Quotienten. Zur
Verdeutlichung der statistisch signifikanten Unterschiede der Quotienten

werden diese in Abbildung 34 mit einem Balkendiagramm dargestellit.
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Abbildung 34. Balkendiagramm mit Darstellung der Verhéltnisse der Kandidatenprotein-
expression innerhalb der vendsen Malformationen. Die hier dargestellten AK-Signalwert-

Quotienten sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate. Betrachtet werden
signifikante Quotienten > 1. *p<0, 05.

Der Quotient CD34/PDPN ist bei den vendsen Malformationen am hochsten
und unterscheidet sich signifikant von den Quotienten PDPN/VIM,
CD31/CLDN5 und VIM/CLDN5 (alle p<0,05). CD34/VIM ist der zweithdchste
Quotient, hebt sich aber nicht signifikant von den anderen Quotienten ab. Die
Verhaltnisse von VIM und CD31 zu PDPN ergeben ahnlich hohe Werte, zeigen
aber keine statistische Signifikanz. Dies ist auch der Fall bei CLDN5/PDPN und
CD34/CLDNS5. Niedrigere Quotienten zeigen sich bei CD31/VIM, CLDN5/VIM
und CD34/CD31.
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4.2.6 Granuloma pyogenicum

Immunhistochemisches Digitale Isolierung Signalmessung mittels
Praparat des DAB-Signals Farbschwelle
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Abbildung 35. Beispielhafte Darstellung der digitalen Erfassung des DAB-Signals aller 5
AK-Farbungen beim Granuloma pyogenicum. Von links nach rechts sind die Arbeitsschritte
der digitalen Auswertung eines Praparates mit Hilfe des Programms ImageJ/Fiji dargestellt.
Beispielhaft sind funf Praparate in 20-facher VergroRerung aufgezeigt, gefarbt mit dem jeweils
angegebenen AK, wobei sich eine positive Farbereaktion braun darstellt. Die Bilder in der Mitte
zeigen die Isolierung des DAB-positiven Gewebes mit Hilfe der ImageJ/Fiji-IHC-Toolbox. In der
rechten Bildspalte ist die sich anschlieRende Signalmessung durch Einstellung des
Farbschwellenwertes (Threshold Color) abgebildet. Die Rotfarbung zeigt an, welche Bereiche
bei der Messung erfasst wurden.
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4. Ergebnisse

Abbildung 35 zeigt Beispiele zur quantitativen Auswertung mit dem Programm
ImageJ/Fiji. Abgebildet ist eine Auswahl von Praparaten der pyogenen
Granulome. Dargestellt sind die Falle, die mit den verwendeten AK CD31,
CD34, CLDNS, PDPN und VIM immunhistochemisch gefarbt wurden. Eine
genauere Beschreibung der Abbildung, sowie der Ablauf des Verfahrens zur

quantitativen Bildanalyse, ist Kapitel 3.2 zu entnehmen.

Aufgefuhrt sind die ermittelten Ergebnisse in Abbildung 36. Fir jeden AK sind
die Gesamtmittelwerte der prozentualen Anteile des DAB-positiven Gewebes

am Gesamtgewebe dargestellt.
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Abbildung 36. Saulendiagramm zur Darstellung der DAB-positiven Gewebeanteile fiir die
verschiedenen Marker im Granuloma pyogenicum. Dargestellt sind Gesamtmittelwerte mit
SEM.

Bei pyogenen Granulomen stellt sich ein Gewebeanteil von 26,5% als VIM
positiv dar. Dabei handelt es sich um den hochsten ermittelten DAB-positiven
Anteil im Vergleich zu den anderen Antikorperfarbungen. Mit 21,6% zeigt der
Endothelmarker CD34 geringere Signalwerte als VIM im Bereich der pyogenen
Granulome. Fur CLDN5 und CD31 werden 18% bzw. 15,7% DAB-positive
Anteile ermittelt. Eine Farbung mit Anti-PDPN fuhrt in 12% des Gewebes zu
einer positiven Farbereaktion. Signifikante Unterschiede zeigen sich hierbei

jedoch nicht.
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Abbildung 37. Kreisflachendiagramm zur Darstellung der Verhaltnisse der AK-
Signalwerte im Granuloma pyogenicum. Die hier als Kreisflache dargestellten AK-Signalwert-
Quotienten sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate. So reprasentiert die
Kreisflache unten rechts das Verhaltnis von CD31 zu VIM, das sich aus der Mittelwertbildung
der Quotienten CD31/VIM aller Granuloma pyogenicum -Praparate ergibt. Schwarz: Wert = 1
(Bsp. CD31/CD31); Blau: Werte > 1; Rot: Werte < 1.

Abbildung 37 veranschaulicht die Quotientenwerte der untersuchten
Markerproteine bei den pyogenen Granulomen. Hierbei werden nur Quotienten
mit Werten >1 (blau) betrachtet. Die KreisflachengroRe korreliert in der
Darstellung mit dem Quotientenwert. Fur die Quotienten >1 im
Granulomgewebe ergibt sich eine relativ homogene GroRenverteilung. Die
groflten Quotienten sind hierbei VIM/CD31, VIM/PDPN, CD34/CD31 und
CD34/PDPN. In den Relationen zu Anti-CD31 und Anti-PDPN ergeben sich
ausschlieBlich Quotienten >1, da diese AK nur einen geringen Gewebeanteil
positiv anfarben. Zwischen den anderen Quotienten zeigt sich kein deutlicher
Unterschied.
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Abbildung 38. Balkendiagramm mit Darstellung der Verhéltnisse der Kandidatenprotein-

expression im Granuloma pyogenicum. Die hier dargestellten AK-Signalwert-Quotienten sind
Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate.

Verhaltnisse der Kandidatenproteinexpression im GP werden in Abbildung 38
mit einem Balkendiagramm dargestellt. Bei der statistischen Uberprifung der
Quotienten zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Es ist jedoch zu erkennen,
dass das Verhaltnis von VIM/PDPN den gréften Quotienten ergibt. Die
Quotienten VIM/CD31 und CD34/PDPN weisen ahnlich hohe Werte auf, sowie
auch CD34/CD31 und CLDN5/CD31, die vergleichbare Werte zeigen. Ebenso
unterscheiden sich die Quotienten CD31/PDPN und CLDNS5/PDPN nicht
wesentlich. Niedrigere Werte werden fur VIM/CLDN5, PDPN/CD31 und
CD34/CLDNS5 beobachtet. Den geringsten Wert zeigt der Quotient VIM/CD34.
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4.2.7 Paragangliome

Immunhistochemisches Digitale Isolierung Signalmessung mittels
Praparat des DAB-SignaIs Farbschwelle
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Abbildung 39. Beispielhafte Darstellung der digitalen Erfassung des DAB-Signals aller 5
AK-Farbungen in Paragangliomen. Von links nach rechts sind die Arbeitsschritte der digitalen
Auswertung eines Praparates mit Hilfe des Programms ImageJ/Fiji dargestellt. Beispielhaft sind
funf Praparate in 20-facher VergroRerung aufgezeigt, gefarbt mit dem jeweils angegebenen AK,
wobei sich eine positive Farbereaktion braun darstellt. Die Bilder in der Mitte zeigen die
Isolierung des DAB-positiven Gewebes mit Hilfe der ImageJ/Fiji-IHC-Toolbox. In der rechten
Bildspalte ist die sich anschlieRende Signalmessung durch Einstellung des
Farbschwellenwertes (Threshold Color) abgebildet. Die Rotfarbung zeigt an, welche Bereiche
bei der Messung erfasst wurden.
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Abbildung 39 zeigt beispielhaft die digitale Erfassung des DAB-Signals in
Paragangliomen mit Hilfe des Programms ImagedJ/Fiji. Dargestellt sind
verschiedene Paragangliompraparate, die zunachst immunhistochemisch mit
finf gegen CD31, CD34, CLDN5, PDPN und VIM gerichteten AK gefarbt
wurden. Eine positive Antikorperreaktion stellt sich hier braun dar. Die
detaillierte Beschreibung ist Kapitel 3.2 zu entnehmen. Die Ergebnisse der
Auswertung sind in Abbildung 40 dargestellt. Das Saulendiagramm zeigt die
Gesamtmittelwerte der prozentualen Anteile des DAB-positiven Gewebes fur
jeden AK.
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Abbildung 40. Saulendiagramm zur Darstellung der DAB-positiven Gewebeanteile fiir die
verschiedenen Marker innerhalb der Paragangliome. Dargestellt sind Gesamtmittelwerte mit
SEM. **=p<0,01; ***=p<0,001; ****=p<0,0001.

Mit einem Anteil von 38% des Gesamtgewebes weist der Endothelmarker CD34
den mit Abstand grofdten Anteil DAB-positiven Gewebes auf. Er hebt sich damit
signifikant von den Farbungen der AK gegen VIM, CLDNS (p<0,01), CD31
(p<0,0017) und PDPN (p<0,0001) ab. Der Anti-VIM AK ergibt einen Anteil positiv
reagierenden Gewebes von 16,5%, gefolgt von Anti-CLDNS mit 14,8% und
Anti-CD31 mit 13%. Die geringste positive Reaktion zeigt der Anti-PDPN-AK mit
einem DAB-positiven Gewebeanteil von 7,4% (Abbildung 36).
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Abbildung 41. Kreisflichendiagramm zur Darstellung der Verhiltnisse der AK-
Signalwerte in Paragangliomen. Die hier als Kreisfliche dargestellien AK-Signalwert-
Quotienten sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate. So reprasentiert die
Kreisflache unten rechts das Verhaltnis von CD31 zu VIM, das sich aus der Mittelwertbildung
der Quotienten CD31/VIM aller Paragangliom-Praparate ergibt. Schwarz: Wert = 1 (Bsp.
CD31/CD31); Blau: Werte > 1; Rot: Werte < 1.

Das Kreisflachendiagramm in Abbildung 41 veranschaulicht die Quotienten
innerhalb der Paragangliome. Die Quotienten zeigen das Verhaltnis der DAB-
positiv gefarbten Bereiche im Gewebe. Betrachtet werden die Quotienten >1,
die hier blau dargestellt sind. Den grof3ten Quotienten ergibt das Verhaltnis von
CD34 zu PDPN, das sich dementsprechend durch die grofte Kreisflache von
den anderen Quotienten abhebt. Beim Marker CD34 fallt auf, dass es
durchgehend einen groeren Quotienten als eins bildete. Die Quotienten
VIM/PDPN, CLDNS/PDPN und CD31/PDPN sind annahernd gleich grof}.
Quotienten grofRer eins weisen auch VIM/CD31, VIM/CLDN5 und CLDN5/CD31
auf. Die Darstellung in Abbildung 42 verdeutlicht die Signifikanzen zwischen

den Quotienten.
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Abbildung 42. Balkendiagramm mit Darstellung der Verhéltnisse der Kandidatenprotein-
expression innerhalb der Paragangliome. Die hier dargestellten AK-Signalwert-Quotienten
sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate. Betrachtet werden signifikante
Quotienten > 1. *p<0,05; **=p<0,01.

Es werden Werte > 1 betrachtet, wobei die inversen Quotienten < 1 nicht mit in
die statistische Auswertung einbezogen wurden, um Redundanzen zu
vermeiden. Im Gewebe der Paragangliome ist der CD34/PDPN Quotient am
groten. Dieser weist einen statistisch signifikant héheren Wert verglichen mit
CLDN5/CD31 (p<0,01) und VIM/CLDN5, VIM/CD31 und CD34/VIM (alle
p<0,05) auf. Die Quotienten VIM/PDPN, CD34/CD31, CD34/CLDN5 und
CD31/PDPN sind vergleichbar hoch aber nicht signifikant unterschiedlich zu
den ubrigen Quotienten. Der Quotient CLDN5/CD31 zeigt den niedrigsten Wert.
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Abbildung 43. Beispielhafte Darstellung der digitalen Erfassung des DAB-Signals aller 5
AK-Farbungen in den Kontroligeweben. Von links nach rechts sind die Arbeitsschritte der
digitalen Auswertung eines Praparates mit Hilfe des Programms ImageJ/Fiji dargestellt.
Beispielhaft sind fiinf Praparate in 20-facher VergréfRerung aufgezeigt, gefarbt mit dem jeweils
angegebenen AK, wobei sich eine positive Farbereaktion braun darstellt. Die Bilder in der Mitte
zeigen die Isolierung des DAB-positiven Gewebes mit Hilfe der ImageJ/Fiji-IHC-Toolbox. In der

rechten Bildspalte

ist die sich anschliefende Signalmessung durch Einstellung des

Farbschwellenwertes (Threshold Color) abgebildet. Die Rotfarbung zeigt an, welche Bereiche
bei der Messung erfasst wurden.
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Zur Veranschaulichung der Messung des DAB-positiven Signals der
Antikorperreaktion, unter Verwendung des Programms ImageJ/Fij, sind in
Abbildung 43 beispielhafte Aufnahmen der Kontroligewebe dargestellt. Die zu
Beginn angefertigten immunhistochemischen Farbungen sind in den Fotos der
linken Spalte zu sehen. Es sind jeweils Aufnahmen fur die Antikorperfarbungen
gegen CD31, CD34, CLDN5, PDPN und VIM abgebildet, in denen sich die
positive (braune) Farbereaktion darstellt. Eine genauere Beschreibung der
Abbildung sowie des Verfahrens kann Kapitel 3.2 entnhommen werden. Die
Ergebnisse der Antikorperfarbungen in den Kontrollen verdeutlicht Abbildung
44. Dargestellt sind die Gesamtmittelwerte der prozentualen Anteile des
Kontrollgewebes im Verhaltnis zum Gesamtgewebe, die durch die funf

verwendeten AK angefarbt wurden.
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Abbildung 44. Saulendiagramm zur Darstellung der DAB-positiven Gewebeanteile fiir die
verschiedenen Marker innerhalb der Kontrollgewebe. Dargestellt sind Gesamtmittelwerte
mit SEM. *p<0,05.

Anti-CD34 farbt einen Anteil von 20,5% innerhalb der Kontrollgewebe positiv
an. Dies ist der hochste DAB-positive Anteil innerhalb aller AK, der eine
Signifikanz von p=0,05 gegenuber PDPN aufweist. Nach CD34 folgt VIM an

zweiter Stelle, der in 15,7% des Kontrollgewebes zu einer positiven Reaktion

fuhrt, sich aber nicht statistisch signifikant von den anderen Ergebnissen
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abhebt. CLDNS und CD31 ergeben mit 11,8% und 9% einen ahnlich hohen
Signalwert. Bei der Farbung mit PDPN wurde lediglich ein Anteil von 6,1%
ermittelt.

Kontrollen - AK-Signalwert-Quotienten (Y/X)

PDPN

CLDNS

CD34

CD31

CD31 CD34 CLDNS PDPN VIM X—>

Abbildung 45. Kreisflachendiagramm zur Darstellung der Verhaltnisse der AK-
Signalwerte im Kontrollgewebe. Die hier als Kreisflache dargestellten AK-Signalwert-
Quotienten sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate. So reprasentiert die
Kreisflache unten rechts das Verhaltnis von CD31 zu VIM, das sich aus der Mittelwertbildung
der Quotienten CD31/VIM aller Praparate der Kontrollgewebe ergibt. Schwarz: Wert = 1 (Bsp.
CD31/CD31); Blau: Werte > 1; Rot: Werte < 1.

Die Verhaltnisse der AK-Signalwerte zueinander sind in Abbildung 45 anhand
von Quotienten dargestellt. Die GrolRe der Kreisflachen reprasentiert dabei den
Wert der Quotienten. Betrachtet werden Quotienten mit einem Wert > 1 (blau).
Auffallend groR3 sind die vier Quotienten der VIM und CD34 Signale zu den
CD31 und PDPN Signalen. Ahnliche Verhéltnisse zeigten CLDN5/CD31,
CLDN5/PDPN, VIM/CLDN5 und CD34/CLDNS5. Ebenfalls grof3er eins sind die
Quotienten CD34/VIM, CD31/PDPN, VIM/CD34 und PDPN/CD31.
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Abbildung 46. Balkendiagramm mit Darstellung der Verhéltnisse der Kandidatenprotein-
expression innerhalb der Kontrollgewebe. Die hier dargestellten AK-Signalwert-Quotienten
sind Mittelwerte aus den Quotienten einzelner Praparate.

Wie in Abbildung 46 dargestellt, hebt sich der Quotient CD34/CD31 von allen
anderen ab. Auch CD34/PDPN, VIM/CD31 und VIM/PDPN weisen hohe Werte
auf. Die niedrigsten Quotienten zeigen VIM/CD34 und PDPN/CD31. Insgesamt
zeigt sich jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Quotienten im Kontrollgewebe.
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4.3 Ubersicht zu Unterschieden der AK-Signalwert-Quotienten
in den untersuchten Geweben

Die errechneten Quotienten aus den Mittelwerten der DAB-positiv gefarbten
Gewebeanteile wurden auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen VA-Geweben untersucht. Abbildung 47A - D gibt einen Uberblick
uber alle berechneten Quotienten der untersuchten Gewebetypen. Ergab sich
kein signifikanter Unterschied zwischen zwei Geweben, wurde der Quotient
grau dargestellt. Zeigte sich ein signifikanter Unterschied, ist der entsprechende
Quotient blau hervorgehoben; dunkelblau, wenn der Quotient des Gewebes im
Zahler signifikant groRer ist als der Quotient des Gewebes im Nenner; hellblau,
wenn der Quotient des Gewebes im Zahler signifikant kleiner ist als der des
Gewebes im Nenner. Zum Beispiel ergab ein Vergleich der Quotienten, dass
VIM/CD34-Quotient in den pyogenen Granulomen hoher ist als in den
Lymphangiomen. Entsprechend ist der Quotient der Lymphangiome kleiner als

der bei pyogenen Granulomen (Abbildung 47A und C).

In Abbildung 47A - D werden daher auch inverse Quotienten betrachtet, die
bislang nicht beschrieben wurden. Dies soll verdeutlichen, dass auch signifikant
kleinere Werte im Hinblick auf eine Unterscheidung der Gewebe herangezogen
werden konnen und nicht ausschlieBlich signifikant grofdere Quotienten. Diese
Darstellung ermoglicht eine schnellere Zuordnung der Quotienten, die zur

Unterscheidung der Gewebetypen eingesetzt werden konnen.

Zur Unterscheidung der Lymphangiome von den anderen VA sowie vom
Kontrollgewebe kann der Quotient PDPN/CLDNS herangezogen werden. Fur
diesen ergab sich bei den Lymphangiomen im Vergleich zu allen anderen
Geweben ein signifikant hoherer Wert. Auch PDPN/CD34 war bei den
Lymphangiomen signifikant gro3er gegenuber den Hamangiomen, vaskularen
Malformationen, Paragangliomen, venosen Malformationen und
Kontrollgeweben. Pyogene Granulome wiesen einen hoheren CLDN5/CD34-
Quotienten auf, verglichen mit Lymphangiomen, Hamangiomen, arteriovendsen
Malformationen, vaskularen Malformationen (n.n.kl.) und Paragangliomen. Ein
signifikant hoherer Quotient innerhalb der pyogenen Granulome konnte zudem

fur VIM/CD34 im Vergleich zu den Lymphangiomen berechnet werden.
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Der AK-Signalwert-Quotient des Gewebes im Zahler ist signifikant kleiner als der des Gewebes im Nenner

Der AK-Signalwert-Quotient des Gewebes im Zahler ist nicht signifikant groRer oder kleiner als der des Gewebes im Nenner

Quotienten-Vergleiche innerhalb eines Gewebes.

I Der AK-Signalwert-Quotient ist signifikant gréRer als andere Quotienten innerhalb desselben Gewebes

Der AK-Signalwert-Quotient ist signifikant kleiner als andere Quotienten innerhalb desselben Gewebes

Abbildung 47A-D. Matrix zur Ubersicht der sich unterscheidenden AK-Signalwert-

Quotienten in Bezug auf alle acht Gewebetypen. Jeder der insgesamt 20 Quotienten eines

Gewebetyps wurde mit dem entsprechenden Quotienten der anderen Gewebetypen auf

statistisch signifikante Unterschiede hin Gberprift. Als signifikant galt ein Wert von p<0,05. In

der Matrix kann z.B. abgelesen werden, dass ein signifikant hdherer Quotient von CLDN5/CD34

sich beim Vergleich von Granuloma pyogenicum Geweben mit Hdmangiomen ergeben hat. Fir

alle anderen signifikanten Unterschiede wird auf die Balkendiagramme der Kapitel unter 4.2

HAM

VM = vaskuldre Malformationen (n.n.kl.)

VeM = vendse Malformationen

AVM = arterioventse Malformationen;
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Kontrollen.
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NIA/PEQD Ndad/vead SNQ12/¥€ad
NdQd/WIA SNA12/WIA YEAD/WIA
INIA/Ndad SNQ12/Nddd ¥€02/Ndad
IA/SN@1D NdQd/SNa1d ¥€A2/SNA1D
INIA/TEQD Ndad/T€ad SNAd12/TEAD
NIA/¥EQD Ndad/vead SNQ12/¥€ad
NdQd/WIA SNQ1I/WIA YEQD/NIA
INIA/Ndad SNQ12/Nddd ¥€A2/Ndad

NIA/SN@TD Ndad/snad  [EEREGEIN
NIA/TEQD Ndad/1€ad SNQ12/1€0d
NIN/FEQD Ndad/¥€ad SNQd12/¥€ad
Ndad/WIA SNATI/WIA YEQD/NIA
INIA/Ndad SNA12/Nddd ¥€d2/Ndad
WIA/SNA1D Ndad/SNa1d ¥€AJ/SNA1D
NIA/TEQD Ndad/T€ad SNQd12/T€EAD
INIA/¥EQD Ndad/vead SNQ12/¥€ad
Ndad/WIA SNA12/WIA YEAD/WIA
NIA/Ndad SNA12/Nddd ¥€02/Ndad
NIA/SN@1D NdQd/SNa1d ¥€AD/SNA1D
INIA/TEQD Ndad/1€ad SNQ12/1€0d
ZEE  Ndad/vead SNQ12/v€ad
NdQd/WIA SNA12/WIA YEQD/WIA
NIA/Ndad SNQ12/Nddd ¥€02/Ndad
NIA/SN@1D NdQd/SNa1d ¥€A2/SNA1D
INIA/TEQD Ndad/1€ad SNQ12/1€0d
NIA/¥EQD Ndad/vead SNQ12/v€ad
Ndad/WIA SNA1/WIA 7EQD/WIA
winNdad  [ENGEIEE  v£ao/Ndad
WIA/SN@1D Ndad/SNa1d ¥€AJ/SNA1D
NIA/TEQD Ndad/T€ad SNd12/TEAD
NIA/¥EQD Ndad/vead SNQ12/¥€ad

TEAD/NIA
T€AJ/Nddd
TEAD/SNA1D
¥€AJ/1€AD
T€QD/v€AD

TEAD/WIA
T€AJ/Ndad
TEAD/SNA1D
v€A2/T€AD
T€AD/vEAD

TEAD/WIA
T€02/Nddd
T€A/SNATD
v€Q2/T€AD
T€QD/v€AD

TEAD/WIA
T€A2/Nddd
TEAD/SNA1D
¥€A2/T€AD
T€AD/vEAD

TEAD/NIA
T€A2/Nddd
TE€AD/SNA1D
v€A2/T€AD
T€QD/v€AD

TEAD/WIA
1€02/Nddd
T€A/SNA1D
v€A2/T€AD
T€QI/v€AD

TEAD/WIA
T€02/Nddd
T€A/SNA1D
v€Q2/T€AD
T€Q2/v€AD

TEAD/WIA
T€A2/Nddd
TEAD/SNA1D
v€A2/T€EAD
T€QD/v€AD

INAV/NOX

INAV/INBA

INAV/9d

INAV/dD

NAY/
(prrucu)
A

WAV/WAY

WAY/WYH

WAV/V1

Quotienten-Vergleiche zwischen unterschiedlichen Geweben.

I D AK-Signalwert-Quotient des Gewebes im Zahler ist signifikant gréRer als der des Gewebes im Nenner

Der AK-Signalwert-Quotient des Gewebes im Zahler ist signifikant kleiner als der des Gewebes im Nenner

Der AK-Signalwert-Quotient des Gewebes im Zahler ist nicht signifikant gréer oder kleiner als der des Gewebes im Nenner

Quotienten-Vergleiche innerhalb eines Gewebes.

I Der AK-Signalwert-Quotient ist signifikant gréRer als andere Quotienten innerhalb desselben Gewebes

Der AK-Signalwert-Quotient ist signifikant kleiner als andere Quotienten innerhalb desselben Gewebes
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4. Ergebnisse

Ndad/WIA
NIA/NdQd
INIA/SNATD
WIN/TEQD
WIA/YEQD

Ndad/WIA
NIA/Ndad
INIA/SNATD
WIN/TEAD
WIA/YEQD

Ndad/WIA
INIA/NdQd
INIA/SNATD
WIA/TEAD
WIA/YEQD

Ndad/WIA
INIA/NdQd
WIA/SN@1D
WIA/TEAD
IA/PEQD

Ndad/WIA
IA/Ndad
NIA/SNA1D
IA/TEQD
WIN/PEQD

NdQdd/WIA
INIA/Ndad
WIA/SNA1D
NIA/TEQD
NIA/¥EQD

Ndad/WIA
INIA/Ndad
NIA/SN@1D
INIA/TEQD
WIA/PEAD

Ndad/WIA
NIA/Ndad
NIA/SN@1D
NIA/TEQD
NIA/PEQD

SNA12/WIA YEAD/NIA
SNA19/Ndad ¥€Q2/Ndad
NdQd/SNa1d ¥€A2/SNA1D

Ndad/1€ad SNQ12/1€0d

Ndad/vead SNQ12/¥€ad

SNA12/WIA YEAD/NIA
SNQ12/Ndad 7€A2/Ndad
NdQd/SNa1d ¥€A2/SNA1D

Ndad/1€ad SNQ12/1€0d

Ndad/vead SNQ12/¥€ad

SNA12/WIA YEAD/WIA
SNAT1J/Ndad ¥€02/Ndad
Nd@d/SNa1d ¥€AD/SNA1D

Ndad/1€ad SNQ12/1€0d

ESEER  sNad/vedd

SNA12/WIA YEAD/WIA
SNQ12/Ndad ¥€A2/Ndad
Ndad/snad  [EERENGENN

Ndad/1€ad SNQ12/1€0d

Ndad/vead SNQd12/7€aD

SNA1D/WIA YEQD/NIA
SNA12/Ndad ¥€02/Ndad
NdQd/sNa1d ¥€A2/SNA1D

Ndad/1€ad SNQ12/1€0d

Ndad/vead SNQ12/¥€ad

SNQ1/WIA 7EQD/WIA
SN@12/Ndad ¥€A2/Ndad
Ndad/SNa1d ¥€A2/SNA1D

Ndad/T€ad SNQd12/T€QD

Ndad/vead SNQ12/v€ad

SNA12/WIA YEAD/WIA
SNA12/Ndad ¥€02/Ndad
Ndad/sNa1d ¥€AI/SNA1D
Ndad/1€ad SNQ12/T€AD
NdQd/r€ad SNAT12/7€QD

SNAT12/WIA YEQD/WIA
SNQ12/Ndad ¥€02/Ndad
Ndad/SNa1d ¥€AD/SNA1D
Ndad/1€ad SNQ12/T€EAD
NdQd/r€ad SNQ12/7€AD

TEAD/NIA
1€02/Ndad
T€AJ/SNATD
¥€02/1€0d
T€AJ/v€AD

TEAD/WIA
T€Q2/Ndad
T€AJ/SNATD
¥€02/1€0d
T€AJ/v€AD

TEAD/WIA
T€Q2/Ndad
TE€AJ/SNA1D
¥€02/1€0d
T€02/v€AD

TEAD/WIA
T€Q2/Ndad
TEAJ/SNA1D
¥€02/1€0d
T€QJ/v€AD

TEAD/WIA
T€02/Nddd
T€AI/SNATD
¥€02/1€0d
1€02/¥€AD

TEAD/WIA
T€A2/Nddd
TE€AJ/SNA1D
¥€AJ/1€QD
1€AJ/¥€AD

TEAD/WIA
T€02/Nddd
T€ADI/SNATD
¥€02/1€0d
T€QJ/¥€AD

TEAD/WIA
1€0J/Nddd
T€A/SNATD
¥€02/1€0d
T€AI/vEAD

9d/NOX)

9d/WaA

9d/9d

5d/dd

od/
(pruu)
NA

9d/WAV

9d/WYH

9d/v1

Ndad/WIA
NIA/Ndad
NIA/SNA1D
WIA/TEAD
WIA/YEQD

Ndad/WIA
NIA/NdQd
WIA/SN@1D
IA/TEQD
IA/PEQD

Ndad/WIA
INIA/Ndad
WIA/SN@1D
NIA/TEQD
WIN/¥EQD

Ndad/WIA
INIA/NdQd
NIA/SN@1D
IA/TEQD
NIA/PEQD

Ndad/WIA
NIA/Ndad
NIA/SN@1D
INIA/TEQD
IA/PEQD

Ndad/WIA
INIA/Ndad
WIA/SN@1D
NIA/TEQD
NIA/¥EQD

NdQd/WIA
NIA/Ndad
NIA/SN@1D
INIA/TEQD
IA/PEQD

NdQd/WIA
NIA/Ndad
NIA/SN@1D
NIA/TEQD
NIA/P€QD

SNA12/WIA
SNQ12/Ndad
Ndad/sSNa1d

Ndad/1€ad

Ndad/vead

SNAT12/WIA
SNA12/Ndad
Ndad/sNa1

Ndad/1€ad

Ndad/vead

SNAT12/WIA
SNA12/Ndad
Ndad/SNa1d

Ndad/1€ad

Ndad/vead

SNAT2/WIA
SNQ12/Ndad
Ndad/sNa1

Ndad/1€ad

Ndad/vead

SNA1D/WIA
SNQ12/Ndad
Ndad/sNa1
Ndad/1€ad
Ndad/vead

SNA1D/WIA
SNQ12/Ndad
Ndad/SNa1d

NdQd/1€ad

Ndad/vead

SNAT12/WIA
SNA12/Ndad
Ndad/sNa1

Ndad/1€ad

Ndad/¥€ad

SNAT2/WIA
Ndad/SNa1d
Ndad/1€ad
NdQd/read

YEAD/NIA
¥€dJ/Ndad
¥€A2/SNA1D
SNQ12/1€0d
SNA12/¥€Ad

YEAD/NIA
¥€A2/Ndad
¥€A2/SNA1D
SNQ12/1€0d
SNAT12/7€Ad

YEAD/NIA
7€A2/Ndad
¥€AJ/SNA1D
SNQ12/1€0d
SNAT12/¥€Ad

YEAD/NIA
¥€AQ2/Ndad
¥€A2/SNA1D
SNQ12/1€0d
SNAT12/¥€AD

YEQD/NIA
¥€Aa2/Ndad
¥€AJ/SNATD
SNQ12/1€0d
SNA12/¥€ad

¥EAD/WIA
7€A2/Ndad
¥€A2/SNA1D
SNAdT12/TEAD
SNQ12/v€ad

YEAD/WIA
¥€02/Ndad
¥€AJ/SNA1D
SNQ12/1€0d
SNQ12/¥€ad

YEAD/WIA
¥€02/Ndad
¥€AJ/SNA1D
SNQ12/1€0d
SNAT12/7€aD

TEAD/WIA
1€A2/Ndad
T€AD/SNATD
v€AJ/T€EAD
T€AJ/vEAD

TEAD/WIA
T€AI/Ndad
T€AJ/SNATD
v€AJ/T€EAD
T€AJ/vEAD

TEAD/WIA
T€AI/Ndad
TEAD/SNATD
¥€02/1€0d
T€AJ/v€AD

TEAD/WIA
T€AD/Ndad
T€QJ/SNATD
v€Q2/T€AD
1€Q2/¥€AD

TEAD/NIA
T€AQI/Ndad
T€AJ/SNATD
¥€0d2/1€Ad
1€Q2/¥€AD

TEAD/WIA
T€A2/Ndad
TEAD/SNATD
¥€A2/1€QD
1€QJ/¥€AD

TEAD/WIA
T€A2/Ndad
T€AJ/SNATD
¥€02/1€0d
1€QJ/¥€AD

TEAD/WIA
T€02/Ndad
T€AJ/SNATD
¥€02/1€0d
T€A2/v€AD

d9/NO)

d9/WBA

do/9d

do/do

do/
(prrucu)
NA

d9/WAY

d9/INYH

do/v1

Quotienten-Vergleiche zwischen unterschiedlichen Geweben.

I D AK-Signalwert-Quotient des Gewebes im Zahler ist signifikant groRer als der des Gewebes im Nenner

Nenner
Is der des Gewebes

im

Is der des Gewebes

iner a
fikant groRer oder kle

ikant klei

igni

Der AK-Signalwert-Quotient des Gewebes im Zahler ist s

Nenner

im

Iner al

igni

Der AK-Signalwert-Quotient des Gewebes im Zahler ist nicht s|

Quotienten-Vergleiche innerhalb eines Gewebes.

I Der AK-Signalwert-Quotient ist signifikant gréRer als andere Quotienten innerhalb desselben Gewebes

Der AK-Signalwert-Quotient ist signifikant kleiner als andere Quotienten innerhalb desselben Gewebes
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4. Ergebnisse

NdQd/WIA
WIA/Ndad
NIA/SN@1D
WIA/TEQD
WIN/¥EQD

NdQd/WIA
INIA/Ndad
WIA/SNATD
WIN/TEQD
WIN/¥EQD

Ndad/WIA
ININ/Ndad
WIA/SNATD
ININ/TEQD
NIN/PEQD

NdQd/WIA
ININ/Ndad
IA/SN@TD
ININ/TEQD
NIN/PEQD

NdQd/WIA
INIA/Ndad
INIA/SN@1D
ININ/TEQD
NIN/¥€QD

NdQd/WIA
INIA/Ndad
NIN/SN@1D
IA/TEQD
IN/PEQD

NdQd/WIA
WIA/Ndad
INIA/SN@12
WIN/TEQD
WIN/YEQD

NdQd/WIA
WIA/Ndad
INIA/SN@1D
WIN/TEQD
WINYEQD

SNA12/WIA
SNA12/Ndad
Nddd/sNad1d

Ndad/1€ad

Ndad/read

SNA12/WIA
SNA12/Ndad
Ndadd/sNa1

NdQd/T€ad

NdQd/¥€ad

SNA12/WIA
SNa12/Ndad
Ndad/SNai1

Nddd/T€ad

Nddd/v€ad

SNA12/WIA
SNA12/Ndad
Ndad/SNa1d

Nddd/T€ad

NdQd/¥€ad

SNA12/WIA
SNA12/Ndad
Ndad/SNa1d

Ndad/T€ad

NdQd/v€ad

SNQ12/WIA
SNA12/Ndad
Ndad/SNad1d

Ndad/T€ad

Ndad/v€ad

SNA12/WIA
SNQ12/Ndad
Ndad/SNa1d

Ndad/T€ad

Ndad/v€ad

SNA12/WIA
SNA12/Ndad

Nddd/sNad1d
Ndad/1€ad
Ndad/r€ad

YEAD/NIA
¥€A2/Ndad
¥€AJ/SNATD
SNQ12/1€ad
SNQ12/v€ad

YEAD/WIA
¥€Q2/Ndad
¥€AJ/SNATD
SNQ12/1€ad
SNQ12/v€ad

YEAD/WIA
¥€Aa2/Ndad
¥€AJ/SNATD
SN@12/1€ad
SNQ12/v€ad

YEAD/WIA
¥€dJ/Ndad
¥€AJ/SNATD
SNQ12/T€ad
SN@12/v€ad

YEAD/WIA
¥€dJ/Ndad
¥€AJ/SNATD
SNQ12/1€ad
SNQ12/v€ad

¥EAD/NIA
¥€AJ/Ndad
¥€A2/SNA1D
SN@12/1€ad
SN@12/vead

YEAD/NIA
¥€AJ/Ndad
¥€AJ/SNA1D
SNQ12/1€0d
SNQ12/v€ad

EAD/WIA
¥€AJ/Ndad
¥€AJ/SNAT1D
SNQ12/1€0d
SNQ12/v€ad

TEAD/NIA
T€A2/Ndad
TEAD/SNA1D
¥€A2/1€QD
T€Q2/v€Ad

TEAD/WIA
T€AJ/Ndad
TEAD/SNA1D
¥€Q2/1€Ad
T€QD/vEAd

TEAD/WIA
T€AI/Ndad
TEAD/SNA1D
¥€Q2/1€0d
T€Q2/vEQd

TEAD/WIA
T€AI/Ndad
TEAD/SNA1D
¥€A2/1€0d
1€02/v€Ad

TEAD/WIA
T€A@2/Ndad
TEAD/SNA1D
¥€AJ/T€AD
1€02/v€Ad

TEAD/NIA
T€A2/Ndad
TE€AD/SNATD
¥€AD/TEAD
T€AJ/vEQD

TEAD/WIA
1€0a2/Ndad
TE€AD/SNATD
¥€AJ/1€AD
1€Q2/v€Ad

TEAD/NIA
T€02/Ndad
TEAJ/SNA1D
¥€A2/1€QD
1€Q2/v€Ad

NOM/NOX

NOX/WaA

NO)/9d

NOMX/d9

NOM/
(pruu)
A

NOM/IWAY

NOX/WYH

NOY/V1

NdQd/WIA
WIA/Ndad
INIA/SN@1D
WIA/TEQD
WIN/PEQD

NdQd/WIA
WIA/Ndad
NIA/SN@1D
WIA/TEQD
WIN/¥EQD

NdQd/WIA
NIN/Ndad
WIA/SNATD
WIA/TEQD
WIN/¥EQD

NdQd/WIA
ININ/Ndad
WIA/SNATD
ININ/TEQD
NIN/PEQD

Ndad/WIA
INIA/Ndad
NIA/SN@TD
ININ/TEQD
ININ/¥€EQD

NdQd/IA
NIA/Ndad
NIA/SN@TD
IN/TEQD
NIN/PEQD

NdQd/WIA
INIA/Ndad
INIA/SN@TD
NIN/TEQD
NIN/¥EQD

NdQd/WIA
WIA/Ndad
INIA/SN@12
WIN/TEQD
WIN/YEQD

SNA12/WIA
SNA12/Ndad
Nddd/sNd1d

NdQd/T€ad

NdQd/v€ad

SNA12/WIA
SNA12/Ndad
Nddd/sNad1d

NdQd/T€ad

NdQd/v€ad

SNA12/WIA
SNA12/Ndad
Ndadd/sNa1

Ndad/1€ad

Ndad/v€ad

SNA12/WIA
SNA12/Ndad
Ndad/sSNa1

Ndad/1€ad

Ndad/read

SNA12/WIA
SN@12/Ndad
Ndad/SNa1d

Ndad/1€ad
Ndad/v¥€add

SNQT12/WIA
SNQ@19/Ndad
Ndad/SNai1d
Nddd/T€ad
Ndadd/v€ad

SNA12/WIA
SNA12/Ndad
Ndad/SNa1d

NdQd/T€ad

Nddd/v€ad

SNA12/WIA
SNA12/Ndad

Ndad/SNa1d
Ndad/T€ad
NdQd/¥€ad

YEAD/NIA
¥€dJ/Ndad
¥€AJ/SNA1D
SNQ12/1€0d
SNQ12/vE€ad

YEAD/WIA
¥€d2/Ndad
¥€AJ/SNA1D
SNQ12/1€0d
SNQ12/v€ad

YEAD/WIA
¥€0d2/Ndad
¥€A2/SNATD
SNQ12/1€0d
SNQ12/v€ad

YEAD/WIA
¥€0A2/Ndad
¥€AJ/SNATD
SNQ12/1€0d
SNQ12/v€ad

¥EAD/NIA
¥€a2/Ndad
¥€AJ/SNATD
SNQ12/1€Ad
SNQ12/v€ad

EAD/NIA
¥€A2/Ndad
¥€AJ/SNA1D
SNA12/1€@d
SN@12/v€Ad

YEAD/NIA
¥€a2/Ndad
¥€AJ/SNATD
SN@12/T€ad
SNQ12/v€ad

YEAD/NIA
¥€Aa2/Ndad
¥€AJ/SNATD
SNQ12/T€ad
SN@12/v€ad

TEAD/WIA
T€AI/Ndad
TEAD/SNA1D
¥€0A2/1€QD
1€02/v€Ad

TEAD/NIA
T€A2/Ndad
TE€AD/SNA1D
¥€A2/1€0D
1€02/v€Ad

TEAD/WIA
T€A2/Ndad
TEAJ/SNATD
¥€0A2/1€0d
1€Q2/v€ad

TEAD/WIA
1€02/Ndad
TEAD/SNATD
¥€0A2/1€0d
1€02/v€Ad

TEAD/WIA
1€0a2/Ndad
TEAJ/SNATD
¥€Q2/1€AD
1€Q2/v€Ad

TEAD/NIA
T€AQ2/Ndad
T€AD/SNA1D
¥€AJ/TEQAD
TE€AJ/¥EAD

TEAD/NIA
T€Aa2/Ndad
TEAD/SNA1D
¥€A2/1€Ad
T€Q2/vEAd

TEAD/NIA
T€A2/Ndad
TEAD/SNA1D
¥€Q2/1€Qd
T€Q2/v€Ad

INA/NOX

INBA/NBA

WaA/9d

INAA/dD

Wan/
(pruu)
WA

WBA/INAY

INSA/WYH

aA/V1

Quotienten-Vergleiche zwischen unterschiedlichen Geweben.
I D AK-Signalwert-Quotient des Gewebes im Zahler ist signifikant groRer als der des Gewebes im Nenner

Der AK-Signalwert-Quotient des Gewebes im Zahler ist signifikant kleiner als der des Gewebes im Nenner

Der AK-Signalwert-Quotient des Gewebes im Zahler ist nicht signifikant groRer oder kleiner als der des Gewebes im Nenner

Quotienten-Vergleiche innerhalb eines Gewebes.
I Der AK-Signalwert-Quotient ist signifikant gréRer als andere Quotienten innerhalb desselben Gewebes

Der AK-Signalwert-Quotient ist signifikant kleiner als andere Quotienten innerhalb desselben Gewebes
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5. Diskussion

5. Diskussion

Dank des Klassifikationssystems der ISSVA (International Society for the Study
of Vascular Anomalies) existiert eine standardisierte Nomenklatur der
vaskularen Anomalien. Diese basiert vorwiegend auf der Einteilung nach
Mulliken und Glowacki (Mulliken and Glowacki 1982). Eine Diagnosestellung
wird allerdings durch das heterogene klinische Bild der Anomalien erschwert.
So ist die initiale Diagnose in bis zu 69% der Falle inkorrekt. Ebenso haufig wird
im Rahmen der Therapie eine nicht zutreffende Terminologie verwendet
(MacFie and Jeffery 2007). Die fruhzeitige Anwendung einer optimalen
Therapie der Gefalmalformationen ist ausschlaggebend fur den weiteren
Verlauf der Erkrankung, das Therapieansprechen und die Entstehung moglicher
Folgeschaden. Aus diesem Grund ist es sinnvoll, die Diagnosestellung so weit
wie moglich zu prazisieren. Die Klassifikation der ISSVA folgt sowohl klinischen
Kriterien, als auch histopathologischen Befunden. Letztere haben sich bei einer
exakteren Zuordnung vaskularer Anomalien im Hinblick auf die Untergruppen
der vaskularen Malformationen und vaskularen Tumoren bewahrt (Dadras et al.
2004; Al-Adnani et al. 2006).

Es stellt sich nicht nur die Frage der korrekten Diagnosestellung, sondern auch
der Entstehung von VA. Uber den Nachweis immunhistochemischer Marker
lassen sich mitunter auch Hinweise zur Expression und somit moglichen
Storung der Genfunktion in VA beobachten (Greene and Goss 2018). Einen
Ansatz bilden hier aktuelle Erkenntnisse uber den Einfluss von Mutationen wie
z.B. im PIK3CA-Gen auf die Entstehung von venosen und lymphatischen

Malformationen bzw. mit ihnen assoziierten Syndromen (Luks et al. 2015)

In der vorliegenden Arbeit wird an einer Auswahl vaskularer Anomalien die
Expression von Gefallmarkern herausgearbeitet. Des Weiteren wird die digitale
quantitative  Bildanalyse als Instrument zur  Unterstitzung der
histopathologischen Diagnosestellung bewertet. Die digitale Bildanalyse soll zu
einer verbesserten Subklassifizierung der Gefallanomalien beitragen und somit
zu einer fruhzeitigen, auf das spezifische VA-Gewebe abgestimmten, Therapie

fuhren.

86



5. Diskussion

5.1 Expression der Kandidatenproteine

Aufgrund der groflen Anzahl immunhistochemischer Marker, die bei der
Untersuchung von Gefallmalformationen von Interesse sind, musste eine
begrenzte Auswahl getroffen werden. Aus einer grol3eren Anzahl von Markern
wurden nur diejenigen weiterverwendet, die ein gutes immunhistochemisches
Ergebnis lieferten und in wiederholten Farbungen spezifisch Gefale darstellten.
Bei den ausgewahlten Markern handelt es sich zum Teil sowohl um etablierte
Endothelmarker (CD31, CD34, PDPN) als auch um Marker zellularer
Intermediarfilamente (VIM) und Zell-Zell-Verbindungen (CLDNS).

5.1.1 CD31

CD31 (Cluster of Differentiation 31) ist ein transmembranes Glykoprotein mit
einer Grolde von 130 kDa und Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie. Es wird
auch als PECAM-1 (Platelet-endothelial-cell-adhesion-molecule-1) bezeichnet
und dient als Zelladhasionsmolekul, das auf Endothelzellen, Thrombozyten,
Granulozyten, einigen T-Zellen sowie Monozyten exprimiert wird. In
Endothelzellen findet man es vor allem an interzellularen Verbindungen. Es
spielt unter anderem eine Rolle bei der Steuerung der Leukozyten-
Transmigration (Muller et al. 1993; Muller and Randolph 1999), der
Aufrechterhaltung der Zellbarriere des Endothels (Mei et al. 2014; Ren et al.
2015) und der Angiogenese (Delisser et al. 1997; Matsumura et al. 1997).
CD31 stellt, aufgrund seiner hohen Spezifitat und Sensitivitat, einen sicheren
Endothelmarker dar, der in benignen sowie malignen vaskularen Tumoren
nachgewiesen wurde (DeYoung et al. 1995; Fanburg-Smith et al. 2003; Liu et
al. 2015).

Die homogene Verteilung der CD31-Expression innerhalb der untersuchten
Gewebe unterstreicht die Rolle von CD31 als panendothelialen Marker
(Vermeulen et al. 2002). Dieser ist in allen endothelial differenzierten Zellen
nachweisbar (DeYoung et al. 1998). CD31 zeigt in dieser Arbeit sowohl in
vaskularen Malformationen (n.n.kl.), z.B. den Lymphangiomen, venosen
Malformationen, AVM und Paragangliomen eine positive Reaktion, als auch im
Kontrollgewebe und in vaskularen Tumoren wie den Hamangiomen und

Granuloma pyogenicum. Die breitgefacherte Expression dieses Proteins in
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Endothelien unterschiedlichen Ursprungs lasst sich auch durch die Rolle von
CD31 in der Gefalneubildung und Angiogenese erklaren (Marszalek et al.
2000). Ein Problem bei der Auswertung der CD31-positiven Gewebeareale stellt
die positive Farbung von Makrophagen dar. Diese sind haufig in entzindetem
Gewebe aber auch in Tumorgeweben in hoher Zahl nachweisbar. Vermehrt zu
finden sind Makrophagen auch in vaskularen Anomalien, in denen ein
Flussigembolisat wie z.B. Onyx zur perkutanen Embolisierung zur Anwendung
kommt, da sie diese Fremdkorper phagozytieren. Aufgrund einer verstarkten
Expression kann es zu einer Fehlinterpretation der CD31-Anreicherung in
intratumoralen Makrophagen und folglich zu einer Fehldiagnose einer

Gefallmalformation kommen (McKenney et al. 2001).

5.1.2CD34

Bei CD34 handelt es sich um ein integrales Membranprotein mit einem
Molekulargewicht von 105-120 kDa. Es ist unter anderem an der Oberflache
von hamatopoetischen Stammzellen, Kapillarendothelien und Fibroblasten
aufzufinden. Eine weitere Zellreifung fuhrt zu einer Abnahme der CD34-
Expression. In der Immunhistochemie stellt es einen gut etablierten
Endothelzellmarker dar und weist, vor allem in Kombination mit CD31, eine

hohe Spezifitat fur vaskulare Differenzierung auf (Miettinen et al.1994).

In diversen Studien konnte das Protein im Rahmen der Tumorangiogenese,
vorrangig auf MikrogefalRen, von Kopf-Hals-Tumoren nachgewiesen werden
(Kukreja et al. 2013). Yu et al. konnten zirkulierende CD133*/CD34*
endotheliale Vorlauferzellen in Hamangiomen aber auch im Blut von Patienten
nachweisen. Dies unterstutzt die Theorie zur Entstehung vaskularer Tumoren
aus endothelialen Vorlauferzellen (Yu et al. 2004). Nachfolgende
Untersuchungen zeigen, dass die Menge der zirkulierenden CD34*-Zellen mit
dem Stadium der AVM zunimmt und somit in high-stage AVM am groften ist
(Lu et al. 2011).

Signifikante Unterschiede in der CD34-Expression zwischen den untersuchten
Geweben konnten nicht festgestellt werden. Diese Beobachtung wird gestutzt

durch die Tatsache, dass es sich bei CD34 um einen etablierten
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immunhistochemischen  Marker fur hamatopoetische  Vorlauferzellen,
Endothelzellen und vaskulare Differenzierung handelt (Miettinen et al. 1994).
Somit war eine starke Anfarbung des Endothels in allen vaskularen Anomalien
zu erwarten. Aufgrund der Tatsache, dass nur benigne Formen vaskularer
Anomalien untersucht wurden, kann keine Aussage daruUber getroffen werden,
ob CD34 sich als Marker des Differenzierungsgrades einer Gefalmalformation
eignet. Die wenig differierenden Messwerte fur die Expression von CD34 sind
somit moglicherweise auch auf die durchgehend gutartige Dignitat der Gewebe
zuruckzufuhren. Bisherige Studien weisen darauf hin, dass die CD34-
Expression mit der Abnahme der Differenzierung sinkt und somit in malignen

Gefalltumoren verringert ist (Suster and Wong 1994).

Der grote CD34-positive Gewebeanteil wurde bei Paragangliomen
nachgewiesen. Diese Beobachtung kann begrindet werden mit der starken
Vaskularisierung dieser Tumoren durch die Tumorgefal3e. In Paragangliomen
bzw. Glomustumoren der Extremitaten ist bereits eine CD34-Positivitat
beschrieben (Hatori et al. 1997; Mentzel and Kutzner 2002). Zudem zeigte sich
auch in zwei Fallen der seltenen, nasalen Glomustumoren eine CD34, sowie
VIM-Expression (Chu et al. 1999). Histologische Untersuchungen an
Paragangliomen konnten bisher keinen Zusammenhang zwischen dem
immunhistochemischen Profil und der Malignitat der Tumoren feststellen (Lee et
al. 2002).

Die CD34-Expression in den hier untersuchten Lymphangiomen war geringer
als in AVM, vendsen Malformationen und Hamangiomen, jedoch ebenfalls
deutlich nachweisbar. Bereits in anderen Untersuchungen wurde eine CD34-
Expression in Tumoren lymphatischen Ursprungs und Tumor-Lymphgefal3en
beobachtet (Mentzel and Kutzner 2002; Arai et al. 2006; Fiedler et al. 2006).
Das Kontrollgewebe wies die niedrigste CD34-Expression auf, wobei diese sich
nicht signifikant von der in anderen Geweben unterschied. Dies ist insofern
nicht Uberraschend, da die Haut gut vaskularisiert ist und viele normale gut
differenzierte Gefalde aufweist, die sich CD34-positiv darstellen (Pusztaszeri et
al. 2006; Tardio 2009).
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5.1.3 Claudin 5

Claudin 5 (CLDNSY) ist ein Mitglied der Claudin-Familie, einer Gruppe von
kleinen Transmembranproteinen, die eine wichtige Strukturkomponente in
Tight-Junctions bilden. Hier tragen sie zur Barrierenbildung zwischen
benachbarten Zellen bei und regulieren so den Austausch von Molekulen durch
den Zellzwischenraum. CLDNS wird auch als TMVCF (transmembrane-protein-
deleted-in-velo-cardio-facial-syndrome) bezeichnet, da bei dieser Erkrankung
ein Defekt im CLDN5-Gen vorliegt.

Exprimiert werden Claudine sowohl in epithelialen als auch in endothelialen
Zellen. Sie treten auch in Blutgefal3en der Niere, des Gastrointestinaltraktes
und der Lunge auf (Morita et al. 1999). In dermalen Blutgefalen zeigt CLDNS
eine inkonstante und heterogene Expression, was auf eine spezifische Funktion
im Rahmen der vaskularen Differenzierung hindeuten konnte, die bisher aber
noch unklar ist (Morita et al. 2003). Studien zur Blut-Hirn-Schranke schreiben
dem Protein eine essentielle Funktion bei der Aufrechterhaltung dieser Barriere
zu (Nitta et al. 2003). Sie beobachteten einen Einfluss von Hypoxie auf die
Expression von CLDN5 in neuralen Blutgefallen, wobei ein
Lokalisationswechsel des Claudins innerhalb der Endothelzelle zu einer
Storung der Zellbarriere fuhrte (Koto et al. 2007). Aktuelle Befunde lassen
jedoch vermuten, dass es sich bei Claudinen nicht nur um ,Barriereproteine®
handelt, sondern dass sie auch eine Rolle im Zellwachstum und der Transition
von epithelialem zu mesenchymalem Gewebe spielen (Ohkubo and Ozawa
2004).

Die Ergebnisse zur CLDNS-Expression in vaskularen Anomalien decken sich
zum Teil mit Beobachtungen fruherer Arbeiten. Hervorzuheben sind hier
Untersuchungsbefunde von Miettinen et al. im Hinblick auf die Beteiligung von
CLDNS5 an der Entwicklung von Blutgefalien (Miettinen et al. 2011). Sie
untersuchten das Transmembranprotein bezuglich seiner Expression in
malignen sowie benignen vaskularen Anomalien. Die Befunde unterstreichen
die Vermutung, dass CLDNS5 eine Rolle bei der vaskularen Differenzierung und
somit fur die Pathogenese vaskularer Anomalien, spielt. Beobachtet wurde eine
starke und konstante Expression in malignen vaskularen Tumoren, wie

Angiosarkomen, Kaposi-Sarkomen und Hamangioendotheliomen. Bei benignen
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vaskularen Anomalien, wie kapillaren, kavernésen und venésen Hamangiomen
sowie Lymphangiomen, zeigte sich ebenfalls eine durchgehende Expression,
wobei sich noch unvollstandig geformte Lumina negativ darstellten. Auch
juvenile Hamangiome mit maRiger Differenzierung wiesen eine variable
Expression auf (Miettinen et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit wurden keine
malignen vaskularen Anomalien untersucht. Es zeigte sich jedoch, dass
benigne Gefalltumoren wie gutartige Paragangliome, vendse Malformationen,
AVM, vaskulare Malformationen (n.n.kl.) und Lymphangiome ahnliche CLDNS-
Expressionsmuster aufwiesen. Auch in Hamangiomen zeigte sich ein geringer
Prozentsatz des Gewebes positiv fur CLDNS5. Eine Expression in
Endothelzellen von Hamangiomen und Lymphangiomen konnten auch Jakab et
al. nachweisen (Jakab et al. 2009). Die Autoren untersuchten Gewebeproben
von Hunden und beobachteten eine verstarkte CLDN5-Expression in benignen
und malignen Tumoren vaskularen Ursprungs, im Vergleich zu Anomalien nicht-
vaskularen Ursprungs. CLDN5 erscheint somit als vielversprechender Marker
fur eine neoplastische Proliferation endothelialer Zellen und fur fortgeschrittene

vaskulare Anomalien.

Der grofte prozentuale Anteil wurde in pyogenen Granulomen gemessen. Die
starke CLDNb5-Positivitat dieses Gewebes konnte in ihrer ausgepragten
Gefallanzahl und ihrer hohen Gefaliproliferationsrate begrundet sein. Das
Granuloma pyogenicum wird, wie bereits beschrieben, auch als Granuloma
gravidarum bezeichnet, da es vermehrt in der Schwangerschaft auftritt. Bei
erhdhten Ostrogenspiegeln wurde in aktuellen Untersuchungen eine verstarkte
Expression von CLDN5 in Endothelzellen nachgewiesen. Es wird vermutet,
dass durch die verstarkte CLDN5-Expression eine verbesserte Gefalstabilitat
und Barrierefunktion gewahrleistet wird (Burek et al. 2010). In diesem
Zusammenhang konnte CLDN5 bei der Entstehung pyogener Granulome eine
Rolle spielen. Diese Hypothese wird durch die in dieser Arbeit beobachtete
starke CLDNS-Expression in pyogenen Granulomen gestutzt.

5.1.4 Podoplanin

D2-40 ist ein monoklonaler Antikdrper aus der Maus, der spezifisch an ein

Epitop des humanen Podoplanins (PDPN) bzw. des M2A-Antigens bindet. Bei
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Podoplanin handelt es sich um ein ausgepragt glykosyliertes Protein vom
Muzintyp mit einer GroRe von ~38 kD das auf lymphatischen Endothelien
exprimiert wird. Es erhielt seinen Namen aufgrund zahlreicher Untersuchungen
an Podozyten der Niere (Breiteneder-Geleff et al. 1997). Seine Expression
wurde erstmals im Jahre 1996 beschrieben. Hierbei zeigte sich, dass ein
Antikorper gegen PDPN, neben Osteoblasten und Osteozyten, auch
lymphangische Endothelien und Alveolarzellen vom Typ | anfarbt (Wetterwald
et al. 1996). Weitere Untersuchungen ergaben, dass PDPN nicht in
Blutgefallendothelien zu finden ist. Es zeigte sich jedoch eine Expression in
normalem sowie Tumor assoziiertem lymphatischen Endothel und einer
Vielzahl weiterer nicht-endothelialer Gewebe, wie Keratinozyten der
Basalzellschicht der Haut, Nervenfasern und Keimzelltumoren (Schacht et al.
2005). Die Funktion von Podoplanin ist noch nicht abschlieRend geklart.
Schacht et al. konnten an Podoplanin-defizienten Mausen eine Entwicklung von
Lymphddemen und respiratorischer Insuffizienz beobachten. Vermutlich spielt
PDPN eine Rolle bei der Reifung der Lunge und der Funktion und Bildung des
LymphgefaRsystems (Schacht et al. 2003).

Auch wenn PDPN insbesondere als Marker fur lymphangisches Endothel
bekannt ist, etablieren neuere Untersuchungen ihn zunehmend auch als Marker
fur Neoplasien unterschiedlichsten Ursprungs. So eignet er sich z.B. fur die
Erkennung von Hamangioblastomen des ZNS, Schwannomen und zur

Detektion einer Lymphgefallinvasion bei Tumoren (Kalof and Cooper 2009).

In Ubereinstimmung mit bisherigen Untersuchungen, wurde die signifikant
hochste PDPN-Expression in Lymphangiomen gemessen (p<0,07). PDPN dient
als Marker lymphangischer Endothelien. In Bezug auf vaskulare Tumoren
Uberwiegt deshalb der Einsatz dieses Markers zur sensitiven und spezifischen
Erkennung von Lymphangiomen (Kalof and Cooper 2009). Zahlreiche Studien
unterstreichen seinen Beitrag z.B. zur Differenzierung kaposiformer
Hamangioendotheliome und buschelartiger kapillarer Hamangiome (im
Englischen: tufted angioma) (Fukunaga 2005; Arai et al. 2006). PDPN bietet
sich somit auch zur Klassifizierung verschiedener vaskularer Tumoren
hinsichtlich ihres lymphatischen Ursprungs an. Bei vendsen Malformationen

und Hamangiomen zeigten sich in der vorliegenden Arbeit die geringsten
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Expressionsgrade, was bisherige Beobachtungen stutzt (Fukunaga 2005; Arai
et al. 2006).

5.1.5 Vimentin

Vimentin (VIM) gehort zu den Intermediarfilamenten, die der strukturellen
Integritat von Zellen und dem Zusammenhalt von Geweben dienen. Es handelt
sich um ein 57 kDa groRes Protein, das charakteristisch ist fir mesenchymale
Zellen gutartigen als auch bodsartigen Ursprungs. Eine zunehmende VIM-
Expression markiert die Transition von epithelialem zu mesenchymalem
Gewebe, die im Rahmen der Embryogenese und Metastasierung von Tumoren
beobachtet werden kann. Ubereinstimmend damit konnte gezeigt werden, dass
die Starke der VIM-Expression mit der Verformung, Adhasion und Motilitat von
Zellen korreliert (Mendez et al. 2010). VIM steht aufRerdem in Verbindung mit
Tumorwachstum und Tumorprogression und wird in diversen Tumoren
Uberexprimiert. Beispielhaft zu nennen sind hierbei Prostata- und
Mammakarzinome, sowie Tumoren des Gastrointestinaltraktes, des
Zentralnervensystems und der Lunge. Seine genaue Rolle in der Progression

von Tumoren ist allerdings noch unzureichend geklart (Satelli and Li 2011).

Bisherige Untersuchungen beschreiben es als ein multifunktionelles Protein, da
bei VIM-defizienten Mausen Pathologien beobachtet wurden, die verschiedene
Organsysteme betreffen. So zeigte sich bei diesen Tieren unter anderem eine
beeintrachtigte Wundheilung, die einer Insuffizienz von Fibroblasten
zugeschrieben wird (Eckes et al. 2000). Ferner starben VIM-Knockout-Mause
an terminaler Niereninsuffizienz und wiesen ein vermindertes arterielles
Remodelling auf (Terzi et al. 1997; Schiffers et al. 2000).

Eine ausgepragte VIM-Farbung zeigte sich in pyogenen Granulomen. Ein
Zusammenhang mit dem starken Zellwachstum dieser Gefalstrukturen, die
eine ausgepragte Gefalproliferation zeigen, ist moglich. In anderen Arbeiten
wurde beobachtet, dass pyogene Granulome eine Expression des Fibroblasten-
Wachstumsfaktors (FGF engl. Fibroblast Growth Factor) aufweisen. Dies
spricht auch fiir eine rasche Wachstumstendenz der Granulome. Uber die

Fibroblasten als Hauptvertreter mesenchymaler Zellen wird so auch eine
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Verbindung zur VIM-Expression hergestellt (Yuan et al. 2000). Da
Lymphangiome eine niedrigere Proliferationsrate aufweisen und zudem wenig
Blutgefaliendothelien enthalten, Uberrascht es nicht, dass in diesem Gewebe

der geringste VIM-positive Gewebeanteil gemessen wurde (Kalisa et al. 2001).

Es ist bekannt, dass VIM vermehrt in endothelialen Zellen exprimiert wird.
Analysen hierzu zeigen, dass es sich bei dem vorherrschenden
Intermediarfilament in glatten GefalRmuskelzellen um VIM handelt. Untersucht
wurde hierbei Gewebe aus der Aorta sowie kleinere arterielle und vendse
Gefalle. Die starke VIM-Expression legt eine enge Beziehung der
Endothelzellen zu anderen mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten nahe. Dies
unterstreicht das proliferative und kontraktile Potential von Gefalizellen unter
pathologischen und physiologischen Bedingungen (Franke et al. 1979;
Gabbiani et al. 1981; Fujimoto 1986). Der in der vorliegenden Arbeit
beobachtete Nachweis von VIM in AVM, Paragangliomen, venosen
Malformationen, vaskularen Malformationen (n.n.kl.) und Hamangiomen, kann
somit durch eine verstarkte Proliferation der Gefal3e in diesen Anomalien erklart
werden. Uberraschend ist der ebenso hohe VIM-positive Gewebeanteil im
Kontrollgewebe. Bei dem Kontrollgewebe handelt es sich Uberwiegend um
Praparate aus der Haut und um benigne Hauttumoren wie Fibrome oder
Atherome. Die VIM-Expression kann folglich in der hohen Fibroblastenanzahl
und dem gesteigerten Wachstum dieser Lasionen begrundet sein (Magnusson
and Rasmusson 1995; Bhagalia et al. 2012). Wie bereits beschrieben ist VIM
auch in gesunden Endothelien nachweisbar. Durch eine gute Vaskularisierung
der Haut und mitunter verstarkte Durchblutung auch bei benignen Hauttumoren,
kann die VIM-Expression im untersuchten Kontrollgewebe erklart werden. Bei
der Interpretation von VIM-Farbungen muss allerdings in Betracht gezogen
werden, dass es sich um einen allgemeinen unspezifischen Marker
mesenchymalen Gewebes handelt, der in zahlreichen mesenchymalen
Weichgewebstumoren nachweisbar ist. Da zudem nahezu alle Gewebe, die in
der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, einen hohen Gefal3reichtum
aufweisen und VIM in der glatten GefalBmuskulatur nachweisbar ist, zeigten

sich keine signifikanten Unterschiede in der relativen Expression. Folglich kann
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eine alleinige Farbung mit VIM nicht fur die Unterscheidung vaskularer

Anomalien herangezogen werden.

5.2 Expression der GefaBmarker in verschiedenen

GefaBmalformationen

5.2.1 Lymphangiome

In der Gruppe der Lymphangiome wurde fur CD34 eine signifikant hohere
Expression gemessen als fur CLDN5 und VIM (p<0,05) (Abbildung 16). PDPN-
Farbungen ergaben den zweithochsten positiven Gewebeanteil. Die hohere
CD34-Expression beruht vermutlich darauf, dass es sich hierbei um einen
panendothelialen Marker handelt, der sowohl Blut-, als auch Lymphgefalie
anfarbt. Da bei der Messung der CD34-Farbung auch Blutgefalie erfasst
werden, die das Lymphangiom umgeben oder durchziehen, ergibt sich ein
hoherer Expressionswert. Der Anti-PDPN-Antikorper farbt dagegen nur
lymphangisches Endothel an. Diese bekannten Eigenschaften der Marker
werden bereits routinemalig in der Pathologie zur Unterscheidung der Lymph-

und Blutgefallinvasion von Tumoren eingesetzt (Van den Eynden et al. 2006).

Erwartungsgemall wurde PDPN, als etablierter Marker lymphatischen
Endothels, in einem Grofteil des Lymphangiomgewebes nachgewiesen. Die
vorhandenen Ergebnisse unterstreichen somit die Bedeutung von PDPN als
zuverlassigen Marker von Lymphgefalien, die in vielen zurtickliegenden Studien

beobachtet wurde (Evangelou et.al. 2005).

Miettinen et al. wiesen eine positive Reaktion auf CLDNS in Lymphangiomen
nach (Miettinen et al. 2011). Diese Ergebnisse decken sich insofern mit den
Untersuchungen dieser Arbeit, da auch hier eine CLDNS-Expression
nachzuweisen war. Der positive CLDN5-Gewebeanteil war jedoch relativ
gering. Am schwachsten exprimiert zeigte sich VIM in lymphatischen
Endothelien (Abbildung 16), wobei BlutgefalRendothelien eine deutliche
Expression aufwiesen, was mit Beobachtungen anderer Gruppen Ubereinstimmt
(Liu et al. 2010).
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Bei Lymphangiomen wurde z.B. der Quotient PDPN/VIM als signifikant hochster
Quotient, verglichen z.B. mit CD34/PDPN, PDPN/CD31, CD34/31 (p<0,01) (
Abbildung 18) nachgewiesen. Der signifikant kleinste Quotient war VIM/CD34
(p<0,01). Diese Expressionskonstellation wirde daher, bei Farbung eines
unbekannten Praparates mit den hier verwendeten Markern, die Diagnose
eines Lymphangioms nahelegen. Zusatzlich veranschaulicht das Muster des
Kreisflachendiagramms (Abbildung 17) durch die hohen Werte in der Spalte fur
VIM diese Diagnose, das durch die niedrigen Signalwerte fur VIM entsteht. Mit
Hilfe dieser Quotienten ist es daher mdglich, zur Diagnosestellung von VA

beizutragen.

5.2.2 Arteriovendse Malformationen

Bei den arteriovendsen Malformationen (AVM) zeigte sich regelmallig eine
starke Anfarbung mit CD34 (Abbildung 20). Hierbei handelt es sich um einen in
der Immunhistochemie fest etablierten Endothelzellmarker, der als Indikator
einer vaskularen Differenzierung dient (Miettinen et al. 1994). Dies macht die
hohe CD34-Expression in gefalreichen AVM nachvollziehbar. CD34 farbte
signifikant mehr Gewebebereiche an, als CLDN5 und PDPN (p<0,01). Fur den
lymphangischen Marker PDPN wurde hingegen kein hohes Farbesignal im
AVM-Gewebe erwartet, obwohl lymphatische GefalRe in AVM teilweise
nachzuweisen sind (Boettcher et al. 2010). Dies wurde durch die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit bestatigt, wobei ebenfalls bestatigt werden konnte, dass
PDPN als zuverlassiger Marker lymphangischen Endothels einsetzbar ist
(Fukunaga 2005).

CLDNS5 wies eine vergleichbare (niedrige) Expression wie PDPN auf (Abbildung
20). Andere Arbeitsgruppen beobachteten eine konstante CLDN5-Expression in
benignen und malignen vaskularen Anomalien, wobei in Letzteren diese
allerdings hoher ausfiel (Miettinen et al. 2011). Da nur benigne vaskulare
Anomalien untersucht wurden, kann keine Aussage Uber die Spezifitat von

CLDNS5 bezuglich des Differenzierungsgrades der Anomalie gemacht werden.

VIM ist eines der Hauptintermediarfilamente in Blutgefallendothelien und

reagiert positiv in Geweben mesenchymalen Ursprungs. VIM zeigte ein
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vergleichbares Expressionsmuster wie der Endothelmarker CD31. Dieses
Ergebnis bestatigt Arbeiten anderer Gruppen, in denen gezeigt wurde, dass
menschliche Gefallendothelien VIM-positiv sind (Stosiek et al. 1990).

5.2.3 Hamangiome

In Hamangiomen zeigte sich ein Grofteil des Gewebes CD34 positiv
(Abbildung 24), wobei signifikant mehr Gewebe angefarbt wurde als bei
CLDNS5, CD31 (p<0,05) und PDPN (p<0,01). Aufgrund des Gefal3reichtums
dieses vaskularen Tumors ist die hohe CD34-Expression nicht Uberraschend.
Auch in der Literatur ist die Expression dieses Endothelmarkers in
Hamangiomen beschrieben (Bohle et al.1998), wobei CD34 ebenso wie CD31
auch in der histopathologischen Routine zur Untersuchung von vaskularen
Fehlbildungen eingesetzt wird. Suster und Wong beobachteten eine starke
Anfarbung in erster Linie bei gut differenzierten, reifen Gefallen in
Hamangiomen und keine bis schwache Positivitat in den Endothelien unreifen
Granulationsgewebes (Suster and Wong 1994). Unsere
Untersuchungsergebnisse unterstreichen die Expression von CD34 in reifen

Hamangiom-Endothelzellen.

Im Gegensatz zu CD34 farbte VIM nur etwa die Halfte des Gewebes an. Auch
Kang et al. beobachteten eine positive Reaktion des mesenchymalen Markers
VIM in einem Hamangiom (Kang et al. 2014). In einer anderen Arbeit zeigten
sich ebenfalls Endothelzellen einer Unterform des Hamangioms, dem lobularen
kapillaren Hamangiom, VIM positiv. Eine VIM-Expression wurde dabei in reifen

sowie unreifen Gefallen beobachtet (Nichols et al. 1992).

Farbungen mit CD31 und CLDNS zeigten vergleichbare Farbegrade. Andere
Arbeiten zeigten eine positive CD31-Reaktion des Endothels in epitheloiden,
kavernosen und kapillaren Hamangiomen (DeYoung et al. 1995; Sun et al.
2006). Takahashi et al. untersuchten die CD31-Expression abhangig vom
Entwicklungsstadium des Hamangioms. Sie beobachteten vor allem in der
Proliferationsphase bzw. im Ubergang vom unreifen zum reifen Endothel, eine
starke CD31-Reaktion (Takahashi et al. 1994).
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Ubereinstimmend mit bisherigen Untersuchungen konnte lediglich ein geringes
Farbesignal des lymphangischen Markers PDPN nachgewiesen werden
(Fukunaga 2005) (Abbildung 24).

Aufgrund der ausgepragten Expression von CD34 im Vergleich zu den anderen
Kandidatenmarkern, sticht CD34 erneut als zuverlassiger Endothelmarker

hervor, der stark und spezifisch in Hamangiomgeweben exprimiert wird.

5.2.4 Vaskulare Malformationen (n.n.kl.)

Auch Gewebe n.n.kl. vaskularer Malformationen zeigten grofdtenteils CD34
positive Gewebeareale. Diese waren signifikant grof3er verglichen mit PDPN
(p<0,001), CLDNS und CD31 (p<0,01) (Abbildung 28). Dass es sich bei CD34
um einen etablierten Endothelmarker handelt, wurde bereits in zahlreichen
Studien belegt (Miettinen et al. 1994). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
stimmen damit Uberein und unterstreichen die Rolle von CD34 als
zuverlassigen Endothelmarker, die auch von Guttman et al. hervorgehoben wird
(Guttman et al. 2004).

Der hohe Anteil VIM-positiven VM-Gewebes ist vermutlich auf den
Gefalreichtum in diesen Malformationen zurtckzufihren. VIM wurde bereits in
anderen Arbeiten als eines der vorherrschenden Intermediarfilamente im
tierischen und im menschlichen Endothel beschrieben (Blose and Meltzer 1981;
Gabbiani et al. 1981).

Da es sich bei Anti-CD31 um einen panendothelialen AK handelt, der in
Endothelien diversen Ursprungs positiv reagiert, wurde fur diesen AK ein
hoherer positiver Gewebeanteil erwartet. Dieses konnte nicht bestatigt werden,
da CD31 vergleichbare Gewebefarbungen zeigte wie z.B. CLDN5. Andere
Arbeiten beobachteten CLDN5 vor allem in malignen VM, was den relativ
niedrigen positiven Anteil von 9% in den hier untersuchten benignen VM erklart
(Miettinen et al. 2011).

Es muss berucksichtigt werden, dass es sich bei der Gruppe der n.n.kl. VM um

Gewebe handelt, deren Diagnose nicht enger definiert wurde. Da unter die
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Kategorie der n.n.kl. VM verschiedene Gewebe fallen, konnen aus den
jeweiligen Markersignalmesswerten nur eingeschrankt Schlussfolgerungen
gezogen werden, die eine Aussage zu charakteristischen VM-
Expressionsmustern zulassen. Die geringe Anfarbung mit einem PDPN-
Antikorper kann darauf zuruckgefuhrt werden, dass sich unter den untersuchten
VM nur wenige Gewebe lymphatischen Ursprungs befanden und folglich der
Anteil lymphangischen Endothels insgesamt niedrig war.

5.2.5 Venose Malformationen

Vendse Malformationen (VeM) zeigten sich stark positiv fur den Endothelmarker
CD34 (Abbildung 32). Diese Beobachtung bestatigt immunhistochemische
Untersuchungen vendser Malformationen im Bereich des Mittelgesichts sowie
bei periokularen und konjunktivalen Lasionen (Jakobiec et al. 1972; Zhong et al.
2012). Farbungen auf PDPN zeigten nur wenige positive PDPN-Gewebeareale,
was auf den niedrigen Anteil lymphatischer Gefalle innerhalb vendser
Malformationen zuriickgefiinrt werden kann. Ubereinstimmend mit unseren
Messungen beobachteten Jakobiec et al. eine negative Reaktion von PDPN zu
VeM-Endothelien und hielten lediglich eine Anfarbung kleiner subepithelialer
Lymphgefalte im umgebenden Gewebe der VeM fest (Jakobiec et al. 1972).

Immunhistochemische Farbungen mit Antikbrpern gegen CD31, VIM und
CLDNS ergaben vergleichbar grof3e positive Gewebeanteile innerhalb der VeM.
Eine CD31-Reaktivitat der Endothelien und der Nachweis von VIM in glatten
Muskelzellen der Blutgefalle wurden auch durch andere Gruppen
nachgewiesen (Jakobiec et al. 1972; Gabbiani et al. 1981). Weniger
Untersuchungen gibt es zur Expression von CLDNS in VeM. Bisher konnte zwar
eine positive Reaktion des Tight-Junction-Proteins CLDNS in Endothelien
vaskularer Anomalien nachgewiesen werden, das untersuchte Gewebe fiel hier
jedoch unter die Kategorie ,ven0ses Hamangiom®, eine Bezeichnung, die
mittlerweile Uberholt ist und keine klare Zuordnung zu VeM zulasst (Miettinen et
al. 1994).
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5.2.6 Granuloma pyogenicum

Gewebe pyogener Granulome (GP) zeigte eine ausgepragte VIM-Farbung
(Abbildung 36). Wie zuvor beschrieben handelt es sich bei GP um eine stark
proliferierende Lasion, die ein starkes Gefallwachstum aufweist und eine hohe
Anzahl an Fibroblasten enthalt. VIM als Marker mesenchymalen Gewebes, ist
sowohl in Fibroblasten als auch in Endothelzellen innerhalb der GP exprimiert,
was auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet wurde (Yuan et al. 2000;
Kang et al. 2014). Dies erklart den hohen positiven VIM-Anteil in diesem
Gewebetyp. Auch der hohe Anteil an CD34-positiven Bereichen innerhalb des
GP-Gewebes deckt sich mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen und weist auf
eine starke GefaRproliferation hin (Vasconcelos et al. 2011).

Bei GP zeigten sich deutliche CD31 und CLDNS positive Areale. CD31 ist als
spezifischer Endothelmarker etabliert und auch CLDNS wird eine Rolle bei der
Angiogenese zugeschrieben. Somit spricht der hier gemessene, im Vergleich
zu CD31 vergleichbar hohe Expressionswert von CLDNS5, fur seinen Nutzen als
Endothelmarker (Miettinen et al. 2011). Der Nachweis von CLDNS in GP, die
sich haufig wahrend einer Schwangerschaft entwickeln, unterstutzt zudem neue
Erkenntnisse Uber den positiven Einfluss von Ostrogen auf die CLDNS5-
Expression (Tantinikorn et al. 2003; Burek et al. 2010).

Auch bei Hamangiomen ergaben Farbungen mit Antikbrpern gegen CD31 bzw.
CLDNS vergleichbar groRe positive Gewebeareale (Abbildung 24). Dies
unterstreicht zum einen die ahnliche Histologie von GP und Ham, deutet aber
auch an, dass die Quantifizierung der Angiogenese, bzw. des Gefaldreichtums
einer Lasion, nicht allein zur Stellung einer Differentialdiagnose ausreicht.
Annliche Schlussfolgerungen machten Freitas et al. beim Vergleich der CD31-
Positivitat zwischen GP und Ham (Freitas et al. 2005).

PDPN, das in erster Linie als Marker lymphangischen Endothels verwendet
wird, zeigte nur eine geringe Farbung in GP (Abbildung 36). Dies wurde bereits
in anderen Arbeiten beobachtet und bestatigt den histologischen Aufbau dieses
gutartigen Tumors aus Blutgefallen mit nur vereinzelt auftretenden
Lymphgefalien (Arai et al. 2006).
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Verglichen mit LA, Ham, AVM, VM (n.nkl.) und PG war der Quotient
CLDN5/CD34 bei den GP signifikant héher (p<0,01) (Abbildung 47A-C). Dieser
Quotient ist daher differentialdiagnostisch einsetzbar und kann die Erkennung

eines pyogenen Granuloms erleichtern.

5.2.7 Paragangliome

In Paragangliomen (PG) zeigte sich eine starke Farbung des
Endothelzellmarkers CD34 (Abbildung 40). Diese starke CD34 Expression
wurde bereits in anderen Arbeiten beschrieben, in denen Glomustumore der
Extremitaten und der Nasenhaupthdhle untersucht wurden (Hatori et al. 1997;
Chu et al. 1999; Mentzel et al. 2002). Eine Erklarung dieser erhohten CD34-
Reaktion ist die starke Vaskularisierung dieser Lasionen sowie eine starke
fokale Anfarbung der Tumorzellen, wie sie von Chu et al. gesehen wurde (Chu
et al. 1999). Die Zellen der Glomustumore werden auch als modifizierte glatte
Muskelzellen beschrieben, was durch positive Reaktionen auf CD34, VIM und
SM-Actin (Smooth-Muscle Actin) AK unterstutzt wird (Dervan et al. 1989). Eine
CD34-, CD31- und VIM-Positivitat konnte auch in zwei glomuvendsen
Malformationen der Wange nachgewiesen werden (Yoruk et al. 2010). Diese
Beobachtungen konnten bestatigt werden, wobei CD31-Farbungen wesentlich

schwacher ausfielen als Farbungen des CD34-Proteins.

In Bezug auf CLDNS finden sich bisher nur wenige Untersuchungen an
Paragangliomen. Dieser Marker wies eine ebenso hohe Expression auf wie der
etablierte Endothelmarker CD31. Auch in anderen Arbeiten zeigten CLDNS und
CD31 gleich hohe Spezifitat in der Anfarbung von endothelialem Gewebe. In
Glomustumoren zeigte CLDN5 eine gute Sensitivitat fur Endothelzellen,
wahrend sich andere Zellanteile des Tumors negativ darstellten (Miettinen et al.
2011). Die vorliegenden Ergebnisse unterstreichen somit den Nutzen dieses

Markers zur Erkennung endothelialen Gewebes.
Da sich Paragangliome vornehmlich aus GefalRendothelien zusammensetzen

und nur wenig oder keine Lymphgefalde aufweisen, Uberrascht die hier

beobachtete geringe PDPN-Expression nicht.
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Bei Paragangliomen waren CD34/PDPN und PDPN/CD34 die signifikant
hochsten bzw. niedrigsten Quotienten (p<0,001) (Abbildung 42). Da diese
Quotienten ebenfalls in der Gruppe vendser Malformationen als signifikant
herausgearbeitet wurden, konnen PG und VeM nicht durch die alleinige
Betrachtung dieser zwei Quotienten unterschieden werden. Als zusatzliche
Hilfestellung im weiteren diagnostischen Prozess sollte hier der Quotient
CLDN5/CD34 mit einbezogen werden. Dieser Quotient ist im Gewebe der PG
signifikant kleiner als in den GP (p<0,05) (Abbildung 47C).

5.2.8 Kontrollgewebe

Im Kontrollgewebe zeigte der Endothelmarker CD34 eine signifikant hohere
Expression als PDPN (p<0,05) (Abbildung 44). Weitere signifikante
Unterschiede zwischen den anderen Markern ergaben sich nicht. Eine positive
CD34-Reaktion ist typischerweise auch in Gefallendothelien gesunder
Normalgewebe zu erwarten. Da die Anzahl an Lymphgefalen, im Verhaltnis zu
Blutgefallen, in gesundem Gewebe niedriger ist, erscheint die signifikant
hohere CD34-Expression plausibel (Fukunaga 2005). Insgesamt war der durch
CD34 angefarbte Gewebeanteil, verglichen mit den in anderen Geweben, im
Kontrollgewebe am niedrigsten. Dies ist mit der deutlich niedrigeren
Gefalldichte im gesunden Gewebe im Vergleich zu vaskularen Anomalien zu
erklaren. Uber die Methode der digitalen Quantifizierung des DAB-positiven
Gewebeanteils konnen hier Ruckschlisse auf die Vaskularisierung der Gewebe

gezogen werden.

VIM zeigte ebenfalls eine deutliche Expression in den Kontrollgeweben
(Fibrome, gesunde Haut mit lokaler Fibrose und tumorfreies Weichteilgewebe)
(Abbildung 44). Der hohe Anteil an mesenchymalem Gewebe in diesen Proben

war fur einen Grol3teil der VIM-Expression verantwortlich.
Die beobachtete CLDN5- und CD31-Expression in tumorfreiem Gewebe

resultiert vermutlich aus der Anzahl an Tight-Junctions im Epithel der Haut

sowie aus der Reaktion von CD31 mit Endothelzellen dermaler Gefalle.
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Innerhalb der Kontrollen fanden sich keine signifikant hohen oder niedrigen
Quotienten (Abbildung 46). Ein mdglicher Grund hierfur ist die Heterogenitat der
Gewebe in dieser Gruppe. Es gestaltet sich im Allgemeinen schwierig, ein
passendes Kontrollgewebe fur den Vergleich der Antikdrperreaktionen in
gesundem Gewebe gegenuber pathologischem Gewebe zu finden. Wie bereits
beschrieben, ist auch nicht pathologisches Gewebe gut durchblutet und enthalt
somit Endothelien unterschiedlichen Ursprungs, die durch etablierte
Endothelmarker angefarbt werden. Ein Unterschied in der Expression der
Kandidatenproteine in gesunden Gefallen zu Gefalden in vaskularen Anomalien
konnte nachgewiesen werden. Insgesamt zeigte sich, dass der positive
Gewebeanteil innerhalb der Kontrollen bei allen Antikorperfarbungen haufig
niedriger ist als in den anderen untersuchten Geweben. Diese Beobachtung
stellt sich nur bei Verwendung des Anti-PDPN AK als signifikant heraus, zeigt
aber, dass sich die untersuchten Marker im Gewebe vaskularer Anomalien
starker anfarbten als in nicht-VA Geweben. Verantwortlich fir den niedrigeren
positiven Anteil im Kontrollgewebe kann die kleinere Gefallanzahl, sowie

Unterschiede bei der Expression in Endothelzellen sein.
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5.3 Betrachtung signifikanter AK-Signal-Quotienten zur

Unterscheidung vaskularer Anomalien

Ein Quotient zur Unterscheidung beider
Gewebe vorhanden

Zwei Quotienten zur Unterscheidung
beider Gewebe vorhanden

Drei Quotienten zur Unterscheidung
beider Gewebe vorhanden

Abbildung 48. Graphische Ubersicht zur Abgrenzung der untersuchten Gewebe
voneinander anhand verschiedener AK-Signal-Quotienten. Dargestellt ist die
Gegenuberstellung aller acht Gewebe zueinander. Verbunden sind die Gewebe, welche sich
durch ein, zwei oder drei Quotienten unterscheiden lassen. Dadurch ist die Abgrenzung eines
Gewebes von einem anderen durch ein signifikant unterschiedliches Verhaltnis (p<0,05) zweier
Antikérperfarbungen mdoglich. Die Legende gibt an, wie viele Quotienten zur Unterscheidung
der Gewebe eingesetzt werden konnten. Hierbei wurden nur statistisch signifikante Quotienten
betrachtet. AVM = arteriovenése Malformation, LA = Lymphangiom, PG = Paragangliom, VeM =
vendse Malformation, VM (n.n.kl.) = vaskuladre Malformation (nicht naher klassifiziert), Kon =
Kontrolle, Hdm = Hamangiom, GP = Granuloma pyogenicum.

Abbildung 48 fasst AK-Signal-Quotienten zusammen, die zur Unterscheidung
der untersuchten Gewebe genutzt werden konnen. Die Gegenuberstellung der
acht Gewebetypen veranschaulicht, wie viele Quotienten aus AK-Signalwerten
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sich zwischen ihnen signifikant unterscheiden. Die hochste Anzahl
unterschiedlicher Quotienten findet sich zwischen pyogenen Granulomen und
Lymphangiomen, da sich hier drei Quotienten signifikant unterscheiden
(Abbildung 47A und C). Die Lymphangiome weisen jeweils zwei Quotienten auf,
die eine signifikante Abgrenzung zu Paragangliomen, venosen Malformationen,
vaskularen Malformationen (n.n.kl.), Hdmangiomen und den Kontrollen mdglich
machen. Arteriovenose Malformationen lassen sich durch einen signifikanten
Quotienten von Lymphangiomen unterscheiden. Bei pyogenen Granulomen
findet sich jeweils ein signifikanter Quotient zur Abgrenzung von arteriovenosen
Malformationen, Paragangliomen, n.n.kl. vaskuldren Malformationen und
Hamangiomen. Wie in Abbildung 48 zu sehen ist, grenzen sich Lymphangiome
von den anderen Geweben am deutlichsten ab, da hier die hochste Zahl an
signifikanten Quotienten gefunden wurde. Diese und weitere Unterschiede sind

in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4. Zusammenfassung der Unterschiede zwischen den Quotienten der Gewebe.

Zusammenfassung der Unterschiede
zwischen den Quotienten der Gewebe

LA # GP, Ham, Kon, VM, VeM, PG, AVM

GP # LA, Ham, VM, PG, AVM

Ham # LA GP

PG # LA GP

VM (n.nkl.) # LA, GP

AVM # LA GP

VeM # LA

Kon # LA

Gelistet ist, von welchen Tumorarten sich jeder Gewebetyp durch signifikante Quotienten
(p<0,05) unterscheidet. "#" steht fir “signifikanter Unterschied zu®.
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6. Zusammenfassung

Die histologische Abgrenzung verschiedener Typen vaskularer Anomalien, wie
Lymphangiome, Hamangiome, Paragangliome, vendse und arteriovenose
Malformationen, Granuloma pyogenicum, gestaltet sich aufgrund der
Heterogenitat dieser Fehlbildungen als sehr schwierig. In dieser Arbeit wurde
untersucht, inwiefern eine immunhistologische Quantifizierung von Praparaten
vaskularer Anomalien mittels digitaler Bildanalyse eine genauere Zuordnung

der GefalBmalformationen in ihre Subtypen ermdglicht. Hierzu wurden Gewebe

vaskularer Anomalien von 40 Patienten immunhistologisch untersucht, wobei
funf ausgewahlte gefalRendothelassoziierte Marker (CD31, CD34, CLDNS,
PDPN, VIM) eingesetzt wurden. Die Farbungen wurden mikroskopisch
dokumentiert und eine digitale Bildanalyse und Quantifizierung der
Kandidatenmarkerproteine innerhalb der untersuchten Gewebe durchgefuhrt.
Ziel war hierbei, die Beurteilung der digitalen Bildanalyse als Methode zur
Unterscheidung von Gefalmalformationen.

Durch die Betrachtung der Verhaltnisse (Quotienten) der digital erfassten und
quantifizierten immunhistochemischen Signalwerte, konnten Unterschiede im
Expressionsmuster der Kandidatenproteine erkannt werden. In der Gruppe der
pyogenen Granulome zeigten sich Quotienten aus CLDN5/CD34 (p<0,01) und
VIM/CD34 (p<0,05) als einsetzbar, um eine Abgrenzung zu anderen vaskularen
Anomalien zu erreichen (Abbildung 47A-C). Uber die Quotienten PDPN/CLDN5
(p<0,001) und PDPN/CD34 (p<0,01) war hingegen eine Unterscheidung von
Lymphangiomen zu allen anderen untersuchten vaskularen Anomalien moglich
(Abbildung 47A-D).

Der Einsatz der weit etablierten Endothelmarker CD34 und CD31 zeigte
erwartungsgemal eine deutliche Immunreaktivitat der Gefallendothelien. Der
Nutzen von PDPN zur Abgrenzung von vaskularen Anomalien lymphatischen
Ursprungs von anderen Malformationen konnte aufgezeigt werden. Dies
unterstreicht die Zuverlassigkeit von PDPN als lymphangischen Marker, der im
Rahmen der histopathologischen Untersuchung vaskularer Anomalien eine
Differentialdiagnose erlaubt. Der Nachweis von CLDN5 im Endothel vaskularer
Anomalien unterstltzt dessen zuvor postulierte Rolle bei der vaskularen

Differenzierung und Aufrechterhaltung der Gefal3struktur. Hervorzuheben sind
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die Ergebnisse des moglichen diagnostischen Nutzens einer digitalen
Quantifizierung der Markerproteinexpressionsmuster. Im Hinblick auf zukinftige
diagnostische Methoden ist zu erwarten, dass der Einsatz digitaler Hilfsmittel in
der klinisch pathologischen Diagnostik weiter zunehmen wird. Ziel sollte es
daher sein, digitale Verfahren zur histologischen Auswertung von
Gewebeproben zu etablieren.

Die digitale Bildanalyse erweist sich als vielversprechendes Werkzeug zur
Erfassung der Expressionsunterschiede der eingesetzten GefalBmarker im
Gewebe vaskularer Anomalien. Da sich nach digitaler Quantifizierung deutliche
Unterschiede im Expressionsgrad der untersuchten Kandidatenproteine
innerhalb der vaskuldaren Anomalien zeigten, eignet sich diese Methode, die
sehr heterogene Gruppe der Gefaldfehlbildungen genauer zu klassifizieren. Zu
betonen ist allerdings, dass deren Anwendung nicht die Diagnose eines
erfahrenen Pathologen ersetzen, sondern vielmehr als diagnostisches
Hilfsmittel dienen soll. Wichtig ist hierbei, dass die immunhistochemischen
Ergebnisse im Zusammenhang mit dem klinischen Bild betrachtet werden.
Noch finden sich haufig Widerspriche zwischen der histopathologischen und
der klinischen Zuordnung der Anomalien zu einer der jeweiligen Untergruppen.
Dies kann zu Fehldiagnosen beitragen, die sich negativ auf die Wahl der
Therapie und deren rechtzeitige Anwendung auswirken. In diesem
Zusammenhang kann die digitale Quantifizierung eine Hilfestellung bieten, um
die Diagnostik zu objektivieren und zu optimieren. Dass dies mdglich ist, konnte
in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden.

Es wurde zudem deutlich, dass sich die Diagnostik der Gefali¢fehlbildungen
nicht auf einzelne immunhistochemische Marker beschranken kann. Ziel ist es,
ein  ,Expressionsprofil® fur jedes Gewebe zu erstellen, das auf
charakteristischen Proteinenexpressionsmustern der Marker beruht. Die
vorliegende Arbeit zeigt, dass bereits unter Einsatz von funf Markerproteinen
eine Abgrenzung innerhalb dieser vaskularen Anomalien moglich ist.
WeiterfUhrende Studien mit einer hoheren Anzahl vaskularer Anomalien und
zusatzlicher Markerproteine sollten sich anschlieBen, da hierdurch eine
Unterscheidung aller Gefalfehlbildungen zu erwarten ist. Dies wird das Ziel

zukunftiger Untersuchungen sein.
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7. Summary

The histological differentiation of different types of vascular anomalies, such as
lymphangioma, hemangioma, paraganglioma, venous malformations,
arteriovenous malformations, pyogenic granuloma, and (not otherwise
specified) vascular malformations is very difficult due to the heterogeneity of
these anomalies. The present study therefore investigated whether an
immunohistological quantification of vascular anomaly tissues by means of
digital image analysis, allows a more accurate assignment into their different
subtypes. Vascular anomaly tissues of 40 patients were examined
immunohistologically by staining the samples with a selection of five vascular
endothelial-associated markers (CD31, CD34, CLDN5, PDPN, VIM). The
staining was documented microscopically followed by digital image analyses
and quantification of the candidate-marker-proteins within the tissues. The aim
of the study was to evaluate digital image analysis as a potential method to

distinguish vascular anomalies.

Differences in the expression pattern of the candidate proteins could be
detected by the ratios (quotients) of the digitally recorded and quantified
immunohistochemical signal values. In the group of pyogenic granulomas,
quotients of CLDNS/CD34 (p<0.01) and VIM/CD34 (p<0.05) were found to
differentiate this tissue entity from other vascular anomalies (Figure 47 A-C). In
contrast, PDPN/CLDN5 (p<0.001) and PDPN/CD34 (p<0.01) were useful for
differentiation of lymphangiomas from all other tissues of vascular anomalies
(Figure 47 A-D).

As expected, the use of the well-established endothelial markers CD34 and
CD31 exhibited major immune reactivity of vascular endothelia. The usefulness
of PDPN to distinguish vascular anomalies of lymphatic origin from other
malformations could be demonstrated. This underlines the reliability of PDPN as
a lymphatic marker, that allows differentiation of vascular anomalies. The
detection of CLDN5 in the endothelium of vascular anomalies supports its
previously postulated role in differentiation and maintenance of vascular

structures. With regards to future diagnostic methods, it can be expected that
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the use of digital image analysis will continue to increase. The aim should
therefore be to establish digital methods for histological evaluation of tissue

samples.

Digital image analysis proves to be a promising tool for measuring differences in
the expression of markers such as those used in vascular anomaly tissues.
Results of this study support the usefulness of digital analysis for classification
of the heterogeneous group of vascular anomalies. However, it should be
emphasized, that its potential application cannot replace an experienced
pathologist, abut rather assist in the diagnosis. In addition it is important to note,
that the immunohistochemical results regularly have to be considered in the
context of the overall clinical picture. There are still many inconsistencies
among the histopathological and clinical classifications of anomalies in each
subgroup. This can lead to misdiagnosis that negatively affects the choice of
therapy. In this context, digital quantification can help optimizing diagnosis and

make it more objective.

Furthermore, it became obvious that diagnosis of vascular anomalies should not
be restricted to one or a few immunohistochemical markers. Rather it is
necessary to create an "expression profile" for each tissue, based on
characteristic protein expression-patterns of the markers. In this study we were
able to show that stratification of vascular anomaly tissues can already be
achieved by deploying five marker proteins. Further studies which include a
higher number of vascular anomaly tissues and additional marker proteins
should follow, to complete the stratification of all vascular anomalies. This will

be the goal of future investigations.
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