Article published online: 2020-08-21

& Thieme

Lichtblattmikroskopie-basierte 3-dimensionale Histopathologie
des LymphgefiRBsystems beim Emberger-Syndrom

Lightsheet microscopy-based 3-dimensional histopathology
of the lymphatic vasculature in Emberger syndrome

242

Autor
René Hagerling

Institut
Institut fiir Medizinische Genetik und Humangenetik,
Charité-Universitatsmedizin Berlin

Schliisselworter
Lichtblattmikroskopie, Histopathologie, lymphovaskuldre
Erkrankungen, Lymphédem

Key word
lightsheet microscopy, histopathology, lymphovascular
diseases, lymphoedema

Bibliografie

DOI https://doi.org/10.1055/a-1191-8380
Phlebologie 2020; 49: 242-248

© Georg Thieme Verlag KG, Stuttgart - New York
ISSN 0939-978X

Korrespondenzadresse

René Hagerling

Institut fiir Medizinische Genetik und Humangenetik,
Charité-Universitdtsmedizin Berlin, Augustenburger Platz 1,
13353 Berlin, Deutschland

rene.haegerling@charite.de

ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung Lymphovaskuldre Erkrankungen stellen eine hete-
rogene Gruppe von Erkrankungen dar, die sowohl genetische
als auch nichtgenetische Ursachen haben und in der zugrunde
liegenden Pathologie und Pathogenese sowie in der Sympto-
matik sehr variieren kénnen. Innerhalb der Gruppe der ange-
borenen lymphovaskuldren Erkrankungen stellt das Ember-
ger-Syndrom eine Ursache fir bilaterale Beinlymphédeme
dar, die obere Extremitdt ist hingegen in der Regel nicht be-
troffen.

Um die erkrankungsassoziierten histopathologischen Verdn-
derungen im Vergleich zum Gesunden und histologische
Unterschiede zwischen der oberen und unteren Extremitét
zu identifizieren und neue Einblicke in die Pathogenese zu
erhalten, ist eine detaillierte Kenntnis der 3-dimensionalen
Gewebe- und GefdRarchitektur essenziell. Dies ist jedoch mit-
tels des aktuellen histologischen Goldstandards, der 2-dimen-
sionalen Histologie, nur sehr limitiert moglich.
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Material und Methoden Um die zugrunde liegende Patho-
logie auf zelluldrer Ebene zu identifizieren, nutzten wir das
3-dimensionale Visualisierungs- und Analyseverfahren VIPAR
(volume information-based histopathological analysis by 3D
reconstruction and data extraction). Hierbei handelt es sich
um eine Lichtblattmikroskopie-basierte optische Schnittbild-
gebung von kompletten, intakten immunfluoreszenzgeférb-
ten Gewebebiopsien. Im Anschluss an eine 3-dimensionale
Rekonstruktion der optischen Schnittbilder erfolgt eine auto-
matische bzw. semiautomatische Analyse verschiedener
GefaRparameter im 3-dimensionalen Raum.

Ergebnisse Es sollten Hautgewebeproben beim Emberger-
Syndrom analysiert werden, um das vorwiegende Auftreten
eines bilateralen Beinlymphddems bei regelhaftem Fehlen
eines Armlymphddems zu untersuchen.

Mittels des VIPAR-Ansatzes wurden hierzu Gewebebiopsien
der oberen und unteren Extremitdt bei Patienten mit Ember-
ger-Syndrom untersucht. Es konnte bei den untersuchten
Hautbiopsien gezeigt werden, dass das dermale lymphatische
GefdRnetzwerk der oberen und unteren Extremitat intakt und
somit nicht disruptiert war. Im Vergleich zur unteren Extremi-
tat, die jeweils ein hypoplastisches GefaRnetzwerk sowie ein
Fehlen der LymphgefdRklappen in den lymphatischen Prékol-
lektoren und Kollektoren aufwies, zeigten sich in der oberen
Extremitdt keine numerischen oder morphologischen Unter-
schiede der GefdRklappen im Vergleich zu einer Kontrollpro-
be.

Fazit Durch die 3-dimensionale histopathologische Untersu-
chung war es moglich, die LymphgefdRBe der oberen und un-
teren Extremitdt beim Emberger-Syndrom detailliert zu
beschreiben und die ursachliche vaskulére Pathologie zu iden-
tifizieren. Ferner zeigten sich bei den untersuchten Proben
anatomische Unterschiede zwischen oberer und unterer Ex-
tremitdt, die auf eine vaskuldre Heterogenitdt der dermalen
LymphgefdBe hindeuten und somit die regelhafte Limitation
des Lymphddems auf die untere Extremitat erklaren kénnen.

ABSTRACT

Introduction Lymphovascular diseases represent a hetero-
genous group of congenital and sporadic disorders and refer
to a range of possible underlying pathologies and pathogen-
esis.
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Emberger Syndrome, a congenital form of lymphedema, is
characterized by bilateral lower limb lymphedema, however,
upper limbs do not show any signs of swelling.

To identify disease-associated histopathological alterations in
patients with Emberger Syndrome and to elucidate potential
histological differences between the lymphatic vasculature of
upper and lower limbs, a detailed knowledge on the 3-dimen-
sional tissue and vessel architecture is essential. However, the
current goldstandard in 2-dimensional histology provides only
very limited spatial information.

Material and methods To elucidate the underlying vascular
pathology in Emberger Syndrome on the cellular level, we ap-
plied the 3-dimensional visualization and analysis approach
VIPAR (volume information-based histopathological analysis
by 3D reconstruction and data extraction) to entire whole-
mount immunofluorescence-stained human tissue samples.
VIPAR is a lightsheet microscopy-based imaging technique,
which allows 3-dimensional reconstruction of entire tissue

biopsies followed by automated and semi-automated analysis
of vascular parameters in 3-dimensional space.

Results Using VIPAR we could show that in Emberger Syn-
drome the dermal lymphatic vasculature is intact and non-
disrupted.

However, lower limbs showed an hypoplastic lymphatic vas-
culature with absence of lymphatic valves in pre-collecting
and collecting vessels. In contrast to the lower limbs, the lym-
phatic vasculature of the upper limbs showed no morphologi-
cal alterations of lymphatic vessels and lymphatic valves com-
pared to healthy controls.

Discussion Based on the 3-dimensional histopathological
analysis we were able to perform a detailed phenotyping of
lymphatic vessels in the upper and lower limb in Emberger
Syndrome and to identify the underlying vascular pathology.
In addition, we could show vascular alteration between the
upper and lower limbs indicating a vascular heterogeneity of
dermal lymph vessels causing the lower limb lymphedema.

Einleitung

Lymphovaskuldre Erkrankungen umfassen neben lymphatischen
GefdBmalformationen (LM) unter anderem auch Lymphdédemer-
krankungen und stellen eine heterogene Gruppe von Erkrankun-
gen dar, die in Bezug auf Pathogenese sowie der zugrunde liegen-
den pathologischen Verdnderungen im Gewebe sehr variieren
kénnen. Ursdchlich hierfiir konnen sowohl genetisch bedingte
Fehlbildungen des LymphgefdBsystems als auch Verletzungen,
Bestrahlungen, operative Eingriffe oder Infektionen sein [1, 2].

Zu den genetisch bedingten Formen zahlt das Emberger-
Syndrom (ES). Das ES, auch Taubheit-Lymph6dem-Leukdmie-
Syndrom genannt, wird durch heterozygote Mutationen im Gen
GATA2 verursacht und autosomal-dominant mit variabler Pene-
tranz und Expressivitdt vererbt. Neben einem Lymphddem der un-
teren Extremitdt, das meist bereits in den friihen Lebensjahren
auftritt, sowie einer sensorisch-neuralen Schwerhorigkeit wurden
fur das ES hamatologische Anomalien (akute myeloische Leuka-
mie, Zytopenie) und eine Immundefizienz beschrieben [3-6].

Obwohl die genetische Ursache bekannt ist und Tiermodelle
die Bedeutung des Zinkfinger-Transkriptionsfaktors GATA2 fiir
die Entstehung und Funktion der LymphgefdRe und lymphati-
schen GefaRklappen zeigen konnten, ist die durch die Mutation
hervorgerufene Verdanderung auf das LymphgefdBsystem im
Menschen nicht abschlieRend geklart [3, 7-9]. Ebenso ist unklar,
warum im Rahmen des ES regelhaft nur die untere Extremitdt be-
troffen ist, die obere Extremitat in der Regel jedoch keine Zeichen
eines Lymphodems aufweist [3, 10, 11].

Dieses fehlende Verstdndnis ist in den unzureichenden Bildge-
bungsmaglichkeiten begriindet, die GefdRarchitektur auf zellula-
rer Ebene und im 3-dimensionalen (3D) Kontext nicht ausreichend
darstellen zu kdnnen [12].

So liefern makroskopische Bildgebungsverfahren Informa-
tionen tber den Lymphfluss und tiber einen durch einen Klappen-
defekt bedingten moglichen Riickfluss, jedoch kdnnen keine Aus-

sagen auf zelluldrer Ebene getroffen werden. Mikroskopische
Verfahren hingegen, z. B. die klassische 2-dimensionale (2D) His-
tologie, bieten eine zelluldre Auflésung und somit Informationen
auf der Zellebene. Allerdings ist ein notwendiges, detailliertes Ver-
standnis der rdumlichen GefdRarchitektur auf Basis 2D-histologi-
scher Schnitte nur sehr limitiert moglich. Dies hat zur Folge, dass
komplexe GefdBnetzwerke und 3D-Gewebearchitekturen nur
unzureichend dargestellt und analysiert werden kénnen [12].

Ziel unserer Studie war es, die zugrunde liegende GefaRpatho-
logie im ES aufzudecken und maogliche Griinde fir das regelhafte
Ausbleiben von Lymphddemen der oberen Extremitdt zu identifi-
zieren. Hierzu haben wir ein mesoskopisches Schnittbildgebungs-
verfahren verwendet und intakte Gewebebiopsien mittels Im-
munfluoreszenzfarbung fiir Lymphendothelzellen angefarbt und
anschlieBend mittels eines Lichtblattmikroskops optisch geschnit-
ten. Die hierbei generierten optischen Ebenen wurden im An-
schluss mittels des 3D-Rekonstruktions- und Analyseverfahrens
VIPAR (volume information-based histopathological analysis by
3D reconstruction and data extraction) 3D und 2D visualisiert
und ausgewertet.

Material und Methoden

Antikérper

Die folgenden Antikérper wurden verwendet: Kaninchen anti-hu-
manes PROX1 (102-PA32, polyklonal, Relia Tech), Maus anti-hu-
manes PDPN (Klon D2-40, monoklonal, Dako), Alexa-dye-gekop-
pelte Sekunddrantikorper (LifeTechnologies).

Immunfluoreszenzfarbung von Hautbiopsien

Hautbiopsien wurden fiir 4 h in 4 %-PFA/PBS bei 4 °C fixiert und an-
schlieBend permeabilisiert (0,5 %-Triton X-100/PBS). Nach Blo-
ckierung in PermBlock (1 %-BSA, 0,5 %-Tween-20 in PBS) erfolgte
die Antikorperfarbung (verdiinnt in PermBlock). Nach jedem
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Farbeschritt wurden die Proben 3-mal mit PBS-T gewaschen
(0,1 %-Tween-20/PBS).

Lichtblattmikroskopie

Im Anschluss an die Immunfluoreszenzférbung der gesamten Pro-
be wurden die Gewebeproben optisch geklart und mittels eines
LaVision Ultramicroscope Il (LaVision BioTec) bei verschiedenen
VergroRerungen mikroskopiert. Die 3D-Rekonstruktion und Ana-
lyse der Aufnahmen erfolgten mittels VIPAR [12].

Optische Kldarung der Hautbiopsien

Immunfluoreszenzgefdrbte Hautbiopsien wurden in 1 %-low-mel-
ting-point-Agarose eingebettet und in einer aufsteigenden Alko-
holreihe dehydriert (50 %, 70 %, 95 %, >99,0 %, >99,0 %-Methanol,
jeder Schritt 30 Minuten). AnschlieBend wurden die dehydrierten
Proben fiir jeweils 4h 2-mal in Benzylalkohol/Benzylbenzoat
(BABB, Verhiltnis 1:2 (v/v)) inkubiert und optisch geklért. Die
optisch geklarten Proben wurden in BABB gelagert [12, 13].

Ethik

Die Studienteilnehmer wurden durch das St. George‘s Hospital
Genetic and Lymphovascular Clinic, London, Vereinigtes Konig-
reich, rekrutiert (Votum der Ethikkommission des South West
London Research Ethics Committee, London, Vereinigtes Kénig-
reich, REC ref: 05/Q0803/257). Die schriftliche Einverstandniser-
klarung der Studienteilnehmer lag vor.

Resultate

Der Lichtblattmikroskopie-basierte VIPAR-Ansatz
erlaubt die optische Schnittbildgebung und
3D-Rekonstruktion der dermalen Lymphgefaanatomie

Nach der Immunfluoreszenzfarbung der gesamten Gewebebiop-
sie wurde die Probe in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehy-
driert und mittels Benzylalkohol-Benzylbenzoat optisch geklart
(> Abb. 1A). Im Anschluss wurde die gesamte in toto immunfluo-
reszenzgefédrbte, optisch gekldrte Gewebeprobe mit einem
LaVision UltraMicroscope Il optisch geschnitten und die resultie-
renden 3000-6000 optischen Ebenen (1-2 um Abstand der
Schnittebenen in z) mit VIPAR digital 3D-rekonstruiert und analy-
siert (» Abb. 1B, C).

Um die LymphgeféRe in den Gewebeproben darzustellen, wur-
den lymphatische GefdRe mittels des Oberflachenproteins Podo-
planin (PDPN) sowie die Lymphendothelzellkerne mittels des lym-
phatischen Transkriptionsfaktors Prospero Homeobox Protein 1
(PROX1) spezifisch gefdrbt [12, 15]. Dies ermdglichte eine ein-
deutige Identifizierung der LymphgefdRe in der Gewebeprobe
(> Abb. 1D, E).

Durch die 3D-Rekonstruktion der LymphgefdRe in der gesam-
ten Biopsie war es moglich, die GefaRarchitektur in gesunden wie
auch erkrankten Gewebeproben zu visualisieren. So konnten
sowohl lymphatische Kapillaren/Sinusoide wie auch Prakollekto-
ren und Kollektoren dargestellt werden. Ebenfalls konnten
LymphgefaRklappen durch eine hohe PROX1-Expression im

Bereich von GefdRbifurkationen eindeutig identifiziert werden
(» Abb. 1D, E, gelbe Pfeile).

Die durch dieses Verfahren beschriebene Méglichkeit, die
3D-Anatomie der LymphgefdRe in Gewebeproben darzustellen, bie-
tet somit eine schnelle und einfache Interpretationsmdglichkeit der
GefdRarchitektur und ggf. GefdRpathologie. Aufgrund der hohen
Komplexitdt eines raumlichen GeféRnetzwerks sind die Analyse und
Quantifizierung von GefdBparametern im 3-dimensionalen Raum
jedoch nur erschwert moglich. Daher haben wir das in VIPAR inte-
grierte Verfahren zur automatischen Segmentierung und Datenex-
traktion genutzt, um das lymphatische GefidRsystem detailliert und
erwartungsgetreu zu beschreiben und zu quantifizieren. Dies ermdg-
lichte nicht nur den Vergleich zwischen Proben unterschiedlicher
anatomischer Regionen, sondern auch zwischen Kontroll- und Pa-
tientenproben, sodass eine detaillierte Phanotypisierung der Gewe-
bebiopsie und somit der vorliegenden GefaRpathologie mdglich war.

Die 3D-histopathologische Analyse der Lymphgefii3e
der unteren Extremitat im Emberger-Syndrom zeigt ein
kontinuierliches, hypoplastisches Lymphgefdasystem
sowie ein Fehlen der LymphgefaRklappen

Um die zugrunde liegende GefdRpathologie im ES mittels VIPAR
zu identifizieren, wurden Hautbiopsien von 2 Patienten mit ES un-
tersucht und mit gesunden Kontrollproben verglichen. Da die
Patienten ein ausgepragtes Lymphédem der unteren Extremitét
aufwiesen und die klinischen Untersuchungen keine Hinweise auf
ein Vorliegen eines Lymphdédems der oberen Extremitdt
erbrachten, wurde in einem ersten Schritt die untere Extremitét
genauer mittels VIPAR untersucht.

Die 3D-Visualisierung der Gewebeproben der unteren Extremitét
zeigte beim ES ein kontinuierliches, nicht disruptiertes LymphgefaR-
netzwerk (> Abb. 2A). Im Vergleich zu Kontrollproben der unteren
Extremitdt zeigte sich ein hypoplastisches LymphgefdRsystem mit
reduziertem GefdBdurchmesser (Reduktion um 13 % und 17 %) so-
wie geringerem LymphgefdRvolumen pro Gewebevolumen (Reduk-
tion um 24 % bzw. 29 %). Ebenso konnte ein geringerer GefaRver-
zweigungsgrad gezeigt werden. Eine eindeutige Unterscheidung
zwischen Kollektoren, Prékollektoren und Kapillaren/Sinusoiden
war nicht bzw. nur erschwert mdglich (> Abb. 2A).

Da GATA2 eine essenzielle Rolle bei der Transkription einer
Vielzahl von Genen, die an der GefdRklappenmorphogenese be-
teiligt sind, spielt und somit bedeutend fiir die Morphogenese
und Funktion der LymphgefdRklappen ist [4, 7-9, 14], sollten die
LymphgefdRklappen im Anschluss genauer untersucht werden.

Bei der Analyse fiel ein Fehlen der Klappen in den lymphatischen
GefdRen der untersuchten ES-Patienten auf (> Abb. 2A, C, E), wel-
che in Kontrollproben eindeutig anhand morphologischer wie auch
molekularer Charakteristiken identifiziert werden konnten (nicht
gezeigt) [12]. Um dies ndher zu charakterisieren und mogliche mo-
lekulare Mechanismen zu identifizieren, fiihrten wir Immunfluores-
zenzfarbungen fiir den lymphatischen Transkriptionsfaktor PROX1
durch, welcher ebenfalls tiber GATA2 requliert wird und dessen Ex-
pression fiir die Klappenmorphogenese essenziell ist [4, 7].

Bei der komparativen Analyse der Prox1-Expression im ES fiel
eine um 44 % bzw. 39 % reduzierte relative Expression des Transkrip-
tionsfaktors in allen lymphatischen Endothelzellen im Vergleich zu
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» Abb. 1 Probenaufbereitung sowie Analyse-Workflow und 3D-Rekonstruktion humaner Gewebeproben mittels VIPAR. A Humane Gewebeproben
werden in toto immunfluoreszenzgefarbt, dehydriert und in Benzylalkohol-Benzylbenzoat optisch gekldrt. Optische gekldrte Proben werden mit-
tels eines Lichtblattmikroskops B optisch geschnitten und im Anschluss mittels des VIPAR-Workflows visualisiert und analysiert C. D, E 3-dimen-
sionale Rekonstruktionen der dermalen LymphgefdRe ermdglichen die Darstellung der LymphgefaRarchitektur sowie Identifizierung lymphatischer
GefaRklappen (identifiziert durch eine hohe PROX1-Expression).
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» Abb. 2 Lichtblattmikroskopie-basierte 3-dimensionale Rekonstruktion und Analyse der dermalen LymphgefdRe ermoglichen die Identifizierung
morphologischer Unterschiede in der GefdBanatomie der oberen und unteren Extremitat im Emberger-Syndrom. A-H In toto immunfluoreszenz-
gefarbte Gewebebiopsien der unteren und oberen Extremitdt von Patienten mit Emberger-Syndrom wurden mittels VIPAR visualisiert und analy-
siert. Die Lymphgefde wurden mittels Antikérper gegen den Oberflichenmarker PODOPLANIN (PDPN) sowie den Transkriptionsfaktors PROX1
angefarbt. Es sind 3D-Rekonstruktionen A, B sowie einzelne reprasentative, 2-dimensionale optische Ebenen C-F der jeweiligen Extremitdt darge-
stellt. LymphgefaRklappen (identifiziert durch eine hohe PROX1-Expression) sind mit gelben Pfeilen markiert. Im Vergleich zur oberen Extremitdt
zeigt sich in der unteren Extremitat ein deutlich hypoplastisches LymphgefaRnetzwerk sowie ein Fehlen der LymphgefaRklappen. G, H Vaskuldre
3D-Parameter sind mittels VIPAR quantifiziert und mit Kontrollgewebeproben verglichen worden.
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Kontrollproben auf. Dies ging ebenfalls mit einer 18 %igen bzw.
16 %igen Reduktion an Endothelzellen einher (» Abb. 2G).

Dermale LymphgefaRe der oberen Extremitdt im
Emberger-Syndrom zeigen keine morphologischen
Unterschiede oder eine Reduktion der
LymphgefaRklappen

Im Anschluss wurden Hautbiopsien der oberen Extremitat nach
der vorher beschriebenen Methodik untersucht. Hier konnte in
der 3D-Rekonstruktion gezeigt werden (> Abb. 2B), dass das lym-
phatische GefdRsystem im ES in Bezug auf GefédRarchitektur und
Morphologie keine signifikanten Unterschiede zu Kontrollproben
aufwies. Im Gegensatz zur unteren Extremitdt konnten anhand
der Morphologie und Kondensation Prox1-positiver Zellkerne ein-
deutig LymphgefaRklappen identifiziert werden (> Abb. 2B, D, E),
die auch numerisch den Kontrollproben &hnelten (> Abb. 2H).
Um zu untersuchen, ob das Vorhandensein der GefdRklappen mit
einer im Vergleich zur Kontrolle unverdnderten relativen PROX1-
Expression einhergeht, wurde eine Expressionsanalyse anhand
der Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Hierbei konnte
eine 37 %ige Reduktion der relativen Expression des Transkripti-
onsfaktors identifiziert werden. Die Anzahl lymphatischer Endo-
thelzellen zeigte keine relevanten Unterschiede (6 %ige Reduktion
bzw. 4 %ige Erh6hung). Weitere molekulare oder morphologische
Auffélligkeiten konnten nicht detektiert werden (> Abb. 2H).

Diskussion

In dieser Studie konnten wir das neuartige 3D-Histopathologie-
verfahren VIPAR nutzen, um die zugrunde liegende GefdRpatho-
logie bei 2 Patienten mit ES aufzudecken. Durch den Vergleich
mit gesunden Kontrollproben war es uns moglich, die Verdnde-
rungen nicht nur 3D zu visualisieren, sondern ebenfalls auch im
3-dimensionalen Raum zu quantifizieren. Hierzu bieten die in
VIPAR integrierten automatischen und semiautomatischen Analy-
se-Algorithmen eine schnelle und erwartungsgetreue Quantifizie-
rungsmoglichkeit, um beispielsweise GefaBvolumen, GefdR-
durchmesser, GefdRldnge oder den Verzweigungsgrad zu
bestimmen.

Anhand der 3D-Rekonstruktion der Gewebeproben der unte-
ren Extremitdt konnte gezeigt werden, dass in den untersuchten
Proben der Patienten mit ES zwar ein kontinuierliches, d. h. nicht
disruptiertes LymphgefdBsystem vorlag, dieses jedoch deutlich
hypoplastisch ausgebildet war (» Abb.2A). Die in der 3D-Rekon-
struktion beschriebenen strukturellen GefdRverdnderungen im
ES konnten in der anschlieBenden 3D-GefdBparameter-Analyse
bestatigt werden. So wiesen die LymphgefdRe der unteren Extre-
mitdt im ES ein geringeres Gesamtvolumen pro Gewebevolumen
sowie einen reduzierten LymphgefdBdurchmesser auf. Zudem
bestdtigte die Analyse des GefdRBverzweigungsgrades, dass die
GefdRe im ES geringer verzweigt sind, ohne jedoch fragmentiert
vorzuliegen (> Abb. 2G).

Ebenfalls konnte ein Fehlen der GefdaRklappen in den Lymphge-
faBen der unteren Extremitdt identifiziert werden. Hierdurch
wurde eine Unterscheidung zwischen den verschiedenen Lymph-
gefaRtypen (Kapillaren/Sinusoiden, Prakollektoren, Kollektoren)

erschwert (> Abb. 2A, C, E). Unter Beriicksichtigung weiterer
3D-GefdBparameter liegt eine veranderte Reifung der Lymphge-
faBe nahe, welche in zukiinftigen Studien weiter untersucht wer-
den muss.

Um zu verstehen, ob die bei den Patienten vorliegende patho-
gene Keimbahnmutation im Gen GATA2, die die Proteinex-
pression beeinflusst, als kausal fir das Fehlen der Klappen und
fur das hypoplastische GefaRnetzwerk anzusehen ist, haben wir
Expressionsanalyse des lymphatischen Transkriptionsfaktors
Prox1 durchgefiihrt. Im Vergleich zu gesunden Kontrollen zeigte
sich im ES eine Reduktion der Prox1-Expression um 44 % bzw.
39%. Eine anschlieRende Quantifizierung der lymphatischen
Endothelzellkerne ergab eine Reduktion um 18 % bzw. 16 %
(» Abb. 2G).

Da GATA2 die Expression von PROXT1 (ber Bindung im PROX1-
Promoterbereich reguliert und essenziell fiir die Morphogenese
der LymphgefdRklappen ist [4], kann das Vorliegen der pathoge-
nen Mutation in GATA2 als mdogliche Ursache fiir das hypoplasti-
sche GefdRnetzwerk und das Fehlen der Klappen angesehen wer-
den.

Ferner kann durch das Fehlen der GefaRBklappen auf verdnderte
Flusseigenschaften in den LymphgefédBen geschlossen werden,
welches wiederum die Expression einer Vielzahl an Genen und
hierdurch die Reifung der GefédRe beeinflusst [7-9].

Somit ldsst sich durch die vorher beschriebenen GefaRverdn-
derungen die Ausbildung des Lymphddems der unteren Extremi-
tat beim ES erkldren.

Da untersucht werden sollte, warum im ES regelhaft nur die
untere Extremitdt vom Lymphddem betroffen ist [3, 11], haben
wir die vorher beschriebene Analyse auch fiir Gewebeproben der
oberen Extremitét durchgefihrt.

Hier konnten wir zeigen, dass die LymphgefdRe der untersuch-
ten Hautbiopsien der oberen Extremitdt keine signifikanten
Unterschiede in Bezug auf Volumen, Verzweigungsgrad oder Ge-
fakdurchmesser aufwiesen. Die GefdRe waren zu einem kontinu-
ierlichen Netzwerk verbunden und zeigten keine GefdaRfragmentie-
rung. Ferner konnten LymphgefdRklappen detektiert werden, die in
der Anzahl den Kontrollproben dhnelten (» Abb. 2B, D, F, H).

In diesem Zusammenhang wurde auch eine Expressionsanaly-
se der lymphatischen Endothelzellkerne fiir PROX1 durchgefiihrt.
Hier zeigte sich eine deutliche Reduktion in der relativen Expressi-
on trotz Vorhandenseins morphologisch unauffélliger GefaRklap-
pen (> Abb. 2H).

Die Zusammenschau aller Ergebnisse deutet auf eine vaskuldre
Heterogenitdt der dermalen LymphgefédRe der oberen und unte-
ren Extremitat hin, da sich die GefaRnetzwerke der oberen und
unteren Extremitdt im ES morphologisch unterscheiden und
somit die regelhafte Ausbildung eines Lymphddems der unteren
Extremitdt mit Auslassen der oberen Extremitat erkldren.

Dies kann darauf hindeuten, dass die Signalwege innerhalb
lymphatischer Endothelzellen der oberen und unteren Extremitét
variieren oder unter Berlicksichtigung der anatomischen Lage
weitere Gene den veranderten GATA2-Signalweg und die Reduk-
tion der PROX1-Expression kompensieren konnen.

Zur weiteren Interpretation der Ergebnisse sollen in zukiinfti-
gen Studien zusdtzliche Parameter (z. B. Gravitation, Flussge-
schwindigkeiten) beachtet werden, die ebenfalls einen Einfluss
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auf die GefdRanatomie der oberen und unteren Extremitdt haben
und somit den Phdnotyp erklaren kdnnen.

Fazit

Durch die in dieser Studie verwendete neuartige Bildgebungs-
moglichkeit zur 3D-Histopathologie war es moglich, neue Einbli-
cke in die GefdRBpathologie beim ES zu gewinnen und Erkenntnis-
se (iber eine mogliche vaskuldre Heterogenitat der dermalen
LymphgefdRe zu sammeln. In zukiinftigen Studien soll das Kon-
zept der dermalen vaskuldren Heterogenitdt der LymphgefdRe
an einer groReren Kohorte sowie weiteren angeborenen Lymph-
o6demerkrankungen, die sowohl nur die unteren als auch die un-
teren und oberen Extremitdten betreffen, weiter untersucht
werden. Vor dem Hintergrund zukiinftiger neuer therapeuti-
scher Interventionen kann diese Kenntnis von groRer Bedeutung
sein, um kurative Behandlungskonzepte fiir Patienten mit ES zu
entwickeln.
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