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3 Einleitung

3.1 Ziel und Motivation der Arbeit
Hintergrund und Ziel

In der vorliegenden Dissertation werden bestimmte cerebrale (auf das ZNS beschrankte)
Gefalmisshildungen immunhistochemisch untersucht, im Speziellen sind dies so
genannte Arteriovendse Maformationen (AVM), deren Morphologie und Physiologie
weiter unten ausfuhrlich erlautert wird. Nicht nur aufgrund der eindrucksvollen, oft
auch lebensbedrohlichen Klinik***3%914"  golcher Lésionen, sondern auch aus
wissenschaftlichen Griinden ist eine genauere Untersuchung dieser Missbildungen nach
neuesten Labormethoden interessant, da sich in letzter Zeit Hinweise darauf ergeben
haben, dass die bisherige Lehrmeinung'®®™* solche Malformationen seien
ausschliefdlich angeborene und statische L&sionen, nicht korrekt ist und Uberarbeitet
werden muss: AVMen besitzen Wachstumspotential?39%8/8122142 ksnnen de-novo™**’
und nach bereits erfolgter Resektion®**° oder Bestrahlung®*?% wieder auftreten®®**,
Studien in letzter Zeit gaben Hinweise darauf, dass in AVMen Proliferations- und

58,73,75,98,128,148, im Besonderen auch

Angiogenesefaktoren vermehrt exprimiert werden
nach vorausgegangener Embolisationsbehandlung****°. Die vorliegende Arbeit
untersucht die Expression verschiedener Gefalwachstumsfaktoren (PCNA, MIB-1,
Flk-1, VEGF, bFGF, TGF- ) an einem groReren Kollektiv as die Vorgangerstudie'®.
Insbesondere sollten die Resultate in Bezug auf eine préoperative Embolisation
untersucht werden, da nach den Ergebnissen der Vorgangerstudie angenommen wurde,
dass eine solche Behandlung durch eine |okale Hypoxie zu einer vermehrten Produktion
von Proliferations- und Gefa3wachstumsfaktoren fuhrt. Daher wurde erstmals die
Expresson sowohl von HIF-1 as auch von Endoglin untersucht, die neben

VEGF!32964105135 aine Rolle bei der Angiogenese®®**2, insbesondere bei bestehender

HypOXi e67,96,152

des Patienten, Vorbehandlung oder auch Lokalisation der AVM korreliert.

, Spielen. Die Ergebnisse werden mit den klinischen Daten wie z.B. Alter
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Verfahren

Mittels laborchemischer Methoden soll versucht werden, genauere Informationen tber
die Pathophysiologie, die funktionelle Dynamik sowie den Entstehungsmechanismus
der AVMen herauszufinden. Diese Ergebnisse werden in Bezug gesetzt zu klinischen
Daten des untersuchten Patientengutes sowie zu bereits erlangten wissenschaftlichen
Erkenntnissen. Schliefdlich sollen Schlussfolgerungen fir das diagnostische und
therapeutische Vorgehen gefunden und auf dem Boden der durch uns gewonnenen
neuen Erkenntnisse auch Forderungen an weitere wissenschaftliche Untersuchungen
gestellt werden.

Nutzen fur die Klinik

Diein dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse mégen durchaus auch von Ubergeordnetem
Interesse sein, da z.B. Wachstumsfaktoren und Angiogenese auch fir die Proliferation
anderer Neoplasien eine grof3e Rolle spielen, wie von Folkman vor bereits 15 Jahren
postuliert wurde® - eine Beobachtung, die indes nicht bei allen Neoplasien zuzutreffen

scheint™.

Besonderes Interesse an diesen Fragestellungen, besonders an den Konsequenzen fir
die Therapie, besteht an der hiesigen Klinik fir Neurochirurgie in Marburg, da hier ein
Schwerpunkt auf vaskulére Mikrochirurgie gesetzt wird : Im Jahre 1997 wurde eine
neurovaskulére Arbeitsgruppe gegrindet, der Neurochirurgen, Neuroradiologen,
Strahlentherapeuten und Neuropathologen angehdren, erste wissenschaftliche
Untersuchungen wurden bereits vorgenommen und verdffentlicht*****. Aufgrund der
Uberregionalen Zuweisungen zur Behandlung in der Universitétsklinik in Marburg
verfigt die Klinik Uber eine Uberdurchschnittliche hohe Anzahl an Patienten mit
AVMen.

Im folgenden wird genauer auf den Hintergrund der immunhistochemischen
Arbeitsweise, die theoretischen Grundlagen der angesprochenen Malformationen sowie
ihre Behandlung, die untersuchten Marker und die fur die Auswertung der Daten

entscheidenden Parameter ndher eingegangen.
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3.1.1 Experimenteller Teil

In der vorliegenden Arbeit werden in Paraffin eingebettete Operations- sowie
Sektionspréparate mit der Technik der Immunhistochemie untersucht. Mittels dieser
Technik lasst sich feststellen, ob bestimmte Marker (Transmembranproteine,
intrazellulére Rezeptoren und weitere Proteine) auf oder in einer Zelle vorhanden sind.
Hier wird im Besonderen die Haufigkeit und das Verteilungsmuster in verschiedenen
Zéellschichten bestimmter - die Genese, das Wachstum, die Dynamik des Zellzyklus und
die Differenzierung solcher Gewebe beeinflussenden - Faktoren, untersucht. In der
vorliegenden Dissertation werden sowohl bewdahrte Marker, jedoch an einer grof3eren
Fallzahl, als auch neue Marker, die bereits bei dhnlichen Fragestellungen interessante
Ergebnisse ergaben, erprobt. Die Beschreibung der untersuchten Zellmarker sowie der
zugehorigen Antikorper erfolgt weiter unten. Das Ergebnis des praktischen Teils, wird
in Zusammenhang gesetzt zu den Daten des jeweiligen Patienten, wie sie im folgenden
Abschnitt beschrieben werden.

Letztendlich sollen auch in Hinblick auf eventuell folgende Dissertationen der Ablauf
der immunhistochemischen Versuchsreihen, die notwendigen Chemikalien in ihrer
Konzentration, Zusammensetzung sowie Einwirkdauer, die zugehtrigen Prozeduren
und die Auswertungsmethoden optimiert werden. Besonderer Wert wurde dabei auf die
Optimierung des Ablaufes der Farbeprotokolle fur jeden einzelnen Antikorper gelegt,
wozu aufwandige Vorarbeit mit immer neuen Abstimmungen und Vorbehandlungen

notig war.

3.1.2 Retrospektiver Teil

Wie schon im vorhergehenden Teil erwdhnt, wurden die einzelnen Gewebeschnitte
nicht isoliert betrachtet, sondern in Zusammenhang mit dem Krankheitsgeschehen der
operierten Patienten, ihrer personlichen Daten wie Alter, Symptomen, bisheriger
erfolgter Behandlung, Lokalisation und klinischem Erscheinungsbild der Lasion. Allein
die Kenntnis des Patienten, an einer AVM zu leiden, fuhrt zu deutlich verminderter
Lebensqualitat™*®. Auch wenn versucht wurde, die Krankheit des Patienten in Zahlen
und Worte zu fassen, so soll doch nicht vergessen werden, dass im Schatten dieser
Daten meistens einschneidende, oft beeindruckende oder bedngstigende Anderungen fur

das tagliche Leben des Patienten im Vordergrund stehen. Von der akuten
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Lebensbedrohung z.B. bei einer Gehirnblutung bis zu den Folgeschaden einer
Behandlung, auch im sozialen Bereich z.B. bel Sprachstérungen oder durch
Krampfanfalle® und neurologische Defizite'®, reicht hier die Spannweite, weshalb auf
die soziale Betreuung der betroffenen Patienten, auch nach dem Klinikaufenthalt, sehr

viel Wert gelegt wird.

Aus den Arztbriefen und OP-Berichten (siehe Abschnitt Material und Methoden)
wurden verschiedene Daten exzerpiert, die hier nun kurz aufgefiihrt werden:

Name und Vorname des Patienten

Aus Grinden der Anonymitét sind in der unten abgedruckten Tabelle nur die Initialen
des Patienten aufgefiihrt.

Geschlecht des Patienten

In der vorliegenden Arbeit wird u.a. untersucht, ob sich die gefundenen Ergebnisse fir
Ménner und Frauen signifikant unterscheiden und ob sich daraus Folgerungen fur die

Atiologie der L asionen ergeben.

Symptome

Gefamalformationen des Gehirns kdnnen sich in vielféltigsten Krankheitssymptomen
aukern, was die Diagnose durch den Hausarzt verstandlicherweise erschwert - oftmals
wird die Krankheit erst nach ernsthaften Blutungen oder Kopfschmerzattacken gestellt,
wenn die Lasion im durchgefilhrten CT oder MRT des Kopfes entdeckt wird®. In
Einzelfdllen wird die Lasion auch zuféllig entdeckt, z.B. im Rahmen einer craniellen
Bildgebung vor dem Hintergrund einer  anderen Krankheit. Zu den

224380147 die auftreten konnen, zahlen vor alen Dingen:

Symptomen
Krampfanfalle™®, Seh-, Sprach- und Horstorungen, Parasthesien, starkste
Kopfschmerzen, Ubelkeit und Schwindel, neurologische Ausfalle'®, komatose
Zustdande bel Z.n. Hirnmassenblutung, psychische Verédnderungen. Die
Haufigkeitsverteilung der Symptome bei den beiden hier untersuchten Malformationen

wird weiter unten noch genauer dargestellt.
Alter des Patienten am Tage der Operation

Die Altersverteilung der Patienten in der vorliegenden Arbeit wird untersucht und mit

24,38,59,114

den Ergebnissen friherer Studien verglichen.
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Lokalisation der Lasion

Es wird angegeben, in welchem Teil des Gehirns (Lappen des Grof3hirns, Marklager,
Kleinhirn, Basalganglien, Thalamus) und auf welcher Seite sich die Malformation bei
Diagnosestellung lokalisieren lief3.

Anzahl der Embolisationen

Bel der Art der untersuchten Malformationen, namlich bei den AVMen, wird meist
einige Wochen bis Monate préoperativ versucht, den Fluss im arteriovendsen
Kurzschluss durch die Vorbehandlung mittels Embolisation zu reduzieren®®®. Dazu
wird mittels eines sehr diinnen Katheters in den zuftihrenden Teil des Angioms (Feeder)
ein Agens (Histoacryl) eingespritzt, welches optimalerweise vor dem Austritt aus dem
Angiom aushartet und die GeféBwénde miteinander ,verklebt*. Bel dieser
Vorbehandlung sollte die AVM mdglichst vollstandig verschlossen werden, da bei
unvollstandiger Okklusion eine schlechtere Prognose fiir den Patienten resultiert'>,
Sollte das Embolisationsmaterial zu spat ausharten, so besteht die Gefahr, dass esin den
zufuhrenden Gefél3en aufgrund einer plotzlichen Druckerhohung durch die vendse
Stauung zu einer Geféldwandzerreifung und somit zu einer Blutung kommt. Eine
weitere Gefahr besteht darin, dass das Embolisat nicht ausschliefdlich in die zum
Angiom gehdrigen Gefél3e injiziert wird, wodurch auch gesundes Hirngewebe iatrogen
embolisert und somit gegebenenfalls infarziert werden kann. Diese Art der
Vorbehandlung ist folglich durchaus nicht risikolos fir den Patienten”. Untersucht wird
in der folgenden Arbeit, ob die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung in
Zusammenhang mit der Haufigkeit dieser beschriebenen Vorbehandlung und ihrem

zeitlichen Abstand zur Operation stehen.

Es wurden auch die Unterlagen Uber die poliklinischen Wiedervorstellungen der
behandelten Patienten ausgewertet, in denen sich wichtige Informationen Uber
postoperative Schaden sowie die sozialen und personlichen Folgen fur den Operierten

finden.
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3.2 Theoretische Grundlagen

3.2.1 Vaskulare Malformationen

Unter den zahlreichen Tumoren des Zentralen Nervensystems finden sich auch solche,
in denen pathologische Gefélformationen eine Rolle spielen, z.B. die Vaskuléaren
Malformationen (VM). Nach dem Vorschlag von McCormick aus dem Jahre 1966'%
werden VMen gewohnlicherweise in vier Gruppen unterteilt: Teleangiektasien,
kavernose Angiome (Kavernome), AVMen sowie vendse Angiome. Im Speziellen
besché&ftigt sich die vorliegende Arbeit jedoch mit AVMen, deren Pathologie und Klinik
im folgenden Abschnitt ausfuhrlich erléutert wird. Sofern nicht anders angegeben, sind
die Informationen den Biichern von Wilkins / Rengachery™ sowie von Russell /

Rubinstein®® entnommen.

Die vorliegende Dissertation ist eine aus einer Reihe von Doktorarbeiten, die sich
mittels dhnlicher Methoden mit anderen Gefél3malformationen beschéftigen. Daher wird
im Rahmen dieser Arbeit auch auf die Pathogenese und Morphologie der anderen

Malformationen kurz eingegangen.
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3.2.1.1 AVMen

Pathogenese und Wachstumsdynamik der AVM

Diese Geféldasionen sind seit Mitte des 19. Jahrhunderts bekannt und wurden erstmals
im Jahre 1890 von Giordano chirurgisch behandelt. Es wird angenommen, dass die
Pathogenese bereits in der vierten Woche der Embryonalentwicklung beginnt'”’, d.h.
dass solche Maformationen ausschliefdlich angeboren sind. Allerdings wird trotz dieser
Hypothese nur etwa jede fiinfte AVM im Kinder- und Jugendalter®®, meist mit einer
Hirnblutung als Erstsymptom, diagnostiziert. Dieser Sachverhalt weist bereits darauf
hin, dass die Lasionen nicht statisch sind, sondern im Laufe der Zeit erheblich an Gréle
zunehmen konnen?3%8.78122142 - A ch bereits chirurgisch®**** oder radiochirurgisch™®
behandelte Malformationen konnen sich wieder zeigen®; weiterhin ist auch ein

erstmaliges Auftreten im Erwachsenenalter beschrieben*’

, auch nach unspezifischer
Hirnmassenblutung®™. Ein Wiederauftauchen nach bereits erfolgter Resektion ist im
Ubrigen sowohl bei Erwachsenen*®®! als auch bei Kindern™ zu beobachten. Bei
padiatrischen Féllen ist zwar eine bedrohlichere Initialsymptomatik, jedoch auch ein
besseres Operationsergebnis, eine Bevorzugung von Knaben und oberflachlicherer
Hirnregionen zu beobachten®. Besonders ein vendser Hochdruck in der Malformation
scheint ein starkes Agens fir Angiogenese zumindest bei duralen AVMen zu sein, wie
Lawton et al. an préparierten Mausen zeigten®. In einer Zusammenfassung tber das
klinische Bild, die Morphologie und die Behandlungsmdglichkeiten einer AVM wurde

1999 im New England Journal of Medicine* berichtet.
Pathologisches Prinzip

Das pathologische Grundmuster einer AVM besteht in arterio-vendsen Kurzschlissen
ohne ein dazwischen liegendes Kapillarbett. Sie kdnnen im gesamten ZNS auftreten,
bevorzugen jedoch die cerebralen Hemisphéren, wobei hier wiederum das Stromgebiet
der Arteria cerebri media am haufigsten betroffen ist - eine Beteiligung des Kleinhirns

oder des Rickenmarksiist selten.
Makroskopie und Mikroskopie

Das makroskopische Erscheinungsbild einer AVM besteht in einem Knéuel
unterschiedlich groRer Gefélde mit Hamosiderinablagerungen nach stattgehabten
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Blutungen und oftmals mit einer grau-milchig erscheinenden Pia mater Uber der Lasion
(siehe Abb. 12 und 13). Sekundér ist zu beobachten, dass sowohl die die AVM
speisenden Arterien als auch die drainierenden Venen durch den hohen Druck stark
erweitert sind. Auffaligist weiterhin, dass man auf der arteriellen Seitein 10-15 % aller
Félle sackformige Aneurysmen findet, welche die Gefahr einer Blutung aus der AVM in

bestimmten Fallen deutlich erhéhen®®!2*

und gesonderter endovaskulédrer Behandlung
bediirfen™'®. Bei dlteren Patienten sind auch Atrophien des umgebenden Bindegewebes
vorhanden, auch in den Geféllen des Angioms selbst finden sich degenerative
Erscheinungen wie Fibrose der Media, Thrombosen und auch Stenosen. Das
mikroskopische Bild bestétigt diesen Eindruck: starke Kaliberschwankungen der
Gefél3e, pathologische Verdanderungen in der Lamina elastica interna und der Lamina
muscularis. Eine Verdickung der Venenwande hat ihren Ursprung in der Vermehrung
der kollagenen Fasern. Im angrenzenden Hirngewebe findet man eine Gliose, die Zahl
der physiologischen Neurone hingegen ist herabgesetzt. Elektronenmikroskopisch™®
findet sich bei enigen Endothelzellen, abgesehen von den bereits genannten
Veranderungen, eine Fensterung oder, insbesondere nach vorangegangener
Embolisation, totale Zerstbrung derselben, die auf die Scherkréfte innerhalb der
Malformation zurtickgefihrt wird. In der Wand der nidalen Gefd3e finden sich,

abweichend von der normalen Physiologie, unorganisierte Kollagenbiindel.
Epidemiologie und Klinik

Die Haufigkeit dieser intracraniellen Malformationen ist nicht mit letzter Sicherheit
abzuschatzen, man geht von etwa 0,14 % Anteil an der Gesamtbevélkerung aus'?****, In
einer neueren Ubersichtsstudie hingegen werden andere Zahlen genannt: Mit einer
Pravalenz von ca. 18 auf 100.000 Personen (unselektierte Bevdlkerung) und einer
Inzidenz von 1 auf 100.000 wird die Haufigkeit geringer eingeschétzt®. Nichtsdestotrotz
bedirfen sie der Beachtung, da sie z.B. Grund von rund einem Drittel aller priméren
Hirnblutungen bei jungen Erwachsenen sind. Nach grof3eren Studien scheinen Manner

24,38,114

etwas haufiger betroffen , genetische Dispositionen kénnen wohl in Verbindung

mit neurokutanen Dysplasien (z.B. Sturge-Weber-Syndrom)'® sowie familidrer

Hél.lfungs'll'lss

postuliert werden. Das Durchschnittsalter liegt in einer grofen
Multizenterstudie® bei 31 Jahren, der Anteil der Frauen liegt bei knapp der Halfte, und
as Symptome wurden in absteigender Reihenfolge Hirnblutung (53 %),

Krampfanfalle®™® (30 %) und Kopfschmerz (10 %) beschrieben®. Jeder zwanzigste
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Patient trug progressive neurologische Schaden davon, die, auch nach erfolgter
Resektion®®, andauern konnen'®. Die klinische Manifestation von AVMen besteht
entweder in einem hirnorganischen Anfall oder einer Blutung mit den dazugehdrigen
Symptomen wie Kopfschmerzen, Ubelkeit, neurologische Ausfalle. Die AVM macht
sich klinisch erstmals durchschnittlich gegen Ende des dritten Lebensiahrzehnts
bemerkbar, gewohnlich werden sie spatestens bis zum 50. Lebengahr auffdlig.
Krampfanfélle sind bei grof3en L&sionen haufiger, Kinder®® und Tréger kleiner L&sionen
hingegen zeigen sehr oft eine Hirnblutung a's priméres Krankheitsphénomen. Auch der
Sitz der AVM beeinflusst die Klinik : oberflachliche, im Kortex liegende L&sionen,
rufen bevorzugt hirnorganische Anfélle, je nach Lokalisation partieller oder
generalisierter Art® | tief sitzende eher Blutungen hervor. Blutungen sind zudem
haufiger zu beobachten, wenn Gefél3verengungen auf dem vendsen Schenkel der AVM
nachweisbar sind®. Neurologische Ausfdlle treten entweder as Folge einer
intraparenchymalen Blutung oder, insbesondere bei &lteren Patienten, aufgrund einer
lang andauernden Ischamie des restlichen Gewebes im Sinne eines Steal-Phanomens'®

auf.
Blutungsrisiken

Die Wahrscheinlichkeit einer Blutung aus einer AVM betragt 1 bis 1,5 % pro Jahr und
Patient. Das Risiko, an einer Blutung zu versterben, nimmt mit der Zahl der Blutungen
von etwa 10% beim ersten Ereignis bis auf tiber 20 % bei der dritten Blutung zu®. Das
Risiko einer Blutung ist bei Patienten, deren Erstsymptom ebenfalls eine Blutung war,
gegenuber denen, die sich mit Krampfanfallen vorstellten, deutlich erhoht — eine Regel,
der jedoch von einer Langzeitstudie von 1990 widersprochen wird'4. Das kumulierte
Risko ener Blutung ist fur betroffene Patienten mit etwa 25 % in 4 Jahren
abzuschétzen, wobei alte Menschen haufiger betroffen sind. Etwa ein Drittel aller
Patienten versterben an dieser Krankheit nach der Analyse von Crawford et al.?*, die
Mitte der Achtziger betonten, dass eine Schwangerschaft evtl. negative Auswirkungen
auf das Blutungsrisiko haben kénnte, jedoch konnte in anderen Untersuchungen kein

derartiger Zusammenhang gefunden werden®.

Diagnostik
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Die Diagnose einer AVM wird durch bildgebende Verfahren erstellt®®, neben der
obligaten Angiographie®® haben sich CT (iso- bis hyperdens und mit Kalzifikationen
ohne Kontrastmittel, hyperdenser Herd nach Kontrastmittelgabe) und MRT (signalarme
Herde, Thrombosen sichtbar) etabliert. So ,occulte®® oder , kryptische* vaskulare
Fehlbildungen, bei denen es sich um thrombosierte AVMs31 handelt, lassen sich nicht
mit einer Angiographie darstellen. Eher klinisch orientiert ist das international
anerkannte Spetzler-Martin-Grading'*, das aufgrund der Kriterien GroRe, Art der
venbsen Drainage und Eloguenz des benachbarten Hirngewebes eine Voraussage fur die
Operabilitdt der Lasion sowie das Risiko fur den Patienten zu stellen versucht. In
Hinblick auf eine Radiotherapie ist diese Einteilung nicht geeignet — hier werden andere

Kriterien fur die Voraussage des Behandlungserfolges postuliert™.

Entscheidung zur Operation

Die Entscheidung zur chirurgischen Behandlung einer AVM muss nach sorgféltiger
Uberprifung des Operationsrisikos des Patienten sowie in Anbetracht moglicher
Fol geschéden53 gefdllt werden. Zu diesem Zweck werden sdmtliche Patienten in einer
interdisziplindren Konferenz besprochen, der Neurochirurgen, Neuroradiologen und
Strahlentherapeuten angehtren. Bei dlteren Patienten, die ausschliefdlich hirnorganische
Anfélle zeigen, ist eine konservative Therapie vorzuziehen, wahrend bei jungen
Patienten, vor allem bei jenen, welche bereits ein Blutungsereignis hatten, der operative
Ansatz Erfolg versprechender ist. Bei dieser Patientengruppe verringert sich auch das
Risiko, eine Therapierefraktaritét der Krampfanfélle zu erlangen. Die Operation birgt
nicht zu vernachl&ssigende Risiken, die perioperative Mortalitét liegt bel etwa 3,3%, die
permanente postoperative Morbiditét bei 8,6 %". Die Quote andauernder postoperativer
neurologischer Defizite steigt mit dem Spetzler-Martin-Grad, weitere Risikofaktoren

sind weibliches Geschlecht, die GroRRe der Lasion sowie die Art der vendsen Drainage™.
Préaoperative Vorbehandlung

Im Vorfeld der operativen Behandlung steht oftmals die bereits beschriebene
Embolisationstherapie,  wodurch  im  gunstigsten  Fall  eine  deutliche

FluRverminderung®#>*’

in der Lasion und somit bessere Operationsbedingungen
geschaffen werden. Risiken dieser Technik sind, wie bereits aufgezeigt, neben
allgemeinen, durch das Embolisat hervorgerufenen Entziindungserscheinungen™, der

Verschluss normaler Gefdl3e sowie spontane Rupturen einzelner Geféle der AVM
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aufgrund des plétzlichen Druckanstiegs, wenn das Polymerisat erst auf dem vendsen
Schenkel aushartet, weshab man ene Embolisation nicht immer als
Standardvorbehandlung betrachten sollte”. Ist eine Embolisation im therapeutischen
Plan festgelegt, sollte ein moglichst vollsténdiger Verschluss der AVM erzielt werden,

18 Auch wird nach

da ansonsten der klinische Verlauf negativ beeinflusst werden kann
einer Behandlung in Einzelfadllen eine verzdgerte Blutungsneigung festgestellt, die man
mit dem vaskul&éren Organi sationsprozess nach dem (partiellen) Verschluss der AVM in
Verbindung bringt. Spontanverschllisse von arteriovendsen Malformationen sind
ebenfalls beobachten worden. Einen Bericht Uber 30 solcher Félle, teilweise nach
vorangegangener, jedoch nicht suffizienter chirurgischer Therapie, geben Abdulrauf et
a.™ in ihrer Theorie fiihrt der Verschluss einer drainierenden Vene oder Anderungen
der Hamodynamik der L&sion zur Thrombosierung und zum Verschluss des gesamten
Angioms. Risiken dieser Vorbehandlung bestehen vor alem im Neuauftreten oder in
der Veschlimmerung neurologischer Defizite, wie sie bei etwa jedem siebten Patienten
auftreten>. Der unvollstandige Verschluss einer AVM durch Embolisation fihrt zu
vermehrter  Expression des GefaBwachstumsfaktors VEGF*.  Mit  neuen
Embolisatmaterialien®®® soll eine bessere Verschlussrate und weniger Nebenwirkungen

erreicht werden.
Operationstechnik

Patienten, denen ene Operation, in der Regel nach Abschluss einer
Embolisationsbehandlung oder nach nur zum Teil erfolgreicher Radiochirurgie,
empfohlen wurde, werden ausfuhrlich Uber die Risiken der Operation aufgeklart. Die
Terminierung des elektiven Operationstermins erfolgt meist wahrend des stationaren
Aufenthaltes zur letzten Embolisation. Zur mikrochirurgischen® Operation werden in
der Regel samtliche zur Verfigung stehenden technischen Moglichkeiten genutzt, bei
der Planung und Durchfiihrung der Trepanation wird die Neuronavigation eingesetzt.
Zur Darstellung funktioneller Hirnareale dient das intraoperative elektrophysiologische
Monitoring. Die Untersuchung des Blutflusses geschieht durch intraoperativen
Ultraschall bzw. Mikrodoppler, wéhrend die Neuronavigation schliefdlich erneut
hilfreich bel der Resektionskontrolle eingesetzt wird. Die Operationstechnik und die
sonstige Behandlungsplanung an sich ist nicht Gegenstand dieser Dissertation, jedoch
wird hier hingewiesen auf neue mikrochirurgische Ansdtze zur Vermeidung

intraoperativer Blutungen> und weiterfiihrende Literatur, die einen Uberblick tber den
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momentanen Standard fiir die Behandlung dieser Malformationen bietet'*,

Préamedikation und Nachbehandlung

Direkt préoperativ wird der Patient je nach Lokalisation der Malformation mit
antiepileptischen Medikamenten und / oder mit Cortison behandelt, um die Haufigkeit
postoperativer Krampfanfélle sowie lokaler Gewebsschaden zu verringern. Postoperativ

el® af

wird der Patient, eventuell nach neuerdings empfohlener Kontrollangiographi
einer neurochirurgischen Intensivstation behandelt, bei kontrolliertem Blutdruck und

hoch gelagertem Kopf tUberwacht.
Bestrahlung als Behandlungsalter native

Neben der mikrochirurgischen Operation gibt es auch die Mdoglichkeit einer
Behandlung mit einer Radiotherapie, insbesondere bei solchen Angiomen, die als
inoperabel galten, entweder aufgrund der Lage (in der Nahe von funktionell wichtigen
Gebieten) oder aufgrund ihrer Grof3e. So berichten Lunsford et al.¥ iber 227 (davon 36
padiatrisch) mit dieser Methode behandelte Patienten, mit einer Verschlussrate der
AVM durch Wandverdickungen und Zellproliferation zwischen 58 und 100 Prozent,
abhangig von der Grolke der Lasion. Nur 10 der 227 Patienten zeigten nach der
Behandlung eine Symptomatik, die sich as Spétfolge der Bestrahlung deuten lief.
Hirnblutungen im Anschluss an eine Radiotherapie treten gehauft bel @teren Menschen,

groRen Lasionen sowie bei zu geringer Strahlendosis auf”

. Mdogliche Komplikation
einer Strahlenbehandlung von AVMen ist das Auftreten von Krampfanfallen, die auch
nicht immer erfolgreich behandelt werden kénnen®. Y amamoto und Mitarbeiter geben
Hinweise darauf, dass die Verschlussrate nach Radiotherapie nicht nur von der
Strahlendosis, LasionsgroRe und Behandlungszeit™’, sondern eventuell auch von
hormonellen Faktoren, nicht jedoch von cardiovaskuldren Risikofaktoren abhangig ist®.
Colombo et a. berichten Uber eine bessere Bestrahlungsplanung und Dosisanpassung
durch vorhergehende dreidimensionale Angiographie®®. Einen Uberblick uber die

Méglichkeiten der wiederholten Radiotherapie schliefilich geben Maesawa et al. ™.
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Soontanverschlul? der AVM

In Einzelféllen konnte auch ein spontaner Verschluss der L&sion nachgewiesen
werden’’. In einer anderen Studie wurde die spontane Thrombosierung mit der geringen
Grol3e einer Lasion, singulérer Vene und einer Blutung al's Erstsymptom in Verbindung
gebracht™.
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3.2.1.2 Sonstige vaskulare Malformationen

Kavernome

Die wichtigste Differentialdiagnose der AVM ist das angiographisch nicht
nachweisbare Kavernom, das im Folgenden ebenfalls beschrieben wird. Beim
Kavernom sind die Kapillaren sinusoidartig erweitert und liegen dicht aneinander, ohne
dazwischen liegendes Hirngewebe. Die zu- und abfihrenden Gefal3e sind gewohnlich
nicht pathologisch verdndert, der langsame Blutfluss macht nicht nur eine Entdeckung
in der angiographischen Untersuchung unmoglich, sondern fuhrt auch haufig zur
sekunddren Thrombose, Kalzifizierung und Ossifikation'’ der L&sion. Kavernome
kommen im gesamten ZNS vor, wobei Riickenmark und Kleinhirn selten betroffen sind.
Genetische Pradisposition®, familiar gehaufte und péadiatrische™® Fale sind
bekannt. Einige Autoren nehmen eine &tiologische Verbindung zu den Teleangiektasien
an'®. Das makroskopische Erscheinungshild Iasst, auch aufgrund der dunkelroten
Farbe, an eine Beere erinnern. Unter dem Mikroskop zeigt sich neben der deutlichen
Septierung durch die Kapillarwdnde auch eine scharfe, kapsellose Abgrenzung zur
Umgegend. Die Kapillaren selbst bestehen nur aus einer einzigen Schicht Endothel
sowie kollagenem Bindegewebe - Muskel- und elastische Fasern finden sich nur im
Randbereich des Kavernoms. Im umgebenden Hirngewebe finden sich neben einer
Gliose auch eine hamosiderininduzierte Gelbféarbung und Ablagerungen von
Eisensalzen, die fur die Haufigkeit von hirnorganischen Anféllen bei dieser Krankheit
verantwortlich gemacht werden. Ahnlich wie bei den AVMen kénnen sich Kavernome
im klinischen Alltag vielfdltig aulern: bevorzugt durch Krampfanfélle, durch
Hirnblutungen, starke Kopfschmerzen oder auch Verdréngungseffekte, bei unglnstiger
Lage entwickelt sich ein Hydrozephalus; klinisch stumme Kavernome sind ebenfalls
zahlreich bekannt. Die Diagnose eines Kavernoms wird vorwiegend durch die
bildgebenden Verfahren der CT und des MRT gestellt. Im MRT erscheinen sie als
meistens rundliche, heterogene (Blutbestandteile und Ablagerungen reflektierende)
Herde, die von einem hypodensen Saum umgeben sind, was von den
Hamosiderinablagerungen um die Lasion herriihrt. Die Blutungsrate bei tiefen und
infratentoriell gelegenen Kavernomen scheint hoher zu sein™®. Weniger die
Blutungsgefahr, die deutlich geringer as bel AVMen ist, sondern die oft

rezidivierenden und therapieresistenten Krampfanfélle der Patienten stellen ein
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medizinisches Problem dar. Nach préoperativer Befundung von Lage und Grof3e der
Lasion kann das Kavernom mikrochirurgisch in toto entfernt werden, wobei
asymptomatische Kavernome nicht entfernt werden miissen®, auch in Betracht auf das
neurochirurgische Operationsrisiko’. Auch Kavernome sind keinesfals statische
Lasionen, sondern zeigen groftenteils ein ausgesprochen dynamisches Verhalten'.
Auch immunhistochemisch sind — mittels des unten beschriebenen Faktors PCNA —
bereits deutliche Endothel zellproliferationen bei Kavernomen beschrieben worden, die
unter anderem auf die Organisation von Mikroblutungen aus der Lasion zurtickgefuhrt
wird"?'??, Risikofaktoren fiir aggressives Wachstum scheinen hormonelle Einfliisse,
Bestrahlung, der Ort der Lasion sowie eine Assoziation mit einer vendsen Malformation
zu sein®'?, Ein de-novo-Auftauchen wurde mehrfach beschrieben, sowohl im Kindes-
8 as auch im Erwachsenenalter’®. Auch nach operativer Entfernung eines anderen
Kavernoms*’ bzw. eines Akustikusneurinoms® wurden neu entdeckte Kavernome

beobachtet.
Kapillére Teleangiektasien

Bei den kapillédren Teleangiektasien handelt es sich um Geféaifehlbildungen, die aus
sackformig oder fusiform erweiterten Kapillaren bestehen, denen die typische

101 Vereinzelt werden sie von

Muscularisschicht ebenso wie elastische Fasern fehlen
einer groReren Zentralvene drainiert. Zwischen den Gefédl3en findet sich normales
Nervengewebe, was als deutlichstes Abgrenzungskriterium zu den Kavernomen dienen
mag (da jedoch auch schon Ubergangsformen beobachtet wurden, wird eine
Verbindung zwischen den beiden Typen angenommen, eventuell handelt es sich hierbel
auch nur um zwei Erscheinungsformen oder Entwicklungsstufen). Sie sind meist klein
in ihrer Grof3e, makroskopisch wie petechiale Blutungen erscheinend und vorwiegend
solitér im Hirnstamm lokalisiert. Blutungen und reaktive Gliose sind selten, was auch
ihre geringe klinische Relevanz erkléart, weshalb sie meist zuféllig bei Autopsien
gefunden werden. Atiologische Ahnlichkeiten zu den Kavernomen werden

angenommen’?®.
Vendse Angiome (entwicklungsbedingte ventse Dysplasien)

Ein Vendses Angiom ist durch eine kompliziert erscheinende, jedoch physiologisch und
suffizient drainierende vendse Konstellation gekennzeichnet, meist in der tiefen weil3en

Substanz, bei der viele feine Venen in ein zentrales, vergrofertes vendses Gefald
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munden, welches wiederum das Blut in ein weiteres Venensystem - oberflachlich oder
tief - weliterleitet. Das angiographische Erscheinungsbild wird mit dem Begriff ,, Caput
medusae’ belegt. Mikroskopisch finden sich erweiterte, madig verdickte oder
hyalinisierte Gefél3e, jedoch meistens ohne Zeichen der Hamorrhagie, Thrombose oder
Kalzifizierung. Klinisch meist stumm, verursachen am ehesten in der hinteren
Schédelgrube gelegene Lasionen Symptome wie z.B. Sehstérungen, werden ansonsten
jedoch auch wie die Teleangiektasien oftmals erst bei der Autopsie entdeckt. Da
gesundes Hirngewebe von der Malformation drainiert wird, ist ein chirurgisches
Vorgehen in Hinblick auf das Risiko einer vendsen Infarzierung umstritten. Nach der
international inzwischen anerkannten Nomenklatur werden ventse Angiome auch als
Lentwicklungsbedingte vendse Dysplasien (developmental venous anomaly)

bezeichnet'?'%,

Kombinationen

Zu erwahnen wére, dass die auch weiter unten beschrieben Malformationen keineswegs
ausschliefflich auftreten miissen. So beschreiben z.B. Meyer et a.® den Fall einer 32-j.
Patientin mit einer Kombination aus einer AVM und einem ventsen Angiom. Diese
Autoren folgern, dass das von lhnen beschriebene ,arterialisierte vendse Angiom*
atiologisch die Vorstufe aller AVMen sein kdnnte und favorisieren fir vendse Angiome
zudem ein rein konservatives Vorgehen. Auch Yanaka et al. weisen in einem Fallreport
auf das gleichzeitige Auftreten einer AVM und eines vendsen Angioms hin™®. Das

gemeinsame Auftreten einer AVM mit Aneurysmen®® ist ebenso beschrieben.

3.2.2 Antikorper

Die nachfolgenden Informationen zu Genetik, Physiologie und bisherigen
Forschungsergebnissen Uber die vorgestellten Zytokine, Wachstumsfaktoren sowie
Rezeptoren sind, soweit nicht anders angegeben, einer Wissensdatenbank aus dem

Internet entnommen®?.

3.2.2.1 PCNA

Das ,Proliferating Cell Nuclear Antigen“, abgekirzt PCNA, befindet sich auf dem
Genlocus 20p12 und ist sowohl mit der Synthese als auch mit der Reparatur von DNA

als Cofaktor von der DNA-Polymerase Delta assoziiert, wo es fir die Nukleotidexcision
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aus DNA erforderlich ist. Neuere Erkenntnisse Uber die genauen Zusammenhénge von
PCNA und weiteren Faktoren in der DNA-Replikation wurden von Jonsson et al.
dargestellt’’. Starke Homologie findet sich zwischen dem entsprechenden Faktor beim
Mensch und der der Ratte: nur vier der 261 Aminosduren unterscheiden sich.
Hochgeregelte PCNA-Exprimierung findet sich z.B. nach Stimulation mit
Wachstumsfaktoren wie PDGF (Platelet derived Growth Factor) oder nach UV-
Bestrahlung der Haut. Allgemein ist es besonders gut bei mitotischen Zellen
nachweisbar, weshalb es als Nachweis fir Zellproliferation genutzt werden kann, wie ja
schon der Name nahe legt. Einen Uberblick Uber die Physiologie von PCNA und die
Ergebnisse immunhistochemischer Untersuchungen mit entsprechenden Antikorpern
bei verschiedenen Tumorgeweben geben die Verdffentlichungen von Hall et al.>,
welche die Nutzung von PCNA als Proliferationsmarker nicht bei alen Tumoren
bestétigen, jedoch als méglichen Grund die lange Halbwertszeit von PCNA ansehen®.
Der Grad an PCNA-Expression in Gehirntumoren scheint zu korrelieren mit einer
verkiurzten Uberlebenszeit, was von Kirkegaard et a. als hilfreicher Marker fur die

Prognose solcher Erkrankungen angesehen wird™.

3.2.2.2 MIB-1

MIB-1 ist ein Antikorper, der ebenfalls gut als Nachweis fir Zellproliferation geeignet
ist, da dieser Antikorper das Ki-67-Antigen nachweist, das wahrend allen aktiven
Phasen des Zellzyklus exprimiert wird und dort auch nachweisbar ist. In der GO-Phase
ist es somit nicht vorhanden®; die Halbwertszeit des firr die Aufrechterhaltung eines
ungestorten Zellzyklus unerldsslichen Proteins betrdgt nur etwa 1 Stunde.
Morphologisch ist es ein eng mit Chromatin assoziiertes, von der Genstruktur hoch
repetitives Doppel protein**? und wird in der Tumordiagnostik an Gewebefeinschnitten
eingesetzt, um mitotische Zellen aufzufinden. Die gute Eignung des MIB-1-Antikorpers
zur Detektion des Ki-67-Antigens beschrieb bereits Cattoretti et al.' in seiner Studie an
mikrowellenbehandelten Paraffinschnitten. Die gute Eignung von MIB-1 fir die
Beurteilung und Prognose des Wachstums von Tumoren wurde ebenfalls bereits vor
rund 10 Jahren beschrieben”. Genauso wie PCNA scheint eine erhdhte MIB-1-
Expression eine schlechte Prognose fiir Gehirntumore zu bedeuten™. Mittels dieses
Antikorpers wurde bereits herausgefunden, dass in AVMen des ZNS eine erhohte

Proliferationsrate  vorliegt, aufgrund von  Angiogenese und /  oder
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Remodellierungsprozessen™.

3.2.2.3 bFGF

Das aus 155 Aminosauren bestehende (Varianten sind beschrieben), nicht glykolisierte
Protein ,basic Fibroblast Growth Factor”, hat ein Molekulargewicht von 18 kDa, das
zugehorige Gen findet sich auf Chromosom 4g25 und ist etwa 38 Kilobasenpaare
Iang62. bFGF wird von fast allen Geweben der meso- und neuroektodermalen Zelllinien
produziert, oftmals al's biologisch inaktive Form intrazelluldr gespeichert und bei Bedarf
freigesetzt, wobei der genaue Mechanismus unbekannt ist. Die physiologische Wirkung
besteht in der Stimulation des Wachstums, der Migration sowie der Differenzierung von
Fibroblasten, Keratinozyten, cholinergen Neuronen sowie vielen weiteren Zellen,
darunter insbesondere auch Endothelzellen (autokrine Sekretion), was bFGF eine Rolle
bei der Angiogenese zuweist. Als starker Inhibitor dieser Funktion ist TGF- erforscht
worden®. In groRRem Ausmalie wird bFGF - physiologisch - wahrend der Organogenese
(Differenzierung ektodermalen Gewebes), bei entziindlichen Prozessen sowie bei der
Wundheilung™** freigesetzt.

Die Rolle von bFGF bei der Angiogenese spiegelt sich zum Beispiel wieder beim
GefaBwachstum des Trophoblasten®, bei Reparationsvorgangen an Wunden'!, als
Zytokin im Liquor bei zerebralen GefaRkrankheiten und Tumoren™, auch an
Hornhauten von Mausen’® und an der verletzten Rattenaorta™ konnte ein GefaR-
induzierender Effekt von bFGF beobachtet werden. Bei chronischer Ischdmie von
Hirngewebe helfen erhohte Dosen von bFGF am Tiermodell, die Vaskularisation zu
verstarken®, erhchte Dosen finden sich auch nach vermehrter Scherkraftbelastung der
GefalRe™. bFGF scheint indes mit VEGF bei der Angiogenese als notwendiger Cofaktor
zu interagieren®, was auf eine enge Verkniipfung der Funktion verschiedenster
Wachstumsfaktoren hinweist. Die genaue Rolle von bFGF bei der Neoangiogenese ist
nicht vollig geklart, neue Untersuchungen deuten jedoch darauf hin, dass es als
chemotaktischer Faktor bel der Migration von Zellen zur Bildung von Gefél3en
fungiert'®. Die therapeutische Anwendung von bFGF bei AVMen wurde bereits
erprobt: Nishi et al.'*° fanden heraus, dass mit bFGF versetztes Embolisatmaterial das
Gewebe der AVM schneller regenerieren l&sst und eine unerwiinschte Rekanalisation zu

verhindern hilft.



Seite 22

3.2.2.4 TGF-

TGF- (Tumor growth factor ), ein aus 50 Aminosauren bestehendes Protein, wird in
verschiedensten Zelltypen des menschlichen Korpers synthetisiert, als Beispiele seien
Keratinozyten, Makrophagen, Hepatocyten sowie verschiedenste Tumorzellen genannt.
Der codierende Genabschnitt befindet sich auf Chromosom 2pl11-p13 und hat eine
Lange von etwa 100 kb®. Der Rezeptor fir TGF- ist mit dem fir EGF (Epidermal
Growth Factor) identisch, weshalb diese beiden Zytokine auch sehr @nliche Funktionen
besitzen. Als physiologische Aufgaben von TGF- werden der Entwicklung der

Epidermis sowie die Regeneration bei Leberzellschéaden angenommen®.

Die mogliche Rolle von TGF- bei der Angiogenese wurde schon an
Brustkrebspraparaten gezeigt wo sich eine positive Korrelation zwischen der TGF- -
Expression und dem Grad der Angiogenese im Tumorgewebe ergab™’. TGF- scheint
nach neueren Studien auch die Expression von VEGF (Vascular Endothelial Growth

Factor) und somit die Gef&Rproliferation steigern zu kénnen®.

3.2.2.5 FLK-1

Fetal-liver-kinase 1, abgekirzt FLK-1, ist ein membransténdiges Enzym, das in das
Wachstum von Endothelzellen der Gefalie involviert ist, wo es u.a. auch als Rezeptor
fur das nachfolgend beschriebene VEGF (siehe Abbildung 1) erkannt wurde™*. FLK-1
ist das Mausanalogon zum menschlichen KDR (Kinase Insert Domain Receptor). In
vielen physiologischen Angiogeneseprozessen, z.B. beim Wachstum des fetalen
Gehirns, wird FLK-1 exprimiert und leitet als Rezeptorstruktur Signalprozesse ein,
wéahrend es im adulten Gehirn herunterreguliert ist. Die wichtige Rolle von FLK-1 beim
frilhen GefaRwachstum wurde bereits bei Embryos von Mausen gezeigt*®, inwieweit
FLK-1 jedoch in die Pathophysiologie von menschlichen AVMen eingeschlossen ist,
bleibt umstritten : wahrend die Studie von Uranishi et a.**® eine deutliche
Hochregulierung dieses Rezeptors im Vergleich zum Kontrollgewebe angibt, zeigt die
immunhistochemische Untersuchung von Hashimoto et al.>® das Gegenteil : in jenen

Untersuchungen war die Expression deutlich geringer als in den Kontrollpréparaten.
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3.2.2.6 VEGF

VEGF (Vascular Endothelian Growth Factor) ist ein glykolisiertes Homodimer mit
einem Molekulargewicht von ca. 48 kDa, aus zwei per Disulfidbriicken verbundenen
Subunits mit je 24 kDa bestehend®. Der Genort ist 6p12-p21, das Gen hat eine Lange
von etwa 12 kb und beinhaltet 8 Exons. Durch alternatives Splicing der zugrunde
liegenden messenger-RNA entstehen verschiedene Formen des VEGF, mit 121 bis 206
Aminosiuren; weitere Varianten sind in der Literatur beschrieben®. Sehr interessant ist
die Fahigkeit der Zelle, die Bioverfigbarkeit und somit auch die Wirkung von VEGF zu
regulieren, indem entweder 16sliche oder an Proteoglykane gebundene Formen von
VEGF synthetisiert werden. Unter den Rezeptoren fur VEGF finden sich z.B. FLT-1
sowie FLK-1'* (siehe Abbildung 1).

G

[ VEGF-R1: Flt-1 ] [ VEGF-R2 : FLK-1 ]

Abbildung 1 : VEGF und zwei seiner Rezeptoren

Um effektiv an seinen Rezeptor gebunden zu werden, ist ene Interaktion mit der
Extrazellularmatrix vonndten. Ist VEGF an 2-Makroglobulin gebunden, so ist keine
Bindung an den Rezeptor moglich, sodass man dieser Substanz eine VEGF-
Inaktivierungsfunktion zuschreibt. Im Signalweg zwischen VEGF-Rezeptor und

dementsprechend vermittelter Angiogenese scheint Proteinkinase C (PKC) zu liegen™.

Die biologische Funktion liegt hauptsachlich, wie der Name bereits andeutet, in der
Rolle als Mitogen fir Gefél3endothelzellen, wobei auch die Permeabilitét der Gefélie
durch VEGF erhoht wird™. Dies wird eindrucksvoll durch die erhéhte Expression von
VEGF in proliferativen Geweben wie fetaler Niere und Hirn®, Corpus Luteum,
Phdochromozytom sowie weiteren Krebsarten dargestellt, insbesondere auch bei
Neoplasien des ZNSC. In Tierversuchen wurden Hinweise auf die Rolle von VEGF bei

der Neovaskularisation von Tumorgewebe'’ festgestellt sowie bei der de-novo-
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Vasculogenese in Embryos®; weiterhin wurde gezeigt, dass durch Hypoxie die
Synthese von VEGF gesteigert wird®®"'%%* inshesondere auch nach Hypoxie durch
vorangegangene Embolisation einer AVM**. Reguliert wird die Expression von VEGF
auch in Abhangigkeit vom Blutfluss im GefaR®. Des Weiteren spielt VEGF eine Rolle
als chemotaktische Substanz fir Monozyten sowie im Gerinnungssystem, SO zum
Beispiel, indem es die Synthese des von-Willebrandt-Faktors stimuliert. Bei
Gewebsverletzungen  stimuliert VEGF die  Neoangiogenese sowie die
Endotheldifferenzierung*”®. Pathologisch erhéhte Mengen findet man z.B. bei
Hamangioblastomen, auch solchen, die mit der von-Hippel-Lindau-Krankheit assoziiert
sind™®. Dass die Rezeptordichte von VEGF in AVMen signifikant erhéht ist, zeigen
mehrere Studien'**'*®, Besonders bei AVMen, die wiederholt auftauchen, scheint eine

(astrozytotische) VEGF-Expression eine Rolle bei der Pathogenese zu spielen™.

Verbindungen zu weiteren angiogenetischen Stoffen bestehen in grof3em Ausmal3: zu

seinem Rezeptor FLK-1'**

genauso wie zu bFGF, das eine notwendige Rolle bei der
V EGF-vermittelten Angiogenese zu spielen scheint™, welche in Abwesenheit von HIF-
1 (Hypoxia Inducible Factor, siehe unten) wohl auch nicht zustande kommt®. Eine
Ubersicht Uber den aktuellen Stand der Forschung, die physiologischen Rollen, die

V EGF zugewiesen werden, sowie therapeutische Ansétze, zeigte Ferrarain 1999%,

3.2.2.7 Endoglin

Endoglin, auch as CD 105 bezeichnet, ist Teil des TGF- -Rezeptorkomplexes'’ und
besitzt vorwiegend modulierende Funktion. Es ist ein transmembrantses Protein,
strukturell ein  durch Sulfidbricken verbundenes Homodimer mit einem
Molekulargewicht von 95 kDa. Der fiir das Protein codierende Genlocus ist 993%
neuere Forschungsergebnisse legen nahe, dass Mutationen im Genom die autosomal
dominant vererbte HHT-1 verursachen'® - im Gegensatz zu HHT-2, hervorgerufen
durch eine Mutation im Genlocus von ALK-1 (Activin receptor-like kinase)®, ebenfalls
einem Tell des TGF- -Rezetorkomplexes, der nachfolgend noch genauer beschrieben
wird. Der Mechanismus, der zu dieser Gefdi3fehlbildung fihrt, ist vermutlich
mehrschichtig, die gréfte Rolle diurfte die mangelnde Expression von CD 105 an die
Zéelloberflache aufgrund falscher Proteinstruktur spielen. Endoglin wird vorwiegend auf
den Zellmembranen von Endothelzellen (EC) gefunden, weiterhin bei

Gewebsmakrophagen, in Monozyten, im Synzytiotrophoblast und in Blutzellen
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gewisser Leukamie-Vorstufen. Die Aufgabe, die Endoglin zukommt, ist noch nicht
vollkommen verstanden, wahrscheinlich besitzt das Protein eine herausragende
Bedeutung bei der nachgeburtlichen Angiogenese, der Ausreifung von GefaRen® und
der Herzentwicklung®, auch in der Angiogenese des Hithnchens'?®, Auch bei Mausen
soll Endoglin neueren Forschungen zufolge eine differenzierte Rolle bei der
stufenweisen embryonalen Angiogenese zu spielen, wobei Verbindungen zu ALK-1
wahrscheinlich erscheinen®. Neueste Forschungen schlagen neue Méglichkeiten in
Diagnose und Therapiemdglichkeiten mit Endoglin-Antikorpern fur stark durchblutete
Karzinome vor'®. Bei Brustkrebs wurde eine Korrelation zwischen der Endoglin-
Expression und der klinischen Prognose gefunden. Weiter wird berichtet, dass
Endoglin mit der Metastasierungsgefahr bel soliden Karzinomen in Zusammenhang zu

stehen scheint®.

Die Funktion von Endoglin bei der Neoangiogenese besteht darin, dass es die
Signaltransduktion nach der Bindung von Tumor Growth Factor- , eine Familie von
bisher 26 Proteinen mit vielfaltigen Funktionen in der Proliferation und Transformation
von Zellen, moduliert®. Die nachfolgende Signalkaskade filhrt zu einer erhohten
Transkription von Genloci, die fir Angiogenese-assoziierte Proteine kodieren. Der
TGF- -Rezeptorkomplex setzt sich aus drei Typen von Rezeptoren zusammen, die
miteinander durch sogenannte SMAD-Proteine kommunizieren. Typ | des
Rezeptorkomplexes sind die bereits oben erwahnten ALKs®, Endoglin selbst wird zum
Typ llIl ( etaglykan), da es eben zu jenem eine hohe Homologie aufweist. Endoglin
selbst besitzt vorwiegend eine bedeutsame modulierende Funktion (an anderer Stelle
wird beschrieben, dass Endoglin selbst auch die Isoformen 1 und 3 von TGF- binden
kann) und interagiert intensiv mit dem Typ |l des Rezeptorkomplexes, u.a. insofern, als
dass die Bindung von TGF- an den Subtyp Il des Rezeptors durch seine Anwesenheit
beschleunigt wird"". Ist Endoglin an den Subtyp Il gebunden, wird darauf folgend ALK
phosphoryliert, was zur Aktivierung und nachfolgender Dissoziation verschiedener
SMAD-Proteine fuhrt, die letztendlich im den Nukleus gelangen und dort ber Bindung
an Promotorregionen die Transkription von verschiedenen Proteinen modulieren, die
insbesondere fir die Angiogenese wichtig sind.

Inwieweit Endoglin fur der Entstehung von AVMen von Bedeutung ist, erscheint
unklar: Matsubara et al. erklarten in ihrer Studie, dass Endoglin nicht an der

Pathogenese, aber an dynamischen Umformungen der Geféle — durch Beeinflussung
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glatter Muskelzellen - aufgrund erhohten Blutflusses und Scherkréfte beteiligt ist™ -
eine Vermutung, die durch die Untersuchungen von Conley et a.** sowie Maet a.® an
atheromattsen Plagues und verletzten Gefél3en untermauert wird. In Tierversuchen
wurde herausgefunden, dass fehlendes Endoglin eine ungeniigende Ausreifung

vaskul&rer Strukturen zufolge hat®.

3.2.2.8 HIF-1

HIF-1, hypoxia inducible factor-1, ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, aus HIF-
1 - und HIF-1 -Untereinheiten zusammengesetzt, wird bel sinkendem zellulérem
Sauerstoff-Partialdruck vermehrt  exprimiert®

Sauerstoffhoméostase™. HIF-1 wird an Promotorregionen von Genen gebunden,

und ist ein Hauptregulator der

deren Produkte eine metabolische Anpassung vornehmen oder die
Sauerstoffverfiigbarkeit erhthen, wie z.B. Erythropoietin oder VEGF®. Bei
Gehirntumoren konnte eine stark vermehrte Expressionen in Gebieten von
Gefal3neubildungen, z.B. in der Né&he von tumorbedingten Nekrosen, gefunden
werden'®. Marti et al.* fanden heraus, dass nach induzierter cerebraler Hypoxie eine
vermehrte, durch HIF-1 induzierte, VEGF-Expression der Neovaskularisation
vorangeht. Auch im ischdmischen Rattenhirn werden Hif-1 und VEGF vermehrt

exprimiert®’.

3.2.2.9 Positivkontrollen

Bei der Farbung jedes Antikorpers wurde auch Gewebe einer ,, Positivkontrolle geféarht,

die das gesuchte Antigen sicher exprimierte.

Antikorper Positivkontrolle
PCNA Glioblastorma multiforme u. Adenokarzinom-M etastase
MIB-1 Glioblastoma multiforme u. Adenokarzinom-M etastase
bFGF Arterioventse Malformation
TGF- Arterioventse Malformation
FLK-1 Fetale Niere
VEGF Glioblastoma multiforme u. humane Plazenta
Endoglin Arterioventse Malformation
HIF-1 Glioblastoma multiforme

Tabelle 1: Positivkontrollen der Antikorper
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4 Material und Methoden

4.1 Auswahl der Praparate

4.1.1 Patientenkollektiv, Vorbereitung

Patientenkollektiv und Kontrollen

In diese Studie gingen die Operationspraparate von insgesamt 56 Patienten mit einer
AVM ein. Von einzelnen Sektionen war kein oder ungeniigendes eingebettetes Material
vorhanden, so dass wir nicht ale Fabungen durchfihren konnten. Die
Operationspraparate stammen allesamt aus Eingriffen der Klinik fir Neurochirurgie, die
im Zeitraum von 1996 bis Mai 2000 durchgefiihrt. wurden. Die Katalogisierung der
Préparate sowie der Ergebnisse wurde derart gewahlt, dass man den Umfang in Zukunft

einfach erweitern kann.

Des Weiteren wurden 14 Préparate as Kontrolle in die Studie aufgenommen, die aus
Obduktionspréparaten stammten; bei einem Kontrollpréparat wurde post mortem
zufdlig das Vorhandensein einer AVM diagnostiziert. Dabei wurden 7 der 14
Kontrollpréparate ausgewahlt, weil vor dem Tod eine Hirnblutung stattfand.

Vorbereitung der Préparate

Die postoperativ in Paraffin eingebetteten Operationspraparate wurden auf Objekttrager
gezogen, die Schnittdicke betrug 3-5 um. Als geeignetste Beschichtung erwies sich die
Silanisierung, eine Vorbehandlung der Objekttrager durch ein je 5-minitiges Bad in
Aceton sowie einer 2 %-igen APES-Losung (Aminopropyltriethoxysilane[Sigma]) in
Aceton, wodurch eine bessere Haftung des Schnittes bei der unten beschriebenen
Mikrowellenbehandlung erzielt wurde. Die zunéchst durchgefiihrte Beschichtung mit
Poly-L-Lysine erwies sich als unzureichend, weil sich bei der Behandlung mit der

Mikrowelle eine LAsung des Préparates vom Objekttrager ergab.

4.1.2 Retrospektive Erhebung

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Dokumente stammen grof3tenteils aus den
Patientenakten der Uniklinik Marburg, welche im ansdssigen Archiv ausgeliehen und

auf relevante Informationen durchgesucht wurden. Im Einzelnen wurden fur die
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Zusammentragung der benétigten Informationen folgende Dokumente durchgearbeitet:

Arztbriefe Uber den stationaren Aufenthalt

Neben den personlichen Daten des Patienten fanden sich ausfihrliche Informationen
Uber die Anamnese, mit den stattgehabten Blutungsereignissen, den Symptomen des
Patienten sowie der Vorbehandlung. Auch tber den vorlaufig beurteilbaren Ausgang
der Krankheit wird berichtet.

Operationsberichte
Angaben Uber den Sitz der L&sion sowie makroskopisches Bild im Operationsgebiet.
Weitere Arztbriefe

Berichte tiber Behandlungen mit der Methode der endovaskuléren Embolisation.
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4.2 Immunhistochemie

4.2.1 Allgemeines Prinzip

Prinzip

Wie bereits oben erwéahnt, beruht der experimentelle Teil der vorliegenden Dissertation
auf der Bearbeitung der vorliegenden Prdparate mit den Methoden der
Immunhistochemie. Dabei handelt es sich um ein Verfahren, mit dessen Hilfe man in
Geweben lokalisierte Antigene sichtbar machen kann. Das Grundprinzip beruht darauf,
dass man nach entsprechender Vorbehandlung die Gewebeschnitte mit spezifischen
Antikorpern behandelt (inkubiert), die an die nachzuweisenden Antigene binden. An die
Antikorper wiederum werden - nach entsprechender Verstérkung der Primarreaktion -

Enzymkomplexe gebunden, die ihrerseits nach Zugabe entsprechenden Substrats jene

Farbreaktion katalysieren, die der Visualisierung dient.

Bei dieser Vorgehensweise sind diverse Hilfsreagenzien erforderlich, die zum Teil der
Verstéarkung der Reaktion as auch der Vermeidung von unerwinschter, well

unspezifischer Hintergrundfarbung dienen. Im Einzelnen wurden eingesetzt:
Hintergrundblockierung

Als effektive Methode wurde eine 20-minltige Beschichtung der Préparate mit einer
20%-igen Rinderserumeiweil3losung verwendet, die eine unspezifische Bindung des
Antikorpers an Proteine des Praparates reduzierte. Die endogene Peroxidaseaktivitét
wird mit Hilfe einer Wasserstoffperoxidldsung in Methanol maskiert. Im Verlaufe der
Versuche stellte sich heraus, dass ein optimales Ergebnis zu erzielen war, wenn die
Wasserstoff peroxidkonzentration mit 0,75 % gewahlt wurde. Die Inkubationszeit betrug
20 min. Die Farbung mit den Antikorpern fir Endoglin sowie Hif-1 wurde mit einem
neuartigen, hoch spezialisierten System, dem so genannten Dako-CSA-System
durchgefiihrt (CSA = Catalysed signal amplification). Aufgrund der hohen
Empfindlichkeit des Tests wurde zusétzlich ein Biotinblock (siehe unten) sowie eine
spezielle, Hintergrund reduzierende Verdinnungssubstanz fur den Antikorper

verwendet.
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Ver stérkungsreagenzien und Farbereaktion

In dieser Studie wurde durchgehend die Strept-Avidin-Biotin-Methode (Strept-ABC-
Methode) angewandt [DAKO® Strept-AB-Komplex / HRP-Duett (Maus/Kaninchen)].
Der SekundérantikOrper ist mit Biotin konjugiert und bindet den Fc-Teil des
Primérantikorpers. Daraufhin wird ein peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin-Komplex
hinzu gegeben, wobel von der méglichen vier Bindungsstellen des Avidins fur das
Biotin nur drei besetzt sind, so dass der Komplex an das Biotin des zuvor eingesetzten
Sekundérantikorpers binden kann. Die eigentliche Farbereaktion wird durch die
Peroxidase des Avidin-Biotin-Komplexes hervorgerufen. Als Ausgangssubstanz dient
DAB-LOsung (3,3 Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid in  PBS-Puffer +
Wasserstoffperoxid). Die Farbung dauert bis zur gewlinschten Farbeintensitét, jewells
etwa 5 bis 10 Minuten.

Aufbewahrung der Schnitte

Waéhrend der Inkubationszeiten wurden die Gewebeschnitte nicht an freier Luft, sondern
in einer so genannten feuchten Kammer aufbewahrt, die ein Austrocknen der Schnitte
verhindert. Waren zwischen zwei Schritten aus organisatorischen Grinden langere
Pausen no6tig, wurden die Schnitte in ein Bad aus Waschpuffer (Phosphat-gepufferte
KochsalzlGsung) gelegt.
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4.2.2 Vorgehensweisen

Es folgt das fur alle Antikorper glltige prinzipielle Protokoll einer Farbung, danach
folgen die Antikorper-spezifischen Abweichungen und Konzentrationen. Sofern nicht
anders erwahnt, erfolgt zwischen den einzelnen Schritten — soweit erforderlich — ein
Spulen der Schnitte in Puffersubstanz (Abspllen der Schnitte und anschlief3endes 5-
minutiges Bad in Puffer), um Uberschiissiges Substrat abzuwaschen. Als Lésungsmittel
und Puffersubstanz wurde in dieser Studie frisch angesetzter PBS-Puffer (Phosphat-
gepufferte Kochsalzlésung) mit einem pH-Wert von 7.4 genommen. Wahrend der

Inkubationszeiten wurden Reagenzien aufbereitet und Puffer angesetzt.
Vorbereitung und Vorbehandlung der Schnitte

Am Anfang steht die Auswahl der Gewebeschnitte und Einsortieren in Glaskuvetten.
Darauf Deparaffinisierung der Gewebeschnitte in der absteigenden Alkoholreihe (10
min in 100 % Xylol, dann je 5 min in 100 %-igem, 96%-igem, 70%-igen Alkohol sowie
in destilliertem Wasser). Im Anschluss ist noch eine Vorbehandlung der Schnitte zur
Demaskierung der Antigene, die durch die Formalinfixation nicht mehr der
Immunhistochemie zugénglich sind, nétig. In der Regel erfolgte dies durch eine
Mikrowellenbehandlung mit Citratpuffer (pH 6.0), mit 3 Zyklen & 4 min Erhitzen (bei
600 Watt) und 3 min Abkihlen. Die Anregung sowie die genaue Vorgehensweise

erfolgten u.a. unter Zuhilfenahme der Darstellung von R. Baumann®.
Blockierung der Peroxidase und unspezifischer Proteine

Nach der Blockierung der endogenen Peroxidase durch 20-minltige Inkubation der
Schnitte in 0,75%-iger Wasserstoffperoxidldsung (in Methanol) folgt die Blockierung
der unspezifischen Hintergrundféarbung durch 20-minttige Inkubation mit 20%-iger
Rinderserumldsung, wodurch unspezifische Bindungen des Primérantikorpers an
Gewebseiweil3e, z.B. durch elektrostatische Kréfte, weitgehend vermieden werden.
Nach diesem Schritt erfolgt keine Spulung mit PBS-Puffer, sondern nur ein grtindliches

Abtropfen des tiberschiissigen Rinderserums.
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Bindung der spezifischen Antikorper und Enzym-Immunkompl exe

Beschichten der Gewebeschnitte mit dem spezifischen Antikorper - dazu wurde eine
Losung in des jeweiligen Antikorpers in spezifischer Konzentration in 1,5%-igem
Rinderserum hergestellt (Ausnahme Endoglin und HIF-1 : hier wurde ein spezielles
Verdinnungsmedium genutzt). Pro Objekitrager wurde eine Menge von 100 pl
aufgetragen. Anschliel?end erfolgt die Inkubation in einer so genannten feuchten
Kammer, je nach Antikorper Uber Nacht im Kuhlschrank oder Uber eine festgelegte Zeit
bei Raumtemperatur. Danach Auftragen des ersten Sekundérantikorpers. Je 100 pl des
Reagenz wurden pro Schnitt aufgetropft und fir mindestens 30 min inkubiert. Im
Anschluss Auftragen des Avidin-Biotin-Komplexes. Wiederum je 100 pl wurden pro
Schnitt aufgetropft und fr mindestens 30 min inkubiert. Bei der Verwendung des CSA-
Systems wird nun noch mit einer Verstéarkungsreagenz (biotinmarkiertes Tyramin)

inkubiert.
Fé&rbereaktion

Durchfiihrung der Farbereaktion durch Auftragen von je 200 pl der DAB-L6sung und
Inkubation unter dem Abzug bis zur gewlnschten Férbeintensitét (etwa 5 bis 10

Minuten). Entsorgen der ausgewaschenen DAB-LGsung im vorgesehenen Behélter.
Gegenfarbung und Konservierung

Zunéchst Gegenfarbung mit Hamalaun (5-minltiges Eintauchen in Hamalaunldsung
sowie 10-mindtiges Blauen unter flieffendem Leitungswasser), danach Entwassern der
Préparate in der aufsteigenden Alkoholreihe (in umgekehrter Reihenfolge der
Deparaffiniserung). Im Anschluss erfolgt das Eindecken der Préparate mit Corbit-

Balsam und geeigneten Deckgl&sern.
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4.2.2.1 PCNA

Als Antikorper wurde der Dako "Mouse Anti-PCNA" (Klon PC 10, CodeNo. M0879,
Lot 039(101), Dako Hamburg, Deutschland) in der Verdinnung 1:100 verwendet. Die
Inkubationszeit betrug 45 min bei Raumtemperatur. Die Préparate wurden bei der

Farbung einer Vorbehandlung in der Mikrowelle unterzogen.

4.2.2.2 MIB-1

Als Antikorper wurde der MIB-1 : Dianova ("MIB-1 monoclona”, Cat# DIA505, Lot
02/98, Dianova GmbH Hamburg, Deutschland (jetzt : Dako M-7240, Dako Hamburg,
Deutschland)) in der Verdinnung 1:100 verwendet. Die Inkubationszeit betrug 45 min
bei Raumtemperatur. Die Préparate wurden bei der Férbung einer VVorbehandlung in der

Mikrowelle unterzogen.

4.2.2.3 bFGF

Als Antikdrper wurde Oncogene Science "bFGF (Ab-3) monoclonal” (Cat# GF22, Lot
D12732-1, Oncogene Science Cambridge, USA) in der Verdinnung 1:100 verwendet.
Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4 Grad Celsius im Kihlschrank. Die Praparate

wurden bei der Farbung einer Vorbehandlung in der Mikrowelle unterzogen.

4.2.2.4 TGF-

Als Antikorper wurde Oncogene Science "TGF-  (Ab-2) monoclonal” (Cat# GF10, Lot
409401-8, Oncogene Science Cambridge, USA) in der Verdinnung 1:100 verwendet.
Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4 Grad Celsius im Kuhlschrank. Die Préparate
wurden bel der Farbung einer Vorbehandlung in einem mit Bad mit 0,05 % Saponin

(Detergens, Sigma S-4521, Sigma-Aldrich Munchen, Deutschland) unterzogen.

4.2.2.5 FLK-1

Als Antikorper wurde Santa Cruz Biotechnology "FLK-1 (A-3) monoclonal” (Cat# sc-
6251, Lot AO060, Santa Cruz Biotechnology Heidelberg, Deutschland) in der
Verdinnung 1:40 verwendet. Die Inkubationszeit betrug 45 min bei Raumtemperatur.
Die Préparate wurden bel der Farbung einer verkirzten Vorbehandlung in der

Mikrowel le unterzogen.
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4.2.2.6 VEGF

Als Antikorper wurde Upstate Biotechnology "Anti-VEGF (human)" (clone JH 121,
Cat#05-443, Upstate Biotechnology Waltham, USA) in der Verdinnung 1:100
verwendet. Die Inkubationszeit des Primérantikorpers betrug entweder 60 min bel
Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 Grad Celsius im Kihlschrank. Die Praparate
wurden bei der Farbung einer verkirzten Vorbehandlung in der Mikrowelle unterzogen.

4.2.2.7 Endoglin

Als Antikorper wurde Dako "Anti CD-105, Endoglin” (Klon SN6h, CodeNo. M3527,
Lot 0026F, Dako Hamburg, Deutschland) in der Verdinnung 1:1000 verwendet. Die
Féarbung mit diesem Antikorper erfolgte mit den Substanzen und Vorgaben des Dako
CSA (Catalysed Signal Amplification) Systems. Zusétzlich wurden die Praparate einer
Vorbehandlung mit einem Biotinblock (Dako Biotin Blocking System, CodeNo. X 0590,
Lot 00070) unterzogen. Als spezielle Reagenzien wurde ein eigener Waschpuffer
(TBST-Puffer) sowie spezielle Antikdrperverdinnungsreagenz (Dako Antibody Diluent
with Background Reducing Components, CodeNo. S3022, Lot 090-1) verwendet.

4228HIF-1

Als Antikorper wurde Abcam Ltd. Cambridge HIF-1a, (Abcam Ltd. Cambridge, UK) in
der Verdinnung 1:1000 verwendet. Die Farbung mit diesem Antikorper erfolgte mit
den Substanzen und Vorgaben des Dako CSA (Cataysed Signal Amplification)
Systems. Zusétzlich wurden die Praparate einer Vorbehandlung mit einem Biotinblock
(Dako Biotin Blocking System, CodeNo. X0590, Lot 00070) unterzogen. Des Weiteren

wurde eine verkirzte Behandlung in der Mikrowelle durchgefiihrt.
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4.3 Statistische Methoden

Satistische Hypothese und Methode

Die statistische Auswertung wurde im Hinblick auf mdgliche Unterschiede in der
Expression bestimmter Antikorper bei verschiedenen Patientengruppen vorgenommen.
Hierzu wurde Fishers exakter Test verwendet, der die statistische Unabhéngigkeit von
Zeilen und Spalten einer Kontingenztafel untersucht™®. Statistische Unabhangigkeit
bedeutet in diesem Fall, dass der Anteil an positiv gemessenen Patienten (fir einen
bestimmten Faktor) z. B. unter den Embolisierten und nicht Embolisierten (in der
Grundgesamtheit - nicht notwendig in der Stichprobe) gleich ist. Als Nullhypothese
wird somit angenommen, dass der Anteil der Expression eines bestimmten Antikdrpers
in beiden Patientengruppen gleich ist. Die Alternativhypothese ist, dass der Anteil
unterschiedlich ist, wobei zweiseitig getestet wird, somit also Unterschiede in beide

Richtungen mdglich sind.
Srenges Sgnifikanzniveau

Da am gleichen Patientenkollektiv bei mehreren Antikodrpern getestet wird, missen die
auf diese Weise errechneten nominalen p-Werte unter strengen statistischen Kriterien
noch wegen des multiplen Testens korrigiert werden. Hierfir wurde das Bonferroni-
Verfahren gew&hlt™®®. Dazu teilt man das gewiinschte globale Signifikanzniveau
( =0,05) durch die Anzahl der durchgefiihrten Tests (in diesem Fall 16 Tests [8
Antikorper, von denen 2 fir jeweils 5 Gefél3schichten getestet wurden), sodass sich as
“strenges’ Signifikanzniveau also  =0,05/16=0,003125 ergibt. Mit diesem korrigierten

Signifikanzniveau mussen die nominalen p-Werte verglichen werden.
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5 Resultate

5.1 Epidemiologie und Klinik

Im Folgenden sind alle erlangten klinischen Daten tabellarisch aufgefiihrt (siehe Tabelle
2), die wichtigsten Daten auch grafisch dargestellt.

Zu den untersuchten Daten gehtren unter anderem die Geschlechterverteilung, die
unterschiedlichen Symptome der Patienten, die Haufigkeit einer AVM in verschiedenen
Altersgruppen, der Sitz der Lasion, das Spetzler-Martin-Grading*** sowie die Haufigkeit

der Embolisation sowie deren Abstand zur Operation.

Die Geschlechterverteilung ist in etwa ausgeglichen mit einem leichten Uberhang an
Ménnern. Unter den 56 Patienten finden sich 31 Manner und 25 Frauen (siehe
Abbildung 2 sowie Tabelle 2):

45%

/ 55%

OMann BFrau

Abbildung 2 : Geschlechterverteilung im Patientengut

Bei den klinischen Symptomen der Patienten war der (blutungsbedingte) akute und
heftige Kopfschmerz in 30 der 56 Falle vorherrschend. In abnehmender Reihenfolge
wurden als Beschwerden auch neurologische Beschwerden (22 von 56), Sehstérungen
(16), Krampfanfélle und Schwindd (je 15), tiefe Bewusstlosigkeit (10),
Sprachstérungen (8), Parasthesien und Horstorungen (je 3) angegeben (siehe Abbildung
3). Bei eéinem — beschwerdefreien — Patienten war die AVM ein Zufallsbefund.
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Symptome

Anzahl Patienten

Kopfs  Neur  SehSt Epi Vert Coma Spr Pards  HorSt

Abbildung 3 : Klinische Symptome der Patienten (Mehrfachnennung méglich)

Das Durchschnittsalter der Patienten bei der OP betrug 40,1 Jahre. Die Altersverteilung
ist im folgenden Diagramm graphisch dargestellt, es zeigt sich eine deutliche
Bevorzugung des mittleren Altersbereichs zwischen 30 und 60 Jahren (s. Abbildung 4):

Altersgruppe

0 5 10 15
Anzahl Patienten

Abbildung 4 : Altersverteilung des untersuchten Patientenguts
Die Lokalisation der Lasion lasst sich ebenfalls in Zahlen fassen. 5 der 56 AVMen
fanden sich im Kleinhirn (Cerebellum), eine im Thalamus (Tief). Der Rest war den

Lappen des Grof3hirns zuzuordnen (siehe Abbildung 5):



Thalamus

Cerebe

Frontal

Zentral

Tempo

Abbildung 5 : Verteilung des Sitzes der Lasionen
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Eine praoperative Embolisation wurde in 34 der 56 Félle durchgefihrt (siehe Abbildung
6). Die Verteilung der Abstdnde zwischen letzter Embolisation und OP wird in

Abbildung 7 dargestellt. Zu sehr geringen Absténden, z.B. von einem Tag, kam es,

wenn wahrend der Embolisation Zwischenfélle eintraten und eine Notoperation

durchgefiihrt werden musste.

Ja
61%

Abbildung 6 : Haufigkeit der préoperativen Embolisation

Unbekannt | 1

>= 1 Monat |11

<1 Monat

] 18

< 1Woche |5

Abbildung 7 : Zeitlicher Abstand der Embolisation zur OP

18

20



Seite 39

Im Spetzler-Martin-Grading'™ war am haufigsten Grad 3 zu verzeichnen (siehe
Abbildung 8). In einigen Féllen war keine Klassifizierung moglich, da die OP

notfallmaiig erfolgte und keine praoperative Angiographie stattfand.

251

20

Haufigkeit 1°7
(abs.) 1o

5.

0.

Grad

Abbildung 8 : Haufigkeitsverteilung des Spetder-Martin-Grading

Legende zur Tabelle 2

NR : Kennzeichnet die fortlaufende Nummer des Patienten, NAME : Namensinitialen des
Patienten, NE : Registriernummer der Préparates in der Pathologie (Blocknummer),
W/M : Geschlecht des Patienten (W = Weiblich, M = Mannlich), Symp: Klinische
Symptome des Patienten (K = akuter Kopfschmerz, C = Coma/ tiefe Bewusstlosigkeit,
E = epileptische Krampfanfédlle, N = Neurologische und / oder psychische Symptome
wie z.B. Ataxie, Verwirrtheit und pathologische Reflexe, L = Sprachstérungen, V =
Vertigo, P = Parasthesien als spezielles neurologisches Syndrom, O = Sehstérungen, A
= Horstérungen, Z = Zufallsbefund), ALTER: Alter des Patienten am Tage der Operation
in Jahren, ORT : Lokalisation der Lasion im Gehirn (Li = Links, Re = Rechts, P =
Parietal, T = Temporal, F = Frontal, O = Occipital, Z = Zentral, C = Cerebellér, Th =
Thalamus), EmBO : Haufigkeit einer préoperativen Embolisation (- = keine
Embolisation préaoperativ) und Zwischenraum zwischen letzter Behandlung und
stattgefundener Operation (J = Jahre, M = Monate, W = Wochen, T = Tage, S =
Stunden), S+M : Spetzler-und-Martin-Grading™**
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Nr  Nam NE W/M Symp Alter Ort Embo S+M
1 AM 326/99 W K,C 65 Re O - k.A.
2 AE 260/00 W E 29 Re Z 2x, 3 M 4
3 AC 825/97 M \Y 31 Re F 5x,4T 3
4 BD 873/98 M N, O 59 LiP - 3
5 BB 1029/98 W K, C 19 Re F - k.A.
6 BA 945/97 M K, E 49 ReT - 2
7 BD 1069/99 M L, N 55 LiT 3%, 1S 4
8 CR 905/98 M N, C 11 Re Z 5x, k.A. 4
9 DA 983/99 M K, O, A 43 Re O 4x, 1 W 3
10 DM 248/00 M E 39 Re P 5x,1T 3
11 DH 680/99 M N, C 60 Li O - k.A.
12 DF 649/98 M CE 8 Re Th - 4
13 DR 600 /99 M K, O,V 34 Re O 9%, 2 M 4
14 DA 431/97 W A, V, N 39 Re C 5x, 1W 4
15 FA 851/97 W E 46 Re Z 6x, 1W 3
16 FG 581/97 M E, N, V 37 ReT 5x, 1W 4
17 FR 603/97 M K,V, N 33 Re C 2x, 1M 3
18 GH 543/97 M , 43 Li O 5x,3M 4
19 HJ 410/99 M V, N, O 46 Li O - 2
20 HF 963/97 ' K,V,L, N 67 C - 2
21 HM 140/98 M K,O,P, N 37 LiT 4x, 5 W 3
22 HW 781/99 M E,N 49 ReT - 3
23 HN 716/97 W K,O,N, L 19 Li O 3%, 1W 3
24 IN 461/00 M K,C 7 LiZ - 3
25 JA 634/98 M 51 Re P 3%, 1W 3
26 JO 913/98 M K,V 41 Re O 5x, 1W 3
27 JH 923/97 " K,V, P 56 LiZ 5x,1T 4
28 KB 593/99 M K, O,V 17 Li O 4x, 1 W 3
29 KW 629/99 M P,0O, K,V 27 LiT 6x, 9 M 4
30 KM 717/99 W K,V, N 76 Re F - k.A.
31 KM 219/99 W K, C 56 Li O - 2
32 KK 387/97 ' L,O,N 32 LiT 6x, 6 M 3
33 KM 594/98 ' K,V, N 33 LiC 3%, 1M 3
34 LM 033/00 M E 25 LiT - 2
35 LW 254/00 M E,C 54 LT 2x, 1 W 3
36 LM 1162/99 M Z 11 Re P - 4
37 LB 689/99 ' K, O,V 27 Re P 11x, 1 W 4
38 LV 948/99 W K,L,V, N 40 Re P 6x, 1W 3
39 oW | 1161/99 M L, N 59 LiP - k.A.
40 PM 477/98 W E 39 Li F 2x, 15 M 3
41 RJ 612/98 M V, O 42 Li O 3%, 1S 4
42 RW 793/97 M K,C 69 LiC - k.A.
43 RJ 328/97 M L, N, K 42 LiP - 3
44 RS 872/99 ' K 49 LiZ 7, 1 W 2
45 SG 130/98 ' E, K, N 40 LiT 4x, 1 W 4
46 SC 318/97 M K, N, E 47 LiT 3%, 1 W 2
47 SM 170/99 ' (0] 43 Re P 4x, 6 W 2
48 SM 157/98 W (0] 33 Re O 3%, 1 W 3
49 SM 382 /97 M K, O 23 Re O 6x, 1W 4
50 SE 1087/99 W K, A 37 LiT 6x, 4 W 4
51 ™ 779/98 " K, O 55 Li O - 1
52 TH 771/99 M L, N 59 Li F - 1
53 UG 235/00 W K, C 31 LiP - k.A.
54 WM 362/97 " K, P, N 59 Re Z - 2
55 WM 260/98 W E 27 ReT 2x, 1 W 3
56 WI 83/99 " E 20 Re Z 6x, 2 M 3

Tabelle 2: Klinische Daten des Patientenguts
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5.2 Immunhistochemie

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Farbungen fir jeden Antikorper
sowohl in Textform als auch grafisch dargestellt. Bei den Préparaten der in dieser
Studie untersuchten Patienten erfolgt bei enigen Antikdrpern zusédtzlich eine
Aufschlisselung der Anférbbarkeit nach Gewebsschichten. Zunédchst erfolgt ein kurzer
Uberblick tber die Ergebnisse der Kontrollpréparate. Eine tabellarische Ubersicht der
gesamten Farbeergebnisse findet sich am Ende des Abschnitts.

Féarbungen der Kontrollpré&parate

Nur das Préparat, bei dem postmortal eine AVM diagnostiziert wurde, wies eine
Positivitat fur die Antikorper PCNA, FLK-1 sowie HIF-1  auf.

Kein Praparat der Kontrollgruppe zeigte eine Anféarbbarkeit fur VEGF sowie MIB-1.
Auch bei den Farbungen fur bFGF und TGF- fand sich bei keinem der untersuchten
Préparate eine positive Farbung in einer der 5 betrachteten Gewebsschichten (nicht

gesondert differenziert).
Die Farbung fur den Antikorper gegen Endoglin war in 8 der 14 Félle positiv.

In 7 der 14 Félle fand sich eine Blutung im Sektionspréparat.
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Farbeergebnisse der Patientenpraparate

Zunéchst werden zusammen die Haufigkeiten fur PCNA, MIB-1, FLK-1, VEGF und
HIF-1 gezeigt. Diese Ergebnisse beziehen sich auf anférbbare Zellen in der
Endothelschicht (siehe Abb. 20). Wahrend sich bei PCNA spezifisch die Zellkerne
anfarben lassen (nukledres Expressionsmuster, siehe Abbildungen 16 und 17), férbt sich
beim  VEGF-Antikrper das Zytoplasma braun an  (zytoplasmatisches
Expressionsmuster, siehe Abbildung 19).

100%

oo, | N 1] B

80% -
70% A
60% -
50% -
40% 4 |48 45 47
30% -
20% A 24 25
10% A
0% . . . .
PCNA  Mib-1 FIk-1  VEGF  Hif-1

Antikorper

O Positiv @ Negativ

Abbildung 9 : Absolute Anféarbbarkeit fir sechs Antikorper

Am haufigsten wurden die Antigene PCNA (85,7 %, siehe Abb. 16 und 17), Flk-1 (80,4
%, Abb. 18) und HIF-1 (83,9 %, Abb. 22) exprimiert. Bei nur zwei Funftel der
Préparate lief? sich eine Anféarbung fur Ki-67 (42,9 %) und VEGF (44,6 %, Abb. 19)

nachweisen.

Bei den Antikérpern bFGF (siehe Abbildung 14) und TGF- (siehe Abbildung 15)
wurde die Beurteilung der Anfarbbarkeit, analog der Studie von Kilic et al.”, getrennt
nach Gewebsschichten vorgenommen. Wahrend bFGF fast ausschlief3lich im Endothel
exprimiert wird, ist die Vertellung von TGF- gleichmaliger. Im perivaskularen
Gewebe werden sowohl bFGF als auch TGF- verstérkt von den dort anzutreffenden
Zéellen, z.B. Fibroblasten, exprimiert (Abb. 15).
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Positiv

E S M A P
ObFGF 39 21 2 8 41
B TGF- 30 37 13 19 41

Gewebsschicht

Abbildung 10 : Schichtenbezogene Anférbbarkeit fur TGF- und bFGF.
Legende : E = Endothel, S= Subendothel, M = Media, A = Adventitia, P = Perivaskul &res Gewebe

Im Endothel wurde bFGF von 39 der 56 (69,6 %) Préparate exprimiert, beil TGF- war
dies bei 30 der 56 (53,6 %) Patienten der Fall. Im Subendothel wurde TGF- (66,1 %)
vermehrt exprimiert im Vergleich zu bFGF (37,5 %). Die Zellen der Adventitia zeigten
fur beide Antikorper in 41 der 56 Félle (73,2 %) eine positive Anféarbung.

Einfluss der Embolisation auf die Expression

Bereits in einer pralimindren Serie'® ist berichtet worden, dass die Embolisationen
einen erheblichen Einfluss auf die Expression von angiogenetischen Faktoren in
AVMen haben kénnen. Es war daher nahe liegend, die 35 Patienten der vorliegenden
Serie, die préoperativ embolisiert wurden, mit den 21 Patienten ohne Embolisation zu
vergleichen. Es zeigte sich, dass fUr beinahe alle Antigene ein prozentualer Anstieg der
Expression in embolisierten Préparaten besteht. Dabel wurde in 71% der Praparate ohne

vorherige Embolisation eine positive Immunreaktion fir PCNA nachgewiesen, wahrend
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bei vorher embolisierten AVMen in 94% der Félle eine Positivitét in den Endothelzellen
bestand. Analog stieg die Expression von Flk-1 von 67% auf 89%, fir VEGF von 14
auf 63%, fur HIF-1a von 67% auf 94% und fur Endoglin 95% auf 97% (siehe
Abbildung 11).

Testung auf Sgnifikanz

Es wurde weiter gepriift, ob die in der Stichprobe beobachteten Unterschiede statistisch
signifikant sind. Hierzu wurde Fishers exakter Test verwendet. Die Signifikanzniveaus
wurden mit 0,05 bzw. nach strengeren Kriterien wegen multiplen Testens mit

=0,003125 angenommen (s. hierzu auch Material und Methoden). Als nach strengeren
Kriterien einziger statistisch signifikanter Unterschied zeigte sich, dass VEGF
signifikant haufiger in embolisierten as in nicht embolisierten AVMen exprimiert
wurde (p=0,0007). Zum Niveau 0,05 sind auch die Unterschiede in der Expression von
PCNA und HIF-1 signifikant.

0 20 40 60 80 100

I I I I
1 1 1 1

PCNA . *
MIB *

FLK-1 W—'

VEGF __ | | | I

HIF-1 # | :
SEEMp=———— g

|I:| Embolisation BKeine |

Abbildung 11 : Abhéngigkeit der prozentualen Antigenexpression in Bezug auf vorangegangene
Embolisation. Legende: * signifikanter Unterschied, ** signifikanter Unterschied, auch nach Reduktion

des Sgnifikanzniveaus wegen multiplen Testens

Eine entsprechende Steigerung der prozentualen Expression der Antikorper tritt auch
bei der genaueren Untersuchung von bFGF (siehe Abb. 14) und TGF-a (siehe Abb. 15)
auf. Dabei ist besonders die Expression dieser Antigene im Bereich des Endothels bzw.
Subendothels und im Fall von TGF-  auch im perivaskul&ren Gewebe auffalig.
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Eine signifikante Zunahme der Expression von bFGF zeigte sich jedoch nur im
Endothel (p= 0,039), wahrend es fir TGF- eine signifikante Zunahme der Expression
im Endothel (p = 0,0272, Subendothel (p = 0,0403) und im perivaskuléren Gewebe (p=
0,0258) gab.
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M
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Abbildung 11: Abhangigkeit der Antigenexpression bei TGF- und bFGF, in Abh&ngigkeit von den
Gewebsschichten und vorausgegangener Embolisation (* signifikanter Unterschied)

Zudem nimmt auch die Haufigkeit der Embolisationen auf die Expression der
untersuchten Faktoren Einfluss. Von 18 Patienten mit 5 oder mehr
Embolisationsbehandlungen zeigten alle (100%) eine positive Immunreaktionen fir
PCNA und HIF-1a (siehe Abb. 22), wahrend sich nur bei 8 Patienten (44%) auf MIB-1
und 15 Patienten (83%) fur VEGF eine entsprechende Reaktion zeigte. Bei den drei
Préparaten, bei denen keine Immunreaktion gegen VEGF nachgewiesen werden konnte,
handelte es sich um AVMen, die mehr als vier Wochen vor der Operation embolisiert

worden waren.
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TGF-a

bFGF

PCNA  Mib-1  Flk-1 VEGF Endo  Hif-1

Nr

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

33
34
35
36

37

38
39

40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51

52

53
54
55
56

Tabelle 3: Férbeergebnisse der Operationspréaparate
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Nr. Ort Blut. NE AVM PCNA MIB-1 Flk-1 VEGF Endo HIF-1 bFGF TGF-
1 ST ja 221/99 0 0 0 0 1 0 0 0
2 ST | nein | 224/99 0 0 0 0 1 nu Nu 0
3 ST ja 200/99 0 0 0 0 1 0 0 0
4 ST | nein = 218/99 0 0 0 0 1 0 0 0
5 ST ja 200/99 0 0 0 0 0 0 0 0
6 ST ja 191/99 0 0 0 0 0 0 0 0
7 ST ja 186/99 0 0 0 0 1 0 0 0
8 ST | nein | 74/00 0 0 0 0 0 0 0 0
9 ST ja | 78/00-1 0 0 0 0 1 nu nu 0

10 ST | nein | 78/00-2 0 0 0 0 0 nu 0 0

11 ST ja 87/00 Ja 1 0 1 0 1 1 0

12 ST | nein | 207/99 0 0 0 0 1 nu nu 0

13 ST | nein = 215/99 0 0 0 0 0 0

14 IT nein | 189/99 0 0 0 0 0 0

Tabelle 4: Férbeergebnisse der Kontrollpraparate

Legende zu Tabelle3und 4

NR = Fortlaufende Nummer wiein Tabdlle 1

PCNA, MIB-1, FLk-1, VEGF, HIF-1 , BFGF, TGF- : Jeweilige Antikorper

ENDO = Endoglin

ABKURZUNGEN FUR GEWEBSSCHICHTEN : E = Endothel, S = Subendothel, M = Media,

A = Adventitia, P = Perivascul &res Gewebe

FARBEINDEX : O = keine Férbung in der jeweiligen Gewebsschicht, 1 = Férbung in der
Schicht vorhanden

ORT : Herkunft des Sektionspraparates (ST = Supratentoriell, IT = Infratentoriell)

BLUT. : Pramortal stattgefundene Hirnblutung

AVM : Postmortal fand sich eine AVM
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6 lllustrationen

6.1 Klinik

Abbildung 12: zeigt oben links den Stus nach Freilegung einer in der Zentralregion gelegenen AVM, die
zum Teil embolisiert wurde (s. Pfeil auf thrombosiertem Gefaf?).

Abbildung 13: Das Bild zeigt die Resektionshthle nach kompletter Entfernung (in der Mitte dargestellt)
der AVM.
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6.2 Immunhistochemie

Abbildung 14: Praparat Nr. 254/00 in der bFGF-Féarbung. Es finden sich positiv geférbte Zellen sowohl
im Endothel als auch im Subendothel und der Adventitia des Gefales.

Abbildung 15:Beim Praparat 905/98 sind in der TGF- -Féarbung alle Schichten positiv.
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Abbildung 16: Préparat 83/99 in PCNA-Féarbung - Deutliche nukledre Positivfarbung der Endothelzellen

Abbildung 17: Vergroferung des Bildes zuvor: hier ist sehr deutlich die spezfische (braune) Anfarbung
der Endothelzellkerne zu sehen
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Abbildung 18: Positive FLK-1-Farbung fir das Praparat 83/99, deutliche Abgrenzung gegen andere
ZdIschichten.

Abbildung 19: Férbung des Antikdrpers VEGF beim Préparat 260/98. Auch hier sieht man exakt, wie
sich ganz spezifisch das Zytoplasma des Endothels anfarbt.
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Abbildung 20: Endoglinférbung des Préparates 248/00. Sreng auf das Endothel limitierte Anfarbung des
Gefarknauels. Artefakte im dazwischen liegenden Bindegewebe.

Abbildung 21: In der Hamatoxylin-Eosin-Farbung einer AVM sieht man Hirngewebe zwischen den
Gefalanschnitten. Viele Erythrozyten in den pathol ogischen Gefalzen.
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Abbildung 22: Bei Préaparat 830/99 findet man eine Anfarbung fir HIF-1 in unmittelbarer
Nachbarschaft zum Embolisat (Pfeile). Vorwiegend (Sub-)endotheliale Expression.
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7 Diskussion

7.1 Epidemiologie und Klinik
Vergleichsgrundlagen in der Literatur

Zunéchst werden einige klinische Merkmale unseres Patientenguts diskutiert, bevor auf
die spezifische Antigenexpresson naher eingegangen wird. Zu Vergleichen
hinzugezogen wurden die Verdffentlichungen von Fults et al.*, Crawford et al.?,
Hofmeister et al.*® sowie Ondra et al.''*. Die in jenen sowie unserer Studie ermittelten
wichtigsten klinischen Daten (Blutung und Epilepsie, Geschlechterverteilung sowie
Alter der Patienten) im tabellarischen Uberblick :

Hofmels- | Fults et | Crawford | Ondra et | Eigene

teretal.”® |al.® etal.* al.t Sudie
Blutung 53 % 51,9% 72 % 71 % 53,5 %
Epilepse | 30% 27,5% 18 % 24 % 26,8 %
Frauen 45 % 44,3 % 45 % 40 % 45 %
Alter 31,24 36 J. ? 33,7J. 40,1 J.
Supraten- | ? 67,2 % 75,8 % 90 % 89,3 %
toriell

Tabelle 5: Klinische Daten der Studien um Vergleich
Klinische Symptomatik

Die Symptomatik zu Beginn der Krankheit l&sst sich nur eingeschrankt auf die
Beobachtungen anderer Studien Ubertragen, da in der vorliegenden Dissertation eine
klinische, am subjektiven Beschwerdebild des Patienten orientierte Einteilung
vorgenommen wurde. Wenn man jedoch annimmt, dass jedem starken und akuten
Kopfschmerzereignis eines AVM-Patienten eine stattgehabte Blutung vorausgegangen
sein muss, dann ist die Haufigkeit der Blutung als Erstsymptom 53,5 % (absolut: 30 von
56). Jedoch mdgen auch Patienten mit rein neurologischen Symptomen ein

Blutungsereignis hinter sich haben, z.B. vergleichbar eines cerebralen Insultes, so dass
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aufgrund der nicht stattgefundenen Analyse der radiologischen Aufzeichnungen keine
eindeutige Zuordnung zum Ereignis ,,Blutung® gegeben werden kann. Die Rate in den
anderen Untersuchungen schwankt zwischen 51 % bei Fults et a.*® und 72 % bei
Crawford et a.?*. Letztgenannte Studie unterteilt das Patientenkollektiv in mehrere
Gruppen mit mehreren Symptomen, eine strikte Trennung zwischen einer Blutung oder
einem Krampfanfall als Erstsymptom findet nicht statt.

Eindeutiger 1&sst sich ein Vergleich fur das Symptom , Krampfanfall“ geben. Exakt
26,8% (15 absolut) der Patienten aus der vorliegenden Studie zeigten diese
Symptomatik mindestens einmal wahrend des Krankheitsverlaufs. In den Ubrigen
Studien wird ein prozentualer Anteil von 18%** bis 30 %> angegeben. Kritisch
anzumerken ist wiederum die Einteilung bei Crawford®®, dort werden Krampfanfalle mit
und ohne Blutungsereignis zwei unterschiedlichen Symptomgruppen zugeteilt, so dass
die exakte Quote an Patienten mit einem Krampfanfall nicht zu eruieren ist. L&sst man
aus den eben genannten methodischen Grinden die Studie von Crawford auf3en vor,
ergibt sich aus den Ubrigen Studien eine Wahrscheinlichkeit fur einen hirnorganischen
Anfall zwischen 24%" und 30%>, was sich mit den Ergebnissen unserer Studie deckt.
Eine Aufschlisselung des Symptoms ,, Krampfanfall* nach Sitz der Lésion fand in der
vorliegenden Arbeit nicht statt. Ghossoub et a.*, welche die Epilepsierate in ihrer
Studie mit 30% bezifferten, zeigten jedoch auf, dass besonders im Temporallappen
sitzende AVMen partielle Krampfanfélle hervorrufen, wahrend generalisierte Anfélle
eher ihren Ursprung in AVMen im Frontallappen haben. Die Wahrscheinlichkeit, als
AVM-Patient einen hirnorganischen Anfall zu erleiden, scheint jedoch nicht nur mit der
Lokalisation der Lasion, sondern auch mit deren Groéf3e und dem Patientengeschlecht
zusammenzuhéngen®. Eine sichere Erklarung firr das Auftreten eines hirnorganischen
Anfalls gibt es letztendlich nicht. Verdrangungseffekte und lokales Odem konnen eine
Rolle spielen oder durch Hamosiderinablagerungen rund um die Lasion entstehen, wie

dies auch fiir Kavernome beschrieben wurde™.

Uber Sehstérungen klagten 16 von 56 der Patienten (28,6 %), jedoch nicht beschrankt
auf Patienten mit AVMen im Okzipitalappen. Aus den Akten war leider nicht
einwandfrei ersichtlich, ob einzelne Patienten unspezifische Symptome wie Flimmern
oder Verschwommensehen beklagten oder umschriebene Gesichtsfeldausfalle.
Crawford et al.* Berichten Uber Gesichtsfeldausfalle bei 7 von 343 Patienten, eine

genauere Aufschlisselung der Symptomatik findet hier, genau wie bel den anderen
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zitierten Studien®*** nicht statt.

Als vierthaufigstes Symptom wurde neben Krampfanfélen auch Schwindel angegeben
(15 von 56 Patienten). In den Vergleichsstudien wurden keine vergleichbaren Zahlen
angegeben. Die Grunde fur Schwindel bei einer AVM konne wiederum
Verdrangungseffekte oder, wie schon as Ursache fir neurologische Defizite
aufgefihrt'®, Unterversorgung bestimmter Hirnregionen durch den Shunt in der AVM
sein (Steal-Phanomen)

Neurol ogische Ausfélle

Wahrend drei der vier zuvor ztierten Studien neurologische Ausfélle
zusammenfassen®, aufteilen in persistierende und voranschreitende Schadigungen®
oder as ,andere Symptome*™* bezeichnen, wird bei Fults et al.® sowie in der
vorliegenden Studie der Symptomenkomplex genauer aufgetrennt in unspezifische
neurologische Symptome wie Verwirrtheit und Ataxie als auch in spezifischere
Schéadigungen wie Sprach- und Hoérstérungen oder Parasthesien. Am Haufigsten sind
neurologische Symptome, die nicht notwendigerweise kausal mit einem akuten
Blutungsereignis zusammen hangen (Verwirrtheit, Ataxie und pathologische Reflexe).
Vergleichbare Daten sind bei keiner der Vergleichsstudien zu finden. Fults et al.*®
geben fur Parésthesien eine Wahrscheinlichkeit von 2,3 % an, von den Patienten unserer
Studie klagten 3 von 56 (5,4 %) tber Missempfindungen und Kribbelgefuhle. Crawford
et a.* geben die Haufigkeit neurologischer Ausfdlle mit 7% an, statistische
Schwierigkeiten ergeben sich jedoch dadurch, da in jener Studie sémtliche Patienten,
die neben neurologischen Ausfélen auch Krampfanfalle und Blutungen hatten, einer

anderen Gruppe zugeordnet und nicht néher aufgeschl iisselt wurden.

Nervenheilkundliche Beschwerden konnen sich bei einer AVM auf vielen Wegen
ergeben. Zunéchst spielt die massenhafte Zerstbrung von Nervenzellen nach einer
Massenblutung aus der AVM eine grol3e Rolle. Als weitere Grinde denkbar sind
persistierende Mikroblutungen wie bei Kavernomen'?, die zu
Hamosiderinablagerungen und disseminierten Zelluntergéngen der Neuronen rund um
die Lasion fiihren'**. Auch ischamischer Untergang von benachbarten Nervenfasern
durch Steal-Effekt'®® oder Irritationen durch Entziindungsvorgange® in und rund um
die AVM, auch nach erfolgter Embolisation, mégen auch eine prolongierte'®

Symptomatik hervorrufen.
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Altersverteilung

Das Durchschnittsalter unserer Patienten (40,1 Jahre) ist hoher als das in anderen
Studien ermittelte (zwischen 31,2 Jahren® und 36 Jahren®), jedoch ist zu
berlicksichtigen, dass in den Vergleichsstudien das Alter zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung angegeben wurde, wahrend in unserer Studie das Alter zum Zeitpunkt
der Operation berticksichtigt wurde. Dies erklart den Altersunterschied, da aus
verschiedenen Griinden zwischen Diagnosestellung und (operativer) Therapie oftmals
mehrere Monate oder Jahre vergehen. Eine Mdglichkeit ist, dass initial keine
Notwendigkeit einer operativen Intervention gesehen wurde, z.B. aufgrund der
perioperativen Morbidita™ und Mortalitat™, oder der Patient lehnte zunachst die
Operation ab. Zu den mdglichen Ursachen zéhlen auch Verzégerungen, weil die
Diagnostik (Bildgebung®, Angiographie®) sowie Vorbehandlung (Embolisation* 2,
Bestrahlungen®’) noch nicht abgeschlossen waren oder Komplikationen mit sich
brachten®, andere Eingriffe vordringlicher erschienen oder der Patient aus anderen, z.B.

internistischen Griinden, nicht operationsfahig war.

Neben dem Durchschnittsalter sollte auch die Altersverteilung betrachtet werden, diese
reprasentiert das Alter des Patientenkollektivs besser und gibt Hinweise auf eventuell
unterschiedliche Atiologie der Lasionen. Die meisten Patienten, namlich 37 von 56
(66,1 %) wurden zwischen 30 und 60 Jahren operiert, nur 7 von 56 (12,5 %) aller
Patienten waren junger als 20 Jahre und sind als péadiatrische Félle zu werten. Crawford
et al.?* geben an, Uber 50% ihrer Patienten sein zum Diagnosezeitpunkt jiinger als 30
Jahre —in der vorliegenden Studie trifft das nur auf 14 von 56 (25 %) aller Patienten zu,
jedoch lassen sich die Altersangaben aus den o.a. Grinden nicht vergleichen. Nach
Lehrbuchmeinung™®** sind AVMen ausschlieRlich angeboren und die Entstehung
somit in der Embryonalzeit angesiedelt'”’, jedoch ist das Manifestationsalter je nach
Patient sehr unterschiedlich. Die Grinde fur diesen Sachverhalt sind vielfaltig —
intraindividuelle Faktoren wie langsames Wachstum®*#? der Lasion, klinisch stumme
Varianten, Beschwerdefreiheit oder Verleugnung von Beschwerden, ungenaues
Beschreiben der Symptomatik besonders bei Kindern und Jugendlichen®® ™. Eine
weitere Moglichkeit ist, dass ein Teil der Malformationen nicht angeboren ist, sondern
im Kindes- oder Erwachsenenalter' ,de novo* entstehen oder mehrfach auftauchen™".
Auf der anderen Seite kann sich die Zeitspanne zwischen Beginn der Beschwerden und

richtiger Diagnose verzégern wegen ungeniigender Bildgebung®, Verharmlosung der
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Beschwerden oder das Nichterkennen der Krankheit durch die oftmals unspezifischen
Befunde. Obwohl in der vorliegenden Studie kein derartiger Fall gesehen wurde, sind

« 18,39,86,121 vaskularen

diagnostische Probleme denkbar bel den so genannten ,, okkulten
Malformationen, die oft thrombosiert sind®* und sich einer differenzierten Bildgebung

via Angiographie entziehen..
Geschlechterverteilung

Das Geschlechterverhdltnis in der vorliegenden Studie entspricht den bisherigen
Beobachtungen: weniger als die Halfte, ndmlich 25 von 56 (45 %) der behandelten
Patienten waren weiblich, in der Vergleichsliteratur werden hier Zahlen von 40 %' bis
45 %**> angegeben. Eine anerkannte Begriindung fiir die Dominanz des mannlichen
Geschlechtes gibt es nicht. Eine Erklarung fur diesen Sachverhalt wére ein protektiver
Effekt weiblicher Hormone auf die Wandstabilitdt der Lason oder
Entziindungsvorgange innerhalb der AVM, &hnlich den Beobachtungen bei AVM-
Radiotherapie von Bhatnagar et al.’. Die Studie von Crawford et a.** ergab einen
besonders hohen Anteil betroffener Frauen in der Schwangerschaft, das Blutungsrisiko
sei wahrend dieser Zeit erhoht. Die Arbeit von Fults et al.*® ergab ein umgekehrtes
Ergebnis — keine Patientin war zum Zeitpunkt der Diagnosestellung schwanger.

Topographie

Betrachtet man die topographische Verteilung der Lasionen, so falt auf, dass die
meisten AVMen (50 von 56 = 89,3%) supratentoriell liegen, also in einem der Lappen
des GroRhirns. Hauptsichlich waren die Lasionen im Parietal-, Temporal- und
Okzipitalappen gelegen, eine eindeutige Korrelation zwischen Sitz der Lasion und
klinischer Symptomatik ergab sich nicht. Der Anteil von supratentoriell gelegenen
Lasionen betrug in den anderen Studien zwischen 67,2 % und 90 %', ein direkter
Vergleich falt jedoch schwer, da die Autoren teilweise zusétzlich zwischen

38,114

oberflachlich und tief gelegenen Lasionen unterscheiden oder bei einem Teil der

Patienten der genaue Lokalisation der AVM nicht bekannt®* war.
Préaoperative Embolisation

In etwa 60 % der Fale (34 von 56 Patienten) wurde eine préoperative Embolisation

66,85,97

durchgefihrt, um den Blutfluss in der Lasion zu verringern und somit den

chirurgischen Eingriff zu vereinfachen bzw. das Risiko intraoperativer Blutungen zu
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verringern. Die Embolisation wird in der Regel mehrfach durchgefiihrt, um einen
moglichst hochgradigen Verschluss zu erreichen™3. Nicht bei allen Patienten wird eine
solche Vorbehandlung durchgefihrt — entweder ist die Embolisation nicht im
Therapieplan vorgesehen, z.B. aus anatomisch-technischen Griinden, weil die Operation
unaufschiebbar ist, nach &rztlicher Erfahrung andere Behandlungsmethoden, z.B. eine

préoperative Bestrahlung®”®®, groRere Heilungsaussichten und (aufgrund des

129,154
)

Patientenalters oder Sitz der L&sion eine geringere Morbiditat und Mortalitét™

24,38,59,114

aufweisen. In den Ubrigen Studien waren keine vergleichbaren Daten zur

préoperativen Embolisationstherapie zu finden.
Zeitlicher Abstand zur Operation

Der operative Eingriff erfolgt nicht sofort im Anschluss an die Embolisation, sondernin
einem variablen zeitlichen Abstand, welcher in der vorliegenden Studie zwischen einer
Stunde (Notfalloperation) und 9 Monaten betrug. Akute Eingriffe direkt im Anschluss
an eine Embolisationsbehandlung sind notwendig, wenn eine Hirnmassenblutung oder
ein Verschluss von anderen Gefélien durch einen falsch liegenden Katheter eingetreten
sind (Embolisatverschleppung®®’). Auch bei komplikationsloser Vorbehandlung lautet
das Ziel, den operativen Eingriff moglichst bald nach der Embolisation durchzufthren.
Verzogerungen treten auf, wenn der Patient personliche Griinde hat, den Eingriff nicht
durchfihren zu lassen oder weil aus anderen medizinischen Griinden eine Operabilitat

nicht gegeben ist und die perioperative Mortalitat™ zu hoch erscheint.
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7.2 Immunhistochemie
Umfang unserer Sudie im Vergleich

In der jungeren Vergangenheit wurden immunhistochemische Studien an AVMen
durchgefihrt. Marker waren Gefé3wachstums- und Differenzierungsfaktoren. In der
nachfolgenden Tabelle ein Vergleich zwischen den untersuchten Antigenen in unserer

und den entsprechenden Vergleichsstudien:

Rothbart Uranishi Hashimo- | Hashimo- | Kilic et Matsuba- | Koizumi Sure et Unsere
etal.® etall*® toeta® |toeta® | a.® raetal.® | eta” a1 Studie

VEGF FLK-1 MIB-1 FLK-1 VEGF Endoglin | VEGF PCNA PCNA

bFGF Flt-1 (Ki-67) Tie-2 bFGF FLK-1 MIB-1 MIB-1
Laminin | Tiel TGF- FLK-1 FLK-1
Flt-1

Fibro- Tie-2 Fibro- VEGF VEGF

. . Fit-4 .
nectin nectin Endoglin
Collagen- Laminin HIF-1
Typ4 SMA bFGF
SMA Collagen TGF-

Tabelle 6: Die untersuchten Antigene der Sudien im Vergleich

In unserer Studie fand die bisher umfassendste Analyse von mdglichen
Angiogenesefaktoren in cerebralen AVMen statt.

PCNA

Die Féarbung fir PCNA war bel 48 von 56 Praparaten (85,6 %) positiv. Wurde die
Lasion zuvor embolisiert, war die relative Zahl der L&sionen, welche eine Positivitat fir
PCNA aufweisen, signifikant hoher (97,1 % zu 68,2 %). In der Vorgangerstudie™*'*,
die jedoch an einer geringeren Anzahl an Patienten (30) durchgefiihrt wurde, konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen der Expression von PCNA mit oder ohne
Embolisation gesehen werden. Die relative Anzahl an PCNA-positiven Praparaten ist
mir der vorliegenden Arbeit vergleichbar (85,6 % zu 87 %). Bei den Kontrollpréparaten
war nur das Exemplar mit der postmortal gefundenen AVM PCNA-positiv. Die Rolle
von PCNA als Marker sowohl fir Proliferation als auch fir die Gewebsdifferenzierung
und Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patienten wurde bereits an cerebralen
Neoplasien (Astrozytome, Glioblastome) gezeigt™. Auch in normalem Gewebe gilt

vermehrte Expression von PCNA als Zeichen verstirkter Proliferation®. In der
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vorliegenden Studie zeigt sich, dass ein Grofdteil der AVMen PCNA-positiv ist, folglich
die meisten Malformationen nicht statisch sind, sondern aktiv proliferieren. Eine
préoperative Embolisationsbehandlung scheint die Proliferationsrate zu erhéhen, wie
schon Hashimoto™ vermutete.

MIB-1

Das Protein MIB-1 wurde seltener exprimiert: nur in 24 der 56 Félle (42,9 %) wurde
eine Anfarbung registriert, samtliche Kontrollpraparate waren negativ. Auch fand sich
eine niedrigere MIB-1-Positivitét bel Patienten, die sich eine Embolisationstherapie
unterworfen hatten (41,2 % zu 45,5 %). In der Vorgangerstudie waren nur 20 % aller
Préparate MIB-1-positiv, dort war jedoch die Fallzahl bedeutend kleiner (30 statt wie in
dieser Studie 56 Félle). In der Gruppe der Kontrollpréparate waren alle Préparate in der
MIB-1-Farbung negativ. Die Arbeit von Hashimoto et a.*® erbrachte ahnliche
Ergebnisse, dort war die Quote der Ki-67-positiven Zellen etwa sieben Mal hoher asin
den Kontrollpréparaten. Diese Ergebnisse lassen sich mit denen unserer Studie jedoch
aus methodischen Grinden nicht vergleichen: Hashimotos Gruppe zédhite ale
Endothelzellen (maschinell) einzeln aus und erstellte einen Ki-67-Index, wahrend wir
einen anderen Ansatz wahlten und die Préparate nur auf das absolute Vorhandensein

positiver Zellen durchsuchten.

Eigentlich ist ein zu der PCNA-Férbung analoges Ergebnis zu erwarten, dain normalem
Gewebe die Expression von PCNA und MIB-1 korrelieren®. Laborchemische Griinde
konnen fur diesen Widerspruch verantwortlich sein, denn die Halbwertszeit des MIB-1-
Proteins betrégt nur 1 h. Zeitverzbgerungen bei der Operation, der Préparatentnahme
und Praparatkonservierung kénnen das Protein zerstéren und somit dem Nachweis in
der Immunhistochemie entziehen. Weiterhin ist anzumerken, dass MIB-1, im Gegensatz
zu PCNA, nur in den aktiven Phasen des Zellzyklus nachzuweisen ist, nicht jedoch in
der  GO-Phase™. Somit  lasst sich  Hashimotos  Vermutung, eine
Embolisationsbehandlung wiirde sich in ener gesteigerten Proliferationsrate
niederschlagen, durch unsere Ergebnisse in der PCNA-Farbung, nicht jedoch durch jene
der MIB-1-Farbung bekraftigen.

FLK-1

Das Protein FLK-1, einer der beiden Rezeptoren fiir VEGF, findet sich bei 45 der 56
Endothelzellen (80,4 %), dabei wiederum deutlich ofters bel jenen, denen eine
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Vorbehandlung durch Embolisation vorangegangen war (88,2 % vs. 68,2 %). In der

Vorgangerstudie***1#°

wurden dhnliche Ergebnisse gefunden — insgesamt war bei 80 %
aler Praparate die FIk-1-Farbung positiv, haufiger bei jenen, die praoperativ embolisiert
wurden (86 %) als bei denen ohne Vorbehandlung (75 %). Bei den Kontrollpraparaten
war wiederum, wie bei PCNA, nur das Praparat mit der AVM FLK-1-positiv. Die
Beobachtung, dass die Expression des VEGF-Rezeptors bei AVMen deutlich erhoht ist,
deckt sich nicht mit den Ergebnissen der Studie von Koizumi et al.”™ nur 19,4 % ihrer
Praparate exprimierten FLK-1, jedoch wird nicht erwdhnt, ob vor der Excision der
Praparate eine Embolisation durchgefiihrt wurde, weiterhin ist die Fallzahl der
Koizumi-Studie mit 31 Patienten geringer. Die Ergebnisse der Farbungen fur den
anderen VEGF-Rezeptor, FIt-1, sind eher mit der vorliegenden Arbeit vereinbar, 61,3 %
der Prgparate waren Flt-1 positiv. Auch zwel weitere Vergleichsstudien ergeben kein
einheitliches Bild — wahrend die Arbeit von Uranishi et a.** eine erhdhte Expression
von VEGF-Rezeptoren in AVMen und Kavernomen fand, berichten Hashimoto et a.®’
sogar von einer verringerten Nachweisbarkeit von Flk-1 in Arteriovendsen
Malformationen. In der Zusammenschau der Befunde aus unserer sowie der
Vergleichsstudien lasst sich keine eindeutige Rolle von Flk-1 in AV Men beschreiben.

VEGF

Eine Anféarbbarkeit fir VEGF findet sich in unserer Studie in 24 von 56 Féllen (42,9
%), weiterhin findet sich ein signifikanter Unterschied zwischen behandelten und nicht
vorbehandelten Angiomen: zwar zeigen nur 18,2 % der konservativ behandelten
AVMen eine positive Anfarbung fir VEGF, nach Embolisation jedoch 61,8 %. Die
Vorgangerstudie®**'*® fand shnliche Ergebnisse : 77% der embolisieten AVMen
exprimierten VEGF, jedoch nur 25 % der nicht vorbehandelten Angiome. Die
Kontrollpréparate waren samtlich negativ. Kilic et a.” untersuchte die VEGF-
Expression an 34 AVM-Praparaten, von denen 30 VEGF exprimierten (88,2 %). Im
Gegensatz zu unserer Studie wurden AVMen, die préoperativ embolisiert wurden,
ausgeschlossen, und die Auswertung der Farbung bezog sich auf alle Gewebsschichten
des Gefdles, wahrend sich die vorliegende Arbeit auf die VEGF-Farbung der
Gefalendothelzellen konzentrierte. Rothbart et al.”® untersuchten die VEGF-
Expresson an 7 AVM-Praparaten, welche samtlich VEGF-positiv. waren, ohne
Unterschiede in der Farbeintensitdt fur embolisierte und unbehandelte AVMen.
BekanntermaRen ist VEGF ein Angiogenesefaktor>®, der als Mitogen und
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Differenzierungsreiz?®® fir GefalRendothelzellen wahrend der (Neo-)Angiogenese

SIS yermehrt

wirkt und in proliferativen Geweben und Neoplasien, auch des ZN
exprimiert wird. Zu anderen Wachstumsfaktoren bestehen Verbindungen, so z.B. zu
Proteinkinase C™°, bFGF*, TGF- * und HIF-1 ®*. Die Dichte von VEGF-
Rezeptoren scheint bei AVMen deutlich erhéhrt'*®, genauso die Expression von VEGF
selbst™128144145 qurch die Endothelzellen der Malformation und durch Astrozyten®®.
Wie schon in der Vorgéngerstudie™** beschrieben, ist die VEGF-Expression nach
Embolisation signifikant vermehrt. Eine Erkldrung besteht darin, dass durch die
Vorbehandlung der Embolisation neben einer lokalen Entziindung auch eine Hypoxie
entsteht, die bekanntermaRen®®"%1%1%5 gie Expression von VEGF, wohl in
Verbindung mit HIF-1 %7, erhoht und somit zur Angioproliferation fihrt. Ein weiterer
Grund fur die vermehrte VEGF-Expression in AVMen mogen die vermehrten
Scherkrafte sowie der erhdhte Blutfluss durch den funktionellen Shunt der Lasion sein,
da die Synthese von VEGF, bei Scherkréften via bFGF®, bei hohen Blutfliissen

gesteigert ist®. VEGF scheint durch seine multiplen Verbindungen®4667941%

zu
anderen Faktoren der Angiogenese und Gewebsdifferenzierung eine zentrale Rolle in

diesem Algorithmus zu spielen.
HIF-1

Ein weiteres durch Hypoxie induzierbares®”%1%1% protein, HIF-1 , zeigt ein hnliches
Farbeverhaten. In 47 der 56 Angiome (89,3 %) ist es in den Endothelien nachweisbar,
was schon einen Hinweis auf die Ubergeordnete Bedeutung dieses Proteins flr eine
AVM qgibt. Zwar gibt es Hinweise, dass eine AVM als funktioneller Shunt im Sinne
eines ,arterial steal“'® zu einer relativen Hypoxie des umgebenden Gewebes mit
konsekutiven neurologischen Ausfallen fuhrt, jedoch scheint eine Embolisation mit der
nachfolgenden Verminderung des Blutflusses in der AVM zu einer erhthten Hypoxie
zu fuhren: mit Embolisation vorbehandelte AVMen zeigten in 97,1 % der Félle eine
Anférbbarkeit fur HIF-1 , was nur bel 63,6 % der Préparate ohne endovaskulére
Vorbehandlung der Fall war. Der Grund fir eine vermehrte Hif-1 -Expression mag
sein, dass wegen der Hypoxie das Gewebe versucht, dber Hif-1 die
Sauerstoffhoméostase™®® wieder herzustellen. Es ist anzunehmen, dass dies u.a. tber
eine  HIF-1 -vermittelte®™®"%®  Hochregulierung der VEGF-Expression  mit
nachfolgender Neoangiogenese geschieht. Die Tatsache, dass HIF-1 auch in den

Gefawanden von Malformationen exprimiert wird, die keiner Embolisation zugefihrt
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wurden, weist vielleicht auf eine Ubergeordnete Rolle dieses Proteins hin, die bisher

noch nicht erkannt ist.
bFGF

Die Expresson von bFGF wurde in allen funf Schichten der Geféal3e untersucht.
Vorwiegend wurde bFGF von Zellen der Endothel zellschicht, des Subendothels sowie
im perivaskuldren Gewebe synthetisiert. Im Endothel fand sich eine positive Reaktion
in 39 von 56 (69,6 %) Fallen, im Subendothel bel 21 von 56 (37,5 %) und im
umgebenden Gewebe in 41 von 56 (73,2 %). Bis auf die Muscularis exprimierten alle
Schichten tendenziell mehr bFGF nach Embolisation, ein statistisch signifikanter
Unterschied besteht nur fir das Gefa3 umgebende Gewebe. Bei den Kontrollpréparaten

al.?® untersuchte

war keine Expression von bFGF zu finden. Die Studie von Rothbart et
die bFGF-Expression an sieben AVMen, von denen vier eine Anféarbbarkeit fir bFGF
zeigten, vorwiegend in der Muscularis. Unterschiede in der Anférbbarkeit durch
vorangegangene Embolisation oder Blutung wurden nicht angegeben. Die
Arbeitsgruppe um Kilic” fiihrten die bFGF-Farbung an insgesamt 34 AVMen durch,
von denen 25 (73,5 %) eine Positivitét zeigten, vorwiegend im perivaskuléren Gewebe.
Expression von bFGF durch Endothelzellen wurden fur Kavernome beschrieben.
Bereits embolisierte AVMen wurden aus der Studie ausgeschlossen, weshalb die Daten
aus der Kilic-Studie™, genau wie jene aus der Arbeit von Rothbart et al.*® wegen der

geringen Fallzahl, nicht exakt mit unseren Daten vergleichbar sind.

11 auch und

Fur bFGF wurde herausgefunden, dass es als angiogenetischer Faktor wirkt
besonders nach Ischamie® und Hypoxie*®, wohl indem es VEGF-vermittelte
Angiogenese reguliert***. Bei der Formung neuer Geféle scheint bFGF die Migration
von Endothelien zu beeinflussen'®. Auch durch Scherkréfte an GefaRen, wie er durch
den hohen Blutfluss in der AVM maglich ist, soll bFGF vermehrt exprimiert werden®.
Bei den von uns untersuchten Praparaten war die Expression von bFGF hautséchlich auf
das Endothel sowie das gefal3umgebende Gewebe beschrankt (wie schon von anderen
Gruppen beobachtet’®), was sowohl bei vorbehandelten als auch bei nicht-embolisierten
Lasionen zu beobachten war. Zumindest ist anzunehmen, dass bFGF, wohl im
Zusammenspiel mit weiteren Angiogenese-Faktoren, in der Dynamik der AVMen eine
Rolle spielt. Dass die Expression von bFGF nach vorangegangener Embolisation

44,145

gesteigert wird, ist ein weiterer Hinweis fiir den in der Vorgangerstudie® gedul3erten
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Verdacht, dass eine derartige endovaskuldre Vorbehandlung einen massiven

angiogenetischen Reiz darstellt. Als Folge davon kdnnte eine vermehrte bFGF-Synthese

zur Steigerung der VEGF-Expression beitragen®'#

109

und bei der Auswanderung und
Sprossung neuer Endothelzellen™ (Neo-Angiogenese) beteiligt sein. An diesem
Vorgang scheinen nicht nur die Zellen der Gefélie selbst, sondern auch, eventuell tber
parakrine Sekretion und Wirkung, das Binde- und Nervengewebe um die fehlgebildeten

Gefale herum beteiligt zu sein.
TGF-

TGF- , Uber dessen Potential zum Anstol3 von Angiogenese, ebenfalls in Verbindung
mit VEGF®, bereits berichtet wurde™, besitzt ein etwas anderes Verteilungsmuster.
Zwar findet sich auch hier bei einer grof3en Anzahl der L&sion eine Expression von
TGF- im perivasculéren Gewebe (41 von 56 positiv), jedoch ist neben dem Endothel
(30 von 56) vorwiegend das Subendothel (37 von 56) immunoreaktiv. In alen drei
genannten Schichten war die Expression nach Embolisation signifikant gesteigert. Die
Kontrollpraparate zeigten keine Anfarbbarkeit fir TGF- . Ahnliche Ergebnisse ergab
die Studie von Kilic et a.”, die 34 AVM untersuchten. Nach deren Daten wird TGF-

ebenfalls vorwiegend im Endothel und im perivaskuldren Gewebe exprimiert, in der
Hélfte der Falle zeigte auch das zwischen den Gefél3schlingen liegende neurale Gewebe
eine positive Reaktion. Ahnlich wie bei bFGF ist anzunehmen, dass TGF- eine Rolle
in der Pathophysiologie einer AVM spielt und as angiogenetischer Faktor’®’ im
Verbund mit VEGF* wirkt, auch hier scheint nicht nur das Gef4R selbst, sondern auch
das umgebende Binde- und Nervengewebe beteiligt. Eine Embolisationsbehandlung
steigert die Expression von TGF- , ist also auch nach den Ergebnissen dieser Farbung

al's neoangiogenetischer Reiz zu sehen.
Endoglin

Endoglin-Expression war positiv in 54 der 56 untersuchten Praparate (96,4 %), wahrend
nur 8 der 14 Kontrollen (57,1 %) eine positive Reaktion bei der Endoglinfarbung
zeigten. Matsubara et al.® untersuchte die Endoglin-Expression an 20 AVMen und
stellte zwar eine absolut erhthte Anzahl an Endoglin-positiven Zellen in AVM fest,
jedoch keinen Unterschied in der Dichte der positiven Zellen im Vergleich zu normalem
Hirngewebe. Aufgrund der vermehrten Expression dieses Proteins durch Fibroblasten

im Stroma der Lasion postulierte er eine Rolle von Endoglin im Gefé3umbau als
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Antwort auf Scherkréfte und vermehrten Blutflul3.

Nach den Daten unserer Studie steht eine vermehrte Endoglinsynthese durchaus in
Zusammenhang mit einer AVM. Endoglin ist ein anerkannter Co-Faktor der Angio- und
Vasculogenese™®*?. Ein Mangel an Endoglin fuhrt im Tierversuch zum Tod durch
mangelhafte GefaRausbildung®, wahrend bei Tumoren gezeigt wurde, dass eine
gesteigerte Neoangiogenese mit einer Uberproduktion von Endoglin einhergeht .
Unsere Daten legen nahe, dass die meisten AVMen keine statischen L&sionen sind,
sondern permanent, wenn auch langsam, angiogenetisch aktiv sind, wohl auch durch
eine vermehrte Expression von Endoglin. Ob die erhohte Synthese eine Eigenschaft der
AVM an sichist oder eine reaktive Anpassung, ist unklar. Eine weitere Erklarung geben
die Beobachtungen, dass Endoglin in arterosklerotischen Plagues vermehrt exprimiert
wird®, wofir die Verletzung der GefaBwand verantwortlich gemacht wird. Ahnliche
Ergebnisse zeigten Ma et a.®*® auf, die erhthte Endoglin-Expression in durch
Ballondilatation verletzten Gefé3en nachwiesen. Bekanntermal3en ist auch bei AVMen
die Integritat der GefaRwande verletzt™®, auch Scherkrafte™? im funktionellen Shunt

der Lasion kénnten eine vermehrte Endoglinsynthese initiieren.

7.3 Praoperative Embolisation
Probleme der préoperativen Embolisation

Eine Embolisation zur Vorbehandlung vor der Operation hat den Zweck, den Blutfluss
durch die AVM signifikant und relevant zu verringern'®**>. Da ein unvollstandiger

158 wird

Verschluss der Lasion mit einem schlechteren klinischen Verlauf einher geht
versucht, moglichst das gesamte Angiom zu verkleben, was aus mehreren technischen
Grinden kaum mdglich ist. Ein Grund fir eine unvollstdndige Embolisation kann sein,
dass der Katheter nicht selektiv in die feinen zufihrenden Gefél3e (Feeder) eingefiihrt
werden kann — iatrogene Embolien von regulér versorgtem und funktionell wichtigem
Hirngewebe wéren zu befurchten. Neurologische Schaden sind durch die
Vorbehandlung sind bei etwa jedem siebten Patienten zu erwarten (Hartmann et al.>),
mit steigender Haufigkeit bei hoherem Patientenalter und mehrmaligen Embolisationen.
Selbst bei erfolgreicher Sondierung des FeedergeféRes flllt das ausgehértete

Embolisatmaterial oft das Gefélllumen nicht komplett aus, was nach einer Studie von
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Wikholm et al.™> den klinischen Verlauf verschiechtert. In unserer Studie traten bei 4
von 34 Embolisationen (11,8 %) Komplikationen auf, so dass innerhalb von 24 Stunden
der operative Eingriff ntig wurde. Nach den Beobachtungen von Sorimachi et al.*® ist
ein vollstandiger Verschluss des Angioms nur in einem kleinen Tell der Patienten
maoglich, bereits embolisierte Angiome konnen weiter wachsen und rekanalisiert

werden.
Zellschadigung durch Embolisat

Neben der gewollten Verklebung der malformierten Gefél3e fuhrt eine Embolisation
auch zu vielen sekundéren, unerwiinschten Effekten, im Einzelnen sind dies die auch
elektronenmikroskopisch sichtbare Zerstérung und Ablation von Endothelzellen mit
Verletzung der GefaRintegritat™® sowie ausgepragte Entziindungsreaktionen™:
intraluminal finden sich schon nach sehr kurzer Zeit mononukledre Abwehrzellen, je
langer der Abstand zwischen Embolisation und OP, desto haufiger ist auch das
Auftreten von Riesenzellen. Bereits 3 Tage nach der Embolisation findet sich auch in
der Gefalwand eine ausgeprdgte Entzindungsreaktion, teilweise mit Ortlicher
Gefalnekrose, besonders in direkter Umgebung der eingeschleppten Partikel des
Embolisats. Dies mag ein Reiz fiir das nach Embolisation beobachtete Wachstum** von
AVMen sein — Zerstérung von Endothelzellen fihrt zur vermehrten Synthese von
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Endoglin“ und somit zur weiteren (Neo-)Angiogenese.

Angiogenese nach Embolisation

Wie schon in der Vorgangerstudie***'%

vermutet, scheint eine vorausgehende
Embolisation einen starken angiogenetischen Reiz darzustellen, Wachstum von AVM
nach endovaskulérer Vorbehandlung wurde bereits angiographisch nachgewiesen'®.
Die vorliegende Arbeit bietet als Erklarung fur diesen Sachverhalt mehrere Ansétze.
Die Embolisation fihrt durch den eintretenden Gefal3verschluss zu einer akuten lokalen
Hypoxie™* in der AVM. Um das Sauerstoffdefizit auszugleichen™, werden HIF-1

und Gefawachstumsfaktoren, vor allem VEGF®%46"%1%  gqie dessen Rezeptoren'®
vermehrt exprimiert. Dies geschieht nicht nur durch die Endothelzellen selber, sondern
auch im umliegenden Binde- und Nervengewebe**, Das Embolisatmaterial fihrt zu
einer ausgepragten Entziindungsreaktion™, die eine vermehrte Angiogenese bewirkt?>®,
Durch das eingeschwemmte Material werden Endothelzellen und Gefél3wande

verletzt™®, was ebenfalls zur Expression von Angiogenesefaktoren fihrt?®. Einen
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weiteren angiogenetischen Trigger mag nach Lawton et al.® der durch die Embolisation
entstandene plétzliche vendse Hochdruck in der Lasion sein. Denkbar ist auch eine
vermehrte Sekretion von bFGF* und VEGF® nach Embolisation durch veréanderte
Flussverhaltnisse und Scherkréfte.

( Embolisation
.

A\ 4 L4 A 4

Akute Hypoxie Entziindung und Geénderter Flufd und
Gefalverl etzung Vendser Hochdruck
A 4 A 4 A
VEGF (Flk-1) mit Endoglin VEGF
* HIF-1 Unbekannte Faktoren bFGF
* TGF- ?bFGF ? Weitere Faktoren ?
PCNA

A 4
Neoangiogenese
und Wachstum

Abbildung 23: Mdégliche Auswirkungen der Embolisation auf die Dynamik der AVM

Neue Wege in der Embolisation

Wie bereits geschrieben, bestehen die Hauptprobleme der Embolisation in der Gefahr
von neurologischen Ausfallen®, der Schwierigkeit des vollstandigen Verschlusses (was
aber wiinschenswert wéare'®®), der daraus folgenden GefaRverletzung™® und
Entziindung* sowie durch die mogliche Rekanalisation mit nachfolgendem Wachstum
der AVM™ mit Neoangiogenese'®, weshalb sie nicht ohne Reflektion als
Standardbehandlung durchgefiihrt werden sollte®.
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Neue Embolisatmaterialien wie ONY X zeigen nach einer ersten Studie von Jahan et
a.® vidfdtige Vorteile: as nicht-adhdsives Embolisatmaterial ist die technische
Handhabung einfacher und ein vollstéandiger Verschluss der Lésion leicht zu erreichen.
Nebenwirkungen und neurologische Ausfédlle treten seltener auf, die verminderte
Entziindungsreaktion und die Intaktheit der Gefél3wande lassen auf eine bessere
Biokompatibilitat  schlieBen. Ahnliche Ergebnisse, ebenfalls mit weniger
Nebenwirkungen, einer htheren Okklusionsrate sowie verbesserter Vertraglichkeit mit
verringerter Entziindung, erbrachte die Arbeit von Liu et a.® mit NBCA as
Gefalkleber. Eine Mdglichkeit, die unerwiinschte Rekanalisation zu verhindern, scheint
die Imprégnierung der Embolisatpartikel mit bFGF zu sein, wie Nishi et al.*°

herausfanden.
7.4 Ausblick und Rickschliusse fir die AVM-Therapie

Nach den vorliegenden Daten besitzt eine AVM Wachstumspotential, exprimiert
Gefalwachstums- und Gewebsdifferenzerungfaktoren in vermehrtem Unfang als
normales Hirngewebe. Eine préoperative Embolisation wirkt Uber verschiedene
M echanismen als angiogenetischer Reiz. Eine Ubergeordnete Rolle scheint dabei, durch
seine Verbindungen zu anderen Wachstumsfaktoren®#"%1%9  \VEGF zu spielen. Die
Studie gibt Hinweise darauf, dass eine nach endovaskulrer Vorbehandlung entstehende
Hypoxie*® eine Kaskade in Gang bringt, die zu weiterem Wachstum der AVM fiihren
kann. Ziel weiterfihrender Studien sollte es sein, die Verknipfungen der
Angiogenesefaktoren untereinander genauer zu definieren. Neue Einsichten in die
Pathophysiologie von AVMen ist durch immunhistochemische Studien mit neuen
Antikorpern zu erwarten, wie dies fir Tie-2 und Angiopoetin bereits durch die Gruppen
von Uranishi et al.**® sowie Hashimoto et al.>®*’ geschehen ist.

Nach den Daten der vorliegenden Studie ist zu beachten, dass eine Embolisation meist
nicht zum vollsténdigen Verschluss der Lasion und zu einem Wachstumsstillstand fhrt.
Angesichts des Wachstumspotentials®® und der vermehrten Expression von
Angiogenesefaktoren nach endovaskularer Vorbehandlung'® sollte die Indikation fir
eine Embolisation, auch angesichts der Nebenwirkungen™, streng erfolgen®. Aufgrund
der besseren Handhabung und geringerer Nebenwirkungen sind gegebenenfalls auch
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neue biokompatible Klebematerialien zu berticksichtigen. Um ein Wachstum der

Lasion nach Vorbehandlung zu verhindern, sollte die Operation mdglichst zeitnah zur
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letzten Vorbehandlung gewdhit werden. It die Embolisation als alleinige
Therapiemal3nahme gedacht, ist ein mdglichst vollstandiger Verschluss der Lasion

153

anzustreben—. Als Therapiealternative sollte immer an die Méglichkeit der Bestrahlung

gedacht werden® %1%,

Die Bedeutung der Angiogenesefaktoren mag in Zukunft auch auf therapeutischer Seite
liegen. In Zellkulturen wurde bereits gezeigt, dass Tamoxifen die VEGF-vermittelte
Angiogenese unterdriicken kann'®. Cooke et al.?? befiirworten einen spezifischeren
Weg und schlagen die Verwendung von VEGF-Antikorpern vor, um das Wachstum von
soliden Tumoren in vivo zu unterdriicken. Auch durch Verwendung von PKC-

Inhibitoren wurde von Yoshiji et al.**®

ein signifikanter Ruckgang der VEGF-
vermittelten Neovaskularisation beobachtet, mit erhthter Apoptoserate in der
Tumormasse. Die Arbeitsgruppe von Holmgren et a.®* machten ahnliche
Beobachtungen: zwar beeinflusste die blockierte Angiogenese nicht das Wachstum von
neuen Tumorzellen, jedoch stieg die Apoptoserate rapide an, und der Tumor verhielt
sich klinisch weniger aggressiv. Zu beachten ist, dass es auch eine Studie gibt, die

zwischen GefaRdichte und Wachstum des Tumors keine Korrelation sieht™™.

In abgewandelter Form lassen sich diese Erkenntnisse durchaus auf AVMen Ubertragen:
es erscheint nicht unwahrscheinlich, dass in Zukunft zu den Therapieoptionen der
Embolisation, der Bestrahlung und nicht zuletzt des chirurgischen Eingriffes eine
weitere Moglichkeit hinzukommt, den klinischen Verlauf und das Wachstum der Lasion
mittels genetisch hergestellter Antikorper oder Zytokine zu beeinflussen. Spezifisch auf
die Angiogenese innerhalb der AVM wirkende Antikorper, z.B. Anti-VEGF, konnten
das Geféldwachstum im Frihstadium stoppen, die Gefahr einer Blutung vermindern
sowie eine chirurgische Resektion vereinfachen. Radioaktiv markierte spezifische
Antikorper konnten in Zukunft das Auffinden einer angiographisch okkulten derartigen

Lasion deutlich vereinfachen.
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8 Zusammenfassung

Arterioventse Malformationen werden in der Literatur meistens as angeborene und
statische Gefal3misshildungen beschrieben. Neuere Arbeiten und Erkenntnisse legen

jedoch eine dynamische Biologie dieser Ma formationen nahe.

Daher wurden in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der Immunhistochemie insgesamt 56
Operationspraparate von AVMen auf verschiedene Angiogenese- bzw. Proliferations-
assoziierte Proteine untersucht. Zu den untersuchten Antigenen gehorten PCNA, MIB-
1, FLK-1, VEGF, Endoglin, bFGF, TGF- sowieHIF-1 .

Eine positive Farbung wurde fir PCNA in 48 Féllen (85,7 %) beobachtet, bei MIB-1 in
24 Fallen (42,9 %), bei FLK-1 in 45 Féllen (80,4 %), fir VEGF bei 25 Praparaten
(44,6 %), bei HIF-1 in 47 Fallen (83,9 %), fir bFGF bei 39 Praparaten (69,6 %) und
bei TGF- in 30 Félen (53,6 %).

Einen statistisch signifikanten Unterschied in der der Anférbbarkeit der Endothel zellen
in Abhangigkeit von einer praoperativen Embolisation konnten wir bei drei Proteinen
feststellen. Wurde eine derartige endovaskulére Vorbehandlung durchgefihrt, stieg der
Antell positiver Zellen bei der Farbung fir PCNA (94 % zu 71 %), HIF-1 (94 % zu
67 %) und VEGF (63 % zu 14 %). Statistisch nicht signifikant war der Unterschied bei
FLK-1 (89 % zu 67 %).

In der vorliegenden Arbeit wurden bei einem Grofteil der AVMs Angiogenese und
Endothel zellproliferation nachgewiesen. Diese Entdeckung legt nahe, dass es sich bei
AV Men nicht um statische Lasionen handelt. Nach unseren Ergebnissen scheint es, dass
eine praoperative Embolisationsbehandlung die Prozesse der Proliferation und des

Gefawachstumsin einer AVM beschleunigt.

Eine zentrale Rolle in diesem Mechanismus scheint die lokale Hypoxie zu spielen, die
durch eine inkomplette Embolisation entsteht. Weitere mogliche Faktoren stellen die
durch das Embolisat ausgeldsten Entziindungsprozesse in der Geféldwand sowie ein

durch den Prozess der Embolisation ausgel 0ster vendser Hochdruck in der Lasion dar.
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