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1. Einleitung

1.1 Pyogene Granulome

Pyogene Granulome gehoren zur Gruppe der Himangiome und sind exophytisch wachsende
entziindliche Tumoren, die hauptsidchlich an der Gesichtshaut und den Extremitéten auftreten.
Dariiber hinaus treten sie oft an Schleimhaut assoziierten Stellen auf wie z.B. in der
Mundhoéhle, an der Nasenschleimhaut und am Auge (Hare, 1970). Am Auge ist insbesondere
das Auftreten an der Konjunktiva, am Lid, im Trénensack und selten auch an der Kornea
beschrieben (Googe et al., 1984; Rohrbach & Lieb, 1998, S. 188-192). Uber Einzelfille von

pyogenen Granulomen wird auch im Gastrointestinaltrakt berichtet (Yao et al., 1995).

Pyogene Granulome treten sowohl bei Frauen als auch Ménnern in jeder Altersklasse auf
(Hare, 1970). Die Atiopathogenese zu diesen gutartigen, nicht schmerzhaften Tumoren ist
noch weitgehend unbekannt. Auffdllig ist, dass sie hdufig nach Bagatelltraumen oder
Infektionen auftreten (Naumann, 1997). Dariiber hinaus kommen sie an der Mundschleimhaut
gehéduft bei Schwangeren vor, sodass auch hormonelle Faktoren nicht ausgeschlossen werden
konnen (Grosskopf, 2005). Am Auge kann dem pyogenen Granulom ein perforierendes
Hordeolum oder Chalazion vorausgehen (Ferry, 1989; Font et al., 2006; Yanoff et al., 2009, S.
175). Eine Theorie ist, dass fehlgebildete oberflachliche kutane Blutgefile die Entstehung
pyogener Granulome begiinstigen (Mooney & Janniger, 1995).

In der Vergangenheit wurden dem pyogenen Granulom viele Namen zugeschrieben. 1844
tauchte der erste Fall eines pyogenen Granuloms in der englischen Literatur auf: ,,Hullihen:
Case of aneurism by anastomosis of the superior maxillae” (Hullihen, 1844). Wenig spéter
vermutete man, dass pyogene Granulome aufgrund einer Pilzinfektion entstiinden, weshalb
der Name “Botryomycosis hominis™ eingefiihrt wurde (Grosskopf, 2005). Diese Vermutung
lieB sich allerdings nicht beweisen. 1904 pragte Hartzell den weitgehend akzeptierten Begriff
des ,,pyogenen Granuloms* (Hartzell, 1904). Die Auseinandersetzung mit der historischen
Namensgebung ist insofern interessant, weil sich im klinischen Alltag ein sogenannter
“misnomer” durchgesetzt hat und die Literatur zeigt, dass es durchaus passendere Namen fiir
dieses Krankheitsbild gibt (Gomes et al., 2013). Es kommt hiufig zu Verwechslungen, da
vermeintlich angenommen werden konnte, pyogene Granulome wiirden Eiter aufweisen. Dies

ist primér jedoch aufgrund der nichtinfektiosen Genese nicht der Fall.



Spéter wurde von Angelopoulos 1971 der Begriff “hdmangiomatdses Granulom* geprigt, der
die Zugehorigkeit der pyogenen Granulome zu den Himangiomen beschreibt (Angelopoulos,
1971). Cawson et al. beschrieben das pyogene Granulom aufgrund der Prasenz vieler Gefdlle
und des histopathologischen Bildes einer Entziindung als ,,Granuloma teleangiectaticum".
Dariiber hinaus unterteilten sie es in das ,Jlobuldre kapillire Himangiom“(LCH) und das

,hicht lobuldre kapilldire Himangiom*“(Non-LCH) (Lucas & Cawson, 1998).

Histologisch zeigt sich ein lobuliertes Himangiom mit fibromyxoider Matrix und grofen
GefiBen sowie vielen kleinen Kapillaren. Weiterhin finden sich ein stromales Odem,
mitotische  Aktivitit in Endothelzellen und Fibroblasten sowie inflammatorische
Veridnderungen im Sinne einer hyperplastischen granuldren Reaktion (Ferry, 1989; Rohrbach
& Lieb, 1998). Haufig ist das pyogene Granulom der Konjunktiva ganz oder teilweise mit
konjunktivalem Epithel {iberzogen.

Die bislang am héaufigsten angewandte Therapie von pyogenen Granulomen ist die
chirurgische Exzision, nach der es nur selten (ca. 0-3,7%) zu Rezidiven kommt (Giblin et al.,
2007). Daneben stehen alternative Verfahren wie die Kiirettage und Kryo- oder Lasertherapie
zur Verfiigung (Gilmore et al., 2010).

1.2 Klinik und Therapie von pyogenen Granulomen der Konjunktiva

_ .

© Copyright 2009 Elsavier Inc. Yanoff & Sassani: Ocular Pathology 6th Edtion.

Abb. 1: A: Pyogenes Granulom der Bindehaut und B: Der korrespondierende histologische Schnitt zeigt
vaskularisiertes Gewebe (Granulationsgewebe) mit Entziindungszellen (polymorphkernige Leukozyten pl),

Fibroblasten (f) und Endothelzellen (e) von wachsenden Kapillaren (c), (Plasmazelle, p)

Klinisch imponiert das pyogene Granulom der Konjunktiva als kleiner, rotlich-hyperdmischer

Tumor mit glatter Oberfldche, der hdufig im Fornix oder in der tarsalen Konjunktiva liegt



(Naumann, 1997). Die Patienten berichten, dass ihnen innerhalb weniger Wochen eine kleine,

rote, nicht schmerzhafte ,,Geschwulst im Auge* aufgefallen sei.

Die gingige Therapie ist dann die chirurgische Exzision in Lokalandsthesie. Das pyogene
Granulom sollte moglichst vollstindig entfernt werden, da es ansonsten mit hoherer
Wabhrscheinlichkeit zu Rezidiven kommt (Ferry, 1989). Das gesamte exzidierte Material wird
daraufhin in der Regel histopathologisch untersucht, um differentialdiagnostisch insbesondere
maligne Prozesse wie Bindehautkarzinome oder Plattenepithelkarzinome der tarsalen Haut
auszuschlieBen (Naumann, 1997). Nicht selten ist die Diagnose eines pyogenen Granuloms

schwierig von einem Chalazion abzugrenzen.

Der histopathologische Befund eines okuldren pyogenen Granuloms gleicht dem eines
typischen pyogenen Granuloms der Mundschleimhaut. Unter dem Mikroskop stellt sich ein
lobuliertes Hidmangiom dar, das hauptsichlich aus GefaBen und fibromyxoider Matrix
besteht. Zentral zweigt sich das gestielte Himangiom in mehrere groere Gefialle auf, die eine
dicke Muskelschicht aufweisen und von kleinen Kapillaren umgeben sind. Vor allem in
dlteren Lisionen finden sich entziindliche Infiltrationen mit Lymphozyten, Plasmazellen und
Neutrophilen (Ferry, 1989). Das oberflichliche Epithel ist diinn und fehlt hiufig fokal an
ulzerierten Stellen (Rohrbach & Lieb, 1998).

1.3 Chalazien

T

© 2005 Elsevier Ltd. Spalton et al: Atlas of Clinical Ophthalomology 3e

Abb. 2: Chalazion am ektropionierten Oberlid (links) und am Unterlid (rechts)

Entziindliche Reaktionen am Lid, die von Zeis Driisen (Hordeolum externum) oder
Meibom’schen Driisen (Hordeolum internum) ausgehen, werden als "Hordeolum" oder auch
,,Gerstenkorn bezeichnet, wenn es sich um eine akute Infektion handelt. Die chronische,

nicht infektiose Form wird "Chalazion" bzw. Hagelkorn genannt. Die Meibomschen Driisen



(Glandulae tarsales) sind holokrine Talgdriisen, die nicht wie die kutanen Talg- und
Schweilldriisen mit den Haarwurzeln vergesellschaftet sind. Die Azini der Meibomschen
Driisen liegen nahe der Lidhinterseite in einer bindegewebigen Platte (dem Tarsus des Lids)
und besitzten Ausfithrungsgidnge, die von einem mehrschichtigen isoprismatischen Epithel
ausgekleidet sind und an der hinteren Lidkante miinden. In ihnen auftretende
Retentionszysten und Entziindungen, z.B. durch Sekretstau, fiilhren zu den Hagelkérnern

(Chalazia) (Yanoff et al., 2009).

Chalazien treten in jedem Lebensalter zu gleichen Anteilen bei beiden Geschlechtern auf

(Yanoff et al., 2009).

Chalazien werden auch ,,Lipogranulome des Lids* genannt, da sie histologisch das Bild einer
lipogranulomatosen Entziindung zeigen. Sie bestehen aus viel lockerem Bindegewebe mit
einem hohen Fettgewebsanteil. Typisch ist auch das extrazytoplasmatische Lipid, welches
durch beschidigte Talgdriisen in das Gewebe gelangt. Chalazien haben auch einen
granulomatdsen Charakter, der sich in der konzentrischen Anordnung von Epitheloidzellen
zeigt. Dominante Zelltypen sind polymorphkernige Leukozyten, Plasmazellen, andere
Lymphozyten und insbesondere mehrkernige Riesenzellen. Letztere weisen selten
intrazytoplasmatische Kalzifikationen auf, sogenannte ,,Schauman bodies* (Rohrbach & Lieb,

1998).

Inwieweit Chalazien das Entstehen von pyogenen Granulomen begiinstigen ist noch
ungekldrt. Insbesondere, wenn Chalazien durch die tarsale Bindehaut rupturieren, kann sich

daraus ein pyogenes Granulom entwickeln (Yanoff et al., 2009).

Als Differentialdiagnosen kommen daher insbesondere das pyogene Granulom, das
Hordeolum, eine chronische Blepharitis oder ein Talgdriisenkarzinom in Betracht (Kanski &
Bowling, 2012). Das klassische Chalazion ldsst sich in den meisten Féllen erfolgreich
konservativ durch die regelmidBige Anwendung trockener Wirme und hygienischer
MalBnahmen tiber mehrere Wochen behandeln. Bei akuter Infektion des Chalazions, also

einem Hordeolum, kommen topische Antibiotika zum Einsatz (Arbabi et al., 2010).

1.4 Anti-VEGF-Therapie in der Augenheilkunde

Die Proteinfamilie der Vascular Endothelial Growth Factors besteht aus VEGF A, B, C, D, E,
F und Placental Growth Factor (PIGF). Im Folgenden wird sich bei “VEGF” nur auf VEGF-A



bezogen, welches die groffte Rolle in der Angiogenese spielt und am hiufigsten im
menschlichen Gewebe nachweisbar ist (Klettner & Roider, 2009). Beispielsweise ist fiir das
Uberleben des Embryos die korrekte VEGF-Expression unverzichtbar (Carmeliet et al.,
1996). Beim Erwachsenen ist VEGF auch an der pathologischen Angiogenese beteiligt,
systemisch  inbesondere bei  Krebserkrankungen und okuldr bei choroidalen

Neovaskularisationen unterschiedlicher Ursache.

VEGF entfaltet seine Wirkung, indem es an einen Rezeptor bindet. Es sind zwei verschiedene
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen bekannt, VEGF-Rezeptor-1 (VEGFR-1) und VEGF-Rezeptor-2
(VEGFR-2), von denen der letztere als Angiogenese-Ausloser bekannt ist, wihrend VEGFR-1
sowohl zur Chemotaxis als auch zur Inhibition der Angiogenese beitragt (Claesson-Welsh,
2016). Daneben konnten noch zwei Korezeptoren nachgewiesen werden, Neuropilin-1 und
Neuropilin-2, die die Bindung von VEGF an den Rezeptor erleichtern und die
Signaltransduktion verstirken (Lampropoulou & Ruhrberg, 2014). Bei Bindung von VEGF an
VEGFR2 kommt es zur Autophosphorylierung der Kinasen und somit zur Aktivierung der
Signaltransduktionskaskade, die schlieflich zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, zur
Gentranskription, Proliferation und Migration von Endothelzellen fiihrt (Y14-Herttuala et al.,

2007).

Es gibt verschiedene Mboglichkeiten, die Angiogenese zu hemmen. Alle in der
Augenheilkunde bislang therapeutisch eingesetzten Medikamente (Antikorper) binden direkt
an VEGF und verhindern so eine Rezeptoraktivierung. Hierzu gehdren vier intravitreal
verabreichbare VEGF-Hemmer, die sich in ihrer Struktur und therapeutischen Eigenschaften
unterscheiden: Pegabtanib (Macugen®), Ranibizumab (Lucentis®), Bevacizumab (Avastin®)
und Aflibercept (Eylea®) (Kellner & Kellner, 2013). Alle Substanzen miissen zur Behandlung
beispielsweise der neovaskuldren altersbedingten Makuladegeneration im Abstand von 4-6
Wochen mindestens dreimal verabreicht werden und konnen choroidale Neovaskularisationen
hemmen und zur Verkleinerung eines Makuladdems beitragen. Allerdings vermag keine der
Substanzen die  zugrundliegende  Erkrankung wie z.B. die altersabhingige

Makuladegeneration oder diabetische Retinopathie zu heilen (Klettner & Roider, 2009).

Grundsitzlich konnen Anti-VEGF-Priparate aus dem Glaskdrper in den Blutkreislauf
iibertreten und systemische Wirkungen ausldsen, dazu gehoren arterielle thrombembolische

Ereignisse (Schlaganfall, Herzinfarkt). Eine Zunahme der Schlaganfallhdufigkeit nach



Einfiihrung der Anti-VEGF-Therapie konnte in einer Bevdlkerungsstudie in Ontario nicht

nachgewiesen werden (Campbell et al., 2012).

Die intrazelluldre Inhibition von VEGF ist Gegenstand der Forschung. Hierfiir wird
doppelstrangige RNA mit einer bestimmten Zielsequenz in die Zelle eingefiihrt, die die

Information enthilt, VEGF bzw. VEGFR1 abzubauen (Klettner & Roider, 2009).

Eine weitere interessante Option stellen die Tyrosin-Kinase-Inhibitoren dar, die die
Rezeptorphosphorylierung verhindern und somit auch die VEGF-Signaltransduktion
unterbinden. Es handelt sich hierbei um kleine chemische Molekiile, deren Vorteil darin
besteht, dass sie auch nach externer Anwendung ins Augeninnere diffundieren konnen
(Klettner & Roider, 2012). Zu dieser Gruppe gehoren auch beispielsweise die Pazopanib-
Augentropfen. In einer Studie von Amparo et al. konnte gezeigt werden, dass Pazopanib
korneale Neovaskularisationen um 22% reduziert (Amparo et al., 2013). Andere, in klinischen
Studien bereits erfolgreich angewendete, topische VEGF-Inhibitoren zur Reduzierung von
kornealen Neovaslularisationen sind Bevacizumab und Ranibizumab (Dastjerdi et al., 2009;
Stevenson et al., 2012). Wahrend Bevacizumab als vollstindiger humanisierter monoklonaler
Antikorper und einem Molekulargewicht von 149kDa am grofiten ist und Ranibizumab als
Antikorperfragment ca. ein Drittel der Grofe aufweist, beschrénkt sich das Molekulargewicht
von Pazopanib auf 0,437kDa (Stevenson et al., 2012). Pazopanib hat eine hohere
Permeabilitdt und hemmt neben VEGF auch platelet-derived growth factor-B (PDGF-B) (Jo
et al., 2006), sodass die Applikation von Pazopanib Augentropfen bei Erkrankungen der
Netzhaut die Thematik aktueller Studien darstellt (Thakur et al., 2011).

Der histologische Aufbau von pyogenen Granulomen legt nahe, dass die Angiogenese eine
maflgebliche Rolle im Entstehungsmechanismus spielen muss. Man geht davon aus, dass
Tumorwachstum unter anderem durch das ,,Anschalten® von Angiogenese forderlichen

Faktoren und ,,Abschalten* von inhibitorischen Angiogenesefaktoren zu Stande kommit.

VEGEF triggert die Endothelzellproliferation, Chemotaxis und die Permeabilitit der Gefalle
und triagt somit mafigeblich zur Angiogenese bei (Ferrara, 2009). In einer Studie von Yuan et
al. (2000) konnte eine deutlich hohere Expression von VEGF in pyogenen Granulomen der
Mundschleimhaut im Vergleich zur Peridontitis oder zu gesundem Gewebe nachgewiesen

werden (Freitas et al., 2005; Yuan et al., 2000).



1.5 Ziel der Arbeit

Vor diesem Hintergrund war das Ziel der vorliegenden Arbeit die Rolle des VEGF in der
Pathogenese pyogener Granulome zu untersuchen. Hierzu wurden folgende Gréfen bestimmt
und zwischen pyogenen Granulomen der Konjunktiva (PG), Kontrollgewebe (regelrechte
Haut/ Bindehaut vom Lid) (KO), und Chalazien (CH) verglichen: die Gefdflanzahl, das
mittlere Gefalkaliber, das kumulative VEGF-Signal und die Anzahl VEGF-positiver Gefale.

Fir sich daraus ergebende alternative Therapieoptionen wie z.B. eine Anti-VEGF
Augentropfentherapie soll im Rahmen dieser Studie rechtfertigende Evidenz fiir eine
klinische Studie gesammelt werden und in Hinblick auf die publizierte Literatur diskutiert

werden.



2 Material und Methoden

2.1 Probengewinnung

Bei dem Untersuchungsmaterial handelte es sich um histologisch aufgearbeitetes Material der
Bindehaut sowie gesunder Haut, liberwiegend aus der Periokularregion. 13 pyogene
Granulome, alle Chalazien sowie 4 Kontrollprdparate stammten aus dem histologischen
Archiv des ophthalmologischen Labors der Universititsklinik Kiel. Weiteres Material dieser
multizentrisch angelegten Studie wurde uns aus verschiedenen ophthalmologischen Laboren
anderer Universititen zugesandt: 9 Kontrollen wurden uns von der Universitéit Freiburg zur
Verfiigung gestellt. Die Universitdt Tiibingen stellte 6 pyogene Granulome und die
Universitit Bonn 3 pyogene Granulome. Als Kontrollgruppe wurde ,nicht
pathologisches™ Lidgewebe verwendet, wie es etwa im Rahmen von stellungskorrigierenden

Lidplastiken anfillt.

2.2 Histologische Aufarbeitung

Die histologische Priparation wurde im histopathologischen Labor in der Klinik fiir

Ophthalmologie am UKSH Campus Kiel durchgefiihrt.

2.2.1 Fixation

Die im Operationssaal exzidierten pyogenen Granulome, Chalazien und Kontrollen wurden
12 Stunden in 4% Formalin fixiert. Darauthin wurde das Formalin mit Leitungswasser
ausgewaschen. Im Einbettautomaten (7issue Tek) wurde das Priparat mit einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwéssert (3x 45min). Es folgte eine Einbettung in 100% Xylol (3x 45min) und
dann in Paraffin (4x 30 Minuten), worauf das Préparat schlieBlich in einen Paraffinblock

gegossen werden konnte.

2.2.2 Schnitttechnik

Aus dem Paraffinblock wurden mit dem Mikrotom Schnitte mit einer Dicke von ca. 2-3
Mikrometer erstellt. Die Schnitte wurden mit einem beschichteten Objekttriger aus dem
kalten Wasserbad aufgefangen und dann zur Dehnung in ein heiles Wasserbad bei 53°C

getaucht. Darauf folgte eine Trocknungsphase fiir ca. 2 Stunden bei 40°C.



2.3 Firbung

2.3.1 HE-Firbung

Zur Orientierung im fluoreszenzgeférbten immunmarkierten Praparat wurde zu jedem Schnitt
auch eine Hadmatoxilin-Eosin-Fiarbung (HE) begutachtet. In HE-Schnitten wurden keine

semiquantitativen Auswertungen vorgenommen.

Um die Schnitte fiir die Farbung vorzubereiten wurden sie 3x5 Minuten mit Xylol
entparaffiniert und durch eine aufsteigende Alkoholreihe wieder bewdssert. Zunéchst erfolgte
die Farbung mit Himalaun Losung fiir 5-10 Minuten. Dann wurden die Zellkerne durch das
alkalisierende Leitungswasser fiir 5-10 Minuten gebldut und das Préparat kurz in destilliertes
Wasser getaucht. Nun wurde mit Eosin (Eosin-Pulver in 70% Alkohol) fiir 3 Minuten geférbt.
Darauthin wurde das Prédparat noch kurz in Alkohol geschwenkt und in Xylol getaucht. Als
Schutz setzte man auf das Gewebe ein Deckglas mit etwas Eindeckmedium. AbschlieBend

wurden die Préparate fiir 12 Stunden getrocknet.

2.3.2 vWF-Firbung

In der Literatur werden zum Anfarben von BlutgefiBlen hiufig der BlutgefiBmarker CD31
und von Willebrand Faktor (vVWF) verwendet (Gleich et al., 1997; Sion-Vardy et al., 2001;
Souza, 2001; Takahashi et al., 1994; Coomber et al., 1998). Initial wurden fiir die vorliegende
Arbeit Probefdarbungen mit beiden GefdBBmarkern vorgenommen. Wir entschieden uns alle
weiteren Analysen mit der vWF-Farbung durchzufiihren, da wir hier ein qualitativ besseres

Ergebnis erzielten.

Die vWF-Féarbung wurde durch das Labor fiir Immunhistochemie des Instituts fiir Pathologie

am UKSH Campus Kiel durchgefiihrt.

Die Féarbung erfolgte durch den Féarbeautomaten BOND MAX unter Verwendung des BOND
POLYMER Refine Detection KITS der Firma Leica entsprechend den Herstellerangaben. Um
storende Enzyme zu denaturieren und eine optimale Férbung zu erzielen wurde das BOND
Enzyme Pretreatment Kit angewendet und die Préparate durch eine Citrat Puffer Losung auf
einen pH von 6 eingestellt. Der monoklonale Maus Anti-Human vWF-AK (M 0616, Dako®)
wurde 1/50 verdiinnt und reagiert mit vWF in Endothelzellen. Als Gegenfiarbung wurde

Hiamatoxylin verwendet.



2.3.3. VEGF-Firbung

Die fluoreszierende VEGF-Farbung wurde im Labor der Universitits-Augenklinik Kiel

manuell durchgefiihrt. Die Herstellung erforderte ca. zwei Tage.

Der Paraffinschnitt wurde zundchst wie oben beschrieben entparaffiniert und in eine
Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) getaucht. Dann wurde mit Citratpuffer bei einem pH-
Wert von 6 im Dampfdrucktopf fiir 2,4 Minuten demaskiert und langsam mit Leitungswasser
fiir 30 Minuten bewissert. Daraufhin wurde wieder 3x mit PBS gepuffert. Als letzten
vorbereitenden Schritt, vor der Erst-Antikorper (AK) Applikation, wurde der Schnitt noch fiir

30 Minuten in 1%- boviner Serumalbumin-L&sung gebadet.

Uber Nacht wurden die Schnitte bei 4°C in einer feuchten Kammer in 1:50 verdiinnter Erst-
AK (DLN-09082 Dianova©, Hamburg)-Losung aufbewahrt. Zur AK-Verdiinnung
verwendeten wir Dako Antibody Diluent® (S3022, Dako©). Zu jedem Durchlauf gehorte eine
gefdlreiche Positivkontrolle, in unserem Fall Plazentagewebe, die mit den zu analysierenden
Schnitten gefarbt wurde, und eine Negativkontrolle, die nur mit Dako Antibody Diluent®
behandelt wurde. Fiir letztere verwendeten wir jeweils einen anderen Schnitt aus der Serie

unseres Untersuchungsmaterials.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte 3x fiir 10 Minuten in PBS gewaschen, um dann
folgende Schritte im Dunkeln ausfiihren zu konnen: Mit Ausnahme der Negativkontrolle
wurden alle Schnitte eine Stunde in eine Losung aus fluoreszierendem Zweit-AK Alexa Fluor
555 Esel Anti Maus (431570, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Braunschweig,
Deutschland) und in PBS getaucht. Darauthin wurde wieder 3x 10 Minuten in PBS

gewaschen.

Als letzter Schritt erfolgte die Zellkernfarbung mit Dapi-AK-Eindeckmedium (20.1) der Firma
Roth© Karlsruhe, Deutschland.
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2.4 Bildaufnahmetechnik

2.4.1 Lichtmikroskopie

In dieser Studie wurde zur histologischen Auswertung der verschiedenen Versuche ein
Lichtmikroskop vom Typ Axioskop (Modellnr. 451485) und ein Kameraaufsatz AxioCam
MRc5 (Modellnr. 0450-354) - beide von der Firma Zeiss Microscopy©, Gottingen, verwendet.

Alle Schnitte wurden klinisch durch einen erfahrenen Ophthalmopathologen befundet.

2.4.2 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine

Variante der Lichtmikroskopie, die auf dem
Detektor

Prinzip der Fluoreszenz beruht. Die auf den

Emissionsfilter . .
f Priparaten absorbierten

Anregungsfilter Sekundirantikorper Alexa fluor 555

( % ) } - dichroischer —(Inyitrogen™) fiir VEGF und DAPI

Spiegel
(Roth©) fiir die Zellkerne fluoreszieren
Lichtquelle

(Hg-Hochdruck-

unter bestimmter UV-Anregung. Das

dampflampe)
Objektiv bedeutet, sie emittieren durch die Anregung
eine andere als die anregende Wellenlénge
Praparat und werden in Form eines leuchtenden
Abb. 3: Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops Signals fiir den Beobachter sichtbar
https://Ip.uni-goettingen.de/get/text/6741 (A bb.3 )

Der Emissionsfilter (Analysefilter) blockiert Reflexionen und Streulicht des Anregungslichtes
und ldsst die Wellenlingen des Fluoreszensignals passieren. Die maximale
Anregungsempfindlichkeit fiir Alexa fluor 555 liegt bei 555nm und das Emissionsmaximum
bei 567nm; der Farbstoff wurde bei 550 nm angeregt und bei 605nm gemessen (Abb. 4).
DAPI hat eine max. Anregungseempfindlichkeit bei 359nm und eine max. Emission bei 461
nm; der Farbstoff wurde bei 470nm angeregt und bei 525nm gemessen (Abb. 5). Gleichzeitig
wurde immer mit einem Durchlicht/Polarisationsfilter fotografiert, durch den die
Gewebestruktur im Préparat sichtbar wurde. Vor Anfertigung von Fotos einer Férbereihe
wurde anhand der Positiv- und Negativkontrollen fiir die gesamte Férbereihe die

Beleuchtungsintensitét und Belichtungszeit festgelegt, unter denen gerade keine Fluoreszenz
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in der Negativkontrolle mehr meBbar war, es in der Positivkontrolle aber bereits zu
diagnostisch eindeutigen Signalen kam. Diese Parameter wurden fiir jedes Foto dieser
Férbereihe konstant verwendet. Das verwendete Mikroskop ist ein Axio Imager ZI der Firma
Zeiss©. Bei dem Kameraaufsatz handelte es sich um eine AxioCam MRm (424930) von

ZeissO.

Ubersicht iiber die bei der Fluoreszenzmikroskopie verwendeten Filter der Firma Zeiss®:

[ e — W

100 +

Efficiency / Transmittance [%]

t t
700 800
Wavelength [nm]

300 400 500

Abb. 4: Filter 43 HE (in dieser Arbeit verwendeter Anregungsfilter blau, Analysefilter rot, Strahlteiler grau,

verwendet mit AlexaFluor 555)

e — W

100

Efficiency / Transmittance [%]

t t
600 700 800 900 1000 1100
Wavelength [nm]

300 400

Abb. 5: Filter 38 HE (Anregungsfilter fiir den Zellkern-AK blau, Analysefilter rot, Strahlteiler grau, verwendet mit
DAPI Antikérper)
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Anregungs- und Emmissionsspektren des fiir die VEGF-Fiarbung verwendeten Antikorpers

Alexa Fluor 555 nach Angaben der Firma [nvitrogen™

~l
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Wawvelength {nm)

Abb. 6: Alexa Fluor 555, Anregungsmaximum: 555nm, Emissionsmaximum: 567nm

2.5 Bildanalyse

2.5.1 Definitionen der analysierten Stellen

In dieser Studie wurden 22 pyogene Granulome, 22 Chalazien und 13 Kontrollen an jeweils
drei  gewebstypischen Stellen sowohl lichtmikroskopisch als auch mit dem
Fluoreszenzmikroskop auf die oben genannten Groflen analysiert. Dariiber hinaus wurden alle
Parameter in pyogenen Granulomen und Kontrollen zusétzlich auch subepithelial erhoben und
in den CH jeweils in einem Bereich, der bindegewebsreicher und somit dem Kapselbereich

zugehorig erschien.

Dabei dienten die HE-gefirbten Schnitte als Ubersicht iiber das jeweilige Priparat und
erleichterten das Wiederfinden der zu untersuchenden Stellen in den vWF und VEGF-

Féarbungen.

Als gewebstypisch wurde fiir die pyogenen Granulome der Bereich im Prédparat definiert, in
dem sich das gestielte pyogene Granulom in weitere Gefdlle aufzweigt, also einen stark
vaskularisierten Bereich mit vielen Entziindungszellen und 6dematdsem Stroma (Font et al.,

2006).

Der gewebstypische Bereich in den Chalazien wies die Merkmale einer chronisch

granulomatdsen Entziindung auf: viele Entziindungszellen wie Monozyten, Makrophagen,
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Langhanszellen und auch die typischen Epitheloidzellen. AuBerdem zeigt das Chalazion
typische Areale mit lockerem Bindegewebe mit einigen Fettvakuolen (Rohrbach & Lieb,
1998, S. 66). Als Pendant zu subepithelialen Stellen der anderen Gruppen wurde der Bereich

definiert, der bindegewebsreicher und somit dem Kapselbereich zugehdrig erschien.

In der Kontrollgruppe wurde der zu analysierende Bereich auf die papillire Dermis begrenzt.
In der papilldren Dermis liegen die postkapilldren Venolen, durch die Abwehrzellen in das

Interstitium emigrieren kdnnen (Liillmann-Rauch & Paulsen, 2012, S. 527) ( Abb. 7).

Pyogenes Granulom Chalazion Kontrolle

Abb. 7: Exemplarischer Direktvergleich gewebstypischer Bereiche eines pyogenen Granuloms, eines Chalazions und

einer gesunden Hautprobe (Kontrolle), x200, vVWF

Die spezielle Stelle in den pyogenen Granulomen und Kontrollpriparaten bezieht sich auf den
subepithelialen Bereich. Es sollte untersucht werden, ob Angioneogenese respektive
Wachstum eher an der Oberflache oder eher in der Tiefe auftritt. In Chalazien wurde der
Bereich ausgewihlt, der besonders konzentriert und durch organisierte Bindegewebsstringe

auffiel, und sich von dem {ibrigen lockeren granulomatdsen Gewebe unterschied ( Abb. 8).

Pyogenes Granulom Chalazion Kontrolle

RS [ o L 45 5 e S e
? S

Abb. 8: Exemplarischer Direktvergleich der speziellen Stellen eines pyogenen Granuloms, Chalazions und einer
gesunden Hautprobe (Kontrollen), x200, vWF
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Grundsitzlich wurden in jeder Gruppe mindestens 3 gewebstypische Bereiche fotografiert
(200x VergroBerung, in pyogenen Granulomen auch in der 100x VergroBerung fiir vWF-
Féarbungen) und eine spezielle Stelle ebenfalls in der 200x VergroBerung (Tab. 1 und
Tabellenanhang).

In der Chalaziengruppe und der Gruppe der pyogenen Granulome wurden Bildaufnahmen in
100x Vergroferung in den vWF gefirbten Préparaten mit dem Bildmaterial der 200x
VergroBerung verglichen. Dieser Vergleich ergab, dass sich in Relation zur Bildfldche
signifikant weniger Gefdfle mit dem 10x Objektiv als mit dem 20x Objektiv differenzieren
lieBen, im Absolutvergleich aber kein Unterschied der GefdlBanzahl je Fotoausschnitt
auftraten. Die prozentuale Gefal3flache verhielt sich bei beiden Vergroferungen exakt gleich.
Der Unterschied beziiglich der GefdBanzahl erklért sich unter anderem dadurch, dass sowohl
der Untersucher als auch das Messprogramm aufgrund der geringeren Vergroferung kleinere
Gefdlle in der 100x VergroBerung offensichtlich schlechter differenzieren. Aus diesem Grund
wurden die anschlieBenden Messungen ausschlieBlich mit der 200x VergroBerung

durchgefiihrt und die Bildaufnahmen mit dem 10x- Objektiv aus der Gesamtwertung

ausgeschlossen.
Gruppe vWF VEGF
Gewebstypisch speziell Gewebstypisch speziell
PG Ix 100x, 3x 200x Ix subepithelial | 3x 200x Ix subepithelial
CH 3x200x Ix konzentrierte Stelle | 3x 200x Ix konzentrierte Stelle
KO 2x 200x Ix subepithelial | 3x 200x Ix subepithelial

Tab. 1: Uberblick iiber die Anzahl der Messstellen pro Priiparat je Gruppe;
»PG“: pyogene Granulome, ,,CH*“: Chalazien, ,,KO*“: Kontrollen

2.5.2 Axio Vision Autmess Programm

Die auf dem Computer gespeicherten Bilder wurden mit dem semiautomatischen Axio Vision
Autmess Programm der Firma Zeiss ausgewertet. Hierbei wurden in den vWF-Farbungen die
Gefdfanzahl je Bildausschnitt sowie die kumulative Querschnittsfliche aller Gefille je

Bildausschnitt in % erfasst. Aus diesen Daten konnte auch die mittlere Querschnittsfliche der
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BlutgefiaBe im Bild sowie der mittlere GefdBdurchmesser im Bild berechnet werden. In den
Fluoreszenzfiarbungen wurde die Anzahl der VEGF-positiven Gefidle sowie das kumulative
VEGF-Signal als VEGF-positiv gefarbten Flachenanteil des Bildes in % gemessen. Der
Bildausschnitt maf in der 200x VergroBerung 235um x 177um.

Mit Hilfe des Messprogramms konnten verschiedene Parameter eines semiautomatischen
Messalgorhytmus eingestellt und am Ende abgespeichert werden, sodass sich in dieser
Funktion mehrere Bilder mit gleichen Segmentierungskriterien analysieren lieen (Abb. 9).
Als Segmentierungsparameter wurden Farben und PartikelgroBen gewéhlt. Konfluierende
Partikel konnten ebenfalls semiautomatisch nach dem Wasserscheidenprinzip separiert und
Locher gefiillt werden. Durch eine manuelle Nachkorrektur lieBen sich die vom
Messprogramm nicht erkannten Gefdlle nachzeichnen (Abb. 10) bzw. falschlicherweise als
GefiBe markierte Objekte entfernen (Abb. 11). Zur Optimierung der Berechnung wurde jede
Gefdll- oder VEGF-Signal-Markierung manuell kontrolliert. Das Ergebnis aller
Analyseschritte war ein Bild mit farbig markierten Gefdf3en und die Angabe der Gefdanzahl
sowie dem prozentualen Gefdflanteil (Abb. 12).

Exemplarische Abfolge des MeBalgorithmus zum Bestimmen der GefiBlanzahl und der

Gefallfliche je HPF beim vWF-gefirbten pvogenen Granulom:

Objektdefinition
® Anklicken Umfahren

=

[Cinvert Segmentation Resuts
[@)Binary

(ST ———

Histogram

£W1

Wn M0 m 2 w0 a0 0 o w0 oo w0 @0 a0

@EEE e Hxae
o
Lum o « 125 «» - m
r—

Abb. 9: Schritt 1: Der Programmassistent markierte im ausgesuchten Foto automatisch die zuvor im Messprogramm

festgelegten Pixelfarben. Hier die Gefiflwinde und dhnliche Farbstufen im Bild.
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Abb. 10: Schritt 2: Durch manuelles Einzeichnen der Gefiflkonturen werden die vom Computer nicht erkannten

Gefififlichen ergiinzt und Locher gefiillt (hier das GefifSlumen).

Dokument Name!
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Links Oben:

Brete: Heher pixel
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Abb. 11: Schritt 3: Manuelle Korrektur: Alle rot markierten Gefille (weifler Pfeil) flossen nicht in die Berechnung ein.
Alle griinen Markierungen sind Bestandteil der Berechnung. Durch Anklicken der Markierung konnten Objekte ab-

bzw. ausgewiihlt werden.
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Abb. 12: Schritt 4: Das fertig analysierte Bild zeigt die Anzahl der markierten Gefille (gelb, hier 24) und den
entsprechenden GefifBanteil in % der Bildfléiche (hier: 17,78 %)

2.6 Statistische Auswertung

Der Vergleich der 3 Gruppen pyogene Granulome, Chalazien und der Kontrollgruppe wurde
nicht-parametrisch mit dem Kruskal-Wallis-Test fiir die diskreten und stetigen Variablen
GefdBanzahl, Gefilfliche insgesamt, mittlere Fliche je Gefdll, Anzahl VEGF-positiver
GefiBe, VEGF-positiver Flachenanteil, berechnet. Fiir jede Analyse wurden als post-hoc Test
paarweise Vergleiche angestellt. p-Werte unter 0,05 wurden als signifikant gewertet. Fiir die
Binnenanalysen zweier Variablen (10x versus 20x, Tiefe versus spezielle Stelle) wurde nach
dem Wilcoxon Rangsummentest nicht parametrisch verglichen. Bei multiplen Testungen
wurden die p-Werte mittels der Bonferoni-Methode adjustiert. Die Auswertungen wurden mit

der Software SPSS, Version 20, durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Beobachtungen und qualitative Beschreibung

Es ergaben sich augenfillige Unterschiede zwischen den 3 Gruppen, welche im Folgenden

qualitativ beschrieben werden:

In den vWF-Féarbungen wiesen die pyogenen Granulome groBBere Gefdlle auf als Chalazien.
In den Chalazien lieBen sich weniger und kleinere Gefia3e als in den pyogenen Granulomen
erkennen. In der Kontrollgruppe sah man in den vWF-Féarbungen einige mittelgroBe Gefille
zwischen den Haarfollikeln und Driisen, die meist etwas grofer als die GefiBle in den
Chalazien und etwas kleiner als in den pyogenen Granulomen waren. Die GefdBanzahl war

geringfiigig kleiner als in den Chalazien.

Bei der Auswertung der VEGF-Féirbungen zeigten sich dhnliche Beobachtungen wie in den
vWF-Fiarbungen. In der Gruppe der pyogenen Granulome waren meist grofere, gut
abgrenzbare, reife Gefdlle zu erkennen, die in den meisten Fillen auch VEGF-positiv waren.
Das heif3t, es waren VEGF- gefirbtes Endothel und intraluminal VEGF positive Zellen zu
sehen. Daneben war in nahezu jedem Schnitt auch extravasales VEGF-Signal extrazellulér
und in Einzelzellen zu sehen. Auffillig war ebenfalls, dass die subepithelialen Bereiche der
pyogenen Granulome eine vielfach hohere Anzahl an kleineren VEGF-gefirbten Gefillen
aufwiesen. Subepithelial war auch mehr VEGF-Signal extravasal zu sehen. Da wir
fluoreszenzgefarbte Immunschnitte verwendeten und zur histologischen Orientierung nur ein
Phasenkontrastbild nutzen konnten, war nicht immer eindeutig erkennbar, ob es sich hierbei
um VEGF-gefirbte Gefdllsprossen oder um Einzelzellen handelte. Deshalb haben wir uns
dazu entschlossen, in den VEGF-Firbungen die gesamte VEGF-positive Flache pro Blickfeld
semiautomatisch zu messen, die Anzahl der VEGF-positiv markierten GefdBle hingegen
manuell auszuzidhlen und nur diejenigen Signale als Gefdll zu werten, die ein eindeutiges

Lumen aufwiesen.

Im Gegensatz konnte man in Chalazien kaum VEGF-markierte Gefdfle erkennen. Die

wenigen VEGF-positiven Gefdlle waren kleiner als die Gefdlle in den pyogenen Granulomen.

In den VEGF-Férbungen der Kontrollgruppe waren die Gefdle hdufiger VEGF-gefarbt und
mehr VEGF extravasal zu sehen als in der Chalaziengruppe. Im Vergleich zu den pyogenen

Granulomen zeigte sich weniger VEGF extravasal.
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Die folgenden Abbildungen (Abb. 13 und Abb. 14) zeigen exemplarisch an typischen
Beispielen die nativen Préparate und im Vergleich jeweils die semiautomatische

Geféfmarkierung der drei Gruppen.

Im Tabellenanhang findet sich die vollstdndige Auflistung der erhobenen Daten. Im folgenden
Text werden fiir die erhobenen Parameter fiir jede Gruppe die Mediane und der

Interquartilbereich (IQR) angegeben.

20



Pyogenes Granulom

Gewebstypische Stelle von
Priparat 10 08

Chalazion

Gewebstypische Stelle von

Priparat 256 10

Kontrolle

Gewebstypische Stelle von

Praparat 111609

Pyogenes Granulom

Subepitheliale Stelle von
Priparat 212 09

Chalazion

konzentrierte Stelle von
Priparat 180 09

Kontrolle

Subepitheliale Stelle von
Praparat 111609

Abb. 13: Exemplarische Stellen eines pyogenen Granuloms, Chalazions und der Kontrollgruppe vor und nach

semiautomatischer Markierung der Gefifie (VWF)
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Pyogenes Granulom Chalazion Kontrolle

Gewebstypische Stelle von Gewebstypische Stelle von Gewebstypische Stelle von
Priparat 37202 Priparat 180 09 Praparat 120 269

Pyogenes Granulom Chalazion Kontrolle
Subepitheliale Stelle von konzentrierte Stelle von Subepitheliale Stelle von
Priparat 37202 Priparat 200 10 Priparat 120 124

Abb. 14: Exemplarische Stellen eines Pyogenen Granuloms, Chalazions und der Kontrollgruppe vor und nach
semiautomatischer Markierung des VEGF-Gesamtsignals. Zur besseren Orientierung im Priiparat fotografierten wir

immer mit Durchlichtfilter. Aus didaktischen Griinden wird an Priparat 37202 eine Aufnahme ohne Durchlichtfilter

gezeigt.
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3.1.1 Pyogene Granulome (PG)

Pyogene Granulome (PG)

Mediane mit Interquartilrange (IQR) von:

Alle Stellen Stellen 2-4 Subepitheliale
(gewebstypisch) Stelle
Gefdlanzahl (IQR) 19,25 (12,63) 18 (14) 24 (15)
Gefalflache in % der Bildfliche (IQR) 12,44 (13,05) 12,16 (14,8) 8,75 (10,4)
Gefalkaliber in % der Bildflache (IQR) 0,70 (1,16) 0,638 (0,9) 0,44 (0,5)
Anzahl der VEGF pos. Gefille (IQR) 1,25 (4,5) 0(4,5) 0(4,5)
VEGEF Signal in % (IQR) 2,83 (2,4) 1,59 (2,4) 5,80 (6)

Tab. 2: Erhobene vaskulire Parameter pyogener Granulome
»% der Bildfliche“ bezieht sich auf 100% eines Highpowerfields (235 pm x177 pm)

3.1.2 Chalazien (CH)

Chalazien (CH)

Mediane mit Interquartilrange (IQR) von:

Alle Stellen Stellen 1-3 Konzentrierte
(gewebstypisch) Stelle
Gefdlanzahl (IQR) 13 (5,69) 14 (8) 16,5 (9)
Gefalflache in % der Bildfliche (IQR) 2,96 (1,61) 2,76 (1,3) 2,91 (1,9)
Gefallkaliber in % der Bildflache (IQR) 0,19 (0,16) 0,18(0,14) 0,17 (0,2)
Anzahl der VEGF pos. Gefille (IQR) 0(0) 0(0) 0(0)
VEGEF Signal in % (IQR) 0,56 (1,3) 0,62 (1,5) 0,33 (1,1)

Tab. 3: Erhobene vaskulire Parameter von Chalazien

»% der Bildfliche“ bezieht sich auf 100% eines Highpowerfields (235 pm x177 pm)
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3.1.3 Kontrollen (KO)

Kontrollen (KO) Mediane mit Interquartilrange (IQR) von:
Alle Stellen Stellen 1-2 Subepitheliale

(gewebstypisch) Stelle
GefdlBanzahl (IQR) 12 (4,75) 10,83 (6) 13(7)
GefaBflache in % der Bildflache (IQR) 4,5 (3,04) 5,03 (2,4) 7,23 (5,6)
GefaBkaliber in % der Bildfliche (IQR) 0,48 (0,42) 0,48(0,42) 0,5 (0,6)
Anzahl der VEGF pos. Gefille (IQR) 1,63 (2,9) 1,17 (1,4) 3(8)
VEGF Signal in % (IQR) 1,04 (2,4) 1,06 (2,9) 0,65 (1,21)

Tab. 4: Erhobene vaskulire Parameter von Kontrollen
»% der Bildfliche“ bezieht sich auf 100% eines Highpowerfields (235 pm x177 pm)

3.2 Statistische Auswertung

Jeder der erhobenen Parameter wurde zwischen den drei Gruppen (Pyogene Granulome = PG,
Chalazien = CH, Kontrollen = KO) mittels zweiseitigem Kruskal-Wallis Test und paarweisen
Vergleichen/post hoc- Analyseverglichen. P-Werte kleiner 0,05 werteten wir als signifikant.

Die vollstindige Auflistung der statistischen Ergebnisse aller erhobenen Parameter finden sich
in den Tabellenanhang (Tab. 5 - Tab. 12). Fiir die globale Analyse der vWF-Farbungen
schlossen wir die Messungen mit der 100x Vergroferung aus (siche Material und Methoden)
und fiigten alle iibrigen erhobenen Werte zusammen. Der Begriff ,,alle Stellen” bezieht sich
somit auf alle Messungen mit der 200x Vergroferung und schlieB3t alle gewebstypischen und
speziellen Stellen einer Gruppe mit ein. Folgende Vergleiche zeigten dabei signifikante und
relevante Unterschiede: Die Gefdlanzahl der 3 Gruppen unterschied sich signifikant
(p=0,002) und der Median betrug 19,25 (IQR 12,63) fiir PG, 13 (IQR 8&,13) fiir CH und 12
(IQR 4,75) in KO; in den paarweisen Vergleichen bestand eine Signifikanz zwischen PG und
KO, und PG und CH (Abb. 15).
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Abb. 15: Mittlere Gefiflanzahl aller Stellen in den drei Gruppen, PG-KO: p=0,002, PG-CH: p=0,021, KO-CH: p=1,0

Der Fldchenanteil der Gefdlle in % der Bildfliche (HPF) der 3 Gruppen unterschied sich
signifikant (p<0,001) und betrug im Median 12,44% (IQR 13,05) fiir PG, 2,62% (IQR 1,48)
fiir CH und 4,86% (IQR 4,48) in KO; in den paarweisen Vergleichen bestand zwischen allen
drei Gruppen eine Signifikanz (Abb. 16). Ahnlich fielen die Signifikanzen fiir Unterschiede
des mittleren GefdBlkalibers in % des HPF fiir die 3 Gruppen aus. PG haben ein signifikant
groBeres Gefalkaliber als CH (p<0,001) und KO haben ein signifikant groBeres Gefalkaliber
als CH (p=0,001). Der Median fiir das GefdBBkaliber in PG betrdgt 0,7 % (IQR 1,16) =
291um?, fiir CH 0,18% (IQR 0,14) = 75um? und fiir die KO 0,45% (IQR 0,54) = 187um?

(Abb. 17).
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Abb. 16: Mittlere Gefififliiche aller Stellen in den drei Gruppen, PG-KO: p=0,039, PG-CH: p<0,001, KO-CH:
p=0,016
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Abb. 17: Mittleres Gefifikaliber PG-KO: p=1, PG-CH: p<0,001, KO-CH: p=0,001
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Das kumulative VEGF-Signal je HPF unterschied sich in allen 3 Gruppen signifikant
(p=0,002) und betrug im Median 2,83 % (IQR 2,4) fiir PG, 0,56 % (IQR 1,3) fiir CH und 1,04%
(IQR 2,4) in KO; in den paarweisen Vergleichen bestand eine Signifikanz zwischen PG und
CH (Abb. 18).
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Abb. 18: Kumulatives VEGF-Signal (%) PG-KO: p=0,219, PG-CH: p=0,001, KO-CH: p=0,854

Subgruppenanalyse

Die Gefdfanzahl innerhalb der Gruppe der PG unterschied sich ebenfalls signifikant (p=
0,034) und betrug im Median 24 (IQR 15) Gefidle fiir die subepithelialen Bereiche und 18,5
(IQR 13) GefdBe fiir die in der Tiefe gelegenen Bereiche (Abb. 19). Auch das mittlere
GefdBkaliber je HPF war in der Gruppe der PG mit 0,44% subepithelial signifikant (p=0,015)
kleiner als in der Tiefe mit 0,67%. Das kumulative VEGF-Signal je HPF in der Gruppe der
PG unterschied sich ebenfalls signifikant (p= 0,009) und betrug im Median 5,80 % (IQR 6)
fiir die subepithelialen Bereiche und 2,83 % (IQR 2,4) fiir die in der Tiefe gelegenen Bereiche
(Abb. 20).
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Kein signifikanter Unterschied lief3 sich in der Subgruppenanalyse der CH feststellen, sodass
die Werte der gewebstypischen und speziellen Stelle gepoolt, also gleichwertig in die

Berechnung eingeschlossen wurden.

In der Binnenanalyse der Kontrollgruppe zeigte sich zwar ein statistisch signifikanter
Unterschied fiir die Anzahl der VEGF-positiven GefiBle (mehr VEGF-positive Gefille
subepithelial als in der Tiefe, p= 0,043) wobei dieser Unterschied quantitativ nur gering
ausfiel und sich alle anderen untersuchten Parameter nicht unterschieden. Deshalb
entschlossen wir uns auch hier keinen Unterschied zwischen gewebstypischer und

subepithelialer Stelle zu machen.
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Abb. 19: Anzahl der Gefille in pyogenen Granulomen aller tiefen Stellen und aller subepithelialen Stellen
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Abb. 20: Mittleres kumulative VEGF-Signal in pyogenen Granulomen aller tiefen Stellen und aller subepithelialen
Stellen

Erwartungsgeméil und passend zu den qualitativen Beobachtungen fanden sich in PG mehr
GefiBe und eine grofere Gefilflache als in KO und CH; diese Unterschiede waren auch im
paarweisen Vergleich signifikant. Die Ergebnisse des kumulativen VEGF-Signals decken sich
ebenfalls mit den qualitativen Beobachtungen: In PG war mehr VEGF-Signal nachweisbar als
in KO und CH, wobei der Unterschied zu den Kontrollen nicht signifikant war. Auch die
Beobachtung, dass in der Gruppe der PG mehr Gefille subepithelial liegen und dort auch im
Verhiéltnis zur Tiefe vermehrt VEGF nachweisbar ist, bestitigt die statistische Auswertung:
Sowohl die Gefdfanzahl als auch das kumulative VEGF-Signal sind im Vergleich zur Tiefe in
den subepithelialen Bereichen signifikant erh6ht. Die subepithelial liegenden Gefdf3e sind in
der Gruppe der PG signifikant kleiner als diejenigen, die in der Tiefe liegen. Keine
signifikanten Unterschiede lieBen sich dagegen fiir die Gefdl3gesamtfliche oder die Anzahl
der VEGF-positiven Gefdf3e in den subepithelialen Bereichen finden.
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3.2.1 Zusammenfassung

Aus der Vielzahl der angestrengten Vergleiche konnen als konsistente, signifikante und
relevante Ergebnisse festhalten werden, dass pyogene Granulome mehr GefidBle als die
anderen Gruppen aufweisen und dass eine groBere GefdlBfliche und mehr VEGF-Signal
nachweisbar sind. Die Binnenanalyse der pyogenen Granulome ergab, dass sie subepithelial

eine hohere Gefdflanzahl und vermehrt VEGF-Gesamtsignal als in der Tiefe aufweisen.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden histologische und immunhistochemische Proben von je 22
Chalazien und pyogenen Granulomen der Konjunktiva mit 13 gesunden Kontrollgeweben aus
dem Lidbereich verglichen, um Unterschiede hinsichtlich der Vaskularisation und VEGF-
Expression zu analysieren. Die darunterliegende Fragestellung war die Rationale einer
pharmakologischen Angioneogenesehemmung durch anti-VEGF-Topika beim pyogenen
Granulom. Da pyogene Granulome hdufig aus Chalazien hervorgehen, wurden Unterschiede
nicht nur zu gesundem Kontrollgewebe, sondern auch zu diesem mdglicherweise
pradisponierenden oder kausalen Krankheitsbild gesucht. Dabei fanden sich in pyogenen
Granulomen signifikant mehr Gefdle mit einem grofBeren Gesamtquerschnitt als in beiden
Vergleichsgruppen, und innerhalb der pyogenen Granulome fanden sich die Gefifle
signifikant hdufiger subepithelial. Auch das kumulative VEGF-Immunsignal war in den

pyogenen Granulomen signifikant hoher und hier insbesondere subepithelial lokalisiert.
4.1 Auswahl der Vergleichsgruppen

Der histologische Aufbau ldsst vermuten, dass konjunktivale pyogene Granulome mehr
GefidBe und VEGF-Signal aufweisen als das Kontrollgewebe oder Chalazien. Diese
Vermutung wurde aber in der vorliegenden Literatur bisher nicht verifiziert und daher in
dieser Arbeit wissenschaftlich gepriift. Die Quantifizierung von GefiaBBanzahl und VEGF soll
auch dazu beitragen, die Pathogenese pyogenen Granulome besser zu verstehen. Der
Vergleich mit Chalazien ist insofern interessant, da pyogene Granulome héufig aus Chalazien
entstehen und der genaue Pathomechanismus hier noch unbekannt ist. Auerdem soll durch
diese Arbeit herausgefunden werden, ob moglicherweise Verdnderungen in GefdBanzahl und
VEGF-Expression in pyogenen Granulomen die gleichen wie bei der Ausgangserkrankung

Chalazion sind oder sich von diesen unterscheiden lassen.

Die Analyse der subepithelialen Stellen ist darin begriindet, dass, falls aufgrund der erhobenen
Ergebnisse eine Anti-VEGF-Augentropfentherapie sinnvoll erscheinen sollte, die applizierten
Augentropfen vor allem in diesem Bereich wirken wiirden. Wenn das VEGF-Signal nur in der
Tiefe des pyogenen Granuloms nachzuweisen wére, ist fraglich, ob eine oberfldchlich

applizierte Anti-VEGF-Therapie einen Effekt zeigen wiirde.
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Da in Chalazien-Priparaten die Entziindungsreaktion in vielen Fallen nicht die
epithelialisierte Oberfldche erreichte und in den Prédparaten hdufig gar kein Epithel enthalten

ist, bot sich die Analyse eines subepithelialen Bereiches dort nicht an.

4.2 Semiautomatische Messung

Um die GefdBanzahl und das kumulative VEGF-Signal so genau wie moglich zu messen,
wurde eine semiautomatische Messung durchgefiihrt. Fir die Auswertung der auf dem
Computer gespeicherten Bilder verwendeten wir das semiautomatische Axio-Vision Autmess
Programmmodul der Firma Zeiss. Von Vorteil war die Moglichkeit mehrere Bilder mit
gleichen Segmentierungskriterien objektiv zu analysieren. Da allerdings nicht jede Férbung
genau der anderen gleicht und beispielsweise schwécher angefirbte Gefdlle in der vWF-
Farbung manchmal nicht vom Computer erkannt wurden, erwies sich die manuelle
Nachkorrektur (Abb. 10 und Abb. 11) als wichtiger Schritt zu validen Messungen. Auf diese
Weise wurde die Validitdt der Methode im Rahmen des Moglichen optimiert.

In Bezug auf die Messung des kumulativen VEGF-Signals stellte sich der Programmassistent
als sehr genaues Analyseinstrument heraus, da vor den fluorezenzmikroskopischen
Aufnahmen fiir diese Messung die Belichtungszeit so bestimmt wurde, das gerade keine
Fluoreszenz in der Negativkontrolle feststellbar war, es in der Postivkontrolle aber bereits zu
Emmissionen kam. Am Computer wurde dann das positive VEGF-Signal als zu messende
Pixelfarbe gespeichert. Mit dieser Messeinstellung konnte dann fiir alle Bilder, unabhingig
von der Firbeintensitit des Schnittes, das kumulative VEGF-Signal standardisiert erhoben

werden.

Manuell musste jedoch die Anzahl der VEGF-positiven Gefdlle gemessen werden, da es fiir
die Fluoreszenz gefarbten Bilder keine zufriedenstellende Einstellung gab, die ermdglicht
hétte, nur das intraluminale VEGF-Signal inklusive des angefdrbten Endothels zu messen.
Einer moglicherweise eingeschriankten Untersuchungs-Objektivitdt wurde dadurch begegnet,

dass alle Auswertungen durch dieselbe Untersucherin durchgefiihrt wurden.
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4.3 VEGF als Angiogenesemarker

VEGF-A (VEGF) ist ein allgemein anerkannter Angiogenesemarker (Ferrara and Keyt, 1997)
Seine Wirkung entfaltet VEGF iiber verschiedene Tyrosinkinaserezeptoren und Corezeptoren
(z.B. Neurolipine, Heparansulfate und Proteoglykane), die von unterschiedlichen Zelltypen in
nahezu jedem Gewebe exprimiert werden (Matsumoto & Claesson-Welsh, 2001).
GefiaBBwachstum wird {iber spezielle Endothelzellen, sogenannte ,tip cells” induziert, die
besonders viele VEGF-Rezeptoren exprimieren und bei Bindung des Proteins iiber eine
Signalkaskade beginnen sich zu teilen und die Formation neuer ,.tip cells* iiber sogenannte
,Notch-Rezeptoren® zu generieren. AuBerdem wird durch VEGF die Permeabilitit des
Endothels erhoht (Adam et al., 2013). VEGF kann von unterschiedlichen Zelltypen produziert
werden, dazu gehoren beispielsweise Endothelzellen, Pigmentepithelzellen, Myoblasten,
Kardiomyozyten und auch Tumorzellen. Der durch Hypoxie ausgeldste Mechanismus der
VEGF-Produktion @hnelt dem der Erythropoetin-Produktion. Die Induktion durch einen
geringen Sauerstoffpartialdruck ist genetisch determiniert und liegt fiir beide auf einer

homologen Sequenz (Ferrara & Keyt, 1997).

AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass die Wirkung des VEGF iiber seinen pro-
angiogenetischen Effekt hinausgeht. Uber die Rekrutierung von Suppressorzellen und die

Hemmung von T-Zellen wirkt VEGF auch immunsuppressiv (Voron et al., 2014).

In dieser Studie wurde das kumulative VEGF-Signal in histologischen Schnitten von
pyogenen Granulomen, Chalazien und normaler Haut nach Fluoreszenzmarkierung
immunhistochemisch detektiert. Unter dem Fluoreszenzmikroskop war VEGF in pyogenen
Granulomen vor allem in den Gefdlen, im GefdBendothel, extrazelluldr und in peripheren

extraluminalen Zellen nachweisbar.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit der Literatur, so gibt es keinen Hinweis darauf, dass
Erythrozyten VEGF enthalten oder exprimieren. Es kann sich folglich bei den intraluminal
angefiarbten Zellen um Leukozyten wie beispielsweise periphere mononukledre Blutzellen, fiir
die in einer Studie von Griga et al. ein positives VEGF-Signal beschrieben worden ist (Griga
et al., 1999), um Plasmazellen, Thrombozyten oder freies VEGF im Plasma (Walz et al.,
2016) oder eine unspezifische Anfarbung handeln. Wir kdnnen nicht mit letzter Sicherheit
ausschlielen, dass das intraluminale Signal zum Teil ein Féarbeartefakt darstellt, halten aber

den Nachweis von freiem VEGF im Plasma kleiner Gefif3e fiir mindestens ebenso plausibel.
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Die Anfirbung der Endothelzellen erklért sich einerseits durch die Bindung von VEGF an
ihre Tyrosinkinaserezeptoren und andererseits durch ihre Fahigkeit, VEGF zu bilden. In einer
Studie von Freitas et al wurde VEGF in den untersuchten pyogenen Granulomen vor allem in
Makrophagen und Fibroblasten nachgewiesen (Freitas et al., 2005), was auch zu dem
extravasal beobachteten Signal in unserer Studie gut passen konnte. Die Zellmorphologie der
extraluminalen Zellen erinnerte uns allerdings auch an Lymphozyten. SchlieBlich bleibt noch
das extrazellulire VEGF-Signal, bei dem es sich, um das durch Monozyten und Makrophagen
exprimierte wasserldsliche Protein im Interzellularraum handeln kénnte (Johnson & Wilgus,

2014).

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass die genaue Identifizierung der VEGF-
positiven Zellen nicht Ziel dieser Arbeit war, sondern sie sich im Hinblick auf VEGF darauf
beschriankt, VEGF quantitativ zu erfassen, um zu evaluieren, ob und wie viel VEGF in

pyogenen Granulomen im Vergleich zu Chalazien und nicht pathologischer Haut messbar ist.

Zusammenfassend ergaben unsere VEGF-Immunbefunde fiir die Gruppe der pyogenen
Granulome ein hohes VEGF-Signal fiir das Gefdlendothel und intraluminale Zellen, sowie
ein extravasales VEGF Signal, welches sowohl intra- als auch extrazelluldr nachweisbar war.
Diese Beobachtungen treffen auch fiir die Verteilung des VEGF-Signals in Chalazien und
Kontrollen zu, wéihrend insgesamt das kumulative VEGF-Signal kleiner war als in pyogenen
Granulomen. In pyogenen Granulomen war das kumulative VEGF-Signal subepithelial im
Vergleich zur Tiefe hoher, wohingegen in der Kontrollgruppe kein Unterschied zwischen dem

VEGF-Gesamtsignal subepithelial und in der Tiefe nachweisbar war.

4.4 Therapie pyogener Granulome

In der Augenheilkunde ist die géngige Therapie von pyogenen Granulomen bislang die
chirurgische Exzision. Allerdings finden sich in Literatur auch erfolgreiche Pilotstudien zu
Therapiealternativen wie der Therapie mit Mitomycin C-Augentropfen, dem Einsatz von
Plaque Radiotherapie (Giindiiz et al., 1998) und der Anwendung steroidaler und antibiotischer
Augentropfen (Ababneh & Msallam, 2014). Daneben wurden zur Behandlung pyogener
Granulome der Haut und der Mundhohle Therapiealternativen wie die Kryochirurgie, die
Behandlung mit dem CO2- oder Farbstofflaser, eine photodynamische Therapie,

intraldsionale Kortikosteroidtherapie und andere evaluiert (Jafarzadeh et al., 2006; Millsop et
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al., 2014). Diese Therapieverfahren werden im Folgenden erldutert und im Vergleich zu einer

moglichen Behandlung durch lokale VEGF-blockierende Augentropfen diskutiert.

4.4.1 Chirurgische Exzision

Pyogene Granulome der Konjunktiva werden nach heutiger klinischer Praxis in den meisten
Féllen chirurgisch behandelt. Die Exzision erfolgt in der Regel mittels Skalpell in
Lokalanésthesie. Abhidngig von der Ausbreitung des pyogenen Granuloms miissen Lidrdnder
adaptiert und gendht und gegebenenfalls in einem zweizeitigen Operationsschritt plastisch

rekonstruiert werden.

Die Vorteile der chirurgischen Exzision sind die vollstindige Entfernung bei einem sehr
rezidivfreudigen Tumor und die histopathologische Abklirung des entfernten Materials.
Letzteres erlaubt die definitive Diagnosestellung ,,pyogenes Granulom* und insbesondere den
Ausschluss maligner Prozesse (wie z.B. Plattenepithelkarzinom, Malignes Melanom,
Bindehautkarzinom, Kaposi Sarkom), die dem pyogenen Granulom klinisch durchaus dhnlich
sehen konnen (Spraul & Grossniklaus, 1996). Eine Diskussion des Risikos einer Fehldiagnose
rief auf der Jahrestagung der deutschsprachigen Ophthalmopathologen, Kiel 2014, bei den ca.
50 Teilnehmern spontan die Erinnerung an mindestens 4 Félle wach, in denen klinisch als

pyogene Granulome befundete Lésionen histologisch maligne Tumoren zeigten.

Giblin et al. dokumentierten eine Rezidivrate von 3,7% auf 326 Fille und Ferry et al eine
Rezidivrate von 3% auf 100 Félle, in denen pyogene Granulome verschiedener
Korperregionen mittels chirurgischer Exzision entfernt wurden (Ferry, 1989; Giblin et al.,
2007). Nachteile dieser Therapie sind die Risiken jedes chirurgischen Eingriffs wie Infektion
und Blutungen, dariiber hinaus konnen die verbleibenden Narben in tarsaler Bindehaut
kosmetisch stdren oder zu Funktionseinschrankungen der Lider fithren. Als Komplikation
kann beispielsweise ein Narbenektropium auftreten, welches einer weiteren chirurgischen

Behandlung bediirfte.

4.4.2 Kryochirurgie

Neben der chirurgischen Exzision mittels Skalpell gibt es auch die Moglichkeit der
Kryochirurgie des pyogenen Granuloms (Lee et al., 2011). Am vorderen Augenabschnitt sind
in der Literatur Fille beschrieben, bei denen die Kryotherapie beispielsweise bei der Therapie

von Pterygien, limbusnaher Keratokonjunktivitiden und gigantopapilldrer Konjunktivitiden
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(Fraunfelder, 2013, 2008; Jiang et al., 2007) oder auch Basalzelltumoren erfolgreich
Anwendung fand (Luther et al., 1989). Es sind keine Fille bekannt bei denen die
Kryochirurgie als Therapie beim pyogenen Granulom der Konjunktiva angewendet wurde,
was sicherlich dem Risiko einer Narbenbildung geschuldet ist, die wiederum ein Entropium
oder Ektropium nach sich ziehen kann (Gilmore et al., 2010).

Die Kryochirurgie kommt insbesondere bei Patienten mit erhohter Blutungsneigung, hohem
Alter oder einem erhohten Infektionsrisiko (HIV, Hepatitis) zum Einsatz, oder wenn sich die
zu behandelnden Tumoren an einer schwer zugdnglichen Stelle befinden. Unbedingt
notwendig ist in jedem Fall eine vorherige Probeexzision mit histopathologischer
Untersuchung zur Diagnosesicherung. Nachfolgend ist keine histopathologische Kontrolle
aufgrund der Zerstorung des Gewebes mehr moglich.

Bei dieser Therapie wird durch lokale Anwendung extremer Kélte ein definierter
Gewebeuntergang herbeigefiihrt. Das Gewebe wird dabei mit einer Mindesttemperatur von
20°C bei einer Gefriergeschwindigkeit von -100°C/Min eingefroren. Als geeignetes Kryogen
dient fliissiger Stickstoff (-195,8°C). Die Kailte wird in Lokalandsthesie durch Aufspriihen des
Kryogens (Sprayverfahren, offenes Verfahren) oder durch Kontakt mit einer Kryosonde
(Kontaktverfahren, geschlossenes Verfahren) appliziert. Die Dauer der Applikation richtet
sich nach dem Erscheinen einer weillen Reifung. Regulire postoperative Reaktionen sind
Odembildung und Schwellung sowie Blasenbildung (nach 1-2 Tagen). GroBere Blasen
miissen abgetragen werden. Dariiber hinaus kann es zu Blutungen und Schmerzen iiber bis zu
2 Wochen nach der Behandlung kommen (Zouboulis, 2015). Im Gegensatz zur chirurgischen
Exzision verbleibt meistens eine zwar kleine, aber deutlichere Narbe, ggf. mit
Hypopigmentierung (Gilmore et al., 2010). In einer Studie von Mirshams et al. konnte bei
135 Patienten mit pyogenen Granulomen an Haut bzw. Schleimhaut in 58% der Fille in der
ersten Sitzung ein zufriedenstellendes Ergebnis erzielt werden. In 42% der Félle mussten

hingegen zwei oder mehr Kryotherapiesitzungen durchgefiihrt werden (Mirshams et al., 2006).

4.4.3 Laser

In der Lasertherapie pyogener Granulome kommen der CO2-, der gepulste Farbstoft- und der
YAG-Laser zum Einsatz.

Allen Behandlungen mit dem Laser ist gemein, dass sie bei malignen Verédnderungen der Haut
kontraindiziert sind. Bei Unklarheit ist unbedingt vor Behandlung die Diagnose

histopathologisch abzukliren.
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Der gepulste Farbstofflaser emittiert hochenergetische Photonen, die einen geeigneten
Absorber im Zielgewebe erhitzen konnen. Da der farbige Spektralbereich (ca. 380-1000nm)
von Hémoglobin gut absorbiert wird, zeigt der Farbstofflaser insbesondere ein gutes
Ansprechen bei hellroten GefdBmaélern wie z.B. Naevi flammei oder Himangiomen. Auch an
schwierigen Lokalisationen kann der Farbstofflaser angewandt werden, da die
Photodermolyse abhéngig vom eingestellten Emissionsbereich selektiv stattfindet.

Zur Oberflichenanésthesie eignet sich EMLA-Creme und Kiihlung. Dariiber hinaus sollte an
der behandelten Stelle ein Lichtschutz fiir 6-8 Wochen erfolgen (Altmeyer & Paech, 2011).
Nachteile dieser Therapie sind starke Schmerzen bei Behandlung. Kosmetisch kann in den
meisten Féllen ein sehr gutes Ergebnis erzielt werden, da Narbenbildungen und
Hypopigmentierungen nur selten auftreten. In einer Studie mit 20 Patienten (Alter: 6 Monate -
16 Jahre) von Tay et al. erforderten 75% der behandelten pyogenen Granulome mehr als eine
Sitzung. Grofere Tumoren (5 cm iliber Hautniveau) mussten chirurgisch entfernt werden (Tay

etal., 1997).

CO2-Laser

Der CO2-Laser ist ein Gaslaser und emittiert Strahlung mit einer Wellenldnge im
Infrarotbereich. Das aktive Medium sind CO2-Molekiile. Die Strahlung wird vom Wasser im
Gewebe absorbiert. Dabei wird die Integritit der =zelluliren Gewebestruktur durch
,Verdampfung® (Erhitzung des intrazelluliren Wassers) zerstort. Der CO2-Laser kann im
,continuous wave* oder im gepulsten Modus unter Lokalanisthesie angewendet werden. Die
starke Absorption der Strahlung durch die oberflachliche Haut verhindert eine Penetration der
tieferen Schichten, sodass auch mit diesem Laser sehr gezielt gearbeitet werden kann. Auf der
anderen Seite diirfen die Tumoren nicht zu tief liegen, da sie sonst nicht mehr erreicht werden.
Hauptsichlich wird der CO2-Laser in der Dermatologie bei Verdacht auf nicht vaskulére
Verdanderungen wie Rhinophym, Viruspapillom, Leukoplakie oder Tatowierungen angewandt
(Altmeyer und Paech, 2011). In der Literatur sind aber auch mit dem CO2-Laser behandelte
pyogene Granulome beschrieben, bei denen in einer einzigen Sitzung ein zufriedenstellendes
Ergebnis erzielt wurde, ohne Auftreten eines Rezidivs (Raulin et al., 1997). Vorteile dieser
Behandlung sind das blutlose Arbeiten und die Zugénglichkeit sog. Problemstellen wie Auge
und Perioralbereich. Im Vergleich zur chirurgischen Exzision treten seltener Narben auf,

allerdings konnen Hypo- oder Hyperpigmentierungen verbleiben (Gilmore et al., 2010).
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Nd:YAG-Laser

Dieser Festkorperlaser mit Metallionen als aktivem Medium emittiert wie der CO2-Laser
Strahlung im Infrarotbereich (1064 und 1320 nm). Im Gegensatz zum CO2-Laser eignet sich
dieser Laser aufgrund der geringen Absorption in den oberfldchlichen Hautschichten fiir tiefer
gelegene Hautverinderungen (Kumaresan & Srinivas, 2011). Uberwiegend wird dieser Laser
in der Oralchirurgie bei pyogenen Granulomen (Hammes et al, 2012) und in der
Dermatologie z.B. bei gutartigen melanozytéren Navi angewandt (Altmeyer und Paech, 2011).
Auch mit diesem Laser ist durch die tiefe Koagulation der Gefiale und des Gewebes das
blutarme Arbeiten von Vorteil. Kurz nach der Intervention bilden sich hiufig Krusten und
Purpura und Hypo- und Hyperpigmentierungen kénnen verbleiben. Die Narbenbildung ist im
Vergleich zur chirurgischen Exzision jedoch gering (Altmeyer & Paech 2011; Romanos et al.,

1995).
4.44 Konservative Therapie

Unter der konservativen Therapie pyogener Granulome wird das Abwarten auf spontane
Regression oder die Behandlung mit lokal applizierten Medikamenten verstanden. Die
konservative Therapie ist bislang insbesondere in der Augenheilkunde keine weit verbreitete
Vorgehensweise zur Behandlung pyogener Granulome. Der Grund hierfiir ist sicherlich, dass
bei der chirurgischen Behandlung durch die histopathologische Untersuchung eine
Abgrenzung zu mitunter auch malignen Differentialdiagnosen gewéhrleistet ist. In
eindeutigen Fillen bietet die konservative Therapie allerdings einige Vorteile wie z.B. eine
schmerzlose Behandlung, Ausbleiben von Narbenbildung und damit einhergehend keine
Funktionsstorung umliegender Lidhaut und keine kosmetische Beeintrdchtigung. In der
Fallstudie von Ababneh and Msallam beispielsweise geniigte es bei einer 44-jdhrigen
Patientin, Punctum plugs als Ausloser der pyogenen Granulome von beiden Augen zu
entfernen und steroidal-antibiotische Augentropfen zu applizieren, um die pyogenen
Granulome, die sich im Lumen der Tradnenkandlchen entwickelt hatten, rezidivfrei zu

behandeln (Ababneh & Msallam, 2014).

Vor allem bei jlingeren Patienten wird gerne eine chirurgische Behandlung vermieden, da
auch kleinere Eingriffe oft nur in Vollnarkose durchfiihrbar sind. Weitere Vorteile sind keine

iiber die Lision hinausgehende Narbenbildung und eine evtl. damit verbundene
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Funktionseinschrainkung und ein  geringeres Infektionsrisiko, was auch fir
immungeschwiéchte Patienten attraktiver ist. In der Literatur wird iiber zwei Fille berichtet,
bei denen es bei einem Jugendlichen und einem 5 Monate alten Kind nach topischer Therapie
mit Timolol (0,5% Ldsung) zu einer rezidivireien Regression der pyogenen Granulome an

Finger und Wange kam (Khorsand et al., 2014; Malik & Murphy, 2014).

Die Rolle VEGFs im Wachstumsprozess Pyogener Granulome

Die Atiopathogenese pyogener Granulome ist noch weitgehend unbekannt. Neben
Infektionen, Bagatelltraumen und Infektionen spielen auch hormonelle Faktoren eine Rolle.
Das pyogene Granulom der Gingiva bei  Schwangeren (auch  genannt
»Schwangerschaftstumor®) ist ein Beispiel, bei dem eine konservative Therapie sinnvoll
erscheint. Zum einen mochte man durch eine chirurgische Intervention die Schwangerschaft
nicht gefdhrden und empfiehlt konservative Maflnahmen wie Mundpflege, und zum anderen
bildet sich ein Teil der pyogenen Granulome nach Entbindung durch die hormonelle
Umstellung spontan zuriick (Butler & Macintyre, 1991). Zum Entstehungungsmechanismus
des Schwangerschaftstumors tragen mehrere Faktoren bei. Die erhohten Hormonspiegel von
Ostrogen und Progesteron vor allem gegen Ende der Schwangerschaft korrelieren mit dem
Auftreten von Gingivitis und pyogener Granulome (Zaki et al., 1984). Man vermutet, dass der
Einfluss dieser Hormone auf das Immunsystem die Entstehung pyogener Granulome
begiinstigt. Progesteron wirkt in der Gingiva immunsuppressiv (Ojanotko-Harri et al., 1991)
und in einer Studie von Yuan et al. konnte gezeigt werden, dass Progesteron in vitro die
Bildung von VEGF in Schwangerschaftstumoren verstéirkt (Yuan et al., 2002). In einer Arbeit
von Yuan et al. wurden pyogene Granulome der Gingiva von Schwangeren mit
Schwangerschaftstumoren von Frauen nach Entbindung histologisch und biochemisch
miteinander verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass die pyogenen Granulome der noch
schwangeren Frauen mehr VEGF und weniger apoptotische Endothelzellen aufwiesen als ihre
Vergleichsgruppe (Yuan & Lin, 2004). Dies legt nahe, dass auch beim pyogenen Granulom
der Gingiva, VEGF maligeblich am Wachstum beteiligt ist und hormonelle Faktoren nicht

ausgeschlossen werden konnen.

In der vorliegenden Arbeit stellte sich heraus, dass in pyogenen Granulomen ein hoéheres
VEGF-Gesamtsignal sowie eine hohere Anzahl der VEGF-positiven Geféle als in Chalazien
und Kontrollen nachweisbar ist. Unter Beriicksichtigung der zuvor angefiihrten Studien, die

zeigen, dass eine konservative Therapie pyogener Granulome erfolgreich sein kann, sowie der
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Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und der Rolle VEGFs fiir die Angiogenese (Ferrara, 2009)
und folglich auch fiir das Wachstum pyogener Granulome, erscheint eine topische Anti-VEGF

Therapie auch bei pyogenen Granulomen der Konjunktiva sinnvoll.

Pyogene Granulome sind histopathologisch wie ein lobuliertes Hamangiom mit
fibromyxoider Matrix und groen GefdBlen sowie vielen kleinen Kapillaren aufgebaut (Ferry,
1989). In der Binnenanalyse der pyogenen Granulome bestétigte sich die Beobachtung, dass
viele kleinere Gefdae und Kapillaren insbesondere subepithelial zu sehen waren: Sowohl die
Gefdflanzahl als auch das VEGF-Gesamtsignal waren subepithelial signifikant héher im
Vergleich zu den tiefer liegenden Gewebsabschnitten. Diese Beobachtungen lassen vermuten,
dass die Angioneogenese respektive Wachstum in pyogener Granulomen insbesondere
subepithelial stattfindet, was die Wirksamkeit einer lokal applizierten Anti-VEGF-Therapie

begiinstigen wiirde.

Inwiefern durch eine topische Anti-VEGF-Therapie eine Wachstumshemmung oder auch eine
Involution pyogener Granulome herbeigefiihrt werden kann, bedarf weiterer klinischer

Studien.

4.4.5 Topische Anti-VEGF-Therapie bei kornealen Neovaskularisationen

Am vorderen Augenabschnitt wurden Anti-VEGF-Augentropfen bereits erfolgreich bei
kornealen Neovaskularisationen eingesetzt. In einer Studie von Amparo et al. konnte gezeigt
werden, dass Pazopanib-Augentropfen korneale Neovaskularisationen um 22% reduzieren
(Amparo et al, 2013) und Krizova et al. wiesen eine Reduzierung der kornealen
Neovaskularisationen durch Bevacizumab-Augentropfen um 38% (Krizova et al., 2014) nach.
Etwa der gleiche Effekt (bis zu 39,8%) wurde bei Patienten mit kornealen
Neovaskularisationen unter Ranibizumab-Augentropfen gesehen (Stevenson et al., 2012).
Weiterhin berichten die Autoren iiber ihre Erfahrungen mit der lokalen Anwendung als Anti-
VEGF-Augentropfen bei kornealen Neovaskularisationen. Bei 1% Bevacizumab®-, 1%
Ranibizumab®- bzw. 0,5% Pazopanib® Losung waren keine okuldren oder systemischen
Nebenwirkungen nachweisbar (Amparo et al., 2013; Dastjerdi et al., 2009; Stevenson et al.,
2012). Da VEGF auch als Neuroprotektor fungiert und neuronales Wachstum fordert
(Rosenstein & Krum, 2004), wird der Effekt von Anti-VEGF Augentropfen auf die Kornea
mitunter kritisch diskutiert, da die Applikation der Tropfen eine neuropathische Keratopathie

induzieren konnte. In einer Studie von Kim et al. zeigten Patienten mit kornealen
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Neovaskularisationen nach topischer Bevacizumab® Therapie eine Hornhautausdiinnung und
neu entstandene Epitheldefekte (Kim et al.,, 2008). Es wird diskutiert, dass diese
Nebenwirkungen mit der verwendeten hdheren Dosierung zusammenhdngen konnten. Um
okuldre und systemische Nebenwirkungen von VEGF-Inhibitoren, beispiclsweise eine
Blutdrucksteigerung, zu minimieren, sollte laut einigen Studien eine Therapiedauer von 4
Wochen bei 4x tiglicher Applikation nicht iiberschritten und iiber diesen Zeitraum den
Patienten ,,puntum plugs“ eingesetzt werden (Amparo et al., 2013; Dastjerdi et al., 2009;
Stevenson et al., 2012).

Da es noch keine Erfahrungen mit Anti-VEGF-Augentropfen zur Anwendung beim pyogenen
Granulom der Konjunktiva gibt, liegen auch noch keine Daten zu Dosierung,
Anwendungsdauer, Rezidivhadufigkeit, Nebenwirkungen und Sicherheitsprofil vor. Wie sich
eine topische Anti-VEGF-Therapie beim pyogenen Granulom der Konjunktiva auswirken
wiirde, erfordert klinische Studien. Aber die guten Erfahrungen mit der Anwendung bei
Neovaskularisation in der Kornea unterstreichen das Potential dieser Therapiealternative beim

pyogenen Granulom.
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5 Zusammenfassung

Das pyogene Granulom der Bindehaut ist ein entziindlicher, schnell wachsender gutartiger
Tumor der Bindehaut, der durch -chirurgische Exzision behandelt wird. Der
Pathomechanismus pyogener Granulome, die zu der Gruppe der Hdmangiome gehoren, ist
noch weitgehend unbekannt. Aufgrund der gefafireichen Struktur, und der héufigen
Entwicklung eines pyogenen Granuloms aus einem Chalazion beschéftigt sich die
vorliegende Arbeit mit der Expression von Blutgefdlen und VEGF in pyogenen Granulomen
und Chalazien, um die Angiogenese beim pyogenen Granulom zu untersuchen. Seit
Angiogenesehemmer verfiigbar geworden sind, die den Botenstoff VEGF hemmen, lassen
sich pathologische Prozesse, die wesentlich durch eine Angioneogenese charakterisiert sind
(wie z.B. bei kornealen Neovaskularisationen und der Altersbedingten Makuladegeneration),
auch pharmakologisch beeinflussen. In dieser Studie wurde die Basis fiir die

Therapierationale einer topischen antiangiogenen Therapie pyogener Granulome untermauert.

Hierfir wurden semiautomatische Messungen an immunhistochemisch gefarbtem
histologischem Material von 22 pyogenen Granulomen, 22 Chalazien und 13 Kontrollen
durchgefiihrt. Als Kontrollgewebe verwendeten wir Lidgewebe ohne histologisch akute
pathologische Veridnderungen, etwa aus Lidplastiken bei Lidfehlstellungen. Insgesamt wurden
ca. 230 Bildausschnitte auf die Gefidflanzahl, das mittlere Gefidl3kaliber, das kumulative
VEGF-Signal und die Anzahl VEGF-positiver GefdBle untersucht. Die unterschiedlichen
Gruppen wurden statistisch nicht parametrisch mit dem Kruskal-Wallis Test miteinander

verglichen.

Die Ergebnisse zeigten, dass pyogene Granulome im Vergleich zu Chalazien und der
Kontrollgruppe mehr GefidBe sowie eine groflere Gefdlfliche aufweisen und ein hoheres
VEGF-Gesamtsignal nachweisbar ist. Bei der Binnenanalyse der Gruppe der pyogenen
Granulome fiel auf, dass sowohl die Gefdlanzahl als auch das kumulative VEGF-Signal in
pyogenen Granulomen in den subepithelialen, also oberflachlichen Bereichen im Vergleich

zur Tiefe signifikant erhoht ist.

Letzteres ist eine interessante Beobachtung in Hinblick darauf, pyogene Granulome mit
lokalen VEGF inhibierenden Augentropfen zu behandeln, da diese ihre stirkste Wirkung
subepithelial entfalten konnen. Am vorderen Augenabschnitt findet die topische Anti-VEGF
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Therapie bei kornealen Neovaskularisationen bereits erfolgreich Anwendung (Amparo et al.,

2013; Krizova et al., 2014; Stevenson et al., 2012).

Die Ergebnisse dieser Studie sprechen iibereinstimmend mit zahlreichen positiven
Kasuistiken zur topischen Anti-VEGF-Therapie am vorderen Augenabschnitt bei anderen
Krankheitsbildern dafiir, dass Anti-VEGF-Tropfen auch bei pyogenen Granulomen der
Konjunktiva wirksam sein konnten. Die Vorteile dieser Therapie wiren durch die Vermeidung
der chirurgischen Exzision auch das Ausbleiben aller operativen Risiken. Zu beachten ist
allerdings, dass eine konservative Therapie grundsétzlich nur in klinisch sehr eindeutigen
Fillen eine Alternative darstellt, da aufgrund der fehlenden histopathologischen Untersuchung
keine eindeutige diagnostische Abgrenzung zu dhnlichen Krankheitsbildern (z.B. Chalazion,
Hordeolum oder Plattenepithelkarzinom) gewahrleistet ist. Eine Fehldiagnose einer malignen
Erkrankung ohne nachfolgende Konsequenz der chirurgischen Exzision muss in jedem Fall

vermieden werden.
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6 Tabellenanhang

6.1 Semiquantitative Ergebnisse der vVWF-Firbungen der pyogenen Granulome

Priparat |GA  an|GF in% |GA an|GF in % [GA an|GF in % [GA  an|GF in % |GA  an|GF in %
Stelle 1, Stelle 2, Stelle 3, Stelle 4, subepi.
10 x Ver. 20x Ver. 20x Ver. 20x Ver. Stelle
20x Ver.

12 11 34 2,54 22 4,17 25 6,81 30 4,92 24 5.7
201 10 55 16,45 15 12 25 25 14 34,68 / /
201 10/1 57 4,38 19 4,03 36 8,44 15 8.47 / /
90 11 35 4,82 9 7,05 14 4,04 13 5.2 24 5,37
90 11 /2 / / 20 4,15 19 5,06 / / / /
140 10 28 1,66 11 1,15 8 2.5 14 4,45 / /
17510 /2 68 5,27 22 3,36 25 2,58 22 10,77 / /
156 11 42 10,57 9 15,83 10 13,69 17 31,58 32 6,71
212 09 47 25,68 20 20,88 15 27.74 23 39.33 41 17,77
6001 65 18.41 16 12,63 24 11,15 30 8,55 9 6,24
70 00 53 12,15 17 13,72 19 10,2 38 20,89 27 16,89
214 00/ 1 78 12.47 44 5,64 27 15,68 20 16,47 27 16,25
278 09 43 10,11 20 11,19 15 11,34 18 12.24 54 7,79
36230 / / 8 1,18 25 6,29 23 6,43 / /
36305 42 12,98 12 9,13 10 18.35 11 11,9 12 3,69
36368 41 6,49 11 4,89 5 3,11 10 8,48 19 8,01
36687 21 1,93 7 3.3 10 4,19 13 15,96 15 11,4
37202 / / 15 12,2 16 10,7 36 26,07 19 18,86
35078 16 4,83 8 4,39 4 12,86 9 19,25 12 9,49
11310 46 16,46 21 17,05 10 30,15 21 18.06 20 21,32
12114 77 24,07 28 24,33 21 32.37 25 11,6 34 15.42
10 08 52 9,88 24 15,01 31 13,67 22 12,53 29 7,23

Tab. 5: semiquantitative Ergebnisse der vWF-Féarbungen der pyogenen Granulome;
Tabellenlegende: ,,GA*: Gefiflanzahl, ,,Ver.“: VergroBlerung des Mikroskopobjektivs, ,,GF*“: korrespondierende
Gefififliche in % der Gesamtfléiche, “/“: nicht berechenbar bzw. das Priparat zeigt diese Stelle nicht. ,,subepi‘:

subepitheliale Stelle
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6.2 Semiquantitative Ergebnisse der VEGF-Firbungen der pyogenen Granulome

Praparat | p 0 | VEGE- | GPan GPan OPan
VEGF- VEGF- subepi. VEGF-
Stelle 1, |Signal Stelle 2, Stelle 3,
Signal in% Signal in% | Stelle |Signal in%
20x Ver. |in % 20x Ver. 20x Ver.
20 x Ver.

1211 0 2,86 0 2,61 0 / 0 3,61
201 10 4 0,68 0 0,86 1 / 0 0,22
201 10/1 0 9,35 3 5,19 0 / / /

90 11 0 0,87 0 0,68 0 0,84 0 0,39
17510/2 0 3,61 0 1,71 0 0,46 / /

156 11 0 3,35 0 0,4 0 0,21 2 9,09
212 09 0 0,89 4 0,92 3 9,64 0 1,77
6001 0 0,56 0 1,14 0 0,27 21 2,75
70 00 0 1,47 0 6,13 0 7,53 0 6,08
21400/ 1 7 2,11 14 2,31 2 0,35 0 6,83
278 09 4 1,09 5 1,11 7 0,36 0 3,04
36230 0 0,58 0 1,21 0 2,19 0 2,32
36305 0 1,93 0 3,39 0 3,85 0 14,38
36368 20 4,16 0 0,97 0 0,66 0 5,53
36687 0 0,65 / / / / 0 8,15
37202 13 12,1 5 5,83 16 9,05 0 25,8
35078 0 1,41 0 0,15 0 0,49 5 4,56
11 310 0 3,21 0 1,45 11 2,26 0 8,12
12114 12 7,31 0 2,01 0 0,44 8 1,03
10 08 8 2,57 7 1,45 / / 0 12,01

Tab. 6: Semiquantitative Ergebnisse der VEGF-Firbungen der pyogenen Granulome;
Tabellenlegende: ,,GP“: Anzahl der VEGF positiven Gefille, ,, VEGF- Signal in %”: bezieht sich auf die Geamtfléiche

des High-power fields ,,Ver.“: Vergrofierung des Mikroskopobjektivs./*“: nicht berechenbar bzw. das Priparat zeigt

diese Stelle nicht, ,,subepi*“: subepitheliale Stelle
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6.3 Semiquantitative Ergebnisse der vVWF-Firbungen der Chalazien

Praparat GA an Stelle 1, | GA an Stelle 2, GA an Stelle 3, GA an konz.
GF in % GF in % GF in %
20x Ver. 20x Ver. 20x Ver. Stelle

209 11 22 4,07 / / 26 2,66
51/ 09 17 19 0,87 7 1,50 14 8,41
67/ 09 47 17 2,61 29 3,54 41 4,43
68/09 2 20 12 1,79 18 3,16 / /

73/ 09 4 7 5,11 9 3,39 / /

106 /09 8 14 2,23 18 2,45 37 4,74
149/ 09 18 10 4,38 15 1,87 9 1,14
158/ 09 13 12 5,60 10 0,58 14 6,03
217/ 09 10 9 1,58 6 1,88 17 1,31
222/ 09 15 14 1,43 24 3,36 15 3,04
237/ 09 15 14 1,83 13 3,92 14 2,43
200/ 10 16 7 3,28 17 2,24 8 3,10
209/ 10 29 27 4,89 17 5,21 /

256/ 10 22 21 5,15 15 1,19 16 2,78
60/ 11 10 13 3,22 6 0,95 14 8,71
74/ 11 6 15 2,56 21 3,93 18 4,14
257/ 11 13 17 1,58 / / / /

151/ 09 24 11 1,53 20 1,27 7 0,28
195/101 10 2,49 / / 23 1,76
180/ 09 49 0,44 6 1,03 21 2,76
131/ 12 16 10 0,63 16 0,94 12 0,93
50/13 7 5 1,99 6 4,36 7 4,50

Tab. 7: Semiquantitative Ergebnisse der vWF-Firbungen der Chalazien

Tabellenlegende: ,,GA*: Gefiflanzahl, ,,Ver.“: VergroBlerung des Mikroskopobjektivs, ,,GF*“: korrespondierende

Gefififliche in % der Gesamtfléiche, “/“: nicht berechenbar bzw. das Priparat zeigt diese Stelle nicht, ,,konz.“:

konzentrierte Stelle
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6.4 Semiquantitative Ergebnisse der VEGF-Firbungen der Chalazien

Prdparat GP an VEGF- GP an VEGF- GP an VEGF- GP an VEGF-
Stelle 1, Signal Stelle 2, Signal Stelle 3, Signal konz. Signal
20x Ver. in % 20x Ver. in % 20x Ver. in % Stelle in %

209 0 0,12 0 0,34 0 0,00 0 0,07
51/09 0 1,29 0 0,48 0 0,89 0 0,12
67/ 09 0 1,85 0 0,13 / / / /
68/ 09 2 0 0,29 0 0,08 0 0,08 / /
73/ 09 4 0,61 0 0,00 0 0,00 0 0,00
106 /09 0 1,81 0 4,51 0 1,09 0 1,35
149/ 09 0 2,47 0 0,23 0 0,13 / /
158/ 09 0 0.13 0 2,59 / / / /
217/ 09 0 1,82 0 0,63 0 3,09 0 4,59
222/ 09 0 2,55 0 2,81 0 0,11 0 0,33*
237/ 09 0 0,75 0 0,03 0 0,80 0 0,33
200/ 10 0 0,40 0 0,64 0 0,29 0 0,46
209/ 10 0 0,06 0 0,91 0 0,82 0 0,07
256/ 10 0 0,05 0 0,03 0 0,12 0 0,19
60/ 11 0 0,22 0 0,00 / / / /
74/ 11 0 0,90 0 1,34 0 12,06 0 2,31
151/ 09 0 3,02 0 8,60 0 0,00 / /
195/10 1 0 1,78 0 0,42 0 2,59 3 0,85
180/ 09 0 0,25 0 0,21 13 1,41 0 0,04
131/ 12 0 0,60 0 0,60 0 0,49 / /

Tab. 8: Semiquantitative Ergebnisse der VEGF-Firbungen der Chalazien
Tabellenlegende: ,,GP“: Anzahl der VEGF positiven Gefille, ,, VEGF- Signal in %”: bezieht sich auf die Geamtfléiche
des High-power fields, ,,Ver.“: Vergroflerung des Mikroskopobjektivs.*/*: nicht berechenbar bzw. das Priparat zeigt

diese Stelle nicht, ,,konz.“: konzentrierte Stelle.
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6.5 Semiquantitative Ergebnisse der vWF-Firbungen der Kontrollen

Priparat |GA an Stelle 1, GF in % GA an Stelle 2, GF in % GA an subepi. GF in %
20x Ver. 20x Ver. Stelle, 20x Ver.
67112 7 3,68 7 7,85 7 1,49
111608 26 6,63 12 1,67 21 5,21
111609 7 2,43 9 8,13 13 7,42
120124 13 2,38 14 2,06 14 7,61
120134 8 1,61 15 3,36 9 3,62
120230 12 2,88 9 5,57 13 10,97
120241 5,14 11 5,41 7 10,23
120258 5 2,55 / / 13 5,83
120269 7 6,31 14 7,32 12 15,52
121506 33 6,97 15 2,68 19 7,03
913 10 2,38 7 2,4 10 2,47
27613 13 1,18 4 0.19 6 2,89
081113 18 3,3 20 5,61 6 10,53

Tab. 9: Semiquantitative Ergebnisse der vWF-Firbungen der Kontrollen;

Tabellenlegende: ,,GA*: Gefilanzahl, ,,GF*: korrespondierende Gefififliiche in % der Gesamtfliche ,,Ver.*:

Vergrofierung des Mikroskopobjektivs, “/“: nicht berechenbar bzw. das Priparat zeigt diese Stelle nicht, ,,subepi*:

subepitheliale Stelle.
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6.6 Semiquantitative Ergebnisse der VEGF-Firbungen der Kontrollen

Prdparat GP an VEGF- GP an VEGF- GP an VEGF- GP an VEGF-
Stelle 1, Signal Stelle 2, Signal Stelle 3, Signal subepi. Signal
20x Ver. in % 20x Ver. in % 20x Ver. in % Stelle, 20x in %

Ver.
67112 0 0,13 0 0,11 0 0,08 3 0,38
111608 0 0,14 0 0,32 5 4,73 0 0,26
111609 2 9,26 0 0,48 0 0,1 3 2,31
120124 0 0,4 0 0,82 0 1,16 17 1,27
120134 2 0,87 0 0,2 0 0,41 0 0,23
120230 2 2,46 0 0,18 3 1,34 10 0,66
120241 2 1,67 3 0,44 0 0,21 3 0,63
120258 0 0,6 0 0,03 1 0,65 3 0,64
120269 4 9,56 7 4,95 7 2,73 11 14,92
121506 3 3,64 2 2,32 0 4,48 3 0,68

Tab. 10: Semiquantitative Ergebnisse der VEGF-Farbungen der Kontrollen
Tabellenlegende: ,,GP: Anzahl der VEGF positiven Gefifle, ,,VEGF- Signal in %”: bezieht sich auf die Geamtfliche
des High-power fields, ,,Ver.“: Vergrolerung des Mikroskopobjektivs, ,,subepi*“: subepitheliale Stelle.
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6.7 Statistische Signifikanz

GA (n) an allen Stellen p=0,002
Vergleich PG und CH p=0,021
Vergleich PG und KO p=0,005
Vergleich CH und KO p=10

GF (%) an allen Stellen p<0,001
Vergleich PG und CH p<0,001
Vergleich PG und KO p=0,039
Vergleich CH und KO p=0,016

GK (%) an allen Stellen p<0,001
Vergleich PG und CH p<0,001
Vergleich PG und KO p=1
Vergleich CH und KO p=0,001

GP (n) an allen Stellen p<0,001

Vergleich PG und CH p=0,003
Vergleich PG und KO p=0,644
Vergleich CH und KO p<0,001
GP (n) an den gewebstypischen Stellen p=0,002
Vergleich PG und CH p=0,014
Vergleich PG und KO p=1
Vergleich CH und KO p=0.008
Kum. VEGF Signal (%) an allen Stellen p=0,002
Vergleich PG und CH p=0,001
Vergleich PG und KO p=0,219
Vergleich CH und KO p=0,854

Tab. 11: p-Werte aller 3 Gruppen (PG, CH, KO ) wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test (nicht- parametrisch) fiir die
diskreten und stetigen Variablen GefiBlanzahl (GA), GefiBfliche insgesamt (GF), mittlere Fliche je Gefiff (GK),
Anzahl VEGF-positiver Gefilie (GP), VEGF-positiver Flichenanteil berechnet (kum.VEGF Signal in %). Fiir jede
Analyse wurden als post-hoc Test paarweise Vergleiche angestellt.
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GA (n) in PG subepithelial vs Tiefe p=0,034
GF (%) in PG subepithelial vs Tiefe p=0,079
GK (%) in PG subepithelial vs Tiefe p=0,015
GA (n) in PG 10x vs 20x P<0,001
GF (%) in PG 10x vs 20x p=0,009
GK (%) in PG 10x vs 20x p<0,001
GA (n) in KO subepithelial vs Tiefe p=0,844
GF (%) in KO subepithelial vs Tiefe p=0,009
GK (%) in KO subepithelial vs Tiefe p=0,064
GA (n) in CH spezielle Stelle vs Tiefe p=0,107
GF (%) in CH spezielle Stelle vs Tiefe p=0,157
GK (%) in CH spezielle Stelle vs Tiefe p=0,711
Kum. VEGF Signal (%) in PG subepithelial vs Tiefe p=0,009
GP (n) in PG subepithelial vs Tiefe p=0,425
Kum. VEGF Signal (%) in CH spezielle Stelle vs Tiefe p=0,09

GP (n) in CH spezielle Stelle vs Tiefe p=0,93

Kum. VEGF Signal (%) in KO subepithelial vs Tiefe p=0,353
GP (n) in KO subepithelial vs Tiefe p=0,043

Tab. 12: p-Werte aller Binnenanalysen (nicht parametrische Vergleiche nach dem Wilcoxon Rangsummentest)
»GA%: Gefillanzahl, ,,GF*: korrespondierende Gefififliiche in % der Gesamtfliche, ,,GK*: Gefia3kaliber in % der

Gesamtfliche, ,,GP“: Anzahl der VEGF positiven Gefilie
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