Einleitung. Vaskulare Anomalien (VAs) gehéren
zu den héaufigsten angeborenen und
frihkindlichen Weichgebewebs-Fehlbildungen im
Kopf-Hals-Bereich'2. Unterschieden werden
hierbei vaskuldare Malformationen (VMs), wie
beispielsweise arterioven0se und lymphatische
Malformationen (AVMs und LMs) sowie
Hamangiome. Die (immun)histologische
Abgrenzung der verschiedenen VA-Typen
innerhalb der genannten Gruppen gestaltet sich
aufgrund der ausgepragten Heterogenitat der
Fehlbildungen als &uBerst schwierig36. Das Ziel
des vorliegenden Projektes war es zu beurteilen,
inwiefern eine Quantifizierung
immunhistologischer VA-Praparate mittels
digitaler Bildanalyse eine genauere Einteilung
verschiedener VA Subtypen erméglichen kann.

Material & Methoden. Untersuchungen an VA
Geweben wurden nach schriftlicher Einwilligung
der Patienten entsprechend eines positiven
Votums der Ethikkommission des FB Medizin
durchgefiuhrt. 22 VA-Gewebe wurden
immunhistologisch unter Einsatz von AntikGrpern
gegen CD31, CD34, D2-40, CK1, CK19,
Vimentin, Claudin-5 und B-Actin untersucht. Das
Expressionsmuster der Kandidatenproteine
innerhalb der untersuchten Gewebe wurde digital
mit Hilfe des Programms Imaged (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
analysiert. Vier Praparate wurden, aufgrund einer
starken Hintergrundfarbung bei einem Antikorper
nicht in die aktuelle Auswertung mit einbezogen.
Zur statistischen Berechnung von Unterschieden
der Flachenanteile der einzelnen untersuchten
Kandidatenproteine zwischen den 18 analysierten
Gewebeproben wurde ein einseitiger ANOVA Test
mit anschlieBendem Dunnett’'s multiplem
Vergleichstest durchgefthrt. Als Referenzwert
wurde der durchschnittliche Flachenanteil aller
Gewebeproben ermittelt (rote Linie). Statistische
Unterschiede sind dargestellt mit: *p<0.05,
**p<0.001, ***p<0.0001. Die Berechnung erfolgte
mittels der GraphPad Prism Version 6.00
Software fur Windows (La Jolla, CA, USA).

Quantifizierung histologischer Strukturen bei Vaskularen Anomalien des Kopf-Hals-Bereiches

mittels digitaler Bildanalyse

Tabelle 1. Klinische Angaben der untersuchten VA Gewebe.

Alter bei
Diagnose Anatomische Lokalisation Diagnose
[Jahre]

Lymphangiom Oberlippe, Wange links weiblich 27
- Paragangliom (Glomus caroticum)  Karotisbifurkation links mannlich 49
- hypertrophe kapillare Malformation  Unterlippe links weiblich 37
B Avm Oberlippe links ménnlich 57
“ Pyogenes Granulom Zungenunterseite mittig weiblich 9

. . Zervikal links _
- Vaskulére Malformation (M. Sternocleidomastoideus) weiblich 16
AVM Glandula Parotis rechts weiblich 8
- VM mit Lymphangiomanteilen Zungenunterseite rechts mannlich 22
“ kapillare Malformation Unterlippe gesamt weiblich 78
“ Lymphangiom Perimandibular links mannlich 17
n Vaskulare Malformation Oro- und Hypopharynx rechts mannlich 30
n mikrozystischen Lymphangiom Zungenriicken gesamt weiblich 2
. . u . Zervikal links .

“ Vendse Malformation / Himangiom (M. Sternocleidomastoideus) weiblich 20
B Avm Stirn weiblich 15
n epitheloides Hamangiom / VM Ohrmuschel links weiblich 31
B Avm Gesicht links ménnlich 41
AVM Gesicht rechts, Nase mannlich 33
n Vendse Malformation (Kavernom)  Augenhéhle links weiblich 35

Ergebnisse. Die Auswertung des spezifischen Signals
(braunes Prazipitat) erfolgte entsprechend der
Darstellung in Abb. 1. Die so erhaltenen
Expressionswerte flir jedes Kandidatenprotein wurden
zwischen den eingesetzten 18 VA Geweben verglichen
(Abb. 2). Hierbei zeigen sich teilweise hochsignifikante
Abweichungen der Expressionswerte zum Mittelwert der
Gesamtgruppe. Beispielsweise zeigen die zwei vendsen
Malformationen (Fall #13 und 18) beide eine signifikant
héhere Expression fir CD31, Vimentin und Claudin-5.
Weiterhin zeigte die Probe #5 (Pyogenes Granulom)
eine auffallig hbhere Expression von CK19, welches u.a.
bei proliferierenden Stammzellen hoch exprimiert sein
kann. Dies ist in Ubereinstimmung mit dem klinisch-
histopathologischen Bild eines Pyogenen Granuloms,
welches durch eine ausgepragte GefaBproliferation
charakterisiert ist. Bei einer anderen Gewebeprobe (Fall
#12) hingegen fand sich eine signifikant niedrigere CK19
Expression. Hierbei handelte es sich um ein
mikrozystisches Lymphangiom. Dies ist ebenfalls
dbereinstimmend mit der niedrigen Proliferationsrate
dieses VA Typs. Uberraschend hingegen war die relativ
héhere Expression von Podoplanin bei einer AVM (Fall
#17), welches eher bei einer LM zu erwarten ware.
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Abbildung 1. (A) Die Auswertung der immunhistologischen
Signale erfolgte mittels des Programms Imaged. (B)
Beispielhafte Darstellung der Detektion der
immunhistologischen Signale flr jeden der 8 eingesetzten
Antikorper wie in A dargestellt. Fur jede Antikorperfarbung
wurden pro Praparat 10 unabhangige Messungen in sich nicht
Uberlappenden Arealen der VA durchgeflihrt, um reprasentative
mittlere Expressionswerte zu erhalten.
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Abbildung 2. Die statistische Auswertung der Expression der 8
Kandidatenproteine wurde wie in M&M beschrieben durchgefuhrt. Es
zeigen sich signifikante Unterschiede bezlglich der Expression einzelner
Kandidatenproteine in den jeweiligen VAs verglichen mit dem
Durchschnitt der gesamten Gruppe (rote Linie). *p<0.05, **p<0.001,
***n<0.0001. Nummern 1-18 entsprechen den Fallen #1-18 in Tabelle 1

Zusammenfassung. Es zeigten sich deutliche
Unterschiede im Expressionsgrad der untersuchten
Kandidatenproteine nach digitaler Quantifizierung zwischen
den verschiedenen VAs. Die immunhistologische Beurteilung
und Quantifizierung VA-assoziierter Kandidatenproteine mittels
digitaler Bildanalyse konnte daher dazu beitragen die sehr
heterogene Gruppe dieser GefaBfehlbildungen genauer zu
klassifizieren. Weiterfuhrende Untersuchungen haben zum Ziel
die Zahl der untersuchten VA-Gewebe zu erhéhen und weitere
relevante Kandidatenproteine in die Beurteilung mit
einzubeziehen




