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1. Einleitung 

Die vorliegende Arbeit untersucht Angiogenesefaktoren in humanen Aderhautmelano-

men sowie chirurgisch exzidierten choroidalen Neovaskularisationsmembranen (CNV) 

nach der Behandlung mit der Photodynamischen Therapie (PDT). Einleitend wird daher 

zunächst ein Überblick über beide Krankheitsbilder sowie das Prinzip der Angiogenese 

gegeben. 

1.1. Das Aderhautmelanom 

Mit einer Inzidenz von 6-7 Fällen pro eine Million Einwohner pro Jahr tritt das 

Aderhautmelanom selten auf, es stellt jedoch die häufigste primär intraokuläre Neopla-

sie dar [43]. 

Dieser Tumor geht von pluripotenten Melanozyten der Aderhaut aus, die aus der Neu-

ralleiste stammen, Melanomzellen sind neuroektodermaler Herkunft [97]. 

 
Abbildung 1:  Fotographie eines peri-
papillären Aderhautmelanoms 

Die exakte Ätiologie uvealer Melanome ist weiterhin unbekannt. Diskutiert wird die Be-

teiligung genetischer Faktoren wie eine Monosomie des Chromosoms 3 und eine Ver-

mehrung von DNA–Anteilen des Chromosoms 8 in den Tumorzellen  [71]. 

Abhängig von der Lage des Tumors in der Aderhaut manifestieren sich die Symptome 

des Melanoms in Form eines Visusverlusts oder einer Gesichtsfeldeinschränkung [97]. 

Ein Problem der Diagnostik besteht darin, dass diese Veränderungen meist erst in ei-

nem fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung auftreten. Die Diagnose eines 

Aderhautmelanoms kann in nahezu allen Fällen (Diagnosesicherheit 95%) mittels klini-

scher Methoden wie der indirekten Ophthalmoskopie, der Sonographie, der Angio-
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graphie (mit Fluoreszein oder Indocyangrün) und der Kernspintomographie gestellt 

werden [61, 97].  

Da ein Lymphgefäßsystem im Auge und in der Orbita nicht vorhanden ist, erfolgt die 

Metastasierung primär hämatogen. Ca. 30% der Patienten mit einem malignen Mela-

nom des Augenhintergrunds entwickeln innerhalb von 5 Jahren nach der initialen Dia-

gnosestellung Metastasen in der Leber. 

Die Prognose hängt von verschiedenen klinischen, genetischen, histopathologischen 

sowie zytologischen Faktoren ab. Klinische Faktoren beinhalten die Lokalisation, die 

Größe und die Form des Tumors sowie das Alter des Patienten, während histopatholo-

gisch der Zelltyp, die mitotische Aktivität, die Vaskularisierung des Tumors und eine 

eventuelle extrasklerale Ausdehnung zu beurteilen ist [137].  

Als genetischer Risikofaktor hinsichtlich des Metastasierungsrisikos spielt das Vorhan-

densein einer Monosomie 3 eine signifikate Rolle [39]. 

Beim Zelltyp werden nach der modifizierten Callender-Klassifikation neben den gutarti-

gen Spindelzellnävi drei Formen unterschieden: das Spindelzell-Melanom, das epithe-

loidzellhaltige Melanom sowie das gemischtzellige Melanom. Dabei wird das Auftreten 

von epitheloiden Tumorzellen als entscheidender, die Prognose negativ beeinflussen-

der Faktor bewertet; die Ursache dafür ist noch nicht bekannt [97].  

Es gilt mittlerweile als anerkannt und durch die prospektive COMS-Studie erwiesen, 

dass die Entscheidung für eine Enukleation oder für eine bulbuserhaltende Therapie 

keinen Unterschied in der Mortalität durch das maligne Melanom der Uvea bedeutet 

[35,137]. 

Aufgrund dieser relevanten Erkenntnisse wird im allgemeinen eine bulbuserhaltende 

Therapie angestrebt. Bei den etablierten Verfahren bestehen allerdings signifikante Un-

terschiede bezüglich der okulären Morbidität. 

Zur Therapie des Aderhautmelanoms stehen, abhängig von der Lage und der Größe 

des Tumors, verschiedene Optionen zur Verfügung, bei denen es sich vornehmlich um 

radiotherapeutische oder operative Verfahren handelt. Als Beispiele sind die Brachythe-

rapie mit radioaktiven Applikatoren (z.B. Ruthenium 106, Iod 125), die transpupillare 

Thermotherapie (TTT) oder die Protonenbestrahlung bei mittelgroßen Tumoren, ver-

schiedene Resektionstechniken und vorhergehende Bestrahlung des Tumors unter Er-

halt des Auges sowie die Enukleation oder Exenteratio bei großen Tumoren mit extrao-

kulärem Wachstum aufzuführen [16,17,36,61,96,97]. 
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1.2. Die choroidale Neovaskularisation (CNV) 

Die choroidale Neovaskularisation (CNV) ist eine pathologische Proliferation von Kapil-

laren der Aderhaut durch die Bruch-Membran hindurch in den subretinalen Raum. Die-

se Gefäße befinden sich entweder zwischen der Neuroretina und dem retinalen Pig-

mentepithel (RPE), wie in Abb. 2 dargestellt, und werden als „klassisch“ bezeichnet, 

oder zwischen RPE und der Choroidea, wobei diese als „okkult“ bezeichnet werden [18, 

98].  

 
Abbildung 2: schematische Darstellung einer klassischen CNV mit Wachstum 
von Gefäßen aus der Aderhaut (AH) durch das retinale Pigmentepithel (RPE) 
unter die Netzhaut (NH). 

 
Abbildung 3: optische Kohärenztomographie (OCT): Schnitt durch die Schich-
ten einer klassischen CNV mit Gefäßwachstum durch das RPE unter die Netz-
haut 

In der Folge ergeben sich vielfältige klinische Ausprägungen,wie z.B. Makulaödem, Blu-

tungen oder Abhebung des retinalen Pigmentepithels. 

 Die Bildung choroidaler Neovaskularisationen stellt kein Krankheitsbild für sich dar, 

sondern tritt im Zusammenhang mit einer Reihe verschiedener Erkrankungen auf, die 
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mit einer Störung der Struktur von Netzhaut, des retinalen Pigmentepithels, Bruch’scher 

Membran und Choriokapillaris einhergehen [8,110,111,159].  

Bei histologischer Betrachtung bestehen die CNV-Membranen aus zellulären Bestand-

teilen wie RPE-Zellen, Gefäßendothelien, Makrophagen, Fibrozyten und Photorezepto-

ren sowie aus extrazellulären Bestandteilen wie Kollagen, Fibrin und sogenannten Ba-

sal Laminar Deposits [141]. 

 Eine wichtige Rolle bei der Induktion der Neovaskularisation spielen verschiedene an-

giogenetisch wirksame Wachstumsfaktoren, wie z.B. der vascular endothelial growth 

factor (VEGF) [121]. Die angestoßene Gefäßbildung führt zur Ausildung einer fibro-

vaskulären Gefäßmembran, die aus der Choriokapillaris durch die Bruch’sche Membran 

in den subretinalen Raum wächst und oben genannte Komplikationen hervorruft. Je 

länger die Exsudation und der Austritt von Flüssigkeit aus diesen Gefäßen besteht, de-

sto größer ist der Schaden durch Degeneration bzw. Untergang der Photorezeptoren-

Aussenglieder und des RPE mit nachfolgender Visusminderung [9]. 

Wie in Tabelle 1 dargestellt, ist die häufigste Ursache einer CNV die altersbedingte Ma-

kuladegeneration (AMD). An zweiter Stelle folgt die hohe Kurzsichtigkeit (Myopia ma-

gna). Seltenere Formen sind die post-inflammatorische CNV und die idiopathische 

CNV. Weiterhin können viele andere Erkrankungen, in der Ausbildung von Neovaskula-

risationen mit nachfolgender Exsudation resultieren [157]. 

Tabelle 1: Mögliche Ursachen einer CNV mit exsudativer Makulopathie (modifiziert aus [159] ) 

sehr häufig AMD 

relativ häufig Myopia magna 

Z.n. Uveitis posterior 

Z.n. Entzündungen (z.B. POHS, PIC, multifokale Chorioiditis) 

Z.n. Laserkoagulation 

Z.n. chorioretinalen Narben 

weniger häufig idiopathische Genese 

Angioid streaks 

Trauma mit Aderhautruptur 

RPE Abhebung 
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selten (Auswahl) RPE Hamartom 

Vogt Koyanagi Harada Syndrom 

Retinopathia zentralis serosa 

Drusenpapille 

Aderhautmelanom 

M. Stargard 

M. Best 

Aderhauthämangiom 

(sowie alle anderen Erkrankungen des hinteren Augenpols) 
 

1.2.1. CNV bei der altersbedingten Makuladegeneration (AMD) 

Bei der altersbedingten Makuladegeneration handelt es sich um eine progrediente Er-

krankung des zentralen Netzhaut-/Pigmentepithel-/Aderhaut-Komplexes, die in ein 

Frühstadium die - sog. altersbedingte Makulopathie (ARM)- und ein Spätstadium - die 

altersbedingte Makuladegeneration - eingeteilt wird. Bei der AMD kann zusätzlich eine 

„trockene“ (= nicht exsudative) von einer „feuchten“ (= exsudativen) Form unterschieden 

werden. Die „trockene“ Form geht mit dem Vorhandensein weicher Drusen sowie im 

Spätstadium mit einer geographischen Atrophie einher. Als „feuchte“ oder auch exsuda-

tive Variante wird die AMD bezeichnet, wenn Neovaskularisationen mit Exsudationen, 

RPE-Abhebungen oder Blutungen vorliegen [18]. 

Im Zusammenhang mit einer CNV wird dann die Diagnose einer AMD gestellt, wenn 

zusätzlich entweder Drusen und/oder Pimentepithelveränderungen vorhanden sind. 

Die Prävalenz der AMD nimmt mit höherem Alter stark zu; in der Altersgruppe 65-74 

Jahre beträgt sie ca. 1%, in der Altersgruppe 75-84 Jahre ca. 5% und bei Personen 85 

Jahre und älter bis zu 13%. An der nicht exsudativen Form leiden ca. 85% der Betroffe-

nen und an der exsudativen ca. 15% [85,139]. Obwohl lediglich ca. 15% der Patienten 

mit AMD von der exsudativen Form betroffen sind, ist die CNV die Haupterblindungsur-

sache bei Patienten mit AMD [112] sowie die häufigste Erblindungsursache im höheren 

Alter in den westlichen Industrienationen [85]. 

Neben den Hauptrisikofaktoren Alter und weibliches Geschlecht erhöht sich das Risiko 

an einer AMD zu erkranken bei starken Rauchern sowie beim Vorliegen weicher Drusen 

[86,79]. Darüber hinaus wird der Einfluss weiterer Risikofaktoren wie z.B. eine geneti-
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sche Prädisposition, eine erhöhte Lichtexposition, stattgefundene Operationen, die Er-

nährung sowie ein Polymorphismus des Komplementfaktor H – Gens diskutiert [8, 161].  

1.2.2. Andere Ursachen einer CNV 

Die Ausbildung einer CNV ist die häufigste visusmindernde Komplikation der hohen 

Myopie (Achsenlänge von > 26 mm oder einer Refraktion von –6,0 dpt). Es kann infolge 

der Dehnung und des Einreissens der Bruch’schen Membran zum Auftreten einer myo-

pen Makulopathie mit Bildung von Blutungen und einer meist klassischen CNV kommen 

[66,107,157]. 

Weiterhin kann eine choroidale Neovaskularisation im Rahmen verschiedener entzünd-

licher Erkrankungen des hinteren Augenpols, wie zum Beispiel einer Pilzinfektion, dem 

okulären Histoplasmose-Syndrom (OHS) bzw. dem presumed ocular histoplasmosis 

syndrome (POHS) oder selteneren chorioretinalen Entzündungen wie der Punctate In-

ner Choriodopathy (PIC) oder der multifokalen Chorioiditis mit Panuveitis (MFCP) ent-

stehen [157,158].  

Selten auftretende Erkrankungen, die mit der Ausbildung einer CNV einhergehen kön-

nen, sind z.B. „Angioid Streaks“, eine traumatische Aderhautruptur sowie hereditäre 

Makuladystrophien [157]. 

Die Diagnose einer idiopathischen CNV wird gestellt, wenn sonst keine ophthalmologi-

sche Grunderkrankung vorliegt, der Patient unter 50 Jahre alt ist und sich keine Anzei-

chen einer altersbedingten Makuladegeneration oder einer altersbedingten Makulo-

pathie wie z.B. Drusen finden [157]. 

1.2.3 Klinik, Diagnostik und Therapie der CNV 

Unabhängig von der jeweiligen Grunderkrankung weisen die meisten Patienten mit ei-

ner CNV eine ähnliche Symptomatik auf. 

Infolge der exsudativen Makulopathie kommt es zu akuten bzw. subakuten Symptomen 

wie Metamorphopsien und Verschwommensehen. Diese Sehbeeinträchtigung fällt bei 

einseitigem Befall meist erst nach Abdecken des gesunden Auges auf. Im weiteren Ver-

lauf führt die fortbestehende Exsudation zu einem zentralen Visusabfall mit Leseschwie-

rigkeiten. 

Ophthalmoskopisch deuten verschiedene Zeichen auf das Vorliegen einer CNV hin; die 

definitive Diagnose jedoch kann letztendlich nur mittels einer Fluoreszenzangiographie 
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gestellt werden [68]. Zusätzlich kann die Indocyaningrün-Angiographie zur Stellung der 

(Differential-)Diagnose herangezogen werden [56].  

Die Auswahl an klinisch verfügbaren Therapieverfahren bei choroidaler Neovaskularisa-

tion umfasst neben den konventionellen Laserverfahren (Argon-, Krypton- oder Dioden-

laser) [98,113] und der Photodynamischen Therapie [2,22,101,102,123] chirurgische 

Techniken wie beispielsweise die chirurgische Extraktion oder die Makulatranslokation 

[23,55,84,151].  

Weitere Ansätze beschäftigen sich mit der Beeinflussung der an der Entstehung einer 

CNV-Membran beteiligten angiogenetisch wirksamen Wachstumsfaktoren. 

Unspezifisch auf die Gefäßbildung wirkt die Monotherapie mit Triamcinolon (intravitreal 

injiziert) [37,58]. Ein Kortikosteroid-Derivat zur parabulbären Anwendung mit vornehm-

lich antiangiogenetischer Wirkung ist das Anecortave Acetat (Retaane®). 

Neuere pharmakotherapeutische Verfahren richten sich speziell gegen den Wach-

stumsfaktor VEGF, als Beispiele sind hier Pegaptanib (Macugen®) und Ranibizumab 

(Lucentis®) als zugelassene Präparate, sowie Bevacizumab (Avastin®) im off-label-use 

zu nennen [60,167]. 

1.3. Angiogenese 

Unter dem Begriff „Angiogenese“ versteht man die Entwicklung neuer Blutgefäße aus 

bereits existierenden Gefäßen [14], während die Vaskulogenese die Bildung von Blut-

gefäßen aus mesodermalen Vorläuferzellen, den Angioblasten, bezeichnet [117]. 

Nach dem Ablauf der ersten Gefäßbildung durch Vaskulogenese in der embryonalen 

Entwicklung erfolgt die Bildung des Gefäßsystems des menschlichen Körpers durch 

Angiogenese [117]. 

Neben physiologischen Prozessen wie beispielsweise der Embryogenese und der 

Wundheilung ist die Angiogenese auch an pathologischen Vorgängen beteiligt [32,69]. 

Es konnten bereits eine Reihe an der Angiogenese beteiligter Faktoren identifiziert wer-

den, die je nach ihren Eigenschaften als Induktoren oder Inhibitoren der Gefäßbildung 

auftreten (s. Tab. 2). Im adulten Organismus ist unter physiologischen Bedingungen das 

Verhältnis von Induktion zu Inhibition ausgeglichen. Die genaue Interaktion dieser kom-

plexen Vorgänge ist noch Gegenstand der Forschung [76, 77]. 
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Tabelle 2:  Übersicht über natürliche Angiogneneseaktivatoren und -inhibitoren des menschlichen 
Organismus (modifiziert nach[77])  

Angiogeneseaktivatoren Angiogeneseinhibitoren 

VEGF, VEGF-C und Homologa 

VEGF Rezeptoren (VEGFR) 

Angiopoietin-1-(Ang-1-) und Tie-2-Rezeptor 

TGF-β, Endoglin, TGF-β-Rezeptoren 

VE-cadherin, PECAM (CD31) 

Ephrine 

Integrine αvβ3, αvβ5, α5β1 

Plasminogenaktivatoren, Matrixmetallopro-

teinasen (MMP) 

andere Aktivatoren 

PEDF 

VEGFR-1, löslich 

VEGFR-1 und Neuropilin-1 

Angiopoietin-2 

Thrombospondin-1, Thrombospondin-2 

Angiostatin 

Tissue Inhibitors of MMP (TIMPs), MMP-

inhibitors 

Endostatin 

andere Inhibitoren 
 

Von zentraler Bedeutung für die Angiogenese ist der VEGF, welcher mit seinen Rezep-

toren Gegenstand zahlreicher Studien war und ist. Einen maßgeblichen Inhibitor angio-

genetischer Prozesse stellt der PEDF (pigment epithelium-derived factor) dar. 

Neben anderen Faktoren wie Hormonen, genetischen sowie metabolischen Verände-

rungen [32,49] gilt die Hypoxie als wichtigster Stimulus der Angiogenese [21,95,103]. 

Unter hypoxischen Bedingungen wird der Transskriptionsfaktor HIF1-α (hypoxia-

inducible factor 1-α) aktiviert und nachfolgend verschiedene proangiogene Faktoren wie 

VEGF u.a. von Gefäßendothelien und Tumorzellen gebildet [76,88]. 

Daraufhin folgt die Angiogenese einem bestimmten Schema [77,117]: 

Die Aktivierung der Endothelzellen erfolgt durch eine NO-vermittelte Vasodilatation so-

wie durch eine via VEGF ausgelöste Permeabilitätssteigerung. 

Um den nötigen Raum für die zu entstehenden Gefäße zu schaffen, wird die vaskuläre 

Basalmembran sowie die extrazelluläre Matrix von bestimmten Enzymen, den Matrix-

metalloproteinasen, abgebaut. 

Unter Beteiligung von VEGF sowie der Angiopoetine migrieren die Endothelzellen be-

stehender Gefäße in das Interstitium. Durch die Proliferation dieser Zellen kommt es zur 

Aussprossung von Gefäßen, zur Ausbildung in der Größe variierender Gefäßlumina und 

schließlich zum Anschluß an das vorhandene Gefäßsystem. 

Die Reifung der neuen Gefäße, vermittelt durch Angiopoietine und Ephrine, beinhaltet 

die Verbindung mit stabilisierenden Zellen wie glatten Muskelzellen und Perizyten, der 

extrazellulären Matrix sowie die Bildung einer Basalmembran.  
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Um den Fortbestand der Gefäße zu sichern und deren Regression zu verhindern, wirkt 

weiterhin eine Zahl von Faktoren, v.a. VEGF und Angiopoietine, auf die Endothelzellen 

ein. 

1.3.1. Angiogenese bei malignen Tumoren 

Zur physiologischen Angiogenese bestehen bei der Angiogenese im Rahmen maligner 

Erkrankungen einige Unterschiede. 

Während des sogenannten „avaskulären“ Stadiums ernähren sich die malignen Tumo-

ren, die in diesem Stadium eine Größe von 1 bis 2 Millimetern haben, durch Diffusion 

aus Blutgefäßen des umliegenden Gewebes. Der Tumor benötigt für eine weitere Grö-

ßenzunahme ein eigenes Gefäßsystem und steigert daher die Expression verschiede-

ner, die Angiogenese fördernder Substanzen wie VEGF, Angiopoetine, TGF-β und 

Plasminogenaktivatoren. Durch diese lokale Änderung des Gleichgewichts zwischen 

Induktoren und Inhibitoren tritt der Tumor durch Einsprossung von Gefäßen aus dem 

umgebenden Gewebe in das „vaskuläre“ Stadium ein [32,69]. 

Die Blutgefäße, die auf diese Weise in Tumoren entstehen, sind funktionell und struktu-

rell abnorm, da die angiogenetischen Prozesse weniger geordnet ablaufen, als unter 

physiologischen Bedingungen [75]. 

1.3.2. Angiogenese bei der choroidalen Neovaskularisation 

An der Erhaltung einer intakten Gefäßstruktur der Choriokapillaris sind verschiedene 

Faktoren aus dem RPE wie z.B. PEDF und VEGF beteiligt. 

Bei Hypoxie wird VEGF vermehrt ausgeschüttet [121,152], während PEDF vermindert 

exprimiert und so das Gleichgewicht von Inhibitoren und Induktoren lokal gestört wird.  

Unter Beteiligung weiterer induzierender Faktoren (TGF-ß, TGF-ß Rezeptor CD 105, 

Angiopoietine) werden Angiogeneseprozesse initiiert und die neuen Gefäße sprossen 

entweder unter die Basalmembran des RPE oder in den subretinalen Raum ein. 

Auch bei der Entstehung einer CNV läuft die Angiogenese ungeordnet ab und es wer-

den abnorme Gefäße, die v.a. eine Hyperpermeabilität aufweisen, gebildet. Weiterhin 

wird das Wachstum von Bindegewebszellen und RPE-Zellen stimuliert, sodass sich im 

natürlichen Verlauf eine vermehrte Fibrosierung der Gefäßmembranen findet. 

Da die vorliegende Arbeit Veränderungen bestimmter angiogen wirksamer Faktoren 

nach der PDT untersucht, für die ein maßgeblicher Einfluss auf die Angiogenese in cho-
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roidalen Neovaskularisationsmembranen und Aderhautmelanomen nachgewiesen wur-

de bzw. vermutet wird, folgt ein Überblick über den Stand der Forschung hinsichtlich 

dieser Moleküle sowie über das Wirkprinzip der Photodynamischen Therapie. 

1.4. Stand der Forschung bezüglich der Angiogenesefaktoren 

1.4.1. Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und der Vascular 

Endothelial Growth Factor Rezeptor (VEGFR) 

1.4.1.1. Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), ein 45 Kilodalton (kDa) großes Glyko-

protein, wird durch das humane VEGF-Gen auf dem Chromosom 6p21.3 kodiert 

[4,118]. 

Zu der VEGF-Familie gehören zahlreiche Proteine, die strukturelle Gemeinsamkeiten 

aufweisen. Neben VEGF-A, welches in dieser Arbeit und auch in der Literatur als VEGF 

bezeichnet wird, sind VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E sowie PlGF (Placenta 

Growth Factor 1) zu nennen.  

Von jedem dieser Moleküle existieren Isoformen (siehe Abb. 4), die durch alternatives 

Exon-Splicing zustande kommen und sich durch eine unterschiedliche Anzahl von Ami-

nosäuren sowie ein unterschiedliches Bindungsverhalten zu Heparin und Heparin-Sulfat 

und damit einhergehende Löslichkeit und Rezeptorbindung auszeichnen. Varianten des 

VEGF-A sind beispielsweise das VEGF 165 als prädominante und hinsichtlich der An-

giogenesestimulation potenteste Isoform oder auch das VEGF 121, das eine große Dif-

fusionsfähigkeit besitzt und ebenfalls an der Stimulation der Angiogenese beteiligt ist. 

Diese beiden Formen spielen eine wichtige Rolle bei den neueren antiangiogenen The-

rapieverfahren (s.u.). Dem VEGF165b wird eine angiogeneseinhibierende Funktion zu-

geschrieben [28,34,48,100,118,167].  
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Abbildung 4:  VEGF-Isoformen mit Angabe der Anzahl der Exons. Durch 
Exonsplicing existieren mindestens 6 verschiedene Isoformen des VEGF-A. 
Als Hauptangiogeneseinduktor gilt das VEGF165, während VEGF165b die 
Angiogenese inhibiert (aus 28]). 

Verschiedene Zelltypen besitzen die Fähigkeit, VEGF zu sezernieren. Unter anderem 

gehören Endothelzellen und Tumorzellen dazu. Den Hauptstimulus für die Freisetzung 

des Proteins stellt die Hypoxie dar (s.o.). 

VEGF bindet selektiv an drei verschiedene Rezeptoren auf der Oberfläche von Gefä-

ßendothelzellen und induziert Gefäßneubildung und vermehrte Gefäßpermeabilität  

[34,76,80,100].  

1.4.1.2. Der Vascular Endothelial Growth Factor-Rezeptor (VEGFR) 

Die Gruppe der VEGF-Rezeptoren umfasst den VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR) und 

VEGFR-3 (Flt-4). Bei allen drei Rezeptoren handelt es sich strukturell um Tyrosinkina-

se-Rezeptoren [80,118,145]. 

Dem VEGFR-1, für den die Größenangaben in der Literatur zwischen 130 kDa und 180 

kDa variieren, sowie dem VEGFR-2 (230 kDa) wird eine zentrale Rolle in der Neogene-

se von Blutgefäßen nachgesagt. Für beide Rezeptoren gelang der Nachweis ihrer Exi-

stenz auf Endothelzellen von Blutgefäßen. Der VEGFR-3 (195 kDa) dagegen befindet 

sich vornehmlich auf den Endothelien von Lymphgefäßen, an deren Entstehung er 

maßgeblich beteiligt ist [80,87,118,150].  

An der Interaktion mit den verschiedenen VEGF-Varianten sind zusätzlich die Co-

Rezeptoren Neuropilin-1 (NRP-1) und Neuropilin-2 (NRP-2), sowie heparansulfatierte 

Proteoglykane (HSPGs), die sowohl mit den Liganden als auch mit den Rezeptoren 

(VEGFR-1 und -2) interagieren, beteiligt [80]. In Endothelien von humanen Umbilikalve-

nen wurde eine lösliche Variante des Flt-1 (sFlt-1, s=soluble) entdeckt, die VEGF mit 
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hoher Affinität bindet. Es wird vermutet, dass dieser Rezeptor die VEGF-induzierte Mi-

togenese hemmen und damit als Regulator der VEGF-Funktion agieren kann [81,82].  

1.4.2. Das VEGF/VEGFR-System bei der Angiogenese 

1.4.2.1. Die Signaltransduktion und ihre Folgen 

Die Tyrosinkinaserezeptoren bestehen aus sieben immunglobulinartigen Domänen in 

der extrazellulären Domäne, einem transmembranären Bereich sowie einer Tyrosinki-

nase-Sequenz, die von einer in die Kinase eingefügten Domäne unterbrochen ist 

[116,135]. In Abb. 5 ist der Aufbau schematisch dargestellt. 

Die Kenntnisse über die Eigenschaften der Signaltransduktion der VEGF Rezeptoren ist 

noch immer inkomplett. Nicht jeder Ligand bindet jeden Rezeptor: PlGF und VEGF-B 

binden VEGFR-1, während VEGF sowohl mit VEGFR-1 als auch mit VEGFR-2 inter-

agiert, wobei der VEGFR-1 die höchste Affinität zu der Isoform VEGF165 aufweist. 

VEGF-C und VEGF-D binden VEGFR-2 und VEGFR-3 und VEGF-E reagiert nur mit  

VEGFR-2 (s. Abb. 5) [51,80].  

 

 
Abbildung 5:  Schematische Darstellung des Aufbaus der 
VEGFR mit Zuordnung der spezifischen Liganden sowie der Co-
Rezeptoren s-VEGFR-1 und NRP-1 [80]). Durch Bindung der 
verscheidenen Liganden an den jeweiligen Rezeptor komt es zur 
Dimerisation und Phosphorylierung und nachfolgend zur Aktivie-
rung von Angiogenesevorgängen. 

Die Bindung des Liganden an einen VEGFR führt zu Dimerisation und Phosphorylie-

rung, was wiederum unter Mitwirkung weiterer Moleküle über eine Stoffwechselkaskade 

die Aktivierung von Angiogenesevorgängen nach sich zieht [34,80].  
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Neben einer Steigerung der Gefäßpermeabilität bewirkt die Aktivierung des 

VEGF/VEGFR-Komplexes eine Stimulation der Endothelzellproliferation und  

-migration sowie der Bildung bestimmter Moleküle wie z.B. Angiopoetine und Ephrine, 

die für das Verhindern von Apoptose und Regression von Endothelzellen essentiell sind 

[21,34,49,51,57,80], wie die Abb. 6 schematisch darstellt.  

 
Abbildung 6:  Vereinfachte schematische Darstellung der Rezeptor-
Ligand-Interaktion mit nachfolgend ablaufenden intrazellulären Stoff-
wechselprozessen mit Beteiligung von Adapterproteinen wie z.B. der 
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase), der Protein Kinase C 
(PKC) sowie Inositoltrisphosphat (IP3) und Calcium, die in Angioge-
nese sowie Endothelzell-Überleben resultieren (aus [80]). 

Für die Blutgefäßentwicklung ist das VEGF/VEGFR-System von entscheidender Wich-

tigkeit. So zeigen experimentelle Studien an Mäusen, dass die Inaktivierung des VEGF 

Gens zu reduziertem Größenwachstum sowie einer Reihe von Entwicklungsanomalien 

und somit zum Tod heterozygoter Embryos führte [31,50]. Mausembryos, die eine ge-

zielte homozygote Mutation des Flt-1 Gens oder eine Inaktivierung des VEGFR-2 Gens 

aufwiesen, starben ebenfalls aufgrund von Entwicklungsdefekten des Endothels in utero 

[54,132].  

Dem VEGFR-2 wird aktuell eine tragende Rolle bei der Transduktion der Effekte des 

VEGF in Endothelzellen zugeschrieben [80,138], während die Funktion des VEGFR-1 

kontrovers diskutiert wird. Es wird vermutet, dass VEGFR-1 als negativer Regulator der 

Angiogenese agiert und die Aktivierung des VEGFR-2 durch VEGF eindämmt [80]. 
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1.4.2.2. Das VEGF/VEGFR-System als therapeutischer Ansatzpunkt  

Neben der therapeutischen Nutzung der proangiogenen Wirkung des VEGF, beispiels-

weise bei chronischer Ischämie von Gliedmaßen oder Koronarinsuffizienz, wird mit Me-

thoden zur Blockade der in der pathologischen Blutgefäßbildung resultierenden Stoff-

wechselkaskade bei malignen Erkrankungen oder der choroidalen Neovaskularisation 

experimentiert [34,70,80]. 

Als sehr effektiv haben sich die spezifischen niedermolekularen VEGFR-2-Inhibitoren 

SU5416 (Semaxanib) und PTK787 erwiesen, die ihre Wirkung über eine Hemmung der 

Tyrosinkinase ausüben [42,140,164]. Diese Substanzen waren die ersten VEGFR-

Inhibitoren, die in der Therapie des kolorektalen Karzinoms sowie des kleinzelligen 

Lungenkarzinoms eingesetzt wurden [164]. 

Neuere pharmakotherapeutische Verfahren in der Ophthalmologie richten sich speziell 

gegen den Liganden VEGF; als Beispiele sind hier Pegaptanib (Macugen®), Bevacizu-

mab (Avastin®) und Ranibizumab (Lucentis®) zu nennen [167]. 

Bei Pegaptanib handelt es sich um ein synthetisches Oligonukleotid, das freie VEGF-

Moleküle der Isoform VEGF165 bindet, um so die rezeptorvermittelte Reaktion in den 

Endothelzellen zu unterbinden. Ranibizumab ist ein humanisiertes, therapeutisches An-

tikörperfragment. Bei Bevacizumab handelt es sich um einen kompletten Antikörper. 

Beide binden und inaktivieren VEGF. Im Gegensatz zu Pegaptanib  binden Ranibizu-

mab und Bevacizumab an alle Isoformen von VEGF [92,167]. 

1.4.3. Der Pigment Epithelium Derived Factor (PEDF) 

Der Pigment Epithelium Derived Factor ist ein 50 kDa großes Protein, das Sequenz- 

und Strukturähnlichkeiten mit Mitgliedern der Superfamilie der Serin Proteasen Inhibito-

ren (Serpine) aufweist [142], obwohl es nicht als Inhibitor einer Proteaseaktivität fungiert 

[15].  

Obwohl ursprünglich im RPE identifiziert, wird PEDF in vielen anderen Körperregionen 

inklusive Plasma exprimiert [115].  

Der PEDF besitzt zwei wesentliche Eigenschaften: einen neuroprotektiven und einen 

antiangiogenen Effekt [99,73]. Die neuroprotektive Aktivität beinhaltet die Unterstützung 

des Überlebens von Neuronen [146] sowie den Schutz von Neuronen vor neurotoxi-

schen Einflüssen [147]. 
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1.4.4. Der PEDF bei der Angiogenese 

Der PEDF wurde als einer der potentesten der endogenen negativen Regulatoren des 

physiologischen sowie pathologischen Blutgefäßwachstums identifiziert.  

Die wachstumsfaktor-induzierte Angiogenese in vaskulären Endothelzellen wird über 

einen Mechanismus gehemmt, der die Spaltung und Translokation der transmembranä-

ren Domäne des VEGFR-1 erfordert. Diese intramembranäre Proteolyse ist abhängig 

von der Anwesenheit des Enzyms Gamma-Sektretase, dessen Aktivität in Endothelzel-

len durch PEDF erhöht wird.  

Des Weiteren ist der PEDF in der Lage, die VEGF-induzierte Phosphorylierung des 

VEGFR-1 zu hemmen [29].  

Die Beobachtung, dass PEDF während der Zeit der physiologischen Vaskularisierung 

im Auge von Mäusen exprimiert wird, weist darauf hin, dass der Faktor eine wichtige 

Rolle in der Entwicklung von Blutgefäßen spielt [162]. Transgene Mäuse, denen PEDF 

fehlte, zeigten eine erhöhte Dichte retinaler Gefäße und eine größere Anzahl missposi-

tionierter Gefäße [40].  

Studien über die antiangiogene Wirkung des PEDF haben zusätzlich die Spezifität die-

ses Effekts nachgewiesen. So zeigte sich beispielsweise, dass PEDF eine Regression 

neovaskulärer Gefäße bewirkt, die normalen, bereits existierenden Gefäße jedoch ver-

schont [38].  

Die Nutzung dieser antiangiogenen Eigenschaften in der Therapie neovaskulärer Er-

krankungen des Auges sowie einer Reihe maligner Erkrankungen, bei denen eine Er-

niedrigung des PEDF im Gewebe beobachtet werden konnte, ist zur Zeit Gegenstand 

der Diskussion [44,45].   

1.4.5. Klinische Bedeutung des VEGF/VEGFR-Systems und des PEDF 

1.4.5.1. Das VEGF/VEGFR-System und der PEDF bei nichtmalignen Erkrankungen 

Das VEGF/VEGFR-System ist an der Entstehung einer großen Anzahl nichtmaligner 

Krankheitsbilder beteiligt, wie zum Beispiel an diabetischer Nephro- und Neuropathie, 

rheumatoider Arthritis, Endometriose sowie der KHK [6,21,76]. 

Außerdem sind einige okuläre Erkrankungen bekannt, bei denen es zu Neovaskularisa-

tionen unter Mitwirkung des VEGF/VEGFR-Systems kommt. Zu diesen gehören die 

Frühgeborenenretinopathie, die proliferative diabetische Retinopathie, Gefäßprolifera-
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tionen nach Zentralvenenverschluss, sowie die Sichelzell- und Strahlenretinopathie, die 

Eales-Erkrankung und Neovaskularisationen der Iris [3,5,6,48,114]. 

Bei choroidalen Neovaskularisatiosmembranen gilt, neben anderen Einflüssen, die ge-

steigerte Expression des VEGF und eine Verminderung des PEDF als zentraler patho-

genetischer Faktor [121]. So konnte in einem Mausmodell [91] durch die Inhibition des 

VEGF, sowie in einem Schweinemodell [120] durch periokulären Gentransfer von 

PEDF, die Ausbildung einer laser- bzw. durch Ruptur der Bruchmembran induzierten 

CNV fast komplett gehemmt werden. 

1.4.5.2. Das VEGF/VEGFR-System und der PEDF bei malignen Erkrankungen 

Eine Überexpression von VEGF mRNA konnte in einer Reihe menschlicher maligner 

Tumore nachgewiesen werden. Als Beispiele seien Neoplasien des Gastrointestinal-

traktes [25], der Brust [165] sowie der Nieren [24] genannt. 

Gleichzeitig wurde bei manchen Karzinomen wie beispielsweise dem Mammakarzinom 

beobachtet, dass PEDF durch eine Verminderung der Expression an Vaskularisie-

rungsprozessen von Tumoren beteiligt ist [30].  

Zum Einfluss des VEGF/VEGFR-Systems bei der Pathogenese des Aderhautmelanoms 

existieren bislang nur wenige Studien. 

Sheidow et al. gelang es, den VEGF in Aderhaut-Ziliarkörper-Melanomen mittels im-

munhistochemischer Verfahren nachzuweisen [133], und Boyd et al. machten die Be-

obachtung einer gesteigerten VEGF-A-Konzentration im Kammerwasser sowie im Glas-

körper von Augen mit Aderhautmelanomen [20]. Die VEGFR konnten ebenfalls mittels 

verschiedener Methoden in uvealen Melanomen nachgewiesen werden [143,160]. 

Über den Einfluss des PEDF beim Aderhautmelanom ist bisher nichts bekannt. 

1.5. Die Photodynamische Therapie (PDT) 

Bei der PDT wird der Photosensibilisator Verteporfin (Visudyne®), ein Benzoporphyrin, 

verwendet, der sich nach intravenöser Applikation in neovaskulären Endothelien anrei-

chert [7] und nur nach Aktivierung mit einem Laser der Wellenlänge 698 nm in ein akti-

ves Stadium umgewandelt wird. Die Aktivierung führt zur Freisetzung von Sauerstoffra-

dikalen, die eine massive lokale toxische Wirkung, z.B. auf Gefäßendothelien haben 

und dadurch eine Vasookklusion hervorrufen. Die applizierte Laserenergie allein er-
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zeugt keine Hitzedestruktion im Gewebe und es findet sich im Gegensatz zur thermi-

schen Laserkoagulation keine Nekrose im behandelten Areal [101,123]. Die Wirkung 

kommt lediglich dort zustande wo, Laser und Farbstoff aufeinandertreffen. Eine sche-

matische Darstellung des Verfahrens zeigt Abb. 7.  

 
Abbildung 7: Therapie der CNV: Photodynamische Therapie (PDT). Der Farbstoff Verteporfin wird 
über eine Armvene injiziert und gelangt in die Gefäße der CNV. Dort wird der Farbstoff mittels Laser 
aktiviert und führt so zu einer Okklusion der pathologischen Gefäße. 

1.5.1. PDT zur Behandlung choroidaler Neovaskularisationen 

Die PDT wird seit 1998 als klinisches Verfahren bei der Behandlung der exsudativen 

Makulopathie eingesetzt und in mehreren klinischen Studien wurde die Wirksamkeit, 

Effektivität und Sicherheit dieser Methode nachgewiesen [2,19,101,128]. 

Nach der i.v.-Applikation des Verteporfin wird der Spot des Lasers unter funduskopi-

scher Sicht (Spaltlampe und Kontaktglas) auf das Zentrum der CNV gerichtet und der 

Farbstoff aktiviert. Durch die Inaktivierung der CNV-Membran wird ihr weiteres Wach-

stum sowie die Exsudation seröser Flüssigkeit in das umliegende Gewebe gestoppt 

[125].  

Häufig kommt es in den folgenden Monaten zum erneuten Gefäßwachstum in das Ka-

pillarnetz der CNV und zur Rekanalisation der pathologischen Gefäße, so dass weitere 

Behandlungen erfolgen müssen [2,19]. 

Der Erfolg der photodynamischen Behandlung wird fluoreszenzangiographisch kontrol-

liert. 

Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass im Gegensatz zur konventionellen La-

serkoagulation die darüber liegende Netzhaut sowie die Strukturen unterhalb der CNV 
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(RPE, Choriokapillaris) nur wenig oder gar nicht geschädigt werden und so auch Mem-

branen mit subfovealer Lage mehrfach behandelt werden können [122].  

1.5.2. PDT zur Behandlung uvealer Melanome 

Bisher befindet sich der Einsatz der PDT zur Behandlung von Aderhautmelanomen in 

einem experimentellen Stadium.  

Der Ansatz der PDT bei der Tumorbehandlung besteht darin, dass sich der Photosensi-

bilisator bevorzugt in den neovaskulären Endothelien des Tumors anreichert und nach 

der lokalisierten Aktivierung mittels Laserlicht eine Destruktion von Tumorgefäßen und 

somit eine Tumorzellnekrose erreicht wird. Wie bei der Behandlung der exsudativen 

Makulopathie gezeigt, sollen dabei die umliegenden sensiblen Strukturen wie das reti-

nale Pigmentepithel und die neurosensorische Netzhaut geschont werden.  

In der klinischen Behandlung nicht maligner solitärer Hämangiome der Aderhaut wird 

die PDT bereits erfolgreich eingesetzt und dabei eine effektive Tumorregression mit 

geringen Nebenwirkungen erreicht [13,78,130]. 

Experimentell konnte bereits in Tumormodellen mit humanen pigmentierten und nicht 

pigmentierten uvealen Melanomen eine Tumornekrose mittels PDT erzeugt werden 

[41,83,156]. 

1.5.3. Einfluss der PDT auf Angiogenesefaktoren 

Der Einfluss der PDT auf Angiogenesefaktoren wird angenommen. So berichteten 

Schmidt-Erfurth et al. über einen Anstieg von VEGF, VEGFR-3 sowie PEDF in experi-

mentell mit der PDT behandelter gesunder Netzhaut [129]. Ferrario et al. [52] stellten 

nach der in vivo Behandlung mit der PDT erhöhte VEGF-Werte im Tumorgewebe von 

Mammakarzinomen der Maus fest. 

1.5.3.1. Einfluss der PDT auf Angiogenesefaktoren in CNV-Membranen 

Über den Einfluss der photodynamischen Therapie auf Angiogenesefaktoren in CNV-

Membranen existieren bislang wenige Studien. 

Bula et al. untersuchten extrahierte CNV-Membranen von Patienten mit AMD und fan-

den keinen signifikanten Unterschied in der Expression von PEDF, VEGF sowie Ang-1 

zwischen solchen, die zuvor mit der PDT behandelt worden waren und solchen ohne 

vorherige Behandlung [27]. 
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Tatar et al. beschrieben eine deutlich erhöhte  Expression von VEGF sowie eine ernied-

rigte Expression von PEDF in CNV-Membranen nach photodynamischer Behandlung 

[148]. 

In einer weiteren Studie stellten Tatar et al. fest, dass die VEGF-Expression in den mit 

der PDT behandelten Membranen zwar deutlich erhöht ist, im Lauf der Zeit jedoch ab-

nimmt, während die Bildung des Angiogeneseinhibitors Endostatin zunimmt [149]. 

Aufgrund der kontroversen Ergebnisse der Studien und der Tragweite von Veränderun-

gen der Expression von Angiogenesefaktoren besteht hier weiterer Forschungsbedarf. 

1.5.3.2. Einfluss der PDT auf Angiogenesefaktoren in Aderhautmelanomen 

Zum Einfluss der PDT auf Angiogenesefaktoren in Aderhautmelanomen existieren kei-

nerlei Studien. 

Aufgrund der Tatsache, dass die PDT als weitere Therapieoption dieser Erkrankung 

diskutiert wird [156], sind auch hier Erkenntnisse über Auswirkungen auf Angiogenese-

prozesse im Tumor von Interesse. 
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2. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 

Die PDT wird seit 1998 als klinisches Verfahren bei der Behandlung der exsudativen 

Makulopathie eingesetzt und deren Wirksamkeit, Effektivität und Sicherheit wurde in 

mehreren klinischen Studien nachgewiesen [2,101,128]. In vielen Fällen kommt es zu 

einem Rezidiv der CNV mit einer Rekanalisation der pathologischen Gefäße, das weite-

re Behandlungen notwendig macht [2]. 

Es wird vermutet, dass Angiogenesefaktoren wie der VEGF, sein Rezeptor sowie der 

PEDF, die eine entscheidende Rolle bei der Entstehung einer CNV spielen, einen maß-

geblichen Anteil an der hohen Rezidivrate nach der Behandlung mit der Photodynami-

schen Therapie haben und die PDT eventuell eine Induktion dieser Faktoren bewirkt 

[148].  

Die PDT wird als ergänzende Behandlungsoption für die Therapie des malignen Mela-

noms der Aderhaut in Erwägung gezogen. Bislang ist unklar, inwieweit der Tumor durch 

die PDT zerstört und nachfolgende Rezidive vermieden werden können. Hier ist insbe-

sondere die Frage nach Auswirkungen der PDT auf die Angiogenese von Interesse.  

Die Erforschung von Angiogenesevorgängen nach einer PDT ist für die Bedeutung der 

Kombinationstherapie aus dem primär sehr erfolgreichen gefäßokklusiven Verfahren 

der PDT und der Applikation von anti-angiogenen Substanzen, die den primären Ver-

schluss aufrechterhalten, wichtig [67]. Hierbei ist insbesondere die Ausprägung und der 

zeitliche Verlauf von Bedeutung. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin, einen Beitrag zum Verständnis von Ver-

änderungen der Expression der Angiogenesefaktoren VEGF, VEGFR-1 sowie PEDF 

nach der Einwirkung der photodynamischen Therapie zu leisten. Um die Auswirkung 

der Therapie auf diese Faktoren im menschlichen Auge zu untersuchen, wurden zwei 

Modelle verwendet: 

Zum einen wurden humane CNV-Membranen nach chirurgischer Extraktion verwendet. 

Diese waren mit der PDT behandelt und im Verlauf der Erkrankung exzidiert worden. 

Dieses Modell soll die Veränderungen der Angiogenesefaktoren VEGF, PEDF und Flt-1 

im Verlauf nach der PDT zu unterschiedlichen Zeitpunkten darstellen. Die Ergebnisse 

wurden mit denen aus der Untersuchung unbehandelter exzidierter CNV-Membranen 

verglichen. 

Im anderen Modell wurde an humanen Aderhautmelanomen untersucht, ob die Auswir-

kungen der Therapie auf Angiogenesefaktoren unabhängig von der zugrundeliegenden 
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Pathologie in der Methode der PDT begründet sind. Weiterhin wurde in diesem Modell 

der Kurzzeiteffekt der PDT auf Angiogenesefaktoren in Aderhautmelanomen unter-

sucht. Die Ergebnisse wurden ebenfalls mit denen einer Gruppe unbehandelter        

Aderhautmelanome verglichen. 



MATERIAL UND METHODEN 

26 

3. Material und Methoden 

3.1. Versuchsaufbau 

3.1.1. CNV-Membranen 

Es wurden 11 CNV-Membranen von 11 Patienten verwendet, die aufgrund verschiede-

ner Diagnosen wie altersbedingte Makuladegeneration (Alter der Patienten durch-

schnittlich 77,7 Jahre), hohe Myopie (70 Jahre), POHS (30 Jahre) oder auch idio-

pathisch (51 Jahre) eine choroidale Neovaskularisation mit erheblicher Visusminderung 

entwickelt hatten. Diese Patienten waren zu therapeutischen Zwecken einmal bzw. 

mehrmals mit der PDT behandelt worden. Im Verlauf wurde die operative Entfernung 

der CNV-Membran 1-29 Monaten nach der PDT via Pars Plana Vitrektomie (PPV) the-

rapeutisch notwendig. 

Das Material wurde aufbereitet, immunhistochemisch gefärbt und ebenfalls unter dem 

Lichtmikroskop ausgewertet. 

Als Vergleichsgruppe dienten 9 CNV-Membranen, die ohne vorhergehende PDT ent-

fernt worden waren und hinsichtlich der Ähnlichkeit der Ätiologie, des Alters der Patien-

ten sowie der klinischen Charakteristika (klassisch oder okkult, Größe der Läsion, 

Krankheitsprogression, Lage) ausgesucht wurden (s. Tab. 5 und 6). 

3.1.2. Aderhautmelanome 

Es wurden 4 Augen von 4 Patienten, die wegen eines malignen Melanoms der Ader-

haut zu einer Enukleation vorgesehen waren, 2-3 Tage vor der Operation mit einer PDT 

mit Verteporfin auf dem Tumor im zu enukleierenden Auge behandelt. Bei allen Tumo-

ren war eine bulbuserhaltende Therapie mit lokaler Tumorkontrolle aufgrund der Größe 

bzw. der Lageverhältnisse (zirkumpapillär) nicht möglich. 

Alle Patienten gaben ihr schriftliches Einverständnis und wurden darauf hingewiesen, 

dass es sich um eine experimentelle Behandlung handelt, die keine therapeutische 

Konsequenz für das Aderhautmelanom besitzt. 

Nach der Enukleation wurden die Bulbi aufbereitet, immunhistochemisch gefärbt und 

unter dem Lichtmikroskop beurteilt. Als Vergleichsgruppe dienten 5 weitere Augen mit 

Aderhautmelanomen ähnlicher Größenordnung, die ohne vorhergehende PDT  

enukleiert worden waren. 
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Die Empfehlung zur Enukleation wurde unabhängig und zeitlich vor dem Einschluß in 

die Studie von zwei unterschiedlichen in der Therapie von Aderhautmelanomen spezia-

lisierten Ärzten getroffen. Nachdem die Patienten sich zu einer Enukleation des betrof-

fenen Auges entschieden hatten, wurde von einem dritten Arzt die Information über die 

experimentelle Behandlung, das Aufklärungsgespräch und die PDT durchgeführt. Für 

die Studie lag ein positives Votum der zuständigen Ethikkommission vor. 

Patienten mit den bekannten Kontraindikationen für eine PDT wie erhöhte Leberfunkti-

onswerte, Porphyrie oder andere Formen einer Lichtüberempfindlichkeit, Schwanger-

schaft oder Stillzeit wurden nicht eingeschlossen.  

3.2. Durchführung der Photodynamischen Therapie 

Die Photodynamische Therapie wurde mit dem Medikament Verteporfin (Visudyne®, 

Novartis, Bülach, CH) über einen an der Spaltlampe adaptierten Diodenlaser (Zeiss, 

Jena, Deutschland) und ein Kontaktglas (Area centralis, Volk, USA) durchgeführt. 

Alle Patienten bekamen eine Infusion mit 6 mg Verteporfin pro Quadratmeter Körper-

oberfläche in Glukoselösung. 

Nach der Behandlung wurde für 48 Stunden ein Lichtschutz benutzt. 

3.2.1. Behandlung der CNV-Membranen 

Die PDT wurde mit den für die AMD etablierten Standardparametern [2] angewendet. 

15 Minuten (min.) nach Start der Infusion wurde die Behandlung mit dem Laser der 

Wellenlänge 689 nm, 50 J/cm², einer Intensität von 600 mW/cm² und einer Belichtungs-

zeit von 83 Sekunden (s) durchgeführt. 

3.2.2. Behandlung der Aderhautmelanome 

Die PDT wurde 2-5 Tage vor der geplanten Enukleation mit einer Laserwellenlänge von 

689 nm und einer Behandlungsspotgröße von 3000 µm durchgeführt.  

Die Lichtdosis bzw. die Expositionszeit des Lasers, Infusionsgeschwindigkeit, Intervall 

zwischen Ende der Infusion und Beginn der Beleuchtung wurde variiert (s. Tab. 3 ). 
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Tabelle 3:  Parameter bei der experimentellen PDT 

 Infusionsdauer 

(min.) 

Intervall 

Start 

Infusion-

Laser 

Dauer der 

Beleuchtung 

(s) 

Lichtdosis 

J/cm² 

Konzentration 

mg/m² BSA* 

Intervall 

(Tage) 

PDT-

Enu 

1 1,5 5 3 x 83 150 6 5 

2 3 3 3 x 83 150 6 2 

3 3 5 3 x 83 150 6 3 

4 10 15 3 x 83 150 6 3 
Anmerkungen: *= BSA= Body surface area = Körperoberfläche 

 
Vor der PDT wurden jeweils 4 konventionelle Argonlaserherde  

(Durchmesser 200 µm) auf der Tumoroberfläche im geplanten PDT-Bereich appliziert, 

um das PDT-Behandlungsareal bei der Aufarbeitung der Bulbi leichter identifizieren zu 

können. 

3.3. Herstellung der Präparate 

Nach der Entfernung wurden die Augen mit den Aderhautmelanomen in 4%igem For-

malin fixiert. Nach dem Zerteilen der Bulbi entlang des Behandlungsareals wurde das 

Gewebestück mit dem PDT-Areal in Paraffin eingebettet. 

Die CNV-Membranen wurden nach der operativen Entfernung in Formalin fixiert und 

dann ebenfalls in Paraffin eingebettet. 

Von diesen Paraffinblöcken wurden Schnitte von 4 µm Dicke angefertigt, die 12 Stun-

den bei 63°C getrocknet wurden. 

Vor der immunhistochemischen Färbung wurde das Paraffin von den Gewebeschnitten 

entfernt. Dies geschah mittels zehnminütiger Inkubation in Xylol, welches durch Spü-

lung in einer absteigend konzentrierten Alkoholreihe wieder entfernt wurde. 

3.4. Immunhistologische Untersuchungen 

Mittels immunhistochemischer Färbemethoden lassen sich antigene Komponenten in 

Zellen und Gewebsschnitten durch spezifische Antikörper, die durch Fluoreszenzfarb-

stoffe, Enzyme, partikuläres Material (z.B. Goldpartikel) oder Isotope markiert sind, 

nachweisen. 

In diesen Untersuchungen wurde die APAAP-Methode angewendet. 
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Einen Überblick über die in der Arbeit verwendeten Primärantikörper gibt Tab.4. 

Tabelle 4:  Verwendete Primärantikörper mit jeweils zugehörigem Antigen 

Primärantikörper Antigen 

CD 105 (Endoglin) 

CD 31 

 

CD 34 

VEGF 

VEGF-R (Flt-1) 

PEDF 

Transmembranprotein in Endothelien 

Endotheliales Zelladhäsionsmolekül (PE-

CAM) 

Endothelglykoprotein 

VEGF Protein (alle Isoformen) 

VEGF-Rezeptor 1 

PEDF Protein 
 

3.4.1. Prinzip der APAAP-Methode 

Die APAAP-Methode basiert auf der Bildung von Alkalische Phosphatase- Anti- Alkali-

sche- Phosphatase Komplexen und wurde in dieser Studie zum Nachweis von CD105, 

CD31, CD34, PEDF, VEGF und Flt-1 positiven Zellen in den Schnitten der Aderhautme-

lanome und der CNV-Membranen benutzt. 

Prinzipiell stellt die APAAP-Methode eine indirekte immunenzymatische Methode dar. 

Für dieses Verfahren benötigt man drei Antikörper: einen Primärantikörper (aus der 

Maus), der gegen das nachzuweisende Antigen gerichtet ist, einen sogenannten Brük-

kenantikörper (aus dem Kaninchen), welcher sowohl den Primärantikörper, als auch 

den dritten Antikörper bindet sowie einen monoklonalen Maus-anti-alkalische-

Phosphatase-Antikörper, der das Markerenzym (alk. Phosphatase) trägt. 

Setzt man nach der Bindung des letzten Antikörpers Naphtol-As-Biphosphat - das Sub-

strat der alkalischen Phosphatase - hinzu, ergibt sich ein Spaltprodukt, das mit Neu-

fuchsin eine rote Färbung bewirkt, wie Abb. 8 darstellt.  
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 Abbildung 8: Schematische Darstellung der APAAP-Methode aus [131] 

Es wurden Vorversuche mit Verdünnungsreihen der einzelnen Antikörper, Variationen 

der Vorbehandlung (Pronase oder Citratpuffer) und zum Teil zusätzlichen Brückenanti-

körpern durchgeführt, um optimale Resultate mit möglichst geringer Hintergrundfärbung 

zu erzielen. Es wurden Protokolle für die einzelnen Antikörper erstellt, mit denen alle 

APAAP-Färbungen durchgeführt wurden. Als Negativkontrollen dienten humane e-

nukleierte Kontrollaugen (PEDF, CD 31), Plazenta (VEGF, Flt-1) sowie Haut (CD 105, 

CD 34). 

3.4.2. Kurzprotokoll der APAAP-Methode 

1) 5 min Hitzebehandlung mit Citratpuffer (CD 34, VEGF, PEDF) oder 10 min Inkuba-

tion in (30°C) Pronase E (CD 105, CD 31, Flt-1). Diese Vorbehandlung demaskiert 

Proteine, die durch die Formalinfixierung verändert wurden, so dass Epitope für 

den Primärantikörper freigelegt werden.  

2) 15 min in TBS-Puffer (pH 7,4-7,6) äquilibrieren 

3) 3 x 5 min spülen in TBS 

4) Primärantikörper mit RMPI-Medium verdünnen 

CD 31  1:10 

CD 34  1:100 
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CD 105  1:25 

VEGF  1:200 

PEDF  1:100 

Flt-1   1:200 

5) 30 min bei Raumtemperatur in feuchter Kammer inkubieren 

6) 3 x 5 min spülen in TBS 

7) Zwischenschritt nur für PEDF und Flt-1: 

Mouse-anti-goat-Antikörper (MAG) mit Verdünnungsmedium 1:300 für PEDF, 

Mouse-anti-rabbit-Antikörper (MAR) mit Verdünnungsmedium 1:100 für Flt-1   

30 min bei Raumtemperatur in feuchter Kammer inkubieren 

danach 3 x 5 min spülen in TBS 

8)  Brücken-Antikörper mit RMPI  und Humanserum 1:20 verdünnen  

9)  30 min bei Raumtemperatur in feuchter Kammer inkubieren 

10)  3 x 5 min spülen in TBS 

11)  APAAP mit RMPI und Kälberserum 1:50 verdünnen 

12)  30 min bei Raumtemperatur in feuchter Kammer inkubieren 

13)  3 x 5 min spülen in TBS 

14) Brückenantikörper nochmals 10 min bei Raumtemperatur in feuchter Kammer in-

kubieren 

15)  3 x 5 min spülen in TBS 

16)  APAAP nochmals 10 min bei Raumtemperatur in feuchter Kammer inkubieren 

17)  3 x 5 min spülen in TBS 

18)  Entwicklerlösung 30 min bei Raumtemperatur in feuchter Kammer inkubieren 

19)   3 x 5 min spülen in TBS 

20)   1 min Kernfärbung mit Papanicolaou-Lösung 1a 

21)  kurz in Leitungswasser spülen 

22)  kurz differenzieren in 1% HCL-Ethanol 

23)  10 min abspülen in fließendem Leitungswasser 

24)   Eindecken in Kaisers Glycerin-Gelatine 
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3.4.3. Reagenzien für die APAAP-Methode 

TBS-Puffer: 

Auf 5l Aqua dest.: Tris-HCl (TRIZMA Hydrochlorid, SIGMA T-3253)  34,25g 

Tris-Base (TRIZMA Base, SIGMA T-1503)   4,5g 

NaCl (Natriumchlorid, Merck/Germany, Nr.1.06404.1000)  43,75g 

pH : 7,4-7,6 

Pronase E für die Vorbehandlung: 

0,1g Pronase E (Merck 7433) in 100ml Aqua dest (30°C) lösen 

Citratpuffer für die Vorbehandlung: 

Lösung A: 21,01 g/l A.d.  Citronensäure (Merck 100 244) 

Lösung B: 29,41 g/l A.d.  Na-Citrat (Merck 6448) 

36 ml Lösung A + 164 ml Lösung B  

auffüllen auf 2 l mit Aqua dest, pH 6,0 

Verdünnungsmedium für den primären Antikörper, für den zusätzlichen Brückenantikör-

per für Flt-1 und für APAAP: 

500 ml RPMI (GIBCO 21875-034) 

+ 50 ml Kälberserum (BIOTEST) 

+ 0,5 g Natriumacid (Merck 6688) 

pH 7,4 - 7,6 

Verdünnungsmedium für den Brückenantikörper: 

3500 µl RPMI (GIBCO 21875-034) 

+ 500 µl Humanserum (BIOTEST) 

Verdünnungsmedium für den zusätzlichen Brückenantikörper (PEDF) 

3500 µl RPMI (GIBCO 21875-034) mit Kälberserum (s.o.) 

+ 500 µl Humanserum (BIOTEST) 

+ 500 µl Kaninchenserum (DAKO X 0902) 
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Entwicklerlösung: 

DAKO Fuchsin + Substrat-Chromogen-System (DAKO K 0625) 

Kernfärbung: 

Papanicolaou-Lösung 1a (Merck 109 253) 

Eindecken: 

Kaisers Glyceringelatine (Merck 109 242) vorgewärmt auf 60°C 

3.4.4. Verwendete Antikörper 

Endothelzellen: CD31  

- Monoklonaler Primär-Antiköper:  Mausimmunglobulin IgG1, kappa 

gegen ein endotheliales Zelladhäsionsmolekül  

(CD31; Synonym PECAM) , Clone JC/70A 

DAKO/ Denmark, Code No. M 0823, Lot 107 

- Brücken-Antikörper:   Kaninchen gegen Maus Immunglobulin 

DAKO/Denmark, Code No. Z 0259, Lot 067 

- APAAP-Antikörper:   Monoklonaler Mausantikörper 

DAKO/Denmark, Code No. D 651, Lot 025 

Um die Vaskularisierung der Aderhautmelanome und der Membranen zu untersuchen, 

wurden die Endothelien mit dem Primärantikörper, einem Anti-Mensch-Antikörper aus 

der Maus, markiert. Dieser reagiert mit einem Glykoprotein, das an der Adhäsion von 

Endothelzellen beteiligt ist (CD31 bzw. PECAM) [109].  

Als Brückenantikörper fungierte ein Anti-Maus-Antikörper aus dem Kaninchen. 

Als Detektionssystem wurde ein mit alkalischer Phosphatase markierter monoklonaler 

Maus-Antikörper verwendet und dieses Markerenzym dann mit der Neufuchsin-

Entwicklerlösung rot angefärbt. Der Grad der eingetretenen Färbung wurde dann unter 

dem Lichtmikroskop beurteilt. 
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Endothelzellen: CD34 

- monoklonaler Primärantikörper:  Mausimmunglobulin IgG1 

gegen ein Protein in Endothelien 

Immunotech/France, Cat.No. 0786 

- Brücken-Antikörper:   Kaninchen gegen Maus Immunglobulin 

DAKO/Denmark, Code No. Z 0259, Lot 067 

- APAAP-Antikörper:   Monoklonaler Mausantikörper 

DAKO/Denmark, Code No. D651, Lot 025 

Ebenfalls zur Markierung von Gefäßen diente dieser Maus-Anti-Mensch-Antikörper, der 

an ein Glykoprotein in Endothelien bindet [53] und als Brückenantikörper wurde wieder 

der Anti-Maus-Antikörper aus dem Kaninchen verwendet. 

Der Nachweis erfolgte mit oben bereits näher erläuterten APAAP-System und die Aus-

wertung unter dem Lichtmikroskop. 

Endothelzellen:  CD105 

- monoklonaler Primärantikörper:  Mausimmunglobulin IgG1, kappa 

gegen ein Transmembranprotein in Endothelien  

DAKO/Denmark, Code No. M3527, Lot 031 

- Brückenantikörper:   Kaninchen gegen Maus Immunglobulin 

DAKO/Denmark, Code No. Z 0259, Lot 067 

- APAAP-Antikörper:   Monoklonaler Mausantikörper   

DAKO/Denmark, Code No. D651, Lot 025 

Ein weiterer Gefäßmarker ist der Antikörper gegen CD105 (Synonym: Endoglin 

GP 160), der mit einem Transmembranprotein in Endothelzellen reagiert. Dieses 

Transmembranprotein ist ein Bestandteil des transforming growth factor (TGF) ß recep-

tor systems mit hoher Affinität für die Wachstumsfaktoren TGFß1 und ß3 [33] und ist 

somit mitverantwortlich für das Gefäßwachstum in Tumorzellen [26] und choroidalen 

Neovaskularisationen [62]. CD105 wird in Kapillaren, Arteriolen, kleinen Arterien und 

Venolen verschiedener Gewebe gebildet wie z. B. Leber, Niere, Haut und  Lymphkno-

ten [144]. 
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 Als Brückenantikörper sowie Detektions- und Färbesystem wurden die obengenannten 

Reagenzien verwendet. 

Vascular endothelial growth vactor:  VEGF (C1) 

 - monoklonaler Primärantikörper:  Mausimmunglobulin IgG2a 

gegen Wachstumsfaktor 

Santa Cruz/USA, sc-7269 

- Brückenantikörper:   Kaninchen gegen Maus Immunglobulin 

DAKO/Denmark, Code No.Z 0295, Lot 067 

- APAAP-Antikörper:   Monoklonaler Mausantikörper 

DAKO/Denmark, Code No.D651, Lot 025 

Dieser Antikörper diente dem Nachweis des vaskulären endothelialen Wachstums- 

Faktors (VEGF-A). Es existieren verschiedene Isoformen dieses Proteins [72], der ver-

wendete Antikörper bindet unspezifisch an alle Formen.  

Die Verwendung eines Brückenantikörpers, Detektion und Färbung erfolgten wie bereits 

beschrieben. 

VEGF-Rezeptor:  Flt-1 (C17)  

- polyklonaler Primärantikörper:   Kaninchenimmunglogulin  

gegen Protein in VEGF-Rezeptor 

Santa Cruz/USA, sc-316 

- Brückenantikörper 1:   Maus gegen Kaninchen Immunglobulin 

DAKO/Denmark, Code No. M 0737,Lot 029 

- Brückenantikörper 2:   Kaninchen gegen Maus Immunglobulin 

DAKO/Denmark, Code No. Z 0295, Lot 067 

- APAAP-Antikörper:   Monoklonaler Mausantikörper 

DAKO/Denmark, Code No. D 651, Lot 025 



MATERIAL UND METHODEN 

36 

Um den Rezeptor für das wachstumsfördernde Protein VEGF nachzuweisen, wurde 

dieser Antikörper eingesetzt, der mit einem Peptid an dem C-Terminus des Rezeptors 

reagiert.  

Da der Primärantikörper vom Kaninchen stammt und polyklonal ist, musste ein zusätzli-

cher Brückenantikörper verwendet werden, der den Antikörper wieder mit der Brücke 

und dem APAAP-System kompatibel machte.    

Der Rest des Verfahrens erfolgte wie vorbeschrieben. 

Pigment epithelium-derived factor:  PEDF (I-15) 

- Polyklonaler Primäantikörper:     Ziegenimmunglobulin 

gegen Protein in PEDF 

Santa Cruz/USA, sc-16956 

- Brückenantikörper 1:   Maus gegen Ziege Immunglobulin 

Dianova/Hamburg, Code No. 205-005-108 

- Brückenantikörper 2:   Kaninchen gegen Maus Immunglobulin 

DAKO/Denmark, Code No. Z 0295 

- APAAP-Antikörper:   Monoklonaler Mausantikörper 

DAKO/Denmark, Code No. D 651 

Zum Nachweis des antiangiogenetisch und neuroprotektiv wirkenden Faktors PEDF 

[74] wurde dieser Antikörper eingesetzt, der an ein Peptid bindet, das in der inneren 

Region des menschlichen PEDF gelegen ist.  

Da auch hier ein polyklonaler Antikörper, in diesem Fall von der Ziege, verwendet wur-

de, musste ein weiterer Brückenantikörper eingesetzt werden. Das Maus-gegen-Ziege 

Immunglobulin bindet an den Ziegenprimärantikörper und somit ist die Bindungsfähig-

keit der üblichen Brücke und des APAAP-Antikörpers wieder gewährleistet. 

Des Weiteren wurde ohne Änderung verfahren. 

 

3.5. Erhebung der Daten und statistische Auswertung 

Zur Auswertung wurden die Gewebe unter dem Lichtmikroskop begutachtet und bei der 

Auszählung der gefärbten Zellen je Antikörper ein Rasterokular mit 100 Feldern bei 
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200-facher Vergrößerung (0,25 mm²) verwendet. Alle positiv gefärbten Zellen innerhalb 

des Rasters wurden gezählt, wobei positive Zellen auf der oberen und rechten Begren-

zung dazugezählt wurden; positive Zellen auf der unteren und linken Begrenzung wur-

den nicht mitgezählt (s. Abb.9). 

Die Tumoren wurden in drei Zonen unterteilt und diese jeweils mittels Rasterokular 

ausgezählt (s. Abb. 40): 

− Nekroseareal 

− Übergangszone zwischen behandeltem und unbehandeltem Areal 

− unbehandeltes Tumorgewebe 

Als Übergangszone wurde der Bereich des Tumors definiert, der eine deutliche inflam-

matorische Reaktion mit Beteiligung von unter dem Lichtmikroskop identifizierbaren Zel-

len wie Makrophagen und Granulozyten aufwies.  

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurden verschiedene Tests eingesetzt. Zum 

Vergleich zweier unabhängiger Stichproben wurde der Mann-Whitney-U-Test herange-

zogen. Bei der Gegenüberstellung zweier nichtklassifizierter Parameter wurde der Kor-

relationskoeffizient nach Spearman verwendet und für den Vergleich zweier klassifizier-

ter Parameter kam der Chi-Quadrat-Test zum Einsatz. Als Signifikanzgrenze wurde      

p ≤ 0,05 zugrundegelegt.  

 
Abbildung 9: schematische Darstellung 
des mittels Rasterokular ausgezählten Fel-
des bei 200-facher Vergrößerung. Zellen auf 
der rechten und oberen Begrenzung wurden 
mitgezählt, Zellen auf der linken und unteren 
Begrenzung jedoch nicht. 

 



4. Ergebnisse 

4.1. Ergebnisse CNV-Membranen 

In diesem Versuchsteil wurden 11 Neovaskularisationsmembranen nach erfolgter Be-

handlung mit der photodynamischen Therapie sowie 9 Membranen ohne vorherige Be-

handlung als Vergleichsgruppe untersucht.  

4.1.1. Klinische Charakteristika und Histologie der CNV-Membranen 

Es bestanden bezüglich der Parameter der Läsionsgröße (in Papillendurchmesser) 

(p=0,766) und  der fluoreszenzangiographischen Charakteristika (p=1,000) der beiden 

Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede. 

Die mit der PDT behandelte Versuchsgruppe bestand aus 8 klassischen und 3 okkulten 

Membranen; die Vergleichsgruppe ohne Behandlung setzte sich aus 6 klassischen und 

3 okkulten Membranen zusammen. 

Tabelle 5:  Klinische Charakteristika (CNV-Typ, Anzahl der duchgeführten Behandlungen, Größe 
sowie Zeit zwischen PDT und operativer Entfernung der CNV-Membran) der mit der PDT behandelten 
CNV-Membranen  

Patient Auge Diagnose CNV-Typ Anzahl 

PDT 

Größe 

(PD)* 

Intervall** 

1 LA AMD okkult 1 1,5 29 

2 LA AMD okkult 5 2 4 

3 LA AMD überw. klassisch 1 3 2 

4 LA AMD klassisch, hämorr. 7 4 3 

5 LA AMD überw. klassisch, hä-

morr. 

3 2 12 

6 RA AMD, Myo-

pie 

klassisch, hämorr. 1 3 2 

7 RA AMD, Myo-

pie 

okkult 2 6 24 

8 LA POHS überw. klassisch 4 1 17 

9 RA Hamartom min. klassisch, hämorr. 3 3 10 

10 LA idiopathisch überw. klassisch 4 2 8 

11 RA idiopathisch überw. klassisch 2 3 1 
*PD=Papillenflächen, ** Intervall zwischen letzter PDT und OP in Monaten 
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Tabelle 6: Klinische Charakteristika der unbehandelten CNV-Membranen (CNV-Typ sowie Größe der 
Läsion) 

Patient Auge Diagnose CNV-Typ Größe 

(PD)* 

1 LA AMD okkult 1,5 

2 RA AMD okkult 6 

3 LA AMD überw. klassisch 3 

4 LA AMD klassisch 4 

5 RA AMD klassisch 2 

6 LA AMD klassisch 3 

7 RA AMD, Myopie okkult 6 

8 RA POHS klassisch 1 

9 LA idiopathisch überw. klassisch 2 
* PD=Papillenflächen 

 
Histologisch bestanden die CNV-Membranen aus fibrovaskulärem Gewebe, das sich 

aus Fibrozyten und teilweise vorhandenen Blutungen zusammensetzte. Den Hauptan-

teil der zellulären Bestandteile der Membranen bildeten vaskuläres Endothel sowie reti-

nales Pigmentepithel (Abb.10). Unterhalb des RPE zeigten sich diffuse basale Ablage-

rungen.  

Abbildung 10: PDT-behandelte CNV-Membran bei 100-facher Vergröße-
rung mit retinalem Pigmentepithel und Endothelzellen 

 

RPE 

Endothel 
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4.1.2. Vergleich der mit der PDT behandelten CNV-Membranen mit den un-

behandelten CNV-Membranen 

Die Anzahlen der positiv gefärbten Zellen für die  nachzuweisenden Antigene in den 

zwei Gruppen wurden gegenübergestellt, um zu beurteilen, ob signifikante Unterschie-

de zwischen den Werten bestehen. 

4.1.2.1. CD 31 

Abbildung 11: PDT-behandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für CD 31 
bei 100-facher Vergrößerung 

  

 

 .  

Abbildung 12:  PDT-behandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für CD 31 
bei 200-facher Vergrößerung 

 Abbildung 13:  unbehandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für CD 31 
bei 200-facher Vergrößerung 

 

 

 

 

 

 

 



ERGEBNISSE 

41 

 

Abbildung 14:  Vergleich der Anzahl der CD31-positiv gefärbten Zellen in den CNV-
Membranen der behandelten (PDT ja) und der unbehandelten Gruppe (PDT nein) (Maximum, 
Minimum, Standardabweichung, Median) 

 

 

 

4.1.2.2. CD 34 

Abbildung 15:  PDT-behandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für CD 34 
bei 100-facher Vergrößerung. 
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Abbildung 16:  PDT-behandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für CD 34 
bei 200-facher Vergrößerung. 

 

Abbildung 17:  unbehandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für CD 34 
bei 200-facher Vergrößerung. 

 

 

 

 

Abbildung 18: Vergleich der Anzahl der CD34-positiv gefärbten Zellen in den CNV-
Membranen der behandelten (PDT ja) und der unbehandelten Gruppe (PDT nein) (Maximum, 
Minimum, Standardabweichung, Median) 
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4.1.2.3. CD 105 

Abbildung 19:  PDT-behandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für CD 105 
bei 100-facher Vergrößerung. 

  

 

  

Abbildung 20:  PDT-behandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für CD 105 
bei 200-facher Vergrößerung. 

 

Abbildung 21:  unbehandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für CD 105 
bei 200-facher Vergrößerung. 
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Abbildung 22: Vergleich der Anzahl der CD105-positiv gefärbten Zellen in den CNV-
Membranen der behandelten (PDT ja) und der unbehandelten Gruppe (PDT nein) (Maximum, 
Minimum, Standardabweichung, Median) 

 

Alle CNV-Membranen waren vaskularisiert und zeigten positiv gefärbte Endothelien bei 

dem Nachweis von CD 31, CD 34 und CD 105. Ein signifikanter Unterschied zwischen 

den Proben, die mit der PDT behandelt worden waren und denen, die ohne vorherge-

hende Behandlung exzidiert worden waren, konnte nicht beobachtet werden. Lediglich 

bei der Untersuchung des CD105 fand sich eine Tendenz zu einer erhöhten Expression 

in der mit der PDT behandelten Gruppe im Vergleich zu der unbehandelten Gruppe, die 

jedoch nicht statistisch signifikant war.  
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4.1.2.4. VEGF 

Abbildung 23:  PDT-behandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für VEGF 
bei 100-facher Vergrößerung. 

  

 

  

Abbildung 24:  PDT-behandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für VEGF 
bei 200-facher Vergrößerung. 

 

Abbildung 25:  unbehandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für VEGF 
bei 200-facher Vergrößerung. 
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Abbildung 26: Vergleich der Anzahl der VEGF-positiv gefärbten Zellen in den CNV-
Membanen der behandelten (PDT ja) und der unbehandelten Gruppe (PDT nein) (Maximum, 
Minimum, Standardabweichung, Median) 

 

Der Nachweis des Proteins VEGF ergab eine signifikante Erhöhung (p=0,00) der positiv 

gefärbten Zellen in den Membranen, die mit der PDT behandelt worden waren, gegen-

über der nicht behandelten Gruppe.  
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4.1.2.5. Flt-1 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 27:  PDT-behandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für Flt-1 bei 
100-facher Vergrößerung. 

  

 

  

Abbildung 28:  PDT-behandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für Flt-1 bei 
200-facher Vergrößerung. 

 

Abbildung 29:  unbehandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für Flt-1 bei 
200-facher Vergrößerung. 
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Abbildung 30: Vergleich der Anzahl der Flt-1-positiv gefärbten Zellen in den CNV-
Membranen der behandelten (PDT ja) und der unbehandelten Gruppe (PDT nein) (Maximum, 
Minimum, Standardabweichung, Median) 

 

Für den VEGF-Rezeptor Flt-1 konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der An-

zahl positiver Zellen in den Membranen beider Gruppen nachgewiesen werden und so 

ergab sich auch keine signifikante Korrelation zwischen den Werten für VEGF und sei-

nen Rezeptor (p=0,237). 
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4.1.2.6. PEDF 

Abbildung 31:  PDT-behandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für PEDF 
bei 100-facher Vergrößerung. 

  

 

  

Abbildung 32:  PDT-behandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für PEDF 
bei 200-facher Vergrößerung. 

 

Abbildung 33:  unbehandelte CNV-Membran 
nach immunhistochemischer Färbung für PEDF 
bei 200-facher Vergrößerung. 
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Abbildung 34: Vergleich der Anzahl der PEDF-positiv gefärbten Zellen in den CNV-
Membranen der behandelten (PDT ja) und der unbehandelten Gruppe (PDT nein) (Maximum, 
Minimum, Standardabweichung, Median) 

 

Die Untersuchungen hinsichtlich des PEDF zeigten ebenfalls eine signifikant erhöhte 

(p=0.009) Anzahl positiver Zellen in den Proben der behandelten Gruppe. 

Ein Zusammenhang der Erhöhung der VEGF- und PEDF- Konzentrationen in der be-

handelten Gruppe mit der Größe der CNV-Membranen (je größer die Fläche der Mem-

bran desto höher die Expression von VEGF bzw. PEDF) konnte ausgeschlossen wer-

den (VEGF: p=0,747; PEDF: p=0,516). 

4.1.3. Korrelation von Markerkonzentration und Zeitintervall 

Ebenfalls analysiert wurde der Einfluss des Zeitintervalls in Monaten zwischen der letz-

ten PDT und der operativen Entfernung der CNV-Membran auf die Anzahl der positiv 

gefärbten Zellen in den Präparaten. 
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Abbildung 35: Anzahl VEGF-positiv gefärbter Zellen in Abhängigkeit vom Zeitintervall in Mona-
ten zwischen letzter PDT und der operativen Entfernung der CNV-Membran 

 

Bei der Untersuchung des VEGF konnte beobachtet werden, dass die Anzahl der posi-

tiven Zellen abnahm, je mehr Zeit zwischen der letzten Behandlung und der operativen 

Entfernung der CNV-Membran lag (Korrelationskoeffizient= -0,851; p=0,002). 
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Abbildung 36: Anzahl CD105-positiv gefärbter Zellen in Abhängigkeit vom Zeitintervall in Mona-
ten zwischen letzter PDT und der operativen Entfernung der CNV-Membran 

 

 

Für die Werte der mit CD 105 gefärbten Zellen konnte eine ähnliche Abhängigkeit wie 

für den VEGF festgestellt werden, die knapp die Signifikanzgrenze verfehlte. Je mehr 

Zeit zwischen der Behandlung und der Operation lag, desto weniger CD 105-positive 

Zellen konnten nachgewiesen werden (Korrelationskoeffizient = -0,608; p= 0,062). 

Für alle anderen untersuchten Marker konnte keine Abhängigkeit von dem zeitlichen 

Abstand zwischen Behandlung und Entfernung beobachtet werden. 
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Abbildung 37: Deskriptive Darstellung des Quotienten aus der Anzahl VEGF-positiver Zel-
len über der Anzahl PEDF-positiver Zellen im zeitlichen Verlauf nach der Behandlung mit 
der Photodynamischen Therapie. 
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Der Quotient aus der Anzahl VEGF-positiver Zellen über der Anzahl PEDF-positiver 

Zellen zeigt zu den verschiedenen Zeitpunkten nach der Behandlung mit der Photody-

namischen Therapie unterschiedliche Werte: in den ersten zwei Monaten nach der The-

rapie ist das Verhältnis VEGF/PEDF deutlich zugunsten des VEGF verschoben. Im Zeit-

raum von 3-12 Monaten ist das Verhältnis der beiden Faktoren zueinander annähernd 

2:1. Nach Ablauf eines Jahres steigt die Anzahl der VEGF-positiven Zellen wieder et-

was mehr. Aufgrund der geringen Fallzahl konnten diese Beobachtungen nicht stati-

stisch verifiziert werden. 

4.2. Ergebnisse Aderhautmelanome 

In diesem Versuchsteil wurden vier Aderhautmelanome von Patienten, die mit der Pho-

todynamischen Therapie behandelt worden waren, untersucht. Fünf Aderhautmelanome 

von Patienten, die nicht mit der PDT behandelt worden waren, dienten als Vergleichs-

gruppe. 

Bei allen vier Melanomen konnte mit der Lichtdosis von 150 J/cm² eine Tumornekrose 

in einem Areal induziert werden (siehe Abb. 31 Pfeil), welches mit dem Bereich, in dem 

die PDT appliziert wurde, übereinstimmte. Das nekrotische Gewebe ließ sich deutlich 

von vitalem Tumorgewebe abgrenzen (Abb. 32) und um diesen Bereich herum zeigte 

sich eine inflammatorische Reaktion mit Beteiligung von Makrophagen und Granulozy-

ten. In dem Nekroseareal fand sich eine weitgehende Zerstörung der Zellstrukturen und 
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der Tumorgefäße sowie Extravasation von Blutbestandteilen im Interzellularraum.   Ein-

zelne vitale Restinseln mit intakten Tumorzellen blieben in diesem Bereich bestehen (s. 

Abb. 41).  

Abbildung 38:  makroskopisches Foto eines 
Aderhautmelanoms mit durch die PDT erzeugter 
Nekrose. 

 Abbildung 39:  mikroskopisches Bild eines A-
derhautmelanoms mit durch die PDT erzeugter 
Nekrose bei 50-facher Vergrößerung. 

 

 

 

 

Abbildung 40: mit der PDT behandeltes Aderhautme-
lanom nach immunhistochemischer Färbung in 200-
facher Vergrößerung. Deutlich erkennbar die drei Zo-
nen des Tumors: die Nekrosezone, die Übergangszo-
ne zwischen Nekrose und unbehandeltem Areal des 
Tumors sowie der unbehandelte Bereich. 
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Übergangszone 

unbehandeltes 
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Abbildung 41: Aderhautmelanom nach der Be-
handlung mit der PDT (50-fache Vergrößerung). Es 
zeigt sich eine deutliche Nekrose im Behandlungs-
areal (Pfeile) sowie einige Restinseln vitaler Zellen 
innerhalb der Nekrose. 

 

Nach der immunhistochemischen Färbung wurden die Präparate wie beschrieben unter 

dem Lichtmikroskop ausgewertet.  

Aufgrund der geringen Fallzahl kamen keine statistischen Tests zur Anwendung und so 

erfolgt die Darstellung der erhobenen Daten deskriptiv. 

4.2.1.1. CD 31 

Abbildung 42: mit der PDT behandeltes Aderhaut-
melanom nach immunhistochemischer Färbung für 
CD31 bei 200-facher Vergrößerung. Die drei Zonen 
des Tumors sind deutlich erkennbar: Nekrosezone 
(N), Übergangszone (Ü) und unbehandeltes Areal 
(uA) 

 

 

Abbildung 43: unbehandeltes Aderhautmelanom 
nach immunhistochemischer Färbung für CD31 
bei 200-facher Vergrößerung.  
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Abbildung 44: Anzahl der CD 31-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen (Nekrose, Übergang, unbe-
handelt) der mit der PDT behandelten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kon-
trollgruppe (Vergleich) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 

 

Tabelle 7: Anzahl der CD 31-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der mit der PDT behandel-
ten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kontrollgruppe (Maximum, Minimum, 
Standardabweichung, Median) 

 Nekrose 

CD 31 

Übergang 

CD 31 

unbehandelt 

CD 31 

Vergleichstumore 

CD 31 

gültig 4 4 4 5 N 

fehlend 0 0 0 0 

Mittelwert 33,25 82,50 38,50 55,60 

Median 13,00 66,50 36,00 51,00 

Standardabweichung 49,554 69,448 39,745 39,734 

Minimum 0 22 0 15 

Maximum 107 175 82 107 
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4.2.1.2. CD 34 

Abbildung 45: mit der PDT behandeltes A-
derhautmelanom nach immunhistochemischer 
Färbung für CD34 bei 200-facher Vergrößerung. 
Die drei Zonen des Tumors sind deutlich erkenn-
bar: Nekrosezone (N), Übergangszone (Ü) und 
unbehandeltes Areal (uA). 

  

Abbildung 46: unbehandeltes Aderhautmelanom 
nach immunhistochemischer Färbung für CD34 bei 
200-facher Vergrößerung.  

 

 

 

Abbildung 47: Anzahl der CD 34-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen (Nekrose, Übergang, unbe-
handelt) der mit der PDT behandelten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kon-
trollgruppe (Vergleich) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 
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Tabelle 8: Anzahl der CD 34-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der mit der PDT behandel-
ten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kontrollgruppe (Maximum, Minimum, 
Standardabweichung, Median) 

 Nekrose 

CD 34 

Übergang 

CD 34 

unbehandelt 

CD 34 

Vergleichstumore 

CD 34 

gültig 4 4 4 5 N 

fehlend 0 0 0 0 

Mittelwert 38,50 70,25 52,25 37,00 

Median 29,00 70,00 46,50 36,00 

Standardabweichung 33,838 21,546 31,920 18,815 

Minimum 9 47 24 19 

Maximum 87 94 92 66 
 
Die Vaskularisierung der behandelten Tumore, nachgewiesen mittels Auszählung der 

positiv gefärbten Zellen für CD 34 und CD 31 stellte sich in dem Nekroseareal gegen-

über der Übergangszone sowie der unbehandelten Zone der PDT-behandelten Mela-

nome reduziert dar. In der Übergangszone zwischen nekrotischem und vitalem Tumor-

gewebe fand sich gegenüber den beiden anderen Zonen sowie der Vergleichsgruppe 

eine Erhöhung der positiv gefärbten Zellen der beiden Gefäßmarker. 

Im unbehandelten Tumorgewebe  konnte im Vergleich zu dem Gewebe der nicht be-

handelten Vergleichstumore für die Werte CD 34- und CD 31-positiver Zellen kein Un-

terschied festgestellt werden. 

4.2.1.3. CD 105 

Abbildung 48: mit der PDT behandeltes A-
derhautmelanom nach immunhistochemischer 
Färbung für CD105 bei 200-facher Vergrößerung. 
Die drei Zonen des Tumors sind deutlich erkenn-
bar: Nekrosezone (N), Übergangszone (Ü) und 
unbehandeltes Areal (uA). 

  

Abbildung 49: unbehandeltes Aderhautmelanom 
nach immunhistochemischer Färbung für CD105 
bei 200-facher Vergrößerung. 
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Abbildung 50: Anzahl der CD 105-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen (Nekrose, Übergang, un-
behandelt) der mit der PDT behandelten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kon-
trollgruppe (Vergleich) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 

 

Tabelle 9: Anzahl der CD 105-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der mit der PDT behandel-
ten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kontrollgruppe (Maximum, Minimum, 
Standardabweichung, Median) 

 Nekrose 

CD 105 

Übergang 

CD 105 

unbehandelt 

CD 105 

Vergleichstumore 

CD 105 

gültig 4 4 4 5 N 

fehlend 0 0 0 0 

Mittelwert 14,50 57,25 34,50 41,80 

Median 2,50 47,50 28,00 51,00 

Standardabweichung 25,723 58,077 34,083 23,563 

Minimum 0 0 4 0 

Maximum 53 134 78 56 
 
Bei der Untersuchung des CD105 in der Nekrosezone zeigte sich die Anzahl der positi-

ven Zellen ebenfalls gegenüber den beiden anderen Zonen der behandelten Tumore 

sowie der Vergleichsgruppe erniedrigt. In der Übergangszone war die Expression des 
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Faktors gegenüber der Nekrose- sowie der unbehandelten Zone der behandelten Tu-

more deutlich und gegenüber der Vergleichsgruppe gering erhöht. 

4.2.1.4. VEGF 

Abbildung 51: mit der PDT behandeltes A-
derhautmelanom nach immunhistochemischer 
Färbung für VEGF bei 200-facher Vergrößerung. 
Die drei Zonen des Tumors sind deutlich erkenn-
bar: Nekrosezone (N), Übergangszone (Ü) und 
unbehandeltes Areal (uA). 

  

Abbildung 52: unbehandeltes Aderhautmela-
nom nach immunhistochemischer Färbung für 
VEGF bei 200-facher Vergrößerung.  

 

 

 

Abbildung 53: Anzahl der  VEGF-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der mit der PDT behandel-
ten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kontrollgruppe 
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Tabelle 10: Anzahl der  VEGF-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der mit der PDT behandel-
ten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kontrollgruppe (Maximum, Minimum, 
Standardabweichung, Median) 

 Nekrose 

VEGF 

Übergang 

VEGF 

unbehandelt 

VEGF 

Vergleichstumore 

VEGF 

gültig 4 4 4 5 N 

fehlend 0 0 0 0 

Mittelwert 30,25 744,00 234,25 28,60 

Median 0,50 791,00 225,00 19,00 

Standardabweichung 59,835 610,851 203,412 34,789 

Minimum 0 44 0 0 

Maximum 120 1350 487 83 
 

4.2.1.5. Flt-1 

Abbildung 54: mit der PDT behandeltes A-
derhautmelanom nach immunhistochemischer 
Färbung für Flt-1 bei 200-facher Vergrößerung. 
Die drei Zonen des Tumors sind deutlich erkenn-
bar: Nekrosezone, Übergangszone und unbehan-
deltes Areal. 

  

Abbildung 55: unbehandeltes Aderhautmela-
nom nach immunhistochemischer Färbung für 
Flt-1 bei 200-facher Vergrößerung.  
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Abbildung 56: Anzahl der Flt-1-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen (Nekrose, Übergang, unbe-
handelt)  der mit der PDT behandelten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kon-
trollgruppe (Vergleich) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 

 

Tabelle 11: Anzahl der Flt-1-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der mit der PDT behandelten 
Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kontrollgruppe (Maximum, Minimum, Stan-
dardabweichung, Median) 

 
 
 

 Nekrose 

Flt-1 

Übergang 

Flt-1 

unbehandelt 

Flt-1 

Vergleichstumore 

Flt-1 

gültig 4 4 4 5 N 

fehlend 0 0 0 0 

Mittelwert 26,50 64,25 24,75 24,80 

Median 25,00 42,00 24,50 26,00 

Standardabweichung 24,933 76,739 28,582 11,300 

Minimum 0 0 0 8 

Maximum 56 173 50 39 
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4.2.1.6. PEDF 

 

Abbildung 57: mit der PDT behandeltes 
Aderhautmelanom nach immunhistochemischer 
Färbung für PEDF bei 200-facher Vergrößerung.  

 Abbildung 58: unbehandeltes Aderhautmelanom 
nach immunhistochemischer Färbung für PEDF 
bei 200-facher Vergrößerung. Es zeigen sich ein-
zelne PEDF-positive Zellen im Tumorgewebe (s. 
Pfeile). 

 

Abbildung 59: Anzahl der PEDF-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen (Nekrose, Übergang, unbe-
handelt) der mit der PDT behandelten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kon-
trollgruppe (Vergleich) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 
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Tabelle 12: Anzahl der PEDF-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der mit der PDT behandelten 
Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kontrollgruppe (Maximum, Minimum, Stan-
dardabweichung, Median) 

 
Der VEGF sowie der PEDF waren im Bereich der Nekrose deutlich erniedrigt nach-

weisbar, während die Konzentration beider Faktoren in der Übergangszone angestie-

gen war. In dem Bereich der Tumore, der nicht mit der PDT behandelt worden war, 

zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Erhöhung der Anzahl VEGF-positiver 

Zellen, bei PEDF hingegen eine Erniedrigung.  

Der VEGF-Rezeptor Flt-1 ließ sich im nekrotischen und im unbehandelten Tumorgewe-

be sowie in der Kontrollgruppe in gleicher Intensität nachweisen. Lediglich in der Über-

gangszone zwischen nekrotischem und vitalem Tumorgewebe zeigte sich ein Anstieg 

der positiv gefärbten Zellen. 

 Nekrose 

PEDF 

Übergang 

PEDF 

unbehandelt 

PEDF 

Vergleichstumore 

PEDF 

gültig 4 4 4 5 N 

fehlend 0 0 0 0 

Mittelwert 1,25 5,50 1,25 30,20 

Median 0,00 1,50 0,50 24,00 

Standardabweichung 2,500 9,110 1,893 15,023 

Minimum 0 0 0 15 

Maximum 5 19 4 53 
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5. Diskussion 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, einen Beitrag zum Verständnis von 

Veränderungen der Expression der Angiogenesefaktoren VEGF, VEGFR-1 sowie PEDF 

nach der Einwirkung der photodynamischen Therapie zu leisten. Um diesen Effekt der 

PDT im menschlichen Auge zu untersuchen, wurden zwei Modelle verwendet. 

Es wurden CNV-Membranen aus dem menschlichen Auge verwendet, die mit der PDT 

behandelt und im Verlauf der Erkrankung wegen erneuter Aktivität chirurgisch exzidiert 

worden waren. Dieses Modell sollte die Veränderungen der Angiogenesefaktoren 

VEGF, PEDF und Flt-1 im Verlauf nach der PDT darstellen und die Ergebnisse mit de-

nen aus der Untersuchung vergleichbarer unbehandelter exzidierter CNV-Membranen 

verglichen werden. 

Im anderen Modell wurde an humanen Aderhautmelanomen untersucht, ob die PDT  

auch bei einer anderen Pathologie Auswirkungen auf Angiogenesefaktoren hat. Weiter-

hin sollte in diesem Modell der Kurzzeiteffekt der PDT auf Angiogenesefaktoren in 

Aderhautmelanomen sowie die Möglichkeit der Induktion einer Nekrose untersucht wer-

den. Die Ergebnisse wurden ebenfalls einer vergleichbaren unbehandelten Kontroll-

gruppe gegenübergestellt. 

5.1. CNV- Membranen nach der Behandlung mit der PDT 

In diesem Versuchsteil wurden 11 erneut aktive Neovaskularisationsmembranen nach 

der Behandlung mit der photodynamischen Therapie untersucht und die Resultate de-

nen aus einer nicht mit der PDT behandelten Gruppe, bestehend aus 9 vergleichbaren 

CNV-Membranen, gegenübergestellt. 

5.1.1. Marker für CD 31, CD 34, CD 105 

In allen CNV-Membranen konnten die Gefäßmarker nachgewiesen werden. Es zeigten 

sich positiv gefärbte Endothelien für CD 31, CD 34 und CD 105. Es ergab sich kein sta-

tistisch signifikanter Unterschied zwischen den Werten der Gruppe der mit der PDT be-

handelten und der nicht behandelten Membranen. Tatar et al. [148] beschrieben in einer 

Studie mit 15 PDT-behandelten Membranen, die 3 Tage (n=4) oder 34 bis 246 Tage 

(n=11) nach der Therapie entfernt worden waren, einen Anstieg der CD 34- und CD 

105- positiven Zellen in CNV im Rahmen einer inflammatorischen Reaktion auf den 
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traumatisierenden Effekt der PDT. Sie stellten weiterhin fest, dass diese Steigerung in 

den später exzidierten Membranen mit einer histologisch sichtbaren Reperfusion ein-

herging und deutlicher war, als in denen, die nach drei Tagen entfernt worden waren. 

In der vorliegenden Arbeit war zwar die erhöhte Expression von Endoglin nicht stati-

stisch signifikant, zeigte aber dennoch eine ähnliche Tendenz wie die Ergebnisse von 

Tatar et al.. Die verstärkte Anfärbbarkeit für CD105 deutet auf eine erhöhte proliferative 

Aktivität der Gefäße hin [94], die übereinstimmt mit der Beobachtung eines Anstiegs 

des VEGF in den behandelten Membranen. 

Die Untersuchung der Auswirkung des Intervalls zwischen PDT und operativer Entfer-

nung der Membran auf die Markerkonzentration zeigte ein Ergebnis, das zwar knapp 

die Signifikanzgrenze verfehlte (p=0,062), von dem aber anzunehmen ist, dass es mit 

einer größeren Fallzahl statistisch zu verifizieren wäre. Je mehr Zeit zwischen der PDT 

und der Operation lag, desto weniger endoglin-exprimierende Zellen konnten nachge-

wiesen werden. Diese Beobachtung weicht etwas von der Tatars ab; die Intervalle zwi-

schen Therapie und operativer Entfernung differieren jedoch: in der vorliegenden Arbeit 

betrug das kürzeste Intervall 4 Wochen und das längste 29 Monate im Gegensatz zu 3 

Tagen und maximal 9 Monaten bei Tatar et al.. Da die später exzidierten (>34 Tage) 

Membranen in der Studie von Tatar et al. zu einem Zeitpunkt zusammengefasst wur-

den, lässt sich nicht sagen, ob sich die Ergebnisse der beiden Arbeiten bei einzelner 

Betrachtung der Membranen möglicherweise ähnlich verhalten würden.  

Die zeitliche Abhängigkeit der Endoglinexpression verläuft ähnlich wie die der VEGF-

Expression in den Membranen und ist möglicherweise folgendermaßen zu erklären: mit 

zunehmender Reperfusion oder aber Vernarbung der Membran nimmt die Hypoxie, 

somit das VEGF und auch der Proliferationsmarker Endoglin ab. 

5.1.2. VEGF 

In den mit der PDT behandelten CNV-Membranen war eine signifikant stärkere Expres-

sion des VEGF gegenüber der unbehandelten Gruppe zu beobachten. Dieser Effekt ist 

mit der Wirkung der PDT zu erklären, die zu einer Zerstörung der Endothelien und einer 

Okklusion der Gefäße führt, woraus wiederum eine Hypoxie resultiert. Für die Bildung 

von VEGF ist die Hypoxie ein zentraler Stimulus [90,155].  

Die vorliegenden Resultate bestätigen die Ergebnisse von Schmidt-Erfurth et al. [129], 

die einen Anstieg des VEGF in der Choriokapillaris PDT-behandelter intakter Netzhaut 
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von humanen Augen (n=4) mit nicht behandelbarem Melanom im Vergleich zu einer 

Kontrollgruppe (n=4) verzeichneten. Über ähnliche Beobachtungen berichteten Tatar et 

al., die ebenfalls eine erhöhte Anfärbbarkeit für VEGF in exzidierten CNV-Membranen 

(n=15) nach einer PDT berichteten, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der The-

rapie entfernt worden waren (3 – 246 Tage) [148].  

In neueren Studien untersuchten Tatar et al. [149] eine größere Anzahl (n=29) behan-

delter CNV-Membranen nach der chirurgischen Exzision. Dabei wurde unterschieden 

zwischen solchen Membranen, die drei Tage nach der PDT und solchen, die zu einem 

späteren Zeitpunkt (ca. 23 Monate) entfernt worden waren. Sie stellten fest, dass 3 Ta-

ge nach der PDT die Anfärbbarkeit für VEGF am höchsten war. In den Membranen, die 

später entfernt worden waren, war die VEGF-Färbung zwar signifikant  erhöht gegen-

über der Kontrollgruppe, aber deutlich niedriger als in den nach 3 Tagen exzidierten 

Membranen. Dafür zeigte sich jedoch in den später entfernten Membranen eine deutlich 

höhere Konzentration von Endostatin, einem weiteren potenten Angiogeneseinhibitor. 

Tatar et al. nahmen an, dass diese Veränderungen mit dem erneuten Vorhandensein 

gesunder Endothelien in Zusammenhang stehen könne. 

In der vorliegenden Arbeit werden die Beobachtungen von Tatar et al. [149] bestätigt. 

So zeigte sich ein Zusammenhang der Abnahme der VEGF-Expression in den CNV,  

und der Zeit zwischen der letzten PDT und der operativen Entfernung. Die Intervalle 

zwischen Behandlung und OP erstreckten sich bis zu 29 Monate.  

Möglicherweise sind die Ergebnisse dahingehend interpretierbar, dass mit zunehmen-

der Reperfusion [63] oder auch Vernarbung der Membran, die das normale Endstadium 

der Erkrankung darstellt und schlussendlich bei allen Erkrankungen mit einer CNV ein-

tritt, die Bildung des VEGF zurückgeht.  

5.1.3. VEGF-Rezeptor Flt-1 

Über den Einfluss der PDT auf den VEGF-Rezeptor Flt-1 gibt es zur Zeit wenige Er-

kenntnisse. Bei der Entwicklung einer CNV wird der Einfluss des Flt-1 als maßgeblich 

beschrieben [134]. 

In der einzigen Studie zum Einfluss der PDT auf einen VEGF-Rezeptor in okulärem 

Gewebe zeigten Schmidt-Erfurth et al. [129], dass in den Bereichen der Choroidea in 

menschlichen Augen (n=4), die mit der PDT behandelt wurden, im Vergleich zur Kon-

trollgruppe (n=4) eine verstärkte Anfärbbarkeit für eine andere Isoform des Rezeptors, 



DISKUSSION 

68 

VEGFR-3, nachweisbar war. Für den VEGFR-3 galt bislang eine Beteiligung an der 

Lymphangiogenese als erwiesen [80,118]. Neuere Studien lassen jedoch vermuten, 

dass auch dieser Rezeptor an der Angiogenese beteiligt sein könnte [21,34].  

Thieme et al. beschrieben in einer tierexperimentellen Studie eine Steigerung der 

VEGF-Rezeptorzahl auf bovinen Endothelzellen der Netzhaut um 50% unter hypoxi-

schen Bedingungen [150].  

In der vorliegenden Untersuchung konnte kein übereinstimmendes Ergebnis für den 

VEGFR-1 beobachtet werden. Die Anfärbbarkeit für Flt-1 in den behandelten Membra-

nen zeigte keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. 

Die Funktion des Flt-1 wird derzeit noch kontrovers diskutiert [80,93]. Die mangelnde 

Korrelation der Werte des Flt-1 mit den Werten für den VEGF in der vorliegenden Arbeit 

ist möglicherweise als Hinweis dafür zu interpretieren, dass Flt-1 nicht als Hauptakteur 

an der Signaltransduktion des VEGF beteiligt sein könnte [80,93]. 

5.1.4. PEDF 

Für das der Angiogenese entgegenwirkende Zytokin PEDF [38] ließ sich ein signifikan-

ter Anstieg in der behandelten Gruppe gegenüber der Vergleichsgruppe feststellen. 

Übereinstimmende Resultate sind aus der Studie von Schmidt-Erfurth et al. [129] be-

kannt, die nach der photodynamischen Behandlung intakter Netzhaut in menschlichen 

Augen (n=4) eine verstärkte Anfärbbarkeit für PEDF in Endothelien der Choroidea fest-

stellten, welche als mögliche neuroprotektive Reaktion auf eine ischämische Verletzung 

angesehen wurde [106]. 

Ohno-Matsui et al. [108] beschrieben in einer experimentellen Studie, dass in vitro unter 

Zugabe eines VEGF-neutralisierenden Antikörpers bzw. eines VEGFR-1-Antikörpers 

die PEDF-Produktion in RPE-Zellen signifikant abnahm. Sie schlossen daraus, dass die 

PEDF-Bildung durch VEGF via den VEGFR-1 reguliert wird. Auch wenn es sich bei die-

ser Studie um ein in vitro-Experiment an kultivierten RPE-Zellen handelt, bietet der be-

schriebene Effekt möglicherweise eine Erklärung für die in der vorliegenden Arbeit beo-

bachtete signifikante Erhöhung der PEDF- bei ebenfalls stark erhöhter VEGF-

Expression.  

Eine entgegengesetzte Feststellung machten Tatar et al. [148], nachdem sie eine signi-

fikante Verminderung des PEDF in den Endothelien nach photodynamischer Behand-

lung von CNV–Membranen beobachten konnten. Sie brachten dies mit der Downregula-



DISKUSSION 

69 

tion von PEDF bei Hypoxie [163] in Zusammenhang. Besonders ausgeprägt war diese 

Verminderung bei den Membranen, die 3 Tage nach der PDT entfernt worden waren 

(n=4); bei den bis zu 246 Tage später entfernten Membranen (n=11) war der PEDF 

zwar im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls signifikant vermindert, allerdings nicht in 

dem Maße wie bei den früher entfernten Membranen. Möglicherweise wäre die Vermin-

derung der PEDF-Expression bei einer größeren Anzahl von Gewebeproben und einem 

längeren Intervall zwischen PDT und operativer Entfernung nicht mehr so stark ausge-

prägt.  

Apte et al. [10] entwickelten anhand eines Versuchs an laserinduzierten CNV bei Mäu-

sen die Theorie, dass der PEDF eine konzentrationsabhängige Wirkung hat. Sie zeig-

ten, dass bei systemischer PEDF-Gabe in niedriger Dosierung ein Rückgang der CNV, 

bei hoher Dosierung jedoch eine Zunahme des CNV-Areals sowie eine Stimulation der 

Endothelzellmigration und der VEGF-Produktion zu verzeichnen waren. Ob die Effekte 

einer systemischen Gabe von PEDF mit denen einer endogenen lokalisierten Steige-

rung der Expression vergleichbar sind, ist jedoch fraglich. 

In einer weiteren Studie zeigten Zhang et al. [166] an bovinen retinalen Kapillaren-

dothelzellen sowie retinalen Müllerzellen aus der Ratte in vitro, dass eine konzentrati-

onsabhängige reziproke Regulation zwischen PEDF und VEGF in der Retina existiert. 

Sie stellten fest, dass PEDF in hohen Konzentrationen die VEGF-Expression via Inhibi-

tion der MAP-Kinase vermittelten Aktivierung des hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) 

vermindert. Ebenso beobachteten sie eine signifikante VEGF-Rezeptor- vermittelte 

Verminderung der PEDF-Expression durch hohe Konzentrationen von VEGF. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Quotient der Faktoren VEGF zu PEDF im zeitli-

chen Verlauf untersucht. Der PEDF scheint vorwiegend in den Membranen, die ca. 3-12 

Monate nach der PDT entfernt worden sind, erhöht zu sein. In den ersten 2 Monaten 

nach der Behandlung ist die Konzentration des VEGF gegenüber dem PEDF um ein 

Vielfaches erhöht; zu einem späteren Zeitpunkt nähert sich das Verhältnis auf 2:1 an, 

was sowohl auf das Absinken des VEGF als auch auf den Anstieg des PEDF zurückzu-

führen sein könnte. Diese Beobachtungen bestätigen die Feststellungen von Tatar et al. 

hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der PEDF-Expression nach der PDT. 

Anhand der Erkenntnisse der obengenannten Studien lässt sich vermuten, dass die 

zeitlichen Verläufe der VEGF- sowie der PEDF- Konzentration in den CNV-Membranen 

durch eine gegenseitige Wechselwirkung in Relation stehen. Die auf die unmittelbar 

nach der PDT entstehende Hypoxie zurückzuführende sehr hohe VEGF-Konzentration 
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in den früh entfernten Membranen trägt möglicherweise dazu bei, die PEDF-

Konzentration niedrig zu halten. In den später entfernten Membranen steigt die PEDF-

Konzentration im Verhältnis zur VEGF-Konzentration an. Ob die Steigerung der PEDF-

Expression  in der Verminderung des VEGF im natürlichen Verlauf oder die Minderung 

der VEGF-Expression in der Steigerung der PEDF-Expression im natürlichen Verlauf 

begründet ist, bleibt unklar.  

5.2. Aderhautmelanome nach der Behandlung mit der PDT 

Im diesem Teil der Arbeit wurden 4 mit der PDT behandelte Aderhautmelanome im-

munhistochemisch untersucht. Als Kontrolle wurden 5 Aderhautmelanome von nicht mit 

der PDT behandelten Patienten verwendet. 

In allen 4 Aderhautmelanomen zeigte sich eine deutliche, durch die PDT mit Verteporfin 

induzierte weitgehende Nekrose des Tumorgewebes. Die Zerstörung des malignen 

Gewebes an dieser Stelle war inkomplett, da weiterhin einzelne Restinseln mit vitalen 

Tumorzellen nachweisbar waren. 

Dieser mit veränderten Parametern der PDT (höhere Lichtdosis, längere Belichtungs-

dauer) erzielte Effekt wurde bereits in verschiedenen tierexperimentellen Studien 

[59,83,126] sowie in Untersuchungen an humanen wenig pigmentierten oder amelanoti-

schen Melanomen der Aderhaut [156] beschrieben, wobei jedoch nicht klar ist, ob dies 

durch einen direkten zytotoxischen Mechanismus der PDT oder indirekt durch die Zer-

störung der Endothelien des Tumorgefäßsystems ensteht [89,104].  

In dieser Arbeit wurde erstmals die Auswirkung der photodynamischen Therapie auf 

Faktoren, die die Angiogenese in uvealen Melanomen beeinflussen, analysiert. Die Un-

tersuchung bezog sich auf drei Bereiche des Tumors: die Nekrosezone, das unbehan-

delte Tumorgewebe sowie die Übergangszone zwischen Nekrose und vitalem Tumor-

gewebe.  

5.2.1. Marker für CD 31, CD 34, CD 105 

Im Nekroseareal der Tumore zeigte sich eine leichte Verminderung der positiv gefärb-

ten Zellen der Endothelmarker (CD 31, CD 34, CD 105). Aufgrund der inkompletten De-

struktion der vitalen Zellstrukturen war die erniedrigte Endothelmarkernachweisbarkeit 

im Nekrosebereich im Vergleich zum Gewebe der unbehandelten Kontrollgruppe nicht 

so stark ausgeprägt. 
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Die damit nachgewiesene Reduktion der Vaskularisierung des Tumors an dieser Stelle 

lässt sich mit dem Wirkmechanismus der Photodynamischen Therapie erklären: der 

durch Licht aktivierte Farbstoff führt zu einer gezielten Destruktion und Okklusion der 

vaskulären Endothelien [124] und somit vermutlich zu einer überwiegenden Nekrose 

des umliegenden Gewebes. Ein solcher Effekt auf Gefäße in Tumorgewebe [89,126] 

und in humanen Aderhautmelanomen [156] konnte bereits in vorhergehenden Studien 

beobachtet werden. 

In der Übergangszone zwischen nekrotischem und vitalem Tumorgewebe ließ sich im 

Vergleich zum Gewebe der beiden anderen Zonen eine Erhöhung der positiv gefärbten 

Zellen aller Endothelmarker feststellen. Die verstärkte Anfärbbarkeit für Endoglin deutet 

auf eine erhöhte proliferative Aktivität der Gefäße hin [94]. Tatar et al. [148] fanden her-

aus, dass in choroidalen Neovaskularisationen nach der Behandlung mit der photody-

namischen Therapie ein erhöhter Nachweis von Endoglin zu verzeichnen ist, den sie in 

einem reaktiven Wundheilungsprozess begründet sahen. Die verstärkte Expression des 

CD 105 nahe der Nekrosezone im Tumor kann hier ebenfalls als Teil einer in anderen 

Arbeiten bereits beschriebenen inflammatorischen Reaktion mit Gefäßwachstum [156] 

nach PDT bei Aderhautmelanomen interpretiert werden. Eine weitere Ursache für die 

vermehrte angioproliferative Akrivität in der Übergangszone findet sich in der vermehr-

ten Expression  des proangiogenen VEGF (s.u.), die durch die in der Nekrosezone 

posttherapeutisch entstehende Hypoxie verursacht sein könnte.  

5.2.2. VEGF 

Der vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) ließ sich im nekrotischen Tumor-

areal durch die überwiegende Destruktion der Zellen deutlich reduziert nachweisen.  

Die dennoch vorhandene geringe Produktion des VEGF-Proteins geht mit großer Wahr-

scheinlichkeit auf die einzelnen überlebenden Tumorzellen in den vitalen Restinseln im 

Nekroseareal zurück. 

Die Expression des Proteins in der Übergangszone war deutlich erhöht. Ein stimulie-

render Effekt der PDT auf die Bildung von VEGF ist bereits aus der Tumortherapie be-

kannt [52,153]. Ferrario et al. [52] haben mittels Westernblot-Analyse erhöhte VEGF-

Werte in vivo in Tumorgewebe von Mammakarzinomen der Maus nach der Behandlung 

mit der PDT festgestellt. Sie benutzten Mammakarzinome in Mäusen, bei denen selek-

tiv die Blutzufuhr des Tumors unterbunden wurde, als Positivkontrolle zur Erzeugung 
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einer Gewebshypoxie. So erklärten sie die Erhöhung des VEGF mit einem dualen Me-

chanismus, bestehend aus einer primären zellulären Reaktion und einem stärker be-

werteten sekundären hypoxie-getriggerten Effekt vermittelt durch den hypoxia-inducible 

factor.  

In einer anderen Arbeit [129] wurde bei der Untersuchung der Netzhaut menschlicher 

Augen nach der Durchführung einer PDT ebenfalls ein Anstieg des VEGF in der Cho-

riokapillaris PDT-behandelter humaner Augen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe beo-

bachtet. 

Die Beobachtungen hinsichtlich des VEGF in der vorliegenden Arbeit stimmen mit den 

Ergebnissen der zitierten Studien überein. Die Wirkung der PDT führt im Aderhautme-

lanom ebenso wie bei CNV-Membranen zu einer Zerstörung der Endothelien und einer 

Okklusion der Tumorgefäße, woraus wiederum eine Hypoxie resultiert. Für die Bildung 

von VEGF ist die Hypoxie ein wichtiger Stimulus [90,155]. In der Übergangszone, also 

der unmittelbar an die Nekrose grenzenden Schicht, befindet sich aufgrund der noch 

funktionsfähigen Zellen der stärkste Anstieg des VEGF. 

Mit den Auswirkungen dieser Hypoxie, die vermutlich bis in das unbehandelte Tumor-

gewebe hineinreichen, ist möglicherweise auch die leicht erhöhte VEGF-Expression in 

diesem Bereich zu erklären. Auch in den Melanomen der Vergleichsgruppe konnte er-

wartungsgemäß VEGF nachgewiesen werden [133], jedoch in einem geringeren Maße 

als in den behandelten Tumoren. 

5.2.3. VEGF-Rezeptor Flt-1 

Für Karzinome anderer Gewebe wurde in verschiedenen Studien über eine gesteigerte 

Expression des Flt-1 (bzw. VEGFR-1) berichtet [105,154]. 

Jedoch existieren über das Auftreten des VEGF-Rezeptors in Aderhautmelanomen nur 

wenige Erkenntnisse. In zwei Studien gelang bisher der Nachweis [143,160] im Gewebe 

uvealer Melanome. 

In einer anderen Arbeit konnte eine andere Isoform des Rezeptors (VEGFR-3), für den 

ebenfalls eine Beteiligung an der Angiogenese als erwiesen gilt, in der Choroidea men-

schlicher Augen nach der PDT nachgewiesen werden [21,34,129]. 

Im Rahmen einer tierexperimentellen Studie fand sich als Auswirkung einer Hypoxie im 

untersuchten Gewebe eine Steigerung von VEGF-Rezeptoren auf bovinen retinalen 

Endothelzellen [150]. 
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In der vorliegenden Arbeit konnten keine korrespondierenden Ergebnisse für den  

Flt-1 festgestellt werden. So war der VEGF-Rezeptor in der Nekrose, im unbehandelten 

Tumorareal sowie in den Präparaten der Vergleichsgruppe in gleicher Intensität nach-

weisbar. Eine leichte Erhöhung fand sich nur in der Übergangszone zwischen Nekrose 

und unbehandeltem Tumorgewebe.  

Die Funktion des Flt-1 ist derzeit noch unklar. Es wird vermutet, dass Flt-1 als negativer 

Regulator der Angiogenese agieren und die Aktivierung des VEGFR-2 durch VEGF 

eindämmen könnte [80]. Sollte diese Theorie zutreffen, so wäre in der vorliegenden Ar-

beit, die im PDT-behandelten Tumorgewebe eine Verschiebung des Angiogenese-

gleichgewichts zugunsten der Angiogeneseinduktion zeigt, nicht mit einem Anstieg des 

Flt-1 zu rechnen. 

5.2.4. PEDF  

Der pigment epithelium-derived factor (PEDF), der Gegenspieler des VEGF bei der An-

giogenese [38], war in den mit der PDT behandelten Aderhautmelanomen nur in gerin-

gem Maß nachweisbar. In der Nekrosezone traten aufgrund der überwiegenden Zerstö-

rung der vitalen Zellstrukturen keine PEDF-positiven Zellen auf, im unbehandelten Tu-

morgewebe fand sich eine sehr geringe Anzahl und in der Übergangszone ließ sich die 

verhältnismäßig größte Anzahl PEDF exprimierender Zellen nachweisen.  

In der Vergleichsgruppe fanden sich deutlich mehr PEDF-positive Zellen als in allen drei 

Zonen der behandelten Tumore. 

Über die Expression von PEDF in humanen Aderhautmelanomen ist in der Literatur 

bisher nichts bekannt. 

Ein relativer Mangel an PEDF begünstigt das Tumorwachstum und die Angiogenese, 

wie in einer Studie über die Expression dieses Faktors in Mammakarzinomen festge-

stellt wurde [30].  

In der vorliegenden Arbeit findet sich ein den Beobachtungen des PEDF in den behan-

delten CNV-Membranen entgegengesetztes Ergebnis. Im Mittel zeigt sich eine Vermin-

derung des PEDF in den mit der PDT behandelten Melanomen im Vergleich zu den un-

behandelten Tumoren.  

Möglicherweise ist dies auf die nachgewiesenen [166] reziproken Regulationsmecha-

nismen zwischen VEGF und PEDF zurückzuführen. Es wurde an bovinen retinalen En-

dothelzellen sowie retinalen Müllerzellen aus der Ratte in vitro gezeigt, dass sowohl 
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PEDF als auch VEGF in hohen Konzentrationen mittels bestimmter Mechanismen die 

Expression des jeweiligen Gegenspielers signifikant vermindern können. Diese Er-

kenntnisse wurden zwar an retinalen Zellen gewonnen, sind aber möglicherweise auf 

Tumorgewebe übertragbar. 

In den CNV-Membranen nimmt die VEGF-Konzentration nach einer deutlichen Erhö-

hung der Expression in den 2 Monate nach PDT entfernten Geweben im zeitlichen Ver-

lauf ab; die PEDF-Konzentration steigt im Verhältnis dazu an. Die Annäherung des 

Quotienten der Konzentrationen von VEGF und PEDF in den Membranen findet vor 

allem in dem Gewebe statt, dass ca. 3-12 Monate nach der Behandlung mit der photo-

dynamischen Therapie entfernt worden war. Dieser Verlauf des PEDF stimmt mit den 

Beobachtungen von Tatar et al. [148] überein, die insgesamt gegenüber einer Ver-

gleichsgruppe eine Verminderung des PEDF nach PDT in CNV-Membranen beobachte-

ten, welche unmittelbar nach der PDT stark und im zeitlichen Verlauf immer weniger 

ausgeprägt war. 

Die deutliche Verminderung des PEDF in den mit der PDT behandelten Aderhautmela-

nomen ist möglicherweise darauf zurückzuführen, dass diese in einem Zeitraum zwi-

schen 2 und 5 Tagen nach der PDT entfernt wurden; im Gegensatz zu den CNV-

Membranen, die frühestens 1, spätestens 29 (im Mittel 10) Monate nach der PDT ent-

fernt worden waren. Zu diesem frühen Zeitpunkt nach dem Einwirken der PDT zeigt 

sich deutlich die Auswirkung der Hypoxie: die Expression des VEGF ist stark erhöht und 

führt so vermutlich über die durch Zhang et al. beobachteten Regulationsmechanismen 

zu einer deutlichen Verminderung der PEDF-Expression.  

Einen weiteren Erklärungsansatz bietet die Tatsache, dass die Fläche der Tumoren im 

Auge deutlich größer war als die Fläche der untersuchten CNV und bei der Durchfüh-

rung der PDT andere Behandlungsparameter mit einer längeren Beleuchtungsdauer 

zum Einsatz kamen. Aufgrund dieser Tatsachen könnte die der PDT folgende VEGF-

Erhöhung in den Tumoraugen stärkere Auswirkungen gehabt und zu einer stärkeren 

PEDF-Suppression als in den Augen mit CNV geführt haben. 

5.3. Schlussfolgerung 

In den letzten Jahren hat die PDT eine bedeutende Rolle in der Behandlung der neo-

vaskulären Form der AMD eingenommen. Das Potential und die Wirkung dieser Thera-



DISKUSSION 

75 

pie sind allerdings eingeschränkt durch hohe Rezidivraten und eine reduzierte funktio-

nelle Prognose [2].  

Es wird angenommen, dass die PDT ein Trauma verursacht, das unmittelbar nach der 

Behandlung in einer erhöhten VEGF Expression und Angiogenese in Verbindung mit 

einem entzündlichen Wundheilungsprozess resultiert. Mit zunehmender Reperfusion 

oder auch Vernarbung der CNV-Membranen scheint die Expression des Angiogene-

seinduktors VEGF und damit auch die proliferative Aktivität der Endothelien abzuneh-

men. 

Mit der vorliegenden Arbeit konnte diese Vermutung sowohl in den CNV-Membranen 

als auch den Aderhautmelanomen bestätigt  werden.  

Die Aussagekraft dieser Arbeit ist durch die geringe Fallzahl sowie aufgrund des nicht-

randomisierten, retrospektiven Charakters der Fälle begrenzt. Es handelt sich bei den 

chirurgisch entfernten CNV-Membranen um ein sehr spätes Stadium in der Entwicklung 

einer CNV und somit um eine negative Selektion. Bei den Melanomen sind besonders 

große, nicht anderweitig therapierbare Tumore untersucht worden, bei denen es sich 

ebenfalls um eine bestimmte Selektion handelt. Es ist unklar in welchem Umfang die 

Ergebnisse auf frühere Stadien der Krankheitsbilder übertragen werden können. In bei-

den Versuchsteilen konnte keine in allen Merkmalen exakt übereinstimmende Ver-

gleichsgruppe untersucht werden. Desweiteren handelt es sich bei der Immunhisto-

chemie um einen indirektes Verfahren im Gegensatz zum direkten Nachweis der unter-

suchten Proteine mittels z.B. Polymerase Chain Reaktion (PCR). 

Es handelt sich um seltenes Untersuchungsmaterial und trotz der geringen Fallzahlen 

waren die jeweiligen Gruppen in ihren Charakteristika soweit übereinstimmend, dass sie 

statistisch verglichen werden konnten. So zeigte die Untersuchung der CNV-

Membranen eindeutige Ergebnisse, die mit denen aus anderen Studien [62,129,148] 

übereinstimmen. Auch die Beobachtungen, die bei den Melanomen gemacht wurden, 

hatten einen deskriptiven Charakter und zeigten einheitliche Ergebnisse. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten daraufhin, dass es sich bei den beschriebenen An-

giogenese induzierenden Auswirkungen der photodynamischen Therapie um ein Phä-

nomen handelt, dass von der Art des Gewebes sowie der zugrundeliegenden Patholo-

gie unabhängig reproduzierbar ist. 

Weiterhin scheint die Folgewirkung der PDT sowohl als Langzeiteffekt nach mehrmali-

ger Behandlung der CNV-Membranen mit den standardmäßig verwendeten Parame-

tern, als auch als Kurzzeiteffekt einer Behandlung mit hinsichtlich der Lichtdosis, Infusi-
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onsgeschwindigkeit und Intervall zwischen Ende der Infusion und Beginn der Beleuch-

tung variierten Parametern, einzutreten.  

Die Erkenntnisse dieser Studie erklären möglicherweise die hohen Rezidivraten sowie 

die Beobachtung einer erniedrigten Wiederbehandlungsrate und einer Verbesserung 

des Visus bei einer Kombination der PDT mit einer anti-VEGF Behandlung [46,47,67].  

Um die Vorgänge in dem komplizierten System von Angiogeneseinduktion und  

-inhibition in Gewebe nach der Applikation einer photodynamischen Therapie ausrei-

chend zu verstehen, ist die Durchführung weiterer Untersuchungen unerläßlich.  

Hinsichtlich der Therapie der untersuchten Krankheitsbilder lassen sich aus den oben-

genannten Beobachtungen folgende Konsequenzen ableiten:  

In der Behandlung der CNV-Membranen scheint eine Kombinationstherapie  aus dem 

Gefäßokklusiven Verfahren der PDT und einem Anti-VEGF Medikament zur Unterdrük-

kung der nachgewiesenen reaktiven Erhöhung der VEGF-Expression nach der PDT 

sinnvoll. 

In der Therapie menschlicher Aderhautmelanome ist die PDT aufgrund der inkomplet-

ten Destruktion des malignen Gewebes nur bedingt in Betracht zu ziehen. Das Ausmaß 

der durch die PDT verursachten Nekrose ist derzeit noch schlecht steuer- und vorher-

sagbar. Ebenso kommt es nach der PDT im Nekroseareal zu einer deutlichen Aktivie-

rung der Angiogenese durch vermehrte Expression von VEGF, was im Verlauf  zu einer 

schnellen Rezidivbildung des Tumors führen könnte. 

Somit kann derzeit mittels PDT keine sichere Tumorbehandlung mit möglichst geringer 

Rezidivrate gewährleistet werden.
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6. Zusammenfassung 

Es gibt Hinweise, dass die erfolgreich zur Behandlung der altersbedingten Makulade-

generation eingesetzte Photodynamische Therapie (PDT) durch Induktion von Angio-

genesefaktoren wie dem vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) und sei-

nem Rezeptor (flt-1) an der Pathogenese von Rezidiven bei der Behandlung von CNV 

beteiligt ist. 

Unklar ist der Stellenwert der PDT in der Tumorbehandlung. Hier ist die Frage nach der 

Möglichkeit der Induktion einer Nekrose sowie die Auswirkungen der Therapie auf die 

Tumorangiogenese von Interesse. 

In der vorliegenden Arbeit wurden Angiogenesefaktoren in 2 Modellen; choroidalen 

Neovaskularisationsmembranen sowie Aderhautmelanomen mit und ohne vorherge-

hende PDT mittels immunhistochemischer Färbung untersucht. Die Gewebe wurden 

gefärbt für CD 105 (Endoglin), CD 34, CD 31 (beides Gefäßmarker), VEGF-A (alle Iso-

formen), PEDF (pigment epithelium-derived factor), flt-1 (VEGF-Rezeptor).  

 Im 1. Versuchsteil wurden 11 rezidivierte mit der PDT behandelte, 1-29 Monaten nach 

der Behandlung chirurgisch aus humanen Augen extrahierte CNV, sowie als Kontroll-

gruppe 9 nicht mit der PDT behandelte vergleichbare CNV verwendet. Die mit der PDT 

behandelte Gruppe bestand aus 8 klassischen und 3 okkulten Membranen; die Ver-

gleichsgruppe ohne Behandlung setzte sich aus 6 klassischen und 3 okkulten Membra-

nen zusammen. 

Im 2. Versuchsteil wurden 4 Augen, die wegen eines Melanoms zu einer Enukleation 

vorgesehen waren, 2-5 Tage vor der OP mit einer PDT auf dem Tumor behandelt. Als 

Vergleich dienten 5 Augen mit Melanomen, die ohne vorhergehende PDT enukleiert 

worden waren. Die Melanome wurden zur Auswertung in drei Zonen eingeteilt: Nekro-

se-, Übergangs- und unbehandelte Zone. 

Histologisch bestanden die CNV-Membranen aus fibrovaskulärem Gewebe mit Blutun-

gen sowie vaskulärem Endothel und Pigmentepithel. Der Nachweis des VEGF sowie 

des PEDF ergab eine signifikante Erhöhung in den mit der PDT behandelten CNV ge-

genüber der unbehandelten Gruppe. Für den VEGF-Rezeptor flt-1 konnte kein Unter-

schied nachgewiesen werden.  

Bei allen vier amelanotischen Melanomen konnte mit der Lichtdosis von 150 J/cm² eine 

Tumornekrose mit weitgehender Zerstörung der Gefäße induziert werden. Das nekroti-

sche Gewebe ließ sich deutlich von vitalem Tumorgewebe abgrenzen und um diesen 
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Bereich herum zeigte sich eine inflammatorische Reaktion mit Makrophagen und Gra-

nulozyten. 

Der VEGF sowie der PEDF waren im Bereich der durch die PDT induzierten Nekrose 

nicht nachweisbar, in der Übergangszone war der VEGF deutlich, der PEDF leicht er-

höht. Im unbehandelten Bereich zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe beim VEGF 

eine dezente Erhöhung der Anzahl positiver Zellen, beim PEDF hingegen eine Erniedri-

gung. Der Flt-1 ließ sich in allen Tumorzonen sowie in der Kontrollgruppe in gleicher 

Intensität nachweisen.  

Die Arbeit zeigt, daß nach der Behandlung mit der PDT unabhängig vom zugrundelie-

genden Krankheitsbild eine erhöhte Expression von VEGF sowohl in den CNV-

Membranen als auch im Behandlungsareal der Tumore induziert wird. 

Eine konzentrationsabhängige reziproke Regulation des VEGF und des PEDF gilt als 

erwiesen und die unterschiedlichen Ergebnisse dieser Studie hinsichtlich des PEDF 

sind möglicherweise auf die Auswirkungen dieses komplexen Systems sowie die unter-

schiedlichen Zeitpunkte der chirurgischen Entfernung  zurückzuführen. 

Die Ergebnisse der zwei Modelle deuten daraufhin, dass es sich bei dem beobachteten 

Effekt der Photodynamischen Therapie um ein Phänomen handelt, dass von der Art des 

Gewebes sowie der zugrundeliegenden Pathologie unabhängig reproduzierbar ist . 

Die Ergebnisse dieser Arbeit erklären möglicherweise die Beobachtung einer erniedrig-

ten Wiederbehandlungsrate und einer Verbesserung des Visus bei der Behandlung von 

CNV bei einer Kombination der PDT mit einer anti-VEGF Behandlung.  

Aufgrund der ungenauen Vorhersagbarkeit und Kalkulierbarkeit des Ausmasses einer 

Nekrose sowie der deutlichen Angiogeneseaktivierung innerhalb des malignen Gewe-

bes ist die PDT zur effektiven Behandlung humaner Aderhautmelanome nur bedingt in 

Betracht zu ziehen. 
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8. Abkürzungs-, Tabellen-, und Abbildungsverzeichnis 

8.1. Abkürzungen 

Abb.    Abbildung 

AH    Aderhaut 

AHMM   Aderhautmelanom 

AMD    altersbedingte Makuladegeneration 

Ang.1    Angiopoietin-1 

APAAP   Alkalische Phosphatase anti Alkalische Phosphatase 

Aqua dest.   destilliertes Wasser 

ARM    age related maculopathy  

bzw.    beziehungsweise 

cm²    Quadratcentimeter 

CNV    Choroidale Neovaskulaisationsmembran 

dpt    Dioptrien 

DNA    Desoxyribonukleinsäure   

Flt-1    fetal liver kinase 1 

g    Gramm 

hämorr.   hämorrhagisch 

HIF-1α   hypoxia inducilble factor 1α 

HSPGs   heparansulfatierte Proteoglykane 

IP3    Inositoltrisphosphat 

i.v.    intravenös 

J    Joule 

KDa    Kilodalton 

KDR    kinase insert domain-containing receptor 

KHK    koronare Herzkrankheit 

MAG    Mouse-anti-Goat Antikörper 

MAR    Mouse-anti-Rabbit Antikörper 

MFCP    multifokale Chorioiditis mit Panuveitis 

mg    Miligramm 

min    Minute 

ml    Mililiter 
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mm    Milimeter 

mRNA    messenger RNA 

mW    Miliwatt 

nm    nanometer 

NO    Stickstoffmonoxid 

NRP    Neuropilin 

OCT    optische Cohärenz Tomographie 

OHS    ocular histoplasmosis syndrome 

PDT    Photodynamische Therapie 

PEDF    pigmentepithelium derived factor 

PIC    Punctate Inner Choriodopathy 

PKC    Proteinkinase C 

PlGF    Placenta growth factor 1 

POHS    presumed ocular histoplasmosis syndrome 

RPE    retinales Pigmentepithel 

s    Sekunde 

s.o.    siehe oben 

s.u.    siehe unten 

Tab.    Tabelle 

TGF-β    transforming growth factor β 

TTT    transpupilläre Thermotherapie 

überw.   überwiegend 

VEGF    vascular endothelial growthfactor 

VEGFR1   VEGF-Rezeptor 1 

µl    Mikroliter 

µm    Mikrometer 

z.B.    zum Beispiel 
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8.2. Tabellen 

Tabelle 13: Mögliche Ursachen einer CNV mit exsudativer Makulopathie  

Tabelle 14:  Übersicht über natürliche Angiogneneseaktivatoren und -inhibitoren des 

menschlichen Organismus   

Tabelle 15:  Parameter bei der experimentellen PDT 

Tabelle 16:  Verwendete Primärantikörper mit jeweils zugehörigem Antigen 

Tabelle 17:  Klinische Charakteristika (CNV-Typ, Anzahl der duchgeführten Behand-

lungen, Größe sowie Zeit zwischen PDT und operativer Entfernung der 

CNV-Membran) der mit der PDT behandelten CNV-Membranen  

Tabelle 18:  Klinische Charakteristika der unbehandelten CNV-Membranen (CNV-

Typsowie Größe der Läsion) 

Tabelle 19: Anzahl der CD 31-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der mit der 

PDT behandelten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in 

der Kontrollgruppe (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 

Tabelle 20: Anzahl der CD 34-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der mit der 

PDT behandelten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in 

der Kontrollgruppe (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 

Tabelle 21: Anzahl der CD 105-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der mit der 

PDT behandelten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in 

der Kontrollgruppe (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 
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Tabelle 22: Anzahl der  VEGF-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der mit der 

PDT behandelten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in 

der Kontrollgruppe (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 

Tabelle 23: Anzahl der Flt-1-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der mit der 

PDT behandelten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in 

der Kontrollgruppe (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 

Tabelle 24: Anzahl der PEDF-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der mit der 

PDT behandelten Tumore im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in 

der Kontrollgruppe (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 

 

8.3. Abbildungen 

Abbildung 60:   Fotographie eines peripapillären Aderhautmelanoms 

Abbildung 61: schematische Darstellung einer klassischen CNV mit Wachstum 

von Gefäßen aus der Aderhaut (AH) durch das retinale Pigmente-

pithel (RPE) unter die Netzhaut (NH). 

Abbildung 62: optische Kohärenztomographie (OCT): Schnitt durch die Schichten 

einer klassischen CNV mit Gefäßwachstum durch das RPE unter 

die Netzhaut 

Abbildung 63: VEGF-Isoformen mit Angabe der Anzahl der Exons. Durch Ex-

onsplicing existieren mindestens 6 verschiedene Isoformen des 

VEGF-A. Als Hauptangiogeneseinduktor gilt das VEGF165, wäh-

rend VEGF165b die Angiogenese inhibiert. 

Abbildung 64:  Schematische Darstellung des Aufbaus der VEGFR mit Zuordnung 

der spezifischen Liganden sowie der Co-Rezeptoren s-VEGFR-1 

und NRP-1. Durch Bindung der verschiedenen Liganden an den je-

weiligen Rezeptor kommt es zur Dimerisation und Phosphorylierung 

und nachfolgend zur Aktivierung von Angiogenesevorgängen. 

Abbildung 65:  Vereinfachte schematische Darstellung der Rezeptor-Ligand-

Interaktion mit nachfolgend ablaufenden intrazellulären Stoffwech-

selprozessen mit Beteiligung von Adapterproteinen wie z.B. der 
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Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase), der Protein Kinase C 

(PKC) sowie Inositoltrisphosphat (IP3) und Calcium, die in Angio-

genese sowie Endothelzell-Überleben resultieren. 

Abbildung 66: Therapie der CNV: Photodynamische Therapie (PDT). Der Farbstoff 

Verteporfin wird über eine Armvene injiziert und gelangt in die Ge-

fäße der CNV. Dort wird der Farbstoff mittels Laser aktiviert und 

führt so zu einer Okklusion der pathologischen Gefäße. 

Abbildung 67:  schematische Darstellung der APAAP-Methode  

Abbildung 68: schematische Darstellung des mittels Rasterokular ausgezählten 

Feldes bei 200-facher Vergrößerung. Zellen auf der rechten und 

oberen Begrenzung wurden mitgezählt, Zellen auf der linken und 

unteren Begrenzung jedoch nicht. 

Abbildung 69: PDT-behandelte CNV-Membran bei 100-facher Vergrößerung mit 

retinalem Pigmentepithel und Endothelzellen 

Abbildung 70: PDT-behandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Fär-

bung für CD 31 bei 100-facher Vergrößerung 

Abbildung 71:  PDT-behandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Fär-

bung für CD 31 bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 72:  unbehandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Färbung 

für CD 31 bei 200-facher Vergrößerung 

Abbildung 73:  Vergleich der Anzahl der CD31-positiv gefärbten Zellen in den 

CNV-Membranen der behandelten (PDT ja) und der unbehandelten 

Gruppe (PDT nein) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, 

Median) 

Abbildung 74:  PDT-behandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Fär-

bung für CD 34 bei 100-facher Vergrößerung. 

Abbildung 75:  PDT-behandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Fär-

bung für CD 34 bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 76:  unbehandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Färbung 

für CD 34 bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 77: Vergleich der Anzahl der CD34-positiv gefärbten Zellen in den 

CNV-Membranen der behandelten (PDT ja) und der unbehandelten 

Gruppe (PDT nein) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, 

Median) 
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Abbildung 78:  PDT-behandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Fär-

bung für CD 105 bei 100-facher Vergrößerung. 

Abbildung 79:  PDT-behandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Fär-

bung für CD 105 bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 80:  unbehandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Färbung 

für CD 105 bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 81: Vergleich der Anzahl der CD105-positiv gefärbten Zellen in den 

CNV-Membranen der behandelten (PDT ja) und der unbehandelten 

Gruppe (PDT nein) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, 

Median) 

Abbildung 82:  PDT-behandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Fär-

bung für VEGF bei 100-facher Vergrößerung. 

Abbildung 83:  PDT-behandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Fär-

bung für VEGF bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 84:  unbehandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Färbung 

für VEGF bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 85: Vergleich der Anzahl der VEGF-positiv gefärbten Zellen in den 

CNV-Membanen der behandelten (PDT ja) und der unbehandelten 

Gruppe (PDT nein) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, 

Median) 

Abbildung 86:  PDT-behandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Fär-

bung für Flt-1 bei 100-facher Vergrößerung. 

Abbildung 87:  PDT-behandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Fär-

bung für Flt-1 bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 88:  unbehandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Färbung 

für Flt-1 bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 89: Vergleich der Anzahl der Flt-1-positiv gefärbten Zellen in den CNV-

Membranen der behandelten (PDT ja) und der unbehandelten 

Gruppe (PDT nein) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, 

Median) 

Abbildung 90:  PDT-behandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Fär-

bung für PEDF bei 100-facher Vergrößerung. 

Abbildung 91:  PDT-behandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Fär-

bung für PEDF bei 200-facher Vergrößerung. 
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Abbildung 92:  unbehandelte CNV-Membran nach immunhistochemischer Färbung 

für PEDF bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 93: Vergleich der Anzahl der PEDF-positiv gefärbten Zellen in den 

CNV-Membranen der behandelten (PDT ja) und der unbehandelten 

Gruppe (PDT nein) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, 

Median) 

Abbildung 94: Anzahl VEGF-positiv gefärbter Zellen in Abhängigkeit vom Zeitin-

tervall in Monaten zwischen letzter PDT und der operativen Entfer-

nung der CNV-Membran 

Abbildung 95: Anzahl CD105-positiv gefärbter Zellen in Abhängigkeit vom Zeitin-

tervall in Monaten zwischen letzter PDT und der operativen Entfer-

nung der CNV-Membran 

Abbildung 96: Deskriptive Darstellung des Quotienten aus der Anzahl VEGF-

positiver Zellen über der Anzahl PEDF-positiver Zellen im zeitlichen 

Verlauf nach der Behandlung mit der Photodynamischen Therapie. 

Abbildung 97:  makroskopisches Foto eines Aderhautmelanoms mit durch die PDT 

erzeugter Nekrose. 

Abbildung 98:  mikroskopisches Bild eines Aderhautmelanoms mit durch die PDT 

erzeugter Nekrose bei 50-facher Vergrößerung. 

Abbildung 99: mit der PDT behandeltes Aderhautmelanom nach immunhistoche-

mischer Färbung in 200-facher Vergrößerung. Deutlich erkennbar 

die drei Zonen des Tumors: die Nekrosezone, die Übergangszone 

zwischen Nekrose und unbehandeltem Areal des Tumors sowie der 

unbehandelte Bereich. 

Abbildung 100: Aderhautmelanom nach der Behandlung mit der PDT (50-fache 

Vergrößerung). Es zeigt sich eine deutliche Nekrose im Behand-

lungsareal (Pfeile) sowie einige Restinseln vitaler Zellen innerhalb 

der Nekrose. 

Abbildung 101: mit der PDT behandeltes Aderhautmelanom nach immunhistoche-

mischer Färbung für CD31 bei 200-facher Vergrößerung. Die drei 

Zonen des Tumors sind deutlich erkennbar: Nekrosezone (N), Ü-

bergangszone (Ü) und unbehandeltes Areal (uA) 

Abbildung 102: unbehandeltes Aderhautmelanom nach immunhistochemischer 

Färbung für CD31 bei 200-facher Vergrößerung. 
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Abbildung 103: Anzahl der CD 31-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen (Ne-

krose, Übergang, unbehandelt) der mit der PDT behandelten Tumo-

re im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kontrollgruppe 

(Vergleich) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median). 

Abbildung 104: mit der PDT behandeltes Aderhautmelanom nach immunhistoche-

mischer Färbung für CD34 bei 200-facher Vergrößerung. Die drei 

Zonen des Tumors sind deutlich erkennbar: Nekrosezone (N), 

Übergangszone (Ü) und unbehandeltes Areal (uA). 

Abbildung 105: unbehandeltes Aderhautmelanom nach immunhistochemischer 

Färbung für CD34 bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 106: Anzahl der CD 34-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen (Ne-

krose, Übergang, unbehandelt) der mit der PDT behandelten Tumo-

re im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kontrollgruppe 

(Vergleich) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median). 

Abbildung 107: mit der PDT behandeltes Aderhautmelanom nach immunhistoche-

mischer Färbung für CD105 bei 200-facher Vergrößerung. Die drei 

Zonen des Tumors sind deutlich erkennbar: Nekrosezone (N), Ü-

bergangszone (Ü) und unbehandeltes Areal (uA). 

Abbildung 108: unbehandeltes Aderhautmelanom nach immunhistochemischer 

Färbung für CD105 bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 109: Anzahl der CD 105-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen (Ne-

krose, Übergang, unbehandelt) der mit der PDT behandelten Tumo-

re im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kontrollgruppe 

(Vergleich) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 

Abbildung 110: mit der PDT behandeltes Aderhautmelanom nach immunhistoche-

mischer Färbung für VEGF bei 200-facher Vergrößerung. Die drei 

Zonen des Tumors sind deutlich erkennbar: Nekrosezone (N), 

Übergangszone (Ü) und unbehandeltes Areal (uA). 

Abbildung 111: unbehandeltes Aderhautmelanom nach immunhistochemischer 

Färbung für VEGF bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 112: Anzahl der  VEGF-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen der 

mit der PDT behandelten Tumore im Vergleich mit der Anzahl posi-

tiver Zellen in der Kontrollgruppe 
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Abbildung 113: mit der PDT behandeltes Aderhautmelanom nach immunhistoche-

mischer Färbung für Flt-1 bei 200-facher Vergrößerung. Die drei 

Zonen des Tumors sind deutlich erkennbar: Nekrosezone, Über-

gangszone und unbehandeltes Areal. 

Abbildung 114: unbehandeltes Aderhautmelanom nach immunhistochemischer 

Färbung für Flt-1 bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 115: Anzahl der Flt-1-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen (Nekro-

se, Übergang, unbehandelt)  der mit der PDT behandelten Tumore 

im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kontrollgruppe 

(Vergleich) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 

Abbildung 116: mit der PDT behandeltes Aderhautmelanom nach immunhistoche-

mischer Färbung für PEDF bei 200-facher Vergrößerung. 

Abbildung 117: unbehandeltes Aderhautmelanom nach immunhistochemischer 

Färbung für PEDF bei 200-facher Vergrößerung. Es zeigen sich 

einzelne PEDF-positive Zellen im Tumorgewebe (s. Pfeile). 

Abbildung 118: Anzahl der PEDF-positiv gefärbten Zellen in den drei Zonen (Ne-

krose, Übergang, unbehandelt) der mit der PDT behandelten Tumo-

re im Vergleich mit der Anzahl positiver Zellen in der Kontrollgruppe 

(Vergleich) (Maximum, Minimum, Standardabweichung, Median) 
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