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1. Einleitung
1.1 Definition und Geschichte

Endometriose ist definiert als die Anwesenheit und das Wachstum von
endometriuméhnlichen Zellstrukturen auBerhalb der Gebarmutter (Olive und Schwartz
1993, Adamson 1999). Eine weitere pathologische Ausdrucksform ist die Adenomyose,
mit Endometrioseinseln im Myometrium (Schindler 2007). Das Endometrium zeigt
Driisenzellen und bindegewebige Stiitzgeriistzellen, sogenannte Stromazellen, auf.

Das gyndkologische Erscheinungsbild der Endometriose ist als eine gutartig wuchernde
Erkrankung der Frau zu verstehen (Schindler 2007). Endometrioseherde sind
iiberwiegend oberflichlich peritoneal, ovariell, aber auch in tieferen Strukturen als tief
infiltrierende Endometriose (DIE) im kleinen Becken vorzufinden (Ulrich und
Herchenbach 2010). Die Endometriose reagiert meist auch auf hormonelle
Schwankungen, dhnlich wie im Endometrium (Ulrich und Herchenbach 2010, Zhu et al.
2012). Der Begriff Endometriose taucht in der Medizin zum ersten Mal 1925 auf;
Wegbereiter war John Albertson Sampson (Clement 2001). Zuvor gab es
unterschiedliche deskriptive Verdffentlichungen mit nicht- einheitlichen Begriftfen. Die
erste datierte Beschreibung geht auf den Arzt Daniel Shroen aus Jena 1690 zuriick. Er
hatte damals in seiner Doktorarbeit ,,Disputatio Inauguralis Medica de Ulceribus
Ulceri* die Morphologie der Endometriose beschrieben (Oehmke et al. 2007). Erst viele
Jahre spiter wurden weitere Entdeckungen gemacht. Karl von Rokitansky beschrieb
1860 in Wien als erster Pathologe endometriale Driisen im Myometrium (Rokitansky
1860). 1896 folgte der Chirurg Cullen mit ausfiihrlichen Arbeiten zur Adenomyose
(Benagiano und Brosens 2006). Ein Jahr danach dokumentierte Pfannenstiel in seinen
Arbeiten rektovaginale endometriotische Lasionen (Brosset 1954). Im Jahr 1899
verdffentlichte Russell Arbeiten zur Beschreibung der ovariellen Endometriose, die
jedoch auch schon 1793 von Johann Crell in Wittenberg dargestellt wurden. Crell
beschrieb als einer der ersten die endometriotischen Zysten auf dem Ovar (Ebert 2011).
Meyer charakterisierte im Jahre 1903 die Narbenendometriose und in den
darauffolgenden Jahren den Befall der Lymphknoten sowie Teile des Dickdarms (Ebert
2011). Sampson folgte 1921 mit der detaillierten Beschreibung von hdmorrhagischen
Zysten im Ovar, besser bekannt als sogenannte ,,Schokoladenzysten® (Sampson 1921).
In den nachfolgenden Jahren hinterlieB er grundlegende Beitrdge zur Morphologie und

Pathogenese der Endometriose (Clement 2001).



1.2 Epidemiologie

Unter allen benignen, proliferativen Erkrankungen der Frau gehort die Endometriose
zur zweithdufigsten (Schweppe 2003). Die Zahl der Frauen, die weltweit von
Endometriose direkt betroffen sind, wird auf ca. 176 Millionen taxiert (Adamson et al.
2010). Die Erkrankung kann nach der ersten Menarche in jedem Alter vorkommen
(Keckstein 2009). Es gibt jedoch auch Ausnahmefille, so wie etwa bei einer 9- jahrigen,
bei der unmittelbar vor der ersten Menstruation eine Endometriose pathologisch
gesichert werden konnte (Ebert et al. 2009).

Konkrete Angaben iiber die Pravalenz und Inzidenz der Endometriose sind nur bedingt
moglich (Houston 1984). Die Schwierigkeit besteht darin, dass es Schwankungen in den
Patientenpopulationen, Verfahren und Kriterien fiir die Diagnose gibt. Aulerdem
mangelt es an gut entworfenen epidemiologischen Untersuchungsmethoden, die es
mithsam machen, eine gesicherte Faktenlage zu erhalten (Ozkan et al. 2008).
Altersspezifisch stellen Frauen zwischen dem 25. und 40. Lebensjahr den Grofiteil des
Patientenkollektivs dar. Mit zunehmendem Alter sinkt die Inzidenz der Endometriose
(Missmer et al. 2004).

Einige Studien schétzen die Privalenz von Endometriose bei Frauen im gebarfiahigen
Alter auf etwa 4- 10% (Wheeler 1989, Sangi-Haghpeykar und Poindexter 1995).

Im Gegensatz hierzu wurde die Inzidenz in einer Kohortenstudie auf ungeféhr 11%
beziffert (Buck Louis et al. 2011). Priavalenzschéitzungen der Endometriose in der Klinik
variieren je nach Diagnose (Cramer und Missmer 2002). Frauen mit priméren
Fruchtbarkeitsstorungen weisen eine Privalenz von ca. 9- 50% auf (Duignan et al. 1972,
Williams und Pratt 1977, Cramer 1986). Bei Patientinnen mit chronischen
Unterbauchschmerzen liegt die Haufigkeit zwischen 45- 80% (Carter 1994, Schindler
2007).

Auch ethnologische Unterschiede konnten nachgewiesen werden. Bei Kaukasiern und
Asiaten ist ein hoheres Risiko als bei Afroamerikanern und Lateinamerikanern
feststellbar (Missmer et al. 2004).

Mit der Diagnose Endometriose entstehen erhebliche Ausgaben fiir das
Gesundheitssystem. Allein die Kosten fiir die stationdre Behandlung in Deutschland im

Jahr 2006 beliefen sich auf geschitzte 40.708.716,26 € (Oppelt et al. 2012).



1.3 Lokalisation und Klassifikation

Endometrioseinseln kdnnen sich an unterschiedlichen Lokalisationen im Kdérper finden
und werden in drei Formen eingeteilt: die peritoneale, ovarielle und die tief
infiltrierende Endometriose (Donnez et al. 1995).

Die tief infiltrierende Endometriose (DIE) ist dadurch charakterisiert, dass ab ca. Smm
unter dem Peritoneum ektopes Driisen- und zytogenes Stromagewebe zu finden ist
(Cornillie et al. 1990). Heterotrophes, endometriales Driisen- und Stromagewebe in der
Gebarmuttermuskulatur wird unter dem Begriff ,,Adenomyosis uteri* gefiihrt (Ferenczy
1998). Eine etwas andere Einteilung hat sich in der deutschen Literatur durchgesetzt:
Endometriosis genitalis interna: Die Lasionen befinden sich in der Gebdrmutter und
entsprechen der Adenomyosis uteri (Halis et al. 2010).

Endometriosis genitalis externa: Endometrioseinseln kommen im kleinen Becken, wie
z.B. im Ovar, Vagina oder Peritoneum, vor (Halis et al. 2010).

Endometriosis extragenitalis: Endometrioseherde sind auf3erhalb des kleinen Beckens
vorhanden; betroffen sind hierbei hiufig Dick- und Diinndarm sowie Harnblase,
Harnleiter, Lunge, Leber und Bauchnabel (Halis et al. 2010).

Diese unterschiedlichen Entitdten differenzieren sich in Symptomatik,
Krankheitsverlauf und daraus folgend auch in der Behandlungstherapie (Dunselmann
2001). Die nachfolgende Abb. 1 und Tab. 1 stellen die typischen Lokalisationen der

Endometriose und ihre prozentuale Hiufigkeit vor.
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Abb. 1: Typische Lokalisationen endometriotischer Léasionen (Olive und Pritts 2001).



Tab. 1: Héufigkeit der Lokalisationen von Endometriose im Becken und Bauchraum

(Schindler 2007).

Lokalisation Haufigkeit
Ligamentum sakrouterinum 60%
Ovar 52%
Douglas 28%
Harnblase 15%
Ligamentum latum 16%
Rectum 12%
Mesosalpinx 10%
Ligamentum rotundum 5%
Eileiter 2-8%
Appendix 2%

Eine neuere Einteilung, der ENZIAN- Score (Abb. 2), stellt eine Ergdnzung zum
rASRM- Score (Abb. 3) dar (Haas et al. 2013a). Der ENZIAN- Score ist eine
Klassifikation, mit der versucht wird, die tief infiltrierende, retroperitoneal gelegene
Endometriose differenzierter zu erfassen und eine konforme Stadien- adaptierte
Therapie anzustreben (Tuttlies et al. 2005). Die Strukturen werden unterteilt in drei

Kompartimente:

* Kompartiment A: Douglasraum und Scheide
» Kompartiment B: Ligamenta sakrouterina bis hin zur Beckenwand

* Kompartiment C: Rektum und Sigmoideum

Der Schweregrad der Ausdehnung wird folgendermallen bestimmt:  * Grad 1: <1 cm
*Grad 2: 1-3 cm

e Grad 3: >3 cm

Tiefe Invasionen der Endometriose jenseits des kleinen Beckens und von Organen
konnen auch separat erfasst werden (Haas et al. 2013b). Das Préfix "F" steht fiir
entfernte Manifestationen, welche sich auf eine retroperitoneale Lokalisation beziehen

(FA = Adenomyosis, FB = Beteiligung der Blase, FU = Eigenbeteiligung des



Harnleiters, FI = Darmerkrankungen kranial der rektosigmoidalen Kreuzung und FO=
andere Orte, wie z.B. Bauchwand) (Haas et al. 2013b). Die Nomenklatur ist analog der
TNM- Klassifikation. In Bezug auf die Korrelation mit den Symptomen fehlen fiir den
ENZIAN- Score bisher hinreichende Daten (Haas et al. 2013Db).

Die am weitesten verbreitete Klassifikation ist die American Society for Reproductive
Medicine. Fiir die Klassifikation wurde ein Punktesystem entwickelt, der sogenannte
rASRM- Score (Abb. 3). Es wird je nach Schweregrad der Lésion eine Einteilung in

vier Stadien vorgegeben (American Society for Reproductive Medicine 1997).

I=gering (1- 5 Punkte)
[I=méBig (6- 15 Punkte)
[I=schwer (16- 40 Punkte)
[V=ausgedehnt (> 40 Punkte)

Durch ein operatives Verfahren wird makroskopisch die Lasion charakterisiert. Es
werden Anzahl, Lage, Ausbreitungsflache, Infiltration sowie Verwachsungsgrad
bewertet. In die Beurteilung gehen Peritoneum, Ovar und Tube ein (American Society
for Reproductive Medicine 1997). Extragenitale Lasionen finden in dieser
Klassifikation keine Beriicksichtigung. Aulerdem zeigt die rASRM- Klassifikation nur

eine schwache Korrelation mit den Symptomen der Endometriose (Haas et al. 2013Db).
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Abb. 2: Die revidierte Enzian Klassifikation (Haas et al. 2013b).
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Abb. 3: rASRM- Klassifikation (American Society for Reproductive Medicine 1997).

1.4 Makroskopie und Histologie

Das makroskopische Erscheinungsbild der Endometriose ist sehr heterogen. Die

Lasionen stellen sich meist in Form kleiner Inseln dar, die vereinzelt im Ovar meist aus

zystischen Strukturen und im Peritoneum meist aus beetférmigen, polypdsen

Implantaten bestehen konnen (Schweppe et al. 1990). In der Umgebung finden sich



bindegewebige, narbige und entziindliche Reaktionen (Keckstein 2009). Bei der
peritonealen Endometriose findet man weile, gelbe, rote und schwarze Herde, die bei
den Patientinnen gleichzeitig vorliegen konnen. Sie variieren von pigmentierten bis
hinzu nicht pigmentierten Herden (Schindler 2007).

Untersuchungen legen nahe, dass die Farbe der Lasion in der Endometriose Alter der
Lasion, Driisenmuster und Driiseninhalt widerspiegeln (Strehl et al. 2014).
Charakteristisch fiir die Ovarialendometriose sind gro3e Zysten mit schokoladenartigem
Inhalt, die sich durch Einblutungen entwickeln (Keckstein 2009). Die Zysten liegen
zunichst oberflachlich auf den Eierstdcken, die sich mit der Zeit abkapseln und sich im
Inneren der Ovarien ausbreiten (Keckstein 2009).

Die tief infiltrierende Endometriose wird von Koninckx und Martin (1992) in drei
Untergruppen eingeteilt: Typ I ist konisch geformt und wird durch Infiltration gebildet;
Typ Il ist tief gelegen und durch umfangreiche Verwachsungen bedeckt; Typ III sind
kugelformige Kndtchen mit der gréfiten Ausdehnung unter dem Bauchfell und stellen
gleichzeitig die schwerste und grofite Art der Lasion dar (Koninckx und Martin 1992).
Die Besonderheiten bei der tief infiltrierenden Endometriose sind die schwierigen
Beurteilungsmoglichkeiten und damit auch eine unzureichende Diagnosestellung; somit
kann diese Art der Lasion nur postoperativ exakt beurteilt werden (Schindler 2007).

Die nachfolgenden Abbildungen stellen einige intra- und postoperative Befunde von

den verschiedenen Endometriosearten dar (Abb. 4, 5 und 6).

Abb. 4: Ein postoperativer Befund einer diffus- infiltrierenden Adenomyosis uteri mit
Héamorrhagien (Pfeil) (Copyright der Tulane Universitét. Alle Rechte vorbehalten. Web.
URL: http://www?2.tulane.edu/som/departments/pathology/images/Slide017 1.jpg Stand
09.11.2016).



Abb. 5: Eine laparoskopische Darstellung mehrerer oberflachlicher peritonealer
Endometrioseherde (Zherdev Danila Vladimirovich Web. URL:
http://lapro.ru/zabolevaniya 20100809011723.html Stand 08.11.2016).

Abb. 6: Eine laparoskopische Darstellung einer rupturierten ovariellen
Endometriosezyste (Zherdev Danila Vladimirovich Web. URL:
http://lapro.ru/zabolevaniya 20100809011723.html Stand 08.11.2016).

Das histologische Vorhandensein von glanduldren Strukturen (Epithel), endometrialem
Stroma und pigmentbeladenen Makrophagen in den jeweiligen Entitéten gilt als
Nachweis fiir die Endometriose. Meistens liegen zumindest zwei dieser Strukturen vor

(Ebert 2011).


http://lapro.ru/zabolevaniya_20100809011723.html

Mikroskopische Untersuchungen zeigen, dass die endometriotischen Driisen relativ
dhnlich den endometrialen Driisen bei Patientinnen sind, die von inaktiv bis proliferativ
oder gelegentlich sekretorisch bis hyperplastisch reichen kénnen (Clement 2007).
Trotzdem gibt es Erscheinungsformen, die von rein driisigen- bis rein stromalen
endometriotischen Lésionen reichen. In detaillierten Aufnahmen im
Elektronenmikroskop wurden beispielweise bis zu drei Gruppen von Lédsionen
unterschieden (Schweppe et al. 1990). Die erste Gruppe ist durch einen hohen
Differenzierungsgrad der Driisen und des zytogenen Stromas charakterisiert. Die zweite
Gruppe ist durch mehr kubisches, abgeflachtes und niedrig differenziertes Epithel
gekennzeichnet, das zum grof3ten Teil dilatierte Driisen auskleidet. In der dritten Gruppe
ist das Epithel wiederum hochdifferenziert, jedoch bestehen Ahnlichkeiten zur Tube und
Zervixschleimhaut (Schweppe et al. 1990).

Ebenfalls konnte elektronenmikroskopisch gezeigt werden, dass Endometrioseherde
morphologisch uneinheitlich auf zyklische Hormoneinfliisse reagieren; so konnten
Reaktionen von wenig intensiv, unvollstdndig bis zum Teil fehlend festgestellt werden
(Schweppe et al. 1984).

Die endometriotischen Lasionen, die keine Driisen haben und als eine rein stromale
Endometriose bezeichnet werden (Boyle und McCluggage 2009), haben
charakteristische Knotchen oder Plaques, die oberfldchlich meist unterhalb des
Mesothels vorzufinden sind. Diese stromale Endometriose kann isoliert sowie mit der
typischen Endometriose auftreten (Boyle und McCluggage 2009).

Ebenso trifft man auf Lasionen, wo das zytogene Stroma nicht vorhanden ist und nur
Driisenformationen auftreten, wie z.B. bei postmenopausalen Frauen (Houghton und
McCluggage 2011). Hier konnte die Suche nach pigmentbeladenen Makrophagen die
Diagnose erleichtern, um eine Fehldiagnose wie die Endosalpingiose zu vermeiden
(Houghton und McCluggage 2011). Im Gegensatz dazu gibt es aber auch Mischungen
von differenzierten bis hinzu undifferenzierten endometriotischen Zellen sowie rein
stromale Herden, die im Zusammenhang mit der rektovaginalen Endometriose stehen
(Abrao et al. 2003).

Ergédnzend dazu zeigte eine andere Studie, dass sich in oberflachlichen
Endometrioseherden hoch differenzierte Driisenstrukturen finden und in der ovariellen
Endometriose eine Dominanz von niedrig differenzierten und gemischten Strukturen

(Kamergorodsky et al. 2009).
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1.5 Pathogenese

Die Atiologie der Endometriose ist weiterhin ungeklart. Im Laufe der Zeit haben sich
mehrere Erklarungsmodelle zur Pathogenese der Endometriose entwickelt.

Eines der am weitesten verbreiteten Theoriemodelle ist die Transplantationshypothese
von Sampson. IThm hat man sogar fiir seine Errungenschaften den Beinamen ,,Vater der
Endometriose gegeben (Clement 2001). Er hat als Erster Anfang des 20. Jahrhunderts
nachweisen kénnen, dass durch die retrograde Menstruation vitales eutopes
Endometriumgewebe durch die Eileiter in die Bauchhohle gelangt und sich dort
implantiert und als Endometriose in Erscheinung tritt (Sampson 1925).

Des Weiteren haben Frauen mit Endometriose groRere Mengen an retrogradem
Menstruationsfluss als Frauen ohne Endometriose (Halme et al. 1984), was als ein
Risikofaktor fur die Endometriose gewertet wird (Koninckx et al. 1998).

AuRerdem sieht man bei Stérungen in der Embryonalentwicklung des Miiller”schen-
Ganges und bei zervikalen oder vaginalen Abflussbehinderungen ein erhohtes Risiko
der Endometriose zu einem fritheren Zeitpunkt (Nunley und Kitchin 1980, Olive und
Henderson 1987). An Tierversuchen wurde nach einer Zervix-Verengung ebenfalls ein
signifikant haufigeres Auftreten von Endometrioseherden beobachtet (D'Hooghe et al.
1994, D'Hooghe 1997). Sampson vermutete ebenso eine lymphogene und hamatogene
Streuung der Endometriumzellen zu ektopischen Lokalisationen auRRerhalb des Beckens
(Sampson 1927a).

Ein anderes Erklarungsmodell ist die Theorie der Metaplasie. Die Endometrioseherde
sollen sich durch undifferenzierte Zellen des Z6lomepithels entwickeln (Meyer 1919,
Gruenwald 1942). Gestutzt wird die Theorie von dem metaplastischen Potential des
pelvinen Mesothels und der Invagination des Cortex bei der ovariellen Endometriose
(Nisolle und Donnez 1997). Auch aus rektovaginalen Knoten sollen durch eine
Metaplasie von Muiller’schen Uberbleibseln endometriotische Lasionen entstehen
(Nisolle und Donnez 1997).

Einige Stimuli, wie hormonelle oder immunologische Faktoren, sollen ebenfalls eine
metaplastische Veranderung der normalen Zellen induzieren (Levander und Normann
1955, Merrill 1966). In diesem Zusammenhang wird auch die Embryonic rest Theorie
gebracht; wéhrend der embryonalen Entwicklung sollen endometriale Zellen, die
eigentlich in der Gebarmutter wachsen, sich in der Bauchhohle vorfinden. Diese Zellen
wiirden dann in der Pubertat unter den Wirkungen von Ostrogen und Progesteron
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aktiviert werden (Aznaurova et al. 2014).

Ein weiteres entwicklungsbiologisches Erklarungsmodell hat eine Forschergruppe aus
Italien vorgestellt. Es wurden fetale Autopsieproben untersucht und ektope
Endometriumzellen an prédestinierten Stellen, wie im Douglasraum und Septum
rektovaginale, nachgewiesen (Signorile und Baldi 2010).

Eine neuere Hypothese, die TIAR- Theorie, (Tissue Injury and Repair) postuliert, dass
Endometriose durch ein Auto-Trauma verursacht wird (Leyendecker et al. 2009).

Eine dstrogengesteuerte Peristaltik des Uterus fuhrt zu Mikrotraumata; die
Mikrotraumen bedingen Gewebeschadigungen mit anschlieBender Reparatur unter einer
lokal zunehmenden Produktion von Ostrogen, die wiederum die Hyperperistaltik des
Uterus anregt. Es kommt folglich zu einer Desquamation und Dislokation von basalen
Endometriumzellen tber die Tuben in den Bauchraum (Leyendecker et al. 2009).
Ebenso konnen die endometrialen Zellen das Myometrium penetrieren und sich als
Adenomyose manifestieren (Leyendecker et al. 2009).

Eine andere Theorie geht davon aus, dass Stammzellen an der Pathogenese der
Endometriose beteiligt sind (Maruyama und Yoshimura 2012); so soll es wahrend der
neonatalen Periode zu einer Ablésung von Endometriumzellen kommen, welche
Stammzellcharakter haben. Diese Zellen implantieren sich dann durch einen retrograden
Fluss in die Bauchhohle und tberleben langfristig als endometriale Stammzellen
(Gargett et al. 2014). Unterstutzt wird diese Hypothese, dass wahrend der spaten
Stadien der Schwangerschaft das Endometrium des Fetus dezidualisiert und es nach der
Geburt zur Desquamation kommt (Gargett et al. 2014).

In Experimenten mit Endometrioseherden konnte ebenfalls ein Nachweis von
Stammzellen gezeigt werden (Chan et al. 2011). Diese Theorie greift unterstiitzend
Sampsons Prinzip der retrograden Menstruation auf.

Weitere Ansatze die zur Klarung des Pathomechanismus beitragen, sind hormonelle,
oxidative, genetische und immunologische Faktoren. Es konnte in experimentellen
Untersuchungen gezeigt werden, dass endometriotische L&sionen vermutlich vom
Hormon Ostrogen abhangig sind. Ostrogen férdert durch mitogene Eigenschaften die
Erhaltung und das Wachstum in der Endometriose (Gurates und Bulun 2003). Auf der
anderen Seite stellt das Hormon Progesteron eine gegensatzliche Funktion auf die
Endometrioseherde dar; es antagonisiert die mitogene Wirkung von Ostrogen in der
Endometriose (Gurates und Bulun 2003). AulRerdem enthalten die endometriostischen

Lasionen Ostrogenrezeptoren sowie das Enzym Aromatase, das die Umwandlung von
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Androgenen zu Ostrogenen katalysiert (Kitawaki et al. 2002). Weiterhin unterscheiden
sich die Expressionsmuster der Ostrogenrezeptoren und Progesteronrezeptoren in der
Endometriose von denen des eutopen Endometriums (Kitawaki et al. 2002).

Studien legen nahe, dass ein moglicher Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und
der Endometriose besteht. Der oxidative Stress entsteht durch das Vorhandensein von
erhéhten Konzentrationen freier Radikale und der Abwesenheit oder Reduktion von
Antioxidantien (Gupta et al. 2006). Es wurde ein Ungleichgewicht zu Gunsten freier
Radikale in Endometriosepatientinnen vorgefunden (Murphy et al. 1998, Szczepanska
et al. 2003).

Eine genetische Praposition wird auch immer wieder in Verbindung mit der
Endometriose gebracht. Es werden stets Félle gefunden, bei denen eine familiare
H&ufung mit erhohten Risiko bei Menschen mit einem betroffenen Verwandten ersten
Grades einhergehen (Seli et al. 2003). Auch bei eineiigen Zwillingen konnte ein
vermehrtes Auftreten von Endometrioseherden festgestellt werden, die ebenfalls eine
genetische Komponente in Betracht ziehen (Hadfield et al. 1997). Ein weiteres Merkmal
in diesem Zusammenhang ist das Vorkommen unterschiedlicher Gen- und
Proteinexpression zwischen Patienten mit und ohne Endometriose (May et al. 2011).
Beobachtungen zeigen, dass Autoimmunerkrankungen gehauft bei Frauen mit
Endometriose auftreten. Es besteht die Mdglichkeit, dass die Pathogenese der
Endometriose auf eine fehlerhafte Immunantwort in Zusammenhang gebracht wird
(Sinaii et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass in Endometriosepatientinnen die
eutopen Endometriumzellen gegenuber den natiirlichen Killerzellen deutlich resistenter
sind als bei Patientinnen ohne Endometrioseherde (Burney und Giudice 2012). Es
konnte auch eine Zytokinerhéhung in der Endometriose festgestellt werden. Die Typ2-
T- Helferzellen unterdriicken in der Peritonealflussigkeit die zellvermittelte Immunitat
durch die Erhéhung der Sekretion von IL- 4 und IL- 10 (Hsu et al. 1997). Eine weitere
Dysregulation des Immmunsystems, welche bei Endometriosepatientinnen festgestellt
werden konnte, ist eine Autoantikdrper- Produktion durch die B- Lymphozyten (Osuga
et al. 2011). Ebenso entstehen lokale Entzindungsreaktionen, indem Makrophagen und
Leukozyten rekrutiert werden, die wiederum durch die Verschleppung von
Endometriumzellen in die Bauchhohle begunstigt werden (Kyama et al. 2009). Das sind
die bis dato wichtigsten, diskutierten atiologischen Erklarungsmodelle zur

Endometriose.
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1.6 Klinik, Diagnostik und Therapie

Die Endometriose kann fiir sehr unterschiedliche Symptome verantwortlich sein,
welche die Diagnose haufig erschweren. Bei einigen Frauen ist die Symptomatik
besonders ausgepragt und wiederum andere Frauen zeigen keine Symptome (Farquhar
2007). Ebenso zeigt sich oft keine Korrelation zwischen der Symptomatik und der
GroRe der endometriotischen Lasionen (Farquhar 2007).

Die typischen Symptome der Endometriose sind Dysmenorrhoe (schmerzhafte
Regelblutung), Schmerzen im Beckenbereich ohne Bezug zum Menstruationszyklus,
Dyspareunie (schmerzhafter Geschlechtsverkehr), Dyschezie (schmerzhafter Stuhlgang)
und Dysurie (schmerzhaftes Wasserlassen) (Ballard et al. 2006). Fiir viele Frauen
kdnnen die Schmerzen so stark sein, dass sie flr durchschnittlich 18 Tage im Jahr
bettlagerig sind, wobei sich die Symptome im Laufe der Zeit oft verschlechtern kénnen.
Tatséachlich fuhren die Chronifizierung und die Schwere der Endometriose- abhéngigen
Schmerzen héaufig zu einer erheblichen Verschlechterung der Lebensqualitat und einer
hohen psychologischen Morbiditét (Ballard et al. 2006).

Eine Subfertilitat ist ebenfalls h&ufig mit der Endometriose verbunden (Ballard et al.
2006). Es kommen vermutlich mechanische Faktoren als Ursache in Frage, wie
beispielsweise Verwachsungen der Adnexe (Malik und Vogt 2009).

Die Symptome uberlappen sich haufig mit denen anderer gynakologischer
Erkrankungen, wie z.B. pelvic inflammatory disease, Adhasionen im Beckenbereich,
Ovarialzysten und Leiomyome; auch gastrointestinale oder urologische Erkrankungen
wie z.B. das Reizdarmsyndrom, die interstitielle Zystitis und entzlindliche
Darmerkrankungen missen in Betracht gezogen werden (Giudice 2010).

Es wird geschatzt, dass die Patientinnen nach dem Auftreten der ersten Symptome bis
letztendlich die gesicherte Diagnose Endometriose gestellt wird, durchschnittlich 7 bis 8
Jahre vergehen kdnnen (Falcone und Lebovic 2011).

Bei der Diagnostik der Endometriose ist zwischen nicht- invasiver Diagnostik und
invasiver Diagnostik zu unterscheiden.

Zur nicht- invasiven Diagnostik gehoren ausfuhrliche Anamnese, gynakologische
Untersuchung mit Inspektion, Spekulumeinstellung, vaginale- und rektovaginale
Palpation, Ultraschall und MRT- Untersuchung (Schindler 2007).

Der transvaginale Ultraschall ist eine niitzliche Methode zur Diagnose der ovariellen

Endometriose, vorausgesetzt der Durchmesser ist grofer als 2 cm (Brosens et al. 2004).
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Da der transvaginale Ultraschall eine kostengunstige Bildgebung darstellt, sollte sie als
bevorzugte Methode zur Diagnose der ovariellen Endometriose Anwendung finden
(Brosens et al. 2004).

Mit einem weiteren bildgebenden Verfahren, der MRT, werden sehr gute diagnostische
Informationen erhoben, besonders fir die tief infiltrierende Endometriose im Bereich
der Blase, des Harnleiters, retrocervical, rektosigmoidal und der VVagina (Chamie et al.
2009). Jedoch haben die bildgebenden Verfahren Sonographie und MRT ihre Limitation
im Erkennen von peritonealen Lasionen und Adhésionen (Giudice 2010).

Ebenso wurden groflie Bemuhungen nach der Suche von nicht- invasiven Methoden
vorgenommen, wie beispielsweise Biomarker (CA- 125 und IL- 6) im Serum, die
jedoch nur eine unzureichende Evidenz aufweisen (Nisenblat et al. 2016).

Deshalb gehort nach wie vor zum Goldstandard flr die Diagnose der Endometriose die
invasive- laparoskopische Untersuchung mit histologischer Sicherung (Brosens et al.
2004, Garry 2004). Der groRe Vorteil der laparoskopischen Untersuchung liegt darin,
dass man zeitgleich nach der Blickdiagnose die Therapie starten kann, indem man die
vorhandenen endometriotischen Lasionen entfernt. Allerdings ist nach wie vor nur eine
symptomorientierte Behandlung mit dem Ziel der Linderung mdéglich.

Man kann verschiedene Therapieoptionen anwenden; zum einen gibt es die Mdglichkeit
einer medikamentdse Therapie zum anderen gibt es eine chirurgischen Therapie, oder
eine Kombination aus beiden Optionen.

Die am haufigsten verwendete Medikamentengruppe bei Endometriosepatientinnen in
der Praxis sind Nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAP) als First-Line- Behandlung bei
Schmerzen. Sie haben nur geringe Nebenwirkungen bei kurzzeitiger Anwendung und
sind zudem frei verkauflich. NSAP (einschlieflich COX 2- Inhibitoren) hemmen die
Prostaglandin- Produktion. Prostaglandine sind lokal produzierte Stoffe, die vermutlich
flir die Schmerzen bei der Endometriose verantwortlich sind (Allen et al. 2009).

Jedoch konnte in einer Cochrane- Untersuchung keine eindeutige Wirksamkeit in Bezug
auf die Schmerzreduktion im Zusammenhang mit der Endometriose gezeigt werden, mit
dem Hinweis, dass NSAP bei langfristiger Einnahme mit erheblichen Nebenwirkungen
verbunden sind (Allen et al. 2009). Im Gegensatz dazu konnte eine spatere Cochrane-
Analyse aus dem Jahr 2015 eine deutliche Schmerzreduktion bei Einnahme von NSAP
bei ca. 30% der Frauen mit primérer Dysmenorrhoe zeigen (Marjoribanks et al. 2015).
Ein weiterer medikamentdser Ansatz zur Symptomlinderung ist die hormonelle

Therapie mit oralen Kontrazeptiva, Gestagenen und den Gonadotropin-Releasing-
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Hormon- Analoga (GnRH- Analoga). Man verfolgt mit diesen Medikamenten das Ziel
einer Supprimierung der Ostrogenproduktion in den Ovarien, da Ostrogen mit dem
Wachstum der endometriotischer L&sionen in Verbindung gebracht wird (Rudzitis-Auth
et al. 2016).

Die oralen Kontrazeptiva sind eine hdufig verordnete Medikamentengruppe, die als
Medikamente erster Wahl bei Dysmenorrhoe verwendet werden, auch besonders bei
Patientinnen mit Endometriose. Auch hier ist die Datenlage nicht eindeutig, es finden
sich nur wenige Studien mit ausreichender Evidenz zur Wirksamkeit der oralen
Kontrazeptiva bei Endometriose (Harada et al. 2008). Einige Studien vermuten, dass
orale Kontrazeptiva die apoptotische Aktivitat des Endometriums der Frauen mit
Endometriose erhéhen und dartiber hinaus zu Anovulation, Dezidualisierung und
Amenorrhoe (Ausbleiben der Regelblutung) fuhren (Vercellini et al. 2003).

Eine weitere hormonelle Therapie sind die reinen Gestagenpraparate, wie z.B.
Dienogest, die alternativ zu den oralen Kontrazeptiva verwendet werden. Die Gestagene
zeigen eine wirksame Reduktion der Schmerzen bei Endometriosepatientinnen
(Strowitzki et al. 2010), jedoch ist die Einnahme mit mehreren Nebenwirkungen
(Menstruationsstorungen, Amenorrhoe, Gewichtszunahme) verbunden (Zito et al.
2014). Der genaue Wirkmechanismus ist nicht geklart, jedoch vermutet man eine
Dezidualisierung des endometrialen Gewebes mit einer eventuellen Atrophie. Dies ist
vermutlich auf eine direkte suppressive Wirkung von Gestagenen auf die
Ostrogenrezeptoren des Endometriums zuriickzufiihren (Olive 2003). AuBerdem wird
ein weiterer Wirkmechanismus auf molekularer Ebene vermutet, namlich eine
Unterdriickung von Matrixmetalloproteinasen, die mit der Implantation und Wachstum
der ektopen endometriotischen Lasionen in Verbindung gebracht werden (Olive 2003).
Die letzte zu erwdhnende hormonelle Therapie sind die GnRH- Analoga. In mehreren
randomisierten Studien mit einer Gesamt- Patientenanzahl von 1821 Frauen konnte eine
deutliche Verbesserung der Schmerzen bei Dysmenorrhoe mit der Einnahme von
GnRH-Agonisten erreicht werden (Giudice 2010). Die GnRH- Agonisten unterdriicken
effektiv die endogene Gonadotropinsekretion und fiihren zu einem hypodstrogenen
Zustand (Lee et al. 2016). Der groRe Nachteil der GnRH- Agonisten sind die
Nebenwirkungen im Zusammenhang mit dem induzierten Ostrogenmangel (Lee et al.
2016). Es kann zu einer Verringerung der Knochenmineraldichte kommen, sowie zu
Hitzewallungen, emotionaler Labilitat, Schlaflosigkeit, Verlust der Libido und vaginaler

Trockenheit; deshalb ist die Einnahme von GnRH- Agonisten auf maximal sechs
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Monate begrenzt (Vercellini et al. 2008). Aus diesen Griinden wird eine add- back-
Therapie empfohlen, welche verschiedene pharmakologische Wirkstoffe mit einem
GnRH- Analoga kombiniert, um die hypodstrogenen Nebenwirkungen zu minimieren
und die Compliance der Patientinnen zu verbessern (Surrey 2010).

Falls es durch die medikamentdse Therapie nicht zu einer Linderung der Beschwerden
kommt, ist die Option einer chirurgischen Therapie zu erwdgen. Zum Goldstandard der
operativen Therapie gehort die laparoskopische Entfernung der endometriotischen
Lasionen durch Exzision oder Ablation, um die Schmerzen wirksam behandeln zu
kénnen (Johnson und Hummelshoj 2013). Der Vorteil der minimal- invasiven
laparoskopischen Technik gegeniiber der Laparotomie sind die geringeren
postoperativen Schmerzen und eine schnellere Erholungszeit der Patienten (Mais et al.
1996); jedoch wird auch in einigen Fallen, beispielweise bei endometriotischen
Ovarialzysten, eine offene laparotomische Technik bevorzugt aufgrund der besseren
Resektion von Endometrioseherden (Tanprasertkul et al. 2015). Trotz des Goldstandards
der laparoskopischen Behandlung fiir die Endometriose ist immer noch mit einer hohen
Rate an Rezidiven zu rechnen (Vlek et al. 2016), vermutlich wegen der nach wie vor
vorhandenen retrograden Menses. Es konnte gezeigt werden, dass bei Frauen nach
operativen Eingriffen durch die Einlage z.B. eines Levonorgestrel- freisetzenden
Intrauterinpessar deutlich weniger Rezidiv- Raten auftraten (Abou-Setta et al. 2006),

maoglicherweise aufgrund der Reduktion der Menses durch die mechanische Barriere.

2. Fragestellung und Ziel der Arbeit

Die pathologischen Mechanismen der Endometriose, welche zu einer der haufigsten
benignen Erkrankungen der Frau gehort, sind weiterhin nicht vollstandig aufgeklart. Die
Schwierigkeit fur das Verstdndnis der Endometriose liegt in den drei unterschiedlichen
Erscheinungsbildern: Sind die jeweiligen endometriotischen Entitaten (DIE, Peritoneum
und Ovar) aus einem Pathomechanismus entstanden oder hat jede endometriotische
Entitat einen unterschiedlichen Pathomechanismus?

Solange die genaue Atiologie der Endometriose nicht verstanden ist, wird sie ein
klinisches und 6konomisches Problem fur die Bevolkerung darstellen, welches immer

noch deutlich unterschéatzt wird.
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Um einen Beitrag an der aktuellen Forschung der Endometriose zu leisten, versuchen
wir mit unseren Untersuchungen ein besseres Gesamtverstandnis zu bekommen.

Die experimentelle Studie legt den Fokus auf die Expression von Proteinen im
Endometrium und in der Endometriose; in den epithelialen Drisen im Endometrium und
in den endometriotischen Drusen bzw. Zysten. Es wird immunhistochemisch mit
gewebsspezifischen Proteinen im Endometrium und den endometriotischen Entitaten
DIE, Peritoneum und Ovar versucht, mégliche Ubereinstimmungen und
Unterscheidungen zu finden.

Es wird moglichst viel Wert darauf gelegt, Serienschnitte zu verwenden, um eine
methodisch hohe Validitat zu gewahrleisten. Zuerst soll erreicht werden, dass die
gewebsspezifischen Marker eine moglichst hohe Expression in den epithelialen
Driisenzellen des Endometriums aufweisen. In diesem Kontext werden gewisse
Kriterien aufgestellt, wie beispielsweise eine hchstmogliche Anzahl an geféarbten
Epithelzellen, wenige stromale Zellfarbungen und ein gutes Signal zu Rausch-
Verhaltnis.

In weiteren Analysen werden die einzelnen gewebsspezifischen Biomarker nach ihrer
Expression in den jeweiligen endometriotischen Entitaten (DIE, Peritoneum und Ovar)
kategorisiert und die Entitaten klassifiziert, die letztendlich statistisch ausgewertet
werden.

Die Haupthypothese beschéftigt sich damit, ob diese gewebsspezifischen
zellbiologischen Marker in endometrialen Driisen wie auch in den anderen
endometriotischen Entitdten (DIE, Peritoneum und Ovar) ein einheitliches
Expressionsmuster aufzeigen oder ob sie sich in ihren Eigenschaften grundlegend
voneinander unterscheiden.

Mit der Klassifikation der Proteinexpression in den epithelialen Drisen im
Endometrium und in den endometriotischen Entidten erhoffen wir uns, Antworten
darauf zu bekommen, inwiefern die endometriotischen L&sionen aus einem
gemeinsamen, monoklonalen Ursprung, dem Endometrium abgeleitet werden kdnnen.
Die moglich &tiopathologischen Konsequenzen kénnen eventuell als Grundlage genutzt

werden, um neue therapeutische Ansétze zu entwickeln.
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3. Material und Methode

3.1 Patientenkollektiv und Gewebeproben

Im Rahmen der experimentellen Studie konnten wir auf die Endometriosedatenbank aus
dem Forschungslabor der Frauenheilkunde der Justus-Liebig Universitét zuriickgreifen.
Die Patientinnen, welche aus der Datenbank einbezogen wurden, wiesen
verschiedenartige endometriotische Lésionen auf. Es standen uns ebenfalls Gewebe von
Frauen aus Uteri ohne Endometriose und ohne Menopause zur Verfiigung. Alle Proben
wurden entweder durch Hysterektomie bei den Uteri oder laparoskopisch bei den
anderen endometriotischen Lésionen gewonnen. Bei Patientinnen, welche eine DIE
aufwiesen, wurden diese Befunde nach dem ENZIAN- Score (Haas et al. 2013b) erfasst.
Es wurden Gewebeproben aus Uterus, Ovar, Peritoneum und der tief infiltrierenden
Endometriose untersucht. Die DIE lag tiberwiegend rektovaginal und rektosigmoidal
vor. Wir kamen auf folgende Patientenanzahl 33 Uteri, davon 10 mit Adenomyosen, 19
Ovarien, 19 peritoneale Endometriosen und 19 tief infiltrierende Endometriosen, welche
immunhistochemisch analysiert wurden. Aus diesen Gewebeproben wurden 3 Uteri, 2
Ovarien und 7 tief infiltrierende Endometriosen aus speziellen Tissue-Arrays (Provitro
Berlin Cat.-Nr. 4012210) und Fertigpriparaten (Provitro Berlin Art.-Nr. 9052213) mit
einbezogen, um die Quantitédt zu erhdhen.

Die Gesamtsumme aller verwertbarer Gewebeproben waren 23 Uteri ohne
Endometriose, 10 Adenomyosen, 19 ovarielle Endometriosen, 30 peritoneale
Endometriosen und 20 DIE. Das Alter der Patientinnen lag zwischen 19 und 63 Jahren.
Das positive Votum der Ethikkommision der Justus-Liebig Universitét mit dem
Aktenzeichen 95/09 liegt vor.

Die Gewebeproben stammen aus operativen Eingriffen von der Frauenklinik der Justus-
Liebig Universitit. Die Probandinnen gaben zu Forschungszwecken ihr schriftliches

Einverstindnis.
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3.2 Prinzip der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist ein experimentelles Verfahren, welches in der Diagnostik
und Forschung weit verbreitet ist. Das Prinzip besteht darin, auf Gewebeschnitten
Antigene mittels spezifischer Antikorper zu detektieren und diese mit einem
Farbeverfahren sichtbar zu machen. Das Wort ,,Immunhistochemie® setzt sich aus drei
Silben zusammen und spiegelt das Verfahren wider. Immun von der Immunologie
abgeleitet, steht fiir die Antikorper/Antigen- Bindung. Histo von der Histologie
abgeleitet, steht fiir das Gewebe, welches als Ausgangsmaterial fungiert und mit dem
Lichtmikroskop analysiert wird. Das Wort ,,Chemie* bedeutet in diesem Fall eine
oxidative Reaktion in Form einer Farbstoffentstehung durch eine enzymatische
Reaktion.

Das Bindungsverhalten eines Antikorpers ist abhidngig von der Lokalisation des
Antigens. Man kann drei Lokalisationsmuster unterscheiden, die auch als Mischformen
vorzufinden sind: Antigene, die sich im Zytoplasma der Zellen befinden; Antigene,
welche nur im Kern der Zellen eine Farbreaktion ermdglichen; und die dritte
Lokalisation die sich wie eine netzartige Struktur darstellt, kann auf der dueren
Membran vorgefunden werden (Noll und Schaub-Kuhnen 2000).

Bei der Detektion kann man zwei Methoden unterscheiden, die sogenannte direkte
Methode und die indirekte Methode. Beim ersten Prinzip bindet der markierte
Antikorper das Antigen direkt. Hierbei handelt es sich um eine hoch- affine Anziehung.
Der Antikorper ist mit einem Markerenzym wie z.B. Peroxidase oder alkalische
Phosphatase konjugiert. Das Prinzip besteht darin, dass dem Enzym ein Substrat
angeboten wird, welches unter Bildung eines sichtbaren Farbstoffs durch das Enzym
umgesetzt wird. Alternativ kann man auch fluoreszierende Farbstoffe benutzen.

Bei der indirekten Methode wird von einem nicht markierten Antikdrper das Antigen
gebunden und zusitzlich ein zweiter konjugierter Antikorper dazugeben, welcher dann
am Fc-Teil des primiren Antikorpers zur Detektion dient. Dieser ist mit einem
Markerenzym oder Flurochrom konjugiert. In der gegenwirtigen Praxis hat sich die
indirekte Methode gegeniiber der direkten etabliert. Einige Griinde hierfiir sind, dass das
Farbsignal der direkten Methode schwécher ist und die Konjugation des
Primérantikorpers aufwendiger und kostenintensiver ist. Ebenfalls muss fiir jedes

Antigen ein spezifischer Antikorper mit der Detektionsmethode bereitstehen (Noll und
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Schaub-Kuhnen 2000). Mittlerweile gibt es eine Reihe von modifizierten Methoden der
indirekten Immunhistochemie fiir konkrete Fragestellungen. Zurzeit sind Polymer-

basierte Verstarkersysteme in Mode (s. folgendes Kapitel).

3.2.1 Immunhistochemie nach der Envision™-Methode

Seit einigen Jahren hat die Firma Dako eine Methode in der Immunhistochemie auf den
Markt gebracht, welche im Forschungslabor der Gynédkologie JLU- Gielen ebenfalls
Anwendung findet. Hierbei kommt es zu einer Weiterentwicklung im Bereich der
technischen Komponenten, sowie eine Beschleunigung bzw. eine Steigerung der
Sensitivitidt im immunhistochemischen Verfahren (Belling et al. 1999). Die Methode
basiert auf einem Polymer-Geriist und triagt den Namen EnVision ™-System. Es handelt
sich ebenso um eine indirekte Methode mit zwei Schritten. Genau wie bei den anderen
Methoden gibt man zuerst den unkonjugierten Primérantikorper auf das
Gewebepriparat. Der zweite Schritt ist das Zufligen des Polymerkonjugats, welches aus
einem Dextrangeriist mit ungefdhr 15 Sekundérantikérpern und durchschnittlich 100
Enzymmolekiilen ausgestattet ist (Kammerer et al. 2001).

Das EnVision ™ -System verfiigt iber sekundire Antikorper, die aus Anti-Maus-Ig und
Anti-Kaninchen-Ig bestehen. Ein Vorteil des polymerbasierten EnVision ™ -Systems
gegeniiber den auf Biotin- basierenden Methoden ist, dass sie weniger zu falsch-
positiven Ergebnissen fithren, weil das endogene Biotin mit dem EnVision ™-System
keine Reaktion eingeht (Vyberg und Nielsen 1998). Somit wird die Hintergrundfarbung
reduziert. Ebenfalls konnen hohere Verdiinnungen der primdren Antikdrper
vorgenommen werden. Dies ermdglicht nachhaltig, die Kosten fiir die Antikdrper zu

senken (Sabattini et al. 1998).
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Sekundaranti-
Enzym kérper
(HRP oder AP)

EnVision™ Polymer-
Konjugat 2

7~ Priméarantikorper

Antigen

Abb. 7: Schema, welches das EnVision ™ -System mit dem Polymer und den daran
gekoppelten Enzymen und Sekundérantikoérpern darstellt (Kutzner und Palmedo 2003).
HRP= Horseradish (Meerrettich) Peroxidase AP= Alkalische Phosphatase

3.2.2 Vorbehandlung der Gewebeproben

Einige der Gewebeproben wurden uns in Zusammenarbeit mit dem pathologischen
Institut der Justus- Liebig Universitit bereitgestellt. Der tiberwiegende Teil der
Gewebeproben wurde aus dem Operationssaal der Frauenklinik gewonnen. Diese
Gewebeproben wurden im Forschungslabor der Gyndkologie anschliefend in kleine
Teilstiicke geschnitten, die die Malle von 5x Smm nicht {iberschreiten durften. Diese
Gewebestiicke wurden in Falcon R6hrchen mit dem Fixiermedium Bouin meist fiir
einige Tage unter Drehen im Abzug gelagert. Eine Nachbehandlung erfolgte tiber 1 bis 2
Tage mit 70% Alkohol, in dem die Gewebeproben gewaschen wurden. Nach dieser
Gewebebehandlung wurden die Proben in Zusammenarbeit mit der Veterindrmedizin
der Justus-Liebig Universitit in einem Einbettautomaten (Leica TP1050) zu
Paraffinblocken verarbeitet. Das Gewebe wurde in diesem Automat zunéchst in einer
aufsteigenden Alkoholreihe und durch Xylol entwéssert, um es paraffingidngig zu
machen. AnschlieBend wurden die Gewebestiicke in Paraffin eingebettet (Tab. 2). Die in
Paraffin durchtrankten Stiicke wurden abschlieend mit heilem Paraffin iibergossen und

zu einem Wachsblock abgekiihlt.
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Tab. 2: Arbeitsprotokoll des Paraffineinbettungsautomaten Leica TP1050.

Laborschritt Stoff Voraussetzung Zeit
Entwiéssern Ethanol 80% Raumtemperatur 1x 2Std.
Entwiéssern Ethanol 96% Raumtemperatur Ix 2Std.
Entwiéssern Ethanol 100% Raumtemperatur 3x 3Std.
Entalkoholisieren ~ Xylol Raumtemperatur Ix 1Std.
Entalkoholisieren Xylol Raumtemperatur 2x 45Min.
Einbetten Paraffin 59°C 3x 40Min.

3.2.3 Anfertigung von Gewebeschnitten

Die ausgewdhlten Paraffinblocke wurden mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms in 2-5 um
diinne Paraffinschnitte geschnitten und in ein Wasserbad mit 37°C tiberfiihrt. Die
Paraffinschnitte wurden dann stufenweise mit einem feinen Pinsel vom Wasserbad auf
speziell beschichtete Objekttrager (R. Langenbrink) aufgebracht.

Anschlieend wurden die fertig bezogenen Objekttrager in einem Inkubator auf 40°C
iiber Nacht getrocknet. Danach wurden die Objekttridger bei Raumtemperatur in

Objekttragerkisten gelagert und bei Bedarf weiterverwendet.

3.2.4 Entparaffinierung

Die folgenden verwendeten Chemikalien und Losungen sind detailliert unter dem Punkt
Materialien aufgelistet. Zum Entparaffinieren wurden die Objekttrager zuerst in
Neoclear 20 Minuten in einem Inkubator belassen, welcher auf 40°C vorgewarmt war.
Anschliefend wurden die Objekttriager unter dem Abzug jeweils fiir weitere 2x 20
Minuten in Neoclear gestellt, um das Paraffin komplett zu entfernen. Der néchste Schritt
war die Rehydration in absteigender Alkoholreihe: 2x 5 Minuten in 100% Ethanol,
danach 2x 5 Minuten in 96% Ethanol und zuletzt 2x 5 Minuten in 70% Ethanol.
AbschlieBend wurden die Objekttriger in destilliertem Wasser fiir 5 Minuten auf einem

Schiittler gespiilt.
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3.2.5 Antigendemaskierung

Durch die zuvor durch Paraftin und Gewebefixiermittel behandelten Gewebeproben
kann es zu unspezifischen Quervernetzungen sowohl inter- als auch intramolekular
kommen, weshalb der Primédrantikorper nicht an das zugehorige Epitop binden kann.
Insofern werden diese Bindungen mit einem Citratpuffer pH 6 demaskiert. Alternativ
wird bei einem Marker auch ein Citratpuffer pH 9 verwendet. Der Citratpuffer wird
zuvor 20 Minuten in einem Gourmetgarer erhitzt, danach werden die Objekttréger in
dem vorgewiarmten Citratpuffer fiir weitere 20 Minuten gekocht. AnschlieBend werden
die Objekttriger in dem Citratpuffer 20 Minuten lang bei Raumtemperatur abgekdihlt.
Bevor es zur Blockierung mit dem Wasserstoffperoxid- Methanol Gemisch kommt,
werden die Gewebeschnitte insgesamt 3x 5 Minuten mit einer phosphatgepufferten

Salzlosung (PBS) auf einem Schiittler gespiilt.

3.2.6 Blockierung und Absiittigung

Einige Zell- oder Gewebearten enthalten eine endogene Peroxidaseaktivitit, die trotz
der Fixierung noch erhalten bleibt.

Die Meerrettich Peroxidase, welche am EnVision ™ Polymer- Konjugat gekoppelt ist,
reagiert mit dem Substratpuffer-Chromogen-Gemisch, welches Wasserstoffperoxid
enthélt. Da die endogene Peroxidase ebenfalls mit dem Wasserstoffperoxid des
Substratpuffers reagieren kann und es so zu einer falsch- positiven Farbung kommt,
wird die endogene Peroxidase schon vorher mit Wasserstoffperoxid blockiert. Im
ndchsten Schritt werden unspezifische Bindungen zwischen den Antikdérpern und
ungewiinschten Proteinen reduziert. Mit Rinderserumalbumin (BSA) werden alle
unspezifischen und spezifischen Proteine durch eine gleichméBige Schicht abgesattigt.
Die Antikdrper verdrangen die schwach affine Bindung an den gewlinschten Proteinen
durch ihre hohere Affinitét zu diesen. Zusétzlich wird Triton-X 100 als Detergenz
benutzt.

Man schiittelt die Gewebeproben 30 Minuten in einem Gemisch aus Wasserstoffperoxid
und Methanol (45ml eiskaltes Methanol + 5ml 3% H20z). AnschlieBend werden sie
wieder 3x 5 Minuten in PBS gereinigt. Nun werden die Objekttrager 20 Minuten mit
BSA plus Triton X-100 (1g BSA auf 70ml PBS + 21ul Triton X-100) auf dem Schiittler

gesdttigt. Danach werden sie wieder 3x jeweils fiir 5 Minuten in PBS gespiilt.
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3.2.7 Immunhistochemische Firbungen

Bevor man nun den Primérantikorper auf den Gewebeschnitt gibt, muss man bereits
eine Antikorperverdiinnung in Vorversuchen ermittelt haben, um so eine optimale
Konzentration mit der besten Detektion und einem akzeptablen Signal- zu-
Rauschverhiltnis zu erhalten. Die Antikorper miissen vorher auf Eis aufgetaut und mit
dem Antibody Diluent (Dako, Hamburg) verdiinnt werden. Die iiberschiissige
Fliissigkeit auf dem Objekttrager wird auf Zellstoff entfernt und vorsichtig an den
Seiten trocken gewischt. Im Folgenden werden die Gewebeschnitte mit einem PAP-Pen
(Dako) eingekreist, damit die Antikdrperlosung nicht vom Objekttrager abflieBen kann.
Wichtig ist es, die Schnitte in eine feuchte Kammer zu legen, damit ein Austrocknen
verhindert wird. Dazu wird pro Reihe ein befeuchtetes Filterpapier in eine
Inkubationskammer gelegt. Nun pipettiert man den speziellen Primérantikdrper auf den
Gewebeschnitt (Tab. 4/ 5). Dabei ist darauf zu achten, dass die Primédrantikorperlosung
vollstindig das Gewebe benetzt, um so spiter keine falsch- negativen Ergebnisse zu
erhalten. In der Regel gentigen pro Schnitt 100 pl, manchmal aber auch mehr je nach
Gewebegrolle, wie bei den ovariellen Gewebeproben. Beim niachsten Schritt werden die
Schnitte tiber Nacht in einem Kiihlschrank (4°C) inkubiert. Am nichsten Tag ldsst man
die Gewebeschnitte mit der Primérantikorperlosung auf Zellstoff ablaufen und spiilt die
Schnitte 3x 5 Minuten mit PBS auf einem Schiittler. Es folgt nun die Inkubation mit
dem Peroxidase-markierten Polymer (Dako, Hamburg) konjugiert an die jeweiligen
Anti-Spezies Immunglobuline fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Es folgt wieder das
Abtropfen auf ein Stoffpapier und das dreimalige Waschen je 5 Minuten mit PBS. Die
Substrat- Chromogen- Losung (Dako, Hamburg) wird unter einem Abzug hergestellt.
Dazu mischt man 1 ml Substratpufferlosung pH 7,5, das Wasserstoffperoxid und ein
Konservierungsmittel enthélt, mit 1 Tropfen 3,3 Diaminobenzidinchromogenldsung
(DAB Dako, Hamburg). Diese Mischung reicht fiir ungefdhr 10 Schnitte. Wichtig ist,
dass die Mischung abgedunkelt gelagert und innerhalb von 5 Tagen aufgebraucht wird.
Wegen des kanzerogenen Risikos der Substanz muss ebenfalls wahrend des Kontakts
mit dem DAB-Gemisch eine Atemschutzmaske getragen und mit Nitril-Handschuhen
gearbeitet werden.

Um die Gewebeproben wird mit einem Zellstoffpapier vorsichtig Fliissigkeit
weggewischt und das DAB- Gemisch unter dem Abzug darauf pipettiert. Die

Inkubationszeiten des DAB- Gemisch variieren von Entitit zu Entitdt und von Antigen
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zu Antigen. Es wird unter stdndiger Sicht unter dem Mikroskop die optimale
Farbintensitdt mit der minimalen Hintergrundfarbung bestimmt. Man muss darauf
achten, dass sich der Schnitt nicht zu braun féarbt. Die Zeit wird mittels einer Stoppuhr
bestimmt und gilt dann auch fiir alle weiteren Schnitte. Wenn der gewiinschte Farbegrad
des Gewebes erreicht ist, wird das DAB-Gemisch auf ein Zellstofftuch abgetropft und
in einer speziellen Giftmiilltonne entsorgt. Die Schnitte werden nun in destilliertes
Wasser gestellt und jeweils 3x 5 Minuten auf einem Schiittler gewaschen. Es folgt die
Gegenfarbung mit Haemalaun nach Mayer, um die tibrigen Zell- und Gewebestrukturen
darzustellen. Insbesondere werden die basophilen Strukturen, wie die Zellkerne mit der
darin enthaltenen DNA, blau geférbt. Jeder Schnitt wird fiir 30 Sekunden gefarbt und
dann in destilliertes Wasser gestellt. Danach werden die Proben fiir 10 Minuten in einer
Kiivette unter flieBendem Leitungswasser gebldut. Die Praparate werden als nichstes
durch eine Ethanolreihe in aufsteigender Konzentration entwissert; die Zeiten sind 2x 2
Minuten mit 70% Ethanol, 2x 2 Minuten mit 96% Ethanol und 2x 2 Minuten mit 100%
Ethanol. Nun folgt das Bad in Xylol, um das Ethanol herauszuwaschen; zuerst 1x 2
Minuten und dann 1x 5 Minuten. Der letzte Schritt ist das Eindecken der Objekttrager
mit Eukitt. Hierbei taucht man einen Glasstab in die Flasche mit Eukitt und gibt je nach
GroBe des Gewebes ein bis zwei Tropfen darauf. Dann legt man das Deckglaschen
dariiber und driickt mit einer Pinzette die noch darunter befindliche Luft nach auf3en.
Die eingedeckten Préparate werden unter den Abzug gestellt, bis sie trocken sind.
Anschlieend werden kleine quadratische Bleigewichte auf die eingedeckten Schnitte

gelegt fiir den Fall, dass noch kleine Luftblasen vorhanden sind.

3.2.8 Arbeitsprotokoll Immunhistochemie

Tab. 3: Arbeitsprotokoll nach der EnVision™- THC.

Laborschritt Stoff Voraussetzung Zeit

Entparaffinieren Neoclear 40°C Inkubator 1x 20Min.
Raumtemperatur, Abzug 2x 20Min.
Dehydrieren Ethanol: 100%,  Absteigende Alkoholreihe, Jeweils
96%., 70% Abzug 5Min.
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Spiilen Destilliertes Schiittler, Kiivette Ix 5Min.
Wasser

Antigene freilegen Citratpuffer pH = Dampfgarer vorgewéarmt 1x 20Min.
6

Abkiihlen Citratpuffer Raumtemperatur 1x 20Min.

Waschen PBS Schiittler, Kiivette 3x SMin.

Blockierung H>0>-Methanol  Schiittler, Kiivette mit 1x 30Min.
Gemisch Deckel

Waschen PBS Schiittler, Kiivette 3x 5Min.

Absittigung BSA-PBS- Schiittler, Kiivette 1x 20Min.
Triton X100
Gemisch

Inkubieren Primérantikérper Feuchtekammer, Uber

Kiihlschrank 4°C Nacht

Waschen PBS Schiittler, Kiivette 3x 5SMin.

Inkubieren Labelled Feuchtekammer, 1x 30Min.
Polymer-HRP- Raumtemperatur
Anti- Spezies

Waschen PBS Schiittler, Kiivette 3x 5Min.

Detektieren DAB- Gemisch  Abzug, mikroskopieren Individuell

Spiilen Destilliertes Kiivette 3x SMin.
Wasser

Gegenfirben Haemalaun nach  Feuchtekammer, Abzug Jeweils
Meyer 30Sec.

Blauen Flieflendes Waschbecken, Kiivette 1x 10Min.
Leitungswasser

Entwiéssern Ethanol: 70%, Aufsteigende Jeweils
96%, 100% Alkoholreihe, Abzug 2Min.

Entalkoholisieren Xylol Abzug 1x 2Min.

Ix 5Min.
Eindecken Eukitt Abzug, Lufteinschluss

verhindern
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3.3 Beschreibung und Eigenschaft der getesteten Antikorper

3.3.1 Antikorper - Sarcoglykan

Der verwendete primére Antikdrper - Sarcoglykan (Abcam ab55683) ist ein
monoklonaler Mausantikdrper, welcher bei einer Temperatur von -20°C gelagert wird.
Die optimale Verdiinnung mit dem Antibody Diluent (Dako, Hamburg), bestehend aus
TRIS HCI- Puffer, ist 1:100. Man nimmt pro Objekttrager 1l B- Sarcoglykan und
mischt es mit 99ul Antibody Diluent mittels Vortex. An das Peroxidase-markierte
Polymer sind Ziegen Anti-Maus Immunglobuline in TRIS-HCI-Puffer konjugiert (Dako,
Hamburg). Der Polymer- konjugierte Antikorper muss die passende Spezies zum
Primérantikdrper besitzen. Fiir alle weiteren Antikorper gilt die gleiche Vorgehensweise.
Beta- Sarcoglykan ist auf drei Entitdten der Endometriose und auf dem Endometrium
getestet worden. Die Einwirkzeiten des Substrat- Chromogen Gemischs (Dako,

Hamburg) sind wie folgt (Tab. 5).

Tab. 4: Stammdaten fiir $- Sarcoglykan

Primérantikorper Verdiinnung Eigenschaft Hersteller
Spezies
Anti- 1:100 Monoklonal Abcam,
Sarcoglykan Maus Cambridge
(ab55683) England

Tab. 5: Inkubationszeiten fiir - Sarcoglykan

Entitiit Uterus Adenomyose Ovar Peritoneum DIE
Einwirkzeit

DAB- 40 Sek. 40 Sek. 45 Sek. 1 Min. 40 Sek.
Gemisch

(DIE, tief infiltrierende Endometriose)

Beta- Sarcoglykan ist eine Isoform und als ein Teil des Sarcoglykan-Komplexes zu
sehen. Der Sarcoglykan-Komplex besteht aus einer a-, -, y-, 0- und e-Sarcoglykan

Untereinheit (Anastasi et al. 2005), die durch getrennte Gene kodiert wird (Constantin
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2014). Sarcoglykane sind Einzel- Transmembranglykoproteine mit einem N-Terminus
extrazelluldr fiir a-Sarcoglykan und intrazellulér fiir -, y- und 5-Sarcoglykane
(Constantin 2014). Das menschliche -SG-Gen befindet sich auf 4q12 und ist 35 kb
grof3. Es besteht aus sechs Exons und besitzt einen Promotor (Ozawa et al. 2005). Der
Sarcoglykan-Komplex ist Teil des Dystrophin-Glykoprotein-Komplexes, welcher aus
einer Gruppe von integralen und Membran-assoziierten Proteinen besteht, die die
extrazelluldre Matrix mit dem Zytoskelett verbinden (Hashimoto und Yamaguchi 2006).
Beta- Sarcoglykan konnte in der glatten Muskulatur des Uterus nachgewiesen werden

(Anastasi et al. 2007).

3.3.2 Antikorper Enpp2

Der zweite Antikorper Enpp2 (RayBiotech 119-16084) ist ein polyklonaler Anti-
Kaninchen- Antikérper, der auch bei -20°C gelagert wird. Der Antikdrper ist spezifisch
fiir Mensch, Maus und Ratte. Die optimale Verdiinnung wurde mit 1:100 bestimmt. Das
HRP markierte- Polymer besteht aus einem Ziegen- Anti- Kaninchen- Antikorper-
Konjugat (Dako, Hamburg). Enpp2 wurde ebenfalls auf dem Uterus und allen Entitéten
getestet mit folgenden Einwirkzeiten (Tab. 7).

Tab. 6: Stammdaten fiir Enpp2

Primérantikrper Verdiinnung Eigenschaft Hersteller
Spezies
Anti-Enpp2 1:100 polyklonal RayBiotech,
(Code: 119-16084) Kaninchen Norcross, USA

Tab. 7: Inkubationszeiten fiir Enpp2

Entitiit Uterus Adenomyose Ovar Peritoneum DIE
Einwirkzeit

DAB- 30 Sek. 30 Sek. 1 Min. 1 Min. 1 Min.
Gemisch

Enpp2 ist die Abkiirzung fiir ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2.
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Das Glykoprotein ist auch unter dem Namen ,,Autotaxin“ bekannt. Das Enzym gehort
zu einer Familie, die Phosphodiester- Verbindungen von unterschiedlichen DNA-
Bausteinen hydrolysieren (Stefan et al. 2005). Enpp2 konnte bislang in Uteri von Ratten

und Schweinen nachgewiesen werden (Ahn et al. 2011, Seo et al. 2012).

3.3.3 Antikorper Pck2

Beim Primérantikorper Pck2 (Thermo Scientific PA5-30221) handelt es sich ebenfalls
um einen polyklonalen Kaninchenantikorper, der auf Mensch, Maus und Ratte getestet
werden kann. Die Lagertemperatur betrigt -20°C. Die Verdiinnung mit dem Antibody

Diluent wurde mit 1:100 gewihlt. Die Inkubationszeiten lauten fiir die Gewebe (Tab. 9).

Tab. 8: Stammdaten fiir Pck2

Primérantikrper Verdiinnung Eigenschaft Hersteller
Spezies
Anti-Pck2 1:100 polyklonal Thermo
(PA5-30221) Kaninchen Scientific,
Rockford USA

Tab. 9: Inkubationszeiten fiir Pck2

Entitit Uterus Adenomyose Ovar Peritoneum DIE
Einwirkzeit

DAB- 35 Sek. 35 Sek. 55 Sek. 55 Sek. 55 Sek.
Gemisch

Pck?2 ist auch unter dem Namen PEPCK Phosphoenolpyruvate carboxykinase bekannt.
Es existieren zwei Isoformen; eine zytosolische Form, die Pckl oder PEPCK-C, und
eine mitochondriale Variante, Pck2 oder PEPCK-M (Nordlie und Lardy 1963). Beide
werden von zwei unterschiedlichen Genen kodiert (Hanson und Garber 1972). Das
Enzym katalysiert die GTP- getriebene Umsetzung von Oxalacetat zu
Phosphoenolpyruvat. In bisherigen Untersuchungen konnte das Protein Pck2 in den

endometrialen Stromazellen des Uterus nachgewiesen werden (Bombail et al. 2010).
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3.3.4 Antikorper Pace4

Der vierte getestete Primdrantikorper Pace4 (Abcam ab110144) ist ein polyklonaler
Ziegenantikorper, welcher bei den Spezies Mensch, Maus und Ratte angewendet
werden kann. Die Lagerungstemperatur betrdgt -20°C. Die durchgefiihrte Verdiinnung
wurde mit 1:100 gewdhlt. Es wurden die Gewebe Uterus, Ovar und DIE gefarbt. Die

Einwirkzeiten fiir die unterschiedlichen Gewebearten betragen (Tab. 11).

Tab. 10: Stammdaten fiir Pace4

Primérantikdrper Verdiinnung Eigenschaft Hersteller
Spezies
Anti-Pace4 1:100 polyklonal Abcam, Cambridge
(ab110144) Ziege England

Tab. 11: Inkubationszeiten fiir Pace4

Entitiit Uterus Adenomyose Ovar Peritoneum DIE
Einwirkzeit

DAB- IMin. n. getestet 1Min. n. getestet  1Min.
Gemisch 20sek. 20sek. 20Sek.

Pace4 steht fiir paired basic amino acid cleaving enzyme. Die Zahl 4 stellt
nomenklatorisch den vierten entdeckten Typ in dieser Familie dar (Wise et al. 1990). Es
handelt sich um eine Proprotein Konvertase, welche auf dem Chromosom 15 lokalisiert
ist. Es ist im Gewebe weit verbreitet (Kiefer et al. 1991). Pace4 ist bei der
proteolytischen Prozessierung von Pro-Proteinen, Propeptidhormonen und
Proneuropeptiden beteiligt. Diese posttranslationale Prozessierung ist ein gemeinsamer
Mechanismus in der Herstellung von biologisch aktiven Peptiden und Proteinen (Tsuji
et al. 1999). Es wird sekretiert und geht eine Verbindung an der extrazellaren Matrix mit
Heparansulfat- Proteoglykanen ein (Tsuji et al. 2003). Eine besonders hohe
Konzentration lésst sich in der Hypophyse und in den Purkinjezellen des Kleinhirns
nachweisen (Mains et al. 1997). Es ist auch in den - Zellen des Pankreas zu finden
(Nagamune et al. 1995).

Die zelluldren Lokalisationen im endokrinen Gewebe weisen darauf hin, dass es bei der
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Regulierung von neuroendokrinen Prozessen mitwirkt (Mains et al. 1997).

3.3.5 Antikorper Gsk3p

Bei diesem Primirantikorper handelt es sich um einen polyklonalen
Kaninchenantikorper, der auf Mensch, Maus, Ratte und Rind getestet werden kann. Der
Antikdrper sollte laut Hersteller bei -20°C gelagert werden. Es wurde eine 1:100
Verdiinnung gewahlt. Der Antikorper wurde auf dem Uterus, Ovar und DIE mit
folgenden Inkubationszeiten erprobt (Tab. 13).

Tab. 12: Stammdaten fiir Gsk3f

Primérantikdrper Verdiinnung Eigenschaft Hersteller
Spezies
Anti-Gsk3p 1:100 polyklonal Millipore,
(07-1413) Kaninchen Billerica USA

Tab. 13: Inkubationszeiten fiir Gsk3[3

Entitit Uterus Adenomyose Ovar Peritoneum DIE
Einwirkzeit

DAB- IMin. n. getestet IMin. n. getestet  1Min.
Gemisch 20Sek. 20Sek. 20Sek.

Gsk3p steht fiir Glykogensynthasekinase-3 Beta. Es ist eine Protein-Serin-

Kinase und gilt als ein Regulator im Glykogen-Metabolismus. Die Proteinkinasen
phosphorylieren die Glykogensynthase, das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der
Glykogensynthese (Stambolic und Woodgett 1994). Neueren Studien zufolge kann
Gsk3p beim Zellwachstum, bei der Motilitdt und Apoptose beteiligt sein (Gao et al.
2013). Ebenfalls spielt Gsk3f im Gehirn eine Rolle. Hier ist es reichlich vorhanden,
sodass es bei Signaltransduktionskaskaden der neuronalen Zellentwicklung und dem
Energiestoffwechsel beteiligt ist (Chen et al. 2015). Es wird auch eine Verbindung mit
der Pathogenese von Alzheimer vermutet, wo eine vermehrte Aktivitit von Gsk3f3

vorzufinden ist (Forlenza et al. 2011). Eine weitere neurodegenerative Erkrankung wie
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Parkinson wird ebenso in Zusammenhang mit einer Dysregulation von Gsk3[3 gebracht

(Golpich et al. 2015).

3.3.6 Antikorper CD9

Bei dem folgenden Priméarantikorper handelt es sich um einen polyklonalen
Ziegenantikorper. Er bindet spezifisch auf Geweben von Mensch, Maus und Ratte und
wird bei einer Temperatur von 4°C gelagert. Ein Einfrieren des Antikdpers sollte
vermieden werden. Bei diesem Antikorper wurde kein Citratpuffer von pH=6
verwendet, sondern ein Puffer von pH=9 benutzt. Es wurde ebenfalls auf 1:100

verdiinnt. Die Zeiten der Inkubation fiir die Gewebe sind (Tab. 15).

Tab. 14: Stammdaten fur CD9

Primérantikrper Verdiinnung Eigenschaft Hersteller
Spezies
Anti-CD9 1:100 polyklonal Santa cruz
(Sc-7639) Ziege Biotechnology,
Dallas USA

Tab. 15: Inkubationszeiten fiir CD9

Entitit Uterus Adenomyose Ovar Peritoneum DIE
Einwirkzeit

DAB- IMin. n. getestet 1Min. 3Min. 1Min.
Gemisch 20Sek. 30Sek.

CD9 gehort zu der Tetraspanin Familie, welche membranorganisierende Proteine sind.
Sie kennzeichnen sich durch das Vorhandensein von vier hoch konservierten
Transmembran-Regionen mit verschiedenen physiologischen Funktionen (Castro et al.
2015). CDO9 besteht aus 228 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 24 kDa
(Herr et al. 2014). Tetraspanine regulieren die Zellmorphologie, Motilitdt, Invasion,

Fusion und Signaliibermittlung im Gehirn, Immunsystem und in Tumoren (Hemler
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2005). CDO ist speziell an verschiedenen biologischen Funktionen mit beteiligt,
einschlieBlich Zelladhésion, Metastasen, Wachstum, Signaltransduktion,
Differenzierung und Sperma-Ei-Fusion (Yoon et al. 2013). Eine Herunterregulierung
von CD9 steht im Zusammenhang mit der Tumorprogression und Metastasierung bei

Blasen-, Brust-, Lungen- und Darmkrebs (Zdller 2009).

3.3.7 Antikorper WDR13

Bei dem letzten getesteten Primdrantikoper geht es um einen polyklonalen
Kaninchenantikdrper, welcher ausschlieBlich fiir humane Gewebe bestimmt ist. Die
Lagerungstemperatur betrdgt -20°C. Die Verdiinnung lag bei 1:100. Die Farbezeit fiir

die Gewebearten betriagt (Tab. 17).

Tab. 16: Stammdaten fiir WDR13

Primérantikorper Verdiinnung Eigenschaft Hersteller
Spezies
Anti-WDR13 1:100 polyklonal Sigma- Aldrich,
(HPA000913) Kaninchen St. Louis USA

Tab. 17: Inkubationszeiten fiir WDR13

Entitit Uterus Adenomyose Ovar Peritoneum DIE
Einwirkzeit

DAB- 1Min. n. getestet 1Min. IMin. 1Min.
Gemisch 10Sek. 50Sek.  30Sek. 30Sek.

WDR13 gehort zu der groBen WD- repeat Proteinfamilie; diese Proteine finden sich
nahezu in allen Eukaryonten wieder. Die Abkiirzung WD steht fiir Tryptophan und
Aspartat. Sie werden mit einer Vielzahl von wichtigen Funktionen in Verbindung
gebracht (Smith et al. 1999). WDR13 besteht aus 9 Exons und 8 Introns. Das Gen
befindet sich auf dem Locus Xp11.23 (Singh et al. 2003). Studien zeigten, dass die WD-
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Proteine als ein Gerlist mit verschiedenen Proteinen, Peptiden oder Nukleinsduren auf
mehreren Oberfldchen interagieren (Stirnimann et al. 2010). Die subzellulére
Lokalisierung des WDR13 Proteins im Kern deutet darauf, dass es eine regulatorische
Rolle in der Kernfunktion zusammen mit einer Protein-Protein-Wechselwirkung hat,
ebenso wie andere Subtypen der WD-Familie (Singh et al. 2003). Insgesamt ist durch
die funktionelle Heterogenitit der WD- Familie ihre biologische Bedeutung schwer

gegeneinander abgrenzbar (Suresh et al. 2005).

3.4 Digitale Auswertung

Die Objekttrager wurden unter einem Lichtmikroskop in verschiedenen VergroBBerungen
ausgewertet. Es wurde nach folgenden Kriterien analysiert: Sind die Driisenstrukturen
positiv oder negativ?; ist die Farbung im Zytoplasma oder im Kern der Zelle lokalisiert
und welche Gewebearten sind gefarbt worden? Ebenfalls wurden die gefarbten
Driisenstrukturen ausgezahlt und die Intensitit bzw. der Farbegrad pro Driise prozentual
geschatzt. AnschlieBend wurden die Praparate von einer Olympus FSX 100
Digitalmikroskop- Kamera am Computer mit der Software Olympus FSX-BSW
dokumentiert und betreffende Stellen in unterschiedlichen Aufldsungen digital
gespeichert. Zum Schluss wurden die Aufnahmen mit Adobe Photoshop bearbeitet und

alle Informationen in PowerPoint und Excel eingefiigt.

3.5 Statistische Auswertung

Fiir die generierten Daten aus der immunhistochemischen Analyse wurde das
Statistikprogramm von GraphPad Prism 6.01 fiir Windows benutzt. Bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit, bei der p< 0,05 war, konnte von einer statistischen
Signifikanz gesprochen werden. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert in % mit dem
Standardfehler des Mittelwertes (Mean &= SEM) angegeben. Fiir das Alter der
Patientinnen wurde der Median gewihlt. Fiir die Signifikanz der Ubereinstimmung
zweier Gruppen wurde der nicht- parametrische Mann- Whitney- Test verwendet. Bei
der Varianzanalyse von mehr als drei Gruppen wurde auf den nicht parametrischen

Kruskal- Wallis- Test zuriickgegriffen.



3.6 Chemikalien

Tab. 18: Chemikalien
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Chemikalien

Hersteller

Antibody Diluent (TRIS HCL)

Dako, Hamburg DE

BSA (Bovines Serum Albumin)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe DE

DAB + Substratpuffer / DAB+ Chrom.

Dako, Hamburg DE

Citronensdure

Merck, Darmstadt DE

Essigsdure 100%

Merck, Darmstadt DE

Ethanol 100%

Sigma- Aldrich, St. Louis USA

FLUKA Eukitt

Sigma- Aldrich, St. Louis USA

Formaldehyd 37%

Merck, Darmstadt DE

GIBCO® -PBS- Tabletten

Thermo Scientific, Waltham USA

Haemalaun nach Meyer

Waldeck Miinster, DE

Methanol 100%

Sigma- Aldrich, St. Louis USA

Natriumcitrat

Merck, Darmstadt DE

Neoclear

Merck, Darmstadt DE

Labelled Polymer-HRP-Anti- Spezies

Dako, Hamburg DE

Pikrinsédure

Sigma- Aldrich, St. Louis USA

Triton X 100

Sigma- Aldrich, St. Louis USA

Wasserstoffperoxid 30%

Carl Roth GmbH, Karlsruhe DE

Xylol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe DE

Puffer pH=9

Dako, Hamburg DE

3.7 Zusammensetzung der Losungen

Blockpuffer:

lg BSA + 70 ml PBS Gebrauchslésung + 21 pl Triton-X 100

Bouin:

Stammlosung 500ml Pikrinsdure fliissig+ 167ml Formaldehyd 37% (Dunkel lagern)

Gebrauchslésung 30ml Stammlosung + 1,5ml 100% Essigsdure (Dunkel lagern)



Citratpufter:
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Losung A: 0,1 Mol Zitronensédure 21,01g Zitronensdure in 1000 ml Aqua dest 16sen

Losung B: 0,1 Mol Natriumcitrat 29,41g Natriumcitrat in 1000 ml Aqua dest 16sen

Gebrauchslosung:

25ml Losung B + 270 ml Aqua dest mischen und mit Losung A auf pH 6,0 einstellen

PBS- Gebrauchsldsung:

4 Tabletten Gibco PBS mit 11 destillierten Wasser mischen

0.3 % Wasserstoffperoxid in eiskaltem Methanol:

45 ml eiskaltes Methanol + 5ml 30 % Wasserstoffperoxid

3.8 Verbrauchsmaterialien

Tab. 19: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Atemschutzmaske

Carl Roth GmbH, Karlsruhe DE

Dako PAP- Pen

Dako, Hamburg DE

Deckgldschen Masse 24x 26mm,
22x 22mm, 24x 36mm, 24x 60mm

R. Langenbrink, Emmendingen DE

Eppendorf Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg DE

Falcon Rohrchen 50ml

Greiner Bio-one, Kremsmiinster AUT

Handschuhe

NOBAMED Paul Danz AG, Wetter DE

Kimtech Science Tiicher

Kimberly-Clark, Roswell USA

Mikrotom-Skalpelle

Feather, Osaka JPN

Objekttrager

R. Langenbrink, Emmendingen DE

Reaktionsgefale 1,5ml, 2,5ml, Sml

Eppendorf, Hamburg DE

Vasco-Nitrilhandschuhe

Braun, Melsungen DE




3.9 Laborger:iite

Tab. 20: Laborgerite
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Laborgerite

Hersteller

Einbettautomat TP1050

Leica, Wetzlar DE

Eiswirfelmaschine WESSAMAT

Wessamat, Kaiserslautern DE

Eppendorfpipetten 20ul,100ul, 1000l

Eppendorf, Hamburg DE

Feuchtekammer

Dako, Hamburg DE

Heizplatte mit Magnetriihrer IKAMAG

IKA, Staufen DE

Heraeus Inkubator

Thermo Scientific, Waltham USA

Kiihlschrank 20°C Bosch, Gerlingen DE
Kiihlschrank 4°C VWR International, Radnor USA
Mikrotom HM 400 Leica, Wetzlar DE

Mikroskop Lux S Leica, Wetzlar DE

Mikroskop Dialux 20 Leica, Wetzlar DE

Multigourmet Braun, Melsungen DE

Olympus FSX 100 Olympus, Tokio JPN

pH Meter CG 841 Schott, Hotheim DE

Schiittler IKA- VIBRAX- VXR

IKA, Staufen DE

Waage 1219MP

Sartorius AG, Gottingen DE

Wasserbad GFL 1052

GFL, Burgwedel DE

Vortex

Bender& Hobein AG, Bruchsal DE

Zentrifuge Sprount

Biozym Scientific, Hess. Oldendorf DE
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4. Ergebnisse

Die Endometriose ist in ihrer Pathophysiologie nicht ausreichend erforscht.

Die vorliegende Untersuchung zielte darauf ab, eine Analyse von Biomarkern im
Endometrium mit und ohne Endometriose vorzunehmen, sowie in den
endometriotischen Entitéten. Es wurde speziell nach Proteinen gesucht, welche in
moglichst vielen Driisenzellen des Epithels eine Expression aufweisen.

Die Experimente an den Geweben wurden mit immunhistochemischen Nachweisen
durchgefiihrt. Einzelne Biomarker wurden nach ihrem Firbegrad in den Entititen
kategorisiert. Als Kriterium war es wichtig, nach der hchstmoglichen Anzahl an
gefarbten Epithelzellen, wenigen stromalen Zellfarbungen und einem guten Signal zu
Rausch-Verhiltnis zu suchen. Es wurden zuerst mit sieben ausgewihlten Antikorpern
(Pace4, Gsk3p, CD9, WDR13, B-SG, Enpp2 und Pck2) Vorversuche gemacht. Die
Gewebeproben wurden aus Uterus, Ovar, Peritoneum und DIE gewonnen. Insgesamt
wurden 33 Patientinnen mit Uteri, davon 10 mit Adenomyosen, 19 Patientinnen mit
Ovarien, 19 peritoneale Endometriosepatientinnen mit 30 Lésionen und 19 Patientinnen
mit tief infiltrierender Endometriose a 20 Léasionen miteinbezogen. Eine Lésion steht
hier fiir einen Gewebeschnitt, so bedeutet z.B. 30 Lasionen 30 Gewebeproben von 19
Patientinnen vom Peritoneum (Tab. 21), denn ein und dieselbe Probandin kann an
unterschiedlichen Stellen im Peritoneum endometriotische Lésionen haben. Dies gilt
genauso fiir die tief infiltrierende Endometriose. Es wurde nur Gewebematerial flir die
Analysen berticksichtigt, welches methodisch und statistisch reproduzierbar war.

Bei den verwendeten Geweben wurden die negativen Gewebeschnitte, die nicht
verwertbar waren, herausgerechnet. Hierzu zéhlten Patientinnen mit Uteri in der
Menopause, Patientinnen mit keinen nachweisbaren Driisen auf den Gewebeschnitten,
Patientinnen deren Préparate nicht verwertbar waren aufgrund schlecht erhaltener
Léasionen sowie Probandinnen deren Gewebeschnitte die gleiche Lokalisation
aufwiesen, wie z.B. Endometrioseherde am Ligamentum sakrouterinum links und rechts

(Tab. 21 und 22).



Tab. 21: Immunhistochemischer Nachweis an Patientinnen mit Endometriose und

Anzahl an Léasionen fiir die Marker -SG, Enpp2 und Pck2.

Entitaten Patientinnen (n)  Laésionen (n) Alter Median
(Range)

Uterus (ohne 23 43 (28-54)
Endometriose)

Adenomyose 10 45,5 (26- 54)
Ovar 19 34 (28-63)
Peritoneum (PE) 19 30 35 (19- 50)
DIE 19 20 34 (26- 46)

Tab. 22: Immunhistochemischer Nachweis an negativ getesteten Probandinnen fiir die

Marker B-SG, Enpp2 und Pck2.

Entitiiten keine nicht gleiche Menopause
Driisen verwertbar Lokalisation

Uterus 4 2

Adenomyose 1 1

Ovar 1

Peritoneum 1 9 1

DIE 4 2 2

> 9 12 4 3

(PE, Peritoneum)

4.1 Zusammenschau der verwendeten Proben fiir B-SG, Enpp2 und Pck2

In der folgenden Tabelle 23 sind die verwendeten Gewebeproben fiir die drei Proteine

(B-SG, Enpp2 und Pck?2) in den verschiedenen Entitidten dargestellt.

39
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Tab. 23: Charakteristik der Gewebeproben fiir f-SG, Enpp2 und Pck?2.

Endometrium Ovarielle Peritoneale DIE
Endometriose Endometriose

Alle Proben n=33 n=19 n=19(30) n=19(20)

Alter Median (Range) 45 (26- 54) 34 (28- 63) 35(19-50) 34 (26-
46)

Sekretionsphase n=19

Alter Median (Range) 44 (26- 54)

Proliferationsphase n=14

Alter Median (Range) 45,5 (28- 54)

Leiomyome n=11

Uterusmyome n=1

Adenomyose n=10

Blase n=10 n=1

Ligamentum sakrouterinum n=4 n=3

Fossa ovarica n=4 n=1

Douglasraum n=2

Ligamentum teres n=1

Peritoneum n=3

Ligamentum infundibulo n=2

pelvicum

Beckenwand n=3

Mesogastrium n=1

Rektum n=4

Septum rektovaginale n=4

Paraurethral n=1

Rektosigmoid n=1

Kolon n=1

Dinndarm n=1

Weichteilgewebe Leiste n=2

Ureter n=1

n= 19 (30) steht fir 30 L&sionen von 19 Patientinnen
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4.2 Screening von Proteinen fiir epitheliale Zellen im Uterus, Ovar, PE und DIE

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Biomarker im Endometrium, in der
Adenomyose, in der ovariellen, peritonealen und der tief infiltrierenden Endometriose
dargestellt. Es handelt sich um sieben Marker: Pace4, eine Proprotein- Konvertase,
Gsk3p, eine Protein-Serin- Kinase, CD9, ein membranorganisierendes Protein,
WDR13, ein ubiquitér lokalisiertes Kernprotein, B-SG, ein Transmembranglykoprotein,
Enpp2, ein sekretiertes Glykoprotein und Pck2, ein GTP- katalysierendes Enzym.

Die Marker CD9 (Park et al. 2000), Pace4 (Freyer et al. 2007) Gsk3p, WDR13, B-SG,
Enpp2 und Pck2 (Wilhelm et al. 2014) wurden aufgrund der o.g. Literaturrecherchen fiir
die nachfolgenden immunhistochemischen Experimente ausgewéhlt, da diese eine
Préaferenz im Epithel des Endometriums vermuten lief3en.

Diese sieben biologischen Marker wurden zuerst am Uterus immunhistochemisch
getestet. Weitere typische Farbecharakteristika und Expressionsmuster des
endometrialen und endometriotischen Epithels werden nachfolgend beschrieben. Es
werden verschiedene digitale Aufnahmen in unterschiedlichen Vergro3erungen

dargestellt.

4.2.1 Lokalisation von Pace4 im Uterus und in der Endometriose

Pace4 ist eine Proprotein- Konvertase, welche an der Prozessierung von Pro-Proteinen,
Propeptidhormonen und Proneuropeptiden beteiligt ist (Tsuji et al. 1999). In der
nachfolgenden Abb. 8a siecht man eine Ubersichtsaufnahme von einem Uterusabschnitt
mit den Endometriumschichten Funktionalis und Basalis, sowie dem Myometrium. Das
Endometrium und Myometrium des Uterus ist gidnzlich gefarbt. Die Driisen im
Endometrium sind stérker als die Myometriumzellen geférbt. In der
VergroBerungsaufnahme Abb. 8b sind die endometrialen Driisen im Epithel homogen
angefarbt. Alle auf dem Gewebeabschnitt vorzufindenden Driisen sind zu 100% gefarbt.
Das Epithel ist hochprismatisch aufgebaut. Es findet sich eine rein zytoplasmatische
Féarbung in allen Epithelzellen. Das Stroma im Endometrium ist durchgehend geférbt,

aber deutlich schwicher als das Epithel.
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Abb. 8a/b: Histologisches Schnittpriparat eines Uterus in der Proliferationsphase mit
Leiomyomen im Corpus uteri. Die Patientin hat eine Endometriose im Bereich des
Ligamentum sakrouterinum beidseits. Nachweis von Pace4 im Endometrium und
Myometrium. Abb. 8b stellt die AusschnittsvergrofBerung von Abb. 8a dar (s. Pfeil).
Abb. 8a VergroBerung X4.2 Abb. 8b VergroBerung X17

In der Abb. 9a sieht man einen Teilausschnitt einer Endometriosezyste im Ovar. Es ist
deutlich zu sehen, dass die iso- bis hochprismatischen Epithelzellen nur sehr
geringfiigig zytoplasmatisch geférbt sind. Der Marker Pace4 ist im ovariellen Stroma
dagegen durchgehend nachzuweisen.

Abb. 9b zeigt eine Endometriosezyste, die ebenfalls nur sehr schwach zytoplasmatisch
gefarbt ist. Das Stroma des Ovars ist weitgehend negativ bis auf das direkt dem Epithel

angrenzende Stroma (s. Pfeil).
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Abb. 9a/b: Immunhistochemische Gewebeprobe von einem Ovar mit ausgebrannter
Endometriosezyste mit einem breiten hyalinisierten bindegewebigen Randsaum (Abb.
9b, Pfeil). Nachweis von Pace4 im Stroma des ovariellen Gewebes.

Abb. 9a Vergroflerung X17 Abb. 9b VergroBerung X17



43

Das nachfolgende Priiparat ist in einer Ubersichtsaufnahme mit einer extragroen
endometriotischen Lésion dargestellt (Abb. 10a). Der rektovaginale Befund ist eine tief
infiltrierende Endometriose. In der Vergrof3erungsaufnahme in Abb. 10b sieht man
deutlich eine ganzheitliche Féarbung der zytoplasmatischen Anteile der Lésion, welche
durch den Marker Pace 4 zustande kommt. Das hochprismatische Epithel ist sowohl
basal als auch luminal homogen positiv. Die Kerne sind negativ ebenso wie das Stroma.
Insgesamt weisen beide Gewebearten DIE und Uterus bei Pace4 in der
zytoplasmatischen Farbung des Epithels gleiche Muster auf. Pace4 farbt im Uterus und
Ovar das Stroma stérker als in der DIE. Pace4 wurde fiir die weiteren Untersuchungen
nicht genommen aufgrund einer zu schwachen Féarbung des Epithels im Ovar und einer
zu intensiven Férbung des Stromas im Endometrium und dem Myometrium des uterinen
Gewebes. Die Entitdt Peritoneum wurde aus diesen Griinden nicht immunhistochemisch

analysiert.

\

Abb. 10a/b: Immunhistochemische Gewebeprobe mit Pace4 aus dem rektovaginalen
Bereich mit ausgedehnten Endometrioseherden im rektovaginalen Stroma. Alte
Stromahdmorrhagien sind noch vorhanden. Ebenfalls sind Endometrioseherde im Ovar
vorzufinden. Der Pfeil in Abb. 10a zeigt eine VergroBerungsaufnahme in Abb. 10b.
Abb. 10a VergroBlerung X4.2 Abb. 10b VergroBerung X17

4.2.2 Lokalisation von Gsk3p im Uterus und in der Endometriose

Gsk3p ist eine Protein-Serin Kinase, die eine regulatorische Rolle im Glykogen-

Metabolismus spielt (Stambolic und Woodgett 1994). In der folgenden Abb. 11a sieht

man eine Ubersichtsaufnahme von einem Uterusabschnitt mit den
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Endometriumschichten Funktionalis und Basalis, sowie dem Myometrium. Es handelt
sich um dieselbe Patientin wie in Abb. 8a/b. Der Uterus ist mit dem getesteten Protein
Gsk3pB im Endometrium und Myometrium homogen gefarbt. In der Vergréferung sind
die endometrialen Driisen im Epithel intensiv angeférbt. Das Epithel ist zylinderférmig
aufgebaut. In der VergroBerungsaufnahme Abb. 11b kann eine rein zytoplasmatische
Féarbung beobachtet werden. Die Lamina propria ist ebenfalls stark positiv. Insgesamt
sind das Farbemuster und die Intensitdt in diesem Uterus sehr dhnlich, wenn nicht sogar
identisch zum Biomarker Pace4 (Abb. 8a/b). Beide Proteine, Pace4 und Gsk3p, zeigten
eine ausgeprigte durchgingige Lokalisation in allen Driisen, Stroma und Muskelzellen

des Uterus.

Abb. 11a/b: Immunhistochemisches Préiparat eines Uterus in der Proliferationsphase

mit Leiomyomen im Corpus uteri (vgl. Abb. 8a/b). Die Patientin hat eine Endometriose
im Bereich des Ligamentum sakrouterinum. Es handelt sich um einen
immunhistochemischen Nachweis von Gsk3f im Uterus. Der Pfeil in Abb. 11a markiert
die Detailaufnahme in Abb. 11b.

Abb. 11a VergroBBerung X4.2 Abb. 11b VergrofBerung X17

Das Ovar mit seinen Endometriosezysten ist sowohl in Abbildung 12a als auch in Abb.
12b komplett negativ. Das Stroma ist in Abb. 12a ebenfalls nicht immunhistochemisch

positiv. In Abb. 12b ist das Stroma dagegen heterogen mit dem Protein Gsk3f gefarbt
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Abb. 12a/b: Immunhistochemischer Nachweis von einem Ovar mit ausgebrannter
Endometriosezyste mit einem breiten hyalinisierten bindegewebigen Randsaum.
Nachweisreihe von Gsk3f im ovariellen Gewebe.

Abb. 12a Vergroflerung X17 Abb. 12b X17

Die Endometrioseschleimhautinseln aus dem Resektat des rektovaginalen Gewebes
zeigen eine liberwiegend durchgéngige Lokalisation von Gsk3p in den Epithelzellen der
Driisen (Abb. 13). In der Ubersichtsaufnahme ist die rechts lokalisierte Lision nur
teilweise erhalten, was sich auf die Farbequalitit auswirkt (Abb. 13a Pfeil). In der
AusschnittsvergroBerung Abb. 13b sieht man wie homogen zytoplasmatisch die Driise
gefarbt ist. Eine leicht intensivere Betonung ist zum Lumen der Lésion zu erkennen.
Das Epithel ist iiberwiegend hochprismatisch bis auf einen Abschnitt, der aufgrund der
Schnittebene mehrschichtig erscheint. Das zytogene Stroma, sowie die Umgebung
zeigen keine Farbung.

Gsk3p wurde nicht weiter verwendet, weil das Stroma im Endometrium und die
Muskelzellen des Uterus zu stark gefdarbt wurden. Aullerdem konnte im Ovar Gsk3f die
Epithelzellen nicht farben. Das Peritoneum wurde wie bei Pace4 aus den o.g. Griinden

nicht getestet.
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Abb. 13a/b: Immunhistochemischer Nachweis von Gsk3 in einem rektovaginalen
Resektat mit einem Einschluss von Endometriumschleimhautinseln (DIE), knotig
fibrosiertem Stroma und Myofibroblastenproliferaten. Abb. 13b ist eine Vergroferung
von Abb. 13a (linker Pfeil). Der rechte Pfeil in Abb. 13a stellt eine teilweise erhaltene
endometriotische Lésion dar. Abb. 13a Vergrof3erung X4.2 Abb. 13b VergroBerung X17

4.2.3 Lokalisation von CD9 im Uterus und in der Endometriose

CD9, welches zu immunhistochemischen Versuchen verwendet wurde, ist ein Protein
mit membranorganisierenden Funktionen (Castro et al. 2015). In der
Ubersichtsaufnahme von Abb. 14a sieht man einen Uterus mit Endometrium und
Myometrium. Das Endometrium mit seinen Driisen zeigt in der Detailaufnahme Abb.
14b nur eine gering ausprigte Farbung von CD9. Das Zytoplasma ist basal starker als
luminal betont. Die Kerne sind negativ, ebenso das Stroma des Endometriums, das

Myometriums und das Oberflachenepithel.

Abb. 14a/b: Immunhistochemischer Schnitt mit dem Nachweis von CD9 in einem
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Uterus ohne histopathologische Verdnderungen mit vollstidndig erhaltenem
Oberflachenepithel. Der Pfeil in Abb. 14a stellt eine Ausschnittsvergroferung von Abb.
14b dar. Abb. 14a VergrofBerung X4.2 Abb. 14b Vergroflerung X17

Der Marker CD9 zeigt in der DIE (Abb. 15a) und im Peritoneum (Abb. 15b) eine
dhnliche Farbung. Die Lésionen sowohl in der tief infiltrierenden als auch in der
peritonealen Endometriose zeigen keine Epithelfarbung. Das zytogene Stroma ist
ebenfalls in beiden Entitdten nicht gefdrbt. Die Umgebung zeigt eine leichte
Hintergrundfarbung in Abb. 15a, welche als Artefakt zu werten ist. Insgesamt konnte
CD9 in den endometriotischen Driisenzellen des Peritoneums und der DIE nicht
detektiert werden. Im Uterus farbte CD9 das Epithel der Driisen zu schwach. Der

Antikérper CD9 wurde deshalb auch nicht mehr weiter verwendet.
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Abb. 15a: Immunhistochemischer Nachweis auf einem Gewebeschnitt mit CD9 von
DIE- Endometrioseinseln, welche paraurethral lokalisiert sind. Endometriotische
Lisionen sind bei dieser Patientin auch in der Beckenwand, Ligamentum sakrouterinum
und am Blasendach vorzufinden. Abb. 15b: Immunhistochemische Versuchsreihe mit
CD9 in Endometrioseinseln aus dem Blasendach (PE). Die Patientin hatte ebenfalls
Endometriose paraurethral und am Ligamentum sakrouterinum. Es handelt sich somit

um eine Patientin mit Endometriose in PE und DIE. Abb. 15a/b VergroBerung X17
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4.2.4 Lokalisation von WDR13 im Uterus und in der Endometriose

Das zu untersuchende Protein WDR 13 gehort zu der WD- repeat Familie, das nahezu in
allen Eukaryonten vorzufinden ist (Smith et al. 1999). Dem Protein wird eine
regulatorische Funktion zugeschrieben. Die Ubersicht der Abb. 16a stellt einen Uterus
im Serienschnitt, wie bei den Markern Pace4 (Abb. 8) und Gsk3p (Abb. 11) verwendet,
dar. Die Driisen befinden sich in der Proliferationsphase. In Abb. 17a zeigen die Driisen
eine homogene Lokalisation von WDR13 in allen Epithelzellen. Im Gegensatz zu den
Biomarkern Pace4, Gsk3p und CD?9 sieht man eine leichte Farbung in den Kernen der
Driisenzellen aufgrund der ebenfalls ausgemachten Kernlokalisation. Das Zytoplasma
ist ebenfalls moderat geférbt. Das Stroma des Endometriums und die Zellen des

Myometriums sind weitgehend frei von Farbung.
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Abb. 16a/b: Immunhistochemischer Nachweis von WDR13 im Uterus in der
Proliferationsphase mit Leiomyomen im Corpus uteri. Die Patientin hat eine
Endometriose im Bereich des Ligamentum sakrouterinum beidseits (vgl. Abb. 8 und
11). Abb. 16b ist die VergroBerung von Abb. 16a (s. Pfeil). Abb. 16a Vergroerung X4.2
Abb. 16b Vergroferung X17

Das Protein WDR 13 ist im Ovar mit seinen Zysten in beiden Abb. 17a und 17b nicht
nachweisbar. Es ist weder eine epitheliale Betonung noch eine stromale Farbung zu
erkennen. Eine minimale Hintergrundfarbung ist aufgrund der vermutlich leichten
Schadigung des Gewebeschnitts in diesem Abschnitt zu erkennen (Abb. 17b, Pfeil).

Somit konnte das Protein WDR13 im ovariellen Gewebe nicht detektiert werden.
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Abb. 17a/b: Immunhistochemischer Nachweis mit dem Protein WDR13 an einem Ovar
mit ausgebrannter Endometriosezyste mit einem breiten hyalinisierten bindegewebigen
Randsaum. Der Pfeil in Abb. 17b zeigt auf die Hintergrundfarbung von dem
angrenzenden Stroma. Das Protein WDR13 ist im Ovar nicht detektierbar.

Abb. 17a/b VergroBerung X17

Tiefe endometriotische Lisionen im Bereich des Ligamentum sakrouteri sind in Abb.
18a zu erkennen. Der Marker WDR13 ist weder in den Driisen zu finden noch im
Zytoplasma oder im Kern. Das angrenzende verdichtete Stroma und die Umgebung sind
ebenso nicht gefdrbt. Anders sieht es bei der peritonealen Blasendachldsion in Abb. 18b
aus. Das Zytoplasma ist in seiner ganzen Zirkumferenz positiv. Die Kerne sind nicht
positiv. Das im Lumen befindliche Zellgewebe ist eine Ansammlung von
Blutungsresiduen. Zusammenfassend zeigt der Antikrper WDR13 in den vier
getesteten Entitdten Uterus, Ovar, Peritoneum und DIE ein inhomogenes
Férbeverhalten. Ein gutes Farbeverhalten zeigt WDR13 im Endometrium und in den
peritonealen endometriotischen Driisen. Dagegen ist WDR13 in den
Endometriosezysten des Ovars und in den Driisenformationen der tief infiltrierenden
Endometriose nicht nachweisbar. Weitere Versuchsreihen fiir den Biomarker WDR13
wurden nicht mehr durchgefiihrt.

Es konnte keiner der vier getesteten Marker Pace4, Gsk33, CD9 und WDR13 in allen
Entititen Uterus, Ovar, Peritoneum und DIE den Auswahlkriterien: maximal gefarbte
Epithelzellen, minimale Stromafdrbung und ein gutes Signal zu Rausch- Verhéltnis
geniigen. Pace4 und Gsk3p zeigten ein dhnliches Fiarbeverhalten in den epithelialen
Zellen. Beide waren im Endometrium sowie in der tief infiltrierenden Endometriose
positiv. Im Ovar dagegen waren beide Proteine im Epithel nicht nachweisbar. CD9

zeigte im Endometrium eine schwache Farbung. Im Peritoneum und in der tief
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infiltrierenden Endometriose war CD9 im Epithel negativ. WDR13 ist im Endometrium
und Peritoneum positiv gewesen. Im Epithel des Ovars und der DIE war WDR13

hingegen negativ.
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Abb. 18a: Immunhistochemischer Nachweis auf einem Gewebeschnitt mit WDR13 von
DIE- Endometrioseinseln, die paraurethral lokalisiert sind. Endometriotische Lésionen
waren bei dieser Patientin auch in Beckenwand, Ligamentum sakrouterinum und
Blasendach vorzufinden. Abb. 18b: Immunhistochemischer Nachweis auf einem
Gewebeschnitt mit WDR13 in Endometrioseinseln aus dem Blasendach (PE). Die
Patientin hatte ebenfalls Endometriose paraurethral und am Ligamentum sakrouterinum.
Es handelt sich somit um eine Patientin mit Endometriose in PE und DIE.

Abb. 18a/b VergroBerung X17

4.3 Etablierung der drei Marker g-SG, Enpp2 und Pck?2

In der vorliegenden Untersuchung verwendeten wir mehrere Antikorper (s.0.) zum
Nachweis von Epithelzellen in endometrialen sowie endometriotischen Driisen. Beta-
Sarcoglykan, Enpp2 und Pck2 wiesen eine hohe Préferenz in den eutopen
endometrialen Driusen des Uterus auf, sodass diese Proteine mit einer sehr hohen
Empfindlichkeit und mit einem guten Signal-Rausch-Verhéltnis fur die weiteren
Analysen verwendet wurden. Basierend auf diesen Ergebnissen, die wiederum einen
monoklonalen Ursprung aller eutopen endometrialen Driisen nahelegen, analysierten

wir die Lokalisierung dieser Proteine in der ovariellen, peritonealen und in den tief
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infiltrierenden endometriotischen L&sionen. Im Folgenden werden die Hauptergebnisse
der drei ausgewahlten Marker vorgestellt.

4.3.1 Lokalisation von B-SG im Uterus und in der Endometriose

Das Protein B-SG gehort dem Sarcoglykan Komplex an, bestehend aus a-, -, y-, - und
g-Sarcoglykan. Es gehort zu einer Gruppe von integralen und Membran-assoziierten
Proteinen, die die extrazellulare Matrix mit dem Zytoskelett verbinden (Anastasi 2010).
In der Ubersichtsaufnahme kann man das Endometrium in der sekretorischen
Zyklusphase sehen (Abb. 19a). Die Drisen sind tGberwiegend sédgezahnartig
vorzufinden. Alle Drisen im Endometrium sind positiv fir -SG. In der
VergrolRerungsaufnahme sieht man wie die tiberwiegend einschichtigen
hochprismatischen epithelialen Driisenzellen homogen zytoplasmatisch gefarbt sind
(Abb. 19b). Die Driisen weisen eine leichte basale und apikale Betonung auf. Das
endometriale Stroma ist weitgehend negativ. Es sind nur vereinzelt Stromazellen

perinukledr gefarbt.
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Abb. 19a/b: Immunhistochemischer Nachweis auf einem Gewebeschnitt mit §-SG von
einem Uterus myomatosus mit unauffalligem Endometrium in der sekretorischen
Zyklusphase. Die Patientin hat im rechten Ovar eine Endometriosezyste. Nachweis von
B-SG im Uterus mit 100% gefarbten Driisen. Abb. 19D stellt die
AusschnittsvergroRerung von Abb. 19a dar (s. Pfeil). Abb. 19a VergroRerung X4.2 Abb.
19b VergrolRerung X17
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Die Detailaufnahmen zeigen ein Uteruspréparat einer Patientin in der
Proliferationsphase (Abb. 20a/b). In Abb. 20a sieht man ein Oberflachenepithel mit dem
Endometrium, in dem die Drisenstrukturen eingebettet sind. Das Oberflachenepithel
und die Drisen sind einschichtig hochprismatisch aufgebaut. Das Epithel der
Oberflache sowie das der Driisen sind zytoplasmatisch geféarbt mit -SG. Das
Oberflachenepithel ist in seiner Farbung intensiver als die benachbarten Drisen. Es
zeigt sowohl eine apikale als auch eine basale Betonung. Das an den Driisen
angrenzende endometriale Stroma ist negativ. Das Stroma im oberen linken Quadranten
ist leicht positiv, aufgrund eines Gewebedefekts, welcher als Artefakt anzusehen ist
(Abb. 20a, Pfeil). Die Driisen in Abb. 20b zeigen alle eine einheitliche Farbung mit dem
Protein B-SG. Sie sind alle zytoplasmatisch gefarbt und zeigen zum Lumen der Driisen
hin eine kréftigere Farbung. Insgesamt sind die Driisen in Abb. 20b intensiver als die
Driisen in Abb. 20a geféarbt. Das Stroma in Abb. 20b ist negativ. Beta- Sarcoglykan
zeigt bei beiden Patientinnen (Abb. 19 und 20), dass alle Driisen im Endometrium

positiv sind und das Stroma im Endometrium zum erheblichen Teil negativ ist.

5
}" ; : .‘!

! ; & 25 iy
£/ ¥
B o4 \

|

Abb. 20a/b: Uteruspréparat einer Patientin mit physiologischem Endometrium in der
Proliferationsphase und Leiomyomen des Corpus uteri. Nachweis von dem Protein 3-
SG mit 100% geférbten Drusen und Oberflachenepithel im Uterus. Der Pfeil in Abb.

20a stellt einen Gewebedefekt dar. Abb. 20a/b Vergrolierung X17

Die folgenden Detailaufnahmen zeigen bei zwei Patientinnen (Abb. 21a und 21b) in
ihrer Uterusmuskulatur eine Adenomyose. Beide Patientinnen haben auch Leiomyome
im Corpus uteri. Die Patientin zeigt eine Lasion, die partiell einschichtig bis
mehrschichtig erscheint aufgrund der Schnittebene (Abb. 21a). Das Epithel ist

zytoplasmatisch mit dem Protein -SG geférbt und zeigt eine luminale Betonung. Das
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angrenzende verdichtete zytogene Stroma ist negativ. Am zytogenen Stroma anliegend
ist das Myometrium, welches schwach angefarbt ist. Es ist deutlich ein Unterschied in
der Farbeintensitat zwischen der Adenomyose und den anliegend lokalisierten
Muskelzellen zu sehen. Die herdférmige Adenomyose ist ebenfalls durchgehend
zytoplasmatisch gefarbt und zeigt tendenziell ein luminale Betonung (Abb. 21b). Das
sich in der Nachbarschaft befindende Stroma ist auch bei dieser Patientin negativ. Das
Protein B-SG farbt nicht nur die physiologischen Driisen im Endometrium, sondern
zeigt auch eine ahnliche Farbung bei den pathologischen Adenomyosen im
Myometrium des Uterus. Die Muskelzellen werden von B-SG insgesamt leicht gefarbt.
Das zytogene Stroma im Uterus hingegen ist bei 3-SG frei von Farbung. Die zu 100%
gefarbten Driisen und das in seiner ganzen Zirkumferenz gefarbte Oberflachenepithel
im Uterus veranlassten, mit dem Protein 3-SG immunhistochemisch weiterzuarbeiten

und es in den Entitaten zu analysieren.

Abb. 21a: Ein Uteruspraparat mit einem immunhistochemischen Nachweis von B-SG in
einer Patientin mit ausgepréagter Adenomyaosis uteri und Leiomyomen im Corpus uteri.
Abb. 21b: Ein Uteruspréparat mit einer Adenomyose, diffuser Myomatose und kleinen
Leiomyomen des Corpus uteri. Immunhistochemischer Nachweis von dem Protein [3-
SG im Uterus. Es sind bei beiden Patientinnen 100% der Endometrioseherde im
Myometrium angeférbt (Abb. 21a/b). Abb. 21a/b VergrolRerung X17

Nachfolgend werden beispielhaft zwei Patientinnen dargestellt, die in ihren Ovarien
Endometriosezysten aufweisen (Abb. 22a und 22b). Das Protein B-SG farbt das
einschichtige Zystenepithel der Endometriose gleichférmig zytoplasmatisch (Abb. 22a).
Das ovarielle Stroma wird von B-SG diffus schwach mitgeféarbt. Die Lokalisation der

Farbung im Stroma ist gleicherweise zytoplasmatisch. Die Endometriosezyste der
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Patientin ist zum groRten Teil einschichtig isoprismatisch, bis auf einen kleinen Teil,
der mehrschichtig erscheint aufgrund der Schnittebene (Abb. 22b). Das Epithel der
Endometriosezyste ist ebenfalls durchgehend zytoplasmatisch geféarbt. Das angrenzende
ovarielle Stroma wird von B-SG homogen positiv erfasst. Das Protein -SG farbt bei
beiden Patientinnen das Zystenepithel der Endometriose vollstandig zytoplasmatisch
(Abb. 22a und 22b). Im Gegensatz zum endometrialen Stroma im Uterus wird zum
erheblichen Teil das ovarielle Stroma von B-SG mitgefarbt (vgl. Abb. 20). Da B-SG das
Epithel in den Endometrioseherden des Ovars der Patientinnen durchgéangig detektiert,

wurde das Protein fur die weiteren Entitaten (Peritoneum und DIE) eingesetzt.

Abb. 22a: Immunhistochemischer Nachweis von 3-SG auf einem Schnittpraparat eines
Ovars mit fokalen Anteilen einer Endometriose und frischen Blutungsresiduen. Die
Patientin hat auch eine Endometriose an den Parametrien, der Fossa ovarica, des
Weiteren paraurethral und am Rektosigmoid. Abb. 22b: Patientin mit einer
Endometriosezyste im Ovar. Nachweis von dem Antikdrper 3-SG im ovariellen
Zystenepithel. Abb. 22a/b VergroRerung X17

Die nachfolgend vorgestellten Patientinnen haben peritoneale Endometrioseherde im
Bereich der Blase (Abb. 23a und 23b). In Abb. 23a kann man einen Teilanschnitt von
mehreren mehrschichtigen Driisenanteilen erkennen, die wegen der tangentialen
Schnittfihrung zustande kommen. Das Epithel der Drisen ist vollstandig positiv. Die
Farbung in den Drisen ist zytoplasmatisch lokalisiert. Das am Epithel angrenzende
Stroma ist weitestgehend negativ. Es sind nur vereinzelt kleine Anteile des Stromas
zwischen den beiden benachbarten Epithelstrukturen gefarbt (Abb. 23a, Pfeil).
Ebenso hat die zweite ausgewéhlte Patientin eine L&sion mit teils mehrschichtigem
Epithel, das aufgrund der Schnittebene entsteht (Abb. 23b). Die Druse ist in ihrer
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ganzen Zirkumferenz zytoplasmatisch geféarbt. Das zytogene Stroma ist nicht gefarbt. In
der Umgebung sind minimale Anteile einer schwachen Hintergrundfarbung zu
erkennen.

Insgesamt farbt B-SG die Endometriosedriisen im Peritoneum vollstdndig und l&sst das
angrenzende zytogene Stroma aus. Beta- Sarcoglykan zeigt eine nahezu vergleichbare
Farbecharakteristik in den Epithelzellen der Drusen vom Uterus, Ovar und Peritoneum,
In allen Drisen bzw. Zysten sind die Zellen zytoplasmatisch angefarbt. Durch diese

Farbesignatur vom Protein -SG im Peritoneum wurden weitere immunhistochemische

Analysen durchgefihrt.

&

Abb. 23a: Immunhistochemischer Nachweis von 3-SG im Praparat einer
Blasenendometriose (PE) mit gefaRfilhrendem Fett- und Bindegewebe mit zytogenem
Stroma und Einblutungen. Die Patientin hat auch eine Endometriose im Ligamentum
rotundum, Ovar und Infundibulum pelvicum. Abb 23b: Immunhistochemische
Gewebeprobe einer Endometriosepatientin aus dem linken Blasendach (PE) mit
Endometrioseinseln, ebenfalls paraurethral und im Ligamentum sakrouterinum. Der
Pfeil in Abb. 23a stellt eine Teilfarbung des Stromas dar. Vollstdndiger Nachweis vom
Protein B-SG in peritonealen Endometrioseherden. Abb. 23a/b Vergrofierung X17

Die vorliegenden Gewebeproben sind von zwei Patientinnen mit tief infiltrierenden
Endometrioseherden aus der Rektumwand (Abb. 24a) und dem rektovaginalen Bereich
(Abb. 24b). Beim Praparat der Rektumwand kann man drei Drusen sehen, welche von
zytogenem Stroma umgeben sind (Abb. 24a). Die Driusenverbande sind einschichtig
isoprismatisch aufgerichtet und weisen ebenfalls eine vollstdndige Farbung im
Zytoplasma auf. Das zytogene Stroma sowie die in der Umgebung lokalisierten

Strukturen sind komplett frei von Farbung.
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Die zweite Patientin zeigt eine rektovaginale Lasion mit einer einschichtigen
isoprismatischen Epithelstruktur und einer liickenlosen Farbung im Zytoplasma (Abb.
24b). Das umgebende zytogene Stroma ist Uberwiegend frei von Féarbung. Die
Umgebung ist jedoch schwach gefarbt. Beta- Sarcoglykan zeigt in der rektovaginalen
Lasion (Abb. 24b) eine intensivere Farbung als in den Endometrioseinseln aus der
Rektumwand (Abb. 24a). Bei beiden Patientinnen ist das zytogene Stroma negativ.
Wie auch in den vorherigen dargestellten Gewebearten Uterus, Ovar und Peritoneum
(Abb. 19, 22, 23) ist B-SG auch in der tief infiltrierenden Endometriose der
Epithelzellen vollends zytoplasmatisch lokalisiert.

Insgesamt ist B-SG in allen Driisen bzw. Zysten zu finden, nicht jedoch im zytogenen
Stroma des Uterus, Peritoneums und DIE. Dahingegen ist f-SG im ovariellen Stroma
starker exprimiert als in den Muskelzellen im Uterus. Beta- Sarcoglykan ist das erste
entdeckte Protein, welches alle epithelialen Strukturen in den Geweben (Uterus, Ovar,
PE und DIE) einbezieht.
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Abb. 24a: Immunhistochemischer Nachweis von einem Gewebeschnitt mit f-SG in
einer DIE aus der Rektumwand mit fibrosiertem Gewebe und Anteilen von glatter
Muskulatur. Abb. 24b: Immunhistochemisches Praparat aus einer rektovaginalen
Region mit fibrosiertem Fett und Bindegewebe mit herdférmigem zytogenem Stroma
und Endometrioseherden (DIE). Die Patientin hat auch eine Endometriose in der
Blasenumschlagsfalte. Nachweis von $-SG in der tief infiltrierenden Endometriose.
Abb. 24a/b Vergrollerung X17
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4.3.2 Lokalisation von Enpp2 im Uterus und in der Endometriose

Das nichste Protein, welches in den epithelialen Zellen des Endometriums
nachgewiesen wurde, ist das Enpp2. Es gehort zu einer Familie, die Phosphodiester-
Verbindungen von unterschiedlichen DNA-Bausteinen hydrolysieren (Stefan et al.
2005). In Abb. 25a sieht man eine Ubersichtsaufnahme eines Uterusabschnitts mit den
Endometriumschichten Funktionalis und Basalis, sowie Anteilen vom Myometrium. Die
sich im Endometrium befindenden Driisen sind in der sekretorischen Zyklusphase. Das
Epithel der Driisen ist hochprismatisch angeordnet. In der Vergrof3erungsaufnahme sind
die endometrialen Driisen im Epithel homogen mit einer leichten intensiveren Farbung
zur Basis der Epithelzellen hin geféarbt (Abb. 25b). Das Protein Enpp2 ist in allen
Driisen im Endometrium lokalisiert. Es findet sich eine rein zytoplasmatische Farbung
in allen Epithelzellen. Das Stroma im Endometrium ist vornehmlich frei von Farbung,
bis auf wenige Zellen, die eine schwache perinukleédre Farbung aufweisen. Das

Myometrium ist in demselben Mafle negativ.
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Abb. 25a/b: Immunhistochemischer Nachweis von Enpp2 an einer Patientin mit einem
Uterus myomatosus und einem unauffélligem Endometrium in der sekretorischen
Zyklusphase. Die Patientin hat im rechten Ovar eine Endometriosezyste. Vollstandiger
Nachweis des Antikorpers Enpp2 in den epithelialen Driisen des Endometriums.

Abb. 25D stellt die AusschnittsvergroRerung von Abb. 25a dar (s. Pfeil). Abb. 25a
VergroRerung X4.2 Abb. 25b Vergrolierung X17

Die Abb. 26a und 26b zeigen zwei Detailbilder von einem Uteruspraparat einer
Patientin in der Proliferationsphase. In Abb. 26a sieht man ein Oberflachenepithel mit
Driisen im Endometrium. Das Oberfldchenepithel und die Driisen sind einschichtig



58

hochprismatisch aufgebaut. Das Oberflachenepithel sowie die Drisen sind mit dem
Marker Enpp2 zytoplasmatisch geféarbt. Die Driisen zeigen eine leicht intensivere
Farbung zur Basis der Epithelzellen hin. Das Oberflachenepithel ist in seiner Farbung
intensiver als die benachbarten Driisen. Das an den Driisen angrenzende endometriale
Stroma ist negativ. Auch hier hat der Gewebeschnitt im oberen linken Quadranten einen
Gewebedefekt (Abb. 26a, Pfeil).

Die Drisen in Abb. 26b zeigen alle eine einheitliche zytoplasmatische Farbung mit dem
Protein Enpp2 mit einem negativen Stroma. Es ist nur eine schwache
Hintergrundférbung zu sehen. Das Protein Enpp2 erfasst 100% der Driusen im Uterus
und ist im Stroma des Endometriums zum groRten Teil negativ, sodass der Marker fur

weitere Experimente in den Entitéten erprobt wurde.

Abb. 26a/b: Uteruspréparat einer Patientin mit physiologischem Endometrium in der
Proliferationsphase und Leiomyomen des Corpus uteri. Vollstandiger Nachweis des
Antikorpers Enpp2 in den Drisenstrukturen und Oberflachenepithelien der
Gebdarmutter. In Abb. 26a ist ein Gewebedefekt (s. Pfeil). Abb. 26a/b VergroRerung
X17

Die folgenden Detaileinstellungen sind von zwei Patientinnen, die in ihrer
Uterusmuskulatur eine Adenomyose aufweisen (Abb. 27a und 27b). Beide Patientinnen
haben auch Leiomyome im Corpus uteri. Die erste Patientin zeigt eine Ldasion, die
hauptséchlich einschichtig aufgebaut ist (Abb. 27a). Das Epithel ist schwach
zytoplasmatisch mit dem Marker Enpp2 geférbt. Das angrenzende verdichtete zytogene
Stroma ist negativ, ebenso wie das anliegende Myometrium. Die zweite Patientin mit
dem immunhistochemischen Nachweis der Adenomyose ist ebenfalls durchgehend
zytoplasmatisch positiv (Abb. 27b). Das Epithel der Lasion ist einschichtig
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isoprismatisch angeordnet. Das anliegende Stroma ist auch bei dieser Patientin negativ.
Ein Intensitatsunterschied in der Farbung der Driisen ist zwischen beiden Patientinnen
ersichtlich (vgl. 27a und 27b). Das Protein Enpp2 farbt nicht nur die physiologischen
Driisen im Endometrium, sondern zeigt auch eine ahnliche Farbung bei den
pathologischen Adenomyosen im Myometrium des Uterus. Das zytogene Stroma im
Uterus ist bei Enpp2 frei von Farbung.

Die zu 100% gefarbten Lasionen mit Enpp2 im Uterus erfillten die Bedingungen
(héchstmdgliche Anzahl an geféarbten Epithelzellen, wenige stromale Zellfarbungen und
ein gutes Signal zu Rausch-Verhéltnis), um mit Enpp2 die L&sionen in den

verschiedenen Entitaten quantitativ zu erfassen.

Abb. 27a: Immunhistochemischer Nachweis von Enpp2 an einem Uteruspréaparat einer
Patientin mit ausgepréagter Adenomyosis uteri und Leiomyomen im Corpus uteri.
Abb. 27b: Uteruspraparat einer Patientin mit einer Adenomyose, diffuser Myomatose
und kleinen Leiomyomen des Corpus uteri. Immunhistochemischer Nachweis von

Adenomyosen mit dem Antikérper Enpp2 im Uterus. Abb. 27a/b VergroRerung X17

In der Abb. 28a ist ein Gewebeschnitt eines Ovars dargestellt. Die Aufnahme zeigt
einen Anteil einer Endometriosezyste. Das Epithel der Zyste ist einschichtig
isoprismatisch gegliedert. Enpp2 ist auf dem Epithel zytoplasmatisch lokalisiert. Es ist
eine Farbung zum Lumen der Zyste hin zu erkennen. Das ovarielle Stroma wird von
Ennp2 nicht erfasst im Gegensatz zum B-SG im Ovar (vgl. Abb. 22). Die zweite
Patientin hat ebenfalls eine Endometriosezyste im Ovar (Abb. 28b). Das Epithel der
Zyste ist teilweise einschichtig iso- bis hochprismatisch. Enpp2 féarbt hier ebenso das
Zytoplasma der Epithelzellen. Das ovarielle Stroma wird von Enpp2 kontinuierlich

schwach geférbt aulRer dem am Epithel angrenzenden Stroma, welches tiberwiegend
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negativ ist. Insgesamt ist Enpp2 im ovariellen Epithel eher schwécher lokalisiert, im
Gegensatz zum Uterus (vgl. Abb. 25, 26, 27).
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Abb. 28a: Immunhistochemischer Nachweis von Enpp2 bei einer Patientin mit einer
Endometriosezyste im Ovar. Abb. 28b: Immunhistochemischer Nachweis von Enpp2
bei einer Patientin mit einer ausgebrannten Endometriosezyste im rechten Ovar. Das
fragmentierte ovarielle Gewebe hat Oozyten und Primarfollikel. Nachweis des Markers

Enpp2 im ovariellen Gewebe. Abb. 28a/b VergroRerung X17

Die nachfolgenden Patientinnen verfuigen tber peritoneale Endometrioseherde im
Bereich der Blase (Abb. 29a und 29b). In Abb. 29a kann man einen Teil von mehreren
mehrschichtigen Driisenanteilen erkennen, die durch den Anschnitt des Gewebes
bedingt sind. Enpp2 farbt das Epithel der Drisen im Peritoneum vollstandig. Die
Féarbung in den Driisen ist wie bei -SG (vgl. Abb. 23a) zytoplasmatisch lokalisiert. Das
am Epithel angrenzende Stroma ist negativ. Bei der zweiten Patientin in Abb. 29b sind
die Lasionen ebenfalls vollstdndig zytoplasmatisch gefarbt. Das zytogene Stroma und
die sich in der Umgebung befindenden Strukturen sind nicht geférbt. Insgesamt ist
Enpp2 dhnlich wie B-SG in den Endometriosedriisen im Peritoneum exprimiert und l&sst
das angrenzende zytogene Stroma aus. Enpp2 zeigt eine vergleichbare
Farbecharakteristik in den Epithelzellen der Driisen vom Uterus und Peritoneum. In
allen Driisen bzw. Zysten sind die Zellen zytoplasmatisch angefarbt. Dieses
Farbemuster vom Protein Enpp2 im Peritoneum erlaubte weitere immunhistochemische
Versuche zur Klassifikation der drei Entitaten. Es l&sst eine Charakterisierung bzw.
Bestimmung des Verwandtschaftsgrads von eutopen Endometriumgewebe zu den

ektopen endometriotischen Entitaten zu.
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Abb. 29a: Immunhistochemischer Nachweis von Enpp2 im Préparat einer
Blasenendometriose (PE) mit gefaRfilhrendem Fett- und Bindegewebe mit zytogenem
Stroma und Einblutungen. Die Patientin hat auch eine Endometriose im Ligamentum
rotundum, Ovar und Infundibulum pelvicum. Abb 29b: Immunhistochemische
Gewebeprobe einer Endometriosepatientin aus dem linken Blasendach (PE) mit
Endometrioseinseln ebenfalls paraurethral und im Ligamentum sakrouterinum.
Vollstandiger Nachweis von Enpp2 in der peritonealen Endometriose. Abb. 29a/b

Vergrolierung X17

Die Gewebeschnitte sind von zwei Patientinnen mit tief infiltrierender Endometriose
aus der Rektumwand (Abb. 30a) und dem rektovaginalen Bereich (Abb. 30b). Bei der
ersten Patientin sind die Drusenverbénde grofitenteils einschichtig hochprismatisch
aufgebaut (Abb. 30a). Enpp2 weist im Epithel ebenfalls eine vollstdndige Farbung im
Zytoplasma auf, die eine zum Lumen hin starkere Farbung zeigt. Das zytogene Stroma
ist schwach gefarbt. Die in der Umgebung lokalisierten Strukturen sind komplett
negativ. Die rektovaginale L&sion der zweiten Patientin zeigt auch eine einschichtige
hochprismatische Epithelstruktur mit einer durchgangigen Féarbung im Zytoplasma
(Abb. 30b). Das zytogene Stroma und die Umgebung sind negativ. Enpp2 zeigt in der
rektovaginalen L&sion (Abb. 30b) sowie in der Endometriose aus der Rektumwand
(Abb. 30a) eine komplette Farbung der Drusen. Wie auch in den zuvor dargestellten
Gewebeproben (Abb. 26, 28, 29) des Uterus, Ovars und PE werden mit Enpp2 in der
DIE die Epithelzellen vollstandig zytoplasmatisch erfasst.

Zusammenfassend ist Enpp2 in allen Driisen bzw. Zysten der Patientinnen lokalisiert.
Das Zystenepithel im Ovar ist im Vergleich zu den Drisen im Uterus, PE und DIE
schwécher gefarbt (Abb. 26, 28, 29, 30). Enpp2 ist im zytogenen Stroma des Uterus,

Ovars, Peritoneums und DIE uberwiegend nicht lokalisiert, bis auf das zytogene Stroma
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in der DIE, welches bei einer Patientin schwach gefarbt ist (Abb. 30a). Das Protein
Enpp2 ist das zweite neben B-SG, welches alle epithelialen Strukturen in den Entitaten
(Uterus, Ovar, PE und DIE) erfasst.

Abb. 30a: Immunhistochemischer Gewebeschnitt mit Enpp2 einer Patientin mit DIE
aus der Rektumwand mit fibrosiertem Gewebe und Anteilen glatter Muskulatur.

Abb. 30b: Immunhistochemischer Nachweis von Enpp2 an einer rektovaginalen Region
mit fibrosiertem Fett und Bindegewebe mit herdférmigem zytogenem Stroma und
Endometrioseherden (DIE). Die Patientin hat auch eine Endometriose in der
Blasenumschlagsfalte. Vollstandiger Nachweis des Proteins Enpp2 in der DIE. Abb.
30a Vergrolkerung X25 Abb. 30b VergrolRerung X17

4.3.3 Lokalisation von Pck2 im Uterus und in der Endometriose

Das dritte zur Analyse verwendete Protein Pck2 ist ein Enzym, welches GTP katalysiert
und bei der Umsetzung von Oxalacetat zu Phosphoenolpyruvat mitwirkt. Das Protein
wird in verschiedenen Organen exprimiert, grofitenteils in der Leber und Niere
(Modaressi et al. 1998).

Die Ubersichtsaufnahme in Abb. 31a stellt einen Gebirmutterausschnitt mit den
Endometriumschichten Funktionalis und Basalis, sowie Anteilen vom Myometrium dar.
Die Driisen im Endometrium sind in der sekretorischen Zyklusphase. Das Epithel der
Driisen ist hauptsichlich hochprismatisch aufgebaut. In der VergroBerung in Abb. 31b
sind die endometrialen Driisen im Epithel homogen durch das Protein Pck2 angeférbt.
Das Protein Pck2 firbt alle Driisen im Endometrium ebenso wie die Proteine 3-SG und

Enpp2 (Abb. 19, 25). Es findet sich eine zytoplasmatische Farbung in den Driisen. Die
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Stromazellen im Endometrium sind schwach gefarbt mit einer leichten perinukledren

Féarbung. Das Myometrium ist durchgehend negativ.

QT‘ : X g I'i.

Abb. 31a/b: Immunhistochemischer Nachweis auf einem Gewebeschnitt mit Pck2 eines
Uterus myomatosus mit unauffalligem Endometrium in der sekretorischen Zyklusphase.
Die Patientin hat im rechten Ovar eine Endometriosezyste. Nachweis von Pck2 in 100%
der Drisen des Uterus. Abb. 31a VergroRerung X4.2 Abb. 31b VergroRerung X17

Die Abbildungen 32a/b zeigen ein Uteruspréparat einer Patientin in der
Proliferationsphase. In Abb. 32a ist ein Oberflachenepithel mit Driisen veranschaulicht.
Das Oberflachenepithel und die Drisen sind einschichtig hochprismatisch aufgereiht.
Die Drisen sowie das Oberflachenepithel sind zytoplasmatisch gefarbt. Das
Oberflachenepithel ist intensiver als die benachbarten Driisen gefarbt, ebenso wie bei -
SG und Enpp2 (Abb. 20a, 26a). Insgesamt sind alle Epithelstrukturen homogen positiv.
Das endometriale Stroma ist wie bei der vorherigen Patientin (Abb. 31) auch schwach
positiv. Es ist auf dem Gewebeschnitt im oberen linken Quadranten ein Gewebedefekt
festzustellen (Abb. 32a, Pfeil). Die Driisen in Abb. 32b sind alle einheitlich mit dem
Protein Pck2 gefarbt. Ebenso sind hier alle Driisen zytoplasmatisch positiv. Das Stroma
der Patientin in Abb. 32b ist negativ mit nur einer schwachen Hintergrundférbung. Das
Protein Pck2 ist bei beiden Patientinnen (Abb. 31 und 32) in allen Driisen im
Endometrium lokalisiert. Bei allen Proteinen (B-SG, Enpp2 und Pck?2) ist das
Oberflachenepithel im Uterus intensiver als die umgebenden Driisen gefarbt. Das
Protein Pck2 erfullte die Bedingungen (héchstmdgliche Anzahl an geférbten
Epithelzellen, wenige stromale Zellfarbungen und ein gutes Signal zu Rausch-

Verhaltnis), um die L&sionen in den verschiedenen Entitéten quantitativ zu erfassen.
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Abb. 32a/b: Uteruspraparat einer Patientin mit physiologischem Endometrium in der
Proliferationsphase und Leiomyomen des Corpus uteri. Immunhistochemischer
Nachweis von 100% geféarbten Drisen und Oberflachenepithelien mit dem Protein
Pck2. In Abb. 32a ist ein Gewebedefekt (s. Pfeil). Abb. 32a/b VergroRerung X17

Die nachfolgenden Aufldsungen zeigen zwei Patientinnen, welche einen pathologischen
Uterus mit Adenomyosen im Myometrium aufweisen (Abb. 33a und 33b). Die erste
Patientin zeigt eine Ldsion, die einschichtig hochprismatisch aufgebaut ist (Abb. 33a).
Das Epithel ist stark zytoplasmatisch geféarbt. Das angrenzende verdichtete zytogene
Stroma ist negativ. Um das zytogene Stroma herum ist das Myometrium, welches
schwach angefarbt ist.

Die zweite Patientin mit der Adenomyose ist ebenfalls durchgehend mit Pck2
zytoplasmatisch gefarbt (Abb. 33b). Das Epithel der L&sion ist einschichtig
isoprismatisch aufgebaut. Das zytogene Stroma ist ebenfalls negativ. Auch bei diesen
Patientinnen (Abb. 33a/b) ist fur Pck2 ein Intensitatsunterschied in der Farbung zu
erkennen (vgl. 27a und 27b). Das Protein Pck2 ist wie -SG und Enpp2 nicht nur in den
physiologischen Driisen im Endometrium exprimiert, sondern zeigt ein vergleichbares
Farbemuster bei den pathologischen Adenomyosen im Myometrium des Uterus. Das

zytogene Stroma im Uterus ist bei Pck2 negativ.
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Abb. 33a: Uteruspraparat einer Patientin mit ausgepragter Adenomyosis uteri und
Leiomyomen im Corpus uteri. Abb. 33b: Uteruspraparat einer Patientin mit einer
Adenomyose, diffuser Myomatose und kleinen Leiomyomen des Corpus uteri.
Immunhistochemischer Nachweis mit 100% gefarbten Adenomyosen mit dem
Antikorper Pck2. Abb. 33a/b Vergrofierung X17

Die folgenden zwei Patientinnen haben in ihren Ovarien Endometriosezysten (Abb. 34a
und 34b). Das Protein Pck2 farbt das Zystenepithel der Endometriose gleichformig
zytoplasmatisch (Abb. 34a). Das Epithel der Zyste zeigt eine luminale Betonung der
Farbung. Eine schwache Hintergrundfarbung ist im ovariellen Stroma vorhanden. Die
Endometriosezyste der zweiten Patientin ist zum gréften Teil einschichtig
isoprismatisch, bis auf einen kleinen Teil, welcher mehrschichtig aufgrund der
Schnittebene ist (Abb. 34b). Das Epithel der Endometriosezyste ist ebenso durchgehend
zytoplasmatisch gefarbt. Das umliegende ovarielle Stroma wird von Pck2 schwach
positiv markiert. Das Protein Pck2 féarbt bei beiden Patientinnen das Zystenepithel der
Endometriose vollstdndig zytoplasmatisch (Abb. 34a und 34b). In der Intensitat farbt
Pck2 das Epithel starker als Enpp2 (vgl. Abb. 28). Pck2 farbt das ovarielle Stroma nicht
so kréftig wie B-SG (vgl. Abb. 22). Das Epithel in den Endometrioseherden des Ovars
der Patientinnen wurde durch Pck2 vollstandig detektiert, weshalb mit dem Protein

weitere quantitative Untrsuchungen vorgenommen wurden.
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Abb. 34a: Immunhistochemischer Nachweis von Pck2 in einem Schnittpraparat eines

Ovars mit fokalen Anteilen einer Endometriose und frischen Blutungsresiduen. Die
Patientin hat auch eine Endometriose an den Parametrien, der Fossa ovarica, des
Weiteren paraurethral und am Rektosigmoid. Abb. 34b: Patientin mit einer
Endometriosezyste im Ovar. Immunhistochemischer Nachweis von Pck2 im ovariellen
Gewebe. Abb. 34a/b VergroRerung X17

Bei den nachfolgenden Gewebeproben handelt es sich um Patientinnen mit
peritonealen Endometrioseherden im Bereich der Blase und des Ligamentum
sakrouterinum (Abb. 35a und 35b). Die Abb. 35a stellt Anschnitte von mehreren
Driisenanteilen dar. Pck2 férbt das Epithel der Driisen génzlich, dhnlich wie B-SG und
Enpp2 bei den Patientinnen (Abb. 23a und 29a). Die Féarbung in den Drusen ist
zytoplasmatisch lokalisiert. Das zytogene Stroma um das Epithel ist negativ. Die am
Rande gelegenen einzelgruppierten Stromazellen sind schwach positiv. Die zweite
Patientin hat zwei Lasionen mit einschichtigem Epithel (Abb. 35b). Das Epithel der
linken Lasion ist nur teilweise erhalten. Die Drisen sind vollstandig zytoplasmatisch
gefarbt. Das zytogene Stroma ist negativ. In der peripheren Umgebung ist eine
minimale Hintergrundfarbung zu erkennen. Insgesamt ist Pck2 genau wie f-SG und
Enpp2 in der Endometriose im Peritoneum vollstandig lokalisiert und l&sst das
angrenzende zytogene Stroma aus. Das Protein Pck2 zeigt eine vergleichbare
Farbecharakteristik in den Epithelzellen der Driisen vom Uterus, Ovar und Peritoneum.
In allen Driisen bzw. Zysten sind die Zellen zytoplasmatisch angefarbt. Diese
Farbeeigenschaft in den Epithelzellen des Peritoneums liel? das Protein Pck?2 flr weitere

immunhistochemische Experimente geeignet erscheinen.
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Abb. 35a: Immunhistochemischer Nachweis von Pck2 bei einer Patientin mit
Blasenendometriose (PE) mit gefaRfilhrendem Fett- und Bindegewebe mit zytogenem
Stroma und Einblutungen. Die Patientin hat auch eine Endometriose im Ligamentum
rotundum, Ovar und Infundibulum pelvicum. Abb. 35b: Immunhistochemischer
Nachweis an einer peritonealen Endometriose am Ligamentum sakrouterinum mit
teilweise vernarbtem Weichgewebe. Es sind mehrere Zysten mit endometrialem Stroma
vorhanden. Vollstandiger Nachweis von Pck2 bei beiden Patientinnen mit peritonealer

Endometriose. Abb. 35a VergroRerung X 17 Abb. 35b VergroRerung X12

Nachfolgend sind zwei Patientinnen mit tief infiltrierender Endometriose aus der
Rektumwand (Abb. 36a) und ein rektovaginales Resektat (Abb. 36b) dargestellt. Die
erste Patientin hat Drusenstrukturen, die einschichtig hochprismatisch angeordnet sind
(Abb. 36a). Im Epithel weist Pck2 wie B-SG und Enpp2 (Abb. 24a und Abb. 30a) eine
zytoplasmatische Farbung auf. Das zytogene Stroma ist Uberwiegend negativ bis auf
einige schwach geférbte Stromazellen.

Die rektovaginale Lasion der zweiten Patientin ist ebenfalls einschichtig
hochprismatisch angeordnet (Abb. 36b). Das Protein Pck2 ist auch bei dieser Patientin
im Zytoplasma durchgangig lokalisiert. Die zytogenen Stromazellen und die Umgebung
sind negativ. Das Protein Pck2 weist in der rektovaginalen Lasion (Abb. 36b) sowie in
den Endometriose aus der Rektumwand (Abb. 36a) eine ganzheitliche Farbung der
Driisen auf. Genau wie in den Gewebeproben des Uterus, Ovars und PE (Abb. 31, 34,
35) erfasst Pck2 in der DIE die Epithelzellen vollstdndig. Das Protein Pck2 ist beim
zytogenen Stroma im Uterus, Ovar, Peritoneum und DIE starker exprimiert als Enpp2.
Somit war Pck2 das dritte Protein neben f-SG und Enpp2, welches alle epithelialen
Strukturen der Entitaten (Uterus, Ovar, PE und DIE) erfasste.
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Abb. 36a: Immunhistochemischer Nachweis mit Pck2 bei einer Patientin mit einer DIE
aus der Rektumwand mit fibrosiertem Gewebe und Anteilen glatter Muskulatur.

Abb. 36b: Immunhistochemisches Praparat einer rektovaginalen Region mit
fibrosiertem Fett und Bindegewebe mit herdférmigem zytogenem Stroma und
Endometrioseherden (DIE). Die Patientin hat auch eine Endometriose in der
Blasenumschlagsfalte. Die Driisen der DIE sind zu 100% geféarbt mit dem Antikorper
Pck2. Abb. 36a/b VergroRerung X17

Fir das quantitative VVorgehen wurden die ausgewahlten Marker (3-SG, Enpp2 und
Pck2) im Endometrium und in der Endometriose untersucht. Es erfolgte die
Bestimmung an Ausschnitten der jeweiligen Praparate von denen die Driisen
nacheinander bezuglich der Quantitat der gefarbten Zellen in Prozent abgeschétzt
wurden (Tab. 24).

Fur die Entitaten Uterus, Ovar, Peritoneum und DIE wurde exakt dieselbe
Auszéhlungsmethode und Prozentbestimmung in Bezug auf die Farbungen der
einzelnen Schnitte vorgenommen. Es wurde fur die angefarbten Driisen und Zysten mit
den drei Markern ein Mittelwert in Prozent mit dem Standardfehler bestimmt. Die Tab.
24 zeigt die Anzahl der untersuchten Patientinnen der jeweiligen Entitat mit den drei
Proteinen sowie die Anzahl der Lasionen in Klammern flr das PE und die DIE. Das
Endometrium wurde jeweils mit den drei Entitaten (DIE, PE und Ovar) verglichen und
der P-Wert bestimmt.

Das Ziel war es, wie in der anschlieBenden Ubersichtstabelle 24 dargestellt, den Grad
der Ubereinstimmung der endometriotischen Entitaten DIE, PE und Ovar zum
Endometrium, sowie die prozentualen Anteile der gefarbten Drusen im Endometrium
und in den endometriotischen Lasionen fir die gewebsspezifischen Marker -SG,

Enpp2 und Pck2 zu bestimmen. Die Ergebnisse zeigen, ganzheitlich betrachtet, dass die
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drei Proteine nahezu 100% der Driisen im Endometrium farben. Es lasst sich eine hohe

Ubereinstimmung zwischen Endometrium und DIE (95,7%) zeigen, welche auf einen

engen Verwandtschaftsgrad schlieRen lasst. Das Endometrium und PE (84,1%) haben

ebenfalls eine hohe Ubereinstimmung. Das Endometrium und Ovar (68,7%) zeigen eine

schwachere Ubereinstimmung. Die DIE und das PE haben héhere Gemeinsamkeiten

untereinander als jeweils zum Ovar.

Tab. 24: Prozentsatz gefarbter Drisen im Endometrium und den endometriotischen
Entitaten fur p-SG, Enpp2 und Pck2.

Endometrium Ovarielle Peritoneale DIE
ohne Endometriose Endometriose (d)
Endometriose (b) (©
(@
B-SG N 23 19 19 (30) 18 (19)
Mittelwert (%) 100 84,4 89 99,6
SEM 0 49 3,5 0,44
P P(ab)=0,01 P(ac)=0,001 P(ad)=n.s.
P(bd)=0,05 P(cd)=0,001
Enpp2 N 23 16 18 (26) 18 (19)
Mittelwert (%) 98 56 77,7 88,9
SEM 2 9,5 3,6 5,9
P P(ab)=0,001 P(ac)=0,001 P(ad)=n.s.
P(bd)=0,01 P(cd)=0,05
Pck2 N 23 15 17 (25) 19 (20)
Mittelwert (%) 100 62,4 85 98,5
SEM 0 9 3,2 0,8
P P(ab)=0,001 P(ac)=0,001 P(ad)=n.s.
P(bd)=0,01 P(cd)=0,001
X N 69 50 54 (81) 55 (58)
Mittelwert (%) 99.3 68,7 84,1 95,7
SEM 0,7 4,7 2 2
P P(ab)=0,001 P(ac)=0,001 P(ad)=n.s.
P(bd)=0,01 P(cd)=0,05

Die Mittelwerte der geféarbten Drisen sind in % angegeben; n= Anzahl der Patientinnen

mit der Anzahl der Lasionen in Klammern; SEM= Standardfehler; DIE= tief

infiltrierende Endometriose; P(ab) steht fiir P-Wert des Endometriums ohne

endometriotische Lasionen verglichen mit der ovariellen Endometriose (b). n.s.= nicht

signifikant
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4.4 Ubersicht von B-SG, Enpp2 und Pck2 im Endometrium

Die unten dargestellten immunhistochemischen Nachweise sind Serienschnitte einer
Patientin mit den drei ausgewéhlten Proteinen (Abb. 37). Die Marker B-SG, Enpp2 und
Pck2 zeigten eine starke Lokalisierung in den Drusen des Endometriums und den
Oberflachenepithelzellen. Alle Epithelzellen im Uterus waren bei den drei Proteinen
vollstandig geféarbt. Die Driisen aus dem Endometrium von der Patientin befanden sich
in der Proliferationsphase (Abb. 37). Alle Marker zeigten eine homogene Farbung
(Abb. 37). Die Epithelzellen waren grof3tenteils einschichtig hochprismatisch aufgebaut.
Beim Protein $-SG waren die Drusen deutlich luminal betont, wohingegen bei Enpp2
und Pck2 die Drusen nur leicht ansatzweise luminal betont waren. Das Stroma des
Endometriums war bei B-SG und Enpp2 komplett negativ. Pck2 zeigte eine schwache
Hintergrundfarbung mit einzelnen positiven Stromazellen in der Peripherie.

Insgesamt waren die drei Marker in der Lokalisation der epithelialen Zellen des Uterus
identisch. Es zeigten sich auch keine Unterschiede im Farbemuster der drei Proteine

zwischen physiologischem Endometrium und den Adenomyosen (Abb. 21, 27 und 33).

B-SG Enpp2 Pck?2

Abb. 37: Immunhistochemischer Nachweis an einem Uteruspraparat einer Patientin in

der Proliferationsphase des Endometriums. Bei der Patientin sind mehrere Leiomyome
im Corpus uteri vorhanden. Die Patientin hat eine Endometriose am Ligamentum

sakrouterinum beidseits. VVergroRerung X17
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4.5 Ubersicht von B-SG, Enpp2 und Pck2 in der ovariellen Endometriose

Fur das ovarielle Gewebe als eigenstandige Entitat wurde ebenfalls ein Serienschnitt
einer Patientin fur die drei Marker verwendet. Die Patientin hatte eine
Endometriosezyste im linken Ovar (Abb. 38). Die Zystenanteile wurden von allen
Proteinen vollstandig detektiert. Das Zystenepithel war einschichtig isoprismatisch bei
den Serienschnitten mit B-SG, Enpp2 und Pck2 aufgebaut. Alle Marker ahnelten sich in
ihrer zytoplasmatischen Farbung. In der Stérke der Farbung der Zyste waren 3-SG und
Enpp2 etwas intensiver als Pck2. Das ovarielle Stroma war bei der Patientin
weitestgehend negativ. Das zytogene Stroma war ebenso negativ, jedoch nur marginal
vorhanden.

Vergleichend war das ovarielle Stroma bei dieser Patientin mit 3-SG negativ im
Gegensatz zu den anderen Patientinnen (vgl. Abb. 22a/b). Ebenfalls fiel fir Enpp2 auf,
dass das Zystenepithel deutlich intensiver gefarbt war, als bei den vorherigen
Patientinnen (vgl. Abb. 28a/b).

o | i
B-SG Enpp2 Pck2

Abb. 38: Immunhistochemischer Nachweis an einer Patientin mit einer

Endometriosezyste mit Stroma und Blutungsresiduen aus dem linken Ovar. Die
Patientin hat auch eine Endometriose im Sigma, Rektum und Ligamentum

sakrouterinum. VergrofRerung X17

AbschlieRend betrachtet zeigte sich im Vergleich zum Uterusepithel eine schwéchere
Lokalisation innerhalb des Ovars fiir B-SG, Enpp2 und Pck2. Ungeféahr zwei Drittel der
ovariellen Lasionen waren positiv fur die drei Marker. Im Laufe der Experimente
konnte bei allen Patientinnen mit ovarieller Endometriose fiir die drei Marker kein
einheitliches Muster in Bezug auf den Férbegrad aufgezeigt werden. In der 0.a. Tab. 24
ist die prozentuale Farbung der L&sionen durch die Proteine im Ovar aufgefiihrt.
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4.6 Ubersicht von B-SG, Enpp2 und Pck2 in der peritonealen Endometriose

In Abb. 39 wird eine peritoneale Endometriose einer Patientin aus dem Ligamentum
sakrouterinum dargestellt. Das Driisenepithel war einschichtig isoprismatisch
angeordnet. Bei allen Markern stellte sich die Farbung der Lasion einheitlich
zytoplasmatisch dar. Das zytogene Stroma um die Drisen herum war bei allen
Proteinen ungefarbt. Das in der Peripherie liegende Gewebe war bei Enpp2 und Pck2
uberwiegend negativ. Beim B-SG dargestellten Schnitt konnte man eine leichte
Hintergrundférbung erkennen (Abb. 39, Pfeil). Das Muster der Farbung bei dieser
Patientin durch die drei Proteine ahnelte dem der anderen Patientinnen (Abb. 23, 29,
35).
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Abb. 39: Immunhistochemischer Nachweis einer Patientin mit einer peritonealen

Enpp2

Endometriose aus dem Ligamentum sakrouterinum links. Es sind Anteile von
Endometriosezysten und Blutungsresiduen vorhanden. Die Patientin hat auch eine
Endometriose im Ligamentum rotundum, Fossa ovarica und Ovar. Der Pfeil bei 3-SG in

Abb. 39 stellt eine Hintergrundfarbung dar. VergrofRerung X17

Zusammenfassend stellten sich die Proteine in der peritonealen Endometriose im Laufe
der Versuche mit dem Grad der Farbung und Lokalisation homogener dar als in der
ovariellen Endometriose. Ungeachtet dessen wurden nicht alle L&sionen im Peritoneum
durch B-SG, Enpp2 und Pck2 erfasst. Die 0.a. Tab. 24 stellt die Ergebnisse der

Drisenférbung prozentual dar.
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4.7 Ubersicht von B-SG, Enpp2 und Pck2 in der tief infiltrierenden Endometriose

Die in Abb. 40 dargestellten Driisenformationen entsprechen einer tief infiltrierenden
Endometriose aus dem Dickdarmbereich. Es handelte sich um eine Patientin mit einem
multifokalem Befall. Alle drei immunhistochemischen Préparate stellten einen exakten
Serienschnitt dar. Das Epithel war bei den kleinlumigen Driisenanschnitten einschichtig
hochprismatisch. Die drei Schnitte waren durchgangig positiv mit den Markern. Die
Farbung war zytoplasmatisch lokalisiert, wie auch bei den anderen Patientinnen mit tief
infiltrierender Endometriose (Abb. 24, 30, 36). Das Farbemuster zeigte bei B-SG eine
leicht luminale Betonung. Bei Enpp2 war die Intensitat der Farbung im Vergleich zu
den anderen beiden Proteinen schwécher ausgepragt und nur basal und luminal
lokalisiert. Das zytogene Stroma, in dem die Driisen eingebettet waren, war bei allen
Patientinnen negativ. Das in der Peripherie gelegene Gewebe war bei Enpp2 und Pck2
negativ. Nur 3-SG farbte die Muskelzellen leicht, wie auch zuvor im Uterus (Abb. 21a).

B-SG Enpp2 Pck2
Abb. 40: Immunhistochemischer Nachweis von B-SG, Enpp2 und Pck2 bei einer

Patientin mit einer tief infiltrierenden Endometriose aus dem Dickdarmbereich.

VergroRerung X17

Insgesamt zeigten die Proteine B-SG, Enpp2 und Pck2 bei allen DIE- Patientinnen ein
sehr homogenes Muster beztiglich der Farbung und Lokalisation.

Die Farbecharakteristika bei den Gewebeproben dhnelten sehr stark dem des
Endometriums. Die o.a. Tab. 24 stellt die Ergebnisse aller Patientinnen aus der tief

infiltrierenden Endometriose fiir die drei Proteine dar.
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5. Diskussion
5.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Das Ziel der Untersuchung war es, mit Hilfe von gewebsspezifischen Markern,
Unterschiede und Ubereinstimmungen des Endometriums und der endometriotischen
Lasionen zu bestimmen. In der Studie wurden fur die Analyse der
immunhistochemischen Lokalisierung endometriale Biopsien von Patienten mit und
ohne Endometriose verwendet. In den meisten Fallen wurden Serienschnitte genutzt. Es
wurde anfanglich mit sieben Proteinen gearbeitet (Pace4, Gsk3p, CD9, WDR13, B-SG,
Enpp2 und Pck?2). Fiir drei von den sieben Proteinen (B-SG, Enpp2 und Pck2) konnte
eine Expression in nahezu allen endometrialen Driisen und Epithelien mit 99,3%
festgestellt werden bei einer Gesamt- Gewebeprobenanzahl von 69.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse haben wir die Lokalisierung und die
Quantifizierung der drei Proteine (B-SG, Enpp2 und Pck2) und damit eine
Charakterisierung der drei Entitaten; der ovariellen Endometriose; der peritonealen
Endometriose und der tief infiltrierenden Endometriose vornehmen kdnnen.

Die Proteinexpression der Lasionen aller tief infiltrierenden Endometriosen waren fiir -
SG 99,6%, Enpp2 88,9% und Pck2 98,5% und somit zusammenfassend in der tief
infiltrierenden Endometriose 95,7% bei einer Gesamtzahl an Patientinnen von 55 mit 58
Lasionen. Die endometriotischen Drisen und fast alle endometriotischen Epithelzellen
aller peritonealen Lésionen in den Serienschnitten zeigten eine Proteinexpression fir
Enpp2 von 77,7%, fur B-SG von 89% und fiir Pck2 von 85% und somit insgesamt
84,1% in der peritonealen Endometriose bei einer Gesamt- Patientinnenanzahl von 54
mit 81 Ldasionen. Die Ldasionen in der ovariellen Endometriose zeigten eine
Gesamtpositivitit bei B-SG von 84,4%, bei Enpp2 von 56% und bei Pck2 von 62,4%
und somit fur alle drei Proteine zusammengenommen in der ovariellen Endometriose
von 68,7% bei einer Gesamt-Gewebeprobenanzahl von 50.

Fur die beiden Entitaten, dem Endometrium und der tief infiltrierenden Endometriose
wurde ein sehr hoher Prozentsatz an positiven Drisenstrukturen erfasst, was eine sehr
hohe Ubereinstimmung vermuten lasst. Die Proteinexpression in den eutopen
endometrialen Driisen und in der peritonealen Endometriose zeigte ebenfalls eine grolie
Ubereinstimmung. Fir die dritte Entitat, der ovariellen Endometriose verglichen mit
den eutopen endometrialen Driisen, zeigte die Proteinexpression von 3-SG, Enpp2 und

Pck2 eine schwichere Ubereinstimmung. Es kann daher eine mdgliche Rangfolge fiir
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den Grad der Ubereinstimmung der drei endometriotischen Entitaten (DIE, PE und
Ovar) verglichen mit den eutopen endometrialen Driisenstrukturen aufgestellt werden.
An erster Stelle kommt fiir den Grad der Ubereinstimmung mit dem Endometrium die
DIE, gefolgt von den peritonealen endometriotischen Lasionen und schlief3lich die
ovarielle Endometriose. Fur die Vergleiche untereinander der drei Entitaten DIE,
Peritoneum und Ovar ist zu erwahnen, dass die tief infiltrierende Endometriose und die
peritoneale Endometriose miteinander eine gréBere Ahnlichkeit aufweisen, als zur

ovariellen Endometriose.

5.2 Analyse der Marker - SG, Enpp2 und Pck2
5.2.1 Analyse von B- SG

Das Protein - Sarcoglykan ist Teil eines groien Komplexes, der aus einer Vielzahl an
Molekdilen besteht (Abb. 41). Die groRte Einheit ist der Dystrophin-Glykoprotein-
Komplex; diesem gehodren eine Reihe von Proteinen an wie z.B. der Sarcoglykan-
Komplex mit seiner Untereinheit - Sarcoglykan (Hashimoto und Yamaguchi 2006).
Der Dystrophin-Glykoprotein-Komplex hat sowohl eine mechanisch stabilisierende als
auch eine signal- vermittelnde Funktion zwischen dem Zytoskelett, der Membran und
der extrazellularen Matrix (Lapidos et al. 2004). Der Sarcoglykan- Komplex besteht aus
verschiedenen Isoformen (Abb. 41). Wiahrend die B-, 8- und e-Sarcoglykane in vielen
Geweben vorkommen, sind y- und a-Sarcoglykane ausschlieBlich im Skelett- und
Herzmuskel exprimiert (Cutroneo et al. 2014). Das Protein B- Sarcoglykan ist am
hé&ufigsten in Herz- und Skelettmuskelgewebe, aber auch in Plazenta, Niere, Leber und
der Lunge vorzufinden (Anastasi et al. 2007). Die Sarcoglykane werden mit
muskuloskelettalen Erkrankungen in Verbindung gebracht, so verursacht eine Stérung
im Dystrophin-Glykoprotein-Komplex oftmals eine Muskeldystrophieerkrankung
(McNally 2012). Ebenfalls konnen spezielle Mutationen im Sarcoglykan- Komplex eine
Kardiomyopathie verursachen (Wheeler und McNally 2003).

Der Sarcoglykan-Komplex spielt nicht nur an den Membranen und am Sarkolemm der
Muskelfasern eine Rolle, sondern konnte auch in Epithelzellen und in verschiedenen
Gewebearten vorgefunden werden (Anastasi 2010), wie die glatte Muskulatur von

Bronchiolen, Magen, Diinndarm, Dickdarm, Blase, Harnleiter und dem Uterus
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(Anastasi et al. 2007).

Im gesunden weiblichen Brustgewebe konnten auch nahezu alle Sarcoglykan-
Isoformen in Epithel- und Myoepithelzellen identifiziert werden (Arco et al. 2012). Im
benignen Prostatagewebe fand man ebenso alle Sarcoglykane in den epithelialen und
myoepithelialen Strukturen (Cutroneo et al. 2014).

Die nachfolgende Abb. 41 verdeutlicht die hochkomplexe Interaktion des Sarcoglykan-

Komplexes an der zellularen Membran von dem die Isoform B-SG einen Teil darstellt.
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Abb. 41: Schematische Darstellung des Dystrophin- Glykoprotein Komplexes (DGC)
und der Sarcoglykan-Subkomplex-Typen. (A) Der Sarcoglykan- Komplex interagiert
mit Dystroglykan an der extrazelluldaren Matrix und mit Filamin 2 und Dystrophin auf
der intrazelluldren Seite. (B) Der Sarcoglykan- Komplex in den Skelett- und
Herzmuskelzellen besteht aus den Untereinheiten a-, -, 3- und y- Sarcoglykan.

(C) Der Sarcoglykan- Komplex in der glatten Muskulatur besteht aus den
Untereinheiten (-, e-, 6- und B- Sarcoglykan (Wheeler und McNally 2003).

NOS (Stickstoffmonoxid- Synthase)
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In den epithelialen Drisenstrukturen des Endometriums und in den endometriotischen
Entitaten ist das Protein B-SG als ein Teil des Sarcoglykan- Komplexes, der wiederum
zum Dystrophin- Glykoprotein- Komplex gehort, bis dato in keinen Forschungsarbeiten
beschrieben worden.

Wir konnten in unseren Untersuchungen zeigen, dass das Protein 3-SG in den
epithelialen Drisenstrukturen des Endometriums und in den endometriotischen
Ldasionen des Ovars, Peritoneums und der tief infiltrierenden Endometriose
immunhistochemisch nachweisbar ist.

Welche mogliche Bedeutung konnte das Protein - Sarcoglykan fiir das Endometrium
und die Endometriose haben? Fir eine mdgliche Hypothese sollte man zuerst priifen, in
welchen epithelialen Drisenstrukturen - Sarcoglykan auBer im Endometrium noch
lokalisiert ist. Die einzigen epithelialen Drisen, in denen B- Sarcoglykan bis dato
nachgewiesen wurde, sind im Brust- und Prostatagewebe lokalisiert (Arco et al. 2012,
Cutroneo et al. 2014). Dies lasst moglicherweise eine Praferenz der Expression von -
Sarcoglykan in den geschlechtsspezifischen Organen vermuten. Da - Sarcoglykan als
Untereinheit des Sarcoglykan- Komplexes in den epithelialen Driisen des
Endometriums vorzufinden ist, deutet es durchaus an, dass die Zellen zur Stabilitat und
damit zur Lebensfahigkeit auf diesen Protein- Komplex angewiesen sind, um einige
ihrer Funktionen intra- und extrazellular zu erfillen. Zuséatzlich werden die
Sarcoglykane mit benigen und malignen Tumoren in Verbindung gebracht (Arco et al.
2012, Cutroneo et al. 2014). Diese Informationen kénnten auch eine wahrscheinliche
Rolle des B- Sarcoglykans in Verbindung mit der Endometriose vermuten lassen, da
sehr wohl bekannt ist, dass die Endometriose auch Eigenschaften mit einem
zerstorenden, invasiven und metastasierenden Potenzial besitzt (Teng et al. 2016). In
diesem Zusammenhang ist wichtig, dass Sarcoglykane Abschnitte von Cadherin-
Domanen enthalten (Dickens et al. 2002). Diesen Cadherin- Proteinen wird eine
wichtige Rolle bei der Tumorprogression, Invasion und Metastasierung zugeschrieben
(Juan et al. 2016). Weitere Funktionen der Cadherine sind die Zelladhdsion durch
Interaktion mit anderen Molekiilen und die Reaktion auf verschiedene extrazellulare
Signale mit Kontrolle von Sortierung, Organisation und Migration der Zelle. An der
Zelloberflache werden Cadherine durch einen innenliegenden Signalmechanismus
reguliert (Gumbiner 2005). Darlber hinaus &hneln sich Sarcoglykane und Cadherine
auch in ihren zelluldren Lokalisationen, Funktionen und posttranskriptionellen

Modifikationen (Dickens et al. 2002). Diese Proteine konnen maglicherweise zur
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Entstehung von metastasierenden Prozessen beitragen. Die Cadherine kdnnten die
Tumorzellen begunstigen, aus dem epithelialen Zellverband zu entweichen und ihnen so
die Mdglichkeit geben, zu metastasieren (Nguyen et al. 2011).

Auf Grundlage der 0.g. Erkenntnisse konnte - Sarcoglykan an dhnlichen molekularen
Mechanismen in den epithelialen Driisen des Endometriums beteiligt sein. Es kdnnte
infolgedessen bei den endometrialen Zellen die Migration und Implantation
beglinstigen. Diese Faktoren auf der zellularen Ebene kdnnen einen méglichen Ansatz
bieten, auf dessen Grundlage man beispielsweise funktionelle Arrays zur Zellmigration
ausfiihren kann, um diese Vermutungen in den eutopen endometrischen Driisen und

ektopen endometriotischen L&sionen zu klaren.

5.2.2 Analyse von Enpp2

In den ersten Publikationen wurde Enpp2 als ein stimulierender Tumor- Motilitatsfaktor
beschrieben (Stracke et al. 1992). Fir das Protein Enpp2 ist auch das Synonym
Autotaxin bekannt. Enpp?2 ist ein sezerniertes Protein und ist in vielen biologischen
Flussigkeiten, einschlieBlich dem Blut, vorhanden (Sevastou et al. 2013).

Ebenfalls ist beschrieben, dass Enpp2 die Funktion einer Lysophospholipase hat,
welche Lysophosphatidylcholin (LPC) in den Lipidmediator Lysophosphatidsaure
(LPA) umwandelt (van Meeteren und Moolenaar 2007). Die Enpp2- LPA- Achse wird
auch mit der neuralen Entwicklung, Tumorprogression, Metastasierung und
neuropathischen Schmerzen in Verbindung gebracht (Hausmann et al. 2011).
AuRerdem fordert es die Angiogenese und ist notwendig fiir die Embryonalentwicklung
(van Meeteren et al. 2006).

Enpp2 ist auch ein wichtiger Akteur in der Pathogenese der Arthritis und
Lungenfibrose. AuRerdem gibt es verschiedene Hinweise auf eine mdgliche Beteiligung
an anderen chronischen Entziindungskrankheiten, welche auf die Stimulierung der
lokalen Lysophosphatidséure Produktion zurtickzufuhren ist (Sevastou et al. 2013).
Ebenso wird durch Enpp2 die Wundheilung geférdert (van Meeteren et al. 2006).
Bisherige Untersuchungen mit Enpp2 wurden nur an Uteri von Schweinen und Ratten
vorgenommen. Es konnte festgestellt werden, dass Enpp2 in der
Gebarmutterschleimhaut tiberwiegend an luminalen Driisenepithelzellen exprimiert und

in das Lumen des Uterus bei Schweinen sezerniert wird (Seo et al. 2012, 2013).
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Es konnte auch gezeigt werden, dass Enpp2 in Rattenuteri mit unterschiedlicher
Konzentration und Expression wahrend der jeweiligen Brunstzyklen vorzufinden ist.

Im Verlauf des Prodstrus (,,Vorbrunst*) und Ostrus konnte Enpp2 eher in den stromalen
Zellen detektiert werden. Beim Didstrus fand sich wiederum eine erhdhte Lokalisation
in den Epithelzellen des Endometriums (Ahn et al. 2011). Aufer in den tierischen
Reproduktionsorganen konnte Enpp2 ebenfalls im Genitaltrakt von Frauen
beispielsweise an Plazentagewebe in den Trophoblasten immunhistochemisch detektiert
werden (lwasawa et al. 2009).

Unsere Untersuchungen beschreiben als erste immunhistochemisch das
Verteilungsmuster von Enpp2 speziell in den humanen Driisenstrukturen des
Endometriums, sowie in der Endometriose des Ovars, Peritoneums und der DIE.
Welche mdgliche Bedeutung kdnnte das Protein Enpp2 im Endometrium haben?

Es ist bekannt, dass das Produkt von Enpp2, die LPA, an vielen Zellfunktionen wie z.B.
der Proliferation, Differenzierung, Migration, Adhé&sion und Invasion beteiligt ist. Diese
Funktionen beeinflussen viele biologische Prozesse, insbesondere jedoch die
Angiogenese (Ishii et al. 2004). Zusatzlich sollte in Betracht gezogen werden, dass die
Enpp2- LPA- Achse in den Trophoblasten der Plazenta eine regulatorische Funktion fir
die Neugestaltung der Gefal3e haben konnte (lwasawa et al. 2009).

In diesem Zusammenhang koénnte die Enpp2- LPA- Achse moglicherweise eine
unterstiitzende Funktion im Endometrium bei der GefalRentwicklung haben, da das
Endometrium nach jedem Menstruationszyklus ein neues Gefalisystem durch
Angiogenese und vaskuldre Neugestaltung aufbaut und so zelluldres Wachstum und die
Differenzierung unterstitzt (Okada et al. 2014).

Ferner lassen Untersuchungen im Rattenuterus vermuten, dass Enpp2 die Proliferation
der Uteruszellen reguliert und LPA als Mediator der epithelialen Zellen untereinander
und mit den Stromazellen fungieren kénnte (Ahn et al. 2011). Ahnliche regulatorische
Funktionen wéren auch im humanen Endometrium durchaus als eine mégliche Option
in Erwégung zu ziehen.

Welche mogliche Bedeutung kénnte das Protein Enpp2 in der Endometriose haben?
Obwonhl die Entstehung der Endometriose nicht vollstandig verstanden ist, deuten
mehrere Indizien darauf hin, dass entziindliche Prozesse eine zentrale Rolle bei der
Pathogenese der Endometriose spielen konnten und dass eine veranderte
inflammatorische Umgebung beispielsweise in der Peritonealhdhle, das Uberleben und

das Wachstum endometriotischer Zellen unterstitzt (Yamada-Nomoto et al. 2016). Es
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konnten mogliche Zusammenhénge von Enpp2 mit diesen inflammatorischen Prozessen
bestehen. Es konnte in den vaskularen Endothelzellen gezeigt werden, dass das Substrat
(LPC) von Enpp2 das Enzym Cyclooxygenase 2 (COX-2), welches einen wichtigen
pro- inflammatorischen Mediator darstellt, induziert. Es wird somit vermutet, dass LPC
die Fahigkeit von immunregulatorischen Zellen beeinflusst, inflammatorische Prozesse
und Immunantworten zu modulieren (Sevastou et al. 2013). Ebenso konnte das LPA als
ein Wachstumsfaktor, der Zellen positiv beeinflusst, bestimmt werden. LPA aktiviert
und stimuliert eine Reihe von intrazelluldaren Entziindungsprozessen und Mediatoren
(Sevastou et al. 2013). Es konnte auch das Enzym Enpp2 selbst in den synovialen
Fibroblasten von proinflammatorischen Faktoren wie z.B. TNF (Tumornekrosefaktor)
induziert werden. AuRerdem wird die Enpp2- LPA- Achse mit der Pathogenese von
Arthritis (Nikitopoulou et al. 2012) und Lungenfibrose in Verbindung gebracht
(Sevastou et al. 2013). In einer weiteren wichtigen inflammatorischen Erkrankung, dem
Asthma bronchiale, konnte eine erhdhte Expression von Enpp2 in den Atemwegen der
Patienten nachgewiesen werden (Park et al. 2013). Das Substrat LPC, das Produkt LPA
und das Enzym Enpp2 zeigen einen Zusammenhang mit inflammatorischen Prozessen
im Korper und geben mehrere Hinweise auf eine mogliche Beteiligung an chronischen
entzindlichen Erkrankungen. Durch den Nachweis von Enpp2 in den endometriotischen
Léasionen ist es durchaus denkbar, dass auch in der teilweise chronisch
inflammatorischen verlaufenden Endometriose Enpp2 die méglichen o0.g. Funktionen
ubernimmt und somit einen Progress fordert.

Es sind noch zwei weitere plausible Faktoren zu erwéhnen, welche in einem
Zusammenhang mit der Endometriose stehen kénnten. Es konnte gezeigt werden, dass
eine vermehrte Expression von Enpp2 in den lymphatischen hochendothelialen VVenolen
nachweisbar ist. Es wird folglich durch die Sekretion von Enpp2 der Eintritt von
beispielsweise Lymphozyten in das lymphatische System geférdert (Houben und
Moolenaar 2011).

Des Weiteren wird Enpp2 auch bei malignen Erkrankungen eine wichtige Rolle
zugeschrieben. Es konnte eine erhohte Expression von Enpp2 gefunden werden, welche
mit einer erhohten Invasivitat von Brustkrebszellen korreliert (Yang et al. 2002).
AuBerdem sind in weiteren Karzinomen wie in der Leber, Schilddriise und Lunge
erhdhte Konzentrationen von Enpp2 nachweisbar (David et al. 2010). Ebenfalls
verstarkt Enpp2 das metastatische und invasive Potenzial von ras- transformierten
Zellen (Nam et al. 2000).
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Das Protein Enpp2 kdnnte so moglicherweise zu Migrationsprozessen in der
Endometriose beitragen. Die eutopen endometrialen Driisen kdnnten durch die Funktion
von Enpp2 beispielsweise auch einen Weg Uber das lymphatische System finden und
sich an einen anderen Ort implantieren. Es konnten schon mehrere Studien
endometriotische Zellen in Lymphknoten nachweisen (Mechsner et al. 2010). Durch die
bekannte erhdhte Invasivitat der endometriotischen L&sionen kdnnte Enpp2 ebenfalls
eine mogliche Metastasierung fordern. Auch hier waren weitere Untersuchungen
angebracht, um die neuen Erkenntnisse in Zusammenhang mit Enpp2 im Endometrium

und der Endometriose zu analysieren.

5.2.3 Analyse von Pck?2

Das Protein Pck2 ist auch unter dem Synonym PEPCK- M (Phosphoenolpyruvate
carboxykinase 2, mitochondrial) bekannt. Das Protein Pck2 wird in verschiedenen
Organen exprimiert, jedoch tberwiegend in der Leber und Niere (Modaressi et al.
1998). Es wurde gezeigt, dass Pck2 beim physiologischen Energiestoffwechsel der
Glukoneogenese eine Rolle spielt (Stark et al. 2014). Auch in anderen Organen wie im
Pankreas ist Pck2 in den B- Zellen exprimiert, wo es bei Prozessen am Citrat-Zyklus
mitwirkt und diesen aufrechterhélt (Stark et al. 2009). AufRerdem ist Pck2 auch in den
Mitochondrien des braunen Fettgewebes vorhanden, wo es vermutlich dazu beitragt, die
Aktivitat des Citrat- Zyklus zu regulieren und auf intramitochondrialer Ebene die
Phosphorylierung mit zytoplasmatischen und energiebedurftigen Prozessen zu
verknupfen (Drahota et al. 1983). Das Enzym spielt wahrscheinlich unter anderem eine
Rolle bei der Pathogenese des Diabetes Mellitus (Stark und Kibbey 2014).

Neuen Studien zufolge ist Pck2 auch in Lungenkrebszellen aktiv. In diesen
Tumorzellen war die Pck2 Expression und Aktivitat unter niedrigen
Glucosebedingungen erhoht vorgefunden worden, ebenso war die Aktivitdt um das
Dreifache hoher als im Vergleich zu normalen Lungengewebsproben (Leithner et al.
2015). Auch in Karzinomzelllinien der weiblichen Brust, des Gebarmutterhalses und
des Dickdarms konnte eine selektive Expression von Pck2 registriert werden, sodass die
Pck2- Aktivitat bestimmte Funktionen bei Tumorstoffwechselanpassungen unterstiitzen
(Méndez-Lucas et al. 2014).

In einer weiteren Publikation, in der die Dezidualisierung des Endometriums
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beschrieben wurde, konnte eine Herunterregulierung des Pck2 in den endometrialen
Stromazellen des Uterus nachgewiesen werden (Bombail et al. 2010).

Unsere immunhistochemische Arbeit leistet einen Beitrag zur Lokalisation/
Klassifikation und damit zur Charakterisierung des Proteins Pck2 in den humanen
Drusenstrukturen des Endometriums und in den endometriotischen Entitaten Ovar,
Peritoneum und DIE.

Was flr eine mogliche Bedeutung kénnte Pck2 im Endometrium und in der
Endometriose haben? Es ist bekannt, dass Pck2 es den Zellen ermdglicht, aus der
Aminosdure Glutamin das Stoffwechselzwischenprodukt Phosphoenolpyruvat (PEP) zu
produzieren, das verwendet wird, falls die Glucose- Speicher erniedrigt sind (Vincent et
al. 2015). Ebenso katalysiert das Enzym Pck2 im Energiestoffwechsel die Umwandlung
von Oxalacetat zu PEP (Balsa-Martinez und Puigserver 2015). Da das Enzym Pck2 in
den eutopen endometrialen Drisenstrukturen nachweisbar ist, spricht dies durchaus
dafur, dass Pck2 ebenso im Endometrium eine katalytische Funktion tibernehmen
kdnnte und eine mogliche Beteiligung am Energiestoffwechsel hatte, wie beispielsweise
in den Leberzellen.

Interessanterweise konnte eine erhohte Pck2- Expression in verschiedenen Tumorzellen
wie der Schilddriise, Blase, Brust, Niere und des nicht- kleinzelligen Lungenkrebs
nachgewiesen werden. Es wird vermutet, dass die erhdhte Pck2- Expression in den
Tumorzellen fir die Zellproliferation und die Tumorprogression erforderlich ist
(Vincent et al. 2015). In diesem Zusammenhang wird den Tumorzellen durch das
Enzym Pck2 ein moglicher Uberlebensvorteil zugeschrieben; da Pck2 es den
Tumorzellen ermdglicht, sich an niedrige Glukosekonzentrationen in der Umgebung
anzupassen (Méndez-Lucas et al. 2014). Balsa-Martinez und Puigserver (2015) gehen
weiter und vermuten, dass bestimmte Tumorzellen das Enzym Pck2 daflr verwenden,
um die Glykolyse umzukehren und Lipide sowie Nukleinsauren aus Nicht-
Kohlenhydratquellen wie Glutamin zu synthetisieren. Dieser selektive
Wachstumsvorteil der Tumorzellen in einer n&hrstoffarmen Umgebung mit Hilfe von
Pck2 konnte auch eine mogliche Verbindung mit der Endometriose haben. Da das
Enzym Pck2 in den endometriotischen L&sionen ebenfalls exprimiert wird, kbnnte man
annehmen, dass Pck2 in diesen Lé&sionen dhnliche Funktionen wie in den Tumorzellen
ubernehmen und somit die Progression und die Proliferation der Endometriose férdern
konnte. AuBerdem wirde es daher moglicherweise auch erkléren, weshalb die

endometriotischen Zellen so eine besondere Fahigkeit haben und sich an bestimmten
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nahrstoffarmen Umgebungen wie beispielsweise im Peritoneum ansiedeln kdnnen. Der
Nachweis der Lokalisation von Pck2 im Endometrium und der Endometriose konnte
noch sehr niitzlich sein, denn die Erkenntnisse bieten einen moglichen neuen Ansatz,
auf dessen Grundlage quantitative Untersuchungen durchgefuhrt werden kdnnen,
ahnlich wie beispielweise die Starke der Expression von Pck2 in den Tumorzellen

bestimmt wurde.

5.4 Diskussion der Ergebnisse im Endometrium und der Endometriose

Die Endometriose gehort zu den haufigsten benignen gynékologischen Erkrankungen
mit einer sehr hohen Rezidivneigung (Schweppe 2003, Hornung et al. 2004). Die
vollstandige Pathogenese dieser vermutlich dstrogenabhangigen Krankheit ist nach wie
vor nicht verstanden (Georgiou et al. 1999, Gurates und Bulun 2003). Die gutartig
proliferierende Endometriose weist Eigenschaften der Invasivitat, Zerstérung und
Metastasierung auf, wie sie fiir maligne Erkrankungen typisch sind, ohne jedoch wie
maligne Tumoren zu entarten (Teng et al. 2016). Die Endometriose stellt ein klinisches
und 6konomisches Problem fir die Bevolkerung dar, welches immer noch deutlich
unterschatzt wird (Oppelt et al. 2012).

Im Gegensatz zum immunhistochemischen Goldstandard- Marker CD10, der fur das
Stroma des eutopen endometrialen Gewebe und ektopen endometriotischen Gewebe
(Sumathi und McCluggage 2002) verwendet wird, sind fir die epithelialen
Driisenstrukturen in eutopen endometrialen und ektopen endometriotischen Gewebe
noch keine epithelialen Gewebemarker etabliert (Gronbach 2016).

Um die Gewebe- Charakterisierung der Endometriose besser zu erforschen und ein
Gesamtverstandnis zu bekommen, hat sich diese experimentelle Studie diesem Thema
gewidmet. Der Schwerpunkt der Arbeit bestand darin, mit Hilfe von epithelialen
Markern, die bislang im Endometrium nur wenig beschrieben waren, die
Drusenstrukturen im Endometrium mit den endometriotischen Entitaten DIE,
Peritoneum und Ovar auf Ubereinstimmungen und Unterscheidungen zu analysieren.
Die Haupthypothese beschéftigte sich damit, ob diese gewebsspezifischen Marker in
endometrialen Driisen wie auch in den anderen endometriotischen Entitaten ein
einheitliches Expressionsmuster aufzeigen, oder ob sie sich grundlegend voneinander
unterscheiden.

Die Ergebnisse zeigen, dass die drei Proteine 3-SG, Enpp2 und Pck2 bei den gesunden
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Probandinnen (ohne Endometriose) alle nahezu vollstandig in den Driusen des
Endometriums vorzufinden sind. Die drei Marker sind mit grof3er Mehrheit im
Zytoplasma der epithelialen Drisenstrukturen des Endometriums nachweisbar.
Uberraschenderweise sind die drei Proteine auch in der tief infiltrierenden
Endometriose mit einer fast identischen Lokalisation und sehr hohen H&ufigkeit
vorzufinden. Im Gegensatz dazu wurde postuliert, dass es sich bei der tief
infiltrierenden Endometriose um eine separate Entitat mit einer eigenen Pathogenese
handelt (Nisolle und Donnez 1997). Demzufolge sind die Drisen- und
Stromastrukturen, welche aullerhalb des Endometriums vorzufinden sind, in ihrem
histologischen Erscheinungsbild verschieden (Nisolle und Donnez 1997).

Unsere Untersuchungen legen jedoch nahe, dass die eutopen Driisen des Endometriums
und die tief infiltrierende Endometriose ein weitestgehend ibereinstimmendes
histologisches Expressionsmuster fir die drei Marker aufweisen. Diese Ergebnisse
stiitzen die Annahme, die Sampson schon im ersten Drittel des letzten Jahrhunderts
aufgestellt hat. Er formulierte mit seiner Hypothese, dass die eutopen endometrischen
Driisen retrograd wahrend der Menstruation durch die Tuben in die Bauchhohle
wandern und sich dort implantieren kdnnen (Sampson 1927b). Demnach sollten
Endometrium und Endometriose stark im Proteinprofil Gbereinstimmen.

Analysen in der Vergangenheit mit anderen Proteinen zeigten ahnliche Ergebnisse; so
konnten immunhistochemische Untersuchungen bei der Verteilung von Kollagen Typ I,
Il und IV in ektopen endometrialen L&sionen und im intrauterinen Endometrium von
Patienten mit oder ohne Endometriose detektiert werden. Das Kollagen vom Typ | war
das vorherrschende Kollagen, welches in dem umgebenden Kollagengewebe mit der tief
infiltrierenden Endometriose assoziiert war (Stovall et al. 1992).

Ebenfalls zeigte eine andere Studie, dass sich die Expression der Zytokeratin- Molekiile
im eutopischen Endometrium und in der ektopischen endometriotischen L&sionen nicht
unterscheiden (Kruitwagen et al. 1991). Eine weitere Untersuchung konnte die
Expression vom Transmembranprotein Mucin- 1 in eutopischen Endometrium und in
den ektopischen endometriotischen L&sionen nachweisen (Dharmaraj et al. 2014). Es
konnte ebenso in der Arbeit von Gronbach (2016) Mucin-1, Zytokeratin 18 und 19 bei
fast allen Drisen und Epithelzellen im Endometrium und in der Endometriose
immunhistochemisch lokalisiert werden.

Dies sind einige schliissige Argumente, welche fiir eine hohe Ubereinstimmung der

beiden Entitéten, der tief infiltrierenden Endometriose und der Driisen des eutopen
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Endometriums sprechen, sodass man von der Annahme einer Implantation des
endometrialen Ursprunggewebes ausgehen kann.

Fur die andere endometriotische Entitét, das Peritoneum, konnte eine gute Auspragung
(84,1%) der Proteinexpression flr B-SG, Enpp2 und Pck2 nachgewiesen werden. Die
Expression war in ihrer Ubereinstimmung nicht so hoch, wie das eutope Endometrium
verglichen mit der tief infiltrierenden Endometriose (95,7%), jedoch starker ausgepragt
als eutopes Endometrium im Vergleich mit der ovariellen Endometriose (68,7%).
Worin konnte die leichte Abweichung der Proteinexpression in der peritonealen
Endometriose liegen? Es gibt in der peritonealen Endometriose Einflussfaktoren der
Umgebung. Zu denen zahlt beispielsweise das Milieu in der peritonealen Flissigkeit,
welche eine spezifische Regulation aufweist und so Wachstum und Progression durch
Zytokine, und Wachstumsfaktoren beeinflusst (Koninckx et al. 1999). Auch eine andere
Studie in den Jahren zuvor konnte zeigen, dass die Wachstumsfaktoren in der
Peritonealflussigkeit von Endometriosepatientinnen in htheren Konzentrationen
nachweisbar waren (Oral et al. 1996). Ebenfalls konnte in aktuelleren Studien eine
erhdhte Konzentration von proinflammatorischen Faktoren wie z.B. Interleukin- 6 in
der Peritonealflissigkeit von Endometriosepatientinnen gemessen werden (Velasco et
al. 2010). Zusétzlich unterscheiden sich in der Peritonealfliissigkeit die endokrinen
Konzentrationen von denen im Blutkreislauf. Es kann somit vermutet werden, dass die
peritoneale Endometriose durch die Faktoren der Peritonealfliissigkeit beeinflusst wird
(Koninckx et al. 1999). Diese Differenzen der peritonealen Umgebung bei der
Peritonealendometriose kénnten schon einen minimalen Einfluss auf die
Proteinexpression in den oberflachlichen Lasionen bewirken. Die o.g. Einflussfaktoren
waéren eine mogliche Begriindung, weshalb die Proteinexpression in unserer
Untersuchung fiir peritoneale Endometriose keine vollstandige Ubereinstimmung mit
den eutopen endometrialen Driisen aufweist.

In unseren Untersuchungen zeigt sich eine Ausnahme fur die letzte zu erwdhnende
Entitat, der ovariellen Endometriose, fiir die drei Marker 3-SG, Enpp2 und Pck2. In
dieser Entitat fallt eine schwéchere Proteinexpression (68,7%) auf als in den eutopen
endometrialen Driisenstrukturen. Wie kann man sich diese Resultate in der ovariellen
Endometriose am ehesten erklaren? Wie bei der peritonealen Endometriose gibt es in
der ovariellen Endometriose ebenfalls Einflussfaktoren der Umgebung. Eine mdgliche
Erklarung kann im Unterschied der Hormonwirkungen auf die Eierstockumgebung

liegen (Kamergorodsky et al. 2009). Es ist beispielsweise festgestellt worden, dass es
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niedrigere Testosteronspiegel im Serum von Patienten mit ovarieller Endometriose gibt
(Ono et al. 2014). Im Gegensatz dazu fanden Huhtinen et al. (2014) keine Unterschiede
im Serum, dafur aber deutlich erhdhte Testosteronspiegel im Gewebe der ovariellen
Endometriose. Ein weiteres Hormon, welches im Ovar eine erhéhte Expression bei
ovariellen Endometriosepatientinnen aufwies, ist das Anti-Miller-Hormon (Carrarelli et
al. 2014). AuRerdem ist bekannt, dass die intra- ovariellen Konzentrationen in der
ovariellen Endometriose sich vom Plasma oder der Peritonealfliissigkeit unterscheiden
(Koninckx et al. 1999, Huhtinen et al. 2012, 2014). Ebenso konnte gezeigt werden, dass
im Vergleich zu gesunden Patientinnen eine unterschiedliche Lipidexpression
(Sphingolipid und Phosphatidylcholin) in der ovariellen Endometriose vorzufinden ist
(Cordeiro et al. 2015).

Das sind einige Faktoren, die sich vermutlich auch in unseren Ergebnissen
widerspiegeln, weshalb die ovarielle Endometriose verglichen mit dem eutopischen
Endometrium keine sehr gute Ubereinstimmung aufweist.

Es kann eventuell auch ein ganz anderer Einfluss im Zusammenhang mit der ovariellen
Endometriose diskutiert werden. Neuerdings wird die Endosalpingiose genauer von der
Endometriose abgegrenzt. Die Endosalpingiose ist durch die Anwesenheit von
zystischen Drusenstrukturen gekennzeichnet, die von gutartigem Tubenepithel ausgehen
(Bristol-Gould et al. 2005). Es besteht bei der Endosalpingiose ebenfalls, wie bei der
Endometriose, eine symptomatische Gemeinsamkeit in Form von chronischen
Unterleibbeschwerden (Keltz et al. 1995).

Eine weitere Gemeinsamkeit ist, dass sich die Endosalpingiose von der Endometriose in
ihrem makroskopischen Erscheinungsbild kaum unterscheidet, mit &hnlich gelb-
weililich punktierten zystischen Lasionen (Prentice et al. 2012). Deshalb ist es nicht
verwunderlich, dass die Endosalpingiose eine haufig unterdiagnostizierte oder falsch
diagnostizierte Entitat bei Frauen ist, welche zuvor hdufig als eine Endometriose
bestimmt wurde (DeHoop et al. 1997). Zusatzlich gibt es einen gewissen
Verwandtschaftsgrad zwischen Tubengewebe und Endometriumgewebe, da
Tubengewebe in der Lage ist, Endometrium- &hnliches Gewebe zu bilden, welches z.B.
nach einer Tubenligatur beobachtet werden konnte (Yuan et al. 2014). Dies macht es
dementsprechend fir Histopathologen schwerer, beispielsweise die zystische
Endosalpingiose richtig zu diagnostizieren (McCluggage 2000). Es kdnnte also
durchaus méglich sein, dass es zu Verwechslungen zwischen den beiden Erkrankungen

kommen kann, bedingt durch ihre Uberschneidungen.
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Eine andere Betrachtungsweise, welche man nicht auRer Acht lassen sollte, ist dass vor
kurzer Zeit eine Studie (Yuan et al. 2014) die Pathogenese der ovariellen Endometriose
in ein anderes Licht rlckte. Ihre Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein groRer Teil ihrer
Endometrioseproben als Ursprungsgewebe aus dem Eileiter abgeleitet sein kdnnten,
wahrend ein kleiner Teil ihrer Endometrioseproben endometrialen Ursprungs sein
konnten (Yuan et al. 2014). Dies kann eventuell erklaren, weshalb in unseren
immunhistochemischen Analysen die drei Marker 3-SG, Enpp2 und Pck2 in der
ovariellen Endometriose keine vollstdndige Expression aufweisen, da méglicherweise
auch in unseren analysierten endometriotischen Gewebeproben eine gewisse Zahl an
Proteinsignaturen aus den Eiteiterepithelien stammen konnte. Weitere
immunhistochemische Untersuchungen in diesem Zusammenhang kénnten darauf eine

Antwort geben.

Die Schlussfolgerung, die man aus unseren Untersuchungen fur die Zukunft ziehen
kann, ist, dass wir zeigen konnten, dass in den eutopen endometrischen Driisen und in
den ektopen endometriotischen Lasionen eine groRe Ubereinstimmung der
Proteinexpression nachweisbar ist. Die geringe bzw. mittlere Abweichung in den
Entitaten, PE und Ovar, sind vermutlich auf die 0.g. verschiedenen Einflussfaktoren der
Umgebung zurtickzufiihren. Unterstiitzt wird unsere Hypothese durch die Hypothese
von Koninckx et al. (1999), welche einen Einfluss von Faktoren im Blutstrom auf das
Endometrium sehen, sowie die Regulation der oberflachlichen Peritonealendometriose
durch peritoneale Flissigkeitsfaktoren und der ovariellen Endometriose durch intra-
ovarielle Konzentrationen, die sich von Plasma oder Peritonealfllssigkeit
unterscheiden. Ebenso in der Vergangenheit konnten immunhistochemische
Untersuchungen mit Keratinen zeigen, dass die ektopischen endometriotischen
Lasionen und eutopischen endometrialen Driisen die gleiche Proteinexpression
aufwiesen (Kruitwagen et al. 1991).

Auch wenn altere Studien die These formulieren, dass es sich bei den drei Entitéten
(DIE, PE und Ovar) der Endometriose um eine jeweils eigenstandige Pathogenese
handelt (Nisolle und Donnez 1997) und andere Untersuchungen einen vermutlichen
Unterschied zwischen endometriotischen Zellen und eutopischen Endometriumzellen
vorzeigen konnten (Koninckx et al. 1999); haben wir in unseren histologischen
Analysen eine groRe Ahnlichkeit in Struktur und Aufbau von eutopen endometrialen
Driisen und ektopischen endometriotischen L&sionen vorfinden kénnen. Diese
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Beobachtungen werden von anderen Analysen ebenfalls unterstiitzt, die den
endometrialen Drusen und den ektopen endometriotischen Lasionen in ihrer
histologischen Struktur und ihrem Aussehen Vergleichbarkeit zuschreiben (Clement
2007). Ein weiterer wichtiger Aspekt, welcher erwahnt werden sollte, ist, dass in
ovariellen Endometriosezysten ein monoklonaler Ursprung der epithelialen Zellen
nachgewiesen werden konnte (Jimbo et al. 1997). Ahnliche Ergebnisse konnte spater
auch fir die oberflachlichen peritonealen endometriotischen Lasionen gezeigt werden
(Nabeshima et al. 2003).

Die monoklonalen Nachweise der endometriotischen Lasionen und auch unsere
Ergebnisse sprechen dafir, dass die Endometriose hochstwahrscheinlich von einer
Ursprungsentitat abstammt, welche Sampsons Implantationstheorie bestatigen wirde
(Sampson 1927b). Ebenso erhérten klinische Untersuchungen die Implantation der
eutopen endometrialen Drisen. Es konnte nachgewiesen werden, dass Patientinnen mit
Fehlbildungen des Genitaltraktes und einer gestérten Menstruation durch die Vagina ein
erhohtes Risiko fiir Endometriose haben (Olive und Henderson 1987). Auch mehrere
epidemiologische Studien berichteten, dass kirzere Menstruationszyklen, langere
Durchflusszeiten und stérkere Menstruationsblutungen Risikofaktoren fir die
Endometriose sind (Eskenazi und Warner 1997), so dass im Umkehrschluss Frauen mit
mehreren Schwangerschaften ein verringertes Risiko einer Endometriose haben,
vermutlich aufgrund der verringerten Anzahl an Monaten mit Menstruationsfluss
(McLeod und Retzloff 2010). Auch eine operative Tubenligatur reduziert den
retrograden Blutfluss deutlich (Vercellini et al. 2011).

Insgesamt kann man sagen, dass zum grundlegenden Verstandnis der Endometriose
immer noch die Implantation von Endometriumzellen auBerhalb der Gebarmutterhthle
an anderweitige Orte gehort (Machairiotis et al. 2013). Die unterschiedlichen lokalen
Einfllsse in den jeweiligen Entitdten miissen in diesen Zusammenhang ebenfalls

beriicksichtigt werden.
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5.5 Ausblick

Die vorliegenden Ergebnisse leisten einen Beitrag flr das bisher noch immer ungeklarte
Verstandnis der Klassifikation und damit moglicherweise zur Entstehung der
Endometriose im weiblichen Korper. Auf Grundlage dieser Arbeit kdnnen sich weitere
Untersuchungen anschlief3en, um die Pathogenese der Endometriose noch exakter zu
erforschen. Es ware wiinschenswert mit den drei Markern Beta- SG, Enpp2 und Pck?2
ein noch groReres Patientenkollektiv zu untersuchen, um eine gréfRere quantitative
Aussagekraft zu erhalten. AuRerdem waére es von weiterem Interesse die jeweiligen
Umgebungen der endometriotischen Entitdten noch genauer zu erforschen, um einen
Informationsgewinn fiir die entscheidenden multifaktoriellen Einflussfaktoren zu
erhalten. Fur diese Erkenntnisse wirden sich beispielweise Untersuchungen an
Tiermodellen ebenfalls gut eignen.

Auf eine qualitative Verbesserung der Methoden sollte ebenso geachtet werden, um
allgemeine Fehlerguellen der Immunhistochemie wie z.B. die verzbgerte Fixierung von
Geweben, die unzureichende Lénge der Fixierung, eine schlechte Penetration des
Fixiermittels und eine Uberfixierung fir einen moglichen Verlust der Antigenitat zu
vermeiden (Marsch et al. 2015). Ebenso ist ein schnellstmdglicher Transfer der
entnommenen Gewebeproben ins Labor sehr wichtig.

Es bleibt abzuwarten, welche neuen Erkenntnisse auf Basis unserer Arbeit in den
nachsten Jahren gesammelt werden und welche Konsequenzen sich daraus fur das

Gesamtverstandnis der Endometriose ergeben.
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6. Zusammenfassung

Die atiologischen Mechanismen der Endometriose werden nach wie vor diskutiert,
trotzdem werden die peritoneale, ovarielle und tief infiltrierende Endometriose als
unterschiedliche Entitdten der Endometriose angesehen. Um den Verwandtschaftsgrad
zwischen dem eutopen Endometrium und den drei endometriotischen Entitaten zu
analysieren, wurde eine immunhistochemische Untersuchung zur ldentifizierung der
Proteinexpression durchgefiihrt. Nach Abschluss der Studie wurden 102 Gesamtproben
von n= 90 Patientinnen analysiert; davon 23 Uteri ohne Endometriose; 10
Adenomyosen; 30 peritoneale Endometrioseherde; 20 tief infiltrierende
Endometioseherde und 19 ovarielle Endometrioseherde. Die Proben wurden von der
operativen Sektion unserer gynakologischen Abteilung zur Verfligung gestellt.

Es wurde zu Beginn der Studie mit sieben gewebsspezifischen Proteinen gearbeitet
(Pace4, Gsk3p, CD9, WDR13, B-SG, Enpp2 und Pck?2). Fur drei von den sieben
Proteinen (B-SG, Enpp2 und Pck2) konnte eine Expression von 99,3% in nahezu allen
endometrialen Drisen und Epithelien nachgewiesen werden. Die drei Proteine, ein
membranassoziiertes (B- Sarcoglykan), ein sezerniertes (ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase 2) und ein mitochondriales (Phosphoenolpyruvate
carboxykinase 2) Enzym wurden anschlief3end fiir die Analyse in den
endometriotischen Entidten (DIE, PE und Ovar) verwendet.

In der tief infiltrierenden Endometriose konnte die Proteinexpression fiir p- Sarcoglykan
mit 99,6%, flr Enpp2 mit 88,9% und flr Pck2 mit 98,5% nachgewiesen werden.

Die Proteinexpression fur die drei Marker in der peritonealen Endometriose war fur 8-
Sarcoglykan 89%, fiir Enpp2 77,7% und fiir Pck2 85%. In der dritten endometriotischen
Entitat, dem Ovar, zeigte sich eine Proteinexpression fir B- Sarcoglykan mit 84,4%, fir
Enpp2 mit 56% und fir Pck2 mit 62,4%.

Zusammengenommen zeigen unsere Ergebnisse, dass das Proteinexpressionsmuster der
tief infiltrierenden Endometriose (95,7%) nahezu identisch mit dem Endometrium
(99,3%) ist. Das Protein- Expressionsprofil der peritonealen Endometriose zeigt
ebenfalls eine groRe Ubereinstimmung (84,1%) mit dem Endometrium (99,3%),
wéhrend die Expression der Proteine in der ovariellen Endometriose eine schwéchere
Ubereinstimmung (68,7%) mit dem eutopen endometrialen Driisen aufzeigen.

Auf Basis der Ergebnisse im Endometrium und der Endometriose ist ein hoher Grad an

Ubereinstimmung im Proteinexpressionsmuster der epithelialen Driisen und Léasionen
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nachweisbar, welches einen gemeinsamen Ursprung der Endometriose aus dem

Endometrium vermuten lasst.

Abstract

The etiological mechanisms of endometriosis are still being discussed, however,
peritoneal, ovarian, and deep infiltrating endometriosis are viewed as distinct entities of
endometriosis. In order to analyze the degree of similarity between the eutopic
endometrium and the three endometriotic entities, we performed an
immunohistochemical study to quantify protein expression. At the end of the study, 102
total samples of n= 90 patients were analyzed; of which 23 uteri without endometriosis;
10 adenomyosis; 30 peritoneal endometriotic foci; 20 deep infiltrating endometriotic
foci and 19 ovarian endometriotic foci. The samples were made available by the
operative section of our gynecological department (Justus-Liebig-University Giessen).
At the beginning of the study, seven tissue-specific proteins were used (Pace4, Gsk3p,
CD9, WDR13, B-SG, Enpp2 and Pck2). Three of the seven proteins (3-SG, Enpp2 and
Pck2) showed expression in almost all endometrial glands and epithelia with a positivity
of 99.3%. The three proteins, one membrane-associated (- sarcoglycan), one secreted
(ectonucleotide pyrophosphatase / phosphodiesterase 2) and one mitochondrial
(phosphoenolpyruvate carboxykinase 2) enzyme were subsequently used for analysis of
the endometriotic entities (DIE, PE and Ovar). In the deep infiltrating endometriosis, the
protein expression for 3- sarcoglycan could be detected with 99.6%, for Enpp2 with
88.9% and for Pck2 with 98.5%. Protein expression for all three markers in peritoneal
endometriosis was 89% for - sarcoglycan, 77.7% for Enpp2 and 85% for Pck2. In the
third endometriotic entity, the ovary, a protein expression for 3- sarcoglycan with
84.4%, for Enpp2 with 56% and for Pck2 with 62.4% was detectable. Taken together,
our results show that the protein expression pattern of deep infiltrating endometriosis
(95.7%) is highly identical to the endometrium (99.3%). The protein expression profile
of peritoneal endometriosis is also highly similar (84.1%) to the endometrium (99.3%),
whereas the expression of the proteins in ovarian endometriosis was only modestly
similar (68.7%) to the eutopic endometrial glands. Based on the results in the
endometrium and endometriosis, a high degree of agreement is found in the protein
expression pattern of the epithelial glands and lesions, which suggests a common origin

of the distinct endometriotic lesions from the endometrium.
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7. Abkurzungsverzeichnis
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Abb. Abbildung
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DNA Desoxyribonukleinsdure, Deoxyribonucleic acid
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Fc- Teil Konstanter Teil Antikdper
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Gsk3p Glykogensynthasekinase-3 Beta
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HRP Meerrettich Peroxidase, Horseradish peroxidase

Ig Immunglobin

IHC Immunhistochemie

IL Interleukin
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LPC Lysophosphatidylcholin
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